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OZET

Tahrali I. Multipl Skleroz patogenezinde Dogal Oldiiriicii Hiicre siklig1 ve sitokin
icerigi. Istanbul Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii, Immiinoloji A.D. Yiiksek
Lisans Tezi. Istanbul. 2013.

Multipl skleroz (MS) merkezi sinir sisteminin; enflamasyon, demiyelinizasyon,
aksonal/noronal kayip ve gliozis ile karakterize bir hastaligidir. Dogal 6ldiiriicii (NK)
hiicrelerin, MS'in bir alt tipi olan atakli-remisyonlu (RR)-MS seyrinde veya hastaligin
kronik gelisiminde rol aldig1 diisiiniilmektedir. MS patogenezinde NK hiicrelerinin roli
ile ilgili siirli sayida calisma bulunmakta, deneysel hayvan modellerinde yapilan
caligmalarda ise NK hiicrelerinin rolii ile ilgili celigkili sonuglar goriilmektedir.
Calismamizda, MS hastaliginda CD16+CD56soluk ve CD16-CD56parlak NK hiicre alt
gruplar1 ve fonksiyonlari aragtirilmigtir. Bu amagla immiin modiilatuvar tedavi almamis
RR-MS olgulari, en az 6 aydir DMD (hastalik modifiye edici ilag) tedavisi almakta olan
RR-MS hastalari, klinik izole sendromlu hastalar ile yas ve cinsiyet uyumu gozetilerek
secilen saglikli kontrollerden alinan periferik kan ornekleri flow sitometrik yontemle
incelenmistir. Saglikli ve hasta periferik kan orneklerinde hiicre yiizey molekiil
ekspresyonlar1 (CD3, CD4, CD8, CD19, CD16, CD56) saptanmis ve kan orneklerinden
saflastirilan periferik kan mononiikleer hiicreler ayr1 ayr1 IL-2, IL-4, IL-12 sitokinleriyle
uyarilarak ve uyarilmadan 24 ve 72 saat siireyle 37°C %5 CO2'li etiivde kiiltiire
edilmistir. Kiiltiir sonrast NK hiicre alt gruplarinin frekanslar1 ve hiicre i¢i IFN-g, 1L-10
ve IL-22 seviyeleri ile, K-562 eritromyeloid 16semi hiicre serisi kullanilarak NK hiicre
sitotoksik aktivitesi flow sitometri ile tayin edilmistir. Sonugta hasta gruplarinda
CD16+CD56soluk ve CD16-CD56parlak NK hiicre alt gruplarinda sayisal bir farklilik
goriilmemesine karsilik, farkli sitokin uyarilar1 sonucu IFN-g seviyelerinde diisiis, IL-
10 ve IL-22 seviyelerinde ise artig saptanmustir. Sagliklilarla karsilastirildiginda, NK
hiicre sitotoksik aktivitesinin tim hasta gruplarinda anlamli derecede azaldig:
goriilmiigtir. Bulgularimiz, MS patogenezinde NK hiicre fonksiyonlarinin rol
oynadigini diistindiirmektedir.

Anahtar Kelimeler: Dogal Oldiiriicii Hiicreler, Multipl Skleroz, Sitokinler, Otoimmiinite

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No: 18423



ABSTRACT

Tahrali I. The frequency and cytokine content of Natural Killer cells in the pathogenesis
of Multiple Sclerosis. Istanbul University, Institute of Health Science, Department of
Immunology. Graduate Thesis. Istanbul. 2013.

Multiple sclerosis is a disease characterized by inflammation, demyelination,
axonal/neuronal loss and gliosis of the central nervous system. Natural killer (NK) cells
is thought to be in part responsible for the relapsing-remitting (RR) or chronic
progressive nature of the disease. Surveys about the role of NK cells are limited and in
experimental autoimmune encephalomyelitis models, the findings about the role of NK
cells in MS are inconsistent. In our project, we investigated CD16+CD56dim and
CD16-CD56bright NK cells and their functions in pheripheral blood samples of
immune-modulatory treatment-naive RR-MS patients, RR-MS patients treated with
DMDs (disease modified drug) for at least six months and patients with clinically
isolated sydrome compared with age and gender matched healthy controls. Therefore,
surface expressions of CD3, CD4, CD8, CD19, CD16, CD56 were detected in
peripheral blood samples and peripheral blood mononuclear cells isolated from blood
samples were cultured with hriL2, hrIL-12, hrlL-4 or without cytokine addition for 24
and 72 h. After the cell culture, the frequency and intracellular IFN-g, IL-10 and 1L-22
levels of NK cell subsets were determined by flow cytometry. Cytolytic NK cell activity
were quantified using erythromyeloblastoid leukemia cell line K562. As a result, there
IS no significant difference in the frequencies of CD16+CD56dim and CD16-
CD56bright NK cell subsets of patient groups, while decreased IFN-g and increased IL-
10 and IL-22 production in different conditions were detected. Cytotoxic activity of NK
cells were decreased significantly in patient groups. These findings may indicate that
NK cell functions may play roles in the pathogenesis of MS.

Key Words: Natural Killer Cells, Multiple Sclerosis, Cytokines, Autoimmunity

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University. Project
No. 18423



1. GIRIS VE AMAC

Multipl skleroz (MS) merkezi sinir sisteminin; enflamasyon, demiyelinizasyon,
aksonal/noronal kayip ve gliozis ile karakterize immiin kokenli bir hastaligidir [1-2].
Bugiinkii veriler 1s18inda; hastaligin temelinde immiin sistemin, miyelin sentezi ve
devamliligindan sorumlu olan oligodendrositlere karsi saldirist ve aksonal kayip
yatmaktadir. MS’in goriilme siklig1 cografik ve etnik Ozelliklere bagli olarak 5-
200/100.000°dir. Tiirkiye’de net olarak bilinmemekle birlikte yaklasik 35.000 MS
hastas1 oldugu tahmin edilmektedir. Hastalik kadinlarda ve sosyo-kiiltiirel olarak ytiksek
kesimlerde ve ¢ogunlukla 20 - 40 yaslar1 arasinda ortaya ¢ikmakla birlikte, hastaligin
olus nedeni halen netlik kazanmamistir. Merkezi sinir sisteminin bir hastaligi oldugu
icin viicut fonksiyonlarinin yerine getirilememesine bagli olarak hastalarin fiziksel
kisitlanmalar1, sosyal olarak toplumdan soyutlanmalarini ve dolayisiyla psikolojik
acidan ¢esitli sorunlar1 da beraberinde getirebilmektedir. Bu nedenle MS’in olusum

nedenleri ve olasi tedavi yontemleri lizerine genis capli arastirmalar yapilmaktadir.

MS'in atakli-remisyonlu (relapsing-remitting - RR) MS, birincil ilerleyici
(primer progresif - PP) MS ve ikincil ilerleyici (sekonder progresif - SP) MS olmak
lizere ii¢ temel formu en sik karsilasilan klinik seyir tipleridir. Baglangic doneminde MS
hastalariin yaklagik %87'si, degisken araliklarla meydana gelen kismi veya tam
diizelmenin takip ettigi, akut ataklarla karakterize olan RR-MS hastalik seyri
gostermektedir. MS’1i geng eriskinlerin %85’inde hastalik optik sinirleri, beyin sapini
veya omuriligi ilgilendiren klinik izole sendrom (KIS) seklinde ortaya ¢ikmaktadir ve
KiS’li hastalarin %30-70’inde MS gelismektedir [3].

Son yillarda, hastalik patogenezinin daha dnceki ¢aligmalarda dngoriildiigiinden
cok daha komplike oldugu anlagilmistir. Etiyolojisi halen bilinmemesine ragmen,
hastaligin patogenezinde immiin sistemin O6nemli rol oynadigina dair pek c¢ok bulgu
vardir. Otoreaktif (6ze-duyarli) T hiicrelerinin, hastaligin olusumunda birincil rol
oynadig1 one siiriilmekle birlikte, dogal 6ldiiriicii (natural killer - NK) hiicrelerin de RR-

MS seyrinde veya hastaligin kronik gelisiminde gorev aldig1 diistinilmektedir.

Dogal immiinitenin elemani olan NK hiicreleri, kemik iligi kokenli, biiyiik
graniillii lenfositlerdir. Patojenler ve tiimdrlere karsi spontan litik aktivite gosteren NK

hiicreleri periferik kan lenfositlerinin %5-15’ini olusturur ve karaciger, peritoneal



kavite, plasenta gibi periferik dokularda bulunur [4]. In vitro sartlarda belirli tiimor
hiicrelerini 6ldiirme yetenegine sahip NK hiicrelerinin in vivo deplesyonu (yoklugu)

bazi fare modellerinde tiimor olusumunda artisa neden olmaktadir.

Kemik iliginden kdkenlenen ve gelisim i¢in timusa gereksinim gostermeyen NK
hiicreleri, T hiicre reseptorii (THR), immiinoglobiilin (Ig) veya CD3 molekiiliinii
eksprese etmemelerine karsilik, hiicre yiizeylerinde “néral hiicre yapisma molekiilii-1”
(CD56) ekspresyonu ile karakterizedirler. CD56 ekspresyonunun 6zgiil (spesifik)
fonksiyonu tanimlanmamis olmakla birlikte, NK hiicreleri CD56 ekspresyon
yogunluguna bagli olarak "CD56P"" ve "CD56*°"" olmak iizere iki ana gruba
ayrilmaktadir. Yiiksek oranda Fey reseptor, CD16 ve perforin eksprese eden CD56%"
NK hiicre populasyonu, periferik kan NK hiicrelerinin yaklasik %95°ni olusturmakta ve
"olgun" NK hiicreleri olarak bilinmektedirler. Efektif olarak litik etkili bu hiicre
grubunun aksine, diisiik seviyede perforin ve CD16 eksprese eden CD56P% NK
hiicreleri "olgunlasmamis" NK hiicreleri olarak adlandirilmakta olup, yiiksek seviyede
sitokin sekresyonundan dolay:r enflamasyondan sorumlu veya regiilator (diizenleyici)

etkili hiicreler oldugu ileri stiriilmektedir [5-7].

Thl (yardimci T hiicresi-1) ve Th2 hiicrelerine benzer sekilde insan NK hiicre
altgruplarinin da NK1 ve NK2 olarak iki gruba ayrildig in vitro ve in vivo ¢alismalarda
gosterilmistir. Caligsmalar dolasimdaki NK hiicrelerinin farkli sitokin profillerine sahip
efektor NK hiicre alt gruplarina doniisebilecegini ve farkli enflamatuvar 6zellikler

kazanabilecegini desteklemektedir [5, 8].

MS patogenezinde T hiicrelerinin roliinii goésteren ¢ok sayida c¢alismanin
bulunmasina karsilik NK hiicrelerinin rolii ile ilgili sinirli sayida ¢alisma bulunmaktadir.
MS'in deneysel hayvan modeli olan deneysel otoimmiin ensefalomyelitte (EAE) NK
hiicrelerinin olumlu etkilerinin yaninda, olumsuz etkileri oldugunu veya etkisi
olmadigini gosteren calismalar da bulunmaktadir [1]. Bu dogrultuda MS hastalarinda
NK hiicre ¢aligmalari incelendiginde, insan NK hiicre deplesyonu sonucunda, hafiza T
hiicrelerinin 6z-antijenlere karsi yanitinin arttigi ileri siiriilmistiir [9]. RR-MS hasta
populasyonu ile saglikli kontrollerin karsilastirildigi bir diger c¢alismada ise,
CD16'CD56% " ve CD16'CD56P"* NK hiicre alt gruplarinimn oranlari karsilastirilmis
ve hasta grubundaki CD16'CD56""* NK hiicre sikliginin saglikli kontrollerle benzer



oranda bulundugu, fakat fonksiyonlarinda yetersizlik oldugu, salgiladiklar1 IFN-
v miktarinin saglikli kontrollere kiyasla diisiik oldugu tespit edilmistir [10].

Calismamizda, immiin modiilatér tedavi almamis olan RR-MS'li olgular, en az
alt1 aydir DMD tedavisi almakta olan RR-MS hastalar: ve KiS’li hastalar ile yas ve
cinsiyet uyumu gozetilerek segilen saglikli kontrollerin periferik kan 6rneklerinde NK

hiicre alt gruplarinin fonksiyonlar1 incelenmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Multipl Skleroz

2.1.1. Tanim

Multipl skleroz (MS), genetik yatkinligi olan bireylerde 6z-antijenlere karsi
yanittan kaynaklanan, ilerleyici demiyelinizasyon ve noérodejenerasyonla seyreden,
multifokal (¢ok odakli) bir hastaliktir [11]. Merkezi sinir sistemindeki enflamasyon ile
aksonlarin etrafini saran miyelin kilifin hasart sonucu, zamanla akson harabiyeti

meydana gelmektedir.

Geng erigkinlerde dnemli derecede norolojik yeti kaybina sebep olan, merkezi
sinir sisteminin (MSS) en yaygm immiin kdkenli hastaligi olan MS, travmaya bagl
olmaksizin norolojik yeti yitimine yol agan hastaliklar arasinda ilk sirayr almaktadir

[12-13].

Hastaligin MSS antijenlerini taniyan ve ¢ok sayida immiin sistem hiicresiyle
isbirligi halinde olan, otoreaktif T hiicreleri tarafindan baslatildigi ve demiyelinizasyon
ve noroaksonal hasarla sonuglanan enflamatuvar bir reaksiyon olusturdugu

diistiniilmektedir [7, 14].

2.1.2. Belirtileri

Klinik belirtiler nérolojik lezyonlarin konumuna gore degismekte ve siklikla,
enflamatuvar hiicrelerin kan beyin bariyerine saldiris1 sonucu gelisen demiyelinizasyon
ve 6demle birlikte seyretmektedir [11].

