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OZET

Dogal oldiiriicii hiicreler, dogal immiinitede yer alan, sitotoksik etkileriyle viral enfeksiyonlar ve tiimérlerle miicadele eden, ayrica
sitokin salinimlar1 ile de immiin yanitlart sekillendirme kapasitesine sahip olan, biiyiik graniillii lenfositlerdir. Farkli alt gruplari
tanimlanan NK hiicrelerinin pek ¢ok hastalikla olan baglatici veya diizenleyici iliskileri giinden giine aciga ¢ikmaktadir. Aragtirmalarin
bazilar1 saf NK hiicrelerinin incelenmesini gerektirmektedir. Bu calismada NK hiicrelerinin manyetik saflastirilmalart sonucunda
elde edilen saflik dereceleri incelemistir. Bulgular, hiicrelerin yiiksek saflikta saflagtirilabildigi, saflik acisindan hasta gruplari
ile sagliklilar arasinda fark bulunmadigini géstermektedir. Behget hastalif1 atak ve remisyon donemlerinde tekrarli saflagtirmalarda
ise bireyler arasi farklar oldugu, ancak bireysel farkliliklarin hem atak hem remisyon dénemlerinde korundugunu, iki dénemde
bireylerin saflik oranlarinin farkli olmadig1 gézlenmistir. Olusan bu farkin, antikor 6zgiilliigiiniin bireyden bireye degismesiyle
iligkili olabilecegi diistiniilmektedir. Gelistirilecek yeni saflastirma yontemleri ile bireyler arasi farklarin ortadan kaldirilabilecegi,
ayrica zaten yiiksek olan saflik oranlarinin daha da yiikseltilebilecegi diistiniilmektedir.

Anahtar kelimeler: Behget hastaligi, iiveit, NK hiicreleri, atak, remisyon

ABSTRACT

Natural Killer (NK) cells are members of innate immunity who defend against viral infections and tumors with their cytotoxic
activity and also regulate immune responses with their cytokine secretions. Different sub-groups of NK cells defined are shown
to have initiating or limiting effects on pathogenesis of various diseases. According to research requirements, it is essential to
investigate pure NK cells in some experimental setups. This study investigated purity rates of NK cells, isolated by a magnetic
activated cell sorting method, in relapse and remission phases of follow-up Behcet’s disease patients, as well as healthy controls.
Our findings show that NK cells were isolated with a high purity rate both at patients and healthy controls, with no significant
difference. In repeated purification of follow-up patients in relapse and remission periods, there were no differences of purity in
between two periods, but there were differences between each individual patient. This difference between each individual may
arise from different binding specificities of monoclonal antibodies, which vary between each individual. New developments in
this area may diminish variabilities and provide increased purity rates.
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GIRIS

Dogal 6ldiiriicii hiicreler (Natural killer, NK), dogal immiin
sistemin elemanlar1 olup kemik iligi kokenli, biiyiik grantilli
lenfositlerdir. NK hiicreleri periferik kan lenfositlerinin %5-
15’ini olusturur ve karaciger, peritoneal kavite, plasenta gibi
periferik dokularda bulunurlar (1). NK hiicreleri CD3"
CD167CD56% olarak tanimlanirlar. Bu hiicreler, patojenlere
karg1 erken konak savunmasini saglayan tiimor ve viriisle enfekte
hiicreleri tantyarak 6ldiirme ve immiinoregiilator sitokinlerin
iiretimi olmak iizere iki ana fonksiyona aracilik ederler (2-4).
Dogal ve edinsel immiin yanitlart diizenleyen ¢esitli sitokinler
ve kemokinler (IFN-y, GM-CSF ve TNF-0) salgilarlar (5). Th1
ve Th2 hiicrelerine benzer sekilde insan NK hiicre alt gruplarinin
da NK1 ve NK2 olarak iki gruba ayrildig1 in vitro ve in vivo
caligmalarda gosterilmistir. Caligmalar dolagimdaki NK
hiicrelerinin farkli sitokin profillerine sahip efektér NK hiicre
alt gruplarina dontigebilecegini ve farkli enflamatuvar 6zellikler
kazanabilecegini desteklemektedir. In vitro kosullarda IL-12
varliginda kiiltiire edilen NK hiicreleri IFN-y ve IL-10 iiretirken
(NK1), IL-4 varliginda kiiltiire edilen NK hiicreleri ise IL-5 ve
IL-13 tiretmektedirler (NK2). NK1 ve NK2 hiicre gruplari
sitotoksik aktivite bakimindan benzer olmakla beraber, NK 1
hiicreleri hiicre yiizey CD95 (Fas) antijenini NK2 hiicrelerinden
daha yiiksek oranda eksprese ederler ve antijen veya kimyasal
indiiklii apoptozise karst daha duyarlidirlar (6, 7). NK hiicreleri;
T hiicre reseptorii (THR), immiinoglobiilin (Ig) veya CD3
molekiiliinii eksprese etmemelerine karsilik, hiicre yiizeylerinde
“noral hiicre yapisma molekiilii-1” (CD56) ekspresyonu ile
karakterizedir. CD56 ekspresyonunun 6zgiil fonksiyonu
tanimlanmamis olmakla birlikte, NK hiicreleri CD56
ekspresyonunun yogunluguna bagh olarak "CD56pParlak! ve
"CD56soluk" olmak iizere iki ana gruba ayrilmaktadir.

