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OZET

Periferik Kan Mononiikleer Hiicre Kaynakl Dendritik Hiicre Uretiminin

Optimizasyonu: IL-15 Sitokininin Maturasyon Siirecine Etkisinin Arastirilmasi

Immiin yanit profesyonel antijen sunan hiicreler olarak bilinen dendritik hiicrelerin
T hiicrelerine antijeni sunmasi ile baslar.

Kanser immiin sistemin roliiniin biliylik miktarda kendini gosterdigi bir klinik
durumdur. Tiimoérlere karsi immiin yanitin arttirilmasi esasina dayanarak dendritik hiicreler
(DH) ile elde edilen kanser asilari, kanser tedavisinde son 10 yildir kullanilmaktadir.
Kanser immiinterapisinin ana stratejileri anti tiimor efektorleri saglamak, hastalari
tiimdrlere karsi aktif olarak bagisiklamak ve hastanin kendi anti-tiimor yanitin1 uyarmaktir.
Bu yolla tiimore 6zgii bagisiklik olusturularak hastaya zarar vermeden segici olarak tiimorii
yok etmek amaglanmaktadir. Mevcut sitokin kokteylleri ile olusturulan kanser asilarinin
etkinliginin degisken olmasi ve heniiz istenildigi kadar aktif olmamas1 asilmas1 gereken bir
problemdir. Bu problemler goz oniinde bulundurularak gerceklestirilen bu calismanin
amaci, etkinligi yliksek DH as1 tiretimi i¢in en etkili modelin saptanmasidir.

Bu ¢alismada periferik kandan elde edilen mononiikleer hiicrelerden farkli sitokin
kokteylleri ve antijen ylikleme zamani kullanilarak DH’ler elde edilmis ve bu hiicrelerin
metabolik aktivite, maturite, morfolojik Ozellikler ve T hiicre stimulasyon yetenekleri
karsilastirilmistir. Calisma DH farklilastirmasinda 1L-4+GM-CSF ve IL15+GM-CSF
sitokinlerinin kullanilmasi ve antijen yiikleme zamani agisindan ise besinci ve yedinci giin
olmak iizere 2 ana grup olarak dizayn edilmistir. Bu iki temel farkliligin yani sira
maturasyon icin ii¢ farkli grup olusturulmus bdylelikle on iki farkli ¢alisma grubunun
karsilastirilmasi gerceklestirilmistir.

Bu ¢alismanin sonucunda IL-15 ile IL-4 sitokinlerinin DH farklilagmasinda, antijen
yikleme zamaniyla birlikte degerlendirildiginde, birbirinden farkli 6zelliklere sahip
olduklar1 gorilmiistiir. IL-15 kullanilan gruplarda erken antijen yiiklemesi ile migrasyon
yetenegi, T hiicre stimulasyon kabiliyeti ve ko-stimulatuar molekiil ifadesi yiiksek DH
populasyonunun elde edildigi gorilmiistiir. Kullanilan maturasyon kokteylleri arasinda

yapilan karsilastirma da ise IFNa ve IFNy sitokinlerinin etkinligi ortaya koyulmustur.



Sonug olarak IL-15 sitokini ile immatur DH eldesi ardindan besinci gilin antijen
yiikklemesi ve maturasyon kokteyli olarak ise IL-1B, TNFa, IFNa ve IFNy kokteylinin
kullanilmasi ile, kanser immunterapisinde etken bir DH as1 modeline ulasilabilecegi
gosterilmistir.

Anahtar Sozciikler: Dendritik Hiicre, Interlokin-4, Interlokin-15, Interferon Alfa,

Interferon Gama, Maturasyon, Prostaglandin E2



ABSTRACT

Production Optimization of Peripheral Blood Mononuclear Cell-Derived

Dendritic Cells: Investigation of the Effect of IL.-15 on Maturation Process

The immune response starts with dendritic cells, the most effective professional antigen-
presenting cells, by presenting antigen to T cells.

Cancer is a clinical condition that the role of the immune system manifests itself in
large amounts. On the basis of increasing the immune response against tumors with cancer
vaccines obtained from dendritic cells, used for the past 10 years in the treatment of cancer.
The main strategies of cancer immunothreapy are ensuring anti-tumor effectors in patients,
obtaining active immunizations against tumors and stimulateing the patient's own anti-tumor
response. In this way, creating a tumor-specific immunity is intended to destroy tumors
selectively without harming the patient. However, variable effectiveness of current cancer
vaccines which are created with cytokine cocktails and the inadequate activeness are
problems to overcome.

By considering these problems, the aim of this study is to determine the most effective
cytokine cocktail for maturation and the appropriate timing for antigen loading to produce
high-efficient dendritic cell vaccine.

To do this, different cytokine cocktails obtained from mononuclear cells isolated from
peripheral blood and antigen load time were used to get dendritic cells. The metabolic
activity, the maturity, morphological features and T cell stimulation capabilities of these cells
were compared. To obtain immature dendritic cells, the study initiated with two main groups,
using IL-4 + GM-CSF and IL15 + GM-CSF cytokines, and besides, the fifth day and the
seventh day antigen loading. As well as the basic difference of these two different groups,
three different groups used for maturation, therefore twelve different working group were
compared.

It was observed that obtaining immature dendritic cells shows different characteristics
when cytokines IL-15 and IL-4 are used, depending on the antigen to the loading time. In IL-
15 used group, early antigen installation revealed a high migration capability, ability of T cell
stimulation and co-stimulatuar molecule expression of the revealed dendritic cell population.
The effectiveness of the cytokines IFNa and IFN has been revealed from compared use of

maturation cocktails.



As a result, after synthesis of immature dendritic cell by IL-15 cytokine, fifth day
loading of antigen and using IL-18, TNFa, IFNa and IFNy maturation cocktail, effective
dendritic cell vaccine for cancer immunotherapy formula can be achieved.

Keywords: Dendritic Cell, Interleukin-4, Interleukin-15, Interferon alpha, Interferon

gamma, Maturation, Prostaglandin E2
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SIMGELER VE KISALTMALAR DIiZiNi

DH : Dendritik hiicre

CD : Cluster of differentiation

IL : Interldkin

IgM : Immun globulin M

IgD : Immun globulin D

Blimp-1 : B lenfosit indiikleyen maturasyon protein 1
Xbpl : X-box baglayici protein 1

IRF4 : interferon diizenleyici faktor 4
THR : T hiicre reseptor

HLA : Insan 18kosit antijeni

MHC : Major histokompatibilite kompleks
ASH : Antijen sunan hiicre

B7-1: B7 protein reseptor 1

IgE : Immun globulin E

CLP : Lenfoid Onciil hiicreler

CMP : Miyeloid onciil hiicreler

pDH : Plazmasitoid dendritik hiicre

FIt3L : Fms tipi tirozin kinaz 3 ligand
GM-CSF : Granulosit makrofaj koloni uyarici faktor
LH : Langerhans hiicreleri

MoDH : Monosit kdkenli dendritik hiicre
NK: Dogal oldirici hicre

NKT : dogal 6ldiricl T hiicre

TLR : Toll benzeri reseptor

KiDH : kemik 1ligi dendritik hiicre

viii



BDCA : Kan dendritik hiicre antijeni

CCR : C kemokin reseptor

CCL : Kolesistokinin reseptor

DC-LAMP: Dendritik hiicre lizozomal iligkili mempran proteini
GMDH : Germinal Merkez debdritik hiicreleri

fDH : Folikiiler dendritik hiicreler

IgG : Immun globulin G

CXCR : C-X-C kemokin reseptor

PAF : Platelet aktive edici faktor

fMLP : N-Formil-L-methiyonil-L-16sil-L-fenilalanin
C5a : C5areseptor

MIP : Makrofaj enflamatuar protein 3 alfa

CXCL : C-X-C kemokin ligand

Bcl : B hiicre lenfoma

imDH : Immatiir dendritik hiicre

HCV : Hepatit C viriis

HPV : insan papilloma viriisii

HIV : Insan bagisiklik yetmezlik viriisii

HSA : insan serum albumin

DMSO : Dimetilsiilfoksit
MTT : Metil tetrazolium

PBS : Fosfat tampon ¢ozeltisi
TNFa : Timor nekroz faktor alfa
PGE2 : Prostaglandin E2

IFNo. : Interferon alfa

IFNy : Interferon gamma

FITC : Floresan izotiyosiyanat
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2. GIRIS

Dendritik hiicreler (DH) kemik iliginden farklilasmis, neredeyse tiim dokularda
bulunan karmasik bir antijen sunucu ag olusturan ve T hiicrelerini en etkili sekilde aktive
eden hiicre grubudur. DH’ler yiiksek oranda MHC molekiilii ve naif T lenfositlerin
cogalmas1 ve farklilagsmasi i¢in gerekli ikincil uyarilar1 olusturan ko-stimulatuar
molekiillerini tagimaktadirlar. DH’leri en etken antijen sunan hiicre yapan diger bir
farklilik ise intraseliiler antijenleri CD8+ T lenfositlere sunabilmelerinin yaninda CD4+ T
lenfositlerine de sunabilmeleri oldugu gosterilmistir (S6nmez, 2005). Dendritik hiicreler,
tiimore Ozgiil sentetik ya da hastalarin kendi tiimdr hiicrelerinden elde edilen antijenler ile
yiiklenerek kanser hastasina hiicresel as1 olarak enjekte edilmekte ve T hiicreleri 6zgiil
olarak uyarabilmektedir. Bu sekilde, tiimdr hiicreleri ve bunun yaninda hepatit C, insan
bagisiklik yetmezlik viriisii gibi kronik viral enfeksiyonlarin da saf dist birakilmasi
miimkiindiir, (Fan, 2001).

Subkutan ve intravendz olarak 2 haftada 2 kez 5 x 10’ dozunda DH as1 uygulanmig
5 HLA-A2 hastast ile yapilan ¢alismada, immunolojik yanit, glivenirlik ve asiya karsi
hassasiyet degerlendirilmistir. Bu degerlendirme sonucunda, ii¢ hastanin yasam siiresinin
beklenenden fazla oldugu, iki hastanin yasam siiresinin umulandan 2 kat daha fazla oldugu
ve sadece bir hastada ayn1 anda HER-2 ve CEA ekspresyonu oldugu gosterilmistir. Bu faz
I pilot calismanin umut veren sonuglar1 dikkate alinarak erken donem akciger kanserli
hastalar iizerinde ¢oklu dozlarla yapilacak genis kapsamli ¢aligsmalar ile DH asis1 ile tedavi
stratejilerinin gelistirilebilecegi diisliniilmektedir, (Perroud, 2001).

DH asilamasinin umut verici immiinoterapiye iyi bir 6rnek oldugu diger bir hastalik
ise Multiple Myelomdur (Qui, 2002). DH’lerin myelom hiicrelerine kars1 gii¢lii anti-timor
etkisine sahip odugu fareler lizerinde yapilan bir ¢alismayla gosterilmistir, (Ruffini, 2001).

DH’lerin dogrudan kolorektal tiimore ya da kanser karaciger metastazina enjekte
edildiginde siddetli bir anti-tiimor etkiye sahip olduklar1 bulunmustur. Qian ve ark. 2002
yilinda yaptiklar bir ¢calismada HBsAg yiiksek derecede ifade edilerek adenovirus vektor
ile ex vivo olarak hazirlanmis DH’lerin, gii¢lii ve 6zgiin anti-tiimor etkileri indiikledikleri
gosterilmistir. 8 adet fareden 3’linde tiimorlerin yok oldugu, 5 tanesinde ise DH verilmeyen
gruplara gore Onemli Olclide kiiglilme oldugu gosterilmistir. DH agisinin rekombinant
HBsAg asisina gore daha giiclii oldugu ve HBsAg’nin karaciger kanser immiinoterapisinde

hedef antijen olarak kullanilabilecegi sonucuna varilmistir, (Qian, 2002).



Yapilan klinik c¢aligmalar, DH as1 uygulamalarinin giivenli oldugunu ortaya
koymustur. Ridgway 2003 yilinda 15 farkli iilkede DH asis1 uygulanmis malign myeloma,
prostat kanseri, klorektal kanser veya multiple myelomlu ilk 1000 hastay1 inceledigi
calismanin raporunu yayinlamistir. DH asismna bagh ciddi yan etki gézlemlenmedigi,
vakalarin yaklagik %50’sinde klinik yanitin alindigr gézlemlemistir, (Ridgway, 2003).
Meme kanseri, glioblastoma multiforme (GBM), prostat kanseri, renal kanser, pankreas
kanseri gibi diger kanser cesitleri icin de DH asilamasi ilizerine birgok arastirma
gergeklestirilmis ve optimizasyon arastirmalari hala devam etmektedir. Ciinki, DH
asilamasi ile ilgili heniiz tam olarak asilmamis sorunlar varligini siirdiimektedir.
Hazirlanan asinin uygulama sekli, sikligi ve dozu ile ilgili net olarak ortak bir goriis
olugsmamistir. DH’lerin daha basarili olgunlastirilmasi i¢in hangi sitokin gruplarinin hangi
zamanlamalarla DH’lere uygulanmasina iliskin ortak goriisiin olmayis1 bir bagka sorundur.
Ayrica, timor lizatlari ve timdr DNA-RNA’lart ve tiimor hiicresinin direk DH’ye
transforme edilmesiyle iiretilen DH asilarinin hangi ¢esidinin daha etkin oldugu tam olarak
bilinmemektedir. DH’lere yapilacak antijen yiliklemesinin maturasyon dncesi ve es zamanli
ya da sonrasinda yapilmastyla ilgili optimizasyon c¢aligmalar1 devam etmektedir.

In vitro ¢aligmalar, tiimér 6zgiin T hiicrelerinin 16semik hiicreleri yok edebildigini
gostermistir. KLL 1i hastalarin dolasan kanindan elde edilen monositler kullanilarak elde
edilen DH'lere apoptotik KLL hiicrelerinin yiiklenmesiyle APO-DC asis1 elde edilmistir.
Ast en az 5 kez 107 dozunda KLL li hastalara uygulanmis ve hastalarin 52 hafta boyunca
gozlemlenmesinin sonucunda DH temelli ag1 tedavisinin antilosemik hiicresel immiiniteyi
arttirabileceg8i diisiiniilmiistiir, (Palma, 2008). DH asis1 ile tedavi stratejileri gelistirmek
icin lizerinde yogun olarak calisilan bir bagka kanser tipi Malign Melanomadir. 2009
yilinda Lopez MN. ve arkadaslarinin yaptig1 faz II calismasi bu anlamda onemli bir
aragtirma olmustur. Evre III ve IV Malign Melanomlu 43 hastaya 4 doz lizat yiikli DH
asis1 uyguladiklar1 ¢alismanin sonucunda %60°dan fazla hasta gecikmis tip asir1 duyarlilik
(hipersensitivite) reaksiyonu (DTH) gostermistir. Evre IV DTH pozitif hastalarda 33 ay,
DTH negatif hastalarda 11 ay sag kalim, evre IIl DTH pozitif hastalarda ise 48 ay tiimor
olusumu olmadig1 gosterilmistir, (Lopez, 2009).

Calismamizda, DH as1 iiretiminde mononiikleer hiicrelerden olgunlasmamis DH
elde edilmesinde iki farkli sitokin koktyeli, matur DH {iretimi i¢in ise ii¢ farkli sitokin
kokteylinin ve ardindan antijen yiiklemesi i¢in iki farkli zaman diliminin karsilagtirmali

olarak incelenmesi amaclanmistir. Calismanin sonucunda kanser tedavisinde kullanilmak



tizere DH asis1 igin etkili bir model gelistirilmesi hedeflenmistir. Sonugta diger kanser
asilara gore daha etkili oldugu diisiiniilen DH asis1 igin bir sorun olan maturasyon ve

antijen yiikkleme zamanlamasina iliskin gelecekte kilinik uygulamalarda kullanilabilecek

verilerine ulasilmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. insan Bagisikhk Sistemi

Enfeksiyonlara karsi savunmayi saglayan hiicreler, dokular ve molekiillerin
toplamina bagisiklik sistemi adi verilir, bu hiicrelerin ve molekiillerin enfeksiyonlara yol
acan mikroorganizmalara karst diizenli olarak verdikleri tepkiye de immiin yanit denir.
Bagisiklik sisteminin  fizyolojik islevi enfeksiyonlar1 engellemek ve yerlesmis
enfeksiyonlar1 yok etmektir. Bagisiklik sisteminin saglik i¢in ne denli 6nemli oldugu,
bagisiklik sisteminin kusurlu oldugu durumlarda saghigi tehdit eden sonuglarin ortaya
¢ikmasi ile kanitlanmaktadir, (Abbas and Licthtman, 2004).

Insan bagisiklik sistemi, farkli &zellikte bilesen ve mekanizmalara sahip olan
edinsel ve dogal bagisiklik olarak iki baslik altinda incelenmektedir. Dogal bagisiklik,
dogustan kazanmilarak kusaktan kusaga aktarilirken edinsel bagisiklik bireyin hayati
boyunca gelismeye devam etmektedir. Dogal bagisiklik sistemi, genellikle patojen istilast
ile karsilagilmasini takiben birkag saat igerisinde ilk immun yanit1 olusturmakla gorevlidir.
Buna karsilik, edinsel bagisiklik sistemi daha 6zellesmis bir yanit olusturabilmek i¢in,
giinler ya da aylar ile ifade edilebilecek ¢ok daha uzun bir zamana gereksinim
duymaktadir, (Coico et al. 2003).

Bagisiklik sistemi, birbirleriyle etkilesim halinde olan 6zellesmis molekiiller,
hiicreler ve organlardan olugsmaktadir. Bagisiklik bilesenleri arasindaki etkilesimler ana
tehditlerin taninmasi ve giderilmesini saglayan, zengin ve karmagik bir yapinin ortaya
cikmasini saglamaktadir. Bagisiklik sisteminin ana bilesenleri ¢esitli hiicre topluluklaridir.
Bunlar, antijen sunan hiicreler, T hiicreleri ve B hiicreleridir. Hiicre-hiicre ya da hiicresel
iletisimi gergeklestirmek {izere sitokin olarak bilinen molekiiller, sinyal tagiyici olarak islev
goriirler. Bagisiklik sistem hiicreleri, yiizeylerinde diger hiicrelerden gonderilen sinyalleri
alabilmek icin almaclar icermektedir. Bu almaclar ayn1 zamanda antijen olarak bilinen bazi
proteinlere de baglanabilmektedir. Antijenler i¢in yaygin olarak kullamilan tanim;
bagisiklik sistem hiicrelerinin almaglari tarafindan taninan ve bu almaglara baglanabilen
herhangi bir yap1 seklindedir, (Coico et al. 2003).

Dogal bagisiklik enfeksiyonlara karsi bagisiklik sisteminin ilk savunma hattidir ve
Ozellesmemis bagisiklik olarak da adlandirilmaktadir. Dogal bagisiklik deri, asitlerin bazi
ozel tipleri, enzimler ve ¢oziiniir proteinler gibi bazi fiziksel ve kimyasal koruyucular ile

baslamaktadir. Bunun yaninda dogal bagisiklik sistemi dogal oldiiriicii hiicreler, antijen
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sunan hiicreler gibi ¢esitli hiicre gruplar ile tehditleri ortadan kaldirmay1 ya da bagisiklik
sisteminin geri kalani ile etkilesimini saglamaktadir, (Janeway and Medzhitov, 2002).
Edinsel bagisiklik sistemi, ayni mikroorganizmalarin yeniden bulasmasini
engelleyen antijen Ozgiin hiicrelerini ve bagisiklik bellek mekanizmasini igeren antijen
ozgiin bagisiklik olarak da bilinmektedir, (Lutz and Schuler, 2002). Edinsel bagisiklik,
dogal bagisiklik sisteminin ilk savunmasindan kagan patojenleri ortadan kaldiracak sekilde
tasarlanmistir. Dogal bagisikligin hizli cevabinin aksine, edinsel bagisiklik sistemi yaniti
cok daha uzun zaman almaktadir. Bunun nedeni edinsel bagisikligin T hiicre ve B hiicreye
Ozgiin olmast ve antijen 0Ozgiin efektdr hiicre tiplerine farklilasmadan ©nce
mikroorganizmalarin klonal genislemesinin gerekmesidir. Dogal ve edinsel bagisiklik
viicudu cesitli patojenlere karsi korumak i¢in igbirligine ihtiyac duyar, bu nedenle birbirine
bagli ve ayrilmazdir. Bu iki bagisiklik sistemi arasindaki baglanti antijen sunan hiicrelerin
bir grubu olan dendritik hiicreler tarafindan yonetilmektedir. Ozgiin antijenlere karsi
bagisik yanitint uyarmak icin, dendritik hiicrelerin T hiicreleri ile etkilesmesi
gerekmektedir. Antijen tipine gore etkilesime ge¢mesi gereken hiicreler B hiicreleri de
olabilir, (Weng, 2006). Dogal ve edinsel bagisiklik sistemleri arasindaki etkilesimi

saglayan anahtar bilesenler Sekil 2-1 de gosterilmistir.
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Sekil 2.1. Dogal ve edinsel bagisiklik sistemleri arasindaki etkilesimi saglayan Kkilit
bilesenler, (Dranoff, 2004).



