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TRAIL: TNF-Related Apoptosis-Inducing Ligand (TNF ile iliskili Apoptoza Neden
Olan Ligand).

Treg: Diizenleyici T hiicreleri

TYROBP: Tyrosine Kinase Binding Protein (Tirozin Kinaza Baglanan Protein).
ULBP: UL16 Binding Proteins (UL16’ ya baglanan protein).
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OZET

Atasever B. Beta Talasemi Majorlii Hastalgrda NK “(Natural Killer )
Aktivitesini Etkileyen Faktorlerin Arastirilmasi. Istanbul Universitesi Saglik
Bilimleri Enstitiisii, FIZYOLOJI ABD. Doktora Tezi. Istanbul. 2008.

Beta-talasemi major hemoglobinde [-globin zincirinin iiretilmemesiyle
karakterize, kalitsal bir hastaliktir. Cogu hastada, tedavi i¢in gerekli olan ¢oklu kan
transfiizyonlar1 lenfosit alt gruplarinda ve sitokin diizeylerinde immun
modifikasyonlara yol acar. NK hiicreleri patojenlere ve tiimor hiicrelerine kars1 dogal
bagisiklik yanmitinda 6nemli bir lenfosit altgrubudur. NK hiicrelerinin aktivitesi, hiicre
yiizeyinde bulunan aktivator ve inhibitor reseptorlerin hiicre igine ilettigi sinyaller ve
immiin hiicreler tarafindan salgilanan sitokinler ile diizenlenir.

Calismamizda 27 beta-talasemi major hastasinin ve 18 goniilliiniin NK aktivitesi
ve bu aktiviteyi etkileyen faktorler arastirildi. izole ve mononiikleer hiicreler igindeki
NK hiicrelerinin K562 hiicrelerine karsi sitolitik fonksiyonu deney Oncesinde ve
sonrasinda, flow sitometride CD56%" CD56P!3 alt gruplarina ayrilarak CDI16,
NKp30, NKp44, NKG2D reseptorleri olciilerek incelendi.

Beta-talasemi hastalarinin izole ve mononiikleer hiicreler icindeki NK aktivitesi
kontrollerden daha diisilk bulundu. Kontrollerde mononiikleer hiicreler icindeki
CD56%" NK hiicrelerinde deneyden sonra anlamli olarak CD16 artarken, beta-talasemi
hastalarinda CD56°*™* altgrubunda artt1. izole NK hiicrelerinde ise degismedi. Fakat bu
degisiklik beta-talasemi hastalarinda kontrole gore daha azdi. NKG2D reseptorii her iki
gruptada degismedi. Izole ve mononiikleer icinde CD56*™* NK hiicrelerinde NKp30
diizeyi deneyden sonra kontrollerde azalirken, beta-talasemi majorlii hastalarda sadece
izole NK hiicrelerde azaldi ve kontrollere gore bu degisiklik daha diisiik bulundu. izole
NK hiicrelerinde, CD56""** alt grubunda NKp44 reseptorii beta-talasemi hastalarinda
deneyden sonra anlamli olarak artarken, kontrollerde degismedi fakat gene hastalara
gore anlamlh olarak daha yiiksekti. Mononiikleer hiicreler i¢indeki NK’lar1 K562 ile
uyarmadan Once ve sonra toplanan siipernatantlardaki sitokin dl¢iimiinde, beta-talasemi
hastalar1 ve kontrollerde IL2, IL12, IFNy, TNFa miktarlar1 degismezken, hastalarda
IL10, IL15 ve TGF-B1 miktarlar kontrollere gore anlamli olarak daha yiiksekti.

Bu sonuglara gore, beta-talasemi hastalarimin NK aktivitesindeki azalmanin, NK
hiicrelerinde ve monositlerde fonksiyonel yetersizliklerin ve sitokin iiretiminin
diizenlenmesindeki bozukluklarin bir sonucu olabilecegini diisiindiirmektedir.

Anahtar Kelimeler : Beta-talasemi major, NK hiicreleri, NK aktivator
reseptorleri, Sitokinler, Dogal bagisiklik.

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi
tarafindan desteklenmistir. Proje No: T-830.
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ABSTRACT

Atasever B. Investigation of Factors Influencing NK (Natural Killer) Activity
in Beta-Thalassemia Major Patients. Istapbul University, Institute of Health Science,
Department of Physiology. PhD Thesis. Istanbul. 2008.

Beta-thalassemia major is a hereditary disease characterized by the absence of
beta-globin chain production. In most patients, multiple blood transfusions can
induce immunomodifications in lymphocyte subsets and cytokine levels. NK cells
are lymphocyte subpopulations that are important effectors of innate immune
responses against infectious pathogens and tumor cells. The cytotoxic activity of NK
cells is regulated by positive and negative signals from multiple receptors expressed
on their cell surface and cytokines that are secreted from other immune cells.

This study was carried out to investigate the details of NK cell function of 27
patients with beta-thalassemia and 18 controls. We analyzed the cytolytic function
of from these blood donors against K562 cells (both pure NK cells and PBMC).
Before and after the experiment, CD16, NKp30, NKp44, NKG2D receptors were
examined in CD56%™, CD56™¢™" NK subsets by flow cytometry.

We observed that beta-thalassaemia patients had lower activities of pure NK
cells and PBMC. While CD16 levels of CD56%™ NK subsets was significantly
increased in controls PBMC after experiment, it was increased in CD56#" subsets
of beta-thalassemia patients but wasn’t changed in pure NK cells. These differences
were lower in beta-thalassemia patients than controls. NKG2D receptor wasn’t
changed in both groups. While NKp30 receptor of CD56"™ subset in pure NK and
inside PBMC was decreased in controls after experiment it was only decreased in
pure NK cells of beta-thalassemia patients and this difference was low compare with
controls. NKp44 receptor of CD56™"" subset in pure NK cells was significantly
increased in beta-thalassemia patients after experiment and it wasn’t changed in
controls however it was higher than patients as significantly. The supernatants of
NK cells inside PBMC were collected before and after induced K562 and were
measured cytokine levels by ELISA. IL2, IL12, IFNy, TNFa levels weren’t changed
but IL10, IL15, TGF-B1 levels were significantly high in patients compare to
controls.

These findings demonstrate that environmental factors such as ineffective
cytokine production and defective function of monocytes and NK cells, may cause
low NK activity in beta-thalassaemia patients.

Key Words: Beta-thalassemia major, NK cells, NK activator receptors,
Cytokines, Innate immunity.

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University.
Project No. T-830.



1. GIRiS VE AMAC

Talaseminin tanimi ilk kez; 1925 de Eritroblastik ya da Akdeniz Anemisi
olarak “American Pediatric Hematology” de Dr. Thomas E. Cooley tarafindan
yapilmistir. Talasemi hastaligi, hemoglobini (Hb) olusturan o ya da [ globin
zincirlerinden birinin sentezindeki azalma ya da hi¢ yapilamamasindan ortaya ¢ikar.
Talasemi siniflandirmasi, hangi globin zincirin yapiminin azaldigina ya da
yapilamadigina gore yapilir. Tedavi edilmediginde oliimciil bir hastalik olan B-
talasemi major’de eritrositlerde beta globulin zinciri tiretilmez. B-talasemi majorde,
B globinlerin yapilamamasi sonucu, o globinleri tetramerler olusturarak eritroblastta
birikir. Bu agregatlar hiicre membranina zarar verir ve hemolize neden olur (50,

172).

Tedavi yapilmaksizin, hastalarin sadece birka¢ yil yasadigi goriilmiistiir.
Diizenli yapilan kan transfiizyonlar1 yasam siiresini uzatir. Ancak, [-talasemi
majorlii hastalarda; diizenli kan transfiizyonlari, etkin olmayan eritropoez nedeniyle
intestinal sistemde demir absorbsiyonunun tetiklenmesi ve eritrositlerin hemolizi

demir yigilimina yol agmaktadir (27, 38, 39).

B-talasemi major hastalarinda enfeksiyonlar mortalitenin en G6nemli
nedenlerinden biridir. Hastalarin yaklasik %12-46’sinin direkt olarak oOliimiinden
sorumludur. Son yapilan caligmalarda; monosit ve notrofillerin aktivitesinin
zayifladigl, poliklonal immunoglobulin sentezinin arttigi, kompleman alternatif
yolagimin aktivitesinin artti@i gosterilmistir. Ayrica lenfosit alt gruplarinin
fonksiyonel ve sayisal olarak degistigi bulunmustur (85, 99, 156). Sitotoksik T
(CD8) hiicre sayisimin arttigi, yardimc1 T (CD4) hiicre sayr ve fonksiyonunun
azaldigi, bununla birlikte natural killer (NK) hiicrelerinin aktivasyonunun
zayifladigr gosterilmistir. Bu anormalliklerin transfiizyonlar, demir yigilimi ya da
splenektomiden kaynaklandigi diisiiniilmektedir. Ancak, bu immunolojik

modifikasyonlarin altinda yatan temel mekanizma hala agik degildir (2, 7, 153).



NK hiicreleri genel olarak patojen mikroorganizmalarla enfekte olmus
hiicrelerin, 0Ozellikle enfeksiyonun erken fazinda yok edilmesinde ve timor
hiicrelerinin oldiiriillmesinde de 6nemli rol oynarlar. Ayrica, kemokin ve IFNYy ve

TNFa gibi inflamatuar sitokinleri iiretirler. (21, 116).

B-talasemi majorli hastalarda NK aktivitesinin azalma nedenlerini ayrintili
olarak arastirmis bir ¢alisma bulunmamaktadir. Bu tez calismasinda; bu hastalarda
meydana gelen patolojik degisikliklerin NK hiicrelerini  nasil etkiledigi
arastirilmustir.  NK  aktivitesi; mononiikleer hiicreler arasinda ve izole NK
hiicrelerinde olmak iizere 2 farkli sekilde incelenmistir. NK sitotoksisitesi iizerine
lenfositler ve monositler gibi diger immun hiicrelerin etkisinin anlagilmasi icin NK
aktivitesi, mononiikleer hiicrelerle birlikteyken veya saflastirllmis NK hiicreleri,
timor hiicreleri ile ayr1 ayri uyarilarak arastirilmistir. Boylece direkt NK hiicre
defektlerini reseptor veya sitokin salgisi diizeyinde anlamak miimkiindiir. NK
hiicrelerinin, K562 hiicreleriyle uyarilmadan ©nce ve deneyin sonunda alinan
orneklerde; NK hiicreleri alt gruplarina ayrildiktan sonra, CD16, NKG2D, NKp30
ve NKp44 aktivator reseptorlerinin flow sitometride analizi yapilmistir. NK
aktivitesi deneyinin sonunda; K562 ile uyarilmamis mononiikleer hiicrelerin ve
K562 ile uyarilmis mononiikleer hiicrelerin siipernatantlari, sitokin ol¢iimil i¢in
toplanmustir. Cesitli ¢alismalarda P-talasemi majorlii hastalarda serum sitokin
diizeylerine bakilmis ama NK hiicrelerinin kanser hiicresiyle stimiilasyonundan

sonra sitokin diizeyindeki degisiklikler incelenmemistir.

Talasemi hastalarinda NK aktivitesini etkileyen faktorlerin spesifik olarak
arastirtlmasi, bu hastalarda kanser ve enfeksiyon riskini azaltmak amaciyla
uygulanacak tedavi i¢in biiyiik 6nem tasimaktadir. Teknik anlamda; NK aktivitesi 2
farkli sekilde arastirilmis ve bunlar birbirleriyle karsilastirilmistir. NK aktivitesine;
izole NK ile ve mononiikleer hiicrelerle birlikte bakilmasi diger kan hiicrelerinin
rollerinin degerlendirilmesi agisindan da 6nemlidir. Boylece NK aktivitesini, hangi
cevresel faktoriin ne kadar etkileyebilecegi anlasilmaya calisilmistir.  Bulunan

sonuglar saglikli kisilerle karsilastirilarak degerlendirme yapilmistir.



2. GENEL BIiLGIiLER

2.1. B-Talasemi Major

2.1.1. B-Talasemi Major’ iin Tanim

Talasemi sendromu; Akdeniz bolgesinde, Orta Dogu, Hindistan, Uzak Dogu
ve tropikal Afrika’ da goriilen endemik kalitsal bir hastaliktir. Diinya
populasyonunun genislemesi nedeniyle son yiizyilda, talasemi endemik olmayan
iilkelerde de yiiksek siklikta meydana gelmektedir. Iskandinav iilkelerde homozigot
talasemi halen nispeten seyrek goriilmektedir. Diinya populasyonunun yaklasik %3
i heterozigot B -talasemidir ve genel olarak 270 milyon insan, talasemi ve
hemoglobin varyantlarini igeren mutant - globin geni tasimaktadir. Diinyada her
yil 300 000 den fazla ¢ocuk - globin gen hastaligi ile dogmaktadir. Ayrica en az bir
milyon insan o-talasemi (HbH, HbH-Constant Spring ve homozigot o’-talasemi)

tasimaktadir (14,34,113).

Talasemi, 1952 yilinda Cooley’nin anemisi olarak tanimlanmistir (35). -
talasemi majorde; eritrositlerde B-globin zinciri tiretimi olmadigindan, asir1 o-globin
zinciri lretilir. o-globin zinciri stabil degildir ve eritrositlerde c¢okelti olusturur.
Etkin olmayan eritropoez, kemik iliginde eritrosit prekiirsorlerinin hizli apoptozuna
neden olur ve eritrositlerin yasam siiresini kisaltir. Oksijen radikalleri ve serbest
demir diizeyinin artig1 hiicre iskeletinde hasara yol acar. o globin zincirinden ayrilan
hem ve hemikrom bilesikleri hiicre membrani1 ve hiicre iskeletinde birikir. Anemi,
eritropoetin diizeyini arttirir ve bu da kemik iligi aktivitesinde eritropoetik aktivite
ve proliferasyonun artisina yol acgar. Osteopeni, osteoporoz gibi cesitli iskelet
anormallikleri gelisir. Bazi1 hastalarda akciger ve omurgada ekstramedullar
eritropoetik aktivite meydana gelir. Eritropoetik doku artis1, splenomegalinin ana
nedenidir. Inefektif eritrositlerin hemolizi ve eritrositlerin birikimi buna katkida

bulunur (11, 14, 35).



Insan hemoglobini, O,’ ye baglanan hem ile kombine iki globulin zinciri
icerir. Yetigskinlerde hemoglobinin %97’ si Hemoglobin A (HbA)’ dir. HbA; 2 o ve
2B globin zincirinden olusur. Hemoglobinin %3.5” dan daha az1 ise HbA,’ dir.

HbA,” de B globin zinciri yerine & globin zinciri bulunmaktadir ve O, tasiyamaz.

Insan embriyosunda, O,” nin tasinmasm { ve € globin zincirlerinden olusan
embriyonik hemoglobinler gergeklestirir (Hb Gower I [ {,, €3], Hb Gower II [a,

€] ve Hb Portland [ {,, 72]). Gestasyonun 6. haftasindan sonra ve kalan fetal donem

boyunca major komponent fetal hemoglobin (HbF)’ tir (o, ¥2). Dogumdan sonra
HbA asamali olarak HbF ile yer degistirir ve 2 yasinda kandaki hemoglobinin
sadece %1’ i HbF’ tir (14, 34, 113). Sekil 2-1° de embriyonik, fetal ve yetiskin
Hb’leri gosterismektedir.
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Sekil 2-1. Hemoglobinlerin embriyonel gelisim siiresince ekspresyonu (14).
Eriskin Hb’inde B globulin zinciri bulunmaktadir. B-talasemi majorlii hastalarda
dogumdan sonra HbF’in azalmasiyla diizenli kan transfiizyonu olmaya
baslamaktadirlar.



o ve { globin zincirleri 16. kromozomun kisa kolunda lokalizedir. €, Gy, Ay, 8

ve B genleri ise 11. kromozomun kisa kolunda lokalizedir. B globin geninde 3
talasemiye neden olan 200 mutasyon tanimlanmistir. Mutasyonlardan bazilart f3
globin geninin ekspresyonu tamamen engellerken, bazilari ise ekspresyonu azaltir. 3
globin zincirinin eksprese edilmedigi duruma B’-talasemi, ekspresyonun azaldigi

duruma ise B*-talasemi denir (11, 14, 45).
2.1.2. B-Talasemi Major’iin Klinik Ozellikleri

Kemik iligi transplantasyonu; genetik hastaliklar, aplastik anemi ve
hematolojik malinitelerin tedavisinde kullanilir. Genetik hastaliklar arasinda [3-
talasemi major; diinyanin ¢ogu yerinde ¢cocuklarda halen 6nemli bir 6liim nedenidir.
1981° den beri, talasemi majorlii hastalar; HLA-identik ya da haploidentik
donorlerden kemik iligi graftlar ile tedavi edilmektedir. Ancak bunun bazi riskleri
vardir ve transplantla ilgili komplikasyonlar olusabilir, ©zellikle bu hastalarda
hepatomegali ve portal fibrozis goriilebilir. Hastalarin %80’1 tedavi edilebilmesine
ragmen %5’inde meydana gelen kronik graft-versus-host hastaliginin (GVHD)
tedavisi gerekmektedir. Sonuclar 8 yasin altindakiler icin daha iyi oldugunu
gostermektedir. Son 10 yilda, hematopoetik hiicre kaynagi olarak plasental kanin

kullanilmas1 artmistir (56, 82, 151).

Uzun siireli ¢cok sayida yapilan kan transfiizyonlar1 sonucunda; transfiizyon
reaksiyonlar1, demir yigilimi ve enfeksiyon gibi c¢esitli komplikasyonlara yol
acabilmektedir. Yabanci antijenlere maruz kalma sonucu alloimmunizasyon ve
immunomodulasyon formunda sekonder etkiler meydana gelir. Transfiizyona
bagimli P-talasemi hastalarinda B lenfositlerinde, NK aktivitesinde, HLA-DR
eksprese eden hiicrelerde ve T yardimci/baskilayici hiicre oranlarinda degisiklikler
oldugu gosterilmistir (80). Bu hastalarda NK diizeyinin azaldigi , lenfositlerde 1.2
reseptor (CD25), HLA-DR ve CD45RO ekspresyonunun arttigi gosterilmigtir.

Serum sitokin diizeylerinde ve soluble antijenlerde artis oldugu gosterilmistir (82).



Talasemi majoriin tedavisinde her 2-4 haftada bir diizenli eritrosit
transfiizyonu yapilir. Bunun baslica amaci; eritropoezi baskilamak ve intestinal
demir absorbsiyonunu azaltmaktir. Hemoglobin diizeyir 70 g/L’ nin altinda olan
cocuklarin diizenli kan transfiizyonuna gereksinimi vardir. Transfiizyon olan
hastalarin alloantikorlar1 ve enfeksiyon olup olmadig diizenli olarak takip
edilmelidir. Bugiin, cogu [ talasemi majorlii hastada kronik Hepatit C enfeksiyonu
goriilmektedir. Hastalarin yillik eritrosit toplam voliimii hesaplanmalidir. Eger yillik
birikim 200-220 ml kg'l yll'l’ 1 asarsa alloantokorlara ya da splenektomiye neden
olabilir (14).

Karaciger demir diizeyi < 7 mg g kuru agirlik ise selasyon tedavisine izin
verilir ama > 15 mg g kuru agirlik ise ciddi karaciger ve kardiyak komplikasyon
riski tasidigim1 gosterir. Desferoksamin (Desferrioxamine=etken madde, ticari
ad=Desferal), transfiizyona bagli talasemide genel olarak kullanilan demir
selatoriidiir. Standart dozu 20-40 mg kg™ dir. Doza karar verilirken serum ferritin
diizeyine bakilir. 1,000 pg L™ olmalidir. Ferritin diizeyi, giinlik desferoksamine
boliinerek terapatik indeks hesaplanir. Bu degerin 0.025° in altinda olmas:
gerekmektedir. Yiiksek doz desferoksamin, duyma kaybina, retinal hasara, kemik

biiyime anormalliklerine neden olabilir (14).

Bir diger selator olarak deferriprone (Ferriprox) kullanilmaktadir. Yapilan
caligmalar onun miyokardiyumdan demir uzaklastirilmasinda desferalden daha etkili
oldugunu gostermektedir. Genellikle 75 mg kg™ giin™ kullanilir. Ferriprox’ un yan

etkileri agraniilositoz (<%]1), notropeni ve gastrointestinal semptomlardir (14, 45).

B talasemide aneminin derecesi, eritrosit prekiirsorlerindeki o globin zinciri
ile v ve P globin zinciri arasindaki dengesizlik diizeyine baglidir. Genellikle HbF
diizeyi ol¢iilerek anlasilir (14). Tedavi olarak; allojenik kok hiicre transplantasyonu,
S-azasitidin, butirat derivasyonlar1 gibi fetal hemoglobin indiikleyicileri,

rekombinant insan eritropoetini, antioksidanlar ve gen tedavisi kullanilmaktadir

11).



2.1.3. Demir Yigilmi

Viicut demir diizeyi, baglica demir absorpsiyonu ve kemik iliginin eritropoetik
aktivitesi olmak iizere cok sayida diizenleyici mekanizma tarafindan kontrol edilir.
Normal bir bireyin besinlerden alinan 1-2 mg arasinda elementer demire ihtiyaci
vardir. Transferin, dogal olarak metal selatér proteindir, demirin biitiin hiicre ve
dokulara tasinmasinda rol oynar. Hiicre ve dokulara taginan demir ya depo edilir ya
da demir iceren enzimler tarafindan kullanilir. Transferin demir disinda ¢ok sayida
diger metal iyonlarin1 da baglayabilir ve tasiyabilir. Transferinin 2 demir baglayan
bolgesi vardir. Transferinin demir alimina; nitrilotriasetik asit gibi sentetik demir
selatorler ya da sitrat, okzalat, asetat ve bikarbonat gibi dogal demir selatorler

aracilik edebilirler. Transferinin ayn1 zamanda ferroksidaz aktivitesi vardir (71).

Normal bireylerde, transferin demir saturasyonu %?20-35 arasinda tahmin
edilir. Transfiizyonel demir y1Ziliminda ve diger demir biriktigi sartlarda, transferin
demir saturasyonu %100 ii asmaktadir. Bu sartlarda, transferin tarafindan demir
taginmasit normal bireylere gore 2-3 kat daha yiiksektir. Hepsidin, demir
homeostazinin diizenlenmesinde ©nemlidir ve demir yigilimi sendromlarinin

gelismesinde rol oynar. Hepsidin demir tasinmasinda regiilatordiir (12).

1981 yilinda Sullivan, viicuttan demirin uzaklastirilmasinin iskemik kalp
hastaliginda koruyucu etkisi oldugunu gostermistir. Bu hipotez; erkek cinsiyet
riskini aciklar. Kadinlarda menstrual siklus sirasindaki demir kaybi riski azaltmakla
birlikte, menopoz bu koruyucu etkinin kaybina ve koroner kalp hastaliklarina neden
olmaktadir. Besinde demir alimi ile kardiovaskiiler hastaliklar arasinda iliski

bulunmaktadir (89).

