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OZET

Afag Khalilova, Endoplazmik Retikulum Stresinin Immiin Yamitta ve Immiin
Regiilasyonda Roliiniin Arastirilmasi, Baskent Universitesi, Saghk Bilimleri

Enstitiisii, Tibbi Biyoloji Anabilim Dali, Tibbi Biyoloji Doktora Programi, 2024

Endoplazmik retikulum (ER), protein sentezi-modifikasyonuna, hiicresel kalsiyum
depolamasi ile kalsiyum homeostazina ve lipid sentezine katkida bulunan bir organeldir.
ER homeostazini bozan fizyolojik ve patolojik faktdrler endoplazmik retikulum stresine
sebep olur ve hiicre icinde farkli molekiiler yolaklarla katlanmamis protein yaniti
baslatilabilir. Katlanmamig protein yanitinin birincil amaci, hiicre sag kalimi1 amaciyla ER
homeostazini saglamak i¢in transkripsiyonel ve translasyonel programlari baslatmaktir. ER
stres sinyalleri {i¢ sinyal proteini tarafindan iletilir: ER transmembran sensor proteini
(PRKR benzeri endoplazmik retikulum kinaz (PERK), aktive edici transkripsiyon faktorii 6
(ATF6) ve inositol gerektiren protein 1 (IRE1). Bu yolaklarin aktivasyonu sonucu genel
protein sentezi zayiflatilir ve yanlis katlanmis proteinler yeniden isleme ve katlanmaya
gonderilir. Saperonlarin yeniden katlanmayi karsilayamadigi durumda, ER ile iligkili
bozulma yolagi protein katabolizmasi ERAD tetiklenir. Eger, bu mekanizmalar da kronik
ER homeostazin1 eski haline getiremezse, hiicreler apoptozla oliir. ER stresi, hiicre i¢i
cesitli fizyolojik fonksiyonlarin kontroliinde kritik roller oynar. ER stres yanitinin
bozulmasi, edinilen bagisiklik yanitlarinin diizensizligi ile iligkilidir. Katlanmamis protein
yanitinin sensorlerinin, B ve T hiicreleri ve diger immiin hiicre tiirlerinin gelisiminde,
farklilagsmasinda, proliferasyonunda, sitokin ve antikor iiretiminde rol oynadigim
bilinmektedir. Farklilasan immiin hiicrelerdeki ER stresini diizenlemek i¢in, katlanmamis
protein yaniti ER’de yerlesik saperonlar1 ve sinyal yolaklarini aktive ettigi belirlenmistir.
Bunlardan, B hiicrelerin plazma hiicrelerine farklilagsmasi iizerine, yiiksek diizeyde antikor
sentezine uyum saglamak amaciyla, ER kapsamli XBP1 ekspresyonunun artmasiyla ilgili
sonuglar elde eden ¢alismalar vardir. Onceleri, immiinoglobulin sentezi ve katlanmamis
immiinoglobulin zincirlerinin birikmesi sonucu olarak XBP1 ekspresyonunun arttigi
diistiniilse de, sonraki arastirmalar, XBP1 indiiksiyonunun immiinoglobulin sentezinden
once B hiicrelerde saptandigini gostermistir. Ama plazma hiicresi gelisiminde erken
donemde UPR aktivasyonunu ydnlendiren faktorler tam olarak bilinmemektedir. In vitro
calismalar da, B hiicresi farklilagmasi sirasinda katlanmamis protein yanitiyla iligkili

proteinlerden XBP1’le beraber diger, baglayici-immiinoglobulin proteini (BIP binding-
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immunoglobulin protein) (BiP) ve GRP94'li ekspresyonunun degisimi gosterilmistir.
Bagisiklik yanitlart 6nemli 6lglide hiicre i¢i sinyallere baghidir. Yapilan diger caligmalar
UPR’m, T hiicresinin farklilasmast1 ve DC gelisiminde ve olgunlasmasinda da rol
oynadigmi gostermistir. Insan bagisiklik sisteminde, dalakta bulunan ve T bagimli immiin
yanitlarda 6nemli rol oynayan folikiiler B hiicrelerinde ER stresinin etkisi bilinmemektedir.
Folikiiler B hiicreleri ER stresi altindayken T hiicrelerinde etkisi olup olmadigi konusunda
bir ¢calismaya rastlanmamustir. Bu literatiir bilgileri dogrultusunda ER stresi ile indiiklenmis
dalak folikiiler B hiicrelerinde ve onlarla ko-kiiltiir yapilan T yardimei hiicrelerde hiicre
yiizey molekiillerinin ekspresyon degisikligini arastirmay1 amagladik. Bu amagla in vitro
kosullarda dalak o©rneginden elde edilen hiicre siispansiyonundan manyetik boncuk
yontemine dayali B ve T hiicre izolasyonu yapildi. Izole edilen B hiicrelerinde ER stresi
olusturmak amaciyla TG uygulanmistir. ER stresi indiiklenen B hiicrelerle T hiicre ko-
kiiltiir yapildi. Kiiltiir ortaminda hiicrelerde TG etkisine ve zamana bagli gerceklesen
fenotipik degiskenlikleri degerlendirmek amaciyla akim sitometri yontemiyle monoklanal

antikorlar kullanarak hiicre yiizey molekiilleri degerlendirildi.

Anahtar kelimeler: ER stres, katlanmamis protein yaniti, folikiiler B lenfositler, folikiiler

yardimc1 T lenfositler

Bu ¢alisma Baskent Universitesi Tip ve Saglik Bilimleri Arastirma Kurulu ve Etik Kurulu
tarafindan onaylanmis (Proje no: KA22/309) ve Baskent Universitesi Arastirma Fonunca

desteklenmistir.
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ABSTRACT

Afag Khalilova, Investigation of the Role of Endoplasmic Reticulum Stress in
Immune Response and Immune Regulation, Baskent University, Institute of Health

Sciences, Department of Medical Biology, PhD Program in Medical Biology, 2024

Endoplasmic reticulum (ER) is the vital organelle that contribute to protein synthesis-
modification, cellular calcium storage and calcium homeostasis, and lipid synthesis.
Physiological and pathological factors that disrupt ER homeostasis cause endoplasmic
reticulum stress. In such cases, unfolded protein response can be initiated by the different
molecular pathways within the cell. The primary purpose of the Unfolded Protein
Response is to initiate transcriptional and translational programs to restore ER homeostasis
for cell survival. Unfolded or misfolded proteins cause ER stress, that leads activation
largely three signaling sensor proteins and consequently transmitting of signals by the 3
pathways. These sensors are ER transmembrane sensor protein (PRKR-like endoplasmic
reticulum kinase (PERK), activating transcription factor 6 (ATF6) and protein 1 (IREI)
requiring inositol. The result of activation of these pathways is weakening of overall
protein synthesis, but the synthesis specific proteins that should process and fold misfolded
proteins. In case the chaperons cannot provide refolding, protein catabolism associated
with ERAD is triggered. If these mechanisms cannot restore chronic ER homeostasis, the
cells undergo apoptosis. ER stress plays an important role in the control of various
intracellular physiological functions. Impaired ER stress response is associated with the
disruption of adaptive immune response regulation. It is known that sensors of the
expanded protein response play a role in the development, differentiation, proliferation of
B and T cells and other types of immune cells, and production of cytokines and antibodies
by these cells. Unfolded Protein Response activates chaperones and signal pathways in the
ER to regulate ER stress in differentiated immune cells. There are studies related B cells
differentiation to plasma cells, which have achieved results about previous expression of
upregulated XBP1 to adapt to high levels of antibody synthesis. It was previously thought
that XBP1 expression increased because of immunoglobulin synthesis and the
accumulation of extended immunoglobulin chains. Subsequent studies have shown that
XBP1 induction occurs in B cells prior to immunoglobulin synthesis. However, the factors
underlying the activation of UPR in the early stages of plasma cell development remain

unclear. Some In vitro studies showed that the expression of proteins associated with
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unfolded protein response during B cell differentiation, such as BiP binding-
immunoglobulin protein and GRP94 expression are also changed. Immune responses
mostly depend on intracellular signaling. Other studies have shown that UPR plays crucial

role in T cell differentiation and DC development and maturation.

Despite studies on the role of ER stress in immunity, it’s role in human immunity,
especially the role of ER stress in splenic follicular B cells, which play an important role in
T-dependent immune responses has not been fully investigated. And how these cells affect
the T cell subpopulation that they interact with, remains uninvestigated. For this reason,
our task was to study the phenotypic variability of subpopulations of ER-stress-induced
splenic follicular B cells. At the same time, we have sought to investigate how stress-
induced ER populations will affect the variability of the phenotype of helper and regulatory
T cells to express surface molecules. We have conducted studies on the variability of
expression surface molecules of ER-stress-induced splenic follicular B cells and T helper
cells that were co-cultivated with them. Research was started with the obtaining a cell
suspension from the spleen. Then cell isolation by Magnetic Cell Isolation method from
cell suspension was performed for further in vitro investigation. The next stage was the
formation of cell culture. TG was used to induce ER stress in isolated B-cells. ER stress
induced B cells co-cultivated with the T cell population. Flow cytometry method was used

to estimate cellular immunephenotyping in cells.

Keywords: ER stress, unfolded protein response, follicular B lymphocytes, follicular

helper T lymphocytes, follicular T helper cells.

This study was approved by Baskent University Institutional Review Board and Ethics

Committee (Project no: KA22/309) and supported by Baskent University Research Fund.



ONSOZ

Endoplazmik retikulum (ER), merkezi stres algilama platformudur, protein ve lipid sentezi,
hiicresel metabolizma dahil olmak {izere c¢esitli biyolojik hayati islemlerin
diizenlenmesinden sorumludur. Hiicrelerde ER stresinden korunmak icin, katlanmamis
protein yanit1 (unfolded protein response; UPR) adi verilen, strese duyarli sinyal yolu
gelismistir. Katlanmamis protein yanit1 ¢evresel, genetik ve diger etkenlerden korunmak
icin hiicresel fizyolojiyi uyarma islevi goriir. Kronik ER stresinin hafiflenmesinde yetersiz
kaldiginda, hiicre 6limiinii indiiklemek icin apoptotik sinyallemeyi destekler. Patolojik
etkilere yanit olarak hiicre fizyolojisinin diizenlenmesindeki rolii nedeniyle UPR, hiicresel
metabolizma ve gelisim dahil olmak iizere ¢esitli biyolojik fonksiyonlarin
diizenlenmesinde rol oynar. Bagisiklik hiicrelerinde UPR’in orijinal kapsaminin g¢ok
Otesinde islevler gordiigii belirlenmistir. Bagisiklik sistemi, organizmayi cesitli zararh
etkenlerden (6rnegin viriis, bakteri, kanser hiicreleri vs.) etkili sekilde korumak igin
gelismistir. Cesitli etkenlerden korunma, dogal ve edinilen bagisiklik sisteminin farkli
hiicreleri tarafindan koordineli yanitlarin1 gerektirir. Bagisiklik hiicrelerin  gelisimi,
gelisimden sonra matiirasyonu ve efektor hiicre asamasinda islevleri c¢ok sayida
molekiillerin ekspresyonu ve salgisal faktorlerin etkisiyle meydana gelir. Bu siirecleri

kolaylastirmak i¢in 1yi gelismis ve dogru yapilandirilmis ER’in olmasi 6nemlidir.

Tez ¢alismasinda, endoplazmik retikulum stresinin, immiin yanitta ve immiin regiilasyonda
rol oynayan folikiiler B ve T hiicrelerde etkisinin arastirilmast planlanmistir. insan dalagina
0zel immiin hiicreler {izerinde kisith sayida yapilan calismalar dikkate alinmistir ve bu
nedenle tez calismasi ikincil lenfoid organ olan dalak B ve T hiicrelerinde ER stresinin

nasil bir rol oynadigini arastirmasi tizerine hedeflenmistir.

Vi
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1.BAGISIKLIK SISTEMIi

Organizma enfeksiyon etkenlerinden, onlarin toksinlerinden ve sebep olduklari
hasarlardan, bagisiklik sistemini olusturan cesitli efektor hiicre ve molekiiller sayesinde
korunur. Bagisiklikta birbiriyle iliskili iki tepki sistemi vardir: Dogal ve edinsel
(kazanilmisg). Bu iki sistem, viicudu yabanci istilacilara kars1 korumak i¢in birlikte calisir.
Dogal bagisiklik, evrimsel olarak ilkeldir. Enfeksiyonu O6nlemeyi veya yaygin istilacilari
hizl1 bir sekilde ortadan kaldirmayr amaglayan molekiiler ve hiicresel mekanizmalar1 igerir.
Dogal bagisiklik sistemi enfeksiyona karsi fiziksel ve kimyasal engelleri ve bircok
patojenin ortak kimyasal yapilarini taniyan reseptorleri icerir. Bunlar ebeveynlerden yeni
nesillere aktarilir, hizli ve genel bir tepki olustururlar. Sonug olarak patojen hizla taninir,
bazilar1 bariyerin bozulmasindan birka¢ saniye sonra ortaya c¢ikar ve yok edilmesi igin
calisilir. Bu son derece etkili ilk savunma hattin1 olusumunu saglar ve ¢ogu patojenin
girigini Onler [1, 2]. Dogal bagisiklik sisteminin tanima unsurlari hizlidir, ancak ¢ok
spesifik degildirler. Bu nedenle yabanci antijenlerdeki kiigtik farkliliklar: ayirt edemezler.
Antijen (Ag), bagisiklik sisteminin kendisine karsi spesifik bir yanit olusturan ve olusan
spesifik {irlinle (antikor) birlesme 6zelligindeki maddeye denilir. Edinsel bagisiklik sistemi
B ve T lenfositlerine dayanir ve islevsel hale gelmesi daha uzun siirer. Edinsel bagisiklik
antijene ¢ok daha spesifiktir ve zaman siirecinde gelisir. Enfeksiyona yanit olarak, istilaci
belirli patojeni daha iyi tanimak, ortadan kaldirmak ve hatirlamak i¢in uyum saglamasi
gerektiginden bir adaptasyon siirecinden gecer, bu nedenle bu tepkiye adaptif bagisiklik da
denir. Hem dogal hem de edinilen bagisiklik tepkileri bagisiklik sisteminin hiicrelerinin

aktivitesine baghdir. [3-5].



2.LENFOIiD ORGANLAR

Dolasim, solunum ve bosaltim gibi viicudun belirli sistemleri olan diger 6nemli
sistemlerden farkli olarak bagisiklik sistemi, tiim viicuda stratejik olarak dagilmis yapisal
ve islevsel olarak cesitli organlara ve dokulara sahiptir. Kan damarlar1 ve lenfatik damarlar
bagisiklik sistemi icinde yer alan organlar ve dokular arasindaki baglantilar1 destekler.

Organlar birincil ve ikincil lenfoid organlar olarak siniflandirilir.

2.1. Birincil Lenfoid Organlar

Dogumdan sonra tiim bagisiklik hiicrelerinin {iretimi (hematopoezis) i¢in en onemli
anahtar doku kemik iligi goriilmektedir. Bagisiklik hiicrelerinin ¢ogu, kan veya lenfatik
sistemde dolasima girmeden Once kemik iliginde olusur ve bazilar1 kemik iliginde
olgunlagir. Ancak pro-T hiicreleri geligip olgunlagmak amaciyla kemik iliginden timusa gog
ederler. Birincil lenfoid organlar olan kemik iligi ve timus, B ve T hiicrelerin ilk defa
antijen reseptorlerini, B hiicre antijen reseptorii (BCR-B cell antigen receptor) ve T hiicre
reseptorlerinin  (TCR-T-cell receptor) eksprese ettigi ve sonu¢ olarak fenotipik ve
fonksiyonel olgunluk elde ettigi bolgelerdir. Bu bolgeler, B ve T hiicrelerinin olgunlagsmasi
icin gerekli biiyiime faktorlerini ve diger sinyalleri saglar [6, 7]. Bu bolgelerde konakg1
organizmanin kendi (self) antijenleri B ve T lenfositlere sunulur ve antijenleri yiiksek
afiniteyle tanimayan hiicrelerin olgunlasip periferik dolasima c¢ikmaina imkan verilir.
Organizma tarafindan gereksiz enerji kaybini 6nlemek amaciyla yalnizca gerekli hiicrelerin
yagsamina devam etmesi saglanirken digerleri programlanmis hiicre oliim yolagiyla

apoptozla elimine edilir.

2.2. ikincil Lenfoid Organlar

Kemik iliginde ve timusda gelisen ve farklilagan olgun T ve B hiicreler kan ve lenf
sistemi yardimziyla ikincil lenfoid organlara (SLO) yani dalaga, lenf diiglimlerine (LD) ve
ayrica viicudun her yerinde bulunan epitel dokulara go¢ ederler. Islevsel olarak aktif
olmayip “sakinler” ve heniiz herhangi bir yabanci spesifik antijenle temas halinde
olmadiklar1 i¢in immiinolojik olarak deneyimsiz “naif” olarak adlandirilirlar [8]. Ikincil
lenfoid organlar lenfositlerin aktivasyon bolgeleridir, B ve T hiicrelerinin antijenlerle
etkilesimi icin uygun bir ortam saglamaktadirlar. Ikincil lenfoid organlara lenf diigiimleri

ve dalakla beraber, apendiks, bagirsaktaki Peyer yamalari, faringeal nazofaringeal
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bademcikler, ve mukozal iliskili lenfoid dokular da dahildir. Lenfositler bu organlara go¢
ederler ve antijenlerle miimkiin olabilecek temasi beklerler veya diger ikincil lenfoid

organlara giderler [9].

2.2.1. Lenfatik sistem

Lenfatik sistem (LS) lenfatik damarlar ve lenf diigiimleri agindan olusur. Lenfatik
damarlar berrak lenf sivisini tasiyan kanallardir. Lenf kilcal damarlar1 ile dokulardan
interstisyel siviyr alir. Lenf damarlar1 topladigi interstisyel siviyr daha biiyiik toplama
kanallar1 olan sag ve sol torasik lenfatik kanallara tagir. Buradan sivi kan dolasimina geri
doner. Lenfatik sistem antijen sunan dendritik hiicrelerin (DH) enfekte dokulardan L.D’ine

gecmesini, B ve T hiicrelerine ulagsmasini saglar.

