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1.GIRIS VE AMAC

Insanda disi iireme sisteminde bulunan mukozal dokular, jinekolojik
kanserler ve cinsel yolla bulasan hastaliklara yol agan ¢esitli patojenlerin yol agtig1
enfeksiyonlar i¢in birincil temas bdlgeleridir. Bir kadinin hayati boyunca yasadigi
menstriiel donem, gebelik gibi hormonal degisikliklerin oldugu zamanlarda immiin
sistem yogun bir sekilde ¢alisirken menopoz sonrasi ¢alismasi yavaslamaya baslar.
Mukozal bagisiklikta menopoz sonrasi yasanan bu degisim kadinlarin cinsel yolla

bulasan hastaliklara ve jinekolojik kanserlere yakalanma riskini arttirmaktadir (1).

T hiicreleri, lenfositlerin bagisiklik yanitinda olduk¢a 6nemli gorevi olan bir
alt kiimesidir. Ozellikle tiimér hiicrelerine karst ve hiicre ici patojenik
organizmalara kars1 savunma olusturan, hiicre aracili bagisiklikta 6nemli rol
oynarlar. T hiicreleri olustuktan sonra zamanla wviicuttaki gorevlerine gore
farklilagmalar meydana gelmektedir. Menopoz sonrasi seks hormon diizeylerinin
azalmasi ile T hiicreleri fonksiyonel ve fenotipik birtakim degisikliklere

ugramaktadir (2).

T hiicrelerinin bir alt grubunu olusturan gamma delta (yd) T hiicrelerinin
fizyolojik rolii heniiz tam anlamiyla anlagilamamistir. yd T hiicrelerinin hiicresel
bagisikligin ilkel sekli oldugu diislinilmektedir. Epitelyal bariyer korumasinda
patojenlere kars1 olusan ilk savunma hatt1 gorevi goriir. Y8 T hiicreleri travma ve
enfeksiyon gibi durumlara karsi epitelin koruyucusu olma goérevini iistlenmistir .
Periferik kanda y6 T hiicreleri, normal T hiicre popiilasyonunun ¢ok az bir kismin
olusturmaktadir. Yapilan arastirmalarda endoservikal kanalda bulunan y6 T
hiicreler kadin iireme sisteminde bulunan diger kisimlara gore daha yiiksek
inflamatuar rol {istlenir. Bu duruma 6rnek olarak HIV enfeksiyonunda endoservikal

kanaldaki yd T lenfosit sayisinin degistigi bilinmektedir (3).

Yaslanmanin hematopoetik kok hiicre ve progenitor hiicrelerin islevini
olumsuz etkiledigini belgeleyen ¢ok sayida calisma vardir. Yaglanmanin etkilerini
yavaslatmak ve tersine dondiirmeye yonelik calismalar giin gectikce artmaktadir.

Lenfoid hiicreler uzun siireler boyunca varligim siirdiirdiikleri i¢in yasa bagl



kusurlara yol agabilecek ¢evresel zararlara karsi 6zellikle hassastir. B hiicrelerinde
yasa bagli olusan degisiklikler i¢inde azalan antikor iiretimini de yer alir. T hiicresi
immiin yetmezligini gosteren 6nemli belirte¢lerden biri, antijene yanit olarak
proliferasyonun azalmasidir. Yagslanma ile, antijene yanit veren T hiicrelerinin
sayisindaki genisleme tamamen durmaz, bu da ¢ogu hiicrenin tamamen "yagh"
olmadigini veya popiilasyonun heterojen oldugunu ve hem calisan hem de yaglanan
hiicrelerden olustugunu gosterir(4). Bagisikligin yeniden diizenlenmesi i¢in hangi

hiicrelerin yenilenmesi gerektigine yonelik ¢calismalar arttirilmalidir.

Disi iireme sisteminde bulunan yd T lenfositlerin yaglanma ile ne 6lgiide
degisiklige ugradigi bilinmemektedir. Bu durum kadinlarda genital sistem
immiinitesini korumak ve cinsel yolla bulasan hastaliklari, jinekolojik kanserleri

onlemek ve tedavi etmekteki bilgilerimizin yeterli olmadigin1 gostermektedir.

Biz de bu ¢alismada premenopozal ve postmenopozal donemlerde saglikli
insan uterin serviksindeki intraepitelyal y6 T hiicre popiilasyonlarmin fenotipik
Ozelliklerinin, sayisal ve foksiyonel durumunun degerlendirilmesini amacladik.
Ilerleyen yaslarda kadinlarin hayatlarim tehdit eden kosullari tersine ¢evirmek,
bagisiklik korumasin1 yeniden diizenlemek i¢in yeni terapdtik miidahalelerin
gelistirilmesi ve daha ileri ¢alismalar gereklidir, calismamizda bu duruma katki

saglamay1 hedeflemekteyiz.



2.GENEL BILGILER

2.1. Serviks Anatomisi

Kadin genital sistemi vulva, vajen, serviks, uterin korpus, fallop tiipleri ve

overlerden olugmaktadir. Uterus, uterin korpus ve serviks kisimlarindan olusur.

Latince serviks boyun anlamina gelmektedir. Serviks, yetigkin bir kadinda
uterusun alt kisminin 1/3 ‘liikk bolimiidiir. Serviks; uterusun isthmusunun ucundan
baslar ve ortalama 3-5 cm uzunlugundadir. %90 fibr6z dokudan, %10 diiz kas
dokusundan olugmaktadir. Kadinlarin yasima, hormonal durumuna ve dogum
sayisina gore serviksin blyiikligii ve sekli degisebilir (5). Serviks 6n kisimda
mesane ve yanlarda parametrium ile komsudur. Serviksi arka kisimdan Orten
periton, rektumu orter ve Douglas boslugu’ nu olusturur. Serviksin vajene agilan
dis agikligina “eksternal os” denilmektedir. Gebelikte dokulardaki proliferasyon ve
vaskiiler konjesyon sebebiyle serviksin boyutlarinda artis goriilmektedir. Multipar
kadinlarda normal dogumdan kaynakli olarak eksternal os enlemesine yarik
seklinde iken (emmet y1rtig1), nullipar kadinlarda kii¢iik ve yuvarlak goriiniimdedir.
Eksternal os uterusa dogru ‘“endoservikal kanal” ile devamlilik gdsterir ve

proksimalde “internal os” ile endometrial kaviteyle baglantilidir (6).

Kadin genital sistem anatomisini gosteren sekil asagida incelenebilir. (Sekil

2.1)
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Sekil 2.1. Kadin Genital Sistem Anatomisi

2.2. Serviks Embriyolojisi

Kadinlarda genital kanal iki embriyolojik olusumdan koken alir: Colomik
mezodermden meydana gelen Miiller Kanallar1 ve embriyonik kloakanin ventral
boliimiinii meydana getiren lirogenital siniis (7). Miillerian kanallar ilk olarak 6-7
haftalik embriyoda izlenmektedir. Miillerian kanallar daha sonra orta hatta bir araya
gelir. Miiller kanallarindan olusan yapilar tuba, uterus ve vajen 1/3 iist boliimiidiir.
Urogenital siniis kismindan iiretra, vestibulum, vajina ve Bartholin bezleri
olusmaktadir. Gebeligin 16. haftasinda gelisimini tamamlamamis bir serviks

ultrasonda goriilebilir (6).

2.3. Serviks Histolojisi

Endoservikal kanal glandiiler epitelden olusmaktadir. Menarstan sonra
vajinada bulunan asidik ortama maruz kalinmasi nedeniyle ektoservikste skuaméoz
epitele doniisiir. Epitelin  glandiilerden skuamdze doniistiigii bu  bolge

transformasyon zonu olarak bilinir (8). Transformasyon zonu serviksin displazi ve



malign transformasyona en yatkin bolgesidir (9, 10). Serviks histolojisini gosteren

sekil asagida incelenebilir (Sekil 2.2.).
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Sekil 2.2. Serviks histolojisinin mikroskobik ¢izimi (11).

2.4. Uterus Immiinitesi ve Mikrobiyota

Disi lireme sistemi vajina, uterus ve fallop tiiplerinden olusmaktadir ve bu
boliimlerin hepsi farkli mikrobiyal topluluklari barindirir. Disi lireme sisteminin
mukozas, {ist ve alt yollar arasinda farklilik gosterir. Ust iireme sistemindeki fallop
tiipleri, uterus ve endoserviks tek katmanli bir kolumnar epitelden olusur. Alt ireme
yolu ektoserviks ve vajinadan olusur, kolumnar epitelden daha koruyucu tek katli,

skuamdz, keratinize olmayan epitel tabakasi ile kaplhidir (12).

Mukozal bariyerler, patojenler de dahil zararli g¢evresel ajanlara karsi
savunmada rol alir ve ayn1 zamanda bazi mikroplarla simbiyoza izin vermek i¢in
tasarlanmis ilk bagisiklik savunma hattidir. Mikrobiyotanin, mikrobiyota ile
simbiyotik iliskideki konak¢r immiin sisteminin islevini etkileyebildigi

gosterilmistir. Mikroorganizmalarin - hem lokal hem de sistemik olarak



immiinolojik yanit1 modiile etme yetenegi, onlarin algilanmasini, ardindan immiin
sistemin dogustan gelen ve adaptif bilesenleri arasinda kompleks bir mekanizma
gerektirir (12). Ornegin, serviks epiteli de dahil disi {ireme sistemi epiteli, ¢esitli
dogal ve adaptif bagisiklik fonksiyonlarini gésterme yetenegine sahiptir. Servikal
epitel hiicreleri, patojenlerin {ist disi tireme sistemine yiikselisini engellemek igin
birka¢ bagisiklik yetenegine sahiptir. Bunlar arasinda fiziksel bagisiklik bariyeri
olusturmak (13), antimikrobiyal, sitokin ve kemokin faktorleri salgilamak ve
antijen sunumu gibi daha 0zel dogustan gelen ve adaptif bagisiklik

fonksiyonlarindan bazilarini sergilemek yer alir (14).

Disi ilireme sistemi mukozasinda iretilen antimikrobiyal molekiiller
Ostrojenden biiyiik Olciide etkilenir. Yiiksek Ostrojen seviyeleri antimikrobiyal
yanit1 arttirir. Ayrica yiiksek Ostrojen miktar1 bazi proinflamatuar sitokinlerin

tiretimini baskilamaktadir (12).

Uterusun bagisiklik hiicreleri, adet dongiisii sirasinda degisen ortama gore
uyarlanmistir. Ornegin, endometrial/desidual NK hiicreleri ve makrofajlar,
menstrilasyon, plasentasyon ve fetal tolerans i¢in optimize edilmis karisik

inflamatuar, diizenleyici ve pro-remodeling fonksiyonlarina sahiptir(15).

Insan ektoserviksinde, tiim CD45 + mononiikleer hiicrelerinin yaklasik iigte
biri T hiicreleridir ve ektoservikste sik gozlenen lenfoid agregatlari olusturma
yetenegine sahiptirler. Servikal T hiicrelerinin yaklasik %401, ¢ogunlugu bir
efektor hafiza veya efektor fenotip sergileyen CD4 + T hiicreleridir, diger %60"
CD8 + T hiicreleridir. Cogu, serviksin hiicre aracili bagisiklik i¢in bir efektor bolge
olmasi ve servikal CD4+ ve CD8 + T hiicrelerinin doku yerlesimi ile tutarli olan bir
efektor fenotipi ifade eden T hiicreleridir. NK ve B hiicreleri de bulunmustur, ancak

T hiicrelerinden ¢ok daha az sayida izlenmistir(15).

Insan endometriyumu, menstriiel siklusun sekretuar fazina &zel olusan
lenfoid agregatlar igerir, bu lenfoid agregatlar makrofajlar ve CD8+ T lenfosit ile
gevirili B hiicre ¢ekirdegi igerir. Endometriumdaki lenfoid agregatlar,
kriptoyamalar olarak da bilinenizole lenfoid folikiiller ve bagirsak

mukozasindaki Peyer yamalari ile organizasyonel benzerligi paylagsa da biyolojik



islevleri ve B hiicrelerinin, CD8 + T hiicrelerinin ve makrofajlarin fenotipleri
belirsizligini korumaktadir. Ornegin, uterus lenfoid kiimelerindeki CD8 + T
hiicreleri vajinal mukozadaki CD8 + T hiicrelerinin aksine, in vitro aktivasyondan
sonra sitotoksik degildirler. Bu hiicrelerin, endometriyum bozuldugunda ve
konak¢1 enfeksiyona duyarlt oldugunda menstriiasyon sirasinda patojenleri
temizleyerek ve sistemik yayilmalarini sinirlayarak bagisiklik korumasi sagladigini
diisiindiirmektedir. Lenfoid  agregattaki CD8 +T  hiicrelerinin  salgi
fazinda sitotoksik fonksiyonunun olmamasi, muhtemelen iireme hormonlari
tarafindan kontrol edilmektedir ve blastokist reddini Onlemede bir rolii
olabilir. Lenfoid kiimelere ek olarak, insan endometriyumu makrofajlar, nétrofiller
ve NK hiicreleri igerir. Bu 16kosit alt kiimelerinin her biri, adet dongiisii sirasinda
aktif niceliksel ve niteliksel degisimlere maruz kalir; bu, uterus bagigiklik
savunmasinin yani sira endometrial remodeling ile ilgili 6zel gorevleri oldugunu
diistindiiriir. NK hiicreleri, adet dongiisiiniin salgilama faz1 sirasinda proliferasyon
ve graniilasyona ugrar. Dollenme meydana gelirse ¢ogalmaya devam ederler; aksi
takdirde menstriiasyondan 6nce 6liirler ve mens kanamasi ile dokiiliirler(16). Bu
bulgular, uterus NK hiicrelerinin menstriiel siklusta doku remodelingi ve trofoblast
i¢cin 6nemli bir anjiyojenik ve kemotaktik faktor kaynagi olmasiyla tutarlidir(15).
Yapilan baz1 ¢alismalar, uterus NK hiicrelerinin yogunlugunun ve uterus NK
hiicreleri ile makrofajlar arasindaki kiimelenme seviyesinin, [VF-Embrio transferi
sonrasi bagarili implantasyon i¢in umut verici bir belirleyici olabilecegini ileri
stirmiistlir(17). Periferik NK veya uterin NK hiicrelerinin sayisinin veya
aktivitesinin sonraki gebeligi ve sonucu tahmin edip edemeyecegini
degerlendirmek icin yapilan sistematik bir derlemenin sonucunda periferik ve uterin
NK hiicrelerini 6l¢gmenin prognostik degeri belirsizligini korumaktadir. Bu konuda

daha fazla ¢alismaya ihtiyag¢ vardir(18).

Saglikl1 bir gebelik, maternal immiinitenin yeterli adaptasyonuna baghdir.
Abortus, preeklampsi ve intrauterin gelisme geriligi, immiin faktorlerin gebelik
stirecindeki 6nemini gosteren kanitlanmis durumlardir(19, 20). Dendritik hiicreler,
diizenleyici T lenfositler (Treg) ve immiin sisteme ait bazi1 faktorler, fetiise karsi
maternal toleransin gelisiminde olduk¢a 6nemlidir(21). Periferik DC'lerin eksik

aktivasyonu, normal gebelikte bu hiicrelerin en Onemli o&zelligi gibi



goriinmektedir. Eksik  aktivasyonun belirtegleri, hamileligin  gelismesiyle
artar. Insan 16kosit antijen-DR (HLA-DR) ekspresyonunda artis olmamasina
karsin, yardimci uyarict molekiillerin ve olgunlasma belirteglerinin artan
ekspresyonunu igerir. HLA-DR'nin asir1 ekspresyonunun olmamasi, fetiise karsi
toleransin siirdiiriilmesi i¢in olduk¢a 6nemlidir. Maternal-fetal araytizdeki dendritik
hiicreler, ¢esitli mekanizmalarla maternal toleransin desteklenmesine katkida
bulunur. En 6nemlisi, maternal efektor T hiicrelerini baskilayabilen diizenleyici T
hiicrelerin indiiksiyonu gibi goriinmektedir. Sitokinler tarafindan yaratilan gevre,
dendritik hiicrelerin fenotipinin belirlenmesinde ve diizenleyici T hiicrelerine
gonderilen yogunluk sinyallerinin diizenlenmesinde anahtar rol oynuyor gibi
goriinmektedir(22).Dendritik hiicrelerin hem periferik kanda hem de desiduada
yogun aktivitesi, gebelik silirecini olumsuz etkileyebilecek bir inflamatuar yanita

yol agabilir(23).