2.1.1. Bagisikhik Sistemi Hiicreleri

2.1.1.1. Lenfositler

Lenfositler, antijenlere 6zgiin almaglar tasiyan tek hiicre grubudur ve edinsel
bagisiklig1 diizenleyen kilit hiicrelerdir. Lenfositler morfolojik olarak birbirlerinden ayirt
edilememelerine karsilik, islevsel anlamda koken aldigi dizi ve fenotip olarak
birbirlerinden farklidir ve bu nedenle karmasik biyolojik yanitlara ve aktivitelere neden
olmaktadirlar. Bu hiicreler, ancak yiizeylerinde bulundurduklar1 proteinler araciligi ile
birbirlerinden ayirt edilmektedir. Yiizey proteinlerin standart adlandirmasi “CD” (Cluster
of differentiation, ayrim kiimesi) sayisal tanimlamasidir. Bu molekiiller belli bir hiicre tipi
veya hiicre bagkalasim evresini tanimlamak i¢in kullanilir ve bir antikor kiimesi ya da
grubu tarafindan taninmaktadirlar, (Abbas and Licthtman, 2004). Lenfoid onciil hiicreleri
genel olarak 4 ana hiicre topluluguna farklilasmaktadir bunlar B hiicreleri, T hiicreleri,
dogal katil hiicreler ve dogal katil T hiicreleridir, (Chaplin D. D. 2009).

2.1.1.2. B Hiicreleri

B hiicreleri kemik iliginde hematopoietik kok hiicrelerden farklilagsmaktadirlar. B
hiicrelerinin kok hiicrelerden farklilasmasi kemik iligi stromal hiicrelerinin IL-7 iiretmesine
baglidir, B hiicresi yiizey antijeni olusumu ve antikor agir ve hafif zincirler genlerinin
yeniden diizenlenmesi ile gelisimine devam etmektedir. Boylece IgM ve IgD tasiyan olgun
B hiicreleri olugmaktadir, bu olusum antijen yoklugunda ger¢eklesmektedir. B hiicrelerin
yiizeyinde antijenlerin taninmasi ve hiicre aktivasyonunun baglamasi i¢in yiizey almaci
olarak gorev alan antikorlar bulunmaktadir. B hiicreleri, dolasan kan beyaz hiicrelerinin
yaklasik %15’in1 olusturur ve antikor iiretimi ile tanimlanmaktadir. Cevresel lenfoid
dokularda antijenle karsilasan B hiicresi daha olgun hale gelir. B hiicresinden, antikor
salgilayan plazma hiicresine farklilasma B lenfosite bagli maturasyon protein 1 (Blimp-1),
X-box baglayict protein (Xbpl) ve interferon diizenleyici faktor 4 (IRF4) transkripsiyon
faktorleri tarafindan kontrol edilmektedir, (Chaplin D. D. 2009).

B hiicreleri antikor {iretebilen tek hiicre grubudur ve sivisal bagisiklig
diizenlemekle gorevli olduklart bilinmektedir. Coziiniir antijenler ve mikrop veya diger
hiicrelerin yiizeylerindeki antijenler B hiicre ylizeyindeki antijen baglayan almaglara
baglanarak, sivisal bagisiklig1 aktive etmektedir, (Abbas and Licthtman, 2004).

2.1.1.3. T Hiicreleri ve Dogal Oldiiriicii T Hiicreleri

T hiicreler kemik iliginde bulunan hematopoietik kok hiicrelerden koken

almaktadir. CD3, CD4, ya da CD8 tagimayan hematopoietik kok hiicreler kemik iliginden



timik subkapsiiler bolgeye gider ve burada THR (T hiicre almag¢) genlerini yeniden
diizenlemektedir. Burada THR beta zinciri olustuktan sonra THR alfa zincirinin yeniden
diizenlendigi, CD3, CD4 ve CDS8 proteinlerinin yiizeyde olustugu timik korteksine
ulagmaktadirlar. CD4 ve CD8 bakimindan pozitif olan hiicreler kendilerine ait sinif I ve
stmif II HLA proteinlerini taniyabilme yetenegi kazanmak icin kortikal epitelyum
hiicrelerinde pozitif olarak secilmektedirler. Gelisen T hiicrenin smif I proteini tanima
yetenegine sahip olarak gelismesi halinde olusan T hiicre CD8 bakimindan pozitif CD4
bakimindan negatiftir. Gelisen T hiicrenin smif II proteini tanima yetenegine sahip olarak
geligsmesi halinde ise olusan T hiicre CD4 bakimindan pozitif CD8 bakimindan negatif
olmaktadir. Sadece CD4 ya da CDS8 bakimindan pozitif olan hiicreler timik medullaya
giderek burada tek yonlii pozitif se¢ilim ile CD4 pozitif ya da CDS8 pozitif hiicreler olarak
dolasgima salinmaktadir. Pozitif ya da negatif seleksiyona ugramayan hiicreler apoptoizse
ugramaktadir. T hiicrelerin kiiciik bir kismi THR beta-alfa yerine THR gama-delta
zincirlerini olusturmak iizere farklilagsmaktadir, (Chaplin D. D. 2009).

Esas olarak T hiicre smiflar1 yiizeylerinde alfa-beta THR tasima durumlarina gore
belirlenmektedir. Bu almaglarin gelismesindeki birincil neden 6zel peptit sunan molekiiller
olan smif I veya simif II major histokompatibilite antijenleri (MHC) ile sunulan peptid
yapil1 antijenleri tanimaktir. Alfa-beta T hiicreleri bazi farkl alt gruplara farklilagmaktadir.
Bunlardan biri 6ncelikli hedefleri hiicre i¢i patojenler ile enfekte hiicreleri 6ldiirmek olan
CD8(+) T hiicreleridir. Diger bir alt kiime ise, Oncelikli gorevi hiicresel ve sivisal immiin
yanit1 diizenlemek olan CD4(+) T hiicreleridir. Alfa-beta T hiicrelerinin bir diger kiiciik alt
grubu ise dogal oldiirtici T hiicreleridir. Bu hiicreler genellikle hem CD4 hem de CDS8
bakimindan negatiftirler ve CD1d molekiilii tarafindan sunulan glikolipid yapisindaki
antijenleri tanimaktadir. Dogal 6ldiirlicii T hiicreleri hizli bir bicimde yliksek miktarda
sitokin salgilayarak immiinregulasyonda etkilerini gostermektedirler, (Godfray, 2004).

T hiicreleri hiicresel bagisikligin hiicreleridir. T hiicrelerinin antijen almaclari
yalnizca MHC molekiillerine bagli durumda olan, peptid yapili antijenleri tanimaktadir,
(Abbas and Licthtman, 2004).

2.1.1.4. Dogal Oldiiriicii Hiicreler

IL-2, IL-15 ve kemik iligi stromal hiicrelerinin etkisi altinda kemik iliginde
gelismektedir. Dogal 6ldiriicti hiicreler aktif durumdayken graniillii, biiylik bir lenfosit
goriimiindedir. Dolasan kanin ve dalak ve diger cevresel lenfoid organlarda bulunan

lenfoid hiicrelerin kii¢lik bir kismini olusturmaktadir. Dogal o6ldiiriicii hiicrelerin antijen



Ozgiin almaglar1 yoktur. Bu hiicrelerin sitotoksik etkisi yiizeylerinde bulunan ve sinif I
HLA molekiillerini taniyan inhibitér almaclar aracilifiyla, kendi MHC molekiilleri ile
karsilagsmalar1 sonucu inhibe edilmektedir. Bu nedenle dogal 6ldiiriicii hiicreler artik siif I
molekiillerini tagimayan dogal oldiiriicii hiicreleri de o6ldiirebilmektedir. Bu viicudun
korunmasi i¢in oldukg¢a 6nemli bir mekanizmadir, ¢iinkii bazi viriisler CD8+ hiicrelerinden
gizlenmek i¢in sinif I ekspresyonunu diisliren bir mekanizma gelistirebilmektedir.

Dogal 6ldiiriicii hiicrelerin 6nemli antitimdr aktiviteleri vardir ve viral enfeksiyonlu
hiicrelerin yok edilmesinde oldukca etkindirler, (Cooper, 2009).

2.1.1.5. Fagositik Hiicreler

Esas olarak, fagositik hiicreler notrofiller, makrofajlar ve monositler olarak
sayilabilmektedir. Bu hiicreler, patojenleri fagosite eder ardindan nitrik oksit, super oksit
ve birtakim enzimleri igeren toksik etkili molekiillerin salindigi hiicre i¢i vakuollerine
yerlestirerek burada par¢alanmalarini saglamaktadir. Fagositik hiicreler dogal veya edinsel
bagisiklik sistemi elemanlar1 tarafindan isaretlenmis partikiilleri komplement
almagclariaraciligi ile hiicre icerisine almaktadirlar, (Chaplin D. D. 2009).

2.1.1.6. Antijen Sunan Hiicreler

Mikroorganizmalarin viicuda girig yerleri olan deri, gastrointestinal ve solunum
sistemi, antijenleri yakalayarak c¢evresel lenfoid organlara tasiyabilen ozgun epitel
hucreleriyle kaplidir. Bu hucrelerin basinda antijen sunan hucreler (ASH) gelmektedir.
ASH’ler mikroplar1 ve diger antijenleri yakalamak i¢in 0zellesmislerdir. ASH’ler
yakaladiklar1 antijenleri lenfositlere sunarak olusturdugu sinyal ile lenfositlerin ¢gogalmasi
ve farklilagmasini saglamaktadir, (Hume, 2008)

ASH’ler yabanci yapili antijenleri hiicre igerisine alarak islemek ve MHC smif 11
molekiillerini kullanarak diger bagisiklik sistem hiicrelerine sunmak iizere o6zellesmis
hiicrelerdir. Ornegin simf II MHC molekiilii-antijen kompleksi T hiicre almacina
baglanabilmektedir. MHC bagimli olarak adlandirilan bu siirecin gergeklesmesi icin,
antijen ve bireysel MHC II molekiillerinin her ikisinin de bulunmas1 gerekmektedir.

Antijeni alarak epitop peptidleri naif T hiicrelerine sunmakla gorevli iki tip ASH
bulunmaktadir. Her biri farkli immiin yanit olusturabilmektedir. Viicuttaki en giiclii
profesyonel antijen sunan hiicrelerden biri dendritik hiicrelerdir. DH’ler, antijen alimindaki
yiiksek verimlilikleri, peptidleri MHC smf II molekiilleri ve B7-1 (CD80) gibi
kostimulatuar molekiiller ile ifade edebilmeleri ve immiin yanitta yagamsal bir role sahip

olmalar1 gibi 6zelliklere sahiptirler, (Banchereau and Steinman 1998).



Bagisiklik sisteminin temel efektor hiicreleri, enfekte hiicreleri ve toksik
materyalleri ortadan kaldiran T ve B hiicreleridir. Ancak, viriis ve bakteri gibi antijenler bu
Ozellesmis efektor hiicreleri direkt olarak uyarmamaktadir. Bunun yerine 6zellesmis ASH
tizerinde bulunan antijenler araciligiyla lenfosit uyarilmasi saglanmaktadir. Antijen
sunumunu takiben bir kez bellek ya da efektor lenfositler olustuktan sonra genis oranda
hiicre tipleri aktive hiicrelere antijen sunabilmektedir, (Stagg and Knight, 2001)

Lenfosit aktivasyonunu baglatmak veya gelistirmek i¢in Ozellesmis hiicreler
profesyonel antijen sunan hiicreler olarak adlandirilmaktadir. Daha genis bir alana sahip,
ikincil veya efektor islevleri uyaran antijen sunan hiicreler ise profesyonel olmayan antijen
sunan hiicreler olarak adlandirilmaktadir, (Stagg and Knight, 2001)

Makrofajlar antijen sunan hiicre grubunun bilinen diger bir iiyesidir. Makrofajlar
cesitli antijenleri hiicre icine alarak yapisini bozmaktadir. Bu hiicrelerin makrofaj mannoz
almag, temizleyici almag gibi patojen bilesenleri taniyan bazi almaglari bulunmaktadir. Bu
almaglarin patojene baglanmasi durumunda fagositoz siireci baslamaktadir. Aktif
makrofajlar mikroorganizmalar1 fagosite edebilir, yok edebilir, proinflamatuvar sitokin
salgilayabilir ve antijenleri yardimci T hiicrelerine sunabilmektedirler, (Abbas and
Licthtman, 2004).

Makrofajlar, normal sartlarda az miktarda MHC sinif II molekiilii ve kostimulatuar
molekiilleri tasimaktadir, bu miktar mikrobiyal {irlinlerin sayisiyla degiskenlik
gosterebilmektedir. Bunun yainda, makrofajlar yiiksek miktarda IFN-y uretirler ve bu
sayede CD4+ T hucresine antijen sunumunu gerceklestirerek, CD4+ T hucresinin aktive
olmasini saglamaktadir, (Lambrecht, 2005)

2.1.1.7. Eozinofiller

Eozinofiller helmint ve diger parazitlere kars1 aktif olan toksik molekiil ve enzimler
iceren sitoplazmik graniilleri sayesinde kolayca tanimlanmaktadirlar. Kemik iliginde
eozinofil iiretimi ve bu hiicrelerin ¢evresel dokularda hayatta kalma siiresinde IL-5 sitokini
etkilidir, (Fleminger and Schaffer, 2009).

2.1.1.8. Bazofiller ve Mast Hiicreler

Bazofil ve mast hiicreleri morfolojik olarak birbirlerine benzer 6zellikler
gostermektedirler. Hiicre yiizeylerinde yiiksek ilgililik IgE almaglarini bulundurduklari igin
helmintik parazitlere kars1 asir1 duyarlilik reaksiyonu ve viicudun immiin yanitin1 hizlica
olusturabilmektedir. Graniillerinden histamin, diger mediatorler salgilanabilir ayrica doku

inflamasyon, 6dem ve diiz kas kasilmasimi uyaran lipit mediatorleri 6nemli miktarda



tiretebilmektedir. Mast hiicrelerinin asir1 duyarlilik yanitindaki rollerinin yani sira viicutta
olusan bakteriyel enfeksiyonlarda da onemli bir role sahip oldugu gosterilmistir. Mast
hiicreleri ve bazofiller IL-4 salgilarlar bu nedenle alerjik immiin yanitta 6nemli bir yere
sahiptirler, (Schroeder, 2009).

2.1.2. Bagisikhik Sistem Organlar:

Lenfoid organlar santral (primer) ve c¢evresel (sekonder) olmak iizere iki gruba
ayrilmaktadir. Primer organlar, yeni lenfositlerin antijene bagimli olmaksizin otonom
olarak yapildiklar1 ve immun tepkime olusturma yetenegini kazandiklar yerlerdir. Insanda
primer lenfoid organlar1 kemik iligi ve timus olusturur.

Cevresel lenfoid organlar ise, lenfositlerin ¢ogaldiklar1 ve antijenik uyarilara tepki
gosterdikleri yerlerdir. Cevresel lenfoid sistemin baslica organlar1 dalak, lenf diiglimleri,
tonsiller ve diger lenfoid dokulardir. Bagisiklik sistemi organlari viicuttaki dagilimi sekil

2.2 de goriilmektedir.

Sekil 2.2. Bagisiklik sistemi organlar1 (NIAID Science Education, 2007)

2.1.2.1. Kemik iligi

Kemik iligi retikiilum lifleri ve retikiiler hiicrelerden olusmus gevsek bir stroma
icinde yer alan, degisik olgunlagsma evrelerindeki kan hiicreleri ve yag hiicrelerinden
olugmaktadir. Kemik iligi tiim kan hiicrelerinin yapildigi kirmiz ilik ve yag hiicrelerinden
zengin sar1 ilikten olusmaktadir. Sari ilik yag deposudur ancak bazi sartlarda hematopoietik

etkinlik kazanabilmektedir.
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Kemik iligi uzun kemiklerin diafizlerindeki mediiller kanallarda ve yassi
kemiklerin kavitelerinde yer almaktadir, (Kiligturgay, 2003).

2.1.2.2. Timus

Sternum arkasinda {ist mediastene yerlesik ve kapsiille ¢evrili iki lobdan olusan bir
lenfoid organdir, (Kilicturgay, 2003). Kemik iligi kaynakli onciil hiicrelerden T lenfosit
olgunlagmasi bu iki lobda gergeklesmektedir. Timus, epitelyal hiicre, makrofaj, DH ve
olgunlasma siirecinin farkli asamalarinda ¢ok sayida T hiicre Onciiliinii i¢cermektedir,
(Abbas and Licthtman, 2004).

2.1.2.3. Dalak

Dalak sol hipokondrium ile kismen epigastriumda yerlesik, bag dokudan olusmus
bir kapsiille c¢evrili, dolasim sisteminin en biiylik lenforetikiiler organidir. Dalak
parankimasi, kirmizi1 ve beyaz pulpadan olusmaktadir. Kirmizi ve beyaz pulpa arasinda
bir¢ok siniizoid ve lenfoid dokunun olusturdugu marginal bolge yer almaktadir. Antijen bu
bolgede DH tarafindan alinarak kanla gelen immunositlere sunulur ve antijene karsi 6zgiin
cevabin baslamasini saglamaktadir

Dalagin baslica fizyolojik islevleri su sekilde siralanabilir.

. Etkin s1visal ve hiicresel cevaplarin olusturulmasi.

. Damar yapist ile portal kan akimini diizenmesi.

. Fetusda kemik iliginin gbrevini yaparak kan hiicrelerinin yapilmasi.

. Bazi hastalik hallerinde aymi sekilde ekstramediiller hematopoietik organ

gibi islev goriilmesi.

J Normal ve anormal kan hiicrelerini ortadan kaldirilmasi, (Kilicturgay,
2003).

2.1.2.4. Lenf Diigiimleri

Oval bi¢gimde lenf damarlar1 boyunca yer alan lenfoid olusumlardir. Lenf fiigiimleri
dagimik veya kii¢iik gruplar halinde bulnmaktadir, (Kilicturgay, 2003). Lenf diigtimleri tim
viicuda yayilan lenfatik kanallarin etrafinda yer alan lenfoid dokularin bir araya
gelmesinden olugmaktadir. Biitlin epitelyum, bag dokusu ve ¢ogu parankimal organlardaki
stvilar lenfatikler tarafindan bosaltilmaktadir. Dokulardan lenf diigiimlerine bosaltilan bu
siviya lenf denir, ve lenf diiglimlerinden akis1 sirasinda burada bulunan ASH’ler epitelden
dokulara gecen patojenlere ait antijenleri yakalayabilmektedir. DH’ler epiteldeki antijenleri
yakalayip bunlar1 lenf diiglimiine tasimaktadir. Boylece epitelden giren veya dokularda

kolonize olan patojen antijenleri bosaldigr lenf diigiimiinde yogunlagmaktadir. Lenf
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diigiimleri lenf kaynakli antijenlere karsi edinsel immun yanitlarin basladigi olusumlardir,
(Abbas and Licthtman, 2004).

Lenf diigiimiinde, antijenle aktive B hiicre blastlarinin y18ilmasiyla olusan germinal
merkez denilen yapilar bulunmaktadir. Germinal merkezler aktif ¢ogalma ve olgunlagsma
alanlarina sahiptir. Bu alanlarda, B hiicre ¢ogalmasi, folikiiler DH’lerdeki antijenleri
baglamak tiizere pozitif seleksiyonu, bellek hiicre ve plazma hiicre onciillerinin olusumu
gerceklesmektedir.

Lenf diiglimii parakorteksinde baslica T hiicreleri yer alir. T hiicrelerin ¢ogu
ASH’ler ile iliskili durumdadir, (Kiligturgay, 2003).

2.2. Dendritik Hiicreler

DH’ler immiin cevabin diizenlemesinde 6nemli rol oynayan beyin, testis ve goz
haricinde tiim dokularda bulunan antijen sunan hiicrelerdir. DH’lerin Oncelikli islevi
antijen sunmak oldugundan bu hiicrelere profesyonel antijen sunan hiicrelerde denilmekte
ve Ozellikle heniiz farklilasmamis T lenfositleri uyararak primer immiin yanitin olugmasina
yol agmaktadirlar. Bu islevlerini gerceklestirebilmek i¢in antijeni yakalama, isleme tabi
tutma ve uygun kostimiilan molekiillerle hiicre yiizeyinde sunma yetenegine sahiptirler.
Ayn1 zamanda, DH’ler B hiicre islevlerinin olusumunada etkili olduklarindan sivisal
immiinitenin gelisiminde de 6nemli rol oynamaktadirlar, (Sonmez ve Ovali, 2007)

DH’ler kemik iligi kokenli antijen sunan hiicreler olup 6zel olarak T hiicrelerin
birincil ve ikincil immun yanitin1 ve B hiicrelerin immun yanitinin uyarilmasindan
sorumludur, (Oval1 ve ark. 2007). DH’ler immun yanitin baglamasinda anahtar role sahip
olan, naif T hiicreleri uyarilmasinda en gii¢lii uyarict hiicrelerdir, (Oval1 ve ark. 2007).

