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1 GIRIS ve AMAC

Karadeniz Teknik Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii Mikrobiyoloji ve
Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dalinda hazirlanan bu tezin klinik ¢aligmalari
Almanya Ulm Universitesinde yapilmustir.

Hazirladigimiz bu ¢alismanin ii¢ farkli amaci bulunmaktadir. Bunlardan ilki,
immatiir dendritik hiicre ve matiir dendritik hiicre arasindaki reseptor
farkliliklarinin ve benzerliklerinin arastirilmasidir bunu da saglikli vericilerden
aliman hemofogozitik hiicrelerin (buffy coats) ficoll ile izole edilmesi ve in vitro
da kiiltiir edilmesi, akim sitometrisi ile analiz edilmesi yontemi ile arastirdik.
Ikinci amacimiz, T hiicre reseptdrlerinin arastirilmasidir. EBV hastalarindan
alimmis ve IL-2 de iiretilmis lenfositler ile saglikli vericilerden alinan lenfositler
arasindaki reseptor farklari akim sitometrisi ile analiz edildi. Ugiinciisii ise B
hiicrelerinin ve Natural Killer hiicrelerinin ylizey reseptorlerinin arastirilmasidir.
B ve NK hiicrelerinin reseptorlerini arastirmak bir literatiir taramasi olarak
yapilmistir.

Bu calismanin hiicre tedavisi i¢in kullanilan dendritik hiicre as1 iiretimi
konusunda faydali olacagi ve ileriki ¢alismalar i¢in zemin olusturacagi
kanaatindeyiz.



2 GENEL BILGILER

2.1 Epstein-Barr Viriisii Hakkinda Genel Bilgi

Epstein-Barr viriisii, Burkitt tarafindan 1958 yilinda tanimlanmistir. EBV,
Herpes virinae ailesinin alt familyasina ait olan lenfokriptoviriis’diir. EBV,
diameterde 180 um’dir ve bir dis hiicre zari, bir protein kordonundan ve bir
DNA’dan olusmaktadir. Viral membran, dis ylizeyinde yiiksek molekiiler
agirlikli  glikoproteinlerin  bir veya iki tiirinden olusan ¢ivi benzeri
projeksiyonlara sahiptir. Membranin diger protein kisimlari, bir nonglikozit
membran matrix proteini (140 kilo Dalton), bir minor glikoprotein (120
glikoprotein) ve major i¢ membran proteini (85 kilo Dalton) igermektedir.
Niikleokapsit ve kor, 20°den 120 Dalton 6lgiileri arasinda degisen en az 15
polipeptitten ibarettir (1).

Genom, yaklasik 80 proteini kodlamaktadir. Viral replikasyonlarda ihtiva
olunan genlerden bir ¢ogunun fonksiyonu, herpes simpleks viriis genleri ile
tiirdeslik gostermektedir fakat B hiicrelerinin latent enfeksiyonunda salinan

genlerin, diger insan herpes viriislerindeki gibi taninmis kopyalar1 yoktur (2).
2.1.1 Hastahklarla Iliskileri
2.1.1.1 Enfeksiyoz Mononiikleaz

Enfeksiyoz mononiikleaz (Mono), lenfatik sistemin Epstein-Barr viriisii
ile enfekte olmasidir. Bu hastalik, genellikle hassas kisilere enfekte salya ile

gecmektedir. Cogu insan hayatlarinda Epstein- Bar viriisiine maruz kalir, ¢ok

azinda IM semptomlar1 gelisir. Semptomlar arasinda, ates, bogazda lezyonlar,



bezelerde sisiklik ve yorgunluk bulunmaktadir. Bazen, akciger ve dalak
etkilenmektedir. Bir haftadan birka¢ haftaya kadar deva eden rahatsizlik, ¢ok

nadir 6limciildiir (3).

2.1.1.2 Posttransplant lenfoproliferativ hastalik (PTLD)

PTLD, biitiin organ veya T-hiicresi azaltilmis allojenik kemik iligi
transplantasyonlariyla iligkili immunospresif terapilerde 1yi bilinen bir
tehlikedir. PTLD agresif hareket eder. Organ transplantasyonlarinda,
immunosupresyonun azaltilmasi, artan immuno gozetim ve timor gerilemesine
yol agabilir. EBV spesifik sitotoksik T-hiicreleri ile gergeklestirilen adoptif
immunoterapi, kemik iligi transplantasyonlarinda profilaksis gibi etkili

olabilmektedir (4).
2.1.1.3 AIDS de birincil merkezi sinir sistemi lenfomas1 (PCNSL)

Bu tiimorler neredeyse 100% EBV ile iliskilidir. Hastalik genellikle
belirtilerin ortaya ¢ikisindan sonraki iki ay icerisinde oliimciil olmaktadir.
Uygun bir tedavisi miimkiin degildir (5).
2.1.1.4 Hodgkin’s Hastahigi

Amerika Birlesk Devletleri’'ndeki vakalarin 40-60%’1nin Reed-Stenberg

kanser hiicresinde, en siklikla karma selularite alttip EBV’nin DNA, RNA ve
proteini teshis edilmistir (6).



2.1.1.5 Burkitt’s lenfoma

BL, cocukluk ¢agi kanserlerinin 80%’ini olusturan Afrikanin Ekvator
bolgesinde endemiktir. Karakteristik anatomik ¢ene (72%) ve abdomen (56%)
bozukluklar1 bulunmaktadir. Malarya ile siirekli enfekte olmanin sebep oldugu
poliklonal B-Hiicresi uyarimi ile birlikte malnutrasyon, T hiicresi yanitlarini
baskilamaktadir. Yaygin olarak EBV ile enfekte B-hiicrelerinin ¢ogalmasi,
yuksek sitogenetik abnormalitelerin gelisme olasiligini endemik (Afrika) ve

sporadik (A.B.D) olarak artirmaktadir (7).

2.1.1.6 Nazofarinks Kanseri

NPC, 50-54 yas araligindaki pik insidanst ile, giiney Cin’deki en yaygin
kanserlerden biridir. Giiney Cin’deki yiiksek risk gruplarindaki NPC
deteksiyonu i¢in, populasyon tabanli tarama yontemi olarak EBV serolojisi

yapilmaktadir (8).

2.1.1.7 AIDS de Oral Hairy Lokoplaki

Bu lezyonlar, esasen HIV- pozitif hastalarin dillerinin lateral yiizlerinde
olusmaktadir. Bu, EBV replikasyonunun epitel-tabanli fokusudur. Bol viral
replikasyonlar, OHL’yi diger EBV’lerin klinik manifestasyonlar1 arasinda essiz
kilmaktadir. Lezyonlar Asiklovir’e iyi yamit vermekte, fakat terapi

durduruldugunda siklikla niiksetmektedir (9).



2.1.1.8 Torque Teno Virus (TTV) ile iliskisi

TT-virtisii (TTV), 1997 yilinda Japonya’da etiolojisi bilinmeyen geg
transflizyon hepatiti olan bir hastada bulunmustur. Bu hastaligin EBV ile iligkisi

B-hiicresi lenfomas1 ve Hodgkin’s hastaligina benzemektedir (10).

2.1.1.9 Hemofagozitik Lenfohistiyositozis (HLH)

Hemofagosit lenfohistiyositoziz (HLH), ates, splenomegali, safrasiz
sarilik ve kemik 1ligi ve diger dokulardaki hemofagositozla (eritrosit, 16kosit,
platelet ve diger Onciilerin makrofajlar tarafindan fagosite edilmesi) karakterize
nadir bir sendromdur. HLH, goriintir bir sekilde Epstein-Barr (EBV) virtisii ile
iligkilidir (11).

Genel agiklama, EBV ile enfekte olmus B hiicrelerinin, sirasiyla histiyosit
ve makrofajlar1 uyaran sitotoksik T hiicrelerinin poliklonal ¢ogalmasini
tetikledigidir (12). Fakat, EBV-HLH’ de EBV, T hiicrelerini direk olarak hedef
alabilmektedir (12,13). EBV ile en c¢ok enfekte olan hiicreler, EBV-HLH’de
CD8+ T hiicreleri, kronik aktif EBV enfeksiyonunda CD4+ T hiicreleri veya
NK hiicreleridir (14).
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Sekil 1 Hemofagozitik lenfohistiyositozis (HLH) hastaliginin molekiiler sebeplerinin sematik
gosterimi.

2.1.1.10 Diger Tiimorler

EBV, gastrik lenfoepitelyal kanserlerde ve lenfoepitelyal akciger ve
tilkkriik bezi kanserlerinin biiyliik ¢ogunlugunda tespit edilmistir. Gastrik
adenokarsinomlarin kiiciik kismi1 da EBV ile iliskilidir. EBV bazen, yaygin
cesitlilikteki diger anatomik bolgelerin epitelyal timorlerinde tespit edilmistir.
EBV’nin lenfoepitelyal ve adenokarsinomlardaki etyolojik rolii heniiz

bulunamamastir (15).

2.1.2 EBYV antijenleri

EBV genomu, 80 genden 100’¢ kadar kodlanmis en genis pargali
okaryotik DNA’larindan biridir; latent enfeksiyonda tiimor hiicrelerinde
bunlardan sadece 11’1 salinmaktadir. Bu 11 genin kodladigi proteinler
cekirdekte veya hiicre ylizeyinde bulunmaktadir. Bunlar, EBNA 1-6; ii¢ latent
membran proteini (LMP1, 2A ve 2B); ve latency III diye anilan abundan EBV
kodlu RNA’y1 i¢ermektedir. Latent enfeksiyon durumu EBNA-1 proteini
tarafindan siirdiiriiliir; Bu protein, DNA replikasyonunun viral kaynaginin bir
kismi olan ORIP isimli bir niikleotid serisine baglanir. EBNA-1’in ORIP’e
baglanmasi, viral genomun B hiicresi ¢ekirdeginde muhafaza edilmesini saglar.

EBNA-2 hiicrenin biiyiimesini ve B hiicresinin transformasyonunu saglar.