Hastalar arasinda farklilik gostermekle birlikte MS’in yaygin belirtileri; tek
gbzde ani gelisen, bazen agrili olabilen gérme kaybi, bulanik gdrme gibi optik sinir
disfonksiyonu, bas donmesi-dengesizlik, viicudun herhangi bir bolgesinde uyusma;
yiirlirken bir ayakta siirtme, yiizde agri, duyu kaybi, karmmcalanma hissi gibi duysal
bozukluk, hipertoni ve asir1 refleks gibi sinir iletimi bozuklugu, el ve ayaklarda kas
kontrolii kayb1 sonucu gelisen denge bozukluklarmi igerir [11, 15]. Bu belirtilerin
yaninda siklikla yorgunluk, biligsel kayip ve depresyon da MS belirtileriyle iliskili diger
semptomlar arasindadir [16].

Bu belirtilerin haricinde nadir olarak goriilen diger bazi belirtiler; ¢ok ani gelisen

tek tarafli kol-bacak felci, epileptik nébetler, koma gibi uyaniklik bozukluklari, afazi adi



verilen bir tiir konugsma bozuklugudur. Ancak boyle bulgularin gériildiigii hastalarda
oncelikle diger tani olasiliklarinin arastirilmasi, yanlis tani konmasii Onlemek igin

onemlidir [15].

2.1.3. Sikhik - Epidemiyolojisi

Bat1 iilkelerinde genel popiilasyonun %0.1'inde goriilen [17], giiniimiizde
1.000.000'dan fazla insam etkiledigi diistiniillen MS’in goriilme sikligi, cografik ve etnik
Ozelliklere bagli olarak 5 - 200/100.000°dir. Tiirkiye’de net olarak bilinmemekle birlikte
yaklagik 40/100.000 civarinda MS hastas1 oldugu tahmin edilmektedir [13, 18]. Hastalik
kadinlarda erkeklere oranla 2 kat daha fazla ve sosyo-kiiltiirel seviyesi yiiksek olan
kesimlerde daha sik goriilmektedir.

MS genellikle 20 - 40 yas arasindaki yetiskinlerde ortaya ¢ikmakla birlikte
cocuklarda veya 50 yas tlizerinde de goriilebilmektedir [19]. CDC (Centers for disease
control and prevention) verilerine gére, ABD'de MS'in kadinlarda erkeklere gore ii¢ kat
daha fazla goriildigii one siiriilmektedir [20]. Cocuklarda cinsiyet orani farki daha
yiiksekken, elli yasin iistiindeki insanlarda erkek ve kadinlar hemen hemen esit derecede

hastaliktan etkilenmektedirler [19, 21].

MS, ekvator bolgesinde yasayan insanlarda daha seyrek goriilmekte ve
ekvatordan uzaklasildik¢a hastaligin goriilme siklig1 artmaktadir [19, 22]. Enlem farkini
aciklayabilmek i¢in muhtemel risk faktorleri olarak iklim, gilines 15181 ve D vitamini
alimi aragtirilmistir. Kuzey Avrupa popiilasyonlarinda daha yaygin goriilen MS’in [19]
Sami, Tirkmen, Kizilderili, Afrika ve Yeni Zelanda yerlilerini iceren bazi etnik

gruplarda gelisim riski daha diistiktiir [23].
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Sekil 2-1: Multipl Skleroz haritasi
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Irk ve etnik koken farkliliklari hastaligin sikligini ve Klinik bulgularini
etkilemektedir. Afrika'da yasayan siyahlarda hastalik ¢cok ender goriilirken, ABD’de
yasayan siyahlarda insidans beyazlarin yarisidir. Ayni sekilde dogu Asyalilar'da hastalik
ender olup, Japonlar'da ise optik sinirleri ve spinal kordu tutar (optiko-spinal form) [24-
26].

2.1.4. Etiyolojisi

Hastaligin etiyolojisi tam olarak bilinmemekle birlikte, MS patogenezinde hem
otoimmiin, hem de enfeksiydoz mekanizmalarin rol oynayabilecegi diisiiniilmektedir.
Yapilan ¢aligmalar, genetik ve ¢evresel faktorlerin de hastaligin ortaya ¢ikmasinda etkili

oldugunu ortaya koymaktadir [27].

Hastaligin olusumunda rol oynadigi diisiiniilen etmenler su basliklar altinda

toplanabilir:

a. Genetik

MS kalitsal bir hastalik olarak diisiiniilmemekle birlikte, birtakim genetik
varyasyonlarin hastalik gelisim riskini arttirdig1 gdsterilmistir [28]. ikizler ve kardesler
tizerinde yiiriitiilen calismalar MS’e yatkinlikta genetik faktorlerin etkili oldugunu
diistindiirmektedir [27]. MS riski, akrabalar arasinda ozellikle ikizlerde, ebeveynlerde
ve hastanin cocuklarinda genel popiilasyona gore daha yiiksektir [29]. Monozigot

ikizlerde normal populasyona gore hastalik riski 150-300 kat fazla bulunmustur [30].

Elde edilen veriler, her biri orta derecede etkili olan birden fazla genin hastalik
olusumunda rol oynadigina isaret etmektedir. Aday genleri tanimlamaya yonelik
caligmalar; insan 10kosit antijeni (HLA) lokusu ile IL-2RA (interlokin reseptor A) ve
IL-7RA alellerinin, MS i¢in kalitsal risk faktorii olabilecegini dogrulamaktadir [27, 30-
33].

Calismalar sonucunda elde edilen en tutarli bulgu, MS ve DR15 ve DQ6 olarak

tanimlanan MHC allelleri arasindaki iliskidir. HLA-C554 ve HLA-DRBI1 gibi diger
lokuslar da hastaliga kars1 koruyucu etki gostermektedir [19].

Hastaligin genetik gegisinde belli bir kalitim paterni gosterilemediginden, MS’1
“hastaliga yatkin kisilerde gevresel tetikleyici faktorlerle karsilasildiginda ortaya ¢ikan,
genetik agidan kompleks bir hastalik” olarak tanimlamak uygundur [27].



b. Cevresel Etmenler
MS; Kuzey Avrupa, Kuzey Amerika, Yeni Zelanda ve Giiney Avustralya gibi
bolgelerde daha sik olmasina karsin, Asya ve tropik bolgelerde daha nadirdir [34];
insidans ve prevalans ise ekvatordan uzaklastik¢a artmaktadir [35-36].

Cocukluk ¢agindaki cevresel etmenler, ileri yaslarda MS gelisiminde 6nemli rol
oynayabilmektedir. Gogmenler tizerinde yapilan galismalar, 15 yasindan 6nce farkli bir
bolgeye go¢ etmis bir bireyin, MS'e kars1 yeni yerlesilen bolgedeki yatkinligi kazandig,
goc 15 yasindan sonra olursa, go¢menin kendi iilkesindeki duyarliligi korudugunu

gostermektedir [37].

Glines 15181 ile MS prevalans: arasindaki baglant1 farkli ekolojik calismalarda
gosterilmistir [27, 38-39]. Dogum mevsimi ve MS arasinda yapilan bir ¢aligmada giines
15181 ve vitamin D arasinda iliski saptanmistir. Ornegin, MS hastalar1 arasinda Mayis

aymda doganlarin sayisi, Kasim aymda doganlara gore daha fazladir [40].

Sigaranin MS hastalig1 igin risk artigina neden olduguna ve MS'in ilerlemesini
olumsuz etkiledigine dair kanitlar vardir. Yiiksek oranda sigara icenlerde bu risk artist

%70 civarinda rapor edilmektedir [34].

Kanitlar1 zayif olmakla beraber agir stresin de bir risk faktorii olabilecegi
diistiniilmektedir [37]. Fizyolojik stresin MS'i de iceren pek ¢ok otoimmiin hastaligin
baglangicinda ve alevlenmesinde rol oynadigina dair bulgular mevcuttur [41-42]. Yakin
gecmiste, stresli yasam olaylarinin MS'te niikse ve yeni lezyonlarin gelisimine neden
oldugu gosterilmistir [43]. Vakalarm  %70-80'inde fizyolojik stresin, MS

semptomlarinin baslangi¢ ve tekrarinda tetikleyici oldugu ileri siiriillmektedir [44].

c. Enfeksiyonlar
MS'in muhtemel enfeksiyoz baslaticist olarak pekg¢ok mikroorganizma one
stirilmekle birlikte, MS patogenezinde rol oynadigi kanitlanan mikroorganizma
bulunmamaktadir [29]. Epstein-Barr viriis (EBV) enfeksiyonunun hastalik gelisiminde
rolii oldugu ileri siiriilmekle birlikte, hangi mekanizmalarla MS riskini arttirdig1 tam

olarak bilinmemektedir [45].

Yakin dénemde bildirilen bir ¢calismada ¢ogu MS hastasinin beyninde disregiile
EBV enfeksiyonu olduguna dair gii¢lii kanitlar bildirilmistir [27, 46]. EBV ile hig



enfekte olmamis bireylerin hastalik riski daha diisiiktiir ve erigkin yasta enfekte

olanlarin riski, daha erken yasta enfekte olanlara gore daha yiiksektir [19, 47].

Erken yasta farkli bir bolgeye go¢ etmenin MS riskini degistirdigi, nadir goriilen
bir patojenden ziyade yaygin bir mikroorganizmanin yol agtigi bazi enfeksiyonlarin,
hastaligin kokeni olabilecegi 6ne siiriilmektedir. MS patogenezi igin hijyen hipotezi ve
prevelans hipotezini de igeren pekcok mekanizma One siirilmistiir. Hijyen hipotezi,
erken yaslarda c¢esitli enfeksiyoz ajanlara maruz kalmanin, MS'e karsi koruyucu
oldugunu ve hastalifin bu ajanlarla ge¢ karsilasma sonucu olusan bir yanit oldugunu
one siirmektedir. Prevelans hipotezi ise hastaligin yilksek MS prevalansi olan bolgelerde
daha yaygin olan ve o bolgedeki bireylerde asemptomatik enfeksiyona yol acan bir
patojenden dolayr meydana geldigini One siirmektedir. Hijyen hipotezi prevelans
hipotezinden daha ¢ok destek gormektedir [47-48].

Kizamik, kizamik¢ik ve kabakulak ise MS'le iliskilendirilen diger hastaliklardir
[19].

d. Bagisikhik Sistemi

MS'in bireyin genetik yatkinligi ve heniiz belirlenemeyen g¢evresel etmenlerin
kompleks etkilesimi sonucu gelisen immiin aracili bir hastalik oldugu diisiiniilmektedir
[29]. Hasarin kisinin sinir sistemine saldiran kendi immiin sistemi tarafindan
olusturulduguna inanilmaktadir. Immiin yanitin muhtemel hedefleri miyelin bazik
protein (MBP) ve proteolipid protein (PLP)'dir. MS tedavisinde yaygin olarak kullanilan
Copaxone, MBP'yi taklit ederek otoreaktif immiin hiicreler i¢in yaniltici bir hedef
olmasma yonelik olarak dizayn edilmistir. Buna ragmen, MBP immiin hiicrelerin
tanimasina imkan vermeyecek sekilde miyelin kilif i¢ine gomiilii oldugundan, MS'te

MBP'nin roli tartismalidir [49].

Daha 6nceki ¢alismalardan elde edilen bulgular, otoantijen bir protein ya da lipid
olsun veya olmasin, yabanci bir antijeni taniyan immiin hiicrelerin 6z antijenlerle ¢apraz
reaksiyona girerek otoimmiiniteyi tetikledigini gostermektedir [50]. Bu siireg
"molekiiler taklit" olarak bilinmektedir [29, 51].

2.1.5. Tam Kriterleri
MS’in belirti ve semptomlar1 farkli hastaliklarla benzerlik gosterdiginden,

tanisinda  giigliikler dogabilmektedir. Medikal konseyler ozellikle baglangic



asamalarinda hastaligin tanisin1 kolaylastirmak ve standardize etmek i¢in tani kriterleri
olusturmuslardir. Ge¢gmiste MS tanisinda kullanilan Schumacher ve Poser Kriterleri'nin

yerini, giinimiizde McDonald tani Kkriterleri almistir (Tablo 2-1) [52]. McDonald tani

kriterleri, MS lezyonlarinin zamanla yayginlasmasina karsilik ilerleyici olmayan MS
tanisinda, semptomlarin kaybolmasi ve tekrar ortaya ¢ikmasinin Klinik, laboratuvar ve

radyolojik verilerle kanitlanmas1 esasina dayanmaktadir [53-54].

Tek bir ataktan sonra medikal incelemenin yapilmasi, hastaligin tanisini
hizlandirmakta ve kolaylastirmaktadir. Hastaligin tanisinda manyetik rezonans
goriintileme (MRG), beyin-omurilik sivist (BOS) ve bazi norofizyolojik testler
[uyarilmis potansiyeller, beyin sap1 refleksleri (EEG, EMG)] yaygin olarak
kullanilmaktadir. Beyin ve omuriligin MRG’si demiyelinizasyon bolgelerini (lezyon :
plaklar) gostermekte, aktif plaklar1 gostermek i¢in kontrast madde olarak intravenoz

Gadolinyum uygulanabilmektedir [53, 55].

Lomber ponksiyondan elde edilen BOS'un test edilmesi MSS'deki kronik
enflamasyona kanit saglayabilmektedir. BOS elektroforezde, MS hastalarinin %75-
85'inde goriilen ve enflamasyon belirteci olan, IgG oligoklonal bantlart igin test
edilmektedir [52-53]. MS hastas1 olan bir kisinin sinir sistemi optik sinir ve duysal
sinirlerinin uyarimina, bu yolaklarin demiyelinizasyonundan dolay1 daha diistik
aktiviteyle yanit vermekte, bu beyin yanitlar1 gorsel ve duysal uyarilmis potansiyeller
kullanilarak olgtilebilmektedir [56].

