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KISALTMALAR LiSTESI

DH : Dendritik hiicre
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1. GIRIS ve AMAC

Dendritik hiicreler hem bagisik yanitinin temposunu ayarlayan, hem de peptid ve proteinleri T
ve B lenfositlere sunmalart nedeniyle yanitin tiiriinii belirlemede en onemli anahtar rolii
oynayan hiicrelerdir. Antijen sunmadaki iistiin 6zellikleri nedeniyle 6zellikle spesifik hiicresel
bagisikligin gelismesine yol acan T hiicre yanitinin baslatilmasinda kritik bir goérev alirlar. T
lenfositleri hiicre membranlarindaki T hiicre reseptorleri (TCR) ile DH iizerindeki MHC
molekiillerine bagl olarak sunulan antijen fragmentlerini tanirlar. Peptid baglayan proteinler,
sitotoksik T lenfositler ile (CTL) etkilesen ve uyaran MHC smif I ve II, T helper (Th)
hiicreleri ile etkilesen ve uyaran MHC smif II molekiiller olmak iizere iki tiptir. Antijen sunan
hiicre (ASH) olarak dendritik hiicreler mikroorganizmalari iglerine aldiklarinda sitozollerinde
mikroorganizmay1 yapi taslarina kadar ayristirir, kimi antijenlerini peptidler halinde MHC
molekiillerine birlestirerek hiicre membraninda MHC+Ag kompleksi olarak T lenfositlerine
sunarlar., MHC 1 ile sunulan kompleks halinde antijenler CTL’ler tarafindan taninir ve
neticede her bir spesifik antijen ile uyarilmis bir seri farkli CTL kolonlar gelisir. Spesifik
CTL’ler olusmalarina neden olan spesifik antijeni bulunduran konak doku/hiicrelerle
karsilagtiklarinda doku/hiicreyi parcalarlar. Diger taraftan antijenlerin MHC-II molekiilleri ile
sunuldugu durumlarda etkinlestirilen hiicre tipi T helper hiicreleridir ve aktive edildiklerinde
bagisik yanitin regiilasyonunda etkin rol oynayan bir yanit tiirii gelisir. Her iki durumda da net
sonu¢ konagin enfeksiyon etkenine karst korunmasi veya enfeksiyonun iyilesmesi ile
sonuclanir.

Bagisik sistem elemanlarinin enfeksiyon etkenlerine karsi duyarli hale getirmenin yontemleri
(as1 tasarimi vs) baglaminda gelistirilecek stratejiler icin deneysel modellemelere ihtiyag
vardir. Ancak viral enfeksiyonlara karsi tedavi segeneklerinin gelistirilmesi ve etkinliklerinin
degerlendirilmesinde hayvan modelleri sinirlidir. Bilinen en uygun modeller arasinda herpes
simplex viriis ve farelerde yapilan ¢alismalardir. Farelerde pre veya post enfeksiyon tedavi
etkinligi morbidite/mortalite {izerinde intraperitoneal enjeksiyon takiben yapilmaktadir.
Deneysel HSV enfeksiyonu modeli olarak kullanilmalari bir diger degerli ¢alisma yOntemi
latent enfeksiyon olusturmada kullanilmalaridir. Burada kulak kismindan verilen viriis sinir

uclan ile alinarak trigeminal gangliona taginmaktadir. Tedavi yontemlerinin latent veya



rekiirrent enfeksiyonlar1 Onleyici etkileri de genellikle tedavi sonrasinda periferal doku
orneklerinde veya bu ¢alismada yapildigi gibi trigeminal ganglionun ex vivo kiiltiirii ile viriis
varligini gostermekle degerlendirilir.

Yukarda bahsedildigi gibi DH’lerin enfeksiyon etkenlerine karsi bagisik yaniti pozitif
anlamda yonlendirici etkilerini degerlendirmede deneysel herpes simplex virlis enfeksiyon
modeli ideal bir modeldir. Mevcut ¢alismada da bu model kullanilarak herpes simplex virus
proteinleri ile yiiklenmis dendritik hiicrelerin akut ve latent enfeksiyona karst konagi

bagisiklama kapasitesi degerlendirilmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Dendritik hiicreler ve bagisikliktaki rolleri

2.1.1. Tarihcge:

Dendritik hiicreler (DH) ilk kez 1868’de deride Langerhans hiicreler olarak tespit edildiler.
Kiiltiir, bu hiicrelerin primer antikor cevabinin olusumu icin gerekli oldugunu gosterdi. Buna
ragmen bu hiicreler, lenfositler ve makrofajlardan arindirana kadar profesyonel antijen sunan

hiicreler olarak tanimlanmadilar. (1,23) 1ilk kez, 1973’te Ralph M. Steinman ve Zanvil A.

Cohn dendritik hiicrelerin antijen yakalama ve T hiicreler sunug 6zelliklerini gostererek dogal
bagisiklik yanit i¢in 6nemini ortaya koydular (18); nitekim bu hiicrelere ‘dendritik hiicre’ adi

da bu arastiricilar tarafindan verilmistir.

2.1.2. Dendritik hiicrelerin orijini:

Dendritik hiicreler tek bir hiicre tipi degil heterojen bir hiicre koleksiyonudur. Kemik iligi
kokenli hematopoietik soylardan koken alirlar. Giinlimiizde en az ii¢ farkli dendritik hiicre
gelisme yolagr tanimlanmistir. Her yolak farkli progenitér hiicre ile baslar, sitokinler
yardimiyla farklilagarak farkli tip dendritik hiicrelere dontisiir. Her yolagin sonunda olusan
dendritik hiicreler fonksiyonel olarak farkliliklar gosterdigi gibi progenitdr hiicre, sitokin
gereksinimi, ylizey marker ekspresyonu ve en onemlisi biyolojik fonksiyon bakimindan

farklilik gosterirler. (2, 3, 5)



2.1.3. Dendritik hiicre yolaklar::

2.1.3.1. Lenfoid DH:

Lenfoid dendritik hiicre terimi lenfosit yolag: ile yakin baglantili dendritik hiicre subtipini
tanimlar. Lenfoid terimi T hiicrelerle ayn1 prekiirsor sahip olan hiicreler i¢in kullanilmaktadir.
Miyeloid hiicrelerde bulunan bazi karakteristik &zellikler bu yolakta goriilmemektedir.
Ornegin;CD11b, CD13, CD14 ve CD33 yiizey fenotip antijenleri. (7)

Kanda lenfoid prekiirsérleri CD4+, CD11c+ olabilirler. Insanda es degerde lenfoid yolaktan
dendritik  hiicre varoldugunu baz1 kanitlara gore artik sOylemek miimkiindiir.
Lenfoid DH’ler ayrica T hiicreleri ve dogal dldiirticii (NK) hiicrelerin olgunlagma
potansiyeline sahip oncii hiicrelerden ortaya c¢ikabilir. Bu tip oOncii hiicreler timus ve
ikincil lenfoid doku T hiicre alanlarinda  bulunabilirler. Lenfoid DH'ler Interlokin 3 (IL-
3) ile uyarildig1 zaman timik 6ncii hiicrelerinden gelisebilirler ancak graniilosit
makrofaj koloni uyarici faktdr (GM-CSF) bu gelismede her hangi bir role sahip degildir. Son
zamanlarda IL-2 ve IL-15’in CD34+ oncii hiicrelerden NK hiicre ile iliskili (IL-2R +) DH
gelistirebilecegi gosterilmistir. (5,7)

Cesitli fonksiyonlar lenfoid DH’lere isnat edilmis olup timusta negatif seleksiyonu tesvik
etmek (muhtemelen apoptozisi faz-aracili uyararak) ve CD4+, CD8+T hiicreler igin
kostimiilator rolii oynamak bunlar arasinda 6n plana ¢ikanlardir. Son zamanda insan Onciil
hiicrelerinden elde edilen lenfoid benzer DH’lerin Th2 cevabini olusturdugu gdésterilmistir.

Apoptozisi uyarmak ve kendi kendine reaktif T hiicrelerini ortadan kaldirmak amaciyla

lenfoid DH'lerin 6ncelikle uyarict immiin efektor (primarily mediate regulatory)
fonksiyonlar1 yerine diizenleyici aracilik (primarily mediate regulatory) ettigi
diistiniilmektedir.

2.1.3.2. Miyeloid DH: CD34 + haemopoietik progenitorler

Miyeloid yolagi, fagositlerin belli 6zellikleri ile ilgili ekspresyonun gergeklestigi asamada
ayrilir. Multipotent CD34 + progenitor ve periferik kan mononiikleer hiicreleri (PKMH) ile
ilgili calismalar, farkli DH yolaklar1 oldugunu ve bu ikisinin de miyeloid yolag: ile iliskide

oldugunu gostermistir(2).



Deride, dendritik hiicre morfolojisine sahip ve karakteristik birbek graniilleri iceren
Langerhans hiicreleri (LH) olarak adlandirilan doku DH’leri bulunur. Bu graniiller spesifik

monoklonal antikor boyama veya elektron mikroskopi ile goriilebilir (4). Farelerde kemik iligi
nakli caligmalarinin sonuglarina dayanarak, Langerhans hiicrelerinin miyeloid kokenli
olduklar1 soOylenebilmektedir (2,6). Rat’in yar1 kati kemik iligi kiiltiirlerinin miyeloid
kolonilerinde ve insan kemik iligi klonal deneylerinde DH’lerin varlig1r gosterilmistir (2,8).
Baska calismalar metil seliiloz kiiltiir deneyimleri ile insan kemik iligi ve PKMH’sinda saf
DH ve ayn1 zamanda karisik dendritik / makrofaj hiicre tip kolonileri tespit edilmistir. Bu tip
hiicreler morfolojik olarak Langerhans hiicrelerine benzerler ancak birbek graniil igermezler.
Bu DH’lerde CD34+, HLA-DR vyiksek diizeyde oldugu, ancak ayni Kkiiltiirden gelen
makrofajlar aksine, HLA-DQ + ve hem de gii¢lii bir non - spesifik esteraz ifadesi ve monosit
iligkili sitoplazmik antijen (CD68) yoktur. Ama bu hiicrelerin en karakteristik 6zellikleri

CDla+ olmamalaridir. (2)

2.1.3.3. Miyeloid DH: PKMH ve CD14+ hiicreler

Dendritik hiicrelerin ve monosit/makrofaj yolagindan gelisen hiicrelerin gelisimlerinde yakin
iliski vardir (9). Yapisik PKMH’ler monosit bakimindan zengindir, bu fraksiyon eger fetal
sigir serum varliginda kiiltiir edilirse LH benzer hiicreler gelistirir. Eger saf monositler GM-
CSF varliginda kiiltiir edilirse CDla+ (LH marker) hiicreler elde edilebilir(2,9). Yapisik
PKMH fraksiyonundan in vitro DH {iretimi i¢in sitokinler gereklidir ve ilk kez Romani ve
arkadaslar1 (1994), Sallusto ve Lanzavecchia (1994) tarafindan bildirilmistir. PKMH’lerin
GM-CSF ve IL-4 varliginda kiiltiiriinin CDla+ CD14- hiicrelere doniistiirdiigii ve bu
hiicrelerin antijen alim ve islem yeteneklerinin oldugu gosterilmistir. Bu o6zellikler tipik
immatiir DH profilidir (9,10). Fare DH’lerin konumu ve fenotipik 6zelliklerini Tablo 1’de

Ozet olarak belirtilmistir.



Tablo 1: Fare DH’lerin konumu ve fenotipik o6zellikleri (11).
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2.1.4. Dendritik hiicrelerin fonksiyonlari:

Dendritik hiicrelerin fonksiyonlar1 her biri antijen gosterimine katilan 3 kategoriye ayrilir.
2.1.4.1. T hiicrelerinin aktivasyonu

Dendritik hiicreler, hem CD4+ hem de CD8+ T hiicrelerinin aktivasyonu i¢in antijen sunar ve
onlart yonlendirir. Olgunlasmamis T hiicrelerinin aktivasyonunu sadece dendritik hiicreler
gerceklestirebildiklerinden bu rol dendritik hiicrelerin en ©nemli fonksiyonu olarak
goriilmektedir. Olgunlasmamis dendritik hiicreler kemik iliginden kaynak alir ve viicudun her
tarafina gbd¢ eder. Dendritik hiicreler bolgelerine ulastiklarinda patojenler ve yabanci
maddelerle etkilesime girmek i¢in uyku halinde beklerler. Bu noktada, dendritik hiicrelerin
primer fonksiyonu antijenleri yakalamaktir. Yaralanmaya eslik eden bir inflamasyon olmasi
durumunda, dendritik hiicreler inflamasyonun oldugu bolgeye dogru cekilirler ve antijenlerin
yakalanip islenmesini desteklerler. Bu sebeple olgunlasmamis dendritik hiicrenin fonksiyonu
yabanct maddeleri ve antijenleri bulmak ve yakalamaktir. Antijen yakalandiginda ya eksojen
endozomal yolaga, endojen yada proteozomal yolaga yonlendirilir. CD+8 sitotoksik T
hiicrelerinin stimiilasyonunda MHC smif I gésterimi i¢in antijen ya da protein fagositoz ya da
reseptor bagimli endositoz yoluyla sitozole alinir. Proteozom yardimiyla antijenler sitozolde
daha ileri degredasyona ugrarlar ve yeni sentezlenmis MHC sinif I molekiillerinin hiicre
yilizeyinde gosterimi i¢in peptitlerin baglandigi endoplazmik retikuluma girerler. CD+4 T

yardimer hiicrelerinin stimiilasyonu icin MHC simif II gosterimi, antijen fagositoz ya da



reseptor bagimli endositoz yoluyla bazi proteoliz islemlerinin gerceklestirildigi endozomlara
alinir. Peptitler MHC smif II iceren vezikiillere girer burada hiicre yiizeyine tasinir ve
baglanirlar (23).

Antijen yakalanmasi, yonlendirilmesi ve gosterimine ek olarak dendritik hiicreler iizerindeki
anahtar bir komponent kostimiilator molekiillerin varligidir. Dendritik hiicreler, hiicre
ylizeylerindeki B7 ailesinin tiyelerini, TNF ailesini, T hiicrelerinin aktivasyonu i¢in kritik olan
ve antijen yakalanmadan 6nce ve yakalandiktan sonra dendritik hiicrelerin uygun homingi i¢in
gerekli hiicre i¢i adhezyon molekiillerini i¢eren, kostimiilator molekdilleri korurlar(23, 25).
2.1.4.2. iImmiin tolerans

Bircok caligma dendritik hiicrelerin T hiicrelerinin aktivasyonundaki giicii {izerine
odaklanmistir, T hiicreler yabanci antijenlerle kars1 karsiya kalmadan 6nce T hiicre repertuari
dahilinde kendi antijenlerine karsi tolerize edilmelidir. Bu gelisen T hiicrelerinin delesyonu ile
timusta (merkezi tolerans) ve lenfoid organlarda (periferal tolerans) muhtemelen anerjinin
indiiksiyonu ya da olgun T hiicrelerinin delesyonuyla gerceklesir. Her iki durumda da yabanci
antijenlere karsi bagisikligi baslatan dendritik hiicre sistemi ayrica T hiicrelerinin kendi
antijenlerine kars1 da tolerize olduklarini gosterir(26).

T hiicrelerinde merkezi tolerans igin primer mekanizmalar T hiicresinin 6liimiiniin
indiiklenmesidir. Dendritik hiicreler timusta bol bulunur. Burada yeni tretilen T hiicreler
fonksiyonel CD+4 ve CD+8 hiicrelerine donlismek iizere muamele edilir ve kendisine karsi
olan bagisiklig1 elimine etmek i¢in secilime ugrar. Diisiik afiniteli reaktif T hiicreleri pozitif
olarak secilir ve perifere ulagsmasina, burada canliligini siirdiirmesine izin verilir. Bu dendritik
hiicre fonksiyonu igermez. Kendi peptitlerini tagiyan dendritik hiicrelere cevap veren T
hiicreler timusta negatif se¢ilim ile yikilirlar. Bu yontem MHC/peptitleri yiiksek afinite ile
tantyan T hiicrelerini igerir. Dendritik hiicreler bu negatif secilim islemine timik epitel
hiicreleriyle birlikte katkida bulunur. Periferal toleransin mekanizmalar1 T hiicre 6liimii, anerji
ve T regiilator hiicreler ile aktif baskilamayi igerir. Dendritik hiicreler, T hiicrelerinde
apoptozu indiikleyerek, regiilator T hiicrelerini indiikleyen ve T hiicrelerini stimiile eden bir
sitokin IL 10 ireterek katkida bulunabilir. Dendritik hiicreler ayrica, cevap verici T
hiicrelerindeki anerjiyi indiikleyerek toleransa katkida bulunabilirler (23, 24). Sekil | DH ve T

hiicrelerin arasindaki reseptorleri gostermektedir.



Signal 2

Sekil 1: DH, CD4+ ve CD8+ T hiicreler arasindaki reseptorler(23).

2.1.4.3. B hiicre uyarimi/Fonksiyonlari

Dendritik hiicreler hem lenf diigiimlerinde T hiicreleri bdlgelerinde hem de germinal
merkezlerde B hiicre stimiilasyonuna katkida bulunabilir. Dendritik hiicreler B hiicrelerinin
farklilagmasi ve aktivasyonunda kritik dneme sahip olan bir miktar sitokin ve faktorler {iretir.
Lenf diiglimlerinin germinal merkezlerinde bulunan folikiiler dendritik hiicreler, B
hiicrelerinin hafizasinin korunmasinda 6nemli oldugu goriilmektedir. Folikiiler dendritik
hiicreler yabanci antijenlere karsi ilk antikor yanitina karigmazlar. Bununla birlikte folikiiler
dendritik hiicreler ilk antikor yaniti basladiktan sonra, antijen ve antikorlarla biiyiik bir
kompleks olustururlar. Folikiiler dendritik hiicreler, hem antikor i¢in depo olarak hizmet eder
hem de B hiicrelerinin tamamlanmis stimiilasyonunda kaynak olustururlar. B hiicreleri
folikiiler dendritik hiicrelerden sirasiyla antijeni alir ve onu T hiicrelerine sunar. Folikiiler
dendritik hiicrelerdeki antijen-antikor kompleks depolar1 aylar ya da yillar gecebilecek kadar

uzun slire dayanabilirler(26, 27).



2.1.5. Dendritik hiicrelerin olgunlagsmasi ve gocii

Sekil 2: Antijenlerle (Ags) birlikte dendritik hiicre (DH) sistemi(17).

1) Hemopoietik pluripotent hiicreler (HPC) muhtemelen progenitdr dendritik hiicrelerin
ve 2) dendritik hiicre Onciillerinin {iretiminde artiga neden olur, 3) ayrica dendritik hiicre
onciillerinin, Marjine kan havuzundan monositin dendritik hiicre Onciillerinin  ve
Plazmasitoid’in Ag (viral) bagimli dendritik hiicre Onciillerinin kana girisinin artmasina yol
acar. Aktive edilmis endotelyum suan da dolagimdaki seyrek dendritik hiicreler ile etkilesime
girebilir, muhtemelen ¢ikis1 da kolaylastirir. 4) Periferal dokularda karsilagilan antijene
mikrobiyal rtinler (lipopolisakkarit, LPS) ve erken proinflamatér molekiiller eslik eder
( Interldkin-1,IL-1; Tiimdr nekroz faktér, TNF; CD40ligand, CD40L). Biitiin bu olaylar
periferal olgunlasmamis dendritik hiicreleri aktiflestirmek ve dendritik hiicre Onciillerini
farklilagtirmak iizere ayn1 anda gergeklesir. Bu down regiile molekiiller onlar1 bolgesel olarak
tutar (E-cad). Tasima icin MDRI, integrinler ve kemokin reseptorlerini kullanarak kendini

yonlendirir ve lenfe dogru yavasca ilerler.