EBNA-3B ve EBNA-3C, tandem siralanmis uzaktan homolog olan ii¢ gen
tarafindan kodlanirlar. iki latent gen iiriinii, EBV tarafindan kodlanmis RNA’lar
(EBERs), in vitro’da en fazla salinan RNA’lardir; bu RNA’lar proteinleri
kodlamazlar ve in vitro transformasyon i¢in gerekli degillerdir. LMP-1,

transformasyon deneylerinde bir onkojenez gibi hareket etmektedir (16-17).
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Sekil 2 EBV Antijenleri

2.2 Dendritik Hiicre Hakkinda Genel Bilgi

Dendritik hiicreler profesyonel antijen sunan hiicreler sistemini olusturan,
kemik 1iligi tlirevli hiicrelerdir. Dendritik hiicreler, derideki langerhans hiicreleri
ve mukus membranlarinda, dermal denritik hiicreler, dokularda intestinal
dendritik hiicreler, timik medulladaki interdigitating dendritik hiicreler ve ikincil
lenfoid dokularda, kanda ve lenfte bulunan gizlenmis dendritik hiicreler olarak
bir ¢ok dokuda bulunmaktadirlar. Dendritik hiicreler uyarilir ve periferde antijen
salmimin1 gergeklestirir ve inflamatuar sinyaller sonucu, lenf organlariin, bu
dendritik hiicrelerin uyarici molekiillerle birlikte MHC- Peptid kompleksleri
gosterdigi, T-hiicrelerinin bol bulundugu alanlarina gog¢ ederler. Bu tecriibesiz
ve istirahatteki antijen- spesifik T hiicrelerinin uyarilmasiyla sonuclanir. T

hiicrelerinin uyarimindaki essiz Ozellikleri nedeniyle, Dendritik hiicrelerin
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enfekte eden ajanlara karsi adaptif immun cevabi olusturmada basrolii

oynadigina inanilmaktadir (18).

2.2.1 Dendritik Hiicrelerin Kokeni ve Fonksiyonu

Dendritik hiicre yasam siklusu ¢ok karisiktir ve bicok olgunlagsma agamasi
icermektedir(19). Langerhans hiicreler, dermal dendritik hiicreler ve interstitial
dendritik hiicreler periferal dokuda bulunurlar (20). Lenfoid orjinli dendritik
hiicreler birincil ve ikincil lenfoid organlarda bulunur ve birincil periferal T
hiicre cevabinin gelisiminde rol oynar (21). Dendritik hiicreler direkt deriden
yada periferal kandan izole edilir. Alternativ olarak, dendritik hiicreler in vitro
da CD14+ periferal kan monositlerinden ya da CD34+ kordon kani kok
hiicrelerinden GM-CSF, IL-4 ve TNF-a gibi sitokinler kullanilarak {iretilir.

Dendritik hiicreler immatiir ya da matiir sekillerde bulunurlar (22-23-24).

2.2.1.1 immatiir Dendritik Hiicreler

Immatiir dendritik hiicreler, viicut yiizeyinde ve ¢ogu dokunun intertisyel
alanlarinda bulunurlar.

Dendritik hiicreler, antijenleri tutmak i¢cin makropinositoz ve reseptorlerin
aracilik ettigi endositoz ile donatilmislardir (24). Immatiir dendritik hiicreler,
MHC smif II molekiillerinin orta diizeyleri, CD80 ve CD86 gibi ko-stimulator
molekiillerin diisiik diizeyleri, CD1a’nin orta diizeyleri ve sadece matiir dendritik
hiicreler ve olgunlasmamis B hiicreleri tarafindan salinan CD83’{in yoklugu ile
karakterizedir.

Immatiir dendritik hiicreler, T hiicre bagisikliginin zayif stimiilatorlerindendir.

Bu hiicrelerin karmasik lenfosit reaksiyonunda allojenik T hiicresinin proliferatif
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cevabimi uyarmadaki diisiik kapasitesi, in vitro ¢alisma ile yansitilmistir (MLR)
(25-26).

Daha farkli bir saftha olarak ifade edilen immatiir DH’ler, stratejik olarak
viicudun tamamina dagitilirlar ve antijenleri ele gegiren, kapsayan ve isleme tabi
tutan bir karaktere sahiptirler.

Ornek olarak, Langerhans hiicreleri, epidermiste bulunan immatiir mieloid
DH’lerin bir alt tipidir. Lokal patojenik materyal icsellestirildikten sonra, LC,
kazanilan antijen materyali isleme tabi tutarak ve olgunluk kazanarak proksimal
lenf diiglimiine dogru go¢ etmeye baglar (27-28).

Enfeksiyon veya enflamasyondan sonra, immatiir dendirtik hiicrelerin tam
olgunlagsma ve mobilize durumlarina ulagmalarin1 saglayan sinyaller dagitilmaya
baslanir (29). Ozellikle deri, akcigerler ve sindirim sistemi genital mukosada
bulunan periferal dendritik hiicreler, antijenleri, T- hiicresi bagimli alanlarda
ortaya c¢ikan olgun interdijite dentritik hiicrelerin bulundugu lenf diigiimlerine
tagirlar (30). Bir¢ok intraseliler MHC smif I  bolimii, MHC smif I peptid
kompleksini, hiicre yiizeyine salarlar (31).

Interdijitalize dendritik hiicreler antijenleri isleme tabi tutmaz fakat onlarin
T- hiicresi uyarim kapasitesini, adhezyon ve uyaran molekiilleri regiile ederek

artirir (32).

2.2.1.2 Matiir Dendritik Hiicreler

Ikincil lenfoid dokularda bulunan matur dendritik hiicreler, antijenleri
yakalama kapasitelerini kaybederler ve onun yerine major histocompability
kompleks sinif I ve II molekiillerinin kontekstinde bulunan islenmis peptidleri
lenfositlere sunma iizerine uzmanlagsmiglardir. Matiir dendritik hiicreler, antijeni

tanidig1 anda onu kaydeder ve sinyaller yayarak, lenfositlerin aktivasyonunu ve
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prolifikasyonunu saglar. Karmasik hiicresel ag ve sitokinlerin yogun
etkilesiminden sonra efektor lenfositler lireyen antijenleri hedef alir.

Matiir dendritik hiicreler, kemokinlerin bir cinsini tireterek, saf T hiicrelerini
cekmek ve toplamak gibi essiz bir kabiliyete sahiplerdir. Bununla birlikte boylece
birincil T hiicreleri yanitlarin1 uyarma kabiliyetine sahip olurlar (33). Morfolojik
olarak genis tabakalar halinde islenmesi ile karakterize, matiir CD83+ dendritik
hiicreler, adhezyon ve sinyali cogaltmak icin T hiicreleri iizerindeki reseptorler ile
etkilesime giren kositimulator molekiilleri de ekspres ederler. Bununla birlikte,
matuiir dendritik hiicreler, LPS aktivasyonu sirasinda veya CD40 ligasyonu

sonrasi yiiksek miktarda IL-12 tiretirler (34).

k_}, tokfnes &frlr\)

IMMATLIRE D0z MATURE DC
High irtracsllubar BAHCH (WIS} High surase MHCH
Endacytoain, inshiding FeR Law andocytoais and FeR
Loaw COEL, B8 00, 95 High COS54, 58, B0, 85
Lo COAD, OIS, L2 Higgh CO4D, CO28, IL-12
Low CDEI. pS58 High CDAX, 5&5
Low granule amtigens High M342. 2A1. MIDC-8 antigens
Actin cables Mo actin cables

Sekil 3 Sekilde DH matiirasyonu esnasindaki degisim gosterilmistir. Immatiir DH lerde fagositoz,
makropinositoz ve pinositoz vardir. Matiir DH de ise diisiik endositoz kabiliyeti mevcuttur.

1.2.2 Dendritik Hiicrelerin Farklilasmasi

Insan kordon hiicresi CD34+ hematopoetik progenitdrleri GM-CSF ile
kiltiirlenir ve TNF-a, dendritik hiicrelerin degisik tiplerini i¢eren karma hiicre
popiilasyonlar iiretir.(Fig. 1-2a) (35,36,37) Erken zaman dilimlerinde (kiiltiiriin
besinci giinii)) CDla ve CD14’lin karsilikli olarak ekspresyonu ile, dendritik
hiicrelerin Onciileri tespit edilebilir. Her iki alt set, kiiltiiriin 12. giiniinde

olgunlasarak tipik Dendritik hiicrelere doniisiirler. CDla+ onciileri, epidermal
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Langerhans hiicrelerinde karakteristik olarak bulunan Birbeck graniilleri, Lag
antijeni ve E-cadhein markirlarini ekprese eden hiicreleri tiretirler. Buna karsilik,
CD14 onciileri olgunlasarak CD14, CDla dendritik hiicrelerine, eksik Birbeck
graniillerini, E-cadhein ve Lag antijenini olusturur, fakat CD2, CD9, CD68 ve
dermal dendritik hiicrelerin karakteristik markir1 olan XIlla faktoriini ekspres
eder. Enterasan bir sekilde, CD14+ oOnciileri, fakat CD1la+ onciileri degil, hala
bipotenttirler clinkii M-CSF’ye cevap sirasinda makrofajlara
farklilasabilmektedirler (38-39).

Ayrica dendritik hiicreler, GM-CSF ve IL-4 ile kiiltiirlenmis CD14+ periferal
kan monositlerinden de gelisebilmektedir (Fig. 1-2b). Bu hiicreler immatiir
karakteristige sahiptir ve daha ileride TNF-a, IL-2 veya LPS (40) gibi inflamatuar
uyaricilar tarafindan veya monositler tarafindan uyarilarak matiir duruma
getirilebilirler (41). Monositlerden {iretilen immatiir dendritik hiicrelerin, bir
sonraki olgunlasrma indiiksiyonunda kaybettikleri halde, hala M-CSF reseptorii
bulundurmalar1 1ilgingtir. Boylece, ortaya c¢ikan kavram, monositlerin, dis
uyarilara dayali olarak dendritik hiicrelere veya makrofajlara polarize olabilen,
zengin Oncli kaynaklar1 olmalaridir. Bu polarizasyon, uygun sitokinin, in vitro

olarak eklenmesi ile gergeklestirilebilir. (GM-CSF + IL-4 veya M-CSF) (43).
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Sekil 4 DH lerin kdkeni ve olgunlagmasi.

2.2.3.Antijen Sunumu

Dendritik hiicreler, eksojenik ve endojenik antijenlerin her iki tiirinii de
isleme ve diger MHC smif I veya II molekiillerinden herhangi birinin konteksine
peptid sunma kabiliyetine sahiptirler (Bkz. Sekil 1-3, panel A ve B). Dendritik
hiicreler olgunlastiginda, peptid yiikli MHC smif I ve II komplekslerinin
olusturulmas1 ve hiicre yiizeyine tasinmasi icin gerekli 6zelliklere sahip olurlar
(44). Antijen hiicre yiizeyine tasindiginda, B7-1/CD80 ve B7-2/CD86 gibi uyarici
molekiillerin artirilmis ekspresyonu ile karsilagirlar. Bu molekiiller T hiicre
reseptor iletisim gliciinii artirir ( TCR) ve T hiicre activasyonunu tesvik eder.

