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OZET

Isik A., Tip-1 Yardimer T (Thl) Hiicrelerin Radyasyon Stresi Altinda
Fonksiyonel ve Fenotipik Degisimlerinin incelenmesi, Hacettepe Universitesi
Saghk Bilimleri Enstitiisii Tiimor Biyolojisi ve iImmiinolojisi Programu Yiiksek
Lisans Tezi, Ankara, 2022. Tiimor mikrogevresindeki immiin baskilayici ortam
nedeniyle, anti-timdr yanitta onciil rol alan T lenfositlerin fonksiyonel ve fenotipik
durumundaki degisimlerin anlasilmasi 6nemlidir. Kanser gibi kronik inflamasyonda T
hiicreler, yiiksek inhibitor reseptor ifade eden yorulmus fenotipte ve fonksiyonunu
kaybetmis hiicrelere farklilagabilmektedir. Yorulmus T hiicrelerin efektor
fonksiyonlar1 inhibitér reseptorlerin blokaji yardimiyla geri kazandirilabilir.
Radyoterapi ve blokaj tedavisi ise anti-tlimor immiin yanitlar1 artirabilecek bir
kombinasyon olarak 6n goriilmektedir. Bu in vitro tez ¢aligsmasi kapsaminda, THR
sinyali anti-CD3 monoklonal antikoru ile ve ko-stimiilasyon ise bir monositik hiicre
hatt1 araciligiyla saglanmis; bu sayede, CD4" yardimci T hiicreler siirekli olarak
uyartlmistir. Kullanilan ko-kiiltiir modelinin farkl inkiibasyon siirelerinde (0, 24, 72
ve 120 saat), farkli fenotiplerdeki T hiicrelerin farkli dozlarda (0 Gy, 2 Gy, 5 Gy, 8 Gy
ve 12 Gy) radyasyon stresi altinda fonksiyonel ve fenotipik degisimleri incelenmistir.
Naif CD4" T lenfositlerin uyarimla birlikte IL-2, IFN-y ve TNF-a iireten efektor
hiicrelere farklilastigi; ardindan, yiiksek diizeyde inhibitdr reseptor ifade eden ve
sitokin {iretimi azalmig, yorulmus hafiza-benzeri T hiicrelere doniigtiigii goriilmiistiir.
Hiicrelerin en radyosensitif oldugu uyarim periyodunun, apopototik diizey ve DNA
kirik sayilar hesaplanarak 72. saat oldugu ve efektdr T lenfositler ile efektdr hafiza-
benzeri T lenfositlerin en hassas alt gruplar oldugu bulunmustur. Radyasyona en
direncli alt tipler ise naif T ve merkezi hafiza benzeri T lenfositler olmustur.
Radyasyonun Th hiicrelerde mitokondri membran potansiyelini degistirmedigi
goriilmiistiir. Radyasyon maruziyeti 6ncesinde uygulanan anti-PD-1 blokajinin ise Th1
hiicre canlilig1 {izerinde olumsuz bir etkisi olmadig1 gosterilmistir. Sonug olarak, Thl
hiicrelerinin PD-1 blokaji ile yeniden fonksiyon kazanma siirecinde radyasyon

hassasiyeti gdstermedigi degerlendirilmistir.

Anahtar kelimeler: T lenfosit aktivasyonu, CD4" T hiicre, radyoimmiinoterapi, y-

H2AX, mitokondriyal membran potansiyeli.
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ABSTRACT

Isik A., Determination of Functional and Phenotypical Alteration in Type-1
Helper T (Thl) Cells Under Radiation Stress, Hacettepe University Graduate
School of Health Sciences Tumor Biology and Immunology Program Master of
Science Thesis, Ankara, 2022. It's critical to understand changes in the functional and
phenotypic status of T cells, which play a key role in the anti-tumor response due to
the immunosuppressive environment in the tumor microenvironment. In chronic
inflammation such as cancer, T cells can differentiate into dysfunctional exhausted
phenotype cells and express high inhibitory receptors. Effector functions of exhausted
T cells can be restored with the help of blockade of inhibitory receptors. On the other
hand, a combination of radiotherapy and blockade therapy is predicted to enhance anti-
tumor immune responses. Within the scope of this in vitro thesis study, THR signal
was provided by an anti-CD3 monoclonal antibody and co-stimulation was provided
by a monocytic cell line, resulting in continual stimulation of CD4" helper T cells.
Functional and phenotypic changes of T cells of different phenotypes under radiation
stress at different doses (0 Gy, 2 Gy, 5 Gy, 8 Gy, and 12 Gy) were investigated at
different incubation times (0, 24, 72, and 120 hours) of the co-culture model used.
After differentiating into effector cells that produce IL-2, IFN-y, and TNF-a in
response to stimulation, naive CD4" T lymphocytes become fatigued memory-like T
cells that express high levels of inhibitory receptors and have decreased cytokine
production. By calculating the apoptotic level and DNA break numbers, it was found
that the stimulation period when cells were most radiosensitive was 72 hours, and the
most sensitive subgroups were effector T lymphocytes and effector memory-like T
lymphocytes. The most radiation-resistant subtypes were naive T and central memory-
like T lymphocytes. It was observed that radiation did not change the mitochondrial
membrane potential in Th cells. It was shown that anti-PD-1 blockade applied before
radiation exposure had no negative impact on Thl survival. As a result, it was
determined that Th1 cells did not show radiation sensitivity in the process of regaining

function with PD-1 blockade.

Key words: T lymphocyte activation, CD4" T cell, radioimmunotherapy, y-

H2AX, mitochondrial membrane potential



ICINDEKILER

ONAY SAYFASI
YAYIMLAMA VE FiKRi MULKIYET HAKLARI BEYANI
ETIiK BEYAN SAYFASI

TESEKKUR

OZET

ABSTRACT

SIMGELER ve KISALTMALAR

SEKILLER

TABLOLAR

1.
2.

2.1.
2.2
2.3.
2.4.
2.5.
2.6.
2.7.

3.

3.1.
3.2.
3.3.

GIRIS
GENEL BIiLGILER
Bagisiklik Sistemi ve T hiicreler
T hiicre Gelisimi
T Hiicre Aktivasyonu
Yardimci T Hiicrelerde Hafiza Geligimi
Yardimci T lenfosit Yanitlarinin PD-1 Araciliiyla Diizenlenmesi
Iyonize Edici Radyasyonun Hiicre Biyolojisine Etkisi
Iyonize Edici Radyasyonun T Hiicrelere Etkisi
GEREC ve YONTEM
Calismada Kullanilan Malzemeler
Tamponlar ve Cozeltiler
Hiicre Kiiltiirii Calismalari
331 Hiicre Sayimi1
332 Dondurularak Stoklanan Hiicrelerin Coziilmesi ve
Pasajlanmasi
3.33. Periferik Kan Mononiikleer Hiicrelerin ve CD4+ T
Hiicrelerin Izolasyonu
3.34. Ko-kiiltiir Ortaminin Olugturulmast

3.3.5. Floresan Aktive Hiicre Ayirma Y ontemi

il

v

vi
vii
viii
xii
Xiv

XViil

© 3 B~ b

13
15
18
19
23
23
24
25
25
26

27

28
29



3.4.
3.5.

3.6.

4.1.
4.2.

4.3.

4.4.
4.5.

4.6.
4.7.

5.2.

3.3.6. Yardimer T Hiicrelere inhibitér Sinyal Blokaj
Uygulanmasi
Radyasyon Uygulamasi
Yardimer T Lenfositlerin Fenotipik ve Fonksiyonel Ozelliklerinin
Belirlenmesinde Kullanilan Y 6ntemler
3.5.1. Immiinfenotipleme
3.5.2. Hiicre Canlilik Analizi
3.5.3. Hiicre Cogalma Analizi
3.54. Akim Sitometri ile Sitokin Miktar Tayini
3.5.5. Mitokondriyel Membran Potansiyelinin Belirlenmesi
3.5.6. Sitolojik Analizler Igin Preparat Hazirlanmasi
Hiicre I¢i DNA Kiriklarinin Saptanmasi I¢in H2aX
Boyamasi
May-Griinwald — Giemsa Boyama
Istatistiksel Yontem
BULGULAR
Ko-kiiltiirde Th Uyariminin immiinofenotip Analiz ile Takibi
Radyasyon Maruziyetinin, Farkli Siirelerde Uyarilmis Th Hiicre
Morfolojisine Etkisi
Radyasyona Maruz Birakilan Th Hiicrelerin DNA Kirigi ve
Mitokondriyal Membran Potansiyeli Agisindan incelenmesi
Farkli Siirelerde Uyarilan CD4+ T Hiicrelerinde Canlilik Diizeyleri
CD4+ T Hiicrelerin, Radyasyon Uygulamasi Sonrasinda Cogalma
Kapasitelerinin Belirlenmesi
Radyasyon Uygulamasinin Th Hiicre Iliskili Sitokin Uretimine Etkisi
PD-1 Immiin Kontrol Noktas1 Blokaj1 Altinda Uygulanan
Radyasyonun CD4+ T Hiicrelerin Canliliklarina Etkisi
TARTISMA
Th1’lerin Kullanilan Ko-kiiltiir Modelinde, Inkiibasyon Siiresine
Bagli Biyolojik Ozellikleri
Iyonize Radyasyon Aracili Hasarin, Olusan DNA Kirig1 ve

Mitokondri Membran Potansiyeli A¢isindan Degerlendirilmesi

30

30
31

31
32
32
33
34
35
36

37
38
39
39
41

41

50
51

54
54

56



5.3.

54.

L ® 2 A

CD4+ T Hiicrelerin Artan Dozlarda Radyasyon Maruziyetine Baglh
Canlilik ve Cogalma Kapasiteleri

Th1 Hiicrelerin anti-PD-1 Blokaj Uygulamasi ve Radyasyon
Maruziyeti Sonrasinda Canlilik Durumu

SONUCLAR VE ONERILER

KAYNAKLAR

EKLER

OZGECMIS

Xi

57

59

62
65



Xii

SIMGELER VE KISALTMALAR

AIF Apoptoz indiikleyici faktor

AP-1 Aktivator protein-1

ASH Antijen sunan hiicre

ATM Ataksi telenjiektazi mutasyonu barindiran protein
ATR Ataksi telenjiektazi ve Rad3 iliskili protein
BSA Buzag1 serum alblimin

BTLA-4 B ve T lenfosit zayiflatici reseptorii
CFSE Karboksifloresin siiksinimidil ester
cGAS Siklik GMP-AMP sentaz

c¢TEC Kortikal timik epitelyal hiicreler
CTLA-4 Sitotoksik T lenfosit antijeni-4

DAMP Hasar ile iliskili molekiiler modeller
DAPI 4',6-diamidino-2-phenylindole

DC Dendritik hiicre

DN Cift negatif

DNA-PK DNA bagimli protein kinaz

DP Cift pozitif

DSB Cift iplik kirilmasi

EDTA Etilendiamintetraasetik

ETP Erken timik onctiller

FACS Floresan aktive hiicre ayirma

FBS Fotel buzagi serumu

FOX O1 Forkhead kutu proteini O1

GM-CSF Graniilosit makrofaj koloni uyaric1 faktor
HMGBI1 Yiiksek Mobilite Grup Protein-1

I1COS Indiiklenebilir kostimiilatdr reseptorii
ICOSL Indiiklenebilir kostimiilatdr ligand:

IKK IxB kinase

IRF Interferon diizenleyici faktor

LAG3 Lenfosit aktivasyon gen 3

LFA-1 Lenfosit fonksiyon iligkili antijen 1



MHK
MMP
NFAT
NF-kB
NK
NKT
PAMP
PBS
PD-1
PI
PI3K
PKMH
RAG
S1P1
S1P1IR
SP
STAT
STING
TBK1
Tem
Tru
Th
Th1
THR
TIM-3
Treg

Trm

Major doku uygunluk kompleksi
Matriks metalloproteinaz

T hiicrelerinin niikleer faktorii
Niikleer faktor kB

Dogal oldiirticii hiicre

Dogal oldiirticii T hiicre
Patojen-iligkili molekiiler desenleri
Fosfat tamponlanmig tuz ¢ozeltisi
Programlanmuis hiicre 6liim protein-1
Propidyum iyodiir
Fosfatidilinositol-3-kinaz

Periferik kan mononiikleer hiicreleri
Rekombinasyon aktive edici gen
Sfingozin-1-fosfat
Sfingozin-1-fosfat reseptor

Tek pozitif

Transkripsiyonun Sinyal-doniistiiren Aktivatorleri

Interferon genlerinin uyaricisi
TANK baglayici kinaz 1
Merkezi hafiza T lenfositler
Folikiiler T hiicre

Yardimei T hiicre

Tip-1 yardimer T hiicre

T hiicre reseptorii

T hiicre immiinglobin-3
Diizenleyici T hiicre

Efektor hafiza T lenfositler

xiii



Sekil

2.1.

2.2

SEKILLER

En fazla ¢alisilan efektor yardimer T (Th) hiicre alt tipleri ve gorev
aldiklar1 durumlar. (A) [FN-y iiretimi yapan Th1 hiicreleri, bakteri,
protozoon ve virlis kaynakli inflamasyonlarla iliskilidir. Ayni
zamanda makrofajlarda aktiviteyi destekler. Benzer yollar, Thl
hiicrelerinin kendi antijenlerine kars1 yonlendirildigi bazi oto-
immiin hastaliklarda da s6z konusudur. (B) Helmintler ve zehirler
araciligiyla olusan inflamasyon durumlarinda ¢ogunlukla IL-4, IL-
5 ve IL-13 iretimiyle birlikte Th2 hiicreleri gorev almaktadir.
Bunun yani sira makrofajlar, doku onarimimni desteklemek icin bu
kosullar altinda bir “M2” fenotipini kazanirlar. (C) Hiicre dist
bakteri ve mantar kaynakli inflamatuvar kosullar altinda, Th17
hiicreleri, notrofil aktivitesini ve epitelden anti-mikrobiyal
peptitlerin  salinmasmi destekler. (D) Efektoér fonksiyonlarin
diizenlemesinden, dendritik hiicreler ve efektéor Th hiicreleri
iizerinde etkili olan IL-10+ Treg'in sorumludur. (E) IL-21
iiretiminden sorumlu Tth hiicreleri, germinal merkez olusumunu,
afinite olgunlagsmasini ve izotip degisimini tesvik ederek antikor

yanitlarinda gorev alir (128).

Timus, mezenkimal alanlarla bdliinmiis loblu bir organdir. Loblarin
her biri belirli T hiicre olgunlagma asamalarinda, timosit 6nciilerinin
varlig1 ile karakterize edilen ayr kortikal ve mediiller alanlar
bulundurur. Timosit farklilasmasinda, birbirini takip eden 4 farklh
cift-negatif (double negative, DN) evresini, CD4 ve CDS§
molekiillerinin ikisini birlikte tasiyan cift-pozitif (double positive,
DP) evreye gecis izler. Bu sathalarda timositler ve timik stromal
hiicreler arasindaki etkilegimlerin, timusta karmasik bir T-hiicre
olgunlagsmast  programinin yiiriitilmesinde 6nemli  oldugu
bilinmektedir, bu da sonugta Th hiicrelerin ve sitotoksik T

hiicrelerinin timustan gog¢ etmesiyle sonuglanir (129).

Xiv

Sayfa



2.3.

2.4.

2.5.

2.6.

3.1.

3.2

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

T hiicre aktivasyonunun baslangici i¢in ilk basamak olan antijen
sunumu ve aktivasyonun tamamlanmasinda gorevli olan diger

sinyal kaynaklari.

Aktivasyonla birlikte T hiicre yiizeyinde ifadelenen molekiilller ve

fonksiyonlari.

T hiicrelerde programlanmis hiicre 6liim proteini-1 (PD-1)’in
ligandi ile baglanmasi sonucu olugan sinyal yolagi ve sinyal sonucu

hiicresel fonksiyonlarin degisimi.
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1. GIRIS

Edinsel bagisiklik sisteminin en énemli elemanlarindan olan CD4" yardime1
T (T helper, Th) hiicre ve CD8" sitotoksik T hiicre, insan sagligini ve hayatini tehdit
eden bircok antijen ve patojene kars1 olan savunmada kritik rol oynamaktadir. Naif T
lenfositler, antijen sunucu hiicreler ASH (antigen presenting cell, APC) tarafindan T
hiicre reseptOriine antijenin tanitilmasinin ardindan ko-stimiilasyon yardimiyla
farklilagarak efektor duruma gecerler. Efektor faza gegis yapan T lenfositler
inflamasyon alanina go¢ ederek inflamatuvar olaya tepki gostermektedir (1,2).
Patojenin ortadan kaldirilmasinin ardindan inflamatuvar yanitin diizenlenmesi
amaciyla, T hiicrelerin biiyiik bir kismi1 apoptoza giderken, kiiciik bir popiilasyon ise
enfeksiyonla tekrar karsilasma durumunda hizli yanit olusturmak i¢in uzun siireli
sagkalim saglayarak immiin sistem hafizasini olusturur. Olusan hafiza T lenfositler,
sekonder lenfoid organlara ve periferik dokularda yerlesim gosterirler. Bu hiicreler,
homing kapasitesi, yeniden uyarimla birlikte kazanilan efektor fonksiyon ve yiizey
molekiil ifadelenmesindeki farkliliklara gore efektor hafiza T lenfositler (effector
memory T cell, TEM) ve merkezi hafiza T lenfositler (central memory T cell, TCM)
olmak iizere iki temel gruptan olusur (3). Immiin sistem hafizasinn olusturdugu hizl
immiin yanitin aksine kanser ve kronik inflamasyon gibi antijenik devamlilik olan
durumlarda T hiicrelerinin fenotipik ve fonksiyonel profilleri akut enfeksiyonlardaki
profillere kiyasla degisir. Boylesi patolojik kosullarda T hiicreler efektor
fonksiyonlarim yitirerek disfonksiyonel hale gelmektedir. Bu disfonksiyonel hiicreler
anerjik, yorulmus (exhausted), yash (senescent) ve kok benzeri T lenfositler olmak
lizere dort gruptan olugmaktadir (4). Yorulmus T lenfositlerin yiizeyinde yiiksek
diizeyde artan immiin kontrol noktasi inhibitér molekiillerinin blokaji araciligiyla
uygulanan tedavi yontemi, T lenfositlerin efektdr fonksiyonlarini tekrar kazanmalarina
aracilik eder. Son yillarda yapilan ¢aligmalarda bir¢ok bilimsel veri ve klinik ¢aligma
dogrultusunda lokal radyasyon tedavisinin, immiinoterapi ile birlikte uygulanmasinin

sinerjik bir etki yaratak anti-tiimor yanitlart artirdigi gosterilmistir.

Radyoterapi iyonlastirici 15in araciligiyla kapsamli kanser tedavisi ve
bakiminin kritik bir bilesenidir. Iyonize radyasyon, tiim kanser vakalarinin yarisindan
fazlasinda, lokalize hastaligi tedavi etmek, semptomlar1 hafifletmek ve tedavi

edilemeyen kanserlerde hastaligi kontrol etmek i¢in kullanilir. Bununla birlikte, kanser



icin tedavi kapasitesinin planlanmasi ve gelistirilmesinde radyoterapi, en sik goz
ontinde bulundurulmasi gereken aractir (5). Radyoterapi ve konak¢1 bagisiklik sistemi
arasindaki etkilesim ile ilgili aragtirmalar, radyoterapinin etkinligini arttirmak igin
potansiyel olarak yararlanilabilecek yeni mekanizmalar ortaya ¢ikarmistir (6). Basarili
radyoterapi ve immiinoterapi kombinasyonlar1 tiimdr icindeki T lenfositlerin

etkinligine baghdir.

Bu tez calismasi kapsaminda farkli uyarim siirelerinde ilerletilen tip-1
yardime1 T (Thl) hiicrelerin, farkli dozlardaki radyasyon maruziyeti sonucunda
fenotipik ve fonksiyonel degisimlerinin belirlenmesinin yani sira; Thl hiicrelerin,
immiin kontrol noktast blokaj1 ve iyonize radyasyonun kombine tedavisine verecegi

yanitin arastirilmasi amaciyla hipotezler kurulmustur.

Gergeklestirilen galigma kapsaminda, saglikli bireylerden izole edilen CD4"
T lenfositler, akut miyeloid 16semi monositik hiicre hatti olan THP-1 ile anti-CD3
varliginda ko-kiiltiir edilmistir. Bu modelde T hiicre reseptorii lizerinden alinan sinyal
her giin tazelemesi yapilan anti-CD3 monoklonal antikoru ile, ko-stimiilasyon sinyali
ise THP-1 hiicreleri araciligiyla saglanmistir. Gergeklesen siirekli uyarimin farkh
zaman dilimlerinde (0., 24., 72. ve 120. saatler) farkli dozlarda radyasyon (0 Gy, 2 Gy,
5 Gy, 8 Gy, 12 Gy ve 18 Gy) uygulamasi yapilmistir. Th hiicreler toplanip CD4,
CD45R0, CD62L, PD-1, CTLA-4, TIM-3, LAG3 molekiilleri ile akim sitometri ile
immiinofenotiplenmis, IL-2, [IFN-y ve TNF-a sitokinleri ELISA analizi ile 6l¢iilmdis,
H2AX agregasyonu ile DNA kiriklarinin belirlenmesi i¢in immiinfloresan ile
calisilmig, canlilik, ¢cogalma, morfolojik analizlerinin yani sira, JC-1 boyamasi ile
mitokondriyal membran potansiyel analizi yapilmistir. Ko-kiiltiiriin 96. saatte anti-PD-
1 antikoru ile blokaj uygulamasi yapilmis, 24 saat sonra hiicrelere radyasyona maruz

birakilmig ve canlilik analizi yapilmistir.

Kullanilan ko-kiiltiir ile Th1 uyarim modelinde, Thl hiicrelerin devam eden
uyarim altinda erken dénemde CD45RO" popiilasyon baskin durumdayken, ilerleyen
saatlerde CD45RO" popiilasyonun ¢ogunlukta oldugu belirlendi. Devam eden
uyarmmin 120. saatinde yorgunluk fenotipi ile benzer sekilde yiiksek diizeyde immiin
kontrol noktasi inhibitér reseptérleri bulunmustur. Olusan DNA kiriklarina

bakildiginda en fazla kirigmm bulundugu fonksiyonel basamak 72. saat olarak



belirlenmistir. JC-1 boyamasi araciligiyla Th hiicrelerin mitokondriyel membran
potansiyelleri test edildiginde radyasyonun etkisinin mitokondriyel yolaklardan
bagimsiz olabilecegi tespit edilmistir. Canlilik analizleri sonucunda radyasyona en
hassas olan uyarim siiresi efektor faz 72. saat olarak belirlenmistir. En hassas
immiinofenotip efektdr Thl hiicreler, en diren¢li immiinofenotipteki T lenfositler ise
naif ve merkezi hafiza benzeri Th1’ler olmustur. Ko-kiiltiirdeki Th1 hiicrelerin farkli
IL-2 iiretim kapasitesi nedeniyle ko-kiiltiirlere IL-2 takviyesi yapilarak Th1 hiicrelerin
cogalmasi desteklenmis ve radyasyon maruziyeti sonucunda g¢ogalma analizleri
yapilmistir. Cogalma analizleri sonucunda ge¢ uyarim dénemindeki Thl hiicrelerin
radyasyon dozu artmasina ragmen c¢ogalma kapasitelerinde bir farklilik
gozlemlenmemistir. Efektdr sitokinlere bakildiginda, IFN-y diizeyi 72. saatte
radyasyonla birlikte artig gdsterirken, TNF-a diizeyi ise ko-kiiltiiriin hem 72. hem de
120. saatlerinde radyasyon stresi altinda artig gostermistir. Ko-kiiltlire uygulanan anti-
PD-1 blokaj1 sonrasinda uygulanan radyasyonun Thl hiicrelerin canliligina belirgin

bir etkisi olmadig1 goriilmistiir.

