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1. GIRIS ve AMAC

Dendritik hiicreler (DH) immiin cevabin diizenlemesinde énemli rol oynayan beyin,
testis ve goz haricinde tiim dokularda bulunan antijen sunan hiicrelerdir (1,2). Ozeilikle
heniiz farkhlagmarmg T lenfositleri uyararak primer immiin yanitin olugmasina yol
agmaktadirlar. Bu fonksiyonlarim gerceklestirebilmek icin antijeni yakalama, igleme tabi
tutma ve uygun kostimiilan molekiillerle hiicre yiizeyinde sunma yetenegine sahiptirler. Bu
hiicrelerin goriintimii DH’ye spesifik olmayip makrofaj ve B lenfositleride igeren bir gok
hiicrede benzer goriiniim bulunabilir. Bundan dolayr DHterin morfolojik goriiniimlerinin
yaminda mutlaka fonksiyonel 6zelliklerinin tanimianmas: gerekmektedir (1-3).

DH’ler 6zellikle immiinoterapi uygulamalarinda kullamlmak tizere viicut disinda
uygun kiiltiir ve sitokin ortarmnda tretilebilmektedirler. Uretim agamasinda graniilosit
makrofaj koloni stimiilan faktér (GM-CSF), interleukin-4 (IL-4), timdr nekrozis faktor-oo
(TNF-a), kit ligand, fms-like tyrosine kinase ligand (Flt-3 L) ve interleukin—2 (IL-2) gibi
sitokinler tek veya kombine olarak kuilamlabilirler (4). Fetal dénemde hematopoezde
onemli rol oynayan bir sitokin olan hepatosit growth faktor (HGF)’tin reseptorii c-met’in
erigkinlerde saptanmasi ile HGF’'nin ileri yastada hematopoezde rol oynayabilecedi
dugiiniilmis ve yapilan c¢ahsmalarda HGF’nin kok Thiicrelerde proliferasyon ve
differansiasyona neden oldugu g6zlenmistir (5,6). Monosit ve monosit onciili hiicrelerden
HGF sekresyonunun gosterilmesinden sonra yapilan cahgmalarda HGF’nin monosit ve
makrofaj fonksiyonlarinda énemli rol oynadifi, bunun sonucunda nonspesifik immiin
yanmit1 etkiledigi saptanmigtir (7,8). Periferik ve kord kant monositlerine HGF’nin etkilerini
inceleyen ¢aligmalarda ise periferik kandaki monositlerin antijen sunma 6zelligi artarken
kord kam monositlerinde bu durum gézlenmemistir (9,10). Buna karsin kemik ilig CD34+
hiicrelerinden HGF ile DH gelistigi hatta bunun GM-CSF’ye gore daha da belirgin oldugu
bildirilmigtir (11). Bunu takip eden ¢ahgmalarda fare DH’lerinde HGF reseptérii c-met
saptanrmsg ve HGF’nin DH fonksiyonlarinda etkili oldugu belirtiimistir (12).

Bizde bu tez ¢aligmamizda periferik kan monositierinden DH gelisiminde, heniiz
DH iizerine tam etkisi bilinmeyen HGF’nin etkilerini aragtirmay: planladik,



2. GENEL BILGILER

2.1 DENDRITIK HUCRE

DH’ler immiin cevabin diizenlemesinde OGnemli rol oynayan beyin, testis ve goz
haricinde tiim dokularda bulunan antijen sunan hicrelerdir (1,2). DH’lerin oncelikli
fonksiyonu antijen sunmak oldugundan bu hiicrelere profesyonel antijen sunan hiicrelerde
denilmekte ve dzellikle hentiz farklilagmamg T lenfositleri uyararak primer immin yanitin
olusmasina yol agmaktadirlar. Bu fonksiyonlarmi gergeklestirebilmek i¢in antijeni
yakalama, igleme tabi tutma ve uygun kostimiilan molekiillerle hiicre ytizeyinde sunma
yetenegine sahiptirler. Aym zamanda DH’ler B hiicre fonksiyonlarinin olusumunada etkili
olduklarindan humoral immiinitenin gelisiminde de 6nemli rol oynamaktadirlar (1-3).

2.1.1 Tarihge

DH’ler ilk olarak Langerhans tarafindan tammlanmg ve noronal kokenli oldugu
digiinilmiigtiir. Takiben 1973 yihinda Ralph Steinman tarafindan dalakta dendrtik sekifli
hiicre grubu olarak tammlanmgtir (13). Bu tespitten kisa bir siire sonrada bu hiicrelerin
sadece dalakta degil birgok lenfoid ve lenfoid olmayan dokuda bulundugu tespit edilmigtir.
Ancak 1980°H willara kadar makrofajlanin DH’lere gore viicutta bol miktarda
bulunmasindan dolayi, makrofajlarin antijen sunma yetenegine sahip hiicreler oldugu kabul
gormiistir. Bu gériiste DH’lerin viicutda az miktarda olmasindan dolay: bu hiicreler‘
hakkinda bilgi edinmek amach ¢ahgmalarin yapilamamas: etkili olmugtur. 1990°h yllarda
arastirmacilarin in vitro CD34+ kemik iligi hicreleri ve CD14+ monositlerden DH
olusumunu bagarmasiyla bu hiicrelerin immiin sistemdeki etkileri daha genis olarak
anlagilmg ve klinik olarak DH tedavi prosediirieri uygulanmaya baslanmigtir (14,15).

2.1.2 Tamm

DH’leri sadece morfolojik goriiniimleriyle tammlamak yeterli olmayip, morfolojik
gorintimlerinin yaninda yiizeylerindeki ¢gesitli molekiitlerin varlifinin veya yoklugunun ve
fonksiyonel yeteneklerinin tammlanmas: gerekmektedir.

DH’lerin ana morfolojik goriniimleri hiicre yizeyinden digan dogru gok miktarda
membran uzantilarinin varligidir (Resim 1). Ancak bunun yaninda antijeni isleme tabi
tutma fonksiyonlarim yapabilmek i¢in endosom, lisosom ve epidermisdeki langerhans

hiicrelerinin Birbeck graniillert gibi bol miktarda intraselliiler yapilarda mevcuttur.



Resim 1: DH’nin morfolojik gorunimu (Luekine sargramostim healthcare

professionals’dan)

DH’lerin saptanmasindaki baglica zorluk heniiz DH’yi spesifik olarak tammlayan
hiicre yizey belirleyicisinin tespit edilememis olmasidir. Bundan dolayida DH’yi
tanimlamak icin gesitli yizey belirleyicilerinin varligi veya yoklugunun birlikie
degerlendirilmesi gerekmektedir. Bunlann neler olduguna bakt1igimizda;

a. CD3 (T cell), CDi4 (monosit), CD19 (B cell), CD56 (NK celt), CD66b
(granulosit) gibi cesitli spesifik yiizey belirleyicilerinin yoklugunda bol miktarda MHC
klas 1l antijenlerinin varhg,

b. CD11a (LFA-1), CD1lc, CD50 (ICAM-2), CD54 (ICAM-1), CD58 (LFA-B) ve
CD102 (ICAM-3)’yi igeren adezyon molekiillerinin varhg,

¢. Kostimiilan molekiillerden aktivasyon belirleyici olarak CD1a, CD80 ve CD86
ekspresyonu. CD86 erken maturasyon belirleyicisi iken CD80 sadece matiir DH’lerde
bulunmaktadir. Ayrica CD83 ve CMRF-44 matiirasyon belirleyici olarak kullamlmakla
birlikte, CD83’in aym zamanda aktive B lenfositleri CMRF-44’tn makrofaj ve
monositleri boyadiklarina dikkat ediimelidir (Resim-2).



T lenfositlerle CP3, 14, 16, 19 olmamast
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Resim 2: DH fonksiyonel dzellikleri (Luekine sargramostim healthcare professionals’dan)

Yukaridaki tammlamadanda anlagiidifn gibi heniiz DH’ye spesifik tammianmyg bir
belirleyici yoktur. Pratikte basitce dier hicreler icin spesifik yizey belirleyicilerinin
yoklugunda, yikksek MHC klas II seviyeleri ve CD 80,86 gibi kostimiilan molekiiltintin
varligi ile tanimlanmaktadir (16-18).

2.1.3 Fonksiyonlan

DH’nin fonksiyonlar: baghca 3 grupta toplamr:

1. Antijen sunumu, T lenfosit bolgelerine migrasyon ve T lenfosit aktivasyonu,

2. Immiin toleransin olusumu ve devama,

3. Ozellikle follikiiler DH de olmak iizere B lenfositler iizerinden humoral (bellek)
immiinitenin olusturulmas:.

Bunlan tek tek incelersek,

1. Antijen sunumu ve T lenfosit aktivasyonu:

DR’ler CD4+ ve CD8+ T lenfositleri aktive etmek icin antijeni yakalar, onlar
igleme tabi tutup T lenfositlere sunarlar. Ancak difer antijen sunan hiicrelerden farkh
olarak DH’lerin heniiz farklilagmarus T lenfositieri aktive etme yetenekleri bu hiicreler
agisindan ¢ok onemli bir ozelliktir. Immatiir DH’ler kemik iliginde yapilip tim viicuda

dagilirlar. Bu esnada DH’ler heniiz herhangi bir patojen veya yabanci bir yapiyla



karsilasmadiindan immatiir halde viicutda hazir olarak beklemektedirler. Immatiir halde
dolagimda buylunan DH’ler diigik seviyede CD2 expresyonu yapan monosit’lerden farkl:
fenotip, morfolojik ve fonksiyonel ozelliklere sahiptirler. Antijenik uyan geldiginde
lenfoid yapida olmayan dokulara yonlenirter. Bu iglevi gergeklestirebilmek igin adezyon
molekiilleri ve kemoatraktantar (CC) yoluyla vaskiiler endotelyum ve hiicre dist ortamla
etkilesimleri gerekmektedir. Dolayistylada immatir DH’ler adezyon molekilleri ve CC-
kemokin reseptorleri (CCR) tagimaktadirlar. Aymi zamanda immatiir DH’ler yabanc
antijenleri daha kolay yakalamak igin organlann yiizeyine yerlegmis olarak bulunurlar (19-
22).

