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OZET

Son yillarda yapilan caligmalarda immiinoterapik ajanlarin giincel kanser
tedavilerinde kullanimlar1 umut verici bir yéntem olmustur. Immiin sistem kansere
karst etkinligini bir biitlin olarak gosterse de kanser hiicrelerinin degisik
mekanizmalarla yok edilmesinde, bazi immiin sistem hiicreleri 6n plana ¢ikmaktadir.
Bu hiicrelerden biri olan dogal Sldiiriicii (NK) hiicreler viriis ile enfekte olmus
hiicreleri ve tiimor hiicrelerini direkt olarak 6ldiirebilme yetenegine sahiptir. Kanser
hastalarinda yapilan caligmalarda NK hiicrelerinin fonksiyonlarinda degisimlerin
olabilecegini gostermistir. NK hiicrelerinin fonksiyonlarindaki bu degisimler bu
hiicrelerinin degisik kanser tiplerinin prognozunda ve tedavi yanitlarinda 6nemli
oldugunu diisiindiirmektedir. Bu bilgilerden yola ¢ikarak calismamizda NK hiicre
aktivitesinin kanser tipleri ve evresi ile iligskisinin arastirilmasi amaglanmistir.

Calismamizda; akciger kanseri, meme kanseri, hematolojik neoplazmli
hastalar (multiple myelom) ve saglikli goniilliiler olmak tizere {i¢ hasta bir kontrol
grubu olusturuldu. Hastalardan ve saglikli deneklerden ortalama 5 ml kan heparinli
tiiplere alindi. Alinan kan 6rneklerinde immiinfeneotipleme ve NK hiicre aktivitesi
olgiimii yapildi. Immiinfenotiplemede CD3-FITC, CD16-PE CD56-PC5 ve CD45-
KO’dan olusan monoklonal antikorlar kullanildi. NK aktivitesi ol¢limii i¢in alinan
kan orneklerinden ficoll-hypaque yontemi ile periferik kan mononiikleer hiicreler
(PBMC) elde edildi. Iki ayr1 yontemle NK hiicre aktivitesi dl¢iildii. Birinci ydntemde
NK hiicrelerini K562 16semi hiicrelerini 6ldiirme yiizdesi (Dio-PI yontemi), ikinci
yontemde uyarilan NK hiicrelerinin iizerindeki CD107a ekspresyonu 6l¢iildii.

Calismamizda kanser tiirleri arasinda ve kanser tiirleri ile saglikli kontroller
arasinda NK hiicre ylizdesi ve iki ayr1 yontem ile bakilan NK hiicre aktivitesi
acisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit edilememistir. Ancak 6zellikle
CD107a ekspresyonu ile degerlendirilen NK hiicre aktivitesi akciger kanserli
hastalarda oldukca yiiksek tespit edildi. NK hiicre yiizdesi multiple myelomlu
hastalarda diger gruplara gore yliksek olmasina ragmen diger iki kanser grubuna gore
aktiviteleri daha diigiik saptandi. Gruplara arasinda istatistiksel olarak anlamli fark
bulunmamasi gruplardaki denek sayisinin azlig1 ve dagilimin heterojen olusu ile
iligkili oldugu diistiniildi.

Anahtar Kelimeler: Kanser, Dogal Oldiiriicii Hiicreler, CD107a,K562
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ABSTRACT

In recent years, the use of immunotherapeutic agents in current cancer
therapies has been a promising method. Although the immune system shows its
effectiveness against cancer as a whole, some immune system cells come to the
forefront in the destruction of cancer cells by different mechanisms. Natural killer
(NK) cells, one of these cells, have the ability to directly kill virus infected cells and
tumor cells.

It has been shown that changes in the functions of NK cells may be observed
in cancer patients. These changes in the functions of NK cells suggest that these cells
are important in the prognosis and treatment responses of different types of cancer.
In this study, we aimed to investigate the relationship between NK cell activity and
cancer types and stage.

In our study; Three patients (lung cancer, breast cancer, hematological
neoplasm) and healthy volunteers were included in the study. An average of 5 ml
blood and heparin tubes were obtained from patients and healthy subjects.
Immunophenotyping and NK cell activity were measured in blood samples. In
immunophenotyping, monoclonal antibodies composed of CD3-FITC, CD16-PE
CD56-PC5 and CD45-KO were used. Peripheral blood mononuclear cells (PBMC)
were obtained from the blood samples taken for measurement of NK activity by the
ficoll-hypaque method. NK cell activity was measured by two separate methods. The
first method involves the killing of NK cells K562 leukemia cells (Dio-PI method), n
the second method, expression of CD107a on the stimulated NK cells was measured.

In our study, no statistically significant difference was found between the
types of cancer and the types of cancer and NK cell activity by using two different
methods. However, NK cell activity, which was evaluated by CD107a expression,
was found to be quite high in lung cancer patients. NK cell activity was significantly
higher in lung cancer patients. NK cell percentage was higher in patients with
multiple myeloma than in the other groups, but the activities were lower than those in
the other two cancer groups. There were no statistically significant differences
between the groups and it was thought that the number of subjects in the groups was
low and the distribution was heterogeneous. The results of our study need to be

confirmed by working with larger and homogenous patient and control groups.
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1. GIRIS

Kanser, normal ozelliklerini kaybetmis bir takim hiicrelerin anormal bir
sekilde artis1 ve bunlarin viicuda yayilmasi ile meydana gelmektedir. Kanser
hiicrelerinin olusumu genellikle intrinsik veya eksojen faktorlerden kaynaklanan gen
mutasyonlarinin bir sonucudur. Giderek diinya ¢apinda ciddi bir sorun haline gelen
kanserin gelecekte de artarak bu konumunu siirdiirmesi beklenmektedir (Zhou,
2014).

Kanser tedavisinde, kemoterapi, cerrahi yontemler ve radyoterapi ile her ne
kadar timorlerin yok edilmesinde belli bir basar1 saglansa bile, baz1 kanserli hiicre
kalintilar1 ve metastaza bagli hastalik tekrarlar1 6nemli bir sorun olarak varligini
siirdiirmektedir. Bunun disinda kemoterapi ve radyoterapinin kanserli hiicrelerin
yaninda viicudun saglikli hiicrelerine verdigi zarar da ayr1 bir sorun olarak
durmaktadir. Biitiin bu nedenlerden dolayi, bireysel 6zellige sahip, tiimdre spesifik
tedavilere olan ilgi giderek artmaktadir (Wayteck, 2013).

Immiin sistem ile kanser arasindaki iliski son yillarda daha bilinir hale
gelmistir. Immiin sistem hiicrelerinin kanser iizerindeki etkileri iizerine ¢ok sayida
caligmalar mevcuttur. Her ne kadar kanser hiicresinin kontrolinde CD8 T
Lenfositleri (Sitotoksik T Lenfositler) 6n planda rol aldigi diisiiniilmekte ise son
yillarda Dogal Oldiiriicii (NK) hiicrelerinde kanser kontroliinde énemli rol oynadig
yoniinde yayinlar mevcuttur.

Dogal dldiirticii (NK) hiicreler sadece viral ve bakteriyel enfeksiyonlara karsi
ilk savunma basamaginda degil, ayn1 zamanda malign hiicrelerin immiin gézetiminde
de oOnemli bir role sahiptir. Bu nedenle NK hiicre sitotoksisitesi bagisiklik
fonksiyonunun en onemli gostergelerinden biridir. Tim NK hiicreleri dogrudan
kanser hiicreleri ya da viriis bulagmis hiicrelerle savagma yetenegine sahip degildir.
Fakat aktivitesi yiiksek olan NK hiicreleri bu savasi gergeklestirebilir. NK
hiicrelerinin  viicuttaki sayilarmin ¢oklugundan =ziyade viicutta bulunan NK
hiicrelerinin ¢ogunlugun aktif olmasi giiglii bagisiklik sistemi i¢in olduk¢a 6nemlidir.

NK hiicrelerinin aktivitesi degisik yontemlerle Olcililebilmektedir. Kanser
dahil g¢esitli hastaliklarla ilgili ¢alismalarda NK hiicrelerinin aktivasyonunda
degiskenlikler oldugu gosterilmistir. Bu durum NK hiicrelerinin anormal hiicreleri

tantylp, yok etme yeteneklerinin de azalmasma sebep olmaktir. Ancak NK



hiicrelerinin aktivitelerinin kanser tiirleri arasindaki farkliligi ve hastaligin evresine

gore aktivitesini gosteren caligmalar literatiirde yeterli diizeyde mevcut degildir.
Calismamizda cesitli kanser tiirlerinde NK hiicre aktivitesinin farkli

yontemlerle degerlendirilmesi suretiyle farkli kanserlerde NK aktivitesinin roliiniin

belirlenmesi amaglanmistir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Immiin Sistem ve Kanser Tliskisi
2.1.1. immiin Sistem

Bagisiklik (immiinite), hastalara 6zellikle enfeksiyon hastaliklarina karsi
diren¢ olarak tanimlanir. Enfeksiyonlara karsi savunmay1 saglayan hiicreler, dokular
ve molekiillerin toplamina immiin sistem adi verilir. Bu hiicrelerin ve molekiillerin
enfeksiyona yol acan mikroorganizmalara karsi eszamanli ve diizenli olarak
verdikleri tepkiye de immiin yanit denir. (Abbas ve ark. 2015)

Immiin sistem, bir canlidaki hastaliklara kars1 koruma yapan, patojenleri ve
timor hiicrelerini taniyip, onlari yok eden isleyislerin toplamidir. Sistem, viicuda
giren veya viicutla temasta bulunan her yabancit maddeyi tarar ve onlari, canlinin
saglikli viicut hiicrelerinden ve dokularindan ayirt eder. Viicutta belli araliklarla
ortaya ¢ikan anormal hiicre ve molekiilleri saptayip bunlara yanit vermek suretiyle
kanser gibi hastaliklarin gelismesine engel olmak da immiin sisteminin
gorevlerindendir. (Paul WE. 2003)

2.1.2. Timor

Genellikle tiimor ve kanser terimleri aym1 sanilmakta ve birbirlerinin yerine
kullanilmaktadir. Tiimor ve kanser kelimelerinin aym: anlamlarda kullanilmasi
olduk¢a yanilticidir. Her tiimor kanser degildir. Neoplazinin tip dilinde olagan
kullanim1 “tiimor’” diir. Timor, viicutta siskinliklere neden olan neoplastik kitleler
i¢in kullanilan bir terimdir.

Onkolojide neoplazmlar “’benign’> ve “’malign’’olarak gruplandirilir ve bu
ayrim, neoplazmin klinik davranislar1 ve mikroskobik goriintimleri ile yapilmaktadir
(Unal T, 2012).

Benign Tiimorler

Iyi huylu tiimérler malign olmayan/kanserli olmayan tiimérlerdir. Iyi huylu
bir tiimor genellikle lokalizedir ve viicudun diger bolgelerine yayilmaz. Cogu benign
timor tedaviye iyi yanit verir. Bununla birlikte, tedavi edilmedigi takdirde, bazi

benign timdrler biiyiiyebilir ve boyutlarindan dolayr ciddi hastaliklara neden



olabilirler. Iyi huylu tiimérler de malign tiimérleri taklit edebilir ve bu nedenle bazen
tedavi edilirler. ([http://pathology.jhu.edu/pc/BasicTypesl.php?area=bal)
Malign Tiimorler

Malign tiimorler kanserli biiylimelerdir. Genellikle tedaviye direnglidir,
viicudun diger bolgelerine yayilabilir ve ¢ikarildiktan sonra bazen tekrarlarlar.

2.1.3. Tiimér Olusum Mekanizmalari

Normal hiicrelerin  boliinmeleri  kontrol altindadir. Normal hiicreler
boliinmelerini gerektigi zaman durdurabilirler ve dokularda bulunmalar1 gerektigi
yerde bulunurlar. Kanserli hiicrelerin ise boliinmeleri kontrol altinda degildir.
Bulunduklar1 yerden viicudun bir baska boélgesine goc¢ ederler (metastaz) ve
canliliklarini siirdiiriirler (Aslan, 2010). Monoklonal orjinli olan kanser hiicreleri
normal hiicrelerden farkli fenotipik 6zellikler gosterirler (Greenberg, 2001).

Malign bir hiicreye transformasyonunu gercgeklestiren normal hiicre gen
degisimlerinin etkisiyle, hiicre boliinmesi sirasinda meydana gelen mutasyonlarla ve
karsinojenlerin etkisiyle cesitli mekanizmalar1 etkin etmektedir. Herpesviruslar,
retroviruslar, adenoviruslar normal hiicrelere onkojenik viriislerin onkogenlerini
aktarmasiyla olusmaktadir (Greenberg, 2001).

Faktorlerdeki bu degisimler normal hiicrelerin gen dizilerinde degisikliklere
yol acarlar ve tiimor siipresor genlerin inaktive olmasina, proto-onkogenlerin ise
kansere neden olan onkogenlere doniismesine, sebep olurlar. Bu durumda hiicre
degisime ugrar ve kontrolsiiz ¢ogalir (Aslan, 2010). Hiicrelerde meydana gelen
mutasyona ugramis proteinler genlerin onkogenlere doniismesiyle baglamaktadir.
Tiimor olusumunu engelleyen genler tiimor siipresor genlerdir ve tiimor olusumunu
engelleyen proteinler iiretirler fakat bu genlerden birinde genin mutasyona ugramasi
tiimor olusumuna neden olmaktadir (Dzivenu, 2009).

2.1.4. Tiimér Olusumunun Molekiiler Mekanizmasi

Normal  hiicrelerin  kendi  ozelliklerini  kaybetmeleri ve  gen
ekspresyonlarindaki degisikliklere neden olan mutasyonlar sonucu kanser
olugmaktadir (Sutherland, 1999). Hiicrelerin anormal bir sekilde cogalmasiyla
meydana gelen mutasyonlar genellikle, somatik hiicrelerden meydana gelmekte ve

yasa bagl olarak degiskenlik gostermektedir. Fakat baz1 kisilerin esey hiicrelerinde



genetik mutasyonlar olugmaktadir. 1997 yilinda Kinzler ve Vogelstein tarafindan
hiicrelerin iiremesini ya da hiicrelerin apopitozundan sorumlu olan genlerdeki
mutasyonlar sonucu meydana gelen genler “bek¢i genler” olarak adlandirilmistir
(Lalloo, 2002).

Hiicrelerin ¢ogalmalarini kontrol eden iki farkli gen tipi vardir. Bu genler;
anti-onkogenler (tiimor siipresor genler) ve proto-onkogenler’dir (Sutherland, 1999).

a. Proto-onkogenler: Hiicrelerin ¢ogalmalarini kontrol eden genler proto-
onkogenlerdir. Bu genler farklilasarak baskalasim gegirdiklerinde onkogenlere
doniistirler. Hiicrelerin ¢ogalmalarini ise hizlandiran genler onkogenlerdir. Fakat
hiicrelerde meydana gelen asir1 ¢ogalma hizi ile kansere neden olabilmektedirler
(Willett, Hunter, Colditz, 2000).

b. Anti-onkogenler (tiimor siipresor genler): Hiicre cogalmasini durduran
ya da geciktiren genlerdir. Anti-onkogenler etkisini kaybettigi zaman kanser
olusumuna neden olmaktadirlar (Willett ve ark. 2000).

Kanserlerde tiimor siipresor genlerdeki mutasyonlar ile fonksiyon kaybinin
olmasi veya onkogenlerde mutasyonlarin fonksiyon kazanmasi, uygun hiicre
proliferasyonundaki dengenin bozulmasia sebep olur (Sutherland, 1999). Kanser
gelisimi bircok basamagi icinde barindan, farkli tiimor tiplerine gore degisiklik
gosteren, timor siipresor genler ve farkli onkogenlerde gelisen mutasyonlarin
toplamu ile iligkilidir (Aslan,2010).