Yiiksek oranda Fcy reseptorii CD16 ve perforin eksprese
eden CD16+¥CD56%°" NK hiicreleri "olgunlasmis" NK hiicreleri
olup, total periferik kan NK hiicrelerinin yaklasik %90'in1
olusturmaktadirlar (4, 7). Bu hiicreler uyarima bagli olarak
degisen miktarlarda IFN-y sekrete edebilen ve hedef hiicreleri
etkili sekilde oldiiren hiicrelerdir (8). Enflamasyonlu periferik
bolgeler icin “homing marker”lar1 (yerlesme belirteci) tagirlar
ve sitotoksisitede etkili perforin icerirler. Kandaki total NK
hiicrelerinin kiigiik bir béliimiinii (%5-10) ise CD16-CD56parlak
"olgunlasmamug" NK hiicreleri olusturmaktadir. Diisiik seviyede
perforin ve CD16 eksprese eden CD56P213 NK hiicreleri uyarimi
takiben yiiksek miktarlarda IFN-? ve TNF-? salgilarlar. Bu
fonksiyonlarda CD56soluk NK hiicrelerine gore {iistiin olmakla
birlikte, yalnizca uzun siireli uyarimdan sonra sitolitik aktivite

gelistirebilmektedirler (4, 9). Yiiksek seviyede sitokin
sekresyonundan dolayr CDS56parlak NK hiicrelerinin
enflamasyondan sorumlu veya regiilator etkili hiicreler olduklar
ileri siiriilmektedir. Bu olgunlasmamis NK hiicreleri sekonder
lenfoid dokularda (10) ve enflamasyon alanlarinda yiiksek

oranda bulunurlar (11).

NK hiicrelerinin pek ¢ok hastaliklarla iligkili oldugunu
gosteren calismalar bulunmaktadir. flgili hastalik modeline gore
NK hiicrelerinin koruyucu ya da hastalik ilerletici rolleri
bulunabilmektedir. NK hiicrelerinin multipl sklerosis hastalig1
remisyonunda etkili olabilecegi one siirtilmektedir. Sistemik
lupus eritematosus (SLE) hastali§inda NK hiicrelerinin sayisal
azlig1 nedeniyle enfeksiyonlara yatkinliga neden oldugu ileri
stirlilmektedir. Myastenia gravis hastaliginda ise NK hiicrelerinin
otoreaktif T ve B hiicreleriyle etkilesim ile patogenez
baslangicinda rolleri olabilecegi one siiriilmektedir. NK
eksikliginin viral hastaliklar ve kansere yatkinlikla iliskili
olabilecegi bildirilmektedir (12). Yine allerjik hastaliklara NK
katilimint inceleyen ¢aligmalar ise NK hiicrelerinin immiin
regiilasyona katilarak allerjene 0zgii yanitlar1 baskilayan bir alt

grubunu ortaya ¢ikartmugtir (13).