Lizozomal-birlesik glikoprotein olan DH-LAMP, belirli bir bi¢imde lizozomal
MHC II kompartmania ekspres edilir ve dendritik hiicreler iizerine CDA40
ligasyonunun ardindan upregiile olurlar. Bu antijenlerin islenmesinin uyarilmasi
veya antijen yliklii MHC II komplekslerinin hiicre yiizeyine taginmasina yardimci
olmasinda gorev yapiyor olabilir (45). Kathepsin S gibi proteazlarin, dendritik
hiicreler i¢indeki MHC II komplekslerin hiicre i¢i trafiginin diizenlenmesine
dahil oldugu da gosterilmistir (46). Immatiir dendritik hiicreler, hiicre yiizeyine,
matiirasyon sirasinda kaybolan bos MHC II ve HLA-DM eksperyonu yapabilirler
(47). Salgilanmis dendritik hiicre proteazlari antijenik peptidleri isleme tabi
tutabilirler ve hiicre ylizeyi HLA-DM ve bos MHC II molekiilleri ile birlikte,
antijen isleme ve ylkleme islemleri, immatiir dendritik hiicrelerdeki hiicre i¢ine
ek olarak, hiicre dis1 gerceklesebilmektedir. Dendritik hiicreler, sitotoksik
hiicreler tiretmek i¢in, MHC smif I molekiilleri ile karistirilmis antijenik
peptidleri, CD8 ekspres eden T hiicrelerine sunarlar. Dendritik hiicrelerin
kendilerinin viriisle enfekte oldugu durumda, proteazomlar (proteasomes) basitge

viral proteinlerin yapisini bozarak onlar1 sitozoldan endoplasmik retikuluma
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tasirlar (48). Protein isleme ile iliskilendirilmis tasiyici, sitosolik peptidlerin,
MHC smif I molekiillerine baglanabildigi endoplasmik retikuluma tranferini
kolaylastiran bagl peptid tasiyicisidir ( Bkz. Sekil 1-3, panel A). Immatiir
dendritik hiicreler tarafindan ekprese edilen hiicre ylizeyi reseptorlerinin bir
cesidi, antijen ¢ekimininde ve MHC 1 ile birlikte antijen sunumunda gorev
alabilmektedir. Dendritik hiicreler, ornegin fagositoz apoptotik hiicrelere, av-
igeren integrins ve CD36 kullanir (49). Hsp/antijen (6rnegin bakteriyel, viral veya
tiimorden tiiretilmis) kompleksleri dendritik hiicreler iizerindeki CD91°1 tutabilir
ve MHC I antijen sunumu i¢in TAP-1 ve 2 aracilig1 ile endoplazmik retikuluma

birakilabilirler (50-51-52).
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2.2.4 Viral Patogenezde Dendritik Hiicrelerin Rolii

Viriisler direkt veya indirekt sekilde dendritik hiicreleri degistirirler ve
boylelikle immun cevapla karsilagirlar. Dendritik hiicreler CTL cevaplarin
birincil APC’si olduktan ve CD4+ T hiicreleri uzun dénem CD8+ CTL
aktivitesine yardim sagladiktan sonra, dendritik hiicreler veya CD4+ hiicre
tiplerinden biri ile interferansi, virlislerin immun cevabi gecersiz kilmak i¢in
kullandig1 bir mekanizma olusturur. Dendritik neslin hiicrelerinin, mukozal
maruzdan sonra enfekte olan ilk hiicreler oldugu diisiiniilmektedir (53,54). Diger
taraftan, viral proteinlerin iglenmesi ve viral antijenlerin sunumu, viriis spesifik
CDA4+ ve CD8+’in her ikisini birden tetiklerken, ayn1 zamanda, dendritik hiicreler
canl viriisii lenf diiglimerine tagiyan araclar gibi gérev yaparlar ve bdylece

viriisiin T hiicrelerine ve hastaligin patogenezine iletiminde katkida bulunurlar

(19).

2.3 Lenfositler

Lenfosit omurgali immun sisteminde bulunan bir beyaz kan hiicresidir.
Lenfositler 151k mikroskobu altindaki goriiniiglerine gore, biiylik graniiler lenfosit
ve kiigiik lenfositler seklinde iki kategoride isimlendirilirler. Fonksiyonel olarak
farklar1 bulunan lenfositlerin tiirleri arasinda iliski  goriintisleriyle kurulur
(55,56). Hepsi olmamakla birlikte, ¢ogu biiylik graniiler lenfositler, yaygin olarak
naturel killer hiicreler olarak bilinirler (NK hiicreleri). Kiiclik hiicreler T ve B

hiicreleridir. Lenfositler, viicut savunmasinda 6nemli ve tamamlayici rol oynarlar

(57).
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2.3.1 T hiicreleri Hakkinda Genel Bilgi
Herbirinin farkli fonksiyonu bulunan gesitli T hiicreleri tanimlanmaistir.
2.3.1.1 Yardimea T hiicreleri (effektor T hiicreleri veya T}, hiicreleri)

Bir kez aktive oldugunda, hizlica béliinerek, immun cevab1 regiile veya
immun cevaba yardim eden, sitokin olarak adlandirilan kii¢iik proteinleri
salgilarlar. Alinan sitokin sinyallerine bagli olarak, bu hiicreler TH1, TH2, TH17
veya degisik sitokin salgilayan diger alt tiplere farklilagirlar.CD4+ hiicreleri
MHC smif 11 ile birlesiktir (58).

Macroph age Fathogern
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Sekil 6 CD4 T helper hiicrelerin aktivasyonu

1.3.1.1.1 T Yardimc1 Hiicreler Tip 1

Thl hiicreleri, dendritik ve pre-Th hiicrelerden, dendritik hiicrelerin T
hiicrelerin antijen reseptorlerine (TCR) antijen sunmasi sonucu olusan
immunolojik sinaps sirasinda {iretilirler ve interlokin 18 (IL-18) ve IFN-y kadar

interlokin 12 (IL-12) salgilarlar.
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Bu sitokinlerin parakrini uyarmasi sonucu, Thl hiicreleri kendi lenfokinleri
olan: tiimor nekrozis faktor-beta (TNF- ) ve interferon-gamma (IFN-y)
salgilarlar. Bu durum makrofajlarin, yuttuklar1 bakterileri yoketmelerini; diger

l6kositlerin, bolgede inflamasyon liretmelerini uyarir (59).

2.3.1.1.2 T Yardimc1 Hiicreler Tip 2

Th2 hiicreleri, T hiicrelerinin antijen reseptorlerine (TCR) ve tahminen IL-
12°den farkli bir veya daha fazla parakrin uyaranina, dendritik hiicreler tarafindan
antijen sunulmasi sonucu tiretilirler.

Sitokinlerin kimlikleri hala belirlenememistir. TH2 tarafindan salgilanan
onemli lenfokinler (60) ;

e Interlokin 4 (IL-4)

1. Bu sitokin B hiicrelerindeki sinif-degisimini uyarir ve bu hiicrfelerin IgE

sentezlerini tesvik eder.

2. Pozitif-feedback gibi davranarak, daha fazla pre-Th hiicrelerinin Th2

pathway ine girigini tesvik eder.

3. IFN-y reseptorlerin Th hiicreleri lizerinde immunolojik sinapsa girmelerini

onleyerek bu reseptorlerin Th1 pathwayine girisini engeller.

e Interlokin 13 (IL-13):

1. Bu sitokinler bazofilleri ¢alistirdig1 ve aktive ettigi kadar, IgE antikorlerin
sentezini de tesvik eder.

e Interlokin 5 (IL-5):

1. Eozinofilleri ¢eker ve aktive eder.
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2.3.1.1.3 T Yardimc1 Hiicreler Tip 17

Th17 hiicreleri CD4+ T yardimci hiicrelerinin yakin zamanda tanimlanmis alt
birimidir. Bu hiicreler eksternal ortam ve internal ortam arasindaki arayiizeyde
bulunurlar, 6rnegin deri ve GI alaninin astar1 arasinda bulunurlar.

Biiyiik olasilikla diger “naive” Th hiicreleri gibi baslarlar, fakat antijen sunan
hiicrelerle karsilastiklart zaman, Th1l ve Th2 hiicrelerinden farkli bir pathway e
girerler (61).

Deride ve GI alanin astarinda bulunan Th17, bu alanlarda bakterilere saldirmak
icin konumlandirilmislardir. Bu hiicreler saldiriy1, 6zellikle nétrofil gibi hiicreleri

gorevlendirerek ve defensins salgilayarak gerceklestirirler.

Sekil 7 Insan Th17 hiicrelerinin farklilasma yolu.

2.3.1.2 Naive T Hiicreleri

Naive T hiicreleri daha 6nce antijenlerle hi¢ karsilasmamuglardir. Sadece
dendritik hiicreler tarafindan aktive edilirler. Naive T hiicreleri timustan ayilarak

tiim viicuda, lenf diiglimleri de dahil olmak iizere yayilirlar. Diger T hiicreleri
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gibi, TCR/CD3 kompleksi ekspres ederler. T hiicre reseptorii (TcR), daha sonra T
hiicrenin cevap verecegi antijenin belirledigi sabit veya degisken bdlgelerden
olusur. CD4+ T hiicreleri, MHC smif 11 ile afinitesi bulunan TcR’lere sahiptir ve
MHC ile afinitenin, timiisteki olgunlagsma sirasinda CD4 tarafindan belirlendigine
inanilmaktadir. Simif I MHC proteinleri, genellikle profesyonel antijen-sunan

hiicrelerin yiizeylerinde bulunurlar (62).

2.3.1.3 Sitotoksik T Hiicreleri (T, hiicreleri veya CTL’ler)

Sitotoksik T lenfositleri (CTL) viicutta bulunan diger hiicreler iizerindeki, bu
hiicreleri yikim i¢in isaretleyen yiizey markirlarini tanirlar. Bu yolla CTL ler,
viriis ile enfekte olmus veya malignant hiicreleri kontrol altinda tutarlar.

