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TURKCE OZET

Otoimmiin hastaliklarin  tedavisi i¢in birgok ilag ve biyolojik ajan
kullanilmaktadir. Bunlarin hedef organ veya dokularda terapdtik diizeylere
ulasabilmesi i¢in yiiksek dozlarda uygulanmasi gerekir. Bu ise ciddi yan etkilere sebep
olabilmektedir. Bu durumda alternatif yaklasimlardan biri tolerans indiikleyici 6zellik
kazandirilmig dendritik hiicre ve makrofajlarin sistemik ve/veya lokal uygulanmasi
olabilir.

Calismamizda TolDH’ler ve M2 fenotipli makrofaj olusturulmasi i¢in farkli
yaklasimlarin karsilastirilmasi amaclanmaktadir. C57BL/6 ve BALB/c farelerinden
kemik iliginden elde ettigimiz dendritik hiicrelere belirli konsantrasyonlarda vitamin
D3, deksametazon ve A151 ODN uygulanmistir ve CD80, CD86 yiizey ifadelerine
bakilmistir. Fare kemik iliginden elde edilen makrofaj ve RAW.264.7 hiicre hattina ise
belirli konsantrayonlarda A151 ODN eklenerek CD80 ve CD86 diizeylerine
bakilmistir.

Sonug olarak kemik iliginden tiirevlenen makrofajlarda A151 ODN CDS80 ve
CD86 diizeylerinin belirgin sekilde diismesine neden olmaktadir. Bu sonuglar
istatistiksel olarak da anlamli bulunmustur. Dendritik hiicrelerde ise vitamin
D3+deksametazon kombinasyonlarinda ve A151 ODN eklenen kosullarda CD80 ve
CD86 ekspresyonlarinda azalma gozlenmistir.

Bu sonuglara gore A151 ODN ile indiiklenen kemik iliginden tiirevlenen
makrofajlarin ve tolerojenik hale getirilen dendritik hiicrelerin otoimmiin hastaliklarda
terapotik tedavi yontemi olarak kullanilabilecegi diistiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Vitamin D3, Deksametazon, A151, TolDH, Makrofaj
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INGILIiZCE OZET

Comparison of Different Approaches for Generation of Tolerance Inducing

Antigen Presenting Cells

Many drugs and biological agents are used for the treatment of autoimmune
diseases. To achieve therapeutic levels in target organs or tissues, they need to be
administered in high doses, which can lead to serious side effects. In such cases, one
alternative approach could be the systemic and/or local administration of dendritic
cells and macrophages with induced tolerance-inducing properties.

In our study, we aim to compare different approaches for the generation of
TolDHs (tolerogenic dendritic cells) and M2 phenotype macrophages. Dendritic cells
derived from the bone marrow of C57BL/6 and BALB/c mice were treated with
specific concentrations of vitamin D3, dexamethasone, and A151 ODN, and the
expression of CD80, CD86, and CD11c markers was examined. Macrophages and the
RAW.264.7 cell line were treated with specific concentrations of A151 ODN, and the
levels of CD80 and CD86 were assessed.

As a result, A151 ODN treatment significantly reduced the levels of CD80 and
CD86 in bone marrow-derived macrophages. These results were found to be
statistically significant. In dendritic cells, a decrease in CD80 and CD86 expressions
was observed with vitamin D3+dexamethasone combinations and under conditions
where A151 ODN was added.

Based on these results, it is may be suggested that A151 ODN-induced bone
marrow-derived macrophages and tolerogenic dendritic cells could be used as a
therapeutic treatment approach in autoimmune diseases.

Keywords: Vitamin D3, Dexamethasone, A151, TolDH, Macrophage
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1. GIRIS

Otoimmiin hastaliklar, immiin homeostazin bozulmasi ve spesifik endojen veya
eksojen antijenler tarafindan tetiklenen uzun siireli veya tekrarlayan inflamatuar
yanitlarla karakterize edilir. Bu hastaliklarin bazilar1 i¢in onaylanmis tedaviler,
metotreksat (inhibitor) gibi kii¢iik molekiillerden ¢esitli immiinomodiilatorlerin ve
immiinosiipresanlarin uygulanmasini igerebilir. Bu ajanlar, belirli otoimmiin ve
inflamatuar hastaliklarin sonuglarini biiyiik 6l¢iide iyilestirebilse de bunlarin ¢ogu,
yasam boyu uygulama gerektiren spesifik olmayan ilaglardir; bu nedenle, siklikla
onemli toksisiteler ve ikincil enfeksiyon veya kanser gelisimi riski ile iliskilidirler. Bu
toksisiteler/riskler, faydali immiin diizenleyici aglarin baskilanmasini icerebilen
genellestirilmis  ve kalict  bir immiinosiipresif durumun indiiklenmesinden
kaynaklanabilir. Bu nedenle TolDH bazli tedavi umut verici bir tedavi alternatifini
temsil eder. "Bulasici tolerans" hipotezine gore, TolDH' ler kendi kendini giiglendiren
tolerojenik devreleri tetikleyebilir ve bu tiir bir terapinin potansiyel olarak uzun siireli
faydali etkiler saglayabilecegi ve hatta 1iyilestirici olabilecegi yoniindeki
spekiilasyonlar1 davet edebilir. 'Bulasici tolerans' kavrami, bir kez diizenleyici bir
popiilasyon tarafindan olusturulan bir tolerojenik sinyalin, diger hiicre
popiilasyonlarini, yine toleransi tesvik edebilen bir tolerojenik fenotipe dogru yeniden
giclendirdigi bir silireci ifade eder. Bununla birlikte, insan TolDH' Ileri,
immiinosiipresif pleiotropik tiretimini uyararak Treg ve Breg indiikleyebilir ve yeniden
programlayabilir.

Calismamizda C57BL/6 ve BALB/c farelerinden elde ettigimiz dendritik hiicreleri
farmakolojik ajanlarla (vitamin D3, deksametazon) ve A151 ODN isimli
immiinosiipresif bir oligoniikleotid ile tolerojenik hale getirmeyi hedefledik. In vitro
ortamda ¢ogaltilan bu hiicreler ile gii¢lii enflamatuvar bir ¢cevre varlifinda dahi stabil
tolerojenik hiicreler olmasi ve immiin diizenleyici molekiiller tiretmesi ile Treg
gelisimini ve ¢ogalmasii desteklemesi hedeflenmekte olup,ileriki ¢alismalarda bu
TolDH’ lerin adaptif hiicre transferi sonucu in vivo ortamda periferal toleransi
indiiklenmesi amag¢lanmaktadir.

Caligmamizda olan diger hiicre grubuda makrofajlardir. Makrofajlar, bulunduklar

mikrogevresel kosullardaki degisikliklere gére M1 ve M2 makrofajlarina polarize



edilebilirler. M1 makrofajlart inflamasyonun gelisimini tesvik eder, hiicre dig1 matris
bozulmasini ve apoptozu hizlandirir ve Th1 tipi bagisiklik tepkisini diizenler ve tegvik
eder. M2 makrofajlar1 ise T hiicrelerinin ¢ogalmasini ve aktivasyonunu engeller, Th2
bagisiklik tepkisini diizenler ve doku yeniden sekillenmesine yardimci olur. Makrofaj
polarizasyonu, otoimmiin hastaliklarda 6énemli bir rol oynar, makrofajlar ¢cogunlukla
hastalik onariminin erken evresinde proinflamatuar M1 olarak ortaya cikar ve
tyilesmeyi destekleyen M2 tipi, hastalik onariminin geg evresinde yaygindir. M1/M2
polarizasyonundaki dengesizlik, otoimmiin hastaliklarda hayati bir rol oynar. Bu
nedenle, makrofaj polarizasyonunun yoniinii diizenlemek, otoimmiin hastalik
patogenezini 1iyilestirebilir. Su anda, makrofaj polarizasyonunu diizenlemeye
odaklanan otoimmiin hastaliklar i¢in terapotik hedefler bulmaya yonelik terapotik
strateji Onemli ilerleme kaydetmistir. Calismamizda C57BL/6 ve BALB/c farelerinden
elde ettigimiz kemik iliginden tiirevlenen makrofajlar1 belirli konsantrasyonlarda
immiinsiipresif bir oligoniikleotid olan A151 ODN ekleyerek M2 fenotipinine
doniistiirmeyi hedefledik.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Antijen Sunan Hiicreler

Major histokompatibilite kompleksi (MHC) molekiillerinin yapimini, peptit
yiiklemesini ve MHC/peptit kompleksinin ayni tiirevden gecen veya alinan T hiicreleri
ile etkilesime girebilecegi hiicre ylizeyine lokalizasyonunu kapsayip, birden fazla
molekiile yarar saglayan biyolojik prosese, Antijen Sunumu adi1 verilmektedir. (Lees,
2019) Bu olay, mikrobiyal patojenlere ve tiimorlere karsi etkin bir immiin tepki
olusturmada 6nemli bir durumdur. Dokular1 neo-antijenler dahil olmak iizere farkli
antijenler i¢in tarayan dendritik hiicreler (DH'ler) Profesyonel Antijen Sunan Hiicreler
(APC'ler)’ dir. DH'ler ekzojen antijenin alinmasi ve patojen veya tehlike/hasarla
iligkili molekiiler patern reseptorleri aracilifiyla es zamanl bir aktivasyon iizerine,
olgun DH'lere farklilagir ve lenf diiglimlerine go¢ eder. (Banchereau ve ark. 2000)
Sonra, orada T hiicrelerini hazirlayip bir immiin tepki baslatirlar. T hiicresi fonksiyonu
tizerindeki bu durum, DH tarafindan saglanan ortak uyarici sinyaller (6rn. CD80/86)
ve ortak inhibe edici sinyalleri (6rn. PD-L1) kapsayan sinyallerin ¢esidine baglidir.
Eger ortamda yeteri kadar yardimci uyarici sinyaller yok ise, anerjinin indiiklenmesine
sebep olur. Boylece immiinolojik tolerans: destekler, giiglii yardime1 uyarict sinyaller
T hiicrelerinin aktiflesmesine izin verir. (Maldonado, & Andrian,2010)

Yapisal olarak MHC smif II molekiillerini eksprese eden hiicreler; Dendritik
hiicreler (DH'ler), B hiicreleri ve makrofajlardir. Bu hiicreler, immiin sistemin
profesyonel antijen sunan hiicreleri (APC'ler) olarak tarif edilmektedir. (Kambayashi,
& Laufer, 2014)

2.1.1. Dendritik Hiicre

Immiin cevaplarin baslatilmas: ve kontrol edilmesi kanda, dokularda ve lenfoid
organlarda bulunan dendritik hiicreler (DH) tarafindan yapilmaktadir. DH'nin 6nemli
bir fonksiyonel 6zelligi dogal ve edinsel bagisiklik sistemleri arasinda koprii gorevi

gormesidir.



DH, dogal bagisiklik hiicrelerinden biri olarak kabul edilir. Ciinkii, patojenle
iliskili ve tehlikeyle iligkili sinyalleri taniyip bunlari cevaplayarak akut enflamatuvar
yanit1 bicimlendirirler. Edinilmis bagisikliktaki dnemli gorevi, hiicre dis1 ve hiicre i¢i
proteinleri isleyip T hiicrelerine sunmaktir. (Collin, & Bigley, 2018) Cesitli DH alt
tipleri, baz1 organlarda yara iyilesmesine, proinflamasyona, antitlimor atagina aracilik
eden farkli fenotipik ve fonksiyonel 6zelliklere gore tarif edilmistir. Dogal ve edinilmis
bagisiklik hiicrelerinin yanitlarini diizenleyen baslica dendritik hiicreler; plazmasitoid
veya tolerojenik DH'ler’dir. Bunlar otoimmiin reaksiyonlarin 6niine ge¢ilmesine fayda

saglamaktadir. (Vesper, & Schmetzer, 2020)

2.1.1.1. Klasik DH'ler (Konvensiyonel DH'ler)

Sekil 1’de gosterildigi gibi klasik dendritik hiicre (kDH)'ler, yiizey
molekiillerinin ifadesine gore, CD8a* ve CD103" veya CD11b igeren olarak iki alt tipe
ayrilabilir. Her iki alt tipin ortak 6zelligi; hem dalak, lenf diigtimleri ve kemik iligi gibi
lenfoid dokularda bulunurken ayni zamanda lenfoid olmayan dokularin ¢gogunda da
yer alabilmesidir. (Zanna ve ark., 2021) Hem fenotip hem de gen ekspresyon imzasi
bakimindan en iyi karakterize edilmis kDH alt tipi; CD8a* ve CD103* kDH'lerdir.
Timus diginda, lenfoid organlarda en fazla yer alan kDH tipi ise CD11b" ‘dir. Bunlar

ayni zamanda, lenfoid olmayan dokularda da tanimlanmistir. (Zanna ve ark., 2021)

2.1.1.2. Klasik olmayan DH'ler (Konvensiyonel olmayan DH'ler)

Monosit tiirevli Dendritik Hiicreler (mo-DH) Dokulara alinan monositlerden
dogan ve enflamasyon esnasinda en baskin DH popiilasyonu haline gelen, klasik
olmayan dendritik hiicre tipi monosit tiirevli DH'lerdir(mo-DH ). Antijenleri dogrudan
periferik dokularda CD8" T hiicrelerine gapraz sunma konusunda énemli kabiliyete
sahip DH alt tipi mo-DH'lerdir. mo-DH'leri kDH'lerden fenotipik olarak ayirt etmek
zordur. Ciinkii her ikisi de benzer MHCII, CD11b ve CDIllc gibi fenotiplerle
karakterizedir. (Maud Plantinga ve ark., 2013)



Plazmasitoid dendritik hiicreler hem myeloid hem de lenfoid Onciileri
araciligiyla kemik iligindeki (BM) hematopoietik kok hiicrelerden iiretilen klasik
olmayan dendritik hiicre tipi, insan plazmasitoid dendritik hiicreleri (pDHler)’dir. (Ye,
Gaugler, Mohty, & Malard, 2020) insan pDH'leri ile iliskili fenotipler; (Lin) CD3,
CD19, CD14, CD16 ve CDllc'yi ifade etmeyen, ancak segici olarak CD303
(BDCA2), CD304 (BDCA4) ve immiinoglobulin benzeri transkript 7'yi (ILT7) ifade
eden olarak tanimlanmistir. (Cao ve ark., 2006)

Langerhans veya epidermal dendritik Hiicreler epidermiste bulunan
olgunlagsmamis DH'lerin bir alt kiimesi de Langerhans hiicreleri (LH'ler)’dir. LH’ler,
DH'lerden Birbeck graniilleri araciligiyla ayirt edilir. (Fukunaga, Khaskhely,
Sreevidya, Byrne, & Ullrich, 2008) LH'ler, transmembran tip 1l Ca2*'ya bagh lektin,
langerin/CD207'nin ifadesi ile tanimlanmistir. LH'lerin 6zel konumlar1 sebebiyle,
patojenlere karsi ilk immiin defansi olusturdugu akla gelmektedir. (Fukunaga ve ark.
,2008)

