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TURKCE OZET

Romatoid artrit (RA) otoimmiin bir hastaliktir ve eklemlerde kronik agri ve
ilerleyici deformitelere neden olur. Genetik egilim ve ¢evresel faktorler hastaligin nasil
ortaya c¢iktiginm1 biyiik Olciide etkiler. Giiniimiizde RA tedavisinde kullanilan
geleneksel ilaglara ek olarak TNF-a gibi biyolojik ajanlar hastaligin seyrini
degistirebilir. Bu tedavilere ragmen hastalarin biiyiik bir kisminda tedaviye yanitsizlik,
ilaglara kars1 direng gelisimi ve ciddi yan etkiler goriilmektedir. Ozellikle biyolojik
ilaclarin sistemik olarak yiiksek dozlarda uygulanmasi ve sik enjeksiyonlar gerekliligi
nedeniyle, tedavi maliyetleri artmakta ve hasta yasam kalitesi olumsuz
etkilenmektedir.

RA tedavisinde yeni nesil hiicre temelli terapdtik yaklagimlara ihtiyag vardir. Bu
tez, genetik olarak modifiye edilerek toleran hale getirilmis dendritik hiicrelerin (DH)
kullanildig1 yeni bir hiicresel tedavi yaklasgimmin RA modeli iizerindeki etkilerini
incelemektedir. Bu amagla, ii¢ farkl1 genetik modifikasyon yontemi kullanilmistir. Bu
genetik modifikasyonlar ile (1) yiiksek oranda IDO eksprese eden DH’ler, (2) CTLA4-
KDEL fiizyon proteini igeren vektor ile transfekte edilmis DH’ler ve (3) CD80/CD86
ekspresyonu baskilanmig ve IDO overekspresyonu igeren kombinasyon vektoriiyle
modifiye edilmis DH’ler elde edilmis ve kolajen ile indiiklenerek (CIA) model
olusturmus farelere enjeksiyon yapilmaistir.

Tedavi uygulanan hayvanlarda klinik artrit skorlar1 kaydedilmistir ve eklem
dokularindan histopatolojik incelemeler yapilmistir. ELISA ve akim sitometrisi
testleri, IDO ekspresyonunun arttigin1 ve CD80/CD86 ylizey ekspresyonunun dnemli
olgiide azaltildigin1 gostermistir. DH uygulamasinin hayvanlarin kaliper dl¢iimleri ile
birlikte klinik skorlarinda azalmayi1 sagladigi ve histopatolojik incelemelerde
eklemdeki iltihaplanmay1 azalttigin1 ayrica doku hasarini azalttigini gostermistir. Ek
olarak, primer DH’lere genetik transdiiksiyonun literatiirde belirtilen ortalama
verimliliklerden ¢ok daha bagarili sekilde uygulandigi gosterilmistir.

Bu ¢alisma, literatiirde ¢ogunlukla DBA/1 fareleri kullanilarak gelistirilen CIA
modelinin aksine, 6zgiin bir sekilde C57BL/6 — BALB/C farelerinde CIA modelini
olusturarak degerlendirmeleri gerceklestirilmistir.

Anahtar Kelimeler: dendritik hiicreler, romatoid artrit, genetik modifikasyon,
tolerans, CIA fare modeli, IDO, CTLA4-KDEL ve gen transdiiksiyon verimliligi



INGILIiZCE OZET

TREATMENT OF EXPERIMENTAL ARTHRITIS WITH TOLERANCE
INDUCING DENDRITIC CELLS OBTAINED BY GENE MODIFICATION

Rheumatoid arthritis (RA) is an autoimmune disease that leads to chronic pain and
progressive joint deformities. Both genetic predisposition and environmental factors
play a key role in disease onset and progression. While conventional therapies are used
in RA management, biological agents such as TNF-a have been shown to modify
disease course. Nevertheless, a considerable proportion of patients still experience
resistance to treatment, development of drug resistance, and severe side effects.
Moreover, the need for frequent injections and systemic administration of high-dose
biologics increases treatment costs and adversely affects quality of life. These
limitations highlight the need for novel cell-based therapeutic strategies in RA.

This thesis focuses on the therapeutic potential of genetically modified dendritic
cells (DCs) engineered to acquire tolerogenic properties. Three genetic modification
strategies were employed: (1) DCs overexpressing IDO; (2) DCs transduced with a
CTLA4-KDEL fusion protein; and (3) DCs engineered to simultaneously suppress
CD80/CD86 expression while enhancing IDO expression. Tolerized DCs were locally
administered to collagen-induced arthritis (CIA) mice using lentiviral vectors. Clinical
arthritis scores were monitored, and histopathological analyses of joint tissues were
conducted. ELISA and flow cytometry confirmed increased IDO expression and
reduced CD80/CD86 surface levels. Administration of modified DCs significantly
decreased clinical scores and caliper measurements, suppressed joint inflammation,
and limited tissue damage demonstrated by histopathological evolation. Furthermore,
genetic transduction of primary DCs was achieved with higher efficiency compared to
most reports in the literature. Unlike traditional CIA models predominantly using
DBA/1 mice, this study uniquely established and evaluated the CIA model in
C57BL/6-BALB/c mice

Key words: dendritic cells, rheumatoid arthritis, genetic modification, tolerance,
CIA mouse model, IDO, CTLA4-KDEL and gene transduction efficiency
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1.GIRiS

Romatoid artrit (RA), genetik ve gevresel faktorlerin etkisiyle ortaya ¢ikan,
eklemlerde kronik agrilara ve deformitelere yol agan otoimmiin bir hastaliktir. Mevcut
tedaviler hastaligin seyrini degistirebilse de tedaviye verilen yanit yetersizligi,
tedaviye direng ve yiiksek maliyet gibi nedenlerden dolay1 daha etkili ve siirdiirtilebilir
tedavi yaklagimlarina ihtiya¢ duyulmaktadir.

Bu tez caligmasinda, genetik olarak modifikasyon yapilmig dendritik hiicrelerin
(DH) tolerans indiikleyip indiikleyemedigi arastirildi. /n vivo RA modelinde (Kolajen
ile indiiklenen artrit, collahen induced artritis; CIA) en uygun tolerojenik DH (tolDH)
elde edilmesine yonelik startejiler belirlenerek elde edilen tolDH’ler hayvanlara tedavi
amagl enjekte edildi. Artrit olusturulan farelerde eklem kalinliklarinin ve klinik
skorlarmin tedavi sonrasinda gelisimini takip edildi. Genetik modifikasyonla elde
edilmis tolDH’lerin RA'nin tedavisinde veya hafifletilmesinde yeni hiicresel tedavi
yaklagimi olarak kullanilip kullanilamayacagini arastirildi. Calismada, ii¢ farkl
sekilde tasarlanan plazmitler araciligiyla iiretilen lentiviriislerin primer DH’lere
transdiikte edilerek, bu hiicrelerin tolerojenik ozellik kazanmasi saglandi. Birinci
stratejide, es uyaran sinyallerini baskilamak amaciyla 6zel olarak tasarlanmis bir
vektor kullamlds. Ikinci stratejide, IDO (indoleamin 2,3-dioksijenaz) gen ekspresyonu
artirmaya yonelik bir plazmit kullanildi. Ucgiincii stratejide ise hem IDO
ekspresyonunun artirilmast hem de CD80/CD86 kostimiilatéor molekiillerinin ayni
anda baskilanmasi hedeflendi. Bu yaklagimlar ile antijene 06zgii toleransin
indiiklenmesi ve otoimmiin yanita neden olan immiin aktivitenin baskilanmasi
amaclandi. Ayrica, gelistirilen bu hiicresel tedavi modelinin CIA gibi insan artrit
patagonezine en uygun fare artrit modellerinde uygulanabilirligi test edildi.

Proje kapsaminda gelistirilen bu orijinal immiinoterapdtik yaklasim, in vivo
modeller iizerinde uygulanarak klinik ve immiinolojik parametreler {izerinden
degerlendirildi. Elde edilen bulgular, genetik olarak modifiye edilen tolerojenik
DH’lerin RA ve benzeri otoimmiin hastaliklarin tedavisinde umut vadeden yeni nesil

bir hiicresel tedavi secenegi olabilecegini gdstermektedir.



1. GENEL BIiLGILER
2.1. Romatoid Artrit

Romatoid artritin (RA) tanimi antik Yunan ve Roma donemlerine kadar
uzanmaktadir. O donemde “rheuma” veya “romatizma” terimleri, viicutta sivi akisinin
bozulmasina bagli olarak gelisen eklem agrilarini tanimlamak i¢in kullanilmistir
(Domen, 1992- Aceves-Avila, Medina & Fraga, 2021- Yeap, 2021).

RA, bagisiklik sistemi aracili kronik bir inflamatuar hastalik olarak tanimlanmakta
olup, siirekli devam eden sinovit, pannus olusumu ve kemik erozyonu ile karakterize
edilmektedir (Gravallese & Firestein, 2023). RA yayginli§i ve insidansini
degerlendiren ¢ok sayida ¢aligma bulunmaktadir. Ancak, literatiirdeki epidemiyolojik
tahminler, veri toplama yoOntemlerindeki farkliliklar ve RA’nin tanimlanmasinda
kullanilan degisken kriterler nedeniyle dogrudan karsilastirilmasi giictiir (O'Rourke ve
ark.,2019- Videm, Thomas, Brown & Hoff, 2017).

Romatoid faktoriin (RF) kesfi, RA patogenezi anlasilmasi i¢in dnemli bir doniim
noktas1 olmustur. ilk olarak Waaler (1940) tarafindan tanimlanan bu fenomen, RA
hastalarinin serumunda bulunan oto-antikorlarin, duyarli koyun eritrositlerine karsi
agliitinasyon olusturma yetenegine sahip oldugunu ortaya koymustur. Daha sonra
Rose ve arkadaglari (1948) tarafindan gerceklestirilen calismalar, bu bulgular
dogrulamis ve RF’nin serolojik bir biyobelirte¢ olarak tanisal deger tasidigini
gostermistir. Bu arastirmalar sonucunda "Rose-Waaler Testi", RF tespiti i¢in klasik bir
yontem olarak gelistirilmistir (Jonsson, 2020- Li, Li & Zheng, 2024).

Giliniimiizde RF, RA'nin immiinolojik mekanizmalarinin anlagilmasina katkida
bulunmanin yani sira, hastaligin laboratuvar tanisinda yaygin olarak kullanilan
serolojik belirteclerden biri olarak kabul edilmektedir.

2.2. Epidemiyoloji- Kiiresel Yayginhk

Kiiresel Hastalik Yiikii (Global Burden of Disease; GBD) 2020 verilerine gore,
RA’ nin diinya genelinde yaklasik 17,6 milyon kisiyi etkiledigi ve yas faktorii g6z
onlinde bulundurularak hesaplanmig kiiresel prevalansinin %0,21 oldugu tahmin
edilmektedir. Bu oran, 1990 yilina kiyasla %14,1'lik bir artis gostermektedir. GBD
2021 RA Isbirlikgileri' nin &n goriilerine gore, 2050 yilina kadar RA hasta sayismin
31,7 milyona ulagmasi beklenmektedir (Finckh ve ark., 2022) (Sekil 1). Cin'de
gerceklestirilen epidemiyolojik calismalar, iilkede yaklasik 5 milyon RA hastasinin



bulundugunu ve hastaligin 9%0,42 oraninda bir prevalansa sahip oldugunu ortaya
koymustur (Zhonghua,2018).

2020 yilinda diinya genelinde yaklasik 17,6 milyon kisinin (%95 giiven araligi:
15,8-20,3 milyon) RA hastasi oldugu tahmin edilmektedir. Yas standardizasyonu
yapilmis kiiresel prevalans 100.000 kiside 208,8 vaka olarak hesaplanmis olup, bu oran
1990 yilina kiyasla %14,1 artis gostermektedir. Kadinlarda daha yaygin oldugu
belirlenmis ve kadin/erkek prevalans orani 2,45 olarak tespit edilmistir (The Lancet
Rheumatology, 2023) (Sekil 2).

RA’ya bagli yas standardize edilmis 6liim oran1 100.000 kiside 0,47 olup, 1990°a
gore %23,8 oraninda bir azalma gdsterdigi raporlanmigtir. Bununla birlikte, 2020
yilinda RA’nin GBD 3,06 milyon hastalik nedeniyle kaybedilen saglikli yasam yili
(Disability Adjusted Life Years; DALY) olarak hesaplanmigtir. Bu hastalik yiikiiniin
%76,4’1 engellilige bagli kaybedilen yillardan (years lived with disability; YLDs)
kaynaklanmaktadir. Ayrica, sigara kullaniminin RA'ya bagli DALY yiikiiniin
%7,1’inden sorumlu oldugu belirlenmistir (Conrad ve ark 2023- Hsieh ve ark.,2020).

Mevcut kosullar devam ederse, 2050 yilina kadar diinya genelinde RA hasta
sayisinin 31,7 milyona (25,8-39,0 milyon) ulasacagi ongoriilmektedir. Bu veriler,
RA’nin kiiresel saglik yiikiiniin giderek arttigimi ve ozellikle kadinlar1 daha fazla
etkiledigini gostermektedir. Oliim oranlarinda azalma gériilse de hastaligin uzun
vadeli etkileri ve saglik sistemleri iizerindeki yilikii dikkate alindiginda, RA
tedavilerine yonelik daha kapsamli stratejilere duyulan ihtiya¢ giderek artmaktadir

(Lau, 2023).
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Sekil 2. RA Niifus oran1 ve dagilimi1 (GBD 2021 Rheumatoid Arthritis Collaborators, 2023).
2.3. Romatoid Artrit icin Risk Faktorleri

RA’nin yaygmhgindaki degisimler ve bolgesel farkliliklar biiytlik olgiide risk
faktorlerindeki cesitliliklere baglidir. RA gelisiminde g¢evresel faktorlerin daha iyi
anlagilmasi, gelecekte hastaligin Onlenmesinde etkili stratejilerin gelistirilmesi

acisindan katki saglayabilecegi belirtilmektedir (Sekil 3) (Finckh ve ark., 2022).



Solunum Yolu Maruziyeti
. Solunan Kirlilik

Sigara igmek
. Silika Tozu
Agiz Saghg . KOAH
Kronik Periodontitis Astim
Dis kaybi
) Genetik Faktorler
Cinsiyete Ozgu Faktérler . HLA ortak epitop alelleri
. Menopoz Sonrasi . Aile dykisa
Anti-6strojen Tedavisi . Etnik kéken

Oral kontraseptifler/hormon
replasman tedavisi

. Dogurganlik durumu

. Emzirme

Epigenetik

Bagirsak Saghg
Kronik ishal
Proinflamatuvar ve Bati tipi diyet?
Sekerli igecek tiketimi

Yagam Tarzi ve Aliskanliklar - -
Mikrobiyata

Obezite

Stres ? 0 Kahve

Egzersiz . Akdeniz Diyeti?
Cay?
Alkol

Sekil 3. RA patogenezisinin gelismesine bircok faktor katkida bulunabilmektedir. Genetik faktorler,
hormonal faktorler, bulunulan ortamda yasanan solunum maruziyeti, diyet faktorleri, agiz sagligt ve
yasam tarzlarimn hastalik patogenezinde zararli ya da koruyucu olduguna dair ¢aligmalar yapilmaya
devam etmektedir. Sekilde bulunan yesil renk ile yazilan belirtecler koruyucu faktorleri; kirmizi ile
yazilan belirtegler zararli faktdrleri ve turuncu ile yazilan belirtegler ise geliskili veya zayif kaniti
gostermektedirler. (Finckh ve ark. 2022°dan ilham alarak ¢izilmistir).

2.3.1. Cinsiyet ve hormonal faktorler

RA diinya genelinde kadinlarda erkeklere kiyasla daha yiiksek prevalansa sahiptir.
Bu oran geng bireylerde yaklasik 4:1 (kadin/erkek) iken, ileri yaslardaki hastalarda
2:1'in altina diismektedir. Cesitli ¢alismalar, Ostrojen seviyelerindeki ani diisiisiin
(menopoz veya Ostrojen karsiti tedaviler nedeniyle) RA gelisim riskini artirabilecegini,
buna karsin yiiksek Ostrojen maruziyeti ile iligkili faktorlerin hastaliga kars1 koruyucu
bir etkiye sahip olabilecegini 6ne slirmektedir (Galarza-Delgado ve ark., 2017-
Barragan-Martinez ve ark., 2012- Alpizar-Rodriguez, Pluchino, Canny, Gabay&
Finckh, 2017).

Yapilan diger calismalarda da RA goriilme sikliginin kadinlarda erkeklere kiyasla
ti¢ ila bes kat daha yaygin oldugu gdsterilmistir. En belirgin fark, Arjantin'de yapilan
bir caligmada bildirilmis olup, kadinlarda %3,2, erkeklerde %0,6 oraninda RA
patogenezi goriilmiistiir. RA prevalansina iliskin en yakin degerler ise Sirbistan'da
kaydedilmis ve kadinlarda %0,29, erkeklerde %0,09 olarak rapor edilmistir (Silman &
Hochberg, 2009).

Ostrojenin RA ile iliskisi karmasiktir ve heniiz tam bir olumlu ya da olumsuz etkisi
bildirilmemistir ama yapilan bir¢ok ¢alisma sonucunda dstrojen seviyesindeki artisin
RA hastaligimmin gelisme riskini azaltabilecegini ve hastalifin seyretme siddetini

hafifletebilecegini sdylemektedir. Ozellikle gebelik siirecinde dstrojen seviyesi artisi



RA hastalarinda semptomlarinin yiiksek oranda hafiflettigini bildiren ¢caligmalar vardir
fakat dogum sonrasi Ostrojen seviyesinde meydana gelen diislis sonrast RA
hastalarinin semptomlariin siklikla artigr gosterilmistir. Menopoz doéneminde de
azalan Ostrojen seviyeleri RA insidansinin artigina neden olmaktadir (Barrett, Brennan,
Fiddler & Silman, 1999- Barrett, Brennan, Fiddler & Silman, 2000).

Hayvan modellerinde yapilan g¢aligmalar, Ostrojenin RA hastaliginin seyrini
etkileyebilecegini gostermistir. Yumurtaliklar1 ¢ikarilan (OVX) farelerde Ostrojen
seviyelerinin dligmesiyle birlikte, CIA daha sik ve daha siddetli goriildiigi
belirlenmistir. Ayrica, dstrojenle tedavi edilen OVX fareler veya Gstrojen seviyeleri
korunmus fareler ile kiyaslandiginda, dstrojen eksikliginin artrit gelisimini ve hastalik
siddetini artirdig1 gozlemlenmistir (Holmdahl, Jansson & Andersson,1986- Jansson &
Holmdahl, 1989- Yamasaki, Enokida, Okano, Hagino & Teshima,2021).

2.3.2. Genetik ve epigenetik

RA ile yakindan iliskili olan anti-sitriiline protein antikorlar1 (ACPA), bagisiklik
sisteminin sitriilinlenmis proteinlere karsi normal olmayan bir tepkisidir. Enzimatik
olarak belirli proteinlerin arginin kalintilarinin sitriiline doniistiiriilmesi sitriilinasyon
olarak bilinir ve bu siire¢ inflamasyon sirasinda geligebilir. Bagisiklik sistemi
normalde sitriilinlenmis proteinleri tolere ederken, RA hastalarinda immiin sistem bu
proteinleri yabanci olarak algilar ve ACPA iiretir. ACPA, RA’nin erken teshisinde
onemli bir biyobelirtectir ve hastaligin daha agresif bir sekilde ilerlemesiyle iligkilidir.
Ek olarak, bu antikorlar T ve B hiicrelerini aktive ederek eklem hasarina katkida
bulunur (Aletaha & Smolen, 2018).

Kromozom 6'daki MHC (Major Histocompatibility Complex) bolgesi, diger RA
risk lokuslarina kiyasla belirgin ve giiglii bir genetik risk tagir ve RA'nin toplam
genetik riskinin %30-%50'ini agiklamaktadir (van der Woude ve ark., 2009).

HLA-DRBI (Human Leukocyte Antigen) varyant kombinasyonlarinin RA’nin
hastalik riskini en iyi sekilde agiklayabilecegi uzun siiredir tartisma konusu
olmaktadir. 1987 yilinda, HLA-DRB1'in 70-74 pozisyonlarindaki belirli amino asit
dizisi ile iligkili riski gostermek icin ortak epitop (Shared Epitope; SE) hipotezi
tanitilmistir. SE hipotezi, diinya genelindeki popiilasyonlardan elde edilen verilerle

desteklenmistir fakat hala, non-SE HLA allelleriyle (6rnegin, Asyalilarda HLA-



DRB1*09:01) iliskili RA riski konusunda tartigmalar bulunmaktadir (Okada, Eyre,
Suzuki, Kochi & Yamamoto, 2019- Kochi ve ark., 2004).

RA siklikla ¢esitli sistemik belirtilerle komplike hale gelmektedir. Hastaligin
etiyolojisi, HLA-DRBI alelleri gibi genetik yatkinlik faktorlerinin yani sira sigara
kullanim1 ve hormonal etkiler gibi ¢cevresel faktorlerle iliskilidir. RA gelisimine yatkin
bireylerde, hastalik baslamadan yillar énce RF ve ACPA gibi otoantikorlar tespit
edilebilir ve bu otoantikorlarin seviyeleri hastaligin ilerlemesiyle birlikte artis
gosterebilir (Silman & Pearson, 2002- Rantapii-Dahlqvist ve ark., 2003).

ACPA yiiksek seviyeleri RA temel ozelliklerinden biri olmasina ragmen, bu
antikorlarin in vivo fonksiyonlar1 tam olarak acikliga kavusmamustir. Bir ¢alismada,
RA hastalarindan elde edilen monoklonal ACPA’lar farelerde eksprese edilerek,
islevleri ve spesifik baglanma oOzellikleri analiz edilmistir. Hi¢cbir ACPA, artrit
olusturucu etki gostermemis veya farelerde agri ile iliskili davranislara neden
olmamistir. Ancak, E4 klonu adi verilen bir antikor, antikorla indiiklenen artrite karsi
koruyucu etki gostermistir. E4, fare ve insan artrit eklemlerinden elde edilen kikirdak,
deri, makrofajlar ve lenfoid dokulardaki dendritik hiicrelere 6zgii bir baglanma paterni
sergilemistir. Proteomik analizler, E4’lin makrofajlara ve RA sinoviyal sivisinda
bulunan bazi proteinlere, 6zellikle a-enolaz’a giiclii bir sekilde baglandigin1 ortaya
koymustur. Bu koruyucu etkinin E4’iin sitriiline a-enolaz ile olusturdugu immiin
kompleksin FCGR2B (Fc Gamma Receptor 1Ib) reseptorii araciligryla makrofajlarla
etkilesmesine bagli oldugu tespit edilmistir. Bu etkilesim sonucunda, IL-10 salgisinda
artis ve osteoklast olusumunda azalma gozlemlenmistir (He ve ark., 2023).

ACPA-pozitif ve ACPA-negatif RA arasinda bulunan genetik farkliliklar
raporlanmistir. Ornegin, HLA-DRB1, PTPN22 (Protein Tyrosine Phosphatase, Non-
Receptor Type 22), BLK (B Lymphoid Tyrosine Kinase), ANKRDS55 (Ankyrin Repeat
Domain 55) ve IL6ST' (Interleukin 6 Signal Transducer)’deki varyantlar serolojik
durumdan bagimsiz olarak RA ile iligkilidir, oysa AFF3 (AF4/FMR2 Family Member
3), CD28 ve TNFAIP3 (Tumor Necrosis Factor Alpha-Induced Protein 3) yalnizca
seropozitif RA'da bulunmaktadir ayrica PRL (Prolaktin) ve NFIA (Nuclear Factor I A)
yalnizca seronegatif RA'da bulunmaktadir (Viatte ve ark., 2016- Viatte ve ark., 2012).

Epigenetik, DNA’nin yapisim1 degistirmeden genlerin nasil ifade edilecegini

diizenleyen mekanizmalar1 icermektedir. Epigenetik, DNA metilasyonu ve histon



asetilasyonu mekanizmalar1 ile, RA gelisiminde etkili olabilmektedir. Epigenetik
caligmalar, RA ile iliskili genetik varyantlarin CD4+ T yardimci hiicrelerinde aktif
kromatinlerin epigenetik isaretlerinin zengin oldugu gosterilmistir (Trynka ve ark.,
2013).

Peptidil Arginin Deiminaz (PAD) enzimleri tarafindan gerceklestirilen
sitriilinasyon, arjinin kalintilarinin sitriiline ¢evrilmesiyle antijenik 6zellik kazanmig
neo-epitoplarin olugmasina neden olur ve bu da ACPA gelisimini tetikler. PAD2 ve
PAD4 gibi enzimlerin ekspresyon diizeyleri, DNA metilasyonu ve histon
modifikasyonlar1 gibi epigenetik mekanizmalar araciligiyla diizenlenmektedir.
Ozellikle PAD4 geninin promotdr bdlgesindeki hipometilasyon, RA hastalarinda bu
enzimin asir1 ekspresyonuna yol agmakta ve bu da artmis sitriilinasyon ve antijen
sunumu ile sonu¢lanmaktadir (Foulquier ve ark., 2007).

DNA metilasyonu, ¢evresel faktorlerin hiicresel aktivitede degisiklikler
indiikleyebilecegi bir mekanizma saglar. Ornegin, sigara igenlerde, HLA-DRBI risk
alelini tagtyan ACPA-pozitif RA'li bireylerde metilasyon seviyeleri, risk alelini
tagimayanlara gore daha yiiksektir; bu metilasyon farki sigara i¢meyenlerde
gozlemlenmemistir (He ve ark., 2023). ilging bir sekilde, yapilan iki farkli ¢alisma,
RA hastalarinda farkli eklemlerden alinan fibroblast benzeri sinoviositlerde
(Fibroblast like synoviocytes; FLS) DNA metilasyonu ve transkripsiyonunun farkli
paternlerde gerceklestigini bildirmistir. Bdylece RA'nin neden simetrik olma
egiliminde olmadigini ve bazi eklemleri digerlerinden daha siddetli etkiledigini
aciklayabilecek bir mekanizma saglayabilir seklinde agiklanmistir (Meng ve ark.,
2017).

Yapilan bagka bir epigenetik ¢aligmasinda, Histon H3 lizin 4 trimetilasyonu
(H3K4me3) modifikasyonu RA hastalarinda analiz edilmistir. RA gibi otoimmiin
hastaliklarda hastaligin  siddetini ve ilerlemesini etkileyebilecek epigenetik
degisikliklerden biri olarak degerlendirilmistir. Artan H3K4me3 modifikasyonunun,
RA'nin kronik inflamatuar siirecine katkida bulunabilecegi gosterilmistir. (Laragione
ve ark., 2018).

RA ile iliskili tek niikleotit polimorfizm (single nucleotide polymorphism; SNP)
incelenen bir calismada RA ile iligkili 31 SNP analiz edilmis ve bunlarin 34 dokuda

H3K4me3 seviyesini etkiledigini ve CD4+ T hiicrelerini etkiledikleri gdzlemlenmistir.



Fenotip olarak analiz yaptiklarinda da 6zellikle CD4+ bellek T hiicreleriyle anlamli
bir sekilde iligkilendirilmistir (Trynka ve ark., 2013).
2.3.3. Sigara kullanimi

Sigara igmek, RA gelisimi i¢in en bilinen gevresel risk faktoriidiir ve sigara
kullaniminin RA olusma riskini artirdigint gosteren bircok calisma bildirilmistir
(Sugiyama ve ark.,2010).

Sigara icmenin RA gelistirme etkisine dair bir hipoteze gore, sigara kullanimi
peptitlerin sitriilinlenmesine neden olarak, bagisiklik sisteminin bu sitriiline
proteinlere kars1 yanit olusturmasini tetikleyebilmektedir. RA'ya yatkinlik saglayan
genetik faktorlerle birlestiginde, bu siire¢ otoimmiin bir yanit1 destekleyerek hastaligin
baslamasina katkida bulunabilmektedir (Klareskog ve ark., 2006).

Sigara kullanimiyla iligkili artan RA riski i¢in epigenetik modifikasyonlar
tarafindan diizenleniyor olabilir yaklasimi bulunmaktadir. Ciinkii sigara kullanimi
belirli DNA bélgelerinde hipometilasyon ile iliskilendirilirken, hastalik modifiye edici
anti-romatizmal ilag (Disease Modifying Anti-Rheumatic Drugs) (DMARD)
tedavisinin aym bdlgelerde hipermetilasyonu indiikledigi gdzlemlenmistir. ilgi gekici
bir bulgu olarak, sigara dumaninda bulunan nikotin igermeyen inhalasyon
bilesenlerinin RA riskini artirabilecegi, ancak tiitlin bilesenlerinin bu etkiye dogrudan
katkida bulunmadig diisiiniilmektedir. Bununla birlikte, sigara ve RA arasindaki iligki
hala tartismalidir. Ciinkii baz1 ¢alismalar bu konuda c¢eligkili sonug¢lar sunmaktadir
(Svendsen ve ark., 2016- Jiang, Alfredsson, Klareskog & Bengtsson., 2014).

2.3.4. inhalasyon yoluyla partikiil alimi

Silika maruziyeti, RA icin bir cevresel risk faktoriidiir. Amerika Birlesik
Devletleri' nin New York sehrinde 2001 yilinda Diinya Ticaret Merkezi yikilmasi
esnasinda yogun toza maruz kalan itfaiyeciler ve yikima miidahale eden diger ekip
calisanlari ile yapilan bir ¢aligmada, bir¢ok sistemik otoimmiin hastaliklarin artmis risk
orani gosterilmistir, 6zellikle otoimmiin hastaliklardan RA olugma riskinin en ¢ok
arttig1 bildirilmistir. Bu yikim esnasinda ortaya ¢ikan tozun 6giitiilmiis ¢imento, silika,
asbest, cam lifleri ve diger malzemeleri igerdigi bildirilmistir (Webber ve ark.,2015).

2016 yilinda Malezya’da calisan kadinlar ile yapilan bir ¢alismada 910 saglikli
kadin ve 910 erken evre RA hastas1 kadin calismaya dahil edilmis. Bu arastirma

sonucunda, mesleki olarak tekstil tozuna maruz kalmanin ACPA-negatif ve ACPA-



pozitif RA gelisme riski tizerindeki etkisi incelenmistir. Toza maruziyetin RA gelisme
riskinin hem ACPA-pozitif RA hem de ACPA-negatif RA i¢in artmasiyla dnemli
oOlciide iliskili oldugu gosterilmistir. (Too ve ark., 2016).
2.3.5. Peridontitis ve mikrobiyota

Periodontitis, hastalarin sistemik inflamatuar bozukluklar gelistirme riskini artiran
disbiyotik bir oral hastaliktir. ACPA pozitif RA hastalar1 osteoartritli kontrol
hastalariyla karsilastirildiginda daha yiiksek seviyede periodontitise sahip oldugu
gosterilmistir.  Peridontitise sahip hastalarda artmig olan ACPA seviyesi
Porphyromonas gingivalis’in varligi ile iligskilendirilmistir (Mikuls ve ark., 2014). Bu
iliskilendirilme, oral mikrobiyotadaki belirli patojenlerin, 6zellikle Porphyromonas
gingivalis’in, RA  patogenezinde potansiyel bir rol oynayabilecegini
diistindiirmektedir. P. gingivalis, periodontitisin baslica etkenlerinden biridir ve hem
kendi iiretimi olan bakteriyel PAD enzimiyle hem de konak hiicrelerdeki PAD
enzimlerini indiikleyerek proteinlerin sitriilinasyonuna neden olabilir. Ortaya ¢ikan
sitrlinillenmis konak veya bakteriyel proteinler, immiinojenik hale gelerek bagisiklik
sistemi tarafindan yabanci antijenler olarak taninir. Bu antijenler MHC smif 1II
molekiilleri araciligiyla CD4" T hiicrelerine sunulur; aktive olan T hiicreleri B
hiicrelerini uyarir ve bu da ACPA f{iretimini indiikkler. Zamanla bu ACPA’lar
dolasimdaki sitriinillenmis proteinlerle birleserek immiin kompleksler olusturur. Bu
kompleksler, 16kosit yiizeyindeki Fcy reseptorleri (FcyRs) araciligiyla bagisiklik
hiicrelerini aktive ederken ayni zamanda kompleman sistemini de devreye sokar.
Aktive olan kompleman sistemi sonucunda olusan anafilatoksinler (C3a, C5a)
inflamatuvar hiicreleri bolgeye ¢eker ve aktive eder. Bu olaylar dizisi, sinovyal eklem
dokusunda kronik inflamasyonun yerlesmesine neden olur. Sonu¢ olarak sinovit,
kikirdak ve kemik destriiksiyonu gibi RA'nin karakteristik patolojik bulgular1 gelisir
(Hajishengallis, 2015) (Sekil 4).
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Sekil 4. Porphyromonas gingivalis (P. gingivalis) enfeksiyonunu ve RA patogenezi iliskisi
(Hajishengallis, 2015). Bakteriyel PAD ve konak PAD enzimleri sitriilinasyonu artirarak ACPA
iretimine, immiin kompleks olusumuna ve inflamatuvar yanitin tetiklenmesine yol acar. Bu siireg,
sinovyal dokuda kronik inflamasyon ve doku destriiksiyonuna neden olur.

Viicudun belirli anatomik bdlgelerinde (6rnegin deri, agiz boslugu, akcigerler ve
gastrointestinal sistem) yer alan mikrobiyal ekosistemler genel olarak 'mikrobiyota’
terimiyle ifade edilir. Her mukozal bolge kendi mikrobiyatasina sahiptir. Buna ek
olarak mukozal bolgeler arasinda takson paylasimi bulunmaktadir. Tiim mukozal
cevrelerin igerisinde bagirsak mikrobiyatas1 fazla sayida ve ¢esitli bakteriyi
barindirmaktadir ve ikinci genomumuz olarak kabul edilmektedir. Bagirsak
mikrobiyatasi kolonizasyonu anne karninda rahim ic¢inde baslamaktadir (Budden ve
ark., 2017).

RA patogenezinde, genetik yatkinlik, MHC simif II genleri basta olmak iizere
epigenetik mekanizmalar, cinsiyet hormonlari, yasam tarzi, diyet, sigara kullanima,
enfeksiyoz etkenler ve sirkadiyen ritim gibi ¢evresel faktorler, basta bagirsak olmak
izere viicuttaki cesitli mukozal ylizeylerde yerlesik olan mikrobiyal topluluklarin
kompozisyonunu sekillendirmektedir. Bu etkilesimler bireye 6zgii bir mikrobiyota
yapisinin olusmasina zemin hazirlar. Ancak bazi kosullarda bu denge bozulabilir ve
disbiyozis olarak tanimlanan durum ortaya cikar. Disbiyozis; yararli taksonlarin
azalmasi, bazi proinflamatuvar bakteriyel taksonlarin artisi, mikrobiyal ¢esitliligin
diismesi ve metabolik profildeki degisikliklerle karakterizedir. Bu mikrobiyal
degisiklikler, bagirsakta dogustan ve kazanilmis bagisiklik yanitlarii tetikleyerek
proinflamatuvar sitokinlerin (6r. IL-6, TNF-a) salinimina yol acabilir (Catrina, Deane

& Scher, 2016).
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Mikrobiyata, bagirsak yolunu dis ortamdan ayirir ve ayn1 zamanda hasar onarimi
icin epitel hiicre cogalmasi adina gerekli metabolitleri tireten fiziksel ve immiinolojik
bir bariyer olusturmaktadir. Kommensaller enfeksiyonlardan korunabilmek ig¢in
patojenlerle rekabet etmektedir. Ayrica, IgA antikorlarinin iiretimini baslatmaktadir
(Macpherson & Harris, 2004). Son yillarda yapilmis olan c¢alismalar, RA
patogenezinde Ozellikle bagirsak mikrobiyotasindaki disbiyozunun da etkili
olabilecegini ortaya koymustur (Chen ve ark., 2016). Bir ¢calismada RA hastalarindan
alinan digki orneklerinin analizleri sonucunda belirli taksonlarin genisledigi
gosterilmistir (Balakrishnan & Taneja, 2018).

Bagirsak mikrobiyotasina ek olarak, akciger mikrobiyotasinda da cevresel
uyaranlar, enfeksiyonlar ve sigara kullanimi gibi faktorler araciligiyla meydana gelen
degisikliklerin RA’nin inflamatuvar siirecine katki sagladigi bildirilmektedir (Lamba

& Taneja, 2024) (Sekil 5).

Genetik/

Epigenetik Gevre
s o8 |
. wm)
Diyet
@ . i ) Cinsiyete
2 b 4 Bagirsak Mikrobiyatasi ik » bagliegilim
Cinsiyet Hormonlan * o HstrO
’ ’y.}/ ': Oaze\““\e‘
Sirkadyen Ritim ol .s. Kendine ait proteinlere karsi
Disbivozis. CA. EL. PC g preklinik hiicresel ve
Isbivozis, T Kendine ait epitoplarla . B himoralyanit
Bagirsak gecirgenligi gz benzerligi T
Cesitlilik, Faecalibac <
- v Ko
(RF,ACPA) * &« &
Metabolik degisiklikler V Abs  ThiZ. OXCRSs
Amino Li o =
i Umen igerigi X
(a;'iﬂf'f - - ‘g ikincil safra asitleri (LCA,
nptotan, l\ DCA, kolat)
Arjinin,
Lizin, Valin)

inflamatuar kaskad,
kemokinler, SASP TNF-q, IL-
6, Otoantikor

S\S‘eﬁ\w

Mikrobiyal DNA, kendi proteinleri

Geri besleme dongustyle inflamasyon
Otoantikorlar, fibroblast aktivasyonu
Kikirdak kaybi, Siddetli eklem patolojisi

Sekil 5. Romatoid artrit gelisiminde gevresel faktorler ve mikrobiyal popiilasyonun RA gelisimine
etkisi (Lamba & Taneja, 2024). Genetik, ¢evresel ve hormonal faktorler bagirsak mikrobiyotasinin
kompozisyonunu sekillendirerek disbiyozise neden olabilir. Disbiyozis, bagisiklik toleransinin
bozulmasina, proinflamatuvar sitokinlerin artisina ve otoantikor iiretimine yol agarak RA patogenezini
tetikler. Ayrica bagirsak ve akciger mikrobiyotasindaki degisiklikler, sistemik inflamasyonu artirarak
eklem tutulumu ve doku yikimini destekler.
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Sigara igcmek akciger mikrobiyomunu da etkilemektedir ve RA riski tasiyan
asemptomatik bireylerin akciger mikrobiyomunun saglikli bireylerden farkli oldugunu
gosteren bazi kanitlar bulunmaktadir. Sigara icmek ayrica bagirsak mikrobiyomunu da
degistirmektedir ve bu durum mukozal yiizeyler arasindaki baglantiy1 isaret etmektedir
(Biedermann ve ark., 2013). RA hastalarinin bazilarinda distal hava yollarinda
(6zellikle brongiyal diizeyde) mikrobiyal ¢esitliligin azaldigini ve kompozisyonunun
degistigi gosterilmistir (Scher ve ark., 2016).

2.3.6. Diger Etkenler

2014 yilinda Hu, Y. ve arkadaglar tarafindan yapilan bir arastirma sonucunda
sekerli gazli iceceklerin tiiketilmesinin, RA riskinin artmasiyla iligkili oldugu
gosterilmistir (Hu ve ark., 2014). 2015 yilinda yapilan iki farkli ¢alisma sonucunda
yiiksek sodyum aliminin RA igin bir risk faktorii oldugu ileri siirilmiistiir ancak bu
risk durumunun yalnizca sigara icenlerde gegerli oldugu bildirilmistir (Salgado, Bes-
Rastrollo, Irala, Carmona & Gomez-Reino, 2015- Romao & Fonseca, 2021).

Besinsel diyet ve RA iligkisinin mekanizmalarinin aydinlatilabilmesi i¢in hala
caligmaya ve kesfedilmeye devam edilmektedir. 2020 yilinda hayvanlar ile yapilan bir
caligmada alkolden metabolize edilen asetatin otoantikor iiretimine yardimci olan T
folikiiler yardimet hiicrelerin islevini bozabildigi gosterilmistir (Azizov ve ark.,2020).