2.3. Lenf Diigiimleri

Lenf diigiimleri periferik lenfatik sistemden antijenleri toplayan kapsiillenmis
SLO’dir. Lenf diigiimleri lenfatik sistemi kan dolasim sistemine baglar ve lenfin ve icinde
bulunan lenfositlerin afferent lenf damari yoluyla bir sistemden digerine “atladigi”
bolgelerdir. insanlarda yaklasik 500 lenf nodu bulunur. Lenf diigiimleri bacaklarin ve
kollarin proksimal uglarinda ve boyun bolgesinde kiimelenir. Lenf diigimleri korteks,
parakorteks ve medulla olarak {ic bolgeye ayrilir. Bu bolgelerin her biri ayr1 bir mikro
ortami1 destekler (Sekil 2.1). Bir lenf diiglimiiniin yapisal olarak en i¢ kism1 medulla olarak
adlandirilir. Efferent lenf damarinin, arterlerin ve venlerin diiglime baglandig1 hilum olarak
bilinen alt kistm hari¢ medulla her taraftan korteks ile cevrilidir. En distaki tabaka
kortekstir ve folikiillerde lenfositleri, ¢ogunlukla B hiicreleri, folikiiler dendritik hiicreleri
(FDH) ve makrofajlar1 icerir. Medulla ile korteks arasinda bulunan bdlgeye parakorteks
ismi verilmistir [10, 11]. Parakorteks, lenf diiglimlerinin timusa bagimli bir bolgesidir ve T
hiicreleri agisindan zengindir. Parakorteks T lenfositlerle beraber cevre dokulardan lenf
diigiimiine go¢ eden DH’leri de igerir. Makrofajlar esas olarak parakorteks ve medullada
bulunur. Retikiiler hiicrelerin olusturdugu retikiiler lifler, lenf diigiimiiniin stromasinin bir
parcasini olusturur. Lenfoid folikiiller kortekste bulunur ve lenf diiglimiiniin B hiicresinden

zengin bolgeleridir.
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2.4. Dalak

Dalak, viicudun sol st karin bolgesinde, diyaframin altinda yer alan, enfeksiyon
durumunda biiyiiyebilen yiiksek vaskiilarize yapili ikincil lenfoid organdir. Dalagin lenfatik
sistemle dogrudan baglantis1 yoktur. Dalak yiiksek endotelyal veniiller (HEV) igermez.
Dalak kan dolasimindan antijeni toplar ve kan yoluyla bulagan patojenlere kars1 bagisiklik
tepkilerinde rol oynar. Lenfositlerin dalaga girisi ve ¢ikist kan damarlar1 yoluyla
gerceklesir. Kan filtresi gorevi goriir, kan yoluyla bulasan patojenleri ve partikiil maddeleri
yakalar, hasar gérmiis veya yaslanmis kan hiicrelerini, 6rnegin eritrositleri ve trombositleri
dolasimdan uzaklastirir [12,13]. Dalak, yogun bag dokusundan olusan bir kapsiil ile
cevrilidir. Dalak kapsiilden dalagin parankimine dogru uzanan ve dallanan trabekiilleri
igerir. Parankimal bolgeye pulpa adi verilir. Pulpa kirmizi ve beyaz pulpaya ayrilmistir
(Sekil 2.2.). Dalagin biiyiikk kismi, kirmizi kan hiicrelerinin atildigi yer olan kirmizi
pulpadan olusur. Kirmiz1 pulpa, ince duvarli kan damarlar1 dalak siniizoidlerini, Billroth'un
dalak kordonlarini, retikiiler bag dokusunu ve vendz siniisleri icerir. Kirmizi pulpa,
yukarida belirtildigi gibi, yaslanmis kan hiicrelerini uzaklastirarak, ilave kan akisim
saglayarak ve hemoglobini metabolize ederek kanin saflastirilmasinda 6nemli bir rol oynar.
Beyaz pulpa, merkezi arterleri (merkezi arteriyoller) ¢evreleyen kirmizi pulpa igerisinde,
lenfoid doku ve T hiicresinden zengin bir alan olan periarteriyel lenfoid kiliftan (PALS)
olusan yuvarlak beyazimsi alanlar olusturur. Beyaz pulpa, B hiicreleri agisindan zengin

lenfoid folikiillerden olusur. Kirmiz1 ve beyaz pulpa arasindaki sinir, marjinal bolge olarak



bilinir ve mantle icerir. Marjinal bolge folikiilii cevreleyen bir alandir. Burada az sayida T
lenfositler ve ¢ok sayida makrofajlar bulunmaktadir. Ayn1 zamanda burada sirkiilasyon
yapmayan, marjinal alan B hiicrelerini iceren B hiicre popiilasyonu vardir. Bu B hiicrelerin
gorevi, bakteriyel kapsiiler polisakkaritlere diisiik afiniteye sahip antikorlar1 hizla
tiretmedir. Bu antikorlar, adaptif immiin yanit tamamen aktive edilmeden 6nce korumay1
saglar. Beyaz pulpa, B hiicresi aracili yanitlar, antikor sentezi, antikor kapli mikroplarin
uzaklastirilmasi, properdin iiretimi ve monosit depolanmasi dahil olmak {izere bagisiklik
siirecleri icin hayati Oneme sahiptir. Dalaktaki marjinal bolgelerdeki olgunlasmamis
DH’ler, antijeni aldiktan ve aktive olduktan sonra T hiicresi bdlgelerine go¢ eder. Burada
tasidiklar1 antijenleri T hiicrelerine sunabilirler. insan ve fare dalaklarinin yapilar1 arasinda
temel farkliliklar insan dalaginin agirlikli olarak kirmizi pulpadan olusmasidir ve tiim
PALS’1 folikiil ve marjinal bolgeleri cevreleyen, farelerde goriilmeyen perifolikiiler

bolgenin (PFZ-perifollicular zone) olmasidir [14, 15].
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2.5. Dokular Arasi ve Ikincil Lenfoid Organlarda Hiicre Gociiniin Molekiiler
Diizenlenmesi

Dalakta ve lenf nodunda ¢ok sayida kemoatraktanlar salgilanir ve onlar kemokin
reseptorlerini kullanarak lenf nodu boyunca dogrudan B hiicresi ve T hiicre go¢iinii
yonlendirir. Lenfoid doku organizasyonu, bu kemoatraktanlar homeostatik veya lenfoid
kemokinler olarak adlandirilan kemokinler tarafindan desteklenir. Bunlar arasinda B
lenfosit atraktani, CXCRS5'in ligand1 olan CXCL13, CCR7 igin ligandlar1 CCL19 (EBV
kaynakli molekiil 1 ligand kemokin) ve CCL21 ve digerleri bulunmaktadir. CXCL13, B
hiicresi folikiillerinde stromal hiicreler ve FDC tarafindan salgilanir. CCL19 ve CCL21'in



her ikisi de yapisal olarak lenfoid T bolgeleri icindeki stromal hiicreler tarafindan eksprese
edilir ve CCL21 HEV’ler ve daha diisiik seviyelerde lenfatik endotel tarafindan eksprese
edilir. Stromal hiicrelere ek olarak, DC’lerde CCL19 ekspresyon yapar. Lenf diiglimleri ve
dalaktaki T hiicresi bolgelerindeki stromal hiicreler esas olarak CCL19’u eksprese eder.
CCL21 ise esas olarak lenf diigiimlerindeki HEV’ler ve cesitli organlardaki lenfoid
dokularin endotelyal hiicreleri tarafindan eksprese edilir [16, 17]. Lenfositlerin lenf
diiglimlerine ve mukozal lenfoid dokulara girisi, HEV’ler yoluyla gerceklesir. Ancak
yukarida da belirttigimiz gibi, dalakta HEV’ler olmadig1 i¢in, T ve B lenfositlerin dalaga
girisi beyaz pulpaya giris yolagi antijenin yolagiyla aynidir ve HEV’ler yerine marjinal
siniis yoluyla gerceklesir. Dalakta PALS’da T lenfositlerin, folikiillerde ve marjinal
bolgelerde ise B hiicrelerin onlara 6zel bu bolgelere yerlesimi, lenf nodlarinda da oldugu
gibi, yukarda belirttigimiz gibi, bu organlarda bulunan farkli alanlardaki stromal hiicreler
tarafindan ¢esitli sitokinlerin ve kemokinlerin iiretilmesine bagl diizenlenmis bir siiregtir.
CXCL13 kemokini ve B hiicrelerin ve Tfh hiicrelerin yiizeyinde eksprese edilen onun
reseptorii CXCRS, B hiicrelerinin ve Tth hiicrelerin folikiillere dogru gocii icin gereklidir
ve CCL19, CCL21 kemokinler ve bunlarin reseptérii CCR7, naif T hiicrelerinin PALS’lara

gociinden sorumludurlar [18].

2.6. Lenfositlerin Antijen Arayisi

Olgun naif T hiicreleri ve B hiicreleri antijeni kendi nislerinde ararlar. Bu naif B ve T
hiicreler yolculuklar1 sirasinda antijenle karsilasip tanimazlarsa, onlarmn ikincil lenfoid
dokulardan ayrilmalarimi saglayan ve yiizeylerinde eksprese edilen diger kemokin
reseptorii sfingozin 1-fosfat reseptorii (S1P), S1PR1 aktive edilir. Lenf diiglimiinii terk
ettikten sonra lenfositler kan dolasimina gecerler ve diger lenf diiglimlerine gecerek,
antijeni aramaya devam ederler. T ve B hiicrelerin dalaktan ¢ikis yolaklarmin ayrintilari

hala arastirilmaktadir.



3.T HUCRELER

T hiicresi aracili bagisiklik, bakteriyel, viral veya paraziter enfeksiyonlar1 veya
kanser hiicreleri yok etmek icin antijen spesifik T lenfositlerin gelisimiyle baslayan bir
siirectir. T hiicresi aracili bagisiklik, otoimmiin inflamatuar hastaliklara yol acan kendi
antijenlerin anormal taninmasinmi da igerebilir. Her T lenfosit, timusta olgunlagsma {izerine
gelisimsel seleksiyon sonucu, ylizeyinde 6zgiin TCR eksprese eder. Ag 6zgiilliigl, antijen
sunumu yapan hiicreler (APC) iizerindeki biiyilk doku uygunluk kompleksi (major
histokompatibilite kompleksi; MHC) molekiilleri tarafindan sunulan 6zgiin antijenik
peptitlerin TCR aracilifiyla taninmasina dayanir. Naif T hiicreleri heniiz yabanci Ag ile
karsilasmamis ve heniiz aktive edilmemis hiicrelerdir. T hiicrelerinin fonksiyonel statiisii,
hiicrelerin naif, efektor ve bellek hiicreleri olarak ayirt etmemizi saglar. Bunlarin her biri
fenotip, fonksiyon ve anatomik dagilim acisindan genis ¢esitlilik gosterir. Naif T hiicreleri,
CD4+ ve CD8+ alt kiimelerinin en homojen temsilcileridir. Ancak, aktivasyonlar1 {izerine
onlar sitokin profilleri ile daha da c¢ok alt kiimelere ayrilabilirler. CD4+ T hiicreleri, islevsel
olarak farkli birka¢ alt kiimeye ayrilir [19]. Naif CD4+ T hiicreleri, farkli bagisiklik
fonksiyonlarmi diizenleyen ¢esitli yardimci veya diizenleyici T efektdr hiicrelerine
farklilasabilir. Yardimer T hiicrelerin ana alt kiimeleri, T yardimer 1 (Thl), Th2, Th17, T
folikiiler yardimci (Tth) ve diizenleyici T (Treg) hiicreleridir (Sekil 3.1). Th1, Th2 ve Th17
alt kiimeleri, farkli patojen siniflar tarafindan ortaya ¢ikar ve salgiladiklar1 farkli sitokin
kombinasyonlarina bagl olarak tanimlanir. Tth farklilagsmasi, biiyiik olciide Tth hiicresi ile
Tth olmayan diger efektor hiicre, 6rnegin Thl, Th2 veya Th17 hiicresi olmak arasinda bir
secim yaparlar. Tfh hiicreleri, B hiicreli lenfoma 6 (BCL6; B-cell lymphoma 6)
transkripsiyon faktoriinii gerektiren, B hiicre folikiillerinde ve germinal merkezlerde (GC)
lokalize olan CD4+ T hiicrelerinin bir alt kiimesidir [20]. Folikiiler yardimec1 T hiicreler
germinal merkezlerin olusumundan sorumludur. Boylece, Tth’ler, GC’de B hiicrelerinin
afinite olgunlasmasini, yani yiiksek afiniteli antikor {ireten plazma hiicrelerinin
farklilasmasini ve bellek B hiicrelerinin iiretimi gibi B hiicresi tepkilerini uyarimi gibi 6zel
fonksiyonlart gergeklestiren yardimci CD4+ T hiicrelerinin bir alt kiimesidir. T folikiiler
yardimc1 hiicre gelisimi asamali bir siirecte gerceklesir. Tth farklilasmasi genellikle naif bir
CD4+ T hiicresinin DH gibi bir miyeloid profesyonel antijen sunan hiicre ile etkilesimi ile
baglar. Farklilasmanin yardime1 T hiicre gelisimi 6ncesi (pre-Th) olarak adlandirilan bu ilk

asamasinda, CD4+ T hiicreleri transforme edici biiylime faktor-beta (TGFB-Transforming



growth factor beta), interlokin-12 (IL-12), interlokin-23 (IL-23) sitokinlerin varliginda
DH’lerle MHC / antijen etkilesimine girer. Bu olay transkripsiyonel ve hiicresel
degisikliklerin erken kaskadini olusturur. Kemokin reseptor 5 (CXCRS5) ifadesi artar, Tth
yolaginin anahtar genleri olan Bcl6, Achaete-scute homolog 2 (Ascl2), indiiklenebilir ko-
stimiilator (ICOS; inducible co-stimulator), Programli hiicre 6limii-1(PD-1; Programmed
death-1), Basic leucine zipper transcription factor, ATF-like (BATF) genlerinin
ekspresyonu artar, CC kemokin reseptor 7’nin (CCR7; CC-chemokine receptor 7) ifadesi
ise azalir. Bu degisiklikler, Tth oncesi hiicreleri, T:B hiicre sinirina yonlendirir. Burada, B
hiicreleri ile etkilesim iizerine, B hiicrelerinden alinan uygun sinyaller Tth ile iligkili gen
ekspresyon paterninde (BCL6, PD-1, ICOS ve CXCRSY5) artis1 daha fazla tetikler diger
transkripsiyon faktorleriyle isbirligi i¢inde germinal merkezlerdeki Tth hiicrelerinin son

farklilasma durumunu belirler [21].

Extraceliuiar pathogens

Effector
cytokines

Cytotoxic T cells Granulocytes Other Th Masl cells 8 cells,
Macrophages Extraceliutar subsets

Celi-mediated bacteria Immune H

immunity immunopathology? suppression anti-parasitic

Sekil 3.1. T lenfositlerin farklilagsmasi (Clinical immunology and serology: a laboratory perspective 2021)

3.1. CD4+ T Hiicrelerin Aktivasyonu

T hiicresi aktivasyonu, T hiicresini hizli klonal genisleme ve farklilagmaya hazirlayan
metabolik degisiklikleri indiikler. Naif CD4+ T hiicrelerin aktivasyonu DC’ler tarafindan
sunulan antijenle aktive edilir. Naif T hiicrelerinin aktivasyonu, en az {i¢ sinyale baghdur.
Birinci sinyal, T hiicresi reseptorii (TCR) tarafindan, aktive edilmis dendritik hiicrelerin

yizeyinde eksprese eden, antijenik Ozellikteki peptidle yiikli MHC kompleksini



taninmasiyla olusur. ikinci sinyal, aym1 DC tarafindan sunulan es uyaran (co-stimulator)
molekiillerin taninmasindan alinir; DC iizerinde antijenin TCR tarafindan taninmasindan
sonraki ilk dakikalardan saatlere kadar, TCR ve CD28’den gelen sinyaller, NFAT, AP-1 ve
NFxB gibi transkripsiyon faktorlerini aktive eder. Bu transkripsiyon faktorleri,
transkripsiyonunu indiikledigi genlerin {iriinleri aktive olan T hiicresinin efektor T

hiicresine farklilagsmasi ve ¢ogalmasi i¢in (6rnegin, IL-2 ve IL-2Ra) gereklidir [22].

3.2.T Folikiiler Yardimci Hiicreler

T folikiiler yardimci (Tfh) hiicreler ayr1 bir yardimci T hiicresi alt kiimesi olarak
bilinmektedir. T hiicreleri, germinal merkezlerin (GC) olusumu i¢in gereklidir ve B
hiicrelerinin afinite olgunlagsmasi igin gereken sinyalleri saglar. Tth yiizeylerinde ifade
edilen CD4, CXCRS, ICOS ve PDI Tth yiizey belirtegleridir. Aktive edilmis T hiicrelerini
Tfh’e dogru polarize eden sitokinler, her ikisi de ¢esitli aktive edilmis antijen sunan
hiicreler tarafindan iretilen IL-6 ve IL-21°i igerir. Bu sitokinler TCR ve es uyaran
molekiiller tarafindan iiretilen sinyallerle birlikte, Bcl-6’nin ekspresyonunu indiikler. Bcl-6
T hiicrelerinin ana transkripsiyonel diizenleyicisi olan bir baskilayicidir. Bcl-6, T-Bet,
GATA-3 ve RORyt ekspresyonunu baskilar, dolayistyla, Th1, Th2, ve Th17 farklilasmasini
sirastyla baskilar, ama ayni1 zamanda Tfh polarizasyonunu indiikler. Tth hiicreleri, B
hiicresi farklilagsmasina katkida bulunan IL-21 salgilanmalari ile karakterize edilir [23, 24].
Ayrica, Tfh’ler ayn1 kokenli B hiicresi yardimi i¢in gerekli olan yiiksek diizeyde CD40L
ifade ederler. Tfh hiicreleri baska T yardimci hiicrelerden farkli olarak 6zel CXCRS
reseptorii ekspresyon ederler. Bu reseptorler onlar1 B hiicresi folikiil bolgelerinde bulunan
CXCL13 kemokinlere c¢eker ve ileride germinal merkezlerin kurulmasina yardimci
olmasini saglar. Sonug olarak, naif T hiicreleri aktive edildiginde, bazilar1 ¢cogalir, efektor
hiicrelere farklilasir, farklilasma sonucu kemokin reseptorleri ekspresyon yaparlar ki, bu
reseptorler onlart lenfoid dokudan c¢ikarir. Bununla birlikte, bu hiicrelerin bir kismi Tth
hiicrelere farklilasir ve Tth’ler 6zel CXCRS reseptorlerini yukari yonde regiile ederler ve B

hiicrelerin bulundugu folikiillere go¢ ederler [25, 26].

3.2.1.T folikiiler diizenleyici hiicreler
T folikiiler diizenleyici hiicreler (Tfr), T regiilator (Treg) hiicre popiilasyonudur. T
regiilator hiicrelerden farkli olarak B hiicresi folikiiliine ve germinal merkeze (GC) goc

edilebilir bir diizenleyicidir. Tfr hiicreleri, GC yanitin1 dogrudan Tth proliferasyonunu, B



hiicre metabolizmasini, Tfh tarafindan salgilanan sitokinler ikincil lenfoid organlarda
modiile ederek diizenler. Boylece, Tfr hiicreleri GC sonuglarini gesitli seviyelerde GC
boyutunun kontrolii, antijene 6zgii Tth ve B hiicre klonlarinin sec¢imi, smif gegisinin

modiilasyonu ve antikorlarin afinite olgunlasmasi seklinde degistirebilirler.

