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.GIRIS:

ilk kez l6kositlerde gdsteriimis olmalari nedeni ile insan
Loékosit Antijenleri (Human Leukocyte Antigen-HLA) olarak adlandirilan
HLA antijenleri, insanda 6. kromozomun kisa kolu Uzerinde yer alan ve
Buylk Doku Uyum Kompleksi (Major histokompatibility complex; MHC)
olarak da adlandirilan gen bélgesinde kodlanir.

Yasamin devam edebilmesi igin zararli mikroorganizmalar ve
yabanci molekillere kargi vicudun immunolojik yanit olusturabilmesi ve
bu yanit sirasinda kendinden olanla yabanci olani ayirt edebilmesi
gerekmektedir. MHC gen bélgesinde kodlanan HLA molekdlleri antijen
sunumu ve kendinden olanla olmayanin ayriminin yapilabilmesi igin
gereklidir. Ancak organ nakli gibi immin yanitin baskilanmasinin tercih
edildigi durumlarda antijen tanima isleminin en azindan nakledilmis

yabanci organ ya da dokuya kargl gerceklesmemesi beklenmektedir.

HLA alt gruplarindan olan insan Lékosit Antijen-G (Human
Leukocyte Antigen-G, HLA-G) molekdlleri klasik olmayan sinif |
molekiliddr. Son yillarda HLA-G ile ilgili yapilan ¢aligmalar, bu molekdlin
immunolojik tolerans gelisiminde rol alabilecegini géstermistir. HLA-G ile
organ nakilleri, enfeksiyonlar ve kanser iligkileri cesitli calismalarla
gbsterilmis olmakla birlikte, konu bir ¢ok alanda ¢alismaya agiktir.

Epstein-Barr Virus (EBV) gamma Herpes virus ailesinden gift
sarmalli bir DNA virusudur. Tum ddnyadaki yetiskinlerin %90’inin,
yasamlari slresince, EBV ile karsilastigi bilinmektedir. EBV, édmdr boyu
sUrebilen persistan bir enfeksiyona neden olabildigi icin immuUnolojik



tolerans gelisiminin incelenmesinde uygun bir enfeksiyon ajani olarak
degerlendirilebilir.

EBV ile enfekte hicrelerin, kendilerine karsi olusan immun
yanittan kagabilmeleri ve EBV enfeksiyonunun persistansinin saglanmasi
icin bazi mekanizmalar gelistirdikleri bilinmektedir. EBV’nin persistansinda,
immin sistemin EBV’e karsi olusturdugu immin yanitin yetersizliginin

veya baskilanmasinin rol blyuktdr.

Yapmay! planladigimiz ¢aligmanin amaci, immunotolerajenik
etkili oldugu bilinen HLA-G molekllinin, CD2+ hcrelerin varlidi ve
yoklugu durumunda, EBV ile enfekte B hicreleri ylizeyinde, zamana bagl
olarak ekspresyonunu ve kultir ortaminda ¢ézlinen ve dékilen HLA-G
seviyesini belirlemek ve HLA-G'nin EBV enfeksiyonlarinin etkisi ile
degisiklik gdsterip géstermedigini saptamakir.

I.GENEL BIiLGILER
1.insan Lékosit Antijenleri:

insan Lokosit Antijenleri -Human Leukocyte Antigens- (HLA),
organizmada BlyUk Doku Uygunluk Kompleksi - Major Histocompatibility
Complex (MHC) gen bélgesinin kontrolU altindadir. 6. kromozomun kisa
kolu Gzerinde yer alan bu gen bélgesi MHC Sinif | (HLA-A, -B, -C, -E, -F, -
G), MHC Sinif Il (HLA-DR, -DP, -DQ, -DOA, -DM) ve MHC Sinif 1l (C2,
C4A, C4B, PF, TNFa, TNFB) antijenlerinin yer aldigi G¢ ana gruba
ayrilmistir. MHC gen bdélgesinde her biri farkh HLA antijenlerinin
kodlanmasindan sorumlu allel genler yer almaktadir. HLA allel gen GrGnleri
HLA antijeni olarak ifade edilirler. HLA antijenleri eksprese olduklari
hiicrelerin yuUzeylerinde sabit degillerdir. HLA antijenini herhangi bir



nedenle kaybetmis lenfositler yaklasik 6 saat igerisinde bunu yeniden
sentezleyebilirler.

immiin yanit sirasinda B lenfositler ve B lenfositlerin Griinleri
olan antikorlar ¢6zUnUr haldeki antijenleri taniyabilirken, T lenfositler ise
hedef hiicre Gzerinde yer alan antijenleri taniyabilmektedir. Bu fonksiyonu
gerceklestiren proteinler HLA antijenleridir. Oldukca ylUksek polimorfizm
g6steren bu antijenler ilk olarak George Snell tarafindan 1940 yilinda
farelerde gdsterilmis ve 17. kromozom Uzerinde yer alan bu gen bélgesine
H-2 adi verilmis, daha sonra Jean Dausset’in, insanda bébrek ve kan
nakillerinin basarisinda, alicida, donérin antijenlerine karsl olusan
antikorlarin varligr ile iligkisini gdsterdigi calismalarla H-2'nin insandaki
esdegeri olan HLA’nin tanimlanmasi saglanmistir.

Sinif | MHC molekdlleri CD8+ T hlcrelere antijen sunumu
yapmakla gérevli iken sinif Il MHC molekdlleri CD4+ T hicrelere antijen
sunmaktadir. MHC genleri insan genomundaki en fazla polimorfizme sahip
genlerdir ve ekspresyonlari codominant olarak yapiimaktadir. Bu sayede T
hiicrelere sunulabilecek peptidierin sayisi en iist diizeyde olabilmektedir'2.

Sinif | molekdller birbirine non-kovalan sekilde baglanmis 2
polipeptid zincirinden olusmustur. a zinciri 44-47 kD agirhdinda olup
membrana baglidir. B2 mikroglobulin alt Gnitesi ise 12 kD agirhgindadir ve
MHC gen bdlgesi disinda kodlanmaktadir. a zincirinin al, a2, a3 bélgeleri
MHC gen bdélgesinde kodlanmasina ragmen, al ve a2 c¢ok fazla
polimorfizm gésteren peptid baglayici bélgeyi olustururken, a3 batin sinif |
molekullerinde sabit yapidadir. Sinif | molekdller tanimlanirken a,
zincirleri ile bunlara bagli peptidin olusturdugu bir heterotrimerik yapidan
bahsetmek gerekir. Sinif | molekdllerde bulunan peptid baglanma bdélgesi
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8-11 aminoasit uzunlugundaki peptid yapilarin baglanmasina izin verecek
biyikliktedir'®.

Sinif Il molekdlleri ise a ve B polipeptid zincirlerinden
olusmustur ve her iki polipeptid zinciri de MHC gen bdlgesinde
kodlanmaktadir. 32-34 kD agirhgindaki a zinciri ile 29-32 kD agirhgindaki 3
zinciri birbirlerine non-kovalan sekilde baglanmislardir ve peptid baglayan
al ve B1 bdlgeleri ile hicreye baglandiklari a2 ve B2 bdlgelerinden
olusmuslardir. Sinif | moleklltn peptid baglayan bélgesinin aksine a ve 3
polipeptid zincirlerinin olusturdugu peptid baglanma olugunun ucu agiktir
ve 30 aminoasitten uzun peptidlerin  baglanmasina imkan

saglayabilmektedir.

HLA-A, HLA-B ve HLA-C klasik sinif | molekdlleri olarak
tanimlanirken HLA-D, HLA-E, HLA-F ve HLA-G non-klasik sinif |

molekdilleri olarak tanimlanmaktadir'>.

HLA antijenleri ile hastalik iligkileri Gzerinde siklikla ¢aligilan
bir konudur. Belirli HLA tiplerinin bazi hastaliklarda yuksek siklikta
g6rulmesi bunlarin  bir risk faktdri olabilecegini g6stermistir. Bazi
toplumlarda belli HLA gruplarinin sikhdinin artmig oldugu gdésterilmis ve
etnik farkliliklarin, hastaliklarin olusumunda etkili olabilecekleri ifade
edilmistir. Yapilan ¢alismalarin sonuglari  insanlarin enfeksiyonlara
yatkinhginda, konagin genetik faktérlerinin etkili oldugu, antijenlere karsi
olusan hicresel ve hiimoral immun cevapta kalitimin etkisinin olabilecegini

gdstermistir’.
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2. insan Lokosit Antijen-G:

HLA-G moleklld, HLA-E ve HLA-F’ nin de icinde oldugu
klasik olmayan sinif | HLA grubu iginde yer almakta ve klasik HLA
molekdllerinden farkli olarak daha az polimorfizm géstermektedir. HLA-G
molekUlindn buglne kadar tanimlanmig 23 alleli ve 7 farkli izoformu
bulunmaktadir. HLA-G’nin primer transkriptinin alternatif bélinmelerle 7
farkli mRNA olusturmasi sonucu 4 tanesi membrana bagl (HLA-G1, G2,
G3, G4), 3 tanesi ise ¢ézundr (HLA-G5, G6, G7) formda olmak Uzere 7

farkl izoformu vardir®®.

ilk calismalar HLA-G'nin fetusa ait dokularda ekspresse olan
bir molekll oldugunu desteklerken, son yillarda yapilan calismalar HLA-G
ekspresyonunun bilinenden daha yaygin oldugunu ve erigkine ait timus
medullasinda, korneada, tirnak matriksinde, immatir eritroid hicrelerde,

ve pankreasta da ekspresyonu oldugunu gdstermistir’.

Normalde bulundugu yerler diginda bazi patolojik durumlarda
da HLA-G ekspresyonunun artti§i gdsterilmistir. Ozellikle transplantasyon,
bazi k6tl huylu timérler, multipl skleroz gibi otoimmin hastaliklar ve bazi
viral enfeksiyonlar HLA-G ekspresyon artisinin g0sterildigi patolojik
durumlarin basinda yer almaktadir. Bu ve benzeri durumlarda HLA-G
artisinin, immun sistemin etkene karsi olusturdugu yanitin azalmasina ve

belki de tolerans olusumuna katkida bulundugu diisiintiimektedir®.