Diizenleyici molekiil lenfatikler (adhezyon molekiilleri, SLC) dendritik hiicrelere lenf
dokularina girisinde yardim ederken, bazi abluminal Mn’ler liimene fagosite olurken ve ters
gbc ederken dendritik hiicrelere doniisiir. Ag-tasiyan Dendritik hiicrelerin folikiillere girisi ya
da disarida toplanmasi i¢in iki yola ayrilip ayrilmayacagi bilinmemektedir. Mobilize
olgunlagan dendritik hiicreler fagositozu regiile eder, kostimiilatdrler (CD40, CD80, CD86),
yani sira Ag (kirmiz1) £ MHC (koyu kirmizi) kompleks maruz kalma orami ve zamanini
arttirir. Ayrica saf ve aktive olmus T hiicreleri ¢eken kemokinleri iiretirler, immiinolojik
sinaps sirada kendi membranini tarayan diisiik frekansh spesifik naif T lenfositleri ve 6zel
karsilagmalar1 kolaylagtirirlar. Ag viral kokenli ise, muhtemelen daha plazmasitoid kaynakli
Dendritik hiicreler iiretilmektedir, bazilar1 GC i¢inde yerlesmistir. Medullar baglantilarda
diger dendritik hiicreler onlar1 apoptozdan kurtaran plasmablastlar ile iliskilidir. 7) Dendritik
hiicrelerin daha sonraki kaderi belli degildir. Muhtemelen en ¢ok dendritik hiicre burada
apoptoz ile 6lmektedir veya giiglii olarak aktiflestirilmis T hiicreler (FasL-ifade etme), Fas
CD40L ve TRANCE arasindaki etkilesim ile siki kiimelesmeler yaparlar. Olasi yaslanan
dendritik hiicrelerin hayatta kalip kalmadiklari, kalirlarsa ne kadar zaman kaldiklar1 ve nasil
oldiikleri bilinmemektedir. 8) T hiicreleri efektor hiicre haline gelmek i¢in kan ve dokularda
sirkiile olup aktif sekilde (T-akt)ortaya c¢ikar ve plazmasitoid ile uyarilmis dendritik hiicreler
Ab-iireten hiicreler haline gelir. 9) Belirli aktive T hiicreler ilk Ag karsilagmasi bolgesinde
yanit olusturarak ev sahibi olacaktir. Olgunlagmig Ag-tagsiyan ya da yaslanan dendritik
hiicrelerin sirkiile olup olmadig1 ve akibetleri bilinmemektedir. (Eksojen Ag, kirmizi; MHC
siif I, koyu yesil) (17).

2.1.6. Ag preparasyonu ve yiikleme:

Dendritik hiicreler eksojen Ag’lerle ya peptit, protein ve timor lizati formu halinde ya da
tiimor hiicreleriyle yliklenebilir. Endojen Ag gosterim yolaginin Ag yiiklemesi dendritik hiicre
ve timor hiicresinin birbiri ile kaynastirilmasi ya da artarak yayginlasan Dendritik hiicreler ile
tiimorden alinmig niikleik asit siralarinin transfeksiyonu (RNA ya da DNA) ile basarilabilir.
Calismalar, klinik denemeler ve bazi fare modelleri lizerinde, tiimdre karst bagisiklik
olusturmak i¢in dendritik hiicrelerin i¢ine Ag preparasyonu ve yiiklemesi gibi yaygin olarak

kullanilan birka¢ metodu tartigmaktadir (29, 30, 32).



2.1.7. Olgunlasma ile degisen ozellikler
Immatiir DH’lerin yiizey markerlerinin ekspresiyonu matiirasyon ile birlikte degisiyor.
Bu degisimin akabinde matiir DH artik isleme tabi tutulmus Ag’leri sunmaya hazirdi

(Sekil 3).
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Sekil 3: Matiirasyon ile degisen bazi 6nemli hiicre yiizey markerlerin ekspresyonu (12).

2.1.8.0lgunlasmis dendritik hiicrelerin ozellikleri

Baska higbir kan hiicresi ‘dendritik hiicre’ terimini almaya neden olan bir sekil ve hareketlilik
sergilemez. Yerinde, deri i¢inde, hava yollarinda, lenfoid organlarda iken dendritik hiicreler
yildiz seklindedir. (Sekil 4-a) Izole edildikleri zaman ve slayt iizerinde inceltildiklerinde
cokca berrak dendritler halinde goziikiirler. (Sekil 4-b) Elektron mikroskobu ile bakildiginda
¢ikintilar uzun (10mm) ve ince, ya dikenli ya da yaprak gibidir. (Sekil 4-c¢) Canli oldugunda
ve faz-kontrast mikroskopla bakildiginda dendritik hiicreler genisler, hassas ¢ikintilar ya da
hiicreden bir ¢ok yonde katlar bulundurdugu gozlenir. (Sekil 4-d) Bu kivrimlar bir yada bir
cok giin i¢cin non-polarize geri ¢ekilebilir ve yeniden uzayabilir. Aktin baglar seyrektir(14).
Dendritik hiicrelerin sekil ve hareketlilikleri, antijen yakalama ve antijen-spesifik T

hiicrelerini se¢gme gibi fonksiyonlart ile sikica uyumludur(17).



Sekil 4: DH’lerin morfolojik 6zellikleri (14).

2.1.9. Dendritik hiicreler, B ve T lenfositler

Dendritik hiicreler B ve T lenfositlerin etkili stimiilatorleridir. Antikor salgilayan hiicrelerin
onciilleri B hiicreler, B hiicre reseptorleri araciligiyla antijeni dogrudan tantyabilir. Bununla
birlikte T lenfositler yonlendirilmek ve sunulmak icin APC araciligiyla antijene ihtiyag
duyarlar. T hiicre antijen reseptorii (TCR), APC vyilizeyindeki MHC kompleksinin
molekiillerine baglanmis antijen fragmentlerini taniyabilir. Peptit baglayici proteinler 2 tiptir,
sirastyla yardimcit T hiicrelerini ve sitotoksik T hiicrelerini (CTL) stimiile eden MHC siif [
ve MHC sinif II’dir. Hiicre i¢i antijenler APC’nin sitozoliinde peptitlere kesilir, MHC sinif I
molekiillerine baglanir ve Onceden bir kere aktiflestirilmis hedef hiicreyi dogrudan
oldiirebilen CTL’ler tarafindan taninir. APC’nin endositik yolag: ile girmis ekstraselliiler
antijenler orada islenir ve genellikle MHC smf II molekiilleri aracilifiyla saldirtya
gectiklerinde bagisiklik diizenleyici etkiler olugturan T yardimci hiicrelere sunulurlar(27, 31,

32).



2.1.10. Dendritik Hiicre ve Immiinoterapi:

Dendritik hiicrelerden immiinoterapide nasil faydalanilacagiyla ilgili bircok goriis vardir.
Bagisiklik kontroliindeki bilinen merkezi rolleri olan dendritik hiicreler T hiicrelerini igerir
vetran splantasyon, alerji, otoimmiin hastaliklar, enfeksiyon, timore direng, immiin yetmezlik,
as1 gibi birgok klinik olayda mantikli hedeftir. Sedef hastaligi ve romatoid artrit gibi
otoimmiin hastaliklarda dendritik hiicrelerin aktive edildigi ve sayilarinin arttig1 not edilmistir.
Akcigerde 6nemli APC’lerden olan dendritik hiicreler muhtemelen alerji ve astima katkida
bulunur. Transplantasyonda ve alerji ile iliskide dendritik hiicreler hem bagisikliga hem de
toleransa karigir (25).

Dendritik hiicrelerle asilar i¢in adjuvanlar ya da kansere karsi bagisiklig: indiikleyen dogrudan
terapi olarak c¢aligilir. Bu dendritik hiicreler hayvan modellerinde en ¢ok calisilmis, kanserde
faydali olduklar ispatlanabilir hiicrelerdir. Tiimor lizat1 ile yiikli dendritik hiicreler, tiimor
antijeninden kaynak almig peptitler, MHC sinif I sinirli peptitler ya da tiim proteinlerin hepsi
anti-kanser immiin cevap ve aktivite olusturduklari, bazi durumlarda mevcut tiimoriin
tamamen iyilesmesini indiikleme yetenekleri oldugu gosterilmistir(15,16).

Boylece bu stratejileri test etmeye ve timor antijeni tasiyan dendritik hiicreleri insanlarda as1
olarak kullanmaya miithis bir istek vardir. insan klinik denemeleri bircok kurumda meme
kanseri, akciger kanseri, melanom, prostat ve renal hiicre kanseri gibi kanser olgularinda
karsit1 antijene kars1 bagisikligi indiikleyen dendritik hiicrelerin kullanildigi bir¢ok klinik
calisma yiriitiilmektedir. Dendritik hiicreleri izole etme, in vitro ¢ogaltma, antijenlerle
yiikleme ve uygulamasinda, hangi antijenin ya da peptidin immiinoterapi i¢in dendritik
hiicrelerine yiliklenmesi daha faydali olacaginin anlasilmasi da 6nem kazanmaktadir. Bu
nedenle immiin sistemin kansere karsi savasinda hangi antijenin daha immiinojenik ve faydali
oldugunun belirlenme ¢aligmalar1 devam etmektedir. Her kanser heterojen oldugundan,
coklu antijene  kars1 bagisikligin, kanser karsiti tam  ve etkili bir bagisikliga ihtiyag
duyacagi muhtemeldir. Gelecekte, her kanserin taramasi ve s6z konusu hastanin bagisikligini
indiiklemek icin hangi antijenin "kokteyl" inin gerekli oldugunu belirlemek miimkiin olabilir.
Antijenlerin dendritik hiicrelere nasil yiiklendigi de ayrica optimize edilmelidir. Dendritik
hiicrelerin uygun antijeni iiretmek ve onu yilizeyinde sunmak icin DNA ve RNA’larla
transfekte edilmeleri faydali olabilir. Son olarak, dendritik hiicre immiinoterapisi dendritik
hiicreleri aktive edici molekiiller ve sitokinlerle birlikte verildiginde daha etkin olabilir.
Ozetle, dendritik hiicreler insan hastalarda bagisiklig1 indiikleyici aracilar olarak aktif sekilde

takip edilmektedir.



Dendritik hiicreler bagisiklik sisteminin gii¢lii diizenleyicileri oldugundan, bagisiklig
indiikleyen bu hiicrelerin nasil kullanilabilecegini anlamak icin bir¢ok ¢alisma yapilmaktadir.
Dendritik  hiicre anlayisimiz ilk tanimlandigindan bu yana 40 yil i¢cinde muazzam bir
doniislime ugramakla birlikte, immiinoterapi olarak kullanilan dendritik hiicreler heniiz
baslangi¢ donemindedir. Insanlarda hastaliklara kars1 bagisiklikta kullanmilmak iizere bizim
icin artik bir ara¢ olarak kullanilan DH immiinoterapi bizler i¢in c¢ok Onemli yararlar

saglamaktadir. (15, 16, 34).

2.2. Herpes simplex virus

2.2.1. insan Herpes Simplex Viriis Enfeksiyonlar1

Seksen den fazla herpes simpleks viriis tanimlanmistir, bunlardan 8 tanesi insan patojeni
olarak bilinir(53,54). Herpes simplex viriisii her yerde bulunan, herpes simplex viriis-1(HSV-
1), herpes simplex viriis-2 (HSV-2), sucicegi zona viriisii, sitomegaloviriis, Epstein bar viriisii
yani sira herpes virlis 6, 7 ve kaposi sarkomuyla iligkili herpes viriis 8 (tip 8)’den olusan,
Herpesviridae familyasina aittir (55,56). HSV iliskili hastaliklar en yaygin enfeksiyonlar
arasinda yer alir, yetiskin insanlarin yaklasik %60-95’ini etkiler (57,58). Tedavi edilmez ve
konagin yasami boyunca genellikle gizli formda devam eder. Klinik bulgular1 degiskendir ve
viral girigin portaliyla, konak immiin yeterliliginin derecesi ayn1 zamanda hastaligin birincil
ya da ikincil dogasindan etkilenir(58). HSV enfeksiyon araliinin klinik bulgulari
asemptomatik enfeksiyondan mukokutanoz kosullara, 6rne§in orolabial, okiiler, genital
herpes, herpetik dolama, herpes gladiatorum ve merkezi sinir komplikasyonlari, neonatal
herpes, herpetik ensefalit ve Sliimciil yayilma gibi egzama herpeticum, konak bagisikliginda

belirli bir tehdittir(58-59).



2.2.2. Yap1 ve biyolojik ozellikler

Tiim insan herpes viriislerinin ¢ap1 yaklasik 200nm’dir ve glikoprotein igeren zarfa sahiptir ve
zar i¢cinde ¢evrelemis, yaklasik 150 baz cifti(Kbp)iceren protein kapsidi igine kapatilmis,
lineer, ¢ift zincirli DNA ¢ekirdegi igerir(55,60,61,62,63). Alfa, beta, gama genleri ekspresyon
modeli sirasiyla viral genom translasyonunu, viral DNA sentezi i¢in gerekli proteinlerin
transkripsiyonunu ve enfekte hiicrelerden viral partikiillerin toplanmasi ve ¢ikisini kontrol
eder(55). Viral sitopatileri gosterilip, doku kiiltiirlerindeki viriilans potansiyelleri dikkate
alindiginda HSV 1 ve 2’nin diger insan herpes viriislerinden daha az agresif oldugu kabul
edilir(70). HSV-1 ve HSV-2 serotipleri DNA dizilerinde benzerlikler paylasmasina ragmen,
antijenik olarak birbirlerinden ayrilirlar. Clinkii zarf proteinleri farklidir (54,64,65).

Gizlilik ve yeniden aktivasyon gibi biyolojik 6zellikleri herpes viriislere 6zgiidiir (55, 59,60,
62,66,67). Herpes viriislere ilk kez maruz kalindiginda genellikle epitel hiicrelere viral saldirt
ve primer maruziyet yerinde hiicre i¢i replikasyonlara neden olur. Klinik semptomlar ne
olursa olsun, primer enfeksiyondan sonra, konak sinir sisteminin trigeminal, servikal,
lumbosakral ya da otonomik ganglialar1 i¢in duyu sinirlerinin perioksanal kilifi araciligiyla
kotiilesen duruma bagli olarak herpes viriisler yiikselir (62,63,68,69). Burada, viriis ¢ogalir,
konak bagisikliginin gdzetimine el konulur ve hareketsiz sekilde yasamima devam etmesi
saglanir (55, 60, 61, 62, 71). Trigeminal ve sakral ganglialar sirasiyla HSV-1 ve HSV-2 icin
en yaygin gizlenme bolgesidir(71,72). Kronik gizlilik viral reaktivasyon yoluyla tekrarlayan
saldirilara karst konaga yatkinlik kazandirir ve viral iletim potansiyelini arttirir(61,62).
Tekrarlayan HSV, tekrar maruz kalinan enfeksiyon olmayip daha ziyade periyodik viral
reaktivasyonun bir sonucudur(71). Bir kere reaktive oldugunda, viriis mukokiitanoz bdlgeleri
canlandirmak, replikasyona ugramak, maruz kalinan baslangic anatomik bdlgesinin
cevresinde vezikiil kiimeleri olusturmak i¢in duyu noéronlar1 boyunca dolasir (55, 60 ,62, 66,
67, 70, 73, 88). Ayrica HSV reaktivasyonu klinik hastaligin yoklugunda asemptomatik viral
dokiilmeye yol acgabilir(60,74,75). Genel olarak aseptomatik viral niiks {ireten viral
reaktivasyon tekrar olarak adlandirilir, klinik hastaliklarda viral reaktivasyonla sonuglanma
ise acgilma olarak bilinir(76). Temel viroloji literatiiriindeki niiks ve ag¢ilim arasindaki
farkliliga ragmen, cogu klinisyen klinik salgmlar1 niiks olarak adlandirma egilimindedir.
Spontan niiksler miimkiin olmakla birlikte, i¢ ve dis tetikleyiciler genis bir yelpazede
proliferatif duruma dormant form olusturmak iizere herpes viriisiin transformasyonuna yol
acabilir(54, 59, 61, 70). Bunlar arasinda; fizyolojik stres, yorgunluk, 1siya maruz kalma,

soguk ya da giines 15181, menstruasyon, cinsel iligki, ates, immiinosupresyon, kortikosteroid



uygulama, lazer cerrahisi, yerel doku travmasi, sinir hasar1 ve tiikiiriglin antiviral
aktivitesinde degisme yer alir (60, 61, 62, 63, 73, 77, 78, 89).

2.2.3. Demografik

Insanlarda HSV-bagl nongenital enfeksiyonlarin biiyiik cogunlugundan HSV-1 sorumludur
(79). Diinya popiilasyonunun %45 ila 98 ABD halkinin %40 ila 63’ HSV-1 seropozitiftir
(80-81).Diinya ¢apinda HSV-1 yayginhigi yas, 1rk, cografik bolge ve sosyoekonomik duruma
gore degisir. Daha az sanayilesmis iilkeler icin yiiksek oranda seropozitiflik bildirilmistir (62,
83, 84, 89). ABD’ de yetigkin 60 yasina gelindiginde %60-85 HSV-1 serokonversiyonu
gosterir (85,86). Sikligi mevsimsel degildir (11).

2.2.4. Birincil herpetik gingivostomatit

Viral tiiriine bakilmaksizin, HSV oncelikle deri ve mukoz membranlar etkiler(62).
Birincil herpetik gingivostomatit (PHGS) HSV-1 enfeksiyonunun  en yaygin orofasiyal
belirtisidir ve oral ya da perioral vezikiilo iilseratif lezyonlar ile karakterizedir (58,87).
PHGS genellikle seronegatif ya da her iki HSV ile,bir 6nceki enfeksiyon sirasinda yeterli
antikor yamiti iiretmemis bireylerle ilk kez maruz kalindiktan sonra gelisir (59,62,63).
Enfeksiyonlarinin ¢ogunlugu subkliniktir (58). PHSG tipik olarak 1-5 yas arasi c¢ocuklar
etkilemesine ragmen, primer enfeksiyonun bazi durumlarinda yetiskinlerin de etkilenmesi
meydana gelebilir (61, 66, 73, 90, 91). Bebeklerin yasamlarinin ilk 6 ay1 anne bagisiklik
yoluyla pasif olarak korunur (89,92). HSV-1 ve HSV-2 ‘nin her ikisinin de primer oral
enfeksiyona yol agmasina ragmen, neredeyse tiimii HSV-1’den kaynaklanir (58, 93, 94).
HSV-1 bagimli primer orofasial enfeksiyonlarinin ¢ogunlugu subkliniktir ve bu nedenle
tanimlanmamistir (66, 82, 92, 95). Semptomatik PHGS genellikle inokiilasyon bdlgesinde
yanma veya uyusma hissi, servik ve submandibular lenfadenopati, ates, halsizlik, kas agrisi,
istah kayb1, yutma giicliigii ve bas agrisindan 6nce gelir ya da onlara eslik eder(59, 61, 63, 70,
73, 92, 96). Birya da2 giin sonra oral mukoza iizerinde ¢ok sayida, gecici vezikiiller
goriiliir ve oral boslukta yiizeysel iilserasyonlar ve agriya sebep olmak iizere parcalanirlar (61,
70, 73, 89, 92). En karakteristik tanitimu1 iltihapli, eritemli ve 6demli goriinen dis eti, akut,
genellestirilmis, marjinal gingivitistir (63, 70, 73, 96). Geng yetiskinlerde faranjit ve
mononiikleoz benzeri bir sendrom HSV-1’li primer oral enfeksiyon baglangicinin habercisi
olabilir (95). Saglikli bireylerde, primer enfeksiyon 10 ila 14 giini¢inde beklenen
iyilesme ile miikemmel bir prognoza sahiptir (70, 73). Ancak intraoral viral dokiilme, klinik

iyilesmeden sonra birkag hafta siirer (70, 96, 97).