Travma sonrasi stres bozuklugu semptomlar1 olan kadinlarda RA’nin gelisme
risklerinin daha yiiksek oldugu gosterilmis ayrica diisiik egitim seviyesi ve diisiik
sosyoekonomik durum da RA'nin daha agrasif ilerlemesi ile iligkilendirilmistir, ancak
caligmalarin sonucunda bu iligkiyi destekleyen aragtirmalarin daha fazla genisletilmesi
gerektigi bildirilmistir (Lee ve ark., 2016- Camacho, Verstappen & Symmons, 2012).
2.4. Romatoid Artrit Patogenezi

RA en yaygin olarak goriilen inflamatuar artritlerden biridir. Ayrica uzun
zamandir otoimmiin hastaliklar icerisinde RA’nin kapsamli olarak calisiimasina
ragmen kesin etiyolojisi hala belirsizligini korumaktadir. Cevresel faktorlerler ve
genetik ile RA duyarliliginin arttig1 ve inflamatuar yollarin, epigenetik degisikliklerin
ve metabolik bozukluklarin RA patogenezinde rol oynadigi bilinmektedir (Gao,
Zhang, & Liu, 2024).

RA ilk olarak litaratiirde RA'li hastalarin serumlarinda RF tanimlanmasi ve bu

faktorlerin otoantikorlar olarak nitelendirilmesine dayal1 bir otoimmiin hastalik olarak
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kabul edilmistir. Zvaifler ve arkadaslarinin yaptiklar1 bir ¢alisma sonucunda, RA'nin
sinovyumda RF {retimi, RF-bagisiklik komplekslerinin olusumu ve ardindan
inflamasyona ve eklem hasarina katkida bulunan cesitli hiicrelerin (6rnegin T
hiicreleri, B hiicreleri, makrofajlar) katilimi ile karakterize lokalize bir immiin
kompleks hastalig1 oldugunu 6ne siirtilmiistiir (Franklin, Holman, Muller-Eberhard, &
Kunkel, 1957- Zvaifler, 1973). Ancak RA'li baz1 hastalarda RF'nin yoklugu, diger
hastaliklar1 olan hastalarda RF'nin varligi, normal bireylerin bir kisminda RF'nin
varlig1 ve hastaligin diger 6zellikleri agiklanamamagtir.

Hastaligin patogenezini anlamak i¢in yapilan bagka bir ¢alismada, T hiicrelerinin
RA patogenezinde rol oynadigini gosterilmistir. Ayrica bu ¢alisma immiinogenetik
bilesenlerin tanimlanmasiyla sonu¢lanmistir. Stastny ve arkadaslar1 RA ile MHC,
HLA-DR genleri arasinda bir iligki oldugunu gostermislerdir (Stastny, 1976). RA'nin
genetik kokenine dair ilk kanit olmasinin yani sira, HLA'nin antijen sunan hiicreler
(ASH-6r. makrofajlar, dendritik hiicreler) araciligiyla T hiicre aktivasyonundaki
onemli rolii nedeniyle de dnem tasimaktadir. Antijen sunumu, adaptif immiinitenin
temel adimlarindan T hiicresi ko-stimiilasyonu ve aktivasyonu i¢in kritik bir sinyal
yoludur (Firestein, 2005).

Yapilan caligmalarla, HLA'nin bagisiklik tepkisinin ayrilmaz bir parcasi oldugu ve
RA iligkisinin DR zincirinin tigiincii hiperdegisken bolgesini kodlayan spesifik bir
gen lokusunu haritaladigi anlasilmigtir. (Nepom ve ark.,1989). Olas1 bir mekanizma,
bu molekiiliin artrit olusturan bir peptide baglanmasi ve duyarl bireylerde T hiicresi
aktivasyonu ve inflamasyona neden olmasidir. Ancak, bu mekanizma ile iliskili
uyarilar arasinda spesifik bir reaktif peptidin tanimlanmamasi, heterojen alel
iliskilerinin varlig1 ve HLA'nin bagisiklik tepkisindeki ¢oklu islevleri yer almaktadir.
Bununla birlikte, T hiicrelerinin RA patogenezinin diizenlenmesindeki rolii, artrit
hayvan modellerinin ¢ogunun T hiicresine bagimli olmasiyla da desteklenmektedir
(Weyand, Hicok, Conn & Goronzy,1992).

RA patogenezinde, bagisiklik hiicrelerinin diizensiz aktivasyonu ile karakterize
edilen ve kalict hale gelen inflamatuar yamitin 6nemli bir rol oynadigi ortaya
konmugtur. Bu bagisiklik hiicreleri sinovyuma yaygin bir sekilde infiltre olurlar ve bu
da toleransin bozulmasina ve RA patogenezinin hizlanmasina neden olur. RA'

hastalarda, sinovyumda gozlenen lenfosit infiltratlarint CD4" T hiicreleri olugturmakta
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olup, bu hiicreler bolgede CD8" T hiicrelerine gore daha baskin bir dagilim
gostermektedir (Gao, Zhang, & Liu, 2024).

Hastalik, sinovyal eklemlerde kronik inflamasyon ve ilerleyici doku yikimi ile
karakterizedir. Patogenez siireci, ASH’lerin periferik lenfoid organlarda naif T
hiicrelerini aktive etmesiyle baslamakta; bu aktivasyon sonucunda Thl ve Th17 gibi
proinflamatuvar T hiicre alt tipleri farklilagmaktadir. Aktive olan T hiicreleri, B
hiicrelerini plazma hiicrelerine doniismeleri i¢in uyararak RF ve ACPA gibi
otoantikorlarin {iretimini baslatmaktadir. Olusan otoantikorlar, antijen-antikor
kompleksleri olusturarak kompleman sistemini aktive eder. Sinovyum icinde aktive
olan FLS ve makrofajlar, yiiksek diizeyde proinflamatuvar sitokinler (TNF-a, IL-1,
IL-6, IL-17, IL-23) ve matriks metalloproteinazlar (MMP’ler) salgilayarak
inflamatuvar siireci derinlestirir. Bu inflamatuvar mikrosistem, RANKL (receptor
activator of nuclear factor kappa-B ligand) sinyallemesi araciligiyla osteoklast
farklilasmasini uyararak kemik rezorpsiyonuna yol agar. Ayni zamanda sitokinler ve
MMP’ler kikirdak yikimini da tegvik eder. Bu mekanizmalarin birlesimiyle, sinovyal
hipertrofi yani pannus olusumu; kronik iltihap sonucu eklem yiizeyinde gelisen ve
kikirdak ile kemigi tahrip eden anormal graniilasyon dokusu, kemik erozyonu ve
kikirdak dejenerasyonu meydana gelir ve sonug olarak eklem hasar1 ilerleyici bir seyir

izler (Aletaha & Smolen, 2018) (Sekil 6).
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Sekil 6. Romatoid artritin immiinopatogenezi. RA’da dogustan gelen ve kazanilmis bagisiklik
sistemlerinin etkilesimi sonucu gelisen otoimmiin siireg; otoantikor iiretimi, sitokin salimmi ve
osteoklast aktivasyonu aracilifiyla sinovyal inflamasyon ve eklem destriiksiyonu ile sonuglanir
(Aletaha & Smolen, 2018’den ilham alinarak ¢izilmistir).

2.5. Tam Testleri

RA teshisi i¢in laboratuvar ortaminda otoimmiin belirtecler, inflamasyon
seviyeleri ve eklem hasar1 biyobelirteglerinin analizi yapilabilmektedir. Hastaligin
teshisi i¢in bu testler ve birlikte klinik bulgular da g6z Oniine alinarak ortak bir
degerlendirme yapilmaktadir.
2.5.1. Romatoid faktor

Romatoid faktor (RF), immiinoglobulin G (IgG) antikorlarinin Fc bdlgesini hedef
alan ve RA inflamatuvar siire¢lerine katkida bulunan, immiin kompleksler olusturan
bir otoantikordur. RF, basta RA ve Sjogren sendromu olmak {izere ¢esitli otoimmiin
hastaliklarla iligkili bir otoantikor olup, genellikle hastaligin seropozitif formunun
belirlenmesinde tanisal bir biyobelirte¢ olarak kullanilir. Bununla birlikte, RF
pozitifligi yalnizca otoimmiinite ile sinirli degildir; cesitli enfeksiydz hastaliklar,
kronik inflamatuvar durumlar ve bazi neoplastik siireclerde de saptanabilmektedir.

Ayrica, disiik titrede olmak kaydiyla, RF pozitifligi geng ve saglikli bireylerin yani
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sira  yashh popiilasyonun yaklastk %4’linde asemptomatik olarak tespit
edilebilmektedir. RF, RA tanisinda sik¢a kullanilan serolojik belirteglerden biri
olmasina ragmen, her RA hastasinda RF pozitifligi saptanmayabilir. Baz1 bireylerde
de RF pozitifligi bulunmasina karsin, klinik olarak RA gelismeyebilir. Bu durum
ozellikle ileri yas gruplarinda veya asemptomatik bireylerde gozlenebilir. Bu nedenle
RF tek basina tam1 koydurucu degil, klinik ve laboratuvar bulgularla birlikte
degerlendirilmesi gereken bir parametre olarak kabul edilir (Newkirk, 2002- Gioud-
Paquet ve ark., 1987).

2.5.2. Anti-siklik sitriiline peptit antikoru (ACPA)

Sitriilin, arjinin metabolizmasinda bulunan bir amino asittir sitriilinin epitelyal
hiicre iskeletinde bulunan tiirii antikorlarin hedefi haline gelir. Sitriiline edilmis bu
proteinlerin eklem sivisinda lokal immiin yaniti indiikleyerek RA gelisiminde rol
oynadigi diistiniilmektedir. ACPA antikorlar1t RA tanisinda 6zgiilliigii yiiksek (%95-
98), duyarlilig1 goreceli olarak daha diisiik (%80-83) antikorlardir. ACPA antikorlari
RA’nin erken tanisinda rol oynayabilirler. RA'ya bagli bulgular baslamadan yillar 6nce
ACPA serum diizeylerinin yiikseldigi gosterilmistir. Ancak son meta-analizler anti-
CCP antikorlarinin pozitif prediktif degerinin %5 oldugunu, risk degerlendirilirken
pozitif anti-CCP antikor varliginin yani sira pozitif aile dykiisii, RF varlig1 ve artralji
yakinmasinin da dikkate alinmasi gerektigini belirtmektedirler. ACPA antikorlar1
prognostik potansiyele de sahip olup RA tedavisini yonlendirmede yardimeci olurlar
(Karami, Gholamin, Fathi, Afsar & Johari-Ahar, 2024).

2.5.3. Eritrosit sedimentasyon hizi (“sed oran1” veya ESR)

Eritrosit sedimentasyon hizi (ESH), kandaki kirmizi kan hiicrelerinin
(eritrositlerin) bir saat i¢inde plazmanin altina ¢okme hizini 6lgen bir testtir. Bu test,
viicutta iltithaplanma veya enfeksiyon olup olmadigini gosterir. RA gibi iltihaph
durumlarda ESR genellikle yiliksek degerler gosterir. RA tanisinda, ESR ve C-reaktif
protein (CRP) gibi iltihap belirtecleri, hastaligin aktivitesini ve siddetini
degerlendirmede kullanilmaktadir. Bu testler, hastalik aktivitesinin izlenmesinde ve
tedaviye yanitin degerlendirilmesinde de 6nemli rol oynamaktadir. ESH testi, RA
tanisinda ve hastalik aktivitesinin izlenmesinde 6nemli bir laboratuvar testidir. Ancak,
tek basma tani koydurucu olmayip, diger klinik bulgular ve testlerle birlikte
degerlendirilmelidir (Wolfe & Michaud, 1994).
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2.5.4. Anti-niikleer antikor (ANA)

Anti-niikleer antikorlar hiicre ¢ekirdeginde bulunan farkli antijenleri hedefleyen
cok genis bir otoantikor grubunu icermektedir. Kisaca "ANA" olarak da tanimlanan
bu antikorlarin hedefi olan antijenler tiim ¢ekirdekli hiicrelerde bulunurlar ve hiicre
dongiisiinde rol alirlar. ANA terimi sadece "anti-niikleer" antikorlar1 isaret ediyor gibi
anlasiliyorsa da bu tanimlamanin i¢inde hiicrede bulunan niikleus dis1 (sitoplazmik)
antijenlere karsi gelisen antikorlar da vardir. RA hastalarinin %15-30’u ANA
pozitiftir. Ayrict bir tan1 olmamasina ragmen bazi klinik durumlarda bagvurulabilen

bir testtir (de Santana ve ark., 2023).

2.6. Tedavi Yontemleri

RA tedavisinde geleneksel tedavi stratejileri uygulanmaktadir, yogun olarak
DMARD'lar olarak adlandirilan ilag grubu ve glukokortikoidler (GC- spesifik olmayan
bagisiklik baskilayict ancak uzun vadeli yan etkilere sahip), kullanilmaktadir fakat;
biyolojik DMARD'lardan olusan yeni tedavi stratejileri de gelistirilmekte ve siirekli
olarak arastirilmaktadir. Geleneksel sentetik DMARD'lar (csDMARD'lar), biyolojik
DMARD'lar (bDMARD'lar) ve hedeflenen sentetik DMARD'lar (tsDMARD'lar)
olarak {i¢ katagoriye ayirilmistir (Prasad ve ark., 2023).

csDMARD'lar: Metotreksat, folik asit metabolizmasini inhibe ederek bagisiklik
sisteminin asir1 aktivitesini baskilamaktadir. Hastalik aktivitesini azaltma ve
ilerlemeyi yavaslatmadaki etkinligi nedeniyle siklikla birinci basamak tedavidir. Diger
csDMARD'lar arasinda hidroksiklorokin, siilfasalazin ve leflunomid bulunmaktadir.

Biyolojik DMARD'lar: Bunlar bagisiklik sisteminin belirli bilesenlerini
hedeflemektedir. Ornekler arasinda tiimédr nekroz faktorii (TNF) inhibitorleri (Srnegin,
infliximab, etanersept, adalimumab, golimumab, certolizumab) ve IL-1 inhibitorleri
(anakinra), IL-6 inhibitorleri (tocilizumab), CD20 inhibitorleri (rituximab) ve
sitotoksik T-lenfosit iliskili antijen (CTLA)-4 inhibitorleri (abatacept). Bunlar
genellikle csDMARD'lar yetersiz oldugunda kullanilmaktadir.

Hedefli Sentetik DMARD'lar (tsDMARD'lar): Tofasitinib gibi Janus kinaz (JAK)
inhibitdrleri, inflamatuar siirecte yer alan spesifik yollara miidahale eden daha yeni
seceneklerdir (Fraenkel ve ark., 2021- Patel ve ark., 2023). Kullanilan bu ilaglara ek
olarak, non-steroidal Anti-inflamatuar ilaglar (NSAID'ler) da kullanilmaktadir bu ilag

grubu semptomlari iyilestirir ancak hastaligin ilerlemesinin 6nlenmesi tizerinde higbir
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olumlu etki gostermemektedir. Hastaligin tedavisinde GC’ler de kullanilmaya devam
etmektedir (Littlejohn & Monrad 2018).

2011 yilinda Machado ve arkadaslari, metotreksatin giivenligi ve etkinligini
degerlendirmek amaciyla meta analiz yayinlamiglardir. Analize toplam 11 makale
dahil edilmis, toplam 3.461 hastay1 iceren dokuz ¢alisma analiz edilmistir. Hastalar,
24 ila 104 hafta boyunca adalimumab-MTX veya plasebo-MTX ile tedavi edilmistir.
Arastirmanin  sonucunda, adalimumab-MTX kombinasyonu ile tedavi edilen
hastalarin, plasebo-MTX kullanilan hastalara kiyasla klinik etkinlik agisindan daha iyi
sonuglar gosterdigini ve hastaligin radyolojik ilerlemesinin daha belirgin sekilde
azaldigini gostermislerdir (de Avila Machado ve ark., 2013).

2.7. Antijen Sunumunda Es Uyaran Sinyalinin ve Dendirit Hiicrelerin
Onemi

Immiin sistem kendi igerisinde bir dengeye sahiptir ve bu dengenin bozulmasi
bircok hastaliga neden olmaktadir. Ozellikle tolerans olarak adlandirilan kendi
antijenlerine duyarsizlik durumunun bozulmasi sonucunda immiin sistemin kendi
antijenlerine kars1 aktiflesmesi otoimmiin hastaliklar1 meydana getirmektedir.
ASH'ler, bagisiklik tepkisini diizenlemede kritik bir rol oynamaktadirlar. Bu hiicre'ler
yiizeylerinde MHC’ye sahiptirler ve bu molekiile bagli antijen parcalarini
sergilemektedirler. Sunulan antijenler, T hiicreleri tarafindan tanindigi zaman bir
bagisiklik yaniti baglayarak T hiicreleri aktivasyon siireci ve farklilasmasi indiiklenir.
Bu etkilesim, adaptif bagisiklik yanitlarini baslatmak i¢in gereklidir (sekil 7)
(Trinchieri, 1994)

Mononiikleer fagositik sistem (DH'ler, monositler ve makrofajlar dahil)
hiicrelerinden olan ASH'ler arasinda DH'ler, naif T hiicrelerine antijen sunmada ve T
hiicrelerinin aktivasyonunu saglamada en yetenekli olan hiicrelerdir (Banchereau ve

ark., 2000).
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Sekil 7. DH ve T hiicresi antijen sunumu. DH antijen peptitini isleyip T hiicresine MHC molekiilii
yardimui ile sundugunda T hiicresinde bulunan THR ile eslesme sonrasinda T hiicrelerinin aktive olmasi
icin es bir uyarana yani 2. sinyale ihtiya¢ duymaktadir. Bu uyaran DH {izerinde olan CD80/86 ile T
hiicresi iizerinde bulunan CD28’in eslesmesi ile tamamlanmaktadir. Eger bu eslesme olmazsa T
hiicreleri aktive olamaz (Neal ve ark., 2017). (biorender kullanilarak ¢izilmistir).

T hiicre reseptorii (THR) aracili sinyaller T hiicre yanitinin 6zgiilligiinii belirleyen
temel bir etkilesim mekanizmasi olmasina karsin, optimal T hiicre aktivasyonu,
proliferasyonu ve fonksiyonel farklilagmanin saglanmasinda es-uyarici (ko-
stimiilator) sinyaller kritik bir rol oynamaktadir (Gimmi ve ark.,1991- Harding,
McArthur, Gross, Raulet & Allison, 1992) En iyi karakterize edilmis ikincil (es
uyaran) sinyal ASH’ler iizerinde yer alan B7 ailesi (CD80 ve CD86) molekiillerin T
hiicrelerinde eksprese edilen CD28’¢ baglanmast sonucu iletilen sinyalle
saglanmaktadir. Ayrica, bu sinyaller, T hiicrelerinin hayatta kalimini, sitokin tiretimini
ve immiinolojik sinapsin stabilitesini artirarak adaptif immiin yanitin etkinligini
belirlemektedir. Dolayistyla, THR sinyali antijenik 6zgiilliigii saglarken, es-uyarici
sinyaller T hiicre aktivasyonunun kalitesini ve biiylikliigiinii modiile etme yetenegine
sahiptirler (Sekil 8) (Linsley, Clark & Ledbetter, 1990).

T hiicre aktivasyonu saglanmasi i¢in sadece CD28-CD80/86 eslesmesi yeterli
degildir, ayn1 sekilde THR ile MHC eslesmesi CD28-CD80/86 es uyaran eslesmesi
olmadan yeterli degildir ve bdyle bir durumda T hiicreleri aktivasyonu gergeklesemez
ve T hiicrelerinde Anerji olarak adlandirilan islevsizlik meydana gelmektedir. Ayrica,
bir baska ikincil reseptor olan sitotoksik T lenfosit antijen 4 (CTLA4; CD152) aktive
T lenfositlerde ifade edilmektedir (Linsley ve ark., 1991).
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CTLA-4, T hiicre aktivasyonunu negatif yonde diizenleyen temel immiin kontrol
noktasi reseptorlerinden biridir. CD28 ile ayni ligandlar olan CD80 (B7-1) ve CD86
(B7-2)’ya ¢ok daha yiiksek afiniteyle baglanarak, bu ligandlarin CD28 iizerinden
pozitif sinyal iletimini kompetitif olarak engellemektedir. Bu etkilesim sonucunda T
hiicrelerinin aktivasyonu baskilanmakta ve immiin yanitin kontrol altinda tutulmasi
saglanmaktadir. T hiicre aktivasyonunu baskilama mekanizmasi hem CD80/CD86’nin
ASH yilizeyinden uzaklastirilmasi (trans-endositoz) hem de SHP2 ve PP2A gibi
fosfatazlarin aktivasyonu yoluyla TCR/CD28 sinyallerinin negatif regiilasyonu ile
gerceklesmektedir (Sekil 8) (Rudd, Taylor & Schneider, 2009- Linsley ve ark., 1994)

Bir¢ok immiinoterapdtik yaklasim CD80/86-CD28 baglanmasimina karsi
diizenleyici bir strateji gelistirmek icin CTLA4 kullanmay1 hedeflemektedir. Buradaki
ama¢ CTLA4’tiin CD80/86’ya (CD28’e gore kat kat daha fazla) yiiksek baglanma
(afinite) gostermesi nedeniyle es-uyaran sinyalinin bloke edilmesidir (Lenschow ve
ark., 1992).

Son yapilan otoimmiin hastaliklarin tedavisindeki ¢alismalarda da gesitli ajanlar
kullanilarak immatiir-olgunlasmamis fenotipte bulunan DH’lerin (iDH) in vivo
uygulanmasi1 6n plandadir. iDH fenotipik 6zellik gdsteren hiicreler diisiik diizeyde
CD80/86 ifadesine sahiptir ve bu da antijen spesifik T hiicrelerinde anerjiye neden
olmaktadir (Kitajima, Ariizumi, Bergstresser & Takashima, 1996- Moser ve
ark.,1995) Bazi ¢alismalar ile bu anerjik hiicrelerin hem in vitro kosullarda hem de in
vivo olarak diizenleyici hiicre roliinii iistlendiklerini gdstermektedir. (Jooss, Gjata,
Danos, von Boehmer & Sarukhan, 2001- Lombardi, Sidhu, Batchelor &Lechler, 1994)
Bu yaklasim ile uygun otoantijenleri tastyip sunan iDH’lerin otoimmiin hastaliklarin
tedavisinde uygulanmasinin terapotik bir yaklagim olabilecekleri gdsterilmistir. Ama
bu yaklasimin ideal bir terapdtik yaklasim olamayacagi da tartisma konusudur ¢linkii
iDH’ler in vivo kosullarda bulunduklar1 mikrogevredeki hiicrelerin ve mediyatorlerin
etkileri ile aktive olabilir olmasi bir risk durumudur. (Jonuleit, Schmitt, Steinbrink&

Enk, 2001- Riley ve ark., 2002)
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Sekil 8. CD80/CD86’nin CD28 ile baglanmasi, T hiicre aktivasyonunu destekleyen pozitif bir
kostimiilasyon sinyali saglar ve boylece immiin yanitin etkinlesmesine katkida bulunur. Buna karsilik,
ayni ligandlarin CTLA-4 (Cytotoxic T-Lymphocyte Associated Protein 4) ile etkilesimi, negatif bir
diizenleyici sinyal olugturarak immiin yanitin baskilanmasina neden olur. Bu mekanizma, bagisiklik
sisteminin asir1 aktivasyonunu Onleyerek otoimmiiniteden korunmada kritik bir rol oynamaktadir
(Pardoll, 2012) (BioRender kullamlarak olusturulmustur).

2.8. Triptofan Metabolizmasi ve indolamin 2,3-dioksijenaz (IDO)

IDO kintirenin yolagindaki triptofan degradasyonu sirasinda ilk agamadaki kataliz
reaksiyonunda yer alan ve HEM grubu igeren hiicre i¢i bir enzimdir. HEM grubunu
kofaktor olarak kullanarak triptofanin kiniirenin yoluna girisini saglamaktadir.
HEM’in icerdigi demir iyonu, triptofanin oksidatif katabolizmasinda elektron transferi
icin gereklidir (Mellor, Keskin, Johnson, Chandler& Munn, 2002). IDO tiiketimi
sonucu ortaya ¢ikan triptofan aglig1 T hiicre aktivasyonunun inhibisyonuna sebep olur
(Mellor, 2002- Mellor & Munn, 1999). Buna karsin kiniirenin ve oksijen radikalleri
gibi triptofan katabolizma {irlinleri T hiicre proliferasyonunda ve yasamini
diizenlenmesinde etki gosterir (Mellor & Munn, 1999- Frumento ve ark., 2002).

IDO enzimi immiin hiicrelerde ve insan dokularinda yaygin olarak eksprese
edilmektedir. Enflamatuvar yanit sirasinda 6zellikle interferon-gamma (IFN-y) basta
olmak iizere ¢esitli proinflamatuvar sitokinlerin etkisiyle ekspresyon diizeyi belirgin
sekilde artis gosterir (Daubener & MacKenzie, 1999). Yapilan calismalar kapsaminda
IDO'nun otoimmiin hastaliklarda, gebelik ve transplantasyon siireglerinde,
enfeksiyonlarda ve hematolojik maligniteler gibi neoplazileri de kapsayan bir¢cok
immiinolojik durumda immiin toleransin indiiklenmesinde merkezi bir rol oynadigi
gosterilmigtir (Mellor, 2002- Curti, Trabanelli, Salvestrini, Baccarani & Lemoli,

2009).
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Sekil 9. Memelilerde L-Triptofan metabolizmasinin Kiniirinin yolag: (Mellor, 2002).

IDO’nun bagisiklik yanitinin modiilasyonundaki islevini aciklamak iizere
literatiirde iki temel hipotez 6ne siiriilmiistiir.

Birincisi; triptofan tiiketim teorisi olarak adlandirilan doku mikrogevresi veya
kiiltiir sivilarinda triptofanin IDO-aracili eksilmesinin T hiicre proliferasyonunu
azaltirken apoptozuna neden oldugunun gosterilmesi temeline dayanmaktadir.
Triptofan kithg1, oOzellikle efektér T hiicrelerin hiicre dongiisiinde G1 fazinda
duraklamasina ve apoptozise yonelmesine neden olmaktadir (Moffett & Namboodiri,
2003- Munn ve ark., 1999).

Ikincisi triptofan kullanim teorisi olarak adlandirilan kiniirenin yolaginda triptofan
degradasyonu sonucu agiga ¢ikan metobolitlerden bazilarinin T hiicre apoptozuna yol
acarak immiin slipresyona yol agmasidir. Kiniirenin tiirevleri, 6zellikle T hiicreler
tizerinde sitotoksik etki gostererek proliferasyonu inhibe ederken, diizenleyici T
hiicrelerinin (Treg) genislemesini destekleyebilmektedir. Ayrica bu metabolitler,

ASH’ler ve dogal dldiiriicti hiicreler (NK) gibi diger immiin hiicre popiilasyonlari
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iizerinde de immiinosupresif etkilere yol agabilmektedir (Bauer ve ark., 2005-
Fallarino ve ark.,2002- Frumento ve ark., 2002).

Immiin yanitlar1 baskilayan baslica hiicre alt popiilasyonlarindan biri
CD4*CD25"Foxp3* fenotipindeki Treg hiicreleridir. IDO’nun Treg hiicrelerinin
baskilayici fonksiyonlarini destekledigi ve farklilagsmasini tesvik ettigi gosterilmistir
(O'Garra & Vieira, 2004- Miwa ve ark.,2005). Kanser patogenezine, tiimorii drene eden
lenf diiglimlerinde Treg islevlerini arttiran IDO ifade eden DH bulunmaktadir (Munn
ve ark., 2004- Sharma ve ark., 2007) Yine, Puccetti ve arkadaslar1 fare modellerinde
yaptiklart caligmada triptofan katabolizmasinin CD25-Foxp3+ onciillerinden
CD25+Foxp3+ Treg'lerin ortaya ¢ikmasini destekledigini gdstermistir (Fallarino ve
ark., 2006).

Yapilan ¢aligmalar degerlendirildiginde, IDO aracili triptofan katabolizmasinin T
hiicre proliferasyonunun baskilanmasi, artan T hiicre apoptozu ve CD4*CD25"Foxp3*
diizenleyici T hiicrelerin de novo indiiksiyonu gibi mekanizmalar {izerinden hiicresel
immiin yanitin zayiflatilmasina neden oldugu anlagilmaktadir. Bu nedenle ¢evresel
uyaranlara yanit olarak IDO ekspresyonunu artiran DH’lerin immiin toleransin
olusumunda ve siirdiiriilmesinde kritik bir hiicre tipi olarak goérev yaptigi

diisiiniilmektedir (Sekil 10).

| naif T hiicreleri
CD25 FOXP3

Diizenleyici T hiicreleri _ ) .
CD25* FOXP3* T hiicresi apoptozu veya anerjisi

J_ T hiicresi proliferasyonu

T hiicre klonal geniglemesi

Efektor T hiicreleri
/4 T regiilator hiicrelerin indiiksiyonu

Sekil 10. IDO ifadesi. IDO aracili triptofan degradasyonu, T hiicre proliferasyonunun baskilanmasi, T
hiicre apoptozu veya anerjisinin artist ve Treg hiicrelerinin de novo indiiksiyonu ile sonuglanarak
hiicresel immiin yanitin diizenlenmesine katkida bulunmaktadir. (Bianco, Kim, Ruffner & Robbins,
2009’dan esinlenilmistir; sekil BioRender ile olusturulmustur).
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Bianco ve arkadaglariin 2009 yilinda yaptiklar1 bir calismada CIA modellerinde,
terapotik yaklagim olarak IDO geni aktarilmig DH tedavisi incelenmistir. Calismada
artrit olusturulan farelere IDO geninin adenovirus aracili olarak DH’lere
transdiiksiyonu ardindan elde edilen toleran DH’lerin ve bu DH’lerden kaynaklanan
eksozomlarin enjeksiyonunun da artrit olusumunu engelledigi gosterilmistir.
Caligmanin sonuglarinin olumlu olmasi heyacan verici olsada adenoviral vektorlere
kars1 zaman igerisinde gelisen immiin yanit ile bu vektorlerin etkisiz hale gelebilmesi
ve ardistk uygulamalarda immiin  sistem tarafindan hizla tanmarak
etkisizlestirilmesinin olast oldugu diisiiniilmiistiir (Schagen, Ossevoort, Toes &

Hoeben, 2004).

2.9. Artrit Hayvan Modelleri

Kolajen ile indiiklenen artrit fare modeli, romatoid artritin en sik tercih edilen
otoimmiin modelidir. Bu hayvan modelinde otoimmiin artrit, tam Freund adjuvan1 ve
tip II kolajen (CII) emiilsiyonun indiiklemesi yoluyla olusturulmaktadir (Brand,
Latham, & Rosloniec, 2007). Otoimmiin artrit hayvan modelleri, bu hastaligin
patojenik mekanizmalarinin incelenmesi ve yeni tedavilerin test edilmesi i¢in
onemlidir. Antijen-proteoglikan ile indiiklenen artrit (PGIA) (Finnegan, Mikecz, Tao,
& Glant, 1999) streptokok hiicre duvar artriti (Koga ve ark., 1985) CIA (Courtenay,
Dallman, Dayan, Martin & Mosedale, 1980) ve antijen ile indiiklenen artrit (Brackertz,
Mitchell & Mackay, 1977) ve immiinizasyon gerektirenler; kimyasal ajanlarla
indiiklenenler-yag ile indiiklenen artrit (Hopkins, Freemont, & Jayson, 1984); ve
spontan modeller-timdr nekroz faktorii-a transgenik fare (Butler ve ark., 1997) ve
K/BxN T-hiicre reseptorii transgenik fare (Kouskoff ve ark., 1996) dahil olmak tizere
cesitli fare artrit modelleri litaratiirde bulunmakta ve caligilmaktadir.

CIA, insan RA ile hem immiinolojik hem de patolojik ozellikleri agisindan
benzerlik gosteren bir modeldir (Trentham, Townes, Kang & 1977- Wooley, 1988).
Bu nedenle RA patogenezini incelemek i¢in CIA bir model olarak kullanilabildigi gibi
yeni tedavi yollarini test etmek i¢in de yaygin olarak kullanilmaktadir. Model son
derece tekrarlanabilir olmasina ragmen basariyla artrit indiiklemek i¢in gerekli olan
dikkat edilmesi gereken bazi noktalar vardir. Modelde kullanilacak hayvanlar saglikli
ve gen¢ (6-8 haftalik) olmali ve hayvanlar spesifik patojen free ortamda

bakilmalidirlar. Genel olarak, viral veya bakteriyel enfeksiyonlar kolajene karsi
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immiin yanit1 ve dolayisiyla artrit gelisimini etkileyebilmektedir. Beslenme de artrit
siklig1 ve siddetini etkilemektedir. CIA olusumu, farkli ticari olarak temin edilen fare
yemleri ile beslenmis farelerde de degiskenlik gostermektedir. Yiiksek yag icerigine
sahip diyet ile beslenen farelerde CIA insidansi1 daha yliksek olarak gozlenmistir
(Wooley ve ark., 1985).

CIA duyarlilik agsisindan kullanilan hayvan ki da onemlidir. CIA duyarl
olduklar1 i¢in iki fare irk1 bu modelde yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu tiirler tavuk,
sigir, domuz ve insan tip II kolajen yanit veren DBA /1 (H-2q) fareler ve sadece sigir
ve domuz tip II kolajene giiclii, zay1f olarak da tavuk ve insan tip II kolajen yanit veren
B10.RIII (H-2r) farelerdir (Holmdahl, Jansson, Larsson, Rubin & Klareskog, 1986).
Bununla birlikte BALB/c farelerde eklem igine tip II kolajen uygulamasiyla artrit
olusturulabildigi laboratuvarimizda gdsterilmistir (Giiveng ve ark.,2018).

Ayrica, yine C57BL/6 farelerde de tavuk tip II kolajeni ile artrit olusturulabildigi
gosterilmistir (Inglis, Simelyte, McCann, Criado & Williams, 2008). DBA/1 fare susu
CIA modeli agisindan en ideal ve duyarli model olarak kabul edilse de hayvan basina
talep edilen yiiksek maliyet nedeniyle ¢aligmamizda alternatif olarak BALB/c ve
C57BL/6 suslarinin kullanilmasi tercih edilmistir. Boylece, iki farkli fare irkinda CIA

modeli olusturulmasi analiz edilmistir.

2.10. Artrit Modellerinde Toleran Dendritik Hiicre Tedavisi

DH’ler, viicuda giren patojenlere karsi 6zgiil immiin yanitlarin baslatilmasinda ve
buna karsilik olarak self antijenlere kars1 periferik toleransin siirdiiriillmesinde gorev
alan profesyonel ASH’lerdir. TolDH’ler, genetik miihendislik yaklasimlar1 ya da
cesitli farmakolojik ajanlar aracilifiyla in vitro olarak elde edilebilmektedir.
Fonksiyonel olarak degerlendirildiginde TolDH’ler, immiinojenik DH’lere kiyasla
daha diisik diizeyde kostimiilatér molekiiller (6rnegin CD80, CD86) ve
proinflamatuvar sitokinler (6rnegin IL-12, TNF-a) eksprese ederken; buna karsilik
yiiksek dilizeyde immiinoregiilator mediatorler (6rnegin IL-10, TGF-B) iiretme
kapasitesine sahiptirler. Bu fenotipik ve fonksiyonel 6zellikleri sayesinde TolDH’ler,
immiin yanitin baskilanmasi ve antijen 6zgiil toleransin indiiklenmesinde terapotik

potansiyel tasimaktadir (Sekil 11). (Butler ve ark., 1997).
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Sekil 11. Olgun DH ile tolerojenik/yari-olgun DH'lerin fenotipik ve 6zelliklerinin karsilastirilmasi.
Olgun DH'ler yiiksek diizeyde MHC smif IT molekiillii, kostimiilatér molekiiller (CD80/CD86, CD40)
ve proinflamatuvar sitokinler eksprese ederler; TolDH’ler bu molekiilleri diisiik diizeyde eksprese
ederler. Bununla birlikte, TolDH yiiksek miktarda immiinoregiilator sitokin (6rnegin IL-10, TGF-f)
iiretirler. (Butler ve ark., 1997) (BioRender kullanilarak olusturulmustur).

TolDH’lerin immiin toleransi indiiklemek i¢in kullandiklar1 baslica mekanizmalar
su sekilde siralanmaktadir: (1) T hiicre delesyonu, (2) T hiicre yanitsizliginin (Anerji),
(3) T hiicre sitokin profilinin immiin deviasyonu (Thl — Th2), (4) Treg hiicrelerin
indiiklenmesi ve (5) Immiinosiipressif sitokinlerin salgilanmasi (Butler ve ark., 1997).

CIA fare modelinde tolDH terapdtik potansiyeli incelenmesi amaciyla model
olusturulan hayvanlara terapdtik yaklasim olarak DH’leri CCR9, IL-10 ve tip II
kolajen kodlayan DNA yapilariyla transfekte ederek antijen-spesifik tolDH’ler elde
edilmis ve artritli farelere bu tolDH’lerin uygulanmasi sonucunda, CD4" T hiicre
proliferasyonunun baskilandigi, IL-10 ve TGF-B gibi immiinsiipresif sitokinlerin
artt1g1 ve de novo Treg indiiksiyonunun saglandig1 gosterilmistir. Ayrica tedavi edilen
gruplarda ayak bilegi sisligi, anti-kolajen antikor diizeyleri ve histolojik eklem

hasarinin anlaml 6l¢iide azaldigi rapor edilmistir (Fisher ve ark.,2024).

2.11. Gen Tedavisi ve Gen Transfer Yontemleri

Gen tedavisi, bazi hastaliklarin 6nlenmesi ya da tedavi edilmesi amaciyla
hiicrelere genetik materyal transfer edilmesini iceren bir yaklasimdir. Bu yontem,
eksik veya iglevini yitirmis genlerin yerine yeni genlerin yerlestirilmesini, hatali
calisan genlerin baskilanmasini ve belirli genetik islevlerin modifiye edilmesini

hedeflemektedir (Haritha, Uma, Nagaratna, Chaitanya & Gunasekharan, 2012).
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Gen tedavisi i¢in ilk gelismeler 1970’li yillarin ortalarinda Varmus ve Bishop
tarafindan gergeklestirilmistir. Yaptiklari ¢alisma ile Avian Sarkoma viriislerinin bazi
kus genlerine ait cDNA dizilerini, enfekte ettikleri hiicrelerin genomuna entegre
ederek tiimor olusumuna neden olduklarini gostermislerdir. Daha sonra bu genler
“proto-onkogen” olarak tanimlanmistir (Stehelin, Varmus, Bishop, & Vogt, 1976).
1980 yilinda yapilan bir ¢calismada, retroviral tabanli bir vektor kullanarak gen transferi
gerceklestirilmistir (Watson, 1981). Insanlardaki ilk gen tedavisi uygulamasi 1982
yilinda insanlarda talasemi hastalig1 hedeflenerek yapilmistir (Wade,1981).

TolDH iiretiminde genetik modifikasyon kullanmak, hiicrelerin in vivo
stabilitesini ve immiin regiilatuvar kapasitesini artirma agisindan onemli avantajlar
sunmaktadir. Klasik yontemlerde, tolDH’ler genellikle deksametazon, vitamin D3, IL-
10 veya rapamisin gibi immiinomodiilator ajanlarla elde edilmekte olup; bu yontemler
fenotipin gecici olmasina ve inflamatuvar kosullar altinda tolerojenik o6zelliklerin
kaybolmasina neden olabilmektedir. Buna karsin, IL-10, TGF-$ veya CTLA4 gibi
immiinsiipresif molekiillerin ekspresyonunu artiracak sekilde yapilan genetik
modifikasyonlar, tolDH’lerin uzun vadeli fonksiyonel stabilitesini saglayabilmektedir
(Comi ve ark., 2020). Ayrica, CD80/CD86 gibi kostimiilator molekiillerin
ekspresyonunun gen diizeyinde baskilanmasi, tolDC’lerin allojenik T hiicre
aktivasyonunu azaltmasina katkida bulunur (Ma, Shi, Li, ve Chang, 2024). Genetik
modifikasyonlar ayrica antijen sunumu, kostimiilasyon ve sitokin iiretimi gibi temel
fonksiyonlara dogrudan miidahale etme imkani sunarak, tolDH’lerin hedefe yonelik
tolerojenik islevlerini daha gilivenilir ve kontrollii hale getirmektedir. Bu nedenle, gen
bazli yaklagimlar, 6zellikle otoimmdiin hastaliklar ve transplantasyon gibi durumlarda
klinik uygulamaya geg¢iste daha siirdiiriilebilir ve terapotik olarak avantajl bir se¢enek
sunmaktadir. Gen transfer yontemleri genellikle viral ve viral olmayan vektorlerle
yapilanlar olarak ikiye ayirilmaktadir. Gen tedavisi yaklagimlar: hiicresel gen bazli (ex

vivo) ve direkt (in vivo) olmak iizere ikiye ayrilmaktadir.
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2.11.1. Viral yontemler

Gen transfer yonteminde kullanilan viral vektorler genellikle enfektivitesini korur
ancak replikasyon kabiliyeti yoktur. Lentiviriis, adenoviriis, adeno-assosiye viris,
herpesviriis ve retroviriisler viriis vektorlerine Ornektir. Bu virilislerin patojenik
ozellikleri silindikten sonra uygun restriksiyon enzimleri kullanilarak vektoriin
istenilen bolgesine rekombinant genler, klonlanir. Viral vektorlerin memeli
hiicrelerinde ekspresyonu ig¢in oncelikle paketleyici hiicre hatlara aktarilmasi
gerekir.

