T, B, NK Hucrelerin Degerlendiriimesinde Pratik Yaklasimlar
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Konak savunma mekanizmasi, enfeksiyonlara karst ilk koruyucu engeli olusturan, mikroorganizmalari taniyip onlari yikima ugratmak
icin dogal olarak organizmada hazir bulunan “dogal diren¢ - dogal bagisiklik" ve herhangi bir patojenle kargilastiktan sonra dogal diren-
ci takiben ortaya cikan, enfeksiyonlara karsi daha etkili savunma saglayan “edinsel direng - edinsel bagisiklik” dan olugmaktadir. Do-
gal direncin baslica yapitaslari epitel tabakasi, dogal 6ldiiriicii hiicreler (natural killer-NK hiicreleri), kompleman sistemi, fagositik hiic-
reler ve sitokinlerdir.

Edinsel bagisikhgin yapi taglari ise T ve B lenfositleri ile bu hiicrelerin iiriinleridir. T lenfositleri hiicresel immiinite, B lenfositleri ise
hiimoral immiiniteden sorumlu hiicrelerdir. Himoral immiin yanitlar antijen ile reaksiyona girebilen antikorlarin olusumu ile sonuglanir.
“Immiinoglobulin” (Ig) olarak adlandirilan tiim antikorlar benzer yapida proteinlerdir ve serum enjeksiyonu ile bir bagka kisiye pasif ola-
rak transfer edilebilir. Himoral immiin sistemin aksine hiicresel immiinite sadece hiicreler araciligi ile transfer edilebilir (6rnek: graft
versus host). immiin yanit iki fazdan olusur; tanima fazinda antijen sunan hiicreler (ASH) ve T lenfositleri, efektor fazda ise antikorlar ve
efektdr T lenfositleri antijenin yok edilmesinde etkilidir.

T hiicreleri

Antijene spesifik hiicre aracili yanitlar T lenfositleri tarafindan gergeklestirilir. T hiicreleri spesifik antijeni eksprese eden hiicreleri
lize edebilir (sitotoksite) veya enflamasyonu tetikleyen sitokinler salgilayabilir (gecikmis hipersensitivite). Bu iki tip T hiicre yanrti farkl
populasyonlarla ilgilidir. Sitotoksisitede sitotoksik T hiicreleri (Tc), gecikmis tip hipersensitivitede ise yardimei T hiicreleri (Th) etkilidir.
Bu iki tip T hiicresi, hiicre i¢i patojenlerin (tiim viriisler, bazi bakteri ve parazitler) yok edilmesinden sorumludur. CD4+ ve CD8+ T hiic-
releri, kendilerine sirasiyla MHC-11 ve MHC-1 molekiilleri olugunda sunulan ve ASH tarafindan peptidlere doniistiiriiimiis protein anti-
jenlerine yanit verirler. Fagosite edilen bakteriler, fagozomdan kacabilmeyi basarabildiklerinde, ya da fagozomdan sitozole tagindikla-
rinda, fagositik hiicrelerin mikrobisidal etkisinden kurtulmus olurlar; ancak bu durumda CD8+ T hiicreleri uyarilir ve sonugta Tc enfekte
hiicrelere saldirip, onlari yikima ugratir. Bu durum, hiicre i¢i bakterilerin yikiminda, CD4+ T hiicrelerinin aktive ettigi makrofajlarin ve
CD8+ T hiicrelerinin ishirligi sonucu, hiicresel immdinitenin rol oynadigini gdstermektedir.

Antijenin taninmasi yardimei T hiicresinin yiizeyindeki reseptdrlerle iliskilidir (T hiicre reseptorii -THR, CD4 veya CD8 ve CD3). T hiic-
re aktivasyonu belirli hiicre yiizey molekiil ekspresyonu, proliferasyon ve sitokin iiretimi ile karakterizedir. Fenotipik aktivasyon molekiil-
leri yiiksek afiniteli interlokin-2 (IL-2) reseptorii, HLA-DR ve CD38'dir. Bunlara ek olarak CD45R0 ekspresyonu bellek lenfositlerini
CDA45RA tastyan naif T hiicre populasyonundan ayirir.