3.2.2. Humoral yamitlarin Tfr hiicre aracili regiilasyon mekanizmalari

T folikiiler diizenleyici (Tfr) hiicreleri, GC B hiicreleri ve T folikiiler yardimci
hiicreleri (Tfh) arasindaki hayatta kalma geri besleme dongiisii i¢in gerekli olan
immiinolojik sinapsta fiziksel girisim yoluyla germinal merkez (GC) igindeki T-B
etkilesimlerini diizenler. GC Tfr hiicreleri, sitotoksik T lenfosit antijeni 4’iin (CTLA-4) GC
B hiicreleri iizerindeki ortak es uyaran ko-stimulatdr molekiillere baglanarak Tth-B hiicre
tanimasini bozar ve dolayistyla GC yanitin1 da 6nleyebilir. Tfr, CTLA-4, CD80 / CD86 es
uyaran baglanmasini dogrudan bloke edebilir. Bu mekanizmalar1 kullanarak, Tfr hiicreleri
GC B hiicresi metabolizmasini, esas olarak glikoz alimini1 ve kullanimini azaltarak bozar.
Tfr B hiicresi efektor molekiillerinin asag1 regiilasyonunu indiikler, 6rnegin GC B hiicresi
olusumu i¢in gerekli “POU class 2 homeobox associating factor 1 (POU2AF1)”, antikor
salgilanmast i¢in O6nemli “X-box binding protein 1 (XBP1)” ve smif degisimi
rekombinasyonu icin gerekli “Activation-induced cytidine deaminase (AID)”.
Immiinolojik sinapsin diger tarafinda, Tfr hiicreleri, Tfh hiicreleri tarafindan IL-21 ve IL-4
salgilanmasini sinirlar. Tfr hiicreleri granzim B, IL-10 ve TGF-B salgilar ve bu hiicrelerin

diizenleyici kapasitelerini gostermektedir [27-29].
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4.B LENFOSITLER

B hiicresi gelisimi kemik iliginde meydana gelir. Cogunlukla timusta geligimini
tamamlayan ve olgunlasan T hiicrelerinin aksine, B hiicreleri kemik iliginde gelismeye
baslar ve immiinoglobulin (Ig) ekspresyonuna ve B hiicresi yiizey belirteclerinin
ekspresyonuna kemik iliginde baglar. B hiicrelerinin islevi, viicutta tehdit olusturan bir
mikroorganizmaya veya molekiile baglanabilen spesifik antikorlar iiretmektir. Antikor
tiretimi, adaptif bagisiklik tepkilerinde humoral bagisikligin ayirt edici bir 6zelligidir. B
lenfositleri antikor iiretebilen tek hiicrelerdir. Uretilen antikorlar, B hiicrelerinin yiizeyinde
reseptor molekiillerine benzer sekilde antijen baglama bdlgelerine sahiptir. Antikorlar,
immiinoglobulinler olarak bilinen bir protein sinifina aittir ve tretildikten sonra viicudu,
istilact virtislerin, bakterilerin ve parazitlerin patojenik etkilerinden cesitli sekillerde
koruma yetenegine sahiptir [30, 31]. B hiicresi bagisiklik tepkilerinin iki ana tiirli vardir:
T'ye bagimli yanit ve T’den bagimsiz yanit. T ye bagimli yanit protein antijenlerinin B2 alt
popiilasyonunun varligiyla taninmasindan sonra meydana gelir ve CD4+ yardimer T
hiicrelerinin katilimin1 gerektirir. B hiicresi alt sinifi B-1 hiicreleri, yardimc1 bir T
lenfositinin yardimi olmadan bir bagisiklik tepkisi iiretir. B-2 B hiicreleri, yiiksek afiniteli,
ikincil ve sonraki antikor yanitlarindan sorumlu olan bellek B hiicrelerinin olusumundan
sorumludur ve protein bilesenli bir antijenle ilk karsilagsma sonrasinda viicudu korur. B-2 B
hiicreleri somatik hipermutasyon (SHM) ve smif degistirme rekombinasyonunun (CSR)
kompleks siireclerinden gecer ve IgM olmayan izotiplerin yiiksek afiniteli antikor
tiretimine yol acarlar. Olgunlasma programini tamamladiktan sonra B hiicreleri lenfoid
folikiillere go¢ eder. B hiicresinin hayatta kalmasi, folikiiler dendritik hiicreler (FDC) dahil
olmak iizere lenfoid stromal hiicrelerin yani sira notrofiller, makrofajlar/monositler gibi
diger bagisiklik hiicreleri tarafindan iiretilen, TNF ailesinin bir {iyesi olan sitokin BAFF’a
(B hiicresini aktive eden B hiicresi) baghdir. Yeterli BAFF destegi almayan olgun B
hiicreleri apoptoz yoluyla elimine edilir. Dolasimdaki olgun B hiicrelerinin yar1 émrii
yaklasik 4-5 aydir. Organizmadaki tiim siirecler miikemmel bir kontrol “dengesi” altindadir
[32, 33]. Denge bozuldugunda yanlis sonuglara yol acabilir. B hiicrelerinin etkinlestirilmesi
icin 3 sinyal almasi gerekir (Sekil 4.1). Sinyal 1: T’ye bagimli B hiicre yanitinin
baslangicinda, B hiicresi antijeni Ig reseptorleri (membrana bagh Ig) araciligiyla baglar ve
bu tamimadan birinci sinyali alir. Baglanan antijenin bir kismi daha sonra 06zel
vezikiikiillere alinir ve burada islenir ve MHC sinif II molekiillerinin antijen baglama

bolgesinde peptitler olarak yeniden ifade edilir. Sinyal 2: T hiicresi tarafindan B hiicresine
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saglanir. T hiicresi iki yolla baglanir; hem antijen reseptorii yoluyla hem de B hiicresi
tizerindeki CDA40 ile aktive edilmis T hiicresi iizerindeki CD40L (CD154) arasindaki (es
uyaran) ayr1 bir etkilesim yoluyla. Sinyal 3: B hiicresine baglandiktan sonra T hiicresi,
aktive edici sitokinlerini dogrudan T hiicresi/B hiicresi ara yiiziine salgilar B hiicreleri
yiizeyinde bulunan bu sitokinlere 6zel reseptorler onlara baglandiktan sonra 3.sinyali hiicre
icine alir. T hiicresinden antijenle aktiflesen bir B hiicresine iletilen sinyallerin, B hiicresini
lic yoldan biriyle farklilagsmaya tesvik ettigini gostermistir. Yani ilk defa 3 sinyali alan B
hiicrelerin aktivasyondan sonra 3 yol segcenegi vardir (Sekil 4.2). Bu 3 secenek B lenfositle
baglanan T lenfosit alt sinifina ve sitokin tiiriine bagldir. Yollardan biri B hiicreleri, birincil
yanit i¢in birincil IgM antikorlar1 saglayan, antikor iireten plazmatik hiicrelerin “birincil
odagin1” olusturmak iizere ¢ogalabilmesidir. Diger bir yol dogrudan IgM tasityan hafiza
hiicrelerine farklilasabilmeleridir. 3.yol olarak da B hiicrelerin germinal merkeze (GC)
girmesi ve bilimde bildigimiz en sira dig1 programlardan biri olan farklilasma programini
tistlenebilmesidir. Tek bir B hiicresi, haftada 5.000°e kadar antikor iireten hiicre tiretebilir
ve bunlarin her biri saniyede yaklasik 2.000 antikor molekiilii salgilayabilir. Hiicrelerin bu
cogalmasi ve antikor liretiminin sasirtict hizi, hizla béliinen mikroplara ayak uydurmak i¢in
kritik oneme sahiptir. Ama bagisiklik sistemimiz bununla yetinmiyor, antikorlart hem
nicelik olarak arttirir, hem de nitelik olarak diizenler. Naif B hiicresinden baglayan ve olgun
bir plazma hiicresinin olusumuyla sonuglanan farklilagsma siireci, ytlizlerce genin koordineli
ekspresyonunu ve baskilanmasini gerektirir. Insan ve murin B hiicreleri, alt popiilasyonlari,
gelisimleri ve islevleri agisindan birgok benzerlik gostermektedir. Bu nedenle, murin
modellerinde B hiicrelerini arastiran ¢alismalardan elde edilen sonuglar, mevcut bagisiklik
anlayisimiza 6nemli lgiide katki saglamaktadir. Ug B lenfosit hatti B-1a, B-1b ve B-2
hiicrelerinin tanimlanmigtir. Bu hiicre hatlar1 ayrica olgunlasmamis ve olgun, folikiiler,
marjinal bolge (MZ), germinal merkez (GC) dahil olmak iizere ¢esitli alt kiimelere ve
gelisim agamalarina ayrilabilir. Tim B hiicre hatlari, Antikor salgilayan plazma hiicrelerine
farklilasabilir. Ama bu hiicreler farkli B hiicresi reseptor repertuarlar1 (BCR) sergilerler,

farkli antijenleri (protein, lipit veya karbonhidrat antijeni) tanirlar [34-36].
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Sekil 4.1. B hiicre aktivasyonu (Punt, Kuby Immunology, 2018)

4.1. Folikiiler B Lenfositlerin Aktivasyon Yolu

Folikiildeki antijene 6zgii B hiicreleri ¢oziiniir antijenle karsilastiklar1 zaman, BCR-
antijen sinyali ile aktive olur. Yukarida belirttigimiz gibi, naif B hiicrelerinin tamamen aktif
hale gelmesi i¢in {i¢ sinyale ihtiyact vardir. Birinci sinyal: B hiicresi folikiilii boyunca
yaptiklar1 yolculuklar sirasinda antijeni bulup bagladiktan sonra kismen aktive olurlar.
Folikiilde aktif B hiicreler, hareket kaliplarim1 degistirir ve T hiicresi bolgesine dogru gog
eder. Burada, ayni antijenle aktive olan ve aktivasyondan sonra hareket kaliplarim
degiserek, T hiicresi bolgesi ile folikiil arasindaki sinira gé¢ eden T hiicreleri ile
karsilasabilirler. ikinci sinyal: B hiicreleri aktive edilmis yardimci T hiicresiyle
karsilasmalidir. Aktif yardimgr T hiicresinin yilizeyinde B lenfositlerin CD40 molekiiliine
baglanacak ligandlar (CD40L) bulunmaktadir. Bu ligand CD40 molekiiliine baglandiginda
B hiicrelerinde CD40 sinyallenmesini uyarir ve farklilasma, hafiza hiicrelerin olusumunu
destekleyen sitokinlerin salgilanmasim saglar. Uciincii sinyal: folikiiler B lenfositlerin
tamamen aktivasyonu icin, ara ylizeyine salgilanan sitokinleri ylizey reseptorlerine
baglanmasi gerekir [37, 38]. Protein antijenine 6zgii naif B hiicrelerinin siklig1 son derece
diisiiktiir (1/10.000’den az). Insanlarda tiim periferik B hiicrelerinin % 0,2’sine kadar
reaksiyona girebilen galaktoz-a-1,3-galaktoz (a-Gal) gibi bazi korunmus karbonhidrat
veya fosfolipid antijenleri i¢in frekans daha yiiksek olabilir. Bununla birlikte, ayni antijen
Ozgiilliigiine sahip bir T ve bir B hiicresi arasinda rastgele bir karsilasma sans1 108’de
1’den az olmalidir, bu da B hiicrelerinin benzer antijen 6zgiilliigiine sahip Th hiicreleriyle

etkilesime girmesini dnemli kilar. Bu nedenlerden dolayi, baglantili tanima, birkag ligand
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ve reseptdr seti tarafindan diizenlenen aktive edilmis B ve T hiicrelerinin lenfoid
dokulardaki belirli yerlere gogiiniin kesin bir sekilde diizenlenmesini gerektirir ve bu da
tiretken bir etkilesim sansini artirmaya hizmet eder. T hiicresinden yardimi aldiktan sonra,
aktive edilmis B hiicreleri folikiilin dis kenarlarina go¢ eder. Bu aktive edilmis B
hiicrelerinin bir kism1 dogrudan kisa omiirlii, I[gM iireten plazma hiicrelerine farklilasir ve
lenfoid dokunu terk eder. Diger kismi folikiiliin i¢ kismina geri doner ve burada germinal
merkez olusturur. Daha fazla T hiicresi yardimi varhiginda (T folikiiler yardimc1 hiicreler-

Tfh) daha fazla proliferasyon yapar, somatik hipermutasyon ve sinif ge¢isine ugrar.

B cell

signaling

Entry into

germinal center

CD40L
IgM-bearing memory
cells from primary

response

Primary focus

Sekil 4.2. B hiicre farklilagmasi (Punt, Kuby Immunology, 2018)
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5.GERMINAL MERKEZLER

Germinal merkezler (GC), B hiicre folikiilleri i¢indeki ikincil lenfoid mikro anatomik
yapilardir. Bu yapilar ilk kez 1884°te Walter Flemming tarafindan ¢ok sayida mitotik figiir
igeren biiylik lenfosit odaklar1 olarak tanimlandi ve bu, GC'lerin lenfosit gelisiminde rol
oynayabilecegi hipotezine yol agmistir (bu nedenle “germinal” adi1 verilmistir). GC’lerden
ekstrakte edilen B hiicrelerinin immiinoglobulin gen dizilimi, GC’lerin iiretken organlar
degil, SHM ve afinite olgunlagsma bolgeleri oldugunu gosterdi. Somatik hipermutasyon
terimi biyolojideki en sira dis1 siire¢lerden birini tanimlar. “Somatik™ kelimesi bize
mutasyon siireclerinin germ hatti hiicrelerinin (yumurta ve sperm) disinda meydana
geldigini anlatir. Hipermutasyon, mutasyon siireclerinin son derece hizli gergeklestigini
gosterir. Farelerde ve insanlarda somatik hipermutasyon, yalnizca antijene maruz kaldiktan
sonra meydana gelir, yalnizca antikor agir ve hafif zincirlerinin degisken bdlgelerini etkiler
ve CD40-CD40L baglanmasi yoluyla T hiicresi baglanmasini gerektirir. Bu yapilarda B
hiicrelerde afinite olgunlagsmasi ve izotip degisimi gerceklesir ve bunun sonucu olarak
yiiksek afiniteli antikorlar tiretilir (Sekil 5.1.). Germinal merkezler B hiicre mutasyonunun
ve antikor afinite olgunlagmasinin gerceklestigi mikro anatomik bolgelerdir. Hizla boliinen
B hiicrelerinin Ig genlerine ¢oklu nokta mutasyonlar1 eklenir. Izotip degisimi i¢in gerekli
olan AID enzimi somatik mutasyonda da 6nemli rol oynamaktadir. Bu enzim C’yi U’ya
dontstiirtir. DNA'nin Ig V bolgesinde olusan urasiller, DNA replikasyonu sirasinda siklikla
timidinlerle degistirilir ve C’den T’ye mutasyonlar olusturulur veya hatayla iligkili
mekanizmalar tarafindan kaldirilir ve onarilir. Bu da siklikla orijinal mutasyona ugramis
sitozin disindaki niikleotidlerin dahil edilmesine yol acar. Germinal merkez B
hiicrelerindeki Ig V genleri son derece yiliksek oranda nokta mutasyonlara ugrar [39-41]. Ig
genindeki mutasyon oraninin, hiicre boliinmesi basina V geninin her 103 baz ¢iftinde 1
oldugu tahmin edilmektedir; bu, diger memeli genlerinin spontan mutasyon oranindan
yaklagik 1000 kat daha yiiksektir. Bu nedenle germinal merkez B hiicrelerindeki Ig V
mutasyonuna somatik hipermutasyon adi verilir. Bu kapsamli mutasyon, B hiicrelerinin
farkli klonlarinin olusmasiyla sonuglanir. Bu klonlarin Ig molekiilleri, yaniti baglatan
antijene genis Ol¢iide degisen afinitelerle baglanabilir. Bu siirecteki bir sonraki adim, en

kullanish antijen reseptorlerine sahip B hiicrelerini segmektir.

Afinite olgunlagsmasi, bir protein antijenine yanit olarak iiretilen antikorlarin

afinitesinin, o antijene uzun siireli veya tekrarli maruz kalmanin bir sonucu olarak arttig1
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bir siiregtir. Enfeksiyon kalici veya tekrarlayan ise, afinite olgunlagmasina bagli olarak
antikorlarin mikrobiyal antijene baglanma yetenegi artar. Afinitedeki bu artig, antikorlari
kodlayan genlerin V segmentindeki nokta mutasyonlarindan kaynaklanmaktadir. Afinite
olgunlagsmasi yalnizca yardimel T hiicresine bagimli protein antijenlerine verilen yanitlarda
gbzlemlenir, dolayisiyla yardimct hiicrelerin bu siirecte kritik bir rol oynadigini gosterir.
Afinite olgunlagsmasi siireci, antijenleri baglama konusunda yliksek kapasiteye sahip
antikorlar iiretir, boylece mikroplar1 ve toksinlerini daha etkili bir sekilde nétralize edip

oldiiriirler.

Bu sonuglar iki ilging soruyu giindeme getiriyor: B hiicrelerinde Ig genlerindeki
mutasyonlar nasil tetikleniyor ve en yiiksek afiniteye sahip (yani en faydali) ¢ogalan B

hiicreleri nasil segiliyor?

Immiinizasyondan yaklasik 1 hafta sonra, ¢ogalan GC oncesi B hiicre gruplar iki
farkl1 bolgeye polarize olur. Parlak bolge (LZ), GC-B hiicreleri ve CD4+ T folikiiler
yardimc1 hiicrelerin (Tth) bir karisimindan olusur. Karanlik bolge (DZ) neredeyse yalnizca
GC B hiicrelerinden ve FDC benzeri DZ retikiiler hiicrelerden olusur. LZ’deki yiiksek
stromal hiicre yogunlugu ve diisiik hiicre ¢ekirdegi yogunlugu, bu bolgeyi klasik histolojik

boyamada parlak goriintiisiinii saglar.