Ovulasyon, basarili dollenme ve implantasyondan sonra uterus
endometriyumu  hipertrofik ve vaskiiler degisime ugrayarak desiduaya
doniisiir. Maternal dokularin ve fetal trofoblastlarin fiziksel olarak birbirine
yaklastigi  arayiiz  olusur. Insan  desiduasi:desidua  basalis,  desidua
kapsiilaris ve desidua  parietalis tabakalarindan olusur. Son iki katman,
koriodesiduay1 olusturmak iizere gebeligin ortasinda birlesir(15). Insan orta ve gec
gebelik koriodesiduasinda bulunan T hiicreleri, makrofajlar ve nétrofillere ek
olarak, bu dokuda yakin zamanda bulunan B hiicreleri, 1L-33 gibi doku stres
sinyallerine yanit verebilir ve yamit olarak progesteron salgilar. Desidual
inflamasyonu baskilamak ve ardindan gelen erken dogum tetiklenmesine karsi
koruma saglamak i¢in indiiklenmis engelleme faktorii 1'i (PIBF1) salgilar. Treg'ler
koryodesiduada da bulunur ve inflamasyonu onleyebilir ve fetal toleransi
artirabilir(15). Geg¢ gebelikte daha diisiik serum PIBF1 diizeyi, insanlarda artmis
erken dogum riski ile iliskilendirilmistir(24). Gebelikte desidua bazalis ve

koriodesidua immiinolojisi Sekil 2.3’de gosterilmistir.
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Sekil 2.3. Gebelikte desidua bazalis ve koriodesidua immiinolojisi(15).

Plasenta, gebelik sirasinda fetiisii besleyen organdir ve geleneksel bilgiler
1518inda steril kabul edilir. Yakin zamandaki caligsmalar, plasentanin mikrobiyal
topluluklar1 barindirdigini ileri siirmiistiir, ancak bu mikroplarin yeri ve olasi
islevleri heniiz dogrulanmayir ve daha iyi kanitlanmis sekilde agiklanmay1
beklemektedir. Plasental mikrobiyom ¢aligsmalarinin anne, fetiis ve/veya yenidogan

sagligini ve fizyolojisini 6nemli dlgiide etkileyecegi diistiniilmektedir(25, 26).

Winger ve arkadaslar1 yaptiklar1t bir ¢aligmada, normal ve diisiikle
sonuglanmis gebelikler arasinda yalmzca dolasimdaki Treg hiicre ytizdesinin
istatistiksel olarak anlamli bir fark (p = 0.005) elde ettigini gostermistir(27).
Calismada, ilk trimesterde Treg yiizdesi %0,7' nin altinda olan kadinlarin, Treg

yiizdesi %0,7' nin lizerinde olan kadinlara gore (sirasiyla %44' e kars1 %80) gebelik

kaybi riskinin 6nemli 6l¢iide daha yiiksek oldugunu bulmuslardir. Ayni zamanda,



sonraki analizlerde Treg hiicre yiizdesinde bir artis, normal gebeliklere kiyasla

diisiikle sonuglananlarda iki kat daha az siklikta gozlendi.

Menopoz doneminde seks hormonlarinin dalgalanmasi azalir, diisiik ve
sabit seviyede kalir. Hormonal degisiklikler, o&zellikle enfeksiyonlara ve
malignitelere karsi artan duyarliliga, genel inflamasyona yol agar. Ayrica yine
hormonal degisiklikler asilamaya karsi azalan yanitlara yol acarak bagigiklik
sisteminin progresif diizensizligine sebep olmaktadir. Menopoz sonrasi kadinlarin
immiinolojik avantajlarin1  kaybettikleri goriilmektedir, ¢linkii yaslandikga
enfeksiyonlara kars1 daha duyarli hale gelirler ve enflamatuar durumlarin siklig
artar. Bagisiklik  sistemindeki spesifik degisiklikler icinde, azalmig bir
CD4 */CD8 * hiicre orani, farklilasmis efektor ve bellek T hiicrelerinin sayisinda
artis, saf T hiicrelerinin tliikenmesi ve B hiicrelerinin sikliginda azalma
bulunmaktadir. Viral patojenlere ve tiimorlere karsi savasan dogal 6ldiiriicii (NK)
hiicreleri yasla birlikte sayica artar. Ancak, NK hiicrelerinin sitotoksisitede ve
sitokin iiretme yeteneklerinde azalma izlenmektedir. Yaslanmayla proinflamatuvar
sitokinlerin seviyelerinde artis meydana gelir ve sonu¢ olarak artmig bir
inflamatuvar durum ortaya ¢ikar. Menopoz sonrasi kadmnlarda, monosit
kemoatraktan protein 1 (MCP 1), tiimor nekroz faktorii alfa (TNF o) gibi daha
yiiksek serum proinflamatuar sitokin seviyeleri vardir. IL-6 ve serbest radikallerin
seviyesi de artar. Diger yandan, CD4 " T ve B lenfositleri ve NK hiicrelerinin
sitotoksik aktivitesi tipik olarak azalir. Ostrojene bagl gok sayida bagisiklik faktorii
menopoz sirasinda asag1 yonlii hareket eder. Bunlar, toll benzeri reseptor (TLR)
fonksiyonunun kaybini, azalmis antimikrobiyal Dbilesenleri, servikal mukus
tretiminin  eksikligini, kommensal laktobasillerdeki degisiklikleri, vajinal
mikrogevrenin  asit diizeyini ve bagisiklik  hiicrelerinin  yaslanmasini
icerir. Bagigiklik  hiicrelerinin  yaglanmast ile iligkili serviksteki spesifik

degisiklikler, dendritik hiicrelerin ve yerlesik bellek T hiicrelerinin kaybini igerir.

Yan ve arkadaglarinin yaptiklari bir ¢alismada, yaslanmanin insan lenfosit
alt gruplari lizerine etkisi aragtirllmistir. Calismanin sonucunda yasla birlikte naif T

hiicrelerinin ve CD8(+) T hiicrelerinin ylizdesinde 6nemli bir diisiis ve efektor
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bellek hiicrelerinin ve NK hiicrelerinin yiizdesinde bir artis oldugunu

bulunmustur(28).

Postmenopozal kadinin serviksteki immiin yanitin1 degerlendirmek i¢in
daha fazla arastirmaya ihtiya¢ vardir (11). Menopoz sonrasi servikal bagisiklik
etkenlerindeki degisimin 6zeti asagidaki tabloda gosterilmektedir (Tablo 2.1.).

Tablo 2.1. Menopoz Sonrasi Servikal Bagisiklik Etkenlerindeki Degisim

Artanlar Azalanlar
e Genel inflamasyon e Immiin yanit
e Proinflamatuar sitokinler, IL6, e TLR ekspresyonu
TNF- «
e NKsayist e NK hiicrelerinin sitotoksisitesi
e Enfeksiyona yatkinlik e (CD4/CDS8 orani
e Maligniteye yatkinlik e Yerlesik bellek T hiicreleri

e Serviks DC hiicreleri

¢ B hiicrelerinin siklig1

e Asilamaya yanit

e Servikal mukus

11



2.5. Disi Ureme Sistemi Bagisiklik Hiicreleri ve Flow Sitometri

Disi lireme sistemindeki 16kositler, epitel tabakasinda, lamina propriada ve
stromada kiimelenmis veya dagilmis bir bicimde bulunurlar. Disi iireme sisteminde
baskin bagisiklik hiicreleri T hiicreleri, makrofajlar, dendritik hiicreler, langerhans
hiicreleri, NK hiicreleri, notrofiller ve mast hiicreleridir. B hiicreleri disi iireme
sisteminde nadir bulunmaktadir (14). Makrofajlar, NK hiicreler, dendritik hiicreler
ve notrofiller dogal bagisiklik hiicreleridir. Adaptif immiinite ise patojene maruz
kalinmasi sonrast T hiicrelere antijen sunumu ve T hiicrelerin aktivasyonu ile
gelisen immiinitedir. CD4+ T helper hiicreler B hiicrelerin olgunlagmasi,
immiinglobulin iiretimi gibi mekanizmalar tetikleyerek humoral immiinitede rol

oynar.

Immiin yanit olusumunda sitokinler arac1 rol oynar. Sitokin ve kemokinler
disi genital sisteminde endometrial proliferasyon, menstruasyon ve implantasyon
stireclerine katilan kimyasal habercilerdir. Birgok dogal immiinite fonksiyonunda
yer alirlar. Kemokinler, immiin hiicreleri dokuya dogru ¢ekerken ayni zamanda bu
hiicreleri farklilastirir ve aktive eder. Sitokinler monositlerden tiiretilmisse
monokin, lenfositlerden tiiretilmislerse lenfokin; etkilerini l6kositler {izerinde
uygularlarsa interlokin, antiviral etkileri varsa interferonlar (IFN) olarak adlandirilir
(29).

Gegmiste hiicrelerin biyokimyasal ve fiziksel 6zellikleri sadece mikroskop
kullanilarak saptanmaya c¢aligilmistir, giiniimiizde ise gelisen teknoloji ile flow
sitometri teknigi kullanilmaktadir. Flow sitometri, siispansiyon halindeki hiicrelerin
bir akis kanali boyunca tek tek gegmesi ve bu sirada hiicre biylkligi ve
graniilaritesine gore siniflandirilmasi esasina dayanan bir teknik ve cihazdir. Bu
teknik hiicrenin yiizey ve i¢ proteinleri ile diger bilesenlerinin analiz ve ayrimini,
lazer ve elektronik teknolojisi kullanilarak biiyiikliik, graniilarite ve floresans
emisyonu esasina gore gerceklestirmektedir. Firsatci enfeksiyonu, ciddi veya kalici
lenfopenisi olan hastalarda lenfosit alt popiilasyonlarinin degerlendirilmesinde akis
sitometrisi oldukc¢a degerlidir (30). Multicolor akis sitometrisi, daha Once

karakterize edilmemis dokulardaki hiicre alt kiimelerinin fenotiplerini ve
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fonksiyonlarini incelemek igin giiglii bir cihazdir (31). Hiicrelerin flow sitometri

analizindeki sematik gosterimi sekil 2.4.” te gosterilmistir.

Helper T-Cell Marker

2 Numune
s A !
Protein (g & . Protein
.. ‘@ ‘

Flow Sitometri

Lazer Optik
Floresan

Sekil 2.4. Flow sitometrik analizin sematik gdsterimi

Flow sitometrinin bir¢ok klinik kullanim alant mevcuttur. En biiyiik
kullanim alant 16semi ve lenfomalarin tanist ve incelenmesidir. Ayrica
hematopoetik ve lenfoid kok hiicrelerin fenotiplendirilmesi ve fonksiyonel
karakterizasyonunda kullanilmaktadir. Flow sitometri ayrica HIV enfeksiyonunun
tanisinda, kemik iligi transplantasyonunda periferik ve kemik iligi kaynakli CD34+

kok hiicrelerin belirlenmesinde de dnemli gorevler tistlenmistir(32).

Insan endoservikal sitobrush 6rneginden immiin fenotiplendirmenin
yapilmasi, lenfosit /monosit popiilasyonlarinin dogru ve giivenilir dl¢iimii i¢in
bir¢ok calisma ve protokol belirtilmistir. Servikal hiicre fir¢alari ile endoserviksin
epitelinden ve muhtemelen transformasyon zonu bélgesinden tiiretilen hiicreleri
toplayacak sekilde servikal ostan numune alinir. Numuneler protokollerde belirtilen

asamalardan gegilerek flow sitometri ile analiz edilir(31).
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Sekil 2.5. BD FACS Canto II akim sitometri cihazinda yaptigimiz flow sitometri

analizi 6rnegi

Strobo ve arkadaslarinin ¢alismasinda, HIV ile enfekte kadinlarda
intraepitelyal endoservikal gamma delta 1 T hiicrelerinin kayb1 incelenmistir. Bu
calismada secilen calisma gruplarmin endoservikal sitobrush 6rneginin hazirlik
prosediiriine ve flow sitometri analizi sonuglarna yer verilmistir(3). Juno ve
arkadaslarinin ¢alismalarinda da insan endoservikal Orneklerinin toplanmasi,
izolasyonu ve flow sitometrik analizinden bahsedilmistir(31). Her iki ¢calismada da
endoservikal sitobrush ile numune aliminin servikal biyopsiye gore daha az invaziv
ve rahatsiz edici oldugu, biyopsiye gore daha az hiicre elde edilecegi i¢in 6rnek
alirken ardigik 2 adet firga kullanilmasi gerektigi, gozle goriiniir kan igeren
numunelerin ¢alismaya dahil edilmedigi ve alinan 6rneklerin vakit kaybetmeden

hizl bir sekilde ¢alisilmaya baslandig1 vurgulanmistir.
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2.6. Lenfosit Gelisimi

Tim beyaz kan hiicreleri hematopoetik kok hiicrelerden gelismektedir.
Lenfosit gelisimi, lenfoid organlarda gelisen bir takim karmasik olaylar zinciri
sonucu olugmaktadir. Kan hiicreleri ilk olarak gebeligin 16. giinii civarinda yolk
kesesinde ortaya cikar, ancak yolk kesesi hematopoezi ilkel kirmizi hiicreler,
trombositler ve monosit/makrofaj benzeri progenitorlerin tliretimi ile smirlidir.
Kalic1 hematopoetik kok hiicreler gebeligin {igiincii haftasinin sonunda dorsal aortta
ortaya cikar. Bu hiicreler aortik endotel hiicrelerinden klonal olarak farklidir ve
gebeligin 6.haftasindan sonra hematopoezin ana bdlgesi haline gelen karaciger ve
plasentaya go¢ ediyor diye bilinmektedir(33). Kemik iligi hematopoezi, gebeligin
yaklagik besinci ayinda baslar ve dogumdan sonra hematopoetik hiicrelerin birincil
kaynagidir. Viicutta lenfosit olusumundan sorumlu olan birincil dokular kemik iligi
ve timiistiir. Tk olusum sonras1 lenfositlerde farklilasmalara yol agan dalak, lenf
diigimleri, gastrointestinal sistem ve solunum yollarinda bulunan lenfoid doku
kiimeleri ikincil lenfoid dokulardir. Lenfosit gelisiminde hematopoetik kok
hiicreden koken alan lenfoid kok hiicreler, B lenfosit, T lenfosit ve NK hiicreleri
olusturmaktadir. T ve B lenfositler adaptif bagisiklikta rol alirken NK hiicreleri
dogustan gelen bagisiklikta rol alirlar (34).

