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“Yola cikacak kisinin asmasi gereken
ilk ve en 6nemli engel,
kendi yerlesikligidir :
kendi yeri
— kendisidir... “
Orug Aruoba

Yola ¢ikmaya heveslendigim ilk glinden beri, beni hep destekleyen,

yUreklendiren, emek veren, heyecanimi ve tedirginligimi paylasan hocalarima,

yasamima bir sekilde giren, hala i¢inde olan, ol(a)mayan tim guizel insanlara,

yapilariyla ylkselten ustalara,

ve sesleri gliven, sesleri mutluluk, sesleri umut ve emek olan,

varlik sebebim anneme, babama ve esime;

bana dgrettikleri, benimle paylastiklari, bana verdikleri, benden aldiklari,
ve en 6nemlisi kendi yerlesikligimi asip yola ¢ikabilmemi sagladiklari igin
-ve her sey igin-

tim ‘anlar’ icin, sonsuz tesekkdurler...
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OZET

KIR genlerinin Ozellikle transplantasyon reddi ve hastaliklarla iligkisini
gbsteren galismalarin sayisinin artmasiyla birlikte tim toplumlarda KIR genleri,
genotipleri ve allellerinin belirlenmesine ydénelik populasyon taramalari
yapilmaya baslanmistir. Ulkemizde KIR genleri ve genotiplerinin belirlenmesine
ybnelik arastirma bulunmamasi nedeniyle planladigimiz bu c¢alismada,
Mersin’de toplum taramasi yapilarak KIR gen frekanslarinin, haplotip ve genotip
oranlarinin degerlendirilmesi, bu oranlarin diger populasyonlarla karsilastirilarak
bdlgemizin genotip yapisinin ortaya konulmasi amaclanmistir.

Calisma grubu olarak Mersin yéresinde populasyon taramasina uygun
200 kisiden 6rnek toplanmigtir. KIR tiplendirmesi SSOP ydntemi ile yapilmigtir
(Luminex100, Tepnel Lifecodes). Bu yo6ntem; isaretli tek sarmalli PCR
drtnlerinin SSO problarina hibridizasyonuna dayanmaktadir.

Elde ettigimiz sonuglara gbére Mersin’deki KIR gen frekanslari ylksek
degiskenlik géstermektedir. 200 bireyde 40 farkli genotip saptanmis ve en sik
g6zlenen genotipin AA1 genotipi oldugu géralmustir (% 27). Elde ettigimiz 40
farkli genotipten 10’u bilgi bankasinda daha énce gésteriimemis olup ilk defa bu
calismada gosterilmigtir. Mersin’in gbé¢ alan bélgelerinde yasayan populasyonda
B grubu KIR haplotipinin karakteristik genlerinden olan 2DS2 ve 2DS3 aktivator
genlerinin frekansi yiksek olarak gézlenmistir. Elde ettigimiz sonuclarla cografi
olarak bdlgemize yakin olan ve Gglinct gé¢ dalgasindan etkilenen Ortadogu ve
Avrupa Ulkeleriyle KIR genleri agisindan benzer &zelliklerin  bulundugu
sdylenebilir.

Bu sonuglar, Mersin populasyonunda KIR genomunda gérilen ylksek
degdiskenligin sebebinin tarih boyunca pek ¢ok uygarhidin bu bélgeyi yerlesim
alani olarak se¢gmesi ve buna bagll olarak olusan heterojenite sonucu ortaya
ciktigini dasindurmektedir.

Anahtar kelimeler: Gen frekansi, KIR, Populasyon genetigi, SSOP,



ABSTRACT

Determination of KIR gene Frequencies in Mersin District

Due to increasing number of studies on KIR genes showing its
relationship with diseases and effects on transplantation rejection, population
researches have been increasingly carried on in the last few years in order to
determine its genotypes and allels. This study was planned due to absence of
any data on KIR genes and genotypes in our country. So we aimed to evaluate
KIR gene frequencies, determination of ratios of haplotypes and genotypes by a
population study in Mersin district.

The study group consisted of 200 subjects convenient for a population
study in Mersin district. KIR typing of these subjects were evaluated by SSOP
(Luminex100, Tepnel Lifecodes). This method is based on hybridization of
tagged and single stranded PCR to SSO probes.

Our results showed that KIR gene frequencies in Mersin district are
highly variable. 40 different genotypes were found in 200 subjects and AA1
genotype was the most frequent (27%). Among 40 different genotypes we
attained in this study, 10 of these do not exist in the database and are described
for the first time in this study. Frequency of 2DS2 and 2DS3 activator genes
which are the characteristic genes of B group KIR haplotype were seen to be
high in the regions where immigrants predominate in Mersin district. According
to our results, it is likely that similarities exist in KIR genes between our region
and Middle East and European countries which are all affected from the third
migration wave.

As a conclusion, high variablity seen in KIR genome in Mersin population
is thought to be formed as a result of migration and settlement of different

civilizations in this region and heterogenity formed in time.

Key words: Gene frequency, KIR, Population genetics, SSOP



GiRiS VE AMAC

Natural Killer (NK) hicreleri kemik iliginden kaynaklanan baylk granGllt
lenfositler olup dogal immunitenin en énemli hicreleridir. Yabanci antijenlere
kars! ilk basamak savunmada gérev alirlar. NK hicreleri, enfekte olmus ya da
malign transformasyona ugramis hicreleri, hiicre aracili sitotoksisite ve antikor
aracili hiicresel sitotoksisite ile lizise ugratabilirler. NK hlicre reseptorleri, hedef
hiicre ligandlari ile etkileserek kendinden olmayani tanir. NK hcrelerinin
verecekleri sitotoksik yanit, ylzeylerinde bulunan aktivatér veya inhibitér
reseptorlerden kaynaklanan sinyaller arasindaki denge ile kontrol edilir. Bu
reseptér gruplarindan biri de KIR (Katil immunglobulin benzeri reseptérler)
reseptorleridir. KIR’lar immdn yanit olusumunda, NK hicrelerinde ve CD8
sitotoksik T lenfositlerde bulunan ve bu hicrelerin fonksiyonlarini “reseptor-
ligand” iligkisiyle dizenleyen molekiillerdir. KIR reseptérleri kendinden olan
hiicreleri insan l6kosit antijenleri (human leukocyte antigens, HLA) sinif |
molekdlleri ile tanirken yabanci hicreleri bu molekillerin olmamasi ile ayirt
eder’ 2,

KIR molekilleri 19. kromozomda 19913.4 de bulunan LRC (Leukocyte
receptor complex) bélgesinden kodlanan glikoproteinlerdir® *. KIR'lar yapilarina
gobre iki alt aile olarak siniflanmaktadir. Siniflama bu molekdllerin sahip oldugu
immUnoglobulin alt Gnitelerinin sayisina gére yapilmaktadir. KIR2D iki, KIR3D
ise (i adet immiinoglobulin alt Ginitesine sahiptir’. Uc alt (initeli KIR'larin insan
I6kosit antijenlerinden spesifik olarak HLA A ve HLA B antijenlerini tanidigi, iki
alt Gniteli KIRlarin ise HLA C antijenlerini tanidi§i gdsterilmistir °.

KIR genleri ylksek polimorfizm géstermektedirler. Bu allelik polimorfizm,
hangi yabanci antijene karsi hangi KIR geninin eksprese olacagini, reseptorin
ligand afinitesini, ve dolayisiyla NK hiicresinin immiin fonksiyonunu belirler’.
Farkli populasyonlar, farkli KIR genleri, allelleri ve genotipleri tagsimaktadirlar.
KIR lokuslarinin sayisi bireyden bireye degiskenlik g&stermektedir. KIR
genlerinin géstermis oldugu yiksek polimorfizmden dolayi, rastgele secilmis iki
kiside ayni KIR genotipine rastlama olasiligi cok diisiiktiir®. Transplantasyon
genetigi ile ugrasanlar, akraba disi kemik iligi nakillerinde alici ve verici
arasindaki KIR uyumunun énemini ortaya koymus ve 6zellikle hematopoetik kdk
hiicre nakillerinde KIR gen polimorfizminin, MHC gen polimorfizmi kadar énemli
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9,10

oldugunu bildirmiglerdir Ayrica bu genlerin solid organ

transplantasyonlarinda da &nemini gdsteren calismalar bildirilmistir ' 12 2,

KIR genlerinin karakterizasyonlarinin ve haplotiplerinin tanimlanmasi ¢ok
yeni oldugu icin bu genlerinin spesifik hastaliklarla iligkisini gdsteren kisitli
sayida c¢alisma bulunmaktadir. KIR reseptérlerinin  hastalik baglantisini
gOsteren genetik calismalarda, viral enfeksiyonlar (HIV, Hepatit C, CMV) basi
cekmektedir. Bundan bagska, MHC ile otoimmun hastalik (romatoid artrit,
Psériasis, Diabet) baglantisi, spesifik KIR’larin bu hastalik gruplariyla da iliskide
olabilecegini dusindirmektedir. KIR’larin ayrica gebelik ve hematolojik
hastaliklar (blyUk grandler lenfositik [6semi, kutanéz T hicre lenfomasi, akut
myeloid 16semi), solid timdrler (&zellikle viral enfeksiyonlar ile iligkili timérler,
servikal neoplazi, hepatoselliler karsinom) gibi pek ¢ok hastalikla iligkisi
bildirilmistir'®. Bu sonug¢ KIR genlerinin bu hastaliklarda potansiyel terapétik
ajanlar olarak kullanilabilecegini géstermigtir.

Gunimuizde KIR genlerinin dzellikle transplantasyon reddi ve hastaliklarla
iligkisini gésteren calismalarin sayisinin artmasiyla birlikte tim toplumlarda KIR
genleri, genotipleri ve allellerinin belirlenmesine ydnelik populasyon taramalari
yapilmaya baslanmis ve bu ¢alismalar, 2003 yilinda HLA icin hazirlanmig olan
bilgi bankasina eklenilerek bir araya getirilmistir'.

Ulkemizde KIR genleri ve genotiplerinin belilenmesine yénelik arastirma
bulunmamasi nedeniyle planladigimiz bu ¢alismada, Mersin yéresinde toplum
taramasi yapilarak KIR gen frekanslarinin, haplotip ve genotip oranlarinin
degerlendiriimesi, bu oranlarin diger populasyonlarla karsilagtirilarak
bdélgemizin genotip yapisinin ortaya konulmasi, yeni genotiplerin ortaya
cikarilmasi ve elde edilen verilerin bilgi bankasina eklenerek bilime katki

saglanmasi amaglanmigtir.
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GENEL BILGILER

Bagisiklik Sisteminin Genel Ozellikleri

immiin sistem, viicutta savunma, homeostaz ve canliligin devamini
saglayan milyonlarca hiicre ve sinyal molekullerinden olusan bir sistemdir.
Zararl bir etkenin saldirisina karsi organizmada olusan direng ve bagisiklik
immin sistem tarafindan saglanmaktadir. Bu sistem fiziksel bariyerler, dogal
imminite  ve kazanilmig immuinite tarafindan olusturulan  savunma
mekanizmalarini igermektedir. Vicutta, immin sistemin ana fizyolojik iglevi
yabanci patojenler ile karsilasildiginda karsilikli ve dizenli etkilesimler ile bir
yanit ortaya cikarmaktir. Ortaya ¢ikan bu yanita “immiin yanit” adi verilir. immiin
sistem, farkli islevlere sahip iki ayri kisimda incelenir ' 117,

1. Dogal Bagisiklik (Dogal immuinite),
2. Kazanilmis Bagisiklik (Kazaniimig immiinite).

Dogal immiinite

Yabanci etmenlerle kargilagsmadan énce organizmada bulunan koruyucu
mekanizmalar dogal bagisikhdi olusturmaktadir. Mikroorganizmalara karsi ilk
basamak savunma, dogal bagisiklhk araciligiyla gergeklestirilirken, bazi
durumlarda mikroorganizmanin ortadan kaldiriimasinda tek baglarina yeterli
olabilmektedir.

Dogal immin sistemin hiicresel bilesenleri, dendritik hicreler, monositler,
makrofajlar, grandlositler ve dogal &ldartict hacreler ile deri, akciger ve
bagirsak epitel hlcreleri gibi mikroorganizmalara kargl ylzey alani olusturan
hicreleri icerir.  Dogal bagisikhdin hicre-digi bilesenleri ise basit bariyer
islevleri, kompleman selalesi (kaskadi) gibi karmasik vyolaklar, epitel
yUzeylerdeki antimikrobiyal maddeler (6r, defensinler, kriptosidinler) gibi yapilari
icerir 1718,

Dogal immiin Sistem Elemanlarinin Aktivasyonu

Dogal immin sistem elemanlari benzer mikroorganizmalarin iyi
korunmus ortak bazi yapilar ile aktiflesirler. Bu yapilar “patojen ile iligkili
molekuiler yapilar’ (pathogen associated molecular patterns, PAMP) olarak
adlandinimaktadir. PAMP’lar  birbirinden ¢ok farkli  olmakla birlikte
lipopolisakkaritleri, aldehid-kaynakli proteinleri, mannanlari, teikoik asitleri,
denatiire DNA'y1 ve bakteriyal DNA'yi icerir™ ' '8 Bu molekdiiler bigimleri
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taniyan dogal bagisiklik elemanlarina da "yapilari taniyan reseptérler” (pattern
recognition receptors) denir. Bu reseptdrlerin hangi yapilarn taniyabilecegi
genetik olarak 6nceden belirlenmistir. Bu reseptérler salgilananlar, endositik
olanlar ve sinyal verenler olmak Uzere U¢ grupta incelenirler. Bunlarin ¢ogu
makrofajlar, dendiritik hicreler ve B lenfositler gibi antijen sunan hicrelerin
yiizeyinde bulunurlar ".

Yaplilari taniyan reseptérlerden bir tanesi Toll-like reseptérlerdir (TLR).
Bu reseptérler, hem dogal bagisiklik hicrelerinde, hem de endotel, epitel
hiicrelerinde ve fibroblastlarda eksprese olmaktadirlar. Patojen reseptérlerin
énemli bir grubunu olustururlar. insanlarda 10 farkli TLR ailesi tanimlanmustir.
TLR’nin  mikrobial kaynakli ligandlarina baglanmasi ile birlikte, fagositler
aktiflesmekte ve patojenlerin direk olarak éldariimesi saglanmaktadir (Tablo1,
Sekil 1). Bunlara ek olarak, bu reseptérler tanidiklari yapilarla karsilastiklarinda
antijen sunucu hucrelerin ylzeyinde CD80 ve CD86 gibi kostimilatér molekl
ekspresyonunu ve baslica interlékin (IL-1, IL-6 ve IL-12) ve bazi inflamatuvar
sitokinleri kodlayan genler olmak Uzere bir takim immin yanit genlerinin
ekspresyonunu uyarirlar (Tablo 1). Bu inflamatuvar molekdller, dendritik
hiicreleri aktiflestirerek, kazanilmis immin yanitin baslamasina yol agar.
Ligandlarin TLR ye baglanmasi ile birlikte nlkleer faktér-kB (NF-kB) sinyal

yolag aktiflesir. Bu sinyal yoladi inflamasyonu tetikler ' 18 19,
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Tablo 1: Patojen ile iligkili molekdler yapilarin Toll-Like reseptérler ile taninmasi

ve transkripsiyon faktdrlerinin indilklenmesiyle fagositozun baslatiimasi .

TLR = Tanir ——p PAMP —— Uretir =p Transkripsyon = indikler —» Efektor
Faktorleri Molekiiller
Hiicre Yiuzeyi
TLR1 Gram + peptidoglikan
TLR1/TLR2 Lipoproteinler IRF5 inflamatuvar sitokinler
TLR2/TLR6 Mycobakterial NFkB
lipoarabinomannan
Maya zimosan
TLR4 Gram (-) LPS IRF3 IFN B
NFkB inflamatuvar sitokinler
IRF5
TLR5 Flajellin NFkB inflamatuvar sitokinler
IRF5
TLR10 bilinmeyen NFkB inflamatuvar sitokinler
endozomal
TLR3 Viral RNA IRF3 IFN B
NFkB
TLR7/TLR8 Viral RNA IRF7 IFN a
Antiviral ilaclar
TLR9 Bakteriyal ve viral NFkB
CpG DNA IRF5 inflamatuvar sitokinler
Malariyal hemozin

TLR'’ye ek olarak diger bazi inflamasyonla iliskili doku faktérleri de fagosit
ve dendritik hiicre aktivasyonunu saglayan sinyallere yol acabilirler’®. Bu
faktorler 1s1 sok proteinleri, lektinler, sitokinler, kemokinler, ekstrasellller matriks
komponentleri ve diger bazi hlcre ylizey molekulleridir. Bu sinyaller fagosit
aktivasyonuna yol acarak endositoza ugramis patojenlerin yikimini saglar.
Dendritik hlicrelerin aktivasyonu kazaniimig immun yanitin baglamasini saglar.

Anti-mikrobiyal proteinler ve peptidler de dogal immin sistemin bir
bilesenidir. Bu molekdller lizozim ve katepsin G gibi blyUk proteinler, defensin
ve katelisidin gibi daha kiguk anti-mikrobiyal peptidlerle dermisidin ve psoriasin

gibi cilt anti-mikrobiyallerini igerir ™ 718,
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Sekil 1: Fagositik hiicrelerin Toll-like reseptérler araciligi ile aktivasyonu *°.

Farkli mikroorganizmalarda hedef molekdiller farkli yapilar tagimakta ve
dogal bagisiklik sadece farkli sinif mikroorganizmalari ayirabilmektedir. Bunun
sonucu olarak dogal bagisikhdin cesitliligi sinirhdir, hafizasi yoktur. Buna
karsilik “yapilari taniyan reseptérleri” tasiyan hucrelerin efektdr iglevlerini
gOstermek icin cogalmalari gerekmediginden etkinliklerini cok cabuk gésterirler.

Dogal immln sistemin, kazaniimis immin sistem ile reseptdr sayl ve
cesitliligi acisindan karsilagtirildiginda ¢ok daha sinirli oldugu gérilmektedir.
Dogal immin sistem sinirli sayidaki resept6rleriyle mikroorganizmalara ait belirli
yapilari taniyip kostimilatérler, sitokinler ve kemokinlerin yapimini indiklerler.
Bu sekilde antijene 6zgul lenfositlerin uyarilmasini ve 6zgin immin yanitin
baslamasini saglarlar. Béylece dogal immin sistem, bir sekilde kendinden olan
ile olmayani taniyarak kendi organizmasina zarar vermedidi gibi daha sonra

gelisecek 6zgll immiin yanit tipinde de belirleyici olabilir ' 1629,
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Dogal bagisikligin reseptdr veya molekullerinde inaktivasyona yolagan
mutasyonlar organizmay! immin yetmezliklere goéturirler. Bu yapilarin strekli
aktif olmasini saglayan mutasyonlar ise inflamatuvar reaksiyonlari tetikleyerek
allerjik ve otoimmiin hastaliklara egilim yaratabilir'®.

Dogal bagisikhgin bir diger elemani ise NK hucrelerdir. Bu hicreler
6lduruct islevlerini géstermek igin uyarilip farkhlagsma gerektirmediklerinden bu
sekilde adlandiriimaktadir. Bu hlcrelerin baglica hedefleri kendi sinif | BlyUk
doku uyum kompleksi (majér histokompatibilite kompleks, MHC) molekallerini
tasimayan antikorla kapli hlcreler, virUslerle ya da bazi hicreici bakterilerle
infekte hiicreler, bazi malign hiicreler ve transplant hiicreleridir'®.

NK hicrelerin hedef hiicreyi 6ldirme kapasitesi hedef hiicrenin tasidigi
kendine ait MHC sinif | molekll miktar ile ters orantilidir. NK hucreleri, sinif |
MHC molekdllerini taniyan inhibitér reseptérler tasidiklarindan sinif 1| MHC
molekdlleri bulunan hicreler tarafindan inhibe edilirler. NK hicrelerin
islevlerinden biri de virusla infekte hiicreleri ve bazi timér hiicrelerini yok etmek
ve IFNy salgilamaktir. Salgilanan IFNy, makrofajlarin fagosite ettikleri
mikroorganizmalari yok etmelerine yardimei olur'’.

Aktif makrofajlardan salgilanan alfa ve beta interferon (sirasiyla IFNa ve
IFNB), timdr nekrozis faktdr alfa (TNFa), IL-12 ve IL-15 gibi sitokinler de dogal
bagisikhdin birer elemani olarak islev gérirler. Dogal bagisikligin erken ve lokal
sonucu inflamatuvar yanittir. Bu sayede |6kositler infeksiyon ajaninin bulundugu
yere ulasip infeksiyonu ortadan kaldirmaya calisir. Inflamasyonun bir diger
etkisi de baz sistemik degisikliklere yol agarak dogal immin sistemin
gliclenmesine katkida bulunmaktir > 1819,

Kazanilmis immiinite

Bir yabanci etmenle karsilasildiginda uyarilan ve sadece o antijene
6zgln olarak yanit veren ve o antijenle bir kez daha karsilasildiginda daha
glcli olarak yanit verilmesini saglayan sistemdir. Kazanilmis bagisikhgin
baslica elemanlari T ve B lenfositler, antijen sunucu hicreler, antikorlar ve bazi
lenfokinlerdir. Kazaniimig immin yanitlar dogal immin yaniti takip eder.
Kazanilmigs  bagisikhk, dogal bagisikligin  koruyucu mekanizmalarini
glclendirmektedir'®. Ozgiil bagisiklik aktif ya da pasif bagisiklik olarak ikiye
ayrilir. Organizmanin yabanci antijenle karsilagip aktif bir sekilde yanit vererek
gelistirdigi bagisikhga "aktif bagisiklik" adi verilirken, 6zgul olarak bagisik bir
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bireyden serum ya da hucrelerin bagisik olmayan bireye nakliyle gelistirilen
bagisikliga ise "pasif bagisiklik" denir. Kazaniimis immuan yanit sekonder lenfoid
dokular olarak adlandirilan lenf nodlari, dalak ve mukoza ile iligkili lenfoid
dokularda geligir. Bu yanitlar, yaniti olusturan immun sistem elemanlarina gére
himoral ve hicresel diye iki grupta incelenirler ve farkli mikroorganizmalarin
ortadan kaldiriimasinda islev gérurler.

Hiimoral immiinite

Himoral bagisiklik B lenfositlerin reseptérlerine baglanan antijenler
tarafindan baglatiimaktadir. Antijenin 6zgul olarak taninmasini ve gesitli yollarla
ortadan kaldirimasini saglayan antikorlar baslica rolii oynar. Ozgil antijeni ile
karsilasan B lenfositler plazma htcrelerine farkhlasarak antikor Uretirler: bunlar
immunoglobdlinlerdir. B lenfositlerinin ylzeylerinde IgD ve IgM antikorlari
bulunmakta ve bunlar ylzey reseptérleri gibi davranmaktadirlar. Antijenin
baglanmasiyla birlikte hicre aktiflesmekte ve 6zgul B lenfositlere farklilagsmakta
ve prolifere olmaktadir. Bu sirada ylzey IgD kaybolmakta ve 6zgul IgA, IgE, 1gG
ve IgM dretimi kapasitesi kazaniimaktadir (Sekil 2). Ozgil antikor Gretimi klonal
proliferasyon ile olusmaktadir. Bu ¢ogalma sirasinda her bir alt grup uzun sireli

6zgil Ig dretimi icin bellek hiicre fenotipine ddnmektedir '.
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Sekil 2: Farkli imminglobulinlerin sabit ve degisken yapilarinin sematik

gorinimi #

Bu 6zgll antikorlar dolagsimdaki antijenlere baglanarak ortadan
kaldinimalarini saglarlar. Buna karsilik bu antikorlar hlicre ici yerlesim gésteren
mikroorganizmalara ulasamazlar. Béyle durumlarda hicresel bagisiklik devreye
girerek mikroorganizmalarin aktif makrofajlarca fagosite edilip, ortadan
kaldirlmasini veya infekte hlcrenin lizisini saglar. Dolagan antikorlarin her biri
kendi 6zgul antijenine karsi dislk dizeyde bir koruma gbésterir. Birey yUklU
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miktarda antijen ile karsilagirsa o antijene karsi 6zgul olan antikorun serum
konsantrasyonu yukselir.

Antikor yanitinin dért fazi vardir. Latent faz olarak adlandirilan ilk kisim
imminojenle ilk karsilasmadan dolasimda antikorlarin saptanmasina kadar
gecen siredir. Bu sure insanlarda yaklasik bir haftadir. Bu fazda yardimci T
lenfositler ve B hiicre aktivasyonu gerceklesmektedir. Bu fazi eksponansiyel faz
takip eder. Eksponansiyel fazda dolasan antikor miktari hizla artar. Daha sonra
antikor dizeyinin sabit kaldigi plato fazi gézlenir. Plato fazinda antikor diizeyi
sabit kalmasinin sebebi antikor yapim hizi ile parcalanma hizinin nisbeten esit
dizeylerde olmasidir. Plato fazindan sonra disme fazi gelir. Bu fazda dolasan
antikor dlzeyi giderek azalir. Bu da artlk yeni plazma hulcrelerinin
olusmadiginin ve varolan plazma hicrelerinin de 6lmekte ya da antikor yapimini
kesmekte oldugunun bir gdstergesidir. Bu olay immuinojenin ortadan
kaldirildigina isaret eder. immiin yanit antijenik uyarinin siiresi ve immiin yanita
katilan plazma htcrelerinin nisbeten kisa olan yagam sireleri ile sinirhdir. Ayni
immUnojenle daha sonraki karsilagsmalarda sekonder immuUn yanit ortaya ¢ikar.
Sekonder immin yanitta latent period kisalir, antikor diizeyi cok daha ¢abuk ¢cok
daha ylUksek dlzeylere ulasir ve serumda ¢ok daha uzun slre saptanabilir
diizeyde bulunur'®?"#,

Hiicresel immiinite

HOmoral immin sistemin tersine hicresel bagisiklik yalnizca hicreler
aracihgl ile aktarilabilir. immun yanit iki evreden olusur; tanima evresinde
antijen sunan hucreler (ASH) ve T lenfositleri, efektér evrede ise antikorlar ve
efektdr T lenfositleri antijenin yok edilmesinde etkilidir.