CTL ler, viriisle enfekte olmus hiicreleri veya tiimor hiicrelerini yok ederler ve
ayrica transplant reddi ile iligkileri bulunmaktadir. Bu hiicreler, ylizeylerine CDS8
glikoprotein ekspres ettikleri i¢in aym1 zamanda CDS8+ T hiicreleri olarak

bilinirler (MHC smif I ile birlesik) (63).
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2.3.1.3.1 Oldiirme Mekanizmasi

2.3.1.3.1.1 Perforin/Granzyme Kullanilmasi

CTL’ler, perforin ve granzyme ler proteinlerini igeren sitoplasmik graniillere
sahiptir (64). CTL hedefe baglandig1 zaman, graniil icerigi eksositoz ile bosaltilir.
Bir diizine veya daha fazla perforin molekiili plasma membranina girip,
granzyme’lerin hiicreye girebilmeleri i¢in bir bir por olustururlar. Granzyme’ler,
serin proteaz’lardir. En ¢ok bulunan iki tiiri;

e Granzyme A (65-66). Hiicrenin i¢inde mitokondri’ye girer ve hiicreyi yok
etmek i¢in reaktif oksijen tiirleri (ROS) iireterek elektron tasima zincirinin
kompleks I alt tinitesini (NADC dehidrogenez) boler.

e Granzyme B (67). Hiicre kapsid’inin onciilerini bolmek i¢in ilerler ve

boylelikle hiicrenin kendini apoptozis ile yoketmesi icin aktive eder.

2.3.1.3.1.2 FasL/Fas Kullanilmasi

CTL’ler yiizeylerine, yikim aktivatorii olarak isimlendirilen, transmembran
proteininin molekiillerinden Fas ligand’1 salgilarlar (FasL). En potensiyel CTL
hedefleri, Fas olarak belirtilen Fas-L reseptoriinii salgilarlar. Sitotoksik T
hiicreleri hedeflerini tamidiklarinda (baglandiklarinda), ylizeylerinde daha fazla
Fas-L iiretirler. Uretilen Fas-L molekiilleri, hedefi yiizeyindeki Fas reeptorlerine

baglanarak, hedefin kendini apoptozis ile yok etmesine sebep olurlar (68).
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2.3.1.4 Regulatory T Hiicreler (T, hiicreler)

Treg hiicreler dnceden suppressor T hiicreler olarak bilinirlerdi. Immunolojik
toleransta kritik rol oynadiklar1 bilinmektedir. Bunlarin en 6nemli gorevleri ise,
immun reaksiyonlarda T hiicrelerine dur demek ve timustaki oto-reaktif T
hiicreleri  baskilamaktir. CD4+ regulatory T hiicrelerin iki temel simnifi
tanimlanmaktadir. Bunlar naturally occurring T, hiicreler ve adaptive Tie
Sﬁlgé?eloeﬁﬁrrﬂfa?lfﬁgﬁ}zfmaglccurring Twg hiicreler (ayrica CD4'CD25'FoxP3" Ty
hiicreler olarakda bilinirler) timusta bulunurken, adaptive T, hiicreler (ayrica
Trl hiicreler ya da Th3 hiicreler olarak da bilinirler) immun cevap esnasinda
ortaya c¢ikar. Naturally occurring T, hiicreleri diger hiicrelerden ayiran bir
ozellikte intraseliiler molekiilde hazir bulunmasidir. Bu intraseliiler molekiile
FoxP3 adi verilmektedir (69,70). FOXP3 gen mutasyonun da regulatory T

hiicresinin gelisimi engellenir bunun sebebi de bir fetal otoimmun hastalik olan

[PEX dir.
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2.3.1.5 Memory T hiicresi

Memory T hiicreleri antijen spesifik T hiicrelerin diizenlenmesini ve
enfeksiyondan sonra ¢oziime ulagmak icin inatla ¢alisirlar. Gegirilmis hastaliklara
kars1 hafizalar1 ¢ok giicliidiir. Memory T hiicreler iki alt tipten olusur; central
memory T hiicreler (T¢y hiicres) (71-72) ve effector memory T hiicreler (Tgy

hiicres) (72). Memory hiicreler ya CD4+ yada CD8+ dirler.

2.3.2 Natural Killer Hiicreleri Hakkinda Genel Bilgi

Natural killer hiicreler lenfositler arasindadir. NK hiicreler kendiliginden
hedef hiicreyi 6ldiirme mekanazmasina sahiptir. NK hiicreler lenfosit agacinda B
ve T hiicrelerden ayridir. Kanda Genis Graniiler Lenfositler (LGL) olarak
taninirlar ayrica ikincil lenfoid organlarda tiimer hiicrelerini tanima ve yok etme
ozelligine de sahiptirler ve bu 6zllik natural citotoksiti olarak adlandirilir. NK
hiicreleri lizerinde tipki diger lenfositlerde oldugu gibi spesifik markirlar vardir.
NK hiicrelerde CD56, B hiicrelerde CD19 ve T hiicrelerde TCR dir (73).

Lenfositlerin bilinen 6zelliklerinden biri de perforin ve Granzyme
ekspresyonudur. NK hiicreler kemik iligi orjinlidir ve gelisimini yakalsik 5 giinde
tamamlarlar ve fenotip olarak agraniiler NK hiicrelerine doniisiirler. NK hiicreler
kanda ve dalakta dolasir, grantiler ve citolitik aktiviteler gelisir fakat normal lenf
nodlarinda ve periferal dokuda az bulunurlar. NK aktivitesini baskilayan faktorler

ise ameliyatlar, ilaclar, Gstrojen ve progesteron hormonu, stres, sigara ve diger

faktorlerdir (74).
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2.3.2.1 Natural Killer Hiicrelerinin Rolleri
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Natural killer hiicreler tiimor hiicrelerini acil 6ldiirmek i¢in programlanmistir.

Ayrica NK hiicreler endogenus cevap artisinin diizenlemede rol oynar (75).

Natural killer hiicrelerde interferon-y tiretimi fazladir buda Th1 cevabini artirir

ve viral patojeniteye karsi verilen immune cevabin da artisin1 saglar. Natural

killer hiicreler interferons-a, IFN-y, TNFa, IL-4 ve IL-1 gibi sitokin iiretirler. Bu

sitokinler immun cevabin verilmesin de rol oynar (76).
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2.3.2.2 Natural Killer Hiicrelerin Sitotoksitesi

NK hiicrelerinin  birincil  efektor fonksiyonu viral enfeksiyonlarla
savagabilmek icin interferon-gamma (IFN-y) nin Uretimidir. Diger viral karsiti
efektdr fonksiyonu ise viriisiin enfekte ettigi hiicrelere karsi antibody zorunlu
citotoksitedir (ADHC). Bundan dolay1 IgG enfekte olan hiicrenin ylizeyindeki
viral proteinlere baglanir. Antibody nin Fc kismi NK hiicrelerinin yiizeyindeki
Fcy reseptorii (CD16) ne baglanir. Ardindan hedef hiicre iizerinden citotoksik
graniiller, perforin ve granzymeler salmir. Oldiirme mekanizmasi citotoksik T
hiicrelerine ¢ok benzemektedir. NK hiicreler tiimor hiicrelerini  6ldiirme

konusunda ‘dogal’ bir kabiliyete sahiptirler (77).

2.3.3 B Hiicreler Hakkinda Genel Bilgi

Humoral bagisiklik yamtinda biiyiikk bir rol oynayan lenfositlerdir. insan
viicudu her giin milyonlarca farkli B hiicresi tipi {iretir ve her tipin zarinda belirli
bir antijene baglanabilecek 6zel bir reseptor proteini vardir. B hiicreler immun
cevabin diizenlenmesinde, antikor iiretilmesinde ve antijen sunan hiicrelerin
gorevini yapmasinda biiylik rol istlenirler. Fakat genetik mutasyonlarda ve

otoimmun hastaliklarda B hiicreler immun cevapta fonksiyonunu kaybederler

(78).

2.3.4 B Hiicrelerin Gelisimi

Memelilerin ¢ogunda 1mmatur B hiicreler kemik iliginde retilir.
Arastirmalarda, B lenfositlerin IgM+ immatur sathada kemik iliginde, matiir

olduktan sonra dalaga gog ettikleri anlasilmistir (79). Immungloblinlerde (Ig) agir
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(H) ve hafif (L) gen locileri vardir, B hiicrelerin projenitdér ve haberci olarak

sekillenmesinde ylizey Ig-ekspresyonun (slg+) rolii vardir (80).
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Sekil 11 B hiicresinin gelisimi

2.3.5 B Hiicre Tipleri

2.3.5.1 Plazma B Hiicreleri

Plazma B hiicreleri (plazma hiicreleri olarakta bilinir) B hiicrelerinin genis
bir kismin1 olusturur ve yine antikorlarinda biiyiik bir kismim1 bu hiicreler
olusturur ve hedef hiicrenin yok olmasi i¢in fogositozu ve aktivasyonu tetikler.

Bu hiicrelerin stoplazmasinin elektron mikrografinda endoplazmik reticulumun
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genis miktarlarinda antikor sentezinden sorumlu oldugu goriilmistiir. Bu

hiicrelerin yasam siiresi kisadir ve az bir zaman sonar apoptozise ugrarlar (81).

2.3.5.2 Memory B Hiicreler

Memory B hiicreler de immune sistemde rol oynar ve yasanm boyunca uzun
bir period gecirir. Tipki diger hiicreler gibi ki 6zellikle T helper hiicreler, T killer
hiicreler ve plazma hiicrelerin oldugu gibi immune cevapta direct bulunmaz.

Eger vucut bir patojenle karsilagirsa, memory B hiicreler patojeni tanir ve onu

boler (82).

2.3.5.3 B-1 Hiicreler

B-1 hiicrelerde IgM ekspresyonunun miktar1 IgG den fazladir ve bunlarin
reseptOrleri polispesifite gosterirler bunun anlami bir¢ok farkli antijene karsi
diistik affiniteye sahip oluglaridir fakat diger imminoglobulinler i¢in istiinliige
sahiptir. B-1 hiicreler lenf nodlarinda ve dalakta diisiik oranda bulunur fakat

periton ve pleral ¢ukurda baskindir (83).