HLA-G ekspresyonunun ilk gésterildigi doku olan plasentada,
trofoblastik hicreler, sinif 1 molekdllerini ya hi¢ bulundurmazlar ya da
disik olarak eksprese ederler. HLA-A, HLA-B,, HLA-C°%% trofoblastik
hiicrelerin klasik olmayan sinif I molekullerden HLA-G eksprese ettikleri
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gbsterilmistir. HLA-G'nin sitotrofoblastik hlicrelerdeki ekspresyonu Gzerine
yapilan calismalarla, anneye ait Dogal Oldiriici (NK) hiicrelerinin hedef
hiicre lzerinde etkili olmasi beklenen sitolitik fonksiyonlarinin baskilandigi
ve bodylece fetusun, annenin fetusa karsi olusturacagr immin yanittan
korunabilecegini gdstermistir. Hemoliz, ylUkselmis karaciger fonksiyonlari
ve azalmig trombosit sayisi ile seyreden HELLP sendromlu gebelerde
g6rilen preterm eylemle, ¢ézinir HLA-G arasinda, istatistiksel olarak
anlamli bir iligki oldugu gésterilmistir’.

Gebelikte, fetusun en blylk allogreft olusu fikrinden yola
cikilarak, HLA-G ve transplantasyon iligkilerinin arastinldigr bir ¢ok
calisma yapilmis ve doku ya da organ nakli sonrasinda serumdaki
¢6zUnlr HLA-G duzeyleri ve doku greftlerindeki membrana bagli HLA-G
ekspresyonlari artigiyla, 6zellikle karaciger ve kalp nakilleri sonrasinda,
doku reddi ihtimali arasinda ters orantili bir iligki oldugu gdsterilmistir.
HLA-G’nin, transplantasyon sonrasi, akut rejeksiyon olasiliginin
degerlendiriimesinde ve takiplerinde kullanilarak, hastalarin aldiklari

immiin supresif tedavi dozunun azaltilabilecegi diistiniimektedir®®?®.

Sadece transplantasyon ve gebelikte degil, bazi otoimmin
ve inflamatuar hastaliklarda da HLA-G ekspresyonu incelenmis ve bu grup
hastaliklarin bir kisminda HLA-G'nin varligi gdsterilmistir. inflamatuar
barsak hastaliklarindan Ulseratif kolitte, barsak epitelinde, kript ve mukoza
dizeyinde HLA-G ekspresyonu gbézlenirken, Crohn hastalarinda, HLA-G
ekspresyonu saptanmadigi ve bu iki hastaligin ayirici tanisinda HLA-G
dizeyinin kullaniminin séz konusu olabilecegi bildirilmigtir. Romatoid artritli
hastalarin sinoviyal sivilarinda ¢6zinur HLA-G seviyesinin arttigi, multipl
sklerozlu hastalarin monositlerinde ise HLA-G ekspresyonunun azaldigi
belirlenmistir. Multipl sklerozlu hastalara tedavide verilen interferon-g’nin
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(IFN- B), monosit ylzeyindeki HLA-G ekspresyonunun arttirdigi, HLA-
G’nin immUn regulatér etkisinin artmasi veya azalmasi sonucunda bazi

otoimmiin ve inflamatuar patolojilere yol acabildigi bildirilmistir'®"".

HLA-G molekllinin pek c¢ok timér dokusu tarafindan
eksprese edildigi ve tumér mikrogevre etkisi ile de tUmérin immdn
yanittan kagmasinda rolinin oldugu bilinmektedir. TUmér dokusu iginde
sinif | molekulleri eksprese eden ve etmeyen hicre gruplar vardir. Bu
hicrelerden sinif | molekdllerini eksprese eden timér hicreleri tGmére
spesifik sitotoksik T hucreler tarafindan lizis ile yok edilirken sinif |
molekdllerini eksprese etmeyen hicreler timére spesifik CTL etkisinden
kacabilir ve cogalmaya devam ederler. Bu arada immunoinhibitér 6zelligi
bilinen HLA-G molekllinG yUzeyinde tasiyan timoér hiicreleri de 6ézellikle
NK hucrelerinin olusturmasi beklenen immdn yanitt baskilayarak
cogalmaya devam ederler. Tumér dokusu sinif | molekilllerini ya
tamamen ya da kismen eksprese etmeyen ve ayni zamanda inhibitor etkili
HLA-G molekdllerini eksprese eden hlcreler haline geldiginde timére
karsi olusan immin yanitin etkisi iyice azalacaktir. Yapilan bilimsel
calismalarda da kanserli hastalarin timér dokularinda, periferik kanlarinda
ve asit sivisi gibi timdér mikrocevresindeki sivilarda HLA-G varlig
saptanmistir. HLA-G ile iligkili kanserler arasinda basal hlcreli kanser,
malin melanom, mol hidatiform, akciger kanseri, primer cilt lenfomalari,
glioblastom, oligoastrositom, renal hicreli kanser, meme kanseri ve over
kanseri sayilabilir. Bazi timdrlerin prognozu ile HLA-G iligkisi olabilecegi

de gdsterilmistir 2%,

Sekans homoloji calismalari ve kristalografik calismalarla,
HLA-G’nin HLA-A2 ve HLA-E'ye benzedidi gésterilmis ve bu yapisal
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benzerligin  sonucunda sinirll  bir peptid repertuari  olabilecegi
distndlmistir?.

HLA-G’nin baglandigi 3 inhibitdr reseptér tanimlanmistir. Bu
inhibitér reseptdrlerden “immunglobulin like transcript-2” (ILT-2) ve ILT-4
diger smif | moleklller tarafindan baglanabilirken, “killer cell
immunoglobulin-like receptor, two domains, long cytoplasmic tail, 4”
(KIR2DL4), yalnizca HLA-G tarafindan baglanabilmektedir. NK hucreleri
KIR2DL4 ve ILT-2'yi eksprese ederken, T ve B lenfositlerin tamaminda
ILT-2 ekspresyonu olmaktadir. Dendritik hicreler, monositler ve
makrofajlar da ILT-2 ve ILT-4’0 eksprese etmektedirler. Membrana bagh
ve ¢dzUnebilir HLA-G’ ye baglanan bu reseptérlerden ILT-2 ve ILT-4 diger
sinif | moleklllere de baglanabilirken, KIR2DL4 sadece HLA-G’ye
baglanmaktadir?®.

Diger sinif | molekullerde oldugu gibi HLA-G de, T hiicrelere
CD8 Uzerinden baglanarak, Fas-Fas ligand bagimli bir mekanizma ile bu
hicrelerin  apoptozunu indiklemektedir. CD8+ T hicrelerin sitolitik
fonksiyonlarinin, hedef hiicre Uzerinde eksprese olan HLA-G tarafindan
inhibe oldugu bilinmektedir®.

3. Epstein Barr Virus:

1800’10 yillarin sonlarinda halsizlik, lenfodenopati, ates, karin
agrisi ve hepatosplenomegali gibi bulgularla seyreden bir hastalik tablosu
tanimlanmis ve adina “Drusenfieber” denmigtir. 1921 yilinda mononUkleer
lenfositoz ile bu tablo arasinda bir iliski olabilecegi disunilmis ardindan
1958 yilinda Burkitt tarafindan, bas ve boyun bélgesini tutan bir lenfoma
tanimlamistir. Hastaligin Afrikada sivrisinek koékenli hastaliklarla ayni
bdlgelerde gbrtlmesi viral bir hastalik temelinde gelisebilecedi fikrini aklina
getirmis ve 1964 vyilinda Epstein, Burkitt Lenfomali hastalarin
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biyopsilerinden hazirladigi doku kdltlrlerinde herpes viruslara benzeyen
partikiller tespit etmigtir. Buglin Epstein-Barr virus (EBV) olarak bilinen
virusun Enfeksiydz Mononikleoz ve Burkitt Lenfoma diginda pek cok
hastalikla iligkisi bilinmektedir.

EBV, gamma Herpes virus ailesinden cift sarmalli DNA'ya
sahip bir virustur. EBV enfeksiyonu tim dlnyadaki yetiskinlerin %90’inda
édmur boyu siren persistan enfeksiyona neden olmaktadir. 17-25 yas arasi
seropozitif bireylerin %50’sinde EBV enfeksiyonuna bagli Enfeksiydz
Mononikleozis tablosu ortaya c¢iktigi, ayrica Burkitt lenfoma, “Oral Hairy
Lékoplaki”, B lenfoproliferatif hastalik, nasofaringeal kanser gibi
hastaliklarla da iliskisi oldugu gésterilmistir.

Tam ddnyadaki yetigkinlerin %90-95’inin, EBV ydnlinden
seropozitif oldugu tahmin edilmektedir. Duyarli kisilerin asemptomatik EBV
tasiyicilari ile temasi sonucunda bulas gerceklesmekte ve cogu
enfeksiyon asemptomatik ve subklinik seyretmektedir. Hastalik tablosu
iyilestikten sonra, 18 aya kadar, orofarinksten EBV kiiltlrt yapilabilmekte
ve tlOkrikle bulasin sik oldugu bilinmektedir ve orofarinks mukozal
epitelinin enfeksiyonun yerlestigi ilk bdlge oldugu distntlmektedir. EBV
orofarinkse infiltre olan B lenfositlere gegtikten sonra émdir boyu kisinin B

lenfositleri icinde varligini sGrdurdr.

EBV’nin konak hicreleri B hcreler, T hdcreler, epitelyal
hiicreler ve myositlerdir. EBV, insanlar ve az sayida primat icin patojendir.
Diger herpes viruslardan farkli olarak transplantasyon gecirmis hastalar
digsinda yasamin ilerleyen dbnemlerinde reaktivasyona bagh hastalik
g6rilmez. Bununla birlikte konak hucrelerini transforme edebilme

6zelligine sahiptir. Bazi T ve B hucreli lenfomalara, Hodgkin hastaligi,
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Burkitt lenfoma gibi hastaliklara sebep oldugu bilinmekle beraber, “Oral
Hairy Lékoplaki”, B lenfoproliferatif hastalik, leiomyosarkomlar, tikrik bezi
kanserleri, diferansiye olmamig mide kanserleri ile de iligkisinin

olabilecegine dair calismalar mevcuttur.