Klinik olarak anormal hiicre aracili immiinite diisiindiiren hastalarda in vitro lenfosit fonksiyon testleri uygulanmalidir. Bu testler siip-
heli T hiicre immiin yetmezliklerinde 6nemlidir, total kan veya lenfositler kullanilarak uygulanmalidir. Her iki durumda da taze anti-ko-
agulanh kan gereklidir. Lenfosit piirifikasyonu, anti-koagiilanl kanin dansite gradyen farkina gére ayrilma prensibine dayanir. Santrifiij
sonrasi eritrositler ve graniilositler dipte, lenfosit ve monositler ise interfazda yer alir. Trombosit agisindan zengin plazma tabakasi ise
en iisttedir. Interfaz tabakas ayrilarak elde edilen lenfositler belirli maddelerle aktive edildigi zaman, birkag giin iginde dinlenme halin-
deki lenfositler yanit verip blast hiicrelere doniisiirler. Bu iglem lenfosit transformasyonu olarak adlandirilir. Stimiile edici maddeler 4
tiptir. Antijen (pdrifiye protein derivesi-PPD), bitkisel mitojenler (fitohemagliitinin), monoklonal antikor (anti-CD3) ve forbol ester ve kal-
siyum iyonofor (phorbol myristate acetate ve ionomycin). Proliferatif yanit DNA'ya baglanan radyoaktif timidin ile veya aktive hiicrele-
rin ylizeyinde eksprese olan CD69 gibi hiicre yiizey belirteclerinin ekspresyonu ile dl¢iiliir. Bu testler doku kiiltiirii imkanlarini gerektirir,
pahali ve zaman alicidir. Lenfositlerin aktivasyon veya proliferasyon derecesini saptamak amaciyla kiiltiirdeki blast hiicrelerinin yiizde-
sini belirlemek veya yeni sentezlenen DNA miktarinin dl¢iimii gibi iki 6nemli veriyi kullanan testler gelistirilmistir. Bunlar canl hiicrele-
rin veya klonlarin sayildigi; DNA analoglarinin, tetrazolyum tuzlarinin ya da floresan boyalarin kullanildigi testlerdir.

Th sitokin profillerine gore iki gruba ayrilir. Th1 hiicreleri baslica IFN-y sekrete ederler ve hiicresel immiinitede rol oynarlar. IFN-y,
viral enfeksiyonlarin inhibisyonunda ve makrofaj aktivasyonu sonucunda fagosit aracili sindirim ve mikroplarin dldiiriilmesinde rol alir;
bu hiicreler ayni zamanda ASH {izerinde MHC sinif Il molekiillerinin ve B7 es-uyaranlarinin ekspresyonunu uyarir ve bu nedenle hiicre-
sel immiinitenin anahtar yaprtasini olusturur. Th2 hiicreleri ise IgE antikor iiretimini stimiile eden IL-4 ve eozinofilleri uyaran IL-5 iiretir-
ler. Bu nedenle, Th2 hiicreleri 6zellikle helmintik parazitlere karsi etkili eozinofil aracil, fagosit bagimsiz immiiniteyi stimiile ederler ve
B hiicre tarafindan kuvvetli antikor {iretiminin stimiilasyonundan sorumludur. IL-4, IL-10 ve IL-13 gibi Th2 hiicreleri tarafindan iiretilen
sitokinlerin bazilari ise makrofaj aktivasyonunu inhibe eder ve Th1 hiicre aracili immiiniteyi baskilar. Bu nedenle, bir mikroba karsi hiic-
re aracili immiin yanitlarin etkisi bu mikroba yanitta Th1 ve Th2 hiicrelerinin aktivasyonu arasindaki denge ile saglanabilir. Tc hiicreleri
de ayni sekilde sitokin profillerine gére Tc1 ve Tc2 olmak {izere iki gruba ayrilirlar. Th1 ve Th2 profili gdstermeyen Th hiicreleri ise Th0
olarak adlandirilir. Naif T hiicresinin sekrete ettigi sitokin profilini nasil sectigi tam olarak bilinmemekle birlikte, belirli sitokinlerin bu se-
cimde rol oynadig gdsterilmistir. IL-12 Th1 tip, IL-4 ise Th2 tip hiicre gelisimine neden olur. insanda Th1 sitokin profili hiicre i¢i patojen-
lere kargi korunmada esastir. Th2 profili ise IgE igeren antikorlarin fazla iiretimi ile karakterize hastaliklarla ilgilidir.