2.2.5. Tekrarlayan orofasiyal herpes

Primer enfeksiyondan sonra latent HSV tekrarlayan oral ya da genital herpese neden olmak
tizere duyusal galglialardan gbcii periyodik olarak reaktive eder (67, 90, 98, 99). HSV-2bazen
birincil oral enfeksiyona neden olsa da, HSV bagimli tekrarlayan orofasiyal hastalik
(tekrarlayan herpes labialis, tekrarlayan agiz ici herpes) nadirdir (90, 94, 100, 101).
Popiilasyonda HSV-1’in yiiksek sikligina ragmen, sadece %15 ila %40 seropozitif hasta hig
semptomatik mukokiitandz niiks deneyimi yasamamustir (71, 80, 92, 96, 101, 102, 103, 104,
105). Bir bireyin genetik yatkinligi, bagisiklik durumu, yasi, enfeksiyonun anatomik bolgesi,
inokiiliimiin baslangi¢c dozu ve viral subtipinin tekrarlama sikligini etkiledigi goriliir (60 , 62,
84, 94, 106). 35 yasindan sonra nilks etme daha az goriilmeye baglar. (83)
Primer enfeksiyon ile karsilagtirildiginda, niiks ataklari hafiftir ve minimal sistemik tutulum
stiresi kisadir (61,73,81,97). Tekrarlayan fasiyal herpes enfeksiyonunun siddeti, minimal
rahatsizliktan genis semptomatik, dudak, yanak, burun ve nazal septumunun kotii tutulumuna
kadar uzanan genis bir yelpazede ele alinmaktadir (95,107). Saglikli konaklarda tekrarlayan
lezyonlar, primer enfeksiyonun mukodermatomuna lokalize olup kalir ve genellikle hafif
rahatsizliklara neden olur (66, 70, 96). Bununla birlikte sik salginlar, 6Gnemli morbidite,
rahatsizlik, agri, kozmetik sekil bozuklugu ve psikolojik sikinti ile iligkilidir (60, 61, 73).
Ayrica ates, kabarcik veya uguk olarak bilinen Herpes simpleks labialis (HSL), tekrarlayan
orofasiyal herpes’in baskin seklidir (70, 97, 108, 109, 110, 111). HSL niiksii atesli hastalarda
atesi olmayanlara gore 3 kat daha sik goriiliir (62).Hastalarin ¢ogunun yilda iki ya da daha az
atakla ac1 ¢cekmesine ragmen , %5 ila %10 deneyim, yilda minimum 6 salgin olusturur (110).
HSL genellikle dis vermilion simirin1 ve komsu kiitandz bolgeyi etkiler (70, 112).
Hastalarin %60 kadarinda herpes labialis niiksiinde, lezyon gelisecegi bolgede kasinti ya da
karincalanma, yanma, fokal agr1 gibi prodromal belirtiler goriiliir (61, 59, 70, 65, 66, 89, 90,
112, 105, 111, 113, 114). Prodromal belirtiler yaklasik 6 saat siirer ve mukokiitandz
dermatomlar1 uyaran duyusal sinir uglarina lokalize olmus erken viral replikasyonu temsil
eder (89, 90, 105, 115). Niiksiin neredeyse ¢eyregi prodromal asamada durdurulur (90).
Bununla birlikte, klasik durumlarda, birden fazla vezikiil prodrom, birlesmenin 24 saati i¢inde
goriiliir ve hizla kabuk baglayan hassas yiizeysel erozyon olusturmak iizere pargalanir (Sekil
2) (70, 73, 107). Agr1 ve rahatsizlik ilk birka¢ giin boyunca koétidiir, lezyonlar en az
2 hafta i¢inde iz birakmadan iyilesir. Bununla birlikte viral dokiilme lezyonlar ¢oziildiikten

sonra 3 ila 5 glinde tamamlanir (61).



2.2.6. HSV enfeksiyonuna immiin yanit:

Primer enfeksiyon

Lokal yanit

Erken nonspesifik yanit interferon-a. ve INF-f3, dogal oldiiriicti hiicreler (NK), makrofajlar
(enfeksiyondan 3-4 saat sonra ADCC i¢in hedef olarak viral glikoproteinlerin goriinmesi)’dir.
Mukozal dendritik hiicreler MHC simif II antijen sunan hiicrelerdir, antijen-sunan hiicreler
olarak gorev yaparlar. Herpes simplex viriis (HSV) enfeksiyonu yiiksek miktarlarda Tip I INF
ireten bu hiicrelerin olgunlagmasini indiikler. 4. giinden 5. giine; genital lenf diiglimlerinde
daha sonra genital mukozada HSV-spesifik CD+4 THI goriiliir. Servikal immiinoglobiilin A
(IgA) antikorlarindan birgok HSV-2 glikoproteinleri ve IgG yanitlar takip eder (18).

Sistemik yanit

2 haftada: Primer HSV-2 ile enfekte hastalarda, HSV glikoproteinlerine kars1 IgG tanimlanir.
HSV-spesifik antikor tiplerinden IgA ve IgG en az 6 hafta korunur. Primer enfeksiyonun
birinci y1linda IgG yaniti artar ve tiim genital herpes hastalarinda tanimlanir(18).

Tekrarlayan enfeksiyon

Lokal yanit

Tekrarlayan lezyonlarin goriinmesinden 12-24 saat sonra; HSV-spesifik CD+4 ve CD+8
hiicreleri, yan1 sira makrofajlar tanimlanir (CD+4 hiicrelerinin iistinligii ile).

Sistemik yanit

Sik subklinik reaktivasyonlar HSV-spesifik hafiza T hiicrelerinin yiiksek sikligini nispeten
koruyabilir. CD+8 hiicrelerinin tekrarlayan hastalik ¢oziimlerinde 6nemli bir komponent

oldugu one stirtilmiistiir. (18, 58)



2.3. Antiviral bagisiklikta dendritik hiicrelerin rolii

Koruyucu antiviral bagisiklik viriis-spesifik T hiicrelerinin aktivasyonuyla kazanilir. Dendritik
hiicreler enfekte hiicrelerden antijeni ya da viriisiin kendisini yakalar ve naif T hiicreler
tarafindan taninmak iizere sunar. Bundan dolayr dendritik hiicrelerin, ¢esitli viral
enfeksiyonlara kargi koruyucu immiin cevabin olusturulmasinda esas rol oynadigina inanilir.
Tersine dendritik hiicrelerin  fonksiyonlarinin engellenmesiyle konak hiicrede viral
enfeksiyonun ilerlemesi ve baskin olmasina izin veren gii¢lii bir bagisikliktan kagma stratejisi
gozlenir. Viriisler ve dendritik hiicreler arasindaki iliskiyle ilgili ¢aligmalar viral patojenezi ve
daha etkili antiviral tedavilerin dizayn edilmesine muazzam anlayislar getirir (19).

Dendritik hiicrelerin viral antijenlere kars1 immiin cevap olusturmasindaki etkisini arastiran en
erken caligsmalardan biri Francotte ve Urbain tarafindan yayinilmis ve bagisik farelerde tiitlin
mozaik viriisii ile lenfoid dendritik hiicrelerinin primer ve sekonder T hiicre bagimli antikor
cevabi arttirmada 100 kattan daha fazla etkili oldugunu gostermislerdir(20). Dendiritk
hiicrelerin viral antijenlere karst sitotoksik T lenfosit (CTL) yanitini stimiile eden
yeteneklerini aragtiran diger bir ¢alismada dendritik hiicreler Sendai virlisii ve Moloney
16semi viriistine CTL yanitin1 giiglii bir sekilde olusturduklar: indiikleyiciler olarak onaylandi
(19,21). Bununla birlikte bu ¢alismalarin hi¢biri dendritik hiicrelerin primer viriis saldirisinda
T hiicre yamtim indiikleyebilecegini gdstermedi. In vitro kesin kamit 1989°da, Macatonia ve
ark. tarafindan tip A grip viriisii ya da niikleoprotein peptid ile uyarilmis kemirgen dalak
dendritik hiicrelerinin primer proliferatif ve CTL yanitin1 indiiklemesine ragmen makrofajlar
indiiklemedigi gosterildi(22). 10 yil sonra Ludewig ve arkadaslari dendritik hiicrelerin
antiviral bagisikliktaki in vivo 6nemini kanitladi (23). Gp33-41, lenfotik koriomeningitis viriis
peptidi (LCMV) ile titresim gosteren, transfer edilmis dendritik hiicreler ya da viral epitop
yapisini eksprese eden dendritik hiicreler, fareyi LCMV savasindan korumustur. Ek olarak
yaraticilar immiinizasyondan sonra en erken 4 giin i¢inde belirlenebilen, dalagin CTL
aktivitesinin koruyucu seviyelerine ulasmasi i¢in 100-1000 dendritik hiicreye ihtiyag
oldugunu bulmuglardir. DH tetikleyen CTL yanitt uzun 6miirliidiir ve immunizasyondan 60
giin sonra belirlenebilir. Cok Onemli olarak, immiinize fareler rekombinant inek c¢icek
hastaligr viriis-LCMV enfeksiyonun ovaryumlardan ve LCMV’yi beyinden temizleyebilir.
Dendritik hiicrelerle yapilan yogun ¢alisma, periferal organlara yerlesen CTL’lerin sonucu
olarak enfeksiyonlara karsi koruma sagladigi gdosterilmistir. Ayni grup dendritik hiicreler
kullanilarak koruyucu CTL hafizasinin en verimli sekilde korundugunu gostermistir.
Influenza A viriisii yaygin olarak kullanilarak da dendritik hiicrelerin primer ve sekonder T

hiicre yanittaki in vivo ve in vitro rolii karakterize edilmistir. Bu caligsmalarda, influenza



virisiine karst CTL yanitin1 baglatmada dendritik hiicrelerin ¢ok ©Onemli olduklari
gosterilmistir.

Immiinostimiilatér rollerine ek olarak dendritik hiicreler ayrica viriis enfeksiyonuna karsi
dogustan bagisikliga da katilir. Plazmositoid dendritik hiicreler, bircok virilisiin (15) esas
motifi olan dSRNA ve metillenmis CpG’lere yanit igin yiiksek seviyelerde Tip I IFN’ler
salgilar. Diger dendritik hiicre alt dizileri HSV’ye kars1 yanitta IFN-a’” nin baskin kaynagidir
(101). Dendritik hiicreler ayrica dogal oldiiriicii hiicreler (NK) ile iki yonlii etkilesime katilir
ve olgun dendritik hiicrelerin NK hiicrelerini, T hiicre aktivasyon bolgesi lenf diiglimlerine
topladig1 gosterilmistir (86). Bu bulgular dendritik hiicrelerin, kan ve periferal dokularda
viriis enfeksiyonuna karst dogustan ve CTL-aracili bagisikligi baslatma ve korumada c¢ok
onemli oyuncular oldugunu gdstermektedir. Bu fonksiyonlara miidahale etmeyle virlisiin

istilasina, devamliligina ve yayilmasina olanak saglanir.

2.3.1. HSV enfeksiyonunda Dendritik hiicrelerin rolleri

Anti-HSV yanitinda LC’lerin rolleri lizerine en erken c¢aligmalardan biri, HSV-1
enfeksiyonunun serbest dolasmasindan once deriden LC’lerin azalmasinin, HSV viriilansinin
artmasina izin verdigini bulan Specher ve Becher tarafindan gergeklestirilmistir (19,35).
Sonradan LC’lerin, HSV-1’in subkiitandz ydnetiminden sonra akan lenf diiglimlerinde
toplandig1, miktarlarinin enfeksiyondan 3 giin sonra pik yaptigr bildirilmistir. HSV-1 ile
immiinize edilmis farelerin lenf diiglimlerinden izole edilmis lenfositler, HSV antijenine
yanitta in vitro ¢ogaltilmis, fakat bu yanitlar HSV enfeksiyonundan 6nce LC’ler deriden
cikarilirsa ortadan kalkmistir (36). Dendritik hiicreler ayrica inaktive edilmis HSV’lere karsi
spesifik T hiicre proliferatif yaniti baglatmada da istiin olduklar1 gosterilmistir (37). Ek
olarak, kana yerlesmis plazmositoid dendritik hiicrelerin HSV antijenine kars1 yanitta yiiksek
seviyelerde Tip I IFN salgiladigi gosterilmistir (38,39). Plazmositoid dendritik hiicreler
tizerindeki bu etki son zamanlarda antijen endositozundan sonra TLR-9 sinyaline baglh oldugu
gosterilmistir (19, 40, 41). Genellikle, bu calismalar giiglii viral bagisikliktan kagma
mekanizmalarina ragmen dendritik hiicrelerin HSV enfeksiyonuna karsi savunmada 6nemli

rol oynadigini ortaya koymaktadir(42).



HSV enfeksiyonu epidermal tabakalarla sinirlandirilmistir ve bundan dolayr yerlesmis
dendritik hiicreler hemen viriise baglanir. Yaymlanmamis gozlemler de epidermal LC’lerin
gercektende HSV ile enfekte oldugunu gosterilmistir (40). Bununla birlikte baslangi¢
bulgularimiz, bazi dendritik hiicrelerin bozuldugunu ve viriis spesifik CTL efektorlerine
dogrudan etki etmedigini gostermektedir. Yine de giiglii anti-HSV yaniti konak-bagiml
Oonlemi akla getiren akut HSV enfeksiyonu sirasinda tanimlanabilir. Apoptotik hiicreler ve
fragmentleri olgunlasmamis dendritik hiicreleri iceren fagositik hiicreler tarafindan alinmaya
hazirdir, tutulmus antijenler yeni sentezlenmis MHC sinif I ve II molekiillerine yiiklenebilir
ve CD+8, CD+4 T hiicrelerine sirasiyla ¢apraz sunulabilir. HSV antijeninin bazi1 ¢apraz
sunumlart kemirgen sisteminde HSV spesifik T hiicre yaniti indiiksiyonunun primer
mekanizmas1 olarak One siriiliir (42,43). 2 c¢alisgma periferden HSV enfeksiyonun
temizlenmesinde LC’lerin 6nemini agiklayan dnceki bulgulara ragmen HSV-spesifik T hiicre
stimiilasyonunun, epidermal LC’ler tarafindan degil, submukozal ya da lenf diiglimiinde
yerlesik dendritik hiicreler tarafindan gergeklestirildigini gostermistir (36,44). Bu ¢alismalar
dendritik hiicrelerin HSV enfeksiyonunun yikici etkilerinin iizerinden nasil geldigiyle ilgili
ipucu saglar. Apoptotik dendritik hiicrelerin enfekte olmayan seyirci dendritik hiicreler
tarafindan dendritik hiicre olgunlagsmasinin indiiksiyonundan yoksun aktif bir mekanizma ile
alindigin1 gosterilmistir (45). Antijen iceren apoptotik hiicreler, daha sonra viriis spesifitk
CD+8 T hiicrelerini stimiile edecek olan MHC sinif I molekiillerine yiiklenebilmesi HSV
enfeksiyonunda capraz-sunumun dogrudan ilk kamiti olarak degerlendirilmistir. Inek cicek
viriisli, kanarypoks viriisii, HIV ve HCMV’yi iceren diger viral antijenlerin in vitro ¢apraz-
sunumu gosterilmistir.(46, 47, 48, 49, 50, 51). HSV ile enfekte dendritik hiicrelerin apoptozu,
biiyiik olasilikla olgunlagsmamis dendritik hiicreler tarafindan apoptotik hiicrelerin aliminin
artmasi1 sebebiyle, HSV-spesifik CD+8 T hiicrelerinin ¢apraz-baglanmasina yardim ettigi
diistiniilmektedir. HSV ile benzer olarak, inek cicek hastaligi viriisii enfeksiyonu dendritik
hiicrelerin apoptozunu indiikler ve olgunlasmasini engeller. Larsson ve ark. dendritik
hiicrelerin canliligimi ve fonksiyonunun engellenmesine ragmen, HLA-uyumsuz dendritik
hiicreler tarafindan apoptotik ve norotik dendritik hiicrelerden, matriks protein antijeninin
capraz-sunumu aracilifiyla giicli CD+4 CTL yanit1 olusturulabildigini kanitlamislardir
(51,52).



Toplu olarak, bu bulgular akut HSV enfeksiyonunda kompleks bir in vivo senaryoyu
destekler. Epidermal hiicrelerin baslangi¢ enfeksiyonu ayrica gelen viriisle dogrudan temasa
gecen yerli LC’lerin enfeksiyonuyla sonuglanir. Bazi LC’ler enfekte keratinositlerden TNF-a
ve IL-1P ile saglanan ileri olgunlagsma stimiilasyonuna direng gosterir ve dnceden gosterildigi
gibi bazi LC’ler buna ragmen enfeksiyon bdlgesinde apoptoza ugrar (4). Apoptotik LC
fragmentleri antijen transferinin kesin bolgesi halen ¢oziilmemis olmasina ragmen enfekte
olmayan LC’ler ya da dermal dendritik hiicreler tarafindan ¢apraz-sunum i¢in alinirlar. Allan
ve ark. ve Belz ve ark.’nin calismalari lenf diiglimlerinde CDS8oa+ dendritik hiicre
popiilasyonunun HSV-spesifik CD8+ T hiicre kalintilarinin aktivasyonundan sorumlu olmasi
gibi, bu transferin akan lenf diiglimlerinde gerceklestigini gostermektedir. Bununla birlikte
lenf diigiimi yerli dendritik hiicreleri tarafindan (hatta enfeksiyon ile) alinmasina izin
verilerek bazi viral antijenlerin lenfoid bdlmeye sizmasi miimkiindiir. Zhao ve ark.’nin
caligmalar1 yukaridaki hipotezleri reddetmemelerine ragmen, antijen transferinin ayrica
sonradan lenf diigiimlerinde CD+4 T lenfositlerini aktive etmek i¢in enfeksiyon bolgesine
bitisik gerceklesebilecegini gostermektedir. Son yillarda seyirci hiicrelere transfer edilebilen
viral antijenler tarafindan ek mekanizmalar ileri siiriilmektedir. Bu, enfekte hiicrelerden
komsu seyirci hiicrelere gegit, baglantilar yardimiyla viral peptid antijenlerinin transferini
igerir (53). HSV enfeksiyonu olmasi durumunda -bu heniiz onaylanmis olmasina ragmen-
HSV ile enfekte keratinositler ve dendritik hiicreler, enfeksiyon bolgesinde viral antijenleri
enfekte olmamis seyirci dendritik hiicrelere transfer edebilir. Boylece CD+4 ya da CD+8 T
lenfositlerinin stimiilasyonu i¢in dendritik hiicrelere antijen alimi ve transferinin farkli
bolgeleri olabilir. Dahast dendritik hiicrelerin inek ¢igek virlisli enfeksiyonuna karsi benzer
sonuglart gostermemesine ragmen, bunun dendritik hiicre olgunlasmasi ve canliligim
engelleyen epiteliotropik viriisler tarafindan paylasilan yaygin bir mekanizma olmasi da
miimkiindiir. Mekanizma ne olursa olsun sonuglar bu degisimin ger¢eklesmesi i¢in dogrudan
hiicre-hiicre temasmin (ya da dendritik hiicre - dendritik hiicre ) gerekli olabilecegini

desteklemektedir (19).



