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OZET

Miray Kavuzlu, Golgi Stresinin Folikiiler T ve B Hiicre Yiizeyinde HLA-G
Ekspresyonuna Etkisinin Arastirllmasi, Baskent Universitesi, Saghk Bilimleri

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

Tez caligmasinin amaci folikiiler B hiicresinde Brefeldin A muamelesi ile meydana getirilen
Golgi stresinin MHC Sinif-II ve non-klasik HLA-G molekiillerinin ekspresyonuna etkisinin
ve folikiiler B hiicresinde olusturulan bu stresinin T folikiiler yardime1 (Tth) hiicrelerin
ylizeyindeki ve B hiicre yiizeyindeki HLA-G molekiiliiniin ekspresyonuna etkisini
arastirmaktir. Nakillerde stres altinda kalan adaptif immiin sistem hiicrelerinin yanitlarina ve
greft doku islevselligine 151k tutacak bulgularin elde edilmesi amaglandi. immiin sistem
kendinden olan1 ve olmayani tantyarak yabanci antijenleri “Major Histokompatibilite
Kompleksi (MHC)” ile T hiicrelerine sunar. MHC molekiilleri Sinif I, II, III ve IV olmak
tizere 4 smifa ayrilir. Sinif-I MHC (HLA-A, -B, -C) ve Simif-Il MHC (HLA-DR, -DP, -DQ)
molekiillerinin birincil gérevi antijen sunumuna katilmaktir. Klasik olmayan Siif-I MHC
(HLA-E, -F, -G) molekiilleri ise immiinomodiilator molekiillerdir. Sinif-I MHC molekiilleri
CD8+ sitotoksik T hiicrelere, Sinif-II MHC molekiilleri ise CD4+ yardimci T hiicrelerine
antijen sunarlar. B hiicreleri aktive olduktan sonra MHC Smif-II molekiillerinin
ekspresyonlarini arttirarak antijen sunan hiicre gorevi gorebilirler. MHC Simif-II peptid
kompleksi CD4+ T hiicrelerine antijen sunmak i¢in hiicre ylizeyine taginir. Non-klasik Sinif-
I HLA-G molekiilleri bagisiklik sisteminin modiilasyonunda gorev alir. HLA-G i¢in reseptor
gorevi listlenen immiinglobiilin benzeri transkript 2 (ILT2: Ig-Like Transcript 2) B hiicreleri,
T hiicreleri, NK (Natural Killer) hiicreleri, dendritik hiicreler ve diger bagisiklik hiicreleri
tarafindan eksprese edilir. ILT2'nin ligandlar1 ile etkilesimi, T ve B hiicrelerinin
fonksiyonunu baskilar. Alic1 (konak), greft dokuyu yiizeyinde bulunan MHC molekiilleri
araciligi ile tanir. Golgi, proteinlerin ve lipidlerin alinmasinda, islenmesinde, paketlenmesi
ve tasinmasinda merkezi bir rol oynar. Brefeldin A Golgi i¢in bir stres indiikleyicisidir ve
golgi stres yolaklarimi aktive edip golginin yapisinin bozulmasina neden olarak protein

tasinmasini bloke eder.

Bu calisma 3 farkli kisiden alinan sekonder lenfoid doku orneklerinin (dalak ornekleri)
kullanildig1 deneysel bir ¢aligmadir. Dalak 6rneklerinden manyetik boncuk yontemi ile T

hiicre ve B hiicre izolasyonu yapildi. T:B hiicre ko-kiiltiirii yapilarak akim sitometri yontemi

i



ile 0. saat immiinfenotipleme ¢aligsmas1 yapildi. B hiicrelerinde Brefeldin A ile muamelesi ile
golgi stresi indiiklendi. B hiicrelerde golgi stresi immiinohistokimya yoOntemiyle anti-
GM130 boyamasi yapildiktan sonra immiinfloresan mikroskopta goriintiillenmesi ve akim
sitometri yontemi ile HLA-DR ekspresyon oraninin degisiminin belirlenmesi ile gosterildi.
Hiicre kiiltlirii yontemi ile T:B hiicre ko-kiiltlirii yapildi ve steroid muamelesi uygulandi.
Hiicre kiiltiirlinde zamana (6/12/24. saat), golgi stresine ve steroid etkisine bagli olarak Tth
hiicreler ile folikiiler B hiicrelerinin hiicre ylizey belirteclerinin degisimleri akim sitometri
yontemiyle degerlendirildi. B hiicrelerinde Brefeldin A muamelesi ile olusturulan golgi
stresine bagli olarak MHC Simif-II molekiili (HLA-DR) ekspresyonun azaldigi, steroid

muamelesiyle Tth hiicre ve B hiicre yiizeyinde HLA-G ekspresyonunun arttig1 saptanmaistir.

Anahtar Kelimeler: HLA-G, folikiiler B hiicre, T folikiiler yardime1 hiicre, Golgi stresi

Bu calisma Bagkent Universitesi Tip ve Saglik Bilimleri Arastirma Kurulu ve Etik Kurulu
tarafindan onaylanmis (Proje no: KA22/308) ve Baskent Universitesi Arastirma Fonunca

desteklenmistir.
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ABSTRACT

Miray Kavuzlu, Investigation of the Effect of Golgi Stress on HLA-G Expression on
Follicular T and B Cell Surface, Baskent University, Institute of Health Sciences,
Department of Medical Biology, PhD Program in Medical Biology, 2024

The aim of thesis study is to investigate the effect of golgi stress induced by Brefeldin A
treatment on the expression of MHC Class-II and non-classical HLA-G molecules in
follicular B cell. We are going to investigate the impact of golgi stress of B follicular cells
on HLA-G molecules expression on the cell surfaces of T follicular helper (Tth). The
immune system recognizes self and non-self antigens, and present foreign antigens to T cells
through “Major Histocompatibility Complex (MHC)”. MHC have been classified into four
classes: class-I, II, IIl and IV. The primary function of MHC Class-I (HLA-A, -B, -C) and
MHC Class-11 (HLA-DR, -DP, -DQ) molecules is to participate in antigen presentation. Non-
classical Class-I MHC (HLA-E, -F, -G) molecules are immunomodulatory molecules. Class-
I HLA molecules present antigens to CD8" cytotoxic T cells while Class-II molecules present
to CD4" hepler T cells. After B cells are activated, it can act as antigen-presenting cells by
increasing the expression of MHC Class-II molecules. The MHC Class-II peptide complex
is transported to the cell surface to present antigen to CD4+ T cells. Non-classical Class-I
HLA-G molecules function in the modulation of the immune system Immunoglobulin-like
transcript 2 (ILT2), which acts as a receptor for HLA-G, is expressed by B cells, T cells, NK
cells, dendritic cells, and other immune cells. Interaction of ILT2 with its ligands suppresses
the function of T and B cells. The recipient recognizes the graft tissue with the MHC
molecules on its surface. The Golgi plays a central role in the uptake, processing, packaging
and transport of proteins and lipids. Brefeldin A is a stress inducer for golgi. It activates the
golgi stress pathways, disrupts the structure of golgi and blocks protein transport. This is an
experimental study in which secondary lymphoid tissue samples (spleen samples) from 3
different individuals were used. T cells and B cells were isolated from spleen samples by
magnetic bead method. T:B cell co-culture was performed and 0. hour immunophenotyping
study was performed by flow cytometry method. Golgi stress was induced in B cells by
treatment with Brefeldin A. Golgi stress in B cells was demonstrated by
immunohistochemistry using anti-GM130 staining followed by immunofluorescence

microscopy and flow cytometry to determine the change in HLA-DR expression ratio. T:B

iv



cell co-culture was performed by cell culture method and steroid treatment was applied.
Changes in cell surface markers of Tth cells and follicular B cells depending on time
(6/12/24 hours), golgi stress and steroid effect in cell culture were evaluated by flow
cytometry method. In B cells isolated from secondary lymphoid organs, golgi stress induced
by Brefeldin A treatment decreased the expression of HLA-DR, an MHC Class-II molecule
on the cell surface. Steroid treatment increased HLA-G expression on the surface of Tth cells

and B cells.

Keywords: HLA-G, Follicular B cell, T follicular helper cell, Golgi stress

This study was approved by Baskent University Institutional Review Board and Ethics
Committee (Project no: KA22/308) and supported by Baskent University Research Fund.
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1. GIRIS

Tez calismasinin amaci folikiiler B hiicresinde Brefeldin A muamelesi ile olusturulan
golgi stresinin MHC Smif-1I ve non-klasik HLA-G molekiillerinin ekspresyonuna, folikiiler
B hiicresinde olusturulan bu stresinin T folikiiler yardimci (Tfh) hiicrelerin ve folikiiler B
hiicre yiizeyindeki HLA-G molekiil ekspresyonunu etkisinin arastirilmasidir. Bununla
birlikte dalak dokusundan izole edilen B ve T hiicrelerinin ko-kiiltiir ortaminda fenotip

degisiminin de arastirilmasi amaglanmistur.

Folikiiler B hiicrelerde Brefeldin A muamelesi ile indiiklenen golgi stresine baglh
olarak transplantasyon olan hastada olusan hiicre stresini taklit ederek hiicre yiizeyindeki
MHC Sinif-II molekiillerinin ekspresyonunun azalacagi diistiniilmektedir. Kortikosteroid

etkisi ile Tth ve B hiicre yiizeyinde HLA-G ekspresyonunun artmasi beklenilmektedir.

Tez ¢aligmasi insan sekonder lenfoid doku 6rneklerinin (dalak 6rnekleri) kullanildigi
bir ¢caligmadir. Calismada beyin 6liimii ger¢eklesmis ve organ bagisinda bulunmus 2 farkl
donor adaymnin Lenfosit Cross Match testi i¢in alinmis dalak orneginden rutin testler
yapildiktan sonra kalan ve tibbi atik olarak kabul edilen dokular ve hastanemize tedavi igin
basvurup ameliyat olan ve dalagi alinan 1 hastanin tibbi atik olarak degerlendirilen dalak
ornegi kullanilmistir. Dalak dokusundan alinan ve izole edilen hiicreler hastaya ait bir
materyal olmasi, hasta ve etik kurul izni gerektirmesi nedeniyle elde edilmesi zor
orneklerdir. Dalak dokusundan izole edilen T ve B hiicreleri hiicre hatt1 gibi uzun siireli
canliliga sahip olmayip ve canlilik oranlar1 hizli bir sekilde diismektedir. Bu 6zellik insan

folikiiler hiicreler ile yapilan ¢alismalart sinirlandirmaktadar.

Yapilan literatiir taramasinda golgi stresinin MHC Smif-II molekiil ekspresyonuna
etkisi hakkinda smirli sayida calisma olmakla birlikte adaptif immiin sistemin naif
hiicrelerinin incelendigi folikiiler T ve B lenfositlerle golgi stresi ve HLA-G iliskisini
gosteren bir ¢caligmaya rastlanmamustir. Tez ¢calismast bu agidan golgi stresine bagli olarak
folikiiler B hiicre ve folikiiler B hiicre etkisindeki T hiicre yiizeyindeki HLA-G
ekspresyonunun degisimini gosteren ilk calisma olacaktir. Folikiiler hiicrelerdeki golgi
stresine bagh fenotip degisimi ilk defa bu ¢alisma ile gosterilecektir. Bu yoniiyle ¢alismanin
Ozgiin bir calisma olup literatiire ve daha sonra yapilacak caligmalara katki saglayacagi

diistiniilmektedir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Bagsikhik Sistemi

Bagisiklik bilimi (immiinoloji) genel olarak enfeksiyon hastaliklarina kars1 direng
gelisimi olarak tanimlanir. Enfeksiyonlara karsi savunmay1 saglayan hiicreler, dokular ve

organlar bagisiklik sistemini olugturur (1).

Bagisiklik sisteminin temel amaci mikroorganizmaya karst savunma saglamaktir.
Yabanci olarak taninan yapilar, hasarli hiicreler ve tiimor gibi kotii huylu hiicrelerin {irtinleri

de bagisiklik tepkisini baglatabilir.

Mikroplara kars1 savunma, dogal ve adaptif bagisiklik olarak adlandirilan sirali ve
koordineli yanitlarla saglanir. Dogal bagisiklik, adaptif bagisiklik yanitlar1 gelismeden 6nce,
enfeksiyondan sonraki ilk birka¢ saat veya giin icinde mikroplara karsi savunma igin
gereklidir. Adaptif immiin yanitlar ise daha sonra gelisir ve lenfositlerin aktivasyonunu

gerektirir (2).

2.1.1.Dogal bagisikhk

Enfeksiyonlara karst olusan ilk savunma mekanizmasi dogal bagisiklik olarak
adlandirilir (1). Dogal bagisiklik sistemi mikroplara ve hasarli hiicrelere hizla tepki verir ve
tekrarlanan karsilagsmalar da ayn1 dogal bagisiklik tepkilerine neden olur. Dogal bagisikligin
reseptorleri, ilgili mikrop gruplarinda ortak olan yapilar igin spesifiktir ve mikroplar

arasindaki farkliliklart ayirt etmez.

Dogal bagisikligin temel bilesenleri arasinda fiziksel ve kimyasal bariyerler, fagositik
hiicreler (notrofiller, makrofajlar), dendritik hiicreler, mast hiicreleri, dogal o6ldiirticii
(Natural Killer: NK) hiicreler ve kan proteinleri (kompleman sisteminin bilesenleri ve diger

inflamasyon mediyatdrleri) bulunur (2).



2.1.2. Adaptif (Edinsel) bagisikhik

Adaptif bagisiklik tepkisine lenfositler bunlarin iiriinleri aracilik eder. Lenfositler, cok
sayida antijeni tantyabilen oldukga cesitli reseptorler ifade eder (2). Beyaz kan hiicreleri olan
lenfositler T hiicreleri, B hiicreleri ve dogal 6ldiiriicii hiicreleri igerir. Bu hiicreler; antikor
tiretiminden, virlisle enfekte olmus ve tiimor hiicrelerinin dogrudan hiicre aracili

oldiiriilmesinden ve bagisiklik tepkisinin diizenlenmesinden sorumludur (3).

Lenfositler, viicutta her biri farkli bir antijenik determinant i¢in spesifik olan klonal
olarak dagilmis antijen reseptorlerini ifade eden tek hiicrelerdir. T lenfositlerin ve B
lenfositlerin her bir klonu, diger tiim klonlardaki reseptorlerin 6zgiilliiklerinden farkli olan
tek bir ozgiilliige sahip antijen reseptorlerini ifade eder. Saglikli bir yetiskindeki toplam
lenfosit sayis1 yaklagik 5 x 10! dir. Bunlarm yaklasik % 2’ si kanda, % 4’ ii deride, % 10’ u
kemik iliginde, % 15 1 gastrointestinal ve solunum yollarinin mukozal lenfoid dokularinda

ve % 65’ i de lenfoid organlarda (esas olarak dalak ve lenf diigtimleri) bulunur.

Lenfositler farkli islevlere ve protein {irtinlerine sahip farkli siniflardan olusur. Antikor
iireten hiicreler olan B lenfositleri, kuslarda Bursa Fabricius adi verilen bir organda
olgunlastiklart tespit edildigi i¢cin bu sekilde adlandirilmistir. Memelilerde ise B hiicresi
olgunlagmasinin erken asamalar1 kemik iliginde gerceklesir. Hiicresel bagisikligin aracilar
olan T lenfositleri ise timusa gé¢ eden ve timusta olgunlasan kemik iligindeki Oncii

hiicrelerden ortaya cikar (2).

2.2. Lenfoid Organlar

Lenfoid organlar, lenfosit gelisiminin ve bagisiklik tepkilerinin  Onemli

diizenleyicileridir.