Behget hastaligi, etyolojisi tam olarak bilinmeyen
inflamatuvar bir hastalik olup tekrarlayan oral ve genital aft6z
iilserasyonlar, deri lezyonlari, paterji yaniti, iiveit ve diger
manifestasyonlar ile karakterizedir. Hastalik patogenezinin,
genetik yatkinlig1 bulunan bireylerde, ¢evresel faktorlerce
tetiklenmis immiinolojik anormalliklerden kaynaklandig1 6ne
stiriilmektedir (14). Diger immiin sistem hiicreleriyle beraber
NK hiicrelerinin de Behcet hastalig1 patogenezinde etkin rolleri
olabilecegi bildirilmektedir. Adaptif immiin yanitlari etkileme
giicleri bulunan NK hiicrelerinin, bu sayede ¢esitli otoimmiin
ve inflamatuvar hastaliklarin patogenezine katilabilecegi 6ne
siiriilmektedir. Doku biitiinliigiiniin saglanmasi ve adaptif
immiinite sitokinlerinin gereksiz yere salgilanmasini
engelleyebilen NK hiicre fonksiyonlarinin, dogal ve adaptif
immiin yanitlarin hassas bicimde diizenlenmesine katkida
bulunduklar1 iddia edilmektedir (15, 16). NK hiicrelerinin
Behget hastalig1 patogenezine katilimlari ¢esitli ¢aligmalarla
incelenmis, calismalar farkli sonuclar rapor etmigtir. Aktif
Behget hastalarinda NK sayilarinda artigsa karsin azalmig
sitotoksik aktivite gosterilmistir (10,11). Ayrica aktive NK
hiicrelerinin Behget hastalig1 atak doneminde remisyona gore
arttig1, remisyon doneminde ise artig1 bildirilen NK2 hiicrelerinin
hastalik atak doneminin sinirlandirilmasina katkida

bulunabilecegi bildirilmistir (17).
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Pek ¢ok hastalikla iligkili olan NK hiicre caligmalarinin
bazilar saf hiicreleri gerektirmekte, bu amaca yonelik farkli
yontemler bulunmaktadir. Bunlar, akim sitometrik ayirim
yontemi olan floresan iligkili hiicre ayirimi (FACS) ve manyetik
aktive hiicre ayirnmi (MACS)’dir. Bu ¢alismada, yaygin
kullanilan bir izolasyon Kkitinin saf hiicre elde etme basarisi

arastirillmigtir.

GEREC ve YONTEM

Calisma Grubu

Caligmaya Istanbul Universitesi Istanbul T1p Fakiiltesi Goz
Hastaliklar1 Klinigince takip edilen dokuz Behcet hastasi, etik
kurul goniillii onam formlarint doldurmalarinin ardindan dahil
edilmislerdir. Bu hastalar, iiveit atag1 gecirdikleri anda caligmaya
dahil edilmis, remisyona girdiklerinde ise tekrar kan vermislerdir.
Ayrica benzer yas ve cinsiyet dagilimina sahip dokuz saglikli

kontrol de ¢alismaya katilmiglardir.

Periferik kan mononiikleer hiicre izolasyonu

Periferik Kan Mononiikleer Hiicreler (PKMH) steril sartlarda,
heparinize kandan ficoll gradyan santrifiij yontemiyle izole
edilmistir. Hastalardan alinan 30 ml heparinize ven6z kan (1:1)
oraninda PBS ¢ozeltisi ile karigtirilmig ve 1:2 (Ficoll:Kan)
oranda Ficoll iizerine yayilarak oda 1sisinda 1800 rpm’de 25
dakika santrifiij edilmistir. Interfazda toplanan PKMH’ler
toplanarak ayri bir tiibe alinmig, PBS cozeltisi ile 2 kez 2000
rpm’de 5 dakika yikanmistir. Santrifiijiin ardindan hiicreler
Neubauer hemasitometresi kullanilarak mikroskop altinda
sayillmistir. Hiicreler, deneyde kullanilana kadar RPMI-1640
medyum (Sigma Aldrich Company, St Luis, Amerika) icerisinde,

buzda muhafaza edilmistir.