Herhangi bir sekilde doku butinligii bozulup inflamasyon gelistifinde veya
antijenle kargilagiidiginda DH ler bu alana dogru yonelip antijeni yakalamak ve igine alip
isleme tabi tutmak iizere uyarihirlar. Bu durumdan anlagitlacag gibi immatiir DH’lerin ana
fonksiyonu antijeni veya yabanc: cisimleri bulmak ve yakalamaktir. Antijen veya yabanct
cisim yakalandiginda ya eksojen ve endosomal yolla yada endojen ve proteosomal yolla
isleme tabi tutulurlar. Bu islemlerin nast! gergeklestifine baktigimizda;

a. DH’ler diger antijen sunan hiicreler gibi eksojen ve ekstraselliller antijenleri
fagositoz, endositoz yolu ile i¢ine aldiktan sonra bu antijenleri endozomlar iginde
parcalarlar. Takiben yeni sentezlenen MHC klas II molekiilleri ile membranda eksprese
ederek CD4+ T lenfositlere sunarlar.

b. Antijen sunan hiicreler endojen ve intraselliiler antijenleri kendi sitozollerinde
parcaladiktan sonra yeni sentezledikleri MHC klas I molekiilleri tle hiicre membramndan
CD8+ T lenfositlere sunarken, DH'ler bu hiicrelerden farkh olarak eksojen ve
ekstraselliiler antijenleride bu yolta CD8+ T lenfositlere sunabilmektedirler. Buda ¢ksojen
ve ekstraselliller antijenlere karsi direkt CD8 sitotoksik yamita neden olmaktadir.
Dolayistyla DH’lerin bu fonksiyoru, eksojen antijenlere kars: klasik antijen sunumundan
farkh olarak CD4+ T lenfosit yardimi olmaksizin direkt CD8+ T lenfosit uyarmi
yapabildigi anlamna gelmektedir.

Her iki iglemin gergeklegmesi i¢inde DEC-205 ve mannoz reseptorlerinden olugan
c-tip lektin reseptorierinin varh@: gerekmektedir (23,24).

Bir tane DH fazla miktarda kostimilan molekiiller tagidifindan 100-3000 kadar T
lenfositi uyarabilir, bundan dolay: dier antijen sunan hiicrelere gére 100 kat daha fazla

antijen sunumu saglayabilmektedir. DH’lerin yiizeylerinde bulunan CD58 (LFA-8), CD54



(ICAM-1), CD50 (ICAM-2), CD102 (ICAM-3), CD80 (B7-1), CD86 (B7-2) gibi adezyon
ve kostimiilan molekiiller ile T lenfositierde bulunan CD2 ve CD28 gibi molekiiller iligkiye
girerek primer immun yamtin baglamast i¢in gerekli sekonder siayalleri olustururlar
(25,26), (Sekil 1).

Sekil 1: DH T lenfosit etkilesimi

DH’ler aym zamanda interferon-gamma (INF-y), interleukin (IL)-1, H.-6, -7, H.-
12 ve IL-15 sekrete ederek primer immun cevapta etkili olmaktadir. Monositlerden geligen
DHR’lerin IL-12 ile T helper (Th)1 ve IL-10 ile Th2 sitokin yanit1 olugturdufu gézlenmigtir.
IL-12 INF-y sekresyonunu artirarak T lenfositleri Thl fenotipine yonlendirerek T ve NK
lenfositlerin sitotoksik etkilerini artirir. IL-10 ise kostimiilan molekiillerin ekspresyonunu
azaltip IL-1, HL-6, TL-8, TNF ve GM-CSF gibi inflamatuar sitokinleri baskilayarak Th
yamti Th2’ ye yonlendirmekte béylece DH maturasyonunu inhibe etmektedir (27,28).

Immatiir DH’ler antijenle karsilagip antijeni yakalayinca immuniteyi bagtatmak icin
lenfoid organlara go¢ ederler. Bu iglem yaklagik 48 saat icinde gergeklesmekte ve bu
zaman sturecinde DH’lerde bir takim morfolojik ve fonksiyonel degisiklikler
gozlenmektedir. Bunun sonucunda matiir DH denilen immun yamitin olugmasini saglayan
aktif hiicreler olugmaktadir.

DH’lerin fonksiyonel ve morfolojik ozellikleri:

Matir ve immatir DH’lerin morfolojik ve fonksiyonel olarak farkh ozelliklere
sahip oldugu saptanmigtir. Bu DH’lerin 6zelliklerinin neler olduguna baktiimizda;

a. Onciil DH’lerin kemik iliginde yerlestigi, CD4-, CD11¢-, MHC klas II+/-,
CD40-, CD80-, CD86- oldugu ve sitokin salmm (IFN, TNF-a, IL-1) yaptif1 gozlenir.
Bunlar hematopoetik oncil hiicreler olarakta bilinir, Ornek: CD34+ kok hiicre

b. Immatur DH’ler kan ve dokularda bulunup, CD4+, CD11c+, MHC klas ITI+/+,
CD40+ (dugik), CD80+ (dusiik), CD86+ (dugiik) olan, sitoplazmik ¢ikintilani olusmaya



baglamusg, antijen alimi i¢in reseptorlere sahip, yitksek intraselliiller MHC klas II | yitksek
CCRI-CCRS-CCR6 ve digik CCR7’ye sahip antijeni tamma ve yakalama ozelligi olan
hiicrelerdir.

c. Matiir DH’ler ise lenfoid organlarda yeriesmis, CD4+, CD1l1c¢t+, MHC klas I/
++, CD40+ (yitksek), CD80+ (yiiksek), CDB6+ (yitksek), CD83+, p55+ olan, belirgin
sitoplazmik uzantilar, hizli hareket yetenegi ve antijen alimi igin reseptérleri azaimug,
diigitk CCR1-CCRS5-CCR6 ve yitksek CCR7’ye sahip, T lenfosit sitokinlerini iiretebilme
ozellikleriyle antijenin iglenmesi ve imminojenik antijenlerin sunumunu saglayan
hiicrelerdir (19). (Tablo 1).

2. Immiin toleransin olugumu ve devamu:

Spesifik bir antijene karst immiin sistemin yanit olugturamamasmina tolerans
denilmektedir. Bu olay iki sekilde olusmaktadir.

a. Santral tolerans:

Santral tolerans T lenfositlerde timusta, B lenfositlerde ise kemik iliginde
olugmaktadir. T lenfositlerinde santral toleransi olusturan primer mekanizma T hiicre
oliimiiniin gergekiesmesidir. DH’ler timusta bol miktarda bulunup, burada yeni Gretilmis T
lenfositleri fonksiyonel CD8+ ve CD4+ hiicreler olarak egitirken ayn1 zamanda kendi
vucuduna karst geligtirebilecekleri immiiniteyi engellemek i¢in onlan seleksiyona tabi
tutarlar. Dolayisiylada kendi antijenlerine karg: diigiik affiniteye sahip T lenfositleri segip,
perifere ¢ikmasina ve yasamasmna olanak saglarlar. DH’nin tasidifn proteinlerle (self
antijen) etkilegsime giren T tenfositler timusta negatif seleksiyonla ortadan kaldimlir. Bu
islemlerin sonunda MHC peptitlerini ¢ok iyi tamyan ancak self antijenlere duyarsiz T
lenfositler olugmaktadir. Bu negatif seleksiyon igleminde timusta mevcut olan epitelyal
hiicreler rol oynamaktadir.

b. Periferik tolerans:

T lenfositlerindeki periferik tolerans T lenfosit oliimii, anerji ve regilator T
lenfositlerin supresyonuyla gergeklesir. Th2 tipi DH IL-10 iireterek T lenfositlerde
apoptosis’e yol acarken aym zamanda bu sitokin regulator Th2-Th3 T lenfositlerin
olusumunada neden oilmaktadir. Ayrica DH’ler T lenfositlerde anerjiye yol agarakta
tolerans: etkilerler (29,30).



Tablo-1: DH maturasyon Ozellikleri

Immatiir DH. Matiir DH
1- Dendritik ¢ikmtilar Belirgin degildir Cok belirginlegmigtir
2- Antijen yakalama
Makropinositoz ++ -
Mannoz reseptorleri ++ -
Fc Reseptorlert + -
3- Antijen sunumu
klas IT Ag ++ ++
klas IT sentezi ++ -
klas II yan1 6mri: 10 saat >100 saat
klasI Ag + ++
kias I sentezi - -+
4- Co-stimulan molekiiller
CD80(B7.1) - ++
CD86(B7.2) - ++
5- Adhezyon molekiilleri
CDS54(ICAM-1) - ++
CDS58(LFA-3) + ++
CD383 * ++
6- T hiicre stimiilasyonu -+ ++

Avigan D. Blood Reviews 1999;13:51. Lanzavecchia A. Haematologica 1999;84:23

3. B lenfosit uyarimm :

DH’ler lenf nodunun T lenfosit alanlarinda ve germinal merkezde B lenfositlerin
uyarimm saglayabilirler. DH’ler B lenfositlerin aktivasyon ve differansiasyonunda dnemii
rol oynayan gesitli sitokin ve faktorler salgilayabiimektedirler. Lenf nodunun germinal

merkezinde bulunan follikiller DH’ler B lenfositlerin belleginin gelisiminde 6nemli rol



oynarlar. Follikiiler DH’ler yabanct cisme karg1 baglangic antikor cevapta etkili olmay1p,
antikor cevabi geligtikten sonra ¢ok sayida antijen antikor kompleksieri olugturmaktadirlar,
Follikiiler DH’lerin antikorlar igin depo ve B lenfosit uyanminin devamim saglayan
kaynak olarak gbrev yaptifina inanshr. Bu B lenfositler antijeni follikiiler DI den alip T
lenfositlere sunabilirler. Follikiiler DH’lerdeki antijen antikor kompleks deposunun aylar
hatta yillarca siirebilen uzun bir siirecte tiiketilebilecedi sanilmaktadir (31,32).