Germinal merkezlerde B hiicreleri yogun bir ¢ogalma donemine girer ve Ig genleri
siireclere maruz kalir. Ik olarak, Ig degisken bolge genleri, son derece yiiksek mutasyon
oranlarina maruz kalir. Mutasyona ugramis genler fonksiyonel Ig reseptér molekiillerini
kodlayabiliyorsa, bu BCR’ler daha sonra GC icindeki B hiicreleri tizerinde eksprese edilir.
Daha sonra BCR’lerin antijene olan affinitesinin degiserek ¢ogalmasi test edilir. Anne
hiicrelerinden daha yiiksek afiniteye sahip reseptorler tasiyan B hiicreleri, daha ileri
mutasyon ve seleksiyon turlari i¢in secilir [42-44]. Ama antijene afinitesi olmayan veya
azalmis reseptOrler tasiyan B hiicreleri ise apoptoza gonderilir. Germinal merkezde
meydana gelen aktif mutasyon ve seleksiyon olaylar1 bu bolgeni, “Darwin mikrokozmu"

olarak adlandirilmasina sebep olmustur [45, 46].
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Sekil 5.1. Germinal merkezlerin olusumu (Front Immunol, 2019)
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6.INTERLOKIN-2 (IL-2)

IL-2, T hiicre aktivasyonunda rol oynayan en iyi bilinen sitokinlerden biridir. IL-2
antijen ve / veya uyarict ligandlar sinirlandiginda optimal T hiicresi proliferasyonunun
indiiklenmesinde anahtar rol oynar. Dinlenen T hiicrelerinde, IL-2 reseptor B zinciri chain
(IL-2RB;CD122) ve vy zinciri (yc; CD132) konstitutif (yapisal) eksprese edilir ve 1L-2’yi
intermediate (ara) afinite ile baglarlar. T hiicrelerinin aktivasyonu (TCR ve ko-stimiilator
sinyalleri), IL-2'yi yakalayan ve onu IL-2RB ve y zincirlerine sunan, T hiicresine sinyal
veren yiiksek afiniteli heterotrimerik reseptorii olusturmak i¢in IL-2 reseptdr a zincirinin
(IL-2Ra; CD25) sentezini indiikler. IL-2'nin salgilanmasi ve ardindan yiiksek afiniteli IL-2
reseptoriine baglanmasi, aktive edilmis naif T hiicrelerinin kuvvetli bir sekilde ¢ogalmasina

neden olur [47].
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7.ENDOPLAZMIK RETIKULUM STRESI

Endoplazmik retikulum (ER), tiim Okaryotlarda bulunan hayati 6nem tasiyan
organeldir. Endoplazmik retikulum (ER), protein homeostazininin korunmasi i¢in uygun
protein katlanmasi, trafigi ve yikilimi icin gereken mekanizmalar1 iceren bir organeldir.
ER’nin diizenli ¢alismasi, dogru protein katlanmasi icin gerekli olan saperonlar, disiilfit
kopriisii olusumunu ve N-glikosilasyonu saglayan ¢ok sayida enzim ve vezikiiler ve zar
oOtesi kacakc¢iligr igin bircok tasiyici ve translasyon kanali gibi cesitli proteinlere dayanir.
ER stres ajanlar1 tarafindan ER proteostazinin bozulmasi durumunda, savunma
mekanizmasi aktive olunur ve ER’den ¢ekirdege katlanmamis protein tepkisi (UPR) olarak
bilinen bir dizi sinyal yolunu aktive eder. UPR’nin birincil amaci, hiicre sag kalimi i¢in ER
homeostazin1 eski haline getirmek igin transkripsiyonel ve translasyonel programlari
baslatmaktir. Besin yoksunlugu, hipoksi, asit-baz dengesizligi ve reaktif oksijen tiirlerinin
(ROS) birikmesi gibi belirli kosullar altinda, ER fonksiyonunun kapasitesi asilarak yanlis
katlanmis proteinler ER’de birikebilir [48, 49]. Daha sonra, ER’nin stres ve islev
bozuklugunu gidermek i¢in evrimsel olarak korunan ve koruyucu mekanizmalarindan biri
olan katlanmamis protein yaniti (UPR) ortaya ¢ikar (Sekil 7.1). Endoplazmik retikulum
(ER) stres sensorleri inositol gerektiren enzim 1 (IRE1), PKR benzeri ER kinaz (PERK) ve
aktive edici transkripsiyon faktorii 6 (ATF6), ER liimeninden ER stres sinyallerini sitozole
iletir[50;51]. IRE1 yolagi: ER stresi IRE1’in oligomerizasyonunu ve otofosforilasyonunu
indiikler, ardindan XBP1'in pre mRNAnin splicingi, aktive edilmis IRE1 tarafindan
tetiklenir. X-box baglayici proteinler 1 (XBP1) ¢ekirdege gecer, UPR ile iliskili genleri
aktive eder. ATF6 yolagi: ATF6, ATF6-N'yi iiretmek i¢in proteazlar S1P ve S2P tarafindan
boliiniir ve ¢ekirdege geger. PERK yolagi: Aktive edilen PERK, eLLF2a’y1 fosforile eder,
genel translasyonu engeller, ER'ye giren protein miktarin1 azaltir. Aktif PERK ATF4'u
uyarir, boylece tercihli protein sentezini saglar (saperonlar1 kodlayan UPR hedef genleri,

lipid sentezinde yer alan enzimleri ve ERAD proteinlerinin sentezi) [52-55].
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8.MHC SINIF-II MOLEKULU

MHC smif-II molekiilleri klasik transplantasyon antijenleridir ve polimorfik
proteinlerdir. Fizyolojik islevleri, peptitleri baglayarak T hiicrelerine tanimalari i¢in makro
molekiiler substrati olusturarak antijeni sunmaktir. Tiim c¢ekirdekli hiicreler yiizeyinde
eksprese olan diger klasik transplantasyon antijenleri sinifinin (MHC simif-I molekiilleri)
aksine, MHC smif-II molekiilleri, enflamatuar sinyallere yanit olarak yalnizca belirli bir
grup bagisiklik hiicrelerinde ve epitelyal, bag dokusu ve vaskiiler dokulardaki hiicrelerde
eksprese ederler [56]. MHC simif-I molekiilleri esas olarak proteazom yoluyla sitozolde
tiretilen endojen peptitleri sunarken, MHC smif-II molekiilleri endozomal sistemdeki
antijenlerin endositik alimi1 ve islenmesi iizerine iiretilen peptitleri sunar. Insan MHC
lokusu, hiicre yiizeyinde eksprese edilen ii¢ klasik MHC sinif-II molekiillerinin izotiplerini
kodlar: HLA-DR, HLA-DQ ve HLA-DP. MHC sinif II a- ve B-zincir kodlayan genler ¢cok
yiiksek bir polimorfizm sergiler [57]. MHC siif-1I molekiillerinin hiicre i¢i yolculugu o ve
B alt birimlerinin Ii (CD74) ile birlestigi ER i¢inde baslatilir (Sekil 8.1). ER’de siif-II
molekiiller kovalent olmayan baglarla Ii’ye bagli alfa ve beta alt birimleri molekiillerinden
olusur. Bu iligki, yeni olusan MHC smif-II molekiillerinin dogru katlanmasia yardimci

olur ve yanlis katlanmis polipeptitlerin erken baglanmasini 6nler [58].
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9.HUCRE iCi KALSIYUM HOMEOSTAZI

Hiicre ici kalsiyum (Ca2+) tiim Okaryotik hiicrelerin fizyolojik islevlerini diizenler.
Hiicre ici kalsiyum metabolizma, kasilma, bagisiklik, apoptoz dahil olmak iizere cesitli
hiicresel siireclerinin diizenlenmesinde etkili rol oynar. Sitozolde ve hiicre dis1 ortamdaki
Ca2+ homeostazinin bozulmasi ¢ok ¢esitli metabolik, enflamatuar ve diger bozukluklarda
rol oynar. Hiicrelerdeki Ca2+ homeostazini korumak i¢in, Ca2+’y1 endoplazmik retikulum
icinde depolamak ve fazla Ca2+’y1 plazma membran1 (PM) boyunca disar1 pompalamak
icin iyon kanallar1 ve tasiyicilar gorev yaparlar. Uyarilmayan hiicrelerde Ca2+ nin hiicre
icine giriginin esas mekanizmasi “store-operated calcium entry” (SOCE) yolagindan gecer.
SOCE, endoplazmik retikulum liimeni, sitozol ve hiicre digi bosluk arasindaki Ca2+
degisimidir (Sekil 9.1). Bu yolaga ait ana molekiiler oyuncular ER, Ca2+ sensorleri ve PM
depo-kontrollii Ca+2 kanallar1 (store-operated channels) SOC'lerin aktivatorleri olarak
islev gbren stromal etkilesim molekiilleri (STIM) ile tanimlanmis ve karakterize edilmistir.
Fosfoinositide 6zgii fosfolipaz C'nin (PLC) izoformlarina baglanan PM reseptdrlerinin
uyarilmasi, PLC tarafindan plazma zar1 fosfolipid fosfatidilinositol 4,5-bifosfatin (PIP2)
hidrolizinin katalizine neden olur. Coziiniir inositol 1,4,5-trisfosfat (IP3) iiretimiyle
sonuglanir ve bu da ER Ca2+’nin IP3 reseptorleri araciligiyla salinmasini tetikler [59, 60].
IP3, endoplazmik retikulumda bulunan reseptoriine, ligandlanmis kalsiyum kanalina
baglanir ve kalsiyum depolarindan kalsiyumun salinmasini uyarir. IP3 endoplazmik
retikulum kalsiyumunun tiikenmesine neden olur. Ca2+’nin tiikkenmesi, ER membran
proteini olan STIM1 ve onun homologu STIM2 tarafindan algilanir, bu da STIM
proteinlerinin konformasyonel bir degisikligine neden olur. Ca2+’nin hiicreye girmesini
saglamak i¢cin PM ORALI kanallarin1 hapsettikleri, kiimeledikleri ve kapadiklari ER-PM
kavsaklarina translokasyonuna neden olur. Daha sonra kalsiyum salinimi ile aktive olan
kalsiyum (CRAC) kanali adi verilen bir plazma zar1 iyon kanalini aktive eder. CRAC
kanalinin 6nemli bir bileseni ORAI proteinidir [61, 62]. Kalsiyum (Ca2+), bagisiklik
hiicresi fonksiyonunun temel bir diizenleyicisidir. T hiicresi reseptorii (TCR) veya B
hiicresi reseptorii (BCR) gibi immiinoreseptorlerin ¢apraz baglanmasi, endoplazmik

retikulum (ER) Ca2+ depolarinin salinmasiyla sonuglanir.

Yapilan calismalar (Matsumoto ve ark.) SOCE'nin B hiicrelerinin sag kalimim ve

proliferasyonunu diizenlemede 6nemli rolii oldugunu belirledi [63, 64].
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10. ENDOPLAZMIiK RETIKULUM STRESIi INDUKLEYIiCILERI

Tapsigargin, Brefeldin A, Tunikamisin, dithiothreitol (DTT) ve MG132 dahil olmak
tizere doku kiiltiirii sistemlerinde ER stresini indiiklemek ve UPR’1 aktive etmek icin ¢esitli

kimyasallar mevcuttur [65, 66].

Tapsigargin (TG), kalsiyuma bagimli ER saperonlarmin aktivitesine miidahale
ederek protein katlanmasini bozan bir ER kalsiyum pompasinin inhibitoriidiir.
Thapsigargin, sarkoplazmik / endoplazmik retikulum Ca2+-ATPase (SERCA) kalsiyum
pompasint inhibe ederek protein katlanmasini etkiler. Bu, kalsiyuma bagimli ER
saperonlarinin aktivitesine miidahale ederek protein katlanmasini bozar ve ER stresse

neden olur. SOCE aktivasyonuna neden olur [67, 68].

Brefeldin A, proteinlerin ER’den Golgi’ye tasinmasini engeller ve Golgi aparatindan
endoplazmik retikuluma retrograd protein taginmasini indiikler ve boylece katlanmamig

proteinlerin birikmesine ve ER’da strese yol acar.

Tunikamisin, ER'de glikoprotein biyosentezinin ilk adimmini bloke eder, UDP-N-
asetilglukozamin-dolikol ~ fosfat  N-asetilglukozamin-1-fosfat  transferazin  (GPT)
inhibitoriidiir. Tunikamisin hiicrelere uygulandiginda, ER'de katlanmamis glikoproteinlerin

birikmesine neden olur ve ER’da strese neden olur.

DTT disiilfit bag1 olusumunu bloke ederek hizla ER stresine yol acar. Ancak DTT,
yeni sentezlenen proteinlerin de disiilfit bag1r olusumunu bloke ettigi icin spesifik ER stres

indiikleyicisi degildir.
MG132 bir proteazom inhibitoriidiir. MG132, ER ile iliskili protein bozulmasin

(ERAD) bloke ederek ER'de yanlis katlanmis proteinlerin birikmesine neden olur ve
dolayli bir yolakla ER stresini indiikler.
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11.HUCRE YUZEY BELIRTECLERI

11.1. Lokosit Ortak Antijeni; CD45

Tiim c¢ekirdekli hematopoetik hiicrelerde eksprese edilen reseptdr tipi bir protein
tirozin fosfatazdir (PTP). Lenfositlerdeki tiim yiizey proteinlerinin yaklasik %10’unu
olusturur. Hematopoetik olmayan hiicre hatlarinda, normal ve malign, hematopoetik
olmayan dokularda CD45 ifadelenmesi (ekspresyonu) yoktur. T ve B hiicreleri gibi kemik
iligi kaynakl1 hiicreleri diger hiicre tiplerinden ayirmak i¢cin CD45 monoklonal antikorlarla

hiicre yiizey molekiilleri belirlenir.

11.2. Yiizey Farkhlasma Antijeni 19; CD19

CD19 proteini, B hiicreleri {izerinde eksprese edilen 95 Kda'lik bir transmembran
glikoproteindir, genellikle bir B hiicresi soy belirteci olarak kullanilir. B hiicrelerini
tanimlamak i¢in, B hiicresine 6zgii molekiiller CD19 ve / veya CD20, spesifik yiizey
belirtegleri olarak 1islev goriir. CDI19, immiinoglobulin agir zincirinin yeniden

diizenlenmesi sirasinda eksprese edilen bir B hiicresi yiizey molekiiliidiir.

Dalak ve diger ikincil lenfoid dokularda, tiim B hiicreleri CD19 yiizey molekiilii
eksprese ederler (CD19 pozitiftir) ve tiim plazma hiicreleri bu belirteci ifade etmez. Bu
nedenle, CD19 bu dokulardaki B hiicre hatlarinin tanimlanmasi i¢in alternatif belirtecler
olarak kullanilabilir. Dalakta CD19, CD21 ve IgM i¢in boyama, folikiiler B hiicrelerinin ve

MZ B hiicrelerinin tanimlanmasina izin verir.

11.3. insan Lokosit Antijeni -DR; HLA-DR

HLA-DR, B lenfositlerin yiizeyinde yapisal olarak eksprese edilen insan smif -II
biiyiik doku-uyumluluk kompleksi (MHC) antijenidir. Aktivasyon belirtecidir. Adaptif
bagisiklik yanitinin indiiklenmesi ve siirdiiriilmesi onemli sekilde antijenlerin, ana biiyiik
doku-uyumluluk kompleksi tarafindan kodlanan MHC smif-I veya MHC smif-1I
glikoproteinler tarafindan islenmesine ve sunulmasma baglidi. MHC molekiilleri,
nakledilen greft dokunun reddedilmesindeki onemli rolleri nedeniyle fark edilmislerdir.
Giintimiizde ise peptit yapili antijenlerin MHC sinif-I/ MHC siif-1I molekiilleri tarafindan
T hiicrelere sunulmasinin, bulasici patojenlere karsi bagisiklik tepkileri i¢in biiylik 6nem

tasidigr bilinmektedir.
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11.4. Yiizey Farklilasma Antijeni 40; CD40

CD40 antijeni, 20’den fazla iiyeden olusan tiimor nekroz faktor / sinir biiylime
faktorii (TNF) siiper ailesinin bir iiyesidir. Tek zincirli glikoprotein yapisindadir. CD40,
plazma hiicreleri disindaki tiim B hiicreleri yiizeyinde ifadelenir bulunur. CD40 reseptor
stimiilasyonu sonrasinda NFxB yolagin1 aktive ederek hiicre sag kalimini destekler. B
hiicresi iizerindeki CD40 molekiili T yardimci hiicre yiizeyinde ifadelenen CD40L’a
baglanir. Bu baglanma iki sinyal yolagiyla NFkB sinyalini aktive eder: 1) IKK yolagiyla 2)
NF«B'yi indiikleyen kinaz (NIK) yolagiyla. Bunun sonucu olarak, Mcll (miyeloid hiicreli
16semi-1) gibi anti-apoptotik proteinin ekspresyonu indiiklenir ve B hiicrelerin sag kalimi
saglanir. CD40L ile CD40 arasindaki etkilesim B hiicresi ¢ogalmasi ve farklilagmasi igin
onemlidir. X kromozomuna bagli bozukluk olarak tanimlanan CD40L veya CD40 eksikligi
durumunda, T hiicreleri iizerindeki CD40L ile B hiicreleri veya diger antijen sunan hiicreler
tizerindeki CD40 arasindaki etkilesim olusmaz ve B hiicreler gereken sinyali alamaz.
Sonug olarak, T’ye bagimli bagisiklik yaniti bozulur, germinal merkezlerin olusumu, IgG,
IgA ve IgE antikorlarinin iretimi i¢in siif degisimi, antijenin daha etkili sekilde ortadan
kaldirilmas1  i¢in gereken somatik hipermutasyon, bellek hiicrelerinin {iretimi

gerceklesemez ve hiper IgM (HIM) sendromu gelisir.

11.5. immiinoglobiilin M; IgM

IgM, integral membran proteinidir. Matiir (olgunlasmis) B hiicresi i¢in anahtar
belirteclerdendir. Olgun naif B hiicreleri, ylizey IgM’1 eksprese eder. Aktivasyon iizerine,
naif IgM+ B hiicreleri “Smif Degiskenligi Rekombinasyonuna” maruz kalabilir ve bunun
sonucu olarak, iiretilen immiinoglobulinin agir zincir izotipinde bir degisiklige neden
olurken antijen Ozgiilliigi korunur. Smif degiskenligine maruz kalmayan B hiicreleri
CDI19+’dir ve hiicre yiizeylerinde IgM eksprese eder. Bu hiicre popiilasyonu gecici
(transitional) B hiicreleri, naif olgun B hiicreleri ve IgM+ CD27+ bellek B hiicrelerini
icerir. Sinif degiskenligi rekombinasyonu geciren B hiicreleri IgM ekspresyonunu kaybeder

ve CD19+ IgM- olarak tanimlanabilir.

11.6.Yiizey Farkhlagsma Antijeni 21; CD21
CD21, kompleman reseptorii 2 (CR2) olarak da bilinir. B hiicre yiizeyinde eksprese
olan transmembran proteindir. CD21 B hiicresi ko-reseptor kompleksinin bir pargasi olan

kompleman reseptorii. C3b'nin pargalanma iirtinleri ile kaplanmis antijenlere baglanir ve
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BCR’a capraz baglayarak antijene duyarliligi en az 100 kat artirir. CD21 ayni zamanda
Epstein—Barr viriisii tarafindan B hiicrelerini enfekte etmek i¢in kullanilan bir reseptordiir.
Marjinal bolge B hiicreleri, CD21’in ¢ok yiiksek seviyelerinin ekspresyonu ile

tanimlanabilir.