Th fonksiyonlari antijen- veya mitojen-stimiilasyonu sonucu {iretilen sitokinlerin (Ornegin: IL-2, IL-4, IFN-y) dl¢iilmesi ile saptanabilir.
Cok sayida cdziinebilir veya hiicre ici sitokin seviyelerini, ylizey adezyon molekiilleri veya reseptérlerini ve tiim bunlarin mRNA diizey-
lerini 6lgmek miimkiindiir. Serum, plazma ve hiicre {st sivilari gibi drneklerde sitokin seviyelerinin saptanmasinda ELISA (enzyme-lin-
ked immunosorbent assay), hiicre ici sitokin diizeylerinin saptanmasinda flow sitometri, sitokin mRNA seviyelerinin belirlenmesinde ise
polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) kullaniimaktadir.



Hiicre ici mikroplarla olusan enfeksiyonlari yok eden edinsel immiinitenin hiicresel kolunu olusturan CD4+ Th hiicreleri, fagositleri ak-
tive ederek bu fagositlerin vezikiillerinde yasayabilen mikroplarin yok edilmesini saglarken, CD8+ Tc hiicreler sitoplazmasinda mikrop ice-
ren hiicreleri oldiirerek enfeksiyonu yok ederler. CD8+ Tc hiicreler enfekte hiicre iizerindeki sinif | MHC iligkili peptidleri tanirlar ve bu
hiicreleri 6ldiirerek enfeksiyonun kaynagini yok ederler. Tc'ler graniil igeriklerinin (perforin, granzimler) hedef hiicre membranlarinda de-
likler olusturarak ve hedef hiicrelerde DNA pargalanmasi ve apoptoza yol agan maddeler araciligi ile hedef hiicrelerini yok ederler.

B hiicreleri

Antikor {ireten B hiicreleri plazma hiicreleri olarak adlandirilir ve B hiicre yiizeyinde yeralan Ig’ler B hiicre reseptdorii (BHR) olarak
rol oynar. Gelisim esnasinda B hiicre yiizeyinde ilk olarak hiicreigi [ zincirleri sonar da IgM goriiliir. Olgun hiicreler IgM'den diger si-
niflarin dretimini saglar, sirasiyla IgM ve IgD, en sonunda IgG, IgA veya IgE eksprese edilir ve bu islem izotip kayma olarak bilinir. Yii-
zey Ig'nin en son tipi sekrete antikorun sinifini belirler. Bu olgunlagma dizilimi antikor yanitinin kinetigi ile uyumludur. Birincil yanitta esas
olarak IgM olsurken, ikincil yanitta esas olarak IgG antikorlar olusur. Izotip degisimi 2 6nemli proteinin reaksiyonu ile iligkilidir. B hiic-
re yiizeyindeki CD40 molekiilii IL-4 etkisinde aktive T hiicresindeki CD40L ile reaksiyona girer ve B hiicrelerinde IgM'den diger g altg-
ruplarin (IgG, gA, IgE) olusumunu indiikler. CD40 veya CD40L molekiiliiniin eksikliginin farede ciddi immiinyetmezlige neden oldugu,
IgM’den 1gG olusumunda yetersizlik ve diisiik serum IgG ve IgA konsantrasyonuna karsilik yiiksek serum IgM (hiper IgM sendromu) se-
viyeleri gosterilmistir. Bruton hastaliginda periferik kanda B hiicreleri yoktur. T hiicreleri normal veya artmistir. Gecikmis asiri duyarhk
deri testleri ve lenfositlerin PHA'ya yanitlari normaldir.