NK hiicre izolasyonu

PKMH-NK hiicreleri, steril kosullarda manyetik hiicre
ayirim sistemi (MACS, Miltenyi Biotec, Almanya) ile izole
edilmigtir. Bu sistemde NK hiicre izolasyon kiti (MACS, Miltenyi
Biotec, Almanya) kullanilarak T ve B lenfositler, monositler,
bazofiller, dendritik hiicreler ve diger myeloid hiicrelerin
PKMH’den negatif seleksiyonu ile ayrilmigtir. 107/ml PKMH’ye
20ul Reaktan A (CD3, CD4, CD19, CD33) monoklonal antikor
kokteyli ve 80u1 NK tamponu (%0.5 Bovine Serum Albumin,
2mM EDTA iceren PBS, pH:7.2) eklenip +4°C’de 30 dakika
inkiibe edilmistir. Inkiibasyonun ardindan hiicreler NK tamponu
ile 2000 rpm’de 5 dakika yikanip siipernatant uzaklagtirilmus,
pellet tizerine 107/ml hiicreye 20u1 Reaktan B (anti-manyetik
mikrobeadler) ve 80ul NK tamponu eklenerek +4°C’de 30

dakika inkiibe edilmistir. Inkiibasyonu takiben hiicreler NK
tamponu ile 2000 rpm’de 5 dakika santrifuj edilmis, siipernatant
uzaklagtirilip pellet 1ml NK tamponu ile resiispanse edilerek
manyetik ayirim agamasina hazirlanmigtir. Manyetik separasyon
icin Midi MACS, ayirim kolonu olarak LS-MACS kolonu
kullanilmistir. Hiicre siispansiyonu, énceden NK tamponu ile
1slatilmis olan MACS kolonuna uygulanmistir. NK hiicreleri
negatif seleksiyonla, deplesyonu yapilan PKMH’ler ise pozitif
seleksiyonla ayrildiktan sonra hiicre sayimi1 yapilmis, hiicreler
bir sonraki asamaya kadar RPMI-1640’11 medyumda muhafaza
edilmistir. NK hiicre siispansiyonu, 2000 rpm’de 5 dakika
santrifiij edildikten sonra siipernatant uzaklastirilmig ve pellet

iizerine 1ml RPMI-1640 eklenerek resiispanse edilmigtir.

NK hiicre safligimin tayini

Izole edilmig NK Hiicre siispansiyonu CD3FITC/CD19PE
ve CD3FITC/16PE 56PE monoklonal antikorlar1 (Becton
Dickinson, Amerika) ile boyanarak akan hiicre 6l¢er cihazinda
degerlendirilmistir. Bu amagla 2x105/ml NK hiicre siispansiyonu
anti-CD3FITC/CD19PE, anti-CD3FITC/16PE 56PE ve anti-
CD45FITC/14PE ile isaretlenip 30 dakika oda 1sisinda
inkiibasyonun ardindan akan hiicre 6lger cihazinda

degerlendirilmistir (Sekil 1).
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Sekil 1: Ornek bir saflik ¢iktisi. Saflagtirma sonrasi
CD45/CD14, CD3/CD19 ve CD3/CD16 CD56 yiizey belirtecleri
monoklonal antikorlar ile isaratlendiginde %96 saflikta NK

toplulugu gozlenmektedir.
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BULGULAR

Calismaya katilan tiim hasta ve saglikli kontrollerde NK
saflig1 degerlendirilmistir. Hastalarin atak donemlerinde
(94,97 + 4,58), remisyon donemlerinde (95,01 +4,33) ve saglikli
kontrollerde (97,80 + 0,99) belirlenen saflik degerleri yiiksektir
(Sekil 2A). Gruplar arasinda saflik degerleri agisindan istatistiksel
fark gdzlenmemistir (Wilcoxon testi ve Mann-Whitney U testi
ile). Kolmogorov-Smirnov testi ile grup dagilimlari
incelendiginde atak (p=0,037), remisyon (p=0,034) ve kontrol
grubunda (p=0,031) birey saflik degerlerinin anlamli diizeyde
birbirinden farkli olduklar1 goriilmektedir. (Sekil 2B). Sekil
incelendiginde birey saflik degerlerinin birbirinden farkli oldugu,
ancak atak ve remisyon degerleri arasinda paralellik oldugu
dikkat ¢cekmektedir.
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Sekil 2: Atak ve remisyon donemindeki Behget hastalari
ve saglikli kontrollere ait saflik ¢iktilari. (A) Behcget hastalarinin
atak ve remisyon NK saflik yiizde ortalamalar1 birbirlerine
benzer bulunmustur (Grup ortalama + standart sapma degerleri
gosterilmistir, n=9). (B) Behcet hastalarinin atak ve remisyon
donemlerindeki saflik degerleri gosterilmigtir. Bireysel saflik
degerleri farkli olmakla beraber bireylerin atak-remisyon

sonuclari birbirleriyle uyumludur.

