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Dogal oldiiriicti hiicreler (natural killer, NK), organizmay1 enfeksiyonlara ve kansere karsi
savunmada Onemli rol oynayan hiicrelerdir. NK hiicrelerini organizmada iki O6nemli gorevi
bulunmaktadir. Bunlardan birincisi, enfeksiyona neden olan mikroorganizmalara karsi direkt
sitotoksik etki, ikincisi ise FcyRIIIA geni araciligryla gerceklesen antikor bagimli hiicresel sitotoksisite
(ADCC)’dir. NK hiicrelerinin say1 veya fonksiyonunda bozukluk(lar), NK hiicre eksikligi/bozuklugu
(NKD) olarak adlandirilmaktadir. Bu ¢alismada, klinik olarak NKD diisiiniilen hastalar NK hiicre alt
gruplari, NK hiicre sitotoksisitesi ve FcyRIIIA gen mutasyon(lar)u agisindan arastirilmasi ve klinik,
laboratuvar ve fonksiyonel analiz sonuglari ile FeyRIIIA gen mutasyon(lar)u arasindaki iligkinin
degerlendirilmesi amaglandi.

Calismaya Necmettin Erbakan Universitesi Meram Tip Fakiiltesi Cocuk Allerji ve
Immiinoloji poliklinigine ilk defa bagvuran hastalar ile daha énceden takipli 10 hasta ve 7 saghklh
bireyden olusan kontrol grubu dahil edildi. Tiim hasta ve kontrol kan &rneklerinden, periferik kan
lenfosit oranlart1 ve NK hiicre alt gruplar1 oranlar1 akim sitometri yontemiyle, NK hiicrelerinin
fonksiyonlar1 ise sitotoksisite testi ile degerlendirildikten sonra yeni nesil dizileme yontemi ile
FeyRIIIA gen mutasyonlar aragtirild.

Periferik kan akim sitometri yontemi ile degerlendirilen NK hiicre alt grup analizinde
CD56™#"CD16™¢, CD56™"CD16™ ve CD56""CD16" olmak iizere 3 farkli NK hiicre alt grubu
belirlendi. Hastalarm NK hiicre alt gruplari kontrol grubu ile karsilastirildiginda CD56""#"CD16"#
hiicre oraminda statistiksel olarak anlamli bir farklilik tespit edilmedi. CD56™¢"CD16™ ve
CD56"™CD16™ hiicre oranlar kontrol grubu ile kargilastirildiginda hastalarda anlamli derecede diigiik
oldugu tespit edildi. NK hiicre sitotoksisitesi, K562 lizisine bagh yontem ile degerlendirildi. NK hiicre
sitotoksisite analizi sonucunda hasta ile kontroller arasinda K562 miktarindaki oransal olarak
azalmanin istatistiksel olarak anlamli oldugu tespit edildi (p<0,001). Hastalardaki K562 hiicre azalma
orani kontrollere kiyasla istatistiksel olarak daha az azaldigi tespit edildi. Yeni nesil dizileme yontemi
ile FcyRIIIA geninin tim exom analizinde, ekzon 4 (rs396991) ve ekzon 3 (rs10127939)’de
polimorfizmler oldugu belirlendi. Ayrica dizileme sonucunda FcyRIIIA ile FcyRIIB ile benzerlik
gosteren olas1 kimerik bir bolge (ekzon 1 ile ekzon 2 ile ekzon 1 arasindaki intron bolgesi) tespit
edildi.

Sonug olarak bu tez ¢aligmasinda FNKD diisiiniilen hastalar ileri fonksiyonel ve genetik
analizler ile degerlendirildi. Hastalarda NK say1 ve fonksiyonlar1 yoniinden farkliliklar tespit edildi.
FcyRIIIA geni ile ilgili tespit edilen polimorfizmler Tiirkiye popiilasyonunda yapilmis ilk
degerlendirme niteliginde olup, NK hiicre arastirmalar1 alaninda yapilacak yeni ¢aligmalara 11k
tutmasi1 beklenmektedir.

Anahtar Kelimeler: FcyRIIIA, NK, NK alt grup, Sitotoksisite.
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Natural killer cells (NK) are cells that play an important role in defending the organism
against infections and cancer. NK cells have two important functions in the organism. The first is the
direct cytotoxic effect against microorganisms that cause infection, Secondly, it is an antibody-
dependent cellular cytotoxicity (ADCC) that is mediated by the FcyRIIIA gene product. Considering
the important role of NK cells, disorder(s) in the NK cell number or function cause disease. This
disease originating from NK cells is called NK cell deficiency / disorder (NKD). From this point, NK
cell subgroups, NK cell cytotoxicity and FcyRIIIA gene mutation(s) were investigated. The aim of this
study was to evaluate the relationship between clinical, laboratory and functional analysis and
FcyRIIIA gene mutation(s).

The study group consisted of 10 patients who were admitted to Necmettin Erbakan
University Meram Medical Faculty Pediatric Allergy and Immunology Policlinic for the first time and
previously monitored and consisting of 7 healthy individuals were included in the control group. All
patients and controls were evaluated for the determination of peripheral blood lymphocyte ratios and
NK cell subgroups and cytotoxicity tests were performed to evaluate the functions of NK cells.
FeyRIIIA gene mutations were investigated by next generation sequencing method.

Three different NK cell subgroups, CD56™€"CD16™¢, CD56™€"CD16™ and CD56"™CD16™
were identified in the NK cell subgroup analysis evaluated by peripheral blood flow cytometry. No
statistically significant difference was found in the ratio of CD56"¥"CD16"™* cells when NK cell
subsets of the patients were compared with the control group. CD56™¥*CD16™ and CD56“™CD16"
cell ratios were found to be significantly lower in patients compared to the control group. NK cell
cytotoxicity was evaluated by K562 lysis dependent method. As a result of NK cell cytotoxicity
analysis, proportional decrease of K562 amount between patient and controls was found to be
statistically significant (p<0,001). It was found that the rate of K562 cell reduction in the patients
decreased statistically less than the controls. Polymorphisms were detected in exon 4 (rs396991) and
exon 3 (rs10127939) in the whole exom analysis of FcyRIIIA gene by new generation sequencing
method. In addition, a possible chimeric region (exon 1 and exon 2 and exon 1 intron region) similar
to FeyRIIIA and FeyRIIIB was determined by sequencing.

In conclusion, in this study, patients with FNKD were evaluated with advanced functional
and genetic analyzes. Differences were found in terms of NK number and functions. FcyRIIIA gene
polymorphisms were identified related to the population of Turkey is made in the first evaluation will
be done in the field of NK cell research is expected to shed light on the new study.

Keywords: FcyRIIIA, NK, NK subgroup, Cytotoxicity.

Xvii



1. GIRIS ve AMAC

Dogal oldiiriicii hiicrelerin (natural killer, NK) yillar 6nce histolojik olarak
tanimlamas1 yapilmig ve biiyiik graniiler lenfositler olarak isimlendirilmistir. Daha
sonra, major histokompatibilite kompleks (MHC) sinirlamasi1 olmadan, hedef hiicreyi
spontan Oldiirebilme yeteneginden dolayr dogal oldiiriici hiicreler olarak
adlandirilmigtir. NK hiicreler kemik iliginden kdken alan ve periferik kan lenfosit
havuzunun %>5-10’nunu olusturan lenfositik hiicrelerdir. Yabanci, patojenik veya
tehlikeli antijenlerle daha o©nce karsilasma ihtiyact olmadan immiin yanit
olusturabilme kapasitesinden dolay1 dogal immiin sistemin hiicreleri olarak kabul
edilmektedir. Ayrica herhangi bir uyariya gerek duymaksizin (antikor veya antijen)

hedef hiicreyi 6ldiirme yetenegine sahip hiicrelerdir (Lanier ve ark. 1986).

NK hiicreler fenotipik olarak, biiylik sitoplazmik graniillerinin varligi ile
diger lenfositlerden ayrilmaktadir. NK hiicreler, CD3, CD4, CD8 ve CDI19 gibi
lenfosit yiizey belirteclerini eksprese etmeyip, CD2 (LFA-3; adezyon molekiil
reseptorii), CD16 (IgG icin FcgammaRIlla reseptorii), CD56 (NCAM; noral hiicre
adezyon molekiiliil) ve CD335 (viral hemaglutinin i¢in dogal sitotoksik NKp46
spesifik reseptor) eksprese ederler. Dolayisiyla, bu hiicreler fenotipik olarak CD3’,
CD16" ve CD56" olarak karakterize edilmektedir. Periferik kanda bulunan NK
hiicrelerinin biiyiik ¢ogunlugu CD56 molekiiliinii orta seviyede eksprese ettiginden
CD56%™ (CD56°"%) olarak, ¢ok az bir ¢ogunlugu da (~%>5) yiiksek oranda CD56
eksprese ettiginden CD56"¢™ (CD56P*") olarak isimlendirilirler. NK hiicrelerinin
bu iki grubu gelisim ve fonksiyonel olarak Onemli farkliliklara sahiptirler

(Mandelboim ve ark. 2001; Cederbrant ve ark. 2003; Orange 2006).

NK hiicreler, viriis ile enfekte olmus hiicreler ve maling hiicreleri sitotoksik
Ozellikleri ile ortadan kaldirma 6zelliklerinin yani sira, kemokin ve interferon gama
(IFN-y) gibi sitokinler salgilayarak da bagisiklik yanitlarini modiile edip doku
homeostazina katkida bulunurlar (Caligiuri 2008; Vivier ve ark. 2008). NK
hiicrelerin bu gdrevleri yerine getirmesinde farkli reseptdr gruplanni gorev
yapmaktadir. Memeli genomunda iki farkli bolgede kiimelenmis genler tarafindan
kodlanan bu reseptorler, yapisal olarak iki ana gruba ayrilmaktadir. Birinci grup
reseptorler, C-tipi lektin benzeri (CTLR) siiper ailesi olup, 12. kromozomda lokalize

NK gen kompleksi (NKC) tarafindan kodlanir. Ikinci grup reseptorler ise,
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immiinoglobulin benzeri NK reseptorii olup 19. kromozomda bulunan 16kosit
reseptdr kompleksi (LRC) tarafindan kodlanir. Inhibitor NK reseptérlerinin klasik
MHC-I molekiilleri ile ligasyonu sonucu LRC veya NKC iliskili genlerin
ekspresyonu diizenlenerek NK hiicre aktivasyonu kontrol edilir (Lanier ve ark.

1986).

NK hiicrelerinden kaynaklanan hastalik grubu NKD olarak isimlendirilip, iki
grupta incelenmektedir. ik grup NK hiicre bozukluklari, periferik kan NK hiicre
sayisindaki azliga bagh olarak tanimlanir ve “klasik NK eksikligi (CNKD)” olarak
isimlendirilir. 1kinci grup ise, NK hiicrelerinin fonksiyonel bozukluklar: ile

karakterize olup “fonksiyonel NK eksikligi (FNKD)” adlandirilir (Orange 2002).

NK hiicre bozukluklarinda altta yatan molekiiler mekanizmalar tam olarak
bilinmemektedir. Az sayida vaka iceren farkli ¢alismalarda, hastaliga neden olan
birka¢ farkli gen (MCM4, GATA2, RTEL1, IRF8) tanimlanmistir. NKD’den
sorumlu aday genlerden bir tanesi de FcyRIIIA genidir. FcyRIIIA geninde tanimlanan
L66H ve V176F mutasyonu ilging bir sekilde reseptor ekspresyonunu engellemeyip,
epitop kaybi ile sonuclanmaktadir. Bu durum ise akim sitometri analizlerde CD16
reseptOr tayinini zorlagtirmaktadir. Ayrica V176F mutasyonu ADCC’yi, L66H
mutasyonu ise NK hiicrelerinin sitotoksisitesini etkilemektedir. Dolayisiyla NKD
tanili, 6zellikle FNKD tanis1 diislilen hastalarda olasi FcyRIIIA mutasyonunun

tanimlanmasi 6nem arz etmektedir (Jawahar ve ark. 1996; Mace ve ark. 2016).

Bu calismada, sik enfeksiyon oykiisii (0zellikle viral) olan hastalar 6ncelikle
NKD acisindan degerlendirilmis olup, NK hiicre diisiikliigli tespit edilen hastalar
olast FcyRIIIA gen mutasyon(lar)u agisindan arastirilmistir. Bu hastalarda 6nemli
role sahip olan NK hiicre fonksiyonu, NK hiicre sitotoksisite testi yontemi ile
degerlendirilmistir. Ilave olarak NK hiicre alt gruplar1 da belirlenerek, hastalar NK
hiicre gelisimi kontrol grubu ile karsilastirilmistir. Boylece NKD tanisi diisiiniilen

hastalar hem fonksiyonel hem de genetik agidan ayrintili bir sekilde arastirilmistir.



2. GENEL BILGILER
2.1.  Immiin Sistem

Terminolojik olarak immiinite, enfeksiyonlara karsi olusan diren¢ olarak
tanimlanmaktadir. Enfeksiyonlara karsi savunmay1 saglayan hiicrelerin, dokularin ve
molekiillerin toplami da immiin sistem olarak adlandirilmaktadir (Abbas 2012). Bu
hiicrelerin enfeksiyon etmenine karsi verdigi tepki de immiin yanit olarak
isimlendirilmektedir. Immiin sistemin temel gorevi, konaga zarar verme olasilig1 olan
yabanci mikroorganizmalara, fiziksel veya kimyasal tehditlere kars1 konagi korumak
ve organizmada normal sartlarin devamini saglamaktir. Immiin sistem organizmayz,
bazen yabanci olan1 tantyip immiin yanit vererek, bazen de kendinden olani taniyip
cevapsiz kalarak korur. Immiin sistemin asil gérevi, kendinden olmayan enfeksiyon
ajanlarii yok etmek olup edinsel ve dogal immiin sistem olmak iizere 2 alt grupta
incelenmektedir (Sekil 1). Her iki grup immiin sistemde gorev yapan hiicreler
bulunmaktadir  (Sekil 2; Sekerel 2015; Camcioglu ve Deniz 2007;

www.virtualmedicalcenter.com).
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Sekil 2. Dogal ve edinsel immiin sistem hiicreleri.

2.1.1. Edinsel immiin Sistem

Mikroorganizmalara kars1 olusturulan immiin yanit, dogal ve edinsel immiin
sistem elemanlar1 tarafindan gerceklesmektedir. Dogal immiin sistem de olusan
yanit1 hizli ve kisa stireli iken, edinsel immiin sistemde ki yanit, ge¢ ve uzun siirelidir
(Zabriskie 2009). Edinsel immiin sistemin 6zgiilliikk ve bellek olmak tizere iki 6nemli
ozelligi bulunmaktadir. Ozgiilliik, her antijene kars1 olusturulan farkli immiin yanit
olarak tanimlanmaktadir. Olusturulan bu immiin yanitin kaynagi ise lenfositlerin
Ozgilligiinden kaynaklanmaktadir. Bellek ise, ayni antijen ile tekrar karsilasma
durumunda olusturulan artmis ve etkili yanit olarak tanimlanmaktadir (Sekil 3)
(Camcioglu ve Deniz 2007). Edinsel immiin sistem de immiin yanit lenfositlerin
antijen reseptorili araciligiyla ilgili antijeni tanimasi ile baslar. T ve B lenfositlerin rol
oynadigl immiin yanita gore edinsel immiin sistem, humoral ve hiicresel immiin

sistem olarak iki gruba ayrilir (Adkinson 2013).
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Sekil 3. Edinsel immiin sistemin 6zgiilliigii ve bellegi.

Humoral immiin yanit, B lenfositler tarafindan iiretilen antikorlar ile hiicre
dist mikroorganizmalara karsi olusturulan yanittir. Hiicresel immiin yanit ise,
yardimc1 (CD4+) ve sitotoksik (CD8+) T lenfositler tarafindan olusturulan immiin

cevap olarak tanimlanmaktadir (Sekerel 2015).
2.1.2. Dogal Immiin Sistem

Tiim ¢ok hiicreli canlilar, mikroorganizmalarin neden oldugu enfeksiyonlara
kars1 kendine korumak i¢in intrinsik bir savunma mekanizmasma sahiptir. Bu
savunma mekanizmasi, enfeksiyona neden olan mikroorganizmalar1 taniyip onlari
etkisiz hale getirmek i¢in dogal olarak mikroorganizmada bulundugundan dogal
immiin sistem olarak isimlendirilmektedir (Camcioglu ve Deniz 2007). Dogal immiin
sistem enfeksiyonlara karsit ilk savunma hattin1 olusturur, mikroorganizmalarin
konak dokuya girigini engeller ve konak dokuya girmis olan mikroorganizmalar1 da
yok eder. Ayrica dogal immiin sistem, edinsel immiin sistemin aksine
mikroorganizma ile karsilagtigi andan itibaren hizli bir yanit olusturur ve edinsel

immiin yanitin sekillenmesine de yardimci olur (Abbas ve ark. 2012).

Dogal immiin sistemin edinsel immiin sistemden en 6nemli farki bellektir.
Dogal immiin sistemin bellek 6zelligi olmayip aym tip enfeksiyon etmeni ile tekrar
karsilastiginda ayni siddette yanit olusturur. Diger onemli bir o6zelligi de,
mikroorganizmalar {izerinde ortak olarak bulunan yapilar1 6zgiil olarak taniyip yanit
olusturmasidir. Ilave olarak dogal immiin sistem, enfeksiyona sebep olmayan

yabanci ajanlara karsi yanit olusturmazlar (Rich 2013).



Dogal immiin sistemde deri ve mukdz membran gibi fiziksel engel olusturan
yapilar, antimikrobiyal salgilar ve Ozellesmis hiicreler gorev yapmaktadir. Bu
hiicrelerden makrofaj ve notrofiller fagositoz, mast hiicreleri ise heparin ve histamin
tiretiminden sorumludur. NK hiicreleri de sitolitik etkileri ile dogal immiin sistemde

gorev alan onemli hiicrelerdir (Abbas ve ark. 2012; Sekerel 2015).
2.2.  NK Hiicre

NK hiicreler, viral enfeksiyonlar ve tiimor hiicrelerine karst konak hiicreyi
savunmada gorevli olan hiicrelerdir. Bu hiicreler, yabanci, patojenik veya tehlikeli
antijenlerle daha 6nce karsilasma ihtiyact olmadan yanit olusturabildiginden dogal
immiin sistem hiicreleri olarak kabul edilmektedirler (Biron ve ark. 1999; Miller
2001; Orange ve Ballas 2006). Yillar 6nce bu hiicreler, dogustan gelen lenfositler
olarak diisiiniilmiis olup sonradan NK hiicrelerinin de diger lenfositler gibi hafiza
fonksiyonu sergiledikleri gosterilmistir (O’Sullivan ve ark. 2015; Adams ve ark.
2016; Cerwenka ve Lanier 2016). Ilave olarak NK hiicreler, enfeksiyonlara karsi
baskilayici hiicreler olarak da gérev yapabilmektedirler (Morandi ve ark. 2015).

2.3. NK Hiicre Gelisimi

NK hiicreler, kemik iligindeki (BM) CD34" hematopoietik kok hiicreden
(HSC) koken almaktadir (Colucci ve ark. 2003; Yu ve ark. 2013). Genel olarak,
gelisimin farkli agsamalarinda eksprese ettikleri yiizey molekiillerine gore prekiirsor
NK (pNK), immatur NK (iNK) ve mature NK olarak isimlendirilmektedirler (Miller
ve ark. 1994; Luevano ve ark. 2012). HSC’den NK hiicreye yonlenmis hiicreler
sirayla pNK ve iNK asamalarindan gegerek olgun NK hiicresi olusur (Blom ve Spits
2006). NK/T hiicrelerinden pNK hiicrelerine gegis interlokin-2 (IL-2)/15Rp (CD122
reseptor) ekspresyonu ile tanimlanir (Ikawa ve ark. 1999). CDI122, IL-15’in B
zincirinin olusumunu gésteren bir belirte¢ olup, lenfoid progenitorlerde kiimelenmesi
bu hiicrelerin NK yoniinde farklilastigin1 gostermektedir (Luetke-Eversloh ve ark.
2013; Yu ve ark. 2013) . NK hiicre gelisimi sirasinda CD161, CD56, CD94/NKG2A,
NKp46, NKG2D ve son olarak da CD16 ve 6ldiiriicti hiicre immiinoglobulin benzeri
reseptor (KIR) ifade edilmektedir. Bu bilgiler 1s1g¢inda, olgun NK hiicre olusumu 5
asamada ger¢eklesmektedir. Bu agsamalardan 4. ve 5. asama periferik kanda meydana

gelir ve sirasiyla CD56"¢" ve CD56%™ ekspresyonlart ile tammlanir (Sekil 4; Yu ve



ark. 2013; Luetke-Eversloh ve ark. 2013; Loza ve ark. 2017; Mahapatra ve ark.
2017). CD56™¢" hiicrelerin CD56“™ NK hiicrelerin 6nciilleri oldugu kabul
edilmektedir (Cooper ve ark. 2001; Bryceson ve ark. 2010). Calismalar, CD56™en
popiilasyonunun CD56%™ popiilasyonundan daha uzun telomere sahip oldugunu
gostermektedir. Ayrica CD56™€" hiicreler progenitér hiicrelerde eskprese edilen
CDI117 eksprese etmekte ancak yaslanmis hiicrelerde eksprese edilen CDS57
molekiiliinii eksprese etmemektedir. Bu da CD56™" hiicrelerin CD56*™ hiicrelere
onciiliik ettigi ve daha fazla ¢ogalma kapasitesine sahip oldugunu agiklamaktadir
(Matos ve ark. 1993; Brenchley ve ark. 2003; Romagnani ve ark. 2007; Cosan ve
ark. 2017; Dobbs ve ark. 2017).