T hiicre kdkenli sitokinler polisakkaridler gibi T hiicre bagimsiz antijenlere karsi B hiicre yanrtini uyarirlar. T, B veya ASH deki eksik-
lik, antikor iiretiminde eksiklige neden olabilir. Tekrarlayan veya ciddi enfeksiyonlarda ve belirli lenfoproliferatif hastaliklarda serum im-
miinoglobiilin él¢limleri esastir. Birbirini takip eden &lciimler secici ve siirekliimmiinoglobiilin eksikliklerini birbirinden ayirmada ve len-
foproliferatif hastaliklarin tedavisinin monitorizasyonda yardimcidir. IgM yiiksekliginde primer biliyer siroz, IgA yiiksekliginde alkolik ka-
raciger hastaligi, 1gG yiiksekliginde primer Sjégren sendromu, HIV enfeksiyonu, SLE, kanisik izotiplerin yiiksekliginde ise tiiberkiiloz, kro-
nik hepatit, kronik bakteri enfeksiyonlari goriilmektedir.

Her bir B hiicresi antijen baglanma bolgesi olarak rol oynayan yiizey Ig'ni eksprese eder. Antijen ve yardimci T hiicrelerinden (IL-4,
IL-5, IL-6) salgilanan faktdrler B hiicre béliinme ve farklilagmasini stimiile eder ve ayni tiirden immiinoglobiilin Gireten hiicreler olusur,
simultan olarak ayni ylizey Ig reseptdrii eksprese olur. Bu hiicrelerin béliinmesi sonucunda ayni antijen ile daha sonra karsilagiimasi
durumunda antijen-spesifik B hiicrelerinin sayisi daha da artar. Bu klonal ekspansiyon olarak adlandirilir ve ikincil yaniti arttirir.

ikincil yanit daha hizli ve kuvvetli oldugu igin daha etkilidir. Bu antijene yiiksek afinite ile baglanan antikorlarin {iretiminden kaynakla-
nir. Bu iiretimde iki nokta 6nemlidir. Birincisi, primer yanitta antijen uzaklastirildiinda kalan diisiik konsantrasyondaki antijen sadece yik-
sek afiniteli reseptorlere sahip hiicrelerle reaksiyona girer. Ikinci olarak sekonder yanitin germinal merkezinde hizli B hiicre béliinmesi
ve buna eslik eden somatik mutasyon yiiksek afiniteli B hiicrelerini olusturur ve bu islem maturasyon - olgunlagma olarak adlandirilir. Olu-
san B hiicreleri 6ncelikle antikor ile kompleks halde bulunan antijene baglanir ve folikiiler dendiritik hiicreler tarafindan baglanir. B hiic-
relerinin ¢ok az bir kismi T hiicre bagimsiz antijen olarak antijene direkt yanit verebilir ve |gM antikor yanrtina neden olurlar. Bu madde-
ler diger bellek B hiicrelerinin non-spesifik proliferasyonunu uyarabilirler ve bu nedenle poliklonal B hiicre mitojenleri olarak bilinirler. B
hiicreleri uygun eslikgi hiicre ile sunulsalar bile cogu antijene direkt olarak yanit vermez ikinci sinyal B hiicresini tetiklemelidir ve bu sin-
yal genellikle T hiicresi tarafindan saglanir. Bu ilk olarak adaptif transfer deneyleri ile gésterilmigtir. B hiicresinin ve antijenin irradiye hay-
vana transferinde antikor yanrti saptanmamustir. T hiicrelerinin eklenmesi, antikor yanitina neden olmakla birlikte sadece T hiicreleri an-
tikor olusturma yeteneginde olmadigindan, antikor yapiminda B hiicrelerine ek olarak Th hiicrelerine gereksinim vardir.

