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ÖZET 

Son yıllarda yapılan çalıĢmalarda immünoterapik ajanların güncel kanser 

tedavilerinde kullanımları umut verici bir yöntem olmuĢtur. Ġmmün sistem kansere 

karĢı etkinliğini bir bütün olarak gösterse de kanser hücrelerinin değiĢik 

mekanizmalarla yok edilmesinde, bazı immün sistem hücreleri ön plana çıkmaktadır. 

Bu hücrelerden biri olan doğal öldürücü (NK) hücreler virüs ile enfekte olmuĢ 

hücreleri ve tümör hücrelerini direkt olarak öldürebilme yeteneğine sahiptir. Kanser 

hastalarında yapılan çalıĢmalarda NK hücrelerinin fonksiyonlarında değiĢimlerin 

olabileceğini göstermiĢtir. NK hücrelerinin fonksiyonlarındaki bu değiĢimler bu 

hücrelerinin değiĢik kanser tiplerinin prognozunda ve tedavi yanıtlarında önemli 

olduğunu düĢündürmektedir. Bu bilgilerden yola çıkarak çalıĢmamızda NK hücre 

aktivitesinin kanser tipleri ve evresi ile iliĢkisinin araĢtırılması amaçlanmıĢtır.  

ÇalıĢmamızda; akciğer kanseri, meme kanseri, hematolojik neoplazmlı 

hastalar (multiple myelom) ve sağlıklı gönüllüler olmak üzere üç hasta bir kontrol 

grubu oluĢturuldu. Hastalardan ve sağlıklı deneklerden ortalama 5 ml kan heparinli 

tüplere alındı. Alınan kan örneklerinde immünfeneotipleme ve NK hücre aktivitesi 

ölçümü yapıldı. Ġmmünfenotiplemede CD3-FITC, CD16-PE CD56-PC5 ve CD45-

KO‟dan oluĢan monoklonal antikorlar kullanıldı. NK aktivitesi ölçümü için alınan 

kan örneklerinden ficoll-hypaque yöntemi ile periferik kan mononükleer hücreler 

(PBMC) elde edildi. Ġki ayrı yöntemle NK hücre aktivitesi ölçüldü. Birinci yöntemde 

NK hücrelerini K562 lösemi hücrelerini öldürme yüzdesi (Dio-PI yöntemi), ikinci 

yöntemde uyarılan NK hücrelerinin üzerindeki CD107a ekspresyonu ölçüldü.  

ÇalıĢmamızda kanser türleri arasında ve kanser türleri ile sağlıklı kontroller 

arasında NK hücre yüzdesi ve iki ayrı yöntem ile bakılan NK hücre aktivitesi 

acısından istatistiksel olarak anlamlı bir fark tespit edilememiĢtir. Ancak özellikle 

CD107a ekspresyonu ile değerlendirilen NK hücre aktivitesi akciğer kanserli 

hastalarda oldukça yüksek tespit edildi. NK hücre yüzdesi multiple myelomlu 

hastalarda diğer gruplara göre yüksek olmasına rağmen diğer iki kanser grubuna göre 

aktiviteleri daha düĢük saptandı. Gruplara arasında istatistiksel olarak anlamlı fark 

bulunmaması gruplardaki denek sayısının azlığı ve dağılımın heterojen oluĢu ile 

iliĢkili olduğu düĢünüldü.  

Anahtar Kelimeler: Kanser, Doğal Öldürücü Hücreler, 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. GĠRĠġ 

Kanser, normal özelliklerini kaybetmiĢ bir takım hücrelerin anormal bir 

Ģekilde artıĢı ve bunların vücuda yayılması ile meydana gelmektedir. Kanser 

hücrelerinin oluĢumu genellikle intrinsik veya eksojen faktörlerden kaynaklanan gen 

mutasyonlarının bir sonucudur. Giderek dünya çapında ciddi bir sorun haline gelen 

kanserin gelecekte de artarak bu konumunu sürdürmesi beklenmektedir (Zhou, 

2014). 

Kanser tedavisinde, kemoterapi, cerrahi yöntemler ve radyoterapi ile her ne 

kadar tümörlerin yok edilmesinde belli bir baĢarı sağlansa bile, bazı kanserli hücre 

kalıntıları ve metastaza bağlı hastalık tekrarları önemli bir sorun olarak varlığını 

sürdürmektedir. Bunun dıĢında kemoterapi ve radyoterapinin kanserli hücrelerin 

yanında vücudun sağlıklı hücrelerine verdiği zarar da ayrı bir sorun olarak 

durmaktadır. Bütün bu nedenlerden dolayı, bireysel özelliğe sahip, tümöre spesifik 

tedavilere olan ilgi giderek artmaktadır (Wayteck, 2013). 

Ġmmün sistem ile kanser arasındaki iliĢki son yıllarda daha bilinir hale 

gelmiĢtir. Ġmmün sistem hücrelerinin kanser üzerindeki etkileri üzerine çok sayıda 

çalıĢmalar mevcuttur. Her ne kadar kanser hücresinin kontrolünde CD8 T 

Lenfositleri (Sitotoksik T Lenfositler) ön planda rol aldığı düĢünülmekte ise son 

yıllarda Doğal Öldürücü (NK) hücrelerinde kanser kontrolünde önemli rol oynadığı 

yönünde yayınlar mevcuttur. 

Doğal öldürücü (NK) hücreler sadece viral ve bakteriyel enfeksiyonlara karĢı 

ilk savunma basamağında değil, aynı zamanda malign hücrelerin immün gözetiminde 

de önemli bir role sahiptir. Bu nedenle NK hücre sitotoksisitesi bağıĢıklık 

fonksiyonunun en önemli göstergelerinden biridir. Tüm NK hücreleri doğrudan 

kanser hücreleri ya da virüs bulaĢmıĢ hücrelerle savaĢma yeteneğine sahip değildir. 

Fakat aktivitesi yüksek olan NK hücreleri bu savaĢı gerçekleĢtirebilir. NK 

hücrelerinin vücuttaki sayılarının çokluğundan ziyade vücutta bulunan NK 

hücrelerinin çoğunluğun aktif olması güçlü bağıĢıklık sistemi için oldukça önemlidir.  

NK hücrelerinin aktivitesi değiĢik yöntemlerle ölçülebilmektedir. Kanser 

dahil çeĢitli hastalıklarla ilgili çalıĢmalarda NK hücrelerinin aktivasyonunda 

değiĢkenlikler olduğu gösterilmiĢtir. Bu durum NK hücrelerinin anormal hücreleri 

tanıyıp, yok etme yeteneklerinin de azalmasına sebep olmaktır. Ancak NK 
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hücrelerinin aktivitelerinin kanser türleri arasındaki farklılığı ve hastalığın evresine 

göre aktivitesini gösteren çalıĢmalar literatürde yeterli düzeyde mevcut değildir. 

ÇalıĢmamızda çeĢitli kanser türlerinde NK hücre aktivitesinin farklı 

yöntemlerle değerlendirilmesi suretiyle farklı kanserlerde NK aktivitesinin rolünün 

belirlenmesi amaçlanmıĢtır.
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2. GENEL BĠLGĠLER 

2.1. Ġmmün Sistem ve Kanser ĠliĢkisi 

2.1.1. Ġmmün Sistem 

BağıĢıklık (immünite), hastalara özellikle enfeksiyon hastalıklarına karĢı 

direnç olarak tanımlanır. Enfeksiyonlara karĢı savunmayı sağlayan hücreler, dokular 

ve moleküllerin toplamına immün sistem adı verilir. Bu hücrelerin ve moleküllerin 

enfeksiyona yol açan mikroorganizmalara karĢı eĢzamanlı ve düzenli olarak 

verdikleri tepkiye de immün yanıt denir. (Abbas ve ark. 2015) 

Ġmmün sistem, bir canlıdaki hastalıklara karĢı koruma yapan, patojenleri ve 

tümör hücrelerini tanıyıp, onları yok eden iĢleyiĢlerin toplamıdır. Sistem, vücuda 

giren veya vücutla temasta bulunan her yabancı maddeyi tarar ve onları, canlının 

sağlıklı vücut hücrelerinden ve dokularından ayırt eder. Vücutta belli aralıklarla 

ortaya çıkan anormal hücre ve molekülleri saptayıp bunlara yanıt vermek suretiyle 

kanser gibi hastalıkların geliĢmesine engel olmak da immün sisteminin 

görevlerindendir. (Paul WE. 2003) 

2.1.2. Tümör 

Genellikle tümör ve kanser terimleri aynı sanılmakta ve birbirlerinin yerine 

kullanılmaktadır. Tümör ve kanser kelimelerinin aynı anlamlarda kullanılması 

oldukça yanıltıcıdır. Her tümör kanser değildir.  Neoplazinin tıp dilinde olağan 

kullanımı “tümör‟‟ dür. Tümör, vücutta ĢiĢkinliklere neden olan neoplastik kitleler 

için kullanılan bir terimdir. 

Onkolojide neoplazmlar „‟benign‟‟ ve „‟malign‟‟olarak gruplandırılır ve bu 

ayrım, neoplazmın klinik davranıĢları ve mikroskobik görünümleri ile yapılmaktadır 

(Ünal T, 2012). 

Benign Tümörler 

Ġyi huylu tümörler malign olmayan/kanserli olmayan tümörlerdir. Ġyi huylu 

bir tümör genellikle lokalizedir ve vücudun diğer bölgelerine yayılmaz. Çoğu benign 

tümör tedaviye iyi yanıt verir. Bununla birlikte, tedavi edilmediği takdirde, bazı 

benign tümörler büyüyebilir ve boyutlarından dolayı ciddi hastalıklara neden 
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olabilirler. Ġyi huylu tümörler de malign tümörleri taklit edebilir ve bu nedenle bazen 

tedavi edilirler. ([http://pathology.jhu.edu/pc/BasicTypes1.php?area=ba]) 

Malign Tümörler 

Malign tümörler kanserli büyümelerdir. Genellikle tedaviye dirençlidir, 

vücudun diğer bölgelerine yayılabilir ve çıkarıldıktan sonra bazen tekrarlarlar.  

2.1.3. Tümör OluĢum Mekanizmaları 

Normal hücrelerin bölünmeleri kontrol altındadır. Normal hücreler 

bölünmelerini gerektiği zaman durdurabilirler ve dokularda bulunmaları gerektiği 

yerde bulunurlar. Kanserli hücrelerin ise bölünmeleri kontrol altında değildir. 

Bulundukları yerden vücudun bir baĢka bölgesine göç ederler (metastaz) ve 

canlılıklarını sürdürürler (Aslan, 2010). Monoklonal orjinli olan kanser hücreleri 

normal hücrelerden farklı fenotipik özellikler gösterirler (Greenberg, 2001). 

Malign bir hücreye transformasyonunu gerçekleĢtiren normal hücre gen 

değiĢimlerinin etkisiyle, hücre bölünmesi sırasında meydana gelen mutasyonlarla ve 

karsinojenlerin etkisiyle çeĢitli mekanizmaları etkin etmektedir. Herpesviruslar, 

retroviruslar, adenoviruslar normal hücrelere onkojenik virüslerin onkogenlerini 

aktarmasıyla oluĢmaktadır (Greenberg, 2001). 

Faktörlerdeki bu değiĢimler normal hücrelerin gen dizilerinde değiĢikliklere 

yol açarlar ve tümör süpresör genlerin inaktive olmasına, proto-onkogenlerin ise 

kansere neden olan onkogenlere dönüĢmesine, sebep olurlar. Bu durumda hücre 

değiĢime uğrar ve kontrolsüz çoğalır (Aslan, 2010). Hücrelerde meydana gelen 

mutasyona uğramıĢ proteinler genlerin onkogenlere dönüĢmesiyle baĢlamaktadır. 

Tümör oluĢumunu engelleyen genler tümör süpresör genlerdir ve tümör oluĢumunu 

engelleyen proteinler üretirler fakat bu genlerden birinde genin mutasyona uğraması 

tümör oluĢumuna neden olmaktadır (Dzivenu, 2009). 

2.1.4. Tümör OluĢumunun Moleküler Mekanizması  

Normal hücrelerin kendi özelliklerini kaybetmeleri ve gen 

ekspresyonlarındaki değiĢikliklere neden olan mutasyonlar sonucu kanser 

oluĢmaktadır (Sutherland, 1999). Hücrelerin anormal bir Ģekilde çoğalmasıyla 

meydana gelen mutasyonlar genellikle, somatik hücrelerden meydana gelmekte ve 

yaĢa bağlı olarak değiĢkenlik göstermektedir. Fakat bazı kiĢilerin eĢey hücrelerinde 
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genetik mutasyonlar oluĢmaktadır. 1997 yılında Kinzler ve Vogelstein tarafından 

hücrelerin üremesini ya da hücrelerin apopitozundan sorumlu olan genlerdeki 

mutasyonlar sonucu meydana gelen genler “bekçi genler” olarak adlandırılmıĢtır 

(Lalloo, 2002). 

Hücrelerin çoğalmalarını kontrol eden iki farklı gen tipi vardır. Bu genler; 

anti-onkogenler (tümör süpresör genler) ve proto-onkogenler‟dir (Sutherland, 1999). 

a. Proto-onkogenler: Hücrelerin çoğalmalarını kontrol eden genler proto-

onkogenlerdir. Bu genler farklılaĢarak baĢkalaĢım geçirdiklerinde onkogenlere 

dönüĢürler. Hücrelerin çoğalmalarını ise hızlandıran genler onkogenlerdir. Fakat 

hücrelerde meydana gelen aĢırı çoğalma hızı ile kansere neden olabilmektedirler 

(Willett, Hunter, Colditz, 2000). 

b. Anti-onkogenler (tümör süpresör genler): Hücre çoğalmasını durduran 

ya da geciktiren genlerdir. Anti-onkogenler etkisini kaybettiği zaman kanser 

oluĢumuna neden olmaktadırlar (Willett ve ark. 2000).  

Kanserlerde tümör süpresör genlerdeki mutasyonlar ile fonksiyon kaybının 

olması veya onkogenlerde mutasyonların fonksiyon kazanması, uygun hücre 

proliferasyonundaki dengenin bozulmasına sebep olur (Sutherland, 1999). Kanser 

geliĢimi birçok basamağı içinde barından, farklı tümör tiplerine göre değiĢiklik 

gösteren, tümör süpresör genler ve farklı onkogenlerde geliĢen mutasyonların 

toplamı ile iliĢkilidir (Aslan,2010).  

Proto-onkogenlerin onkogene dönüĢmesi sonucunda yeni fonksiyonlar 

meydana gelmektedir. Mutasyonlara neden olan bu fonksiyonlar, gen amplifikasyonu 

(dublikasyon gibi), gen transdüksiyonları, delesyonlar, kromozamal translokasyonlar, 

rearajmanlar ve kromozamal nokta mutasyonlarıdır. Bu moleküler mekanizmalar 

transforme proteinler ya da onkoproteinler üretilebilmektedir (Sutherland, 1999; 

Lalloo, 2002). 