Lenfoid organlar genel olarak 3 islevi yerine getirirler. Bunlardan birincisi, lenfoid
hiicrelerin gelisimi i¢in uygun stromal nisler saglarlar. Ikinci olarak lenfoid organlar self-
toleransl antijen-reseptor repertuarlarinin hazirlanmasini saglayan kalite kontrol adimlarinm
diizenlerler. Ugiincii olarak, lenfoid organlar bagisiklik tepkilerinin etkinligini ve kesinligini
diizenlemek i¢in islev goriir ve bu da nihayetinde ¢esitli lenfoid hiicre tiirlerinin diizenlenmis

etkilesimine baglidir (4).



Anatomik olarak, bu iglevler farkli lenfoid organlar tarafindan gerceklestirilir. Kemik
iligi ve timustan meydana gelen primer (santral) lenfoid organlar T ve B lenfositlerin
olgunlastig1 ve antijene yanit verecek hale ulastigi bolgelerdir. Lenf nodu ve dalagin
olusturdugu sekonder (periferik) lenfoid organlarda ise patojenlere kars1 kazanilmis immiin

yanitin baslatilir.

2.2.1.Primer (santral) lenfoid organlar

Kemik iligi ve timusu primer (santral) lenfoid organlardir. Lenfositlerin ilk olarak

antijen reseptorlerini ifade ettigi ve fenotipik ve islevsel olgunluga eristigi bolgelerdir.

B lenfositleri kemik iliginde olgunlasirlar ve dolasima girerek olgunlagmalarini
tamamlayacaklar1 dalaga goc ederler. T lenfositleri ise timusta olgunlasir, sonra dolagima

girerek sekonder lenfoid organlara goc¢ eder.

Primer lenfoid organlar, lenfosit olgunlagmasi icin gereken biiylime faktorlerini ve
diger molekiiler sinyalleri saglar ve olgunlasan lenfositlerin se¢imi i¢in kendi antijenlerini

sunarlar (2).

2.2.2.Sekonder (periferik) lenfoid organlar

Periferik lenfoid organlar olarak da adlandirilan sekonder lenfoid organlar antijen,
antijen sunan hiicreler ve lenfositler arasindaki iletisimi diizenleyerek adaptif (edinsel)

immiinitenin gelisimini saglar.

Lenf diiglimleri, dalak ve mukozal bagisiklik sisteminin bilesenlerini i¢eren sekonder
(veya periferik) lenfoid organlar, yabanci antijenlere karsi lenfosit yanitlarinin baslatildig:
ve gelistirildigi bolgelerdir. Lenf diigiimleri tiim viicuda yayilan lenfatik kanallarin etrafinda
yer alan lenfoid dokularin bir araya gelmesinden olusan nodiiler yapilardir. Dalak karin

boslugunda bulunan ve kan kaynakli antijenlere kars1 immiin yanit1 olusturulan bir organdir

2).



Dalak

Karin bolgesinde, diyaframin hemen altinda yer alan dalak viicudun en biiyiik kan
filtresidir (5). Dalak viicuttaki en biiyiik ikincil lenfoid organdir ve bu nedenle hematopoez
ve kirmizi kan hiicresi temizlenmesindeki rollerinin yani sira ¢ok ¢esitli immiinolojik isleve
de sahiptir. Islev ve yapisina gore kan dolasiminin daha fazla oldugu kirmizi pulpa ve lenfoid
hiicrelerle dolu beyaz pulpa olarak ikiye ayrilir ve bu iki bolge arasinda insanlarda

perifolikiiler alan yer alir. Tiim hiicreler ve antijenler dalaga kan yoluyla girer (6).

Kirmizi pulpa yasli, 6lii veya opsonize hiicrelerin dolasimdan temizlendigi yerdir (6).
Patojenler ve hiicresel artiklarin yani sira yaslanan eritrositler, bu alanda bol miktarda
bulunan makrofajlar tarafindan kandan etkin bir sekilde uzaklastirilir. Makrofajlar daha
sonra eritrositlerdeki demiri geri doniistiiriirler (5). Sistemik antijenlere kars1 adaptif immiin
yanitlar beyaz pulpada baslatilsa da, immiin efektor fonksiyonu genellikle kirmizi pulpada
gerceklesir. Notrofiller, monositler, dendritik hiicreler, gamma delta (yd) T hiicreleri ve
makrofajlar dahil olmak iizere dogal bagisiklik islevlerine sahip bircok lokosit kirmizi

pulpada bulunur (7).

Beyaz pulpa, adaptif immiin yanitlarin basladigi oldukc¢a organize bir lenfoid bolgedir.
T hiicreleri ve B hiicreleri i¢in ayr1 alanlardan olusur ve bu alanlar makrofajlarin ve B
hiicrelerinin ayr1 alt kiimelerini igeren bir bolge olan marjinal bolge ile ¢evrilidir (5). Beyaz
pulpayi, dalagin parankiminden yani kirmiz1 pulpadan ayirmak i¢in bir kapsiil bulunmaz.
Bunun yerine dogal bagisiklik hiicrelerinden olusan hiicresel bir sinir beyaz pulpanin
sinirlarini belirler. Bir kapsiil olmamasina ragmen, 60 kDa’dan biiylik antijenler beyaz
pulpaya serbestce gecemez ve bunun yerine marjinal bdlge hiicreleri tarafindan taginir (8).

Kan marjinal bolgeden serbestce akarken, beyaz pulpa kan dolasimindan hari¢ tutulur (5).

Marjinal bolge, dogal ve adaptif bagisiklik yanit1 arasinda bir kdprii olusturur, ¢iinkii
bu bolgedeki spesifik kalip tanima reseptorlerini ifade eden makrofajlar, kan yoluyla taginan
patojenleri etkili bir sekilde alabilir. Bu bolgedeki B hiicrelerinin spesifik alt kiimesi olan
marjinal bolge B hiicreleri, bu makrofajlar tarafindan aktive edilebilir veya kan yoluyla
tasinan patojenlere dogrudan yanit verebilir, ardindan antijen sunan hiicreler veya IgM

tireten plazma hiicreleri haline gelirler (5).



Beyaz pulpa igerisinde antijen sunan hiicreler (ASH), T lenfositler ve B lenfositler
anatomik olarak organize edilmistir. T hiicre bolgesi, beyaz pulpa igerisinden gecen merkezi
arteriyoliin etrafinda olustugu i¢in periarteriolar lenfoid kilif (PALS) olarak da adlandirilir.
B hiicre bolgeleri, B hiicrelerinin aktivasyonu ve hayatta kalmasi i¢in onemli bir hiicre
karigimi igeren folikiillerdir (9). T hiicresi bolgesindeki T hiicreleri dendritik hiicreler ve B
hiicreleri ile etkilesime girerken, B hiicresi folikiillerinde, aktive B hiicrelerinin klonal

genislemesi gerceklesir ve izotip degisimine yol acar.

Beyaz pulpanin organizasyonu, T ve B lenfositleri kendi alanlarina ¢ekerek beyaz
pulpa icinde belirli bolgeler olusturan spesifik kemokinler tarafindan kontrol edilir.
Kemokinler kemotaktik fonksiyona sahip sitokin ailesinin en biiyiik tiyesidir ve G-protein-
bagh reseptorlere baglanarak etki ederler (10). B hiicrelerinin B hiicre folikiillerine goc
etmesi i¢in C-X-C kemokin ligand 13 (CXCL13) ve reseptorii C-X-C kemokin reseptdrii tip
5 (CXCRYS) gerekir (11). Bunun yani sira C-C kemokin ligand 19 (CCL19) ve CCL21 ve
reseptorleri CCR7 ise T hiicrelerinin ve dendritik hiicrelerin beyaz pulpanin T hiicre
bolgesine c¢ekilmesinde rol oynar. Bu kemokinlerin ekspresyonu lenfotoksin-al1f2 (LT-
al1B2) ve tiimor nekroz faktorii (TNF) tarafindan kontrol edilir. LT-f reseptorii (LT-pR) veya
TNF reseptorii 1 (TNFR1) araciligiyla sinyalizasyon eksik oldugunda, dalakta homeostatik
kemokinler CXCL13, CCL19 ve CCL21 seviyeleri azalir ve beyaz pulpa bolgelerinin

diizensizlesmesine neden olur.

B hiicrelerini, B hiicresi folikiillerine ¢gekmek i¢in ¢ok dnemli rol oynayan CXCL13,
CD35+ (Cluster of Differentiation: Baskalasim Kiimesi) folikiiler dendritik hiicreler
(FDH’ler) ve bu FDH’lere komsu olan stromal hiicreler tarafindan iiretilir. B hiicreleri, B
hiicresi folikiillerine dogru goglerine aracilik eden reseptor CXCRS’1 ifade eder. Buna ek
olarak, CXCRS5 iizerinden sinyalizasyon, B hiicrelerinin ylizeyinde LT-a1B2 ifadelenmesini
indiikler, bu da FDH’lerin farklilasmasini ve CXCL13 ekspresyonunu indiikler ve bdylece

pozitif bir geri besleme dongiisiine aracilik eder.

Beyaz pulpada yer alan germinal merkez B hiicrelerin somatik hipermutasyona
ugradigl, B hiicrelerinin se¢iminin yapildigi ve olgunlastigt sekonder lenfoid organlar
icerisinde 6zellesmis bir yapidir. Antijeni tantyan B hiicresi germinal merkez reaksiyonlarina
yanit olarak aktive olur ve bunun sonucunda antikor iiretimi gerceklesir. Beyaz pulpa

folikiillerinde bulunan naif folikiiler B hiicreleri aktive edildikten sonra germinal merkezin



acik ve koyu boyanan bolgeleri arasinda hizla dongii yapar. CXCRS, B hiicrelerini T
hiicreleri ile karsilasacaklar1 agik boyanan bolgeye yonlendirirken, CXCR4 onlar1 ¢ogalma,

sinif degistirme ve somatik hipermutasyona ugradiklar1 koyu bolgeye yonlendirir (12).

2.3. Germinal Merkezler

Sekonder lenfoid organlarda B hiicrelerin se¢iminin yapildigi ve olgunlastigi bolgeye
germinal merkez denir. Germinal merkezler ilk olarak 1884 yilinda Walther Flemming
tarafindan boliinen hiicreleri igeren sekonder lenfoid organlarin belirgin mikro anatomik
bolgeleri olarak tanimlanmistir (13). Germinal merkez reaksiyonu, enfeksiyona karst T
hiicresine bagl antikor yanitlarinda klonal genigsleme, somatik mutajenez, afiniteye dayali
secilim ve farklilagsma olaylarini, afinite agisindan olgunlagmis plazma hiicreleri veya bellek
B hiicreleri tiretmek igin sikica paketlenmis ancak olduk¢a dinamik bir mikro ortamda
birlestirmesi agisindan benzersizdir. Germinal merkez reaksiyonu son derece dinamik bir
stirectir ve siki bir sekilde kontrol edilir. Germinal merkezde bulunan B hiicreleri hem T

hiicreleri hem de antijen ile kisa ve dinamik etkilesimlere girerler.

2.3.1. Germinal merkez olusumu

Germinal merkezler, sekonder lenfoid organlarda folikiiler dendiritik hiicrelerden
olusan bir ag i¢eren B hiicresi folikiillerinde gelisir (13,14). Germinal merkezler antijenlere
yanit olarak olusurlar. Bu nedenle naif B hiicreleri sekonder lenfoid organ igerisinde siirekli
dolasarak antijen ararlar. B hiicre folikiillerindeki antijene 6zgii naif B hiicreleri T bagiml
antijenlerle karsilastig1 zaman hem B hiicreleri ve T hiicre bolgelerindeki CD4+ T hiicreleri
aktive olur (13). Aktive olan hiicreler T hiicre bolgesi - B hiicre bolgesi (T-B) sinirina gog
ederler. Bu hareket, antijen aktivasyonu sonucunda kemokin reseptérii CCR7’nin hizla
yukar1 yonlii diizenlenmesiyle yonlendirilir (14). T-B sinirinda bulunan T hiicreleri, T
folikiiler yardimci (T follicular helper: Tth) hiicrelerinin dnciileri (pre-Tth) olarak kabul
edilir (15). T-B sinirinda B hiicreleri B hiicresi reseptorii (B cell receptor: BCR) araciligiyla
antijeni ayn1 kokenden gelen CD4+ T yardimci hiicrelerine sunar ve es-uyarict (ko-
stimiilator) sinyalini alir. B hiicreleri tarafindan siirekli olarak ifade edilen ve ko-stimiilator
olan CDA40 ile aktive edilmis CD4+ T yardimci hiicreleri tarafindan ifade edilen ve CD40’1n
ligand1 olan CD40L’nin (CD154) etkilesimi ile B hiicre ¢ogalmasini1 ger¢eklesir ve bdylece

germinal merkez yanitlar1 indiiklenir (14). Klonal olarak genisleyen bu B hiicrelerinin
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bazilar1 kisa Omiirlii plazma hiicrelerine veya erken hafiza B hiicrelerine farklilasirken
bazilar1 da antikor afinite olgunlagmasinin gerceklestigi germinal merkezleri olugturmak igin

folikiiliin merkezine go¢ ederler (16).

Olgun germinal merkezlerde histolojik goriiniimlerine dayanarak koyu boyanan bdlge
ve agik boyanan bolge olarak adlandirilan islevsel olarak farkli 2 bolge vardir. Koyu boyanan
bolge T hiicre alanlarinin proksimalinde yer alir ve sentroblast olarak bilinen yogun bir
sekilde paketlenmis, ylizey immiinoglobulin ekspresyonu azalmis biiylik ve ¢ogalan B
hiicrelerinden olusur (13,14). A¢ik boyanan bolgede, koyu boyanan bolgeye gore daha az
miktarda B hiicre bulunur ve Tth hiicreleri, T folikiiler regiilator (T follicular regulator: Tfr)
hiicreleri, folikiiler dendritik hiicreler ve makrofajlar dahil olmak {izere ¢esitli hiicre
tiplerinin varlig1 ile karakterize edilir (17). B hiicreleri, acik boyanan bolgede afiniteye
dayal1 secilimden gecerek afinitesi artirilmis hafiza B hiicreleri ve plazma hiicrelerini

olusturur (16).

Germinal merkezde B hiicrelerinin agik ve koyu boyanan bdlgelere ayrilmasi, bu
bolgelerdeki kemokin CXCL12 ve CXCL13’lin miktarina ve CXCR4’ilin sentrositler ve
sentroblastlar tizerindeki diizenlenmis ifadesine baglidir. Sentroblastlar, sentrositlerden daha
yiiksek seviyelerde CXCR4 ifade eder ve bu kemokin reseptoriiniin ligandi olan CXCL12,
germinal merkez koyu boyanan bdlgelerinde acgik boyanan bolgelere kiyasla daha bol

miktarda bulunur (18).

Koyu boyanan bolgede B hiicreleri proliferasyona ve somatik hipermutasyona ugrar.
B hiicreleri germinal merkezde ¢ogaldikca, somatik hipermutasyon ile immiinoglobulin
degisken (Immunoglobulin Variable: IgV) bolge genlerinde yiiksek oranda mutasyon
gerceklesir (14,16). Somatik hipermutasyon sonucunda antijene karsi daha ytiksek afiniteye
sahip antikorlar, antijene kars1 daha diislik afiniteye sahip antikorlar ve antijene karsi

afinitede hi¢bir degisiklige sahip olmayan antikorlar tiretilir.

Koyu boyanan bolgede gerceklesen somatik hipermutasyonun ardindan yiiksek
afiniteli B hiicreler yiizeyinde ifade ettigi kemokin reseptorii CXCRS5 ile ligand1 olan
CXCL13’e baglanarak ag¢ik boyanan bolgeye geger (15). Germinal merkezde pozitif se¢ilime
ugrayan B hiicre klonlar1 hafiza B hiicresi olarak veya plazma hiicresi olarak germinal

merkezden cikarlar ya da yeniden germinal merkezin koyu boyanan bdlgesine giderek



burada daha fazla somatik hipermutasyona ugrarlar ve cogalirlar. Eger BCR afinitesi

diisiikse B hiicreleri hayatta kalma (survival) sinyallerini alamazlar ve apoptoza ugrarlar

(19).