Diger dendritik hiicreler B hiicresi folikiillerinde bulunan immiin sistemin
hiicrelerinden biri de folikiiler dendritik hiicreleri (FDH)’dir. (Hughes, Benson, Bedaj,
& Maffia, 2016) FDH'lerin, antijenin edinildigi ilk enfeksiyon veya yaralanmanin
temizlenmesinin yanisira B hiicreleri tarafindan erisilebilen essiz bir sekilde uzun
Oomiirlii bir antijen deposu sagladig1 varsayilmaktadir. FDH'lerin, B hiicre gdc¢iiniin
hayatta kalmasi ve ¢ogalmasiyla folikiiler yardimc1 T (Tth) hiicrelerinin CXCL13,
BAFF, IL-15 ve IL-6 gibi B hiicre alanlarina alinmasinda yer alan bir¢ok sitokinler,
kemokinler tiretir. (Hughes ve ark., 2016)

Daha az uyarict molekiiller ve pro-enflamatuvar sitokinler ifade eden ve
inhibitdr molekdillerin (PD-L1 ve CTLA-4 gibi) ekspresyonunu diizenleyen dendritik
hiicre tipi tolerojenik dendritik hiicre (tol-DH)’dir. Bu hiicre tipi, IL-10 gibi anti-
enflamatuvar sitokinler salgilar ve saglikli dokulara karsi reaksiyonlar1 engellemek

i¢in 6nem arz eder. (Patente ve ark., 2019)
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Sekil 1. Dokulardaki insan Dendritik Hiicrelerinin (DC'ler) Ontojeni ve Farklilagmast

2.1.2. B Hiicre

B hiicreleri, insan viicudunda antikor fabrikasi olarak nitelenmektedir ve
hiimoral bagisikliga faydalariyla tanimlanmigtir. B hiicreleri, ylizeylerinde bir B

hiicresi reseptdriiniin (BCR) varligiyla betimlenmistir. B hiicreleri ayn1 zamanda hem



MHC | hem de MHC II' yi ifade eder. Bu hiicrenin fonksiyonlar1 arasinda; antijen
alimi, islenmesi ve sunumu i¢in gerekli tim mekanizmalar bulunmaktadir. (Rastogi ve
ark., 2022) B hiicreleri, ikincil lenfoid organlarda bulunur. Subkapsiiler siniisten
folikiillere gegen lenfatik sivida kiigiik ¢oziiniir antijenlerle rastlasabilirler. (Carrasco,
& Batista, 2007) Folikiiler B hiicreleri ayn1 zamanda, makrofaj bakimindan zengin
subkapsiiler siniisteki biiyiik antijenler ve immiin komplekslerle etkilesime girebilir.
(Carrasco, & Batista, 2007) Lenf diigiimlerinden gbo¢ eden bazi B hiicreleri,
parakortekste yer alan yerlesik DH'lerin veya yeni gd¢ etmis DH'lerin yiizeyinde
sunulan antijenle rastlasabilirler. B hiicreleri, DH’lerle karsilastirildiginda nispeten
daha zayif olmasina ragmen, bazi yapilan ¢aligmalar B hiicrelerinin belirli uyaranlara
maruz kaldiginda antijen sunma kapasitelerinin onemli Olclide artabilecegini
belirtmistir. (Rastogi ve ark., 2022) T hiicreleri ile B hiicresi etkilesimi ¢ift yonlii
oldugu bilinmektedir. IL-4, 1L-2, IL-5 (BCGF-II) ve interferon gama gibi T hiicresi

kaynakl1 sitokin, B hiicresi aktivasyonunda dnem arz etmektedir. (Hamilos, 1989)

2.1.3. Makrofajlar

Makrofajlar, periferik kandaki kemik iligi onciillerinden ve ana monositlerden
tiretilir. Doku yaralanmasi veya enfeksiyonundan sonra konak dokularinin
homeostazisinde gorev alan dogal immiin sisteminin fonksiyonel hiicreleridir.
(Verschoor, Puchta, & Bowdish, 2012) Monositler (Mo) ve makrofajlar (M¢), immiin
diizenleme, enflamatuvar ve doku onarim gibi 6zel fonksiyonlara sahip olup bir¢ok
otoimmiin hastalifin gelismesine katkida bulunur. Bu hiicreler ayni zamanda,
hastalikli dokuya immdiin hiicreleri stimiile eden ve toplayan cesitli sitokinler ve
kemokinler sekrete edebilir. (Ma, Gao, Gu, & Chen, 2019) Makrofajlar farkli
dokularda bulunur. Bulunduklar1 yerlerdeki degisikliklere bagl ve polarize edilerek
M1 makrofajlar1 ve M2 makrofajlar1 gibi farkli makrofaj alt tipleri meydana getirir.
Akut enfeksiyonlar veya tiimorler esnasinda viriislere ve hiicre ici bakterilere karsi
konak korumas1 i¢in 6nemli bir duruma M1 makrofajlar1 sahiptir. M1 makrofajlari;
nitrik oksit (NO) veya reaktif oksijen ara triinleri (ROI) gibi mikrobisidal ve
timorisidal reaktifler meydana getirme gibi dnemli fonksiyonlara sahiptir. (Sica ve

ark., 2008; Martinez, & Gordon, 2014) Makrofajlarin M1 tipine polarizasyonunu;



IFN-y, lipopolisakarit (LPS) ve graniilosit-makrofaj koloni stimiilasyon faktorii (GM-
CSF) gibi 6nem arz eden yapilar indiikler. Anti-enflamatuvar cevaplar verebilen ve
hasarli dokular1 onarma 6zelligi gosteren makrofaj tipi, M2 makrofajlaridir. Enfekte
olmus dokularda, makrofajlar ilk olarak konagin patojenlere karsi miicadelesine
yardim etmek adina pro-enflamatuvar M1 fenotipine polarize edilme yonelimindedir.
(Yunna, Mengru, Lei, & Weidong, 2020) Uygulanan uyaranlara ve transkripsiyonel
degisikliklere tabi olarak M2 makrofajlari, M2a, M2b, M2¢ ve M2d olmak iizere dort
alt tipe ayrilir. (Lee, 2019) IL-4, IL-13, mantar ve helmint enfeksiyonlar1 esnasinda
stimiile edilen ve Th2 immiin tepkisi ile korele olan M2 makrofaj tipi M2a’dir. immiin
reaksiyonlar regiile eden TLR veya IL-1 reseptorii ligandlari ile immiin kompleksi
araciligiyla aktiflesen M2 makrofaj tipi M2b’dir. IL-10 ve Dondistiiriicii Biiyiime
Faktori-B (TGF-B) araciligiyla stimiile edilen ve doku yeniden modellenmesine ve
hiicre dis1 matris {iretimine fayda saglayan M2 makrofaj tipi M2c’dir. Son olarak; IL-
6 ve adenosin araciligiyla aktiflesen makrofaj tipi ise M2d’dir. M1/M2 makrofaj
polarizasyonu, karmasik bir aktivasyon mekanizmasini kolaya indirgeyebilir. Bazi
otoimmiin hastalik durumlarinda hem M1 hem de M2 makrofajlari ayni anda tespit
edebilir ve bu makrofajlarin stimiile edici sitokinleri de mevcuttur. (Ma, Gao, Gu, &
Chen, 2019) Makrofaj polarizasyonunun faydali bir durumu, hiicre yiizeyi isaretleyici
ifadesinin degisiklik gostermesidir. CD80, CD86 ve CDI16/32'yi yiiksek sekilde
eksprese eden ve pro-enflamatuvar sitokinleri sekrete eden makrofaj tipi, M1
makrofajidir. M2 makrofajlarinda 6nemli faktorler; Arjinaz-1 (Arg-1), mannoz
reseptorii (CD206), anti-enflamatuvar faktor (IL-10) ve kemokinler CCL17 ve
CCL22'nin ekspresyonudur. Ayni zamanda bu makrofaj tipi; doku onarimi, yeniden

damar olusumu ve metabolizmada kritik gorevler alur.

2.2. immiin Tolerans

Antijenlere maruz kalindiginda, antijene 6zgii lenfositlerin inaktivasyonu veya
Olimiiniin bir sonucu olarak, adaptif bagisiklik sisteminin antijenlere yanit
vermemesine immiin tolerans denir. (Abbas, Lichtman, & Pillai, 2022) Kendi
antijenlerine karsi tolerans, edinilmis bagisiklik sisteminin normal bir 6zelligidir,

ancak yabanci antijenlere karsi tolerans, belirli antijen maruziyeti kosullar1 altinda



indiiklenebilir. (Abbas, Lichtman, & Pillai, 2022) Tolerans1 indiikleyen antijenlere,
onlar1 bagisiklik olusturan immiinojenlerden ayirmak i¢in tolerojenler veya tolerojenik
antijenler denir. Bir antijen, spesifik lenfositler tarafindan nasil tanindigina bagh
olarak bir immiinojen veya bir tolerojen olabilir. (Abbas, Lichtman, & Pillai, 2007)
Tolerans, spesifik olmayan immiin baskilama ve immiin yetmezlikten farkli olup
antijene 6zgiil bir siirectir. (Owen, Punt, Stranford, Jones, & Kuby, 2013) Self-tolerans
olarak da adlandirilan kendi antijenlerine tolerans, normal bagisiklik sisteminin temel
bir 6zelligidir ve self-toleransin basarisizligi, kendi (otolog) antijenlere kars1 bagisiklik
reaksiyonlarina neden olur. Bu tiir reaksiyonlara otoimmiinite, neden olduklari
hastaliklara da otoimmiin hastaliklar denir. (Abbas, Lichtman, & Pillai, 2022) Immiin
yanit gibi, tolerans da spesifiktir ve immiinolojik hafiza gibi, T hiicrelerinde, B
hiicrelerinde veya her ikisinde de bulunabilir. (Owen, Punt, Stranford, Jones, & Kuby,
2013)

2.2.1. T Lenfosit Toleransi

Transplantlara ve otoantijenlere karsi tolerans olusturmak igin gelistirilen
terapotik stratejilerin ¢ogu, T hiicrelerini etkisiz hale getirmeyi veya ortadan
kaldirmay1 amaglar. Bunun nedeni, patolojik enflamatuar reaksiyonlara tipik olarak T
hiicrelerinin aracilik etmesi ve CD4+ yardimci T hiicrelerinin de B hiicreleri tarafindan
potansiyel olarak zararli antikorlarin tiretimini tesvik etmesidir. (Abbas, Lichtman, &
Pillai, 2022)

Merkezi tolerans, kendi kendine reaktif T lenfositlerinin klonal olarak elimine
edildigi timusta T lenfosit gelisimi sirasinda ortaya g¢ikar. Merkezi tolerans, en
kapsamli olarak, gelismekte olan T lenfositlerinin, olgun efektoér hiicrelere
dontismeleri i¢in gerekli olan ve gelisen lenfositlerin MHC molekiilleri ile birlikte
kendi peptitlerini tanima yetenegine dayanan iki se¢im siirecinden gegtigi timusta
incelenmistir. (Snyder, 2017) Timusta bulunan antijen sunan hiicreler (APC'ler)
tarafindan farklilasan T hiicrelerine sunulan 6z-MHC molekiilleri ile birlikte 6z-
peptitlerin taninmasi, T hiicrelerinin timik se¢ilimi ile sonuglanir. Timik segilim,
timusta (o ve B zincir genlerinin ifade edildigi zaman) ¢ift pozitif (DP; CD4+ CD8+)

asamasinda ve sonrasinda baslar. Bu siirecin iki 6nemli sonucu vardir: MHC



kisitlamasi (pozitif se¢im) ve merkezi tolerans (negatif se¢cim). Timik kortikal epitel
hiicreleri, pozitif se¢cim olarak bilinen bir siirecte efektor hiicreler olarak iglev goriir.
(Singh, Dubey, & Pinkhasov, 2013) Pozitif se¢imde, kendi kendine MHC'yi
baglayabilen bir TCR tasiyan T hiicreleri, hayatta kalmak ve ¢ogalmak i¢in segilir.
Pozitif olarak secilmeyen T hiicreleri, apoptoz ge¢irmeleri i¢in tetiklenir. Pozitif olarak
secilen timositler, negatif secim olarak bilinen ikinci bir se¢im asamasindan
gecmelidir. Negatif se¢cim sirasinda, timus icinde MHC'ye bagli antijenik peptit ile
sunulan herhangi bir T hiicresi, eger TCR ile MHC/kendi kendine peptit arasindaki
avidite ¢ok giigliiyse, apoptoz gecirmesi igin tetiklenir. (Singh, Dubey, & Pinkhasov,
2013) Negatif segime yol acan antijenler, plazma proteinleri ve hiicresel proteinler gibi
viicutta yliksek konsantrasyonlarda bulunan antijenlerdir. Normalde sadece periferik
dokularda bulundugu sanilan bir¢ok 6z proteinin timus epitel hiicrelerinde oldugu
gozlenmistir. Bu periferik doku antijenleri, otoimmiin diizenleyici (AIRE) proteininin
kontrolii altinda mediiller timik epitel hiicrelerinde (MTEC'ler) iiretilir. (Abbas,
Lichtman, & Pillai, 2022) AIRE; Timik epitel hiicrelerinde periferal doku protein
antijenlerinin ekspresyonunu uyarma islevi goren bir gen veya onun kodlanmis
proteinidir. Insanlarda ve farelerde AIRE genindeki mutasyonlar, AIRE'nin merkezi T
hiicre toleransindaki roliiyle tutarli olarak, dokuya 6zgii otoimmiin hastaliga yol agar.
(Abbas, Lichtman, & Pillai, 2007) Timusta negatif se¢imdeki bir kusurdan
kaynaklanan otoimmiinitenin en iyi tanimlanmig Ornegi, otoimmiin poliendokrin
sendromudur (APS). Bu paratiroidler, adrenaller ve pankreatik adaciklar dahil olmak
tizere ¢coklu endokrin organlarda antikor ve lenfosit aracili hasar ile karakterize edilir.
(Abbas, Lichtman, & Pillai, 2007) Timusta kendi antijenlerini goren bazi kendi
kendine reaktif CD4+ T hiicreleri silinmez, bunun yerine bu antijenlere 6zgii Treg'lere
farklilagir. Diizenleyici hiicreler timustan ayrilir ve periferik dokulara yerlesirler.
(Abbas, Lichtman, & Pillai, 2022)

Periferik tolerans, periferik dokulardaki kendi antijenlerini taniyan olgun T
hiicrelerinin daha sonra bu antijenlere yanit veremez hale geldigi mekanizmadir.
(Abbas, Lichtman, & Pillai, 2007) Periferik tolerans mekanizmalari, anerji
(fonksiyonel yanitsizlik), Treg'ler tarafindan baskilanma ve apoptotik hiicre 6liimii ile

T hiicrelerinin silinmesidir. (Abbas, Lichtman, & Pillai, 2022)

10



2.2.2. Anerji

Anerji indiiksiyonu, lenfositin antijenle karsilastiktan sonra islevsel olarak
yanit vermedigi, ancak hipo yanit verme durumunda uzun siire canli kaldig1 bagka bir
lenfosit tolerans mekanizmasidir. (Schwartz, 2003) Temel T hiicresi anerjisi tiirleri iki
gruba ayrilir. Biri esas olarak biiyiimeyi durdurma durumu klonal anerjidir ve digeri
adaptif tolerans veya in vivo anerjidir, proliferasyonun ve efektdr fonksiyonlarin
genellestirilmis bir inhibisyonudur. (Perez ve ark., 1997) Anerjiye kars1 T hiicresi
aktivasyonunun iki sinyalli modeline gore, T hiicrelerine TCR'lerin (sinyal 1) ve
kostimiilasyonun (CD28/B7; sinyal 2) tetiklenmesinin 6n kosulunu sunma yetenegine
sahip ASH'ler, T hiicresi aktivasyonunu indiikler.