2.1.5. Kanserde Ġmmün Gözetim    

Edinsel immün sistemin en önemli fonksiyonları, değiĢime uğramıĢ 

hücrelerin geliĢimlerini engellemek ve yok etmektir.  Edinsel immün sistemin bu 

fonksiyonuna kanserde immün gözetim denilmektedir. Ehrlich ilk kez 1909 yılında 

yaptığı bir araĢtırmada insan vücudunda bulunan hücrelerin baĢkalaĢım geçiren 

hücreler oluĢturduğunu ve bu hücreleri immün sistemin etkisiz hale getirip, yok 
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ettiğini öne sürmesiyle immün gözetim kavramını ortaya koymuĢtur. Daha sonraki 

yıllarda yapılan çalıĢmalarda ise tümör hücrelerinin immün sistem hücreleri 

tarafından yok edildiği gösterilmiĢtir (ġekil 2.1) (Dunn, 2002; Kim, Emi, Tanabe, 

2007). 

 

ġekil 2.1 Kanser OluĢumunda Ġmmün Gözetim Etkinliği (Chimal-Ramirez ve ark., 

2013) 

2.1.6. Kanser Ġmmün Düzenlenmesi 

 Ġmmün sistemin neoplastik hastalıkları Ģekillendiren ve kanser oluĢumunu 

engelleyici iĢlevlerine kanser immün düzenlenmesi denmektedir. Ġmmün sistem, 

tümörlerin bazılarının oluĢumunu engellerken bazılarına da tepkisizi kalabilir veya 

tolerans oluĢuma sebep olabilmektedir (Dunn, 2002; Kim ve ark., 2007). 

Kanserin immün düzenlenmesi, immün sitemin immünojenik tümör 

hücrelerini elemine ederek tümörlerin somatik evrimine neden olduğu ve konağı 

tümör geliĢiminden koruduğu bir süreçtir. Ġmmün düzenlenme, immünojenik olan 

tümör antijenleriyle indüklenebilir ve tümör hücrelerinin CD8+ T hücre aracılı 

eliminasyonunu içermektedir.  Bu sürecin sonucunda T hücre aracılı immün yanıtları 

uyarmayan tümör hücreleri seçilmektedir (Zitvogel, Tesniere, Kroemer, 2006) 
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Üç farklı fazdan oluĢan kanserin immün düzenlenmesine „‟kanserin üç E‟‟si 

adı verilmiĢtir. Bu adı üç fazın baĢ harflerinden almıĢtır (Dunn, Old, Schreiber, 

2004). 

Eliminasyon; immün gözetime karĢılık gelmektedir ve dört fazdan oluĢur. 

Equilibrium; Eliminasyon fazından kaçan tümör hücreleri ile immün sistem 

hücreleri dinamik bir denge içerisindedir.  

Escape; Tümör hücreleri bu süreçte kontrolsüz bir Ģekilde çoğalmaya ve 

hızla diğer dokulara yayılmaya baĢlar (ġekil 2.2) (Dunn ve ark., 2004).  

Eliminasyonun birinci fazında; tümör hücreleri büyümelerini sürdürürler. 

Anjiojenik ve stromajenik proteinlerin üretimleri baĢlamaktadır. Tümör hücrelerinin 

geliĢmesi ile birlikte dokulara göç baĢlar ve dokularda hasarların meydana 

gelmesiyle birlikte immün cevap oluĢturulur (Grivennikov, Greten, Karin, 2010). 

Ġmmün sistemin hücreleri olan doğal öldürücü (NK) hücreler, makrofojlar, dendritik 

hücreler ve T hücreler burada toplanarak interferon gama (IFN-γ) üretimine baĢlarlar 

(Aslan, 2010). 

Ġkinci fazında; IFN-γ, apoptotik ve antiproliferatif etkileri ile bazı tümör 

hücrelerinin yok edilmesine ve etrafındaki dokularda da bazı kemokinlerin 

salınmasına neden olur. Bu kemokinlerden bazıları yeni damar oluĢumlarını engeller 

ve daha çok tümör hücresinin yok edilmesini sağlarlar. IFN-γ ile oluĢan hücre atıkları 

yakın lenf düğümlerine dendritik hücreler tarafından taĢınır ve artan inflamasyon ile 

beraber ortama salınan kemokinler daha fazla makrofaj hücrelerinin ve NK 

hücrelerinin ortama gelmesini sağlarlar (Balkwill, 2004; Tanaka ve ark., 2005). 

Üçüncü fazında ise tümörleri yok eden makrofajlar ve NK hücreler birbirleri 

ile etkileĢime girip, birbirlerini uyararak ortamda daha çok IFN-γ ve interlökin-12 

(IL-12) salınmasına sebep olurlar. Ortamda tümör nekroz edici faktör (TNF)‟lerin 

salınmasıyla beraber perforin, apopitozu arttıran ligand, nitrojen aracıları ve reaktif 

oksijen açığa çıkar. Bu da daha fazla tümör hücresinin yok edilmesine neden olur 

(Aslan, 2010). 

Eliminasyonun dördüncü fazda ise; T helper 1 (CD4+) hücreler ve sitotoksik 

T hücreler (CD8+) tümörün olduğu alana giderek IFN-γ aracılığı ile tümör 

hücrelerini yok ederler (Dunn, 2002; Kim ve ark. 2007). 
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Equilibrium (denge) fazında, eliminasyon fazından ve immün sistem 

hücrelerinden kaçan tümör hücresi denge fazına ulaĢır. IFN-γ ve lenfositler aracılığı 

ile normal olmayan ve mutasyona uğrayan tümör hücreleri üzerine baskı oluĢturulur. 

Bu fazda birçok tümör hücresi yok edilebilir fakat kalan tümör hücrelerinde ise 

saldırılara karĢı direnç oluĢmaktadır (Dunn, 2002; Kim ve ark. 2007). 

Denge süreci üç Ģekilde sonuçlanabilir: 

(i) immün sistem tümörü yok eder 

(ii) tümör ve immün sistem uzun bir süre hücresel dengede kalır 

(iii)  tümör immün sistemden kaçarak ilerler  

Escape (kaçıĢ) fazında; denge fazından kaçıĢ fazına ulaĢan tümör hücreleri 

kontrolsüz bir Ģekilde çoğalmaya baĢlarlar. Moleküler ve hücresel faktörlerin etkisi 

ile tümör hücresi immün sistem hücrelerini baskılayarak hızla çoğalıp metastaz 

yapmaya devam etmektedir. Böylelikle bu durum malign hastalıkların oluĢmasına 

sebep olmaktadır (Dunn, 2002; Kim ve ark. 2007). 

 

ġekil 2.2 Kanserin immün düzenlenmesinin üç fazı (ġahin, 2014) 
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2.1.7. Tümör Antijenleri   

Tümör antijenleri tümör hücrelerine karĢı organizmada immün yanıtı uyaran 

ve tümör hücreleri tarafından üretilmiĢ maddelerdir. Tümör antijenleri, tümör 

hücrelerini tanımlamada kullanılır. Tümör antijeni terimi 1990‟lı yıllarda özellikle 

antijen sunumu ve antijen tanımı baĢta olmak üzere immünoloji bilimindeki önemli 

geliĢmelerin ıĢığında yeni ve kesin bir nitelik kazanmıĢtır. Bir maddenin tümör 

antijeni olabilmesi için immün sistem hücreleri veya normal hücreler tarafından değil 

tümör hücreleri tarafından tanınması gerekir (Olivera, 1991).  

Son yıllarda tümör antijenleri antijenlerin yapısına göre Ģu Ģekilde 

sınıflandırılır.  

(i) Konağa ait ve aĢırı ekprese olan gen ürünleri 

(ii) Çoğu normal dokuda sessiz olan gen ürünleri  

(iii) BaĢkalaĢım geçirmiĢ konak proteinleri 

(iv) Tümör baskılayıcı gen ya da onkogene gen ürünleri  

(v) Glikoproteinler ve glikolipitler 

(vi) Onkofetal proteinler (Aslan,2010). 

Bu antijenleri tanımlamaya yönelik çalıĢmalar bunlara karĢı monoklonal 

antikorlar oluĢturmak suretiyle yapılmıĢtır. Bir tümöre karĢı en büyük immün 

savunma sitotoksik T hücreleri tarafından tanınan tümör antijenlerini ortaya koymak 

olmuĢtur. Sitotoksik T hücreleri sınıf 1 doku uygunluk kompleksi (MHC) 

moleküllerine bağımlı biçimde ifade edilen sitoplazmik proteinlerden farklılaĢan 

peptidleri tanıyarak immün savunmayı baĢlatırlar (Chen, Scanlan, Obata ve Old, 

1995). 

2.1.8. Tümörlere KarĢı Ġmmün Sistemin Efektör Mekanizmaları 

2.1.8.1. Makrofajlar 

Monositler damar dıĢı dokulara yerleĢerek makrofaj adını almıĢlardır. 

Makrofajlar immün sistemin en önemli hücrelerinden biri olup, enflamasyonu 

baĢlatan ve düzenleyen sitokinler üretirler. (Abbas, Lıchtman ve Pıllaı, 2015). 

Antijen Sunan Hücre (ASH / APC) olarak görev yapan makrofajlar aynı zamanda 

tümör hücrelerinin lizisinde rol alan efektör mekanizmaları uyarırlar. Makrofajlar 

Th1 hücrelerine tümör antijenlerini MHC Sınıf II molekülleri ile sunarlar. 
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Makrofajlar Th1 hücrelerinden salınan IFN-γ, Tümör Nekroz Faktör (TNF), 

Makrofaj Aktive Edici Faktörler (MAF), Ġnterlokin 4 (IL-4) ve Granülosit-Makrofaj 

Koloni Uyarıcı Faktör (GMCSF) ile aktive olur. 

Tümör hücreleri sitolitik olarak NO, TNF, O2, proteazlar gibi inflamatuvar 

mediyatörlerin ortama salınmasıyla makrofajlar ile elemine edilirler. Ayrıca 

makrofajlar, Antikor Bağımlı Hücre Aracılı Sitotoksisite (ADCC) mekanizmasıyla 

kompleman reseptörleri ya da Fc reseptörleri yardımı ile antikor tarafından 

bağlanmıĢ tümör hücresini yakalayarak yok ederler (Greenberg, 2001). 

2.1.8.2. NK Hücreler 

Ġmmün sistemin diğer önemli hücrelerinden biri olan NK hücreleri, virüs ile 

enfekte olmuĢ hücreleri ve bazı tümör hücrelerini tanır ve direkt olarak yok eder. NK 

hücrelerini diğer doğal immün sistemden hücrelerinden ayıran en önemli özelliği 

hafızalarının olmamasıdır. Bu yüzden tümör hücrelerinin MHC moleküllerine 

bağlanmazlar ve MHC Sınıf I molekülleri olamayan tümör hücresini tanırlar. NK 

hücreleri tümör hücrelerinin yüzeyindeki Fas reseptörü ile NK hücresinin 

yüzeyindeki Fas Ligantının bağlanmasıyla aktive olurlar ve granül ekzositozu 

gerçekleĢir. (Greenberg, 2001).  

2.1.8.3. Dendritik Hücreler  

Dendritik hücreler (DH) testis, göz ve beyin dıĢındaki tüm dokularda bulunan 

ve immün sistemin en önemli ASH‟lerinden biridir. Dendritik hücreler 

farklılaĢmamıĢ T lenfositleri uyararak primer immün yanıtın oluĢmasına neden 

olurlar. DH‟ler bu fonksiyonu yerine getirebilmek için antijenleri yakalar, iĢler ve 

onlara uygun moleküller ile birlikte hücre yüzeyine sunarlar. B lenfositlerin 

fonksiyonlarında önemli rol oynayan DH‟ler humoral immünitenin geliĢmesinde de 

önemli rol oynamaktadırlar. DH‟ler bu özelliklerinden dolayı doğal ve edinsel 

immünitede köprü görevi görmektedirler (Hoffbrand, 1994; Paraskevas, 2004; Ross 

ve ark., 2003). 

DH‟lerin 3 önemli fonksiyonu 

(i)  T lenfosit aktivasyonu ve antijen sunumu  

(ii) Ġmmün toleransın oluĢumu ve devamı  
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(iii)  B lenfositler aracılığı ile humoral immünitenin oluĢturulması 

(YeĢilyurt ve ark., 2011).  

2.1.8.4. T Lenfositler  

T lenfositler immün sistemin tümör hücreleriyle olan savaĢında en önemli 

yetkinliğe sahip hücrelerinden biridir. T lenfositlerin iki önemli fonksiyonları vardır.  

(i) T lenfositler tümör hücrelerine ait antijenleri tanırlar ve immün 

sistemin diğer mekanizmalarını etkinleĢtirirler 

(ii) T lenfositler tümör hücrelerini direkt olarak öldürürler  

ASH‟ler aracılığı ile tümör hücrelerine ait antijenler, MHC sınıf II ile CD4+ 

Th hücrelerine sunulur ve Th hücreler aktive olur. Böylelikle Th2 ya da Th1 

hücrelerin cevap oluĢturmasını sağlar ve B lenfositleri aktive ederler.  

Tümör hücrelerine ait antijenler MHC sınıf I ile CD8+ T lenfositlere sunulur 

ve Sitotoksik T lenfositler (CTL) aktivite olur. CTL‟lerin aktive olmasıyla tümör 

hücreleri direkt öldürülür. GerçekleĢen bu antijen sunum olayına „‟çapraz sunum‟‟ 

denilmektedir (ġekil 2.3).Endojen antijenler tümör hücresinin yüzeyinde yer alan 

MHC sınıf I aracılığı ile direkt olarak CD8+ CTL‟lere sunulurlar. Ekzojen antijenler 

ise ASH‟lerin MHC sınıf I molekülleri ile CD8+ CTL‟lere sunulmaktadırlar 

(Aslan,2010). 

 

ġekil 2.3 Çapraz sunum (Abbas ve ark., 2015) 

2.1.8.5. B Lenfositler  

B lenfositler antikorların üretilmesinden ve humoral immün sistemden 

sorumlu olan hücrelerdir (Diker,1998). B lenfositler ekstraselüler matriks, büyüme 
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faktörleri, stromal hücreler ve sitokinler aracılığı ile geliĢmekte ve 

farklılaĢmaktadırlar (Virella, 2007). B lenfositlerin yüzeylerinde adezyon 

molekülleri, antijen reseptörleri, MHC molekülleri ve immunoglobulin reseptörleri 

bulunmaktadır. B lenfositler her antijne özgü olan antikorlar oluĢtururular 

(Diker,1998). Tümörlerin yıkıma uğratılmasında 2 mekanizma görev yapmaktadır. 

Antikor Bağımlı Hücresel Sitotoksisite (ADCC) ve Komplemana Bağımlı 

Sitotoksisite (CDC). ADCC‟ de granülositler, NK hücreler, fagositik hücreler ve 

makrofajlar hücre yıkımına aracılık ederler. Bu mekanizma CDC‟ye kıyasla daha 

etkilidir. CDC mekanizmasında tümör hücresinin yüzeyinde yer alan Fc 

reseptörlerine kompleman sistemi sabitleyen antikorlar bağlanır. Kompleman 

sistemin aktive olmasıyla birlikte „‟ Membran Saldırı Mekanizması‟‟ (MAC) tümör 

hücre yüzeyinde oluĢur. Böylelikle tümör hücre yüzeyinde delikler meydana gelir ve 

hücrelerin yıkımı gerçekleĢtirilir (Aslan,2010). 