DH’ler ilk kez 1973 yilinda tanimlanmis olsa da, bu tarihten dnceki caligmalarda
aragtirmacilar tarafindan, lenfatik sistem araciligiyla ¢evresel dokulardan cevresel lenfoid
organlara go¢ eden hiicreler tarif edilmistir, (Pugh et al. 1983). DH’ler Steinman ve Chon
tarafindan 1973 yilinda dalak ve cevresel lenf nodlarda bulunan, yildiz seklinde morfolojik
Ozelliklere sahip bir bagisiklik sistem hiicresi olarak tanimlanmistir. Hiicre gévdesinden
cikan sayisiz filopodial ¢ikintilari i¢in ise dendritik terimi kullanilmistir, (Steinman et al.
1979). Takip eden c¢alismalarda DH’lerin antijen sunumunda baglica mekanizma oldugu
bilinen MHC molekiillerini yiiksek oranda tagidiklar1 saptanmistir. Buna bagli olarak olasi
ASH olarak olarak goriilen DH’lerin 1978 yilinda T lenfositler ile “karisik lenfosit
reaksiyonu” (mixed lymphocyte reaction) yapilarak bu 6zellikleri dogrulanmistir. Karisik

lenfosit reaksiyonu DH’lerin MHC molekiillerini kullanarak T hiicrelerine antijen sunumu
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yapabilme ve 6zgiin antijeni taniyan T hiicreleri aktive edebilme yeteneklerini belirlemek
icin kullanilan bir yontemdir. (Steinman et al. 1978)

DH’lerin ilk tanimlanmasindan daha oncesi igin, bilinen en eski rapor 1868 yilinda
Alman tip 6grencisi olan Paul Langerhans tarafindan hazirlanmistir, (Langerhans, 1868).
Paul Langerhans epidermiste dendritik uzantili goriiniime sahip hiicrelerin var oldugunu
bulmus, fakat o zaman dilimi i¢in dendritik uzantiya sahip olan tek hiicre tipi olarak sinir
hiicresi bilindigi i¢in bu hiicrelerin de sinir sistemi hiicresi oldugunu diistinmiistiir.
Langerhans hiicrelerinin DH olarak tanimlanmasi, kesfedilmelerinden uzun zaman sonra
gerceklestirilebilmistir. Langerhans hiicrelerinin genellikle bulunduklar1 dokular tarafindan
farklilagtirilan DH alt tipinden biri oldugu artik bilinmektedir, (Patterson et al. 2002)

Baslangicta, kanda ve cevresel lenfoid organlarda az miktarda bulundugu i¢in
DH’ler iizerinde g¢alisma yapmak olduk¢a zor olmustur, (Fearnley et al. 1999). DH
arastirmalar1 i¢in en Onemli ilerleme, Inaba ve arkadaslar tarafindan 1992 yilinda, yiiksek
miktarda DH elde etmeyi saglayan hiicre kiiltiir tekniklerinin gelistirilmis olmasidir.
(Inaba et al. 1992).

DH’ler makrofaj gibi diger antijen sunan hiicrelerden farkli olarak naif T hiicreleri
etkinlestirebilen yliksek oranda 6zellesmis ASH’lerdir. DH’ler yabanci antijenlere karsi
immune yanit1 baglatabilen ve diizenleyen 6zel bir yetenege sahiptir. DH’ler ayn1 zamanda
viicudun kendi antijenlerine karsi T hiicre toleransinda da onemli bir role sahip olup
bdylece otoimmun reasksiyonlarin indiiksiyonunu engellemektedir, (Steinman 1991;
Steinman 2003).

DH’ler, kemik iliginde CD34+ hematopoietik kok hiicrelerden koken almaktadir.
CD34+ hiicreler lenfoid onciil hiicreleri (CLP) ve miyeloid onciil hiicrelerine (CMP)
farklilasmaktadir, (Liu, 2001). Miyeloid Onciil hiicrelerinin farklilasmas: ile deri
dermisinde yerlesik olgunlasmamis CD11c+/CD1a- DH alt tipi, veya CD11c+/CD1a+ deri
epidermisinde yerlesik Langerhans hiicreleri olugsmaktadir. Miyeloid onciil hiicreleri, DH
onciil hiicre alternatifi olarak gorev yapan monositleri de olusturmaktadir. Lenfoit onciil
hiicreleri ise plazmasitoid DH (pDH) alt tipini olusturmkatadir, (Liu, 2001).

DH’ler olduk¢a heterojen bir gruptur. Bircok organin bag dokusunda
bulunmaktadirlar. Lenfoid organlarin T bagimli bolgelerinde daha boldur. Mononukleer
hiicrelerin %0.1-1’ni olusturmaktadirlar. Deri, burun mukozasi, respiratuar sistem ve
intestinal  sistem gibi genellikle viicudun disa agilan bolgelerinde yerlesim

gostermektedirler (Hoffbrand and Petit, 1994; Ross et al. 2003)
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2.2.1. Dendritik Hiicre Fenotipi, Dagilim ve Alt Cesitleri

DH’lerin birbirlerinden farkli fenotipik o6zelliklere, islevlere ve dokulardaki
yerlesimlere sahip olmalari DH’lerin ¢esitli tiplerde heterojen bir grup olusturdugunu
gostermektedir. DH’ler hematopoietik kok hiicre kokenli lenfoid ve miyeloid Onciil
hiicrelerinden farklilagmaktadir. Bu serinin ara Onciilleri DH’lere farklilagmanin
tamamlanacag1 ve potansiyel antijen girisinin olabilecegi bdlgelere yerlesmektedirler, (Hart

1997; Ueno 2007). Dendritik hiicrelerin alt tiplerinin sematize edilmis hali Sekil 2.3. de

goriilmektedir.
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Sekil 2.3. Dendritik hiicre alt tipleri ve etkilesimde bulunduklar1 T hiicre cesitleri, (Palucka
et al. 2010).

Dendritik hiicreler Flt3L. ve GM-CSF gibi biiylime ve farklilagtirma faktorlerine
cevap olarak kemik iliginde iiretilen heterojen bir hiicre grubudur. DH’ler insan kaninda
tasidiklar1 CD11, CDI123 ve langerin seviyelerine gore miyeloid ve plazmasitoid olmak

tizere iki alt gruba ayrilmaktadirlar, (Ovali, 2007).
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Uzerinde en fazla galisilmis olan miyeliod DH alt tipleri deride bulunan {i¢ tip
DH’dir. Bunlardan biri sadece epidermisde yerlesik Langerhan hiicreleri ve dermisde
CDla(+) DH’leri ve CDI14(+) DH’leri dir. LH’leri ve CD14(+) DH’leri molekiiler
profillerine gore birbirlerinden ayrilmaktadir, CD14(+) DH’ler IL-12 gibi ¢oziiniir faktorleri
yiiksek oranda tiretebilirken LH’leri IL-15’1 iceren az sayida sitokin salgilayabilmektedirler,
(Klechevsky et al. 2008)

Integrin CD11c ve sitokini ve biiyiime faktorii GM-CSF icin almag tastyan kan DH-
onciil alt tipleri GM-CSF ve IL-4 etkisi altinda konvansiyonel miyeloid DH’lere
farklilagabilmektedir. Miyeloid DH’lerin monosit, makrofaj ve graniilositler ile yakindan
iliskili oldugu diistiniilmektedir. Buna karsilik, CD11(-) DH o6nciilleri diisiik oranda GM-CSF
almaci fakat yiiksek oranda IL-3 almaci tasimaktadir ve IL-3 - CD40 ligasyonuna cevap
vererek olgunlasarak konvansiyonel olmayan plazmositoid DH’lere farklilagmaktadirlar,
(Grouard 1997; Rissoan 1999). Plazmositoid DH’ler ilk olarak plazma hiicresine benzer
hiicre olarak tanimlanmis ve (Lennert 1958). Plazmasitoid DH’lerin lenfositler ile sik1 bir
gelisimsel baglantiya sahip gibi goriinmiistiir, (Facchetti 1988; Facchetti 2003; Galy 1995).
Kandaki tiim DH alt tiplerini olusturabilen ortak bir DH onciiliiniin oldugunu savunan
alernatif bir hipotez de bulunmaktadir, (Hoyo 2002). Fakat, genel kan1 kan monositlerinin
dokular aras1 hareket ederek bir uyari ile DH’lere farklilastig1 iizerinedir. Monosit tiirevli
DH (moDH) farklilagsmasini yoneten local mekanizmalar tam olarak agiklanamamustir,
(Randolph 1998). DH farklilasma faktorii GM-CSF’in endotel hiicreleri ve/veya NK ve
NKT hiicreleri tarafindan lokal iiretimi, monositlerin DH’lere farklilagmak iizere uyaran
potansiyel mekanizmalardan biridir, (Hegde 2007; Kaushansky 1989; Zhang 2007).

DH’ler genel olarak bulunduklart dokuya gore simiflandirilabilmektedir. Patojenlerin
viicuda giris yerleri olan deri, hava yolu ve bagirsak gibi bolgelerde yerlesik durumdadirlar.
CD11b*TCD207+ LH’leri deriyi gozetim altinda tutarken bagirsak igerisinde ise bu gorevi,
cogunlukla CD11ctCDI11b*tCD8a, CD11ctCD11b-CD8at ve CDI1ctCD11b-CD8a-
fenotipik ozelliklere sahip konvansiyonel DH alt tipleri iistlenmektedir, (Coombes abd Powrie,
2008)

Miyeloid, konvansiyonel ve plazmasitoid DH’ler fenotitipik 6zellikleri, farkli
onciillerden tiirev almalar1 ve tasidiklart TLR tiplerine gore birbirlerinden ayrilmaktadir,
(Shortman an Liu, 2002, Jarrossay et al. 2001). Fenotipik olarak pDH’ler genellikle kiiciik,

kiiresel ve plazma hiicresine benzer 6zelliktedir, konvansiyonel DH’ler ise bir ¢ok sitoplazmik
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cikinttya sahip olmalar ile karakterizedir. Miyeloid DH’ler miyeloid seriden pDH’ler ise
lenfoid seriden koken alirlar, (Shortman an Liu, 2002)

Yapilan calismalar daha ¢ok kemik iligi kaynakli DH’ler (KiDH) {izerine
odaklanmistir. Kemik iliginde bulunan CD34(+) miyeloid seri hiicreleri GM-CSF ile
uyartlirken diger 16kosit serileri bu uyaridan etkilenmemektedir. Makrofajlar da GM-CSF
uyarist ile yiiksek oranda firetilebilen hiicrelerdir ve giiclii yapisan ozellikleri sayesinde
DH’lerden kolayca ayirt edilebilmektedirler. DH’ler diisiik oranda yapisan hiicrelerdir.
KiDH’leri kolay elde edilebildikleri ve Kkiiltiire edildikleri i¢in ¢aligmalarda tercih
edilmektedirler. Fakat, dalak, lenf diiglimii yada cevre dokulardan elde edilen DH’ler ile
KiDH’leri arasinda farklar bulunmaktadir. (Barchet et al. 2005)

Plazmasitoid DH’lerin 6ncelikli olarak dogal bagisiklik sistemi icerisinde gorev
almaktadirlar ve elde edilmeleri miyeloid DH’lerine gore ¢ok daha zordur. Daha etkili
anti-kanser tedavisi ve DH bazli kanser asis1 gibi DH uygulamalarinin gelistirilmesine
yonelik edinsel bagisiklik sistemi prensipleri lizerinden ¢alismak daha yararhidir, bu
anlamda pDH’leri ile yapilan ¢alisma sayis1 oldukea diisiiktiir, (Barchet et al. 2005)

Son zamanlarda yapilan bazi1 c¢aligmalara gore, moDH’ler DH agmin gercek
bilesenleri olarak tanimlanmaktadir fakat sadece inflamasyon olan bolgelerde
goriilmektedir, (Tacke 2006; Trapani 2002). Béylece, moDH’lerin diger DH alt tiplerinin
etkili olamadig1 enfeksiyon olgularinda immiin yaniti etkili bir bi¢imde yoneterek
iltihaplanmada 6nemli bir role sahip oldugu ortaya ¢ikmaktadir. Yapilan ¢aligmalar ile
monositlerin enfeksiyon bolgesine yliksek oranda akis gosterdigi ve lenf diigiimlerine
sizdiklar1 gosterilmistir. Bu bolgelere yerlesen monositlerin moDH’lere farklilagtigi ve
ardindan enfeksiyon bolgesinden lenf diiglimlerine gog ettikleri kanitlanmigtir. Tiim bunlar
g6z Oniinde bulundurularak moDH’lerin DH toplulugu icerisinde antijen sunabilen ve
koruyucu bir bagisik yanit saglayacak antijen 6zgiin T hiicreler olusturabilen DH tipi
oldugu ortaya koyulmustur, (Leon, 2007).

DH’ler insan viicudunun neredeyse tiim doku ve organlarinda bulunmaktadir. Insan
viicudu DH ag1 heterojendir ve farkli insan dokularindan ve lenflerden izole edilmis
DH’ler ile ilgili sinirl sayida veri bulunmaktadir, (Bendriss, Vermare et al., 2001).

Kan dolasim1 DH’leri: Kemik iliginden cevresel dokulara geciste gelismekte olan
heterojen DH toplulugudur. Insan kaninda cesitli tiplerde DH tipleri tanimlanmustir,
CD34(+), CD16(+), BDCA1 (+), BDCA3 (+) ve CD123(+) plazmasitoid DH’leri olarak en
az bes alt tip sayilabilmektedir, (MacDonald et al., 2002b).
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Langerhans Hiicreleri (LH): Oral, nazal ve pulmoner epitelinin bazal tabakasinin
tizeri ve deri epidermisinde yerlesiktir. Kendilerine 6zel sitopilazmik organel olan Birbeck
graniillerinin varligiyla karakterizedirler, (Valladeau et al., 2000). LH’leri dokuda yerlesik
olmalar ile karakterizedir, (MacDonald et al., 2002b). Periferden viicudun kendi antijenleri
ve yabanci antijenleri igeren antijenleri yakalayarak lenf diiglimlerine go¢ etmek ve T
hiicrelerine antijen sunmak tizere 6zellesmis hiicrelerdir, (Romani et all., 2003). LH’leri E-
kadherin, CD1a, CD68,ve CD11b, CDl1lc ve CD33 gibi ortak miyeloid antijenlerini
tasimaktadir. LH’leri  yabanci antijenlerin  endositozu i¢in ¢esitli  almaglar
kullanabilmektedir, (Girolomoni et al., 2002). Candida-Albicans ile enfekte deri
dermisinde LH sayisinin normal deriye kiyasla arttigi saptanmistir bu durum LH’lerinin
antijenleri 6zgiin olarak tanidigini1 gostermektedir, (Katou at al., 2000).

Interstisyel DH’ler: Tiim olgunlasmamis DH’leri kapsamaktadir ve kalp,
karaciger, akciger, bagirsak ve diger mukozal yilizeyler gibi hayati 6nem tasiyan organ ve
dokularin interstisyel bosluklarinda bulunmaktadir. Bir¢ok farkli interstisyel hiicre
tanimlanmis ve halen tek bir hiicre serisi veya bir¢ok farkli seriyi mi temsil ettigi
bilinmemektedir. Dermal interstisyel DH’ler ile LH’leri CD11c ve CD33 gibi bircok
miyeloid fenotipik belirteci paylagsmaktadir. Fakat aralarinda bircok fonksiyuonel ve
fenotipik farklilik oldugu tanimlanmistir. Bunlardan biri dermal interstisyel DH’lerin
LH’lerinin aksine DH’lere 6zgiin interseliiler yapisma molekiilii tasiyor olmasidir, (Ebner
at al., 2004). Ayrica hematopoietik Onciil hiicre tiirevli dermal interstisyel DH’lerin
dogrudan olarak NK hiicre c¢ogalmasin1 ve sitotoksisitesini uyarirken LH’leri bunu
yapabilmek i¢in disaridan IL-2 ve IL-12’ye gereksinim duymaktadir, (Munz at al., 2004).
Bir diger fark ise LH’lerinin viral antijenlere karsi sitolitik T lenfosit aktivitesini dermal
interstisyel DH’lerine kiyasla ¢ok daha yiiksek oranda uyarmasidir, (Ratzinger at al., 2004)

Kapali DH’ler: Antijeni periferden lenf diiglimlerine tasiyan, getirici lenfatiklerin
arasinda yer almaktadirlar, (Moser , 2003). Kagit seklinde LH ve interstisyel DH’ler gibi
heterojen bir hiicre grubunu temsil ederler.

Plazmasitoid DH’ler: (pDH) Fenotip ve islevine bagli olarak CD11c(-) DH’ler,
dogal interferon iireten hiicreler, DH2 ve plazmasitoid monosit/T hiicre gibi cesitli
isimlendirmelere sahip DH alt birimidir, (Briere at al., 2002). pDH’ler seyrek sayidadir ve
sadece normal derinin epidermis bazal zarinda en fazla bes hiicrelik grup olarak
olgunlasmamis halde bulunmaktadirlar, (Ebner at al., 2004). Kandaki DH’lerin toplaminin

yaklasik %20’sini tonsillerdeki DH’lerin ise %50’sini olusturmaktadirlar. Uyarilmamis ve
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kan ya da tonsillerden taze olarak izole edilmis pDH’lerin morfolojileri miyeloid
DH’lerden se lenfositlere daha ¢ok benzemektedir. Izolasyonlarmi kolaylastiran iki adet
pDH’ye 6zel belirte¢ tanimlanmustir, c-tip lektin ve antijen alma¢ BDCA2 ve BDCA4
(Dzionek et al., 2000; Dzionek et al., 2002). Viral uyarilara karsi kan miyeloid DH’lerin
aksine pDH’leri yiiksek miktarda interferon alfa ve interferon beta tiretmektedirler, (Cella
et al.,, 1999; Siegal et all., 1999). Miyeloid DH’ler ile kiyaslandiginda, pDH’ler farkli
almacalmaclar1 (TLR — Tool Like Receptor) tasidiklari i¢in miyeloid DH’lerin sahip
olamadigi, farkli ¢esitlerdeki mikrobiyal bilesenlere karst uzman hiicre olma 6zelligini
kazanmiglardir, (Briere et al., 2002). Miyeloid DH’ler TLR1, 2, 3, 4, 6, 7 ve 8’1 pDH’ler
ise TLR1, 6, 7, 9, ve 10’u tagimaktadirlar. Kiiltiir sartlarinda IL-3 ile uyarilmadiklari
takdirde ani bir bicimde Oliimleri gerceklesmektedir. Lateks boncuklarin1 fagositozu ve
FITC (fluoresan izotiyosiyonat ) - dekstran endositozunu diisik oranda
gerceklestirebilmektedriler, (Grouard et al., 1997). Uyartya baglh olarak pDH’ler, efektor
yardimci T hiicreleri 1 ve 2 cevabina kars1 naif T hiicre cevabini hazirlamaktadir, (Cella et
al., 2000; Rissoan et al., 1999). Cesitli fenotipik Ozelliklerin varligi ve farkli uyarilma
kapasiteleri sebebiyle, pDH’lerin periferik kandan lenfoid ve miyeloid benzeri
plazmositoid hiicre alt fraksiyonlara ayrilabilecegi ortaya ¢ikmaktadir, (Comeau et al.,
2002)

Interdigitating DH’ler (iDH): Ozellikle timusda yer almaktadirlar. Lenf nodunun
T- hiicre zonunda bulunmaktadirlar. T-hiicrelere antijen sunmaktadirlar.

Ikincil lenfoid organlarm T hiicre bolgelerinde yer almaktadirlar, (Steinman et al.,
1997). CCR7 tasidiklart i¢in iDH’lerin bir kism1 DH’ler tarafindan iiretilen CCL19 ve
yiiksek endotel veniil hiicrelerinin tasidigi CCL21 kemokinlerine cevap vererek T hiicre
bolgesinde toplanabilmektedirler, (Cyster, 1999). Immunohistolojik analizler dendritik
hiicre lizozomal iliskili membran proteini (DC-LAMP)’in iDH i¢in 6zel bir belirte¢
oldugunu gostermistir. Tonsiler dokuda, HLA-DR, CD11c, CD123 ve CDI13 tasimalarina
gore farkli fenotiplerde dort ayr1 topluluk tanimlanmistir, (Summers et al., 2001).