EBV ile enfekte hicrelerin, kendilerine karsi olusan immun
yanittan kagabilmeleri ve EBV enfeksiyonunun persistansinin saglanmasi
icin bazi mekanizmalar gelistirdikleri bilinmektedir. EBV’nin persistansinda,
immin sistemin EBV’e karsi olusturdugu immin yanitin yetersizliginin

veya baskilanmasinin rolii bliyiiktir®®=°.

4. interlokin-10:

interlékin-10 (IL-10), antijen sunucu hiicreler, makrofajlar ve
dendritik hlcreler Uzerindeki inhibitér etkisi nedeni ile ilk olarak bir sitokin
sentez inhibitér faktéri olarak tanimlanmistir. Th2 hUicrelerden
salgilanarak Th1 tipi hlicrelerin sitokin sentezini inhibe etmektedir.

EBV’ye kargl ortaya ¢ilkan immin yanitta sitokinlerin roll
blydktar. B lenfositlerin EBV ile enfeksiyonu sonrasinda lenfosit
proliferasyonu olusur ve IL-10 Uretimi ile birlikte salgilanmasi da artar.
EBV’nin IL-10 homologu olan bir molekdl Urettigi bilinmektedir. Bu molekiil
viral IL-10 (vIL-10) diye tanimlanmakta ve insan IL-10 (hIL10) ile
fonksiyonel benzerlikler gdstermektedir. hIL-10, B lenfosit proliferasyonunu
saglayan, antiinflamatuar bir sitokindir. Ayni zamanda antijen spesifik T

lenfositlerin aktivasyonunu da baskiladigi bilinmektedir®®>2,

hiL-10 ve vIL-10 arasinda 9%84’lik bir homoloji
bulunmaktadir. Fonksiyonel olarak hem hIL-10, hem de fare IL-10 (miL-
10) ile benzerlikler géstermektedir. Immunosupresif bir etki gésteren IL-10,
insan periferik kan monontkleer hicrelerinden (PBMC) IL-2 ve IFN-y
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salinimini  inhibe etmekte, vIL-10, antijen spesifik T lenfositlerin
proliferasyonunu azaltmakta, monositler Gzerindeki smimif 1 MHC
molekdllerinin  ekspresyonunu azaltmak suretiyle antijen sunumunu

baskilamaktadir®®3+42,

5.TGF Beta

Transforming Growth Faktér-Beta’nin  (TGF-B) immuUn
sistemde en belirgin etkisi, lenfositlerin ve diger |6kositlerin aktivasyonunu
ve cogalmasini baskilamaktadir. Antijenle uyarilmisg T hicrelerinden, LPS
ile aktive olmus mononUkleer fagositlerden ve diger hicrelerden TGF-8
salgilanir. TGF-B Ureten T lenfositleri siklikla IL-10 ve/veya IL-4 de Uretirler
ve her iki sitokin de imminosupresif aktiviteleri nedeni ile TGF-B’ya
benzerler. Regulatuvar hdcrelerin bu grubuna Th3 alt grubu adi verilir.
Genelde immin ve enflamatuvar cevabin inhibisyonundan sorumlu olan
TGF-B immdn sistem disinda farkli etkilere sahiptir. Epitelyal hlcreler
basta olmak Uzere bazi hlcrelerin godalmasini baskilarken, bazilarinin
cogalmasini uyarir®.

TGF-B’'nin hicre digindaki ligandi reseptére baglanarak
blylumeyi, farklilagsmayi ve apoptozu reglle eden sinyali baglatir. Bircok
kanser tipinde TGF- sinyalinde bir bozukluk oldugu ve buna bagli olarak
kanser hucrelerinin TGF-B aracili blylime slUpresyonuna direncli oldugu

gOsterilmistir®.

TGF-B’ nin over kanseri, meme kanseri, mesane kanseri gibi

hastaliklarda etkisinin olabilecegini gdsteren calismalar bulunmaktadir*®
49
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lI.GEREG ve YONTEM
1.MATERYAL

1.1.Kullanilan Cihaz Listesi

ELISA okuyucu (Sunrise Remote/Touch Screen, Tecan Austria GmbH,
Grodig, Austria)

ELISA yikayici (Columbus Plus, Tecan, Tecan Austria GmbH, Grédig,
Austria)

SantrifOjler (1-15, Sartorius, Sigma, Géttingen, Germany; 3K15 ve 6K15,

Sigma, Osterode am Herz, Germany)

Masaustl santriftij (3K15, Sigma, Osterode am Herz, Germany)

Mikrosantrif(j (1-15, Sartorius, Sigma, Goéttingen, Germany)

Derin dondurucu (Sanyo, MDF-U51865, Japan)

Guvenlik kabini, laminair flow (Holten LaminAir, MS 2010 Model 1.8,
Allerod, Denmark)

inkibator (%5 CO2'li inkiibatér) (Sanyo MCO-18AIC, Gunma-Ken, Japan)

inverted Mikroskop (Leica DM IL, Leica Microsystems Wetzlar GmbH,
Wetzlar, Germany)

Hassas terazi (Shimadzu, AY120, SPM)

Su banyosu (Termostatli, isitmali, rotorlu su banyosu) (Heto-Holten A/S

OBN 18, Heto HMT 200, Allerod, Denmark)

Sivi azot tanki

MS Office Excell, Office 2003

Vorteks (Labnet International, Woodbridge, USA)
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1.2. Kullanilan Gereg Listesi

Costar Stripette, Corning Incorporated, Corning, New York 14831, USA

Orange Scientific 25 cm2 Tissue Culture Flask

Orange Scientific 75 cm2 Tissue Culture Flask

FL Medical Eppendorf tiip 1,5 ml, Torreglia, italy

Konik tabanli 50 mL'lik tip (Greiner Bio-One GmbH, Germany)

15 mL'lik Tap (Greiner Bio-One GmbH, Germany)

Dilisyon Plagi (96 cukurlu, U tabanl, steril, kapakli mikroplak)

Tek kullanimlik 0,20 um por ¢apli, steril, enjektor filtresi (Corning
Incorporated, Corning, New York )

5 mL'lik serolojik polipropilen tip (ISOLAB, Laborgerate GmbH, Germany)

1,5 mL'lik eppendorf tip (LP, Italiana, SPA)

26 Gauge uclu enjektdr (Hayat Tibbi Aletler, istanbul, Trkiye)
20 mL'lik steril enjektér (Hayat Tibbi Aletler, istanbul, Tiirkiye)
10 mL'lik steril enjektér (Hayat Tibbi Aletler, istanbul, Turkiye)

1.3. Kullanilan Biyolojik ve Kimyasal Maddeler

PBS- Dulbecco, Biochrom AG, Berlin, Germany

RPMI-1640, GIBCO, New York, USA

Biocoll Separating Solution, Biochrom AG, Berlin, Germany

FBS (Foetal Bovine Serum), GIBCO, New York, USA

L-Glutamine 200mM, GIBCO, New York, USA

Penicillin-Streptomycin, GIBCO, New York, USA

Anti-Human HLA-G monoklonal Antikor FITC isaretli, Novus, CO, USA
Anti-Human CD5 monoklonal Antikor APC isaretli, BioLegend, CA, USA
Anti-Human CD19 monoklonal Antikor PE isaretli, BioLegend, CA, USA
FITC Mouse IgG1, k Isotype Control, eBioscience, CA, USA

PE Mouse IgG1, « Isotype Control, BioLegend, CA, USA
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APC Mouse IgG1, « Isotype Control, BioLegend, CA, USA
sHLA-G ELISA, Biovendor, Czech Republic

hIL-10 ELISA, Biosource, CA, USA

TGF-B1 ELISA, Biosource, CA, USA
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2.YONTEMLER

2.1. Calismanin etik olarak onaylanmasi

Yapmayi planladigimiz c¢alismanin etik olarak uygunlugu,
Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Yerel Etik Kurulu tarafindan
degerlendiriimis ve 14-06-2006 tarih ve197 sayili karar ile onaylanmis ve
periferik kanlari incelenecek olan goénallilere gerekli bilgiler verilmis ve

g6nullh onay belgeleri imzalatiimistir.

2.2. EBV Ureten Hiicre Dizisinin Acilmasi ve idamesi

Galismada EBV kaynagi olarak kullanilacak olan B95-8
hiicre dizisi, Gazi Universitesi Tip Fakiltesi immiinoloji Anabilim Dalinda
Prof. Dr. Cemalettin Aybay’in hlicre bankasindan temin edilmigtir. Sivi
azot icinde muhafaza edilen hlcre dizisi sivi azot icinden ¢ikarldiktan
sonra 37°C’de ¢dziinmesi saglanmis ve 15 ml PBS icinde 1200 rpm’'de 10
dakika boyunca santirfilj edilmistir. Ustte yer alan PBS biyo-giivenlik kabini
icinde atiklar icin kullanilan %10 luk hipoklorit dolu kaba aktarildiktan
sonra, hicreler tekrar 10 ml PBS iginde homojenize edilmis ve bir kez
daha 1200 rpm’de 10 dakika boyunca santirflij edilmistir. Calismanin
sonraki basamaklarinda da EBV iceren butin atiklar %10’luk hipoklorit
cozeltisi icinde tutulduktan sonra atilmistir. Ustte yer alan PBS atildiktan
sonra daha 6nceden 37°C’ye getiriimis %10 FBS ve L-Glutamin ile
zenginlestiriimis 20 ml RPMI-1640 besi yeri icinde homojenize edilerek 75
cm?’ lik hiicre kiltir flaskina konulmus ve 37°C, %5 CO; konsantrasyona
ayarlanmis etlive konulmustur. Hicreler 3 gin boyunca etlivde tutulup

yeterli hiicre yogunluguna ulasmalari beklenmistir®.
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2.3. Periferik Mononiikleer Hiicrelerin izolasyonu

B95-8 hlicre dizisi hiicre kiltliri ortaminda yeterli yogunluga
ve canllida ulastiginda transformasyona tabii tutulacak periferik kan
mononUkleer hcreler izole edilmistir. Bunun icin ficoll dansite gradient
yéntemi kullanilarak, EBV IgM negatif saghkli géndllilerden alinan, 20 ml

periferik kandan lenfosit izolasyonu yapilmistir.