2.2. Ġmmünoterapi 

Ġmmünoterapi temel olarak, bireyin bağıĢıklık sisteminde yer alan hücrelerin 

belirli bir kısmının kullanılarak kanser vb. hastalıkların tedavisinde kullanılan 

spesifik bir yöntemdir. Son yıllarda giderek artan kanser vb. hastalıkların tedavi 

yöntemleri non-spesifik yöntemlerden spesifik yöntemlere doğru ilerleme 

göstermektedir. Genellikle cerrahi yöntemler ve radyoterapi ile tümörlerin yok 

edilmesi sağlansa bile metastasa bağlı olarak hastalığın diğer dokulara yayılması ile 

hastalığın tekrar nüks etmesi önemli bir sorun olarak varlığını sürdürmektedir. Bu 

tedavi yöntemleri ile kombine bir Ģekilde uygulanan kemoterapi her ne kadar kanser 

hücrelerine zarar verse bile aynı zamanda sağlıklı hücrelere de zarar vermektedir. Bu 

nedenle immünoterapiye olan ilgi daha da artmaktadır (Wayteck, 2013). 

Ġmmünoterapi ile tümöre etki etmesi için dıĢarıdan verilen maddelerle oluĢturulan 

yanıt, vücudun kendi bağıĢıklık hücreleri ile de oluĢturulabilir ve doğrudan kanserli 

hücrelere yönlendirilebilir. (Dikmen, 2015).  

2.2.1. Kanser Ġmmünoterapisinin Tarihsel GeliĢimi  

Ġlk tümör immünoterapi giriĢimlerinden biri olan 1866 yılında Wilhem 

Busch‟ın Streptococcus bakterilerinin sebep olduğu bir hastalık sonrasında tümör 

baskılanması gerçekleĢtirdiklerini gözlemlemiĢ ve sonrasında 1868 yılında tekrar 
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sarkomalı bir hastasını aynı enfeksiyonla enfekte ederek tümör baskılanmasını 

görmek istemesidir (Cruiel, 2013).  

William Bradley Coley 1891 yılında New York ġehri Memorial 

Hastanesi‟nde cerrah olarak görev yaptığı sırada bu araĢtırma tekrar denemek için 

canlı ve inaktif Streptococcus pyogenes ve Serratia marcescens bakterilerinin 

intratümöral enjeksiyonlarını yapmaya baĢlamıĢtır. Coley bu denemesini cerrahi 

müdahale olanağı olmayan ve malign bir tümöre sahip hastasına uygulamıĢtır. 

Coley‟in uyguladığı bu tedavi sonrasında hastası tamamen iyileĢerek uzun yıllar 

yaĢamanı sürdürmüĢtür (Eskander ve Tewari, 2015). 

 Ġlerleyen yıllarda Coley‟in geliĢtirdiği bu çalıĢmalar Bacille Calmette-Guérin 

(BCG)‟in kanser immünoterapisinde kullanılmasını sağlamıĢtır. Kullanılan bu aĢı 

günümüze kadar mesane kanserine karĢı hala en etkili tedavi olarak önemimi 

korumaktadır (Parish, 2003). 

1900 yılında ilerleyen zamanlarda antikor aracılı pasif immünoterapi olarak 

sınıflandırılacak olan tedavinin ilk bulgularını tümörlerle etkileĢen moleküllerin 

kanser tedavisinde önemli bir yere sahip olabileceği Paul Ehrlich tarafından 

belirtilmiĢtir. Monoklonal antikor üretimi için hibridoma teknolojisi 1975 yılında 

Cesar Milstein ve George Köhler tarafından geliĢtirilmiĢtir. 1982 yılında monoklonal 

antikorlar insan neoplazisinde baĢarılı bir Ģekilde kullanılmıĢ ve 1986 yılında 

muromonab-CD3 (Orthoclone OKT3)‟ü FDA tarafından onaylanmıĢtır. Ġlk hümanize 

monoklonal antikor olan daclizumab (Zenapax)‟ın FDA tarafından onaylanması ve 

rituximab (Rituxan)‟ın malignite için onaylanan ilk monoklonal antikor olması 1997 

yılında gerçekleĢmiĢtir. 2000 yılında ilk toksin bağlı monoklonal antikor olan 

gemtuzumab ozogamicin (Mylotarg)în ve 2002 yılında radyonüklid bağlı ilk 

monoklonal antikor olan ibritumomab tiuxetan (Zevalin)‟ın FDA‟den onay almıĢtır 

(Waldmann, 2003).  

Daha sonraki yıllarda kanser immünoterapisi hastanın kendi vücut hücrelerini 

kullanarak yürütülen çalıĢmalar ile ilerlemiĢtir. Son yıllarda teknolojinin büyüyüp 

geliĢmesi ile birlikte tümör antijenlerinin saflaĢtırılması, tanınması ve lenfosit 

izolasyonu, sitokinlerle immün sistemin etkinliğinin arttırılması, antijene özgü T 

lenfositlerin üretilesi tümörlerin immünoterapi ile ortadan kaldırılması için umut 

verici olmaktadır (Aslan, 2010).   
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2.2.2. Kanser immünoterapisinde kullanılan tedavi yöntemleri  

2.2.2.1. Monoklonal antikorlar  

Monoklonal antikorlar, en fazla klinik çalıĢmaların yapıldığı 

immünoterapötik yöntemlerin baĢında gelmektedir (Çizelge 1) (Waldmann, 2003). 

 Hücre yüzeyindeki reseptörleri ile bağlantı kurarak aktiviteye neden olurlar 

ve ortaya çıkan sinyalizasyon farklı biçimlerde geliĢebilir. Epidermal Büyüme 

Faktörü Reseptörü (EGFR) bağlayan antikor doğal ligandların bağlanmasını 

engelleyerek reseptörlerin bloke olmasına sebep olurken, Anti CD-20 monoklonal 

antikoru ise apoptozu indükler. Mononükleer hücreler ve lökositler antikorla kaplı 

hücreleri sitotoksik granüllerini boĢaltarak ya da fagositoz yoluyla monoklonal 

antikorun sahip olduğu Fc reseptörü sayesinde yok edeler. Ġmmünoglobülin G (Ig G) 

yapısında olan monoklonal antikorlar klasik kompleman kaskadı yoluyla 

inflamasyon cevap meydana getirebilirler ve bu moleküle özgül olanlar FcgR olarak 

tanımlanır.  

OluĢan bu inflamasyon cevap ile birlikte fagositik lökositler kemotaktik etki 

yaparlar bu sayede sekonder sitokinlerin salınmasına neden olarak vasküler 

geçirgenliği arttırırlar ve monoklonal antikorların hücre içine daha kolay nüfuz 

etmelerini sağlarlar (Demirelli, 2005). 

Ayrıca daha etkili bir tedavi sağlayabilmek için toksinler veya radonüklidlere 

konjuge halde bulunan monoklonal antikorlar da vardır. Bu antikorlar kanser 

hücresine hedeflenerek yaydıkları radyasyon veya içerdikleri toksinler ile hedef 

hücreyi öldürürler (Waldmann, 2003).  
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Çizelge 1 Kanser Tedavisinde Kullanılan Bazı Temel Monoklonal Antikorlar 

(ġakalar ve ark., 2013; Han J, 2010). 

 

2.2.2.2. Adoptif Ġmmünoterapi  

Ġmmünolojik olarak aktif olan hücrelerin kanser tedavisi ve tümörlerin 

oluĢumlarının engellenmesi amacı ile hastaya verilmesine adoptif immünoterapi 

denir (Özet ve ark., 1996). Adoptif immünoterapide T hücreleri kullanılır. Bunlar; 

tümör spesifik TCR (T hücre reseptörü) ekspresyonu için düzenlenmiĢ T hücreleri, 

TIL (tümör infiltre edici lenfositler), antikorun ekstraselüler kısmı ile T hücresi 

reseptörünün sinyal mekanizmasını bir araya getiren kimerik antijen reseptörü (CAR) 

eskpresyonu için düzenlenmiĢ T hücrelerdir (Dikmen, 2015). 

2.2.2.3. AĢılar  

Tümör immünoterapisinde oldukça ilgi gören aĢılar adjuvanlarla beraber 

verilen rekombinant proteinler Ģeklinde olabilir. Tümörlerle mücadele etmek için 

yapılan aĢı çalıĢmalarının en büyük avantajı monoklonal antikorların kanserde 

kullanılmasına yönelik çalıĢmalara temel oluĢturmasıdır (Barbaros ve Dikmen 2015).  

Bir diğer yöntem olarak hastanın kendisinden alınan dendritik hücrelerin tümör 

hücreleri veya antijenleriyle muamele edilerek hastaya uygulanmasıdır. Bu yöntemin 

asıl amacı; tümör hücrelerine karĢı CTL oluĢumunu, tümör antijenlerini taĢıyan ve 

tümör antijenlerini sunan dendritik hücrelerin çapraz sunumlarının klasik 
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yolaklarının taklidiyle sağlanmaktır. Bir diğer yöntem ise hastanın kendi 

hücrelerinde ve antijen sunan hücrelerinde T hücre cevabının oluĢmasını sağlamaktır 

(Aslan,2010). 

2.2.2.4. Sitokinler  

Sitokinler kan hücreleri ve immün sistem hücrelerinin üretimi ve 

aktivitesinde önemli rol alan, bazı immün sistem hücreleri tarafından üretilen 

kimyasallardır. Sitokinlerle yapılan tedavilerin en büyük dez avantajları hastada pek 

çok yan etki gözlemlenmesidir. (Barbaros ve Dikmen 2015).  

Sitokinlerin genel özellikleri;  

I. Sinir sisteminin ve embriyogenezin geliĢmesine yardımcı olurlar 

II. Ġnflamasyonda rol oynayan hücreleri aktive ederler. Böylelikle 

hücreler reaksiyon bölgesine doğru ilerler. 

III.  Hematopoietik düzenlemeye kemik iliğine etki ederek katılırlar. 

IV. Hipofiz hormonlarından bazılarının düzenlenmesine ve salınmasına 

neden olurlar. 

V. Yaraları iyileĢtirirler 

VI. DüĢük konsantrasyonlarda baĢ ağrısı, ateĢ gibi genel enfeksiyonlara, 

yüksek konsantrasyonlarda ise ölüme neden olurlar 

VII. Lenfoid sistemde dahil olmak üzere hücrelerin farklılaĢmalarını ve 

çoğalmalarını sağlarlar (ġekil 2.4) 

 

ġekil 2.4 Sitokinlerin biyolojik etkileri (Judith, Owen, Jenni Punt, Sharon ve 

Stranford 2007) 
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Sitokinlerin çok farklı çeĢitleri olmasına rağmen en yaygın olarak 

kullanılanları interferonlar, interlökinler ve GM-CSF (Granülosit Makrofaj Koloni 

Uyarıcı Faktör)‟dür. Ġnterlökinlerden en çok kullanılan IL-2 immün sistem 

hücrelerinin yardımcı olmaktadır. Ġnterferonlar içerisinde en çok kullanılan IFN-α 

(Ġnterferon-α) ise doğrudan kanser hücrelerinin geliĢmesini ya da tümörlerin 

beslenmesi için gerekli kan damarlarının geliĢimini yavaĢlatır. GM-CSF ise kemik 

iliğinin kan hücreleri ve bazı immün sistem hücrelerini daha fazla üretmesini sağlar 

(American Cancer Society, 2014).  

Sitokinler bazı immün sistem hücreleri tarafından üretilen kimyasallardır. 

Ġmmün sistem hücreleri ve kan hücrelerinin üretimi ve aktivitesinde önemli role 

sahiptirler. Sitokinlerle tedavi sırasında hastada pek çok yan etki gözlenir. Pek çok 

farklı çeĢidi olmasına rağmen en yaygın olarak kullanılanları interlökinler, 

interferonlar ve GM-CSF (Granulocytemacrophage colony-stimulating factor)‟dür. 

Ġnterlökinler arasında en çok kullanılanı IL-2‟dir. Ġmmün sistem hücrelerinin hızlı bir 

Ģekilde bölünmesine yardımcı olur. Tek baĢına ya da kemoterapi ve IFN-α 

(Ġnterferon-α) gibi diğer sitokinlerle bir arada kullanılabilir. ĠlerlemiĢ renal kanser ve 

metastatik melanoma için onay almıĢtır. IL-7, IL-12 ve IL-21 gibi sitokinler de 

kanserde kullanılmak üzere araĢtırılmaktadır. Ġnterferonlar içinde IFN-α kanser 

tedavisinde kullanılmaktadır. IFN-α doğrudan kanser hücrelerinin geliĢmesini ya da 

tümörlerin beslenmesi için gerekli kan damarlarının geliĢimini yavaĢlatır. Bazı 

immün sistem hücrelerinin kanser hücreleriyle mücadele yeteneğini artırır. GM-CSF 

ise kemik iliğinin bazı immün sistem hücreleri ve kan hücrelerinin daha fazla 

üretmesini sağlar. Sentetik bir türü olan sargramostim (Leukine) kemoterapi sonrası 

lökosit sayısını artırmak için kullanılır. GM-CSF‟nin çeĢitli kanser türleri için 

kullanımına yönelik araĢtırmalar halen sürmektedir (American Cancer Society, 

2014).  

2.2.2.5. Ġmmün Sistemi Destekleyici Tedaviler  

Ġmmün destekleyici tedaviler tümörün doğrudan yok edilmesinden ziyade, 

vücudun tümörle mücadelesinde ona destek veren tedavileri içerir. Örneğin 

lenalidomit, pomalidomit ve talidomit gibi immün sistemi stimüle eden ilaçlar, bazı 

melanomlarda kullanılan bakteriyel tedaviler, bazı cilt kanserlerinin tedavisinde 
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tropikal olarak kullanılan Imiquimod örnek olarak verilebilir (American Cancer 

Society, 2014). 

2.3. Doğal Öldürücü (NK) Hücreler  

2.3.1. NK Hücrelerinin GeliĢimi 

Ġmmün sistemin en önemli hücrelerinden biri olan NK hücreleri; kemik 

iliğinden köken alan, timustan bağımsız geliĢim gösteren büyük granüllü 

lenfositlerdir ve CD3-CD56+16+ fenotipik özelliğine sahiptirler. NK hücreleri yoğun 

olarak periferik kan, dalak ve peritoneal sıvılarda bulunurlar. NK hücreler her ne 

kadar lenfosit sınıfında ve edinsel immünitede yer alsalar da aslında doğal immünite 

de rol oynamaktadırlar. NK hücrelerini T ve B hücrelerinden ayıran en önemli 

özellikleri, virüs ile enfekte olmuĢ hücreleri daha önceden bir uyarı olmadan tanıyıp 

yok etme yeteneğine sahip olmaları, hafızalarının olmaması ve MHC‟den yoksun 

olmalarıdır.  

NK hücrelerinin yüzey molekküllerinden olan CD2 molekülü ve Ig G‟nin Fc 

parçasına düĢük afinite gösteren FcRIII (CD16) NK hücrelerinin identifikasyonu için 

oldukça önemlidir. CD16 yüzey molekülü sadece NK hücre yüzeyinde değil aynı 

zamanda bazı makrofajlarda, nötrofillerde ve muhtemel T hücrelerinde de 

bulunmaktadır. CD16 yüzey molekülü NK hücrelerinde transmembranöz 

formdayken, granülositlerde fosfotidil inozitol glikan bağı ile membran yüzeyine 

bağlanır 

 

NK hücrelerinin diğer önemli yüzey moleküllerinden olan “nöral hücre 

yapıĢma molekülü-1” (CD56)‟dür. NK hücreleri CD56 yüzey moleküllerinin 

fonksiyonlarının yoğunluğa bağlı olarak „‟CD56parlak CD16soluk ve CD56soluk 

CD16parlak‟‟olmak üzere iki ana gruba ayrılmaktadır (Deniz,2007).  