Hucresel bagisiklikta antijeni 6zgll olarak taniyan T lenfositleri baslica
roli oynamaktadirlar. Antijenin T lenfositleri tarafindan taninmasi, antijen
sunucu hlcreler ya da hedef hicre Uzerindeki MHC (buylk doku uyum
kompleksi) molekulleri araciliiyla gergeklesir. YUzeylerinde CD4 molekill
tasiyan yardimci T lenfositler (Th) sinif Il MHC tarafindan sunulan antijenleri
taniyabildikleri i¢in bu olay sinif 1l MHC'ye bagimhdir. Ylzeylerinde CD8
molekilll tasiyan sitotoksik T lenfositler (Tc) ise MHC sinif I'e bagimlidir.
Somatik htcrelerin hemen hepsinde sinif | MHC molekilleri bulunurken sinif I
MHC molekdilleri baglica profesyonel antijen sunan hicreler (dendiritik hticreler,
aktif makrofajlar ve B lenfositler) olmak Ulzere goérece kisith sayida hicrede
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bulunur. Dendiritik hiicreler deride ve mukozal ylzeyin altinda bulunduklarinda
langerhans hucreleri olarak adlandinlirlar. Karacigerdeki Kupffer hicreleri,
santral sinir sistemindeki mikrogliyal hicreler ve kemikteki osteoklastlar belli
ozellikleri olan doku makrofajlardir ¥ 22,

Biylik Doku Uyusum Kompleksi

Buylk doku uyusum kompleksi icerisinde yer alan molekiller ilk olarak
farkh tdrler arasinda yapilan greft degisimlerini hizla reddedici 6zellikleriyle
tanimlanmistir®®. Yabanci antijenleri, viicudun kendi antijenlerinden ayirt etme
g6revi MHC molekulleri ile gergeklesir. Hlcre yuzeyinde bulunan MHC
molekdlleri yabanci antijenleri baglayarak immuin sistemin effektdr hiicrelerine
sunar ve bu sekilde immin yanitin baglamasinda anahtar rol oynarlar. MHC

yerine HLA terimi de kullaniimaktadir 2.

MHC antijenlerinin Gzerlerinde yerlestikleri hicre tipleri ile immun iglevleri
acisindan 4 farkh grupta olduklari anlasiimis olup, bunlara sinif I, II, 1l ve IV
MHC antijenleri adi verilmistir. 1. ve Il. sinif antijenleri hlicre membrani Gzerine
yerlesmis transmembran proteinlerdir. Ancak bu iki sinif MHC antijenleri farkli
genlerde kodlanirlar, farkl molekdler yapiya sahiptirler ve islevleri de birbirine
benzemez. Ill. ve IV. sinif antijenler transplantasyonla dogrudan ilgili degildir.
Ancak HLA gen bdélgesinde ifade edilen antijenler olup bazi kompleman
komponentlerini, inflamasyon molekdllerini (C4 A, C4 B, HSP, LT, MIC A, MIC
B ve TNF) igerirler #.

insanda MHC antijenlerini kodlayan gen bélgesi 6. kromozomun kisa
kolu Gzerinde sentromere yakin bir bélgeye yerlesmis ardisik bir DNA alanidir
(6p 21.3) (Sekil 3). Bu bdlge 4 santimorgan (cM) buyudkliginde bir bélge olup
203 tane gen immun sistemle iligkilidir. MHC sistemi polimorfik olup kalitim sekli

ise Mendelian ve kodominattir 24,

insanda 6. kromozomda yerlesik olan sinif |1 gen bolgesi, MHC'nin
telomerik ucunda yer alir. HLA -A, -B ve -C olarak da taninan spesifik
transplantasyon antijenlerini ve HLA —E, -F ve -G gibi spesifik olmayan Sinif |
antijenleri kodlayan gen lokuslarini, HLA -H, -J, -K, -L ve -X gibi psdédogenleri ve
gen segmentlerini igerir. Sinif 1l bélgesi ise sentromere yakin yerlesmis olup,
HLA -DRA, -DRB, -DQA, -DQB, -DPA, -DPB, -DNA, -DMA ve -DOB lokuslarini
barindirir. Bunlarin yanisira gesitli psédogenler, LMP1, LMP2, TAP1 ve TAP2
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gibi antijen islenmesinde rol alan genler de bu bdlgede yer alir. HLA DRB ile
HLA B boélgeleri arasinda Sinif 1l genleri bulunur. Bunlar kompleman
komponentleri (C2, C4 ve faktdr B) sitokinler (interferon, timér nekrozis faktér),
enzimler (21 hidroksilaz koenzim) ve bazi 1si sok proteinleridir (sekil 3). Adi
gecen lokuslarin bir kismi, ¢ok sayida polimorfik allelin kodlanmasindan
sorumludur. HLA tiplendirilmesi ile amaglanan da bu alellerin ve kodladiklari
antijenlerin belirlenmesidir .

insanda MHC genleri Mendel kuralina gére ebeveynden gocuklara gegcis
g6stermektedir. Her bireyde bir ¢ift kromozomun yarisi anneden yarisi babadan
gecer. Bdylece cocuklar ile anne-baba arasinda bir haplotip uygunlugu vardir.
Bir haplotipde bulunan alleller bir blok halinde geger. Genetik gecis sirasinda
%1-3 oraninda rekombinasyon (Gapraz gecme=Crossing over) gériilebilir®”.
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Sekil 3: HLA gen bdlgesinin 6. kromozom Gzerindeki yerlesimi ve Sinif 1, 11, 1

Bélgeleri %°.
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MHC Sinif | Molekdilleri

Sinif | MHC (HLA A, B, C) molekdlleri tim ¢ekirdekli somatik hiicrelerde
bulunurlar. HLA sinif | molekdlleri, kovalan olmayan baglarla bir arada tutulan,
iki polipeptid zincirinden olusmus heterodimerlerdir. Bunlardan agir olan alfa
zinciri 45 KDa agirhginda olup MHC bdélgesinde kodlanir, hiicre membrani
boyunca ilerleyen bu molekllin amino ucu membranin diginda yer alir.
Membran disindaki alfa zinciri, a1, a2 ve a3 “domain’lerden olusur. Bu
domainler sirasiyla 90, 63 ve 86 amino asit dizisinden ibarettir. Zincirin
membrani gecen kismini takiben sitoplazmik kisa bir uzantisi vardir. Molekilde
bulunan hafif zincir ise 2 mikroglobulin (B2m) olup 12,5 KDa agirhgindadir.
B2m non-kovalent baglarla agir zincire baglanmis olup MHC disinda, 15.
kromozomda kodlanir 2 ¢,

Molekulin G¢ boyutlu yapisina bakildiginda membran disinda birbirine
benzerlik gdsteren bdlgelerin karsilikli gelmesi ile iki ¢ift domain olustugu
g6rallr. a1 ve a2 membran distalinde, a3 ve 2m de membran proksimalinde
karsilikli yer alir (sekil 4). Karsilikl yerlesen a1 ve a2 zincirleri antijenlere ait 8-
10 amino asit bayUkliginde peptidlerin yerlesebilecedi kovuga benzer bir yapi
olustururlar. B2m molekulin tG¢ boyutlu yapisinin korunmasinda rol almaktadir.

Sinif | molekdl genleri, kodlama yapan 8 exon ve kodlama yapmayan 7
introndan olusur. Polimorfik bir yapr gdsteren a1 ve a2 bdlgeleri ekzon 2-3
tarafindan kodlanir. Altinci kromozom Uzerinde sinif | molekulleri kodlayan
genlerden 6nce sinif | genleri dizenleyen bir bbélge yer almaktadir. Bu kontrol
bdlgesi farkli sinif | genleri ve hatta farkl aleller igin bile farkl olabilir® 228,

HLA sinif | gen bdlgesinde (sinif | benzeri) HLA-E ve HLA-G genleri
belirlenmistir. HLA-E, HLA-G’ye g6re daha polimorfiktir. Trasplantasyon sonrasi
ortaya c¢ikan olumsuzluklarin HLA-G'den kaynaklandigi tahmin edilmektedir.
Ayrica HLA B lokusuna yakin bir bdlgede MIC A (major histokompalibilite |
zincir iligkili antijen A) ve MIC B (major histokompalibilite | zincir iligkili antijen
B) adinda yeni birtakim genler kesfedilmistir. Bu genler sinif | genleriyle yapisal
benzerlikleri olan IV. sinif genler olup tercihen epitel hicrelerinde transkribe

olurlar ve 6zellikle stresle aktiflesirler %°.
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Sinf | HLA molekdid

Sekil 4: Sinif 1 HLA molekdiliiniin sematik gérinimi®.

Dogal Oldiiriicii (Natural Killer, NK) hiicreler

NK hucreleri kemik iligi kdkenli blylk grandlli lenfosit morfolojisindeki
hiicrelerdir. Dogal bagisikligin elemani olan NK hucreleri esas olarak kan, dalak
ve periton sivisinda bulunur. Bu hiicrelerin insanlarda ve deney hayvanlarinda
timus olmadan olgunlasabildikleri g&sterilmigtir. NK hdcreleri timér hiicre
blydmesinin kontrolinde, viral enfeksiyonlarda, ayrica parazit, mantar, bakteri
gibi mikrobiyal enfeksiyonlarin kontrollinde, sitokin retimi, hematopoetik sistem
hicre blylme ve farkllagsmasi, allograft rejeksiyonu gibi imminoregulatér
fonksiyonlarda ve graft versus host hastaligi (GvHH) gelisimi, aplastik anemi,
noétropeni, diyabet, gastrointestinal hastaliklar gibi farkli hastaliklarda rol
oynamaktadir'?.

Antijen sunan hulcrelerden salgilanan IL-12 NK hicrelerinin ¢ogalmasini,
IFNy ise mRNA transkripsiyonunu ve sitotoksik etkilerini arttinir. Periferik
kandaki monontikleer hlcrelerin % 5-10'u ylUzeylerinde T ya da B hicresi isareti
tasimazlar. Bu hicrelerin ylzeylerinde IgG Fc kismina karsi reseptér bulunur.
Bir kismi bir T hiicre gb6stergesi olan CD8 tasir ve IL-2 ile ¢ogalir. NK
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hicrelerinin blyUk sitoplazmik granulleri vardir ancak fagositoz yapma ve
yapisma 6zellikleri bulunmamaktadir’2.

Monosit-makrofaj ve nétrofil benzeri fonksiyonlari olan NK hicreleri
antikor bagimh hlcresel sitotoksisite (ADCC) etkisi gosterirler. Antikora bagl
hiicresel 6ldirme Fc reseptdéri olan lenfositin antikor ile kapli (opsonize)
hicreye Fc yolu ile baglanip onu 6éldirmesidir. NK hilcre aktivitesi ise daha
6nceden hedef ile karsilasmamig lenfositin antikor varligi gerektirmeyen
oldiirlict aktivitesidir .

NK hucreleri malign hdcreler, virs ile enfekte hilcreler ve transplante
edilmis yabanci hucrelerin yok edilmesinde rol alir. Hedef hicre yikiminin
mekanizmasi tam olarak aydinlatilamamakla beraber sitoplazmik bilesenlerde
bulunan perforin ve granzimler aracihdi ile yikimin gergeklestigi kabul
edilmektedir. Konagin korunmasinda ADCC’nin dnemi acik olmamakla beraber,
bakteri ve virGslerin yok edilmesinde ek bir mekanizma olarak kabul
edilmektedir’.

NK hicrelerinin éldarict yeteneg@i hedef hicrelerin HLA sinif | molekdl
ekspresyonlari ile ters orantilidir. VirGsler ve malign dénigstim, hicrelerin HLA
sinif | ekspresyonunu azaltir, bu durum CD8+ T hucrelerinin HLA sinif I'e
bagimli sitotoksik yanitlarini etkiler. NK hdcrelerinin immin sistemdeki bu
boslugu doldurmak lizere gelistikleri diistinliimektedir’.

NK hucreleri fenotipik olarak CD3 negatif, CD16 pozitif, CD56 negatif ya
da pozitif olabilirler. Yaklasik 1/3’inde CD8 pozitifligi de bulunur. NK hicreleri,
hicre ylzey molekullerinden CD56’nin dansitesine gére siniflandirilabilirler. NK
hiicrelerinin % 90’Inda CD56’nin  diisik dansiteli (CD56%™) ekspresyonu
gerceklesmekte iken %10 kadarinda yilksek dansiteli CD56 (CD56")
ekspresyonu gerceklesmektedir. Perifer kanda CD56%™ hiicrelerin sayisi
CD56"" hiicrelerden fazla iken ve kemik iligi ve dalakta CD569" hiicrelerin
sayisi CD56%™ hiicrelerden fazladir (sekil 5). Yine CD56%™ hiicrelerde sitotoksik
etki baskin iken CD56™ hiicreler minimal sitotoksik etki gdsterirler ve potent

sitokin salinimindan sorumludurlar 2 %2
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Sekil 5: CD56"9" ve CD56°™ dogal 6ldiriict hiicrelerin periferik kan érneginde

akimsitometri ile analizi %.

NK hcreleri, antikor veya antijenik uyariya gerek duymaksizin hedef
hicreleri 6ldirme yetenegindedirler. Non-6zgll olarak mitojenler, IFN-y, IL-2, IL-
12, IL-15 ve IL-18 ile aktiflesirler. Virlsle enfekte hicrelerin yok edilmesinde ilk
yanit veren hucrelerdir. NK hucreleri lektin-benzeri ve diger reseptérler ile
virisle enfekte hicre ylzeyinde bulunan yiksek molekul agirlikh
glikoproteinlere baglanir. NK hicresinin aktivasyonu ile dakikalar iginde
cekirdek ile hedef arasinda grandillerin polarizasyonu meydana gelerek granl
icerigi hiicre disina salinir ve hiicre disi éldiirme gerceklesir (sekil 6) 7.

Grandller icinde bulunan en énemli bilesen perforin ya da C9 ile yapisal
homoloji gbsteren sitolizindir. C9 tarafindan indiklenen hiicre lizisinde énce dis
membran daha sonra nlkleer degisiklikler sonucu hilcre zarar goérar. NK
hicreleri ise apoptozisi aktiflestirerek hlcre 6limine neden olur. NK
hiicrelerinde grandller iginde bulunan proteazlara direngli, negatif yUkli bir
proteoglikan olan kondroitin sdlfat-A htcrelerin kendi kendini otoliz etmesini

onler 7.
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NK 1 i 3 d
hicresi

tetiklenme

Virlslerle
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hiicre - : : :
’ Oldm sinyali Apoptosis

» INF

A Viruslerle indiiklenen yapi

A
N

a Perforin

NK reseptor __ Granzim "~ TNF reseptor

Sekil 6: Viruslerle enfekte hucrelerin, NK hcreleri ile ekstrasellller

olarak oldtirtilmesi ™.

NK Hucrelerinin Yizey Reseptorleri

NK htcreleri HLA-A, HLA-B ve HLA-C gibi spesifik HLA antijenleri, HLA-
E ve HLA-G gibi non-spesifik HLA antijenleri ve stress ile indiklenen molekdl
MICA molekdllerinin her biri icin reseptdr Uretir. Bu reseptdrler dogal 6ldirict
reseptorler (NKR) olarak adlandirilir. iki farkli yapida NK reseptor ailesi
tanimlanmigtir. Bunlar C-tip lektin reseptorleri ve Ig benzeri reseptérlerdir. Her
iki reseptoér yapisinda aktivatér ve inhibitér reseptérler mevcuttur. inhibitdr
reseptorler stoplazmik uglarinda ITIM (immunoreseptér tirozine dayali inhibitér
motifler) icerirler. Bunlar bazi fosfatazlari algilayarak hicre iginde inhibisyon

olustururlar ve sinyal iletimini engellerler. Bu inhibisyonun olmadidi durumda NK
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hiicrelerinden sitotoksik grandller veya sitokin sekresyonu gergeklesir.
Aktiflestirici reseptérler DAP-12 gibi proteinlerle iligkilidir ve bunlar sitoplazmik
ucta pozitif aktivasyon gésteren ITAM (immunoreseptdr tirozine dayali aktivatér
motifler) igerirler. ITAM’lar NK aracili saldiri olaylarini yénetirler. inhibitér
reseptérler MHC sinif | molekdllerine baglandiklarinda sinyali baskilarlar. Aksi
halde NK hiicreleri aktiflesir®.

HLA sinif | molekdlleri ile reaksiyona girdiginde 6ldirme veya sitokin
dretimini inhibe eden sinyal iletimine yol agan reseptorler ilk olarak katil inhibitér
reseptdrler olarak daha sonra ise katil immulnoglobulin-benzeri reseptdrler
(KIR), 6ldirme ve sitokin Uretimi gibi efektdr islevleri tetikleyen reseptorler ise
katil aktivatér reseptorler (KAR) olarak adlandinimigtir. ilk caligmalarda
tanimlanan KIR, NK hucrelerine inhibitér sinyaller géndermesine karsilik daha
sonraki ¢alismalar sinif | MHC antijenleri icin aktiflestirici reseptérlerin de KIR
ailesi icinde oldugunu gbéstermis ve genel olarak killer imminoglobulin-benzeri
reseptérler olarak adlandiriimistir. inhibe edici sinyaller konagin kendine karsi
toleransini saglarken, Aktive edici sinyaller patojenlere ve transforme hicrelere
karsi erken savunmada gérev alirlar. Aktive edici NK Huicre reseptorleri
dogrudan sitotoksik etki gbsterenler ve antikor aracili sitotoksik etki gbsterenler
olmak (zere iki gruba ayrilirlar. Antikor aracili sitotoksik etki gdsteren
reseptorlere bir érnek CD16°dir. CD16, 1gG Fc reseptdri igin dusik afinite
gOsterir. Bu durumda reseptdrin ligandi anormal durumda hedef hiicrede var
olan antijene bagh IgG’dir. Diger ligandlarin ne oldugu halen bilinmemektedir.
Dogrudan sitotoksik etki gdsteren reseptdrler NK hicrelerine 6zgln olanlar
(aktive edici KIR, Ig super ailesinden NKp46, NKp44, NKp30, CD244, NTB-A,
Lektinlerden, NKG2D, CD94/NKGC,-E,-F) ve NK hiicrelerine 6zgin olmayanlar
(CD2, CD26, CD69) olmak (izere iki grupta incelenmektedir (sekil 7) 1239,

Farelerde ana MHC sinif I taniyan reseptérler Ly49 multigen
familyasiyla temsil edilirler. Her bir NK hdcresi bir ile dért farkli Ly49 geni
eksprese eder. Ancak insanlarda Ly49 bazli reseptorler bu gbrevi yerine
getirmede kullaniimazlar. Bunun yerine insanlarda islevsel olarak ayni, yapisal
olarak farkli olan KIR reseptérleri bulunur. Bu iligkisiz genler, ayni islevi yerine
getirmek Uzere gelisme olarak adlandirilan konverjent evolusyona iyi bir
Ornektir. Bazi Ly49 reseptorleri peptid bagi olusturmadan MHC sinif |
molekdllerini taniyabilirler. Ly49 dimerleri MHC sinif | molekdlleriyle TCR
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bdlgesi ile értisme olusturmadan, iki farkli noktadan baglanirlar. Bunun aksine
KIRlar MHC sinif | molekulleriyle TCR oluguna peptid bagi yardimiyla
yerleserek iliski kurar %°.

HLA-C HLA-E
| ? MICAE, ULBP1-4

Viral hemaglutinin

DAP12

immunoreseptor tirozine u
dayali activasyon motifleri & 'T*M

n ¥ XXM-motif

] Syk ’ PI-3 Kinase

Sekil 7: Aktive edici NK Hiicre Reseptérleri %.

inhibe edici NK hiicre reseptérleri ise katil hiicre immunglobulin benzeri
reseptorler (killer cell immunglobulin like receptors; iKIR), Immunglobulin
benzeri transkriptler (ILT) ve C-tip Lektinlerdir (CD94/NKG2A heterodimeri)
(sekil 8) %,

KIR sadece NK hdicrelerinin degil ayni zamanda daha &nceden
aktiflesmis T hlcre aktivasyonunun dizenlenmesinde de rol oynar. Th1 ve Th2
hiicrelerine benzer sekilde insan NK hicre alt gruplarinin in vivo kosullardaki
varligi taze olarak saflastirilan IFN-y salgilayan ve salgilamayan NK hicre
gruplarinda gdésterilmistir. IFN-y salgilayan NK hiicre alt grubunun asil IFN-y
salgilamasina karsihk IL-4, IL-5 ve IL-13 salgilamadigi, tersine IFN-y
salgilamayan NK hucrelerinin ise IL-4, IL-5 ve IL-13 salgiladigi bulunmustur.
Taze olarak saflastirilan IFN-y salgilayan ve salgilamayan NK hicre alt gruplari
ile in vitro olarak farklilasmis NK1 ve NK2 hticre alt gruplarinin K562 hicrelerine
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kargl benzer sitotoksik aktivite gbsterdigi saptanmistir. Son bulgular

dolagimdaki NK hdcrelerinin farkli sitokin profillerine sahip efektér NK hicre alt

gruplarina ddénudsebilecegini ve farkl inflamatuvar 6zellikler kazanabilecegini
12,30

gOstermektedir

HLA-A, -B, -C b HLA-E
HLA-A, -B, -C,

G, -E, -F uL1g

immunoreceptor tyrosine based
inhibition motifs

0 mim motif

’ SHP-1

Sekil 8: inhibe edici NK hiicre reseptérleri %,

NK Hiucrelerinin Uyariimasi

NK hucreleri normal otolog MHC sinif | molekdl dreten hicreyle
karsilastiginda inhibe edici reseptérler ile bu hiicreye baglanma olurken aktive
edici NK reseptdrleri hedef hicre ylzeyinde Uretilen aktive edici ligand olmadigi
icin bosta kalir. Béylece NK hucreleri aktilestiriimemis olur. NK hucrelerinin
uyariimasi iki ayri hipotezle agiklanmigtir. Bunlardan birincisi kimligini kaybetme
(Missing Self) hipotezidir. Bu hipoteze gére hedef hiicrede MHC molekillerinin
kaybi, inhibitér reseptdr etkisini ortadan kaldirir ve aktivatdr reseptérler baskin
hale gecerek yabanci hicrenin ortadan kaldirilmasi saglanir. Diger bir hipotez
ise “kendini indilkleyen tanima” (induced self recognition) hipotezidir. Bu
hipoteze gbére hedef hiicrede MHC sinif | ekspresyonu bulunmasina ragmen bu
hiicreler NK aktiflestirici ligandlari da eksprese ediyorlarsa, NK hcrelerinin

verecedi yanit aktive ve inhibe edici sinyallerin glcine gbére degisir. Bazi
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durumlarda NK hucreleri MHC sinif | molekulleri ya da aktivator ligandlar
eksprese etmezler, bu durumda NK hicreleri alternatif inhibe edici ligandlar
nedeniyle hiicreleri taniyamayabilirler (sekil 9) 2°.

a inhibe edici reseptér MHC sinif |
Self
: Yanit yok
b
Missing . NK hedef
self ey - " hicreyi
° " dldarar
Aktiflestirici ligand
c MHC sinif |
Induced
NK hedef
st hicreyi
Sldarar
d
Benefit
of
doubt? Yanit yok

Sekil 9: NK hiicre aktivasyonu #.

KIR’larin Yapisi

KIR reseptérl, T hlcrelerinin alt gruplari ve NK hucrelerinin Gzerlerinde
eksprese olan hicre ylzey reseptéridir. Bu reseptérler hedef hicreler
tzerindeki HLA sinif | ligandini taniyarak NK hicrelerinin sitotoksik aktivitesini
diizenlerler ',

KIR2D iki adet, KIR3D ise ¢ adet imminoglobulin domainine sahiptir.
KIRlarin (Oyesi olan bu alt ailelerin inhibitbr ve stimlUlatér islevleri
bulunmaktadir®. KIR allellerinin (2DL1, 2DL2, 2DL3, 2DL4, 2DL5, 3DL1, 3DL2)
inhibitér sinyal iletimine yol agan, ITIM tasiyan uzun sitoplazmik kuyruklari
bulunmaktadir®™ *2. Kisa sitoplazmik kuyruk (S) varligi reseptériin stimulatdr
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karakterli oldugunu géstermektedir (2DS1, 2DS2, 2DS3, 2DS4, 2DS5 ve 3DS1)
(sekil 10).

KIRZD KIR3D
A A
i ;7 P
pe 1 Type 2
W)h A KIR3DS KIR3DL
/ N )
KIR2DS KIRZDL ¥

v 2 \

T QL
b *

DAP12 2ITIM Unknown 2ITIM DAP12 2 ITIM 11TIM
(2 ITAM) Adaptor (2 ITAM)
+*
11TIM

KIRZDS1 KIRZDL1 KIRZDL4  KIRZDLSA KIR3DS1 KIRIDL1  KIR3DL:

KIR2DS2 KIR2DL2 KIRZDLSE KIR3DL2

KIR2DS3 KIR2DL3

KIR2DS4

KIR2DS5 & IPD-KIR 0406

Sekil 10: KIR'larin yapisi *°.