Proto-onkogenlerin onkogene donilismesi sonucunda yeni fonksiyonlar
meydana gelmektedir. Mutasyonlara neden olan bu fonksiyonlar, gen amplifikasyonu
(dublikasyon gibi), gen transdiiksiyonlari, delesyonlar, kromozamal translokasyonlar,
rearajmanlar ve kromozamal nokta mutasyonlaridir. Bu molekiiler mekanizmalar
transforme proteinler ya da onkoproteinler {iiretilebilmektedir (Sutherland, 1999;
Lalloo, 2002).

2.1.5. Kanserde iImmiin Gozetim

Edinsel immiin sistemin en Onemli fonksiyonlari, degisime ugramis
hiicrelerin gelisimlerini engellemek ve yok etmektir. Edinsel immiin sistemin bu
fonksiyonuna kanserde immiin gozetim denilmektedir. Ehrlich ilk kez 1909 yilinda
yaptig1 bir arastirmada insan viicudunda bulunan hiicrelerin bagkalasim gegiren

hiicreler olusturdugunu ve bu hiicreleri immiin sistemin etkisiz hale getirip, yok



ettigini One siirmesiyle immiin gézetim kavramini ortaya koymustur. Daha sonraki

yillarda yapilan caligmalarda ise timdor hiicrelerinin immiin sistem hiicreleri

tarafindan yok edildigi gosterilmistir (Sekil 2.1) (Dunn, 2002; Kim, Emi, Tanabe,
2007).

Sekil 2.1 Kanser Olusumunda Immiin Gozetim Etkinligi (Chimal-Ramirez ve ark.,
2013)

2.1.6. Kanser immiin Diizenlenmesi

Immiin sistemin neoplastik hastaliklar1 sekillendiren ve kanser olusumunu
engelleyici islevlerine kanser immiin diizenlenmesi denmektedir. Immiin sistem,
tiimdrlerin bazilarinin olusumunu engellerken bazilarina da tepkisizi kalabilir veya
tolerans olusuma sebep olabilmektedir (Dunn, 2002; Kim ve ark., 2007).

Kanserin immiin diizenlenmesi, immiin sitemin immiinojenik timor
hiicrelerini elemine ederek tiimorlerin somatik evrimine neden oldugu ve konagi
tiimor gelisiminden korudugu bir siirectir. immiin diizenlenme, immiinojenik olan
timor antijenleriyle indiiklenebilir ve tiimdr hiicrelerinin CD8+ T hiicre aracili
eliminasyonunu i¢ermektedir. Bu siirecin sonucunda T hiicre aracili immiin yanitlar

uyarmayan tiimor hiicreleri secilmektedir (Zitvogel, Tesniere, Kroemer, 2006)



Ug farkl1 fazdan olusan kanserin immiin diizenlenmesine ‘’kanserin ii¢ E’’si
adi verilmistir. Bu adi {i¢ fazin bas harflerinden almistir (Dunn, Old, Schreiber,
2004).

Eliminasyon; immiin gézetime karsilik gelmektedir ve dort fazdan olusur.

Equilibrium; Eliminasyon fazindan kacan tiiméor hiicreleri ile immiin sistem
hiicreleri dinamik bir denge icerisindedir.

Escape; Timor hiicreleri bu siiregte kontrolsiiz bir sekilde ¢ogalmaya ve
hizla diger dokulara yayilmaya baglar (Sekil 2.2) (Dunn ve ark., 2004).

Eliminasyonun birinci fazinda; tiimor hiicreleri biiylimelerini siirdiiriirler.
Anjiojenik ve stromajenik proteinlerin liretimleri baglamaktadir. Tiimor hiicrelerinin
gelismesi ile birlikte dokulara go¢ baslar ve dokularda hasarlarin meydana
gelmesiyle birlikte immiin cevap olusturulur (Grivennikov, Greten, Karin, 2010).
Immiin sistemin hiicreleri olan dogal dldiiriicii (NK) hiicreler, makrofojlar, dendritik
hiicreler ve T hiicreler burada toplanarak interferon gama (IFN-y) iiretimine baglarlar
(Aslan, 2010).

Ikinci fazinda; IFN-y, apoptotik ve antiproliferatif etkileri ile bazi timor
hiicrelerinin  yok edilmesine ve etrafindaki dokularda da bazi kemokinlerin
salinmasina neden olur. Bu kemokinlerden bazilar1 yeni damar olusumlarini engeller
ve daha ¢ok tlimor hiicresinin yok edilmesini saglarlar. [FN-y ile olusan hiicre atiklari
yakin lenf diigiimlerine dendritik hiicreler tarafindan taginir ve artan inflamasyon ile
beraber ortama salinan kemokinler daha fazla makrofa; hiicrelerinin ve NK
hiicrelerinin ortama gelmesini saglarlar (Balkwill, 2004; Tanaka ve ark., 2005).

Ugiincii fazinda ise tiimdrleri yok eden makrofajlar ve NK hiicreler birbirleri
ile etkilesime girip, birbirlerini uyararak ortamda daha ¢ok IFN-y ve interlokin-12
(IL-12) salinmasina sebep olurlar. Ortamda tiimor nekroz edici faktér (TNF)’lerin
salinmasiyla beraber perforin, apopitozu arttiran ligand, nitrojen aracilar1 ve reaktif
oksijen agiga ¢ikar. Bu da daha fazla tiimor hiicresinin yok edilmesine neden olur
(Aslan, 2010).

Eliminasyonun dordiincii fazda ise; T helper 1 (CD4+) hiicreler ve sitotoksik
T hiicreler (CD8+) tiimoriin oldugu alana giderek IFN-y araciligi ile timor
hiicrelerini yok ederler (Dunn, 2002; Kim ve ark. 2007).



Equilibrium (denge) fazinda, eliminasyon fazindan ve immiin sistem
hiicrelerinden kacan tiimdr hiicresi denge fazina ulasir. IFN-y ve lenfositler araciligi
ile normal olmayan ve mutasyona ugrayan tiimor hiicreleri iizerine baski olusturulur.
Bu fazda birgok tiimor hiicresi yok edilebilir fakat kalan tiimor hiicrelerinde ise
saldirilara kars1 direng olugmaktadir (Dunn, 2002; Kim ve ark. 2007).

Denge siireci ii¢ sekilde sonuglanabilir:

Q) immiin sistem tiimori yok eder

(i)  timor ve immiin sistem uzun bir siire hiicresel dengede kalir

(ili)  timdr immin sistemden kagarak ilerler

Escape (kagis) fazinda; denge fazindan kacgis fazina ulasan tiimdr hiicreleri
kontrolsiiz bir sekilde ¢ogalmaya baglarlar. Molekiiler ve hiicresel faktorlerin etkisi
ile tiimor hiicresi immiin sistem hiicrelerini baskilayarak hizla ¢ogalip metastaz
yapmaya devam etmektedir. Boylelikle bu durum malign hastaliklarin olusmasina

sebep olmaktadir (Dunn, 2002; Kim ve ark. 2007).
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Sekil 2.2 Kanserin immiin diizenlenmesinin {i¢ fazi (Sahin, 2014)



2.1.7. Tiimér Antijenleri

Tiimor antijenleri timor hiicrelerine karst organizmada immiin yaniti uyaran
ve tiimor hiicreleri tarafindan iiretilmis maddelerdir. Timor antijenleri, timor
hiicrelerini tanimlamada kullanilir. Tiimor antijeni terimi 1990’11 yillarda 6zellikle
antijen sunumu ve antijen tanimi basta olmak tizere immiinoloji bilimindeki 6nemli
gelismelerin 1s181inda yeni ve kesin bir nitelik kazanmistir. Bir maddenin timor
antijeni olabilmesi i¢in immiin sistem hiicreleri veya normal hiicreler tarafindan degil
tiimor hiicreleri tarafindan taninmasi gerekir (Olivera, 1991).

Son yillarda tiimdr antijenleri antijenlerin yapisina gore su sekilde
siiflandirilir.

Q) Konaga ait ve asir1 ekprese olan gen iiriinleri

(i)  Cogu normal dokuda sessiz olan gen triinleri

(i)  Bagskalagim gegirmis konak proteinleri

(iv)  Tumor baskilayici gen ya da onkogene gen tiriinleri

(V) Glikoproteinler ve glikolipitler

(vi)  Onkofetal proteinler (Aslan,2010).

Bu antijenleri tanimlamaya yonelik caligmalar bunlara karsi monoklonal
antikorlar olusturmak suretiyle yapilmistir. Bir tiimore karsi en biiyilk immiin
savunma sitotoksik T hiicreleri tarafindan tanman tiimor antijenlerini ortaya koymak
olmustur. Sitotoksik T hiicreleri smif 1 doku uygunluk kompleksi (MHC)
molekiillerine bagimli bigimde ifade edilen sitoplazmik proteinlerden farklilagan
peptidleri tanityarak immiin savunmay1 baslatirlar (Chen, Scanlan, Obata ve Old,
1995).

2.1.8. Tiimérlere Karsi immiin Sistemin Efektor Mekanizmalar
2.1.8.1. Makrofajlar

Monositler damar dis1 dokulara yerleserek makrofaj adini almislardir.
Makrofajlar immiin sistemin en Onemli hiicrelerinden biri olup, enflamasyonu
baslatan ve diizenleyen sitokinler iiretirler. (Abbas, Lichtman ve Pillai, 2015).
Antijen Sunan Hiicre (ASH / APC) olarak gorev yapan makrofajlar ayn1 zamanda
timor hiicrelerinin lizisinde rol alan efektér mekanizmalar1 uyarirlar. Makrofajlar

Thl hiicrelerine timor antijenlerini MHC Sinif II molekiilleri ile sunarlar.
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Makrofajlar Thl hiicrelerinden salinan IFN-y, Timor Nekroz Faktér (TNF),
Makrofaj Aktive Edici Faktorler (MAF), Interlokin 4 (IL-4) ve Graniilosit-Makrofaj
Koloni Uyaric1 Faktor (GMCSF) ile aktive olur.

Timor hiicreleri sitolitik olarak NO, TNF, O2, proteazlar gibi inflamatuvar
mediyatorlerin ortama salinmasiyla makrofajlar ile elemine edilirler. Ayrica
makrofajlar, Antikor Bagimli Hiicre Aracili Sitotoksisite (ADCC) mekanizmastyla
kompleman reseptorleri ya da Fc reseptorleri yardimi ile antikor tarafindan
baglanmis tiimor hiicresini yakalayarak yok ederler (Greenberg, 2001).

2.1.8.2. NK Hiicreler

Immiin sistemin diger 6nemli hiicrelerinden biri olan NK hiicreleri, viriis ile
enfekte olmus hiicreleri ve bazi tiimdr hiicrelerini tanir ve direkt olarak yok eder. NK
hiicrelerini diger dogal immiin sistemden hiicrelerinden ayiran en 6nemli 6zelligi
hafizalarinin olmamasidir. Bu yiizden timor hiicrelerinin MHC molekiillerine
baglanmazlar ve MHC Simif I molekiilleri olamayan timdr hiicresini tanirlar. NK
hiicreleri tiimor hiicrelerinin  ylizeyindeki Fas reseptorii ile NK hiicresinin
yiizeyindeki Fas Ligantinin baglanmasiyla aktive olurlar ve graniil ekzositozu
gerceklesir. (Greenberg, 2001).

2.1.8.3. Dendritik Hiicreler

Dendritik hiicreler (DH) testis, goz ve beyin disindaki tiim dokularda bulunan
ve immiin sistemin en Onemli ASH’lerinden biridir. Dendritik hiicreler
farklilasmamis T lenfositleri uyararak primer immiin yanitin olusmasina neden
olurlar. DH’ler bu fonksiyonu yerine getirebilmek icin antijenleri yakalar, isler ve
onlara uygun molekiiller ile birlikte hiicre ylizeyine sunarlar. B lenfositlerin
fonksiyonlarinda 6nemli rol oynayan DH’ler humoral immiinitenin gelismesinde de
onemli rol oynamaktadirlar. DH’ler bu 06zelliklerinden dolayr dogal ve edinsel
immiinitede koprii gorevi gérmektedirler (Hoffbrand, 1994; Paraskevas, 2004; Ross
ve ark., 2003).

DH’lerin 3 6nemli fonksiyonu

0] T lenfosit aktivasyonu ve antijen sunumu

(i)  Immiin toleransin olusumu ve devami
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(i) B lenfositler araciligi ile humoral immiinitenin olusturulmasi
(Yesilyurt ve ark., 2011).
2.1.8.4. T Lenfositler

T lenfositler immiin sistemin timor hiicreleriyle olan savasinda en 6nemli
yetkinlige sahip hiicrelerinden biridir. T lenfositlerin iki dnemli fonksiyonlar: vardir.

Q) T lenfositler tiimor hiicrelerine ait antijenleri tanirlar ve immiin
sistemin diger mekanizmalarini etkinlestirirler

(i) T lenfositler tiimor hiicrelerini direkt olarak oldirtirler

ASH’ler araciligl ile tiimor hiicrelerine ait antijenler, MHC sinif 1I ile CD4+
Th hiicrelerine sunulur ve Th hiicreler aktive olur. Boylelikle Th2 ya da Thl
hiicrelerin cevap olusturmasini saglar ve B lenfositleri aktive ederler.

Tiimdr hiicrelerine ait antijenler MHC sinif I ile CD8+ T lenfositlere sunulur
ve Sitotoksik T lenfositler (CTL) aktivite olur. CTL’lerin aktive olmasiyla timor
hiicreleri direkt oldiriliir. Gergeklesen bu antijen sunum olayma “’capraz sunum’’
denilmektedir (Sekil 2.3).Endojen antijenler tiimor hiicresinin yiizeyinde yer alan
MHC sinif I araciligr ile direkt olarak CD8+ CTL’lere sunulurlar. Ekzojen antijenler
ise ASH’lerin MHC simif I molekiilleri ile CD8+ CTL’lere sunulmaktadirlar
(Aslan,2010).

Antijen Capraz T hiicre
yutma sunum yaniti

Profesyonel ASH . . . .
y : Viriise ozgiil

CD8* STL

Viriisle infekte
hiicre

Costimulator
Viral antijen

Sekil 2.3 Capraz sunum (Abbas ve ark., 2015)
2.1.8.5. B Lenfositler

B lenfositler antikorlarin tretilmesinden ve humoral immiin sistemden

sorumlu olan hiicrelerdir (Diker,1998). B lenfositler ekstraseliiler matriks, biiylime



12

faktorleri, stromal hiicreler ve sitokinler araciligt ile gelismekte ve
farklilagsmaktadirlar  (Virella, 2007). B lenfositlerin yiizeylerinde adezyon
molekiilleri, antijen reseptorleri, MHC molekiilleri ve immunoglobulin reseptorleri
bulunmaktadir. B lenfositler her antijne 0zgii olan antikorlar olustururular
(Diker,1998). Tiimorlerin yikima ugratilmasinda 2 mekanizma gorev yapmaktadir.
Antikor Bagimli Hiicresel Sitotoksisite (ADCC) ve Komplemana Bagiml
Sitotoksisite (CDC). ADCC’ de graniilositler, NK hiicreler, fagositik hiicreler ve
makrofajlar hiicre yitkimina aracilik ederler. Bu mekanizma CDC’ye kiyasla daha
etkilidirr CDC mekanizmasinda tiimoér hiicresinin yiizeyinde yer alan Fc
reseptorlerine kompleman sistemi sabitleyen antikorlar baglanir. Kompleman
sistemin aktive olmastyla birlikte ©> Membran Saldir1 Mekanizmast”” (MAC) timor
hiicre yiizeyinde olusur. Boylelikle tiimor hiicre yiizeyinde delikler meydana gelir ve
hiicrelerin yikim1 gerceklestirilir (Aslan,2010).