Sonu¢ olarak kullanilan ko-kiiltiir modelinde farkli fonksiyonel
basamaklardaki Thl hiicrelerin, radyasyon stresi altinda fenotipik ve fonksiyonel
degisimleri belirlenmistir. Ayrica, ko-kiiltiiriin ge¢ saatlerindeki Th1 hiicrelere PD-1
immiin kontrol noktasi blokajimin radyasyonla birlikte uygulanmasinin hiicrelerin
canliliklan tizerinde bir etkisi olup olmadig1 aragtinlmistir. Bu ¢alismayla birlikte
farkli dozlardaki radyasyon uygulamasi sonucunda farkli uyarim periyodlarinda
bulunan Th1 hiicrelerin ne sekilde etkilendigi belirlenerek T hiicrelerin radyobiyolojisi

acisindan yeni bulgular elde edilmistir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Bagisiklik Sistemi ve T Hiicreler

Bagisiklik sistemimiz, insan sagligimi ve hayatim tehdit eden ¢ok sayida
antijen ve patojene karsi savunmamizi ve direng kazanmamizi saglamaktadir. Immiin
sistemimiz bu karsilastigimiz antijenlere ve patojenlere karsi savagsmamizi ve direng
kazanmamizi saglamaktadir. Antijen ve patojenlere karst olusturdugumuz ilk yanit

dogustan gelen dogal bagisiklik ile saglanir.

Dogal bagisiklik, deri ve mukozal dokularimizca olusturulan fiziksel
bariyerleri asan mikoplarin yerlesimini ve ¢cogalmasini engelleme islevi goriir. Dogal
bagisiklik sistemi mikrop smiflar1 tarafindan paylasilan yapilar olan patojen-iliskili
molekiiler desenleri (pathogen associated molecular pattern, PAMP), tanir. Dogal
bagisiklik sistemimizin olusturdugu yanitla ortadan kaldirilamayan patojenler, edinsel
bagisikligin devreye girmesi ile olusturulan daha diizenli ve 6zgiil yanitla ortadan

kaldirilir.

Edinsel bagisiklik sistemi ise patojenleri ve diger organizmalar tarafindan
iiretilen protein antijenleri 6zgiil olarak taniyan yiizey reseptorlerini tasiyan hiicrelerce
olusturulur. immiinolojik hafiza olusumu ve 6z antijenlere kars: tolerans olusturma
kapasitesinde olan edinsel bagisiklik, kemik iliginden koken alan B hiicreleri
tarafindan olusturulan hiimoral yanit ve timustan kdken alan T hiicreleri tarafindan
olusturulan hiicresel bagisiklik mekanizmalarini icerir. Bu hiicreler ayn1 zamanda
dogal immiinitede yer alan hiicrelerle is birligi yapar. B hiicreleri tarafindan tiretilen
antikorlar, mikrop ylizeyinde bulunan veya ¢oziinmiis olan antijenleri taniyip
baglanarak, onlarin ortadan kaldirilmasina araci olur (7). T hiicreler ise hiicre aracilikl
bagisiklikta anahtar rol oynar. Bakteriyel ve viral enfeksiyonlara, tiimor hiicrelerine ve

yabanci dokulara kars1 bagisiklik yanitlarina aracilik ederler (8).

T hiicreler ylizeylerinde, antijenin taninmasini saglayan, oldukca degisken bir
T hiicre reseptorii (THR) tasirlar. Antikorlarin aksine, T hiicre reseptdrleri antijenleri
dogrudan baglayamaz. Antijen sunan hiicrelerin (ASH) yiizeylerinde, T lenfositlere
antijen sunumuna aracilik eden molekiiller bulunur, bu molekiiller majér doku

uygunluk kompleksi (Major Histokompablite Kompleks, MHK) olarak adlandirilir. T



hiicreleri, yardimei T (CD4 ") lenfositler ve sitotoksik (CD8") T lenfositler olmak tizere
iki ana sinifa ayrilir. CD8" molekiilii o ve B zincirinden olusan dimerik bir yapidir.
Sitotoksik T hiicreleri, tiim cekirdekli hiicrelerin ifade edebildigi simif 1 major
histokompabilite kompleksi molekiiliine bagli peptitleri tanir. Antijeni tantyarak aktive
olan CD8" T lenfositler anti-viral ve anti-tiimér etkilere sahip sitokinlerden timor
nekroz faktorii alfa (TNF-a) ve interferon-gama (IFN-y) {iretir. Ayrica, salgiladiklar
perforin ve granzim gibi sitotoksik molekiiller ve Fas/FasL etkilesimleri araciligiyla
patojenle enfekte hiicreleri apoptoza gotiiriirler. CD4" T hiicreleri ise, antijen sunan
hiicrelerden MHK smif 2 molekiilii araciligiyla sunulan antijenleri tanirlar ve
aktivasyonla birlikte iirettikleri sitokinler araciligryla dogal bagisiklik sistemine ait
hiicrelerin, hiimoral bagigikliktan sorumlu B hiicrelerin ve sitotoksik T hiicrelerin
fonksiyonlarini diizenleyip, gelistirerek edinsel bagisiklik yanitlarinda 6nemli bir rol
oynar. Aktivasyon sinyallerine, aktivasyonun giiciine ve bulunduklar1 mikro ¢evredeki
faktorlere bagli olarak farkli fonksiyonlara sahip alt tiplere farklilagabilirler. Yardime1
T hiicre alt tip 1 (T helper I, Th1), Th2, Th17, diizenleyici T hiicre (regulatory T, Treg)
ve folikiiler T hiicreden (7ry) olusmakla birlikte, son zamanlarda Th2 alt tipine
benzeyen Th9 ve Th17 alt tipine benzeyen Th22 alt tipleri tamimlanmstir (1,2) (Sekil
2.1).
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Sekil 2.1.  En fazla galigilan efektdr yardimer T (Th) hiicre alt tipleri ve gorev aldiklari durumlar. (A)
IFN-y iiretimi yapan Th1 hiicreleri, bakteri, protozoon ve viriis kaynakli inflamasyonlarla
iligkilidir. Ayni zamanda makrofajlarda aktiviteyi destekler. Benzer yollar, Thl
hiicrelerinin kendi antijenlerine kars1 yonlendirildigi bazi oto-immiin hastaliklarda da s6z
konusudur. (B) Helmintler ve zehirler araciligiyla olusan inflamasyon durumlarinda
cogunlukla IL-4, IL-5 ve IL-13 iiretimiyle birlikte Th2 hiicreleri gérev almaktadir. Bunun
yani sira makrofajlar, doku onarimimni desteklemek i¢in bu kosullar altinda bir “M2”
fenotipini kazanirlar. (C) Hiicre dis1 bakteri ve mantar kaynakli inflamatuvar kosullar
altinda, Th17 hiicreleri, notrofil aktivitesini ve epitelden anti-mikrobiyal peptitlerin
salinmasini destekler. (D) Efektdr fonksiyonlarin diizenlemesinden, dendritik hiicreler ve
efektor Th hiicreleri ilizerinde etkili olan IL-10+ Treg'in sorumludur. (E) IL-21
iiretiminden sorumlu Tth hiicreleri, germinal merkez olusumunu, afinite olgunlasmasini
ve izotip degisimini tegvik ederek antikor yanitlarinda gorev alir (9).

Thl ve Th2 hiicre gelisimi; sunulan antijenin miktar1, antijenik peptidin
THR’ye baglanma giiciine ve B7/CD28, CD40/CD40L ve ICAM-1/LFA-1 gibi ko-
stimiilator molekiiller arasindaki etkilesiminden etkilenir (10). Bu faktorler, farkli Th
hiicre alt kiimelerinin gelisimi ile ilgili bilgiler vermesine ragmen, Th hiicre
farklilagmasinin ana uyaricilar sitokinlerdir. Th1 farklilagmasi, interlokin-12 (IL-12),
IL-18, IFN-y, tip-1 interferonlar (IFN-a ve IFN-B) ve IL-27 araciligtyla
desteklenirken, IL-4 ve IL-10 tarafindan inhibe edilir. IL-12 ve IL-18 araciligiyla Thl
farklilagsmasiin  siirekliligi  saglanir. 1L-18, farklilagmasi tamamlanmis Thl
hiicrelerinin IFN-y {iretimini tesvik eder. ifade edilen IFN-y’nimn, IFN-y reseptoriine
baglanmasiyla birlikte STAT]1 sinyal yolag1 aktive olur ve bu yolak araciligiyla Tbet
transkripsiyon faktoriiniin iiretimi uyarilir. Tbet, IFN-y ve IL-12RB2 ifadesini

arttirarak Th1 fenotipini gliglendirmede rol oynar (11,12).

Th1, makrofaj, dogal oldiiriicii (Natural killer, NK) hiicre, B lenfosit ve
sitotoksik T lenfosit yanitlarini diizenleyerek yikici tipte bir inflamatuvar yanitin
aktivasyonunundan ve diizenlenmesinden sorumludur. Thl hiicreleri, salgiladigi
graniilosit makrofaj koloni uyaric1 faktdor (GM-CSF) araciligiyla kemik iliginden
graniilosit ve monositlerin yapimini uyarir. Ayrica IFN-y tireterek makrofajlarda sinif
1 ve sinif 2 MHK molekiillerinin, ifade diizeyini artirarak antijen sunumunu destekler.
IFN-y’nin etki mekanizmasi yalnizca makrofajlarla sinirli kalmayip ayni zamanda
farelerde NK hiicrelerinin aktivasyonunu saglar ve B lenfosit aracili 1gG2a izotip
degisimine neden olur (13). IgGaa klasik kompleman yolagimi aktive ederek fagositik

hiicreler tarafindan yiizeyde ifade edilen Fcy reseptdrlerine baglanma yoluyla



opsonizasyona aracilik eder. Thl tarafindan tiretilen IL-2 ve IFN-y ayrica sitotoksik T

lenfositlerin farklilagmasinda ve ¢ogalmasinda rol oynar (14,15).
2.2. T Hiicre Gelisimi

T hiicre onciilleri, dogum Oncesinde fetal karacigerden baslayarak, yasam
boyu kemik iliginden iiretilecek sekilde dolagima geger ve timusa go¢ ederler. Timusta
bulunan hiicreler kendilerini yenileyebilme 6zelliklerine sahip degillerdir; bu nedenle,
timopoez i¢in hematopoietik Onciil hiicrelerin kemik iliginden siirekli alinmasi
gerekmektedir. Timus, on {ist toraksta bulunan bir dig korteks ve i¢ medulladan
meydana gelen ve timositler olarak da bilinen T hiicre Onciillerinin, geligimi igin
gerekli olan mikrogevreyi saglayan iki lobiillii bir organdir (8, 16, 17). Timusun sub-
kapsiiler korteks epitel hiicrelerce iiretilen CCL25 kemokini kemik iliginden ¢ikan
onciil hiicreler iizerinde bulunan CCR9 reseptorleri ile taninir. Bu sayede onciillerin
timusa yerlesimi gergeklesir (18). Timusa yerlesen bu onciil hiicreler, hem T hem de
B lenfositleri olusturabilecek kararsizliktadirlar. Timik stromal hiicrelerince saglanan

Notch sinyali araciliiyla kararsiz 6nciiller, T hiicre yoniinde degistirilir (19,20).

Timositlerin gelisimi, timusun farkli bolgelerinde T hiicre reseptoriiniin
(THR) yeniden diizenlenmesi, CD3, CD4, CD8, CD25, CD44 ve CDI117'yi de
icerisinde bulunduran yiizey molekiillerinin ifadesindeki kademeli degisimler sonucu
tamamlanmaktadir. Erken timik onciiller (early thymic progenitor, ETP) CD4 veya
CD8 protein ekspresyonu bulunmadigi i¢in ¢ift negatif (double negative, DN) hiicreler
olarak adlandirilir. DN timositler IL-2 reseptoriiniin alfa zinciri (CD25), adezyon
molekiilii (CD44) ve kok hiicre biiyiime faktorii reseptorii c-kit (CD117) ifade
seviyesine gore belirlenen asamalardan (DN1, DN2, DN3 ve DN4) gecer (21,22).
Toplam timik T lenfosit havuzunun ¢ok diigiik miktarin1 olusturmakla birlikte DN1
evresindeki ETP hiicreleri genellikle yiiksek diizeyde CDI117 ifadesi ile
tanimlanmaktadir. DN1 evresinde CD117Y%skCD44viksekCD25-CD24disi-C D 7viksek
fenotipteki hiicreler kortiko-mediiller bdlgede bulunur ve timus mikroortamindan
alian sinyaller araciligiyla hiicre cogalmasinin baglamasi ve CD25 ifadelenmesi ile
birlikte DN2 evresine geger (23,24). DNI1 evresindeki hiicreler kortiko-mediiller
bolgeyi terk ettikten sonra timus korteksine go¢ ederler ve burada kortikal timik

epitelyal hiicreler (Cortical thymic epithelial cells, cTECs) ve fibroblastlardan



aldiklar sinyaller araciigiyla DN2 (CD117°CD44°CD25"CD24*CD270tyikseky
timositlere farklilagirlar. DN2 evresinde, THRy, THRd ve THRf gen lokuslarmdaki
yeniden diizenlenme baglatilir. T hiicre reseptdr gen bolgesi; V (variable), D
(diversity), J (joining) ve C (constant) gen parcalarindan olusmaktadir. Fonksiyonel
antijen reseptor genleri T lenfositlerde DNA yeniden diizenlemesi ile rastgele secilen
V, (D) ve J gen segmentlerini bitigik hale getirilmesi ile meydana gelir. T hiicre
reseptdr gen bolgelerindeki rekombinasyon sinyalleri ve yalnizca lenfoid hiicrelerce
ifade edilen rekombinasyon aktive edici gen 1 ve 2 (recombination activating gene -
2, RAG1 ve RAG2) araciligiyla olusan rekombinasyonla birlikte V(D)J kaynakli T
hiicre reseptor cesitliligi saglanmaktadir (25,26). DN2 evresindeki antijen tanima i¢in
TCR ¢esitliliginin saglanmasinin ardindan; DN3 evresine gecis, CD117’deki azalma
ve CD44 ifade diizeyindeki azalma ile karakterizedir. DN3 evresine gecisle birlikte
hiicreler CD117%9%%-CD44-CD25"°"2CD24Yiksek fenotip sergilemekle birlikte timor
nekroz faktdr reseptor siiper ailesinin bir iiyesi olan CD27, DN3 evresinin baginda
bulunmaz veya diisiik diizeyde bulunur. DN3 evresinin ileri agamalarinda ise yiiksek
diizeyde ifadelenmeye baglar. THR, y ve 6 lokuslarindaki yeniden diizenlenme devam
eder ve THR-af veya THR-yd tasiyan timositlere olgunlagma gerceklesir. DN4
evresinde ¢ogalma igin sinyal alinmasi; DN3 evresinin sonunda, CD3 kompleksinin
bilesenleri, a zinciri ve yeniden diizenlenmis B zincirinin bir araya gelerek ligand
bagimsiz ¢alisabilen 6ncii-THR’nin olusturulmasina baglhidir. DN4 evresine gecisle
birlikte timositler CD1177/4¥sikCD44-/disikcp)5-/disikcpogyikskop7viksek  fenotip
kazanirlar. Bu asamada RAG genleri yeniden ifadelenir ve o zinciri yeniden
diizenlenir. Diizenlenmenin ardindan timositler CD4 ve CD8 molekiillerinin ifadesi ile
birlikte ¢ift-pozitif (double positive, DP, CD4°CD8") timositlere olgunlasirlar (8, 24,
27, 28). CD4"CDS8" timositlere kortikal timik epitelyal hiicreler, dendritik hiicreler
(dendritic cells, DC) ve fibroblastlar tarafindan MHK araciligiyla 6z-antijenler
sunulur. Sunulan 6z-antijeni yiiksek afinite ile taniyan cift-pozitif hiicreler negatif
secilim araciligiyla apoptoza giderken, diisiik afinite ile 6z-antijeni taniyanlar hayatta
kalir. Bu sayede yiiksek afinite ile 6z-antijen taniyan hiicrelerin delesyonu, otoreaktif
T lenfositlerin olusma riskini azaltir (29). Oz-antijeni diisiik afiniteyle taniyan ¢ift-
pozitif hiicrelerden; stmif 1 MHK ile sunulan antijeni taniyan hiicreler CD8 tek-pozitif

(single positive, SP, CD4'CD8"), antijeni sinif 2 MHK araciligiyla taniyan hiicreler ise



CD4 tek-pozitif (CD4'CDS8") hiicrelere doniisiir (Sekil 2.2.). Olgunlagmanin
tamamlanmasinin ardindan hiicreler, sfingozin-1-fosfat (S1P1) reseptor ifadesini
arttirarak, dolagimda yiiksek miktardaki sfingozin-1-fosfat ligandina dogru go¢ etmek

i¢in timusu terk eder ve dolasima ¢ikarlar (30).

Kortlkal epitelyal
hiicre
Mezenkimal
— fibroblast

Dis korteks

Makrofaj

Sinif 2 MHK
tanima

Sinif 1 MHK
tanima

CD8 \Y___ Pozitif ___
S segilim

Medidiller epitelyal
hiicre

I¢ korteks

Kortiko-meddiller bolge

Dendritik hiicre

O

Negatif segilim
£ & Hematopoetik oncul

Negatif segilim

Medulla

Hiicre 6limi Hiicre 6limi

Sekil 2.2. Timus, mezenkimal alanlarla boliinmiis loblu bir organdir. Loblarin her biri belirli T hiicre
olgunlagma agamalarinda, timosit 6nciilerinin varlig1 ile karakterize edilen ayri1 kortikal ve
mediiller alanlar bulundurur. Timosit farklilagmasinda, birbirini takip eden 4 farkl ¢ift-
negatif (double negative, DN) evresini, CD4 ve CD8 molekiillerinin ikisini birlikte tagtyan
cift-pozitif (double positive, DP) evreye ge¢is izler. Bu sathalarda timositler ve timik
stromal hiicreler arasindaki etkilesimlerin, timusta karmagik bir T-hiicre olgunlagsmasi
programinin yiiriitiilmesinde énemli oldugu bilinmektedir, bu da sonugta Th hiicrelerin ve
sitotoksik T hiicrelerinin timustan go¢ etmesiyle sonuglanir (31).

2.3. T Hiicre Aktivasyonu

Timustan dolagima ¢ikan heniiz aktivasyon sinyali almamis naif T hiicreleri
dolasima katilir. Dolagima yeni ¢ikmig naif T lenfositleri, hiicre dongiisiiniin GO
evresinde olmakla birlikte metabolik olarak aktiftirler ve aktivasyon sinyali alinmadigi
stirece durgunluk evresini korumaya devam ederler. T hiicre aktivasyonunu iki temel

sinyal ile tetiklenir. Bu sinyallerden birincisi, lenfoid organlarda (lenf diigiimlerinde,
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dalakta ve mukozal lenfoid dokularda) naif T lenfositlerin, antijen sunan hiicrelerin
(antigen presenting cell, ASH, APC) ylizeyindeki MHK-peptit kompleksini taniyip,
baglanan THR araciligtyla saglanir. ikincil sinyal ise, ASH yiizeyindeki MHK-peptit
kompleksini tanmiyan T lenfositlerde artan adezyon molekiilleri araciligiyla ASH ile
ylizey temasini arttirmasi ve ko-stimiilator sinyallerin algilanmasi ile saglanir (26, 32-
36). Yalnizca THR iizerinden aktivasyonun tetiklenmesi veya kisa siireli uyarimlar, T
lenfositin efektor fonksiyon kazanmasi i¢in yetersiz olacak ve hiicre anerjiye
gidecektir. Bu durumun engellenmesi i¢in ko-stimiilatér molekiillerin 6nemi biiyiiktiir.
MHK-peptit kompleksi ile THR baglantis1 hiicre-i¢i sinyal yolaklarini, 6zellikle
tirozin kinaz aktivitesini uyarir. Boylece, transkripsiyon faktorlerinden, aktive edilmis
T hiicrelerinin niikleer faktorii (nuclear factor of activated T-cells, NFAT), niikleer
faktor kB (NF-xB) ve aktivator protein-1 (activator protein-1, AP-1) yardimiyla,
farklilagsma, sag kalim ve ¢ogalma ile ilgili genlerin transkripsiyonu baglatilir. T hiicre
aktivasyonunu, efektér fonksiyonunu, farklilasmasint ve hayatta kalimini
yonlendirecek olan esas faktorler ise ko-simiilatdr ve ko-inhibitér molekiillerdir. Ko-
stimiilatér molekiiller, ASH ylizeyindeki ligandlar1 ile baglanarak T hiicrelerin
aktivasyonunda ikincil sinyal kaynagin1 saglamaktadir. Yeterli sinyal iletim siiresinin
saglanmasi ve efektor fonksiyonlarin kazanilmasi i¢in adezyon molekiillerinin rolii de

siire¢ i¢in olduk¢a dnemlidir (37) (Sekil 2.3.).

Sitokinler
Sinyal 3
OX40L  OX40
—
—
CD80 9 CcD28
| ) Sinyal 2
Dendritik MHC loril  CD4ors T hiicre
" A |
hiicre q _ Sinyal 1
\  CD3
Peptit <
L j >
coss <@ CD28
TR,
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Sekil 2.3. T hiicre aktivasyonunun baslangici igin ilk basamak olan antijen sunumu ve aktivasyonun

tamamlanmasinda gérevli olan diger sinyal kaynaklari.
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En iyi karakterize edilmis T hiicre ko-stimiilasyon sinyali T hiicre yiizeyinde
ifade edilen CD28 ligandlar1 olan B7-1 (CD80) ve B7-2 (CD86) baglanmasi ile
saglanmaktadir. CD28 yardimct T hiicrelerin biiyilk ¢ogunlugunda, sitotoksik T
hiicrelerin ise yaklasik olarak yarisinin yilizeyinde bulunur. Dendritik hiicreler,
makrofajlar ve B hiicreler gibi profesyonel antijen sunan hiicrelerin yiizeyinde yiiksek
diizeyde ifadelenen B7 ko-stimiilator molekiilleri, dinlenme durumunda diisiik

diizeyde goriiliirken, herhangi bir inflamatuvar durumda ifadesi artar (38,39).