Deriye temas eden antijeni alan Langerhans hiicreleri dermal lenfatikler yoluyla
bolgesel lenf nodlarinin T hiicre zonlarina gegerek antijeni interdigitating hiicre vasitasiyla
T hiicrelerine sunmaktadirlar. interdigitating hiicreler immiin isaretlemede CDla ile
boyanmaktadirlar (Paraskevas, 2004)

Germinal Merkez DH’leri (GMDH): Folikiiler dendritik hiicreler disinda B hiicre
folikiiliinde bulunan tek DH alt tipidir. 1996 yilinda CD11(+) hiicreler olarak
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tanimlamalar1 yapilmistir, (Grouard et al., 1996). GMDH’lerin T hiicreleri uyarma
kapasiteleri oldukca yiiksektir ve CD71(+) makrofajlart ve CD40(+) iDH’lerinden
ayrilabilmektedirler. Bu hiicre alt tipinin B hiicre farklilagsmasin1 yonetmektedir, (Dubois et
al., 1999). Akim sitometri ile ayristirmada CD40 azaltilmasi ile CD4(+),CD11¢(+),CD3(-),
CD20(-),CD1a(-), profili kullanilmaktadir. Bu izolasyon prosediirii GMDH’lerin iDH’ler
ile benzer oranda CD40 tasimalarindan dolayi, tonsillerde miyeloid DH’lerin
zenginlesmesine sebep olabilmektedir, (Summers et al., 2001). immunohistolojik olarak
GMDH’lere 6zgiil bir belirte¢ heniiz belirlenmemistir, bu nedenle GMDH’lerin germinal
merkezde ayr1 bir DH alt tipi olduguna dair diisiik kanitlar bulunmaktadir, (Lindhout et al.,
2001; Summers et al., 2001).

Folikiiler DH’ler (fDH): Bellek B hiicre farklilagsmasi, siirekliligi ve secilimi
tizerine etkilerine ek olarak germinal merkez olusumunda 6nemli bir role sahip olduguna
inanilmaktadir, (van Nierop and de Groot, 2002). Bu hiicreler bag dokunun stromal
hiicreleridir ve mezenkimal Onciillerinden koken aldiklar1 rapor edilmistir. Antijenleri
islemez ve varolan antijenik peptitleri MHC smif II molekiilleri ile T hiicrelerine
sunmamaktadirlar. Yiizeylerinde immiin yanitin diizenlenmesi i¢in énemli role sahip olan,
B hiicreleri tarafindan iretildigi diigiiniilen, MHC smif II mikrokesecikler tagimaktadirlar,
(Denzer et al., 2000). Komplement almagclar1 olan uzun sitoplazmik uzantilar1 ile folikiiller
arasinda genis bir ag olusturmaktadirlar, (van Nierop and de Groot, 2002).

Bu hiicreler, sadece primer ve sekonder lenfoid follikiillerde bulunmaktadir. Kemik
iliginden tiiremez, antijen sunamaz, endositoz yapamaz ve fagositik aktiviteleri
bulunmamaktadir. Bununla birlikte, antijeni yakalamada ve antikor ile birlesmesinde
oldukca etkindirler. Bu hiicreler IgG icin Fc almaglar1 tagimaktadir. Bu mekanizma
makrofajlarin antijen-antikor mekanizmasimna benzemekle beraber, antijen endositozla
alinmamaktadir. Sitoplazmik uzantilar arasinda yiizeyde kalmaktadirlar. Follikiiler
dentritik hiicreler antijen sunan hiicreler degildir. Zira yiizeyinde MHC class II antijeni
yoktur. CD45 tasimazlar; CD21 ve CD35 ise pozitiftir. Bu hiicreler antijenleri ylizey
membranlarinda uzun bir siire (haftalar ve aylar) tutarlar ve B hiicreleri tarafindan bu
antijenler taninir ve bdylece immiinolojik hafizanin devamina katkida bulunmaktadirlar.
Asit fosfataz ve nondzgiin esteraz ile boyanmamaktadirlar. immun isaretlemede Follikuler

dendritik hiicre CD1a (-) izlenmektedir, (Lehrer 2001; Paraskevas 2004).
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2.2.2. Dendritik Hiicrelerin Morfolojisi

DH’ler siskinlik, psddopod ve lamellipodia gibi uzantilara ve c¢ikintilara sahip
diizensiz bir sekle sahiptir. Oval seklinde hiicre c¢ekirdekleri bulunmaktadir.
Sitoplazmalarinda bircok oval mitokondri, otofagozom ve iyi gelismis endoplazmik
retikulm yer almaktadir, (Ovali, 2007).

2.2.3. Dendritik Hiicrelerin islevsel Ozellikleri

DH’ler islevlerine gore ii¢ ayr1 kategoriye ayrilabilirler. Ik kategoriyi antijen
sunumu ve T hiicreleri aktive etme ozellikleri olusturmaktadir. inflamasyon olusmasi
halinde DH’ler bu bolgeye cekilerek antijenleri yakalar, hiicre icinde islemek ve T
hiicrelerine sunmak tizere uyarmaktadirlar, (Ovali, 2007).

DH islevlerinden ikinci kategori ¢ok iyi sekilde bilinmemektedir fakat baz1 DH alt
siiflarinin immun toleransi indiikledigi ve devamliligini sagladigi ileri siiriilmiistiir.
DH’ler T hiicreler i¢in timusda meydana gelen merkezi toleransda 6enmli bir role sahiptir.
Kendi peptitlerini tasiyan DH’lere yanit veren T hiicreler timus igerisinde negatif
seleksiyon sonucu ortadan kaldirilmaktadirlar. DH’lerin cevresel toleransda da énemli bir
yeri vardir. Immatiir DH’ler CD4+ ve CD8+ T hiicrelerinde anerjiyi de uyarabilmekte ve
bu yolla diizenleyici T hiicreleri aktive etmektedirler. Karsilikli olarak diizenleyici T
hiicreler i1se DH gelisimini etkileyebilme, maturasyonu Onleyebilme ve bagisiklik
baskilayict molekiilleri indiikleyebilme ozelliklerine sahiptir. Tiim bu veriler tolerans
mekanizmasinin DH ve diizenleyici T hiicreler arasinda karsilikli bir iletisim ile
desteklendigini ortaya koymaktadir, (Ovali, 2007).

DH’ler lenf nodlarinin T hiicre bolgelerinde ve jerminal merkezlerde B hiicreleri
uyarabilmektedirler. Folikiiler DH’ler B hiicre belleginin devamliliginda 6nemli bir yere
sahip oldugu diisiiniilmektedir. Yabanci antijenlere kars1 antikor cevabinin baslamasinin
ardindan folikiiler DH’ler, B hiicrelerine devamli uyarilmanin kaynagi olarak islev
gormektedir, (Ovali, 2007).

2.2.4. Dendritik Hiicrelerin Bagisiklik Sistemindeki Rolii ve Yasam Dongiisii

DH’ler viicudun degisik bolgelerinde bagisiklik sisteminin ndbetgileri olarak gorev
alirlar ve dokularda olgunlagmamis formda duragan bir bicimde bekleme halindedirler. DH
maturasyonu imDH’nin tehlike sinyali almasiyla baslayan bir farklilagsma siireci sonunda
gerceklesmektedir. Niikleotidler, interferon, iirik asit, bradikinin, 1s1-sok proteinleri, reaktif
oksijen ara triinleri ve yikilmis ekstraseliiler matriks bilesenlerini iceren bu sinyaller

genellikle stres altindaki bolgesel hiicreler tarafindan olusturulmaktadir, (Shi et al. 2003;
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aliberti et al. 2003; Gallucci and Matzinger, 2001). Bunun yani sira DH’ler bakteri
kaynakli lipopolisakkarit veya DH iizerindeki TLR’lere baglanan patojen-iliskili molekiiler
modeller gibi bir patojenden direk olarak gelen tehlike sinyallerine karsi da duyarlidir.
DH’ler bu tehlike sinyallerini aldiklarinda antijen alimi1 diiserken MHC ekspresyonu ve
CD86, CD80, CD83 kostimulatuar faktorleri yukar1 dogru diizenlenmektedir, (Banchereau
and Steinman 1998).

DH’ler maturasyon durumlarina bagli olarak kemokin ekspresyonunu da
diizenlemektedirler. moDH onciilleri kanda dolagmakta ve ¢evresel dokulara gegmektedirler,
(Randolph et al. 2005). Cevresel dokudaki iDH’ler inflamatuar kemokinlerine cevap veren
ve DH’lerin inflamatuar uyariya ve peripheral dokusuna dogru migrasyonu yonetmeyi
saglayan cesitli kemokin almaglar1 ifade etmeye devam etmektedirler. Kendilerine 6zel
olarak imDH’ler CXCR3 ve CXCR4’lin yani sira CCR1’den CCR6’ya kadar kemokin
almcalarmi1 da tagimaktadirlar, (Sozzani et al. 1998). Tehlike sinyallerine maruz kalan
DH’ler CXCR4 harig¢ bir¢ok kemokin almacini agagi dogru diizenlemekte bunun yanisira
bir inflamatuar almaci olan CCR7’yi ise yukari1 dogru diizenlemektedir, (Sozzani et al.
1998; Yanagihara et al. 1998). CXCR4 kemokin almacmin gorevi tam olarak
aciklanamamistir, fakat CCR7, DH’lerin yiiksek seviyede CCR7 ligandlart CCL19 ve
CCL201’in ifade edildigi cevresel lenfoid organlara migrasyonunu kontrol etmektedir,
(Luther et al. 2002).

Bagisiklik sisteminin organizasyonu etkin bir gozetim ve korunma igin hedeflenen
hiicre cevabini kolaylastirmaktadir. Bu verimi elde etmede bagisiklik sistem hiicrelerinin kan
dolasgimi, dokular ve c¢evresel lenfoid organlar arasinda hareket halinde olmasinin 6nemi
biiyiiktiir. DH’ler kemokin almaclarim diizenleyerek dokuya o6zgiilliik elde ederler. DH’ler
matur hale gectikten sonar yiiksek oranda hareketlidir ve cevresel lenfoid organlara gog
etmektedirler. DH’lerin cevresel lenfoid organlara gocii islevleri i¢in olduk¢a Onemlidir.
Ikincil lenfoid organa ulasan DH’ler edinsel bagisiklig: diizenleyen uzman hiicreler haline
gelirler, (Banchereau and Steinman 1998). DH’ler, antijenleri T hiicrelerine sunmak {izere
islemeleri ve yiiksek seviyede kositimulatuar faktorleri tagiyarak T hiicre aktivasyonunun ince
ayarmi yapabildikleri i¢in bagisiklik sisteminin en etkin ASH’leri olarak bilinmektedirler,
(Randolph et al. 2005).

Hematopoez siirecinde DH {iretimi antijenden bagimsiz olarak gerceklesmektedir
(Liu, 2001). Cesitli DH onciilleri kemik iliginden seyrek bir topluluk olusturduklar: kan

dolasimina gecmektedir. Transendotelyal ge¢is ve imDH’lerin cevresel dokularda
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toplanmast bazi inflamatuar etkenlerin ekspresyonuyla yonetilmektedirler. Lenfoid
olmayan dokularda bulunan DH’lerin segici gogiinde etkili olan kemotaktik faktorler
arasinda platelet aktive edici faktor (PAF), N-Formil-L-methiyonil-L-l6sil-L-fenilalanin
(fMLP) ve C5aSozzani et al., 1997), makrofaj enflamatuar protein 3 alfa (MIP-3 alfa), B-
defensin, CCR6 ve CCL22 sayilabilir. Inflamatuar sinyallerin bulunmadigi durumlarda
periferde bulunan DH’ler sessiz halde bulunmaktadir. Duragan durumdayken LH’leri
deride aylarca kalabilmektedirler. Inflamatuar sinyaller LH’lerinin lenf diigiimlerine
gbclinii ve dolasima yeni LH Onciil hiicrelerinin salinimimni saglamaktadir. Bu siirecin
gerceklesebilmesi icin deride CCR2- baglayict kemokinlerinin salgilanmasi gerekmektedir,
(Merad et al., 2002)

Antijen alimi, C-tip lektin ailesinden DEC205, DC-SIGN, Dectin-2 mannoz almac1
ve FcRS gibi bir¢ok 6zellesmis almag vasitasiyla pinositoz, fagositoz veya almag aracili
endositoz ile gerceklesmektedir, (Figdor et al., 2002) (Moser et al., 2002). Im DH’ler
cevresel dokularda yerlesmelerini veya inflamasyon bolgesine gogleri i¢in kullandiklari
CCR1, CCR2, CCRS5, CCR6 VE CXCRI gibi kemokin almaglarini tasimaktadirlar. DH’ler
antijenik 6zellige bagl olarak, maturasyon siirecini baglatabilir ve bunun dogal bir sonucu
olarak lenf diiglimlerine go¢ edebilmetedirler. DH’lerin tam olarak islevsel ozellikleri
maturasyon sirasinda olusur ve endositozik hiicre profilinden MHC molekiillerini tasiyan
profesyonel antijen sunan hiicre profiline gecmektedirler, (Sallusto and Lanzavecchia,
2000; Steinman, 2003).

DH’lerin lenfatik damarlara girisi i¢in gerekli olan alma¢ CCR7 kemokin almacidir,
(Ohl et al. 2004). Periferde bulunan DH’lerin bakteri ya da viral iiriinler gibi tehlikeli
sinyalleri ile aktivasyonu ve maturasyonu bolgesel lenf diiglimlerinde bagisiklig1 uyarir,
(Hawiger et al. 2001)

DH’lerin cevresel dokulardan lenf diiglimlerine ge¢is i¢in kullandiklar1 gog
mekanizmasi sadece maturasyon durumuyla ilgili degil aym1 zamanda 6zellesmis DH alt
tiplerine de baghdir. CXCL9 ve E-selektine bagli yolla, pDH’leri getirici lenfatik veya
direkt olarak yiiksek endotelyal veniilleri kullanarak lenf diiglimlerine girebilmektedirler,
(Yoneyama et al., 2004). Buna karsilik, ne imDH nede matur miyeloid DH’ler lenf
diigtimlerine girerken yiiksek endotelyal veniilleri kullanamaz. CCR7’ye ek olarak, LH’ler1
i¢cin osteopontin gibi bazi kemotaktik diizenleyicileri de DH’lerin lenf diiglimlerine girisini
kontrol etmektedir. (Weiss et al., 2001). Monositten farklilasmis DH’ler deriden lenf
diigiimlerine gegerken CCR7 ve CCRS8 yolaklarimi kullanmaktadir, (Qu et al., 2004).
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Deride CXCLS5 ifade eden DH’ler oncelikli olarak fDH’lerin CXCLI13 ligand: ifade
ettikleri B hiicre bolegelrine go¢ etmektedirler, (Saeki et al., 2000; Wu and Hwang, 2002).
CCL21 kemokini, her ikisi de CCR7 almaci tasiyan naif T hiicrelerinin ve antijen ile
uyarilmigs DH’lerin ¢evresel lenfoid organlardaki T hiicre bdlgesine girisini yonetmektedir,
(Gunn et al., 1999). Lenf diigiimii icersindeki T hiicre bolgesinde bulunan DH’ler naif
CCR7(+)/CD4(+) T hiicreleri i¢in giiclii bir kemotaktik olan CCL19 iiretmektedirler, (Ngo
et al., 1998).

Dokulardan lenf diigiimlerine gelen matur DH’lerin yiiksek seviyede antijen 6zgiin
T hiicre temasi saglamak i¢in, duragan haldeki DH’lere gore ¢ok daha hareketli oldugu
diistiniilmektedir, (Lindguist et al., 2004). DH’lerin saatte 5000 T hiicre ile temasa gectigi
tahmin edilmektedir, (Miller et al., 2004a).

DH’lerin antijen 6zgiin T hiicrelerine temas ederek gorevini tam olarak yerine
getirdikten sonra lenfoid dokularda apoptoza ugradiklarina inanilmaktadir, (Matsue and
Takashima, 1999). Bu durum T hiicreler i¢in antijen ulasabilirligini sinirli kilarak, immiin
yanit indiiksiyonunun kontrol edilmesini saglamaktadir. Lenf diigtimlerindeki DH islevi iki
yolla kontrol edilir, bunlar Bcl-XI'1 iceren yasam yolagi ve apoptotik faktor Bcl-2
tizerindeki molekiiler zamanlayictya bagli yolagidir. BCI-XL bagimli yasam yolagi edinsel
ve dogal bagisiklik sisteminin bilesenlerinin uyarisindan 24 saat sonra aktiflesirken, Bcl-2
bagimli yolak sadece dogal bagisiklik bilesenleri tarafindan uyarilmay takiben yaklasik ii¢
veya 4 giin gibi daha uzun bir zaman sonras1 aktif hale gelir, (Hou and Van Parijs, 2004).

2.2.5. immatur DH’ler (imDH)

Dokuya vardiklarinda DH’ler olgunlasmamis haldedirler ve fagositik davranig
gosterirler. Dokuda antijenleri toplayan imDH’ler antijeni T hiicreye sunmak {izere hiicre zar1
yiizeyine ¢ikarir. DH’ler antijen islemesine ek olarak yiizeylerinde bulunan almaglar sayesinde
dokuda bulunabilecek cesitli sinyallere algilayabilir durumdadirlar.  Bu almaglar tehlike
sinyalleri ve apoptotik doku hiicreleri tarafindan tiretilen giivenlik sinyallerine kars1 hassastir,
(Lutz and Schuler, 2002). DH’ler dokulardaki inflamasyon seviyesine karsi da hassatir. Farkli
sinyallerin  konsantrasyonu ve giici imDH’lerin farklilagmasinin  son  durumunu
belirlemektedir. Uyar1 alinmasi ile imDH’lerin islev, morfoloji ve davraniglari degismektedir.
Gerekli sitokin uyarilarin1 almadigr siirece imDH’ler T hiicrelerine antijen sunumunu yapamaz
ve T hiicre aktivasyonunu gergeklestirememektedir, (Sporri and Caetano, 2005)

2.2.6. Matur DH’ler

Antijen sunabilen ve T hiicreleri uyarabilen DH’lerdir. immatur DH’nin matur hale
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gelmesi icin tehlike sinyalleri ile uyarilmasi gerekmektedir. DH’ler tehlike sinyallerinin etkisi
ile antijen toplar ve lenf diiglimiine ulagsmaktadirlar. Lenf diigiimlerinde yiiksek miktarda T
hiicre bulunmasi basarili bir DH ve T hiicre eslesmesini kolaylastirmaktadir. Go¢ sirasinda
olgunlasmamis DH’lerin morfolojileri degiserek daha genis yiizey alanina sahip olmalarini
saglayan sitoplazmik ¢ikintilara sahip olurlar. Bu da T hiicreler ile baglanmalarint kolaylastiran
bir diger etkendir, (Mosmann and Livingstone, 2004). Ayrica matur DH’lerin en 6nemli
ozellikleri T hiicre aktivasyonunu uyaran, inflamatuvar bir sitokin olan IL-12’yi iiretmeleridir.
Matur DH’ler antijen sunumunun gerceklesmesini saglayan bir diger faktor olan
kositimulatuar molekiilleri de iiretebilmektedirler, (Medzhitov and Janeway, 2002).

2.2.7. Semi-Matur DH’ler

Apoptotik sartlar altinda, giivenlik sinyallere maruz kalan olgunlasmamis DH’ler
semi-matur DH’lere doniismektedirler. Morfolojik olarak matur DH’lere c¢ok benzerler,
antijen sunabilme yetenegine de sahiptirler fakat T hiicreleri uyaramamaktadirlar. Olgun
DH’lerin tirettigi gibi IL-12 tiretmek yerine giivenlik sinyallerinin alinmasindan sorumlu IL-
10 sitokinini iiretmektedirler. IL-10, sunulan antijen ile eslesmis T hiicreleri baskilama
etkisine sahiptir. Giivenlik sinyalleri ile toplanmis antijenler toleransi olarak sunulduklar i¢in
T hiicreleri tarafindan bu antijenlere cevapsizlik saglanmis olur. Bu mekanizma antijenlere
kars1 asinn reaksiyonu durdurmak icin gelismis dogal bir mekanizmadir, (Williams et al.
2007).

Immatur, semi-matur ve matur DH’lerin mikroskobik gorntiileri sekil 2.4 de

goriilmektedir.