2.2. Immiinoterapi

Immiinoterapi temel olarak, bireyin bagisiklik sisteminde yer alan hiicrelerin
belirli bir kismimin kullanilarak kanser vb. hastaliklarin tedavisinde kullanilan
spesifik bir yontemdir. Son yillarda giderek artan kanser vb. hastaliklarin tedavi
yontemleri non-spesifik yontemlerden spesifik yOntemlere dogru ilerleme
gostermektedir. Genellikle cerrahi yontemler ve radyoterapi ile tiimdrlerin yok
edilmesi saglansa bile metastasa bagli olarak hastaligin diger dokulara yayilmasi ile
hastaligin tekrar niiks etmesi dnemli bir sorun olarak varligmi siirdirmektedir. Bu
tedavi yontemleri ile kombine bir sekilde uygulanan kemoterapi her ne kadar kanser
hiicrelerine zarar verse bile ayn1 zamanda saglikli hiicrelere de zarar vermektedir. Bu
nedenle immiinoterapiye olan ilgi daha da artmaktadir (Wayteck, 2013).
Immiinoterapi ile tiimore etki etmesi i¢in disaridan verilen maddelerle olusturulan
yanit, viicudun kendi bagisiklik hiicreleri ile de olusturulabilir ve dogrudan kanserli
hiicrelere yonlendirilebilir. (Dikmen, 2015).

2.2.1. Kanser Immiinoterapisinin Tarihsel Gelisimi

[Ik tiimdér immiinoterapi girisimlerinden biri olan 1866 yilinda Wilhem
Busch’in Streptococcus bakterilerinin sebep oldugu bir hastalik sonrasinda timor

baskilanmasi ger¢eklestirdiklerini gdzlemlemis ve sonrasinda 1868 yilinda tekrar
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sarkomali bir hastasini ayn1 enfeksiyonla enfekte ederek tiimor baskilanmasini
gormek istemesidir (Cruiel, 2013).

William Bradley Coley 1891 yilinda New York Sehri Memorial
Hastanesi’nde cerrah olarak gorev yaptigi sirada bu arastirma tekrar denemek icin
canli ve inaktif Streptococcus pyogenes ve Serratia marcescens bakterilerinin
intratiimoral enjeksiyonlarini yapmaya baglamistir. Coley bu denemesini cerrahi
miidahale olanagi olmayan ve malign bir tiimore sahip hastasina uygulamstir.
Coley’in uyguladigr bu tedavi sonrasinda hastasi tamamen iyileserek uzun yillar
yasamani siirdiirmiistiir (Eskander ve Tewari, 2015).

llerleyen yillarda Coley’in gelistirdigi bu ¢aligmalar Bacille Calmette-Guérin
(BCG)’in kanser immiinoterapisinde kullanilmasini saglamistir. Kullanilan bu as1
giiniimiize kadar mesane kanserine karsi hala en etkili tedavi olarak Onemimi
korumaktadir (Parish, 2003).

1900 yilinda ilerleyen zamanlarda antikor aracili pasif immiinoterapi olarak
siniflandirilacak olan tedavinin ilk bulgularimi tiimorlerle etkilesen molekiillerin
kanser tedavisinde Onemli bir yere sahip olabilecegi Paul Ehrlich tarafindan
belirtilmistir. Monoklonal antikor {iretimi i¢in hibridoma teknolojisi 1975 yilinda
Cesar Milstein ve George Kohler tarafindan gelistirilmistir. 1982 yilinda monoklonal
antikorlar insan neoplazisinde basarili bir sekilde kullanilmis ve 1986 yilinda
muromonab-CD3 (Orthoclone OKT3)’ii FDA tarafindan onaylanmustir. Tk hiimanize
monoklonal antikor olan daclizumab (Zenapax)’in FDA tarafindan onaylanmasi ve
rituximab (Rituxan)’in malignite i¢in onaylanan ilk monoklonal antikor olmast 1997
yilinda gergeklesmistir. 2000 yilinda ilk toksin bagli monoklonal antikor olan
gemtuzumab ozogamicin (Mylotarg)in ve 2002 yilinda radyoniiklid bagl ilk
monoklonal antikor olan ibritumomab tiuxetan (Zevalin)’in FDA’den onay almigtir
(Waldmann, 2003).

Daha sonraki yillarda kanser immiinoterapisi hastanin kendi viicut hiicrelerini
kullanarak yiiriitillen ¢aligmalar ile ilerlemistir. Son yillarda teknolojinin biiyiiyiip
gelismesi ile birlikte tiimor antijenlerinin saflastirilmasi, taninmast ve lenfosit
izolasyonu, sitokinlerle immiin sistemin etkinliinin arttirilmasi, antijene 6zgii T
lenfositlerin tretilesi tiimorlerin immiinoterapi ile ortadan kaldirilmasi i¢in umut

verici olmaktadir (Aslan, 2010).
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2.2.2. Kanser immiinoterapisinde kullanilan tedavi yontemleri
2.2.2.1. Monoklonal antikorlar

Monoklonal antikorlar, en fazla klinik ¢alismalarin  yapildigi
immiinoterap6tik yontemlerin basinda gelmektedir (Cizelge 1) (Waldmann, 2003).

Hiicre yiizeyindeki reseptorleri ile baglant1 kurarak aktiviteye neden olurlar
ve ortaya cikan sinyalizasyon farkli bicimlerde gelisebilir. Epidermal Biiyiime
Faktorii Reseptorii (EGFR) baglayan antikor dogal ligandlarin baglanmasin
engelleyerek reseptorlerin bloke olmasina sebep olurken, Anti CD-20 monoklonal
antikoru ise apoptozu indiikler. Mononiikleer hiicreler ve 16kositler antikorla kapli
hiicreleri sitotoksik graniillerini bosaltarak ya da fagositoz yoluyla monoklonal
antikorun sahip oldugu Fc reseptdrii sayesinde yok edeler. Iimmiinoglobiilin G (Ig G)
yapisinda olan monoklonal antikorlar klasik kompleman kaskad: yoluyla
inflamasyon cevap meydana getirebilirler ve bu molekiile 6zgiil olanlar FcgR olarak
tanimlanir.

Olusan bu inflamasyon cevap ile birlikte fagositik 16kositler kemotaktik etki
yaparlar bu sayede sekonder sitokinlerin salinmasina neden olarak vaskiiler
gecirgenligi arttirirlar ve monoklonal antikorlarin hiicre icine daha kolay niifuz
etmelerini saglarlar (Demirelli, 2005).

Ayrica daha etkili bir tedavi saglayabilmek i¢in toksinler veya radoniiklidlere
konjuge halde bulunan monoklonal antikorlar da vardir. Bu antikorlar kanser
hiicresine hedeflenerek yaydiklar1 radyasyon veya icerdikleri toksinler ile hedef

hiicreyi oldiiriirler (Waldmann, 2003).
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Cizelge 1 Kanser Tedavisinde Kullanilan Bazi Temel Monoklonal Antikorlar
(Sakalar ve ark., 2013; Han J, 2010).

Monoklonal Antikor | Hedef Antijen Antikorun Tipi Kullamldiz1 Bashea Kanserler
Rittuximab Cluster  of  Differentiation | Kimerik, [gG1 B hiicre non-Hodgkin lenfoma
Antyen 20 (CD20)
Trastuzomab Insan epidermal biyime faktorii | Humanize, [5Gl Meme kanseri
reseptorii 2 (HER2)
Alemtuzumab Cluster  of  Differentiation | Humanize, IgGl B hiicre losemisi
Antyen 32 (CD32)
Cetuximab EGFR Kimerik, [gG1 Metastatik  kolorektal kanser ve
skuaméz hiicre kanserlen
Bevacizumab Vaskiler Endotelyal Biyime | Humanize, IgGl Metastatik kolorektal kanser, kiciik
Faktorii hitereli olmayan akciger kanseri ve
over kanseri
Panitmumab Epidermal biiyime faktorii | Insan, IgG2 Metastatik kolorektal kanser
reseptori(EGER)
Ofatumumab CD20 Insan, IgG1 Kronik lenfositik 16semi (KLL)
Ipililumab Sitotoksik T lenfosit Antjen-4 | Insan, IgGl Metastatik melanoma, kiigik hiicrel
(CTLA-4) ve kiigik hiicreli olmayan akciger
kanseri

2.2.2.2. Adoptif immiinoterapi

Immiinolojik olarak aktif olan hiicrelerin kanser tedavisi ve tiimérlerin
olusumlarinin engellenmesi amaci ile hastaya verilmesine adoptif immiinoterapi
denir (Ozet ve ark., 1996). Adoptif immiinoterapide T hiicreleri kullanilir. Bunlar;
tiimdr spesifik TCR (T hiicre reseptorii) ekspresyonu icin diizenlenmis T hiicreleri,
TIL (timor infiltre edici lenfositler), antikorun ekstraseliiler kismi ile T hiicresi
reseptoriiniin sinyal mekanizmasini bir araya getiren kimerik antijen reseptorii (CAR)
eskpresyonu igin diizenlenmis T hiicrelerdir (Dikmen, 2015).

2.2.2.3. Asilar

Tiimor immiinoterapisinde oldukca ilgi goren asilar adjuvanlarla beraber
verilen rekombinant proteinler seklinde olabilir. Tiimorlerle miicadele etmek icin
yapilan as1 calismalarinin en biilyiilk avantaji monoklonal antikorlarin kanserde
kullanilmasina yonelik ¢aligmalara temel olusturmasidir (Barbaros ve Dikmen 2015).
Bir diger yontem olarak hastanin kendisinden alinan dendritik hiicrelerin timor
hiicreleri veya antijenleriyle muamele edilerek hastaya uygulanmasidir. Bu yontemin
asil amact; tiimor hiicrelerine karst CTL olusumunu, timér antijenlerini tagiyan ve

timOr antijenlerini sunan dendritik hiicrelerin ¢apraz sunumlarmin klasik
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yolaklarimin taklidiyle saglanmaktir. Bir diger yoOntem ise hastanin kendi
hiicrelerinde ve antijen sunan hiicrelerinde T hiicre cevabinin olusmasini saglamaktir
(Aslan,2010).

2.2.2.4. Sitokinler

Sitokinler kan hiicreleri ve immiin sistem hiicrelerinin iiretimi ve
aktivitesinde Onemli rol alan, bazi immiin sistem hiicreleri tarafindan {iretilen
kimyasallardir. Sitokinlerle yapilan tedavilerin en biiyiik dez avantajlar1 hastada pek
cok yan etki gdozlemlenmesidir. (Barbaros ve Dikmen 2015).

Sitokinlerin genel 6zellikleri;

l. Sinir sisteminin ve embriyogenezin gelismesine yardimeci olurlar

Il. Inflamasyonda rol oynayan hiicreleri aktive ederler. Boylelikle
hiicreler reaksiyon bolgesine dogru ilerler.

1. Hematopoietik diizenlemeye kemik iligine etki ederek katilirlar.

IV.  Hipofiz hormonlarindan bazilarmin diizenlenmesine ve salinmasina
neden olurlar.

V. Yaralari iyilestirirler

VI.  Diisiik konsantrasyonlarda bas agrisi, ates gibi genel enfeksiyonlara,
yiiksek konsantrasyonlarda ise 6liime neden olurlar

VIl. Lenfoid sistemde dahil olmak tizere hiicrelerin farklilasmalarini ve

cogalmalarini saglarlar (Sekil 2.4)

Uyan

Biyvolojik etkiler

Sekil 2.4 Sitokinlerin biyolojik etkileri (Judith, Owen, Jenni Punt, Sharon ve
Stranford 2007)
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Sitokinlerin ¢ok farkli ¢esitleri olmasina ragmen en yaygin olarak
kullanilanlar1 interferonlar, interlokinler ve GM-CSF (Graniilosit Makrofaj Koloni
Uyarict Faktor)’diir. Interlokinlerden en ¢ok kullamlan IL-2 immiin sistem
hiicrelerinin yardimeci olmaktadir. Interferonlar igerisinde en ¢ok kullanilan IFN-o
(Interferon-o) ise dogrudan kanser hiicrelerinin gelismesini ya da tiimérlerin
beslenmesi i¢in gerekli kan damarlarinin gelisimini yavaglatir. GM-CSF ise kemik
iliginin kan hiicreleri ve bazi immiin sistem hiicrelerini daha fazla iiretmesini saglar
(American Cancer Society, 2014).

Sitokinler bazi immiin sistem hiicreleri tarafindan iiretilen kimyasallardir.
Immiin sistem hiicreleri ve kan hiicrelerinin iiretimi ve aktivitesinde dnemli role
sahiptirler. Sitokinlerle tedavi sirasinda hastada pek ¢ok yan etki gozlenir. Pek ¢ok
farkli c¢esidi olmasina ragmen en yaygin olarak kullanilanlar1 interlokinler,
interferonlar ve GM-CSF (Granulocytemacrophage colony-stimulating factor)’diir.
Interldkinler arasinda en ¢ok kullanilani IL-2’dir. Immiin sistem hiicrelerinin hizl bir
sekilde boliinmesine yardimci olur. Tek basina ya da kemoterapi ve IFN-a
(Interferon-o)) gibi diger sitokinlerle bir arada kullanilabilir. Ilerlemis renal kanser ve
metastatik melanoma igin onay almistir. IL-7, 1L-12 ve IL-21 gibi sitokinler de
kanserde kullanilmak iizere arastirilmaktadir. Interferonlar ig¢inde IFN-a kanser
tedavisinde kullanilmaktadir. IFN-oa dogrudan kanser hiicrelerinin gelismesini ya da
timorlerin beslenmesi i¢in gerekli kan damarlarinin gelisimini yavaglatir. Bazi
immiin sistem hiicrelerinin kanser hiicreleriyle miicadele yetenegini artirir. GM-CSF
ise kemik iliginin bazi immiin sistem hiicreleri ve kan hiicrelerinin daha fazla
tiretmesini saglar. Sentetik bir tiirli olan sargramostim (Leukine) kemoterapi sonrasi
16kosit sayisim1 artirmak i¢in kullanilir. GM-CSF’nin cesitli kanser tiirleri i¢in
kullanimina yonelik arastirmalar halen siirmektedir (American Cancer Society,
2014).

2.2.2.5. Immiin Sistemi Destekleyici Tedaviler

Immiin destekleyici tedaviler tiimoriin dogrudan yok edilmesinden ziyade,
viicudun tiimérle miicadelesinde ona destek veren tedavileri igerir. Ornegin
lenalidomit, pomalidomit ve talidomit gibi immiin sistemi stimiile eden ilaglar, bazi

melanomlarda kullanilan bakteriyel tedaviler, bazi cilt kanserlerinin tedavisinde
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tropikal olarak kullanilan Imiquimod Ornek olarak verilebilir (American Cancer
Society, 2014).
2.3. Dogal Oldiiriicii (NK) Hiicreler

2.3.1. NK Hiicrelerinin Gelisimi

Immiin sistemin en 6nemli hiicrelerinden biri olan NK hiicreleri; kemik
iliginden koken alan, timustan bagimsiz gelisim gosteren bilyiik granilli
lenfositlerdir ve CD3-CD56+16+ fenotipik 6zelligine sahiptirler. NK hiicreleri yogun
olarak periferik kan, dalak ve peritoneal sivilarda bulunurlar. NK hiicreler her ne
kadar lenfosit siifinda ve edinsel immiinitede yer alsalar da aslinda dogal immiinite
de rol oynamaktadirlar. NK hiicrelerini T ve B hiicrelerinden ayiran en Onemli
ozellikleri, viriis ile enfekte olmus hiicreleri daha 6nceden bir uyar1 olmadan tantyip
yok etme yetenegine sahip olmalari, hafizalarinin olmamasi1 ve MHC’den yoksun
olmalaridir.