KIR’larin Adlandiriimasi:

KIR genlerinin adlandiriimasi icin iki ayn sistem kullaniimaktadir.
Bunlardan en yaygin kullanilani insan Genom Organizayonu'nun (Human
Genome Organization, HUGO) 6&nerdigi protein yapisini, ekstraselluler Ig
domainlerini ve stoplazmik kuyruklarini karakterize eden adlandirma sistemidir.
Digeri ise kromozom 19 daki genlerin sentromerik-telomerik siralarina gore
CD158a, CD158b gibi CD adlandirma sistemidir®*. CD adlandirmasi yapiyi,
islevi, ekspresyonu veya yerlesimi gOstermedigi icin bu sistem rutinde
kullanilmamaktadir.

Bizim de kullandigimiz siniflama bu molekdllerin  sahip oldugu
immiinoglobulin domainlerinin sayisina gére yapilmaktadir. Ornegin 2 domainli
KIRlar KIR2D, ¢ domainli KIR'lar ise KIR3D olarak adlandirilir. KIR’larin alt

gruplarinin inhibitér sinyal iletimine yol agan ITIM tasiyan uzun sitoplazmik
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kuyruklari bulunmaktadir ve bunlar domain sayisinin yanina eklenen “L” harfi ile
gosterilir (2DL1, 2DL2, 2DL3, 2DL4, 2DL5, 3DL1, 3DL2). Kisa sitoplazmik
kuyruk ise stimilatér fonksiyonlara sahiptir ve “S” harfi ile g6sterilir (2DS1-2DS5
ve 3DS1). KIR3DL3 ise yukarida belirtilen bir gruba dahil edilmeyip, psédogen
olarak kabul gérmektedir. Psddogenler ise, domain sayisinin yanina eklenen
“P” harfi ile gosterilir (sekil 11) *. KIR'larin yapisal ve islevsel farkhliklariyla
siniflandiriimasi ¢ok 6nemlidir. Bunun yani sira lokuslara ait diziler ve alelik

varyantlarin ¢ézimlenebilmesi yéninde calismalar da devam etmektedir.

KIR Allel Adlandirmasi

llk tanimlanan 2DL proteini — Tanimlanan Gglinci 2DL1 alleli

Uzun veya kisa
sitoplazmik kuyruk

KIR2DL1*003 proteinlerinden
kodlama bdlgesindeki
sinonim DNA yapisi ile ayriima

Separator

iki adet Ig benzeri domain

akronim

KIR2DL1*00302 allelinden

Kodlama olmayan bélgedeki
sinonim DNA yapisi ile ayriima
L
L1* O 030202
S Kisa sitoplazmik kuyruk

P Psédogen

Sekil 11: KIR allel adlandiriimasi ¢

KIR Ligandlari:

Hedef hlcreler Gzerinde bu reseptérlerin baglandigi ligandlarin genellikle
HLA Sinif | molekiilleri oldugu bildiriimektedir. U¢ domainli KIR'larin insan
I6kosit antijenlerinden 6zgul olarak HLA A ve HLA B antijenlerine baglanabildigi
gOsterilmigtir. Bununla birlikte iki domainli KIR’larin farkli olarak HLA C
antijenleriyle de iliskide olabilecekleri gdsterilmistir®. KIR'lar icin ligand olmasi
olasi molekdller Uzerine calismalar devam etmektedir. Populasyonda bir¢ok
birey; her G¢ major HLA sinif | epitopu igin reseptdrleri kodlayan inhibitér KIR
genlerine sahiptir. KIR 2DL1, KIR 2DL2 ve KIR2DL3 HLA C antijenlerine
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baglanirken, KIR 3DL1’in HLA B antijenleriyle baglandigi bilinmektedir®”. Bilinen
stimilatér KIR’lar (2DS1, 2DS2, 2DS3, 2DS4, 2DS5, 3DS1) kisa sitoplazmik
kuyruga sahip olup ITIM motifini tagimazlar (tablo 2). Ayrica transmembran
domainlerinde yUkli bir aminoasit rezidistne sahiptirler ve inhibitér sinyal
tasima ozellikleri de yoktur. Aktivatér KIR'lar igin 6zgdl bir ligand net olarak
bulunamamistir. Ancak deneysel ¢alismalar KIR 2DS1 ve KIR 2DS2’nin zayif
da olsa HLA antijenlerine baglandigini géstermektedir. KIR 2DL4 hem inhibitdr

hem stimulatér ézelligi ile 6n plana ¢ikmaktadir ve islevi bugiin icin belirsizdir®.

Tablo 2: KIR'In Ligandlar®.

Reseptor Ligand
Inhibe edici olanlar
KIR2DL1 (o helix) HLA-C grup2
KIR2DL2/3 (o helix) HLA-C grup1
KIR3DL1 (a1 domain) HLA Bw4 motifi
KIR3DL2 HLA-AS, -A11
KIR3DL3 Bilinmiyor
ILT-2 (3 domain) HLA-A,-B, -C, -G, -E, -F.
CD94/NKG2A HLA-E(self HLA-A, -B, -C, -G peptidleri yukli)
Aktive edici olanlar
KIR2DS1 HLA-C grup 2
KIR2DS2 Bilinmiyor
KIR2DS3 Bilinmiyor
KIR2DS4 HLA-C
KIR2DS5 Bilinmiyor
KIR3DS1 Bilinmiyor
KIR2DL4 HLA-G
CD94/NKG2C HLA-E(self HLA-A, -B, -C, -G peptidleri yukli)
CD94/NKG2D MICA, MICB
NKG2E,NKG2F,NKRP1A Bilinmiyor
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KIR Genleri

Polimorfik ve yiksek homoloji gésteren KIR lokuslari kromozomun
19913.4 Dbolgesinde, 1Mb’lik I6kosit reseptér kompleksinde (LRC)
bulunmaktadir. LRC hizla evrimlesen immin genlerin yogun kimeler halinde
bulundugu bir bdlgedir (sekil 12)> *. KIR genlerini kodlayan LRC bdlgesi ayni
MHC bélgesi gibi polimorfik, poligenik ve kompleks bir yapidadir. LRC; KIR
reseptdr ailesinin yani sira sentromerden telomere dogru siyalik asid baglayan
immunoglobulin-benzeri lektinler (SIGLEC), I6kosit Ig-benzeri reseptér ailesi
(LILR), I6kosit-iligkili inhibitdér reseptdr (LAIR) ailesi ve dogal sitotoksisite-
tetikleyici reseptér 1 (NCR1) olarak bilinen FcGamma reseptorlerini kodlar®®.
Gen igerigi haplotipler arasinda degisiklik gdstermektedir’. KIR gen ailesi
LRC’nin 100-200 Kb lik bdlgesinde yer alir ve 15 KIR geni (KIR2DL1, KIR2DL2,
KIR2DL3, KIR2DL4, KIR2DL5A, KIR2DL5B, KIR2DS1, KIR2DS2, KIR2DSS3,
KIR2DS4, KIR2DS5, KIR3DL1, KIR3DL2, KIR3DL3 ve KIR3DS1) ile 2
psddogeni (KIR2DP1 ve KIR3DP1) kodlar’.

DA

190133 -1 Mb HIR3DL3 ~150 Kb

19p13.2 | ches KIRZDL3
19p13.13

19p13.12 |

KIR2DP1
19p13.11 o SIGLEC

19p12 HIR2DL1

FocGRT

HIR3DF1

i ‘ r
==
===
19p1 3
; LILR
18q12 4 | KIRZDLA
19q13.11 o LAIR
h
Y

19q13.12 | KIR3DL1
189g13.13

LILR
19q13.2 |

19g13.31
19q13.32 |

18913.33

1913.4 -
1 FoafR
19913.43 NCR1

Chromosome 19 LRC Group A Haplotype
@ IPD-KIR 01/05

KIRZDS4

FIR3DL2

Sekil 12: Lokosit reseptér kompleksi (19g13.4) ve bir KIR haplotipi *°.

NK hucrelerindeki KIR reseptoérlerinin gen igerigi kisiden kigiye farklilik gdsterir.
Bir haploidde 8-14 gen veya yalanci gen olabilir. Bunun yanisira KIR genlerinin
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kopya sayisi da farkhlik gésterebilir. Bu farkhliklari arttiran énemli bir etken KIR
genlerindeki polimorfizmdir.

KIR Genlerinin Allelik Polimorfizmi:

KIR genomik bélgesindeki farkliliklara allelik polimorfizmler édnemli bir
katkida bulunur. Tim KIR lokuslarinda nokta mutasyonlari veya homolog
rekombinasyonlarla  olusan allelik  polimorfizmler  saptanmigtir.  KIR
polimorfizminin iglevsel anlami bazi polimorfizmler disinda halen tam olarak
cozllememistir’. Ornegin KIR2DS4*001 alleli normal aktive edici KIR2DS4
ylizey molekllini kodlamaktayken KIR2DS4*003, KIR2DS4*004 ve
KIR2DS4*006 delesyona ugramis variant allellerdir ve eksprese edilmeyen
allelik formlardir. Bu variant allellerin homozigot oldugu ve aktive edici reseptér
olarak sadece 2DS4 tasiyan bireylerin bu molekdillerinin iglevsiz oldugu ve bu
kisilerde immUn cevabin devamlilidinda KIR2DL4 molekdlinin hem inhibe hem
aktive edici 6zelligi rol oynamaktadir 4>,

Avrupa Molekuler Biyoloji Laboratuarina (European Molecular Biology
Laboratory, EMBL) bagh Avrupa Biyoinformatik Enstitisi (European
Bioinformatics Institute, EBI) KIR allelleri icin bir database olusturmustur (tablo

3).

Tablo 3: EMBL KIR bilgi bankasina 15.05.2008 tarihine kadar girilmis olan allel

tipleri ve sayilari *.

Allel Bilgileri

KIR allgllzri 292
KIR alielleri
Gen 201 2DL2 2003 20L4 2DL5 2051 2052 2053
Alleller 15 5 T 26 21 12 10 T
Proteinler 10 5 7 12 11 8 = 3
Mull allel 0 0 0 0 0 0 0 1
Gen 2054 2055 aDL1 aDs1 abL2 aoL3 20 oM
Alleller 11 10 45 14 38 39 3 ¥
Froteinler 7 2 43 12 M 34 0 0
Mull aliel 0 0 1 1 0 0 0 0
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KIR Genlerinin Dizilimi ve Haplotipik Degiskenlik

KIR genlerinin DNA segmentindeki yerlesimi surekli genisleyen ve
kontraksiyon yapan bir bdlgededir. KIR haplotiplerinin tarihini gen
duplikasyonlari ve esit olmayan krossing over bélgeleri olusturmustur. KIR
lokuslarinin sayisinin bireyden bireye degiskenlik gdstermesi nedeniyle farkli
KIR haplotipleri olusmaktadir®®. Kromozom (izerindeki KIR gen diziliminin
farkihgr ile birbirinden farkli iki haplotip yapisi olusturulmaktadir®®. Her gen
yaklagik olarak 10-16 kb uzunlugundadir ve her gen cifti 2 kb’hik araliklarla
birbirinden ayrilmaktadir. KIR gen kompleksindeki varyasyon hem bazi KIR
genlerindeki allelik polimorfizmlerle hem de haplotipler Uzerinde bulunan
genlerin sayisi ve tiplerindeki farkliliklariyla ortaya gikmaktadir > 4.

Haplotiplerin her iki grubu da simdiye kadar analiz edilen butin
populasyonlarda gérilmis olmakla beraber, oranlar farkli irk ve etnik gruplarda
degismektedir'®. Ancak KIR gen lokusunun genis genomik dizilemesi sonuglari
ve populasyon c¢aligmalarinin sonuglari 4 KIR geninin hem A grubu, hem de B
grubu haplotiplerde ortak oldugu izlenimini vermektedir. Bunlar sentromerik
sinirda yer alan KIR3DL3 geni, telomerik ugta yer alan KIR3DL2 geni, KIR gen
kiimesinin ortasinda yer alan KIR2DL4 ve KIR3DP1 genidir®®. KIR
haplotiplerindeki gen sayilarinin ve tiplerinin degisik olmasina ragmen, 2DL4,
3DP1, 3DL2 ve 3DL3 genleri hemen hemen her haplotipte bulunmakta ve
cerceve genleri (framework lokus) olarak adlandiriimaktadirlar®. Diger genlerin
tamami total haplotipik havuzun bir parcasi olarak bulunmaktadirlar. Tek bir
haplotipte eksprese olan KIR sayisinin, temel olarak aktive edici KIR lokusunun
olmasina veya olmamasina dayanarak, 7 ile 12 arasinda oldugu
varsayllmaktadir® *> *°. Haplotipler gen icerigine dayal olarak A ve B olarak iki
gruba ayrilmiglardir. Bu ayirim southern blot analizi ile belirlenen 24kb’lik Hindlll
fragmaninin varligina dayanarak yapilmistir 2.

Haplotip A da 7 lokus (2DL1, 2DL3, 2DL4, 2DS4, 3DL1, 3DL2 ve 3DL3)
bulunmaktadir. Haplotip A ile B arasindaki en énemli fark icerdikleri stimtlator
reseptorlerin sayisidir. Haplotip A sadece bir stimilatér KIR geni igerirken
(2DS4) Haplotip B 2DS1, 2DS2, 2DS3, 2DS5, 3DS1 ve 2DS4 (n farkh
bilesimlerini igerir. Ayrica 2DS4 geninin populasyonun %84 inde null alleli
bulunmaktadir (allel frekansi olarak % 60) “°. Bundan dolayi, bazi bireyler
stimilatér KIR geni icermeyen A haplotipi icin homozigot olabilirler’”. Her iki
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haplotip grubu KIR2DL ailesinin karakteristik elemanlarini icermektedir*®. A
haplotipi KIR3DLS3, -2DL3, -2DL1, -2DL4, -3DL1, -2DS4 ve -3DL2Yi igerir. A
grubu haplotipi hem KIR2DL1 hem de KIR2DL3’Un varligi ve ayni anda
KIR2DL2'nin yoklugu ile karakterizedir®®. B grubu haplotipleri igin bunun tam
tersi gecerlidir. Yani KIR2DL2'nin varligi ve ayni zamanda KIR2DL1 ve
KIR2DL3'Un olmamasi ile belirlenen haplotip grubu B olarak isimlendirilir (sekil
13, sekil 14) ¥

haplotip &
iDL3  20L3 DA 2001 3DP1 2004 3DL1 2054 DL
haplotip B
DL  2D82 2DL2 3DPY 2Di4  3DS1 2DLS  2DS88 2081 3DL?

Sekil 13: KIR Haplotiplerinin gen dizisi*°.

Gergceve genlerinin bulunmasina ragmen ortaya c¢ikan bu degisken
poligeni HLA-DR de goérilen poligeni ile analogtur. HLA DR lokusunda DRA
genleri her zaman bulunmakla birlikte DRB genlerinin sayisi degiskendir. Beyaz
irkta haplotip A ve B frekanslari yaklasik olarak birbirine egittir. Gen icerigine
bakildiginda ise haplotip B subtipleri agisindan daha blyldk bir varyasyon
gdstermektedir™.
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Sekil 14. Populasyonlarda bulunan farkli KIR haplotiplerinin sematik géranima.

1.

haplotip, grup A haplotipini gésterirken, digerleri B haplotip grubundandir.

Tam haplotiplerde bulunan, cerceve genleri gri renk ile, aktivatér reseptérlerin

kodlandigi genler kirmizi, inhibitér reseptérlerin kodlandigi genler ise yesil ile

gosterilmisgtir. KIR2DP1 psddogendir ve sari ile gdésterilmistir. Framework
genlerden KIR2DL4 hem aktive hem inhibe edici, KIR3DL2 inhibe edici
reseptdrlerdendir, KIR3DL3'Un fonksiyonu bilinmemektedir, KIR3DP1 ise

psddogendir °'.

(98]
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Yapilan c¢alismalarda akraba olmayan bireylerde 250’nin Gzerinde farkli
KIR profili tanmimlanmistir. Bazi farkli gen iceren haplotipler ise segregasyon
analizi ile gosterilmigtir. Daha fazla sayida birey ve aile taranarak bu sayinin
artacagi tahmin edilmektedir.

KIR bdlgesinin esit olmayan kromozomal parga degdisimi (crossing over)
sonucunda bu bdlgenin genislemesi ve kontraksiyonu gerceklesebilir. Bu olay
sonucunda iki veya daha ¢ok gen kopyasi igeren KIR haplotipleri tek haplotip
Uzerinde bulunabilir ve gen dizisinin rearanjmanini saglayabilir. En son bulunan
KIR geni 2DL5'tir*®. Segregasyon analizleri tek 2DL5 lokusundaki allellerin
aslinda tek bir haplotipte bulunan iki farkli lokustan olustugunu géstermektedir>
> llging bir sekilde, 2DL5A ve 2DL5B olarak adlandirilan bu genler, haplotipler
Uzerinde her iki geni de iceren, ardisik sekilde degil de nonresiprokal parca
degisimi gerektiren bir mekanizma ile lokalize olmaktadir. Her iki genin
ekzonlarinda ve intronlarinda %99'un (izerinde dizi benzerligi bulunmaktadir™
> 2DL4 ve 3DL1’de olmak (izere bazi KIR'larin silinmis oldugu en az bir
haplotip bulunmaktadir®®.

Baglanti Dengesizligi

Ayni kromozom veya haplotipde bazi allellerin birbirleri ile birlikte
g6rilme sikliklari beklenenden daha yuksek saptanmistir. Bu durum baglanti
dengesizligi (linkage disequlibrium) olarak ifade edilir. Farkli toplumlarda bu
beraberlikler degisiklikler gosterir. KIR lokusundaki polimorfik gen ciftlerinin
arasindaki baglanti dengesizligine yoénelik caligsmalar, 2DL4 (n telomerik ve
sentromerik boélgelerine yerlesen baz ciftleri arasinda giglu allelik dengesizligin
ortaya konmasiyla birlikte 6nem kazanmistir** *°. Yapilan diger calismalarda,
her ne kadar zayif olsa da lokusun kargilikli bélgelerindeki gen ciftleri arasinda
anlamh dengesizlik paternleri gdzlenmigtir. Genel olarak bugine kadar
g6zlenebilmis baglanti dengesizlikleri genler arasindaki fiziksel uzakliklarla
uyumlu olarak ortaya ¢ikmistir.

KIR Gen Dizileri

EMBL ve Ndukleotid Dizi Veritabaninda (EMBL Nucleotide Sequence
Database; EMBL-Bank) 100’ln Uzerinde KIR dizisi bulunmaktadir. Bunlarin bir
kismi parsiyel cDNA veya genomik dizilere sahip olmakla birlikte, bir kismi ise

tam uzunluga sahiptir. Gen bankasinda tanimlanmis fakat yeri belirlenmemis
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her KIR dizisi bilinen diziden % 2’den az farklihk gdsteriyorsa 6zgul bir KIR
geninin alleli olarak tanimlanir **°.

KIR Genlerinin Ekzon ve intron Yapilari

Farkh KIR genlerinin ekzon ve intron yapilarinin dizilimi temel diizenleme
ile son derece uyumludur: sinyal dizisi ilk iki ekzon tarafindan, her Ig bdlgesi (N
terminal ugtan baslayarak DO, D1 ve D2) uygun olan tek bir ekzon tarafindan
(sirasiyla ekzon 3-5), baglanti ve transmembran bdlgelerinin her biri ise tek bir
ekzon tarafindan (ekzon 6 ve 7) ve sitoplazmik bdlge ise son iki ekzon
tarafindan kodlanmaktadir *°.

KIR2DL1, 2DL2, 2DL3 ve tim 2DS genleri (tip 1, iki- domainli KIR
genleri) KIR molekdillerini G¢ Ig bdlgesi ile kodlayan identik bir genomik dizilime
sahiptirler. Bununla birlikte bu iki-domainli KIR genlerinde bulunan ekzon 3, (¢
baz ciftinin delesyonundan dolay! siklikla gercevede kalsa bile, sonu¢ olarak
kesilen bir psédo ekzondur. Tidm NK hcreleri en az bir tip 1 iki-domainli KIR
eksprese etmektedir®®. 2DL4, 2DL5A ve 2DL5B yi iceren tip 2, iki-domainli
KIRlar ise ekzon 4 (n olmamasi ile karakterizedir ve bunlarin protein
drinlerinde D1 domaini bulunmamaktadir. 3DL3 geni, ekzon 6 nin olmamasi
disinda, diger 3 domainli genler ile benzerlik géstermektedir. iki KIR psédogeni
tanimlanmis ve adlandiriimigtir. Bu psédogenlerden KIR2DP1 (KIRZ), KIR
2DL2 ve 2DL1 genleri ile yakin iligkilidir (nUkleotid diizeyinde 97% nin (zerinde
homoloji géstermektedir) ve iki psédoekzon (3. ve 4. psédoekzon) icermektedir.
2DP1’in psbddoekzon 3’0 tip 1 iki-domainli KIR genleri ile ayni sapmayi
g6stermektedir. 2DP1’in ps6doekzon 4’0 ise cergeve kaymasi sonucu stop
kodonunun ortaya ¢cikmasina yol acan tek baz cifti delesyonuna sahiptir *°.

ikinci KIR pstédogeni, 3DP1 (KIRX) in ise ucu kesilmis olup, genin degisik
formlari ekzon 2’nin ortadan kalkmasina yol acan 1,5 kb’lik delesyon ile
birbirlerinden farkhlik gdstermektedirler *.

KIR Ekspresyonu ve KIR Repertuvarinin Devamliligi

NK hicrelerinin klonal olarak dagiimis KIR repertuari Urettigi ve bunu
degisik NK hicreleri Gzerindeki yeniden dizenlenmesi olmayan degisik KIR gen
gruplari olusturarak yaptigi gosterilmistir. Genel olarak bireyin sahip oldugu tim
KIR genleri rastgele olusmaktadir ¥’. iki ya da daha fazla KIR geninin olasi tim
kombinasyonlari  farkh  NK  hlcrelerinde  eksprese edilebilir.  KIR
kombinasyonlarindaki farklillk 2 faktdrle sinirlanabilmektedir®®. Bunlardan
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birincisi batiin NK hucrelerinde KIR2DL4’Un ekspresyonudur, digeri de bitin
NK hicrelerinde (self) HLA Sinif | antijenine 6zgul en az bir adet inhibitér NK
hiicre reseptdéri olmasidir. Self HLA Sinif | ligandlariyla NK hcrelerinin
inhibisyonu uygun inhibitér KIR eksprese edilmediginde lektin benzeri inhibitor
reseptdr olan CD94: NKG2A ile gergeklestirebilir *°.

Farkh KIR ekspresyon paternlerinin olusmasinda KIR genlerinin promotor
bdlgesinde genetik olarak kodlanmis dizenleyici mekanizmalarin yani sira
epigenetik mekanizmalarin da rol oynadigi distinilmektedir’’. Ornegin DNA
metilasyonu bireysel hiucrelerde farkli gen ekspresyonu icin gereklidir. Yapilan
calismalarda KIR genlerinde sitozin guanin dinukleotidlerin kimelesme yaptigi
bdlgeler (CpG adalari) tanimlanmistir®®. Bu CpG adalari 2DL4 disinda eksprese
olan tim KIR genlerinde ortak yapiya sahiptir. KIR genlerinin metilasyon
durumu transkripsyonel aktiviteleri ile korelasyon gd&stermektedir. YUksek
metilasyon gbésteren CpG adalari eksprese olmayan KIR’larda bulunmakla
birlikte, ekprese olan KIR’larin metilasyona ugramadigi gdézlenmistir. Bu
korelasyon hem NK hticre serilerinde hem de taze elde edilmis NK hiicrelerinde
gdzlenmistir®®.

De novo KIR ekspresyonu NK hicrelerinde ve T hicre alt gruplarinda
uyarilabilmekteyken diger hticre tiplerinde bu olay gerceklestirilememektedir. Bu
da bize NK ve T hicrelerinde diger hicrelerde bulunmayan KIR’a 6zgl
transkripsiyon faktérleri oldugunu diistindirmektedir >°.

KIR molekullerinin  ylzey ekspresyonu genetik olarak ta kontrol
edilmektedir. Ornegin inhibitdr reseptdr olan 3DL1’in, 3DL1*004 allelik formunun
DO’daki 86. ve D1’deki 182. pozisyonlardaki kritik bdlgelerdeki degisimlerden
dolayr molekiliin hiicre ylizeyinde ekspresyonu gerceklesmemektedir®. Bu
allelik formda 3DL1 molekdulleri intrasellller olarak bulunmaktadir.

KIR’larin Transplantasyondaki Onemi

KIR ve Hematopoetik Kok Hiicre Transplantasyonu

KIR-MHC uyumsuzlugu NK hicre aktivasyonuna yol acar ve MHC
uyumsuz olan hdcre yok edilir. HLA tam uyumlu olmayan transplantasyonda
cok sayida alloreaktif NK hticresi olusumu akut GvHH gelisiminde etkilidir. NK
hiicrelerinde bulunan KIR reseptérlerinin diger hicrelerle tam uyumlu MHC tip |
moleklll yoluyla etkilesmesi ise NK hicre Uzerine inhibitér etki géstermektedir.
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NK htcreleri alici immin sistemi hedefleyerek rejeksiyonu énlemede de etkili
olurlar ™.