Anerjiyi indiiklemek igin bagka bir mekanizma, ayni zamanda B7
molekiillerine baglanan T lenfositleri lizerindeki CTLA-4 molekiilleri tarafindan
spesifik bir inhibe edici sinyalin iletilmesini igerir. CTLA-4'liin B7 ile etkilesimi, IL-2
tiretimini bloke ederek aktivasyonun inhibisyonu ile sonuglanir. Anerji siireci geri
dondiiriilemez. (Snyder, 2017) Kostimiilator molekiillerin normal doku tarafindan
sinirlt ekspresyonu, kendi kendine reaktif lenfositlere karsi periferik toleransin
korunmasini kolaylastirir. Genel olarak, hem CD28 dinlenme halindeki hem de aktive
edilmis T lenfositlerinde eksprese edilirken, CTLA-4 sadece aktive edilmis T
lenfositlerinde eksprese edilir. (Snyder, 2017)

T-hiicre anerjisini olusturan hiicre-i¢sel programin daha iyi anlasilmasina yol
acmistir. Anerjinin indiiksiyon fazi sirasinda, T hiicrelerinin "eksik" uyarilmasi (ko-
stimiilasyon olmadan tetiklenen TCR), kalsiyum akis1 yoluyla birkag E3 ubikuitin
ligazinin up-regiilasyonunu igeren degistirilmis bir gen ekspresyon programina yol
acar.

Anerjik T hiicreleri ASH’lerle temas ettiginde, hiicre i¢i sinyal proteinleri
monoubikitine olur ve lizozomal bozunma i¢in hedeflenir, boylece hiicre ici sinyal
iletimi azalir ve ayrica T hiicresi-APC temasinin stabilitesinin azalmasina neden olur.

(Heissmeyer ve ark., 2005)
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2.2.3. Treg’ler Tarafindan Baskilanma

Bir dizi T hiicresi alt kiimesinin otoimmiiniteyi diizenledigi veya baskiladigi
gosterilmistir. Bu alt kiimelerin en ¢ok calisilan1 olan ve CD4+ CD25+ Foxp3+
hiicreleri olarak tanimlanan Treg'ler, bagska bir bolimde ("Diizenleyici Hiicreler")
aciklanmaktadir. (Singh, Dubey, & Pinkhasov, 2013) Bastirma, CD4+ THI
lenfositlerinin daha 6nce tartisilan spesifik bir CD4+ T reg lenfosit popiilasyonu
tarafindan ¢apraz regiilasyonunun bir sonucu olarak ortaya ¢ikabilir. Spesifik olarak,
IL-4, IL-10 ve TGF-p iireten CD25+ ve CD4+ Treg lenfositleri, lenfosit aktivasyonunu
ve efektdr fonksiyonunu etkili bir sekilde inhibe ederek TH1 yanitlarini azaltir.

(Snyder, 2017)

2.2.4. Apoptotik Hiicre Oliimii ile T Hiicrelerinin Silinmesi

Hem timusta hem de periferde kendiliginden reaktif lenfositlerin silinmesi,
apoptotik hiicre 6liimii ile saglanir. Hem Fas hem de Bim aracili apoptoz yollari,
cevredeki kendi kendine reaktif lenfositler igin onemli goriinmektedir. (Xing, &
Hogquist, 2012) Fas aracili "6lim reseptori" sinyali ve "BCL-2 tarafindan
diizenlenen" apoptoz sinyali mekanik olarak farkli olsa da, bu yollar koordine edilir ve
in vivo kendi antijenleri tarafindan kronik olarak uyarilan T lenfositlerin
oldiirtilmesinde isbirligi yapar. (Xing, & Hogquist, 2012) Kendi antijenlerini
kostimiilasyon veya eslik eden dogustan gelen bir bagisiklik tepkisi olmadan tantyan
T hiicreleri, Rim adi verilen proapoptotik bir proteini aktive edebilir ve bu da
mitokondriyal yolla apoptozla sonuglanir. (Abbas, Lichtman, & Pillai, 2007) Normal
lenfosit yanitlarinda, TCR, kostimiilatorler ve biiyltime faktorlerinden gelen sinyaller,
Bcl-2 ailesinin (Bcl-2, Bcl-x) anti apoptotik proteinlerinin ekspresyonunu uyarir. ve
bu proteinler, hiicrenin hayatta kalmasin1 ve miiteakip proliferasyonu destekler .
(Abbas, Lichtman, & Pillai, 2007) Lenfositler, TNF-reseptor ailesinin bir {iyesi olan
Fas'1 (CD95) eksprese etmek {izere indiiklenebilir. Fas i¢in ligand, FasL, birincil olarak
aktive edilmis T lenfositleri lizerinde eksprese edilir. Fas'in FasL'ye baglanmasi, aktive
edilmis T lenfositlerinin apoptozu ile sonuglanir. Normal dokuda yiiksek diizeyde

eksprese edilen antijenler, kendi kendine reaktif T lenfositlerinin kalici olarak
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uyarilmasina ve dolayisiyla Fas-FasL aracili apoptoz yoluyla silinmeye neden olur.
(Snyder, 2017) Cocuklarda FAS gen mutasyonlari lenfositlerin birikimiyle birlikte
otoimmiin hastalik gelisimine yol agmaktadir. Otoimmiin lenfoproliferatif sendrom
(ALPS), malign olmayan organomegali, immiin sitopeni ve artmis lenfoma riski ve

ayrica FAS aracili apoptotik yoldaki mutasyon ile karakterizedir. (Kaya ve ark., 2021)

2.2.5. B Lenfosit Toleransi

T hiicrelerinde oldugu gibi, kendi kendine tepkimeye giren B hiicrelerinin
toleransi, hem kemik iliginde meydana gelen merkezi bir tolerans modunda hem de B
hiicrelerinin olgunlasmasinin farkli asamalarinda ve ayrica olgun B hiicrelerinin
seviyesinde meydana gelen periferik tolerans modunda meydana gelir. (Singh, Dubey,
& Pinkhasov, 2013) B lenfositlerinde tolerans, polisakkaritler ve lipidler gibi T'den
bagimsiz 6z antijenlere yanitsizligr siirdiirmek i¢in gereklidir. B hiicresi toleransi,
protein antijenlerine karsi antikor yanitlarinin énlenmesinde de rol oynar. (Abbas,
Lichtman, & Pillai, 2022)

B hiicre repertuvarinda, merkezi tolerans (kemik iliginde), hiicre zarlar1 veya
kat1 yiizeylerle iliskili kendi antijenlerini taniyabilen gelisen B hiicrelerinin klonal
olarak silinmesiyle yapilir. Coziiniir antijenle karsilasildiginda, gelismekte olan B
hiicreleri anerjik hale gelir (ve daha sonra periferde belirli kosullar altinda yeniden
etkinlestirilebilir) (Dembic, 2015)

B-hiicresi reseptdrii (BCR) sinyal giicii ve 6z antijenin fiziksel yapisi (¢oziiniir
ve zara bagli) se¢im siirecinde 6nemli diizenleyici roller oynar. Daha gii¢lii sinyaller,
klonal silinme adi verilen B hiicrelerinin apoptozu ile sonuglanir. (Singh, Dubey, &
Pinkhasov, 2013) Daha zayif sinyaller, B hiicresini, anerji olarak bilinen bir durum
olan antijjen uyarimina yanitsiz hale getirir. Anerjik hiicreler erken Oliime kars1
hassastir. Baz1 B hiicrelerinde, rekombinant aktive edici gen (RAG) proteinlerinin
yeniden ekspresyonu, receptor editing (reseptor diizenleme) olarak bilinen bir siireg
olan, kendi kendine reaktif olan reseptorlerin kendi kendine reaktif olmayanlarla
degistirilmesine izin verir. (Singh, Dubey, & Pinkhasov, 2013) Reseptor diizenleme,
otoreaktiviteyi ortadan kaldirmakta basarisiz olursa, olgunlagmamig B hiicreleri

silinebilir (yani, apoptoz ile oOliirler). Self antijenlerin daha zayif taninmasi, hiicre
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oliimiinden ziyade fonksiyonel inaktivasyona (anerji) yol agabilir. (Abbas, Lichtman,
& Pillai, 2007)

Periferde kalan potansiyel olarak otoreaktif B hiicrelerinin ¢ogu, yeni go¢ eden
B hiicreleri saf immiinokompetan lenfositlere doniistiiglinde uzaklagtirilir.
(Wardemann, 2003) Kemik iliginde olgunlasmamis durumdan periferik lenfoid
organlarda olgun naif duruma gelismek i¢in, bir B hiicresinin birkag kontrol noktasinda
hayatta kalmasi1 gerekir. (Jacobi, & Diamond, 2005) Self-antijenleriyle karsilasma, B
hiicresinin hayatta kalmasini azaltir ve mitokondriyal yolla 6liimii destekler. Periferde
kendi antijenleriyle karsilasan B hiicreleri, normal, naif B hiicrelerine gore lenfoid
folikiillere daha az gog¢ edebilir. (Abbas, Lichtman, & Pillai, 2007) Folikiillerden
ayrilan hiicreler gerekli yasam sinyallerini alamazlar ve 6liirler. Anerjik B hiicreleri
herhangi bir antijene 6zgii yardimci T hiicresi ile karsilagirsa, B hiicreleri, FasL
tarafindan B hiicreleri tlizerinde Fas ile birlesen T hiicreleri iizerinde Oldiiriilebilir.

(Abbas, Lichtman, & Pillai, 2007)

2.3. Otoimmiinite

Oz (self) antijenlere kars1 immiin yanita, otoimmiinite ad1 verilir. Gelismis
tilkelerde toplumun %5 ila %10 arasinda goriilmektedir. Patojenik olan otoimmiin
hastaliklar daha az oranda goriilmektedir. Otoimmiin hastaliklar, bir veya birkag
organla sinirh olabilir. Bazen, yaygin doku hasar1 ve klinik bulgular ile sistemik de
olabilme 6zelligi de gosterebilir. Otoimmiin hastaliklarda meydana gelen doku hasari
genellikle, iki sekilde olusur. Ilki; oz-antijenlere karsi antikorlarin gelisim
gdstermesidir. Ikincisi ise, 6z antijenlere tepkili otoreaktif T hiicrelerin meydana

gelmesidir. (Abbas ve ark., 2022)

2.3.1. Patogenez

Otoimmiinitenin gelisiminde, etkenler arasinda, yatkinlik genlerinin kalitimi
ve enfeksiyonlar (gevresel uyarilar) yer alir. Oze tepkili T ve B lenfositlerinin kalic
olmasina yol ag¢tig1 diistiniilmektedir. Hiicre, doku hasarina ve iltihaba sebep olan ise

cevresel uyarilardir. Bunlar, otoimmiin hastaliklardan sorumlu efektoér T lenfosit ve
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oto-antikorlarin meydana gelmesi ile neticelenen 06ze tepkili lenfositlerin

aktiflesmesine katkida bulunur. (Abbas ve ark., 2022)

2.3.2. Genetik Faktorler

Otoimmiin hastaliklarin ¢ogu kalitimla korele olup; bunlarin i¢inde en biiyiik
katkiyt MHC genleri yapmaktadir. Siklik orani ya da rélatif risk, otoimmiin hastaligin
bir HLA alelini tasiyan ve tagimayan bireyler arasinda goriilme sikligir olarak
isimlendirilmistir. Saglikli bireylerde de polimorfik genler bulunmaktadir. Her bir
genin otoimmiinite gelisimine katkis1 azdir. Sonucunda, otoimmiin hastalik gelisimi
icin ¢ok sayida risk allelinin bulunmasi gerekir. Pek ¢ok insan ve hayvanlardaki
otoimmiin hastaliklar, MHC allelleri ile koreledir. Insan 15kosit antijenleri (HLA)
allelleri ile otoimmiin hastaliklar arasindaki korelasyon eskiden beri bilinmekte ve T
hiicrelerinin de bu hastaliklarda kritik rol aldiginin ilk kanitlarindan biridir. Belirli
HLA allellerini tasiyan bireylerde, tasimayanlara oranla c¢ok sayida otoimmiin
hastaligin insidansi ¢ok daha yiiksek olup bu hastaliklara ¢ogunlukla, HLA allelleri
(HLA-DR ve HLA-DQ) birliktelik gosterir. Bunun nedeni, smif II MHC
molekiillerini, immiin cevaplari regiile ettigi gibi proteinlere karst hem hiicresel hem
de hiimoral immiin cevaplarda rol alan CD4+ T hiicrelerinin fonksiyonlarini da
gozetlemesidir. Bazi otoimmiin hastaliklarda da HLA-dis1 (non-HLA) genler rol
alabilir. Bunlar, 6z toleransin yeterli olmamasina katkida bulunur. (Abbas ve ark.,
2022)

2.3.3. Enfeksiyonlar ve Diger Cevresel Faktorlerin Etkisi

Otoimmiin hastaliklarin gelisim gostermesine, enfeksiyonlar da neden olabilir.
Enfeksiyonlar 6ze tepkili lenfositleri etkin kilar ve birka¢ yolla otoimmiinitenin
gelisimine katkida bulunabilirler. Bir dokuda meydana gelen enfeksiyon, bulundugu
bolgedeki lokal dogal immiin cevabi harekete gegirir. Boylelikle, doku ASH’lerinde
es-uyaran ve sitokin iiretiminin yiikselmesine sebebiyet verir. Sonucunda, etkin hale
gecen ASH’ler dokuda karsilastigi 6z antijenlere kars1 6ze-tepkili T hiicrelerini stimiile

ederler ve bireylerde bu durum hastaliga neden olur. Tip-I interferon (IFN), viriislere
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karsi dogal immiin yanitta {retilen Onemli bir sitokindir. IFN’un Onemli bir
fonksiyonu; lenfositler ya da ASH ‘leri etkinlestirebilir. Ayn1 zamanda bu sitokinin
asir1 tretimi, sistemik lupus gibi 6nemli otoimmiin hastaliklarda goriilmesidir. (Abbas
ve ark., 2022)

Bazi patojen mikroorganizmalar, 6z antijenlerimize benzeyen veya capraz
reaksiyon gosteren peptidler meydana getirebilirler. Mikrobiyal peptidlere 6zgii
immiin cevaplar, 6z antijenlere 6zgii immiin saldirtya sebep olabilir. Molekiiler
benzerlik (mimicry), mikroorganizma peptitleriyle self-antijenlerimiz arasinda
gerceklesen onemli bir terim olup otoimmiin hastaliklarin gelisim gostermesindeki
katkisi, immiinologlarin ilgisini ¢ekmistir. Baz1 hastaliklarda, mikrobiyal proteinlere
karsi tiretilen antikorlar meydana gelebilir. Bu antikorlar, 6z proteinlere baglanabilir.
Bunun en giizel 6rnegi, romatizmal ates hastaligidir. Bu hastalikta, streptokoklara kars1
tiretilen antikorlar, miyokardiyal antijenlerle ¢apraz reaksiyona girerek kalp
hastaligina sebebiyet verirler. Enfeksiyonlara karsi gelisim gosteren dogal immiin
yant, 6z antijenlerin kimyasal yapisini degistirme Ozelligi gosterir. Ornegin
periondantal bakteriyel enfeksiyonlar, romatoid artrit hastalig1 ile beraber goriilebilir.
Enfeksiyonlar, dokuda hasara yol acabilir ve normalde bagisiklik sisteminden
saklanmig antijenlerin ortama salinmasmna da neden olabilir. Ornegin bazi saklh
antijenler (basta; testis veya gdz) immiin sistem araciligiyla yok sayilirlar. Bu
antijenlerin (enfeksiyon ya da travma sonucu) ortama salinmasi, dokuda otoimmiin
tepkimeyi baslatabilir. Bagirsak, cilt ve diger bolgelerde bulunan normal flora
bakterilerinin (mikrobiyom) cesitliligi ve fazlaliligi, bagisiklik sisteminin enerjik
kalmasini ve 6ze toleransin devamliligini da saglar. Son olarak, otoimmiiniteye diger
cevresel ve konake¢iya ait bazi faktorler de katkida bulunmaktadir. Kadinlarda,
erkeklerden nazaran ¢ogu otoimmiin hastalik daha sik goriilmektedir fakat bunun
sebebi halen ¢oziilememistir. Ornegin; SLE hastaligi, otoimmiin bir hastaliktir. Bu
hastalik; giines 151g1na maruziyet, 6z-niikleik asitlere ve niikleo-proteinlere kars1 oto-

antikor tiretiminin goriilmesi ile karakterizedir. (Abbas ve ark., 2022)
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2.4. Tolerojenik Dendritik Hiicreler