2.6.1. B Hiicre Gelisimi

B hiicre tiretimi ilk olarak intrauterin donemde karacigerde daha sonra diger
lenfositler gibi kemik iliginde gergeklesmektedir. Hiimoral bagisiklikta oldukca
onemli role sahiptirler ¢linkii B hiicreler viral ajanlar1 notralize ve opsonize eden
humoral yanittan sorumludur. Humoral immiinite, antijen sunan hiicreler ve T
helper 2 sitokin paterni tarafindan stimiile edilmektedir. B hiicrelerin maturasyonu
ve sonucunda antikor iiretmesi CD4+ T helper hiicrelerin asistansina baglidir.
Fonksiyonunu siirdiirebilmesi yiizey immiinglobulinlerin ekspresyonuna baglidir.
[lk olarak B progenitor hiicre (pre-pro B hiicresi) olusur. Zamanla farklilagarak pro
B hiicresi, pre B hiicresi, olgunlasmamis ve olgun B hiicresi, plazma hiicresi ve

bellek B hiicresine doniisebilir (34).
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2.6.2. T Hiicre Gelisimi

Hematopoetik kok hiicreden kdken almaktadirlar. T hiicrelerinin biiyiik bir
kismi timiiste gelisirken, intestinal lamina propriada ayr1 bir popiilasyon gelistigi
bilinmektedir. Dolagimdaki T hiicrelerinin biiyiik kism1 (>%95) alfa ve beta (TCR
o/P) olarak adlandirilan zincirleri igeren T hiicre reseptoriinii (CD3) ifade eder. Geri
kalan kisim ise gamma ve delta (TCR gamma-delta veya TCR y/3) olarak bilinen
homolog zincirlerdir. Akis sitometride T hiicrelerini tanimlamakta kullanilan en
yaygin isaretciler CD3, CD4 ve CD8 biyomarkerlaridir. Timiis igerisinde gelisimin
erken agamalarinda alfa beta ve gamma-delta T lenfositleri ayrilmaktadir ve immiin

sistemde farkli rollerde gorev almaktadirlar (34).

T hiicresi reseptorii (TCR) alfa-beta veya gamma-delta heterodimeri, hiicre
zar lizerindeki CD3 kompleksi ile kovalent olmayan bir sekilde iligkilidir. CD3
kompleksi, tim T hiicrelerinde eksprese edilir. Kompleks, lenfosit zar1 boyunca

TCR baglanti sinyalinin iletilmesinde 6nemli bir role sahiptir (35).

CD4 ve CDS8, T hiicresi gelisimi, antijen tanima ve olgun T hiicrelerinin
aktivasyonu i¢in biiyilk 6neme sahiptir. CD4+ hiicreleri, MHC smif II tarafindan
sunulan antijeni tanirken CD8+ hiicreleri, MHC sinif I tarafindan sunulan antijeni
tanir (35). CD3+ neredeyse tiim T hiicrelerinde bulunur. Toplam T hiicresi sayist,
CD3+ molekiillerinin sayisi 6lgiilerek de hesaplanabilir. Aktive CD4+ T hiicreleri,
cesitli  sitokinler salar ve diger enflamatuar hiicrelerin aktivitesinin
koordinasyonunda gorev alir. CD8+ T hiicreleri, enfekte veya hasarli hiicreleri yok
edebilen ancak ayni zamanda perforin, granzim B ve tiimor nekroz faktori alfa

(TNF-a) salarak alveolar epitel hiicrelerinin bozulmasina ve apoptozuna neden olan

bir T hiicresi alt grubudur (36).

Timiisten ¢iktiktan sonra, saf T hiicreleri viicutta hem kan hem de lenf
stvisinda dolasirlar. Dalak, lenf diiglimleri ve bagirsaktaki Peyer yamalar1 gibi
ikincil lenfoid dokularda dolagan naif T hiicreleri, antijen sunmak amactyla benzer
sekilde bu dokulara go¢ etmis dendritik hiicrelerle (DC'ler) karsilagir. Saf T

hiicreleri, DC'ler tarafindan sunulan antijenleri inceler. Uygun afiniteye sahip bir
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antijen-MHC kompleksi tanimlandiginda, naif T hiicreleri aktive olur (37). Naif T
hiicreleri viicutta siirekli olarak kan, dalak, lenf, lenf diigiimleri ve diger dokularda
dolasimda olduklarindan, ¢ok ¢esitli farkli anatomik bolgelerden tiiretilen
antijenleri 6rnekleyebilirler (38). Uygun tamamlayici kompleksin devreye girmesi
ile aktive edilmis T hiicreleri gogalir. Aktive edilmis T hiicreleri ayrica, B hiicreden
zengin alanlar ile temas1 kolaylastirmak i¢in ikincil lenfoid organlardaki T hiicreden
zengin kisimlarin gevresine dogru go¢ eder. Bu durum, antijene 6zgii B hiicreleri
ile etkilesime olanak saglar, bdylece antikor iiretimi i¢in T hiicresi yardimi

saglar(35).

Bellek T hiicrelerinin bazi uygun isaretleri, CD45 ve CCR7'dir. CD45RA
izoformu, naif T hiicrelerinde eksprese edilir. CD45RO izoformu, aktive edilmis
veya hafiza T hiicrelerinde eksprese edilir. CD45RA tek basina ¢cogu durumda saf
CD4 hiicrelerini etkili bir sekilde ayirt ederken, CDS hiicreleri i¢in o kadar yararlt
degildir, ¢linkii bellek CD8 hiicrelerinin 6nemli bir kism1 CD45RA ekspresyonuna
geri donebilir (35).

Insan yaslanma calismalarinda, CD27, CD45RA ve CDS57 gibi cesitli
fenotipik belirteclerdeki farklilagsma incelenir. Farklilasmanin dort asamasi vardir:
Saf CD45RA+CD27+, Merkezi bellek CD45RA-CD27+, Efektor bellek CD45RA -
CD27- ve son olarak, Terminal efektorii CD45RA+CD27- T hiicreleri, terminal

efektorii genellikle yaglanma isaretgisini ifade eder(39).

CD69, zara bagl, tip II bir C-lektin reseptdriidiir. Stimiilasyondan sonra
plazma membran yiizeyinde hizlica ortaya ¢ikmasi nedeniyle lenfosit
aktivasyonunun klasik bir erken belirtecidir. CD69, yerlesik bellek T (TRM)
hiicreleri ve gamma-delta (yd) T hiicreleri dahil olmak {izere dokuda yerlesik
bagisiklik hiicrelerinin bazi alt gruplar tarafindan ifade edilir ve bu nedenle doku
tutulmasinin bir belirteci olarak kabul edilir. Son veriler, CD69'un segilen T-hiicresi
alt kiimelerinin bazi spesifik fonksiyonlarmi diizenledigini, migrasyon-tutma
oranin1 ve ayrica efektdr veya diizenleyici fenotiplerin edinimini belirledigini
ortaya koymustur. CD69’un spesifik olarak, diizenleyici T (Treg) hiicrelerinin
farklilasmasin1  ve IFN-y, IL-17 ve IL-22'nin salgilanmasini diizenledigi
bilinmektedir (40).
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Major histo-uyumluluk kompleksi (MHC), hayvanlarda ve insanlarda cesitli
hiicre ylizeyi belirteglerini, antijen sunan molekiilleri ve bagisiklik fonksiyonunda
yer alan diger proteinleri kodlayan bir grup geni tanimlamak i¢in kullanilan bir
terimdir. insan 16kosit antijeni (HLA) kompleksi, insan MHC'si terimleri,
kromozom 6 iizerinde, ¢esitli hiicre yiizeyi belirteclerini, antijen sunan molekiilleri
ve diger proteinleri kodlayan bir grup geni tanimlar; bircogu bagisiklik isleviyle

ilgilidir (41).

Insanlardaki major histo-uyumluluk kompleksi (MHC), insan 18kosit
antijeni (HLA) genleri dahil olmak iizere ylizlerce gen igeren bir genetik bolgeyi
ifade eder. Bu nedenle, insan MHC bolgesi, HLA bolgesi olarak da
adlandirilir. HLA genleri, gen iirlinlerini beyaz kan hiicrelerinin yiizeyinde ifade

eder (bu nedenle "insan 16kosit antijeni" ad1 verilir) (41).

HLA bolgesi 3 simiftan olugsmaktadir. Simif I bolgesi, "klasik" HLA
antijenlerini kodlayan genleri igerir: HLA-A, B ve C. Sinif I antijenler, eritrositler
ve trofoblastlar disinda viicudun hemen hemen tiim hiicrelerinde degisen oranlarda
eksprese edilir. Simif I bolgesi, HLA siif I molekiillerini, HLA-DP, DQ ve DR'yi
kodlayan genleri igerir. Sinif II molekiiller, antijen sunan hiicreler (APC; 6rnegin,
dendritik hiicreler, makrofajlar veya B hiicreleri) lizerinde yapisal olarak eksprese
edilir ve normalde ¢ok az ekspresyonu olan veya hi¢ ekspresyonu olmayan diger
birgok hiicre tipinde inflamasyon sirasinda indiiklenebilir. Smif I ve simif II
arasindaki bolge, smif III bolgesi olarak bilinir. Bu bolge HLA genlerinden

higbirini igermemesine ragmen, immiin yanitta nemli birgok gen igerir (41).

HLA-DR kompleksi, genellikle 9 ila 30 amino asit uzunlugundaki peptit
yapidadir ve T-hiicresi reseptorii i¢in bir ligand olusturur. Organ naklinde olduk¢a
onemli olan ve greft kaybindan en ¢ok sorumlu antijenler HLA-DR (ilk alt1
ay), HLA-B (ilk iki y1l) ve HLA-A'dir (uzun siireli sagkalim)(42). Bu antijenlerin
konakg¢1 ve dondr arasinda iyi eslesmesi, dokunun canli kalmasini saglamak icin
cok onemlidir. HLA-DR'nin birincil islevi, T-helper hiicre aktivasyonu ve
potansiyel olarak yabanci olan peptit antijenlerini bagisiklik sistemine
sunmaktir. Antijen sunan hiicreler (makrofajlar, B hiicreleri ve dendritik hiicreler ),

HLA-DR'nin tipik olarak bulundugu hiicrelerdir. Hiicre yilizeyinde artan HLA-DR,
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genellikle stimiilasyona yanit olarak ortaya olusur ve bu nedenle HLA-DR, ayni

zamanda immiin stimiilasyon i¢in bir belirtegtir(43).

2.6.2.1. Gamma-Delta (y6) T Hiicreleri

vy ve d zincirlerinden olusan yd T hiicreleri, mukozal epitel dokulari igin
yabanci patojen ajanlara karsi ilk savunma hattinda gorev alir. Yo T hiicreleri, fetal

timik ontogenez sirasinda timiiste erken dénemde ortaya ¢ikar (44).

vd T hiicreleri periferik dolasimda bulunan T hiicrelerinin %1-10 oraninda
oldukca az bir kismin1 olusturmaktadir. Periferik kanda %10 iizerine ¢ikan artmis
v T lenfosit diizeyi arastirilmasi gereken enfeksiyon, otoimmiin hastalik, kanser ve

immiin yetmezlik durumunun 6nciilii olabilir (45).

vo T hiicreleri, tiimdr hiicrelerini T hiicresi reseptorii (TCR) veya dogal
Oldiirticii  hiicre reseptorleri (NKR'ler) araciligiyla taniyabilir; en Onemlisi,
genellikle transformasyon tizerine indiiklenen veya asir1 eksprese edilen ligandlara
baglanan NKG2D'dir (46). yd T hiicreleri, patojenle uyarilmis hiicreler tarafindan
MHC kisitlamasiz bir sekilde yukar1 yonde regiile edilen korunmus peptit ve peptit
olmayan antijenleri hizli sekilde tanir ve bu onlar1 af T hiicrelerinden ayirir. Aktif
vo T hiicreleri, enfekte olmus veya stresli hiicrelerin parcalanmasi, sitokin ve
kemokin tiretimi, B hiicrelerine yardim ve IgE iiretimi, antijen sunumu yoluyla of

T hiicrelerinin hazirlanmasi, dendritik hiicrelerin olgunlasmasi ve stromal hiicre

fonksiyonunun diizenlenmesi dahil olmak {izere ¢esitli gérevleri bulunur (44).

TCR' nin gamma-delta formunu ifade eden T hiicreleri, fizyolojik rolii
heniiz anlagilmayan ayr1 bir fonksiyonel siniftir. Normal bireylerde, dolagimdaki T
hiicrelerinin yaklasik yiizde 1 ila 5'1 TCR yo +'dir, bu hiicrelerin biiyiik cogunlugu
"¢ift negatiftir" (CD4-CD8-) (47). Kanda oldugu gibi sekonder lenfoid dokularda
TCR yd /TCR o/B orani yaklasik 50'de 1'dir. Ancak bagirsak epiteli gibi diger
yerlerde oran 5'te 1'dir (35).

v T hiicrelerinin viral, fungal, bakteriyel patojenlere kars1 birinci basamak

savunmada rol aldigr bilinmektedir. y8 T hiicrelerinin 2 ana alt grubu
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bulunmaktadir: periferik kanda dolasan yo62 T lenfositleri ve mukoza iliskili lenfoid
dokuda yerlesmis olan yo1 T lenfositleri. Saglikli bireyler tipik olarak yalnizca
periferik kanda 50-500 milyon y42 alt kiimesi olan Vy9Vé2 T hiicresi barindirir
(insanlarda periferik kandaki yd T hiicrelerinin %80-90’1n1 olusturur) (48). y61 T
lenfositleri mukozalardaki yd T hiicrelerinin %10-40’1n1 olustururlar. Stresle
indiiklenen MHC ile iliskili molekiilleri tanirlar, listeria monocytogenes ve
sitomegaloviriislere karsi1 bagisiklikta rol aldig1 bilinmektedir. Y82 T lenfositleri ise
mikobakteriyel enfeksiyonlar, HSV tip 2, koksaki viriis B3 gibi etkenlere yanitta
rol oynamaktadir (49).

Viicut savunmasinda 6nemli rolii olan IL-17 sitokini, hiicre i¢i patojenlerin
ve mantarlarin savunmasinda rol almaktadir. Son yillarda fareler lizerinde yapilan
caligmalarda yd T hiicrelerinin, escherichia coli ve mycobacterium tuberculosis

enfeksiyonlart sirasinda IL-17 Grettigi gosterilmistir (49).

Gamma-delta T hiicreleri, gebelik esnasinda uterusta bildirilmistir (50,
51). Rolleri belirsizdir, ancak immiinosupresif gamma-delta T hiicreleri, maternal-
fetal araylizii agresif immiin yanitlardan korumak i¢in maternal immiin sistemin
diizenlenmesinde rol oynayabilir. Gamma-delta T hiicrelerinin sayisindaki artisin

gebelik kaybi ile iligkili olabilecegi diistiniilmektedir (52).

Gamma-delta T lenfositleri bagirsakta oldukga fazla sayida bulunmaktadir.
Sindirim sistemi allerjisi ve Colyak Hastalig1 gibi bagirsak asir1 duyarliliginin s6z
konusu oldugu durumlarda intraepitelyal gamma-delta hiicrelerinin sayisinda artig
goriilmektedir. Diger 6nemli intraepitelyal gamma-delta T lenfosit grubu solunum
sistemi mukozasindadir. Normal havayolu fonksiyonunun korunmasinda rol alirken
ayrica alerjik rinit, asttm gibi havayolu hastaliklarinda da proinflamatuar
fonksiyonlart ile rol aldiklari bilinmektedir(53). Akciger kanseri,akut myeloid
l6semi, renal hiicreli kanser ve 6zellikle kolon kanseri olmak iizere gastrointestinal
sistem kanserlerinde gamma-delta T lenfositlerinin antitimér 6zelliklerinin
tedavide kullanimina yonelik bir¢ok c¢alisma bulunmaktadir ve ¢aligmalar devam

etmektedir(54, 55, 56).
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vd T hiicresi alt kiimelerinin, 6zellikle GDT2+ alt kiimesinin frekanslari, 30
yasindan sonra yagsla birlikte azalir. Ayrica, GDT2+ T hiicrelerinin, aff T hiicreleri
ve diger yO0 T hiicreleri alt kiimelerine kiyasla hiicresel yaslanmaya ve g¢evresel
strese karst daha direngli oldugu one siiriilmiistiir. Yaslanma sirasinda, CD57
yaslanma belirtecinin GDT2- T hiicrelerinde daha yaygin olarak ifade edildigi
ancak GDT2+ hiicrelerinde ifade edilmedigi de gosterilmistir. Yaslanmanin
GDT1+ ve GDT2+ iizerindeki farkli etkisi, stimiilasyondan sonraki farkli
tepkilerinden kaynaklaniyor olabilir(57). Xu ve arkadaslarinin yaptig1 bir ¢alismada
da geng¢ ve yash donoérlerin periferik kani, ¢esitli GDT hiicresi alt kiimelerinin
fenotipini, fonksiyonel kapasitesini, proliferasyon kapasitesini ve gen
ekspresyonunu degerlendirmek icin kullanilmistir. Calismanin sonucunda GDT2

hiicrelerinin hiicre yaglanmasina karsi direngli olusu vurgulanmistir(58).