NK hucreleri kendine toleransli olmakla beraber, HLA ekspresyonunun
dlzenlenmesinin bozulmasina yol agan malign hiicreler ve viral olarak enfekte
hiicrelerin taninmasinda allogenik hicrelerin HLA ligand yoklugunu saptayabilir.
NK hucrelerinin dogustan bir alloreaktif repertuarinin varliginin hematopoietik
kdék hicre naklinde (HKHN) bu hicre tipi icin énemli iglevler gérdigu ileri
sUriilmistir®. Murin tirll LRC KIR genlerine sahip olmamasina ragmen islevsel
anlamda esit gérinen Ly49 reseptérleri bu alloreaktif yanittan sorumludur.
Polimorfik insan NK reseptdrlerinin tanimiyla birlikte insan populasyonundaki
benzer etkilerin olabilecegi disinilmistir 2. Hematopoietik kdk hiicre nakli,
miyeloplastik sendromlar ve hematolojik timérlerin bazi tipleri igin tedavi edici
bir terapidir. Ayrica otoimmun hastaliklar ve bazi solid timérler igin bir tedavi
olarak kabul gérmistir. insanda MHC polimorfizmin yiiksek diizeyde
olmasindan dolayi bir hematopoetik kdk hicre transplantasyonunda dondr igin
en iyi aday HLA-uyumlu-kardesdir. Bu durum hastalarin yaklasik %25’ inde
mimkiin olabilmektedir ®* . Hasta ve donériin HLA C uyumsuzlugu graft
rejeksiyonu ve akut GvHH sikhginda artis ile karakterizedir ki bu NK
hiicrelerince yénetilen allo-tanimaya isaret eder®. llgili HLA ligandlarinda hasta
KIR genotipine gére uyumsuzluk nakil sonuglari Gizerine bazi etkiler yapmistir®.
Bu etkileri siralayacak olursak birincisi alloreaktif donor NK hicrelerinin GvHH’i
hasta dendritik hicrelerinin selektif olarak oéldurtlmesi ile azaltmasi, ikincisi
hasta T hdcrelerinin 6ldirilmesi ile graft rejeksiyonunun &nlenmesi ve
dclnclsl ise rezidiel alici timdér hicrelerinin tahrip edilmesi ile Graft versus
Lésemi olarak dzetlenebilir '°. Yapilan arastirmalarda akut miyeloid I16semide
hastaliksiz sagkalimda da yararli NK hicre etkileri goérilmis ama akut lenfoid
|6semi hastalari icin bu miimkiin olmamistir®. Kiicik bir grup hasta Gzerindeki
genetik c¢alisma GvHH’in gelisimi ile KIR2DS aktivatér reseptér varligi
arasindaki ters iligkiyi ortaya koymustur °” 8.

KIR ve Solid Organ Transplantasyonu

Bébrek transplantasyonu da dahil olmak U(zere tim solid organ
transplantasyonlari icin hayvan modellerinde yapilan deneysel ¢alismalarla NK
hiicrelerinin rolii ortaya konmaya calisiimaktadir®. Akut redde NK hiicrelerinin
sayisinin arttigr  g6sterilmistir. Degisik 16kosit belirtecleri kullanilarak NK
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hiicrelerinin erken dénem redde renal grefti infiltre ettigi, bu dénemi takiben T
hiicre ve makrofajlarin akininin izledigi bildiriimistir*®. Deney hayvan modelleri
ile yapilan calismalarda kronik vaskller red ile organlarin reddinde NK
hicrelerinin énemli bir rol oldugu ileri strllmustir. KIR2DS2 ve onun HLA-C
ligandlari vaskuler sorunlarin gelisimi icin bir risk faktéridar ve NK hicreleri
dogrudan aktif olan vaskiiler endotel hiicrelerince taninmaktadir’™ ®°. KIR
molekullerinin NK hcreleri diginda T hicre alt gruplari Uzerinde de eksprese
olmalari nedeniyle kronik redde de etkili olduklari dutsdndlebilir. KIR'lar
vaskulerize organ greftleri derinligine c¢alisiimamigtir. Deneysel hayvan
modellerinde NK hcrelerinin KIR’lar aracihdi ile redde rol oynadidi ileri
sUrdlmistdr. Benzeri rolin kronik vaskuler redde de olabilecedi rapor
edilmistir'® 138,

KIR’larin Hastaliklardaki Rolleri

KIR genlerinin niteliklerinin belirlenmesi ve haplotiplerinin tanimlanmasi
cok yeni oldugu icin bu genlerin 6zgul hastaliklarla iligkisini g6steren kisitli
sayida calisma bulunmaktadir. NK hicrelerinin KIR reseptérlerini kodlayan
genlerinde ortaya ¢ikan bazi farkhliklarin gesitli hastaliklarla iligkili oldugu ortaya
citkmistir. KIR reseptérlerinin hastalikla baglantisiyla ilgili genetik calismalarda
viral enfeksiyonlar ve otoimmun hastaliklar basi c¢ekmektedir’>. MHC ile
otoimmun hastalik baglantisi 6zgul KIR'larin bu hastalik gruplariyla da iliskide
olabilecegini dusindirmektedir. KIR’larin ayrica gebelik ve hematolojik
hastaliklarda da dnemli rol oynayabilecedini gdsteren bulgular vardir (sekil
15)7% 7 72 KIR reseptérlerindeki farkliliklar ve bu genlerin islevleriyle ilgili
ipuglari genelde fare Ly49 geninde yapilan galismalarla ortaya ¢ikmaktadir.

43



7N

2DL1: HLA-C hys &0
homozigotiuk

inhikizgyonun cok fazla oldugu
durumiar

AR haplotip

Selektif Aktivazyon
- Peoriasis: 2051

aktivasvon
artisi

-Romateoid Artrit vaskiliti: 2052
-Pre eklemsi: 2DL1:HLA-C s 80

-hepatoselliler karsinomdan

inhibisyonun daha az oldugu korunma: 3DS1+HLA-Bw4 lle80

durumlar
-Hepatit C

2DL3: HLA-C Asn 80
-Rekirren spontan abortus

-HMN yavas progresyonu:
J051+HLA-Bw4 lle30

-5ervikal neoplazi Artmiz aktivasyen
-p=oriatik artropati
inhibisyon 2003 HLA-C Asn 80
artisi homozigotiuk BB haplotip

Sekil 15: KIR genlerinin farkli hastaliklarla iliskisini gésteren sematik resim'®.

KIR ve infeksiyon Hastaliklari

Viral Enfeksiyonlar

NK hdcrelerinin viral enfeksiyonlardaki énemli rolt, KIR ve HLA sinif |
ligandlarinin 6zellikle insan immun yetmezlik virist (Human Immunodeficiency
Virus; HIV), hepatit C virist (HCV) ve sitomegalovirtis (CMV) enfeksiyonlarinda
arastiriimasina neden olmustur’ " 7>,

HIV

HIV’le enfekte bireylerde HLA Bw4 (KIR3DL1 ve KIR3DS1 ligandi)
homozigotlugunun CD4+ T hlcre sayisindaki azalma ile iligkili oldugu
gOsterilmigtir. HIV ile enfekte olan binden fazla bireyin analizinde; KIR3DS1
genotipi ve HLA-Bw4+ alellerinin bir alt kiimesi MHC sinif | agir zincirinin 80.
pozisyonunda izolésine sahip (Bw4ile80) aktiflestirici KIR-HLA birlikteligi, bu
birlikteligi olmayana gére daha yavas ilerlemektedir’®. Bw4ile80’in yoklugunda
KIR3DS1, bu iki alellin sinerjik etkisini gésterdiginden koruyucu degildir’’.
Simdiye kadar KIR3DS1'in ylzey ekspresyonu tam olarak kanitlanmamigtir;
buna ragmen islevsel deneylerde KIR3DL1 allotipleri igin bir ligand olarak
Bw4ile80’in Bw4+'den daha gUcli oldugu gérilmektedir. Yapilan galismalarda
HLA-Bw4’ln etkisinin AIDS'’in ilerlemesi igin engelleyici bir faktér oldugu
bulunmustur. HIV enfeksiyonunda ortaya ¢ikan bu durumun NK hdcreleri mi
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yoksa T hicreleri Gzerindeki KIR8DS1’in mi ekspresyonu oldugu net degildir. T
hicre reseptérine kargl olusturulan sinyaller, KIR-HLA etkilesimleriyle
diizenlenebilmektedir'®.

KIR3DSI aktiflestirici reseptori ile HLA-B allelinin birarada olmasi HIV-1
infekte AIDS hastalarinda gecikmis progresyona neden olmaktadir. Bu bulgular,
daha énce belirlenen HLA-Bw4 homozigot kisilerde HIV-I ile olusan viremi ve
AIDS progresyonundan korunma bulgusu ile uyum géstermektedir.

Hepatit C Virasu (HCV)

Hepatit C ile enfekte hastalarda KIR ve HLA genotiplerinin
incelenmesiyle inhibitér reseptér KIR2DL3’Un HLA-CAsn80 ile birlikteliginin
koruyucu reseptor ligand cifti oldugu gdésterilmistir, ancak bu koruma sadece
enfeksiyonun dlslUk oldugu ve genlerin homozigotlugu olan bireylerde
desteklenmistir’®. Bu, HCV'de koruma igin sayisal bir model olusturmakta ve
hem KIR2DL3 hem de HLA-CAsn80 icin homozigot olan bireyler
KIR2DL2/KIR2DL3 i¢in heterozigot olan bireylerden sayica daha fazla KIR2DL3
korumasiyla inhibe olan NK hiicresine sahiptirler’>. Bireylerin yaklasik
%99'unun KIR2DL1-pozitif olmasindan dolayr HLA-CAsn80/HLACLys80 igin
heterozigot bireyler, KIR2DL1 tarafindan inhibe edilmis NK hiicre havuzuna
sahiptirler. Bu sonuclar ayni zamanda, koruyucu etkinin NK hdcrelerinde T
hiicrelerine gore daha belirgin oldugunu agiklamaktadir.

Hepatit C ile infekte hastalarda infeksiyonun ¢6zilmesinde 2DL3
homozigotlugu ve iki grup 1 HLA-C allel varliginin etkili oldugu gdsterilmistir®®.

Sitomegalovirus (CMV)

NK hiicre vyetersizligi olan bireyler herpes virus enfeksiyonuna
yatkindirlar. NK hicreleri CMV enfeksiyonlarinda hizli ve efektif immin yanit
olusumu icin gereklidir’®. Bununla birlikte, bu virisin MHC sinif 1
ekspresyonunu tetikleyen mekanizmalari olmasina ragmen CMV ye immin
yanitta rol oynayan &zgil bir KIR tanimlanamamistir®. NK hiicrelerinin timiinde
KIR2DL1 eksprese edilen bir bireyde CMV’nin de icinde bulundugu yinelenen
enfeksiyonlar gérilmistir®’.

NK hiicre aktivasyon reseptdri Ly49 H ile ilgili arastirmalar bu reseptérin
fare sitomegalovirusiine kargi gelistirilen direng de yasamsal rol oynadigini
gOstermektedir. Fare sitomegalovirlis proteini m157’nin NK hilcre aktivasyon
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reseptdrl Ly-49 H'nin ligandi oldugu saptanarak reseptdérin direncle ilgili rolt
dogrulanmistir® %3,

KIR ve Gebelik

NK hicrelerinin gebe uterusun desiduasi ve fetal trofoblastin
implantasyonuyla ayni zamanda gerekenden daha fazla sayida olduklari
bulunmustur. Yetersiz plasentasyon, ylkselen kan basinci ve idrarda protein,
epileptik hastalik ataklari, gelisen fetus ve anne 6lUmuU ile karakterize edilen
eklampsiye neden olan bir mekanizmadir. Yeterli plasentasyonun tremede
6nemli oldugu ve NK hicrelerinin bu iste ©6nemli bir roli oldugu
distnulmektedir. Trofoblast maternal NK hicre iglevlerini dizenleme
potansiyelini gésteren NK hicre reseptérleri, HLA-A ve HLA-B’den ¢ok HLA-C,-
E ve —G icin HLA sinif 1 ligandlari ile iliskidedir®* . Maternal KIR ve fetal HLA
tipleri icin calismalar bu genlerin pre-eklampsinin gelisimi igin risk faktorleri
olabilecegini 6ne sirmektedir. Pre-eklampsi ¢calismasinda, A haplotipi hastaligin
gelisimiyle distk derecede korelasyon géstermektedir; bu disik korelasyon en
azindan bir HLA-CLys80 alelli iceren fetus korteksinde guclendirilmis olarak
bulunmustur. KIR2DL1: HLA-CLys80 etkilesiminin daha gUcli bir inhibisyon
yaptigi bulunmustur®. Bunun yani sira, annede sunulan KIR genlerinin
aktiflestiriimesinin ve pre-eklampsinin geneli arasinda bir iligki izlenmistir. Bu
veri ayni zamanda gugcll inhibitdér sinyallerin ve zayif aktivatér sinyallerin
preeklampsi ile iligkili oldugunu gdstermektedir®”. Cinkii populasyon analizi AA
KIR ve HLA-CLys80 haplotipleri arasinda bir uyum oldugunu gdéstermektedir.
Butln sonugclara bakilirsa, bu mekanizma KIR2DL1: HLA-CLys80 ‘in KIR2DLS:
HLA CLys80’e gbre daha kuvvetli inhibitér sinyal génderdigi hipotezi Gzerine
kurulan Hepatit C modeline yakin bir mekanizma olarak goérilmektedir. Esler
arasinda ortak HLA sayisindaki fazlalik tekrarlayan spontan abortusla iligkili
bulunmustur. Ozellikle HLA DQA1*0505'in esler arasinda ortak olmasiyla
tekrarlayan spontan abortusda artis oldugu goérist son calismalarda tartismali
hale gelmistir'>.
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KIR ve Otoimmiin Hastaliklar

Romatoid Artrit

KIR2DS2 molekill CD4+ CD28- sitotoksik T hicrelerinde eksprese
oldugundan Romatoid vaskulit gelisiminde anlamli sekilde artig gésterir. KIR
aktivasyonunun uygun sinyallesmesinde adaptdér molekil olan sitotoksik hicre
aktivasyon reseptért baglantili protein (KARAP) / DAP-12 dogrudan KIR2DS2
ile aktiflegtirilebilir. Bu inflamatuvar reaksiyonu surdirmek igin baska bir
mekanizma 6nerilmektedir. Romatoid artritli bireylerin bir alt grubunda romatoid
vaskulitle KIR2DS2 (aktiflestirici bir KIR) arasindaki iliskiye isaret edilmektedir.
Bu calismalar, KIR'In asil olarak NK hcreleri izerinde agiklanmasina ragmen,
T hUcrelerini degistirmek icin ekstra 6zelliklere sahip oldugunu ve bdylece
kazanilmis immun yaniti direkt olarak etkiledigini aciklamaktadir’'.

Tip | Diabetes Mellitus

Diyabetiklerde KIR2DS2 ve KIR2DL2'nin kontrollere gére azaldigi
saptanmigtir. Tip | diyabetlilerdeki otoreaktivitenin nedeninin inhibitér KIR ile
regllasyonun olmadidi durumlarda aktivatér KIR frekansinda artma oldugu
distnUlmektedir. Aktivatér KIR molekdlleri, 6ézgial HLA ligandlarinin oldugu
durumlarda, T hicre mediatérligindeki immin yanitin hizli indiksiyonunu
saglamaktadir. Tip | diyabetin aktivatér KIR’larin kostimilasyonu ile aktiflesen T
hicreleri aracihgiyla basladigi disindlmektedir. Buna ek olarak yapilan
calismalarda HLA allelleri agisindan yiksek risk tagiyan bireylerde KIR2DS2-
HLA ligand giftlerinin, inhibitér KIR-HLA ligandi olmadigi durumlarda tip |
diyabet gelisimi icin ek risk olusturdugu gézlenmistir. KIR ve HLA sinif |
ligandlarinin  genetik dengesizliginin T hicrelerinin  pankreatik hcre
antijenlerine kargl olan ilgisini arttirdidi ve bu sekilde tip | diyabetin
patogenezinde rol aldi§i disiiniimektedir®®.

Psoriazis Vulgaris

Psoriasis vulgaris HLA sinif I molektli Cweé ile iligkili bir deri hastaligidir.
HLA sinif | alelli HLA-CLys80 grubunun bir elemani olup, KIR2DS1 (aktivator)
ve KIR2DL1 (inhibitdr) icin bir liganddir®. Psériatik artirit, HLA-Cw6 birlikteligini
paylasan benzer bir patolojidir ve bu hastaligin fenotipini degistiren ekstra
genetik bilegsenlere sahiptir. Psoriatik artropatili bireylerde yapilan genis bir
calismada bu hastaligin aktivator reseptéri etkileyen KIR ve HLA sinif |
haplotipleriyle iliskili oldugunu éne siirmektedir®®. Bu modelde, aktiflestirici KIR
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reseptdrlerinden birine sahip ve Cl ya da C2 grubu HLA C ligandlarini
homozigot olarak tasiyan bireylerde psdriatik artropati olusma riski yulksek
bulunurken, aktiflestirici KIR reseptérinl hi¢ tagimayanlarda hastaligin olusma
riski yok denecek kadar azdir®'.

Behcet Hastaligi

Behcet hastaligi (BH) oral ve genital aftéz Glserasyonlar, Gveit ve deri
lezyonlari ile karakterize inflamatuar bir hastaliktir. Etyopatogenezi yeterince
bilinmemektedir. Bazi mikrobiyal ajanlarla birlikte diger ¢cevresel etkenlerin ve
bazi genetik faktérlerin de neden oldugu immunolojik anormallikler hastaligin
ortaya ¢ikmasinda énemli bir rol oynar. Dogal &ldirici hicreler sitotoksik
aktiviteleri ve sitokin Uretmeleri sayesinde immunolojik agidan énemlidir. BH’da
hastalarin periferik kaninda artmis sayida NK hdcresi (daha disik aktiviteli)
oldugu bildirilmektedir®.

Hematolojik hastaliklar

KIR’larin hematolojik hastaliklardaki rollerinin genetik ve fonksiyonel
calismalar ile ortaya konulmasi ile bazi hastaliklarin tani, patogenez, prognoz
ve tedavi asamalarinda yol goésterici olabilecegi gdsterilmistir. Hematolojik
malignensilerle ilgili az sayida calisma bulunmaktayken, kemik iligi
transplantasyonu ile ilgili daha kapsamli calismalar bulunmaktadir'®.

Biyulk Graniuler Lenfositik Losemi (LGL)

Bu hastalikta KIR’lar klonlagsmanin belirteci olarak gbérev almakta ve
hastaligin patogenezinde rol aldiklari digtntlmektedir. BlyUk grandler lenfositik
|6semiler, sitotoksik T hicrelerinin (T-LGL) veya Natural Killer hiicrelerinin  (NK-
LGL) klonal proliferasyonu ile ortaya c¢ikmaktadir (97). Hastallk durumunda
efektér bellek T hicreleri CD45RA+CD27-CD28-CCR7—- hicrelerine
doénasarler.  Saghkli  kisilerde bu subpopulasyonlarda T hicreleri  KIR
ekspresyonu yapmaktadir. T-LGL olgularinin % 48’'inde CD158a’nin (KIR2DL1
veya KIR2DS1), CD158b’nin (KIR2DL2, KIR2DL3, veya KIR2DS2), CD158¢e’nin
(KIR3DL1) antikoru olan tek KIR ekspresyonu gdésterilmistir. Bu da T-LGL
olgularinda klonal ¢ogalmay! desteklemektedir(99). T-LGL hastalarinda
eksprese edilen KIR icin HLA sinif | ligandi bulunmayanlarda® splenomegali,
sitopeni goérilmekte ve tedaviye ihtiyac duyulmakta iken, KIR-MHC sinif |
uyumu olan bireylerin ise asemptomatik seyrettigi bildirilmektedir.
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NK-LGL’de ise hastalarin % 36'inda KIR gérilmekte ve klonal olarak
eksprese olmaktadir. Zambello ve arkadaslari onsekiz NK-LGL vakasinin
onbirinde hlcre ylzeyinde eksprese olan KIR'lari 6zgil mAb boyanmasi ile
gb6stermislerdir. Vakalarin onl¢ tanesine genotipleme yapilmis ve higbirinde
inhibitér grup A haplotipi icin homozigotluk saptanmamis fakat heinde siklikla B
grup haplotiplerinde bulunan en az bir aktiflestirici KIR saptanmigtir. Buna ek
olarak yedi hastadan islevsel data biriktiriimis ve hepsinin aktiflestirici KIR
fonksiyonu sergiledigi gorilmistir™.

Kutan6z T Hucreli Lenfoma

Kutan6z T hacreli lenfomalar, mikozis fungoides, sezary sendromu ve
CD30+/— pleomorfik T-htcreli lenfomayi da igine alan, deri tutulumu ile giden
heterojen grup lenfomalardir. Yapilan calismalarda sezary sendromlu
hastalarda CD4+ timér hicrelerinde selektif KIR3DL2 (CD158k/p140)
ekspresyonu oldugu gérilmistir®™. Yine mikozis fungoidesli hastalarda
CD158k’nin in situ CD4+ klonal hiicreleri ayirabildigi gdsterilmistir®.  Bu
inhibitdr reseptdériin bu hastaliktaki roli hala tam olarak acgiklanamamis
olmasina ragmen, ileride degerli bir tan1 markeri olabilir.

Akut Myeloid Losemi (AML)

Bu hastaligin patogenezinde KIR’larin rélini gbsteren sinirl sayida
calisma bulunmaktadir. KIR2DL2 ve KIR2DS2 ile I6semi gelisimi arasinda iligki
oldugu bildirilmigtir. AML hastalarinda tim inhibitér reseptérler ve sadece iki
aktiflestirici reseptoérinin (KIR2DS2 ve KIR2DS4) bulundugu 6zgil bir KIR
birlikteligi bildirilmistir ™.

Solid Tamorler

NK hicreleri, pek ¢ok farkh tGmér hiicresinin ortadan kaldiriimasinda ve
bazi timérlerde MHC sinif | ekspresyonunu azaltarak anti-timér immdn yanitin
ortaya cikmasinda gbérev almaktadir. Genetik dizeyde KIR'lar viral
enfeksiyonlarla iligkili maligniteler (izerine etkilidir. Ornegin insan papilloma
virisinin neden oldugu servikal neoplazilerde HLA ve KIR genotiplerinin
aktivasyonla iligkili oldugu bilinmektedir. Gucli inhibitér KIR:HLA reseptér ligand
iligkisi ile (HLA-CLys80 homozigot ve HLA-Bw4) hastalik koruyuculugunun
yiksek oldugu buna karsilik aktiflestirici reseptér KIR3DS1 iceren haplotip ve
bunun zayif iliskiye girdigi HLA ligandlarinin (HLA-CAsn80 homozigot ve HLA-
Bw4-) varligi durumunda ise hastaliga yatkinlik artmaktadir. Bu sistemde
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KIR3DS1’in genetik belirte¢ olabilecedi digtinilmekle birlikte aktiflestirici diger
haplotiplerin de hastanin viral enfeksiyon sonrasi inflamasyonunun artmasina
ve bu sekilde kansere yatkinhidin artmasina yol agtigi 6ne sartlmastir. Kronik
hepatit C sonrasi ortaya cikan hepatoselliler karsinomda ise KIR3DS1’in
HLABw41le80 ile kombinasyonu sonucu Hepatoselliler karsinoma Kkarsi
koruyuculuk oldugu bildirilmistir®”.

Yine malign melanoma’da HLA-CLys80— homozigot olan ve KIR2DL1:
HLA-C ciftlesmesi olan bireylerde géreceli koruyuculuk gériilmektedir .

Hepatosellller karsinomu infiltre eden NK hiicreleri saglikli karacigerde
bulunan NK hiicrelerinden daha az miktarda KIR ve NKG2A ekspresyonu
yapmaktadir®®. Diisiik KIR- ve NKG2A- ekspresyonunun tiimér blyimesinin
kontrollinde gérev aldigi distntlmektedir.

Tumér infiltrasyonu yapan T lenfositlerdeki, inhibitér KIR ekspresyonu, T
lenfosit islevlerini dizenlemekte ve kanser hicrelerinin  dldirtimesini
saglamaktadirlar’®. Soluble ligandlarin NK ve T hiicrelerinin yiizeylerinde
bulunan MIC-A ve —B ye baglanmasi icin ortama salinmasi ile bu hicrelerin
timoérler ile olan baglantisi bloke edilerek bu sekilde normal reseptér diizeyine
sahip NK hiicrelerin aktivasyon ve inhibisyon dengesi saglanir™’.

Populasyon Genetigi

Populasyon genetigi populasyonun ézelliklerini, bu &ézellikleri belirleyen
genleri ve genlerin dagilimini inceleyen bir genetik bélimadir. Populasyon
genetiginin amaci bir populasyonun genetik igerigini, yani genetik varyasyonun
derecelerini ve bu icerigi belirleyen-degistiren giicleri anlamaktir.

Populasyon genetigi populasyonu olusturan bireylerin  genetik
6zelliklerinin populasyonda ortaya c¢ikma sikligini arastirir. Bu nedenle birgok
bireyin genetik Ozellikleri Uzerinde c¢alisir. Populasyonlar da insanlar gibi
dinamik bir yapiya sahiptir. Dolayisiyla bu topluluklar da degisik etkilere yanit
verme Ozelligine sahiptirler. Kisilerden farkl olarak degisik parametrelerle
tanimlanirlar. Bu parametreler; yogunluk, farkli dagilim, dogum hizi, 6lim hizi
ve allel sikh@i gibi ézelliklerdir. Populasyon kisilerden farkli olarak farklh 6zellik
gbsterir. Genetik bilginin timinU tagiyan populasyona “gen havuzu” denir.