CD28 ko-stimiilasyonu, T hiicrelerin anerjiden korunmasini, farklilasmasini
ve cogalmasini destekler. Ligand baglanmasi ile birlikte Lck kinaz tarafindan CD28’in
sitoplazmik kuyrugu fosforlanmasi gerceklestirilir ve PI3K, CD28’in forforlanmis
kuyruguna eriserek aktive hale gelir. PI3K aktivasyonu araciligiyla Itk’nin membranda
tutunmasina saglanarak PLCy’nin aktive edilir bu da T hiicre aktivasyonunun
tamamlanmasina yardimci olur. Bunlara ek olarak CD28, NF-xB aktivasyonunu
artirarak, Bcl-2 ve Bel-XL gibi anti-apoptotik proteinler araciligiyla hiicre sagkalimina
katkr saglamaktadir. T hiicrenin ikincil uyarimimin tamamlanmasiyla IL-2 sitokin
ifadelenmesi baslatilir. Bu sayede sagkalim, farklilagma ve hiicre cogalmasi i¢in siireg

baslatilmis olur (26, 34, 40, 41).

Ko-stimiilator molekiil olarak CD28’e ek olarak bulunan diger bir énemli
molekiil ise indiiklenebilir kostimiilator molekiilii (inducible T-cell costimulator,
ICOS, CD278)’dir. ICOS’un ligand molekiilii (ICOSL, CD275) ise yine profesyonel
antijen sunan hiicrelerce ifade edilir. ICOS-ICOSL etkilesimi yiiksek afiniteli B
hiicrelerin {iretimi i¢in gerekli folikiiler T hiicrelerin aktivasyonu ve gelisimi i¢in
CD28-B7 etkilesiminde iiretilen sitokin olan IL-2’den ziyade IL-4 iiretiminin
saglanmasiyla birlikte T hiicre aracili antikor yanitlarinda 6nemli rol almaktadir
(33,42,43). Ayrica B ve T lenfosit zayiflatict (B- And T-Lymphocyte Attenuator,
BTLA-4) reseptorii, 0X40 (CD134) ve 4-1BB (CD137) ko-stimiilator molekiilleri de

T hiicre fonksiyonlarinin diizenlenmesinde rol oynar (44,45).

THR {izerinden birincil sinyali aldiktan sonra T hiicre yanitlarinin CD28-B7
ve ICOS-ICOSL ko-stimiilator molekiiller araciligiyla pozitif yonde desteklendigi
bilinmektedir. Bu molekiillerin etkilesiminin aksine bazi molekiillerin ligandlarryla

etkilesimleri sonucunda T hiicre yanitlan negatif yonde diizenlenmektedir. Bu
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molekiiller genellikle T hiicrede aktivasyonunu takiben 24-48 saat icerisinde hiicre
ylizeyinde ifade edilmeye baglayan programlanmig hiicre o6liim protein-1
(programmed cell death protein-1, PD-1, CD279), sitotoksik T lenfosit antijeni-4
(cytotoxic T-lymphocyte antigen 4, CTLA-4, CD152), T hiicre immiinglobin-3 (7-cell
immunoglobulin mucin receptor 3, TIM-3, CD366) ve lenfosit aktivasyon gen 3
(lymphocyte activation gene 3 protein, LAG3, CD223) olarak siralanabilir. Ayrica
TIGIT (T cell immunoreceptor with Ig and ITIM domains), CD244 ve CD160 ko-
inhibitoér molekiillerinin ifadelenmesinde de artis meydana gelmektedir. Bu inhibitor
reseptor molekiillerin ligandlarryla baglanmasi sonucu T hiicre yanitlarindaki negatif

diizenlenme nedeni ile efektor fonksiyonlar yitirilir (37,41-43,46-52).

Lenf Efektor Efektor
nodunda Cogalma fonksiyonlarin yanitin
tutulma artirimi kontroli

CD69  |L-2Ra(CD25)  cD4oL = IR,

Naif T PD-1,
hiicre LAG3,
TIM-3

Aktivasyon sonrasi zaman

Sekil 2.4.  Aktivasyonla birlikte T hiicre yiizeyinde ifadelenen molekiilller ve fonksiyonlari.

T hiicre aktivasyonunun erken belirteci olan CD69 yiizey molekiilii, SIP1R
molekiiliine baglanarak diizeyini azaltir ve T hiicrelerin ¢ogalmasini, farklilagsmasim
baslatan sinyallerin alinmasini saglayacak kadar lenfoid dokularda tutulmasini saglar.
Yeterli diizeyde sinyali almasi ile CD69 seviyesi diiger, bu sayede efektor ve hafiza
fenotiplere farklilagan T lenfositler SIP1R ifadesindeki artigla birlikte tekrar dolagima
gecerler (46-47).

IL-2 iiretimi, aktivasyonun baslamasiyla artar ancak tiretimi hizli ve gegicidir.
IL-2, efektor T hiicre alt kiimelerinin ¢ogalmasinda, farklilasmasinda ve
homeostazinda rol oynayan bir sitokindir. Aktivasyonun erken saatlerindeki IL-2
sekresyonundaki artig beraberinde hiicre yiizeyinde CD25 (IL-2Ra) reseptdriinde de
artisa yol acar. CD25 diizeyindeki artisla birlikte IL-2 {ireten aktive hiicre otokrin veya

parakrin etki sayesinde ¢cogalir ve efektor 6zellik kazanir (48).



13

Erken aktivasyonun ilerleyen saatlerinde T hiicrelerde CD40 ligand (CD154)
ylizey molekiilii ifade olur. CD40L ile etkilesim sonucunda antijen sunan hiicrelerde
antijen sunma kapasitesi arttirilir ve edinsel bagisiklik efektor yanitlar1 diizenlenir.
CD40L-CD40 etkilesimi dendtirik hiicrelerde, sitokin tiretimini tetikler, ko-stimiilator
molekiillerin ifadelenmesinde artisa sebep olur ve ¢apraz antijen sunumunu (cross
presentation) Kkolaylastirir (49). B lenfositlerde CD40 sinyali ile birlikte, germinal
merkez olusumu, immiinoglobiilin izotip degisimi ve somatik hiper-mutasyon siireci
baslar ve antikorlarin antijen afinitesinde artis gerceklesir. CD40 uyarimi, plazma

hiicrelerinin ve hafiza B lenfositlerin olusumunu tesvik eder (49).

T hiicre aktivasyonunun baglatilmasiyla birlikte, T hiicrelerin lenfoid
organlarda tutulmasina yardimci molekiiller olan CD62L ve CCR7’nin
ifadelenmesinde azalma baglar. Es zamanli olarak inflamasyon bdlgesine gogte rol
oynayan bir o4f1 integrin heterodimeri olan VLA-4 (very late antigen-4) ve
lenfositlerin periferik kandan ayrilarak dokuya girmesinde yardimeci olan lenfosit
fonksiyon iligkili antijen 1 ([ymphocyte function-associated antigen 1, LFA-1) gibi
adezyon molekiillerinin ifadelenmesinde artis olur. Bu sayede efektoér fonksiyon
kazanmig T hiicrelerin lenfoid organlardan ¢ikarak inflamasyon bolgesine gogii
desteklenir (53-55). ifadelenmesinde artis meydana gelen CD44 de, hyaluronik asit ve
matriks metalloproteinazlar (MMP) ile etkilesime girerek inflamasyon alanindaki

tutunmaya yardimci olarak T hiicre yanitlarinda rol oynar (56,57).

Antijenle uyarilmig ve ko-stimiilasyon almig T hiicrelerin biiyiikk ¢cogunlugu
efektor hiicrelere farklilagir. CD4" T hiicreler aktivasyonla birlikte, diger immiin
hiicrelerin fonksiyonlarini diizenlemek ve daha etkin bir inflamatuvar yanit olusturmak
amactyla cesitli sitokinler iiretirler. CD8" T hiicreleri ise efektor fonksiyon
kazandiktan sonra, sitotoksik etkileri araciligiyla hedef hiicreleri ortadan kaldirirlar.
Inflamatuvar yanitin sonlanmasiyla antijen spesifik T lenfosit klonlarmin biiyiik
cogunlugu apoptozla birlikte ortadan kalkarken kiiciik bir popiilasyon ayni antijenle

tekrar karsilagsma durumunda hizli yanit olugturmak iizere hafiza hiicrelere farklilagir.
2.4. Yardimc1 T Hiicrelerde Hafiza Gelisimi

Insanlarda T hiicre havuzunun olusmasi yasam boyu devam eden bir siirecle

olsa da biiyiik 6l¢lide yasamin erken evrelerinde olusturulur. Efektdr yanitlarin
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ardindan T hiicrelerin kiigiik bir kismi hafiza fenotipi kazanarak uzun siire hayatta
kalir. Hafiza T lenfositleri, cogalma ve sitokin iiretimi i¢in aktivasyon ve ko-stimiilator
sinyal gereksinimi agisindan naif T hiicrelere gore daha diisiik esik degere sahiptir.
Yiiksek diizeyde ifade edilen Bcl-2 ve Bel-XL anti-apoptotik proteinleri araciligiyla,
dogal bagisiklik tepkileri ve yasam sinyalleri azalsa dahi hafiza T hiicreleri uzun siireli
sagkalim avantajina sahiptirler. Transkripsiyon faktorleri ise, Th’lerin farkl1 alt tiplere
farklilagmasinda rol oynadigi gibi hafiza fenotipe geciste de biiyiik 6neme sahiptir. T-
bet ve eomes transkripsiyon faktorleri efektdr hiicre gelisiminde O6nemli rollere
sahiptir. IL-2 ve IL-12 araciligiyla T-bet’in ifadelenmesindeki artigla birlikte bu
transkripsiyon faktorii IL-12 reseptdriiniin ifadelenmesini destekleyerek efektor
gelisimi igin gerekli destegi saglamaktadir. T-bet’in asir1 ifadelenmesi ise hafiza
fenotipe gecis ihtimalinin azalmasi ile koreledir (58,59). Eomes transkripsiyon faktorii

ise daha ¢ok hafiza fenotipinin gelismesiyle iligkilidir (60).

Hafiza T hiicrelerde, hem gii¢lii uyarima duyulan gereksinimin az olmasi hem
de uzun siireli sagkalim 6zelligine sahip olmasi ve bunlara ek olarak hem sekonder
lenfoid organlarda hem de periferik dokularda bulunabilmeleri sayesinde aym
antijenle tekrar karsilagma durumunda olusacak olan sekonder immiin yanitin daha

hizl ve kararh sekilde gerceklesmesi saglanmaktadir (3,61-63).

Hafiza T hiicreleri i¢in homing kapasitesi, yeniden uyarimla birlikte kazanilan
efektor fonksiyon ve yiizey molekiil ifadelenmesindeki farkliliklara gore bir¢ok alt tip
tanimlanmistir. Bunlar arasinda en sik kabul gorenler hem CD4" T hiicreler hem de
CD8" T hiicrelerde ortak olmakla birlikte, efektdr hafiza T lenfositler (effector memory
T cell, Tem) ve merkezi hafiza T lenfositler (central memory T cell, Tcm) olmak lizere
iki alt gruptur (64). Merkezi hafiza T hiicreleri, yaklasik 200 kDa molekiiler agirliga
sahip 16kosit ortak antijeninin (leucocytes common antigen) bir izoformu olan
CD45RO, CCR7 ve L-selektin (CD62L) yiizey molekiillerinin ifadelenmesi ile
karakterizedir. Ek olarak yiiksek diizeyde CD44 adezyon molekiilii ve IL-7 reseptorii
(CD127) ve diisiik diizeyde KLRG-1 tagirlar. Genellikle lenf diiglimlerine yerlesmek
egiliminde olmakla birlikte periferik dolasimda da bulunurlar. Efektor hafiza hiicreleri
ise, merkezi hafiza hiicreleriyle benzer sekilde CD45RO ve CD44 ifade ederken,
CCR7 kemokin reseptorii ve L-selektin ifadesinden yoksundur. Buna ek olarak diisiik

diizeyde CD127 ifade ederken yiiksek diizeyde KLRG-1 ifadesi goriilmektedir.
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Efektor hafiza T hiicreleri siklikla mukozal dokular, periferik dokular ve dolagimda
bulunur. Ikincil enfeksiyon durumlarinda hizli efektér yanitla karakterize bu hiicreler
azalmig proliferatif aktiviteye sahiptirler. Ayn1 zamanda sitotoksik T hiicrelerde bu
hafiza durumu ytiksek granzim B ve perforin ekspresyonu ile karakterizedir (3, 65-
67). Efektor hafiza T hiicreleri hizli efektor yanit1 sayesinde, inflamasyon bdlgesindeki
ilk yanitta rol oynayarak, merkezi hafiza T hiicrelerine ¢ogalmak i¢in sinyal saglayarak

patojenin ortadan kaldirilmasinda énemli bir gérev almaktadir (3,68).
2.5. Yardimal T lenfosit Yamitlarinin PD-1 Aracihigiyla Diizenlenmesi

PD-1 molekiiliiniin, ligand1 ile baglanmasi, bagisiklik yanitlarinin
diizenlenmesini ve toleransin siirdiiriilmesini saglar. Ancak, kanser gibi immiin yanitin
etkin olmasi1 gerektigi durumlarda immiin baskilanmaya neden olarak hastaligin

ilerlemesine yol agabilir (69) (Sekil 2.5.).

PD-1, CD4" ve CD8" T lenfositlerde, dogal dldiiriicii T (NKT) hiicrelerde, B
lenfositlerde, monositlerde ve bazi dendritik hiicre alt kiimelerinde aktivasyonu
takiben ifadelenmeye baglar. PD-1 6zellikle kronik viral enfeksiyonlarda ve kanserde,
yorulmus T lenfositlerce yiiksek diizeyde ifade edilir (70). T hiicre reseptorii ve MHK-
peptit birlesmesi sonucu antijenin ve pozitif ko-stimiilatér sinyaller araciligiyla T
hiicre aktivasyonunun baslatilmastyla birlikte, T hiicre cogalmasi ve hayatta kaliminda
onemli rollere sahip olan ortak gama-zincir sitokinlerinden IL-2, IL-7, IL-15 ve IL-21
araciligiyla uyarilan NFAT, NOTCH, forkhead kutu proteini O1 (Forhead box protein
O1, FOX 01) ve interferon diizenleyici faktor 9 (interferon regulatory factor 9, IRF9)
transkripsiyon faktorleri, bagta PD-1 (CD279) olmak iizere, bir¢ok inhibitdr kontrol-
noktas1 (checkpoint) reseptor molekdilleri hiicre yiizeyinde ifadelenmeye baslar (70-
72).

Tip-1 trasnmembran protein olan PD-1, B7/CD27/CTLA-4 reseptor ailesinin
bir liyesidir ve hem dogal bagisiklik tepkilerinde hem de edinsel bagigiklik tepkilerinde
rol oynar (73,74). PD-1 molekiilii bir hiicre dig1 bolge, bir transmembran bdlgesi ve bir
hiicre i¢i kuyruk bolgesinden olusur. Hiicre i¢i kuyruk, T hiicre reseptoriiniin negatif

diizenlenmesine aracilik eden iki farkli fosforilasyon bolgesi icerir (75).
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Programlanmis hiicre 6liimii protein-ligand 1 (programmed cell death-ligand
1, PD-L1, CD274, B7 homolog 1, B7-H1) ve PD-L2 (CD273, B7-DC) reseptoriiniin
ligandlaridir. Diger B7 ailesi iiyelerine benzer sekilde IgV benzeri ve IgC benzeri
hiicre dis1 bolgelerine sahiptirler (76). PD-L2, PD-L1’e gore yaklasik 3 kat daha
yiiksek afinite ile PD-1’e baglanir ancak PD-L2, PD-L1’e gore daha az hiicre tipinde
ifadelenme gosterir. Ek olarak B7-1, PD-L1’e baglanabilirken, PD-L2 baglanamaz
(77). PD-L2, daha ¢ok dendritik hiicreler, makrofajlar, hafiza B hiicreleri iizerinde
ifadelenir. PD-L1, T lenfositler, B lenfositler, makrofajlar, dendritik hiicrelerde
bulunabilir ve aktivasyonla birlikte ifade diizeyinde artis goriiliir. PD-L1 tiimér
hiicreleri iizerinde de bulunur ve anti-tiimoér immiin yanitlardan kacis mekanizmasi
olarak kullanilir (76,78). PD-1 ligandlarinin ifadelenmesi, inflamatuvar faktorler ve
sitokinler tarafindan diizenlenir (76). Kanser hiicrelerinde PD-1’1n ligandlan ile
etkilesimlerinin diizenlenmesi, PI3K/AKT, MAPK, JAK/STAT, WNT, NF-xB ve
hedgehog sinyal yolaklar1 araciligiyla gergeklestirilir (78).

PD-1’in antijen sunan hiicreler veya kanser hiicreleri ylizeyindeki PD-L1 ile
transtaki baglanma ile birlikte T hiicre yanitlar negatif olarak diizenlenmesinde rol
oynadig1 bilinmektedir. Benzer sekilde PD-1-PD-L2 etkilesimleri de T hiicre
yanitlarini negatif olarak diizenlemekle birlikte ek olarak ko-stimiilatér fonksiyona da
sahiptir. PD-1’e ilgisini kaybeden PD-L2, heniiz aktivasyon sinyali almamis olan naif
T hiicrelerin, makrofajlarin, notrofillerin ve dendritik hiicrelerin yiizeyinde ifadelenen
ve solunum toleransini diizenlemeye yarayan bir ko-reseptor olan itici giic kilavuz
moliiekiiliine (repulsive guidance molecule B, RGMDb) baglanarak Th2 aracili Thl

polarizasyonunu tesvik etmek i¢in ko-stimiilator gérev gorebilir (79).
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T hiicrede PD-1 sinyal yolagi
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Sekil 2.5. T hiicrelerde programlanmis hiicre 6liim proteini-1 (PD-1)’in ligand:1 ile baglanmasi
sonucu olusan sinyal yolagi ve sinyal sonucu hiicresel fonksiyonlarin degigimi.

PD-1 ve PD-L1’in birgok hiicrede ifadelenmesi genis bir etki alan1 yaratir ve
birgok ¢ift yonlii etkilesim s6z konusudur. PD-1 sinyalizasyonunun etkileri diger
hiicrelerde de goriilmekle birlikte, etkilerin en iyi gézlemlenbildigi hiicre grubu T
lenfositlerdir. T hiicre aktivasyonunu takiben ylizeyde ifadelenmeye baslayan PD-1’in
ligandryla baglanmasi, Bcl-xL molekiiliiniin, GATA-3, T-bet ve Eomes transkripsiyon
faktorlerinin  ifadelenmesini  engelleyerek hiicre sag kalimm ve efektor
fonksiyonlarin1 olumsuz yonde diizenler (80,81). Ancak, PD-1-ligand etkilesiminde
inhibisyon yetenegi T hiicrelerin, THR iizerinden aldig1 sinyal giicline baglidir. THR
iizerinden alinan sinyal ne kadar diisiik olursa PD-1 {izerinden alinan inhibisyon o
kadar giiclii olur. Ayn1 zamanda, CD28 {izerinden alinan ko-stimiilasyon ve I1L-2
sitokini aracili T hiicre aktivasyonu, PD-1"1n etkisini azaltacak veya gecersiz kilacaktir

(82,83).

PD-1 ligasyonu T lenfosit membran proksimal sinyal olaylarinda da
degisikliklere sebep olabilir. Ligand ile baglanmasi hiicrede glikoz taginimi ve glikoliz
i¢in anahtar bir molekiil olan fosfatidilinositol-3-kinaz (PI3K) aktivitesinin inhibe
edilmesine neden olur. Bu da Akt fosforilasyonunu engeller. Ancak, IL-2, STATS
(signal transducer and activator of transcription) araciligiyla PI3K aktivitesine

gereksinim duymadan Akt aktivasyonunu saglayabilir ve PD-1 aracili negatif sinyali
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ortadan kaldirabilir (84). PD-1 etkilesimi, CD3(, (-iligkili protein 70kDa (C-associated
protein of 70 kDa, ZAP70) ve protein kinaz CO (protein kinase CB, PKCO)
fosforilasyonunu azaltabilir ve Erk aktivasyonunu da inhibe edebilir. Ancak bu negatif
etki de PI3K ve Akt aktivasyonlarimin diizenlenmesinde oldugu gibi STATS
molekiiliiniin aktivasyonunu saglayan sitokinlerden IL-2, IL-7 ve IL-15 tarafindan geri

déndiiriilebilir (84-86).

Basta PD-1 olmak iizere, inhibitér reseptor ifadelenmesi, T lenfositlerde
aktivasyonu takiben gergeklesir ve fonksiyonunu kaybetmis hiicre grubu olan
yorulmus T hiicrelerinde en yiiksek diizeyde gozlenir. Bu inhibitor reseptorlerin etkisi
blokaj ajanlar1 kullanilarak ortadan kaldirilabilmektedir. Bu durum 6zellikle tiimor
mikro-¢evresinde yogunlagsmis halde bulunan yorulmus T hiicrelerin, tekrar fonksiyon
kazanmasinin 6niinii agmakta ve bu sayede daha etkin bir anti-tliimor yanit olusmasi
saglanmaktadir (87,88). Bununla birlikte immiin kontrol noktasi blokaj tedavilerinin,
radyoterapi ve kemoterapi gibi diger kanser tedavi yontemleri ile kombine
uygulamalarla daha basaril anti-tiimor yanitlarin elde edilmesine 6n ayak olabilecegi

diistintilmektedir (89,90).
2.6. Iyonize Edici Radyasyonun Hiicre Biyolojisine Etkisi

Radyoterapi, kanser vakalarinin yarisindan fazlasinda, lokalize hastaligi
tedavi etmek, semptomlar1 hafifletmek ve tedavi edilemeyen kanserlerde hastaligi

kontrol altinda tutmak i¢in kullanilir (91).

Iyonize edici radyasyon 6zellikle timér hiicreleri iizerinde toksik etki ve
DNA hasarlarinin dogrudan veya dolayli indiiklenmesine neden olmaktadir (92).
Iyonize radyasyon araciligiyla birikmeye baslayan reaktif oksijen tiirleri (reactive
oxygen species, ROS), baz hasari, depolimerizasyon, ¢apraz baglanma (crosslinking)
ve ¢ift iplik kirtlmasi (double-strand break, DSB) araciligiyla DNA {izerinde ¢esitli
hasarlar olugturabilir (93). Olusan DNA hasarlari, hiicre dongiislinde interfaz
sirasinda, birisi G1 evresinden, kromozomal replikasyona gecis asamasinda, digeri ise
G2 evresinden mitoza geg¢is sirasinda iki ayr1 DNA kontrol noktasinda teshis edilebilir.
Belirlenen hasarlarin, DNA onarim mekanizmalariyla giderilmesi i¢in en onemli

faktorler, fosfoinositid-3 kinaz (PI3K) ailesinin {iyeleri olan ataksi telenjicktazi
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mutasyonu barindiran protein (ATM), ataksi telenjiektazi ve Rad3 iligkili proteindir

(ATR) ve DNA bagimli protein kinazdir (DNA-PK) (94).