Galismada toplam 4 génulliden kan alinmig ve her birisinden
izole ettigimiz periferik kan monontkleer hicreler transforme edilerek
hicre kdltari yapilmis ve calismanin sonraki basamaklarina dahil
edilmigtir. Calisma sirasinda olusan kontaminasyonlar nedeni ile iki
g6nlllh érnekleri tim basamaklari ile tamamlanabilmigtir. 2 géndllinin
drnekleri GRUP1 (Bayan, 35 yasinda, EBV IgM (-)) ve GRUP2 (Erkek, 30
yasinda, EBV IgM (-))olarak adlandiriimis olup raporun sonraki boélimleri
ve tablolarda grup isimleri ile adlandirilacaklardir. 50 ml’lik konik uclu
tiplere 200ul koruyucusuz heparin konulmus ve ici heparinle yikanmis 20
ml’lik enjektdr kullanilarak géndllilerden toplam 20 ml periferik kan
alinmistir. Uzerine 20 ml Ca*™ ve Mg** icermeyen PBS ilave edilmis ve
homojenize olmasi saglanmigtir. Génullllerden elde edilen bu karisim 50
ml’lik konik uglu tiplere konulmus 5 ml ficoll Gzerine gradient olusturulacak

sekilde damla damla yayilimigtir.

Periferik kan mononUkleer hicrelerinin  diger kan
elemanlarindan ayrilabilmesi icin 30 dakika boyunca 1500 rpm’de santrifQj
edilmesini takiben ficoll tabakasinin (zerinde beyaz bir bulut
g6rantistndeki (buffy coat) lenfosit, monosit ve NK hiicrelerden olusan
hiicre tabakas! dikkatli bir sekilde steril pastor pipetleri ile alinmigtir. Elde
edilen bu hicreler yaklasik 2 kati PBS icinde toplanarak, igerigindeki ficoll
ve heparinden arindiriimak icin 15 dakika boyunca 1200 rpm’de santrif(j
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edilmistir. Ustte kalan PBS dokildikten sonra geriye kalan hiicreler
homojenize edilerek sayllmak Gzere 20ul alinmig ve 80 pl %0,4’ IUk tripan

mavisi ile karigtirilmistir.

Neu Bauer laminda sayilan hicreler, 10 milyon/ml olacak
sekilde seyreltildikten sonra, i1sisi 37°C olarak hazirlanmig olan, 20 ml
RPMI-1640 iceren, 75 cm? lik hiicre kiltiir flasklarina 1 milyon hiicre / flask
olacak sekilde dagitilmistir. Bu hiicreler EBV transformasyonu yapilmayan

kontrol grubu olarak ¢alismaya dahil edilmistir™.

2.4.Periferik Mononiikleer Hiicrelerden T lenfositlerin Atilmasi

Calismada transforme olan hlcre kultdrlerinde T lenfosit
yanitinin aragtirilabilmesi igin, izole edilen periferik kan mononUkleer
hicrelerinden T lenfositler ayrilmis ve bu sekilde yeni bir hicre kilttrG
grubu da calismaya dabhil edilmistir.

CD2+ lenfositlerin izolasyonu icin manyetik boncuklarla
isaretli anti-CD2 monoklonal antikorlar kullanilmistir. 1 p’dan daha kiguk
olan bu manyetik partikiile bagli olan anti-CD2 monoklonal antikor, CD2+
lenfositler Uzerindeki E-rozet reseptOriine baglandiktan sonra miknatis
yardimi ile diger periferik kan monontkleer hiicrelerinden ayriimaktadir.

CD2+ lenfosit izolasyonu igin, Uretici firmanin O&nerisi
dogrultusunda 1 ml periferik kan monondkleer hiicre dolu olan 15 ml konik
uclu tapdn icine, 100ul FluoroBeads®-T (One Lambda, CA, USA) ilave
ederek oda isisinda 3 dakika boyunca elde cevrilerek karismasi saglandi
ve miknatisa yerlestirip 1 dakika boyunca bekletildi. Bu asamada CD2
ylUzey moleklll tastyan T hicrelerin ve NK hicrelerinin tipin ¢eperine
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manyetik alan dogrultusunda yapismasi saglandi. 1 dakikanin sonunda
tipl miknatistan ayirmadan, periferik kan monontkleer hiicreler, hlcre
kaltdriinde kullanilabilmesi igin, tipUn icinden bosaltilarak alindi. Béylece
T ve NK hucrelerinden fakir, B hlcrelerinden zengin periferik kan

mononikleer hiicreler elde edildi.

2.5. Periferik Mononiikleer Hiicrelerin Transforme Edilmesi

B95-8 hucre dizisinin 3 glnlik inkibasyon sonrasi yeterli
hicre yogunluguna ulastigini inverted mikroskopta gézledikten sonra bu
flasktan alinan sutpernatan 10 dakika boyunca 1200 rpm'de santrif(j
edilmis, yikama sonrasi elde edilen sipernatan 0,45 pm c¢apindaki
filtreden gecirilip EBV transformasyonu icin belirlenmis hlcre Kkualtar

flasklarina 1’er ml olacak sekilde eklenmistir’.

2.6. Hucre Kiiltara

EBV transformasyonu yapilan ve yapilmayan hicreler %10
FBS ile zenginlestiriimis L-Glutamin iceren RPMI-1640 iginde steril 75cm?
‘lik hacre kdltdr flasklarina konulduktan sonra 37°C ve %5 CO, ortamina
ayarlanmig etivde 24, 48 ve 72 saat slresince inkibasyona
birakilmistir®”.

2.7. Hiicrelerin isaretli Monoklonal Antikorlarla Boyanmasi
24, 48 ve 72 saatlik inkibasyon sirelerinin sonunda hicre

kaltdr flasklarinin igerigi 50 mllik konik tabanh tUplere alinarak 1200

rom’de 10 dakika boyunca santriflj edilmis, Ustte kalan kisim atilarak
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cbken hilcreler homojenize edilmis ve tekrar 15 ml PBS iginde 1200
rpm'de 10 dakika boyunca santrifilj edilmistir. Ustte kalan kisim atildiktan
sonra hiicreler Neu Bauer laminda sayilip, isaretli monoklonal antikorlarin
optimum baglanma konsantrasyonu olarak Uretici firmalar tarafindan
dnerilen ml’de 10 milyon hiicre olacak sekilde seyreltilmistir. incelenmesi
planlanan bitin hicre gruplari FITC ile isaretli anti human HLA-G
monoklonal antikor, PE ile isaretli anti human CD-19 monoklonal antikor
ve APC ile isaretli anti human CD-5 monoklonal antikor ile boyanmigtir.

2.8. Akim Sitometri Cihazinda Hiicrelerin incelenmesi

Hlcrelerin boyamalari yapildiktan sonra, akim sitometri
cihazinda incelenmeleri yapilmigtir. Bu islem akim sitometri cihazinin
calisma prensiplerine uygun sekilde her calisma &ncesi, hucrelerin
gececegi kanallarin yikanmasi ve daha 6nceden yaptigimiz akim sitometri
calismalariyla belirledigimiz protokollerin aktif hale gecirilmelerini takiben
baslatiimistir. Akim sitometride incelenecek her hicre grubu igin
morfolojilerinin  degerlendirilebilmesi amaciyla boyanmamis hcreler
cihazdan geciriimis ve akim sitometri cihazinin ekraninda lenfosit
kapisinda yer aldiklari dogrulanmigtir. FITC ile isaretli anti-HLA-G
monoklonal antikorlar FL1 Log, PE ile isaretli anti-CD19 monoklonal
antikorlar FL2 Log, APC ile isaretli anti-CD5 monoklonal antikorlar ise FL4
Log kapilarinda yer almiglardir. Arastirmak istedigimiz ylzey
molekdllerinden ikisini ya da G¢una birlikte tagiyan hucrelerin tespiti, FL1
Log, FL2 Log ve FL4 Log kapilarinda yer alan hlcrelerin 4 kadranli
histogramda incelenmeleri ile elde edilmigtir.

Akim sitometri cihazinda inceledigimiz her bir hicre
grubunda en az 10.000 hicre sayilabilecek sekilde calisma yapilmistir.

26



CD-2+ hicrelerin aynldigr gruplarda bu sayiya ulasamadigimiz
durumlarda ise sayilabilen en fazla miktarda hicre degerlendiriimeye
alindi. Sonuglarin degerlendiriimesinde arastirilan hcrelerin, toplam
hicreler igindeki ylizde oranlari kullanildi.

Akim sitometri cihazinda yapilmasi planlanan incelemelerin
6n deneyleri yaklasik 2 aylik bir zamanda gerceklestiriimistir. Bu sire
boyunca isaretli monoklonal antikorlarla boyanacak hucrelerin hangi
konsantrasyonda optimum sekilde boyandiklar ve ayni anda 3 farkh
monoklonal antikorun baglanmasinin inceleme sonuglarini degistirip
degistirmedigi degerlendirildi. Ayrica deneyin bitin basamaklari, optimum
sartlarin belirlenebilmesi icin bu sdre zarfinda 2 ser kez tekrar
edilmistir.Toplamda 4 farkli génulliden alinan periferik kan mononikleer
hicreler kullanilmis ve deneyler tamamlanmigtir; ancak hlcre kdltdr
basamaklari esnasinda yasanan kontaminasyonlar sebebiyle yalnizca 2
goniilliiye ait deney gruplarinin sonuglari rapor edilmistir. On deneylerde
elde ettigimiz sonuglar ile asil deneylerin sonugclari birbirleri ile uyumlu

bulunmustur.