Acik boyanan bolgeye gecen B hiicreler Tth hiicreleri, Tfr hiicreleri ve folikiiler
dendritik hiicreleri ile etkilesim halindedir. B hiicreleri yiizeylerinde bulunan BCR yardimi1
ile folikiiler dendritik hiicre yiizeyindeki antijeni yakalar ve germinal merkez Tth hiicrelerine
sunar (20). B hiicresi yiizeyinde ifade edilen CD40, indiiklenebilir ko-stimiilator-
ligand (Inducible Costimulator Ligand: ICOS-L) ve programli 6liim ligand1 1 (Programmed
Death Ligand 1: PD-L1) / L2 sirasiyla Tth hiicresi yilizeyinde ifade edilen CD40L, ICOS ve
PD-1 etkilesime girer (15). Germinal merkez B hiicreleri, ko-stimiilator ve ko-inhibitor
molekiil araciligryla T hiicreleriyle etkilesim olusturur ve bu etkilesim B hiicrelerinin hayatta
kalmasinda 6nemli rol oynar (21). Tth hiicreleri yiizeylerinde ifade edilen CD40L, ICOS ve
PD-1 molekiillerinin germinal merkez gelisimi ve devamlilig: icin gereklidir (14). CD40-
CDA40L etkilesimi germinal merkez i¢in ¢ok onemlidir, CD40 veya ligandiin eksikligi
germinal merkez B hiicrelerinin tamamen kaybolmasina neden olabilir (22). Tiimo6r nekroz
faktorii ailesinin bir tiyesi olan CD40L, Tth hiicrelerinde yukar1 yonlii diizenlenirken, CD40
germinal merkez B hiicrelerinde siirekli olarak ifade edilir (23). Ayrica germinal merkezde
B hiicreleri ile Tth hiicreleri arasindaki etkilesim, ICOS-L-ICOS sinyali ile artmaktadir.
CDA40L-CDA40 sinyallemesi, transkripsiyonel olarak ICOS-L ekspresyonunu aktive eder
(24). Germinal merkezlerdeki Tth hiicreleri, se¢ilim sikiligini korumak i¢in sinirlayict olmak
zorundadir. Germinal merkez B hiicreleri, T hiicresi reseptor sinyalini azaltmak i¢in Tth
hiicreleri iizerindeki PD-1’e baglanan ve bdylece pozitif se¢im esigini yiikselten inhibitor
ligandlar PD-L1’1 ifade eder. PD-1 reseptorii ayrica folikiiler manto lokalizasyonlu Tth
hiicrelerini germinal merkezlere yonlendirmek icin de islev goriir (25). Antijen sunan B
hiicreleri ile stirekli etkilesim, Tth hiicreleri tizerindeki yardimci inhibitdr molekiil PD1'in
yukar1 regiilasyonuna neden olur. PD-1 i¢in ligand olan PD-L1, esas olarak germinal
merkezdeki antijen sunan hiicrelerde bulunur, Tth hiicre cogalmasini ve uyarici sitokinlerin
tiretimini sinirlar, bu da T hiicre anerjisine katkida bulunur ve kendinden olan tolerans saglar

(26,27)

CD4+ T yardimer hiicreleri olan Tth hiicreleri ve Tfr hiicreleri B hiicresi yanitini
diizenlemede 6nemli bir rol oynar. Tth hiicreleri, germinal merkezlerin olusumu ve humoral

bagisikligin gelisimi i¢in B hiicrelerine benzer yardim saglama konusunda uzmanlasmastir.
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Tt hiicreleri timik diizenleyici T (Treg) hiicrelerinden tiiretilir (28). Tfr hiicreleri, Tth hiicre
aktivasyonunu baskilayarak veya otoreaktif B hiicrelerinin plazma hiicresine farklilagmasini
engelleyerek germinal merkez yanitinin 6zgiilliigiinli saglamaya yardimci olur. Tfr, germinal

merkez olusumunu baskilar (29).

Naif CD4+ T hiicreleri dendritik hiicreler tarafindan aktive edilir ve CXCRS5'i upregiile

ederek B hiicre folikiillerine go¢ etmelerini saglar (30).

Tth hiicreleri B hiicrelerini 6nemli 6lcilide etkileyen sitokinler salgilar. Tth hiicreleri
tarafindan salgilanan baslica sitokinlerden ikisi interldkin (IL)-4 ve IL-21’dir. Bu sitokinler
B hiicresi ¢ogalmasini, CSR’yi ve plazma hiicrelerine veya germinal merkez B hiicrelerine

farklilagmay1 tesvik eder (31).

Acik boyanan bolgede Tth hiicreleri, Tfr hiicreleri ve folikiiler dendiritik hiicrelerin
yardimiyla B hiicreleri sinif degistirme rekombinasyonu gegirir ve afinitelerine gore pozitif
olarak segilir. Yiiksek afiniteli klonlar germinal merkezlerden ¢ikarak hafiza B hiicrelerine
ve uzun Omiirlii plazma hiicrelerine farklilagir (14,32). CSR antikor izotip degisimine
aracilik eden DNA diizeyindeki bir mekanizmadir. Sinif degisimi, germinal merkez i¢indeki
Tth hiicreleri tarafindan salgilanan sitokinler tarafindan kontrol edilir. Immiinglobulin izotip
degistirme siireci B hiicresi aktivasyonundan sonraki giinler icerisinde baslayabilir. Aktive
edilmis B hiicresi tarafindan iiretilen antikorun agir zincir sinifinin IgM ve IgD’den IgG, IgA

veya IgE’ye degistigi bir siirectir. Siire¢ esas olarak germinal merkezler i¢cinde gerceklesir.
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Sekil 2.1. Germinal merkez reaksiyonu (19)
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2.4. B Hiicreleri (B Lenfositleri)

B hiicreleri memelilerde humoral bagisikliktan sorumlu olan ve adaptif bagisiklik
yanitinda gorev alan hiicrelerdir. 1965 yilinda tanimlanan (Cooper ve ark. 1965) B hiicreleri,
antikor adi verilen proteinler iireterek viicudu enfeksiyonlara karsi korurlar. B hiicrelerinin,
kendinden olan ve olmayan antijenleri tanima ve hafiza 6zelligi olmak iizere 2 6nemli gorevi

vardir (33).

2.4.1.B hiicrelerinin siniflandirilmasi

B lenfositleri, B hiicre soyunun oOnciisii olarak kabul edilen hematopoetik kok
hiicrelerden tiretilir. Erken gelisim fetal karacigerde ve dogumdan sonra ise kemik iliginde

gercgeklesir (33).

B-2 hiicreleri kemik iliginden tiiretilir ve folikiiler B hiicre ve marjinal bolge B
hiicreleri olarak 2 smnifa ayrilir. Adaptif humoral tepkilere aracilik eder ve antikor
tiretiminden sorumludurlar. T hiicrelerine antijen sunumunda ve proinflamatuar sitokin
salgilanmasinda gorev alirlar (34). Viicutta en ¢ok sayida bulunan B hiicresi tiirii olan
folikiiler B hiicreleri lenfoid dokularda ve kanda bulunur. Hiicre yiizeyi antijen reseptorleri
ve adaptif humoral bagisikligin temel salgilanan efektor molekiilleri olarak gorev yapan
oldukca ¢esitli, klonal olarak dagilmis antikor setlerini ifade ederler. Folikiiler B hiicreleri,
insanlar1 ayn1 mikroplarin tekrarlayan enfeksiyonlarindan koruyan yiiksek afiniteli
antikorlarin ve hafiza B hiicrelerinin ¢oguna yol acar (2). Olgun naif B2 hiicreleri
yasamlariin biiylik bir boliimiinii antijen arayisi icinde sekonder lenfoid organlar arasinda
dolasarak gecirirler. Marjinal bolge B hiicreleri kemirgenlerde sadece dalakta bulunur ancak

insan dolagiminda bulunabilir (35).

2.4.2.B hiicre gelisimi

B lenfositlerin olgunlagsmasindaki adimlar, Ig genlerinin kesin bir sirayla yeniden
diizenlenmesi ve ifade edilmesi, antijen Oncesi reseptor kontrol noktasinda gelisen B

hiicrelerinin se¢ilmesi ve ¢cogalmasi ve olgun B hiicre repertuarinin se¢ilmesidir.
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B hiicresi aktivasyonu

Bir B hiicresinin bir protein antijeni tarafindan aktivasyonu, B hiicresinin bir ASH
olarak islev gérmesini ve MHC simif II tarafindan sunulan protein epitoplarim1 yardimer T
hiicrelerine sunmasini gerektirir, bu nedenle bu mekanizmaya T hiicresine bagl aktivasyon
adi verilmistir. Ancak, polisakkaritler, lipopolisakkaritler ve diger protein olmayan
antijenler, antijen islenmesi ve T hiicrelerine sunulmasi olmadan B hiicrelerini aktive

edebildikleri i¢in T bagimsiz antijenler olarak kabul edilir (33).

Antijen sunumunda B hiicrenin rolii ve T hiicre ile iliskisi

B hiicreleri antikor liretme yeteneginin yan1 sira antijen sunan hiicreler olarak da islev
goriir (36). Aktive olan B hiicrelerin ylizeyinde MHC Smif-II ve es-uyaran molekiil
ekspresyonlari artar. Bu haliyle B hiicre reseptorleri ile antijenleri yakalama kapasiteleri ve

klonal biiyiime yetenekleri, B hiicrelerini giiglii bir ASH yapar (37).

B hiicresinin yabanci antijeni tantyip CD4+ T hiicresine iletmesi i¢in 2 farkl: sinyal
gerekir. Periferik lenfoid organ icindeki B hiicreleri BCR ile antijeni tanir. Bu tanima 1.
sinyaldir ve CD19 kompleksi iizerinden bir aktivasyon sinyali saglar. Olusan antijen/BCR
kompleksini endositoz yoluyla i¢sellestirilir ve antijeni isleyerek peptid yapili hale getirir ve
MHC Siif-II molekiiliiyle CD4+ T hiicreye sunmak i¢in T hiicre agisindan zengin alana
gider. Burada Tth hiicreleriyle etkilesime giren B hiicreleri, daha fazla aktivasyon sinyali
alir. B hiicresi aktivasyonu i¢in ikinci sinyal, es-uyaran sinyalidir. Yardimer T hiicreleri
ylizeylerinde bulunan CD28 ile B hiicrelerin ylizeyinde bulunan B7-1 (CD80) ve B7-2
(CD86) es-uyaran molekiilleri tanirlar. CD4+ T hiicre aktive olur, CD40L eksprese eder ve
sitokin salgilar. CD40L B hiicre ylizeyindeki CDA40 ile birleserek sitokinleri aktive eder.
Boylece hem B hiicrelerinin hem de T hiicrelerinin efektdr ve bellek hiicrelerine

farklilagmasi gergeklesir (38—40).
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Sekil 2.2. T hiicreleri ve B hiicreleri arasindaki karsilikli etkilesimler (37)

2.5. CD4+ T Hiicre Farkhilasmasi

Naif CD4+ T hiicreleri, aktive olduktan sonra, spesifik sitokinler {ireten T yardime1 (T
helper: Th) hiicre alt gruplarina farklilasir. T yardimer hiicrelerinin farklilasmasi, belirli
transkripsiyon faktorlerini aktive eden ve/veya up-regiile eden polarize sitokinler tarafindan
tetiklenen T hiicre reseptdr (T Cell Receptor: TCR) sinyallerine baglhidir. Sitokinler,
bagisiklik sisteminde hiicreler arasi iletisimi saglayan salgisal yapilardir ve CD4+ T

yardimc1 hiicreleri, sitokin iireten hiicrelerdir (41).

T yardimcr hiicre farklilasmasi sitokin uyarimi ile baslar. Sitokin stimiilasyonunu
takiben, farkli “Signaling Transducer and Activator of Transcription (STAT)” ailesi

proteinleri aktive edilir ve T yardimci hiicre farklilagmasini yonlendirir.

- Th1: Thl hiicreleri, makrofajlarin ve sitotoksik T hiicrelerinin aktivasyonunda yer
alan pro-inflamatuar efektor T hiicreleridir. IL-12 etkisiyle STAT4 aktivasyonu meydana
gelir, ana diizenleyici T-bet (T-box expressed in T cells)'in ekspresyonu gergeklesir ve Thl
grubunun etkin sitokini olan interferon (IFN)-y salgilanir (42). Th1 hiicrelerinin olusturdugu
destekledigi enflamasyonun baskilanmasinda ve hiicrelerin Th2 fenotipine doniisiimiinde rol

oynar.

- Th2: Th2 hiicre efektor islevleri, helmintlere karsi bagisiklik tepkilerini harekete

gecirir ve alerjik reaksiyonlarda merkezi konumdadir. IL-4 etkisiyle STAT6 aktivasyonu
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baslar, ana diizenleyici GATA3'lin ekspresyonu indiiklenir ve belirgin sitokinleri olan IL-4,

IL-5 ve IL-13’salgilanir (42).

- Tth: Tth hiicreleri, yliksek afiniteli B hiicrelerinin se¢iminin yapildigi bolge olan
germinal merkezlerin olusumu ve B hiicrelerinin hafiza hiicrelerine veya uzun omiirli
plazma hiicrelerine farklilasmasi i¢in gereklidir. Germinal merkezde agik boyanan bolgede
bol miktarda bulunan Tth hiicreler, antijene 6zgii B hiicrelerine 6nemli sinyaller saglayarak,
somatik hipermutasyon, izotip doniisiimii (class switch), hiicresel etkilesimler ve sitokin

salgilayarak afinite maturasyonu olusmasina katilir (43).

CXCRS, ICOS, PD-1, BCL-6 ve IL-21’in ekspresyonu Tth hiicrelerin taninmasini
saglayan yiizey molekiilleridir (44). CXCR7%, CXCR5" yiizey ekspresyonu olan Tth
hiicreler germinal merkeze gider ve burada kalirlar (43). PD-1-ICOS (ko-inhibisyonu) sinyal
etkilesimi ile T hiicre gelisimi baskilanabilir. Tth hiicrelerdeki ICOS ekspresyonu germinal

merkez olusumu, bellek B hiicre ve antikor salgilayan plazma hiicresi gelisimi i¢in 6nemlidir

(45).

BCL-6, Tth hiicre gelisimi i¢in anahtar bir transkripsiyon faktorii olarak bilinmektedir.
IL-6 sinyali lizerine STAT3 aktivasyonu gergeklesir, ana regiilator BCL-6'nin ekspresyonu
tetikler (42). Blimpl (B lymphocyte induced maturation protein 1), BCL-6 faktoriiniin
baskilanmasi yoluyla Tth hiicrelerinin {iretimini dogrudan smirlar. Blimpl’in asir
ekspresyonu, hem Tfh hiicre gelisimini ciddi sekilde azaltir hem de germinal merkez
reaksiyonlari1 ve antikor tepkilerini zayiflatir. Blimpl, CD4+ T hiicrelerinde IL-2
tarafindan indiiklenir. STATS araciliiyla IL-2 sinyali, Tth hiicre farklilasmasini sinirlayan

BLIMP1 ekspresyonuna yol acar (44).

- Treg: Regiilator T hiicreleri immiinolojik homeostasin ve self toleransin korunmasi
ve diizenlenmesinde gorev alir. Transkripsiyon faktorii Foxp3 (Forkhead transcription factor
P3), Treg hiicre gelisimi ve islevinde 6nemli bir rol oynar. IL-10 ve TGF-f sitokinlerini

salgilayarak T hiicrelerinin efektor fonksiyonlarimi baskilar.