3.MATERYAL ve METOD

3.1. MATERYAL

3.1.1. Herpes Simplex Viriis suslari

Herpes simplev viriis tip 1 Wal susu ve herpes simplex virlis tip 1 F susu, orijinal olarak
Sheffield Universitesi'nden (Ingiltere) temin edilerek Karadeniz Teknik Universitesi, Tip
Fakiiltesi, Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dalinda ¢ogaltilarak saklanan

virus kolleksiyonundan temin edildi.

3.1.2. Genel laboratuar malzeme ve soliisyonlari

3.1.2.1. Kimyasallar

Soliisyonlar ve tamponlarin hazirlanmasinda kullanilan tim kimyasallar Karadeniz Teknik
Universitesi, Tip Fakiiltesi, Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim dali ve
Biyokimya Anabilim Dalindan temin edildi.

3.1.2.2. Santrifiij rotorlar

Masa iistii Eppendorf rutin santrifiij, A-4-44 rotor

Masa iistii Sigma rutin santrifiij, Nr.12124 rotor

3.1.2.3. Fosfat salin tamponu (PBS)

5 adet hazir fosfat salin tampon tableti (Oxoid Ltd) 500 ml distile suda ¢dziildiikten sonra 20
dakika 12177C otoklavlanarak steril edildi.

3.1.2.4. Su

Bransted cihazindan distile deiyonize saf su temin edildi.



3.1.2.5. Plastik malzeme

Malzeme Ureten firma
Bijoux Cell star
Santrifiyj tiipii SPA
Eppendorf (1,5-2 ml) Eppendrof
Krayo viyal SPA

ELISA pleyti (96 kuyucuk) Baxter
Siringa (5, 10 ml) Hayat
Falkon (15, 50 ml) SPA

Hiicre kiiltiir pleyt (12, 24 kuyucuk)

Greiner bio-one

Hiicre kiiltiir flask (T25, T75)

Greiner bio-one

Plastik pipet ve uglar

SPA




3.1.3. Hiicre kiiltiirii

3.1.3.1. Hiicre hatt1

Vero hiicreleri (Afrikan yesil maymun bdbrek hiicreleri) Vircell (Ispanya) firmasindan satin
alindi. Flask i¢indeki medyum bosaldiktan sonra hiicreler 3 kez PBS ile yikandi. Hiicreler
flask yiizeyinden kalkmalari igin tripsin-EDTA eklendikten sonra 37°C’de inkiibe edildi.

Isitilmis tiretme medyumu (3.1.3.3.) eklendikten sonra hiicreler istenilen sayida pasajlandi.

3.1.3.2. Stok soliisyonlari, tamponlar ve tamamlayicilar

Gerekli olmayan amino asitler: Flow lab firmas1 tarafindan {retilen 10 kat
konsantrasyonunda hazirlanmis sekilde satin alindi. Gerekli oldugu zaman yeterli miktarda
seyreltildikten sonra medyuma ilave edildi.

Penisilin: Steril kuru toz halinde Karadeniz Teknik Universitesi, Tip Fakiiltesi, eczanesinden
temin edildi ve 10° iinite/ml olacak konsantrasyonunda steril su da ¢ozildii. 100 ul alikotlar
hazirlandiktan sonra -20°C’de kullanilacak zamana kadar depolandi.

Streptomisin: Steril kuru toz halinde Karadeniz Teknik Universitesi, Tip Fakiiltesi,
eczanesinden temin edildi ve 10° iinite/ml olacak konsantrasyonunda steril su da ¢6ziildii. 100
ul alikotlar hazirlandiktan sonra -20°C’de kullanilacak zamana kadar depolandi.

Fungizon: 50mg toz fungizone 10ml ddw i¢inde ¢oziildii ve 100ul alikotlanarak -20°C de
saklandi. Hiicre kiiltiirii vasatinda 2.5ug/ml konsantrasyonunda kullanilda.

Tripsin: 5 g tripsin (Sigma), 100 ml PBS ic¢inde c¢oziildiikten sonra filtre edildi. 10ml
alikotlar hazirlandiktan sonra -20°C’de depolandh.

EDTA: 370 g EDTA,100 ml PBS i¢inde ¢oziildiikten sonra filtre edildi. 10ml alikotlar
hazirlandiktan sonra -20°C’de depolandi.



3.1.3.3. Medyumlar

Vero iiretme medyumu:

Eagle’s MEM (Lonza) 90 ml
Fetal calf serum 10 ml
Penisilin 100 pl
Streptomisin 100 pl
Fungizon 50 ul

Vero idame medyumu:

Eagle’s MEM (Lonza) 90 ml
Fetal calf serum 2 ml
Penisilin 100 pl
Streptomisin 100 pl
Fungizon 50 pul




3.1.3.4. Karboksimetil seliiloz (CMC)
%1,6 soliisyonu distile su da hazirlandiktan sonra 20 dakika 121°C’de otoklav edildi ve oda
sicakliginda depolandi. Plak 6l¢iimleme yapmak icin hazirlanan soliisyon esit miktarla Vero

iiretme medyumu ile karistirildi.

3.1.4. Staphylococcus aureus iiretimi
Staphlococcus aureus Karadeniz Teknik Universitesi, Tip Fakiiltesi, Mikrobiyoloji rutin
hizmet laboratuvarindan temin edildi. Bakteri iiretmesi i¢in asagidaki sekilde hazirlanan

tryptone soya agar kullanildi.

Tryptic soya broth | 9 gr

Agar bacterium 3,6 gr
Yeast extract 3,6 gr
Distile su 300 ml

Yukaridaki karisim hazirlandiktan sonra 20 dakika 121°C’de otoklav edildi ve steril cam petri
kablarina dagildiktan sonra +4°C’de kullanilacak zamana kadar depolandi.

3.1.5. Protein miktarini belirlenmek i¢in kullanilan soliisyonlar

3.1.5.1. Lowry metodu

A soliisyonu: 0,1 N NaOH i¢inde hazirlanan %2 sodyum karbonat

B soliisyonu: Distile su i¢inde hazirlanan %1 bakir sulfat

C soliisyonu: Distile su i¢inde hazirlanan %2 sodyum tartarat

Folin A karigimini hazirlamak i¢in A, B, C soliisyonlar1 100:1:1 oraninda karistirildi.
Folin B karigimini hazirlanmak i¢in Folin — Ciocalteu ayracil:1 distile su ile karistirildi. Bu
karigimin kullanmadan 6nce hazirlanmasi gerekiyor.

Tiim soliisyonlar +4°C’de maksimum 1 aya kadar depolandh.



3.1.6. Dendritik hiicre kiiltiiri

3.1.6.1. Sitokinler

Murine GM-CSF ( fare graniilosit makrofaj koloni uyarici faktor)

Perpo tech INC’dan Spg tiiplerde satin alindi. 0,1 ml ddw su ilave edildikten sonra hizli bir
vortex yapildi. 0,9 ml medyum (0,1% BSA) eklendi ve karistirdiktan sonra tekrar 9 ml
medyum ilave edildi. 0,5 ml alikotlar hazirlandiktan sonra -80°C’de depolandi.

Murine IL-4

Perpo tech INC’dan 20ug tiiplerde satin alindi. 0,1 ml ddw su ilave edildikten sonra hizli bir
vortex yapildi. 0,9 ml medyum (0,1% BSA) eklendi ve karistirildiktan sonra tekrar 9 ml
medyum ilave edildi. 0,5 ml alikotlar hazirlandiktan sonra -80°C’de depolandi.

TNF-a
Perpo tech INC’dan Spg tiiplerde satin alindi. 0,1 ml ddw su ilave edildikten sonra hizli bir
vortex yapildi. 0,9 ml medyum (0,1% BSA) eklendi ve karistirdiktan sonra tekrar 9 ml

medyum ilave edildi. 0,5 ml alikotlar hazirlandiktan sonra -80°C’de depolandi.

3.1.6.2. 2 Merkaptoetanol (2-ME) hazirlanmasi
50 uM 2-ME hazirlanmak i¢in 39 pl 2-ME (mW: 78,13), 9,96 ml RPMI medyumuna
eklendikten sonra 50 pl hacimlerde alikotlandi. Hazirlanan alikotlar kullanilana kadar

2001C’de depoland.



3.1.6.3. Iimmatiir DH medyumu

RPMI (Lonza) 47 ml
FCS 2,5 ml
10 mM HEPES (Lonza) 0,5 ml
50 uM 2-ME 0,05 ml
Penisilin 0,05 ml
Streptomisin 0,05 ml
GM-CSF (3.1.6.1.) Iml
IL-4 (3.1.6.1.) 1 ml

3.1.6.4. Matiirasyon kokteyli
50 ml immatiir dendritik hiicre medyumu iizerine 0,5 ml TNF-a ilave edildi. Bu kokteyl 4.

Kisimda anlatildigi gibi immatiir dendritik hiicreleri matiir hiicrelere doniistiiriilmek i¢in

kullanildi.



3.1.7. Flow sitometri

Hiicre yiizey marker analizi Karadeniz Teknik Universitesi, Tip Fakiiltesi, Hematoloji Bilim
Dal1 laboratuarinda yapildi.

3.1.7.1. FACS tamponu

FACS tamponu (F-tampon)
PBS 250 ml
FCS 2,5 ml
%10 NaN3 2,5 ml

F- tamponu hazirladiktan sonra +4°C’de saklandi. Bu tampon kullanirken buz iistiinde
tutuldu.
BD Fc Blok: F- tamponu kullanarak 5 pg/ml konsantrasyonu kullanmadan hemen once

hazirlandi.



3.1.7.2. Konjugat antikorlar

Konjugat antikor Ureten firma FITC/PE
CDllc BD Pharmingen PE

CD4 BD Pharmingen PE
MHC-II BD Pharmingen PE
CD80 BD Pharmingen PE
CD45R BD Pharmingen FITC
CD8a BD Pharmingen FITC
CD40 BD Pharmingen FITC
CD86 BD Pharmingen FITC

3.1.8. Enzyme linked immunosorbent assay (ELISA)

3.1.8.1. Tamponlar ve ayraclar

Sodyum bikarbonat tamponu (coating tamponu): 0,795 gr anhidr6z sodyum bikarbonat
(Na2CO3) ve 1,465 gr sodyum hidrojen karbonat(NaHCO3)500 ml distile suya ilave
edildikten sonra vorteks iizerinde karistirildi.

Tamponun pH’i 9,6 ya ayarlandiktan sonra +4°C’de depolandi.



Bovine serum albumin (BSA): %30 hazir BSA soliisyonu steril PBS kullanarak seyreltildi
ve %10 BSA soliisyonu hazirlandi.

PBS-Tween:250 pl Tween 20, 500 ml steril PBS ilave edilerek hazirlandi. Bu soliisyon en
fazla bir hafta i¢inde kullanildi.

PBS-Tween-Siit tozu: 1,5 ml siit tozu 50 ml PBS-Tween i¢inde ¢oziildii. Bu soliisyon her
zaman taze hazirlandi.

Sitrat fosfat tamponu:3,65 gr sitrik asit ve 593 gr di sodyum hidrojen fosfat
(Na2HPO4.2H20), 500 ml steril suda ¢oziildii. Soliisyon +4°C’de saklandh.

Substrat tamponu: 10 mg o-fenilendiamin dihidro klorid (OPD), Sigma Chemical., 25 ml
sitrat fosfat tamponu i¢inde ¢6ziildii bu soliisyona kullanmadan hemen 6nce 15 pl, %30
hidrojen peroksid (H202) ilave edildi.

Siilfiirik asit, 1M: 5,5 ml %95-97 siilfiirik asit 90 ml steril suya ilave edilmesi ile hazirlandi.
Oda sicakliginda depolandi.

3.1.8.2. anti-HSV1 poliklonal antikor ¢calisma soliisyonun hazirlanmasi

10 ml coating tamponun iizerine 5 pl polyclonal rabbit anti-HSV antibody(DAKO) ilave
ederek, kullanmadan hemen 6nce hazirlandi.

3.1.8.3. konjugat hazirlanmasi

10 ml PBS-Tween-Siit tozu {izerine 5 pl polyclonal rabbit anti Mouse immunoglobulin ilave
ederek, kullanmadan hemen 6nce hazirlandi.

3.1.8.4. Pozitif ve negatif fare serum hazirlanmasi:

Pozitif fare serumu HSV-1 ile enfekte farelerin kanindan elde edildi.

Negatif fare serumu saglikli farelerin kanindan elde edildi.



3.1.9. Boyalar

3.1.9.1. Plak boyasi

2g naftahalen black (BDH Ltd.), 120 ml asetik asit i¢inde ¢oziildiikten sonra 27,2 g sodyum
asetat, 1880 ml distile su icine ilave edildi. Bu soliisyon oda sicakliginda depolandi.

3.1.9.2. Toluidine mavisi

0,1 g toluidine mavisi 100 ml distile su i¢inde ¢oziildii. Hazirlanan soliisyon karanlik yerde,
oda sicakliginda depolandi. Bu soliisyon Immiinohistokemisteri dlgiileme de karsi boyanma
amaciyla kullanildi.

3.1.10. Notral kirmmzsi alim 6l¢timii

4. kisimda anlatilan metot asagidaki tamponlar ve ayraclar1 kullanarak yapildi.

0,1 M Fosfat tamponu: 17,25 ml, sodyum dihidrojen fosfat (NaH2P0O4.2H20) 0,2 M ve 78,75
ml sodyum hidrojen fosfat (NaHPO4) 0,2 M karistirildiktan sonra soliisyonun pH’si 6,5’a
ayarlandi.

0,008 M Fosfat tamponu: 40 ml, fosfat tamponu ve 460 ml distile su karistirildiktan sonra
sollisyon pH’si 6,5’a ayarlandi.

1% (w/v) Nétral kirmiz1 boyast: %0,9 (w/v) NaCl igeren 0,008 M fosfat tamponu kullanarak
hazirlandi. Hazirlanan soliisyon tiim olusmus kristalleri uzaklastirmak icin filtre edildi.
Soliisyon 20-30 hacimlere dagildiktan sonra otoklav edildi ve oda sicakliginda depolandi.
%0,6 calisma soliisyonlar1 kullanmadan 6nce stok soliisyonu, %0,95 NaCl i¢eren 0,008 M
fosfat tamponu ile seyreltilmesinden elde edildi.

Sitrat-etanol tamponu: Once 0,05 M sitrat tamponu, pH:4,2 hazirlandi. Hazirlanan sitrat
tamponu ¢aligmadan dnce 1:1 %70 etanol ile karigtirildi.

3.1.11. Adjuvant

Aliiminyum hidroksit jel: %0,34(w/v) soliisyonu hazirlandi ve +4[1C’de depolandi. Bu

adjuvant farelerin asilanmasinda 4. kisimda anlatildig: sekilde kullanildi.



3.1.12. Deterjanlar

Nonidet P 40 (NP-40): %1 (v/v) karisimi PBS kullanarak hazirlandi. Bu karisim oda
sicakliginda saklandi.

Tween-20: Gerekli diliisyonlar PBS kullanarak yapild: ve +4°C’de depolandh.

3.1.13. Deney Hayvanlar

Deney hayvan etik kurulundan deney hayvanlari ¢alisma izni alindu.

Balb/c fareler Karadeniz Teknik Universitesi, Tip Fakiiltesi, Cerrahi Arastirma Merkezinden

temin edildi. Tiim deney hayvan caligmalar1 disi ve 6-8 haftalik fareler ile yapildi.



3.2. Metot

3.2.1. Viriis havuzu hazirlanmasi:

Bu calismada kullanan HSV-1 stok siispansiyonu 1985°te Killington ve Powell tarafindan
aciklandigr sekilde hazirlandi. T-25 hiicre flaski i¢indeki konfluent tek tabaka Vero hiicreleri
PBS ile yikandi, 0.01 pfu / hiicre viriis ile inokiile edildi ve viriis adsorbsiyonu i¢in hiicre
ylizeyini kaplayacak kadar medyum eklenerek bir saat 37°C’de inkiibe edildi. Bir saat
sonunda flask icerigi bosaltilarak PBS ile 2 kez yikandi. Daha sonra 6ml MEM (2.1.3.3.)
eklenerek 2-3 giin siireyle 37°C’de inkiibe edildi. %80-90 sitopatik etki (SPE) goriildiigiinde
hiicre kaziyicisi ile hiicrelerin flask tabanindan ayrilmasi saglandi ve steril plastik tiipe
aktarildi. Hiicreler dondurma-¢6zme yontemi ile par¢alandi.2000 rpm’de 10 dakika santrifii
ile hiicre kalintilar1 uzaklastirildi. Siipernatant kismi cryo viyallere alikotlanarak -80°C’e

kaldirild. (sekil5)
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Sekil 5: viriis haviiz hazirlanmasi.

Virlis ile enfekte olan hiicrelerin en belirgin morfolojik 6zellikleri SPE olusumudur.
Merkezdeki hiicreler tamamen liz ve kopmus vaziyetteyken kenardaki hiicreler yuvarlanmig

ve dliime gidiyor.



3.2.2. Havuzun viriis titresinin in vitro belirlenmesi:

Notral kirmzisi alim 6l¢iimi ile HSV-1 stok havuzunun doku kiiltiirii enfektif doz %50’si
(TCID50) ve plak metodu ile plak olusturan birimi (pfu) hesaplanda.

3.2.2.1. Notral kirmmzist alim 6l¢timii:

9 adet ependorf tiipiin 1.sine 1.8ml digerlerine 0.9ml idame medyum pipetlendi. Cozdiiriiliip
buz iizerinde duran viriis stogundan 1.tlipe 0.2ml eklendi. Her seferinde birinci tiipten
ikincisine 0.1ml aktarildi ve karistirildi boylece viriisiin Log diliisyonu hazirlandi.

2-11 A-H kuyucuklari hiicre igeren, 1 A-H ve 12 A-H kuyucuklar1 bos olan pleytin medyumu
kaba bosaltildi. 1 A-H ve 12 A-H kuyucuklarina sadece PBS, diger kuyucuklara ise 200ul
idame medyum eklendi. Sirayla o6nce 8 A-H sirasindaki kuyucuklara her bir viriis
sulandirmasindan 200’er pl pipetlendi.