Kemik iligi Periferik kan
HSC 1. asama 2. asama 3. asama 4. asama 5. asama
CDsebright CDsgdm™
CD34+ CD34+ CD34+ CD34- CD34- CD34-
CDasle CDI117- CDI117+ CDI117+ CD117T+- CDI117-
CD45RA- CD94- CD94- CD94- CD94hi CDo4+/-
CD10- CD16- CD16- CD16- CD16- CD16+
CD45RA+ CD45RA+ LFA-1+ LFA-1+ KIR+/-
CD10+ CD10-

Sekil 4. NK hiicre geligimi.

Hiicreler pNK’dan iNK’ya dogru farklilagirken FIt3 ve IL-7Ra ekspresyonu
azalir ancak IL-2Rf, CD2 ve 2B4 (CD244) ekspresyonu artmaktadir (Yu ve ark.
1998; Sivori ve ark. 2002). iNK hiicreler CD161 (CD3 CD56 CD161") ekspresyonu
ile tanimlanir (Lanier ve ark. 2004). IL-15’in NK hiicre gelisiminde vazge¢ilmez
oldugu bilinmesine ragmen, HSC’den pNK olusumunun IL-15’den bagimsiz bir
mekanizma ile de olusabilecegi diisiiniilmektedir. IL-15 ve IL-15 reseptdrii olan IL-

15R pNK’dan iNK farklilagsmasina aracilik eder (Roychowdhury ve ark. 2005).

NK hiicrelerinin son olgunlagsma asamasi, aktive ve inhibe edici reseptor
ekspresyonlarinin kazanilmasi ile karakterize edilir. Aktivasyon reseptorii olan
NKp44, NK hiicre olgunlasmasinin erken sathalarinda eksprese olan NK hiicre
reseptoriidiir. Diger aktivasyon reseptorleri olan NKp46, NKp30, NKG2D ve
DNAM-1 NK hiicre olgunlagsmasinin ileri safhalarinda eksprese olan reseptordiir

(Freud ve ark. 2006).



2.4.  NK Hiicre Alt Gruplar

Periferik kandaki NK hiicreler, CD3'CD16 CD56" olarak tanimlanir ve
saglikli insanda periferik lenfositlerin yaklasik %1-17’sini olustururlar (Angelo ve
ark. 2015). 1983 yilinda NK hiicreler ilk defa, Lewis Lanier tarafindan fenotipik
olarak iki biiyiik grupta gruplandirilmis ve periferik kanda daha az oranda bulunan
CD56™¢" jle daha baskin olarak bulunan CD56%™ olarak isimlendirilmistir (Lanier
ve ark. 1983). CD56™eM grubu NK hiicreler gii¢lii sitokin salgilama yetenegine sahip
olup, CD56%™ alt grubu ise dogal sitotoksisiteden sorumlu olan NK hiicreler olarak
tanimlanmistir (De Maria ve ark. 2011; Nielsen ve ark. 2012; Cosan ve ark. 2017).
Antikor aracili hiicresel sitotoksisite yeteneklerin anlasilmasimin ardindan eksprese
ettikleri CD16 ekspresyonlarina goére de gruplandirilmiglardir. Bdylece hiicreler
CD56 ve CD16 ekspresyonlarina gore ¢esitli alt gruplara ayrilmistir. Periferik kanda
yaklasik %90 oraninda bulunan CD56“™CD16™" alt grubu NK hiicre
sitotoksisitesinden sorumludur. Periferik kanda ki NK’larin yaklagik %10’luk
kismint olusturan grup ise CD56°€"CD16%™ olan gruptur ve sitokin iiretiminde
gorevlidir (Cooper ve ark. 2001; Michel ve ark. 2016; Cosan ve ark. 2017; Dobbs ve
ark. 2017).

Son yillarda Amand ve ark. (2017) tarafindan yapilan calismada,
CD56%™CD16%™ NK hiicre alt grubunun da varhig tespit edilmistir. Periferik kandan
saflagtirilan  CD56%™CD16%™ hiicrelerin  CD56%™CD16""" hiicrelerden fazla
degraniile oldugu tespit edilmekle birlikte CD56™CD16""€" hiicrelerin 6nciileri

olduklar1 konusunda kesin bir bilgi elde edilememistir.

Bu bilgilere ilave olarak NK hiicreler, bir integrin olan CD11b ve olgun NK
hiicre markir1 olan CD27 ekspresyonlarina gore de gruplandirilmigtir. Bununla ilgili
ilk ¢alismalar farelerde gergeklestirilmis olup CD27 ekspresyonu agisindan negatif
olan farelerin NK hiicreleri normal gelisim gdstermesine karsin uyarilmaya karsi
bozuk fonksiyon gosterdigi tespit edilmis ve NK hiicreler CD11b ve CD27
ekspresyonlarina gore 4 gruba ayrilmistir (Kim ve ark. 2002; Freud ve ark. 2006;
Hayakawa ve Smyth 2006; De Colvenaer ve ark. 2011). Periferik kandaki NK
hiicrelerinin %90°1 CD11b"CD27" iken, kord kanindaki NK popiilasyonunun %80’i
CD11b'CD27 ve %20’si C ise D11b"CD27" olarak bulunmustur. Bu iki grup NK

hiicresi karsilastirildiginda, dezidual NK hiicrelerinin ¢ogunlugu immatiir olup %60°1



CDI1b'CD27 ve %20’si CD27" olarak tespit edilmistir. CDI11b"CD27" ve
CD11b'CD27" NK hiicreler sitokin salgilama yetenegine sahiptir. CD11b"'CD27 NK
hiicre grubu ise yiiksek sitotoksisite yetenegine sahip hiicre grubu olarak
belirlenmigstir. CD11b°"CD27 NK hiicre de olgunlasmamis NK hiicrelerini temsil
etmektedir (Vossen ve ark. 2008; Fu ve ark. 2011; Jin ve ark. 2013; Fu ve ark. 2014).

Bazi arastiricilar tarafindan NK hiicrelerinin, mikro ¢evre ile bu ¢evreden
gelen sinyallerden etkilendigi ve bunlarin etkisiyle fonksiyonel olarak NK'©"
NKYO0%e yo NK™ Y glarak 3 gruba ayrilabilecegini savunmaktadir. NK'o%e
grup, CD56™ veya CD11b"CD27", NK**" grup, CD56™#" veya CD11b"CD27 ve

NK™ €Y hijcreler ise CD56™" veya CD27" fenotipe sahip olan hiicreler olarak
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tanimlanmaktadir. Buna ilave olarak, fonksiyonel ve fenotipik olarak farkli 6zeliklere
sahip olan bu hiicreler farkli organlarda bulunmaktadir. Ornegin karacigerde bulunan
NK hiicreler immiin toleransa, dezidual dokuda bulunan NK hiicreler maternal-fetal
immiin regiilasyona ve tiimor infiltre dokularda bulunan NK’lar da direkt olarak
tiimoriin eliminasyonuna neden olurlar (Shi ve ark. 2011; Arck ve Hecher 2013;

Peng ve ark. 2013; Sun ve ark. 2013; Tian ve ark. 2013).
2.5.  NK Hiicre Aktivasyon, Inhibisyon Reseptirleri ve Gorevleri

NK hiicre aktivasyonu pozitif ve negatif yonde sinyal saglayan reseptorler
arasindaki denge ile kontrol edilmektedir (Sekil 5; Vivier ve Ugolini 2011; Vivier ve
ark. 2012; Carrillo-Bustamante ve ark. 2016).

Alktivasyon

reseptirii ligandy

Aktivasyon

A reseptorii

Alktivasyon
B reseptirii ligand1

inhibitér MHC simfI
reseptirii

Sttokin tretin Sitotoksik graniil
salimmi

Sekil 5. NK hiicrelerin aktivasyon ve inhibisyon reseptorleri ile kontrolii.

(A. Hedef hiicrede ki MHC-I molekiilleri ile NK hiicrede inhibitor reseptor etkilesimi sonucu NK
hiicre aktivasyon reseptorlerinin inhibisyonu. B. MHC Siif I molekiiliinden yoksun hedef hiicrenin
NK tarafindan eliminasyonu).



Pozitif yonde etki gosteren NK hiicre reseptorleri, immiinoglobulin benzeri
reseptorler (KIR) ve CD16’y1 icermektedir. NKG2D, NKp46, NKp30 ve NKp44
KIR grubuna dahil olan reseptdrler olup NK hiicrelerin aktivasyonunu saglar,
sitotoksisiteyi uyarir ve sitokin liretimini tetikler (Sekil 6). Bu reseptorlerden bazilari
transmembran sinyal adaptorleri ile reversible olarak iligskiye girer ve protein tirozin
kinaz bagimli sinyal yolagimi aktive eder. Bu adaptdér proteinler sitoplazmik
bolgelerinde tirozin ve 16since zengin dizilerinden olusan immiinoreseptor tirozin
bagimli aktivasyon motifleri (ITAMs) barindirmaktadir (Yxx(I/L)x6—-12Yxx(I/L);
Krzewski ve Strominger 2008). Bu motifler normal olarak ligand baglayan
transmembran reseptOrlerin sitoplazmik boélgelerinde lokalize olup aktivasyon ve
inhibisyona aracilik eder. NK aktivasyonuna dogrudan ITAMs motiflerine
baglanmayan ilave hiicre ylizey reseptorleri de katkida bulunmaktadir. Bu grup hiicre
yiizey reseptorleri integrin ve sitokin reseptorlerinin yani sira DAP10 transmembran
adaptor molekiil ile iliskili NKG2D’yi igermektedir (Malhotra ve Shanker 2011).
NKG2D reseptorlerinin ligandlar1 olan MICA ve RAETI1 ailesi ile Nkp30’un
ligandlar1 olan B7H6 nin kesfi bu reseptorlerin normal hiicrelerde nadiren eksprese
oldugunu, enfeksiyon veya karsinogenez gibi durumlarda ise ifadesinin arttigini

gostermektedir (Yoon ve ark. 2015).

NK hiicreler ayn1 zamanda aktivasyon reseptorlerine antagonist, inhibitor
reseptorleri de eksprese etmektedir (Krzewski ve Strominger 2008; Narni-Mancinelli
ve ark. 2013). NK hiicre inhibisyon reseptorleri, CD94/NKG2A, NKRP1A, Ly49,
TIGIT ve CD96’y1 icermektedir (Sekil 6). Tipik olarak inhibitér NK reseptorleri,
kendinden olani taniyip negatif yonde sinyaller saglayarak NK hiicre aktivasyonunu
bloke etmektedir. Inhibitdr reseptorler de KIR grubu reseptdrler olup inhibitér KIR
olarak isimlendirilir ve sitoplazmik kuyruklarinda immiinoreseptor tirozin bagh
inhibitér motiflerinin (ITIM) varligi ile karakterizedirler (Vivier ve Ugolini 2011).
Inhibitér KIR reseptdrlerin ligandlari, major histokompatibilite kompleksi (MHC)
sinif 1 molekiilleridir. Inhibisyon reseptdrler ile ligand etkilesiminin ardindan
intrasitoplazmik ITIM’lar tirozin rezidiilerinden fosforillenir ve NK hiicre

aktivasyonu inhibe olur (Romagne ve Vivier 2011; Vivier ve ark. 2004).
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Sekil 6. NK hiicre aktivasyon ve inhibisyon reseptorleri.

2.6. NK Hiicre Fonksiyonu

NK hiicrelerin iki 6énemli fonksiyonu bulunmaktadir. Bunlardan birincisi,
hiicresel sitotoksisitedir. NK hiicrelerin bu 06zelligi, herhangi bir uyarana baglh
olmadan hedef hiicreyi tanyip 6ldiirme yetenekleri olarak tanimlanmaktadir. Ikinci
onemli fonksiyonu ise, immiinoglobin G (IgG) antikorlar1 araciligiyla hedef hiicreyi
elimine etmek i¢in humoral immiin sistemle is birligi halinde oldugu antikor bagimli

hiicresel sitotoksisitedir (ADCC) (Moretta ve ark. 2002; Lanier 2005).
2.6.1. NK Hiicre Sitotoksisitesi

NK hiicre reseptorleri ile hedef hiicre ylizeyinde bulunan ligandlarin
etkilesimi sonucu, NK hiicreler hedef hiicreyi Oldiirebilirler. NK hiicrelerinin bu
Ozelligi adaptif immiin sistem ile etkilesim gerektirmediginden “dogal” veya

“spontan” sitotoksisite olarak isimlendirilmektedir (Moretta ve ark. 2001).

NK hiicreler gibi sitotoksik T lenfositler’de (CTL), direkt olarak enfekte
hiicreyi 6ldiirme yeteneginde olan diger hiicre grubudur. Bu hiicreler antijen spesifik
olup virlis veya tiimdre ait antijenler, antijen sunan hiicrelerin (ASH) MHC smif [
molekiilleri ile CTL’lere sunuldugu takdirde sitotoksik ozellik gosterebilmektedir.
Sasirtici bir sekilde viriis ile enfekte olan hiicreler ile tiimor hiicrelerinde, MHC sinif
I ekspresyonlari baskilandiginda bu hiicreler CTL nin sitotoksik etkisinden kagmakta
ve NK hiicrelerinin hedefi haline gelmektedir (Hewitt 2003; Garcia-Lora ve ark.
2003). Ciinkii NK hiicreler MHC sinif I molekiilleri kaybolmus olan hiicreleri
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tanimakta ve lizozomal enzimler araciligiyla sitotoksisite meydana gelmektedir.
MHC molekiilleri bulunan hiicrelerde bu reseptorler NK hiicrelerinin inhibitor
reseptorleri tarafindan taninir ve NK hiicre aktivasyonu baskilanir (Moretta ve ark.

2002; Lanier 2005; Waldhauer ve Steinle 2008).

NK hiicrelerin sekretuvar lizozomlarinda bulunan major sitotoksik proteinler
perforin ve granzimdir (Lettau 2007; Pipkin ve Lieberman 2007; Chowdhury ve
Lieberman 2008). NK hiicrelerin hedef hiicreler ile etkilesimi sonucu sekretuvar
lizozomlarin ekzositozu gercgeklesir ve organelde bulunan sitotoksik enzimlerin
salimim1 gerceklesir. Perforin (por-formasyon proteini), granzimlerin hedef hiicreye
girisini  kolaylastiran proteindir. Granzimler ise kaspazlarin aktivasyonunu
saglayarak hedef hiicrenin lizizine neden olan protein grubudur (Lieberman 2003;

Trapani ve Bird 2008).

NK hiicrelerinin sitotoksisitesi temel olarak 4 asamada gergeklesmektedir.
Birinci asama, hedef hiicre ile NK hiicre arasindaki litik immiinolojik sinaps olusumu
olup bu olusum aktin isketinin yeniden diizenlenmesi sonucu gerceklesir. Ikinci
olarak, NK hiicrelerinde mikrotiibiil organizasyon merkezinin (MTOC) ve sekretuvar
lizozomlarm litik sinapsa dogru polarizasyonudur. Ugiincii asamada, lizozomlarin
litik sinapsdaki plazma membrani ile baglantisi gergeklesir ve son asamada ise
plazma membrani ile fiizyon gergekleserek sitotoksik icerikler hedef hiicreye
birakilir. Bu olay “graniil aracili hiicre 6liimii” olarak isimlendirilmektedir (Warren

ve Smyth 1999; Topham ve Hewitt 2009).

Graniil aracili hiicre Oliimiinde asil gorev yapan proteinler perforin ve
granzimlerdir. Perforinler, hedef hiicre zarinda fosfodilkolinlerin bas gruplarina
baglanarak osmotik hasara neden olur, hedef hiicrenin lipid ¢ift yapis1 bozulur ve
hiicre zarinda porlar meydana gelir (Tschopp ve Nabholz 1990). Olusan porlardan bir
serin proteaz olan granzimler hedef hiicre igine girer. Insanlarda 5 granzim (Grz A,
Grz B, Grz H, Grz K ve Grz M) tanimlanmistir (Trapani ve ark. 2000). GrzB, direkt
olarak apoptozu uyarabilmekle birlikte, kaspazlarin aktivasyonunu saglayarak da
apoptozu baglatabilmektedir. Bundan dolayr Grz B asil goérev yapan bilesendir
(Warren ve Smyth 1999). Grz B ile Grz A’nin perforin varliginda sinerjistik etki
gostererek hedef hiicre 6liimiine neden oldugu da gdsterilmistir. Son zamanlarda Grz

A ile yapilan ¢alismalar kaspaz aktivasyonunu saglayarak, laminleri parcalayarak ve
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DNA tek zincirinde nickler olusturarak hiicre Oliimiini tetikledigi gosterilmistir
(Beresford ve ark. 1999; Fan ve ark. 2003). Diger bir granzim olan Grz M ile yapilan
caligmalarda, perforin varliginda kaspazdan bagimsiz hiicre 6liimiine aracilik ettigi

gosterilmistir (Kelly ve ark. 2004).

Grantil aracili sitotoksisiteye ilaveten, NK hiicre ylizeylerinde eksprese
ettikleri TNF aracil1 apoptoz indiikleyen ligand (TRAIL) ve Fas ligand1 (FasL) gibi
molekiillerle hedef hiicre zarindaki Fas ve TNF benzeri hiicre 6liim reseptorlerini
uyararak hedef hiicrede apoptotik siireci baslatabilmektedir. FasL. ve TRAIL
reseptorlerin  ekspresyonu da interferon gamma (IFN-y) ile indiiklenmektedir.
Boylece hedef hiicre NK hiicre tarafindan elimine edilmektedir (Smyth ve ark. 2005;
(Sekil 7).
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Sekil 7. NK hiicre aracilt hiicre 6liimiine ait yolaklar.
(A. Graniil aracili hiicre 6limii B. TRAIL ve Fas L aracili hiicre 6liimii).

2.6.2. Antikor Bagiml Hiicresel Sitotoksisite

Hematopoietik hiicrelerin ¢ogu (¢ogu T hiicre alt gruplari hari¢) Fc gamma
reseptorlerini (FcyRs) eksprese etmektedir (Nimmerjahn ve Ravetch 2008). IgG
antikorlarmin Fc bolgesini taniyan 3 ¢esit FcyRs vardir. IgG1 ve IgG3 antikorlarina
yiiksek affiniteli olan FcyRI (CD64), nétrofil ve makrofajlarda eksprese olur ve bu
hiicrelerin fagositozuna aracilik eder. FcyRII (CD32) sinifi reseptor, [gG1, 1gG2 ve
IgG3 antikorlarina kars1 diisiik affiniteli olan FcyRIIA ve IgG1 ve IgG3 antikorlarina
kars1 diisiik affiniteli olan FcyRIIb reseptorlerini igerir. Bu reseptér sinifi iiyeleri
FcyRI aracili fagositozu da inhibe eder. FcyRIII (CD16) sinifi reseptorler, FeyRIIIA
ve FcyRIIIB olmak iizere iki reseptdr grubunu igerir. FcyRIIIB reseptorleri,
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notrofillerde eksprese olup nétrofillerin aktivasyonunda gorev yapar. FcyRIIIA,
CD16"™CD56"™ NK hiicrelerinde eksprese olan ve IgGl ile IgG3 antikorlarina
kars1 yiiksek affiniteli reseptor olup antikor bagimli hiicresel sitotoksisiteye (ADCC)
aracilik eder (Seidel ve ark. 2013).

ADCC, NK hiicrelerinin antikor aracili sitotoksisite yetenegini ifade eder.
IgG1 ve 1gG3 yapidaki antikorlar antijen baglama fragmenti (Fab) bolgesi ile viriis
ile enfekte olmus hiicrelere ya da tiimor hiicresine baglanir. Daha sonra antikorlar Fc
bolgesi ile de NK hiicresinde eksprese olan FcyRIIIA reseptoriine baglanir ve bu
etkilesim sonucu hedef hiicrenin eliminasyonu meydana gelir (Sekil 8; Wang ve ark.

2015).

&Y Hedef hiicre

NK hiicre

Sekil 8. ADCC mekanizmasi.
(A. IgG yapidaki antikorlarin Fab boélgesi ile hedef hiicredeki epitopa baglanmasi. B. Aktivasyon
sonrasi perforinlerin hedef hiicre zarinda por olusturmasi ve granzimlerin hedef hiicreye girisi).