Retroviral vektorlere dayali gen tedavilerinde genellikle iki ayr1 vektdr sistemi
kullanilir. Bu sistemlerden biri tedavi edici gen dizisini tasirken, digeri retroviriisiin
yapisal ve replikatif islevlerinden sorumlu olan ii¢ temel gen bdlgesini (gag-pol,rev,
env) icerir (Clark & Pazdernik, 2012).

Viral vektorler araciligryla gerceklestirilen gen transferlerinde gen ekspresyon
diizeyi oldukea yiiksektir. Ayrica gen terapisi ve immiin modiilasyon uygulamalarinda
farkli biyolojik o6zellikler gosterir. Ancak bu vektorlerin konak genomuna diizensiz
entegrasyon olabilme ihtimali, genetik dengenin bozulmasina ve delesyonlara neden
olabilir. Bu durum, 6zellikle genetik olarak islevsel bolgelerin zarar gérme riskine
neden olabileceginden dolayi, viral vektorlerin kullanimi hem biyogiivenlik hem de
uygulama zorluklar1 agisindan Onemli smirliliklar tagimaktadir. Lentiviriisler,
boliinmeyen hiicreleri ve uzun siireli ekspresyonu ile 6ne ¢ikar. Retroviriisler daha ¢cok
boliinen hiicrelerde stabil bir sekilde ekspresyona sahiptir. AAV ve HSV gibi
vektorler, yiiksek tagima kapasitesi ve diisitk immiinojenisite sergilerken, adenoviriis
ve VSV gibi sistemler giiglii ekspresyon saglamasina ragmen immiinojenisite veya

sitotoksisite gibi sinirlamalar tagimaktadir (Sheridan, 2011) (Tablo 1).
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Tablo 1. Viral vektorler karsilagtirmali tablo

Viral Vektor Genom Tiiril Tasima Avantajlar Dezavantajlari
Kapasitesi
Lentiviriis ssRNA (+), ~8-10 kb - Hem boliinen hem de - Rastgele entegrasyon
Retroviriis boliinmeyen hiicreleri nedeniyle insertiyonel
transdiikte edebilir mutagenez riski
- Uzun siireli ve stabil - Uretimi karmagiktir
ekspresyon saglar
Retroviriis ssRNA (+), ~7-8 kb - Stabil ve kalic1 ekspresyon - Yalnizca boliinen
(gama) Retroviriis saglar hiicrelerde etkilidir
- K&k hiicreler i¢in uygundur - Genom entegrasyonu
giivenlik riski olusturur
Adenoviriis dsDNA ~7,5-36 kb - Yiiksek transdiiksiyon - Yiiksek immiinojenisite
verimliligi - Transgen ekspresyonu kisa
- Gliglu fakat gegici stirelidir
ekspresyon
AAV (Adeno- ssDNA ~4,7 kb - Diisiik immiinojenisite - Kiigiik gen tagima
associated virus) - Uzun siireli ekspresyon kapasitesi
- Serotip ¢esitliligi ile doku - Yiiksek maliyetli ve
hedeflemesi miimkiindiir uretimi zordur
HSV (Herpes dsDNA >30-40 kb - Cok yiiksek tagima - Yiiksek immiinojenisite
Simplex Virus) kapasitesi - Klinik uygulamalarda
- Sinir sistemi hedeflemesi giivenlik endiseleri tasir
VSV (Vesicular ssRNA (-) ~11kb - Hizli ve giiglii transgen - Yiiksek sitotoksisite
Stomatitis Virus) ekspresyonu saglar - Klinik kullanimi sinirhidir
- Onkolitik potansiyeli vardir

2.11.2. Viral olmayan yontemler

Viral olmayan gen transfer yonteminde gen parcasi dogrudan hiicreye transfer
edilmektedir. Bu sinifta; gen tabancasi, elektroporasyon, lipozomlar ve polimerler
aracilt metotlar bulunmaktadir. Viral olmayan vektorler, 6zellikle lipit nanopartikiiller
(LNP'ler) ve katyonik polimerler gen yiikleme kapasiteleri, yiliksek giivenlikleri ve
uygulanabilirlik ac¢isindan kolayliklari ile daha yogun kullanildigi bilinmektedir.
Ayrica viral olmayan vektorler daha fazla klinik gelistirme ve uygulama i¢in bir
potansiyel sergilemektedir (Guo & Huang, 2012).

Elektroporasyon yonteminde elektrik akimindan ve altinin iletkenliginden
yararlanarak hiicrelerde por olusturarak istenilen genetik metaryalin gegisi saglanir.
Gen tabancasi yonteminde altin parcgaciklari ile kaplanan DNA hiicre zarimi hizla
delerek sitoplazma igine girer ve ¢ekirdege ulasir (Patil, Chaudhari, Sahu & Duragkar,

2012). Lipozomal sistemler hiicre zarinin yapisina benzer fosfolipit yapili, amfipatik
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ve vezikiiler yapilardir DNA’nin negatif yiikiinden kaynaklanan ¢ekim ile istenilen
genetik materyalin hiicre igerisine alinmasini saglarlar (Duve, Trouet, Campeneere, &
Baurain, 1978).

1968 yilinda ilk kez denenen ve basaril1 bir sekilde ¢alisilan lipozomlarin diger gen
transfer ajanlar arasinda en giivenli olduklar1 bilinmektedir. Salinim siireleri uzundur
ve salinimlar1 yavastir bu nedenle enzim, ilag, hormon ¢aligmalarinda ve tedavilerinde
siklikla kullanilmaktadirlar (Bangham, Standish & Watkins, 1965). 2025 yilinda
yayimlanan bir ¢aligmada viral olan ve viral olmayan gen tedavilerinin litaratiirde
kullanilma sikliklarina gore analizleri yapilmis ve grafiksel olarak paylasiimistir (Sekil

12).
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Sekil 12. Cesitli vektor tiirlerinin kullanim oranlar1 (A) Literatiirde viral ve viral olmayan gen tedavisi
arastirmalarindaki egilimler. (B) Farkli viral vektorler arasindaki egilimler. (C) Viral olmayan gen
tedavileri arasindaki egilimler (Wang, Stevens & Flotte, 2025).

2.11.3. Direkt gen tedavisi
Genetik temele dayali immiin tolerans stratejilerinden biri olan dogrudan (in vivo)
gen tedavisi, terap6tik genlerin viral veya viral olmayan tastyici sistemler aracilifiyla

dogrudan hastanin viicuduna uygulanmasi esasina dayanir. Bu yaklagimda hedeflenen
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gen, siklikla AAV, adenoviriis gibi viral vektorlerle tasinmakta olup; genetik
materyalin dogrudan in vivo ortamda hedef hiicrelere aktarilmasi amaclanir. Pratik
uygulama kolayligi, klinik 6l¢eklenebilirlik ve bazi dokulara (6rnegin kas, retina) etkin
hedeflenebilme gibi avantajlar tasisa da, bu yontem hiicre tipi Ozgilligl, gen
ekspresyonunun cevresel uyarilara bagli olarak degisebilmesi ve vektore veya
transgene karsi gelisebilecek immiin yanitlar gibi ciddi sinirlamalara sahiptir
(Maldonado ve ark., 2010). Ozellikle otoimmiin hastaliklar gibi bagisiklik dengesinin
kritik oldugu durumlarda, istenmeyen hiicrelerin hedeflenmesi ya da tolDH gibi nadir
hiicre popiilasyonlarinin etkili bi¢imde modifiye edilememesi, terapdtik etkinligi
sinirlayabilir. Ayrica antijen-spesifik tolerans olusturmak bu yontemde oldukca
zordur. Bu nedenlerle, dogrudan gen tedavisi baz1 6zel durumlar i¢in avantaj saglasa
da tolDH gibi immiin regiilator hiicrelerin stabil fenotip ve hedefe 6zgi
fonksiyonlarinin saglanmasinda yetersiz kalabilmektedir.

In vivo uygulamalarda, son yillarda gelistirilen lipid nanoparcacik (LNP) temelli
sistemler araciligiyla mRNA veya CRISPR/Cas9 bilesenleri spesifik olarak hedef
dokuya yonlendirilerek uygulanabilmektedir. Bu teknoloji, mRNA asilarinda
kullanilan sistemlerle benzerlik gosterdigi i¢in diisik immiinojenite ile
tanimlanmaktadir ve genetik materyalin kisa siireli ekspresyonunu saglamaktadir
(Hou, Zaks, Langer ve Dong, 2021).

2.11.4. Hiicresel gen tedavisi

Hiicre bazli gen tedavisi, Ozellikle otoimmiin hastaliklarin kontrol altina
alinmasinda kontrollii, giivenli ve hedefe yonelik bir strateji olarak one ¢ikmaktadir.
Bu yaklagimda, hastanin kendi periferik kanindan izole edilen monositler, laboratuvar
ortaminda DH’lere farklilagtirilmakta ve ardindan genetik olarak modifiye edilerek
tolerojenik fenotipe doniistiiriilmektedir. Genetik modifikasyon i¢in siklikla lentiviral
vektorler tercih edilmektedir, bu sayede DH’lerde IL-10, TGF- veya PD-L1 gibi
immiinsiipresif molekiillerin asir1 ekspresyonu saglanabilmektedir; buna karsilik
CD80, CD86 gibi kostimiilator molekiillerin ekspresyonu baskilanabilmektedir
(Derdelinckx ve ark., 2024). Bu modifikasyonlar tolDH’lerin T hiicre aktivasyonunu
engellemesine ve Treg indiiksiyonu araciligityla antijen 6zgiilliigli olan immiin
toleransin saglanmasina katkida bulunabilmektedir. Ayrica bu hiicrelere hastaliga

0zgli otoantijenler (Ornegin sitriilinlenmis proteinler, GAD65, MOG) yiiklenerek
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antijen-spesifik tolerans olusturulabilmektedir. Hiicre bazl1 yaklasim, gen aktariminin
sadece hedef hiicrelere uygulanmasi, uygulama Oncesinde hiicrelerin fenotip ve
fonksiyonlariin karakterize edilebilmesi ve in vivo ortamda daha stabil bir tolerojenik
profille etkili sekilde gorev yapabilmesi gibi 6zellikler tagimaktadir. (Schinnerling ve
ark., 2015). Ozellikle RA, multipl skleroz (MS) ve tip 1 diyabet gibi hastaliklarda,
hedefe yonelik immiin diizenleme gerekliligi g6z oniine alindiginda, hiicre bazli gen
tedavisi, dogrudan yaklasimlara kiyasla daha siirdiiriilebilir ve gilivenli bir segenek
olarak 6ne ¢ikmaktadir.

Ex vivo gen tedavisinde, CRISPR/Cas9 sistemi, tolDH’lerde kostimiilatuvar
molekiiller (CD80, CD86), MHC-II, IL-12 gibi immiin aktive edici genlerin
susturulmas1 veya IL-10, TGF-B, PD-L1 gibi tolerojenik genlerin aktivasyonu
amaciyla kullanilabilmektedir. Bu teknoloji, lentiviral vektorlerle karsilastirildiginda
viral gen entegrasyon riski tasimadan kalict gen diizenleme yapma olanagi
sunmaktadir (Chen et al., 2021). Ayrica epigenetik CRISPR/Cas9 araglar1 kullanilarak
gen promotdr bolgelerine hedefli DNA metilasyonu ya da histon modifikasyonu
yapilabilmekte, boylece gen ekspresyonu kalict ama geri doniistimlii sekilde kontrol
altina alinabilmektedir. Bu, ozellikle tolDH'lerin fenotip stabilitesi icin biiyiik bir
avantajdir. Ayrica, “gene circuit” olarak bilinen sentetik biyoloji temelli sistemler,
yalnizca belirli inflamatuvar sinyaller veya doku mikrogevresi sinyalleri (6rn. IL-6,
TNF-0) varliginda aktive olacak sekilde programlanabilmekte; bdylece otoimmiin
hastaliklarin patolojik bolgelerinde yerel ve zamana duyarli gen ekspresyonu

saglanabilmektedir (Kwon et al., 2023).
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3. GEREC VE YONTEM

Bu doktora tez ¢alismasi, Bursa Uludag Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu 21.06.2021 tarihli 2021-09/06 no’ lu karar sonucu alinmis izin sonrasinda
gerceklestirilmistir.

3.1. Geregler

3.1.1. Caligmada kullanilan maddeler;

Fosfat tamponlanmis tuz ¢ozeltisi (PBS) (EUROIMMUN, Almanya);

Fetal Bovine Serum (FBS) (Gibco, Thermo Fisher Scientific, ABD);
Penisilin-Streptomisin (Gibco, Thermo Fisher Scientific, ABD);

Roswell Park Memorial Institute 1640 (RPMI) (VivaCell, Sartorius, Almanya);
Tripan Mavisi (Sigma Aldrich, ABD);

Dimetil Siilfoksit (DMSO) (CDH, Hindistan);

Lenti Konsatrator (Takarabiyo ABD);

Poly-L-lysine (Sigma Aldrich, ABD);

HEPES (Sartorius, Israil);

GM-CSF (invitrogen ABD);

IL-4 (invitrogen ABD);

LPS (Escherichia coli'den lipopolisakkarit, Sigma Aldrich, ABD)

Kolajen Sigma C7806 10mg Medsantek Laboratuvar Malzemeleri San. Ve tic. Ltd.
Sti.

Compleate freud adjuvant CFA, Mycobacterium tuberculosis, heat killed and dried;
Sigma-Aldrich Co. LLC., Medsantek Laboratuvar Malzemeleri San. Ve tic. Ltd. Sti.
3.1.2. Hazirlanan tamponlar ve ¢ozeltiler ve besiyerleri;

PBS c¢ozeltisi: 1 paket (10,2g) liyofilize Dulbecco’s Tuzlu Fosfatli Tamponun
(Dulbecco’s Phosphat Buffered Saline, PBS) 1000 mL distile su ile ¢ozdiiriilerek
hazirlandi. Otoklav ile sterilizasyonu saglandi ve +4 C’de saklandi.

%10 FBS RPMI besiyeri: L-glutamin iceren RPMI igerisine, son konsantrasyon %10
olacak sekilde 1s1 ile inaktive edilmis Fetal Bovine Serum (FBS) ve %1 oraninda
penisilin/streptomisin eklendi ve +4 ‘C’de muhafaza edildi.

RPMI besiyeri: L-glutamin iceren RPMI igerisine, son konsantrasyon %1 olacak

sekilde penisilin/streptomisin eklendi ve +4°C’de muhafaza edildi.
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DMEM besiyeri: L-glutamin iceren DMEM igerisine, son konsantrasyon %1 olacak
sekilde penisilin/streptomisin eklendi ve +4°C’de muhafaza edildi.
3.2. Yontem
3.2.1. Hayvan se¢imi ve farelerde artrit olusturma

6-8 haftalik yaklasik 28-35 gram agirliginda erkek farelerde CIA modeli daha
once BALB/c farelerde tanimlanan metoda uygun olarak BALB/c 1irkinda olusturuldu
(Guveng ve ark., 2018). C57BL/6 wrkinda da ayni protokolle bu tez g¢aligmasi
kapsaminda olusturuldu. CIA modeli enjeksiyonu i¢in sevofluarane (%2-4/%100 O3)
ile anestezi uygulandi. Anestezi altinda “0” 1nc1 giinde, 25 G’lik igneye sahip 10 ul’lik
hamilton enjektor kullanilarak 0,1 M asetik asit igerisinde sulandirilmis 2 mg/mL son
konsantrasyona sahip tip II kolajen (Sigma-Aldrich Co. LLC., cat. no: C7806-10 MG)

farelerin sag arka ayak eklemi igerisine femur ve tibia kemikleri arasina 10 pl olacak

sekilde intraartikiiler olarak enjekte edildi. Intraartikiiler kolajen enjeksiyonundan
hemen sonra 100 ul Freund Complete Adjuvant (CFA, Mycobacterium tuberculosis
heat killed and dried; Sigma-Aldrich Co. LLC., cat. no: F5881-6x10ML) farelerin sirt
bolgesine subkutan olarak enjekte edildi.

[lk immiinizasyon enjeksiyonundan iki hafta sonra, immiin yanitin
giiclendirilmesi amaciyla ayni hayvanlara, ayni igerikteki enjeksiyonlar, ayni
uygulama yolu kullanilarak ve yine anestezi altinda tekrar edildi. 21. giine kadar artrit
gelisimi takibi yapildi. 21 giinliik takip sonunda fareler sakrifiye edilerek
histopatolojik incelemeleri gergeklestirildi. Her bir gruptaki hayvanlarin sag
bacaklarina artrit indiiklenirken ayni hayvanin hi¢bir uygulama yapilmayan sol bacagi

grup ici kontrol olarak degerlendirildi (Sekil 13).
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1.Enjeksiyon 2.Enjeksiyon

0.Gin 14.Gun

Sekil 13. Farelerde CIA modeli olusturma 0. giin: Hayvan bagina 2 mg/mL Kolajen Intraartikiiler. (10ul)
+ 0,1 mL CFA s.c. (100ul)-14. giin: Hayvan basma 2 mg/mL kolajen Intraartikiiler + 0,1 mL CFA s.c.
Ilk fotograf inraartikiiler olarak kollajen indiiksiyonunu- ikinci fotograf CFA enjeksiyonunu
gostermektedir.

Artritin klinik degerlendirilmesi i¢in hayvanlarin hem CIA olusturulmus eklem
kalinliklar1 hem de saglikli kontrol olarak takip edilen eklem kalinliklart kumpas
yardimi ile 6l¢iildi (Sekil 14) ve eklem inflamasyonunun siddeti skorlandi boylece
artritin klinik olarak degerlendirilmesi de yapildi. Eklemlerde olusan inflamasyonun
siddeti Tablo 2 de aciklanan puanlama sistemi baz alinarak yapildi (Ortmann &
Shevach, 2001).

Sekil 14. Kumpas Olciim
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Tablo 2. Artrit klinik skorlama kriterleri ve kullanilan nitel puanlama sistemi;

Semptom Skor
Normal 0
Ayak bileginde ve bazi pengelerde hafif kizariklik sislik 1
Ayak bileginde ve bazi pengelerde orta kizariklik sislik 2
Ayak bileginde ve tiim pencelerde siddetli kizariklik sislik 3
Coklu eklem tutulumu ile maksimum iltihapl uzuv 4

3.2.2. Primer dendritik hiicrelerin ve diger hiicre hatlarinin kiiltiirii

Primer DH’ler, daha 6nce yayinlanmis protokoller temel alinarak (Son ve ark.,
2002) 8—10 haftalik farelerin femur ve tibia kemik iliginden izole edildi. Hayvanlara
etik kurallara uygun olarak 6tenazi yapildiktan sonra, biyogiivenlik kabini igerisinde
her iki arka ekstremiteden femur ve tibia kemikleri dikkatli bir sekilde ayirildi. Kas ve
bag dokular1 tamamen uzaklastirilan kemikler, 6ncelikle RPMI-1640 (Lonza, Belgika)
besiyerine alinarak 5 dakika bekletildi, ardindan %70 etanol ile 2 dakika
dekontaminasyona tabi tutuldu.

Etanol kalintilarin1 uzaklastirmak amaciyla kemikler sirasiyla PBS (Euroimmun,
Almanya) ve RPMI-1640 icerisinde yikandi. Steril sartlarda, 29 G’lik igneye sahip
insiilin enjektorii kullanilarak kemik iligi, kemikler tamamen beyaz renk alana kadar
petri kabi igerisine dikkatlice akitildi. Elde edilen kemik iligi hiicre siispansiyonu, 50
mL'lik steril tiiplere aktarildi ve 2000 x RPM’de 5 dakika santrifiij edildi. Stipernatan
dikkatlice uzaklastirildi ve hiicreler RPMI ile yeniden siispanse edildi. Bu yikama
islemi toplamda ii¢ kez tekrarlandi. Son yikama sonrasi slipernatan uzaklastirild: ve
olusan hiicre pelleti 20 mL RPMI icinde resilispanse edilerek hiicre sayimi
gerceklestirildi.

Hiicre sayimim1 sonrasinda, bir kez daha santrifiij edilen hiicreler, son hiicre
yogunlugu 1 x 107 hiicre/mL olacak sekilde RPMI-1640 + %10 FBS (Gibco, Thermo
Fisher Scientific, ABD) + 20 mM penicillin/streptomycin (10000 U/mL) (Lonza),
igeren kiiltiir medyumunda yeniden siispansiyon haline getirildi. Her bir 75 ¢cm?’lik
hiicre kiiltiirii kabina total hacim 15 mL olacak sekilde ekildi. Graniilosit-makrofaj
koloni stimiilasyon faktoriit GM-CSF (20 ng/mL) + IL-4 (20 ng/mL) karisimi ilave
edildi. 37 °C, %5 CO; ve %95 nem igeren inkiibatdrde inkiibasyona birakildi (Sekil
15).

Inkiibasyonun 2. ve 4. giinlerinde, hiicre kiiltiirii kaplarina taze besi yeri ve

rekombinantlar eklenerek inkiibasyona devam edildi. Bu islem, hiicre farklilasmasinin
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stirdiiriilmesi amaciyla gerceklestirildi. Kiiltiiriin 6. glinlinde, flaskin tabanina yapisan
hiicreler ve siispanse olarak devam eden hiicreler ayirildi. Siispanse hiicreler yeni hiicre
kiiltiirii kaplarina alinarak DH fenotipinin olugsmasini desteklemek amaciyla uyarima
devam edildi. Inkiibasyonlarin sonunda mikroskop kontrollerinde DH morfolojisine
doniisen hiicreler CD11c [klon: (N418) monoklonal antikor (mAb)] ylizey belirteci ile
isaretlendi ve dogrulama akan hiicre 6lger ile de yapildu.

Akan hiicre dlger analizinde, hiicre popiilasyonlarinin degerlendirilmesi amaciyla
FSC-H, FSC-A (doublet discrimination) parametreleri kullanilarak tekil hiicreler
secildi. Ardindan, bu tekil hiicre popiilasyonu igerisinden FSC-A (hiicre boyutu) ve
SSC-A (graniilarite) baz alinarak canli ve graniiler hiicreleri igeren bir alt kap1 (gate)
tanimlandi. Bu bolgede yer alan debris ve 6lii hiicreler dislandiktan sonra, ikinci bir alt

kap1 tanimlanarak CD11c pozitif hiicre ylizdesi belirlendi.
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Sekil 15. Fare kemik iligi hiicrelerinden primer DH eldesi.

HEK293FT (insan Embriyonik Bobrek Epitel) Hiicrelerinin Stoktan Canlandirilmast;

HEK293FT hiicre hatt1 Dr. Ogr. Uyesi Tolga Siitlii’den (ACIBADEM, Istanbul)
temin edildi. Biyogiivenlik kabini igerisinde ilk olarak hiicrelerin canlandirilmasi igin
gereken DMEM (Lonza, Belgika) besi yeri hazirlandi. %1 L- glutamin igeren DMEM
icerisine %10 Fetal Sigir Serumu (FBS) ve %1 Penicillin — Streptomisin eklendi ve
tam besiyeri (complete medium) elde edildi. Daha sonra -80°C’de kriyojenik tiipler
(cryo vials) icerisinde bulunan hiicre stogu ¢ikarildi ve hiicre slispansiyonunun uygun

sekilde erimesi saglandi. 15 mL falkon tiip icerisine 10 mL DMEM tam besiyeri
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eklenerek, lizerine ¢oziilen hiicre siispansiyonu eklenip birkag kez yavasca pipetleme
yapildi. Hiicrelerin bulundugu falkon tiip 5 dakika 2000 x RPM’de santrifiij
edildi. Biyogiivenlik kabinine alinan falkon tiip icerisindeki hiicrelerin besiyeri aspire
edilerek 5 mL taze besiyeri eklenip birkag kez pipetle karistirilarak 25 cm?’lik
steril flask icerisine alindi. Hiicreler 37 °C, %5 COsz igeren inkiibatdrde bekletilerek
cogalmalar1 saglandi. 25 cm~’lik flask icerisindeki hiicreler mikroskopla incelenerek
%80-%85 doluluk oranina sahip oldugunda biyogiivenlik kabini igerisine alinip,
eski besiyeri uzaklastirildi 1 kez 7 mL PBS ile yikandi ve PBS aspire edildi. Hiicreleri
yiizeyden kaldirmak amaciyla 500 pL %0,25 Tripsin-EDTA (1X) (Gibco, Thermo
Fisher Scientific, ABD) eklendi ve 5 dakika 37 °C, %5 CO?
iceren inkiibatorde bekletildi. Mikroskop altinda hiicrelerin yiizeyden ayrildigi
gbzlendi ve biyoglivenlik kabini icerisine alinan hiicrelerin tizerine 10 mL DMEM tam
besiyeri eklendi, pipetle birkag kez karistirtlip 75 cm? ‘lik flask igerisine aktarilip 37
°C, %35 CO? igeren inkiibatorde gogalmalari saglandi. Pasajlanma islemi birkag sefer
tekrar edilerek hiicrelerin yeterli sayiya gelmesi saglandi.

RAW 264.7 (Fare Makrofaj) Hiicrelerinin Stoktan Canlandirilmasi;

RAW 264.7 hiicresi American Type Culture Collection (ATCC) merkezinden
daha Once laboratuvarimiza baska bir proje kapsaminda temin edilmistir. -80°C,
kriyojenik tiiplerde saklanan hiicreler DMEM tam besiyerine eklendi ve birkac kez
yavasca pipetleme yapilarak homojenize edildi. Hiicre siispansiyonu 2000 x RPM’de
5 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi olusan silipernatan aspire edilerek
uzaklagtirildi ve hiicre pelletinin tizerine 5 mL DMEM tam besiyeri eklendi. Hiicreler
pipetleme ile tekrar siispanse edildi 25 cm? ylizey alanina sahip steril kiiltiir kaplarina
aktarildi. Flask, 37 °C sicaklik ve %5 CO, igeren inkiibatore yerlestirilerek hiicrelerin
cogalmas1 saglandi Hiicreler mikroskop altinda takip edilerek %80-85 doluluk
diizeyine ulastiklarinda pasajlama islemine gecildi. Eski besiyeri aspire edildi, hiicreler
bir kez 7 mL PBS ile yikand1 ve PBS yeniden aspire edildi. Ardindan yiizeye bagl
hiicreleri ayirmak i¢in hiicrelerin lizerine DMEM tam besiyeri eklendi ve hiicreler,
steril hiicre kaziyicis1 (cell scraper) yardimiyla orta kuvvette bir uygulama ile
yiizeyden mekanik olarak uzaklastirildi. Mikroskop altinda yapilan gozlemle
hiicrelerin ylizeyden ayrildig1 dogrulandiktan sonra elde edilen hiicre siispansiyonu

uygun oranda 75 cm?’lik yeni kiiltir flasklarina aktarildi ve 37°C, %5 CO:
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iceren inkiibatorde ¢ogalmalar1 saglandi. Pasajlanma islemi birkag sefer tekrar
edilerek hiicrelerin yeterli sayiya gelmesi saglandi.
3.2.3. Primer dendritik hiicrelerin boyanmasi ve morfolojik goriintiilenmesi
3.2.3.1. 4’,6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) boyama

Altt kuyulu hiicre kiiltiir kabinda Kkiiltiire edilen primer DH’lerin niikleer
morfolojilerinin degerlendirilmesi amaciyla DAPI (4',6-diamidino-2-fenilindol) ile
boyama uygulandi. DAPI, ¢ift sarmalli DNA'ya 6zellikle adenin-timin (A-T) agisindan
zengin bolgelerde yiiksek afiniteyle baglanan, UV 1s1k altinda mavi floresans veren bir
niikleik asit boyasidir. Kii¢lik molekiiler yapisi sayesinde permeabilize edilmis hiicre
zarindan gecerek c¢ekirdek igerisine ulasabilmektedir. Bu nedenle genellikle
sabitlenmis (fikslenmis) hiicrelerde kullanilmasi tercih edilmektedir. Boyama islemine
baslamadan 6nce, her bir kuyuda bulunan besiyeri uzaklastirild1 ve hiicreler PBS ile
yikandi. Ardindan hiicrelerin sabitlenmesi amaciyla kuyulara %3,7’lik formaldehit
cozeltisi eklendi ve oda sicakliginda belirli bir siire inkiibasyona birakilarak hiicre
stabilizasyonu sagland1 sonrasinda hiicreler tekrar PBS ile yikandi ve %0,1 Triton X-
100 c¢ozeltisi eklenerek membran permeabilizasyonu saglandi. Devaminda,
permeabilize edilmis hiicrelere Phalloidin-Aktin boyasi (aktin filamentlerini
goriintiilemek amaciyla) eklendi ve karanlik ortamda inkiibasyona birakildi. Aktin
boyasiin ardindan, her kuyucuga DAPI soliisyonu eklendi ve karanlik kosullarda
yaklagik 5-10 dakika inkiibasyona birakildi. Boyama iglemlerinin ardindan, hiicreler
PBS ile son kez yikandi ve goriintiileme islemi icin EVOS (Invitrogen M5000, ABD)
floresan mikroskop sistemine alinarak incelendi (Floresan Mikroskop).
3.2.3.2 Diff Quick boyama

Alt1 kuyulu hiicre kiiltiir kabinda kiiltiire edilen primer DH’lerin, morfolojik
yapilarin degerlendirilmesi amaciyla Diff Quick boyama protokolii uygulandi. Diff
Quick, hiicresel yapilarin mikroskobik olarak incelenmesini saglayan klasik bir
boyama yontemidir. Bu yontemde, niikleik asitler gibi bazofilik yapilarin mavi-mor;
eozin ise sitoplazma gibi asidofilik yapilarin pembe-kirmizi renkte goriinmesini
saglamaktadir. Boylece hiicre ¢ekirdegi ve sitoplazmik sinirlar net bir sekilde ayirt
edilebilir. Boyama iglemine gegmeden Once hiicrelerin sabitlenmesi saglandi. Bunun
icin, %37’1ik formaldehit ¢ozeltisi PBS ile seyreltilerek %1°lik tamponlu formaldehit
hazirlandi. Her bir kuyuya 1000 pL formaldehit ¢ozeltisi eklendi ve 5 dakika siireyle
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oda sicakliginda inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasi formaldehit aspire edilerek
uzaklastirildi ve her kuyucuk 1 mL PBS ile iki kez yikandi. Fiksasyonun ardindan her
kuyucuga 1 mL kirmiz1 boya soliisyonu eklendi ve 2 dakika inkiibe edildi. Bu boya
aspire edilip uzaklastirildiktan sonra, I mL mavi boya soliisyonu eklendi ve 1 dakika
siireyle inkiibasyona birakildi. Inkiibasyonun ardindan boya uzaklastirildi ve her
kuyucuk 1 mL PBS ile iki kez yikandi. Boyama islemi tamamlanan hiicreler,
morfolojik degerlendirme amaciyla EVOS mikroskobu kullanilarak goriintiilendi (Faz

Kontrast Mikroskop).

1 2 3 1 2 3 - 1 2
A A A
Her kuyucuga
formaldehit eklenir,
2 B 5 dk inkiibasyona 8
birakilir
U o=
Besiyeri ortamdan uzaklagtinur EE , PBSile fz’;:;'g::::h:namdan
A Al ) : ) A
= — — = - - | €
ﬁ B B ) ( ) B
" - A A
—
m
Hiicre goriintiileme sistemi ile PBS ile boyalar ortamdan Hemacolor blue eklenerek,
- N - Hemacolor red eklenere!
hiicrelerin fotograflan alinir E’J uzaklagtinlir 2 dk inkiibasyona birakilir 3 dk inkilbasyona b.,ak"'.(f

Sekil 16. Diff quick boyama islemi ile EVOS hiicre goriintiileme sistemi (biorender kullanilarak

olusturulmustur).

3.2.4. Vektorlerin Hazirlanmasi ve Analizi

Klonlama Stratejisi; daha Once yiiriitiiciiligiinii danigmanim Prof. Dr. Haluk
Barbaros’un yapti§1 1148354 no.u TUBITAK 1001 (COST Action BM1404)
projesinde mCTLA4 ve hIDO genleri LeGo-iG2 lentiviral backbone plazmitine
klonland1 (Sekil 17).
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Sekil 17. pLeGo-iG2 detayli vektoriiniin semast ve pLeGo-iG2

klonlama bolgesinin ayrintili dizisi.

vektorinde mCTLA4 ve hIDO

3180

3240

3300

CD80 ve CD86 ekspresyonu bastirilmis asirt IDO eksprese eden vektoriin
klonlanmasi 1185474 no.lu TUBITAK 1001 projemizde yapildi. Ilk asamalarinda
CDS80 ve CD86’ya karst en az 2 farkli shRNA tasarlanarak, CD80 ve CD86’y1

susturmak i¢in en etkin shRNA analiz edildi (Sekil 18). Klonlama ¢alismalar1 i¢in
3.jenerasyon lentiviral vektor “LeGO-iG” (eGFP) (Addgene, ABD) kullamld:. Iki

shRNA sekans1 ayr1 U6 promotorlar altinda bu vektor i¢ine klonlandi. Kodon optimize

hiDO geni ise SFFV promotorii alta klonlandi, bunu IRES ve eGFP geni izledi. Final

vektdr tasartmi IDO asir1 ekspresyonunun yani sira CD80 ve CD86’ya Kkarsi

shRNA’larin ayni anda ekspresyonunu saglamaktadir. Ayrica, GFP belirteci

hiicrelerin in vitro ve in vivo takibinde kullanilma olanagini saglamistir.

\ h
| Paketleme sinyali | | ShRNA ekspresyonu |
R | igin U6 promotor
F e S,
| Revyanitelementi | AN i Transgen =
___________________ H / 5 v | ekspresyonu igin | !
P ————— Y ~ A ! | SFFVpromotor |}
Santral 1 (R
polipirin | 2 T T T e

SIN
LTR

Kodon optimize
hiDO gen sekansi |

i "
Internal ribozomal | | | Post-transkripsiyonel }
1 | duzenleyici element |

giris bolgesi

Sekil 18. CD80 ve CD86 ekspresyonu susturulmus IDO asir1 eksprese eden vektor klonlama tasarimi.
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Izlenen klonlama stratejisinde ilk olarak CD80 ve CD86’ya karsi farkl
shRNA’larin tasarlanip susturmak i¢in en etkin shRNA’y1 saptamak iizere test
edilmesi amaclandi. NCBI uzantili Pubmed makale arama sitesinden daha 6nce
shRNA ile yapilmis olan makaleler taranarak shRNA niikleotit dizilimleri belirlendi.
Calismamizda kullandigimiz sekans dizisi i¢in Zhiqiang Yang ve arkadaslarinin
(2018) makalesinden shRNA sekans dizisi referans alindi. Makalede shRNA sekans
dizileri:

CD80: (CCATTAAGTGTCTCATTAAAT);
CD86 1: (AATGGGACTGCATATCTGCCQG);
CD86 2: (AAGAAGCCGAATCAGCCTAGC)

CD8O0 i¢in bir sekans dizisi, CD86 i¢in iki sekans dizisi olacak sekilde verildi.
CD86 icin belirlenen iki sekans arasinda yapilan deneyler sonucunda CD86-2 sekans
dizisinin daha susturucu 6zellik gosterdigi analiz edildi (Sekil 19).

Arastirmamizin sonraki agamasinda makaleden alinan referans numaralar1 (CD80:
NM 009855.2 ve CD86: NM 019388.3) ile NCBI iizerindeki taramalarimiz
sonucunda, belirledigimiz sekans dizilerinin Mus musculus ile ¢aligabilirligi projemiz
icin uyumlu goriilerek, planlanan CD80 ve CD86 ekspresyonu susturulmus IDO asiri
eksprese eden vektor klonlama tasarimimiz da kullanilmak {izere belirlendi. Bu amagla

klonlanacak gen sekanslar1 agagida belirtilmistir:
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CD80 igin shRNA Oligo oligolari

CD80 shRNA-sense (21bp)
CCATTAAGTGTCTCATTAAAT

Xhol Cut Site / Cleavage Close to
the End of DNA Fragments

CGCTCGAGCG

Xhol ¢ [l () E=m M) B (71 B8

5...CTCGAG...3
3...GAGCTC...§

U6

shRNA

Construct

5"-CCGG00000000000000000000C TCGAGX000000000000000000 TTTTT-3'
GGCC AGCTC AAAAA
Polm
1"«'0(»-\

shRNA

vu-

5’-CCATTAAGTGTCTCATTAAATCTCGAGATTTAATGAGACACTTAATGGTTTTTC-3’
3’-GGTAATTCACAGAGTAATTTAGAGCTCTAAATTACTCTGTGAATTACCAAAAGAGCT-5

CD86-1 icin shRNA Oligo oligolari

CD86 shRNA-sense
CD861: AATGGGACTGCATATCTGCCG

Xhol Cut Site / Cleavage Close to
the End of DNA Fragments

CGCTCGAGCG

Xhol ¢ [l [ =M ) 6& [ B3

5...CTCGAG...3
3...GAGCTC...5

shRNA
Construct
§-CCGGH000000000000000000XC TCGAG000000000000000000TTTTT-3"
GGCC AGCTC AAAAA

1 -
transcription
shRNA

VU~

5’- AATGGGACTGCATATCTGCCGCTCGAGCGGCAGATATGCAGTCCCATTTTTTTC-3
3'-TTACCCTGACGTATAGACGGCGAGCTCGCCGTCTATACGTCAGGGTAAAAAAAGAGCT-5

CD86-2 igin shRNA Oligo oligolari

CD86 shRNA-sense
CD862: AAGAAGCCGAATCAGCCTAGC

Xhol Cut Site / Cleavage Close to
the End of DNA Fragments

CGCTCGAGCG

Xhol ¢ [l [ e PT) iR (1 B8

5...CTCGAG...3
3...GAGCTC...5

shRNA
Construct

5-CCGG000000000000000000XC TCGAGI0000000000000000000TTTTT-3"
GGCC AGCTC AAAAA

ol
wanscription

shRNA
uu-

5’-AAGAAGCCGAATCAGCCTAGCCTCGAGGCTAGGCTGATTCGGCTTCTTTTTTTC-3’
3-TTCTTCGGCTTAGTCGGATCGGAGCTCCGATCCGACTAAGCCGAAGAAAAAAAGAGCT-5

Sekil 19. shCD80, shCD86-1. shCD86-2 i¢in gerekli oligolar.
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Yukarida belirtilen genleri klonlamaya en uygun lentiviral klonlama vektorii
olarak LeGO-iG (Addgene) segildi. Plazmit Acibadem Universitesi Molekiiler
Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali Ogretim Uyesi Dr. Ogr. Uyesi Tolga Siitlii’den
temin edildi (Sekil 20).
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Sekil 20. LeGO-iG vektoriiniin haritas:
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LEGO iG vektor iskeleti

Xbal Hpal Xhol

loxp

EcoRl

Nhel Notl

SFFV

IRES eGFP

)

Promoter

[

shRNA klonlama hIDO klonlama
Xbal ¢ MOEMMERAE  Xhol M [N [ EN M ER (71 B3 EcoRI ¢ [l (21 (0 £ Eii (1 B3
Toremer Soaneee i L S
Hpal wmeEmmEEreE  Nhel O M M0 66 e NotI ¢ [l [ I 7T Bl {1 B3

5...GCTAGC...3
3...CGATCG...§

5. GTTAAC.. .3
3...CAATTG...5

5...6CGGCCGC...3
3...CGCCGGCG...5

Sekil 21. LeGO-iG vektoriiniin iskeleti ve kullanilacak kesim bolgeleri.

Klonlama adimlarina bakildiginda hIDO klonlamasi

—

icin pCMV hIDO

vektoriinden LEGO-iG plazmitine Notl ve EcoRI enzimleri kullanilarak klonlandi

(Sekil 21).