11.7. Yiizey Farkhilasma Antijeni 3; CD3
CD3, bir yiizey T hiicresi belirtecidir ve periferik kan ve lenfoid dokularin T
hiicreleri tarafindan eksprese edilir. CD3 iin hiicre icinde stoplazmik kuyruk bolgesi T

hiicre ylizey reseptdriiniin sinyal kapasitesi i¢in 6nemli bir yer alir.

11.8. Yiizey Farklilasma Antijeni 4; CD4

CD4, transmembran glikoproteindir ve immiinoglobulin siiper ailesinin iiyesidir.
Oncelikle yardime1 T hiicresi alt kiimeleri icin bir belirte¢ olarak tanimlanir ve TCR icin
ko-reseptor gorevi goriir. CD4 molekiilii antijen sunan hiicrelerde eksprese eden MHC

sinif-1I molekiillerinin beta 2 domaini ile iligkilidir.

11.9. Yiizey Farkhlagsma Antijeni 185; CD185
CD185, kemokin reseptorii tip 5 (CXCRS) olarak da bilinir, folikiiler yardimc1 T
hiicrelerinin belirtecidir. Dolagimdaki B hiicreleri ve aktive edilmis T hiicreleri tarafindan

eksprese edilir. Hiicreleri CXCL13 kemokini bulunan folikiillere yonlendirir.

11.10. Yiizey Farkhilasma Antijeni 278; CD278

CD278, ICOS olarak da bilinir ve CD28 ailesinin bir iiyesidir. Aktivasyonu takiben
esas olarak aktive edilmis CD4+ T hiicrelerinde eksprese edilen indiiklenebilir bir uyarici
molekiildiir. TFH hiicrelerinin yardimci aktivitesi i¢in ¢ok nemlidir. ICOS icin bir ligand
aktive edilmis B hiicreler yiizeyinde eksprese olan B7 aile {iyesi olan ICOSL’dir. ICOS naif

T hiicrelerinde ifade edilmez.

11.11. Yiizey Farklhilasma Antijeni 279; CD279
CD279, Programlanmis Oliim-1 (PD-1) olarak da bilinir, aktive edilmis T
hiicrelerinde indiiklenen inhibitor reseptordiir T hiicresi aktivasyonunu bloke eden,

dolayisiyla bagisiklik tepkilerini asagi yonde dilizenleyen bir reseptordiir. B7 ailesi
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ligandlarina baglanabilir. PD-L1 (programlanmig 6lim ligand-1; B7-H1) ve PD-L2
(programlanmis 6liim ligand-2; B7-DC) olarak iki ligand bilinmektedir. PD-L1, cesitli
hiicreler tarafindan eksprese edilir. PD-L2 ekspresyonu inflamasyon sirasinda ASH
tizerinde indiiklenir. PD-1 tiimorlerde T hiicresi tepkilerini uyarmayr amaglayan kanser

tedavilerinin de bir hedefidir.
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12.HUCRE KULTURU

Canlilardan hiicre alma ve bunlar1 yapay olarak kontrol edilen bir ortamda yetistirme
teknigi hiicre kiiltiirii olarak bilinmektedir. Hiicre kiiltiirii diizenlenmis kosullar altinda

hiicre ¢cogalmasi, farklilagsmasi ve iirlin gelistirme ¢alismalarinin temelini olusturur.

12.1.Birincil Hiicre Kiiltiirii

Dogrudan hayvan veya insan dokusundan enzimatik veya mekanik yollarla elde
edilen ilk kiiltirii Birincil Kiiltiir olarak adlandirilir. Bu hiicreler yavas biiyiiyen ve
cesitliligi olan hiicrelerdir ve geldikleri dokunun tiim 6zelliklerine sahiptirler. Bu kiiltiiriin
temel amaci, kontrollii bir ortamda cam veya plastik kap seklinde olabilen uygun bir
substrat iizerinde hiicre biiytimesini desteklemektir. Dogrudan dokudan alinmalar
nedeniyle orijinal doku ile aynmi karyotipe sahiptirler. Alt kiiltir olusturduktan sonra,
birincil hiicre kiiltiirleri sinirli yasam 6mriine sahip hiicre hatlarini olustururlar [69, 70].

Hiicre hatlar1 birkac alt kiiltiirden sonra yagamlarini bitirirler.

Enzimatik veya mekanik prosediirler kullanilarak dogrudan insan veya hayvan

dokusundan uretilen iki tiir birincil hiicre vardir:

Yapiskan hiicre: Bu hiicreler kiiltiir kabinin yiizeyine yapigsma yetenegine sahiptir.
Bu hiicreler genellikle, hiicrelerin hareketsiz oldugu ve bag dokusuna tutundugu, 6rnegin,

bobrekler gibi organ dokularindan elde edilir.

Siispansiyon hiicreleri: Gelismek i¢in herhangi bir baglanma veya destek
gerektirmez. Tiim siispansiyon hiicreleri, 6rnegin, lenfositler kan sisteminden ¢ikarilir ve

plazmada siispanse edilir [71, 72].

Birincil kiiltiirlerden yetistirilen hiicreler, ¢esitli nedenlerle kisa bir 6mre sahiptir ve
kalic1 olarak tutulamazlar. Birincil kiiltiirdeki hiicre popiilasyonundaki artisin neden oldugu
substrat ve besin maddesi tiikenmesi, hiicresel aktiviteyi etkileyebilir ve kiiltiirde biiyiik
miktarlarda tehlikeli metabolitlerin birikmesine ve sonug¢ olarak hiicre biiylimesinin

inhibisyonuna yol agabilir. Devam eden hiicre gelisimini saglamak i¢in ikincil bir kiiltiir

29



veya alt kiiltiir elde etmek gerektiginde, bu adim fiizyon asamasi (temas inhibisyonu)

olarak bilinir.

12.2. Ikincil Hiicre Kiiltiirii
Hiicrelerin ilk pasajlanmasi, farkli tiirde bir kiiltiir sistemine gecis ve birincil

kiiltiirden elde edilen ilk kiiltiir ikincil kiiltiir olarak bilinmektedir.

Bu genellikle yapiskan kiiltiirlerdeki hiicrelerin mevcut tiim substrati tiiketmesinden
sonra veya siispansiyon kiiltiirlerindeki hiicreler ortamin daha fazla biliylimeyi destekleme
kapasitesini astiginda ve hiicre proliferasyonu yavasladiginda veya tamamen durdugunda
yapilir. Bliylimeyi siirdiirmek ve daha fazla ¢ogalmay tesvik etmek amaciyla uygun hiicre
yogunlugunu korumak icin birincil kiiltiiriin alt kiiltiirlenmesi gerekir. Ikincil hiicre kiiltiirii

bu islemin adidir [73].

12.3.Hiicrelerin Dokulardan izolasyonu ve Kiiltiirlenmesi

Hiicrelerin iizerinde bilimsel arastirma yapabilmemiz i¢in dncelikle hiicreyi saglanan
doku 6rneginden izole etmemiz gerekir. Dokulardan izole edilen hiicreler 6liimstiz degildir,
dolayisiyla bunlarin izole edilmesi, kiiltiirlenmesi ve bu hiicre tipleriyle ilgili analizlerin
yapilmast i¢cin  O6zel yontemler gelistirmemiz  gerekmektedir.  Ayrica, farkl
kontaminasyonlara duyarlidirlar, bu nedenle onlarla c¢alisirken dikkatle davranmak

onemlidir [74].

Birincil kiiltiir, dokudan hiicre izolasyonundan sonraki kiiltiir agsamasidir ve uygun
kosullar altinda mevcut tiim substrati tiiketene (yani birlesme noktasina ulasana) kadar
cogalan kiiltiir asamasina soylenilir. Bu noktada, siirekli biiyiime i¢in daha fazla alan
saglamak amaciyla hiicrelerin taze biliylime ortamina sahip yeni bir flaska taginarak
gecirilmesi (yani alt kiiltiirlenmesi) gerekir. Pasajlama olarak da bilinen alt kiiltiirleme,
biliylime ortaminin hari¢ tutulmasi ve hiicrelerin 6nceki kiiltiirden taze biliylime ortamina

aktarilmasidir. Bu siirecte hiicre hattinin daha fazla ¢cogalmasi saglanilir.

Birincil kiiltiir, enzimatik veya mekanik yontemlerle dogrudan hayvan veya insan
dokularindan elde edilir. Bu hiicreler daha yavas biiylimeye egilimlidir, dogas1 geregi

heterojendir ve koken aldiklar1 dokunun tiim 6zelliklerini tagirlar.
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Ilk kez pasajlandiktan sonra, birincil hiicre kiiltiirleri, cok sayida gegisten sonra
(genellikle sonlu hiicre hatlar1 olarak adlandirilir) 6lebilen hiicre hatlari olusturabilir.
Bir¢ok nedenden dolay1 birincil kiiltlirlerden elde edilen hiicrelerin omrii sinirhdir;
Hiicreler siiresiz olarak muhafaza edilemez. Birincil kiiltiirde hiicre sayisinin artmasi,
hiicresel aktiviteyi etkileyebilen substrat ve besinlerin tiiketimine yol acar ve dolayisiyla
kiiltiirde yiiksek diizeyde oOldiiriicii metabolitlerin birikmesine neden olur. Bu, sonunda
hiicre biliyiimesinin inhibisyonuna yol acabilir. Bu asama, hiicre biiylimesinin devamini
saglamak i¢in ikincil bir kiiltlir veya alt kiiltiiriin gerekli oldugu fiizyon asamasi (temas

inhibisyonu) olarak bilinir.

12.4.Hiicreleri Dokulardan Genel Yontemlerle izole Edilmesi

Birincil kiiltiir i¢in izole edilen dokularin ayristirilmasi i¢in ¢ok sayida teknik
gelistirilmistir. Ayrigsma (dissosiyon/disaggregasiyon) arastirmacilarin iizerinde calistiklari
hiicre tiirlerini etiketlemelerine ve izole etmelerine olanak saglayacak 6nemli bir tekniktir.
Hiicre ayrismasi i¢in mekanik, enzimatik, birincil eksplant ve kimyasal gibi belirli

yaklagimlar vardir [75].

Mekanik Ayrisma

Mekanik ayrisma doku ayrisma yontemleri arasinda en basit tekniklerden biridir.
Dokuyu ezme, kazima veya kesme gibi fiziksel gii¢ yoluyla parcalamayi igerir. Bu yontem
genellikle yumusak dokularin (beyin, dalak, yumusak tiimdrler, embriyonik karaciger gibi)
ayrigmasi i¢in uygulanir. Bu kalintilar arasinda, beklenen hiicrelerin daha fazla ayrigmasi
icin hafifce ylizer olmasi1 gerekir. Bu yontem hizlidir ve bu nedenle gevsek baglanmis
numuneler icin daha uygundur. Bu nedenle lenf diigtimleri, kemik iligi, dalak gibi dokular

ve gevsek bagli dokular igin tercih edilen iglemdir.

Manyetik boncuk yontemiyle T ve B hiicre izolasyonu

Immiinomanyetik hiicre ayrimi1 veya manyetik hiicre separasyonu olarak da bilinen
manyetik hiicre ayrimi, spesifik hiicre yiizeyi antijenlerine yonelik antikorlar veya
ligandlar kullanilarak hiicrelerin se¢im veya tilkenme icin hedeflenmesini icerir. Etiketli
hiicreler, bir elektromanyetik alan uygulandiginda hareketsiz hale getirilebilen manyetik

boncuklar olarak da bilinen manyetik pargaciklara ¢apraz baglanir.
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Pozitif ve negatif seleksiyon
Pozitif bir se¢cim yapildiginda, siipernatant atilabilir ve elde edilmek istenen manyetik
olarak etiketlenmis hiicreler elektromanyetik alandan ¢ikarilana kadar hareketsiz olarak

kalir. Negatif bir se¢cim yapildiginda, istenen hiicreler siipernatant da bulunur.

12.5. Hiicrelerin Dondurulmasi
Hiicrelerin krioprezervazsyonu

Insanlar da dahil olmak iizere tiim canlilarda asir1 diisiik sicakliklarda metabolik
aktivite azalir veya tamamen ortadan kalkar. Ancak dondurma yontemini kullanarak canli
hiicre ve dokularin uzun siireli korunmasini saglamak miimkiindiir. Bununla birlikte,
bilimsel olarak kanitlanmis en 0nemli ger¢eklerden biri, hiicreleri dondurdukca hiicre
icindeki kimyasal bilesenler ve olaylar diisiik sicakliktan etkilenir degisir ve c¢esitli
mekanik hiicre kisitlamalarina ve 6liimciil olan hasarlara yol agabilir. Diisiik sicakliklarda
insan hiicrelerinin oniindeki temel ve en 6nemli engellerden biri, ¢ok sayida hiicre hasarina
sebep olan sudan buza gecis fazidir ve bu hasara katkida bulunan hiicre i¢i buz
kristallerinin olusumuna yol acan yiiksek sogutma hizlar1 ve ozmotik hasara neden olan
yavas sogutma hizlar1 gibi cesitli ¢esitli faktorler vardir. Yavas sogutmada hiicre i¢i ve
hiicre dis1 ¢ozeltilerdeki konsantrasyon degisiklikleri veya buz kristalleri arasindaki
mekanik etkilesimlerin engellenmesi hiicrelerde ozmotik hasarlara yol acar [75].
Kriyoprezervasyon, biyolojik orneklerin kriogen sicakliklarda uzun siire canli askida

tutulmasina ve ayn1 zamanda hiicre bilesenlerin korunmasina yardimei olur.

Krioprotektif ajanlar (CPA'lar)

Arastirmalarda kullanilan en yaygin ve onemli CPA'ler, dimetil siilfoksit (DMSO),
gliserol, polimerler, proteinlerdir. CPA'lar, dimetil siilfoksit (DMSO), propilen glikol,
gliserin gibi hiicre zarimi gegebilen kriyoprotektanlar, ve 2-metil-2,4-pentandiol gibi zari

gecemeyen kriyoprotektanlar olarak iki ana smifta tanimlanabilir.

Dimethyl Sulphoxide (DMSO)

DMSO ilk olarak 1959 yilinda gosterildi. DMSO herhangi bir sicaklikta hiicrenin
icinde ve cevresinde bulunan ¢6ziilmiis kalan cozeltideki elektrolit konsantrasyonunu
azaltarak  ekspresyonlarim1  kolaylastirir.  Ayrica, DNA metilasyonu ve histon

degisikliklerinin neden oldugu hiicre ayrilmasinin kabul edilmesiyle birlikte azalan canlilik
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seviyesi de dikkate alindi. Yag dokusundan tiiretilen mezenkimal kok hiicreler (MSC’ler),
deri alt1 yag dokusunun 6zelliklerini korumada etkili olan 6zellikler gostermisti. DMSO
aracilt kriyoprezervasyonun ana o6zelligi, DMSO’nun plazma membranindan hiicrenin
icine niifuz etmesi ve hiicreleri kriyojenik bir ortamda meydana gelen her tiirlii zarar verici
faktorlerden korumasidir. DMSO genel olarak, suda yiiksek ¢oziiniirliik seviyelerine sahip,
plazma zar1 boyunca difiizyonu kolaylastiran ve hiicre i¢ine niifuz eden iyonik olmayan
parcaciklarla islev goriir [76]. Klinik olarak DMSO’nun, CPA agilanmis hematopoietik kok
hiicre 6rnekleriyle tedavi edildigi bildirilen hastalarda ¢ok sayida asir1 alerjik reaksiyona
neden oldugu ve ayrica fare modellerinde merkezi sinir sisteminin belirli bolgelerinde
apoptozu tetikledigi gosterilmistir. Su anda, hiicre dondurulmasi i¢in en onemli Oneri,
kontrollii bir hizda yavas sogutmadir. Yapilan aragtirmalar, tasima veya depolama sirasinda
kisa stireli sicaklik degisimlerinin ve dondurularak saklanan hiicrelerin tekrarlanan donma
¢coziilme dongiilerinin hiicre canlilifina zarar verdigini gostermistir. Hasarli hiicrelerin
donma ve ¢oziilme sirasinda mekanik strese dayanma olasiligir daha diisiiktiir bu nedenle

hiicrelerin hazirlik siireci boyunca hassas bir sekilde ele alinmasi zorunludur.

Hiicrelerin dondurulmas: protokolii

Dondurulacak hiicreler santrifiij edilerek dibe c¢oktiiriiliir. Daha sonra yiiksek hiicre
yogunluklarinda(1x10%ml) kriyokoruyucu (8rnegin, %10 v/v DMSO) iceren dondurma
ortaminin yavas yavas eklenmesiyle dikkatlice yeniden siispanse edilir. Hiicreler kriyojenik
siselere boliiniir, bir CoolCell degisken hizli dondurma kabina yerlestirilir ve uzun siireli
depolama i¢in bir s1vi nitrojen dondurucuya yerlestirilmeden 6nce ilk dondurma dongiisii
icin -80°C’lik bir dondurucuya aktarilir. Saklanan tiim hiicre hatlarinin adlarini ve

konumlarimi kaydetmek icin bir kayit defteri veya barkod sistemi kullaniimalidir.

12.6. Hiicrelerin Coziilmesi

Hiicrelerin miimkiin olan en kisa siirede c¢oziilmesi veya sicakligin kriyojenik
kosullara gore 0°C'nin biraz iizerine ¢ikarilmasi Onerilmektedir. Dimetil siilfoksitin
(DMSO) veya diger kriyoprotektanlarin potansiyel zararli etkilerini azaltmak igin,
genellikle dondurucu ortamdan hizli bir sekilde arindirilmasi ve ¢oziilmiis hiicrelerin
lyilesme ve biliylime i¢in en uygun ortama aktarilmasi onerilir. Hiicre ¢dziilme hizinin
hiicrenin hayatta kalmasi i¢in hiicrelerin dondurulma hizi kadar 6nemli oldugu acikca

ortaya konmus olmasina ragmen, hiicre ¢oziilmenin optimal hiz1 ve sicakligr i¢in net bir
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kilavuz gelistirilmemistir. Herhangi bir kriyoprezervasyon yonteminin ¢éziilme agamasinda
sicaklik kontrolii icin ¢ok az sayida otomatik yontem vardir. Hiicrelerin c¢oziilmesine
yonelik mevcut metodoloji standartlastirllmamistir. Donmus hiicre siseleri 37-38°C bir su
banyosunda manuel olarak ¢oziiliir veya siseler su banyosundaki yiizen bir rafa yerlestirilir.
Son buz kristali eriyene kadar sise periyodik olarak kontrol edilir. Koruyucu ajanlari
uzaklagtirmak amaciyla santrifiijleme i¢in ¢6ziilmiis hiicreler doku kiiltlirii ortaminda
seyreltilir. Bu prosediir sadece kontaminasyon olasiligini ortaya ¢ikarmakla kalmaz, ayni
zamanda subjektiftir ve elde edilen sonuclarda 6nemli degiskenlige yol agabilir. DMSO
ozellikle ¢ok etkili bir kriyoprotektandir ve bu nedenle dondurucu ortamlarda yaygin
olarak kullanilir. Ancak yiiksek dozlarda memeli hiicreleri igin toksiktir ve hiicre
terapisinde kullanilmak iizere hiicreleri dondurarak saklamak icin kullanildiginda bazi
ciddi yan etkilerle yol acabilir. Baz1 yontemler, dondurma ¢ozeltisindeki DMSO miktarin

ve dolayisiyla toksisitesini azaltmay1 amaglar. Ancak bu her zaman pratik degildir.