NK hiicrelerinin yiizey molekkiillerinden olan CD2 molekiilii ve Ig G nin Fc
pargasina diisiik afinite gosteren FcRIII (CD16) NK hiicrelerinin identifikasyonu i¢in
oldukca 6nemlidir. CD16 yilizey molekiilii sadece NK hiicre yiizeyinde degil ayni
zamanda bazi makrofajlarda, notrofillerde ve muhtemel T hiicrelerinde de
bulunmaktadir. CDI16 yiizey molekiilii NK hiicrelerinde transmembrandz
formdayken, graniilositlerde fosfotidil inozitol glikan bagi ile membran yiizeyine

baglanir

NK hiicrelerinin diger 6nemli ylizey molekiillerinden olan “ndéral hiicre
yapisma molekiili-1” (CD56)’diir. NK hiicreleri CD56 yiizey molekiillerinin
fonksiyonlarmin yogunluga bagli olarak <’CD56parlak CD16soluk ve CD56soluk
CDl6parlak’’olmak iizere iki ana gruba ayrilmaktadir (Deniz,2007).

CD56soluk CD16parlak NK hiicreleri periferik kan NK hiicrelerinin %95°ni
olustururular ve biiyilk oranda Fc-y reseptor CD16 ve perforin eksperse ederler.
CD56soluk CD16parlak NK hiicreleri diigiik diizeyde sitokin salgilarlar ve etkili bir
bicimde hedef hiicreleri yok ederler. CD56parlak CD16soluk NK hiicreleri, ikincil
lenfoid organlarda yerlesmis sekilde bulunurlar ve TNF, GM-CSF ve IFN-y, igeren
pek cok sitokin iiretmektedir. CD56parlak CDI16soluk NK hiicreleri uzun siireli
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aktivasyondan sonra sitotoksisite 6zelligi kazanmaktadirlar (Sekil 2.5) (Liinemann,
Liinemann JD ve Miinz, 2009).

Sitokin Ureticileri Olduruculer
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Sekil 2.5 CD56parlak CDI16soluk ve CD56soluk CDl16parlak islevleri (Seydel ve
Aksoy 2011)

CD56™"* CD16™"* ve CD56™"* CD16”" NK hiicreleri, aktive edici ve
inhibe edici NK hiicre reseptorler, tasidiklart kemokin reseptorleri ve adezyon
molekiilleri agisindan da farklhilik gostermektedirler. Bu farkliliklar NK hiicrelerinin
enflamasyon bolgesine gociinii ve dokulara yerlesimini kolaylastirmaktadir.

CD56P"% cD16%" ve CD56%"* CD16P"® NK hiicreleri arasindaki diger
farkliliklardan biri de farkli ylizey reseptorlerini eksprese etmeleridir. CD56%k
CD16""* NK hiicreleri C tipi Lektin reseptorlerini ve KIR resepétrlerini daha fazla
miktarda eksprese ederken CD56P"® CD16%" NK hiicreleri az miktarda KIR
reseptOrlerini ve yliksek miktarda C tipi lektin reseptorlerini eksprese ederler

(Linemann ve ark. 2009).

2.3.2. NK Hiicrelerinin Fonksiyonlari
2.3.2.1. Sitotoksisite

NK hiicreleri MHC aracilig1 olmadan viriis ile enfekte olmus hiicreleri ve
timoOr hicrelerini  direkt olarak Oldirebilen hiucrelerdir. NK  hiicreleri

sitoplazmalarinda perforin, ¢ok sayida sitoplazmik graniiller ve ¢esitli enzimler
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icermektedir. NK hiicreleri ilk asamada hedef hiicreyi putatif NK reseptorleri
araciligr ile tanimaktadirlar. Diger asamada ise belli organeller sitoplazmada
meydana gelen degisiklikler sonucunda efektdr hiicrelerin  sitoplazmalarinda
parcalanir. Bu asama tamamlandiktan hemen sonra efektor hiicre tarafindan
salgilanan molekiillerin bir kismi1 hedef hiicre i¢in toksik etki gosterir. Hedef hiicre
membranint deformasyona ugratan ana mekanizma ‘’perforin bagimli *’ sitotoksik
mekanizmadir. Perforin bagimsiz mekanizmalar ise; TNF, TNF- iliskili apoptoz
indiikleyen ligand (TNF-Tiimor Nekrozis Faktor) veya Fas Ligand aracili
sitotoksisite daha diisiikk ve yavas etki gostermektedir. (Hokland’tan aktaran Deniz,
2007).

NK hiicre yiizeyindeki reseptorler ile aktive ve inhibe edici sinyaller
arasindaki denge NK hiicre aktivitesinin regililasyonunu saglamaktadir. NK
hiicrelerinin sitotoksik etki mekanizmalariyla ilgili iki hipotez ortaya konmustur. ki
reseptor’’ hipotezine gore ise NK hiicrelerinin 6ldiirme yetenekleri, farkli reseptor
tipleri tarafindan iretilen inhibisyon ve aktivasyon sinyalleri arasindaki denge ile
saglanir. “’Missing-self’” hipotezine gore NK hiicresi MHC sinif I negatif otolog
hiicreleri tanir ve yok eder. ©* (Sekil 2.6) (Ljunggren ve Kirre, 1990; Raulet, 1992).
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Sekil 2.6 NK hiicre cevabinin diizenlenmesi (Seydel ve Aksoy, 2011).

Hedef hiicre ligandlarini taniyan aktivator sinyaller, PTK (Protein Tirozin

Kinaz)’lar1 aktive ederler. Boylelikle PTK aktivitesi simif I MHC molekiilerini
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taniyan inhibitor reseptorlerin PTK lar1 uyararak aktive etmesi ile inhibe olur. Sonug
olarak ise MHC siif I tasiyan hiicreleri NK hiicreleri lizise etmez. MHC sinif I
ekspresyonunu viriis enfeksiyonu inhibe ettigi icin aktivator sinyaller NK hiicre
lizisini tetikler ve aktive olan NK hiicreleri enfekte hiicreleri lizise eder (Deniz,
2007)

Klasik HLA antijenleri HLA-A, B, C ve HLA-G, E gibi non-klasik HLA
antijenleri, stres ile indiiklenen molekiil Major Histokompabilite -1 zincir iligkili
antijen (MICA) molekiillerinin hepsi ig¢in ayr1 bir reseptor NK hiicreleri eksprese
ederler. NK hiicrelerinin ‘’Natural killer- reseptorler’’(NKR) olarak adlandirilan iki
reseptOrii vardir. Bunlar aktive ve inhibe edici reseptorlerdir. Bu reseptdrlerden
sinyal iletimine yol agan ve sitokin iiretimini inhibe eden reseptorler KIR’lar ve
sitokin {iretimi ile yok etme gibi efektdr fonksiyonlar1 harekete gegiren reseptorler ise
KAR (Katil Aktivatdr Reseptor) olarak adlandirilmaktadirlar. KIR’lar bazi T hiicre
alt gruplarinda, NKT hiicrelerinde ve NK hiicrelerinde bulunmaktadirlar. Aktivator
reseptorler yani KAR’lar ise yalnizca NK hiicrelerinin degil T hiicre aktivasyonunun
regiilasyonunda da rol oynamaktadirlar (Biassoni ve ark. 2001; Young ve ark. 2002).

Aktivator reseptorlerde sitoplazmik biikliim kisa veya hi¢c yoktur ve bu
reseptorler, transmembran  bilikliimiinde (domain) pozitif  yiikli ucta
“immiinoreseptor tirozin bazli aktivasyon motifi’> (ITAM) tasityan DAP-10 veya
DAP-12 iletim proteinlerini tasimaktadirlar. Inhibitor reseptdrler sitoplazmik
Kuyrukta tirozin fosfataz baglayan hiicre i¢i tirozin bazli inhibisyon motifi (ITIM)
tasirlar ve pozitif yliklii biikliim icermezler. KIR molekiilleri sitoplazmik biikliimiin
uzunluguna ve hiicre dis1 segmentlerindeki immiinoglobiilin biikliim sayisina gore

adlandirilmaktadir (Sekil 2.7, Sekil 2.8) (Raulet, Vance ve McMahon 2001).
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Sekil 2.7 NK hiicre reseptorleri (Seydel ve Aksoy, 2011).

Aktivator reseptorler inhibitor reseptorier

Sekil 2.8 Inhibitor ve Aktivator reseptorler (Deniz,2007).
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2.3.2.2. Sitokin ve kemokin sekresyonu

NK hiicrelerinin 6nemli bir diger fonksiyonu ise sitokin iiretimidir. NK
hiicrelerinin de Thl ve TH2 hiicreleri gibi insan NK hiicrelerinin de NK1 ve NK2
hiicre alt gruplar1 vardir. NK1 hiicreleri TNF-a ve IFN-y salgilarken, NK2 hiicrelerin
ise IL-13, IL-4 ve IL-5 salgiladig1 gosterilmistir (Deniz,2007).

NK hiicrelerini akim sitometride CD56, CD16 yiizey molekiilleri ile tayin
etmem miimkiindiir. Cr-51 salintmi NK hiicrelerinin sitotoksik etkisini saptamada
kullanilir. Bununla birlikte floresan isaretli, hedef hiicrelerle efektor hiicrelerin
inkiibasyonu sonucu olusan lizis de akim sitometride saptanmaktadir. ADCC’ de Fc
reseptOrii tagtyan hiicreler tarafindan antikor kapli hedef hiicreler MHC’den bagimsiz
olarak yok edilmektedir. Hedef hiicre yilkiminin mekanizmast tam olarak
aydinlatilmamakla beraber, granzimler ve perforinler araciligi ile yikimin
gerceklestigi kabul edilmektedir (Moretta, Biassoni, Bottino, Mingari ve Moretta,
2000).

2.3.2.3. Temasa bagh hiicre es uyarimi

T ve B hiicreleri ile iletisimde rol oynayan CD40L (CD154) ve OX40L gibi
es-uyaran ligandlar1t NK hiicreleri eksprese ederler. Bu durum NK hiicrelerinin dogal
ve edinsel immiinite arasinda bir koprii gorevi gordiigiinii disiindiirmektedir
(Deniz,2007).

NK hiicreleri farkli fonksiyonlari ile sitokin tiretimi, allograft rejeksiyonu gibi
immiinoregiilator  fonksiyonlarda, hematopoetik sistem hiicre biiylime ve
farklilagsmasi, aplastik anemi, diyabet, tiimor immiinoloji ve viriis, bakteri, parazit,
mantar gibi mikrobiyal enfeksiyonlarin kontroliinde rol oynamaktadir (Orange ve
Ballas, 2006).

2.3.3. NKT Hiicreler

NK hiicreleri CD3 antijenini eksprese etmezken, NKT hiicreler CD3
antijenini ve NK hiicrelerinde bulunan reseptorlerin ¢ogunu eksprese eden hiicreler
“NKT”’ hiicreleridir. Bu hiicreler NK hiicreleri ve klasik T hiicrelerinin alt
gruplaridir ve ilk kez fare sisteminde NK1.1 olarak adlandirilmistir (Sekil 2.9) (Loza,
Metelitsa ve Perussia, 2002).
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Sekil 2.9 NK, T ve NKT hiicrelerinin ortak ve farkli 6zellikleri (Deniz,2007).

NKT hiicreleri otoimmiin hastaliklarin kontroliinde, tiimor rejeksiyonunda ve
immediate immiin yanittan rol oynamaktadirlar ve bu hiicreler T hiicre antijen
reseptorii ve NK hiicre reseptorii eksprese ederler (Sekil 2.10). NKT hiicreleri NK
hiicrelerine benzer sitotoksik aktivite gosterirler ve T hiicre araciligi ile ytliksek
miktarda IL-4, IL-2, IFN-y ve TNF-a, gibi sitokinleri iiretirler. CD4-CD8- NKT
hiicreleri, IFN-y, TNF-a, gibi sitokinlerin seskresyonunda Th1, CD4+ NKT hiicreleri
ise IL-4, IL-13 gibi sitokinlerin TH2 tip yanitta etkilidir.

Sitokinlerin saliniminda mikrogevre énemli rol oynamaktadir ¢iinkii IL-12
salinim1 IFN-y saliniminda, IL-7 salinimi IL-4 saliniminda artisa neden olmaktadir

(Blanca, Bere, Young ve Ortaldo, 2001).
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Sekil 2.10 NKT hiicrelerin fonksiyonlar1 (Deniz, 2007).

2.3.4. NKG2D Hiicre Reseptorleri

NK hiicrelerinin en 6nemli yiizey reseptorlerinden biri olan, tip II lektin
benzeri proteinleri olarak bilinen NKG2 gen ailesidir. Bunlar NKG2A, D, C, E, B ve
F’dir. NKG2D hiicre reseptorleri %21 oraninda aminoasit homolojisi gosterirken
NKG2A, C, B ve E %94-95 diizeyinde aminoasit homolojisi gostermektedir.
NKG2C, D, ile E aktive edici 6zellige sahiptir. NK hiicre aktivasyonuna katilan en
onemli hiicre yiizey reseptorleri NKG2D (Dogal oldiiriicii grup 2, D {iyesi-
CD314)’dir. NK hiicreleri ve bazi T hiicreleri tarafindan eksprese edilen reseptor
olarak ilk defa 1991 yilinda insan NKG2D hiicre yiizey reseptorii tanimlanmigtir
(Bauer ve ark. 1999; Borrego ve ark. 2002).

NKG2D hiicre ligandlart insanlarda HLA smif I (MHC Class 1) genleri HLA-
A ile HLA-B olan UL-16 ve GPI (glikozil-fosfat-idilinozitol) baglayan ULBP’dir.
Toplamda 7 tane MIC geni (MICG- MICA) yapilan ¢alismalarla ortaya konmustur.
Bu genlerden fonksiyonel olarak eksprese edilen genler MIC-B ile MIC-A genleridir.
MIC-D, F, C, E genleri ise yalanci genler olarak adlandirilmaktadir (Petersdorf,
Schuler, Longton, 1999; Bahram, Inoko, Shiina, 2005).
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Aktive edici sinyaller genellikle NK hiicrelerinin igerisinde belirli 6zellik
kazanmis kinazlarin ATP iiretimini indiiklemektedir. NKG2D hiicre ligandlarinin
reseptOrlerinin sinyalleri i¢in gerekli protein DAP10’dur. Ciinkii bu proteinler NK
hiicrelerindeki NKG2D’nin baglanarak sitolitik aktiviteyi tetiklemekte bdylelikle de
sitokin (TNF-o, IFN-y gibi) iretimi saglanmaktadir (Sekil 2.11) (Seydel ve
Aksoy2011).

MNormal Epitelyum

1 Stres transformasyon

Tuamor Hacreleri

NKG2D/
DAP10

N Hucreleri f Makrofaj

Sekil 2.11 MIC, DAP10 ve NKG2D adaptor protein iligkisi (Seydel ve Aksoy,2011).