ATM, basta Ser1423 ve Ser1526 olmak iizere, ATR ise basta Ser1423 olmak
iizere ¢oklu serin rezidiilerinin aktivasyonu araciligiyla tiimor baskilayici bir gen olan
Brcal’i aktive ederler. Hiicre dongiisiiniin G2 evresinden mitoz evresine gecisin
kontroliinii saglayan BRCA1 genom koruyucu olarak iglev goriir (95-97). Ayrica,
DNA hasarina yanit olarak, onarim mekanizmasinda rol oynayan Chk2 proteininin
ATM tarafindan fosforilasyonu, BRCA1’in homolog rekombinasyon araciligiyla cift

iplik kirilmalarinin onarilmasina yardime1 olur (98).

DNA-PK bagimli tamir mekanizmasi DNA baglayici protein heterodimeri
olan Ku araciligiyla homolog olmayan ug¢ birlestirilmesi (non-homologous end
joining, NHEJ) seklinde gerceklestirilir (99). Ayrica, DNA-PK/Ku kompleksi DNA
hasar yanit1 olarak p53°i fosforile ederek G1/S kontrol noktasinda p21 {izerinden

dolayl olarak modiile etmektedir.
2.7. Iyonize Edici Radyasyonun T Hiicrelere Etkisi

T hiicre aktivasyonunun ve efektor fonksiyonlarinin iyilesitirilmesi amaciyla,
PD-1 ve CTLA-4 gibi inhibitér reseptorleri hedef alan tedavi yoOntemleri
kullanilmaktadir. Ancak, hastalarin biiyiik bir kisminda tiimérlerin immiinojenik
olmamas1 ve yeterli immiin cevabin alinamamasi nedeniyle immiin kontrol noktasi
blokaj tedavilerinden verim alinamayabilir (100). Bu nedenle, zayif immiin
reaksiyonun giiclendirilmesi ve anti-timor etkinligin arttirllmasi amaciyla blokaj
tedavisine farkli tedavi yontemleri eklenerek sinerjik etki yaratilmasi s6z konusudur

(101,102).

Iyonize edici radyasyonun, biyolojik etkileri {izerine daha énce yapilan birgok
calismaya gore, yiiksek doz radyasyonun, DNA hasarlarinin dogrudan veya dolayh
uyarilmasi yoluyla apoptotik/nekrotik doku hasari ve ayrica immiinosupresyona neden
olarak canli organizmalar icin olumsuz etkileri oldugu acikca gosterilmistir. Iyonize
edici radyasyon oOzellikle tiimor hiicreleri tizerindeki sito-toksik etkileri ile
bilinmektedir. Ancak, immiin sistem hiicreleri iizerinde ¢esitli akut veya uzun siireli

etkileri de mevcuttur. Yiiksek doz radyasyonun olumsuz etkilerinin aksine diisiik doz
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radyasyonun edinsel yanitlar1 desteklemesi miimkiindiir. Immiin sistem hiicrelerinde
DNA onarimimnin yiiksek doz radyasyon maruziyetine gore daha kolay olmasi ve
hiicresel metabolik aktivitenin diizenlenmesi sayesinde anti-tliimor yanita biiyiik

olgtide katki saglanmaktadir (103-109).

Hiicrelerin ¢ekirdeginde ve mitokondride bulunan DNA’nin immiin uyarict
bir molekiil olabildigi de bilinmektedir (110). inflamasyon ve hiicre dis1 hasar
durumunda olusan sitozolik DNA varligi, tip 1 interferonlarin indiikklenmesi ve
inflamasyon saglayarak bagisiklik tepkilerini giliglendirir. Sitozolik DNA hiicrede
biiylik olgiide cGAS-STING yolag1 araciligtyla kontrol edilir. Siklik GMP-AMP
sentaz (cyclic GMP-AMP synthase, cGAS)-STING vyolagi (cGAS-STING),
radyoterapi araciligiyla efektdr T hiicre yanitlarina katkida bulunur. Ayrica immiin
kontrol noktas1 blokajlarina verilen yanitta radyoterapi ile sinerjik etkinin 6nemli

olgtlide artabilecegini ortaya koymaktadir (111).

Memeli hiicrelerin sitoplazmasinda, interferon diizenleyici faktér (DAI), dead
kutu polipeptid 41 (DDX41) ve interferon ile indiiklenebilir protein 16 (IF116) gibi
sitoplazmik DNA bagiml farkli aktivatorler bulunmaktadir. Bu aktivatorlerin tiimii,
interferon genlerinin uyaricis1 (stimulator of interferon genes, STING) olarak

isimlendirilen sitoplazmik proteini aktive ederek diizenlenmeye katkida bulunur (110).

Radyasyon yoluyla indiiklenen ve onarilmamis DNA ¢ift sarmal kiriklarini
takiben, kanser hiicrelerinin mitoz boliinme yoluyla ¢ogalmasi mikroniikleus
olusumuna yol acar. Mikroniikleuslar, kolayca parcalanabilen yapidadir ve gift
sarmalli DNA'y1 sitoplazma igerisine sentezler (111-114). Sitoplazma icerisindeki
DNA, cGAS’m ATP ve GTP’nin 2'3'-siklik GMP-AMP'ye (cGAMP) katalize
edilmesi i¢in konformasyonel degisiklikleri uyarir. Ardindan cGAMP’nin aktivasyonu
endoplazmik retikulumda (ER) STING’i uyarir ve STING tetramerler olusturabilmek
icin ER’den ER-golgi ara bdlgesine yerleserek oligomerizasyona girer. Golgi
icerisindeki STING’in aktivasyonu ile birlikte IkB kinase (IKK) araciligiyla NF-xB
(115), TANK baglayici kinaz 1 (TBK1) isimli protein kinaz araciligtyla da interferon
diizenleyici faktér 3 (IRF3) yolaklariin aktivasyonu ve yolakla ilgili transkripsiyon
faktorlerinin aktivasyonu gergeklesir (116). Her iki sinyal yolaginin aktivasyonu ile

tip-1 interferonlarin ve immdiin yanitta rol alan diger inflamatuvar sitokinlerin ifadelesi
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artar (117-119). STING aracili tip-1 interferonlarin salimi, 1smlanmis kanser
hiicrelerinin sitozoliindeki DNA ¢ift iplik kiriklarinin birikmesi ve uyarilan cGAS-
STING yolagi anti-tiimor T hiicre yamitlarini giiclendirebilir (111,120) (Sekil 2.6.).
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Sekil 2.6. Iyonize radyasyon maruziyeti sonucunda hiicrede olusan DNA ¢ift iplik kirilmas1 (double-
stranded DNA, dsDNA) sonucu cGAS-STING sinyal yolaginin aktivasyon siireci.

Iyonize radyasyon uygulamasi sonucunda olusan stres, hasar ile iliskili
molekiiler modeller (damage-associated molecular pattern, DAMP) araciligiyla
tehlike sinyalleri bagisiklik sistemine bildirilir (121-126). HMGB1, dsDNA, kromatin,
RNA, mitokondri benzeri hiicre bilesenlerinin hiicre dist bosluklarda bulunmasi
immiin sistemi dogrudan uyarir (127). A¢iga ¢ikan bu DAMP’lar, immiin hiicrelerin
yilizeyinde bulunan desen tamima reseptorleri (pattern recognition receptor, PRR)
tarafindan taninarak (128,129) tiimoérde ise DAMP’lar infiltre dendritik hiicreler
tarafindan tanmir ve tiimor ile iliskili T hiicrelere capraz sunum yapilir. Aktive
dendritik hiicreler tarafindan {iretilen IFN-f ¢apraz sunuma destek saglar (111,120).
IFN ile uyarilan genler arasinda yer alan CCL5, CXCL10 ve CXCL16 kemokinleri
araciligiyla efektor T hiicreler tiimor bolgesine yonlendirilerek anti-tiimor yanita

destek saglanir (130,131).

Iyonize radyasyon ile ortaya ¢cikan DAMP’lara bir diger 6rnek ise U1 ve U2
gibi kiicik ve endojen kodlamayan RNA’lardir. Bu molekiiller radyasyon

uygulamasmin ardindan sitoplazma igerisinde yer degistirirler ve dsSRNA sensorii olan
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DDXS58 ile baglanarak mitokondriyal anti-viral sinyal proteini (MAVS) ve tip-1

interferonlarin aktivasyonuna katkida bulunarak T hiicre yanitlarini diizenler (132).

T hiicre alt gruplarnt arasindaki farkliliklar bulunduklar1 organlar ve
aktivasyon durumlarina gore farkli radyosensivite gosterebilirler. Radyasyon

maruziyeti sonrasinda iyilesme siireci de dokular arasinda farklilik gostermektedir

(133,134).

Genel olarak iyonize radyasyonun anti-timor immiin yanitlara bircok farkli
mekanizma iizerinden etki ettigi bilinmektedir. Tiimor-iligkili antijenin taninmasi
durumunda, efektor yanitin artirilmasi anti-tiimor T hiicre yanitlarinin iyonize edici

radyasyonun tedavi edici etkisi ile birlestirilmesi agisindan 6neme sahiptir.
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3. GEREC ve YONTEM

Bu yiiksek lisans tez calismasi kapsaminda yapilan deneylerde arastirma
amaciyla kullanilan kanlar, 16969557-1486 say1l1 Girisimsel Olmayan Etik Kurul izni
kapsaminda Hacettepe Universitesi, Onkoloji Hastanesi, Aferez Biriminde saglikls,
goniillii donorlerden toplanmigtir. Calisma kapsaminda yapilan deneylerin tamami
Hacettepe Universitesi, Kanser Enstitiisii, Temel Onkoloji Anabilim Dali Arastirma
Laboratuvarinda  gergeklestirilmistir.  Radyasyon  uygulamalari,  Hacettepe
Universitesi, Tip Fakiitesi, Dahili Tip Bilimleri Béliimii, Radyasyon Onkolojisi
Anabilim Dalinda yapilmistir.

3.1. Calismada Kullanilan Malzemeler

Penisilin-streptomisin, RPMI 1640, f6tal buzag1 serumu (Fetal bovine serum,
FBS), fosfat tamponlanmis tuz ¢ozeltisi (phosphate buffered saline, PBS) (Advasta,
ABD), Histofaque 1,077g/mL, Tripan Mavisi, etilendiamintetraasetik (EDTA), hiicre
bolinme takip boyasi1 (carboxyfluoresceinsuccinimidyl ester, CFSE), JC-1, May-
Griinwald, giemsa, kapatma soliisyonu (Entellan), triton X-100, buzagi Serum
Albumin (BSA), paraformaldehit, 4',6-diamidino-2-phenylindole (DAPI), fare y-
H2aX primer antikoru (Biolegend), Tavsan anti-CD3 (Abcam), anti-Fare Alexa 488,
anti-Tavsan Alexa 555, esansiyel-olmayan amino asitler (HyClone™, GE Healthcare,
Ingiltere), anti-CD3 (klon: HIT3a), anti-PD-1 (Nivolumab, Opdivo), LEGENDplex
Th1/Th2/Th17 sitokin ¢ok-analitli ELISA kiti (BioLegend, ABD), CD4
mikrobouncuklar (Miltenyi Biotec, Almanya), hiicre apoptoz tayin kiti (Annexin V),
propidyum iyodiir (PI), U tabanli 96-kuyulu hiicre kiiltiirii tabaklari, T25 kiiltiir kabu,
T75 kiltiir kab, 1,5/15/50 mL steril tiipler, steril serolojik pipetler (5 mL, 10 mL, 25
mL).

Tablo 3.1. Calismada kullanilan antikorlar

Antikor Ad1 Klon Florokrom Uretici Firma Seyreltme
CD4 RPA-T4 APC-Cy7 | Sony Biotechnology (Cin) | 1:50
CD45RO UCHLI PerCP Sony Biotechnology (Cin) | 1:50
CD62L DREGS56 | APC Sony Biotechnology (Cin) | 1:50
CD279 (PD-1) EH12.2H7 | FITC BioLegend (ABD) 1:100
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CD366 (TIM-3) | F38-2E2 | PE BioLegend (ABD) 1:100
CD223 (LAG3) 11C3C65 | FITC BioLegend (ABD) 1:100
CD152 (CTLA-4) | L3D10 PE BioLegend (ABD) 1:100
CDI11b ICRF44 APC Sony Biotechnology (Cin) | 1:50

3.2. Tamponlar ve Cozeltiler

PBS c¢ozeltisi (1X): 100 mL distile su igerisinde, 1 PBS tableti (NaCl, KCI,
Na;HPO4 ve KH2POy igerir) ¢oziiliir. 7,4 pH’a sahip ve son konsantrasyonlar1 137 mM
NaCl, 10 mM fosfat ve 2,7 mM KCl 1X PBS c¢ozeltisi elde edilir. Cozelti
otoklavlanarak, 4-8°C’de 2 yila kadar saklanabilir.

Tam RPMI besi ortami: L-glutamin (300 mg/L) igeren RPMI 1640 besi
ortamina; son konsantrasyonu %10 1s1 inaktive FBS ve %1 penisilin/streptomisin
olacak sekilde tam RPMI besi ortami hazirlanir. Besi ortami +4-8°C’de 4 haftaya kadar

saklanabilir.

Hiicre kiiltiiriinde kullanilan monoklonal antikorlar: Ana stok (1 mg/mL)
anti-CD3 (klon: HIT3a) antikorunun ara stok konsantrasyonu 5 pg/mL olacak sekilde
ve ana stogu 10 mg/mL olan anti-PD-1 (Nivolumab, Opdivo) ara stok konsantrasyonu
1 mg/mL olacak sekilde serumsuz RPMI 1640 igerisinde hazirlanir. Ara stoklar +4-
8°C’de 1 hafta saklanabilmektedir.

Hiicre boéliinmesi takip boyasi: Liyofilize halde bulunan CFSE
(carboxyfluoresceinsuccinimidyl ester) (100 ng), tizerine 36 uL. DMSO eklenir.
Finaldeki konsantrasyon 5 mM olacak sekilde CFSE ¢oziiliir ve alikotlanarak 1siktan
korunacak sekilde -80°C’de saklanir. Coziilmiis CFSE boyasinin -80°C’de bir aya

kadar saklanabilir.

Tripan mavisi: Toz halde bulunan tripan mavisi, 1X PBS i¢inde final
konsantrasyonu %4 a/h olacak sekilde ¢oziiliir. Cozelti oda sicakliginda 3 yila kadar

saklanabilir.

Buzagi serum albumin (BSA): %10 a/h konsantrasyonda olacak sekilde toz

BSA, distile su icinde ¢oziiliir. Cozelti +4-8°C’de 2 yila kadar saklanabilir.



25

MACS (magnetic-activated cell sorting) ylkama tamponu: 1X PBS
icerisinde son konsantrasyonlar1 2 mM EDTA ve %0,5 a/h BSA olacak sekilde

hazirlanir. Hazirlanan ¢6zelti +4-8°C’de 4 haftaya kadar saklanabilir.

Propidyum iyodiir: Toz halde bulunan propidium iyodiir 5 mg/mL (2,5 mM)
final konsantrasonda olacak sekilde distile su yardimiyla ¢6ziiliir. Hazirlanan ¢ozelti

+4-8°C’de 6 aydan uzun siire saklanabilir.

JC-1 mitokondriyal membran potansiyel test boyasi: Toz haldeki JC-1
boyasi final konsantrasyonu 200 uM olacak sekilde DMSQO igerisinde ¢oziiliir. Cozelti
+2-8°C’de 1 yila kadar saklanabilir.

3.3 Hiicre Kiiltiirii Calismalar:
3.3.1. Hiicre Sayim

Sayilacak olan hiicreler, sayimin en dogru sekilde yapilabilmesi i¢in sayim
oncesinde iyice ve nazikge pipetlenerek karistirilir. Bu sayede hiicrelerin homojen bir
sekilde siispanse olmas1 saglanir. Hiicre siispansiyonundan 10 pL alinarak yine 10 pL
tripan mavisi ile 1:1 oraninda pipetlenerek karistirilir. Hazirlanan karigim Fuchs-
Rosental lamina ortiilen lamel altina kapiler etki ile yayilir. Lamin yiizeyi ile lam
tizerine kapatilan lamelin ylizeyi arasinda 0.1 mm’lik aralik bulunmaktadir, dolayistyla
lamin olustugu 9 esit kareden her birine 0.1 pL hacimde siv1 yerlesir. Lamin farkli
noktalarindaki 4 farkli kareden yapilan l¢limlerde bulunan hiicre sayisinin ortalamasi
alinarak yiiklenen siispanse drnegin 0.1 pL’sinde bulunan hiicre sayis1 elde edilmis
olur. Tripan mavisi ile 1:1 oraninda seyreltilme kat sayisi da gbéz Oniinde
bulundurularak mL hacim bagina diisen hiicre sayis1 hesaplanir (Sekil 3.1., Formiil

3.1).

[o] l

Sekil 3.1. Fuchs-Rosental lam1 ve yiizey alani.
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Alan = lmm X Imm = Imm?

Hacim = Imm2x 0.1 mm= 0.1 mm?3

Hiicre sayist x 10’
yist X Seyreltme faktorii

Hiicre konsantrasyonu = ~
Sayim alani X Imm

Formiil 3.1. Hiicre sayisi hesaplama formiili.

3.3.2. Dondurularak Stoklanan Hiicrelerin Coziilmesi ve Pasajlanmasi

Hiicrelerin daha sonra kullanabilmesi ve uzun vade saklanilabilmesi amaciyla
erken pasaj donemlerinde kriyojenik tiipler yardimryla -196°C’de s1v1 azot tankinda
dondurulur. Hiicre kiiltiiri caligmalarinda kullanilmak iizere kriyojenik tiip
icerisindeki akut miyeloid 16semi hiicre hatti THP-1 hiicreleri kiiltiirde kullanilmak
iizere sivi azot tankindan c¢ikarildi. Tiip, onceden 37°C’ye getirilen su banyosu
igerisinde buz kristalleri tamamen eriyene kadar ¢oziliir. Tamamen ¢ozdiiriilen
hiicreler kriyojenik tiipiin dekontamine edilmesinin ardindan laminar akim kabini
igerisine almir. Onceden hazirlanmis olan %10 fotal siir serumu (fetal bonive serum,
FBS) ve %] penisilin/streptomisin igeren 50 mL tam RPMI 1640 besi ortam1 igerisine
aktarilir ve 400xg’de 5 dakika santrifiijlenir. Ardindan, tiip dibinde toplanan hiicrelere
miidahale etmeden siipernatant tiipten uzaklastirilir ve tiip icerisindeki hiicre pelleti
tam RPMI 1640 ile siispanse hale getirildikten sonra final konsantrasyonu 1X/10 mL
olacak sekilde esansiyel-olmayan aminoasit iceren tam RPMI besi ortami igerisinde
T25 kiiltiir kabina alinir ve kiiltiir kab1 37°C ve %5 CO. igeren inkiibatore kaldirilir.
T25 kiiltiir kabn igerisindeki hiicrelerin yogunlugu artinca T75 kiiltiir kab1 igerisine

aktarilir ve aktarilan hiicrelere 10 mL taze, tam besi ortami eklenir.

Inkiibatorde, T75 kiiltiir kabinda bulunan THP-1 hiicreleri 2-4x10° hiicre/mL
yogunlukta olacak sekilde, ortalama olarak 2-3 giinde bir tam RPMI 1640 ile besi
ortam1 yenilemesi yapilarak kiiltiiriin devamliligi saglanir. Kiiltiirdeki hiicre
yogunlugunun 1x10%mL’ye ulasmamasina dzen gosterilir. Besi ortami yenileme
islemi Oncesinde ve besi ortami yenileme isleminin ardindan T75 kiiltiir kabi, 151k
mikroskobu altinda olas1 kontaminasyon ve hiicre morfolojisi agisindan diizenli olarak

incelenir.
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3.3.3. Periferik Kan Mononiikleer Hiicrelerin ve CD4" T Hiicrelerin

Izolasyonu

Saglikli, goniilli bireylerden alinan kan &rnekleri pihtilagsmay1 engelleyen
EDTA igerikli tiiplere toplanir. Tiipler, %70 alkol ile dekontamine edildikten sonra
laminer akim kabini icerisine alinir. Ardindan, kan 6rnegi, 15 mL’lik tiip igerisinde
1:1 oraninda serum icermeyen RPMI 1640 besi ortami ile seyreltilir. 15 mL tiip
icerisine es zamanli olarak 1,077 g/mL yogunluga sahip 3 mL Ficoll eklenir ve
karigmamasima 6zen gosterilerek sekilde 1/1 oraninda seyreltilmis kan, ayristirma
sollisyonu iizerine dikkatlice yayilir. Tiipler agz1 kapatildiktan sonra dik tutularak,
sallamamaya dikkat ederek faz ayirma iglemi igin santrifiijje gotiiriiliir; 400xg’de 2
hizlanma/yavaslama ayarinda 25 dakika faz ayrimi i¢in santrifiijleme islemi baslatilir
(Sekil 3.2.). Daha sonra pasteur pipeti aracilifiyla plazma, besi ortami karigiminin
bulundugu fazin (yaklagik 1-2 mL) bir kismu tiipten uzaklastirilir. Ardindan, periferik
kan mononiikleer hiicreleri baska bir 15 mL steril tiipe, Pasteur pipeti yardimiyla
toplanir ve tlipiin kalan kismi 1X PBS ile tamamlandiktan sonra 2 kez 5 dakika
400xg’de santrifiijlenerek yikanir ve tiipiin dibinde toplanan hiicre pelleti haricindeki

s1v1 faz uzaklastirilarak CD4" T hiicre saflagtirma asamasina gegilir.

Santrifij

Periferik kan ey Plazma + besiyeri

= Periferik kan mononiikleer hiicreleri

e Histofaque (1,077g/mL)
Notrofil
Eritrosit

Histofaque
(1,077g/mL)

Sekil 3.2. Periferik kanin faz ayristirma iglemi ile farkli fazlarda hiicre gruplarina ayrigtirilmast.