IL-2 sinyali etkisiyle STATS aktivasyonu ana diizenleyici Foxp3 'in ekspresyonuna
neden olur. IL-2 T hiicrelerinin prolifere olmasinda rol oynar ve Treg sagkalimini kontrol

eder. IL-2Ra (CD25) naif ve efektor T hiicrelerde gegici olarak eksprese edilirken Treg’lerde
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her zaman eksprese edilir. Foxp3™ Treg’lerin ¢ogu, timus tarafindan immiin baskilama igin
0zellesmis ve islevsel olarak olgun bir T hiicresi alt popiilasyonu olarak tiretilir. Foxp3+ Treg
hiicrelerinin ana gorevi inflamasyon bolgelerine go¢ etmek ve gesitli efektor T hiicre alt
gruplarin1 (Th1, Th2, Th17, Tth) baskilamaktir. Foxp3 X kromozomu tarafindan kodlanir ve

Treg hiicrelerinin gelisiminde ve islevinde dnemli rol oynar (42,46).

2.6. Biiyiik Doku Uyumluluk Kompleksi ve Antijen Sunumu

Insanlarda ilk kez 16kositlerde gsterildigi icin “Insan Lokosit Antijeni (HLA)” olarak
bilinen “Biiylik Doku Uyumluluk Kompleksi (Major Histocompatibility Complex: MHC)”
hiicre ylizeyinde eksprese edilen ve edinilmis bagisiklik sistemi tarafindan kendinden
olmayan molekiillerin taninmasi i¢in dnemli olan spesifik bir molekiil grubu olusturur. Bu
nedenle MHC molekiillerinin temel islevi, patojenlerden kaynaklanan antijenleri peptid
yapil1 hale getirip hiicre yiizeyinde T lenfositlerine sunmaktir (47). Insanda 6. kromozomun
kisa kolunda (6p21) yer alan HLA gen bolgesi yaklasik 4 Mb biiyiikliigiinde 200'den fazla
genin yer aldig1 oldukg¢a polimorfik bir bolgedir (48).

HLA molekiilleri HLA Simif-I (HLA-A, -B, -C, -E, -F, -G), HLA Smif-II (HLA-DR, -
DP, -DQ, -DO, -DM, -DN, TAP1, TAP2), HLA Smif-III (C2, C4A, C4B, PF, TNF-a, -B) ve
HLA Sinif-IV (Hsp70, B144, LTB, TNF, LTA, MICA, MICB) olmak {izere 4 gruba ayrilir.
HLA Sinif-I molekiilleri HLA -A, -B, -C gibi klasik; -E, -F, -G gibi non klasik molekiilleri
icerir. HLA -A, -B, -C molekiilleri antijen sunumunda rol oynarken non-klasik olan HLA
molekiilleri immiinomodiilator olarak gorev yaparlar. HLA -DQ, -DR, -DP’yi i¢eren Sinif-
II molekiilleri ise T yardimci hiicreleri tarafindan taninmak tizere islenmis antijenik peptitleri
sunan proteinleri kodlarken; TAP1, TAP2 ve HLA-DM ve -DO tarafindan kodlanan
molekiiller, antijen iglenmesi ve sunuma hazirlanmasinda gorev yaparlar. Sif-1II ve -1V

HLA molekiilleri ise asil olarak enflamasyonda ve otoimmiin hastaliklarda 6nemlidirler (49).

Sinif-I HLA molekiilleri a ve B2 mikroglobulin zincirinden olusur. 15. kromozomda
kodlanan B2 mikroglobulin ve polimorfik 6zellik gosteren al, a2 ve a3 zincirleri birbirlerine
kovalent olmayan baglarla baghdir. HLA Sinif-1I molekiilleri ise polimorfik olan bir a ve B
zincirinden olusur. Bunlarda birbirlerine Simif I molekiillerinde oldugu gibi kovalent

olmayan baglarla baglanmistir (50).
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HLA Sinif-I antijenleri, ¢ekirdekli hiicrelerin yiizeyinde eksprese edilirken Sinif-11
antijenler ise dendritik hiicreler, aktive makrofajlar ve B lenfositler gibi, antijen sunucu

hiicrelerin yiizeyinde eksprese edilirler (51).

MHC Simif-I molekiilleri CD8+ T hiicrelerine peptid sunumu yaparken ve Sinif-1I
molekiilleri CD4+ T hiicrelerine peptid sunumu yapar. Bu peptitler, MHC Sinif-I molekiilleri
icin hiicre i¢i (endojen) ve MHC Sinif-II molekiilleri i¢in eksojen olmak tizere farkli

kaynaklardan kaynaklanir ve farkli yollarla elde edilir (51).

2.6.1. MHC Simif-I Antijen Sunumu

MHC Sinif-I molekiilleri tarafindan hiicre i¢i antijenik peptitlerin sunulabilmesi igin
antijenler proteazom tarafindan kiigiik peptidlere par¢alanarak Endoplazmik Retikulum (ER)
da peptitleri bekleyen MHC Sinif-I molekiillerine erismeleri gerekir. Peptitler TAP yoluyla
ER liimenine gecer. Peptit tasiyict TAP, sitosolik peptitleri ER liimenine pompalar. TAP
ayrica bir veya daha fazla tapasin molekiiliine baglanarak MHC Sinif-I molekiillerinin
katlanmast i¢in bir platform gorevi goriir. ER’de MHC Siif-I molekiilleri, kalretikiilin ve
ERp57 ve muhtemelen peptit baglayici saperon PDI tarafindan kismen katlanir ve stabilize
edilir. Kalretikiilin, N-glikosile MHC Sinif-I molekiillerini baglayan bir lektindir ve bu,
MHC Sinif-I molekiilleri ve tapasin arasinda daha kararli bir etkilesim ile sonug¢lanir. TAP,
tapasin, MHC Simif-I, ERp57 ve kalretikiilin kompleksine peptit yiikleme kompleksi (PLC)
denir. PLC, MHC Siif-I molekiillerine verimli peptit yiiklemesi saglar. Yeterli afiniteye
sahip bir peptide baglandiktan sonra, MHC Sinif-I kompleksi saperonlardan salinir ve ER
kalite kontrol sisteminden gecer. ER’de kalite kontrol isleminden gegmeyen peptid yiiklii
MHC Smif-I molekiilleri ERAD yolu tarafindan ¢ikarilirlar ve yikim veya yeni bir TAP
translokasyonu ve MHC Siif-I degerlendirmesi i¢in sitozole yeniden girerler. ER’de kalite
kontrol isleminden gecen peptid yiikli MHC Sinif-I molekiilleri CD8+ T hiicrelerine antijen

sunumu i¢in plazma membranina taginir (52).

HLA-G molekiilii

Non-klasik HLA-G molekiilleri, klasik HLA-A, HLA-B ve HLA-C molekiillerinden
farkli oOzellikler gosterir. Bunlar sinirli protein degiskenligi, mRNA'nin alternatif

eklenmesiyle olusturulan ¢oklu izoformlarin (zara bagli ve ¢oziiniir izoformlar) varligi,
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bagisiklik sisteminin modiilasyonu (bastirilmasi) ve esas olarak fetal sitotrofoblastta sinirl
doku ekspresyonudur. Yiiksek polimorfik olan klasik HLA Sinif-I genlerinin aksine, HLA-
G gen polimorfizmi ¢ok sinirlidir. On dokuz farkli tam HLA-G proteini ve ii¢ null alel
bulunmustur. Dort tanesi membrana bagli izoformlar ve geri kalan ¢oziiniir izoformlar olmak
tizere, mMRNA'nin alternatif ug birlestirmesiyle olusturulan 7 HLA-G transkripti (izoformu)

bilinmektedir.

HLA-G’nin bagisiklik tepkisinin baskilanmasinda énemli bir rol oynayan, tolerojenik
bir molekiil olarak roliinii desteklemistir. Genel olarak, molekiiliin tim boliimleri bu
yetenege katkida bulunabilir. Kisa sitoplazmik kuyruk, HLA-G'yi endoplazmik retikulumda
daha uzun siire tutar ve endositoz motifinin olmamasi nedeniyle molekiiliin hiicre
ylizeyindeki yar1 dmriinii uzatir ve bagisiklik sisteminin hiicreleri ile ¢oklu etkilesimlere izin

Verir.

HLA-G, inhibitor 6zelligi olan reseptor olarak immiinglobiilin (Ig) benzeri transkript
2 (ILT2: Ig-Like Transcript 2) ve ILT4, inhibitor olmayan reseptdr olarak CD8 ve CD160 ve
KIR2DL4 reseptorlerini icerir. ILT2 (ayrica CD85j ve LILRBI olarak da bilinir) ve ILT4
(ayrica CD85d ve LILRB2 olarak da bilinir) periferik bagisiklik hiicreleri iizerindeki ana
HLA-G reseptorleridir. ILT2 monositler, dendritik hiicreler, B hiicreleri ve dogal dldiiriicii
ve T hiicrelerinin alt gruplar1 tizerinde eksprese edilitken, ILT4 neredeyse sadece
miyelomonositik kokenli hiicreler tarafindan eksprese edilir. Hem ILT2 hem de ILT4,
sitoplazmik kuyruklarinda, SHP-1 (Src-homology 2 alani igeren tirozin fosfataz 1) gibi
fosfatazlar1 alarak hiicresel tepkileri inhibe eden immiinoreseptdr tirozin bazli inhibitor

reseptor motifleri (ITIM’ler) igerir.

Nakillerde, HLA-G'nin birincil islevi, ¢esitli efektor hiicrelerde bulunan inhibitor
reseptorler ILT2, ILT4 ve KIR2DL4 ile etkilesimi yoluyla konak¢i immiin yanitim
baskilamaktadir. Bagisiklik toleransi ve dolayisiyla uzun siireli allogreft sag kalimi, hem
dogrudan hem de dolayli mekanizmalar yoluyla gerceklesir. Dogrudan inhibisyon, HLA-
G'nin ILT2 ve ILT4 ile etkilesiminden kaynaklanir. Ki bu da CD8+ T lenfositlerin, NK ve
CD4+ T lenfositlerin alloproliferasyonunun inhibe olmasina neden olur. HLA-G'nin B-
lenfositleri iizerindeki humoral inhibitér mekanizmasima bakildiginda da ILT2 reseptor
baglanmasi yoluyla aktiflestirilmis B lenfositlerden proliferasyonu, farklilasmay1 ve antikor

salgilanmasini inhibe ettigini gostermektedir (53).
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2.6.2. MHC Simif-1I Antijen Sunumu

MHC Sinif-II lokusunun transkripsiyonu, ana regiilator CIITA tarafindan kontrol
edilir. MHC 1I transaktivatoriiniin (CIITA) etkiyle transkribe olan MHC Sinif-II genleri
ER’ye translokasyondan sonra, degismez zincir (Ii) ve o ve B zincirleri, bir nonamerik
(apli)3 kompleksi halinde birlesir. Bu birlesmenin kesin sirasi acik degildir, li'nin MHC
Smif-1I ile birlesmeden 6nce ya Onceden birlestirilmis aff kompleksleri olarak ya da tek a-
ve P-zincirleri ile baslangigta trimerler halinde birlesmesi (54) ve MHC Smif-1I
molekiillerinin ER’den ayrilmadan 6nce mutlaka li ile bir kompleks olusturmasi gereklidir.
Ii’nin dort farkli varyanti mevcuttur. Bunlar sitoplazmik kuyrukta buluna p33 ve p35
varyanti ile p43 ve p45 varyantlaridir. MHC Sinif II’nin a- ve B-zincirleri ER’de tutulurken,
birlestirilmis MHC Sinif-II aff heterodimer ER’den yavasca ayrilmaya baslar ve bu, Ii’nin
baglanmasiyla daha da hizlanir. Ii’nin buradaki goérevi CLIP (Swif II ile iligkili Degismez
Zincir Peptid) bolgesinin MHC Simif-1I peptit baglama olugunu bloke etmesi ve boylece
ER’deki diger peptitlerin bu oyuga baglanmasini engellemesidir. Ii’nin sitoplazmik kuyrugu,
MHC Smif-II molekiillerini endozomal bdlmelere yonlendiren iki klasik di-16sin ayirma
motifi icerir. Bu ayirma motifleri, AP1 (bir trans-Golgi ag adaptorii) ve AP2 (bir plazma zar1
adaptorii) ayirma adaptorleri tarafindan taninir. Bu nedenle Ii, MHC Smif-II molekiillerini
dogrudan trans-Golgi agindan veya plazma zarindan endositoz yoluyla “MHC Sinif-11
bolmesi (MIIC) ne olarak adlandirilan geg¢ bir endozomal bdlmeye tasinir. Ii, MHC Sinif-11

molekiillerinin yasamindaki ¢esitli adimlar i¢in gereklidir (52).

[i/MHC II komplekslerinin endositik yola Golgi iizerinden mi yoksa dogrudan hiicre
ylizeyi yoluyla mi gittigi hala tartismalidir. MIIC’ye girdikten sonra Ii katepsinler olarak
adlandirilan yerlesik proteazlar tarafindan sindirilir ve yerine CLIP adi verilen 24
aminoasitlik bir fragman gelir. Ayn1 bdlmede, hiicre dis1 protein antijenleri, peptit
yiiklemesine izin vermek icin endo-lizozomal proteazlar tarafindan parcalanir. Bu adim igin,
MHC Sinif-II molekiilleri, CLIP’in peptit baglama olugundan c¢ikarilmasint ve bunun
spesifik antijen tiirevli peptitlerle degisimini katalize eden peptit degisim faktori HLA-
DM’yi gerektirir. HLA-DM ayrica MHC Simif-II molekiilleri i¢in optimal afiniteye sahip
peptitlerin sec¢ilmesine yardimci olur. Bu islemdeki bir baska ilgili molekiil, ER’de ve
endositik yol boyunca HLA-DM ile siki bir sekilde birlesen ve bdoylece HLA-DM
aktivitesini daha asidik bolmelerle sinirlayan HLA-DO’dur. Son olarak, peptit/MHC Sinif-
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II kompleksleri plazma zarina taginir ve CD4+ T lenfosit aktivasyonunu ve T yardimci hiicre

aracili bagisiklik tepkilerini tetikler (55,56).

CD4" T cell

TCR
7 MHC class 1l

Nature Reviews | Immuno logy

Sekil 2.3. MHC Sinif II antijen sunumu (57)

2.7. Golgi

Golgi, yeni sentezlenmis zar ve salgi proteinleri ve lipitlerin taginmasi, islenmesi ve
siniflandirilmasinda kilit islevlere sahip, hiicre i¢i zara bagli merkezi bir organeldir. Spesifik
yapisi nedeniyle ayirt edici bir organel olan Golgi, salgisal yolagin merkezinde yer alir (58).
Golgi’'nin bu islevlerine ek olarak mitoz, DNA onarimi, stres tepkileri, otofaji, apoptoz ve
inflamasyon dahil olmak {izere bir dizi hiicresel siirecin diizenlenmesine katkida bulundugu

kabul edilmektedir (59).

Golgi yapist dinamiktir ve siki bir sekilde diizenlenir. Golgi, hiicre tipine ve
organizmaya bagli olarak sayisi 3 ile 12 arasinda degisen diiz sarniglardan (cisternae) olusan
bir yigindan (stacks) meydana gelir. Memeli hiicrelerinde her hiicre, sentrozomun yakininda
lokalize olan Golgi seridini (ribbon) olusturmak iizere birbirine baglanan bu tiirden yiizlerce
y1gm igerir (60). Golgi, zarlarla ayrilmis ve belirgin sarniglar olusturan cis-Golgi agi, cis-
Golgi, medyal-Golgi, trans-Golgi ve trans-Golgi ag1 gibi ¢esitli fonksiyonel bolgelere
sahiptir (61). Golgi yiginlar1 polarizedir. Endoplazmik retikulumda yeni sentezlenmis
protein ve lipitler golgiye cis-sisterna tarafindan alimirlar ve trans-Golgi agindan (TGN)

endozomlar ve lizozomlar gibi diger hiicre i¢i zarlara aktarirlar (58).
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Golgi’de salg1 ve zar proteinleri, glikozilasyon, siilfatlama ve fosforilasyon dahil
olmak {iizere ¢esitli translasyon sonrast modifikasyona ugrarlar. Ayrica N-glikozilasyon,
proteoglikan tipi glikozilasyon, proteinlerin musin tipi glikozilasyonu ve lipitlerin
glikozilasyonu gibi ¢esitli glikozilasyon tipleri golgide gerceklesir. Endoplazmik
retikulumda sentezlenen lipitler ve proteinler golgi yiginlarindan gegerken sekerler, lipitler
veya proteazlar eklenerek iglenirler. Golgi yigmlariin alt bélmeleri, glikoproteinlerin ve
glikolipidlerin sentezinden sorumlu bir dizi glikozidaz ve glikoziltransferaz barindirir.
TGN’de birgok salgi proteini liimenal proteinazlar tarafindan proteolitik olarak pargalanir

(58,60).