B talasemi majorli hastalarda demir yigiliminin iki 6nemli nedeni vardir.

Bunlar; diizenli kan transfiizyonlar1 ve etkin olmayan eritropoez nedeniyle intestinal



demir absorbsiyonunun tetiklenmesidir. Bu hastalarda; yaklasik eritrosit 1-3 {inite
transfiizyon 2-4 haftada bir tekrarlanir. Bu yaklasik 15-20 mg/giin demir birikimine
ve Hb katabolizmasindan ag¢iga ¢ikan demirin salinmasina neden olur. Daha sonra
transferin tarafindan baglanan demir kalp gibi organlara tasinir. Kardiyak hasar,
diizenli transfiizyon olan talasemi hastalarinda demir depozisyonuna ve hasara
neden olur. Bu sartlar altinda demir depozisyonu miyofibrillerin kaybina ve kalp
kasinda miyositlerin bozulmasina neden olabilir (71). Bugiin halen demir y1gilimi, B
talasemi majorlii hastalarda mortalite ve morbiditenin ana nedenidir. Demirin
indirgeyici ozelligi yiiziinden proteine bagli olmayan demirlerin olusturdugu demir
yigilimi toksik oksijen radikallerinin tiretimine yol acar. Bu oksijen radikalleri
protein hasarina, hiicre membranindaki ve lizozom, mitokondri gibi diger
organellerdeki lipidlerin peroksidasyonuna aracilik ederek hiicre 6limii ve organ
yetmezligine neden olur. Organlar demir toksisitesine cok hassastir. Bu nedenle

demir y1gilim, kalp yetmezligi, siroz ve endokrin anormalliklere yol acar (14).

Herediter hemokromatozis, talaseminin yani sira malarya ve tiiberkiiloz gibi
infeksiyoz hastaliklar demir yigilimi ile iligkilendirilir. Normalde, plazmada demir
transferinle giivenli olarak taginir. Ancak demir yi1gilimi olan anemilerde transferine
baglanmamis demir (NTBI) plazmada saptanmaktadir. In vitro deneyler, NTBI’ nin
hidroksil radikalleri meydana getirebildigini ispatlamigtir. NTBI’ nin tam kimyasal
yapis1 bilinmiyor ama bazi molekiiler tiirleri bulunmaktadir. Talasemi hastalarinda
serbest hemoglobin, haptoglobulin baglanma kapasitesini arttirir ve bu durum

NTBI’ ya benzer hatta daha kotii etkilere neden olmaktadir (89).

Hiicresel demir homeostazi immun fonksiyonlar i¢in 6nemlidir. Hem demir
eksikligi hem de demir yigilimi immun sistemde T ve B lenfositlerinin
proliferasyonunu degistirerek immun sistemi etkilemektedir. Demir, fagolizozomlar
icindeki reaktif oksijen tiirlerinin {iretimini katalize ederek makrofaj aracili
sitotoksisitede kritik rol oynamaktadir. Ayn1 zamanda mononiikleer-fagosit sistem
hiicrelerinin immun cevabinda Onemlidir. Hiicre icinde ferritine baglanmamis
demirin artisi, mononiikleer fagositler iizerine IFNy nin etkisinin azalmasina yol

acar (56, 162).



Demir y18i1limi; monosit ve makrofajlar tarafindan antikor aracili fagositozun
azalmasina neden olmaktadir. Ayn1 zamanda T lenfosit alt gruplarinda degisiklige
yol acgar. Ayrica kompleman sistemin klasik ve alternatif yolaginin baskilanmasiyla

da iligkilidir (153).

2.2. B-Talasemi Major Hastalarinda immun Sistem

B-talasemi majorlii hastalarda, kalp yetmezligi ve enfeksiyonlar mortalitenin
ana nedenleridir. Enfeksiyonlar, hastalarin yaklasik %12-46’sinin 6liime yol
acmaktadir. Tayvan ve Tayland’da yapilan ¢calismalarda talasemili hastalarda ciddi
bakteriyel enfeksiyonlarin en az yarisindan gram negatif mikrorganizmalarin
sorumlu oldugu bildirilmistir. Klebsiella pneumoniae bunlarin en sik goriileni olup,
digerlerinin Pseudomonas aeruginosa, Vibrio vulnificus, Acinetobacter baumanii,
Streptococcus intermidius, Yersinia enterocolitica, Staphylococcus aureus,
Escherichia coli ve Salmonella tirleri oldugu saptanmustir. Klinik olarak da
karaciger absesi, sepsis, yumusak doku enfeksiyonlari, osteomiyelit, korneal {ilser,
enterit ve akciger, bobrek, intra abdominal bolge, retrofarinks, diseti ve kalcada
abseler bildirilmistir. Splenektomi ve demir selasyon tedavisinde gecikme

enfeksiyon gelisiminde bagimsiz risk faktorii olarak bulunmustur (39, 156).

B-talasemi majorlii  hastalarda; monosit ve notrofillerin  aktivitesinin
zayifladigi, poliklonal immunoglobulin sentezinin arttigi, kompleman alternatif
yolagimin aktivitesinin bozuldugu gosterilmistir. Ayrica lenfosit alt gruplarinin
fonksiyonel ve sayisal olarak degistigi bulunmustur. Splenektomi olan hastalarda
lenfosit fenotipinde degisiklik oldugu ve C reaktif protein diizeyinde artis goriildiigu
bildirilmistir. Cin’de yapilan bir ¢alismada; PB-talasemili ¢ocuklarin NK hiicre
sayisinin kontrollere gore daha diisiik oldugu bulunmustur. Bellek T lenfositlerinin
bu hastalarda arttigi gosterilmistir. NK hiicrelerinin sayisi ile transfiizyon sayisi
arasinda ters orantt oldugu, CD25’in ise transfiizyon ile birlikte artis gosterdigi
bulunmugtur. Bu anormalliklerin transfiizyonlar, demir yigillmi ya da
splenektomiden kaynaklandigi diisliniilmektedir. Ancak, bu immunolojik

modifikasyonlarin altinda yatan temel mekanizma hala ag¢ik degildir (80, 85, 99).
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2.2.1. NK Hiicreleri

Viriisle enfekte edilmis hiicreleri ve tiimorleri, elimine edebilecek sitotoksik
hiicrelerin varligi, 100 y1l once ilk kez Paul Ehrlich tarafindan kesfedilmistir. 1950’
li yillarda  MacFarlane Burnet; immun sitemin, hiicresel transformasyonun
diizenlenmesinde ve tiimorlerin gelisiminin engellenmesinde  rol oynadigim
gostermistir (55). NK hiicrelerinin tanimlanmasi ise ilk olarak yaklasik 30 yil dnce

Rolf Kiessling tarafindan yapilmistir (6).

Insanlarda, T ve B’lerden sonra lenfosit populasyonunun 3. altgrubunu NK’lar
olusturur ve periferal kanda toplam lenfositlerin %5-15" 1 kadardir. NK hiicreleri
klasik olarak CD56*, CD3" yiizey markirlariyla taninirlar. Ayrica, 16kosit marker 7
(Leu-7/ CD57), interlokin 2 reseptor B zinciri (IL-2RB/ CD122), Fc reseptorleri, By
ve B, integrinler, HLA-DR, transferin reseptér (CD71), CD69, hedef hiicreye
baglanan cesitli aktivator reseptorler ve Oldiiriicii hiicre lektin benzeri reseptor
B1(KLRB1/CD161) de NK markirlar1 olarak tanimlanir (163). Ancak bu molekiiller
ayn1 zamanda bazi T hiicrelerinde ve NKT hiicrelerinde de eksprese edilir (4, 6, 8,
46, 73, 90). NK hiicrelerinin inaktif durumdayken cap: yaklasik 7-8 pm kadardir,
aktive olduklarinda 10-12 um olabilmektedir (163).

NK hiicreleri genel olarak patojen mikroorganizmalarla enfekte olmus
hiicrelerin, Ozellikle enfeksiyonun erken fazinda yok edilmesinde ©nemli rol
oynarlar. Ayrica tiimor hiicrelerinin 6ldiiriilmesinde de o6nemlidirler. Ozellikle
herpes viriis ve adenoviriis gibi sitopatik viriislere karsi savunmada hayati rol
oynarlar (2, 46, 90, 154). NK hiicreleri dogal immun sistemin bir elemani olsalar da,
direkt olarak adaptif immun cevapta da rol oynarlar ve bunu dendritik hiicrelerle
etkilesime girerek yaparlar. Bu etkilesim, dendritik hiicrelerinin aktivitesinin pozitif
ya da negatif yonde diizenlenmesini saglar. Dendritler, antijen sunan hiicrelerdir ve

T hiicre cevabi icin onemlidirler. NK’larin dendritik hiicrelerle etkilesimi, T hiicre
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aracili immun cevabin feedback regiilasyonuna katkida bulunur. T hiicre aracil
aktivasyonda NK hiicrelerinin hem tetikleyici hem de baskilayici olarak rol oynadig:
diisiiniilmektedir. Ciinkii, NK hiicreleri T lenfositleriyle direkt etkilesime girerek
hiicre ko-stimiilasyonu yapabilmektedirler. NK hiicrelerinin eksprese ettikleri
CD40L (CD154) ve OX40L ligandlar1 onun, T ve B lenfositlerine ko-stimiilator
sinyal saglamasina izin verir. Boylece dogal ve adaptif bagisiklik arasinda bir koprii
olusturur. NK’ larin bu fonksiyonu dendritik hiicrelerin uyarisiyla gerceklesir (8,
112, 106, 116). NK hiicreleri, hiicresel sitotoksisiteye aracilik eder, kemokin ve
IFNY ve TNF gibi inflamatuar sitokinleri iiretirler (21, 116).

NK hiicrelerinin antijenik uyar1 olmaksizin spontan olarak hedef hiicreyi
oldiirebilmelerini, hiicre yiizeyindeki inhibe edici ve aktive edici sinyaller belirler
(29, 42, 105). MHC, normal hiicreleri NK aracili lizisden koruyan molekiillerdir.
NK hiicreleri yiizeyinde tasidiklar1 Inhibitor Reseptor Siiperailesinin (IRS), kendi
MHC smuf I' ini tamimasi sayesinde otolog hiicrelere zarar vermez. MHC
molekiillerinin ekspresyonu viriisle enfekte olmus hiicrelerde ya da timor
hiicrelerinde azalir ve bu da NK aracili lizise egilimi arttirir. Cilinkii, NK hiicreleri
MHC molekiiliiniin  allotipik  determinantlarini  taniyabilir. MHC-spesifik
reseptorlerin eksikligi hedef hiicrenin lizisine neden olur. Sonu¢ olarak NK
hiicreleri, MHC sinif I molekiiliinii etkin olmayan miktarda eksprese eden ya da bu
molekiilii olmayan hedef hiicreleri oldiiriir Bu konsepte gore Ljunggren ve Kare
tarafindan “missing self” (kendine ait olan1 gormemezlikten gelme) hipotezi
olusturulmustur. (4, 22, 73, 96, 106, 112). NK hiicreleri kemik iligi

transplantasyonunda ve graft-versus-host hastaliginda da 6nemli rol oynar (163).

NK yiizeyinde bulunan CD16 ve CD32’ iin ligand1 IgM’ dir. [, integrinler,
sinyal iletimi ve NK aktivasyonu icin onemlidirler. [B; integrinler arasinda
fibronektin reseptorii olan VLA-4, VLA-5 ve laminin reseptorii olan VLA-6; NK’
larin solid substratlara, ekstraseliiller matriks komponentlerine ve hedef hiicreye
baglanmalarini saglarlar. B; integrinler, NK aktive olduktan sonra eksprese edilirler.
NK’ nin hedef hiicreyi tanimasi ve onunla etkilesiminin molekiiler mekanizmasi

hala cok az bilgi bulunmaktadir (163).
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NK aracili sitotoksite i¢in adezyona ve immunolojik sinapsa ihtiya¢ duyulur.
Inhibitor ve aktivator sinyaller arasindaki dengede eger inhibitor sinyaller baskinsa
immunolojik sinaps yok olur. Eger aktivator sinyaller baskinsa kalici bir sinaps
olusturulur. Bu sinapsta, NK iizerindeki lokosit fonksiyonuyla iliskili molekiil
(LFA-1), aktin ve talin ile birlikte stimulatdr reseptor sinyalleri arasinda bir halka
olusturur (8). Src-homoloji 2(SH2) domaini igeren tirozin fosfotaz (SHP-1); erken
immunolojik sinapsta énemlidir (8). Aktivator sinyallerin yarida kesilmesi icin NK
hiicrelerinde fiziksel cevreyi saglar. Hematopoetik-spesifik Rho- GTP degistirici
faktor ailesinin bir tiyesi olan Vavl, sinapsin olugsmasinda olduk¢a onemlidir. Vav1’
in defosforilasyonu, immunolojik sinapsin kaybolmasina yol acar (8). Immun
sinapslar, supramolekiiler markerlardir ve immun sistemin hiicreleri arasinda hiicre
ici iletisimi saglarlar (119). Immun sistemin fonksiyonlari, sitokinler, kemokinler ve
hiicre yiizeyi ile ekstraselluler matriks vasitasiyla diizenlenir (119). Immunolojik
sinaps, naif hiicrelerin farklilasmasini saglayan etkilesimler icin gerekli bir platform
olarak rol oynar (119). NK hiicrelerinin sitolitik islemlerinin sitotoksik NK hiicre
immun sinapsta (cNK-IS) de meydana geldigi gosterilmistir. Bu sinapsta supra
molekiiler aktivasyon cluster (SMAC) bulunur. SMAC; integrin benzeri LFA-1 ve
talin gibi hiicre iskeleti komponentlerinden olusur. Merkezi ise cSMAC, periferal
ise pSMAC olarak adlandirilir. Aktivator reseptor olan NKG2D nin ¢SMAC

lokalizasyonu ile reseptor aracilt NK sitotoksisitesi paraleldir (72, 119).

NK hiicreleri morfolojik olarak sitozolik graniiller iceren biiyiik graniiler
lefositler olarak tanimlanirlar. Graniillerde perforin, granzim A ve granzim B
molekiilleri bulunur. Bu molekiiller, timor hiicrelerinin osmotik ve apoptotik
oldiiriilmesine katilirlar. NK’ nin sitolitik fonksiyonunun; sitoplazmik kinazlarin
kaskadlar1 gibi, nukleusdan bagimsiz oldugu diisiiniilir. NK hiicreleri ile hedef
hiicre arasinda olusturulan immunolojik sinapsta, adaptor proteinler, Ca salinimina
yol acgar ve perforin igeren sitolitik graniiller salinir. Perforin, hiicre aracili
sitotoksisite reaksiyonlarinda salgilanan primer mediatordiir. Salgilandiktan sonra
hedef hiicreye girer ve Ca varliginda hizla polimerize olarak transmembran porlari
olusturur. Poliperforin porlari, diger graniil komponentleri olan granzim A ve
granzim B molekiillerinin hiicre membranina girisini kolaylastirir. Perforin, granzim

aracili apoptoza yol acar ama tek basina apoptoza neden olmaz. Hedef hiicredeki
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olim reseptorlerine, NK yiizeyinde bulunan (Fasl, TRAIL v.s.) ligandlariyla
baglanir (107, 133, 158). NK hiicrelerinin hedef hiicreleri lizisinde major
mekanizma perforine bagiml lizistir. Bunun diginda daha az etkinlikte ve daha uzun
siirede olsa da FAS ligandi, TNF ya da TNF ile iliskili apoptoza neden olan ligand
(TRAIL) araciligtyla da perforinden bagimsiz bir yol olarak lizis
gerceklestirebilmektedirler (106).

NK hiicrelerinin diger onemli efektor fonksiyonu; proinflamatuar sitokinler ve
kemokinler sekrete ederek inflamatuar yanita neden olurlar, ayrica monosit ve
graniilositlerin efektor fonksiyonlari ile proliferasyonlarint modiile ederler (2). Bu
sitokinler; IFNy, TNFa, Lenfotoksin o (LTa), GM-CSF, ILS, 1L13, IL10 makrofaj
inflamatuar protein(MIP-1(oc ve B))/CCL3’ tiir (73, 106, 109, 154, 174). IFNy,
immun savunma igin merkezi rol oynar. Immun sistemin fonksiyonu ile iliskili
yiizlerce genin diizenlenmesi ve enfeksiyonlara direncte onemli rol oynar. IFNY;
makrofaj ve notrofilleri aktive eder, Thl CD4" lenfositlerin farklilasmasini uyarir,
MHC ve onunla iliskili proteinlerin ekspresyonunu arttirarak antijen sunumunu
arttirir ve IgG’ nin B hiicreleriyle etkilesimine neden olur. Bu nedenle dogal ve
adaptif bagisiklig1 birbirine baglayici fonksiyonlar1 vardir (6, 73). IL2, IL12, IL15,
IL18, TNF o ve IFNo/f; NK hiicrelerinin aktivasyonuna katkida bulunur. Oysaki
IL4, IL10 ve TGF-B; NK hiicre fonksiyonunu baskilar. IL12, IL18 ile birlikte NK
aracili immun cevabin tetiklenmesinde 6nemli rol oynar. IL12 ve IL18’ in de
sekresyonu, IFNY diizeyinin artmasina neden olur. NK hiicrelerinin ayni zamanda
antijen sunan hiicre olarak T hiicre aktivasyonunu diizenledikleri gosterilmistir. NK
hiicreleri IL18 ile uyarilarak, non-sitotoksik yardimci hiicreler olarak fonksiyon
gorebilirler (6, 73, 154). NK hiicreleri dendritik hiicrelerin IL18 sekrete etmesini
tetikler. Bu sitokin, NK aktivitesini arttiric1 diger faktorlerden farkli olarak NK’ nin
sitolitik aktivitesini arttirmaz ama onun ‘“yardimci” yonde farklilasmasina neden
olur (128). NF-xB’ nin farmakolojik inhibitorlerinin NK aktivitesini azalttig
gosterilmigtir. IL2, IL18 ya da TLR2 ligandlar1 NF-xB’ye bagh aktiviteye neden
olur. NF-kB’nin alt iinitesi olan RelB’ nin eksikligi ya da IxB’ nin dominant negatif

bir formunun asir1 ekspresyonu NK hiicrelerinin aktivasyonunu ve fonksiyonunu
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zayiflatabilir. NKp30; hizlh IkB degradasyonuna ve NF-xB nukleusa

translokasyonuna neden olur (107).

CD56 (Noral hiicre adezyon molekiilii, N-CAM), biitin NK hiicrelerinde
eksprese edilmesine ragmen fonksiyonel rolii heniiz anlasilamamistir. NK hiicreleri
fonksiyonel olarak 2 alt gruba ayrilir. Bu gruplandirma yiizey marker1 olan CD56’
nin yogunluguna gére tanimlanir. CD56™™ diisiik yogunlukta, graniiler ve klasik
sitotoksik NK hiicreleridir. Densitesi 5-10 kat daha yiiksek NK hiicreleri CD56P*"**
olarak adlandirilir. Graniil icermez ve sitotoksik degildir ama daha fazla sitokin
tretme kapasitesi vardir. Bu hiicreler IL12/IL1, IL12/IL15 ya da IL12/IL18 ile
uyarildiklarinda yiiksek diizeyde IFNy, TNFf, IL10, IL13 ve GM-CSF sekrete
ederler. immun regiilasyonda gérev alrlar (31, 106, 154, 165). CD56*""* NK
hiicreleri “hedef hiicreye cevap veren”, CD56P"* NK hiicreleri ise “sitokine cevap

veren’ hiicrelerdir (152).

CD56°"* NK hiicreleri, yiiksek diizeyde CD16 (FcyRIII) ve perforin eksprese
eder. Oysaki CD56P*™ NK’ lar CD16™%"% ve perforin™™"™ tiir. CD56"""™* NK
hiicreleri ve CD56P"™™ NK’ lar farkli dokularda dagilim gosterirler. Periferal
kandaki NK larin %95 i CD56™™* CD16" perforin®, kalan1 ise CD56"*™* CD16°
perforin" tir. Dalaktaki NK’ larin %85’ i CD56°" CD16" tir (31, 41, 28, 139,
154).

CD56™™  ve CD56P' alt gruplarinda, migrasyonu saglayan farkl yiizey
molekiilleri bulunur. Adezyon molekiilleri arasindaki farkliliklar NK alt gruplarinin
farkli dokulara migrasyonu tercih etmesinde rol oynar. Ornegin, CD56"™™* NK
hiicrelerinin baglica bulundugu yer lenf diigiimleridir. CD44 ve L-selektin (CD62L)
her iki alt grupta da bulunur ama CD56""** NK hiicrelerinde daha yiiksek orandadur.
CD31 stimiilasyondan sonra CD56P"** NK hiicrelerinde yiiksek oranda bulunur. Bu
hiicre grubu, L-selektin ile CCR7 eksprese ederler ve daha c¢ok lenf diigiimlerinde
bulunurlar. CCL19 ve CCL21 kemokinleri CCR7’ nin ligandidir. Granzim K,
CD56"" hiicrelerinde bulunur. Lenf diigiimlerinde CD56P"™* hiicreleri,
olgunlasmamis dendritik hiicrelerin se¢iminde rol oynar. Granzim K diisiik

sitotoksik kapasitesiyle bu fonksiyonda 6nemli rol oynayabilir (41, 165). NK’ nin
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her 2 alt grubunda IL2R, IL12R ya da IL18R komponentleri arasinda fark
bulunmazken hiicre proliferasyonu ya da aktivasyonunda rol oynayan IL7R ve

IL12RP, CD56P* ™ NK hiicrelerinde daha yiiksek oranda bulunur (165).

CD56" NK hiicreleri, inflamatuar kemokinler icin reseptorler eksprese
ederler. Inflamasyonda, bazi kemokinler vasitasiyla kandan periferal dokulara
gecebilirler (31, 139, 154). Aktive edilmis 16kosit hiicre adezyon molekiilii
ALCAM(CD166) ya da ICAM2(CD102) sadece stimiilasyondan sonra goriilebilir
ve CD56™™*  NK hiicrelerinde daha yiiksek miktardadir. ICAM1 (CD54) ise
uyarilmamis NK hiicrelerinde bulunur ve aktivasyondan sonra azalir. ICAM3
(CD50) hem uyarilmamis hem de aktive olmus NK hiicrelerinde bulunur (165).
CD3(, DAP10, DAPI12 ve FceRIy gibi aktive edici adaptor proteinler arasinda
sadece CD3(, CD56™™™ hiicrelerinde daha fazla eksprese edilir. Bunun nedeninin
yine yiiksek miktarda bulunan CD16’ nin sinyal iletici adaptdr molekiilii olmasina
baglanir. Granzim B, CTLA1, granzim M de CD56™™* hiicrelerinde yiiksek oranda
eksprese edilmektedir (165).

