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OZET

Glioblastoma Multiforme (GBM)'de Hiicre Oldiiriicii immﬁnglobiilin Benzeri
Reseptor (KIR) Gen Polimorfizminin Degerlendirilmesi

Amag¢: Bu calismanin amaci Glioblastoma Multiforme (GBM) tanili olgularda
KIR polimorfizminin dagilimint inceleyerek, klinik gidisin 6ngoériilebilmesini,
hastalarda genetik mekanizmanin ortaya konulmasini ve gelecekteki muhtemel tedavi
yontemleri i¢in yonlendirici olmaktir.

Materyal ve Metod: Bu calismaya Ekim 2013- Ocak 2014 tarileri arasinda
Norosirurji Anabilim dalimiza basvuran eriskin yasta (18 yas tzeri), histopatolojik
olarak GBM tanis1 almis 31 hasta ve 50 saglikli kontrol olgusu dahil edilmistir. Hasta ve
kontrollerden bilgilendirilmis onaylar1 alindiktan sonra demografik, klinik 6zellikleri ve
kan oOrnekleri alinmistir. DNA izolasyonu yapildiktan sonra KIR genotiplendirmesi
Sekans Oligoniikleotid Prob Metodu (SSOP) kullanilarak gerceklestirilmistir.

Sonuclar: 20 erkek, 11 kadin toplam 31 GBM hastast ve 32 erkek 18 kadin
toplam 50 saglikli kontrol olgusu ¢aligmaya dahil edilmistir. Hasta ve kontrollerin yas
(Hasta: 53,5 yil vs. Kontrol: 53.8 yil), ve cinsiyet dagilimlar1 (Hasta grupta erkek/kadin:
% 64.5/35.5; Kontrol grubunda erkek/kadin: % 64/36) her iki grupta benzer bulundu
(p>0.05). Hasta ve kontroller, inhibitor, activator ve psddogenler olmak tizere16 farkli
KIR gen bolgesi agisindan degerlendirildi ve KIR2DL4, 3DL2, 3DL3 ve 3DP1’ii iceren
gerceve genleri tim hasta ve kontrollerde pozitif bulundu. Ayrica, inhibitor KIR
genlerinden 2DL3 geninin, hastalarda, kontrol grubuna gore istatistiksel anlamli
diizeyde yiiksek oldugu gosterildi (p<0.05).

Tartisma: Bu caligmada inhibitér KIR geni 2DL3, GBM ig¢in yatkinlik olusturan
bir genetik faktor olarak bulunmustur. GBM hiicrelerinin immun sistem genetigi ile
iligkisinin anlasilmasi ailevi yatkinliklarin 6nceden tahmini ve erken teshis acisindan
onem tasimaktadir. Bundan da 6te bu bilgi hastalara cerrahi sonrasi uygulanabilecek
bireysel immunoterapotik tedavi modaliteleri gelistirmek igin anahtar olarak
kullanilabilir.

AnahtarSozciikler: KIR geni, NK hiicreleri, Glioblastoma Multiforme,
SSOP.




ABSTRACT

The Evaluation of Killer Cell Immunoglobulin-like Receptor (Kir) Gene
Polymorphism in Glioblastoma Multiforme

Purpose: Our aim was to evaluate the distribution of Kir gene polymorphism in
order to predict the clinical course, enlight the genetic mechanisms and be guidance for
the potential therapeutic methods.

Material and Methods: Thirty-one adult patients who were admitted to our
Department of Neurochirurgie and diagnosed as GBM between October 2013 and
January 2014, and 50 control subjects were included for the study. After obtaining
informed consents, demographical, clinical information and blood samples were
collected from each participant. After isolating DNA, Kir genotyping was performed
with the sequence spesific oligonucleotid probes (SSOP) method.

Results: Twenty male, 11 female a total of 31 GBM patients and 32 male and 18
female, a total of 50 control subjects were included for the study. The mean age (53,5
years vs. 53.8 years, respectively) and gender distribution (male/female: % 64.5/35.5 vs.
% 64/36, respectively) were comparable among patients and the controls (p>0.05).
Sixteen different Kir gene including inhibitor, activator and pseudogenes were
investigated for each sample and the framer genes including KIR2DL4, 3DL2, 3DL3
and 3DP1 was present in all of the patient and controls. In addition, the inhibitor KIR
genes, 2DL3 gene was significantly more common in patients than controls (p<0.05).

Conclusion: This study showed the inhibitor Kir gene 2DL3 as a predisposition
for GBM. The identification of the potential link between GBM cells and immune
system genetics is critical for predicting familiar predisposition and early diagnosis. In
addition, this clue may be a key factor for developing post-surgery individual
immunotherapeutic therapy models in future.

Keywords: Kir gene, NK cells, Glioblastome multiforme, SSOP.



1. GIRIS ve AMAC

Beyin tiimorleri, tiim hastaliklar i¢inde en dramatik prognozu olanlardan birini
olusturmaktadir. Saglik Bakanligi Kanserle Savas Dairesi 2006-2008 verilerinde beyin
tiimorlerinin erkeklerde 8. , kadinlarda goriilen kanserler arasinda ise 9. sirada yer aldig:
bildirilmektedir."

Glioblastoma multiforme (GBM) en sik goriilen ve en malin primer beyin
tiimoriidiir. Ortalama goriilme yasi 56 yastir (50- 60). Erkeklerde goriilme sikligi
kadinlara gore biraz daha fazladir (Kadin/ Erkek= 2/3). Gliomlarin yaklasik % 45-
50’sini olusturan GBM’in semptom siiresi ortalama 5,4 aydir. GBM serebral
hemisferlerde en sik olarak frontal lobda (% 40), en az siklikla ise oksipital lobda
goriiliir. Korpus kallosum araciligiyla kisa siirede karst hemisfere geger. KiBAS
semptomlari olarak bag agrisi, bulanti, kusma gozlenebilir. Mental durum degisiklikleri
ve motor defisitler olduk¢a yaygin olarak izlenir. Hasta nobetlerle de bagvurabilir.
Radyodiagnostik tetkiklerde; santral nekroz i¢eren ve gevresinde yogun halka tarzinda
kontrastlanma ve belirgin vazojenik tipte tiimoéral 6dem gosteren kitlesel lezyon
seklinde goriliir. Korona radiata, komissiirler, kortikospinal traktus ve 6zellikle korpus
kallosum gibi beyaz cevher olusumlari ile invazyon gosterir. Subaraknoid, subpial ve
subependimal yollarla yayilir. Histopatolojisinde endotel proliferasyonu ile birlikte yeni
damar olusumu, nekroz alanlar1 ve bu nekroz alanlarindan uzanan infiltrasyon odaklari
gozlenir.

GBM primer ve sekonder olarak siniflandirilir. GBM’lerin %90°1 primer GBM,
% 10’u ise sekonder GBM olarak tanimlanir. Primer GBM’ler glial 6ncii hiicrelerden direkt
gelisen ve ilk histopatolojik incelemede glioblastoma tanist konulan tiimdrlerdir. Hizhi
gelistikleri i¢in ilk 3 ay iginde klinik belirti verirler. Sekonder GBM’ler ise diisiik dereceli
gliomlardan sekonder olarak nispete daha yavas gelisen tiimorlerdir. Primer GBM’ler (60
yas) sekondere gore (30-40 yas) yash insanlarda daha fazla goriilmektedir @.

Dogal oldiirticii hiicreler (Natural Killer, NK) kemik iliginden kaynaklanan
bliylik grantillii lenfositler olup dogal immiinitenin en 6nemli hiicreleridirler. Yabanci
antijenlere karsi ilk basamak savunmada gorev alirlar. NK hiicreleri, viral enfekte olmus
ya da malign transformasyona ugramis hiicreleri, hiicre aracili sitotoksisite ve antikor

aracili hiicresel sitotoksisite ile lizise ugratabilirler. NK hiicrelerinin verecekleri



sitotoksik yanit, yiizeylerinde bulunan aktivatér veya inhibitdr reseptdrlerden
kaynaklanan sinyaller arasindaki denge ile kontrol edilir. Bu reseptor gruplarindan biri
de dogal oldiiriicii hiicre immunglobulin benzeri reseptorlerdir (killer cell
immunoglobulin-like receptors, KIR). KIR reseptorleri bulundugu organizmadaki
hiicreleri insan 16kosit antijenleri (human leukocyte antigens, HLA) simif I molekiilleri
ile tanirken yabanci hiicreleri bu molekiillerin olmamasi ile ayirt eder.

KIR molekiilleri 19. kromozomda 19913.4’de bulunan Lokosit reseptor
kompleksi (LRC) bolgesinden kodlanan glikoproteinlerdir. KIR’lar yapilarina gore iki
alt aile olarak smiflanmaktadir. Siniflama bu molekiillerin sahip oldugu
immiinoglobulin alt {initelerinin sayisina gore yapilmaktadir. KIR2D iki, KIR3D ise ii¢
adet immiinoglobulin alt iinitesine sahiptir.{ ¥ Ug alt iiniteli KIR’larin insan l5kosit
antijenlerinden spesifik olarak HLA A ve HLA B antijenlerini tanidigi, iki alt tiniteli
KIR’larm ise HLA C antijenlerini tanidig1 gosterilmistir.

KIR genlerinin karekterizasyonlarinin ve haplotiplerinin tanimlanmasi ¢ok yeni
oldugu icin bu genlerinin spesifik hastaliklarla iliskisini gosteren kisitl sayida c¢alisma
bulunmaktadir. KIR reseptorlerinin hastalik baglantisini1 gésteren genetik calismalarda,
ozellikle viral enfeksiyonlar (HIV, Hepatit C, CMV) bas1 ¢cekmektedir. Bunlarin diginda
otoimmun hastaliklar (romatoid artrit, Psoriasis, Diabet), hematolojik hastaliklar, solid
timorler gibi pek ¢ok hastalikla iligkisi bildirilmistir. Bu sonuglar KIR’larin bu
hastaliklarin bireysel tedavilerinde potansiyel terapétik ajanlar olarak kullanilabilecegini
gostermistir.

KIR genlerinin gostermis oldugu yiiksek polimorfizmden dolayi, rastgele
secilmis 1ki kiside aym1 KIR genotipine rastlama olasiligi ¢ok digiiktiir. Bu
ozelliklerinden dolay1 hastalik ¢alismalarmin yanisira KIR genleri populasyon genetigi
belirteci olarak  kullanilabilmektedir. Giiniimiizde KIR genlerinin  6zellikle
transplantasyon reddi ve hastaliklarla iligkisini gosteren c¢aligmalarin sayisinin
artmasiyla birlikte tiim toplumlarda KIR genleri, genotipleri ve allellerinin
belirlenmesine yonelik populasyon taramalar1 yapilmaya baslanmis ve bu caligmalar,
2003 yilinda HLA icin hazirlanmis olan bilgi bankasma eklenilerek bir araya
getirilmistir. Bilgi bankasinda 108 farkli populasyondan 12.741 bireyin KIR allel ve
genotip sonuglart bulunmaktadir. Bilgi bankasinda kayith su ana kadar 396 farkli KIR

genotipi tanimlanmistir. Genetik calismalardan alinan olumlu sonuglar, yiiksek



mortalite ve morbidite ile seyreden ve kesin tedavisi olmayan bu hastalik i¢in olast gen
tedavilerini glindeme getirmektedir.

Bugiinkii bilgilerimize gore GBM’de KIR genleri polimorfizmi daha 6nce
calistilmamustir. Biz de bu ¢alisma ile GBM’li olgularda KIR gen polimorfizminin
saglikli kontrollerle karsilagtirilmasini, bu sekilde hastaligin olasi genetik yatkinliginin
ortaya konulmasini ve klinik gidisinin Ongoriilebilmesini amagladik. Elde edilen
sonuglarin ilerleyen asamalarda bu hastalara yonelik bireysel gen tedavilerinde de
kullanilabilmesi olasilik dahilindedir. Ek olarak, KIR genleri populasyon genetigi
belirteci oldugu i¢in saglikli kontrol grubunun verileri bilgi bankasina eklenerek bu

bolgenin profilinin ¢ikarilmasina katki saglanmis olacaktir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Beyin Tiimorleri

Beyin tiimorleri beynin herhangi bir yerinden kaynaklanan tiimorlerdir.
Norosirurjinin énemli bir hastalik grubunu olusturur. Beyin tlimorlerinin siniflandirmasi
ilk defa 19. Yiizyilin sonlarinda Wirchow tarafindan gosterilmis ve bugiin de
kullandigimiz (glioma, ndérinoma) gibi isimler tliretilmistir. Bu calismadan sonra bagka
arastirmacilar da kendi adlariyla ¢esitli siniflandirmalar yapmis olup hala siniflandirma
tartismalar1 devam etmektedir.?”

Genel olarak beyin timorleri malign(kotii huylu) ve benign(iyi huylu) olarak iki

ana grupta incelenebilir.

2.1.1. Malign Beyin Tiimorleri
Malign beyin tiimorleri de glial ve metastatik beyin tiimérleri olarak iki grupta

incelenebilir.

2.1.1.1. Glial Tiimoérler

Beynin en sik goriilen tiimorleridir. Kontrolsiiz ¢ogalma &zelligi olan beyin
hiicreleri icerir. Hizla biiyliylip cevredeki saglikli dokunun igine uzanarak klinik
bulgulara neden olur. Cok nadir olarak omurilige ve hatta viicudun diger organlarina
yayilabilirler. Dort grupta evrelendirilir. Grade 1 ve Grade 2 tiimérler diisiik dereceli,
Grade 3 (anaplastik astrositom) ve Grade 4 (glioblastoma multiforme) yiiksek dereceli
olarak kabul edilir. Bu gruptaki diger baz1 tiimorler; ependimom, medulloblastom ve
oligodendrogliomdur. Diistik dereceli tiimorler da sonradan yiiksek dereceli tiimorlere

doniigebilirler.

2.1.1.2. Metastatik Beyin Tiimorleri
Viicudun bagka yerindeki bir tiimdriin beyne yayilmasi sonucunda ortaya
cikarlar. En fazla akciger, meme, kalinbagirsak, mide, cilt ve prostattan

kaynaklanmaktadirlar. Tiim beyin timoérlerinin % 10’unu olusturur.



2.1.2. Benign Beyin Tiimorleri

Kafatas1 i¢inde ancak beyin dokusu disinda gelisen tiimorlerdir. Menengiomlar,
hipofiz adenomlari, kraniofaringiomalar, dermoid ve epidermoid tiimorler,
hemanjioblastom, kolloid kist, norinomlar bu grubun en sik karsilasilan lezyonlaridir.
Menengiomalar iyi huylu beyin tiimdrlerinin 6nemli bir kismint olustirur. Diger
organlardaki iyi huylu tiimdrlerin aksine, iyi huylu beyin tiimdrleri sebep olduklar kitle

etkisi nedeniyle hayati tehdit edici durumlara neden olabilir.

2.1.3. Beyin Tiimérleri Epidemiyoloji

Beyin tiimorleri diger kanserlerle karsilastirildiginda nadir goriillmesine ragmen
en agresif hastaliklardan biridir.