PKMH toplandiktan sonra, CD4" T hiicrelerin PKMH igerisinden
saflagtiritlmasi amaciyla MACS yontemi kullanilir. Toplanan hiicreler MACS tamponu

araciligtyla da bir kez 400xg’de 5 dakika santrifiijlenir. Santrifiij isleminin ardindan
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tampon ¢ozelti uzaklagtirilarak hiicre pelleti 100 uL. MACS tamponu ile siispanse
edilir. Hiicre sayim1 yapilarak 1x107 hiicre manyetik-aktive boncuklarla isaretlenmek
icin ayrilir. Pozitif se¢ilim MACS kiti kullanildig1 i¢in yalnizca ilgilenilen popiilasyon
kolona (LS column) yapisacak boncuklarla isaretlenir ve isaretlenmeyen hiicreler
(CD4" T hiicre haricindeki hiicreler) kolondan gecerek asag1 akacaktir. Isaretleme igin
ayrilan hiicreler iizerine 10 uL CD4 mikro-boncuklar eklenerek +4°C’de 15 dakika
inkiibe edilir. Inkiibasyonun ardindan MACS tamponu araciligiyla 1 kez 400xg’de 5
dakika yikama islemi gergeklestirilerek baglanmayan mikro-boncuklar uzaklastirilir
ve isaretli hiicre pelleti MACS tamponu ile siispanse duruma getirilir. Manyetik standa
dik bir konumda kolon yerlestirildikten sonra kolon aktivasyonu i¢in 3 mL MACS
tamponu gegirilir. Kolonun aktivasyonunun ve dikey akisin sabitlenmesinden sonra
isaretli ornek kolondan gecirilir. CD4 mikro-boncuklar ile isaretli PKMH 6rmegi
kolondan gegirildikten sonra 3 defa 3 mL MACS tampon ¢dzeltisi ile kolon yikanir.
Yikamalarin ardindan kolon manyetik alandan uzaklastirilarak steril 15 mL tiip
igerisine almir ve iizerine 5 mL MACS tampon ¢ozeltisi eklendikten sonra kolon
pistonu hizlica itilir. Pistonun itilmesiyle olusan basing ile 5 mL MACS tamponu
kolondan hizlica gegerek pozitif secilim ile kolona yapisan hiicreler tlip icerisine
toplanir. Hiicre safliginin test edilmesi amaciyla gecen hiicrelerden 6rnek alinarak 1
kez 400xg’de 5 dakika yikama iglemi gerceklestirilir ve ardindan 100 uL hiicre boyama
tamponu ile siispanse edilir. Siispanse hiicreler floresan isaretli anti-CD4 antikoru ile
+4°C’de 40 dakika siireyle inkiibe edilerek isaretlendikten sonra tekrar 1 kez 400xg’de
5 dakika yikama islemi yapilir ve ardindan hiicreler 100 uL tampon ile siispanse

edilerek akim sitometri cihazindan saflik analizi yapilir.
3.3.4. Ko-kiiltiir Ortaminin Olusturulmasi

CD4" yardimei T hiicrelerin uyariminin saglanmasi i¢in akut myeloid 16semi
hiicre hattt THP-1 hiicreleri birlikte kiiltiire alinir. CD4" T hiicre ve THP-1 hiicrelerin
ko-kiiltiir yontemi daha 6nce laboratuvarimizda optimize edilmis olup bu protokol
yardimi ile ko-kiiltiir ortami kurulmustur (135). Protokolden yola ¢ikilarak, CD4" T
hiicre/THP-1  hiicre 1:2  (25x10%/50x10%) oraminda ve 25 ng/mL final
konsantrasyondaki anti-CD3 antikoru tam RPMI besi ortami igerisine eklenir.
Homojen bir bigimde kuyulara dagitilmak amaciyla steril tiipte birlestirilir. Ardindan

cok kanalli mikro pipet yardimu ile her bir kuyuya 200 uL olacak sekilde U-tabanli 96
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kuyulu kiiltiir tabaklarina ekilir. Olusturulan ko-kiiltiir tabaklar1 inkiibatore kaldirilir.
Ko-kiiltiirdeki, anti-CD3 uyariminin siirekliligini saglamak ve bu sayede hiicrelere
farklh fenotipik ve fonksiyonel profillerin kazandirilmasi1 amaciyla, her 24 saatte bir
kuyulardaki siipernatantin 100 uL’si U tabanin dibinde toplanan hiicreleri rahatsiz
etmeyecek bir sekilde ceperden cok kanalli mikro pipet yardimiyla ortamdan
uzaklagtirilir. Yerine 25ng/mL anti-CD3 igeren taze tam RPMI 1640 besi ortamindan
100 uL yine aym sekilde ¢eperden eklenir. Olusturulan ko-kiiltiir ortami tazeleme
islemleri ile 120. saate kadar tasginmaktadir. Bu tez kapsamindaki ko-kiiltiir

inkiibasyon siireleri 0, 24, 72 ve 120 saat olarak kullanilmigtir.

A

u AKut monositik l1osemi hiicre hatti (THP-1)
‘ Yardimcer T Hiicre (Th)

Anti-CD3 antikoru

U tabanh kuyu '

B

anti-CD3 uyarimi

11111

0 24 48 72 96 120

L 3 [ 1 1 1
I } 1 1 ! > saat

Sekil 3.3.  Ko-kiiltiir ortami1 ve anti-CD3 uyarimi. A. Ko-kiiltiir ortami ve bilesenleri. B. Ko-kiiltiir

ortamina yapilan anti-CD3 uygulama siireleri.

3.3.5. Floresan Aktive Hiicre Ayirma Yontemi

Radyasyon uygulamasindan 24 saat sonra yardimci T hiicrelerin ko-kiiltiir
ortamindan izole edilerek mitokondriyal membran potansiyelinin floresan boyama
yardimiyla goriintiilenebilmesi amaciyla floresan aktive hiicre ayirma (fluorescence-
activated cell sorting, FACS) yontemi kullanilmistir. Ko-kiiltiir ortaminda bulunan
hiicreler, anti-CD4 antikoru ile isaretlendikten sonra 5x10° hiicre/mL olacak sekilde
tam RPMI1640 besi ortami igerisine alinir. FACS cihazindaki akig ayarlarinin

optimizasyonunun yapilmasi i¢in érnekten once, cihaza yiiklenen polistiren boncuklar
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(Accudrop Beads, BD Biosciences, ABD) ile 6rnek ayirma iinitesi icerisindeki
defleksiyon plaklari arasina girig zamani, uygun frekans ve voltaj degerleri belirlenir.
Cihazdaki optimizasyonlar yapildiktan sonra, hazirlanilan 6rnek yiiklenir ve uygun
kapilama stratejileri yapildiktan sonra ilgilenilen hiicre grubu tam RPMI1640 besi
ortami igerisinde toplanir. Ayristirilan hiicrelerden bir 6rnek alinarak saflik kontrolii

yapildiktan sonra akim sitometride immiinofenotipleme yapilir (Sekil 3.4.).

FACS isleminden dnce FACS isleminden sonra

»SSC-A
—> CD-4

0 50K 100K 150K 200K 250K

FSC-HH
l g g & §& &
s 2 8§ 8 &® ¢
A UG DU T

FSC-A —>FSC-A

Sekil 3.4. FACS igin kullanilan kapilama stratejisi. FACS iglemi sonrasinda CD4" hiicrelerin saflig

>9%96 olarak belirlenmistir.

3.3.6. Yardimai T Hiicrelere Inhibitér Sinyal Blokaji Uygulanmasi

Ko-kiiltir yapilarak farkli aktivasyon basamagima ilerletilen yardimer T
hiicrelere 120. saatte immiin kontrol noktasi blokaj uygulamasi yapilmistir; besi
ortammin ve anti-CD3 uyariminin tazelemesi sirasinda kuyu basma final
konsantrasyonu 10 pg/mL anti-PD-1 (Nivolumab, Opdivo) antikoru eklenmistir.
Izotipik kontrol olarak son konsantrasyonu 10 pg/mL olacak sekilde IgG1x antikoru
farkli kuyulara eklenmistir. Ardindan, kiiltiirlere radyasyon uygulamasi yapilmis ve
uygulamadan 24 saat sonra, yardimc1 T hiicreler ko-kiiltiirlerden toplanarak canlilik

analizleri gerceklestirilmistir.
3.4. Radyasyon Uygulamasi

Kullanilan ko-kiiltiir modelinde radyasyonun hiicre {izerindeki fonksiyonel ve
fenotipik degisimlere etkisinin belirlenmesi amaciyla CD4" T hiicreler farkli dozlarda
radyasyona maruz birakilmigtir. 24 saatlik anti-CD3 uyarimlann ve THP-1 ko-
stimiilasyonu sayesinde farkli fonksiyonel basamaklara tasinan CD4" T hiicreler
bulunduklar ko-kiiltiir ortam1 bozulmayacak titizlikle calisilmistir. Isinlama sirasinda

Varian marka DHX model lineer hizlandirici kullanilmistir. Belirlenen radyasyon
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dozlan (kontrol/0 Gy, 2 Gy, 5 Gy, 8 Gy, 12 Gy ve 18 Gy), 6 MV enerjiye sahip foton
demetleri ile iletilmigtir. Isinlama, hiicre plakalar1 5 cm derinlikte olacak sekilde gantri
acist 180°°de ve belirlenen doz dakikada 400 cGy doz oraninda olacak sekilde
yapilmistir. Isinlama ardindan hiicreler tekrar 37°C ve %5 CO; barindiran inkiibatore

kaldirilir.

3.5. Yardime1 T Lenfositlerin Fenotipik ve Fonksiyonel Ozelliklerinin

Belirlenmesinde Kullanilan Yontemler
3.5.1. Immiinfenotipleme

Ko-kiiltiir 6ncesi (0. saat) ve ko-kiiltiirde farkli aktivasyon basamaklarina
ilerletilen yardime1 T hiicreleri fenotipik karakterizasyonun yapilmasti i¢in hiicreler ko-
kiiltiirlerden toplanir. CD4, CD45R0O, CD62L, PD-1, TIM-3, LAG3 ve CTLA-4 yiizey
molekiillerine 6zgiil monoklonal antikorlarla isaretleme amaciyla 3 mL’lik tiipler
icerisinde 100 pL hiicre yikama tamponunda (CellWash, BD) siispanse hale getirilen
hiicrelere optimum konsantrasyonlarda (Tablo.1.) floresan konjuge monoklonal
antikorlar eklenerek +4°C’de 40 dakika karanlikta inkiibe edilir. Inkiibasyonun
ardindan 6rneklerin tizerine 2 mL yikama tamponu eklenerek 400xg’de 5 dk santrifiij
yapilir. Siipernatan atilarak, hiicreler 150 uL CellWash igerisinde tekrar siispanse hale
getirilir ve akim sitometri cihazinda, kullanilan antikora bagl olarak uygun lazerler
acilir ve voltaj degerleri ayarlandiktan sonra Slciimler yapilir. Olgiim sonuclarinda elde
edilen veri dosyalar .fcs (flow cytometry standard) dosya formatinda cihazdan
almarak FlowJo yazilimi (Tree Star, ABD) yardimiyla analizler tamamlanir (Sekil

3.5.).

CD-4 APCCy7
CD62L APC

oy ool
6

> g 3

g

—>

—» CD45RO PECy7

Sekil 3.5. Akim sitometri cihazindan alinan .fcs dosyalarinin FlowJo yazilimi yardimiyla olusurulan

kapilama stratejisi.
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3.5.2. Hiicre Canlihik Analizi

Ko-kiiltiiriin farkli inkiibasyon siirelerinde toplanan yardime1 T lenfositlerin
canli, erken apoptoz, ge¢ apoptoz ve nekrotik hiicre popiilasyon oranlarinin
belirlenmesi amaciyla Annexin V ve PI boyamasi yapilmistir. Ko-kiiltiirden farkli
inkiibasyon araliklarinda toplanan yardimci T hiicreler 1 kez 400xg’de 5 dk
santrifiijlenerek yikanir. Ardindan 5x10° hiicre 100 pL Annexin V baglama tamponu
icerisinde siispande edilir ve tampon igerisine 5 pL floresan konjuge Annexin V
eklenerek oda sicakliginda ve karanlikta 15 dakika inkiibe edilir. inkiibasyon ardindan
son konsantrasyon 50 pg/mL olacak sekilde PI eklemesi yapilir ve oda sicakliginda,
karanlikta 5 dakika daha inkiibe edilir. Inkiibasyonlarin bitmesinin ardindan tiiplere 2
mL CellWash eklenerek 400xg’de 5 dk santrifiijlenerek yikama iglemi gergeklestirilir.
Yikamanin ardindan tiip icerisindeki hiicre pelleti 150 pL CellWash araciligiyla
stiispanse hale getirildikten sonra vakit kaybetmemeye 6zen gosterilerek akim sitometri

cihazinda hiicre canlilik analizleri yapilir (Sekil 3.6.).

Annexin V - FITC

Sekil 3.6. FlowJo yazilimi yardimiyla yapilan canlilik analizinin kapilama stratejisi. Sekil 3.4.’te
gosterilen kapilama stratejisi yardimiyla ilgilenilen immiinofenotipteki hiicre segildikten
sonra Annexin V-PI boyamasi yardimiyla hiicrelerin canlilik analizleri yapilmistir.
Annexin V'PI" popiilasyon canlt hiicreleri, Annexin V*PI" popiilasyon erken apoptozdaki

hiicreleri, Annexin V'PI* olan hiicreler ise ge¢ apoptozdaki hiicreleri temsil etmektedir.
3.5.3. Hiicre Cogalma Analizi

Radyasyon uygulamasi dncesinde ko-kiiltiiriin farkli inkiibasyon siirelerinde
bulunan hiicreler toplanarak karboksifloresin siiksinimidil ester (carboxyfluorescein
succinimidyl ester, CFSE) boyasi ile etiketlenmistir ve IL-2 varliginda ko-kiiltiir tekrar
olusturularak radyasyon verilmistir. Radyasyon uygulamasindan 72 saat sonra hiicre

cogalmasi ile korele olarak boyanin diliisyonu akim sitometride 6l¢iilmiistiir. Final
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konsantrasyonu 5 uM olacak sekilde CFSE boyasi, en ¢ok 107 hiicre bulunan 1 mL’lik
serumsuz RPMI 1640 besi ortami igerisine eklenir. CFSE boyasi eklendikten sonra tiip
karanlikta ve 15 dakika oda sicaklifinda inkiibe edilir. Inkiibasyonun ardindan,
baglanmayan CFSE molekiiliiniin etkinliginin durdurulmasi amaciyla tiip icerisine en
az 10 mL tam RPMI 1640 besi ortami eklenir ve 2 kez 400xg’de 5 dk santrifiijlenerek
yikama islemi gergeklestirilir. Yikamanin ardindan final konsantrasyonlart 10 pg/mL
IL-2 ve 25 ng/mL olan anti-CD3 eklemesi yapilarak tam RPMI besi ortami icerisinde
THP-1 ile ko-kiiltlir kurulur. Ko-kiiltiirlin kurulmasmin ardindan farkli aktivasyon
basamaklarindaki yardimci T lenfositler farkli radyasyon dozlarna (0, 2, 5, 8, 12 ve
18 Gy) maruz birakilir. Radyasyon uygulamasindan 72 saat sonra hiicre
cogalmalarmin analizinin yapilmasi i¢in gerekli immiinofenotipleme boyamalar
yapildiktan sonra akim sitometri cihazinda dl¢timler tamamlanir. Veriler FACS Diva
yazilimindan .fcs dosya formatinda alindiktan sonra, FlowJo yazilimi araciligiyla

analizler tamamlanir.
3.5.4. Akim Sitometri ile Sitokin Miktar Tayini

Ko-kiiltiiriin 0., 24., 72. ve 120. saatlerinde, kontrol kosulu (0 Gy) ve 2 farkh
radyasyon dozu (5 Gy ve 12 Gy) uygulamasi yapilan kosullardaki ko-kiiltiir
ortamlarindaki kuyulardan dipte bulunan hiicre gruplarina dokunmamaya 6zen
gostererek pipet yardimiyla kiiltiir ortamindan toplanir ve 1.5 mL’lik tiipe aktarilir.
Toplanan siipernatantlar hizli bir sekilde -80°C’ye kaldirilarak, sitokin miktar
analizinin yapilmasi i¢in 3 farkli bagimsiz kullanacagindan, bagimsizlarin tamami
toplanana kadar burada muhafaza edilir. Ornek dondurma ¢6zme esnasindaki protein
denatiirasyonu ve protein instabilitesinden korunmak amaciyla; 6l¢tim yapilacag: giin,
3 farkli bagimsizdan gelen ornekler buz iistiinde ve her bagimsizdan esit miktarda
siipernatant alinmasina dikkat edilecek sekilde &rnekler birlestirilir. Sitokin tayini,
farkli yardime1 T lenfosit alt-tipleri (Thi, Thz, The, Thi7, Thoz, Ti) tarafindan tiretilen
13 farkls sitokinin (IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-10, IL-13, IL-17A, IL-17F, IL-21,
IL-22, IFN-y ve TNF-0) floresan kodlu mikroboncuk-tabanli immiin-analiz kiti
(LEGENDplex, Biolegend, ABD) yardimiyla IL-2, IFN-y ve TNF-a sitokinlerinin
miktarlarinin 6l¢iimii akim sitometri ile yapilmistir. Kit icerisindeki mikro-boncuklar,
kullanima hazirlanmak i¢in, 1 dakika sonikasyon banyosunda tutulur ve ardindan 30

saniye vortekslenerek tamamen siispanse hale geldiginden emin olunur. 5 mL’lik
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tiiplere 25 pL tampon ¢ozeltisi (assay buffer), hazirlanacak tiipe bagli olarak iizerine
25 pL sitokin miktart tespit edilmek istenen 6rnek veya kit igerisindeki standart
eklenerek tilip icerigi karistirilir. Standart kit protokoliine uygun olarak 10.000 pg/mL
stoktan 1:4 oraninda seri diliisyonlar yapilarak tiipler hazirlanir. Ardindan mikro-
boncuklar tiiplere 25’er puL olacak sekilde eklenir ve tiiplerin iizeri aliiminyum folyo
yardimiyla kapatilarak 500 rpm’de 2 saat boyunca oda sicakliginda galkalayiciya
birakilir. 2 saatlik inkiibasyonun ardindan her bir 6rnegin iizerine 500 pL yikama
tamponu eklenir ve 2 kez 300xg’de 5 dakika santrifiijleme islemi yapilarak yikanir.
Yikama sonrasi tiiplere 25’er pL. deteksiyon antikoru (detection antibody) eklenir ve
calkalayicida 500 rpm’de 1 saat oda sicakliginda inkiibe edilir. inkiibasyon sonrasi
yikama yapilmadan tiiplerin igerisine 25’er uL. SA-PE (streptavidin-phycoerythrin)
cozeltisi eklenir ve 500 rpm’de oda sicakliginda 30 dakika calkalayicida inkiibasyona
birakilir. Inkiibasyonun ardindan tiiplerin iizerine 500’er uL yikama tamponu
eklenerek 2 kez 300xg’de 5 dakika santrifiijlenerek yikanir. Yikama isleminin
ardindan tiipler icerisine 100 pL yikama tampon ¢o6zeltisi eklenir ve 6rnekler stispanse
hale getirildikten sonra akim sitometri yardimiyla analiz edilir. Verilerin analizi .fcs
formatinda alinan dosyalarin, LEGENDplex veri analiz yazilimina aktarilip bu yazilim

araciligiya islenmesiyle saglanmigtir.
3.5.5. Mitokondriyel Membran Potansiyelinin Belirlenmesi

Mitokondriyel membran potansiyelinin belirlenmesi amaciyla, radyasyon
uygulamasinin ardindan, farkli inkiibasyon asamalarindaki yardimci T hiicrelerde JC-
1 (5,5',6,6'- tetrakloro-1,1',3,3'-tetractilbenzimidazolilkarbosiyanin iyodiir) boyamasi
yapilmistir. JC-1, floresan emisyonun yesilden (529 nm), kirmiziya (590 nm) kayist
ile izlenen bir birikim sergiler. Saglikli hiicrelerde, JC-1 mitokondride birikir ve
kirmizi floresan 1s1ma yapan J-agregatlar olusturur. Apoptotik hiicrelerde ise boya
mitokondri igerisine girer ancak birikmez ve sitoplazmada monomerik formda yesil
floresan 1s1ma yapar. Sonug¢ olarak, mitokondriyal depolarizasyon, kirmizi/yesil
floresan yogunluk oranindaki azalma ile hesaplanabilir. JC-1 boyamasinin
yapilabilmesi i¢in, radyasyon uygulamasindan 24 saat sonra farkli inkiibasyon
siirelerinde hiicreler, ko-kiiltiir ortamindan 15 mL’lik tiip icerisine toplanmistir.
Hiicreler en fazla 1x10° hiicre/mL olacak sekilde sayilarak yeni bir tiip icerisine

alindiktan sonra, 2 kez 1X PBS yardimiyla 400xg’de 5 dakika santrifiijlenerek
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yikanmistir. Santrifiij isleminin ardindan, 100 pL seyreltme tamponu veya hiicre
yikama tamponu igerisinde hiicreler siispanse hale getirildikten sonra final
konsantrasyonu 2 pM olacak sekilde JC-1 boyasi eklenir ve hiicreler 30 dakika,
37°C’de inkiibasyon islemi yapilir. inkiibasyon sonrasinda hiicre yikama tamponu
eklenerek 400xg’de 5 dakika santrifiijlenerek 1 kez yikama islemi yapilir. Akim
sitometride cihazindaki analiz esnasinda kullanilacak bir yilizey molekiilii varsa
3.5.1’de belirtilen sekilde gerekli antikor boyamalarinin yapilmasinin ardindan 100-
150 pL CellWash igerisinde siispanse hale getirildikten sonra analizler yapilir. Akim
sitometri verileri .fcs dosyasi olarak alindiktan sonra FlowJo yazilimi yardimiyla

analizler tamamlanir (Sekil 3.7.).

JC-1 Agregat - PE

Sekil 3.7.  JC-1 boyamasinin FlowJo programinda kullanilan kapilama stratejisi. Agregat durumda
bulunan JC-1 boyasi PE* hiicreler igerisinden MFI degeri alinarak, monomer durumda
bulunan JC-1 boyasi ise PE™ kapilama igerisinden aliman FITC MFI degeri ile

hesaplanmaktadir.