Insanlarda ve farelerde NK ve T hiicrelerinin ortak bir prekiirsore
(CD7+CD34+) sahip oldugu gosterilmistir (96). In vitroda, NK hiicrelerinin
olgunlagmasi icin besleyici hiicrelere ya da IL15 e gereksinimi vardir (96). NK
hiicreleri kemik iligi kokenlidir. Bu nedenle stromal hiicrelerle etkilestigi
diistiniilebilir. Kemik iligi stromal hiicreleri; hemopoetik kok hiicre proliferasyonu
ve farklilagmasinda rol oynar (112, 132). NK hiicreleri, T lenfositlerinde oldugu gibi
spesifik reseptorlerin yeniden diizenlendigi bir secilime girmezler. NK hiicrelerinin
kendi viicut hiicrelerine toleransimi kazandiran siire¢ tam olarak anlagilmis degildir.
Son calismalar NK nin olgunlagsmasi i¢in inhibitor reseptorleriyle uygun MHC simif
I molekiillerinin etkilesmesinin gerektigini gostermektedir. Olgunlagsmis NK
hiicreleri ¢cogunlukla kanda, dalakta, karacigerde ve uterusta bulunmaktadir. Diisiik
sayida lenf diigiimlerinde de bulunmaktadir. NK hiicrelerinin hedef hiicreleri
tanimasinin altinda yatan mekanizma halen tam olarak agiklanamamistir (6).
Insanlarda, erken gelisimsel donemde KIR reseptorlerinden once baskin olan
reseptor NKG2A/CD94’ tiir. Yetiskin donemde ise NK hiicrelerinde, NKG2A
ekspresyonu azalirken KIR ekspresyonu artar (139). NK hiicre prekiirsorleri 2B4 ve
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diisiik diizeyde CD16, NKp46 ve NKp30 eksprese ederler. ik yiizeyde eksprese
edilen inhibitor reseptor CD94, NKG2A’ dir. NK prekiirsorleri inhibitor aktivitesi
ile karakterize edilen 2B4’ iin ekspresyonu yiiziinden normal otolog hiicreleri
oldiirmezler (150). CD34" progenitor hiicrenin NK hiicrelerine  dogru
farklilagsmasinda IL15 rol oynar (53). NK hiicreleri; TNFo ve GM-CSF gibi
sitokinler {iretirler. Bu sitokinler; miyeloid ve lenfoid prekiirsorlerin

olgunlagsmasi/farklilagsmasinin diizenlenmesinde rol oynarlar (109).

B-talasemi majorlii hastalarda anlamli olarak NK aktivitesinin, saglikli kisilere
gore daha diisiik oldugu bulunmustur (2, 7, 80). NK hiicrelerine in vitro sartlarda
desferrioxamine ya da 2,3-dihidroksibenzoik asit (DHB) selatorlerinin
eklenmesinin, NK aktivitesini arttirdigr gosterilmistir (2, 3). Bizim yaptigimiz
onceki calismada ise C vitamininin bu hastalarda NK aktivitesini arttirdig1
gosterilmistir (7). Yapilan calismalar PB-talasemi majorlii hastalarda diisiik NK
aktivitesinin modiile edilebilir oldugunu, demir y1gilim1 ve oksidatif stresle iliskili
olabilecegini gostermektedir. Ancak demir yigilimi ve oksidatif stresin direkt olarak
m1 NK hiicrelerini etkiledigi, yoksa NK hiicrelerinin homeostazinda rol oynayan
diger immun sistem elemanlarim1 etkileyerek indirekt olarak m1 NK aktivitesini

degistirdigi tam olarak anlasilmis degildir.

2.2.1.1. NK Reseptorleri

NK hiicrelerinin sitotoksik aktivitesi, hiicre ylizeyi iizerinde eksprese edilen
reseptorlerin pozitif ve negatif sinyalleri arasindaki dengeye gore diizenlenir (22,
119). NK hiicreleri; hedef hiicre ile etkilesiminde, ¢oklu reseptor tanima stratejisini
kullanir. NK hiicrelerinin diizenlenmesi, immun sistemin diger hiicrelerinde oldugu
gibi tek bir antijene secici spesifite gosteren dominant bir reseptor tarafindan
gerceklesmez. Onun yerine, ¢oklu hedefleri taniyabilme ve oldiirebilme yetenegine
sahiptirler. Bunu ¢ok sayida inhibitér ve aktivator reseptorleriyle basarirlar (6, 31).
Immunolojik sinapsta, cesitli reseptorlerden bagimsiz olarak ya da reseptor
kombinasyonu halinde tetiklenebilirler. Aktivasyon ve inhibisyon spasyal olarak

regiile edilir. Tek bir NK hiicresi normal bir hiicreyle ya da simultan olarak
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oldiirebildigi bir malign hiicreyle etkilesiyor olabilir (119). Ayrica, NK reseptorleri
T hiicreleri ve miyeloid kokenli hiicreler tarafindan da eksprese edilir ve bu
hiicrelerin fonksiyonlarini etkileyebilir (116).

NK hiicreleri klasik ve klasik olmayan MHC sinif I molekiilleri icin farkli
reseptorler eksprese ederler. Bu reseptorlere inhibitor siiper aile reseptorleri (IRS)
denir. IRS; Oldiiriicii Ig benzeri reseptorler (KIR) ve C-tip lektin benzeri inhibitor
reseptor (CLIR) olmak iizere ikiye ayrilir. Ly49 ve CD94/NKG2 reseptorleri, C-tip
lektin benzeri reseptor ailesine aittir (8, 111). Major inhibitdr reseptorler, lektin
benzeri heterodimer CD94/NKG2A ve oldiiriicii hiicre immunoglobulin reseptorler
(KIR)’ dir (5, 96, 119, 159, 166). Inhibitor reseptorlerin ¢ogunlugu KIR ailesine
aittir (5, 96, 75). Bu reseptorlerin sitoplazmik ucunda immunoreseptdr tirozin
inhibitor motif (ITIM) bulunur. Inhibitér reseptorler etkilerini, ITIM iizerinden
gerceklestirir. Ligand reseptore baglandigi zaman ITIM’ da tirozin fosforilasyonu
olur. Onun fosforilasyonu SHP-1 ve SHP-2 fosfotazlarin aktivasyonuna neden olur

ve NK aktivitesi baskilanir (8, 66, 174).

KIR reseptorleriyle homolog reseptor aileleri; Ig benzeri transkriptler (ILT)
veya Lokosit Ig benzeri reseptorler (LIR), 16kositle iligkili Ig benzeri reseptorler
(LAIR), eslesmis Ig benzeri reseptorler (PIR)’ dir. Bunlarin gen dizilerinin %35-50°
si KIR reseptorleriyle aynidir. Bu nedenle KIR siiper ailesi olarak adlandirilir.
Ayrica Ig benzeri Fc reseptorleri (FcaR, FcyR-1, -I1a, -IIb, -1II ve FceRI) bulunur.
Bu reseptorlerin KIR ile ortak gen dizileri ise %20 nin altindadir. KIR
reseptorlerinin KIR2DL1, KIR2DL2 ve KIR2DL3 olmak iizere 3 iiyesi vardir. LIR1
inhibitdr reseptorii; monositler, B hiicreleri, dendritik hiicreler ve NK ile T

hiicrelerinin alt gruplarinda eksprese edilir (114).

C-tip lektin benzeri reseptorler; kalsiyuma bagli karbonhidrat baglayan protein
ailesidir (114). Bu reseptorlere, NKG ailesi reseptorleri denir (23). NKG2; C tip
lektin benzeri reseptor ailesindendir. NKG2C, NKG2E ve NKG2D aktive edici
ozellige sahiptirler. NKG2C ve NKG2E reseptorleri ve inhibior NKG2A reseptorii
adaptor protein CD94’ e baglanir. CD94/NKG2A reseptoriit HLA-E i¢in spesifiktir
(5, 37, 46, 96, 98).
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Aktivator reseptorler ligandlarini taniyarak sitoliz ve sitokin iiretimine aracilik
ederler. NK hiicrelerinin major aktivator reseptorleri; NKG2D (CD314), FcyRIIIA
reseptor CD16 ve dogal sitotoksik reseptorlerdir (NCRs). NCR reseptorleri; NKp46,
NKp44 ve NKp30’ dan olusur. Ayrica NK hiicrelerinde; DNAM-1, 2B4 (CD244),
NTB-A, CRACC (CS1) ve NKp80 gibi sinyal giiciinii arttiran ama tek basina hiicre
lizisine aracilik edemeyen ko-stimiilator reseptorler de mevcuttur (6, 13, 20, 48, 98,
125, 147). Aktivasyon reseptorleri icin ligandlar, viral proteinler, stres ve
transformasyona neden olan molekiillerdir. NCR reseptorlerinin bilinen ligandlar;
NKp44 ve NKp46 icin influenza hemaglutinin, NKp30 icin sitomegaloviriis (CMV)
kodlanan pp65’ tir (48). CD16 i¢in IgG antikorunun Fc kismidir (48, 66).

Immunoreseptor tirozine dayali aktivatér motif (ITAM) iceren sinyal verici
adaptor molekiiller CD3(, DAP12 ve FceRIy dir. NKp30, NKp46 ve CD16 icin
adaptor molekiiller CD3( ve FcRy’ dir. NKp46 ve NKG2D igin ise; oldiiriicii hiicre
aktive edici reseptor protein /DNAX aktive edici protein 12 kDa/ tirozin kinaza
baglanan protein(KARAP/DAP12/TYROBP) ve DAP10’ dur. Insanda; NKp30,
NKp46 ve CD16’ nin yolaginin ayni oldugu diisiiniiliir (36, 48, 66, 139, 142).

CD16; periferik kandaki NK hiicrelerinin ¢ogunlugunda eksprese edilir.
CD16’ nin aktivasyonu hedef hiicredeki spesifik IgG antikorlarinin varligina
baghdir. IgG ile kusatilmis hedef hiicrenin antikora bagmli hiicresel

sitotoksisitesine (ADCC) aracilik eder (23, 26, 174).

DNAX aksesuar molekiil-1 (DNAM-1), 2B4 (CD244), NTB-A, CRACC
(CS1) ve NKp80; NK sitotoksisitesini arttiran ko-reseptor olarak gorev yaparlar.
Hedef hiicrede ligandlarina baglandiklarinda ko-stimiilator etki gosterirler (97, 124)
2B4/CD244; CD2 siiperailesine aittir ve biitlin sitolitik lenfositler tarafindan
eksprese edilir. Bu reseptor Ozellikle Epstein-Barr viriis (EBV)’ ye kars1 savasta
onemlidir. 2B4’ iin ligandi olan CD48, EBV ile enfekte edilmis hiicrelerde
ekspresyonu artar. 2B4 reseptorii CD48 e baglanir ve reseptor iizerinden, adaptor
protein olan sinyal verici lenfosit aktivasyon molekiilii ile iliskili proteini (SAP)
fosforile eder (22, 26, 40, 119). Sekil 2-2° de NK hiicrelerinin sitotoksisitesinden

sorumlu activator reseptorler gosterilmistir.
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2.2.1.2. Dogal Sitotoksik Reseptorler (NCR)

NCR’nin ekspresyon diizeyi bireyler arasinda farklilik gosterir. NCR ylizey
yogunlugu, immunofloresan 151k yogunluguna bakilarak 6l¢iildiigtinde bu fark tespit
edilmektedir. NCRP™* fenotipe siklikla rastlanir. NCR*™ ise nadirdir ve sadece
NK’ mn bir alt grubunda bulunabilir. NCR™* ve NCR*™* ; cesitli timor hedef
hiicrelerine kars1 farkl lizis edebilme potansiyeline sahiptirler. NCR yogunlugu ile
NK aracili sitotoksisite arasinda korelasyon vardir. NKG2D reseptorii ise NCR’ lere

kiyasla ekspresyon bakimindan farklilik gostermezler (6, 22, 30, 149).

NCR reseptorleri; NKp46/CD3(, NKp30/CD3{ ve NKp44/DAP12’ den
olugmaktadir (22, 25, 62, 119, 136). Bunlar NK hiicrelerine spesifik Ig benzeri
transmembran glikoproteinleridir. NKp30 ve NKp46; hem aktif hem de inaktif NK
hiicrelerinde eksprese edilirken, NKp44 sadece NK aktivasyonu sirasinda eksprese
edilir (22, 62, 107, 136). NCR’ lerin transmembran bolgeleri pozitif yiiklii amino
asitler igerir. Bu amino asitler, ITAM gibi adaptor molekiillerle non-kovalent olarak
iliski kurulmasina izin verirler. ITAM; NKp46 ve NKp30 reseptorlerinde adaptor
protein olarak CD3{ ve FcRy polipeptidlerini tasir. NKp44 reseptoriinde ise
KARAP/DAPI12 adaptor proteinini tasimaktadir. Bu adaptor proteinler sitotoksisite
ve/ ya da sitokin sekresyonu icin sinyal yolagina katilir. NK hiicrelerinin sitolitik
fonksiyonunun azalmasi, NKp46, NKp30 ve NKp44 reseptorlerinin azalmasiyla
belirlenir (22, 26, 86, 124).

NKp30; timor immunitesinde ve dendritik hiicre (DC) olgunlagmasinda
gorevlidir. NKp30; hedef hiicreye kars: sitotoksisitenin indiiksiyonunda hem NKp46
ve NKp44 ile isbirligi i¢cinde oldugu gibi ayn1 zamanda nispeten onlardan bagimsiz
olarak da farkli ligandlar1 tamidigi gosterilmistir. Dendritik hiicrelerle etkilesimi
nedeniyle diger aktivator reseptorlerden ayrilir (15, 24, 66, 91, 110). NK-DC

etkilesimi, olgunlasmamis dendritik hiicrenin eliminasyonuna ya da olgunlagmasina
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karar verir. NKp30 bu etkilesimde major rol oynar. Dendritik hiicrenin
oldiiriilmesine ya da TNF ve IFNY vasitasiyla olgunlasmasina aracilik eder (6, 44,
66, 110). NKp30’ un uyarilmasi IFNY iiretimine yol agar. TGF-B1° in NK hiicreleri
ile inkiibasyonu NKp30 ve NKG2D yiizey ekspresyonunu azaltir. Bu azalma NK
hiicrelerinin baz1 hedeflere kars1 sitotoksitesini de azaltir. IL2; NKp30
ekspresyonunu arttirabilir. Alloaktivasyondan sonra NK hiicrelerinde NKp30
reseptorii artar. CMV protein pp65° e karsit viral immunitede 6nemli oldugu

diistiniilmektedir (15, 24, 66, 91, 110).

NKp44; aktive olmus NK hiicreleri tarafinda eksprese edilir (77). NKp46 ve
NKp30 sadece NK hiicrelerinin yiizeyinde eksprese edilir. NKp44 ise aktive edilmis
NK hiicrelerinde bulunur ve ayni zamanda plazmastoid dendritik hiicrelerinin
yiizeyinde de eksprese edildigi gosterilmistir. Plazmasitoid dendritik hiicrelerde
NKp44’ iin ekspresyonu, bu hiicrenin IFNYy sekresyonunu inhibe ettigi
gosterilmistir. NCR’ lerin ligandlar1 hakkinda ¢ok az bilgi vardir (6). NKp44 ve
NKp46; influenza ve sendai viral hemagglutinin gibi viral ligandlar: tanir ve viriisle
enfekte olmus hiicrelerin Oliimiine yol acar (15, 24, 66, 110). NKp44’ iin
sitoplazmik uzantisinda tirozine dayali motif gosterilmis olmasina ragmen,
fonksiyonu bilinmemektedir. NKp44’ iin aktivasyonu ve ekspresyonu DAP 12
adaptor molekiiline baghdir. NKp44’ iin ekspresyonu i¢in IL2 ile NK’ larin
aktivasyonu gereklidir (6, 43).

NKp30 ve NKp46’ nin aktive edici sinyalinde fosfotidilinositol 3 kinaz
aracilik eder (112). Bu iki reseptor tarafindan hedefin taninmasinda siilfatlanmis
glikozaminoglikan ve heparan siilfatin rol oynadigi gosterilmistir (159). CMV,
Human Immundeficiency Virus (HIV) ve Akut Miyeloid Losemi (AML)
hastalarinda NCR yiizey ekspresyonu azalir ama bunun mekanizmas: hala

bilinmemektedir (66).
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Sekil 2-2. NK hiicrelerinin aktivator reseptorleri (6). NK hiicrelerinin
sitotoksisitesinden sorumludurlar. NKp30, NKp44 ve NKp46 reseptorlerinin

ligandlar1 halen tam olarak bilinmemektedir.

2.2.1.3. NKG2D (CD314)

NKG2 gen ailesi, tip II lektin benzeri proteinler olarak bilinir. Bu ailenin
tiyeleri; NKG2A,B,C,D.E ve F’ dir. NKG2A,B,C ve E %94-95 diizeyinde amino
asit homolojisi gosterirler. NKG2D ise sadece %21 oraninda homoloji gosterir.
NKG2D harig biitiin NKG2 proteinleri CD94 ile heterodimer olustururken, NKG2D
homodimerik yapidadir (114). NKG2D (CD314) hem primer reseptor hem de
koreseptor olarak rol oynayabilir. Boylece hem sitotoksisiteyi, hem de IFNy

sekresyonunu tetikler (174).

NKG2D ( Dogal Oldiiriicii grup 2, D iiyesi) homodimeri, NK aktivasyonuna
katilan bir diger onemli hiicre yiizey reseptoriidiir ama direkt olarak ITAM la
baglantili degildir. Bu reseptéor non-kovalent olarak DAP10 adaptor proteini,
integrinler ve sitokin reseptorleri ile iliskilidir. Ligandlarina baglanmasi hiicre icinde
PI3K ve Grb2 nin aktivasyonuna yol acar. Aktivator reseptorler oldukca

spesifiktirler ve genellikle 1 ya da 2 farkli proteine baglanirlar. Ornegin; 2B4 sadece
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CD48 baglanir. CD226 (DNAMI1) ise nectin-2 ve polioviriis reseptore (PVR)
baglanir. Ancak, NKG2D bu kuralin disindadir ve kendi proteinlerinin farkl
kisimlariyla rastgele etkilesimler kurmaktadir (22, 33, 119).

NKG2D’ nin ligandlar1 yapisal olarak MHC sinif I molekiillerine benzeyen
proteinlerdir. Insanda bu ligandlar;

1-  MHC smf lile iligkili gen dizisi A ve B (MICA ve MICB) ailesi

2-  Sitomegaloviriis UL16’ ya baglanan protein (ULBP/RAETT) ailesidir.

ULBP/RAET]1 ailesinin; ULBP1-4 ve RAET1G olmak iizere 5 iiyesi vardir.
NKG2D ligandlarinin hem amino asit dizileri hem de domain yapisi oldukca
cesitlilik gosterir. MICA ile ULBP molekiilleri arasinda %20-25 oraninda benzerlik
vardir. Bu ligandlar fonksiyonel olarak es degerde degildir (33, 112, 140).

MICA ve MICB, 1994 yilinda MHC sinif I bolgesi icindeki genlerin bir grubu
olarak tanimlanmistir. MICA ve MICB oldukga fazla glikozillenmis proteinlerdir ve
yapisal olarak birbirlerine benzerler. Klasik MHC sinif I molekiilleri (HLA-A, -B, -
C) ile gen dizilimleri %18-30 oraninda homoloji gosterir (18). MICA ekspresyonu;
epitelial ve fibroblast hiicre dizilerinde ve onlarin primer kiiltiirlerinde, farkli doku
tiplerinin  timorlerinde, timik medullada ve gastrointestinal epitelyumda
bulunmustur. Keratinositlerde de MICA ekspresyonu vardir ama hiicre yiizeyinde
bu ekspresyon gozlenmez. Aktive edilmis CD4" ve CD8" T hiicrelerinde de diisiik
diizeyde MICA eksprese edildigi gosterilmistir. MICA ekspresyonunun; ¢ogu
tiimorlerde, malign transformasyonun bir sonucu oldugu gosterilmistir. DNA hasar1
MICA ve diger NKG2D ligandlarinin ekspresyonuna neden olmaktadir. NKG2D
reseptoriiniin ligandlar1 saglikli hiicrelerde ya ¢ok diizeyde eksprese edilir ya da hig
edilmez ama stres altinda artar. Kemik iliginde bazi NKG2D ligandlar1 vardir.
MICA ayn1 zamanda normal gebelik siiresince trofoblastlarda eksprese edilir.
Makrofajlarin uyarilmasi NKG2D ligand ekspresyonuna neden olabilir Bu nedenle
NKG2D ligandlar1 stresin neden oldugu antijenler olarak tanimlanir (18, 22, 33,
174).

NKG2D reseptorii; NK, NKT, CD8* T, v5 T ve Interferon iireten Oldiiriicii
Dendritik Hiicreler IKDC) tarafindan eksprese edilir. Ama CD4" T hiicrelerinde ve
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monositlerde bulunmaz (57, 86, 94). Bazi literatiirlerde CD4" T hiicrelerinde de

eksprese ettigi soylenmektedir (18).

NKG2D’ nin asir1 ekspresyonu; romatoid artirit, otoimmun diabet gibi
otoimmun hastaliklara neden olmaktadir (19, 22, 33, 55, 86). NKG2D reseptorti,
CD8" T hiicrelerinde kostimiilatér reseptor olarak rol oynar. Efektor T
lenfositlerinin tam aktivasyonu i¢in T hiicre reseptorii(TCR) aracili sinyal iletiminde
gereklidirler (94). CD8 T lenfositleri, antijenle uyarildiktan sonra inhibitér KIR ve
CD94-NKG2A reseptorlerini eksprese ederler.

Kanser hiicreleri tarafindan iiretilen TGFP, lenfositlerde NKG2D
ekspresyonunu azaltir. K562 hiicrelerinde ber-abl onkogeninin inhibisyonu MICA’
nin downregiilasyonuna neden olurken, ULBP1 ve ULBP2’ de degisiklik olmaz.
NKG2D’ nin bazi ligandlarla etkilesimi sicakliga baghdir. Viicut sicaklifinin
artmasi, NKG2D’ nin liganda baglanabilirligini degistirir. NK ile hedef hiicrenin
olusturdugu immunolojik sinapsta NKG2D ligandlar1 lipidce zengin (lipid raft)
bolgede birikim gosterir (33).

2.2.2. T Lenfositleri

T hiicreleri major histokompabilite kompleks (MHC) molekiilleri tarafindan
kendi hiicrelerinin ylizeyi iizerinde sunulan antijenik peptidleri tanirlar. MHC sinif I
ve MHC siif 2 olmak iizere 2 tip MHC molekiilii vardir. MHC sinif II sadece
makrofaj, B hiicreleri ve dendritik hiicreler gibi profesyonel antijen sunan hiicreler
(APC) tlizerinde bulunur. Bu molekiiller, yardimc1 T hiicrelerine eksojen antijen
sunarlar. MHC smif I molekiilleri ise biitiin nukleus iceren hiicrelerde bulunur ve

CD8" sitotoksik T hiicrelerine endojen proteinlerin peptidlerini sunarlar.