Amerika’da kanser tiirleri icersinde beyin tiimori insidanst % 1,4’t1'ir.(5) Amerika
Beyin Tiimori Kayit Merkezi (Central Brain Tumor Registry Of The United States,
CBTRUS)’nin yayinladig1 raporda ise primer beyin timorii (benign ve malign olanlar)
insidans1 yilizbinde 11,4 ve 23,5 arasinda degisir. GLOBOCAN 2008 verilerine gore

Tablo 1’de kanser ¢esitlerinin siklik ve 6liim oranlar1 verilmistir.(Tablo 1) ©)

Tablo 1. GLOBOCAN 2008 Kayitlarina Gore Diinya Capinda Gériilen Kanser Cesitlerinin Siklik
ve Oliim Oranlari (100.000 bireyde) ©
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Saglik Bakanligi kanser kayit verilerine gore tiim cocukluk cagi kanserlerinin
yaklagik % 14’1 SSS tiimorleridir. 0 — 14 yas grubunda yer yil yaklasik 3000 yeni
kanser vakasi teshis edildigine gore yillik yeni SSS tiimorlii olgu sayis1 yaklasik 420
olacaktir. 2004 yilinda 266 erkek ve 205 kadin olgu, 2005 yilinda 323 erkek ve 242
kadin olgu, 2006 yilinda ise 312 erkek ve 267 kadin olguda beyin ve sinir sistemi
tiimorii rapor edilmistir. Tiirk Tabipler Birligi 2006 verilerine gore ise Tiirkiye’de beyin
timorleri tiim kanser olgulari igerisinde kadinlarda % 3,99, erkeklerde ise % 3,77
oraninda gérﬁlmektedir(G).l993’te WHO (World Health Organization) tiimorleri
benignden maligne dogru evre I’den IV’e dogru siniflandirmistir. Bu siniflama hem
histopatolojik 6zellikler hem de yasam siiresi verilerine de dayanmaktadir. Giiniimiizde
en c¢ok kullanilan sistem ise 1979, 1993, 2000 ve son olarak 2007 yilinda yeniden

gozden gegirilerek diizenlemeler yapilan giincel WHO smiflandirmasidir. (Tablo 2)
(7.8.9)



Tablo 2. WHO Merkezi Sinir Sistemi Titmoérlerinin Simflandirmasi, 20070

1. Niroepitelial dokn timdirleri Ganglioglioma

Astrositik Timiérler Anaplastik gangliogliom
Pilositik astrositom Santral nérositom
Pilomiksoid astrositom Ekstraventnkiiler norostom

Subependimal dev hiicrel astrosito

Serebellar lipondrositom

Pleomorfik ksantoastrositom

Papiller gliondronal timér

Diffliz astrositom

Paragansliom

Fibriler astrositom

4. ventrikiiliin gliondral fimérii

Gemistositik astrositom

Pineal bolze tnmarleri

Protoplasmik astrositom Pinepsitoma

Anaplastik astrositom Pineoblastoma

Ghoblastoma Intermediver farkhilik gésteren pineal tm
Dev hiicreli glioblastom Pineal bilee papiller tiimbrii
Ghosarkom Embrivonal timirler

Ghomatosis serebn

Medulloblastom

Oligodendroglial tiimdrler

Primitif ndroektodermal tiimdr

Oligodendroghoma

Atpik teratoid Tabdoid timdr

Anaplastik ohgodendroghom

2 Kranial ve paraspinal sinir timarleri

Oligoastrositik riimarler

Scwannom

Oligoastrositom Niarofibrom

Anaplastik oligoastrositom Perinérom

Ependimal ttimorler Malien periferal simir kilifi tiimsrleri
Subependimoma 3 Meninkslerin timirleri
Miksopapiller ependimom Meningoepitelial hilere timérleri
Ependimoma Mezenkimal tiimorler

Selliiler Primer melanositik lezyonlar
Papiller Histogenezi bilmmeyen tiimdrler
Clear cell 4.Lenfoma ve hematopoetik tiimorler
Tamsitik 5.Germ hiicreli timérler
Anaplastik ependimom Germinom

Foroid pleksus timarler Embrivonal karsinom

Eoroid pleksus papillomm "olk sak tiimdri

Atmpik koroid pleksus papillomn Koryokarsinom

Koroid pleksus karsimomu Teratom

Diger noroepitelial tiimarler

Mikst germ hiicre tiimarleri

Astroblastom

. 5ellar halze timdrler

3. veninkiiliin kordoid gliomas Kraniofarengiom
Angiosentnik glioma Graniler hiicreli timar
Nirinal ve miks nérdénal-shal timérler | Pinusitoma

Serebellum displastik gangliositomas: Adenchipofiz onkositomas:

Desmoplastik mfantil astrostom

T Metastatik timarler

Gangliositom

2.1.4. Beyin Tiimérii Olusumunu Etkileyen Faktorler

Beyin tiimorlii olgularin sadece az bir kisminda immiin baskilayicilar, radyasyon
ve bazi kalitsal sendromlar rol oynamaktadm(lo) Bu tiimorlerle iligkili kalitsal hastaliklar

tim beyin tiimorlerinin % 1-2’sini olusturmaktadir. Terapotik dozda verilen iyonize



radyasyon ve organ transplantasyonu sonrasi immiin baskilayici ajanlarin kullanimi
beyinde tiimdr olusma riskini arttirr, 1 Beyin tiimorii gelisiminde rolii tam olarak belli
olmayan ancak bu konuda bilimsel ¢alismalarin devam etmekte oldugu olas1 nedenler

Tablo 3’te sunulmustur.( 10)

Tablo 3. Beyin Tiimérii Gelisiminde Rol Oynadig Diisiiniilen Olasi Faktorler®”

Faktir Etkinlik ve Ornekler

Mobil telefonlar Padyofrekans dalgalarma maniz kalma

Diigiik frekansh elektromanyetik alan Evde ve igyerinde mamniz kalma

Spesifik enfeksiyonlar Wriisler, toxoplazma gondu,
mfrauterin mfluenza. varicella

Alerj1 Atop1

Dayet Nirosamine / mifrosamide ! mitrit [ nirat
fAspartat

Sigara, pipo kullanim alkol kullanmm Ginliik / aylik kullamm miktarlan

Kimyasal ajanlar Sag boyalary, solventler, pestisit, hava krliligi

Meslekler Tapiztme: fabrikalarmda ve  petrol
rafinelerinde calizanlar

2.1.5. Olgularin Yas ve Cinsiyeti

Beyin tiimorlerin goriilme yas1 ve siklig1 birbirlerinden farklidir. Son 15-20 yilda
primer beyin tiimorlerinin goriilme oraninin arttigr belirtilmistir 12 Yetiskinlerde
saptanan en yaygin beyin timori Glioblastoma Multiforme (GBM) olup tiim beyin
tiimdrlerinin % 20-25’ini olusturur.

Cinsiyet durumuna bakildiginda primer beyin tiimdrleri erkeklerde bayanlara
gore daha yiiksek oranda gozlenir. Ancak meningiomlar bayanlar1 % 80 oraninda fazla
etkilerken, gliomlar ise erkekleri bayanlara gore % 40 oraninda fazla etkilemektedir
Beyin tiimoérlerinin tiimii i¢in ortalama olgu yas1 54 iken histolojik gruplara gore bu yas
araliklart degismektedir. Glioblastom ve meningiomda bu yas ortalamasi 62’dir
Astrositom ve glioblastomalarda insidans 65-74 yaslar arasinda, oligodendrogliomlarda

ise insidans 35-44 yaslar arasinda sikca goriilmektedir®'¥ |



2.1.6. Beyin Tiimorlerinin Evrelendirilmesi
Timorler tip bilim insanlarmin  kolay iletisimi  ve tedavinin dogru
planlanabilmesi igin evrelendirilir. Timor evresini mikroskobik olarak belirleyen
kriterler:
e Normal hiicreler ile benzerlik (atipi)
¢ Biiylime hiz1 (mitotik indeks)
e Kontrolsiiz biiyiimeyi gosteren bulgular
e Tiimoriin santral kesimindeki 6lii tiimor hiicreleri (nekroz)
e Invazyon ve/veya yayilim potansiyeli

e Vaskiilarite™®

2.1.7. Diinya Saglik Orgiitii (WHO) Derecelendirmesi

Histolojik  derecelendirme  tiimoriin  biyolojik  davranisinin -~ 6nceden
anlasilabilmesini saglar. Tiimor derecesi klinik uygulamalarda ozellikle adjuvan
radyoterapi, 6zel kemoterapotiklerin segilmesinde ve tedavi modelinin belirlenmesinde
onemlidir.

WHO’nun smiflandirmasinda ise derecelendirme, gesitli histolojik 6zelligi olan

timorlerin malignitelerinin 6l¢titidiir.

Grade 1

v" Yavas bilyiiyen hiicreler

v" Normale yakin mikroskopik goriiniim
v" Diigiik malignite

v" Survey genellikle uzun

v Yavas ¢ogalma

v' Cerrahi olarak ¢ikarildiktan sonra kiir sans1 bulunan tiimorler

Grade 2

v’ Goérece yavas biiyliyen hiicreler

v Anormal mikroskopik bulgular

v Komsu normal dokuyu invaze edebilir

v' Daha yiiksek evreli olarak niiks edebilir



v" Diisiik gogalma potansiyeline ragmen siklikla tekrarlayan tiimorler
Omegin diisiik dereceli astrositom, anaplastik astrositoma ve glioblastoma

doniisebilmektedir.

Grade 3

v" Genellikle histolojik olarak malignansi bulgusu gosterme

v' Aktif anormal hiicre yapimi

v" Belirgin anormal mikroskopik bulgular

v Komsu normal dokuya sizma

v" Genellikle daha yiiksek evreli olarak niiks etme egilimi

Ugiincii  derece tiimorlii  hastalar ¢ogunlukla adjuvan radyoterapi veya

kemoterapi gérmektedir.

Grade 4

v" Sitolojik olarak malign, nekroz egilimli neoplaziler

v" Hizli anormal hiicre yapimi

v’ lleri derecede anormal mikroskopik bulgular

v" Hizli biiylimeyi siirdiirebilmek i¢in neovaskiilarizasyon
v Santral kesimde nekroz

Oliimciil bir seyir gésterirler.(9'15)

2.1.8. Glioblastoma Multiforme

Yetiskinlerde saptanan en yaygin beyin tiimorii Glioblastoma Multiforme
(GBM)’dir. GBM, tiim beyin tiimorlerinin % 20-25’ini olusturur. WHO, GBM’i nekroz
ve vaskiiler proliferasyon ozelliklerine gore grade IV olarak siniflandirmaktadir. GBM,
kendi kendine ¢ogalma, kontrolsiiz gelisme, dokuya invazyon yapabilme, apoptotik
uyarima diren¢ gosterme ve yeni kan damari olusturabilme gibi malign fenotipik
ozelliklere sahiptir 18 Glioblastomlar molekiiler temelde sekonder ve primer olarak iki
alt gruba ayrilmaktadir. GBM’lerin % 90’1 primer GBM, % 10’u ise sekonder GBM
olarak tanimlanir. Primer GBM’ler glial oncii hiicrelerden direkt gelisen ve ilk
histopatolojik incelemede glioblastoma tanis1 konulan tiimoérlerdir. Hizli gelistikleri i¢in

ilk 3 ay i¢inde klinik belirti verirler. Sekonder GBM’ler ise diisiik dereceli gliomlardan
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sekonder olarak gelisir. Diisiik dereceli astrositomlarin glioblastoma doniismesi igin
gecmesi gereken siire ortalama 4-5 yildir ‘7. Primer ve sekonder GBM, morfolojik
olarak ayirt edilemez, her ikisi de hasta yasindan bagimsiz olarak kotii prognoza sahiptir
18 GBM, baslica serebral hemisferde yerlesim gosteren infiltran tiimorlerdir (19.20) Ep
sik frontal, en az oksipital lobu tutar. Glioblastomalar makroskopik incelemede ¢evre
normal dokudan iyi sinirlarla ayrilmasima ragmen mikroskopik olarak incelendiginde
kitleden uzakta normal doku i¢ine infiltrasyon gostermektedir @Y yiiksek derecede
inzaziv timor olduklarindan tiimoriin ¢evresindeki normal beyin dokusunda 6deme ve
ekspansiyona neden olurlar 2.

Glioblastoma multiforme’nin neden oldugu semptom ve belirtilerin ¢ogu hizl
biliylimekte olan tiimdre, ¢evresinde yaptig1 ddeme, obstriikksiyona ve artmis kafa ici
basinca baghdir. En yaygin belirtileri bas agrisi, bulanti, kusma, epileptik nébetler,
néromotor fonksiyon kaybi ve mental degisikliklerdir. Tutulan tiimdr lokalizasyonuna
bagli olarak fokal bulgular da olusabilir @7 GBM, tedavisi gii¢ kanserlerden biridir,
yiiksek morbidite ve mortalite 6zelliklerine sahiptir.

GBM’in kiiratif tedavisi yoktur (22 Hastalarin yasam siiresi, en gelismis tedavi
uygulamalarina ragmen ortalama 14.6 aydir @7 Hastalarm % 10’luk bir kisminin 2
yillik yasam siiresine ulasabildigi bilinmektedir. Bugiin uygulanan standart tedavi
bicimleri cerrahi, radyoterapi ve kemoterapidir. Bu tedavi bigimleri tek bagina yeterli
degildir. Bu nedenle {i¢ tedavi yaklasiminin da uygulanmasi tercih edilmektedir. GBM
giincel tedavi modeli, miimkiin olan en genis cerrahi rezeksiyon sonrasinda adjuvant

radyoterapi ve uygun olan hastalarda kemoterapi uygulamasidir (22),

2.1.8.1. Glioblastoma Multiformenin Genetik Ozellikleri

Canlinin  gelisimi, doku rejenerasyonu ve tamiri sirasinda fizyolojik
proliferasyondan sorumlu biiyiime faktorlerini kodlayan genlere protoonkogen denir.
Fizyolojik kosullarda doku biiylimesi protoonkogen ve tiimor baskilayic1 genlerin
kontrolii altinda ger¢eklesir. Onkogenler; protoonkogenlerin delesyonu, amplifikasyonu,
mutasyonu ve yeniden diizenlenmesi (rearrangement) sonucu olusur. Simdiye kadar
100’1in tizerinde onkogen saptanmustir. Belli basli onkogenler; biiylime faktorleri, hiicre
zar1 reseptorleri, sinyal molekiilleri, transkripsiyonel faktorler ve hiicre i¢i iletim

yolunda yer alan molekiilleri kodlayan onkogenlerdir. Onkogenlerin kodladig
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proteinler ise hiicreye yeni fonksiyonlar kazandirir. Tiimor baskilayici genler fizyolojik
sartlarda proliferasyonu frenleyen veya durduran proteinlerin transkripsiyonundan
sorumludurlar. Ancak tiimor baskilayict genlerin delesyonu, amplifikasyonu,
mutasyonu ve yeniden diizenlenmesi sonucunda fonksiyonlarin1 kaybetmesi biiylimeyi
baskilayici etkilerinin ortadan kalkmasi ile sonuglanir.

Biitlin kanser tiirlerinde oldugu gibi GBM dokusuna ait tiimor hiicrelerinde de
yasam sinyallerinin aktivasyonunda artis, anjiyogenez, kontrolsiiz c¢ogalma, doku
invazyonu yapabilme ve apoptoza direng gelisimi goriilmektedir. GBM’in genetik
yapisi heterojendir. Ayni tiimdr dokusunda ve farkli hastalara ait tiimor 6rneklerinde
genetik yapinin degistigi ve bu yiizden hastaligin ‘multiform’ olarak isimlendirildigi
bilinmektedir "%,

Primer ve sekonder GBM dokular1 arasinda klinik ve sitogenetik farkliliklar
vardir @, Sekonder GBM’de Platelet Kokenli Biiyiime Faktorii Reseptorii A
(PDGFRA), PDGFRA ligandi ve timor baskilayict protein 53 (p53) genlerinde cesitli
genetik degisiklikler saptanmistir. Ayrica, pl6INK4A, retinoblastom yatkinlik lokusu
protein 1 (pRB1) genlerinde mutasyonlar, siklin bagimli kinaz 4/6 (CDK) ve insan
double minute 2 (HDM2) genlerinin amplifikasyonu ve kromozom 10 delesyonlari
sekonder GBM’de saptanmus genetik degisikliklerdir ‘2%, Primer GBM’de ise
epidermal biiyiime faktorii reseptorii (EGFR), siklin bagimli kinaz inhibitorii2
(CDKN2A) genlerindeki mutasyonlar ve kromozom 10q23°te heterozigosite kaybi en
cok goriilen genetik degisikliklerdir. Kromozom 10q23°te meydana gelen heterozigosite
kayb1 (LOH) olgularin % 60-80’inde meydana gelmektedir ve bu bolgede bir timor
baskilayict gen olan fosfat ve tensin homolog (PTEN) geni bulunmaktadir @n

Primer GBM i¢in EGFR amplifikasyonu, sekonder GBM i¢in ise p53 mutasyonu
karakteristik genetik degisikliklerdir @9 Parsons ve arkadaslari (2008), GBM
olgularinda yaptiklar1 genom analizinde en sik degisen genlerin p53 (% 40),EGFR (%
37) ve PTEN (% 30) oldugunu bildirmistir (Sekil 1). Ancak bu genetik degisikliklerin
GBM tedavisinde prognostik degerinin olmadig bilinmektedir.