Antikor bagimli hiicre sitotoksisite aktif hale geldigi zaman (i) sitotoksik
graniillerin ekzositozu, (i) TNF aracili apoptozun aktivasyonu ve (iii) [FN-y gibi
sitokinlerin salinimini igeren 3 olay meydana gelir (Smyth ve ark. 2005; Wang ve
ark. 2015). NK hiicre tarafindan perforin ve granzimlerin salinimi ile TNF ailesi
reseptorlerin aktivasyonu, hedef hiicrenin apoptozuna neden olurken IFN-y salinimi,
yakin bolgedeki diger immiin sistem hiicrelerini aktive ederek antijen sunumunu ve
adaptif immiin sistemin aktivasyonunu saglar (Poli ve ark. 2009; Srivastava ve ark.

2013; Kinder ve ark. 2015).
2.7.  NK Hiicre Hastalig1 ve Siniflandirilmasi

Bir hasta da NK hiicre hastaligin1 (NKD) diislinebilmek icin, NK hiicre
tizerindeki etkinin hastada ki ana immiinolojik anormalligi temsil etmesi

gerekmektedir. Clinkili bir¢ok hastalik, ilag, enfeksiyon ve bazi fizyolojik durumlar
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NK hiicre sayilari, fonksiyonlarmni veya her ikisini birden etkileyebilmektedir.
Bundan dolay1 izole NKD tanisini diisiinebilmek i¢in, hastanin NK hiicre sayist ve
fonksiyonu uzun siire bozuk fonksiyonda kalmali, hastanin klinigi ile de bu durum
uyumlu olmal1 ve olas1 ikincil faktorler dislanmalidir (Orange 2013). NKD konjenital
olan veya olmayan, ciddi ve siklikla Oliimciil viral enfeksiyonlarla birlikte
maligniteye yatkinlik ile seyreden bir primer immiin yetmezlik (PIY)’tir. NKD’ler
NK  hiicrelerinin giddetli ve tamaminin eksikligi ile karakterize ‘“klasik NKD”
(CNKD) ve periferik NK hiicre sayisi normal olan ancak fonksiyonel olmayan
NK’lar ile karakterize “fonksiyonel NKD” (FNKD) olarak siniflandirilmaktadir
(Orange 2012; Orange 2013).

2.7.1. Klasik NK Hiicre Hastalig1 ve Genetik Sebepleri

CNKD, CD56CD3” NK hiicrelerin hem sayisal yoklugu hem de fonksiyonel
bozuklugu ile tanimlanmaktadir. (Orange 2012; Mace ve Orange 2016; Voss ve
Bryceson 2017). ilk defa 1989 yilinda varisella pnoménisi, sitomegaloviriis (CMV)
ve herpes simpleks virlis (HSV) enfeksiyonlarini da igceren siddetli ve yaygin
herpesviriis enfeksiyonu klinigine sahip adolesan bir kiz ¢ocugunda tanimlanmustir.
Hastanin immiinolojik tetkiklerinde CD56'CD3” NK hiicre hiicrelerinin olmadig1 ve
NK hiicre sitotoksisitesinin negatif oldugu tespit edilmistir. Bu hasta CNKD hastalig1
icin indeks vaka (proband) olmustur. Ancak o yillarda ki teknolojik yetersizlikten
dolay1r hastaligin genetik sebebi agiklanamamistir (Biron ve ark. 1989). Son
yillardaki teknolojik ilerlemeler ile bu hastalifin altinda yatan genetik bozukluklar
ortaya ¢ikarilmaya baglamistir. Giiniimiizde, MCM4 (minichromosome maintenance
complex component 4), GATA2 (GATA binding protein 2), RTELI (regulator of
telomere elongation helicase 1) ve /IRF'S (Interferon regulatory factor 8) genlerindeki
mutasyonlarin CNKD’ye sebep oldugu bilinmekle birlikte bu hastaliktan sorumlu
baska aday genlerin de oldugu diisiiniilmektedir (Mace ve Orange 2016).

GATA2, ¢inko parmak transkripsiyon faktorii olup hematopoezde gorev yapar
ve HSC’lerin hayatta kalmasi ve kendini yenilemesi i¢in gereklidir (Rodrigues ve
ark. 2012; Collin ve ark. 2015). GATA2 bozuklugu dendritik hiicre alt gruplar1 ve B
hiicre lenfopenisi ile sonuclanabilmektedir. GATA2’nin fizyolojik gorevleri goz
Oniline alindiginda, GATA2 bozuklugu dendritik hiicre ve B hiicre disindaki bir¢ok

immiin sistem hiicrelerinin gelisimini etkileyebilmektedir (Mace ve ark. 2013).
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GATA?2 genindeki mutasyon(lar)a bagli CNKD literatiirde en fazla rastlanan gruptur.
Ik defa 13 yasinda bir kiz hastada tanimlanmis olup varisella pnoménisi, NK hiicre
azlig1 ve fonksiyon bozuklugu ile tanimlanmistir. Daha sonra hastada varisella zoster
virlisii (VZV), HSV, CMV enfeksiyonu gelismis olup aplastik anemi klinige ilave
olmus ve hasta kemik iligi transplantasyonu sonrasi kaybedilmistir (Biron ve ark.
1989; Mace ve ark. 2013). Dizi analizi sonucunda GATA2 geninde ¢ergeve kaymasi
mutasyonu tespit edilmis olup CNKD’nin sebep oldugu aciklanmistir. GATA2
mutasyonuna sahip olan bireylerde NK hiicre sayis1 diisiik/normal olsa da belirgin

CD56™¢" NK hiicre popiilasyonunda diisiikliik gozlenmektedir (Mace ve ark. 2013).

MCM4, DNA replikasyonu sirasinda helikaz gorevi goren bir protein
kompleksidir. MCM4 biitiin hiicrelerde eksprese edilmekle birlikte fonksiyonundan
dolayr biitiin hiicreler i¢in O6nemli oldugu disiiniilmektedir. Farelerde yapilan
caligmalarda MCM4 eksikligi olan farelerin embriyonik hayatta 61diigli gosterilmistir
(Bochman ve Schwacha 2009). MCM4’in ozelligi géz Oniine alindiginda NK
hiicrelerini veya NK hiicre gelisiminde gorevi bulunan diger hiicreleri etkiledigi
diisiiniilmektedir (Orange 2013). MCM4 eksikligine bagli CNKD ilk defa 2012
yilinda adrenal yetmezlik, gelisme geriligi, boy kisalig1 ile presente olan irlandali bir
popiilasyonda tanimlanmistir. Bu hastalarda viral enfeksiyonlar CMV ve maligniteye
de yatkinlik tespit edilmistir. Genetik analiz sonucunda splice bélge mutasyonu tespit
edilmistir. Immiinolojik incelemede CD56™e popiilasyonda ciddi oranda azalma ile
birlikte NK hiicre terminal farklilasmasinda da bozulma goslenmistir (Hughes ve ark.

2012).

RTELI, DNA tamirinde ve NK hiicre gelisiminde rol oynayan bir protein
kompleksidir. RTELI mutasyonuna bagli CNKD ilk defa 2005 yilinda 2 yasinda
varisella enfeksiyonundan 6len bir kiz ¢cocukta tanimlanmistir (Etzioni ve ark. 2005).
Hastanin immiinolojik tetkiklerin immiinoglobulin seviyeleri, antikor titreleri, T ve B
hiicreleri normal olmasina ragmen, NK hiicre sayisinda azalma ve fonksiyonunda
bozukluk tespit edilmistir. Tiim ekzom analizi (WES) sonucunda RTEL geninde
homozigot mutasyon tespit edilmistir. Buna gére de RTEL’in de CNKD sebebi
oldugu gosterilmistir (Mace ve Orange 2016).

IRFS, oOzellikle viral enfeksiyonlarda inflamatuar yanitin sekillenmesine

yardimci olan IRF ailesine ait bir transkripsiyon faktoriidiir (Emily ve ark. 2017).
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Proband aile 1982 yilinda tespit edilmesine ragmen 2016 yilina kadar genomik
analizler gergeklestirilememistir. Hayatta kalan kardeslerinin ileri analizlerinde NK
hiicre fonksiyonlarinda ve CD56%™ hiicresinde azalma ile CD56"¢™ hiicre sayisinda
artis tespit edilmistir. WES analizi sonucunda /RF8 geninde missense mutasyon
tespit edilmistir (Mace ve ark. 2016). Bunun sonucunda, /RF'8’in NK hiicre terminal
olgunlagsmasinda kritik iglev gordiigi ve konjenital CNKD’ye neden oldugu ortaya
konulmustur (Emily ve ark. 2017).

2.7.2. Fonksiyonel NK Hiicre Hastalig1 ve Genetik Sebepleri

FNKD, periferik kanda normal smirlarda CD56'CD3” NK hiicresi olmasina
karsin fonksiyonel olmayan NK hiicreleri ile karakterize bir hastaliktir (Komiyama
ve ark. 1990; Orange 2002; Orange 2013). NK hiicre fonksiyonunun bozukluguna
bagli en iyi bilinen PIY o6rnegi perforin eksikligidir. Ancak perforin eksikligi,
sitotoksik T lenfositlerin litik fonksiyonunu da ortadan kaldirdigi i¢in bir FNKD
olarak diisiiniilmemektedir (Risma ve ark. 2006). Bundan dolay1 FNKD, izole NK
hiicrelerinin fonksiyonunu etkileyen bir hastalik olarak tanimlanmakla birlikte,
hastaligin teshisi hiicrenin fonksiyonel testine bagli oldugu i¢in tanimlanmasi da

oldukea gii¢ bir hastaliktir (Orange 2013).

FNKD’de herpesviriis hassasiyeti yaygin olup Ebstein-Barr virus (EBV),
VZV, HPV ve respiratuvar virilis enfeksiyonlarina da rastlanmakla birlikte su ana
kadar yapilan c¢alismalar herpesviriis enfeksiyonlarinin daha sik goriildiiglini
gostermektedir. Bu hastalarda en sik rastlanilan bulgu tekrarlayan iist solunum yolu
enfeksiyonudur (de Vries ve ark. 1996; Grier ve ark. 2012; Orange 2013; Ornstein ve
ark 2013).

FNKD ilk defa tekrarlayan iist solunum yolu ve tekrarlayan HSV enfeksiyonu
olan iki hastada tanimlanmistir. Hastalara yapilan genetik ve fonksiyonel analiz
sonucunda, NK hiicrelerin ADCC fonksiyonunun bozulmadigi, sitotoksisite
yeteneginin bozuldugu gosterilmis olup FcyRIIIA geninde L66H missense mutasyon
tespit edilmistir. Bu bilgiler 1s1¢inda FcyRIIIA geninde meydana gelen bu
mutasyonun ADCC’yi etkilemedigi NK hiicrelerinin sitototoksitelerini etkiledigi

ortaya koyulmustur. Ayrica bu mutasyon CDI16 reseptor ekspresyonunu
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etkilememekte ve epitop kaybi ile sonuclanmaktadir (de Vries ve ark. 1996; Jawahar
ve ark. 1996).

CNKD ve FNKD’ye ait laboratuvar ve klinik ozellikler degisiklik
gostermekte olup Tablo 1 ve Sekil 9 6zetlenmistir (Orange 2013).

Tablo 1. NK hiicre siniflamasinda NK hiicre durumlari ve sorumlu genler.

Err Bright
NKD - Penferbdan RK cpsguimng - (P30 NK hiicre
ipi hiicre Hiicre alt erubu NK hiicre alt fonksivonu Aday gen
(CD56'CD3") & grubu y
CNKD  Diisiik veya yok  Diisiik veya yok Diisiik Diisiik GATA2
CNKD  Diisiik veya yok  Diisiik veya yok Diisiik Diisiik MCM4
CNKD  Disiik veya yok Diistik Diisiik Diisiik RTELI
CNKD  Diisiik veya yok Diisiik Yiiksek Diisiik IRF8
FNKD Normal Normal? Normal? Diisiik FeyRIIIA
NED siiphesi

|

Alam sitometrilkk NK hiicre tespiti

NK hiicre NK hiicre diisiik
normal veva yok
Nanialden NK hiicre disiik
diisiile veva yok
|

{ | |
Sitotolssite testi O Sitotolssite testi
normal yetersiz (x3)

| | |
Fonksiyonel ve ileri ﬁ Sitotoksite testi Sitotolssite testi
genetik analizler pozitif negatif

Fonksiyonel ve ileri CNKD
genetik analizler

Sekil 9. NKD tani algoritmast.

2.8.  FcyRIIIA Geni ve Fonksiyonu

FeyRIIIA geni, 1. kromozomun 23.3 bolgesinde lokalize olup 5 ekzondan
olugmakta ve 8345 bg biiyiikliigliindedir (ENST00000367969.8; www.ensembl.org).
Bu gen, 50-70 kD agirliginda IgG’nin Fc bolgesi i¢in diisiik affiniteli bir reseptor
olan CDI16’y1  kodlamaktadir ~ (ENST00000367969.8;  www.ensembl.org);
NC _000001.11; www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/2214).
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Integral zar glikoproteini olan CD16, IgG nin Fc bolgesi igin diisiik affiniteli
bir reseptor olup NK hiicreler ve fagositlerde ifade edilmektedir. CD16’nin CD16A
ve CDI16B olmak iizere iki formu bulunmakla birlikte CD16A formu NK
hiicrelerinde eksprese edilen formudur. CD16A yapisal olarak degerlendirildiginde,
iki ekstraselliiler Ig domaini, kisa bir sitoplazmik kuyrugu ve bir transmembran
domaini bulunmaktadir. Transmembran bdlge TCRE ve FceRI-y adaptor proteinleri
ile iliskiyi diizenleyen ITIM bdolgelerini igermektedir (Lanier ve ark. 1991). CD16,
3G8 mAbD ile tanmabilen membran proksimal Ig domaini ile IgG’ye baglanir ve
CDI16 adaptor protein olan TCRC nin fosforilasyonu ile sinyal iletimi gergeklesir.
llave olarak IgG, CD16’ya B73.1 mAb ile tanmabilen distal Ig domainine de
baglanabilmekte ve aktivasyon gerceklesebilmektedir. Ancak bununla ilgili

mekanizma tam olarak anlasilamamustir (Grier ve ark. 2012).

CDI16, NK hiicrelerinde ADCC’ye aracilik etmektedir. CD16 geninde
meydana gelen mutasyon reseptor ekspresyonunu degistirmekte ve NK hiicrelerinin
ADCC fonksiyonunu bozmaktadir. Bununla birlikte bu gendeki bazi mutasyonlar
ADCC’y1 etkilemeyip sadece NK hiicre sitotoksisitesini bozmaktadir (Mace ve
Orange 2016). FcyRIIIA geninde ilk tanimlanan missense mutasyonu olan T230A
transisyonu ile CD16’nin Ig benzeri domaininde L66H amino asit doniisiimii ile
sonu¢lanmaktadir. Bu mutasyon ilk defa tekrarlayan {ist solunum yolu ve HSV
enfeksiyonu kliniginde 5 yasinda bir kiz ¢ocukta ve tekrarlayan iist solunum yolu
enfeksiyonu, EBV, tekrarlayan HSV ile VZV enfeksiyonuna sahip 3 yasinda bir
erkek ¢ocukta tanimlanmigtir. Hastalarda tespit edilen bu mutasyon CD16 reseptor
ekspresyonunu etkilemeyip B73.1 mAb klonu ile CD16’y1 tespit edilemez hale
getirmektedir. Kiz hastada NK sitotoksisitesi bozulmasina ragmen her iki hastada da
NK' hiicrenin ADCC fonksiyonu etkilememistir. Bu hastalarda yapilan genetik
analizler neticesinde tespit edilen mutasyonun reseptor-IgG etkilesimini bozmadigi
gostermektedir (de Vries ve ark. 1996; Jawahar ve ark. 1996). Bu mutasyonla ilgili
yapilan ileri molekiiler c¢alismalar, NK hiicre ko-aktivator olan CD2’nin
baglanmasin1 bozdugu gosterilmistir. Bu da NK hiicre sitotoksisitesinin tam olarak
gerceklesmesi igin ko-aktivator molekiillerininde olmasi gerektigi gostermektedir

(Grier ve ark. 2012).
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CDl16’da tespit edilen ikinci mutasyon, membran proksimal Ig domaininin
176. amino asidinin fenialanine doniisiimii (V176F) IgG’nin Fc bolgesine karsi
affinitesini etkilemekte ve NK hiicrelerinin ADCC fonksiyonunu bozmaktadir.
Dolayisiyla gende tanimlanan mutasyonlardan NK hiicre fonksiyonlar farkli sekilde

etkilenmektedir Grier ve ark. 2012).
2.9.  NK Hiicre Sitotoksisitesinin Tespitinde Kullanilan Yontemler

NK hiicrelerinin énemli 6zelliklerinden biri olan hiicresel sitotoksisite temel
olarak iki farkli sekilde gerceklesmektedir. Bunlardan biri daha onceki boliimlerde
bahsedildigi gibi perforin ve granzimler araciligiyla gerceklesen sitotoksisitedir.
Ikincisi ise, Fas ve TRAIL gibi molekiillerle hedef hiicre zarindaki Fas ve TNF
benzeri 6liim reseptorlerini uyararak hedef hiicre igerisindeki apoptototik siirecin

baslamasi seklinde gerceklesmektedir (Smyth ve ark. 2005).

NK hiicrelerinin sitotoksik aktivitelerinin saptanmasinda >'Cr salimm deneyi,
CD107a ekspresyonu esashi yontem ve K562 hedef hiicre lizisine dayali yontemler

kullanilmaktadir (Deniz ve Demirel 2014).
2.9.1. °'Cr Salinim Deneyi

NK hiicre sitotoksisitesinin belirlenmesinde *>'Chromium kullammui ilk kez
1964 yilinda rapor edilmis ve !Chromium  salimm deneyi (CRA) olarak
tanimlanmistir (Vainio ve ark. 1964; Brunner ve ark. 1968). Giinlimiize kadar CRA
yontemi NK hiicre sitotoksisitesinin belirlenmesinde kullanilacak en uygun yontem
olarak diisiiniilmiistiir. Ancak kullanilan molekiiliin radyoaktif olmasi nedeniyle yeni

teknikler bu yonteme tercih edilmeye baslanmistir (Somanchi ve ark. 2015).

CRA yonteminde diger yontemlerde oldugu gibi efektér ve hedef hiicreler
kullanilmaktadir. Hedef hiicre olarak, genellikle kronik myeloid 16semi hastalarindan
elde edilmis ve MHC sinif I ekspresyonundan yoksun hiicreler olan K562 hiicreler
kullanilmaktadir. Hedef hiicreler radyoaktif >'Cr ile inkiibe edilmektedir. Daha sonra
bu hiicre karisimma efektér hiicreler ilave edilip 4 saat inkiibasyonun ardindan °'Cr
6lciimii yapilmaktadir. Hedef hiicrelerden salman °'Cr orani, NK hiicreler tarafindan
6ldiiriilen hedef hiicreler ile dogru orantili olup 6l¢iilen °'Cr miktarina gore NK hiicre

sitotoksisitesi belirlenmektedir (Sekil 10; Whiteside ve ark. 1990; Motzer ve 2003).
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Sekil 10. 51Cr salinim deneyi.
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2.9.2. CDI107a Ekspresyonuna Bagh Sitotoksisite Tayini

Akim sitometrik olarak NK hiicre sitotoksisitesi degerlendirilmesinde
kullanilan diger bir yontem CD107a (LAMP-1, lizozom bagli membran proteini-1)
ekspresyonunun belirlenmesidir. Son yapilan caligmalarda, CD107a’nin NK ve
aktive CD8 T hiicrelerinin degraniilasyonu i¢in bir belirte¢ olabilecegi gosterilmistir

(Deniz ve Demirel 2014).

NK hiicrelerin sitoplazmasinda perforin ve granzim gibi litik graniiller
icermektedirler. Hedef hiicre ile karsilastiklarinda ve gerekli reseptor etkilesimleri
sonrasi litik graniillerin hedef hiicreye degraniilasyonu meydana gelir (Alter ve ark.
2004). Degraniilasyon gerceklestiginde sekretuar lizozomlar da ortama salinir ve
lizozom bagli membran proteini olan CD107a hiicre mebranina taginir. Bu yontemde
izole edilen periferik kan mononiikleer hiicreler (PKMH) CD107a mAb ile 6ncelikle
bazal degeri belirlemek amaciyla boyanmaktadir. Daha sonra bu hiicreler hedef
hiicreler ile IL-2, IL-10 veya metil proksitol asetat/ionomisin (PMA/I) varliginda
yaklasik 5 saat 37°C’de inkiibe edilir. Inkiibasyon sonrasi hiicreler %1’lik
paraformaldehit ile fiske edilir ve CD56, CD8 ve CD107a mAb’ler kullanilarak CTL
ve NK hiicrelerindeki CD107a’nin ekspresyonu belirlenir (Sekil 11; Aktas ve ark.
2009; Shabrish ve ark. 2016).
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Uyarillmamis K562 PMA / Tonomisin

%033 % 17.4 % 29.2

CD3-/CD56+

CD107a

Sekil 11. Akim sitometrik CD107a ekspresyonuna bagli sitotoksisite. (Alter ve ark. 2004).