2.1.4 Olusumu ve farklilasmasi

DH’ler ilk olarak hematopoetik kok hiicrelerden kaynaklanp, takiben kemik
iliginde miyeloid ve lenfoid seriden koken alan farkh iki tipie DH olugmaktadir. Bu
farkhilagmay: saglayan ana sitokinin ise Fit-3L oldugu saptanmigtir. Iki DH hiicre
arasindaki en belirgin fark ise lenfoid DH’lerde CD8o yiizey belirleyicisi mevcutken
miyeloid DH’lerde bu belirleyici yoktur. Insanda miyeloid DH’lerin klasik DH oldugu
digiiniilmektedir. Bu hiicreler CD34+ myeloid kok hiicreden ve monositlerden baglica
GM-CSF, 1L-4 ve TNF-o varlifinda olugmaktadir. Olugan DH matiir hale geldiginde
interstisyel DH olarak bilinir. Bu hiicrelerde baslangicta CD14+, DR+, CD1a+ iken matiir
hale gelince CD14 negatiflesirken DR ekspresyonu artar ve CD11c ile CD83 pozitiflesir.
Bu hiicrelerin heniiz farkhilagsmamig CD4 ve CD8 T lenfositleri aktive etme yetenekleri
oldugu gibi, aym zamanda B lenfositleride antikor sekrete eden plazma hiicrelerine dogru
differansiye edebilmektedirler. Interstisyel DH’ler lenfoid follikilllere go¢ edip orada
follikiiler DH’leri olugturmaktadirlar. CD14 negatif olan CD34+ myeloid kok hiicreler
transforming growth factor (TGF)-f’mn varhginda Langerhans DH olarak adlandinian
DH’ye donebilmektedir. Bu hiicrelerde ise CD14- iken DR+, CDl1a+ ve langerin + olup
maturasyonla birlikte CD83+ gozlenir. Langenhans DH ise farkhilagmamms T lenfositleri
aktive ederken, B lenfositlere karyi etkisizdir. Langerhans DH’ler antijeni yakalayip
lenfoid dokuya gider ve orada antijeni T lenfosite sunarlar. Lenfoid DH’ler ise CD34+
hiicrelerden kéken alip lenfoid hiicre yapisina yoénelen ve IL-3, CD40L ile olusumu
gerceklesen CD1lc- CD1a- hiicrelerdir. Bunlar plasmasitoid DH olarakta adlandirtlirlar ve
lenfoid dokulardaki T lenfosit bolgesinde bulunup IFN-a sekrete ederler (Tablo 2.) (33-
35)



Progenatdr
TNF
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FLt-3
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IL-4 CDla(+) > CDhlIlc )
EEE— I;];:lgfrm ) CDla(+)(-)
+ -
@ CD40-L oHe
LPS
IFN
-1
SCF L6
FLt-3 CD14 () PGE,
DR (+ TNF
%-CSF CDl(a {+) CD383 (+)
Langerin () DR ¢+)
TGF CD1ic(+) —_— Langerin (+)
CDlic{H)
CD14 ()
CDla{+)
CD83 (+)
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CD68 (+) CD40-L CD4/8 ()

Tablo 2: DH geligim 6zellikleri

2.1.5 Uretimi:

DH iiretmek i¢in baglica ki yaklasim s6z konusudur.
1. Kemik iliginden, kord kanindan veya granilosit koloni stimulan faktoér (G-CSF)
ile perifere mobilize edilerek elde edilen CD34+ kok hicreler alinarak, uygun kiiltiir
ortaminda ve uygun dozda GM-CSF, IL-4 ve TNF-a ile kiiltire edilerek DH olugumu

saglanir.

10

-Monesit
Kokenli DH
(Interstisivel
DH)

Lenfoid DH

2. CD14+ monositlerden zengin periferik mononiiklear hiicreler uygun kiiltir

ortaminda ve uygun dozda GM-CSF ve IL-4 ile kiiltiire edildiginde ¢ok sayida DH benzeri

hiicreler olusur. Daha sonra bunlara TNF-a veya monosit conditioned media ilave

edildiginde antijene spesifik T lenfosit cevabini saglayan DH olusumu saglamr.

Ancak tiretimin baglangicinda kullanuilan hiicrenin dzelligine, elde edilmek istenen

hiicrenin tipine gore yukarida belirtilen sitokinlere Flt-3L, stem cell factor (SCF), TGFE-§,
IL-3 ve CD40L eklenebilmektedir (18,33).
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2.1.6 DH gelisiminde sitokinler ve baz prostaglandinlerin etkisi:

GM-CSF: GM-CSF DH’nin gelisiminde en ¢nemli mediatordiir. Monositlerin
MHC klas II ekspresyonunu artirarak fonksiyon ve metabolizmalarimin artisina neden olur
ve boylece monositlerin bilyiik makrofaj benzeri hiicrelere differansiye olmasina yol
agarlar. Ancak baslangicta yapilan ¢alismalarda kan ve kemik iligi kiltiirlerinde GM-CSF
ile DH olusumunun saglandifi gozlenmesine ragmen daha sonra yapilan benzer
galigmalarda basan oraninin daha diigik oldugu gozlenmistir. Bundan dolayida bagarih bir
tretim igin difer faktorlerinde gerekli oldugu giindeme gelmigtir. GM-CSF ile periferik
kan monositlerinden CD14/1a (+) DH olusumu gozlenirken, ortama IL-4 ve TNF-q ilavesi
ile daha bol ve daha spesifik DH olusumu gézlenmektedir.

IL-4: Monositlerin DH’ye dogru differansiye olmasim saglarlar. I1-4 makrofaj
kolonilerinin olugumunu inhibe ederken DH’lerin biyiimesini ve maturasyonunu
sagiamaktadir. Onciil hiicrelerin IL-4 ile monositlere differansiye olmas: engeltenir bunun
sonucunda da CD14 ekspresyonu azalir. Dolayisiylada DH differansiasyonunda IL-4 ¢ok
onemli rol oynamaktadir. GM-CSF ile birlikte kullani!difinda bol miktarda DH gelisimine
neden olurlar.

TNF-o: CD34+ hiicrelerin  GM-CSF  varhifinda monosit ve graniilositlere
déniigiimiine engel olarak onlarm CDla+ DH’ ye doniigimiinii saflarlar. Ayrica monosit
kaynakh DHlerin matiir hale gelmesindede 6nemli rol oynamaktadirlar.

G-CSF, Stem cell faktor (SCF) ve Flt3-L: G-CSF’nin baglica etkisi notrofil
uretimini ve maturasyonunu saglamak olmakla birlikte, yakin zamanda Th2 yamita neden
olan DH’lerin mobilizasyonunu sagladig1 goézlenmigtir. SCF G-CSF’nin CD34+ hiicreleri
kemik iliginden perifere mobilize etme etkisini artinrken aym zamanda GM-CSF ve TNF-
o ile kombine edildiginde CD34+ kemik ilii hiicrelerinden DH olusumunu artirir. Fit3-
L’inde baglica etkisi kok hiicreyi perifere mobilize etmek olmakla birlikte bunlarda SCF
gibi DH olusumunu artirmaktadir.

IL-3, 1L-13: Her iki sitokinde DH gelisiminde degisik protokollerde
kullamlmaktadir. IL-3 DH’nin gelisti§i onciil hiicrelerin canlihinda rol oynarken, IL-4’e
¢ok benzer etki gosteren IL-13 DH maturasyonunda rol oynamaktadir.

IL-10: Immunosupresif bir sitokindir ve ozellikle DH’nin geligimini,

maturasyonunu ve fonksiyonlarini engelleyici etkileri vardir.
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TGF-B: Kemik iliginden gelisen DH’lerin maturasyonunu engeller. Dolayisiylada
adezyon ve kostimiilan molekiil ekspresyonu azatmig ve T lenfositleri uyaric: etkisi en aza
inmig DHlerin olusumuna yol acarlar.

IL-6, IL-1pB ve Prostaglandin E2 (PGE2): DH kiiltiir ortamlanina katildiklarinda DH
matiirasyonunun ¢ok daha belirgin olmasina yo! agmaktadiriar.

Tiim bu tansmlanan sitokinlerin tek baglarina veya birlikte kullanilmas: DH geligimi
ve maturasyonunda etkili olup degisik klinik ¢alismalarda kullanilmaktadir (4).

2.1.7 DH ile immiinoterapi:

DH imminoterapi caligmalant baglangicta malign hastahklarda immiin cevab
artumak amacgh kullanilmakta olup, takip eden donemlerde infeksiyona yol agan
patojenlere ve otoimmiin hastaliklara neden olan otoreaktif lenfositlere karst
immiinizasyonda da kullanim alam bulmaya baglamigtir (36-38). DH ile immiinoterapide,
agilama olarak adjuvant ve kansere kargt immiiniteyi gelistirmek i¢in direkt olarak
uygulamalar gerceklestirilebilmektedir. Degisik kaynaklardan iiretilen DH’ler tiimor lizati,
timor antijeninden elde edilen peptidler veya MHC klas I peptidler ile kargilagtirihip
takiben uygulandiklannda anti-kanser immun cevap ve aktivitenin ortaya c¢iktigi
gozlenmistir. Hatta bazi vakalarda komplet remisyonlar bildirilmistir. Meme, akciZer,
prostat, renal cell ve maling melanom gibi ¢esitli kanserlerde genis kapsamii ¢cahgmalar
vapilmg ve sonuglan yaymlanmgtwr. DH’lerin elde edilmesi, ¢ogaltilmasi, antijenle
yitklenmesi ve hastaya infiize edilmesi iglemleri bagarili olarak gerceklestiritirken, DH ile
immunoterapide hangi antijen veya peptidin en iyi ve faydah olduBuna dair ¢ahgmalar
halen devam etmektedir. Her kanser farkl bir 6zellife sahip oldugundan kansere karsi tam
ve efektif bir immiinite i¢in birden gok antijene karst immiiniteye ihtivag duyulabilecegi
siiphesizdir. Gelecekte herbir kanseri tarayarak antijen kokteylini ortaya ¢ikarmak
hangisinin imminiteyi uyardiina bakarak tedavi miimkiin olabilir. Ayrica DH’ye RNA
veya DNA transfer ederek uygun antijen firetimi ve bunu yiizeyinde sunmas: sagianabilir
(38).

2.2 HEPATOSIT GROWTH FAKTOR

2.2.1 Yapisal ozellikleri ve fonksiyonlan:

HGF bir disulfid aracihfzyla birbirine baglanan 2 zincirden olusan heterodimer
yapida bir sitokindir. o zinciri N- terminal alamna, B zinciri ise serin proteaz benzeri bir

yaprya sahiptic. HGF baglangicta biolojik olarak inaktif glikoprotein onciilleri olarak tek
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zincir yapida sekrete edilir, takiben uygun durumlarda proteolizis ile aktif hale donitgiir. Bu
doniigiimde doku diizeyinde plasminojen aktivatoslerinin 6nemli rolieri vardir. HGF c-met
olarak adlandirilan reseptérleri araciliiyla etki gosterir. c-met reseptorlerinin olusumu
MET protoonkogeni tarafindan vyonetilir ve ozellikle tirozinkinaz aracilifiiyla
fonksivonlarim gerceklestirirter. IL-1, fibroblast bitylime faktorid, trombosit biiytime
faktorii, epidermal biyiime faktorii ve prostoglandinler HGF ekspresyonunu artirirken,
heparin gibi polisakkarid silfadlar HGF sentezini uyarir fakat sentez sonrasinda etki
etmezler. TGF-B ve glukokortikoidler ise HGF ekspresyonunu inhibe etmektedir. HGF ve
HGF reseptori: c-met, brongial epitel hiicrelerde, digdeki mezenkimal dokularda, kosta, kol
ve bacak eklemlerinin kikirdak boigelerinde, bobrek, karaciger, beyin, kalp gibi birgok
dokuda bulunmakta ve hiicrelerin gelisimi, olgunlagmasi ve diger dokulara ydnlenmesinde
etkili olmaktadir (39-41).