Mm Chen ve arkadaslarinin yaptigi c¢alismada ise kronik hepatit B
enfeksiyonunda yd T hiicrelerinin islevlerine dikkat ¢ekilmis. Bu ¢alismada pegile
INF- a tedavisi alan kronik hepatit B hastalarinda periferik yo T hiicrelerinin fenotip
ve islevindeki dinamik degisiklikleri aragtirmayi hedeflemisler. Sonug¢ olarak
ortaya, IFN- a tedavisinin yd T hiicrelerinin sitokin {iretimini veya sitotoksisite
potansiyelini artirabilecegi ve tedavinin etkisine katkida bulunabilecegi ortaya

cikmustir (59).

Iskra Tuero ve arkadaslariin yaptig1 bir ¢alismada ise yo T hiicrelerinin
Stmian Immiin Yetmezlik Viriisii (SIV)’niin kontroliine olan etkisi arastirilmistir.
SIV ile enfekte makaklarda yapilan incelemede yd1 ve y62 T hiicrelerinin sikliginin,
fenotipinin ve islevselliginin degerlendirilmesi sonucunda CD8 " ve CD4 * CD8 *
vd 1 T hiicreleri, sitotoksik islevi diisiindiiren NKG2D, CD107a ve granzim B'nin
yukar1 yonlii regiilasyonu izlendi. Buna karsilik, y62 T hiicreleri, enflamatuar
sitokin IFN-y 'y1 tiretme kabiliyetinde azalma gostermistir. Endoservikal y62 T
hiicreleri, diger bolgelerden daha yiiksek inflamatuar profiller gostermistir. Sonug
olarak kanda gii¢lii bir y6 1 ve y6 2 T hiicresi yanitinin, SIV ile enfekte makaklarin

disi tireme sisteminde vireminin kontroliine katkida bulundugunu gostermektedir
(60).
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Cimini ve arkadaglar1 yaptiklart caligmada primer ve kronik HIV
enfeksiyonunun dolasimdaki ve bagirsaklardaki etkilerini incelemisleridir. Efektor
GDT1 hiicrelerinin sikliginda hem dolasimda hem de mukozal kompartmanlarda
bir artis gozlemlemislerdir. Calisma sonuglarinda, GDT2 hiicreleri tarafindan
kendiliginden olusan IFN-y iiretiminin kronik HIV enfeksiyonunda kayboldugu
goriilmiistiir. Kronik HIV enfeksiyonunda mukozal GDT1 ve GDT?2 hiicrelerinin
fonksiyonel kabiliyetlerinin primer enfeksiyona gore kayboldugu ve siirekli
antijenik stimiilasyonun indiikledigi tiikenme mekanizmalarinin ortaya ¢iktigini

belirtmislerdir (61).

Strobo ve arkadaglar1 yaptiklari calismada, HIV ile enfekte olan ve olmayan
kadinlarda endoservikal GDT hiicrelerini karsilastirmislardir. Calismalarinin
sonucunda HIV ile enfekte kadinlarin endoservikal mukozal bagisikliginda enfekte
olmayanlara kiyasla GDT1 hiicrelerin sikliginda onemli bir azalma oldugu
saptanmistir. Ayrica HIV ile enfekte kadinlarin kaninda GDT2 hiicrelerinin
tiikendigi saptanmistir(3).

Birgok calisma, y6 T hiicrelerinin, g¢esitli malign tiimorlerin bagisiklik
tepkisinde yaygin olarak yer aldigim1 ve en etkili erken antitiimor efektor
hiicrelerden biri oldugunu kanitlamistir. Tiimorii hedef alan yo T hiicrelerinin, bazi
tiimorlerde olumlu prognozun en énemli belirleyicisi oldugu gosterilmistir (44). yo

T hiicrelerinin gorevleri sekilde 6zetlenmistir (sekil 2.6.).

Son yillarda yapilan caligmalar, insanda kronik enfeksiyon ve kanser
sirecinde stirekli antijen stimiilasyonunun yd T hiicrelerin fonksiyonlarinda
tilkkenme belirtileri ortaya ¢ikardigin1 gostermistir. Y0 T hiicrelerinin bagisiklik
kontrol noktalarindaki gorevlerinden yola ¢ikarak bu tikenme siirecinin
engellenmesine  yonelik  bazal immiinoterapiyi iyilestirme  stratejileri

gelistirilmektedir (44).

22



Selfligands Non-self ligands

PP o HMB-PP
0, O
122 0 virus
proteins
NKG2D
ligands o
NKG2D

GOREVLERI ﬂ

|Sitokin Gretimi ” Inflamasyon ” B hiicre desteqil

[ Kemokin Gretimi ” Epitelyal baytime ][ DC matiirasyonu I

l Sitotoksisite II Yara iyilesmesi ” Antijen sunumu I

Sekil 2.6. yo T hiicrelerinin gorevleri

2.6.3. NK Hiicreleri

NK hiicreleri (dogal oldiiriicii hiicreler) kemik iliginden koken alan
hiicrelerdir, dogustan gelen bagisikligin bir boliimiinii olustururlar. Periferik
lenfositlerin %15 ‘ini olusturur. NK hiicreleri, 6nemli istisnalar olmasina ragmen,
¢ogu durumda organlardaki lenfositlerin bir azinligin1 olusturur. NK hiicreleri,
timor hiicreleri ve g¢esitli patojenlere karsi sitotoksik aktivite gosterir. Son
calismalar, dolasimdaki NK hiicrelerinin, farkli sitokin profilleri ile efektor NK
hiicre alt tiplerine farklilasabildigini ve ¢esitli inflamatuar 6zellikler kazanabildigini
gostermektedir. NK hiicreler 6zellikle viral enfeksiyonlara verilen yanitta ve

tiimoral doku biiylimesinin kontroliinde dnemli bir role sahiptir (62).

NK hiicrelerinin sitotoksisitesi hizli bir siiregtir. Akut bir viral enfeksiyon

sirasinda birka¢ giin igerisinde artan NK hiicre sitotoksisitesi belirgindir(63, 64).

23



Fakat T hiicreleri basta sitotoksisite 6zelligine sahip degildir. Enfeksiyona maruz

kalma sonrasi bir kez aktive edildikten sonra sitotoksisite gostermeye baslarlar.

NK hiicreleri, 6nemli istisnalar olmasina ragmen, c¢ogu durumda
organlardaki lenfositlerin azinlik grubunu olustururlar. Gebelik sirasinda duodenal
epitelde ve uterus desiduasinda, NK hiicreleri sirasiyla lenfositlerin yiizde 45'ini ve
yiizde 70'ini olusturur (65, 66). NK hiicrelerinin sitotoksisite fonksiyonlar1 i¢in
gelistirilen testler bulunmaktadir. Test sonucu anormal ise, sonucun giivenilirligini
tehlikeye atabilecek birgok degisken oldugundan (6r. numunelerin tasinmasi
sirasindaki hasar, aktif hastalik, ilaglar) en az bir ay arayla ti¢ ayr tetkik ile sonug

dogrulanmalidir (67).

NK hiicreleri, tetiklendikten sonra sitolitik mekanizmay1 devreye sokan
aktivasyon reseptorlerini ifade ederler. Uyari iizerine NK hiicre aktivasyonu ve
daha etkili sitoliz ile sonuglanan dogal sitotoksisite reseptorleri tanimlanmistir. En
iyl karakterize edilen aktivasyon reseptorii, NKG2D olarak adlandirilan bir
molekiildiir. NKG2D ligandlari, viral enfeksiyon ve transformasyon dahil olmak
tizere hiicresel stres ile diizenlenir. Sitotoksik CD8+ T lenfositleri ve dogal

o6ldiiriicii hiicreler tizerinde aktive edici bir reseptor olan NKG2D'yi baglar(68).

Caligmalar, CD107a'nin (LAMP-1), NK ve aktive edilmis CD8+ T
hiicrelerinin degraniilasyonu igin bir belirteg olabilecegini gostermektedir (69).
CD107a, NK hiicre litik graniillerinin i¢inde bulunur ve litik graniiller salindik¢a
NK hiicre yiizeyinde artis gosterir. Bu nedenle, CD107a tahlili, cogu durumda

sitotoksisitenin iyi bir gostergesi olan NK hiicre degraniilasyonunun bir 6lgiisiidiir
(70).

2.7. Dendritik Hiicreler

Dendritik  hiicreler (DC), saf T hiicre proliferasyonunu uyarmak
i¢in antijenleri ¢apraz sunabilen ve islenmis antijeni lenf diiglimlerine tagiyabilen
profesyonel APC'lerdir. DC'ler, geleneksel DC'ler, plazmositoid DC'ler, monosit
tirevli DC'ler ve LC’ler (Langerhans hiicreleri) gibi iglevsel olarak benzersiz alt

gruplara sahip ¢esitli bir APC grubudur (71). DC'ler agirlikli olarak bazal ve
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suprabazal bolgelerde goriilmiistiir ve dendritik yapilari, ektoserviksin ¢ok katli
skuamdz epitelinin ve serviks transformasyon zonunun bazal katmanlarinda daha
belirgindir (11). Reseptor aracili endositoz, hiicre yilizey molekiilleri ve DC’ler
tarafindan gerceklestirilir. DC tarafindan elde edilen bilgi daha sonraki T hiicre
aracilt T helper 1, T helper 2 ya da Treg hiicre yoniindeki farklilasmay1
sekillendirmektedir(72).

2.7.1. Langerhans Hiicreleri

Langerhans hiicreleri (LC) tiimii myeloid kdkenden gelen 6zel dendritik
hiicrelerdir.Epidermis, 6zefagus, oral kavite, vajen epiteli, dalak, timiis, lenf nodu
gibi organ ve dokularda bulunur. T lenfositlere antijen sunumunda gorev alirlar ve
epiteli hedef alan viriislere kars: savunmada rol oynarlar. intraepitelyal tabakada
bulunur ve antijen sunumu, CD4/CD8 lenfositlerini uyarma yetenegine sahiptir
(73).

Serviksin skuamoz epiteli esas olarak HPV'min birincil hedefi olan
keratinositlerden ve skuamoz epitelin immiin gozetimi i¢in énemli olan bir tiir
olgunlasmamis dendritik hiicre (DC), Langerhans hiicrelerinden (LC) olusur. Bu
nedenle, hedef hiicreler (keratinositler) ve antijen sunan hiicreler (LC) arasindaki
HPV enfeksiyonu bolgesindeki yakin temas, LC'nin fonksiyonel aktivasyonu,
farklilasmas1 ve kemotaksisi i¢in potansiyel olarak onemlidir. Giannini ve
arkadaglarinin bir ¢aligmasinda, transformasyon zonunun servikal intraepitelyal
neoplazi gelisimi acisindan yiiksek riskli bolge olmasinin nedenlerinden biri,
transformasyon zonu epiteli i¢indeki immiin gézetimin, kemokinlerin/sitokinlerin
degisen ekspresyonu ve buna eslik eden azalmis LC yogunlugu oldugu

belirtilmistir(74).

2.8. Monositler ve Makrofajlar

Monositler cesitli sitokin ve kemokinleri salgilayan immiin efektor
hiicrelerdir. Profesyonel fagositler olan makrofajlar, patojenin taninmasi, Oli

hiicrelerin uzaklastirilmasi, immiin sistemin sitokin ve kemokinlerle indirekt
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stimiilasyonu ve inflamatuar yanitin gelismesini saglamaktadir. Makrofajlar,
endometrium boyunca dagilmistir ve 6zellikle endometrial bezlerin g¢evresinde
bulunurlar. Doku makrofajlari, ¢evresel etkenlere karsi proinflamatuar ve
antienflamatuar yanitlar arasinda degisen farkli fonksiyonel fenotipler
kazanir. Yapilan ¢aligmalar, vajinanin makrofaj sayisinin siklustan etkilenmedigini
ancak menstriiasyon doneminde endometrial makrofajlarin sayisinda, l6kosit
popiilasyonunun  yaklagik %15" ini temsil eden ilerleyici bir artis oldugunu

gostermistir (75).

Kadin genital sistem immiinitesinde yer alan yapilarin ozeti sekil 2.7.te

gosterilmistir.
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Sekil 2.7. Kadin genital sistem immiinitesinde yer alan yapilar(15).
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3.GEREC VE YONTEM

3.1. Arastirmamn Tipi ve Yeri, Etik Kurul Onay1

Bu c¢alisma, Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi, Kadin Hastaliklar1 ve
Dogum Anabilim Dali ve Saglik Bilimleri Arastirma ve Uygulama Merkezi
laboratuvarlarinda, akim sitometri laboratuvarinda prospektif olarak yiiriitilmiistiir.
Bilimsel Arastirmalar Proje kurulundan maddi destek alinmigtir. Calisma dizayn
edildikten sonra {iiniversite blinyesindeki etik kurul baskanligina bagvuruda

bulunulmus ve onay alinmistir (EK-1).

3.2. Arastirmaya Alinma Kriterleri

Calisma tasarlanirken belirlenen ¢alisma grubuna saglikli premenopoz ve
postmenopoz hastalar dahil edilmistir. Calisma grubuna dahil olma kriterleri; 30-
65 yas araliginda kadin olmak, jinekolojik acidan asemptomatik olmak, son 5 yil
icerisinde smear ve HPV negatif test sonucunun olmasi, daha 6nce tani almis
servikal prekanserdz lezyon veya HPV/smear testi anormal sonug dykiisii olmamasi

olarak belirlendi.

3.3. Arastirmanin Yeri ve Ornek Alma Prosediirleri

Calismanin isleyisi su sekilde planlanmistir. Akdeniz Universitesi Tip
Fakiiltesi Kadin Hastaliklar1 ve Dogum poliklinigine bagvuran, dahil etme ve
dislama kriterlerine uyan hastalar, ¢aligma ile ilgili bilgilendirilerek, calisma ile
ilgili daha onceden hazirlanmis olan bilgilendirilmis onam formlar1 hastalara
verilerek uygun ortam ve slirede okumalar1 saglanmis ve ardindan hastalar
tarafindan onaylandi ise ¢alisma icin gerekli islemlere geg¢ilmistir. Hastalardan
ornek toplama oncesi anamnez alinmis diglama kriterlerine uyanlar ¢aligmaya dahil
edilmemistir. Hastalardan telefon numarasi, yas, gravida, parite, abortus sayilari,
viicut kitle indeksi, son adet tarihi, herhangi bir sikayeti olup olmadigi, dahili

problemi, kullandig: ilaglar, alerjik durumu, sigara kullanimi, alkol kullanima,
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medeni durumu, egitim durumu, cinsel aktif olup olmadigi, partner sayisi, irk ile
ilgili sorgulamalar yapildi ve degisken olarak kaydedildi. Hastalarin son 5 yil
igerisindeki giincel HPV ve smear test sonuglari kayit altina alindi. Hastalar
onamlar1 alindiktan sonra jinekolojik muayene masasina alindi ve transvajinal
ultrason yapildi. Ardindan tek kullanimlik steril spekulum yerlestirildi. Diglama
kriterleri saptanmadi ise ardigik olarak iki adet endoservikal sitobrush ile
endoservikal kanala girilerek transformasyon zonu ve endoservikal kanaldan firga
360 derece dondiiriilmek suretiyle 6rnek toplandi. Bu sirada gozle goriiniir diizeyde
kan igeren 6rnekler calisma disinda birakildi. Ornekleri iceren firgalar 5 ml RPMI
soliisyonu igeren ve buzlu tagima iinitesinde bekletilen 15ml’lik falkon tiiplerine
aktarildi. Ornekler buzlu tasima iinitesinde en ge¢ bir saat icinde laboratuvara

ulastirildi ve analizlere hemen baslandi.