MS’in klinik tanisinda iki ya da daha fazla farkli yerlesimli lezyon bulunmasi
onemlidir. Elektrofizyolojik teknikler klinik muayenede bulgu vermeyen lezyonlari
saptamada yardimci olmakta iken, standart MRG, islev bozuklugunu gostermemektedir
(fonksiyonel MRG harig). Ciinkii demyelinizan plak patolojik siirecin goriintiilenebilir,
makroskopik bir sonucudur. Demyelinizan plaklar olusmadan once de elektrofizyolojik
degisiklikler ortaya ¢ikabileceginden, elektrofizyolojik ¢alismalar beyin sap1
disfonksiyonunu MRG'den daha iyi gosterebilmektedir [26].
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Tablo 2-1: McDonald Tam Kriterleri (2010)

Klinik goriiniim MS tanisi icin gerekli ek veriler

2 veya daha fazla atak;

2 veya daha fazla lezyonun Klinik kanit yeterli
objektif klinik kanit1

MRG'de goriilen yayilim
veya
MRG'yle saptanan 2'ye kadar tipik MS lezyonu + (+)
BOS bulgusu*
veya
yayilimi diistindiiren bir sonraki atag1 beklemek
(6rnegin viicudunu baska bir kismini etkileyen)

2 veya daha fazla atak;
1 lezyonun objektif klinik kanit1

MRG'yle ispatlanan zamanda yayilim
veya
ikinci klinik atak (niiks)

1 atak; 2 veya daha fazla lezyonun
objektif klinik kanit1

MRG'yle gosterilen MSS'nin farkli yerlerinde yayilim
veya

2'ye kadar MRG'yle tespit edilen tipik MS lezyonu +

(+) BOS bulgusu* ve MRG'yle gosterilen zamanda
dagilim

veya

MRG'yle ispatlanan zamanda dagilim (6rnegin orjinal

taramadan en az 3 ay sonra goriilen yeni lezyon)
veya
Ikinci klinik atak (niiks)

1 atak; 1 lezyonun objektif klinik
kanit1 (klinik izole sendrom olarak
bilinen)

Pozitif BOS* ve MSS'in farkli yerlerinde MRG'yle
gosterilen yayilim
veya
Anormal VEP bulgusu ile birlikte MRG bulgusu ve
MRG'yle gosterilen zamanda dagilim
veya
1 y1l siirekli ilerleme (gegmise yonelik olarak
belirlenen veya siirmekte olan gézleme gore)

Bagslangici fark edilemeyen ve
MS'i diisiindiiren gizli nérolojik
ilerleme (PP-MS igin tipik)

2.1.6. Klinik Seyir

Multipl sklerozlu geng eriskinlerin %85’inde hastalik baslangici, optik sinirleri,
beyin sapimi veya omuriligi ilgilendiren "KIS" seklinde ortaya gikmaktadir ve KIS’li
hastalarin %30-70’inde MS gelismektedir [3]. KIS'in, MS’in ilk atagi olabilecegi
yoniindeki goriislere karsilik, KiS'te birey, demiyelinizasyonu akla getiren bir atak

gegirir ancak MS kriterlerinin tamamini karsilamaz [19, 57].




MS'in farkli alt tipleri veya ilerleme sekilleri tanimlanmistir. Bu alt tiplerin
belirlenmesi, hastaligin gelecekteki seyrini ve tedavide uygulanacak kararlar1 belirlemek

i¢in kullanilmaktadir.

Amerika Birlesik Devletleri Ulusal Multipl Skleroz Dernegi tarafindan 1996
yilinda dort klinik seyir tipi belirlenmistir [58]:

1. Atakli - remisyonlu (Relapsing-Remitting - RR) MS
2. Birincil - ilerleyici (Primer Progresif - PP) MS
3. Ikincil - ilerleyici (Sekonder Progresif - SP) MS

4. Atakli - ilerleyici MS

Atakli-ilerleyici MS
Baglangictan itibaren st {iste gelen
ataklarla seyreden siirekli kotiilesme

SP-MS

RR-MS olarak baglayip remisyon
periyodu olmayan ani kétiilesmenin
basladig1

PP-MS
ataklarm goriilmedigi, stirekli artan yeti
kaybr (disabilite)

RR-MS

Atak ve gerileme periyotlartyla izlenen
kalict hasar birakan ya da birakmayan
ongoriilemeyen ataklar

Artan yeti kaybi

e\ T

Sekil 2-2: Multipl Skleroz'da klinik seyir



2.1.6.1. Atakh-Remisyonlu (RR) MS

MS'in en yaygin tipi olan bu formu, nérolojik fonksiyonlarda gerilemeyle
sonuglanan akut enflamatuvar donemlerle iliskilidir. Aylar veya yillar siiren ve hastaliga
ait yeni isaretlerin goriilmedigi, gorece sesSiz periyodlarla (remisyon) izlenen ve
onceden tahmin edilemeyen ataklarla karakterizedir.

Uzun donemde dereceli olarak yeti kaybi goriilse de, ataklar sirasindaki
hasarlarin tamamen iyilestigi durumlarda "benign MS" olarak tanimlanabilmektedir
[59].

Hastalarin  bir kismi niiksler arasinda tam ya da kismi diizelmeler
gosterebilmektedir; ancak RR-MS’li hastalarin bilyikk kisminda hastalik, norolojik
fonksiyonlarin kademeli olarak kaybiyla ve artan paralizi ile iliskili olan,
enflamasyondan bagimsiz oldugu disiinilen ve SP-MS olarak tanimlanan daha

ilerleyici bir forma donismektedir [1].

2.1.6.2. Birincil-flerleyici (PP) MS

Baslangigtaki MS belirtilerinden sonra higbir gerileme gostermeyen hastalar bu
gruba dahil olup, MS hastalarinin yaklasik olarak %10-15'ini olustururlar [60].
Baglangictan itibaren az ya da hi¢ gerileme gostermeyen norolojik yeti kaybinin
ilerlemesiyle karakterizedir [58]. Birincil ilerleyici tipin baslangi¢ yasi, atakli-yineleyici

tipten daha gectir ve 40 yas civaridir [19].

2.1.6.3. ikincil-ilerleyici (SP) MS

Baslangicta atakli-yineleyici MS hastas1 olanlarin yaklasik %65'1 daha sonradan
akut ataklar arasinda higbir kesin gerileme donemi olmayan ilerleyici norolojik yeti
kaybinin goriildiigic SP-MS formuna doniistir [19, 58]. Hastalik baslangici ile RR-
MS'ten sekonder MS'e doniisiim siiresi ortalama 19 yildir [61].

2.1.6.4. Atakli-ilerleyici MS
Baslangigtan itibaren siirekli bir norolojik gerilemenin gorildigii ve ayni
zamanda tlizerine eklenen ataklarla kendini gdsteren gruptur. Tiim MS tipleri iginde en

az goriilenidir [58].

2.2. Multipl Skleroz ve Bagisikhik Sistemi Iliskisi
Hastaligin patogenezinde immiin sistemin temel rol oynadigina dair pek ¢ok

bulgu vardir. Merkezi sinir sistemine infiltre olan (sizan) ve miyelin antijenlerini



taniyan otoreaktif T hiicrelerinin, hastaligin olusumunda birincil rol oynadigi One

stirilmektedir [62].

MS'in deneysel hayvan modeli olan “deneysel otoimmiin ensefalomiyelit”
(experimental autoimmune encephalomyelitis - EAE) li hayvanlar tizerinde yapilan
arastirmalarda, 6z-antijenler i¢in spesifik T hiicrelerinin MS olusumunda rol oynadigini
destekleyen kanitlar saglanmistir [63]. Saglikli bireylerde naif T hiicrelerinin merkezi
sinir sistemine girisi, kan-beyin bariyerini olusturan endotelyal hiicreler arasindaki siki
baglantilarla (tight junction) smirlandirilmistir. Buna karsin aktive T hiicrelerinin
eksprese ettigi hiicre ylizey proteinleri, hem vaskiiler duvarlara yapismay1 (adezyonu),
hem de bariyeri agsmay1 kolaylastirmaktadir. Bu nedenle MS patogenezinde meydana
geldigi diisliniilen ilk olay, saglikli kisilerde periferde dolagsmakta olan naif miyelin-

spesifik T hiicrelerinin toleranstaki bir kirilma sonucu aktive olmasidir.

Epidemiyolojik ve genetik calismalar, MS’in genetik duyarliligin yanisira
cevresel faktorlerin etkisiyle olusan muhtemel tolerans kaybi ve miyelin-spesifik T

hiicrelerinin aktivasyonu sonucu meydana geldigini gostermektedir [2].

Otoreaktif T hiicreleri, kan-beyin bariyerinin i¢inden go¢ ederek 0Ozellikle
miyelin kiliflarin ve ayni zamanda merkezi noéronlar ve aksonlarin hasarma aracilik
ederler. MS’in ana morfolojik 6zelligi, oncelikle, demiyelinizasyon alaninda sinyal
iletiminin engellenmesine veya yavaslamasina neden olan, sinir aksonlarinin
demiyelinizasyonudur. Sinir liflerinin 6nemli bir kisminda ayni anda sinyal iletim

blokaji meydana gelmesi durumunda, nérolojik semptomlar gelismektedir [64].

Hastaligin gelisiminde T hiicrelerinin rolii oldugu bilinmekle birlikte, RR-MS
veya hastaligin kronik gelisiminde NK) hiicrelerinin de rol aldigi diisiiniilmektedir [62].

2.3. Dogal Oldiiriicii Hiicreler

Dogal immiin sistemin elemani olan NK hiicreleri kemik iligi kokenli, biiyiik
graniillii lenfositlerdir. Patojenler ve tiimorlere karst spontan litik aktivite gosteren NK
hiicreleri periferik kan lenfositlerinin %5-15’ini olusturur ve karaciger, peritoneal

kavite, plasenta gibi periferik dokularda bulunurlar [4].

NK hiicreleri patojenlere karsi erken konak savunmasini saglayan timor ve
viriisle enfekte hiicreleri taniyarak Oldiirme ve immiinoregiilator sitokinlerin {iretimi

olmak {izere 2 ana fonksiyona aracilik ederler [6, 65-66].



NK hiicreleri fonksiyonlarini, ylizeylerinde eksprese ettikleri ¢esitli aktivator ve
inhibitor reseptorler arasindaki etkilesimler araciligiyla gerceklestirir ve IFN-y, IL-2, IL-
12 gibi sitokinler tarafindan aktive olurlar [6, 67]. Inhibitor reseptdrler bir inhibisyon
sinyali olustururken, aktivator reseptorler NK hiicre aktivasyonunu ve hedef hiicre
lizisini baslatirlar. Bu reseptorler arasinda NKG2A inhibitér, NKG2D ve NKp44 ise

aktivator reseptordiir [67].

NK hiicreleri aktivasyonu takiben uygun hedef hiicrelere karsi sitotoksik
fonksiyonlar sergilemenin yaninda dogal ve edinsel immiin yanitlar1 diizenleyen gesitli

sitokinler ve kemokinler (IFN-y, GM-CSF ve TNF-a) salgilarlar [68].

Th1l ve Th2 hiicrelerine benzer sekilde insan NK hiicre alt gruplarinin da NK1
ve NK2 olarak iki gruba ayrildigi in vitro ve in vivo caligmalarda gosterilmistir.
Calismalar dolagimdaki NK hiicrelerinin farkli sitokin profillerine sahip efektor NK
hiicre alt gruplarina doniisebilecegini ve farkli enflamatuvar 6zellikler kazanabilecegini
desteklemektedir. /n vitro kosullarda I1L-12 varhginda kiiltiire edilen NK hiicreleri IFN-y
ve IL-10 iiretirken (NK1), IL-4 varliginda kiiltiire edilen NK hiicreleri ise IL-5 ve 1L-13
tiretmektedirler (NK2). NK1 ve NK2 hiicre gruplarn sitotoksik aktivite bakimindan
benzer olmakla beraber, NKI1 hiicreleri hiicre ylizey CD95 (Fas) antijenini NK2
hiicrelerinden daha yiiksek oranda eksprese ederler ve antijen veya kimyasal indiiklii

apoptozise karsi daha duyarlidirlar [5, 8].

NK hiicreleri; T hiicre reseptorii (THR), immiinoglobiilin (Ig) veya CD3
molekiiliinii eksprese etmemelerine karsilik, hiicre ylizeylerinde “ndral hiicre yapisma
molekiilii-1” (CD56) ekspresyonu ile karakterizedir. CD56 ekspresyonunun 06zgiil
fonksiyonu tanimlanmamis olmakla birlikte, NK hiicreleri CD56 ekspresyonunun
yogunluguna bagli olarak "CD56""" ve "CD56*%" olmak iizere iki ana gruba

ayrilmaktadir.

Yiksek oranda FcyllIA reseptorii CD16 ve perforin eksprese eden
CD16'CD56"* NK hiicreleri "olgunlasmis” NK hiicreleri olup, total periferik kan NK
hiicrelerinin yaklasik %90"'1n1 olusturmaktadirlar [5-6]. Bu hiicreler uyarima bagli olarak
degisen miktarlarda IFN-y sekrete edebilen ve hedef hiicreleri etkili sekilde oldiiren
hiicrelerdir [7]. Enflamasyonlu periferik bolgeler i¢in “homing marker”lar1 (yerlesme

belirteci) tasirlar ve sitotoksisitede etkili perforin igerirler.