2.9. ELISA

Galismanin ELISA basamaginda, hiicre kaltar
stpernatanlarindaki sHLA-G, TGF-B ve IL-10 dlUzeyleri incelenmigtir. Bu
islem igin her bir hlcre kdltir stpernatani 1200 rpm'de 10 dakika
cevirdikten sonra hucrelerden arindirildi ve Ustte kalan stpernatan
ayrilarak -20°C’de saklandi. BUtlin érneklerin tamamlanmasindan sonra
calisma agsamasinda oda i1sisinda ¢ézinmelerini saglayip ELISA plaginin
kuyucuklarina daha 6nceden belirledigimiz konfiglirasyonda dagitildi.
ELISA ¢alismasinin tamamlanmasi sonrasinda 450 nm’'de optik dansiteleri

belirlendi ve Microsta® yazilim programi ile sonuglar hesaplandi.
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2.9.1. sHLA-G ELISA

Kaltar sUpernatanlarindaki sHLA-G dlzeylerinin
incelenebilmesi icin kullanima hazir sHLA-G ELISA (Biovendor®,Modrice,
Czech Repubilic) kiti kullaniimistir. Uretici firmanin &nerileri dogrultusunda
200 U/ml konsantrasyondan 1:2 azalan dilisyonlarla 3.125 U/ml
konsantrasyona kadar standart sollsyonlar kuyucuklara dagitildi, son
kuyucuga ise standart solisyon konulmadi ve bu kuyucukla 0 U/ml olarak
negatif standardimiz olugturuldu.

incelenmesi  planlanan  drneklerin  ve  standartlarin
kuyucuklara dagitiimasindan 6nce her bir kuyucuga 50ul dilisyon buffer
eklendikten sonra (zerine drnekler ve standartlar dagitihp, 1 saat oda
Isisinda bekletildi. Yikama sollsyonu ile 3 kez yikama yaptiktan sonra 100
ul konjugat sollsyonu ilave edildi ve tekrar 1 saat boyunca oda isisinda
bekledikten sonra 3 defa yikama sollsyonu ile yikamalari yapildi. 100 pl
kromojen solisyonundan koyduktan sonra karanlikta, oda isisinda 10 dk
bekletildi ve 100 ul stop sollsyonu ilave edilerek reaksiyonu durduruldu.
Olusan renk degisimleri 450 nm’de ELISA okuyucusunda okutulup optik
dansitelerin yansittigi gercek degerler Microsta® yazilim programi ile
belirlendi.

2.9.2. TGF-B ELISA

Kiltir sUpernatanlarindaki TGF-B dizeylerinin 6l¢tlebilmesi
icin, TGF-B ELISA (Biosource® Camarillo, California, USA) kiti
kullanilmistir. Uretici firmanin énerileri dogrultusunda 250 ul miktarda
kaltdr sOpernatanlari  polipropilen tlplerin icinde 50ul ekstraksiyon
solisyonu ile karistirllip 30 dakika boyunca 4°C’de inkibe edilmis ve
Uzerine 250 I dilisyon buffer ilave edilerek slUpernatanlarin
ekstraksiyonlari tamamlanmistir. Daha sonra 2000 pg/ml konsantrasyonda
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200 pul volimde 1:2 azalan dilisyonlarla 31,2 pg/ml konsantrasyona kadar
standart soltisyonlar kuyucuklara dagitilmistir. Son kuyucuga ise standart
solisyon konulmadan ve 200 pl dilisyon buffer konularak 0 pg/ml olarak
negatif standart olusturulmustur. Ekstraksiyon sonrasi elde edilen
stpernatan 6rneklerinden, her bir kuyucuga 200 pl olacak sekilde, daha
6énceden belirlenmis kuyucuklara ilave edildi. Standartlarin ve 6rneklerin
Uzerine 50 pl Biotin konjugat dagitilip oda isisinda 3 saat boyunca
inkibasyona birakildi. Hazirladigimiz yikama sollUsyonu ile 4 kez yikama
yaptiktan sonra her bir kuyucuga 100 pl Streptavidin-HRP dagitildi.
Standart koymadigimiz negatif kontrol kuyucuguna (0 pg/ml) Streptavidin-
HRP ilave edilmedi. 30 dakikalik oda isisinda inkiibasyon sonrasi 4 kez
yikama yapildi ve her bir kuyucuga 100 pl kromojen ilave edilip, 30 dakika
boyunca oda isisinda ve karanlikta inkiibe edildi. 100 pl stop solisyonu
ilave edilerek reaksiyon durdurulduktan sonra 450 nm’de optik dansitelerin
okutulup, gercek degerlere déntisimi icin Microsta® yazilim programi

kullaniimigtir.

2.9.3. IL-10 ELISA

Kultdr sOpernatanlarindaki IL-10 dizeylerinin 6lgllebilmesi
icin, IL-10 ELISA (Biosource® Camarillo,California, USA) kiti kullaniimistir.
Uretici firmanin dnerileri dogrultusunda standart sollisyonlar 500 pg/ml
konsantrasyondan 7,8 pg/ml konsantrasyona kadar 1:2 azalan degerlerle
kuyucuklara 50 pl volimde dagitildi. Standartlarin yer aldigi kuyucuklarin
en sonuncusuna ise 0 pg/ml konsantrasyonda negatif kontrol olacak
sekilde 50 pl volimde standart dilisyon buffer ilave edildi. Kualtdr
sUpernatanlari da daha 6nceden belirlenmis kuyucuklara 50 pl volimde
dagitildiktan sonra oda Isisinda 2 saat boyunca inkibe edildi. Calisma
dncesinde hazirlanmis yikama sollsyonu ile 4 kez ylkama yapilmasini
takiben 0 pg/ml konsantrasyondaki negatif kontrol kuyucugu hari¢ buttn
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kuyucuklara 100 pl Biotin konjugat ilave edildi ve 2 saat oda isisinda
inkiilbasyona birakildi. inkiibasyon sonrasi 4 kez yikama yapildiktan sonra
0 pg/ml konsantrasyondaki kuyucuk hari¢ tOm kuyucuklara 100 pl
Streptavidin-HRP ilave edildi. 30 dakika oda isisinda inklibasyon sonrasi
4 kez yikama yapildi ve herbir bir kuyucuga 100 pl kromojen ilave edildi.
30 dakika boyunca oda isisinda ve karanlikta inkibasyon sonrasi
reaksiyon 100 pl stop solisyonun kuyucuklara dagitiimasi ile sonlandirildi.
450 nm'de optik dansiteler okutulduktan sonra optik dansitelerin gercek

degerlere dénlisiimil icin Microsta® yazilim programi kullanildi.

2.10. istatistiksel Degerlendirme

Bu calismanin sonuglari degerlendirilirken, hlicre ylzeyinde
eksprese edilen yuzey molekilleri bireysel farklihklar gésterdigi igin her
grup kendi iginde degerlendirilip, énemlilik testi yapilmamis yalnizca
tanimlayici istatistik seklinde ylizde degerleri sunulmustur.
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IV.BULGULAR

Periferik kan mononUkleer hUlcrelerin, akim sitometri
histograminda lenfosit kapisinda yer aldigi, her hicre grubu igin
gOsterilmigtir. Toplamda sayilan hiicrelerin %89,2’si lenfosit kapisinda yer
almaktadir (Sekil 1).

1023

FS Lin

0 T T T T T T T ™ 1023

SS Lin
SEKIiL1: Boyasiz PBMC, akim sitometri histograminda lenfosit kapisinda yer

almaktadirlar. Her hiicre grubu icin bu dogrulama yapilmistir. Toplamda sayilan
hiicrelerin %89,2’si lenfosit kapisinda yer almaktadir

FITC ile isaretli anti-HLA-G monoklonal antikorla boyanmig
hiicrelerin FL1 Log ekraninda gérinisi (Sekil 2), PE ile isaretli anti-CD19
monoklonal antikorla boyanmis hcrelerin FL2 Log ekraninda gérindsi
(Sekil 3), APC ile isaretli anti-CD5 monoklonal antikorla boyanmig
hiicrelerin FL4 Log ekraninda go6rinist (Sekil 4), ve 4 kadranh
histogramda FL1 Log ve FL4 Log’ da yer alan hlcrelerin gorintisa (Sekil

5) belirlenmistir.
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FL1 Log

SEKIL2: Periferik kan mononiikleer hiicrelerin izolasyonundan hemen sonra FITC
ile igaretli anti-HLA-G monoklonal antikorla boyanmasini takiben, bu hticrelerin FL1
Log ekraninda goriiniisti yukaridaki gibidir.
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FL2 Log

SEKIL3: Periferik kan mononiikleer hiicrelerin izolasyonundan hemen sonra PE ile
isaretli anti-CD19 monoklonal antikorla boyanmasini takiben, FL2 Log ekraninda
gorinisu yukaridaki gibidir.
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FL4 Log

SEKIL4: Periferik kan mononiikleer hiicrelerin izolasyonundan hemen sonra APC
ile isaretli anti-CD5 monoklonal antikorla boyanmasini takiben, FL4 Log ekraninda

gorinisiu yukaridaki gibidir
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SEKIL5: 4 kadranh histogramda periferik kan mononiikleer hiicrelerin
izolasyonundan hemen sonra FITC ile igaretli anti-HLA-G monoklonal antikorla ve
APC ile igaretli anti-CD5 monoklonal antikorla boyanmasini takiben gérintiileri

yukaridaki gibidir.
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Galisma

kOltdrinde de, 24, 48 ve 72 saatlik inkiibasyon sireleri sonunda, EBV
hicrelerin ylzeyinde, HLA-G ekspresyonunda bir degisiklik olmadigi

transfeksiyonuna ve/veya zamana bagli

saptanmigtir (Sekil 6, 7).
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Sekil 7: 2.Grup érneklerimizden izole ettigimiz periferik kan mononiikleer
hiicrelerin EBV transfeksiyonuna ve/veya zamana bagli HLA-G ekspresyonu.



ELISA ydntemi ile kiltlir sUpernataninda sHLA-G seviyeleri
6lcimleri degerlendirildiginde, EBV transfeksiyonu olan hicre kultirlerinde
sHLA-G dlzeylerinde zamana bagli olmayan duizensiz bir artis oldugu
belirlenmistir (Grafik 1).(24.saat: 0 u/ml - 48.saat: 82.18 u/ml)

90
80 -
70 -
60 -
50 -

U/ml
SHLA-G 40 -
30 |

20 -
10 ~
0

\
==

24 saat 48 saat 72 saat
Grup1 EBV- CD2+ 0 1,93 2,21

—=&— Grup1 EBV+ CD2+ 0 82,18 5,588
Grup2 EBV- CD2+ 8,39 24,56 6,71

—&— Grup2 EBV+ CD2+ 13,31 8,82 20,9

Grafik1: EBV transfeksiyonuna ve/veya zamana bagh ¢6ziiniir HLA-G seviyesi
yukaridaki gibidir.
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Hucre kaltdr gruplarinda CD5+ hcreler incelendiginde kaltir
ortaminda hem EBV transfeksiyonu olan hem de EBV transfeksiyonu
olmayan kontrol kultirlerinde CD5+ hucrelerin yogunluklarinin zamana
bagh olarak az miktarda artis gésterdigi, bu artista EBV transfeksiyonunun

etkisinin olmadigi g6zlenmistir (Sekil: 8, 9).