Populasyon, ayni tlre ait, ayni cografyada yasayan ve potansiyel olarak
birbirleri ile eglesebilen bireylerden olusur. Calistigimiz tirin genomunda tek bir

genetik lokusu g6z 6énine alirsak, populasyon igindeki farkli bireylerin farkl
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genotiplere sahip olduklarini gérebiliriz. Populasyonun belirli bir genotipe sahip
kismina genotip frekansi denir.

Populasyonlar dinamik bir yapiya sahiptir. Dogum-6lim oranlarindaki
degisimlerle, gbcle ve diger populasyonlar ile karisarak buayUyebilir ve
genisleyebilir ya da kuagulebilir. Populasyonlarin dinamik dogasinin énemli
sonuglari vardir ve bu dinamik doga zamanla populasyonun genetik yapisindaki
degisikliklere yol acabilir'%.

Populasyonlarda Hardy-Weinberg Dengesi

Hardy-Weinberg kanunu belirli varsayimlar altinda allel frekanslarinin
nesilden nesile degismedigini gdstermektedir. Bu varsayim gergek
populasyonlarin karsilastigi bircok karmasik durumun bulunmadigi ideal bir
populasyonda gerceklesebilir.

Hardy-Weinberg kuralina gére bir populasyonda bulunan bireyler, diploid
ise, erkek ve disilerde gen frekanslari ayni ise (X Gzerinde yok), jenerasyonlar
overlapping degil ise (ebeveyn ile yavru jenerasyonu ciftlesmez), ciftlesme
rastlantisal ise, populasyon blUyUkligl sonsuz ise, gé¢ yoksa, mutasyon ve
seleksiyon yoksa populasyonu olusturan gen havuzundaki genlerin frekansi
délden dole sabit kalir ve bu tip populasyonlar kararli (dengeli) populasyon adini
alir. Hardy-Weinberg tarafindan tanimlanan ideal populasyonlar, gen ve genotip
frekanslari agisindan dizenlidir (stable) ve bir nesil siren rastgele eslesmenin
ardindan genotip frekanslari  allel frekansindan tahmin edilebilir.
Populasyondan elde edilen verilerin Hardy-Weinberg dengesine uyumunun test
edilmesi populasyon genetigi c¢alismalarinin gegerliligi icin oldukga ©6nem
tasimaktadir.

Dengede olan populasyona ait faktdrlerden biri veya birkacinin
degismesi durumunda populasyonun dengesi bozulur. Populasyondaki genlerin
frekansi degisir'%.

Populasyonlarda Gen Sikligini Degistirmeye Yonelik Etkenler

Hardy-Weinberg kuralina gbre populasyona ait gen havuzunda
mutasyon, gé¢, seleksiyon, izolasyon gérilmedigi sirece gen havuzunun gen
frekansi degismez. Ancak, genellikle populasyondaki genlerin frekansi degisir.
Populasyonda genlerin frekansinin degismesine etki eden faktérler; mutasyon,
seleksiyon, genetik kayma, gen akimi, izolasyon ve rastgele olmayan

evliliklerdir'®.
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Mutasyon

DNA’da herhangi bir nikleotid yerine baska bir nikleotid gelirse ifade
ettigi mMRNA ve kodladigi protein yapisinda farklihk gdsterir. Dolayisiyla
populasyon genetiginde mutasyon denildigi zaman mutlaka protein zincirindeki
degisiklikten bahsedilir. Mutasyonlar c¢ok seyrek olarak g6rulir. Ancak
toplumdaki gen sikliklarini degistirirler'%.

Seleksiyon

Mutasyonlar toplumun gen havuzuna yeni genleri dolaysiyla yeni
fenotipleri sokma egilimindedir. Mutasyonla ortaya g¢ikan nitelikler s6z konusu
kisi icin zararli, yararli ya da ne zararli ne de yararl olabilir. Etkileri ne olursa
olsun gen havuzuna yeni giren mutasyonlar bir stizgecten gegirilir. Bunlarin bir
kismi bir sonraki kusaga gecmeden elenirler. Bir kismi ise bir sonraki kusakta
etkilerini gbsterebilirler

Seleksiyon, mutasyona ugramis genin normal allele gbére sonraki kusaga
gecme olasihgidir.  Gen havuzundaki mutasyona ugramis genleri
uzaklastirmaya calisan seleksiyon dogal oldugu kadar yapay yollardan da
gerceklestirilebilir'®2.

Gen akimi

Toplumdaki gen sikligi, blylk capta gérilen géclerden etkilenmektedir.
Herhangi bir 6zgiin gruba disardan katilan kisilerin etkisiyle gen havuzuna yeni
genlerin eklenmesi gen akimini ortaya ¢ikarir. Blyik gégler, savaslar ve degisik
irklardan kisilerin evlenmesi topluma yeni genlerin eklenmesini saglar'%.

izolasyon (Ayriima)

izolasyon, gen frekanslarinin degismesinde ve evrimde rol oynayan en
dnemli etmendir. Bir populasyonun diger populasyonlarla genetik aligverisinin
kesilmesine izolasyon denir. Populasyonlari birbirinden ayiran en énemli etken
cografi izolasyonlardir. Cografi izolasyon sonucu meydana gelen populasyonlar
arasinda gen aligverisi olmazsa populasyonlar yavas yavas farkli hale gelir'%.

Rastgele olmayan evlilikler

Toplumda zararli ya da yararli resesif bir gen icin hem homozigot hem de
heterezigot kisiler bulunur. Eger toplumdaki kisiler rastgele degil de, érnegin
homozigotlar homozigotlarla, heterezigotlar heterezigotlarla evienecek olursa
dogacak homozigotlarin sayisi artmis olacaktir. Evlenecek kisilerin belirli kalitsal
6zelliklere gbre birbirlerini segmeleri yani rastgele olmayan evlilik yapmalari gen
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sikh@gmnin degismesine yol acgar. GUnku ister yararl, ister nétr etkili olsun bir
kisideki genler akraba evlenmeleri nedeniyle aile igerisinde kalir. Akraba
evlilikleri ayni gen ya da genotiplere sahip kisilerin artmasina yol agar'®.

Farkli Populasyonlarda KIR Gen Frekanslari

Populasyondaki KIR genotiplerinin farklihdinin ¢ nedeni bulunmaktadir;
bunlar haplotipik gen igerigi, allelik polimorfizmler ve maternal ve paternal
haplotiplerin kombinasyonudur. Bu Ug¢ bilesenin birlesmesi ile akraba olmayan
bireyler KIR genotipleri agisindan farklilik ortaya ¢ikarir ve diinya Ulzerindeki
farkli populasyonlarin ¢ok farkli KIR genotip frekansina sahip olmasina yol
acar®.

KIR gen farkliigina dayanarak dinya populasyonlari alti genis gruba
ayrilmistir: Afrikahlar, Kuzeydogu Asyalilar, Meksikalilar, Native Amerikalilar,
Asyali Hintler ve Avrupalilar. Birbirinden ayrilan bu populasyonlar, tarih éncesi
dénemde Afrika’dan baglayan U¢ blylk gbé¢ dalgasiyla agiklanmaktadir (sekil
16). Birinci gé¢ yaklasik 40,000-60,000 yil énce Afrika’dan ilk ¢ikisin oldugu
g6c¢ dalgasidir. Bu gb¢ dalgasi, Afrika’dan baslayip Suudi Arabistan, Hindistan,
Guneydogu Asya’'ya ve Avusturalya’'ya kadar uzanmaktadir. Afrika’dan
baslayan ikinci gdé¢ dalgasi yaklasik 20,000 yil édnce gerceklesmis olup, orta
Asya ve Gin’e kadar uzanmig oradan Behring Bogazi’ndan Amerika’ya gecerek,
Giney Amerika'ya kadar uzanmustir. Uclinci gé¢ dalgasi ise Avrupa’ya
uzanmaktadir. Bunun sonucu olarak Afrikalilarda ve Avrupalilarda Grup A ve B
KIR haplotipleri esit olarak dagilmistir. Buna karsilik birinci ve ikinci gé¢
dalgalarindan etkilenen populasyonlar grup A ve grup B haplotiplerinin icerigi
agisindan farkliliklar — gostermektedirler. ikinci gd¢ dalgasinin  erken
dénemlerinden etkilenen populasyonlar (Cinliler, Koreliler ve Japonlar yiksek
oranda grup A haplotipi igerirler ve bu populasyonlarin ¢ogu tek bir aktivatér KIR
geni tasirlar. Bu gb¢ dalgasinin ge¢c dénemleri ise native Amerikalilari etkilemis
olup bu bélgelerde grup B haplotipi baskindir. Blylk gbé¢ alan populasyonlarda
(native Amerika, Hindistan ve Avusturalya) grup B KIR haplotipleri ve Aktivator
KIR genlerinin frekansi yilksek olarak gdzlenmistir. ilging bir hipotez olarak bu
populasyonlardaki kazaniimig aktivatér KIR genlerinin blydk gdglerde bireylerin
sag kalabilmek icin cevre ile micadele edebilmesi amaciyla gelistigi
distnUlmektedir. Bu calismalar sonucunda, modern populasyonlarin KIR

dagihmlarinin belirlenmesinde, tarih éncesi gbé¢ dalgalari ve bunun sonucu
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olarak ortaya ¢ikan populasyon karigimlarinin belirgin rol oynadigini

cikarabiliriz'%.

Sekil 16: KIR genlerinin igerigi ile tarih dncesi goégclerin iliskisini gdsteren
mitokondrial populasyon genetigine goére hazirlanmis harita. Grup A ve grup B
haplotiplerinin dagilimina gére populasyonlar 3 gruba ayrilirlar: dominant grup A
haplotipleri tasiyan populasyonlar (haritada tg¢gen ile gdésterilmis), dominant
grup B haplotipleri tasiyan populasyonlar (haritada kare ile gésterilmis), ve esit
oranda AB haplotipi iceren populasyonlar (haritada daire ile gésterilmis). Chi
Han: Cin, Kor: Kore, Jap: Japon, Tha: Tayland, Gre: Yunan, Ckl: Cook Adasi
Sam: Samoan, Tok: Tokelau, Ton: Tongan, Bri: Britanyali beyazlar, Aus:
avusturalyal beyazlar, NIr: Kuzey irlandalilar, NY: New Yorklu beyazlar, AmC:
Amerikali beyazlar, His: Hispanikler, MK: Mollukurumba, Pal: filistinliler, Tri:
Trinidad Asyalilar, Pak: Pakistani, NIn: kuzey Hindistanlilar, Par: Paravar, Kan:
Kanikar, War: Warao, Bar: Bari, Yuc: Yucpa, Hui: Huichol, Pur: Purepecha, Tar:
Tarahumara, Wic: Wichis, Chg: Chiriguanos, AmA: Amazon Amerindian, Bas:
Bask populasyonu, AfA: Afrikali Amerikali, AfC: Afro-karaibliler'®.

KIR allellerindeki ve haplotipik yapilarindaki bu farkhliklar, birbirinden

farkli cografyalarda yasayan degdisik populasyonlara yansir. Yapilan
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calismalarda, bu hipotez ile uyumlu olarak, farkli populasyonlarda, farkli KIR
genotipleri ve gen frekanslari oldugu gériimistiir (tablo 4). Ozgill KIR
haplotipleri ve iki major haplotipik grup, populasyonlar arasinda etnik farkhhklar
gdstermektedir> % 19410516 "Gryn A haplotipi beyaz irkta ve japonlarda daha
sik goérulmekte iken (A haplotipi icin % 50’nin Uzerinde homozigotluk) . Buna
karsilik Hindistanlilarda, Filistinlilerde, Giliney Asyalilarda ve Afro-Karaiplilerde B
haplotipinde predominans gézlenmistir*’. Ornedin A haplotipinin frekansi

Japonlarda 75% iken Avusturalya Aborijinlerinde 15% oranindadir’® 0>

55, 106

Populasyon ici haplotip farklidi en cok Giney Asya’da gérilmekte iken en

az farklilik Japonlarda gérilmektedir'®.

Gunimizde KIR genlerinin  &zellikle transplantasyon reddi ve
hastaliklarla iliskisini gdsteren calismalarin sayisinin artmasiyla birlikte tim
toplumlarda bu konuyla ilgili populasyon taramalari yapilmaya baslanmistir. KIR
genleri ile ilgili birbirinden bagimsiz olarak yapilan bu ¢alismalar, 2003 yilinda
HLA icin hazirlanmis olan bilgi bankasina eklenilerek bir araya getirilmistir'®.
Bilgi bankasinda 77 farkli populasyondan 274 farkli genotip, 267 farkli allel
bulunmaktadir (EMBL nin bilgi bankasinda genotip sayisi bildirilmemistir, allel
sayisi ise 292'dir). Populasyonlar arasinda KIR haplotiplerindeki anlaml
farkhliklar belirlemek bu gruplar arasinda hastaliga yatkinliktaki varyasyonlarin

belirlenmesi acisindan énem tasimaktadir.
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Tablo 4: Farkh populasyonlarda yapilmis populasyon taramalarinin KIR gen frekanslari (* 2DS4*003)

Yunan || Cek C.| Almanya | irlanda || Hindistan| Cin |Japonya| Aborjin|| Filistin | Fransa || Guadelup | Senegal [ Finlandiya || Liibnan || Meksika
KIR gen (n=233) | (n=125)( (n=120) (| (n=154)| (n=72) |(n=104)( (n=41) || (n=67) || (n=105)|| (n=108)| (n=118) [ (n=90) (n=105) [ (n=120)|| (n=86

% % % % % % % % % % % % % % %

2DLA1 89 95 93 98 88 99 100 72 83 97 100 100 100 99 100
2DL2 50 59 56 47 79 17 17 78 62 50 61 55 44 59 43

2DL3 88 86 87 90 65 99 100 65 85 91 84 90 96 88 100
2DL5 — 35 44 37 79 35 39 — — 47 61 52 56 — 49
2DS1 43 43 37 38 54 33 34 82 44 36 38 13 43 41 42
2DS2 54 57 62 47 63 17 17 84 64 51 58 42 40 59 44
2DS3 37 36 28 30 43 13 17 81 37 31 33 24 24 38 17
2DS4*001-002 — 38 — — — — — — — — — — — — —
2DS4 88 74* 98 98 81 94 96 81 88 96 98 100 94 95 98
2DS5 21 26 26 31 47 23 28 — 27 27 32 30 40 31 40
3DL1 90 94 96 98 88 94 97 57 88 96 99 99 94 96 99
3DS1 46 38 — 39 39 33 33 78 39 44 24 4 51 36 42

Kaynaklar (107) | (108) (48) (109) (106) (110) (105) (104) (108) (41) (41) (41) (41) (111) (112)
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Turk Toplumunda KIR Gen Frekanslar

Hazirlanmis olan bilgi bankasinda Tirkiye’'den, istanbul Universitesinden
yapilmis bir calisma bulunmaktadir®®. Calisma Behget hastalarinda yapilmis bir
calisma olup, kontrol grubu populasyon olarak alinmistir. Bu caligmanin
sonuglarina goére toplumumuzdaki KIR genotiplerine bakildiginda, 2DL1 2DL3
2DL4 3DL1 3DL2 3DL3 2DS4 dizili genotipin en sik gorildigl (%27.2)
belirlenmigtir. 2DL1 2DL2 2DL3 2DL4 3DL1 3DL2 3DL3 2DS2 2DS4 genotipi
%13.6 oraninda goralirken, en sik goérilen 3. genotip 2DL1 2DL2 2DL3 2DL4
2DL5 3DL1 3DL2 3DL3 2DS2 2DS3 2DS4 olmustur ( gbértilme orani: %11.6)
(tablo 5). KIR Gen Frekanslari incelendiginde beklenildigi Gzere 2DL4, 3DL2,
3DL3, 3DP1 her bireyde bulunan aleller olarak gdéze carpmaktadir (tablo 6).

Tablo 5: Turk toplumundan bilgi bankasina girmis olan ¢alismada belirlenmis olan

KIR genotiplerinin oranlari®.
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Tablo 6: Tiirk toplumunda gérilen KIR genlerinin frekanslari %.

KIR GEN FREKANSI Frekans %
2DL1 98
2DL2 59,7
2DL3 85
2DL4 100
2DL5 55,2
3DL1 96
3DL2 100
3DL3 100
2DS1 36,4
2DS2 60,4
2DS3 35,1
2DS4 94,2
2DS5 28,6
3DS1 32,3
2DP1 96

3D0P1 100




GEREC VE YONTEMLER

Mersin ilinde Yasayan Populasyonu Etkileyen Etkenler ve

Populasyon Taramasina Uygun Ornek Secimi

Bu calisma, Temmuz 2007- Haziran 2008 tarihleri arasinda Mersin ilinde
gerceklestirilmigtir. Mersin, Turkiye'nin glneyinde Akdeniz'e kiyisi bulunan
Antalya ve Adana'nin ortasinda yer almaktadir. Cografik olarak 36-37° kuzey
enlemleri ve 33-35° dogu boylamlari arasinda bulunan ilin kara sinirt 608 ve
deniz sinir 321 km olup, yizélgima 15.953 km2'dir. Merkez dahil olmak Gzere
10 ilgesi (Mersin merkez, Anamur, Aydincik, Bozyazi, Camliyayla, Erdemli,
Gulnar, Mut, Silifke, ve Tarsus), 70 belediyesi ve 513 kdyl bulunmaktadir (sekil
17). Toplam nifusu 1.651.400, sehir nifusu 999.220 (% 61) ve kdy nifusu
652.180°dir (% 39). 1950 yilindan sonra Mersin ilinin ntfusu hizli ve strekli bir
artis gbstermistir. NGfus artis hizi %o 26.47, Mersin merkez ntfus artigl hizi ise

%o 29.00°dur. Yaz aylarinda kente 6 milyon kisi giris yapmaktadir '*°.

Mersin tarih boyunca pek cok uygarlida ev sahipligi yapmistir. Bu
bdlgedeki ilk yerlesimler M.O. 6000-5500 tarihlerinde neolitik dénem ile
baglamistir ve sirasiyla Kalkolittk Dénem, ilk Tung Gagi, Orta Tun¢ Caginda
yerlesim merkezi olmustur. Ayrica yine bu bdlge tarih boyunca Kizuvatna
Kralligi, Kue Kralhdi, Pers Kralligi, Selevkoslar, Romalilar, Bizanslilar, Anadolu
Selcuklulari, Karamanogullari ve Osmanl yénetimine girmistir. Mersin'in tarih
sahnesine c¢ikisi 19. ylzyilin ortalarina rastlamaktadir. Bu dénemde henlz bir
kdy olan bdlge, gé¢cmen bir Tlrkmen asiretine ev sahipligi yapar ve adini da bu
asiretten alir. Ozellikle Amerika i¢c savasi sirasinda diinyadaki pamuk kithgini
gidermek amaciyla Qukurova’'da gelisen pamuk Uretimi ve bélgenin 1866’da
demiryolu agina baglanmasinin etkisiyle Mersin hizla bliylimeye baglamistir. Bu
dénemde Cukurova’nin tarim drUnlerinin ihra¢ edildigi bir liman ve ticaret
merkezi haline gelmistir. Kurtulus Savasi déneminde dnce ingiliz isgali daha
sonra Fransiz iggaline ugramis ve 03 Ocak 1922’de kurtulmustur. 1924 yilinda
Mersin Vilayet olmus ve daha sonra 1933 yilinda Mersin'in, icelin Vilayet

Merkezi olan Silifke ile birlestiriimesi ile kurulan yeni ilin merkezi olmustur 3.
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Sekil 17: Mersin ilinin konumu ve ilgeleri'™®.

Galisma grubu olarak Mersin yéresinde dnceden belirlenmis alanlardan
(Akbelen, Anamur, Arpacsakarlar, Arslankdy, Aydincik, Bozyazi, Camliyayla,
Cavuslu, Dalakderesi, Degirmencgay, Emirli, Erdemli, Gdzne, Gilnar, Hebilli, icel
Merkez, Kalekdy, Karacailyas, Kazanli, Kepirli, Kocavilayet, Kirkcl, Mut, Silifke,
Tarsus, Tasucu, Tepekdy) populasyon taramasina uygun 200 kisiden érnek
toplanmistir. Bireyler galismaya alinma d&lgltleri agisindan ayrintilh bir sekilde
incelenmig, uygun olanlar galismaya davet edilip molekller inceleme igin kan

ornekleri alinmistir.

Arastirmaya alinan tim bireyler arastirma hakkinda bilgilendirilmis, bu
amagla hazirlanan Aydinlatiimis Onam Formu (Ek 1) okutularak, onaylari

alinmstir.

Yas, cinsiyet, dogum yeri, ka¢ nesil ayni yerde yasadiklari, kronik viral
hastaliklar, otoimmun hastaliklar (FMF, romatoid artrit, ankilozan spondilit, SLE),
kanser 6ykusu ve diger hastaliklar, ailede hastalik 6ykusu, kadinlar igin gebelik
ve disUk hikayesi gibi verileri iceren bir Hasta Takip Formu (Ek 2)

dizenlenerek, bu form calismaya alinan tim bireyler icin doldurulmustur.

Hasta ve kontrol gruplarindan genetik galisma igin
etilendiaminotetraenoik asit’'li (EDTA) tipe alinan kan érnekleri 2-8°C’de ¢alisma

glnlUne kadar saklanmistir.
Hasta ve kontrol gruplarinda caligilan parametreler:

¢ KIR tiplendirilmesi

60



Arac ve Gereg

Calismada kullanilan cihazlar:

Luminex'® cihazi ve XY Platform (Tepnel Lifecodes)
DNA izolasyon cihazi (Genovision GenoM-6 Biorobot EZ1)
Thermal cycler (Corbett Research)

Isitict blok (Wealtec HB-1)

Sonikatér (Branson 200 Ultrasonic Cleaner)
Mikrosantrif(j (Sigma Sartorius 1-15)

Vorteks (Velp Scientifica)

Bilgisayar (Dell Optiplex PC)

Yazici (Lexmark)

vV V V V V V V V V V

Sogutucu (Bosch)

Galismada kullanilan diger malzemeler:

Eppendorf tlpd (Isolab 1.5 ml’'lik)

0.04 ml %7.5’luk EDTA-Kjz igeren 5 ml’lik cam tip

Otomatik pipet (Labmate, Gilson Pipetman)

PCR tiupleri ve kapaklari (AB Gene. 2ml Thermo Strip, No.AB0451/G)
96 kuyucuklu Thermal cycler (PCR) plate’i (Costar No6509)
Microseal Film (MJ Research, Inc. No.MSA-5001)

YV V V V V V

Calismada kullanilan kitler:
»  KIR Tiplendirme Kiti (Lifecodes, Ref:545110)
»  DNA izolasyon kiti (Qiagen EZ1, cat no: 951034)

Galismada kullanilan kimyasallar:

»  R-Pycoerythrin  Conjugated Streptavidin  (SA-PE), 1mg/ml (Tepnel
Lifecodes lot no: 08277A)

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

»  Recombinant Taqg Polymerase

»  Distile su
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Yontemler
KIR Molekullerinin Tiplendirilmesi

Tam Kandan DNA Eldesi
DNA elde edilmesi sirasinda Qiagen GenoM-6 Biorobot EZ1 cihazi

kullaniimigtir.

Prensip: Tam kandan DNA izolasyonu, manyetik partikil teknolojisi ile
silikaya-dayali DNA saflastiriimasi prensibine dayanarak yapilmgtir. Lizatlarin
icerisindeki DNA, guanidin hidroklorid gibi tuzlarin varliginda ylzeyi silika kapl
olan manyetik partiklllere baglanarak izole edilir. Lizatlardan partikillerin
ayrilmasi miknatis araciligiyla gerceklesmektedir. Son olarak yilkama ve ellisyon

tamponlar kullanilarak DNA’nin ayrismasi saglanir.

Ayiraclar: DNA elde edilmesi sirasinda EZ1 DNA kiti kullaniimigtir (tablo

7).
Tablo 7: EZ1 DNA Kkiti igerigi.

Kit icerigi
Reaktif kartuslan  (Etanol, guanidin
hidroklorid, guanidin tiyosiyanat)
Pipet ucu tasiyicilar
Pipet uglari
Ornek tipleri (2ml)
ElGsyon tapleri (1,5ml)

Reaktif kartuglari: kartusun . 4
Uzerindeki her tupe farkli bir reakitif &L
konulmustur. Bunlar sirasiyla manyetik

-.#f?k
partikiller, lizis tamponu, yikama tamponu P
ve ellisyon tamponudur. Reaktif tOplerini ;«

iceren reaktif kartuslari ve Kkartuslarin Mf‘
raklara  yerlegtiriimesi sekil 18'de
gOsterilmektedir.

Sekil 18: Reaktif kartuslari
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Yontem:

e Reaktif kartuslari, pipet ucu tasiyicilari, pipet uclari ve ellsyon tlpleri cihaza
yerlestirilir.

e Programin yUkli oldugu EZ1 karti cihaza takilir.

e Ornek tiplerine, 200 ul EDTA’l tam kan konur. Ornek tiipleri de cihazlara
yerlestirilir.

e ilk asama lizis asamasidir. Lizis asamasi ile hiicreler parcalandiktan sonra
manyetik partiklller 6rnege eklenir.

e DNA manyetik partikillerin ylzeyinde bulunan slikaya baglanir.

e Yikama yapilir.

e Miknatis varliginda manyetik partiktller tiptn dibine dogru cekilir.

e ElUsyon buffer yardimiyla DNA partikillerden ayrilir ve ellisyon tiplerine alinir
(sekil 19).