Son yillarda yeni immiinolojik tedaviler ile ilgili ¢alismalarin bir kismi
miyeloid diizenleyici hiicrelerin  immiin diizenleyici islevine odaklanmistir.
Immiinolojik hastaliklar, immiin homeostazin bozulmasi ve spesifik antijenler
tarafindan tetiklenen immiinolojik tepkiler ile karakterize edilmektedir. Mevcut
immiinolojik tedaviler, monoklonal antikorlardan kii¢iik molekiillere kadar degisen
immiinomodiilatorlerin ve immiinosupresanlarin kullanimini igerir. Diinya c¢apinda
yaklasik her 10 kisiden 1'inin (%7,6-9,4) otoimmiin hastaliklardan (Tip 1 Diyabet
(T1D), Romatoid Artrit (RA) , Multiple Skleroz (MS) ) muzdarip oldugu tahmin
edilmektedir. Otoimmiin hastalarda yapilan ¢aligmalar, lenfoid ve miyeloid hiicreler
dahil olmak iizere immiin hiicrelerin anormal aktivasyonunun, otoimmiinitenin hedef
organlarinda inflamasyona yol agtigini gostermistir. Otoimmiin hastaliklar igin
onaylanmis tedaviler, hastaligin sonuglarini verimli bir sekilde iyilestirebilen, ancak
diger yandan, genellikle ciddi yan etkilerle iliskilendirilen immiinomodiilator ve
immiinosiipresif ilaglarin 6miir boyu uygulanmasini igerir. Bu tedavilerde kullanilan
ilaglar spesifik degildir ve kronik enfeksiyon veya kanser gelisimi riskine yol acan
sistemik, genellestirilmis ve kalici bir immiinosiipresyona neden olabilir. Bu durumda
alternatif yaklagimlardan biri tolerans indiikleyici 6zellik kazandirilmis dendritik
hiicrelerin (DH) sistemik ve/veya lokal uygulanmasi olabilir. Dendritik hiicre bazli
terapotik yaklagimlar, 6z antijenlerin neden oldugu otoimmiin hastaliklarin tedavisinde
ve organ transplantasyonu sonrast alloimmiin toleranst saglamak i¢in
hedeflenmektedir.Sekil 2° de gosterildigi gibi gesitli stratejiler ile tolerojenik dendritik
hiicre (TolDH) iiretim c¢aligmalar1 yapilmaktadir. Sekil 3° de goriildiigi gibi
farmakolojik ajanlar  (deksametazon, VitD3, rapamisin, mikofenolik asit,
deoksipergualin (DSG), aspirin, retinoik asit, prostaglandin E2), immiin diizenleyici
sitokin kokteylleri (IL-10, TGF-p, GM-CSF), genetik modifikasyonlar ve/veya
apoptotik hiicreler ile DH’ler in vitro ortamda modifiye edilerek antijen spesifik
ToIDH iiretimi gelistirilmekte olan stratejilerdir. (Wekerle , Segev , Lechler &
Oberbauer ,2017)
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Sekil 3. Tol-DH ozellikleri

TolDH' lerin hem insanlarda hem de farelerde toleransi indiikleyebildigi
gosterilmistir. ilk olarak, T hiicreleri, T hiicresi reseptérii (TCR) ve MHC arasindaki
etkilesim yoluyla, bir ortak uyarici sinyal olmadan (DH' lerde T hiicresi CD28'in
CD80/CD86 ile baglanmasi), TolDH' ler tarafindan sunulan bir antijeni tanidiginda, T
hiicreleri IL-2 iiretemezler ve ¢ogalamazlar.(Jenkins,Schwartz,1987)ikincisi,
TolDH'lerde yardimcr inhibitor molekiillerin ekspresyonu, T hiicrelerinde

proliferasyonu baskilar ve klonal anerjiyi destekleyerek temasa bagli inhibitor
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sinyalleri yayar; bu da hiicreleri hareketsiz tutan hipotepkisel bir durumdur. Sekil 4’de
gosterildigi gibi bir¢ok TolDH, T hiicreleri tarafindan eksprese edilen programlanmis
hiicre 6liim proteini 1'e (PD-1) baglanan PD-L1 ve PD-L2'yi eksprese etmektedir
fosfataz SHP-1 ve SHP-2'nin alimini tetiklemektedir. Bunlar TCR ve CD28 sinyal
yolunu hedefler, ardindan klonal anerji ve Treg farklilasmasinin indiiklenmesi yoluyla
toleransi arttirmaktadir. ( Song ve ark. 2014 ) Aktive edilmis T hiicreleri ve Treg'ler
tarafindan eksprese edilen bir reseptor olan sitotoksik T-lenfosit ile iliskili protein 4
(CTLA-4) DH' ler iizerinde eksprese edilen CD80 ve CD86 molekiillerini baglayabilir
ve bunlarin transendositoz ve degradasyonuna aracilik edebilir. Bu nedenle, CTLA-4,
DH' ler tarafindan ifade edilen yardimci uyarict molekiilleri diizenleyerek, saf T
hiicrelerinin  hazirlanmasint ~ bozabilir. Ayrica, TolDH'ler, yiiksek CTLA-4
ekspresyonu ve antijene 0zgli baskilayici aktiviteye sahip CD4+ T ve CD8+ T
hiicrelerini indiikleyebilir. (Song ve ark. 2014 ) ; ( Sage ve ark. 2018 )

CD28 CD80/86 PD-1/  [PD-L1 (CTLA4| [cD8o/gs|
): 9
/
\ee .2
THR| 'MHC ‘
T hiicre tolDH T hiicre tolDH T hiicre tolDH

Sekil 4. Klonal Anerji

Sekil 5° de goriildiigii gibi ToIDH' ler birkag tolerojenik sitokin ve metabolit
tiretebilir. TolIDH' ler, triptofani tiiketmenin yani sira T lenfosit hiicre dongiisiinii bloke
edebilen ve hem farelerde hem de insanlarda apoptozu indiikleyebilen IDO enzimi
(triptofan1 birka¢ metabolite katabolize eden bir enzim) eksprese edebilmektedir.
Ayrica, bir triptofan kataboliti olan kiniirenin, farelerde Treg'lerin farklilagmasini
destekleyen Aril Hidrokarbon Reseptoriiniin (AHR) dogal bir ligandidir. ( Awasthi ve
ark.2007; Mascanfroni ve ark. 2013)
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Sekil 5. T hiicrelerinin metabolik modiilasyonu

Sekil 6’ da goriildiigii gibi ¢esitli TolDH tiirleri IL-10 iiretir ve hem efektor
hem de bellek CD4+ T hiicrelerinde in vitro anerjiyi ve IL-10, IFN-y ve TGF-
salgilayan Treg'lerin farklilasmasini indiikleyebilir. ToIDH tarafindan salgilanan
TGF-B ve IL-27, Treg olusumunu tesvik eden ve IL-10 salgilanmasini uyaran diger
pleiotropik sitokinlerdir. (Karakhanova, Bedke, Enk & Mahnke ,2011)
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Sekil 6. Anti-inflamatuar sitokin tretimi

Sekil 7° de goriildiigii gibi tolDH' ler klonal silinme yoluyla T hiicrelerini
dogrudan ortadan kaldirabilir. Ornegin, insan DH' lerinin Tiimér Nekroz Faktorii
(TNF) ile Iliskili Apoptozu indiikleyen Ligandi (TRAIL) ile T hiicrelerinin 6liim
reseptorleri arasindaki etkilesim, kaspaz yolunu aktive ederek apoptozisini tesvik
edebilir. Aktivasyonlari sirasinda T hiicrelerinde ekspresyonu artan Fas, TolDH' lerde
FasL' ye baglanabilir ve farelerde T hiicresi apoptozunu destekleyebilir. ( Xiao ve ark
.2008)
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Sekil 7. Klonal Silinme

TolDH'leri lipopolisakkarit (LPS) yoluyla yar1 olgun bir durumda uyarmak
fenotipi potansiyel olarak stabilize edebilir ve antijen sunumunu ve gociini
tyilestirebilir. Tolerojenik ve immiinojenik DH farklilasmasim1  saglayan
mekanizmalarin tam olarak anlagilmasi, bunlarin yeni tedavilerde uygulanmasi igin
esastir. TolDH 'ler, spesifik antijen toleransini etkili bir sekilde tesvik etmeleri ve
immiin yanitlar1 kontrol etme ve periferik toleransi arttirma yetenekleri nedeniyle uzun
stiredir potansiyel bir hiicre bazli immiinoterapi aract olarak kabul edilmektedir.
(Mucida ve ark. 2009 )

2.4.1. Tolerojenik Geri Bildirim Dongiileri

Diizenleyici bir popiilasyon tarafindan olusturulan bir tolerojenik sinyalin,
diger hiicre popiilasyonlarini, yine toleransi tesvik edebilen bir tolerojenik fenotipe
dogru yeniden gii¢lendirdigi siirec 'Bulasic1 tolerans' olarak adlandirilmaktadir. Insan
TolDH' leri, immiinosiipresif pleiotropik {retimini uyararak Treg ve Breg
indiikleyebilir ve yeniden programlayabilir. Fare modellerinde, Treg'ler bu siirecin
merkezinde rol alirlar. Insan TolDH'leri, immiinosupresif pleiotropik iiretimini
uyararak Treg ve Bregs'i indiikleyebilir ve yeniden programlayabilir. (Ochando ve
ark., 2019 )Ornegin, insan VitD3-TolDH’leri, otoantijene 6zgii Treg'leri in vitro
indiikler bu durum otoreaktif T hiicrelerini baskilamakla kalmaz, ayn1 zamanda
proinflamatuar DH'leri tolerojeneze dogru yeniden programlayabilir. Spesifik olarak,
TolDH'leri iceren ¢esitli immiin diizenleyici yollar, IL-10 {iretimi gibi, bir

tetikleyicinin tolerojenik ayak izinin aktarildigi bir siireci baslattig1 tolerojenik geri
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besleme dongiileri gorevi gorebilir. Hiicre temaslarini ve tolerans durumuna yol agan
immiinosupresif molekiillerin tiretimini iceren geri bildirim dongiilerinin varligi,

terapotik nedenlerle biiyiik onem tasimaktadir. ( Lee ve ark. 2002 )

2.4.2. DH'lerde Tolerogeneze Giden Yol: Transkripsiyonel Belirleyiciler

DH'lerin immiinojenik veya tolerojenik 6zellikleri dahil olmak {izere immiin
hiicre farklilagmasi transkripsiyon faktorlerine (TF'ler) ve epigenetik mekanizmalara
dayanan transkripsiyonel diizenleme gerektirir. DH'lerin farkli alt kiimelerinin
progenitorlerinden farklilagmasini ve bunlarin tolerojenik veya immiinojenik bir
kadere bagliliklarini belirleyen siiregler tam olarak olusturulmamustir. Farelerde, cDH
gelisiminin ana diizenleyicisi olarak TF PU.ltanimlanmistir. DH’ nin 6nemli bir
belirleyici olan PU.1 DH-SCRIPT" etkinlestirir ve cDH'yi pDH gelistirmeye hazirlar,
fare pDH'lerinde TF E2-2'nin kayb1, bunlarin cDH benzeri hiicrelere farklilasmasina
yol agar, bu TF'nin en azindan farelerde, pDH kimliginin korunmasinda siirekli bir rolii
oldugunu diistindiirmektedir. Ayrica, birkag TF, cDH alt kiimelerinin polarizasyonu
ile iligkilendirilmistir: BATF3, IRF8, NFIL3, ID2, NOTCH2, IRF4 ve KLFA4.
Tolerojenik 6zelliklerin kazanilmasi i¢in TF IRF4 ‘iin ¢ok Onemli oldugunu
kanitlanmistir. Yapilan ¢aligmalarda IRF4'in o6zellikle Treg iiretimi i¢in gerekli
oldugu ve NF-kB'nin proinflamatuar sitokinlerin ve antijen sunum proteinlerinin
ekspresyonunu indiikledigi goriilmiistiir. ( Ochando ve ark . 2019 )

Bazi ¢alismalarda da DH 'ler tarafindan immiin homeostazi ve toleransi igin
NF-kB sinyalinin gerekli oldugu Ongoriilmiistiir.  Niikleer reseptor yardimci
baskilayici 1 (NCoR1) tiikenmesi DH'lerde immiinomodiilator genlerin (IL10, IL2b,
IL27, IDOI1, vb.) ekspresyonunu arttirmaktadir bu yiizden murin cDH'lerinde
tolerojenezin ana negatif diizenleyicisi olarak tanimlanmistir. NCoR1, Treg gelisimini
diizenlemek i¢in dendritik hiicrelerde immiinojenik ve tolerojenik programi dogrudan
kontrol etmektedir. TF'ler, epigenetik modifikasyonlara yol acan spesifik genomik
bolgeleri hedeflemek icin epigenetik enzimlerle birlikte hareket eder. DNA
metilasyonu ve histonlarin translasyon sonrast modifikasyonu gibi epigenetik
isaretlerin hiicre fenotipini ve fonksiyonunu yonlendirebilecegi veya etkileyebilecegi

bilinmektedir. Birka¢ ¢aligma, DH tolerogenezinin elde edilmesinde farkli epigenetik
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mekanizmalarin roliinii gdstermistir. ~ Ornegin, histon deasetilaz (HDAC)11,
insanlarda ve farelerde DH'lerde 1L10 geninin ekspresyonunu negatif olarak
diizenlemektedir. ( Kleijwegt ve ark. 2011)

2.5. D Vitamini Metabolizmasina Genel Bakis

Mineral i¢ dengesinin korunumunda kilit rol alan vitaminlerden biri de D
vitaminidir. D vitamininin iki temel kaynagi vardir. Bunlar: D vitamininin diyetle
viicuda alinmasi ve giines 1s1g1na maruz kalan ciltte sentezidir.( Deluca ,2004 )