2.3.4.1. NKG2D ligandlarinin kanser immiinoterapisindeki rolleri

Hiicre dongiisii kontrol kaybi, apoptosize karsi gosterilen direng ve kendini
yenileme Kkapasitesi, tiimorlerin transformasyon ve biiylime olayr mutasyon
olusumunu iceren birgok asamayi i¢inde barindiran bir siiregtir. Immiin sistem tiimor
hiicrelerinin biiyiimesi ve gelismesinin kontroliinde olduk¢a Onemli bir rol
tistlenmektedir. NK hiicreleri TNF-B, IL-10, TNF-a, IL-13, GM-CSF ve IFN-y gibi
sitokinleri hedef hiicreler temas hallerinde ve sitotoksik Ozelliklerin sergilendigi
durumlarda salgiladiklar1 gdsterilmistir. NK hiicrelerinin tiimdrleri yok etmesinde

NKG2D reseptorlerinin rolleri oldukga yiiksektir. Cilinkii NKG2D reseptorleri farklt
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tiimorler lizerinde eksprese olan belirli antijenleri tanimaktadir. Yapilan ¢aligmalarda
bircok tiimdriin NK hiicrelerinin saldirisindan korunmak i¢in NKG2D aracili
reseptorleri etkisiz hale getirdigi gosterilmistir (Coudert, Held, 2006; Zwirner,
Fuertes, Giart, 2007).

Insanlarda kokenleri farkli epitelyum tiiméorlerinden eksprese olan MICA ve
MICB proteinleri, hematopoetik kokenli malignitelerde daha az eksprese
olmaktadirlar. Timor hiicrelerinde gozlenen immiin kagis mekanizmalart NKG2D
ylizey reseptorleri araciligr ile olmaktadir. Timor hiicreleri immiin yanittan
kacarlarken NKG2D ligandlarinin iglevlerini ve ekspresyonlarint baskilayarak
kontrol etmektedirler. NKG2D ve NKG2DL etkilesiminin immiin kagis
mekanizmasinda 6nemli etkisi vardir. (Coudert ve ark. 2006; Zwirner ve ark. 2007,
Ornek, 2007).

Virlis ile enfekte olmus hiicrelerde, transforme olmus hiicrelerde MIC
proteinlerinin upregiilasyonlar1 NKG2D hiicre ylizey reseptorleri araciligi ile bir
cevap olusturmaktadir. NK hiicrelerinin direkt olarak stres sinyallerine yanit
verdikleri ve ¢esitli NKGD liganlarinin dagilimlarinin ve ekspresyonlarinin dogal

immiin sistemde Onemli rol oynadiklar1 gdsterilmistir (Seydel ve Aksoy, 2011).
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3. MATERYAL ve METOT
3.1. Kullanmilan Materyaller
3.1.1. Kullanilan Kimyasallar

Phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA) (Sigma),
Dioctadecyloxacarbocyanine perchlorate (DIO) (Sigma),
Propidum lodide (PI) (Sigma),

Monensin (Sigma)

Fetal Bovine Serum (FBS) (Sigma)
RPMI-1640 (Sigma)

Dimetil Siilfoksit (DMSO) (Sigma)
Penicilin Streptomycin (Sigma)

Ficoll Hypaque (Sigma)

Phosphate Buffered Saline (PBS) (Sigma)
Optylise (Beckman Coulter)

lonomycin Calcium Salt (Sigma)

Isoflow (Beckman Coulter)

Trypan Blue (Sigma)

CD3-FITC (Beckman Coulter)

CD16-PE (Beckman Coulter)

CD56-PC5 (Beckman Coulter)
CD107a-APC (Beckman Coulter)
CD45-KO (Beckman Coulter)

CD57 (Beckman Coulter)

3.1.2. Kullamilan Cihazlar

Sinif 2 Biyolojik giivenlik kabini (Scanlaf)
Vorteks (IKA)

Otoklav (Sanyo)

Masaiistii sogutmali tiip santrifiij (Ortoalresa)
Santrifiij (Niive)

Hassas terazi (Denver)



29

Floresans mikroskop (Leica)

Inverted mikroskop (Olympus CKX53)

Akim Sitometrisi (Beckman Coulter, USA)

Buzdolabi (Argelik)

CO2 inkiibator (Sanyo)

Azot Tanki (LYBGA&OCA)

3.1.3 Hasta Gruplar1 ve Ornekler

Bu c¢alismada; akciger kanseri, meme kanseri, hematolojik neoplazmli
hastalar (multiple myelom) ve saglikli goniilliiler olmak tizere {i¢ hasta bir kontrol
grubu olusturuldu. Her bireyden daha onceden bilgilendirilmis onam formu ile
onaylar1 alindi. Gruplar i¢in denek segerken asagidaki kriterler baz alindi.

Calismaya alinma kriterleri:

-18 yasindan biiyiik olmak

-Hastanin akciger kanseri, meme kanseri veya multipl myelom tanis1 almis
olmasi

-Hastanin bir ay boyunca kemoterapi almamis olmast

-Lokosit sayisinin 3500/micL, lenfosit sayisinin 1500’{in iizerinde olmas1

Calismaya alinmama kriterleri

Hastanin gebe olmasi

Aktif enfeksiyonu olmasi

Yazil bilgilendirilmis onam vermemesi

3.2. Kullanilan Yontemler
3.2.1. Losemi Hiicre Hatt1 ve Hiicre Kiiltiirii
3.2.1.1. K562 Hiicre Hattimin Ozellikleri

K562 hiicreleri kronik myeloid 16seminin blastik kriz evresi orjinli myeloid
seri hiicre dizileridir. Eritriod farklilasma, glutatyon sistemi, oksidatif stres,
antikanser tedavilerinin gelistirilmesi ve sitotoksisite ¢alismalarinda siklikla
kullanilmaktadir. K562 hiicreleri diizglin sekilli, kisa mikrovilluslu ve kolay
baglantilar1 olan hiicrelerdir. Giemsa ile hazirlanmis preparatlarda K562 hiicreleri
yaklasik 20 uM capinda iki ya da daha fazla parcali niikleuslu farklilasmamis blast

hucreleri olarak tanimlanabilir.
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Bu ¢alismada K562 hiicre dizilerinin kullanilmasinin en 6nemli nedeni; NK
hiicre aktivitesini inhibe etmek i¢in gerekli olan MHC kompleksinden yoksun
olmalar1 ve NK hiicreleri tarafindan kolaylikla yok edilebilmeleridir.

3.2.1.2. K562 Hiicre Hattinda Kullanilan Besiyeri ve Kiiltiir islemleri

Bu calismada Acibadem Universitesi Arastirma Laboratuvarindan K562
(kronik myeloid 16semi) hiicre hattt donmus olarak temin edildi. Besiyeri, RPMI-
1640 (fenol redsiz) igerisine %10 FBS (50 ml), 5 ml L-Glutamin ve 5 ml Pen-
streptomisin eklenerek hazirlandi. Hiicreler, besiyerinde 37°C’de %5CO; iceren
ortamda ¢ogaltild1.

3.2.1.3. K562 Hiicre Hattinin Cozdiiriilmesi

Cryo tiipler icerisinde azot tankinda saklanan besiyeri ve %10 dimetil
siilfoksit (DMSO) ile dondurulmus olan K562 hiicre hatti, azot tankindan
¢ikarildiktan sonra 37°C’de %5 CO2’li ortamda ¢Ozdiiriildii. Coziinen hiicreler 15
ml’lik falkona alind1 ve {izerlerine 5 ml taze hazirlanan besiyeri ilave edildi. 4 °C’de
1500 xg’de 5 dakika sogutmali masaiistii santrifiijii ile santrifiij edildi. Siipernatant
atild1 pelletin {izerine 5 ml besiyeri eklenerek homojenize islemi yapildi ve herhangi
bir kontaminasyon olugmamasi i¢in tekrar 4°C’de 1500 xg’de 5 dakika santrifiij
edildi. Ardindan siipernatant tekrar atildi ve pelletin iizerine 15 ml taze besiyerinden
eklenerek homojenize edildi. 75 cm?lik flaskalara steril bir sekilde aktarilarak
37°C’de %5 CO?2 igeren ortamda inkiibasyona birakildi. Herhangi bir kontaminasyon
olusmamast i¢in yapilan tiim basamaklarin steril bir sekilde calisilmasina 6zen
gosterildi.

3.2.1.4. K562 Hiicre Hattimin Pasajlanmasi

Inkiibasyona birakilan flasklar hiicre hattinin canliligini  korumasi ve
cogalmasinin saglanmasi amaciyla 24-48 saatte bir pasajlama islemi yapildi. Bunun
i¢cin ilk olarak hiicreler hiicre kaziyicisi ile flasklardan kaldirildi. Hiicreler yiizen
hiicreler oldugu icin ve ylizeye tam olarak yapismadigi igin tripsin kullanilmadi.
Kaldirilan hiicreler 15 ml’lik falkona aktarildi ve 4°C’de 1500 xg’de 5 dakika
santrifiij edildi. Daha sonra siipernatant atild1 ve pellet 1xPBS ile iki defa yikandu.

Stipernatant tekrar atild1 ve pelletin iizerine 15 ml taze besiyeri eklenerek homojenize
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halde getirildi. 75’lik flaska ekimi yapilan hiicreler 37°C’de % 5CO2 igeren
inkiibatore yerlestirilerek ¢ogalmaya birakildi.
3.2.2. Orneklerin temin edilmesi, hazirlanmasi, immiinfenotipleme ve

hiicre kiiltiir calismalari
3.2.2.1. Orneklerin Temin Edilmesi

Bu calismada hasta grubu ig¢in Namik Kemal Universitesi Onkoloji ve
Hematoloji Boliimiinden hasta deneklerle ve kontrol grubu i¢in saglikli deneklerle
onceden goriisiildii ve bilgilendirilmis onam formlar: ile onaylar1 alindi Hastalardan
ve saglikli deneklerden ortalama 5 ml kan heparinli tiiplere alindi. Alinan kan
orneklerinin100ul’si Hematoloji Laboratuvarinda immiinfenotipleme igin ayrildi.
Kalan oOrneklerden Ficoll-Hypaque gradyan santrifiij yontemi ile periferik kan
mononiikleer hiicreleri izole edildi.

3.2.2.2. Akim sitometrisi ile immiinfenotipik analiz

Immiinfenotipik analiz igin, tiiplere alman 100ul’lik kan &rneklerinin her
birine floresan madde ile isaretle monoklonal antikorlardan (CD3-FITC, CD16-PE
CD56-PC5 ve CD45-KO) 5ul eklendi, 15 dakika karanlik ortamda inkiibasyona
birakildi. Daha sonra eritrositleri uzaklastirmak i¢in 500 ml Optilyse eklendi ve 10
dakika inkiibasyona birakildi. Ardindan 500 ml IsoFlow eklendi ve tekrar 10 dakika
inkiibasyona birakildi. Bu islemlerin ardindan tiipler 1300 rpm’de 5 dakika santrifiij
edildi, siipernatant atild1 ve lizerine 2 ml isoflow ile tekrar yikama iglemi yapildi.
Stipernatant tekrar atildi ve tiliplerin iizerine 500 ml isoflow eklendi ve akim
sitometrisinde tilipler sirasiyla ¢ekildi.

3.2.2.3. Ficoll-Hypaque ile PBMC’lerin izole Edilmesi

Alinan kan 6rnekleri 15 mI’lik falkona aktarildi. Bir baska 15°lik falkona ise
5 ml fikol alindi. Ardindan fikoliin bulundugu falkona +- 5 ml kan 6rnegi pipetor ile
yavas yavas Uzerinden yayildi (1:1/ v: v orani kullanildi). Sogutmali masaiistii
santrifiij ile 21°C’de 1500 xg’de 30 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi
eritrositler dibe ¢oktiigiinden dolayi iist kisim yavasca toplandi ve 4°C’de 1500 xg’de
5 dakika santrifiij edildi. Siipernatant atildi ve pellet 1xPBS ile yikandi ve 50’lik

falkona aktarildi. Hiicrelerin iizerine 20 ml taze besiyeri eklendi ve homojenize hale
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getirildikten sonra 75 ml’lik flaska ekimi yapildi. Flasklar 37°C’de % 5CO; iceren
ortamda 24 saat inkiibasyona birakildi.

3.2.3. Hiicre canhlik testi

Canli hiicre sayim1 Thoma lami kullanilarak gerceklestirildi. Bu islem ig¢in
hiicreler 1xPBS i¢inde hazirlanmis %0,5 tripan mavisi ile 1:1 (v/v) oraninda
karigtirillarak 1 dakika bekletildi. Hazirlanan karisim lam {izerindeki uygun bolgelere
10ul tripan mavisi ile 10ul hiicre olacak sekilde uygulandi. Hiicre siispansiyonu
tripan mavisi gibi bir canlilik boyasi ile seyreltiginde, canli hiicreler boyay1
metabolize edip hiicre disina attiklarindan beyaz, kiigiik ve yuvarlak olarak
goriiniirler. Olii hiicreler ise membranlar1 boyaya gecirgen oldugundan biiyiik ve
koyu mavi hale gelirler. Bu 6zellikler dogrultusunda hiicreler, inverted mikroskop
kullanilarak canlilik ve cogalma yoniinden degerlendirildi. Ardindan hiicreler
mikroskop altinda sayildi ve kiiltiiriin bir milimetresindeki canli hiicre sayisi
asagidaki formiile gore hesaplandi. Canli hiicre sayisina gore hedef hiicre: efektor
hiicre (E: T) oran1 5:1 olarak belirlendi.

Canl1 hiicre sayisy/ml =N x 2 x 10*

N=lam tizerindeki sayma alanindaki hiicre say1si.

3.2.4. Kaullanilan kimyasallarin uygun konsantrasyonlarda hazirlanmasi
3.2.4.1. DIO konsantrasyonu hazirlama

Bu calismada satin alman Dioctadecyloxacarbocyanine perchlorate DIO
(Sigma-D4292) 20 mg / 7.5 ml’lik konsantrasyonda hazirlamak igin ilk olarak 15
tane steril 2 ml’lik eppendorflar ayrildi. DIO’nun igerisine 4 ml DMSO eklendi ve
homojenize hale getirildi. Ardindan 3.5 ml DMSO tekrar eklendi ve homojen hale
geldiginde 15°lik falkona aktarildi. 15 tane steril eppedorflara 500 ml olacak sekilde
her birine eklendi, etraflar1 karanlik ortam yaratmak i¢in aliiminyum folyo ile sarild1
ve -20°C’de saklandu.

Calisma esnasinda DIO kullanildiginda -20°C’den 2 ml’lik bir tane eppendorf
alind1. Buradan 2.5 pl DIiO alindi ve 18 pl PBS ile karistirildi. Bu karisimdan ise 2 ul

alind1 ve ¢alismada kullanildi.
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3.2.4.2. PI konsantrasyonu hazirlama

Bu ¢aligmada satin alinan Propidum Iodide (PI) (Sigma-P4170) 25 mg /10 ml
konsantrasyonda hazirlamak i¢in 20 tane steril eppendorflar hazirlandi. PI igerisine 5
ml steril DMSO eklendi ve homojenize edildi. Daha sonra tekrar karisim 15 ml’lik
falkona aktarild1 ve igerisine tekrar 5 ml DMSO eklendi, homojenize hale getirildi.
Ardindan 20 tane steril eppendorflara 500 ml olacak sekilde aktarildi. Kullanilan
boyanin ozelligini yitirmemesi igin etrafi aliminyum folyo ile sarildi ve -20°C’de
saklandi.

Calisma esnasinda PI kullanildigi zaman -20°C’den bir tane eppendorf
cikarildi. Igerisinden 500 ul PI alindi ve 9.5 pl 1x PBS ile karistirildi.