Son on yilda, golgi membran mimarisini ve islevini diizenleyen molekiiler
mekanizmalari ortaya ¢ikarmak i¢in 6nemli miktarda ¢alismalar yapilmistir. Golgi seridinin
olusumu Golgi matris proteinlerine ve saglam bir mikrotiibiil organizasyonuna baglidir.
Sitozolik dinein (kimyasal enerjinin hareket enerjisine doniismesiyle hareket eden bir
tasiyict motor proteindir), golgi zarlarini sentrozomdan tiiretilen mikrotiibiiller boyunca
mikrotiibiillerin negatif yiiklii ucuna dogru hareket ettirir. Daha sonra, Golgi yonelimli
mikrotiibiiller Golgi yiginlarin1 yakin tutar ve aralarindaki tiibiiller arasi baglantilari

kolaylastirir (58).

Golgi Matriks Proteinleri

GRASPs (Golgi Reassembly Stacking Proteins): Golgi matriks proteinlerinin arasinda
GRASP65 (agirlikl olarak cis yiiziindeki sarniglarda bulunur) ve GRASPS55 (ortadaki ve
trans yiiziindeki sarniglarda daha cok bulunur) en ¢ok calisilan ve en detayli bilinen

proteinlerin basinda gelmektedirler.

Golginler: Vezikiillerin baglanmas1 ve Golgi biitiinliiglinlin korunmasi igin gerekli
sarmal yapida golgi zar proteinleridir. Farkli golginler Golgi kompleksinin farkli

bolgelerinde lokalize olurlar.

GM130 ilk tanimlanan golgi matriks proteinidir ve GRASP6S5 ile stabil bir kompleks
olusturarak agirlikli olarak cis-Golgi yiizeyinde bulunur (58). 130 kDa'lik Golgi matriks
proteini olan GM130 cis-Golgi'nin en iyi bilinen belirteglerinden biridir. GM130, ER ve

Golgi zarlarindan tomurcuklanan tasima vezikiilleri arasindaki fiizyon, Golgi lizerindeki
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mikrotiibiillerin  ¢ekirdeklenmesi, ig diizenegi ve hiicre bdliinmesi ve Golgi’nin
kompartimanlagsma organizasyonunun diizenlenmesi dahil olmak iizere bircok iglemin

anahtaridir (62).

2.7.1. Golgi Stres Yanit1

Endoplazmik retikulumda salgi ve membran proteinlerinin sentezi arttiginda ve bu
durum golginin kapasitesini astiginda bu proteinler diizgiin bir sekilde modifiye edilemez
veya tasinamaz ve Golgi stresi olusur. Golgi stresiyle basa ¢ikmak i¢in hiicreler, Golgi stres
yanit1 olarak bilinen hiicresel ihtiyaglara uygun olarak Golginin kapasitesini artiran

homeostatik mekanizmalari etkinlestirir.

Golgi stres yanitinin molekiiler mekanizmasi: (a) Golgi islevinin yetersizligini tespit
eden bir sensdr molekiilii; (b) Golgi ile iliskili genlerin transkripsiyonunu indiikleyen bir
transkripsiyon faktorii; (c) transkripsiyon faktoriiniin baglandigi bir transkripsiyonel arttirict
eleman; ve (d) glikozilasyon enzimleri ve vezikiiler tasima bilesenleri gibi Golgi ile iligkili

proteinleri kodlayan hedef genler’den olusur (61).

Bugiine kadar yapilan c¢aligmalarda Golgi stres yanitt ER stres yaniti kadar net
karakterize edilememistir ancak Golgi fonksiyonlarmin kapasitelerini diizenleyen bazi
mekanizmalar tanimlanmistir. Giinlimiizde memeli hiicreleri icin Golgi stres yanit1 yapilan
caligmalar ile gosterilmistir ve bunlar TFE3, proteoglikanlar, CREB3 ve HSP47 yolaklari
olarak siralanabilir. TFE3 yolag1 N-glikozilasyon ve vezikiiler tasima gibi Golgi’nin genel
islevini diizenler. Proteoglikan yolagi proteoglikanlar i¢in glikozilasyon enzimlerinin
ekspresyonunu artirir. CREB3 yolag1 pro-apoptotik islevleri diizenlerken HSP47 yolagi ise

anti-apoptotik islevleri diizenler (61).

Golgi yapist ve islevi, DNA hasari, enerji ve besin yoksunlugu ve pro-apoptotik
kosullar gibi stres kosullar1 altinda bozulabilir. Bu, mikrotiibiil organizasyonunun
bozulmasimna veya Golgi yapisal proteinlerinin fosforilasyonuna, bozulmasina veya
boliinmesine neden olabilir. Ayrica, bir¢ok sinyal molekiiliiniin Golgi ile iligkili oldugu tespit
edilmistir. Bu nedenle Golgi’nin stres sinyallerini algilayabildigi ve iletebildigi ve bu

nedenle hiicresel sinyallesme aginda bir merkez gorevi gordiigli one siiriilmiistiir (58).
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2.7.2.Golgi ve Brefeldin A

Brefeldin A, memeli hiicreleri iizerinde dramatik etkileri olan toksik mantarlar
tarafindan iiretilen kii¢iik bir hidrofobik bilesiktir. Brefeldin A muamelesinden sonra Golgi
kompleksi parcalanir. ER'den tomurcuklanan ve proteinleri tasiyan vezikiiller Golgi zariyla
kaynagarak kargolarini birakirlar. Salgilanmasi gereken proteinler, sisternal olgunlasma
ve/veya Golgi yoluyla anterograd vezikiiler tasima ile ilerler, ER’ye alinmasi gereken
proteinler ise geri doniislim i¢in retrograd vezikiillere ayrilir. Aktif GTP-baglh formu olan
Arf (ADP-ribosilasyon faktorleri) ailesinin kiigiik G proteinleri kargo molekiiliiniin
taginmast i¢in dondr zarlarindan kiiciik zar vezikiillerinin tomurcuklanmasini saglamak
amaciyla yapi iskelesi gorevi goren protein komplekslerini toplar ve birlestirir. Brefeldin A,
Arf’yi aktive eden bazi proteinleri ve guanin niikleotid degisim faktorlerini inhibe eder.
Arfl’in inhibisyonu, bir¢ok periferik membran proteininin sitozole salinmasina ve sonucta

Golgi'nin ¢okmesine neden olur (63).

2.7.3. Golgi ve MHC iliskisi

Golgide sitoplazmik sinyallerden bagimsiz olarak integral zar proteinleri ig¢in de
tasima mekanizmalar1 vardir. T. Nilsson ve arkadaglar1 Golgi tutma (retention)
mekanizmasini, iki entegre zar proteininden olusan bir dizi kimera yaparak arastirmiglardir.
Bu kimera bir Golgi lokalize proteini (B-1,4-galaktosiltransferaz (GT)) ve bir endozomal
proteini (insan degismez zinciri (Ii)) i¢erir. GT'nin transmembran alani ve li'nin sitoplazmik
ve liimenal alanindan olusan kimera Golgi'de tutulur, bu da tek basina transmembran

alaniin Golgi lokalizasyonuna aracilik edebilecegini gosterir (64).

Ii/MHC II komplekslerinin endositik yola Golgi iizerinden mi yoksa dogrudan hiicre
ylizeyi yoluyla mu1 gittigi hala tartigmali olsa da yine ER’de sentezlenen ve antijen
sunumunda gorevli olan MHC Simuf-II molekiilleri HLA-DM ve -DO MIIC’a golgi

tizerinden giderler (65).

Tez Calismasinin Amaci

Tez ¢alismasinin amaci folikiiler B hiicresinde Brefeldin A muamelesi ile olusturulan

golgi stresinin MHC Smif-1I ve non-klasik HLA-G molekiillerinin ekspresyonuna, folikiiler
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B hiicresinde olusturulan bu stresinin T folikiiler yardimci (Tfh) hiicrelerin ve folikiiler B
hiicre yilizeyindeki HLA-G molekiil ekspresyonunu etkisinin arastirilmasidir. Bununla
birlikte dalak dokusundan izole edilen B ve T hiicrelerinin ko-kiiltiir ortaminda fenotip

degisiminin de arastirilmasi amaglanmistir.

Folikiiler B hiicrelerde Brefeldin A muamelesi ile indiiklenen golgi stresine baglh
olarak organ nakil olan hastada olusan hiicre stresini taklit ederek hiicre yiizeyindeki MHC
Smif-II molekiillerinin ekspresyonunun azalacagi diisiiniilmektedir. Kortikosteroid etkisi ile

Tth ve B hiicre yiizeyinde HLA-G ekspresyonunun artmasi beklenilmektedir.
Tez Calismasimin Ozgiin Degeri

Yapilan literatiir taramasinda golgi stresinin MHC Smif-1I molekiil ekspresyonuna
etkisi hakkinda smirli sayida calisma olmakla birlikte adaptif immiin sistemin naif
hiicrelerinin incelendigi folikiiler T ve B lenfositlerle golgi stresi ve HLA-G iliskisini
gosteren bir ¢alismaya rastlanmamustir. Tez ¢aligmasi bu agidan golgi stresine bagli olarak
folikiiler B hiicre ve folikiiler B hiicre etkisindeki T hiicre yiizeyindeki HLA-G
ekspresyonunun degisimini gosteren ilk calisma olacaktir. Folikiiler hiicrelerdeki golgi
stresine bagli fenotip degisimi ilk defa bu calisma ile gosterilecektir. Bu yoniiyle ¢alismanin
Ozgiin bir calisma olup literatiire ve daha sonra yapilacak caligmalara katki saglayacagi

distiniilmektedir.
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3. GEREC VE YONTEM

Bu tez ¢alismasi 3 farkli kisiden alinan sekonder lenfoid doku &rneklerinin (dalak
ornekleri) kullanildigi bir ¢aligmadir. Calismada beyin oliimii gergeklesmis ve organ
bagisinda bulunmus 2 farkli dondr adayinin Lenfosit Cross Match testi i¢in alinmig dalak
orneginden rutin testler yapildiktan sonra kalan ve tibbi atik olarak kabul edilen dokular ve
hastanemize tedavi i¢in bagvurup ameliyat olan ve dalagi alinan 1 hastanin tibbi atik olarak

degerlendirilen dalak 6rnegi kullanilmistir.

Calismaya, beyin oliimii ger¢eklesmis ve organlart bagislanmis dondr yakinlarinin
goniillii olarak imzaladig1 Baskent Universitesi Adana Dr. Turgut Noyan Uygulama ve
Arastirma Merkezi Bilimsel Arastirma Onam Formu ve hastalarin goniillii olarak imzaladig:
Baskent Universitesi Adana Dr. Turgut Noyan Uygulama ve Arastirma Merkezi Bilimsel

Aragtirma Hasta Onam Formu alinan sekonder doku 6rnekleri dahil edildi.

Tez ile ilgili laboratuvar deneyleri Baskent Universitesi Adana Dr. Turgut Noyan
Uygulama ve Arastirma Merkezi Doku Tipleme Laboratuvari ve immiinoloji Anabilim Dali

Molekiiler immiinoloji Arastirma Laboratuvarinda yapilmistir.

Bu calisma Baskent Universitesi Tip ve Saglik Bilimleri Arastirma Kurulu tarafindan

onaylanmistir (Proje no: KA22/308).

3.1. ORN160524 Isimli Ornek ile Yapilan Calismalar

ORN160524 isimli beyin 6liimii gerceklesmis ve organlar1 bagislanmis dondre ait

dalak 6rnegi ile yapilan ¢aligsmalar su sekildedir:

» Dalak oOrneginin fiziksel olarak parcalanmasi ve fikol dansite gradient yontemi ile
lenfosit izolasyonu

> Izole edilen lenfositler kullanilarak manyetik boncuk yontemi ile T hiicre ve B hiicre
izolasyonu

> lIzole edilen T hiicre ve B hiicrenin akim sitometri ydntemi ile saflik oranmin
belirlenmesi

» T hiicre ve B hiicre ile yapilan ko-kiiltiiriin 0. saat immiinfenotipleme ¢alismasi

» B hiicrelere Brefeldin A (BFA) muamelesi ile golgi stresi meydana getirilmesi
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>

Hiicre kiiltiirii yontemi ile 6., 12. ve 24. saat icin T hiicre ve B hiicre ko-kiiltiirii caligmasi

Akim sitometri yontemi ile 6., 12. ve 24. saat immiinfenotipleme ¢alismasi

3.2. ORN010324 isimli Ornek ile Yapilan Cahsmalar

ORNO010324 isimli hastanemize basvurarak ameliyat olan hastaya ait olan ve tibbi atik

olarak degerlendirilen dalak 6rnegi ile yapilan calismalar su sekildedir:

>

A\

A\

YV V V VY

Dalak o6rneginin fiziksel olarak parcalanmasi ve dansite gradient yontemi ile fikol
kullanilarak lenfosit izolasyonu

Izole edilen lenfosit 6rneklerinin dondurulmasi

Calisma i¢in dondurulan lenfosit 6rneklerinin ¢ozdiiriilmesi

(Cozdiirtilen lenfositler kullanilarak manyetik boncuk yontemi ile T hiicre ve B hiicre
izolasyonu

Izole edilen T hiicre ve B hiicrenin akim sitometri ydntemi ile saflik oranimnin
belirlenmesi

T hiicre ve B hiicre ile yapilan ko-kiiltiiriin 0. saat immiinfenotipleme ¢aligsmasi

B hiicrelere BFA muamelesi ile golgi stresi meydana getirilmesi

Hiicre kiiltiirii yontemi ile 6., 12. ve 24. saat icin T hiicre ve B hiicre ko-kiiltiirii caligmasi

Akim sitometri yontemi ile 6., 12. ve 24. saat immiinfenotipleme ¢aligsmasi

3.3. ORNO070624 isimli Ornek ile Yapilan Cahsmalar

ORNO070624 isimli beyin dliimii ger¢eklesmis ve organlar1 bagislanmis dondre ait

dalak 6rnegi ile yapilan ¢aligmalar su sekildedir:

>

v

YV V VYV V

Dalak oOrneginin fiziksel olarak parcalanmasi ve dansite gradient yontemi ile fikol
kullanilarak lenfosit izolasyonu

Izole edilen lenfositler kullanilarak manyetik boncuk yéntemi ile T hiicre ve B hiicre
izolasyonu

Izole edilen T hiicre ve B hiicrenin akim sitometri yontemi ile saflik oraninin
belirlenmesi

T hiicre ve B hiicre ile yapilan ko-kiiltiiriin 0. saat immiinfenotipleme c¢aligmasi

B hiicrelere Brefeldin A (BFA) muamelesi ile golgi stresi meydana getirilmesi

Hiicre kiiltiirii yontemi ile 6., 12. ve 24. saat icin T hiicre ve B hiicre ko-kiiltiirii caligmasi

Akim sitometri yontemi ile 6., 12. ve 24. saat immiinfenotipleme c¢aligmasi
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3.4. Dalak Ornegin Parcalanmasi ve Lenfosit izolasyonu

Elde edilen doku 6rnegi (dalak 6rnegi) ilk dnce Fosfat Buffer Salin (PBS) (Gibco, Kat.