EDTA'hYT kan Srnedi

lizis

manyetik partikdllerin
grmedge eklenmesi

DMNA MM
manyetik
partikillere
baglanmasi

miknatis manyetik
i! i! i! i! i! ;I seperasyon

vikama

i! i! i! 1! i! ;I manyetik
miknatis seperasyon

elusyon

Sekil 19: Manyetik partikil teknolojisi ile DNA izolasyonu yontemi
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Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

Loékositlerden elde edilen DNA’nin, analiz yapilacak bdlgesinin, belli
miktarda ¢ogaltiimasi asamasidir. PCR, DNA’'nin bu bélgesinin iki ucuna 6zgd,
sentetik primer (6ncul)’ler, Taq polimeraz ve deoksi nikleotit trifosfatlar (ANTP)
kullanilarak ¢ogaltilmasi esasina dayanir. Primerler dnci DNA gérevi gérlrken,
Taq polimeraz ise DNA polimeraz goérevi gérmektedir. PCR, denatlirasyon,
yapisma (annealing) ve zincir uzamasi (extension) olmak Uzere ¢ asamadan
olusur. ilk agama olan denatiirasyonda, ylksek Isi etkisiyle ¢ift sarmal DNA'nin
ayrilmasi saglanir. ikinci agsama olan yapismada sicaklik diisiriilerek primerlerin
kendilerini tamamlayici DNA dizilerine baglanmalari saglanir. Son agsama olan
uzamada ise Taq polimeraz etkisiyle ortamda bulunan dNTP’ler primerlere
eklenerek DNA zincirleri sentezlenmis olur. Bu déngunlin tekrarlanmasi ile

istenen DNA bélgesi ¢ogaltiimis olur.

SSO Yontemiyle KIR Tiplendirilmesi

PCR ile amplifiye edilmis érnekteki KIR allellerini saptamak i¢in sekans-
spesifik oligonUkleotitleri (SSOs) kullanilir.

KIR-SSO tiplendirme prosedirt; isaretli tek sarmalli PCR Gridnlerinin
SSO problarina hibridizasyonuna dayanmaktadir. DNA’nin  PCR ile
amplifikasyonunda genellikle esit miktarda forward ve reverse primerler
kullanilarak cift-sarmalli DNA GrUnleri elde edilir. Ancak eger primerlerden biri
digerine gbre daha fazla miktarda bulunursa reaksiyonda ¢ift sarmalli DNA’ya ek
olarak tek sarmalli DNA dretimi de gergeklesir. Lifecodes amplifikasyon
basamaginin ilk déngilerinde cift-sarmalli DNA Uretilir. ilerleyen déngiilerde az
miktarda bulunan sinirl primer tlketildiginde, kalan primer ¢ift sarmalli GrinG bir
sablon gibi kullanarak tek sarmalli DNA Uretimini gerceklestirir. Bu yéntemle
hibridizasyon reaksiyonuna katilabilecek hem cift sarmalli hem de tek sarmalli
drtnler meydana getirilir.

SSO tiplendirme yénteminde kullanilan farkli problarin her biri amplifiye
DNA’larin igcindeki allel veya allel gruplarina 6zgll olan dizilere karsi
homologturlar. Bagka bir anlatimla bu problarin her biri amplifiye DNA’da
bulunan veya bulunmayan tamamlayici bdlgelerle hibridize olmalari igin

tasarlanmiglardir. SSO tiplendiriimesinden elde edilen sonuglarin analizi ile
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amplifiye DNA’daki 6zel DNA dizilerinin varligi veya yoklugu saptanabilir ve

ornekteki olasi alleller tanimlanabilir.

Lifecodes KIR-SSO
Tiplendirme prosediriinde; problar,
Luminex'% cihazinda kullaniimak igin
Mikrokireciklere baglanmislardir
(sekil 20a). Yaklagik 100 farkh
Mikrokirecik populasyonu bir arada
karisitrilarak  Luminex'®®  cihaziyla
analiz edilebilir. CUnkd her bir
mikrokirecik populasyonu kendine
has floresans veya rengiyle ayirt
edilebilir (sekil 20b). Bdylece problar
da Dbirbirlerinden  kolayca ayirt
edilebilirler. Luminex'® cihazi; her bir
mikrokUrecige hibridize olan igaretli
PCR ardnlerinin miktarini
saptayabilir. SSO problarindan elde
edilen bu sinyaller kullanilarak
amplifiye DNA 6rnegi ile pozitif veya
negatif reaksiyon gbésteren problar
belirlenebilir. Bdylece 6rnekteki KIR
fenotipinin belirlenmesi igin gerekli

bilgi elde edilir.

e

[t
=
oL
bt
=)

Sekil 20: a. Problarin ve isaretli
primerlerin bagh oldugu mikrokdrecikler
b. Mikrokireciklerin  kirmizi ve yesil
lazerden gecerek ayriimasi.
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DNA Amplifikasyon (PCR) ve Hibridizasyon Prosedurleri

Polimeraz zincir reaksiyonu ve hibridizasyon prosedurt icin, Lifecodes
KIR Tiplendirme kitleri kullanilmistir.

Lifecodes KIR-SSO Tiplendirme Kiti icerigi:
KIR-1 Master Mix
KIR-2 Master Mix
KIR Probe Mix
Dilution Solution
DNA Amplifikasyon (PCR) Prosediiri

e Master Mix'in oda i1sisina gelmesi beklenir.

e Master Mix 10 saniye vortexlenir.

e Her bir hasta icin 6 ul Master Mix, 0,2 ul Taq polimeraz ve 10,8 ul steril
distile su bir mikrosantriflj tipande karistirilir, vortexlenir ve bir amplifikasyon
karisimi hazirlanir.

e Her bir hasta igin PCR tlpine 3 pl DNA konur ve Uzerine 17 ul

amplifikasyon karigimindan eklenir (tablo 8).

Tablo 8: Amplifikasyon igin Gerekli Reaksiyon igerikleri.

Icerik Her 6rnek icin gereken miktar
Lifecodes Master Mix (MX-K1 ve MX-K2) 6 ul
DNA 3ul
Taq Polimeraz 0,2 ul
Steril distile su 10,8 ul

e Tulplerin agzI PCR sirasinda olabilecek buharlasmayi énlemek icin kapatilir.
e Ornekler thermal cyclera yerlestirilir ve tablo 9'daki program calistirilir.
e Amplifikasyon asamasinda kullanilan primer dizileri tablo 11’de

gOsterilmigtir.
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Tablo 9: Amplifikasyonda Kullanilan Thermal Cycler Programi.

Déngl sayisi 1 95°C | 2 dakika

94 °C 30 saniye
Dongl sayisi 40 | 69°C | 45 saniye
72°C 45 saniye
Déngl sayisi 1 72°C 15 dakika

Hibridizasyon Prosediiri

e Hibridizasyon islemine baslamadan &nce Luminex'® cihazi acilarak
Isinmasi saglanir.

e Probe Mix'leri 1sitici blokta 55-60 °C’de 7 dk isitilir.

e Daha sonra Probe Mixler 15 saniye sonikatére koyulur ve ardindan 15
saniye vortexlenerek sispansiyon haline gelmeleri saglanir.

e PCR urlnleri Costar plate’in kuyucuklari igine 5 ul pipetlenir.

e Her bir kuyucuga 15 ul Probe Mix eklenir ve kuyucuklarin Gzeri Mikroseal
film ile kaplanir.

o Ornekler termal cyclere yerlestirilir ve tablo 10°daki program cahistirilir.

Tablo 10: Hibridizasyonda Kullanilan Thermal Cycler Programi.
56 °C de 20 dk

56 °C de islemleri tamamla

e Orneklerin hibridizasyonu sirasinda 1:200 Dilusyon solusyonu/SA-PE
karisimi hazirlanir. Her érnek igin 170 pl Dilisyon soltsyonu ile 0,85 ul SA-PE
karistirihr.

e Dilusyon solusyonu/SA-PE karisimi oda sicakliginda karanlikta tutulur. SA-
PE 1s13a duyarldir.

e Hibridizasyon basmag ikinci 56 °C basamagina gectigi anda érnekler termal
cycler Gzerinde iken, her bir 6érnek 170 ul Dilusyon solisyonu/ SA-PE ile dilie
edilir. Tim &rnekler 5 dakika icinde dilie edilmelidir.

e Dilisyon isleminden sonra 6rnekler degerlendiriimek (izere Luminex'®
cihazina yerlegtirirlir.

e Hibridizasyonda kullanilan prob dizileri tablo 12 de g&sterilmistir.
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Tablo 11: KIR amplifikasyon primerleri *’.

Amplicon
EIR. Locus Senze (3'—3") Antisenze (3'—=3") Position® Size (bp)
2DL4 CCC CTC RAC AGA TAC CAG OGT GTG GCA GGC AGT GGG GAC CTT AGR CR 962-3"-UTR 99" 271
2DL4 GTA TCG CCA GAC ACC TGC ATG CTG GCA GGC AGT GGG GAC CTT AGA CRA 701-3"-UTR 99 1082
3DL3 BAC ACG GAA CTT CCA BAT GCT GAG O3 GCA GGC AGT GGG GAC CTT AGA CA 1233-3'.UTR 99 243
2DP1 GCA AGA CAC CCC CAA CAG ATA CCA GA GCR GGC AGT GGG GAC CTT AGA CR 969-3"-UTR 99 278
iDLI ARG ACA CCC CCT ACA GAT ACC ATC T GCA GGC AGT GGG GAC CTT AGA CA 1256-3'-UTR 99 277
3DP1 ATC CTG TGC GCT GCT GAG CTG AG GCC TAT @GAR AAC GGT GTT TCG GRA TAC 5'-UTR 38°-213 344
3DPIv ATC CTG TGC GCT GCT GAG CTG AG GCC TAT GAA BAC GGT GTT TCG GRA TAC 3'-UTR 38-249 1817
2DL3 COT TCA TCG CTG GTG CTa? CAG GAG ACA ACT TTG GAT CAZ 791-1051 812
2DLS GCT CTT CTT TCT CCT TCA TTG CTG C GCA GGC AGT GGG GAC CTT AGR CR 7635-3"-UTR 99 1025
2DL51 CTC CCG TGA TGT GGT CAA CAT GTA AA GGG GTC ACA GGG CCC ATG AGG AT 5'-UTR 109-260 1883
2DL5.2° GTA CGT CAC CCT CCC ATG ATG TA GGG GTC ACA GGG CCC ATG AGG AT 5'-UTR 119-260 1893
D81 CAG CGC TGT GGT GCC TCG C CTG TGA CCA TGA TCA CCA T 233353 240
D54 ATC CTG CAAR TGT TGG TCG CTG GAT AGA TGG TAC ATG TC 135483 1902
KIRID ATC CTG CAA TGT TGG TCG CTG GAT AGA TGG AGC TGC AG 135465 1885
D81 TCT CCA TCA GTC GCA TGA A/c? AGG GCC CAG AGG BRA GTG/T 251-567 1838
3DL2 TTG CTG CAG GGG GCC TGG CCA CT CAT GGG OCT CCC COTT CCC TGG AC 43-787 4330
D82 CTT CTG CAC AGA GAG GGG ARG Tad CAC GCT CTC TCC TGC caad 173434 1761
2Ds2 ATC CTG TGC GCT GCT GAG CTG AG CAC GOT OTC TCC TGC CAAS 3'-UTR 58-434 5221
2DL2 CAT GAT GGG GTC TCC AAAY CCC TGC AGA GRA CCT Aca® 223511 1808
2DL2 ATC CTG TGC GCT GCT GAG CTG AG CCC TGC AGA GAA CCT ACA® 5'-UTR 38-321 3438
D53 ATC CTG TGC GCT GCT GAG CTG AG GCA TCT GTA GET TCC ToC T2 3'-UTR 58-393 5920
D83 GAC ATG TAC CAT CTA TCC Act GCA TCT GTA GGT TCC ToC T2 465-503 130
2DL1 CTG TTA CTC ACT COC CCT ATC AcG® MGG GOC CAG AGG AAR GTC A° 307-366 1770
2DL1 CTG TTA CTC ACT CCC CCT ATC Ace? CAG AAT TG CAG GIG TCG 307-740 9365
D835 CTG CAC AGA GAG GGG ACG TTT RAC C TOC AGR GGG TCR CTG GGC 176-3353 179
Tablo 12: KIR reseptérleri icin diziye 6zgi oligoniikleotid problari® "4,
Wash
Sequence Termp Picomoles Mucleotide
Probe Specificity 5" = [l o] used positicon®
trans/ eyt amplified domain
ML 2ZDL1 TCTGCAGGAAACAGAAT 50 20 AATO—A18E
M KZ ZDLz= TCGTGTACGCGGAACTT 5S4 20 A1318-13349
MNKZ ZDL3 CTEGETGCTGCAATAAA a5 20 1A126—1141
[ ]t S 2Ds1, 2DsS3. 2Ds4 TGGTGCTOCGACAAAA k= 20 A127T—1142
[ ] gt 2Ds32, 2DsS5 TGGTCAAACTCCCTITC S0 20 10801092
[ ] o= DL CAGAACAGCOCAMATAGC G =13 20 11211192
[ S DLz GCCTGCGEGGEEGEACAGAAC 62 20 119118
[ ] = DS GGEAACAGA AGTGAACAG SO 20 AATTF—1195
[ ] at=] Z2Ds41,. 2DsS2, 2DsS4, 3Dsd GTGGTCAAAATCCCTTTC 52 20 1071096
AL O 2DL4a GCCTGCGGGACATAGAAC [=1e] 20 11e2—118E
[ o I 2Ds32, 2DsS5 AAATGCATCTGTAATG a4z 20 A1AS—A1&0
[ ] o = ZDs32 CTEACGAACAGGACCA a4z 100 12041221
MNKLS 2DsS5 CTGATGAACAGGACCA 50 20 12041219
Adst lg amplified domain
2Ds1 2Ds1 CTGCAGGGACCAAGGTC == <0 840856
2Ds2z2 z2Ds2 CCACGGTTITGGCAGGA =1=1 <0 T35-T51
ZDs3 ZDs32 ATCTATCCACGEAGGGE S0 40 20121
2Dsa zZ2Ds4 TCOCGTGEGACGCTCCCTAC =1=3 A0 Q3094
2Ds5 Z2DsS5S GACTCTCCTCTGGACCCT a2 A0 875892
Z2DL4 2ZDL4 TTCGCTTACAGCCCGGC 56 40 Ti1z2-T728
=7 2Ds1 TCCAGGCCAACTITCCT 52 <0 857883
F=¢=] 2Ds3 CCCAAGGAGGAACCTAC 54 <0 897913
f=g=] ZDS5S CGEGAGGGGCCTACAG 52 40 201915
S3rd g amplified domain
PT7O—1 3Ds41 TGCCTCGCGGEAGEAC 52 20 1568—1A70
pT7O-—2 DLz ACGTGGCTCTTICAGTGTC =1= 20 A71-A88
p7O—3 3DL1 (MNKAT3) GAATCCACATTCOCATC 50 20 234250
pTO—a SDL1L (NHBL) ATGGCAGATTATTCCAG 52 20 255271
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Veri Analizi ve istatistiksel Yontemler

A ve B KIR Haplotiplerinin saptanmasi

Sadece KIR3DLS, 2DL3, 2DL1, 2DP1, 3DP1, 2DL4, 3DL1, 2DS4, 3DL2
genlerini tagiyan bireylerin karakteristik grup A haplotipini icerdigi ve grup A KIR
haplotipinden iki kopya tasidigi kabul edilmektedir (AA genotipi). Buna karsin 4
degisken genden KIR2DL1, 2DL3, 3DL1 ve 2DS4 herhangi birini icermeyen
genotipin grup B KIR haplotipinden iki kopya tasidigi kabul edilmektedir (BB
genotipi). Diger genotipler her iki haplogrubu tasiyan heterozigot AB
genotipleridir.

istatistiksel Metodlar

Populasyondaki gbézlenen KIR genlerinin oranlari direk sayma ile
bulunmustur. genotiplemede KIR geninin yoklugu (-) resesif oldugu igin
bireylerde genin (-, +) ve (+,+) oldugu durumlar ayni sonucu vermektedir.
Bundan dolayi g6zlenen KIR frekanslarindan (F) Bernstein formill kullanilarak
[f=1-V(1-F)] beklenen KIR frekanslari (f) hesaplanmistir. Bu formdiille dagilimin
Hardy-Weinberg dengesine uygunlugu kontrol edilmigstir.

Grup A ve grup B haplotiplerinin frekansi group-A=2NAA+NAB/2n ve
group-B=2NBB+NAB/2n formulleriyle hesaplanmistir (NAA, NAB ve NBB; AA,
AB ve BB genotiplerinin sayilarini ifade ederken, n bireylerin toplam sayisini
gOstermektedir.

Bizim sonuglarimizin farkli populasyonlarin KIR genlerinin frekanslari ile
karsilastirilmasi igin literatirden bilgi bankasina da girmis olan 11 yayinin
sonuglar kullanilmistir (Niokou et. al. 2003, Uhrberg et. al. 2002, Middleton et.
al. 2007, Rajalingham et. al. 2002, Jiang et. al. 2005, Yawata et. al. 2002,
Toneva et. al. 2001, Pavlova et. al. 2008, Denis et. al. 2005, Rayes et. al. 2007,
Gutierrez-Rodriguez et. al. 2006). Farkli populasyonlar arasi karsilastirmalar
icin Minitab 15 programinda Fisher Exact probability test kullaniimistir. p
degerinin 0,05'ten distk oldugu karsilastirmalar istatistiksel olarak anlamli
kabul edilmistir.

69



BULGULAR
Olgularin Genel Ozellikleri

Calismaya dabhil edilen bireylerin tanimlayici bilgileri tablo13’te verilmigtir.

Tablo 13: Calismaya alinan bireylerin tanimlayici bilgileri

Tanimlayici Bilgiler Populasyon grubu (n=200)

Yas ortalamasi 46,7+ 17

Cinsiyet Kadin= 111 Erkek= 89

Mersin ilindeki yerlesimleri Merkez: 60 iiceler: 106 Kéyler: 34
Hastalik Oykdileri

Kanser 16

Otoimmuin hastaliklar 10

Hepatit Hepatit B: 9 Hepatit C: 4

Tip 2 Diabet 19

Abortus hikayesi 1 kez: 20 2kez: 5 3 kez: 2

KIR Gen Frekanslari

Mersin populasyonunda gézlenen (f) ve beklenen KIR gen frekanslari (F)
tablo 14’te gdsterilmistir. Daha 6nce beyazlarda, Afrikalilarda ve Asyalilarda
yapilan calismalarda inhibitér genlerden KIR2DL4, KIR3DL2 ve KIR3DL3 nin
tim bireylerde bulundugu bildirilmistir (% 100). Bu calismada KIR2DL4’Un 2
bireyde (% 99), KIR3DL2 ve KIR3DL3'ln ise 1 bireyde bulunmadidi (% 99,5)
g6zlenmigtir. Buna ek olarak inhibitér KIR genlerinin frekanslarinin, aktivatér
KIR genlerinden daha yiksek oldugu ve daha homojen olduklari
g6zlenmektedir. Tim inhibitér KIR genlerinin frekanslari 2DL2 (0,53) ve 2DL5
(0,58) disinda 0,8’in Gzerindeyken, tim aktivatér KIR genlerinin frekanslari
2DS4 (0,92) disinda 0,53’Un altindadir. Yine 2DS4, 2DP1, 2DL1 ve 3DL1’in gen
frekanslari 90%’'in Uzerindeyken, 2DS1, 2DS3, 2DS5 ve 3DS1’in gen frekanslar
50 %’nin altindadir (sekil 21).
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Tablo 14: Mersin populasyonunda g6zlenen ve beklenen KIR gen frekanslar

Gen Sayi Gozlenen KIR Beklenen KIR
gen frekansi (f) | gen frekansi (F)
Inhibitér KIR 2DL1 194 0,97 0,82
2DL2 105 0,53 0,31
2DL3 160 0,8 0,55
2DL4 198 0,99 0,9
2DL5 116 0,58 0,35
3DL1 182 0,91 0,7
3DL2 199 0,995 0,95
3DL3 199 0,995 0,95
Aktivator KIR 2DS1 76 0,38 0,21
2DS2 106 0,53 0,31
2DS3 65 0,33 0,18
2DS4 183 0,92 0,71
2DS5 78 0,39 0,21
3DSH 83 0,42 0,23
Psddogen 2DP1 193 0,96 0,82
3DP1 199 0,99 0,95
120
100 1
80
® 60

O Gozlenen KIR gen frekansi B Beklenen KIR gen frekansi

Sekil 21: Gézlenen ve Beklenen KIR gen frekanslarinin karsilastiriimasi.
KIR Genotip Frekanslari:

Calisma sonucu elde edilen genotip profilleri tablo 15’te verilmistir. Bu
calismada 200 bireyde 40 farkh genotip saptanmigtir. Bu konuyla ilgili yapilan
tim calismalarla uyumlu olarak bu galismada da en sik gbzlenen genotip, 54
kiside gbzlenen ve bilgi bankasinda 1 numara olarak kayith AA genotipidir (%
27). 8 farkh genotip profili sadece 2’ser kiside gbzlenmekteyken, 17 farkli
genotip profili sadece 1’er kiside gdzlenmistir.
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Tablo 15: Saptanan tim genotip profilleri. Cergeve genleri gri renkle, aktive

edici genler kirmizi renkle, inhibe edici genler yesil renkle ve psédogenler sari

renkle gésterilmigtir.
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1
4
2
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7
6
3
69
9
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70
81
27
8
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12
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Calisma sonucu elde edilen 10 genotip profili bilgi bankasinda
gbsterilmemis olup ilk defa bu calismada goésteriimistir.  Bu yeni genotip
profillerinin 3’0 AB genotipindeyken, 7’si BB genotipindedir. Yeni genotiplerin
adlandiriimasi bilgi bankasinda bulunmadigi i¢in uygun bir kodlama gereksinimi
ortaya ¢ikmistir. Bu genotipler bundan sonraki degerlendiriimelerimizde kolaylik
olmasi agisindan “yeni” anlamina gelen “Y” harfiyle gésterilmis ve genotiplerin
sirasi da 1’den 10’ a kadar numaralandiriimigtir. Yeni genotiplerden Y1 ve
Y2'ye iki kiside rastlanilmistir. Digerleri ise birer kiside gézlenmistir (tablo 16).

Tablo 16: Daha 6nce bilgi bankasinda bulunmayan bu calisma sonucu yeni
tanimlanan 10 genotip profili (Y: yeni). Gerceve genleri gri renkle, aktive edici
genler kirmizi renkle, inhibe edici genler yesil renkle ve psédogenler sari renkle

gOsterilmistir.

a

“ Sayl Genotip Yeni No
2 AB Y1
2 BB Y2

J 1 BB Y3

H 1 BB Y4
1 BB Y5
1 BB Y6
1 BB Y7
1 AB Y8
1 BB Y9
1 AB Y10

Tam grubu genotipler agisinda inceledigimizde AA genotipi taslyan
bireylerin sayisinin 54 (% 27), AB genotipi tagiyan bireylerin sayisinin 94 (%47),
BB genotipi tasiyan bireylerin sayisinin ise 52 (% 26) oldugu gézlenmistir (tablo
17, sekil 22).
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Tablo 17: Belirlenen farkli AA, AB ve BB genotiplerinin sayisi, bu genotipleri

tasiyan kisi sayisi ve oranlari

Genotip Genotip sayisi Kisi sayisi %
AA 1 54 27
AB 16 94 47
BB 23 52 26

toplam 40 200 100

27%

BB
26%

OAA B AB OBB

Sekil 22: AA, AB ve BB genotip

frekanslarinin sematik gérinttsa

AA Genotipli Bireylerde KIR2DS4’lin Allelik Formlarinin Frekanslari

AA genotipi tagsiyan 54 birey aktive edici KIR genlerinden sadece 2DS4
genini tagimaktadirlar. Bu bireylerde 2DS4’ln allelik formlarindan aktive edici
KIR2DS4 ylzey molekdlinid kodlayan KIR2DS4*001
ugramis ve eksprese edilmeyen variant allelleri KIR2DS4*003/4/6/7 tasiyan
birey sayisi tablo 18’de g&sterilmigtir.

alleli ile delesyona

Tablo 18: AA genotipli bireylerde KIR2DS4’in allelik formlarinin frekanslari

KIR2DS4*001 KIR2DS4*001 ve KIR2DS4*003/4/6/7
homozigot KIR2DS4*003/4/6/7 | homozigot bireyler
bireyler heterozigot bireyler
Birey sayisi 8 18 28
% 14,8 33,3 51,9
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Haplotip Frekanslari

AA, AB, BB genotiplerinden hesaplanan A ve B haplotip frekanslari tablo

19’da verilmistir. A haplotipinin frekansi % 50,5 iken B haplotipinin frekansi %

49,5'tur. A ve B haplotiplerinin orani ise 1,02’dir.

Tablo 19: A ve B haplotiplerinin sayilari, ylizdeleri ve birbirlerine oranlari

Haplotip Sayi %
A 202 50,5
B 198 49,5
Toplam 400 100
A/B orani 1,02

Mersin Merkez ile Civar Yerlesimlerinin KIR Gen Frekansi Acisindan

Karsilastiriimasi

Merkez de yasayan 60 Kisi ile civar ilcelerde ve kdylerde yasayan 140

kisinin inhibitér, aktivatér KIR genleri ve psddogenlerin frekanslar arasinda

anlamli farklihk saptanmamistir (tablo 20).