CD56soluk CD16parlak NK hücreleri periferik kan NK hücrelerinin %95‟ni 

oluĢtururular ve büyük oranda Fc-γ reseptör CD16 ve perforin eksperse ederler. 

CD56soluk CD16parlak NK hücreleri düĢük düzeyde sitokin salgılarlar ve etkili bir 

biçimde hedef hücreleri yok ederler. CD56parlak CD16soluk NK hücreleri, ikincil 

lenfoid organlarda yerleĢmiĢ Ģekilde bulunurlar ve TNF, GM-CSF ve IFN-γ, içeren 

pek çok sitokin üretmektedir.  CD56parlak CD16soluk NK hücreleri uzun süreli 
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aktivasyondan sonra sitotoksisite özelliği kazanmaktadırlar (ġekil 2.5) (Lünemann, 

Lünemann JD ve Münz, 2009). 

 

ġekil 2.5 CD56parlak CD16soluk ve CD56soluk CD16parlak iĢlevleri (Seydel ve 

Aksoy 2011) 

CD56
parlak 

CD16
soluk

 ve CD56
soluk

 CD16
parlak 

NK hücreleri, aktive edici ve 

inhibe edici NK hücre reseptörler, taĢıdıkları kemokin reseptörleri ve adezyon 

molekülleri açısından da farklılık göstermektedirler. Bu farklılıklar NK hücrelerinin 

enflamasyon bölgesine göçünü ve dokulara yerleĢimini kolaylaĢtırmaktadır.  

CD56
parlak 

CD16
soluk

 ve CD56
soluk

 CD16
parlak 

NK hücreleri arasındaki diğer 

farklılıklardan biri de farklı yüzey reseptörlerini eksprese etmeleridir. CD56
soluk

 

CD16
parlak 

NK hücreleri C tipi Lektin reseptörlerini ve KIR resepötrlerini daha fazla 

miktarda eksprese ederken CD56
parlak 

CD16
soluk 

NK hücreleri
 
az miktarda KIR 

reseptörlerini ve yüksek miktarda C tipi lektin reseptörlerini eksprese ederler 

(Lünemann ve ark. 2009). 

2.3.2. NK Hücrelerinin Fonksiyonları  

2.3.2.1. Sitotoksisite  

NK hücreleri MHC aracılığı olmadan virüs ile enfekte olmuĢ hücreleri ve 

tümör hücrelerini direkt olarak öldürebilen hücrelerdir. NK hücreleri 

sitoplazmalarında perforin, çok sayıda sitoplazmik granüller ve çeĢitli enzimler 
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içermektedir. NK hücreleri ilk aĢamada hedef hücreyi putatif NK reseptörleri 

aracılığı ile tanımaktadırlar. Diğer aĢamada ise belli organeller sitoplazmada 

meydana gelen değiĢiklikler sonucunda efektör hücrelerin sitoplazmalarında 

parçalanır. Bu aĢama tamamlandıktan hemen sonra efektör hücre tarafından 

salgılanan moleküllerin bir kısmı hedef hücre için toksik etki gösterir. Hedef hücre 

membranını deformasyona uğratan ana mekanizma „‟perforin bağımlı „‟ sitotoksik 

mekanizmadır. Perforin bağımsız mekanizmalar ise; TNF, TNF- iliĢkili apoptoz 

indükleyen ligand (TNF-Tümör Nekrozis Faktör) veya Fas Ligand aracılı 

sitotoksisite daha düĢük ve yavaĢ etki göstermektedir. (Hokland‟tan aktaran Deniz, 

2007).   

NK hücre yüzeyindeki reseptörler ile aktive ve inhibe edici sinyaller 

arasındaki denge NK hücre aktivitesinin regülasyonunu sağlamaktadır. NK 

hücrelerinin sitotoksik etki mekanizmalarıyla ilgili iki hipotez ortaya konmuĢtur. Ġki 

reseptör‟‟ hipotezine göre ise NK hücrelerinin öldürme yetenekleri, farklı reseptör 

tipleri tarafından üretilen inhibisyon ve aktivasyon sinyalleri arasındaki denge ile 

sağlanır. „‟Missing-self‟‟ hipotezine göre NK hücresi MHC sınıf I negatif otolog 

hücreleri tanır ve yok eder. „‟ (ġekil 2.6) (Ljunggren ve Kärre, 1990; Raulet, 1992). 

 

ġekil 2.6 NK hücre cevabının düzenlenmesi (Seydel ve Aksoy, 2011). 

Hedef hücre ligandlarını tanıyan aktivatör sinyaller, PTK (Protein Tirozin 

Kinaz)‟ları aktive ederler. Böylelikle PTK aktivitesi sınıf I MHC molekülerini 
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tanıyan inhibitör reseptörlerin PTK‟ları uyararak aktive etmesi ile inhibe olur. Sonuç 

olarak ise MHC sınıf I taĢıyan hücreleri NK hücreleri lizise etmez. MHC sınıf I 

ekspresyonunu virüs enfeksiyonu inhibe ettiği için aktivatör sinyaller NK hücre 

lizisini tetikler ve aktive olan NK hücreleri enfekte hücreleri lizise eder (Deniz, 

2007) 

Klasik HLA antijenleri HLA-A, B, C ve HLA-G, E gibi non-klasik HLA 

antijenleri, stres ile indüklenen molekül Majör Histokompabilite -I zincir iliĢkili 

antijen (MICA) moleküllerinin hepsi için ayrı bir reseptör NK hücreleri eksprese 

ederler. NK hücrelerinin „‟Natural killer- reseptörler‟‟(NKR) olarak adlandırılan iki 

reseptörü vardır. Bunlar aktive ve inhibe edici reseptörlerdir. Bu reseptörlerden 

sinyal iletimine yol açan ve sitokin üretimini inhibe eden reseptörler KIR‟lar ve 

sitokin üretimi ile yok etme gibi efektör fonksiyonları harekete geçiren reseptörler ise 

KAR (Katil Aktivatör Reseptör) olarak adlandırılmaktadırlar. KIR‟lar bazı T hücre 

alt gruplarında, NKT hücrelerinde ve NK hücrelerinde bulunmaktadırlar. Aktivatör 

reseptörler yani KAR‟lar ise yalnızca NK hücrelerinin değil T hücre aktivasyonunun 

regülasyonunda da rol oynamaktadırlar (Biassoni ve ark. 2001; Young ve ark. 2002). 

Aktivatör reseptörlerde sitoplazmik büklüm kısa veya hiç yoktur ve bu 

reseptörler, transmembran büklümünde (domain) pozitif yüklü uçta 

„‟immünoreseptör tirozin bazlı aktivasyon motifi‟‟ (ITAM) taĢıyan DAP-10 veya 

DAP-12 iletim proteinlerini taĢımaktadırlar. Ġnhibitör reseptörler sitoplazmik 

kuyrukta tirozin fosfataz bağlayan hücre içi tirozin bazlı inhibisyon motifi (ITIM) 

taĢırlar ve pozitif yüklü büklüm içermezler. KIR molekülleri sitoplazmik büklümün 

uzunluğuna ve hücre dıĢı segmentlerindeki immünoglobülin büklüm sayısına göre 

adlandırılmaktadır (ġekil 2.7, ġekil 2.8) (Raulet, Vance ve McMahon 2001). 
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ġekil 2.7 NK hücre reseptörleri (Seydel ve Aksoy, 2011). 

 

ġekil 2.8 Ġnhibitör ve Aktivatör reseptörler (Deniz,2007). 



23 

 

2.3.2.2. Sitokin ve kemokin sekresyonu  

NK hücrelerinin önemli bir diğer fonksiyonu ise sitokin üretimidir. NK 

hücrelerinin de Th1 ve TH2 hücreleri gibi insan NK hücrelerinin de NK1 ve NK2 

hücre alt grupları vardır. NK1 hücreleri TNF-α ve IFN-γ salgılarken, NK2 hücrelerin 

ise IL-13, IL-4 ve IL-5 salgıladığı gösterilmiĢtir (Deniz,2007).  

NK hücrelerini akım sitometride CD56, CD16 yüzey molekülleri ile tayin 

etmem mümkündür. Cr-51 salınımı NK hücrelerinin sitotoksik etkisini saptamada 

kullanılır. Bununla birlikte floresan iĢaretli, hedef hücrelerle efektör hücrelerin 

inkübasyonu sonucu oluĢan lizis de akım sitometride saptanmaktadır. ADCC‟ de Fc 

reseptörü taĢıyan hücreler tarafından antikor kaplı hedef hücreler MHC‟den bağımsız 

olarak yok edilmektedir. Hedef hücre yıkımının mekanizması tam olarak 

aydınlatılmamakla beraber, granzimler ve perforinler aracılığı ile yıkımın 

gerçekleĢtiği kabul edilmektedir (Moretta, Biassoni, Bottino, Mingari ve Moretta, 

2000).  

2.3.2.3. Temasa bağlı hücre eĢ uyarımı  

T ve B hücreleri ile iletiĢimde rol oynayan CD40L (CD154) ve OX40L gibi 

eĢ-uyaran ligandları NK hücreleri eksprese ederler. Bu durum NK hücrelerinin doğal 

ve edinsel immünite arasında bir köprü görevi gördüğünü düĢündürmektedir 

(Deniz,2007).  

NK hücreleri farklı fonksiyonları ile sitokin üretimi, allograft rejeksiyonu gibi 

immünoregülatör fonksiyonlarda, hematopoetik sistem hücre büyüme ve 

farklılaĢması, aplastik anemi, diyabet, tümör immünoloji ve virüs, bakteri, parazit, 

mantar gibi mikrobiyal enfeksiyonların kontrolünde rol oynamaktadır (Orange ve 

Ballas, 2006).  

2.3.3. NKT Hücreler  

NK hücreleri CD3 antijenini eksprese etmezken, NKT hücreler CD3 

antijenini ve NK hücrelerinde bulunan reseptörlerin çoğunu eksprese eden hücreler 

„‟NKT‟‟ hücreleridir. Bu hücreler NK hücreleri ve klasik T hücrelerinin alt 

gruplarıdır ve ilk kez fare sisteminde NK1.1 olarak adlandırılmıĢtır (ġekil 2.9) (Loza, 

Metelitsa ve Perussia, 2002). 
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ġekil 2.9 NK, T ve NKT hücrelerinin ortak ve farklı özellikleri (Deniz,2007). 

NKT hücreleri otoimmün hastalıkların kontrolünde, tümör rejeksiyonunda ve 

immediate immün yanıttan rol oynamaktadırlar ve bu hücreler T hücre antijen 

reseptörü ve NK hücre reseptörü eksprese ederler (ġekil 2.10). NKT hücreleri NK 

hücrelerine benzer sitotoksik aktivite gösterirler ve T hücre aracılığı ile yüksek 

miktarda IL-4, IL-2, IFN-γ ve TNF-α, gibi sitokinleri üretirler. CD4-CD8- NKT 

hücreleri, IFN-γ, TNF-α, gibi sitokinlerin seskresyonunda Th1, CD4+ NKT hücreleri 

ise IL-4, IL-13 gibi sitokinlerin TH2 tip yanıtta etkilidir.  

Sitokinlerin salınımında mikroçevre önemli rol oynamaktadır çünkü IL-12 

salınımı IFN-γ salınımında, IL-7 salınımı IL-4 salınımında artıĢa neden olmaktadır 

(Blanca, Bere, Young ve Ortaldo, 2001). 
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ġekil 2.10 NKT hücrelerin fonksiyonları (Deniz, 2007). 

2.3.4. NKG2D Hücre Reseptörleri  

NK hücrelerinin en önemli yüzey reseptörlerinden biri olan, tip II lektin 

benzeri proteinleri olarak bilinen NKG2 gen ailesidir. Bunlar NKG2A, D, C, E, B ve 

F‟dir. NKG2D hücre reseptörleri %21 oranında aminoasit homolojisi gösterirken 

NKG2A, C, B ve E %94-95 düzeyinde aminoasit homolojisi göstermektedir. 

NKG2C, D, ile E aktive edici özelliğe sahiptir. NK hücre aktivasyonuna katılan en 

önemli hücre yüzey reseptörleri NKG2D (Doğal öldürücü grup 2, D üyesi-

CD314)‟dir. NK hücreleri ve bazı T hücreleri tarafından eksprese edilen reseptör 

olarak ilk defa 1991 yılında insan NKG2D hücre yüzey reseptörü tanımlanmıĢtır 

(Bauer ve ark. 1999; Borrego ve ark. 2002).  

NKG2D hücre ligandları insanlarda HLA sınıf I (MHC Class I) genleri HLA-

A ile HLA-B olan UL-16 ve GPI (glikozil-fosfat-idilinozitol) bağlayan ULBP‟dir. 

Toplamda 7 tane MIC geni (MICG- MICA) yapılan çalıĢmalarla ortaya konmuĢtur. 

Bu genlerden fonksiyonel olarak eksprese edilen genler MIC-B ile MIC-A genleridir. 

MIC-D, F, C, E genleri ise yalancı genler olarak adlandırılmaktadır (Petersdorf, 

Schuler, Longton, 1999; Bahram, Inoko, Shiina, 2005).  



26 

 

Aktive edici sinyaller genellikle NK hücrelerinin içerisinde belirli özellik 

kazanmıĢ kinazların ATP üretimini indüklemektedir. NKG2D hücre ligandlarının 

reseptörlerinin sinyalleri için gerekli protein DAP10‟dur. Çünkü bu proteinler NK 

hücrelerindeki NKG2D‟nin bağlanarak sitolitik aktiviteyi tetiklemekte böylelikle de 

sitokin (TNF-α, IFN-γ gibi) üretimi sağlanmaktadır (ġekil 2.11) (Seydel ve 

Aksoy2011). 

 

ġekil 2.11 MIC, DAP10 ve NKG2D adaptör protein iliĢkisi (Seydel ve Aksoy,2011). 

2.3.4.1. NKG2D ligandlarının kanser immünoterapisindeki rolleri 

Hücre döngüsü kontrol kaybı, apoptosize karĢı gösterilen direnç ve kendini 

yenileme kapasitesi, tümörlerin transformasyon ve büyüme olayı mutasyon 

oluĢumunu içeren birçok aĢamayı içinde barındıran bir süreçtir. Ġmmün sistem tümör 

hücrelerinin büyümesi ve geliĢmesinin kontrolünde oldukça önemli bir rol 

üstlenmektedir. NK hücreleri TNF-β, IL-10, TNF-α, IL-13, GM-CSF ve IFN-γ gibi 

sitokinleri hedef hücreler temas hallerinde ve sitotoksik özelliklerin sergilendiği 

durumlarda salgıladıkları gösterilmiĢtir. NK hücrelerinin tümörleri yok etmesinde 

NKG2D reseptörlerinin rolleri oldukça yüksektir. Çünkü NKG2D reseptörleri farklı 
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tümörler üzerinde eksprese olan belirli antijenleri tanımaktadır. Yapılan çalıĢmalarda 

birçok tümörün NK hücrelerinin saldırısından korunmak için NKG2D aracılı 

reseptörleri etkisiz hale getirdiği gösterilmiĢtir (Coudert, Held, 2006; Zwirner, 

Fuertes, Giart, 2007). 