2.3.5.4 B-2 Hiicreler

Bu hiicreler kii¢iik ve uzun siire yasayan hiicrelerdir ve diisiik oranda IgM ile
yuksek oranda IgD ve degisik ylizey markirlarim1 ekspres ederler. Bu hiicreler
CDS5 antijenini ekspres etmezler fakat biitiin T lenfositlerin {izerinde bulunurlar

(84).
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2.3.5.5 B Hiicrelerin Immunolojik Fonksiyonu ve Antikor Uretimi

Antikor tiretiminde rol oynayan B hiicreler T hiicrelerin (78) uyarilmasinda
da rol oynar ve CD4+ T-hiicre popilasyonunun hafizasinin gelisimine de izin
verir (85). Spesifik olmayan ve profesyonel APC lerin karsilastirilmasinda da
antijen spesifik B hiicreler kullanilir (86). Immun kompleksde, her bir B hiicresi
icin spesifik antijen reseptorleri vardir. Antijenler lizozomda peptidlerine
parcalanir ve sonra major histocompatibility complex smif II molekiiliine
baglanir. Peptid/major histocompatibility complex smif II molekiilii CD4+
helper T hiicrelerine sunulmak i¢in B hiicre ylizeyine transfer edilir. Sonugcta,
antijen konsantrasyonu diisiikse T hiicresine sunulacak antijenin belirlenmesinde
B hiicreler gorev alir. Ayrica, B hiicreler sitokin iiretirler 6zellikle IL-4, IL-6,
IL-10 ve TNF ve bunlar antijen sunan dendritik hiicreler lizerinde diizenleyici
yada baskilayici etkiye sahiptirler. Hayvan modelinde ise, sitokinler (IL-4, IL-
10, ve interferon-gama) T hiicrelerinin farklilagsmasi ve regiilasyonuna yardim
eder (87). Goriildiigli gibi, B hiicreler antikorlarin iiretiminde, APC lerin
fonksiyonlarin1 yerine getirmesinde ¢ok Onemli rol oynar (88). Biitiin bu
aktiviteleri coordine eden, immun cevapta rol alan bu hiicreler ¢esitli otoimmun

hastaliklarda da diizenleyici fonksiyona sahiptirler.
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3 MATERYAL ve METOD

3.1 Arac¢-Geregler

Mikroskop Will Wetzlar

Biyolojik Giivenlik Kabineti ThermoElectron Corporation

Hiicre Kiiltiir inkiibatorii ThermoElectron Corporation

Santrifuj Beckman Coulter

Akim Sitometrisi FACSCalibur Becton Dickinson, Heidelberg
Dondurucu -20 °C Bosch

Dondurucu -80 °C Revco

Immulite DPC Biermann GmbH , Bad Nauheim
Pipetler (2 — 1000 pL) Eppendorf, Hamburg

Hiicre Kiiltiir flasklar (25, 75 and 125 cm®)  Nunclon Surface
Hiicre Kiiltiir pleytleri (6, 12, 24 and 48 well) Greiner Bio-one
Santrifuj tiipleri (15 and 50 mL) BD Falcon

3.2 Kimyasallar

DMSO, Sigma

Ficoll Paque , Biochrom
PBS , Invitrogen

DPBS, Invitrogen
Propidium iodide , Sigma
Sodium azide , Fluka
Citofix , BD Biosciences

FCS, Biochrom. Endotoxin-free



32

Ns;Na (Sodium Azid) , Fluka

Immulite Reagents , Siemens Lianberis, UK
RPMI 1640 , Invitrogen

Normal Rabbit Serum , DakoCytomation

3.3 Hiicre Kiiltiir Mediumu

3.3.1 RPMI 1640 Invitrogen

RPMI 1640 ‘a 25mM Hepes, gentamisin ve 10% fetal calf serum (FCS)

eklenir.

3.4 Tamponlar ve Solisyonlar

3.4.1 FACS buffer

1x PBS

20 % (v/v) BSA
0.1 % (w/v) NaNj
saklama 4 °C

3.5 Fiks ve Perm
3.5.1 Perm wash buffer

50 ml BD Perm Wash
500 ml dH,O eklenir
Saklama 4 °C



3.5.2 FACS Lizis Buffer

50 ml FACS Lysising solisyonu

500 ml dH,O eklentr.

3.5.3 Propidium Iodide Stok Solisyon

250 pg/ml PI
1 ml dH,O
PH 7.2
saklama 4 °C

1siktan uzak tutulur.

3.5.4 Cellfix Buffer

Iml BD hiicre fiks solisyon
10 ml dH,O eklentr.

3.6 Monoklonal antijenler

CD Antijenler Florokrom Kaynak Klon
1.CD la FITC Dako NA1/34
2.CD4 FITC Becton Dickinson 13B8.2
3.CD16 FITC Caltag Laboratories 3G8
4.CD 25 FITC/PE Becton Dickinson 2A3
5.CD 45 FITC Becton Dickinson R22.32
6.CD 80 FITC Immunotech 2331(FUN-1)
7.CD 86 FITC BD Biosiciences 92014
8. HLA-DR FITC/PE BD Biosiciences / Becton Dickinson  L243
9.HLA-simf 1  FITC Immunotech I0T2



10.
11.
12.
13.
14.
15.
16.
17.
18.
19.
20.
21.
22.
23.
24.
25.
26.
27.
28.
29.
30.
31.

TLR-2
TLR-3
CD 95-L
Ig G1
TCR o/B
CD2
CD3
CD 8
CD llc
CD14
CD 19
CD 56
CD 83
CD 209
PDL 2
TRAIL
Ig G2

Perforin

FITC
FITC
FITC
FITC
FITC
PE
FITC
PE
PE
PE
PE
PE
PE
FITC
PE
PE
PE
FITC

Granzyme B PE/FITC

CD 40
CD 39
CD 23

FITC
FITC
FITC

3.7 Sitokin antijenler

Antijenler

1.1L-2

2.1L-10

3. TNF alpha

4. IFN gamma

Florokrom
FITC

PE

PE

FITC

eBioscience
Imgenex
Anhucre

Becton Dickinson
BD Biosiciences
Beckman Coulter
Dako
Immunotech
Becton Dickinson
Becton Dickinson
Becton Dickinson
Becton Dickinson
Immunotech
eBioscience
eBioscience
eBioscience
Becton Dickinson
BD Pharmingen
PeliCluster/Alexis
Immunotech
AbD Serotec

DakoCytomation

Kaynak

Caltag Laboratories
BD Biosiciences
Caltag Laboratories

BD Pharmingen

W95115110
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TLR2.1
40C1285.6
Alf-2.1a
MOPC-21
WT31
39C1.5
UCHT1
B9.11

Apr 94
R22.32
SJ25C1
NCAM16.2
ET240
eB-h209
MIH18
RIK-2
MOPC-21
65994 X
CLB-GB11/B18.1.
mAb89

A1

MHM6
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3.8 Kan ornekleri

Kan 6rnekleri Deutsche Rote Kreuz (Alman Kizil Hag1)’dan temin edilmistir.
Hasta kanlar1 numaralandirilarak ¢alismaya alinmistir.

Saglikli  vericiler, #8287, #9078, #9077, #8758, #8757, #9080.
EBYV hastalari; #9076, #8926, #6428, #9081

3.9 Tam kandan Buffy coat Hazirlama ve MoDH’lerin Uretimi

Periferal kan mononiiklear hiicreleri (PBMCs) Ficoll-separating solution

(Biochrom) ile izole edilir. Santrifuj ve 2 defa DPBS (Invitrogen) ile yikanur.
Ficoll-separation tanimlama:

< i Pihtilasmamis kan 1+1 oraninda DPBS ile diluye

edilir ve Ficoll (Biochrom) ilave edilir. 250xg 20 dk.

Plake santrifujdan sonra, beyaz hiicreler izole edilir ve

T DPBS ile yikanir 100xg. 5 dk. santrifuj edilir.Sonra

ill.li.crf,'.::.,,,ﬂ,..._.-.:._, hiicre pelleti T175 kiiltir flaskina (2XIO7 to 8x10’

e hiicres in total) transfer edilir.icine RPMI1640

__ Enythrocytes
5% of olal lood)

medium (Invitrogen) ve 25mM Hepes ayrica

antibiotikler eklenir.
Monositler 1 saat icinde yapisir , yapismayanlar ortamdan temizlenir ve
kiltiire devam edilir. 28 giin sonra dendritik hiicreler active olur.
MoDH iiretmede, monositler 10 giin RPMI 1640 medium (Invitrogen), 10%
FCS (Biochrom), 1000 IU/ml IL-4 (BD) ve 100 ng/ml graniiliisit makrofaj-kolon
uyarilma faktorii (GM-CSF) i¢inde inkube edilir.
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Fotograf 1 A- Periferal kandan zenginlestirilmis aktif DH, d+31 of invitro kiiltiir
B- Immatiir Dendritik hiicre, d+3 of invitro kiiltiir
C- Matiir Dendritik Hiicre, d+5 of invitro kiiltiir

3.10 T hiicre line Uretimi

Insan periferal kan mononiiklear hiicreleri Ficoll-density gradient (Biochrom)
ile elde edilir ve santrifuj edilir. Hiicreler RPMI 1640 (Invitrogen) medium i¢inde
kiiltiir edilir ve 10% FCS (Biochrom) ile 103 IU/ml of rhIL-2 (Proleukin,Cetus

corporation) ilave edilir. 7 giin kiiltiirde birakilir.

Fotograf 2 Aktif olmayan Lenfositler ve IL-2 ile in vitro kiiltiir edilmis aktif Lenfositler. ( d+42 )
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3.11 Akim Sitometrisi (FACS)

3.11.1 FACS Hakkinda Genel Bilgi

Akim sitometrisi ya da FACS hiicreleri biiylikliiklerine, ylizey 6zelliklerine
ve vyapisal bilesenlerine gore tanimlar. Hiicreler antibodyler kullanilarak
isaretlenir ve bunlar hiicresel yapilara baglanirlar. Bu antibodyler heriki
florasanla boyanmistir. Bununla beraber hiicreler 6lii hiicrelerle de isaretlenebilir.
Akim sitometrisinde hiicreler tabakadan gegerler ve laser tarafindan tesbit edilir.
Isigin kiritlimi sonucu hiicreler buyiikliikligii, floresan1 ve graniiletisine gore

belirlenir.

3.11.2 Hiicre Yiizey Antijenlerinin Akim Sitometrisi ile Belirlenmesi

Hiicreler PBS (Gibco) ile yikanir ve 850 rpm de 5 dk. santrifuj edilir.
Supernatant alindiktan sonra 20 ul normal rabbit serum (NRS)
(DakoCytomotion) eklenir. Her tiipe 20 ul hiicre siispansiyonu ve 5 ul florokrom
konjugat reagent eklenir (Tablo 1, Tablo 2). Hiicreler buzda ve karanlik ortamda
30 dk. inkiibe edilir.Hiicreler iki defa Perm Wash Buffer ya da FACS buffer ile

yikanir ve 50 ul hiicrefix ile fix eklenir ve 4 °C de saklanir.