Tablo 20: Mersin Merkez ile civar yerlesimlerinin KIR gen frekansi agisindan

karsilastiriimasi

Merkez Civar yerlesimler | P degeri

Gen | Sayi % Sayi %

Inhibitor KIR | 2DL1 59 98,3 135 96,4 0,671
2DL2 35 58,3 70 50 0,354
2DL3 45 75 115 82,1 0,253
2DL4 60 100 138 98,6 1
2DL5 38 63,3 78 55,7 0,351
3DL1 52 86,7 130 92,9 0,182
3DL2 60 100 139 99,3 1
3DL3 60 100 139 99,3 1

Aktivator KIR | 2DS1 25 41,7 51 36,4 0,526
2DS2 35 58,3 71 50,7 0,356
2DS3 24 40 41 29,3 0,143
2DS4 53 88,3 130 92,9 0,284
2DS5 25 41,7 53 37,9 0,637
3DST 26 43,3 57 40,7 0,756

psodogen 2DP1 58 96,7 135 96,4 1
3DP1 59 98,3 140 100 0,3
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Mersin Merkez ile Civar Yerlesimlerinin KIR Genotip Frekansi
Acisindan Karsilastirilmasi

Merkez ve civar yerlesimlerde en sik gérllen genotipler aynidir. Bunlarin

oranlari tablo 21°de verilmigtir.

Tablo 21: Merkez ve civar yerlesimlerde en sik gérllen 6 genotip ve oranlarinin
karsilastirlmasi. Cerceve genleri gri renkle, aktive edici genler kirmizi renkle,

inhibe edici genler yesil renkle ve psédogenler sari renkle gdsterilmistir.

2DS3
2DS5

% % civar
profil merkez yerlesim

AA 23,3 28,6
AB 11,6 9,3
AB 13,3 8,6

2DS1

IR ERIENENEN zos

3DS1
2DL5

L] ] see

|
I
| =
=
I
| |

AB 8,3 6,4

BB 6,6 4,3

BB 6,6 2,9
toplam 70 60

Gocten Etkilenmeyen Bolgeler ile Go¢c Alan Bolgelerin KIR Gen
Frekansi Acisindan Karsilastirilmasi

Gogten etkilenmeyen bélgelerde yasayan 93 kisi ile gdéglerin yogun
oldugu bdlgelerde yasayan 107 kisinin KIR gen frekanslari karsilastiriidiginda
aktivator KIR genlerinden 2DS2 ve 2DS3 gen frekanslarinin géc alan bdélgelerde
yasayan populasyonda anlamli derecede ylUksek oldugu gézlenmistir (p=0,047,
p=0,034). Diger inhibitdr, aktivatér KIR genleri ve psddogenlerin frekanslari

arasinda anlamli farklihk gdézlenmemistir (tablo 22).
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Tablo 22: Goégten etkilenmeyen bdlgeler ile g6¢ alan bdlgelerin KIR gen

frekansi acisindan kargilastiriimasi

Gocten etkilenmeyen Goc alan
Gen bolgeler bolgeler P
Sayi % Sayi % degeri
Inhibitor 2DL1 89 95,7 105 98,1 0,42
KIR 2DL2 42 45,2 63 58,9 0,065
2DL3 80 86,0 80 74,8 0,053
2DL4 91 97,8 107 100,0 0,215
2DL5 50 53,8 66 61,7 0,315
3DLA1 86 92,5 96 89,7 0,622
3DL2 92 97,8 107 85,0 1
3DL3 92 98,9 107 100,0 0,465
Aktivator 2DS1 35 37,6 41 38,3 1
KIR 2DS2 42 45,2 64 59,8 0,047
2DS3 23 24,7 42 39,3 0,034
2DS4 86 92,5 97 90,7 0,801
2DS5 36 38,7 42 39,3 1
3DSH 40 43,0 43 40,2 0,774
psodogen | 2DP1 90 96,8 103 96,3 1
3DP1 93 100,0 106 99,1 1
Mersin ile istanbul Populasyonlarinin KIR Gen Frekanslari

Acisindan Karsilastirilmasi

Mersin ile istanbul populasyonlarinin KIR gen frekanslari agisindan

karsilastirildiginda aktivatér KIR genlerinden 3DS1 gen frekansinin Mersin

populasyonunda anlamli derecede yuksek oldugu gézlenmistir (p=0,046). Diger

inhibitdr, aktivatdér KIR genleri ve psddogenlerin frekanslari arasinda anlamli

farklihk gézlenmemistir (tablo 23).
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Tablo 23: Mersin ile istanbul populasyonlarinin

karsilastiriimasi

KIR gen frekanslari agisindan

Gen Mersin% Istanbul % P degeri
Inhibitér KIR 2DL1 97 98 0,723
2DL2 52,5 59,7 0,624
2DL3 80 85 0,344
2DL4 99 100 0,554
2DL5 58 55,2 0,623
3DL1 91 96 0,159
3DL2 99,5 100 1
3DL3 99,5 100 1
Aktivator KIR 2DSH1 38 36,4 0,8
2DS2 53 60,4 0,269
2DS3 32,5 35,1 0,698
2DS4 91,5 94,2 0,499
2DS5 39 28,6 0,073
3DS1 41,5 32,3 0,046
Ps6dogen 2DP1 96,5 96 1
3DP1 99,5 100 1

Mersin ile istanbul Populasyonlarinin KIR Genotipleri Acisindan

Karsilagtiriimasi

Mersin ve istanbul populasyonunda en sik gérilen genotipler aynidir.

Bunlarin oranlari tablo 24’te verilmistir.

Tablo 24: Mersin ve istanbul populasyonunda en sik gériilen 6 KIR genotipinin

karsilastirlmasi Cerceve genleri gri renkle, aktive edici genler kirmizi renkle,

inhibe edici genler yesil renkle ve psédogenler sari renkle gdsterilmistir.

3DL3

L] ]
L L] 2o
SIS a0

3DS1

2DL5
2DS3
2DS5

2DS1

DR RNNNN --s:

genotip
AA
AB
AB
AB
AB
BB
BB

L] soee

%

no st
1 27,3
4 13,6
5 11,7
2 5,2
3 45
71 3,9
73 3,2

%
mersin

27
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Mersin Populasyonunun KIR Gen Frekanslarinin Diger Diinya

Populasyonlariyla Karsilastiriimasi

Mersin  populasyonunun KIR gen frekanslarinin diger dinya
populasyonlariyla karsilastirimasi sonucu elde edilen p degerleri tablo 25te

verilmistir.

Yunan populasyonu ile Mersin Populasyonu KIR gen frekansi agisindan
karsilastiriidiginda 2DL1 ve 2DS5 genlerinde anlamlh farkliik saptanmistir
(p=0,007, p=0,002).

Alman populasyonu ile Mersin populasyonu KIR gen frekansi agisindan
karsilastiriidiginda 2DL5, 2DS4, 2DS5 genlerinde farkhlik saptanmigtir
(p=0,027, p=0,041, p=0,029).

irlanda populasyonu ile Mersin populasyonu KIR gen frekansi agisindan
karsilastirildiginda 2DL3, 2DL5, 2DS4, 3DL1 genlerinde farkhlik saptanmigtir
(p=0,032, p=0,001, p=0,041, p=0,025).

Fransiz populasyonu ile Mersin populasyonu KIR gen frekansi agisindan
karsilastiriidiginda 2DL3, 2DS5 genlerinde farkliik saptanmistir (p=0,020,
p=0,041).

Fin populasyonu ile Mersin populasyonu KIR gen frekansi acgisindan
karsilastiriidiginda 2DL3, 2DS2 genlerinde farkhlik saptanmistir (p=0,0,
p=0,038).

Filistin populasyonu ile Mersin populasyonu KIR gen frekansi agisindan
karsilastiriidiginda 2DL1, 2DS5 genlerinde farkhlik saptanmistir (p=0,0,
p=0,041).

Libnan populasyonu ile Mersin populasyonu KIR gen frekansi agisindan
karsilastirildiginda genler arasinda istatistiksel olarak anlamli  farklihk

saptanmamistir.

Hint populasyonu ile Mersin populasyonu KIR gen frekansi agisindan
karsilastiriidiginda 2DL1, 2DL2, 2DL3, 2DL5, 2DS1, 2DS4 genlerinde farklilik
saptanmistir (p=0,04, p=0,0, p=0,007, p=0,0, p=0,010, p=0,013).
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Ginli populasyonu ile Mersin populasyonu KIR gen frekansi agisindan
karsilastiriidiginda 2DL2, 2DL3, 2DL5, 2DS2, 2DS3, 2DS5 genlerinde farkhlik
saptanmistir (p=0,0, p=0,0, p=0,0, p=0,0, p=0,0, p=0,006).

Japon populasyonu ile Mersin populasyonu KIR gen frekansi agisindan
karsilastirildiginda 2DL2, 2DL3, 2DL5, 2DS2, 2DS3 genlerinde farklilik
saptanmistir (p=0,0, p=0,0, p=0,002, p=0,0, p=0,006).

Senegal populasyonu ile Mersin populasyonu KIR gen frekansi agisindan
karsilastiriidiginda 2DL3, 2DS1, 2DS4, 3DL1, 3DS1 genlerinde farkhlik
saptanmistir (p=0,032, p=0,0, p=0,001, p=0,005, p=0,0).

Meksika populasyonu ile Mersin populasyonu KIR gen frekansi agisindan
karsilastirildiginda 2DL3, 2DS3, 2DS4, 3DL1 genlerinde farklilik saptanmigtir
(p=0,0, p=0,006, p=0,001, p=0,041, p=0,005).

Avusturalya aborjinleri ile Mersin populasyonu KIR gen frekansi
acisindan karsilastinldiginda 2DL1, 2DL2, 2DL3, 2DS1, 2DS2, 2DS3, 2DS4,
3DL1, 3DS1 genlerinde farklilik saptanmigtir (p=0,0, p=0,0, p=0,007, p=0,0,
p=0,0, p=0,0, p=0,013, p=0,0, p=0,0).
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Tablo 25: Mersin populasyonunun KIR gen frekanslarinin diger diinya populasyonlariyla karsilastirnimasi (Mer: Mersin, Yun:
Yunanistan, Al: Almanya, Ir: irlanda, Fra: Fransa, Fin: Finlandiya, Lib: Libnan, Hin: Hindistan, Jap: Japonya, Sen: Senegal,
Abor: Aborjinler, Mek: Meksika)

Yun-Mer | Al-Mer | Ir-Mer | Fra-Mer | Fin-Mer | Fil-Mer | Liib-Mer | Hin-Mer | Cin-Mer | Jap-Mer | Sen-Mer | Mek-Mer | Abor-Mer

KIR P P P P P P P P P P P P P

0,007 0,134 | 0,723 1.0 0,184 0,0 0,431 0,04 0,431 0,184 0,184 0,184 0,0
= 0,714 0,624 | 0,393 | 0,714 0,179 0,139 0,326 0,0 0,0 0,0 0,714 0,142 0,0
=2 0,105 0,151 0,032 | 0,020 0,0 0,344 0,105 0,007 0,0 0,0 0,032 0,0 0,007
=S — 0,027 | 0,001 | 0,085 0,805 — — 0,0 0,0 0,002 0,327 0,142 —
2DL5

0,453 0,9 1.0 0,8 0,453 0,321 0,618 0,010 0,446 0,527 0,0 0,532 0,0
= 0,903 0,175 | 0,331 | 0,807 0,038 0,084 0,389 0,109 0,0 0,0 0,086 0,178 0,0
== 0,441 0,508 | 0,695 | 0,896 0,142 0,441 0,368 0,097 0,0 0,006 0,142 0,006 0,0
= 0,407 0,041 0,041 | 0,229 0,499 0,407 0,351 0,013 0,499 0,229 0,001 0,041 0,013
= 0,002 0,029 | 0,203 | 0,041 0,901 0,041 0,203 0,214 0,006 0,073 0,160 0,901 —
= 0,834 0,159 | 0,025 [ 0,159 0,499 0,420 0,159 0,420 0,499 0,058 0,005 0,005 0,0
::: 0,461 — 0,710 | 0,711 0,139 0,710 0,383 0,710 0,168 0,168 0,0 1 0,0
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Mersin Populasyonundaki Kadinlardan Spontan Abortus Oykiisii

Olanlarla Olmayanlarin KIR Gen Frekanslari Acisindan Karsilastiriimasi

Spontan abortus &éykisl olan 27 kadin ile spontan abortus 6ykisi
olmayan 84 kadin arasinda KIR gen frekanslari acgisindan anlamli farklilik
saptanmamistir (tablo 26).

Tablo 26: Mersin populasyonundaki kadinlardan spontan abortus 6ykusi

olanlarla olmayanlarin karsilastiriimasi

Spontan abortus Spontan abortus
Gen | 6vkiisii olmayan Oykusd P degeri
olan kadinlar
kadinlar
Sayi % Sayl %
Inhibitér 2DL1 83 98,8 27 100 1
KIR 2DL2 39 46,4 18 66,7 0,079
2DL3 68 81 24 88,9 0,557
2DL4 84 100 27 100 1
2DL5 49 58,3 21 77,8 0,107
3DLA1 75 89,3 24 88,9 1
3DL2 84 100 26 96,3 0,243
3DL3 84 100 27 100 1
Aktivatér 2DS1 30 35,7 13 48,1 0,265
KIR 2DS2 39 46,4 18 66,7 0,079
2DS3 28 33,3 11 40,7 0,496
2DS4 76 90,5 24 88,9 0,727
2DS5 34 40,5 12 44 4 0,823
3DSH 36 42,9 13 48,1 0,661
psdodogen | 2DP1 83 98,8 26 96,3 0,429
3DP1 84 100 26 96,3 0,243

Mersin Populasyonunda Kanser Oykiisii Olanlarla Olmayanlarin
KIR Gen Frekanslar Acisindan Karsilastiriimasi

Mersin populasyonunda kanser 6yklsu olan 16 Kisi ile kanser éykusu
olmayan 184 kisi KIR gen frekanslari acisindan karsilastirildiginda aktivator
KIR genlerinden 3DS1 gen frekansinin kanser 6ykisU olanlarda anlamli
derecede ylUksek oldugu gdézlenmistir (p=0,032). Bu iki grupta diger inhibitér,
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aktivatér KIR genleri ve psddogenlerin

g6zlenmemistir (tablo 27).

frekanslari arasinda anlamli farklilik

Tablo 27: Mersin populasyonunda kanser 6yklisU olanlarla olmayanlarin KIR

gen frekanslari acisindan karsilastiriimasi

Kanser 6ykustu Kanser 6ykust P
olmayanlar degeri
Gen olanlar
Sayi % Sayi %
Inhibitor 2DL1 16 100 178 96,7 1
KIR 2DL2 7 43,8 98 53,3 0,462
2DL3 13 81,3 147 79,9 1
2DL4 16 100 182 98,9 1
2DL5 12 75 104 56,5 0,191
3DL1 14 87,5 168 91,3 0,642
3DL2 16 100 183 99,5 1
3DL3 16 100 183 99,5 1
Aktivator 2DS1 9 56,3 67 36,4 0,178
KIR 2DS2 7 43,8 99 53,8 0,449
2DS3 7 43,8 58 31,5 0,404
2DS4 15 93,8 168 91,3 1
2DS5 9 56,3 69 37,5 0,182
3DS1 11 68,8 72 39,1 0,032
psodogen 2DP1 16 100 177 96,2 1
3DP1 16 100 183 99,5 1
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TARTISMA

Gunimuizde KIR genlerinin dzellikle transplantasyon reddi ve hastaliklarla
iligkisini gbsteren caligmalarin sayisinin artmasiyla birlikte tim toplumlarda bu
konuyla ilgili populasyon taramalari yapilmaya baslanmistir. KIR genleri ile ilgili
birbirinden bagimsiz olarak yapilan bu calismalar, 2003 yilinda HLA igin
hazirlanmis olan bilgi bankasina eklenerek bir araya getirilmistir'®. Bilgi
bankasinda 77 farkli populasyondan 274 farkli genotip, 267 farkli allel
bulunmaktadir. KIR genleri ile ilgili bdylesine genis kapsamli bilgi bankalarinin
kurulmasinin en blyUk sebebi transplantasyon genetigi ile ugrasanlarin, akraba
digi kemik iligi nakillerinde alici ve verici arasindaki KIR uyumunun énemini
ortaya koymasidir % 1°.

Hazirlanmis bilgi bankasinda, Istanbul Universitesinden yapilmis bir
calisma bulunmaktadir. Calisma Behget hastalarinda yapiimis olup, 154
kisiden olusan kontrol grubu Tirk populasyonu olarak degerlendiriimistir®.
Yaptigimiz bu calisma KIR genlerinin ve genotiplerinin belirlenebilmesi igin
Tarkiye’de vyapilmis ilk populasyon calismasidir. Calismamizda Mersin
populasyonunda KIR gen frekanslarinin, haplotip ve genotip oranlarinin
degerlendiriimesi, bu oranlarin diger populasyonlarla karsilastirilarak tarihsel
strecte bdlgemizin genotipinin nasil etkilendiginin ortaya konulmasi, yeni
genotiplerin ortaya ¢ikarilmasi ve elde edilen verilerin bilgi bankasina eklenerek
bilime katki saglanmasi amaglanmistir.

Elde ettigimiz sonuclara gbére Mersin’deki KIR gen frekanslari ylksek
degdiskenlik gdstermektedir. Daha dnce beyazlarda, Afrikalilarda ve Asyalilarda
yapilan caligmalarda inhibitér genlerden KIR2DL4, KIR3DL2 ve KIR3DL3’Un
tim bireylerde bulundugu bildirilmistir (% 100)*°>'% Calismamizda
KIR2DL4’ln 2 bireyde (% 99), KIR3DL2 ve KIR3DL3’ln ise 1 bireyde (% 99,5)
bulunmadigi gézlenmistir. Daha 6énce yapilan calismalarda aktivatér KIR
genlerinin inhibitér KIR genlerine oranla daha heterojen oldugu ve daha disik
degerler goésterdigi, buna ek olarak inhibitér KIR genlerinin frekanslarinin,
aktivatér KIR genlerinden daha ylksek oldugu ve daha homojen olduklari
bildirilmistir*’. Bizim sonuglarimiz bu bulgulari desteklemektedir. Tim inhibitdr
KIR genlerinin frekanslarr 2DL2 (0,53) ve 2DL5 (0,58) disinda 0,8’in
Uzerindeyken, tim aktivatér KIR genlerinin frekanslari 2DS4 (0,92) disinda
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0,53’0n altindadir. Yine frekansi en yiksek olan genler 2DS4, 2DP1, 2DL1 ve
3DL1 iken (90%’'In Gzerinde), frekansi en dustk olan genler 2DS1, 2DS3, 2DS5
ve 3DS1’dir (50 %’nin altinda).

A haplotipi i¢in homozigot (AA genotipi) olan bireylerin genotiplerinde
aktive edici KIR'lardan sadece KIR2DS4 bulunmaktadir. Beyaz irkta yapilan
calismalarda eksprese edilmeyen variant allelik form olan KIR2DS4*003
frekansinin daha ytksek oldugu bildirilmigtir. Variant allelik formlarin homozigot
oldugu ve aktive edici molekil olan 2DS4’Un eksprese edilmedigi bireylerde
hem aktive, hem inhibe edici KIR molekill olan KIR2DL4’Gn NK hicrelerinin
aktivasyonundan sorumlu oldugu dastndimektedir. Aktive edici  KIR
reseptorlerinin sentezlenmemesinin 6zellikle enfeksiyona karsi ortaya ¢ikan

041 Calismamizin

immin cevap Uzerinde negatif etkili oldugu distntlmektedir
sonucunda AA genotipi tasiyan 54 bireyde (% 27) 2DS4 genini allelik formlari
acisindan inceledigimizde delesyona ugramis ve eksprese edilmeyen variant
allelleri (KIR2DS4*003/4/6/7) homozigot olarak tasiyan 28 (%51,9) kisi oldugu
g6zlenmigstir. Bu sonuglara gére bizim populasyonun % 14’Gnde aktive edici
KIR genlerinin sentezlenmedigini ve bu bireylerin 6zellikle NK hicrelerin birincil
savunmada rol oynadigi enfeksiyon hastaliklarina yatkinlhklarinin daha fazla

olacagi sOylenebilir.

Galismamiz sonucunda KIR genotiplerini taradigimiz, 200 bireyde 40
farkli genotip saptanmistir. Bu konuyla ilgili yapilan tim ¢alismalarla uyumlu
olarak bu ¢alismada da en sik g6zlenen genotip, 54 kiside g6zlenen ve bilgi
bankasinda 1 numara olarak kayitli AA genotipidir (% 27). 8 farkh genotip profili
sadece 2’ser kiside gézlenmekteyken, 17 farkli genotip profili sadece 1’er kiside
g6zlenmigtir. Farkh populasyonlarda yapilan calismalarda AA genotipinin
frekanslari Cinlilerde % 58,7, Japonlarda % 56, Giney Asyalilarda % 15,7,
Afrikalllarda % 35,3, Avusturalya aborjinlerinde % 1,7, beyazlarda ise % 28,3
oranindadir'® ', Bizim toplumumuzda gézlenen % 27'lik frekans beyaz irkla

uyumlu gérilmektedir.

Bugline kadar tim dlinyada 77 farkli populasyon taranmis ve toplam
olarak 274 farkli genotip bulunmustur. Calisma sonucu elde ettigimiz 40 farkli
genotipten 10’u bilgi bankasinda daha &nce gdsteriimemis olup vyeni
genotiplerdir ve ilk defa bu calismada g&sterilmistir. Bu bélgenin dinyanin pek

85



cok bdlgesinden farkli genetik havuza sahip olmasi ve daha 6nce KIR
genotipleri acisindan taranmamis olmasindan dolayl 200 kisilik bir grupta bu
kadar 6nemli sayida yeni genotip bulabildigimizi distniyoruz. Bu yeni genotip
profillerinin 3’ AB genotipindeyken, 7’si BB genotipindedir. Yeni genotiplerden
Y1 ve Y2 iki kiside ve diger yeni bulunan 8 genotip ise birer kigide ilk kez

g6zlenmigtir.

KIR gen farklihgina dayanarak dinya populasyonlari alti genis gruba
ayrilmistir: Afrikalilar, Kuzeydogu Asyalilar, Meksikallar, Yerli Amerikalilar,
Asyali Hindular ve Avrupalilar. Birbirinden ayrilan bu populasyonlar, tarih
dncesi donemde Afrika’dan baglayan G¢ blyik gb¢ dalgasiyla agiklanmaktadir.
Birinci ve ikinci gé¢ dalgalarindan etkilenen populasyonlar grup A ve grup B
haplotiplerinin igerigi agisindan farklihklar gostermektedirler. ikinci gog
dalgasinin erken ddnemlerinden etkilenen populasyonlar (Ginliler, Koreliler,
Taylandhlar ve Japonlar) yiUksek oranda grup A haplotipi icerirler ve bu
populasyonlarin ¢odu tek bir aktivatdr KIR geni tasirlar. Bu gé¢ dalgasinin geg
dénemleri ise yerli Amerikalilari etkilemis olup bu bdlgelerde grup B haplotipi
baskindir. Blylk gé¢ alan populasyonlarda (yerli Amerika, Hindistan ve
Avusturalya) grup B KIR haplotipleri ve aktivatér KIR genlerinin frekansi yiksek

103

olarak gdzlendigi bildirilmistir Bélgemizi de etkiledigini disindagimiz

dclncl g6¢ dalgasi ise Afrika’dan baslayip Anadolu’dan Avrupa’ya

uzanmaktadir'®.

Bu g6¢ dalgasindan etkilenen bdlgelerde yapilan diger
calismalarda gésterildigi gibi*” *® % Mersin’'de de grup A KIR haplotipleri ile
grup B KIR haplotipleri esit olarak dagiimistir. Calismamizda A haplotipinin
frekansi % 50,5 iken B haplotipinin frekansi % 49,5 olarak bulunmustur. Bu
sonuca gore A haplotipinin B haplotipine orani 1,02'dir.

Bir populasyonda B haplotipinin A haplotipine orani arttikga aktive edici
KIR genlerinin inhibe edici KIR genlerine orani artmaktadir. Patojenlere
maruziyetin artmasiyla B haplotipinin A haplotine oraninin artmasi tercih edilen
bir durumdur, clnkl B haplotipindeki KIR genleri NK ve/veya T hicrelerinin
patojenlere karsi aktivasyonundan sorumludur. Bununla birlikte ayni aktivatér
genlerin otoimmin hastaliklarin patogenezinde de rol oynadig bildirilmistir. A
haplotipindeki KIR genleri ise daha gugli self-tolerans saglarken patojenlere

karsi aktivasyonda daha az etkilidirler. Her iki KIR haplotipinin bu sekilde farkli
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ve tamamlayici Ozellikleri dengeleyici secilime temel olusturmaktadir. Bu
modelin sonucu olarak enfeksiyon hastaliklari agisindan baski altinda olan
populasyonlarda B haplotip frekansinin daha yiiksek olmasi beklenmektedir'®®.
ilging bir hipotez olarak populasyonlardaki kazanilmis aktivatér KIR genlerinin
blylk gbéclerde bireylerin sag kalabilmek icin ¢evre ile micadele edebilmesi
amacliyla gelistigi diastnUlmektedir. Bu c¢alismalar sonucunda, modern
populasyonlarin KIR dagilimlarinin belirlenmesinde, tarih éncesi gé¢ dalgalari
ve bunun sonucu olarak ortaya ¢ikan populasyon karisimlarinin belirgin rol
oynadigini cikarabiliriz'®.