Xbal Hpal Xhol

loxp

Nhel

SFFV

IRES eGFP

—

shRNA klonlama

Sekil 22. LeGO-iG.hIDO vektorii.

Promoter

—

LeGO.iG2.hIDO vektoriinden hIDO bolgesi ¢ikartildi ve U6 promotor iceren

LeGO.iG plazmitin SFFV promoter bulunan bdlgesine klonlandi. Klonlanma agagida

belirtilen kosullarda gerceklestirildi (Sekil 22).

Tablo 3. Klonlanma belirtilen kosullarda ger¢eklestirildi.

LeGO-iG ve LeGO.iG2.hIDO Sug

NEB EcoRI-HF (10,000 U/ml) 1pl

NEB NotlI-HF (10,000 U/ml) 1pul

NEB Cut Smart Buffer S5ul

ddH20 50 pl olacak sekilde tamamlanmistir.
Toplam Hacim 50 pl

47



Kesilen plasmitler %1 Agaroz Jelde, 120 V’da TBE buffer ile 1 saat yiiriitiildii.
Elde edilen jel goriintiisii Sekil 23’te gosterilmistir. Kutu i¢ine alinmis kisimlar

kesilerek MN Nucleo Spin Gel ve PZR Clean-up kiti ile jelden ekstre edildi.

1 23 4 5 6 7 8 9 10

10000 bp

1000 bp

Sekil 23. Kesilmis LeGO-iG ve LeGO.iG2.hIDO jel goriintiisii. 4. Kesilmis LeGO-iG 9. EcoRI ve
Notl ile kesilmis hIDO (1233 bg).

Elde edilen LeGO-iG vektoriine CIP treatment uygulanarak 37°C ‘de, 30 dakika
inkiibe edildi.
Tablo 4. Klonlanma belirtilen kosullarda ger¢eklestirildi.

All LeGO-iG vektorii jel ekstraksiyon tiriinii 30 pl

(200 ng plasmid harig)

NEB CIP (10,000 U/ml) DNA molar uglarmnin konsantrasyonuna gére
NEB 10X Cut Smart Buffer Sul

ddH20 50 pl olacak sekilde tamamlanmistir.
Toplam Hacim 50 pl

Elde edilen iirtin MN Nucleo Spin Gel and PZR Clean-up kiti ile enzim ve
bufferdan uzaklagtirildi ve ardindan ligasyon reaksiyonunda kullanildi. Reaksiyon 15
dakika oda sicakliginda, 1 saat 16°C’de inkiibasyona birakildi. Ligasyon reaksiyonu
asagida belirtildigi sekildedir:
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Tablo 5. Klonlanma belirtilen kosullarda ger¢eklestirildi.

hIDO gel extract 22,76 ng

PZR-Cleanup iiriinii CIP- LeGO-iG 50 ng

NEB T4 DNA ligaz 1l

NEB 10X T4 DNA ligase buffer 2 ul

ddH20 20 pl’ye tamamlanmistir.
Toplam Hacim 20 pl

Inkiibasyonun ardindan ligasyon reaksiyonun 10 pl’lik hacmi 200 pl TOP10
competent E.coli hiicre ile transforme edilmek i¢in kullanildi. Sonraki giin elde edilen
kolonilerden 3 koloni secilerek kiiltiir baslatildi. Takip eden giinde Nucleo Spin
Macherey-Nagel kitinde belirtilen protokol ile DNA izolasyonu yapildi. Elde edilen
uriinler asagida belirtilen enzimler ile kesilerek ve ardindan dizi analizi yapilarak
kontrol edildi. Enzimler ile kesilmis ve kesilmemis 6rnekler, %1 Agaroz Jel’de, 100
V’da, 1,5 saat 0,5X TBE buffer ile yiiriitiidii. Beklenen DNA pargalar1 boyutlari
asagida belirtilmistir:

Tablo 6. Klonlanmada kullanilan kesim enzimleri.

Plazmit-Enzim Beklenen bant biyiikligii (bp)
LeGO-iG-BamHI 8163

LeGO-iG-Pvull 8156

LeGO iG.hIDO-BamHI 8911,47

LeGO.iG.hIDO-Pvull 6425,2925

shRNA sekanslariin klonlanmasi sirasinda shRNA CD80 LEGO-iG.hIDO plazmitine
Hpal ve Xhol enzimleri kullanilarak klonlanmistir (Sekil 24).

Xbal Xhol Nhel

SFFV
~— U6 Promoter loxp Promoter  — __ IRES eGFP
—

Sekil 24. LeGO-iG.hIDO.shCD80 vektorii.

Elde edilen LeGO-iG.hIDO vektorii shRNA klonlamasi i¢in agsagidaki belirtilen
kosullarda kesildi. Ayn1 zamanda tasarlanan shRNA oligolara annealing (yeniden
birlestirme) islemi uygulandi. Ayrica oligolarin uglarina fosfat eklenmesi i¢in PNK

enzimi ile muamele edildi. Kosullar agagida belirtilmistir.
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Tablo 7. Klonlanma belirtilen kosullarda ger¢eklestirildi.

LeGO-iG.hIDO 10 pg

NEB Xhol (10,000 U/ml) 2l

NEB Hpal (5,000 U/ml) 4pl

NEB Cut Smart Buffer Sul

ddH20 50 ul olacak sekilde tamamlandi.

Kesilen plasmidler %0,7 Agaroz Jelde, 100 V’da TBE buffer ile 1,5 saat
yiriitildi. Elde edilen jel goriintiisii Sekil 25’te gosterilmistir. Beklenen bdlge

uzunlugu 9335 bg’dir.

1 2 3 4 5

10000 bp 9000 bp

Sekil 25. Kesilmis LeGO-iG.hIDO jel goriintiisii. 1.Kesilmemis LeGO-iG.hIDO, 2. Hpal ile kesilmis
LeGO.iG.hIDO, 3. Xhol ile Kesilmis LeGO.iG.hIDO 4-5 iki enzim ile kesilmis LeGO.iG.hIDO.

Cift enzim ile kesilmis plazmit (Numara 5) jelden kesilip ¢ikartilarak MN Nucleo
Spin Gel and PZR Clean-up kiti ile piirifiye edildi. sShRNA yapis1 olusturmak i¢in TOP
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ve BOTTOM oligolar ayr1 tasarlanarak yeniden birlestirme islemi uygulandi. Ornek

olarak Sekil 26’da olusturulan yap1 gosterilmistir:

CD80 igin shRNA Oligolari:
Ué
>

shRNA
CD80 shRNA-sense (21bp) Construct

CCATTAAGTGTCTCATTAAAT _— S~

shRNA
VU~

TOP OLIGO: 5’-TCCATTAAGTGTCTCATTAAATTTCAAGAGAATTTAATGAGACACTTAATGGTTTTTTC-3
BOTTOM OLIGO: 3'-AGGTAATTCACAGAGTAATTTAAAGTTCTCTTAAATTACTCTGTGAATTACCAAAAAAGAGCT-5'

Sekil 26. Top ve Bottom Oligolarin gosterilmesi.
Tasarlanan Bottom ve Top oligolar asagidaki kosullarda belirtilen reaksiyon ile
37°C’de 30 dakika, 95°C’de 10 dakika inkiibe edildi, daha sonrasinda 0,1°C/saniye

olacak sekilde kademeli olarak sogutularak reaksiyon tamamlandi.

Tablo 8. Klonlanma belirtilen kosullarda gerceklestirildi.

Top Primer Oligo 100 pM 1ul
Bottom Primer Oligo 1pul
NEB PNK (10,000 U/ml) 0,5 ul
NEB T4 Ligase Buffer 1l
ddH20 6,5 ul
Toplam Hacim 10 pl

Olusan oligo pargalari, goriintiilemek icin %2’lik Agaroz Gel’de 100 V’da, 30
dakika yiiriitaldi (Sekil 27).
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shCD80
B T A

shCD86
B T A

shCD86-2
B T A

Sekil 27. Olusturulan Oligolarin Agaroz Jel goriintiisii. B: Bottom Oligo, T: Top Oligo, A: Yeniden

birlestirilmis oligolar.

Olusturulan oligolar ve kesilen LeGO-iG.hIDO vektorii ile asagida belirtilen

ligasyon reaksiyonu kuruldu. Reaksiyon 15 dakika oda sicakliginda, 1 saat 16°C’de

inkiibasyona birakild1.

Tablo 9. Klonlanma belirtilen kosullarda ger¢eklestirildi.

LeGO.iG.hIDO gel extract 50 ng
Yeniden birlestirilmis Oligo (1:200, 1:400) 1ul
NEB T4 DNA ligaz 1l
NEB 10X T4 DNA ligaz tampon 2 ul

ddH20

20 pl tamamlanmigtir

Toplam Hacim

20 pl
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Ligasyon reaksiyonun 10 pl’lik hacmi 200 pl TOP10 competent E.coli hiicre ile
transforme edilmek icin kullanildi. Ertesi giin elde edilen klonilerden 3 koloni
secilerek kiiltlir baglatildi. Takip eden giinde Nucleo Spin Macherey-Nagel kitinde
belirtilen protokol ile DNA izolasyonu yapilmistir. Elde edilen iiriinler tasarlanan iki
farkli primer ile polimer zincir reaksiyonu ile kontrol edilmistir. Kontrol edilmesi igin

primerler tasarlandi (Sekil 28).

Xbal Fwd
SFFV y _ IRES  eGFP >
— loxp Promoter
Figure 4. LEGO iG_hIDO _shCD86 SFFV Rev
Xbal Fwd: 5’-AGTTTGGTTAGTACCGGGCC-3’ SFFV Rev: 5’-CCTTGCAAAATGGCGTTACT-3’

Sekil 28. Tasarlanan polimeraz zincir reaksiyonu. Kullanilan primerlerin yerleri belirtilmistir.
PZR firiinlerinin beklenen boyutlar1 agagidaki gibidir (Tablo 10).

Tablo 10. PZR {iriinlerinin beklenen boyutlar

Plazmit Olusacak PZR iiriin biytkliigii (bg)
Klonlama kontrol LeGO-iG-EcoRI+Notl 500
PZR Kosullar1: LeGO.iG.hIDO.shCD86/80 559

Tablo 11. Klonlanma belirtilen kosullarda gergeklestirildi.

Klonlanan vektor 10 ng

10 mM NTPs 0,5 pl

Thermo 10X Taq Reaction Buffer 2,5 ul

25 Mm MgCI2 2l

10 uM Xbal Foward Primer 2,5 ul

10 pM SFFV_Reverse Primer 2,5 ul

TAQ DNA Polimeraz 0,125 ul

ddH20 25 pl’ye tamamlanmistir.
Toplam hacim 25 ul
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Tablo 12. Klonlanma belirtilen kosullarda gergeklestirildi.

Basamak Sicaklik Siire

[lk Denatiirasyon 95°C 3 dakika

30 Déngii 95°C 30 saniye
48°C 30 saniye
72°C 15 saniye

Son Uzatma 72°C 5 dakika

Sonlandirma 4°C

Olusan tiriinler %1 Agaroz Jel’de, 100 V’da, 0,5x TBE ile 1 saat yuiriitiildi. 3.
Ikinci shRNA sekansmin klonlanmasi: shRNA CD86-1 veya -2 LeGO-iG.hIDO
plazmitine Hpal ve Xhol enzimleri ile klonlandiktan sonra NHel kesim bolgeleri olan

primerler kullanilarak piirifiye edildi. (Sekil 29).

Nhel Fwd
Xbal Xhol Nhel

SFFV
ﬁﬁ loxp T __ IRES eGFP S

Nhel Xhol Nhel

loxp J

PCR Uriinii: J

U6promoter_shCD86

Sekil 29. LeGO-iG.hIDO.shCD86 vektorii.

3.2.5. Plazmitlerin stoklanmasi ve ¢ogaltilmasi
3.2.5.1. Transformasyon

Plazmit stoklarinin hazirlanmasi ve lentiviral transfeksiyonlarda kullanilabilecek
yeterli konsantrasyonda plazmit elde edilmesi amaciyla, klonlanmis DNA sekanslarini
iceren plazmitler E. coli DH5-0 kompetan hiicrelerine (New England Biolabs, USA)
transformasyon yontemi ile aktarildi. Transformasyon iglemi, iiretici firmanin 6nerdigi
protokole uygun sekilde gerceklestirildi.

Steril kosullarda, 2 mL’lik tiiplere 5 pL plazmit ve 50 pL E. coli DH5-a kompetan
hiicresi eklendi. Karisim, 30 dakika boyunca buz iizerinde inkiibasyona birakildi ve
ardindan hiicrelerin membran gegirgenligini artirmak amaciyla 42 °C’de 30 saniye 1s1
soku uygulandi. Is1 sokunun ardindan tiipler tekrar 5 dakika buzda bekletildi. Hiicre

stispansiyonlarinin tizerine 300 pL LB sivi besiyeri (antibiyotiksiz) eklendi ve
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37°C’de, 180 RPM’de 60 dakika calkalanarak hiicrelerin kendini toparlamasi
saglandi.

Inkiibasyon sonrasinda hiicreler, ampisilin iceren LB agar plakalarma yayma
yontemiyle ekildi. Petri kaplari, 37 °C’de gece boyunca inkiibasyona birakilarak
antibiyotik direnci kazanan ve rekombinant plazmiti tasiyan kolonilerin olusmasi
sagland1. Inkiibasyon sonrasi tek koloni segilerek sivi LB icerisinde gece boyunca
37°C’de 221 RPM’de inkiibasyona birakild:. Inkiibasyon sonrast 500 pL LB+Plazmit
karigtmi ve 500 uL gliserol kriyojenik tiiplere koyularak -80 °C’ye kaldirildi ve

bdylece stoklar hazirlanmis oldu.

Plazmit o
-LeGO_iG O
-LeGO_iG_hIDO O
LeGO_iG_hIDO_sh80 \
-sh86 .

LeGO_mCTLA4 ‘ ‘
{

DH5& Kompetan E.coli

Sekil 30. Plazmit transformasyonu

3.2.5.2. Kiigiik 6lcekli plazmit izolasyonu (Mini-prep)

Plazmitler ticari bir mini-prep izolasyon kiti (QIAprep Spin, Qiagen, Almanya)
kullanilarak iiretici firmanin 6nerdigi sekilde izole edildi. 2 mL bakteri kiiltiirii alinip
5 dakika 15.000 x RPM’de santrifiij edilerek toplandi. Santrifiij sonrasi iistte kalan
stispanse kisim dokiildii. Hiicre peleti tizerine tampon P1 (250 pL) eklendi ve ardindan
vorteks ile karistirilarak siispanse hale gelmesi saglandi. Daha sonra tampon P2 (250
uL) eklendi ve tiip dort kere yavasca ters diiz edilerek karistirildi. Yaklasik 5 dakika
oda sicakliginda inkiibasyona birakilan 6rneklere N3 soliisyonu (350 pL) eklenerek,
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dort kez ters diiz edilerek karistirildi. Ornek tiipleri 10 dakika siireyle 15000 x RPM’de
santrifiij edildi. Lizat temizlenerek iistteki faz donme (spin) kolonuna transfer edildi
ve oda sicakliginda 1 dakika 15000 x RPM’de santrifiij edildi. Santrifiijden sonra,
toplama tiipiindeki alt faz atilarak toplama tiipii geri ¢ikartildi. 750 pL kolon yikama
soliisyon tamponu PE dénme kolonuna eklenerek oda sicakliginda 1 dakika 15.000 x
RPM’de santrifiij edildi. Siispanse kisim atilarak toplama tiipiine tekrar yerlestirildi ve
1 dakika daha santrifiij edilerek kalan yikama tamponu tamamen uzaklastirildi. D6nme
kolonu igerigi 1,5 mL yeni steril bir tiipe aktarildi, plazmit DNA’s1 50 pL tampon EB
(Eliisyon tamponu) eklendikten sonra 1 dakika 15.000 x RPM’de santrifiij yapilarak
ayristirildi. Izole edilen plazmit DNA’s1 nanodrop spektrofotometre ile dlgiilerek daha
sonra kullanilmak tizere -20°C derin dondurucuda saklandi.

3.2.5.3. Orta 6lgekli plazmit izolasyonu (Midi-Prep)

Plazmid DNA izolasyonu, midi-prep izolasyon kiti (Thermo Fisher Scientific,
Cat. No: K210004) kullanilarak {iretici firmanin 6nerdigi protokole uygun bigimde
gerceklestirildi. Izolasyon islemi i¢in antibiyotik iceren 100 mL’lik LB besiyerinde
gece boyunca 37°C’de inkiibasyona birakilan E.coli kiiltiirleri kullanildi. Ertesi giin,
hiicreler 3.000-5.000 x g hizda 10 dakika santrifiijlenerek ¢oktiiriildii ve olusan pelet
4°C’de kisa siireli saklamaya alindi1 (maksimum 24 saat). Hiicre peleti, RNaz A iceren
4 mL Resuspension Buffer (R3) ile homojen sekilde siispanse edildi. Ardindan 4 mL
Lysis Buffer (L7) eklenerek tiip birkag¢ kez yavasca ters ¢cevrilmek suretiyle karistirildi.
Bu asamada vortex kullanilmadi. Hiicre lizisi oda sicakliginda maksimum 5 dakika
stireyle gerceklestirildi. Lizatin {izerine 4 mL Precipitation Buffer (N3) eklendi ve tiip
dikkatli fakat kuvvetli bigimde karistirildi. Olusan karigim 12.000 x g hizda, 10 dakika
santrifiijlenerek hiicresel artiklar uzaklastirildi. Berrak slipernatant, PureLink™ Spin
Cartridge lizerine dikkatlice aktarildi. Kolonun yikanmasi i¢in iki kez 10 mL Wash
Buffer 1 (W1) uygulandi. Daha sonra spin, steril yeni bir 15 mL tiipe yerlestirildi ve
tizerine 5 mL Elution Buffer (E4) eklenerek DNA eliisyonu gerceklestirildi. Eliisyon
fraksiyonu 15 mL’lik Falcon tiipe alind1 ve iizerine 3,5 mL izopropanol eklenerek
DNA ¢oktiiriilmesi saglandi. Bu karisim 12.000 x g hizda, 4°C’de, 40 dakika santrifiij
edildi. Santrifiij sonrasi olusan siipernatant uzaklastirildi. Peletin yikanmasi amaciyla
tizerine 3 mL %70’lik etanol eklendi ve 13.000 x g hizda, 4°C’de, 8 dakika santrifij

edildi. Stipernatant yeniden uzaklastirildi ve tiipler 15 dakika boyunca oda sicakliginda
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acik birakilarak pelletin tamamen kurumasi saglandi. Kuruyan DNA peleti 120 uL TE
tamponunda ¢oziildii. Izole edilen plazmit DNA’nin konsantrasyonu Nanodrop
spektrofotometre ile dlciilerek daha sonra kullanilmak {izere -20°C derin dondurucuda

saklandi.

Sekil 31. Besi yeri icerisinde biiyliyen E.coli bakterileri ve kit asamlarindaki goriintiiler.
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3.2.6. Lentiviriis liretimi, titrasyonu ve konstre edilmesi
3.2.6.1. Virts iiretim agamalari

HEK293FT hiicreleri, 175 cm®lik kiiltlir flasklarinda c¢ogaltildi ve lentiviriis
iiretimi i¢in yeterli miktarda hazirlandi. Flask igerisindeki besiyeri aspire edildi ve
hiicreler 5-6 mL steril 1X PBS ile yikandi. Ardindan hiicrelerin iizerine 2 mL 1X
tripsin-EDTA ¢ozeltisi eklendi ve 37°C’de 5 dakika inkiibasyona birakild1
Tripsinizasyon sonrasinda, hiicre silispansiyonunun hacmi 15 mL’ye tamamlandi ve
hiicreler steril 15 mL’lik falcon tiiplerine aktarilip homojenize edildi. Hiicre sayimu,
hemositometre yardimiyla manuel olarak yapildi. Hesaplanan hiicre yogunluguna
gore, her bir 10 cm®lik petri kiiltiir kabina 5 x 10° hiicre olacak sekilde ekim yapildi
ve petri kiiltlir kaplarinin hacimi, DMEM tam besiyeri ile 10 mL’ye tamamlandi.
Ekilen hiicreler, %5 CO, igeren inkiibatérde, 37°C’de 16 saat inkiibasyona birakildi
(Sekil 32).

=
" Besiyeri .. \ <
. f uzaklastmlgl ‘ N ‘ > | S -
EK293FT PBS ile hicreler Tripsinile @ :
yikandi hicreler T —

kaldinldi -
Hicre sayimi
yapildi

—— . 16 saat
| inkiibeye
| birakildi

Sekil 32. HEK293FT hiicre hattinin sayilarak, petrilere ekilmesi

3.2.6.1.1. HEK293FT CaCL2 ile transfeksiyonu

Klonlanan lentiviral vektorlerin ve gerekli yardimcr paketleme plazmitlerinin
HEK293FT hiicrelerine transfeksiyonu gerceklestirildi. Her bir lentiviral vektor igin;
3,75 ug gag/pol (Addgene), 2,25 pg Rev (Addgene), 1,50 pg VSVG (Addgene),
paketleme plazmidi ve 7,5 pg klonlanmuis lentiviral vektor plazmidi (Lego-iG2, LeGO-
1G2.mCTLA4-KDEL, LeGo-iG2.hIDO ve LeGO-1G. hIDO.shCD80.shCD86 olacak
sekilde plazmit miktarlar1 belirlendi. Toplamda dort farkli lentiviral vektor ile

transfeksiyon islemi yapilacagindan, dort vektor iiretilecek sekilde master mix
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hazirlanarak her karisim icin gerekli DNA miktarlar1 ayri ayr steril eppendorf
tiiplerine dagitildi. Hazirlanan DNA karisimlarinin iizerine, her tiip i¢in son hacim 450
pL olacak sekilde steril ddH,O eklendi. Bu karisima 50 pL 1 M CacCl, ilave edilerek
cozelti tamamlandi. Es zamanli olarak, transfeksiyonda kullanilacak 2X HBS tamponu
steril 50 mL falcon tiiplerine aktarildi. Ardindan, 2 mL’lik serolojik pipet ile
olusturulan hava kabarciklar1 egliginde CaCl, iceren DNA karisimlari, damla damla
ve yavasga 2X HBS soliisyonu lizerine eklendi ve 15-20 dakika siireyle oda
sicakliginda inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon siiresi sona ermeden dnce, 10 cm?’lik
kiiltiir kaplarinda bulunan HEK293FT hiicrelerinin eski besiyerleri aspire edildi. Her
bir kiiltlir kabina, 6nceden hazirlanmis 1:1000 oraninda klorokin (25 pM) iceren ve
toplam hacmi 10 mL olacak sekilde DMEM-GlutaMAX (Thermo Fisher Scientific,
ABD) tam besiyeri yavasca petrinin kenarindan ilave edildi. Sonrasinda, CaCl,-HBS
icerisinde bulunan DNA kompleksleri, hiicrelerin iizerine damla damla eklendi ve petri
hafifce saga sola hareket ettirilerek karisimin yiizeye yayilmasi saglandi.
Transfeksiyonun ardindan hiicreler, %5 CO, igeren inkiibatérde, 37°C’de 8-10 saat
inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon siiresi sonunda, hiicre Kkiiltiirlerinden eski
besiyerleri uzaklastirildi ve tam besi yeri ile degistirildi. Hiicreler, viriis iiretiminin
devami i¢in yeniden %5 CO, igeren inkiibatorde, 37°C’de 24 saat daha inkiibasyona
birakild1 (Sekil 33).

master mix
| geg/pol-3,75ug |
lentiviral vektor plazmit
| rev-225ug 7.5ug
vsvg 1,50ug -
+
- 1 - gag/poltrevevsvgelentiviral
+ D — vektor plazmit+ddH20+CaCi2
total hacim: S00uL 2XHBSS
500uL DMEM GlutaMAX+chloroguine
1 besi yeri igerisinde 8 saat inkube edildi ve
.\ daha sonra taze DMEM-GutaMax ile
:;::;{:ﬂuzo ile 50uL CaCI2 degigtirildi

Sekil 33. HEK293FT hiicre hattinin iizerine CaCL2 yontemi ile lentiviral vektorlerin eklenmesi.
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24 Saat Virislerinin Toplanmast;

Taze tam besiyeri ile degistirildikten 24 saat sonra petrilerdeki siipernatant
yavasca 10mL siringa ile ¢gekildi. Siringa ucu steril 0,45 pm’lik filtreye aseptik olarak
takildi. 2 steril falcon igerisine iki esit hacimde siiziilen viriislii mediumlar falconun i¢
ceperinden birakilarak baloncuk yapmadan toplandi. 100 pL her bir viriisten titrasyon
icin aliquat alinarak saklandi. Hiicrelerin {izerine petri yan duvarinin en iist kismindan
yavasca 10 mL taze tam besi yeri DMEM-GlutaMAX eklendi. 5% CO2 37°C’de 16
saat daha inkiibasyona birakildi. Toplanan viriisler -80°C derin dondurucuya kaldirildi.
36 Saat Virislerinin Toplanmast;

[1k taze medium degistirildikten 36-40 saat sonra petrilerdeki siipernatant yavasca
egilip 10mL siringa ile ¢ekildi. Siringa ucu 0,45 um’lik filtreye aseptik olarak takildi
2 steril falcon igerisine iki esit hacimde siiziilen viriislii mediumlar1 falcon tiip i¢
ceperinden birakilarak baloncuk yapmadan toplandi. 100 pL her bir viriisten titrasyon

icin aliquat alinarak saklandi. Toplanan viriisler -80°C derin dondurucuya kaldirildi.

(Sekil 34).

™
| — — | —
/ b @ \~ ) —
24 saat lentivirusleri 0,45um 24 saat lentivirtsleri

Sekil 34. 24 ve 36 saat viriislerinin 0,45 pm’lik filtreden gegirilerek toplanmasi ve daha sonra
kullanim i¢in -80 dolabina kaldirilmast.

3.2.6.1.2. Viriis liretiminin degerlendirilmesi asamas1 (viriis titrasyonu)

1.giin; Uretilen lentiviral partikiillerin miktarin1 ve verimliligini degerlendirmek
amaciyla titrasyon analizi i¢in HEK293FT hiicrelerinin ekimi gergeklestirildi. 175
cm?’lik flasklarda biiyiitiilen HEK293FT hiicrelerinin besiyeri aspire edildi. Hiicreler
5-6 mL steril 1X PBS ile yikandi. Ardindan flask igerisine 2 mL 1X tripsin edta
eklendi ve hiicreler 37°C’de 5 dakika siireyle inkiibasyona birakildi. Tripsinizasyon

sonrasinda flask icerisindeki toplam hacim 15 mL’ye tamamlandi ve yiizeyden ayrilan
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hiicreler steril 15 mL’lik falcon tiiplerine aktarildi. Homojenize edilen hiicre
stispansiyonundan hiicre sayimi1 yapildi. Titrasyon i¢in her biri 24 kuyucuktan olusan
kiiltiir plaklar1 hazirlandi. Her bir gen i¢in elde edilen lentiviral siipernatantlar, 24
saatlik ve 36 saatlik liretim periyotlarina gore ayr1 ayr1 degerlendirildi. Bu dogrultuda
toplam 36 kuyu olacak sekilde planlama yapildi. Her bir kuyuya 50.000 HEK293FT
hiicresi ekildi ve kuyularin son hacmi, tam DMEM besi yeri ile 500 pL’ye tamamlandi.
Hazirlanan plaklar %5 CO, igeren inkiibatérde, 37°C’de 8-10 saat inkiibasyona
birakild1 (Sekil 35).

24 saat 36 saat 24 saat 36 saat
viriigleri viriisleri virtsleri virtisleri
1,25ul =
2,5 uL «——s &
—
SuL +—=
10uL <+ ’
l 0,501 protamin
50.000 hiicre  sulfat
500ul DMEM 50.000 hiicre
500ul DMEM

Sekil 35. Viriis titrasyonu

2.gilin; 16 saat sonra kuyulardaki medium diisiik konsantrasyonda viriis bulunan
kuyudan baslanarak aspire edildi ve kuyulara 500 pL taze tam besi yeri DMEM
eklendi. Petriler 5% CO2 37°C’de 72 saat inkiibasyona birakildi.

3. giin; virtisler eklendikten 72 saat sonra, 24 kuyulu petrilerdeki mediumlar aspire
edildi. Her bir kuyuya 50 pL 1X tripsin/EDTA eklendi. 5% CO2 37°C’ de 5 dakika
inkiibasyona birakildi. Her bir kuyuya 1% FBS’li PBS eklenerek hiicreler daha
onceden kodlanmig akan hiicre olger tliplerine dagitildi ve analiz gergeklestirildi.
Lentiviral vektor ile enfekte edilen HEK293FT hiicreleri, plazmitlerin genomunda yer
alan GFP (Green Fluorescent Protein) geni sayesinde, akan hiicre dlger ile FITC
floresan kanali {lizerinden analiz edildi. GFP ifadesi, vektoriin hiicreye basariyla
transdiikte edildigini gostermesi agisindan kantitatif bir biyobelirte¢ olarak kullanildi.
Transdiiksiyon verimliligi, FITC kanalinda saptanan GFP pozitif hiicre yilizdesi temel

alinarak degerlendirildi. GFP pozitifligi tizerinden IFU/mL (Infectious Units per
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milliliter) hesaplamasi yapildi. Her bir kuyuda toplam 50.000 hiicre bulunacak sekilde
ekim yapildi ve analiz sonucunda elde edilen GFP pozitiflik oran1 ile matematiksel
hesaplama yapildu.

IFU degeri, asagidaki formiil ile hesaplandi;

%GFP pozitif hiicre
100

IFU = ( ) x toplam hiicre sayis1 x diliisyon katsayis1

Ornek: %3 GFP pozitifligi elde edilen bir kosulda 50.000 hiicreden 1500’ii
transdiikte olmug kabul edilir. Eger bu sonu¢ 0,5 pL viriis ile elde edildiyse, IFU
degeri: 1500 x 2000 = 3.000.000 IFU/mL olarak hesaplanir.

3.2.6.1.3. Lenti konsantrator ile lentiviriislerin konstre edilmesi

Lentiviral partikiillerin yiiksek transdiiksiyon verimliligiyle kullanilabilmesi
amactyla viral slispansiyonun hacmi diistiriilerek partikiil yogunlugu artirildi. Bu islem
icin, lentivirlis konstre edici (Takara Lenti-X™ Lentiviral Concentrator) kullanildi.
Her 7 mL lentiviral slispansiyona 3 mL konsantrator ¢ozeltisi eklendi ve karisim
4°C’de bir gece boyunca inkiibasyona birakildi. inkiibasyon siiresi sonunda olusan
cokelti, 1500xg hizda, 4°C’de 45 dakika santrifiij edilerek ¢oktiiriildii. Elde edilen
viral pelet, 1 mL %35 FBS iceren PBS ile nazikce resiispanse edildi. Konsantrasyon
isleminin amaci, viral partikiil miktarini kiigiik bir hacimde toplayarak 6zellikle primer
hiicre tiplerinde daha etkili bir transdiiksiyon elde edebilmekti. Ayrica, konsantre
edilmis virlislerin aliquotlanarak -80°C'de saklanabilmeleri ve dondurma-¢ozme
dongiilerine bagli aktivite kaybi minimuma diisiiriilmesi de bu konstre ediciyi

kullanmamiz i¢in bir neden oldu (Sekil 36).

\)\  Add Lenti-X Concentrator
\\, to clarified viral supernatant
\

D * Store at -80°C
> B > « Titrate

(¥
k-  Infect targets
8 Incubate at 4°C o Centrifuge Collect pellet
for 30 min 1 at 1500 x g at 4°C and resuspend

.]’ to overnight for 45 min \ [/ in1/10to 11100

' original volume

Sekil 36. Lentiviriis konstanrator kullanimi ile hacim kiigiiltme.
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3.2.7. Primer dendritik hiicrelere terapotik genin aktarilmasi

3.2.7.1. Primer hiicrelere gen transdiiksiyonu

Elde edilen primer DH, her biri 2,5 x 10° hiicre icerecek sekilde 6 kuyulu kiiltiir
plaklarina ekildi ve daha sonra hiicre yiizeyine 16-18 saat yapismasi beklendi.
Yapigma goriintlisii morfolojik olarak incelendikten sonra hiicrelerin {izerine, daha
once konsantre edilerek titre edilmis olan lentiviral siispansiyonlar, uygun MOI
(multiplicity of infection) oraninda eklendi. Transdiiksiyon isleminin ardindan
hiicreler, %5 CO, igeren inkiibatdrde, 37°C’de, 3 giin inkiibasyona birakild1.
Inkiibasyon siiresince hiicrelerin morfolojileri mikroskobik olarak kontrol edildi.

Ucgiincii giiniin sonunda, akan hiicre &lger analizine gecilmeden once,
transdiiksiyon verimliligini degerlendirmek amaciyla GFP ifadesi floresan mikroskop
altinda incelendi. Yiizeye yapisik durumdaki hiicreler hem tripsinizasyon hem de
mekanik yontemlerle flask tabanindan nazikge kaldirildi. Transdiiksiyon verimliligi,
FITC kanalinda saptanan GFP pozitif hiicre ylizdesi temel alinarak akan hiicre 6lger
cihazinda analiz edildi.
3.2.7.2. Primer hiicrelere plate santirifiij ile gen transdiiksiyonu

Primer DH’ler elde edildikten sonra 24 kuyulu hiicre kiiltiirii kaplaria 100.000
olacak sekilde ekildi ve daha sonra lizerlerine 16-18 saat inkiibasyon beklenilmeden
MOI oranina uygun sekilde lentiviriisleri eklendi. 32 °C 1000xg 60 dakika plate rotor
ile santrifiij edildi. 3 glin sonunda hiicrelerin morfolojik goriintiileri ve GFP 1g1malar1
kontrol edildi ve daha sonra transdiiksiyon verimliligi, FITC kanalinda saptanan GFP
pozitif hiicre yiizdesi temel alinarak akan hiicre dlger cihazinda analiz edildi.
3.2.8. IDO,sitokin diizeylerinin ve T hiicre yamitlarmin dl¢iimii

pLeGO-iG2.hIDO ile transfekte Raw 264.7 hiicrelerinde IDO diizeyleri. Raw
264.7 hiicreleri 6 kuyulu kiiltiir plaklarina ekildi ve bir gece (yaklasik 18 saat) kiiltiire
edildi. Hiicreler LeGOiG.hIDO ve LeGOiG.hIDO.shCD80.shCD86 ile transfekte
edildi. Kontrol olarak transfekte edilmemis hiicreler uygunsuz plasmid (negatif
kontrol) olarak pCMV/Bgal ile kullanildi. IDO diizeyleri ELISA ile 24 saat sonra elde
edilen hiicre lizatlarinda olgildii.

Primer DH’ 24 kuyulu kiiltiir plaklarma 100.000/kuyu olarak dagitildi ve MOI 5
oraninda  trasndiiksiyon  gergeklestirildi  (pLeGO-iG2.hIDO ve pLeGO-
1G2.hIDO.sh80.sh86) ve transdiiksiyondan ii¢ giin sonra, her bir kiiltiir kuyusuna
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5pug/mL  konsantrasyonunda lipopolisakkarit (LPS) (Escherichia coli'den
lipopolisakkarit, cat no: 93572-42-0, Sigma Aldrich, ABD) ilave edilerek hiicreler
stimiile edildi. Uyarimin ardindan hiicreler, 37 °C, %5 CO, kosullarinda 2 giin
inkiibasyona birakildi Inkiibasyon siiresinin tamamlanmasindan sonra, kuyularda
bulunan hiicreler iki farkli fraksiyon halinde ayrildi. Siispansiyon halindeki hiicreler
ayr1 bir tiipte, yapisik bulunan hiicreler, steril hiicre kaziyici yardimiyla mekanik
olarak ayristirild1 ve ayr1 bir tiipte toplandi. Bdylece, siispansiyon ve yapiskan hiicre
fraksiyonlarinin her biri, bagimsiz olarak analiz edilebilecek sekilde ayirilmis oldu.
Toplanan hiicreler soguk sicak uygulamasi ile degrede edildikten sonra siringadan
gegirilerek ELISA i¢in uygun bi¢cimde hazirlandi.

IDO-1 standart 48 ng/ml standart stok soliisyonu olusturmak i¢in 120 pl standardi
(96 ng/mL) 120 pl standart seyreltici ile sulandirildi. Seyreltme yapilmadan 6nce
standart hafifce karigtirildi ve 15 dakika inkiibe edildi. Standart stok soliisyonu (48
ng/mL), 1:2 standart seyreltici ile 24 ng/mL, 12 ng/mL, 6 ng/mL ve 3 ng/mL
soliisyonlar iiretmek icin seri olarak seyreltildi ve ¢ift standart noktalar1 hazirlandi.
Standart seyreltici, sifir standart (0 ng/mL) olarak islev gordii. Standart soliisyonlarin
seyreltilmesi asagidaki gibi yapildi:
Tablo 13. IDO-1 ELISA igin standartlarin hazirlanmast

48 ng/ml Standard No.5 120 pl Original Standard + 120 pl Standard Diluent

24 ng/ml Standard No.4 120 pl Standard No.5 + 120 pl Standard Diluent

12 ng/ml Standard No.3 120 pl Standard No.4 + 120 pl Standard Diluent

6 ng/ml Standard No.2 120 pl Standard No.3 + 120 pl Standard Diluent

3 ng/ml Standard No.1 120 pl Standard No.2 + 120 pl Standard Diluent
120 ul 120 ul 120 ul 120 ul 120 ul

/—\ /—\ /—\ /—\ /\ Zero Standard

LR

Sekil 37. Standartlarin hazirlanmasi
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Hiicre kiiltiirii siispanse kisimlarina ve lizatlarina IDO diizeyinin belirlenmesi
amaciyla, lretici firma tarafindan saglanan kit protokolii dogrultusunda sandwich
ELISA yéntemi uygulandi. Olgiim islemleri baglamadan dnce, tiim reaktifler, standart
soliisyonlar ve ornekler kit talimatlarina uygun sekilde hazirlandi. Kullanimdan 6nce,
tim bilesenler oda sicakligina getirildi. Standart egrinin olusturulabilmesi i¢in
seyreltilmis standart ¢ozeltiler, standart kuyucuklarina 50 pL olacak sekilde eklendi.
Numune kuyucuklarina sirasiyla 40 pL 6rnek ve ardindan 10 pL anti-IDO antikoru
eklendi. Hem standart hem de numune kuyucuklarina 50 pL streptavidin-konjuge HRP
cozeltisi ilave edildi. Plaka, yapiskan film ile kapatild1 ve 37°C'de, 60 dakika siireyle
inkiibasyona birakildi. Inkiibasyonun ardindan yapiskan film ¢ikarildi ve plaka, her
biri en az 0,35 mL olacak sekilde, bes kez yikama tamponu ile yikandi. Her yikama
dongiisiinde tamponun kuyularda en az 30 saniye ile 1 dakika bekletilmesine 6zen
gosterildi. Yikama sonrasinda, plakanin kurutma kagidi tlizerinde ters cevrilerek
yikama sollisyonundan tamamen arindirilmasi saglandi. Ardindan, her kuyucuga
strastyla 50 pL Substrat Cozeltisi A ve 50 pL Substrat Cozeltisi B eklendi. Plaka, yeni
bir yapiskan kagitla kapatilarak 37°C’de karanlik ortamda 10 dakika inkiibe edildi.
Inkiibasyon siiresi sonunda, reaksiyonun durdurulmasi igin her kuyucuga 50 pL
durdurucu ¢ozelti (stop soliisyonu) ilave edildi. Renk degisimi (mavi — sar1)
gozlemlendi. Durdurma islemini takiben optik yogunluk (OD) degerleri, 450 nm dalga
boyuna ayarlanmis mikroplaka okuyucu (mikroplate reader) ile 10 dakika icinde
okundu. Elde edilen standart OD degerlerine karsilik gelen konsantrasyonlar
kullanilarak, logaritmik egri denklemi aracilifiyla bilinmeyen orneklerin IDO
konsantrasyonlar1 hesaplandi.