Tablo 1 ( Dendritik hiicre )

Tablo 2 (Lenfosit)

FITC PE

Mause 1gyG2a Mause 1gGy
CD14 CD45

CD4 CD8

CD16 CD56

CD80 CD2

CD86 CD25
Perforin Granzyme B
CD95-L TRAIL
TCRo/B CD3

FITC PE
Mause IgrG2a Mause IgG
CD14 CD45
CDla CD2
HLA-smif 1 HL-DR
TLR-3 PDL-2
CD80 CD209
CD86 CDllc
CD95-L CD123
CD23 CD25
CD3 CD56
CD40 CD&3
TLR-2 TRAIL
CD39 CD19

3.11.3 Sitoplazmik Antijenlerin Akim Sitometrisi ile Belirlenmesi

38

Hiicreler PBS (Gibco) ile yikanir ve 850 rpm de 5 dk. santrifuj edilir.

Supernatant alindiktan sonra 150 pl Citofix eklenir ve 20 dk. buz lizerinde

inkiibasyona birakilir. Inkiibasyondan sonra 2 defa 10 pl Perm Wash Buffer ile

yikanir ve 850 rpm de 5 dk. santrifuj edilir. Supernatant alindiktan sonra 20 pl

normal rabbit serum (NRS) (DakoCytomotion) eklenir. Her tiipe 20 ul hiicre

stispansiyonu ve 5 ul florokrom konjugat reagent eklenir (Tablo 3.1, Tablo 3.2).

Hiicreler buzda ve karanlik ortamda 30 dk. inkibe edilir.Hiicreler iki defa Perm

Wash Buffer ya da FACS buffer ile yikanir ve 50 ul hiicrefix ile fix eklenir ve 4

°C de saklanir.
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3.11.4 Olii Hiicrelerin Propidium Iodide ile Tesbit Edilmesi
Propidium 1odide (Sigma) 6lii ve yasayan hiicrelerin akim sitometrisi ile
belirlenmesini saglar.Olii hiicrelerin niiklear zarinda agilma olur ve propidium

iodide (PI) (Sigma) DNA ya rahatlikla girer. Olii hiicreler floresans isareti verir

FACS analizinde goriiliir.Yasayan hiicreler ise PI igermez ve floresans vermez.

3.12 Plazma proteinlerinin Immulite ile belirlenmesi (Siemens-DPC)

3.12.1 Immulite Hakkinda Genel Bilgi

Sitokin proteinlerinden IL-6 , IL-1 8, IL-10 ve TNF a (Siemens) nicel olarak

analiz edilir. Biitiin proteinler pikogram seklinde plazmadan tesbit edilir.

3.12.2 Immulite Protokol

1.100 pl Plazma and 300 pl DPBS tiip icerisinde karistirilir.
2.Tip cihaza yerlestirilir ardindan sitokinler yiiklenir (IL-10,IL-6...)

3.Cihaz ¢alistirilir (DPC Biermann GmbH , Bad Nauheim).
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4 BULGULAR

4.1 Hedef 1

Eger saglikli vericilerden alinan hemofogozitik hiicreler (buffy coats) in vitro
da kiiltiir edilirse iDH ve mDH arasinda ne gibi farkliliklar ve benzerlikler olur
diye arastirdik.

Sonra DH iirettik;

Saglikli vericilerden alinan periferal kan monositlerinden DH elde edilir. Sonra
Ficoll-Hypaque (Biochrom) ile kan santrifuj edilir.Pellet, RPMI 1640, FCS ve
antibiyotiklerle kiiltiir kabina transfer edilir.

Monositler 1 saat icinde yapisir , yapismayanlar ortamdan temizlenir ve
kiiltiire devam edilir. MoDH iiretmede, monositler 10 giin RPMI 1640 medium
(Invitrogen), 10% FCS (Biochrom), 1000 IU/ml IL-4 (BD) ve 100 ng/ml
graniiliisit makrofaj-kolon uyarilma factorii (GM-CSF) i¢inde inkiibe edilir.

4.1.1 Immatiir and Matiir Dendritik Hiicrelerin Fenotipik Analizi

Immatiir DHler hiicre yiizey reseptorlerine gore identifiye edilebilir ayrica bu
reseptorler T hiicrelereine antijen sunumu i¢cin de MHC simif I, MHC siif II ve
costimulatori proteinlere (v.s. CD40, CD80, ve CD86) sahiptirler. Antijen
yakalanmasindan sonara DH lenf nodlarinda olgunlasir, MHC ve costimulary
reseptorler ylikselir, CD83 ekspresyonu baglar ve matiir DH immune sistemde
cok 6nemli rol oynar.

Insan immatiir DH (iDH) saglikli vericilerden alinan kandan monositlerin

izole edilmesiyle f{iretilir. Akim sitometrisin de herbir hiicre tipine gore
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ayarlamalar yapilir. Fenotip analizi sonucu iDH in yiiksek oranda CD1a, HLA-
DR, HLA-simif 1 iirettigi anlagilmistir. iDH de CD83 ekspresyonu bulunmamis ve
diisiik oranda CD23, CD80, CD86, and MHC smif II ye rastlanmustir (Sekil 4-1).

iDH ve mDH arasindaki en 6nemli farklar hiicre yiizey markirlar1 olan CD83,
MHC smif II, MHC smif I, CD80 ve CDS86 dir. Biitiin hiicreler CDA40,
CD123,CD178 (CD95-L), TLR-3, CD209, TLR-2, CD19 ve CD45 ekspres
ederken CD25, CD2, PDL-2 ve TRAIL ekspres etmezler fakat iDH de CDla +
ve CD39 + dir (Sekil 12).

(a) (b)

Ref-34 (a) immatur dendritik hiicre (b) matiir dendritik hiicre

Diger yandan matiir dendritik hiicreler T lenfositlerin aktivasyonunda ve
antiviral immun defansta 6nemli rol oynar. Biitiin bu 6zellikler MHC simif I ve 11
proteinlerinin yardimi ile kazanilir.

Hiicre yiizey reseptorlerinden MHC sinif I, MHC smif 11, CD80, CD86, CD83
ve CD40 ekspresyonu ylikseldigi zaman HLA-DR ekspresyonu da artar fakat bu
esnada CDla ekspresyonu diiser ve CD83+, CD80+ ve CD86+ oldugu da
goriiliir (Sekil 12).

CD80+ ,CD83+ ve CD86+ fenotipi, matur/aktiv dendritik hiicrelerde goriiliir.
Monositik dendritik hiicreler de CD23 —, CD2 -, CD25 + dir ve CD19, TLR-2 ya
hi¢ tiretilmez ya da ¢ok az ekspres edilir. Ekspres ettikleri ise , CD45 diisiik +,
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CD209 ve DH40 diisiik + dir fakat PDL-2+, CD39+, TLR-3+, HLA-DR + ve
HLA-sinif 1 pozitiftir, tam tersine CD178 (CD 95-L) ve TRAIL negatifdir.
Ayrica CD14 yoktur fakat diisiik oranda CD1a ekspresyonu vardir (Sekil 12).
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Sekil 12 immatiir ve matiir DH Fenotipi Matiir ve immatiir DH’lerin morfolojik goriintiisii ve Flow
Cytometrik profillerinde iDH ve mDH yliizeyinde CD83, CD86, CD80, CD1a, CD23, CD25, CD2,
HLA-DR, HLA-smif 1, CD178 (CD 95-L), CD123, TLR-3, CD209, TRAIL, PDL-2, CD39 ve CD19
oldugu goriilmiistiir. Her panalde isotype control olarak kullanilmstir.

mDH {izerindeki CD80, CD25, CD83 ve PDL-2 (Sekil 12) gibi markirlarin
ekspresyonu ¢alismamizda tesbit edilmistir. Bu markirlar iDH iizerinde bulunmaz
ve 1DH ozellikle CDla, CD2, CD178 ve CD23 ekspres ederler fakat bu
markirlarda mDH iizerinde bulunmaz. Ayrica CD209, TLR-2 ve CD19 mDH
iizerinde diislik pozitiftirler CD86 ise iDH de diisiik pozitifdir. Herikisinde de
HLA-DR, HLA smif I, TLR-3, CD39, CD123 ekspresyonu vardir fakat TRAIL
ekspresyonu yoktur (Sekil 12).

Grafik 1’in gosterdigi gibi immatiir dendritik hiicre (iDH) ve matir

dendritik hiicre (mDH) arasinda reseptor farkliliklar1 bulunur ve bu farkliliklar

FACS ile belirlenmistir.

Grafik 1 immatiir Dendritik Hiicre (iDH) ve matiir Dendritik Hiicre (mDH) arasindaki reseptor

farklari

miDC
EmDC

TLR-3 PDL-2 CD209 CD25 PDL-1 CD1a CD208 CD39 CD95 CD3 CD80 CD83 CD2
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Tablo 3 Pozitif hiicre popilasyonu ortalamas1 iDH (n=7) ve mDH (n=4)

Antijenler Immattr DH Matir DH
DH % x /'y Mean DH % x /'y Mean
CD1a 49.54 1470.14 11.58. 871.06
HLA-sInif 1 97.80 4726.31 98.64 9797.81
HLA-DR 96.80 9535.86 97.64 9213.76
TLR3 68.23 4187.21 80.61 9901.43
PDL2 55.77 1548.38 91.61 5988.66
CD80 28.35 1106.71 72.71 4512.32
CD83 38.63 867.28 99.47 5389.61
CD86 4215 3725.28 91.83 9591.66
CDh11c 78.15 2683.18 89.83 2082.42
CD95-L 65.77 490.74 42.57 469.47
CD209 66.50 768.20 48.83 970.60
CD25 10.35. 512.90 66.67 1569.97
CD3 26.78 176.18 21.76 142.94
PDL1 45.27 577.96 92.05 2149.19
CD23 44.09 1075.94 77.64 716.47
CD2 52.17. 320.12 10.77. 525.22
TLR2 88.54 725.65 49.46 826.09
TRAIL 0.55 243.76 0.41 310.74
CD39 92.97 3327.19 96.83 3600.41
CD123 90.57 809.25 97.53 622.09
CD19 63.82. 780.29 44.76 8530.70
CD208 13.11. 1661.53 80.58 8720.98
CD95 77.99 2381.36 27.81. 1524.83

mDH {izerindeki CD80, CD25, CD83 ve PDL-2 (Sekil 4-1) gibi markirlarin
ekspresyonu ¢alismamizda tesbit edilmistir. Bu markirlar iDH iizerinde bulunmaz
ve 1DH ozellikle CDla, CD2, CD178 ve CD23 ekspres ederler fakat bu
markirlarda mDH {izerinde bulunmaz. Ayrica CD209, TLR-2 ve CD19 mDH
tizerinde diisiik pozitiftirler CD86 ise iDH de diisiik pozitifdir. Herikisinde de



54

HLA-DR, HLA simf I, TLR-3, CD39, CD123 ekspresyonu vardir fakat TRAIL
ve CD3 ekspresyonu yoktur (Sekil 12).