Primer ve sekonder GBM’lerde ortak genetik degisiklikler de vardir. Kromozom
10 kaybi, timor baskilayict PTEN (Fosfat ve Tensin homologu) gen delesyonu,
p16INK4A gen mutasyonu veya delesyonu, HDM2 (human double minute 2), INK4 ve
EGFR (Epidermal Growth Faktdr Reseptorii) amplifikasyonu ortak genetik
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degisikliklerdir. Diisiik gradeli beyin timorlerinden GBM’e kadar olan genetik
degisiklikler Sekil 2°de 6zetlenmistir (Sekil 2) *©.

GBM’de morbidite ve mortalite orami1 yiiksektir. Tedavisinde cerrahi islemi
takiben radyoterapi (RT) ve kemoterapi uygulanmaktadir. Ortalama yasam siiresi,
tedavi bigimine ve yasa bagli olarak 4 ay ile 18 ay arasinda degiskenlik gosterir @),
Populasyon ¢aligmalarinda GBM hastalarinin ¢ok az bir kisminin 36 ay yasadigi

bildirilmistir %©.

Astrositler, tiimdr kik hiicreleri

| Diisiik-dereceli astrositoma (WHOTII) |

53 mutasvom (e

| Anaplastik astrositoma (YWHO III) ]

P 33 mutasyom (¥e30)

pl4 ARF meatillanmasi(3a3{)
MGMT meatillapmeasi {3675)
)

Sekonder GEM (WHOIV) (%10) | Primer GBM (WHOIV) (%90)
LOH 10g (%60) Eromozem 107 um bittinitvle kavia (3070
EGFE amplifikasyom (3:10) EGFE amplifila syom (360 -6{)
pl 67 dalesyom (%620) pl67* dalesyomm (2:30)
pl4™* matillammasi (3620 14 matillapmasi (3630)

P53 mutasvom, kodon 24 8273 (3065) 53 mutasvom, titm ek zonlarda (303 {0)
PTEN mutasyom (¥e3) PTEN mutasyom (¥l 3)

BBl metillanmesi{3 ) EE] matillanmesi{¥al 3)

MGHWT meatillenmasi {3075) MGWT metillarmasi (¥a36)

Sekil 1. Primer ve Sekonder GBM’deki 6nde gelen genetik degisimler @
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Glioma Onciil Hiicre

@

PDGFR
ploINKA TP53
pl4ARF - N .
PTEN Diiisiik dereceli astrositom (WHO derece IT)
I't'ljl_{ plaINKas
CDK4 pRBI
HDM2 CDK4
EGFR HDM?
HER2 . .
VECF Anaplastik astrositom (WHO derece IIT)
PTEN
PI3K
Primer GBM Sekonder GEM

Glioblastoma Multiform (WHO erade 1V)

Sekil 2. Glioblastoma Multiforme, diisiik grade astrositom ve anaplastik astrositomda saptanan
major genetik degisiklikler (16)

P53 mutasyonu ve Trombosit Kaynakli Biiyiime Faktorii Reseptorleri
(PDGFR)’nin asir1 ekspresyonunun astrositom gelisiminde ilk genetik degisiklikler
oldugu bilinmektedir. Bu degisikliklere retinoblastom geninde mutasyonun veya
delesyonun, bax genini iceren 19q’da olan kayiplarin ve ozellikle 10. kromozomun q
kolunda olan delesyonlarin eklenmesi ile anaplastik astrositom ve sekonder glioblastom
gelismektedir. Yedinci kromozomda yerlesmis Epidermal Biiytime Faktorii Reseptorleri
(EGFR)’nin aktivasyonu, 9. kromozomun kisa kolunda yerlesmis olan pl6’nin
homozigot delesyonlari, hiicre dongiisinde mouse double minute (MDM2)
proteinlerinin p53 bagimli frenleyici etkiyi azaltmasi, kromozom 10’un hem p hem de q
kolunda olan kayiplar1 yaninda PTEN mutasyonu gibi genetik degisiklikler astrositik
oncii hiicreden de novo olarak direkt primer glioblastom gelismesine neden olmaktadir.

GBM  hiicrelerinde saptanan ve canliligi tetikleyen en Onemli yolak
fosfatidilinositol 3 kinaz (PI3K) yolagidir. Cesitli tirozin kinaz reseptdrlerinin (EGFR,
PDGFR vb.) biiyiime faktorleri ile aktive edilmesi sonucu PI3K/Protein Kinaz B (PKB,
AKT) vyolag1 aktiflesir ve niikleer faktor xB (NFkB) araciligi ile yasami ve
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prolifersayonu diizenleyen genlerin aktive edilmesi saglanir. PTEN mutasyonunun bu
yolag1 inaktive etmedigi belirtilmektedir.

Tirozin kinazlarin aktivasyonu sonucu tetiklenen diger bir yol ise Ras onkogeni
aracilign ile mitojen aktive edici protein kinaz (MAPK) yolagidir. Bu yolagin
aktivasyonu da, glia hiicresinde yasam ve biliylimeyi kontrol eden genlerin
ekspresyonunu saglayan transkripsiyon faktorlerinin aktivasyonunu tetikler. GBM’de
bu sinyallerin aktivasyonuna neden olan tirozin kinaz reseptorlerinde mutasyon
meydana gelmesi sinyal yolaklarinin kontrolsiiz aktivasyonuna neden olmaktadir. Bu
yolagin basinda yer alan kinazlari inhibe etmek icin inhibitdrlerin ve monoklonal
antikorlarin kullanilmast GBM’de alternatif bir tedavi yontemi olmustur. Bu yiizden,
EGFR inhibitdrleri (erlotinib, gefitinib) ve Akt inhibitorleri (perifosine) ile ilgili
calismalar ile yasam sinyallerinin diger iiyeleri i¢in inhibitor kullanimini gelistirme

calismalar1 devam etmektedir @n,

2.1.8.2. Glioblastoma Multiforme Epidemiyoloji

Glioblastoma multiforme (GBM) eriskin yas grubundaki en sik primer beyin
timoridir. Primer beyin tiimdrlerinin  dagilimi  biiyik oranda yasla ilintilidir.
Glioblastomanin insidansi 14 yas altinda 100.000°de 0,2 - 0,5 iken, 45 yas {izerinde ise
100.000°de 4 — 5’e ¢ikmaktadir. GBM’in tiim primer beyin tiimorleri i¢cindeki orani
degisik yayinlarda % 20°den % 50’e kadar degismektedir. Erigkin yas grubu ele
alindiginda primer beyin tlimoérlerinin yarisindan fazlasini GBM olusturur. ABD’de
GBM i¢in ortalama yas 60 dolayindadir.

GBM primer olarak gelisebilmekle birlikte daha diisiik grade glial tlimdrlerden
de progresyon ile gelisebilmektedir. Bu iki tip GBM, primer ve sekonder GBM olarak
anilmaktadir. Primer GBM daha yaslilarda ve daha kisa klinik tablo sikayetlerle
karsimiza ¢ikarken, sekonder GBM, daha genglerde ve genellikle aylar veya yillar siiren
klinik sikayetler ile ortaya ¢ikmaktadir.

Yillar icinde de GBM siklig1 artmustir. Ozellikle gelismis iilkelerde yapilan
caligmalarda ABD ve Kanada’da yetmigli yillardan seksenli yillari ortalarina kadar
tespit edilen glioblastom olgular1 yaklastk 2 kat kadar artig gostermistir. Bunun
nedeninin ise teknolojik gelismeler ile tespit edilme oraninin artmasi olarak ortaya

konmustur. Yiiksek evre glial tiimorlerde buna benzer bir artig, son 7 yil i¢inde % 5’lik

15



bir artis ile Fransa’da tespit edilmistir. GBM erkeklerde kadinlara gore, beyaz irkda da
siyah 1rka gore bir miktar daha siktir.

GBM genellikle herhangi bir ailevi yatkinlik ya da tanimlanabilir bir ¢evresel
etken olmaksizin sporadik olarak ortaya ¢ikar. Son zamanda yapilan ¢alismalarda ortaya
atilan hipotezlere gore diisik derece astrositomlardan basamak basamak GBM’e
ilerleyis kromozom 10 ve 17°de yerlesim gosteren supresor genlerin kademeli
kayiplarindan ileri gelmektedir. Bu kayiplar tiimor biiyliimesini ve heterojenitesini
artiran dominant onkojenlerin aktivasyonuna yol a¢maktadir. Gliomali hastalarda
kromozom 10 ve 17’de kayiplar siklikla saptanmaktadir. Yine son zamanlarda primer
ve sekonder GBM’lerde genetik profiller de farklilik gostermektedir. Primer GBM’lerde
PTEN mutasyon veya delesyonlar1 saptanirken sekonder GBM’lerde ise siklikla p53
mutasyonlart gozlenmektedir. Tiim bu bulgular glial tiimorlerde bir genetik koken

oldugunu gostermektedir 9.

2.1.8.3. Glioblastoma Multiforme Yerlesim Bolgeleri

GBM’ler genellikle serebral hemisferlerin derin beyaz maddesinde yerlesir. Bu
timorlerin biiyiikk ¢ogunlugu hemisferlerde genis dagilim gostermekle birlikte en sik
olarak frontal lob ve oksipital lob parietal lob smirlarinda gozlenirler. Genellikle
dagimik yerlesim gosterme 6zellikleri ve derin yerlesimleri nedenleri ile birden fazla
fonksiyonel beyin bolgesini isgal ederler ki bu da cerrahi eksizyonlarini zorlastiran ana
etkenlerdendir. Serebral hemisferler disinda da yerlesim gosterebilirler. Ayrica
GBM’lerin yaklasik % 10°u derin yerlesimli olmayip, beyaz-gri cevher smirinda

yerleserek serebral metastazlar taklit edebilirler (29,30,

2.1.8.4. Glioblastoma Multiforme Tedavisi

GBM giincel tedavi modeli, miimkiin olan en genis cerrahi rezeksiyon
sonrasinda adjuvant radyoterapi ve uygun olan hastalarda kemoterapi uygulamasidir (22)
Son yillarda gen tedavisi, antiangiogenetik tedavi, lokal polimer ilag uygulamasi gibi
baska bazi deneysel ve klinik calismalar yiiriitiilmiis, ¢ok timit verici olmasa da az
sayidaki bazi serilerde tiim hastalarin bir yillik, % 30 kadarinin da 2 yillik yasam

siiresine ulasabildigi bildirilmistir 2.
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2.2. Bagisiklik Sistemi

2.2.1. Bagisiklik Sisteminin Genel Ozellikleri

Immiin sistem, viicutta savunma, hemostaz ve canliligin devamini saglayan
milyonlarca hiicre ve sinyal molekiillerinden olusan bir sistemdir. Zararli bir etkenin
saldirisina karsit organizmada olusan direng ve bagisiklik immiin sistem tarafindan
saglanmaktadir. Bu sistem fiziksel bariyerler, dogal immiinite ve kazanilmig immiinite
tarafindan olusturulan savunma mekanizmalarin1 i¢ermektedir. Viicutta, immiin
sistemin ana fizyolojik islevi yabanci patojenler ile karsilasildiginda karsilikli ve
diizenli etkilesimler ile bir yanit ortaya ¢ikarmaktir. Ortaya ¢ikan bu yanita “immiin
yamt” adi verilir. Immiin sistem, farkl1 islevlere sahip iki ayr1 kisimda incelenir, (%233
1. Dogal Bagisiklik (Dogal Immiinite),

2. Kazamlmis Bagisiklik (Kazanilmis Immiinite).

2.2.1.1. Dogal Immiinite

Yabancit etmenlerle karsilasmadan Once organizmada bulunan koruyucu
mekanizmalar dogal bagisiklig1 olusturmaktadir. Mikroorganizmalara karsi ilk basamak
savunma, dogal bagisiklik aracihigiyla gerceklestirilirken, bazi  durumlarda
mikroorganizmanin ortadan kaldirilmasinda tek baglarina yeterli olabilmektedir.

Dogal immiin sistemin hiicresel bilesenleri, dendritik hiicreler, monositler,
makrofajlar, graniilositler ve dogal 6ldiiriicii hiicreler ile deri, akciger ve bagirsak epitel
hiicreleri gibi mikroorganizmalara kars1 yiizey alani olusturan hiicreleri igerir. Dogal
bagisikligin hiicre-dis1 bilesenleri ise basit bariyer islevleri, kompleman selalesi
(kaskad1) gibi karmasik yolaklar, epitelyum yiizeylerdeki antimikrobiyal maddeler (6r,

defensinler, kriptosidinler) gibi yapilari icerir, (334

2.2.1.1.1. Dogal immiin Sistem Elemanlarinin Aktivasyonu

Dogal immiin sistem elemanlar1 benzer mikroorganizmalarin 1y1 korunmus ortak
baz1 yapilarn ile aktiflesirler. Bu yapilar “patojen ile iligkili molekiiler yapilar”
(pathogen associated molecular patterns, PAMP) olarak adlandirilmaktadir. PAMP’lar
birbirinden ¢ok farkli olmakla birlikte lipopolisakkaritleri, aldehid-kaynakli proteinleri,
mannanlari, teikoik asitleri, denatiire DNA’y1 ve bakteriyal DNA’y1 igerir.(31'33*34) Bu

molekiiler bigimleri taniyan dogal bagisiklik elemanlarina da "yapilar1 taniyan
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reseptorler” (pattern recognition receptors) denir. Bu reseptdrlerin hangi yapilar
taniyabilecegi genetik olarak Onceden belirlenmistir. Bu reseptorler salgilananlar,
endositik olanlar ve sinyal verenler olmak iizere {i¢ grupta incelenirler. Bunlarin ¢ogu
makrofajlar, dendiritik hiicreler ve B lenfositler gibi antijen sunan hiicrelerin yiizeyinde
bulunurlar 2. Yapilari tantyan reseptorlerden bir tanesi Toll-like reseptorlerdir (TLR).
Bu reseptorler, hem dogal bagisiklik hiicrelerinde, hem de endotel, epitel
hiicrelerinde ve fibroblastlarda eksprese olmaktadirlar. Patojen reseptorlerin 6nemli bir
grubunu olustururlar. Insanlarda 10 farkli TLR ailesi tanimlanmistir. TLR ’nin mikrobial
kaynakli ligandlarina baglanmasi ile birlikte, fagositler aktiflesmekte ve patojenlerin
direk olarak oldiiriilmesi saglanmaktadir (Tablo 4, Sekil 3). Bunlara ek olarak, bu
reseptorler tanidiklar1 yapilarla karsilastiklarinda antijen sunucu hiicrelerin yiizeyinde
CD80 ve CD86 gibi kostimiilatér molekiil ekspresyonunu ve baglica interlokin (IL-1,
IL-6 ve IL-12) ve bazi inflamatuvar sitokinleri kodlayan genler olmak iizere bir takim
immiin yanit genlerinin ekspresyonunu uyarirlar (Tablo 4). Bu inflamatuvar molekiiller,
dendritik hiicreleri aktiflestirerek, kazanilmig immiin yanitin baglamasma yol agar.
Ligandlarin TLR ye baglanmasi ile birlikte niikleer faktor-kB (NF-kB) sinyal yolagi

aktiflesir. Bu sinyal yolagi inflamasyonu tetikler (33,34.35)
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Tablo 4. Patojen ile iliskili Molekiiler Yapilarin Toll-Like Reseptorler ile Tanmmmasi ve
Transkripsiyon Faktorlerinin indiiklenmesiyle F agositozun Baslatllmas1.(33)

TLR e Tarr e PAMP mem (rgiir — TranskApsyon — indike —+ Efskbir
Fakrbrierl Molekoller
Hicre Yizey!
TLA1 Gram + peptidoglikan
TLRATLRZ Lipoprotednier IRAFS Imdlamatw ar sRokiniar
TLR2TLRS Mty coakieral HFEB
lipoarabinomannan
Maya ZImosan
TLR4 Em F) LPS IRF3 IFM B
HFEE Irflemaiue ar sEokinbar
IRFE
TLRE Fajalin HFEB Inflematuw ar sRokiniar
IRFS
TLR1D bilinmeyan WFEB Inflamatuw ar sRokiniar
endozomal
TLRA Wiral BNA IRF3 IFH B
WFEB
TLAFTLRA Wiral BNA IRF7T IFN o
Antiviral ilaglar
TLARS Baekiertysl va viral HFEB
Cpis DMA IRFS Iriflam et ar SRokinkar
Maleryal hemozn

TLR’ye ek olarak diger baz1 inflamasyonla iliskili doku faktorleri de fagosit ve
dendritik hiicre aktivasyonunu saglayan sinyallere yol ag:abilirler.(34) Bu faktorler 1s1 sok
proteinleri, lektinler, sitokinler, kemokinler, ekstraselliiler matriks komponentleri ve
diger bazi hiicre yiizey molekiilleridir. Bu sinyaller fagosit aktivasyonuna yol acarak
endositoza ugramis patojenlerin yikimini saglar.