Diyetle alinan veya kutandz olarak verilen D vitamininin, aktif forma
cevirilebilmesi i¢in karaciger ve bobrekte iki metabolik modifikasyona ugramasi
gerekir. D vitamini Kkaracigerde, sitokrom P450 (CYP) vasitasiyla kodlanan, 25-
hidroksilaz enzimi araciligiyla hidroksilasyona ugrar ve bu tepkimeye bazi CYP
izoformlar1 da eslik edebilir. CYP27A1, CYP3A4 ve CYP2J3; 25-hidroksi-vitamin D
(25(0OH)D) olusumuyla neticelenir. 25(OH)D, uzun bir yari 6mre sahip olup,
dolasimdaki ana metabolitlerden biridir. Metabolizmanin ikinci basamagi
bobreklerdir. Bobrekler; kalsiyum/fosfor diizenleyici hormon, paratiroid hormonu
(PTH) araciligryla stimiile edilen ve 1a-hidroksilasyonun (CYP27B1'in aracilik ettigi)
olustugu ve bir organdir. En aktif metabolitlerden biri de 1,25-dihidroksivitamin D3
(1,25(0OH)2D3)’tir. CYP27B1  araciligiyla dontisim  1,25(0OH)2D3  iiretir.
1,25(0OH)2D3’tin gen {lizerindeki Onemli bir fonksiyonu, CYP24Al'in gen
ekspresyonunu giiclii bir sekilde indiikleme 6zelligi gostermesidir. 1,25(0OH)2D3 diger
onemli fonksiyonlari arasinda; bagirsakta kalsiyum ve fosfat emiliminin regiilasyonu,
kemikten kalsiyum mobilizasyonu ve bdbrekte kalsiyumun yeniden emilimi
bulunmaktadir. ( Christakos, DeLuca 2011 ) Ayni zamanda, bu metabolitin viicutta
farkli immiin etkileri de mevcuttur. Insan VDR geninin, birka¢ polimorfizmi
mevcuttur. Bunlar ya uzun bir f-VDR ya da daha kisa bir F-VDR olmak iizere, farkli
ozelliklere sahip VDR proteinleri ile neticelenir. (Bartels ve ark., 2010) Bir grup
aragtirmaci, insan mDH'lerinde IL-12 promotor aktivitesini degerlendirmistir.
Sonucunda, F-VDR'nin varliginin NF-kB ekspresyonunda, aktiflestirilmis T-hiicreleri
(NFAT) giidiimlii transkripsiyonun niikleer faktoriinde ve yiiksek IL-12p40 promotor
aktivitesinde bir yiikselise neden oldugunu bildirmislerdir. 1,25(OH)2D3, vitamin D
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reseptoriine (VDR) baglanma 6zelligi gosterir. Enflamatuvar cevaplart denetleyen
genlerin hem aktivasyonuna hem de baskilanmasina neden olan farkli gen
transkripsiyon faktorleriyle VDR kompleksi etkilesebilir. Transkripsiyon faktorii
aktivator protein 1 (AP1) aracilifiyla VDR baglanmasinin islevi kolaylastirilabilir.
VDR i¢in 6ncii faktorler olarak faaliyet gosteren, transkripsiyon faktorleri arasinda;
Forkheadbox protein Al (FOXA1) veya Spi-1 proto-onkogen (SPI-1) tarafindan
kodlanan hematopoetik transkripsiyon faktorii PU.1 yer alir. Aym1 zamanda VDR

agonistleri, bir immiin-baskilayic1 molekiil rolii de alabilir. (White ,2012)

Aktivasyon sinyali

' ﬁ CCR7 6

Olgunlasmamis DH Olgun DH Lenf nodu
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i ii ccL19
Diisiik CD80, 83, 86, 40, Ylfll:se: antijen sunumu ﬁ e
OXAOL{TNFSF4) Viiksek CD80, 83, 86, OX40L
Yiiksek yanit CCL3, CCL4, CCLS, CCL20 Disiik yanit CCL3, CCL4, CCLS, CCL20
VDR
AGONISTI

Sekil 8. Dendritik hiicre (DH) islevinde D vitaminine genel bakis.

2.5.1. DH'ler Olgunlasma — Es uyarim

Insanlarda farkli uyaranlar tarafindan iiretilen sinyal kodlariyla, DH'lerin
fenotipindeki modifikasyonlar degisiklik gosterebilir. Insan DH maturasyonunu;
1,25(0OH)2D3 ve VDR regiile edebilir. Yapilan bir ¢aligmada, farklilasan insan ve fare
monositlerinin 1,25(0OH)2D3'e maruziyeti, antijen yakalamada yer alan molekiillerin
ekspresyonunu yiikseltmis, DH farklilasmasinin ve maturasyonunun inhibisyonuna
neden olmustur. Ayn1 zamanda, Treg sayisinda artis1 stimiile ederler, CD4+ T
hiicrelerini direkt etkilerler. IL-10'u regiile ederler ve tiimor nekroz faktorii-o (TNF-o)
ve interferon y (IFN-y) sitokin seviyelerini azaltirlar. Boylelikle, bu molekiiler

farkliliklar farelerde ve insanlarda DH'ler ve T hiicreleri arasindaki inhibisyon ve
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etkilesiminde gorev alabilirler. Bir diger yapilan in-vivo ve in-vitro deneylerde,
1,25(0OH)2D3 metabolitin kullaniminin; CD40, CD80 ve CD86 ve interlokin-12 (IL-
12)’nin ekspresyon seviyelerini azalttigi gézlenmis ve gelismis tolerojenik fenotipe
sahip fare ve insan mDH'lerini indiikleyebilecegi bildirilmistir. Ek olarak,
1,25(0H)2D3; insan mDH'lerinde CCL17 ve CCL22 kemokinlerini stimiile etme
ozelligi gosteren bir etkiye de sahiptir. (Mathieu & Adorini, 2002)

Sekil 8 de gosterildigi gibi CD4+ Foxp3+ diizenleyici T hiicrelerini
indiiklemek i¢in DH'ler araciligiyla immiinoglobulin benzeri transkript 3 (ILT3)
ifadesine gerek vardir. Arastirmacilar yaptiklari bir ¢aligmada; 1,25(OH)2D3'"lin,
olgunlagmamis ve olgun insan DH'leri lzerinde ILT3 ekspresyonunun up-
regiilasyonunu indiikleyebildigini bildirmislerdir. NF-«kB, tiim hiicre tiplerinde
bulunan bir transkripsiyon faktorii olup immiin sistemde kritik rol alan bir
enflamatuvar genlerdir. NF-xB; VDR ile ayni niikleer reseptor ailesini baglayan birgok
anti-enflamatuvar ve immiin baskilayict ajan i¢in hedef haline gelmistir. IL-12, tip |
IFN'ler, CCL7, kemokin reseptorii 22 (CCL22) tiretimi ve MHC simif II molekiilleri,
CD40, CD80, CD86 ve ILT3'in ekspresyonunu; NF-kB, (Nuclear Factor kappa B)
aktivitesinin diizenledigi, yapilan calismalarda bildirilmistir. Yapilan bir diger
calismada aragtirmacilar, 1,25(OH)2D3 ile tedavi edilen insan mDH'lerinin, NF-
kB'nin p65 alt biriminde niikleer translokasyonun diisiise ugradigini bildirmislerdir.

(Halteren ve ark. 2004)

2.5.2. DH Sitokin Uretimi

Sekil 9° da gosterildigi gibi yapilan calismalar neticesinde; 1,25(0OH)2D3 ile
stimiile edilen DH'lerin, IL-10 {iretimini yiikselttigi ve TNF-a, IFN-y, IL-12 gibi
proenflamatuvar sitokinlerin saliniminin inhibisyonunu sagladig: bildirilmistir. CD14
monosit/makrofaj belirtecidir. CD14’tin ifadesi; 1,25(OH)2D3'e maruz kaldiktan
sonra yiikseldigi bildirilmistir. (Penna ve ark. 2007)

Insan kanindan tiiretilen mDH'ler, 1,25(0OH)2D3'e maruz birakilmis ve hem
interlokin-12p70 (IL-12p70) hem de interlokin-12p40'm (IL12-p40) CD40 ile
tetiklenen iiretimini inhibe etmistir. Hem IL-12 hem de IL-23'G meydana getirmek

tizere heterodimerize olan, IL-12p40 zincirinin meydana gelen inhibisyonu, Thl ve T

25



helper 17 (Th17) hiicrelerinin gelisiminde 6nemli bir diisiis ile neticelenmistir. Bir

diger yapilan ¢alisma; fare LC’leri 1,25(OH)2D3'e maruz birakilmistir. Sonucunda;

IL-18, CCL3, CCL4 ve CCL5 iretiminin up-regiilasyonunu bildirmistir.

1,25(0OH)2D3 uyarimi, Thl gelisiminin inhibisyonunu saglar ve IL-2, IFN-y'nin

transkripsiyonel baskilanmasiyla neticelenen mDH'leri de etkiler. (Etten ve ark. 2007)
IL-10, IL-8 IL-6, IL-12p40,

CCL3, CCL4, CCL22, . IL1-B, CCL3, Migrasyon ve
ILT3, RA(CD103+) RALDH2, RA, IL-10 Degisim yok CCL4 ve CCLS IL-10

I I I I I

1,25 dihydroxyvitamin D3

| | | | L

IL-12p70ve 40,  1qip 1.6, TNF-a  Degisim yok IL-10, IL-1
IL,6, IL-23, IFN-y, ccL17,
TNF-a, CCL-5, ccL22

CCL17

“ W © X

CD8a/CD103*/CD141* CD 11b/CD1c” plazmasitoid DH Langerhans hiicreleri CD14 DH

Sekil 9. 1,25(0OH)2D3"in farkli DH altkiimelerinde interlkinler, sitokinler ve diizenleyici molekiillerin
ekspresyonu tlizerindeki etkisi

2.5.3.D3 Vitamini Kaynakh Tolerojenik Dendritik Hiicreler (VITD3-toIDH)

TolDH'leri iiretmeye yonelik yaklasim, yagda ¢oziinen bir hormon 6zelligi
gosteren vitamin D3'i (VitD3) kullanmaktir. D3 vitamininin aktif metaboliti 1a,25-
dihidroksi vitamin D3 (10,25(0OH)2D3)’diir. En 6nemli 6zelligi, gliglii bir dogal
modiilatordiir. Arastirmalar sonucunda; DH' ler VitD3 ile muamele edilmis; 1L-10
tiretimi, sinif II MHC-aracili antijen sunumunun diisiik ekspresyonu (6rn: HLA-DR)
ve uyarict molekiiller (CD80, CD86) diisiik ekspresyon sergiledigi bildirilmistir.
Vitamin D3 ile indiiklenen TolDH' lerin (vitD3-TolDH' ler) T hiicre cevaplarinin
inhibisyonunu sagladigi veya diisiirdiigli ve immiin cevabi1 bir TH2 profiline
dontistiirdigii bildirilmistir. VitD3-DH' ler; programlanmis 6liim ligand (PD-L1, PD-
L2) ve immiinoglobulin benzeri transkript (ILT)-3/-4 gibi inhibitér molekiillerinin
ekspresyonu yiikselir, IL-10, CCL22 gibi diizenleyici sitokinlerin liretimini indiikleme

Ozelligi gosterir. Ayn1 zamanda; TGF-B, TNF-a ve IL-12 iiretiminde diisiis gozlenir.
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VitD3-TolDH' ler, diisiise ugrayan NF-kB aracili aktivite ve yiikselen mTOR aracilt
glikoz metabolizmas: ile de benimsenir. VitD3-TolDH'ler sonug¢ olarak, T
hiicrelerinin davranisin1 degistirme 6zelligi gosterir. Yapilan caligmalar sonucunda,
tolDH'lerin toleransli karakterizasyonlarin1 muhafaza ederken, gog¢ aktivitesini ve
antijen sunumunu stimiile etmek i¢in LPS aktivasyonunun gerekli oldugu fikrini ileri
stirmiislerdir. DH'leri CCL19'a cevap olarak ikincil lenf diigiimlerindeki T hiicre
alanlarina go¢ etmeye CCR7 kemokini yonlendirir. LPS ile etkinlestirilen TolDH'ler,
CCL19'a cevap olarak CCR7'ye bagl bir gog sergiler.( Zubizarreta ve ark.,2019 )
Ancak etkinlestirilmemis ToIDH'ler diisiik bir CCR7 seviyesi gosterir ve go¢ meydana
gelmez. Yapilan aragtirmalar, genellikle DH gogiine odaklanmis ve farkli sonuglar
bildirilmistir. DH'nin  farkli yontemleri, tedavi ve go¢ analizi ile aydinhga

kavusturulabilir. (Ferreira ve ark. 2012)

2.6. Glukokortikoidler

Glukokortikoidler (GC) su anda mevcut olan en giiglii immiinosiipresif ve
antiinflamatuar ilaclar arasindadir. Allogreft reddi, romatoid artrit ve astim dahil
olmak {izere hem Th-1 hem de Th-2 ile iliskili inflamatuar hastaliklarin tedavisinde
etkilidir. Yapilan c¢aligmalarda GC'nin terapétik etkileri baslangigta T hiicreleri
tizerindeki gii¢lii inhibitdr etkisi oldugu goriilmiistiir. Ancak su anda antijen sunan
hiicrelerin (APC) de GC'den giiclii bir sekilde etkilendigi yapilan g¢alismalarda
goriilmistiir. GC'nin monositler ve makrofajlar tarafindan proinflamatuar sitokinlerin
tiretimini azalttigi ve ayrica DH fonksiyonunu etkiledigi gosterilmistir. (Coutinho &
Chapman ,2010)

Eksojen olarak uygulanan GC'nin yaninda, endojen GC de 6nemli bir fizyolojik
rol oynar. GC'nin, merkezi sinir sistemi ile dogustan gelen bagisiklik sisteminin
diizenlenmesi arasinda onemli bir baglant1 vardir. Endojen GC, aktif 11-hidroksi
(kortizol) veya aktif olmayan 11-keto (kortizon) formu olmak {izere iki farkli formda
bulunur. Endojen GC aktivitesinin diizenlenmesi, 11p-hidroksisteroid dehidrogenaz
(11B-HSD) enzimi yoluyla yapilir, bu enzimin tip-2 formu (bobrek ve fetiiste yiiksek
oranda eksprese edilir) dehidrojenasyon yoluyla kortizolii inaktive edebilir. Tip-1

enzimi rediiktaz aktivitesine sahiptir ve kortizondan kortizol iiretir. (Beas ve ark. 2019)
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Yapilan ¢alismalarda olgunlasmamis DH'lerin insan monositlerinden veya fare
kemik iligi hiicrelerinde 11B-HSDI1'i ifade etmeye basladigr gosterilmistir. DH
kiltiirlerine fizyolojik inaktif kortizon konsantrasyonlar1 eklendiginde, bu, bir 11p-
HSD inhibitorii tarafindan 6nlenebilecek bir etki olan kortizol iiretimi yoluyla DH

aktivasyonunu inhibe eder.