Matr DH

Sekil 2.4. Immatur, semi-matur ve matur DH mikroskobik goriintiisii. (Greensmith, 2007)

2.2.8. Antijen Sunumu
Organizmaya herhangi bir yoldan bir antijen girdigi zaman bu antijen ilk olarak

antijen sunan hiicreler tarafindan karsilanirlar. Bagka bir degisle, antijenlerin ¢cogu direkt
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olarak lenfositleri uyarmamaktadir. Bu hiicreler, antijeni kendi i¢lerinde belirli oranda
sindirip saklar ve daha sonra, azar azar ancak siirekli olarak ya B ya da T lenfositlere
sunmaktadirlar. Antijenin kismi bir lizozomal sindirime tabi tutuldugu ve kismen
sindirilmis olan bu antijenin ¢ok 6zel bir boliimiiniin hiicre zarina gonderildigi yapilan
calismalarda gosterilmistir, (Karadz, 2001)

2.2.9. Antijenin Isleme Girmesi

Antijenin isleme girmesi 6zellikle protein yapisindaki antijenler i¢in gecerlidir.
Antijenler fagositoz ya da almag¢ bagimli endositoz yolu ile hiicre i¢gine alinir ve burada
sunulmak iizere islenmektedir, (Ovali, 2007). Immiin yanitta T-hiicre gereksinimi olan
antijenlerin ASH’de isleme girmeleri ve hiicre yiizeyinde MHC antijenleriyle sunulmalari
gereklidir. B-hiicrelerinde protein dis1 antijenlere kars1 immiin yanit olusunda bu tiir isleme
gerek yoktur. B hiicre almaglarina serbest olarak baglanan bu tiir antijenler yeterli uyarim
yapabilirlerse immiin yanit olusturmaktadirlar.

ASH’lerde antijenin islenmesi endojen antijenlerin islenmesi ve ekzojen
antijenlerin islenmesi seklinde iki tiirlii olur, (Karadz, 2001).

2.2.10. Endojen antijenlerin islenmesi

Endojen antijenler, hiicre icinde sentezlenen virus antijenleri ve tiimor
antijenleridir, (Karaéz, 2001). Endojen antijenler proteozom icerisinde parcalanarak ve
endoplazmik retikulm igerisine girmektedirler. Peptit yapilar1 burada yeni sentezlenmis
smif I doku uygunluk kompleks (Histocompatibility complex MHC) molekiillerine
baglanmaktadirlar. Olugan bu yeni yap1 CD8+ T hiicrelerine sunulmak iizere plazma zarina
go¢ etmektedir, (Ovali, 2007).

2.2.11. Ekzojen antijenlerin islenmesi

Yabanc protein yapisindaki antijen, kisa siire icinde ASH’lere baglanarak fagositoz
yolu ile hiicre i¢ine alinmaktadir. Coziinlir haldeki protein antijenleri pinositozis ile
hiicreye girmektedir. Bu igeri alinan antijenler endozom adi verilen zara bagh kesecikler
icinde kalmaktadirlar. Isleme girme olayl, en az bir veya ii¢c saat siiren kimyasal bir
olaydir. Bu islem asit pH’daki intraselliiler kesecik iginde olur. Isleme giren protein
antijeni endozom keseciginde kalir, MHC sinif II molekiilii de sentezlenmis olarak post
Golgi keseciklerinde bulunmaktadir, (Karatz, 2001)

Sonucta, her iki kesecik birleserek ve endozom keseciklerindeki peptit parcaciklar
MHC sinif II molekiillerine non- kovalent baglar ile baglanmaktadir. Daha sonra, birlesme

sonucunda olugan yeni kesecik hiicre yiizeyine dogru go¢ ederek, plazma zarinda antijen
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parcacigit MHC siif II molekiiliiniin o-3 dimerleri arasinda olusan oluga yerlesmis olarak
CD4+ T hiicresine sunulmaktadir. Hiicre i¢inde sentezlenen antijen ile disaridan hiicreye
giren antijenin hiicre icindeki lokalizasyonu farklidir. Endojen sentezlenen antijen asitik
endozomlarda isleme girerken, ekzojen antijenin isleme girmesi, asitik endozomlarda
gerceklesmektedir, (Karaoz, 2001)

2.2.12. immunoterapi ve Dendritik Hiicreler

Bagisiklik sistemi, kansere karsi savunmada 6nemli bir rol oynar. Bagisiklik sistemi
hiicreleri mutasyona ugramis hiicreleri saptamak igin siirekli olarak viicutta dolagmaktadir.
Bir anormallik veya tiimor ile karsilasma durumunda bagisiklik sistemi kotii huylu hiicreleri
genellikle yok etmektedir, (Euvrard,2008). Bu nedenle, bagisiklik baskilayici ila¢ kullanan
hastalarda kanser siklig1 artis gostermektedir. Fakat bagisiklik sistemini engelleyen tek sey
ilaglar degildir. Birtakim kanser tiirevleri kendilerini bagisiklik sisteminden kagirabilme
yetenegine sahiptir. Diger bazi tlirevler ise bagisiklik baskilayici {irlinler salgilayarak kanser
hiicrelerini 6ldiiren bagisiklik sistem hiicrelerini susturabilmektedir. Sonu¢ olarak, malign
hiicreler bagisiklik sisteminden kagarak tiimor dokularini olusturabilmektedir, (Fraser et al.
2003; Kim et al. 2007). Baskilanmis olan bagisiklik sistemini yeniden uyararak kalan kanser
hiicrelerini yok edebilecek bir tedavi yontemi gelistirmek icin birgok girisimde
bulunulmustur, (Rolinski and Hus, 2010)

Hastalarin kendi bagisiklik yanitin1 yoneterek, kanserin onlenmesi veya miicadele
edilmesi temeline dayali tedavi yontemi olan as1 tedavisi uzun zamandan bu yana asi
kullanimi ile uygulanmaktadir. As1 uygulamasinin arkasinda yatan biyolojik prensip asmin
hastalia neden olan molekiilin benzerini igermesidir. Boylece, as1 bagisiklik sistemi
hiicrelerini bu antijenik yapiy1 yabanci olarak algilamalar i¢in egitmektedir. Sonug olarak,
egitimli hiicreler antijen ile bir sonraki karsilasmalarinda bu antijeni tasiyan hiicreleri
viicuttan temizlemek lizere saldir1 baglatmaktadir, (Kindt et al. 2007). Cigek hastaligi, grip ve
cocuk felci gibi bircok hastalikla miicadele etmek icin gelistirilen koruyucu ve tedavi edici
agilar, bulasic1 hastaliklara karsi asi tedavisinin basarisini gostermistir. Fakat enfeksiyoz
olmayan hastaliklarda bu ilerleme heniiz istenilen diizeyde degildir. (Kalinski and Okada,
2010)

DH’lerin uyku halinde T hiicrelerini aktive etme potansiyelleri kanser gibi
durumlarda as1 tedavisinde kullanilabilmektedir. Bu durumda DH’ler tiimore 6zgiil antijenler
tarafindan duyarlilastirilarak duyarli DH’ler kanser hastasina infiize edilmekte ve T hiicreleri

Ozgiin olarak aktive edilmektedir. Bu sekilde tiimor hiicreleri ve hepatit C, persistan serviks
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displazilerinde goriilen insan papilloma viriis infeksiyonu ve insan bagisiklik yetmezlik
viriisii gibi kronik viral enfeksiyonlar da tedavi edilebilir, (Oval1 ve ark. 2007).

Dendritik hiicre asilari, periferik kan monositlerinin sitokin uyarilmasi sonucu elde
edilmektedir. Elde edilen DH’ler otolog lizat, peptit ya da gen transferi ile RNA kullanilarak
ya da tim bunlarin disinda DH-tim6r hiicre flizyon hiicresi olusturularak sensitize
edilmektedir, (Ovali ve ark. 2007). Boylelikle, tiimére 6zgiil sitotoksit T hiicre yaniti
saglanmig olur. CD8+ T hiicreleri ozellikle tiimor hiicrelerine karsi olusturulan bagisik
yanitinda Onemlidirler. Patojenlerin ve tiimore 0Ozgiil antijenlerin lizatlar1 da DH’leri
duyarlilagtirmak i¢in kullanilan diger seceneklerdir. DH agisi ile yapilan insan tedavileri ve
hayvan modelleri iizerinde yapilan ¢aligsmalarda ya hi¢ ya da ¢ok diislik oran da toksisiteye
rastlanmas1 DH as1 uygulamasinin giivenilir bir yontem oldugunu ortaya koymustur. (Ovali

ve ark. 2007)
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3. GEREC ve YONTEM

Bu tez calismasinda farkli sitokin kokteylleri kullanilarak in vitro kosullarda elde
edilen olgunlasmamig ve matur DH’lerin islevsel, karekteristik ve morfolojik 6zelliklerinin
karsilastirilmast amaglanmistir. Bu arastirmada, insan periferik kanindan elde edilen
mononiikleer hiicreler kullanilarak iki farkli antijen yiikleme zamani ve alt1 farkli sitokin
grubu ile elde edilen DH’lerin karekterizasyonu, morfolojik incelemeleri, canlilik oranlari,
fagositik aktiviteleri, metabolik aktiviteleri ve T hiicre ¢ogalma yeteneklerinin belirlenmesi
icin deneysel ¢alismalar gerceklestirilmistir. DH kiiltiiriinde kullanilan besiyerleri, hiicre
kiiltiir kaplar1, destekleyici yan iiriinler ve pipetlerin tiimii hiicre kiiltiirii caligmalart i¢in
uygunlugu test edilmis steril ve tek kullanimlik olarak se¢ilmistir. Kontaminasyona karsi
Onlem olarak calisma esnasinda steril pudrasiz eldiven, maske ve bone kullanilmig. Capraz
kontaminasyonu engellemek adma karsilastirilmasit yapilacak gruplar kabin igerisine
birbirlerinden ayr1 alinarak islemleri yapilmustir.

3.1. Materyaller ve Cihazlar

Zit faz Mikroskop, (Olympus CKX41, Tokyo, JAPAN)

Laminar akish steril kabin, (Nave, LN090, TURKIYE)

CO, Inkiibatdr, (Thermo Scientific, Rockford, USA)

Santrifiij, (Thermo Scientific, Rockford, USA)

Akim sitometri cihazi, (Becton Dickinson Biosciences, California, USA)

Sitospin, (Thermo Scientific, Rockford, USA)

-20 °C — Derin dondurucu, (Argelik, TURKIYE)

-80 °C — Derin dondurucu, (Thermo Scientific, Rockford, USA)

-196 °C S1v1 azot tanki, (MVE Chart Industries, Minnesota, USA)

+4 °C buzdolabi. (Argelik, TURKIYE)

Pipet aid, (Eppendorf, Hamburg, GERMANY)

Giemsa boyama cihazi, (Sysmex Corporation SP- 1000i, Kobe, JAPAN)
Su banyosu, (Thermo Scientific, Rockford, USA)

Vorteks (Grant- Bio, UK)

Hassas terazi (Cas Elektronik, TURKIYE)

Eliza okuyucu (ChroMate, USA)

Isik mikroskobu (Olympus CKX31, Tokyo, JAPAN)

Orbital karistirict (Bio-San 05-20, Riga, LATVIA)
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25 cm? hiicre kiiltiir flaski, (Becton Dickinson Falcon, California, USA )

196 Kuyucuklu plaka, (Grienier bio-one, Caroline, USA)

Konik kapakli santrifijj tiipti - 15 ml, (Becton Dickinson Falcon, California, USA )
Konik kapakli santrifijj tiipti - 50 ml. (Becton Dickinson Falcon, California, USA)
Tek kullanimlik steril serolojik pipet 2 ml, (Nunc, Newyork, USA)

Tek kullanimlik steril serolojik pipet 10 ml, (Nunc, Newyork, USA)

Tek kullanimlik steril serolojik pipet 25 ml, (Nunc, Newyork, USA)

Giemsa boyasi, (Sigma Aldrich, USA)
FITC-Dextran, (Sigma Aldrich, USA)
Dendritik hiicre kiiltiir besiyeri, (Cell Genix, Freiburg, GERMANY)

Phosphate Buffer Saline, (PAA, New Jersey, USA)

Human Serum Albumin, (Centurion Pharma, USA)

Penisilin/Streptomisin, (PAA, New Jersey, USA)

Fikol, (Stem Cell Technologies, CANADA)

Interlokin 15, (Cell Genix, Freiburg, GERMANY)

Interlokin 4, (Invitrogen, Grand Island, USA)

Granulosit, makrofaj koloni stimulan faktor, (Invitrogen, Grand Island, USA)
Interlokin 6, (Invitrogen, Grand Island, USA)

Interlokin 18, (Invitrogen, Grand Island, USA)

Interferon alfa, (Invitrogen, Grand Island, USA)

Interferon gamma, (Invitrogen, Grand Island, USA)

Prostaglandin E2. (Invitrogen, Grand Island, USA)

CD 83 monoklonal antikor (Becton Dickinson Biosciences, California, USA)
CD45 monoklonal antikor (Becton Dickinson Biosciences, California, USA)
CD 209 monoklonal antikor (Becton Dickinson Biosciences, California, USA)
CD 11c¢ monoklonal antikor (Becton Dickinson Biosciences, California, USA)
CD 1a monoklonal antikor (Becton Dickinson Biosciences, California, USA)
CD 86 monoklonal antikor (Becton Dickinson Biosciences, California, USA)
Dimetil siilfoksit, (Wak Chemie, GERMANY)

MTT solusyonu, (Amresco,OH, USA)

Serum fizyolojik, (Eczacibasi Baxter, TURKIYE)

Kriyovial tiip, (Nalgene, Newyork, USA)

0,45 ve 0,22 um gozenek capl filtre (TPP, Trasadingen, SWITZERLAND)
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Hucre sayim kamarasi (Iso-Lab, TURKIYE)

Lamel 22x22mm (Honka, TURKIYE)

Tiripan mavisi (Sigma Aldrich, USA)

Bos steril beher (Iso-Lab, TURKIYE)

Laboratuar kalemi (Edding, Ahrensburg, GERMANY)

%70 alkol (Necm Kimya, TURKIYE)

Steril pudrasiz cerrahi eldiveni (Baby, TURKIYE)

Bone (Molnlycke Health Care, SWEDEN)

Maske (Molnlycke Health Care, SWEDEN)

3.2. Yontemler

3.2.1. Periferik Kandan Mononiikleer Hiicre izolasyonu

Bu tez calismasi siiresince mononiikleer hiicreler tek bir kisiden alinan tam kandan
elde edilmistir. Dolasan kandan mononiikleer hiicre izolasyonu fikol dansite gradient
yontemi ile yapilmistir. 50 ml’lik konik tabanli 2 adet falkon tiipe 15’er ml fikol
eklenmistir. Her bir tiipe fikol miktarinin iki kat1 olan 30 ml dolasan kok hiicre eklenmistir.
Dolasan kok hiicre konik tiipiin kenarindan yavasca sizdirilarak fikol iizerine yayilmasi, iki
stvinin birbirine karigsmadan tabakalandirilmasi saglanmistir. Tiipler 21 C° de 800 G’de 25
dakika boyunca santrifiij edilmistir. Santrifiij sonunda mononiikleer hiicrelerin fikol ile
yogunluk gradientine gore ayrildigr goriilmiistiir. En altta eritrosit c¢okeltisi, ¢okeltinin
tizerinde fikol tabakasi, en listte plazma tabakasi ve fikol ile en iist tabaka arasinda ise
bulutumsu mononiikleer hiicre tabakasinin oldugu goriilmistir. En istte bulunan
plazmanin bulutumsu tabakaya kadar olan kismi tabakalar birbirine karigsmayacak bir
bicimde, diisliik emis ayarinda pipet ile alinarak atilmistir. Diislik emis ayar1 ile pipet hare
seklinde goriinen bulutumsu tabaka icine daldirilarak mononiikleer hiicreler toplanmis ve
baska bir konik tiip icerisine alinmistir. Hiicrelerin bulundugu tiip PBS Ca Mg~ ile 40
ml’ye tamamlanarak 21 C° de 400 G’de 10 dakika boyunca santrifiij ile hiicrelerin
yikamast yapilmistir. Santrifiij sonrast konik tiipiin dip kisminda hiicrelerin toplandigi
goriilmiistiir. Ustte bulunan siv1 atildiktan sonra tiip igerisine yeniden 40 ml PBS Ca™ Mg~
eklenerek yikama islemi tekrarlanmis ve fikol uzaklastirilmistir. Fikol uzaklastirildiktan
sonra hiicreler DC-Growth medium eklenerek 13 ml’lik hiicre siispansiyonu elde
edilmistir. Elde edilen hiicre siispansiyonundan 1 ml alinarak Tripan mavisi ile hiicre sayis1

ve canlilig1 belirlenmistir.
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3.2.2. Hiicrelerin Sayilmasi ve Canlilik tayini

Hazirlanan hiicre siispansiyonundan 100 pl alinip, iizerine 100 pl 6lii hiicreleri
Tripan mavisi eklenerek ve pipetaj yapilmistir. Pipetajdan sonra homojen karisimdan 10 pl
alindi Thoma laminda 10X40 biiyiitmeyle sayim yapilmistir. Sayim yapilirken Tripan
mavisi ile boyanmamis olan canli ve diizgiin hiicre morfolojisine sahip hiicreler dikkate
alimustir.

Hiicre sayisi not edildikten sonra Tripan mavisi ile boyanmis hiicreler de sayilarak
canlilik oran1 belirlenmistir.

3.2.3. Mononiikleer Hiicrelerden DH Kkiiltiirii

Alt1 farkli sitokin grubunun karsilastirilmast yapilan calismada deney gruplari
tasarlanmis ve buna gore flasklarin {izerine grup isimlendirmeleri, kiiltiir baslangi¢ tarihi
not edilmistir. DH’lerin aktivite ve karekteristik 6zelliklerinin karsilastirildigi gruplar ilk
olarak olgunlagmamigs DH elde edilmesinde kullanilacak sitokin grubuna goére 2 gruba
ayrilmistir. IL-4 ve GM-CSF kullanilan grup A grubu, IL-15 ve GM-CSF kullanilan grup
ise B grubu olarak adlandirilmistir. Bu iki grup maturasyon icin kullanilacak sitokin
gruplarma goére ise 1, 2 ve 3 olmak iizere iic gruba ayrilmistir. Antijen ylikleme
zamanlarina gore ise her bir grup isminin basina 5.giin ve 7. giin ibareleri eklenmistir. Bu
sekilde 5. giin-Al, 5. Giin-A2, 5. giin-A3, 5. giin-B1, 5. giin-B2 ve 5. giin-B3 ve 7. giin-
Al, 7. Giin-A2, 7. giin-A3, 7. giin-B1, 7. giin-B2 ve 7. giin-B3 olmak iizere 12 adet
calisma grubu olusturulmustur. Calisma gruplarinin sematik gosterimi sekil 3.1 de
gosterilmistir.

Al grubu i¢in; IL-4, GM-CSF, IL-18, IL-6, TNFa, PGE2

A2 grubu i¢in; IL-4, GM-CSF, IL-1B, TNFa, IFNa

A3 grubu i¢in; IL-4, GM-CSF, IL-18, TNFa, IFNa, IFNy

B1 grubu i¢in; IL-15, GM-CSF, IL-18, IL-6, TNFa, PGE2

B2 grubu i¢in; IL-15, GM-CSF, IL-18, TNFa, I[FNa

B3 grubu icin; IL-15, GM-CSF, IL-1B8, TNFa, IFNoa ve IFNy sitokinleri

kullanilmistir.
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Sekil 3.1. Olusturulan ¢alisma gruplarinin sematik gosterimi

Mononiikleer hiicreler caligma gruplarma gore ayrilmig ve isimlendirilmis T-25
kiiltiir flasklarinda %2 HSA ve %] oraninda penisilin-streptomisin iceren DH-Biiylime
besiyerinde 37 °C, %5 CO;’li inkubatorde kiiltiire alinmistir. 1nkubasyondan 1 saat sonra
flask igerikleri toplanarak atilmistir. Tiim flasklara yeniden besiyeri eklenmis ve A grubu
flasklarina ml’de 1000 tinite IL-4 ve GM-CSF, B grubu flasklara ise ml’de 1000 {inite IL-
15 ve GM-CSF eklenerek kiiltiire devam edilmistir.

Kiiltlirtin 3. giintinde flask igerikleri toplanarak 15 ml’lik konik tiiplere aktarilmistir
ve 350 G’de 10 dk boyunca santrifiij edilmistir. Tiim gruplardan santrifiij 6ncesi 1 ml 6rnek
alinarak morfolojileri incelenmek {izere sitosantrifiij ve giemsa boyama yapilmistir. Santrifiij
sonras1 st sivist atillan tiiplere besiyeri eklenerek hiicre siispansiyonu elde edilmis ve
yeniden ayni flask icerisine ekilmistir. Hiicre ekimi yapilan flasklara taze besiyeri ve yeniden
A grubu flasklarina ml’de 1000 {inite IL-4 ve GM-CSF, B grubu flasklarina ise ml’de 1000
tinite IL-15 ve GM-CSF eklenmistir.