Dendritik hiicrelerin aktivasyonu kazanilmig immiin yanitin baslamasini saglar.
Anti-mikrobiyal proteinler ve peptidler de dogal immiin sistemin bir bilesenidir. Bu
molekiiller lizozim ve katepsin G gibi biiylik proteinler, defensin ve katelisidin gibi
daha kiigiik anti-mikrobiyal peptidlerle dermisidin ve psoriasin gibi cilt anti-

mikrobiyallerini igerir +**3%
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Sekil 3. Fagositik hiicrelerin Toll-like reseptorler aracihig ile aktivasyonu.®”

Farkli mikroorganizmalarda hedef molekiiller farkli yapilar tasimakta ve dogal
bagisiklik sadece farkli sinif mikroorganizmalar1 ayirabilmektedir. Bunun sonucu olarak
dogal bagisikligin cesitliligi sinirlidir, hafizas1 yoktur. Buna karsilik “yapilar1 taniyan
reseptorleri” tasiyan hiicrelerin efektdr islevlerini gostermek i¢in ¢ogalmalar
gerekmediginden etkinliklerini ¢ok ¢abuk gosterirler. Dogal immiin sistemin,
kazanilmis immiin sistem ile reseptor say1 ve gesitliligi acisindan karsilastirildiginda
cok daha smirli oldugu goriilmektedir. Dogal immiin sistem sinirl sayidaki
reseptorleriyle mikroorganizmalara ait belirli yapilar taniyip kostimiilatorler, sitokinler
ve kemokinlerin yapimini indiiklerler.

Bu sekilde antijene 6zgiil lenfositlerin uyarilmasin1 ve 6zglin immiin yanitin
baslamasimi saglarlar. Boylece dogal immiin sistem, bir sekilde kendinden olan ile
olmayani taniyarak kendi organizmasina zarar vermedigi gibi daha sonra gelisecek
6zgiil immiin yanit tipinde de belirleyici olabilir ©¢32%),

Dogal bagisikligin reseptdr veya molekiillerinde inaktivasyona yol acan
mutasyonlar organizmay1 immiin yetmezliklere gotiirlirler. Bu yapilarin siirekli aktif
olmasini saglayan mutasyonlar ise inflamatuvar reaksiyonlar tetikleyerek allerjik ve
otoimmiin hastaliklara egilim yaratabilir ®°.

Dogal bagisikligin bir diger elemani ise NK hiicrelerdir. Bu hiicreler dldiiriicti

islevlerini gostermek ic¢in uyarilip farklilasma gerektirmediklerinden bu sekilde
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adlandirilmaktadir. Bu hiicrelerin baslica hedefleri kendi sinif I Biiylik doku uyum
kompleksi (Major Histokompatibilite Kompleks, MHC) molekiillerini tagimayan
antikorla kapli hiicreler, viriislerle ya da bazi hiicrei¢i bakterilerle infekte hiicreler, bazi
malign hiicreler ve transplant hiicreleridir.®Y NK hiicrelerin hedef hiicreyi oldiirme
kapasitesi hedef hiicrenin tasidigi kendine ait MHC sinif 1 molekiil miktar1 ile ters
orantilidir. NK hiicreleri, simif I MHC molekiillerini tantyan inhibitdr reseptorler
tasidiklarindan sinif I MHC molekiilleri bulunan hiicreler tarafindan inhibe edilirler. NK
hiicrelerin islevlerinden biri de virusla infekte hiicreleri ve bazi tiimor hiicrelerini yok
etmek ve IFN salgilamaktir. Salgilanan IFN, makrofajlarin fagosite ettikleri
mikroorganizmalar1 yok etmelerine yardime1 olur.®?

Aktif makrofajlardan salgilanan alfa ve beta interferon, timor nekrozis faktor
alfa (TNFa), IL-12 ve IL-15 gibi sitokinler de dogal bagisikligin birer eleman1 olarak
islev goriirler. Dogal bagisikligin erken ve lokal sonucu inflamatuvar yanittir. Bu sayede
l16kositler infeksiyon ajaniin bulundugu yere ulasip infeksiyonu ortadan kaldirmaya
calisir. Inflamasyonun bir diger etkisi de baz1 sistemik degisikliklere yol agarak dogal

immiin sistemin giiclenmesine katkida bulunmaktir (31,3436)

2.2.1.2. Kazamilms immiinite

Bir yabanci etmenle karsilasildiginda uyarilan ve sadece o antijene 6zgiin olarak
yanit veren ve o antijenle bir kez daha karsilagildiginda daha giiclii olarak yanit
verilmesini saglayan sistemdir. Kazanilmis bagisikligin baslica elemanlart T ve B
lenfositler, antijen sunucu hiicreler, antikorlar ve bazi lenfokinlerdir. Kazanilmig immiin
yanitlar dogal immiin yanit: takip eder.

Kazanilmis  bagisiklik, dogal bagisikligin = koruyucu mekanizmalarini
gﬁglendirmektedir(34) . Ozgiil bagisiklik aktif ya da pasif bagisiklik olarak ikiye ayrilr.
Organizmanin yabanci antijenle karsilasip aktif bir sekilde yanit vererek gelistirdigi
bagisikliga "aktif bagisiklik" adi verilirken, 6zgiil olarak bagisik bir bireyden serum ya
da hiicrelerin bagisik olmayan bireye nakliyle gelistirilen bagisiklifa ise "pasif
bagisiklik" denir. Kazanilmis immiin yanit sekonder lenfoid dokular olarak adlandirilan
lenf nodlari, dalak ve mukoza ile iligkili lenfoid dokularda gelisir. Bu yanitlar, yaniti
olusturan immiin sistem elemanlarina goére hiimoral ve hiicresel diye iki grupta

incelenirler ve farkli mikroorganizmalarin ortadan kaldirilmasinda islev goriirler.
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2.2.1.3. Hiimoral Immiinite

Hiimoral bagisiklik B lenfositlerin reseptdrlerine baglanan antijenler tarafindan
baslatilmaktadir. Antijenin 06zgiil olarak taninmasimmi1 ve ¢esitli yollarla ortadan
kaldirilmasim saglayan antikorlar baslica rolii oynar. Ozgiil antijeni ile karsilasan B
lenfositler ~ plazma  hiicrelerine  farklilagarak  antikor  dretirler:  bunlar
immiinoglobiilinlerdir. B lenfositlerinin yiizeylerinde IgD ve IgM antikorlar
bulunmakta ve bunlar yiizey reseptorleri gibi davranmaktadirlar. Antijenin
baglanmasiyla birlikte hiicre aktiflesmekte ve 6zgiil B lenfositlere farklilasmakta ve
prolifere olmaktadir. Bu sirada yiizey IgD kaybolmakta ve 6zgiil IgA, IgE, 1gG ve IgM
iiretimi kapasitesi kazanilmaktadir (Sekil 4). Ozgiil antikor iiretimi klonal proliferasyon

ile olusmaktadir. Bu ¢ogalma sirasinda her bir alt grup uzun siireli 6zgiil Ig iiretimi i¢in
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Sekil 4. Farkli immiinglobulinlerin sabit ve degisken yapilarinin sematik goriiniimii @7,
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Bu 6zgiil antikorlar dolasimdaki antijenlere baglanarak ortadan kaldirilmalarini
saglarlar. Buna karsilik bu antikorlar hiicre i¢i yerlesim gosteren mikroorganizmalara
ulagamazlar.  Boyle  durumlarda  hiicresel = bagisikhik  devreye — girerek
mikroorganizmalarin aktif makrofajlarca fagosite edilip, ortadan kaldirilmasini veya
infekte hiicrenin lizisini saglar. Dolasan antikorlarin her biri kendi 6zgiil antijenine kars1
diisiik diizeyde bir koruma gosterir. Birey yliklii miktarda antijen ile karsilagirsa o
antijene kars1 6zgiil olan antikorun serum konsantrasyonu ytikselir.

Antikor yanitinin dort fazi vardir. Latent faz olarak adlandirilan ilk kisim
immiinojenle ilk karsilasmadan dolasimda antikorlarin saptanmasina kadar gecen
stiredir. Bu siire insanlarda yaklasik bir haftadir. Bu fazda yardime1 T lenfositler ve B
hiicre aktivasyonu gerceklesmektedir. Bu fazi1 eksponansiyel faz takip eder.
Eksponansiyel fazda dolasan antikor miktari hizla artar. Daha sonra antikor diizeyinin
sabit kaldig1 plato fazi gozlenir. Plato fazinda antikor diizeyi sabit kalmasinin sebebi
antikor yapim hizi ile pargcalanma hizinin nispeten esit diizeylerde olmasidir. Plato
fazindan sonra diisme faz1 gelir. Bu fazda dolasan antikor diizeyi giderek azalir. Bu da
artik yeni plazma hiicrelerinin olusmadiginin ve varolan plazma hiicrelerinin de 6lmekte
ya da antikor yapimimi kesmekte oldugunun bir gostergesidir. Bu olay immiinojenin
ortadan kaldirildi§ina isaret eder. Immiin yanit antijenik uyarinin siiresi ve immiin
yanita katilan plazma hiicrelerinin nisbeten kisa olan yasam siireleri ile sinirlidir. Ayni
immiinojenle daha sonraki karsilagsmalarda sekonder immiin yamit ortaya ¢ikar.
Sekonder immiin yanitta latent period kisalir, antikor diizeyi ¢ok daha ¢abuk cok daha

yiiksek diizeylere ulasir ve serumda ¢ok daha uzun siire saptanabilir diizeyde bulunur
(34,37,38)

2.2.1.4. Hiicresel Immiinite

Hiimoral immiin sistemin tersine hiicresel bagisiklik yalnizca hiicreler aracilig
ile aktarilabilir. Immun yanit iki evreden olusur; tanima evresinde antijen sunan
hiicreler (ASH) ve T lenfositleri, efektor evrede ise antikorlar ve efektor T lenfositleri
antijenin yok edilmesinde etkilidir.

Hiicresel bagisiklikta antijeni 6zgiil olarak taniyan T lenfositleri baglica rolii
oynamaktadirlar. Antijenin T lenfositleri tarafindan taninmasi, antijen sunucu hiicreler

ya da hedef hiicre iizerindeki MHC (Biiyiik Doku Uyum Kompleksi) molekiilleri
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araciligiyla gerceklesir. Yiizeylerinde CD4 molekiilii tasiyan yardimci T lenfositler (Th)
simif I MHC tarafindan sunulan antijenleri taniyabildikleri i¢in bu olay sinif I MHC'ye
bagimlidir. Yiizeylerinde CD8 molekiilii tasiyan sitotoksik T lenfositler (Tc) ise MHC
sinif I’e bagimhidir.

Somatik hiicrelerin hemen hepsinde sinif I MHC molekiilleri bulunurken sinif 11
MHC molekiilleri basglica profesyonel antijen sunan hiicreler (dendiritik hiicreler)
bulunur. Dendiritik hiicreler deride ve mukozal yiizeyin altinda bulunduklarinda
langerhans hiicreleri olarak adlandirilirlar. Karacigerdeki Kupffer hiicreleri, santral sinir
sistemindeki mikroglial hiicreler ve kemikteki osteoklastlar belli 6zellikleri olan doku

makrofajlardlr.(35'38)

2.2.1.5. Bityiik Doku Uyusum Kompleksi

Biiyiik doku uyusum kompleksi igerisinde yer alan molekiiller ilk olarak farkli
tirler arasinda yapilan greft degisimlerini hizla reddedici 6zellikleriyle tanimlanmigtir
39 Yabanci antijenleri, viicudun kendi antijenlerinden ayirt etme goérevi MHC
molekiilleri ile gerceklesir. Hiicre yiizeyinde bulunan MHC molekiilleri yabanci
antijenleri baglayarak immiin sistemin effektor hiicrelerine sunar ve bu sekilde immiin
yanitin baslamasinda anahtar rol oynarlar. MHC yerine HLA terimi de kullanilmaktadir
(40)

MHC antijenlerinin {iizerlerinde yerlestikleri hiicre tipleri ile immun islevleri
acisindan 4 farkli grupta olduklari anlasilmis olup, bunlara sif I, II, III ve IV MHC
antijenleri ad1 verilmistir. I. ve II. sinif antijenleri hiicre membrani iizerine yerlesmis
transmembran proteinlerdir. Ancak bu iki simf MHC antijenleri farkli genlerde
kodlanirlar, farkli molekiiler yapiya sahiptirler ve islevleri de birbirine benzemez. III. ve
IV. smif antijenler transplantasyonla dogrudan ilgili degildir. Ancak HLA gen
bolgesinde ifade edilen antijenler olup bazi kompleman komponentlerini, inflamasyon
molekiillerini (C4 A, C4 B, HSP, LT, MIC A, MIC B ve TNF) igerirler “?.

Insanda MHC antijenlerini kodlayan gen bdlgesi 6. kromozomun kisa kolu
tizerinde sentromere yakin bir bolgeye yerlesmis ardisik bir DNA alanidir (6p 21.3)
(Sekil 5). Bu bolge 4 santimorgan (cM) biiyiikliigiinde bir bolge olup 203 tane gen
immiin sistemle iligkilidir. MHC sistemi polimorfik olup kalitim sekli ise Mendelian ve

kodominattir “. insanda 6. kromozomda yerlesik olan smif I gen bolgesi, MHC’ nin
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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 I antijenleri kodlayan gen
lokuslarini, HLA -H, -J, -K, -L ve -X gibi psddogenleri ve gen segmentlerini igerir.
Sinif II bolgesi ise sentromere yakin yerlesmis olup, HLA -DRA, -DRB, -DQA, -DQB,
-DPA, -DPB, -DNA, -DMA ve -DOB lokuslarin1 barindirir. Bunlarin yanisira gesitli
psodogenler, LMP1, LMP2, TAP1 ve TAP2 aktif makrofajlar ve B lenfositler olmak
lizere gorece kisith sayida hiicrede gibi antijen islenmesinde rol alan genler de bu
bolgede yer alir. HLA DRB ile HLA B bolgeleri arasinda Smif III genleri bulunur.
Bunlar kompleman komponentleri (C2, C4 ve Faktor B) sitokinler (Interferon, Tiimor
Nekrozis Faktor), enzimler (21 hidroksilaz koenzim) ve baz1 1s1 sok proteinleridir (Sekil
4). Ad1 gecen lokuslarin bir kismi, ¢ok sayida polimorfik allelin kodlanmasindan
sorumludur. HLA tiplendirilmesi ile amaglanan da bu alellerin ve kodladiklart
antijenlerin belirlenmesidir “2),

Insanda MHC genleri Mendel kuralina gore ebeveynden cocuklara gegis
gostermektedir. Her bireyde bir ¢ift kromozomun yaris1 anneden yaris1 babadan geger.
Boylece ¢ocuklar ile anne-baba arasinda bir haplotip uygunlugu vardir. Bir haplotipde
bulunan alleller bir blok halinde geger. Genetik gecis sirasinda % 1-3 oraninda

rekombinasyon (Capraz gegme=Crossing over) goriilebilir 2.
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Sekil 5. HLA gen bélgesinin 6. kromozom iizerindeki yerlesimi ve Simif I, II, III Bolgeleri “2)
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2.2.1.5.1. MHC Sinif I Molekiilleri

Smif I MHC (HLA A, B, C) molekiilleri tiim ¢ekirdekli somatik hiicrelerde
bulunurlar. HLA smif I molekiilleri, kovalan olmayan baglarla bir arada tutulan, iki
polipeptid zincirinden olugsmus heterodimerlerdir. Bunlardan agir olan alfa zinciri 45
KDa agirliginda olup MHC boélgesinde kodlanir, hiicre membrani boyunca ilerleyen bu
molekiiliin amino ucu membranin disinda yer alir. Membran digindaki alfa zinciri, al,
02 ve a3 “domain” lerden olusur. Bu domainler sirasiyla 90, 63 ve 86 amino asit
dizisinden ibarettir. Zincirin membran1t gegen kismini takiben sitoplazmik kisa bir
uzantist vardir. Molekiilde bulunan hafif zincir ise 2 mikroglobulin (f2m) olup 12,5
KDa agirhigindadir. f2m non-kovalent baglarla agir zincire baglanmis olup MHC
disinda, 15. kromozomda kodlanir (41.42)

Molekiilin {i¢ boyutlu yapisina bakildiginda membran disinda birbirine
benzerlik gosteren bolgelerin karsilikli gelmesi ile iki ¢ift domain olustugu goriiliir. al
ve 02 membran distalinde, a3 ve f2m de membran proksimalinde karsilikli yer alir
(Sekil 6). Karsilikli yerlesen al ve a2 zincirleri antijenlere ait 8-10 amino asit
biiyiikliigiinde peptidlerin yerlesebilecegi kovuga benzer bir yapi olustururlar. f2m
molekiiliin {i¢ boyutlu yapisinin korunmasinda rol almaktadir. Sinif I molekiil genleri,
kodlama yapan 8 exon ve kodlama yapmayan 7 introndan olusur. Polimorfik bir yap1
gosteren al ve a2 bolgeleri ekzon 2-3 tarafindan kodlanir. Altinct kromozom iizerinde
sinif I molekiilleri kodlayan genlerden once simf I genleri diizenleyen bir bdlge yer
almaktadir. Bu kontrol bolgesi farkli siif I genleri ve hatta farkli aleller igin bile farkli
olabilir %43 HLA simif I gen bolgesinde (siif I benzeri) HLA-E ve HLA-G genleri
belirlenmistir. HLA-E, HLA-G’ye gore daha polimorfiktir. Trasplantasyon sonrasi
ortaya ¢ikan olumsuzluklarin HLA-G’den kaynaklandigi tahmin edilmektedir. Ayrica
HLA B lokusuna yakin bir bélgede MIC A (Major Histokompalibilite I Zincir Iliskili
Antijen A) ve MIC B (Major Histokompalibilite | Zincir Iliskili Antijen B) adinda yeni
birtakim genler kesfedilmistir. Bu genler sinif I genleriyle yapisal benzerlikleri olan IV.
sinif genler olup tercihen epitel hiicrelerinde transkribe olurlar ve ozellikle stresle

aktiflesirler (44,
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Sekil 6. Stmf 1 HLA molekiiliiniin sematik goriiniimii “?.