2.6.1 Deksametazonun immiin Diizenleyici Etkileri-Sitokinler

Dex DH'lerin aktivasyonu, 1L-6, TNF-a, IL-1B ve IL-12 dahil olmak iizere
proinflamatuar sitokinlerin {iretiminin azalmasina neden olmaktadir. Deksametazon
antiinflamatuar sitokin IL-10'un {iretiminin artmasina da neden olur. IL-10 ve IL-12
arasindaki denge T hiicresi aktivasyonu i¢in dnem tasimaktadir. Dex ile islenmis DH,
ERK kinazin fosforile edilmis formunun ekspresyonunda artis gozlenir ve IL-10
tiretimi, ERK inhibitorii PD98059 tarafindan inhibe edilir. (Mozo & Gutiérrez ,2004 )
Dex ile tedaviden sonra monositler de dahil olmak iizere diger hiicrelerde artan bir IL-
10 iiretimi gézlemlenmistir. Ayrica diger sitokinlerin ve kemokinlerin tiretimi de GC
ile tedaviden etkilenir. CCLI18, alternatif olarak aktive edilmis makrofajlarla
iligkilendirilmis bir kemokindir. Yapilan calismalarda IL-10 ve VitD3'lin insan
olgunlasmamis moDH tarafindan CCL18 ekspresyonunu arttirdigi gosterilmistir.

(Xing ve ark. 2010)

2.6.2 .Dex-DH'nin in Vivo Kullanimm

DH'nin immiin diizenlemedeki rolleri goz oniine alindiginda, bu hiicreler
hiicresel immiinoterapi igin biiylik bir potansiyele sahiptir. DH’ler tiimor terapisinde
veya enfeksiydoz ajanlara karsi asilama stratejilerinde istenildigi gibi, bagisiklik
tepkisinin giiclii bir sekilde uyarilmasi yoniinde calisabilir. Bununla birlikte, negatif
asilama i¢in, yani spesifik bagisiklik tepkilerinin bastirilmasi i¢in de DH’ler,
otoimmiinite veya transplantasyon durumlarinda kullanilmaktadir. ~ DH 'nin
olgunlagsma asamasinin kontrol edilmesi kritik Sneme sahiptir. in vitro bulgulara dayal:
olarak Dex, DH 'yi olgunlasmamis bir durumda dondurmak ve bunlarin in vivo

tolerojenitesini arastirmak i¢in kullanilmaktadir. (Anderson ve ark. 2008)
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2.6.3 Deksametazon/VitaminD3-Tolerojenik Dendritik Hiicreler (DEX/VITD3-
tolDH)

Glukokortikoidler (GC' ler), farkli klinik ortamlarda immiinosiipresif ve anti-
inflamatuar ajanlar olarak yaygin olarak kullanilmaktadir. Kortizon, 1948'de RA
hastalarina uygulanan ilk GC'dir. GC'ler; astim, dermatit, otoimmiin hastaliklar ve
inflamasyonun tedavisi ile ilgilidir. GC' ler DH' ler {izerindeki immiinosiipresif
etkileri, temel olarak, diizenleyici sitokinlerin artan salgilanmasina, inflamatuvar
sitokinlerin inhibisyonuna ve hiicresel bagisikliga ve TolDH' lerin indiiklenmesine yol
acan NK-kB ve AP-1 gibi anahtar inflamatuar sinyal yollarinda ve transkripsiyonel
diizenleyicilerde etki gosterir. Bu hiicrelerin TolDH' lere yeniden programlanmasi, T
hiicrelerinin agir1 duyarliligina ve Treg'lerin genislemesine neden olmaktadir.
Deksametazon ve diger uyaranlarla, yani IL-10, TGF-f, VitD3 veya prostaglandin E2
ile olugturulan TolDH' ler, stabil bir fenotipe sahiptir, yilksek MHC smif 11, CD80 ve
CD86 seviyeleri, diisiik CD40 ekspresyonu ve yiiksek seviyelerde IL-10 ifade eder ve
TGF-B, zayif T hiicre stimiilasyonu ve daha tolerojenik bir fenotipe gecis ile
sonuglanir. Dex-tolDH 'ler CD209'u ifade eder ve diisiik bir CD1a ve CD14 ifadesine
sahiptir. (Osorio ve ark. 2015)

2.7. A151 ODN (Oligoniikleotid) ile Indiiklenen Dendritik Hiicreler

DNA'nin immiin reaksiyonlar1 inhibe etme yetenegi ilk olarak fosforotiyoat ile
modifiye edilmis ODN c¢alismalarinda gozlenmistir. 1998'de Krieg ve ark. bazi
adenoviriis serotiplerinden gelen DNA'nin, TLR ile indiiklenen immiin aktivasyonunu
asag1 reglile edebilen "immiinoinhibitér" motifler icerdigini bildirmistir. Bu
aktivitenin ¢ogu, genisletilmis G ve C acisindan zengin sekans motiflerinin varligiyla
baglantilidir. Memeli DNA caligsmalarinda, Giirsel ve ark. immiin supresyona biiyiik
6l¢iide memeli telomerlerinde bulunan tekrarlayan TTAGGG motiflerinin aracilik
ettigini bulmustur. Immiinomodiilatér komensal bakterilerin genomlarmin artik
baskilayict DNA motifleri igerdigi bilinmektedir. (Bayik &Gursel & Klinman ,2016)

Sekil 10 da gosterildigi gibi A151, memeli telomerlerinde yiiksek frekansta
bulunan tekrarlayan 6geleri taklit etmek i¢in tasarlanmis dort TTAGGG motifinden
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olusmaktadir. Dendritik hiicrelerin, telomerik DNA, makrofajlarin, dendritik
hiicrelerin, B hiicrelerinin ve T hiicrelerinin ¢oklu alt gruplarinin aktivasyonunu ve
farklilasmasini inhibe eder. (Giirsel ve ark .2003 )

A151, baslangicta A151 ile CpG ODN'nin TLR9'a baglanmas i¢in bakteriyel
DNA tarafindan indiiklenen bagisiklik uyarimin1 bloke eder. Yapilan calismalar
A151'in genis immiinosupresif aktivitesinin, oncelikle STAT fosforilasyonu iizerinde
etkisi olabilecegini gostermektedir. STAT proteinleri, birgok bagisiklik hiicresi tipinin
olgunlagsmasini etkileyen transkripsiyon faktorleridir. TLR4 ile uyarilan makrofajlar
lizerinde yapilan ¢aligmalarda A151'in STAT1 ve STAT4'in fosforilasyonuna
miidahale ettigine dair kanitlar elde edilmistir. STAT3 fosforilasyonunun inhibisyonu
daha sonra saf CD4 T hiicresi farklilasmasi ¢caligmalarinda gézlenmistir. A151, fosfo-
STAT3'lin negatif diizenleyicisi olan SOCS3'lin olusumunu bloke ederek Thl17
hiicrelerinin olusumunu destekler. A151 ayrica Treg'lerin olusumunu da destekler . (
Bode, Yang, Kiu,& Klinman,2013 ) Bu, A151'in, saf CD4+CD25— T hiicrelerinin
CD4+CD25+FoxP3+ iTreg'lere farklilagmasini saglayan STAT1 fosforilasyonunu
bloke etmedeki dogrudan etkisinden ve A151'in aksi takdirde Treg olusumunu
azaltacak olan LpDH olusumuna midahale ettigi dolayli bir etkiden
kaynaklanmaktadir.( Bouladoux ve ark.2012 ; Bode, Wang, & Klinman 2014 ) Insan
B hiicreleri iizerinde yapilan c¢alismalar, A151'in B hiicresi aktivasyonunu, Ab
iretimini ve plazma/hafiza hiicrelerinin olusumunu baskilayabildigini gostermektedir.
Bu aktivite, A151'in, B hiicrelerinde smif degisimini ve somatik mutasyonu
diizenledigi bilinen AICDA'y1r (aktivasyon kaynakli sitidin deaminaz) baskilama
yeteneginden dolayidir. ( Sackesen ve ark. 2013)

AIM2 ve IFNg ile indiiklenebilir protein-16 (IFI16), sitozolik bakteriyel ve
viral dsDNA'y1 tantyan DNA baglayici proteinlerdir. Bu proteinlerin aktivasyonu, pro-
IL-1B ve pro-IL-18'in fonksiyonel formlarina béliinmesine aracilik etmek i¢in kaspaz-
1'i kullanir. (Rathinam ve ark .2010 ; Unterholzner ve ark. 2010 ) A151 dogrudan
AIM2'ye baglanir ve bu da ASC'nin kullanilmasindan sonra ve enflamasyon
kompleksinin birlesmesini 6nler. (Kaminski ve ark .2013) Bu nedenle, A151'in ¢oklu
hiicre tiplerinin farklilasmasin1 ve aktivasyonunu genis 6lciide baskilama yetenegi,

coklu sinyal yollar1 iizerinde hareket etme kabiliyetinden kaynaklanmaktadir
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Sekil 10. ODN A151, bagisiklik sisteminin hiicresel elemanlari lizerinde ¢esitli etkilere sahiptir
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3. GEREC VE YONTEM

Bu yiiksek lisans tez ¢alismasi, Bursa Uludag Universitesi Hayvan Deneyleri
Yerel Etik Kurulu 27.09.2022 tarihli 2012-13/05 nolu karar sonucu alinmis izin

sonrasinda gergeklestirilmistir.

3.1. Cahismada Kullanilan Maddeler

Bu tez kapsaminda ¢esitli kimyasallar ve biyolojik malzemeler kullanilmistir.
Bu malzemeler, ait olduklar1 firmalar ve iilkeleri asagida siralanmistir.

Fosfat tamponlanmis tuz ¢ozeltisi (PBS) (EUROIMMUN, Almanya); Fotal
Buzagi Serumu (FBS) (Biowest, Fransa); Penisilin-Streptomisin (Biowest, Fransa);
RPMI 1640 (Biowest, Fransa),FACS Flow Cell Wash (BD, ABD); Anti fare CD80
(klon: [16-10A1]) monoklonal antikor (mAb) elabscience ABD), Anti fare CD86
(klon: (B7-2) (PO3.1) monoklonal antikor (mAb) Tonbobio , ABD), Anti fare CD11c
(klon: (N418) monoklonal antikor (mAb) Tonbobio ,ABD), Anti fare CD11b (klon:
(M1/70) monoklonal antikor (mAb) Tonbobio, ABD), Tripan mavisi (Sigma, ABD),
1A,25-dihidroksi vitamin D3 (Sigma, ABD), Minosiklin Hidrokloriir (Sigma,ABD),
deksamatazon (Sigma,ABD), A151 ODN oligoniikleotid (invivogen ,ABD )

3.2 Hazirlanan Tampon Ve Cozeltiler

PBS Cozeltisi: Steril PBS tablet 1000 mL dH20O’ya eklenerek (1X) partikiil
kalmayacak sekilde manyetik karistiricida ¢6ziildii ve otoklavlanarak sterilize edildi.

Daha sonra oda sicakliginda (25°C) muhafaza edildi.

Tam RPMI 1640 Hiicre Kiiltiirii Ortam: L-glutamin iceren RPMI 1640 iizerine
steril alanda son konsantrasyonu %10 v/v olacak sekilde FBS (isi-inaktive), %1 viv

olacak sekilde de penisilin/streptomisin eklenerek iyice karismasi saglandi ve +4°C’de
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saklandi.

Tam DMEM Hiicre Kiiltiirii Ortam: L-glutamin iceren DMEM {izerine steril
alanda son konsantrasyonu %10 v/v olacak sekilde FBS (1si-inaktive), %1 v/v olacak
sekilde de penisilin/streptomisin eklenerek iyice karismasi saglandi ve +4°C’de

saklandi.

Tripan Mavisi Cozeltisi: Steril ortamda tartim isleminin sonrasinda 1X PBS
yardimiyla 0.4’liikk ¢ozelti hazirlandi ve 0.22 pum’lik filtreden gegirilerek oda
sicakliginda (25°C) muhafaza edildi.

la-,25-dihidroksivitamin D3 (D3) Cozeltisi: Toz seklinde alinan 10 pg D3, {izerine
1,2 ml saf etanol eklenerek konsantrasyonu 20 uM olan stok ¢ozelti olusturuldu ve

alikotlanarak -80°C’de saklandi.

Deksametazon cozeltisi: Toz seklinde alinan 100 MG iizerine 4 ml metanol eklenerek
63700 UM olan stok ¢ozelti olusturuldu. Konsantrasyonu 500 uM olacak sekilde ara

stok hazirlandi.

3.3 Dendritik Hiicre izolasyonu

Sekil 11° de gosterildigi gibi dendritik hiicre eldesi i¢in C57BL/6J ve Balb/c
tiri fareler sevofluran ile bayiltildi ve servikal dislokasyon uygulandi. Fare femur
veya tibiasindan ex vivo ortamda elde edilen kemik iligi hiicreleri eritrosit ve
lenfositlerden arindirildiktan sonra 20 ng/mL fare rekombinant Graniilosit Makrofaj
Koloni Uyarici Faktor (GM-CSF) ve Interlokin 4 (IL-4) ile inkiibe edildi. 2 giinde bir
GMCSF ve IL-4 ile uyarimlar1 yapildi.
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C57BL/6 ve Balb/c tilril
farelerin femur ve tibia
kemiginden insiilin inngasiyla
besiyeri kullamilarak kemik iligi
oncil hiicreleri kemik iginden
alnir,

50 ml falkona toplanir ve
2000 RPM ' de iig kez
yikama yapilir.

Hiicreler tripan mavisi boyas: ile thoma
kullanilarak sayilir ve flask bagina maksimum
60.000.000 olacak sekilde ekim yapilir.Ekim
yapilirken GM-CSF ve IL-4 eklenir.

Sekil 11. Dendritik Hiicre izolasyonu

Sekil 12. C57BL/6 Flask 7.Giin Sekil 13. C57BL/6 6 Kuyulu Plak 6.Giin Dendritik Hiicre
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Sekil 14. BALB/c Flask 7.Giin Sekil 15. BALB/C 6 Kuyulu Plak Dendritik Hiicre 6. Giin

3.4 Hiicre Sayimi

Tam RPMI ortaminda bulunan hiicreler pipetaj yapilarak iyice siispanse hale
getirildi. Bu hiicre siispansiyonunun igerisinden 10 pL alinarak eppendorf tiipiin
igerisinde 10 pL tripan mavisi ¢ozeltisi ile karistirildi. Bu karisim Thoma lami
tizerine pipetlendi ve lam-lamel arasinda yayilmasi saglandi. Her sayim islemi i¢in
Thoma lamu {izerindeki 4 alan rastgele segildi ve bu bolgelere karsilik gelen canli
hiicreler sayilarak aritmetik ortalamasi alindi. Kullanilan Thoma laminin sayim
haznesindeki karelerin boyutu 0,1 mm x 0,1 mm olup lam ile lamel arasindaki
uzaklik yani yiikseklik ise yine 0,1 mm’dir. Bu nedenle hiicrelerin aritmetik
ortalamasi on ile carpildi. Elde edilen deger, sulandirma katsayis1 olan iki ile ve
sayilan 4 kareden dolayi 4 ile ¢arpildi ve daha sonra mL basina diisen hiicre sayisini
bulmak i¢in 1000 ile ¢arpildi. Sonug olarak 1 mL hacimdeki hiicre sayist bulundu.
Tripan mavisi 6lii hiicreleri boyadigi icin Thoma laminda boyanmayan hiicreler canli

olarak kabul edilip sayildi ve hesaplamalar buna goére yapildi.
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3.5 Dendritik Hiicre, Makrofaj ve RAW.264.7 Hiicrelerinin Canlhiik Analizi

Otofloresan Pl Boyal
Dendritik hicre Dendritik hiicre

Sekil 17. Canlilik analizi
Sekil 17° de gosterildigi gibi elde edilen dendritik hiicreler, makrofaj ve

RAW.264.7 hiicreleri 100’er pl olacak sekilde sekil ¢ daki gibi hazirlanan akim
sitometri tiiplerine dagitildi. Daha sonra 1ul PI (Propidyum lodiir) eklendi ve
vorteklendikten sonra 10 dk oda sicakliginda ve karanlik ortamda inkiibe edildi.
Inkiibe siiresinden sonra (2000 rpm 5 dk) santrifiij edildi. 150 pl PBS iginde siispanse
edilerek BD FACS ARIA III (BD, ABD) akim sitometri cihazinda analiz edildi.