immiinyetmezlikler ve lenfoproliferatif hastaliklarda T ve B lenfosit alt gruplarinin ve fonksiyonlarinin saptanmasi énemli ve yardimci-
dir. HIV enfeksiyonunda dolasan CD4+ T lenfositlerin sayisi gii¢lii prognostik faktordiir ve hastaligin takibinde énemli bir belirtegtir, ayni
zamanda anti-HIV terapiye yanitin takibinde de kullanilir. Tiim ¢alismalar taze anti-koagiilanl kanda yapiimalidir. insan periferik kan B ve
T lenfositlerin tanimlanmasinda monoklonal antikorlar kullanilmaktadir. Her biri farkl floresan ile isaretlenmis hiicreler flow sitometri ci-
hazi araciligi ile tanimlanir ve sayilir. Hiicre popiilasyonlarinin biiyiiklik ve graniilaritesi farklidir. Bu dzellikler hiicre siispansiyonunda
farkli hiicre popiilasyonlarinin belirlenmesinde kullanilir. Belirli biiyiikliik ve graniilaritedeki hiicre popiilasyonunun sinirlari belirlenerek
(gate-kapilama) bu alandaki hiicrelerin detayli analizlerinin yapiimasi miimkiindiir. Elde edilen bilgiler histogramlar halinde sunulur.

NK hiicreleri

Dogal dldiiriicti (natural killer, NK) hiicreler kemik iligi kékenli, biiytik graniillii lenfosit morfolojisindeki hiicrelerdir. Dogal immiinite-
nin elamani olan NK hiicreleri esas olarak kan, dalak ve peritoniyal sivida bulunur. Fenotipik olarak CD3-CD16+CD56+ NK hiicreleri,
spontan olarak litik aktivite gdsteren, ylizey immiinoglobiilin ekspresyonu negatif, non-adherent ve non-fagositik hiicrelerdir. Antikor ve-
ya antijenik stimiilasyona gerek duymaksizin hedef hiicreleri dldiirme yetenegindedirler. Non-spesifik olarak mitojenler ve IFN-y, IL-2,
IL-12, IL-15, IL-18 ile aktive olurlar. Viriisle enfekte hiicrelerin yok edilmesinde ilk yanit veren hiicreler NK hiicreleridir. NK hiicrelerinin
enfekte ve non-enfekte hiicreleri birbirinden nasil ayirdigi kesin agiklanmamakla birlikte, lizis mekanizmasinda hiicre yiizey reseptorle-
rinin rol oynadigr goriisii yaygindir. NK hiicreleri iki tip hiicre yiizey reseptorii eksprese eder. NKR-P1 lektin-tip reseptér, hedef hiicre
yiizeyindeki karbohidrat ligandlari tanir ve lizisi tetikler. Killer immiinoglobiilin-benzeri reseptdrler (KIR) olarak adlandirilan ve lizisi inhi-
be eden bu reseptorler, hedef hiicre yiizeyindeki MHC sinif | molekiillerine baglanir. Viriislerde MHC ekspresyonun olmamasi veya MHC
sinif I molekiiliindeki degisikliklerden dolayr NK hiicreleri viriis ile enfekte hiicreleri direkt olarak éldiirme yetenegindedir.