HGF baglangigta karaciferin yenilenmesinde etkin olan sitokin olarak
tamimlanmasina ragmen yapilan ¢ahgmalarda etkilerinin sadece karacifer tizerinde sinirh
kalmayip birgok dokuda oldugu gézlenmistir. HGF mezenkimal hiicrelerden sahnip birgok
epitelyal orijinli hiicrede parakrin tarzda hiicre ¢ogalmasina, aktivitesinin artmasina ve
invazyonuna yol agarken, epitelyal karacifer onciilii hiicrelere benzer hiicre gruplarinda
tubular yapilarin olugmasina neden olmaktadir. HGF’nin endotelyal hiicreler igin invitro ve
invivo olarak angiogenik oldugu saptanmugtir. Dis geligiminde, karacifer ve bobrek
regenerasyonunda etkili olup, ayrica bu organlarda anti-apopitotik etkilerinin oldugu tespit
edilmigtir. Bobrek, over ve testisin mezenkimal hiicrelerden epitelyal hiicreye donigiim
sirecinde etki gosterdigi gozlenmigtir HGF kemik dokusumun yapilanmasinda kemik
yapimi ve yikimn arasindaki dengeyi saglayarak etki gosterir. Bunun yamnda
osteoklastlardan salgilanan HGF ise osteoklast ve osteoblastlarn reseptorlerini aktive etme
Ozelligine sahiptir. Monosit ve monosit onciilii hiicrelerden salman HGF eritroid
hematopoetik ¢ncil hiicrelerin gelisiminde ve yagam siirecinde etkili olmakiadr. Ayrica
sinir hiicrelerinin gelisimi ve yasaminda da etkileri gosterilmistir. Son zamanlarda papiller
renal kanserlerde c-met reseptorlerinde gozlenen mutasyonlar kanserle iligkilendirilmis ve
losemi-lenfoma hiicre dizilerinde, meme ve mesane kanserinde HGF ekspresyonunun
arttif1 saptanmigtir. Bunun izerine yapilan ¢aligmalarda birgok kanser tiriinde HGF ve
HGF resept6rii c-met’de degigimlerin oldugu gosterilmigtir (40, 42- 44)
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2.2.2 Dendritik hiicre olusumunza etkisi:

Fetal dénemde hematopoezde Onemli rol oynayan HGF’nin reseptorii c-met’in
erigkinlerde saptanmasi1 ile HGF’nin ileri yasta hematopoezde rol oynayabilecegi
digtinilmiis ve vapian c¢ahgmalarda HGF'nin kok hiicrede proliferasyon ve
differansiasyona neden oldugu gozlenmistir (5,6). Monosit ve monosit onciilii hiicrelerden
HGF sekresyonunun gosterilmesinden sonra yapilan c¢aligmalarda HGF’nin monosit-
makrofaj fonksiyonlarinda énemli rol oynadif: ve bunun sonucunda nonspesifik immiin
yanit: etkiledigi saptanmugtir (7,8). Bunun yaminda periferik ve kord kam monositlerine
HGF’nin etkisini inceleyen c¢ahigmalarda, periferik kanda monositlerin antijen sunma
ozelligi artarken kord kam monositlerinde bu durum goézlenmemigtir (9,10). Ancak bu
¢ahgmalarda monositler, DH ye donigimii saglanmaksizin direkt olarak HGF ile inkiibe
edilmiglerdi. Buna kargin kemik iligi CD34+ hiicrelerinden HGF ile DH gelistigi hatta
bunun GM-CSF’ye gore daha da belirgin oldugu bildirilmigtir (11). Bunu tfakip eden
caligmalarda fare DH’lerinde HGF reseptorii c-met saptanmmg ve HGF'nin DH
fonksiyonlarinda etkili oldugu belirtilmistir (12).
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3. MATERYAL METOT

3.1 GEREKLI MALZEMELER:

Demirbag malzemeler:

Akimsitometri (Epics XL Beckman Coulter), sofutmah santriflij (Rotina 35R), klas
II hiicre kultiir kabini (Holten Laminair), invert mikroskop (Olympus), CO; inkiibatérii
(Binder), pipet (Rainin), eliza okuyucu (Anthos reader 2001).

Sarf malzemeleri:

Hiicre kiltiir kab: (Cellstar greiner bio-one), pipet ucu, 96° hik hiicre kiltir kabi
(orange scientific), ficollii tiip (Vacutainer CPT), human albumin %20 (Baxter), MTT
solusyonu thiozolyl blue (Sigma kat.no: m.5655), IL-4 (Sigma kat.no: 1-4269), GM-CSF
(Leucomax Aesca 400ug shering), PPD test tuberculin (BB-NCIP-ltd. Sofia-Bulgaria),
TNF (Cell-genix: Kat.no:1006), DC Growth Medium (Cell-genix: Kat.no:2005), HGF
(Sigma: Kat.no:H1404), CD86 FITC (Beckman Coulter:Kat.no:IM2729), CD83 PE
{(Beckman Coulter:Kat.no:IM2218), CD80 PE (Beckman Coulter:Kat.no:IM1976), CD14-
FITC (Beckman Coulter:Kat.no:IM0650), HLA-DR-PE (Beckman
Coulter:Kat.no:IM0464), RPMI 1640 medium (stem cell: Kat. No: 36750), CD1a-PE
{Beckman Coulter:Kat.no:iM1942).

3.2 METOT:

3.2.1 Mononiikleer hiicre izolasyonu

Saglikl: 5 donoérden alinan 100 cc kan 10°ar cc’lik ficollii tiiplere (Vacutainer CPT)
aktanilarak 30 dk. 1400 rpm de santrifiij yapilds. Usteki serum kismm atilarak mononiikleer
hiicreler ahindi. Mononiikleer hiicreter RPMI 1640+%0,5 HSA karigim ilave edilerek 10
dk 1200 rpm santriftyj ile 2 kez yikandi. Yapilan yikama iglemi sonrasinda iisteki kisim
atildi ve elde edilen hiicrelerin iizerine 80cc olacak sekilde RPMI 1640+%0,5 HSA
solusyonu ilave edildi. Hazirlanan bu hiicre solusyonundan hiicre sayimt yapildi ve hiicre
sayisimn 5x10%/pl iizerinde oldugu saptandiginda, siispansiyon 10°ar cc olarak 8 hiicre
kiiltiir kabina dagitildi ve 2 saat 37 °C de inkiibe edildi. Yapigmayan tisteki hiicreler RPMI
1640+%0,5 HSA solusyonu ile tekrar 4 kez yikanarak ortamdan uzaklastirildi ve sonucta
hiicre kailtiir kabina yapigmg mononiikleer hiicreler elde edildi.
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3.2.2 Dendritik hiicre Gretimi

Mononiikleer hilcrelerin bulundugu kisltir kablarina 9 c¢ olacak gekilde DC growth
medium (%1 glutamint%]1 HSA ilaveli) ilave edildi. 8 kiltiir kab1 katilacak sitokin
karigimuna gore kontrol (sitokinsiz), GM-CSF, IL-4, HGF, HGF+GM-CSF, HGF+I1.-4,
GM-CSF+IL-4, HGF+GM-CSF+IL-4 olmak tizere isaretlendi. Caligma oncesinde herbir
sitokin i¢in uygun dozda (Dozlar GM-CSF: 100ng/mi, IL-4: 50ng/ml, HGF: 20ng/ml) 1 cc
farkh sitokin kokteyli igeren kiiltur ortamu yaratildi.

3.2.3 DH kiiltiiriiniin izlemi

Mononiikleer hiicreler 5 giin boyunca 37°C ve %5 CO.’li ortamda inkiibasyona
alind1 ve 2, 3, ve 4. ginlerde incelenip fotograflan ¢ekild:. 5. giin fotograf ¢ekimini takiben
2 cc omek almip akimsitometri ile CD14, CD1a, HLA-DR, CD80, CD83, CD86 yiizey
belirleyicileri ¢ahgitdi. Takiben alinan érnek orammda eksilen DH growth medium ilave
edilerek kontrol grubu hari¢ her bir kiltiir kabina 20ng/ml olacak sekilde TNF-o katildi. 6
ve 7. giin fotograf ¢ekimi yapildi. 7. giin tekrar 2 cc dmek ahinarak yukarida tanimlanan
yiizey belirleyicileri tekrar ¢alisildi (45).

3.2.4 DH’lerin lenfosit proliferasyonu ve fonksiyonlan iizerine etkisinin tayini

Kultiir kaplarinda kalan 8 cc kiiltiir ortamm 20pg/ml PPD ile 2 saat inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonrasinda hiicreler irradiye edildi. Daha 6nce kantan alinip DH leri tiretilen S
kisiden yeniden kan alinarak yukanda tamimlandifi gibi lenfosit elde etmek icin
mononiikleer hiicreleri ayristirildi. Mononiikleer hiicreler RPMI ile bir flaskta 2 saat
inkiibe edilerek flaska yapigan monositlerin diginda kalan lenfositler alindi  ve 96
kuyucuklu hiicre kiiltiir kabinin her kuyucuguna 1x10° lenfosit/200ul icinde dagitildi. 96
kuyucuklu kaltir kabt 8°li gruplara ayrildi. 1. grupdaki kuyucuklara 20pg/mil PPD ile
inkiibe edilmig irradive monositler 3 kez yikandiktan sonra DC growth medium iginde
1000 otolog monosit/50ul olacak sekilde ilave edildi. Digier gruplardaki kuyucukiara DH
tretim caligmalanmin yapildig: 8 gruptan elde edilen DHler irradiye edildikten sonra DC
growth medium ile 3 kez yikand: ve her bir kuyucuga 1000 hiicre/S0ul olacak sekilde
dagitildr. (1 uyarana 100 uyanlan hiicre oram olusturuldu). Bos kalan kuyucuklara ise
buharlagmay: en aza indirmek amaciyla steril su dagitildi (Sekil 2). 48 saat inkiibasyon
sonrasi lenfosit proliferasyonu ve fonksiyonlarin takip igin MTT testi yapild.
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MTT testinin yapihst: inkitbasyon sonras1 96 kuyucuklu hiicre kiiltiir kabinin herbir
kuyucuguna 10pul MTT solisyonu ilave edildi. (final MTT konsatrasyonu 0.5mg/m! ofacak
sekilde). Kiiltiir kab: 37°C’de 3-4 saat inkiibasyona tabi tutularak formazan kristallerinin
olugumu saglandi. Takiben kuyucuklara 200l DMSOQ,, etanol (1:1) kangim ilave edilerek
kiilttir kabt kargtirict {izerine yerlestirildi ve 10-20 dakika ajite edildi. Ajitasyon sonrast
tiim formazan kristallerin ¢6ziiniip ¢ozinmedigi gézle kontro! edildi. Formazan kristalleri
cozuildiikten sonra kiiltiir kabi absorbans deZerieri icin okuyucuda degerlendirildi. Bu iglem
sonunda yagayan hiicrelerin yiizdesi su formiile gore belirlendi (46).