4.2 Hedef 2

EBV hastalarindan alinmig ve IL-2 de iiretilmis lenfositler ile saglikl

vericilerden alinan lenfositler arasindaki farklarin arastirilmasi.

4.2.1 EBV hastalarindan alinmis ve IL-2 de iiretilmis T lenfositler ile saghklh

vericilerden alinan T lenfositlerin identifikasyonu

Oncelikle EBV hastalar1 PCR ile belirledi (90) sonra lenfositlerin
fenotiplendirilmesi akim sitometrisi ile yapildi. Toplam 11 farkli lenfosit antijeni
kullanild1 ve T lenfositlerin TCRa/b, Granzyme B, CD2, CD86 ve CD3 ekspres
ettikleri fakat CD56, CD25 ve TRAIL ekspres etmedikleri goriilmiistiir. Ozellikle
EBV PCR pozitif T lenfositlerde CD16 ve CD95-L ekspres edilmez (Sekil 13).
Diger yandan saglikli vericilerden alinan T lenfositlerde CD16 ve CD 95-L

ekspresyonunun fazla oldugu, CD80 ekspresyonunun ise olmadigi gorilmistiir

(Sekil 13).
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Sekil 13 saretlenmis T hiicresinin Flow cytometrik analizi. Bu semada IL-2 de iiretilmis T
hiicrelerinin saglikli donorlarla karsilastirilmasi yapilmistir. EBV PCR — cell line larinda CD25, CD56
ve TRAIL ekspresyonu yoktur, EBV PCR + lerde ise CD16 ve CD95-L ekspresyonu yoktur. Diger
yandan saglikli donorlardan alinan T lenfositler CD16 ve CD95-L ekspres ederken CD80 i ekspres
etmezler.

EBV hastalarindan alinan ve IL-2 de tiretilmis T hiicre kiiltiirlinden yapilan
analizlerde CD80 ve CD2 antijenlerinin birbirleri ile orantili olduklar1 Sekil 4-3
de goriilmektedir ( #6428/EBV PCR+/IL-2 hiicre line d+7 ). Fakat biitiin

hiicreler CD2 eksprese etmezler.

- Bt -t LI

1 1 uuﬁﬁ'Hn g 1

Sekil 14 CD80 FITC ve C2 PE ( #6428/EBV PCR+/IL-2 hiicre line d+7 )
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Matiir T hiicreler de CD4 ya da CDS ekspres edilebilir. Ayrica CD4 ve CD8
birlikte ekspres edilebilirken, herikisinin de ekspres edilmedigi hiicreler de

mevcuttur (cogunlukla TCR o/B ekspres eden hiicrelerde) (Sekil 15).

A B C
.¢:h . Mo el _ .¢: it L UL .a-: Al -2 Te 1 L
37 377

I A T W TR
Sekil 15 A- CD4" >>CDS8", B- CD4 '<<CDS8, C-CD4 "=CDS8"
80+
70-
60
50
404 Esaghkl
301 mEBV
20+ hastasi
10

CD16 CD56 CD80

Ch2 CD8 CD25 TCRab CD3 GranzymeCD 95L Trail
B

Grafik 2 Saglikli vericiler ile (#8287, #9078, #9077) EBV hastalar (#9076, #8926, #6428) arasindaki
reseptor farkliliklari.
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4.2 2 PBMC den alinan B lenfosit ve NK hiicrelerinin identifikasyonu

CDI10-FITC/ CD20-PE/ CDI9-PE kombinasyonu B  hiicrelerin
belirlenmesinde Onemlidir. B hiicrelerinde CDI19 ekspresyonunun olmasi
maturasyon yolunda belirleyici 6zelliktir. Immatur omasida CD10++/ CD20- ile
belirlenebilir., tam aktivasyona sahip B hiicrelerin de CD10+/ CD20+ ve matiir
hiicrelerde ise CD10-/ CD20+ kombinasyonu goriliir. Ayrica aktiv B
hiicrelerinde CD2 ve CD95-L ekspresyonu goriilmez ancak HLA-DR, CD83,
CD80, CD86 ve CD 19 ekspres ederler. (Sekil 16)

CD3FITC/ CD16FITC/ CD56PE/ CD244FITC (Cytotoxic)/ ise NK hiicrelerde
belirleyicidir. Hiicre membranlarinda CD3 ekspres etmezken, CD16, CD56 ,
Perforin, CD244 ve Granzyme B ekspres ederler (Sekil 16).
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Sekil 16 Aktif B hiicreler CD95-L (CD178) ve CD2 ekspres etmezken, HLA-DR, CD83, CD86 ve
CD19 ekspres ederler. Ayrica NK hiicreler CD3 ekspres etmezken, CD16, CD56 ve Granzyme B

ekspres ederler.
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4.2.3 1IL-2 ile yapilan Primer Lenfoid Hiicre Kiiltiiriinde Sitokin Uretimi
(IL-10)

IL-2 ile tretilmis hiicre kiiltiirlerinde IL-10 ve IFN-y gibi sitokinlerin
{iretimini Immulite ile belirledik. Ilging bir sekilde EBV hastalarinin
siipernatantlarinda yiiksek oranda IL-10 oldugu tesbit edilmistir. Ayrica yine
hastalarda IFN-y iiretiminin az olmasi, EBV peptid uyarilmasinin artigindan

kaynaklidir.
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5 TARTISMA

DH’ler fagositoz sisteminin 6énemli bir par¢asidir ayrica viriisleri ve infekte
hiicre kalintilarin1 periferden lenf nodlarina tasirlar ve olgunlagarak T hiicre
immiin yanitin1 olustururlar (89-92). Immatiir DH’ler baslangigta nonprodiiktif
iken viriisle enfekte oldugunda olgunlasip prodiiktif hale gelirler. mDH’ler EBV
ile enfekte oldugunda enfeksiyona bagli olarak fonksiyonlarinda bir takim
degisikler olur buda enfeksiyonun yayilmasini kolaylastirir ve antiviral T hiicre
cevabi geceklesir. Bunun sonucunda viriis replikasyonu daha uzun zaman alir
91).

DH tipleri ylizey markirlarina ve fonksiyonlarina gore ayirt edilebilir.
Ornegin periferal kan DH’leri IL-10 iiretir ve naive B hiicrelerini aktive eder ve
humoral immiinitede biiyiik bir rol oynar, halbuki LH’leri daha az IL-10 {iretir
ve T hiicre CD8+’nin tetiklenmesinde biiyiik rol oynar. EBV hastaliklariyla ilgili
yapilan calismalarda da gosterildigi gibi DH’ler dogal enfeksiyonlar sirasinda
onemli bir rol oynamaktadir (93-94-95).

Bulgularimiz, aktive olmus makrofajlarin EBV’nin konag1 oldugunu fakat
uyarilmamis monositleri konak olarak kullanmadigini gosterir.

mDH’lerin insan EBV enfeksiyonlari, T hiicrelerin hizli ¢ogalmasini ve
uyarilma yetenegini bozar. Bu aktiviteden sorumlu enfekte DH kiiltiirlerinin
subpopulasiyonunda bu durum gozlenmistir.

Saglikli dondrlerden ve EBV enfeksiyonu olan hastalardan alinmis EBV
spesifik T hiicrelerde matiir ve immatiir DH’lerin farkiliklarin1 analiz ettik.
Bulgularimiz matiir DH’lerin antijen sunan hiicre fonksiyonunu viriisiin

bozdugunu ve EBV’ye kars1 primer cevabin yavas olmasini sagladigini ayrica
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diger viriis enfeksiyonlarindan farkli olarak primer enfeksiyonun uzun siire
olmasi bunun kanitidir. Bununla beraber, CD4+ ve CD8+ effector ve memory
hiicrelerinin her ikisinin de biiyiikk oranda EBV seropozitif saglikli kisilerde
eninde sonunda harekete gectigi anlagilmistir (96-97). EBV ile enfekte
hiicrelerde sunulan proteinlerin degisimine ek olarak diger DH yiizey
makirlarinin da immiin fonksiyona gore degisiklikler gosterdigini gozlemledik.
Immatiir DH’lerdeki bulgulara goére; kostimiilatdr molekiillerde azalma
gozlemlendi ve CD86’ya gore CD80 in daha fazla etkilendigi gorildii. Enfekte
matiir DH’lerde ise CD83’lin down modiilasyonu en baskin gostergedir. EBV
enfekte hiicrelerden elde matiir DH’lerin CD80 ve CD83 ekspresyonlarinda artis
gozlemlenmistir. Eger bu fonksiyonel bir sonug ise, matiir DH’lerdeki CD80 ve
CD83’linn dramatik degisimini altinda yatan mekanizmalar fonksyonlarini
aciklama ve tanimlamada yol gosterici olacaktir (98-99-100-101).

NK ve B hiicre analizlerinde i1se, CD2, CD3, CD16 ve CD56 ile birlikte
CDS8 eksperesyonu da degiskenlik gosterir (102-103-104-105). Gentile ve
arkadaslar1 bu konuda bazi aragtirmalar yapmistir fakat raporlarina goére B hiicre
lenfomasinda CD56+, CD3+ iliskisini kanitlamak i¢in ek calismalara ihtiyac
duyduklarini belirtmislerdir(106-107-108-112).

Immatiir timositler hem CD4 hem de CDS8 ekspresyonu yapabilirler. NK ve
T hiicrelerindeki gibi viral enfeksiyonlarin (CMV ya da EBV gibi) tetikledigi ve
malignant olmayan reaktif T hiicre populasyonunda CD3+ popilasyon bulunur.

Ayrica CD4/CDS orani da anormallik gosterir (109-110-111-112).
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Sekil 17

Diger taraftan CD123 ve HLA-DR yardim ile degisik arastirmacilar (113-
114-115) tarafindan bu zamana kadar bildirilmis tipik matiir populasiyona ek
olarak buffy coat i¢cinde yeni immatiir DH populasiyonunu tanimladik. CD4+,
CDla+ immatir populasyonun aksine bu populasiyon son zamanlarda
gosterildigi gibi T hiicrelerde farklilagmamaktadir (T hiicrede maturasyon
olmamaktadir) (116). Cogu CD123 monosit DH’si immatiirdiir, bu populasiyon
CDl11c miyeloid markirlarint bulundurmamaktadir.