2.2.1.6. Dogal Oldiiriicii (Natural Killer, NK) Hiicreler

NK hiicreleri kemik iligi kokenli biiyiik graniilli lenfosit morfolojisindeki
hiicrelerdir. Dogal bagisikligin elemani1 olan NK hiicreleri esas olarak kan, dalak ve
periton sivisinda bulunur. Bu hiicrelerin insanlarda ve deney hayvanlarinda timus
olmadan olgunlasabildikleri gosterilmistir. NK hiicreleri tiimor hiicre biiyiimesinin
kontroliinde, viral enfeksiyonlarda, ayrica parazit, mantar, bakteri gibi mikrobiyal
enfeksiyonlarin kontroliinde, sitokin iiretimi, hematopoetik sistem hiicre biiyiime ve
farklilagmasi, allograft rejeksiyonu gibi immiinoregiilator fonksiyonlarda ve graft versus
host hastaligi (GvHH) gelisimi, aplastik anemi, ndtropeni, diyabet, gastrointestinal
hastaliklar gibi farkli hastaliklarda rol oynamaktadir (45:46)

Antijen sunan hiicrelerden salgilanan IL-12 NK hiicrelerinin ¢gogalmasini, IFNa
ise mRNA transkripsiyonunu ve sitotoksik etkilerini arttirir. Periferik kandaki
mononiikleer hiicrelerin % 5-10’u ylizeylerinde T ya da B hiicresi isareti tagimazlar. Bu
hiicrelerin ylizeylerinde IgG Fc kismina karsi reseptor bulunur. Bir kismi bir T hiicre
gostergesi olan CD8 tasir ve IL-2 ile ¢ogalir. NK hiicrelerinin biiyiik sitoplazmik

graniilleri vardir ancak fagositoz yapma ve yapisma 6zellikleri bulunmamaktadir (45.46),
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Monosit-makrofaj ve nétrofil benzeri fonksiyonlart olan NK hiicreleri antikor bagimli
hiicresel sitotoksisite (ADCC) etkisi gosterirler. Antikora bagli hiicresel dldiirme Fc
reseptOrii olan lenfositin antikor ile kapli (opsonize) hiicreye Fc yolu ile baglanip onu
Oldiirmesidir. NK hiicre aktivitesi ise daha 6nceden hedef ile karsilasmamis lenfositin
antikor varlig1 gerektirmeyen oldiiriicii aktivitesidir “®) NK hiicreleri malign hiicreler,
viriis ile enfekte hiicreler ve transplante edilmis yabanci hiicrelerin yok edilmesinde rol
alir. Hedef hiicre yikimimin mekanizmasi tam olarak aydinlatilamamakla beraber
sitoplazmik bilesenlerde bulunan perforin ve granzimler araciligir ile yikimin
gerceklestigi kabul edilmektedir. Konagin korunmasinda ADCC’nin 6nemi acik
olmamakla beraber, bakteri ve viriislerin yok edilmesinde ek bir mekanizma olarak
kabul edilmektedir “°.

NK hiicrelerinin oldiiriicii yetenegi hedef hiicrelerin HLA smif I molekiil
ekspresyonlari ile ters orantilidir. Viriisler ve malign doniisiim, hiicrelerin HLA sinif I
ekspresyonunu azaltir, bu durum CD8+ T hiicrelerinin HLA sinif I'e bagimli sitotoksik
yanitlarini etkiler. NK hiicrelerinin immiin sistemdeki bu boslugu doldurmak {izere
gelistikleri diigtiniilmektedir “9) NK hiicreleri fenotipik olarak CD3 negatif, CD16
pozitif, CD56 negatif ya da pozitif olabilirler. Yaklagik 1/3’iinde CD8 pozitifligi de
bulunur. NK hiicreleri, hiicre ylizey molekiillerinden CD56’nin dansitesine gore
siiflandirilabilirler. NK hiicrelerinin % 90’inda CD56’nin diisiik dansiteli (CD56dim)
ekspresyonu gergeklesmekte iken % 10 kadarinda yiiksek dansiteli CD56 (CD56bright)
ekspresyonu gerceklesmektedir. Perifer kanda CD56dim hiicrelerin sayis1t CD56bright
hiicrelerden fazla iken ve kemik iligi ve dalakta CD56bright hiicrelerin sayis1t CD56dim
hiicrelerden fazladir (Sekil 7). Yine CD56dim hiicrelerde sitotoksik etki baskin iken
CD56bright hiicreler minimal sitotoksik etki gosterirler ve potent sitokin salinimindan

sorumludurlar 849,
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Sekil 7. CD56brigl(1t)ve CDS56dim dogal éldiiriicii hiicrelerin periferik kan 6rneginde akimsitometri
ile analizi ©®.

NK hiicreleri, antikor veya antijenik uyariya gerek duymaksizin hedef hiicreleri
oldiirme yetenegindedirler. Non-6zgiil olarak mitojenler, IFN-a, IL-2, IL- 12, IL-15 ve
IL-18 ile aktiflesirler. Viriisle enfekte hiicrelerin yok edilmesinde ilk yanit veren
hiicrelerdir. NK hiicreleri lektin-benzeri ve diger reseptorler ile viriisle enfekte hiicre
yiizeyinde bulunan yiiksek molekiil agirlikli glikoproteinlere baglanir. NK hiicresinin
aktivasyonu ile dakikalar i¢inde ¢ekirdek ile hedef arasinda graniillerin polarizasyonu
meydana gelerek graniil icerigi hiicre disina salinir ve hiicre dis1 6ldiirme gergeklesir.
(Sekil 8)®® Graniiller i¢inde bulunan en énemli bilesen perforin ya da C9 ile yapisal
homoloji gosteren sitolizindir. C9 tarafindan indiiklenen hiicre lizisinde Once dis
membran daha sonra niikleer degisiklikler sonucu hiicre zarar goriir. NK hiicreleri ise
apoptozisi aktiflestirerek hiicre 6liimiine neden olur. NK hiicrelerinde graniiller i¢inde
bulunan proteazlara direngli, negatif yiiklii bir proteoglikan olan kondroitin siilfat-A

hiicrelerin kendi kendini otoliz etmesini énler 2.
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Sekil 8. Viruslerle enfekte hiicrelerin, NK hiicreleri ile ekstraselliiler olarak oldiiriilmesi (31.33)

2.2.1.6.1. NK Hiicrelerinin Yiizey Reseptorleri

NK hiicreleri HLA-A, HLA-B ve HLA-C gibi spesifik HLA antijenleri, HLAE
ve HLA-G gibi non-spesifik HLA antijenleri ve stress ile indiikklenen molekiil MICA
molekiillerinin her biri i¢in reseptor iiretir. Bu reseptorler dogal oldiiriicii reseptorler
(NKR) olarak adlandirilir. iki farkli yapida NK reseptor ailesi tanimlanmustir. Bunlar C-
tip lektin reseptorleri ve Ig benzeri reseptorlerdir. Her iki reseptor yapisinda aktivator ve
inhibitdr reseptorler mevcuttur. Inhibitdr reseptorler stoplazmik uglarinda ITIM
(Immunoreseptor tirozine dayali inhibitér motifler) icerirler. Bunlar bazi fosfatazlart
algilayarak hiicre i¢inde inhibisyon olustururlar ve sinyal iletimini engellerler. Bu
inhibisyonun olmadigr durumda NK hiicrelerinden sitotoksik graniiller veya sitokin
sekresyonu gergeklesir.

Aktiflestirici  reseptorler DAP-12 gibi proteinlerle iligkilidir ve bunlar
sitoplazmik ucta pozitif aktivasyon gosteren ITAM (Immunoreseptor tirozine dayali
aktivatér motifler) icerirler. ITAM’lar NK aracili saldir1 olaylarini yonetirler. Inhibitor
reseptorler MHC sinif 1 molekiillerine baglandiklarinda sinyali baskilarlar. Aksi halde

NK hiicreleri aktiflesir 39,
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HLA sinif I molekiilleri ile reaksiyona girdiginde 6ldiirme veya sitokin {iretimini
inhibe eden sinyal iletimine yol agan reseptorler ilk olarak katil inhibitdr reseptorler
olarak daha sonra ise katil immiinoglobulin-benzeri reseptorler (KIR), oldiirme ve
sitokin iiretimi gibi efektor islevleri tetikleyen reseptorler ise katil aktivator reseptorler
(KAR) olarak adlandirilmistir. ilk calismalarda tanimlanan KIR, NK hiicrelerine
inhibitor sinyaller gondermesine karsilik daha sonraki ¢aligmalar sinif | MHC antijenleri
icin aktiflestirici reseptorlerin de KIR ailesi icinde oldugunu gdstermis ve genel olarak
killer immiinoglobiilin-benzeri reseptorler olarak adlandirilmistir. Inhibe edici sinyaller
konagin kendine karsi toleransini saglarken, Aktive edici sinyaller patojenlere ve
transforme hiicrelere karsi erken savunmada gorev alirlar. Aktive edici NK Hiicre
reseptorleri dogrudan sitotoksik etki gosterenler ve antikor aracili sitotoksik etki
gosterenler olmak {izere iki gruba ayrilirlar. Antikor aracili sitotoksik etki gdsteren
reseptorlere bir 6rnek CD16’dir. CD16, IgG Fc reseptorii icin diistik afinite gdsterir. Bu
durumda reseptdriin ligand1 anormal durumda hedef hiicrede var olan antijene bagh
IgG’dir. Diger ligandlarin ne oldugu halen bilinmemektedir. Dogrudan sitotoksik etki
gosteren reseptorler NK hiicrelerine 6zgiin olanlar (aktive edici KIR, Ig siiper ailesinden
NKp46, NKp44, NKp30, CD244, NTB-A, Lektinlerden, NKG2D, CD94/NKGC,-E,-F)
ve NK hiicrelerine 0zgiin olmayanlar (CD2, CD26, CD69) olmak iizere iki grupta
incelenmektedir.(Sekil 9)(45) Farelerde ana MHC smif I'i taniyan reseptorler Ly49
multigen familyasiyla temsil edilirler. Her bir NK hiicresi bir ile dort farkli Ly49 geni
eksprese eder. Ancak insanlarda Ly49 bazli reseptorler bu gorevi yerine getirmede
kullanilmazlar. Bunun yerine insanlarda islevsel olarak ayni, yapisal olarak farkli olan
KIR reseptorleri bulunur. Bu iligkisiz genler, ayni islevi yerine getirmek iizere gelisme
olarak adlandirilan konverjent evolusyona iyi bir 6rnektir. Bazi Ly49 reseptorleri peptid
bag1 olusturmadan MHC simif I molekiillerini taniyabilirler. Ly49 dimerleri MHC sinif I
molekiilleriyle TCR bdlgesi ile ortiisme olusturmadan, iki farkli noktadan baglanirlar.
Bunun aksine KIR’lar MHC sinif I molekiilleriyle TCR oluguna peptid bagi yardimiyla

yerleserek iliski kurar 39),
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Sekil 9. Aktive edici NK hiicre reseptirleri “°.

Inhibe edici NK hiicre reseptorleri ise inhibitdr katil hiicre immunglobulin
benzeri reseptorler (inhibitor killer cell immunglobulin like receptors; IKIR),
Immunglobulin benzeri transkriptler (ILT) ve C-tip Lektinlerdir (CD94/NKG2A
heterodimeri). (Sekil 10) “®

KIR sadece NK hiicrelerinin degil ayn1 zamanda daha 6nceden aktiflesmis T
hiicre aktivasyonunun diizenlenmesinde de rol oynar. Thl ve Th2 hiicrelerine benzer
sekilde insan NK hiicre alt gruplarinin in vivo kosullardaki varligi taze olarak
saflagtirllan IFN-o salgilayan ve salgilamayan NK hiicre gruplarinda gosterilmistir.
IFN-a salgilayan NK hiicre alt grubunun asil IFN-a salgilamasina karsilik 1L-4, IL-5 ve
IL-13 salgilamadigy, tersine IFN-a salgilamayan NK hiicrelerinin ise IL-4, IL-5 ve IL-
13 salgiladig1 bulunmustur. Taze olarak saflastirilan IFN-a salgilayan ve salgilamayan
NK hiicre alt gruplari ile in vitro olarak farklilasmis NK1 ve NK2 hiicre alt gruplarinin
K562 hiicrelerine kars1 benzer sitotoksik aktivite gdsterdigi saptanmistir. Son bulgular
dolasimdaki NK hiicrelerinin farkli sitokin profillerine sahip efektor NK hiicre alt
gruplarima doniisebilecegini  ve farkli inflamatuvar Ozellikler kazanabilecegini

gostermektedir (45.46),
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2.2.1.6.2. NK Hiicrelerinin Uyarilmasi

NK hiicreleri normal otolog MHC simif I molekiil iireten hiicreyle karsilastiginda
inhibe edici reseptorler ile bu hiicreye baglanma olurken aktive edici NK reseptorleri
hedef hiicre ylizeyinde iiretilen aktive edici ligand olmadig: i¢in bosta kalir. Boylece
NK hiicreleri aktiflestirilmemis olur. NK hiicrelerinin uyarilmasi iki ayri1 hipotezle
aciklanmistir. Bunlardan birincisi kimligini kaybetme (Missing Self) hipotezidir. Bu
hipoteze gore hedef hiicrede MHC molekiillerinin kaybi, inhibitor reseptor etkisini
ortadan kaldirir ve aktivator reseptorler baskin hale gegerek yabanci hiicrenin ortadan
kaldirilmasi saglanir. Diger bir hipotez ise “kendini indiikleyen tanima” (Induced Self
Recognition) hipotezidir. Bu hipoteze gore hedef hiicrede MHC smf I ekspresyonu
bulunmasina ragmen bu hiicreler NK aktiflestirici ligandlar1 da eksprese ediyorlarsa,
NK hiicrelerinin verecegi yanit aktive ve inhibe edici sinyallerin giicline gore degisir.
Bazi Immunoreceptor tyrosine based inhibition motifs“® durumlarda NK hiicreleri
MHC smuf I molekiilleri ya da aktivator ligandlar1 eksprese etmezler, bu durumda NK

hiicreleri alternatif inhibe edici ligandlar nedeniyle hiicreleri taniyamayabilirler. (Sekil
1 1) (39)
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Sekil 11. NK hiicre aktivasyonu .