3.4. Laboratuvar Asamalari

Laboratuvara ulastirilan 6rnekler ¢esitli asamalardan gecilerek hazirlandi ve
analiz edildi. Biitiin islemler biosafety level 2 diizeyindeki laminer akim
kabinlerinde gerceklestirildi. Endoservikal ornekleri tasiyan tlip dnce 45 saniye
boyunca igindeki iki adet firga ile vortexlendi. 100 mikrometrelik siizgecten
gegirildi. Ardindan tiip 2000 rpm devirde 10dk boyunca firgalar tiipiin igindeyken
santrifiij edildi (Sekil 3.1). Ardindan pellet bozulmadan nazikge fir¢alar ¢ikarildi.
Stipernatan pipet ile pellete zarar vermeden alindi ve atildi. Ardindan firgalar
50ml’lik falkon tiipiin igine yikand1. Santrifiij edilerek fircalar ve siipernatan atild.
Iki pellet mikropipetle toplandi ve birlestirildi. 600 mikrolitre cell wash ile yikanan

pelletlerden, 100 mikrolitre alinarak boyama yapilacak olan flow tiiplerine aktarildi.

Endoservikal ornekler i¢in daha onceden olusturdugumuz monoklonal
antikor panelleri, panel 1, panel 2, panel3, panel4, panel 5 seklindeydi. Panel 1 TCR
gamma-delta (PE/Cyanine7-Biolegend clone B1), TCR gamma-delta2 (APC/Fire
750-Biolegend clone B6), CD3-4-8(PE/Cy5-PE-FITC-Biolegend clone
UCHT1 ; RPA-T4 ; RPA-T8) seklinde tasarlandi. Panel 2 TCR gamma-delta
(PE/Cyanine7-Biolegend clone B1), TCR gamma-delta2 (APC/Fire 750-Biolegend
clone B6), CD45RA (FITC-Biolegend clone HI100), CD27 (PerCP-Biolegend
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clone M-T271) seklinde tasarlandi. Panel 3 TCR gamma-delta (PE/Cyanine7-
Biolegend clone B1), TCR gamma-delta2 (APC/Fire 750-Biolegend clone B6),
HLA DR (PE/Cyanine 5- Biolegend clone L243), NKG2D (APC- Biolegend clone
1D11) seklinde tasarlandi. Panel 4 TCR gamma-delta (PE/Cyanine7-Biolegend
clone B1), TCR gamma-delta2 (APC/Fire 750-Biolegend clone B6), CD107a
(PerCP- Biolegend clone H4A3) seklinde tasarlandi. Panel 5 TCR gamma-delta
(PE/Cyanine7-Biolegend clone B1), CD69 (APC/Cyanine7- Biolegend clone
FN50) seklinde tasarlandi.

Sekil 3.1. 50 ml falkon tiipte RPMI soliisyonu igerisinde santrifiij edilen firgalar

Boyama islemi i¢in 100 mikrolitre ornek igeren flow tiiplerine her

monoklonal antikordan 5 mikrolitre olacak sekilde paylastirildi ve karanlik alanda,
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oda 1sisinda 30 dakika bekletildi. Ardindan tiipler dengeli bir sekilde 2500 rpm
devirde 7 dakika boyunca santrifiij edildi. Siipernatan dokiildii ve pellet 200
mikrolitre cell wash ile diliie edildi. Tekrar son kez 2500 rpm devirde 7 dakika
santrifiij edilerek siipernatan1 dokiildii ve 600 ml cell wash ile diliie edilerek akim

sitometri cihazinda okumaya hazir hale getirildi.

3.5. Arastirmanin Analizi

Tiplerin okumalari BD FACS Canto II akim sitometri cihazinda
gerceklestirildi. Analizler ise BD FACS Diva software ile gerceklestirildi. Analiz
sirasinda endoservikal sitobrush orneklerinde; hiicre sayisi, T lenfosit (CD3+)
yiizdesi, CD4 T lenfosit (CD3+CD4+) yiizdesi, CD8 T lenfosit (CD3+CD8+)
yiizdesi, CD4 ve CDS8 olan T lenfosit (CD3+CD4+CD8+) yiizdesi, CD4 ve CD8
olmayan T lenfosit (CD3+CD4-CD8-) yiizdesi, total gamma-delta hiicre yiizdesi,
gamma-delta 1 hiicre yiizdesi, gamma-delta 2 hiicre yiizdesi, gamma-delta 1/2
hiicre orani, GDT igerisinde CD4 hiicre (GDT+CD4+CDS8-) yiizdesi, GDT
icerisinde CD8 hiicre (GDT+CD8+CD4-) yiizdesi, GDT igerisinde CD4 ve CD8
olan hiicre (GDT+CD4+CD8+) ylizdesi, GDT icerisinde CD 4 ve CD8 olmayan
hiicre (GDT+CD4-CD8-) yiizdesi, GDT igerisinde CD45RA  hiicre
(GDT+CD45RA+CD27-)  yiizdesi, GDT  icerisinde = CD27  hiicre
(GDT+CD27+CD45RA-) yiizdesi, GDT igerisinde CD45RA ve CD27 olan hiicre
(GDT+CD45RA+CD27+) yiizdesi, GDT igerisinde CD45RA ve CD27 olmayan
hiicre (GDT+CD45RA-CD27-) yiizdesi, GDT 2 igerisinde CD45RA hiicre
(GDT2+CD45RA+CD27-) yiizdesi, GDT 2 igerisinde CD27 hiicre
(GDT2+CD27+CD45RA-) yiizdesi, GDT 2 igerisinde CD45RA ve CD27 olan
hiicre (GDT2+CD45RA+CD27+) yiizdesi, GDT 2 igerisinde CD45RA ve CD27
olmayan hiicre (GDT2+CD45RA-CD27-) yiizdesi, GDT igerisinde HLADR hiicre
(GDT+HLADR+) yiizdesi, GDT igerisinde NKG2D hiicre (GDT+NKG2D+)
yilizdesi, GDT 2 igerisinde HLADR hiicre (GDT2+HLADR+) yiizdesi, GDT 2
icerisinde NKG2D hiicre (GDT2+NKG2D+) yiizdesi, GDT igerisinde CD107a
hiicre (GDT+CDI107a+) yiizdesi, GDT 2 igerisinde CDI107a hiicre
(GDT2+CD107a+) yiizdesi, GDT igerisinde CD69 hiicre (GDT+CD69+) yiizdesi
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verileri toplandi ve kayit edildi. Akim sitometri ¢aligsmalar1 sirasinda kullanilan

kapilama stratejileri asagida verilmistir.
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Sekil 3.2. Endoservikal sitobrush akim sitometri analizi kapilama stratejileri; A)
Morfolojik lenfosit kapilama, B) Lenfositlerde CD3+ kapilama, C) CD3+
hiicrelerde GDT ekspresyonu, D) CD3+ hiicrelerde GDT2 ekspresyonu, E) CD3+
hiicrelerde CD4 ve CDS8 ekspresyonu, F) Lenfositlerde GDT kapilama, G) GDT+
hiicrelerde CD4 ve CDS ekspresyonu
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Sekil 3.3. Endoservikal sitobrush akim sitometri analizi kapilama stratejileri
(devami); A) Morfolojik lenfosit kapilama, B) Lenfosit kapisindaki hiicrelerde
GDT kapilama, C) Lenfosit kapisindaki hiicrelerde GDT2 kapilama, D) GDT kapisi
igerisinde CD45RA ve CD27 ekspresyonlari, E) GDT2 kapisi icerisinde CD45RA
ve CD27 ekspresyonlari
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Sekil 3.4. Endoservikal sitobrush akim sitometri analizi kapilama stratejileri
(devami); A) Morfolojik lenfosit kapilama, B) Lenfosit kapisindaki hiicrelerde
GDT kapilama, C) Lenfosit kapisindaki hiicrelerde GDT2 kapilama, D) GDT
igerisinde NKG2D ekspresyonu, E) GDT2 igerisinde NKG2D ekspresyonu, F)
GDT igerisinde HLADR ekspresyonu, G) GDT2 igerisinde HLADR ekspresyonu
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Sekil 3.5. Endoservikal sitobrush akim sitometri analizi kapilama stratejileri
(devami); A) Morfolojik lenfosit kapilama, B) Lenfosit kapisindaki hiicrelerde
GDT kapilama, C) Lenfosit kapisindaki hiicrelerde GDT2 kapilama, D) GDT ve
CD107a ekspresyonu, E) GDT2 ve CD107a ekspresyonu
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Sekil 3.6. Endoservikal sitobrush akim sitometri analizi kapilama stratejileri
(devami);) A) Morfolojik lenfosit kapilama, B) Lenfosit kapisindaki hiicrelerde
GDT kapilama, C) GDT ve CD 69 ekspresyonu
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3.6. istatistiksel Analiz

Veriler IBM SPSS Statistics 18 © Copyright SPSS Inc. 1989, 2010
yazilimi kullanilarak analiz edilmistir. Calismanin 6rneklem kiitlesi 30’un altinda
oldugu i¢cin normallik testi yapilmamigtir. Kategorik degiskenler arasindaki
iligkilerin analizinde Pearson Ki-kare testi, Fisher’s Exact Test kullanilmustir.
Bagimsiz iki grup siirekli degiskenlerinin karsilastirmasinda ise Mann-Whitney U
testi kullanilmistir. Calismada istatistiksel anlamlilik diizeyi 0,05 olarak kabul

edilmistir.
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4. BULGULAR

Menopoz durumuna gore hastalar postmenopoz ve premenopoz gruplarina
ayrilmistir. Bu gruplarin yas ve parite degiskenleri ¢ergevesinde birbirinden
istatistiki agidan anlamli farkliklar igerdigi goriilmistiir (p<0,05). Postmenopoz
grubundaki hastalarin ortanca yas degerleri 49 (47-54) yas, premenopoz grubundaki
hastalarin ortanca yas degerleri ise 41 (37,5-42,5) yas olarak hesaplanmistir. Buna
gore, bu iki grup arasinda anlamli farklilik vardir (p<0,001). Parite degiskenine
iliskin dagilimlar incelendiginde postmenopoz grubunda 3 (2-3) olarak goériilen
ortanca degerin premenopoz grubunda 2 (1-2) olarak hesaplandigi anlagilmaktadir.
S6z konusu farklilik istatistiki agidan anlamlidir (p=0,011). Tablo 4.1.’de goriilen
gravida, sigara kullanimi, alkol kullanim1 ve ek hastalik degiskenlerinde ise iki grup

benzer dagilimlar gostermistir (p>0,05).

Tablo 4.1. Menopoz durumlarina gore hasta 6zellikleri [

Menopoz Durumu

Degiskenler Postmenopoz (n=13) Premenopoz (n=16) )2
Yas (Y1l) 49(47-54) 41(37,5-42,5) <0,001*
Gravida 3(2-3) 2(1-3) 0,103*
Parite 3(2-3) 2(1-2) 0,011+
Sigara Kullanimi 0,697*
Var 3(23,1) 5(31,2)
Yok 10(76,9) 11(68,8)
Alkol Kullanimi 0,667*
Var 4(30,8) 3(18,8)
Yok 9(69,2) 13(81,2)
Ek hastalik 0,698*
Var 5(38,5) 4(25)
Yok 8(61,5) 12(75)

*Mann Whitney U test, Med(IQR)
*Pearson Ki-kare, Fisher exact test, n(%)
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Tablo 4.2.°de iki grup arasinda 1k, egitim diizeyi, aktif cinsel hayat ve

partner sayist degiskenleri c¢ergevesinde yapilan analizlerin sonuglart yer

almaktadir. Bu degiskenler postmenopoz ve premenopoz gruplar1 benzer dagilim

sergilemistir.

Tablo 4.2. Menopoz durumlarina gore hasta 6zellikleri II

Menopoz Durumu

Degiskenler Postmenopoz (n=13) Premenopoz (n=16) p*

Irk na
Beyaz 13(100) 16(100)
Diger 0(0) 0(0)

Egitim Diizeyi 0,474
Lise ve alt1 9(69,2) 9(56,2)
Universite mezunu 4(30,8) 7(43,8)

Aktif Cinsel Hayat na
Var 13(100) 16(100)
Yok 0(0) 0(0)

Partner Sayisi na
1 13(100) 16(100)
1’den fazla 0(0) 0(0)

Medeni Durum na
Evli 13(100) 16(100)
Bekar 0(0) 0(0)

*Pearson Ki-kare, n(%)

na=not applicable
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Tablo 4.3.‘te postmenopoz ve premenopoz gruplarinin endoservikal
sitobrushlar ile alinan 6rnekleri akim sitometri cihazinda lenfosit alt popiilasyonlari
acisindan incelenmis ve sonuglar % cinsinden belirtilmistir. Gruplar aras1 farklilik
gosterip gostermediklerine iliskin yapilan analizlerin sonuglarina bakildiginda, bu

gruptaki degiskenlerin tamami iki grup agisindan benzer degerler almistir (p>0,05).

Tablo 4.3. Menopoz durumuna gore laboratuvar bulgulart |

Menopoz Durumu

Degiskenler Postmenopoz Premenopoz s
(n=13) (n=16)
CD3+ yiizdesi 1(0,5-2,2) 1,65(0,6-3,25) 0,323

CD3+CD4+ T Lenfosit Yiizdesi  36,4(12,6-45,7)  27,1(12,4-43,05) 0,792
CD3+CD8+ T Lenfosit Yiizdesi  19,6(15-23,8)  21,35(16,3-32,5) 0,456

CD3+CD4+CD8+ T Lenfosit 22,8(14,2-36,5) 20,8(5,6-29,75) 0,236
Yiizdesi

CD3+CD4-CDS- T Lenfosit 12(8,7-25,2) 16,8(12,7-31,05) 0,196
Yiizdesi

GDT Yiizdesi 11,8(6,8-14,2) 14,9(8,75-25,3) 0,254
GDT1 Yiizdesi 8,90(4,90- 9,90(5,30-15,65) 0,256

12,60)

GDT?2 Yiizdesi 1,8(0,8-3) 3,4(1,35-6,15) 0,263
GDT1/2 Oranmi 4,94(1,98-7,26) 2,78(1,5-9,73) 0,629
GDT+CD4+ Yiizdesi 5,5(5,2-7,4) 7,35(3,9-11,65) 0,392
GDT+CD8+ Yiizdesi 1,9(0,9-5) 2,85(1,85-4,85) 0,335
GDT+CD4+CD8+ Yiizdesi 6,8(3,2-10,9) 8(4,45-14,15) 0,693
GDT+ CD4-CD8- Yiizdesi 84,8(78,3-88,5) 77,85(72,2-90,75) 0,369

*Mann Whitney U test, Med(IQR)
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Tablo 4.4.°te yer alan analiz sonuglarina gore postmenopoz grubundaki
hastalar ile premenopoz grubundaki hastalar arasinda GDT, CD45RA, CD27
degiskenleri cercevesinde istatistiki acgidan anlamli herhangi bir farklilik
saptanmamistir  (p>0,05). Buna gore so6z konusu iki grup bu degiskenler

gercevesinde benzerdir.