Ġnsanlarda kökenleri farklı epitelyum tümörlerinden eksprese olan MICA ve 

MICB proteinleri, hematopoetik kökenli malignitelerde daha az eksprese 

olmaktadırlar. Tümör hücrelerinde gözlenen immün kaçıĢ mekanizmaları NKG2D 

yüzey reseptörleri aracılığı ile olmaktadır. Tümör hücreleri immün yanıttan 

kaçarlarken NKG2D ligandlarının iĢlevlerini ve ekspresyonlarını baskılayarak 

kontrol etmektedirler. NKG2D ve NKG2DL etkileĢiminin immün kaçıĢ 

mekanizmasında önemli etkisi vardır. (Coudert ve ark. 2006; Zwirner ve ark. 2007; 

Örnek, 2007). 

Virüs ile enfekte olmuĢ hücrelerde, transforme olmuĢ hücrelerde MIC 

proteinlerinin upregülasyonları NKG2D hücre yüzey reseptörleri aracılığı ile bir 

cevap oluĢturmaktadır. NK hücrelerinin direkt olarak stres sinyallerine yanıt 

verdikleri ve çeĢitli NKGD liganlarının dağılımlarının ve ekspresyonlarının doğal 

immün sistemde önemli rol oynadıkları gösterilmiĢtir (Seydel ve Aksoy, 2011).



28 

 

3. MATERYAL ve METOT  

3.1. Kullanılan Materyaller  

3.1.1. Kullanılan Kimyasallar  

Phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA) (Sigma),  

Dioctadecyloxacarbocyanine perchlorate (DĠO) (Sigma),  

Propidum Iodide (PI) (Sigma), 

Monensin (Sigma) 

Fetal Bovine Serum (FBS) (Sigma) 

RPMI-1640 (Sigma) 

Dimetil Sülfoksit (DMSO) (Sigma) 

Penicilin Streptomycin (Sigma) 

Ficoll Hypaque (Sigma) 

Phosphate Buffered Saline (PBS) (Sigma) 

Optylise (Beckman Coulter) 

Ionomycin Calcium Salt (Sigma)  

Ġsoflow (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. Kullanılan Cihazlar  

Sınıf 2 Biyolojik güvenlik kabini (Scanlaf) 

Vorteks (IKA) 

Otoklav (Sanyo) 

Masaüstü soğutmalı tüp santrifüj (Ortoalresa) 

Santrifüj (Nüve) 

Hassas terazi (Denver) 
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Floresans mikroskop (Leica) 

Ġnverted mikroskop (Olympus CKX53) 

Akım Sitometrisi (Beckman Coulter, USA)  

Buzdolabı (Arçelik) 

CO2 inkübatör (Sanyo)  

Azot Tankı (LYBGA&OCA) 

3.1.3 Hasta Grupları ve Örnekler   

Bu çalıĢmada; akciğer kanseri, meme kanseri, hematolojik neoplazmlı 

hastalar (multiple myelom) ve sağlıklı gönüllüler olmak üzere üç hasta bir kontrol 

grubu oluĢturuldu. Her bireyden daha önceden bilgilendirilmiĢ onam formu ile 

onayları alındı. Gruplar için denek seçerken aĢağıdaki kriterler baz alındı. 

ÇalıĢmaya alınma kriterleri: 

-18 yaĢından büyük olmak 

-Hastanın akciğer kanseri, meme kanseri veya multipl myelom tanısı almıĢ 

olması 

-Hastanın bir ay boyunca kemoterapi almamıĢ olması 

-Lökosit sayısının 3500/micL, lenfosit sayısının 1500‟ün üzerinde olması   

ÇalıĢmaya alınmama kriterleri 

Hastanın gebe olması 

Aktif enfeksiyonu olması 

Yazılı bilgilendirilmiĢ onam vermemesi 

3.2. Kullanılan Yöntemler  

3.2.1. Lösemi Hücre Hattı ve Hücre Kültürü 

3.2.1.1. K562 Hücre Hattının Özellikleri  

K562 hücreleri kronik myeloid löseminin blastik kriz evresi orjinli myeloid 

seri hücre dizileridir. Eritriod farklılaĢma, glutatyon sistemi, oksidatif stres, 

antikanser tedavilerinin geliĢtirilmesi ve sitotoksisite çalıĢmalarında sıklıkla 

kullanılmaktadır. K562 hücreleri düzgün Ģekilli, kısa mikrovilluslu ve kolay 

bağlantıları olan hücrelerdir. Giemsa ile hazırlanmıĢ preparatlarda K562 hücreleri 

yaklaĢık 20 μM çapında iki ya da daha fazla parçalı nükleuslu farklılaĢmamıĢ blast 

hücreleri olarak tanımlanabilir.  
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Bu çalıĢmada K562 hücre dizilerinin kullanılmasının en önemli nedeni; NK 

hücre aktivitesini inhibe etmek için gerekli olan MHC kompleksinden yoksun 

olmaları ve NK hücreleri tarafından kolaylıkla yok edilebilmeleridir.  

3.2.1.2. K562 Hücre Hattında Kullanılan Besiyeri ve Kültür ĠĢlemleri  

Bu çalıĢmada Acıbadem Üniversitesi AraĢtırma Laboratuvarından K562 

(kronik myeloid lösemi) hücre hattı donmuĢ olarak temin edildi. Besiyeri, RPMI-

1640 (fenol redsiz) içerisine %10 FBS (50 ml), 5 ml L-Glutamin ve 5 ml Pen-

streptomisin eklenerek hazırlandı. Hücreler, besiyerinde 37°C‟de %5CO2 içeren 

ortamda çoğaltıldı. 

3.2.1.3. K562 Hücre Hattının Çözdürülmesi  

Cryo tüpler içerisinde azot tankında saklanan besiyeri ve %10 dimetil 

sülfoksit (DMSO) ile dondurulmuĢ olan K562 hücre hattı, azot tankından 

çıkarıldıktan sonra 37°C‟de %5 CO2‟li ortamda çözdürüldü. Çözünen hücreler 15 

ml‟lik falkona alındı ve üzerlerine 5 ml taze hazırlanan besiyeri ilave edildi. 4 °C‟de 

1500 xg‟de 5 dakika soğutmalı masaüstü santrifüjü ile santrifüj edildi. Süpernatant 

atıldı pelletin üzerine 5 ml besiyeri eklenerek homojenize iĢlemi yapıldı ve herhangi 

bir kontaminasyon oluĢmaması için tekrar 4°C‟de 1500 xg‟de 5 dakika santrifüj 

edildi. Ardından süpernatant tekrar atıldı ve pelletin üzerine 15 ml taze besiyerinden 

eklenerek homojenize edildi. 75 cm
2
‟lik flaskalara steril bir Ģekilde aktarılarak 

37°C‟de %5 CO2 içeren ortamda inkübasyona bırakıldı. Herhangi bir kontaminasyon 

oluĢmaması için yapılan tüm basamakların steril bir Ģekilde çalıĢılmasına özen 

gösterildi. 

3.2.1.4. K562 Hücre Hattının Pasajlanması   

Ġnkübasyona bırakılan flasklar hücre hattının canlılığını koruması ve 

çoğalmasının sağlanması amacıyla 24-48 saatte bir pasajlama iĢlemi yapıldı. Bunun 

için ilk olarak hücreler hücre kazıyıcısı ile flasklardan kaldırıldı. Hücreler yüzen 

hücreler olduğu için ve yüzeye tam olarak yapıĢmadığı için tripsin kullanılmadı. 

Kaldırılan hücreler 15 ml‟lik falkona aktarıldı ve 4°C‟de 1500 xg‟de 5 dakika 

santrifüj edildi. Daha sonra süpernatant atıldı ve pellet 1xPBS ile iki defa yıkandı. 

Süpernatant tekrar atıldı ve pelletin üzerine 15 ml taze besiyeri eklenerek homojenize 
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halde getirildi. 75‟lik flaska ekimi yapılan hücreler 37ºC‟de % 5CO2 içeren 

inkübatöre yerleĢtirilerek çoğalmaya bırakıldı. 

3.2.2. Örneklerin temin edilmesi, hazırlanması, immünfenotipleme ve 

hücre kültür çalıĢmaları 

3.2.2.1. Örneklerin Temin Edilmesi 

Bu çalıĢmada hasta grubu için Namık Kemal Üniversitesi Onkoloji ve 

Hematoloji Bölümünden hasta deneklerle ve kontrol grubu için sağlıklı deneklerle 

önceden görüĢüldü ve bilgilendirilmiĢ onam formları ile onayları alındı Hastalardan 

ve sağlıklı deneklerden ortalama 5 ml kan heparinli tüplere alındı. Alınan kan 

örneklerinin100µl‟si Hematoloji Laboratuvarında immünfenotipleme için ayrıldı. 

Kalan örneklerden Ficoll-Hypaque gradyan santrifüj yöntemi ile periferik kan 

mononükleer hücreleri izole edildi.   

3.2.2.2. Akım sitometrisi ile immünfenotipik analiz 

Ġmmünfenotipik analiz için, tüplere alınan 100µl‟lik kan örneklerinin her 

birine floresan madde ile iĢaretle monoklonal antikorlardan (CD3-FITC, CD16-PE 

CD56-PC5 ve CD45-KO) 5µl eklendi, 15 dakika karanlık ortamda inkübasyona 

bırakıldı. Daha sonra eritrositleri uzaklaĢtırmak için 500 ml Optilyse eklendi ve 10 

dakika inkübasyona bırakıldı. Ardından 500 ml IsoFlow eklendi ve tekrar 10 dakika 

inkübasyona bırakıldı. Bu iĢlemlerin ardından tüpler 1300 rpm‟de 5 dakika santrifüj 

edildi, süpernatant atıldı ve üzerine 2 ml isoflow ile tekrar yıkama iĢlemi yapıldı. 

Süpernatant tekrar atıldı ve tüplerin üzerine 500 ml isoflow eklendi ve akım 

sitometrisinde tüpler sırasıyla çekildi. 

3.2.2.3. Ficoll-Hypaque ile PBMC’lerin Ġzole Edilmesi  

Alınan kan örnekleri 15 ml‟lik falkona aktarıldı. Bir baĢka 15‟lik falkona ise 

5 ml fikol alındı. Ardından fikolün bulunduğu falkona +- 5 ml kan örneği pipetör ile 

yavaĢ yavaĢ üzerinden yayıldı (1:1/ v: v oranı kullanıldı). Soğutmalı masaüstü 

santrifüj ile 21ºC‟de 1500 xg‟de 30 dakika santrifüj edildi. Santrifüj sonrası 

eritrositler dibe çöktüğünden dolayı üst kısım yavaĢça toplandı ve 4ºC‟de 1500 xg‟de 

5 dakika santrifüj edildi. Süpernatant atıldı ve pellet 1xPBS ile yıkandı ve 50‟lik 

falkona aktarıldı. Hücrelerin üzerine 20 ml taze besiyeri eklendi ve homojenize hale 
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getirildikten sonra 75 ml‟lik flaska ekimi yapıldı. Flasklar 37ºC‟de % 5CO2 içeren 

ortamda 24 saat inkübasyona bırakıldı.  

3.2.3. Hücre canlılık testi  

Canlı hücre sayımı Thoma lamı kullanılarak gerçekleĢtirildi. Bu iĢlem için 

hücreler 1xPBS içinde hazırlanmıĢ %0,5 tripan mavisi ile 1:1 (v/v) oranında 

karıĢtırılarak 1 dakika bekletildi. Hazırlanan karıĢım lam üzerindeki uygun bölgelere 

10µl tripan mavisi ile 10µl hücre olacak Ģekilde uygulandı. Hücre süspansiyonu 

tripan mavisi gibi bir canlılık boyası ile seyreltiğinde, canlı hücreler boyayı 

metabolize edip hücre dıĢına attıklarından beyaz, küçük ve yuvarlak olarak 

görünürler. Ölü hücreler ise membranları boyaya geçirgen olduğundan büyük ve 

koyu mavi hale gelirler. Bu özellikler doğrultusunda hücreler, inverted mikroskop 

kullanılarak canlılık ve çoğalma yönünden değerlendirildi. Ardından hücreler 

mikroskop altında sayıldı ve kültürün bir milimetresindeki canlı hücre sayısı 

aĢağıdaki formüle göre hesaplandı. Canlı hücre sayısına göre hedef hücre: efektör 

hücre (E: T) oranı 5:1 olarak belirlendi. 

Canlı hücre sayısı/ml = N x 2 x 10
4
  

N=lam üzerindeki sayma alanındaki hücre sayısı. 

3.2.4. Kullanılan kimyasalların uygun konsantrasyonlarda hazırlanması  

3.2.4.1. DĠO konsantrasyonu hazırlama 

Bu çalıĢmada satın alınan Dioctadecyloxacarbocyanine perchlorate DĠO 

(Sigma-D4292) 20 mg / 7.5 ml‟lik konsantrasyonda hazırlamak için ilk olarak 15 

tane steril 2 ml‟lik eppendorflar ayrıldı. DĠO‟nun içerisine 4 ml DMSO eklendi ve 

homojenize hale getirildi. Ardından 3.5 ml DMSO tekrar eklendi ve homojen hale 

geldiğinde 15‟lik falkona aktarıldı. 15 tane steril eppedorflara 500 ml olacak Ģekilde 

her birine eklendi, etrafları karanlık ortam yaratmak için alüminyum folyo ile sarıldı 

ve -20ºC‟de saklandı. 

ÇalıĢma esnasında DĠO kullanıldığında -20ºC‟den 2 ml‟lik bir tane eppendorf 

alındı. Buradan 2.5 µl DĠO alındı ve 18 µl PBS ile karıĢtırıldı. Bu karıĢımdan ise 2 µl 

alındı ve çalıĢmada kullanıldı. 
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3.2.4.2. PI konsantrasyonu hazırlama  

Bu çalıĢmada satın alınan Propidum Iodide (PI) (Sigma-P4170) 25 mg / 10 ml 

konsantrasyonda hazırlamak için 20 tane steril eppendorflar hazırlandı. PI içerisine 5 

ml steril DMSO eklendi ve homojenize edildi. Daha sonra tekrar karıĢım 15 ml‟lik 

falkona aktarıldı ve içerisine tekrar 5 ml DMSO eklendi, homojenize hale getirildi. 

Ardından 20 tane steril eppendorflara 500 ml olacak Ģekilde aktarıldı. Kullanılan 

boyanın özelliğini yitirmemesi için etrafı alüminyum folyo ile sarıldı ve -20ºC‟de 

saklandı. 

ÇalıĢma esnasında PI kullanıldığı zaman -20ºC‟den bir tane eppendorf 

çıkarıldı. Ġçerisinden 500 µl PI alındı ve 9.5 µl 1x PBS ile karıĢtırıldı.  

3.2.4.3. Ionomycin konsantrasyonu hazırlama   

Bu çalıĢmada satın alınan Ionomycin calcium salt (Sigma-I0634) 5 mg / 5 ml 

konsantrasyonda hazırlamak için 10 tane steril eppendorflar hazırlandı. Ionomycin 

içerisine 1 ml steril DMSO eklendi ve homojenize edildi. Daha sonra tekrar karıĢım 

15 ml‟lik falkona aktarıldı ve içerisine tekrar 4 ml DMSO eklendi, homojenize hale 

getirildi. Ardından 10 tane steril eppendorflara 500 ml olacak Ģekilde aktarıldı. 

Kullanılan kimyasalın özelliğini yitirmemesi için etrafı aleminyum folyo ile sarıldı 

ve -20ºC‟de saklandı. 

ÇalıĢma esnasında Ionomycin kullanıldığı zaman -20ºC‟den bir tane 

eppendorf çıkarıldı. Ġçerisinden 3 µl PI alındı ve 1 ml 1x PBS ile karıĢtırıldı.  