Atak ve remisyon gruplar1 aras1 uyum degerlendirildiginde
ise gruplar arasinda kuvvetli korelasyon gozlenmistir (r=0,958,
Pearson korelasyon testi, Sekil 3). Bu degerler atak-saglikli
gruplari arasinda (r=0,665), remisyon-saglikli gruplari arasinda
ise (r=0,457) diizeyinde kalmstir.
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Sekil 3: Behget hastalarimin atak ve remisyon donemlerinin
birbirleriyle uyumunu inceleyen korelasyon grafigi. (Pearson

Korelasyon testi, r=0,958)
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TARTISMA

Hiicre saflagtirmasi i¢in yontemler giinden giine
gelismektedir. En yaygin kullanilan iki yontem FACS ve
MACS tir. Bu iki yontemin saflagtirma bagarisini ve ayrigtirma
islemi sonrasi hiicre canlilik ve fonksiyonel kapasite degisimlerini
inceleyen caligmalar farkli sonuglar bildirmislerdir. Yapilan
caligsmalarda, Treg ayirimi icin MACS ile FACS yontemleri
karsilastirilmig, hiicre saflig1 veya canlilifinda caligmalari
etkileyecek diizeyde fark olmadigi ancak flow sitometrik
yontemin saflik ve viyabilite konularinda daha avantajh oldugu
bildirilmigtir (18). Fare mezenkimal kok hiicre saflagtirilmasiyla
ilgili bir bagka ¢aligsmada ise FACS ile ayirimin daha saf ancak
viabilitesinin daha diisiik oldugu gosterilmistir, ayrica MACS
ile ayirimda hiicre aktivitesi iizerine etkinin daha az olmasi
manyetik ayrimin avantajini ortaya koymustur (19).
Calismamizda MACS yo6nteminin 6zellikle secilmesinin nedeni,
hi¢ dokunulmamus hiicrelerin (negatif seleksiyon, untouched)
elde imkan saglamasidir. Bu ¢alismada, CD3, CD14, CD19 ve
CD33 antikor kokteyli ile NK haricindeki hiicrelerin isaretlenerek
negatif seleksiyon metodu ile dokunulmamig NK hiicre ayriminin
gerceklestirilmesi sonucu, dogala en yakin NK hiicrelerinin
izolasyonu miimkiin olmaktadir. Her 3 grupta da %95 civari
elde edilen saflik oldukca giiclii bir ayirima isaret etmekte olup
daha geligsmis yontemlerle saflik miktarinin artacagi

diisiiniilmektedir. Calismada hasta ve kontrol gruplarinda benzer

saflik eldesi, NK safliginin hastaliklardan etkilenmeyebilecegini
diisiindiirmektedir. Gruplar icerisinde bireyler arasinda saptanan
farkli saflik diizeylerinin basta metodolojik problemlerden
kaynaklandig1 diigliniilmiistiir. Ancak caligmada ilging olan,
atak-remisyon donemi Behget hastalarinin da birbirlerinden
farkli saflik oranlarma sahip olmalar1 ve bu oranlarin remisyonda
cok benzer olarak tekrar saptanmasidir. Atak ve remisyon
gruplart arasinda cok yiiksek korelasyon saptanmistir. Buna
bagl olarak, izolasyon kiti antikor kokteylinin hiicrelere
donorden dondre degisecek 6zgiilliik ile baglaniyor olabilecegi,
dondr safliklarinin birbirinden farkli olmakla beraber bireysel
atak-remisyon degerlerinin birbiriyle benzer olabilecegi
diistiniilmektedir. Biyoteknolojinin geligsmesi ile aciga ¢ikacak
farkli izolasyon yontemlerinin zaten yiiksek olan saflig1 daha
da arttirmas1 miimkiindiir. Bireyler arasi farklarin ortadan
kalkmas1 ise hiicrelere daha yiiksek 6zgiilliige sahip yeni

belirteclerin ortaya ¢ikmasi ile miimkiin olabilecektir.