NK hiicreleri, HLA-A, HLA-B, HLA-C gibi klasik HLA antijenleri, HLA-E ve HLA-G gibi non-klasik HLA antijenleri ve stress ile indiikle-
nen molekiil MICA (major histokompalibilite | zincir iligkili antijen) molekiillerinin her biri icin reseptdr eksprese eder. Bu reseptérler na-
tural killer-dogal oldiiriicii reseptorler (NKR) olarak adlandirilir. Bu resepttrler aktive edici ve inhibe edici reseptdrler olarak iki gruba



ayriimaktadir. HLA sinif | molekiilleri ile reaksiyonu éldiirme veya sitokin iretimini inhibe eden sinyal iletimine yol agan reseptorler ilk
olarak katil inhibitdr reseptorler olarak daha sonra ise killer immiinoglobulin-benzeri reseptdrler (KIR), dldiirme ve sitokin iretimi gibi
efektdr fonksiyonlar tetikleyen reseptorler ise katil aktivator reseptérler (KAR) olarak adlandinimistir. llk calismalarda tanimlanan KIR,
NK hiicrelerine inhibitdr sinyaller gdndermesine karsilik, daha sonraki ¢calismalar sinif | MHC antijenleri igin aktive edici reseptorlerin
de KIR ailesi igcinde oldugunu gdstermis ve genel olarak killer immiinoglobiilin-benzeri reseptdrler olarak adlandinimistir. KIR sadece
NK hiicrelerinin degil ayni zamanda daha dnceden aktive olmus T hiicre aktivasyonunun regiilasyonunda da rol oynar.

Th1 ve Th2 hiicrelerine benzer sekilde insan NK hiicre alt gruplarinin in vivo sartlardaki varlig, taze olarak izole edilen IFN-y salgila-
yan ve salgilamayan NK hiicre gruplarinda gdsterilmistir. IFN-y salgilayan NK hiicre alt grubunun esas olarak IFN-y salgilamasina kar-
sihk IL-4, IL-5 ve IL-13 salgilamadig, aksine IFN-y salgilamayan NK hiicrelerinin ise IL-4, IL-5 ve IL-13 salgiladi§i bulunmustur. Taze
olarak izole edilen IFN-y salgilayan ve salgilamayan NK hiicre alt gruplariile in vitro olarak farklilagmig NK1 ve NK2 hiicre alt gruplarinin
K562 hiicrelerine karsi benzer sitotoksik aktivite gosterdigi saptanmistir. Son bulgular dolagimdaki NK hiicrelerinin farkl sitokin profil-
lerine sahip efektdr NK hiicre alt gruplarina déniisebilecegini ve farkli enflamatuvar ozellikler kazanabilecegini gostermektedir.

Eksprese ettikleri ylizey molekiilleri (CD56, CD16) ile NK hiicrelerini flow sitometride saptamak miimkiindiir. NK hiicrelerinin sitotok-
sik etkisini saptamada kullanilan Cr51 salimimi yaninda, floresan isaretli hedef hiicrelerle efektdr hiicrelerin inkiibasyonu sonucu olusan
lizis yine flow sitometride saptanabilmektedir. Antikor bagimli hiicresel sitotoksisite (ADCC)'de antikor kapl hedef hiicreler Fc reseptorii
tastyan (NK hiicreleri, monositler, nétrofiller) hiicreler tarafindan MHC'den bagimsiz olarak yok edilir. Hedef hiicre yikiminin mekaniz-
masi tam olarak aydinlatimamakla beraber, sitoplazmik komponentlerde bulunan perforin ve granzimler araciligi ile yikimin gergekles-
tigi kabul edilmektedir. Konagin korunmasinda ADCC'nin dnemi acik olmamakla beraber, bakteri viriislerin yok edilmesinde ek bir
mekanizma olarak kabul edilmektedir.

NK hiicreleri tiimér hiicre biiylimesinin kontroliinde, viral enfeksiyonlar diginda parazit, mantar, bakteri gibi mikrobiyal enfeksiyon-
larin kontroliinde, sitokin {iretimi, hematopoetik sistem hiicre biiylime ve farkllagmasi, allograft rejeksiyonu gibi immiinoregiilatdr fonk-
siyonlarda ve GvH gelisimi, aplastik anemi, ndtropeni, diyabet, gastrointestinal hastaliklar gibi farkli hastaliklarda rol oynamaktadir.
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