2.2.2. KIR’larm Yapisi

KIR reseptorii, T hiicrelerinin alt gruplar1 ve NK hiicrelerinin {izerlerinde
eksprese olan hiicre ylizey reseptoriidiir. Bu reseptorler hedef hiicreler {izerindeki HLA
siif I ligandini taniyarak NK hiicrelerinin sitotoksik aktivitesini diizenlerler 48 KIR2D
iki adet, KIR3D ise {i¢ adet immiinoglobulin domainine sahiptir. KIR’larin iiyesi olan
bu alt ailelerin inhibitor ve stimiilatdr islevleri bulunmaktadir ®. KIR allellerinin
(2DL1, 2DL2, 2DL3, 2DL4, 2DL5, 3DL1, 3DL2) inhibitér sinyal iletimine yol agan,
ITIM tastyan uzun sitoplazmik kuyruklar: bulunmaktadir 4748 Kisa sitoplazmik kuyruk
(S) varligr reseptoriin stimulator karakterli oldugunu gostermektedir (2DS1, 2DS2,

2DS3, 2DS4, 2DS5 ve 3DS1). (Sekil 12)“9
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Sekil 12. KIR’larmn yapisi %,

2.2.3. KIR’larin Adlandirilmasi

KIR genlerinin adlandirilmasi i¢in iki ayr1 sistem kullanilmaktadir. Bunlardan en
yaygin kullanilan1 Insan Genom Organizayonu’nun (Human Genome Organization,
HUGO) onerdigi protein yapisini, ekstraselluler Ig domainlerini ve stoplazmik
kuyruklarint karakterize eden adlandirma sistemidir. Digeri ise kromozom 19’daki
genlerin sentromerik-telomerik siralarina gore CD158a, CD158b gibi CD adlandirma
sistemidir ®. CD adlandirmasi yapiyn, islevi, ekspresyonu veya yerlesimi gostermedigi
icin bu sistem rutinde kullanilmamaktadir. Bizim de kullandigimiz smiflama bu
molekiillerin sahip oldugu immiinoglobulin domainlerinin sayisina gore yapilmaktadir.
Ornegin 2 domainli KIR’lar KIR2D, ii¢ domainli KIRlar ise KIR3D olarak adlandirilir.
KIR’larin alt gruplarinin inhibitér sinyal iletimine yol acan ITIM tasiyan uzun
sitoplazmik immiinoglobulin domainlerinin sayisina gore yapilmaktadir. Ornegin 2
domainli KIR’lar KIR2D, ii¢c domainli KIR’lar ise KIR3D olarak adlandirilir. KIRlarin
alt gruplarinin inhibitdr sinyal iletimine yol acan ITIM tasiyan uzun sitoplazmik
kuyruklar1 bulunmaktadir ve bunlar domain sayisinin yanina eklenen “L” harfi ile

gosterilir (2DL1, 2DL2, 2DL3, 2DL4, 2DLS, 3DL1, 3DL2). Kisa sitoplazmik kuyruk
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ise stimiilator fonksiyonlara sahiptir ve “S” harfi ile gosterilir (2DS1-2DS5 ve 3DS1).
KIR3DL3 ise yukarida belirtilen bir gruba dahil edilmeyip, psddogen olarak kabul
gormektedir. Psodogenler ise, domain sayisinin yanina eklenen “P” harfi ile gosterilir
G (Sekil 13)®? KIR’larin vyapisal ve islevsel farkliliklariyla siniflandirilmast ¢ok
Oonemlidir. Bunun yani sira lokuslara ait diziler ve alellik varyantlarin ¢6ziimlenebilmesi

yoniinde ¢aligmalar da devam etmektedir.

KIR Allel Adlandirmasi

Third KIR2DL1 allele described

First 2DL protein described
Lang or Sh-ﬂrt — Separator Differs from other KIRZDL1*003
cytoplasmic tail proteins by a synonymous DNA

substitution within the coding region.

Two kg-like domains

Differs from other KIR2DL1*00302
Acronym alleles by a synonymous DNA
substituti-:nn within a non- coding region.
v v

S Short cytoplasmic tail

N\

P Pseudogene

Sekil 13. KIR allel adlandiriimasi ©?.

2.2.4. KIR Ligandlan

Hedef hiicreler lizerinde bu reseptdrlerin baglandig: ligandlarin genellikle HLA
Smif I molekiilleri oldugu bildirilmektedir. Ug¢ domainli KIR’larin insan lokosit
antijenlerinden 0zgiil olarak HLA A ve HLA B antijenlerine baglanabildigi
gosterilmistir. Bununla birlikte iki domainli KIR’larin farkli olarak HLA C
antijenleriyle de iliskide olabilecekleri gdsterilmistir. KIR’lar i¢in ligand olmas1 olasi
molekiiller iizerine caligmalar devam etmektedir. Populasyonda bir¢ok birey; her ii¢
major HLA smif I epitopu i¢in reseptorleri kodlayan inhibitdor KIR genlerine sahiptir.
KIR 2DL1, KIR 2DL2 ve KIR2DL3 HLA C antijenlerine akronim iki adet 1g benzeri

domain Uzun veya kisa sitoplazmik kuyruk Ilk tanimlanan 2DL proteini Tanimlanan
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ticiincii 2DL1 alleli KIR2DL1*003 proteinlerinden kodlama bolgesindeki sinonim DNA
yapist ile ayrilma KIR2DL1*00302 allelinden kodlama olmayan bdlgedeki sinonim
DNA yapisi ile ayrilma Kisa sitoplazmik kuyruk Pst')dogen(49) baglanirken, KIR
3DL1’in HLA B antijenleriyle baglandigi bilinmektedir ®®. Bilinen stimiilator KIR lar
(2DS1, 2DS2, 2DS3, 2DS4, 2DSS, 3DS1) kisa sitoplazmik kuyruga sahip olup ITIM
motifini tagimazlar (Tablo 5, Sekil 12). Ayrica transmembran domainlerinde yiiklii bir
aminoasit rezidiisiine sahiptirler ve inhibitor sinyal tasima ozellikleri de yoktur.
Aktivator KIR’lar i¢in 0zgiil bir ligand net olarak bulunamamistir. Ancak deneysel
caligmalar KIR 2DS1 ve KIR 2DS2’nin zayif da olsa HLA antijenlerine baglandigini
gostermektedir. KIR 2DL4 hem inhibitér hem stimulatér o6zelligi ile 6n plana

cikmaktadir ve islevi bugiin i¢in belirsizdir.

Tablo 5. KIR’mn Ligandlar1 “9.

Resaptir Ligand

inhibe edici olanlar
KIRZDL1 (e halix) HLA-C grup2
KIR2DL2'3 (o healix) HLA-C grupi
KIR3DL1 (a1 domain) HLA Bwd motifi
KIR3DL2 HLA-AZ, -AT1
KIRaDL3 BiEnmiy or
ILT-2 (a3 domain) HLAA. 8, -C,-G,-E, +
ChOoyNKE2A HLA-E{salf HLA-A, -B, -C, -G paplidieri yokio)
Aktive edici olanlar
KIR2DS1 HLA-C grup 2
KIRzDSz2 Bilinmiy or
KIR2DS3 Bilinmiy or
KIR2DS4 HLA-C
KIR2DSs Bilinmiy or
KIR2DSA Bilinmiy or
KIR=zDL4 HLA-G
COs4NKG2C HLA-E{salf HLA-A, -B, -C, -G paplidieri yokio)
COo4/NKG2D MICA, MICE
NKG2E NKG2F NKRP1A Bilinmiy or

2.2.5. KIR Genleri

Polimorfik ve yiiksek homoloji gosteren KIR lokuslar1 kromozomun 19q13.4
bolgesinde, 1Mb’lik 16kosit reseptdr kompleksinde (LRC) bulunmaktadir. LRC hizla
evrimlesen immiin genlerin yogun kiimeler halinde bulundugu bir bolgedir (Sekil 14)

G4 KIR genlerini kodlayan LRC bolgesi aynt MHC bdlgesi gibi polimorfik, poligenik
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ve kompleks bir yapidadir. LRC; KIR reseptor ailesinin yani sira sentromerden telomere
dogru siyalik asid baglayan immunoglobulin-benzeri lektinler (SIGLEC), 16kosit Ig-
benzeri reseptor ailesi (LILR), 16kosit-iligkili inhibitor reseptér (LAIR) ailesi ve dogal
sitotoksisite tetikleyici reseptor 1 (NCR1) olarak bilinen FcGamma reseptorlerini kodlar

(55) ®9 KIR gen ailesi

. Gen igerigi haplotipler arasinda degisiklik gostermektedir
LRC’nin 100-200 Kb’lik bdlgesinde yer alir ve 15 KIR geni (KIR2DL1, KIR2DL2,
KIR2DL3, KIR2DL4, KIR2DL5A, KIR2DL5B, KIR2DS1, KIR2DS2, KIR2DS3,
KIR2DS4, KIR2DS5, KIR3DL1, KIR3DL2, KIR3DL3 ve KIR3DS1) ile 2 psddogeni

(KIR2DP1 ve KIR3DP1) kodlar 9.

- *
N e
T 0. T B -t % mo
Ty | l o L o W
W3 13
o
> P I T T D L
- RIS
M
"ot
" Pdaet gl
b - IS e =
"ot
I
""" ) Lt =
o e BA e
"0 1 l ' e et
o At B
13 2 | '
e B
eyt 23 | |
e Ml )
LR R
et 4 .
o
sttt TR —— e anlen [ M BN ORSULE
" b -
p— L
L »~ -
DR [, 1= Carmans A Flagdsdyye

@ IPD.KIR D08 |

Sekil 14. Lokosit reseptor kompleksi (19q13.4) ve bir KIR haplotipi “9,

NK  hiicrelerindeki KIR reseptorlerinin gen icerigi kisiden kisiye farklilik
gosterir. Bir haploidde 8-14 gen veya yalanci gen olabilir. Bunun yanisira KIR
genlerinin®" kopya sayist da farklilik gosterebilir. Bu farkliliklar1 arttiran 6nemli bir

etken KIR genlerindeki polimorfizmdir.
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2.2.6. KIR Genlerinin Allelik Polimorfizmi

KIR genomik bolgesindeki farkliliklara allelik polimorfizmler 6nemli bir katkida
bulunur. Tiim KIR lokuslarinda nokta mutasyonlar1 veya homolog rekombinasyonlarla
olusan allelik polimorfizmler saptanmistir. KIR polimorfizminin islevsel anlami bazi
polimorfizmler disinda halen tam olarak gézﬁlememistir(ss). Omegin KIR2DS4*001
alleli normal aktive edici KIR2DS4 yiizey molekiiliinii 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
reseptor olarak sadece 2DS4 tastyan bireylerin bu molekiillerinin islevsiz oldugu ve bu
kisilerde immiin cevabin devamliliginda KIR2DL4 molekiiliiniin hem inhibe hem aktive
edici 6zelligi rol oynamaktadir 67, Avru pa Molekiiler Biyoloji Laboratuarina (European
Molecular Biology Laboratory, EMBL) bagli Avrupa Biyoinformatik Enstitiisii
(European Bioinformatics Institute, EBI) KIR allelleri i¢in bir database olusturmustur

(Tablo 6).

Tablo 6. EMBL I((I)R Bilgi Bankasina 15.05.2008 Tarihine Kadar Girilmis Olan Allel Tipleri ve
Sayilar ©®,
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2.2.7. KIR Genlerinin Dizilimi ve Haplotipik Degiskenlik

KIR genlerinin DNA segmentindeki yerlesimi siirekli genisleyen ve
kontraksiyon yapan bir bolgededir. KIR haplotiplerinin tarihini gen duplikasyonlar1 ve
esit olmayan krossing over bolgeleri olusturmustur. KIR lokuslarinin sayisinin bireyden
bireye degiskenlik gostermesi nedeniyle farkli KIR haplotipleri olusmaktadir
9 Kromozom iizerindeki KIR gen diziliminin farkliligi ile birbirinden farkli iki
haplotip yapisi olusturulmaktadlr(Ss). Her gen yaklasik olarak 10-16 kb uzunlugundadir
ve her gen cifti 2 kb’lik araliklarla birbirinden ayrilmaktadir. KIR gen kompleksindeki
varyasyon hem bazi KIR genlerindeki allelik polimorfizmlerle hem de haplotipler
tizerinde bulunan genlerin sayist ve tiplerindeki farkliliklariyla ortaya ¢ikmaktadir 4

Haplotiplerin her iki grubu da simdiye kadar analiz edilen biitin
populasyonlarda goriilmiis olmakla beraber, oranlar1 farkli ik ve etnik gruplarda
degismektedir. Ancak KIR gen lokusunun genis genomik dizilemesi sonuglart ve
populasyon c¢alismalarinin 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 g¢erceve genleri (framework lokus) olarak
adlandirilmaktadirlar % Diger genlerin tamami total haplotipik havuzun bir pargasi
olarak bulunmaktadirlar. Tek bir haplotipte eksprese olan KIR sayisinin, temel olarak
aktive edici KIR lokusunun olmasina veya olmamasina dayanarak, 7 ile 12 arasinda
oldugu varsayilmaktadir (54.59), Haplotipler gen icerigine dayali olarak A ve B olarak iki
gruba ayrilmiglardir. Bu ayirim southern blot analizi ile belirlenen 24kb’lik HindIII

fragmaninin varligina dayanarak yapilmistir 64,

Haplotip A da 7 lokus (2DL1, 2DL3, 2DL4, 2DS4, 3DL1, 3DL2 ve 3DL3)
bulunmaktadir. Haplotip A ile B arasindaki en onemli fark igerdikleri stimiilator
reseptoOrlerin sayisidir. Haplotip A sadece bir stimiilator KIR geni igerirken (2DS4)
Haplotip B 2DS1, 2DS2, 2DS3, 2DS5, 3DS1 ve 2DS4 iin farkli bilesimlerini igerir.
Ayrica 2DS4 geninin popiilasyonun % 84 iinde null alleli bulunmaktadir (allel frekansi
olarak % 60) . Bundan dolayi, bazi bireyler stimiilatsr KIR geni igermeyen A
haplotipi i¢in homozigot olabilirler. Her iki haplotip grubu KIR2DL ailesinin
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karakteristik elemanlarini igermektedir DA haplotipi KIR3DL3, -2DL3, -2DL1, -
DL4, -3DL1, -2DS4 ve -3DL2’yi igerir. A grubu haplotipi hem KIR2DL1 hem de
KIR2DL3’iin varligi ve ayni anda KIR2DL2’nin yoklugu ile karakterizedir 2. B grubu
haplotipleri i¢in bunun tam tersi gegerlidir. Yani KIR2DL2 nin varlig1 ve ayn1 zamanda
KIR2DL1 ve KIR2DL3’lin olmamast ile belirlenen haplotip grubu B olarak
isimlendirilir®. (Sekil 15, Sekil 16) ©4

hapiotip A
0Ll ML 0P 2OLY AR JLE  OL1 OS54 ALY
hapiolip B
DL 2083 9007 208! e mEY Dl 208 e 200

Sekil 15. KIR Haplotiplerinin gen dizisi ©¢*.

Cergeve genlerinin bulunmasimna ragmen ortaya c¢ikan bu degisken poligeni
HLA-DR’de goriilen poligeni ile analogtur. HLA DR lokusunda DRA genleri her
zaman bulunmakla birlikte DRB genlerinin sayis1 degiskendir. Beyaz irkta haplotip A
ve B frekanslar yaklasik olarak birbirine esittir. Gen icerigine bakildiginda ise haplotip

B subtipleri agisindan daha biiyiik bir varyasyon gostermektedir ©%.
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Sekil 16. Populasyonlarda bulunan farkh KIR haplotiplerinin sematik goriiniimii 9

1. haplotip, grup A haplotipini gosterirken, digerleri B haplotip grubundandir.
Tiim haplotiplerde bulunan, ¢erceve genleri gri renk ile aktivatér reseptorlerin
kodlandig1 genler kirmizi, inhibitdr reseptorlerin kodlandigi genler ise yesil ile

gosterilmistir. KIR2DP1 psédogendir ve sari ile gosterilmistir. Framework genlerden
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KIR2DL4 hem aktive hem inhibe edici, KIR3DL2 inhibe edici reseptorlerdendir,
KIR3DL3’iin fonksiyonu bilinmemektedir, KIR3DP1 ise psddogendir ®),

Yapilan calismalarda akraba olmayan bireylerde 250°nin iizerinde farkli KIR
profili tanimlanmustir. Bazi farkli gen iceren haplotipler ise segregasyon analizi ile
gosterilmistir. Daha fazla sayida birey ve aile taranarak bu saymnin artacagi tahmin
edilmektedir.