Besinci giin antijen yiiklemesinin etkilerinin gézlemlenecegi ¢alisma dizayn1 i¢in tiim
gruplara kiiltiirtin 5. glinlinde ml’de 20 pg oraninda Candida Albicans mayasindan elde
edilen lizat, antijen olarak yliklenmistir. Antijen yiiklemesini takip eden 2 saat sonrasinda her
bir gruba belirlenmis maturasyon sitokinleri eklenmistir. A1 ve B1 grubuna ml’de 1000 iinite
IL-18, IL-6, TNFa ve ml’de 10ng oraninda PGE?2 eklenmistir. A2 ve B2 grubuna ml’de
1000 tiinite IL-1B8, TNFo ve ml’de 3000 {iinite oraninda IFNa eklenmistir. A3 ve B3
grubuna ml’de 1000 iinite IL-18, TNFa, ml’de 3000 iinite [FNa ve ml’de 100 iinite
oraninda IFNy eklenmistir. Sitokin eklemeleri yapilan hiicrelerin kiiltiirline devam
edilmistir. Kiiltiiriin 7. giinlinde tim flasklarlarin zit faz mikroskopa bagli kamera ile
fotograflar1 ¢ekilerek kaydedilmistir. Tiim gruplaradan 1 ml 6rnek alinarak morfolojileri
incelenmek iizere sitosantrifiij ve giemsa boyama yapilmstir. Tiim flask igerikleri 15 ml’lik
falkon tiiplere almarak 400 G’de 10 dakika santrifiij edilmistir. Elde edilen hiicreler besiyeri
ile sulandirilarak her biri i¢in 5’er ml hiicre siispansiyonu elde edilmistir. Tiim gruplar igin
hiicre stispansiyonundan MTT analizi, hiicre sayimi, hiicre canlilig1 ve akim sitometrik analiz
i¢in Ornek alinmistir.

Yedinci glin antijen yliklemesinin etkilerinin gézlemlenecegi c¢alisma dizayni igin
tim gruplara kiiltiiriin 5. glinlinde her bir gruba belirlenmis maturasyon sitokinleri
eklenmistir. A1 ve B1 grubuna ml’de 1000 iinite IL-18, IL-6, TNFa ve ml’de 10ng oraninda
PGE2 eklenmistir. A2 ve B2 grubuna ml’de 1000 {inite IL-18, TNFa ve ml’de 3000 iinite
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oraninda IFNa eklenmistir. A3 ve B3 grubuna ml’de 1000 tinite IL-18, TNFa, ml’de 3000
tinite [FNo ve ml’de 100 iinite oraninda IFNy eklenmistir. Sitokin eklemeleri yapilan
hiicrelerin kiiltiiriine devam edilmistir. Kiiltiiriin 7. giliniinde tiim gruplara ml’de 20 pg
oraninda Candida Albicans mayasindan elde edilen lizat, antijen olarak yiiklenmistir. Antijen
yiiklemesini takip eden 2 saat sonrasinda zit faz mikroskopa bagl kamera ile fotograflar
cekilerek kaydedilmistir. Tiim gruplardan 1 ml 6rnek alinarak morfolojileri incelenmek iizere
sitosantrifiij ve giemsa boyama yapilmistir. Tiim flask igerikleri 15 ml’lik falkon tiiplere
almarak 400 G’de 10 dakika santrifiij edilmistir. Elde edilen hiicreler besiyeri ile
sulandirilarak her biri i¢in 5’er ml hiicre siispansiyonu elde edilmistir. Tiim gruplar i¢in
hiicre stispansiyonundan MTT analizi, hiicre sayimi, hiicre canlili§1 ve akim sitometrik analiz
i¢cin 6rnek alinmustir.

3.2.4. Sitospin ve Giemsa Boyama ile DH’lerin Morfolojik Analizi

Sitosantrifiij yontemi ile kiigiik bir alana yogunlastirilmis tek tabaka halinde hiicre
yaymast olusturulmustur. Boylelikle, mikroskop incelemesinde kiiciik bir tarama alaninda
cok sayida hiicre incelenmesi miimkiin olmustur. Sitosantrifiij cihaz1 i¢in 6zel olarak
tasarlanmis tek kullanimlik 6rnek kaplarina lamlar yerlestirilmistir. Ornek kaplari
haznesine konulan numuneyi akitmayi engelleyen filtre kagidi ve lami sabitleyen kilit
sistemine sahiptir. DH numuneleri laminar akigh steril kabin altinda 6rnek haznelerine
eklendikten sonra ornek kaplar1 yalitilmis rotora yerlestirlmis ve 500 G’de 5 dakika
boyunca santrifiij edilmistir. Santrifiij sonras1 lamin isaretli bolgesinde hiicrelerin biriktigi
goriilmiis ve laminar akigh steril kabin altinda 1 dakika kurumasi saglanmistir.

Yaymalar1 tamamlanan hiicreler Sysmex SP-1000i cihazi ile giemsa boyamalari
yapilmistir. Boyamalar1 tamamlanan hiicrelerin morfolojik incelemeleri 151k mikroskobu
altinda 10X100 biiyiitmeyle yapilmistir.

3.2.5. MTT Bazh Lenfosit Cogalma Testi

MTT bazli lenfosit cogalma testi uygulanarak, farkli antijen ylikleme zamanlar1 ve
farkli sitokin gruplar ile elde edilen DH’lerin lenfosit cogalmasiu iizerine etkileri
incelenmistir.

Dolagan kandan fikol dansite gradient yontemi ile lenfosit izolasyonu yapilmistir. 96
kuyucuklu plagin 5-D kuyucugundan baslanarak once kontrol gruplart sonrasinda ise
lenfositler ve DH’ler 9:1, 8:2 ve 6:4 oraninda kuyucuklara eklenmistir. Yapilan hiicre

dagilimi art arda ii¢ kuyucukta tekrarlanmistir, (Sekil 3.2.)
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DH

Sekil 3.2. MTT bazli lenfosit ¢ogalma testi kurulumunun sematik séterimi

Hiicrelerin eklendigi kuyucuklarin disinda bos kalan kuyucuklara buharlagsmay1 en
az seviyeye indirgemek i¢in steril saf su eklenmistir. Plaklar 37 °C, %5 CO;’li inkubatorde
48 saat boyunca inkiibe edilmistir. inkubasyon sonrasinda hiicrelerin ve saf antijenin
bulundugu tiim kuyucuklara 10ul MTT solusyonu eklenmis ve 3 saat boyunca inkiibe
edilmistir. MTT solusyonu ile inkiibasyon tamamlanadiktan sonra her bir kuyucuga 200ul
DMSO (Dimetil Siilfoksit) eklenmistir. Plaklar orta siddetli olarak ayarlanmis orbital
karistiricida 20 dakika boyunca bekletilerek ¢alkalanmis ve ardindan plak okuyucu ile dalga
boylar1 dl¢lilmiistiir.

Dalga boylan 6l¢iilen kuyucuklarin, tekrar olarak kurulmus 3 kuyucuk 6lgiisiiniin
ortalamasi alinarak, her bir grup i¢in ortalama degerler elde edilmistir. Aktivite hesabi
yapilirken kontrol grubu olan saf lenfosit 6l¢iisii temel alinmistir. DH ve lenfositlerin bir

arada bulundugu kuyucuklarin ortalama degerlerinden saf lenfosit degeri ¢ikarilarak artig
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miktar1 hesaplanmigtir. Artis miktar1 bilinen degerlerin yiizde artis orani yine saf lenfosit
dalga boylarindan elde edilen ortalama deger ile oranlama yapilarak tespit edilmistir.

3.2.6. MTT Bazh DH Metabolik Aktivite Tayini

MTT protokolii tiim gruplar i¢in saf DH’ler i¢in tekrarlnamistir. 5. giin antijen
yiiklemesi yapilan ¢alisma gruplar1 ve 7. giin antijen yiiklemesi yapilan ¢aligma gruplari
icin iki ayr1 96 kuyucuklu plak kullanilmistir. Plagin 4-D kuyucugundan baglanarak her bir
gruba ait 1x10° DH kuyucuklara eklenmistir. Yapilan hiicre dagilim art arda ii¢ kuyucukta
tekrarlanmustir, (Sekil 3.3.)

Aktivite hesab1 yapilirken tiim gruplara esit miktarda hiicre eklendigi goz Oniinde
tutulmustur. Dalga boyu olciisii bilinen esit miktardaki saf lenfosit 6lgiisli temel alinmustir.
DH bulunan kuyucuklarin ortalama degerlerinden saf lenfosit degeri ¢ikarilarak artig miktari
hesaplanmistir. Artis miktar1 bilinen degerlerin yiizde artis orani yine saf lenfosit dalga

boylarindan elde edilen ortalama deger ile oranlama yapilarak tespit edilmistir.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A
B
C
D
E
F
G
H
\ 4 \ 4 \ 4
5. giin 5. gilin 5. glin
A2 B1 B3
grubu grubu grubu
1x10° 1x10° 1x10°
DH DH DH
v \ 4 \ 4
5. giin 5. giin 5. giin
Al A3 B2
grubu grubu grubu
1x10° 1x10° 1x10°
DH DH DH

Sekil 3.3. MTT bazli DH metabolik aktivite testi kurulumunun sematik gosterimi.
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| Q| ™ o O Q| W »

7. glin 7. giin 7. giin
A2 B1 grubu B3 grubu
grubu 1x10° 1x10°
1x10° DH DH
v DH v v
7. giin 7. giin 7. giin
Al A3 B2 grubu
grubu grubu 1x10°
1x10’ 1x10° DH
DH DH

Sekil 3.4. MTT bazli DH metabolik aktivite testi kurulumunun sematik gosterimi.

3.2.7. DH’lerin Akim Sitometrik Analiz ile Karekterizasyon Calismalari

DH’lerin immunofenotipik 6zellikleri akim sitometrik analizler ile belirlenmistir.
Al, A2, A3, Bl1, B2 ve B 3 gruplarinin analizleri tekrar ¢alismalar1 da dahil olmak tizere
FACS Calibur akim sitometri cihazi kullanilarak gerceklestirilmistir.

Kiiltiiriin 7. Giiniinde sonlandirma yapildiktan sonra elde edilen hiicre
siispansiyonundan akim sitometrik analiz i¢in 6rnek alinmistir. Daha sonra belirlenen
hiicre yiizey isaretleyicilerine 6zel floresan isaretleyici konjuge monoklonal antikorlar ve
uygun izotip kontrollerinden 10ul eklenerek oda 1sisinda ve karanlikta 45 dakika inkube
edilmistir. Inkubasyonun ardindan yikamas: yapilan hiicreler yikama solusyonu ile
resiispande edilmistir.Hazirlanan hiicre siispansiyonu FACS Calibur akim sitometri

cihazinda okutulmus ve analizi BD Cell Quest TM software programi ile
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gerceklestirilmistir.
4. BULGULAR

4.1. Farkh Antijen Yiikleme Zamam ve Farkh Sitokin Gruplan ile Elde Edilen

DH’lerin Morfolojik Ozellikleri

DH’lerin morfolojik o6zellikleri kiiltiir sonlanincaya kadar zit faz mikroskobu ile
incelenmistir. Antijen yiikleme zamani ve maturasyon sitokinlerine gore tiim gruplar igin
kiiltiirlin birinci glinlinden besinci gilinline kadar hiicrelerin yuvarlak bi¢imli olduklart
gozlenmistir, (Sekil 4.1.) Maturasyon sitokinlerinin eklendigi kiiltiiriin besinci giiniinden
itibaren kiiltiir kabinda bir ¢ok hiicrenin sitoplazmik cikintilar olusturduklar1 ve yedinci
giinde tipik DH morfolojisine sahip olduklar1 gézlenmistir, (Sekil 4..) Zit faz mikroskobu ile
kiiltiir stiresince yapilan incelemeler ile IL-4 kullanilan A grubu ile IL-15 kullanilan B grubu
arasindaki olasi farkliliklarin belirlenmesi amaglanmistir. B grubunda flask tabanina yapisan
hiicre miktarinin A grubuna goére ¢ok daha fazla oldugu temel farklilik olarak gézlenmistir.
Kiiltiirtin sonlandirildig: yedinci giintinde kiiltiir mediumundan alinan drneklerin sitosantrifiij
ile yaymalarinin hazilanmast giemsa boyamasi yapildiktan sonra mikroskopik
incelemelerinde A ve B grubu hiicrelerinin morfolojik yapilar1 arasinda farklar gézlenmistir.
Hiicrelerin sitoplazmik cikintilarinin IL-4 kullanilan A grubunda, IL-15 kullanilan B grubuna
gore daha belirgin ve daha uzun oldugu gozlenmistir. B grubu hiicrelerinin sitoplazmik
cikintilarinin daha kisa ve ince fakat daha fazla oldugu gdzlenmistir. Hiicre i¢i vakuol
biiyiikliikleri ve sayilar1 dikkat ¢ceken diger bir farklilik olmustur. B grubu hiicrelerinin ¢ok
daha biiyiik ve az sayida, A grubu hiicrelerinin ise kiigiik fakat cok sayida vakuol
bulundurduklart gézlenmistir. Maturasyon kokteyllerinin hiicre morfolojisi iizerinde belirgin

bir etkisi gdzlenmemistir.
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Sekil 4.1. A grubu immatiir DH’lerin kiiltiir kabindaki morfolojik gortiniimleri.

Sekil 4.2. B grubu immatiir DH’lerin kiiltiir kabindaki morfolojik gortiniimleri.
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Sekil 4.3. A grubu DH’lerin hiicre kiiltlir kabindaki morfolojik goriiniimleri. A,C,E sitokin
yiiklemesi ve antijen yiiklemesi 5. giin yapilmis olan A1, A2 ve A3 gruplarinin kiiltiir sonu
flask goriintiileri. B,D,F 5. giin sitokin yiiklemsi 7. giin antijen yiiklemesi yapilmis olan

Al, A2 ve A3 gruplarinin kiiltiir sonu flask goriintiileri, (40X biiyiitme, Olympus CKX41)
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Sekil 4.4. B grubu DH’lerin hiicre kiiltiir kabindaki morfolojik goriiniimleri. A,C,E sitokin
yiiklemesi ve antijen yiiklemesi 5. glin yapilmis olan B1, B2 ve B3 gruplarimnin kiiltiir sonu
flask goriintiileri. B,D,F 5. giin sitokin yiliklemsi 7. giin antijen yliklemesi yapilmis olan

B1, B2 ve B3 gruplarinin kiiltiir sonu flask goriintiileri, (40X biiyiitme, Olympus CKX41)
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Sekil 4.5. A grubu immatiir DH’lerin giemsa boyamalari, ( 100 X biiylitme Olympus
CKX31)

Sekil 4.6. B grubu immatiir DH’lerin giemsa boyamalari, (100 X biiylitme Olympus
CKX31)
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Sekil 4.7. A grubu matiir DH’lerin giemsa boyamalar1. A,C,E, sitokin yiiklemesi ve antijen
yiiklemesi 5. glin yapilmig olan Al, A2 ve A3 gruplarinin sitospin yaymalarinin giemsa
boyama goriintiileri. B,D,F, 5. giin sitokin yiiklemsi 7. giin antijen yiiklemesi yapilmis olan
Al, A2 ve A3 gruplariin sitospin yaymalarinin giemsa boyama goriintiileri, (100 X
biiytitme Olympus CKX31)
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Sekil 4.8. B grubu matiir DH’lerin giemsa boyamalari. A,C,E sitokin yiiklemesi ve antijen
yiiklemesi 5. giin yapilmis olan B1, B2 ve B3 gruplariin sitospin yaymalariin giemsa
boyama goriintiileri. B,D,F 5. giin sitokin yiiklemsi 7. giin antijen yiiklemesi yapilmis olan
B1, B2 ve B3 gruplarmin sitospin yaymalarinin giemsa boyama goriintiileri, (100 X
biiyiitme Olympus CKX31)
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4.2. Farkh Antijen Yiikleme Zamam ve Farkh Sitokin Gruplar ile Elde Edilen

DH’lerin Hiicre Sayis1 ve Canliik Oranlar

Kiiltlir sonlandirildiktan sonra tiim gruplarin hiicre sayilar1 ve canlilik oranlar1 Tripan
mavisi ile 1sik mikroskobu altinda belirlenmistir. Veriler ii¢ kez tekrarlanan c¢alismalarin
ardindan elde edilen sonuglarin ortalamasi alinarak ve standart sapma (£SD) goz Oniinde
bulundurularak degerlendirilmistir. Elde edilen sonuglar i¢in p<0,05 degeri istatistiksel
olarak anlamli kabul edilmistir.

Yapilan li¢ ¢aligmada da kiiltiir baslangici i¢in kullanilan hiicre sayilart tiim gruplar
icin esit olarak ayarlanmistir. Canlilik orani ve hiicre sayis1 dikkate alindiginda, IL-15 ve
GM-CSF sitokinlerinin kullanildigi B grubu hiicrelerinin canlilik ve hiicre sayisinin IL-4 ve
GM-CSF sitokinlerinin kullanildigi A grubuna kiyasla daha diisiik oldugu gozlenmistir.
Maturasyon kokteyllerinin hiicre sayis1 ve canlilik orani {izerinde farkli etkilere sahip oldugu
gozlenmistir. A ve B gruplarmin her ikisi i¢in de maturasyon kokteyli olarak IL-18, TNFa,
IFNo, IFNgamma kullanilan iiciincii alt gruplarinda (A3 ve B3), canlilik oraninin diger
gruplara gore daha diisiik oldugu gozlenmistir. Cizelge 4.1. de gruplara ait hiicre sayis1 ve

canlilik oranlar1 goriilmektedir.

Cizelge 4.1. DH’lerin giris ve ¢ikis hiicre sayilart ve canlilik oranlari

G'résa ;'Il;cre Clkéi ::cre Canlilik
5. giin Al ( IL-4, GM-CSF & IL-1R, IL-6 , TNFa, PGE2)x3 2x10° 1x10% % 95%
5. giin A2 ( IL-4, GM-CSF & IL-1R, IFNa, TNFa) x3 2x10° 0,9x10°% %88+
5. giin A3 ( IL-4, GM-CSF & IL-1R, TNFa, IFN, IFNy) x3 | 2 X 10° 0,77x10° %80+
5. giin B1 (IL-15, GM-CSF & IL-18, IL-6 , TNFa, PGE2)x3 | 2X10° | 095x10% | %844
5. giin B2 (IL-15, GM-CSF & IL-1R, IFNa, TNFa) x3 2x10° 0,88x 10°t %79+
5. giin B3 (IL-15, GM-CSF & IL-1R, TNFa, IFNa, IFNy)x3 | 2X10° | 0,5x10% %77+
7. giin A1 ( IL-4, GM-CSF & IL-18, IL-6 , TNFa, PGE2) x3 | 2X10° | 0,99x10% |  %90%
7. giin A2 (IL-4, GM-CSF & IL-1R, IFNa, TNFa) x3 2x10° 0,94 x 10° % 90+
7. giin A3 (IL-4, GM-CSF & IL-1R, TNFa, IFNa, IFNy) x3 | 2% 10° 0,72 x 10° %79+
7. giin B1 (IL-15, GM-CSF & IL-1R, IL-6 , TNFa, PGE2)x3 |  2X 10° 0,87 x 10°t %85+
7. giin B2 (IL-15, GM-CSF & IL-1R, IFNa, TNFa) x3 2x10° 0,84 x10°t %80+
7. giin B3 (IL-15, GM-CSF & IL-1R, TNFa, IFNa, IFNy)x3 | 2 X 10° 0,64 x 10°t %78+
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4.3. Farkh Antijen Yiikleme Zamam ve Farkh Sitokin Gruplarn ile Elde Edilen

DH’lerin Immunofenotipik Ozellikleri

Yedinci giinde kiiltiir sonlandirilmasindan sonra, her bir gruptan alian 6rnekler ile
hiicrelerin akim siometrik incelemeleri gerceklestirilmistir. A ve B grubu alt gruplarinin
tlimiinde olgunlastirilmis DH’lerde CD45, CD83, CD209, CD86, CD11c, CDla ve HLA-DR
belirteclerinin ifadesine bakilmustir.

Maturasyon i¢in kullanilan alt1 farkli sitokin grubu arasinda antijen yiiklemesi besinci
giin ve yedinci glin yapilan her iki grupta da 6nemli bir fark olmadig1 saptanmistir. Antijen
yiikleme zamanina gore degerlendirildiginde ise IL-15 ve IL-4 sitokinlerinin ko-stimulatuar
faktorleri farkli oranlarda ifade ettikleri goriilmiistiir. Yedinci giin antijen yiiklemsi yapilan
calisma gruplarindan IL-4 kullanilan A grubu DH’lerinin ko-stimulatuar faktorleri daha
yiiksek oranda ifade ettikleri saptanmistir. Besinci giin antijen yliklemesi yapilan ¢alisma
gruplarindan ise IL-15 kullanilan B grubu DH’lerinin daha yiliksek oranda ko-stimulatuar
faktorleri ifade ettikleri saptanmistir.

Veriler ii¢ kez tekrarlanan ¢aligmalarin ardindan elde edilen sonuglarin ortalamasi
alinarak ve standart sapma (£SD) g6z oniinde bulundurularak degerlendirilmistir. Elde edilen
sonuglar i¢in p<0,05 degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.