T hiicreleri hedef hiicrenin yiizeyindeki peptid repertuarimi denetler. Eger
hedef hiicrede endojen patojenler ya da mutasyona ugramis proteinlerden gelen
yabanci peptidler varsa hiicreyi oldiiriir. Sitotoksik T lenfositleri enfekte edilmis ya

da mutasyona ugramis hiicreleri oldiiriir (84). T hiicre reseptorleri (TCR), peptid
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taniyan boliimdiir ve 2 sinifa ayrilir. Altiinitesi Y0 olanlar TCR1 ya da of3 olanlar
TCR2 olarak adlandirilir. yd T hiicreleri, periferik kandaki toplam T lenfositlerinin
9%0,5-15’1ini olusturur (78, 84).

CD4" CD25" diizenleyici T hiicreleri (Treg); immun toleransin
korunmasindan sorumlu tek T hiicresi populasyonudur. Organa spesifik otoimmun
hastaliklarin baskilanmasinda hayati 6nemi vardir. Enfeksiyon sirasinda, allojenik
transplantasyonda ve tiimoriin hem baslangic hem de efektor fazina verilen immun

cevabin baskilanmasinda dominant bir toleransa katkida bulunur (131, 146).

Ayrica, immun sistem aracili doku hasarmin ya da otoimmun hastaliklarin
engellenmesini saglamak icin efektor T hiicreleri (Teff) gereklidir. Teff” in immun
cevabinin kontrolii, immun baskilayict olan Treg tarafindan saglanir. Treg’ ler 2 alt
gruba ayrilirlar. Timustan kokenler “dogal olarak meydana gelen Treg”, periferde
indiiklenenler ise “adaptif Treg” olarak adlandirilir. CD4" T hiicre populasyonunun
9%5-15’ini olustururlar. Aktive olduklarinda T hiicre proliferasyonunu ve sitokin
tretimini baskilarlar. Ayrica antijen sunan hiicrelerin fonksiyonunu da inhibe
ederler. Bu hiicrelerin aktivasyonu i¢cin MHC siif II molekiiliiniin sundugu kendi ya
da kendinin olmayan peptidler tarafindan TCR’ nin tetiklenmesi gerekmektedir.
Treg’ lerin baskilayici etkisinde antijenin non spesifik oldugu ve hiicre kontagina

bagli mekanizmalarin dahil oldugu bilinir (145, 148).

TGFB, Treg hiicrelerinin forkhead box protein (FoxP3) transkripsiyon
faktoriinii eksprese etmesini tetikler. Bu transkripsiyon faktorii Treg’lerin gelisimi
ve fonksiyonu i¢in Onemlidir. Adaptif Treg’ler 2 tipe ayrilir. Tip I regiilator T
hiicreleri (Tr1); IL10 varliginda TCR uyarisindan sonra olusur. Bunlar FoxP3
eksprese etmezler, yiiksek miktarda IL10 sekrete ederek immun baskilayict
fonksiyon gosterirler. Adaptif Treg hiicrelerinin 2. tipi ise Th3 hiicreleridir. Yiiksek
miktarda TGFp sekrete ederler. Treg hiicrelerinin fonksiyonunun kontrolii IL1, IL6
ve IL12 tarafindan gergeklestirilir (17, 145).

KIR reseptorlerinin ve Ly49” un CD8 T lenfositlerinin canlilifinda rol

oynadig1 gosterilmistir. KIR reseptorleri antiapoptotik protein kinazi aktive ederler.
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Ly49A ligasyonu, T hiicrelerinin apoptozunu inhibe eder. CD94 ligasyonu ise NK
hiicrelerinin apoptozunda rol oynar. CD94/NKG2 reseptorii NK hiicreleri disinda
CD8 T hiicrelerinin kiiciikk bir grubunun yiizeyinde de eksprese edilir. Cesitli
enfeksiyoz ajanlar CD8 T hiicrelerinde CD94/NKG2 reseptdr ekspresyonunu
anlamli derecede arttirirlar. Ancak CD8 T lenfositlerinin aktivasyonunu azalttigini

gosteren calismalar da bulunmaktadir (60).

[ran’da yapilan bir ¢caligmada B-talasemi majorlii hastalarda lenfosit sayisinin
ve ozellikle aktive edilmis T hiicre sayisinin kontrollere gére anlamli olarak arttig
gosterilmistir. Ancak fitohemaglutinin (PHA) ile in vitro olarak uyarildiklarinda T
hiicrelerinin  proliferasyonunun, IL2, IFNy ve IL4 iiretiminin baskilandig
bulunmustur. Serum ferritin diizeyi yliksek olan hastalarda daha az diizeyde IL2 ve
IFNY oldugu gosterilmistir. Splenektomili hastalarda serum TNFo diizeyi ile B ve T
hiicrelerinin yiizdesinin splenektomi olmayanlara gore daha yiiksek oldugu

bulunmustur (49).

Lombardi ve arkadaslarinin yaptigi calismada; B-talasemi majorli hastalarin;
TNF, CDS8, CD23 ve CD25 diizeyinin artmis oldugu, CD4’{in ise kontrollere gore
azaldig1 bulunmustur. Splenektomili hastalarda CD8 ve CD23 orani1 daha diisiik
bulunmustur. Bu hastalarda CDS sitotoksik T lenfositlerinin artigt ve CD4 yardimci
T lenfositlerinin azalmasi CD4/CD8 oraninin degismesine ve fonksiyonel olarak
immun yetmezlige neden olmaktadir. Bu bozuklukta transfiizyonlarin sonucu olan
allo-antijenik stimiilasyonun, ana neden olarak rol oynadig diisiiniilmektedir. Ancak
fonksiyonel olarak immunolojik dengesizlikle hastanin klinik sonuglari arasinda

iliski bulunamamustir (38, 85).
2.2.3. B Lenfositleri

CD20; B lenfositlerinin spesifik molekiiliidiir. Pre-B’ den olgunlasmamis B
hiicresine gecis sirasinda hiicre yiizeyinde eksprese edilir ama plazma hiicrelerine
farklilagtiginda kaybolur. B hiicreleri, erken progenitor donemden plazma
hiicrelerine farklilagmalar1 sirasinda oldukga siki bir sekilde kontrol edilir. Bu gecis
doneminde B hiicrelerinin pozitif ve negatif seleksiyonu hem kemik iliginde hem de

periferik lenfoid dokularda meydana gelir. Kendine reaktif olan B lenfositleri
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negatif seleksiyonla kemik iliginde elimine edilir. Antijen aracili negatif seleksiyon
B hiicre reseptorii (BCR) iizerinden gerceklesir. Self reaktif BCR apoptoza yol
acacak sinyalleri indiikler. Ikinci negatif seleksiyon periferde gerceklesir. Kendine
reaktif olmayan B hiicreleri yiiksek afiniteli efektdr antikorlar iiretir. Antijenle
uyarilmis B hiicreleri uzun donemde bellek hiicreleri olarak gdrev yapar ve aym
antijenle tekrar karsilasildiginda hizli cevap verilmesini saglarlar (169). IL10 iireten
B hiicreleri otoimmun ve inflamatuar hastaliklarin baskilanmasinda 6nemli rol oynar

(169).

B hiicre aktive edici faktor (BAFF), TNF ailesine aittir. Makrofaj/monosit,
dendritik hiicreler ve T lenfositleri gibi cesitli hiicreler tarafindan tiretilir. BAFF-R,
TACI ve BCMA reseptorleri vasitasiyla T ve B lenfositlerinin proliferasyon ve
fonksiyonunu diizenler. BAFF’ m aym zamanda NK aktivitesini de arttirdig
gosterilmigtir. T lenfositleri IL2 ve IFNy iretir. IFNY,NK aktivitesini arttirir ve
makrofajlarin ¢esitli fonksiyonlarini diizenler. BAFF; T lenfositlerini aktive etme

ozelligi vasitastyla indirekt olarak NK aktivitesini arttirir (127, 170).

2.2.4. Monositler

Mononiikleer fagosit sistem, immun sistemin major hiicre populasyonunu
olusturur. Primer fonksiyonu, enfeksiyon ve kanser hiicrelerine karsi hiicresel
immuniteye katilmaktir. Monositler aktive edilmemis efektor hiicrelerin bir
grubudur. Lokal olarak T ve NK hiicrelerini aktive etmek icin sitokin sentezlerler.
Ayrica kemokin {iireterek vaskular endotelial hiicrelere adezyonu gerceklesir.
Adezyon; 16kosit adezyon molekiil-1 (LAM-1) ya da L-selektin gibi selektinlerin
aktivasyonuyla yapilir (117). Immunolojik hastaliklarda enfeksiyonlara karst
savunmada 6nemli rol oynarlar. Yiizeylerinde CD16, CD45 ve CDI14 eksprese
ederler (9, 115). CD14" monositler kemik iliginden salimr. Periferde, makrofaj,
Kuppfer hiicreleri, Langerhans hiicreleri, dendritik hiicreler ve osteoklast olmak

tizere farklilasirlar (92).
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Monositlerin bakteri ya da bakteriyel hiicre duvar iiriinleri (lipopolisakkarid
(LPS), peptidoglikanlar, lipoteikoik asit) ile etkilesimi ¢esitli sitokinler tarafindan
stimiile edilir. Uyarilmis monositler; IL1, IL6, IL18, IL12 ve TNFa gibi aktive edici
sitokinleri ve TGFp, IL10 gibi inhibe edici sitokinleri iiretirler (144, 164).

Monositler ayn1 zamanda hiicresel immunitede antijen sunan hiicreler olarak
gorev yaparlar. MHC sif II vasitasiyla T ve B lenfositlerine yabanci antijen
sunarlar. Aktive edilmis monositler sitokin salgilayarak T lenfositlerini aktive
ederler. Aktive olmus T lenfositleri IL2, IFNYy, TNFo ve CSF salgilayarak

monositlerin daha fazla aktive olmasini saglar (117).

Makrofajlar, dokularda ve viicut kavitesinde sinirli say1 ve lokalizasyondadir.
Ancak, enfeksiyon ve doku hasari durumunda, monositler ilgili dokuya gecip
farklilagarak makrofajlar1 olustururlar. Doku hasar1 sirasinda IL1, IL8, TNFa, IFNy
sitokinleri ile C5a, 16kotrien B4, N-formil peptidler (fMLP), monosit kemotaktik
protein-1 (MCP-1) ve platelet aktive edici faktor (PAF) gibi kemoatraktanlar;
monositlerin endotelial hiicrelere adezyonunu ve migrasyonunu modiile ederler (74,

144).

T lenfositleri ve NK hiicreleri IFNY ve graniilosit makrofaj koloni stimiile edici
faktor (GM-CSF) iireterek monositlerin aktivasyonunu saglarlar. Monositlerin
sekonder stimiilasyonu Monositler IgG’nin Fc porsiyonu icin Fcy reseptorii (FcyR)
eksprese ederler. Bu reseptor fagositoz, patojenlerin hiicre ici 6liimii, reaktif oksijen
tiirlerini tiretimi, inflamatuar aracilarin tiretimi/salinimi, antikora bagimli hiicresel

sitotoksisite, antijen sunumu gibi biyolojik fonksiyonlar1 baslatir (104, 117).

Mikroorganizmalar IgG ve C3b tarafindan kaplanarak opsonizasyon
gerceklesir. Boylece monositlerdeki Fcy reseptorlerine ve CD35’ e baglanabilirler.
Bu internalizasyonla mikroorganizmanin hiicre i¢ine alinmasini saglar. Proteolitik

enzimler iceren graniillerde mikraorganizmalarin yikimi gerceklesir (117).
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2.3. Sitokinler

Sitokinler ilk olarak lenfosit aktivasyonunun aracilar1 olarak 1953° te
tanimlanmistir. ilk lenfokin/sitokin olarak tip I IFN’ lar karakterize edilmistir.
Sitokinler genel olarak kiiciik proteinlerdir. 2 alt iiniteden olusurlar. Sitokinler

parakrin ya da otokrin etki gosterebilen diizenleyici proteinlerdir (36).

2.3.1. interferonlar (IFNs)

IFN’ lar ilk olarak 1957 de isimlendirilmislerdir. U¢ major gruba ayrilir. IFN’
un 2 orijinal grubu tip I ve tip II’ dir. Tip I; immun olmayan IFN ve tip II immun
IFN olarak adlandirilir. Tip I (IFNY), spesifik immun reaksiyonlarda yiiksek
miktarda tretilir. Oysaki tip I IFN’ lar non-spesifik uyari ile ¢cogu hiicre tarafindan
tretilebilirler. Tip I IFN’ ler; IFNa, IFNB, IFNe, IFNx, IFNw, IFNS, IFNT,
IFNE/limitin’ den olugmaktadir. Antiviral ve antiproliferatif etkiler gosterirler. T
hiicrelerini, NK hiicrelerini, monositleri, makrofajlart ve dendritik hiicreleri
uyarirlar. MHC sif I ekspresyonunu ve pro-apoptotik genlerin aktivasyonunu
arttirirlar. IFNE/limitin’in antiviral ve antitimor etkilerinin oldugu gosterilmigtir

ama lenfobaskilayic etkisi IFNo’ dan daha diisiiktiir (36).

Tip I IFN’ nun tek iiyesi IFNY dir. NK hiicrelerinde IFNYy iiretiminin
indiiksiyonunda IL12 6nemlidir. IFN’ nun 2 geleneksel grubunun yani sira IFN
benzeri sitokinlerden olusan yeni bir grup tanimlanmigtir. Bu grubun tiyeleri; IL28A

(IFNA2), TL28B (IFN A3) ve IL29 (IFNA1)’ dir (36).

IL18, makrofajlar tarafindan iretilir. Sinerjistik olarak IL12 ile birlikte
farklilagmis Thl hiicreleri tarafindan iiretilen IFNY nin miktarini arttirir. Aym
zamanda NK hiicrelerinde IFNYy iiretimine neden olur. IL12 ile ILI8 in

kombinasyonu hatta antijen sunan hiicrelerde de IFNY iiretimine neden olabilir (63,

160).
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Diger taraftan IFNy; IL12’yi pozitif feedback ile kontrol eder. 1L10, IL11,
IL13 ve tip I IFN’ lar ise IL12’ y1 inhibe eder. IL4’ iin IL12’ yi inhibe edip etmedigi
tartigsmalidir. IL12" nin bashca fonksiyonu NK, B ve T hiicrelerinde IFNY iiretimine
neden olmaktir. IL12 ayn1 zamanda IL18 reseptoriiniin ekspresyonunu da arttirir.

IFNY, fagositik hiicrelerin bakterilere kars1 aktivitesini uyarir (103, 160). ,

Tip I IFN’ lar, NK hiicreleri tarafindan IFNY nin iiretimini arttirabilirler.
TNFa tek bagina NK hiicrelerinin IFNYy iiretimini uyarmada basarisiz olurken IL12
ile birlikte sinerjistik etki gostermektedir. IL1" in de IL12’ nin indiikledigi IFNy
tiretimini arttiricr etkisi vardir. Ama IL18, IL1" e gore daha fazla uyaricidir. CD44;
IL12 ve IFNy iretimini arttirabilme yetenegi nedeniyle dogal bagisikligin
diizenlenmesinde onemli rol oynar. NK hiicrelerinin IL2 ve IL15 ile inkiibasyonu

CD44 diizeyinin artmasina ve aktivasyonuna yol acar (79).

IFNa, IFNB ve ILI12 parazitlere karst savunmada Onemlidirler. NK
hiicrelerinin salgiladigi IFNvy, makrofajlar1 aktive eder ve onlarin NO iiretmesine
neden olur. IFNa ve IFNf; NK sitotoksisitesini arttirir (143). IFNo, immun cevabi
direkt olarak ve Thl sitokinlerin tiretimini destekleyerek modiile eder. Ciinkii Thl
sitokinleri, koruyucu antitiimor hiicresel immun reaksiyonlarin artmasina yol acar.
Boylece periferik kanda lenfosit alt gruplarinin yeniden diizenlenmesine neden olur.
Tiimor antijenlerinin ekspresyonu ve NK ile T lenfositlerinin sitotoksik aktivitesi

artar. Ayrica IL2, IL12 ve IFNY’ nin {iretimini arttirir (70).

IL6 ve IFNY; tiimor hiicreleri tizerinde MHC antijen ekspresyonunu artirirken,
TGFB1 ise IFNY nin indiikledigi MHC simif I ve II antijen ekspresyonu iizerine
inhibitor etkiye sahiptir (64).

IFNo., kronik hepatit C’ i talasemi hastalarinin tedavisi i¢in kullanilmaktadir.
IFN alimindan 20 saat sonra tedaviye cevap vermeyen hastalarda CD4" T
hiicrelerinin arttigi, cevap verenlerde ise azaldigi bulunmugtur. CD8" T lenfositleri
ve NK hiicreleri ise hem tedaviye cevap veren hem de cevap vermeyen hastalarda

azaldig1 bulunmustur (93, 123). Baska bir calismada ise; kronik hepatit C’li talasemi
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hastalar1 12 ay IFNo tedavisi gordiikten sonra, hem tedaviye cevap veren hem de
cevap vermeyen hastalarda in vitro olarak NK hiicreleri IFNa ile inkiibe
edildiklerinde her iki grupta NK aktivitesinin arttigi ama bu artisin kontrollerden
daha az derecede oldugu bulunmustur. Tedaviye cevap veren hastalarda CD4" ve

CDS8" lenfositlerin anlamli olarak azaldigi gosterilmistir (87).

2.3.2. Tiimor Nekrozis Faktor (TNF)

TNF; proinflamatuar sitokindir ve hem nonspesifik hem de spesifik immun
cevapta onemlidir (36, 59). TNFq; hiicre metabolizmasi, proliferasyon, sitokin
iretimi ve apoptoz gibi ¢ogu biyolojik fonksiyonu diizenler (135). IL4 sitokini; TNF
ve IL1 gibi proinflamatuar sitokinlerin {iretimini baskilar. IL4 ve IL13;
proinflamatuar sistemi inhibe ederler ve bdoylece ROS ile NO’ yu inhibe ederler
(36). IL17; aktive edilmis T hiicreleri tarafindan iiretilir ve makrofajlar tarafindan
TNFa ile IL1 sekresyonuna neden olur (63). IL18; IL12 ile kombinasyonu sonucu T
ve NK hiicrelerinden IFNY iiretimine neden olur. [IFNYy; NK ve Thl hiicrelerinde Fas
ligandina baghh sitotoksisiteyi arttirir.  Ayni  zamanda Thl hiicrelerinin
proliferasyonunda rol oynar ve IL2, GM-CSF iiretimine ya da TNFo ekspresyonuna
neden olur (103). IL1, IL18, TNFa., ayrica CD44 ve CD28 iizerinden sinyal yolag:
NK-xB’ nin aktivasyonu ile iliskilidir (79).

TNF ile iliskili apoptozu indiikleyici ligand (TRAIL/APO-2L); TNF ailesinin
bir iiyesidir. TRAIL’ in bilinen 5 reseptorii bulunmaktadir. Bunlar; TRAILR1/DR4,
TRAILR2/DRS, TRAILR3, TRAILR4 ve TRAILRS5/OPG’ dir. IFNY, NK hiicreleri
yiizeyinde TRAIL indiiksiyonuna aracilik eder TRAIL-R1/DR4 ve TRAIL-R2/DR5
transmembran reseptorlerine baglanarak apoptozu yiiriitiir. TRAIL, aktive olmusg

NK hiicreleri tarafindan aracilik edilen sitotoksisiteye katilir (130, 135).

FasL; TNF ailesinin tip II proteinidir ve NK ve sitotoksik T hiicreleri
tarafindan eksprese edilir. Cesitli tiimorlerde asir1 eksprese edildigi gosterilmistir.
Hem membranda hem de mikrovesikiille iliskili fraksiyonlar halinde eksprese edilir.

Inflamatuar cevabr tetikler ve tiimor reddine yol acar. inflamasyon siiresince Fas
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aracili apoptozu diizenler. TGFP iiretimindeki artis sitotoksik T hiicrelerinde

FasL’nin azalan yonde diizenlenmesine neden olabilir (68).

TNFa, IL6 ve Fas ligandi; immun fonksiyonun baskilanmasi ile iliskilidir.
TNFo’ nin artmis sekresyonu ile NK hiicrelerinde hiicre 6liimii indiiksiyonun artisi
arasinda korelasyon bulunmaktadir. TNFo antikoru ya da TNF baglayan protein NK
kiiltiirtine eklendiginde NK hiicrelerinin Oliimiiniin engellendigi gosterilmigtir.
TNFo’ nin kanserde paradoksal bir rolii vardir. Lokal olarak yiiksek dozda giiclii
antikanser etkiye sahiptir. Ancak, kemokinleri ve fibroblast biiyiime faktoriinii
indiikleyerek  karsinogenezde rol oynayabilir. Ayrica, timor hiicrelerinin

farklilagmasi, proliferasyonu ve canliligini n korunmasinda da etkilidir (121).

Wanachiwanawin ve arkadaslart yaptiklart caligmada, P-talasemi major
hastalarinin %33’ {niin serumda IFNy, TNFa ve ILlIo diizeyinin arttigini

gostermistir (155).

2.3.3. Tiimor Biiyiime Faktorii (TGF-B1)

TGFp1; cesitli tiimor tiplerinden alinan doku 6rneklerinde tespit edilmistir ve
biiyiime faktorii olarak gorev yapar. Memelilerde TGF’nin TGFB1, TGFB2 ve
TGFpB3 olmak iizere benzer fonksiyonlara sahip 3 izoformu bulunur Proliferasyon,
farklilagma, migrasyon, apoptoz ve ekstraseliiler matriksin yeniden sekillenmesi gibi
cok yonlii etkileri bulunmaktadir. Ayni zamanda B ve T lenfositlerinin
proliferasyonunu inhibe eden giiclii bir immun baskilayic1 etkiye sahiptir. Bazi
hiicrelerde proliferasyonu daha fazla uyarirken, diger hiicrelerde biiyiimeyi inhibe
eder. Bu nedenle bazi kanserlesmis hiicrelerin gelisimi ya da bagisiklik sisteminden
kacis1 icin kritik rol oynar. Ayrica tiimor hiicreleri tarafindan sekrete edilir ve timor
mikrogevresinde parakrin etki tiimor proliferasyonunu uyarir. IL6; TGFBI1’i

antagonize eder. TGFP1; IFNY iizerine inhibitor etkiye sahiptir (64, 68).