3.2.4.4. PMA Konsantrasyonu Hazırlama  

Bu çalıĢmada satın alınan Phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA) (Sigma-

P8189) 5 mg / 5 ml konsantrasyonda hazırlamak için 5 tane steril eppendorflar 

hazırlandı. PMA içerisine 5 ml steril DMSO enjektör yardımıyla eklendi ve 

homojenize edildi. Daha sonra tekrar karıĢım 15 ml‟lik falkona aktarıldı ve içerisine 

tekrar 5 ml DMSO eklendi, homojenize hale getirildi. Ardından 5 tane steril 

eppendorflara 500 ml olacak Ģekilde aktarıldı ve -20ºC‟de saklandı. 

ÇalıĢma esnasında PMA kullanıldığı zaman -20ºC‟den bir tane eppendorf 

çıkarıldı. Ġçerisinden 10 µl PMA alındı ve 990 µl 1x PBS ile karıĢtırıldı.  
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3.2.4.5. Monensin Konsantrasyonunun Hazırlanması  

Bu çalıĢmada satın alınan monensin (Sigma-M5273) içerisinde 0.0007 gramı 

hassas terazi yardımıyla tartıldı ve alındı. Daha sonra alınan miktarda ki monensin 

100 ml distile su içerisinde çözdürüldü ve 50 ml‟lik falkona aktarıldı. Bu karıĢımdan 

1 ml alındı, 15 ml‟lik falkona aktarıldı ve 9 ml distile su ile karıĢtırılarak 

çalıĢmalarda kullanıldı. 

3.3. NK Hücre Aktivitesi Ġçin Kullanılan Yöntemler  

ÇalıĢmaya baĢlamadan önce ilk olarak 24 saat inkübasyona bırakılan K562 

hücreleri ve PBMC‟ler flasklardan hücre kazıyıcı ile kaldırıldı ve her ikisi de 50 

ml‟lik falkonlara aktarıldı. 4°C‟de 1500 xg‟de 5 dakika santrifüj edildiler, 

süpernatantları atıldı ve pelletleri 1x PBS ile yıkandı. Ardından tekrar 4°C‟de 1500 

xg‟de 5 dakika santrifüj edildiler. Süpernatantlar atıldı ve hasta grupları, sağlıklı 

gönüllüler ve K562 hücrelerinin pelletlerine 2 ml taze besiyeri eklendi.  

(ÇalıĢma süresince haftada tek bir gruptan 2 örnek çalıĢıldı.) 

3.3.1. DĠO / PI yöntemi ile NK hücre aktivitesinin değerlendirilmesi 

ÇalıĢmanın bu aĢamasında ilk olarak 4 tüp oluĢturuldu. Bunlar sırasıyla 

DĠO/PI, sadece DĠO, sadece PI ve hiçbir boyanın olmadığı sadece K562 / PBMC 

„lerin olduğu tüp olmak üzere ayrıldı. Her tüpe 100 µl K562 hücrelerinden eklendi. 

DĠO bulundurmayan tüpler haricinde ki tüm tüpler 1 ml taze besiyeri ve 2 µl DĠO 

boyasından eklenerek homojenize hale getirildi ardından 20 dakika 37ºC‟de % 5CO2 

ortamda inkübasyona bırakıldı. Ġnkübasyon sonrasında tüpler 4°C‟de 1500 xg‟de 5 

dakika santrifüj edildi. Süpernatant atıldı ve pellet 1x PBS ile iki defa yıkama 

iĢlemine tabi tutuldu.  

Ġnkübasyon sonrasında elimizde olan tüm tüplere sırasıyla 300 µl PBMC ve 1 

ml taze besiyeri eklendi ve 37ºC‟de % 5CO2 ortamda 2 saat inkübasyona bırakıldı. 

Ardından tüm tüpler 4°C‟de 1500 xg‟de 5 dakika santrifüj edildi. Süpernatantlar 

atıldı, pelletler ise 1x PBS ile iki defa yıkma iĢlemine tabi tutulduktan sonra son kez 

4°C‟de 1500 xg‟de 5 dakika santrifüj edildi. Daha sonra sadece PI bulunduran 

tüplere 1 ml taze besiyeri,130 µl PI eklendi ve homojenize hale getirildi. Tüpler 

ardından   4°C‟de 1000 xg‟ de 1 dakika santrifüj edildi. Süpernatantlar atıldı, 
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pelletler ise 10x PBS ile yıkama iĢlemenin yapılmasının ardından akım sitometrisi 

için gerekli basamaklara hazır hale getirildi. 

3.3.1.1. DIO-PI yöntemi ile NK hücre aktivitesinin akım sitometrisinde 

ölçülmesi  

Akım sitometrisi için hazır hale gelen örneklere 500 ml isoflow eklenerek 10 

dakika karanlık ortamda inkübasyona bırakıldı. Daha sonra 1300 rpm‟de 5 dakika 

santrifüj edildi, süpernatant atıldı. Pellete ise 500 ml isoflow eklendi ve akım 

sitometride çekilmeye bırakıldı.  

3.3.2. PMA /Ionomycin yöntemi ile NK Hücre aktivitesinin 

değerlendirilmesi 

ÇalıĢmanın bu kısmında ise 3 tüp oluĢturuldu. Tüpler sırasıyla uyarısız, 

PMA-Ionomycin, K562 olmak üzere isimlendirildi. Uyarısız olan tüpe 300 µl 

PBMC, 10 µl CD107a- APC, 50 µl monensin ve 200 µl taze besiyeri konuldu. PMA-

Ionomycin olan tüpe 300 µl PBMC, 10 µl CD107a-APC, 50 µl monensin, 100 µl 

PMA, 100 µl Ionomycin eklendi. K562 olan tüpe ise 300 µl PBMC, 100 µl K562 

hücreleri, 10 µl CD107a-APC eklendi. Tüm tüpler en düĢük devirde vortekste 

homojenize edildikten sonra 37ºC‟de % 5CO2 ortamda 4 saat inkübasyona bırakıldı. 

Ġnkübasyon sonrası tüpler 4°C‟de 1500 xg‟de 5 dakika santrifüj edildi. 

Süpernatantlar atıldı ve pelletler 1x PBS ile iki defa yıkama iĢlemine tabi tutuldu. 

Ardından akım sitometrisinde çekilmeye hazır hale getirildi.  

3.3.2.1. PMA/ Ionomycin yöntemi ile NK hücre aktivitesinin akım 

sitometrisinde ölçülmesi 

Akım sitometrisi için hazır hale gelen örneklere 5 µl sırasıyla CD3-FITC, 

CD56-PC5 ve CD45-KO monoklonal antikor boyaları eklenerek 15 dakika karanlık 

ortamda inkübasyona bırakıldı. Ardından 500 ml isoflow eklenerek 10 dakika tekrar 

karanlık ortamda inkübasyona bırakıldı. Daha sonra 1300 rpm‟de 5 dakika santrifüj 

edildi, süpernatant atıldı. Pellete ise 500 ml isoflow eklendi ve akım sitometride 

çekilmeye bırakıldı.  



36 

 

3.4. Ġstatistiksel Analiz 

Bu çalıĢmanın istatistiksel analizleri IBM-SPSS-24 programı kullanılarak 

yapılmıĢtır. Ġstatistiksel anlamlılık sınırı p<0.05 olarak alınmıĢtır. Değerler ortalama 

± standart sapma olarak gösterilmiĢtir 
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4. BULGULAR 

4.1. Hasta ve Kontrol Gruplarının Demografik ve Klinik Özellikleri  

Hasta grupları ve kontrol grubunun yaĢ ve cinsiyetleri ve hasta gruplarının 

rutin laboratuvar bulguları karĢılaĢtırılmalı olarak Çizelge 2‟de verilmiĢtir.  Myelom 

hastalarının yaĢ ortalamaları 63,6±9,95 meme Ca‟lı hastaların yaĢ ortalamaları ±52 

ve akciğer Ca‟lı hastaların yaĢ ortalamaları ise ±55 idi. Meme Ca‟lı hastalardan 

çalıĢmaya alınan deneklerin iki tanesi erkekti. Hasta gruplarındaki deneklerin yaĢları 

ve cinsiyet dağılımları oldukça heterojen olduğu için kontrol grubu ile hasta grupları 

arasında bu iki parametre açısından eĢitlik sağlanamadı. 

Meme Ca ve akciğer CA hastalarının hastalık evreleri, myelom hastalarının 

hastalık durumu ve tedavi özellikleri sırasıyla Çizelge 3, Çizelge 4 ve Çizelge 5‟te 

verilmiĢtir. ÇalıĢmaya alınan myelom hastalarından 11 tanesi ilk basamak tedavi 

almakta iken, 4 tanesi ise nüks/dirençli myelom idi. Yine myelom hastalarından 9 

tanesi immün modülatör ilaç (IMID) tedavisi, 10 tanesi ise proteozom inhibitörü 

tedavisi almıĢtı. Meme Ca‟lı hastaların 7‟si lokal, 8‟i ileri lokal ve 1 tanesi metastatik 

evrede idi. Akciğer Ca‟lı hastaların 2‟si erken evre 9 tanesi ise ileri evredeydi. 

Çizelge 2 Hasta grupları ve kontrol grubunun yaĢ ve cinsiyetleri ve hasta gruplarının 

rutin laboratuvar bulguları 

 M.Myelom 

N:16 

Meme Ca 

N:16 

Akciğer Ca 

N:11 

YaĢ 63,69,95 528,19 5510,50 

Cinsiyet K/E 6/10 14/2 0/11 

HGB, gr/dl 10,22,42 11,731,72 11,812,57 

HCT, % 33,85,37 35,54,81 35,496,80 

WBC, l 6.13,48  7,043,29 8,07 5,51 

PLT, l 170.5002 236 92,51 258,25112 

#NE, l 3.82,54 4,22,26 5,041,78 

#LY, l 1.70,952 20,94 2,641,02 

Albümin, gr/dl 4,52,32 4,30,4 3,941,23 
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Kreatinin, mg/dl 1,51,12 0,70,18 0,690,57 

CRP; mg/L 32,60 5,56,13 6,445,47 

Cinsiyet dışındaki bütün parametreler ortSD olarak verilmiştir. 

Çizelge 3 Myelom hastalarının hastalık ve tedavi özellikleri 

Özellikler Total hasta 

N:16  

Ġlk basamak n (%) 

Nüks/dirençli n(%) 

11 (73,3) 

4 (26,7) 

IMID alan n,(%) 

Protezeom inh. Alan n,(%) 

9 (%60) 

10 (%66,7) 

 

Çizelge 4 Meme Ca'lı hastaların hastalık evresi 

Özellikler Total hasta 

N:16  

Lokal n (%) 

Lokal ileri n (%) 

Metastatik n (%) 

7 (69,8) 

8 (31) 

1 

Çizelge 5 Akciğer Ca'lı hastaların hastalık evresi 

Özellikler Total Hasta  

N:16  

Erken evre n (%) 

Ġleri evre n (%) 

2 (16.7) 

9 (75) 

Bütün hastaların laboratuvar sonuçları her bir hasta için ayrı ayrı olarak 

Çizelge 6‟da verilmiĢtir. 

Çizelge 6 Hastaların laboratuvar sonuçları 

 YAŞ CİNS. HGB HCT WBC PLT #NE #LY ALB. KREA. CRP 

MM1 66 E 9,17   27,6 5,98 41  3,57 0,3 12,7 3,62 1 

MM2 63 E 11,99 37,1 5 88  2,29 1,62 2,9 0,69 2,7 

MM3 63 K 10,79 32,4 10,4 264 6,42 0,79 4,4 0,79 6,3 

MM4 77 K 8,84 27,9 2,51 188 1,42 0,41 4,3 0,92 2,8 

MM5 61 E 12,1 36,6 3,8 179 1,3 2,52 2,9 0,6 7,7 

MM6 73 E 10,44 32,5 5,41 109 3,76 1,53 4,2 1,7 1 
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MM7 44 K 13,82 41 13,3 283 5,31 3,78 4,4 0,34 11 

MM8 58 E 7,11 21,6 3,8 296 6,34 1,27 4,3 3,97 4,8 

MM9 69 E 12,44 37,1 6,8 239 4,96 2,16 4,6 1,05 1,9 

MM10 76 E 12,45 37,7 2,54 129 2,13 0,79 4 1,17 5,4 

MM11 76 E 11,44 38 3,6 130 2,3 1,24 5 1,7 2,4 

MM12 55 K 10,32 35,5 2,6 144 0,87 1,25 4,3 0,89 3,4 

MM13 67 K 12,56 33 2,54 174 3,46 2,69 4,6 2,2 2,3 

MM14 56 K 9,52 40 7,09 262 3,7 2,8 4,5 0,74 2,1 

MM15 50 E 12,11 29 12,5 159 10,4 1,21 3,1 2,74 4,5 

M1 55 K 13,8 39,80 7 54 3,8 2,47 -- 0,56 ---- 

M2 41 K 9,64 29,30 3,3 209 2,2 0,82 -- 2,1 1 

M3 47 K 8,58 28,30 6,22 252 3,84 1,8 -- 0,72 4,1 

M4 53 K 12,59 37,80 6,9 218 4,4 1,81 -- 0,88 2,6 

M5 49 K 10,83 33 9,01 352 6,36 1,62 4,1 0,53 2,8 

M6 49 K 14,07 42 4,86 198 3,14 1,2 3,6 0,46 3,4 

M7 48 K 12,92 37,80 9,76 239 6,19 2,8 4,2 0,84 1 

M8 34 K 11,58 34,40 4,8 320 3,22 1,08 4,3 0,80 1 

M9 47 K 12,13 35,40 5,24 182 2,66 1,92 4,7 0,91 ---- 

M10 52 K 13,09 39,40 3,8 179 1,59 1,87 ---- 0,63 2,2 

M11 48 K 12,94 39 8,4 319 5,11 2,35 ---- 0,69 9,3 

M12 50 K 9 26 2,22 188 1,42 0,41 --- 0,59 1,4 

M13 65 K 10,03 31,06 5,11 245 1,88 2,73 --- 0,73 1,5 

M14 63 K 12,35 38,60 14,69 274 3,56 3,7 4,9 0,92 --- 

M15 45 E 12,64 38 10,74 217 7,5 3,89 4,6 0,67 1 

M16 52 E 11,87 41,5 8,58 189 4,34 2,41 4,3 1,13 12,8 

A1 57 E 13,2 39,5 7,35 269 3,12 2,35 ---- 0,71 1 

A2 45 E 12,6 38 10,34 217 7,37 2,42 2,6 0,68 12,9 

A3 54 E 12,82 39,2 6,92 280 3,81 1,5 3,5 0,57 2,2 

A4 56 E 11,87 36,20 9,04 220 5,09 3,76 4,14 0,66 ---- 

A5 64 E 8,5 27 7,61 397 7,61 0,78 4,2 0,71 19,3 

A6 58 E 13,25 40 14,12 370 8,73 4,34 5 1,18 3,6 

A7 67 E 12,25 37 4,9 190 3,65 4,2 3,4 0,03 105 
(MM: Multiple Myelom, M: Meme Ca, A: Akciğer Ca) (HGB: g/dL, HCT: %, WBC: uL, #Ne: 10^3/ 

uL, #Ly: 10^3/ uL, Albümin: g/dL, Kreatinin: mg/dL, CRP: uL, PLT: 10^3/ uL,) 

4.2. Akım Sitometrisi ile NK Hücrelerinin Belirlenmesi 

Akım sitometri ile yapılan immünofenotipik analiz ile NK hücrelerinin 

yüzdeleri kontrol ve hasta gruplarında belirlendi. ġekil 4.1‟de CD3-/CD56+/CD16+ 

ile belirlenmiĢ NK hücre yüzdesini ve CD3 pozitifliği ile belirlenmiĢ T lenfosit 

yüzdesini gösteren bir örnek çalıĢma sunulmuĢtur. Kontrol ve hasta gruplarındaki 

NK hücre yüzdeleri karĢılaĢtırılmalı olarak Çizelge 8‟de verilmiĢtir. NK hücre 

yüzdesi açısında gruplar arasında istatistiksel olarak anlamlı fark yoktu. Ancak NK 

hücre yüzdesi en yüksek %17,1 ile myelom hastalarında, en düĢük ise %9,5 ile 
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kontrol grubunda saptandı. CD3 pozitifliği ile belirlenen T lenfosit yüzdeleri 

karĢılaĢtırmalı olarak Çizelge 8‟de verilmiĢtir. Akciğer ve meme kanserli hastalarda 

T lenfosit yüzdeleri daha düĢük gözlense de gruplar arasında istatistiksel olarak 

anlamlı fark yoktu. 