Tablo 4.4. Menopoz durumuna gore laboratuvar bulgulari 11

Menopoz Durumu

Degiskenler Postmenopoz Premenopoz P
(n=13) (n=16)

GDT+CD45RA+CD27- 0,1(0-0,1) 0,15(0-0,35) 0,423
GDT+CD27+CD45RA- 18,1(7,1-25,9) 19(7-47,35) 0,524
GDT+CD45RA+CD27+ 0,3(0-0,5) 0,2(0-0,45) 0,503
GDT+CD45RA-CD27- 81,9(73,8-92,6) 80,3(51-92,5) 0,569
GDT2+CD45RA+CD27- 0(0-0,1) 0,05(0-0,3) 0,580
GDT2+CD27+CD45RA- 17,6(10-26,8) 25,15(15,65-53,15) 0,188
GDT2+CD45RA+CD27+ 0,4(0,1-0,8) 0,25(0,05-0,65) 0,465
GDT2+CD45RA-CD27- 82,4(56,6-88.9) 74,6(46,45-83,65) 0,228

*Mann Whitney U test, Med(IQR)

Tablo 4.5.te GDT+HLADR+, GDT+NKG2D+, GDT+CDI107at+ ve
GDT2+CD107a+ degiskenlerine iliskin ortanca degerler postmenopoz ve
premenopoz gruplar1 arasinda anlamli farkliliklar gostermektedir. GDT+HLADR+
degiskeni i¢in, postmenopoz grubunda 30,3 (12,1-38,1) olarak hesaplanan ortanca
deger, premenopoz grubunda 14,65 (4,05-21,65)’dir. Bu degerlere gore iki grup
arasindaki farklilik anlamhidir (p=0,023). Postmenopoz grubundaki ortanca degeri

(47,5 (28,4-51,8)), premenopoz grubuna (22,1 (18,5-34,7)) gore daha yiiksek olan
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GDT+NKG2D+ degiskenindeki bu farklilik da anlamhidir (p=0,019). Anlaml
farkliligin  goriildigii diger bir degisken olan GDT+CDI107a+ (p=0,020)
incelendiginde, premenopoz grubundaki ortanca degerin postmenopoz grubuna
gore yiiksek oldugu anlasilmistir. Benzer sekilde, GDT2+CD107a+ degiskeninde
de premenopoz grubundaki hastalarin ortanca degerleri postmenopoz grubundaki
hastalarin degerlerine gore daha yiiksektir. S6z konusu farklilik istatistiki agidan
anlamlidir (p=0,020). Tablo 4.5.’te yer alan diger degiskenler kapsaminda iki grup

arasinda anlamli bir farklilik bulunamamuistir (p>0,05).

Tablo 4.5. Menopoz durumuna gore laboratuvar bulgulari 111

Menopoz Durumu

Degiskenler Postmenopoz (n=13) Premenopoz (n=16) ) s

GDT+HLADR+ 30,3(12,1-38,1) 14,65(4,05-21,65) 0,023
GDT+NKG2D+ 47,5(28,4-51,8) 22,1(18,5-34,7) 0,019
GDT2+HLADR+ 18,9(7,2-27) 12,65(3,35-24,95) 0,456
GDT2+ NKG2D+ 64(43,3-71,4) 41,95(32,45-56,2) 0,072
GDT+CD107a+ 59,1(38,3-71,3) 79,1(60,7-87,1) 0,020
GDT2+CD107a+ 28,8(23,1-40,2) 43,4(35,1-61,25) 0,020
GDT+CD69+ 5,5(1,8-19) 7,65(2,35-19,65) 0,629

*Mann Whitney U test, Med(IQR)
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5. TARTISMA

Biz bu caligmamizda, saglikli kadinlarda menopoz Oncesi donem ile
menopoz sonrast donem arasinda endoservikal kanal immiinitesinde gorev alan
ozellikle GDT hiicrelerinin fenotipik dagiliminda ve aktivite ile iligkili ylizey
markerlarinda farklilik bulmay1 amagladik. Hastalarimiz gruplara; gravida, viicut
kitle indeksi, sigara-alkol kullanimi, ek hastalik, egitim diizeyi, irk, medeni durum

ve partner sayisi agisindan esit dagilim gostermistir.

Calismamizda, karsilastirma gruplarinin yaslar1 arasinda istatistiksel olarak
anlamli fark (41 vs 49) (p. <0,001*) bulunmus olsa da gruplar arasinda belirgin yas
farki olmayis1 ve ¢alismadaki hasta sayisinin az olusu nedeniyle bazi bulgularda
literatiirle uyumlu sonuglar olmasina ragmen istatistiksel olarak anlamli fark

bulunmamustir.

Mukozal dokularda GDT1 hiicrelerin periferik kanda ise GDT2 hiicrelerin
baskin oldugu bilinmektedir (76). Tuero ve arkadaslarinin SIV ile enfekte olan ve
olmayan makaklar ile GDT hiicreleri iizerine yaptiklar1 ¢alismada, endoservikal
kanal dokusunda enfekte makaklarda GDT1/2 oraninda anlamli olmayan bir artis
izlenmistir(60). HPV persistansinda endoservikal immiinitenin arastirildigi bir
calismada, persistans HPV grubunda GDT2 hiicrelerinin arttifi ve GDTI
hiicrelerinin azaldig1 saptanmistir. GDT1/2 oran1 da GDT1 ve GDT?2 hiicrelerindeki
fark nedeniyle beklendigi lizere HPV klerensi grubunda daha yiiksek olmakla
birlikte, iki grup arasinda anlaml fark bulunmamistir(77). Zhao ve arkadaslarinin
caligmasini(76) destekleyecek sekilde c¢alismamizda, hastalardan alinan
endoservikal kanal sitobrush incelemesinde premenopozal donemde GDT1+ hiicre
yiizdesi, GDT2+ hiicre yiizdesinden fazla bulunmustur (%9,9 vs 3,4) (p. 0,007),
postmenopoz doneminde de aymi sekilde GDT1+ hiicre yilizdesi GDT2+ hiicre
yiizdesinden fazla (%8,9 vs 1,8) (p. 0,001) bulunmustur, sonuglarimiz istatistiki
olarak anlamli ve literatiirle uyumlu gelmistir. Premenopozal déonemde GDT 1/2

orani 2,78, postmenopozal donemde GDT 1/2 orani 4,94 bulunmustur (p.0,629),
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istatistiki olarak anlamli farklilik saptanmamistir. GDT1 VE GDT?2 hiicre yiizdeleri
postmenopozal donemde literatiirle uyumlu olarak azalmistir. Ayrica
postmenopozal donem GDT 2 hiicre yilizdesindeki belirgin azalma sebebiyle bu

donemde GDT1/2 oraninda artis izlendigi diistiniilmiistiir.

JC Andreu-Ballester ve arkadaslarinin, insan patolojisindeki ¢alismalar igin
gecerli referans degerleri elde etmek amaciyla yaptiklart bir caligmada, saglikli
deneklerden olusan bir popiilasyonda periferik kan aff ve yo toplam T lenfositlerini
ve bunlarin alt kiimelerini farkli yaslar i¢in karsilastirmiglardir. Yaslh deneklerde
CD3+, CD3+CD4+ ve CD3+ yd T hiicrelerinde anlamli bir azalma gozlenmistir
(78). Bizim ¢alismamizda endoservikal kanalda ayni hiicreler karsilastirilmis ve
postmenopozal donemde premenopozal doneme gore sayisal olarak CD3+ hiicre
yiizdesinde azalma (1 vs 1,65) (p. 0.323), CD3+GDT+ hiicre yiizdesinde azalma
(23,7 vs 30,4) (p. 0,254) izlenirken, CD3+CD4+ hiicre yiizdesinde ise bir miktar
artma (36,4 vs 27,1) (p. 0,792) izlenmistir. Ancak anlamli farklilik saptanmamustir,

istatistiki olarak bu veriler her iki grupta benzer bulunmustur.

Iskra Tuero ve arkadaslarinin rhesus makaklarinin kan, rektum ve disi tireme
sistemi {izerinde yaptig1 calismada, GDT hiicrelerinin SIV enfeksiyonunun
kontroliine katkida bulunup bulunmadig: aragtirtlmistir(60). SIV ile enfekte olan ve
olmayan 6rneklerin karsilastirildigi caligmanin sonuglarinda; disi iireme sisteminde
endoservikal kanalda GDT1 hiicreleri GDT2 hiicrelerinden fazla bulunmustur,
GDT1 ve GDT2 CD8+ ve CD4- CD8-T hiicresi alt gruplarinin frekanslart mukozal
dokularda benzer ve az sayida CD4 * ve CD4 * CD8 * hiicresi gézlemlenmistir. SIV
ile enfekte grupta enfekte olmayan gruba gore GDT1+CD8+ ve GDT2+CD8+
hiicrelerinde artis gozlenmistir. Ayrica CD69'un ve aktive edici NK reseptori
NKG2D'nin ekspresyonunu inceleyerek aktivasyon durumunu arastirdiklar: ve
sonuglarda GDT1+ NKG2D+ hiicrelerin SIV ile enfekte grupta enfekte olmayan
gruba gore daha fazla oldugu, GDT+CD69+ hiicrelerin yine SIV ile enfekte grupta
enfekte olmayan gruba gore daha fazla oldugu izlenmistir. SIV ile enfekte gruptaki

hiicrelerde GDT+CD107a+ ve GDT2+CD107a+ hiicreler enfekte olmayan gruba
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gore daha yiiksek yiizdede izlenmistir. Ayrica yine bu calismada kronik viral
enfeksiyon siirecinde; kanda GDT yiizdesi, GDT1+CD4+, GDT2+CD8+,
GDT2+NKG2D+ hiicre yiizdelerinin azaldig1 ve endoservikal kanalda GDT2+ ve
GDT2+CD8+ hiicrelerinin azaldigi saptanmistir (60). Bizim ¢alismamizda daha
once de belirttigimiz gibi endoservikal kanalda premenopozal ve postmenopozal
donemlerde, literatiirle uyumlu olarak GDT1 hiicreleri GDT2 hiicrelerinden fazla
bulunmustur. GDT+CD4+CD8- hiicre yiizdesi, GDT+CD8+CD4- hiicre yiizdesi ve
GDT+CD4+CD8+ hiicre yiizdesi premenopoz doneminde postmenopoza gore bir
miktar daha yiiksek bulunmustur ancak her iki grup arasinda istatistiki olarak
anlamli bir farklilik saptanmamistir, sonuglar benzerdir. Istatistiksel olarak anlamli
sonu¢ alinamamasinin nedeni daha once belirttigimiz gibi hasta sayisinin az olusu
ve hasta yaslarinin birbirine yakin olusu ile iliskili olabilir. Literatiirde de
belirtildigi gibi (47), bizim ¢alismamizin sonuglarinda da bu hiicrelerin biiytik
cogunlugunu her iki grupta da GDT+CD4-CD8- hiicreleri olusturmustur ve iki grup
arasinda anlamli bir farklilik saptanmamistir. Calismamizin bir bagka sonucunda
GDT+CD69+ hiicre ylizdesinin postmenopoz doneminde azalma egiliminde
oldugu (7,65 vs 5,5) (p. 629) izlenmistir ancak istatistiki olarak anlamli bir fark

saptanmamistir.

CD107a, NK hiicrelerinin litik grantillerinin i¢inde bulunur ve litik graniiller
salindikca NK hiicre yiizeyinde artis gosterir. Bu nedenle, CD107a tahlili, ¢cogu
durumda sitotoksisitenin iyi bir gdostergesi olan NK hiicre degraniilasyonunun bir
Ol¢tisiidiir(70). Calismamizin sonuglarinda GDT+CD107a+ ve GDT2+CD107a+
hiicre yiizdelerinde postmenopoz doneminde anlamli azalma (sirayla (79,1 vs 59,1)
(p. 0,020), (43,4 vs 28,8) (p. 0,020)) izlenmistir. Bu anlaml1 istatistiksel sonug yasla
birlikte endoservikal kanal immiinitesinde rol alan hiicrelerin sitotoksisite
ozelliginin azaldigin1 gostermistir. Servikal immiinitedeki bu degisim, yaslanma ile

artan kronik enfeksiyon ve kanser riskinin sebeplerinden biri sayilabilir.

GDT hiicreleri, bir efektor hafiza (Tem) veya terminal olarak farklilagmis

efektor hafiza (T emra) durumuna dogru farklilastiklarinda tiikenmeye yatkindir. T
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hiicreleri, tiimdriin taninmasi1 dahil aktivasyon sinyallerine ve stimiilasyona yanit
olarak daha fazla Temve Tewmra durumuna ilerler. GDT hiicresinin bellek
durumlari1 CD45RA ve CD27'nin yami sira birka¢g lenf nodu reseptoriiniin
ekspresyonu ile tanimlanmistir. Stimiilasyondan sonra, naif yd T hiicreleri
cogunlukla periferik kanda bulunan bir CD45RA-CD27+ merkezi bellek (TCM)
durumuna ilerler. insan yaslanma ¢alismalarinda, CD27, CD45RA ve CD57 gibi
cesitli fenotipik belirteglerdeki farklilasma incelenir. Farklilasmanin dort asamasi
vardir: Saf CD45RA+CD27+, Merkezi bellek CD45RA-CD27+, Efektor bellek
CD45RA-CD27-(Tem) ve son olarak, Terminal efektorii CD45RA+CD27- T
hiicreleri (T emra). Terminal efektorii genellikle yaslanma isaretgisini ifade
eder(39). Tumor nekroz faktorii reseptorii aile tiyesi CD27, bir T hiicresi uyarici
molekiilii olarak bilinir. CD27'yi kodlayan genin silinmesinin etkileri, gecikmeli
yanit kinetigi ve T hiicre bellegi iizerinde oldukca etkili sonuclara neden olmustur
(79). T emra GDT hiicreleri, tiimor hiicrelerine karsi giiglii sitotoksisite gosterse de
timor antijenleri tarafindan asir1 derecede yeniden uyarildiklarinda kisa siirede
tikenirler (80, 81, 82). Tikenmis T hiicreleri, yalnizca ¢ogalma ve kendini
yenileme yetenegini kaybetmekle kalmaz, ayn1 zamanda anti-tiimor fonksiyonlarini
da zayiflatir (83) Bizim ¢alismamizin sonucu gostermistir ki endoservikal dokuda
GDT+CD45RA+CD27-, GDT2+CD45RA+CD27- hiicrelerin yiizdesi olduk¢a az
sayidadir ve premenopoz/postmenopoz donemler arasinda anlamli farklilik
gostermemistir. GDT2+CD27+CD45RA- (merkezi bellek) hiicrelerin yiizdesinde
postmenopoz doneminde bir miktar azalma (25,15 vs 17,6) (p. 0,188) izlenmistir
ancak istatistiki olarak anlamli farklilik bulunmamistir. Ayrica karsilastirilan her
iki grupta da GDT ve GDT2 hiicrelerin endoservikal kanalda biiylik ¢ogunlugu
CD45RA-CD27- (Tewm) izlenmistir. Sonug olarak calismamizda her iki grupta
CD45RA+ CD27- (T emra) hiicre yiizdesi oldukca azdir fakat CD45-CD27- (Tem)
hiicre yiizdesi postmenopozal donemde bir miktar istatistiksel olarak anlamli
olmayan artis gostermekte ve oldukca fazla sayidadir. Bu sonuglar T hiicrelerinin