TGF-B1; antjen sunan hiicrelerin olgunlagsmasin1 engelleyerek otoagresif T
hiicre cevabini smirlandirir. Naif CD4 T hiicrelerinin Thl ya da Th2 efektor

hiicrelerine farklilagmasini inhibe edebilir. Bunu polarizasyon icin gerekli olan
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anahtar transkripsiyon faktorleri, T-bet ve GATA-3’ ii inhibe ederek gerceklestirir.
Ancak, TGF-B; farklilasmig CD4" hiicrelerin yayilimini destekleyebilir. Bazen Thl

cevabinin inhibisyonuyla Th2 cevabini yiiriitiir (63).

TGFB1; NK hiicrelerinin sitolitik aktivitesini ve IFNY tiretimini inhibe eder ve
bu hiicrelerinin homeostazin1 kontrol ederler. NK hiicrelerinde, IL2 ya da IL12
tarafindan indiiklenen IFNY ekspresyonunun antagonistidir. Ayn1 zamanda IFNo
reseptorii ile IL2 reseptOriiniin o zincirini azaltici yonde diizenler. NKp30 ve
NKG2D reseptorlerinin ekspresyonunu inhibe eder (81). Baz1 kanser hiicreleri
tarafindan IL6 sekrete edilir. TGFP” nin T hiicre proliferasyonu iizerine immun
baskilayici etkilerini, IL6 antagonize eder (65). TGFB1’in NK hiicrelerinin, IL2 ya
da IL12 ile aktive edilmis NK hiicrelerinin sitokin iiretimi ve sitotoksitesini inhibe

ettigi ve ayn1 zamanda tiimor biiylimesini stimiile ettigi in vitro olarak gosterilmistir

(10, 76, 88, 108, 122).

B-talasemi majorlii hastalarda serum TGF diizeyinin kontrollerden daha diisiik
ciktigi bulunmustur (134). Ancak farkli bir ¢calismada, Salsaa ve arkadaslar1 IFNYy,
TNFa, IL1B ve TGF-f’min serumda goriilmedigi ancak lenfositlerin in vitro
mononiikleer hiicrelerle stimiilasyondan sonra kontrol grubuna gore daha fazla
sitokin Urettiklerini gostermistir (126). Bir diger calismada ise splenektomili

hastalarda TGF-B’nin kontrollere gore daha yiiksek oldugu bulunmustur (99).

2.3.4. interlokin 2 (IL2)

NK hiicrelerinin optimal proliferasyonu i¢in IL2 gereklidir ama tek basina
yeterli degildir. Ornegin, TNFo, NK proliferasyonuna neden olmamasina ragmen,
IL2’ nin prolifere edici etkisini arttirir. Lenfokinle aktive edilmis oldiiriicii
hiicrelerde (LAK), TNFo ve IL2’ nin agonistik etkisi vardir. Ikisi hem proliferasyon
hem de sitotoksisite icin gereklidir. Aym1 zamanda ikisi de LAK hiicrelerindeki

aktivasyon antijeni CD25 i¢in gereklidirler (100).

IL2 ve IL15, NK ve T hiicrelerinin proliferasyonunu, canlilifin1 ve sitolitik

aktivitesini diizenlerler. Ets1; NK hiicre farklilasmasinin erken asamasinda eksprese
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edilen bir transkripsiyon faktoriidiir. NK’ nin gelisimi ve fonksiyonu i¢in temel bir
mediyatordiir. IL2 ve IL15, Ets] protein diizeyini arttirir. IL2 ve IL15 reseptorleri;
o, B ve vy olmak iizere 3 alt iiniteden olusur. Bu 3 alt iinite de farkli sinyal iletici ve
ligand baglayic1 ozelliklere sahiptir. IL2Ra ve IL15Ro spesifik olarak IL2 veya
IL15" e baglanir. B alt iinitesi IL2 ve IL15’e baglanmaya katilir. Oysaki v alt iinitesi;
IL2,IL4, IL7, IL9 ve IL15’ e baglanmada rol oynar (58, 120).

IL2 ile aktive edilmig NK hiicreleri, hedef hiicreyle etkilestikten sonra CD18
aracili apoptoz meydana gelir. Bunun NK hiicrelerinin sitotoksik fonksiyonunun
kontrolii i¢cin bir feedback mekanizma oldugu diisiintilmektedir. IL15 ile aktive
edilmis NK hiicreleri ise tiimor hiicrelerinin neden oldugu apoptoza karsi, IL2° ye
kiyasla daha az hassastir (120). IL2 ile uyarimis NK hiicrelerinin K562 ile
etkilestikten sonra apoptoza ugradig gosterilmistir. Bunun NK cevabini azaltici
yonde diizenleyen bir mekanizma oldugu disiiniilmektedir. Uyarilmamis NK

hiicrelerinde bu durum gozlenmemistir (83).

IL21 ile IL2’ nin kombinasyonu; NK ve CD8" T hiicreleri ile kiiltiire
edildiginde, yalmz IL2 ile kiiltire edilenlere kiyasla NKG2D’ nin yiizey
ekspresyonunun azaldigi goriilmiistiir. IL21; NK hiicrelerinin olgunlagsmasina ve
NKp46, NKp30 ve CD16 aktivator reseptorlerinin arttirict yonde diizenlenmesine
neden oldugu gosterilmistir (19). Ayrica, IL2 ve IL15; B lenfositlerinden Ig

sekresyonuna ve proliferasyonuna neden olur (120).

B-talasemi major hastalarinda yapilan bir ¢alismada, IL2 ve IL10 diizeyinin
kontrollere gore farkli olmadigi bulunmustur (99). Ancak bir diger ¢alismada, 1L.2

ve IL6’ nin biitiin hastalarda normal diizeyin altinda oldugu gosterilmistir (155).

2.3.5. interlokin 10 (IL10)

1988 yilinda Mossmann ve Coffman tarafindan sitokin sentezini inhibe edici
faktor (CSIF) olarak kesfedilmistir. ILL10 Onceleri sitokin sentezini inhibe edici
faktor olarak adlandirilmistir. Th2 hiicreleri, makrofajlar, B hiicreleri ve CD8* T

hiicreleri tarafindan iiretilir. Ayn1 zamanda mast hiicreleri, keratinositler ve bazi
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tumOr hiicreleri tarafindan da uretilmektedir. IL10° un immun cevaba etkisi

cogunlukla T hiicrelerini inhibe etmektir (63).

IL10 sitokin ailesi; IL10, IL19, 1L.20,IL22, 11.24, 1L.26, IL28a, IL28f ve 1L.29°
dan olusmaktadir. IL28c, IL28B ve IL29 ise aym zamanda IFN;, olarak
tanimlanmuglardir ve tip I IFN’ larla amino asit dizisi bakimindan olduk¢a benzerlik
gostermektedirler. Yapisal olarak IL10 ile iliskili yeni sitokinler kesfedilmistir.
Bunlar; AK155 ve melanoma farklilasmasiyla iliskili gen (mda)2—7’ dir (28, 101,
168). IL10° un aym zamanda immunostimiilatér Ozelligi vardir. CD8" T
lenfositlerinin ve NK hiicrlerinin proliferasyon ve sitotoksisitesini arttirabilir.
Ozellikle IL18 ile kombinasyonunda bu fonksiyonunu gerceklestirir (63, 95). NK1
hiicreleri IL10 ile birlikte Thl sitokinleri iiretirken, NK2 hiicreleri 1L.13 gibi Th2

sitokinlerini iiretir (70).

Makrofajlarda IL10; TNFoa, IL6, IL12 gibi proinflamatuar sitokinlerin
tiretimini inhibe eder. IL10° nun major fonksiyonu NF-xB’ nin inhibisyonu

tizerinden kemokinlerin ve sitokinlerin tiretimini baskilamaktir. IL10; GM-CSF’ yi

inhibe eder (28, 101).

TGF-f ve IL10’ nun fonksiyonu inflamasyonu baskilamaktir ve immun
toleransin indiiksiyonu i¢in 6nemlidirler. TGF- ve IL10, otoreaktif lenfositlerin
aktivasyonunu ve yayilmasini engeller. IL10; IL12° nin, TNFo’ nin, ko-stimiilator
molekiillerin ve antijen sunan hiicrelerin MHC smif II molekiil ekspresyonunu
inhibe eder. Antijen sunan hiicreler tarafindan IL10 salgilanir ve T hiicrelerinin
farklilagmasina neden olabilir. Naif T lenfositlerinin proliferasyonunu inhibe
edebilir. IL10’ nun varliginda dendritik hiicrelerin lenf diiglimlerine migrasyonu ve

proinflamatuar kemokinlerin iiretimi engellenir (63).

2.3.6. interlokin 12 (IL12)

IL12; cesitli hiicrelerde IFNY iiretimine neden olan bir sitokindir. Ilk olarak
NK  hiicresi stimiilatér faktor (NKSF) olarak tanimlanmistir. Monositler,
makrofajlar, dendritik hiicreler, nétrofiller ve B hiicreleri tarafindan iiretilir. NK, T

ve dendritik hiicreler iizerinde reseptorii vardir. IL12° nin p35(B1) ve p40(B32)
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olmak iizere 2 alt tinitesi bulunur. P40 alt iinitesi, sitokin reseptorleriyle homologtur.

P35 ise IL6 ve G-CSF ile benzerlik gosterir (36, 67, 160).

IL12’ nin primer etkisi NK ve T hiicrelerinde IFNYy iiretimine neden olmak ve
onlarin sitotoksik potansiyelini aktive etmektir. Makrofaj ve NK hiicreleri IFNy
tarafindan uyarildiginda antimikrobial kapasitesi artacak sekilde aktive olur. IL12 ve
IFNYy arasinda iligki Thl tarafindan kontrol edilen adaptif hiicresel immun cevabin
aktivasyonuna neden olan bir faktordiir ve uzun siireli hiicreici patojenlerin kontrolii
icin 6nemlidir. IL12; naif T lenfositlerinin proliferasyonunu stimiile eder. IFNy ile
birlikte Th2 hiicre farklilasmasini ve Th2 sitokinlerinin (IL4, IL5, IL13) {iretimini
inhibe eder. Bu nedenle Thl hiicrelerinin kontrolii ve indiiksiyonunda anahtar rol
oynar. T hiicreleri aktive oldugu zaman IL12’ nin B1 ve B2 alt tniteleri eksprese
edilir. IL12RPB2; Th’ nin yonelmesinde karar verici bir unsurdur. Ciinkii bu alt tinite
sadece Th1 hiicrelerinde eksprese edilir. IFNYy; IL12RB2 ekspresyonunu arttirirken,
IL4 inhibe eder. Aralarindaki bu zit etki nedeniyle Th1/Th2 farklilasmasina katkida
bulunurlar T hiicreleri, proinflamatuar TNF ailesi iizerinden IL12 iiretimini arttirir.
Th2 sitokinlerinden IL4 ve IL13 stimiilasyonun erken fazinda, IL12’yi inhibe eder
ama sonra IL12 iiretimini arttirirlar (16, 36, 67,160).

IL12" nin neden oldugu IFNY iretimi sinerjistik olarak TNF ve IL1 gibi
sitokinleri arttirir. IL12, IL18 in ko-stimiilasyonu ile makrofajlarda IFNY liretimine
neden olabilir. IL18, tek basina major IFNY liretici kapasiteye sahip degildir. IL12’
nin IFNY y1 pozitif feedback ile kontrol etmesi tehlikeli bir durumdur ve
antiinflamatuar 6zellige sahip sitokinler tarafindan inhibe edilir. IL10 ve TGFf
sitokini, IL12° nin inhibisyonunda 6nemlidir. Makrofajlar tarafindan apoptotik
hiicrenin fagositozu IL12 iiretimini inhibe eder. Bu diizenleyici mekanizma, kontrol

edilemeyen savunma mekanizmasina neden olabilecek bozuklugun sinirlandirilmasi

icin 6nemlidir (36, 67).

IL12 sitokin ailesinin diger 2 tiyesi IL23 ve IL27° dir. IL23’ iin fonksiyonu
IL12 ile olduk¢a benzerdir ama IL23 bir tek bellek T hiicrelerini prolifere edici
kapasiteye sahiptir. [L23, NK hiicrelerinin IL17 iiretimini kontrol eder. 1L17; IL1,
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IL6 ve TNF gibi proinflamatuar sitokinlerin iiretimini diizenler ve notrofilleri
mobilize eder. IL27 ise yeni tanimlanmis bir sitokindir ve fonksiyonu tam olarak
belirlenememistir. IFNy iiretimi ve NK aktivasyonu sadece IL12 tarafindan
diizenlenmez aym:1 zamanda IL15 te bu hiicrelerin gelisimi, fonksiyonu ve
aktivasyonu i¢in onemlidir. Genel olarak IL12, viral enfeksiyonlara karsi erken
savunma Onemlidir. Viriis ve diger hiicreici patojenlere karsi1 adaptif immun cevapta

diizenleyici rol oynar (36, 160).

IL12, heterodimerik yapidayken oldukca diisiik miktardadir ama p40 alt
initesi tek basina asir1 miktarda iiretilmektedir. P35 ise hiicrelerden setbest olarak
sekrete edilmez. IL12 disinda diger p40’ a baglhh molekiiller de Thl cevabinda
onemli rol oynarlar. P40 ve IL12’ nin reseptoriine baglandigi i¢in ayni zamanda
IL12° nin antagonistidir. P40 aym1 zamanda p35 ile iligkili protein olan pl19’a
kovalent baglanarak IL23’ii olusturur. IL23, bellek T hiicrelerini aktive eder. P40 ile
iligkili protein Epstein-Barr viriise neden olunan gen 3, EBI3; p35 ile iliskili protein
p28’e baglanarak IL27° yi olusturur. IL27, Thl’in erken gelisim evrelerinde
fonksiyoneldir. Makrofajlar ve dendritik hiicreler tarafindan IL12° nin alt {initeleri
IL12> ye gore 10-1000 kat daha fazladir. IL12, derideki Langerhans hiicrelerinin
olgunlagsmasinda rol oynar (16, 160).

2.3.7. Interlokin 15 (IL15)

IL15, 1994 yilinda kesfedilmistir ve IL2 benzeri aktiviteye sahiptir. IL15R alfa
zinciri dendritik hiicre gibi antijen sunan hiicrelerde bulunur (52). IL15’in mRNA’
st hem hemopoetik hem de hemopoetik olmayan dokularin biiytik bir kisminda
bulunmustur. Normal sartlar altinda IL15 protein diizeyini tespit etmek oldukca
zordur. Ciinkii yarilanma siiresi olduk¢a kisadir. Ayrica siki bir transkripsiyonel ve
translasyonel kontrol altindadir. IL15 reseptorii 3 polipeptidden olusur. IL15Ra,
IL2/IL15Rp ve genel vy zinciri YC. IL15Ra; hiicre tiplerinin biiyiik bir ¢ogunlugu
tarafindan eksprese edilir. Ama IL2/IL15Rp ve YC ile baglanmis olmasi gerekmez
(137).

IL15; IL2 reseptor B’ ya baglanma ozelligine sahiptir ve T hiicre klonlarinin

proliferasyonuna neden olabilir. IL2 ve IL15" in 6zellikle dogal bagisiklikta ayr
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rolleri vardir. T hiicre aracili immun cevapta ise zit fonksiyonlar1 vardir. IL2; T
hiicre cevabinin biiyiikliigiinti sinirlandirir ve bellek CD8 T hiicre canliligini azaltir.
IL15 ise T lenfositlerinde IL2 aracili aktivasyonun neden oldugu hiicre Olimiinii

engeller ve bellek hiicrelerinin iiretimini ile canliligini korur (47).

IL15; NK hiicrelerinin gelismesi ve olgunlagsmasinda oldukca etkilidir.
Fibroblastlar, epitelial hiicreler ve stromal hiicreler tarafindan iiretilirler. Ayrica
IFNo/B ya da tehlikeli bir sinyale karsi cevapta olgun dendritik hiicreler tarafindan
iretilirler. IL15; hem dogal hem de adaptif bagisikligin hiicrelerinin homeostatik
korunmasinda ve onlarin aktivasyonunda dnemlidirler. Bellek CD8 T hiicreleri ve
naif T hiicrelerinin proliferasyonu ile canliliginin kontroliinde 6nemli rol oynarlar.
IL15 eksikliginde NK ve bellek CD8 T hiicrelerinin soyunda defekt goriiliir. Bu
hiicrelerin gelisiminde IL15 zorunludur (51, 93).

Antijen sunan hiicrelerin IL12, IFNy ve NO salinimu i¢in IL15 sitokini olduk¢a
onemlidir. NK ve NKT hiicrelerinin IFNY iiretimi ve sitotoksik aktivitesini giiclii bir
sekilde arttirir  (52). Bellek CD8" T hiicrelerinin  antijenden bagimsiz
proliferasyonunu ve canliligini destekler. Aym1 zamanda dendritik hiicreleri aktive
ederek CD8" T hiicrelerinin antijene spesifik cevabim vyiiriitiir. IL21, aktive edilmis
T hiicreleri tarafindan iiretilir ve naif NK hiicrelerinin IL15 tarafindan yayilimim
inhibe ederken, allojenik uyariya cevapta T hiicrelerinin efektdr cevabimi ve

yayilimini arttirir (63).

IL15, NK ve NKT hiicreleri intravajinal HSV-2 enfeksiyonlarina karst dogal
bagisiklikta hayati onem tasirlar. NK/NKT hiicrelerinin gelisimi, olgunlagmas: ve
aktivasyonu IL15 tarafindan diizenlenir (52). IL15; NK hiicrelerinde IFNYy, TNFa,
GM-CSF, makrofaj inflamatuar protein-1a (MIP-1a) ve MIP-1p iiretimini indiikler.
Ancak, IL15" in NK hiicreleri iizerinde diizenleyici mekanizmalar1 hala acik
degildir. IL15, NK hiicrelerinde NKG2D’ nin yiizey ekspresyonunu arttirir. Ayrica
sitotoksik efektor molekiiller olan TRAIL ve perforinin ekspresyonunu, bununla

birlikte STAT1 ve ERK1/2’ nin fosforilasyonunu arttirir (171).
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2.3.8. interlokin 18 (IL18)

IL18 ilk olarak Propionibacterium acnes (P. acnes) ve LPS’ ye kars1i IFNy
indiikleyici faktor olarak tamimlanmugstir. Sitotoksik lenfositler tarafindan ILI,
TNFo, GM-CSF, IFNYy gibi sitokinlerin tiretilmesini indiikleyebilen proinflamatuar
bir sitokindir. Ayrica bazi kemokin reseptorlerinin ekspresyonunu arttirir. IL18, naif
T lenfositlerinin Th2 hiicrelerine farklilasmasina yol acar. NK hiicreleri, mast
hiicreleri ve bazofiller tarafindan IL4 ve/veya IL13 iiretimine neden olur (102). NK
hiicrelerinin sitotoksisitesini ve T hiicrelerinin proliferasyonunu arttirir. IL12 ile
birlikte sinerjistik olarak Thl hiicreleri tarafindan IL2 ve IFNY iiretilmesini uyarir.

Ayrica IL10 iiretimini azaltir (54, 69).

IL18 yapisal olarak IL1° e benzer. Ancak, biyolojik fonksiyonu IL12 ile
benzerdir. IFNYy indiikleyici etkisini IL12 ile sinerjistik olarak meydana getirir.
Ayrica NK hiicrelerinde ve Thl hiicrelerinde Fas liganda bagli sitotoksisiteye
aracilik eder. Kordon kaninda T lenfositlerinin ¢ogu naif oldugu i¢in IL18’ e karsi
diisikk diizeyde cevap vermektedir. Oysaki kordon kan1 NK hiicreleri, yetisikin
periferik kanina gore IL18 anlamli olarak daha yiiksek diizeyde cevap vererek IFNYy
iretirler (32, 103).

IL18 mRNA’s1 kupfer hiicreleri, makrofajlar, T hiicreleri, B hiicreleri,
osteoblastlar, keratinositler, dendritik hiicreler, astrositler ve mikroglialar tarafindan
eksprese edilir. Ayn1 zamanda IL18, osteoklastlar tarafindan eksprese edilir ve

osteoklast iiretimini inhibe eder. Stres durumunda adrenal kortekste IL18

indiiklenebilmektedir (102, 138).
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3. GEREC VE YONTEM

Calismaya goniillii olarak katilan hasta ve kontrol grubu; Istanbul Tip
Fakiiltesi Cocuk Sagligi ve Hastaliklari, Hematoloji/Onkoloji Bilim Dali’na
bagvuran B-talasemi major tanis1 almis 27 hasta ile 18 saglikli kisiden olusturuldu.
9’u erkek ve 18’1 kiz olan B-talasemi majorlii hastalarin yas ortalamasi 18,48 + 7,59,
6’s1 erkek ve 12°s1 kiz olan saglikli kisilerin yas ortalamasi 19,38 = 4,79 idi. Kontrol

ve hasta grubu yaslar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmada.

Tez ¢alismasina katilan goniilliiler, calisma hakkinda bilgilendirildi, etik kurul
onay1 alind1 ve goniillii olur formu imzaladilar. Her goniilliiden 1 kez heparinli tiipte

10 ml periferik kan alindi.

3.1. Talasemi Tanisinda Kullanilan Parametreler

3.1.1. Tam Kan Sayim

EDTA’ I plastik tiipe en az 1 ml venoz kan steril enjektor ile alinarak ilk 1-2

saat icinde MEDONIC CA 610 (Cell counter) ile 18 parametre ol¢iilerek yapildi.
3.1.2. HbF Tayini

EDTA’ 11 kan 3000 devirde santrifiij edilerek plazmasi atildi. Dipte kalan
eritrositler 3 kez serum fizyolojik ile yikandi. Yikama isleminden sonra arta kalan
eritrosit hacmi kadar distile su eklenip iizerine 1 ml CaCly ilave edilerek 3000
devirde santrifiij edildi. 1.6 ml alkali soliisyon bir tiipe konup, iizerine 0.1 ml
hemolizat ilave edildi. 1 dakika sonra 3,4 ml c¢okeltici soliisyon tiipe ilave edilip
reaksiyon durdurularak siispansiyon filtre kagidindan siiziildii. Siiziintiiden 2 ml
alinip tizerine 2 ml fetal hemoglobin soliisyonu ilave edilerek karistirildi. Fetal ve
toplam hemoglobinlerin optik dansitesi, spektrofotometrede 540 nm dalga boyunda

distile su kontrol kabul edilerek okundu.

HbF(%)= (ODHbF / ODToplam Hb) 2 x 0,203x100
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3.1.3. Serum Ferritin Diizeyi:

Ferritin tayini Eurogenetics firmasinin monoklonal antikor sandwich
prensibine dayanan (Ferritin Coated mikrotiter strips) kit kullanilarak yapildi.
Laboratuardaki normal degerler kadinlar i¢in 11-94 ng/ml, erkekler i¢in 43-246
ng/ml olarak kabul edildi.