No: 10010-015) igerisinde bistiiri yardimiyla yaklasik 2 mm? olacak sekilde fiziksel olarak

parcalandi.

>

A\

PBS igerisinde siispanse halde bulunan dokular gazli bez yardimiyla siiziilerek hiicre
stispansiyonu elde edildi (Resim 3.1.).

15 ml’lik falkon tiip igerisine 4 ml fikol (Stemcell Technologies, Kat. No:07851) eklendi.
- ORN160524 igin 20 adet falkon tiip kullanilda.

- ORNO010324 i¢in 30 adet falkon tiip kullanilds.

- ORNO070624 i¢in 18 adet falkon tiip kullanilds.

Hiicre siispansiyonu yavase¢a fikol iizerine yayilarak 2140 rpm’de 10 dakika santrifiij
edildi.

Santirlij sonrasinda fikoliin iist kisminda olusmus olan lenfosit fazi pastdr pipet
yardimiyla 15 ml’lik yeni bir falkona toplandi.

Lenfositlerin lizerine 1:1 oraninda olacak sekilde PBS eklendi ve 2-3 defa falkon tiip alt
iist edilerek karistirilmasi saglandi.

1700 rpm’de 6 dakika santrifiij edildi. Bu asama 2 defa tekrarlandi.

Santrifiij sonrasinda siipernatant uzaklastirildi ve kalan pellet PBS ile diliie edildi.
Cell-dyn cihazinda okutularak lenfosit sayist belirlendi.

- ORNI160524 igin lenfosit miktar1 9x10° hiicre / ml olarak saptandh.

- ORNO010324 i¢in lenfosit miktar1 85x10° hiicre / ml olarak saptandi.

- ORNO070624 igin lenfosit miktar1 17.9x10° hiicre / ml olarak saptandh.

Acredin orange-propidium iodide kullanilarak invert floresan mikroskopta hiicrelerin
canlilik oran1 saptandi.

- ORN160524’i{in canlilik oran1 %90 olarak saptandi (Resim 3.2.).

- ORNO010324’iin canlilik oran1 %90 olarak saptand1 (Resim 3.3.).

- ORNO070624’{in canlilik oran1 %85 olarak saptand1 (Resim 3.4.).
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LENFOSIT

Resim 3.2. ORN160524 isimli &rnege ait dalaktan izole edilen lenfositlerin invert floresan mikroskop

goriintisi

LENFOSIT

Resim 3.3. ORN010324 isimli 6rnege ait dalaktan izole edilen lenfositlerin invert floresan mikroskop

goriintlisii
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Resim 3.4. ORN070624 isimli 6rnege ait dalaktan izole edilen lenfositlerin invert floresan mikroskop

goruntusi

3.5. Manyetik Boncuk Yéntemi ile T ve B Hiicre izolasyonu

Izole edilen lenfositler kullanilarak T hiicre (Stemcell Technologies-Easysep, Kat. No:
19671) ve B hiicre (Stemcell Technologies-Easysep, Kat. No:19684) izolasyonu manyetik

boncuk yontemi kullanilarak negatif seleksiyon ile yapildi.

» T hiicre ve B hiicre izolasyonu yapildi.
- ORNI160524 i¢in 63 adet T hiicre ve 63 adet B hiicre izolasyonu yapild.
- ORNO010324 igin 50 adet T hiicre ve 100 adet B hiicre izolasyonu yapildi.
- ORNO070624 igin 24 adet T hiicre ve 24 adet B hiicre izolasyonu yapildi.

» T hiicre ve B hiicre izolasyonu i¢in ayr1 ayr1 5 ml’lik polistren tiipler isimlendirildi.

A\

Isimlendirilen tiiplere 1 ml lenfosit eklendi.

A\

T hiicre izolasyonu i¢in ilgili tiiplere 50 pL hiicre kokteyli ve 50 pL manyetik boncuk,
B hiicre izolasyonu i¢in ilgili tiiplere 50 pL hiicre kokteyli ve 50 uLL manyetik boncuk
pipetlendi.

Oda sicakliginda 10 dakika inkiibe edildi.

Inkiibasyon sonrasinda her bir tiipe 500 pL PBS eklenerek tekrar vortekslendi.
Manyetik sporda 10 dakika inkiibe edildi.

YV V VYV V

Stire sonunda tiipler manyetik spordan ¢ikarilmadan siipernatant pastor pipet yardimiyla
yeni tiiplere alindi.

Manyetik sporda 7 dakika inkiibe edildi.

A\

» Siire sonunda tiipler manyetik spordan ¢ikarilmadan siipernatant pastor pipet yardimiyla

yeni tiiplere alindi.
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2300 rpm’de 3 dakika santrifiij edildi.

Stipernatant, tiipiin alt kismina ¢dken hiicrelere zarar vermeden pipet yardimiyla alindu.

Tiipiin alt kisminda bulunan pellet 500 puLL PBS ile diliie edildi.

Cell-dyn cihazinda okutularak lenfosit sayis1 belirlendi.

ORN160524 icin T hiicre say1s1 5.96x10° hiicre / ml olarak ve B hiicre say1s1 5.5x10°
hiicre / ml olarak saptandi.
ORNO010324 igin T hiicre say1s1 831x10° hiicre / ml olarak ve B hiicre say1s1 468x10°
hiicre / ml olarak saptandi.
ORNO070624 i¢in T hiicre say1s1 5.40x10° hiicre / ml olarak ve B hiicre say1s1 4.57x10°

hiicre / ml olarak saptandi.

Acredin orange-propidium iodide kullanilarak invert floresan mikroskopta hiicrelerin

canlilik orani saptanda.

ORN160524’iin T hiicre canlilik oran1 %90 olarak ve B hiicre canlilik oran1 %90
olarak saptandi (Resim 3.6.).
ORNO010324’iin T hiicre canlilik oran1 %90 olarak ve B hiicre canlilik oran1 %90
olarak saptandi (Resim 3.7.).
ORNO070624’iin T hiicre canlilik oran1 %90 olarak ve B hiicre canlilik oran1 %90
olarak saptandi (Resim 3.8.).

Resim 3.5. Manyetik boncuk yontemi ile T hiicre ve B hiicre izolasyonu
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B HUCRE

Resim 3.6. ORN160524 isimli 6rnekten izole edilen T hiicre ve B hiicre invert floresan mikroskop goriintiisii

Resim 3.7. ORN010324 isimli rnekten izole edilen T hiicre ve B hiicre invert floresan mikroskop goriintiisii

B HUCRE

Resim 3.8. ORN070624 isimli 6rnekten izole edilen T hiicre ve B hiicre invert floresan mikroskop gériintiisii

3.6. Akim Sitometri Yontemi ile Saflik Belirleme

» 2 adet 5 ml polistren tiip T hiicre ve B hiicre i¢in isimlendirildi.

> T hiicre tiipiine; 50ul T hiicre, 5ul CD45 ve 5ul CD3 monoklonal antikorlar1 eklendi.
> B hiicre tlipiine; 50ul B hiicre, 5ul CD45 ve 5ul CD19 monoklonal antikorlari eklendi.
> Hafifge vortekslendi ve oda sicakliginda, karanlikta 15 dakika inkiibe edildi.
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(% 10%

S5C-A

Siire sonunda tiiplere 2 ml %1 Fetal Bovine Serum (FBS) (Gibco, Kat. No:10500-064)
iceren PBS eklendi ve 2300 rpm’de 3 dakika santrifiij edildi.

Santrifiij sonrasi siipernatant pipet yardimiyla ayrildi ve pellet {izerine 500 pl %1 FBS
igeren PBS eklendi.
Tiipler hafifce vortekslendi ve akimsitometri cihazinda (DxFlex) okutuldu.
Okutma sonrasinda CytExpert software programinda hiicre safliklarinin
degerlendirilmesi yapildi.
- ORN160524’iin T hiicre saflik oran1 %99,21 olarak ve B hiicre saflik oran1 %99,92
olarak saptandi (Resim 3.9.).

= ORM160524_T HUCRE : CD45 = ORN160524_B HUCRE @ ©045
= =

. E .

i P
= O g
Lo oo

]
] ) CO19 BHUCRE(%99,92)
CD3ITHUCRE(%59,21)

= T III;III| T T TTTg T TTTTIg T TTTITT = T T TTTIg T T TTIT T T TTTII T T TTTTT

10° 10° 10% 10° 10° 10° 10° 104 10° 10°

CD3 ECD-A COM9FITC-A

Resim 3.9. ORN160524’ ¢ ait T hiicre ve B hiicre saflik oran1 akim sitometri goriintiisii

- ORNO010324’{in T hiicre saflik oran1 %99,24 olarak ve B hiicre saflik oran1 %99,80
olarak saptandi (Resim 3.10.).
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ARMNO10324_T HOCRE : CD45 ARMO10324_B HUGCRE : CD45

+ 2o + 2
= = =
T ] L ]
@ B @ B8
o un]
| __ | D18+ B HUCRE(%89,80)
1 CD3+ THUCRE(%99,24) 1
T T IIIIII| T IIIIII| T T IIIIII| T T TTTT IIII|IIIIIIIII| T IIIIII| T T IIIIII| T IIIIII|
10 10° 104 10° 10° 010 10% 10° 10°
CD3 ECD-A CO18 FITC-A

Resim 3.10. ORN010324’ e ait T hiicre ve B hiicre saflik oran1 akim sitometri goriintiisii

- ORNO070624’iin T hiicre saflik oran1 %99,64 olarak ve B hiicre saflik oran1 %99,68
olarak saptandi (Resim 3.11.).

= ORMOTOE24_THUCRE : CD45 = ARMOT0E24_B HUGRE : CD44
$2 =
< ] T ]
ER= =
[T ol o
un} i}
| C03+ THUCRE(%99.64 CD19+ BHUCRE(%99 £3)
1 Fefas .
= IIIIIIII|IIIIIIII| T T IIIIII| T T T TTTTT = 1 IIIIIII| 1 IIIIIII| 1 LLBLLLLL 1 LI BLLLLL
oot 10° 10% 102 108 104 10° 10°
CD3 ECD-A CO19 FITC-A

Resim 3.11. ORN070624’ e ait T hiicre ve B hiicre saflik oran1 akim sitometri goriintiisii

3.7. Akim Sitometri Yontemi ile 0. Saat immiinfenotipleme Calismasi

Izole edilen T hiicre ve B hiicre 1:1 oraninda ko-kiiltiire edildi ve immiinfenotipleme
caligmasi yapildi. Boylece hiicre kiiltiirii 6ncesi in-vitro ortamda ko-kiiltlire edilen T hiicre

ve B hiicrenin hiicre ylizey ekspresyonlari belirlenmis oldu.
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3.7.1. Hiicre yiizey calismasi

5 mI’lik akim sitometri tiipleri Tablo 3.1.°e gore isimlendirildi.

HLA-G monoklonal antikoru PBS kullanilarak 1/50 oraninda diliie edildi. Tablo 3.2.°de
kullanilan monoklonal antikorlar, marka ve katalog numaralar1 agiklandi.

Tablo 3.1.’e gore tiiplerin igerisine 50 pl ko-kiiltiir edilen hiicre ve monoklonal antikorlar
eklendi.

Tiipler hafifge vortekslendi, oda sicakliginda ve karanlikta 15 dakika inkiibe edildi.
Siire sonunda tiiplere 2 ml %1 FBS i¢eren PBS eklendi ve 2300 rpm’de 3 dakika santrifiij
edildi.

Santrifiij sonrasi siipernatant pipet yardimiyla ayrildi ve pellet {izerine 500 ul %1 FBS
iceren PBS eklendi.

Tiipler hafif¢ce vortekslenip ve akim sitometri cihazinda (DxFlex) okutuldu.

Okutma sonrasinda CytExpert software programinda hiicre yiizey ekspresyonlarinin

analizi yapildi.

Tablo 3.1. Immiinfenotipleme i¢in ¢aligma tablosu

Hiicre Yiizey Calisma Tablosu
Tiipler FITC PE ECD PC5 PC7

. CD4 HLA-G CD3 CD185 CD279
Tiip 1 (5uL) | (10pL) | (3pL) (SuL) (SuL)

. CD4 HLA-G CD3 CD185 CD278
Tiip 2 (5uL) | (10pL) | (3pL) (SuL) (1uL)

i CD4 CD85J CD45
Tiip 3 (SuL) (SuL) - (2uL) -

] CD19 CD85J CD45
Tiip 4 (SuL) (SuL) - (2uL) -

i CD19 HLA-G CD45 HLA-DR
Tiip S (5uL) (10uL) - (2uL) (3uL)

. CD19 CD40 CD45 HLA-DR
Tip 6 (5uL) (SuL) - (2uL) (3uL)

] CD19 IGM CD45
Tip 7 (5uL) | (5uL) - 2uL) -
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Tablo 3.2. Kullanilan monoklonal antikorlar

Monoklonal .

Antikorun Monoklonal Antikorun Goérevi Monoklonal Antikorun Markast

Adi ve Katalog Numarasi

CD3 T hiicre i¢in ylizey belirteci Beckman Coulter, Kat. No: A07748

CD4 T yardimer hiicre igin yiizey | Beckman Coulter, Kat. No: A07750
belirteci

CD19 B hiicre i¢in hiicre yiizey | Beckman Coulter, Kat. No: A07768
belirteci

CD40 Antijen sunan hiicreler i¢in ko- | Beckman  Coulter, Kat. No:
stimtilator IM1936U

CD45 Lenfosit hiicre yiizey belirteci Beckman Coulter, Kat. No: A07785

CD85J ILT2 i¢in yiizey belirteci Beckman Coulter, Kat. No: A07408

CD185 CXCRS i¢in yiizey belirteci Invitrogen, Kat. No: 15-9185-42

CD278 ICOS i¢in yiizey belirteci Invitrogen, Kat. No: 25-9948-42

CD279 PD-1 i¢in yiizey belirteci Beckman Coulter, Kat. No: A78885

HLA-G Klasik olmayan siif I HLA-G | Invitrogen, Kat. No: 12-9957-42
i¢in yiizey belirteci

HLA-DR Simif II HLA-DR igin yilizey | Beckman Coulter, Kat. No: B49180
belirteci

IGM Immiinglobulin M i¢in yiizey | Beckman Coulter, Kat. No: B30657
belirteci

3.8. B Hiicrelere BFA Muamelesi ile Golgi Stresi Olusturma

Golgi stresi olusturulacak B hiicrelere hiicre kiiltiirii yontemi kullanilarak Brefeldin A
(BFA) muamelesi uygulandi. Golgi stresi akim sitometri yontemi ile B hiicre yiizeyinde

HLA-DR ekspresyonunun orani belirlendi.

3.8.1. Hiicre kiiltiirii yontemi ile B hiicrelere BFA muamelesi

50 ml FBS ve 10 ml penisilin/streptomisin (Gibco, Kat. No: 15070-063) 500 ml RPMI
(Roswell Park Memorial Institute) 1640 (Gibco, Kat. No: 21875-034) igerisine eklenerek

kullanilacak besiyeri hazirlandi. Biitiin hiicre kiiltiirii asamalarinda hazirlanan bu besiyeri

kullanildi.
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» Hazirlanan besiyeri 37 °C olan su banyosunda 30 dakika inkiibe edildi.
1 adet 7 mI’lik flask isimlendirildi.
» Flask igerisine besiyeri, B hiicre ve 35.7 uM BFA (Thermo Fisher Scientific, Kat. No:

Y

B7450) pipetaj yapilarak eklendi.

- ORN160524 igin 5 ml besiyeri, 14.715x10° B hiicre ve 35.7 uM BFA pipetaj
yapilarak eklendi.

- ORNO010324 i¢in 3 ml besiyeri, 2.24x10° B hiicre ve 35.7 uM BFA pipetaj yapilarak
eklendi.