yasla birlikte tilkenme egiliminin arttigin1 gostermistir.
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Gamma-delta T hiicreleri antitimdr bagisikliginda 6nemli gorevler alirlar.
D. Lee ve arkadaslarinin, insan GDT hiicrelerinin, farkli alt kiimelerinin benzersiz
ozelliklerini ve antitimor 6zelliklerini 6zetledigi makalede; GDT2 hiicrelerinin,
NKG2D hiicrelerini eksprese ettigi ve dogrudan sitotoksisitesini arttirdigi
belirtilmistir. GDT hiicreleri TLR sinyali yoluyla DC'leri aktive ederken birlikte
aktive olurlar, bu da CD25 ve CD69 ekspresyonunun yani sira inflamatuar
sitokinlerin liretiminin artmasina yol acar. GDT2+ hiicreleri, GDT 1+ hiicrelerinden
daha fazla ve giiglii IFN-y tiretimine sahiptir (84). Ttimorle iligkili antijenlerin yo
TCR tarafindan taninmasi, NKG2D reseptoriiniin de aralarinda bulundugu yardimet
uyarict  reseptorlerin - ekspresyonunu  giliclendirmistir(85). NKG2D iligkili
aktivasyon, VyY9Vo2 T hiicrelerinde gosterilmistir(86). NKG2DL genellikle saglikli
dokularda ifade edilmez ve bununla birlikte DNA hasari, enfeksiyon ve hiicre
transformasyonu tlizerine yukari regiile edilebilir, bu nedenle karsinomlarda yaygin
olarak saptanir ve antikanser tedavi stratejilerinde 6nemli bir gorev alir(87, 88, 89).
2020'de Ang ve arkadaglar1 Vy9Va2 T hiicrelerini Zometa/IL-2 ile ekspanse etti ve
hiicreleri mRNA elektroporasyonu kullanarak NKG2D'nin hiicre dis1 alanina dayali
bir CAR (kimerik antijen reseptorii) ile tasarladi. Bu ¢alismada, NKG2DL CAR-
vd T hiicrelerinin, Zometa tedavisine direngli olanlar da dahil olmak iizere ¢ok
sayida solid tiimor hiicre dizisini in vitro olarak 6ldiirme yetenegine sahip oldugu
gosterilmistir. Ek olarak, daha once kolon tiimérleri veya over tiimorlerinin
intraperitoneal olarak enjekte edildigi farelerde klinik 6ncesi ¢alismalar yiiriitiilmiis
ve NKG2DL CAR-yd T hiicrelerinin farelerde tiimor gerilemesine neden oldugunu
ve her iki tiimor modelinde de hayatta kalma siirelerini uzattigini gostermiglerdir
(90). Bizim g¢alismamizin sonucunda GDT+ NKG2D+ hiicrelerin yiizdesi
postmenopoz hastalarda premenopoz hastalara gore anlamli artis (47,5 vs 22,1) (p.
0,019) gostermistir. Daha 6nce NK hiicreleri anlatirken de belirttigimiz gibi
menopozla birlikte NK hiicre sayisinda artig goriiliir fakat sitotoksisite 6zellikleri
azalmistir. Yasla birlikte azalan sitotoksisitenin immiin sistem kaynakli artan
servikal hastaliklarin sebeplerinden biri oldugu bilinmektedir (11). Bizim

calismamizin sonucunda GDT+NKG2D+ hiicre ylizdesi postmenopozal grupta
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artig  goOstermistir  ancak  bu  durumu artan  sitotoksisite  olarak
yorumlayamayacagimiz i¢in artmis GDT+NKG2D+ hiicre yiizdesinin immiiniteye

etkisi ileri incelemelerle arastirilmalidir.

GDT hiicrelerinin ve TCR’lerin bagisiklik yanitindaki dogal ve adaptif
rolleri heniiz tam olarak anlagilamamustir. Y6 TCR dinamikleri tizerine yapilan son
aragtirmalar, viral enfeksiyon sirasinda bireysel GDT1 + hiicre klonlarinin biiyiik
Olciide genisledigini gostermistir. Bu tiir bir genislemenin rastgele mi yoksa
gercekten TCR'ye bagli adaptif bagisiklik tepkilerini mi temsil ettigini anlamak
icin, bunlarin ayni kokenli TCR ligandlar1 hakkinda bilgi gereklidir. TCR'nin MHC
II kompleksinin hedef hiicreyi tanimasi i¢cin HLA-DR ile dogrudan etkilesimi
oldugu gosterilmistir. MHC I, interferon-y tarafindan gii¢lii bir sekilde up regiile
edildiginden, bu sonuclar, GDT hiicrelerinin enflamasyonun neden oldugu MHC'ye
bagimli bir bagisiklik tepkisi oldugunu diisiindiirmistiir (91). Yapilan baska bir
calismada yasla birlikte timik kitle kayb1 olusumunun meydana geldigi ve CD3+
HLADR+ fenotipli aktive T lenfositlerin sayisi artig gosterdigi belirtilmistir (92).
Hiicre yiizeyinde artan HLA-DR’nin, genellikle stimiilasyona yanit olarak ortaya
ciktigi ve bu nedenle HLA-DR’nin, ayn1 zamanda immiin stimiilasyon i¢in bir
belirteg oldugu gosterilmistir(43). Bizim ¢alismamizin  sonucunda da
GDT+HLADR+ hiicrelerinin yiizdesi postmenopozal dénemde premenopaz
grubuna gore anlamli artis (30,3 vs 14,65) (p. 0,023) gostermistir. Bu sonug yasla
birlikte servikste artmig immiin stimiilasyonu gostermektedir. Transplantasyon
oncesinde alic1 ve verici arasinda HLA doku gruplarimin belirlenmesi, antijenik
yapilarmin karsilastirilmasinda kullanilir. Calismamiz, yasla birlikte HLA-DR
hiicre yilizdesindeki bu degisimin gelisen asi, kanser tedavisi ve organ nakli
uygulamalarinda dikkate alinmasi gereken olduk¢a onemli bir sonu¢ oldugunu

gostermistir.

Cimini ve arkadaslar1 yaptiklar bir ¢aligmada, kronik HIV enfeksiyonunda
primer enfeksiyona gore mukozal GDT1 ve GDT2 hiicrelerinin fonksiyonel

kabiliyetlerinin kayboldugu ve siirekli antijenik stimiilasyonun indiikledigi
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tikenme mekanizmalarinin ortaya c¢iktigin1  belirtmislerdir (61). Bizim
calismamizin sonucunda postmenopozal donemde GDT1 ve GDT2 hiicre ylizdesi
azalmistir. Bu sonug¢ servikal mukozal bagisiklikta yagla birlikte azalma
olabilecegini ve kisilerin enfeksiyon, kanser gibi durumlarin gelisimine

yatkinliginin artabilecegini gostermistir.

Tiim bu sonuglar ele alindiginda, teknolojik arastirmalar ve tedavi gelisim
stireclerinde, gruplar arasinda degisen hiicre sayilarmin yaninda postmenopoz
hastalarda yillar i¢inde gegirilen kronik enfeksiyon gibi siire¢lerin daha fazla oranda
olmus olabilecegi ve buna bagl olarak hiicrelerin fonksiyonel kabiliyetlerinin de
azalmis olabilecegi akilda bulundurulmalidir. Calismamizda, karsilastirma
gruplarinin yaglari arasinda istatistiksel olarak anlamli fark olsa da gruplar arasinda
belirgin yas farki olmayis1 ve gruplardaki hasta sayisinin az olusu nedeniyle bazi
bulgularda literatiirle uyumlu sonuglar olmasina ragmen istatistiksel olarak anlamli
fark bulunmamistir. Bu durum bize, ayni calismanin daha genis bir hasta
popiilasyonunda uygulanmis olsa istatistiksel olarak anlamli sonuglarin daha fazla

olacagini diistindiirmiistiir.
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6. SONUCLAR

Calismamizin 1s181nda, serviks kanseri ve servikal hastaliklara yol
acabilecek durumlarin altinda yatan immiinolojik nedenler arastirilmis ve bir miktar
aydinlatilmis olmakla birlikte bu konuda halen daha ileri ¢aligmalara ihtiya¢ vardir.
Bu konunun aydinlatilmasi ile toplumda oldukga sik goriilen kadin genital sistem
enfeksiyonlar1 ve serviks kanseri gibi hastaliklarin kimlerde daha fazla
goriilebilecegi, hangi hastalarin servikal immiinitesi degerlendirildiginde hastaliga
yakalanma agisindan daha yiiksek riskli olacagi tespit edilebilecek, daha yakin
tarama ve takip ile bu kisiler enfeksiyonlardan ve kanserden korunabileceklerdir.
Gelisen teknolojilerle ve ¢aligmalarla birlikte yas, kronik enfeksiyonlar gibi
nedenlerle olusan GDT hiicre kayb1 yerine konularak tedavi yapilabilecektir. Bu
caligma, Ozellikle servikal immiinitesi zayif hastalart1 ongérmede bazi immiin

markerlarin 6nemli olabilecegini gostermesi agisindan da 6nem arz etmektedir.
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7. 0OZET

Amag: Bu calismada premenopoz ve postmenopoz donemdeki saglikli iki
grup arasinda endoservikal intraepitelyal gamma-delta T lenfosit popiilasyonlarinin
ve iligkili biyomarkerlarin akim sitometri analizlerinde farklilik olup olmadigi

arastirilmak istenmistir.

Yontem: Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi, kadin hastaliklar1 ve dogum
poliklinigine bagvuran 30-65 yas aralifinda, son 5 yil igerisinde HPV ve smear
taramas1 normal olan, daha once servikal prekanserdz lezyon Oykiisii olmayan,
viicudunun bagska bir bolimiinde tespit edilen malignite Oykiisii olmayan 16
premenopoz ve 13 postmenopoz toplam 29 hasta ¢alismaya dahil edilmistir. Bu
hastalardan alinan endoservikal sitobrush oOrnekleri akim sitometri cihazinda
immiinfenotiplendirme analizine tabi tutulduktan sonra lenfosit yiizdeleri,

fenotipleri ve iliskili biyomarkerlar karsilastirilmustir.

Bulgular: Endoservikal kanal sitobrush incelemesinde premenopozal
donemde GDT1+ hiicre yiizdesi GDT2+ hiicre yiizdesinden daha fazla bulunmustur
(%9,9 vs 3,4) (p. 0,07), postmenopoz doneminde de aynmi sekilde GDT1+ hiicre
yiizdesi GDT2+ hiicre yiizdesinden daha fazla (%8,9 vs 1,8) (p. 0,01) bulunmustur.
GDT+CD107a+ ve GDT2+CD107a+ hiicre yiizdelerinde postmenopoz doneminde
anlamli azalma (sirayla (79,1 vs 59,1) (p. 0,020), (43,4 vs 28,8) (p. 0,020)
izlenmistir. GDT+NKG2D+ hiicrelerin  yiizdesi postmenopoz hastalarda
premenopoz hastalara gore anlamli artis (47,5 vs 22,1) (p. 0,019) gostermektedir.
GDT+HLADR+ hiicrelerin ytlizdesi postmenopozal donemde premenopaz grubuna
gore anlamli artis (30,3 vs 14,65) (p. 0,023) gostermektedir.

Sonu¢: Menopoz Oncesi ve sonrast donemde servikal immiinitede
farkliliklar vardir. Endoservikal mukozada GDT hiicreleri arasinda GDT1
hiicrelerin baskin oldugu ve CD107a, NKG2D, HLADR alt gruplarinda menopoz

sonrast artis oldugu izlenmektedir.

Anahtar Kelimeler: T lenfosit, servikal karsinogenez, gamma-delta t

hiicresi
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8.ABSTRACT

Objective: In this study, it was aimed to investigate whether there is a
difference in flow cytometry analyzes of endocervical intraepithelial gamma delta
T lymphocyte populations and related biomarkers between two healthy
premenopausal and postmenopausal groups.

Method: 16 premenopausal and 13 postmenopausal women who applied to
Akdeniz University Faculty of Medicine, obstetrics and gynecology outpatient
clinic, aged 30-65, had normal HPV and smear scan in the last 5 years, had no
previous history of cervical precancerous lesions, had no history of malignancy
detected in another part of the body. A total of 29 patients were included in the
study. After the endocervical cytobrush samples taken from these patients were
subjected to immunophenotyping analysis in a flow cytometry device, lymphocyte
percentages and phenotypes and related biomarkers were compared.

Results: In the endocervical canal cytobrush examination, the percentage of
GDT1+ cells in the premenopausal period was found to be higher than the
percentage of GDT2+ cells (9.9 vs 3.4%) (p. 0.07), and in the postmenopausal
period, the percentage of GDT1+ cells was found to be higher than the percentage
of GDT2+ cells (8.9 vs 1.8%) (p. 0.01). GDT+CD107a+ and GDT2+CD107a+ cell
percentages decreased significantly during postmenopause (respectively (79.1 vs
59.1) (p. 0.020), (43.4 vs 28.8) (p. 0.020). The percentage of GDT+NKG2D+ cells
in postmenopausal patients shows a significant increase (47.5 vs 22.1) compared to
premenopausal patients (p. 0.019). The percentage of GDT+HLADR+ cells shows
a significant increase (30.3 vs 14.65) in the postmenopausal period compared to the
premenopase group (p. 0.023).

Conclusion: There are differences in cervical immunity in the period before
and after menopause. It is observed that GDT1 cells predominate among GDT cells
in the endocervical mucosa and there is a postmenopausal increase in CD107a,
NKG2D, HLADR subgroups.

Key words: T lymphocyte, cervical carcinogenesis, gamma delta t cell

51



10.

11.

12.

9.KAYNAKLAR

Rodriguez-Garcia M, Patel MV, Shen Z, Wira CR. The impact of aging on
innate and adaptive immunity in the human female genital tract. Aging Cell.
2021;20(5):e13361.

Rodriguez-Garcia M, Shen Z, Fortier JM, Wira CR. Differential Cytotoxic
Function of Resident and Non-resident CD8+ T Cells in the Human Female
Reproductive Tract Before and After Menopause. Front Immunol.
2020;11:1096.

Strbo N, Alcaide ML, Romero L, Bolivar H, Jones D, Podack ER, et al. Loss
of Intra-Epithelial Endocervical Gamma Delta (GD) 1 T Cells in HIV-Infected
Women. Am J Reprod Immunol. 2016;75(2):134-45.

Dorshkind K, Swain S. Age-associated declines in immune system
development and function: causes, consequences, and reversal. Curr Opin
Immunol. 2009;21(4):404-7.

Jones HWaJAR. Te Linde's operative gynecology2015.

Mayeaux EJaJTC. Modern colposcopy textbook and atlas. Lippincott
Williams & Wilkins2011.

Baggish MS. Colposcopy of the cervix, vagina, and vulvaa comprehensive
textbook. . 2003.

Hoffman BL, et al. Williams gynecology2020.

Lindeque BG. Management of cervical premalignant lesions. Best Pract Res
Clin Obstet Gynaecol. 2005;19(4):545-61.

Basu P, Taghavi K, Hu SY, Mogri S, Joshi S. Management of cervical
premalignant lesions. Curr Probl Cancer. 2018;42(2):129-36.

Barrios De Tomasi J, Opata MM, Mowa CN. Immunity in the Cervix:
Interphase between Immune and Cervical Epithelial Cells. J Immunol Res.
2019;2019:7693183.

Agostinis C, Mangogna A, Bossi F, Ricci G, Kishore U, Bulla R. Uterine
Immunity and Microbiota: A Shifting Paradigm. Front Immunol.
2019;10:2387.

52



13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

Bekhtereva IA, Dorosevich AE. [Histophysiology of epithelial and connective
tissue components of the vaginal portion of the uterine cervix]. Morfologiia.
2009;136(5):90-6.

Lee SK, Kim CJ, Kim DJ, Kang JH. Immune cells in the female reproductive
tract. Immune Netw. 2015;15(1):16-26.

Zhou JZ, Way SS, Chen K. Immunology of the Uterine and VVaginal Mucosae.
Trends Immunol. 2018;39(4):302-14.

Male V, Sharkey A, Masters L, Kennedy PR, Farrell LE, Moffett A. The effect
of pregnancy on the uterine NK cell KIR repertoire. Eur J Immunol.
2011;41(10):3017-27.