Kandaki total NK hiicrelerinin kiiciik bir bdliimiinii (%5-10) ise CD16 CD56P1
"olgunlagmamis” NK hiicreleri olusturmaktadir. Diisiik seviyede perforin ve CD16

eksprese eden CD56P"

NK hiicreleri uyarimi takiben yiiksek miktarlarda IFN-y ve
TNF-a salgilarlar. Bu fonksiyonlarda CD56%" NK hiicrelerine gore iistin olmakla
birlikte, yalnizca uzun siireli uyarimdan sonra sitolitik aktivite gelistirebilmektedirler [6,
69]. Yiiksek seviyede sitokin sekresyonundan dolayr CD56P® NK hiicrelerinin
enflamasyondan sorumlu veya regiilator etkili hiicreler olduklar ileri siirtilmektedir. Bu
olgunlasmamis NK hiicreleri sekonder lenfoid dokularda [70] ve enflamasyon
alanlarinda yiiksek oranda bulunurlar [71]. Bu o6zellikleriyle NK hiicreleri, sekonder
lenfoid organlarda ve enflamasyonlu MSS'de sitokin salinimi ve sitotoksisite yoluyla

otoimmiin T hiicre yanitlarini diizenler ve doku hasarina aracilik ederler [72].
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eksprese ederler ve IL-2'nin diisiik dozlarina (pikomolar) yanit olarak in vivo ve in vitro

olarak cogalma gosterirler. Bununla beraber CD56%" NK hiicreleri yalnizca orta



afiniteli 1L-2 reseptorii eksprese ederler ve yiiksek dozlardaki IL-2'ye yanit olarak zayif
bir cogalma gosterirler [73].

2.3.1. Dogal Oldiiriicii Hiicrelerin Multipl Skleroz fle liskisi

Otoimmiin hastaliklarin patofizyolojisine NK hiicrelerinin katilim1 uzun yillar
incelenmis olmasina karsin [74-75], MSS otoimmiinitesinde NK hiicrelerinin asil rolii
halen netlik kazanmamistir [76]. MS'te T hiicrelerinin roliinii gosteren ¢ok sayida
calisma bulunmasina karsilik, NK hiicrelerinin rolii ile ilgili simirli sayida c¢alisma
bulunmaktadir. Yapilan g¢aligmalar arasinda NK hiicrelerinin koruyucu etkilerinin
yaninda, etkisinin olmadigin1 veya hastaligi tetikleyici etkileri oldugunu gdsteren

bulgular mevcuttur [1].

EAE, MS i¢in en yaygin kullanilan deneysel model olup, EAE ile yapilan
caligmalar NK hiicrelerinin rolii ile ilgili ¢eligkili sonuglar ortaya koymaktadir. EAE,
cesitli  memeli tirlerinde adjuvan beraberinde miyelin-kokenli  antijenlerle
immiinizasyon sonucu olusturulmakta ve immiinize edilen hayvanlarda meydana gelen
paralitik hastalik, insanlardaki MS'in pek¢ok 6zelligini gostermektedir [76-77]. EAE'nIn
miyelin oligodendrosit glikoproteinine (MOG) spesifik CD4+ T hiicreleri tarafindan
C57BL/6 farelerde olusturuldugu bilinmekle birlikte, MS patogenezinde tanimlanmis

bir antijen bulunmamaktadir [77].

VLA4 adezyon molekiiliinii bloke edici antikorlarla MS tedavisi ilk kez EAE

modelinde gergeklestirilmis ve etkili bir MS ilaci olan natalizumab bulunmustur [7].

EAE’ll fare ya da sicanlarda NK hiicrelerinin faydali rol oynadigini gosteren
calismalarin tersine [74-75, 78-80], NK’dan yoksun farelerde EAE’nin daha ilimli bir
formunun goézlemlendigi [81] ve NK hiicrelerinin varligina bagimli olan IL-21’in EAE
tizerinde olumsuz etkisi oldugunu ortaya koyan [82] calismalar da bulunmaktadir. Bu
celigkilerin, NK hiicrelerinin farkli fonksiyonlar gosteren ve bdylece immiin yanitta
farkli etkilere sahip olan farkli alt tiplerinin meydana getirdigi heterojenlikten
kaynaklanabilecegi disiiniilmektedir. EAE kompleks bir yolla meydana gelmekte ve
verilen etken, etki gosterdigi bolgedeki mikrogevreye bagli olarak farkli etkiler
gostermektedir [76]. Bu da NK hiicrelerinin neden EAE siddetini hem arttirdigi hem de
azalttigina yonelik bulgular oldugunu agiklayabilir [7].



EAE’li farelerde, NK hiicrelerinin beyin kokenli norotrofik faktér (BDNF) ve
norotrofin-3 (NT-3) gibi norotrofik faktorleri liretme kabiliyetleri ile, MSS’ni koruma

ve onariminda 6nemli rol oynayabilecekleri ileri siiriilmiistiir [83].

In vivo NK hiicre eksikliginin C57BL/6 farelerde klinik semptomlarin
siddetlenmesiyle sonuglandigi, MOG-spesifik T hiicre serisinin pasif transferiyle
hastalik indiiklendiginde ise NK hiicre deplesyonunun hastalik semptomlarin
siddetlendirdigi bilinmektedir [75]. Ayrica, EAEnin NK hiicre deplesyonu ile
siddetlendigi ve PLP uyarimli EAE'deki NK hiicrelerinin otoantijen-spesifik,
ensefalitojenik T hiicreleri lizerinde dogrudan sitotoksik etki gosterdigi tespit edilmistir
[78].

NK hiicrelerinin otoimmiinitede koruyucu bir rolii olabilecegine dair dolayli
kanit, genlerde meydana gelen ve NK hiicrelerinde defekte neden olan mutasyonlarin
enfeksiyonlara duyarliliga ve immiin yetmezlige yol agmasi ve kigileri otoimmiin
hastaliklara yatkin hale getirebilmesidir [76, 84-85]. NK hiicreleri 6z-dokulara karsi
dogrudan sitotoksik etkileriyle ve/veya immiin-regiilator aktiviteleriyle otoantijen-

spesifik yanitin boyutunu etkileyebilirler [86].
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Sekil 2-4: NK hiicrelerinin MS patogenezi i¢in onerilen etki mekanizmalari [76]

Aktive NK hiicreleri, akut enflamatuvar lezyonlarda bulunur ve otolog
oligodendrositlere karsi sitotoksik aktiviteye sahiptir. Bu sitotoksik etkilesim, NK

hiicreleri tarafindan eksprese edilen aktivator NKG2D reseptoriiyle, onun ligandlar



olan, oligodendrositler ve fetal astrositler tarafindan eksprese edilen “MHC smif 1
zincir-iligkili molekiill A ve B” (MICA/B) ve “UL16 baglayici proteinler 1,2 ve 3”
(ULBP) ve ayni zamanda astrositler tizerindeki LFA-1 reseptorleri ve CD54 arasinda
gerceklesir [87-88]. NK hiicreleri, lizerindeki NKG2D ve NKp46 reseptorlerinin dahil
oldugu etkilesimlerin sonucundaki perforin salinimiyla mikroglial hiicreleri

oldirebilirler [72].

MS'te periferik kan NK hiicre sitotoksik aktivitesinin arastirildigi ¢alismalarda,
hedef olarak K562 eritromiyeloid 16semi hiicrelerinin kullanildig: in vitro Cr51 salinim
deneyi kullanilmistir. K562 hiicreleri, NK aktivitesini inhibe etmek i¢in gerekli olan
MHC smif-1'den yoksun olmalari sebebiyle, NK hiicreleri tarafindan kolayca
oldirilirler [89]. K562 hiicrelerinin bu ozelliginden yararlanilarak gergeklestirilen
caligmalar, MS hastalarinda K562 hedef hiicrelerine karsi NK hiicre sitolitik

aktivitesinin sagliklilara oranla daha diisiik oldugunu gostermistir [90-95].

Bu diisiinceyi destekleyen ¢alismalarda, atak fazindaki MS hastalarinda
dolagimdaki NK hiicrelerinin sitotoksik aktivitelerinde azalma goriilirken [95],
remisyon donemindeki MS hastalarinda ise atak donemindekilere kiyasla NK
hiicrelerinin NK2 alt tipinde artis oldugu goriilmiis ve NK2 alt tipinin hastalik
gerilemesinde yararli bir etkisinin olabilecegi diistiniilmiistiir [96]. Aynm1 zamanda NK
hiicre deplesyonunun, otoantijenlere karsi hafiza T hiicre yanitin1 arttirdigi ve NK2 alt
hiicre grubunun antijen-spesifik otoreaktif T hiicre aktivasyonunu negatif olarak
diizenledigi goriilmiistiir [9]. 1liveten hastalik tedavisine verilen yanitlarin
gozlemlendigi pek cok calismada, MS hastalarinda immiin-modiilatér ve immiin-

6par|ak

baskilayici tedaviler boyunca CD5 NK hiicre sayisinda artis oldugu, bu nedenle bu

alt hiicre grubunun tedavide faydali etkisi olabilecegi one siiriilmektedir.

Yapilan bir baska ¢alismada, remisyon donemindeki MS hastalarinin
cogunlugunda, ylizeylerinde CD95 (Fas) eksprese eden NK hiicrelerinin yiiksek oranda
(>%36) bulundugu gosterilmis ve NK hiicrelerinin MSS’de enflamatuvar yanitlara
aracilik eden otoimmiin T hiicrelerini baskilayabilecegi diisiiniilmiistiir. Bu dogrultuda,
remisyon fazindaki MS hastalarinda, MS’te olas1 hedef antijenlerden olan miyelin bazik
protein (MBP)’e kars1 hafiza T hiicre yanit1 iizerinde NK hiicre deplesyonunun etkisi
calistlmistir. CD95" NK'lar1 yiiksek olan hastalarn PKMH'lerinden NK hiicreleri
uzaklastirildiktan sonra CD4" T hiicrelerinin hizl1 bir sekilde IFN-y iireterek MBP'ye



yanit verdigi, NK hiicre varliginda bu yanitin gériilmedigi, ayrica CD95" NK orani
yiiksek olan hastalarda NK hiicrelerinin, hafiza otoimmiin T hiicrelerinin aktivasyonunu

inhibe ettigi kanitlanmastir [9].

Pek cok calisma MS hastalarinda tedavi siiresince CD56P" NK hiicre alt
grubunun yararl etkilerinin oldugunu ileri slirmektedir. Bu dogrultuda yapilan bir
¢alismada RR-MS hasta populasyonu ile saglikhi kontrollerdeki CD16 CD56""* ve
CD16'CD56% "% NK hiicre alt gruplarinin sikligi karsilagtirilmis, hasta ve saglikli
gruplardaki CD16'CD56P2"* NK hiicre sikligmin benzer oranda bulundugu fakat MS’te
bu hiicrelerin fonksiyonlarinda yetersizlik oldugu, salgiladiklar1 IFN-y miktarinin

saglikli kontrollere kiyasla diisiik oldugu gdsterilmistir.

Calismada tedavi gébrmemis RR-MS hastalariyla saglikli gruplar ele alinmistir.
Deneyin sonucunda hasta grubunda dolasimdaki CD16"CD56° ve CD16 CD56P"
NK hiicrelerinin siklig1 saglikli gruptakilerle karsilastirilmis ve her iki NK hiicre alt
grubunun da sikliginin MS’te degismedigi goriilmiistiir. MS’te NK hiicrelerinin
¢ogalmalarini izlemek i¢in PKMH’ler NK hiicre-aktive edici sitokinlerle (IL-2 ve IL-
12) muamele edilmis ve 72 saat boyunca kiiltiire edilmistir. Sonugta MS hastalarinda
CD56P*"* NK hiicre alt grubunun IL-12’ye sagliklilara oranla daha az yanit verdigi ve
IFN-y iiretiminin  diisiik oldugu gdriilmiistir. CD56"" NK hiicre ¢ogalma ve
fonksiyonlarindaki yetersizligin IL-15Ra, CD25, NKG2D, NKG2A ve CXCR1
ekpresyonuyla ilgisi olmadigi, ancak MS hastalarinda CD69 ve HLA-DR
ekspresyonlarinin CD16"CD56""% NK hiicrelerinin artistyla paralellik gosterdigi tespit
edilmistir [10].

Son yillarda, IL-27’nin NK hiicrelerinin immiinregiilator fonksiyonlarini arttiric
etkisinin olduguna dair gesitli ¢alismalar yapilmis ve IL-27 terapisinin CD56P" NK
hiicre fonksiyonunu arttirarak MS’in de dahil oldugu otoimmiin hastaliklarin

tedavisinde faydali olabilecegi ileri siiriilmiistiir [97].

2.4. Sitokinler

Sitokinler, farkli hiicre tipleri tarafindan iiretilip sekrete olan proteinlerin genis
ve heterojen bir grubudur. Dogal ve edinsel immiinitenin tiim yollarina aracilik ve
diizenleyicilik yaparlar. Sitokinler enfeksiyonlara, immiin yanitlara, enflamasyona ve

travmaya kars1 konak yanitlarinin diizenleyicileridir. Bazi sitokinler hastaligin olusumu



ve ilerlemesi yoniinde etki gosterirken (pro-enflamatuvar), bazilar1 da enflamasyonu

azaltic ve iyilesmeyi arttirict etki gostermektedirler (anti-enflamatuvar) [98].

Sitokinler genellikle 6nceden tiretilip depolanan molekiiller degildir, sentezleri
hiicresel aktivasyonun bir sonucu olarak baglatilir. Farkli hiicre tipleri iizerine etki
edebilirler ve multipl biyolojik etkileri vardir. Tersine, birden ¢ok sitokin ayn1 etkiye de

sahip olabilir. Bir sitokin digerlerinin iiretimini inhibe edebilir veya uyarabilir.

Cogu sitokin, kendisini tiretip salan hiicre iizerine (otokrin) veya yakinindaki bir
hiicreye (parakrin) etki eder. Cok miktarda iiretildiklerinde sitokinler dolasima

katilabilir ve iiretildikleri alandan uzak bir yerde etki gosterebilirler (endokrin).