Test edilen hiicrelerin final absorbanst

X 100 = Canh, metabolik aktif
Otolog monosit ile inkiibe edilmig hiicrelerinin Hiicre Yiizdesi
final absorbansi

Sekil 2. MTT testinin yapihig dizayni.
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© 0 0 Q0 0 0 C O o Ditilesu
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3.3 Istatistiksel Analiz

Elde edilen veriler meantstardart sapma olarak hesaplanarak kontrole gore sitokin
etkileri Mann Whitney-U testi kullamlarak kargilagtiniid:. Gruplar aras: kargilagtirma ise
Wilcoxon testi ile yapiid:.



19

4. BULGULAR

Periferik kandan elde edilen mononiikleer hiicrelerin GM-CSF, IL-4, HGF,
HGF+GM-CSF, HGFHIL-4, GM-CSF+IL-4, HGF+GM-CSF+IL-4 olmak uzere 7 farkl:
sitokin karisim ile DC growth medium igeren kiiltlir ortaminda 5 giinlik inkiibasyonunun
sonrasinda elde edilen yiizey ve kostimiilan molekiillere ait akim sitometrik verileri kontrol
(sitokinsiz) grubuyla kargilastirdiimizda; HGF+GM-CSF+IL-4 ve GM-CSF+IL-4
grubunda HLA-DR, CD83 ve CD86 ekspresyonunun arttfy CD14, CDla ve CD80
ekspresyonunun ise degismedigi gdzlendi (p<0.05, p<0.01). GM-CSF grubunda ise HLA-
DR, CD83, CD86 ve CDl14 ekspresyonu artarken CDla, CD80 ekspresyonunun
degismediZi saptandi (p<0.05, p<0.01). Bunlara kargin IL-4+HGF grubunda HLA-DR ve
CD83 ekspresyonu artarken CD14, CDl1a, CD80 ve CD86 ekspresyonunun degigsmedigi
(p<0.05, p<001), IL-4, HGF ve HGF+GM-CSF grubunda ise sadece HLA-DR
ekspresyonunun artiin CD14, CDla, CD80, CD83 ve CD86 ekspresyonlarmin
degigmedigi gozlendi (p<0.05). Ayrica CD83 ekspresyonu GM-CSF grubuna gore GM-
CSF+HIL-4 grubunda, HGF grubuna gore HGF+IL-4 grubunda, GM-CSF+HGF grubuna
gore GM-CSF+IL-4+HGF grubunda yiksek saptanirken, GM-CSF+HGF grubunda GM-
CSF grubuna gére diigitk saptandi (p<0.01) (Tablo 3, Grafik 1, Resim 3).

Tablo 3. Inkiibasyonun 5. giiniinde gruplarin antijen ekspresyon yiizdeleri.

CD14 CDia  HLA-DR CD380 CD83 CD86
“Kontrol 1.96£2.85 2424133 61.14420.55 15.8648.52 9.76+1.77 32.06:+16.20
GM-CSF 8.5843.27% 3504135 33.88+11.22% 16244381 246615.17,¥% 61.87+12.58*
-4 1.78+£1.72  2.0910.68 88.74111.88* 29.73+12.08 13.5043.56,  43.57+14.94
HGF 6.841733 1224094 87.76+11.78*% 20.06+17.66 11.3844.74,  30.79+14.58
GM-CSF+HGF 3.2343.23  3.2742.26 86.8248.42% 17.53%10.18 125842714  47.86+17.82
IL4+HGF | 1.88+1.61 2.23+1.72 89.1145.10% 17.1148.00 24.0243.92.%% 38.06120.65
GM-CSF+IL-4 1.80+1.20 3364338 87.4119.63*% 21.91+13.27 51.22416.75¢* 53.7448.60%
GM-CSF+IL- 0.924052  2.88+1.89 87.49+10.05% 22441293 50,1442328,** 66.3248.60%*

4+HGF

* p<0.05 **p<0.01 (kontrole gbre) a-f, a-d, b, ¢c-¢, d-g, p<0.01
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Grafik 1. Inkitbasyonun 5. giiniindeki gruplarm antijen ekspresyon yiizdeleri.

cD4
%
9- *
8
7 -4
6 -
Kontrol GM-CSF -4 HGF GM- It.-4+HGF GM- GM-
CSF+HGF CSFHi.-4 CSF+lL-
4+HGF
CDla

Kontrol  GM-CSF -4 HGF GM L-4+HGF GM- CM-
CSF+HGF CSF+i-4 CSFHL-
4+HGF

* p< 0.05 (kontrole gore)
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Grafik 1. Inkiibasyonun 5. giiniindeki gruplarin antijen ekspresyon yiizdeleri. (devams)

Ccbs0

Kontrol GM-CSF B-4 HGF GM IL-4+HGF GM GM
CSF+HGF CSFHL-4  CSFHL-
4+HGF
HLA-DR
%

| B

-CSF -4 HGF GM-CEF+HGF  IL-4+HGF  GM-CSF+HIL-4  GM-CSF+IL- ‘
AHGF

Kontral

* p< 0.05 (kontrole gore)
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Grafik 1. Inkiibasyonun 5. giintindeki gruplarin antijen ekspresyon yiizdeleri. (devami)

Kontral GM-CSF -4 HGF GM- E-4+HGF GM- GM
CSFHIGF CSFHL-4  CSFHL-
44+HGF
CcDs8
%
70 *

Kortrol GM-CSF IL-4 HGF GM- L-4+HGF GM- GM-
CSFHGF CSF+ll-4 CSF+L-
A+HGF

* p< 0.05, **p<0.01 (kontrole gore)



Resim 3,4. Inkijbasyonun 5. giiniinde gdzlenen DH’lerden birer drnek
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5. giin kaltiir ortanuna m!’de 20 ng olacak sekilde TNF-u ilave edildikten sonra 7.
ginde yapilan akim sitometri analizlerinde : HGF+GM-CSF+IL-4 ve GM-CSF+IL4
grubunda kontrol grubuna gére HLA-DR, CD1a, CD80, CD83 ve CD86 ckspresyonu
artarken CD14 ekspresyonunun degismedigi gozlendi (p<0.01, p<0.05). IL-4, IL-4+HGF
grubunda ise HLA-DR, CD80, CD83 ve CD86 ekspresyonu kontrol grubuna gore artarken
CD14 ve CDla ekspresyonu degisiklik gostermiyordu (p<0.01, p<0.05). GM-CSF grubu
ile kontrol grubunu karsilastrdigimizda HLA-DR, CD83, CD86, CD14 ekspresyonu
artarken CD1a ve CD80 ekspresyonunda degigiklik saptanmadi (p<0.01, p<0.05). Bunlara
kargthk HGF+GM-CSF ve HGF grubunda sadece HLA-DR ve CD86 ekspresyonu artarken
CD14, CDla, CD80 ve CD83 ekspresyonun degismedifi gozlendi (p<0.01, p<0.05).
Bunlarin yamnda TNF-o oncesine benzer sekilde CD83 ekspresyonu GM-CSF grubuna
gore GM-CSF+IL-4 grubunda, HGF grubuna gore HGF+IL-4 grubunda, GM-CSF+HGF
grubuna gore GM-CSF+IL-4+HGF grubunda yiiksek saptanmirken, GM-CSF+HGF
grubunda GM-CSF grubuna gore digiik saptand1 (p<0.05, p<0.01) (Tablo 4, Grafik 2,
Resim 4,5).

Tablo 4. Inkiibasyonun 7. giiniinde TNF-o sonras: gruplarin antijen ekspresyon viszdeleri.

CD14 CDla HLA-DR CDg0 CD833 CD8g6
Kontrol 2.30:41.23 1.49+1.31 52.34+10.04 8.3444.02 12 9842 88 23.30+14.23
GM-CSF 74032 81** 129+1.02 911448 80%* 14924598  26.6044.17,%*% 68.44+1G.46**
14 1.62+1.13 8.324106.13 89.5019.25%*  30.38118.55% 27.204540:%*%  65.5617.58%*
HGF 4224603 1.38+1.20 93.5438.44%+ 11184681  12.4443.45, 49.02410.57*
GM-CSF+HGF  3.13+2.07 4.2134.93 90.6818.07%* 15284886 10.2443.644 56.94121.55*
IL-4+HGF 1.64+1.25 3.1843.34 86.96+10.61%* 16.06:+4.88*% 30.96+11.62.%* 51.9617.82*
GM-CSFHIL4  2.1241.59 9.1343.91** 87.32+14.71%%  22.7619.55% 41.40+11.39¢** 52.8411584*
GM-CSF+IL- 2.70+£2.05 7.4814 78%* 91.3815.48*F  25.38114.02% 45.06+17.36,** 60.96+14.61*
4+HGF

*p<0.05 **p<0.01 (kontrole gore) a-f p<0.05, a-d, b-f ¢, d-g p<0.01



25

Grafik 2. Inkiibasyonun 7. giniinde gruplarin antijen ekspresyon yiizdeleri.
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Grafik 2. Inkiibasyonun 7. giiniinde gruplarin antijen ekspresyon yiizdeleri. (devami)
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Grafik 2. Inkiibasyonun 7. giiniinde gruplarin antijen ekspresyon yiizdeleri. (devam)
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Resim 5,6 : Inkitbasyonun 7. giiniinde gozlenen DH’lere 6rnekler.
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Kiiltiir ortamina TNF-u ilave edildikten sonra sitokinlerin yiizey belirleyicileri ve

kostimiilan molekiil

ekspresyonlari

tizerine olan etkilerini

TNF-a oncesi ile

kargilagtirdigimuzda: CDla ekspresyonunun GM-CSF+IL-4 ve GM-CSF+IL-4+HGF

grubunda, CD83 ekspresyonunun I1L-4 grubunda TNF-o oncesine gére belirginlegtigi

gozlendi. Buna kargin diger ylizey ve kostimiilan molekiil ekspresyonlarinda TNF-a dncesi

ve sonras: arasinda anlamh bir fark bulunmads. (Tablo 5)

Tablo 5: TNF-a 6ncesi ve sonrast gruplarin antijen ekspresyon yiizdeleri .