3.5.6. Sitolojik Analizler i¢in Preparat Hazirlanmasi

Sitospin yapilamak istenen hiicreler toplanarak 2 kez 1X PBS ile 5 dakika
400xg’de santrifiijlenerek yikama iglemi yapilir. Santrifiijden sonra hiicrelerin
tizerindeki sivi faz uzaklagtirilir ve hiicreler tiip igerisinde 1X PBS ile 2 mL’lik hiicre
stispansiyonu olusturulduktan sonra lam {iizerine yerlestirilen sitospin (Cytospin)
aparatinin kuyularina Pasteur pipeti yardimiyla aktarilir. Hazirlanan 6rnekler 50xg’de
3 dakika sitospin cihazinda (Hettich Universal 320, Almanya) santifiijlenir. Ardindan
slipernatant sitospin kuyularindan uzaklastirilir ve spin aparati ¢ikarilir. Sadece lam ve
lamin {izerine kurutma kagidi birakilacak sekilde hazirlanan ornekler kalan
stipernatant kalintilariin kurutulmasi amaciyla 150xg’de 1 dakika santrifiijlenerek

sitospin iglemi tamamlanmis olur.
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Hiicre I¢i DNA Kiriklarinin Saptanmasi Ii¢cin H2aX Boyamasi

DNA kiriklarm belirlenmesi amaciyla farkli radyasyon dozlarina (kontrol/0
Gy, 5 Gy ve 12 Gy) maruz birakilan farkl: siirelerde uyarilan (0., 24., 72. ve 120. saat)
CD4" T hiicrelerinde, y-H2aX molekiiliiniin durumu belirlenmistir. Iyonlastirici
radyasyon veya sito-toksik ajanlar araciligiyla DNA hasarinin baslatilmasinin
ardindan y-H2aX odaklar1 hizh bir sekilde olusur ve bu odaklar immiinfloresan metodu
yardimiyla gorsellestirilebilir. Radyasyon maruziyetinden 24 saat sonra hiicreler 5
mL’lik tiipler igerisine dikkatlice toplanir ve 2 kez 1X PBS yardimiyla 5 dakika oda
sicakliginda 400xg’de santrifiijlenerek yikanir ve sitospin ile preparat hazirlanir. Lam
ylizeyine sitospin araciligtyla yapistirilan hiicreler, %4 paraformaldehit yardimiyla 15
dakika oda sicakliginda fikse edilir. Ardindan; preparatlar, her biri 5’er dakika olacak
sekilde 3 kez 1X PBS ile yikanir. Yikama igleminin ardindan hiicreler %0,1 Triton X-
100 iceren 1X PBS ile oda sicakliginda 4 dakika inkiibe edilir. Bu sayede membran
gecirgenligi artirilan hiicreler uygulama ardindan tekrar her biri 5’er dakika olacak
sekilde 3 kez 1X PBS yardimiyla yikanir ve sonrasinda %1 BSA iceren 1X PBS ile
oda sicakliginda 1 saat inkiibe edilerek bloklanir. Bloklama isleminin ardindan %1
BSA iceren 1X PBS igerisinde seyreltilmis birincil antikorlar (primary antibody) olan
anti-insan (fare) y-H2aX, (klon: 2F3, BioLegend) ve anti-insan (tavsan) CD3 (Abcam)
preparat iizerine mikropipet yardimiyla yavasca birakilarak 1 saat oda sicakliginda
inkiibe edilir. Inkiibasyon sonrasinda 3 kez 1X PBS yardimiyla 6rnekler yikandiktan
ve baglanmayan antikorlar ortamdan uzaklastirildiktan sonra, 1X PBS igersinde
seyreltilmis anti-fare Alexa488 (Abcam) ve anti-tavsan Alexa555 (Abcam) floresan
konjuge ikincil antikorlar1 ve hiicre ¢ekirdek boyast olan DAPI (1:400 seyreltme) ile
oda sicakliginda 1 saat inkiibe edilir. Inkiibasyon sonrasinda preparatlar 3 kez 1X PBS
yardimiyla yikanir ve ardindan 100 pL kapatma ¢ozeltisi (mounting media) eklenerek
0,17 mm kalinhigindaki lamel yardimiyla Orneklerin iizeri kapatildiktan sonra
kurumanin 6nlenmesi amaciyla lamel kenarlar1 oje yardimiyla tamamen kapatilir.
Floresan goriintillemenin yapilabilmesi i¢in hazirlanan preparatlarin {izerine
immersiyon yagi damlatilarak, 100X objektifte epifloresan mikroskoba (Olympus
BX51, Japonya) yerlesirilir. Goriintiiler, sogutmali 5,0 mega piksel CCD renkli
kamera (DC5000i, Euromex, Hollanda) yardimiyla ¢ekilerek bilgisayara kaydedilir.
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Kaydedilen goriintiilerdeki DNA kirik odaklari, Imaje J yazilimi {izerinden analiz

edilir (Sekil 3.8.).

Arka plan
Ham goriintii cikarma Clahe Exp

Odak analizi Log3D Parlaklik ve
kargithk

Sekil 3.8. DNA kirik odagi sayismin saptanmasi i¢in kullanilan analiz yonteminin islem

basamaklari.

May-Griinwald — Giemsa Boyama

Hiicreler radyasyon maruziyetinden 24 saat sonra kiiltiirden toplanarak 5
mL’lik tiplere alinir ve 2 kez 1X PBS yardimiyla 400xg’de 5 dakika santrifiij
yardimiyla yikanir ve sitospin yapilarak lam yiizeyine yapistirilir. Santrifiij igleminin
ardindan preparatlar 5 dakika metanolde tutularak fikse edilir ve fiksasyonun
tamamlanmasi ve drneklerin lizerindeki stvinin tamamen gitmesi i¢in preparatlar sabit
sekilde konumlandirilarak hava yoluyla kurumaya birakilir. Ardinda, 6rnekler saleye
icerisine yerlestirilir ve Giemsa boyasi (distile su ile 1:10 seyreltme) 6rneklerin yiizeyi
tamamen boya igerisinde kalacak sekilde salenin igerisine doldurulduktan sonra oda
sicakliginda 10 dakika inkiibasyona birakilir. Inkiibasyon sonrasi boya ortamdan
uzaklagtirilir ve 6rnekler 2 kez distile su yardimiyla yikanir ve fazla boya ortamdan
uzaklagtirilir. Yikamanin ardindan May-Griinwald boyasi herhangi bir seyreltme
islemi yapilmaksizin, 6rneklerin yiizeyleri tamamen kaplanacak sekilde sale icerisine
aktarilir ve oda sicakliginda 10 dakika inkiibe edilir. May-Griinwald boyamasinin
ardindan ornekler tekrar 2 kez distile su yardimiyla yikandiktan sonra preparatlar hava
yardimiyla kurumaya birakilir. Daha sonra preparatlarin iizerine kapatma soliisyonu

(Entellan, Merck, Almanya) ¢eker ocak icerisinde damlatilarak 6rneklerin iistii lamel
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yardimiyla kapatilir. Ornekler dijital kamerali 151k mikroskobu (DM 6000, Leica,

Almanya) ile analiz edilmistir.
3.6. Istatistiksel Yontem

Fenotipik ve fonksiyonel deneylerde >3 bagimsiz kullanilmistir. Elde edilen
tiim verilerin istatistiksel analizi (ANOVA ve post-hoc analizleri, Ki-kare ve/veya

Student’s t testleri) Graphpad Prism v9 yazilimi kullanilarak gergeklestirilmistir.
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4. BULGULAR
4.1. Ko-kiiltiirde Th Uyariminin immiinofenotip Analiz ile Takibi

Bu tez ¢alismasinda kullanilan ko-kiiltiir modelinde, Th hiicreler i¢in birincil
sinyal kaynagi anti-CD3 antikoru araciligiyla, ko-stimiilasyon ise akut miyeloid
16semi monosit hiicre hattt olan THP-1 tarafindan saglandi. Ko-kiiltiiriin farkli zaman
dilimlerinde yapilan analizler sonucunda ko-kiiltir kuruldugunda CD45RO"
popiilasyon kiiltiir igerisinde baskin durumdayken ko-kiiltiiriin 24. saatinden itibaren
ilerleyen saatlerde, T hiicrelerin biiyiik ¢ogunlugu CD45RO" olarak belirlenmistir.
CD45RO" hiicre yiizdesinin degisimi sirayla; %36,73+4,70, %53,83+3,10,
%83,38+5,42, %90,304£2,51 olarak bulunmustur (Sekil 4.1.A.). Naif T (CD45RO"
CD62L") lenfositlerin 0., 24., 72. ve 120. saatlerdeki degisimi sirasiyla %57,19+4,74,
%22,73+1,10, %11,90+5,51, %7,01£1,63; efektor (CD45SROCD62L") T lenfositlerin
degisimi sirayla %5,93+1,48, %23,27+2,86, %4,33+1,58, %2,64+1,12; efektor hafiza
benzeri (CD45RO'CD62L) T lenfositlerin zamana baglh oranlar1 sirayla
%20,78+3,22, %36,49+3,04, %21,79+4,42, %16,83+2,38; merkezi hafiza benzeri
(CD45RO'CD62L") T lenfositlerin degisimi ise %15,83+1,36, %17,70+2,78,
%61,32+3,07, %73,37+4,67 olarak belirlenmistir. Ko-kiiltiiriin baglangicinda baskin
immiinofenotipteki popiilasyon naif Th’ler olurken kiiltiiriin ilerleyen saatlerinde
icerdeki popiilasyonun biiylik cogunlugu uyarilmig T hiicrelerden olusmaktadir.
Hafiza benzeri immiinofenotipinde belirlenen T hiicreler arasinda ise en fazla oranda

bulunan grup merkezi hafiza benzeri T lenfositler olarak bulunmustur (Sekil 4.1.B.).
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Sekil 4.1.  Farkli inkiibasyon siireleri sonunda CD4" T hiicrelerin immiinofenotip dagilim grafikleri.
A. CD4" T hiicrelerin CD45RO"" hiicre popiilasyonlarindaki % dagilim grafigi. B. Ko-
kiiltirlerdeki CD4+ T hiicrelerin CD45RO ve CD62L ifadesine gore yilizdesel dagilim
grafigi. C. Ko-kiiltiirde 120 saat inkiibe edilen CD4" T hiicrelerin yiizeyinde ifade ettikleri
inhibitor reseptorlerin yilizde grafigi. D. 120. saatteki ifadelenen inhibitdr reseptdrlerin iki

farkli hafiza benzeri fenotipteki CD4" T hiicrede ylizdesi (n>3, p<0,05).

Ko-kiiltlirtin 120. saatindeki T hiicrelerde inhibitor reseptdr diizeyi analiz
edilmistir. En yiiksek diizeyden en diisiik diizeye ifadelenen inhibitdr reseptdrler
sirayla PD-1 (%81,23+4,10), TIM-3 (%61,08+7,29), LAG3 (%38,06+6,48) ve CTLA-
4 (%27,81+2,62) olarak belirlenmistir (Sekil 4.1.C.). CD45RO ve CD62L tagima
durumuna goére T lenfosit alt gruplarinin inhibitér reseptdr ifadesi agisindan bir
farklilik olup olmadig1 kontrol edildiginde ise, merkezi hafiza (central memory, CM)
benzeri Th hiicreler PD-1 ve TIM-3 inhibitor reseptorlerini efektdr hafiza (effector
memory, EM) benzeri Th hiicrelere (CM/EM, PD-1, %88,83+3,06/%73,62+5,42;
TIM-3, %74,934+6,98/%47,22+7,85) gore istatistiksel olarak daha yiiksek (PD-1 igin,
p<0,0001; TIM-3 i¢in, p<0,0001) diizeyde ifade ederken, LAG3 inhibitor reseptoriinii
efektor hafiza benzeri Th hiicreler istatistiksel olarak daha yiiksek (p=0.0228) diizeyde
(CM/EM, %33,80+5,88/%42,33+7,29) ifade etmektedir. CTLA-4 ifadesi agisindan iki
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grup arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik saptanmamistir (CM/EM,
%27,86%2,87/%27,76+2,50) (p<0,05) (Sekil 4.1.D.).

4.2. Radyasyon Maruziyetinin, Farkh Siirelerde Uyarilmis Th Hiicre
Morfolojisine Etkisi

Ko-kiiltiirde farkli siirelerde inkiibe edilen CD4" T hiicreler, 5 ve 12 Gy
radyasyon uygulamasinin ardindan, May-Griinwald — Giemsa sitokimyasal boyamasi
araciligryla sitolojik acidan degerlendirilmistir. Boyutsal ve graniiler degisim
analizleri sonucunda uyarilmamis hiicrelerin dar sitoplazmali ve kiigiik boyutta
goriiliirken, 24. ve 6zellikle 72. saatlerde Th uyarimina istinaden hiicrelerin biiylidiigii,
sitoplazma alaninin genisledigi ve graniilitenin arttig1 izlendi. Ko-kiiltiiriin 120.
saatinde ise hiicre boyutu ve graniil igerigi belirgin dl¢iide azaldi. Gerek 5 gerekse 12
Gy radyasyon uygulamasinin ise hiicre morfolojisinde belirgin bir degisiklige neden

olmadigina dair bulgular elde edildi (Sekil 4.2).
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Sekil 4.2.  Sitokimyasal (May-Griinwald — Giemsa) boyamanin 11k mikroskopi goriintiisii.

4.3. Radyasyona Maruz Birakilan Th Hiicrelerin DNA Kirigi ve

Mitokondriyal Membran Potansiyeli Acisindan incelenmesi

Farkl1 siirelerde ko-kiiltiirde uyarilan Th hiicrelerin, radyasyon dozuna baglh
olarak DNA kirik odak sayisindaki degisimin belirlenmesi amaciyla y-H2AX birikimi
degerlendirilmistir. Ko-kiiltiirlerin 0., 24., 72. ve 120. saatlerinde radyasyon
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uygulamasi yapilarak 24 saat sonra y-H2AX analizi gergeklestirildi. Artan radyasyon
dozlar1 (kontrol, 2, 5, 8, 12 ve 18 Gy) uygulandiktan sonra kontrol (uyarilmamis) Th
hiicrelerinin  DNA kirik sayisindaki degisim sirasiyla 1,55+0,43, 4,95+0,42,
6,05+0,64, 8,25+2,47, 6,50£0,55 ve 5,50+0,44; uyarimin 24. saatinde sirayla,
2,50+0,50, 3,75+0,57, 6,90+0,76, 8,20+0,90, 10,25+0,87 ve 13,05+2,05 olarak; 72.
saatte 4,20+0,54, 14,65+1,65, 18+1,99, 23,45+1,64, 31,10+3,27 ve 22,10+2,02; 120.
saatte ise, 3,05+0,58, 9,73+1,22, 9,05+1,15, 9,10+1,13, 6,50+0,50 ve 10+1,14 olarak
bulunmustur. Artan radyasyon dozlarinda en ¢ok DNA kirik odagi olusturan Th
hiicrelerinin, 72. saate denk geldigi belirlenmistir (Sekil 4.3.A.).

A

40
2 Ko-kiiltiirde radyasyon uygulamasi
5 yapilan saatler
5 304 f yap
% 0. saat (Kontrol)
g -e- 24, saat
v 20 -e-72. saat
% -e-120. saat
o~
T 10+
>

0 T T T T T T Gray

0 2 5 8 12 18



43

cD3 y-H2AX  BIRLESTIRILMIS

DAPI

Saat

—

>
O
o~
—

J \ J\

J\

|

< ~N
~N M~




44

12000 10
9000 2
w
+vuk§ek r)aembrar] potansiyeline T 000 6 % -# Median PE / Median FITC
sahip mitokondri 2 l, £ (Mitokondri membran
. . potansiyel indeksi)
-4 Toplam mitokondri 30004 s
0 T T T T 0
0 24 72 120
Saat

C -
g .-
52 64
Es 0. saat
!_Eg -~ 24.saat
sz 49 , -~ 72.saat
S5 I o > -~ 120. saat
] s 5 !!>—<_ -
g i

0 T T T Gray

0 5 12

Sekil 4.3.  A. Ko-kiiltiirde farkli inkiibasyon siirelerinde CD4" T hiicrelere farkli dozlarda radyasyon
uygulamasi sonucu olusan y-H2AX odak sayist grafigi ve immiinfloresan goriintiileri.
DNA kirik odagi sayisy, a igin 0-72 saat *; b i¢in 0-72 saat ***, 0-120 saat ***, 24-72 saat
*Hk% 24-120 saat **; ¢ i¢in 0-72 saat ***, 24-72 saat *** 72-120 saat **; d i¢in 0-72 saat
*Ek* 4772 saat ¥F**72-120 saat ****; e igin 0-24 saat *, 0-72 saat *¥*** 24-72 saat ****,
24-120 saat **, 72-120 saat ****; ficin 0-24 saat *, 0-72 saat **** (-120 saat **, 24-72
saat *, 72-120 saat *** diizeyde istatistiksel agidan anlamli olarak belirlenmistir. B. CD4"
T hiicrelerin mitokondriyal membran potansiyel grafigi. C. Farkli dozlardaki radyasyon
uygulamasi sonucunda mitokondriyal membran potansiyelinde gozlenen degisim grafigi

(n>3, p<0,05).

Th hiicrelerin mitokondriyal membran potansiyel durumlarinin incelenmesi
amactyla JC-1 kullanilarak akim sitometrisinde dl¢iimler yapilmistir. Uyarimin 0., 24.,
72. ve 120. saatlerinde yapilan analizler sonucunda 590 nm’de bulunan MFI degerleri
sirayla, 3091,00+654,97, 1445,20+297,74, 9803,60+988,55 ve 6120,43+557,35 olarak
529 nm’de bulunan MFI degerleri yani toplam mitokondri miktar1 ise sirasiyla,
574,80+32,29, 735,60+77,07, 3269,20+206,82 ve 1615,57+73,71 olarak bulunmustur.
Mitokondri membran potansiyelinin durumu ise sirayla 5,25+1,21, 1,72+0,27,
3,11+0,32 ve 3,74+0,51 olarak hesaplanmigtir. Bu sonuglar dogrultusunda, radyasyon

uygulamasi yapilmayan kosulda aktivasyonun ardindan 24. saatte membran
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potansiyelinde diisiis gozlemlenirken, aktivasyonun ilerleyen saatlerinde membran
potansiyeli tekrar yiikselmektedir (Sekil 4.3.B). Sonrasinda ayn1 deney diizeni kontrol
grubuna ek olarak 5 ve 12 Gy dozda radyasyon verilerek, radyasyonun mitokondriyal
membran potansiyeli iizerindeki etkisi incelenmistir. Ko-kiiltiiriin kuruldugu 0. saatte
kontrol grubu, 5 ve 12 Gy dozlan igin sirayla, 6,42+0,56, 6,07+£0,70, 5,17+0,61;
aktivasyonun 24. saatinde 2,46+0,68, 2,19+0,26, 2,88+0,38; 72. saatte sirayla
2,21+0,17, 2,73+0,05, 2,98+0,26, 120. saatte ise 3,71+0,70, 3,58+0,72, 3,56+0,69
olarak belirlenmistir. Radyasyon dozunun mitokondriyal membran potansiteli
acisindan farkli uyarim siirelerinde istatistiksel olarak anlamli olmadig1 bulunmustur
(Sekil 4.3.C). Sonugcta radyasyonun apoptotik etkisinin Th hiicrelerde mitokondriyal

yolaklardan bagimsiz olabilecegine isaret etmektedir.
4.4. Farkh Siirelerde Uyarilan CD4" T Hiicrelerinde Canhilik Diizeyleri

Ko-kiiltiiriin farkl inkiibasyon siirelerindeki CD4" T hiicrelere farkli dozlarda
radyasyon uygulamasi yapilmistir. Uygulamanin ardindan hiicrelerin canlilik
durumlan (canli, erken apoptoz ve gec¢ apoptoz) analiz edilmistir. Yapilan analizler
sonucunda, radyasyon dozundaki artisa bagli apoptozda artis goriilmiistiir. Toplam
apoptoz g6z Oniinde bulunduruldugunda artan radyasyon degeriyle birlikte
radyasyondan en cok etkilenen gruplar ko-kiiltiiriin 24. ve 72. saatleri olurken; 12
Gy’den itibaren en yiiksek apoptoza sahip fonksiyonel basamak 72. saatte
belirlenmistir (Sekil 4.4.A.). Erken apoptoz agisindan durum degerlendirildiginde
benzer sonug elde edilirken, ge¢ apoptoza bakildiginda 24. ve 120. saatte bulunan
hiicreler benzer apoptotik 6zellik sergiledi. Ancak, 12 Gy’den itibaren 72. saatteki
hiicrelerin apoptotik profili de belirginlesti (Sekil 4.4.B.). Ko-kiiltiiriin kuruldugu 0.
saatte (kontrol, uyarilmamis kosul) artan radyasyon uygulamasina hiicrelerin verdigi
erken apoptotik yanit sirasiyla, 0 Gy i¢in %1,31+0,05, 2 Gy igin, %5,77+0,33; 5 Gy
i¢in, %9,63+1,39; 8 Gy i¢in, %12,38+2; 12 Gy igin, %11,32+2,96 ve 18 Gy igin,
%10,63£1.33; 24 saat icin sirastyla, %14,90£1,98, %20,75+2,16, %17,40+0,07,
%25,80+£2,40, %26,35+3,85, %23,20+£5,30; 72 saat icin sirasiyla, %3,92+0,84,
%8,37+0,31, %17,15+0,95, %25,90+2,05, %44,80+1,48, %36,60+2,90 olarak; 120
saat icin ise swrasiyla %3,45+1,15, %10,54+1,24, %14,20+£1,70, %16,25+2,37,
%13,55+2,09, %9,70+0,99 olarak bulunmustur. Hiicrelerin ge¢ apoptotik yanitlari ise
baslangi¢ saati i¢in sirasiyla, %0,08+0,00, %0,40+0,13, %0,54+0,17, %0,82+0,11,



%0,80+0,07,
%5,86+0,95, %8,67+1,08, %9,32+1,47, %7,44+0,04 olarak; 72 saat igin sirasiyla,
%0,95+0,02, %1,34+0,23, %2,83+0,62, %5,08+0,42, %10,27+1,65, %14,46+5,90
olarak ve 120 saat i¢in sirasiyla, %1,95%0,46, %3,78+0,73, %5,58+0,89, %8,99+1,35,
%10,03+0,55, %8,21+3,67 olarak bulunmustur.

Erken Apoptoz (%)

%2,69+0,80; 24 saat
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icin sirasiyla, %4,50+£0,45, %5,52+0,71,
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D 0 Gy 5 Gy 12 Gy

» Annexin V

Sekil 4.4. Ko-kiiltiirdeki farkli uyarim periyodlarindaki CD4* T hiicrelerin artan radyasyon
dozlarindaki apoptotik durumlari. A. Toplam apoptoz grafigi. Toplam apoptoz oranlari: a
icin 0-24 ** 24-72 * 24-120 *; b igin 0-24 *** 24-72 **; ¢ i¢in 0-24 *; d igin 0-24 ***,
0-72 ***; e igin 0-24 *¥* (-72 **%* 2472 ** 72120 ****; figin 0-24 **, (0-72 **** 24
72 ***24-120 *, 72-120 **** diizeyde istatistiksel agidan anlamlilik belirlenmistir. B.
Erken ve gec apoptoz grafikleri. Erken apoptoz oranlari: a i¢in 0-24 *; b igin 0-24 **, 24-
72 *; d igin 0-24 *, 0-72 *; e igin 0-24 **, 0-72 *¥** 24.72 ** 24-120 *, 72-120 ****; {
icin 0-24 ** (0-72 **** 24.72 * 24-120 *, 72-120 **** diizeyde ve ge¢ apoptoz oranlari:
e i¢in 0-72 *, 0-120 *; f icin 0-72 ** diizeyde istatistiksel agidan anlamli olarak
degerlendirilmistir. C. Farkli fonksiyonel basamaklardaki hiicrelerin erken ve ge¢ apoptotik
durumlarinin immiinofenotipe gore dagilim grafikleri. D. Canlilik sonuglarini reprezente

eden 120. Saat FlowJo goriintiileri (n>3, p<0,05).