3.2.4.3. Ionomycin konsantrasyonu hazirlama

Bu ¢alismada satin alinan Ionomycin calcium salt (Sigma-10634) 5 mg /5 ml
konsantrasyonda hazirlamak icin 10 tane steril eppendorflar hazirlandi. Ionomycin
igerisine 1 ml steril DMSO eklendi ve homojenize edildi. Daha sonra tekrar karigim
15 mI’lik falkona aktarild1 ve igerisine tekrar 4 ml DMSO eklendi, homojenize hale
getirildi. Ardindan 10 tane steril eppendorflara 500 ml olacak sekilde aktarildi.
Kullanilan kimyasalin 6zelligini yitirmemesi i¢in etrafi aleminyum folyo ile sarildi
ve -20°C’de saklandi.

Calisma esnasinda lonomycin kullanildigi zaman -20°C’den bir tane
eppendorf ¢ikarildi. Icerisinden 3 pl PI alind1 ve 1 ml 1x PBS ile karistirild.

3.2.4.4. PMA Konsantrasyonu Hazirlama

Bu ¢alismada satin alinan Phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA) (Sigma-
P8189) 5 mg / 5 ml konsantrasyonda hazirlamak i¢in 5 tane steril eppendorflar
hazirlandi. PMA igerisine 5 ml steril DMSO enjektér yardimiyla eklendi ve
homojenize edildi. Daha sonra tekrar karisim 15 ml’lik falkona aktarildi ve icerisine
tekrar 5 ml DMSO eklendi, homojenize hale getirildi. Ardindan 5 tane steril
eppendorflara 500 ml olacak sekilde aktarildi ve -20°C’de saklandi.

Calisma esnasinda PMA kullanildigi zaman -20°C’den bir tane eppendorf
cikarildr. Igerisinden 10 pl PMA alind1 ve 990 pl 1x PBS ile karistirildi.



34

3.2.4.5. Monensin Konsantrasyonunun Hazirlanmasi

Bu ¢alismada satin alinan monensin (Sigma-M5273) igerisinde 0.0007 grami
hassas terazi yardimiyla tartildi ve alindi. Daha sonra alinan miktarda ki monensin
100 ml distile su igerisinde ¢ozdiiriildii ve 50 ml’lik falkona aktarildi. Bu karisimdan
1 ml alindi, 15 ml’lik falkona aktarildi ve 9 ml distile su ile karistirilarak
caligsmalarda kullanildi.

3.3. NK Hiicre Aktivitesi Icin Kullanilan Yontemler

Calismaya baslamadan once ilk olarak 24 saat inkiibasyona birakilan K562
hiicreleri ve PBMC’ler flasklardan hiicre kaziyici ile kaldirild1 ve her ikisi de 50
ml’lik falkonlara aktarildi. 4°C’de 1500 xg’de 5 dakika santrifiij edildiler,
slipernatantlar1 atildi ve pelletleri 1x PBS ile yikandi. Ardindan tekrar 4°C’de 1500
xg’de 5 dakika santrifiij edildiler. Siipernatantlar atildi ve hasta gruplari, saglikli
goniilliiler ve K562 hiicrelerinin pelletlerine 2 ml taze besiyeri eklendi.

(Calisma siiresince haftada tek bir gruptan 2 6rnek calisildi.)

3.3.1. DIO/PI yontemi ile NK hiicre aktivitesinin degerlendirilmesi

Calismanin bu asamasinda ilk olarak 4 tiip olusturuldu. Bunlar sirastyla
DIO/PI, sadece DIO, sadece PI ve higbir boyanin olmadig1 sadece K562 / PBMC
‘lerin oldugu tiip olmak tizere ayrildi. Her tiipe 100 pl K562 hiicrelerinden eklendi.
DIiO bulundurmayan tiipler haricinde ki tiim tiipler 1 ml taze besiyeri ve 2 ul DIO
boyasindan eklenerek homojenize hale getirildi ardindan 20 dakika 37°C’de % 5CO2
ortamda inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasinda tiipler 4°C’de 1500 xg’de 5
dakika santrifiij edildi. Siipernatant atildi ve pellet 1x PBS ile iki defa yikama
islemine tabi tutuldu.

Inkiibasyon sonrasinda elimizde olan tiim tiiplere sirasiyla 300 ul PBMC ve 1
ml taze besiyeri eklendi ve 37°C’de % 5CO2 ortamda 2 saat inkiibasyona birakildi.
Ardindan tiim tiipler 4°C’de 1500 xg’de 5 dakika santrifiij edildi. Siipernatantlar
atildi, pelletler ise 1x PBS ile iki defa yikma islemine tabi tutulduktan sonra son kez
4°C’de 1500 xg’de 5 dakika santrifiij edildi. Daha sonra sadece PI bulunduran
tiiplere 1 ml taze besiyeri, 130 ul PI eklendi ve homojenize hale getirildi. Tiipler
ardindan  4°C’de 1000 xg’ de 1 dakika santrifiij edildi. Siipernatantlar atildi,
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pelletler ise 10x PBS ile yitkama islemenin yapilmasinin ardindan akim sitometrisi
icin gerekli basamaklara hazir hale getirildi.
3.3.1.1. DIO-PI yontemi ile NK hiicre aktivitesinin akim sitometrisinde

olciilmesi

Akim sitometrisi i¢in hazir hale gelen 6rneklere 500 ml isoflow eklenerek 10
dakika karanlik ortamda inkiibasyona birakildi. Daha sonra 1300 rpm’de 5 dakika
santrifiij edildi, siipernatant atildi. Pellete ise 500 ml isoflow eklendi ve akim
sitometride ¢ekilmeye birakildi.

3.3.2. PMA /Ionomycin yontemi ile NK Hiicre aktivitesinin

degerlendirilmesi

Calismanin bu kisminda ise 3 tlip olusturuldu. Tiipler sirasiyla uyarisiz,
PMA-Ionomycin, K562 olmak {izere isimlendirildi. Uyarisiz olan tiipe 300 pl
PBMC, 10 ul CD107a- APC, 50 pl monensin ve 200 pl taze besiyeri konuldu. PMA-
Ionomycin olan tiipe 300 ul PBMC, 10 ul CD107a-APC, 50 pl monensin, 100 pl
PMA, 100 pl Ionomycin eklendi. K562 olan tiipe ise 300 ul PBMC, 100 ul K562
hiicreleri, 10 ul CD107a-APC eklendi. Tiim tiipler en diisiik devirde vortekste
homojenize edildikten sonra 37°C’de % 5CO; ortamda 4 saat inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyon sonras1 tiipler 4°C’de 1500 xg’de 5 dakika santrifiij edildi.
Stipernatantlar atild1 ve pelletler 1x PBS ile iki defa yikama islemine tabi tutuldu.
Ardindan akim sitometrisinde ¢ekilmeye hazir hale getirildi.

3.3.2.1. PMA/ Ionomycin yontemi ile NK hiicre aktivitesinin akim

sitometrisinde o6lciilmesi

Akim sitometrisi i¢in hazir hale gelen 6rneklere 5 ul sirasiyla CD3-FITC,
CD56-PC5 ve CD45-KO monoklonal antikor boyalar1 eklenerek 15 dakika karanlik
ortamda inkiibasyona birakildi. Ardindan 500 ml isoflow eklenerek 10 dakika tekrar
karanlik ortamda inkiibasyona birakildi. Daha sonra 1300 rpm’de 5 dakika santrifiij
edildi, siipernatant atildi. Pellete ise 500 ml isoflow eklendi ve akim sitometride

cekilmeye birakildi.
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3.4. istatistiksel Analiz

Bu c¢aligmanin istatistiksel analizleri IBM-SPSS-24 programi kullanilarak
yapilmistir. Istatistiksel anlamlilik sinir1 p<0.05 olarak alimmistir. Degerler ortalama

+ standart sapma olarak gosterilmistir
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4. BULGULAR
4.1. Hasta ve Kontrol Gruplarinin Demografik ve Klinik Ozellikleri

Hasta gruplar1 ve kontrol grubunun yas ve cinsiyetleri ve hasta gruplarinin
rutin laboratuvar bulgular karsilastirilmali olarak Cizelge 2°de verilmistir. Myelom
hastalarinin yas ortalamalar1 63,6+9,95 meme Ca’li hastalarin yas ortalamalar1 +52
ve akciger Ca’li hastalarin yas ortalamalar1 ise £55 idi. Meme Ca’li hastalardan
caligmaya alinan deneklerin iki tanesi erkekti. Hasta gruplarindaki deneklerin yaslar
ve cinsiyet dagilimlar1 oldukca heterojen oldugu icin kontrol grubu ile hasta gruplar
arasinda bu iki parametre agisindan esitlik saglanamadi.

Meme Ca ve akciger CA hastalarinin hastalik evreleri, myelom hastalarinin
hastalik durumu ve tedavi 6zellikleri sirasiyla Cizelge 3, Cizelge 4 ve Cizelge 5°te
verilmigtir. Calismaya alinan myelom hastalarindan 11 tanesi ilk basamak tedavi
almakta iken, 4 tanesi ise niiks/direngli myelom idi. Yine myelom hastalarindan 9
tanesi immiin modiilator ilag (IMID) tedavisi, 10 tanesi ise proteozom inhibitorii
tedavisi almisti. Meme Ca’l1 hastalarin 7°si lokal, 8’1 ileri lokal ve 1 tanesi metastatik
evrede idi. Akciger Ca’li hastalarin 2’si erken evre 9 tanesi ise ileri evredeydi.

Cizelge 2 Hasta gruplar1 ve kontrol grubunun yas ve cinsiyetleri ve hasta gruplarinin
rutin laboratuvar bulgulari

M.Myelom Meme Ca Akciger Ca
N:16 N:16 N:11
Yas 63,6+9,95 5248,19 55+10,50
Cinsiyet K/E 6/10 14/2 0/11
HGB, gr/d 10,2+2,42 11,7341,72 | 11,81+2,57
HCT, % 33,845,37 35,5+4,81 | 35,49+6,80
WBC, ul 6.1+3,48 7,04£3,29 | 8,07+£5,51
PLT, ul 170.500+2 236 £92,51 | 258,25+112
#NE, ul 3.8+2,54 4,2+2,26 5,04+1,78
#LY, pl 1.740,952 240,94 2,64+1,02
Albiimin, gr/dl | 4,5+2 32 4,3+0,4 3,94+1,23




Kreatinin, mg/dl

1,541,12

0,7+0,18

0,69+0,57

CRP; mg/L

312,60

5,516,13

6,44+5,47

Cinsiyet disindaki biitiin parametreler ort=SD olarak verilmistir.

Cizelge 3 Myelom hastalarinin hastalik ve tedavi 6zellikleri

Ozellikler Total hasta
N:16
flk basamak n (%0) 11 (73,3)
Niiks/direngli n(%0) 4 (26,7)
IMID alan n,(%) 9 (%60)
Protezeom inh. Alan n,(%0) 10 (%66,7)

Cizelge 4 Meme Ca'li hastalarin hastalik evresi

Ozellikler Total hasta
N:16
Lokal n (%) 7 (69,8)
Lokal ileri n (%) 8 (31)
Metastatik n (%) 1

Cizelge 5 Akciger Ca'li hastalarin hastalik evresi

Ozellikler Total Hasta
N:16

Erken evre n (%) 2 (16.7)

fleri evre n (%) 9 (75)
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Biitiin hastalarin laboratuvar sonuglar1 her bir hasta i¢in ayr1 ayr1 olarak

Cizelge 6’da verilmistir.

Cizelge 6 Hastalarin laboratuvar sonuglari

YAS | CINS. | HGB | HCT | WBC | PLT | #NE | #LY | ALB. | KREA. | CRP
MM1 | 66 E 9,17 27,6 |598 |41 3,57 | 0,3 12,7 | 3,62 1
MM2 | 63 E 11,99 | 37,1 |5 88 2,29 | 1,62 |29 | 0,69 2,7
MM3 | 63 K 10,79 | 32,4 | 104 |264 |6,42 |0,79 |44 |0,79 6,3
MM4 | 77 K 8,84 279 |251 |18 |142 |0,41 |43 0,92 2,8
MM5 | 61 E 12,1 | 36,6 | 3,8 179 | 1,3 2,52 129 |06 7,7
MM6 | 73 E 10,44 | 32,5 |541 |109 |3,76 | 1,53 | 4,2 1,7 1
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MM7 |44 [K 13,82 | 41 13,3 [283 [531 (3,78 [44 [034 |11
MM8 |58 |E 711 [216 |38 |29 |634 (12743 [397 |48
MM9 |69 |E 12,44 1371 |68 [239 4,9 |2,16 |46 |1,05 |19
MM10 | 76 |E 12,45 [ 37,7 | 254 |129 |2,13 0,79 | 4 1,17 | 5,4
MM11 | 76 |E 11,44 | 38 36 130 |23 [124 |5 1,7 2,4
MM12 |55 |K 10,32 | 355 |26 |144 0,87 [ 1,25 [43 |08 |34
MM13 | 67 | K 12,56 | 33 2,54 | 174 [3,46 2,69 |46 |22 2,3
MM14 |56 | K 9,52 |40 709 |262 [3,7 [28 |45 [074 |21
MM15 |50 |E 12,11 | 29 125 |159 |104 | 121 3,1 [2,74 |45
M1 55 | K 13,8 [39,80 |7 54 [38 [247 |- 0,56 | -—
M2 41 | K 964 [2930 33 [209 [22 [o082]- 2,1 1
M3 47 | K 858 |2830 6,22 |252 [384 |18 |- 0,72 | 4,1
M4 53 |K 12,59 | 37,80 | 6,9 [218 [44 [1,81 |- 0,88 |26
M5 49 | K 10,83 | 33 9,01 [352 [636 |162 |41 |053 |28
M6 49 | K 14,07 | 42 486 |198 [3,14 |12 [36 [046 |34
M7 48 | K 12,92 137,80 | 9,76 [239 |619 |28 [42 |084 |1
M8 34 |K 11,58 | 34,40 | 4,8 [320 [3,22 [ 1,08 [43 |08 |1
M9 47 | K 12,13 | 35,40 | 524 | 182 [2,66 | 1,92 |47 [091 |-
M10 |52 [K 13,09 [ 39,40 [ 3,8 [179 | 1,59 | 1,87 | — [0,63 |22
M11 |48 |K 12,94 | 39 84 |319 |511 (235 |-— [069 |93
M12 |50 |K 9 26 222 |188 [1,42 041 |- |o059 |14
M13 |65 |K 10,03 | 31,06 | 511 |245 | 1,88 [2,73 |- [0,73 |15
M14 |63 [K 12,35 | 38,60 | 14,69 | 274 [3,56 | 3,7 |49 [0,92 |--
M15 |45 |E 12,64 | 38 10,74 | 217 |75 |3,89 |46 |067 |1
M16 |52 |E 11,87 | 41,5 | 858 |189 [4,34 [2,41 [43 [1,13 |128
Al 57 |E 13,2 395 |735 [269 [3,12 [235 |-— |071 |1
A2 45 |E 12,6 |38 10,34 | 217 | 7,37 | 242 |26 |068 | 129
A3 54 |E 12,82 1392 692 [280 [3,81 |15 [3,5 [057 |22
A4 56 | E 11,87 | 36,20 | 9,04 | 220 [5,09 [3,76 | 4,14 | 0,66 |-
A5 64 |E 85 |27 761 397 | 761078 |42 [071 |193
A6 58 |E 13,25 | 40 14,12 | 370 |8,73 | 4,34 |5 1,18 | 3,6
A7 67 |E 12,25 | 37 49 |19 [3,65 |42 [34 [003 |105

(MM: Multiple Myelom, M: Meme Ca, A: Akciger Ca) (HGB: g/dL, HCT: %, WBC: uL, #Ne: 1073/
uL, #Ly: 1073/ uL, Alblimin: g/dL, Kreatinin: mg/dL, CRP: uL, PLT: 10"3/ uL,)

4.2. Akim Sitometrisi ile NK Hiicrelerinin Belirlenmesi

Akim sitometri ile yapilan immiinofenotipik analiz ile NK hiicrelerinin

yiizdeleri kontrol ve hasta gruplarinda belirlendi. Sekil 4.1’de CD3-/CD56+/CD16+

ile belirlenmis NK hiicre yiizdesini ve CD3 pozitifligi ile belirlenmis T lenfosit

yilizdesini gosteren bir 6rnek caligma sunulmustur. Kontrol ve hasta gruplarindaki

NK hiicre yiizdeleri karsilastirilmali olarak Cizelge 8’de verilmistir. NK hiicre

yiizdesi agisinda gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark yoktu. Ancak NK

hiicre yiizdesi en yiikksek %17,1 ile myelom hastalarinda, en diisiik ise %9,5 ile
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kontrol grubunda saptandi. CD3 pozitifligi ile belirlenen T lenfosit yiizdeleri
karsilastirmali olarak Cizelge 8’de verilmistir. Akciger ve meme kanserli hastalarda
T lenfosit yiizdeleri daha diisiik gozlense de gruplar arasinda istatistiksel olarak

anlaml fark yoktu.