Pleyt 37°C’de48-72 saat inkiibe edildi. inkiibasyon siiresi bittikten sonra pleyt icerigi klorlu
su kutusuna bosatild1 ve her kuyucuga 50ul Neutral kirmizis1 eklendi. Pleyt 45 dk 37°C’de
inkiibe edildi. Pleytin i¢indeki boya kaba dokiildiikten sonra her bir kuyucuga 200ul fosfat
tamponu pipetlendi ve 1 dakika sonra kaba bosatildi, bu islem 2 kez tekrarlandi. Pleyt
37°C’de 1 gece boyunca inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra her kuyucuga 200ul sitrat-etanol
pipetlendi ve bir gece boyunca +4°C’de tutuldu. 4-5 dakika pleyt calkalayici iistiinde tutuldu
ve sonra ELISA okuyucusunda 550nm’de okundu. (Sekil 6)

Sekil 6: Notral kirmizisi alim Slgiimii



3.2.2.2. Plak olgiileme

12 kuyucuklu pleyt, bakteri ve mantar kontaminasyonu yoniinden mikroskopta kontrol edildi.
6-8 adet ependorf tiipiin birincisine 1.8 ml digerlerine 0.9’ar ml idame medyum pipetlendi.
Buz iizerinde duran virlis stogundan birinci tiipe 0.2 ml pipetlendi ve karistirildi. Her
seferinde pipeti degistirerek birinci tiipten ikincisine 0,1 ml aktarild1 ve karistirildi, son tiipe
kadar boyle devam ettirildi. Pastér pipeti ile pleytin kuyucuklarindan vasat alindi ve
kuyucuklar iki kez yikandi. Her bir viriis diliisyonu igin ikiser kuyucuk isaretlendi. Once 2-4
kontrol kuyucuguna 0,2’ser ml idame vasat pipetlendi sonra en yiiksek dillisyondan
baslayarak kuyucuklara 0,2 ml pipetlendi. Pleyt 37°C inkiibatore kaldirildi. 1 saat inkiibasyon
stiresi bittikten sonra inokulumlar1 pipetle uzaklastirildi. Yar1 kati besiyerinden her bir
kuyucuga 2 ml pipetlendi ve pleyt tekrar inkiibatore kaldirildi. 72 saat sonra mikroskopta
pleyt incelendi, pastor pipeti ile yar1 kati vasat uzaklastirildi. Kuyucuklar iki kez PBS ile
yikandiktan sonra her kuyucuga 1-2 ml plak boyasindan eklendi. 37°C’de 30 dk bekletildikten
sonra boya dokiildii ve kuyucuklar ¢esme suyuyla yikandi. Pleyt, kurumasi i¢in oda
sicakliginda 1-2 saat bekletildi(Sekil7). pfu/ml degeri asagidaki gibi hesaplandi;

Saydigimiz plak sayis1 X diliisyon degeri X 10

Virus stock

Sekil 7: Plakdlgiileme



3.2.3. Havuzun viriis titresinin in vivo belirlenmesi

Cesitli HSV-1 antijenleri ile bagisiklandirilmis farelerdeki korumayi tayin etmek i¢in genelde
canlt HSV-1 WAL susu kullanilmaktadir. Deneyde kullanilacak stok viriis havuzu bolim
2.2.1’de anlatildig1 gibi hazirlandi. %50 letal dozu hesaplamak icin 6-8 haftalik, 20-25 gram
agirhginda Balb/c fareler kullanildi. Fareler 10’arli gruplar halinde ayrildi. Dondurulmus
virlis havuzu alikotlar1 hizlica ¢6ziildii, PBS icinde seri diliisyonlar hazirland1 ve farelere
intraperitoneal yoldan 0,1 ml inokiile edildi. Fareler 15 giin boyunca hastalik bakimindan
gbzlendi. Genelde enfeksiyona bagli hastalik, virlisii aldiktan 7-9 giin sonra baglamaktadir.
Olen fareler not edildi ve %50 letal doz Reed-Muench formiiliine gére hesapland: (Reed-
Muench, 1938).

3.2.4. HSV-1 antijenlerinin enfekte hiicre Kiiltiiriinden soliibilizasyonu ve saflastirilmasi
T-75 hiicre flaski i¢indeki konfluent tek tabaka Vero hiicreleri PBS ile yikandi ve 1 pfu /
hiicre HSV-1 (F susu) ile enfekte edildi ve viriis adsorbsiyonu i¢in hiicre yiizeyini kaplayacak
kadar medyum ile bir saat 37°C’de inkiibe edildi. Bir saat sonunda flask igerigi bosaltilarak
PBS ile 2 kez yikandi. Daha sonra 20ml MEM (2.1.3.3.) eklenerek 2-3 giin siireyle 37°C’de
inkiibe edildi. %80-90 sitopatik etki (SPE) goriildiigiinde hiicre kaziyicisi ile hiicreler flask
tabanindan koparilarak MEM igine toplandi, 2000 rpm’de 10 dk santrifiij edildi, iki kez soguk
PBS ile yikandiktan sonra tekrar 2000rpm’de 10dk santrifiij edildi.

Negatif kontrol hazirlamak i¢in yukarida anlatilan islemler viriis ile enfeksiyon kismi harig
ayni1 sekilde yapildi.

3.2.4.1.Viriis ile enfekte hiicrelerden deterjanla soliibilize edilmis antijen hazirlanmasi
Vero hiicreleri yukarida anlatildigi gibi enfekte edildi ve toplandi. Hacminin dort kati %1 NP-
40 deterjan i¢inde resiispanse edildi. Hiicre-deterjan karisimi buz banyosunda 30dk bekletildi,
GEN-PROBE ultrasonik pargalayic1 ile tam giigte 1 saat sonike edildi. Insoliibl hiicre
materyali ultrasantrifiij cihazi ile 4°C 32000 rpm’de 1 saat ultra santrifiij edilerek ¢oktiiriildii.
Deterjan ile soliibilize edilmis HSV-1 antijenlerini iceren supernatant 4°C’de 3-7 giin
boyunca PBS’e kars1 diyaliz edildi. Bu materyal HSV-1 crude antigen olarak tanimlandi,
alikotlanarak -80°C’de saklandu.

Negatif kontrol hazirlamak i¢in yukarida anlatilan islemler viriis ile enfeksiyon kismi harig

ayni1 sekilde yapildi. Elde edilen materyal vero kontrol antijen olarak adlandirildi.



3.2.5. HSV-1 antijen preparatlarimin protein miktarmin tayin edilmesi

HSV-1 antijen preparatlarinin protein konsantrasyonu Lowry metodu ile tayin edildi. Bu
metodun ayrintilar1 asagidaki gibidir;

3.2.5.1. Lowry protein kantifikasyon Ol¢climii stok soliisyonlar1 ve ayraglari ile yapildi
(2.5.1.1). Antijen preparati1 saf su ile Iml’ye tamamlandi. BSA, 100, 50, 25, 12.5 pg/ml
konsantrasyonlarda hazirlanarak asagidaki dl¢giimde standard protein olarak kullanildi (Sekil
8);1ml Soliisyon A (copper/tartrate/carbonate) her bir protein drnegine eklendi, karistirildi ve
oda sicakliginda 10 dk. inkiibe edildi. Hemen sonra 0.5 ml Soliisyon B (saf suda diliie edilmis
Folin Ciocalteau’s Phenol) eklenerek vortekslendi. Karisim daha sonra renk olusumu i¢in oda
sicakliginda 30 dk. inkiibe edildi. Absorbans dlgiimii 750nm dalga boyunda, ayni ayrag ve
soliisyonlarla muamele edilmis bos soliisyona (su) karst yapildi. Standart egri olusturuldu ve

protein konsantrasyonu hesaplandi.

Sekil 8: Lowry protein kantifikasyon 6l¢limiinde kullanilan Standard BSA soliisyonlar.

3.2.6. Fare Kemik iligi izolasyonu ve hiicre siispansiyon hazirlanmasi

Kemik iligi hiicre siispansiyonu hazirlanmak i¢in 6-8 haftalik, 20-25 gram agirliginda Balb/c
fareler kullanildi. Farelere servikal dislokasyon metodu ile Otanazi yapildi. %70 alkol
kullanarak farelerin tim dis kisimlar1 1slatildi ve anal bolge savlon kullanarak dezenfekte
edildi. Steril makas ve bistiiri bicagi kullanarak farelerin femur ve tibia kemikleri alindi.
Bistiiri bicag1 kullanarak geri kalan doku pargaciklart kemiklerden uzaklagtirildi. Cikarilan
tiim kemikler 2X antibiyotik iceren medyum iginde birakildi.

Kabin altinda kemiklerin iki ug¢ kisimlar1 steril makas ile kesildi. RPMI medyumu ile dolu
22@G, 5ml siriga kullanarak kemiklerin i¢i yikandi ve steril bir plastik petri i¢inde toplandi.
10-15 dakika pipetlendikten sonra siispansiyon haline getirildi. Geri kalan kemik
parcaciklarini ayirmak i¢in 5dk kabin altinda bekletildi. Sonra {ist kisim bagka bir steril tiipe
alindi ve 4°C, 1500rpm’de 10dk santrifiij edildi. Supernatant kismi1 dokiildiikten sonra ¢okmiis
hiicreler DH medyum iginde siispanse edildi ve 100x15mm plastik petrilere dagitilarak 37°C
inkiibatore kaldirildi(Sekil 9).



Sekil 9: kemik 11181 hiicre slispansiyon hazirlanmasi.
Siispansiyon hazirlandiktan sonra hiicre sayimi yapilir. DH 6nciilleri lenfositten daha kiigiik
ve eritrositten daha biiyilik boyuttalar.
3.2.7. Immatiir dendritik hiicre izolasyonu
7.glinde pleytin medyumu steril bir tiipe alindiktan sonra pleyt 2 kez PBS ile yikand1 ve aym
tiipte toplandi. 3ml 3mM EDTA her pleyte eklendi ve pleyt 15dk kabin altinda birakildi.
EDTA aynu tiipe alind1 ve bu sefer 2 kez %2 FCS iceren RPMI ile yikama yapildi ve ayni tiipe
alindu.
Tiip 1500 rpm’ de 5dk santrifiij edildi. Supernatant kismi dokiildiikten sonra ¢okmiis hiicreler
DH medyum i¢inde siispanse edildi.
3.2.7.1. Dendritik hiicre pleyt medyumu degistirilmesi
Pastor pipeti kullanarak 3.giinde dendritik hiicre iiretme pleytinden 3ml medyum alindi ve
tekrar pleyt i¢ine geri koyuldu. Bu islem pleytin farkli yonlerinden 8-10 kere yapildiktan

sonra pleytin medyumunun yarisi taze DH medyumu ile degistirildi.



3.2.8. Flow sitometri ve FACS analizi

F tampon i¢inde hiicreler 5 x 10° /ml konsantrasyonunda siispanse edildi. Hazirlanmis bu
stoktan 1ml FACS tiipiine aktarildiktan sonra 4°C, 1500 rpm’de 3dk santrifiij edildi. Ust kismi
atildiktan sonra 3 kez kagit havlu tizerinde kurutuldu ve hizli bir vorteks ardindan buz iistiinde
birakildi. 10ul BD Fc BLOK eklendi ve tekrar hizli bir vorteks yapildi, tiip 3-4dk buz {istliinde
birakildi. 90ul F tamponu ve 1ul konjugat tiipe ilave edildikten sonra hizli bir vortex yapildi
ve 30dk buz iistiinde birakildi. Iml F tamponu tiipe eklendi ve 4°C, 1500rpm’de 3dk santrifiij
edildi, supernatant kismi atild1 ve 3 kez kagit havlu iizerinde kurutuldu. F tamponu ile yikama
3 kez tekrarlandi. En son 500ul F tamponu eklendi ve tiipler FACS analizi i¢in Hematoloji
Flow sitometri analiz boliimiine gonderildi.

3.2.9. Antijen yiiklenmesinde optimum antijen miktarim1 ve inkiibasyon siiresinin
belirlenmesi

Immatiir DH siispansiyonu yukarida anlatildigi gibi hazirlandiktan sonra, 24 kuyucuklu
pleytin her kuyucuguna 5 x 10° hiicre olacak sekilde dagitildi. Pleytin 3 kuyucuguna 0,69 pl,
138 ul vero kontrol antijen ilave edildi. 3’er kuyucuk olacak sekilde 10 pl, 50 pl, 100 pl
HSV-1 crude antijen ilave edildi.

Pleyt 30 dakika, 2 saat ve 24 saat 371C, 5% CO;’li inkiibatorde bekletildi.

Her inkiibasyon zamani bitikten sonra o siireye ait ii¢ farkli konsantrasyon igeren
kuyucuklarn igerdikleri 1,5ml ependorf icinde toplandi. iki kez PBS ile yikandiktan sonra
hiicreler 1 ml PBS i¢inde siispanse edildi, bu siispansiyonlardan 50ul multispot mikroskop
lam kuyucuklarina dagitildither konsantrasyon ic¢in 3 kuyucuk). Lam 45dk kabin altinda
bekletildikten sonra her kuyucuga 30ul,-20°C aseton eklendi ve lam 10dk buzdolabinda
birakildi. Lam PBS ile 3 kez yikandi ve kuyucuk iizerine 50ul HSV-1 FITC ile isaretlenmis
polyklonal antikor (1:100) eklendi. Lam 30 dk nemli kutu i¢inde 37°C inkiibatérde bekletildi.
Uc kez PBS ile yikandiktan sonra her kuyucuga 20ul %] toluidine mavisi koyuldu, 1dk
bekledikten sonra 3 kez su ile yikama yapildi ve lam karanlikta kurumaya birakildi.

Kuruduktan sonra floresans mikroskop altinda incelendi.



3.2.10. immatiir dendritik hiicrelere antijen yiiklenmesi ve matiirurasyonun saglanmasi

5 x 10° Immatiir DH, 1ml DH medyumu i¢inde siispanse edildi. Bu hiicre siispansiyon iizerine
20 pg HSV-1 crude antijeni eklendi ve 3 saat 37°C’de inkiibe edildi. inkiibasyon siiresi
bittikten sonra 1ml RPMI eklendi ve 4°C, 1500rpm’de 3dk santrifiij edildi. Supernatant kismi
uzaklastirildiktan sonra 3 kez kagit havlu iizerinde kurutuldu. RPMI ile yikama 2 kez daha
ayn1 sekide yapildi. En son hiicreler Iml DH matiirasyon medyumu i¢inde siispanse edildi ve

bir gece boyunca 37°C’de inkiibe edildi.(Sekil 10)

Sekil 10: Yiiklenmis DH’leri inkiibatore koymak sekli.

Yiiklenmis DH igeren tiipleri inkiibatore koyarken, tiiplerin kapaklarinda igne ile ka¢ delik
acmaliy1z, boylece hiicrelerin iistiine gelen basinci dnliiyoruz.

3.2.11. immiinohistokimya 6l¢iileme

5 X 10’ immatiir DH, 1ml RPMI medyum iginde siispanse edildi. 50ul HSV-1 crude antijen
bu siispansiyona ilave edildi ve optimal inkiibasyon siiresini bulmak i¢in farkli zaman
araliklarinda 37°C’de inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresi bittikten sonra 1ml RPMI eklendi ve
3dk 1500rpm’de santrifiij yapildi. Supernatant kismi1 dokiildii ve hiicreler 1ml PBS iginde
siispanse edildi. Bu siispansiyon 3dk, 1500rpm’de santrifiij edildikten sonra supernatant kismi
atild1 ve 3 kez kagit havlu tizerinde kurutuldu. PBS ile yikama 3 kez tekrarlandi. Yikamalar
bittikten sonra hiicreler 1ml PBS iginde siispanse edildi ve bu siispansiyondan 50ul multispot
mikroskop lam kuyucuklarina dagitildi. Lam 45dk kabin altinda bekletildikten sonra her
kuyucuga 30 pl fiksatif soliisyonundan eklendi ve 20dk oda sicakliginda birakildi. Lam PBS
ile 3 kez yikand1 ve permabilizasyon soliisyon ig¢inde 10dk tutuldu. Tekrar ii¢ kez PBS ile
yikama yapildi ve sonra 20dk bloking soliisyon i¢inde bekletildi. Lam ii¢ kez PBS ile yikandi
ve her kuyucuk {izerine 50ul HSV-1 FITC ile isaretlenmis polyklonal antikor (1:100) eklendi.



Lam 90dk nemli kutu i¢inde 37°C inkiibatdrde bekletildi. U¢ kez PBS ile yikandiktan sonra
her kuyucuga 20ul %1 toluidine mavisi koyuldu, 1dk bekledikten sonra 3 kez su ile yikama
yapild1 ve lam karanlikta kurumaya birakildi. Kuruduktan sonra floresans mikroskop altinda
incelendi.(Sekil 11)

Negatif kontrol olusturmak i¢in ayni islemler yapildi, yalmiz HSV-1 crude antijen yerine

enfekte olmayan Vero hiicrelerinden elde edilmis protein karisimi kullanildi.

Q00 | e
HSV-1krud Ag
O O Y FITCileisaretli anti HSV polyclonal Ab
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Sekil 11: Immiinohistokimya 6l¢iileme



3.2.12. Flow sitometrik fagositozis ol¢iileme

5 X 10° immatiir DH, 1ml % 1FCS iceren PBS icinde siispanse edildi. 10ul FITC ile isaretli
dekstran(10mg/ml) bu siispansiyona eklendi ve 30dk, 37°C su banyosunda birakildi.
Inkiibasyon siiresi bittikten sonra 1ml PBS siispansiyona eklendi ve 4°C, 1500rpm’de 3dk
santrifiij yapildi. Supernatant kismi atildi ve 3 kez kagit havlu iizerinde kurutuldu. PBS ile
yikama 3 kez tekrarlandi. 10ul BD Fc BLOK eklendi ve hizli vorteks yapildi. Tiip 3-4dk buz
tistiinde birakildi. 90ul F tamponu ve 1pul konjugat tiipe ilave edildikten sonra hizli bir vortex
yapildi ve 30dk buz iistiinde birakildi. 1ml F tamponu tiipe eklendi ve 4°C, 1500rpm’de 3dk
santrifiij edildi supernatant kismi atild1 ve 3 kez kagit havlu tlizerinde kurutuldu. F tamponu ile
yikama 3 kez tekrarlandi. En son 500ul F tamponu eklendi ve tiipler FACS analizi i¢in
Hematoloji Flow sitometri analiz boliimiine gonderildi.

Negatif kontrol olusturmak icin ayni islemler yapildi, yalniz isaretlenmis dekstran ilave
edildikten sonra 30dk buz iistiinde birakildu.

3.2.13. Is1 ile inaktif edilmis S.aureus’un FITC ile isaretlenmesi ve opsonize edilmesi
Distile su i¢cinde 3 X 10'°pfu/ml bakteri siispansiyonu hazirlandi. Bu siispansiyon lsaat
boyunca 65°C sicakliginda su banyosunda tutulduktan sonra 10dk 1500rpm’de santrifiij
edildi. Supernatant uzaklastirildi ve 3 kez PBS ile yikama yapildi. Son yikamadan sonra
¢okmiis inaktif bakteri pelleti 0.8ml serum fizyoloji i¢inde siispanse edildi ve 100ul 0.5M
karbonat tamponu {izerine eklendi. Siispansiyon, magnetik ¢alkalayici iistiine alinarak {izerine
1 saat i¢inde 100ul FITC (10mg/ml) ilave edildi. Siispansiyon 4000rpm’de S5dk santrifii
edildikten sonra 3 kez PBS ile yikandu.