Ko-kiiltiiriin i¢erisindeki Th alt-tipleri CD45RO ve CD62L durumuna gore
apoptoz acisindan degerlendirildiginde radyasyona en hassas olan grup, efektor
immiinofenotipteki T hiicreler olurken, en direngli grup ise naif ve merkezi hafiza
benzeri T hiicreler olarak belirlenmistir (Sekil 4.4.C.). Apoptoza giden hiicreler
degerlendirildiginde, ko-kiiltiiriin kuruldugu saatte yapilan radyasyon uygulamalari
sonuclarina bakildiginda sirayla naif (CD45RO- CD62L+), efektér (CD45RO-
CD62L-), efektor hafiza benzeri (CD45RO+ CD62L-) ve merkezi hafiza benzeri
(CD45RO+ CD62L+) T hiicrelerin erken apoptoz durumlart 0 Gy icin sirasiyla;
9%9,23+2.14, 9%46,7045,48, %23,18£3,28, %20,89+£3,77; 5 Gy icin sirasiyla,
%19,80+£4,50, %44,93+5,25, %12,00£21,53, %23,25+2,53; 12 Gy igin sirasiyla,
%12,27+2,93, %55,92+7,91, %11,80+1,97, %20,01+1,70 olarak bulunmustur. 24
saatte 0 Gy i¢in yukarida belirtilen immiinofenotipteki hiicrelerin apoptotik durumu
sirayla, %18,46+1.04, %11,16+0,29, %24,55+0,92, %45,82+0,09; 5 Gy i¢in sirayla,
%23,33+1,44, %8,42+1,06, %23,10+0,53, %45,15+1,17; 12 Gy i¢in sirasiyla,
%20,22+1,24, %11,39+0,94, %24,37+2,02, %44,02+2,66 olarak bulunmustur. Ko-
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kiiltiirtin 72 saatinde 0 Gy igin sirayla, %5,4140,38, %50,55+3,08, %28,58+1,64,
%15,46=1,12; 5 Gy igin sirasiyla, %8,17+£0,33, %49,06+3,50, %26,27+1,37,
%16,50+£0,67; 12 Gy icin sirasiyla, %16,90+1,04, %28,53+£2,73, %26,72+1,57,
%27,85+£0,78 olarak bulunmustur. 120 saatteki fonksiyonel basamakta bulunan
hiicrelerin 0 Gy’de erken apoptoz durumu sirasiyla, %6,41%0,52, %44,39+5,66,
%31,95+£3,38, %17,25+1,47; 5 Gy i¢in swrasiyla, %5,45+0,63, %49,09+0,48,
%32,40+1,93, %13,07+0,94 ve 12 Gy igin sirasiyla, %22,85+1,86, %29,80+2,11,
%23,00+£0,74, %24,36+2,92 olarak bulunmustur. Hiicrelerin yiizdesel olarak geg
apoptotik durumlariin dagilimlart ko-kiiltiiriin kuruldugu saatte 0 Gy icin sirasiyla,
%4,53+1,17, %59,69+£5,44, %31,25+£3,20, %4,53+1,17; 5 Gy igin sirasiyla,
%2,21+0,44, %47,47+1,00, %48,11£6,89, %2,21+0,44; 12 Gy icin sirasiyla,
%1,72+0,54, %39,30+6,82, %57,26+2,76, %1,72+0,54 olarak bulunmustur. 24 saateki
duruma bakildiginda 0 Gy icin, %4,84+0,31, %31,55+1,38, %28,11+1,65,
%35,50£4,20; 5 Gy igin sirasiyla, %4,91+£0,62, %30,79+2,72, %23,47+2,09,
%40,83+£2,87; 12 Gy igin swrasiyla, %5,7540,37, %24,68+1,37, %27,46+1,21,
%42,1143,55 olarak bulunmustur. 72 saatteki hiicrelerin ge¢ apoptotik durumlarina
bakildiginda dagilim 0 Gy igin sirasiyla, %4,57+0,39, %67,66+7,63, %17,54+1,32,
%10,22+0,74; 5 Gy igin sirasiyla, %5,08+0,42, %53,86+4,95, %27,81+1,38,
%13,26£1,16; 12 Gy igin swrasiyla, %4,824+0,59, %35,36+3,51, %34,96+1,69,
%24,864+2,30 olarak bulunmustur. 120 saate bakildiginda ise 0 Gy igin sirasiyla
%1,98+0,34, %80,57+7,92, %14,22+1,42, 9%3,24+0,34; 5 Gy igin sirasiyla
%5,68+0,93, %69,75+7,75, %18,08+0,56, %6,50+0,69; 12 Gy igin sirasiyla
%19,24+3,23, %59,27+2,38, %16,95+1,79, %4,53+0,16 olarak bulunmustur.

4.5. CD4" T Hiicrelerin, Radyasyon Uygulamasi Sonrasinda

Cogalma Kapasitelerinin Belirlenmesi

Ko-kiiltiir icerisindeki Th hiicrelerin radyasyon stresi altinda c¢ogalma
kapasitelerindeki degisimin belirlenmesi amaciyla CFSE boyamasi yapilmistir. Ko-
kiiltiirlin farkl periyodlarinda 6ncelikle hiicre cogalmasinda 6nemli bir role sahip olan
IL-2 sitokininin tayini yapilmistir. Analiz sonucunda ko-kiiltiiriin kuruldugu saatten
itibaren 24., 72. ve 120. saatlerde sirasiyla, 29,55+11,50 pg/mL, 396,43+35,39 pg/mL,
1,51+0 pg/mL ve 11,39£5,69 pg/mL olarak bulunmustur. Radyasyon uygulamasi 12
Gy yapilan kosulda ise sirasiyla, 48,43+0,03 pg/mL, 230,41£14,32 pg/mL, 6,69+3,66
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pg/mL ve 5,41+0,17 pg/mL olarak bulunmustur. Radyasyon verilmemis kosulun 24.
saatinde en yiiksek diizeyde iiretimi olan IL-2’nin 24. saatten sonra énemli Olgiide
azaldig1 bulunmustur (Sekil 4.5.) Yani1 sira 12 Gy radyasyon uygulamasinin 24. Saatte
bulunan Th hiicrelerin IL-2 {iretimini istatistiksel olarak anlaml 6lciide disiirdiigii

saptanmistir (p=0,0076).
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Sekil 4.5. CD4" T hiicrelerin ko-kiiltiiriin farkli zamanlarinda tirettikleri IL-2 miktar (pg/mL) grafigi
(n>3, p<0,05).

Hiicre ¢ogalmasimi her kosulda desteklemek amaciyla ko-kiiltiir igerisine,
CFSE boyamasinin yapilmasiyla birlikte IL-2 takviyesi yapilarak hiicrelere radyasyon
uygulamasi yapilmistir. Radyasyon maruziyetinden 72 saat sonra yapilan analizler
sonucunda, ko-kiiltiirlin 0., 24. Ve 72. saatlerinde bulunan Th hiicrelerin radyasyon
dozundaki artisla ters orantili olarak ¢ogalma kapasiteleri ve duplikasyon hizlart
onemli 6lgiide azalirken (p<0,05); ko-kiiltliriin 120. saatinde bulunan Th hiicrelerin
artan radyasyon dozlarinda cogalma kapasiteleri veya duplikasyon hizlarinda
istatistiksel olarak bir farklilik goriilmemistir (Sekil 4.6.). Ko-kiiltliriin kuruldugu
saatte (0. saat) Th hiicrelerin ¢ogalma kapasitesi 0 Gy-18 Gy araliginda sirasiyla 0 Gy
icin, %95,5540,39; 2 Gy i¢in, %96,15+0,18; 5 Gray i¢in, %84,45+0,46; 8 Gy igin,
%84,20+1,06; 12 Gy igin, %72,35+0,46 ve 18 Gy i¢in, %72,30+0,35 olarak, 24.
saatteki  hiicrelerde  sirasiyla  %98,50+£0,28,  %96,85+0,67, %91,25+2,67,
%83,28+4,75, %76,73+6,38 ve %76,20+8,01 olarak, 72. saatteki Th hiicrelerde
cogalma kapasiteleri sirasiyla, %81,55+4,99, %73,25+5,84, %60,25+7,57,
%41,40+7,83, %46,03+8,87 ve %48,95+7,76 olarak belirlenirken ko-kiiltiirtin 120.
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saatindeki Th hiicrelerde ise sirasiyla %90,00+3,23, 9%89,93+3,17, %88,63£2,84,
%88,93+2,27, %87,87+1,78 ve %89,77+2,36 olarak belirlenmistir.

100 ‘ Ko-kiiltiirde radyasyon uygulamasi
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Sekil 4.6. Hiicre gruplarinin proliferasyon ve duplikasyon hizlarmin yiizde grafikleri ve reprezente
eden FlowJo goriintiileri. Proliferasyon kapasiteleri: a i¢in 0-72 *, 24-72 * 72-120 **; b
icin 0-72 *, 24-72 *, 72-120 **; ¢ igin 0-72 *, 24-72 *, 72-120 **; d i¢in 0-72 *, 24-72 *,
72-120 **; e i¢in 0-72 *, 24-72 *, 72-120 **; f igin 0-72 *, 24-72 *, 72-120 ** diizeyde
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. Duplikasyon hizlari: a i¢in 0-72 *, 24-72 **** 72
120 *; b igin 0-72 **, 24-72 **** 72120 **; c i¢in 0-120 *, 24-72 *** 72-120 ****; d
igin 0-120 *, 24-72 ** 72-120 ***%*; e i¢in 0-24 *, 0-120 **** 24.72 * 24-120 *, 72-120
REE £ icin 0-24 *, 0-120 **** 24-72 * 24-120 **, 72-120 **** diizeyde istatistiksel

olarak anlamli bulunmustur (n>3, p<0,05).

4.6. Radyasyon Uygulamasimn Th Hiicre Iliskili Sitokin Uretimine Etkisi

Kullanilan ko-kiiltiir modelinde 72. ve 120. saatte Th hiicrelerin kontrol (0

Gy) ve 12 Gy radyasyon uygulamasi sonrasinda proinflamatuvar sitokin iiretim
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tayinleri yapilmistir. Sonugta 72. saatteki efektdr Th hiicrelerde kontrol grubuna goére
12 Gy radyasyon uygulamasi ile IFN-y iiretimi anlamli derecede artarken (kontrol,
9776,92+£2.31 pg/mL; 12 Gy, 12089,75+317,79 pg/mL) 120. saatteki Th hiicrelerin
IFN-y iiretimi (kontrol, 1566,594+247,99 pg/mL; 12 Gy, 923,19+100,04 pg/mL)
acisindan radyasyon maruziyetine baghh anlamli bir degisim goézlenmemistir.
Fonksiyonel basamaklar TNF-o diizeyi acisindan degerlendirildiginde ise, Th
hiicrelerin ko-kiiltiir saatleri arasinda farklilik goériilmesiyle birlikte, kontrol grubuna
gore 12 Gy uygulanmis durumlarda 72. saatte (kontrol, 313,87+2,94 pg/mL; 12 Gy:
692,14+222 38 pg/mL) istatistiksel olarak bir anlamlilik bulunmadi. Th hiicrelerin
120. saatteki TNF-a iiretiminde (kontrol, 29,02+3,90 pg/mL; 12 Gy: 94,92+4,61
pg/mL) istatistiksel agidan artig gdozlemlenmistir (p=0,0097) (Sekil 4.7.).

*
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Sekil 4.7.  Ko-kiiltiiriin 72. ve 120. saatlerinde bulunan CD4" T lenfositlerin IFN-y ve TNF-a sitokin
iretimi diizeyleri (pg/mL) ve radyasyon maruziyeti sonucu sitokin iiretim diizeyindeki

degisim grafikleri (n>3, p<0,05).

4.7. PD-1 Immiin Kontrol Noktasi Blokaji Altinda Uygulanan
Radyasyonun CD4* T Hiicrelerin Canlhiliklarina EtKisi

Ko-kiiltiirlin 120. saatinde radyasyon uygulamasi yapilacak olan T hiicrelere,
96. saatte anti-PD-1 monoklonal antikoru (mAb) ile inhibitér reseptdr blokaji
yapilmigtir. Kontrol grubu olarak non-spesifik izotip uyumlu IgG uygulamasi
yapilmistir. Blokaj sonucunda Th hiicre ylizeyindeki PD-1 diizeyi uygulama
yapilmamis ve IgG uygulamasi yapilmis gruplara gore biiyiik 6lgiide azalmistir. Bu

sayede blokajin bagarili bir sekilde yapildigi kabul edilmistir (Sekil 4.8.).
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Sekil 4.8.  Ko-kiiltiiriin 120. saatinde bulunan CD4* T hiicrelere anti-PD-1 uygulamasi yapilmustir.
Hi¢ uygulama yapilmamis (dokunulmamis), kontrol (IgG) ve PD-1 reseptorii bloklanmig
(aPD-1) gruplarin yiizeylerindeki PD-1 inhibitdr reseptor diizeyinin degisimini gosteren
temsili akim sitometri histogramlari.
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Sekil 4.9. Ko-kiiltiiriin 120. saatinde bulunan CD4" T hiicrelerin PD-1 blokaji sonucunda farkli
dozlardaki radyasyona bagl apoptotik hiicrelerin yiizde grafikleri (n>3, p<0,05).

Ko-kiiltlirin 96. saatinde PD-1 immiin kontrol noktasi blokaj uygulamasi
yapildiktan 24 saat sonra Th hiicrelere 5 ve 12 Gy dozlarinda radyasyon uygulamasi
yapilmigtir. Bu uygulamadan 24 saat sonra Th hiicrelerin canlilik analizleri
yapildiginda erken apoptoza giden Th hiicrelerinin yiizdesi IgG (kontrol) ve anti-PD1
uygulanmis gruplarda kontrolde (0 Gy) sirastyla %2,94+0,75, %3,11£1,20 olarak; 5
Gy igin sirasiyla %8,10+2,08, %7,85+1,81 olarak ve 12 Gy igin, %16,40+1,16,
%11,91+2,41 olarak bulunmustur. Erken apoptoz agisindan degerlendirilen Th
hiicrelerde blokaj uygulamasinin, 120. saatteki fonksiyonel basamakta bulunan Th
hiicreler iizerinde canlilik agisindan istatistiksel bir anlam ifade etmedigi belirlenmistir
(Sekil 4.9.). Hiicrelerin ge¢ apoptoz durumlarinin incelendiginde de erken apoptoz
gosteren Th hiicrelere benzer olarak blokaj uygulamasinin hiicre canliligi lizerinde
istatistiksel olarak anlamli bir fark gostermedigi saptanmistir. Analiz sonucunda 120.
saatteki Th hiicrelerin kontrol IgG uygulamasi yapilmis ve anti-PD-1 blokaj1 yapildig1
durumlarda ge¢ apoptoz ylizdeleri sirastyla, kontrolde %1,3040,30, %2,01+0,86, 5 Gy
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dozda radyasyon uygulamasi yapildiginda %3,46+0,58, %4,08+0,70 olarak ve 12 Gy
uygulandiginda ise %8,72+0,25, %8,72+0,80 olarak bulunmustur.
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5. TARTISMA

5.1. ThI’lerin Kullamlan Ko-kiiltiir Modelinde, inkiibasyon Siiresine
Bagh Biyolojik Ozellikleri

Yardimct T hiicrenin aktivasyonu igin gerekli sinyal esigi, T hiicre
reseptoriine antijen tastyan MHK molekiiliiniin baglanmasi ve ASH yliizeyinde
bulunan ko-stimiilatér molekiiller tarafindan T hiicreye saglanan ikincil sinyaller
yardimiyla agilmaktadir (26,32,33). In-vitro ortamda ko-kiiltiirde, CD4" T hiicre
aktivasyonu i¢in THR {iizerinden olan sinyal, ¢6ziiniir anti-CD3 antikoru yardimuyla,
birincil sinyale eslik eden ko-stimiilatdr sinyal ise akut miyeloid 16semi monositik
hiicre hattt olan THP-1 araciligiyla saglanmaktadir. Daha once laboratuvarimizda
yapilan ¢aligmalarda kullanilan CD86" akut miyeloid 16semi monositik hiicre hattinin
CD4" T lenfositlerde Thl farklilasmasm destekledigi belirlenmistir (136).
Laboratuvarimiz kapsaminda yapilan baska bir ¢aligmada ise THP-1 tarafindan
sunulan ko-stimiilasyonun CD80 (B7-1), CD86 (B7-2) ve ICOS-L molekiillerinin, T
hiicre yiizeyindeki CD28’e baglanmasi ile yapildigi bilinmektedir. Kullanilan modelde
ko-stimiilasyonun tek bir molekiil {izerinden degil birgcok ¢esitli molekiil {izerinden
olabildigi ve miyeloid 16semi monositik hiicre hatlar1 tarafindan saglanan ko-
stimiilasyonun yorulma fenotipi ile iligkili inhibitor reseptdrlerin T hiicre ylizeyindeki
ifadesini arttirdigr bulunmustur (135). Kullanilan ko-kiiltiir modelinde inkiibasyon
siiresine bagli olarak aktivasyonun ardindan Th hiicrelerin immiinofenotipindeki
degisim incelenmistir. Aktivasyon sinyal esiginin asilmasi yapilan fenotipik ve
fonksiyonel deneylerle incelenmistir. Ko-kiiltiirlin kuruldugu saatte naif (CD45RO"
CD62L") CD4" T lenfositlerin orani, kiiltiirdeki T lenfositerin yarisindan ¢ogunu
olusturmaktadir. Aktivasyon i¢in gerekli birincil ve ikincil sinyallerin saglanmasinin
ardindan, naif T lenfositlerin oram biiyiik 6l¢iide diiserken ko-kiiltiir ortamindaki Th
hiicrelerin biiyiik ¢ogunlugu hafiza benzeri fenotipteki T lenfositlerden olusmaya
baglamistir. Bunun yan1 sira aktivasyonun erken belirteglerinden birisi olan IL-2, ko-
kiiltiirlin 24. saatinde en iist diizeyde iiretilirken ko-kiiltiiriin ilerleyen saatlerinde IL-2
diizeyi diismektedir. Ayrica, IL-2 haricindeki Thl farklilagsmasi icin imza
sitokinlerinden olan IFN-y ve TNF-a’nin ko-kiiltiiriin 72. saatteki tiretimleri ve ko-
kiiltiirlin ge¢ saatlerinde yiiksek diizeyde TIM-3 inhibitdr reseptor ifadesi goz oniinde

bulunduruldugunda Th hiicrelerin Thl yoniinde farklilagma egilimi gosterebilecegi
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sOylenebilir. Thl farklilagmasinin, IL-12 sitokini ile olustugu bugiine kadar kabul
goren bir bilgidir ancak yapilan bir ¢alismada dendritik hiicrelerin IL-12 yoklugunda
Myd88 yolag1 araciligiyla in vivo ve in vitro ortamlarda Thl farklilagmasini
destekledigi kaydedilmistir (137). Kullandigimiz ko-kiiltiir modelinde Th1 gelisimi
sitokinden bagimsiz olarak gerceklestirdigi belirlenmistir. Ko-kiiltiirde aktivasyon
sinyalinin alinmasindan kisa siire sonra aktivasyonla iligkili olarak hiicrelerin
ylizeylerinde CD45RO" ifadesinde bir artis goriilmektedir. Naif T hiicrelerin
aktivasyon sinyalini almasiyla birlikte farklilagmalar1 ve ¢ogalarak hafiza fenotipteki
hiicrelere doniismesi uzun zaman almaktadir. Yaptigimiz caligmalar kapsaminda T
hiicrelerin aktivasyonun ilerleyen saatlerindeki (120. saat) pro-inflamatuvar sitokin
iiretim diizeyindeki azalma, CD45RO ifade etme diizeyindeki artig, aktivasyon
siirecinin ilerlemesiyle birlikte efektdr fazdan sonra hiicre boyutundaki ve graniil
yapisindaki azalis ve inhibitor reseptor diizeyindeki yiikselis kaynakli olarak bu tez
calismasinda hafiza benzeri T hiicre isimlendirilmesi kullanilmistir. Hafiza T
lenfositlerde artis gosteren, Bel-2 ve Bel-XL anti-apoptotik protein diizeyleri, hafiza
fenotiple iliskili transkripsiyon faktorlerinin ifade diizeyi (Tbet, eomes vb.), bunlara
ek olarak CD127 ve KLRG-1 ifade diizeylerinin (58-60) 6l¢iimleri yapilmadigi i¢in

hafiza T lenfosit olarak isimlendirme yapilmamaistir.

Ko-kiiltiir yardimiyla aktivasyonu gerceklestirilen Th hiicrelerin 120. saat
itibariyle, 72. saate gore proinflamatuvar sitokin iiretimlerinde ciddi diizeyde diisiis
izlenmistir. Inflamasyon durumunda, patojenin ortadan kaldirilmasmin ardindan, T
lenfositlerin biiyiik cogunlugu apoptoza giderken; sag kalan hiicreler hafiza fenotipteki
T lenfositleri olusturmaktadir. Hafiza T lenfositler ayni patojenle karsilagma
durumuna karsi uzun siireli sagkalim saglayarak hizli yanit olusturmaya destek
saglamastyla bilinmektedir. Ancak, kanser ve kronik inflamasyon durumlarinda bu
hafiza T lenfositler efektor fonksiyonlarimi yitiren ve yiizeylerinde yiiksek diizeyde
inhibitor reseptor ifade etmesiyle karakteristik yorulmus (exhausted) T lenfosite
farklilagabildigi bilinmektedir (4,61). Bu calismada ise 120. saatte ko-kiiltiir
icerisindeki hiicrelerin biiylik ¢ogunlugu (>%90) hafiza benzeri T lenfositlerden
olugmakta ve halen biiyiik 6l¢iide canliligini korumaktadir. Bu hiicrelerin yiizeyinde
basta PD-1 olmak iizere hiicrelerin biiyiik ¢cogunlugunda (>%80) en az bir inhibitor

reseptoriin ifade edildigi saptanmistir. Bu durumun kronik inflamasyon ve kanser
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durumlarinda ortamda bulunan yorulmus hafiza benzeri T hiicrelerin, kullanilan ko-
kiiltir ortami yardimiyla da olusturulabildigine isaret etmektedir. Bu galigma
kapsaminda yorulma fenotipine sahip hiicreler CD3/CD28 araciligiyla yapilmis in
vitro uyarimlardan (138,139) farkli olarak miyeloid monositik hiicre hatt1 olan THP-1
ile yapilmistir. Sentetik olarak kullanilan CD3 ve CD28 uyarimindan farkli olarak
kullanilan ko-kiiltir modeli kanserdeki yorulmay1 biyolojik olarak taklit etmek i¢in

daha uygundur.