Dogal immiinitenin aracilart ve diizenleyicileri olan sitokinler, dendritik
hiicreler, makrofajlar ve mast hiicreleri gibi dogal immiin hiicreler tarafindan iiretilirler
ve enflamasyon siirecini baslatirlar veya viral enfeksiyonlara kars1 savunmaya katkida
bulunurlar. Diger sitokinler, o6zellikle yardimci T hiicre alt gruplar1 tarafindan
tiretilenler, edinsel immiin sistemin aracilik ettigi konak savunmasina katki saglarlar ve
immin yanitlart diizenlerler. Ayrica T ve B hiicrelerinin aktivasyon ve
farklilasmasindan da sorumludurlar. Baz1 sitokinler hematopoez icin biiylime faktorii
olup, kemik iligindeki Onciillerden farkli tip immiin hiicrelerin  olusumunu

diizenlemektedirler [99].

2.4.1. Interlokin-2 (1L-2)

IL-2, beyaz kan hiicrelerinin aktivitesini diizenleyen, protein yapidaki bir
sitokindir. Enfeksiyonlara kars1 viicudun dogal savunmasinin bir parcasi olup, yabanci
ile 6z olan1 birbirinden ayirt etmede rol alir. Tanimlanan ve karakterize edilen ilk

interlokin molekulidiir.

Primer olarak aktivasyonu takiben antijen-spesifik CD4 ve CD8 T hiicreleri
tarafindan tretilir ve IL-2 reseptorii araciligiyla otokrin/parakrin bir proliferatif

programa aracilik etmektedir [6].

IL-2, T hiicrelerinin biiylime, ¢cogalma ve efektor T hiicrelerine farklilagmalari
icin gereklidir [100-101]. T hiicre reseptorine (THR) antijen baglanmasi, IL-2
salinimini ve IL-2 reseptor ekspresyonunu uyarir. IL-2 ayn1 zamanda regiilator T hiicre

olgunlagmasi igin timusta T hiicre gelisimi boyunca da gereklidir [37, 47, 102].



T hiicre biiyiime faktorii olmasinin yaninda IL-2, NK hiicrelerinin ¢ogalmalarini
uyarmakta ve sitotoksik aktivitelerini arttirmaktadir [103]. Ayrica B hiicreleri tarafindan

antikor tiretimi ve ¢ogalmasini desteklemektedir [104-105].

2.4.2. 1L-4
IL-4, naif yardime1 T hiicrelerinin (ThO) Th2 hiicrelerine farklilagsmalarini uyarir.
IL-4 tarafindan aktivasyonu takiben, Th2 hiicreleri ilave IL-4 iiretirler. 1L-4'in fazla

tiretimi, allerjiyle iliskilidir [106].

IL-4'tin pek ¢ok biyolojik rolii vardir. Bunlardan bazilar1 aktive B ve T hiicre
¢ogalmasini uyarmak ve B  hiicrelerinin plazma hiicrelerine farklilagmalarini
saglamaktir. Himoral ve edinsel immiinitede anahtar diizenleyici olan IL-4, B hiicre IgE
siif degisimini indiiklemekte ve MHC simif-2 tiretimini upregiile etmektedir. IL-4 Thl
hiicrelerinin, makrofajlarin, IFN-y'nin ve dendritik hiicrelerden IL-12'nin iiretimini

azaltir.

2.4.3. 1L-10

IL-10, insan sitokin sentez inhibitor faktorii (CSIF) olarak da bilinen bir anti-
enflamatuvar sitokin olup, primer olarak monositler tarafindan iretilmekte ve daha az
olarak Th2, mastositler, CD4"CD25"Foxp3" regiilator T hiicreleri ve aktive T ve B
hiicrelerinin belirli bir alt grubunda iretilmektedir. 1L-10 ekspresyonu, uyarilmamis
dokularda minimal diizeydedir ve kommensal veya patojenik flora tarafindan

tetiklenmesi gerektigi bilinmektedir [107].

Viral enfeksiyona karsi immiin yanit siiresince NK hiicre aktivitesini inhibe
etmek i¢in sitotoksik T hiicreleri tarafindan salinan IL-10 [108], immiinregiilasyon ve
enflamasyonda gorev almaktadir. Thl sitokinlerinin, MHC sinif-2 antijenlerinin ve
makrofajlar tizerindeki ko-stimiilator molekiillerin ekspresyonunu azaltmakta ve ayni
zamanda B hiicre sagkalimini, ¢gogalmasini ve antikor iiretimini arttirmaktadir. IL-10

NF-kB aktivitesini bloke edebilir.

IL-10, makrofajlar ve regiilator T hiicreleri gibi hiicreler tarafindan iiretilen IFN-
v, IL-2, IL-3, TNF-a ve GM-CSF gibi pro-enflamatuvar sitokinlerin sentezini inhibe
etme kapasitesine sahiptir. Ayni zamanda antijen sunan hiicrelerin (ASH) antijen sunma
kapasitelerini baskilayabilmektedir. Ayrica IL-10, Th2 hiicreleri ve mast hiicrelerine

kars1 uyarici etkiye sahiptir.


http://en.wikipedia.org/wiki/NF-%CE%BAB
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IL-12, fizyolojik olarak fagositler, B lenfositleri ve diger ASH'ler tarafindan
uretilen, heterodimerik bir sitokindir. IL-12'nin aktive T ve NK hiicrelerinin
proliferasyonunu sagladigi, NK hiicrelerinin litik aktivitesini arttirdigi ve in vitro
kosullarda potansiyel anti-proliferatif / anti-l6semik aktiviteli bir sitokin olan IFN-y

tiretimini sagladigi bilinmektedir [109].

IL-12 NK hiicrelerinin ve T lenfositlerinin aktivitelerini diizenlemede kritik rol
oynamaktadir. Hayvan modellerinde IL-12, NK hiicrelerinin ve sitotoksik T
lenfositlerinin sitotoksik aktivitelerini arttirma ve NK ve T hiicreleri tarafindan IFN-y

tiretimini indiikleme kabiliyetleriyle, potansiyel antitiimor etkilere sahiptir [110].

2.4.5. 1L-22

IL-22, temel olarak Th17 ve dendritik hiicreler tarafindan tretilen bir IL-10
ailesi sitokinidir. Ozellikle respiratuvar ve bagirsak epitelyal hiicrelerinde olmak iizere
gram negatif bakterilere karsi konak savunmasinda 6nemli rol oynamaktadir. IL-22'nin,
MS'in de dahil oldugu pek ¢ok otoimmiin hastaligin gelisim ve patogenezinde goérev

aldig1 kanitlanmistir [111].

IL-22, IL-17 ile birlikte dalaktaki LTi-like (Lenfoid doku uyarici benzeri hiicre)
ve ayn1 zamanda Th17 hiicreler tarafindan hizli bir sekilde iretilir ve hem edinsel hem
de dogal immiin sistemlerin koordinasyonunda rol oynadigi diisiiniilmektedir. NK
hiicrelerinin de IL-12, IL-18 ve IL-23 uyarimmna yanit olarak I1L-22 drettigi
bilinmektedir [112-114].

2.4.6. Interferon-gamma (IFN-y)

IFN-y (tip-2 interferon), tiimor kontroliinde ve hiicre i¢i bakteriyel ve viral
enfeksiyonlara karsi dogal ve edinsel immiinitede kritik rol oynar. IFNy, makrofajlar
icin onemli bir aktivatordiir. [FN-y ekspresyonundaki asir1 yiikselme, otoimmiin ve oto-
enflamatuvar hastaliklarla iligkilidir. Immiin sistemde IFN-y'nin 6nemi, viral
replikasyonu dogrudan inhibe etmesi ve en Onemlisi immiin-uyarict ve immiin-
diizenleyici etkilerinin olmasidir. IFN-y baskin olarak NK ve NKT hiicreleri ve antijen-
spesifik immiin yanitin pargasi olan CD4 Thl ve CDS sitotoksik T lenfositleri (CTL)

tarafindan tretilmektedir.



3. GEREG VE YONTEM

3.1. Olgular

Calismaya dahil edilen hasta gruplarina ait heparinize periferik kan ornekleri,
Istanbul Universitesi Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Noroloji Anabilim Dali'ndan temin
edilmis ve ¢alismanin deneysel asamalar1 istanbul Universitesi Deneysel Tip Arastirma

Enstitiisii Immiinoloji Anabilim Dal1 laboratuvarinda gergeklestirilmistir.

3.1.1. Tedavisiz RR-MS'li Olgular
McDonald tani kriterlerine goére RR-MS tanist konmus, herhangi bir
immiinmodiilator tedavi almamis hastalar, “Bilgilendirilmis Goniilli Olur” formlarini

imzalamalarinin ardindan ¢aligmaya dahil edilmistir (n: 12; yas ortalamasi: 30.3 = 14.0;

4 erkek - 8 kadin).

3.1.2. Tedavi Goren RR-MS’li Olgular

McDonald tani kriterlerine gore tanist konmus ve en az 6 aydir immiinmodiilator
tedavi almakta olan RR-MS hastalari ¢aligmaya dahil edilerek, “Bilgilendirilmis
Goniilli Olur” formlar1 imzalatilmigtir (n: 11; yas ortalamasi: 30.4 + 9.4; 2 erkek - 9
kadin).

3.1.3. Tedavisiz KiS'li Olgular
Herhangi bir immiinmodiilator tedavi almayan KiS'li hastalara “Bilgilendirilmis
Goniilli Olur” formu imzalatildiktan sonra, hastalar ¢alismaya dahil edilmistir (n: 10;

yas ortalamasi: 31.2 + 11.3; 2 erkek - 8 kadin).

3.1.4. Saghkh Olgular

Herhangi bir kronik hastaligi bulunmayan, diizenli ila¢ kullanimi olmayan ve
hasta gruplariyla yas ve cinsiyetleri bakimindan uyumlu saglikli bireyler caligmaya
dahil edilmis, bireylere galismayla ilgili bilgi verilmesinin ardindan “Bilgilendirilmis
Gondiilli Olur” formlar1 imzalatilmistir (n: 10; yas ortalamasi: 30.8 + 9.8; 2 erkek - 8
kadin).



3.2. Deneylerde Kullanilan Kimyasallar

3.2.1. Lizis Cozeltisi

Lize edici soliisyon, flow sitometrik analiz i¢in periferik kan hiicrelerini floresan
isaretli monoklonal antikorlarla boyamanin ardindan, eritrositlerin patlatilmast amaciyla
kullaniimaktadir. Ornek hazirlama siiresinin daha kisa olmas ve toksik etkilerinin daha

az olmasi nedeniyle Ficoll ile yogunluk gradiyent ayriminin yerini almistir.

10X konsantrasyona sahip olan ve <%15 formaldehit ve <%50 dietilen glikol
iceren FACS Lysing Soliisyonu'nun (BD Bioscience, San Jose, USA) 1:10 oraninda
distile suyla diliie edilerek kullanima hazir hale getirilmesi ve oda sicakliginda

muhafaza edilmesi gerekmektedir.

3.2.2. PBS (Fosfat Tampon Tuz Cozeltisi)
PBS (Sigma-Aldrich, USA), kan ile izotonik bir ¢ozelti (pH=7,4) olma
ozelliginden dolay1, hiicre siispansiyonu hazirlama ve santrifiij ile hiicre yikama gibi

islemlerde kullanilmaktadir.

3.2.3. RPMI-1640

Kiiltiir i¢in besi yeri malzemesi olarak kullanilan RPMI-1640 (Gibco, Life
Technologies, UK) antibiyotik, antimikotik ve zenginlestirme maddelerinin
eklenmesiyle in vitro deneyler igin hazir hale getirilmektedir. Zenginlestirmede

kullanilan malzemeler:
- %10 FBS (Fetal sigir serumu - Gibco, UK)
-%1 L-glutamin (Gibco, UK)

- %21 Streptomisin ve penisilin (Gibco, UK)

3.2.4. Fiksasyon ve Permeabilizasyon Kiti

Fiksasyon & Permeabilizasyon Kkiti (eBioscience, Inc., San Diego, USA)
hiicreleri flow sitometrik analizden Once hiicre i¢i boyama islemine hazirlamada
kullanilmaktadir. 1X konsantrasyondaki fiksasyon ¢ozeltisi %4 formaldehit icermekte
olup, hiicre yiizeyini sabitlemek amaciyla kullanilmaktadir. Permeabilizasyon ¢ozeltisi
iIse 10X konsantrasyonda olup, kullanilmadan 6nce 1:10 oraninda distile suyla diliie

edilmesi gerekmektedir. 1X permeabilizasyon c¢ozeltisi %0.1 oraninda saponin ve



%0.0009 oraninda sodyum azid i¢ermektedir. Hiicre ylizeyini delerek boyamada

kullanilacak monoklonal antikorun hiicre i¢ine girmesini saglamaktadir.

3.3. Hiicre Yiizey Molekiil Ekspresyonlarimin Belirlenmesi

Heparinli tiip igerisinde goniillillerden alinan 15 ml periferik vendz kan
orneklerinde hiicre yiizey molekiil ekspresyonlarmi saptamak amaciyla; anti-
CD45/CD14, -CD3/CD19, -CD4/CD8 ve izotip kontrol olarak 19G1/lgG2a FITC/PE
ikili boyalar ile -CD3 FITC, -CD16 APC ve -CD56 PE-Cy5 monoklonal antikorlariyla
boyama yapilmistir (Tablo 3-1).