Yikanmig FITC ile isaretli bakteri pelleti Iml HBSS jelatin i¢inde siispanse edildi. 150ul AB
grubu insan serumu ekledikten sonra 30dk 37°C’de tutuldu. 4000rpm’de 5dk santrifiij
yapildiktan sonra ¢okmiis pellet 1ml HBSS-jelatin icinde siispanse edildi, 100ul’lik alikotlar
hazirland1 ve —80°C’de saklandi (Sekil 12).



FITC Serum

Sekil 12: S.aureus’un FITC ile isaretlenmesi ve opsonize edilmesi.
Opsonizasyonun amaci, bakterinin DH’ler tarafindan daha kolay fagositoz olmalaridir.
3.2.14. DH iiretiminde belirli giinlerdeki fagositoz yiizdesinin belirlenmesi
2,4,6 ve 7. gindeki DH’ler 1 X 10° hiicre/ml konsantrasyonda 1ml HBSS-jelatin i¢inde
siispanse edildiler. 10ul FITC ile isaretlenmis inaktif S.aureus bu siispansiyona ilave edildi ve
37°C’de 90dk inkiibe edildi. inkiibasyon siiresi bittikten sonra hiicreler 3 kez 1ml HBSS ile
yikandi ve 0.5ml asetat tampon iginde siispanse edildi. Bu siispansiyona 0.5ml HBSS ilave
ettikten sonra sitosantrifiij laminin her kuyucuguna 80ul aktarildi ve 900rpm’de 3dk
sitosantrifiij yapildi. Lam ii¢ kez HBSS tamponu ile yikandi ve 2mg/ml tripan mavisi i¢inde
30sn bekletildi. Lam karanlik ortamda, oda sicakliginda kurumaya birakildi (Sekil 13).
Floresan mikroskop altinda, farkli alanlarda, 100’er hiicrenin FITC ile isaretli bakteri alip
almadiklar1 sayildi.

2,4, 6 ve 7. giinler i¢in 2’ser gurup olusturuldu.



Bzkterifagositoz etmis hiicre

Bzkterifagositoz etmemis hiicre

Sekil 13: FITC isaretli bakteri kullanarak fagositoz oranini belirlenmek.

3.2.15. Deney hayvanda HSV-1, latent enfeksiyon olusturmasi

Eter anestezi altinda farenin kulak kismi tiras edildikten sonra insiilin siringa ucunu
kullanarak kulak kismi kanamadan tahris edildi. 10 pl HSV-1 (1/200 diliisyonu) pipet ile
tahris edilmis bolgeye birakildi ve pipet ucu ile iyice yayildi(Sekil 14).

Fareler 14 giin boyunca gozlem altina alindi ve bu siire bittikten sonra farelere servikal
dislokasyon metodu ile Gtanazi yapildi. Kafa tast ve beyinleri steril makas kullanarak
uzaklastirildiktan sonra koloni mikroskop altinda trigeminal gangliyonlar steril bir pense ile
¢ikarildi ve 1 ml PBS igeren bijonlar i¢ine birakildi.

Insiilin siringa ile bijonun igindekileri homojen hale getirdikten sonra 1 saat 37°C’de inkiibe
edildi. Konfluent Vero 24 kuyuculuk pleyti 200 pl/kuyucuk bu homojenize olmus doku
siispansiyonu ile enfekte edildi. Pleyt 3-5 giin 3701C’de inkiibe edildi ve giinliik sitopatik etki

olusup olusmadig1 mikroskop altinda kontrol edildi.



N
/
A
9
~ -

Sekil 14: Farede HSV-1 latent enfeksiyon olusturmasi.
Farenin kulagini tahris ederken dikkat etmemiz gereken nokta kulagin kanatmamasi.
3.2.16. Deney hayvanlarin asilanmasi
3.2.16.1. Akut enfeksiyon
Asilanmak i¢in 6-8 haftalik, 20-25 gram agirliginda Balb/c disi fareler kullanildi. Fareler
10’luk gruplara ayrildi ve her grup bir kafes icgine yerlestirildi. HSV-1 crude antijeni ile
yuklenmis ve matiire olmusg 25x10° DH, 5ml steril PBS i¢inde siispanse edildi ve 10 fare 0.1
ml intraperitoneal, 10 fare 0.1ml sabkiitan6z ve 10 fare 0.1 ml intramiiskiiler yol ile
asilandilar.
10 fare 20mg HSV-1 crude antijen, %1 Alum (1:1) karisimindan 0.1ml sabkiitandz yolu ile
asilandilar(Sekil15).
Kontrol grubu olusturmak icin 8 farede her biri Vero hiicre lizati ile yiiklii DH’ler 5 x 10° DH
/0.1 ml PBS intramiiskiiler yol ile enjekte edildiler.
Ikinci enjeksiyon ayn1 yukaridaki sekilde bir hafta sonra yapildi.
2.enjeksiyondanl10 giin sonra tiim fareler HSV-1, 5xLDS50 dozu ile enfekte edildiler ve iki
hafta boyunca gozlem altinda tutuldular.
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5 X 10° HSV-1 krud antijeniile yilklenmis DH

Sekil 15: Hazirlanan DH asis1 3 farkli yoldan deney farelere enjekte edildi.

3.2.16.1. Latent enfeksiyon

HSV-1 proteinleri ile yiiklenmis immatiir DH’lerle kas i¢i yolla asilanan farelerin latent
HSV-1 enfeksiyonunu 6nleme basarisinin testi calismasinda ise 2. agilamadan 7 giin sonra
fareler kulak yoluyla enfekte edildiler. ~ Bu maksatla, ketamin ile uyutulan test ve
kontrol farelerin sol kulak arkalari tiragland1 ve stereoskop altinda tiiberkiilin ignesi ile (24G)
kulak arkasina (damarlar sakimilarak) 6-8 cizik atildi. Cizikler iizerine daha sonra 10 pl
HSV-1 (wal susu) siiriildii. Fareler normal beslenme sartlar1 altinda 1 ay bekletildiler.
Latent enfeksiyonun gerceklesip ger¢eklesmedigini belirlemek maksadiyla, fareler daha sonra
servikal dislokasyonla sonlandirildi ve trigeminal gangliyonlar1 steromikroskop altinda
aseptik olarak cikartilip Iml doku kiiltiir vasati (DK-vasat1) igeren steril tiiplere alindilar.
DK-vasat1 % 5 FBS art1 pen/strep/fungizon iceren MEM’den ibaretti. 5 giin siire ile 3701C,
% 5 CO2 ortaminda inkiibe edilen ganglionlar daha sonra homojenize edildi ve
stipernatantlar1 24 kuyucuklu hiicre kiiltiir kaplarinda iiretilen Vero hiicreleri tizerine 0.1 ml
oraninda ilave edildi. 1 saat 3700C, % 5 CO2 ortaminda inkiibasyondan sonra
kuyucuklara 1 ml % 2 FBS iceren MEM eklendi ve aymi sartlarda inkiibe edildi. 2.
giinden sonra hiicrelerde sitopatik etki olusup olusmadigi ters mikroskop altinda
degerlendirildi. Sitopatik etki goriilmesi Ornegin ait oldugu gangliyonlarin latent olarak

enfekte oldugunun isareti olarak kabul edildi.(Sekill16)
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Trigeminzl gangliyortar hemajenize edildi Tek tahakali Vero hicre pleyti

Latent enfeksiyon olusmus

Sekil 16: latent enfeksiyon olusumunu test edilis sekli.

Vero hiicre kiiltiiriinde SPE olusumu viriis varligini ve latent enfeksiyon olusumunu

gosteriyor



3.2.17. HSV-1 antijen preparatlarinin ELISA ile titrasyonu

Bu test, fare serumlarinda ELISA antikor seviyelerini belirlemede kullanilan crude
antijenlerin optimal konsantrasyonunu belirlemek icin yapildi.

Temel metod asagidaki gibidir;

Krude antijen diliisyonlar1 (1/25-1/800) PBS/Tween/BSA i¢inde hazirland1 ve daha 6nceden
poliklonal tavsan anti HSV-1 antikorlar ile kaplanmig ELISA pleyt kuyucuklarina her bir
dilisyondan 100ul eklendi. Pleyt bir gece boyunca 4°C’de birakildi. PBS/Tween ile 3’er
dakikalik {i¢ yikamanin ardindan 100ul HSV-1 spesifik peroksidazla konjuge tavsan
poliklonal antiserumu kuyucuklara eklendi ve pleyt nemli kutu icgerisinde 37°C’de inkiibe
edildi. Bir saat inkiibasyonun sonunda baglanmamis konjugat uzaklastirildi ve pleyt
yukaridaki gibi yikandi, kagit havluya bastirarak kurulandi. Son olarak 100ul substrat
tamponu eklendi ve pleyt renk olusumu i¢in 30 dk oda sicakliginda birakildi. Reaksiyon 50ul
IM H2S04 eklenerek durduruldu ve absorbans 492nm dalga boyunda 6lgiildii.

0.9-1.0 absorbans degerlerine sahip HSV-1 diliisyonlar1 fare serumlarinda ELISA antikor
seviyelerini belirlemede kaplama antijeni olarak kullanildi.

3.2.17.1. Fare serumundaki HSV antijenlerine karsi olusmus antikorlarin ELISA ile
olciimii

Sandvi¢ ELISA metodu kullanilarak fare serumundaki HSV-1 antijenlerine karsi olusmus
antikorlarin seviyesi tespit edildi. Kullanilan teknik asagidaki gibidir;

HSV-1 spesifik poliklonal tavsan antiserumu (DAKO Labs.) kaplama tamponu i¢inde 1:1000
diliie edildi ve mikro elisa pleyt kuyucuklarina 100pul eklendi. Pleyt 1 saat oda sicakliginda
nemli kutu igerisinde bekletildi. Daha once anlatildig1 sekilde li¢ yilkamadan sonra optimal
konsantrasyonlardaki 100ul HSV-1 antijeni eklendi. Pleyt bir gece boyunca 4°C’de bekletildi,
kuyucuklar ii¢ kez yikandi. Ug kuyucuk halinde 0.Iml/kuyucuk PBS/Tween/BSA iginde
1:100 sulandirilmis fare serumu eklendi, 37°C’de bir saat inkiibe edildi. Daha sonra
kuyucuklar yikandi ve 100ul PBS/Tween/BSA iginde 1:1000 diliie edilmis HRP (DAKO
Labs) ile konjuge anti fare anti serumu eklendi. Pleyt tekrar 37°C’de bir saat inkiibe edildi.
Kuyucuklar yikandi ve 100ul substrat eklendi. Test daha 6nce anlatildig1 sekilde tamamlandi
(Sekil 17).



Her pleyt icinde pozitif anti serum (daha once HSV-1 ile enfekte edilmis Balb/c fare
serumlarindan hazirlandi) ve kontrol (normal fare serumlarindan elde edildi) igeriyordu.

ELISA titresi agsagidaki formiile gore hesaplandi;

) ) testabsorbans| — negatifserumabsorbansi
ELISAtitresi =

pozitif serumabsorbans| — negatif serumabsornasi

* serumdilUsyonu
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Sekil 17: ELISA testi.

Deney hayvan serumlarinda HSV enfeksiyonuna kars1 antikor varligini sandvig ELISA ile
belirlenmesi.



4. BULGULAR

4.1. Viriis havuzu hazirlanmasi
Flask i¢indeki konfluent tek tabaka Vero hiicreleri (Sekil 18) wviriis ile enfekte edildi, 2 -3 giin
siireyle 37°C’de inkiibe edildikten sonra %80-90 sitopatik etki (SPE) goriildiigiinde (Sekil 19)

enfekte hiicrelerden viris havuzu hazirlandi.

Sekil 18: Konfluent tek tabaka Vero hiicrelerin gériiniimii.



Sekil 19: HSV-1 ile enfekte hiicrelerdeki olusan SPE.

4.2. Havuzun, viriis titresinin in vitro belirlenmesi

4.2.1. Plak ol¢iileme

24 kuyuculuk konfluent tek tabaka Vero hiicre pleyti, viriis 107 diliisyonundan baslayarak
enfekte edildikten sonra 3 giin boyunca inkiibe edildi. 3.2.2.2. kisimda anlatildig1 gibi Plak
boyast ile inkiibasyon siiresi bittikten sonra boyand: (Sekil 20). invert mikroskop altinda

olusmus SPE’ler sayildiktan sonra viris titresi hesaplandi.

Sekil 20: Plak 6l¢iileme pleyti. Olusmus SPE’ler beyaz noktalar sekilde goriintir.



1A,B — 6A,B kuyucuklarinda yiiksek miktarda viriis bulundugu i¢in tiim hiicreler liz olmustur.

Hiicre kontrol kuyucuklart (4C,D — 5C,D) sekilde gortildiigii gibi tiim hiicreler canli kaldig:

icin tamamen mavi goriiniiyor.
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Sekil 21: Yukaridaki pleytin mikroskop altinda sematik sekli.

Sekil 21 gosterildigi gibi olusmus SPE’leri sayilacak sekilde olan viriisiin -8 ditisyonuydu
(2C,D). Bu kuyucuklardaki SPE’ler mikroskop altinda sayildiktan sonra pfu degeri asagida

gosterilen sekilde hesaplandi.

pfu/ml: Sayilan plak sayis1 X diliisyon degeri X 10
pfu/ml: 23 x 10°x 10 —">pfu/ml: 2,3 x 10"



4.2.2. Notral kKirmzisi alim 6lgtimii:
Bu test 3.2.2.1. boliimiinde anlatildig1 gibi yapildi. Viriis sulandirmalarin ve kontrol gruplarin
ODssonm degerleri asagidaki tabloda gosterilmistir.

Tablo 2: Kontrol ve érneklerin ODssgn, degerleri ve ortalamalari.
-1 -2 -3 -4 -5 -6 -7 -8 -9 Kontrol PBS

TCIDS50 (inokiile edilen hiicre kiiltiiriiniin %50°sini enfekte eden) degeri asagida gosterildigi
gibi saptanmustir.

Kontrol — PBS kuyucuklar1 farki: 1,229 — 0,029 = 1,172

Farkin %50’s1: 0,586
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Sekil 22: TCID50 hesaplanma yontemi

Inokiilayon hacmi 200 pl oldugundan TCID50 / ml bulmak igin 5 ile garpip logaritmasi
almirsa viriis stokunun TCID50’sin mililitrede 1,6 x 10° oldugu tespit edildi(Sekil22).

4.3. Virus titresinin in vivo belirlenmesi

Deney Balb/c fareleri, 3 fare her grupta olacak sekilde 7 gruba ayrildi. Her grup farkli viriis
dilisyonu ile enfekte edildi. Deney hayvanlarmin kafesleri giinlik muhtemel 6liim igin
kontrol edildi. Giinliik 6len fareler kayit edildi ve kafeslerden ¢ikarildi (Tablo 3).

Olen fareler tibb1 atik sartlarina gére imha edilene kadar -80°C’de izole bir sekilde tutuldu.



Tablo 3: HSV-1 (wal susu) LD50 deneyindeki 6len fare sayilari ve 6liim giinleri.

HSV-1 (Wal susu) LD50

Viriis diliisyonu Olen say1si Canli sayist Oliim giinii mortalite
2 3 0 9-10-14 3/3
-3 1 2 8 1/3
-4 1 2 9 1/3
-5 0 3 - 0/3
-6 2 1 8-9 2/3
-7 0 3 - 0/3
-8 0 3 - 0/3

%150 letal doz (LD50) Reed-Muench formiiliine gore hesaplandi.




Tablo 4: Reed-Muench metodu ile LD50 hesaplanmasi

Eeed-huench metduile LD 2 hesaplanmas:

virdg dilisyonu enfelcte toplu enfelte toplo nen-enfekte AAALR) enfekte yizdesi
A B
-2 33 7 0 747 100
-3 13 4 P 16 G667
-4 13 3 4 37 1186
-5 03 2 7 2 1222
& 23 2 8 20 20
7 B3 0 11 [ 0
-3 043 O 14 014 0

%50 iistiind e pozitif — %50
%50 istiinde pozitif — %50 altinda pozitif

Proportionatedistance =

PpD _ 667—50
T 66,7-42,86

PD=07
(%50 Ostindeki dililsyonun log} + (P.D X dildsyon fakitiriin log) = Log ID50
(-3)+ (0,7 X-1,0)=-37
1037LD50 0.1 mi!
1043LD50ml-




4.4. HSV-1 antijen preparatlarinin protein miktarinin tayin edilmesi

HSV-1 antijen preparatlarinin protein miktarinin tayin edilmesi i¢in Lowry metodu kullanildi.
Protein miktar1 Vero kontrol antijen stoku ve herpes simplex virus lizat stoku i¢in asagidaki

sekilde hesaplandi. (Tablo 5, Sekil 23)
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Tablo 5: BSA Standard soliisyonlarin OD7so,m, degerleri (sol)
Vero kontrol antijen ve viriis lizat antijen 6rneklerin protein miktar1 (sag)
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Sekil 23: BSA standard soliisyonlarin obsorbans degerleri



4.5. Fare kemik iligi hiicre siispansiyonu hazirlanmasi
Fareler Gtenazi olduktan sonra steril bicak ve pens kullanarak fumiir ve tibia kemikleri

cikarildi (Sekil 24) ve kemikler 2 kat antibiyotik iceren RPMI medyumu iginde birakildi.
Flow kabin ig¢inde kemik iligi yikanarak izole edildi ve siispansiyon haline getirildi.

Her fareden yaklasik 3 - 5 x 10° hiicre izole edildi.

Sekil 24: Fareden femiir izolasyonu (Sol), Fareden izole edilmis tibia kemigi (Sag)
4.6. Dendritik hiicre Kkiiltiirii
Dendrik hiicre onciillerinden immatiir dendritik hiicre elde etmek i¢in, GM-CSF ve IL-4
varliginda yaklasik 7 giinliik inkiibasyona tutuldu (3.2.7.). 7.giinde her fareden yaklasik 0.5 -
2.5 x 10° immatiir dendritik hiicre elde edildi.
4.7. Dendritik hiicre kiiltiirii FACS analizleri
Toplam 8 farkli hiicre yiizey marker1 ikiserli gruplar seklinde (her grupta 2 farkli hiicre ylizey
markeri, biri FITC ile isaretli degeri PE isaretli), immatiir ve matiir dendritik hiicrelerin FACS

analizi i¢in kullanildi.(Tablo 6)



Tablo 6: FACS analizi yapilan hiicre yiizey markerlerin gruplari

CDl11c PE/CD45R FITC

CD4 PE / CD8a FITC

MHC-II PE / CD40 FITC

CD80 PE / CD86 FITC

Her grubun elde edilen FACS analiz sonuglari, immatiir ve matiir dendritik hiicreler i¢in ayr1
ayr1 eklenmistir. Ayrica her grubun oran farklari immatiir ve matiir dendritik hiicreler arasinda

bir siitun grafik seklinde gosterilmistir.



4.7.1. CD11¢c PE / CD45R FITC

immatiir dendritik hiicre:
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Sekil 25: Dendritik hiicre kiiltliriiniin 6.gilin hiicrelerin CD11 ve CD45 markerlerin FACS

analizi.