2.9.3. K562 Lizisine Bagh Sitotoksisite Tayini

NK hiicre sitotoksisitesini degerlendirilmesinde kullanilan diger bir metot da
CFSE (carboxyfluoresan diacetate succinimidly ester) isaretli K652 hiicrelerinin
lizisini dayal1 olan yontemdir. K562 hiicreleri 16semik hiicre soyu olup graniilositer
serinin erken farklilasma evresini temsil eder ve MHC smif I molekiiliinii eksprese
etmeyen hiicre grubudur. Ayrica K562 hiicrelerinin normal hiicrelere kiyasla uygun
kiiltiir ortaminda c¢ogalmasi ve yasam slireleri uzun olan hiicrelerdir. Bu
Ozelliklerinden dolay1 NK hiicrelerinin sitotoksisite degerlendirilmesinde hedef hiicre
olarak kullanilabilmekle birlikte apoptoz caligmalari ic¢in kullanimi oldukca

uygundur (Koeffler ve Golde 1980).

Bu yontemin ilk basamagini heparinize edilmis tam kan Orneginden
PKMH’lerin izolasyonu olusturmaktadir. Izole edilen PKMH’ler sitotoksisite igin
dogrudan kullanilabilmekle birlikte ¢esitli yontemler ile saflagtirilan NK hiicreleri de
kullanilabilmektedir. Eger saflagtirma islemi gerceklestirilmis ise, NK hiicre
safliginin belirlenmesi amaciyla CD3, CD16 ve CD56 mAb’ler ile kalite kontrollii
yapilmasi gerekmektedir. Ikinci asamada, hedef olarak kullanilan K562 hiicreleri
hiicre zarina baglanan ve yesil floresans renk veren CFSE ile isaretlenir. Ardindan
isaretlenmis olan K562 hedef hiicreler ile saflagtirilmig NK hiicreler veya PKMH’ler
cesitli oranlarda (1:1, 5:1, 12.5:1, 25:1) 4 saat boyunca 37°C’de inkiibe edilir.
Inkiibasyonun ardindan 6lii hiicrelerin belirlenmesi amaciyla propidyum iyodiir (PI)
ile boyama yapilarak Akim sitometrik analizi gergeklestirilir. PI, kirmiz1 floresans
veren bir boyadir. Canli K562 hiicreleri sadece yesil floresans renk verirken, olii

K562 hiicreleri hem yesil hem de kirmizi floresans renk vermektedir. Akim sitometri
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cihazinda iki parametreli logaritmik histogramlar kullanilarak 6lii ve canli hiicrelerin

yiizdesi belirlenmektedir (Sekil 12; Aktas ve ark. 2009; Deniz ve Demirel 2014).

A PKMH’ler yeni bir B
& test tiipiine abmir ve

K562 hedef

S:mmfu. hucre sayisi belirlenir .

Ciziinen K562
bedef hiicreleri
hil trel!r! vikama
solisyomuile h cilenir
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hiicreleri su
bzn\osunda
caziiniir
—>Tamkan
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Hiicreler veni
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oranlarda
kan-;. ralir

IL-2 gibi cesitli Flow sitometr ik 3
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Sekil 12. K562 lizisine dayali sitotoksisite deneyi.
(A. Effektor hiicrelerin (NK) periferik kandan izolasyonu. B. K562 hedef hiicrelerinin hazirlanmasi.
C. NK hiicreler ile efektdr hiicrelerin belirli oranda karigtirtlmasi, inkiibasyonu ve analizi).

2.10. DNA Dizileme Yontemleri

DNA dizi analizi, glinimiizde genom baz dizilim degisikliklerinin
incelenmesinde kullanilan en o©nemli yontemlerden biridir. DNA dizisinin
belirlenmesinde en yaygin kullanilan yontem dideoksi zincir sonlandirma
teknolojisidir (Ronaghi ve ark. 2001). Bu yontem Sanger DNA dizileme ydntemi
olarak tanimlanmakta olup 1977 yilinda Frederick Sanger ve ark. (1977) tarafindan
kesfedilmistir. Bu teknigin dnemli avantajlar1 bulunmasina ragmen diger yontemlerle
tamamlanabilecek sinirlamalar1 da bulunmaktadir. Bu sinirlamalar yeni nesil DNA
dizi analizlerinin de temelini olusturan pyrosequencing teknolojisi ile biiyiik oranda

ortadan kalkmistir (Ronaghi ve ark. 2001).

Pyrosequencing teknolojisi, Royal Institute of Technology’sinde
gelistirilen DNA dizileme teknolojisidir. Geleneksel Sanger sekanslamanin ilk
alternatifi olup sentez prensibine gore dizilemeye dayanmaktadir. Bu yontemde
sablon olarak tek iplikli polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) fragmani kullanilir ve bir

niikleotidin polimeraz ile basarili bir sekilde eklenmesinden sonra serbest kalan PPi,
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bir seri enzim kaskadi reaksiyonu ile 1s18a doniistiiriiliir (ATP siilfiirilaz APS’nin
varliginda PPi’yi ATP’ye doniistiiriir). Olusan ATP, lusiferaz aracili lusiferinin
gorliniir 151k tireten oksilusiferine doniisiimiinii saglar ve bu da CCD sensoérleri
tarafindan tespit edilerek ham veri ¢iktisinda bir tepe noktasi olarak goriiniir. Olusan
her tepe noktasinin yiiksekligi kullanilan niikleotidlerin sayis1 ile orantilidir.
Pyrosequencing teknolojisi sematik olarak Sekil 13’de gosterilmistir (Ronaghi ve
ark. 2001).

Ardisik niikleotid ilavesi

> dATP > dCTP > dGTP > dTTP

C ---- >
Pi Pi
Al dNTP Z‘ dNDP Z' dNMP
{0 TT—"T — ATP ADP AMP
PZR sonrasi biotin etiketli Apiraz
kalp streptavidin kaph PPi

beatlere baglanir | ATPsulfiirilaz /-,
APS ATP+ 50,

Pi

D-lusiferin \-j =

> Lusiferaz/Lusiferin-AMP+ O,
Lusiferaz

Lusiferaz+ Oksilusiferin+AMP+ CO,+ %
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Sekil 13. Pyrosequencing dizileme teknolojisinin sematik gosterimi.

Bu yontemlerin ticari olarak iiretilme sekilleri her ne kadar farkli olsa da is
akiglar1 kavramsal olarak birbirine benzemektedir. Bu yontemlerin ilk asamasi
kiitliphane hazirligi olup bu asamada DNA’nin restriksiyon enzimler araciligiyla
rastgele fragmentasyonu gergeklestirilmektedir. Bu asamayi ortak bagdastirici
dizilerin (adaptdr eklenmesi) in vitro ligasyonu takip etmekte ve bu basamak adaptor
ekleme basamagi olarak adlandirilmaktadir. Daha sonra kullanilacak ticari kite bagh
olarak elde edilen amplikonlarin, gen bdlgesine uygun primer veya problar
kullanilarak in situ poloniler, emiilsiyon PZR veya kopri PZR gibi yontemlerle
amplifikasyonu gergeklestirilmektedir. Bu islemi dizileme islemi takip etmekte ve bu

islem enzim kaynakli floresans 1simaya bagli veya goriintli isleme (array) seklinde
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gerceklestirilmektedir (Adessi ve ark. 2000; Dressman ve ark. 2003; Fedurco ve ark.
2006).

Calismaya ozellikle viriis kaynakli sik enfeksiyon Oykiisii olan hastalar dahil
edilmistir. NK hiicre alt grup oranlarinin ve NK hiicre sitotoksisite yeteneklerinin
FcyRIIIA geninde meydana gelen mutasyon veya polimorfizmlerden etkilendigini
diisiiniilmiistiir. Bu noktadan hareketle bu tez calismasinda NK hiicre alt grup
oranlarmin, NK hiicre sitotoksisitesi yeteneklerinin ve olast FcyRIIIA gen

mutasyon(lar)unun arastirilmasi amacglamistir.
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3. GEREC ve YONTEM
3.1. Calisma Popiilasyonu

Calisma popiilasyonunu 2016-2018 yillar1 arasinda Necmettin Erbakan
Universitesi Meram Tip Fakiiltesi Cocuk Allerji ve Immiinoloji Poliklinigine ilk defa
basvuran hastalar ile daha onceden takipli hastalar olusturmustur. Calismaya dahil

edilme kriterleri su sekilde belirlenmistir;

e Cocuk Alerji ve Immiinoloji Poliklinigine basvuran ve periferik lenfosit alt
grup analizinde CD3-, CD16+, CD56+ NK hiicresi diisilk ya da olmayan

hastalar,

e (CD3-, CD16+, CD56+ NK hiicresi normal olup NK hiicre eksikligi klinik

bulgular1 olan hastalar,
e Sik enfeksiyon dykiisii olan hastalar (6zellikle viral).
Calismadan digslanma kriterleri de su sekilde belirlenmistir;
e Immiin sistemi etkileyen saptanmis bir genetik defekte sahip olan hastalar.

Calismaya dahil edilme kriterlerini tasiyan toplam 15 hasta belirlenmistir. Bu
hastalardan 1 hastada RAG1 mutasyonu tespit edildiginden ¢aligmaya alinmamustir.
Diger 4 hasta ise kontrole gelmemis olup telefon ile de ulagilamamigtir. Bundan

dolay1 calisma 10 hasta ile gergeklestirilmistir.

Kontrol grubunu ise, Cocuk Alerji ve Immiinoloji Poliklinigine basvuran ve
asagidaki oOzellikleri tasiyan bireyler olusturmustur (N:7). Kontrol grubu igin
caligsmaya dahil edilme kriterleri su sekilde belirlenmistir;

e Hastalar ile yas uyumlu saglikli ¢ocuklar,
e Immiin sistemi etkileyen bir hastalig1 olmayan ¢ocuklar,

e Sik viral enfeksiyon Oykiisii olmayan ¢ocuklar.

Belirlenen 6zellikleri tasiyan hastalarin uzman doktor tarafindan anamnezi

almip, fizik muayenesi yapilmis olup bununla ilgili bilgiler ayrintili bir sekilde
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calisma dosyasina kaydedilmistir. Ayrica basvuru sirasinda istenen biyokimyasal,

akim sitometrik ve serolojik tetkik sonuglar1 da not edilmistir.

Hasta ve kontrollerin ebevenylerine ¢alisma ile ilgili gerekli bilgilendirme

yapilmis olup bilgilendirilmis onam formu alinmistir (Bkz. EK-B).

Hasta ve kontrol gruplarindan tam kan 6rnekleri genetik analizler ve NK alt
gruplart i¢cin K3-EDTA’l1 tiiplere, NK hiicre sitotoksisitesi i¢in tam kan &rnekleri

heparinli tiiplere alinmustir.
3.2. NK Hiicre Alt Gruplarinin Akim Sitometrik Olarak Belirlenmesi

NK hiicre alt gruplarinin belirlenmesi amaciyla Oncelikle hasta ve
kontrollerden PKMH’ler izole edilmistir. PKMH hiicre izolasyonu i¢in Ficoll-
Hypaque (Sigma—Aldrich, Steinheim, Germany) ile 2000 rpm’de 30 dk gradiyent
santrifiij islemi uygulanmistir. Santrifiij sonras1 PKMH’ler toplanip yeni test tiipiine
aktarilmig ve tizerine 2 ml RPMI (Sigma—Aldrich, Steinheim, Germany) ilave edilip
1800 rpm’de 10 dk santrifiij edilip yikama islemi gerceklestirilmistir. Daha sonra
hiicreler 1 ml RPMI’de hiicreler dikkatlice siispanse edilmistir. PKMH’lerin
hazirlanmasmin ardindan yiizey boyama asamasina gecilmistir. Bu amagla test
tiipiine 20 pl CD3 (V500C-eBioscience, Frankfurt, Germany-eBioscience, Frankfurt,
Germany), CD16 (PE-eBioscience, Frankfurt, Germany) ve CD56 (APC-
eBioscience, Frankfurt, Germany) mAb ilave edilip iizerine 100 ul PKMH’ler
eklenmistir. Vortekslemenin ardindan oda sicakliginda karanlik ortamda 15 dk
inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonras1 tekrar vorteksleme islemi yapilip iizerine 1,5
ml lysis buffer ilave edilip oda sicakliginda karanlik ortamda 10 dk inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonras1 hiicreler 1800 rpm’de 5 dk santrifiij edilip pellete zarar vermeden
lysis buffer dikkatlice uzaklastirilmistir. Daha sonra iizerine 2 ml hiicre yikama
soliisyonu (cell wash) ilave edilip 1800 rpm’de 5 dk santrifiij edilip cell wash
uzaklastirilmigtir. Pelletin iizerine 500 pl cell wash ilave edilip vortekslemenin
ardindan Becton Dickinson Canto II (BD Biosciences, Heidelberg, Germany) akim
sitometri cihazi ile hiicre sayim1 yapilip (her bir hasta ve kontrollerden en az 10x10°
hiicre) FACSDiva software version 6.1.3. programi ile analizi gerceklestirilmistir.

NK hiicre alt grup analizinde gergeklestirilen islemler Sekil 14’de 6zetlenmistir.
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Sekil 14. NK alt grup analizi i¢in uygulanilan boyama yontemi.
(A.PKMH’lerin hazirlanmast ve mAb ilavesi. B. Pellet+tmAb ilavesinin inkiibasyon sonrasi lysis,
yikama ve analiz agsamalart).

Hiicre sayiminin ardindan analiz asamasina ge¢ilmistir. Analiz isleminde
oncelikle SSC-A / FSC-A grafiginde lenfositler kapilanmistir. Daha sonra SSC-A /
CD3 grafiginde CD3- hiicreler kapilanmistir. CD3- hiicrelerin iginden NK alt
gruplarin1 belirlemek amaciyla CD56 / CD16 grafigi olusturulmus ve hiicrelerin
ayrimlarina gore CD56°"€"CD16™, CD56™¢"CD16™ ve CD56“™CD16" olmak
tizere 3 farkli NK hiicre oranlar1 belirlenmistir. Analizlerle izlenilen kapilama

yontemi Sekil 15°de gosterilmistir (Dobbs ve ark. 2017).

Graniilositler CD56hright
& | CD16
- P £ neg
[ @y oo
@ @ é CD16int
.Mcmusitler

A CD56dim
o ’ | ‘ |CD]6]1'1
’ Lenfositler

FSC-A CD3 V500-C CDI1GPE

Sekil 15. NK alt grup analizinde uygulanilan kapilama yontemi.
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3.3. NK Hiicre Sitotoksisitesinin Degerlendirilmesi

NK hiicre sitotoksisitenin degerlendirilmesi calismasi c¢esitli asamalardan

olusmakta olup bu asamalar asagida agiklanmistir.
3.3.1. NK Hiicrelerin Hazirlanmasi ve Hiicre Sayisimin Tespiti

NK  hiicre sitotoksinin degerlendirilmesi amaciyla hastalardan heparinli
antikoagulan igeren tliplere 5 ml tam kan Ornegi alimip PKMH izolasyonu
gergeklestirilmistir. Bu amagla 15 ml’lik test tiipiine 5 ml Ficoll-Hypaque koyulup
tizerine fosfat buffer salin (PBS- Sigma—Aldrich, Steinheim, Almanya) ile 1:2
oraninda seyreltilen toplam 10 ml tam kan 6rnegi yavas¢a ilave edilmis ve 2500
rpm’de 30 dk oda sicakliginda santrifiij edilmistir. Santrifiij sonras1t PKMH katmani
dikkatli bir sekilde mikropipet yardimiyla toplanip 15 ml’lik yeni test tiipiine alnip
12 ml PBS ilavesini takiben vorteklenmistir. Vortekslemenin ardindan hiicreler 1500
rpm’de 10 dk oda sicakligindan santriflij edilmistir. Santrifiij sonrasi silipernatant
kisim pellete zarar vermeden dikkatli bir sekilde aspire edilmistir. Pelletin {izerine 1
ml tam medyum (reaktif A-eBioscience, Frankfurt, Almanya) ilave edilip hafifce

vortekslenip hiicre sayisi belirlenmistir.

Hiicre sayis1 thoma lami kullanilarak belirlenmistir. 10 pl bromofenol blue, 5

ul PKMH karistirilip thoma laminda sayimlar1 gergeklestirilmistir.
3.3.2. K562 Hedef Hiicrelerin Hazirlanmasi ve Canliliginin Belirlenmesi

50 ml’lik test tiipi 37°C’ye Onceden 1sitilmig olan reaktif A ile
doldurulmugtur. Daha sonra ayri ayr1 flakonlar halinde bulunan ve -80°C’de
muhafaza edilen K562 (eBioscience, Frankfurt, Almanya) hiicreleri ¢ikarilip
37°C’lik su banyosunda hizli bir sekilde ¢ozdiriiliip daha 6nceden doldurulan 50
ml’lik reaktif A igeren test tilipline aktarilip hafif sekilde vortekslenmistir.
Vortekslemenin ardindan 1000 rpm’de 5 dk oda sicakliginda santrifiij edilip
stipernatant uzaklagtirilmistir. Pelletin iizerine 4 ml reaktif A ilave edilip K562

hiicrelerinin canlilig1 belirlenmistir.

K562 hiicrelerinin canliliginin belirlenmesi amaciyla 200 ul hiicre 12x75’1ik
test tliptine alinip {lizerine 50 pul DNA boyama soliisyonu (reaktif C- eBioscience,

Frankfurt, Almanya) ilave edilip vortekslenmis ve buzun i¢inde karanlik ortamda 5
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dk inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasi canlilik orani akim sitometri cihazinda
Olciilmiis ve analiz edilmistir. Hiicre canliliginin %90 ve {izeri olmasi normal olarak
kabul edilmistir. Hiicre canliliklar1 %75-80 oraninda ¢iktigindan hiicreler Ficoll-
Hypaque ile tekrar santrifiij edilip yikanmis ve olii hiicre uzaklastirilmistir. Daha
sonra K562 hiicre canlilig1 tekrar degerlendirilmis olup canlilik ortalama %91 olarak
belirlenmistir. Hedef hiicre hazirlanmasi ve canliliklarin belirlenmesi islemleri Sekil

16’da Ozetlenmistir.

200 pl hiicre+30 pl
Reaktif C

g Hiicreler yeni \
K362 hedef ir tii Hiicre sayim

Coziinen K562 bir tiipe almir ve
hiicreleri .
hedef hiicreleri

hiicre canhhg
= RPMI ile yikamir belirlenir
K562 hedef
hiicreleri su :
banyosunda | .
coziiniir "-—J‘
Karanhk ortamda

ve buzun icinde 3
\—}

dk inkiibasyon
37°C’lik su banyvosu

P3

Clount

AT eh MR A 1

Santrlfu_]

fuud

10
PE-A

Analiz
(K562 Hiicre Canhhg:
(%095.8)

Sekil 16. K562 hedef hiicrelerinin hazirlanmasi ve canliliklarinin belirlenmesi.

Hiicre canlilig1 analizinin ardindan K562 hiicre sayisi belirlenmistir. Hiicre
sayimi thoma laminda gergeklestirilip hiicre sayist 1 x 10°/ml hiicre olacak sekilde

ayarlanmigtir.
3.3.3. NK Hiicreler ile K562 Hedef Hiicrelerin Birlestirilmesi

Bu asamada ¢alismanin 6nceki asamalarinda hazirlanan ve canlilik kontrolleri
yapilan NK efektor hiicreler (E) ile K562 hedef hiicreler (H) degisik oranlarda
karistirilmistir. Her hasta ve kontroller i¢in 4 farkli oranda tiipler hazirlanmis olup bu
islemde kullanilan oranlar Tablo 2’de gosterilmistir. Hasta disindaki kontrol
gruplarina ilaveten testin dogrulugu acisindan ayr1 bir test tiipiine sadece hedef hiicre
koyulmus ve kontrol grubu olarak kullanilmistir. Daha sonra efektor hiicre ve hedef
hiicre karisimlar 4 saat 37°C’de %5’lik CO;’li ortamda inkiibe edilmistir (Sekil 17).
Inkiibasyon sonrasi test tiiplerine 50 ul DNA boyama soliisyonu (reaktif C) eklenip
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vortekslenmigtir. Daha sonra hiicreler buzun iginde karanlik ortamda 5 dk inkiibe
edilip 30 dk i¢inde akim sitometri ile hiicre sayimlart yapilip analizleri

gergeklestirilmistir.

Tablo 2. Kontrol ve analiz tiipleri i¢in efektor ve hedef hiicre karisim oranlari.