3.2. Deney Gruplarmm Planlanmas: Ve flgili Parametreler

Deney gruplari
1-B-talasemi majorlii hastalar n=27
la- izole NK
1b- mononiikleer NK
2- Kontrol n=18
2a- izole NK
2b- mononiikleer NK
Deney ve kontrol gruplart 2 ana grup olmasma ragmen NK aktivitesi her
gruptan 2 ayr1 bicimde bakildigi icin 4 grup olarak diisiiniildii. Bu gruplar ve
gruplarda incelenen parametrelerin ayrintilar1 asagida sema halinde gosterildi (Sekil

3-1).

B-talasemi majorlii hastalardan ve kontrollerden alinan kanlar 6énce fikolle
mononiikleer hiicreler elde edildi. Elde edilen hiicrelerin bir boliimii NK izolasyonu
icin ayrildi ve RosetteSep kitiyle izole edildi. Izole NK’ dan ve mononiikleer
hiicrelerden flow sitometride reseptor analizi icin ornek alindi. Her iki durumda NK
hiicrelerinin K562 hiicrelerine kars1 sitotoksisitesi ol¢iildii ve deneyden sonra tekrar
flow sitometride reseptor analizi i¢cin Ornek alindi. Ayrica mononiikleer hiicreler
arasinda yapilan sitotoksisite deneyinin sonunda, K562 ile inkiibe olmus hiicreler ile
inkiibe olmamis hiicrelerin bulundugu kuyulardan siipernatant alinarak sitokin

Olciimii yapildi.



S-talasemi majoriilii

hastalardan kan orneginin

alinmasi

Kontrollerden kan

orneginin alinmast

Kandan mononiikleer

hiicrelerin elde edilmesi

Mononiikleer hiicrelerden NK

hiicrelerinin izolasvonu

NK hiicrelerinin K562
hiicrelerine karst

sitotoksisitesinin olgiilmesi

NK sitotoksisitesi deneyinden
once ve sonra hiicre NK hiicresi
aktivator reseptorlerinin flow

sitometrik analizi

Mononiikleer hiicrelerin sayilip

NK orannin hesaplanmasi

Mononiikleer hiicrelerin K562
hiicrelerine karst

sitotoksisitesinin olgiilmesi

NK sitotoksisitesi deneyinden
once ve sonra hiicre NK hiicresi
aktivator reseptorlerinin flow

sitometrik analizi

NK sitotoksisitesi deneyinde K562 ile
karsilagan ve karsilasmayan hiicre
ortamlarindan siipernatantlar

alinarak sitokin diizeyinin 6lgiilmesi

Sekil 3-1. Tez calismasinda kullanilan parametrelerin semasi.
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3.2.1. NK Aktivitesi

Calismamiza katilan goniillii kisilerin NK aktivitesine, hem mononiikleer
hiicreler i¢inde, hem de NK hiicreleri izole edilerek bakildi. Sonuclar analiz
edilirken, NK hiicrelerinin izole ve mononiikleer hiicreler arasindaki sitotoksisitesi
degerlendirildi. Ayrica Talasemi hastalar1 ve saglikl kisilerin her iki durumdaki NK

aktiviteleri karsilastirmali olarak analiz edildi.
3.2.1.1. NK Aktivitesi Deneylerinde Kullamilan Malzemeler Ve Hazirlanisi

Iscoves’ Modified Dulbecco Medium (IMDM, Sigma 1-7633)

1000 ml medyum hazirlamak i¢in 17,7 gr IMDM, 0,3 gr L-Glutamin ve 3,024
gr sodyum bikarbonat hazirlandi. Her biri 100 ml saf suda eritildi. Steril bir
erlenmayere konarak, saf su ile bu karistm 1000 ml’ye tamamlandi. Medyumu
stizmek icin; 47 mm’lik ve 0,22 um capindaki Millipore marka durapore membran
filtresi (GVWP04700) kullanildi. Filtre edilmis medyuma %10 oraninda Fetal Dana
Serumu (FCS) ve 62,5 mg/l gentamisin eklendi.

Fetal Dana Serumu (FCS, Sigma)

10 ml’ lik stoklara béliinerek -20°C’de saklandi.

Fikol (Histopague 1077 Sigma)

Standart olarak 100 ml’ lik siselerde bulunan fikol +4°C’de saklandi.

MTT (methyl-thiazol-tetrazolium) (M-5655, Sigma)

MTT; 5 mg/ml olacak sekilde fosfat tamponunda(PBS) ¢oziildii ve +4°C’de

saklandi.
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izopropilli SDS (Sodyum Dodesil Siilfat)

10 gr SDS hazirlandi. 100 ml’lik siseye konuldu. Uzerine 50 ml saf su, 50 ml
propanol ve 1 N HCI’den 0.8 ml eklendi. Sise karistirildiktan sonra pH’ s1 5.5’e

ayarlandi. Oda 1s1sinda saklandi.

3.2.1.2. Mononiikleer Hiicrelerin Elde Edilmesi

Calismamiza goniilli olarak katilan B-talasemi majorli hastalardan ve
saglikli kisilerden almman heparinli periferik kan; IMDM medyumu ile 1:1
diliie edildi. 15 ml’lik konik tabanli 2 falkon tiipe, 3 ml fikol eklendi.
Hazirlanan kan, enjektor ile yavasca tiipiin kenarimndan sizdirarak

tabakalandirildi (iki s1v1 birbirine karismayacak sekilde) (Sekil 3-2).

Sekil 3-2. Kanin fikol iizerine enjektorle yayilmasi
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Sekil 3-3. Santrifiij sonrasi.

Tiipler +4°C’de, 2000 rpm’de 30 dakika santrifiij edildi. Mononiikleer hiicreler
yogunluk gradientine gore fikolle ayrildi. Santrifiij sonunda, en altta eritrosit
cokeltisi, ¢okeltinin {lizerinde fikol tabakasi, en iistte plazma/medyum tabakasi ve
fikol ile en iist tabaka arasinda ise sar1 renkte olan mononiikleer hiicrelerin

olusturdugu tabaka meydana geldi (Sekil 3-3).

Mononiikleer  hiicrelerin  olusturdugu  tabakanin  diger tabakalarla
karismamasina dikkat edilerek pipetle ¢ekilip bir tiipe kondu. Tiip 2000 rpm’de 10
dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonunda siipernatant atildi ve iizerine bir miktar
medyum koyularak tekrar 10 dakika santrifiij edildi. Bu sekilde hiicreler yikanarak
fikol uzaklastirildi. Yikanan hiicrelerin siipernatanti atilarak yeni medyum koyuldu

ve karistirildi.
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3.2.1.3. Hiicrelerin Sayilmasi

Hazirlanan hiicre siispansiyonundan 10 pl alinip, iizerine 10 ul 6lii hiicreleri
boyayan %4’liik Tripan mavisi (Sigma Cat. No: T8154) eklendi ve pipeta;j yapildi.
Pipetajdan sonra homojen karisimdan 10 pl alindi ve Neubouer laminda 10X40
biiylitmeyle sayim yapildi. Sayim yapilirken Tripan mavisi ile boyanmamis olan
canli ve diizgiin hiicre morfolojisine sahip hiicreler dikkate alindi. Hiicre sayimindan

sonra lokositler, ml’ de 107 olacak sekilde ayarlandi.

3.2.1.4. NK Hiicrelerinin izole Edilmesi

Deneklerden elde edilen mononiikleer hiicreler 2 tiipe bdliindii. 1.tiip
mononiikleer hiicreler icinde NK aktivitesi Olciilmek i¢in ayrildi, diger tiip ise NK
izolasyonu i¢in kullanildi. Mononiikleer hiicrelerden NK izolasyonu, RosetteSep
metodu (StemCell Technologies) kullanilarak yapildi. Bu kit; NK disindaki
hiicreleri ayiran (negatif seleksiyon) ve bu hiicrelerin eritrosite baglanarak, rozet
olusturmasini saglayan, tetramerik antikor kompleksi kokteyli icermektedir. Kokteyl
icinde CD3, CD4, CD19, CD36, CD66b ve Glikoforin A monoklonal antikoru

bulunmaktadir.

Santrifiijle ¢coken mononiikleer hiicreler iizerine 1 ml medyum ve 20 pl
eritrosit siispansiyonu ilave edilerek vorteksle karistirildi. Uzerine 50 ul RosetteSep
NK izolasyon kiti eklenip pipetaj yapildi ve 20 dak. bekletildi. Bu solusyon, 20 dak.
sonunda 3ml fikol konulan bir falkon tiip igine damla damla aktarildi ve +4°C’de,
2000 rpm’de 30 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonunda, fikoliin {izerinde bulunan
NK hiicrelerinin olusturdugu tabaka dikkatli bir sekilde alinarak 2000 rpm’de 10
dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonunda siipernatant atild1 ve iizerine bir miktar
medyum koyularak tekrar 10 dakika santrifiij edildi. Bu sekilde hiicreler yikanarak
fikol uzaklastirildi. Yikanan hiicrelerin siipernatanti atilarak yeni medyum koyuldu
ve karistirildi. Izole edilen NK hiicreleri sayilarak ml’de 10° olacak sekilde

hazirlandi.
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3.2.1.5. Dogal Oldiiriicii (NK) Sitotoksisite Testi

NK aktivitesi 4 saatlik MTT inkiibasyonu sonucu, boyanin spektral analizi ile
oOlciildii. Hedef olarak eritrolosemi hiicreleri (K562) kullanildi. K562; blast krizinde
kronik miyeloid 16semili bir hastadan elde edilen multipotansiyelli hemopoetik
standardize edilmis hiicre dizisidir. Calisma boyunca %10 FCS’li medyumda ve %5
CO; igeren etiivde K562 hiicreleri inkiibe edildi. K562; MHC sinif I negatif olan bir
hiicre dizisi oldugu i¢in, NK hiicreleri bu hiicre dizisine kars1 dogal sitotoksik

aktivite gosterebilmektedir (161).

NK sitotoksisite testlerinde, NK hiicreleri (efektor=E) ve NK’ya duyarli olan
eritrolosemi hiicreleri (K562, target=T) farkli oranlarda karsilagtirilarak, NK’ nin
bu oranlarda K562’ yi 6ldiirebilme potansiyeline bakildi. E:T oranlar1 olarak 1:1,
10:1 ve 20:1 kullanildi. Ol¢iim 96 kuyulu U tabanli mikropleytlerde yapildi. K562
mikropleyte, kuyuda 5000 hiicre/ml olacak sekilde eklendi.

Calismamizda NK aktivitesine monuniikleer hiicrelerde ve izole olmak iizere 2
farkli sekilde ama ayni E:T oranlarinda bakildi. Mononiikleer hiicrelerde NK
aktivitesine bakarken; E:T oranlar1 icin efektor hiicre sayisim1 hesaplarken
mononiikleer hiicrelerin (bireysel farkliliklar g6z oniinde bulundurularak) yaklasik
9%10’u NK hiicresi kabul edildi. Hesaplamalarda NK hiicresinin sayis1 iizerinden
efektor oranlar1 hesaplandi. Izole NK’da ise direkt olarak hiicre sayis1, efektor hiicre
sayist olarak hesaplandi. K562 sayisi tiim oranlarda sabit tutuldu. Oranlarin
yapilabilmesi i¢in efektor hiicrenin sayisi her oranda degistirildi. Bu nedenle her E:T
oraninda farkl efektor kontrolii kullanildi. Mikropleyte hiicrelerin ekimi yapildiktan
sonra 4 saat %5 CO; iceren etiivde inkiibe edildi. Deneyin sonunda sitokin dl¢iimii
icin siipernatantlar alinip iizerine ayn1 miktarda medyum ilave edildi ve kuyulara 10

ul MTT(methylthiazoltetrazolium) kondu (1, 61, 118).

Canli hiicreleri boyayan MTT; hiicre i¢ine endositoz ile alinir ve asidik
vesikiillerde birikir. Canli hiicrelerin sitoplazmik ve mitokondrial dehidrogenazlari
tarafindan formazana indirgenir ve ekzositoz ile bu formazan hiicre yiizeyine

formazan kristalleri seklinde tasinir. 3 saat sonra yaklasitk MTT formazaninin
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%90’ ekzositoz ile digar1 atar. Izopropilli SDS; insoluble MTT’ yi ¢6zerek onu
spektrofotometrede okunabilir partikiillere doniistiiriir (157, 173)

MTT’ nin konulmasindan sonra mikropleyt 3 saat etiivde bekletildi. 3 saat
sonunda her kuyudan 130 pl siipernatant ¢ekildi ve 100 pl izopropilli SDS( Sodyum
dedosilsiilfat) cozeltisi kondu.Alkoliin ugmasini engellemek icin pleyt ile kapaginin
aras1 pecete ile sikistirnldi. 1 giin karanhkta bekletildi. Ertesi giin ELISA
spektrofotometresinde, 655 nm referans dalga boyuna gore 570 nm’ de okundu.
Hesaplama yapilirken NK/K562’ nin birlikte bulundugu 3 kuyunun ortalamasi
aliip, NK kontrollerinin ortalama degerinden cikartilarak K562’ nin absorbansi
bulundu. Bulunan deger, K562 kontrollerinin ortalamasina bdliinerek bu hiicrelerin
ne kadarmin canli kaldigina bakildi ve 1° den ¢ikartilarak 100 ile carpildi (1, 141,
173).

% NK sitotoksitesi = (1-[ (NK+K5620p)-(NKop) ]/ (K5620p))x100) (118).

3.2.2. Flow Sitometri Olciimii
Talasemi hastalarinda ve saglikli kisilerde; NK aktivitesi deneyinden dnce ve

sonra NK hiicrelerinin yiizey markerlar1 ve NK aktivator reseptorlerin (CD16,

NKG2D, NKp30, NKp44) ekspresyonu flow sitometri ile tayin edildi.
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Tablo 3-1. Flow Sitometri analizinde kullanilan antikorlar.

, URUN KATALOG
ANTIKORLAR
MARKASI NO
APC/Cy7 anti-human CD3 Biolegend 300426
FITC anti-human CD56 (NCAM) Biolegend 318304
PE anti-human CDI16 Biolegend 302008
PE anti-human CD336 (NKp44) Biolegend 325103
APC anti-human CD337 (NKp30) Biolegend 325210
APC anti-human NKG2D Biolegend 320808
(CD314)

Deneylerin analizi Flowjo software ile yapildi. Hiicreler polipropilen sitometri
tiiplerine kondu. Florosanizotiosiyanat (FITC, 518 nm) ile konjuge CDS56,
allofikosiyanin (APC, 660 nm) ile konjuge NKG2D, NKp30, fikoeritrin (PE, 575
nm) ile konjuge CD16, NKp44 ve allofikosiyanin-siyanin-7 (APC-Cy7, 785 nm) ile
konjuge CD3 antikorlariyla isaretlendi (Tablo 3-1). Negatif kontrol olarak antikorla
isaretlenmemis hiicreler kullanildi. 20 dak. karanlikta inkiibe edildi. 2 ml Phosphate
buffered saline (%1 Bovine serum albumin, %0,1 sodium azide) (PBS) eklendi.

1000 g 5 dak +4°C’ de santriifiij edildi. Bu islem 2 kez yapildi.

Lenfosit populasyonunun tanimlanabilmesi i¢cin Forward scatter (FSC) ve side
scatter (SSC) plotlar1 kullanildi. Her data set i¢in 10000 hiicre sayildi. Floresan
yogunluguna gore sonuglar analiz edildi. CD3" olan hiicre populasyonunda CD56"
hiicreler olan NK hiicrelerinin CD56™"* ve CD356™™* alt gruplari kapilanarak
(gating) ayrildi. NKp30, NKp44,NKG2D ve CD16 reseptorlerinin ekspresyonu, her
2 alt grupta tayin edildi (22, 124).
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3.2.3. Sitokin Ol¢iimii

B-talasemi majorlii hastalar ve saglikli kisilerde; mononiikleer hiicreler
arasindaki NK aktivitesi deneyinin sonunda sitokin Olclimii i¢in siipernatantlar
alindi. Efektor kontrollerinin bulundugu kuyulardan alinan siipernatantlar
uyarilmamis hiicrelerin sitokin diizeyi olarak, K562 hiicreleri ile uyarilmig ve 20:1
E:T oranindaki hiicrelerin siipernatanti deneyden sonraki sitokin diizeyi olarak kabul

edildi.

Tablo 3-2. Sitokin olciimiinde kullanilan ELISA Kkitleri

ELISA KITLERI URUN KATALOG NO
MARKASI

IL12+p40 Biosource KHCO0121
IL15 Biosource KHCO0152
IFNy Biosource KHC4021
TNF« Biosource KHC3011
112 Biosource KHC0022
IL10 Biosource KHCO0101
TGF-pl1 Biosource KAC1688
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Deneyden oOnceki ve deneyden sonraki siipernatantlarin icindeki sitokin
konsantrasyonlar1 ELISA Kkitleri araciligiyla pg/ml olarak olciildii (Tablo 3-2). Her
sitokinin miktart; kullanilan ELISA kitininin protokoliine uyularak tayin edildi
(128). Supernatantlar 6l¢iilecek sitokine gore ¢esitli miktarlarda 96 kuyulu pleytlere
kondu. Uzerine biotin konjugat eklendi. 2 saat oda 1sisinda bekletildi. Streptavidin-
HRP solusyonu eklenip oda 1sisinda yarim saat inkiibe edildi. Daha sonra stabilize
edici kromojen eklenip 30 dak. bekletildi. Son olarak stop solusyon konduktan
sonra, Absorbanslar 490 nm de Biotek Instruments Mikropleyt Reader’da okundu.
96 kuyulu mikro ELISA striplerin, ilk 12 tanesi kontrol i¢in, kalan diger kuyular ise

test supernatantlar: i¢in kullanildi.

3.2.4. istatiksel Analiz

Caligmaya katilan [-talasemi majorlii hastalar ile kontrollerin, mononiikleer
hiicreler arasinda ve izole olarak NK aktivitesinin karsilastirilmast “Independent
samples t test” ile yapilmistir. Aktivator reseptorler ve sitokin diizeyleri analiz
edilirken; hasta ve kontrol gruplarinin kendi i¢cinde NK aktivitesi deneyinden dnce
ve sonraki diizeyleri arasindaki fark “paired samples t test” ile Sl¢iilmiistiir. Ayrica
kontrollerle hastalar arasindaki aktivatdr reseptor ve sitokin diizeyi farki
“Independent samples t test” ile analiz edilmistir. Anlamlilik degeri p<0,050 olan
sonuclar anlamli kabul edilmistir. Kullanilan testlerin her ikisi de parametrik

testlerdir.
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4. BULGULAR

4.1. izole Edilmis NK ile Mononiikleer Hiicreler Arasindaki NK Hiicrelerinde

Sitotoksisite Deneyi

B-talasemi majorliic hastalarda ve kontrollerde hem izole edilmis NK
hiicrelerinin hem de mononiikleer hiicreler arasindaki NK hiicrelerinin, K562
hiicrelerine kars1 1:1, 10:1, 20:1 olmak {iizere ii¢ E: T oraninda sitotoksisitesi ol¢iildii.
Kontrollerde izole hem edilmis NK hiicrelerinin hem de mononiikleer hiicreler
arasindaki NK hiicrelerinin sitotoksisitesi, anlamli olarak [-talasemi majorlii

hastalardan daha yiiksek bulundu.

Kontrollerin izole edilmis NK hiicrelerinin sitotoksisitesi, 1:1 (p<0,020) ve
10:1 (p<0,025) E:T oranlarinda -talasemi majorlii hastalardan anlamh olarak daha
yiiksek iken (Sekil 4-1, Tablo4-1), mononiikleer hiicreler arasindaki NK
hiicrelerinin sitotoksisitesi ise 1:1 (p<0,050) ve 10:1 (p<0,050) E:T oranlarinda [3-
talasemi majorlii hastalardan anlamli olarak daha yiiksekti (Sekil 4-2, Tablo 4-2).

Sekil 4-1° de izole edilmis NK hiicrelerinin hasta ve kontrollerde sitotoksisitesi
gosterilmektedir. Izole durumdayken de NK aktivitesinin bu hastalarda diisiik
bulunmasi, ¢evresel faktorler disinda genetik faktorlerin de var olabilecegini isaret
etmektedir. Sekil 4-2° de mononiikleer hiicreler arasindayken NK aktivitesi yine
talasemi hastalarinda diisiik bulunmustur. Mononiikleer hiicreler NK aktivitesini
modiile eden hiicrelerdir ancak B-talasemi majorlii hastalarda kontrollere gore NK

hiicrelerinin modiile edilemedigi goriilmiistiir.
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Sekil 4-1. B-talasemi majorlii hastalarda ve kontrollerde, izole edilmis NK
hiicresi sitotoksisite sonuglarinin ortalamalar1 ve standart hatalari. [B-talasemi
majorli hastalarda 1:1 ve 10:1 E:T oranlarinda NK aktivitesi kontrollere gore daha
diisiik bulunmustur. NK sitotoksisitesi, Oldiiriilen K562 hiicrelerinin % oranlarini

gostermektedir.

Tablo 4-1. B-talasemi majorli hastalarda ve kontrollerde izole edilmis NK
hiicrelerinin sitotoksisitesi ve anlamliliklar. Hasta ve kontroller karsilastirilirken
Independent samples t test kullanilmis ve p degeri <0.050 olanlar anlamli olarak
kabul edilmistir.

% NK Sitotoksisitesi Talasemi- Kontrol
E:T Oranlan Anlamhhk
Kontrol P-Talasemi major (p<0.050)
1.1 47.93+18.76 33.83417.88 0.015
10:1 67.50415.67 54.51419.40 0.022

20:1 71.64214.25 74.36£17.31 >0.050
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Sekil 4-2. B-talasemi majorlii hastalarda ve kontrollerde mononiikleer hiicreler
arasindaki NK hiicrelerinin sitotoksisitesi. B-talasemi majorlii hastalarda 1:1 ve 10:1
E:T oranlarinda NK aktivitesi kontrollere gore daha diisiik bulunmustur. NK
sitotoksisitesi, Oldiiriilen K562 hiicrelerinin % oranlarin1 gostermektedir.

Tablo 4-2. (-talasemi majorlii hastalarda ve kontrollerde mononiikleer hiicreler
arasindaki NK hiicrelerinin sitotoksisitesi ve anlamliliklar. Hasta ve kontroller
karsilagtirtlirken Independent samples t test kullanilmis ve p degeri <0.050 olanlar
anlaml1 olarak kabul edilmistir.

% NK Sitotoksisitesi Talasemi- Kontrol
E:T Oranlar Anlamhhk
Kontrol B-Talasemi major (p<0.050)
1.1 47.40413.16 35.68421.75 0.047
10:1 74.53411.36 64.67117.89 0.044

20:1 83.93411.44 83.33412.53 >0.050
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4.2. NK Sitotoksisitesi Deneyinin Oncesi Ve Sonrasi NK Hiicrelerinin Aktivator
Reseptorlerinin Diizeyi.