Tablo 3-1: Hiicre yiizey boyamada kullanilan monoklonal antikorlar

Monoklonal Antikor Renk Firma
1gG1/1gG2a FITC/PE BD/Simultest, San Jose, CA
CDA45/CD14 FITC/PE BD/Simultest, San Jose, CA

CD4/CD8 FITC/PE BD/Simultest, San Jose, CA
CD3/CD19 FITC/PE BD/Simultest, San Jose, CA
CD3 FITC Biolegend, San Diego, CA
CD16 APC Biolegend, San Diego, CA
CD56 PE-Cy5 Biolegend, San Diego, CA

Bunun i¢in tiiplere, onceden titrasyon yapilarak uygun miktarlar1 belirlenen
floresan isaretli monoklonal antikorlarin iizerine 50 pl kan 6rnegi eklenmis, tiipler
vorteks ile karigtirlldiktan sonra oda sicakliginda ve karanlikta 20 dakika inkiibe
edilmistir. Ardindan eritrositleri patlatmak amaciyla tiiplere 1,5 ml lize edici soliisyon
(BD FACS Lysing Solution, San Jose, CA) eklenip vorteksle karistirilarak oda
sicakhiginda ve karanlikta 15 dakika inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrast 2 ml PBS
eklenen tiiplerin 1800 devirde 10 dakika santrifiijiinii takiben tist sivilar uzaklastirilmis
ve tekrar 2 ml PBS eklenerek 1800 devirde 5 dakika santrifiij edilmistir. Ust sivilarin



uzaklastirilmasini takiben, tiiplere 300 ul FACS Flow Sheat sivisi eklenmis ve
FACSCalibur (Becton Dickinson, San Jose, USA) cihazinda degerlendirilmistir.

3.4. Periferik Kan Mononiikleer Hiicre (PKMH) Eldesi

Heparinli tiip igerisine alinan 15 ml periferik vendz kan 6rnegi, 1:1 oraninda
PBS ile sulandirildiktan sonra, 50 ml'lik konik tabanli falcon tiipti igerisinde, oda
sicakligindaki steril Biocoll (Biochrom AG, Berlin, Germany - yogunluk:1,077 gr/ml)
tizerine 1:1 oraninda pastdr pipeti ile eklenmis, bu islem sirasinda ficoll ve sulandirilmis
kan 6rneginin birbirine karigsmamasina ve ficoll ile kan 6rneginin ayr1 katmanlar halinde

kalmasina dikkat edilmistir.

Falcon tiipleri igindeki 6rneklerin 2000 devirde, 20 dakika ve +20°C'de santrifiij
edilmesini takiben, ayr1 katmanlara ayrilmis olan kan-PBS karigiminin en istte kalan
plazma kismui pastor pipeti ile uzaklastirildiktan sonra PKMH'lerin bulundugu, ficoll ile
plazma arasinda ince bir tabaka halinde gozlenen beyaz bulutsu katman pastor pipeti ile
toplanarak 15 ml'lik konik tabanli steril falcon tiipiine alinmustir. Uzerine 15 ml'ye
tamamlanacak sekilde steril PBS ¢ozeltisi eklendikten sonra tiipler, 2000 devirde 10
dakika ve +8°C'de santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasi iist stvimin uzaklagtiriimas ile
elde edilen PKMH'lerin tizerine tekrar 15 ml steril PBS eklenerek 5 dakika 1250 devirde

ve +4°C'de ikinci kez yikama islemi yapilmistir.

Yikama sonrast st swvilar uzaklastirlan PKMH'lerin iizerine +4°C'deki 2 ml
zenginlestirilmis RPMI-1640 medyumu eklenerek hiicre sayimi asamasina gegilmistir.
Bu amagla, 20 ul PKMH hiicre siispansiyonu, 20 ul tripan mavisi boyasiyla
karistirildiktan sonra, tripan mavisinin yalmiz 6li hiicreleri boyama o6zelliginden
yararlanilarak Neubauer Sayma Kamarasi yardimiyla 1sik mikroskobunda 1 ml'de

bulunan canli PKMH sayis1 hesaplanmustir.

3.5. Hiicre Kiiltiirii

PKMH'ler 24 ve 72 saat siireyle hrlL-2, hrlL-4 ve hrIL-12 varliginda veya
sitokin ilavesi olmadan (unstimiile - US) kiiltiire edilmistir (Tablo 3-2). Bu amagla
PKMH'ler, 24 ve 72 saat deneyleri igin ayr1 ayri olmak iizere ve her kuyucukta 1x10°
hiicre olacak sekilde 24 kuyucuklu steril kiiltiir plaklarina eklenmistir. 1L-2, IL-4, IL-12
sitokinleri eklenen ve sitokin ilavesi yapilmayan her bir kuyucuga, totalde 1 ml olacak

sekilde zenginlestirilmis RPMI-1640 medyumu eklenmis ve pipetaj yapilarak hiicrelerin



homojen bir sekilde dagilmasi saglanmistir. Kiiltiir plaklar1 37°C'de %5 CO, iceren

etlivde kiiltiire alinmistir.

Kalan PKMH'ler NK sitotoksisite ol¢iimii yapilmak tizere kiiltiir flasklarina
alinarak gece boyu 37°C'de %5 CO, igeren etiivde bekletilmistir. 24 saat kiiltiir
yapilacak olan kuyucuklara kiiltiiriin son 4 saatinde, sitokin saliniminin durdurulmasi
amaciyla, bir protein transport inhibitorii olan Brefeldin A (eBioscience, San Diego,
CA) eklenmis ve pipetaj yapilarak karismasi saglandiktan sonra kiiltiir plaklar1 tekrar

etiive kaldirilmustir.

Tablo 3-2: Hiicre Kkiiltiiriinde kullamlan uyaranlar ve kimyasallar

Uyaran Kullanim Dozu Marka

BioLegend, San
IL-2 20 ng/ml Diego, CA

IL-4 25 ng/ml BioLegend, San

Diego, CA

BioLegend, San
IL-12 15 ng/ml Diego, CA
Brefeldin A 3 png/mi eBioscience

3.6. NK Sitotoksisite Ol¢iimii

NK hiicrelerinin sitotoksik aktivitelerini tayin etmek amaciyla hedef hiicre
olarak K-562 eritromyeloid 16semi hiicre serisi kullanilmistir. Flasklar i¢inde 37°C %5
CO; igeren etiivde iiretilen ve diizenli olarak pasajlar1 yapilan K-562'ler ile gece boyu
etlivde muhafaza edilen PKMH'ler, 15 ml'lik falcon tiiplerine alinip tizerlerine RPMI-
1640 eklenerek 2000 devirde 5 dakika santrifiij edilmis, tist sivilart uzaklastirildiktan

sonra hiicrelerin iizerine 2 ml tamamlanmis RPMI-1640 medyumu eklenmistir.

K-562 hiicre siispansiyonunun iizerine karanlik ortamda 4 pl CFSE (Molecular
Probes Europe, BV, Leiden, The Netherlands) ilave edilip 10 dk +4°C'de bekletildikten
sonra steril PBS eklenerek 5 dakika 2000 devirde santrifiij edilmis ve {ist sivilar
uzaklastirildiktan sonra 2 ml RPMI-1640 eklenmistir. K-562 ve PKMH'ler tripan mavisi



ile esit oranda karistirildiktan sonra Neubauer kamarasi kullanilarak 151k mikroskobunda

hiicre sayimlar1 yapilmaistir.

K-562 ve PKMH'ler, hedef:efektdr orani 1:10 (5x10* K-562 ve 5x10° PKMH)
olacak sekilde 48 kuyucuklu kiiltiir plaklarina eklenmis, pipetaj ile hiicrelerin karismasi
saglanmigtir. Kontrol olarak yalniz K-562 ve yalniz PKMH'lerin bulundugu kuyucuklar
hazirlandiktan sonra ve tiim kuyucuklara toplam hacim 500 ul olacak sekilde RPMI-
1640 eklenerek 37°C %5 CO, iceren etiivde 4 saat kiiltlire alinmustir.

Kiiltiir sonrasi plaklardan toplanip tiiplere alinan hiicrelerin {izerine, O6li
hiicreleri isaretlemek amaciyla 5 ul propidium iodid (50 ug/ml, Becton Dickinson, San
Jose, USA) eklenerek -20°C'de 5 dakika inkiibasyonu takiben hiicrelerin sitotoksik
aktivitesi flow sitometri cihazi ile saptanmistir (BD FACS Calibur, Becton Dickinson,
San Jose, USA) .

3.7. Hiicre Yiizey Molekiilleri ve Hiicre ici Sitokin Tayini

Hiicreler, 24 saat ve 72 saat kiiltiiriin sonunda tiiplere alinip iizerlerine 2 ml PBS
eklenerek 1800 devirde 10 dakika santrifiij edilmis, list sivilar uzaklastirildiktan sonra
tiiplere 300 pl PBS eklenerek PKMH hiicre siispansiyonu elde edilmistir.

PKMH siispansiyonunda once hiicre yiizey boyamasi yapilarak CD16"CD56% 1k

ve CD16'CD56P"® NK hiicre alt gruplar1 ve takiben hiicre i¢i IFN-y, I1L-10 ve 1L-22
sitokin seviyeleri flow sitometri cihaz1 ile saptanmistir (FACSCalibur, Becton
Dickinson, San Jose, USA)

3.7.1. Hiicre Yiizey Boyamasi

IL-2, IL-12, IL-4 uyarimi yapilan ve sitokin uyarimi yapilmayan her bir kosul
icin ayr1 ayri olmak iizere tiliplere anti-CD3-FITC, -CD16-APC ve -CD56-PE-Cy7
isaretli monoklonal antikorlar ve 2,5x10° hiicre igerecek miktarda PKMH siispansiyonu
eklenerek 20 dakika karanlikta, oda sicakliginda inkiibe edilmistir. Inkiibasyonu takiben
tizerlerine 2 ml PBS eklenen tiipler, 1800 devirde 10 dk santrifiij edilerek hiicre ici

boyama asamalarina ge¢ilmistir.

3.7.2. Hiicre i¢i Boyama
Hiicre i¢i sitokin miktarlarini belirlemek i¢in Fiksasyon & Permeabilizasyon kiti

(eBioscience Inc., San Diego, CA) kullamilmistir. Bu amagla oncelikle st sivilar



uzaklastirilip tiiplere 100 ul 1X fiksasyon sivisi eklenip vorteks ile karistirildiktan sonra
20 dakika karanlikta oda sicakliginda inkiibe edilmistir. Fiksasyon islemini takiben,
tiiplere 2 ml 1X permeabilizasyon sivisi eklenip ve 1800 devirde 5 dakika santrifiij
edilmistir. Ust s1v1 uzaklastirildiktan sonra tiiplere 100 ul 1X permeabilizasyon sivisi ve
ayri tiiplerde olmak tizere PE isaretli anti-IFN-y (Gen-Probe Inc., San Diego, USA), -1L-
10 ve -IL-22 (BioLegend, San Diego, CA) monoklonal antikorlar1 eklenerek oda
sicakhiginda 20 dakika inkiibe edilmistir. Inkiibasyonu takiben tiiplere 2 ml 1X
permeabilizasyon sivisi eklenerek 1800 devirde 5 dk santrifiij edilmis, {ist sivilar
uzaklastirildiktan sonra ftizerlerine 300 pul FACS flow sheat sivisi eklenen tiiplerin

degerlendirilmesi flow sitometrik olarak yapilmustir.

3.8. Analiz ve Istatistikler

Calismada gergeklestirilen tiim deneylerin sayim ve analizleri BD CellQuest
yazilimi kullanilarak yapilmistir. Verilerin istatistiksel analizleri SPSS 21 programu ile
yapilmig ve gruplar arasi farklarin degerlendirilmesinde non-parametrik Mann-Whitney
U testi, grup i¢i parametrelerin degerlendirilmesi igin Wilcoxon testi kullanilmustir.

p<0.05 anlamli olarak kabul edilmistir.



4. BULGULAR

4.1. Periferik Kan NK Hiicre Alt Gruplan

MS patogenezinde NK hiicrelerinin roliinii saptamak amaciyla tedavili-tedavisiz
RR-MS ve KIS hastalar ile saglikli kontrol periferik kan CD3 hiicre popiilasyonunda
NK hiicre alt grup oranlari flow sitometrik olarak incelenmistir. CD16"CD56% "% ve
CD16CD56"" NK hiicre alt gruplarmi saptamak icin, CD3/SSC histograminda,
oncelikle CD3" hiicreler kapilanmis ve bu kap1 i¢indeki hiicrelerin CD16/CD56 oranlari,
CD16/CD56 histograminda degerlendirilmistir (Sekil 4-1). Hasta gruplarinin NK hiicre
alt grup oranlar1 saglikli kontrollerle karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir

fark saptanmamustir (Sekil 4-2).
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NK hiicreleri
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Sekil 4-1: CD3" hiicre grubunda NK hiicre alt grup kapilama stratejisi
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Sekil 4-2: Saghkh ve hasta gruplarinda periferik kan CD16'CD56™"* ve CD16™ CD56"""%
NK hiicre oranlari

Hasta gruplarinda, periferik kan CD4" yardime1 T, CDS8" sitotoksik T ve CD19"
B lenfosit oranlar1 saglikli kontrollerle kiyaslandiginda NK hiicrelerine benzer sekilde
anlamli bir fark goriilmemistir. Hasta gruplar1 kendi aralarinda karsilastirildiginda,
CD4" T lenfositleri, tedavili RR-MS hastalarinda, tedavisiz RR-MS ve KIS hastalarina
gore anlamli derecede yiiksek (p=0.036, p=0.039; sirasiyla), CD8" T lenfositleri ise
tedavisiz RR-MS hastalarina gore anlamli derecede diisiikk bulunmustur (Sekil 4-3).
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Sekil 4-3: Saglikli ve hasta gruplarinda CD4 ve CD8 hiicre yiizey ekspresyonlari



4.2. Sitokin Aktive PKMH’lerde NK Hiicre Yaniti

PKMH'lerin IL-2, IL-12 ve IL-4 ile 24 saat in vitro sartlarda kiiltiiriinii takiben
NK hiicre oranlar1 flow sitometrik olarak degerlendirilmistir. PKMH’ler, DH ile
uyarilan NK hiicre aktivasyonunu ve IFN-y iiretimini taklit etmesi igin IL-12, NK1 ve

NK2 hiicre alt gruplarina yonlendirme i¢gin ise, IL-2 ve IL-4 sitokinleri ile uyarilmastir.