Oran Efektor hiicre Hedef hiicre Tam medyum Uyaran Toplam
(E:H) siispansiyonu (E) siispansiyonu (H) (Reaktif A) (Reaktif B) Hacim
: (uh) (ub) (uh) (ub) (uh)
E:H1 100 100 0 30 230
E:H2 50 100 80 X 230
E:H3 25 100 105 X 230
E:H4 0 100 130 X 230
A B
wanef B4 ‘@munlnmms A1
EHI1 EH2 EH3 E:H4 :
E: 100 E: 50 E: 25 E: 0
H: 100 H: 100 H: 100 H: 100

Rea. A:0 Rea.A: 80 Rea.A: 105 Rea.A: 130
ReaB:30 ReaB: 0 ReaB: 0 ReaB: 0

CO, inkiibatériinde
37°C “de 4 saat
inkiibasyon L_‘__
j

-

Hiicre saymu ve analiz

Sekil 17. Efektor hiicre ile hedef hiicre karigim oranlari.
(A. Karigim oranlarinin gosterimi B. Laboratuvar ¢aligsmasi. E: Efektor hiicre, H: Hedef hiicre, Rea. A:
Reaktif A, Rea. B: Reaktif B).

3.3.4. Akim Sitometrik Hiicre Sayimi ve Analiz

Efektor hiicreler ile hedef hiicrelerin inkiibasyon sonrasi sitotoksisitenin
belirlenmesi i¢in gerekli hiicre sayim1 (~3000 hiicre) Becton Dickinson Canto I (BD
Biosciences, Heidelberg, Almanya) akim sitometri cihazi ile yapilmis olup analizler

FACSDiva version 6.1.3. programi ile gergeklestirilmistir.

NK hiicre sitotoksisite analizinde en uygun sitotoksisitenin hangi hiicre
oraninda oldugunun belirlenmesi amaciyla deney, 4 farkli E:H oran1 olacak sekilde
tasarlanmistir. E:H4 oraninda efektor hiicre olmadigi icin testin kendi i¢inde kontrolii
olarak kullanilmistir. E:H2, E:H3 ve E:H4 oranlar sitotoksisite analizi igin
kullanilmis olup E:H1’de IL-2’den dolay1 asir1 aktivasyon gergeklestiginden biitiin

hasta ve kontrollerde ¢alisilmis ancak degerlendirmeye alinmamaistir. Kontrol tiipiine
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oranla E:H1, E:H2 ve E:H3’de hedef hiicre sayisindaki azalma miktarlarina gére NK
hiicre sitotoksisitesi analiz edilmistir. Testin yorumlanmast yapilirken E:H4 ile

birlikte E:H2 ve E:H3 ayr1 ayr1 karsilastirilmistir.
3.4. DNA Izolasyonu

FeyRIIIA tim gen analizinin ilk agsamasini DNA izolasyonu olusturmaktadir.
Bu amagcla, klinik ve laboratuvar bulgular1 ile fonksiyonel analizler neticesinde
belirlenen hasta ve kontrollerden genomik DNA izolasyonu gerceklestirilmistir.
Genomik DNA izolasyonunda Fenol: Kloroform: Izoamilalkol igeren prosediir
kullanilmistir. 400 pl tam kan 6rnegi 2 ml’lik ependorf tiiplere koyulup iizerlerine
0,5 ml 0,5 M EDTA (pH 8,0) ilave edilmistir. Bu karisima 2X lysis buffer ilave
edilip 2 ml’ye tamamlanmistir. 10 dk boyunca tiipler alt {ist edilerek karistirildiktan
sonra 30 dk buz igerisinde inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrast 3000 rpm’de
+4°C’de 10 dk santrifiij edilmistir. Santrifiij sonras1 slipernatant uzaklastirip pellete 3
ml Salt/EDTA eklenip vortekslenmistir. Daha sonra 0,3 ml %10’luk SDS
(Sodyumdodesil siilfat) soliisyonu, 150 pl proteinaz K (10mg/ml) eklenerek drnekler
55°C’de 3 saat etiivde inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasi tiiplerin iizerine 3 ml
Fenol (pH 8,0) ilave edilip sert bir sekilde karistirilmistir. Ardindan 3000 rpm’de
+4°C’de 10 dk santrifiij edilip, siipernatant kisim yeni steril ependorf tiipe alinmistir.
Daha sonra 3 ml Fenol: Kloroform: Izoamil Alkol (25:24:1) eklenip sert bir sekilde
alt iist edilmis ve 3000 rpm’de +4°C’de 10 dk santrifiij edilmistir. Santrifiij sonunda
slipernatant yeni bir steril ependorfa alinip siipernatantin 1/10’u kadar 3M Na Asetat
(NaAc, pH=5,2) ile siipernatant 2,5 kat1 kadar -20°C’de sogutulmus %95’lik etanol
(EtOH) eklenip sert bir sekilde sallanarak DNA’larin ¢okmesi saglanmistir.
Sonrasinda ¢oken DNA’lar cam cubuk ile yeni ependorf tiiplere alinmistir. Pelletler
kurutulup, alkol uzaklastirilmis ve pellet 0,5 ml 10 mM Tris (pH 8,0) ile

sulandirilmastir.

Sulandirilan stok DNA’larin kalite ve miktarlar1 260/280 nm UV kullanilarak

Nanodrop / Mrestro cihazi ile belirlenmistir.
3.5. FcyRIIIA Tiim Gen Analizi

FeyRIIIA geni tiim gen dizileme islemi yeni nesil dizileme teknolojisi (NGS)
kullanilarak gerceklestirilmistir. FcyRIIIA (NM_000569) genom bolgesine ait DNA
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dizisi GenBankasi’ndan temin edilmistir. Biyoinformatik analizler neticesinde
FcyRIIIA geninin FeyRIIIB (NM_000570) genine yaklasik %98 oraninda ortolog
oldugu tespit edilmistir. iki gene ait BLAST analizi sonuglar1 Sekil 18’de
gosterilmistir (www.ensemble.org; https://www.ncbi.nlm.nih.gov). Bu iki gendeki
benzerlikten dolayr FcyRIIIA geninin tek parg¢a halinde cogaltilmasi, FcyRIIIB
geninde de amplifikasyona neden olabileceg§inden genin iki parga halinde

cogaltilmasina karar verilmistir.

www.ensemblorg/Homao_s3 Blast iits 2t = GwbRzkVhePsl3fpy-5526134 B %

Assembly

Search type BLAT

Results table B

Genomic Location Overlapping Gene(s) Orientation  Query stat Queryend  Length Score v E-val %ID
1161541159 161551337 AL 590385 2, FCGRAA Raverse 1 10178 Mmre 198340 00«00 100002
Raverse 1074 2400 3329 5_251 0 0.02+00 9805 [aegrmen
Reverse 5759 TH5 1553 29260  0.0e+D0 5826
Reverse 8689 10175 1454 o 27750 0.0e+00 5793
Reverse 7307 8687 1385 35540 00e«00 5805
Reverse 4411 5313 503 ey 16590  0.0e+00 9668
Rinvirse 1 721 2 13860 0.0e+00 G8.75 4
Feverse 536 642 358 B62.0 1.70-190 98.32 |Aksoment
Reverse 716 1071 345 5550 150-188 96.55

Sekil 18. FcyRIIIA genine ait BLAST sonuglari.

3.5.1. PZR Primer Dizayni

FcyRIIIA geni tiim gen dizi analizi i¢in primer dizayninda, iki gen arasinda
farkliliklarin oldugu bolgeler tespit edilip bu bdlgelere primerlerin yerlesmesi
saglanmigtir. Primer tasariminda izlenen yol Sekil 19’de gosterilmistir. Kirmizi ile
isaretli niikleotidler primer dizini, mavi ile gosterilen niikleotidler FcyRIIIA geninde
olup FeyRIIIB geninde olmayan niikleotidler ve dizileri gdstermektedir. ilave olarak
ekzon 4-5 i¢in primer tasariminda FcyRIIIA geninde iki kez tekrar eden, FcyRIIIB
geninde ise bir kez tekrar eden dizi tespit edilmis ve primer dizayni bu iki tekrar
gblgesinin kesisim noktasina yapilmistir. 1.-3. ekzon (birinci kisim) i¢in bir primer
cifti, 4.-5. ekzon icinde (ikinci kisim) baska bir primer ¢ifti dizayn edilmistir. Ikinci
kisim igin iki reverse primer dizayn edilmis olup optimizasyon sonrasi ikinci reverse
primer (alternatif) ile devam edilmistir. Calismada kullanilan primerler Tablo 3’de

gosterilmistir.
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Ekzon 4-5 ileri primer

attactiggigacatgaicgigagaataageicigg
cgatataagaatttcctetcttgaaggecatget
cagtaaattacttggtgacatgatcgigaga
ataagctctggegatacaagaatttectotettgaa
ggocatgoteagtaataaagttggtcteaccgagg

Ekzon 5

‘n4

7]

Ekzon 3

Ekzon 1-3 ileri primer

ggcccatttctctaccetacctgggrttetetaacet
ggaaatctaatgatcaaatcacactaaaaa

gtcagtagetecigiggatiacatateceagg

agcatatagattttgaa

Ekzon 1

Ekzon 2

caaccattaattctacttatecatttatttaggaataa
ttgttttrttttcccotctanactgggtaatttataacac
gagcaattttigtatgtttaaaggattaccatcectagect
gtatigiigetitgetgigagggaacggitgggacagaaa

tcattaatttattcaataaatattattggecaggegtggtgg

cteacgectgtagteccageactttgggaageeag

geliggtgaatcaccrgaggteaggagreegagaceaga

Ekzon 1-3 geri primer

aagegrregrgtagetcrgaaactecaatttetaggaatge
agctactcactggggettccctgettgaagatcatgegett
ttcecttccactggagaccaaggaaaagtegagagitgg

Primer dizisi

ataagggatcrggeretgagrctatgritectgeegenge FeyRIIIA
agagaggcotgaggatgatgggattgaaatccagagaa s s
atgttcagagatgetgetgetactgetertattac FcyRIIIB
cCocatgggatggsy i
Ekzon 4-5 geri primer olmayan dizi
veya
niikleotidler

Sekil 19. FcyRIIIA geni tiim gen analizi i¢in primer dizayninda izlenilen yol.

Tablo 3. FcyRIIIA tim gen analizinde kullanilan primerler.

Ekzon Oryantasyon Primer dizisi (5°=23’) PZR iiriinii (b¢)
.. 173 Tleri AAATCACACTAAAAAGTCAGTAGCTCC
(Birinci kisim) 2571
13 Geri ACTTTGGGAAGCCAAGGCTG
(Birinci kisim)
A4 fleri CCATGCTCAGTAAATTACTTGGTG
(Ikinci kisim) 2708
L 4._5 Geri ATTTAGGAATAATTGTTTTTTTTTCCC
(Ikinci kisim)
4-5 Geri ATGTTCAGAGATGCTGCTGCTAC 3043
(ikinci kisim)  (Alternatif)

3.5.2. Gradiyent PZR Analizi

Primer dizaynin ardindan optimizasyon i¢in iki ayr1 gradiyent polimeraz
zincir reaksiyonu (PZR) profili gergeklestirilmistir. Ilk gradiyent PZR profili ilk
denatiirasyon basamagi 95°C’de 1 dk, 45 dongl 95°C’de 10 sn, 55-65°C’de 10 sn,
72°C’de 20 sn ve 72°C’de 1 dk olarak dizayn edilmistir. Ikinci gradiyent PZR profili
ilk denatiirasyon basamagi 95°C’de 1 dk, 45 dongii 95°C’de 10 sn, 60-70°C’de 10
sn, 72°C’de 20 sn ve 72°C’de 1 dk olarak ¢aligilmistir.

34



PZR reaksiyonu i¢in 5XPZR buffer 5 pl, 10 mM dNTPs 0,5 ul, 5 uM ileri ve
geri primer 1’er pl ve Phirell HS DNA polimeraz (Sigma-Aldrich) 0,5 pl, kalip DNA
(20-50 ng/ul) 2 pl son konsantrasyon 25 ul olacak sekilde hazirlanmistir.

Gradiyent PZR sonucu uygun sicaklik 65°C olarak belirlenmistir. Gradiyent
PZR asamasinda farkli Mytaq (Bioline Meridian Bioscience), Firepol (Solis Biodyn)
ve Phirell (Thermo Inc.) olmak iizere ii¢ farkli DNA polimeraz ile g¢aligma
gergeklestirilmistir. Ekzon 1-3 i¢in 55-65°C ve 60-70°C’de gerceklestirilen gradiyent
PZR’de Firepol DNA polimeraz ile hi¢ band elde edilememistir. Ekzon 1-3 ve ekzon
4-5 i¢in PZR sonrast elde edilen DNA fragmentleri %?2’lik agaroz jel
elektroforezinde goriintiilenmistir (Sekil 20 ve Sekil 21). En iyi sonug¢ Phirell

(Thermo Inc.) DNA polimeraz ile alinmis olup ¢alisma da bu enzim kullanilmistir.

Sekil 20. Ekzon 1-3 gradiyent PZR sonuglarinin %2'lik agaroz jel elektoroforezi goriintiisii.
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Sekil 21. Ekzon 4-5 gradiyent PZR sonuglarinin %2'lik agaroz jel elektoroforezi goriintiisii.

3.5.3. PZR Protokolii

Gradiyent PZR sonrasi ekzon 1-3 ve ekzon 4-5 i¢in uygun anneling sicakligi
65°C olarak belirlenmistir. Daha sonra gradiyent PZR protokoliinde kullanilan PZR
bilesenleri kullanilarak “M”, “MA” ve “MAK” olarak kodlanan 3 farkli PZR
protokolii denenmistir. Uygulanan PZR protokolii sartlar1 Tablo 4 ve Tablo 5’de

gosterilmistir.

Tablo 4. Ug farkli PZR'de uygulanilan PZR protokolii.

Sicaklik (°C) Siire (dk:sn) Dongii
95 A 1
95 B
65 C 35
72 D
72 E 1
4 © 1

Tablo 5. Ug farki PZR protokolii ve uygulanilan sicaklik degerleri.

PZR kodu A B C D E
M 01:00 00:10 00:10 00:20 01:00
MA 02:00 00:10 00:10 00:40 02:00
MAK 10:00 00:45 00:45 00:45 10:00

Ug farki PZR protokoliiniin ardindan M protokolii ile PZR gerceklestirilmis

olup ardindan yeni nesil DNA dizi analizine geg¢ilmistir.

36




3.5.4. PZR Kiitiiphane Hazirlig1 ve Yeni Nesil DNA Dizi Analizi

PZR islemi sonrasinda her bir 6rnek icin elde edilen iki adet amplikon,
reaksiyon verimliligi gz oniinde bulundurularak, her bolgenin yaklasik esit oranda
temsil edilecegi sekilde PZR havuzu olusturulmustur. Olusturulan PZR havuzu,
NucleoFast® 96 PCR kiti (Macherey-Nagel Gmbh) kiti kullanilarak saflastirilmistir.
Saflagtirilan Ornegin, spektrofotometre (Nanodrop N1000, Thermo Inc.) ile
kantitasyonu yapilmig olup DNA miktar1 0.5 ng/ul olacak sekilde standardize

edilmistir.

Standardizasyonun ardindan 6rneklerin yeni nesil DNA dizilemeye hazir hale
gelmesi icin DNA kiitliphane hazirlama islemi gerceklestirilmistir. Kiitiiphane
hazirligi NexteraXT DNA library Prep Kit (Illumina Inc.)’i kullanilarak {iretici
firmanin protokoliine gore gergeklestirilmistir. Kiitliphane hazirliginin  ilk
asamasinda PZR f{irlinleri transpozazlar araciligiyla 150 bp’lik fragmentlere ayrilip
adaptor eklenmesi gergeklestirilmistir. Bu iglemin ardindan fragmentlere ayrilmis
olan DNA, PZR ile yiikseltgenip indeks eklenmesi saglanmistir. Ardindan 150
bp’den kiicik DNA fragmentlerinin eliminasyonu i¢in saflastirma islemi
gerceklestirilmistir. Saflastirma asamasindan sonra kiitliphanenin normalizasyonu
saglanmis ve herbir 6rnek tek bir tlipde birlestirildikten sonra Ornekler yeni nesil
dizileme i¢in Illumina Miseq NGS (Illumina, San Diego, CA, USA) cihazina
yiiklenmistir. NGS islemi Intergen Genetik Hastaliklar Tan1 Merkezi laboratuvarinda
gerceklestirilmistir. Cihazdan elde edilen veriler MiSeq Reporter Software (Illumine
Inc.) kullanilarak hgl9 insan referans genomuna gore dizilenmis olup IGV 2.5.0
(Broad Institute) yazilimi ile analizleri gerceklestirilmistir. Iki parca halinde dizi
analizi gerceklestirilen FcyRIIIA geninin ekzon 1-3 ve ekzon 4-5’e ait ham IGV
analiz goriintiileri Sekil 22 ve Sekil 23’de gosterilmistir.
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Sekil 22. FcyRIIIA geninin ekzon 1-3'e ait IGV goriintiisi.
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Sekil 23. FcyRIIIA geninin ekzon 4-5'e ait IGV goriintiisi.

3.6. Istatistiksel Analizler

Hasta ve kontrol karsilagtirilmasinda ilgilenilen parametrelerin normal
dagilm varsayim kontrolii shapiro-wilks testi ile yapilmigtir. Degerler
Ortalama+Standart hata veya ortanca 1.ceyrek-3.ceyrek olarak ifade edilmistir. NK
hiicre alt gruplari, B73.1 ve 3G8 klonu ile CDI16 ekspresyonlarinin
karsilastirilmasinda bagimsiz ¢ testi kullanilmistir. NK hiicre sitotoksisite testinde
konsantrasyon degisimleri ile hasta ve kontrol gruplarinin karsilastirilmasinda iki
yonlii tekrarli 6l¢lim varyans analizi (Two-Way Repeated Measures ANOVA) ile
Mann Whitney U testi kullanilmistir. Testin kiiresellik varsayimi1 Mauchly's Test of
Sphericity tablosu ile degerlendirilmistir. Within effects of subjects tablosundan
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Ol¢iimlerin hem konsantrasyona bagli degisim hem de bu degisimin gruplar ile
interaksiyon ana etkisi degerlendirilmistir. Ayrica konsantrasyonlar arasindaki
karsilastirmalar i¢in her grupta basit etki testi (Simple Effect) uygulanmistir. Coklu
karsilastirmalarda bonferroni diizeltmesi uygulanmistir. Sonuglar F testi degerleri ile
birlikte etki boyutu icin kismi eta kare (n2) birlikte sunulmugstur. NK hiicre alt
gruplar1 ile NK hiicre sitotoksisitesi arasindaki iliskinin yonii ve kuvveti pearson
korelasyonu ile degerlendirilmistir. Tiim istatistiksel analizlerde P degeri <0,05
anlaml olarak kabul edilmistir. Bu analizlerde JASP Team (2019). JASP (Version
0.11.1) yazilimi kullanilmustur.

3.7. Etik Kurul ve Proje Onayi

Necmettin Erbakan Universitesi Meram Tip Fakiiltesi ilag ve Tibbi Cihaz
Dis1 Arastirmalar Etik Kurulu tarafindan “Dogal Oldiiriicii (NK) Hiicre Diisiikliigii
Olan Hastalarda, NK Hiicre Sitotoksitelerinin ve FcyRIIIA Gen Mutasyonlarinin
Arastirilmast” baglikli doktora tez ¢alismasi 27.05.2017 tarihli 2017/936 sayili karar
ile onaylanmistir (Bkz. EK-A). Ayrica ¢alisma Necmettin Erbakan Universitesi
Bilimsel Arastirma Projeleri tarafindan 171418003 proje numarast ile

desteklenmistir.
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4. BULGULAR

Calismaya Necmettin Erbakan Universitesi Cocuk Alerji ve Immiinoloji

Klinigine 2016-2018 yillar1 arasinda bagvuran toplam 10 hasta (Erkek: 8, Kiz: 2) ile

yas uyumlu 7 kontrol dahil edilmistir (Erkek: 3, Kiz: 4). Yas ve cinsiyet agisindan

herhangi bir saptanmamustir.

4.1. Klinik Bulgular

Calismaya aliman 10 hastaya ait klinik bulgular, 6zge¢mis ve soy gecmis

bilgileri Tablo 6’de 6zetlenmistir.

Tablo 6. Hastalarin klinik ve diger 6zellikleri.