- ORNO070624 i¢in 3 ml besiyeri, 9.14x10° B hiicre ve 35.7 uM BFA pipetaj yapilarak
eklendi.

» 37 °C ve %5 COs igeren inkiibatorde 3 saat inkiibe edildi.
> Inkiibasyon sonrasinda golgi stresi akim sitometri yontemi ile B hiicre yiizeyinde HLA-

DR ekspresyonunun orani belirlenerek tespit edildi.

3.8.2.iImmiinohistokimya yontemi ile anti-GM130 boyamasi ve immiinfloresan

mikroskopta goriintiillenmesi

BFA muamelesinden sonra B hiicreler sitosantrifiij kullanilarak ile lam {izerine yapistirildi.
%4 formaldehit ile lam iizerine yapistirilan hiicreler fikse edildi. Immniiohistokimya
yontemi kullanilarak anti-GM130 ile boyandi ve immiinfloresan mikroskopta

goriintiilenerek golgi stresi tespit edildi.

BFA (+) B hiicreleri lam iizerine yapistirma:

BFA muamele edilen B hiicreleri lam lizerine yapistirmak i¢in Cytospin cihazi kullanildi.
Kaset boliimiine isimlendirilmis lam yerlestirildi.

Kolon kismina ise 100 pL BFA (+) B hiicre eklendi.

800 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi.

vV V V V V

Siire sonunda kaset boliimiinden alinan lamda hiicrelerin yapistirildigi alan asetatl kalem

ile gerceve igerisine alindi.

%4 formaldehit kullanilarak lam iizerindeki hiicrelerin fiksasyonu:

» Ugzerine hiicre yapistirilmis olan lam icerisinde %4 formaldehit olan sale igerisine alindu.
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Oda sicakliginda 10 dakika inkiibe edildi.
Siire sonunda yikama i¢in lam igerisinde soguk PBS olan sale icerisinde alindi.
Oda sicakliginda 5 dakika inkiibe edildi.

Yikama islemi 3 defa tekrarlandi.

Anti-GM130 boyamasi:

Fikse edilen lam petri i¢ine alindu.

Permeabilizasyon i¢in lam tizerine %0.05 Tritonx100 eklendi.

Karistiricida 15 dakika inkiibe edildi.

Siire sonunda Tritonx 100 pipetle toplanda.

Lam 1ml soguk PBS ile yikandi. Petri karistiricida iken PBS pastor pipet ile toplandi.
Petri igerisine 3 ml %0.1 Bovine Serum Albumin (BSA) eklendi.

30 dakika karistiricida inkiibe edildi.

1/200 oraninda diliie edilen GM 130 Alexa 488 primer antikoru eklendi.

Petrinin iizeri alimiinyum folyo ile kapatildi ve karigtiricida oda sicakliginda 4 saat
inkiibe edildi.

Stire sonunda primer antikor pipet yardimiyla petriden toplandi.

2 ml PBS ile yikama yapildi. Yikama islemi 2 defa tekrarlandi.

Prolong Antifade medyum eklendi. Cekirdekler DAPI ile boyandi.

Immiinfloresan mikroskopta gériintiilendi.

BFA uygulanmamisg B hiicre

35.7 uM BFA uygulanmig B
htcre

GM130 boyamasi DAPI ile gekirdek boyamasi

Resim 3.12. BFA muamelesi 6ncesi ve sonrasi B hiicre immiinfloresan mikroskop goriintiisii
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3.8.3. Akim sitometri yontemi ile B hiicre yiizeyinde HLA-DR ekspresyonunun

orani belirlenmesi

B hiicrelere BFA muamelesi uygulamadan 6nce akim sitometri yontemi ile B hiicrenin

HLA-DR ekspresyon orani belirlendi. B hiicreleri BFA ile 3 saat boyunca inkiibe edildikten

sonra yine akim sitometri yontemi ile B hiicrenin HLA-DR ekspresyon orani belirlendi.

Boylece golgi stresinin olusup olugsmadig gozlenmis oldu.

vV V VYV V

BFA muamelesi oncesi akim sitometri calismasi:

1 adet akim sitometri tlipii isimlendirildi.

50 ul B hiicre, S5ul CD45, 5ul CD19 ve Sul HLA-DR monoklonal antikorlari eklendi.
Hafifce vortekslendi ve oda sicakliginda, karanlikta 15 dakika inkiibe edildi.

Siire sonunda tiiplere 2 ml %1 FBS i¢eren PBS eklendi ve 2300 rpm’de 3 dakika santrifiij
edildi.

Santrifiij sonrasi siipernatant uzaklastirildi ve pellet tizerine 500 ul %1 FBS iceren PBS
eklendi.

Tiipler hafif¢e vortekslendi ve akimsitometri cihazinda (DxFlex) okutuldu.

Okutma sonrasinda CytExpert software programinda CD19* B hiicre yiizeyindeki HLA-
DR ekspresyonun orant belirlendi.

- ORN160524 igin HLA-DR ekspresyon oran1 %97.10 olarak saptand1 (Resim 3.12.).
- ORNO010324 i¢in HLA-DR ekspresyon orant %97.51 olarak saptandi (Resim 3.13.).
- ORNO070624 i¢in HLA-DR ekspresyon orant %93 olarak saptandi (Resim 3.14.).

BFA muamelesi sonrasi akim sitometri ¢calismasi:

3. saatin sonunda flask etlivden alind1 ve isimlendirilen 15 mI’lik falkona toplandi.
Cell-dyn cihazinda B hiicre sayis1 belirlendi.

- ORNI160524 i¢in B hiicre say1s1 575x10° hiicre / ml olarak saptandu.

- ORNO010324 i¢in B hiicre say1s1 45x10° hiicre / ml olarak saptandu.

- ORNO070624 igin B hiicre say1s1 1.76x10° hiicre / ml olarak saptandi.

Acredin orange-propidium iodide kullanilarak invert floresan mikroskopta hiicrelerin

canlilik oran1 saptandi.
- ORN160524 icin BFA (+) B hiicrenin canlilik oran1 %95 olarak saptandi.
- ORNO010324 igin BFA (+) B hiicrenin canlilik oran1 %90 olarak saptandi.
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HLADR PCT-A

10*

- ORNO070624 i¢in BFA (+) B hiicrenin canlilik oran1 %95 olarak saptandi.

1 adet akim sitometri tiipii isimlendirildi.

Isimlendirilen tiiplere 50 pl B hiicre, Sul CD45, 5ul CD19 ve 5ul HL-DR monoklonal
antikorlar1 eklendi.

Hafifce vortekslendi ve oda sicakliginda, karanlikta 15 dakika inkiibe edildi.

Siire sonunda tiiplere 2 ml %1 FBS i¢eren PBS eklendi ve 2300 rpm’de 3 dakika santrifiij
edildi.

Santrifiij sonrasi siipernatant pipet yardimiyla ayrildi.

Tiipiin dibine ¢oken pellet lizerine 500 ul PBS eklendi.

Tiipler hafifce vortekslendi ve akim sitometri cihazinda (DxFlex) okutuldu.

Okutma sonrasinda CytExpert software programinda CD19" B hiicre yilizeyindeki HLA-
DR ekspresyonun orani belirlendi.

- ORN160524 i¢cin HLA-DR ekspresyon oran1 %79.25 olarak saptandi (Resim 3.12.).
- ORNO010324 i¢cin HLA-DR ekspresyon oran1 %85.76 olarak saptandi (Resim 3.13.).
- ORNO070624 i¢cin HLA-DR ekspresyon orani %76.92 olarak saptandi (Resim 3.14.).

ORM160524_BFA(..: CD19 B HUCRE ORM160524_BFA(..: CD19 B HUCRE
1-UIL% 14,28 CO19+HLA-DR(%79,29)

QM-LIL%0,47) CII:I19+HL.£'-.-DHI{%9T,1D]I

10°

10°

10%

10%

HLADR PCT-A

1%

G -LL(%0,08) Q1-LR{%2,37 G-LL(% 1,14 Q1-LR{%5,39)

III| T 1 IIIIII| T 1 IIIIII| T 1 IIIIII| T TTT III| T 1 IIIIII| T 1 IIIIII| T 1 IIIIII| T TTT
108 10 10% 10° 10% 108 104 10°
G019 FITC-A CO19 FITC-A

10°
10°

Resim 3.13. ORN160524’ e ait BFA muamelesi dncesi ve sonrast CD19+HLA-DR ekspresyon oranlari
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ORMO10324_BFA-_HLA-DR : CD14 ORMO10324_BFA+_HLA-DR : CD14
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Resim 3.14. ORN010324’ e ait BFA muamelesi dncesi ve sonrast CD19+HLA-DR ekspresyon oranlari

(RMNO70624_BFA- HLADR  CD19 ORMOTOE24_BFA+ HLA-DR @ CD18
1Q1-UL(%0,92)| - CD19+HLA-DR{%93,00) 101-UL(%4,39)  CD19+HLA-DR(%76,92
\DD i \?DD i
€ 7 € 7
- . - .
b =
w3 " 3
r:l‘n ] r:l‘n ]
o] 5]
T+ T+
= (=]
2 2 01-LL{%0,19) @1-LR{%5 35) 2 H01-LL(%2,80) Q1-LR{%15 85
T IIIIIII| T T IIIII| T IIIIIII| T IIIIIII| T IIIIIII| T TTT III| T IIIIIII| T IIIIIII|
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Resim 3.15. ORN070624’ e ait BFA muamelesi dncesi ve sonrast CD19+HLA-DR ekspresyon oranlari

3.8.4.B hiicrelerinin BFA (+) besiyerinden uzaklastirilmasi

» BFA(+) B hiicreler 3000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi. Siipernatant uzaklastirildi ve
5 ml RPMlI ile yeniden siispanse edildi.

» Cell-dyn cihazinda B hiicre sayisi belirlendi.
- ORN160524 igin B hiicre say1s1 1.73x10° hiicre / ml olarak saptandi.
- ORNO010324 i¢in i¢in B hiicre sayis1 184x10* hiicre / ml olarak saptandh.
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- ORNO070624 icin i¢in B hiicre sayis1 2.67x10° hiicre / ml olarak saptand.

3.9. Hiicre Kiiltiirii Yontemi

B hiicrelerde BFA muamelesi ile golgi stresinin tespitinden sonra B hiicreler BFA (+)
besiyerinden uzaklastirildi. Hiicre kiiltiiri yontemi ile Tablo 3.3.”e gore 1:1 oraninda T hiicre
ve B hiicre ko-kiiltiirii olusturuldu. 6., 12. ve 24. saat inkiibasyonu i¢in CO’li inkiibatore
kondu. ORN160524 isimli 6rnekle ile yapilan calismada doza bagli streoid (20 pg/uL ve 40
png/ul) muamelesi uygulandi. Calisma sonrasinda software programinda yapilan analizlerde
20 pg/ul ve 40 ug/uL steroid muamelesi arasinda tekrarlanan ¢alismalar sonucu belirgin bir
fark saptanmamistir. Bu nedenle ORN010324 ve ORN070624 isimli &rneklerle yapilan
calismada 20 pg/uL steroid dozu ile devam edildi.

Tablo 3.3. T hiicre ve B hiicre ko-kiltiirii

SAAT BFA (-) BHUCRE - T HUCRE BFA (+) BHUCRE - T HUCRE
KO-KULTURU KO-KULTURU
BFA (-) B BFA (-) B BFA (+) B BFA (+) B
BFA () B HUSRE HUSRE BFA (+) B HUSRE HUSRE
6.SAAT HUSRE T HUCRE T HUCRE HUERE T HUCRE T HUCRE
- + + - + +
THUCRE 20 pg/uL 40 pg/uL THUCRE 20 pg/uL 40 pg/pL
STEROID STEROID STEROID STEROID
BFA (-) B BFA (-) B BFA (+) B BFA (+) B
BFA () B HUSRE HUSRE BFA (+) B HUSRE HUSRE
12.SAAT HUSRE T HUCRE T HUCRE HUERE T HUCRE T HUCRE
- + + - + +
THUCRE 20 pg/uL 40 pg/uL THUCRE 20 pg/uL 40 pg/uL
STEROID STEROID STEROID STEROID
BFA (-) B BFA (-) B BFA (+) B BFA (+) B
BFA()B HUSRE HUSRE BFA (+) B HUSRE HUSRE
24.SAAT HUSRE T HUCRE T HUCRE HUERE T HUCRE T HUCRE
- + + - + +
T HUCRE 20 pg/uL 40 pg/pL THUCRE 20 pg/pL 40 pg/uL
STEROID STEROID STEROID STEROID
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3.9.1. Hiicre kiiltiiriinde T ve B hiicreler ile ko-kiiltiir olusturma

Hiicre kiiltiirinde BFA muamelesi yapilmig B hiicre ile T hiicre 1:1 oraninda olacak
sekilde ve BFA muamele edilmemis B hiicre ile T hiicre 1:1 oraninda olacak sekilde ko-
kiltir edildi. Yapilan ko-kiiltiirlere miktara bagli olarak steroid muamelesi uygulandi.

Zamana bagli olarak akim sitometri yontemi ile hiicrelerin ylizey ekspresyonlari belirlendi.

» Besiyeri 37 °C olan su banyosunda 30 dakika inkiibe edildi.
» Tablo 3.3.’e gore 7 ml’lik flasklar isimlendirildi.
» Her saat ¢alismasi i¢in flasklara asagidaki miktarlarda ve Tablo 3.3.’e gore besiyeri, T
hiicre, B hiicre, BFA (+) B hiicre ve steroid eklendi.

ORN160524 i¢cin hazirlanan flasklar:
1.Flask (kontrol flask1): 8 ml besiyeri + 3x10° BFA(-) B hiicre + 3x10° T hiicre
2. Flask: 8 ml besiyeri + 3x10° BFA(-) B hiicre + 3x10° T hiicre + 20 pg/pL steroid
3. Flask: 8 ml besiyeri + 3x10° BFA(-) B hiicre + 3x10° T hiicre + 40 pg/uL steroid
4. Flask (kontrol flaski): 8 ml besiyeri + 9.34x10° BFA(+) B hiicre + 9.34x10° T hiicre
5. Flask: 8 ml besiyeri + 9.34x10° BFA(+) B hiicre + 9.34x10° T hiicre + 20 pg/uL

steroid

6. Flask: 8 ml besiyeri + 9.34x10° BFA(+) B hiicre + 9.34x10° T hiicre + 40 pg/uL

steroid

ORNO010324 i¢in hazirlanan flasklar:
1.Flask (kontrol flask1): 5 ml besiyeri + 6.5x10° BFA(-) B hiicre + 6.5x10° T hiicre
2. Flask: 5 ml besiyeri + 6.5x10° BFA(-) B hiicre + 6.5x10° T hiicre + 20 pg/pL steroid
3. Flask (kontrol flask1): 5 ml besiyeri + 1.25x10° BFA(+) B hiicre + 1.25x10° T hiicre
4. Flask: 5 ml besiyeri + 1.25x10° BFA(+) B hiicre + 1.25x10° T hiicre + 40 pg/uL

steroid

- ORNO070624 i¢in hazirlanan flasklar:

1.Flask (kontrol flask1): 5 ml besiyeri + 1.2x10° BFA(-) B hiicre + 1.2x10° T hiicre
2. Flask: 5 ml besiyeri + 1.2x10° BFA(-) B hiicre + 1.2x10° T hiicre + 20 pg/uL steroid
3. Flask (kontrol flaski): 5 ml besiyeri + 1x10° BFA(+) B hiicre + 1x10° T hiicre

4. Flask: 5 ml besiyeri + 1x10° BFA(+) B hiicre + 1x10° T hiicre + 20 pg/uL steroid

» 37 °C ve %5 COz igeren inkiibatorde zamana bagli olarak inkiibe edildi.
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3.10. Akim Sitometri Yontemi ile immiinfenotipleme Calismasi

>
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3.10.1. 6. saat akim sitometri calismasi

6. saatin sonunda flasklar inkiibatérden alind1 ve isimlendirilen 15 ml’lik falkonlara
toplandi.