Zhao Y, Man GCW, Wang J, Liu Y, Kwong J, Zhang T, et al. The
identification of endometrial immune cell densities and clustering analysis in
the mid-luteal phase as predictor for pregnancy outcomes after IVF-ET
treatment. J Reprod Immunol. 2021;148:103431.

Tang AW, Alfirevic Z, Quenby S. Natural killer cells and pregnancy outcomes
in women with recurrent miscarriage and infertility: a systematic review. Hum
Reprod. 2011;26(8):1971-80.

Darmochwal-Kolarz DA, Kludka-Sternik M, Chmielewski T, Kolarz B,
Rolinski J, Leszczynska-Gorzelak B, et al. The expressions of CD200 and
CD200R molecules on myeloid and lymphoid dendritic cells in pre-eclampsia
and normal pregnancy. Am J Reprod Immunol. 2012;67(6):474-81.

Cappelletti M, Giannelli S, Martinelli A, Cetin I, Colombo E, Calcaterra F, et
al. Lack of activation of peripheral blood dendritic cells in human pregnancies
complicated by intrauterine growth restriction. Placenta. 2013;34(1):35-41.

Arruvito L, Sotelo Al, Billordo A, Fainboim L. A physiological role for
inducible FOXP3(+) Treg cells. Lessons from women with reproductive
failure. Clin Immunol. 2010;136(3):432-41.

Steinman RM, Banchereau J. Taking dendritic cells into medicine. Nature.
2007;449(7161):419-26.

Della Bella S, Giannelli S, Cozzi V, Signorelli V, Cappelletti M, Cetin I, et al.
Incomplete activation of peripheral blood dendritic cells during healthy human
pregnancy. Clin Exp Immunol. 2011;164(2):180-92.

Hudic¢ I, Stray-Pedersen B, Szekeres-Bartho J, Fatusi¢ Z, Dizdarevi¢-Hudi¢ L,
Tomi¢ V, et al. Maternal serum progesterone-induced blocking factor (PIBF)
in the prediction of preterm birth. J Reprod Immunol. 2015;109:36-40.

53



25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

Aagaard K, Ma J, Antony KM, Ganu R, Petrosino J, Versalovic J. The placenta
harbors a unique microbiome. Sci Transl Med. 2014;6(237):237ra65.

Parnell LA, Briggs CM, Cao B, Delannoy-Bruno O, Schrieffer AE, Mysorekar
IU. Microbial communities in placentas from term normal pregnancy exhibit
spatially variable profiles. Sci Rep. 2017;7(1):11200.

Winger EE, Reed JL. Low circulating CD4(+) CD25(+) Foxp3(+) T regulatory
cell levels predict miscarriage risk in newly pregnant women with a history of
failure. Am J Reprod Immunol. 2011;66(4):320-8.

Yan J, Greer JM, Hull R, O'Sullivan JD, Henderson RD, Read SJ, et al. The
effect of ageing on human lymphocyte subsets: comparison of males and
females. Immun Ageing. 2010;7:4.

Berek JS. cytokines, lymphokines and immune mediators. 2022.

Abraham RS, Aubert G. Flow Cytometry, a Versatile Tool for Diagnosis and
Monitoring of Primary Immunodeficiencies. Clin Vaccine Immunol.
2016;23(4):254-71.

Juno JA, Boily-Larouche G, Lajoie J, Fowke KR. Collection, isolation, and
flow cytometric analysis of human endocervical samples. J Vis Exp. 2014(89).

DENiZ G. FLOW CYTOMETRY AND CLINICAL APPLICATIONS.
Turkiye Klinikleri J Int Med Sci. 2007.

Bertrand JY, Chi NC, Santoso B, Teng S, Stainier DY, Traver D.
Haematopoietic stem cells derive directly from aortic endothelium during
development. Nature. 2010;464(7285):108-11.

Jon C Aster M, PhD. Normal B and T lymphocyte development2022.

Jennifer Heimall M. The adaptive cellular immune response: T cells and
cytokines2020.

Li W, Li G, Zhou W, Wang H, Zheng Y. Effect of Autoimmune Cell Therapy
on Immune Cell Content in Patients with COPD: A Randomized Controlled
Trial. Comput Math Methods Med. 2022;2022:8361665.

Jenkins MK, Khoruts A, Ingulli E, Mueller DL, McSorley SJ, Reinhardt RL,
et al. In vivo activation of antigen-specific CD4 T cells. Annu Rev Immunol.
2001;19:23-45.

Ley K, Kansas GS. Selectins in T-cell recruitment to non-lymphoid tissues and
sites of inflammation. Nat Rev Immunol. 2004;4(5):325-35.

Xu W, Lau ZWX, Fulop T, Larbi A. The Aging of yo T Cells. Cells. 2020;9(5).

54



40.

41.
42.

43.

44,

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

Cibrian D, Sanchez-Madrid F. CD69: from activation marker to metabolic
gatekeeper. Eur J Immunol. 2017;47(6):946-53.

Sebastien Viatte M, PhD. Human leukocyte antigens (HLA): A roadmap2022.

Solomon S, Pitossi F, Rao MS. Banking on iPSC--is it doable and is it
worthwhile. Stem Cell Rev Rep. 2015;11(1):1-10.

Marsh SG, Albert ED, Bodmer WF, Bontrop RE, Dupont B, Erlich HA, et al.
Nomenclature for factors of the HLA system, 2010. Tissue Antigens.
2010;75(4):291-455.

Chen D, Guo Y, Jiang J, Wu P, Zhang T, Wei Q, et al. yd T cell exhaustion:
Opportunities for intervention. J Leukoc Biol. 2022;112(6):1669-76.

Garcillan B, Marin AV, Jiménez-Reinoso A, Briones AC, Mufioz-Ruiz M,
Garcia-Leon MJ, et al. vy T Lymphocytes in the Diagnosis of Human T Cell
Receptor Immunodeficiencies. Front Immunol. 2015;6:20.

Silva-Santos B, Serre K, Norell H. yd T cells in cancer. Nat Rev Immunol.
2015;15(11):683-91.

Hayday AC. [gamma][delta] cells: a right time and a right place for a conserved
third way of protection. Annu Rev Immunol. 2000;18:975-1026.

Saura-Esteller J, de Jong M, King LA, Ensing E, Winograd B, de Gruijl TD,
et al. Gamma Delta T-Cell Based Cancer Immunotherapy: Past-Present-
Future. Front Immunol. 2022;13:915837.

Poggi A, Catellani S, Musso A, Zocchi MR. Gammadelta T lymphocytes
producing IFNgamma and IL-17 in response to Candida albicans or
mycobacterial antigens: possible implications for acute and chronic
inflammation. Curr Med Chem. 2009;16(35):4743-9.

Heyborne KD, Cranfill RL, Carding SR, Born WK, O'Brien RL.
Characterization of gamma delta T lymphocytes at the maternal-fetal interface.
J Immunol. 1992;149(9):2872-8.

Ito K, Karasawa M, Kawano T, Akasaka T, Koseki H, Akutsu Y, et al.
Involvement of decidual Valphal4 NKT cells in abortion. Proc Natl Acad Sci
U S A. 2000;97(2):740-4.

Huang C, Zeng Y, Tu W. The role of y3-T cells during human pregnancy. Am
J Reprod Immunol. 2017;78(2).

55



53.

54.

55.

56.

S57.

58.

59.

60.

61.

62.
63.

64.

65.

Villarrubia N, Leon F, Bootello A. [T gamma-delta lymphocytes and their role
in hypersensitivity processes in the digestive and respiratory mucosa]. Allergol
Immunopathol (Madr). 2002;30(5):273-82.

Corsale AM, Di Simone M, Lo Presti E, Dieli F, Meraviglia S. yd T cells and
their clinical application in colon cancer. Front Immunol. 2023;14:1098847.

Yoshida Y, Nakajima J, Wada H, Kakimi K. yo T-cell immunotherapy for lung
cancer. Surg Today. 2011;41(5):606-11.

Coffelt SB, Kabelitz D, Silva-Santos B, Kuball J, Born W, Bank I. Editorial:
v6 T Cells in Cancer. Front Immunol. 2020;11:602411.

Ryan PL, Sumaria N, Holland CJ, Bradford CM, Izotova N, Grandjean CL, et
al. Heterogeneous yet stable V62(+) T-cell profiles define distinct cytotoxic
effector potentials in healthy human individuals. Proc Natl Acad Sci U S A.
2016;113(50):14378-83.

Xu W, Monaco G, Wong EH, Tan WLW, Kared H, Simoni Y, et al. Mapping
of v/6 T cells reveals Vo2+ T cells resistance to senescence. EBioMedicine.
2019;39:44-58.

Chen M, Hu P, Ling N, Peng H, Lei Y, Hu H, et al. Enhanced functions of
peripheral yo T cells in chronic hepatitis B infection during interferon o
treatment in vivo and in vitro. PLoS One. 2015;10(3):e0120086.

Tuero I, Venzon D, Robert-Guroff M. Mucosal and Systemic y6+ T Cells
Associated with Control of Simian Immunodeficiency Virus Infection. J
Immunol. 2016;197(12).

Cimini E, Agrati C, D'Offizi G, Vlassi C, Casetti R, Sacchi A, et al. Primary
and Chronic HIV Infection Differently Modulates Mucosal V61 and V62 T-
Cells Differentiation Profile and Effector Functions. PL0oS One.
2015;10(6):€0129771.

Deniz G. NK VE NKT HUCRELERI. Tiirkiye Klinikleri J Int Med Sci. 2007.

Cederbrant K, Marcusson-Stahl M, Condevaux F, Descotes J. NK-cell activity
in immunotoxicity drug evaluation. Toxicology. 2003;185(3):241-50.

Biassoni R, Cantoni C, Pende D, Sivori S, Parolini S, Vitale M, et al. Human
natural killer cell receptors and co-receptors. Immunol Rev. 2001;181:203-14.

Eiras P, Roldan E, Camarero C, Olivares F, Bootello A, Roy G. Flow
cytometry description of a novel CD3-/CD7+ intraepithelial lymphocyte

56



66.

67.

68.

69.

70.

71.

72.

73.

74.

75.

76.

subset in human duodenal biopsies: potential diagnostic value in coeliac
disease. Cytometry. 1998;34(2):95-102.

Moffett A, Loke C. Immunology of placentation in eutherian mammals. Nat
Rev Immunol. 2006;6(8):584-94.

Lam MT, Mace EM, Orange JS. A research-driven approach to the
identification of novel natural killer cell deficiencies affecting cytotoxic
function. Blood. 2020;135(9):629-37.

Raulet DH. Roles of the NKG2D immunoreceptor and its ligands. Nat Rev
Immunol. 2003;3(10):781-90.

Aktas E, Kucuksezer UC, Bilgic S, Erten G, Deniz G. Relationship between
CD107a expression and cytotoxic activity. Cell Immunol. 2009;254(2):149-
54,

Rubin TS, Zhang K, Gifford C, Lane A, Choo S, Bleesing JJ, et al. Perforin
and CD107a testing is superior to NK cell function testing for screening
patients for genetic HLH. Blood. 2017;129(22):2993-9.

Bashaw AA, Leggatt GR, Chandra J, Tuong ZK, Frazer IH. Modulation of
antigen presenting cell functions during chronic HPV infection.
Papillomavirus Res. 2017;4:58-65.

Kalinski P, Hilkens CM, Wierenga EA, Kapsenberg ML. T-cell priming by
type-1 and type-2 polarized dendritic cells: the concept of a third signal.
Immunol Today. 1999;20(12):561-7.

Dogan S, Terzioglu E, Ucar S. Innate immune response against HPV: Possible

crosstalking with endocervical 6 T «cells. J Reprod Immunol.
2021;148:103435.

Giannini SL, Hubert P, Doyen J, Boniver J, Delvenne P. Influence of the
mucosal epithelium microenvironment on Langerhans cells: implications for
the development of squamous intraepithelial lesions of the cervix. Int J Cancer.
2002;97(5):654-9.

Salamonsen LA, Woolley DE. Menstruation: induction by matrix
metalloproteinases and inflammatory cells. J Reprod Immunol. 1999;44(1-
2):1-27.

Zhao Y, Lin L, Xiao Z, Li M, Wu X, Li W, et al. Protective Role of yo T Cells
in Different Pathogen Infections and Its Potential Clinical Application. J
Immunol Res. 2018;2018:5081634.

57



77.

78.

79.

80.

81.

82.

83.

84.

85.

86.

87.

88.

Dogan S. HPV Persistansinda Endoservikal Immiinitenin Rolii: Akdeniz
Universitesi Prof. Dr. Tuncer Karpuzoglu Organ Nakli Enstitiisii Immiinoloji
Anabilim Dali; 2021.

Andreu-Ballester JC, Garcia-Ballesteros C, Benet-Campos C, Amigd V,
Almela-Quilis A, Mayans J, et al. Values for off and y6 T-lymphocytes and
CD4+, CD8+, and CD56+ subsets in healthy adult subjects: assessment by age
and gender. Cytometry B Clin Cytom. 2012;82(4):238-44.

Hendriks J, Gravestein LA, Tesselaar K, van Lier RA, Schumacher TN, Borst
J. CD27 is required for generation and long-term maintenance of T cell
immunity. Nat Immunol. 2000;1(5):433-40.

Martin MD, Badovinac VP. Defining Memory CD8 T Cell. Front Immunol.
2018;9:2692.

Dieli F, Poccia F, Lipp M, Sireci G, Caccamo N, Di Sano C, et al.
Differentiation of effector/memory Vdelta2 T cells and migratory routes in
lymph nodes or inflammatory sites. J Exp Med. 2003;198(3):391-7.

Battistini L, Caccamo N, Borsellino G, Meraviglia S, Angelini DF, Dieli F, et
al. Homing and memory patterns of human gammadelta T cells in
physiopathological situations. Microbes Infect. 2005;7(3):510-7.

Cui W, Kaech SM. Generation of effector CD8+ T cells and their conversion
to memory T cells. Immunol Rev. 2010;236:151-66.

Lee D, Rosenthal CJ, Penn NE, Dunn ZS, Zhou Y, Yang L. Human yd T Cell
Subsets and Their Clinical Applications for Cancer Immunotherapy. Cancers
(Basel). 2022;14(12).

Legut M, Cole DK, Sewell AK. The promise of yd T cells and the y6 T cell
receptor for cancer immunotherapy. Cell Mol Immunol. 2015;12(6):656-68.

Rincon-Orozco B, Kunzmann V, Wrobel P, Kabelitz D, Steinle A, Herrmann
T. Activation of V gamma 9V delta 2 T cells by NKG2D. J Immunol.
2005;175(4):2144-51.

Spear P, Wu MR, Sentman ML, Sentman CL. NKG2D ligands as therapeutic
targets. Cancer Immun. 2013;13:8.

Lopez-Soto A, Huergo-Zapico L, Acebes-Huerta A, Villa-Alvarez M,
Gonzalez S. NKG2D signaling in cancer immunosurveillance. Int J Cancer.
2015;136(8):1741-50.

58



89.

90.

91.

92.

Demoulin B, Cook WJ, Murad J, Graber DJ, Sentman ML, Lonez C, et al.
Exploiting natural killer group 2D receptors for CAR T-cell therapy. Future
Oncol. 2017;13(18):1593-605.

Ang WX, Ng YY, Xiao L, Chen C, Li Z, Chi Z, et al. Electroporation of
NKG2D RNA CAR Improves VyY9Va2 T Cell Responses against Human Solid
Tumor Xenografts. Mol Ther Oncolytics. 2020;17:421-30.

Deseke M, Rampoldi F, Sandrock I, Borst E, Boning H, Ssebyatika GL, et al.
A CMV-induced adaptive human V51+ v T cell clone recognizes HLA-DR.
J Exp Med. 2022;219(9).

Tails CR FM. Geriatric Medicine and Gerontology. 6 ed2003.

59