KIR bolgesinin esit olmayan kromozomal parca degisimi (crossing over)
sonucunda bu bolgenin genislemesi ve kontraksiyonu gergeklesebilir. Bu olay
sonucunda iki veya daha ¢ok gen kopyasi iceren KIR haplotipleri tek haplotip lizerinde
bulunabilir ve gen dizisinin rearanjmanini saglayabilir. En son bulunan KIR geni
2DL5tir . Segregasyon analizleri tek 2DL5 lokusundaki allellerin aslinda tek bir

(6667 lging bir sekilde,

haplotipte bulunan iki farkli lokustan olustugunu gostermektedir
2DL5A ve 2DL5B olarak adlandirilan bu genler, haplotipler iizerinde 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 benzerli bulunmaktadir ©®®®). 2DL4 ve 3DL1’de olmak iizere bazi KIR’larin

silinmis oldugu en az bir haplotip bulunmaktadir ©?.

2.2.7.1. Baglanti Dengesizligi

Ayn1 kromozom veya haplotipde bazi allellerin birbirleri ile birlikte goriilme
sikliklar1 beklenenden daha yiiksek saptanmistir. Bu durum baglanti dengesizligi
(linkage disequlibrium) olarak ifade edilir. Farkli toplumlarda bu beraberlikler
degisiklikler gosterir. KIR lokusundaki polimorfik gen c¢iftlerinin arasindaki baglanti
dengesizligine yonelik caligsmalar, 2DL4’iin telomerik ve sentromerik bolgelerine
yerlesen baz ciftleri arasinda giiglii allelik dengesizligin ortaya konmasiyla birlikte
onem kazanmistir ©4), Yapilan diger calismalarda, her ne kadar zayif olsa da lokusun
karsilikl1 bolgelerindeki gen ciftleri arasinda anlamli dengesizlik paternleri gdzlenmistir.
Genel olarak bugiine kadar gozlenebilmis baglanti dengesizlikleri genler arasindaki

fiziksel uzakliklarla uyumlu olarak ortaya ¢ikmuigstir.
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2.2.8. KIR Gen Dizileri

EMBL ve Niikleotid Dizi Veritabaninda (EMBL Nucleotide Sequence Database;
EMBL-Bank) 100’iin iizerinde KIR dizisi bulunmaktadir. Bunlarin bir kismi parsiyel
cDNA veya genomik dizilere sahip olmakla birlikte, bir kism1 ise tam uzunluga sahiptir.
Gen bankasinda tanimlanmis fakat yeri belirlenmemis her KIR dizisi bilinen diziden %

2’den az farklilik gosteriyorsa 6zgiil bir KIR geninin alleli olarak tanimlanir ©4),

2.2.9. KIR Genlerinin Ekzon ve intron Yapilar

Farkli KIR genlerinin ekzon ve intron yapilarinin dizilimi temel diizenleme ile
son derece uyumludur: sinyal dizisi ilk iki ekzon tarafindan, her Ig bolgesi (N terminal
uctan baglayarak DO, D1 ve D2) uygun olan tek bir ekzon tarafindan (sirastyla ekzon 3-
5), baglant1 ve transmembran bdlgelerinin her biri ise tek bir ekzon tarafindan (ekzon 6
ve 7) ve sitoplazmik bolge ise son iki ekzon tarafindan kodlanmaktadir 9 KIR2DL1,
2DL2, 2DL3 ve tim 2DS genleri (tip 1, iki- domainli KIR genleri) KIR molekiillerini
ic Ig bolgesi ile kodlayan identik bir genomik dizilime sahiptirler. Bununla birlikte bu
iki-domainli KIR genlerinde bulunan ekzon 3, ii¢ baz giftinin delesyonundan dolayi
siklikla cergevede kalsa bile, sonug olarak kesilen bir psddo ekzondur. Tim NK
hiicreleri en az bir tip 1 iki-domainli KIR eksprese etmektedir. 2DL4, 2DL5A ve
2DL5B yi igeren tip 2, iki-domainli KIR’lar ise ekzon 4 {in olmamas: ile karakterizedir
ve bunlarin protein iirlinlerinde D1 domaini bulunmamaktadir. 3DL3 geni, ekzon 6’nin
olmamas1 disinda, diger 3 domainli genler ile benzerlik gostermektedir. Iki KIR
psddogeni tanimlanmis ve adlandirilmistir. Bu psédogenlerden KIR2DP1 (KIRZ), KIR
2DL2 ve 2DL1 genleri ile yakin iliskilidir (niikleotid diizeyinde % 97’nin {izerinde
homoloji gostermektedir) ve iki psddoekzon (3. ve 4. psddoekzon) icermektedir.
2DP1’in psddoekzon 3’i tip 1 iki-domainli KIR genleri ile ayni sapmay1
gostermektedir. 2DP1’in psddoekzon 4’1 ise ¢er¢eve kaymasi sonucu stop kodonunun
ortaya ¢ikmasina yol agan tek baz ¢ifti delesyonuna sahiptir ©*. ikinci KIR psédogeni,
3DP1 (KIRX) in ise ucu kesilmis olup, genin degisik formlar1 ekzon 2’nin ortadan

kalkmasina yol agan 1,5 kb’lik delesyon ile birbirlerinden farklilik gdstermektedirler
(55)
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2.2.10. KIR Ekspresyonu ve KIR Repertuarinin Devamhihgi

NK hiicrelerinin klonal olarak dagilmis KIR repertuar {irettigi ve bunu degisik
NK hiicreleri iizerindeki yeniden diizenlenmesi olmayan degisik KIR gen gruplari
olusturarak yaptigi gosterilmistir. Genel olarak bireyin sahip oldugu tiim KIR genleri
rastgele olusmaktadir ®3), ki ya da daha fazla KIR geninin olas1 tiim kombinasyonlari
farkli NK hiicrelerinde eksprese edilebilir. KIR kombinasyonlarindaki farklilik 2

®9  Bunlardan birincisi biitin NK hiicrelerinde

faktorle sinirlanabilmektedir
KIR2DL4’iin ekspresyonudur, digeri de biitiin NK hiicrelerinde (self) HLA Smif I
antijenine 6zgiil en az bir adet inhibitér NK hiicre reseptorii olmasidir. Self HLA Sinif I
ligandlariyla NK hiicrelerinin inhibisyonu uygun inhibitér KIR eksprese edilmediginde
lektin benzeri inhibitor reseptor olan CD94: NKG2A ile gergeklestirebilir 64),

Farkli KIR ekspresyon paternlerinin olusmasinda KIR genlerinin promotor
bolgesinde genetik olarak kodlanmis diizenleyici mekanizmalarin yani sira epigenetik
mekanizmalarin da rol oynadig diisiiniilmektedir. Ornegin DNA metilasyonu bireysel
hiicrelerde farkli gen ekspresyonu i¢in gereklidir. Yapilan ¢alismalarda KIR genlerinde
sitozin guanin dinukleotidlerin kiimelesme yaptig1 bolgeler (CpG adalari)
tanimlanmistir. Bu CpG adalar1 2DL4 disinda eksprese olan tiim KIR genlerinde ortak
yaptya sahiptir. KIR genlerinin metilasyon durumu transkripsyonel aktiviteleri ile
korelasyon gostermektedir. Yiiksek metilasyon gosteren CpG adalar1 eksprese olmayan
KIR’larda bulunmakla birlikte, ekprese olan KIR’larin metilasyona ugramadigi
gozlenmistir. Bu korelasyon hem NK hiicre serilerinde hem de taze elde edilmis NK
hiicrelerinde gozlenmistir. De novo KIR ekspresyonu NK hiicrelerinde ve T hiicre alt
gruplarinda uyarilabilmekteyken diger hiicre tiplerinde bu olay
gerceklestirilememektedir. Bu da bize NK ve T hiicrelerinde diger hiicrelerde
bulunmayan KIR’a 6zgii transkripsiyon faktorleri oldugunu diistindiirmektedir ®9) KIR
molekiillerinin yiizey ekspresyonu genetik olarak ta kontrol edilmektedir. Ornegin
inhibitor reseptor olan 3DL1’in, 3DL1*004 allelik formunun DO0’daki 86. ve D1’deki
182. pozisyonlardaki kritik bolgelerdeki degisimlerden dolayr molekiiliin hiicre
yiizeyinde ekspresyonu gerceklesmemektedir (9 By allelik formda 3DL1 molekiilleri

intraselliler olarak bulunmaktadir.
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2.2.11. KIR’larin Transplantasyondaki Onemi

2.2.11.1. KIR ve Hematopoetik Kok Hiicre Transplantasyonu

KIR-MHC uyumsuzlugu NK hiicre aktivasyonuna yol agar ve MHC uyumsuz
olan hiicre yok edilir. HLA tam uyumlu olmayan transplantasyonda c¢ok sayida
alloreaktif NK hiicresi olusumu akut GvHH gelisiminde etkilidir. NK hiicrelerinde
bulunan KIR reseptorlerinin diger hiicrelerle tam uyumlu MHC tip I molekiilii yoluyla
etkilesmesi ise NK hiicre lizerine inhibitor etki gostermektedir. NK hiicreleri alici
immiin sistemi hedefleyerek rejeksiyonu énlemede de etkili olurlar 2.

NK hiicreleri kendine toleransli olmakla beraber, HLA ekspresyonunun
diizenlenmesinin bozulmasina yol agan malign hiicreler ve viral olarak enfekte
hiicrelerin taninmasinda allogenik hiicrelerin HLA ligand yoklugunu saptayabilir. NK
hiicrelerinin dogustan bir alloreaktif repertuarinin varliginin hematopoietik kok hiicre
naklinde (HKHN) bu hiicre tipi i¢in dnemli islevler gordiigii ileri stirlilmiistiir 2 Murin
tirli LRC KIR genlerine sahip olmamasina ragmen islevsel anlamda esit gortinen Ly49
reseptorleri bu alloreaktif yanmittan sorumludur. Polimorfik insan NK reseptorlerinin
tanimiyla birlikte insan populasyonundaki benzer etkilerin olabilecegi diisiiniilmiistiir
(73) Hematopoietik kok hiicre nakli, miyeloplastik sendromlar ve hematolojik timorlerin
bazi tipleri icin tedavi edici bir terapidir. Ayrica otoimmun hastaliklar ve bazi solid
tiimorler igin bir tedavi olarak kabul gormiistiir. insanda MHC polimorfizmin yiiksek
diizeyde olmasindan dolay1 bir hematopoetik kok hiicre transplantasyonunda dondr igin
en iyi aday HLA-uyumlu-kardestir. Bu durum hastalarin yaklasik % 25’inde miimkiin
olabilmektedir "¥). Hasta ve donériin HLA C uyumsuzlugu graft rejeksiyonu ve akut
GvHH sikliginda artis ile karakterizedir ki bu NK hiicrelerince yonetilen allo-tanimaya
isaret eder. Ilgili HLA ligandlarinda hasta KIR genotipine gére uyumsuzluk nakil
sonuglar lizerine bazi etkiler yapmistir 9) Bu etkileri siralayacak olursak birincisi
alloreaktif donor NK hiicrelerinin GvHH’1 hasta dendritik hiicrelerinin selektif olarak
oldiiriilmesi ile azaltmasi, ikincisi hasta T hiicrelerinin oldiiriilmesi ile graft
rejeksiyonunun oOnlenmesi ve igiinciisii ise rezidiiel alict tiimor hiicrelerinin tahrip
edilmesi ile Graft versus Losemi olarak ozetlenebilir '®. Yapilan arastirmalarda akut
miyeloid l6semide hastaliksiz sagkalimda da yararli NK hiicre etkileri goriilmiis ama

akut lenfoid 16semi hastalar1 igin bu miimkiin olmamistir . Kiigtik bir grup hasta
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tizerindeki genetik calisma GvHH’in gelisimi ile KIR2DS aktivator reseptor varlig
arasindaki ters iliskiyi ortaya koymustur.

2.2.11.2. KIR ve Solid Organ Transplantasyonu

Bobrek transplantasyonu da dahil olmak iizere tiim solid organ
transplantasyonlar1 i¢in hayvan modellerinde yapilan deneysel c¢alismalarla NK
hiicrelerinin rolii ortaya konmaya calisiimaktadir ®49 " Akut redde NK hiicrelerinin
sayisinin arttigi gosterilmistir. Degisik 16kosit belirtegleri kullanilarak NK hiicrelerinin
erken donem redde renal grefti infiltre ettigi, bu donemi takiben T hiicre ve
makrofajlarin akininin izledigi bildirilmistir®?. Deney hayvan modelleri ile yapilan
calismalarda kronik vaskiiler red ile organlarin reddinde NK hiicrelerinin dnemli bir
rolii oldugu ileri stirtilmiistiir. KIR2DS2 ve onun HLA-C ligandlar1 vaskiiler sorunlarin
gelisimi i¢in bir risk faktoriidiir ve NK hiicreleri dogrudan aktif olan vaskiiler endotel
hiicrelerince taninmaktadir ®. KIR molekiillerinin NK hiicreleri disinda T hiicre alt
gruplart iizerinde de eksprese olmalari nedeniyle kronik redde de etkili olduklari
diisiiniilebilir. KIR’lar vaskiilerize organ greftleri derinligine ¢alisiimamistir. Deneysel
hayvan modellerinde NK hiicrelerinin KIR’lar aracilig1 ile redde rol oynadig: ileri

siiriilmiistiir. Benzeri roliin kronik vaskiiler redde de olabilecegi rapor edilmistir ¢,

2.2.11.3. KIR’larin Hastalhiklardaki Rolleri

KIR genlerinin niteliklerinin belirlenmesi ve haplotiplerinin tanimlanmasi ¢ok
yeni oldugu i¢in bu genlerin 6zgiil hastaliklarla iligkisini gosteren kisith sayida ¢alisma
bulunmaktadir. NK hiicrelerinin KIR reseptorlerini kodlayan genlerinde ortaya cikan
bazi farklhiliklarin ¢esitli hastaliklarla iliskili oldugu ortaya c¢ikmistir. KIR
reseptorlerinin hastalikla baglantisiyla ilgili genetik ¢alismalarda viral enfeksiyonlar ve
otoimmun hastaliklar basi gekmektedir . MHC ile otoimmun hastalik baglantis1 6zgiil
KIR’larin bu hastalik gruplariyla da iligkide olabilecegini diisiindiirmektedir. KIR’larin
ayrica gebelik ve hematolojik hastaliklarda da 6nemli rol oynayabilecegini gdsteren
bulgular vardir (Sekil 17). KIR reseptorlerindeki farkliliklar ve bu genlerin islevleriyle
ilgili ipuglar1 genelde fare Ly49 geninde yapilan ¢alismalarla ortaya ¢ikmaktadir.
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Sekil 17. KIR genlerinin farkh hastaliklarla iliskisini gosteren sematik resim ),
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3. GEREC ve YONTEM

Bu arastirma; Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi etik Kkurulunun onayi
alindiktan sonra EKim 2013- Ocak 2014 tarihleri arasinda Norosirurji Anabilim dalina
bagvuran 18 yas lizeri 81 hasta {lizerinde yapildi. Caligmaya alinan tiim bireyler veya
yakinlar1 arastirma hakkinda bilgilendirildi. Bu amagla hazirlanan Aydinlatilmig Onam
Formu okutularak, suuru agik olan hastalarin kendisinden, suuru bozuk olanlarin ise
ailesinden calismaya katilim ile ilgili onay alindi. Yas, cinsiyet, dogum yeri, kronik
viral hastaliklar, otoimmiin hastaliklar (FMF, romatoid artrit, ankilozan spondilit, SLE),
kanser Oykiisii ve diger hastaliklar, ailede hastalik Oykiisii, kadinlar i¢in gebelik ve
diisiik hikayesi gibi bilgileri igeren bir veri toplama formu diizenlenerek, bu form
caligmaya alinan tiim bireyler i¢in dolduruldu. Veri toplama formunda hastalarin ayrica
patoloji sonucu da kayit altina alindi. Deney gruplari, GBM tanili 31 hastadan olusan
grup ile saglikli 50 kisiden olusan iki grup seklinde planlandi. Hastalardan onam formu
alinmas1 sonrasi alinan tam kan Orneklerinden DNA izolasyonu yapildi. KIR
tiplendirilmesi SSOP (sequence spesific oligonucleotid probes) prensibine dayanilarak
calisildu.