Hiicre Cozme Teknigi
Elle Isitma, kriyoviallerin elle 1sitilmasi, herhangi bir ekipman gerektirmemesi,
viicut sicakliginin su banyosuyla karsilastirilabilir olmasi ve kullanicinin flakonu stirekli

olarak kontrol edip calkalayabilmesi nedeniyle hiicre ¢6zme yaklasimi olarak kullanilabilir.

12.7.Hiicre Kiiltiirii icin Besiyeri Hazirlanmasi

Hiicre biiylimesi i¢in gereken temel kosullar arasinda diizenli sicaklik, hiicre
baglanmasi i¢in bir substrat, uygun besiyeri ve pH ve ozmoliteyi kontrol eden
inkiibatordiir. Hiicre kiiltiirli besiyeri genel olarak hiicre dongiisiinii destekleyen yeterli
enerji ve bilesenler tabanini saglar. Hiicre kiiltliriinde besiyeri, hiicre gelisimi i¢in gerekli
olan hormonlari, besin maddelerini ve biiylime faktorlerini sagladig i¢in kiiltiir ortaminin
en onemli unsurudur. Farkli besiyerleri biiylime faktorlerinin, hormonlarin ve baglanma
faktorlerinin temeli olarak bilinen amino asitlerin, inorganik tuzlarin, glikozun ve serumun
dengesinden olusur. Besiyeri, hiicre biiyiimesini desteklemesiyle beraber kiiltiiriin ozmotik

basincini ve pH’1n1 da diizenler.

Besiyerinin Fizyokimyasal Ozellikleri
Kiiltiirlenmis hiicrelerin daha 1yi biiylimesini ve ¢ogalmasini desteklemek i¢in kiiltiir

besiyerinin belirli fizikokimyasal 6zelliklere (pH, CO2, tamponlama, ozmolarite, viskozite,
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sicaklik vb.) sahip olmasi gerekir. Onemli fizyokimyasal 6zelliklerden biri ortamm pH
degeridir. Hiicreler genellikle alkalin aralifindaki (7,2-7,4) pH ortama ihtiya¢ duyar. Bu
uyumlu ortam degisiklik gdsterebilir. Ornegin, fibroblastlar icin alkalin ortam uyumluysa
(pH: 7,4-7,7), kanser hiicrelerin tercih ettigi ortamin pH'' normal hiicrelere gore daha

asidiktir.

Besiyeri icerikleri
Inorganik Tuzlar

Inorganik tuzlarin ortama eklenmesi bircok fonksiyona hizmet eder. Tuzlar (basta
Nat+, Mg2+, Cl—, K+, Ca2+, SO42—, PO43— ve HCO3 tuzlar1) ortamin ozmolalitesine
katkida bulunan ana bilesenlerdir. Temel olarak bu tuzlar hiicrelerin ozmotik dengenin
korunmasma yardimci olur ve Nat+, K+ ve Ca2+ sunarak hiicre zar1 potansiyelinin
korunmasina yardimci olur. Yukaridaki faktorlerin tiimii, enzim kofaktorleri olarak ve

hiicre baglanmasi i¢in hiicre matrisi tarafindan gereklidir.
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13.AKIM SITOMETRI YONTEMIi

Akim sitometri yontemi (Flow cytometry), canli hiicre yiizeyinde ifadelenen
proteinleri ve hiicre fenotipini analiz yapma amaciyla gelistirilmistir. Bu yontemde hiicre
yiizeyinde ifade edilen proteinlere yiizey belirtecleri denilir. Bu proteinlerin ve onlarin
kombinasyonlarimin énemli rolii, hiicrelere benzersiz fenotiplerini saglamaktir. Belirtecler
antijen olarak diislinlilmiis, onlara kars1 spesifik antikorlar gelistirilmistir. Antikorlar
spesifik antijenleri ifade eden hiicre popiilasyonlarini tanimlamak i¢in kullanilir. Flow
cytometry’nin agilimina bakarsak, Flow= akiskan, sito= hiicre, metri= 0l¢ii olarak
tanimlanir. Bir akim sitometrenin ana bilesenleri akigskan sistemi (fluidics system), 151k
kaynagi olan lazerler, optik sistem, fotodetektorlerdir ve veri analizini gergeklestiren
elektronik bilgisayar sistemidir. Akim sitometrisi, sivi fazinda bulunan hiicrelerin
Olciilmesidir. Hiicreler, hiicresel belirtece 6zgii florokromla iliskili antikorlarla etiketlenir.
Florokromlar, uyarildiginda farkli dalga boyunda 151k yayan kimyasal floresan bilesiklerdir.
Hiicreler tek tek florokromu uyaran lazer 1simindan gecer. Bu gecis sirasinda her hiicreden
yayilan 151k dedektdr tarafindan alinarak spesifik sinyal seklinde bilgisayara aktarilir. Akim
sitometride birkac farkli florokrom kullanilarak ayni anda birden fazla hiicresel 6zellikler
Olciilebilinir. Her florokromun farkli spektral ozellikleri oldugu icin tiim lazerlerle
kullanilamazlar. Yeni cihazlar kirmizi, sari-yesil, mavi, ultraviyole (UV), mor olarak bes
lazer igerebilir. Her bir lazer belirli bir florokromu uyardiginda farkli renkler iiretilir.
Boylece ayn1 anda tek tiipte 20'ye kadar florokrom analiz edilebilir. Kohler ve Milstein,
1979 yilinda antikor iireten B hiicresini miyelom hiicresine doniistiirerek, sinirsiz olgiide
antikor iireten bir hibridom hiicresi iiretebildiler ve sonunda monoklonal antikorlar1 elde
ettiler. Monoklonal antikorlar ayn1 hedef antijenin tek bir epitopunu baglayan tek valentli
afiniteye sahip antikorlara denilir. Monoklonal antikorlar laboratuvar testlerinde in vitro
olarak kullanilir. Akim sitometri, florokrom etiketli monoklonal antikor kullanimina

dayanur.
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14.TEZ CALISMASININ AMACLARI VE HIPOTEZi

Calismanin Amaglari; bu projede, ER stresi etkisinde Folikiiler B hiicrelerin (FO Bh)
ve onlarla etkilesen folikiiler T yardimer hiicrelerin (Tth) yilizey molekiil ifadelenmesinin
degisikliginin 6zelliklerinin incelenmesi amaglanmaktadir. Projede, endoplazmik retikulum
stresine maruz kalmis Folikiiler B hiicrelerin (FO Bh), ve bu hiicrelerle ko-kiiltiirlenmis
folikiiler T yardimci hiicrelerin (Tfth) endoplazmik retikulum stres arasinda iligkisi ve
endoplazmik retikulum stresin immiin regiilasyonda roliiniin degerlendirilmesi

amagclanmustir.

Calismanin hipotezi; ER stresi etkisindeki Folikiiler B hiicreler ve onlarla etkilesen

folikiiler T yardimei hiicrelerin yiizey molekiillerinin ekspresyonu degisir.

Calismanin sonuglart ER stresine bagli immiin sistem yanitlarin altinda yatan
molekiiler mekanizmalarin daha iyi anlasilmasi ve immiin sistem bozukluguyla iligkili
hastaliklarin patojenezinin daha iyi anlagilmasina 1sik tutacagi, kaynak saglayacagi ve

literatiire katki saglayacagi beklenmektedir.

Calismanin 6zgiin degeri; Calismada B hiicrelerindeki endoplazmik retikulum
stresinin folikiiler B, T folikiiler yardimci hiicreler iizerinde etkisinin arastirilmasi
hedeflenmistir. Yapilan literatiir calismalarinda daha o6nce bu konuda yapilmis bir
calismaya rastlanmamistir. Calisma daha once c¢ok az calisilan insan dalagindan izole
edilen lenfositler {lizerinde yapilmistir ve bu ikincil lenfoid organda folikiiler B
lenfositlerinde ER stresi indiiklendikten sonra yiizey molekiillerinde dolayisiyla bu
molekiillerin ~ ekspresyonunun altinda yatan mekanizmalarin iyi anlagilmasina
diistiniilmiistiir. Daha sonra onlarla ko-kiiltiir yapilan etkilesime gecen folikiiler yardime1r T
lenfosit ve B lenfositlerin diizenlenmesinde rol oynayan folikiiler yardimci diizenleyen T
lenfositlerde nasil fenotip degiskenligi olacak bakilmistir. Diizenlenmis immiin yanitlarin
altinda yatan molekiiler mekanizmalarin daha iyi anlasilmasi diisiiniilmiistiir. Calismanin
sonuglar1 ER stresine bagli immiin sistem bozukluguyla iligkili hastaliklarin patojenezinin
daha 1yi anlasilmasina 11k tutacagi, kaynak saglayacagi ve literatiire katki saglayacagi

beklenmektedir.
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15S.MATERYAL VE METOD

Yapilan ¢alismada Baskent Universitesi Adana Dr. Turgut Noyan Uygulama ve
Arastirma Merkezine basvuran ve dalaktan kaynaklanan onkolojik nedenler diginda
herhangi bir nedenle dalagi alinan hastalarin tibbi atik olarak degerlendirilebilecek iki

dalak 6rnegi kullanilmastir.

15.1.Dalak Orneginden Lenfosit izolasyonu

Tezimizde Mekanik Ayrisma kullanilmistir. Dalak 6rneginden hiicre elde etmek
amaciyla, dalak 6rnegi PBS (Fosfat Buffer Salin) (Gibco) igeren petri kabina alinarak ve
bistiiri yardimmyla fiziksel olarak parcalanmistir (yaklastk 2 mm?®). Dalaktan hiicre

siispansiyonu elde etmek amaciyla doku siispansiyonu gazli bezden siiziildii (Resim 15.1).

Alman hiicre siispansiyonu falkon tiip (15 ml’lik) igerisine 4 ml fikol (Stemcell
Technologies) lizerine yayildi. Tiipler santrifijde 10 dakika boyunca 2140 rpm’de
santrifiijjlendi. Santrifiij sonrasinda dansite gradient yontemiyle ayrilmis olan fikoliin iist

kisminda bulunan lenfosit kiimeleri pastor pipet yardimiyla toplanarak yeni bir 15 ml’lik

falkon icerisine alind.

Resim 15.1. Dalak 6rneginin parcalanmasi
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15.2.Manyetik Boncuk Yontemiyle T ve B Hiicre izolasyonu

Hiz1 ve sadeligi nedeniyle, manyetik hiicre ayrimi, belirli hiicre alt kiimelerinin
yilksek oranda saflastirilmis popiilasyonlarin1 izole ettigi en yaygin kullanilan
yontemlerden biri oldugu i¢in bu yontem tercih edilerek T ve B hiicrelerin ayirimi bu
yontemle yapildi. Izole edilen lenfositlerden B hiicre izolasyon kiti (Stemcell
Technologies-Easysep) kullanilarak negatif seleksiyon yontemiyle once B hiicre, daha
sonra T hiicre izolasyon kiti (Stemcell Technologies-Easysep) kullanilarak ayni negatif
seleksiyon yontemiyle T hiicre izolasyonu yapildi. B hiicre ve T hiicre izolasyonu icin birer
adet 5 ml’lik polistren tiip isimlendirildi ve her tiipe 1,5 ml (1x10° hiicre/ml olacak sekilde)
lenfosit eklendi. Lenfositlerin iizerine B hiicre i¢in 75ul hiicre kokteyli ve 75ul manyetik
boncuk; T hiicre i¢cin 75ul hiicre kokteyli ve 75ul manyetik boncuk eklendi. Tiipler iyice
vorteks yardimiyla karistirildi ve oda sicakliginda 10 dakika boyunca inkiibasyona
birakild1. Siire sonunda tiiplerin her birine 1 ml PBS eklenerek hafifce vorteksle karistirildi.
Daha sonra tiipler manyetik tiip sporuna alinarak 7 dakika boyunca inkiibasyona birakild1
(Resim 15.2). Siire sonunda pastdr pipet yardimiyla tlip spordan ¢ikarilmadan siipernatant
baska bir tiip icerisine alind1 ve yine manyetik tiip sporunda 7 dakika oda 1sisinda tekrar
inkiibasyona birakildi (Resim 15.3). Pastor pipet yardimiyla tiip spordan ¢ikarilmadan
siipernatant yeniden yeni bir tiip igerisine alindi, 2300 rpm’de 3 dakika santrifiijlendi.

Santrifiij sonrasi ve siire sonunda siipernatant1 dokiildii ve pellet PBS ile diliie edildi.

Resim 15.2. B lenfositlerin manyetik izolasyonu
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Resim 15.3. T lenfositlerin manyetik izolasyonu

Hiicre sayimi yapild:

Elde edilen B ve T hiicre sayilar1 Hematoloji Laboratuvarinda bulunan CELL-DYN
cihazindabelirlendi. B hiicreler 1ul’de 84 hiicre; T lenfositler 1 ul’de 296 hiicre olarak

saptandi.
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Resim 15.4. T hiicre akimsitometri goriintiisii
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Besiyeri hazirlandi:
50 ml FBS ve 12 ml penisilin/streptomisin (PSTM) ve 500 ml RPMI kullanilarak

besiyeri hazirlandi.

Tapsigargin muamalesi

B hiicrelerin sayilar1 ve saflig1 belirlendikten sonra hiicre kiiltiiriinde zamana ve doza
bagl olarak tapsigargin (EMD Millipore) ile endoplazmik retikulum stresi olusturmak
amactyla hiicre kiiltiirii basamagina gecildi. B hiicreler 2uM Tapsigargin ile muamele
edildi. Tapsigargin muamalesinden sonra endoplazmik retikulum stresini gozlemlemek icin

akimsitometri yontemi ¢alisildi.

15.3. Akimsitometri Yontemi

Tapsigargin muamaelesi sonrasi akimsitometri yontemi ile B hiicrelerin HLA-DR
ekspresyonuna bakildi. 1 adet 5 ml polistren tiip B hiicre i¢in isimlendirildi. B hiicre tiipiine
50ul (10.000 hiicre) B hiicre, Sul CD45, 5ul CD19 ve 5ul HLA-DR monoklonal
antikorlar1 eklendi. Hafif¢ce vortekslendi ve oda sicakliginda, karanlikta 30 dakika
inkiibasyona birakildi. Siire sonunda tiiplere 2 ml %1 FBS iceren PBS eklendi ve 2300
rpm’de 3 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi siipernatant atildi pellet tizerine 500 pl
%1 FBS iceren PBS eklendi. Tipler hafifce vortekslendi ve akimsitometri cihazinda
okutuldu.

Okutma sonrasinda software programinda hiicre safliklarinin degerlendirilmesi

yapildi.

1

1

-

SS Lin
S8 Lin

A 2
384%6 —

I I Y |
S8 Lin

c
81.8%
=Y
' "“"‘qu‘ "“";I,'"""'02""""03 ° T, T T T T T
.m%u T |\|H:“°‘ T \HHH1|D2 T um“"ﬁ 1 0 1 {uﬂ 101 -Jn? 108
CD19 FITC HLA-DR PC7

Resim 15.6. Tapsigargin muamelesi 6ncesi HLA-DR ekspresyonu
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Resim 15.7. Tapsigargin muamelesi sonrast HLA-DR ekspresyonu

15.4.izole Edilen Lenfositlerin Dondurulmasi

izole edilen B ve T lenfositler stok olarak saklanmak icin donduruldu. Bu amacla 2
adet 15 ml’lik falkon tiip T ve B hiicre icin isimlendirildi. Falkon tiiplere T ve B lenfosit
eklenip 3000 rpm’da 5 dakika santrifijjlendi. Dibe c¢Oken hiicreye temas etmeden
siipernatant atildi. Hiicrelerin ilizerine RPMI eklenip pipetaj yapilarak hiicreler yeniden
siispanse edildi. Hiicrelerin iizerine %10 Dimetil siilfoksit (DMSO) ve %20 FBS eklendi

ve isimlendirilen cryovial tiiplere pasajlandi ve (-)80°C dondurucuya konuldu.

15.5. Ko-kiiltiir Asamasi

Izole edilen T ve B hiicrelerin safliklar1 akim sitometri yontemi kullanilarak
degerlendirildi. T hiicre ylizey belirteci olarak CD45 ve CD3 monoklonal antikorlari, B
hiicre ylizey belirteci olarak CD45 ve CD19 monoklonal antikorlar1 kullanildi. 2 adet 5 ml
polistren tiip T ve B hiicre i¢in isimlendirildi. T hiicre tiiptine; 50ul (10.000 hiicre) T hiicre,
5ul CD45 ve 5ul CD3 monoklonal antikorlar1 eklendi. B hiicre tiipiine; 50ul (10.000
hiicre) B hiicre, Sul CD45 ve 5ul CD19 monoklonal antikorlar1 eklendi. Hafifce
vortekslendi ve oda sicakliginda, karanlikta 30 dakika inkiibe edildi. Siire sonunda tiiplere
2 ml %1 FBS iceren PBS eklendi ve 2300 rpm’de 3 dakika santriflij edildi. Santrifiij
sonrasi siipernatant atild1 pellet tizerine 500 pl %1 FBS iceren PBS eklendi. Tiipler hafifce
vortekslendi ve akimsitometri cihazinda okutuldu. Okutma sonrasinda software

programinda hiicre safliklarinin degerlendirilmesi yapildi.