5.2. iyonize Radyasyon Aracih Hasarin, Olusan DNA King ve

Mitokondri Membran Potansiyeli A¢isindan Degerlendirilmesi

Endojen veya eksojen yolla olusan DNA ¢ift iplik yapisindaki kirilmalari,
H2AX histonunun fosforillenmesi takip eder. H2AX, niikleozomlarda bulunan histon
oktamerin bir bileseni olan H2a protein ailesinin bir ¢esididir. DNA ¢ift iplik hasari
olugmasinin ardindan PI3K ailesi iiyeleri olan ATM ve ATR gibi kinazlar araciligiyla
DNA hasarinin onarimi sirasinda H2AX fosforillenmesi gergeklestirilir. Fosforillenme
sonucunda olusan bu yeni protein olan y-H2AX, hasar sonrasinda DNA onarim
proteinlerinin aliminda ve lokalize edilmesindeki ilk adimdir. Iyonlastirici radyasyon
veya sito-toksik ajanlar araciligiyla DNA hasariin baslatilmasinin ardindan y-H2AX
odaklart hizli bir sekilde olusur (140). Olusan odaklar ikincil antikorlar (Secondary
antibody) yardimiyla isaretlenerek immiinfloresan mikroskobu yardimiyla
gorsellestirilebilir. Analizler sonucunda 0, 24 ve 120 saatlik inkiibasyon siirelerindeki
Th hiicreler artan dozlarda birbirine yakin DNA kirik odaklart olustururken, artan
radyasyon dozuyla birlikte en fazla DNA kirik odaginin 72 saatlik inkiibasyon
sonucunda olustugu goriilmiistiir. Th hiicrelerin morfolojik incelemesi esnasinda Th
uyarimina istinaden 72. saatte ¢ekirdek alaninin diger saatlere gore oldukea biiytidiigii
gdzlenmistir. Inkiibasyonun 72. saatinde olusan DNA kirik odaklarindaki artigin
nedeninin, ¢ekirdekteki biiylimeyle dogru orantili olarak ¢ekirdek igerisindeki gevsek
kromatin yerlesimiyle birlikte hiicrenin hasara daha acik hale gelmesinden
kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir. Daha 6nce yapilmis bir yayinda da kromatin
yapisinin, DNA’nin y-radyasyonuna duyarliligi tetikledigi bulunmustur. Ancak
duyarliliga ek olarak DNA onariminin da daha fazla oldugu belirlenmistir (141).
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Programlanmis hiicre Oliimiiniin erken evrelerinin Ozelliklerinden birisi
mitokondri aktivitesinin bozulmasi ile iligkilendirilmistir. Bu bozulma membran
potansiyel degisikligi ile agiklanmaktadir. Iyonize radyasyonun hiicre iizerinde verdigi
hasarin ise yogun olarak cekirdekteki DNA {izerinden oldugu uzun yillardir yapilan
caligmalarla gozlemlenmistir (142). Radyasyonun hem kanser hiicreleri hem de
immiin sistem hiicrelerinin ¢ekirdek disinda sahip oldugu organellere de ¢esitli etkileri
olabilecegine dair farkli diisiinceler mevcuttur (143,144). Ozellikle mitokondri,
hiicrelerde ¢ekirdek haricinde DNA’nin bulundugu bir organel olarak lenfositlerde
toplam hiicre hacminin yaklagik iigte birini olusturmaktadir (145). Bu nedenle
mitokondri, hiicre ¢ekirdegi ile benzer sekilde olusabilecek DNA hasarlar1 veya diger
dogrudan hasarlar yiiziinden iyonize radyasyonun ana hedeflerinden biri haline
gelebilir. Bulgularimiz, farkli inkiibasyon siirelerindeki CD4" T hiicrelerin farkli
diizeylerde mitokondriyal membran potansiyeline sahip oldugu belirlenmistir; ancak,
5 ve 12 Gy dozlarda radyasyon uygulamasinin T lenfositler 6zelinde istatistiksel olarak
anlamli bir farklilik yaratmadigi goézlenmistir. Literatiirde yapilan caligmalarda
mitokondriyal genomun oksidatif hasara daha yatkin oldugu ve ¢ekirdek icerisindeki
DNA ile kiyasla daha diisiik onarim yetenegi ile karakterize oldugu ve buna ek olarak
reaktif oksijen tiirleri icin kritik bir hedef oldugu bilinmektedir (146). Radyasyonla
birlikte artan reaktif oksijen tiirleri nedeniyle membran potansiyelinde bozulma ve
DNA onariminda sikintilar yasanabilecegi diigiiniilmektedir. Calismamiz kapsaminda
reaktif oksijen tiirlerinin olusumuna bakilmamistir. Ancak mitokondriyal membran
potansiyeli hakkinda elde edilen bulgular dogrultusunda iyonize radyasyonun toksik
etkisinin, CD4" T lenfositlerde mitokondriyal yolaklardan bagimsiz olabilecegini

diistinilmiistiir.

5.3. CD4" T Hiicrelerin Artan Dozlarda Radyasyon Maruziyetine Bagh

Canlilik ve Cogalma Kapasiteleri

Iyonize edici radyasyonun tiimér hiicreleri {izerindeki bilinen toksik etkisinin
yani1 sira immiin sistem hiicreleri iizerindeki etkileri de biiyiik 6neme sahiptir. Bu tez
calismasi kapsaminda en yiiksek hiicre 6liimii olan grup, ko-kiiltiirde 72 saat inkiibe
edilen grup olarak belirlendi. Beklendigi {izere artan radyasyon dozuna bagli olarak
hiicre Oliimiinde bir artis goriildii ve ko-kiiltiiriin farkli inkiibasyon siirelerinin

canliliklar1 arasindaki fark yiiksek Gy dozlarinda belirginlesti. Ozellikle inkiibasyonun
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72. saatinde bulunan CD4" T hiicrelerin 12 Gy’de yartya yakini apoptoz siirecine
girmisti. Radyasyon dozunun yiiksek olmasinin yani sira 72. saatte bulunan yiiksek
oliim orani, daha dnce de bahsedildigi gibi T lenfositlerin aktivasyonu takiben ¢ekirdek
alaninin en yiiksek diizeyde olmasi ve hasara daha agik hale gelmesi sonucu radyasyon
hassasiyetinin artmasiyla alakali olabilecegi diisiiniilmektedir. En az 6liime sahip grup
ise uyarilmamis kontrol grubu olan (0. saat) CD4" T lenfositler olarak belirlenmistir.
Aktivasyon sinyali beraberinde apoptotik yolaklarin da aktive oldugu bilinmektedir
(147). Diger taraftan yasam sinyalleri hem aktivasyon ile iligkili transkripsiyon
faktorleri hem de mikrogevredeki sitokinler gibi faktorlerden saglanir. Naif T
lenfositler metabolik olarak aktif olmalarina ragmen aktivasyon sinyali almadiklari
icin genomik olarak durgundur (32,33). Yan1 sira uzun dénem bagisiliktan sorumlu
hafiza T hiicreleri, antijen icermeyen ortamdaki homeostatik proliferasyon
araciligiyla, hiicrelerin efektdr fonksiyonlarinin geri ¢agirilmasi ic¢in aktif tutulur
(148). Bu homeostatik proliferasyon ile izlenen genomik aktiviteye ragmen hafiza

benzeri T lenfositlerde radyasyon hassasiyetinin belirgin olmamasi da dikkat ¢ekicidir.

Tim T hiicre alt-tipleri radyasyona ayni yanitt vermemektedir. Bazi
kaynaklara gore radyasyona en hassas T hiicre alt grubu CD8" T hiicreler olarak
belirlenirken (150,151), aktivasyon sinyali almis veya hafiza fenotipe gecis yapmis
Foxp3'IL10" diizenleyici T (Treg) hiicreler, naif Treg hiicrelere gore radyasyona daha
diren¢li olarak bulunmustur (152-154). Baska bir calisma kapsaminda T hiicre alt
gruplarma  bakildiginda  hiicrelerin  radyosensivitesi, Bcl-2  seviyesi ile
iligkilendirilmistir (141). Radyasyona verilen T hiicre yanitlar1 arastirildiginda
literatiirde birgok farkli fikre yer verilmistir. Caligmamiz kapsaminda CD4" T hiicre
alt gruplari incelendiginde ise naif T ve merkezi hafiza benzeri CD4" T hiicrelerin
radyasyona en direngli gruplar oldugu saptanirken, efektor CD4" T ve efektor hafiza

benzeri CD4" T lenfositlerin radyasyona karsi en hassas gruplar oldugu belirlenmistir.

Radyasyonun verdigi DNA hasari, hiicre dongiisiiniin, kromozomal gecis
asamasi ve mitoza gecis asamasi olmak iizere iki ayr1 zamaninda kontrol edilir. Hasar
tespit edilecek olursa DNA tamir mekanizmalar1 yardimiyla hasarin giderilmesi igin
hiicre dongiisii durdurulur; bu nedenle hiicre cogalmaya devam edemez. Eger olusan
hasar tamir edilebilirse normal dongii devam edecektir; ancak, olusan hasar tamir

edilemezse hiicre apoptoza yonlendirilir (94). T lenfositlerin yiiksek doz radyasyona
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olduk¢a duyarli oldugu bilinmektedir. Son yillarda yapilan ¢aligmalarda diisiik doz
radyasyonun T lenfositler iizerindeki etkileri ise arastirma konusu olmustur (155). T
hiicre ¢ogalmasi i¢in 6nemli bir sitokin olan IL-2’nin ko-kiiltiir igerisinde eksikliginin
giderilmesi ve CD4" T lenfosit gogalmasimin tetiklenmesi amaciyla ko-kiiltiir ortamina
disardan rekombinant IL-2 proteini eklemesi yapilmistir. IL-2, T hiicre yiizeyindeki
IL-2Ra (CD25) molekiilii ile baglanarak T hiicre ¢ogalmasini desteklemektedir (156).
Yapilan analizler sonucunda ko-kiiltiiriin 0, 24 ve 72 saatlik inkiibasyon siirelerinde
bulunan CD4" T lenfositler artan radyasyon dozuna bagli olarak azalan g¢ogalma
yetenegi gostermis olsalar da, 0, 24 ve 120 saatlik inkiibasyon siirelerinde bulunan
CD4" T lenfositler birbirlerine yakin ¢ogalma kapasitelerine sahiptiler. Ancak, 72.
saatteki T lenfositlerde artan radyasyon maruziyetine bagh olarak ¢ogalma kapasitesi
neredeyse yar1 yariya diisiis gostermistir. Geg periyodlarda ise ¢cogalma kapasitesi
acisindan artan radyasyon degerlerinde hicbir fark goriilmemistir. Bu hiicreler
duplikasyon hizlan agisindan degerlendirildiklerinde ise ko-kiiltiiriin 120. saatindeki
CD4" hiicrelerinin artan radyasyon degerlerinden etkilenmedikleri bulunurken, geri
kalan tiim inkiibasyon siirelerindeki CD4" T lenfositlerin ise artan radyasyon
maruziyeti sonucunda azalan duplikasyon hizina sahip olduklar1 belirlenmistir. Ko-
kiiltiiriin 120. saatindeki T lenfositlerin biiyiik cogunlugu hafiza benzeri fenotipteki T
lenfositlerden olugsmaktadir ve bu hiicrelerin neredeyse tamami yiiksek diizeyde
inhibitor reseptor ifade ettigi belirlenmistir. Literatiirde yorulmus T lenfositler yiiksek
diizeyde inhibitor reseptor ifade etmesi ile karakterize, genomik agidan kapali
disfonksiyonel alttiplerdir (4,157). Yiizeylerinde yiiksek diizeyde IL-2Ra bulunmasina
ragmen diisiik diizeyde IL-2 iiretimi nedeniyle diisiik ¢ogalma kapasitesine sahip
olabilirler; ancak, ortama IL-2 takviye edilmesi durumunda c¢ogalma O&zelligi
gosterebilirler. IL-2 molekiiliiniin canliligi destekledigi bilinmektedir (158). IL-2
molekiiliiniin bu 6zelliginin yam sira bu hiicrelerin yiizeylerindeki yiiksek IL-2Ra
sayesinde, IL-2 molekiiliinii yakalama kapasitesinin daha fazla olmasi ¢ogalmaya

destek saglamaktadir.

5.4. Thl Hiicrelerin anti-PD-1 Blokaj Uygulamasi ve Radyasyon

Maruziyeti Sonrasinda Canliik Durumu

Literatiirdeki caligmalar kapsaminda, tiimér mikrogevresindeki immiin

baskilayici profil araciligtyla T hiicrelerin disfonksiyonel alt-tiplere farklilastig
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gosterilmistir. Timor igerisine yeni efektor T hiicre gogilinlin saglanmasi zor
oldugundan, mikrogevrenin baskilayiciligt ile etkisizlesmis tiimore infiltre T
hiicrelerin yeniden aktive edilmesi biiyiilk 6nem kazanmistir. Radyoterapi uzun
zamandir timdor biliylimesinin kontrolii i¢in kullanilmaktadir. Ancak, tek bagma
1sinlama alan1 disindaki tiimérleri inhibe edebilmek i¢in sistemik anti-timor yaniti
tetiklemede nadiren etkilidir. Son yillarda yapilan calismalar bu etkinin
artirilabilecegini gostermistir.  Yorulmus T hiicrelerin fonksiyonel yamtsizligi,
yiizeylerindeki inhibitdr reseptorlerin blokaj1 araciligiyla ortadan kaldirilabilmektedir.
Bunun yani sira blokaj tedavilerinin iyonize radyasyonla veya kemoterapiyle birlikte
uygulanmasi seklinde yapilan kombine tedavilerde anti-tiimér yanitin artirilabilecegi
diisiiniilmektedir (68,158,159). Bilindigi gibi sistemik radyasyon uygulamasi viicut
bagisiklik sistemini zayiflatabilir; ancak, lokal olarak tiimor 1ginlamasinin bagisiklik
tepkilerini artirabilecegine dair kanitlar mevcuttur (160). Radyasyon kaynakli timor
gerilemesinin yani sira radyasyon uygulanan alan diginda da tiimor gerilemesi
olabilmektedir. Uygulama alan1 disindaki gerileme abskopal etki olarak adlandirilir.
Yapilan ¢alismalarda immiin kontrol noktast blokaj tedavisinin veya radyoterapinin
tek basina kullanilmasindansa, kombine tedavi ile abskopal yanitlar artmaktadir
(161,163). Immiin kontrol noktas1 blokaj tedavisi ve radyoterapinin en verimli sekilde
nasil kombine edilebicegi hakkinda halen bir kesinlik bulunmamaktadir. Caligmamiz
kapsaminda kurulan in-vitro deney diizeneginde ko-kiiltiiriin 96. saatine taginan Th
hiicrelere anti-PD-1 blokaj tedavisi uygulandi ve uygulama sonrasinda yapilan
olgtimler sonucunda CD4" T hiicre yiizeyindeki PD-1 molekiil diizeyinin biiyiik 6l¢iide
azaldig1 izlendi. Bu durum blokajin basarili olduguna isaret etmektedir. Ardindan 120.
saatte 5 ve 12 Gy uygulanan radyasyonun hiicrenin canlilig1 iizerindeki etkisi
arastirildi. Sonugta, radyasyon uygulamasindan 24 saat once uygulanan blokaj
tedavisinin Th hiicre canliligl iizerinde istatistiksel olarak anlamli &lgiide bir
degisiklige neden olmadigi saptanmistir. Literatiirde radyasyon 6ncesinde uygulanan
immiin kontrol noktasi blokaj tedavilerinin T hiicrelerin radyaduyarliligini arttirdig:
dair bilgiler mevcuttur. CD8" T hiicre 6zelinde yapilan bir in vivo ¢alismada timér
bolgesine yapilacak 1ginlama Oncesinde uygulanan anti-PD-1 blokaj tedavisi
sonucunda hiicrelerin yiiksek radyoduyarlilik nedeniyle canliligini kaybettigi ve

azalan bir sistemik bagisiklik yanit1 oldugu bildirilmistir. Ayn1 ¢alisma kapsaminda,
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anti-PD-1 blokaj tedavisi, radyasyon uygulamasindan sonra yapildiginda ise timor
igerisindeki efektor fonksiyonunu kaybetmis T lenfositlerin azalmaya gittigini ve
yeniden efektor fonksiyonlarini kazanan T hiicrelerin ¢ogalarak daha giiclii bir
abskopal etkiye neden oldugu bulunmustur (159). Calismamiz kapsaminda yapilan in-
vitro deneylerde ise 1ginlama 6ncesi uygulanan blokaj tedavisinin ise ko-kiiltiiriin 120.
saatinde bulunan CD4" T hiicrelerin canlilig1 iizerinde olumsuz bir etkisi olmadig
saptanmistir. Literatiirde yapilan calismada (160) 1smmlama 6ncesinde radyasyon
uygulamasimin canliliga olumsuz etki yarattiginin belirlenmesi in vivo deneyler
sonucunda ve CD8" sitotoksik T lenfositleri lizerinde gergeklestirilmistir ancak bu tez
calismasi kapsaminda yapilan deneyler in vitro olup CD4" yardimci T hiicreler
0zelindedir. Bilindigi gibi radyasyona en hassas T hiicre grubu sitotoksik T lenfositler
olarak diisliniilmektedir (149,150) ve buna ek olarak yapilan calismalarin in vivo
ortamda yapilmig olmasi tiimor mikrogevresindeki diger faktorlerin de devreye
girmesiyle durum iizerinde degisiklik yaratabilecektir. CD4" T lenfosit alttiplerinin de
in vivo ortamda gozlenmesi konuya daha iyi agiklik getirecektir. Yardime1 T hiicrelerin
anti-timdr yanitta salgiladiklart sitokinler ve kemokinlerle birlikte diger bagisiklik
sistemi  hiicreleri {izerindeki rolii distinildiiginde, CD4" T lenfositlerin
radyobiyolojisinin anlasilmasi daha etkili anti-tiimdr yanitlarin olugturulabilmesi igin

oldukca elzemdir.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

Periferik kandan izole edilen CD4" T lenfositler, THP-1 ve anti-CD3
monoklonal antikoru yardimiyla kurulan ko-kiiltiir modelinde uyarilarak Thl

hiicrelerine doniistiiriilmiis ve uyarimin farkh siireclerinde izlenebilmistir.

Th aktivasyonunu takiben ko-kiiltiiriin 24. saatinde IL-2 iiretimi en iist diizeyde
seyrederken ko-kiiltiiriin ilerleyen saatlerinde IL-2 diizeyinde ciddi oranda

azalma meydana gelmistir.

Ko-kiiltiirlin 72. saatinde IFN-y ve TNF-a gibi Thl farklilasmasinin imza
sitokinleri yiliksek diizeyde tiretilirken 120. saatte sitokin tiretimi biiyiik dl¢tide

azalmstir.

Ko-kiiltiiriin ge¢ saatlerinde (120. saat) Th lenfositlerin ylizeylerinde yiiksek
diizeyde inhibitdr reseptor ifadelenmesi goriiliirken en yiiksek diizeyden en
diisiik siklikta ifade edilen inhibitor reseptorler sirasiyla; PD-1, TIM-3, LAG3
ve CTLA-4 olarak belirlenmistir.

Hafiza benzeri T lenfositler kendi iglerinde inhibitdr reseptdr ifadesi agisindan
degerlendirildiginde; PD-1 ve TIM-3"lin merkezi hafiza benzeri T lenfositlerde
ifadesi daha yiiksektir. LAG3 ifadelenmesi ise efektor hafiza benzeri T
lenfositlerde daha yiiksek diizeyde belirlendi. CTLA-4 ifadesi agisindan iki alt

grup arasinda istatistiksel agidan anlaml farklilik yoktur.

Th hiicre aktivasyonuna istinaden, ko-kiiltiiriin 24. ve 72. Saatlerinde hiicre
boyutu ve ¢ekirdeginde biiyiime gozlenirken, ko-kiiltiiriin 120. saatinde hiicre
boyutu ve c¢ekirdek boyutunda azalma meydana gelmistir. Radyasyon
uygulamasinin hiicre morfolojisinde belirgin bir degisiklige neden olmadigi

saptanmuistir.

Ko-kiiltiiriin farkli periyodlarinda elde edilen Th lenfositlerde radyasyon
uygulamasi ile izlenen DNA kirik odaklarin, 72. saate en yiiksek diizeye

ulagmustir.
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Th hiicreleri ko-kiiltiiriin baslangicinda yiiksek mitokondri membran
potansiyeline sahipken, ko-kiiltliriin 24. saatinde membran potansiyelinde bir
diisiis yasanmistir. Ancak, 72. ve 120. saatlerde membran potansiyeli artis
gostermistir. Radyasyonun (5 Gy ve 12 Gy) membran potansiyeli iizerinde

belirgin bir farklilik yaratmadig1 gozlenmistir.

Th hiicrelerin artan radyasyon dozlarma maruziyeti ile g¢ogalma ve canlilik
diizeylerinde en biiylik diisiis ko-kiiltiiriin 72. saati olarak belirlenmistir.
Radyasyona en direngli Th hiicreleri ise 0. saatteki kontrol (naif) grup iken;
artan radyasyon dozlarma ragmen ¢ogalma yetenegini yitirmeyen hiicreler ise

ko-kiiltiiriin 120. saatindeki Th hiicreler olarak belirlenmistir.

Th hiicre alt gruplarinin artan radyasyon dozuna maruziyeti sonucunda
canliliklar1 degerlendirildiginde, efektér ve efektdor hafiza benzeri T
lenfositlerin radyasyona en hassas grup olduklar belirlenirken naif ve merkezi

hafiza benzeri T lenfositler radyasyona en direngli gruplardir.

Ko-kiiltiiriin ge¢ donemlerinde yiiksek inhibitér reseptér ifade eden Th
lenfositlere uygulanan anti-PD-1 blokaji sonucunda Th hiicrelerin iizerindeki

PD-1 molekiil miktar1 biiyiik 6l¢lide azalmustir.

Radyasyon o6ncesinde uygulanan anti-PD-1 blokajnin CD4" T hiicrelerin

canlilig1 lizerinde olumsuz bir etki gostermedigi belirlenmistir.

flerde radyasyon maruziyetinin Th1 farklilasmasi iizerindeki etkisinin daha iyi
karakterize edilebilmesi amaciyla IL-12, IL-18 gibi sitokinlere bakilabilir ve
imza transkripsiyon faktorleri olan STATI, IRF1 ve Tbet gibi molekiillerin

ifade diizeyi incelenebilir.

Ko-kiiltiirdeki aktivasyon durumunun daha iyi karakterize edilebilmesi igin
uyarimdan kisa bir siire sonra Th hiicrelerdeki erken dénem belirteclerinin

diizeyleri belirlenebilir.
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Anti-PD-1 blokajma ek olarak diger inhibitdr reseptorlerin blokaji ile ek

calismalar yapilabilir.

Blokaj uygulamas1 ve radyasyonun birlikte dogru sekilde uygulanarak T hiicre
yanitlarindaki degisikliklerin belirlenebilmesi i¢in farkli siire, fraksiyon ve

blokaj konsantrasyonlarinin kombinasyonlar1 denenmelidir.

Radyasyon uygulama dozu, dozun uygulanis sekli ve uygulanmis hizi gibi

faktorlerin etkisi arastirilabilir.

Th hiicre alt gruplarinin radyasyon hassasiyetine dair daha detayli bilgiler elde
etmek amacuyla, farkl alt tiplerdeki Th hiicreler ayristirilarak DNA kirik odak

sayilar1 analiz edilebilir.

Radyasyon uygulamasi 6ncesi ve sonrasi yapilacak transkriptomik analizler
yardimiyla radyasyonun total gen ifadesi diizeyinde yarattigi degisiklikler

aciklanabilir.

In vitro ortamda kurulan deney diizeneginin daha iyi anlagilabilmesi ve CD4"
T hiicrelerin daha detayli karakterize edilebilmesi i¢in Th hiicreler in vivo

kosullarda incelenmelidir.

Kanser hastalarindan alinacak ornekler ile radyoterapinin Th hiicre

farklilagmas1 ve fonksiyonlar iizerinde kanitsal ¢alismalar yapilabilir.
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