92,00 -
90,00 -
88,00 -
c 86,00 ~
o
o 84,00
R Q
2 82,00 -
$ 80,00 -
78,00 ~
76,00 -
74,00
0 saat 24 saat 48 saat 72 saat
OEBV- CD2+ 82,80 83,50 86,90 90,00
B EBV+ CD2+ 82,80 80,00 85,70 88,40

Sekil 8: 1.Grup érneklerimizden izole ettigimiz periferik kan mononiikleer

hiicrelerin, EBV transfeksiyonu ve zamana bagl CD5 ekspresyonu.

80,00 -
60,00 -
40,00 -
% ekspresyon

20,00 -

0,00 -

EBV- CD2+
B EBV+ CD2+

Sekil 9: 2.Grup 6érneklerimizden izole ettigimiz periferik kan mononiikleer

hiicrelerin, EBV transfeksiyonu ve zamana bagh CD5 ekspresyonu.




Akim sitometri ile CD5+ hucrelerin ylzeyindeki HLA-G
ekspresyonu incelendiginde, bu hicrelerin HLA-G ekspresyonlarinin ¢ok
dislk hatta saptanamayacak seviyelerde oldugu ve c¢ok az bir artis
olmakla birlikte EBV transfeksiyonunun CD5+HLA-G+ hucrelerin
sayilarinda belirgin bir artis yaratmadigi saptanmistir (Sekil:10, 11, 12).

1,00
0,80 -

0,60 -
% ekspresyon
0,40 -
0,20 -
BEE ([EE
48 saat 72 saat
D EBV- CD2+ 0,00 0,00 0,00 0,10
B EBV+ CD2+ 0,00 0,10 0,10 0,10

0,00

0 saat

Sekil 10: 1.Gruba ait hiicre kiltirlerinden izole ettigimiz periferik kan monontikleer
hiicrelerin, EBV transfeksiyonu ve zamana bagl olarak ayni hiicre yiizeyinde CD5
ve HLA-G ekspresyonu.

2,00 ~

1,50

% ekspresyon
1,00 -

0,50

0,00 ~

24 saat 48 saat
0,70 0,30
0,10 0,20

mMEBV- CD2+
B EBV+ CD2+

Sekil 11: 2.Gruba ait hiicre kiltiirlerinden izole ettigimiz periferik kan monontikleer
hiicrelerin, EBV transfeksiyonu ve zamana bagl olarak ayni hiicre yiizeyinde CD5
ve HLA-G ekspresyonu.
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Sekil 12: CD5+HLA-G+ hiicrelerin dagilimi yukandaki gibidir.G1 kadraninda CD5+
hiicreler, G4 kadraninda HLA-G+ hiicreler, G2 kadraninda ise ayni anda CD5+ ve
HLA-G+ olan hiicreler yer almaktadir.
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HUcre Kkaltir gruplarinda CD19+ hucreler incelendiginde

kaltir ortaminda hem EBV

transfeksiyonu

olan

hem de EBV

transfeksiyonu olmayan kontrol kultirlerinde, CD5+ hicre gruplarinin

aksine, CD19+ hucrelerin yogunluklarinda zamana bagli
oldugu (grup1 EBV- 0.saat: %4.5, 24.saat: %2.7, 48.saat:
%2.1; grup1 EBV+ 0.saat: %4.5, 24.saat: %2.7, 48.saat:
%1.9; grup2 EBV- 0.saat: %8.9, 24.saat: %6.2, 48.saat:
%3.3; grup2 EBV+ 0.saat: %8.9, 24.saat: %8.1, 48.saat:

olarak azalma
%2.7, 72 saat:
%2.9, 72 saat:
%5.6, 72 saat:
%6.4, 72 saat:

%5.3) ve bu azalmada EBV transfeksiyonunun etkisinin olmadigi

g6zlenmigtir (Sekil: 13, 14).

5,00

4,00

% 3,00 -
ekspresyé%b i
1,00 A

0,00

0 saat

24 saat

48 saat

72 saat

EBV- CD2+
EBV+ CD2+

4,50
4,50

2,70
2,70

2,70
2,90

2,10
1,90

Sekil 13: 1.Grup érneklerimizden izole ettigimiz periferik kan mononiikleer
hiicrelerin, EBV transfeksiyonu ve zamana baglh CD19 ekspresyonu.
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3,30
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Sekil 14: 2.Grup 6rneklerimizden izole ettigimiz periferik kan mononiikleer

hiicrelerin, EBV transfeksiyonu ve zamana bagl CD19 ekspresyonu
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Akim sitometri ile CD19+ hucrelerin ylUzeyinde HLA-G
ekspresyonu incelendiginde, CD19+HLA-G+ hticre sayisinin, CD5+HLA-
G+ hcreler gibi cok dislk hatta saptanamayacak seviyelerde oldugu ve
CD19+ hdcrelerin HLA-G

EBV transfeksiyonunun yUzeyindeki

ekspresyonunda farkllik yaratacak bir artisa neden olmadigi
saptanmistir(Sekil:15,16).
1,00
0,80 A
% 0,60 -
ekspresyoor:40
0,20
0,00 0 saat 24 saat 48 saat aat
EBV- CD2+ 0,00 0,00 0,00 0,10
B EBV+ CD2+ 0,00 0,00 0,00 0,00

Sekil 15: 1.Grup o6rneklerimizden
hiicrelerin, EBV transfeksiyonu ve zamana bagl olarak ayni hiicre yiizeyinde CD19

ve HLA-G ekspresyonu.
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Sekil 16: 1.Grup o6rneklerimizden
hiicrelerin, EBV transfeksiyonu ve zamana bagli olarak ayni hiicre yiizeyinde CD19

ve HLA-G ekspresyonu.

izole ettigimiz periferik kan mononiikleer




CD2+ ylzey molekdll

tasiyan T hucrelerinin  etkisini

g6rebilmek amaciyla, CD2+ hicreler manyetik boncuklar kullanilarak,

negatif secim yoluyla ortamdan ayrildiktan sonra, 24, 48 ve 72 saatlik

hicre kaltarleri degerlendirilmigtir. Akim sitometri ydntemi ile yapilan

incelemede, CD2+ hiicre ayriminin yapilmadigi grupta zaten oldukca az

olan HLA-G eksprese eden hlcre yogunlugunun zamana bagh olarak

daha da azaldigi, bunun aksine CD2+ hlicre ayriminin yapildigi grupta

HLA-G eksprese eden hicre sikliginin EBV transfeksiyonundan bagimsiz,

zamana bagli olarak 5 ila 10 kat arasinda degisen oranlarla arttigi
g6zlenmigstir (grup1 EBV- T- 0.saat: %0.7, 24.saat: %5.3, 48.saat: %2.3,

72 saat: %3.0; grup1 EBV+ T- 0.saat:
72 saat: %3.6; grup2 EBV- T- 0.saat:
72 saat: %2.6; grup2 EBV+ T- 0.saat:
72 saat: %3.5) (Sekil: 17,18, 19)
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0 saat 24 saat 48 saat 72 saat
M EBV- CD2+ HLA-G+ 0,50 0,40 0,40 0,30
B EBV- CD2- HLA-G+ 0,70 5,30 2,30 3,00
B EBV+ CD2- HLA-G+ 0,7 4,30 2,80 3,60

Sekil 17: 1. Grup 6rneklerimizden izole ettigimiz periferik kan mononiikleer
hiicrelerden, CD2 + hiicre ayrimi ve EBV transfeksiyonu yapilmis grupta HLA-G+

hiicre yogunlugu.

%0.7, 24.saat: %4.3, 48.saat: %2.8,
%0.3, 24.saat: %3.5, 48.saat: %2.5,
%0.3, 24.saat: %2.0, 48.saat: %3.4,
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EBV- CD2+ 0,60 0,80 0,60 0,70
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m EBV+ CD2- 0,3 2,00 3,40 3,50

Sekil 18 : 2. Grup 6rneklerimizden izole ettigimiz periferik kan monontikleer
hiicrelerden, CD2 + hiicre ayrimi ve EBV transfeksiyonu yapilmis grupta HLA-G+

hiicre yogunlugu.
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Sekil 19: CD2+ hiicre ayriminin yapildigi grupta CD19 ve HLA-G eksprese eden
hiicreler D2 kadraninda yer almaktadir.

fitc
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Bu iki grubun ELISA yoéntemi ile sHLA-G Ol¢imleri
yapildiginda, CD2+ hiicre ayriminin yapilmadigi grupta distk seviyelerde
olan sHLA-G seviyesinin az miktarlarda arttigi (Grafik: 1) ancak, CD2+
hicre ayriminin yapildigr hem EBV transfeksiyonu olan hem de olmayan
gruplarda, sHLA-G seviyesinde ilk 24 saat sonunda artig, 48 ve 72.
saatlerin sonunda ise bir azalma oldugu gézlenmistir (Grafik: 2).
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sHLA-G 40 -
20
\
0 o A
24 saat 48 saat 72 saat
Grup1 EBV- CD2+ 0 1,93 2,21
—&— Grup1 EBV+ CD2+ 0 82,18 5,588
Grup2 EBV- CD2+ 8,39 24,56 6,71
—#— Grup2 EBV+ CD2+ 13,31 8,82 20,9

Grafik1: EBV transfeksiyonuna ve/veya zamana bagli ¢éziiniir HLA-G seviyesi

100
80
u/ml 60 1
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0 4 |
24 saat 48 saat 72 saat
—&— Grup1 EBV- CD2- 5,588 3,9 0
—— Grup1 EBV+ CD2- 14,72 4,74 2,63
—— Grup2 EBV- CD2- 82,18 15,28 16,12
—— Grup2 EBV+ CD2- 74,31 18,51 59,27

Grafik2: CD2+ hiicre ayriminin ve EBV transfeksiyonunun yapildigi gruplarda
sHLA-G seviyesi
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CD2+ hucrelerin negatif segimle ayrildigi hiicre kaltirlerinde

CD5+HLA-G+ htcre yogunlugu, EBV transfeksiyonuna ve zamana gére

hafif bir artis gbstermesine ragmen farklilik yaratacak bir degisiklik
g6stermemektedir (Sekil20, 21, 22).
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Sekil 20: 1. Grup orneklerimizden izole ettigimiz periferik kan mononiikleer

hiicrelerden, CD2 + hiicrelerin ayrilmasi ve EBV transfeksiyonu sonrasi ayni hiicre

ylizeyinde CD5 ve HLA-G ekspresyonu.