Tapsigargin ile muamele edilmis B hiicre ve T hiicreler ile ko-kiiltlir yapildi. 3/12/24
saatler icin toplamda 12 flask isimlendirildi (tablo 15.1°de oldugu gibi). Her flaska 4300 pl
RPMI eklendi. Her saat i¢in 2 flaska 500 ul Tapsigarginle muamele edilmis B lenfositler
eklendi, diger 2 flaska 500 pl Tapsigargin muamelesi yapilmayan B lenfositler eklendi.
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Tiim flasklara 200 pl T hiicreler eklendi. Her bir flask i¢indeki toplam hacim 5000 pl
olacak sekilde hazirlandi. Hiicrelerin proliferasyonu i¢in ortama her saat icin 4 flasktan
2’sine (Tapsigarginle muamele edilmis ve Tapsigarginle muamele edilmemis) 200 pl IL-2
eklendi. Tiim flasklar 37°C CO2’li etiivde 3/12/24 saatler i¢in inkiibe edildi (Resim 15.8).
Inkiibasyon siiresi sonunda hiicreler flasklardan toplandi (Resim 15.9). Ko-kiiltiire edilen
hiicrelere zamana bagli olarak (3. 12. ve 24. saatlerde) hiicre yiizey belirteclerinin
degisimine bakmak icin akimsitometri yOntemiyle immiinfenotipleme yapilarak

degerlendirildi.

Tablo 15.1. Hiicre ko-kiiltiir tablosu

Ko-kiiltiir TG uygulanan TG ve IL-2 TG ve IL-2 TG uygulanmayan

saatleri IL-2 uygulanmayan uygulanan 6rnekler uygulanmayan IL-2 uygulanan
ornekler ornekler ornekler

3. saat ER stres (+) B hiicre- | ER stres (+) B hiicre- | ER stres (-) B hiicre- | ER stres (-) B hiicre-

CD3+T hiicre -1L2(-) CD3+T hiicre -1L2(+) CD3+T hiicre -IL2(-) | CD3+T hiicre -1L2(+)

CD3+T hiicre -IL2(-) CD3+T hiicre -IL2(+) | CD3+T hiicre -IL2(-) | CD3+T hiicre -IL2(+)

12. saat ER stres (+) B hiicre- | ER stres (+) B hiicre- | ER stres (-) B hiicre- | ER stres (-) B hiicre-

CD3+T hiicre -1L2(-) CD3+T hiicre -1L2(+) CD3+T hiicre -1L2(-) | CD3+T hiicre -1L2(+)

24, saat ER stres (+) B hiicre- | ER stres (+) B hiicre- | ER stres (-) B hiicre- | ER stres (-) B hiicre-

Resim 15.9. Hiicrelerin ko-kiiltiirden sonra toplanmasi
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15.6. 3/12/24. Saat Akimsitometri Calismasi

Once 5 mI’lik polistren tiipler tablo 15.2°de oldugu gibi isimlendirildi. Her tiipe 100
ul (10.000 hiicre) hiicre ve monoklonal antikorlar eklendi ve iyice vortekslenerek karanlik
ortamda oda sicakliginda +4 °C 20 dakika inkiibasyona birakildi. Tiiplere 2 ml %1 FBS’li
(Fetal Bovine Serum) (Gibco) PBS eklendi ve vortekslendi. Tiipler 3 dakika boyunca 2300
rpm’de santrifiijlendi ve santrifiij sonunda siipernatant atildi. Tiiplere 500 ul PBS (%1

FBS’11) eklendi ve vortekslendi. Tiipler akimsitometri cihazinda okutuldu ve analiz yapildi.

Tablo 15.2. Monoklonal antikorlarin kullanim tablosu

Tiipler FITC PE ECD PCs PC7
Tiipl CDh4 - CD3 CD185 CD279
Tiip2 CD4 - CD3 CD185 CD278
Tiip3 CD19 CD40 - CD45 HLA-DR
Tiip4 CD19 IgM - CD45 HLA-DR
TiipS CD19 CD21 - CD45 HLA-DR
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16.SONUCLAR

16.1.0rnek 1 ve Ornek 2’ye Ait B Hiicre Yiizeyindeki HLA-DR ve CD40 Ekpresyonu

Tablo 16.1. Ornek 1’¢ ait B hiicre yiizeyinde HLA-DR ve CD40 ekspresyonu

ZAMAN MUAMELE CD45 CD19 CD19+ HLA-DR | CD19+ CD40
0. SAAT _ 60,07 % 99,09 % 91,02 % 92,52%
TAPSIGARGIN(-)- IL-2(-) 37,81% 68,54 % 90,65 % 97,52 %
3. SAAT TAPS?GARG?N(-)- IL-2(+) 45,50 % 57,33% 89,15 % 96,90 %
TAPSIGARGIN(+)- IL-2(-) 56,25 % 51,07 % 62,23 % 96,82 %
TAPSIGARGIN(+)- IL-2(+) 46,40 % 54,43 % 46,67 % 97,36 %
TAPSIGARGIN(-)- IL-2(-) 20,63 % 83,57 % 81,17 % 96,65 %
12. TAPSIGARGIN(-)- IL-2(+) 23,71% 79,55 % 91,82 % 95,62 %
SAAT TAPSIGARGIN(+)- IL-2(-) 19,28 % 49,83 % 37,20% 93,17 %
TAPSIGARGIN(+)- IL-2(+) 14% 51,87 % 33,09% 86,33 %
TAPSIGARGIN(-)- IL-2(-) 23,39% 58,85 % 95,21 % 91%
24. TAPSIGARGIN(-)- IL-2(+) 16,42 % 69 % 95,19% 98,40 %
SAAT TAPSIGARGIN(+)- IL-2(-) 21,70% 48,84 % 82,04 % 92,08 %
TAPSIGARGIN(+)- IL-2(+) 24,14% 55,44 % 82,76 % 90,95 %
C1 - CDE0-CD45-HLA- T - C D20 - C g 5- HLA -
MR 3 _S5AAT TAPSIGARGIMH=IL-2+ DR_3.5AAT TAPSIGARGIM+IL-2+
— [Ungat=ed] CD45 PCS_5-48 F SSC -4 — [CO45] CO9 FITC-A 5 S5C-4
3 3
] [coas: 4e.40%) 7 - T [Co13: 54.43%]
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1o’ B !

e o e
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t —
L 10
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Resim 16.1. Ornek 1’¢ ait B hiicrelerde HLA-DR ve CD40 ekspresyonu analizi akimsitometri goriintiisii
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Tablo 16.2. Ornek 2’ye ait B hiicre yiizeyinde HLA-DR ve CD40 ekspresyonu

CD19+ CD19+
ZAMAN MUAMELE CD45 CD19 HLA-DR CD40
0. SAAT _ 81,21% 99,08 % 95,94% 86,53%
TAPSIGARGIN(-)- IL-2(-) 77,30 % 19,03 % 81,53 % 92,94 %
S AT TAPSIGARGIN(-)- IL-2(+) 74,46 % 18,07 % 73,88 % 88,28 %
) TAPSIGARGIN(+)- IL-2(-) 59,38 % 17,10% 81,25% 81,94 %
TAPSIGARGIN(+)- IL-2(+) 73,04 % 24,24 % 80,15% 87,31%
TAPSIGARGIN(-)- IL-2(-) 26,12% 38,50% 83,33% 88,19%
12. TAPSIGARGIN(-)- IL-2(+) 46,55 % 52,22% 82,56 % 93,32%
SAAT TAPSIGARGIN(+)- IL-2(-) 42,74 % 85,12% 34,71% 92,67 %
TAPSIGARGIN(+)- IL-2(+) 41,16% 67,14% 28,80 % 92,02 %
TAPSIGARGIN(-)- IL-2(-) 73,21% 17,20% 78,79 % 88,20 %
24, TAPSIGARGIN(-)- IL-2(+) 63,57 % 12,36 % 72,65 % 93,77 %
SAAT TAPSIGARGIN(+)- IL-2(-) 72% 13,14% 81,50% 91,12%
TAPSIGARGIN(+)- IL-2(+) 65,83% 15,20% 83,32% 87,01%
20092023 32 SAAT_ TAPSIGARGIN+IL-2 2ODFZ023_3_SAAT TAPSIGARGIM
—_ICEI 19-CO40-CD4E5-HLA- TR #IL-2+ _CD9-CD20-CD45-HLA-OR
s [Ungated] COM5 PC5.5-4 F S5C-A o [CD45] CD1% FITC-A / 55C-A
- 01— 3 i
2 o] (o700 % TIETED
01— :-m—- - .L"_ E _5£
PR Rt Pl P P P & R S S S D S
CD5 PCE.B-A L% FITC-A
20092023 X SAAT TAPSIGARGIM+IL-Z ZOOF2023_3 SAAT TAPSIGARGINHL-Z
+_COAS-CO40- CDE5-HLA-DR +_CDM9-CO40-CD45-HLA-DR
[CDH3] CO1M9 FITC-A ¢ HLAGR PCT-A [€D19] CO19 FTC-A ¢ C0H0 PEA
s 35% [B0.15% e o, 2
1:'; :n} _@
= -« 32529 S
2 0] g ™
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e - = D
f [o.12%] SR MRS Pl i i Y
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CD19 FITC-&
Resim 16.2. Ornek 2’ye ait B hiicrelerde HLA-DR ve CD40 ekspresyonu analizi akimsitometri goriintiisii

e (D45 ifadesi
B hiicre yiizeyinde ifadelenen CD45 yiizey molekiiliiniin, tapsigargin etkisinden
bagimsiz olarak zamana bagli azalan bir ekspresyon degisikligi gosterdigi saptanmistir. Bu
sonuclar tiim lenfositler i¢in ortak ylizey belirteci olarak kullanilan CDA45 ylizey

molekiiliiniin ekspresyonunun ER stresinden etkilenmedigini gostermektedir.
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e (D19 ifadesi
B hiicre yiizey belirteci olarak da degerlendirilen CD19 yiizey molekiil ifadelenmesi
zamana bagli degisim gostermekle birlikte tapsigargin uygulanan hiicrelerde ekspresyon
azalmasi 3. saatte belirgin olarak saptanmamistir. 12. ve 24. saatlerdeki CD19 ekspresyon
azalmasi tapsigargin muamelesi ile olusturulan ER stresinde daha agik bir degisiklikle
azalma seklinde goriilmektedir. Bu sonu¢ CD19 yiizey molekiil ekspresyonunun ER

stresinden etkilendigini gostermektedir.

e HLA-DR ifadesi

B hiicreleri yiizeyinde bulunana HLA-DR molekiili sinif-II MHC molekiilleri i¢inde
degerlendirilen ayni1 zamanda B hiicre aktivasyonunu gosteren bir molekiildiir. Tiim HLA
molekiilleri gibi ER’de sentezlenip sunulacak peptid yapili antijen ile birlesip hiicre
yiizeyinde ifadelenmektedir. Calismanin sonuglar1 degerlendirildiginde ER stresi amaciyla
tapsigargin uygulanan hiicrelerde HLA-DR ekspresyonunun tapsigargine bagli belirgin
olarak azaldigi saptanmistir. Bu etki 3. ve 12. saatlerde daha belirgin olup 24. saatteki
HLA-DR ekspresyonundaki azalmanin daha az oldugu saptanmistir. 24. saatteki azalmanin

tapsigargin etkisinin azalmasiyla birlikte olusabilecegi degerlendirilmistir.

o (D40 ifadesi
B lenfositlerin yiizeyinde eksprese eden CD40 hiicre yiizey molekiiliinde zamana ve
tapsigargine bagli bir degisiklik olusmamustir. Bu sonuglar CD40 yiizey molekiiliiniin de
CD45 ve CDI19 gibi tapsigarginle olusturulan ER stresinden etkilenmedigini

gostermektedir.
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16.2.0rnek 1 ve Ornek 2’ye Ait B Hiicre Yiizeyindeki HLA-DR ve IGM Ekpresyonu

Tablo 16.3. Ornek 1°e ait B hiicre yiizeyindeki HLA-DR ve IgM ekspresyonu

ZAMAN MUAMELE CD45 CD19 CD19+ HLA-DR CD19+ IGM
0. SAAT _ 79,08 % 99,50 % 95,81% 78,36 %
TAPSIGARGIN(-)- IL-2(-) 37,42% 67,45% 95,56 % 74,60 %
3. SAAT TAPSIGARGIN(-)- IL-2(+) 37,61% 60,16 % 96,54 % 77,06 %
) TAPSIGARGIN(+)- IL-2(-) 35,75% 64,10 % 40,60 % 79,32 %
TAPSIGARGIN(+)- IL-2(+) 22,92% 59,18% 50,63 % 77,85 %
TAPSIGARGIN(-)- IL-2(-) 28,60 % 77,40 % 90,79 % 67,38%
12. TAPSIGARGIN(-)- IL-2(+) 14,63 % 77,18 % 84,95 % 69,89 %
SAAT TAPSIGARGIN(+)- IL-2(-) 18,34 % 46,67 % 34,76 % 72,38 %
TAPSIGARGIN(+)- IL-2(+) 15,55% 67,20 % 32,14% 71,83 %
TAPSIGARGIN(-)- IL-2(-) 18,02% 53,93% 90,28 % 74,31%
24. TAPSIGARGIN(-)- IL-2(+) 14,65 % 80,33 % 91,55% 76,68 %
SAAT TAPSIGARGIN(+)- IL-2(-) 22,10% 46,10 % 80,18 % 71,27 %
TAPSIGARGIN(+)- IL-2(+) 28,98 % 43,73 % 87,23% 59,03 %
CO7-00M-CO45-HLA-DR_3.584T_TAPSIGARGIN COT%-1GM-CD45-HLA-
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Resim 16.3. Ornek 1’e ait B hiicrelerde HLA-DR ve IgM ekspresyonu analizi akimsitometri goriintiisii
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Tablo 16.4. Ornek 2’ye ait B hiicre yiizeyindeki HLA-DR ve IgM ekspresyonu

CD19+ CD19+

ZAMAN MUAMELE CD45 CD19 HLA-DR IGM
0. SAAT _ 74,40 % 99,62 % 94,87 % 80,90 %
TAPSIGARGIN(-)- IL-2(-) 70,26 % 19,77 % 76,24 % 71,94 %

S AT TAPS?GARG?N(-)- IL-2(+) 76,67 % 17,48 % 76,41 % 72,48 %
TAPSIGARGIN(+)- IL-2(-) 69,92 % 15,29 % 77,68 % 71,95 %
TAPSIGARGIN(+)- IL-2(+) 64,51 % 24,41 % 71,58 % 59,95 %
TAPSIGARGIN(-)- IL-2(-) 30,46 % 36,63 % 79,75 % 76,69 %

12. TAPSIGARGIN(-)- IL-2(+) 50,05 % 52,22% 85,63 % 76,18 %
SAAT TAPSIGARGIN(+)- IL-2(-) 42,14% 84,76 % 27,83 % 77,79 %
TAPSIGARGIN(+)- IL-2(+) 32,78 % 60,21 % 39,80 % 78,12%
TAPSIGARGIN(-)- IL-2(-) 75,69 % 20,90 % 81,90 % 69,64 %

24, TAPSIGARGIN(-)- IL-2(+) 63,66 % 20,98 % 83,34% 77,79 %
SAAT TAPSIGARGIN(+)- IL-2(-) 73,57 % 20,40 % 82,81% 70,48 %
TAPSIGARGIN(+)- IL-2(+) 57,60 % 15,02 % 77,30 % 65,47 %
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Resim 16.4. Ornek 2’ye ait B hiicrelerde HLA-DR ve IgM ekspresyonu analizi akimsitometri goriintiisii

o IgM ifadesi
B lenfositlerin yiizeyinde eksprese eden IgM, naif B hiicrelerin yiizeyinde eksprese
eden B hiicrelerinin de belirlenmesinde de Onemli olan bir yiizey belirtecidir. IgM
ekspresyonunun da zamana ve tapsigargine bagl bir degisiklik gostermedigi belirlenmistir.

Bu sonuclar IgM yiizey molekiiliiniin de CD45 ve CD19 gibi tapsigarginle olusturulan ER
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stresinden etkilenmedigini gostermektedir. 24. saatte olusan azalmanin tapsigarginle

olusturulan ER stresinden bagimsiz olabilecegi degerlendirilmistir.

16.3.0rnek 1 ve Ornek 2’ye Ait B Hiicre Yiizeyindeki HLA-DR ve CD21 Ekpresyonu

Tablo 16.5. Ornek 1’¢ ait B hiicre yiizeyindeki HLA-DR ve CD21 ekspresyonu

ZAMAN MUAMELE CD45 CD19 CD19+ HLA-DR | CD19+ CD21
0. SAAT _ 65,32% 99,90 % 93,31% 97,07 %
TAPSIGARGIN(-)- IL-2(-) 43,71% 66,57 % 93,64 % 94,70 %
3. SAAT TAPS?GARG?N(-)- IL-2(+) 33,76 % 64,47 % 94,88 % 95,67 %
TAPSIGARGIN(+)- IL-2(-) 44,30 % 51,07 % 48,56 % 93,96 %
TAPSIGARGIN(+)- IL-2(+) 34,36 % 55% 46,43 % 91,23 %
TAPSIGARGIN(-)- IL-2(-) 22,28 % 80,22 % 85,79 % 94,18 %
12. TAPSIGARGIN(-)- IL-2(+) 17,46 % 79,16 % 91,12% 88,76 %
SAAT [ TAPSIGARGIN()- IL-2(-) 11,86 % 56,67% 40,34% 84,03%
TAPSIGARGIN(+)- IL-2(+) 7,66 % 52,59% 39,34% 90,16 %
TAPSIGARGIN(-)- IL-2(-) 16,37 % 59,68 % 90,18% 95,68 %
24. TAPSIGARGIN(-)- IL-2(+) 14,38 % 72,56 % 93,29 % 95,41 %
SAAT TAPSIGARGIN(+)- IL-2(-) 19,12 % 49,83 % 85% 81,36 %
TAPSIGARGIN(+)- IL-2(+) 18,03 % 57,19 % 83,43 % 57,19 %
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Resim 16.5. Ornek 1°e ait B hiicrelerde HLA-DR ve CD21 ekspresyonu analizi akimsitometri goriintiisii
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Tablo 16.6. Ornek 2’ye ait B hiicre yiizeyindeki HLA-DR ve CD21 ekspresyonu

CD19+ CD19+

ZAMAN MUAMELE CD45 CD19 HLA-DR CD21

0. SAAT _ 69,28 % 98,43% 92,23% 93,05 %

TAPSIGARGIN(-)- IL-2(-) 70,67 % 24,88 % 71,41 % 90,03 %

S AT TAPS?GARG?N(-)- IL-2(+) 73,04 % 17,05 % 77,78 % 92,41 %

TAPSIGARGIN(+)- IL-2(-) 66,74 % 24,19 % 73,46 % 76,69 %

TAPSIGARGIN(+)- IL-2(+) 71,96 % 29,34% 76,50 % 85,41 %

TAPSIGARGIN(-)- IL-2(-) 51,27% 24,29 % 89,26 % 92,95%

12. TAPSIGARGIN(-)- IL-2(+) 49,70 % 46,06 % 88,44 % 92,71%

SAAT TAPSIGARGIN(+)- IL-2(-) 40,08 % 88,02 % 24,09 % 91,09%
TAPSIGARGIN(+)- IL-2(+) X X X X

TAPSIGARGIN(-)- IL-2(-) 73,80 % 17,15% 76,94 % 92,97 %

24. TAPSIGARGIN(-)- IL-2(+) 50,09 % 12,66 % 73,51% 90,75 %

SAAT TAPSIGARGIN(+)- IL-2(-) 69,07 % 17,29 % 80,34 % 76,01 %

TAPSIGARGIN(+)- IL-2(+) 52,94% 18,89 % 71,76 % 76,74 %
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Resim 16.6. Ornek 2’ye ait B hiicrelerde HLA-DR ve CD21 ekspresyonu analizi akimsitometri goriintiisii

e (D21 ifadesi
B lenfositlerin yiizeyinde eksprese eden CD 21 hiicre yiizey molekiiliinde zamana ve
tapsigargine bagli bir degisiklik olusmamustir. Bu sonuglar CD21 yiizey molekiiliiniin de