3.2.9. TolDH’lerin in vivo olarak kullanilacak miktarda tiretilmesi

Elde edilen primer DH’ler, her kuyuda 1x10° hiicre olacak sekilde 24 kuyulu
kiiltiir plaklarma ekildi. Hiicrelerin ylizeye adezyonu beklenmeksizin, dogrudan
lentiviral transdiiksiyon islemi ger¢eklestirildi. Her kuyucuga, ilgili plazmid vektorlere
karsilik gelen MOI (multiplicity of infection) oraninda viral siispansiyonlar eklendi.
Transdiiksiyonu kolaylastirmak ve viral giris verimliligini artirmak amaciyla, plaklar
32°C’de, 1000xg’de, plate rotor kullanilarak 60 dakika santrifiij edildi. Ug giin siiren
inkiibasyon siiresinin sonunda, hiicrelerin morfolojileri mikroskobik olarak

degerlendirildi ve GFP miktar1t EVOS goriintiileme sistemi kullanilarak floresan
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mikroskop altinda incelendi. Ardindan hiicreler yilizeyden kaldirildi ve akan hiicre
Olger cihazi ile transdiiksiyon verimliligi kantitatif olarak analiz edildi.
Calismada, dort farkl: lentiviral vektor kullanildi:

e LeGO-iG2 (kontrol vektor)

e LeGO-iG2-mCTLA4-KDEL

e LeGO-iG2-hIDO

e LeGO-iG.hIDO.shCD80.shCD86

Her bir lentiviral vektor i¢in birden fazla kuyu kullanilarak transdiiksiyon islemi
uygulandi ve elde edilen hiicre miktar1, in vivo uygulamalar i¢in yeterli olacak sekilde
iiretildi. GFP pozitif hiicre oranlari, akan hiicre 6lger cihazi ile belirlendi. Hiicrelerin
canlilik durumlar ise trypan blue boyama yontemi kullanilarak degerlendirildi ve
manuel hiicre sayimi gerceklestirildi. Ayrica, antijenle 6n aktivasyon olusturabilmek
amaciyla, belirli kuyulara hiicre kiiltiir ortaminda 10 pg/mL konsantrasyonunda tip II
kolajen (Collagen Type II) eklendi. Kolajen eklenen hiicreler, 12 saat inkiibasyona
birakildi. Bu uygulama, antijene spesifik tolDH’yi kiiltiirde iiretmek ve terdpatik
yaklagimda karsilastirmali analizlerin yapilabilmesi i¢in kullanildi.
3.2.10. Artritli farelere terapdtik TolDH uygulamast

TolDH’ler akan hiicre Olger ile analiz edildikten sonra hiicre sayimi
gerceklestirildi. Lego 1G2, LeGo-iG2-mCTLA4-KDEL, LeGo-iG2-hIDO, LeGO-iG.
hIDO.shCD86 ve her bir kosulun kolajen eklenmis hali triphan-blue ile sayildi ve
hayvanlara intraartikiiler olarak 20 pl igerisinde 50.000 hiicre olacak sekilde enjekte

edildi ve hayvanlara 5’erli gruplar halinde enjeksiyon yapildi.

Tablo 14. Artritli Farelere terapdtik TolDH uygulamasi

Primer DH 50.000 hiicre/ 20 ul
Primer DH + 10ug/mlKolajen 50.000 hiicre/ 20 ul
PBS 20ul

Lego_iG2 50.000 hiicre/ 20 ul
Lego_iG2+ 10ug/mlKolajen 50.000 hiicre/ 20 ul
LeGo-iG2-mCTLA4-KDEL 50.000 hiicre/ 20 ul
LeGo-iG2-mCTLA4-KDEL+ 10ug/mlKolajen 50.000 hiicre/ 20 ul
LeGo-iG2-hIDO, 50.000 hiicre/ 20 ul
LeGo-iG2-hIDO, + 10ug/ml Kolajen 50.000 hiicre/ 20 ul
LeGO-iG. hIDO.shCD86 50.000 hiicre/ 20 ul
LeGO-iG. hIDO.shCD86+ 10ug/ml Kolajen 50.000 hiicre/ 20 ul
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3.2.11. Tedavi uygulanmis farelerden alinan doku 6rneklerinde yapilan analizler

Nekropside, sag arka bacaklar RA ydniinden pozitif olarak degerlendirildi, sol
arka bacaklar ise kontrol olarak kabul edildi. Koksafemoral eklem bolgesinden
dezartikiile edilen bacaklar, derileri yiiziildiikten sonra %10’luk noétral formalin
sollisyonu i¢inde tespit edildi. Tespit islemini takiben, %14’liikk EDTA (etilendiamin
tetraasetik asit, pH 7,2) sollisyonu igerisinde kemik dokunun dekalsifikasyonu
gerceklestirildi ve dekalsifikasyon siiresince her 3 giinde bir EDTA soliisyonu
yenilendi. Dekalsifiye edilen bacaklar, artikiilasyon genu bdlgesinden yatay diizleme
dik aciyla kesilerek kasetlere alindi, rutin doku takip prosediiriinden (70°C, 80°C,
90°C, Absoliit alkol (100°) 1, Absoliit alkol (100°) 2, ksilen 1, ksilen 2, parafin 1,
parafin 2; her birinde 1’er saat) gecirilerek parafine gdmiildii. Parafin bloklardan 4 pm
kalinliginda alinan kesitler, Hematoksilen&Eozin (H&E) ile boyandi ve 1sik
mikroskobu altinda incelendi. Tibiotarsal eklem bdlgesinde; kalkaneus, talus ve sentral
tarsal kemiklere sagittal olarak almman kesit bolgelerinde sinovyal dokular ve
subsinovyal alanlarin histolojik ve histopatolojik 6zelliklerinin degerlendirilmesi igin
H&E boyama prosediirii uygulandi.

Boyama islemine gecilmeden Once, kullanilacak olan lamlar 37°C’deki etiivde
(WiseCube Digital Fuzzy Control & Digital LCD-Back Light System, WIG-50,
Daihan Scientific, Giiney Kore) bir gece boyunca inkiibe edilerek kurutuldu.
Kurutulan lamlar, lam boyama sepetine yerlestirildi ve sirasiyla Ksilol I ve Ksilol 11
soliisyonlarinda 10’ar dakika siireyle bekletildi. Bunu takiben lamlar, azalan
derisimlerdeki etanol serilerinden gegirilerek rehidratasyon islemi uygulandi. Bu
amagla, sirastyla Saf Alkol I, Saf Alkol I1, %96, %80 ve %70’lik etanol ¢ozeltilerinde
her birinde 3 dakika siireyle inkiibasyona birakildi. Rehidratasyonun ardindan lamlar
akarsuda 3 dakika siireyle yikanarak deparafinize ve rehidre edildi.

Kesitler, hematoksilen soliisyonunda (105174, Merck Millipore, MA, ABD) 10
dakika siireyle boyandi. Hematoksilen boyamasinin ardindan lamlar tekrar akarsuda 3
dakika boyunca yikandi. Ardindan, lam boyama sepeti bir kez asit alkol sollisyonuna
(100 mL %70’lik alkol + 1 mL HCI; HCI, 07102, Sigma Aldrich) daldirilip ¢ikarildi.
Diferansiasyon sonrasi kesitler, niikleer yapinin netlesmesi i¢in, amonyak soliisyonu
(100 mL distile su + 0,2 mL amonyak; 903.016, Isolab) igerisinde mavi renk olusana
dek inkiibasyona birakildi.
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Niikleer boyamay1 takiben lamlar, eozin soliisyonunda (109844, Merck Millipore)
5 dakika siireyle inkiibe edildi. Eozin boyamasinin ardindan lamlar yeniden akarsuda
yikanarak arindirildi. Kurutma isleminden 6nce, lamlar artan derisimlerdeki etanol
serilerinden gegirilerek dehidratasyon tamamlandi. Son olarak, lamlar ksilol i¢erisinde
10 dakika siireyle tutuldu ve ardindan kesitlerin iizerine entellan (1.07961, Merck,

Darmstadt, Almanya) damlatilarak lam ve lamel arasina hava kabarcig1 kalmayacak

sekilde kapatildi (Sekil 38).
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Sekil 38. Histopatalojik analizlerin asamalari
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Sinovyal dokularin histopatolojik muayenesinde, tablo 15°te belirtilen kriterler

dahilinde degerlendirmeler yapildi.

Tablo 15. Histopatoloji degerlendirme kriterleri ve skorlar.

Semptom Skor
Synovial hiperplazi Hafif-siddetli 1
Hafif-orta siddetli 2
siddetli 3
Cok siddetli 4
Pannus olusumu Hafif-giddetli 1
Hafif-orta siddetli 2
Siddetli 3
Cok siddetli 4
Synovial membranda infiltrasyonlar Hafif-siddetli 1
Hafif-orta siddetli 2
Siddetli 3
Cok siddetli 4
Neovaskiilarizasyon Hafif-siddetli 1
Hafif-orta siddetli 2
Siddetli 3
Cok siddetli 4
Kikirdak dokuda hiposeliilarite Hafif-siddetli 1
Hafif-orta siddetli 2
Siddetli 3
Cok siddetli 4
Kikirdak dokuda dejeneratif nekrotik degisiklikler ve fissiir Hafif-siddetli 1
olusumu
Hafif-orta siddetli 2
Siddetli
Cok siddetli 4

3.2.12. Istatistiksel analiz

Calismadaki tiim sonuglar ortalama + standart hata olarak verildi. Elde edilen
sonuglarin degerlendirilmesi bagimsiz 6rneklem t-test ile yapildi. Calismadaki tiim
istatistiksel analizlerde p degerinin 0,05’ten kiigiik oldugu degerler istatistiksel olarak

anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Farelerde Artrit Olusturma

Farelerde artrit olusturmak amaciyla yapilan enjeksiyonlarindan sonra
hayvanlarin penge/eklem oOlgiimleri kumpas ile diizenli araliklarla 6l¢iilmiistiir.
Enjeksiyonun yapildig1 giin 0. giin olarak belirlenmis ve ikinci enjeksiyon 14.giinde
yapilmistir. Hayvanlarin haftalik eklem olglimleri takibi yapilirken artrit modeli
olusturulmasmin hayvanlarin beden agirligi gelisimini etkileyip etkilemedigini
anlamak amaciyla her kumpas 6l¢iimii sirasinda hayvanlarin beden agirligi 6lgtimleri
de yapilmstir.

Yapilan hayvan modeli ¢aligmalar1 sonucunda, literatiirde C57BL/6 farelerinde
tavuk kolajeni ile olusturulabildigi gosterilen CIA modeli, bu tez ¢aligmasi
kapsaminda si@ir  (bovine) kolajeni kullanilarak  basariyla  indiiklenerek
olusturulmugtur. Ayrica, BALB/c farelerinde de ayni yontemle CIA modeli
olusturulmus, eklem kalinliklar1 6l¢iimleri, klinik belirtiler ve histopatoloji analizleri
ile basariyla olusturulabildigi gézlemlenmistir.

Modelleme c¢alismalari, baslangic asamasinda 11 C57BL/6 fare iizerinde
yiiriitiilmiis ve bu grupta indiiksiyon protokollerinin uygulanabilirligi test edilmistir.
Takip siirecinde eklem kalinliklar1 Olciilmiis ve elde edilen veriler Sekil 39’da
gosterilmistir. Indiiklenen eklemlerde, kontrol grubuna kiyasla ilk haftada anlaml
diizeyde bir kalinlik artis1 gozlemlenmistir. Ancak, ikinci hafta (14. giin) 6l¢iimlerinde
eklem kalinliginda bir miktar azalma meydana gelmistir. Bu bulgu, literatiirde Giiveng
ve ark. tarafindan bildirilen calismadaki sonuglarla paralellik gostermektedir. Tkinci
indiiksiyonun ardindan yapilan takiplerde ise eklem kalinli§inda diizenli ve kademeli

bir artis izlenmistir (Sekil 39).
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Sekil 39. Kontrol eklemi ve indiiklenen eklem bir hafta araliklarla kaliper yardimu ile dl¢iilmiistiir. Siyah
barlar kontrol eklemlerini-gri barlar indiiklenen eklemleri gostermektedir (n=11)

C57BL/6 farelerinde olusturulan artrit modelinde, kontrol ve indiiklenen
eklemlerin Ol¢limleri birer hafta araliklarla toplam alti kez kaliper yardimiyla
yapilmustir. Sekil 39°da yer alan grafikte, siyah barlar kontrol ekleminin 1. 6l¢limden
6. 0lclime kadar olan ortalama kalinlik degerlerini; gri barlar ise indiiklenen eklemin
ayni zaman dilimindeki ortalama degerlerini gostermektedir. {1k dlgiimde, kontrol ve
indiiklenen eklemler arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmazken; ikinci
olgtimden itibaren iki grup arasinda anlamli farklar gézlemlenmistir. Grafikte yer alan
* sembolleri, yapilan istatistiksel analizler sonucunda elde edilen anlamlilik
diizeylerini temsil etmektedir.

C57BL/6 farelerinde olusturulan artrit modelinde, kontrol eklemi ve indiiklenen
eklem caplar1 kaliper yardimiyla haftalik araliklarla toplam alt1 kez 6l¢iilmiistiir. Sekil
40’ta her bir fareyi temsil eden bireysel semboller (yuvarlak, kare, liggen) yer almakta
olup, bu sayede hayvanlar arasi bireysel farkliliklar da degerlendirilmistir. Kontrol ve
artrit indiiklenen eklemler arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit edilmistir

(p <0.0001).
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Sekil 40. Kontrol eklemi ve indiiklenen eklem bir hafta araliklarla kaliper yardimu ile 6l¢iilmiistiir.

Kaliper oOlciimleri sonucunda elde edilen verilerin ortalamalar1 grafikte
sunulmustur (Sekil 41). Kontrol ve indiiklenen eklem gruplari karsilastirildiginda, iki
grup arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark oldugu belirlenmistir (p < 0.0001).
Bu fark, artrit indiiksiyonunun eklem kalinlig1 tizerinde belirgin bir etki olusturdugunu

gostermektedir.
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Sekil 41. Kontrol grubu eklemi ve artrit modeli indiiklenen eklemin kaliper ile 6lgiilmesi.
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Farelerde artrit modeli olusturulmasina yonelik beden agirligi takibi, ilk
enjeksiyon giiniinden itibaren baglatilmistir. Sekil 42°de yer alan grafikte x ekseni
haftalik zaman dilimlerini gdstermektedir. 1. hafta, enjeksiyondan bir hafta dncesine;
2. hafta (0. giin) ise ilk enjeksiyonun uygulandigi giine karsilik gelmektedir. 4. hafta
(14. giin) ikinci enjeksiyonun yapildigi zamani ifade etmektedir. Eklem kaliper
Olciimleri sirasiyla 5. hafta (21. gilin), 6. hafta (28. giin) ve 7. hafta (35. giin)
gergeklestirilmistir. Her bir zaman noktasinda farelerin viicut agirliklar1 kayit altina
alinmistir. Grafik, yapilan enjeksiyonlarin ve artrit modellemesinin farelerin viicut

agirhigr degisimi lizerindeki etkilerini gostermektedir (Seki42).
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Sekil 42. Farelerin Beden Agirligi Takip Grafigi

Sekil 43’te, CIA modeli olusturulmus fare 6rnekleri yer almaktadir. Sag arka
bacaga Tip II kolajen ve CFA enjeksiyonu yapilarak artrit indiiklenmis, sol arka bacak
ise enjeksiyon uygulanmadan saglikli kontrol olarak birakilmistir. Artrit indiiklenen
bacakta eklemde belirgin sislik, kizariklik ve deformasyon gibi inflamatuvar artritin

karakteristik belirtileri gdzlemlenmistir.
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Kontrol

Sekil 43. CIA modeli olusturulmus farelerin gorselleri

Balb/c 1rki farelerde CIA modeli olusturma;

Balb/c farelerinde olusturulan CIA modelinde, kontrol ve indiiklenen eklemlerin
kalinlik Sl¢timleri kaliper yardimiyla haftalik araliklarla toplam alti kez yapilmustir.
Sekil 44’te siyah barlar, kontrol ekleminin 1. 6l¢iimden 6. dl¢lime kadar olan ortalama
kalinlik degerlerini; gri barlar ise ayn1 zaman diliminde indiiklenen eklemin ortalama
degerlerini gostermektedir. i1k Slciimde iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamh
bir fark gozlemlenmezken, ikinci dl¢limden itibaren kontrol ve indiiklenen eklemler
arasinda anlamli farkliliklar olusmustur. Grafikte yer alan * sembolleri, yapilan

istatistiksel analizler sonucunda anlamlilik diizeylerini ifade etmektedir.

75



wxex a0 0001
I 1

w%a%  <0,0001 -KONTROLEKLEMLERi
1 1
5= *EE 0 0001
v et 0e0.0001 ' INDUKLENEN EKLEMLER
**RT 50,0001
T 1 ] [1T
E [
o 3
-
: ns
= '
X 2- L
Q
=
w

—
L

012345 0123 45 HAFTA

Sekil 44. Kontrol eklemi ve indiiklenen eklem bir hafta araliklarla kaliper yardimu ile 6l¢iilmiistiir.
Siyah barlar kontrol eklemlerini-gri barlar indiiklenen eklemleri gdstermektedir.

Balb/c farelerinde olusturulan artrit modelinde, kontrol eklemi ve indiiklenen
eklem c¢aplari kaliper yardimiyla haftalik araliklarla toplam alt1 kez 6l¢iilmiistiir. Sekil
45°te her bir fareyi temsil eden bireysel semboller (yuvarlak, kare, liggen) yer almakta

olup, bu sayede hayvanlar arasi bireysel farkliliklar da degerlendirilmistir.
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Sekil 45. Kontrol eklemi ve indiiklenen eklem bir hafta araliklarla kaliper yardim ile dlgiilmesi.

Kaliper ol¢iimleri sonucunda elde edilen ortalama degerler grafikte sunulmustur
(Sekil 46). Kontrol ve artrit indiiklenen eklemler arasinda istatistiksel olarak anlamli
bir fark tespit edilmistir (p < 0.0001). Bu fark, artrit modelinin eklem kalinlig

tizerindeki etkisini acik sekilde ortaya koymaktadir.
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Sekil 46. Kontrol grubu eklemi ve artrit modeli indiiklenen eklemin kaliper ile 6l¢tilmesi.

Artrit modeli olusturulan farelerin beden agirlig: takibi, ilk enjeksiyonun yapildigi
giinden itibaren baslatilmistir. Sekil 47°de yer alan grafikte x ekseni haftalik
zamanlamay1 gostermektedir. 1. hafta, enjeksiyondan bir hafta dncesini; 2. hafta (0.
giin) ilk enjeksiyonun yapildigi zamani; 4. hafta (14. giin) ise ikinci enjeksiyonun
uygulandig1 zamani ifade etmektedir. Eklem kaliper 6l¢limleri 5. hafta (21. giin), 6.
hafta (28. giin) ve 7. hafta (35. giin) gerceklestirilmistir. Her bir zaman noktasinda
farelerin viicut agirliklar1 kaydedilerek takip edilmistir. Grafik, artrit modellemesinin

ve enjeksiyonlarin beden agirligi tizerindeki etkilerini yansitmaktadir.
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Sekil 47. Farelerin Beden Agirligi Takip Grafigi
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Sekil 48’de ise farelerin beden agirliklar1 dot plot formatinda bireysel olarak
sunulmustur. Deneyde ¢ok sayida hayvan kullanildigi i¢in, fareler arasi bireysel beden
agirhigr degisimlerini daha net bir sekilde gosterebilmek amaciyla bu grafik ayrica

eklenmistir.
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Sekil 48. Farelerin bireysel beden agirlig1 grafigi.

Sekil 49°da CIA modeli uygulanmis fareler goriilmektedir. Sag arka bacaga Tip 11
kolajen ve CFA enjeksiyonu yapilarak artrit indiiklenmis, sol arka bacak ise enjeksiyon
uygulanmadan saglikli kontrol olarak birakilmistir. Artrit olusturulan bacakta eklem
sisligi, kizariklik ve deformasyon gibi inflamatuar artritin karakteristik belirtileri

gbzlemlenmistir.
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Sekil 49. CIA modeli olugturulmus farelerin gorselleri.

4.2. Primer Dendritik Hiicre ve Diger Hiicre Hatlarimin Kiiltiirii

Primer dendritik hiicreler (DH) elde edildikten sonra, DH tanimlayici yiizey
belirteci olan CD11c¢ monoklonal antikoru ile isaretlenmis ve hiicreler akan hiicre
analiz sistemi (flow cytometry) ile degerlendirilmistir. CD11c hem in vitro hem de in
vivo kosullarda fare dendritik hiicrelerini tanimlamak i¢in yaygin olarak kullanilan bir

belirtectir (Singh-Jasuja ve ark., 2013).
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Akan hiicre 6l¢er analizinde ilk olarak tek tek diigsen hiicrelerin igerisinden, ileri
sacilma grafigi (Forward scatter) ile hiicrelerin yaklasik biiyiikliigii, yana sagilma
grafigi (Side scatter) ile hiicrelerin yaklasik graniilaritesi belirlenmis ve popiilasyon
kapilanarak bu hiicre grubu P1 olarak adlandirilmistir. Ardindan, P1 kapisi igerisinden
dendritik hiicrelerin yer aldig1 bolge secilerek P2 kapist olusturulmustur. P2 kapisinda,
FITC ile konjuge edilmig CD11c antikorunun 1simasi degerlendirilmis ve bu sayede
dendritik hiicre orani belirlenmistir. Otofloresan (auto-fluorescence; AF) sinyalinin
tespiti amaciyla, ilk olarak CD11c ile igsaretlenmemis hiicreler analiz edilmis ve FITC
kanalinda temel 1s1ma diizeyi kapilanmistir. Sonrasinda hem BALB/c hem de
C57BL/6 farelerinden elde edilen DH'ler ayr1 ayr1 analiz edilmistir.

CDl11c antikoru FITC-A konjugasyonu ile isaretlendiginden, DH’lerin yiizdesel
analizi P4 kapisi lizerinden gergeklestirilmistir. AF diizeyini belirlemek amaciyla
CDll1c ile isaretlenmemis kontrol tiipiinde yapilan analizde, P4 kapisindaki FITC
pozitif hiicre oram1 %2,7 olarak goriilmiistiir (Sekil 50-A). Buna karsilik, CDl11c ile
boyanmis 6rnekte P4 kapisinda %69,0 oraninda FITC pozitiflik saptanmistir. (Sekil
50-B) Bu veriler dogrultusunda, elde edilen hiicre populasyonunun yaklasik %66’sinin

primer DH’lerden olustugu goriilmiistiir.
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Sekil 50. Balb/c farelerinden elde edilen primer DH’lerin akar hiicre 6lger ile isaretlenmesi ve
kapilama stratejisi.
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CDl11c antikoru FITC-A ile konjuge oldugundan, hiicre yiizdesi analizi P4 kapis1
tizerinden gergeklestirilmistir. AF diizeyini belirlemek amaciyla, CDllc ile
isaretlenmemis kontrol tiiptinde yapilan analizde P4 kapisindaki FITC pozitif hiicre
orani %1,1 olarak goriilmiistiir (Sekil 51-A). Buna karsilik, CD11c ile boyanmis
ornekte P4 kapisinda %69,5 oraninda FITC pozitiflik saptanmistir (Sekil 51-B). Bu
veriler dogrultusunda, elde edilen hiicre popiilasyonunun yaklasik %68’ inin primer

DH’lerden olustugu belirlenmistir.
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Sekil 51. C57BL/6 farelerinden elde edilen primer DH’lerin akar hiicre dlger ile igsaretlenmesi ve
kapilama stratejisi.
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Elde edilen primer DH’lerin morfolojik goriintiileri;

EVOS goriintiileme sistemi kullanilarak BALB-c farelerden elde edilen primer
hiicrelere ait mikroskobik goriintiiler Sekil 52°de sunulmustur. Sekil 52A’da 4X
biiylitmede ¢ekilen goriintiide, hiicre popiilasyonunun genel goriiniimii, yogunlugu ve
dagilimi gosterilmistir. Sekil 52B ve Sekil 52D’de 20X biiyiitme ile hiicre morfolojisi
ve hiicreler arasi etkilesimler daha ayrintili sekilde incelenmistir. Sekil 52C’de ise 40X

biiylitme ile hiicrelerin sitoplazmik uzantilar1 ve hiicre i¢i detaylari daha net sekilde

gbzlemlenmistir.

Sekil 52. BALB-c farelerinden elde edilen DH’lerin mikroskop ile goriintiilenmesi (A x4 biiyiitme, B
ve D x20 biiyiitme, C x40 biiylitme).

EVOS goriintiileme sistemi kullanilarak C57BL/6 farelerden elde edilen primer
hiicrelere ait mikroskobik goriintiiler Sekil 53’te sunulmustur. Sekil 53A’da 4X
biiylitme ile hiicre popiilasyonunun genel goriiniimii, yogunlugu ve kiiltiir yiizeyine
dagilimi gosterilmistir. Sekil 53B ve Sekil 53 D’de 20X biiyiitme ile hiicre morfolojisi
ve hiicreler arasi etkilesimler daha ayrintili sekilde incelenmistir. Sekil 53C’de ise 40X
biiylitmede hiicrelerin sitoplazmik uzantilar1 ve yapisal detaylart net bigcimde

gbzlemlenmistir.
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Sekil 53. C57BL/6 farelerinden elde edilen DH’lerin mikroskop ile goriintiilenmesi (A x4 biiyiitme, B
ve D x20 biiyiitme, C x40 biiylitme).

4.3. 4°,6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) Boyama

Elde edilen primer DH’lerin 4’,6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) Boyama
goriintiileri;
EVOS goriintiileme sistemi kullanilarak yapilan DAPI ve Phalloidin boyamalar1
sonucunda elde edilen hiicresel goriintiiler Sekil 54 ve 55°te sunulmustur. Sekil 54A
ve 55A’da hiicrelerin genel morfolojisi gosterilmistir. Sekil 54B ve Sekil 55B’de
DAPI boyast (mavi) ile hiicre ¢ekirdekleri belirginlestirilmistir. Sekil 54C ve Sekil
55C’de Phalloidin boyasi (yesil), hiicre iskeletinin 6nemli bir bileseni olan aktin
filamentlerini gorsellestirmektedir. Sekil 54D ve Sekil 55D de ise bu iki boyamanin
birlestirilmis hali verilmis olup, aktin filamentleri ile ¢ekirdeklerin hiicre igerisindeki

lokalizasyonlar1 net bir sekilde gézlemlenmistir.
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Sekil 54. C57BL/6 farelerinden elde edilen primer DH’lerin DAPI boyamas1 mikroskop goriintiileri (x40
biiyiitme).

Sekil 55. BALB/c farelerinden elde edilen primer DH’lerin DAPI boyamasi mikroskop goriintiileri (x20
biiyiitme).
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4.4. Diff Quik Boyama

EVOS goriintiileme sistemi kullanilarak elde edilen floresan mikroskop
gorintiileri Sekil 56’da sunulmustur. Sekil 56 A-56C-56E’de primer dendritik hiicreler
(DH’ler), 56B-56D-57F’de primer makrofajlar goriintiilenmistir. Goriintiiler, hiicre

morfolojisi ve hiicresel yapilarinin detayli analizi amaciyla farkli biiyiitme

seviyelerinde kaydedilmistir.
A

Sekil 56. Primer DH’lerin (A-C-E) ve primer makrofajlarin (B-D-E) Diff Quik boyama mikroskop
goriintiileri. (A-B x4 bilyiitme- C-D-E-F x20 biiyiitme)
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4.5. HEK293 FT Hiicrelerinin Uretilmesi

Canlandirilan HEK293FT hiicrelerinden elde edilen siispansiyonlar mikoplazma
analizi i¢in toplanmistir. Mikoplazma testi, hiicre kiiltiirlerinde mikoplazma tiirlerinin
varligini tespit etmek amactyla yapilmis olup, hiicre kiiltiirii giivenligi agisindan kritik
bir adimdir. Mikoplazmalar, hiicre duvart icermeyen ve hiicre kiiltlirlerinde
kontaminasyona yol acabilen kiiciik bakterilerdir. Bu organizmalar hiicre biiyiimesi,
metabolizma ve genetik stabilite Tlizerinde olumsuz etkiler olusturabilmekte,
dolayisiyla deneysel sonuclarin giivenilirligini riske atabilmektedir.

Bu nedenle, HEK293FT hiicre hattinin kullanilmasindan 6nce mikoplazma
kontaminasyonu yoniinden taranmasi gerekli goriilmiis ve analiz bu dogrultuda
gerceklestirilmistir.  Yapilan mikoplazma testi sonucunda, HEK293FT hiicre
kiiltiirlerinde herhangi bir Mycoplasma kontaminasyonuna rastlanmamistir. Bu
dogrultuda, lentiviral partikiil iiretiminde kullanilacak hiicrelerin yeterli sayiya
ulagabilmesi amaciyla kiiltiirler diizenli araliklarla pasajlanarak cogaltilmistir.

4.6. Hazirlanan Vektorlerin Haritalar

Materyal ve Metot boliimiinde kullanilan vektorlere iliskin semalar ilgili
sekillerde sunulmustur. Sekil 18’de tez c¢alismasinda kullanilan LeGO-
1G.hIDO.shCD80.shCD86 vektdriiniin dizayni, Sekil 20°de kontrol vektdriimiiz olan
LeGO-iG2’nin detayli sematik gosterimi, Sekil 57°de ise pLeGO-iG2 vektoriinde

mCTLA4 ve hIDO genlerinin klonlama bdolgelerine ait ayrintih dizisi yer almaktadir.
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Sekil 57. pLeGo-iG2 vektorinde mCTLA4 ve hIDO klonlama bdlgesinin ayrintili dizisi.

4.7. Plazmit Transformasonu ve Prep izolasyonu

4.7.1. DH5& kompetan hiicrelere transformasyon

Her bir plazmit dizayni i¢in ayr1 ayr1 hazirlanan petri kaplarina transformasyon
sonrast ekim yapilmigtir. Ekim sonrasinda olusan koloniler tek tek incelenmistir (Sekil
58). Plazmit transformasyonunu takiben, genetik homojenligi saglamak ve olasi
kontaminasyonlar1 dnlemek amaciyla tek koloni izolasyonu yapilmistir. Ekim yapilan
petri kaplarindaki besiyeri ortamima Ampisilin antibiyotigi eklenmistir. Bu sayede,
sadece ilgili plazmit dizayninda bulunan antibiyotik diren¢ genini tasiyan bakterilerin

koloni olusturmasi beklenmistir.
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LeGO-iG.hiDO LeGO-iG.hDO.shCD86.shCDED

LeGO-iG2.mCTLA4-KDEL Lego-iG2

Sekil 58. Transformasyon sonrasi petri koloni goriintiileri.
4.7.2. Midi-Prep izolasyonu

Ekimden sonra olusan bakteriyel koloniler tek tek incelenmis ve her plazmit
dizaynina ait kolonilerden birer tane segilerek, LB (Luria-Bertani) siv1 besiyeri iceren
erlenmeyerlere aktarilmistir. Erlenmeyerler 37°C sicaklikta ve 221 rpm ¢alkalama
hizinda bir gece boyunca inkiibasyona birakilmistir. Bu islem, transformasyon sonrast
bakteri hiicrelerinin hedef plazmiti ¢ogaltarak yeterli hiicre yogunluguna ulasmasi

amaciyla gerceklestirilmistir.
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Elde edilen plazmitlerin konsantrasyonlari,Qiagen-Maestro marka NanoDrop
spektrofotometresi kullamlarak dl¢iilmiistiir. Olgiimler sonucunda, her bir drnekte
mikrolitre bagma diisen plazmit DNA miktar1 nanogram (ng/uL) cinsinden
hesaplanmistir (Tablo 16 ve 17). Bu islem, elde edilen plazmitlerin sonraki asamalarda

kullanilabilirligini degerlendirmek amaciyla gerceklestirilmistir.

Tablo 16. Plazmitlerin konstrasyonlari.

Lego iG2 2307,61 ng/ul
LeGo-iG2-mCTLA4-KDEL 1797 ng/ul

LeGo-iG2-hIDO 2002,61 ug/ul
LeGO-iG.hIDO.shCD86.shCD80 1810,58 ng/ul

Tablo 17. Paketleme plazmitlerinin konstrasyonlari.

Rev 1647,1 ng/ul
VSV-G 1593,7 ng/ul
Gag/Pol 1713,97 ng/ul

4.8. HEK293 FT Hiicreleri ile Lentiviriis Transdiiksiyonu Etkinligi Belirlenmesi
ve Primer Dendritik Hiicrelere Terapotik Genin Aktarilmasi

Lentiviral partikiillerin iiretiminin ardindan, mililitre basina diigen viriis miktarinin
belirlenmesi gerekmektedir. Ciinkii primer hiicrelere transdiiksiyon islemi yapilirken,
MOI (Multiplicity of Infection) degerine goére yapilmasi planlanmistir. Bu nedenle,
oncelikle HEK293FT hiicrelerine lentiviral slipernatantlarin transdiiksiyonu yapilarak
mililitredeki viriis partikiil sayisi, akan hiicre analiz sistemi (flow cytometry)
kullanilarak belirlenmistir.

Sekil 59°da HEK293FT hiicreleri ile gerceklestirilen lentiviral transdiiksiyonun
akan hiicre analiz sonuglari sunulmustur. (A) panelinde, negatif kontrol olarak
kullanilan ve herhangi bir GFP i¢germeyen HEK293FT hiicrelerinin analiz sonucu
gosterilmektedir. P4 kapisinda FITC kanalinda 1s51ma gézlemlenmemistir; bu durum
hiicrelerin GFP tagimadigini gostermektedir. (B) panelinde, HEK293FT hiicrelerine
10 pL Lego iG plazmidi kullanilarak iiretilen lentiviriisler ile yapilan transdiiksiyon
sonrasindaki GFP pozitif hiicrelerin FITC kanalindaki 1simast gosterilmistir. (C)

paneli ise ayni transdiiksiyonun farkli bir deneysel tekrari olup, benzer sekilde GFP
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1stmasinin P4 kapisinda yogunlastigi gézlemlenmistir. Bu sonuglar, iiretilen lentiviral

partikiillerin hedef hiicrelere basariyla entegre oldugunu dogrulamaktadir.
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Sekil 59. HEK293 FT Hiicre Hatlarina Terapotik Genin Aktarilmasindan sonra akan hiicre olger
analizleri kapilama stratejisi (A-B-C) ve morfolojik goriintiisii (D-1.x20 biiyiitme, D-2. X40 biiyiitme)

Her bir kuyuya yontemler kisminda anlatildigi sekilde 10/5/2,5/1,25/0,625 ul
titreler halinde lentiviriisler eklenmistir ve akan hiicre Olger cihazinda FITC
pozitifliklerinin yiizdeleri alinarak excel’de hesaplama yapilarak ML igerisinde
bulunan virlis partikiilii miktar1 hesaplanmistir. Elde edilen viriis partikiillerinin

ylizdeleri Sekil 60’ta gosterilmistir.
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Sekil 60. HEK293FT hiicrelerine farkli dozlarda lentiviral vektorlerin transdiiksiyon verimliligi.

Terapotik gen aktariminda MOI orani esas alindigindan, hiicre basina diisen viral
partikiil miktarina gdre hesaplanan MOI degerleriyle transdiiksiyon uygulamalari
gergeklestirilmistir. Ancak deneylerde, hedef hiicrelerin iizerine yiiksek hacimlerde
viriis igeren siispansiyon uygulanmasi sonucu, hiicre canliliginda ciddi azalmalar
gbzlenmis ve transdiiksiyon etkinligi anlamli diizeyde diigmiistiir. Bu nedenle, primer
DH sayilarak petri kaplarina ekilmis ve ardindan MOI:3 olacak sekilde, hem Protamin
Siilfat (PS) varliginda transdiiksiyon islemleri gergeklestirilmistir. Viriisle temas stiresi
boyunca hiicreler 37°C, %5 CO, iceren inkiibatérde 3 giin boyunca inkiibasyona
birakilmigtir.  Inkiibasyon siiresi sonunda, hiicrelerin morfolojik durumlart
mikroskobik olarak degerlendirilmis ve hiicrelerin kiiltiir yiizeyinden ayrildigi ve
yapisal biitlinliiklerini  kaybettikleri gozlenmistir (Sekil 61). Bu bulgular,
transdiiksiyon basarisinin oldukga diisiik oldugunu ve hiicrelerin yiiksek viral yiikten
olumsuz etkilendigini ortaya koymustur. A gorseli primer DH’lerin morfolojik
gorilintiistinii B gorseli transdiikte olan hiicrelerin GFP 1s1masin1 gdstermektedir (Sekil

61).
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Sekil 61. DH’lere lenti viriis transdiiksiyonu sonrasi morfolojik goriintii analizi. (A-B x4 biiyiitme/
C-D-E-F x20 biiyiitme)

Sekil 62’da transdiiksiyon sonrast GFP ekspresyonu, FITC kanalinda yapilan
analizle degerlendirildi. Plazmitler ile transdiikte olan hiicrelerin analizi i¢in ilk olarak
P1 ve P2 kapilar ile tekil ve canli hiicre popiilasyonlar1 secildi. Ancak P2 kapisinda,
morfolojik bitiinliigiinii kaybetmis ve apoptotik/nekrotik hiicrelerin yogunlugu
gorilmiistiir, bu durum MOI uygunlugu i¢in yiiksek miktarda virsii partikiilii iceren
sollisyonun hiicrelerin iizerine eklenmesine bagli sitotoksisite ile iliskilendirilmistir.

Transdiiksiyon verimliligi P3 kapisinda histogram analiz ile, P4 kapisinda ise
FITC pozitif hiicrelerin yiizdesi ilizerinden degerlendirilmistir. P4 kapisinda GFP

pozitif hiicre oram1 %4,7 olarak goriilmiistiir. Bu oran, hedeflenen transdiiksiyon
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verimliliginin olduk¢a altinda oldugundan, yontemin altarnetifleri denenmeye
baslanmustir.

Literatiir arastirmalarimiz sonucunda, lentiviral partikiillerin transdiiksiyon
verimliligini artirmak amaciyla viral slipernatantlarin konsantrasyonunun onerildigi
tespit edilmistir. Lenti-X Konsantratorii, lentiviral siipernatantlarin  hacmini
azaltilmistir. MOI:3, MOIL:5, MOI10 olacak sekilde hem Protomin siilfat (PS)

varliginda hem de PS yoklugunda transdiiksiyon islemi gerceklestirilmistir.

Tek tek dugen hicreler

FSC-H

Sekil 62. DH transdiiksiyonu akan hiicre dlger analizleri kapilama stratejisi.
Farkli MOI oranlarinda transdiiksiyon uygulanan primer DH’lerin morfolojik

gorliniimleri Sekil 63—68’de sunulmustur. Her bir gorsel, belirli bir MOI oraninda

gergeklestirilen hiicre transdiiksiyonunu temsil etmektedir. Ayrica Sekil 65, 67 ve

68’de PS varliginda elde edilen hiicre transdiiksiyon goriintiileri gosterilmektedir.

95



Sekil 63. Primer DH’lerin GFP 151mas1 (x4 biiyiitme)

Sekil 64. Primer DH’lerin MOI:3 oraninda transdiiksiyonu -PS GFP 1simasi (x4 biiyiitme)

Sekil 65. Primer DH’lerin MOI:3 oraninda transdiiksiyonu +PS GFP 1s1mas1 (x4 biiylitme)
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Sekil 66. Primer DH’lerin MOI:5 oraninda transdiiksiyonu -PS GFP 1s1masi (x4 biiyiitme)

Sekil 67. Primer DH’lerin MOI:5 oraninda transdiiksiyonu +PS GFP 1s1masi1 (x4 biiylitme)

Sekil 68. Primer DH’lerin MOI:10 oraninda transdiiksiyonu +PS GFP 1s1masi (x4 biiyiitme)

Plazmitler GFP icerdiklerinden dolay1 ve GFP FITC kanalinda 1s1ma verdiginden
P4 kapisindaki yilizdeler analiz edildi. AF olarak (auto-floresan) transdiiksiyon
icermeyen hiicrelerin analizinde (A) P4 kapisinda ytizde deger 1,9 olarak analiz edildi

(Sekil 69).

97



FSC-H

P1

e 1 ada .
STTTTTTTT T YT T i TTIT T TT[TTTT TITIT T rTT Y

100 150
FSC-A

Oy a1} <0
6 1,000 FSC-A

LU R L SR
o 102 0d 3 105

FITC-A

Sekil 69. Transdiiksiyon icermeyen hiicrelerin (oto-floresan) kapilama stratejisi.