 

ġekil 4.1 Akım sitometrisi ile NK hücrelerin T lenfositlerin belirlenmesi 

4.3. Hücre Canlılık Testi  

ÇalıĢmamızın bu kısmında Ficoll-Hypaque yöntemi ile izole edilen 

PBMC‟leri ile K562 hücreleri Thoma lamı ile sayıldı ve canlı hücre sayılarını 

belirlendi. Ardından K562 hücreleri ve PBMC‟leri 24 saat besiyeri ile 37ºC‟de % 

5CO2 ortamda inkübasyona bırakılıp tekrar canlı hücre sayımı yapıldı. Ġlk yapılan 

sayım ile inkübe edilip çoğaltılan hücrelerin sayımı arasındaki değiĢim oranları 

incelendi (Çizelge 7). Elde edilen sonuçlarda canlılığın 24 saat inkübe edilip 

çoğaltıldıktan sonra arttığı için çalıĢmanın diğer basamaklarına geçmeden önce 

PBMC‟ler 24 saat inkübasyona bırakıldıktan sonra çalıĢmaya devam edildi. 

Ġnkübasyon sonrası hücrelerin görüntüleri ġekil 4.2‟de verilmiĢtir (ġekil4.2-K562, 

ġekil 4.3-Myelom, ġekil 4.4-meme Ca, ġekil 4.5, akciğer Ca).  
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Canlı hücre sayısı/ml = N x 2 x 10
4
  

N=lam üzerindeki sayma alanındaki hücre sayısı. 

Çizelge 7 Canlı hücre sayılarının inkübasyona bağlı % değiĢimleri oranları 

Ġnkübasyon 

zamanı 

K562 PBMC 

0-1 saat %65 

 

%52 

24 saat %72 %75 

 

ġekil 4.2 K562 hücre hattının mikroskobik görüntüsü (inverted mikroskop büyütme: 

10X) 



42 

 

 

ġekil 4.3 Multiple Myelom sahip bir hastanın PBMC‟lerin inverted mikroskopta 

görüntüsü (Büyütme: 10X) 

 

ġekil 4.4 Meme Ca‟lı hastaya ait olan PBMC‟lerin inverted mikroskopta görüntüsü 

(Büyütme: 10X) 
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ġekil 4.5 Akciğer Ca‟lı hastanın inverted mikroskopta PBMC‟lerin görüntüsü 

(Büyütme:10x) 

4.4. NK Hücre Aktivitesinin Ölçülmesi 

4.4.1. DĠO-PI Yöntemi 

DĠO-PI yöntemi ile NK hücre aktivitesinin belirlendiği bir hasta örneği ġekil 

4.6‟da verilmiĢtir. DĠO-PI ortak boyanan hücre yüzdeleri (NK hücre aktivitesi) 

gruplar arasında karĢılaĢtırmalı olarak Çizelge 8‟de verilmiĢtir. Bu yöntemle NK 

hücre aktivitesi en yüksek akciğer Ca‟lı hastalarda (%47,9) tespit edilmiĢtir. En 

düĢük aktivite kontrol grubunda (%42,4) mevcuttu. Saptanan farklılıklara rağmen 

muhtemelen grupların denek sayısının düĢük olması nedeniyle gruplar arasında 

istatistiksel açıdan anlamlı fark bulunamadı. 
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ġekil 4.6 DĠO- PI yöntemi ile NK hücre aktivitesinin ölçülmesi 

4.5. CD107a ekspresyon yöntemi  

Bu yöntemde CD107a ekspresyonu ile NK hücre aktivitesi, NK hücresinin 

PMA-Ionomycin veya K562 hücreleri ile uyarılması ve hiçbir uyaranın 

kullanılmadığı durumda akım sitometride ölçüldü. (ġekil 4.7, 4.8, 4.9) Her üç 

durumdaki NK hücre aktivitesi (CD107a ekspresyon yüzdesi) Çizelge 8‟de 

karĢılaĢtırılmalı olarak verilmiĢtir. CD107a ekspresyonu PMA-Ionomycin uyaranları 

ile K562 hücrelerine kıyasla daha yüksek gözlemlendi. CD107a ekspresyonu (NK 

hücre aktivitesi), hem PMA/ionomisin hem de K562„nin uyaran olarak kullanılması 

durumunda en yüksek akciğer Ca‟lı hastalarda (sırasıyla %16,2 ve %4,8) gözlendi. 

Ancak bu yükseklik muhtemelen grupların küçük olması nedeni ile istatistiksel 

öneme ulaĢmadı. 
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ġekil 4.7 PMA-Ionomycin ile NK hücre aktivitesi (CD107a ekspresyon yüzdesi) 
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ġekil 4.8 Uyarısız NK hücre aktivitesi ve CD107a ekspresyonu 

 

 

ġekil 4.9 K562 ile NK hücre aktivitesi ve CD107a ekspresyonu 
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Çizelge 8 Hasta grupları ve kontrol grubu arasındaki NK hücre aktivite ve CD107a 

ekspresyon analizi 

 

NK-

Kontrol 

NK-

Akciğer 

NK-

Meme 

NK-

M.Myelom P 
 DĠO-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 
 CD107aUyarısız 1,4 2,6 1,2 1,3 0,982 
 NK hücre 9,5 12,3 14,6 17,1 0,264 
 T-LENFOSĠT 60 51,1 56 59,2 0.231 
 

Korelasyon analizleri: 

Myelom hastalarında hastalık durumu ve alınan tedavi ile NK hücre sayısı ve 

aktivitesi, meme ve akciğer Ca‟lı hastalarda hastalık evresi ile NK hüre sayısı ve 

aktivitesi arasındaki iliĢki araĢtırıldı. Çizelge 9, Çizelge 10, Çizelge 11‟de 

korelasyonları gösteren tablolar verilmiĢtir. Evre ve alınan tedavi ile NK hücre sayısı 

veya aktivitesi arasında hiçbir gruptan istatistiksel olarak anlamlı iliĢki saptanamadı. 

Bunun en büyük sebebi çalıĢılan gruplarda bulunan deneklerin sayıca yetersiz 

olmasıyla iliĢkilidir. 

Çizelge 9 Myelom hastalarında hastalık durumu ve alınan tedavi ile NK hücre 

aktivitesi arasındaki iliĢki 

Hastalar  Dio/PI CD107a-

PMA 

CD107a-Uy. CD107a-

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 değeri 0,088 0,224 0,181 0,955 

Protezom inh alan 

(n:10) 

42,5 21,16 10,1 5,94 1,3 0,74 1,76 1,77 

Protezom inh 

almayan (n:5) 

42,9 26,7 11,4 6,66 1,4 1,46 3,2 3,70 

P değeri 0,953 0,768 0,440 0,768 

Ġlk basmak (n:11) 42,5 24,24 10,7 6,74 1,5 1,08 2,6 288 

Nüks/dirençi (n:14) 42,9 18,34 10,1 3,92 0,9 0,50 1,1 0,64 

P değeri  0,949 1 0,417 0,571 
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(Bütün parametreler ortSD olarak verilmiĢtir.) 

Çizelge 10 Akciğer Ca‟lı hastaların hastalık evresi ile NK hücre aktivitesi arasındaki 

iliĢki 

Hastalar 
 

DĠO/PI CD107a-

PMA 

CD107a-Uy. CD107a-

K562 

Akciğer Ca 

Evre-1 (n:2) 

35,3 29,9 14,99,40 1,90,10 4,24,0 

Akciğer Ca  

Evre -2 (n:9) 

50,415,37 14,512,80 0,70,57 0,90,73 

P 

 

1 0,480 0,059 0,239 

Cinsiyet dıĢındaki bütün parametreler ortSD olarak verilmiĢtir. 

Çizelge 11 Meme Ca‟lı hastaların hastalık evresi ile NK hücre aktivitesi arasındaki 

iliĢki 

Hastalar 
 

DĠO/PI CD107a-

PMA 

CD107a-Uy. CD107a-

K562 

Akciğer Ca 

Evre-1 (n:2) 

35,3 29,9 14,99,40 1,90,10 4,24,0 

Akciğer Ca  

Evre -2 (n:9) 

50,415,37 14,512,80 0,70,57 0,90,73 

P 1 0,480 0,059 0,239 
Cinsiyet dıĢındaki bütün parametreler ortSD olarak verilmiĢtir. 
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5. TARTIġMA ve SONUÇ  

Ġmmün sistemin vücudumuzu sadece mikroplara karĢı değil kansere karĢı da 

koruduğu anlaĢıldıktan sonra kansere karĢı immünterapi yöntemleri gündeme 

gelmiĢtir ve son yıllarda hızla ilerleyerek güncel kanser tedavisinde yerini almaya 

baĢlamıĢtır. Hiç kuĢkusuz halen bu alanda kat edilmesi gereken uzun bir yol 

bulunmaktadır. Ġmmün sistem kansere karĢı etkinliğini bir bütün olarak gösterse de 

kanser hücrelerinin değiĢik mekanizmalarla yok edilmesinde, bazı immün sistem 

hücreleri ön plana çıkmaktadır.  Bu hücrelerden biri olan doğal öldürücü (NK) 

hücreler primer olarak (doğal) innate immünitede rol almakta ancak edinsel 

immüniteyi de etkilemekte ve ondan etkilenmektedir. NK hücreleri CD3-

CD16+CD56+ fenotipine sahiptirler ve periferik kanda akım sitometri ile kolayca 

tespit edilebilmektedirler (Stites,1994).  

NK hücreleri virüsle enfekte olmuĢ olmuĢ hücreleri hiçbir uyarı olmadan 

doğrudan tanıyıp, yok etme özelliğine sahiptir. NK hücrelerinin bu fonksiyonu 

gerçekleĢtirmek için sayılarının çokluğundan ziyade hedef hücreyi yok ederken aktif 

olanlarının sayısı önemlidir.  NK hücrelerinin sadece virüs ile enfekte olmuĢ 

hücreleri değil aynı zamanda bazı   HLA sınıf I antijenlerini kaybetmiĢ kanser 

hücrelerini de yok edebildiği çok sayıda çalıĢmalarda gösterilmiĢtir. Hiç kuĢkusuz 

NK hücre aktivitesinin yüksek olması kansere karĢı savaĢta konağa avantaj 

sağlayacaktır. 

NK hücrelerinin aktivitelerini değerlendirmek üzere birçok yöntem 

araĢtırılmıĢtır. Bu yöntemlerden sıklıkla kullanılan ve NK aktivitesini 

değerlendirmede „‟altın standart‟‟ olarak kabul edilen, Chromium-51 (CR-51) 

salınım yöntemidir (Valiathan, Lewis, Melillo, Leonard, Alis ve Asthana, 2011).  

Cr-51 salınım yöntemi her ne kadar altın standart olarak görülse bile rutin 

olarak kullanılması zor bir yöntemdir. Bu yöntem radyoaktif maddeler ile çalıĢıldığı, 

maliyet olarak pahalı olduğu ve üst düzey laboratuvar Ģartları gerektirmektedir. 

Son yıllarda NK hücre aktivitesi ile ilgili alternatif birçok yöntem 

araĢtırılmıĢtır. Bu yöntemler genellikle akım sitometri temellidir.  NK hücrelerinin 

aktivitelerini değerlendirmek için yapılan çalıĢmalarda genellikle K562 lösemi hücre 

hattı kullanılmaktadır. Bu hücre hattının kullanılmasının nedeni, NK hücre 

aktivitesini inhibe etmek için gerekli olan HLA sınıf I antijenlerinden yoksun 
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olmaları ve NK hücreleri tarafından kolaylıkla yok edilebilmeleridir. Bu amaçla en 

sık kullanılan yöntemde, metot kısmında ayrıntıları ile açıklandığı üzere, K562 

hücreleri periferik kan mononükleer hücreleri ile belli süre inkübe edildikten sonra, 

DĠO ve PI ile boyama yapılmaktadır. K562 hücreleri Dio ile ölü hücreler ise PI ile 

boyanmakta, DIO ve PI ile ortak pozitif boyanan hücreler NK hücrelerinin öldürdüğü 

K562 hücreleri olarak değerlendirilmekte ve NK hücre aktivitesi olarak ifade 

edilmektedir. Son yıllarda NK hücre aktivitesini değerlendirmekte, bu hücrelerin 

yüzeyinde CD107a antijeninin ekspresyonunun gösterilmesi pratik bir yöntem olarak 

ileri sürülmüĢtür. ġöyle ki, NK hücreleri önce yine K562 hücreleri veya Phorbol 12-

myristate 13-acetate (PMA) /Ionomycin ile uyarılmakta ardından CD107a 

ekspresyonu ölçülmektedir. Biz çalıĢmamızda her iki akım sitometrik temelli 

yöntemi de kullandık. 

Bu yöntemlerin sağlıklı kiĢilerde ve kanser dıĢı durumlarda kullanılarak 

geçerliliklerinin ortaya konduğu bazı çalıĢmalar aĢağıda verilmiĢtir. 

Valiathan ve ark. 20 sağlıklı gönüllüde DĠO/PI yöntemi ile NK hücre 

aktivitesini akım sitometri ile ölçmüĢlerdir. Hücreler K562 hücre hattı ile 

uyarılmıĢtır. NK hücre aktivitesini arttırmak için kiĢilere uygun diyet verilmiĢ ve 1 

ile 4 hafta arasında kiĢiler takibe alınmıĢlardır. Ortalama NK hücre aktivite yüzdesi 

(ort=%21.5; SD = 9.3), 1 haftada (ort=% 31.3; SD = 7.9; P = 0.007) önemli ölçüde 

artmıĢ ve daha sonra 4 haftada (21.5; SD = 8.3) baĢlangıç seviyesine dönmüĢtür. 

Valiathan ve ark. yaptıkları bu çalıĢma immün sistemi etkileyen çeĢitli hastalıkların 

NK hücre aktivitesini değerlendirmek için kullanılabileceğini vurgulamıĢlardır. 

(Valiathan ve ark. 2011). 