[Ungated] FS INT / S5 INT [A] CD45KO / S5 INT
1000 - . - 1000 — j
800 800
= &00 — = 400 —
= =
W o
v w
400 — 400 —
200 200
o o T T T
o 107 107 1 1°
F5 INT CDA5K 0D
[Ungated] CD2FITC f S5 INT - [B] CD56PCS / CD16PE
_ 1
teao . D-+: 3.76% \D++: 53.04%
10"
— L
E % 10" i
e o i -;J%h' ; 2
107 -
| - |D+-: 18.41%
]
|II:F' 1IIZI1 1l;F 10* 107 107 1l;F 107
CD3FITC CD5&PCH

Sekil 4.1 Akim sitometrisi ile NK hiicrelerin T lenfositlerin belirlenmesi

4.3. Hiicre Canlilik Testi

Calismamizin bu kisminda Ficoll-Hypaque yontemi ile izole edilen
PBMC’leri ile K562 hiicreleri Thoma lami ile sayildi ve canli hiicre sayilarini
belirlendi. Ardindan K562 hiicreleri ve PBMC’leri 24 saat besiyeri ile 37°C’de %
5CO; ortamda inkiibasyona birakilip tekrar canli hiicre sayimi yapildi. ik yapilan
saymm ile inkiibe edilip ¢ogaltilan hiicrelerin sayimi arasindaki degisim oranlari
incelendi (Cizelge 7). Elde edilen sonuglarda canliligin 24 saat inkiibe edilip
cogaltildiktan sonra arttifi i¢in calismanin diger basamaklarina ge¢gmeden Once
PBMC’ler 24 saat inkiibasyona birakildiktan sonra calismaya devam edildi.
Inkiibasyon sonrasi hiicrelerin gériintiileri Sekil 4.2°de verilmistir (Sekil4.2-K562,

Sekil 4.3-Myelom, Sekil 4.4-meme Ca, Sekil 4.5, akciger Ca).
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Canl hiicre sayisyml = N x 2 x 10*

N=lam iizerindeki sayma alanindaki hiicre sayisi.

Cizelge 7 Canli hiicre sayilarinin inkiibasyona bagl % degisimleri oranlari

Inkiibasyon | K562 PBMC
Zamani

0-1 saat %65 %52
24 saat %72 %75

Sekil 4.2 K562 hiicre hattinin mikroskobik goriintiisii (inverted mikroskop biiyiitme:
10X)
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o - L W)

Sekil 4.3 Multiple Myelom sahip bir hastanin PBMC’lerin inverted mikroskopta
goriintiisii (Biiyiitme: 10X)

Sekil 4.4 Meme Ca’l1 hastaya ait olan PBMC’lerin inverted mikroskopta goriintiisii
(Biiytitme: 10X)
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Sekil 4.5 Akciger Ca’li hastanin inverted mikroskopta PBMC’lerin goriintiisi
(Biiyiitme: 10x)

4.4. NK Hiicre Aktivitesinin Ol¢iilmesi
4.4.1. DIO-PI Yontemi

DIO-PI yéntemi ile NK hiicre aktivitesinin belirlendigi bir hasta rnegi Sekil
4.6’da verilmistir. DIO-PI ortak boyanan hiicre yiizdeleri (NK hiicre aktivitesi)
gruplar arasinda karsilastirmali olarak Cizelge 8’de verilmistir. Bu yontemle NK
hiicre aktivitesi en yiiksek akciger Ca’li hastalarda (%47,9) tespit edilmistir. En
diisiik aktivite kontrol grubunda (%42,4) mevcuttu. Saptanan farkliliklara ragmen
muhtemelen gruplarin denek sayisinin diisiik olmasi nedeniyle gruplar arasinda

istatistiksel agidan anlamli fark bulunamadi.
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[Ungated] DIOFITC / 55 INT s [A] PI PE / DIOFITC
1000 10
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B--: 0.00%) B+-: 0.00%
e e o
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Sekil 4.6 DIO- PI yontemi ile NK hiicre aktivitesinin dl¢iilmesi

4.5. CD107a ekspresyon yontemi

Bu yontemde CD107a ekspresyonu ile NK hiicre aktivitesi, NK hiicresinin
PMA-lonomycin veya K562 hiicreleri ile uyarilmasi ve hi¢bir uyaranin
kullanilmadigr durumda akim sitometride 6lciildi. (Sekil 4.7, 4.8, 4.9) Her ii¢
durumdaki NK hiicre aktivitesi (CD107a ekspresyon vyiizdesi) Cizelge 8’de
karsilastirilmali olarak verilmistir. CD107a ekspresyonu PMA-Ionomycin uyaranlari
ile K562 hiicrelerine kiyasla daha yiiksek gozlemlendi. CD107a ekspresyonu (NK
hiicre aktivitesi), hem PMA/ionomisin hem de K562°nin uyaran olarak kullanilmasi
durumunda en yiiksek akciger Ca’li hastalarda (sirasiyla %16,2 ve %4,8) gozlendi.
Ancak bu yiikseklik muhtemelen gruplarin kiigiik olmasi nedeni ile istatistiksel

Ooneme ulagsmadi.
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Sekil 4.7 PMA-Ionomycin ile NK hiicre aktivitesi (CD107a ekspresyon yiizdesi)
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Sekil 4.8 Uyarisiz NK hiicre aktivitesi ve CD107a ekspresyonu
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Sekil 4.9 K562 ile NK hiicre aktivitesi ve CD107a ekspresyonu
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Cizelge 8 Hasta gruplar1 ve kontrol grubu arasindaki NK hiicre aktivite ve CD107a
ekspresyon analizi

NK- NK- NK- NK-

Kontrol Akciger Meme M.Myelom P
DiO-PI 42,4 47,9 47,1 42,6 0,892
CD107a-PMA 9,3 16,2 11,4 10,5 0,679
CD107a-K562 1,9 4,8 1,9 2,2 0,789
CD107aUyarnisiz 1,4 2,6 1,2 1,3 0,982
NK hiicre 9,5 12,3 14,6 17,1 0,264
T-LENFOSIT 60 51,1 56 59,2 0.231

Korelasyon analizleri:

Myelom hastalarinda hastalik durumu ve alinan tedavi ile NK hiicre sayis1 ve
aktivitesi, meme ve akciger Ca’li hastalarda hastalik evresi ile NK hiire sayis1 ve
aktivitesi arasindaki iliski arastirildi. Cizelge 9, Cizelge 10, Cizelge 11°de
korelasyonlar1 gosteren tablolar verilmistir. Evre ve alinan tedavi ile NK hiicre sayisi
veya aktivitesi arasinda hicbir gruptan istatistiksel olarak anlamli iliski saptanamadi.
Bunun en biiyiik sebebi calisilan gruplarda bulunan deneklerin sayica yetersiz
olmasiyla iligkilidir.

Cizelge 9 Myelom hastalarinda hastalik durumu ve alinan tedavi ile NK hiicre
aktivitesi arasindaki iligki

Hastalar Dio/PI CD107a- CD107a-Uy. | CD107a-
PMA K562
IMID alan(n:9) 34,9+23,47 | 12,4 +7,02 1,5+1,23 3+3
IMID almayan (n:6) | 54,2+15,1 | 7,8+2,49 1,1+0,47 1,1+1,21
P degeri 0,088 0,224 0,181 0,955
Protezom inh alan 42,5+21,16 | 10,1 45,94 1,3+0,74 1,76 +1,77
(n:10)
Protezom inh 429+26,7 | 11,4 16,66 1,4 +1,46 3,2 4+3,70
almayan (n:5)
P degeri 0,953 0,768 0,440 0,768
Ilk basmak (n:11) 425+24,24 | 10,7 +6,74 1,5+1,08 2,6 +288
Niiks/direnci (n:14) 42,9 +18,34 | 10,1 3,92 0,9 +0,50 1,1+0,64
P degeri 0,949 1 0,417 0,571




(Biitiin parametreler ort+SD olarak verilmistir.)

Cizelge 10 Akciger Ca’li hastalarin hastalik evresi ile NK hiicre aktivitesi arasindaki

iligki

Hastalar DIO/PI CD107a- CD107a-Uy. | CD107a-
PMA K562

Akciger Ca 35,3+29,9 14,949,40 1,940,10 4,2+4,0

Evre-1 (n:2)

Akciger Ca 50,4+15,37 14,5+12,80 0,7+0,57 0,910,73

Evre -2 (n:9)

P 1 0,480 0,059 0,239

Cinsiyet digindaki biitiin parametreler ort£SD olarak verilmistir.

Cizelge 11 Meme Ca’li hastalarin hastalik evresi ile NK hiicre aktivitesi arasindaki

iliski

Hastalar DiO/PI CD107a- CD107a-Uy. | CD107a-
PMA K562

AKkciger Ca 35,3429,9 14,949,40 1,9+0,10 4,2+4,0

Evre-1 (n:2)

AKkciger Ca 50,4+15,37 14,5+12,80 0,7+0,57 0,9+0,73

Evre -2 (n:9)

P 1 0,480 0,059 0,239

Cinsiyet digindaki biitiin parametreler ort£SD olarak verilmistir.
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5. TARTISMA ve SONUC

Immiin sistemin viicudumuzu sadece mikroplara kars1 degil kansere kars1 da
korudugu anlasildiktan sonra kansere karsi immiinterapi yontemleri glindeme
gelmistir ve son yillarda hizla ilerleyerek giincel kanser tedavisinde yerini almaya
baslamistir. Hi¢ kuskusuz halen bu alanda kat edilmesi gereken uzun bir yol
bulunmaktadir. immiin sistem kansere kars1 etkinligini bir biitiin olarak gosterse de
kanser hiicrelerinin degisik mekanizmalarla yok edilmesinde, bazi immiin sistem
hiicreleri 6n plana ¢ikmaktadir. Bu hiicrelerden biri olan dogal oldiiriicii (NK)
hiicreler primer olarak (dogal) innate immiinitede rol almakta ancak edinsel
immiiniteyi de etkilemekte ve ondan etkilenmektedir. NK hiicreleri CD3-
CD16+CD56+ fenotipine sahiptirler ve periferik kanda akim sitometri ile kolayca
tespit edilebilmektedirler (Stites,1994).

NK hiicreleri viriisle enfekte olmus olmus hiicreleri hi¢bir uyar1 olmadan
dogrudan taniyip, yok etme Ozelligine sahiptir. NK hiicrelerinin bu fonksiyonu
gerceklestirmek i¢in sayilarinin ¢oklugundan ziyade hedef hiicreyi yok ederken aktif
olanlarinin sayist 6nemlidir. NK hiicrelerinin sadece viriis ile enfekte olmus
hiicreleri degil ayn1 zamanda bazi  HLA simnif I antijenlerini kaybetmis kanser
hiicrelerini de yok edebildigi cok sayida ¢alismalarda gosterilmistir. Hi¢ kuskusuz
NK' hiicre aktivitesinin yliksek olmasi kansere karsi savasta konaga avantaj
saglayacaktir.

NK hiicrelerinin aktivitelerini degerlendirmek {izere birgok yontem
arastiritlmistir.  Bu  yontemlerden siklikla kullamilan ve NK  aktivitesini
degerlendirmede ‘’altin standart’” olarak kabul edilen, Chromium-51 (CR-51)
salinim yontemidir (Valiathan, Lewis, Melillo, Leonard, Alis ve Asthana, 2011).

Cr-51 salimim yontemi her ne kadar altin standart olarak goriilse bile rutin
olarak kullanilmasi1 zor bir yontemdir. Bu yontem radyoaktif maddeler ile calisildigi,
maliyet olarak pahali oldugu ve iist diizey laboratuvar sartlar1 gerektirmektedir.

Son yillarda NK hiicre aktivitesi ile ilgili alternatif bir¢ok ydntem
arastirtlmistir. Bu yontemler genellikle akim sitometri temellidir. NK hiicrelerinin
aktivitelerini degerlendirmek i¢in yapilan ¢calismalarda genellikle K562 16semi hiicre
hattt1 kullanilmaktadir. Bu hiicre hattinin kullanilmasinin nedeni, NK hiicre

aktivitesini inhibe etmek igin gerekli olan HLA sif I antijenlerinden yoksun
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olmalar1 ve NK hiicreleri tarafindan kolaylikla yok edilebilmeleridir. Bu amagla en
stk kullanilan yontemde, metot kisminda ayrintilar1 ile agiklandigi iizere, K562
hiicreleri periferik kan mononiikleer hiicreleri ile belli siire inkiibe edildikten sonra,
DIO ve PI ile boyama yapilmaktadir. K562 hiicreleri Dio ile &lii hiicreler ise PI ile
boyanmakta, DIO ve PI ile ortak pozitif boyanan hiicreler NK hiicrelerinin 6ldiirdiigii
K562 hiicreleri olarak degerlendirilmekte ve NK hiicre aktivitesi olarak ifade
edilmektedir. Son yillarda NK hiicre aktivitesini degerlendirmekte, bu hiicrelerin
yilizeyinde CD107a antijeninin ekspresyonunun gdsterilmesi pratik bir yontem olarak
ileri stirtilmiistiir. Soyle ki, NK hiicreleri 6nce yine K562 hiicreleri veya Phorbol 12-
myristate 13-acetate (PMA) /lonomycin ile uyarilmakta ardindan CD107a
ekspresyonu Olciilmektedir. Biz calismamizda her iki akim sitometrik temelli
yontemi de kullandik.

Bu yontemlerin saglikli kisilerde ve kanser dist durumlarda kullanilarak
gecerliliklerinin ortaya kondugu bazi ¢aligmalar asagida verilmistir.

Valiathan ve ark. 20 saglikli goniillide DIO/PI yontemi ile NK hiicre
aktivitesini akim sitometri ile Ol¢gmiislerdir. Hiicreler K562 hiicre hatt1 ile
uyarilmistir. NK hiicre aktivitesini arttirmak igin kisilere uygun diyet verilmis ve 1
ile 4 hafta arasinda kisiler takibe alinmiglardir. Ortalama NK hiicre aktivite yiizdesi
(ort=%21.5; SD = 9.3), 1 haftada (ort=% 31.3; SD = 7.9; P = 0.007) 6nemli ol¢iide
artmis ve daha sonra 4 haftada (21.5; SD = 8.3) baslangi¢ seviyesine donmiistiir.
Valiathan ve ark. yaptiklar1 bu ¢alisma immiin sistemi etkileyen ¢esitli hastaliklarin
NK hiicre aktivitesini degerlendirmek i¢in kullanilabilecegini vurgulamislardir.
(Valiathan ve ark. 2011).