Yapilan morfolojik degerlendirmeler sonucunda, farkli MOI degerleri (MOI:3,
MOI:5 ve MOI:10) ile uygulanan lentiviral transdiiksiyon denemeleri kapsaminda,
hiicrelerin canlilifi, yapigsma kapasitesi ve morfolojik biitiinliikleri dikkatle
incelenmigstir. Elde edilen veriler dogrultusunda, PS ilavesinin, viral partikiillerin
hiicre zarina daha etkin baglanmasini sagladigi i¢in transdiiksiyon verimliligini artirict
etkide bulundugunu gostermistir. Ozellikle MOI:5 + PS kosulunda, hiicre
morfolojisinin korunabildigi (Sekil 63-68) kiiltiir tabanina adezyonun siirdiigii ve GFP
pozitifliginde artis gozlemlendigi belirlenmistir. Akan hiicre analizi sonucuda bu

gozlemimizi dogrulamistir. (Sekil 70-71)
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Sekil 70. DH transdiiksiyon akan hiicre dlger analizleri.
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Primer DH genetik olarak modifiye edilmesi amaciyla, LeGO-iG2 lentiviral
vektorleri  kullanilarak farkli MOI oranlarinda transdiiksiyon uygulamalari
gerceklestirilmistir. Deneysel protokol kapsaminda hem PS iceren hem de PS
icermeyen kosullar degerlendirilmis; transdiiksiyon verimliliginin artirilmasi amaciyla
plate santriflij yontemi kullanilmistir. Bu yontem, viral partikiillerin hiicre yiizeyine
daha etkin temas etmesini saglamakta ve 6zellikle primer hiicreler gibi transdiiksiyon
zorlugu yiiksek hiicre popiilasyonlarinda basarili sonuglar vermektedir.

Yapilan optimizasyon ¢alismalar1 sonucunda hem hiicre canlilifini koruyan hem
de transdiiksiyon verimliligini artiran en uygun kosulun MOIL:5 oraninda ve PS
varliginda gerceklestirilen transdiiksiyon oldugu belirlenmistir. Plate santrifiij
esliginde yiiriitiilen bu protokol ile, GFP pozitiflik oranlar1 ve morfolojik biitiinliik
birlikte degerlendirilerek en verimli transdiiksiyon parametresi secilmistir.

Elde edilen bu sonuglar dogrultusunda, CIA modeli olusturulan hayvanlara
uygulanacak olan tolDH {iretim siirecinde, MOI:5 + PS + plate santrifiij kosullarinda
transdiikte edilen hiicreler kullanilarak tolDH iiretiminin gerceklestirilmesine karar

verilmisgtir.

100



60 - LeGo-iG2

Transdiiksion verimliligi%
w
$ $

»
e

10+

(=]

L) L} 1 L 1 L) Ll
DH DH+PS MOI3 MOI3PS MOI5 MOISPS MOI10PS

Sekil 71. DH transdiiksiyon yiizde ekspresyonu. Farkli MOI oranlarinda ve PS varligi/yoklugunda,
plate santrifiij ile yapilan transdiiksiyon sonras1 GFP pozitif hiicre yiizdeleri. En yiiksek verimlilik
MOIL:5 + PS kosulunda elde edilmistir.

Primer DH MOI:5 oraninda transdiiksiyon uygulanmasina karar verilmesinin
ardindan, ayni kosullar altinda LeGO-iG2-mCTLA4-KDEL lentiviral vektoriinden
iiretilen lentivirisler ile de transdiiksiyon islemi gergeklestirilmistir. Boylece, deneyde
kullanilan farkli lentiviral konstraktlarin tamaminin, ayni MOI oraninda, PS varliginda
ve plate santrifiij yontemi ile transdiiksiyon basaris1 sagladigi gosterilmistir. LeGO-
1G2-mCTLA4-KDEL vektoriiyle transdiikte edilen hiicrelerde %40,6 oraninda GFP
pozitiflik elde edilirken, LeGO-1G2 vektorii ile transdiikte edilen hiicrelerde ise PS
varliginda 9%39,8 oraninda pozitiflik tespit edilmistir (Sekil 72).

Elde edilen bu veriler, plate santrifiij destekli ve PS igeren transdiiksiyon
protokoliiniin, transdiiksiyon verimliligini anlamli diizeyde artirdigimi ve hedef
hiicrelerin bagarili bir sekilde genetik olarak modifiye edilebildigini ortaya
koymaktadir. Optimizasyon g¢alismalarinin tamamlanmasinin ardindan, bu protokol
esas alinarak tiretilen terapotik dendritik hiicreler, hayvan deneylerinde kullaniimak

iizere hazirlanmistir.
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Sekil 72. DH transdiiksiyon akan hiicre dlger analizFlow sitometri analizinde kullamilan kapilama

stratejisi (solda) ve farkli kosullarda LeGO-1G2 ve LeGO-iG2-mCTLA4-KDEL lentiviral vektorleri ile
transdiikte edilen dendritik hiicrelerin FITC kanalinda degerlendirilmesi.

4.9. IDO, Sitokin Diizeylerinin Ol¢iimii

Insan IDO Geninin RAW 264.7 Hiicrelerine Transfeksiyonu ve ELISA ile
Fonksiyonel Dogrulama i¢in lentiviral paketleme siirecine gegilmeden Once, insan
IDO (indoleamine 2,3-dioxygenase) geninin ekspresyonunun dogrulanmasi amaciyla,
genin tastyicist  olan lentiviral plazmit sistemlerinden LeGO.iG.hIDO ve
LeGO.1G.hIDO.shCD80.shCD86 yapilarina sahip plazmitler kullanilarak RAW 264.7
makrofaj hiicre hattina lipofeksiyon aracili gen transferi gerceklestirilmistir.
Transfeksiyon islemi i¢in, kontrol grubu olarak uygunsuz plazmit iceren ve hIDO geni
tasimayan pCMV/B-gal vektorii kullamilmistir. Ayrica, negatif kontrol grubunu

olusturmak flizere transfekte edilmemis RAW 264.7 hiicreleri de degerlendirmeye

102



alinmistir. Transfeksiyonun ardindan hiicre kiiltlirii lizatlarinda insan IDO protein
diizeylerini kantitatif olarak belirlemek amaciyla ticari olarak temin edilen bir hIDO
ELISA kiti kullanilmistir.  Yapilan analiz sonucunda, LeGO.iG.hIDO ve
LeGO.iG.hIDO.shCD80.shCD86 vektorleri ile transfekte edilen hiicrelerde hem
uygunsuz plazmit grubuna hem de negatif kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak
anlamli diizeyde artmis IDO ekspresyonu tespit edilmistir (Sekil 73). Bu sonuglar,
kullanilan plazmitlerin insan IDO genini basarili sekilde ifade ettigini ve takip eden

lentiviral liretim asamalar1 i¢in uygun vektorler oldugunu dogrulamastir.

A B C D

Sekil 73. pLeGO-iG2/hIDQO ile transfekte Raw 264.7 hiicrelerinde IDO diizeyleri. LeGOiG.hIDO (C)
ve LeGOiG.hIDO.shCD80.shCD86 (D) ile transfekte edildi. Kontrol olarak transfekte edilmemis
hiicreler (A) Uygunsuz plasmid (negative control) olarak pCMV/Bgal (B)

Human IDO1 (ng/mL)

BALB/c ve C57BL/6 farelerinden elde edilen primer DH’lere MOI:5 oraninda
transdiiksiyon yapildi ve daha sonra DH Kkiiltiir lizatlarindaki hIDO diizeylerinin
Ol¢iimii i¢in ticari ELISA testi kullanild1. (Sekil 74).
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Standartlarin Konstrasyonlari
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Sekil 74. ELISA analizi igin standartlar kullanilarak hesaplanmis standart egri.

Primer DH’ler farkli lentiviral konstraktlarla transdiikte edilmistir ve deney
gruplar1 olusturulmustur. (A) yalnizca primer DH (negatif kontrol), (B) yalnizca LPS
ile stimiile edilmis primer DH (LPS kontrol), (C) LeGO-iG. hIDO ile transdiikte edilen
DH, (D) LeGO-iG.hIDO + LPS, (E) LeGO-iG.hIDO.shCD80.shCD86, ve (F) LeGO-
1G.hIDO.shCD80.shCD86 + LPS. A ve B gruplari, transfeksiyon veya transdiiksiyon
uygulanmamig negatif kontrol gruplaridir. Tiim gruplarda uygun inkiibasyon siireleri
tamamlandiktan sonra, hem kiiltiir ortaminda siispansiyon halinde bulunan hiicreler
hem de kiiltiir ylizeyine yapisik hiicreler ayr1 ayri toplanmistir. Ardindan bu iki
fraksiyondan elde edilen hiicre siispansiyonlar1 ve hiicre lizat1 6rneklerinden, IDO
protein diizeyleri, kantitatif ELISA yontemi ile dl¢lilmiistiir. A grubu (negatif kontrol)
ile karsilastirildiginda, transdiiksiyon uygulanan tiim gruplarda IDO diizeylerinde
anlamli artis gozlenmistir. Ozellikle hem siispansiyon hem de hiicre lizati
orneklerinde, LeGO-iG.hIDO (C), LeGO-iG.hIDO + LPS (D), LeGO-
1G.hIDO.shCD80.shCD86 (E) ve LeGO-iG.hIDO.shCD80.shCD86 + LPS (F)
gruplarinda IDO konsantrasyonlarinin arttig1 tespit edilmistir. Bu artig, transdiiksiyon
islemiyle taginan IDO geninin hiicrelerde basariyla ifade edildigini ve ek olarak LPS
stimiilasyonunun bu ekspresyon diizeyini artirict yonde etkide bulundugunu ortaya

koymustur.
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Sekil 75. Primer DH transdiiksiyon sonrasi IDO konsantrasyonu (pLeGO-iG2/hIDO ve pLeGO-
1G2/hIDO-sh80-sh86 ile transfekte primer DH IDO diizeyleri) (A) yalnizca primer DH (negatif kontrol),
(B) yalnizca LPS ile stimiile edilmis primer DH (LPS kontrol), (C) LeGO-iG.hIDO ile transdiikte edilen
DH, (D) LeGO-iG.hIDO + LPS, (E) LeGO-iG.hIDO.shCD80.shCD86, ve (F) LeGO-
1G.hIDO.shCD80.shCD86 + LPS.
4.10. TolDH’lerin in vivo olarak kullanilacak kalite ve miktarda iiretilmesi
Primer DH’lere gen transdiiksiyonu yapildiktan sonra CD80-86 analizleri yapildi.
Akan hiicre Olgerde gerceklestirilen analizin kapilama stratejisi sekil 76’da

gosterilmistir.
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Sekil 76. BALB/c ve C57BL/6 fare irkindan elde edilen Primer DH’lerin transdiiksiyonu sonrasi1 LPS
ile uyarilmasinin CD80-CD86 yiizde ekspresyonu kapilama stratejisi.

Iki farkl1 irktan elde edilen primer DH’lere yapilan transdiiksiyon sonrast CD80
ve CD86 kostimiilator molekiillerinin yiizey ekspresyon seviyeleri ylizdelik olarak
karsilastirilmistir (Sekil 77-79:CD80, Sekil 78-80:CD86). A'dan J'ye kadar harfler ile
numaralandirilmis gruplarda hem lentiviral transdiiksiyonun hem de ayni gen ile
transdiiksiyon yapilan kosullarin LPS stimiilasyonunun bu molekiillerin ekspresyon
diizeyleri lizerindeki etkisi degerlendirilmistir.

Negatif kontrol grubu olan A (DH) ve B (DH + LPS) gruplarinda, fizyolojik
diizeyde dogal ekspresyon gozlenmistir. LPS uyarimi ile B grubunda A grubuna gore
bir artig egilimi kaydedilmistir; bu durum LPS’nin DH’leri olgunlastirma etkisine
paraleldir.

C ve D gruplart (LeGO-iG2 vektorii ile transdiikte edilen hiicreler), vektor
varliginin ekspresyonu orta diizeyde artirabildigini, ancak LPS eklendiginde bu artisin
daha belirgin héle geldigini gostermektedir. E ve F gruplarinda (LeGO-iG2-mCTLA4-
KDEL), ozellikle F grubunda (LPS ile uygulama) CD80 ve CDS86 ekspresyon
diizeylerinde anlamli diisiis gozlenmistir. Bu durum, mCTLA4-KDEL yapisinin
kostimiilator molekiiller {lizerinde baskilayici bir etki olusturdugunu ve LPS ile

uygulandiginda dahi bu baskinin korundugunu gostermektedir.
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G ve H gruplann (LeGO-iG2-hIDO ve +LPS kombinasyonu), IDO’nun
immunoregiilasyon yaptig1 ve hiicre aktivasyonunu baskiladig1 yoniindeki literatiirle
uyumlu sekilde, oOzellikle H grubunda CD80/CD86 ekspresyonunun azaldigi
goriilmektedir. I ve J gruplarinda ise, CD86 genine yonelik shRNA tasiyan LeGO-
1G.hIDO.shCD80.shCD86 vektorii kullanilmistir. Bu gruplarda, CD80 ve o6zellikle
CD86 ekspresyonunda belirgin azalma gozlenmistir. LPS uygulamasina ragmen J
grubunda (shCD86 + LPS) ekspresyon seviyelerinin baskilanmis olmasi, hedefe
yonelik gen susturma stratejisinin etkili oldugunu gdostermektedir.

Iki farkli ik iizerinde yapilan analizler sonucunda, primer olarak elde edilen
hiicrelere gen transdiiksiyonu uygulanmasimin, CD80 ve CD86 gibi kostimiilator
molekiillerin ylizey ekspresyonunu anlaml dlciide azalttigr gosterilmistir. Bu bulgu,

terapotik yaklagimimizin hiicresel diizeyde etkili oldugunu ortaya koymaktadir.
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Sekil 77. BALB/c farelerinden elde edilen primer hiicrelerin CD80 yiizde ekspresyonu. Grafikte yer
alan kosullar; A. Primer DH —B. Primer DH+LPS- C. Primer DH + Lego iG2- D. Primer DH +
Lego iG2 + LPS- E. Primer DH + LeGo-iG2- mCTLA4-KDEL- F. Primer DH + LeGoiG2-mCTLA4-
KDEL + LPS- G. Primer DH + LeGo-iG2-hIDO- H. Primer DH + LeGo-iG2-hIDO + LPS- I. Primer
DH + LeGO- iG.hIDO.shCD80.shCD86- J Primer DH + LeGO-iG.hIDO. shCD80.shCD86+ LPS
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Sekil 78. BALB/c farelerinden elde edilen primer hiicrelerin CD86 yiizde ekspresyonu. Grafikte yer
alan kosullar; A. Primer DH —B. Primer DH+LPS- C. Primer DH + Lego iG2- D. Primer DH +
Lego iG2 + LPS- E. Primer DH + LeGo-iG2- mCTLA4-KDEL- F. Primer DH + LeGoiG2-mCTLA4-
KDEL + LPS- G. Primer DH + LeGo-iG2-hIDO- H. Primer DH + LeGo-iG2-hIDO + LPS- I. Primer
DH + LeGO- iG.hIDO.shCD80.shCD86- J Primer DH + LeGO-iG.hIDO.shCD80.shCD86+ LPS
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Sekil 79. C57BL/6 farelerinden elde edilen primer hiicrelerin CD80 yiizde ekspresyonu. Grafikte yer
alan kosullar; A. Primer DH —B. Primer DH+LPS- C. Primer DH + Lego iG2- D. Primer DH +
Lego iG2 + LPS- E. Primer DH + LeGo-iG2- mCTLA4-KDEL- F. Primer DH + LeGoiG2-mCTLA4-
KDEL + LPS- G. Primer DH + LeGo-iG2-hIDO- H. Primer DH + LeGo-iG2-hIDO + LPS- I. Primer
DH + LeGO- iG.hIDO.shCD80.shCD86- J Primer DH + LeGO-iG.hIDO.shCD80.shCD86+ LPS
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Sekil 80. C57BL/6 farelerinden elde edilen primer hiicrelerin CD86 yiizde ekspresyonu. Sekil 83 ve
84’te grafikte yer alan kosullar; A. Primer DH —B. Primer DH+LPS- C. Primer DH + Lego iG2- D.
Primer DH + Lego iG2 + LPS- E. Primer DH + LeGo-iG2- mCTLA4-KDEL- F. Primer DH +
LeGoiG2-mCTLA4-KDEL + LPS- G. Primer DH + LeGo-iG2-hIDO- H. Primer DH + LeGo-iG2-hIDO
+ LPS- L Primer DH + LeGO-iG.hIDO.shCD80.shCD86- J. Primer DH + LeGO-
1G.hIDO.shCD80.shCD86+ LPS
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Sekil 81. LPS ile uyarilan ve GFP tastyan primer DH’lerin mikroskop goriintiileri. (x20 biiyiitme)

4.11. Artritli farelere terapotik TolDH uygulamasi

BALB/c farelerinin deney gruplarinin tamaminda CIA modeli olusturulup takip
stireleri ve eklem ol¢iimleri tamamlanmistir. Bu siirece paralel olarak tolDH {iiretimi
yapilmis ve hayvanlara verilmeden 6nce bazi gruplar kiiltiir ortaminda kuyularda tip
IT kolajen ile uyarilarak antijene spesifik TolDH iiretimi de yapilmistir. Antijen
uyarimi, enjeksiyon zamanindan 12 saat 6nce uygulanmistir. Transdiiksiyon sonrasi
elde edilen hiicreler, akan hiicre oOlger ile degerlendirilmis, GFP ekspresyonu

belirlenmigtir. TolDH uygulanma kosullar1 tablo 18’de gosterilmistir.
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Tablo 18. TolDH uygulama kosullar

Primer DH | Primer DH+ Primer DH+ Primer DH+ Primer DH+
LeGO_iG2 LeGO _iG2 mCTLA4- LeGO_iG2_hIDO LeGO_iG_hIDO.shCD80/shCD86
KDEL
Primer DH | Primer DH+ Primer DH+ Primer DH+ Primer DH+
+10 LeGO_iG2+ LeGO _iG2 mCTLA4- LeGO_iG2_hIDO+ LeGO_iG_hIDO.shCD80/shCD86+
ug/mL 10 ug/mL KDEL + 10 ug/mL kolajen 10 ug/mL kolajen 10 ug/mL kolajen
kolajen kolajen

Lentiviral transdiiksiyon sonrasi elde edilen dendritik hiicrelerde GFP ekspresyon

diizeyleri flow sitometri ile analiz edilmistir. A grubunda (%40,8) yalnizca LeGO-i1G2

ile transdiikte edilen hiicrelerde en yiiksek GFP ekspresyonu gozlenmistir. B grubunda

(%39,9) ayn1 vektor ile kollajen uyarimi sonrasinda benzer seviyede ekspresyon tespit
edilmistir. C ve D gruplarinda sirasiyla LeGO-iG2-mCTLA4-KDEL (%37,2) ve
LeGO-iG2-mCTLA4-KDEL + kollajen (%36,1) ile transdiikte edilen hiicrelerde GFP

pozitiflik oranlarmin azaldigi goriilmistiir. E ve F gruplarinda LeGO-iG2-hIDO
(%33,5) ve LeGO-iG2-hIDO + kollajen (%32,4) ile transdiikte edilen hiicrelerde

ekspresyon diizeyleri daha diisiik seyretmistir. G (%27,1) ve H (%25,6) gruplarinda
ise LeGO-i1G. hIDO.shCD86 vektort ile yapilan transdiiksiyon sonrasi GFP pozitiflik

oranlarinin daha diisiik diizeylerde kaldig1 belirlenmistir.
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Sekil 82. Primer hiicrelerin transdiiksiyonu sonrast GFP 1s1masi kapilama stratejisi.
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Sekil 83. Enjeksiyon oncesi GFP ekspresyon EVOS goriintiisii (x20 blyttme)
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Sekil 84. Lentiviral vektorler ile transdiikte edilen dendritik hiicrelerde enjeksiyon dncesi GFP pozitiflik
oranlar1. Her bir grup farkli vektor ve kolajen uyarimi kombinasyonunu temsil etmektedir.

A. Lego iG2 B. Lego iG2+Kollajen C. LeGo-iG2-mCTLA4-KDEL D. LeGo-iG2-mCTLA4- KDEL +
Kollajen E. LeGo-iG2-hIDO F. LeGo-iG2-hIDO+Kollajen G. LeGO-iG.hIDO.shCD80.shCD86 H.
LeGO-iG.hIDO.shCD80.shCD86 + Kollajen

Sekil 85’te BALB/c farelerinde olusturulan CIA modelinin haftalik olarak Slgiilen
eklem kalinligi (mm) degerleri sunulmaktadir. Deney gruplarina, farkli lentiviral
vektorlerle genetik olarak modifiye edilmis dendritik hiicreler uygulanmistir: PBS
(negatif kontrol), DH, LeGO.iG2, LeGO.iG2.IDO, LeGO.iG2.CTLA4-KDEL ve
LeGO.1G2.IDO.shCD80.shCD86.

Deneysel modelin olusturulmasi i¢in ilk immunizasyon enjeksiyonu 1. haftada,
ikinci (booster) kolajen enjeksiyonu ise 3. haftada uygulanmigtir. Tiim gruplarda 1-3.

haftalar arasinda eklem kalinliginda belirgin bir artis gozlemlenmis, bu durum bize
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artrit modelinin bagarili sekilde indiiklendigini ve inflamatuvar siirecin basladigini
gostermigtir. 6. haftada, terapotik miidahale olarak TolDH’ler intraartikiiler olarak
uygulanmis ve bu enjeksiyondan sonra haftalik eklem kalinlig1 6l¢iimleri ve klinik
skorlamalar takip edilmistir.

PBS ve sadece DH uygulanan gruplar, 3. haftadan itibaren en yiiksek eklem
kalinligina sahip olmus ve bu durum 6. haftaya kadar korunmustur. Bu gruplarda,
hastaligin ilerleyici bir sekilde devam ettigi gozlenmistir. Benzer sekilde, yalnizca
GFP tastyan LeGO.iG2 vektorii ile modifiye edilen hiicrelerin uygulandigi grupta da
yiiksek eklem kalinlig1 tespit edilmistir; bu bulgu, tasityict vektoriin tek basina
terapotik bir etki gostermedigini dogrulamaktadir. Tedavi gruplarimiz olan
LeGO.iG2.IDO, LeGO.iG2.CTLA4-KDEL ve LeGO.iG2.IDO.shCD80.shCD86 ile
modifiye edilmis TolDH wuygulanan gruplarda, 4. haftadan itibaren eklem
kalinliklarinda diisiis egilimi gozlenmis ve bu azalma 9. haftaya kadar devam etmistir.
Ozellikle LeGO.iG2.IDO.shCD80.shCD86 grubunda bu diisiis daha belirgin olup, 9.
hafta sonunda en diisiik eklem kalinlig1 bu grupta kaydedilmistir. Bu grubu sirasiyla
IDO ve CTLA4-KDEL tasiyan TolDH gruplar takip etmistir.
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Sekil 85. TolDH uygulamasinin artrit modelinde eklem kalinlig1 iizerine etkisi.
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Sekil 86. TolDH uygulamasmnin artrit modelinde eklem kalinlig1 iizerine etkisi

BALB/c farelerinde olusturulan CIA modeli i¢in hazirlanan TolDH’ler tip II
kollajen ile kiiltiir ortaminda antijen-spesifik olarak da stimiile edilmistir. Daha sonra
bu TolDH’lerin enjekte edilmis ve ardindan elde edilen eklem kalinliklar1 sonuglart
takip edilmistir. Tedavi gruplart1 PBS (negatif kontrol), DH + K, LeGO.iG2 + K,
LeGO.iG2.IDO + K, LeGO.iG2.CTLA4-KDEL + K ve
LeGO.1G2.IDO.shCD80.shCD86 + K vektorleriyle modifiye edilen TolDH’lerden
olusmaktadir. CIA modeli i¢in ilk enjeksiyonu 1. haftada, ikinci (booster) kolajen
enjeksiyonu ise 3. haftada uygulanmistir. Takip edilen haftalar siiresince eklem
kalinliklarinda artis gozlemlenmis 6. haftada, kiiltiir ortaminda tip II kollajen ile
antijen-spesifik  olarak Onceden uyarilmis TolDH’ler intraartikiiler yolla
uygulanmistir. Takip eden haftalarda yapilan klinik degerlendirmelerde, tedavi
gruplar1 arasinda belirgin farkliliklar olusmaya baglamistir. (Sekil 86)

PBS ve DH + K gruplarinda, eklem kalinliklar 4. Haftadan sonra artmis ve 6.
haftadan sonra da 3,5-4,5 araliginda ilerlemistir. LeGO.iG2 + K grubunda da benzer
diizeyde yiiksek eklem kalinliklar1 gozlenmis; bu durum GFP tasiyict kontrol
vektoriiniin  terapotik  etkisinin - bulunmadigim  dogrulamistir. Buna karsin,

LeGO.iG2.IDO + K, LeGO.iG2.CTLA4-KDEL + K ve o0zellikle
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LeGO.1G2.IDO.shCD80.shCD86 + K ile tedavi edilen gruplarda 6. haftadan itibaren
eklem kalinliklar1 degerlerinde azalma gozlenmistir. En diisiik eklem kalinliklari,
LeGO.iG2.IDO.shCD80.shCD86 + K grubunda tespit edilmis; bu grubu IDO ve
CTLA4-KDEL gruplari takip etmistir.

BALB/c farelerinde CIA modeli olusturulduktan sonra uygulanan farkli TolDH
gruplarma ait haftalik klinik skor degerleri Sekil 87°de gosterilmektedir. Tedavi
gruplart; PBS (negatif kontrol), DH, LeGO.iG2, LeGO.iG2.IDO, LeGO.iG2.CTLA4-
KDEL ve LeGO.iG2.IDO.shCD80.shCD86 lentiviral vektorleri ile modifiye edilmis
dendritik hiicreleri igermektedir. 1. ve 3. haftalarda yapilan artrit indiiksiyonu sonrasi,
tim gruplarda 4. haftadan itibaren klinik skorlar artis gostermis, artrit belirtileri
zamana bagli olarak siddetlenmistir. 6. haftada terapotik enjeksiyon uygulamasi
yapilmis ve takip eden haftalarda klinik skorlamalar siirdiiriilmiistiir. PBS ve DH
gruplarinda klinik skorlar, 6. haftadan sonra 3,5-4,5 araliginda sabitlenmistir. Bu
gruplarda TolDH enjeksiyonunun yapilmadig i¢in hastalifin ilerleyici formda devam
ettigi goriilmistiir. LeGO.iG2 grubu da benzer sekilde yiiksek klinik skorlarla
seyretmis, sadece GFP tasiyan kontrol vektor olarak kullanilan bu yaklagimin terapdtik
etkisi olmadigr gosterilmistir. LeGO.iG2.IDO, LeGO.iG2.CTLA4-KDEL ve
LeGO.1G2.IDO.shCD80.shCD86 uygulanan gruplarda 6. haftadan itibaren klinik skor
degerlerinde seviyeli olarak bir azalma izlenmistir. 9. haftaya gelindiginde,
LeGO.iG2.IDO.shCD80.shCD86 grubunda klinik skorun 2,5’a kadar geriledigi
goriilmiistiir. Bu grubu sirasiyla IDO ve CTLA4-KDEL tastyan gruplar takip etmistir
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Sekil 87. TolDH uygulamasinin artrit modelinde klinik skor etkisi.

Sekil 88’de BALB/c farelerinde olusturulan CIA modelinde, terapétik enjeksiyon
uygulamasindan 6nce tip II kolajen ile kiiltiir ortaminda antijen-spesifik olarak stimiile
edilmis TolDH’lerin intraartikiiler yolla enjeksiyonundan sonra elde edilen haftalik
klinik skorlar1 sunulmaktadir. Tedavi gruplarina PBS (negatif kontrol), DH + K,
LeGO.iG2 + K, LeGO.iG2.IDO + K, LeGO.iG2.CTLA4-KDEL + K ve
LeGO.iG2.IDO.shCD80.shCD86 + K modifikasyonuna sahip TolDH’ler
uygulanmistir.

Tim gruplarda 1. ve 3. haftalarda yapilan kollajen enjeksiyonlariyla artrit
indiiksiyonu saglanmig, 4. haftadan itibaren klinik skorlarinda belirgin artis
gbzlemlenmistir. 6. haftada, kiiltiirde antijenle onceden aktive edilen TolDH’ler
intraartikiiler olarak uygulanmistir. Bu noktadan itibaren haftalik eklem kalinlig1
Olgtimleri ile tedaviye verilen yanitlar takip edilmistir.

PBS ve DH + K gruplarinda klinik skorlar yiiksek seyretmis, bu gruplarda TolDH
tedavisi uygulanmamasi1 nedeniyle inflamasyonun ilerleyici karakter gosterdigi
izlenmigtir. LeGO.iG2 + K grubu da benzer sekilde yiiksek kalmistir; bu durum,

sadece GFP tastyan teropatik olmayan vektoriin hastaligin klinik skor azalmasinda bir
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etkisi olmadig1 goriilmiistiir. LeGO.1G2.IDO + K, LeGO.iG2.CTLA4-KDEL + K ve
LeGO.1G2.IDO.shCD80.shCD86 + K uygulanan gruplarda ise 6. haftadan itibaren
klinik skorlarda diisiis egilimi gézlemlenmis, bu etki 9. haftaya kadar devam etmistir.
En belirgin iyilesme LeGO.iG2.IDO.shCD80.shCD86 + K grubunda izlenmistir.
Boylece, antijenle kiiltlir ortaminda 6n aktivasyon uygulanmis TolDH’lerin, eklem
inflamasyonunu baskilamada etkin oldugunu; 06zellikle IDO ekspresyonu ve
kostimiilator sinyal baskilanmasini birlikte igeren kombinasyonlarin, klinik skor
tablosunda inflamatuvar yiikii azaltmada daha etkili bir terapotik profil sundugunu

gostermektedir.
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Sekil 88. TolDH uygulamasinin artrit modelinde klinik skor etkisi.

4.12.Tedavi Uygulanmamis Farelerden Alnan Doku Orneklerinde Yapilan
Analizler

Tibiotarsal eklem bolgesinde, kalkaneus, talus ve sentral tarsal kemiklerde
farelerde yaygin olarak sinovyal hiperplazi ve pannus olusumu goézlenmistir. Pannus
olusumunun siddeti fareler arasinda degiskenlik gostermekle birlikte, bazi farelerde

cok siddetli diizeyde oldugu tespit edilmistir. Ayni1 bolgelerde siklikla mononiikleer
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hiicre infiltrasyonlar1 gézlenmis, baz1 vakalarda infiltrasyonun yogun oldugu ve dev
hiicrelerin de yer aldig1 aktif-kronik bir inflamasyonun kas dokusuna kadar ilerledigi
belirlenmistir. Eklem kikirdaginda dejeneratif- nekrotik degisiklikler yaygin olup, bazi
farelerde kikirdak yiizeyinde fissiirler ve kemik dokuda hafif siddette lizis
saptanmigstir. Bununla birlikte, sinovyal hiicrelerin palizat goriiniimiine sahip oldugu
vakalar da dikkati cekmistir. Bulgular genel olarak kronik inflamatuar bir siirece isaret
etmekte olup, sinovyal hiperplazi ve pannus olusumunun ilerleyici yapisinin eklem ve
cevre dokular iizerinde belirgin histopatolojik degisikliklere yol agtig1 goriilmiistiir.
Bu calisgmanin temel bulgusu tibiotarsal eklem bdlgesinde goézlenen belirgin
inflamatuar siirecler ve eklem dokusunda meydana gelen histopatolojik
degisikliklerdir. Bulgular, inflamasyonun eklem yapilar1 iizerindeki yikici etkilerini ve
pannus olusumunun ilerleyici dogasini gostermektedir. Bu durum, inflamatuar artrit
veya benzeri patolojilerle iliskili mekanizmalarin hayvan modeli bazinda
degerlendirilmesine olanak tanimaktadir. G6zlenen sinovyal hiperplazi, mononiikleer
hiicre infiltrasyonu ve kikirdak dejenerasyonu gibi degisiklikler, kronik inflamasyonun
ilerleyici etkisini ve immiin sistemin eklem yapilar1 lizerindeki etkilerini destekler
niteliktedir. Ayrica, pannus olusumunun siddetli oldugu durumlarda, sinovyal
hiicrelerin palizat goriiniimiine sahip olmasi, bu siirecin patogenezine dair ek ipuglari
sunmaktadir. Elde edilen bu veriler, inflamatuar eklem hastaliklarinin patolojisini
anlamak icin kullanilan hayvan modellerinin etkinligini gostermekte olup, 6zellikle
RA gibi hastaliklarin mekanizmasini arastirmak ve potansiyel tedavi yaklagimlarini
degerlendirmek adina dnemli bir referans saglamaktadir. Bu nedenle, bu bulgularin
ilerleyen caligmalarda terapdtik miidahalelerin - etkinligini  test etmek igin
kullanilabilecegi diisiiniilmektedir. Model olusturulmamis sagliklt farelerin de
tibiotarsal eklem bolgeleri incelenmis ve bu alanlardada sinovyal hiperplazi ve pannus

olusumu olmadig1 gozlemlenmistir (Sekil 89).
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Sekil 89. Kontrol faresinin saglikli bacagimn histopatolojik analizi (10x)

CIA Modeli olusturulan farelerin histopatoloji analizleri (Sekil 90-96)

p K
4
|

Sekil 90. Synovial hiperplazi, Pannus x20.- Kikirdak dokuda nekroz ve fissiir olusumu (siyah ok).
Mononiikleer hiicre infiltrasyonu (beyaz oklar), Neovaskiilarizasyon x20 (sar1 ok)

¥
¥
A
¥

Sekil 91. Beyaz ok; Aktif- kronik infiltrasyon, Siyah oklar; Kas doku x10.- Subepidermal alanda ve
dermiste yaygin siddetli mononiikleer hiicre infiltrasyonu, Deri x10 (Turuncu oklar)
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Sekil 92. Sinovyal hiperplazi (ok baslar1), Kondrositlerde dejeneratif-nekrotik degisiklikler x20 (sari
oklar), sinovyal membranda yangi hiicreleri (¢ember i¢i).- Deri altinda aktif-kronik infiltrasyon, daire
icerisindeki dev hiicresi, Deri x10, x20 (siyah ¢emberler).

Sekil 93. Synovial hiperplazi ve palizatlanan hiicreler (siyah oklar), Kondrositlerde dejeneratif
degisiklikler (ok bast).- Synovial Hiperplazi, Pannus x10 (siyah ok).

Sekil 94. Synovial Hiperplazi (siyah oklar) x4, kikirdak dokuda dejenerasyon ve nekroz (mavi ok). -
Synovial Hiperplazi (siyah oklar) x10.
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Sekil 95. Synovial Hiperplazi (siyah oklar), kikirdak dokuda dejenerasyon ve nekroz (mavi ok) x1. -
Synovial Hiperplazi, Pannus olusumu (sar1 oklar) x10 kikirdak dokuda dejenerasyon ve nekroz (mavi
oklar)

Sekil 96. Dev hiicresi (cember) x10. -Muskular tabakaya kadar ilerlemis, aktif-kronik infiltrasyon (siyah
oklar) x4.

Hayvanlarin sinoviyal hiperplazi, pannus olusumu, sinovyal membranda
infiltrasyonlar, kikirdak dokuda hiposeliilarite ve Kikirdak dokuda dejeneratif nekrotik
degisiklikler ve fissiir olusumu bakimindan skorlanarak degerlendirildi. Skor
ortalamalari tablo 19°de gosterilmistir.

Tablo 19. CIA modeli olusturulan farelerin histapatolojik skorlamalar (Skor 1: Hafif siddetli, Skor 2:
Hafif-orta siddetli, Skor 3: Siddetli, Skor 4: Cok siddetli).

Synovial hiperplazi 3,22+0,66
Pannus olusumu 2,66+0,86
Synovial membranda infiltrasyonlar 2,5+0,54

Kikirdak dokuda hiposeliilarite 3,33+0,86
Kikirdak dokuda dejeneratif nekrotik degisiklikler ve fissiir olusumu | 3,44+0,72
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4.13.Tedavi Uygulanmis Farelerden Alinan Doku Orneklerinde Yapilan
Analizler

Model olusturulduktan sonra artrit olusturulan ekleme PBS enjeksiyonu yapilan
kontrol hayvanlarin doku 6rneklerinden yapilan analizler;

Tibiotarsal eklem bdlgesinde; kalkaneus, talus ve sentral tarsal kemiklerde ¢ok
siddetli sinovyal hiperplazi ile belirgin pannus olusumu dikkati ¢ekmistir. Sinovyal
hiicrelerin yer yer palizat tarzinda dizildigi, sinovyal membran ve subsinovyal
bolgelerde ise ¢ogunlugu mononiikleer hiicrelerden olusan yogun hiicresel
infiltrasyonlarin bulundugu gozlemlenmistir. Ayrica tarsal kemiklerin kikirdak
dokusunda kondrositlerde belirgin dejeneratif ve nekrotik degisiklikler izlenmis; bu
alanlarda fissiir olusumlar1 ve osteolizis saptanmistir. Eklem boslugunun neredeyse
tamamen gozden kaybolmus oldugu dikkati ¢ekmistir. Kikirdak dokudaki nekrotik
degisikliklerin, osteolizis ve siiperfisiyal erozyonlar ile, pannus dokusunun

periartikiiler eklem yiizeyini kapladig: belirlenmistir. Dermiste ise yaygin ve siddetli,

cogunlugu mononiikleer hiicrelerden olusan hiicre infiltrasyonlar1 gézlenmistir.

Sekil 97. Romatoid artritli tibiotarsal eklem bdolgesi (beyaz ok)

Sekil 98. A. Sinovyal hiperplazi (siyah oklar), Sinovyal membranda siddetli mononiikleer hiicre
infiltrasyonlar1 (asteriks), kondrositlerde dejeneratif-nekrotik degisiklikler ve fissiir olusumlar1 (sar1
oklar) ile eklem boslugu neredeyse tamamen gozden kaybolmus oldugu dikkati cekmistir. (x4 bilyiitme)
B. Sinovyal hiperplazi (siyah oklar), Sinovyal membranda siddetli mononiikleer hiicre infiltrasyonlari
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(asteriks), Kikirdak dokuda meydana gelen nekrotik degisiklikler osteoliz ve siiperfisiyal erozyonlar ile
pannus periartikiiler eklem yiizeyini kaplamistir (mavi oklar). (x10 biiyiitme)

Sekil 99. A. Eklem boslugu neredeyse tamamen gozden kaybolmustur. Kondrasitik hiposeliilerite
(mavi oklar) gozlenmistir. (x20 biiyiitme) B. Kikirdak dokuda meydana gelen nekrotik degisiklikler
osteoliz ve stiperfisiyal erozyonlar ile pannus periartikiiler eklem yiizeyini neredeyse tamamen
kaplamistir (mavi oklar). Dermiste yaygin, siddetli gogunlugunu mononiikleer hiicrelerin yer aldig:
hiicre infiltrasyonlart dikkati cekmistir (asteriks). (x4 biiyiitme)
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Sekil 100. A. kontrol dokusu sol tibiotarsal eklem bolgesi- (x4 biiyiitme) B. P5 kontrol dokusu sol
tibiotarsal eklem bolgesi- (x10 biiyiitme)

Model olusturulduktan sonra modifikasyon yapilmamig primer DH’ler
uygulanmis diger kontrol hayvanlarin doku 6rneklerinden yapilan analizler;

Tibiotarsal eklem bolgesinde, kalkaneus, talus ve sentral tarsal kemiklerde
sinovyal hiperplazi, sinovyal membranda hafif-orta siddette mononiikleer hiicre
infiltrasyonlar1 ve pannus olusumu dikkati ¢ekmistir. Bazi alanlarda pannus dokusu
icerisinde yag doku infiltrasyonlarina rastlanmistir. Eklem boslugunda yer yer fibréz
materyal varlig1 da belirlenmistir. Kikirdak dokuda kondrositlerde belirgin dejeneratif-
nekrotik degisiklikler, hiposeliilarite ve lamellasyon izlenmis; bu degisikliklere eslik
eden osteolizis alanlarinda periosteal kemik ¢ikintilar1 saptanmistir. Kikirdak dokuda

gelisen nekrotik degisikliklerin osteolizis ve siiperfisiyal erozyonlarla birlikte pannus
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dokusunun periartikiiler eklem yiizeyini neredeyse tamamen Orttiigli gdozlemlenmistir.
Dermiste yaygin ve siddetli mononiikleer hiicre infiltrasyonlar1 mevcut olup, bir

bolgede kil folikiil epitellerinin ortadan kalktigi ve furunkulozis tablosu dikkati

cekmistir.