Hazirlanan hiicre stispansiyonunun %96,2’ sinin FACS analizi degerlendirildiginde

hiicrelerin %66,6’sinin CD11 markerini tasidig1 belirlendi (Sekil 25).
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Sekil 26: Bir gece boyunca matiirasyon kokteyli ile inkiibe edilmis dendritik hiicrelerin

CDl11c ve CD45 markerlerin FACS analizi.

Hazirlanan hiicre siispansiyonunun %91,9’ unun FACS analizi yapildi ve hiicrelerin

%91,1’inin CD11 markerini tasidig belirlendi (Sekil 26).
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Sekil 27: immatiir ve matiir dendritik hiicrelerin arasindaki CD11 ve CD45 oranlarinin
karsilagtirilmasi.



4.7.2. CD4 PE / CD8a FITC

immatiir dendritik hiicre:
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Sekil 28: Dendritik hiicre kiiltiiriiniin 6.giin hiicrelerininCD4 ve CD8 markerlerin FACS
analizi. Hazirlanan hiicre siispansiyonunun %88,4’liniin, FACS analizi yapildi ve bu

markerlarin hiicreler yiizeyinde bulunmadigi tespit edildi.

Immatiir DH kiiltiiriin 3. giiniinde; az sayida CD45R pozitif hiicre yaninda CD4 ve CDS8
marker tastyan lenfosit popiilasyonu hemen hi¢ goriilmezken immiinofenotipik olarak
MHCII, CDllc ve yardimci uyarici molekiilleri tagiyan hiicreler (CD80, CD86)
yoniinden diisiik pozitif hiicreler goriildi. Kiiltiir ortamimin taze GM-CSF ve IL-4 ile
takviyesi sonrasinda 6. giinde kiiltiir ortaminda CD45R dahil CD4 ve CDS8 hiicreler
tamamen kaybolurken hakim hiicre popiilasyonunun yiiksek oranda CD11c pozitif olmalari
ile karakterize immatiir ve antijen alma kapasiteleri yiiksek dendritik hiicreler olarak orta
seviyede MHCII ve CD80 yiiksek pozitif; CD86 marker pozitifliginde ise kismi bir artisa
sahip olduklar1 goriildii(Sekil 28).
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Sekil 29: Bir gece boyunca matiirasyon kokteyli ile inkiibe edilmis dendritik hiicrelerin CD4

ve CD8 markerlerin FACS analizi.

Hazirlanan hiicre siispansiyonunun %86,5’inin, FACS analizi yapildi ve bu markerlarin

hiicreler ylizeyinde bulunmadig1 veya ¢ok diisiik bir seviyede eksprese olduklari tespit edildi

(Sekil 29).
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Sekil 30: immatiir ve matiir dendritik hiicrelerin arasindaki CD4 ve CD8 oranlarinin
karsilagtirilmast.



4.7.3. MHC II PE / CD40 FITC

immatiir dendritik hiicre:
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Sekil 31: Dendritik hiicre kiiltiiriiniin 6.giin hiicrelerininMHC-2 ve CD40 markerlerinin FACS

analizi.

Hazirlanan hiicre siispansiyonunun %96,2’sinin, FACS analizi yapild1 ve hiicrelerin

%19,7’sinin MHC-2 markerini tasidig1 belirlendi (Sekil 31).
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Sekil 32: Bir gece boyunca matiirasyon kokteyli ile inkiibe edilmis dendritik hiicrelerin

MHC-2 ve CD40 markerlerin FACS analizi.

Hazirlanan hiicre siispansiyonunun %93,9 unun, FACS analizi yapild1 ve hiicrelerin
%45,7’sinin MHC-2 markerini tagidig1 belirlendi. CD40 markerinin ekspresyonunun %13,2
oraninda oldugu tespit edildi (Sekil 32).
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Sekil 33: Immatiir ve matiir dendritik hiicrelerin arasindaki MHC-2 ve CD40 oranlarinin
karsilagtirilmast.



4.7.4. CD80 PE / CD86 FITC

immatiir dendritik hiicre:
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Sekil 34: Dendritik hiicre kiiltiiriiniin 6.giin hiicrelerin CD80 ve CD86 markerlerin FACS

analizi.

Hazirlanan hiicre stispansiyonunun %95,8’inin, FACS analizi yapild1 ve hiicrelerin %

62,8’sinin CD80 markerini ve hiicrelerin %10,1’inin CD86 markerini eksprese ettikleri

belirlendi (Sekil 34).
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Sekil 35: Bir gece boyunca matiirasyon kokteyli ile inkiibe edilmis dendritik hiicrelerin CD80

ve CD86 markerlerin FACS analizi.

Hazirlanan hiicre siispansiyonunun %95,1’inin, FACS analizi yapild1 ve hiicrelerin

%86,9’unun CD80 markerini ve hiicrelerin %36,6’sin1 CD86 markerini tagidig1 belirlendi

(Sekil 35).
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Sekil 36: immatiir ve matiir dendritik hiicrelerin arasindaki CD80 ve CD86 oranlarinin
karsilagtirilmasi.
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Sekil 37: Immatiir DH’lerin yiizey markerlerinin Flow sitometri analizi.
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Sekil 38: Matiir DH’lerin yiizey markerlerinin Flow sitometri analizi.




4.8. Farkh giinlerde dendritik hiicrelerin mikroskop altinda goriintiisii
DH Kkiiltiiriinde, hiicrelerin kiimelesmesi ve tliylenmesi DH olusumunu isaret etmektedir. Bu
kiimelesme 3. glinden itibaren mikroskop altinda goriilebilir ve 6. Giinde (Sekil 41) immatiir

DH olugmasi ile birlikte zirveye gelir.

Sekil 40: DH kiimeleri (5.gtin), kiimelesmis tiiylii hiicreler.



Sekil 41: 6.giin DH’ler.

Hiicrelerin tiiylenmesi ve ¢ikintilar1 bariz bir sekilde mikroskop altinda goriiniir.

4.9. Flowsitometrik fagositoz ol¢iimii

Dendritik hiicre kiiltiirii hiicrelerinin, farkli giinlerde fagositoz oranlar1 3.2.12 kisminda
anlatildigr gibi Olglildii. Her giin icin 2 esit konsantrasyonun da hiicre iceren, hiicre
siispansiyonu hazirland1 ve bu siispansiyonlara esit miktarda FITC ile isaretli Dextran ilave
edildikten sonra siispansiyonlardan biri buz iistiinde inkiibe ederken digeri 37°C’de inkiibe
edildi. Yikama asamalarindan sonra kalan FITC miktar1 Flow sitometri cihazi ile

belirlendi(Sekil 42-47).



3.giin DH:

Sekil 42: 3. Giin DH’lerin fagositoz orani.

Sol: Buz iistlinde inkiibe edilmis hiicre stispansiyonun FITC orani.
Sag: 37°C’de inkiibe edilmis hiicre siispansiyonun FITC orani.

Fagositoz orani

B Fagositoz orani
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Sekil 43: DH hiicre kiiltiiriiniin 3.giin hiicrelerinin fagositoz orani



Immatiir DH:
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Sekil 44: 6. Giin DH’lerin fagositoz orani.

Sol: Buz iistiinde inkiibe edilmis hiicre siispansiyonun FITC orani.
Sag: 37°C’de inkiibe edilmis hiicre siispansiyonun FITC orani.

Fagositoz orani
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Sekil 45: Immatiir DH’lerin fagositoz orani



Matiir DH:

34%

R T
KDEX-FITC

DEX-FITC

Sekil 46: Matiir DH’lerin fagositoz orana.

Sol: Buz iistiinde inkiibe edilmis hiicre siispansiyonun FITC orani.
Sag: 37°C’de inkiibe edilmis hiicre siispansiyonun FITC orani.

Fagositoz orani
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Sekil 47: Matiir DH’lerin fagositoz orani.
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Sekil 48: Farkli giinlerdeki DH’lerin fagositoz oranlarinin karsilastirilmasi.

Sekil 48’de goriildiigii gibi en fazla (kontrol gruplarinda hesaba katarak) fagositoz orami
immatiir dendritik hiicrelerde goriildii ve matiirasyondan sonra hiicrelerin fagositoz oranlari

ciddi bir sekilde diistise ugradi.

4.10. Dendritik hiicrelerin farkh giinlerde fagositoz yiizdeleri
3.2.13. kisminda anlatildig1 sekilde DH Kkiiltiirliniin farkli giinlerinde, fagositoz ylizdesi test
edildi.(Tablo 7). Her giin i¢in yaklasik 200 hiicre mikroskop altinda parlak FITC ile isaretli

bakterinin fagositoz edip etmemesi incelendi (Sekil 49). Fagositoz edilmis hiicrelerin sayisi

kayit edildikten sonra ortalamasi hesaplandi ve o giine ait bir yiizde ¢ikarildi.




Tablo 7: DH kiiltiiriin farkli glinlerindeki fagositoz ytizdesi.

DH giin Fagositoz orani (1) Fagositoz orani (2) Ortalama yiizdesi
2. glin 18 24 21%
4. glin 35 41 38%
6. giin 68 52 60%
7. giin 78 83 80.5%

Matiir DH 45 32 38.5%
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Sekil 49: Matiirasyondan 6nce DH’lerin fagozsitoz yiizdeleri.

Immatiir hiicre olusana kadar hiicrelerin fagositoz giicleri yiikseldigi goriilmektedir.
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Sekil 50: Immatiir ve matiir DH’lerin fagositoz oranlar.

Immatiir DH’ler matiir hiicreler olunca fagositoz oranlar1 ciddi bir sekilde diismektedir.
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Sekil 51: Farkl giinlerde fagositoz yiizdesi.

Grafikten anlasildigi gibi hiicreler immatiir hiicre haline gelene kadar fagositoz giicleri

yiikselmektedir ve en giiclii fagositozu immatiir dendritik hiicreler gostermektedirler.



Matiirasyon ile birlikte hiicrelerin fagositoz kabiliyetleri diistiigli ancak yine de bu

ozelliklerini tamamen kaybetmedikleri goriildii.

Sekil 52: Immatiir DH, FITC ile isaretli bakterileri fagositoz ederken.

Hiicreler yiizeyinde goriilen parlak noktalar FITC ile isaretli bakteri partikiillerini
gostermektedir (Sekil 52).

4.11. Antijen yiiklenmesinde optimum antijen miktarinin ve inkiibasyon siiresinin
belirlenmesi

3.2.9. kisminda anlatildig1 gibi hiicrelerin yiiklemesinde en uygun antijen konsantrasyonunu
ve inkiibasyon zamanini bulmak i¢in 24 kuyucuklu bir immatiir DH pleyti hazirlandi. Pleytin
her ii¢ kuyucuguna farkli antijen konsantrasyonu koyulduktan sonra farkli zamanlar

i¢cinde37°C’de, %5 CO2 inkiibe edildi.(sekil 53)



D

Inkiibasyon siiresi: 30dk 2h 24h

Sekil 53: Immatiir DH pleyti farkli Ag konsantrasyonlar ile yiiklemesi.

2B-2D kuyucuklar1 Vero kontrol Ag ile yiiklendiler ve 24 saat bir inkiibasyonuna tabi
tutuldular.

3B-3D kuyucuklara 10, 50 ve 100 ul, HSV-1 lizat antijeni ilave edildikten sonra 30 dakika
inkiibe edildi.

4B-4D kuyucuklara 10, 50 ve 100 pl, HSV-1 lizat antijeni ilave edildikten sonra 2 saat inkiibe
edildi.

5B-5D kuyucuklara 10, 50 ve 100 ul, HSV-1 lizat antijeni ilave edildikten sonra 24 saat
inkiibe edildi.

Inkiibasyon siiresi bittikten sonra HSV-1 FITC ile isaretlenmis polyklonal antikor (1:100)
3.2.9. kisminda anlatildig1 sekilde ilave edildi ve mikroskop altinda lamlar incelendi.
Optimum antijen miktar1 50ul / 5 x 10° immatiir DH, optimum inkiibasyon siiresi 2 saat
olarak tespit edildi.



4.12. Iimmatiir dendritik hiicrelere antijen yiiklemesi

5 x 10> hiicre/mlkonsantrasyonundaki immatiir dendritik hiicre siispansiyonuna 50 pl HSV-1
crude antijeni ilave edildi. Hiicre siispansiyonu 3.2.10 kisminda anlatildig1 sekilde inkiibe
edildi.

4.13. immiinohistokimya dlciileme

Dért esit immatiir DH siispansiyonu (5 x 10> hiicre/Iml RPMI) hazirlandiktan sonra bir hiicre
stispansiyona 50 pl Vero kontrol Ag diger ii¢ siispansiyona 50 pl HSV-1 crude Ag ilave
edildi. Birinci hiicre siispansiyonu 30 dakika, ikinci siispansiyon 1 saat ve ii¢iincii 2 saat 37°C,
%S5 CO2’de inkiibe edildi(3.2.11.).

Sonuglar asagidaki sekillerde gosterilmistir (54-57).

Sekil 54:HSV-1 crude Ag ile yliklenmis DH’lerin goriintiisii, 30 dakika inkiibasyon.



Sekil 55: HSV-1 crude Ag ile yiiklenmis DH’lerin goriintiisii,1 saat inkiibasyon

Sekil 56:HSV-1 crude Ag ile yliklenmis DH’lerin goriintiisii, 1,5 saat inkiibasyon.

Sekil 57: Vero kontrol Ag ile yliklenmis DH’lerin goriintiisii.



4.14. Deney hayvanlarinin asilanmasi

4.14.1. Akut enfeksiyona karsi asilanma

Asilanma kisim 3.2.16.1 de anlatildig1 sekilde yapildi. Deneye dahil olan tiim fareler giinliik

muhtemel 6liim i¢in iki kez kontrol edildi. Deney hayvanlarina as1 yapildigi giinler, 6len

farelerin sayilar1 ve 6lme giinleri agagidaki tabloda gosterilmistir (Tablo 8).

Tablo 8: Akut enfeksiyona kars1 asilama

Asilanma
Caligma gruplari IM S.C LP Kontrol CA
Dahil edilen toplam fare sayis1 | 10 10 10 8 9
1. DH ag1s1 giin 1 1 1 1 13
2. DH agsis1 giin 12 12 12 12 19
5 x LD50 giin 20 20 20 20 28
Olen sayis1 0 5 4 10 5
Canli kalan say1s1 10 5 6 0 4
Olme giinii - | 28,30,31, | 29,30,34, | 28,31,32, | 35,36
33,40 34
Mortalite orani 0/10 5/10 4/10 8/8 5/9
Mortalite ytlizdesi 0 %50 %25 %100 %55.5
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Sekil 58: Akut enfeksiyona kars1 asilanma deneyinde farelerin canli kalma oranlari.

Grafikte gosterildigi gibi kontrol grup farelerinin hepsi dldiiler, HSV-1 crude antijeni ile
asilanmig gruptan 4 fare canli kalirken SC, IP ve IM gruplarindan 5, 6 ve 10 fare’nin

enfeksiyona kars1 korundugu gozlendi (Sekil 58).

4.14.2. Latent enfeksiyona kars1 asilanma

Calismamizda elde ettigimiz ve HSV- proteinleri ile yiiklenmis dendritik hiicre asisi
(DH/HSV-1) verilen Balb/c farelerinde akut/letal enfeksiyona karsi saglanan korumanin
ayni sekilde latent enfeksiyon tesislisini 6nleme de basari olup olmayacag: test edildi. Bu
maksatla materyal ve yontem kisminda tarif edildigi gibi HSV-1/ALH ve DH/HSV-1
asilar1 hazirland1 ve akut enfeksiyona karsi koruma testlerinde oldugu gibi Balb/c farelere
verildi. 2. asmin verilmesinden 7 giin sonra fareler kulak {izerinde olusturulan cizikler
tizerine canlt HSV-1 virusu inokiile edilerek enfekte edildiler. Enfeksiyondan 1 ay sonra
sakrifiye edilen farelerin trigeminal gangliyonlar1 ¢ikartilip kiiltiire alindilar; daha sonra
hazirlanan gangliyon homojenatlarindan alinan 6rnekler hiicre kiiltiirii ve PCR yontemiyle
virus varlig1 yoniinden test edildiler.

Sekil 59 de Ozetlenen sonuglarda HSV-1 proteinleri ile yiiklenmis dendritik hiicre
(DH/HSV-1) asis1 verilen farelere daha sonra kulak derisi yoluyla canli HSV-1
verildiginde virusun trigeminal gangliyona gogiiniin tam olarak onlendigi; buna mukabil
HSV-1/ALH ve kontrol asis1 verilen farelerin gangliyonlarinda latent enfeksiyon tesisinin
belirgin olarak yiiksek oldugu goriildii. Latent enfeksiyon tesisini Onlemede sadece

DH/HSV-1 asis1 ve kontrol as1 arasinda anlamli fark gorildi (P= 0,0256); HSV/-1ALH



ve DH/HSV-1 agilar1 arasindaki fark anlamli degildi (P>0.05).
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Sekil 59. DH/HSV-1, HSV-1/Alum veya Kontrol preparat ile kas i¢i yolla agilamanin
HSV-1 latent enfeksiyon tesisini 6nleme deneyi.

Latent enfeksiyonu 6nlemede sadece DH/HSV-1 asis1 ve kontrol as1 arasinda anlamli fark
goriildi (p= 0,0256). HSV-1/ALH ve DH/HSV-1 asilar1 arasindaki fark anlamli degildi
(P>0.05). Kolonlar iizerindeki rakamlar gangliyonunda virus bulunan (pozitif) ve

bulunmayan (negatif) fare sayilarmi gostermektedir.

4.15. Hayvan serumundaki HSYV antijenlerine karsi olusmus
antikorlarin 6l¢iimii icin ELISA

3.2.17.1 kisimdakullanilan crude antijeninoptimal konsantrasyonunu ELISA ile nasil belli
edilmesi gerektigini agiklaniyor. Hazirladigimiz HSV-1 antijen preparatlarin optimal
konsantrasyonlart 1/100 tayin edildi. Bunu takiben asilanmis hayvan serumlarinda antikor
olusup olugmadigimin ve antikor titresini belirlenmek icin tekrar ELISA testi kullanildi (Sekil

60-64).
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Sekil 60: Kontrol grubu ve DH hiicre asisini1 IM yoluyla almis deney hayvan grubunun
aralarinda ELISA titre karsilastirilmasi.
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Sekil 61: Kontrol grubu ve DH hiicre asisin1 SC yoluyla almis deney hayvan grubunun
aralarinda ELISA titre karsilagtirilmas.
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Sekil 62: Kontrol grubu ve DH hiicre asisini IP yoluyla almis deney hayvan grubunun
aralarinda ELISA titre karsilastirilmasi.
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Sekil 63: IM, IP, SC gruplarin arasindaki ELISA titre karsilastiriimasi.



Asilanmis deney farelerin serumlarindaki antikor seviyeleri birbirine yakin oldugu goriildi.

K M S P
0,006 0,087 0,047 0,024
0,007 0,087 0,098 0,047
0,013 0,092 0,12 0,062
0,015 0,097 0,127 0,065
0,057 0,111 0,13 0,066
0,068 0,114 0,132 0,094
0,111 0,117 0,134 0,096
0,129 0,125 0,138 0,107

0,125 0,141 0,124

0,134 0,124
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Sekil 64: Calismaya dahil olan deney hayvanlarinin ELISA titreleri ve
gruplari (sol). Gruplarin ELISA titrelerinin grafigi (alt).