Hasta gruplart birbiriyle ve saglikli  kontrollerle karsilagtirildiginda,
CD16'CD56™"% ve CD16'CD56""™ NK hiicre oranlari arasinda anlaml fark
saptanmamustir (Sekil 4-4).
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Sekil 4-4: 24.saat CD3'CD16"CD56%"" ve CD3'CD16 CD56"? NK hiicre oranlar1



Hasta gruplar1 ve saglikli kontrol 6rnekleri kendi i¢lerinde degerlendirildiginde,
yalnizca tedavisiz RR-MS hastalarinda IL-2 uyarimma yanit olarak CD16CD56%"
NK hiicre grubu oraninda anlamli derecede azalma ve IL-12 uyarimina cevaben CD16
CD56P"* NK hiicre oranlarinda anlaml artis saptanmustir (p=0.028, p=0.028; sirasiyla)
(Sekil 4-5).
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Sekil 4-5: Hasta gruplari ve saglikl kisilerde farkh sitokinlere 24. saat yanitlari



4.3. NK Hiicre Alt Gruplan Hiicre i¢i Sitokin I¢erigi

MS patogenezinde NK hiicrelerinin immiinoregiilator roliinii saptamak amaciyla,
PKMH'ler IL-2, IL-12 ve IL-4 sitokinleriyle 24 saat siireyle in vitro sartlarda kiiltiire
alinmustir. Kiiltiir sonrasi CD16"CD56™" ve CD16°CD56"*"® NK hiicre alt gruplarinda
hiicre i¢i IFN-y, IL-10 ve IL-22 seviyeleri saptanmuistir.

Uyarim yapilmayan kosullarda saglikli kontrollerle karsilagtirildiginda, tedavisiz
RR-MS hastalarinda CD16'CD56P" NK hiicre IFN-y iceriginde anlamli derecede
azalma, IL-10 igeriginde ise artis saptanmistir (p=0.045, p=0.015; sirasiyla). Tedavili
RR-MS ve KIS hastalar1 saglikli kontrollerle karsilastirildiginda ise, her iki grubun
CD16'CD56""® NK hiicre IL-22 igerigi saglklilara oranla anlamli derecede artis
gostermistir (p= 0.008, p=0.0021; sirasiyla) (Sekil 4-6).
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Sekil 4-6: Sitokin uyaris1 olmayan Kkiiltiir Kkosullarinda CD16*CD56" ve cD16
CD56P"%¢ NK hiicre ici sitokin seviyeleri



IL-2 uyarimi sonucunda tedavili RR-MS hastalarnda CD16"CD56°"* ve CD16°
CD56""% NK hiicre IL-10 seviyelerinde saglikli kontrollerle karsilastirildiginda
anlamli derecede artis saptanmustir (p=0.025, p=0.018, sirasiyla). Tedavisiz RR-MS
hastalarinda CD16"CD56""% NK hiicre IL-10 miktar: tedavili gruptakine yakin ve KIS
hastalarinda sagliklilarla karsilastirildiginda artis gostermesine ragmen, istatistiksel

olarak anlamlilik tespit edilmemistir (Sekil 4-7).
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Sekil 4-7: 1L-2 uyarimina yamt olarak CD16"CD56"* ve CD16 CD56*"®* NK hiicre i¢i
sitokin seviyeleri



IL-4 uyarimina yanitta, saglikli kontrollerle karsilastirildiginda, tedavili ve
tedavisiz RR-MS ve KIS hastalarinda CD16'CD56*"* NK hiicre 1L-22 miktari
(p=0.027, p=0.013, p=0.004; swrasiyla) ile tedavili RR-MS ve KIS hasta
CD16'CD56% "% NK hiicre IL-10 seviyeleri anlamli derecede artis gdstermistir
(p=0.008, p=0.007; sirasiyla) (Sekil 4-8).
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Sekil 4-8: I1L-4 uyarimma yamtta CD16"CD56"* NK hiicre IL-10 ve IL-22 iiretimi



IL-12 ile uyarimi sonucunda CD16 CD56""® NK hiicre IFN-y igerigi saghkli
kontrollerle karsilastirildiginda, tedavili ve tedavisiz RR-MS ile KiS hastalarinda
anlamli derecede diisiis gostermistir (p=0.003, p=0.007, p=0.022; sirasiyla). Tedavisiz
RR-MS hasta grubunda ayrica CD16"CD56%" NK hiicre IFN-y icerigi ve KIS hasta
CD16+CD56%" hiicre IL-10 seviyeleri anlamli derecede diisiik bulunmustur (p=0.032,
p=0.015; sirasiyla) (Sekil 4-9).
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Sekil 4-9: IL-12 uyarimina yanit olarak IFN-y, IL-10 ve 1L-22 diizeyleri
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Sekil 4-10: CD16'CD56°"* NK hiicre gruplarinda 24. saat IFN-y diizeyleri




4.4, 72. Saat Kiiltiir Sonrasinda NK Hiicre Alt Gruplan

IL-2, IL-4 ve IL-12 ile uyarilan ve uyarilmadan kiiltiire alinan PKMH'lerin, 72
saat in vitro kiiltiiriini takiben hiicre yiizey CD3, CD16 ve CD56 ekspresyonlari
saptandiginda, hasta gruplari ve saglikli kontroller arasinda CD16"CD56°°"* ve CD16°
CD56"% NK hiicre alt gruplar1 arasinda anlamli farklilik saptanmamustir (Sekil 4-10).

Saglikli kontrollerde, uyarimsiz hiicrelerle Karsilastirildiginda I1L-2, I1L-4 ve IL-
12 uyarimina bagli CD16"CD56%" ve CD16'CD56P"® NK hiicre oranlarinda anlamli
artis saptanmistir (p=0.018, p=0.018, p=0.018, p=0.018, p=0.018, p=0.018; sirasiyla)
(Sekil 4-11).
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Sekil 4-10: 72. saat CD3'CD16"'CD56*" ve CD3'CD16' CD56"® NK hiicre oranlari



Tedavili RR-MS hastalarinda IL-2 ve IL-12 uyarimi sonucunda hem
CD16'CD56%"* hem de CD16'CD56P*"* NK hiicre alt grubunda anlamli derecede artis
gbriilmiistiir (p= 0.017, p= 0.036, p= 0.012, p= 0.012; sirastyla) (Sekil 4-12).
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Sekil 4-11: 72 saat Kkiiltiir sonrasi saghkh ve hasta gruplarinda farkh sitokin uyarilaria

yamt olarak CD16'CD56™"* ve CD16'CD56°*"* NK hiicre alt grup oranlari

Uyarimsiz grup ile karsilastirildiginda, tedavisiz RR-MS hastalarinda 1L-2

6par|ak

uyarimina yanitta CD16°CD5 NK hiicre oraninda anlamli artig gozlenmistir

(p=0.043) (Sekil 4-13).

KIS hastalarinda ise yalmzca IL-12 uyarimina yanit olarak CD16"CD56°°" NK

6par|ak

hiicrelerinde anlamli derecede azalma, CD16 CD5 NK hiicrelerinde ise anlaml

derecede artis saptanmistir (p=0.043, p=0.043; sirasiyla) (Sekil 4-13).



Tedavisiz
RR-MS

KIS

100+

80+

604

404

% ekspresyon

204

CD16'CD56% U, CD16 CD56Pa"1ak

1004

'

80

60

40

% ekspresyon

20

=0.043
12+ .

% ekspresyon

p=0.043

124 p=0.043

AT

% ekspresyon
s

0- T T

| i

IL-12 L4 us IL-2  IL-12  IL-4

Sekil 4-12: 72 saat uyarimhi ve uyarimsiz kiiltiir sonrasinda tedavisiz RR-MS ve KIS hasta

CD16'CD56° " ve CD16"CD56P*" NK hiicre oranlari

4.5. NK Hiicre Sitotoksik Aktivitesi
NK hiicre sitotoksik aktivitesi, K562 eritromiyeloid 16semi hiicre serisi ile flow

sitometrik olarak saptanmistir. Saglikli hasta gruplar ile karsilastirildiginda, tiim hasta

gruplarinda NK hiicre sitotoksik aktivitesinin anlamli derecede diistigii saptanmistir
(p=0.002, p=0.004, p=0.005; sirasiyla) (Sekil 4-14).
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Sekil 4-13: Hasta ve saghkli kontrollerde NK hiicre sitotoksik aktivitesi



5. TARTISMA

Dogal immiinitenin temel elemanlarindan biri olan NK hiicreleri farkl
morfolojik, fenotipik ve fonksiyonel 6zelliklere sahip hiicrelerdir. immiin sistemdeki
diger hiicrelerle iliskide diizenleyici fonksiyon gdsteren NK hiicreleri, antikor-bagimli
olarak veya dogrudan hedef hiicre iizerine sitolitik etki gosterebilme yetenegindedirler

[115].

NK hiicreleri CD16 ve CD56 antijenlerinin hiicre yiizeyinde ekspresyonlarina
bagli olarak bes farkli alt gruba ayrilmakla birlikte, saglikli insanlarda baskin olarak
bulunan ve fonksiyonel ozellikleri bilinen CD16"CD56° ve CD16 CD56""* hiicreler
olmak iizere iki ana grupta incelenmektedir (Sekil 5-1). CD16°CD56*" NK
hiicrelerinin sitotoksik aktiviteleri yiiksekken, CD16 CD56"*"® NK hiicreleri ise sitokin
salmmmi araciligiyla enflamasyonda rol oynayan grubu olusturmaktadirlar. Dogal
immiin yanittaki roliinii saptamak amaciyla, ¢caligsmalarda genellikle bu iki NK hiicre alt

grubunun fenotipik 6zellikleri ve fonksiyonlar1 incelenmektedir [116].
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Sekil 5-1: CD56 ekspresyonuna gore NK hiicre alt gruplari.

1. CD16 CD56" 2. CD16solukCD56parlak, 3. CD16-CD56soluk, 4. CD16+CD56s0luk, 5.
CD16+CD56- [116]

CD16"CD56%" NK hiicrelerinin ¢nciilleri oldugu éne siiriilen CD56”™" NK

hiicreleri tercihen sekonder lenfoid dokulara go¢ ederken, CD56°°" NK hiicreleri akut



enflamatuvar alanlara yonelmektedir. CD56P" NK hiicreleri yiiksek afiniteli IL-2
reseptorli tasimakta ve bu sebeple ¢ok diisilk miktarlardaki IL-2'ye dahi yanit olarak
cogalma yetenegine sahip olmakta iken, CD56°* NK hiicreleri orta afiniteli IL-2
reseptOrii tagimakta ve yiiksek miktarda IL-2 uyarimina yanit olarak zayif bir ¢cogalma
gostermektedirler. CD56P" NK hiicrelerinin uyarana bagl olarak iirettikleri temel
sitokinler IFN-y, TNF-a, GM-CSF, IL-10 ve IL-13'tir. CD56™" NK hiicreleri ise

sitokin tiretiminden ¢ok sitotoksik yanitlardan sorumlu hiicrelerdir (Sekil 5-2).
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Sekil 5-2: CD56°" ve CD56"® NK hiicreleri farkli fenotipik ozellikler ve immiin
fonksiyonlara sahiptirler [73]



MS'li hastalarin demiyelinizan lezyonlarinda NK hiicrelerinin bulundugu
bilinmekle birlikte, NK hiicrelerinin MS patogenezinde rol oynadigina dair ¢alismalar
celiskili bulgular ortaya koymaktadir. Remisyon fazindaki MS hastalarinda atak
fazindakilere kiyasla "NK2" hiicre alt grubu oraninda artis gézlenmistir. Bu durum,
NK2 hiicre altgrubunun MS'te remisyon fazinin devaminda yararl bir rolii olabilecegini
diisindirmektedir [96]. Ayn1 NK hiicre alt grubunun, antijen spesifik 6ze-duyarli T
hiicre aktivasyonunu negatif diizenledigi gosterilmistir [9]. Bilindigi gibi, in vitro
kosullarda IL-12 varliginda kiiltire edilen NK hiicreleri (NK1) IFN-y ve IL-10
tiretirken, IL-4 ile uyarilan NK hiicreleri (NK2) IL-5 ve IL-13 iiretmektedirler (65-66).
IL-2 ise, klasik NK hiicre boliinmesini uyaran bir sitokin olmanin yanisira, yiiksek
afiniteli IL-2R aracihgiyla CD56"" NK hiicrelerini IFN-y iiretimi igin stimiile
etmektedir [6].

Farkli ¢aligmalar farkli immiino-modiilator terapiler sonucunda MS hastalarinda
tedavi siirecinde CD56"" NK hiicrelerindeki artisin hastahigin patogenezinde faydali
olabilecegini gostermektedir. CD16'CD56""* NK hiicrelerinin MS'te enflamasyondan
sorumlu oldugu ve NK hiicreleri iizerine etkisi olan MS ilaglarmin periferik kanda
CD16 CD56""  olgunlasmamis NK hiicre popiilasyonunu arttirdigi  ydniindeki
bulgularin yanisira, NK hiicre alt gruplarinin oranlarindan ¢ok fonksiyonlarindaki
bozuklugun hastalik patogenezinde etkili oldugunu ileri siiren ¢alismalar da mevcuttur
[10].