%

ekspresyon

0,50

0,40

0,30

0,20

0,10 mﬂﬂﬂﬂﬂﬂ

0.00 0 saat 24 saat 48 saat 72 saat
EBV- CD2- 0,00 0,10 0,40 0,20
B EBV+ CD2- 0,00 0,00 0,00 0,20

Sekil 21: 2.Grup o6rneklerimizden

izole ettigimiz periferik kan

monontikleer

hiicrelerden, CD2 + hiicrelerin ayrilmasi ve EBV transfeksiyonu sonrasi ayni hiicre

ylizeyinde CD5 ve HLA-G ekspresyonu.
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CD5+
B EBV- CD2- HLA-G+ 0,20 0,60 0,40 0,50
CD5+

Sekil 22: 1.Grup érneklerimizden izole ettigimiz periferik kan mononiikleer
hiicrelerden, CD2 + hiicrelerin ayrilmasi sonrasi hiicre ylizeyinde ayni anda CD5 ve
HLA-G ekspresyonu.

CD2+ hicre varliginda CD5+ hlcre yogunluklari 9%80-90
dlzeylerinde iken (Sekil:8), CD2+ hicrelerin negatif se¢imi ile %10-%17
oraninda degisen miktarlarda CD5+ hiicre ortamdan uzaklasmistir.

%
ekspresyon

0 saat 24 saat 48 saat 72 saat
m EBV- CD2+ 82,80 83,50 86,90 90,00
@ EBV+ CD2+ 82,80 80,00 85,70 88,40

Sekil 8: 1.Grup érneklerimizden izole ettigimiz periferik kan mononiikleer
hiicrelerin, EBV transfeksiyonu ve zamana bagh CD5 ekspresyonu
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CD2+ hicrelerin negatif segimle ayrildidi hiicre kilttrlerinde,
CD19+ hicre yogunlugu EBV transfeksiyonundan bagimsiz, zamana bagli
olarak, azalma géstermektedir (grup1 EBV- T + 0.saat: %4.5, 24.saat:
%2.7, 48.5aat: %2.7, 72 saat: %2.1; grup2 EBV- T- 0.saat: %60, 24.saat:
%46.7, 48.saat: %41.6, 72 saat: %40.8) (Sekil 23).

70,00

60,00 -

50,00 -

% 40,00 -
ekspresyon 30,00
20,00 -

10,00 1

0,00 -

0 saat

24 saat

48 saat

72 saat

EBV- CD2+ CD19+
EBV- CD2- CD19+

4,50
60,00

2,70
46,70

2,70
41,60

2,10
40,80

Sekil 23:

hicrelerden,

1.Grup Orneklerimizden izole ettigimiz periferik kan mononiikleer

CD2 + hicrelerin ayrilmasi sonrasi hiicre ylizeyinde CD19

ekspresyonu.

CD19+ hiicre yogunlugu zamana bagl olarak azalmasina
ragmen CD19+HLA-G+ hlicre grubu yogunlugu zamana bagli olarak artig
gOstermektedir (grup? EBV- T- 0.saat: %0.6, 24.saat: %0.8, 48.saat:
%1.5, 72 saat: %2.8; grup2 EBV- T- 0.saat: %0.2, 24.saat: %0.3, 48.saat:
%0.1, 72 saat: %1.1)(Sekil: 24,25). CD2+ hucrelerin varliginda, CD19+
hicre yogunlugu benzer sekilde zamana bagli azalma géstermesine
ragmen bu grupta CD19+ HLA-G+ hucrelerin yogunlugunda bir degisiklik
olusmadigi ve belirlenemeyecek kadar dislik dizeylerde olduklari

g6zlenmigtir.
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3,00
2,50 -
2,00
%
ekspresyon 1,50 1
1,00 -
0,50 -
0,00 e
0 saat 24 saat 48 saat 72 saat
EBV- CD2+ HLA-G+ 0,00 0,00 0,00 0,10
CD19+
B EBV- CD2- HLA-G+ 0,60 0,80 1,50 2,80
CD19+

Sekil 24: 1.Grup érneklerimizden izole ettigimiz periferik kan mononiikleer
hiicrelerden, CD2+ hiicreler ayrildiginda, HLA-G+ CD19+ molekiillerini ayni anda
ylizeylerinde eksprese eden hiicrelerin yogunlugu.

1,20
1,00 -
0,80
o,
% 0,60 -
ekspresyon
0,40 -
0,20 -
0,00 -
24 saat 48 saat 72 saat
EBV- CD2+ HLA-G+ 0,10 0,10 0,10 0,10
CD19+
B EBV- CD2- HLA-G+ 0,20 0,30 0,10 1,10
CD19+

Sekil 25: 2.Grup 6rneklerimizden izole ettigimiz periferik kan mononiikleer
hiicrelerden, CD2+ hiicreler ayrildiginda, HLA-G+ CD19+ molekiillerini ayni anda
ylizeylerinde eksprese eden hiicrelerin yogunlugu.

Tom hicre Kkaltdrleri icin  zamana, EBV transfeksiyonuna, HLA-G
ekspresyonuna ve CD2+ hcrelerin negatif secimine bagl olarak TGF-f
ve IL-10 Ol¢imleri yapilmis, hesaplama sonucunda TGF- B ve IL-10 igin
anlaml pozitif degerler saptanamamistir.
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V.TARTISMA

Hizla cogalmasi ve uzun 6muirli olmasi nedeni ile, HLA-G
ekspresyonu ve sHLA-G dizeylerindeki degisikliklerin incelenmesi
amaciyla olusturulan calismada, EBV ile transforme olan B hcreleri

kullaniimigtir.

Bir c¢ok hastalik durumu ile iligskilendirilen HLA-G
molekullerinin, gebelik olusumu sirasinda fetusu annenin immdn
yanitindan korumasinda ve benzer sekilde transplante edilen doku yada
organin kabul yada reddedilmesinde ve kotd huylu timérlerin imman
sistemin  kendilerine  karsi olusturdugu immlin vyanittan kagis
mekanizmasinda roll oldugu gdsterilmistir. Gebelikte trofoblastlarda
bulunan HLA-G ekspresyonu annenin NK hiicrelerinin etkisinden fetusu
korumada rol oynar. Bu dénemde mikrogevrenin ve salgilanan sitokin ve

kemokinlerin de rolii oldugu bilinmektedir®.

Benzer sekilde kot huylu timdrlerde de timdr hlcrelerinin
yada metastaz yapan hicrelerin HLA-G eksprese ettikleri ancak bu
hdcrelerin timér ortamindan uzaklastiklarinda bazilarinda HLA-G mRNA
saptanabilmesine ragmen, ylzeylerinde HLA-G eksprese etmedikleri
gosterilmistir’™. Bu bulgular HLA-G ekspresyonunda yakin cevre etkisinin
blyUk roll oldugunu géstermektedir. Bizim calisma sonuglarimiza gére, T
hicrelerinin ve NK hcrelerinin ortamdan ayrilmasi, B hilcreleri ylzeyinde
HLA-G ekspresyonunun artmasina neden olmaktadir. CD2 ylzey
molekdld, T hcreleri, timositler ve NK hlcreleri ylzeyinde eksprese olan,
T hicre aktivasyonunda ve CTL ve NK hilcre aracili hicre lizisinde rol
oynayan bir adezyon molekulddr. Bir ¢cok hicre ylzeyinde bulunan CD58
(lenfosit fonksiyonlari ile iligkili antijen 3; LFA-3), CD2 igin bir ligand olup
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bu baglanma, I6kosit adezyonunda ve T lenfosit ko-stimllasyonunda etkili
rol oynamaktadir’.

CD2-CD58 baglanmasi sonucunda T lenfositlerde aktivasyon
ve Th1 tipi sitokin salinimi meydana gelmektedir. NK hicre aracili sitolizde
de Th1 tipi sitokin salinimi én plandadir. Hicre kultir ortamindan CD2+
hiicrelerin ayriimis olmasi Th1 tipi sitokinlerin de ortamdan uzaklagmasina
neden olmaktadir. Hulcre-hicre temasi veya sitokinlerin etkisi ile
baskilanmis olan HLA-G ekspresyonu, CD2+ hUcrelerin ortamdan
ayrilmasi ile, CD19+ B hicrelerin ylzeyinde hizla artmaktadir.

Gebelikte, gebeligin devaminin saglanmasinda, kétl huylu
timdrlerin kendilerine kargi olusan immun sistem yanitindan kacisinda ve
nakledilen doku yada organin yasam sansinin artisinda Th1 tip immdn
yanitin azalip Th2 tip immin yanitin artmasi énemlidir. Th2 tipi yanitla,
6zellikle IL-10 gibi sitokinlerin artmasi sonucunda HLA-G ekspresyonunun

arttigr ve Th1 tipi imman sistem yanitinin baskilandigi bilinmektedir.