Cizelge 4.2. de besinci giin antijen yiliklemesi yapilmis tiim gruplara ait akim
sitometrik analiz sonuglari, ¢izelge 4.3. de ise yedinci giin antijen yiiklemesi yapilmis tiim
gruplara ait sonuglar1 goriilmektedir. Sekil 4,9. ve 4,10 da her bir grup i¢in akim sitometrik

analiz ile bakilan yiizey belirteclerinin pozitiflik yiizde oranlarinin grafikleri goriilmektedir.

46



Cizelge 4.2. 5. giin antijen yiiklemesi yapilan DH’lerin akim sitometri cihazinda tespit edilen
verileri.

> 'ygu“krl‘ear::i?” CD45 CD83 | CD209 | HLA-DR | CD11c | CD1a CD86
A 98.1% | 526% | 706% | 73.4% | 72.6% | 707% | 76.8%
A2 98.1% | 538% | 61.0% | 73.0% | 72.8% | 704% | 72.8%
A3 97.8% | 562% | 64.8% | 723% | 699% | 842% | 66.7%
B1 89.9% | 73.7% | 79.8% | 77.6% | 798% | 81.9% | 73.1%
B2 91.3% | 631% | 71.0% | 78.7% | 649% | 606% | 645%
B3 92.7% | 676% | 801% | 80.1% | 77.2% | 857% | 72.2%
120,0% -
100,0% -
W CD45
80,0% | CDS83
m CD209
60,0% m HLA-DR
40.0% mCD1llc
mCD1a
20,0% = CD86
0,0%
5.gun-Al1 5.glin-A2 5.gin-A3 5.gin-Bl1 5.gin-B2 5.gin-B3

Sekil.4.9. 5. giin antijen yiiklemesi yapilan DH’lerin akim sitometri cihazinda tespit edilen
verilerinin grafik ile gosterimi.
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Cizelge 4.3. 7. giin antijen yiiklemesi yapilan DH’lerin akim sitometri cihazinda tespit edilen
verileri.

7. gun antijen
yuklemesi CD45 CD83 CD209 HLA-DR CD11c CD1a CD86
99,6% 81,4% 99,8% 99,6% 99,8% 100,0% 98,9%
A1
99,7% 88,8% 100,0% 100,0% 99,6% 100,0% 99,3%
A2
99,3% 87,0% 99,7% 99,8% 99,5% 100,0% 98,6%
A3
90,0% 87,5% 90,1% 67,8% 60,3% 99,6% 63,2%
B1
90,1% 87,4% 89,2% 65,7% 77,6% 99,4% 61,1%
B2
87,3% 87,3% 91,3% 70,6% 72,9% 99,8% 74,9%
B3
120,0% -
100,0%
m CD45
80,0% mCD83
m CD209
60,0%
m HLA-DR
40.0% mCD1lc
mCDla
20,0% = CD86
0,0%
7.g8un-Al1 7.guin-A2 7.gin-A3 7.gin-B1 7.gin-B2 7.gun-B3

Sekil.4.10. 7. giin antijen yiiklemesi yapilan DH’lerin akim sitometri cihazinda tespit edilen
verilerinin grafik ile gésterimi.
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4.4. Farkh Antijen Yiikleme Zamam ve Farkh Sitokin Gruplan ile Elde Edilen

DH’lerin Lenfosit Cogalma Aktiviteleri (MTT Bazh)

DH Kkiiltiirleri sonlandirildiktan sonra her bir gruptan elde edilen DH’lerin lenfosit
cogalma aktivitelerini 6lgmek i¢in MTT bazli lenfosit ¢ogalma testi uygulanmistir.
Calisma verileri, caligmalar {i¢ kez tekrarlandiktan sonra elde edilen absorbans degerlerinin
ortalamasi alinarak ve standart sapma (£SD) g6z Oniinde bulundurularak degerlendirilmistir.
Besinci giin antijen yiiklemesi yapilan ¢alismanin her bir grup igin elde edilen sonuglarin
birbirleri arasinda istatistiksel farkliligin belirlenmesi i¢in tek yonlii varyans analizi (One-
Way Anova) kullanilmistir. Gruplar arasinda (p<0,05) anlamli farklilik tespit edilmistir.
Benzer sekilde yedinci giin antijen yiliklemesi yapilan gruplar arasindaki fark aym
istatistiksel yolla saptanmustir.

Cizelge 4.4 ve cizelge 4.5. de besinci giin ve yedinci giin antijen yiiklemesi yapilan
calisma gruplarina ait sonuglarin timi goriilmektedir. IL-4 kullanilan A grubu ile IL-15
kullanilan B grubu hiicrelerinin farkli antijen yiikleme zamanlarinda, farkli lenfosit cogalma
kapasitelerine sahip olduklar1 saptanmustir.

Sekil 4.11 , 4.12 ve 4.13, de goriildiigii gibi besinci giin antijen yiiklemesi yapilan
gruplarda IL-15 kullanilan B grubu DH’lerinin A grubuna gore daha yiiksek oranda T hiicre
cogalma kapasitesine sahip olduklart gbzlenmektedir. Yedinci giin antijen yiiklemesi yapilan
gruplarda ise IL-4 kullanilan A grubu hiicrelerinin, IL-15 kullanilan B grubu hiicrelerine
gore daha yiiksek T hiicre ¢ogalma kapasitesine sahip oldugu goriilmektedir, (Sekil 4.14 ,
4.15 ve 4.16)
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Cizelge 4.4. 5. giin antijen yiiklemesi yapilan DH’lerin MTT analizi ile tespit edilen T hiicre
cogalma verileri.

9:1 ORANI 8:2 ORANI 6:4 ORANI
5.gun-Al 72% 226% 339%
5.gun - A2 141% 283% 535%
5.gln - A3 56% 146% 311%
5.gln-B1 144% 317% 674%
5.gln - B2 136% 263% 352%
5.gln-B3 144% 399% 698%

Verileri, calismalar {i¢ kez tekrarlandiktan sonra elde edilen degerlerinin ortalamasi alinarak
ve standart sapma (£SD) g6z 6niinde bulundurularak belirtilmistir. Degerlendirme tek yonlii
varyans analizi (One-Way Anova) kullanilarak yapilmistir. Calisma gruplar arasindaki
farklar i¢in p<0.05 istatistiksel olarak anlamli olarak kabul edilmistir.

Cizelge 4.5. 7. giin antijen yiiklemesi yapilan DH’lerin MTT analizi ile tespit edilen T hiicre
cogalma verileri.

9:1 ORANI 8:2 ORANI 6:4 ORANI
7.8un-A1 139% 377% 655%
7.gun - A2 205% 531% 854%
7.gun-A3 204% 532% 858%
7.gin-B1 107% 279% 563%
7.gln - B2 41% 119% 286%
7.gln - B3 63% 179% 319%

Verileri, calismalar {i¢ kez tekrarlandiktan sonra elde edilen degerlerinin ortalamasi alinarak
ve standart sapma (£SD) g6z Oniinde bulundurularak belirtilmistir. Degerlendirme tek yonli
varyans analizi (One-Way Anova) kullanilarak yapilmistir. Caligma gruplari arasindaki
farklar i¢in p<0.05 istatistiksel olarak anlaml olarak kabul edilmistir.
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800% -
700% - 674%
600%
500%
400%
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200%
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9:1 ORANI 8:2 ORANI 6:4 ORANI

m5.gin-Al m5.gin-B1

Sekil.4.11. 5. giin antijen yiliklemesi yapilan Al ve B1 grubu DH’lerin MTT analizi ile tespit
edilen T hiicre ¢gogalma verilerinin grafik ile gosterimi.

600% -

535%

500% -

400% -

300% -

200% -
141% 136%

100% -

0% -

9:1 ORANI 8:2 ORANI 6:4 ORANI

H5.gin-A2 W 5.gln-B2

Sekil.4.12. 5. giin antijen yiliklemesi yapilan A2 ve B2 grubu DH’lerin MTT analizi ile tespit
edilen T hiicre cogalma verilerinin grafik ile gosterimi.
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B 5. glin-A3 W 5. gln-B3

Sekil.4.13. 5. giin antijen yliklemesi yapilan A3 ve B3 grubu DH’lerin MTT analizi ile tespit
edilen T hiicre ¢gogalma verilerinin grafik ile gosterimi.
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Hm7.gln-Al H7.glin-B1

Sekil.4.14. 7. giin antijen yiliklemesi yapilan Al ve Bl grubu DH’lerin MTT analizi ile tespit
edilen T hiicre cogalma verilerinin grafik ile gosterimi.
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Sekil.4.15. 7. giin antijen yliklemesi yapilan A2 ve B2 grubu DH’lerin MTT analizi ile tespit
edilen T hiicre ¢gogalma verilerinin grafik ile gosterimi.
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Sekil.4.16. 7. giin antijen yiliklemesi yapilan A3 ve B3 grubu DH’lerin MTT analizi ile tespit
edilen T hiicre ¢ogalma verilerinin grafik ile gosterimi.

53



4.5. Farkh Antijen Yiikleme Zamam ve Farkh Sitokin Gruplan ile Elde Edilen

DH’lerin Metabolik Aktiviteleri (MTT Bazh)

DH Kkiiltiirleri sonlandirildiktan sonra her bir gruptan elde edilen DH’lere MTT
bazli aktivite testi uygulanmistir. Calisma verileri, ¢alismalar {li¢ kez tekrarlandiktan sonra
elde edilen absorbans degerlerinin ortalamasi almarak ve ve standart sapma (xSD) g6z
ontinde bulundurularak degerlendirilmistir. Besinci giin antijen yiiklemesi yapilan ¢caligmanin
her bir grup i¢in elde edilen sonuglarin birbirleri arasinda istatistiksel farkliligin belirlenmesi
icin t-testi kullanilmistir. Gruplar arasinda (p<0,05) anlamli farklilik tespit edilmistir. Benzer
sekilde yedinci giin antijen yiiklemesi yapilan gruplar arasindaki fark ayni istatistiksel yolla
saptanmuigtir.

Cizelge 4.6 da besinci giin ve yedinci giin antijen yiiklemesi yapilmis gruplara ait
metabolik aktivite oranlar ylizde deger olarak ifade edilmistir. Besinci giin ve yedinci gilin
antijen yiikleme calisma gruplar kendi i¢inde degerlendirildiginde besinci gilin yiikkleme
yapilmasi halinde IL-15 kullanilan B grubu, yedinci giin yiikleme yapildiginda ise 1L-4
kullanilan A grubu hiicrelerinin daha yiiksek metabolik aktiviteye sahip olduklar
goriilmektedir, (Sekil 4.17 ve sekil 4.18)

Cizelge 4.6. DH’lerin MTT analizi ile tespit edilen metabolik aktivite verileri.

5. GUN ANTIJEN YUKLEME 7. GUN ANTIJEN YUKLEME
Al 654% 1026%
A2 800% 878%
A3 499% 1166%
Bl 997% 785%
B2 831% 675%
B3 816% 606%
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5. GUN ANTIJEN YUKLEME

997%
1000% -
800% 831% 816%
800% 1 654%
600% - 499%
400% -
200% -
0% - T T T T T
Al A2 A3 B1 B2

Sekil.4.17. 5. giin antijen yiiklemesi yapilan DH’lerin MTT analizi ile tespit edilen metabolik
aktivite verilerinin grafik ile gosterimi.

1200% -

7. GUN ANTIJEN YUKLEME

1400% -

) 1166%
1200% 1 1026%
1000% - 878%

785%
800% - 9
675% 606%

600% -
400% -
200% -

0% T T T T T

Al A2 A3 Bl B2 B3

Sekil.4.18. 5. giin antijen yiiklemesi yapilan DH’lerin MTT analizi ile tespit edilen metabolik
aktivite verilerinin grafik ile gosterimi.
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5. TARTISMA

Kanser immunoterapisi neoplastik hiicreleri tanimlamak ve yok etmek ya da timor
biiylimesini kontrol altinda tutmak icin, timor hiicre antijenlerine karsi bagisiklik yanitini
olusturmay1 amaglar. Bu amagla gelistirilen bazi tedavi yaklasimlar1 6zellikle minimal
rezidliel hastalarinda yasam kalitesini ve siiresini arttirabilmektedir. Bu yaklagimlar
arasinda, aragtirmacilarin giderek artan ilgisi DH kullanarak lenfositlerin tiimor
antijenlerine karsi etkili bir bi¢imde uyarilmasi esasina dayali immunoterapi iizerine
odaklanmistir (Lombardi and Yanira,2009). DH’ler bagisiklik diizenleme ve ¢ok az sayida
olsalar dahi aktif haldeyken antijenlere kars1 yiiksek oranda bagisiklik yaniti olusturabilme
kapasiteleri sayesinde, bugiine kadar kanser ve kronik intani hastaliklarin tedavisi gibi
cesitli klinik uygulamalarda kullanilmistir (Steinman and Banchereau, 2007). Yapilan
calismalardan etkileyici miktarda veri elde edilmis olsa da sonug¢larin umut edilen ile ayni
boyutta olmadig1 diisiiniilmiistiir (Bodey, 2000 and Schuler, 2007). Elde edilen klinik
basarilara ragmen DH tabanli anti-timor immunoterapisi bazi kisitlamalar nedeniyle tam
olarak rutin bir klinik uygulama haline doniisememistir. (Palucka and Banchereau, 2012)

Klinik diizeyde bagisiklik uyarict DH iiretimi i¢in, en uygun laboratuar sartlarinin
olusturulmas1 ve 0Ozellikle DH’lerin immunostimulatdr aktivitelerinin optimizasyonuna
yonelik gelistirme calismalar1 devam etmektedir (Palucka and Banchereau, 2012 and
Brussel et al, 2012). Calismamiz ile giiniimiize kadar {lizerinde ¢alisilmis yontemler
arasinda en etkili oldugunu diisiindiigiimiiz bilesenleri bir araya getirerek birbirleri lizerine
olan etkilerini ve farkliliklarini incelemek suretiyle yeni bir model olusturmay1 ve bu yolla
DH temelli immunoterapinin optimizasyonuna yoOnelik arayisa katkida bulunmay1
amagladik.

DH temelli as1 gelistirilmesindeki kritik nokta, DH’lerin bagisiklik yaniti
uyarabilmelerinin biiyiik 6l¢iide aktivasyon sekline bagli oldugudur (Brussel,2012). Baska
bir degisle DH’lerin uyarilmasi i¢in se¢ilecek yontem, as1 dizayni i¢in oldukca 6nemli bir
bilesen olarak kendini gostermektedir (Dhodapkar et al. 2001). DH’lerin farklilsamasi
inflamatuar uyar1 ya da bakteriyel iiriinler, lipopolisakkaritler ve yerel olarak iiretilen GM-
CSF, TNFa, IL183 gibi sitokinleri kapsayan mikrogevresel faktorler ile gergeklesir. Bilinen
bu temelden hareketle laboratuar kosullarinda monosit ya da CD34+ onciil hiicrelerinden
DH elde edilmesinde farklilasma i¢in GM-CSF ve ardindan olgunlasma igin
proenflamatuar faktorler ve lipopolisakkarit gibi ikincil bir uyariya gereksinim vardir

(Saikh et al. 2001).
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Laboratuvar sartlarinda mononukleer hiicrelerden DH farklilagtirilmasi i¢cin GM-
CSF ve IL-4 yaygin olarak kullanilmaktadir (Saikh et al. 2001). Periferik kan
monositlerinden yiiksek antijen sunma ve T hiicre stimule edebilen olgun DH elde
edilmesinde, GM-CSF ve IL-4 varliginda farklilasma ve takiben TNFa, IL-18, IL-6 ve
prostaglandin E2 pro-enflamatuar sitokin kokteyli ile uyarma altin standart olarak kabul
edilmektedir (Anguille et al. 2009). Fakat yapilan ¢aligmalar ile monontikleer hiicrelerden
DH farklilastirilmasinda kullanilan IL-4 yerine IL-15 kullanilabilecegi, [IFNgamma sinyal
yolunun ve antijen ylikleme zamanlamasinin DH olgunlasmasinda 6nemli oldugu
gosterilmistir (Biirdek et al. 2010), (Pan et al, 2004)

IL-15 T hiicre ¢ogalmasini uyarabilme yetenegine sahip olmasi ile tanimlanan
birden fazla fenotipik 6zelligi etkileyen (pleyitropik) bir sitokindir. Yapilan ¢aligmalar IL-
15 in dogal oldiiriicii hiicre, B hiicre ve IFN {ireten oOldiiriici DH, c¢ogalmasinm
indiikledigini ortaya koymustur. IL-15, CD8+ bellek T hiicreleri, ve dogal oSldiiriicti
hiicrelerinin farklilasma ve devamliligi igin gereklidir. Ayrica B hiicrelerinden
immunoglobulin sentezini tetiklemekte, DH gelisimini yonetmekte ve makrofajlardan pro-
enflamatuar sitokinlerin iiretilmesini uyarmaktadir (Steel et al. 2010). IL-15 hem lenf nodu
hem de kemik iliginden koken alan bagisiklik sistemi hiicrelerinin iizerinde etkili
olmasindan dolay1, kazanilmis ve dogal bagisikligin diizenlenmesinde 6nemli bir role
sahiptir (Bykovskaia et al. 1999). IL-15’in dogal oldiiriicii hiicreler ve dogal oldiiriicii T
hiicreler iizerinde biiyiik bir etkiye sahip oldugu gosterilmistir (Moretta et al. 2002).
Yapilan ¢alismalarda IL-15’in, CD8+/CD44 yiiksek oranda pozitif bellek fenotip T
hiicrelerinin, dogal 6ldiiriicii hiicrelerin ve bellek T hiicrelerinin devamliligi i¢in oldukg¢a
onemli oldugunu gostermistir (Liu et al. 2000, Sprent et al. 2003). IL-15 sitokini ile ilgili
olarak ilgi ¢ekici bagka bir 6zellik ise DH kdkenli olan bu sitokinin, T hiicre bagimli 6zgiin
bagisiklik yanitinin, DH-T hiicre etkilesiminde, pozitif bir geri sinyal olarak DH
aktivasyonunda islev gordiigiidiir (Ruckert et al. 2003). Ayn1 sekilde bu otokrin dongiiniin
DH’ler iizerindeki ko-stimulatuar molekiillerin arttirarak, IL-15 ile B hiicreleri arasindaki
pozitif bir geri besleme mekanizmast olusturdugu diisiincesi ortaya koyulmustur
(Tourkova, 2002). Tiim bunlar IL-15’in direk olarak hiicresel bagisiklik iizerinde etkili
oldugunu gostermektedir. (Dubois et al. 2005)

GM-CSF ve IL-15 varliginda olusturulan DH’lerin, GM-CSF ve IL-4 varliginda el
de edilen hiicrelere gore antijen 6zgiin CD8+ T hiicre uyarilmasinda ¢ok daha etkili olan,

Langerhans hiicre fenotipi ve karakteristiginde oldugu rapor edilmistir. (Dubsky et al. 2007
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and Anguille, 2009). Mohamadzadeh ve arkadaslarinin DH farklilagtirmasinda IL-4 ve IL-
15’1 karsilagtirdiklar1 ¢alismalarinda, IL-15 DH’lerinin IL-4 DH’lerinden farkli olarak
Langerhans hiicrelerine 0zgiin karakteristik Ozellikler olan E-kaderin, CC kemokin
reseptorii 6 be Langerhans baglantili tanecik (Langerhans associated granules) ifade
ettikleri gosterilmistir (Mohamadzadeh et al. 2001). Langerhans hiicrelerinin en énemli
ozelligi, hiicresel ve humoral bagisiklik yanitinin en yiiksek seviyede tutabilmesidir. Bu
durum Langerhans hiicrelerini ve buna bagli olarak IL-15 temelli DH olusumunu, gii¢li
bagisik yaniti elde etmek amaciyla as1 dizayni i¢in olduk¢a Onemli bir segcenek haline
getirmektedir (Banchereau et al. 2009, Palucka et al. 2009).

Arimoto-Miyamoto ve arkadaslarinin yaptigi ¢alisma sonucunda IL-15 ile yapilan
DH kiiltiirtinde, olgunlasmadan 6nce giiclii bir sekilde plastige yapigma ile hiicre kaybi ve
maturasyon sonrasi az sayida uzantiya sahip DH olusumu gosterilmistir (Arimoto-
Miyamoto et al. 2010). Calismamiz sonucunda, IL-15’in hiicre morfolojisi iizerine
etkilerinin belirtildigi bu ¢alisma ile uyumlu sonuglar elde edilmistir. Calismamiz boyunca
zit faz mikroskop ile yapilan incelemelerde ve kaydedilen goriintiilerde IL-15 kullanilan
tim gruplarda kiiltiir kabina yapisan hiicre miktarinin IL-4 kullanilan gruplara gére ¢ok
daha fazla oldugu, buna bagh olarak IL-15 kullanilan kiiltiir kaplarindan daha az sayida
hiicre elde edildigi tespit edilmistir. Ayrica, giemsa boyama yapilan preparatlar 11k
mikroskobu ile incelendiginde, IL-15 kullanilan gruplara ait hiicrelerin daha kisa uzantilara
sahip oldugu buna karsilik IL-4 kullanilan gruplarda ¢ok daha uzun ve belirgin sitoplazmik
¢ikintilarin oldugu gézlenmistir.