CDi4 CDia HLA-DR CD30 CD383 CD36
GM-CSF 8.58+3.27 3.50+£1.35 888841122 16244381 24661517  61.87+12.58
GM-CSF+TNF-u 7.40+2.81 1.29+102 91.144880 14924598 26.6044.17 68.44110.46

CD14 CDla HLA-DR CD80 CD83 CD36
L4 1.78+1.72  209:068 8874+11.88 297311208 13.5043.56 43.57114.94
IL-4+TNF-a 1.62+1.13  8.32+£10.13  89.5049.25 303841855 27.204540* 65.56+7.58
* P<0.05

CD14 CDla HLA-DR CD30 CD33 D86
HGF =~ 6.84+733 1224094 87.76+11.78 2006+17.66 11.38+4.74  30.79+14.58
HGE+TNF-£1 4223603 1.38+1.20  93.544844 11184681 12444345  49.02+10.57

CD14 CDila HLA-DR CDg0 CD83 CD86
GM-CSF+HGF 3234323 3.2742.26  86.8248.42  17.53+10.18 12584271 47.86117.82
GM-CSF+HGF+ 3.13:2.07 4214493  90.68+807 15284886 10.2443.64  56.94421.55
TNF-o

CD14 CDla HLA-DR CD380 CD83 CD86
1IL-4+HGF 1.88+41.61 2234172  $9.1135.10 17.113800 24.0243.92  38.0612065
L-4+HGF+TNF-a  1.64+1.25 3.1843.34 86.96+10.61 16064488 30.96111.62 51.96+7.82
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CDhi4 CDIla HLA-DR CD80 CD83 CD86

GM-CSF+HL-4 1.80+1.20 3364338 387411963  21.91%13.27 512241675 53.7448.60
GM-CSFHIL-4+ 2.1241.59 9.1313.91* 87.32+14.71 22764955  41.4G+11.39 52.84+]1584

TNF-a

* P<0.05

" CD14 CDla HLA-DR CD30 CD83 CD386

GM-CSFHIL-4+HGF 0.92+052 2.88+1.80 87.49+10.05 224441293 50.14323.28 66.3248.60

GM-CSF+IL- 27708205 7481478+ 91381548  25.38114.02 450611736 60.96+14.61

4+HGF+TNF-a

* p<0.05

TNF-o ile maturasyonu tamalanan DH gruplarimin 7. giinde ortama ml’de 20ug
olacak gekilde PPD ilavesinden sonra yapilan MTT testinde: Kontrol grubuna gore tiim
gruplarda hiicre sayis1 vefveya metabolik aktivitelerinin arttif: gozlenirken (p<0.001,
p<0.01) bu artisin Szellikle HA+HGF kombinasyonunda daha belirgin olmak fizere tiim
HGF igeren kombinasyonlarda HGF siz esdegerlerine gore daha fazla oldugu goézlendi.
Sadece IL-4 ve GM-CSF igeren gruplarda artig olmakla birlikte digerlerine gore daha
diigiktii (Tablo 6, Grafik 3).

Tablo 6. 7 giin TNF-a ile matiirasyon sonras1 PPD ile yiklenen DH gruplarimn lenfosit

proliferasyonu ve metabolik aktiviteleri izerine olan etkileri (MTT testi).

Kontrol % GM-CSF% H-4% HGF % GM- IL-4+HGF GM- GM-
CSF+HGF % CSF+IL4 % CSF+IL-
% 4+HGF %

92 65412.51 152.2425.64%% 1497422 8%* 162.4421.4% 163.8+43.8*% 182.2430.9% 164 44+34.4* 1694129 3%

*p<0.001 **p<0.01 (koatrole gore)
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Grafik 3. MTT testi sonuglan.

Kontrol GM-CSF -4 HGF G- L-4+HGF G- GM-CSF+L-
CSF+HHGF CSF+it4 4+HGF

*p< 0.001 **p<0.01 (kontrole gore)

Caligmamizin her agamasinda 151k mikroskopu ile DH gelisimini morfolojik olarak
degerlendirdik ve kontrole goére tim gruplarda resim 3,4’de goruldigiu gibi igsi
uzantilaryla DH goriiniimiine sahip hiicrelerin olustugunu gozledik. Ozellikle I1.-4 iceren
gruplarda DH morfolojisine sahip hiicrelerin daha belirgin oldugu dikkati gekmekteydi.
Resim 5,6’da gorildaga gibi TNF-o ilavesinden sonra DH nin morfolojik goriniimlerinde
herhangi bir degisiklifin gozlenmedigini ve TNF-a. ilavesinden 6ncesiyle benzer bir yapida
oldugunu iziedik.
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S. TARTISMA

Malign hastahklarda giiniimiizde kullan:lan tedavi yontemleriyle tedaviye yanitsiz
veya tedavi yanit1 olmakla birlikte minimal rezidiel hastalifin varh@inda timore yonelik
immunoterapi yaklasimlan sikca kullanilmaya baglanmstir. Bu amagla DH’lerle yapilan
timore yonelik immiinoterapi uygulamalarinin umut verici oldugu gorilmektedir. Bu siireg
icinde DH’nin gelisimi, fonksiyonlar ve etkinlii tizerine birgok galigma yapilmigtir,

Bilindigi gibi DH’ler kemik iligi, periferik kan ve kord kam CD34+ hiicrelerden
uretilebildigi gibi, periferik kan monositlerinden de Uretilebilmektedir. Periferik kandan
elde edilen monositler uygun kiiltiir ortaminda ve ¢esitli sitokinlerin varhginda fenotip ve
fonksiyonel t‘)zelliklériyle DH’ye doniisebilmektedir. Yapilan ¢aligmalarda GM-CSF, IL-4
ve TNF-o’min uygun sitokin kombinasyonu oldugu ve DH iiretim prosedirlerinde
kullanilabilecegi tammlanmgtir. Bu sitokin kombinasyonu ile degigik kiiltiir ortamlarinda
kiiltir iglemini takiben, morfolojik goriiniimleriyle birlikte CD14-, HLA-DR+, CD83+,
CD80+, CD86+ ve CD1a’mn -/+ olabildigi fonksiyonel DH’ler elde edilebilmektedir (47-
50).

Bizde ¢calismamizda, serum igermeyen kiiltiir ortamda GM-CSF, IL-4, HGF, GM-
CSF+HGF, IL-4+HGF, GM-CSF+IL-4, GM-CSFHL-4+HGF olarak dizenledigimiz 7
farkh sitokin kangimumin morfolojik ve fonksiyonel olarak DH gelisimine etkilerini
inceledik. Caligmam:za genel olarak bakt@rmzda sadece TNF-q ilavesinden 6nce GM-
CSF grubu diginda diger sitokin gruplarinda DH gelisiminin bir gostergesi olarak
monositlere spesifik CD14 yiizey ekspresyonunun az oldufunu, buna karsin antijen
sunumu igin gerekli olan MHC klas T molekillerinin géstergesi olan HLA-DR
ekspresyonunun artmis oldugunu gozledik. Bunlara karsilik sitokin gruplan arasinda
DH’yi tammlamada kullanmlan kostimiilan molekiil ekspresyonlari agismndan farklihklar
gozlenmekieydi.

Ancak calismamiz genelinde tiim sitokin gruptarinda CD1a ekspresyonunun DH’yi
tanimlamada kullamian diger kostimiilan molekiil (CD80, CD83, CD86) ekspresyoniarina
gore daha diisik oldugunu saptadik. Yapilan gahigmalarda bir kostimiilan molekiil olan

CD1a ekspresyonunun varligi veya yoklugunun kiiltiir ortamina konan medium ile iligkili
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oldugu gosterilmigtir. Moldenhauer A ve arkadaglan yaptiklani ¢aligmada periferik kandan
elde edilen monositlerden DH olugumunda, otolog plazma ve fetal sigir serumu igeren iki
degisik kiltiir ortaminin CD1a ekspresyonu Gzerine farklt etkilerinin oldugunu ve fetal
sigir serumu iceren kiltir ortaminda muhtemelen sigir antijenlerinin uyarimina bagh
olarak CD1la ekspresyonunun arttigini, buna karsin otolog plazma iceren kiiltir ortaminda
ise CD1a’nin azaldigim gostermiglerdir. Fakat her ikisi arasinda antijen sunumu agisindan
fark olmadigim belirtmektedirler (51). Oysaki Xia C-Q ve arkadaslan CDlat+ olan
DH’lerin CD4 T lenfositleri daha etkin olarak uyarabildigini sdylemektedirler (52). Bizim
¢aligmamizda tiim sitokin gruplarinda gozlenen CD1a ekspresyon azligimin kullandigimiz
serum igermeyen kiiltiir ortamyla iligkili oldugunu disiiniiyoruz. Bu konuda serum
icermeyen kiiltiir ortamim aldigimiz Cell-Genix laboratuarindan Dr. Torsten Dickmann ile
yvaptigimiz kigisel tartigmada bu olumsuziugun s6z konusu oldugunu, ancak ortama IL-1f3,
PGE2, 1L-6 gibi sitokinlerin ilavesiyle sorunun giderilebilecegi belirtilmigtir. Biz HGF nin
etkisini test etmek istedigimizden ilave sitokin kullanmamay tercih ettik.

Bu ¢aligmada TNF-¢ itave etmeden 6nce 5. giinde sitokinlerin DH geligimi tizerine
olan etkilerini inceledigimizde:

Sadece GM-CSF igeren grupta DH gelisiminin bir bulgusu olarak HLA-DR, CD83,
CD86 viizey molekill ekspresyonlanimin kontrole gore arttif: izlenirken, beraberinde CD14
ekspresyonununda artmasit GM-CSF’nin monositik ve DH kolonilerini beraberce
indiikledigini telkin etmekteydi. Gergektende bu bulgular morfolojik olarakta
gozlemlenmisti. Nitekim yapilan galismalarda tek basina GM-CSF’nin monositleri antijen
sunabilen makrofaj benzeri hiicrelere donigtirebildigi (53), ayrica tek bagina
kullamldiginda ozellikle DH onciillerinin olusumu ve yagarm tizerine etkili oldugu
belirtilmektedir (54,55).

IL-4 ise GM-CSF’den farkll olarak monositlerin DH’ye differansiasyonunda ¢ok
6nemli bir sitokin olup, makrofajlarin agin gogalmasim engelleyerek periferik kandan DH
olusumu ve maturasyonuna yol agmaktadir. Bu etkilerinden dolayt monositlerin 1.4 ile
kisltiure edilmesiyle DH morfolojisine doniistiigii gézlenmektedir (54-56). Chapuis F. ve
arkadaglann IL-4 ile monositlerin makrofaja dogru differansiasyon yetenekleri
azaltilmadikca periferik kan onciil hiicrelerinin makrofajlara doniigme yeteneginin
oldugunu belirterek, IL-4 ile CD14 ekspresyonunun azalmasimn DH’ye doniisiimiin ana

bulgusu oldugunu belirtmektedirler (57). Bizde yaptigimiz ¢ahsmada sadece IL-4 ile
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belirgin olmayan CD14 ekspresyonu ile kontrol grubuna gére HLA-DR ekspresyonunun
artigini, buna karsilik kontrol grubuna gore CD80, CD83 ve CD86 ekspresyonunun
artmakla birlikte istatistiksel olarak anlamh olmadigim: saptadik.