3.6. Dendritik Hiicre / Makrofaj/ RAW.264.7 Hiicre Hatti Karakterizasyonu

Calismamizda CD11c, CD80 ve CD86 belirtecleri analiz edildi. Hiicreler akim
sitometri tiiplerine topland1 ve belirtilen antikorlar ile isaretlendi. Antikorlar
eklendikten sonra vortekslendi ve 45 dk 4 C° karanlikda inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyon siiresi bittikten sonra 2 ml PBS konuldu, santrifiij (2000 rpm, 5 dk) edildi
ve slipernatan atildi. Tiiplere 150 pL. PBS eklendi ve vortekslendi. Sekil 18 ve Sekil
19 da gosterildigi gibi hiicreler flow sitometri cihazinda analiz edildi. CD11c, CD80
ve CD86 belirteclerinin pozitif olan hiicrelerin ylizdesi belirlenirken ilk olarak tek tek
diisen hiicreler kapilandi. Forward scatter (FSC)-A ve FSC-H grafiginden diagonal
alanda sa¢ilim gosteren hiicreler analiz edildi. Bu hiicrelerden graniilarite (side scatter-

area, SSC-A) ve boyutlar1 (FSC-A) goz oniine alinarak yeni bir grafik daha ¢izildi ve
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istenilen hiicreler yeniden kapilandi.
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Sekil 18. Makrofaj % Kapilama Stratejisi

3.7 .Dendritik Hiicrelerin Uzerine Farmakolojik Ajanlarin Eklenmesi

Sekil 20’ de gosterildigi gibi C57BL/6 ve Balb/c farelerinden kemik iligi
izolasyonu yapildiktan sonra elde edilen hiicreler flasklara ekildi. GM-CSF ve IL-4 ile
2 giinde bir uyarim yapildi. 7. Giiniin sonunda siispanse kisimdaki hiicreler 6 kuyulu
plaklara ekildi. 6 giin yapismasi beklendi. Daha sonra vitamin D3, deksametazon,
minosiklin, A151 ODN gibi farmakolojik ajanlar eklendi.
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Uyarim Zamanlar

a6t Balb/C ogin 2g0n agin 6gin

7. glinde siispanse kisimdaki

" C57BL/6 ve Balb/C Granilosit makrofaj koloni hiicreler toplanir.
farelerinin femur ve tibia 7’ uyanc fakidr ve IL-4 le
kemiginden kemik iligi ‘ RN Uyanmyapil. 3
izolasyonu yapilir. ‘ /K .
femur  tibia — / .
\P /
.
- : 0
1 2 3 )
——
2 giinde bir GM-CSF ve IL-4 ile A -
uyanma devam edilir.6. giinde
farmakolojik ajanlar eklenir. S 2000 RPM' de 5 dakika santrifilj
edilir.

Thoma laminda hiicre sayimi yapildiktan
sonra kuyu bagina 800.000 hiicre olacak
sekilde ekilir.

Sekil 19. Dendritik hiicrelerin {izerine farmakolojik ajanlarin eklenmesi

3.8. Kemik 1ligi Tiirevli Makrofajlarin izolasyonu ve Kiiltiirii

Sekil 21°de gosterildigi gibi makrofaj eldesi i¢cin C57BL/ 6J ve Balb/c tiirii
fareler sevofluran ile bayiltilip servikal dislokasyon uygulandi. Fare femur veya
tibiasindan ex vivo ortamda elde edilen kemik 1ligi hiicreleri eritrosit ve lenfositlerden
arindirildiktan sonra 20 ng/mL fare rekombinan GM-CSF ve IL-4 ile inkiibe edildi. 2
giinde bir uyarimlar1 yapildi. 7.giiniin sonunda flaska yapisan hiicreler 6 kuyulu
plaklara ekildi. 2 giin yapigsmasim1 bekledikten sonra {iizerine 1,5 pM

konsantrasyonunda A151 ODN isimli immiinsiipresif bir oligoniikleotid eklendi.
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Uyarim Zamanlari

C57BL/6 Balb/C Ogin 2gin 4gin  6gin > E
Flaskin yiizeyine
’ yapisan hiicrelerin
= iizerine 600 ul tripsin
s p _ Granllosit makrofaj koloni  -EDTA eklenir
‘ kemiginden kemik ligi < uyarici faktdr ve IL-4 ile _
izolasyonu yapilir. ST YOpt
femur tibia e
1 2 1]
TfOOO
S A & AN ) e -
NaTH O X
oY Kuyu bagi 500.000 hiicre
olacak sekilde ekim l\) 3 dk inkilbatbrde
yapilir. Flaska 10 ml besiyer konulur ve  Dekletilir.
ﬂ kaziyici ile kazima iglemi yapilir.

2000 RPM' de 5 dakika
) santrifiij edilir. .
Sekil 20. Kemik Iligi Tirevli Makrofajlarin Izolasyonu ve Kiiltiiri

Sekil 22. BALB/c Makrofaj Goriintiisii

Sekil 21. C57BL/6 Makrofaj Goriintiisii

3.9. Hiicre Hatlar ile In-vitro Cahsmalarimin Planlanmasi

3.9.1 Hiicre Hattimin Kiiltiirii
Calismamizda fare makrofaj hiicre hatt1 olarak RAW.264.7 kullanildi. Sekil 24°de

goriildiigi gibi -80 C° ‘den alinarak 37 C°’ de su banyosunda 1sitilan dH20 ile dolu

behere alindi. Tam olarak c¢oziinmeleri beklenmeden hiicrenin bulundugu tiip
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alkollerek laminer akim kabinine alindi, tizerlerine 6nceden 37 C° ‘de 1sitilmis tam
hiicre kiiltlir ortam1 pastor pipeti ile eklendi. Hiicreler hizli bir sekilde bulundugu
tiipten falkon tiipe alindi, santrifiyj edildi ve siipernatan uzaklastirilip taze tam hiicre
kiiltiir ortaminda siispanse edildi. Hiicreler ilk olarak 25 cm? lik hiicre kiiltiir kaplarina
alind1. Hiicreler iki giin sonra 75 cm? lik kiiltiir kabina alindi. Hiicreler belirlenen
yogunluga ulastiginda iki giinde bir pasajlama islemi yapildi. Hiicrelerin ekimi 6
kuyulu plaklara, kuyu basina 500.000 olacak sekilde yapildi. 2 giin siispanse hiicrelerin
aderan hale ge¢mesi yani yapismasi beklendikten sonra kuyulara 1,5 ,3 ve 5 pM

konsantrasyonlarinda A151 eklendi.

Hocre su banyosunda Igerisinde
bulunan i¢i steril dH20 besiyeri olan
ile dolu behere alinur. falkona hicre
ahnur.
-80 C* "den
hicre ahnur \
/\ \ e
es o =g
<&y N/
wh = )
: e
1 , == |
B e :
K ) < o
'U" Santriftj edilir ve Voo
stipernatan kasmu I
dokalar e

Hicre
besiyeriyle
sspanse edilir
ve 25 em2lik
[ 7 hilcre kiltir
Hecre 37C°"de
{ nemli %5 C02 kabina aktanlr.
l } l igeren inkiibatorde

muhafaza edilic

Sekil 24. RAW.264.7 Hiicre Hatt1 Goriintiisii
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4. BULGULAR

4.1 .Makrofaj CD80 ve CD86 Ekspresyon Sonuclari

Sekil 26° da gosterildigi gibi C57BL/6 ve BALB/c farelerinden elde edilen
makrofajlarin ekimini yaptiktan sonra 4 farkli grupta CD80 ve CD86 ekspresyon
seviyeleri analiz edildi. % ekspresyon seviyelerine bakildiginda kontrol grubuna gore
1,5 uM A151 ve IFN-gamma + 1,5 uM A151 eklenilen kosullarin CD80 ve CD86
seviyelerinde azalma gozlemlendi. Yapilan istatiksel analiz sonucunda kontrol
grubuyla 1,5 uM A151 eklenilen grup arasinda anlamli bir farklilik gériildii. Buna ek
olarak IFN-gamma ve IFN-gamma + 1,5 uM A151 kosullar1 arasinda anlaml
farklilik goriildii. CD86’nin % ekspresyon degerlerine bakildiginda ise kontrol
grubuyla 1,5 uM A151 eklenilen grup arasinda anlamli farklilik goriildii.
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Sekil 25. C57BL/6 ve Balb/c farelerde CD80 ve CD86 belirtecinin yiizde ekspresyon ve ortalama

floresan yogunlugunun (MFI) degisimi
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IFMN-gamma + 1,5 uM A151 ODM

IFN-gamma

=]

1,5 uM A151 ODN

Kontrol

=

CD86

Sekil 26. CD86 % Ekspresyona Gore Represantatif

—103 o 103 10% 10°
CD86

Sekil 27. CD86 MFI Degerlceriene Gore Represantatif
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Sekil 28. CD80 % Ekspresyona Gore Represantatif
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Sekil 29. CD80 MFI Degerlceriene Gore Represantatif
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Sekil 30. C57BL/6 disi ve erkek farelerinden elde edilen makrofajlarin CD80 ve CD86 belirtecinin

yiizde ekspresyon ve ortalama floresan yogunlugunun (MFI) degisimi

Sekil 31° de gosterildigi gibi C57BL/6 disi farelerden elde edilen makrofajlarin
CD80 ve CD86 ekspresyon seviyeleri analiz edildi. % ekspresyon seviyelerine
bakildiginda kontrol grubuna oranla 1,5 pM AI51 eklenilen kosulda CDS80
seviyesinde azalma gozlemlendi ve bu azalma istetistiksel olarak anlamli bulundu.
Buna ek olarak IFN-gamma ve IFN-gamma + 1,5 uM A151 kosullar arasinda

anlamli farklilik gortildii.
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Sekil 31. C57BL/6 disi farelerinden elde edilen makrofajlarin CD80 ve CD86 belirtecinin ytizde

ekspresyon ve ortalama floresan yogunlugunun (MFI) degisimi

Sekil 32 de gosterildigi gibi C57BL/6 disi farelerde CD80 ve CD86
belirtecinin ylizde ekspresyon seviyelerine bakildiginda 1,5 uM A151, IFN-gamma
ve IFN-gamma + 1,5 uM A151 kosullar kontrol grubuyla kiyaslandi ve istatistiksel

olarak anlamli farklilik bulunmadi.
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Sekil 32. C57BL/6 erkek farelerinden elde edilen makrofajlarin CD80 ve CD86 belirtecinin yiizde
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ekspresyon ve ortalama floresan yogunlugunun (MFI) degisimi

Sekil 33’ de gosterildigi gibi C57BL/6 farelerde CD80 ve CD86 belirtecinin
yiizde ekspresyon seviyelerine bakildiginda kontrol grubuyla 1,5 uM A151 kosulu

arasinda anlamli bir farklilik goriildii.
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Sekil 33. Balb/c disi farelerinden elde edilen makrofajlarin CD80 ve CD86 belirtecinin yiizde

ekspresyon ve ortalama floresan yogunlugunun (MFI) degisimi

Sekil 34’de gosterildigi gibi BALB/c disi farelerinden elde edilen
makrofajlarin ekimini yaptiktan sonra 4 farkli grupta CD80 ve CD86 ekspresyon
seviyeleri analiz edildi. % ekspresyon seviyelerine bakildiginda kontrol grubuna gore
1,5 uM A151 ve IFN-gamma + 1,5 uM A151 eklenilen kosullarin CD80 ve CD86
seviyelerinde azalma gozlemlendi. Yapilan istatiksel analiz sonucunda kontrol
grubuyla 1,5 uM A151 eklenilen grup arasinda anlamli bir farklilik goriildii. Buna ek
olarak IFN-gamma ve IFN-gamma + 1,5 uM A151 kosullari arasinda anlamli
farklilik goriildii. CD80 MFTI grafiklerine bakildiginda IFN-gamma ve IFN-gamma +
1,5 uM AI151 gruplan arasinda anlaml farklilik goriildii. CD86’nin % ekspresyon
degerlerine bakildiginda ise IFN-gamma ve IFN-gamma + 1,5 uM A151 gruplan

arasinda anlaml farklilik goriildii.

47



CD80

= 1500 =

5 = 1000
-
5 ] T
[
S T
5 5 s _I_
=
* o
] 0
0. T T T T e !
N "
& & o8 ;?-3:‘ & & & " *,r"e’
& ST & S @
“
CD86
50
150+
40
=
a k%
5 ] = 1004 _T_
g 3 i
: : T
5 Py =
w N )
# 10 - = 5 j:
o I I
T T T
o A & & T T T T
& < ¥ E - A
& g’e & & & & %,r\e’

Sekil 34. Balb/c disi farelerinden elde edilen makrofajlarin CD80 ve CD86 belirtecinin yiizde

ekspresyon ve ortalama floresan yogunlugunun (MFI) degisimi

Sekil 35 de gosterildigi gibi BALB/c disi farelerinden elde edilen
makrofajlarin CD80 ve CD86 ekspresyon seviyeleri analiz edildi. % ekspresyon
seviyelerine bakildiginda kontrol grubuna goére 1,5 uM A151 ve IFN-gamma + 1,5
uM A151 eklenilen kosullarin CD80 ve CD86 seviyelerinde azalma gozlemlendi.
Yapilan istatiksel analiz sonucunda IFN-gamma ve IFN-gamma + 1,5 uM A151
kosullar1 arasinda anlamli farklilik goriildii. CD86’nin % ekspresyon degerlerine
bakildiginda ise IFN-gamma ve IFN-gamma + 1,5 uM A151 gruplar1 arasinda anlaml
farklilik gortildii.
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Sekil 35. Balb/c erkek farelerinden elde edilen makrofajlarin CD80 ve CD86 belirtecinin yiizde

ekspresyon ve ortalama floresan yogunlugunun (MFI) degisimi

Sekil 36’ da gosterildigi gibi BALB/c erkek farelerden elde edilen
makrofajlarin CD80 ve CD86 ekspresyon seviyeleri analiz edildi. % ekspresyon
seviyelerine bakildiginda kontrol grubuna goére 1,5 uM A151 eklenilen kosulun CD80
ve CD86 ekspresyon seviyelerinde azalma gozlemlendi bu azalma istatistiksel olarak

anlamli bulundu.
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4.2 RAW 264.7 Hiicre Hatti CD80 ve CD86 Ekspresyon Sonuglari
Calismamizda fare makrofaj hiicre hatti olarak RAW.264.7 kullanild:.
Hiicreler belirlenen yogunluga ulastiginda iki giinde bir pasajlama islemi
yapildi. Hiicrelerin ekimi 6 kuyulu plaklara, kuyu basma 500.000 olacak
sekilde yapildi. 2 giin siispanse hiicrelerin aderan hale gegmesi yani yapigmasi

beklendikten sonra kuyulara 1,5 ve 5 uM konsantrasyonlarinda A151 eklendi.
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Sekil 36. RAW 264.7 hiicre hattininn CD80 CD86 ylizey belirteglerinin % , MEDIAN, MEAN degisim
grafikleri

RAW 264.7 fare makrofaj hiicre hattinda 1,5 pM A151 ekleyip 4 saat inkiibe
ettigimiz deney sonuglarinda CD80 ekspresyonuna baktigimizda % grafiginde bazi
kosullarda diisiis gozlense de gruplar arasinda istatiksel olarak anlamli bir fark
bulunmamistir. CD86 ekspresyon grafiklerini inceledigimizde kontrol ile 1,5 uM
A151 ekledigimiz grup arasinda anlaml bir farklilik goriilmemistir.