Pulendran ve arkadaslarinin 4 ayr1 grup olusturarak yaptiklar1 ¢alisma sonucunda
IL-15 varliginda elde edilecek DH’lerin kanser immunoterapisinde etkili bir role sahip
oldugu rapor edilmistir. Bu ¢alismada sadece GM-CSF, GMCSF+TGF-, GM-CSF+IL-4
ve GM-CSF+IL-15 varliginda DH elde edilmesine gore 4 ayr1 grup incelenmistir.
Calismanin sonucunda IL-15 varliginda elde edilmis DH’lerin in-vitroda allojeneik CD8+
hiicre uyarma kapasitelerinin I1-4 kullanilan gruba gore sasirtict derecede yiiksek oldugu
gosterilmistir. Bu sonug in-vivo olarak da dogrulanmis, IL-15 ile elde edilen DH’lerin
yiiksek seviyede tip 1 yardimci T hiicre sitokin profili ile, antijene 6zgiin CD8+ T hiicre
cevabinin diger gruplara goére ¢ok daha yiiksek oldugu gosterilmistir. Ayrica IL-15
DH’lerinin ko-stimulatuar faktorler CD40, CD80 ve CD86’y1 yiiksek oranda ifade ettigi
belirlenmistir (Pulendran et al. 2004). Calismamizda elde edilen tiim DH’lerin ko-

stimulatuar faktorleri kabul edilen olgiitlerde ifade ettigi goriilmiistiir. Bunun yaninda
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5.giin ve 7.glin antijen yiiklemesi yapilan gruplar karsilastirildiginda IL-15 varliginda elde
edilen DH’lerin 5.giin antijen yiiklemesi ile daha yiiksek oranda ko-stimulatuar faktor ifade
edebildigi goriilmiistiir.

Dubsky ve arkadaslarinin 2007 yilinda yaptiklar1 ¢alismada IL-15 ve IL-4 ile elde
edilmis DH gruplarinin her ikisi de melanoma peptidi ile yiiklendiginde IL-15’in ¢ok daha
diisiik oranda peptit miktarina ihtiya¢ duydugu gosterilmistir. Iki grup karsilastirildiginda
IL-15-DH grubunun tiimor 6zgiin CD8+ T hiicre ¢ogalmasini ayn1 zamanda IFN salinimi,
Garanzyme B ve Perforin ifadesi ve melonama hiicre serilerini oldiirme kapasitesini
arttirmasi ile islevsel olarak IL-4 DH’lerine kiyasla oldukga {iistiin oldugu gosterilmistir
(Dubsky et al. 2007). Calismamizdaki gruplar T hiicre c¢ogaltim kapasitelerine gore
karsilastirildiginda, IL-15 ‘li DH grubundaki hiicrelerin standart olarak kabul edilen
kiiltiirlin 5. giinde antijen yiliklemesi yapilmasi halinde IL-4’1ii gruba goére ¢ok daha etkin
oldugu gorilmiistiir. Elde edilen hiicre verimliligi bakimindan IL-15 in IL-4’lii gruba gore
daha diisiik olmasinda ragmen T hiicre ¢ogalmasini daha yiiksek oranda uyarmasi ilgi
¢eken bir sonug olmustur. Elde edilen DH hiicrelerin metabolik aktivitelerine baktigimizda
ise benzer sekilde 5. giin antijen yiiklemesi yapilmis ve IL-15 varliginda olusturulmus
DH’lerin daha yiiksek metabolik aktiviteye sahip olduklar1 goriilmistiir. IL-15"in
etkilerinin incelenmesi {izerine yapilan c¢alismalarda antijen yiiklemesinin genellikle
standart olarak kabul edilen 5. giin yapildigi, 7. giin antijen yiiklemesi esasina dayali bir
yontem uygulanmadigr goriilmiistiir. Calismamizin sonucunda IL-15’in etkilerine iliskin
elde edilen wverilerin, bu anlamda yapilan diger caligmalar ile uyumlu oldugu
goriilmektedir. Fakat IL-15’in 7.glin antijen yiiklemesi yapildiginda IL-4’e gbre ayni
ustiinliigii saglayamadig tespit edilmistir.

IFNy tip 1 yardimer T hiicrelerin ¢ogalmasini uyararak allogreft reddinde rol alan
proinflamatuar bir sitokindir ve bu Ozellikleri sayesinde monosit kdkenli DH’lerin
uyarilmasinda da kullanilmaktadir (Rojas and Krishnan, 2010, Frasca et al. 2008). IFNy
eksikligi bulunan farelerin, allograft nakil yapildiginda sasirtict olarak kisa siirede
reddettigi goriilmiis ve IFNy’ nin alloimmun yanitin diizenlenmesinde farkli bir yere sahip
oldugu diisiiniilmiistiir. DH’lerin allograft reddinin baslangicinda 6nemli bir yere sahip
oldugu disiintilerek IFNy’min DH ler {izerindeki etkileri laboratuar kosullarinda
incelenmistir. Bu amagcla, Rojas ve Krishnan’in yaptigi calismada IL-4 ve GM-CSF ile
farklilagtirllan DH’ler 0. giin ve 5. glin IFNy ile uyarilarak olgunlastirilmis ve IFNy ile

uyarilmamis gruba ait DH’ler ile karsilastirmistir, ¢alismanin sonucunda IFNy’nin DH
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onciilleri tizerinde etkili oldugu ve bu yolla alloimunitenin diizenlenmesinde rol aldigi
ortaya koyulmustur. (Rojas and Krishnan, 2010).

Tang ve arkadaslarinin DH serisi ile yaptiklari bir diger ¢alismada ise IFNy ile
uyarilmis DH’lerin MHC sinif II molekiilleri, CD40,CD80 ve CCR7’yi yiiksek oranda
ifade edebildigi ve in-vivo ve in-vitro ¢alismalar ile CD8+ T hiicre ve anti-timor yaniti
daha etkili bir sekilde uyarabildigi gosterilmistir. Tim bu sonuglar IFNy’nin DH
olgunlagmasini pozitif yonde uyardigini ortaya koymustur (Tang et al. 2007).

Kanser tedavisinde tip 1 yardimci T hiicre uyarilmast ve IL-10 kullaniminin
azaltilmasi bir arada istenen bir durumdur. Frasca ve arkadaglar1 tarafindan yapilan
calismada IFNy’nin, DH’lerden baskilayici, diizenleyici ve antiinflamatuar siireclerde etkili
olan IL-10 salinimim disiirdiigii gosterilmistir. Ayni ¢alismada CD8+ T hiicre 6ldiiriicii
aktivitesinin IFNy varliginda iiretilmis DH ile uyarildigint ayn1 zamanda yanitlayici T
hiicre ¢cogalmasin1 uyararak otoimmiin hastaliklarin diizelmesinde de etkili oldugu ifade
edilmistir (Frasca et al. 2008).

Mailliard ve arkadaslar1 yaptiklar1 ¢aligmada DH’lerin ikincil uyarimi i¢in standart
olarak kabul edilen IL-6, TNFa ve PGE2 katkili formiil ile IL-18 ve TNFo’nin IFNa ve
IFNgamma ile birlikte kullanildig1 alternatif formiilii karsilastirmis ve IL-12 salinimi ve
tiimor 6zgiil sitotoksik T hiicre uyarilmasi bakimindan daha giiclii DH’lerin elde edildigini
gostermislerdir (Mailliard et al. 2004).

Calismamizda IFNy’nin DH’ler iizerine olan etkileri géz oniinde bulundurularak,
DH olgunlastirilmasinda yaygin olarak kullanilan IFNa, TNFa, IL-18 sitokinlerine IFNy
da eklenmistir. Calismamizin sonucunda IFN gammanin kullanildig1 gruplarda canlilik ve
hiicre sayisinin diger gruplara gore daha diistik oldugu fakat buna ragmen IL-15 ile birlikte,
5. gilin antijen yiiklemesi ile T hiicre proliferasyonu agisindan pozitif yonde etkili oldugu
goriilmiistiir. Bu durumun kullanilan doza bagl oldugu, uygun dozun belirlenmesiyle DH
tretiminde kullanilmasinin yarar saglayacagi diisiiniilmektedir.

DH as1 dizayninda bir diger énemli parametre ise antijen yiiklemesidir. Antijen
yiiklii matur DH’lerin enjeksiyonu, antijen spesifik T hiicrelerin ¢ogalmasini saglamaktadir
(Dhodapkar et al. 1999). Basarili bir MHC kisitli tiimdr antijen sunumu i¢in bir¢ok antijen
yiikleme methodlar1 denenmistir (Thumanny et al. 2003). DH’lerin tiimér veya viral
kokenli mRNA, DNA, peptit ile yiiklenmesi yada tiimor hiicreleri ile direk birlesmesi gibi
yontemler antijen 6zgiin bagisiklik yanitinin uyarilmasi igin test edilmistir (Brussel et al,

2012). Hayvan modelleri ile yapilan ¢aligmalar tlimor tiirevli peptitler ile uyarilmis kemik
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iligi kaynakli DH’lerin antitiimor sitotoksik T hiicreler i¢in etkili bir uyarict oldugunu
acike¢a ortaya koymustur (Baar, 1999).

Thumanny ve arkadaslar1 yaptiklar1 ¢alismadaa antijen tipine gore 3 farkli yiikleme
metodunu karsilastirmistir. Bu c¢alismada DH’ler farkli antijen tipleri olan nekrotik,
apoptotik melanoma hiicreleri ve lizat ile kiiltiiriin besinci gilinlinde yiiklenmistir. Es
zamanlt bir sekilde sitokin kombinasyonu olarak GM-CSF, IL-4, TNFa, IL-18, 1I-6 ve
prostaglandin E2 eklenmistir. Calismanin sonucunda her 1x10° DH i¢in Smg/ml oraninda
lizatin kiiltiiriin 5. giinlinde yiiklenme metodunun diger metotlara kiyasla daha etkili
oldugu gosterilmistir (Thumanny et al. 2003).

Sadanaga ve arkadaslar1 yaptiklar1 calismada DH’lerin IL-4 katkili sitokin
kombinasyonu ile uyarilmasinin ardindan kiiltiiriin 7. giiniinde peptit yiiklemesi yapilarak
elde edilen DH asilar1 3 haftalik periyotlar ile 4 doz olarak hastalara uygulanmstir.
Calismanin sonucunda toksik etki saptanmamasi, peptit Ozgilin sitotoksit T lenfosit
yanitinin olusmasi, performans gelisimi ve tiimor belirteglerinin diismesi ile peptit yiikli
DH asisinin giivenli ve umut vaad eden bir yaklagim oldugu ortaya koyulmustur (Sadanaga
et al. 2001).

Stift ve arkadaglarinin 4. evrede 20 hastaya iizerinde yaptig1 ¢alismada, uygulanan
DH asis1 IL-4 katkili sitokin kombinasyonu ile uyarilmasini takiben kiiltiiriin 5. gilinii
tiimor lizat1 yiiklemesi ile elde edilmistir. Calismanin verileri dolasan kandan elde edilmis
ve otolog tiimor lizati ile uyarilmis DH’lerin gilivenli ve tiimoér 06zgilin hiicresel
sitotoksisiteyi uyarabildigini ortaya koymustur.

DH ag1 tiretiminde antijen yiliklenmesine iligkin yapilan ¢aligmalar incelendiginde,
kullanilan sitokin kombinasyonuna bagli olmadan tasarlandiklar1 gériilmektedir. Buna gore
sonuglar degerlendirildiginde, 5. giin ve 7. gilin antijen yliklemesi yapilan DH’lerin
istenilen diizeyde etkiye sahip olduklar1 goriilmektedir. Calismamiz sonucunda iki farkl
antijen yiikleme zamanlamasinin kullinaln sitokin kombinasyonuna gore degisiklik
gosterdigi saptanmistir. Buna gore IL-15 kullanilan gruplar T hiicre ¢ogaltim kapasitelerine
gore degerlendirildiginde, 5.glin antijen yiliklemesi yapilan DH’lerin 7.gline gore daha
yiiksek oldugu saptanmistir. IL-15 ile IL-4 iceren gruplar karsilastirildiginda ise 5.giin
antijen yiiklenmesinde IL-15’in, 7.glinde ise 1L-4’iin daha aktif oldugu goériilmiistiir.

Daha etkin bir DH as1 modelinin gelistirilmesi ve yeni bir yontem elde edilmesine
yonelik, as1 iretiminin bilesenleri iizerinde degisiklikler yapilan c¢alismalar devam

etmektedir. Caligmamiz birbirinden ayr1 olarak incelenen tiim bu parametreleri ayni1 anda
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incelemesi ve birbirleri lizerine olan etkilerinin ortaya ¢ikarilmasi agisindan bir ilk olma
niteligi tasimaktadir. Yapilan ¢alismalarda IL15’in ve IFNy’nin DH’ler iizerindeki
kanitlanmis etkileri ve elde ettigimiz veriler goz Oniinde bulunduruldugunda, bu tez
caligmasinin etkin bir DH as1 model adayini isaret ettigini gérmekteyiz. Buna gore IL-15,
GM-CSF varliginda farklilagtirllmis DH’lerin ikincil uyart olarak IL-18, TNFa, IFNao,
IFNy proinflamatuar sitokinler ile uyarilmast ve 5.glin antijen yiiklemesi ile
olgunlastirilmasi sonucunda elde edilen DH’lerin bagisiklik yanitini istenilen diizeyde
uyarabilme kapasitesine sahip oldugu goriilmektedir. Bu fromiil ile elde edilen DH’lerin
Langerhans hiicre belirteglerini ifade edebilme oranlarinin, antijen 6zgiin CD8+ hiicreler
lizerine olan etkilerinin ayrintili ve karsilastirmali olarak incelenmesi ile daha kesin

kanaitlar elde edilebilecektir.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

Bu calismada kanser as1 tedavisinde etkili bir DH as1 modelinin gelistirilmesi igin,
kiiltiir sartlar1 farkli yonlerden degistirilerek birbirleri ile karsilagtirilmistir. Sonug olarak
yiiksek verimli DH agisina ait 6zellikler agisindan degerlendirme yapildiginda; Metabolik
aktivitesi, T hiicre cogalma yetenegi, migrasyon yetenegi ve ko-stimulatuar faktor
ekspresyonu yiiksek bir model i¢in kullanilabilecek formiil ortaya ¢ikmistir. Bu ¢alismanin
verileri gostermistir ki IL-15 + GM-CSF varliginda farklilastirilan, IL-18, TNFa, IFNa,
IFNy sitokin kombinasyonu ile maturasyonu saglanan ve besinci giin antijen yiiklemesi
yapilarak elde edilen DH’lerin tiim bu 6zellikler bakimindan oldukga {istiindiir. Calismada
ortaya ¢ikan IFNa, IFNy’ nin canlilik oran1 {izerindeki negatif etkisinin farkli dozlar
tizerinde yapilacak ¢alismalar ile ¢oziilecegi diisiiniilmektedir. Bu kombinasyonun diisiik
hiicre sayis1 ve canliliga ragmen yiiksek etkinlige sahip olan DH’ler ortaya ¢ikarmasindan
hareketle, yapilacak doz ¢alismas1 sonrasi cok daha etkin, yiiksek canliliga sahip hiicre

grubu elde edilecegi diisiiniilmektedir.

Bu calisma verilerinden elde edilen etkin as1 modelinin hayvan modelleri iizerinde
yapilacak ¢aligmalar ile, in-vivo etkinliginin gosterilmesi ile, iyi bir DH as1 modeli olarak

kullanilabilecek giivenli bir yontem oldugu ortaya koyulacaktir.
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Organizasyondaki pozisyon
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Organizasyondaki pozisyon
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Fatma Eyiiboglu Uniivar
ELAZIG - 25.06.1983
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Acibadem Saglik Grubu

Hurriyet mh. Spor cd. Camli sk.

8/10 Yakacik- Kartal - iISTANBUL
34876
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09.2010 — devam ediyor
Yiiksek Lisans - Kok Hiicre ve Doku Yenilenmesi
Kocaeli Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii

09.2001 - 06.2006
Lisans - Biyoloji (Ingilizceli)
Abant Izzet Baysal Universitesi, Fen Edebiyat Fakiiltesi

09.1997 - 06.2001
Lise — Fen Matematik
Yakacik Siiper Lisesi

Tiirkce
Ingilizce
Ileri seviye
Iyi

Ileri seviye

04.2007 - ......
Biyolog

Kordon kani ve aferez iiriinii kriyoprezervasyonu

Kemik iligi, yag doku ve dolagan kandan mezenkimal kok hiicre izolasyonu
Kikirdak dokudan kondrosit izolasyonu

Deri dokudan fibroblast izolasyonu

Kemik iligi ve dolagan kandan mononuklear hiicre izolasyonu
Dendritik hiicre as1 liretimi

Clinimacs TCRo/p Deplesyon

Clinimacs CD34+ hiicre zenginlestirmesi

Dondurulmus tiriin bankalama&depolama

Dokiimantasyon

Method&Cihaz Validasyon

11.2006 — 04.2007

Biyolog

Bolge temsilcisi

Yasam Bankasi Kordon Kani1 Bankasi - Sancak M. Cidde C. No:12/15 A
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27.07.2012 - 28.07.2012

Clinimacs TCRa/p Deplesyon Kursu
Miltenyi Biotec

Acibadem Labcell

28.09.2011 - 02.10.2011

Uluslararas1 katilimli, 1. Kok Hiicre Arastirmalar1 Kongresi
Sozlii Bildiri — “Dendritik Hiicre Uretim Optimizasyonu”
Uciinciiliik odiilii

Kocaeli Universitesi

Giiral Sapanca Otel

26.01.2011

Kocaeli Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii Sonbahar Bilgi Senligi
Sozlii Bildiri — “Mezenkimal Kok Hiicrelerin Immiinsiipresif Etkileri”
Kocaeli Universitesi

14.12.2010

Uygulamali Flow Sitometri Kursu

Kok Hiicre ve Gen Tedavileri Aragtirma ve Uygulama Merkezi
Kocaeli Universitesi

13.12.2010 - 17.12.2010

Temel K6k Hiicre Teknikleri ve Molekiiler Biyoloji Uygulamalart Kursu

K&k Hiicre ve Gen Tedavileri Arastirma ve Uygulama Merkezi
Kocaeli Universitesi

03.03.2010

Iyi Uretim Uygulamalarin — Validasyon Egitimi
Acibadem Labcell Hiicre Lab. Ve Kordon Kani1 Bankasi
Acibadem Saglik Grubu
(Egitmen: Prof. Dr. Erciiment Ovali)

03.03.2010

GMP’ye Uygun Bina, Ekipman Ve Cevre Kontrolii Egitimi
Acibadem Labcell Hiicre Lab. Ve Kordon Kani1 Bankasi
Acibadem Saglik Grubu

(Egitmen: Prof. Dr. Erciiment Ovalr)

02.03.2010

Iyi Uretim Uygulamalri — Dokumantasyon Egitimi
Acibadem Labcell Hiicre Lab. Ve Kordon Kan1 Bankasi
Acibadem Saglik Grubu
(Egitmen: Prof. Dr. Erciiment Ovali)

01.03.2010

Hiicre ve Gen Tedavilerinde Iyi Uretim Uygulamalar Egitimi
Acibadem Labcell Hiicre Lab. Ve Kordon Kani Bankasi
Acibadem Saglik Grubu

(Egitmen: Prof. Dr. Ercliment Oval1)

26.04.2010

ISO 9001: 2008, Kurulus I¢i Kalite Sistem Tetkikgisi
Acibadem Saglik Grubu Kalite ve Standarizasyon
Acibadem Saglik Grubu

(Egitmen: Ayse Nihan Karagam)
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08.06.2009 - 12.06.2009

Flow Sitometri Uygulamalar1 Kursu

Istanbul Uni.T1p Fak. Iimmunoloji Ana Bilim Dali & Becton Dickonson
Istanbul Universitesi Deneysel Tip Ars. Enst, (DETAM)

05.03.2009 - 08.03.2009

1. Ulusal Hiicresel Tedavi ve Rejeneratif Tip Kongresi
Hiicresel Tedavi ve Rejeneratif Tip Dernegi
Nevsehir Dedeman Otel

20.12.2008 - 21.12.2008
GMP (Good Manufacture Practice) Sertifika Program

Fatih I:Jniversitesi Kimya Ana Bilim Dali & Kimyagerler Dernegi
Fatih Universitesi
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