Mersin ili tek basina ele alindiginda, merkezde yasayan 60 kisi ile civar
ilce ve koylerde yasayan 140 kisi karsilastinlmis ve bu iki grup arasinda
inhibitdr, aktivatér KIR genleri ve psédogenlerin frekanslar agisindan anlamli
farkhlik olmadigi gézlenmistir. Yine merkez ve civar yerlesimlerde en sik
g6rilen genotiplerin ayni oldugu ve bunlarin oranlari arasinda da anlamli
farkhlik bulunmadigi gézlenmistir. Mersin ili yogun g6¢ alan ve blylime hizi
yiksek olan bir ildir. il merkezinin yani sira Tarsus gibi bazi ilgeleri de yine bu
yogun gdcten etkilenen bdlgelerdir. Merkez ile civar yerlesimler arasinda
anlamli fark gérilmemesinin sebebinin her iki grubun son dénem géclerinden

esit oranda etkilenmesinden kaynaklandigini distinmekteyiz.

Galismanin farkl bir ayagdi olarak Mersin’in batisinda yer alan ilceler ile
kdyler gbcten etkilenmeyen bdlgeler olarak gruplandiriimig, Mersin’in
dogusunda yer alan ve Tarsus ilgesini de iceren bdlge géclerin yogun oldugu
bblge olarak gruplandirilmis ve bu her iki bélgede yasayan bireylerin KIR gen
frekanslari karsilastiriimasi yapilmistir. Bunun sonucunda gécten etkilenmeyen
bdlgelerde yasayan 93 kisi ile gb¢lerin yogun oldugu bdlgelerde yasayan 107
kisinin KIR gen frekanslari karsilastirildiginda aktivatér KIR genlerinden 2DS2
ve 2DS3 gen frekanslarinin gé¢ alan bélgelerde yasayan populasyonda anlamli
derecede yUksek oldugu gézlenmistir (p=0,047, p=0,034). Bununla birlikte diger
inhibitdr, aktivatér KIR genleri ve psédogenlerin frekanslari arasinda anlamli
farklihk gézlenmemistir. G6¢ alan bdlgelerde yasayan populasyonda B grubu
KIR haplotipinin karakteristik genlerinden olan 2DS2 ve 2DS3 aktivatér
genlerinin frekansinin ylksek olarak gézlenmesi “ortam degisikligi ve gdglerin
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aktivatdr genlerin frekansinda artisa yol agtigl’” hipotezini dogrulayan bir

bulgudur.

Mersin ile Istanbul populasyonlarini®* KIR gen frekanslari acisindan
karsilastirdigimizda KIR genlerinden sadece 3DS1 gen frekansinda farklilik
oldugu gdézlenmis, 3DS1 geni diginda diger inhibitdr, aktivatér KIR genleri ve
ps6dogenlerin frekanslari arasinda anlamli farkllik saptanmamistir. Bunlara ek
olarak en sik gbézlenen genotiplerin ayni oldugu bulunmustur. Bu iki populasyon
arasinda tek gende gérilen frekans farkliliginin sebebinin cografi farkliliktan
kaynaklandigi dustnmekteyiz. Ayni Ulkenin farkh cografi bdélgelerinde bazi
genlerde farkhliklarin  olmasi  gdzlenebilecek bir durumdur. Ornegin
Rajalingham ve arkadaslarn yaptiklari ¢alismada Hindistan’in glneyinden (¢
farkh bolgeyi kuzey Hindistan’dan farkli bir bélgeyle karsilagtirmiglar ve bazi

bdlgelerde bes gende bile farkliiga rastlamislardir'®

. Yine Rodriguez ve
arkadaslari Meksika'da yasayan Mestizo yerlileriyle Glkenin G¢ farkh
bdlgesinden olusturulmus populasyon gruplarini karsilastirmis ve her grup
arasinda en az bir gende bazi gruplar arasinda ise doért gende farkhliklar

oldugunu bildirmislerdir''2.

Elde ettigimiz sonuclari farkli toplumlarda yapilmis calismalar ile
karsilastirdigimizda ise gen frekanslarimizin yakin oldugu populasyonlarin
Libnan, Fransa, Yunanistan, Filistin, Almanya ve Finlandiya oldugu

41, 48,107,108, 111 | ibnan’dan 120 kisi ile yapilan calisma sonucu

g6zlenmigtir
elde edilen KIR gen frekanslarini Mersin populasyonu ile karsilastirdigimizda
gen frekanslarinin yiiksek benzerlik gdsterdigi saptanmistir’''. Yine Fransizlar,
Yunanllar, Filistinliler ve Finlandiyalilar ile Mersin  populasyonu
karsilastirdigimizda KIR gen frekanslarinin benzer oldugu, sadece iki gende
farklilik oldugu gézlenmistir* 197 108,
(p=0,020, p=0,041), Yunanlilarla 2DL1 ve 2DS5 genlerinde (p=0,007, p=0,002),
Filistinlilerle 2DL1, 2DS5 genlerinde (p=0,0, p=0,041) ve Finlandiyalilarla ise
2DL3, 2DS2 genlerinde (p=0,0, p=0,038) farklilik oldugu g6zlenmistir. Almanlar

ile Mersin populasyonu KIR gen frekansi agisindan karsilastirildiginda gen

Fransizlarla 2DL3 ve 2DS5 genlerinde

frekanslarinin benzer oldugu ve sadece U¢ gende, 2DL5, 2DS4, 2DS5te
farkhlik oldugu gézlenmistir (p=0,027, p=0,041, p=0,029). Elde edilen bu
sonuglardan, cografi olarak yakin oldugumuz ve Ug¢lUncl gb¢ dalgasindan
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etkilenen Ortadogu ve Avrupa Ulkeleriyle KIR genleri acisindan benzer
Ozellikler tasidigimizi sdyleyebiliriz. Karsilastinlan populasyonlardan sadece
irlanda, Avrupa (lkesi olmasina ragmen KIR frekanslari agisindan bizim

199 irlandallar ile Mersin

populasyonumuzla pek uyumlu goérilmemektedir
populasyonu KIR gen frekansi acisindan karsilastirildiginda dért gende, 2DL3,
2DL5, 2DS4, 3DL1’ de farklihk oldugu gézlenmistir (p=0,032, p=0,001,

p=0,041, p=0,025).

KIR geninin kdkeni Afrika’dir. Daha dnce yapilan calismalarda Afrikalilar
ve beyazlarin dzellikle aktive edici KIR genleri agisindan farkhlik gésterdigi ve
6zellikle KIR2DS1, 2DS2, 2DS3, 3DS1 genlerinin Afrikalilarda daha disik
olarak gézlendigi bildiriimistir*’. Afrika Ulkelerinden Senegallilerle*’ Mersin
populasyonunu KIR gen frekansi agisindan karsilastirdigimizda 2DL3, 2DSH,
2DS4, 3DL1, 3DS1 genlerinde farkhlik oldugu gézlenmistir (p=0,032, p=0,0,
p=0,001, p=0,005, p=0,0). Elde ettigimiz sonuglarda, bu bilgiler ile uyumlu
olarak 2DS1, 3DS1 genlerinin frekanslarini  Mersin  populasyonunda
Senegallilere oranla daha yUksek oldugu ve ek olarak inhibitér genlerden 2DL3,
3DL1’in bizim populasyonumuzda daha distk oldugu gézlenmistir.

Sonuclarimizi Asya Ulkeleri ile kargilastirdigimizda bu Ulkeler ile KIR gen
frekanslarimizin uyumlu olmadigi gézlenmistir. Hintliler ile Mersin populasyonu
KIR gen frekansi agisindan karsilastirildiginda, alti KIR geninde, 2DL1, 2DL2,
2DL3, 2DL5, 2DS1, 2DS4 farkhlik saptanmistir (p=0,04, p=0,0, p=0,007, p=0,0,
p=0,010, p=0,013). ikinci gd¢ dalgas! lizerinde bulunan Uzakdogu (lkelerinde
daha 6nce yapilan calismalarda KIR 2DL3 ve 2DL1 genlerinin beyazlara oranla
daha yUksek oldugu, KIR 2DS2, 2DL2 ve 2DS3 genlerinin ise beyazlara oranla
daha dusiik oldugu gdzlenmistir'® 11
frekansi acisindan karsilastinldiginda alti gende, 2DL2, 2DL3, 2DL5, 2DS2,
2DS3, 2DS5 genlerinde farkhlik saptanmistir (p=0,0, p=0,0, p=0,0, p=0,0,
p=0,0, p=0,006). Yine Japonlarla, Mersin populasyonu KIR gen frekansi
acisindan karsilastirildiginda bes KIR geninde, 2DL2, 2DL3, 2DL5, 2DS2,
2DS3te farkhillk saptanmistir (p=0,0, p=0,0, p=0,002, p=0,0, p=0,006).

Uzakdogu populasyonlarinin beyaz irkla daha énce bildirilen gen frekanslari

. Ginliler ile Mersin populasyonu KIR gen

farkhliklarina ek olarak Mersin populasyonu ile kasilastirdigimizda 2DL5 ve
2DS5 genlerinde de farkhliklar oldugu gézlenmistir.
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ikinci gé¢ dalgasindan etkilenen ve cografi olarak Mersin’e uzak olan
Meksika populasyonu ile Mersin populasyonu KIR gen frekansi agisindan
karsilastiriidiginda dért gende, 2DL3, 2DS3, 2DS4, 3DL1 genlerinde farklilik
oldugu gézlenmistir (p=0,0, p=0,006, p=0,001, p=0,041, p=0,005).

Uciincii gé¢ dalgasindan etkilenen en uzak bélge olan Avusturalya
Aborjinleri  ile  Mersin  populasyonu KIR gen frekansi agisindan
karsilastiriidiginda cerceve genleri disinda diger tim genlerin frekanslari
(2DL1, 2DL2, 2DL3, 2DS1, 2DS2, 2DS3, 2DS4, 3DL1, 3DS1) arasinda anlamli
farklihklar oldugu gézlenmistir (p=0,0, p=0,0, p=0,007, p=0,0, p=0,0, p=0,0,
p=0,013, p=0,0, p=0,0). Toneva ve arkadaslarinin yaptiklari calismada
Avusturalya Aborjinlerinin  KIR gen frekanslari acisindan bugine kadar
taranmis olan tim populasyonlaradan yiksek oranda farkliik gdOsterdigi
bildirilmistir'®. Aborjinlerin KIR 2DS4 disinda diger aktive edici KIR genleri
frekanslarinin beyazlara oranla ylksek oldugu, 2DL2 disinda diger inhibe edici
KIR reseptérleri acisindan ise disik oldugu bildirimistir'®. Bizim
sonuglarimizda  Aborjinlerin,  beyazlarla olan  farkhliklariyla — uyumlu

g6rinmektedir.

Yapilan bir calismada inhibe edici KIR genlerinin spontan abortus ile
iliskili oldugu bildirilmistir®®. Esler arasi inhibe edici KIR reseptér farklihgi (2DL1,
2DL2, 2DL3) olan durumlarda ve kadinlarin sinirli inhibitér KIR repertuvarina
sahip oldugu durumlarda alloimmiin abortuslarin daha sik oldugu bildirilmistir®®.
Calisma grubunda bulunan 111 kadin, spontan abortus 6yklUsU olanlar (27
kadin) ile spontan abortus 6ykisU olmayanlar (84 kadin) olarak iki gruba
ayrilmis ve bu gruplar KIR gen frekanslari agisindan kargilastinlmistir. Elde
ettigimiz sonuglara gbre iki grup arasinda anlamli farkhlik bulunmadigi
g6zlenmistir. Spontan abortuslarla ilgili literatrden farkh sonuclar bulunmasinin
iki nedene bagl oldugunu dustinmekteyiz. Birincisi kadinlardan spontan
abortus 6ykldsinin sadece gecmise yodnelik 6ykd ile alinmasi ve alloimmun
nedenli olanlarin bu sekilde ayrilamamasi. ikincisi ise hastaliklarda yapilan

genetik galismalar igin birey sayisinin az olmasi.

KIR genlerinin hematolojik malignensilerin ve viral kaynakl solid

timérlerin  patogenezinde rol oynadigi daha 6nce yapilan c¢alismalarda
93, 95, 97, 98, 99

bildirilmistir . Calismamizda kanser 6ykisU olan ve farkli kanserlere
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sahip 16 kisi ile kanser 6ykisl olmayan 184 kisi KIR gen frekanslari agisindan
karsilastirildiginda aktivatér KIR genlerinden 3DS1 gen frekansinin kanser
OykUsu olanlarda anlamli derecede ylksek oldugu gbézlenmistir (p=0,032).
Kanser grubundaki bireylerin farkli kanser tlrlerine sahip olmalari ve birey
sayisinin az olmasindan dolayi bu karsilastirma literatirde bulunan calismalari

destekler nitelikte olmasina karsin yeterli degildir.

Sonu¢ olarak KIR genleri, yiksek polimorfizm gésteren, ve yaygin
farklihklar ile karakterize, HLA gibi populasyon genetigi belirteci olarak
kullanilabilecek genlerdir*’. KIR genleri ile ilgili genis kapsamli populasyon
taramalarinin yapilmasi ve bilgi bankalarinin kurulmasinin en blyUk sebebi
transplantasyon genetigi ile ugrasanlarin, akraba disi kemik iligi nakillerinde
alici ve verici arasindaki KIR uyumunun énemini ortaya koymasidir. Fare ve
insan modellerinde yapilan pek ¢ok ¢alismada KIR genlerinin ve genotiplerinin
hematopoetik kdék hiicre ve kemik iligi transplantasyon sonuclari (zerinde
énemli rol oynadiklarini gdstermektedir®™ ®. Bu nedenle transplantasyon icin
HLA doku tiplendirmesi yapan laboratuvarlar ve kemik iligi bankalari artik KIR
tiplendirmesini de rutinlerine sokmaya baslamiglardir.

Su anda KIR tiplendiriimesi igin kullanilan en ileri yéntem bizim de
calismamizda kullandigimiz SSOP teknigidir. Bu teknigin daha da gelistirilerek
KIR genleri igin DNA dizi analizi yapiimasi gindemde olmakla birlikte bu
konudaki ¢calismalar henliz tamamlanmamigtir. Bu ¢alismalarin gelistirilebilmesi
ve tamamlanabilmesi icin yeni bulunacak genotipler, genler ve alleller 6nem
tasimaktadir. KIR genlerinin kodlandigi genomik bélgede bugiine kadar A ve B
haplotipinin gen igeriginin farkh sayilarla ve kombinasyonlarla olusturdugu
300’e yakin farkl genotip gosterilmistir. Buna ragmen, yeni genotiplerin ve
degisik allelik variantlari kodlayan genomik organizasyonlarin bulunabilmesi
icin farkli etnik gruplarda daha blUyUk capli populasyon taramalari ve aile
calismalarinin yapilmasi gerekmektedir.

Modern toplumlarin KIR gen dagihiminin olusmasinda tarih éncesi g6¢
dalgalari ve populasyon karisimlarinin besledigi genetik havuz énemli rol
oynamaktadir. Elde ettigimiz sonuglar, Mersin populasyonunda KIR
genomunda gérilen bu farkhligin sebebinin tarih boyunca pek ¢ok uygarligin
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bu bdlgeyi yerlesim alani olarak se¢cmesi ve buna bagl olarak farkli etnik
kdkenlerin birbirleriyle karismasi sonucu ortaya ¢iktigini disindirmektedir.
Yaptigimz bu g¢alismanin, KIR gen farkhliginin ve KIR genotiplerinin,
transplantasyon ve hastalik patogenezindeki rollerine yénelik yapilacak olan
daha ileri arastirmalara temel olusturabilecek nitelikte bir calisma oldugunu

distinmekteyiz.
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SONUC VE ONERILER

. Mersin populasyonunun KIR gen frekanslari ylUksek degdiskenlik
gOstermektedir. Frekansi en yiksek olan genler 2DS4, 2DP1, 2DL1 ve
3DL1 iken (90%'in Gzerinde), frekansi en disik olan genler 2DS1, 2DS3,
2DS5 ve 3DS1’dir (50 %’nin altinda).

. Mersin populasyonun % 14’Unde aktive edici KIR genlerinin
sentezlenmedigi gézlenmistir. Bu bireylerin 6zellikle NK hdcrelerin birincil
savunmada rol oynadigi enfeksiyon hastaliklarina yatkinliklarinin daha fazla
olacagi sOylenebilir.

. Galismamiz sonucunda 200 bireyde 40 farkli genotip saptanmistir. En sik
g6zlenen genotip, 54 kiside gbzlenen ve bilgi bankasinda 1 numara olarak
kayitli AA genotipidir (% 27).

. Galismamiz sonucu elde ettigimiz 40 farkli genotipten 10’u bilgi bankasinda
daha dénce goésterilmemis olup yeni genotiplerdir ve ilk defa bu calismada
gbsterilmigtir. Bu ¢alismanin literatire girmesiyle birlikte yeni bulunan
genotipler bilgi bankasina eklenecektir.

. Mersin'de grup A KIR haplotipleri ile grup B KIR haplotipleri egit olarak
dagiimigtir. A haplotipinin frekansi % 50,5, B haplotipinin frekansi ise %
49,5 olarak bulunmustur. Bu sonuca gére A haplotipinin B haplotipine orani
1,02'dir.

. Mersin ilinde merkezde yasayanlar ile civar ilcelerde ve kdylerde yasayanlar
karsilastirildiginda inhibitér, aktivatér KIR genleri ve psédogenlerin
frekanslari agisindan anlamli farkhlik olmadigr gézlenmistir. Yine Merkez ve
civar yerlesimlerde en sik gérilen genotiplerin ayni oldugu ve bunlarin
oranlari arasinda da anlamli farkhlik bulunmadigr gézlenmistir. Merkez ile
civar yerlesimler arasinda anlamli fark gérilmemesinin sebebinin her iki
grubun son dénem gdbclerinden esit oranda etkilenmesinden
kaynaklandigini disiinmekteyiz.

. Galismamizda gdécten etkilenmeyen bdlgelerde yasayanlarla, goégclerin
yogun oldugu Dbdlgelerde yasayanlarin KIR gen frekanslari
karsilastirildiginda aktivatér KIR genlerinden 2DS2 ve 2DS3 gen
frekanslarinin gé¢ alan boélgelerde yasayan populasyonda anlamli derecede
ylksek oldugu gdézlenmistir. Gé¢ alan bdlgelerde yasayan populasyonda B
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grubu KIR haplotipinin karakteristik genlerinden olan 2DS2 ve 2DSS3
aktivatér genlerinin frekansinin yiksek olarak gézlenmesi “ortam degisikligi
ve goclerin aktivatér genlerin frekansinda artisa yol actidi” hipotezini
dogrulayan bir bulgudur.

Mersin ile istanbul populasyonlarini KIR gen frekanslari agisindan
karsilastirdigimizda KIR genlerinden sadece 3DS1 gen frekansinda farklilik
oldugu gdézlenmistir. Bunlara ek olarak en sik gbzlenen genotiplerin ayni
oldugu bulunmustur. Bu iki populasyon arasinda tek gende gértlen frekans
farkhliginin sebebinin cografi farkliliktan kaynaklandigi distinmekteyiz.

Elde ettigimiz sonuglara gére cografi olarak yakin oldugumuz ve Ugtnci gé¢
dalgasindan etkilenen Ortadodu ve Avrupa Ulkeleriyle (LUbnan, Fransa,
Yunanistan, Filistin, Almanya ve Finlandiya) KIR genleri acisindan benzer

6zellikler tasidigimizi s6yleyebiliriz.

10.KIR frekansi agisindan, Mersin populasyonunun karsilastirdigimiz diger tim

11

populasyonlarla arasinda anlaml farkliliklar oldugu gézlenmistir (Senegal,
Hindistan, Cin, Japonya, Meksika ve Avuturalya Aborjinleri)

.Spontan abortus 6ykisl olan ve spontan abortus éykislt olmayan kadinlar

KIR gen frekanslari agisindan karsilastirildiginda iki grup arasinda anlamli
farkhlik bulunmadigr gdézlenmigtir. Spontan abortuslarla ilgili literatlirden
farkli sonuglar bulunmasinin kadinlardan spontan abortus Oykistnin
sadece gecmise yoénelik 6ykl ile alinmasindan ve alloimmdn nedenli
olanlarin bu sekilde ayrilamamasindan dolayl ve hastaliklarda yapilan
genetik galismalar igin birey sayisinin az olmasindan dolay! oldugunu

distinmekteyiz.

12.Kanser dykusl olan ve kanser 6yklisu olmayan bireyler KIR gen frekanslari

acisindan kargilastirildiginda calismamizda aktivatér KIR genlerinden 3DS1
gen frekansinin kanser 6ykisU olanlarda anlamli derecede yiksek oldugu
g6zlenmistir. Kanser grubundaki bireylerin farkh kanser tlrlerine sahip
olmalari ve birey sayisinin az olmasindan dolayi bu karsilastirma literatirde
bulunan galismalari destekler nitelikte olmasina karsin yeterli degildir.

13.Yeni KIR genotiplerinin ve degisik allelik variantlari kodlayan genomik

organizasyonlarin bulunabilmesi icin farkli etnik gruplarda daha blyik c¢apli
populasyon taramalari ve aile ¢calismalarinin yapilmasi gerekmektedir.
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14.Bu bdlgenin genetik havuzunun blylk olmasi dolayisiyla allelik dizeyde
tarama yapilmasi ile yeni allellerin bulunabilecegi digtnilmektedir.

15.Cahgsmamizin, KIR gen farkliliginin ve KIR genotiplerinin, transplantasyon
ve hastalik patogenezindeki rollerine yoénelik yapilacak olan daha ileri
arastirmalara temel olusturabilecek nitelikte bir c¢alisma oldugunu

distinmekteyiz.
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EKLER

EK 1: Aydinlatiimig Onam Formu

AYDINLATILMIS ONAM FORMU

Sayin katihmci, bu arastirma ile, Mersin yéresinde yasayan goénulli 200
kisi Uzerinde, KIR gen frekanslar arastirilacaktir. KIR olarak adlandirilan ve
dogdal bagisiklikta goérev alan molekillerin, genetik profilinin ¢ikarilmasi
6zellikle, bu genlerle ilgili olan hastaliklarin risklerinin ortaya konulmasi igin
gereklidir

Arastirma grubu vyaklasik olarak 200 bireyden olusturulacaktir.
Galismamiz sirasinda kisilere, arastirmamizla ilgili olarak herhangi bir ila¢
verilimeyecek, herhangi bir tibbi midahalede bulunulmayacak, sadece alinan
kanda calisma yapilacaktir.

Arastirmaya sadece génulll olanlar katilacaktir. Géndlltler arastirmanin
herhangi bir asamasinda arastirmaya katilmayi reddetme hakkina sahiptir.

Kan alinmasi sirasinda olusabilecek riskler:

1-) igne batmasina bagli olarak az bir aci duyabilirsiniz.

2-) Az bir ihtimal de olsa igne batmasi sonrasinda kanamanin uzamasi veya
enfeksiyon riski vardir.

Yukarida sayllanlar bdylesi bir analizde yasanabilecek potansiyel
risklerdir. Ancak bunlardan en az oranda zarar gdérmenizi saglamak igin
elimizden geleni yapacagiz. Galismanin devami sirasinda ortaya gikabilecek
sorun ve riskler katihmcinin/hastanin kendisine ya da ebeveyni/sorumlusuna

iletilecektir.

Yapilacak genetik testin getirecegi olasi yararlar:

Bu calismanin sonunda KIR genleri agisindan bdlgemizin genetik
profilini ¢ikarilmis olacaktir. Bdylelikle bu bdlgedeki insanlarin yatkin
olabilecekleri hastaliklarin ortaya konulmasi ve henlz bulunmamis kalitsal
hastaliklarin bu genlerle iligkisinin tanimlanmasi agisindan yararl olacaktir.
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Su anda bu calismanin hemen size  bir fayda olarak doénip
dénmeyecegini bilmiyoruz. Ancak ilgili hastaligin temelinde yatan nedenlerin
6grenilmesi ileride ilgili hastaliktan etkilenmis bireylere fayda saglayacaktir.

Bu calismaya katilmay! reddedebilirsiniz. Bu arastirmaya katiimak
tamamen istege baglidir Yine calismanin herhangi bir asamasinda onayinizi
cekmek hakkina da sahipsiniz. Ayrica  kendi rizaniza  bakilmaksizin
arastirmaci tarafindan arastirma harici birakilabilirsiniz.

Yukaridaki génulli arastirmadan 6nce verilmesi gereken bilgileri
g6steren metni okudum. Bunlar hakkinda bana yazili ve s6zlu agiklamalar
yapildi. Bu kosullarla s6z konusu klinik arastirmaya kendi rizamla, higbir baski

ve zorlama olmaksizin katilmayi kabul ediyorum..

Gonullinun:
Adi Soyad:
imzasi:

Adresi(varsa telefon no, faks no):
Aciklamalari yapan arastirmacinin:
Adi Soyadi:

imzasi:
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Ek 2: Hasta Anket Formu

“Mersin Yoresinde KIR Genleri Frekanslarinin Belirlenmesi” isimli Projenin

Hasta Anket Formu

Ad-soyad:

Dosya No:

Tarih:

Telefon no:

Adres:

Cinsiyet:

Yas:

Dogum yeri:

Kag nesildir Mersin'de

yasadigi:

Hastaliklar:

Enfeksiyonlara yatkinlik:

Hepatit:

Diger Viral Hastaliklar:

Otoimmin Hastaliklar (FMF,

romatoid artrit, ankilozan
spondilit, SLE):

Kanser Oykiis(i:

Kadinlar igin, gebelik hikayesi:

Ailede hastalik 6ykasu:
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