Bu sonuglar yeni c¢alismalarla tekrar gdrmek isteyen
arastirmacilara B lenfositlerin transformasyonu sonrasi, ¢ogdalan hcre
klonlarini monoklonal olacak sekilde pasajlayip, her bir klonun ayri ayrn
incelenmesi Onerilir. Eprahim Gazita ve arkadaglarinin 2007 yilinda
yayinladiklari  “HLA-G expression is induced in Epstein-Barr virus—
transformed B-cell lines by culture conditions” baslikli ¢galismanin sonuglari
ile bizim calismamizin sonuglarint  kargilastirdigimizda farkliliklar
g6rilmektedir. 2006 yilinda planlanmig ve mali destek bagvurulari ayni
sene icinde yapilmis olan calismamizla blylk benzerlikler gésteren bu
yayinda, transforme olan hicrelerin 10 ginlik hdcre kdltarleri yapilmig ve
bu esnada cgesitli stres faktérleri ile hlcreler uyarilmaya calisiimistir.
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Azaltilmis oksijen konsantrasyonu, ve uzun slre tazelenmeyen besi
ortami gibi. CD2 ekspresyonu olan hlcrelerin, kilttr ortamindan herhangi
bir sekilde uzaklastirlmadigi htcre kualtdr gruplari, transformasyon
sonrasl, monoklonal olacak sekilde pasajlanmiglardir. Gazita’nin buldugu
sonuglar 7-10 gUn sonrasinda hicrelerin  eksprese ettigi HLA-G
molekullerinin miktarinda bir artisa isaret etmektedir. Bizim sonuclarimizda
ise 72 saat boyunca kultir ortaminda kalan hicrelerin eksprese ettikleri
HLA-G molekili ylizdesinde net bir artis izlenmemistir.

EBV ile transforme edilmis B lenfosit ylizeylerinde ekspresse
olan HLA-G molekdlleriyle ilgili calismalar yapacak arastirmacilara hiicre
kaltdrlerinin inklbasyon surelerini 10 glne kadar c¢ikarmalari Onerilir.
Ayrica CD2 moleklll eksprese eden hicreleri ortamdan uzaklastirdiktan
sonra zamana bagli olarak ekspresyonu artan HLA-G molekllin hangi
nedene bagl olarak arttigini arastirmak amaciyla ayr ayri gruplarda NK
hicreleri ve T hicrelerinin ortamdan uzaklastirip HLA-G ekspresyonunu
incelemek elde edilen bilgilerin derinlesmesini saglayacaktir. T lenfositlerle
birlikte NK hiicrelerinin de CD2 eksprese etmeleri sebebiyle bu etkilerinin
ayri ayri incelenmesi, etkili mekanizmanin ortaya konulabilmesi igin
Onerilir.

HLA-G ekspresyonunun kontrolU ile ilgili bilinenler, HLA-G
ekspresyonu arttikca hiicresel yanitlarin baskilandigi seklindedir. Ancak
yaptigimiz calismanin sonugclari, hicresel yanitin elemanlarindan NK
hicreleri ve T lenfositlerin ortamdan uzaklastiriimasi ile hiicrelerin HLA-G
ekspresyonlarinda artis oldugunu géstermektedir. HLA-G ekspresyonu ile
CD2 eksprese eden hicreler arasindaki bu karsilikh iliskinin temelinde T
hicreler mi, NK hicreler mi, etkili? Bu sorunun cevabi, HLA-G
ekspresyonunu kontrol eden faktérlerin ortaya konulabilmesinde énem

tasimaktadir. %’
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Bu bilgilerin 1s1ginda, HLA-G ile immin sistem iligkisinin
sadece tek tarafli immin sistemin baskilanmasi yéninde olmadigi ayni
zamanda imman sistemin de HLA-G Uzerinde baskilayici etkisi olabilecedi,
immin sistem yanitlarinin beklenen denge icinde gittigi sirece HLA-G

ekspresyonunun da artmayacagi dutsdndlebilir.
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VLLSONUC

immiinomodiilatér etkisi oldugu bilinen, non klasik sinif Ib
molekill olarak tanimlanan HLA-G molekulinin B hicreleri ylzeyindeki
ekspresyonu, EBV ile transfeksiyonundan ve 24, 48 ve 72 saatlik kultdr
sonucuna gbére zamandan bagimsiz olarak sadece CD2+ hcrelerin
varligina ve yokluguna bagl olarak degisim géstermektedir. CD2+ hicre
yoklugunda zamana bagh olarak CD19+ hicrelerin ylzeyinde HLA-G

ekspresyonu artmaktadir.

EBV ile transforme edilmis ve edilmemis olan periferik kan
mononikleer hlcrelerin ylzeyindeki HLA-G ekspresyonlari, 0, 24, 48 ve
72.ci saatlerde incelendiginde bir degisiklik gdzlenmemistir. Ancak bu
hicre gruplarinin tamamindan CD2+ hicreleri uzaklastirdigimizda, O.
saate kiyasla 24, 48 ve 72. saatlerde 5 ile 10 kat arasinda artan HLA-G

ekspresyonlari gdézlenmistir.

Yuzeylerinde CD5 eksprese eden hicrelerin ayni anda
eksprese  ettikleri HLA-G  dlzeylerine bakildiginda da EBV
transformasyonu ile bir iligkisi gézlenmemis ancak kultir ortamindan CD2
eksprese eden hicreler uzaklastirildiktan sonra inkibe edilmeleri

durumunda hafif bir artis gézlenmistir.

Deneylere baslanildiginda deneylerin optimize edilmeleri igin
her basamak, 4 saglikh goéndllide calisiimistir. Olasi aksakhlari tespit
edebilmek ve hicrelerin monoklonal antikorlar ile boyanmalari igin gerekli
olan optimum konsantrasyonlari belirleyebilmek amaciyla yaptigimiz bu
deneylerin sonuglari, bu tez c¢alismasinda rapor ettigimiz sonuglarla

uyumlu bulunmustur.
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VILTURKCE OZET

Klasik Insan Lékosit Antijen sinif | molekdllerine (HLA class 1) kiyasla
daha az polimorfizm gdsteren insan Iékosit antijen-G (HLA-G) molekUlinin 7 farkli
isoformu mevcuttur. HLA-G’nin baglangigta trofoblastik hiicrelerde eksprese edildigi
disOndlmis ancak sonradan imm(n sistemden korunmus bdlgelerde devaml
ekspresyonu oldugu, ¢ézinebilir formlarinin da belirlenebilecegi gdsterilmistir. HLA-

G’ nin imm(n baskilanmaya neden olan bir molekdil oldugu bilinmektedir.

Epstein-Barr Virus (EBV), persistan ve yaygin bir enfeksiyon etkeni
olmasinin yaninda gesitli k6t huylu timarlerle de iligkilendirilmistir. EBV’nin bu inatgi
persistansinda, immin sistemin EBV’e kargi olusturdugu immdn yanitin

yetersizliginin veya baskilanmasinin rol( blydktdr.

Galismanin amaci HLA-G molekdlinin, EBV ile transfeksiyonuna,
zamana ve CD2+ hicrelerin varhdina/ yokluguna bagh olarak B hicreleri
ylzeyindeki ekspresyonunun degisikliginin ve salgisal HLA-G seviyesindeki
degisikligin arastiriimasidir.

Bu amagla Gazi Universitesi Immiinoloji Anabilim Dali hiicre
bankasinda bulunan, EBV virionu Ureten, B95-8 hilicre kaynagi, B lenfositlerin
transfeksiyonunda kullaniimistir. CD2+ hicrelerin varhiginda ve yoklugunda ve EBV
transfeksiyonu varliginda ve yoklugunda 24, 48 ve 72 saatlik kdlttrler hazirlanmisg,
hiicre yizeylerindeki HLA-G ekspresyonu monoklonal antikorlar kullanilarak akim
sitometri ile, ¢o6zinir HLA-G (sHLA-G) seviyeleri, interldékin-10 (IL-10) ve
transforming blylme faktéri-beta (TGF-B) seviyeleri ELISA ydntemi ile dlglimUstir.

Galisma sonuglarina gére CD19+ hicrelerin ylzeyindeki HLA-G
ekspresyonunun, EBV transfeksiyonundan bagimsiz, ancak CD2+ hiicre yoklugunda
zamana bagl olarak artis gbsterdigi saptanmistir.

Bu sonuglari ile proje ¢alismasi literatlire ve bundan sonra yapilacak

olan ¢alismalara kaynak olusturacak niteliktedir.
Anahtar kelimeler: HLA-G, EBV, B hiicre
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VII.YABANCI DILDE OZET

Denoting less polymorphism when compared to classical Human
Leukocyte Antigen class | (HLA class I) molecules, the Human Leukocyte Antigen-G
(HLA-G) molecule has 7 different isoforms. Initially, HLA-G was considered to be
expressed in trophoblastic cells but it was later on proved to have permanent
expression in immune privileged sites and to have determinable soluble forms. HLA-

G is known as a molecule that causes immune suppression.

Epstein-Barr Virus (EBV) is associated with several malignant tumors
besides being a persistent and common agent of infection. Either immune expression
or immune response incompetence of the immune system against EBV has a major

role in EBV’s persistence.

The aim of the study was to search expression variance of the HLA-G
molecule on the surface of B cells dependent on its transfection with EBV, time and
presence / absence of CD2+ cells and to search variance of soluble HLA-G level. To
this end, B95-8 cell source existent in cell bank of Gazi University Head Department
of Immunology which produces EBV virion has been used in the transfection of B
lymphocytes. In the presence and absence of CD2+ cells and in the presence and
absence of EBV transfection; 24, 48 and 72-hour cultures have been prepared and
HLA-G expression on the surface of cells have been measured by flow cytometry by
using monoclonal antibodies and soluble HLA-G (sHLA-G) levels, interleukin-10 (IL-
10) and transforming growth factor-beta (TGF-B) levels have been measured by
ELISA method.

In respect of the study results, HLA-G expression on the surface of
CD19+ cells was determined as independent from EBV transfection yet showing a
time related increase in the absence of CD2+ cell.

By the results it reveals, the project study shall inherently be quoted
as authority for literature and further studies.

Key words: HLA-G, EBV, B cell
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OZGECMiS:

Konya, 1975 yili dogumluyum. ilkdégretimimi Konya Devrim
ilkokulu ve Barbaros ilkokulunda tamamlayip, Konya Meram Anadolu
Lisesi'nden 1993 yilinda mezun oldum. Ayni yil Gazi Universitesi Tip
Fakiltesinde egitime basladim. 2001 yilinda Gazi Universitesi Tip
Fakulltesinden mezun olup Ankara'da gesitli saglik kuruluslarinda pratisyen
hekim ve mesul miidir olarak calistim. 2003 yilinda Gazi Universitesi Tip
Fakiiltesi immiinoloji Anabilim Dalinda doktora egitimime basladim. Halen
Refik Saydam Hifzissihha Merkezi Baskanligi bunyesinde g¢alismaktayim.

Evliyim ve bir cocugum var. ingilizce bilmekteyim.
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