;'\ z E = 1723
S ~— S < C;} < - = é o=
= 2 T Es5 EE 5 T8 g
S 2 g A 53 ™ z 2 o
3 = g ® Z g N 2 2 £ &
&) 4 O & 2. £ = =< )
- g T8 @ E =
3 Sik I e Annenin 3
H1 E 4 ay yas  hastalanma e Tekrarlayan bronsiolit Var Kardesi ex
H2 E 9 ay 6 Yiizde yara * Y?Zde kagintil dokiintii Yok e Yok
yas e Yiizde yara
2 Tekrarlayan .
H3 E 2 ay . e Tekrarlayan bronsiolit Yok e Yok
yas bronsit
e Annenin 1
2 Tekrarlayan . Var kardesi ex
H4 E 12 ay yas bronsit e Tekrarlayan brongsiolit « Babanmn 1
kardesi ex
HS E 10 ay 11 Tekrarlayan e Tekrarlayan iist ve al.t Yok ° Annen}n 2
yas ates solunum yolu enfeksiyonlari kardesi ex
e Annenin 1
Heé E 6 ay 2 Sik . T?krarlaygn bronsiolit Yok kardesi 7
yas  hastalanma e Notropeni aylik TU
ex
o Sik herpes
H7 E 12yas 15 Stk he?rpes e Tekrarlayan USYE Yok ® Yok
yas enfeksiyonu .
e Tekrarlayan otit
e Salmonella ve Rota
2 Sik nedeniyle hastane yatis1
K Yok
Hg 7ay yas hastalanma e Tekrarlayan iist ve alt © * Yok
solunum yolu enfeksiyonlari
2 Sik .
H9 K  2yas yas  hastalanma o Sik bronsiolit Var e Yok
HI0O E 15 ay 2 Tekrarlayan e Tekrarlayan iist ve al.t Yok e Yok
yas bronsit solunum yolu enfeksiyonlari
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Hastalara ait ozellikler ile klinik bulgular degerlendirildiginde, basvuru yasi
ortanca 9,5 ay (2-144 + 42), calisma sirasindaki yas ortancasi 2 yil (2-15 £ 5) olarak
bulunmustur. Hastalarin klinige bagvuru sebeplerinin en fazla sik hastalanma ve viral

enfeksiyon kaynakli oldugu tespit edilmistir.

Hastalarin klinik oykiileri degerlendirildiginde, en sik goriilen bulgunun ates,
pndnoni ve bronsit oldugu dikkat ¢ekmektedir. Ayrica 7 hastada enfeksiyonlarin
kontrol altina alinabilmesi i¢in en az 1 kez hastane yatig Oykiisiiniin oldugu tespit
edilmistir. U¢ hastanin ebeveynlerinin akraba oldugu belirlenmistir. Hastalarinin soy
gecmisglerinin  sorgulanmasi sonucunda 4 hastanin ebeveynlerinin kardeslerinin

bebeklik ¢aginda bilinmeyen sebeple exitus oldugu tespit edilmistir.

Hastalarin enfeksiyon sirasinda alinan kiltlirlerin pozitiflik durumlar1 da
retrospektif olarak degerlendirilmistir. Hastalarin hastaneye bagvurulari sirasindaki
sikdyeti dogrultusunda solunum yolu viral paneli, bogaz, idrar, burun, kan ve yara
kiiltiirleri istenmistir. Bu sonuglara gére H1, H3, H5 H6, H8, H9 ve H10’da solunum
yolu paneli pozitifligi; H5, H9, H10°da bogaz kiiltiirii, HS, H6, H9, H10’da HS, H8,
H9, H10’da burun kiltiri, H6, H9, H10’da kan kiltiri ve H2, HS5 numarali
hastalarda yara kiiltlirii pozitifligi tespit edilmistir. Solunum yolu panelinde tespit

edilen viral enfeksiyon ajanlar1 Tablo 7°da gosterilmistir.
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Tablo 7. Hastalarin solunum yolunda tespit edilen viriisler.

Hastalar Solunum Yolu Viriisleri

Influenza

H1 Metapneumovirus
Rhinoviriis

H2 Calisilmadi
Respiratuvar sinsitiyal viriis A

H3 Respiratuvar sinsitiyal viriis B
Rhinoviriis

H4 Influenza

HS Rhinovirﬁs
Influenza

H6 Rhinoviriis

H7 Herpes virlis

Respiratuvar sinsitiyal viriis A

H8 Respiratuvar sinsitiyal viriis B

Adenoviriis
Rhinoviris
Enteroviriis

Respiratuvar sinsitiyal viriis A
Respiratuvar sinsitiyal viriis B
Metapneumovirus

H9

Adenoviriis

Rhinovirtis

Respiratuvar sinsitiyal viriis A
Respiratuvar sinsitiyal viriis B
Influenza

Metapneumovirus

H10

Ayrica hastalarda gozlenen tekrarlayan enfeksiyonlar bazen anatomik ve
fizyolojik bariyerlerin fonksiyon gérmemesiyle ve alerjik hastaliklarla da iliskili
olabileceginden bu bulgular da degerlendirilmistir. Bununla ilgili herhangi bir bulgu

tespit edilmemistir.
4.2. Periferik Lenfosit Alt Grup Oranlar: ve Diger Laboratuvar Bulgular

Calismaya alinan hastalardaki klinik bulgular1t diger primer immiin
yetmezliklerde de rastlanilan bulgulara benzer oldugundan, olast primer immiin
yetmezlikleri dislamak amaciyla, periferik lenfosit alt grup oranlari, immiinoglobulin
degerleri, tam kan sayimi sonuglari, spesifik antikor yanitlart ve izohemaglutinin

titreleri de restrospektif olarak degerlendirilmistir (Tablo 8 ve Tablo 9).
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Tablo 8. Hastalarin periferik kan lenfosit oranlari, molekiil ekspresyonlar1 ve immiinglobulin

degerleri.
= = o 5
©z &z g £ E
r: § § § § BEF 28 § T = i
i % § 0% 2o oy £ & %
173 o= N o= — iy
i B8 8 37 8 L& g g : §  EE
© 25 23 ° B 3 £
a= = = =
® © = £
Ig G: 368
H1 70 12 22 56 0 3,5 5,3 26 99 IgA:24
Ig M: 68
Ig G: 488
H2 65 24 29 40 0,9 0,6 2,1 24 87 IgA:27
Ig M: 47
Ig G: 771
H3 59 21 33 40 0,1 1.8 2,1 34 97 IgA:54,1
Ig M: 42,6
Ig G: 630
H4 62 29 26 29 0 5,6 6,2 34 97 Ig A:26,7
Ig M: 114
Ig G: 538
H5 62 22 22 39 0 27 21,7 24 99 IgA:93
Ig M: 62,8
Ig G: 336
H6 58 17 38 41 0 4,3 3.9 29 99 Ig A:245
Ig M: 71,6
Ig G: 824
H7 69 34 12 37 0 5,6 12,5 20 97 IgA:84
Ig M: 51
Ig G: 654
HS8 74 28 20 44 5 2,6 4,8 20 99 IgA:48
Ig M: 118
Ig G: 677
H9 51 14* 43 33 0 8,6 3,7 41 99 IgA:23
Ig M: 73
Ig G: 965
H10 79 25 22 52 0,2 5,7 5,3 20 99  Ig A:40,9
Ig M: 60,3

(*: Referans degerlerinin altinda).

Hasta ve kontrollerin CD16 ekspresyonlar1 B73.1 ve 3G8 olmak {izere iki

farkl1 klondan mAb’ler ile degerlendirilmistir. Hasta CD56+ NK hiicre sayilari

ortalama %76 iken kontrollerde ortalama %12,10 bulunmus olup bu fark istatistiksel
olarak anlamli tespit edilmistir (p=0,002). Farkli klonlar kullanilarak degerlendirilen

CD16 ekspresyonlar1 da hastalarda kontrollere oranla anlamli derecede diisiik

bulunmustur (p<0,001).
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Tablo 9. Hastalarin tam kan sayimi, izohemaggliitinin tireleri ve 6zgiil antikor yanitlar1.

Parametreler H1 H2 H3 H4 HS5 Hé H7 HS8 H9 H10
WBC (10°7/ul) 67 107 7 50 69 551 76 123 94 9
ANS 2700 3000 3300 1600 2400  220% 5000 2091 3700 2800
ALS 2550 6800 3100 3700 3250 4022 2100 8118 4600 5200
HGB (g/dL) 1,5 134 8 118 97 112 145 122 11 117
HCT (%) 344 397 218 348 296 328 44 365 31 335
PLT (10°/ul) 273 316 583 346 341 435 202 187 205 341
izohemaglutinin 132 132 X 132 164 116 116 X 18 18
Anti HbS <2* 725 301 814 85 840 4862 220 191 1000
(mIU/ml)

Pnémokok Ig 4800 2900 X 450 2300 3300 10500 X X X
(mu/ml)

Tetanoz Ig

U/ 065 085 06 23 128 010 4,06 1 22 001%
CD25

aktivasyonu 23 X X X 43 13 19 21 X X
(Kat)

(*: Referans degerlerinin altinda; X: Calisilamadi).

4.3. Akum Sitometrik NK Hiicre Alt Grup Oranlari

Calisma kapsaminda degerlendirilen NK hiicre alt grup analizinde

CD56°€"CD16™¢, CD56*€"CD16™ ve CD56Y™CD16™ olmak iizere 3 farkli NK alt

grubu belirlenmistir (Dobbs ve ark. 2017). Hasta ve kontrollere ait akim sitometri

goriintiisii Sekil 24°de gosterilmis olup NK hiicre alt grup oranlar1 da Tablo 10°de

Ozetlenmistir.

Tablo 10. Hasta ve kontrollerin NK hiicre alt grup oranlar1 (%).

23 2 = £ 2

z 5 a8 20 80

= v Q Q S
H1 1,5 0 0,8
H2 1,7 13 2
H3 1,7 0,6 1,3
H4 1,7 0 0
H5 4,8 0 0,1
H6 1,6 4.6 1,8
H7 1,7 7,6 3.4
HS 0,8 4.8 43
H9 1,5 0 0
H10 3,5 6,2 1,7
K1 2,5 27,2 43
K2 1,9 23 3,4
K3 3,2 38,5 1,7
K4 2 11,4 2,4
K5 2 20,3 3,8
K6 1,9 16 43
K7 0,5 20,8 2,6
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Sekil 24. Baz1 hasta ve kontrollere ait NK hiicre alt gruplarinin akim sitometrik goriintiisii.
(1: CD56™CD16™%; 2: CD56™¢M"CD16™; 3:CD56“"CD16M)

NK hiicre alt grup analizde elde edilen veriler kontrol grubu ile
karsilastirildiginda CD56™$"CD16™¢ hiicre gruplarindaki farkin istatistiksel olarak
anlamli olmadigi (p=0,931), CD56"¢"CD16™ ve CD56Y™CD16"™ NK hiicre alt
grubun da ise istatistiksel olarak anlamli farklilik bulundugu tespit edilmistir (p
degerleri sirasiyla; p<0,001; p=0,002). NK hiicre alt grup analizinde elde edilen

veriler Sekil 25°de gosterilmistir.

10
p=0.,001
:
25 |
¥ 5
2.3
*H
A
# 13

p=0.002

5 = z 3, 32
ry | 2
1.3
. — ﬁ i

CDS6bnghtCD1dneg CDbnghtCD1 St CD36dim CD 16k *

BHam EEontrol

Sekil 25. NK alt gruplarina ait istatistiksel analiz sonuglari.
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Tespit edilen 3 NK hiicre alt grubuna ilaveten CD56"™CD16"¢ bir NK hiicre

alt grubu tespit edilmis olup bu grup hasta ve kontrol grubu ile karsilastirildiginda

istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit edilmemistir (p=0,233).

4.4. NK Hiicre Sitotoksisite Sonuclart

Calisma gerceklestirilen kontrole ait sitotoksisite goriintiileri Sekil 26’de

hastaya ait sitotoksisite analiz goriintiileri Sekil 27°de gosterilmistir.
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Sekil 26. Kontrolle ait sitotoksisite analiz goriintiileri.

E:H4
P3: % 6,7

E:H3
P3: %121

E:H2
P3: % 38,5
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Sekil 27. Hastaya (H4) ait sitotosisite analiz goriintiileri.

Sitotoksisite analizi gerceklestirilen hasta ve kontrollere ait analiz sonuglari

Tablo 11°de gosterilmistir.

Tablo 11. Hasta ve kontrollere ait sitotoksisite analiz sonuglari (%).

Hasta ve E:H4 E:H3 E:H2
Kontroller E: 0 E: 25 E: 50
K562: 100 K562: 100 K562: 100
H1 7,1 19,5 20,9
H2 7,1 9 11,2
H3 8,3 10,6 10,7
H4 7,7 9,4 9,3
H5 7,7 11,4 11,2
H6 38 40,4 39,8
H7 38 432 35,5
HS 36 37,1 39,3
H9 25 29,8 42,5
H10 32 34,3 394
K1 5,7 12,5 32
K2 10,8 18,2 46
K3 6.8 12,1 38,5
K4 30 71 69
K5 15 42 49
K6 18 54 71

K7 16 58 55




NK hiicre sitotoksisite testi sonucunda elde edilen veriler hem kendi iginde
hem de kontroller ile karsilastirilarak analiz edilmistir. Oncelikle analiz sonuglarinin
kiiresellik varsayimini karsilayip karsilamadigr Mauchly's Test of Sphericity testi ile
degerlendirilmis olup elde edilen verilerin kiiresellik varsayimini karsiladigi tespit
edilmistir (W=0,87; ¥2(2) =1,96; p=0,376). Within Subjects Effect tablosundan
tiplerdeki efektdr hiicre konsantrasyonuna bagli degisimin ana etkisi
degerlendirildiginde, hedef hiicre miktarindaki degisim istatistiksel olarak anlamli

bulunmustur (F (1, 30) =56,084; p<0,001, n2: 0,79).

Sitotoksisite analizinde konsantrasyona bagli degisime gruplarin dahil
edildigi interaksiyon etkisi degerlendirildiginde efektor hiicre konsantrasyonundaki
degisimin anlamli oldugu tespit edilmistir (F (1, 30) =32,093; p<0,001, n2: 0,68). Bu
durumda hasta ve kontrol arasinda efektor hiicre konsantrasyondaki degisimin hedef
hiicre miktarinda farklilik gosterdigi anlamina gelmemektedir. Ayrica hasta ve
kontrol gruplarindaki tiipler ayr1 ayr1 degerlendirildiginde kontrol grubundaki
tiiplerdeki efektor hiicre miktarindaki degisimin hedef hiicre miktarindaki azalmaya
istatistiksel olarak anlamli etki ettigi bulunmustur (F (2, 12) =36,820; p<0,001, n2:
0,68).

Hasta ve kontrol orneklerinde hedef hiicre miktarindaki azalma ¢ift
karsilastirilmali olarak degerlendirilmistir. Kontrol grubu i¢in, E:H4 ile E:H3
(p=0,011) ve E:H4 ile E:H2 (p<0.001) arasindaki hedef hiicre miktarindaki degisimin
istatiksel olarak anlamli oldugu, E:H3 ile E:H2 (p=0.098) arasindaki degisimin
anlamli olmadig1 sonucuna varilmigtir. Hasta grubu i¢inde istatistiksel olarak benzer

sonuglar elde edilmistir (p degerleri sirasiyla; p=0,017; p=0,066; p>0,05).

Hasta ve kontrol gruplar1 birbiri arasinda tek tek degerlendirildiginde kontrol
grubunda hedef hiicre miktarindaki azalma E:H4 (%13) ile E:H3 (%40) arasinda 3,07
kat, E:H4 ile E:H2 (%53) 4,07 kat iken hasta grubunda bu degisimler her iki oranlar
arasinda ortalama 1,25 kat olarak tespit edilmistir. Kontrol ve hasta grubunun efektor
hiicre konsantrasyonuna bagli hedef hiicre miktarindaki degisim Sekil 28’de
gosterilmistir. Bundan dolay1 sonuglar, kontrol grubunda NK hiicre sitotoksisitesinin
pozitif, hasta grubunda negatif oldugu yoniinde degerlendirilmistir. Ayrica E:H3 ile
E:H2 arasindaki degisimin istatistiksel olarak anlamli olmadigi sonucu testin

gergeklestirilirken bu tiipe ihtiya¢ duyulmamasi gerektigi boylelikle hem hedef hem
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de efektor hiicre miktarinin daha az miktarda  kullanmilarak  testin

gerceklestirilebilecegi sonucunu vermektedir.
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Sekil 28. NK hiicre sitotoksisite analizinde farkli oranlarin hedef hiicre miktarindaki degisimi.

NK hiicre sitotoksisitesinde kullanilan E:H2 ile E:H3 konsatrasyonlarinda
ayr1 ayr1 korelasyon analizi gerceklestirilmis olup E:H2 ile E:H3 i¢in de ayr1 veriler
elde edilmistir. Oncelikle genel sitotoksisite degerlendirildiginde E:H2’de korelasyon
katsayisinin daha gii¢lii oldugu tespit edilmistir. Daha sonra NK hiicre alt grubunun
sitotoksisite  iizerideki etkisi degerlendirilmis olup CD56™€"CD16™ ve
CD56"™CD16™ NK hiicre alt grubu ile NK hiicre sitotoksisitesi arasinda pozitif bir
korelasyon tespit edilmistir (p degerleri swrasiyla p=0,044; p=0,018).
CD56™¢"CD16™ NK alt grubu ile NK hiicre sitotoksisitesi arasinda negatif
korelasyon tespit edilmis olup bu degisim istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir

(p=0,433). Korelasyon analiz sonuglar1 Tablo 12°de gdsterilmistir.

Tablo 12. Pearson korelasyon analizi sonuglar18.

Efektor ve Hedef Hiicre Oranlan

NK Hiicre Alt Grup

E:H3 E:H2
bright neg p: 0,233 p: 0,433
CDS6 CD16 r: -0,306 r:-0,191
bright int p: 0,546 p: 0,044*
CDS67"CD16 r: 0,158 r: 0,493
dim hi p: 0,113 p: 0,018+
CDS677CD16 r: 0,399 r: 0,546

4.5. FcyRIIIA Geni Analiz Sonuclari

Bu ¢alismada FcyRIIIA geninin, NGS ile gerceklestirilen tiim gen analizi ile
ekzon 3 ve ekzon 4’de polimorfizmler tespit edilmistir. Ekzon 4’deki (rs396991;
g.161514542 A>C; p.V176F) polimorfizm biitiin hastalarda tespit edilmistir. Ekzon
3’de (rs10127939; g.161518333 A>C, A>T; p.L66H) tespit edilen degisiklik biitiin

hastalarda farkli genotipde bulunmustur. Referans genoma ilaveten bir kontrolde
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(K5) gergeklestirilen NGS analizi sonucunda ekzon 4 i¢in heterozigot (AC), ekzon 3
icinde homozigot normal (AA) genotipinde oldugu belirlenmistir. Sonuglar ile ilgili
elde edilen veriler Tablo 13°de gosterilmistir. Ilave olarak ekzon 4 ve ekzon 3’e ait

NGS analiz goriintiileri sirasiyla Sekil 29 ile Sekil 30°de gosterilmistir.

Tablo 13. FcyRIIIA genine ait NGS sonuglari.

Hastalar Ekzon 3 (rs10127939) Wild tip (AA)  Ekzon 4 (rs396991) Wild tip (AA)
H1 AT CC
H2 AA CC
H3 AC CC
H4 AT CC
H6 AC CC
H7 AT CC
HS8 AA CC
H9 AT CC
H10 AT CC
KS AA AC

Haman hg19 va vH#ﬂ:lﬂ,sn.sss-lﬂ,sw,ns o Bt « » @O & 2 | = T [y s|

SR e PP LR B . ——

| st w000 g e T e | ) e eoonp 0 ;

= i

Human hg19 va | | 1:161518,313-161,518,361 G B 4 » gnﬁﬁ] * 3 | (=S RTUIRTRIERTRNANNTRINTY e}

A T T R p—

==

Sekil 29. FcyRIIIA geni ekzon 3 IGV analiz goriintiisii.
(Ok isareti polimorfik bolgeyi gostermektedir. A: IGV analizi genel gériiniimii, B: Yakinlagtirilmig

goriintii).
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Sekil 30. FcyRIIIA geni ekzon 4 IGV analiz goriintiisii.
(Ok isareti polimorfik bolgeyi gostermektedir. A. IGV analizi genel goriiniimii, B. Yakinlagtirilmig

goriintii).

NGS sonuglarmin analizleri sirasinda ekzon 1 ile ekzon 2 arasindaki intron 1

bolgesi ile ozellikle ekzon 1’de fazla sayida polimorfizm oldugu gozlenmistir.

FcyRIIIA geni ile FcyRIIIB genleri arasindaki yliksek DNA dizi benzerligi olasi

polimorfizmin FcyRIIIB geni kaynakli olup olmadigi sorusu akla gelmistir. Bundan

emin olabilmek i¢in FcyRIIIA geni lizerine yapilan alignment iglemi FcyRIIIB geni

tizerinden de gergeklestirilip sonuglar karsilastirtlmistir. Her iki kisim iginde

gerceklestirilen analizler Sekil 31A (FcyRIIIA geni iizerine yapilan alignment) ve

Sekil 31B (FcyRIIIB geni iizerine yapilan alignment)’de gosterilmistir. Ilgili bolge

gerceve igine alinmistir.
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Sekil 31. FcyRIIIA ve FcyRIIIB tizerine yapilan alignmentin IGV goriintiisii.

(A:FcyRIIIA geni lizerine yapilan alignement. B: FeyRIIIB geni lizerine yapilan alignment).