Shabrish ve ark. yaptıkları bir çalıĢmada lizozomal iliĢkili zar proteini-1‟ in 

(LAMP-1, CD107a) degranülasyonu ve ekspresyonunun NK hücrelerinin 

aktivitelerini belirlemede önemli bir belirteç olduklarını göstermiĢlerdir. Shabrish ve 

ark. FHL hasta grupları ve sağlıklı kiĢilerden oluĢan iki grup oluĢturmuĢlardır. Bu 

çalıĢmada NK hücrelerini uyarmak için forbol-12-miristat-13-asetat (PMA) ve 

Ionomycin (Ca2 + -iyonofor) kullanılmıĢtır. KiĢilerin tam kanlarından Ficoll-

Hypaque gradyan yöntemi ile PBMC‟ler izole edilmiĢ, hücreler kültüre edilip, 

uyarıldıktan sonra akım sitometri yöntemiyle analiz edilmiĢlerdir. Shabrish ve ark. 

çalıĢmalarında K562 hücre hattı yerine forbol-12-miristat-13-asetat (PMA) ve 
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Ionomycin (Ca2 + -iyonofor) kullanılmasının aynı uyarıyı sağladığını ve FHL tanısı 

olan hastalarda NK hücre degranülasyonunun arttığını tespit etmiĢlerdir. Biz 

çalıĢmamızda bu çalıĢmadan farklı olarak MNH 2 saat değil 4 saat inkübe ederek 

CD107a ekspresyonunun değerlendirerek daha iyi sonuçlar aldık. Kullandıkları bu 

yöntem NK hücre aktivitesi değerlendirmek için uygun maliyetli ve üst düzey 

laboratuvar koĢulları gerektirmediğinden NK hücre aktivitesini değerlendirmek için 

alternatif bir yöntem olmuĢtur (Shabrish ve ark. 2016). 

AktaĢ ve ark. yaptıkları bir çalıĢmada NK hücre ve CD8+ T hücreleri 

aktivasyonunda CD107a ekspresyonunu değerlendirmiĢlerdir. Sağlıklı kiĢilerin 

Ficoll-Hypaque gradyan yöntemi PBMC‟lerini izole etmiĢler hedef hücre olarak 

K562 hücre hattını kullanmıĢlardır. CD107a ekspresyonunu arttırmak için IL-2 

kullanan AktaĢ ve ark. yaptıkları çalıĢmanın sonunda CD107a‟nın NK hücre ve 

+CD8 T hücre aktivitesinde belirteç olabileceğini ileri sürmüĢlerdir. (AktaĢ ve ark. 

2009).  

Tıbbi litertürde kanserli hastalarda NK hücre sayısı ve aktivitesinin 

değerlendirildiği az sayıda çalıĢma mevcuttur. Bu çalıĢmalardan bazıları aĢağıda 

sunulmuĢ ve sonuçları çalıĢmamızdaki bulgularla karĢılaĢtırılmıĢtır. 

Lin ve ark. 1987‟de yaptıkları eski bir çalıĢmada, 50 akciğer kanserli hastada 

Cr-51 salınım yöntemi ile NK hücre aktivitesini değerlendirmiĢ ve 20 sağlıklı 

gönüllü ile karĢılaĢtırmıĢlardır. Ġleri evre akciğer kanserli hastalarda (EvreIII-M1) 

NK hücre sitotoksisitesini bozulmuĢ olarak bulanan bu çalıĢmanın sonuçları bizim 

çalıĢma ile uyumsuzdur. Bu çalıĢmada bizim çalıĢmamızdan farklı bir yöntem 

kullanılmıĢtır. (Lin, Kuo, Huang ve Lin, 1987).  

Konjevic ve ark. meme kanserli hastalarda CR51 salınım yöntemi ile 

periferik kan NK hücre aktivitesini çalıĢmıĢ ve sağlıklı kontrollerle 

karĢılaĢtırmıĢlardır. Aynı çalıĢmada akım sitometri ile lenfositlerdeki IFN-γ 

seviyeleri ve western blot yöntemi ile pSTAT proteinlerinin ekspresyonu da 

ölçülmüĢtür. AraĢtırmacılar, meme kanserli hastalarda NK hücre aktivitesinin 

azaldığını ve yine IFN-γ düzeylerinin ve T ve NK hücrelerinin pSTAT1,3,5 protein 

ekspresyonlarının kontrol grubuna göre azaldığını tespit etmiĢlerdir. Bunların 

ötesinde meme kanserli hastalarda hastalığın evresinin artıĢı ile NK hücre 

aktivitesinin ve pSTAT proteinlerinin ekspresyonun azaldığını bildirmiĢlerdir. 
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(Konjevic ve ark. 2011). Koncevic ve arkadaĢlarının NK hücre aktivitesinin 

fonksiyonel ve yapısal (protein ekspresyon değiĢiklikleri) olarak azaldığını 

gösterdikleri bu çalıĢma NK aktivitesinde azalmanın ortaya konulamadığı bizim 

çalıĢmamız ile uyumlu değildir. ÇalıĢmamızda meme kanserli hastalarımızın 

tamamına yakını, adjuvan tedavi alacak olan erken evre (lokal ve lokal ileri) 

hastalardı. Bu nedenle, NK hücre aktivitelerini bozacak bir immün sistem 

değiĢikliğinin hastalarımızda henüz oluĢmamıĢ olması ile bu uyumsuzluk 

açıklanabilir. Yine yöntem farklılığı iki çalıĢmanın sonuçlarının karĢılaĢtırılmasında 

dikkate alınması gereken bir faktördür. 

Bizim yaptığımız çalıĢmada farklı kanser tiplerinde periferik kanda NK hücre 

yüzdesi ve NK hücre aktivitesi ölçülmüĢtür. Normal sağlıklı kiĢilerde de bu 

parametreler karĢılaĢtırmak amacıyla çalıĢılmıĢtır. NK hücre yüzdesi ve aktivitesinin 

kanser türleri arasındaki farklılıkların yanı sıra kanserin türünün kendi klinik 

özellikleri ile NK hücre aktivitesi arasındaki iliĢki de çalıĢmamızda araĢtırılmıĢtır. 

NK hücre aktivite ölçümünde yukarda ayrıntıları ifade edilmiĢ olan DĠO/PI ve 

CD107a ekspresyonunu ölçümüne dayanan iki farklı akım sitometrik yöntem 

kullanılmıĢtır.  

ÇalıĢmamızda   kanser türleri arasında ve kanser türleri ile sağlıklı kontroller 

arasında NK hücre yüzdesi ve iki ayrı yöntem ile bakılan NK hücre aktivitesi 

acısından istatistiksel olarak anlamlı bir fark tespit edilememiĢtir. Ancak özellikle 

CD107a ekspresyonu ile değerlendirilen NK hücre aktivitesi akciğer kanserli 

hastalarda oldukça yüksek tespit edildi.  

NK hücre yüzdesi multiple myelomlu hastalarda diğer gruplara göre yüksek 

olmasına rağmen diğer iki kanser grubuna göre aktiviteleri daha düĢük saptandı. 

Gruplara arasında istatistiksel olarak anlamlı fark bulunmaması gruplardaki denek 

sayısının azlığı ve dağılımın heterojen oluĢu ile iliĢkili olduğu düĢünüldü.  

Birkaç çalıĢmada farklı klinik evrelerdeki myelom hastalarında NK 

hücrelerinin sayı, fenotip ve fonksiyonel özellikleri değerlendirilmiĢ ve multiple 

myelomun ilerlemesi ile bu parametrelerdeki değiĢim arasında iliĢki olduğu 

belirlenmiĢtir (Fionda ve ark. 2018). Myelomun erken evresinde çevresel kan NK 

hücre sayısının normal olduğu hatta arttığı ancak ileri evrelerde NK hücre sayısının 

azaldığı bildirilmiĢtir (Garcia ve ark. 1996; Dosani ve ark. 2017). NK hücre 
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fonksiyonunun myelomun ilerlemesi ile beraber belirgin olarak değiĢime uğradığı ve 

ileri evre hastalarda azaldığı ve NK hücre aktivitesi ile myelom hastalarının 

hastalıksız yaĢam süreleri arasında pozitif bir korelasyon bulunduğu bildirilmiĢtir 

(Jurisic ve ark., 2007; Fionda ve ark. 2018) IMID‟ler Cereblon (CRBN) ile 

etkileĢerek IKZF1 ve IKZF3 gibi myelom hücrelerinin çoğalması ve hayatta kalması 

için elzem olan transkripsiyon faktörlerinin yıkımına yol açarlar (Kronke ve ark., 

2014). Bu transkripsiyon faktörleri ayrıca NK hücre yanıtı için önemli olan IL2 ve 

NK hücre aktive edici ligandların güçlü baskılayıcıları olduğu için IMID‟ler 

tarafından yıkılmaları NK hücre aktivitesini artırmaktadır (Bandyopadhyay ve ark., 

2007). Sonuç olarak lenalidomid baĢta olmak üzere IMID‟lerin NK hücre sayısı ve 

fonksiyonlarını arttırdığı gösterilmiĢtir (Fionda ve ark., 2018). ÇalıĢmamızda 

myelom hastalarının çoğunluğu ilk basamak tedavide olan IMID almakta idi. NK 

hücre sayısı kontrol grubuna göre belirgin yüksekti, NK hücre aktivitesi diğer kanser 

gruplarına göre düĢük olsa da kontrol grubuna göre hafif yüksekti.  

Sonuç olarak, çalıĢmamızda NK hücre aktivitesi, solid organ tümörlerinde 

daha belirgin olmak üzere, kanser hastalarında kontrol grubuna göre yüksek 

bulunmuĢtur. NK hücre sayısı en yüksek multiple myelom hastalarında bulunmuĢ ve 

IMID kullanımı ile iliĢkili olabileceği düĢünülmüĢtür. Gruplar arasındaki farklılıklar, 

muhtemelen, gruplarda az hasta olması ve grupların istatistiki karĢılaĢtırma için 

uyumlu olmaması nedeni ile istatistiksel anlamlılığa ulaĢmamıĢtır. ÇalıĢmamızdaki 

sonuçların daha geniĢ ve homojen hasta ve kontrol grupları ile çalıĢılarak teyit 

edilmesi gereği vardır. 
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EKLER 

EK-I BilgilendirilmiĢ Gönüllü Olur Formu  

 

ÇALIġMANIN ADI 

 

Solid ve Hematolojik Neoplazilerde Doğal Öldürücü Hücre Aktivitesinin 

Değerlendirilmesi 

Sorumlu AraĢtırmacı: Prof. Dr. Burhan TURGUT 

 

 

 AraĢtırmanın Amacı: 
 

Bu çalıĢma, akciğer kanseri,meme kanseri,kan kanseri hastalarından  ve sağlıklı kiĢilerden  

alınan çevresel  kan hücrelerinde yer alan bağıĢıklık sisteminin önemli hücrelerinden doğal 

öldürücü hücrelerin laboratuvar Ģartlarında aktivitelerinin değerlendirilmesini  

amaçlamaktadır. 

  

 

 

 

AraĢtırmada Ġzlenecek Yöntem:   
 

Bu çalıĢma için sizden EDTA‟lı tüplere kan örnekleri alınacaktır.Bunun  dıĢında herhangi bir 

iĢlem uygulanmayacaktır. 

 

 

Bu araĢtırmanın protokolü, Namık Kemal Üniversitesi Tıp Fakültesi etik değerlendirme 

komitesi tarafından değerlendirilmiĢ ve onaylanmıĢtır. Helsinki beyannamesinde ortaya 

konan etik prensiplere riayet edilecektir. Bu formun bir kopyası size saklamanız için 

verilecektir. 

 

 

 

 

Alternatif  Tedavi veya GiriĢimler:  
 ÇalıĢmamızda bir tedavi uygulanmayacaktır. 

 

 

 

 

 

AraĢtırma Sırasında KarĢılaĢılabilecek Riskler:  
 

Bu çalıĢma kan örnekleri ile yapılacak olan hücre kültürü çalıĢması olup hasta ve sağlıklı 

bireyler için herhangi bir risk oluĢturacak yöntem içermemektedir. 
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AraĢtırma Ġlacının Olası Yan Etkileri:  
 

Bu çalıĢma kan örnekleri ile yapılan hücre kültürü çalıĢması olduğu için ilaç 

kullanılmamaktadır. 

 

 

 

AraĢtırma Süresince 24 Saat UlaĢılabilecek KiĢi Adı / Soyadı / Telefonu:  

 

Melise YILMAZ : 05449114312 

 

 
 Bu araĢtırmaya katılmanız tamamen gizli tutulacaktır. Sizin araĢtırmaya katılmanıza 

iliĢkin bilgisi olan tek kiĢi doktorunuz olacaktır. Doktorunuza verdiğiniz bilgiler kadar klinik 

bilgilerde gizli tutulacaktır. Bununla birlikte yetkili kurumların müfettiĢleri araĢtırmanın 

geçerli yasalar ve sağlık makamları mevzuatına uygun olarak yürütülmesini garantilemek 

üzere araĢtırmaya iliĢkin kayıtlarınızı incelemekle yükümlü olabilirler. Kayıtlarınızdaki 

bilgiler sadece bu araĢtırma amacıyla ve bu araĢtırmayı izleyen yayınlar için kullanılacaktır. 

Her durumda kimliğiniz saklanacaktır. Her durumda kimliğiniz diğer amaçlar için 

kullanılmayacak veya üçüncü Ģahıslara açıklanmayacaktır. Muayeneleriniz ve diğer iĢlemler 

için sizden ücret alınmayacaktır. 

 

 Yukarıda yer alan ve araĢtırmaya baĢlamadan önce gönüllüye verilmesi gereken 

bilgileri okudum ve sözlü olarak dinledim. BilgilendirilmiĢ Gönüllü Olur Formundaki tüm 

açıklamaları okudum. Bana, yukarıda konusu ve amacı belirtilen araĢtırma ile ilgili yazılı ve 

sözlü açıklama aĢağıda adı belirtilen hekim tarafından yapıldı. Aklıma gelen tüm soruları 

araĢtırıcıya sordum, yazılı ve sözlü olarak bana yapılan tüm açıklamaları ayrıntılarıyla 

anlamıĢ bulunmaktayım. ÇalıĢmaya katılmayı isteyip istemediğime karar vermem için bana 

yeterli zaman tanındı.  AraĢtırmaya gönüllü olarak katıldığımı, istediğim zaman gerekçeli 

veya gerekçesiz olarak araĢtırmadan ayrılabileceğimi ve kendi isteğime bakılmaksızın 

araĢtırmacı tarafından araĢtırma dıĢı bırakılabileceğimi biliyorum. 

Söz konusu araĢtırmaya, hiçbir baskı ve zorlama olmaksızın kendi rızamla katılmayı 

kabul ediyor, bana ait tıbbi bilgilerin gözden geçirilmesi, transfer edilmesi ve iĢlenmesi 

konusunda araĢtırma yürütücüsüne yetki veriyor ve söz konusu araĢtırmaya iliĢkin bana 

yapılan katılım davetini hiçbir zorlama ve baskı olmaksızın büyük bir gönüllülük içerisinde 

kabul ediyorum. 

 

 

Gönüllünün Adı / Soyadı / Ġmzası / Tarih 

 

 

Açıklamaları Yapan KiĢinin Adı / Soyadı / Ġmzası / Tarih 

 

 

Gerekiyorsa Olur ĠĢlemine Tanık Olan KiĢinin Adı / Soyadı / Ġmzası / Tarih 

 

 

Gerekiyorsa Yasal Temsilcinin Adı / Soyadı / Ġmzası / Tarih 
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