K: Kontrol grubunun ELISA titreleri

M: IM grubunun ELISA titreleri

S: SC grubunun ELISA titreleri

P: IP grubunun ELISA titreleri
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Sekil 65: Deney gruplarinin ortalama ELISA titreleri.
K: Kontrol grubunun ELISA titreleri

M: IM grubunun ELISA titreleri

S: SC grubunun ELISA titreleri

P: IP grubunun ELISA titreleri

Grafikten de goriildiigii gibi agilanmis farelerin antikor seviyeleri kontrol gruba gore daha

yiiksek bir seviyededir (Sekil 65).



5. TARTISMA

Bagisik yanit1 yonlendirici Gistlin 6zellikleri nedeniyle DH’ler gerek konak savunmasi gerekse
anti kanser yanit olusturmada anahtar yola sahiptirler. DH’lerin deneysel ve klinik olarak anti
kanser Ozellikleri yogun bir sekilde calisilmaktadir. Son yillarda 6zellikle anti kanser
calismalarda elde edilen bulgulara dayanarak, DH’lerin in vitro sartlarda maniiplasyonu ile
mikroorganizmalara karsi konak savunmasinin gii¢clendirilebilecegi veya tedavi edebilecegi
iizerinde deneysel ve klinik ¢alismalarin baglatildig1 goriilmektedir.

Timor hiicresi proteinleri yiiklenmis dendritik hiicrelerin 6zellikle kanser asis1 olarak
kullanilabilecegi tlizerindeki ilk gbézlemler bu hiicrelerin fazla miktarlarda iiretilebilmesi icin
uygun in vitro sartlarin gelistirilmesine yol agnustir. Insan periferal kan hiicrelerinin plastik
ylizeye yapisan hiicrelerinden monositlerin GM-CSF varliginda in vitro kiiltiiri bol miktarda
dendritik hiicre elde edilmesine imkan saglamaktadir (Berger, 2002).

Dendritik hiicre ¢alismalarinda en fazla bu hiicrelerin dnciillerinin izolasyonu i¢in fare kemik
iligi ( yine GM-SCF varliginda kiiltiirii ile yapilmaktadir. Inaba, 1992, Lutz, 1999), veya
insan kani kullanilmaktadir. Kiiltiir sartlarinda plastik yiizeye yapisan Onciil hiicrelerden
farklilagsan DH’ler herhangi bir antijenik uyarima maruz kalmadiklarinda klasik olarak CD11c
pozitif, yardimc1 molekiil ekspresyonu (CD40, CD80, CD86) diisiik, antijen yakalama ve
isleme kapasiteleri yiiksek olgun olmayan hiicreler olarak gelisirler. Antijen yiiklemesi ve
yardimer uyaricilar (LPS, TNF vb) varliginda, antijen yakalama kapasiteleri artik zayif olan
olgun hiicrelere doniisiirler (Steinman, 2003).

Herpes simplex virlis akut ve latent enfeksiyonun da fare en uygun hayvan modeli
oldugundan dolay1 (Wagner, 1997) mevcut calismada DH izolasyonu i¢in fare kemik iligi
kullanildi. Bu se¢im diger Herpes simplex viriis as1 gelistirme ¢alismalarina da uyumludur.(

Koelle 2003)

DH’lerin saptanmasindaki baslica zorluk heniiz DH’yi spesifik olarak tanimlayan hiicre yiizey
belirleyicisinin tespit edilememis olmasidir. Bu sebeple de DH’yi tanimlamak igin ¢esitli

ylizey belirleyicilerinin varligi veya yoklugunun birlikte degerlendirilmesi gerekmektedir. Biz



bu calismada literatiir arastirmasi ile CD11, CD45, MHCII, CD40, CD80 ve CD86 hiicre
ylizey markerlarinin bu tip calismalar i¢in en uygun oldugunu tespit ettikten sonra DH’yi
tanimlamak ve immatiir veya matiir olduklarin1 gostermek i¢in kullandik.

Bekledigi gibi immatiir dendritik hiicreler viral antijenlerle yiiklenip matiirasyon kokteyli ile
bir gece inkiibe edildiklerinde olduktan sonra MHC-II, CD 80 ve CD86 ekspresyonunda artis
gosterdi. Diger onemli bir fark; matiir ve immatiir dendritik hiicreler arasinda fagositoz
kabiliyetleridir. Immatiir DH’lerin ana fonksiyonlar1 antijen almalaridir ve bu nedenle
fagositoz orani bu hiicrelerde matiir hiicrelere gore daha yiiksektir. Mevcut ¢alismada bu fark:
gostermek i¢in Flow sitometrik fagositozis Ol¢iileme yontemini kullandik. Elde edilen
sonuglar bu farki agik bir sekilde gostermektedir. Ayrica DH iiretiminde belirli giinlerdeki
fagositoz yiizdesinin belirlenmesi ig¢in FITC ile isaretlenmis Staphylococcus aureus
bakterisini kullanarak onciil hiicrelerin immatiir dendritik hiicre haline gelene kadar fagositoz
oranin da artigin1 gosterdik.

DH’ler, antijen sunan hiicrelerin en profesyonel iiyesi olarak viicutta immiin cevap
olusumunda ve yonlendirilmesinde gorevlidir. DH’ler ¢ok farkli Ag’leri alir, isleme tabi tutar
ve onlar1 peptid halinde MHC sinif I ve MHC siif II lizerinde T hiicrelerine sunar.

DH immiin terapisinde uygun Ag se¢ilmesi spesifik ve yeterli immiin cevaba yol agar. Ag
seciminde dikkat edilmesi gereken en 6nemli noktalardan biri segilen Ag’nin hiicre yiizeyinde
bol miktarda eksprese olmasidir. Bu sekilde sitotoksik T lenfositler ve antikor tarafindan
taninabilir. Ayrica secilen antijen viriis patogenezinde 6nemli bir role sahip olmalidir. Cogu
zaman bu Ozelliklere sahip bir Ag bulmak zor oldugu i¢in birka¢ Ag DH immiinoterapisine
dahil edilebilir. Caligmamizda bahsedilen noktalar1 géz oniinde bulundurarak DH’lerin
yliklenmesinde HSV lizat kullandik. Lizat kullanmasinin baz avantajlar1 kolay ve ekonomik
elde edilebilecegi ve birgok antijen igermesidir.

DH agilarinin hem sistemik hem de mukozal bolgeleri etkileyen c¢esitli viral hastaliklara kars1
fareyi korudugu daha onceki ¢calismalarda gdsterilmistir (Ludewig ve ark., 1998; Steinbach ve
ark., 1998). Bununla birlikte, bu DH asilarinin viral latent hastaliklara karsi koruyucu
bagisiklig1 tesvik etmede de ayrica gorevli oldugunu gosteren ilk kanitlardandir. DH
bagisiklamasinin hem gecikmis tip hipersensitif reaksiyonlara aracilik edenlere dahil CD+4 T
hiicrelerini (Nestle ve ark., 1998; Su ve ark., 1998), timor hiicrelerini, NK hiicrelerini
(Fernandez ve ark., 1999), B hiicrelerini (Dubois ve ark., 1997; Sornasse ve ark., 1992), hem
de viriis-spesifik sitotoksik T hiicrelerini (Ludewig ve ark., 1998; Mayordomo ve ark., 1995)

aktive ettigi de ayrica gosterilmistir.



Eksojen yolla aliman Ag’ler genelde MHC smif II {izerinde sunuldugu i¢in Ab cevabi
olustururlar ama DH’ler eksojen sekilde alinan Ag’leri endojen yola sokarak bir CTL cevabi
gelistirirler.

Mevcut ¢aligmada HSV-1proteinleri yiiklii DH’ler ile immiinize edilmis farelerin etkili T
hiicrelerin yani sira B hiicrelerinin de prime edilmesine neden oldugunu ima eden, giiglii
spesifik HSV-1 antikorlarinin yanm1 sira Thl immiin yanitlarina sahip oldugunu belirlendi.
Dahasi, DH ile uyarilmis immiin korunmanin, HSV-2 savunmasinda IFN- nin ¢ok énemli bir
komponent oldugunu gosteren dnceki ¢alismalar ile hemfikir olarak CD+4 hiicrelerinin IFN-
salgilamas1 iizerine baghdir. Boylece, CD+4 T hiicrelerin yoklugunda hayvanlar rIFN
takviyesine kadar hastaliktan kaginmaktadir. Bununla birlikte, HSV eliminasyonunda tek
basina IFN- gerekli degildir, fakat T-hiicre aracili viral temizlenmesinin arttiritlmasinda
onemli bir rol oynadig1 goriilmektedir (Milligan ve Bernstein, 1997). IFN-, enfekte epitel
hiicreler lizerinde MHC II’ nin up-regiilasyonunu (Parr ve Parr, 1999), vajina igine
lenfositlerin almimin1 kolaylagtiran endotel hiicreler {izerindeki ICAM-1 ve VCAM-1
ekspresyonunun up-regiilasyonunu (Parr ve Parr, 2000b), HSV replikasyonunun in vitro
inhibisyonunu (De Stasio ve Taylor, 1990), makrofajlar, NK hiicreler ve nétrofilleri uyarma
ve aktive edilmesini igeren birgok mekanizma aracilifiyla hareket eder (Adler et al., 1999;
Fong and Mosmann, 1989). Sistemik IFN- tedavisi sonrasi gozlenen koruma, ya enfekte
dokularin igerisine transiide olan IFN- tarafindan yonlendirilmektedir ya da IFN- hiicreleri
sistematik olarak aktive edilmektedir ve genital sisteme tasinmaktadir. Baska bir olas1 yorum,
CD+4 T-hiicrelerinin etkili bir anti-viral antikor yanitini gelistirmek i¢in gerekli oldugudur.
HSV-1 antijeleri ile asilama, antikor yanitinin ve koruyucu T-hiicre yanitinin uyarilmasinin
kismen etkilidir. Ancak antijen yiikli DH’lerin intramiiskiiler enjeksiyonu, koruyucu
bagisikligin indiiksiyonu gibi subkiitan ve intraperitonal asilama yonetiminden daha {istiin
olmasi muhtemelen DH’lerin lenf diiglimlerine migrasyonunun daha gii¢lii oldugunu
yansitmaktadir.

Cok 1yl tamimlanmis ve son derece iyi saflastirllmis rekombinant HSV-2 yiizey
glikoproteinleri gB2 ve gD2’ler, DH agilamasinin koruyucu Thl T-hiicre yanitin1 indiiklemek
amaciyla uygun antijenleri ve asilama stratejilerini goriintiilemek i¢in etkili bir ara¢ oldugunu
onerilmistir (Schon 2001). Son zamanlarda 6zel 6nem tagiyan HSV-1 spesifik antikorlarini
indiikleme iizerine odaklanan bu genis 6lgekli asi denemeleri, gB2/gD2-spesifik antikorlarin
yiiksek seviyelerde olmasina ragmen herhangi bir korumayi indiikleme de basarisiz oldugu
bildirilmistir (Corey ve ark., 1999). Boylece, insandaki HSV-spesifik korumanin farelerdekine
benzedigi ileri siiriilmiistiir (Dudley ve ark., 2000). Genis 6l¢ekli DH asilamasi HSV-1



enfeksiyonundan korunmak i¢in diinya ¢apinda bir secenek degildir. Ancak, sik ve siddetli
HSV-1 enfeksiyonuna maruz kalanlar i¢in antiviral ilaglarin 6miir boyu idaresine alternatif bir
tedavi olabilir.

Caligmamizda elde edilen bulgular arasinda DH/HSV-1 ile asilanan farelerde ayni zamanda
latent enfeksiyon tesisinin de goézlenmesi de son derece dnem arz etmektedir. Zira, HSV’ye
kars1 as1 tasarimi baglaminda primer enfeksiyonun oOnlenebilmesinin hedeflenmesi kadar
latent enfeksiyonun onlenmesi/tedavi edilmesi veya tekrarlayan sekonder enfeksiyonlarin
ve/veya atak sayisini azaltilmasi da arzu edilir. Bu baglamda, HSV’ye kars1 as1 tasariminda
giiclii anti-HSV antikor yaniti hedeflemekten Ote gangliyonlara virusun ulasmasi veya
gangliyonlardan virusun temizlenmesini saglayabilecek bir bagisik yanitin olusturulmasi
gerekmektedir.  Geleneksel HSV asilarmin (inaktive viriis, solubiil proteinler ve
rekombinant proteinler vb) genellikle adjuvantlarla birlikte kullanildigr deneysel
caligmalarda latent enfeksiyon tesisinin tam olarak saglanamadigi bilinmektedir (Erturk,
1992, Mclean, 1994, Richards, 2003). IFN ve TNF salgilanmasi saglayan CD4+ T hiicre
yonetimli bir bagisik yanitin 6zellikle gangliyonlardan virusun temizlenmesindeki roli
bildirildikten sonra (Johnson, 2008, Iijima, 2008) HSV as1 tasarim calismalarinda bu
tiirden bagisik yaniti olusturabilen formiilasyonlara gerek oldugu agiktir. Calismamizda
latent enfeksiyona karst DH/HSV-1 asisinin kesin basari sagladigini iddia etmek birkag
yonden hatali olabilir. Zira calismamizda kullanilan denek sayismnin azligi, sonuglarmin
tekrarlanabilirliginin gosterilmemis olmasi1 onemli eksikliklerdir. Bununla  birlikte, virus
benzeri partikiiller veya proteinlerin giiclii adjuvantlarla birlikte verildigi ve yine
proteinlerin degisik sekillerde (liposomlar, ISCOMs vb) sunulmasi tiiriinden tiim as1
denemelerinin latent enfeksiyon tesisini onlemede yetersiz kaldig1 gergegi gz Oniinde
bulunduruldugunda DH/HSV-1 agis1 iizerinde ileri diizeyde arastirma yapilmasinin daha da

gerekli oldugu agiktir.



6. SONUCLAR ve ONERILER

Tiimoral veya mikrobiyal antijenlerle yiliklenen DH’lerin en arzu edilir bagisik yanit
olusturabilmesi i¢in DH’lerin verilis yollar1 iizerinde yapilan caligmalar Onemlidir.
Caligmamizda, HSV-1 proteinleri ile yiiklenmis DH agisimin, anti-HSV-1 antikor yanit
gelistirmeksizin, Ozellikle kas i¢i verilmesi ile akut/letal ve latent enfeksiyona karsi
yiikksek diizeyde koruma saglamasi oldukca ilging bulunmustur. Asi hazirlanmasi,
uygulama ve takip hususlarinda son derece hassas davranarak elde ettigimiz bulgular her ne
kadar gecerli ise de, en az 2 tekrar deney yapilmasinin bulgularimizi gii¢lendirecegi
stiphesizdir.

Akut ve latent enfeksiyon modelinde HSV-1 proteinleri ile yliklenmis DH asisinin etkinligi
calisgmamizda mortalite ve trigeminal ganglionda virus varlig1 gozlemleri ile elde edilmis,
ozellikle kas ici enjeksiyonla elde edilen basarili sonuca yol agan mekanizmalar
calisilmamistir. Etkin bagisik yanitta IFN-[Jve TNF salgilanmas1 saglayan CD4+ T hiicre
yonetimli bir bagisik yanitin 6nemi baglaminda degisik yollarla verilen DH asilarinin
HSV-1/ALH asis1 ile karsilagtirmali olarak CD4+ T hiicre yanit olusturma ozellikleri

yoniinden incelenmesinin 6nemli oldugunu diisiinmekteyiz.



7. OZET

Dendritik hiicreler (DH), antijen sunan hiicrelerin (ASH) en oOnemli iiyesidir. Kemik
iligindeki kok hiicrelerden koken alan DH’ler bagisiklik sisteminin gozciiler olacaklari
dokulara go¢ ederler. Primer T hiicre yanitin1 baglatma kabiliyetleri wardir. Ayrica B ve T
lenfoditleri de uyarabilirler. Calismamizda kemik iliginden elde edilen ve tip 1 herpes
simplex virus (HSV-1) un kismen saflastirilmig proteinleri ile yiiklenen dendritik hiicrelerin
(DH/HSV-1) Balb/c farelerde akut ve latent HSV-1 enfeksiyonuna karsi koruyuculuk
kapasiteleri degerlendirildi. Deri alt1 ve periton i¢i enjeksiyondan ziyade kas i¢i verilen
DH/HSV-1 asisiin akut/letal HSV-1 enfeksiyonunu veya ayrica latent enfeksiyon tesisini,
sag kalim ve trigeminal gangliyonda virus saptanmasi bulgular1 ile desteklendigi kadar,
tamamen Onledigi goriildi. Kismen saflagtirilmis HSV-1 proteinlerinin  aliiminyum
hidroksit adjuvanti ile birlikte verildigi as1 ile karsilastirildiginda, DH/HSV-1 asisinin akut
ve latent enfeksiyona kars1 koruma saglamasinda gelisen anti-HSV-1 antikor yanitina bagl
oldugu goriildii. Zira DH/HSV-1 asis1 biiylik miktarlarda anti-HSV-1 antikor olusturabildi.
Bu sonug, DH/HSV-1 asismmmn humoral ve hiicresel bagisiklik yolagmi uyardigini
diisiindiirmektedir. Verilerimiz genel olarak, in vitro sartlarda viral proteinlerle yiliklenmis
dendritik hiicre agilarmin genital herpes ve ayrica HBV, HCV ve HIV gibi kronik viral

enfeksiyonlara kars1 as1 tasarimlari i¢in bir 6rnek olabilecegini gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Herpes simplex virus, dendritik hiicre, as1



8. ABSTRACT

Role of dendritic cells loaded with Herpes Simplex Virus type 1 viral proteins to induce
protective immunity against acute and latent infection with Herpes Simplex Virus in

Balb/c mice.

Dendritic cells (DCs) are the most potent antigen presenting cells (APC) of the immune
system. Derived from the stem cells in the bone marrow, DCs migrate to the tissues where
they become sentinels of the immune system. They have the ability to initiate primary T-cell
responses and can also stimulate both T nad B lymphocytes during an immune response.

We have evaluated the ability of bone-marrow derived dendritic cells loaded with herpes
simplex virus type 1 (DC/HSV-1), to induce protective immunity against acute/lethal
and latent infection with HSV-1 in Balb/c mice. Intramuscular but not
subcutaneous or intraperitoneal administrations of DCs pulsed with partially purified HSV-1
proteins gave rise to complete protection against lethal challenge as well as establishment of
latent infection as assessed by death and virus recovery from the trigeminal ganglions,
respectively. Our findings suggested that the protection afforded was dependent on
the antigens being presented by the DCs as the vaccination with partially purified HSV-1
proteins adjuvanted with aluminum hydroxide was not as efficient as the DC/HSV-1
vaccine. It was shown that the immunity was not associated with antibody production
since DC/HSV-1 as opposed to HSV-1/ALH vaccine produced more, HSV-1 specific
antibody, suggesting that DC/HSV-1 vaccine stimulates humoral side as well as cellular
side of the immune system. Overall, our results may have some impact on the design of

vaccines against genital herpes as well as chronic viral infections like HBV, HCV and HIV.

Key words: Herpes Simplex virus, dendritic cells, vaccine
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