FcyRIIIA ve FcyRIIIB geni iizerine yapilan alignmentler detayli bir sekilde

analiz edilmistir. Ekzon 1, intron 1 ve ekzon 2 bolgesinin detayli analiz goriintiisii

Sekil 32°de gosterilmigstir. Analizlerde de gorildiigi gibi FeyRIIIA DNA dizisi

kullanilarak yapilan alignmentde daha az polimorfik bolge gozlenmistir. Ancak

FcyRIIIB DNA dizisi kullanilarak gergeklestirilen alignmentde ilgili bolge daha

karmasik hale gelmektedir. Bu durumda sekanslanan bolgenin FcyRIIIA genine ait

bolge oldugunu gostermektedir. ilave olarak H3, H6 ve K5 6rneklerinde FcyRIIIA

geni lizerine yapilan alignmentde bolgenin normal oldugu FcyRIIIB iizerine
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alignment yapildiginda bdlgenin karmasik hale geldigi agik¢a goriilmektedir. Bu
analizler de bolgenin FcyRIIIA gen bolgesi oldugunu desteklemektedir.
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Sekil 32. lgili bolgenin FcyRIIIA ve FcyRIIIB iizerine yapilan alignmentin IGV gbriintiisii.

Bu analizlerin ardindan ekzon 1 ile ekzon 2 ile arasindaki intron 1 bdlgesi ile
ekzon 1’1 kapsayan yukarida detayli analizleri yapilan bdlgenin dizisi ¢ikarilip bu
bolge ile detayli arastirma yapilmistir. Elde edilen dizi BLAST programi aracilifiyla
alignment yapilmis olup FcyRIIIA geni ile %97 FcyRIIIB geni ile %96 oraninda
benzerlik gosterdigi tespit edilmistir (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov;

https://genome.ucsc.edu).

FeyRIIIA geni tim gen analizi sonucunda tespit edilen diger polimorfizmler

Tablo 14’°de gosterilmistir.
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Tablo 14. FcyRIIIA geni tiim gen analizi sonucunda tespit edilen diger polimorfizmler.

Polimorfik bolge HlI H2 H3 H4 He H7 H8 H9 HI10 K5
Ekzon3 161.158.214 (TT)* TA TA TT TA TT TA TA TA TA TT
161.518.333 (AA)* AT AA CT AT CT AT AA AT AT AA
161.518.336(CC)* CT CT CC CT CC CT CTr CT CT CC
Ekzon1 161.519.584(AA)* AG AG AA AG AA AG AG AG AG AA
161.519.601 (AA)* AG AG AA AG AA AG AG AG AG AA
161.519.622(CC)* CT CT CC CT CC CT CTr CT CT CC
161.519.637(CC)* CT CT ¢C€C CT ¢CcC CT CTr Cr CT CC
161.519.645(CC)* CT CT CC CT ¢CC CT CTr CT CT CC
161.519.646 (AA)* AG AG AA AG AA AG AG AG AG AA
161.519.650 (AA)* AG AG AA AG AA AG AG AG AG AA
161.519.677(CC)* CT CT ¢C€C CT CcC CT CTr Cr CT CC
161.519.684 (GG)* AG AG AA AG AA AG AG AG AG AA
161.519.695(GG* CG CG GG CG GG C€CG CG CG CG GG
161.519.700 (GG)* GT GT GG GT GG GT GT GT GT GG
161.519.723 (CC)* AC AC CC AC CC AC AC AC AC CcCcC
161.519.724(CC)* CT CT CC CT ¢C€C CT CTr CT CT CC
161.519.777 (TT)* cT C€cr Tr CT Tr CT CT CT CT TT
161.519.788 (TT)* cT Ccr Tr CTr Tr CT CT CT CT TT
161.519.815 (AA)* AT AT AA AT AA AT AT AT AT AA
161.519.839(CC)* CT CT ¢C€C CT ¢CcC CT CTr Cr CT CC
161.519.840 (AA)* AT AT AA AT AA AT AT AT AT AA

* hg19 insan referans genom dizisine gore WT genotipler
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5. TARTISMA ve SONUC

Bu tez projesinde, klinik ve rutin laboratuvar bulgular dogrultusunda NKD
Ozellikle FNKD diisiiniilen hastalar ¢calismaya alinmistir. Hastalara periferik lenfosit
alt grup ile NK hiicre alt grup ve NK hiicre sitotoksisite (NK hiicre fonksiyon tespiti
icin) analizi uygulanmistir. NK hiicre sitotoksisite analizinde kontrole oranla
sitotoksisite yetenegi diisiik olan hastalarin FcyRIIIA gen mutasyon(lar)u agisindan
arastirtlmas1 amaclanmistir. Hastalarin NK alt gruplari, NK hiicre sitotoksisite
sonuglart ve FcyRIIIA gen mutasyonlari, klinik oOzellikleri birbirleri ile
iligkilendirilmistir. Bu karsilagtirlma neticesinde klinik olarak NKD diisiiniilen
hastalarin NK hiicre alt gruplar1 ile sitotoksisite agisindan farkli oldugu ve farkl alt

gruplarin hastalarin kliniklerinin kotii yonde etkiledigi belirlenmistir.

Calismaya alinan hastalarin klinige bagvuru sikayetlerinin degerlendirilmesi
sonucu en sik sikayetin sik hastalanma oldugu dikkati ¢ekmektedir. Sik hastalanma
sebepleri sorgulandiginda iist solunum yolu enfeksiyonuna bagli oldugu tespit
edilmistir. Literatiirde FcyRIIIA mutasyonuna bagh ilk vakaninda sikayeti
incelendiginde tekrarlayan iist solunum yolu enfeksiyonlarinin sik goriildiigii dikkati
cekmektedir. Dolayisiyla calismaya alinan hastalarin literatiirle uyumlu oldugu
gozlenmektedir (Jawahar ve ark. 1996; de Vries ve ark. 1996; Mace ve Orange
2016). Hastalarin enfeksiyon donemlerinde alinan kiiltiir ve molekiiler
mikrobiyolojik ¢alismalarda solunum panelinde sik rastlanilan viral ajanin
rhinoviriis, respiratuvar sinsitiyal viriis A ve B (RSV) ve influenza oldugu tespit
edilmistir. Bu viral ajanlarin uzaklastirilmasinda sitotoksik T lenfositler gorev
yapmaktadir. Sitotoksik T lenfositlerin etkin olarak gorev yapmasinda NK hiicreler
salgiladiklar1 IFN-y araciligiyla bu yaniti diizenlemektedir (Kos ve Engleman 1996;
He ve ark. 2004; Culley 2009). Calisma grubunda bulunan hastalarin CD8+
sitotoksik T hiicre oranlart normal dilizeyde tespit edilmistir. NK hiicre
fonksiyonundaki bozukluk ve sayisindaki azlik bu tip viral ajanlara bagh enfeksiyon

sikligini agiklayabilir.

Hastalarin tam kan sayimlari, periferik lenfosit alt grup analizleri, serum Ig
diizeyleri ve diger immiinolojik testleri diger primer immiin yetmezlikleri diglanma
acisindan degerlendirilmistir. Tam kan sayimlarinda herhangi bir anormallik tespit

edilememistir. Bir hastada (H9), hafif CD8+ sitotoksisite, T hiicre diisiikliigii, bir
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hastada (H10) ise hafif CD19+ B hiicre diisiikliigii tespit edilmis olup takiplerinde
diizelme saptanmistir. Ig diizeyleri agisindan; 4 hastada (H3, H5, H6 ve H10) IgG
degerlerinde hafif diisiikliik, bir hastada (H3) IgG’ye ilave olarak IgM diistikliigi, bir
hastada ise (HS5) IgG ile birlikte IgA diisiikliigii tespite edilmistir. Hastalarin asi
cevaplar1 ve izohemaglutinin titreleri de degerlendirilmistir. ki hastanin (H3 ve HS)
yasindan dolay1 izohemaglutinin sonuglari degerlendirilmemistir. Bunun disinda
diger immiinolojik testlerde de bir anormallik tespit edilememistir. Hastalarin
laboratuvar bulgular literatiirdeki vakalarda ile karsilastirildiginda izole NKD igin
uyumlu goriinmektedir (Jawahar ve ark. 1996; de Vries ve ark. 1996; Mace ve

Orange 2016).

Hastalarin sikayetleri dogrultusunda sik hastalanan ¢ocuga yaklasim kriterleri
(Jeffrey modell foundation) ile hastalar degerlenmis veolas: PIY acisindan hastalar
arastirilmistir (http://www.info4pi.org/hq). Bu amagla, birinci ve ikinci basamak
testler gerceklestirilmistir. Bunlar neticesinde diger PIY’ler dislanmis ve hastalar

izole NKD olarak kabul edilmis ve bunun ile ilgili ileri analizler gerceklestirilmistir.

NKD’nin ileri immiinolojik analizleri i¢in NK hiicre alt gruplar1 ve hastalarin
NK hiicre sitotoksisite yetenekleri degerlendirilmistir. Ortalama CD56+ NK hiicre
oranlar1 hastalarda %6,7 iken kontrollerde %18,8 olarak tespit edilmis ve istatistiksel
olarak anlamli bulunmustur (p=0,002). Ancak yasa gore kiyaslandiginda normal
araliklarda yer aldig1 ve literatiir ile uyumlu oldugu tespit edilmistir. Ancak CD56+
NK hiicrelerin CD16 ekspresyonu, B73.1 ve 3G8 olarak farkli iki klon ile
degerlendirildiginde 3G8 acisindan hasta ve kontrollerde istatistiksel olarak bir fark
olmamasina ragmen, B73.1 klonu ile yapilan CD16 ekspresyon analizlerinde farkin
anlamli oldugu saptanmistir (p<0,001). Bu sonuglar da hastalarin B73.1 ile
ekspresyon kaybiin FeyRIIIA geninde olusan bir mutasyondan kaynaklandigini akla
getirmektedir. Bu amagla gergeklestirilen literatiir arastirmasinda, FcyRIIIA geninde
meydana gelen ¢.230T>A tranversiyonunun L66H amino asit degisikligine yol agtig1
ve bu mutasyonun homozigot olmasi durumunda da NKD ve 6zellikle FNKD’nin
sebebi oldugu belirtilmektedir (Jawahar ve ark. 1996; de Vries ve ark. 1996; Grier ve
ark. 2012). Lenart ve ark. benzer klinikleri tasiyan 167 hastay1 L66H varyanti
acisindan degerlendirmisler ve sadece 30 hastada bu varyant agisindan homozigot

mutasyon tespit etmisler ve bu mutasyonun nadir goériilen bir mutasyon oldugunu
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belirtmiglerdir. Ilave olarak NK hiicrelerdeki B73.1 klonu ile gastrointestinal
malignitesi olan hastalarda da CD16 kaybimna rastlamislardir. Buradan NK hiicre
analizinin PIY olan hastalara ilaveten malignitesi olan hastalarda da
degerlendirilmesi gerektigini vurgulamiglardir. CD16’nin B73.1 kolonu ile tespit
edilememesi, reseptoriin etkilendigini akla getirmektedir. B73.1 mAb ile epitop
kayb1 gbz Oniine alindiginda, L66H mutasyonun CD16’nin ii¢ boyutlu (3D)
yapisinda degisikligi neden oldugu ve bunun sonucunda bagli B73.1 mAb ile tespit
edilemedigi agiklanmistir (Grier ve ark. 2012).

Hastalarda gegeklestirilen FcyRIIIA tim gen analizi neticesinde ve ekzon
3’de (rs10127939; g.161518333 A>C, A>T; p.L66H) degisiklikler tespit edilmistir.
Sekiz hastanin bu bolge acisindan heterozigot oldugu iki hastanin da homozigot
normal genotipe sahip oldugu tespit edilmistir (Tablo 13). Ancak bu hastalarin
hepsinde B73.1 klonu ile CD16 ekspresyonu tespit edilememistir. Bu da sadece bu
mutasyonun epitop kaybina sebep olmadigi, heniiz tespit edilmemis bagka olasi
gen(ler) mutasyonlarinin epitop kaybia sebep olabilecegini diisiindiirmektedir.
Lenart ve ark. (2010) tarafindan yapilan bir ¢alismada, B73.1 mAb ile epitop
kaybmin sadece L66H mutasyonuna bagli olmadig1 baska mutasyonlarin da epitop
kaybma sebep olabilecegi bildirilmistir. Bu tez ¢alismasinda elde edilen veriler
Lenart ve ark. (2010) yaptig1 ¢alisma ile uyusmakta, CD16 epitop kaybina sebep

olacak baska gen mutasyonlarinin da olabilcegini diisiindiirmektedir.

NK hiicre alt grup analizlerinin degerlendirilmesi sonucunda olusturulan 3
NK hiicre alt grubundan CD56™#"CD16™# (p=0,931) NK alt grubunun hasta ve
kontrol gruplarinda istatistiksel olarak farkli olmadigi, CD56™"CD16™ (p<0.001)
ve CD56%"CD16" (p= 0,002) gruplarindaki farkin istatistiksel olarak farkli oldugu
tespit edilmistir. Literatlirde NK hiicre alt gruplarinin, NKD ile iligkili olarak farkli
genlerde meydana gelen mutasyonlarla degisiklik gosterdigi bildirilmistir (Mace ve
Orange 2016; Mahapatra ve ark. 2017). Ayrica bu gen mutasyonlari sahip olan
vakalarda CD16 ekspresyonunun klonal farkina bagh bilgi bulunmamaktadir. Bu tez
caligmasinin vakalarinda CD16 epitop kaybi tespit edilmis olup NK hiicre alt gruplari
acisinda da literatiirle uyumlu sonuglar elde edilmistir. Biitiin NK hiicre alt gruplari
degerlendirildiginde, CD56""#™CD16™¢ grubu kontroller ile kiyaslandiginda
istatistiksel olarak bir fark olmadigi dikket ¢ekmektedir (p=0,931). Bu hiicrelerin

57



normal simirlarinin ne olduguna dair literatiirde de ¢ok az bilgi olmasina ragmen
Angelo ve ark. (2015) 40 saglikli birey ile yaptiklari galismada CD56™¢"CD16"
hiicre grubunun NK hiicrelerinin %6,9-8,56’sin1 olusturdugu belirtilmistir. Bu tez
calismasinin  kontrol grubunda CD56"€"CD16™¢ hiicre orami %2,04 olarak
belirlenmis olup calismadaki (Angelo ve ark. 2015) hiicre oranina gore diisiik olarak
tespit edilmistir. Angelo ve ark. (2015) c¢alismast yetigkin dondrlerde
gerceklestirilmis olup bu tez calismasi pediatrik grupta gergeklestirildiginden
CD56™€M"CD16™¢ hiicre diisiikliigii yas grubunun farkli olmast ile iliskilendirilmistir.

Ayrica CD56™ 8" hiicrelerin, CD56%™ NK hiicrelerinin 6nciilleri oldugu kabul
edilmektedir (Cooper ve ark. 2001; Bryceson ve ark. 2010). CD56™" hiicreler
progenitor hiicrelerde ifade edilen CD117’yi eksprese etmektedir. Ancak yaslanmis
hiicrelerde eksprese edilen CD57’yi ifade etmemektedir. Bu da CD56"€" hiicrelerin
CD56%™ hiicrelere onciiliik ettigi ve daha fazla gogalma kapasitesine sahip oldugunu
aciklamaktadir (Brenchley ve ark. 2003; Matos ve ark. 1993; Romagnani ve ark.
2007). Bu tez calismasinda CD56°€"CD16™%popiilasyonda hasta ile kontroller
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark goriilmemesi NK hiicre gelisiminin
6nemli basamagi olan CD56™" asamaya kadar gelismesinde herhangi bir problem

olmadigini gostermektedir.

CD56"€" NK hiicreler giiclii sitokin salgilama yetenegine sahip olup CD56%™
alt grubu ise dogal sitotoksisiteden sorumlu olan NK hiicreler olarak tanimlanmistir
(De Maria ve ark. 2011; Nielsen ve ark. 2012). Periferik kandan saflastirilan
CD56"™CD16%™ hiicrelerin CD56"™CD16™*¢™ hiicrelerden fazla degraniile oldugu
tespit edilmistir (Amand ve ark. 2017). Bu calismada, hastalarda tespit edilen
CD56%™ szellikle CD56“™CD16" (ortalama deger hastalar: %1,3; kontroller: %3.2;
p=0,002) hiicre diisiikliigii literatiir ile uyumlu bulunmustur.

NK hiicre fonksiyonlari, NK hiicre sitotoksisite analizi ile degerlendirilmis
olup hastalardaki sitotoksisite kontroller ile karsilastirildiginda diisiik/negatif tespit
edilmistir. NK hiicre sitotoksisitesi, hedef hiicre olarak MHC Smf 1
ekspresyonundan yoksun K562 16semik hiicreler kullanilarak gercgeklestirilmistir.
NK sitotoksisite analizinde >'Cr salinim analizi, CD107a ekspresyonu temeline bagl
ve K562 hedef hiicre lizisine dayali yontemler bulunmaktadir (Deniz ve Demirel

2014). >'Cr salimm analizinde NK hiicre sitotoksisite analizinde hedef hiicre olarak
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K562 hiicreler radyoaktif *'Cr ile inkiibasyon sonrasi >'Cr salmmunin tespiti ile
belirlenmektedir (Whiteside ve ark. 1990; Motzer ve 2003). Bu yontem NK hiicre
sitotoksisitesinin  belirlenmesinde kullanilan altin  standart yontem olarak
distiniilmiistiir. Ancak teknik olarak radyoaktif izotoplar kullanilmasi nedeniyle
yerini alternatif yontemlere birakmaktadir (Somanchi ve ark. 2015). Bundan dolay1
bu c¢aligmada K562 hedef hiicrelerin oliim oranlarinin degerlendirilmesiyle
sitotoksisite analizi gergeklestirilmistir. Bu yontemde 4 farkli konsantrasyonda NK
hiicreleri  kullanilmistir. Tiipiin birine sadece hedef hiicre konulmus (E:H4)
digerlerine de hedef hiicre ile birlikte efektor hiicre (NK) ilave edilip ve K562 hedef
hiicre 6liimiine bagli degerlendirme yapilmistir. Bulgular neticesinde, sitotoksisitenin
degerlendirilmesinde yalnmizca kontrol ve bir NK hiicre-hedef hiicre oranmin
kullanilmasinin NK hiicre sitotoksisitesinin degerlendirmesinde yeterli olacagi
kanisina varilmistir. Kontrol ile farkli konsantrasyonda NK hiicrelerini igeren tiipler
karsilastirilmast sonucunda biitiin tiiplerdeki degisimin istatistiksel olarak anlamli
oldugu tespit edilmistir (E:H4/E:H3 p=0,011; E:H4/E:H2 p<0,011; E:H3/EH2
p=0,098). Bundan dolay1 bu yontem ile sitotoksisite degerlendirilmesinde tek
konsantrasyonda (E:H4 ile E:H3 veya E:H4 ile E:H2) NK hiicrelerinin kullanilmasi
ile degerlendirme yapilabilecegi tespit edilmistir. Bdylece teknik olarak zor ve

maliyetli olan bu testin nispeten kolaylastirilmis olabilecegi kanisina varilmstir.

NK hiicre sitotoksisitesinden sorumlu NK hiicre alt grubunun CD56%™ grup
oldugu literatiirde belirtilmesine ragmen (De Maria ve ark. 2011; Nielsen ve ark.
2012) tespit edilen farkli kapilama yontemleri ile tespit edilen NK alt gruplarindan
hangisinin daha etkili olduguna dair heniiz veri bulunmamaktadir. Bundan dolay1 NK
alt gruplarn ve NK  hiicre sitotoksisitesi arasinda korelasyon analizi
gerceklestirilmistir. Elde edilen veriler degerlendirildiginde CD56°€"CD16"¢ NK
alt grubu ile NK hiicre sitotoksisitesi arasinda negatif, CD56"¥"CD16™ ve
CD56"™CD16™ NK alt grubu ile NK hiicre sitotoksisitesi arasinda ise pozitif
korelasyon tespit edilmistir. CD56""¢"CD16™¢ NK hiicre alt grubu ile NK hiicre
sitotoksisitesi arasindaki negatif korelasyon (korelasyon katsayis1 E:H3 i¢in; r: -
0,306 p: 0,233 ve E:H2 i¢in; r: -0,191 p: 0,463) tespit edilmis olup bu korelasyon
istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir. Hastalarm CD56""€"CD16"% hiicre grubu

arasinda anlamli bir fark tespit edilmemesi bu korelasyonu desteklemektedir.
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CD56™CD16™ ile CD56“™CDI16™ NK hiicre alt grubu ile NK hiicre
sitotoksisitesi arasinda pozitif korelasyon (korelasyon katsayist sirasiyla; r: 0,493
p:0,044; r: 0,546 p:0,018) tespit edilmistir. Bu korelasyon hasta CD56"€"'CD16™ ve
CD56%™CD16™ hiicre sayilar1 ile kiyasladiginda sonuglar birbirini desteklemektedir.
Ciinkii hastalarda CD56™¢"CD16™ hiicre sayis1 ortalama %3,7 iken kontrollerde
%22,5, CD56"CD16" hiicre sayilart (%1,3) kontrol hiicre sayilarindan (%3,2)
anlaml derecede diisiik olarak tespit edilmistir (p degerleri sirasiyla ve p=0,002 ve
p<0,001). Dolayistyla bu bulgu, CD56”"€"CD16™ ile CD56™CD16™ NK hiicre alt

hiicre gruplarinin NK hiicre sitotoksisitesinden sorumlu oldugunu diisiindiirmektedir.