Sekil 101. Romatoid artritli tibiotarsal eklem bdlgesi (beyaz ok)
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Sekil 102. A. Sinovyal hiperplazi (sar1 oklar), sinovyal membranda hafif siddette mononiikleer hiicre
infiltrasyonlar ile pannus olusumu (asteriks) dikkati ¢ekti. (x4 biiylitme) B. Sinovyal hiperplazi (sar1
oklar), sinovyal membranda mononiikleer hiicre infiltrasyonlar1 ve yag doku infiltrasyonlar1 ile pannus
olusumuna (asteriks) rastlanilmistir. Kondrositlerde dejeneratif-nekrotik degisiklikler ile osteolizis
alanlarinda periosteal kemik ¢ikintilar (siyah oklar) dikkati ¢ekmistir. (x10 biiyiitme)

A ~ B
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Sekil 103. A. Kikirdak dokuda meydana gelen nekrotik degisiklikler osteoliz ve siiperfisiyal erozyonlar
ile pannus periartikiiler eklem ylizeyini kaplamistir (mavi oklar). (x10 biiyiitme)B. Kikirdak dokuda
meydana gelen nekrotik degisiklikler osteoliz ve siiperfisiyal erozyonlar ile pannus periartikiiler eklem
ylizeyini kaplamistir (mavi oklar). (x20 biiyiitme)
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Sekil 104. A-B saglikli kontrol dokusu sol tibiotarsal eklem bolgesi Kondrositlerde dejeneratif-nekrotik
degisiklikler ve hiposeliilarite (mavi oklar) goriilmiistiir. Hafif derecede sinovyal hiperplazi (siyah
oklar)(A: x4 biiylitme, B: x10 bilyiitme)

Model olusturulduktan sonra modifikasyon yapilmamis DH’lerin kolajen ile
kiiltiir ortaminda muamele edilmesi ile tedavi edilen hayvanlarin doku 6rneklerinden
yapilan analizleri;

Tibiotarsal eklem bolgesinde sinovyal hiperplazi ve sinovyal membranda siddetli
mononiikleer hiicre infiltrasyonlar1 dikkati ¢ekmistir. Bazi alanlarda sinovyal
membranin eklem boslugu icerisine dogru disloke oldugu goézlenmistir. Eklem
boslugunun neredeyse tamamen ortadan kalktig1 ve bu boslugun, fibr6z pannus dokusu
ile doldugu izlenmistir. Pannus dokusunun periartikiiler eklem yiizeyini kapladigi, bu
siiregte osteolizis ve siiperfisiyal erozyonlarla birlikte ilerledigi belirlenmistir.
Osteolizis alanlarinda periosteal kemik ¢ikintilar1 saptanmistir. Kikirdak dokuda,
kondrositlerde belirgin dejeneratif-nekrotik degisiklikler, hiposeliilarite, lamellasyon

ve yer yer fissiir olusumlar1 dikkat ¢cekmistir.

Sekil 105. Romatoid artritli tibiotarsal eklem bolgesi (beyaz ok)
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Sekil 106. A. Sinovyal hiperplazi (siyah oklar), sinovyal membranda siddetli mononiikleer hiicre
infiltrasyonlar (asteriks), kondrositlerde dejeneratif-nekrotik degisiklikler ve fissiir olusumlar (sar
oklar) ve osteolizis alanlarinda periosteal kemik ¢ikintilar1 (mavi oklar) dikkati cekmistir. (x4
biiylitme) B. Sinovyal hiperplazi ve pannus olusumu (sart oklar), sinovyal membranda hafif-orta
siddetli mononiikleer hiicre infiltrasyonlar (asteriksler) gozlenmistir. Kondrositlerde dejeneratif-
nekrotik degisiklikler ve hiposeliilarite dikkati ¢ekmistir (mavi oklari). (X10 biiyiitme)

A B

Sekil 107. A. Sinovyal hiperplazi (siyah oklar) ve sinovyal membranin eklem boslugu igerisine
dislokasyonu (asteriks) gozlenmistir. Kondrositik hiposeliilerite (mavi oklar) goézlenmistir. (x10
biiyiitme) B. Osteolizis alanlarinda periosteal kemik ¢ikintilar1 (siyah oklar), sinovyal hiperplazi ve
pannus olusumu (sar1 oklar) gozlenmistir. Sinovyal membranda siddetli mononiikleer hiicre
infiltrasyonlar1 (asteriks) dikkati ¢ekmistir. Kikirdak dokuda meydana gelen nekrotik degisiklikler
osteoliz ve stiperfisiyal erozyonlar ile pannus periartikiiler eklem yiizeyini kaplamistir. (x10 bilyiitme)

A | B

Sekil 108. Kontrol dokusu sol tibiotarsal eklem bdlgesi A. Sinovyal hiperplazi (siyah oklar),
Kondrositlerde dejeneratif- nekrotik degisiklikler ve hiposeliilarite dikkati ¢ekmistir (mavi oklar). (x10
biiylitme) B. Kondrositlerde dejeneratif-nekrotik degisiklikler ve fissiir olusumlan (turuncu oklar)
gozlenmistir. Osteolizis alanlarinda periosteal kemik ¢ikintilar1 dikkati ¢ekmistir. (x10 bilyiitme)
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Model olusturulduktan sonra modifikasyon yapilmamis DH’lerin LeGo iG2
lentiviriisii ile transiiksiyon yapilmasi ile elde edilen TolDH’ler ile tedavi edilen
hayvanlarin doku 6rneklerinden yapilan analizleri;

Tibiotarsal eklem bolgesinde, 6zellikle kalkaneus, talus ve sentral tarsal kemiklere
ait eklem ylizeylerinde sinovyal hiperplazi ve sinovyal membranda siddetli
mononiikleer hiicre infiltrasyonlar1 gozlenmistir. Subsinovyal alanda hafif
neovaskiilarizasyon ile birlikte, baz1 alanlarda infiltrasyon yogunlugunun ¢ok siddetli
oldugu dikkati ¢ekmistir. Sinovyal membranin eklem boslugu i¢ine dogru disloke
oldugu ve pannus olusumunun eglik ettigi gézlenmistir. Pannus dokusu i¢inde yer yer
yag doku infiltrasyonlarina da rastlanmistir. Kikirdak dokuda yaygin dejeneratif-
nekrotik degisiklikler, kondrositik hiposeliilarite, lamellasyon ve fissiir olusumlari
belirlenmigtir. Nekrotik kikirdak bolgeleri, siiperfisiyal erozyonlar ve osteolizis ile
karakterize olup, bu alanlarda pannus dokusunun periartikiiler eklem ylizeyini
neredeyse tamamen Orttiigii izlenmistir. Osteolizis alanlarinda periosteal kemik
cikintilart dikkati ¢ekmistir. Eklem boslugunun biiyiik oranda ortadan kalktig1 ve yer

yer bu boslukta nekrotik, fibroz materyal varliginin tespit edildigi gozlenmistir.

Sekil 109. Romatoid artritli tibiotarsal eklem bolgesi (beyaz ok)
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Sekil 110. A. Sinovyal hiperplazi (siyah ok), sinovyal membranda ¢ok siddetli mononiikleer hiicre
infiltrasyonlar1  (asteriks) gozlenmistir. Kondrositlerde dejeneratif-nekrotik degisiklikler ve
hiposeliilarite goriilmistiir (mavi oklar). Eklem boslugunun bir alanda neredeyse tamamen ortadan
kalkmis oldugu dikkati ¢ekmistir. (x4 biiyiitme) B. Sinovyal hiperplazi (siyah oklar), sinovyal
membranda siddetli mononiikleer hiicre infiltrasyonlar1 (asteriks) gozlenmistir. Kikirdak dokuda
meydana gelen nekrotik degisiklikler osteoliz ve siiperfisiyal erozyonlar ile pannus periartikiiler eklem
ylizeyini kaplamistir (mavi oklar). (x10 bilyiitme)
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Sekil 111. A. Eklem boslugu neredeyse tamamen gozden kaybolmustur. (x10 biiyiitme) B. Osteolizis
alanlarinda periosteal kemik c¢ikintilar1 (siyah oklar), Eklem boslugunda nekrotik, fibréz materyal
(asterisk) varlig tespit edilmistir. Sinovyal membranda siddetli mononiikleer hiicre infiltrasyonlarina
(yildiz) rastlanmistir. Kondrositlerde nekrotik degisiklikler, fissiir olusumlari ve hiposeliilarite dikkati
¢ekmistir (mavi oklar). (x10 biiylitme)
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Sekil 112. A. Kondrositlerde nekrotik degisiklikler, fissiir olusumlart (sar1 oklar) ve hiposeliilarite
dikkati ¢cekmistir (mavi oklar). Osteolizis alanlarinda periosteal kemik ¢ikintilart gézlenmistir. (x10
biiyiitme) B. Kondrositlerde dejeneratif-nekrotik degisiklikler ve hiposeliilarite goriilmiistiir (mavi

oklar). Kikirdak dokuda meydana gelen nekrotik degisiklikler osteoliz ve siiperfisiyal erozyonlar ile
pannus periartikiiler eklem yiizeyini kaplamistir. (A: x4 biiyiitme, B: x10 biiyiitme)

Model olusturulduktan sonra DH’lerin LeGo 1G2 lentiviriisii ile transiiksiyon
yapilmasi sonrast kolajen ile kiiltiir ortaminda muamele edilerek antijene spesifik
TolDH’ler elde edilerek tedavi edilen hayvanlarin doku orneklerinden yapilan
analizler;

Tibiotarsal eklem bolgesinde sinovyal hiperplazi ve sinovyal membranda siddetli
ila ¢cok siddetli mononiikleer hiicre infiltrasyonlar1 dikkati ¢ekmistir. Baz1 alanlarda
sinovyal membranin eklem boslugu igerisine disloke oldugu gozlenmistir.
Subsinovyal alanda belirgin neovaskiilarizasyon ve pannus dokusunda yag
infiltrasyonu izlenmistir. Kondrositlerde yaygin dejeneratif-nekrotik degisiklikler,
hiposeliilarite ve fissiir olusumlar1 gozlenmistir. Kikirdak dokudaki nekrotik odaklar
ile birlikte gelisen siiperfisiyal erozyonlar ve osteolizis bulgular: esliginde, pannus
dokusunun periartikiiler eklem yiizeyini kapladigi belirlenmistir. Osteolizis
alanlarinda periosteal kemik c¢ikintilar1 ve bazi eklem bosluklarinda nekrotik-fibroz

materyal birikimi mevcuttur.

SPLIPL

Sekil 113. Romatoid artritli tibiotarsal eklem bolgesi (beyaz ok)
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Sekil 114. Sinovyal membranda ¢ok siddetli mononiikleer hiicre infiltrasyonlar (asteriks) ve eklem
boslugunun neredeyse tamamen gézden kaybolmus oldugu dikkati ¢ekmistir. (x4 bilyiitme) B. Sinovyal
hiperplazi (siyah oklar), sinovyal membranda siddetli mononiikleer hiicre infiltrasyonlari gézlenmistir.
Kondrositlerde nekrotik degisiklikler, fissiir olusumlart (mor ok) ve hiposeliilarite dikkati ¢ekmistir

(mavi oklar). Osteolizis alanlarinda periosteal kemik ¢ikintis1 (kirmizi ok) gézlenmistir. Eklem boslugu
neredeyse tamamen gézden kaybolmustur. (x4 biiyiitme)
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Sekil 115. Sinovyal hiperplazi (siyah oklar) ve kondrositik hiposeliilarite dikkati ¢gekmistir (mavi oklar).
(x10 biiylitme) B. Kikirdak dokuda meydana gelen nekrotik degisiklikler osteoliz ve siiperfisiyal
erozyonlar ile pannus periartikiiler eklem yiizeyini (mavi oklar) kaplamigtir. (x10 biiyiitme)
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Sekil 116. LKS5 kontrol dokusu sol tibiotarsal eklem bolgesi- Sinovyal hiperplazi (siyah oklar) ve
subsinovyal alanda yag doku infiltrasyonu goézlenmistir (¢ember). (x20 biiyiitme)
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Model  olusturulduktan  sonra  modifikasyon  yapilmamis  DH’lerin
LeGo mCTLA4 lentiviriisii ile transiiksiyon yapilmasi ile elde edilen TolDH’ler ile
tedavi edilen hayvanlarin doku 6rneklerinden yapilan analizleri;

Histopatolojik degerlendirmede; sinovyal membranda hafiften siddetliye degisen
derecelerde mononiikleer hiicre infiltrasyonlar1 dikkati cekmistir. Sinovyal hiperplazi
ve subsinovyal alanda yer yer neovaskiilarizasyon mevcuttu. Bazi alanlarda sinovyal
membranin eklem bosluguna dogru disloke oldugu, pannus dokusu igerisinde ise yag
infiltrasyonunun yer aldig1 gézlenmistir. Kikirdak dokuda yaygin dejeneratif-nekrotik
degisiklikler, kondrositik hiposeliilarite ve lamellasyon dikkati ¢ekmis; bu bolgelerde
nekroz odaklarina eslik eden fissiir olusumlar1 ve siiperfisiyal erozyon alanlari
izlenmigtir. Pannus dokusunun osteolizis ve kikirdak erozyonlar1 esliginde
periartikiiler eklem yiizeyini kapladigi tespit edilmistir. Sadece primer DH’ler ile

tedavi edilen gruba gore sinovyal hiperplazinin daha hafif oldugu goriilmustiir.

B e 3

Sekil 117. C3, Romatoid artritli tibiotarsal eklem bolgesi (beyaz ok)

Sekil 118. A. Kondrositlerde dejeneratif-nekrotik degisiklikler ve fissiir olusumlar1 (mavi oklar)
sinovyal membranda hafif siddetli monontikleer hiicre infiltrasyonlari dikkati gekmistir. (x10 biiyiitme)
B. Kondrositlerde dejeneratif- nekrotik degisiklikler, hiposeliilarite ve lamellasyona rastlanmistir (mavi
oklar). Sinovyal hiperplazi ve pannus olusumu (siyah oklar), sinovyal membranda hafif siddetli
mononiikleer hiicre infiltrasyonlar (asteriks) gozlenmistir. (x10 biiyilitme)
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Sekil 119. A. C1 kontrol dokusu sol tibiotarsal eklem bolgesi- Sinovyal hiperplazi (siyah oklar) ve
sinovyal membranmn eklem boslugu igerisine dislokasyonu (asteriks) gézlenmistir. (x4 biiylitme) B. C1
kontrol dokusu sol tibiotarsal eklem bdlgesi- Sinovyal hiperplazi (siyah oklar) ve sinovyal membranin
eklem boslugu icerisine dislokasyonu (asteriks) gdzlenmistir. (x10 biiylitme)

Model olusturulduktan sonra DH’lerin LeGo mCTLA4 lentiviriisii ile
transiiksiyon yapilmasi sonrasi kolajen ile kiiltiir ortaminda muamele edilerek antijene
spesifik TolDH’ler elde edilerek tedavi edilen hayvanlarin doku drneklerinden yapilan
analizler;

Tibiotarsal eklem bolgesinde, Ozellikle kalkaneus, talus ve sentral tarsal
kemiklerde sinovyal hiperplazi ve sinovyal membranda hafif derecede mononiikleer
hiicre infiltrasyonlar1 gdzlenmistir. Subsinovyal alanda neovaskiilarizasyona ve
pannus dokusu i¢inde yag infiltrasyonlarina rastlanmistir. Kondrositik hiposeliilarite,
dejeneratif-nekrotik degisiklikler ve fissiir olusumlar1 dikkat cekmistir. Ilerlemis
lezyon bolgelerinde osteolizis alanlarina eslik eden periosteal kemik ¢ikintilari

goriilmiistiir. Sadece primer DH’ler ile tedavi edilen gruba gore sinovyal hiperplazinin

daha hafif oldugu goriilmiistir.

Sekil 120. Romatoid artritli tibiotarsal eklem bolgesi (beyaz ok)
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Sekil 121. Sinovyal hiperplazi (siyah oklar), sinovyal membranda hafif siddetli mononiikleer hiicre
infiltrasyonlari (asteriks), pannus dokusunda yag infiltrasyonu gozlenmistir (¢ember). (A: x4 biiylitme,
B: x10 biiyiitme, C: x20 biiyiitme) D Sinovyal hiperplazi (siyah oklar), sinovyal membranda hafif
siddetli mononiikleer hiicre infiltrasyonlari (asteriks) gozlenmistir. Kikirdak dokuda bir alanda nekrotik
degisiklikler ile siiperfisiyal erozyonlar ile pannus periartikiiler eklem yiizeyini (mavi oklar)
kaplamustir. (x20 biiylitme)
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Sekil 122. CK 1 kontrol dokusu sol tibiotarsal eklem bolgesi Sinovyal hiperplazi (siyah oklar)
gozlenmistir. (x4 biiyiitme) CK2 kontrol dokusu sol tibiotarsal eklem bdlgesi- Kikirdak dokuda
meydana gelen nekrotik degisiklikler osteoliz ve siiperfisiyal erozyonlar ile pannus periartikiiler eklem
yiizeyini kaplamistir. Sinovyal hiperplazi ve pannus olusumu (sart oklar) pannus dokusunda yag
infiltrasyonu gozlenmistir. (x10 biiyiitme)
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Model olusturulduktan sonra modifikasyon yapilmamis DH’lerin LeGo hIDO
lentiviriisii ile transiiksiyon yapilmasi ile elde edilen TolDH’ler ile tedavi edilen
hayvanlarin doku 6rneklerinden yapilan analizleri;

Sinovyal hiperplazi, sinovyal membranda orta ila hafif derecede mononiikleer
hiicre infiltrasyonlar1 ve belirgin pannus olusumu goézlenmistir. Pannus dokusu
icerisinde hafif derecede yag doku infiltrasyonlar1 da dikkati ¢ekmistir. Kikirdak
dokuda yaygin dejeneratif-nekrotik degisiklikler, hiposeliilarite ve fissiir olusumlari
dikkati ¢cekmistir. Nekrotik kikirdak bolgelerine eslik eden osteolizis ve siiperfisiyal
erozyonlar ile pannus dokusunun periartikiiler eklem yiizeyini kapladig1 saptanmustir.
Osteolizis alanlarinda periosteal kemik c¢ikintilar1 gozlenmistir. Yer yer eklem
boslugunun neredeyse tamamen gozden kayboldugu belirlenmistir. Sadece primer
DH’ler ile tedavi edilen gruba gore sinovyal hiperplazinin daha hafif oldugu

gOriilmiistir.

S -P-

Sekil 123. H2, Romatoid artritli tibiotarsal eklem bolgesi (beyaz ok)

A

Sekil 124. Sinovyal hiperplazi (siyah oklar), sinovyal membranda hafif siddetli mononiikleer hiicre
infiltrasyonlar1 ve pannus olusumu (asteriks) gozlenmistir. Pannusta yag doku infiltrasyonlarina
(¢cember) rastlanmistir. Kondrositlerde dejeneratif-nekrotik degisiklikler ve fissiir olusumlar (sar1 oklar)
ile eklem boslugu neredeyse tamamen gézden kaybolmus oldugu dikkati ¢ekmistir. (x4 biiyiitme)
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Sekil 125. Sinovyal hiperplazi (siyah oklar) ve sinovyal membranmin eklem boslugu igerisine
dislokasyonu gozlenmistir. Sinovyal membranda orta siddetli mononiikleer hiicre infiltrasyonu
(asteriks) dikkati ¢ekmistir. (x10 biiylitme)
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Sekil 126. A. kontrol dokusu sol tibiotarsal eklem bolgesi- Sinovyal hiperplazi (siyah oklar), Sinovyal
membranda orta siddetli mononiikleer hiicre infiltrasyonlar1 (asteriks), pannus olusumu dikkati
¢ekmistir. (x4 biiytlitme) kontrol dokusu sol tibiotarsal eklem bdlgesi. (x4 biiyiitme)

Model olusturulduktan sonra DH’lerin LeGo_hIDO lentiviriisii ile transiiksiyon
yapilmasi sonrasi kolajen ile kiiltiir ortaminda muamele edilerek antijene spesifik
TolDH’ler elde edilerek tedavi edilen hayvanlarin doku oOrneklerinden yapilan
analizler;

Tibiotarsal eklem bolgesinde sinovyal hiperplazi ve mononiikleer hiicre
infiltrasyonlar1 gozlenmistir. Subsinovyal alanda neovaskiilarizasyon ve pannus
dokusu igerisinde yag infiltrasyonlar1 tespit edilmistir. Bazi1 alanlarda sinovyal
membranin yabanci cisim (keratin) ile iliskili olarak ¢ok siddetli mononiikleer hiicre
infiltrasyonu ve buna bagli yabanci cisim reaksiyonu gelistirdigi izlenmistir. Kikirdak
dokuda yaygin nekrotik degisiklikler, siiperfisiyal erozyonlar ve osteolizis alanlari
dikkati ¢ekmis, bu lezyonlara eslik eden pannus dokusunun periartikiiler eklem
ylizeyini kapladigi belirlenmistir. Kondrositlerde dejeneratif-nekrotik degisiklikler,

hiposeliilarite ve belirgin fisslir olusumlart izlenmigtir. Osteolizis alanlarinda
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periosteal kemik ¢ikintilart gozlenmis ve eklem boslugunun biiylik oranda ortadan

kalktig1 saptanmuigtir.

Sekil 127. Romatoid artritli tibiotarsal eklem bolgesi (beyaz ok)

Sekil 128. Sinovyal hiperplazi (siyah oklar) ve pannus olusumu, sinovyal membranda siddetli
mononiikleer hiicre infiltrasyonlar1 (asteriks) ve pannusta yag doku infiltrasyonlar1 gézlenmistir. (x10
biiytitme) B. Kikirdak dokuda meydana gelen nekrotik degisiklikler osteoliz ve siiperfisiyal erozyonlar
ile pannus periartikiiler eklem yiizeyini kaplamistir. (Mavi oklar) (x10 biiyiitme)
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Sekil 129. Kondrositlerde nekrotik degisiklikler, fissiir olusumlar: (sar1 oklar) ve hiposeliilarite dikkati
¢ekmistir (mavi oklar). (x10 biiylitme)
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Sekil 130. HK4 kontrol dokusu sol tibiotarsal eklem bdlgesi (x4 biiyiitme) B. HK4 kontrol dokusu sol
tibiotarsal eklem bolgesi (x10 bilyiitme)
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Model  olusturulduktan  sonra  modifikasyon  yapilmamis  DH’lerin
LeGo hIDO sh80 sh86 lentiviriisii ile transiiksiyon yapilmasi ile elde edilen

TolDH’ler ile tedavi edilen hayvanlarin doku 6rneklerinden yapilan analizleri;

Tablo 20. Tedavi grubu hayvanlari eklem gorselleri ve tedavinin patolojik etkileri. Romatoid artritli
tibiotarsal eklem bolgesi (beyaz ok)

Kikirdak dokuda kontrol eklemine gore belirgin
hiposeliilarite dikkati ¢ekmistir. Sinovyal membranda hafif
derecede sinovyal hiperplazi ve subsinovyal alanda
neovaskiilarizasyon izlenmistir. Pannus dokusu igerisinde
sinirl yag infiltrasyonu gézlenmistir.

Kikirdak dokuda hafif derecede hiposeliilarite izlenmistir.
Sinovyal membranda hafif sinovyal hiperplazi ve
subsinovyal  alanda  belirgin  neovaskiilarizasyon
gozlenmis; pannus dokusu igerisinde yag infiltrasyonu
mevcuttur.

Sinovyal hafif orta derecede hiperplazi ile birlikte, sinovyal
membranda  orta  siddette = mononiikleer  hiicre
infiltrasyonlar1 goézlenmistir. Kikirdak dokuda smirli bir
alanda meydana gelen nekrotik degisikliklere osteolizis ve
stiperfisiyal erozyonlar eslik etmis; bu lezyonlarin
periartikiiler eklem yiizeyinde pannus olusumu ile
sonug¢landigi izlenmistir. Subsinovyal alanda
neovaskiilarizasyon ve pannus dokusu igerisinde yag
infiltrasyonu mevcuttur.

Sinovyal membranda hafif siddette mononiikleer hiicre
infiltrasyonlar1  (asteriks) ve sinovyal hiperplazi
gbzlenmistir. Subsinovyal alanda belirgin
neovaskiilarizasyon izlenmis, pannus dokusu igerisinde
yag infiltrasyonu mevcuttur. Kondrositik hiposeliilarite
dikkati gekmistir.

Sinovyal membranda hafif-orta derecede hiperplazi ve
subsinovyal  alanda  belirgin  neovaskiilarizasyon
gozlenmistir. Pannus dokusu igerisinde yag infiltrasyonu
mevcuttur. Kikirdak dokunun smurhi  bir alaninda
kondrositik hiposeliilarite tespit edilmistir.
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Sekil 132. Kondrositik hiposeliilerite (mavi oklar) gézlenmistir. (x10 biiyiitme)

Sekil 133. Hafif derecede sinovyal hiperplazi (siyah oklar) (x4 biiyiitme) Sinovyal hiperplazi (siyah

oklar), sinovyal membranda orta siddetli mononiikleer hiicre infiltrasyonlar1 (asteriks) ve
neovaskiilarizasyon gozlenmistir. (x10 bilyiitme)

139



neovaskiilarizasyon (kirmizi oklar) gézlenmistir. Bir alanda kikirdak dokuda kondrositik hiposeliilerite
(mavi oklar) gézlenmistir. (A: x10 biiyiitme, B: x20 biiyiitme)

Sekil 135. Hafif derecede sinovyal hiperplazi (siyah oklar) ve subsinovyal alanda yag doku infiltrasyonu
gozlenmistir (cember). (A: x4 biiyilitme, B: x10 biiyiitme)

Sekil 136. 80-86 4 kontrol dokusu sol tibiotarsal eklem bolgesi (x4 biiyiitme) 5 kontrol dokusu sol
tibiotarsal eklem bolgesi- Kondrositik hiposeliilerite (mavi oklar) gozlenmistir. (A: x4 biiyiitme, B: x10
biiyiitme)
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Model olusturulduktan sonra DH’lerin LeGo hIDO sh80 sh86 lentiviriisii ile
transiiksiyon yapilmasi sonrasi kolajen ile kiiltiir ortaminda muamele edilerek antijene
spesifik TolDH’ler elde edilerek tedavi edilen hayvanlarin doku drneklerinden yapilan
analizler;

Tibiotarsal eklem bolgesinde, kalkaneus, talus ve sentral tarsal kemiklerde
sinovyal hiperplazi, sinovyal membranda hafif siddetli mononiikleer hiicre
infiltrasyonlar1 dikkati ¢ekmistir. Pannus dokusu icerisinde yag infiltrasyonlari
izlenmigtir. Kikirdak dokuda yer yer pannus dokusunun periartikiiler eklem yiizeyini
kapladig1 belirlenmistir. Ayrica hafif derecede kondrositik hiposeliilarite saptanmustir.

Bir alanda eklem boslugunun gézden kayboldugu dikkati ¢ekmistir.

Sekil 137. Romatoid artritli tibiotarsal eklem bolgesi (beyaz ok)

A . B

Sekil 138. Hafif derecede sinovyal hiperplazi, kondrositik hiposeliilerite (mavi oklar) gézlenmistir. (A:
x4 biiyiitme, B: x10 biiyiitme)
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Sekil 139. Kikirdak dokuda meydana gelen nekrotik degisiklikler osteoliz ve siiperfisiyal erozyonlar ile
pannus periartikiiler eklem ylizeyini (mavi oklar) kaplamistir. Sinovyal hiperplazi (siyah oklar) ve
sinovyal membranda hafif siddetli mononiikleer hiicre infiltrasyonlar: (asteriks) gozlenmistir. (x10
biiyiitme) Sinovyal hiperplazi (siyah oklar) ve pannus dokusunda yag infiltrasyonu goézlenmistir
(¢cember). Kondrositik hiposeliilerite (mavi oklar) dikkati ¢ekmistir. (x10 biiyiitme)
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Sekil 140. 2 kontrol dokusu sol tibiotarsal eklem bolgesi Sinovyal hiperplazi (siyah oklar) ve
subsinovyal alanda yag doku infiltrasyonu gozlenmistir (¢cember). (A: x4 biiyiitme; B, C: x10 biiyiitme)
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Hayvanlarin sinoviyal hiperplazi, pannus olusumu, sinovyal membranda
infiltrasyonlar, kikirdak dokuda hiposeliilarite ve Kikirdak dokuda dejeneratif nekrotik
degisiklikler ve fisslir olusumu bakimindan skorlanarak degerlendirildi. Skor

ortalamalari tablo 19°da gosterilmistir.

Tablo 21. CIA modeli olusturulan farelerin histapatolojik skorlamalar (Skor 1: Hafif siddetli, Skor 2:
Hafif-orta siddetli, Skor 3: Siddetli, Skor 4: Cok siddetli).

Synovial Pannus Synovial Neovaskiilari Kikirdak Kikirdak dokuda
hiperplazi olusumu membranda zasyon dokuda dejeneratif nekrotik
infiltrasyonlar hiposeliilarite | degisiklikler ve
fissiir olusumu
PBS 3,540,5 | 35405 | 3,5+0,5 2 3 4
DH 3 341 341 1,540,5 | 3+ 341
DH+Kolajen 4 35405 | 3 241 4 3,540,5
igne 1 1 0 2,540,5 0 0
LeGO iG2 4 4 4 2 4 4
LeGO_iG2+Kolajen 3,540,5 | 3,540,5 | 3,540,5 241 341 3,540,5
LeGO_iG2-mCTLA4 340,5 2,9+1 2,87+ 2,83 3,541 2,87+
LeGO_iG2-mCTLA4+ Kolajen 2,540,5 | 240 1,540,5 2,540,5 | 2,5%0,5 | 2,5%0,5
LeGO_iG2_hIDO 3,540,5 | 35405 | 2 1 341 3,540,5
LeGO_iG2_hIDO + Kolajen 2,540,5 | 3#1 3,540,5 2,540,5 | 1,5%0,5 | 2,5%0,5
LeGO_iG2_hIDO_shCD80/shCD86 | 0,5+0,5 1 1 2,540,5 | 1,5%1,5 1+l
LeGO_iG2_hIDO_shCD80/shCD86 | 12+0,7 | 0,8+0,74 | 10,63 3,240,74 | 0,8+7,48 | 120,89
+ Kolajen
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5. TARTISMA

Romatoid artrit (RA), otoimmiin bir hastaliktir ve basta sinovyal eklemlerde
olmak {izere sistemik inflamasyona neden olmaktadir (Mclnnes & Schett, 2011).
Genetik yatkinlig1 olan kisilerde ¢evresel faktorlerin, 6zellikle sigara gibi uyaranlarin
etkisi oldugu diisiiniilmektedir. Hastalik genellikle kiiciik, periferik eklemlerde
simetrik tutulumla baslar. Tedavi edilmediginde, hastalik proksimal eklemlere ilerler
ve eklem kikirdaginda kayip ve kemik erozyonlar: ile geri doniisii olmayan eklem
yikimina neden olur. Semptomlarin alt1 aydan kisa siirdiigii "erken romatoid artrit" ve
alt1 aydan uzun siirdiigli "yerlesik romatoid artrit" klinik olarak iki kategoriye ayrilir
(Aletaha et al., 2010). Tedavi edilmediginde ciddi morbiditeye neden olur ve 6lim
oranlar1 artar. RA, klinik goriiniimii ve altta yatan patojenetik mekanizmalar1 agisindan
heterojendir. Baz1 hastalar IgG'ye kars1 gelisen romatoid faktor (RF) ve sitriilinlenmis
proteinlere karsi gelisen anti-sitriilinlenmis protein antikorlar1 (ACPA) gibi
otoantikorlar tasirken, bazi hastalar bu antikorlar1 gostermez (van der Helm-van Mil
& Huizinga, 2008). Bu cesitlilik, bireylerin hastaligin tani, prognoz ve tedavi
yanitlarinda biiyiik farkliliklar gosterebilecegini gostermektedir.

RA tedavisi i¢in kullanilan biyolojik kokenli ajanlar mevcut tedavilerin
istenmeyen etkilerini azaltmak amaciyla klinik kullanima girmis olsada tedavi
maliyetleri dnemli Olclide ylikselmis ve tliberkiiloz reaktivasyonu gibi yeni yan
etkilerin ortaya ¢ikmasina zemin olusturmustur. Ayrica, bu ajanlarin kisa 6mrlii olmali
nedeniyle tekrarlayan enjeksiyonlara ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu nedenle, alternatif bir
strateji olarak genetik olarak modifiye edilerek immiin tolerans olusturma yetenegi
kazandirilmis DH’lerin hem lokal hem de sistemik uygulamalari, yeni bir tedavi
yaklagimi olarak 6ne ¢ikmaktadir.

Otoimmiin hastalik modellerinde (6rnegin RA ve MS) DH’lerin terapotik amagl
kullanimina iligkin ilk ¢aligmalar 2000’li yillarin basinda baslamistir. Bu donemde
daha ¢ok fare kemik iligi kaynakli dendritik hiicrelere, TNF-a, vitamin D3 ile
deksametazon, rapamisin veya NFkB inhibitorii (BAY-DC) gibi ajanlar kullanilarak
kimyasal yolla tolerojenik 6zellik kazandirilmistir (Stoop ve ark., 2013’{in derlemesi).
Daha sonra gelistirilen bir yaklasimda ise eksojen indolamin 2,3-dioksijenaz (IDO) ile
muamele edilen DH’lerin immatiir fenotip sergiledigi ve antijene 6zgiil T hiicre

yanitlarin1 baskilayabildigi bildirilmistir (Bracho-Sanchez, Hassanzadeh, Brusko,

144



Wallet, & Keselowsky, 2019). Bu yontemlerle 6nemli 6l¢iide olumlu sonuglar elde
edilmekle birlikte, DH’lerin hangi kosullarda ve ne kadar siireyle bu ajanlara maruz
birakildig1 ve hangi immiinolojik mikro ¢evrede uygulandigi, hiicrelerin fenotipini
degistirerek tolerojenik Ozelliklerini kaybedip efektor fonksiyonlar kazanma riskini
beraberinde getirmektedir. Bu riski azaltmak icin 6ne ¢ikan alternatiflerden biri,
DH’lerin dogrudan genetik olarak modifiye edilerek tolerans indiikleyici nitelik
kazandirilmasidir. Ornegin, IL-4 ile transdiikte edilmis DH’lerin kolajen ile
indiiklenen artrit modelinde hastalik gelisimini engelledigi veya hafiflettigi; buna
kargilik IL-10 geni ile modifiye edilen DH’lerin etkisiz kaldig: bildirilmistir (Kim ve
ark., 2001; Morita ve ark., 2001). Bagka bir genetik stratejide ise otoreaktif T hiicreleri
ortadan kaldirmak amaciyla FasL veya TRAIL eksprese eden “katil” DH’ler
gelistirilmis ve inflamasyonun baskilanmasinda basarili bulunmustur (Liu ve ark.,
2003). Bizim calismamizda ise daha Once transplantasyon modellerinde etkinligi
kanitlanan, fakat otoimmiinite baglaminda heniiz uygulanmamus iki farkli genetik
modifikasyon ile tolerans indiikleyici DH’ler elde edilmistir (Tan ve ark., 2006; Khan
ve ark., 2013). Ayrica, literatiirde ilk kez bizim tarafimizdan denenen coklu gen
modifikasyonu stratejisi ile olusturulan TolDH’lerin RA i¢in kullanildig1 bir tedavi
yaklagimi rapor edilmistir.

Primer DH gen transferi, bu hiicrelerin farklilasmis ve olduk¢a hassas yapilari
nedeniyle immiinoterapi arastirmalarinda 6nemli bir zorluk olusturmaktadir. Bu
calismada primer DH’lerin canliligini koruyarak lentiviral transdiiksiyonunun
saglanabilmesi amaciyla farkl: stratejiler degerlendirildi.

Ilk olarak protamin siilfatin varligi ve yoklugu test edilerek, literatiirde de
belirtildigi tizere polikationik ajanlarin viral partikiillerin hiicre yilizeyine baglanmasini
kolaylastirdig1 gézlemlendi. Ancak bizim deneylerimizde de protamin siilfat varligi,
transdiiksiyon etkinligini artirsa da hiicre canliligmin siirdiiriilebilmesi agisindan
yeterli olmadig1 goriildii. Bu bulgu, protamin siilfatin sitotoksik etkisinin primer
DH’ler tizerinde belirgin oldugunu diisindiirmektedir (Esslinger ve ark., 2003).

Elde edilen lentiviral partikiiller konsantre edilerek daha yiiksek MOI ile
uygulama yapildi ve es zamanl olarak TLR4 blokaji lenti konstratdt kullanilarak
gerceklestirimistir. TLR4 sinyallemesi, DH’lerde giiclii bir aktivasyon ve apoptoz
yanitini tetikledigi i¢in (Akira & Takeda, 2004), blokaji ile hiicrelerin viral partikiilleri
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daha 1iyi tolere etmesi ve canlilifint korumasi beklenmistir. Bulgularimiz bu hipotezi
desteklemis, TLR4 blokaji altinda transdiiksiyon oranit ve hiicre viabilitesi artig
gosterdi. Bununla birlikte, elde edilen transdiiksiyon verimi hala diisiik seviyelerde
kalmastir.

Son agsamada viral partikiiller ile hiicrelerin fiziksel olarak yakin temasin1 artirmak
amaciyla plate santrifiij yontemi (spinoculation) uygulandi. Bu yaklagim, viral
partikiillerin  hiicre membran1 ile etkilesimini artirarak internalizasyonu
kolaylastirmakta ve literatiirde de primer hiicrelerin transdiiksiyonunda yaygin olarak
kullanilmaktadir (O’Doherty, Swiggard, Malim & 2000). Bizim deneylerimizde de en
yiiksek transdiiksiyon verimi bu yontemle elde edilmis ve primer DH’lerin canlilig1
biiylik 6l¢iide korunabilmistir

Tim bu sonuglar, primer DH’lere gen aktariminda tek bir yontemin yeterli
olmadigini, aksine hem biyokimyasal (protamin siilfat, TLR4 blokaj1) hem de fiziksel
(spinoculation) yaklagimlarin kombinasyonunun gerekli oldugunu gostermektedir.
Ancak optimizasyon g¢aligmalarina ragmen elde edilen transdiiksiyon oranlarinin
maksimum yilizde 40’larda kalmasi yani halen hiicre hatlarina gore diisiik olmasi,
primer DH’lerin biyolojik 6zelliklerinden kaynaklanan temel bir smirliliga isaret
etmektedir. Gelecekte, daha hedeflenmis lentiviral vektorlerin gelistirilmesi, non-viral
gen transfer yontemlerinin (6rn. elektroporasyon, mRNA transkripsiyonu) denenmesi
veya hiicrelerin tolerojenik 6zelliklerini bozmadan transdiiksiyon kapasitesini
artiracak yeni stratejilerin uygulanmasi bu sinirliliklarin agilmasina katki saglayabilir.

RA hastaliginin patofizyolojisini arastirmak ve tedavi yontemleri gelistirmek i¢in
cesitli hayvan modelleri litaratiirde kullanilmistir. Modeller genellikle iki gruba
ayirilmaktadir ilk grup indiikleme ile olusan artrit modellerini ikinci grup genetik
olarak manipiile edilmis spontan artrit modellerini igermektedir (Damerau & Gaber,
2020). Bu calisamada kullandigimiz kolajen kaynakli artrit (CIA) modeli indiikleme
ile olusturlan artrit grubuna girmektedir. Ozellikle MHC simif II bagimlilig1 sinovyal
hiperplazi, pannus olusumu, kikirdak ve kemik erozyonu gibi histopatolojik bulgularla
insan RA’sima 6nemli 6l¢iide benzerlik gostermesi nedeniyle en yaygin kullanilan
modellerden biridir (Malmstrom et al., 2020).

Literatiirde, DBA/1 fareleri, CIA modeli olusturmak i¢in yaygin olarak kullanilan

bir modeldir. Bununla birlikte, bu farelerin yiiksek maliyeti ve tedarik zorluklari,
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alternatif fare suslarinin kullanimini gerekli kilmistir. Ekibimiz tarafindan yiiriitiilen
bir projede (113S375), DBA/1 farelerinin maliyetleri nedeniyle temin edilememesi
iizerine BALB/c farelerinde CIA modeli basariyla olusturulmus ve bu modelin
gecerliligi Guvenc ve arkadaglar1 (2018) tarafindan gosterilmistir.