Buna kars1 olarak matiir DH’lerde CD11c ekspresyonu olmasi fakat CD2,
CDS5 ve CD7 (117) ekspresyonunun olmamasina bagli olarak miyeloid DH’den
ayrilirlar. Son zamanlarda insan monositik DH alt tiplerini tanimlamaya
yardimci olabilecek degisik markirlar tanimlanmistir (118-119). Bunlar IL-4 ve
GM-CSF (120-121) gibi DH biiyiime ve farklilagma ayrica CD83 (122) gibi
fonksiyonu bilinmeyen faktorler i¢in reseptorleri igerir. Yeni markirlarla
DH’lerin durumu yeniden ve daha iyi degerlendirilebilir. Bu zamana kadar
DH’ler HLA-DR+ (120-121) olarak karakterize edilmistir. Bizim sonuglarimiz,
DH’lerin  %40’sinin Ozellikle de immatiir DH’lerin bu yargiyr elemine
edebilecegini isaret etmektedir. Sonu¢ olarak sadece HLA-DR+ net olan

hiicrelere yogunlagsmak orta seviyede HLA-DR ekspresyonu yapan CD123+ alt
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tipleri kagirmaya sebep olabilir ve ileriki ¢alismalarda da yanlis yonlendirmeye

sebebiyet verebilir.

SONUC ve ONERILER

Bu c¢alismada dendritik hiicrelerin ve lokositlerin yiizey ve sitoplazmik
reseptorleri analiz edilmis ve su sonuglara varilmistir.

Matiir dendritik hiicre iizerindeki CD80, CD25, CD83 ve PDL-2 gibi
markirlarin ekspresyonu immatiir dendritik hiicre iizerinde bulunmaz fakat iDH
ler ozellikle CDla, CD2, CD178 ve CD23 ekspres ederken, mDH ler bu
markirlar1 ekspres etmezler. Ayrica CD209, TLR-2 ve CD19 mDH iizerinde
diistik pozitiftirken, CD86 ise iDH de diisiik pozitifdir. Herikisinde de HLA smif
I, TLR-3, CD39, CD123 ekspresyonu vardir fakat TRAIL ve CD3 ekspresyonu
yoktur.

Bu zamana kadar DH’ler HLA-DR+ (120-121) olarak karakterize edilmistir.
Fakat bizim sonuglarimiz, DH’lerin %40’ 1min bu yargiy:1 elemine edebilecegini
isaret etmektedir.

T lenfositlerin hiicre reseptorleri analizinde ise, TCRa/b, Granzyme B, CD2,
CD86 ve CD3 ekspres ettikleri fakat CD56, CD25 ve TRAIL ekspres etmedikleri
goriilmiistiir. Ozellikle EBV PCR pozitif T lenfositlerde CD16 ve CD95-L
ekspres edilmez. Diger yandan saglikli vericilerden alinan T lenfositlerde CD16
ve CD 95-L ekspresyonunun fazla oldugu, CD80 ekspresyonunun ise olmadigi
gorilmiistiir.

Bu sonug, EBV PCR pozitif vericilerin T hiicre reseptorleri ile mature
dendritik hiicre ylizey reseptorlerinin uyum gosterdigini, ayrica saglikli vericilerin
T hiicre reseptorleri ile immatiir dendritik hiicre yiizey reseptorlerinin eslestigini

gostermektedir.
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7 OZET

FAGOSITIK DENDRITIK HUCRELERIN ANALIZi VE EBV
ENFEKSIYONU OLAN HASTALARDAN ALINAN, IL-2 iLE COGALTILAN
T ve NK HUCRELERININ KONTROLLERLE KARSILASTIRILMASI

Epstein-Barr viriis (EBV), Herpesviridae ailesinin, Gamaherpesvirinae ait
ailesindendir ve cinsi lenfokriptoviriis’diir. Yiiksek dozda immun sistemi
baskilayici terapi ya da fonksyonal eksiklik, oksidatif stres ya da transplant EBV
gibi viriislerin aktivasyonunu saglayabilir. EBV aktivasyonuda lenfoprolitif
hastaliklara (PTLD) ve hemofagositik lenfohistiyozis’e sebep olabilir.

Dendritik hiicreler (DH) immun sistemin profesyonel antijen sunan ve
sistemin diizenini saglayan hiicrelerdir. Dendritik hiicreler immatiir ya da matiir
sekillerde bulunurlar.

Immatiir dendritik hiicreler, viicut yiizeyinde ve ¢ogu dokunun intertisyel
alanlarinda bulunurlar. Immatur dendritik hiicreler, antijenleri tutmak igin
makropinositoz ve reseptorlerin aracilik ettigi endositoz ile donatilmiglardir.

Ikincil lenfoid dokularda bulunan matur dendritik hiicreler ise, antijenleri
yakalama kapasitelerini kaybederler ve onun yerine major histocompability
kompleks smif I ve II molekiillerinin kontekstinde bulunan islenmis peptidleri
lenfositlere sunma tizerine uzmanlasmislardir.

Eger saglikli vericilerden alinan hemofogozitik hiicreler (buffy coats) in
vitro da kiiltiir edilirse iDH ve mDH arasinda ne gibi farkliliklar ve benzerlikler
olur diye diisiindiik ve ¢alismamizda mDH iizerindeki CD80, CD25, CD83 ve
PDL-2 gibi markirlarin ekspresyonunu tesbit ettik. Bu markirlar iDH iizerinde
bulunmazlar. iDH ise 6zellikle CD1a, CD2, CD178 ve CD23 ekspres ederler
fakat bu markirlar da mDH iizerinde bulunmazlar. Ayrica CD209, TLR-2 ve
CD19 mDH iizerinde diisiik pozititken, CD86 ise iDH de diisiik pozitifdir.
Herikisinde de HLA smnif I, TLR-3, CD39, CD123 ekspresyonu vardir fakat
TRAIL ve CD3 ekspresyonu yoktur. Diger yandan, bu zamana kadar DH’ler
HLA-DR+ olarak karakterize edilmistir. Bizim sonucglarimiz, DH’lerin %
40’11 bu yargiy1 elemine edebilecegini isaret etmektedir. Sonug¢ olarak sadece
HLA-DR+ net olan hiicrelere yogunlagmak orta seviyede HLA-DR ekspresyonu
yapan CD123+ alt tipleri kacirmaya sebep olabilir ve ileriki ¢alismalarda da
yanlis yonlendirmeye sebebiyet verebilir.
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Ayrica, T lenfositler omurgali immun sisteminde bulunan beyaz kan
hiicreleridir. Lenfositler, viicut savunmasinda 6nemli ve tamamlayici rol
oynarlar.

EBV hastalarindan alinmig ve IL-2 de tretilmis lenfositler ile saglikli
vericilerden alinan lenfositler arasindaki farklarin arastirilmasini hedef alan ikinci
caligmamizda ise T lenfositlerin TCRa/b, Granzyme B, CD2, CD86 ve CD3
ekspres ettikleri fakat CD56, CD25 ve TRAIL ekspres etmedikleri goriilmiistiir.
Ozellikle EBV PCR pozitif T lenfositlerde CD16 ve CD95-L ekspres edilmez.
Diger yandan saglikli vericilerden alinan T lenfositlerde CD16 ve CD 95-L
ekspresyonunun fazla oldugu, CD80 ekspresyonunun ise olmadig1 goriilmiistir.

Bu c¢alismanin hiicre tedavisi i¢in kullanilan dendritik hiicre as1 iiretimi
konusunda faydali olacagi kanaatindeyiz.

Anahtar Kelimeler: Epstein-Barr viriis (EBV), Dendritik hiicre, CD markir, T

hiicre
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8 ABSTRACT

ANALYSIS OF PHAGOCYTIC DENDRITIC CELLS AND IL-2
PROPAGATED T AND NK CELLS OF PATIENTS WITH EBV INFECTION
AS COMPARED TO CONTROLS

Epstein-Barr virus (EBV) 1s a member of Herpesviridae tfamily,
Gamaherpesvirinae subfamily and lenfokriptovirus genus.

High-dose immunosuppressive therapy or functional deficiencies, oxidative
stress, or transplant-related complications may lead to virus reactivation such as
Epstein-Barr virus (EBV). EBV reactivation, lymphoproliferative disorder
(PTLD) and hemophagocytic lymphohistiocytosis.

Dendritic cells (DC) are antigen-presenting cells that are critical for the
initiation and regulation of the immune response. Dendritic cells exist in an
immature or mature state.

Immature dendritic cells are equipped to capture antigens by
macropinocytosis and receptor-mediated endocytosis.

Mature DCs, lose the capacity to capture antigenic material and are instead
specialized to present processed peptides to lymphocytes in the context of self
major histocompatibility complex (MHC) class I and II molecules.

We then asked whether hemophagocytic cells cultured from healthy donors
(buffy coats) in vitro are similar or different iDC or mDC. The fallowing markers
have been found expressed on mDCs CD80, CD25, CD83 and PDL-2. These are
not on iDC, contrast iDC express CD1a, CD2, CD178 and CD23 but these are not
on mDC. Also CD209, TLR-2 and CD19 are low+ on mDC and CD86 is low+ on
iDC. Both of them express HLA class I, TLR-3, CD39, CD123 but not express
TRAIL and CD3. On the other hand, until now DC have been characterized as
HLA-DR +. Our results point to the fact that this method may eliminate some
40% of DC. Finally, focusing only on the brightest HLA-DR+ cells would miss
the CD123 + subset that express intermediate levels of HLA-DR.

Besides, T cells belong to a group of white blood cells known as
lymphocytes, and play a central role in cell-mediated immunity.

Second, we asked whether IL-2 propagated lymphocytes from patients with
EBYV disease are different from IL-2 propagated cells of healthy donors.Then we
determined all T lymphocytes expressed TCRa/b, Granzyme B, CD2, CD86 and
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CD3 but were not expressed CD56, CD25 and TRAIL. Especially T lymphocytes
that EBV PCR positive were not expressed CD16 and CD95-L. On the other hand
T lymphocytes from healthy donors expressed CD16 and CD 95-L but not
expressed CD8O0.

Our study comes through helping about dendritic cell vaccine produce that
use for cell therapy.

Key words: Epstein-Barr virus (EBV), Dendritic cell, CD marker, T cell
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