1,5 uM A151 oligoniikleodini 16 saat inkiibe ettigimiz sonuglarda ise % CD80
ekspresyon grafiklerine baktigimizda kontrol grubuyla IFN-Gamma ve IFN-gamma
+A151 ODN kosullar1 arasinda ekledigimiz kosullarda anlamli bir farklilik
gozlenmistir.

CDB80 median grafigine baktigimizda ise kontrol grubuyla IFN-Gamma kosulu
arasinda anlamli bir farklilik gézlenmistir. IFN-gamma ekledigimiz kosullarda CD80

ve CD86 seviyelerinde artis beklenmektedir. Sonug literatiir ile uyumludur.
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4.3. Dendritik Hiicre CD80 ve CD86 Ekspresyon Sonuclari
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Sekil 37.C57BL/6 farelerinden elde edilen dendritik hiicelerin CD80, CD86 ekspresyon diizeylerinin
temsili akim sitometri grafikleri
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Sekil 38. C57BL/6 farelerinden elde edilen dendritik hiicelerin CD80, CD86 ekspresyon diizeylerinin
temsili akim sitometri grafikleri

C57BL/6 ve BALB/c farelerinden elde edilen hiicrelerin ekimi 6 kuyulu
plaklara yapildiktan sonra vitamin D3, deksametazon, A151 ODN oligoniikleoditi
eklenmistir. Akis sitometride CD11c , CD80 ve CD86 ekspresyon seviyeleri analiz
edilmistir.

Yapilan analizler sonucunda C57BL/6 ve Balb/C farelerinden elde edilen
hiicrelerin CDI11c ekspresyonun %?2-10 araliginda oldugu goriilmiistiir. Kontrol
grubunun CD80 ekspresyon seviyesinin %40 civarinda oldugu goriilmiistiir. CD86
ekspresyon seviyesine bakildiginda ise kontrol grubunda %2-10 araliginda oldugu
gbzlemlenmistir.

Vitamin D3, deksametazon ve A151 ODN oligoniikleotid eklenen kosullarda
ise CD80 seviyelerinde azalma gozlenen kosullar olsa da belirgin bir azalma
gozlenmemistir. Vitamin D3 + Dex ve A151 ODN kosullarinin CD80 ve CD86
seviyeleri karsilastiriliginda belirligin bir fark goriilmemistir. Vitamin D3 + Dex ve
A151 ODN kosullarin CD80 seviyesi % 20-25 civarinda oldugu gézlenmistir. Kontrol

grubuna gére CD80 seviyesinde diislis gdzlenmistir.
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5. TARTISMA VE SONUC

Immiinolojik toleransin bozulmasi, Tip 1 Diyabet (T1D), Romatoid Artrit
(RA), Multipl Skleroz (MS) ve inflamatuar Bagirsak Hastalig1 (IBD) gibi hastaliklara
yol acar. Diinya capinda yaklagik 10 kisiden 1'inin (%7,6-9,4) otoimmiin
hastaliklardan muzdarip oldugu tahmin edilmektedir. Otoimmiin hastalarda yapilan
caligmalar lenfoid ve miyeloid hiicreler de dahil olmak iizere bagisiklik hiicrelerinin
anormal aktivasyonunun, otoimmiinitenin hedef organlarinda enflamasyona yol
actigint gdstermistir. Su anda, otoimmiin hastaliklar i¢in onaylanmis tedaviler,
hastaligin sonuglarini etkili bir sekilde iyilestirebilen ancak diger yandan siklikla ciddi
yan etkilerle iliskili olan immiinomodiilator ve immiinosiipresif ilaglarin 6miir boyu
uygulanmasini igerir. Bu tedavilerde kullanilan ilaglar spesifik ve tedavi edici degildir.
Yan etki olarak kronik enfeksiyon veya kanser gelisimi riskine yol acgan sistemik,
genellestirilmis ve kalict bir immiinsiipresyona neden olabilir. (Wekerle, Segev,
Lechler & Oberbauer, 2021). Bu durumda alternatif yaklasimlardan biri tolerans
indiikleyici Ozellik kazandirilmig dendritik hiicrelerin (DH) ya da makrofajlarin
sistemik ve/veya lokal uygulanmasi olabilir. Dendritik hiicre/ makrofaj bazli terapotik
yaklagimlar, 6z antijenlerin neden oldugu otoimmiin hastaliklarin tedavisinde ve organ
transplantasyonu sonrast alloimmiin tolerans1 saglamak icin hedeflenmektedir.
(Cristiano Scotta ve ark,2016)

Makrofaj polarizasyonu, otoimmiin hastaliklarda 6nemli bir rol oynar,
makrofajlar gogunlukla hastalik onariminin erken evresinde proinflamatuar M1 olarak
ortaya cikar ve iyilesmeyi destekleyen M2 tipi, hastalik onariminin ge¢ evresinde
yaygindir. M1/M2 polarizasyonundaki dengesizlik, otoimmiin hastaliklarda hayati bir
rol oynar. Bu nedenle, makrofaj polarizasyonunun yoniinii diizenlemek, otoimmiin
hastalik patogenezini iyilestirebilir. ( Gbaguidi, Colin & Staels, 2014 ) M1 ve M2
makrofajlari, dinamik olarak degisen makrofaj fenotipi i¢in iki u¢ durumdur. Bu
nedenle hastalik aktivitesini ve tedavi etkinligini degerlendirmek i¢in M1 veya M2'nin
sayisindan ziyade M1/M2 oranin1 kullanmak gereklidir..

Calismamizda C57BL/6 ve BALB/c farelerinden elde ettigimiz kemik
iliginden tlirevlenen makrofajlar1 immiinsiipresif bir oligoniikleotid olan A151 ODN

ekleyerek CD80 ve CD86 ekspresyonlarini azaltarak M2 fenotipli makrofaj tipine
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doniistiirmeyi hedefledik. C57BL/6 ve BALB/c farelerinden elde ettigimiz kemik
iliginden tiirevlenen makrofajlarin A151 ODN isimli immiinsiipresif oligoniikleotid
eklendikten sonra CD80 ve CD86 ekspresyon seviyelerinde azalma oldugu ve
uyaricilik kapasitesinin azalabilecegi sonucuna varilmistir. Sonug olarak elde ettigimiz
ilk verilere gore; AIlS51 ile immiinomodiilator fenotipe dondiiriilmiis olan
makrofajlarin, otoimmiin hastaliklarin tedavisinde kullanilabilme potansiyeli oldugu
disiiniilmektedir. BALB/c farelerinde CD80 ve CD86 baskilamasi C57BL/6 farelerine
gore daha belirgin olmustur. Bunun nedeni ise C57BL/6 ve BALB/c farelerinin
immiinolojik olarak birbirinden farkli olmasidir. C57BL/6 ve BALB/c fareleri
dogustan gelen bagisiklik yanitlarinda, 6zellikle tip 1 ve tip 2 yardimer T hiicreleri
(Th1 ve Th2) arasinda farklilik gdsterir. C57BL/6 farelerinde, Th1 bagisiklik tepkisi
ve IFNy iretimi kilit rol oynar. BALB/c farelerinde Th2 bagisiklik tepkisini
indiiklemek daha kolaydir. BALB/c fareleri, C57BL/6 farelerinden daha giiglii
hiimoral tepki {iiretme egilimindedir. C57BL/6 ve BALB/c fareleri major
histokompatibilite (MHC) sinifi I gen lokusunun H2 bdlgesinde farkli gen sekanslarina
sahiptir. BALB/c fareleri H2d iken C57BL/6, H2b'dir. Bu iki susun gen sekansindaki
fark, H2 lokusundadir. Bununla birlikte, her iki susun hiicrelerine yanit verebilecek
bazi antiserum veya antikorlar, MHC haplotipi arasinda ayrim yapamaz bu nedenle,
bunu elde etmek icin spesifik monoklonal antikorlar (mAb'ler) kullanilmalidir.
(Trunova ve ark, 2011 )

Ilerleyen calismalarda Kollajen (CIA) ile indiiklenen artritli fare modelinde ve
Multipl skleroz (MS) modeli olan Deneysel Otoimmiin Ensefalomiyelit (Experimental
Autoimmune Encephalomyelitis; EAE)’de A151 ODN ile indiiklelenen makrofajlar
terapotik tedavi yontemi olarak denenebilir. Calismanin devaminda CD80 ve
CD86’nin yanisira M1 ve M2 polarizasyonu saptamaya yonelik olarak M2 makrofaj
sitokinlerinin diizeylerine (IL-10,TGF-B, IL-13, IL-4, Argl) bakilmasi planlanmustir.

Calismamizda RAW 264.7 isimli fare makrofaj hiicre hatti kullanilmastir.
RAW 264.7 hiicreleri, BALB/c farelerinden tiiretilen Abelson 16semi viriisi
doniistiiriilmiis hiicre hattindan kaynaklanan monosit/makrofaj benzeri hiicrelerdir.
(Taciak ve ark, 2018 ) Bu makrofaj hiicre hattinda A151 ODN ekleyerek CD80 ve
CD86 ekspresyon seviyelerini diisiirerek M2 fenotipli hiicre hattina doniistiirmeyi

hedefledik. =~ A151 ODN ekledigimiz kosullarn CD80 ve CD86 ekspresyon
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seviyelerinde belirgin bir azalma gézlemlenmemistir. Literatiirde RAW 264.7 hiicre
hattinda A151 ODN ile bir ¢aligma yapilmamistir. RAW 264.7 makrofaj hiicre hatt1
M1 tipli makrofaj hiicre hattidir. Yaptigimiz deneyler sonucunda pasaj sayisi yiiksek
olan hiicreler ile pasaj ayisi diisiik olan hiicrelere gore CD80 ve CD86 seviyelerinde
farklilik gdzlenmistir. Yapilan literatiir calismalarinda Raw 264.7 makrofaj hiicre hatti
pasaj sayisina gore stabilitesinin degistigi gozlenmistir. (Taciak ve ark ,2018 )
Ilerleyen ¢alismalarda pasaj numarasi daha diisiik olan hiicrelerle calisilip, A151 ODN
oligontikleotidinin konsantrasyonu arttirilarak ¢alisma tekrarlanarak CD80 ve CD86
seviyelerinde degisme olup olmadigina bakilacaktir. RAW 264.7 fare makrofaj
hattinda CD80 % ekspresyon seviyesine bakildiginda % 60-70 araliginda oldugu
analiz edilmistir. IFN-gamma ekledigimiz kosullarda % ekspresyon seviyesi % 90 -95
araligina ¢itkmigtir. CD86 % ekspresyon seviyelerine bakildiginda 20-25 araliginda
oldugu gorilmiistiir. [IFN -gamma ekledigimiz kosullarda CD86 % ekspresyonu 40-50
araligina ¢iktig1 gézlenmistir. A151 eklenen kosullarin CD80 ve CD86 seviyelerinde
anlamli bir farklilik gériilmemistir.

Calismamizda kullandigimiz diger bir hiicre grubu ise dendritik hiicrelerdir.
DH’ ler, bagisiklik tepkilerinin baslatilmasinda ve ayrica bagisiklik toleransinin
stirdliriilmesinde ¢ok dnemli bir rol oynar. DH’ler hem yabanci antijenleri hem de
dokulardan tiiretilen endojen antijenleri sunar. Bu nedenle bagisiklik sistemi,
otoimmiin veya istenmeyen bagisiklik yanitlarindan kaginmak i¢in zararsiz ve zararl
antijenleri ayirt edebilir. (Comi ve ark. 2020)

Literatiir, DH’ lerin bagisiklig1 veya toleranst baslatmas: i¢in kilit bir
faktoriin, DH’lerin olgunlasma asamasi olduguna isaret etmektedir. Enfeksiyon veya
enflamasyon tarafindan saglanan tehlike sinyallerinin yoklugunda, DH’ lerin kendi
kendine antijene 6zgii T hiicrelerinin apoptozunu silerek veya indiikleyerek toleransi
indiikleyecek olgunlasmamis bir durumda kaldig1 genel olarak kabul edilir. Yapilan
calismalarda DH yiizeyindeki MHC molekiillerinin ve yardimci uyarici reseptorlerin
diisiik ekspresyonunun T hiicrelerini yeterince uyarmadigini ve bunun sonucunda T
hiicresi anerjisine yol ag¢tig1 bildirilmistir. Vitamin D3, deksametazon gibi
farmakolojik ajanlarla muamale edilen tolerojenik dendritik hiicreler yapilan literatiir
caligmalarinda, yliksek MHC simif II ifadesi, diisik CD80 ve CD86 seviyesi ile
karakterize edilir. (Comi ve ark. 2020)
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Calismamizda C57BL/6 ve BALB/c farelerinden elde ettigimiz dendritik
hiicreleri vitamin D3, deksametazon gibi farmakolojik ajanlarla ve immiinstipresif bir
oligoniikleotid olan A151 ODN oligoniikleotid ile muamale edilmistir. Literatiirde
DH' ler Vit D3 ve deksametazon ile muamele edildiginde IL-10 tiretimi, siif II
MHC-aracili antijen sunumunun diisiik ekspresyonu (6rn: HLA-DR) ve uyarici
molekiillerin (CD80, CD86) diisiik ekspresyon sergiledigi bildirilmistir. Vitamin D3
ve deksametazon ile indiiklenen TolDH' lerin T hiicre cevaplarinin inhibisyonunu
sagladigi veya disiirdiigli ve immiin cevabi bir TH2 profiline doniistiirdiigi
bildirilmistir. VitD3-DH ve DEX-TolDH’ler programlanmis 6lim ligand (PD-L1,
PD-L2) ve immiinoglobulin benzeri transkript (ILT)-3/-4 gibi inhibitér molekiillerinin
ekspresyonu yiikselir, IL-10, CCL22 gibi diizenleyici sitokinlerin iiretimini indiikleme
ozelligi gosterir. (Ferreira ve ark. 2012)

Calismamizda CD1 1¢ ekspresyonu %2-10 araliginda gézlemlenmistir. fleride
ek deneyler yapilarak CDI11c ekspresyon eden hiicre popiilasyonun arttirilmasi
hedeflenmektedir. Caligmamizda CD80 ekspresyon seviyesi % 30-40 araligindadir.
CD86 ekspresyon seviyesi ise % 2-10 araligindadir. Literatiirde yapilan ¢aligmalarda
CD80 ekspresyon seviyesi % 40-60 CD86 seviyesi ise %20-30 araligindadir. Bu
farkliliklardan dolay1 ek optimizasyon deneyleri yapilmasi planlanmistir (Huang |,
Yan,Xuemei & Wang,2013). lleriki deneylerde kullanilan farmakolojik ajanlar farkli
dozlarda uygulanacaktir. CD80 ve CD86 ekspresyonuna ek LI-10 ve IDO gibi
diizenleyici mediyatdrlerin sentezi ve MHC-II ekspresyonundaki degisikliklerin de

irdelenmesi hedeflenmektedir.
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