IL-4 cahigmamizda kullandigimiz sitokinlerden GM-CSF’yle kombine edildiginde
tek bagina GM-CSF grubunda goézlenen CD14 ekspresyonu azalirken beraberinde. artmisg
HLA-DR, CD83, CD86 ekspresyonu izlendi. Benzer olarak HGF ile kombine edildiginde
CD14 ekspresyonu azalirken, HLA-DR ve CD83 ekspresyonunun arttigm gozledik.
Ozellikle HGF, GM-CSF ve HGF+GM-CSF igeren gruplara IL-4 ilave ettiimizde CD83
ekspresyonlarinin  belirginlesmesi dikkat cekiciydi. Bu bulgular monosit kékenli DH
gelisiminde IL-4’in 6nemli bir sitokin oldugunu telkin etmekteydi. Morfolojik
degerlendirmelerde de IL-4 igeren gruplardaki DH belirginligi bunu destekler nitelikteydi.
Nitekim kemik iligine goére periferik kandan DH {iretiminde tek bagina kullanilan GM-
CSF’nin daha az basarih oldugu belirtilerek, yapilan ¢aligmalarda periferik kandan elde
edilen monositlerden DH olusumunda IL-4’iin énemli rol oynadif: sadece GM-CSF ile
hiicreierin cogunun matiir hale gelemeyecedi gosterilmigtir. Bu galigmalarda GM-CSF’in
DH oéncillerinin olugumu ve yasam siiresini artiricken, IL-4"in makrofaj koloni olugumunu
inhibe ederek daha fazla DH biiyviimesi ve matiirasyonuna neden oldugu belirtilmektedir.
Boylece monosit kiiltiirlerinde IL-4 ve GM-CSF bitlikte kullanildiginda antijent yakalama
ve isleme tabi tutma yetenegine sahip, CD14 ekspresyonu oldukca azalmis, HLA-DR
ekspresyonu artmug immatiir 6zellikte DH’ler elde edilebilmektedir (54,55). Takip eden
calismalarda da IL-4+GM-CSF birlikte kullamminda periferik kan monositlerinden bol
miktarda ve etkin DH olustugu ve bunlannda klinik uygulamalarda baganyla
kullamlabilecegi belirtilmektedir (58-60).

Tek basina HGF kullamldiginda monosit kultiirlerinde HLA-DR ekspresyonu
artarken CD14 ekspresyonunun belirginlesmemesi ve morfolojik analizlerde DH benzeri
hiicrelerin varlign bu sitokinin DH gelisiminde etkili olabilecegini diisindiirmekle birlikte
CD1a, CD80, CD83 ve CD86 ekspresyonlaninin zayif olmast HGF’ nin monositik DH
gelisiminde onemli roli olmadigin: telkin etmektedir. HGF ilave edilen GM-CSF, IL-4 ve
GM-CSF+IL-4 gruplannda GM-CSF grubundaki CDS83 ekspresyonunun azalmas:
haricinde genel olarak CD1a, CD80, CD83, CD86 ve HLA-DR ekspresyonlarinda olumsuz
bir degisiklik gozlemedik. Benzer olarak literatiirde periferik kan monositlerinin HGF ile

kisa siireli kiiltiirlerini takiben periferik kan monositlerinin antijen sunma kapasitesinin
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arthifi, ancak bu kisa siireli kiiltiir islemi sonrasinda HGF’nin monositlerde HLA klas 1
ekspresyonunun artmasina yol agtifi gozlenirken, CD80 ve CD86 gibi DH igin spesifik
diger kostimiilan molekiillerde herhangi bir degisim yapmadig: rapor edilmektedir (9,10).

Bu sonuglar, monosit kokenli DH geligiminde 5. giinde en 6nemli sitokinin 1L-4 ve
uygun kombinasyonun GM-CSF+IL-4 oldugunu, HGF’nin ise DH gelisiminde belirgin bir
katkisimin olmadigim gostermektedir.

Caligmamizin 5. giiniinde kontrol grubu hari¢ tiim sitokin gruplarina ilave ettigimiz
TNE-a’mn cesitli biyolojik, kimyasal ve fiziksel uyarilarla monosit ve makrofajlardan
salinarak immiin cevabin uyanlmasinda éneml rol oynadig: bilinmektedir. TNF-ct’mn
uygun konsantrasyonlarda hematopoetik onciil hiicrelerin DH’ye differansiasyon ve
maturasyonuna yol actifs, artan dozlarda kullaniminda ise DH sayisint daha fazla artirdig
gozlenmistir (61). Ancak yapilan ¢aligmalarda sadece CD34+ 6nciil hiicrelerde degil aym
zamanda periferik kan CD14+ hiicrelerde de DH farklilagmasina yol agtigi g6sterilmistir
(62). Schwarz F.’ de yaptifi1 bir ¢caligmada TNF-o’min GM-CSF reseptorlerini artirarak DH
gelisimini artirdifim belirtmektedir (63). Aym zamanda TNF-o’mn DH matiirasyonunda
onemli rol oynadig: belirtilerek, bir ¢ok ¢ahsmada DH kiltiir ortamlarina matiirasyon
saglamak amaciyla TNF-a ilavesinin yararh oldugu rapor edilmigtir (64-66).

Bu caligmada matiirasyon indiikleyici sitokin olarak kullandiimiz TNF-o’'min
5.giinde sitokin gruplarina eklenmesini takiben 2 giin sonra yapilan analizlerde;

TNF-a oncesi bakilan degerlerden farkh olarak tim gruplarda CDS86
ekspresyonlarnimn kontrole gore anlamh dlgiide arttigi saptanmgtir. CD80 ekspresyonu ise
kontrole gore IL-4 igeren tiim gruplarda TNF-a ilavesinden onceki deZerlerin aksine
artarken, CD83 ekspresyonununda kontrole gére HGF ve GM-CSF+HGF gruplannin
haricinde tum gruplarda arthf goézleniyordu. Son olarakta CDla ekspresyonunun GM-
CSF+IL-4 ve GM-CSFHIL-4+HGF gruplarinda kontrole gére anlamli olarak arttifi
izleniyordu.

Kontrol grubuna gére degisik gruplarda izlenen HLA-DR, CD80, CD83, CD86,
CDla ve CD14 arasindaki artiglan gruplar icinde yani TNF-a eklenmeden o6nceki
ckspresyonlan ile bu gruplara TNF-o. eklendikten sonraki 2. giindeki ekspresyonlar:
agisindan kargilastirdiinmzda ise, bir matiirasyon belirleyicisi olan CD1a ekspresyonunun
GM-CSF+IL-4 ve GM-CSFHIL-4+HGF grubunda kontrole gére anlaml: olarak arttif
saptand:. Aynica TNF-o ilavesiyle IL-4 grubunda CD83 ekspresyonunun arttii gozlendi.
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Bu bulgular birlikte yorumlandiginda, TNF-a ilavesinden sonra DH matiirasyon
gostergesi olan CD80, CD83, CD86 ve ozellikle CD1a ekspresyonlariun DH gelisimi
gosteren gruplarda daha belirginlestigini ve TNF-¢’nin DH matiirasyonunda 6zellikle TL-4
ile aditif bir rol oynayabilecegini gdstermekteydi. Calismamzda ozellikle TNF-o
ilavesinden Once kontrole gore belirgin olmayan CD80 ekspresyonlarinin, TNF-o
ilavesinden sonra IL-4 ve IL-4 igeren sitokin kansimlarinda kontrole gore artmig oldugu
gozleniyordu. Nitekim yapilan ¢caligmalarda CDB0 ekspresyonunun daha spesifik ve matiir
DH’yi hiicreyi gosterdigi, CD86 gibi sadece GM-CSF ile ekspresse edilemedigi
belirtilmektedir {67,68). Chen B ve arkadaglaninin yaptiklan bir galigmada TNF-o ile
DH’ye ait kostimiilan molekiil ekspresyonlan artarken matiirasyonunun gostergesi olarakta
DH’nin fagositik kapasitesinin azaldign gozienmistir (69). Biichler T ve arkadaslanda
¢aligmalaninda gesitli sitokin kombinasyonlarimin DH tretiminde benzer etkileri oldugunu
ancak periferik kan monositlerinden DH olusumunda IL-4+GM-CSF kombinasyonuna 5.
giinde ilave edilen TNF-o’ nin en uygun kangim oldugunu séylemektedirler (70).

Buraya kadar olan veriler 1s1finda bizim modelimizde DH gelisiminde ve
matiirasyonunda en etkili sitokin kombinasyonunun GM-CSF+IL-4+TNF-a. kombinasyonu
oldugu soylenebilir. Bunun yaninda HGF’nin bu kombinasyona ilavesiyle istatistiksel
olarak anlamli olmamakla birlikte CD80, CD83, CD86 ve HLA-DR ekspresyonlarindaki
artigin daha belirgin olmas1 HGF’nin olumlu bir katkisimin ofabilecegini telkin etmektedir.
Literatiirde periferik kan monositlerinden DH gelisiminde HGF’nin etkilerini inceleyen bir
caligma olmamakla birlikte, Ovah E. ve arkadaglan kemik iligi CD34+ hiicrelerden HGF
ile DH geligtigini hatta bunun GM-CSF’ye gore daha da belirgin oldugunu bildirmiglerdir
{11).

Benzer olarak galismanin ikinci agamasinda DH kiltir ortamlarina PPD ilavesi ile
antijentk uyany: takiben DH’lerin lenfositler iizerine olan proliferatif ve fonksiyonel
yeteneklerine baktifimizda, tiim gruplarda kontrole gére istatistiksel olarak anlamli lenfosit
proliferasyonu oldugunu gozledik. Ayn1 zamanda en belirgin proliferasyonun HGF+IL-4
grubunda oldugu ve HGF’nin bulundugu tim sitckin  kangimlarinda lenfosit
proliferasyonunun Ozellikle HGF igermeyen gruplardan daha fazla oldugu izlendi. Bu
durum bize HGF’nin DH’lerin fonksiyonel kapasitesini etkileyebilecegini telkin
etmekteydi. Literatiirde DH gelisiminde IL-4 ve HGF birlikteliZinin etkisini tammiayan bir
biigi olmamakla birlikte, HGF reseptorii c-met transfer edilmig IL-3 bagiml: murine
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myeloid hiicre dizisi 32D’nin IL-4 ve HGF birlikte kullamldiginda sinerjik etkiyle
proliferasyon kapasitesinin arttit belirtitmektedir (71). Monositier iizerinde HGF
reseptOrii  c-met’in saptanmasim takiben vapilan calismalarda, HGF’nin monosit
fonksiyonlarinda etkili oldugu gozlenmis olup endotoksin ile uyarimm takiben HGF
reseptorlerinin aktive oldugu, bunun sonucundada monositlerin etkilenen bolgeye hareket
ettifi ve sitokin sekresyonlarmin arttifi tespit ediimigtir. Tiim bunlarin sonucunda da
hiicresel inflamatuar yamtin arttift gozlenmistir (7,8). Bu konuda yapilan diger
caligmalarda ise, kord kam ve periferik kan monositlerinin hem serum igermeyen hemde
fetal calf serum igeren kiiltiir ortamtarinda HGF ile kisa sitreli kiiltiirlerini takiben periferik
kan monositlerinin antijen sunma kapasitesinin arttis, kord kani monositlerinin ise antijen
sunma kapasitelerinin degismedigi gosterilmigtir (9,10). Kurz MS ve arkadaglaninmin yaptig:
bir ¢aligmada ise, C57BL/6 veya BALB/c fare kemik ilifinden elde edilen DH’lerin HGF
reseptorii c-met tasidiklar: saptanmig ve c-met reseptoriiniin aktivasyonu ile DH’lerin
laminine adezyonu ve hareket yetenekleri artarken, antijen sunma fonksiyonlarimin
etkilenmedifii gézlenmistir. Buna karsin ise TNF-oo ve IL-1’nin epitelyal hiicrelerdeki
aktivitelerine benzer sekilde c-met reseptorlerini uyarabildiklerini soylemektedirler (12).
Sonu¢ olarak, bizim modelimizde periferik kan monositlerinden DH olusum
siirecindeki kiiltiir agamalarinda en uygun kombinasyonun GM-CSF+L-4+TNF-a oldugu
ve ortama katilan HGF’nin DH tretimine belirgin bir katki saglamadig1 gozlendi. Buna
kargilik HGF nin DH kiltisr ortamlarina katilmass bize DH matiirasyon ve fonksiyonunu
olumlu etkileyebilecegini telkin etmekte olup, mevcut bulgularin baska arastirmalarlada

desteklenmesi gerektigini diisindiirmektedir.
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6. SONUCLAR ve ONERILER