DENEYSEL TIP ARASTIRMA ENSTITUSU DERGISIDIR

27



KAYNAKLAR:

1. Deniz G. NK ve NKT hiicreler. Turkiye Klinikleri J Int Med
Sci 2007;3(43):18-25.

2. Robertson MJ, Ritz J. Biology and clinical relevance of
human natural killer cells. Blood. 1990;76(12):2421-38.

3. Cooper MA, Fehniger TA, Caligiuri MA. The biology of
human natural killer-cell subsets. Trends Immunol.
2001;22(11):633-40.

4. Fehniger TA, Cooper MA, Nuovo GJ, Cella M, Facchetti
F, Colonna M, et al. CD56bright natural killer cells are present
in human lymph nodes and are activated by T cell-derived IL-

2: a potential new link between adaptive and innate immunity.
Blood. 2003;101(8):3052-7.

5. Steinman L. Multiple sclerosis: a two-stage disease. Nat
Immunol. 2001;2(9):762-4.

6. Peritt D, Robertson S, Gri G, Showe L, Aste-Amezaga M,
Trinchieri G. Differentiation of human NK cells into NK1 and
NK2 subsets. J Immunol. 1998;161(11):5821-4.
7. Deniz G, Akdis M, Aktas E, Blaser K, Akdis CA. Human
NK1 and NK2 subsets determined by purification of IFN-
gamma-secreting and IFN-gamma-nonsecreting NK cells. Eur
J Immunol. 2002;32(3):879-84.

8. Chanvillard C, Jacolik RF, Infante-Duarte C, Nayak RC.
The role of natural killer cells in multiple sclerosis and their

therapeutic implications. Front Immunol. 2013;4:63.

9. Strowig T, Brilot F, Munz C. Noncytotoxic functions of NK
cells: direct pathogen restriction and assistance to adaptive
immunity. J Immunol. 2008;180(12):7785-91.

10. Ferlazzo G, Thomas D, Lin SL, Goodman K, Morandi B,
Muller WA, et al. The abundant NK cells in human secondary
lymphoid tissues require activation to express killer cell Ig-like
receptors and become cytolytic. J Immunol. 2004;172(3):1455-
62.

11. Dalbeth N, Gundle R, Davies RJ, Lee YC, McMichael AJ,
Callan MF. CD56bright NK cells are enriched at inflammatory
sites and can engage with monocytes in a reciprocal program
of activation. J Immunol. 2004;173(10):6418-26.

12. Aktas E, Erten G, Kucuksezer UC, Deniz G. Natural killer
cells: versatile roles in autoimmune and infectious diseases.

Expert review of clinical immunology. 2009;5(4):405-20.

13. Deniz G, Erten G, Kucuksezer UC, Kocacik D, Karagiannidis
C, Aktas E, et al. Regulatory NK cells suppress antigen-specific
T cell responses. J Immunol. 2008;180(2):850-7.

14. Gul A. Behcet's disease: an update on the pathogenesis.
Clinical and experimental rheumatology. 2001;19(5 Suppl
24):S6-12.

15. French AR, Yokoyama WM. Natural killer cells and
autoimmunity. Arthritis research & therapy. 2004;6(1):8-14.

16. Zierhut M, Mizuki N, Ohno S, Inoko H, Gul A, Onoe K, et
al. Immunology and functional genomics of Behcet's disease.
Cell Mol Life Sci. 2003;60(9):1903-22.

17. Yamaguchi Y, Takahashi H, Satoh T, Okazaki Y, Mizuki N,
Takahashi K, et al. Natural killer cells control a T-helper 1
response in patients with Behcet's disease. Arthritis research &
therapy. 2010;12(3):R80.

18. Yan H, Ding CG, Tian PX, Ge GQ, Jin ZK, Jia LN, et al.
Magnetic cell sorting and flow cytometry sorting methods for
the isolation and function analysis of mouse CD4+ CD25+ Treg
cells. Journal of Zhejiang University Science. 2009;10(12):928-
32.

19.Li Q, Zhang X, Peng Y, Chai H, Xu Y, Wei J, et al.
Comparison of the sorting efficiency and influence on cell
function between the sterile flow cytometry and
immunomagnetic bead purification methods. Preparative
biochemistry & biotechnology. 2013;43(2):197-206.

DENEYSEL TIP ARASTIRMA ENSTITUSU DERGISIDIR

28



	23-28.pdf