Shabrish ve ark. yaptiklar: bir ¢alismada lizozomal iliskili zar proteini-1’ in
(LAMP-1, CDI107a) degraniilasyonu ve ekspresyonunun NK hiicrelerinin
aktivitelerini belirlemede 6nemli bir belirte¢ olduklarin1 gostermislerdir. Shabrish ve
ark. FHL hasta gruplar1 ve saglikli kisilerden olusan iki grup olusturmuslardir. Bu
calismada NK hiicrelerini uyarmak igin forbol-12-miristat-13-asetat (PMA) ve
lonomycin (Ca2 + -iyonofor) kullanilmistir. Kisilerin tam kanlarindan Ficoll-
Hypaque gradyan yontemi ile PBMC’ler izole edilmis, hiicreler kiiltiire edilip,
uyarildiktan sonra akim sitometri yontemiyle analiz edilmislerdir. Shabrish ve ark.

caligmalarinda K562 hiicre hatt1 yerine forbol-12-miristat-13-asetat (PMA) ve
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lonomycin (Ca2 + -iyonofor) kullanilmasinin ayni uyariy: sagladigini ve FHL tanisi
olan hastalarda NK hiicre degraniilasyonunun arttigin1 tespit etmislerdir. Biz
calismamizda bu calismadan farkli olarak MNH 2 saat degil 4 saat inkiibe ederek
CD107a ekspresyonunun degerlendirerek daha iyi sonuclar aldik. Kullandiklar1 bu
yontem NK hiicre aktivitesi degerlendirmek icin uygun maliyetli ve st diizey
laboratuvar kosullar1 gerektirmediginden NK hiicre aktivitesini degerlendirmek icin
alternatif bir yontem olmustur (Shabrish ve ark. 2016).

Aktas ve ark. yaptiklar1 bir calismada NK hiicre ve CD8+ T hiicreleri
aktivasyonunda CD107a ekspresyonunu degerlendirmislerdir. Saglikli kisilerin
Ficoll-Hypaque gradyan yontemi PBMC’lerini izole etmisler hedef hiicre olarak
K562 hiicre hattim1 kullanmiglardir. CD107a ekspresyonunu arttirmak ic¢in IL-2
kullanan Aktas ve ark. yaptiklar1 ¢alisgmanin sonunda CD107a’nin NK hiicre ve
+CDS8 T hiicre aktivitesinde belirte¢ olabilecegini ileri siirmiislerdir. (Aktas ve ark.
2009).

Tibbi litertiirde kanserli hastalarda NK hiicre sayist ve aktivitesinin
degerlendirildigi az sayida calisma mevcuttur. Bu calismalardan bazilar1 asagida
sunulmus ve sonuglar1 calismamizdaki bulgularla karsilastirilmistir.

Lin ve ark. 1987°de yaptiklar eski bir ¢aligmada, 50 akciger kanserli hastada
Cr-51 salinim yontemi ile NK hiicre aktivitesini degerlendirmis ve 20 saglikli
goniillii ile karsilastirmiglardir. Ileri evre akciger kanserli hastalarda (Evrelll-M1)
NK hiicre sitotoksisitesini bozulmus olarak bulanan bu c¢alismanin sonuglar1 bizim
calisma ile uyumsuzdur. Bu ¢alismada bizim calismamizdan farkli bir yontem
kullanilmisgtir. (Lin, Kuo, Huang ve Lin, 1987).

Konjevic ve ark. meme kanserli hastalarda CRS51 salinim yontemi ile
periferik kan NK hiicre aktivitesini c¢alismis ve saglikli  kontrollerle
karsilagtirmislardir. Aymi calismada akim sitometri ile lenfositlerdeki IFN-y
seviyeleri ve western blot yontemi ile pSTAT proteinlerinin ekspresyonu da
Olciilmiistiir. Arastirmacilar, meme kanserli hastalarda NK hiicre aktivitesinin
azaldigin1 ve yine IFN-y diizeylerinin ve T ve NK hiicrelerinin pSTATI,3,5 protein
ekspresyonlarinin  kontrol grubuna gore azaldigini tespit etmislerdir. Bunlarin
Otesinde meme kanserli hastalarda hastaligin evresinin artis1 ile NK hiicre

aktivitesinin ve pSTAT proteinlerinin ekspresyonun azaldigmi bildirmislerdir.
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(Konjevic ve ark. 2011). Koncevic ve arkadaslarinin NK hiicre aktivitesinin
fonksiyonel ve yapisal (protein ekspresyon degisiklikleri) olarak azaldigim
gosterdikleri bu ¢alisma NK aktivitesinde azalmanin ortaya konulamadigi bizim
calismamiz ile uyumlu degildir. Calismamizda meme kanserli hastalarimizin
tamamina yakini, adjuvan tedavi alacak olan erken evre (lokal ve lokal ileri)
hastalardi. Bu nedenle, NK hiicre aktivitelerini bozacak bir immiin sistem
degisikliginin hastalarimizda heniiz olugsmamis olmasi ile bu uyumsuzluk
aciklanabilir. Yine yontem farklilig1 iki ¢alismanin sonuglarinin karsilastirilmasinda
dikkate alinmasi gereken bir faktordiir.

Bizim yaptigimiz ¢alismada farkli kanser tiplerinde periferik kanda NK hiicre
yiizdesi ve NK hiicre aktivitesi Olclilmiistiir. Normal saglikli kisilerde de bu
parametreler karsilastirmak amaciyla calisilmistir. NK hiicre yiizdesi ve aktivitesinin
kanser tiirleri arasindaki farkliliklarin yani sira kanserin tiiriiniin kendi klinik
ozellikleri ile NK hiicre aktivitesi arasindaki iliski de calismamizda arastirilmistir.
NK hiicre aktivite 6l¢iimiinde yukarda ayrmtilari ifade edilmis olan DIO/PI ve
CD107a ekspresyonunu Ol¢limiine dayanan iki farkli akim sitometrik yOntem
kullanilmastir.

Calismamizda kanser tiirleri arasinda ve kanser tiirleri ile saglikli kontroller
arasinda NK hiicre yiizdesi ve iki ayr1 yontem ile bakilan NK hiicre aktivitesi
acisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit edilememistir. Ancak 6zellikle
CD107a ekspresyonu ile degerlendirilen NK hiicre aktivitesi akciger kanserli
hastalarda oldukga yiiksek tespit edildi.

NK hiicre yiizdesi multiple myelomlu hastalarda diger gruplara gore yiiksek
olmasma ragmen diger iki kanser grubuna gore aktiviteleri daha diigiik saptandi.
Gruplara arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamasi gruplardaki denek
sayisinin azlig1 ve dagilimin heterojen olusu ile iligkili oldugu diisiiniildii.

Birka¢ calismada farkli klinik evrelerdeki myelom hastalarinda NK
hiicrelerinin say1, fenotip ve fonksiyonel o6zellikleri degerlendirilmis ve multiple
myelomun ilerlemesi ile bu parametrelerdeki degisim arasinda iligki oldugu
belirlenmistir (Fionda ve ark. 2018). Myelomun erken evresinde ¢evresel kan NK
hiicre sayisinin normal oldugu hatta arttig1 ancak ileri evrelerde NK hiicre sayisinin

azaldigr bildirilmistir (Garcia ve ark. 1996; Dosani ve ark. 2017). NK hiicre
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fonksiyonunun myelomun ilerlemesi ile beraber belirgin olarak degisime ugradigi ve
ileri evre hastalarda azaldigi ve NK hiicre aktivitesi ile myelom hastalarinin
hastaliksiz yasam siireleri arasinda pozitif bir korelasyon bulundugu bildirilmistir
(Jurisic ve ark., 2007; Fionda ve ark. 2018) IMID’ler Cereblon (CRBN) ile
etkileserek IKZF1 ve IKZF3 gibi myelom hiicrelerinin ¢ogalmasi ve hayatta kalmasi
icin elzem olan transkripsiyon faktorlerinin yikimina yol agarlar (Kronke ve ark.,
2014). Bu transkripsiyon faktorleri ayrica NK hiicre yaniti i¢in 6nemli olan IL2 ve
NK hiicre aktive edici ligandlarin giiclii baskilayicilart oldugu igin IMID’ler
tarafindan yikilmalar1t NK hiicre aktivitesini artirmaktadir (Bandyopadhyay ve ark.,
2007). Sonug olarak lenalidomid basta olmak tizere IMID’lerin NK hiicre sayist ve
fonksiyonlarmi arttirdigr gosterilmistir (Fionda ve ark., 2018). Calismamizda
myelom hastalarinin ¢ogunlugu ilk basamak tedavide olan IMID almakta idi. NK
hiicre sayist kontrol grubuna gore belirgin yiiksekti, NK hiicre aktivitesi diger kanser
gruplarma gore diisiik olsa da kontrol grubuna gore hafif ytiksekti.

Sonug olarak, calismamizda NK hiicre aktivitesi, solid organ tiimorlerinde
daha belirgin olmak {izere, kanser hastalarinda kontrol grubuna gore yiiksek
bulunmustur. NK hiicre sayisi en yiiksek multiple myelom hastalarinda bulunmus ve
IMID kullanimu ile iligkili olabilecegi diistiniilmiistiir. Gruplar arasindaki farkliliklar,
muhtemelen, gruplarda az hasta olmasi ve gruplarin istatistiki karsilastirma icin
uyumlu olmamasi nedeni ile istatistiksel anlamliliga ulasmamistir. Calismamizdaki
sonuglarin daha genis ve homojen hasta ve kontrol gruplari ile ¢alisilarak teyit

edilmesi geregi vardir.
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EKLER

EK-1 Bilgilendirilmis Goniillii Olur Formu

CALISMANIN ADI

Solid ve Hematolojik Neoplazilerde Dogal Oldiiriicii Hiicre Aktivitesinin
Degerlendirilmesi

Sorumlu Arastirmaci: Prof. Dr. Burhan TURGUT

Arastirmanin Amaci:

Bu ¢alisma, akciger kanseri,meme kanseri,kan kanseri hastalarindan ve saglikli kisilerden
alian ¢evresel kan hiicrelerinde yer alan bagigiklik sisteminin 6nemli hiicrelerinden dogal
oldiiriicti hiicrelerin laboratuvar sartlarinda aktivitelerinin degerlendirilmesini
amaclamaktadir.

Arastirmada izlenecek Yontem:

Bu ¢alisma igin sizden EDTA’l1 tiiplere kan 6rnekleri alinacaktir.Bunun disinda herhangi bir
islem uygulanmayacaktir.

Bu arastirmanin protokolii, Namik Kemal Universitesi Tip Fakiiltesi etik degerlendirme
komitesi tarafindan degerlendirilmis ve onaylanmistir. Helsinki beyannamesinde ortaya
konan etik prensiplere riayet edilecektir. Bu formun bir kopyasi size saklamaniz igin
verilecektir.

Alternatif Tedavi veya Girisimler:
Calismamizda bir tedavi uygulanmayacaktir.

Arastirma Sirasinda Karsilasilabilecek Riskler:

Bu c¢alisma kan 6rnekleri ile yapilacak olan hiicre kiiltiirii ¢aligmasi olup hasta ve saglikli
bireyler i¢in herhangi bir risk olusturacak yontem icermemektedir.
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Arastirma ilacinin Olas1 Yan Etkileri:

Bu ¢aligma kan 6rnekleri ile yapilan hiicre kiiltiirli ¢aligmasi oldugu igin ilag
kullanilmamaktadir.

Arastirma Siiresince 24 Saat Ulasilabilecek Kisi Adi/ Soyadi/ Telefonu:

Melise YILMAZ : 05449114312

Bu aragtirmaya katilmaniz tamamen gizli tutulacaktir. Sizin arastirmaya katilmaniza
iligkin bilgisi olan tek kisi doktorunuz olacaktir. Doktorunuza verdiginiz bilgiler kadar klinik
bilgilerde gizli tutulacaktir. Bununla birlikte yetkili kurumlarin miifettisleri arastirmanin
gecerli yasalar ve saglik makamlar1 mevzuatina uygun olarak yiiriitiilmesini garantilemek
iizere aragtirmaya iligkin kayitlariizi incelemekle yiikiimlii olabilirler. Kayitlariizdaki
bilgiler sadece bu arastirma amaciyla ve bu arastirmayi izleyen yayinlar i¢in kullanilacaktir.
Her durumda kimliginiz saklanacaktir. Her durumda kimliginiz diger amaglar i¢in
kullanilmayacak veya ti¢iincii sahislara agiklanmayacaktir. Muayeneleriniz ve diger islemler
icin sizden iicret alinmayacaktir.

Yukarida yer alan ve aragtirmaya baglamadan dnce goniilliiye verilmesi gereken
bilgileri okudum ve sozlii olarak dinledim. Bilgilendirilmis Goniillii Olur Formundaki tiim
aciklamalar1 okudum. Bana, yukarida konusu ve amaci belirtilen arastirma ile ilgili yazili ve
sOzlii agiklama asagida adi belirtilen hekim tarafindan yapildi. Aklima gelen tiim sorulart
aragtirictya sordum, yazili ve sozlii olarak bana yapilan tiim agiklamalar1 ayrintilariyla
anlamis bulunmaktayim. Caligmaya katilmayi isteyip istemedigime karar vermem i¢in bana
yeterli zaman tanindi. Arastirmaya goniilli olarak katildigimi, istedigim zaman gerekgeli
veya gerekgesiz olarak arastirmadan ayrilabilecegimi ve kendi istegime bakilmaksizin
arastirmaci tarafindan arastirma disi birakilabilecegimi biliyorum.

S6z konusu arastirmaya, hicbir baski ve zorlama olmaksizin kendi rizamla katilmay1
kabul ediyor, bana ait tibbi bilgilerin gozden gegirilmesi, transfer edilmesi ve islenmesi
konusunda aragtirma yiiriitiiciisiine yetki veriyor ve s6z konusu aragtirmaya iliskin bana
yapilan katilim davetini hi¢bir zorlama ve baski olmaksizin biiyiik bir goniilliiliikk icerisinde
kabul ediyorum.

Goniilliiniin Ad1/ Soyadi / imzasi / Tarih

Aciklamalan Yapan Kisinin Ad1/ Soyadi / imzas1 / Tarih

Gerekiyorsa Olur islemine Tamk Olan Kisinin Adi1/ Soyad1/ imzas: / Tarih

Gerekiyorsa Yasal Temsilcinin Ad1/ Soyadi/ imzas1 / Tarih
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EK-II
Etik Kurul Onay Raporu

T.C
NAMI

Say1: 2017/

Sayin Prof. Dr. Burhan TURGUT

K KEMAL UNIVERSITESI TIP FAKULTESI DEKANLIGI
Girigimsel Olmayan Klinik Arastirmalar Etik Kurulu

30/11/2017

Namik Kemal Universitesi Girigimsel Olmayan Klinik Aragtirmalar Etik Kuruluna

sunmug oldugunuz «Solid Ve Hematolojik
Aktivitesinin Degerlendirilmesi” baghkli ve 2017/1

Neoplazilerde Doga
07/11/07 nolu aragtirmaniz

1 Oldiiriici  Hiicre

incelenmis

olup, yiiriitilmesine etik agidan herhangi bir sakinca olmadiina oybirligi/eygekiugy ile karar

verilmistir.

NKU GIRISIMSEL OLMAYAN KLINIK ARASTIRMALAR ETiK KURULU
CALISMA ESASI l Klinik Arastirmalar Hakkinda yonetmelik, Iyi Klinik Uygulamalari Kilavuzu
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