Cahsmamizda, serum igermeyen kiiltir ortamda GM-CSF, IL-4, HGF, GM-
CSF+HGF, IL-4+HGF, GM-CSF+IL-4, GM-CSF+IL4+HGF olarak diizenledigimiz 7
farkli sitokin karisiminin morfolojik ve fonksiyonel olarak DH gelisimine etkilerini
inceledik. Bu amagla monositler 5 giin boyunca bu sitokin kangimlanyla serum icermeyen
kiltiir ortaminda inkiibe edildi ve 5. giin ortama TNF-¢ ilave edilerek inkiibasyon stiresi 7
gine tamamlandi. 5. ve 7. ginde elde edilen hiicrelerin yiizey ve kostimiilan molekiil
belirleyicileri (HLA-DR, CDla, CD14, CD80, CD83, CD86) akim sitometrik analizle
belirlendi. 7 giiniin sonunda PPD solusyonu ile antijenik uyan yapilan DH’lerin MTT testi
ile fonksiyonel yetenekleri degerlendirildi.

Inkisbasyonun 5. giiniinde elde ettigimiz sonuglara baktigimizda;

a. Genel olarak tiim sitokin gruplarinda morfolojik ve yiizey belirleyici molekiillerinin
varhgiyla DH geligti,

b En belirgin DH geligimi I1.-4 igeren kombinasyonlarda, ézellikle IL-4+GM-CSF ve IL-
4+GM-CSF+HGF kombinasyonlarinda izlendi.

Ortama 5. giin ilave edilen TNF-o’dan sonra yapilan degerlendirmelerde;

a. TNF-a dncesine gore yiizey ve kostimiilan molekiil ekspresyonlan dahada belirginlegti,
b. DH geligiminde en etkili kombinasyonlar IL-4+GM-CSF+TNF-a ve IL-4+GM-CSF+
HGF+TNF-u idi,

¢. HGF’nin tek bagina DH gelisiminde ¢ok etkis: olmads,

d. HGF’nin IL-4+GM-CSF+TNF-a kombinasyonuna ilavesiyle istatistiksel olarak antamh
olmamakla birlikte CD80, CD83, CD86 ve HLA-DR ekspresyoniarindaki artigin daha
belirgin olmasi HGF’nin olumlu bir katkisinin olabilecegini telkin etti.
| DH’lerin lenfositler iizerine olan proliferatif ve fonksiyonel yeteneklerine baktifimizda ise;
a. Tum sitokin gruplaninda kontrole gore lenfosit proliferasyonu izienmekle birlikte en
belirgin proliferasyon HGF+IL-4 grubunda oldu,
b. HGF’nin bulundugu tiim sitokin kangimtaninda lenfosit profiferasyonu, ozellikie HGF
icermeyen gruplardan daha fazlayd:.

Sonug olarak;

a. HGF’nin DH kiiltér ortamlarmna katilmast DH matiirasyon ve fonksiyonunu olumlu
etkileyebilir,
b. Mevcut bulgulann bagka aragtirmalarla desteklenmesi gerekmektedir.
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7. OZET

Dendritik hiicreler ozellikle immiinoterapi uygulamalaninda kullanilmak tzere in
vitro olarak uygun kiiltiir ve sitokin ortaminda iretilebilmektedirier. Uretim asamasinda
granulosit makrofaj koloni stimiilan faktor (GM-CSF), interleukin-4 (1IL-4), tiimér nekrozis
faktor-a (TNF-a), kit ligand, fms-like tyrosine kinase ligand (Flt-3 L) ve interleukin—2
(IL-2) gibi sitokinler tek veya kombine olarak kullamlabiimektedir.

Hepatosit growth faktor (HGF)’iin kok hiicrelerde proliferasyon ve differansiasyona
neden oldugu, monosit ve makrofaj fonksiyonlarinda ¢énemli rol oynadig1 ve nonspesifik
immin yamt: etkiledigi bilinmektedir. Aynca HGF’nin periferik kandaki monositlerin
antijen sunma ¢zelliini artirdigr gozlenmigtir. Takip eden ¢aligmalarda fare DH’ lerinde
HGF reseptorii c-met saptanmug ve HGF’nin DH fonksiyonlarinda etkili oldugu
belirtilmigtir. Bu ¢aligmada periferik kan monositlerinden DH geligiminde, heniiz DH
iizerine etkisi tam olarak bilinmeyen HGF nin etkileri aragtinldi.

Caligmamizda, serum igermeyen kultur ortamda GM-CSF, 1L-4, HGF, GM-
CSF+HGF, IL-4+tHGF, GM-CSF+IL-4, GM-CSF+IL-4+HGF olarak dizenlediimiz 7
farkly sitokin karigimimin morfolojik ve fonksiyonel olarak DH geligimine etkilerini
inceledik. Bu amagla monositler 5 giin boyunca bu sitokin kanigimianyla serum icermeyen
kiiltiir ortamunda inkiibe edildi ve 5. giin ortama TNF-a tlave edilerek tnkiibasyon siires1 7
giine tamamlandi. 5. ve 7. giinde elde edilen hiicrelerin yiizey ve kostimiilan molekiil
belirleyicileri (HLA-DR, CDla, CD14, CD80, CD83, CD86) akim sitometrik analizle
belirlendi. 7 giiniin sonunda PPD solusyonu ile antijenik uyan yapilan DH’lerin MTT testi
ile fonksiyonel yetenekleri degerlendirildi.

Inkitbasyonun 5. giiniinde genel olarak tiim sitokin gruplannda DH gelisimi
izlenirken, en belirgin DH geligiminin IL-4 igeren kombinasyonlarda o¢zelliklede Ii-
4+GM-CSF kombinasyonunda oldugu gézlendi. Ortama 5. giin ilave edilen TNF-o’dan
sonra yapilan degerlendirmelerde ise TNF-a Oncesine gore yiizey ve kostimiilan molekiil
ekspresyonlanmin  kontrol grubuna gére dahada belirginlestigi saptandi. Sonugta DH
gelisiminde en etkili kombinasyonun IL-4+GM-CSF+TNF-o. oldugunu, HGF’nin tek
bagia DH gelisiminde ¢ok etkisi olmadigim ancak matiirasyonda fayda saglayabiiecegini
gozledik. DH’lerin lenfositler iizerine olan proliferatif ve fonksiyonel yeteneklerine
baktifimizda ise, tiim gruplarda kontrole goére lenfosit proliferasyonu izlenmekle birlikte
en belirgin proliferasyonun HGF+IL-4 grubunda oldugunmu ve HGF’nin bulundugu tiim
sitokin karigimlarinda lenfosit proliferasyonunun daha fazla oldugunu saptadik.

Sonug olarak, bizim modelimizde periferik kan monositlerinden DH olusum
siirecindeki kiiltiir agamalarinda en uygun kombinasyonun GM-CSF+IL-4+TNF-a oldugu
ve ortama katilan HGF nin DH iretimine belirgin bir katki saglamadign goziendi. Buna
kargilik HGF’nin DH kiltiir ortamlanna katilmasi bize DH matiirasyon ve fonksiyonunu
olumiu etkileyebilecegini telkin etmekte olup, mevcut bulgularin bagka arastirmalarlada
desteklenmesi gerektigini digiindiirmektedir.
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8. SUMMARY

Dendritic cells (DCs) can be produced from the monocyies in appropriate culture
media enriched with appropriate cytokines such as granulocyte macrophage colony
stimulating factor (GM-CSF), interieukin-4 (IL-4), tumor necrosis factor-o (TNF-at), kit
ligand, fms-like tyrosine kinase ligand (Fit-3 L) and interleukin—2 (IL-2).

In previous studies it has been shown that hepatocyte growth factor (HGF) causes
proliferation and differentiation of the stem cells and plays important role in in the
functions of monocytes and macrophages affecting non-spesific immune functions.
Additionally, it has been observed that HGF augments the antigen presentation capacity of
the peripheral blood monocyies and in a recent study it was shown that mouse DCs
express c-met, the receptor of HGF. In this study, we tried to find out the effects of HGF
in the development of DCs from the peripheral blood monocytes.

We studied the effect of 7 different cytokine groups (GM-CSF, IL-4, HGF, GM-
CSF+HGF, IL-4+HGF, GM-CSFHIL-4, GM-CSF+IL-4+HGF) on the morphological and
functional development of DCs from the peripheral monocytes in serum free culture
media. Peripheral monocytes were incubated in serum free culture media with cytokines,
mentioned above, for 5 days. On the end of the 5th day TNF-a was added to the cell
culture and incubated for further 2 days. Surface and co-stimulating molecules (HLA-DR,
CD13s, CD14, CD80, CD83, CD86) on the cells, obtained on the 5th and 7th day of the
cultures, were asssessed by flow cytometry. On the end of the 7th day functional capacity
of the DCs stimuiated with PPD was evaluated by using MTT test.

On the 5th day of incubation DC development was observed in all ctytokine groups.
DC development was superior in groups containing IL-4, particularly IL-4+GM-CSF,
compared with others. Expression of surface and co-stimulating molecules was increased
significantly after incubation with TNF-a. The most effective combination in the
development of DCs was IL-4+GM-CS+TNF-a.. HGF, alone, played minor role in the
development of DCs. However, it augmented the maturation of the DCs. The effect of
DCs on proliferation of lymphocytes was more striking in HGF containing groups,
especially HGF+ IL-4.

In conclusion, in this study the best combination for the production of the DCs,
from the peripheral monocytes, was found to be GM-CSF+IL-4+TNF-a. While HGF had a
minor additive effect in production of DCs, it significanty augmented DCs maturation and
function. These findings should be supported with further studies.
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