CD45 gibi tapsigarginle olusturulan ER stresinden etkilenmedigini gostermektedir.
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16.4.0rnek 1 ve Ornek 2’ye Ait T Hiicre Yiizeyindeki CXCRS5 ve ICOS Ekpresyonu

Tablo 16.7. Ornek 1°e ait T hiicre yiizeyindeki CXCRS5 ve ICOS ekspresyonu

CD4+ CD4+ CD4+ CXCR5+
ZAMAN MUAMELE CD3 CD4 CXCRS 1COS 1COS+
0. SAAT _ 58,20% 68,52% 7,63% 12,93% 2,34%
TAPSIGARGIN(-)- IL-2(-) 6,02% 58,46 % 13,16% 21,05% 5,26%
G TAPSIGARGIN(-)- IL-2(+) 15,15% 58,93% 12,12% 19,19% 6,06%
) TAPSIGARGIN(+)- IL-2(-) 15,98% 70,69 % 9,27 % 6,83% 1,46%
TAPSIGARGIN(+)- IL-2(+) | 15,84% 69,80% 10,64% 13,48% 4,26 %
TAPSIGARGIN(-)- IL-2(-) 5,89% 55,19% 2331% 11,28% 3,76%
12. TAPSIGARGIN(-)- IL-2(+) 4,64% 68,59% 34,58% 12,15% 5,61%
SAAT | TAPSIGARGIN()- IL-2(-) 14,82% 32,11% 7,29% 17,71% 3,13%
TAPSIGARGIN(+)- IL-2(+) 8,74% 61,45% 6,86 % 12,75% 2,94%
TAPSIGARGIN(-)- IL-2(-) 5,25% 66,89 % 32,35% 14,22% 6,86 %
24. TAPSIGARGIN(-)- IL-2(+) 4,12% 78,46 % 45,10% 15,69 % 1,96 %
SAAT | TAPSIGARGIN()- IL-2(-) 12,38% 77,24% 23,57% 13,12% 7,22%
TAPSIGARGIN(+)- IL-2(+) 9,08 % 77,73% 14,04 % 30,90% 11,24%
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Resim 16.7. Ornek 1°e ait T hiicrelerde CXCRS5 ve ICOS ekspresyonu analizi akimsitometri goriintiisii
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Tablo 16.8. Ornek 2’ye ait T hiicre yiizeyindeki CXCRS5 ve ICOS ekspresyonu

ZAMA CD4+ CD4+ D
N MUAMELE CD3 CD4 CXCRS 1COS Cl)é%1;i+

0. SAAT _ 81,64% | 61,35% 5,05% 14,63% 1,76%

TAPSIGARGIN(-)- IL-2(-) 55,57 % 69,42 % 12.51% 25,49 % 5,59%

AT TAPSFGARG?N(-)- IL-2(+) 59,59 % 69,47 % 9,21% 20,57 % 4,51%

TAPSIGARGIN(+)- IL-2(-) | 5348% | 73,61% | 11.85% 19,31% 5,43%

TAPSIGARGIN(+)- IL-2(+) | 55,04% | 68,82% | 13,63% 11,59% 2,89%

TAPSiIGARGIN(-)- IL-2(-) 15,49% 74,55% 9,58% 14,37% 4,19%

12. TAPSIGARGIN(-)- IL-2(+) 18,65% 73,50% 8,39% 15,65% 4,76 %

SAAT TAPSIGARGIN(+)- IL-2(-) 4,50 % 67,54% 5,52% 16,02% 4,42 %

TAPSIGARGIN(+)- IL-2(+) | 12,70% | 75,32% 7,62% 12,96 % 8,47%

TAPSIGARGIN(-)- IL-2(-) 4227% | 72,98% | 38,85% 12,96 % 8,71%

24. TAPSIGARGIN(-)- IL-2(+) 48,10% | 72,8% | 3582% 14,02 % 4,75%

SAAT TAPSIGARGIN(+)- IL-2(-) 51,60% 71,67 % 19,12% 11,28% 3,89%

TAPSIGARGIN(+)- IL-2(+) | 46,14% | 7501% | 20,35% 8,77 % 3,48%
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Resim 16.8. Ornek 2’ye ait T hiicrelerde CXCRS ve ICOS ekspresyonu analizi akimsitometri goriintiisii

e (D3 ifadesi

T hiicre yiizeyinde ifadelenen CD3 yiizey molekiiliiniin, tapsigargin etkisinden ve
zamandan bagimsiz olarak bir ekspresyon degisikligi gostermedigi saptanmustir. Bu
sonuclar tiim T lenfositler i¢in ortak yiizey belirteci olarak kullanilan CD3 yiizey

mlekiiliiniin ekspresyonunun ER stresinden etkilenmedigini gostermektedir.
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o (D4 ifadesi
T hiicre yiizeyinde ifadelenen CD4 yiizey molekiiliiniin, tapsigargin etkisinden ve
zamandan bagimsiz olarak bir ekspresyon degisikligi gostermedigi saptanmistir. Bu
sonuglar tiim Tyardimci lenfositler i¢in ortak yiizey belirteci olarak kullanilan CD4 yiizey

molekiiliiniin ekspresyonunun ER stresinden etkilenmedigini géstermektedir.

e (D185 ifadesi (CXCRS)

T hiicreleri yiizeyinde bulunana CXCRS molekiilii kemotaktik etki iginde
degerlendirilen ayn1 zamanda folikiiler B hiicre ile T hiicrelerin iliskisini destekleyen
kemotaktik etki gosteren bir molekiildiir. Calismanin sonuglar1 degerlendirildiginde ER
stresi amaciyla tapsigargin uygulanan B hiicrelerle birlikte kiiltiire edilen T hiicrelerin
yiizeylerinde CXCRS ekspresyonunun belirgin olarak azaldigi saptanmistir. Bu etki 12.
Ve24. saatlerde daha belirgindir. Calismanin sonuglar1 B hiicrelerin yiizeyindeki HLA-DR
ekspresyonuna benzer sekilde folikiiler T hiicrelerin yiizeyinde CXCRS ekspresyonunun

azalmasini gostermektedir.

e (D278 ifadesi ICOS)

T hiicre yiizeyinde ifadelenen CD278 yiizey molekiiliiniin, tapsigargin etkisinden ve
zamandan bagimsiz olarak bir ekspresyon degisikligi gostermedigi saptanmustir. Bu
sonuglar folikiiler T lenfositler i¢in ortak yilizey belirteci olarak kullanilan CD278 yiizey
molekiiliiniin ekspresyonunun ER stresin etkisindeki folikiiler B hiicre kokiiltiiriinde

etkilenmedigini gostermektedir.

54



16.5.0rnek 1 ve Ornek 2’ye Ait T Hiicre Yiizeyindeki CXCRS5 ve PD-1 Ekpresyonu

Tablo 16.10. Ornek 1°e ait T hiicre yiizeyindeki CXCRS5 ve PD-1 ekspresyonu

ZAMAN MUAMELE CD3 CD4 e Cpaspp-1 | CPH CXCRSH
0. SAAT _ 51,65% | 74,73% 4,52% 17,38% 1,67%
TAPSIGARGIN(-)- IL-2(-) 7,09% 69,23% 9,52% 19,05% 1,59 %
TAPSIGARGIN(-)- IL-2(+) | 13,57% | 62,33% 12,09% 17,58% 3,30%
3. SAAT ™ PSIGARGIN()- IL2() | 15,64% | 7022% 4% 20% 2,40%
TAPSIGARGIN(+)- IL-2+) | 17,31% | 73,04% 9,52% 20,24% 4,17 %
TAPSIGARGIN(-)- IL-2(-) 7,29% 70,26 % 22,22% 18,52% 10,58 %
12. TAPSIGARGIN(-)- IL-2(+) 4,97 % 76,84 % 37,67% 15,07 % 10,27 %
SAAT TAPSIGARGIN(+)- IL-2(-) 3,38% 74% 8,11% 29,73% 2,70%
TAPSIGARGIN(+)- IL-2(+) | 9,34% 56,44% 8,77% 26,32% 5,26%
TAPSIGARGIN(-)- IL-2(-) 6,45% 86,30% 30,16% 32,54% 19,84 %
24. TAPSIGARGIN(-)- IL-2(+) 5,71% 72,09 % 45,97 % 18,55% 8,06%
SAAT TAPSIGARGIN(+)- IL-2(-) | 11,24% | 83,33% 21,84 % 25,26 % 13,16%
TAPSIGARGIN(+)- IL-2(+) 9,87 % 69,32% 14,94 % 34,48 % 6,90 %
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Resim 16.9. Ornek 1’¢ ait T hiicrelerde CXCRS5 ve PD-1 ekspresyonu analizi akimsitometri goriintiisii

55




Tablo 16.10. Ornek 2’ye ait T hiicre yiizeyindeki CXCRS5 ve PD-1 ekspresyonu
ZAMAN MUAMELE CD3 CD4 CD4+ CXCR5 | CD4+ PD-1 CD“;S_’SRS*

0. SAAT _ 76,79% | 60,45% 6,96 % 35,57% 321%
TAPSIGARGIN(-)- IL-2(-) | 60,63% | 69,31% 8,02% 42,92% 6,08%

AT TAPS?GARG?N(-)- IL-2(+) | 59,07% | 70,74% 8,27% 41,58 % 6,01%
TAPSIGARGIN(+)- IL-2(-) | 60,77% | 71,62% 12,18% 39,93% 8,29%
TAPSIGARGIN(+)- IL-2(+) | 51,87% | 71,36% 14,05% 45,43% 9,67 %
TAPSIGARGIN(-)- IL-2(-) | 34,40% | 70,49% 10,70% 16,90% 8,84%

12. TAPSIGARGIN(-)- IL-2(+) | 13,07% | 65,87% 9,78 % 18,12% 6,88 %
SAAT TAPSIGARGIN(+)- IL-2(-) | 4,53% 69,26 % 13,27% 28,57% 7,14%
TAPSIGARGIN(+)- IL-2(+) | 9,45% 73,21% 7,23% 15,74% 3,83%
TAPSIGARGIN(-)- IL-2(-) | 54,86% | 70,36% 40,28 % 48,88 % 23,45%

24. TAPSIGARGIN(-)- IL-2(+) | 51,04% | 73,68% 39,30% 44,98 % 27,13%
SAAT TAPSIGARGIN(+)- IL-2(-) | 53,12% | 73,40% 18,63% 47,14% 15,50%
TAPSIGARGIN(+)- IL-2(+) | 45,80% | 74,45% 18,37% 52,77% 15,91%
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Resim 16.10. Ornek 2’ye ait T hiicrelerde CXCRS ve PD-1 ekspresyonu analizi akimsitometri goriintiisii

o (D279 ifadesi (PD1)

T hiicreleri yiizeyinde bulunana CD279 ifadesi (PD-1) molekiilii hiicre oliimii

ile

ilgili degerlendirilen aym1 zamanda folikiiler B hiicre ile T hiicrelerin iligkisini de

destekleyen bir molekiildiir. Calismanin sonuglart degerlendirildiginde ER stresi amaciyla

tapsigargin uygulanan foliikiiler B hiicrelerle birlikte kiiltiire edilen T hiicrelerin

yiizeylerinde CD279 ifadesi (PD1) ekspresyonunda belirgin degisiklik olmadigim

gostermistir.
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17.TARTISMA

Calismamizda iki farkli dondre ait dalak orneginden izole edilen lenfositlerden B
hiicre populasyonunda ER stresi indiikleyerek, daha sonra diger izole ettigimiz T-
lenfositlerle ko-kiiltiir yaptik. Farkli B hiicre populasyonlarini tespit etmek amaciyla
monoklonal antikorlar kullanildi. Bunlardan CD45; CD19; HLA-DR ve CD40 ifade eden
B hiicrelerini aktif B hiicre populasyonu olarak belirledik. CD19 monoklonal antikorlar1 B
hiicrelerini belirlemek i¢in kullandik. CD40 molekiilleri aktif B hiicreler yiizeyinde ifade
oldugu icin, bu hiicreleri tespit etmemiz i¢in kullanildi. HLA-DR molekiilleri aktif B hiicre
yiizeyinde daha ¢ok ifade oldugundan yukarda sdylenilen monoklonal antikorlarin tiimiinii
kullanarak aktif B hiicre populasyonunu tespit ettik. Bu hiicre populasyonunda TG
uygulanan oOrneklerde CD40 ifadesinin HLA-DR molekiiliiyle kiyasla daha az ifade
degisimine maruz kaldigin1 gozlemledik. Daha 6nce yapilan 6n calismalarida goz Oniine
aldigimizda, HLA-DR belirti¢lerin TG uygulanan dalak folikular B hiicreler yiizeyinde
ifadesinin azaldigimi goérmiis olduk [78-80]. Bu ifade artimin1t HLA-DR molekiiliiniin ER
icinde ayr1 pargalar olarak toplandigini ve ER stress durumunda bu siirecin bozulmasi
HLA-DR ifadesinin azalmasina neden olur. HLA-DR ifadesini CD40 ifadesiyle
kiyasladigimizda, HLA-DR ifadesinin daha anlamli sekilde degistigini gordiikk. Bu da
HLA-DR’1n farkli yolakla hiicre ylizeyine ekspresyon oldugundan bize haber veriyor [81].
Diger monoklonal antikorlar yardimiyla tespit olunan B hiicre populasyonu CD45+ CD19+
HLA-DR+ CD21+ oldu. CD21 molekiilii genelde tiikkenmis B hiicre populasyonu iizerinde
ifade olunur. Biliyoruz ki, CD21 molekiilii kompleman sisteminin alt komponenti i¢in
reseptOr roliinii oynar ayn1 zamanda Epstayn-Barr viriisiit CD21 molekiiliinii kullanarak B
hiicre icine istila eder [82-83]. ER stres indiiklenmis B lenfositler yiizeyinde CD21
ekspresyonunun azalmasi bu iki 6nemli durumda rol oynayabileceginden bize haber verir.
Bu hiicre populasyonunda da yine HLA-DR molekiilliierinin ifadesinin TG uygulanmasina
bagl olarak azaldigimi gozlemledik, ve bu sonu¢ bize HLA-DR’in TG’bagli degisime
ugramasi bilgisini daha da kuvvetlendirdi.

Diger monoklonal antikor IgM, diger monoklonal antikorlarla beraber CD45+
CD19+ HLA-DR+ IgM+ populasyonunun tespiti icin kullanildi. IgM ifadesinin TG
etkisinden dolay1 azaldigimi gozlemledik. IL-2’nin lenfositlerin proliferasyonu ve
aktivasyonunda rol oynadigini biliyoruz. IL-2 uygulanan bazi 6rneklerde ER stres
indiiklenen B-lenfosit saymin azalmasini Onlemledigini gozlemledik. Ayrica IL-2

uygulanmayan 6rneklerde hiicrelerin zamana bagli 6liimiiniin artmasini gordiik [84-85].
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B lenfositlerle ko-kiiltiir yapilan T lenfositleri incelendiginde, TG uygulanan B
lenfositlerin T lenfositler {izerinde etki gosterdigini gozlemledik. Bu amagla 6nce CD3;
CD4; CD185; CD278; CD279 monoklonal antikorlar1 kullanarak T lenfositlerin iki
populasyonunu tespit ettik. Biri CD3+ CD4 + CD185 + CD278+ digeri ise CD3+ CD4 +
CD185 + CD279+ oldu. CD185 monoklonal antikorlar foliklular T lenfositlerin tespiti i¢in
kullanildi. CD185 molekiiliiniin kemotaksis i¢in 6nemli rol oynadigini biliyoruz [86]. IL-2
uygulanan 6rneklerde CD185 ifadesinin arttigin1 gézlemledik, bu da IL-2’nin kemotaktik
etkinin artmasina neden oldugunu gosterdi. CD278 molekiilleri aktif T hiicreler yiizeyinde
ifade olunur[87]. CD279 molekiilleri ise tilkenmis T hiicreler yiizeyinde ifade olunur. ER
stress indiiklenmis B hiicrelerle ko-kiiltiir yapilan T hiicreler yiizeyinde zamanla arttig1
saptand1. IL-2 uygulanmayan Orneklerde de CD279 ifadesinin arttig1 saptandi [88-89].
Yine ER stress indiiklenmis B hiicrelerle ko-kiiltiir sonucu olarak bu molekiil ifadesinin
arttigin1 gordiik. Bu da yine hiicre tilkenmesinden ve hiicre 6liimiiniin artmasini gostermis
oldu.

UPR’in iyi ve zararh etkileri arasinda bir denge olusturmak 6nemlidir. ER stresinin
hiicre populasyonuna 6zgii hedeflenmesinin gerceklestirilmeside goz Oniline alinmalidir.
Ornegin, son CD21’le ilgili verdigimizde bu molekiiliin 6zellikle B hiicre yiizeyinde
eksprese oldugunu ve bu molekiille ilgili 2 ©nemli bilgiyi hatirlatmis olduk. Immiin
hiicrelerin aktivasyonunu, farklilagmasini, islevini ve tiikenmesini kontrol etmede ER
stresinin ortaya ¢ikan rolii daha sonra bu hiicrelerle iliskili hastaliklarin tedavisinde,
ornegin immiinoterapide rol oynayabilir. HLA-DR’larin Transplanatsyon immiinolojisinde
onemli rol oynadigini bilerek, ER stresin bu belirtecin ifadesine etkisi ile ilgili bilgileri ve
verileri daha sonra Organ naklinin rejeksiyon reaksiyonlarinin Onlenmesinde
kullanbilecegimizi gosterir. Son ¢aligmalar, UPR sensorlerinin, T hiicreleri, B hiicreleri,
DC'ler, makrofajlar dahil olmak iizere ¢oklu immiin hiicre tiplerinin gelisimini,
farklilasmasini, aktivasyonunu, sitokin iiretimini ve apoptozunu diizenlemede rol

oynadigini gostermistir.
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