Caligsmaya katilan goniilliilerin hem izole iken hem de mononiikleer hiicreler
arasinda iken NK hiicrelerinin, K562 eritrolosemi hiicrelerine karsi sitotoksisitesini
O0lcmeden Once ve Olctiikten sonra aktivator reseptorlerindeki degisimi anlamak
amaciyla flow sitometride reseptor analizi yapildi. Flow sitometride hiicre
biiylikliigi ve graniiler yapist dikkate alinarak lenfositlerin bulundugu bolge

kapiland1 (Sekil 4-3 ve 4-4).

ZEAK

(LR 1920 —

128k A 7 128k o 7

S8C-A

Edb. — Edh, —

T T T T T T T T T T T T T T
DEGK b 126k 162k 256k

FSC-H

Sekil 4-3. Sirasiyla bir hasta ve bir kontrol Orneginde; mononiikleer hiicre
populasyonu icinde lenfosit populasyonunun kapilanmasi.
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Sekil 4-4. Sirasiyla bir hasta ve bir kontrol 6rneginde; izole edilmis NK hiicre
populasyonu icinde NK populasyonunun kapilanmasi.

4.2.1. Lenfosit Populasyonu Icinde NK Hiicrelerinin Secilmesi Ve Alt
Gruplarina Ayrilmasi

Flow sitometride lenfosit populasyonu kapilandiktan sonra, bu populasyon
icindeki NK hiicrelerini diger lenfositlerden ayirabilmek igin, spesifik olarak CD56"
CD3" olma ozelliginden faydalanildi. Kontrol olarak antikorla isaretlenmemis
hiicreler kullanildi. Kontrolde hiicrelerin otoflerasani tespit edilip sinirlandirdiktan
sonra, bu sinirin disindaki floresan diizeyine bakilarak analiz yapildi. T lenfositleri
CD3" olmasi nedeniyle CD3 antikoru NK hiicrelerinin T lenfositlerinden ayrilmasi

icin kullanild1 (Sekil 4-5 ve 4-6).

CD3" ve CD56" olan NK populasyonu belirlendikten sonra, alt gruplarina
ayirmak i¢in CD56 yiizey markerinin floresan yogunluguna bakilarak; daha diisiik
yogunlukta olan CD56°™* NK hiicreleri ve daha yiiksek yogunlukta olan CD56P*%
NK hiicreleri kapilanarak birbirinden ayrildi (Sekil 4-5 ve 4-6). Daha sonra her iki

populasyondaki aktivator reseptor diizeyi ayr1 ayri analiz edildi.
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Sekil 4-5. Mononiikleer hiicreler arasindaki lenfosit populasyonunda NK hiicrelerinin
secilmesi ve alt gruplarina ayrilmasi.
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Sekil 4-6. Izole edilmis NK hiicrelerinde, NK hiicrelerinin segilmesi ve alt
gruplarina ayrilmasi. CD56*™* NK hiicre sayisi CD56""* NK hiicrelerine gore
daha yiiksek oldugu sekilde goriilmektedir.

4.2.2. NK Alt Gruplarmin Yiizde Oranlari

NK hiicreleri alt gruplarina ayrildiktan sonra her iki alt grubunun NK
populasyonundaki yiizde orani hesaplandi. Kontrollerde CD56°"* NK hiicrelerinin
yiizde oraninin ortalamasi 87,16 + 6,48 , CD56P™® NK hiicrelerinin yiizde oraninin
ortalamasi 12,82 * 6,48 bulundu. [B-talasemi majorlii hastalarda CD56%" NK
hiicrelerinin yiizde oraninin ortalamasi 89,24 + 8,12, CD56"*"* NK hiicrelerinin

yiizde oraninin ortalamasi 10,74 + 8,11 bulundu. B-talasemi majorlii hastalarin ve
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kontrollerin NK alt gruplan karsilastirildiginda iki grup arasinda anlamlh bir fark

bulunamadi (Sekil 4-7).

1009 M K ontrol CD56%¢" Uk
W2 K ontrol CD56P21'2k
B-Talasemimajéor CD56°5"0k
B2 B -Talasemi major CD56P2"'2k

75+

50+

Y%NKQran

254

Sekil 4-7. B-talasemi majorlii hastalarda ve kontrollerde NK hiicrelerinin CD56*"*
ve CD56"™* alt gruplarinin NK populasyonu i¢indeki yiizde oranlari. Hasta ve control
arasindaki farkliliga independent samples t test ile bakilmig ve anlamli bir farklilik
bulunmamustir.

4.2.3. B-Talasemi Majorlii Hastalarin Ve Kontrollerin NK Hiicrelerinde
Aktivator Reseptorler

NK hiicreleri alt gruplarina ayrildiktan sonra her alt grupta NK aktivitesi
deneyinin oncesinde ve sonrasinda NKG2D, CD16, NKp30 ve NKp44 aktivator
reseptorlerinin diizeyine bakildi. Talasemi ve kontrol grubunun deneyden Onceki ve
deneyden sonraki reseptor diizeyleri analiz edildikten sonra ayrica her iki grubun
sonuglar1 birbirleriyle karsilastirilarak analiz edildi. Izole edilmis NK hiicrelerinin
ve mononiikleer hiicreler arasindaki NK hiicrelerinin alt gruplarinin aktivator
reseptor diizeylerinin ortalamasi * standart sapmasi ve anlamliliklar1 Tablo 4-3 ve 4-

4’ te gosterilmistir.

4.2.3.1. izole Edilmis NK Hiicrelerinde Aktivator Reseptorler

Izole edilmis NK hiicrelerinin alt gruplarinin CD16 ve NKG2D aktivator
reseptorlerine bakildiginda NK sitotoksisitesi deneyinin Oncesinde ve sonrasinda

hem kontrollerde hem de B-talasemi majorlii hastalarinda anlamli bir farklilik
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bulunmadi. Her iki grubunun deney Oncesi ve sonrasi sonuclar1 birbirleriyle

karsilastirildiginda da anlamli bir sonu¢ bulunmadi (Sekil 4-8 ve 4-9).

NKp30 aktivatdr reseptoriiniin kontrollerde CD356™™* NK alt grubunda
deneyden sonra anlamli olarak (p<0.001) azaldigi bulundu. B-talasemi majorlii
hastalarinda hem CD56*™™ (p<0.050) hem de CD56""** (p<0.010) NK alt grubunda
anlamli olarak azaldi. Iki grup birbirleriyle karsilastirildiginda; kontrollerin
CD56P"* NK alt grubunun NKp30 diizeyinin deneyden 6nce (p<0,020) ve sonra
(p<0.050) PB-talasemi majorlii hastalardan anlamli olarak daha yiiksek oldugu
bulundu (Sekil 4-10, Tablo 4-3).

NKp44 aktivator reseptoriiniin diizeyi ise [P-talasemi majorlii hastalarinin
CD56™"% NK alt grubunda deneyden sonra anlamli olarak (p<0,005) artt.
Kontrollerin CD56™"* NK alt grubunun NKp44 diizeyinin deneyden 6nce
(p<0.025) ve sonra (p<0.005) B-talasemi majorlii hastalardan anlamli olarak daha

yiiksek oldugu bulundu (Sekil 4-11, Tablo 4-3).

4.2.3.2. Mononiikleer Hiicreler Arasindayken NK Hiicrelerinde Aktivator
Reseptorler

Mononiikleer hiicreler arasindayken NK hiicrelerinin K562 hiicrelerine
gosterdigi sitotoksisite Olgiilmeden Once ve sonra aktivatdr reseptor diizeyine
bakildiginda CD16 reseptdriiniin diizeyi; kontrollerin CD56*™"* NK alt grubunda
deneyden sonra anlamli olarak (p<0.001) artarken P-talasemi majorlii hastalarda
CD56"™ NK alt grubunun deneyden sonra anlamli (p<0.050) artist vardi.
Deneyden sonra kontrollerin ve [-talasemi majorlii hastalarin  sonuglar
karsilagtirildiginda, kontrollerin CD16 diizeyinin anlamli olarak (p<0.010) daha
yiiksek oldugu bulundu (Sekil 4-12, Tablo 4-4 ).

NKG2D ve NKp44 aktivator reseptorlerinin diizeyinde; NK sitotoksisitesi
deneyinin Oncesi ve sonrast hem kontrollerde hem de B-talasemi majorli

hastalarinda anlamli bir farklilik bulunmadi. Her iki grubunun deney Oncesi ve
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sonrast sonuclar1 birbirleriyle karsilastirildiginda da anlamh bir sonu¢ yoktu (Sekil
4-13, Tablo 4-4 ).

NKp30 aktivatdr reseptoriiniin kontrollerde CD356™™* NK alt grubunda
deneyden sonra anlamli olarak (p<0.001) azaldigi bulundu. B-talasemi majorlii
hastalarinda hem CD56*"™ hem de CD56""* NK alt grubunda anlamli degisiklik
olmadi. iki grup birbirleriyle karsilastirildiginda; kontrollerin CD56""* NK alt
grubunun NKp30 diizeyinin deneyden sonra B-talasemi majorlii hastalardan anlamli

olarak (p<0.005) daha yiiksek oldugu bulundu (Sekil 4-14, Tablo 4-4).

Sekil 4-8, 4-9, 4-10 ve 4-11" de bir B-talasemi majorlii hasta ile bir kontroliin
izole edilmis NK hiicrelerinde NK sitotoksisitesi deneyi oncesinde ve sonrasindaki,

sirastyla CD16, NKG2D, NKp30 ve NKp44 diizeyleri gosterilmistir.

Sekil 4-12, 4-13, 4-14 ve 4-15 te ise bir B-talasemi majorlii hasta ile bir
kontroliin mononiikleer hiicreler arasindaki NK hiicrelerinde NK sitotoksisitesi
deneyi Oncesinde ve sonrasindaki, sirastyla CD16, NKG2D, NKp30 ve NKp44
diizeyleri gosterilmistir. Istatisitksel analizler tiim hasta ve kontrollerin ortalama ve
standart sapma degerlerine gore yapilmistir. Bu sekiller sadece Ornek olarak

sunulmustur.
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Tablo 4-3 izole edilmis NK hiicrelerinde deneyden 6nce ve sonra aktivator reseptor diizeyi. NK hiicreleri K562 hiicrelerine karsi sitotoksisitenin
olciildiigii deneyden once ve sonra aktivator reseptor diizeyleri arasinda anlaml farklilik bulunanlar gosterismistir. Hasta ve kontroller karsilagtirilirken
Independent samples t test kullanilmistir. Hastalarin ve kontrollerin kendi i¢inde deneyden 6nce ve sonraki aktivator reseptor diizeyleri farklilifina ise
paired samples t test ile bakilmstir ve her iki test i¢in p degeri <0.050 olanlar anlaml1 olarak kabul edilmistir.

Aktivator Talasemi- Kontrol
Reseptorler Kontrol BTalasemi major Anlamhihk
(p<0.050)
CD56"" CD567" % CD56""% CD56° % CD56"" % D56 %
NKp30 Deneyden  1336.274513.50  1293.224643.47  1342.964578.19 945.224308.54 >0.050 0.019
Once
Deneyden  1038.384508.65  1129.884798.42  1260.144634.10 793.774240.83 >0.050 0.045
Sonra
Anlamluik 0.001 >0.050 0.044 0.005
(p<0.050)
NKp44  Deneyden 918.22+466.88 599.664556.44 1156.444330.16 328.03£4155.11 >0.050 0.020
Once
Deneyden 924.554475.77 725.164445.83 1194.884451.45 416.484203.17 >0.050 0.003
Sonra
Anlamluik >0.050 >0.050 >0.050 0.002

(p<0.050)
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Tablo 4-4. Mononiikleer hiicreler arasindaki NK hiicrelerinde deneyden once ve sonra aktivator reseptor diizeyi. NK hiicreleri K562
hiicrelerine kars1 sitotoksisitenin ol¢iildiigii deneyden 6nce ve sonra aktivator reseptor diizeyleri arasinda anlamli farklilik bulunanlar gosterismistir.
Hasta ve kontroller karsilastirilirken Independent samples t test kullanilmistir. Hastalarin ve kontrollerin kendi icinde deneyden Once ve sonraki
aktivator reseptor diizeyleri farkliligina ise paired samples t test ile bakilmistir ve her iki test i¢in p degeri <0.050 olanlar anlamh olarak kabul
edilmistir.

Aktivator Talasemi- Kontrol
Reseptorler Kontrol B-Talasemi major Anlamlilik
(p<0.050)
CD56°" % CD56°" % CD56°"% CD56" ™% CD56"™  CD56"" %

CDI16 Deneyden 10867.6745511.65 2039.4443091.56 8657.0748667.50  732.9241390.79  >0.050 >0.050
Once
Deneyden  16421.8348334.88 4572.2746910.53 10099.9616585.63 2025.7443103.01 0.007 >0.050
Sonra
Anlamlilik <0.001 >0.050 >0.050 0.048
(p<0.050)

NKp30 Deneyden  1263.774560.59  1086.554472.66 988.66407.01 862.81+435.63 >0.050 >0.050
Once
Deneyden 969.384352.97  1387.83£1056.49  910.51£702.18 684.961387.25 >0.050 0.003
Sonra
Anlamlilik 0.001 >0.050 >0.050 >0.050
(p<0.050)
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Sekil 4-8. B-talasemi major hastasi (A) ve kontrol (B) orneginde izole edilmis NK hiicrelerinin CD5 alt grubunda; C ve D’ de ise sirasiyla B-

talasemi major hastasi ve kontrol orneginde izole edilmis NK hiicrelerinin CD56""'**

(DO) ve sonra (DS), CD16 aktivator reseptor diizeyi.

alt grubunda; K562 ile uyarilan NK aktivitesi deneyinden once
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NK sonuk DO

.NK sonuk DS f NK sonuk DS
I—I NK sonuk DO

INK parlak DO

NK parlak DS [N K parlak DS
Il sk pariak Do

Sekil 4-9. B-talasemi major hastasi (A) ve kontrol (B) orneginde izole edilmis NK hiicrelerinin CD56°"™ alt grubunda; C ve D’ de ise
sirasiyla B-talasemi major hastasi ve kontrol 6rneginde izole edilmis NK hiicrelerinin CD56**"** alt grubunda; K562 ile uyarilan NK

aktivitesi deneyinden (DO) ve sonra (DS), NKG2D aktivator reseptor diizeyi.
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NK sonuk DO | NK sonuk DO
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NK parlak DO

Sekil 4-10. B-talasemi major hastasi (A) ve kontrol (B) orneginde izole edilmis NK hiicrelerinin CD56%"* alt grubunda; C ve D’ de
ise sirasiyla [-talasemi major hastasi ve kontrol drneginde izole edilmis NK hiicrelerinin CD56"™* alt grubunda; K562 ile uyarilan
NK aktivitesi deneyinden (DO) ve sonra (DS), NKp30 aktivator reseptor diizeyi.
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[I[NK sonuk DO
NK sonuk DS
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NK parlak DO

Sekil 4-11. NK hiicrelerinin CD56°"™ alt grubunda; C ve D’ de ise sirasiyla B-talasemi major hastasi ve kontrol 6rneginde izole edilmis
NK hiicrelerinin CD56"*"** alt grubunda; K562 ile uyarilan NK aktivitesi deneyinden (DO) ve sonra (DS) NKp44 aktivator reseptor

diizeyi.
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Sekil 4-12. B-talasemi major hastasi (A) ve kontrol (B) érneginde mononiikleer hiicreler arasindaki NK hiicrelerinin CD56° alt
grubunda; C ve D’ de ise sirasiyla [-talasemi major hastasi ve kontrol drneginde izole edilmis NK hiicrelerinin CD56™™* alt
grubunda; K562 ile uyarilan NK aktivitesi deneyinden (DO) ve sonra (DS) CD16 aktivator reseptor diizeyi.
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Sekil 4-13. B-talasemi major hastasi (A) ve kontrol (B) érneginde mononiikleer hiicreler arasindaki NK hiicrelerinin CD56° alt
grubunda; C ve D’ de ise sirasiyla [-talasemi major hastasi ve kontrol drneginde izole edilmis NK hiicrelerinin CD56™™* alt
grubunda; K562 ile uyarilan NK aktivitesi deneyinden (DO) ve sonra (DS) NKG2D aktivator reseptor diizeyi.
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Sekil 4-14. B-talasemi major hastasi (A) ve kontrol (B) érneginde mononiikleer hiicreler arasindaki NK hiicrelerinin CD56° alt
grubunda; C ve D’ de ise sirasiyla [B-talasemi major hastasi ve kontrol orneginde izole edilmis NK hiicrelerinin CD56™™* alt
deneyinden (DO) ve sonra (DS) NKp30

grubunda;

K562

ile uyarllan NK aktivitesi

aktivator reseptor diizeyi.
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Sekil 4-15. B-talasemi major hastasi (A) ve kontrol (B) érneginde mononiikleer hiicreler arasindaki NK hiicrelerinin CD56™ alt
grubunda; C ve D’ de ise sirasiyla [-talasemi major hastasi ve kontrol drneginde izole edilmis NK hiicrelerinin CD56>™* alt
grubunda; K562 ile uyarilan NK aktivitesi deneyinden (DO) ve sonra (DS) NKp44 aktivator reseptor diizeyi.
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Sekil 4-16. B-talasemi majorlii hastalarin ve kontrollerin izole edilmis NK hiicrelerinin CD56™" ve CD56"*" alt gruplarinda
deneyden once (DO) ve sonar (DS) CD16 (A), NKG2D (B), NKp30 (C) ve NKp44 (D) aktivator reseptor diizeylerinin ortalamalari ve

standart hatalari.
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Sekil 4-17. B-talasemi majorlii hastalarin ve kontrollerin mononiikleer hiicreler arasindaki NK hiicrelerin in CD56""" ve CD56"*"**
alt gruplarinda deneyden énce (DO) ve sonar (DS) CD16 (A), NKG2D (B), NKp30 (C) ve NKp44 (D) aktivator reseptor diizeylerinin
ortalamalari ve standart hatalari.
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4.3. Sitokin Diizeyi

NK hiicreleri mononiikleer hiicreler icindeki NK hiicre sitotoksisitesi
ol¢iilmeden 6nce ve sonar toplanan siipernatantlarda, B-talasemi majorlii hastalarda
ve kontrollerde IL2, IL10, IL12, IL15, TNFa, IFNYy, TGF-B1 sitokinlerinin
diizeyleri Olciildii. Mononiikleer hiicreler arasindaki NK hiicrelerinin deneyden dnce
ve sonra sitokin diizeylerinin ortalamasi * standart sapmas: ve anlamliliklar1 Tablo
4-5° te gosterilmistir. 1L2, IL12, TNFa, IFNYy sitokinlerinin diizeyinde; NK
sitotoksisitesi deneyinin Oncesi ve sonrast hem kontrollerde hem de P-talasemi
majorlii hastalarda anlamli bir farklilik bulunmadi. Her iki grubunun deney oncesi

ve sonrast sonuclar1 birbirleriyle karsilastinnldiginda da anlamli bir sonu¢ yoktu
(Sekil 4-18 ve 4-19).

B-talasemi majorlii hastalarda IL10; hem deney oncesi (p<0.050) hem de
deney sonrast (p<0.050) kontrollere gore anlamli olarak daha yiiksek bulunurken,
IL15 (p<0.050) ve TGF-B1 (p<0.025) ise deneyden sonra kontrollerden anlamli
olarak daha yiiksek oldugu bulundu (Sekil 4-18 ve 4-19).
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Tablo 4-5. B-talasemi majorlii hastalarin ve kontrollerin mononiikleer hiicreler
arasindaki NK hiicrelerinin, NK sitotoksisitesi deneyinden Once ve sonra
siipernatant sitokin diizeyleri arasinda anlamli farklilik bulunanlar gosterilmistir.
Hastalar ve kontroller karsilastirilirken Independent samples t test kullanilmuistir.
Hastalarin ve kontrollerin kendi i¢inde deneyden Once ve sonraki sitokin diizeyleri
farkliligina ise paired samples t test ile bakilmistir ve her iki test i¢in p degeri
<0.050 olanlar anlaml1 olarak kabul edilmistir.

Sitokinler Sitokin Diizeyi (pg/ml) Talasemi- Kontrol
Kontrol B-Talasemi Anlamhlik
major (p<0.050)
IL10 Deneyden 9.6647.12 17.60415.63 0.047
Once
Deneyden 10.1546.72 15.45411.30 0.048
Sonra
Anlamlilik >0.050 >0.050
(p<0.050)
IL15 Deneyden 6.08745.65 19.17440.35 >0.050
Once
Deneyden 5.6518.14 19.54427.31 0.045
Sonra
Anlamlilik >0.050 >0.050
(p<0.050)
TGF-B1 Deneyden 363.504290.66  430.634456.17 >0.050
Once
Deneyden 243.51£160.79  545.174508.37 0.021
Sonra
Anlamlilik >0.050 >0.050

(p<0.050)
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Sekil 4-18. B-talasemi majorlii hastalarin ve kontrollerin mononiikleer hiicreler arasindaki NK hiicrelerinin, NK sitotoksisitesi deneyinden
Once ve sonra siipernatantta sirastyla IL2 (A), IL10 (B), IL12 (C) ve IL15 (D) diizeyleri. IL10 ve IL15 sitokinlerinde anlaml1 farklilik
bulunmustur. Talasemi hastalarinda deneyden 6nce yalniz IL10, deneyden sonra ise hem IL10 hem de IL15 diizeyi kontrollere gére daha

yiiksek bulunmustur.
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Sekil 4-19. B-talasemi majorlii hastalarin ve kontrollerin mononiikleer hiicreler arasindaki NK hiicrelerinin, NK sitotoksisitesi deneyinden
once ve sonra siipernatantta sirasityla TNFo (A), IFNy (B) ve TGF-B1 (C) diizeyleri. TGF-1 sitokin diizeyi Talasemi hastalarinda deneyden
sonra kontrollere gore anlaml1 olarak daha yiiksek bulunmustur.
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S. TARTISMA

B-talasemi majorlii hastalarda, kalp yetmezligi ve enfeksiyonlar mortalitenin ana
nedenleridir. Enfeksiyonlar, hastalarin yaklasik %12-46’sinin 6liime yol agmaktadir (39,
156). Dolayisiyla bu hastalarda enfeksiyonlara olan hassasiyetin artmasi, immun
yetmezligin 6nemli bir gostergesidir. Eritrositler, immun sistem homeostazinda énemli
rol oynarlar. Eritrositlerde bulunan NK aktivitesini arttirici faktor, NK hiicrelerinin
optimal sartlarda aktivite gOsterebilmesi i¢in 6nemli bir immun sistem elemanidir.
Ayrica eritrositlerde bulunan antioksidan enzimler, oksidatif stresle ve kalp yetmezligi
basta olmak lizere organ yetmezligi ile micadelede temel savunma
mekanizmalarindandir. B-talasemi majorlii hastalar, kalitsal olarak dogduklari ilk yildan
itibaren fetal hemoglobinin baskinliginin azalmast ile bu Onemli savunma
mekanizmasindan mahrum kalirlar (129, 167). Yapilan kan transfiizyonlar1 etkin bir

tedavi yontemi olmasina ragmen sekonder bozukluklara yol agmaktadir (85, 99, 166).