Calismamizda, tedavisiz ve en az alt1 aydir tedavi gérmekte olan RR-MS ile KiS
hastalarnin periferik kanlarindaki CD16"CD56%"% ve CD16 CD56"'®* NK hiicre
oranlar1 saglikli kontrollerle karsilastirildiginda, hasta ve sagliklilar arasinda anlaml
farklilik saptanmamasi, diger c¢alismalardan elde edilen bulgularla uyumluluk

gostermistir.

Periferik kan NK hiicre oranlarina paralel sekilde hasta gruplarina ait PKMH'ler
24 ve 72 saat siireyle 1L-2, 1L-4 ve IL-12 sitokinleriyle kiiltiire edildiginde de hasta
gruplarmm CD16"CD56°" ve CD16 CD56""* NK hiicre oranlarinda sagliklilara gore
anlamli farklilik goériilmemistir. Buna karsilik olarak, 24 saat in vitro kiiltiir sonrasi
hasta gruplarmmn CD16"CD56*"% ve CD16°CD56""* NK hiicrelerindeki sitokin
oranlarinin incelendigi ¢alismamizda, uyarimsiz kosullarda tedavisiz RR-MS

hastalarnin CD16'CD56P'® NK hiicrelerindeki IFN-y miktarinin sagliklilara gére



azaldigi, IL-10 miktarinin ise arttigi goézlenmistir. IL-12 uyarimina cevaben tedavisiz
RR-MS hastalarinin CD16'CD56”"* ve CD16°CD56™"“ NK hiicrelerinden salman
IFN-y orani anlamli derecede azalma gosterirken, 1L-4 uyarimiyla CD16"CD56%"% NK

hiicrelerindeki IL-22 orani sagliklilara gore anlamli derecede artmistir.

Tedavili RR-MS hastalar1 incelendiginde, uyarimsiz kosullarda CD16 CD56P"%
NK hiicre IL-22 iceriginin, IL-2 uyariminn ise CD16"CD56°" ve CD16 CD56""
NK hiicre IL-10 seviyelerinin anlamli derecede arttigi goriilmistiir. IL-4 uyarimina
yanitta CD16"CD56°°" NK hiicre IL-10 ve IL-22 i¢eriklerindeki anlamli artisa karsilik,
IL-12 uyarimi CD16'CD56" NK hiicre IFN-y iceriginde anlamli derecede azalmaya

neden olmustur.

KIS hastalarinda uyarimsiz kosulda, tedavili RR-MS hastalarina benzer sekilde
CD16°CD56""% NK hiicre IL-22, IL-2 uyarimima cevaben CD16 CD56""® NK hiicre
IL-10 ve IL-4 uyarimina yanitta CD16*CD56° "% NK hiicrelerindeki IL-10 igerikleri
sagliklilara gore anlamli derecede yiiksek bulunmustur. Tedavili ve tedavisiz RR-MS
hastalarna benzer sekilde IL-12 uyarimina yamt olarak KIS hastalarmin CD16
CD56"" NK hiicre IFN-y iiretimlerinin anlamli derecede diisik oldugu tespit

edilmistir.

Tedavili-tedavisiz RR-MS ve KIS hastalari karsilastirildiginda, uyarim
yapilmayan kosulda tedavisiz RR-MS hastalarinin CD16 CD56""® NK hiicre IFN-y,
IL-2 uyarimli CD16° CD56P"% |L-22 ve IL-4 uyarimli CD16"CD56°" IL-22 igeriginin,
KIS hastalarina gére anlamli derecede diisiik oldugu saptanmustir. Farkli sitokin
uyarimlarina yanit olarak tedavili ve tedavisiz RR-MS hastalar1 arasinda anlaml
farklilik saptanmamasi ise farkli NK hiicre alt gruplarinin tedaviden etkilenmedigini
distindiirmektedir.

Tiim bulgular birlikte degerlendirildiginde, hasta gruplarinin tamaminda IL-4
gooluk

uyarrmina yanitta CD16"CD5
CD16'CD56""® NK hiicre IFN-y miktarlarinda ise anlamli derecede azalma oldugu

NK hiicre IL-22 seviyelerinde anlaml1 derecede artis,

goze carpmaktadir. Ayrica farkli uyaranlara yanit olarak hasta gruplarinda IL-10
tretimindeki artis dikkati ¢eken diger bir noktadir.

IL-10'un distk iiretiminin MS i¢in bir risk faktorii olabilecegi ve MS

hastalarinin IL-10 tireten T hiicre oraninin saglikli kontrollere gore daha diisiik oldugu



[117], IL-10'uw asir1 eksprese eden farelerin EAE indiiklenmesine yiiksek direng
gosterdigi ileri sitiriilmektedir [118-119]. Aymi zamanda, omurilikte artmis IL-10
seviyelerinin EAE gerilemesiyle iliskili oldugu ve eksojen IL-10'nun, dogrudan MSS'yi
hedeflemesi durumunda EAE'yi iyilestirdigi diistiniilmektedir [120]. Benzer sekilde,
insanlarda IL-10'un diisiik dretimi, MS ig¢in bir risk faktoriidiir. Deneysel bulgular 1L-
10'un EAE ve MS'te hastaligin baskilanmasinda 6nemli bir rolii olduguna isaret
etmektedir. Calismamizda farkli hasta gruplarinda saptanan yiiksek IL-10 iiretiminin,
hastalik siirecinde ortaya ¢ikan ve hastaligin kontrol altina alinmasinda olusan dogal

immiin sistemin bir yanit1 olarak diisliniilebilir.

NK hiicrelerinin, IL-12 ve IL-18 veya IL-23'e yanit olarak IL-22 iirettigi
bilinmektedir. IL-22’nin, MS de dahil olmak {izere ¢ok sayida otoimmiin hastaligin
gelisim ve patogenezinde gérev aldigi kanitlanmistir. 1L-22 geni "knockout” olan veya
IL-22 proteinlerinin inhibe edildigi murin modellerde, otoimmiin hastaliklarda iyilesme
gozlenmis ve IL-22RA2'nin MS i¢in bir risk geni olabilecegi ileri siiriilmiistiir [121].
Baska bir ¢alismada ise IL-22'nin Thl17 hiicreler tarafindan IL-23 bagimli olarak
tiretildigi, ancak EAE gelisimi i¢in gerekli olmadigi ileri siiriilmiistiir [122]. Farkli
calismalardan elde edilen bu celiskili sonuglardan dolayr IL-22'nin MS'teki roliinii
aciklamak icin daha detayli arastirmalara gereksinim duyulmaktadir [111]. Aymi
zamanda, akut EAE'nin farkli fazlarinda IL-10, IL-21 ve IL-22 ekspresyonlarinin
incelendigi bir ¢caligmada, remisyon fazinin baglangicinda IL-22 seviyelerinin azaldig:
goriilmistiir. Bu dikkat c¢ekici sonug, bu sitokinin indiikleyici oldugu ve atak fazi
sirasinda meydana gelen enflamatuvar olaylar1 yonettigi, boylece IL-22 iiretimindeki bir
azalmanin enflamasyonu durdurmaya ve iyilesmenin baslamasina neden olabilecegini
diistindiirmektedir [123]. Calismamizda saglikli kisilerle karsilastirildiginda hasta
gruplarinda saptanan yiiksek IL-22 iretimi, IL-22'nin hastalik gelisiminde rol
oynayabilecegi goriisiinii desteklemektedir.

NK hiicrelerinin, IFN-y iiretimi araciligiyla EAE'de patojenik Thl ve Thl7
efektér yanitlarinin gelisimini inhibe ettigi bilinmektedir [124]. Hasta gruplarinin
timiinde saglikli gruplara oranla IFN-y iiretiminde azalma, hastalik gelisiminde IFN-y
iretimindeki yetersizligin 6nemli bir rolii oldugu ve MS hastalarinda NK hiicre
fonksiyonlarindaki bozukluga bagli olarak IFN-y firetiminin distigi gorisiini

desteklemektedir.



CD56"" NK hiicrelerinin otoimmiin yaniti diizenlemedeki rolleri, sitokin
salmim sekilleri tarafindan belirlenmekle birlikte, sitotoksik oOzellikleri de bu
diizenlemede etkilidir [73]. MS hastalarnin CD16"CD56%"" NK hiicrelerinin sitotoksik
aktivitelerinde azalma oldugunu ileri sliren ¢alismalar bulunmakla birlikte, NK hiicre
sitolitik aktivitesinin MS patogenezinde otoimmiin yanitlari 6nlemedeki rolii hakkinda
bilgiler yetersizdir. Calismamizda, sagliklilarla karsilastirildiginda hasta gruplarmin
tiimlinde saptanan diisiik sitotoksik yanit, MS hastalarinda NK hiicre sitotoksik

aktivitesinde bozukluk oldugunu diistindiirmektedir.

Sonuglarimiz, MS hastalik patogenezinde NK hiicre alt gruplarinin oranlarindan
cok fonksiyonel bozukluklarmin hastalik patogenezinde etkili olabilecegini
desteklemektedir. KIS hastalarinda da RR-MS hastalarinin bulgularina benzer sonuglar
elde edilmesi, KiS'in MS'e benzer bir mekanizmayla meydana gelen ve MS'in onciil

formu olan bir otoimmiin hastalik oldugu fikrini dogrulamaktadir.
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FORMLAR

BILGILENDIRILMIiS GONULLU OLUR FORMU (BGOF)

Arastirmanin Adi / Protokol

Numarasi:

Multipl Skleroz patogenezinde dogal Sldiiriicii hiicre siklig1 ve

sitokin igerigi

Arastirmanin Konusu:

Multipl Sklerozda dogal 6ldiiriicii (NK) hiicrelerinin rolii

Arastirmanin Amaci:

Bu arastirmada, Multipl Skleroz hastaliginda etkili olabilecek

hiicre popiilasyonlarinin ve fonksiyonlarinin tanimlanmasi

amaglanmaktadir.

Arastirmanin Siiresi: 12 ay
Tedavisiz RR-MS hastalari: 10

Arastirmaya Katilan Goniillii | IFN-beta tedavisi alan MS hastalar:: 10

Sayisi: Klinik Izole Sendromlu hastalar: 10
Saglikl1 kontrol grubu: 10
* Goniillillerden 10 ml heparinize periferik kan alinacak,
alian kan 6rneklerinde hiicre yiizey molekiil ekspresyonu ve
hiicre i¢i sitokin tayini yapilacaktir.

Arastirmada Izlenecek | * Calismada goniilliiniin sadece periferik kan 6rnegi alinacak

Yontem: ve goniilli tizerinde baska herhangi bir calisma
yapilmayacaktir.
* Alinan kanlar, hiicre yiizey molekiil ekspresyonu ve hiicre
i¢i sitokin tayini disinda baska higbir amag¢ dogrultusunda
kullanilmayacaktir.

Alternatif ~ Tedavi  Veya
Yoktur.

Girisimler:

Arastirma Sirasinda

Karsilasilabilecek Riskler:

Uygulama sirasinda herhangi bir risk s6z konusu degildir.

Arastirma ilacinin Olas1 Yan

Etkileri:

Goniilliiye herhangi bir ilag verilmeyecektir.

Arastirma Siiresince 24 Saat
Ulasilabilecek Kisi Ad1 /
Soyadi / Telefonu:

Bio. Ilhan TAHRALI - 0537 741 08 70




* Bu ¢alismada goniilliiniin hi¢bir hukuki ve mali sorumlulugu bulunmayip, tim sorumluluk
arastirmaci ve destekleyiciye aittir.

*  GoOniillii, arzusu tlizerine mali ve hukuki yiikiimliiliikk olmaksizin ¢aligmadan ayrilma
hakkina sahiptir.

* Yapilacak ¢alisma i¢in goniilliiden higbir ticret talep edilmeyecek ve goniilliiye herhangi
iicret ddenmeyecektir.

*  GOniilliiniin ¢calismaya katilma zorunlulugu yoktur; istedigi takdirde ¢alismadan ayrilma
hakkina sahiptir.

*  Goniilliiniin ¢caligmaya katilmay reddetmesi, onun gelecekteki takip ve tedavisi lizerine
olumsuz etkide bulunmayacaktir.

*  Goniilliiniin caligmaya katilim siireci, yalnizca goniilliiden kan 6rnegi alinmasiyla
stirhidir.

* Goniilliniin ¢aligma kabul kriterlerine ve Ozelliklerine uyum saglamamasi halinde,
aragtirmacinin istegi ile calismadan ¢ikarilabilmesi miimkiindiir.

Bilgilendirilmis Goniilli Olur Formundaki tiim agiklamalar1 okudum. Bana,
[.U.Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Néroloji Anabilim Dali ve Deneysel Tip Arastirma Enstitiisii
Immiinoloji Anabilim Dali’nda yapilacak olan tibbi arastirmanin konusu ve amaci ile ilgili
yazilt ve sozIi agiklama, asagida adi belirtilen hekim tarafindan yapildi. Bu bilgilerden
sonra bdyle bir aragtirmaya “katilimc1” (denek) olarak davet edildim.

Bana yapilan tiim agiklamalar1 ayrintilariyla anlamis bulunmaktayim. Kendi bagima
belli bir diisiinme siiresi sonunda adi gecen bu arastirma projesinde “katilimer” (denek)
olarak yer alma kararmmi aldim. Bu konuda yapilan daveti biliyiik bir memnuniyet ve
goniilliiliik icerisinde kabul ediyorum. Imzali bu form kigidinin bir kopyasi bana
verilecektir.

GoOniilliiniin;

Adi-Soyadi Imzas1 Telefonu
Tarih

Aciklamalar1 Yapan Kisinin;

Adi-Soyadi Imzas1
Tarih

Gerekiyorsa Olur Islemine Tanik Olan Kisinin:

Ad1 -Soyadi Imzas1
Tarih
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