Korelasyon analizi sonuglart NK hiicre sitotoksisitesinin ger¢eklesmesinde
CD16 molekiiliiniin 6nemli rol oynagini gdstermektedir. Ciinkii CD56%™
ekspresyonu ile birlikte CD16 eksprese etmeyen hiicre grubunun sitotoksisiteyi
negatif yonde etkiledigi, CD16’y1 eksprese eden hiicre grubunun ise sitotoksisiteyi
pozitif yonde etkiledigi ve dolayisiyla NK hiicre sitotoksisitesinde 6nemli bir rol
oynadigi anlagilmistir. Nitekim CD56™¢"CD16™¢ NK hiicre alt grubunun
sitotoksisiteyi negatif etkiledigi gosterilmistir. NK alt grubu ile NK hiicre
sitotoksisitesi arasindaki korelasyon analizi neticesinde daha fazla sayida hasta ile
gerceklestirilecek ¢alisma ile CD56™"CD16™ ile CD56“™CD16" NK alt grubunun
degerlendirilmesi sonucunda, NK hiicre sitotoksisite yeteneklerinin NK hiicre

sitotoksisite analizine gerek kalmadan yorumlanabilecegi diistiniilmektedir.

FeyRIIIA tim gen analizi neticesinde ekzon 4’de (rs396991; g.161514542
A>C; p.F176V) polimorfik degisiklikler tespit edilmistir. FcyRIIIA genindeki A>C;
p-F176V transversiyonu sonucunda homozigot valin (V/V) veya heterozigot (V/F)
valin varliginin, homozigot fenilalanin (F/F) genotipine kiyasla, NK hiicresinin 1gGl
veya IgG3 antikoruna baglanma afinitesini arttirdigi gosterilmistir. Bu durum, NK
hiicre aracili ADCC’yi etkilemektedir. Bu bolgenin asirt polimorfizm gosterdigi
farkli popiilasyonlarin, farkli genotiplere oldugu bir¢ok ¢alismada gosterilmistir (Chu
ve ark. 2004; Wu ve ark. 1997; Dai ve ark. 2013). Ancak, Tiirkiye popiilasyonu ile
ilgili literatiirde herhangi bir veri bulunmamaktadir
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/rs39699 1 #frequency tab; Mahaweni ve ark.
2018). Farkli popiilasyonlarda bu bolgedeki polimorfizmin (rs396991; g.161514542
A>C; p.F176V, sistemik lupus eritematozus (SLE), non-Hodgkin lymphoma, HER-
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2/neu pozitif meme kanseri, metastatik kolorektal kanser gibi malignite tedavilerinde
kullanilan spesifik mAb ilaglara (6rn. rituximab, cetuximab ve trastuzumab) farkli
yanitlara neden oldugu gosterilmistir (Weng ve ark. 2003; Kim ve ark. 2006; Nishio
ve ark. 2009; Whirl-Carrillo ve ark. 2012; Dai ve ark. 2013; Mahaweni ve ark. 2018).
Cin poliilasyonunda 732 SLE hastas1 ile 886 kontrol igeren bir ¢alismada (Dai ve ark.
2013), SLE hastalar1 ve kontrol hastalarinda farkli genotipler tespit edilmistir. SLE
hastalarinda farkli genotiplerin farkli klinik presentasyonla ortaya c¢iktigi
gosterilmistir. Kontrol hastalarinda da genotiplerin farklilik gostermesi FcyRIIIA
geninin bu bolgenin polimorfik oldugunu gostermektedir (Dai ve ark. 2013). Bu
bolge icin AA, AC genotipinde olan meme kanseri hastalar ile CC genotipinde olan
hastalar karsilastirildiginda, AA ve AC genotipine sahip olan hastalarda trastuzumab
yanitlarinin  azaldigi ve progresyonsuz hayatta kalma siirelerinin  kisaldigi
gosterilmistir (Musolino ve ark. 2008; Tamura ve ark. 2011). Benzer sekilde AA
genotipli rituksimab ile tedavi edilen lenfoma hastalarinda AC veya CC genotipli
hastalara gore tiimor kiiclilme olasilig1 daha diisiik, AC ve CC genotipli lenfoma
hastalarinin AA genotipli hastalara gore tiimor kiigiilme olasiliginin daha yiiksek
olabilecegi gosterilmistir (Weng ve 2003; Kim ve ark. 2006; Nishio ve ark. 2009).
Bu bolge transplant hastalarinda da arastirilmis olup ilging bir sekilde, miyeloid
maligniteler i¢cin kemik iligi nakli {izerine yapilan bir arastirma, alicilarda bu bolge
polimorfizminin nakil sonuglarmi 6ngorebilecegini ve alicilardaki CC genotipinin
varhi@inin akut ve kronik graft-versus-host hastaligi riskinde belirgin bir sekilde
azalmaya isaret edebilecegini gostermistir (Takami ve ark. 2011). Ayrica, AA veya
AC genotipli hastalarin karaciger nakli sonrast artmis enfeksiyon insidansina sahip
oldugu bildirilmistir (Shimizu ve ark. 2016). Her ne kadar AA genotipinin tedavi
yanit1 ve hastaligin olaysiz sagkalimi iizerine etkisi olsa da, ADCC’yi inceleyen bir
calismada, en az bir valin kopyasinin iyilesmis klinik sonucu agiklayabilecegini ileri
stirmektedir. Bununla ilgili molekiiler mekanizmalar halen tam olarak ag¢ik olmasa da
heterozigot bireylerin daha 1iyi klinige sahip olabilecegi diisiiniilmektedir
(Hatjiharissi ve ark. 2012). Literatiirde de gosterildigi gibi farkli popiilasyonlarin
farkli genotipe sahip oldugu bildirilmekle birlikte Tiirkiye popiilasyonu ile yapilmis
bir ¢calisma heniiz bulunmamaktadir. Bu g¢aligma smirli sayida hasta ve kontrol ile
gergeklestirilse de ekzon 4 i¢in ilk calisma 6zelligi gostermektedir. Belirlenen CC

genotipinin literatiirden elde edilen veriler 1s181inda farkli mAb tedavilerine karsi
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daha iyi yanitlar verebilecegini ve olast kanser durumunda progresyonunun daha iyi

olabilecegini 6n bilgi olarak gostermektedir.

FcyRIIIA geni tim gen analizi sonucunda ekzon 2 ile ekzon 1 arasindaki
intron bolgesi ile ekzon 1°1 igeren bolgenin asir1 polimorfik oldugu dikkat ¢ekmistir.
FcyRIIIA ile FeyRIIIB geni arasindaki yiiksek ortolojiden dolayr FeyRIIIB’nin de
yiikseltgenmis olabilecegi diisiiniilmiis ancak yapilan biyoinformatik analizler
neticesinde FcyRIIIB geni olmadigi gosterilmistir (Sekil 32). Amplifiye olan bolge
incelendiginde FcyRIIIA ve FcyRIIIB genine benzedigi ve kimerik bir gen, lokus ya
da haplotip olabilecegi diisiiniilmiistiir. insanlarda FcyRIIIA, FcyRIIIB, FcyRIIA,
FcyRIIB ve FeyRIIC tarafindan kodlanan bes diisiik afiniteli reseptor bulunmaktadir
(Rahbari ve ark. 2017). Bu bes genin tamami, 1g23.3 kromozomu iizerinde 82.5 kb
tandem olarak diizenlenmistir (Sekil 33A: FcyR genleri, Sekil 33B: Homolog
rekombinasyon olay1, duplike ve delesyon olan allel).

A 82 kb 82 kb

|
FeyRIIA FeyRIIIA FeyRIIC FeyRITIB FeyRIIB

Rekombinasyon

|
Duplikasyon ugrayan allel
N |
Delesyona ugrayan allel

I
Sekil 33. FcyR bolgesinin yapist.

Bu genlerde tespit edilen artmis polimorfizmler FcyRIIIA, FcyRIIIB ve
FcyRIIC genlerini igeren artmis kopya sayisindaki degisikler (CNV) sonucu meydana
gelmektedir (Machado ve ark. 2012; Mueller ve ark. 2012). Bu genlerdeki
varyasyonlarin derecesi bu bolgenin genomik yapisinin analiz edilmesini
zorlastirmaktadir. Genel olarak kopya sayis1 degisiminin, FcyRIIIA ve FcyRIIC'nin
birlikte veya FcyRIIIB ve FcyRIICnin birlikte silinmesi veya ¢cogalmasi sonucu, 82.5
kb'lik tam segmental bolgenin kopyalarinin bir sonucu oldugu kabul edilmektedir

(Hollox 2009). FcyR delesyon ve duplikasyon olusum mekanizmalarinda FeyRIIIA
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ve FcyRIIIB  genindeki kirilma noktarinin  aracilik  ettigi  non-homolog
rekombinasyonun (NAHR) rol oynadigi gosterilmistir (Machado ve ark. 2012;
Nagelkerke 2015). Delesyonlarda ve duplikasyonlarda rol oynayan CNR1 ve CNR3
olarak isimlendirilen kirilma noktalar1 belirlenmistir. Belirlenen kirilma noktalarinin
konumlar1 hala tam olarak belli degildir. Her bir kirilma noktasinin kesin
lokalizasyonu belirlemek genellikle miimkiin olmamakla birlikte, birden fazla
kisiden kozmid klonlarimin analizi, tam bir paralog sekans varyant olmadigini
gostermektedir (Mueller ve ark. 2012; Rahbari ve ark. 2017). Bu bilgiler 1s18inda
belirlenen bu genomik bolgenin CNV sonucu olusmus kimerik bir bolge olabilecegi

distiniilmektedir.

Bu tez ¢alismasinda, klinik ve laboratuvar bulgularn ile FNKD diisiintilen
hastalar ileri fonksiyonel ve genetik analizler ile degerlendirilmistir. NK hiicre
diisiikliigii diger P1Y lerden ve malignite durumlarinda da diisiik seyredebilmektedir.
Izole NKD tamsinda NK hiicre sitotoksisite analizinin énemli bir yeri bulunmaktadir.
NK hiicre sitotoksisite analizi uygulamasi gii¢ olan bir analiz olup Tiirkiye’de az
sayida merkez tarafindan degerlendirilmektedir. Bu analiz i¢in NK hiicrelerin
hassasligindan dolayr NK hiicre sitotoksisitesi i¢in kan Orneginin baska merkeze
gonderilmesi testin dogrulugunu etkilemektedir. Bundan dolay1 hastanin bagvurdugu
merkezde bu testin yapilmasi Onem arz etmektedir. Calisma ile NK hiicre
sitotoksisite analizi Necmettin Erbakan Universitesi Meram Tip Fakiiltesi’nde
yapilabilir hale gelmistir. Ayrica FcyRIIIA gen dizi analizi ile ilgili literatiirde az veri
bulunmakla birlikte Tiirkiye popiilasyonu ile yapilmis heniiz bir ¢alisma
bulunmamaktadir. Tez projesi kapsaminda ancak smirli sayida hasta ve kontrol
ornegin FcyRIIIA gen dizi analizi gerceklestirilmis olmasina ragmen, sonug olarak,
NK hiicrelerin fizyolojik oneminden dolayr bu hastalik grubunun tani almasi

hastaligin seyri, genetik tan1 ve malignite ac¢isindan 6nem arz etmektedir.
5.1. Oneriler

e Calisma bulgularinin daha uzun siire hasta izlemleri ile daha fazla hasta ve
kontrol ile desteklenmesi,
e NK hiicre alt grup ile periferik lenfosit alt grup analizleri belli periyotlarda takip

edilerek diisiik yada yliksek hiicre alt gruplarimin tekrar degerlendirilmesi,
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e NK hiicre sitotoksisitesinin molekiiler temelini tam acik olmadigindan konu ile
ilgili daha detayli molekiiler calismalarin gergeklestirilmesi,

e NK hiicre sitotoksisitesinin negatif oldugu durumlarda NK hiicrelerde bulunan
pozitif ve negatif yonde sinyaller saglayan reseptorlerin ekspresyon seviyelerinin
belirlenmesi,

e ADCC analizinin gerceklestirilmesi,

e mAD tedavisi alan hastalarda FcyRIIIA geni ekzon 4’de mutasyonlarmin tespiti,

e FcyRIIIA genin ekzon 3’°de tespit edilen ve B73.1 klonu ile epitop kaybina sebep
olan mutasyonun heterozigot ve homozigot durumda da olmasi, bu olaya
literatiirde de belirtildigi lizere baska gen mutasyonlarinin sebep oldugu agik¢a
goriinmektedir. Bununla ilgili daha detayli genomik caligmalar (tiim ekzom
analizi) gerceklestirilmesi ve,

e FcyRIIIA geni tim gen analizi sirasinda tespit edilen olasi kimerik bdlgenin
genomik karakterizasyonu ve fonksiyonel bir 6zelliginin tanimlanmasina yonelik
caligmalara ihtiya¢ bulunmaktadir.

e Yapilan calisma Tiirkiye popililasyonunda gergeklestirilen ilk calisma olup
bundan sonra konu ile ilgili yapilacak diger calismalara 151k tutmasi

beklenmektedir.
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8. EKLER

8.1. EK-A: Etik Kurul Onay

NECME'] T 1.|-C|
/ ILAC VE T;lggi%f;gikm UNIVERSITES| MERAM TIP FAKULTES]
Z DIST ARASTIRMALAR ETIK KURUL KARARI

Toplant: Sa 181:5
y . Toplant: Tarihi: 26.05.2017

Karar : .
Ggmtim-_[}'rsisaﬁg;—'z%f—m—-l‘;ﬁmakﬂlmmlz Temel Tip Bilimleri Bolim( Tibbi Biyoloji Anabilim Dal
Hastalarda, NK Hijere i tmka; KURAR" n “Dogal Oldiiriicii (NK) Hiicre Diisiikliigi Olan
doktora tez stliass [l *T Oksitelerinin ve FFTRIIIA Gen Mutasyonlarinn Arastirilmasi™ baglikly
KARASELEK in dokt lgl.h 23.052017 tarihli dilekgesi ve ekleri goriigtldd, Uzm. Mehmet Ali
Anabilim Dalh Ogred Efﬂ tez GH|I§ma§IIIIH Fakilltemiz Temel Tip Bilimleri Boliimil Tibbi Biyoloji
dair belgenin 1 m Uyest un;. Dr. Ercan KURAR' n sorumlulugunda biltge desteginin saglandigina
bes & ag ve Tibbi Cllllaz_ Dist Aragtrmalar Etik Kuruluna sunulduktan sonra calismanin
dylamastun uygun olduguna oybirligi ile karar verilmigtir,

Not: Caligma ile ilgili gerekli izin ve yasal sorumluluk aratirmacilara aitir.
Sorumlu Aragtirmact: Dog. Dr, Ercan KURAR
Yardime aragtirmacilar: Uzm. Mehmet Ali KARASELEK, Prof, Dr. Ismail REISLI




8.2. EK-B: Bilgilendirilmis Goniillii Onam Formu

Calismanin Adi: Dogal Oldiiriicii (NK) Hiicre Diisiikliigii Olan Hastalarda,
NK Hiicre Sitotoksitelerinin ve FcyRIIIA Gen Mutasyonlarinin Arastirilmast

Bir arastirma ¢alismasina katilmaniz istenmektedir. Calismaya katilip
katilmama karar1 tamamen size aittir. Katilmak isteyip istemediginize karar
vermeden Once arastirmanin neden yapildigini bilgilerinizin nasil kullanilacaginin
caligmanin neleri igerdigini ve olas1 yararlarini, risklerini ve rahatsizlik verebilecek
konular1 anlamaniz onemlidir. Liitfen asagidaki bilgileri dikkatlice okumak ig¢in
zaman ayiriiz. Eger calismaya katilmaya karar verirseniz imzalamaniz i¢in size bu
Bilgilendirilmis Goniillii Olur Formu verilecektir. Calismadan herhangi bir zamanda
ayrilmakta 6zgiirsiiniiz.

Calismanin Konusu ve Amaci: NK eksiklikligi olan hastalar enfeksiyonlara
(0zellikle viral) duyarli hale gelir ve eksiklik derecesine bagli olarak hastalarmn
yasam kaliteleri ciddi anlamda bozulabilir. Periferik kanda NK hiicre diistikliigii
ve/veya yoklugu ile karakterize ve kalitsal olan bu hastaliga NK hiicre
eksikligi/bozuklugu (NKD) adi1 verilmektedir. NKD’nin patogenezi tam olarak agik
olmadig1 icin, bu hastalik i¢in 6zel bir tedavi secenegi bulunmamakta, sadece
enfeksiyona yonelik tedaviler uygulanmaktadir. Bu hastaliklarin tanist klinik ve
laboratuar testleri ile koyulabilse de hastaligin patogenezinde rol oynayan genetik
sebeplerin tespit edilmesi hastaligin tedavisinin belirlenmesinde ©6nemli rol
oynamaktadir. NKD’ye sebep oldugu diisiiniilen baz1 aday genler (MCM4, GATA2,
RTELI1, IRF8) olmakla birlikte bu genlerden biri de CD16 reseptoriinii kodlayan
FcyRIIIA reseptor genidir. Bundan dolayr ¢alismamizda hastaliga neden oldugu
diisiintilen FcyRIIIA genindeki mutasyonlar arastilacaktir. Ayrica NK hiicrelerinin
fonksiyonlarinin belirlenmesi amaciyla da sitotoksisite testi gergeklestirilcektir.
Bundan dolay1 calismada hastaligin hem fonksiyonel hem de genetik yoniiniin
arastirilmasi amaglanmaktadir.

Calisma  Islemleri: Calismaya katilmayr kabul ettiginiz  takdirde
cocugunuzdan ve gerektiginde sizden bir tiip kan alinmas1 gerekmektedir.

Calismaya Katilmanin Olast Yararlari: Cocugunuzun hastaligindan sorumlu
oldugu diisiiniilen FcyRIIIA geninde mutasyon tespit edilirse ¢ocugunuzun tedavi

secenekleri degisebilir ve daha yararli bir tedavi secenegi sunulabilir. Ayrica sizdeki
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tastyicili tespit edilirse bir sonraki ¢cocugunuzda olasabilecek riskler hakkinda size
bilgi verilebilir.

Calismaya Katilmanin Olast Riskleri: Bu calismaya katilmaniz sonucunda
sizin veya ¢ocugunuz i¢in herhangi bir risk olusmayacaktir.

Kisisel Bilgilerim Nasil Kullanilacak: Bu formu imzalayarak arastirmaya
katilim i¢in onay vermis olacaksiniz. Bununla birlikte kimlik bilgileriniz ¢alismanin
herhangi bir asamasinda agikc¢a kullanilmayacaktir. Calismadan elde edilen sonuglar
sadece bilimsel amaglar i¢in kullanilacaktir. Bilgileriniz higbir kimse ile ya da ticari
bir amag i¢in paylasilmayacaktir.

Soru ve Problemler icin Basvurulacak Kisiler:

Prof. Dr. Ercan Kurar, Necmettin Erbakan Universitesi Meram Tip Fakiiltesi
T1bbi Biyoloji Anabilim Dali, Konya. Telefon: 0332 2237976 / 0542 557 13 66

Prof. Dr. Ismail Reisli, Necmettin Erbakan Universitesi Meram Tip Fakiiltesi,
Cocuk Allerji ve Immiinoloji Bilim Dali, Konya. Telefon: 0332 2236690 / 0532 344
5511

Ogr. Gor. Mehmet Ali Karaselek, Necmettin Erbakan Universitesi Meram
Tip Fakiiltesi i¢ Hastaliklar1 Anabilim Dali, Konya. Telefon: 0332 2237194/ 0505
924 44 21

Calismaya Katilma Onayi: Bu bilgilendirilmis olur belgesini okudum ve
anladim. Bu aragtirmaya katilmayi kabul ediyor ve bu onay belgesini kendi hiir
irademle imzaliyorum. Bu onay, ilgili hi¢bir kanun ve yonetmeligi gecersiz kilmaz.
Arastirmact saklamam i¢in bu belgenin bir kopyasin1 c¢aligma sirasinda dikkat

edecegim noktalar1 da icerecek sekilde bana teslim etmistir.

Goniillit Adr Soyadu: Tarih ve Imza:
Adres ve Telefon:
Veli / Vasinin Adi Soyadi: Tarih ve Imza:
Adres ve Telefon:
Tanik Adi Soyads: Tarih ve Imza:
Adres ve Telefon:
Arastirmacit Adi Soyadi: Tarih ve Imza:
Adres ve Telefon:
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