SSOP yontemi: Bir KIR lokusunun PCR ile ¢ogaltilmasini takiben allellere
0zglin olan oligonukleotidler kullanilarak bu c¢ogalmis DNA segmenti ile O6zgiin
oligonukleotidlerin kati bir ortam {izerinde baglanmasi (hibridlesmesi) saglanir.
Kullanilan oligonukleotidler isaretli olup; ortama eklenen reaktifler ile renkli bir iiriin
olusmasi saglanir. Bu islemde DNA’nin ¢ogaltilmas: sirasinda isaretlenmis primerler
kullanildigindan ¢ogalmis olan DNA da isaretlenmis olur. Oligonukletid problar
DNA’daki allele 6zgii ise membran iizerinde bu problar ve ¢ogalmis DNA arasinda
hibridlesme olur. Hangi oligonukleotid prob ile baglanma oldugu, bireyin hangi KIR
allelini tasidigi, cesitli reaktifler araciligi ile goriiniir hale getirilebilir. Reaksiyon
tiiptinde bulunan 100 farkli renkte floresan veren boncugun her birine farkli problar
baglanarak, bu floresanin dl¢limiiyle degerlendirme yapilmaktadir.

Verilerin istatistiksel analizinde SPSS 18.0 paket programi kullanildi. Kategorik
Olclimler say1 ve ylizde olarak, sayisal Ol¢limlerse ortalama ve standart sapma (gerekli

yerlerde ortanca ve minimum - maksimum) olarak oOzetlendi. Siirekli oOlgiimler
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arasindaki korelasyon Sperman Korelasyon katsayisi ile incelendi. Tim testlerde

istatistiksel 6nem diizeyi 0,05 olarak alindu.
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4. BULGULAR

Calismamiz beyin cerrahi servis ve poliklinigine basvuran 31 GBM tanili hasta
ve 50 kisilik kontrol grubu olmak tizere toplam 81 kisi lizerinde yapilmistir.
GBM tanis1 olan hastalarin 20’si erkek (% 64,5), 11’1 kadind1 (% 35,5).

Tablo 7. GBM Tamh Hastalarda Cinsiyete Gore Sayisal Degerler

Kadin Erkek Toplam

Say1 11 20 31

Yiizde (%) % 35,5 % 64,5 100

Kontrol grubunun 32’si erkek (% 64), 18’ i kadind1 (% 36).

Tablo 8. Kontrol Grubunda Cinsiyete Gore Sayisal Degerler

Kadin Erkek Toplam

Say1 18 32 50

Yizde (%) | %36 % 64 100

GBM tanil hastalarda yas ortalamasi 53,5 yil olarak hesaplandi. Kontrol
grubunun yas ortalamasi ise 53,98 idi.

Tiim galigma grubumuzda yas ortalamasi 53,8 idi.

Tablo 9. Calisma Gruplarmin Yas Ortalamasi

Tiim galisma grubumuzda yas GBM tanili hastalarin yas Kontrol erubunun vas ortalamast
ortalamast ortalamasi & yas
53,8 53,5 53,98

51



Toplam Genotip
3DL1 2DL1 2DL3 2DS4 2DL2 2DL5 3DS1 2DS1 2DS2 2DS3 2DS5 2DL4 3DL2 3DL3 2DP1 3DP1 hasta no
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Sekil 18. Hastalarin genotip dagilimlar:
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Calismamizda inceledigimiz toplam 31 hastanin genotip dagilimi yukaridaki

gibidir.

Tablo 10. inhibitér ve Aktivator Genlerin Frekanslari: 2DL3 Geninin Hastaliga Yatkinhkla iliskisi
istatistiksel Olarak Anlaml. P<0,05.

Hasta Grubu Kontrol Grubu p Degeri
Gen Say1 % Say1 %

Inhibitor KIR 2DL1 31 100,0 48 94,1 0,522
2DL2 13 41,9 29 56,9 0,177
2DL3 24 77,4 13 25,5 0,0
2DL4 31 100,0 50 98,0 1,0
2DL5 16 51,6 32 62,7 0,353
3DL1 23 74,2 43 84,3 0,242
3DL2 31 100,0 50 98,0 1,0
3DL3 31 100,0 50 98,0 1,0

Aktivator KIR 2DS1 12 38,7 23 45,1 0,645
2DS?2 13 41,9 29 56,9 0,177
2DS3 9 29,0 21 41,2 0,344
2Ds4 31 100,0 50 98,0 1,0
2DS5 12 38,7 21 41,2 0,819
3Ds1 12 38,7 10 19,6 0,077

Psodogen 2DP1 31 100,0 48 94,1 0,522
3DP1 31 100,0 50 98,0 1,0
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Sekil 19. Hasta ve kontrol grubunda inhibitor ve aktivator genlerin frekanslar:

Yukaridaki tablolar incelendiginde toplam 31 GBM tanili hasta, 50 kontrol
grubu olmak tizere toplam 81 kiside calismamiz yapilmistir.

Calismamizda inhibitor, aktivatér ve psddogen olmak iizere toplam 16 farkli
KIR geni ¢aligilmistir. Inhibitér genlerden 2DL3 geninin hastalifa yatkimlikla iliskili

istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. (P<0,05).
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5. TARTISMA

KIR’lar (killer cell immunglobulin like receptér), NK hiicreleri tarafindan
iretilen ve NK hiicrelerinin aktivasyonunu diizenleyen inhibitér ve aktivator
reseptorlerden olusan bir ailedir. KIR genleri genis bir c¢esitlilikle karakterize oldukca
polimorfik isaretleyicilerdir. Bundan dolay1 popiilasyonlarda iyi bir genetik isaretleyici
olarak degerlendirilebilir.

Insan immun sistemindeki immunglobulinleri, HLA molekiillerini ve KIR
genlerini kodlayan genler ¢ok yiliksek bir polimorfizm sergilerler, bu da popiilasyonlar
arasinda onemli olgiide cesitlilik oldugunu gosterir. Bugiin artik KIR genlerinin HLA
ligandlar ile birlikte gelistigi genis Olciide kabul gérmektedir (79) Ayrica genotipik kir
cesitliligi allelik ve haplotipik cesitliligin bir sonucudur. Bu da su gercek ile
neticelenmektedir ki; akraba olmayan iki farkli kiside ayn1 KIR genotipini bulmak ¢ok
zordur . Bu karakteristik 6zelliklerden dolay1 KIR genleri iyi bir popiilasyon genetik
belirleyicisi olarak degerlendirilebilinir ).

Giliniimiizde KIR genlerinin transplantasyon reddi ve kanser hastaliklariyla
iligkisini gosteren ¢aligsmalarin artmasiyla birlikte tiim toplumlarda bu konuyla ilgli
popiilasyon taramalart yapilmaya baslanmistir. KIR genleriyle ilgili birbirinden
bagimsiz olarak yapilan bu ¢aligmalar 2003 yilinda HLA i¢in hazirlanmig olan bilgi
bankasina eklenerek bir araya getirilmistir.

Timor hiicrelerinin bir kacis mekanizmast olarak kullandigi T hiicrelerinin
aracilik ettigi simif 1 HLA ylizey molekiillerinin baskilanmasi natural killer hiicre aracili
lizis i¢in daha duyarl hale getirilir. Bu durumda NK hiicrelerinin KIR genlerindeki
bireysel degisiklikler sadece bazi NK hiicrelerin timor parcalama yetenegine sahip
oldugunu ac¢iklamaktadir.

Dogal Oldiiriicii Hiicreler, KIR (killer cell immunoglobulin-like receptors)
aracilifiyla viral enfekte olmus ya da malign transformasyona ugramis hiicreleri, hiicre
aracili sitotoksisite ve antikor aracili hiicresel sitotoksisite ile lizise ugratabilirler.
Yapilan caligmalar farkli KIR genleri ve KIR ligandlarinin 16semilere ve solid tiimorlere
karst1 koruyuculukla veya yatkinlikla iligkili olabilecegini gostermistir. Bizim
calismamizin amact GBM (Glioblastoma Multiforme)’li olgularda KIR gen

polimorfizmlerinin olasi rollerinin ortaya konmasidir.
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KIR genleri bircok hastaligin patogenezinde rol oynamaktadir. Onceki
calismalar kir genleri ve ligandlarinin 16semi ve viriis iliskili solid tiimorlerde koruyucu
veya slipheli olarak iliskilendirildigini gostermistir. Bununla beraber KIR gen
polimorfizminin GBM gelisimindeki rolii bilinmemektedir. Bu ¢alismamizda kir geni
polimorfizmi ile GBM arasindaki iliskiyi arastirmak i¢in 31 GBM tanili hasta ve 50
kisilik kontrol grubundan olusan toplam 81 kisiyi inceledik. Sonug¢larimiz gostermistir
ki: ¢erceve genler KIR 2DL4, 3DL2, 3DL3 ve 3DPI1 tiim hasta ve kontrol grubunda
mevcut idi. Inhibitor KIR genlerinden 2DL3 geni hasta grupta daha fazla idi (P=0,0).
Bu sonuglara gore, 2DL3 geni ile GBM gelisimi arasinda istatistiksel olarak anlamli
iliski saptanmuigtir.

Goriiroglu ve arkadaglar1 2012 yilinda meme kanserli olgularda yaptiklar
arastirmada; cerceve genler KIR2DL4, 3DL2, 3DL3 ve 3DP1 tiim hasta ve kontrol
grubunda mevcut oldugunu. KIR2DS1 aktivasyon orani hasta grupta daha fazla oldugnu
(P=0,032), 2DS4(2DS4*003/4/6/7)’tin alellik aktive tipi ise meme kanserli hastalarda
daha az oldugunu (P=0,028) tespit etti. Ayrica meme kanseri gelisimi ve 2DL1 geni
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir negatif iliski varligin1 (P=0,025) buldu. Sonug
olarak, bu caligma gostermektedir ki KIR2DS1 aktivasyonu meme kanseri gelisimini
tetikleyebilmektedir, 2DL1 geni ve 2DS4*003/4/6/7 allelleri ise meme kanseri i¢in
muhtemel koruyucu genlerdir 2.

Middleton ve arkadaglar tarafindan Tiirk 16semi hastalarinda kir genlerinin ve
ligandlarinin dagilimint gdsteren bir vaka kontrol ¢aligmasi yapilmistir. Caligmacilar
kronik myeloid 16semi de bir korunma modeli Onermislerdir. Bu model KIR2DL2
ve/veya KIR2DS2 genlerinin ligand HLA-C1 grup varliginda olmasi yolu ile ve HLA-
Bw4 homozigotlarinin varligi ile olmaktadir ®4),

Ek olarak Besson ve arkadaslari calismada KIR3DS1 VE KIR2DSI1 aktive
genlerinin hodgkin lenfomaya kars1 koruyuculuk ile iligkili oldugunu gostermistir (®5)

Bagka bir ¢alismada Lopez —Vazquez ve arkadaslar1 HLA ve KIR genotipleri
incelemis ve KIR3DS1 ve HLA-Bw4 allotipleri arasinda hepatocelliiler kanser
gelisimine karsi koruyucu oldugunu buldular (86) Ayrica KIR’larin aktivasyonundaki
art1s nasofaringeal karsinoma ile de iligkili bulunmustur ®7)

KIR’larin anormal sentezlenmesi bir¢ok malign durum ile iliskilendirilmistir.

Sezary sendromlu hastalarda fenotipik olarak anormal T hiicrelerinde KIR3DL2’nin
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(88)

sentezlendigi gosterilmistir . T hiicreli genis graniiler lenfositik l6seminin alt

tiplerinde inhibitér KIR lar sentezlenmektedir® ve hastaligin siddeti sentezlenen
KIR’lar i¢in HLA ligandlarinin olmamasiyla artmaktadir (°0),

Ote yandan Omer ve arkadaslar1 KIR genleri agisindan solid tiimérlii hastalarla
(kiiciik hiicreli olmayan akciger kanseri, kiigiik hiicreli akciger kanseri, kolon kanseri,
bobrek kanseri) saglikli kisileri karsilastirmis ve istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulamamuistir G KIR genlerinin tiimo6r gelisimindeki rolii hakkinda bu kadar karmasik
bilgilerin olmas1 degisik kokenli kanserlerde bircok degisik potansiyel patolojik
mekanizmanin, immun cevaplarin ve immun kacis mekanizmalarinin var olmasindan
kaynaklanmaktadir.

Zhang ve arkadaglar1 yaptiklar ¢aligmada aktivator KIR2DS4 geninin kronik
myeloid 16semi ile iliskili oldugunu gostermislerdir ayn1 zamanda diger bir aktivator kir
geni olan 2DS3 iin akut lenfoblastik 13semi ile diisiik etki gosterdigini bulmuslardir ©2.

S. Kulkarni ve arkadaslar1 yaptiklari ¢alismada KIR 2DL2/2DL3,HLA-C1 in
malign melanom gelisminde duyarliligi artirdigini, KIR3DS1 varligi, HLA-C2 ve /veya
HLA-BW4 yoklugunun servikal kanser gelisiminde duyarlilig artirdigini bulmuslardir
(93)

Biitin bu veriler aktive KIR genotiplerinin degisik kanser tiplerine karsi
koruyucu etkilerinin olabilecegini gostermektedir.

Elde edilen sonuglara gore, NK hiicrelerin inhibitoér reseptorlerinden KIR
2DL3’1lin hasta popiilasyonunda yiliksek olmasi, bu hastalarda NK hiicrelerinin immiin
sistemdeki koruyucu rollerini etkiledigini ve gerekli immun cevabin saglanamadigini
diistindiirmiistiir. Bu veriler immun sistemin GBM hiicrelerini tanima ve yok etme
yetenegine sahip oldugu hakkinda daha gii¢lii kanitlar sunmaktadir. Ayn1 zamanda
GBM hiicrelerinin immun sistemden kacabilme yetenegine sahip oldugunu
gostermektedir. GBM hiicrelerinin immun sistem genetigi ile iligskisinin anlasilmasi
ailevi yatkinliklarin 6nceden tahmini ve erken teshis agisindan onem tagimaktadir.

Bundan da ote bu bilgi hastalara cerrahi sonrast uygulanabilecek bireysel

immunoterapotik tedavi modaliteleri gelistirmek i¢in kullanilabilir.
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6. SONUC ve ONERILER

1) Bu calismamizda KIR geni polimorfizmi ile GBM arasindaki iliskiyi
arastirmak i¢in 31 GBM tanili hasta ve 50 kisilik kontrol grubundan olusan toplam 81
kisiyi inceledik.

2) Deneklerin sekans spesifik oligoniikleotid prob analizlerini yaptik ve tim
veriyi fisher exact testini kullanarak istatistiksel olarak analiz ettik.

3) Sonuglarimiz gostermistir ki: gergeve genler KIR 2DL4, 3DL2, 3DL3 ve
3DP1 tiim hasta ve kontrol grubunda mevcut idi. Inhibitor KIR genlerinden 2DL3 geni
hasta grupta daha yliksek olarak bulunmustur (P=0,0).

4) GBM hiicrelerinin immun sistem genetigi ile iligkisinin anlagilmasi ailevi
yatkinliklarin 6nceden tahmini ve erken teshis agisindan 6nem tagimaktadir. Bundan da
Ote bu bilgi hastalara cerrahi sonrasi uygulanabilecek bireysel immunoterapotik tedavi
modaliteleri gelistirmek i¢in kullanilabilir.

5) Calismanin gelistirilmesi i¢in biopsi drneklerinde NK hiicre infiltrasyonu ve
KIR reseptorlerinin gosterilmesi, daha biiyiik hasta populasyonlarinda caligilmasi, yine
KIR’lar ile birlikte ligandlar1 olan HLA molekiilleri ile de galisilmasi degerli olacaktir.

6) Birey sayisinin az olmasindan dolayr bu calisma literatiirde bulunan
calismalar1 destekler nitelikte olmasina karsin yeterli degildir.

7) Calismamizin GBM (Glioblastoma Multiforme) patogenezinin arastirilmasina
yonelik yapilacak olan daha ileri aragtirmalara temel olusturabilecek nitelikte bir

calisma oldugunu diistinmekteyiz.
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