Diizenli kan transfiizyonlar1 ve etkin olmayan eritropoez, B-talasemi major
hastalarinda demir yigilimia neden olur. Demirin indirgeyici 0Ozelligi yiiziinden
proteine bagli olmayan demirlerin olusturdugu demir yigilhimi toksik oksijen
radikallerinin {iiretimine yol acar. Bu oksijen radikalleri protein hasarina, hiicre
membranindaki ve lizozom, mitokondri gibi diger organellerdeki lipidlerin
peroksidasyonuna aracilik ederek hiicre 6liimii ve organ yetmezligine neden olur (14).
Demir yigilimi; monosit ve makrofajlar tarafindan antikor aracili fagositozun
azalmasina neden olmaktadir. Aym1 zamanda T lenfosit alt gruplarinda degisiklige yol
acar. Ayrica kompleman sistemin klasik ve alternatif yolaginin baskilanmasiyla da

iliskilidir (153).

Immun sistem elemanlarimin  homeostazi etkin bir sekilde fonksiyon
gorebilmeleri icin 6nemlidir. Immun sistemde her bir elemanin fonksiyonu, bir diger
elemanin aktivitesini arttiric1 ya da azaltici yonde etkileyebilmektedir. Ciinkii hiicresel
elemanlarin diisiik aktivite gostermesi enfeksiyonlara ve kansere yol acabildigi gibi
yiiksek aktivitesi de otoimmun hastaliklara neden olabilmektedir. Her elemanin
aktivitesi belirli bir diizeyden sonra cevresel faktorler tarafindan sinirlandirilir.

Dolayisiyla immun sistem hiicrelerinin bir ya da daha fazla elemaninda meydana gelen
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bozukluk veya dengesizlik, tiim immun sistemin isleyisinde onemli modifikasyonlara

yol agmaktadir.

B-talasemi majorlii hastalarda anlamli olarak NK aktivitesinin, saglikli kisilere
gore daha diisiik oldugu bulunmustur (2, 7, 80). Ancak bu aktivite diisiikliigiiniin altinda
yatan temel mekanizma halen acik degildir. Yaptigimiz bu ¢alismada NK hiicrelerindeki
diisiik sitotoksisitenin nedenlerini arastirdik. Diisiik sitotoksisitenin, NK fonksiyonunun
zayiflamasindan m1 kaynaklandigr ya da c¢evresel faktorlerinin bunu ne kadar
etkiledigini anlamak amaciyla NK hiicrelerini izole durumdayken ve mononiikleer
hiicreler arasindayken sitotoksisitesini 6l¢tiik. Her iki durumda da NK aktivitesinin [3-
talasemi majorlii hastalarda, kontrollere gore anlamli olarak daha diisiik oldugunu
bulduk. Bugiine kadar P-talasemi majorlii hastalarda yapilan NK aktivitesi
arastirmalarinda sadece mononiikleer hiicreler arasindayken sitotoksisiteye bakilmis,

boyle bir karsilagtirma yapilmamistir.

Calismamizda, NK hiicrelerinin sitotoksisitesinden sorumlu olan CDI16,
NKG2D, NKp30 ve NKp44 aktivator reseptorlerinin hem izole NK hiicrelerinde hem de
mononiikleer hiicreler arasindayken NK hiicrelerinde diizeyini arastirdik ve NK
hiicreleri K562 eritrolosemi hiicreleriyle uyarildiktan sonra aktivator reseptorlerdeki
degisikligi inceledik. Talasemi hastalarinda bugiine kadar reseptor diizeyinde NK

hiicrelerini arastiran bir calisma bulunmamaktadir.

Izole edilmis NK hiicrelerinin alt gruplarinin CD16 ve NKG2D aktivator
reseptorlerine bakildiginda NK sitotoksisitesi deneyinin dncesinde ve sonrasinda hem
kontrollerde hem de B-talasemi majorlii hastalarinda anlamli bir farklilik bulunmamustir.
Her iki grubunun deney Oncesi ve sonrasi sonuglari birbirleriyle karsilastirildiginda da
anlamh bir fark goriilmemistir. Mononiikleer hiicreler arasindayken NK hiicrelerinin,
K562 hiicreleri ile uyarilmadan 6nce ve sonra aktivator reseptor diizeyine bakildiginda;
kontrol grubunda CD16 reseptorii, CD56°""* populasyonunda deneyden sonra anlaml
olarak (p<0.001) artarken PB-talasemi majorli hastalarda ise tersine CDS56P*
populasyonunda deneyden sonra daha az oranda ama gene anlamli (p<0.050) olarak

artmistir. Deneyden sonra CD56*™ populasyonunda CDI16 reseptoriindeki artis,

kontrol ve P-talasemi grubu karsilastirildiginda, kontrollerdeki artisin anlamli olarak
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(p<0.010) daha yiiksek oldugu bulunmustur. CD16 aktivator reseptorii antikora bagiml
hiicresel sitotoksisitede gorev alir. NK hiicrelerinin adaptif bagisikliktaki fonksiyonunda
onemlidirler. Dolayistyla CD16 reseptoriiniin uyarilmasinda monositler gibi diger
immun sistem hiicrelerinin rolii vardir. Izole durumdayken anlamli bir fark goriilmezken

mononiikleer hiicreler arasindayken reseptor diizeyinde artis goriilmektedir.

CD56™™* NK alt grubu, NK hiicrelerinde sitotoksisiteden sorumludur.

Dolayisiyla bu alt grupta aktivator reseptorler CD56P™

NK alt grubuna gore daha
yiiksek diizeyde eksprese edilmektedirler. CD56P® NK alt grubu ise T lenfositlerine
antijen sunan dendritik hiicrelerin kontroliinden sorumludur. Bu nedenle otoimmun
hastaliklar i¢in 6nemlidirler (72, 106, 154, 165). Ayrica NK hiicreleri direkt olarak T
lenfositlerini diizenleme 6zelligine sahiptirler (112). Dolayisiyla B-talasemi majorlii
hastalarda; siirekli antijenik uyar1 T lenfositlerinde fonksiyon bozuklugu ve dengesizlige

yol acarak NK hiicrelerini baskilamas: ya da diger yandan NK hiicrelerindeki aktivite

yetersizliginin T lenfositlerinin diizenlenmesini etkilemesi iki énemli olasiliktir.

NKG2D aktivator reseptorii hem izole NK hiicrelerinde hem de mononiikleer
hiicreler arasindaki NK hiicrelerinde, sitotoksisite deneyinin Oncesi ve sonrasi
kontrollerde ve B-talasemi majorlii hastalarda anlamli bir farklilik bulunmamistir. Her
iki grubunun deney Oncesi ve sonrasi sonuglari birbirleriyle karsilastirildiginda da

anlaml bir fark yoktu.

NKp30 aktivator reseptorii, izole edilmis NK hiicrelerinde, kontrollerde
CD56"* NK alt grubunda deneyden sonra anlamli olarak (p<0.001) azaldig: bulundu.
B-talasemi majorlii hastalarinda hem CD56°™™* (p<0.050) hem de CD56™"* (p<0.010)
NK alt grubunda anlamli olarak azaldi. Iki grup birbirleriyle karsilastirildiginda;
kontrollerin CD56"* NK alt grubunun NKp30 diizeyinin deneyden énce (p<0,020) ve
sonra (p<0.050) B-talasemi majorlii hastalardan anlamli olarak daha yiiksek oldugu
bulundu. Mononiikleer hiicreler arasindaki NK hiicrelerinde ise, kontrollerde CD56%nik
NK alt grubunda deneyden sonra anlamli olarak (p<0.001) azaldig1 bulundu. B-talasemi
majorlii hastalarnda hem CD56™™™ hem de CD56™'* NK alt grubunda anlaml

degisiklik olmadi. ki grup birbirleriyle karsilastirildiginda; kontrollerin CD56"** NK
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alt grubunun NKp30 diizeyinin deneyden sonra -talasemi majorlii hastalardan anlamli

olarak (p<0.005) daha yiiksek oldugu bulundu.

Kontrollerin izole NK hiicrelerinde NKp30 diizeyi daha yiiksek oldugu halde, -
talasemi majorlii hastalarda diisiik olmasi, sadece cevresel faktorlerin etkili olmadigini
ayn1 zamanda NK hiicrelerinin kendisinde de bir defekt olabilecegini isaret etmektedir.
Mononiikleer hiicreler i¢inde NK aktivitesi ise sadece CD356P™* NK alt grubu
kontrollerde daha yiiksek bulunmustur. NKp30 aktivator reseptorii, CD56""* NK alt
grubunun fonksiyonunda c¢ok Onemlidir. NK hiicreleri, dendritik hiicreleri kontrol
ederken, fonksiyonel olarak bozuk dendritik hiicrelerini NKp30 reseptoriiyle
oldiirmektedir (15, 24, 66, 91, 110). Bu reseptoriin daha diisiik diizeyde eksprese
edilmesi antijenik uyariya kars1 T lenfositlerinin etkin cevap verememesinde énemli rol
oynuyor olabilir. NK hiicreleri K562 hiicreleriyle uyarildiktan sonra NKp30 diizeyinin
azalmasi, aktive olmus reseptOriin aktivasyonundan sonra downregiile olmasindan

kaynaklaniyor olabilir.

NKp44 aktivator reseptorii, izole olmus NK hiicrelerinde B-talasemi majorlii
hastalarimin CD56P*™* NK alt grubunda deneyden sonra anlamli olarak (p<0,005) artti.
Kontrollerin CD56P*" NK alt grubunun NKp44 diizeyinin deneyden 6nce (p<0.025) ve
sonra (p<0.005) B-talasemi majorlii hastalardan anlamli olarak daha yiiksek oldugu
bulundu. Mononiikleer hiicreler arasindaki NK hiicrelerinde ise NK sitotoksisite
deneyinden once ve sonra hem kontrollerde hem de [B-talasemi majorlii hastalarinda
anlamli bir farklilikk bulunmadi. Her iki grubunun deney Oncesi ve sonrast sonuglari

birbirleriyle karsilastirildiginda da anlamli bir sonug yoktu.

izole durumdayken NK hiicrelerinde NKp44 reseptorii hiicrelerinde B-talasemi

majorlii hastalarnin  CD56P**

NK alt grubunda deneyden sonra anlamli olarak
artmasina ragmen kontrollerden anlaml olarak daha diisiik oldugu bulunmustur. K562
ile NK hiicrelerinin uyarilmasinda NKp44 reseptorii NKp30 reseptoriine gore daha az

etkin rol oynuyor olabilir.
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NK aktivitesi deneyinin sonunda; K562 ile uyarilmamis mononiikleer hiicrelerin
ve K562 ile uyarilmig mononiikleer hiicrelerin siipernatantlari, sitokin Ol¢iimil icin
alinmustir. B-talasemi majorlii hastalarda ve kontrollerde NK hiicreleri mononiikleer
hiicreler arasindayken K562 hiicrelerine gosterdigi sitotoksite deneyinden dnce ve sonra
IL2, IL10, IL12, IL15, TNFa, IFNy, TGF-B1 sitokinlerinin diizeyleri olgtildii. 1L2,
IL12, TNFa, IFNY sitokinlerinin diizeyinde; NK sitotoksisitesi deneyinin Oncesi ve
sonrast hem kontrollerde hem de [B-talasemi majorlii hastalarda anlamh bir farklilik
bulunmadi. Her iki grubunun deney Oncesi ve sonrasi sonuglari birbirleriyle

karsilastirildiginda da anlamli bir sonug yoktu.

IFNo, kronik hepatit C’ 1i talasemi hastalarinin tedavisi i¢in kullanilmaktadir.
Ancak bu tedavi yonteminin; hastalarin yasam kalitesini negatif yonde etkiledigi
seklinde yan etkileri oldugu belirtilmektedir. IFN alimindan 20 saat sonra tedaviye
cevap vermeyen hastalarda CD4" T hiicrelerinin artti1, cevap verenlerde ise azaldigi
bulunmustur. CD8" T lenfositleri ve NK hiicrelerinin ise hem tedaviye cevap veren hem
de cevap vermeyen hastalarda azaldigr bulunmustur (123). Baska bir calismada ise;
kronik hepatit C’li talasemi hastalar1 12 ay IFNa tedavisi gordiikten sonra, hem
tedaviye cevap veren hem de cevap vermeyen hastalarda NK aktivitesinin arttig1
bulunmustur. Ayrica in vitro olarak NK hiicreleri IFNa ile inkiibe edildiklerinde yine
NK aktivitesinin anlamli olarak arttigr bulunmustur. Tedaviye cevap veren hastalarda
CD4" ve CD8" Ilenfositlerin anlamli olarak azaldigi  gosterilmistic  (87).
Wanachiwanawin ve arkadaglart yaptiklar1 caligmada, P-talasemi major hastalarinin
%33’iinde; IFNy, TNFo ve IL1o'nin arttigi gostermistir (155). B-talasemi major
hastalarinda yapilan bir calismada, IL2 ve IL10 diizeyinin kontrollere gore farkli
olmadig1 bulunmustur (99). Ancak farkli bir caligmada, IL2 ve IL6’ mnin biitiin

hastalarda normal diizeyin altinda oldugu gosterilmistir (155).

Bu caligsmalar serumda bakilmistir ve serumda bir¢ok faktor sitokin iiretiminin
diizenlenmesine katilmaktadir. Yaptigimiz c¢aligmada NK hiicrelerinin spesifik bir
fonksiyonunu inceledik. Yani NK hiicrelerini, K562 eritrolosemi hiicreleriyle

uyardiktan sonra in vitro sartlarda sadece bu uyariya kars1 cevabi arastirdik.
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B-talasemi majorlii hastalarda IL10; hem deney 6ncesi (p<0.050) hem de deney
sonrast (p<0.050) kontrollere gore anlamli olarak daha yiiksek bulunurken, IL15
(p<0.050) ve TGF-B1 (p<0.025) ise sadece deneyden sonra kontrollerden anlaml olarak
daha yiiksek oldugu bulundu.

Cesitli caligmalarda PB-talasemi majorlii hastalarda serum sitokin diizeylerine
bakilmig ama NK hiicrelerinin kanser hiicresiyle stimiilasyonundan sonra sitokin
diizeyindeki degisiklikler incelenmemistir. NK hiicrelerinin diger fonksiyonlarindan
bagimsiz olarak spesifik bir sekilde tek bir fonksiyonunun incelenebilmesi 6nemlidir.
Serumda bakilan sitokin diizeyinde birgok fizyolojik sistem sitokin diizeyini etkiler. In
vitro sartlarda ise spesifik olarak kanser hiicresinin uyarisina karsi hiicrelerin verdigi

maksimum cevap goriilebilmektedir.

TGF-B1 ve IL10’ nun fonksiyonu inflamasyonu baskilamaktir ve immun
toleransin indiiksiyonu icin ©nemlidirler. TGF-f ve IL10, otoreaktif lenfositlerin
aktivasyonunu ve yayilmasini engeller. IL10; IL12° nin, TNFo’ nin, ko-stimiilator
molekiillerin ve antijen sunan hiicrelerin MHC sinif II molekiil ekspresyonunu inhibe
eder. Antijen sunan hiicreler tarafindan IL10 salgilanir ve T hiicrelerinin farklilagmasina
neden olabilir. Naif T lenfositlerinin proliferasyonunu inhibe edebilir (63). B-talasemi
majorlii hastalarda kan transfiizyonlarindan dolay: siirekli antijenik uyari, inflamasyonu
baskilayan sitokinlerin daha fazla iiretilmesine neden oluyor olabilir. Bu hastalarda T
ve B lenfositlerindeki fonksiyon bozuklugu nedeniyle fazla IL10 iiretmeleri ya da
IL10’un homeostazinda gorevli olan c¢evresel faktorlerdeki bozukluk nedeniyle

baskilanamamas1 da bu artisa yol agabilir.

TGF-B1, gii¢lii bir immun baskilayici etkiye sahiptir. T, B ve NK hiicrelerini
inhibe eder. Bu nedenle bazi kanserlesmis hiicrelerin gelisimi ya da bagisiklik
sisteminden kagcis1 i¢in kritik rol oynar. Ayrica tiimor hiicreleri tarafindan sekrete edilir
ve tiimor mikrogevresinde parakrin etki tiimor proliferasyonunu uyarir (64, 68). Bu
sitokin hem immun sistem hiicreleri tarafindan homeostaz i¢in hem de kanser hiicreleri
tarafindan immun sistemden kagis icin tretilmektedir. B-talasemi majorlii hastalarda

deneyden sonra kontrollere gore daha yiiksek bulunmasi artan TGF-B1 diizeyinin
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baskilanamadigim gostermektedir. Immun sistem hiicreleri tarafindan daha fazla

tiretildigi de bir diger olasiliktir.

B-talasemi majorlii hastalarda TGF-B1 diizeyi kontrollerden daha disiik ¢iktigi
bulunmustur (134). Ancak farkli bir caligmada, Salsaa ve arkadaslar1 IFNYy, TNFa, IL13
ve TGF-f’nin serumda goriilmedigi ancak mononiikleer hiicrelerle stimiilasyondan
sonra kontrol grubundan daha fazla sitokin iirettikleri gostermistir (126). Bu ¢alismanin
sonucu, artan TGF-B1 diizeyinin B-talasemi majorlii hastalardaki immun sistem
hiicreler1 tarafindan daha fazla iretildigi olasiligim desteklemektedir. Bir diger
calismada ise splenektomili hastalarda TGF-f3’nin kontrollere gore daha yiiksek oldugu

bulunmustur (99).

IL15" in NK hiicreleri lizerinde diizenleyici mekanizmalar: hala acik degildir
(171). IL15; IL2 reseptor B’ ya baglanma ozelligine sahiptir ve T hiicre klonlarinin
proliferasyonuna neden olabilir. IL2 ve IL15’ in 6zellikle dogal bagisiklikta ayr1 rolleri
vardir. T hiicre aracii immun cevapta ise zit fonksiyonlar1 vardir. IL2; T hiicre
cevabinin biiyiikliigiinii sinirlandirir ve bellek CD8 T hiicre canliligini azaltir. IL15 ise
T lenfositlerinde IL2 aracili aktivasyonun neden oldugu hiicre Olimiinii engeller ve
bellek hiicrelerinin iiretimini ile canliligin1 korur(47). IL15’in IL2 reseptoriine baglanma
ozelligi nedeniyle B-talasemi majorlii hastalarda deneyden sonra kontrollere gére daha
yiiksek olmasi, NK hiicrelerinin IL2 aracili aktivasyonun neden oldugu hiicre 6liimiinii

engellemis olabilir.

NK sitotoksisitesinin hem izole durumda hem de mononiikleer hiicreler
arasindayken P-talasemi majorlii hastalarda kontrollere gore diisikk bulunmasi, NK
hiicrelerinin aktivitesinde sadece cevresel faktorlerin degil genetik faktorlerin de etkili
olabilecegini diisiindiirmektedir. Kontrollerde NKp30 diizeyi daha yiiksek bulunmustur.
Gelecek calismalarda NKp30 reseptor polimorfizmi arastirilmalidir. Mononiikleer
hiicreler NK hiicrelerini module etmektedirler ancak B-talasemi majorlii hastalarda bu

modiilasyonun olmadig goriilmektedir.
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Baskilayici sitokinler olan IL10 ve TGF-B1 diizeyi de kontrollere gore olduk¢a
artmistir. TGF-B1 sitokinin diizeyi IL6 tarafindan diizenlenmektedir. 1IL6, TGF-f1’
baskilayan sitokindir. Ancak IL10 ise IL6’ y1 baskilar. Dolayisiyla IL10° un artmasina
bagh olarak TGF-B1 diizeyi artmus olabilir. Cikan sonuglar bu hastalarda sitokin
diizenlenmesinde bir dengesizlik oldugunu gostermektedir. Hastalarin diizenli kan
transfiizyonu olmasi nedeniyle siirekli antijenik uyariya maruz kalmaktadirlar. T
lenfositlerin bu kronik aktivitesini baskilamak amaciyla diger hiicreler daha yiiksek
diizeyde baskilayici sitokin iiretecek sekilde diizenlenmis olabilirler. T lenfositlerini
baskilamak amacuyla iiretilen bu sitokinler NK gibi diger immun system hiicrelerinin de

fonksiyonunun zayiflamasina yol acaiyor olabilir.

CD16 aktivator reseptorii, antikora bagimli hiicresel sitotoksisite icin oldukca
onemlidir. Kontrollerde mononiikleer hiicreler arasindaki NK’ da deneyden sonar
artarken hastalarda degisiklik bulunmamistir. CD16 reseptoriiniin diizenlenmesinde
monositler rol oynamaktadir. Dolayisiyla, [-talasemi majorlii hastalarda monosit
fonksiyonunun zayifladigi goriilmektedir. Demir yigilimi monosit fonksiyonunu
etkileyen Onemli bir unsurdur. Antioksidan tedavisi, monosit fonksiyonunun
diizeltilmesi ve bundan etkilenen NK hiicrelerinin de aktivitesinin artis1 i¢in dnemlidir.
Ancak antioksidanlar belirli bir dozdan sonra pro-oksidan etki gosterebilmektedirler.
Bazi antioksidanlar1 geri diiniistiirebilmek icin baska antioksidanlarin konbinasyonlari
kullanilmak zorundadir. Bu nedenle hastalarda ne dozda ve hangi kombinasyon da
antioksidan kullanilmasi gerektigi halen netlestirilememis bir sorudur. [-talasemi
majorlii hastalarda hangi dozda antioksidan verilmesi ile ilgili daha spesifik arastirmalar

yapilmas: gerektigini diisiinmekteyiz.

Baskilayici sitokinlerin diizeyinin azaltilmasi da hiicrelerin normal fonksiyonunu
gorebilmesi icin onemlidir. Baskilayict sitokin diizeylerini azaltici tedavi yontemlerinin

uygulanmasi da immun sistemin normal fonksiyon gorebilmesi i¢in 6nemlidir.
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B-talasemi majorlii hastalarin yasam kalitesini arttirabilmek igin onlarin ana
mortalite nedenlerinden biri olan enfeksiyon riskini en aza indirilmesi gerekmektedir.
Hastalarda demir yigilimi ve Hb gereksinimi klinik olarak kontrol altina
alinabilmektedir ancak enfeksiyonlarla miicadele bu hastalarin tedavisinde onemli bir
sorundur ve bu konuda oldukca sinirl sayida arastirma yapilmistir. Bu sonuglar, beta-
talasemi hastalarinin NK aktivitesindeki azalmanin, NK hiicrelerinde ve monositlerde
fonksiyonel yetersizliklerin ve sitokin iiretiminin diizenlenmesindeki bozukluklarin bir

sonucu olabilecegini diisiindiirmektedir.
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