Mevcut projemizde ise literatirde daha Once bildirilmemis bir yaklagim
benimsenerek, 11 adet erkek C57BL/6 faresinde bovine kollajen ile CIA modeli
olusturulmustur. Bu model, RA patogenezini incelemek ve terapotik yaklagimlari test
etmek i¢in yeni bir yaklasim sunmaktadir. Olusturulan modelde hem eklem kalinliklar
hem de klinik skorlar1 farelerde modelin olustugunu gostermistir ayrica modelin
dogrulugunu ve gegerliligini degerlendirmek amaciyla, farelerden alinan dokular
histopatolojik incelemeye tabi tutulmus ve modelin basariyla olusturuldugu
dogrulanmigtir. Enjeksiyon yapilan eklemlerde sinoviyal hiperplazilerin kontrol
bacaklarna oranla yiiksek miktarda meydana geldigi gorilmistiir. Ayrica pannus
olusu ile desteklenen eklem deformasyonlari meydana gelmistir. Ancak, proje
siirecinde C57BL/6 farelerinin iiremesinde beklenmedik sorunlar yasanmistir. Bu
sorunlar, projenin ilerleyisini 6nemli Olciide etkilemis ve hayvan tedarikinde
gecikmelere neden olmustur. Bu nedenle terapotik yaklasim gruplar1t BALB/c fareleri
ile olusturulmustur.

BALB/c ve C57BL/6 farelerinin CIA modeli i¢in kullanimi, literatiirde sinirl
sayida ¢aligma ile temsil edilmektedir. Bu nedenle, bu proje, bu fare suslarinin RA
modellerindeki potansiyelini ortaya koymasi agisindan O6nemlidir. Tez c¢alismamiz
sonucunda hayvan modellemeden elde edilen bulgular, C57BL/6 farelerinin de RA
caligmalarinda kullanilabilecek uygun bir model olabilecegini gostermektedir.

Sonug olarak, bu tez calismasi, C57BL/6 farelerinde bovine kolajen ile CIA
modeli olusturulmasi ve bu modelin RA ¢alismalarinda kullanilabilirligini gostermesi
acisindan 6nemli bir bulgu sunmustur. Eklem kalinliklarinin degerlendirilmesinde,
gruplar arasindaki farklarin daha net ortaya konulabilmesi amaciyla bireysel
varyasyonlar da dikkate alinmis ve bulgular, her hayvanin ayri1 bir nokta olarak
gosterildigi grafiklerle sunulmustur. Bu yaklasim, yalnizca ortalama degerlerin degil,
ayni zamanda bireysel yanitlarin dagiliminin da gozlemlenmesine olanak tanimistir.
Bununla birlikte, insan hastaliklarinda oldugu gibi deneysel hayvan modellerinde de

hastaligin siddeti acgisindan belirgin heterojenite s6z konusu olmus, bazi bireylerde
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daha agir seyirler gozlenirken bazilarinda ise hastalik daha hafif diizeyde seyretmistir.
Bu bulgu, modelin biyolojik gergek¢iligini artirmasinin - yan1 sira, tedavi
yaklagimlarinin etkinligini degerlendirirken bireysel farkliliklarin dikkate alinmasinin
onemini de vurgulamaktadir.

Caligmamizda, farkl fare suslar1 kullanilmasinin nedeni BALB/c farelerinin TH2
baskin bir immiin yanit gelistirdigi, C57BL/6 farelerinin ise TH1 agirlikli bir
bagisiklik profiline sahip olmasidir (Schulte, Sukhova ve Libby, 2008)-BALB/c
fareleri, IL-4, IL-5 ve IL-13 gibi TH2 sitokinlerinin yiiksek ekspresyonu nedeniyle
humoral bagisiklik yanitina yatkinlik gostermekte ve alerjik hastaliklara daha duyarl
olmaktadir. Buna karsin, C57BL/6 farelerinde IFN-y {iretimi baskin olup hiicre aracili
bagisiklik yanit1 gilicliidiir ve oOzellikle hiicre i¢i patojenlere karsi direng
gelistirilmesinde kritik rol oynamaktadir (Mukhopadhyay ve ark., 2022). Bu
farkliliklar, otoimmiin hastaliklar ve enfeksiyon hastaliklar1 modellerinde uygun fare
susunun secilmesini onemli hale getirmektedir. Calismamizda, bu immiinolojik
farkliliklar1 g6z oniinde bulundurarak iki fare susunda da CIA modeli olusturabilirligi
gosterilmistir. Laboratuvarimizda yiiriittiiglimiiz diger otoimmdiin hastalik modeli olan
EAE calismalarinda siklikla gézlenen beden agirligi kayiplari, CIA modeli uygulanan
farelerde izlenmemistir. Bu durum, deney siiresince tiim hayvanlarin genel saglik
durumlarimin korunmasini saglamis ve herhangi bir farenin analiz dig1 birakilmasini
gerektirmemistir. Ayrica, CIA modelinin bu yonii, deneysel tutarliligr artiran dnemli
bir avantaj olarak degerlendirilebilir. Insanlarda da RA seyrinde beden agirlig1 kaybi
tipik bir bulgu olmayip, hastalik daha ¢ok eklem inflamasyonu ve buna baglh
fonksiyonel kisitlilikla karakterizedir. Bu paralellik, CIA modelinin translasyonel
degerini gliglendirmekte ve elde edilen verilerin klinik yansitilabilirligini
artirmaktadir.

Hem boliinen hem de boliinmeyen hiicreleri enfekte edebilmeleri nedeniyle
lentiviriisler gen aktariminda yaygin olarak kullanilir. Ek olarak, hedef hiicre
genomuna kalic1 entegrasyon saglayarak uzun siireli ve tutarli gen ekspresyonunun
elde edilmesini saglarlar. Bu tez kapsaminda genetik modifikasyon igin lentiviral
vektor sistemi kullamilmustir. Ozellikle in vivo gen modifikasyonu ¢alismalarinda
transgen ifadesinin stirekliligini saglamak i¢in lentiviral vektorlerin konakgi

genomuna kalic1 olarak entegre olma yetenegi ¢ok onemlidir. Bunun yan sira, bu
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sistemlerin replikasyon yeteneginden yoksun olmalari ve immiinojenitelerinin
azaltilmis olmasi, gilivenlik agisindan daha uygun duruma gelmesini saglamistir.
Lentiviral vektorlerin tercih edilme nedenlerinden bir digeri de yaklasik 8-10 kb'lik
tasima kapasiteleri sayesinde biiylik gen dizilerinin veya birden fazla ekspresyon
kasetinin ayn1 anda aktarilmasini saglamasidir. Bu ¢alismada kullanilan lentiviral
sistem, hedef genin uzun siireli, glivenli ve etkili bir sekilde hiicre i¢ine aktarilmasi
icin uygun bir vektor olarak degerlendirilmistir. (Escors & Breckpot, 2010)

Profesyonel antijen sunan hiicreler olarak bilinen DH’ler yabanci antijenleri
tanima, onlar1 igleme ve MHC molekiilleri araciligiyla, naif T hiicrelerine sunarak
bagisiklik tepkilerini baglatirlar. DH'ler otoimmiin hastaliklarin hem patogenezinde
hem de immiinoregiilasyon siire¢lerinde hedef hiicrelerdir. DH’lerin kesfi ve adaptif
bagisiklik yanitlarini baslatmadaki 6nemli roliinii anlasilir kilmasindan dolay1 Ralph
M. Steinman, 2011 yilinda Nobel Fizyoloji veya Tip Odiilii'ne layik goriilmiistiir.
(Ganguly, Haak, Sisirak, & Reizis, 2013).

Biz projemizde DH’leri tolerans indiikleyici hale getirmek icin {i¢ ayr1 genetik
modifikasyon stratejisi kullandik. ilk yaklasim olarak indolamin 2,3-dioksijenaz
(IDO) genini baskilayic1 bir strateji kullanilarak gen aktarimi yapilmis DH’leri
kullandik. Ikinci yaklasimda ise, fare DH’lerine CTLA4-KDEL ad1 verilen ve es
uyaran molekiilleri Endoplazmik retikulum’da tutarak hiicre yilizeyinde B7 (CD80/86)
molekiillerinin ekspresyonunu engelleyen fiizyon proteinini kodlayan lentiviral vektor
ile gen aktarimi yapildi. Ugiincii yaklasimda ise DH’lerde hIDO ifadesini arttirirken
es uyaran molekiillerinin (CD80 ve CD86) yiizeydeki ifadelerini azaltacak sekilde
modifiye eden gen aktarimi yapilmig DH’leri kullandik. Bu yaklagim, otoimmiin
hastaliklarin tedavisinde DH'lerin potansiyelini degerlendirmek i¢in yeni bir perspektif
sunmaktadir. Hiicresel olarak bu dizaynimizin primer hiicrelerde T hiicre uyarimi igin
gerekli olan es uyarim sinyallersinden CD80-CD86°y1 azaltigin1 gosterdik. Uygulanan
tedavi yaklasimi, deneysel artrit modelimizde eklem kalinliklarinda anlamli diizeyde
azalma saglamis ve buna paralel olarak klinik skorlar iizerinde belirgin bir iyilesme
gozlemlenmistir. Histopatoloji analizlerimiz de bu bulgularimizi desteklemektedir.
Sinoviyal hiperplazide azalma oldugu gdsterilmis ve pannus olusumunda tedavi

edilmeyen gruba gore hafif derecede diizelme meydana gelmistir. Hayvanlarin klinik
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skorlar1 i¢in yapilan gozlemlerde tedavi verilen gruplarda gozle goriiliir sekilde
enjeksiyon yapilan ayaginin kullanabilirliginin arttigin1 gézlemlenmistir.

IDO, triptofan metabolizmasinda rol oynayan bir enzim olup, immiin toleransin
indiiklenmesinde Onemli bir rol oynar. RA hastalarinda yapilan erken donem
caligmalarda, giiclii bir IDO indiikleyici ajan olan interferon- gama (IFN-y)'nin klinik
tedavi edici etkinligi gosterilmistir. Bu etkinin, IDO aktivitesi sonucu triptofan
diizeylerinin azalmasi ve T hiicre aktivasyonunun baskilanmasiyla iligkili oldugu
belirtilmistir. Daha sonraki ¢aligmalarda, triptofan metabolizmasinin artirilmasinin,
RA hastalarinda T hiicre aktivitesini baskilamak i¢in yeni bir terapotik strateji
olabilecegi One siiriilmiistiir (Szanto ve ark.,2007). Bu goriis, RA hastalarinda yapilan
bir baska c¢alismayla daha da desteklenmistir. Bir ¢alismada, sinoviyal dokudan izole
edilen DH'lerin IDO eksprese ettigi ve bu durumun T hiicre proliferasyonunu
baskiladig1 gosterilmistir (Munn ve ark., 2002). Bu bulgular, IDO'nun RA
patogenezinde ve tedavisinde 6nemli bir rol oynayabilecegini ortaya koymustur.

Calismamizda, uygulanan tedavi protokollerinin etkinlii hem eklem kalinliklar
hem de klinik skorlamalar {izerinden degerlendirilmis ve her iki parametrede de
anlamli iyilesmeler saptanmustir. Ozellikle IDO ile tedavi edilen gruplarda, klinik
gbzlemler histopatolojik bulgularla da desteklenmistir. Histopatoloji analizleri, tedavi
edilmeyen kontrol grubuna kiyasla sinoviyal hiperplazide belirgin bir azalma
oldugunu ve pannus olusumunun da anlamli sekilde geriledigini ortaya koymustur. Bu
bulgular, IDO aracili immiin regiilasyonun yalnizca klinik diizeyde iyilesmeye katki
saglamakla kalmadigini, ayn1 zamanda eklem dokusundaki patolojik degisikliklerin de
gerilemesine yol actigini gostermektedir. Dolayistyla, IDO temelli tedavilerin eklem
inflamasyonunu baskilamada ve doku hasarin1 sinirlandirmada potansiyeli giiglii bir
aday olarak one c¢iktig1r sOylenebilir. Bu strateji, T hiicre aktivitesini baskilayarak
immdiin toleransi artirmay1 ve hastalik semptomlarini hafifletmeyi hedeflemektedir.

Kolajen ile indiiklenen artrit modellerinde IDO geni aktarilmig DH tedavisi ile
ilgili olarak Bianco ve arkadaslarinin 2009 yilinda yayimladiklar1 caligma dikkat
cekmektedir. Bu ilging ¢alismada kolajen ile artrit olusturulan farelere IDO geninin
adenovirus aracili olarak DH’lere transdiiksiyonu ardindan elde edilen tolDH’lerin ve
bu DH’lerden kaynaklanan eksozomlarin artrit gelisiminin  Onleyebildigi

gosterilmistir. Calismanin sonuglar1 heyecan verici olmakla beraber adenoviral
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vektorlere kars1 zaman igerisinde gelisen immiin yanit ile bu vektorlerin etkisiz hale
gelebilmesi ve ardigtk uygulamalarda immiin sistem tarafindan hizla taninarak
etkisizlestirilmesi olasidir (Bianco, Kim, Ruffner ve Robbins, 2009). Dolayisiyla
bizim c¢alismamizda immiinojenitesinin daha diisiik oldugu bilinen lentiviral
vektorlerle gen transferi yapilan DH’ler kullanilmistir. Kullanilan lentiviral vektor ile
tolDH eldesinin CIA modeli olusturulan farelerin hem eklem kalinliklarinda hem de
klinik skorlarinda azalmayi sagladigi gosterilmistir. Histopatoloji bulgularimiz da
sonuglarimiza paralel sekilde inflamasyonun azaldigini gosterilmistir.

Abatacept, insan sitotoksik T lenfosit iligkili protein (CTLA-4) ile insan
immiinoglobulin G1’in (IgG1) Fc kisminin fiizyonundan olusan bir proteindir. CTLA-
4, hem B7.1 (CD80) hem de B7.2 (CD86) molekiillerine yiiksek afiniteyle baglanarak
CD28-B7 etkilesimini bloke eder ve bu sayede T hiicre ko-stimiilasyonunu engeller.
Bu mekanizma lizerinden abatacept’in RA tedavisinde etkili oldugu diistiniilmektedir.
Bununla birlikte, CD28-B7 etkilesimi naif T hiicrelerin aktivasyonu igin kritik bir
basamaktir. Dolayisiyla abatacept, bu sinyal yolunu baskilayarak T hiicre
aktivasyonunu inhibe eder. Yapilan ¢aligmalarda abatacept kullaniminin CIA fare
modelinde, CD4" T hiicrelerinin yoklugunda dahi hastaligin ilerlemesini ve
aktivitesini anlamli 6l¢iide azaltig1 gosterilmistir (Jansen ve ark., 2015). Yapilan bagka
bir caligmada, CTLA-4 hiicre dist kismi ile insan immiinoglobulin G1’in (IgG1) Fc
bolgesinden olusan ¢oziiniir bir fiizyon proteini kodlayan bir gen tasiyan adenoviriis
vektorii gelistirilmis ve fare tip I CIA modeli bu vektor ile tedavi edildiginde, tek bir
intraartikiiler enjeksiyonun serum CTLA4-I1gG diizeylerini en az 12 hafta boyunca 10
pg/ml’nin iizerinde korudugu ve artriti hem klinik hem de histolojik olarak anlamli
sekilde baskiladig1 gosterilmistir (Ijima ve ark., 2001)

Bu veriler 15181inda tez ¢alismamizda kullandigimiz diger gen modifikasyonu
yaklasimi ise CTLA4-KDEL denilen ve es uyaran molekiilleri ER’da tutarak hiicre
yiizeyinde CD80/86 molekiillerinin ekspresyonunu engelleyen flizyon proteinini
kodlayan genin lentiviral vektor ile DH’lere aktarimi olmustur. Bu yaklasim daha 6nce
sadece transplantasyon modelinde kullanilmig olup bizim disimizda otoimmiin
hastalik modellerinde arastirma yapilmamistir. Kornea transplantasyon modelinde,
CTLA4-KDEL eksprese eden DH’lerin sistemik (intravendz) olarak uygulandiginda
graft yasamini belirgin olarak uzattig1 gosterilmistir (Khan ve ark., 2013).
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Bizim ¢alismamizda da CIA modeli olusturulan farelere benzer bir yaklagim temel
alinarak elde edilen DH’ler lokal olarak uygulanmis ve RA benzeri klinik tablonun
belirgin dl¢lide geriletilebildigi ortaya konmustur. Terapétik etkinlik, yalnizca eklem
kalinliklarinda gozlenen azalmalarla degil, ayn1 zamanda klinik skorlarin anlamli
sekilde diigmesiyle de dogrulanmistir. Bunun yani sira histopatolojik analizler,
sinoviyal hiperplazi ve pannus olusumunda gozlenen gerileme ile bu klinik bulgular1
desteklemis ve uygulanan tedavi stratejisinin hem fonksiyonel hem de yapisal diizeyde
koruyucu/iyilestirici etkiler ortaya koydugunu gostermistir. Bu sonuglar, lokal olarak
uygulanan genetik olarak modifiye edilmis DH’lerin, CIA modeli {izerinden
degerlendirildiginde, RA tedavisinde kullanilabilecek giiclii bir hiicresel

immiinoterapi aday1 oldugunu diigiindiirmiistiir.

Ucgiincii yaklasimda ise, DH’lerde IDO ekspresyonunu artirirken ayni zamanda
kostimiilator molekiiller olan CD80 ve CD86’nin ekspresyonlarini azaltacak bigimde
genetik modifikasyon gergeklestirildi. Sebebi Treg hiicreleri yiizeylerindeki CTLA-4
ile DH yiizeyinde bulunan es uyaran sinyalleri CD80/CD86’yla etkinleserek IDO
sentezini artirdig1 i¢in plazmit dizaynimizda CD80/86’y1 diisiirdiigiimiizde IDO
sentezi de azalacagi i¢in, IDO seviyesini artirabilmek adina ayni1 plazmitte IDO genetik

modifikasyon ile artirilmastir.

Elde edilen bu genetik olarak degistirilmis DH’ler, kolajen ile indiiklenerek RA
modeli olusturulan farelere lokal olarak uygulandi ve terapoétik etkileri degerlendirildi.
Calismamizda hem yiiksek diizeyde IDO eksprese eden DH’lerin hem de CD80/86
yiizey ekspresyonu baskilanmig DH’lerin uygulanmasi sonucunda, CIA modeli
farelerin eklem kalinliklarinda diizelme ve klinik skorlarinda anlamli iyilesme
saglandig1 agik¢a ortaya konmustur. Ayrica, histopatolojik incelemeler ile elde edilen
klinik ve mikroskobik bulgular da bu analiz sonuglarimizi dogruladi, bdylece
uygulanan stratejinin yalnizca fonksiyonel diizeyde degil aynm1 zamanda doku

morfolojisi agisindan da etkin oldugu gosterilmistir

TolDH, immiin yaniti baskilayici Ozellikleri nedeniyle otoimmiin hastalik
modellerinde sik¢a denenmektedir. Ancak tolDH’lerin hazirlanmasinda kullanilan
stratejiye bagli olarak immiin yanit lizerindeki etkileri farklilik gosterebilmektedir.
Antijenle yiiklenmemis veya genel tolerojenik 6zellik kazandirilmis tolDH’ler, immiin

sistemde genis kapsamli bir baskilama olusturarak hem hedef antijene hem de kismen
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diger antijenlere karst immiin yanit1 azaltabilmektedir. Bu durum, spesifik olmayan
immiinsupresyon nedeniyle enfeksiyon ve tiimor gelisimi gibi istenmeyen yan etkilerle
iliskili olabilmektedir. Buna karsilik antijen-spesifik tolDH’ler yalnizca hedef antijene
O0zgii T hiicre yanitlarim1 baskilamakta, aym1 zamanda antijen-spesifik Treg
hiicrelerinin indiiksiyonunu saglayarak daha secgici ve giivenli bir tolerans profili
olusturmaktadir. Tip II kolajen ile yiliklenmis tolDH’lerin CIA modelinde eklem
inflamasyonunu ve klinik artrit skorlarini belirgin sekilde azalttig1 daha 6nce rapor
edilmistir. (Charbonnier ve ark.,2006; Healy, Collins & Thompson, 2008).

Bu dogrultuda ¢alismamizda, tip II kolajen ile stimiile edilerek antijen-spesifik
ozellik kazandirilan tolDH’ler kiiltlir ortaminda tiretilmis ve CIA modeli olusturulan
hayvanlara lokal olarak uygulanmistir. Elde edilen veriler, antijen-spesifik tolDH
tedavisinin hem eklem kalinliklarinda hem de klinik artrit skorlarinda anlamli bir
iyilesme sagladigini acik¢a ortaya koymustur. Histopatolojik degerlendirmeler de bu
bulgular1 desteklemis; 0Ozellikle sinovyal hiperplazide belirgin bir gerileme
saptanmistir. Bu sonuglar, antijen-spesifik tolDH uygulamasinin CIA modelinde
yalnizca semptomatik iyilesmeye degil, ayn1 zamanda eklem dokusundaki patolojik
stireclerin baskilanmasina da katki sagladigini1 gostermektedir. Dolayisiyla, elde edilen
bulgular bu yaklagimin hedefe yonelik, gilivenli ve potansiyeli yiiksek bir immiin
tolerans stratejisi oldugunu giiclii bir big¢imde desteklemektedir.

Bu projenin uzun dénem hedefi, genetik olarak modifiye edilerek tolerans
indiikleyici hale getirilmis dendritik hiicrelerin otoimmiiniteye yol acan bagisiklik
yanitim1 hangi molekiiler ve hiicresel mekanizmalar aracilifiyla diizenlediginin
tanimlanmasidir. Elde edilecek bulgularin, bu zayiflatici hastaligin tedavisinde ve
onlenmesinde s6z konusu yolaklarin hedeflenebilirligine dair yeni perspektifler
saglamasi beklenmektedir. Eger basarili olunursa, bu projenin sonuglari, genetik
olarak modifiye edilmis tolerojenik dendritik hiicrelerin RA ve diger otoimmiin
hastaliklarin tedavisinde kullanilabilecek yenilik¢i ve etkili bir strateji oldugunu ortaya

koyacaktir.
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Tez ¢alismamiz sonucunda elde ettigimiz sonuglar1 6zetlersek;

1. Fare kemik iliginden elde edilen DH’lerine lentiviral vektorler kullanmak suretiyle
%25-40 oraninda gen aktarimi yapilabildigi gosterilmistir.

2. CTLA4-KDEL ile transfeksiyonu veya transdiiksiyonu yoluyla modifie edilen gerek
Raw 264.7 hiicrelerinde gerekse kemik iiginden elde edilen DH’lerde de novo (IFN
veya LPS ile uyarim sonras1) CD80 ve CD86 ylizey ekspresyonunun engellenebildigi
gosterilmistir. IDO sentezi aktivitesi dl¢iildiigiinde de IDO artis1 gosterilmistir.

3. Farelerde RA benzeri model olusturarak optimize etmek i¢in dncelikle daha ucuz
olan BALB/c ve C57BL/6 fareler deneylerde basari ile kullanilmistir.

4. Artrit olusturulan farelerde IDO’yu asir1 eksprese eden DH veya CD80/86 yiizey
ekspresyonu azaltilmis DH uygulamas: sonrasi uygunsuz DH hiicre (bos lentiviral
vektor, modifiye edilmemis DH veya PBS) uygulanan farelerle karsilastirildiginda
eklem kalinliklarinin, klinik skorun ve histopatolojik skorun azaldigi gozlenmistir.
Ayrica, tedaviyi takiben sinoviyal dokudaki CD4+ T hiicre ve CD68+ sinoviyal
makrofaj oranlarinin azaldig1 gosterilmistir.

5. Calismamizda primer dendritik hiicrelere (DH) gen transferi i¢in en uygun kosullar
belirlenmis, uygulanan optimizasyon stratejileri sayesinde hem transfeksiyon
verimliligi artirilmis hem de hiicrelerin canliliklarinin korunmasi saglanmistir. Bu
bulgu, tolerojenik veya terapdtik amaclarla genetik olarak modifiye edilmis DH’lerin
fonksiyonel biitiinliiklerini kaybetmeden ileri deneysel ve translasyonel caligmalarda

kullanilabilecegini gostermesi agisindan 6nemlidir.
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7. SIMGELER VE KISALTMALAR

Anti-sitriiline protein antikorlar1
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AF4/FMR2 Ailesi Uyesi 3 (AF4/FMR2 Family Member 3)
Anti-niikleer antikor

Ankyrin Repeat Domain 55

Antijen sunan hiicre (Antigen-Presenting Cell)

B lenfosit kinaz (B-Lymphoid Tyrosine Kinase)

Siklik sitriiline peptit (Cyclic Citrullinated Peptide)

Tam Freund Adjuvani (Complete Freund's Adjuvant)

Kollajen kaynakli artrit (Collagen-Induced Arthritis)

Tip II kollajen (Collagen Type II)

C-reaktif protein

Sitotoksik T lenfosit iligkili protein 4

Engellilige gore ayarlanmis yasam yili (Disability-Adjusted Life
Years)

Dendritik Hiicre

Hastalig1 degistiren antiromatizmal ilaglar (Disease-Modifying
Antirheumatic Drugs)

Deneysel otoimmiin ensefalomiyelit (Experimental Autoimmune
Encephalomyelitis)

Epstein-Barr niikleer antijen 2 (Epstein-Barr Nuclear Antigen 2)
Etilendiamin tetraasetik asit (Ethylenediaminetetraacetic Acid)
Eritrosit sedimentasyon hiz1 (Erythrocyte Sedimentation Rate)
Fetal S1gir Serumu (Fetal Bovine Serum)

Fibroblast benzeri sinoviosit

Fekal mikrobiyom nakli (Fecal Microbiota Transplantation)
Kiiresel Hastalik Yiikii (Global Burden of Disease)
Glukokortikoidler

Yesil floresan protein (Green Fluorescent Protein)
Hematoksilen&Eozin (Histolojik Boyama)

Histon H3 lizin 4 trimetilasyonu

Insan I6kosit antijeni (Human Leukocyte Antigen)
Indoleamine 2,3-dioxygenase

Intraartikiiler

Janus kinaz

Luria-Bertani (besiyeri)

Major histokompatibilite kompleksi

Enfeksiyon ¢arpani (Multiplicity of Infection)

Multipl Skleroz

Metotreksat

Dogal 6ldiiriicii hiicre (Natural Killer Cell)

Non-steroidal anti-inflamatuar ilag (Non-Steroidal Anti-Inflammatory

Drug)
Optik yogunluk (Optical Density)
Overektomi (Ovarectomy), Yumurtaliklari ¢ikarilmis fare
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pCMV
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PP2A
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PTPN22
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RANKL
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SFFV
SHP2

ShRNA
SNP
STING

TNF
Treg
YLD

TCR (THR):

Sitomegaloviriis promotoru igeren plazmid (Plasmid with
Cytomegalovirus Promoter)

Antijen-proteoglikan ile indiiklenen artrit (Proteoglycan-Induced
Arthritis)

Protein fosfataz 2A (Protein Phosphatase 2A)

Protamin siilfat
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Romatoid Artrit

Reseptor aktivator niikleer faktor kappa-B ligandi (Receptor Activator
of Nuclear Factor Kappa-B Ligand)

Romatoid faktor
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Spleen Focus-Forming Virus

Src homoloji 2 igeren tirozin fosfataz 2 (Src Homology Region 2
Domain-Containing Phosphatase-2)

Kisa sag¢ tokast RNA (Short Hairpin RNA)

Tek niikleotid polimorfizmi (Single Nucleotide Polymorphism)
Uyarici genlerin stimiilatorii (Stimulator of Interferon Genes)

T hiicre reseptorii (T Cell Receptor)

Timor nekroz faktorii

Diizenleyici T hiicreleri (Regulatory T Cells)

Engellilik ile yasanan y1l (Years Lived with Disability)
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9. TESEKKUR

Lisans 3. simnifta katildigim bir seminerde kendisini ilk kez dinleme firsati
buldugum andan itibaren immiinolojinin kapilari benim i¢in aralanmisti. O giinden bu
yana, doktora mezuniyetime kadar gegen siirecte, immiinolojiye dair 6grendigim her
konu, danigmanim sayin Prof. Dr. Haluk Barbaros ORAL’1n akademik rehberligiyle
daha anlamli hale geldi. Takildigim her deneyde bana yol gostermesi, yalnizca
akademik hayatimda degil bireysel yasamimda da bana danigmanlik etmesi, bu uzun
yolculugu benim i¢in essiz kilmistir. Her zaman asistant olmaktan gurur duydugum,
empatinin, sempatinin ve toleransin yasamimizdaki 6nemini bana 6greten ve varligiyla
bu siireci daha degerli kilan danigman hocam, akil mentoriim Prof. Dr. Haluk Barbaros
ORAL’a en igten tesekkiirlerimi sunarim.

I¢inde yer alma firsat1 buldugum projelerde, hayvan modelleme konusundaki tiim
deneyim ve yetkinligimi kazanmamda Onciiliik eden; kendi laboratuvarini bana emanet
edecek kadar gliven duyan; ailesinin evinin kapilarini agarak yalnizca akademik degil,
insani anlamda da her zaman yanimda olan kiymetli hocam Prof. Dr. Murat
YALCIN’a en derin tesekkiirlerimi sunarim.

Eksozomlar ile ilgili arastirmalariyla eksozom diinyasinin kapilarin1 agan,
projesini bana emanet ederek gilivenini gosteren, yalnizca akademik olarak degil, her
zaman yliksek enerjisi ve nesesiyle yanimda olup bu siireci daha motive edici hale
getiren Saym Dr. Ogr. Uyesi Salih Haldun BAL’a en igten tesekkiirlerimi sunarim.

Boliimiimiize geldigi siirecten itibaren deneysel ve bilimsel konularda bana
aktardig1 degerli bilgi ve katkilarindan dolayr Dog. Dr. Digdem YOYEN ERMIiS’e
tesekkiir ederim. Bu siirecte yalnizca kendi 6grencilerine degil, hepimize 6gretme
gayreti gosterdigi her analiz ve deney i¢in ayrica minnettarim.

Danigman hocamin ydnlendirmesiyle bir siireligine ekibine dahil olma firsati
buldugum, is birligini her zaman siirdiiren ve her sorumda rahatlikla ulasabildigim,
Istanbul’a her gidisimde kendimi bir aile ortaminda hissettigim Siitlii Lab’in degerli
hocasi Dr. Ogr. Uyesi Tolga SUTLU’ye en igten tesekkiirlerimi sunarim. Bu siirecte
birlikte ¢alismaktan her zaman biiyiik keyif aldigim, destegini ve yol arkadasligini
esirgemeyen Siitlii Lab’1n en deli iiyesi Elif CELIK e, bilgilerini ve masasini benimle
paylasan degerli arkadasim, memleketlim Dr. Ayhan PARLAR’a da goniilden
tesekkiir ederim.

Tedavi enjeksiyonlarin1 yapip siireci tamamladiim her hayvanin patolojik
analizlerini heyecanla takip ederken, mikroskop basinda patoloji agisindan gordiigiim
verileri yorumlamay1 6greten, bilimde etik ve ahlakin ne kadar giizel bir sekilde
isleyebilecegini gosteren degerli hocam Prof. Dr. Ahmet AKKOC’a tesekkiir ederim.

Tezimin bir¢ok boliimiinii gergeklestirebilmem ig¢in laboratuvarin1 bana agan,
sorumluluk almama firsat tantyan, sohbetiyle her zaman kendimi en yakin hissettigim
benim i¢in yeri ¢ok 6zel olan degerli hocam Prof. Dr. Arzu Yilmaztepe ORAL’a en
icten tesekkiirlerimi sunarim. O laboratuvari kendime bir ev gibi hissettim ve en mutlu
deneylerimi orada gergeklestirdim. Sizden 6grendiklerim hem akademik hayatimda
hem de kisisel yolculugumda daima yol gosterici olacaktir.

Her zaman ‘Birileri yaptiysa biz de yapariz. Sen yoluna bak, kalbini temiz tut;
herkes er ya da ge¢ emeklerinin karsiligini alir.” sézleriyle beni yetistiren, kidemlim
ve artik degerli hocam Dog. Dr. Gokgen BAYRAM GUVENC bilim yolunda attigim
her adimda bana yol gosterdigin, her zorlandigimda sabirla destek oldugun i¢in
tesekkiir ederim. Bana calisma disiplini kadar, diiriistliigiin ve temiz kalbinle bilim
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insan1 olmanin insani tarafin1 da Ogrettin. Sozlerinle, tavirlarinla ve emeginle
biraktigin iz, bu yolculugumda hep yanimda olacak.

Kidemlim Dr. Ogr. Uyesi Mehmet KARACAY; birlikte saatlerce deney
yaptigimiz, FACS baginda sabahladigimiz gecelerde konserler izledigimiz, gecenin
ticiinde tatli molalariyla motivasyonumuzu artirdigimiz anilar igin, laboratuvarda
temizlik yaparken bile keyifli tavirlarin ve bikmadan yanitladigin immiinoloji
sorularim i¢in tesekkiir ederim. Senden 6grendigim bilimsel bilgiler ve Seda Sayan
repklikleri her zaman aklimda olacak.

Stajyer olarak geldiginiz giinden, yiiksek lisans mezunu olana kadar hig
ayrilmamak ve her an bagimizin giliglenmesi benim ig¢in tarifsiz bir mutluluk ve gurur
kaynagidir. Akademik siirecimde oldugu kadar hayat yolculugumda da beni abla
olarak goren, kan bagi olmadan kardeslik bagi kurmay1 basardigimiz, hangimizin
deneyi varsa birlikte kosturdugumuz, kimin sorunu varsa birlikte ¢6zdiigiimiiz, kimin
mutlulugu varsa ti¢limiiziin kadeh kaldirarak kutladigi canim kizlarirm MSc. Ceren
ESEN KIiREZ ve MSc. Fatmanur DUNDAR siz olmasaydiniz bu yolculuk ne bu kadar
kolay ne de bu kadar anlaml1 olurdu. Varliginiz, samimiyetiniz ve yanimda olusunuz,
bu siirecin en kiymetli armaganlarindan biridir.

Bir proje sayesinde kesigen yollarimiz1 birlikte yiirlimeye devam edecegimize
goniilden inandigim, patoloji boliimiiniin en neseli, en ¢aliskan, en diizenli ve en ¢ok
kalemine sahip asistani canim arkadasim Veteriner Hekim PhD,c Ezgi YUMUSAK’a
tiim analizlerimi uykusuz kalarak yetistirdigi i¢cin ve bana verdigi o miithis arkadaglik
icin sana sonsuz tesekkiir ederim. Seninle bilim konusmak, resim yapmak, kitaplari
analiz etmek ve sessizce saatlerce doku kesmek hayatimin en keyifli anilarindan oldu.

Mesafelerin dostlukla bir ilgisi olmadigint bana her defasinda hatirlatan,
aramizdaki 8.200 kilometre ve 8 saatlik zaman farkina ragmen ne zaman arasam
ulagabildigim, her bulusmamizda enerjisi ve motivasyonuyla beni yeniden yiikselten,
bilgi birikimiyle her zaman gurur duydugum, hayatimin “bas asistan1” olan kiymetli
arkadasim Dr. Bahar DAKiIKI KORUCU’ya en igten tesekkiirlerimi sunarim. Doktora
stirecimde donem arkadasim olmasi, benim i¢in biiyiik bir sans ve ayricalikti.

Doya doya gen terapi konusabildigim, hayatima keske daha Once girseydi
dedigim canim arkadasim PhD,c Didem AKYONEY CAKIRSOY bazen yollar
ayrilabiliyor ama kalpler beraber oldugu siirece ve facetime varliginda hep yan yana
olmaya devam edecegimizi biliyorum. Laboratuvara gelerek bana kattigin bilimsel
katkilar ve hayattima kattigin o giizel dostlugun i¢in ¢ok tesekkiir ederim. Tekrar
seninle ayni esyalari almak ve her giin pisti olmak i¢in sabirsizlantyorum c¢iinkii
biliyorum ki akademi yolculugumuzda ayrilmadan ilerleyecegiz.

Laboratuvarimizin en kiigiigii ama kalbi kocaman olan ekip arkadasim Miijdat
ATILGAN; ne zaman arasam hemen yanimda oldugun ig¢in, tez siirecimde bana
verdigin tiim destek ve yardimlar i¢in minnettarim. Bagimizin kopmayacagina
inantyorum, iyi ki varsin, her sey i¢in ¢ok tesekkiir ederim. Umarim yolun ¢ok giizel
bir akademik siirece doniisiir.

Bu siiregte bikmadan benimle yiiriiyen, akademinin zorlu hava kosullarini
gogiislememe yardimci olan, giinesli giinlerinde de benden ¢ok sevinen mutlu olan, en
ihtiya¢ duydugum anlarda hem sosyallesmeme katki saglayan hem de psikolojimi
toparlayan ve benimle gurur duyduklarindan emin oldugum canim arkadaslarim Cansu
BUDAK, Hiiseyin BUDAK, Sevim PULLU, Metehan PULLU, Cakir PULLU, Omer
SURMELI ve Dilek KAHRAMAN... lyi ki varsiniz, bu yol sizinle ¢ok daha eglenceli
ve dayanilir oldu!
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Akademik ilerleme siirecimde bana sadece ellerinde olan imkanlarla degil
olamayacaklar1 bile zorlayarak oldurmak i¢in ¢abalayarak destek olan, Bursa’da
kendime bir konfor alani olusturmami miimkiin kilan ve benimle bikmadan 40
metrekarelik evde yasamaya katlanan anneme ve babama tesekkiir ederim. Herkesin
‘Sen simdi ne olacaksin?’ sorularina benimle birlikte bikmadan cevap veren, stresten
uyuyamadigim gecelerde benimle sabahlayan ve her basarimda benden ¢ok sevinen
canim Annem Vahide ARSLAN, Babam Zeki ARSLAN size her sey i¢in minnettarim.

Motivasyon kaynaklarim, en yakin arkadaglarim, ayn1 zamanda kiiciik annem ve
babam olan canim ablam Ozge KARAGOZ ve abim Baris KARAGOZ, sizin
kardesiniz olmak harika, beni inandirdiginiz giizel gelecek i¢in ve tiim egitimim
siirecimde maddi sponsorlugunuzla beraber manevi desteginiz i¢in tesekkiir ederim.
Artik ailemizin bir bilim doktoru var hayallimizi gergeklestirdim 18 yagimda benimle
ciktiginiz bu yolculugun duraklarindan birine daha geldik diger duraklar1 ararken tek
emin oldugum sey sizin yine benimle o yola ¢ikmaya benden daha hevesli oldugunuz
sizi seviyorum.

Bursa Uludag Universitesi immiinoloji Laboratuvarimin tiim iiyelerine, Experim
ekibimize, Bursa Uludag Universitesi Arastirma Projeleri birimine, Saglik Bilimleri
Enstitiisii ¢alisanlarina tesekkiir ederim. Bu tez ¢alismasi, Bursa Uludag Universitesi
Bilimsel Arastirma Projeleri (BAP) Birimi tarafindan Oncelikli Alan Projesi
kapsaminda kabul edilmis ve ONAP-626 kodlu proje olarak desteklenmistir. BAP
birimine tesekkiirlerimizi sunariz. Ayrica, BAP tarafindan desteklenen TAY- 2022-
601 kodlu alt yap1 projesi kapsaminda temin edilen cihazlari kullanmamiza izin veren
proje yiiriitiiclisiine tesekkiir ederiz. Bu destekler, calismamizin bilimsel ve teknik
acidan daha giiclii bir sekilde yiiriitilmesine olanak saglamistir.

Immiinoloji diinyasinda biriktirdigim tiim aileme tesekkiir ederim.

Geriye bakinca anladim yolculuk giizeldi olay sadece ilerlemekti.
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10. OZGECMIS

Lisans egitimimi 2011-2016 yillar1 arasinda Indnii Universitesi Fen-Edebiyat
Fakiiltesi Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali’nda tamamladim. 2017-2020
yillar1 arasinda Bursa Uludag Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi Molekiiler Biyoloji
ve Genetik Anabilim Dali’nda yiiksek lisans egitimimi bitirdim. 2021 yilinda Bursa
Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi Immiinoloji Anabilim Dali’nda basladigim doktora
egitimime basladim ve bu siirecte birgok projede yer alma firsat: buldum. Ozellikle
gen terapi ve hayvan modelleme konusunda c¢aligmalarim bulunmakta ayn1 zamanda
eksozomlar ile ilgili ¢aligmalarda da bulunma firsat1 buldum. Yurt i¢i ve uluslararasi
indekslerde taranan dergilerde yer alan aragtirma ¢alismalarim bulunmaktadir.
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