Cell-dyn cihazinda okutularak her bir flasktaki hiicre sayis1 belirlendi.

Acredin orange-propidium iodide kullanilarak invert floresan mikroskopta hiicrelerin
canlilik orani saptandi.

Falkonlar 3000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi.

Santrifiij sonrasi siipernatant pipet yardimiyla ayrildu.

Tiipiin dibine ¢oken pellet tizerine 650 ul PBS eklendi ve hafif¢e vortekslendi.

Akim sitometri yontemi ile 6. saat immiinfenotipleme calismasi yapildi.

Hiicre yiizey ¢calismasi:

\4
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5 mI’lik akim sitometri tiipleri Tablo 3.1.’e gore isimlendirildi.
Hiicre yiizey ¢aligmasi protokolii uygulandi.
Akim sitometri cihazinda (DxFlex) okutularak CytExpert software programinda analizi

yapildi.

3.10.2. 12.saat akim sitometri ¢calismasi

12. saatin sonunda flasklar etiivden alind1 ve isimlendirilen 15 ml’lik falkonlara topland.
Cell-dyn cihazinda okutularak her bir flasktaki hiicre sayis1 belirlendi.

Acredin orange-propidium iodide kullanilarak invert mikroskopta hiicrelerin canlilik
orani saptandi.

Falkonlar 3000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi.

Santrifiij sonrasi siipernatant pipet yardimiyla ayrildu.

Tiipiin dibine ¢oken pellet lizerine 650 ul PBS eklendi ve hafif¢e vortekslendi.

Akim sitometri yontemi ile 12. saat immiinfenotipleme c¢alismasi yapildi.

Hiicre yiizey caliymasi:

>

5 mI’lik akim sitometri tiipleri Tablo 3.1.’e gore isimlendirildi.
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Hiicre yiizey ¢alismasi protokolii uygulandi.
Akim sitometri cihazinda (DxFlex) okutularak CytExpert software programinda analizi

yapildi.

3.10.3. 24. saat akim sitometri calismasi

24. saatin sonunda flasklar etiivden alind1 ve isimlendirilen 15 ml’lik falkonlara toplanda.
Cell-dyn cihazinda okutularak her bir flasktaki hiicre say1s1 belirlendi.

Acredin orange-propidium iodide kullanilarak invert floresan mikroskopta hiicrelerin
canlilik oran1 saptandi.

Falkonlar 3000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi.

Santrifiij sonrasi siipernatant pipet yardimiyla ayrildu.

Tiipiin dibine ¢oken pellet lizerine 650 ul PBS eklendi ve hafif¢e vortekslendi.

Akim sitometri yontemi ile 24. saat immiinfenotipleme ¢alismasi yapildi.

Hiicre yiizey calismasi:

>
>
>

5 mI’lik akim sitometri tiipleri Tablo 3.1.’e gore isimlendirildi.
Hiicre yiizey ¢alismasi protokolii uygulandi.
Akim sitometri cihazinda (DxFlex) okutularak CytExpert software programinda analizi

yapildi.

3.11. ORN010324’¢ ait Lenfositlerin Dondurulmas:

Izole edilen lenfositler stok olarak saklanmak i¢in donduruldu. Dondurma islemi i¢in

RPMI, Dimetil Siilfoksit (DMSO) (Invitrogen, Kat. No: D12345) ve FBS kullanildi.

V V V V V VY

1 adet 50 mI’lik falkon tiip isimlendirildi.

Falkon tiipe toplanan lenfositler 3000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi.

Tiipiin alt kismina ¢oken hiicrelere temas etmeden pipet yardimiyla siipernatant ayrildi.
Hiicrelerin iizerine RPMI eklenip pipetaj yapilarak hiicreler yeniden siispanse edildi.
Hiicrelerin iizerine %10 DMSO ve %20 FBS eklendi.

Isimlendirilen cryovial tiiplere 2 ml pasajland1 ve hizl bir sekilde (-)80 °C dondurucuya

konuldu.
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Resim 3.16. ORN010324 isimli lenfosit 6rneklerinin dondurulma asamalar1

3.12. ORN010324’¢ ait Donmus Lenfositlerin Cézdiiriilmesi

>

A\

RPMI 37 °C olan su banyosunda 30 dakika inkiibe edildi.

15 ml’lik falkonlar isimlendirilerek i¢erisine 5 ml RPMI eklendi.

Dondurulmus hiicreler (-)80 °C dondurucudan ¢ikarilarak 37 °C olan su banyosunda
yaklasik 1 dakika bekletilerek ¢ozdiiriildii.

2 ml ¢ozdiiriilmiis hiicre, igerisinde RPMI olan falkonlara pipetlendi.

Falkonlar 3000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi.

Stipernatant uzaklastirilarak falkonlara 1 ml PBS eklendi ve dibe ¢oken hiicreler PBS ile
yeniden siispanse edildi.

Cell-dyn cihazinda okutularak lenfosit sayis1 1.3x10° hiicre / ml olarak saptandi. Acredin
orange-propidium iodide kullanilarak invert floresan mikroskopta hiicrelerin canlilik

orani saptandi.

Resim 3.17. ORNO010324 isimli lenfosit 6rneklerinin ¢ozdiirme asamalari
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3.13. istatiksel Analiz

Istatistiksel analizler Statistical Package of Social Science (SPSS) siiriim 25.0 (IBM
Corp., Armonk, NY, ABD) kullanilarak ger¢eklestirildi. Tanimlayici analizler sunulurken
ortalama, standart sapma, medyan, minimum ve maksimum degerleri kullanildi. Normal
dagilim gostermeyen ikiden fazla bagimli 6lgiim degiskenleri degerlendirilirken Friedman
Testi kullamldi. Olgiimler arasindaki farkliliklar Durbin-Conover Testi ile belirlendi. p-
degerinin 0.05’in altinda oldugu durumlar istatistiksel olarak anlamli sonuglar seklinde

degerlendirildi.

3.14. Tez Cahsmasinda Kullanilan Cihazlar

Tez ¢alismasinda kullanilan cihazlar Tablo 3.4.’de verilmistir.

Tablo 3.4. Cihaz listesi

No | Cihazin Ad1 Cihazin Markasi / Modeli / Seri Numarasi

1 Akim Sitometri Cihazi Beckman Coulter / Dxflex / BE48171

2 Biyogiivenlik Kabini Thermo Scientific / HeraSafe KS

3 CO, Inkiibatérii New Brunswick / Galaxy 170S /CO17EN001994

4 i;”;;g;‘i;’;‘;‘;p (Floid Cell | 1 i Technologis / EN61326 / H1115-FLD2-073

5 Hiicre Sayim Cihazi Abbott / Cell-Dyn /70751BG

6 Invert Floresan Mikroskop Olympus / U-LH100HG / 9108280

7 Mikroskop Leica / DMI1 /392085

8 Mini Santrifiij / Vorteks Biosan / FVL2400N / 010202-1203-0155

9 Santrifiij Niive / NF800 /03-2180

10 Santrifiij Eppendorf/ 5702 / 5702EM085271

1 Su Banyosu Bio-rad / 6 liter watwrbath / -

12 Vorteks Benchmak / BR2000 / 16010072

13 Vorteks LMS / VTX300L / VTX09010106

14 (+4) Sogutucu Beko / BK9610 NFY / 14-100883-04

15 (-20) Dondurucu Beko / D7215SMF / 09-103434-11

16 (-80) Dondurucu Wisecryo / MUF-400 / 40892600995001
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4. BULGULAR

ORN160524, ORN010324 ve ORN070624 isimli dondrlerin dalak 6rneklerinden T
hiicre ve B hiicre izolasyonu yapildi. B hiicrelere golgi stresi olusturmak icin BFA muamelesi
uygulandi. Hiicre kiiltiirii yontemi ile T hiicre ve B hiicre ko-kiiltiiri yapilarak steroid
muamelesi uygulandi. B hiicrelere uygulanan BFA ve steroid muamelesinin etkisini
belirlemek i¢in akim sitometri yontemi ile 6., 12. ve 24. saat immiinfenotipleme ¢alismasi

yapildi.

ORN160524 isimli 6rnekle ile yapilan calismada doza bagl streoid (20 pg/uL ve 40
ng/uLl) muamelesi uygulandi. Calisma sonrasinda software programinda yapilan analizlerde
20 pg/puL ve 40 pg/uL steroid muamelesi arasinda tekrarlanan ¢alismalar sonucu belirgin bir
fark saptanmadi. Bu nedenle ORNO010324 ve ORN070624 isimli 6rneklerle yapilan
calismada 20 pg/uL steroid dozu ile devam edildi.

Orneklerin 24. saat hiicre yiizey molekiillerinin akim sitometri analizleri yapildiginda
24. saat hiicre ylizey molekiillerinin ekspresyon oranlarinin tekrar 0. saat hiicre yiizey
molekiillerinin ekspresyon oranlarina doniistiigii saptandi. Yapilan istatistiksel analizler 0.

saat, 6. saat ve 12. saat sonuglarini gdstermektedir.

4.1. BFA ve Steroid Muamelesinin Folikiiler T Hiicre Yiizeyinde Ifade Edilen
Molekiillere Etkisi

Caligmada T hiicreleri belirlemek i¢in T hiicreler i¢in ortak yiizey belirteci olan CD3
ylizey molekiiliine spesifik anti-CD3 monoklonal antikoru kullanildi. T hiicre ylizeyinde
ifade edilen CD4 yiizey molekiilii i¢in spesifik olan anti-CD4 monoklonal antikoru
kullanilarak CD4+ T yardimer hiicreler belirlendi. CD4+ T yardimci hiicrenin alt
popiilasyonu olan Tth hiicreleri belirlemek i¢in Tth ylizeyinde eksprese olan CXCRS yiizey
molekiiliine spesifik olan anti-CD185 monoklonal antikoru, ICOS yiizey molekiiliine
spesifik olan anti-CD278 monoklonal antikoru ve PD-1 yiizey molekiiliine spesifik olan anti-

CD279 monoklonal antikoru kullanildi.
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4.1.1. Folikiiler CD4+ T yardimeci hiicre yiizeyinde HLA-G ekspresyonu

Folikiiler B hiicrelerde olusturulan golgi stresinin folikiiler CD4+ T yardime1 hiicre

yiizeyinde HLA-G ekspresyonuna etkisi

T hiicre ve B hiicre yiizeyinde eksprese edilen ve klasik olmayan MHC smif I ailesine
ait olan HLA-G molekiilii immiin sistem toleransinda 6nemli bir rol oynar. Calisilan 3 farkli
ornegin hiicre kiiltiiriinde 0. saat, 6.saat BFA (-), 6.saat BFA (+), 12. saat BFA (-) ve 12. saat
BFA (+) flasklarina ait Orneklerde CD4+ T hiicre yiizeyindeki HLA-G ekspresyonu
belirlendi. Sonuglar arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik saptandi (p=0,004) (Tablo
4.1.). CD4+ T hiicrelerin ylizeyindeki HLA-G ekspresyonunun BFA etkisinden bagimsiz
zamana bagli olarak (0.saat-12.saat i¢in p<.001 ve 6.saat-12.saat i¢in p=0.011) arttig1
saptand1. CD4+ T hiicrelerin yiizeyindeki HLA-G ekspresyonu BFA etkisine bagli olarak 0.
saat ile karsilastirildiginda 6. ve 12. saatte arttig1 saptandi (sirastyla p<.001, p<.001). 6. saatte
BFA (-) grup ile BFA (+) karsilastirildiginda CD4+HLA-G yiizey ekspresyonunun anlamli
olarak arttig1 saptandi (p=0.011) (Tablo 4.2.).

Tablo 4.1. BFA muamelesinin CD4+HLA-G ekspresyonuna etkisi (Friedman testi)

CD4+HLA-G Ortalama S;illﬁi‘;t Medyan | Minimum | Maksimum p
0. SAAT 1,98 +,44 2,03 1,44 2,62

6. SAAT BFA (-) 2,29 +,62 2,16 1,55 3,13

6. SAAT BFA (+) 5,34 +3,89 3,74 1,87 10,6 0,004
12. SAAT BFA (-) 5,55 +3,70 4,29 1,72 11,19

12. SAAT BFA (+) 3,97 +,59 3,92 3,23 4,87

Tablo 4.2. BFA muamelesinin CD4+HLA-G ekspresyonuna etkisi (ikili karsilastirma Durbin-Conover testi)

CD4+HLA-G Istatistik p
0. SAAT - 6. SAAT BFA (-) 1.12 0.277
0. SAAT - 6. SAAT BFA (+) 3.91 <.001
0. SAAT - 12. SAAT BFA (-) 3.91 <.001
0. SAAT - 12. SAAT BFA (+) 5.03 <.001
6. SAAT BFA (-) - 6. SAAT BFA (+) 2.80 0.011
6. SAAT BFA (-) - 12. SAAT BFA (-) 2.80 0.011
6. SAAT BFA (-) - 12. SAAT BFA (+) 3.91 <.001
6. SAAT BFA (+) - 12. SAAT BFA (-) 0.00 1.000
6. SAAT BFA (+) - 12. SAAT BFA (+) 1.12 0.277
12. SAAT BFA (-) - 12. SAAT BFA (+) 1.12 0.277
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Grafik 4.1. BFA muamelesinin CD4+HLA-G ekspresyonuna etkisi
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Grafik 4.2. BFA muamelesinde 6rneklere ait CD4+HLA-G ekspresyon oranlar1
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Resim 4.1. BFA muamelesinde 6rneklere ait CD4+HLA-G ekspresyon yiizdeleri akim sitometri goriintiileri

Steroid muamelesinin folikiiler CD4+ T yardimci1 hiicre yiizeyinde HLA-G

ekspresyonuna etkisi

Caligilan 3 farkli 6rnegin hiicre kiiltiiriinde 0. saat, 6.saat steroid (-), 6.saat steroid (+),
12. saat steroid (-) ve 12. saat steroid (+) flasklarina ait orneklerde CD4+ T hiicre
yiizeyindeki HLA-G ekspresyonu belirlendi. Sonuglar arasinda istatistiksel olarak anlamli
farklilik saptandi (p=0,034) (Tablo 4.3.). CD4+ T hiicrelerin yiizeyindeki HLA-G
ekspresyonunun steroid etkisinden bagimsiz zamana bagli olarak (0.saat-12.saat igin
p=0.001) arttig1 saptandi. CD4+ T hiicrelerin yiizeyindeki HLA-G ekspresyonu steroid
etkisine bagli olarak 0. saat ile karsilastirildiginda 12. saatte arttig1 saptandi (p=0.015) (Tablo
44.).
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Tablo 4.3. Steroid muamelesinin CD4+HLA-G ekspresyonuna etkisi (Friedman testi)

CD4+HLA-G Ortalama S;?lg?;l;t Medyan | Minimum | Maksimum P
0.SAAT 1,98 +,44 2,03 1,44 2,62

6. SAAT STEROID (-) 2,29 +,62 2,16 1,55 3,13

6. SAAT STEROID (+) 2,5 +,77 2,47 1,46 3,69 0,034
12. SAAT STEROID (-) 5,55 +3,70 4,29 1,72 11,19

12. SAAT STEROID (+) 4,63 2,77 5,15 1,28 7,63

Tablo 4.4. Steroid muamelesinin CD4+HLA-G ekspresyonuna etkisi (Ikili karsilastirma Durbin-Conover testi)

Istatistik

Zaman

Grafik 4.3. Steroid muamelesinin CD4+HLA-G ekspresyonuna etkisi
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CD4+HLA-G p
0. SAAT - 6. SAAT STEROID (-) 1.771 0.092
0. SAAT - 6. SAAT STEROID (+) 1.771 0.092
0. SAAT - 12. SAAT STEROID (-) 3.764 0.001
0. SAAT - 12. SAAT STEROID (+) 2.657 0.015
6. SAAT STEROID (-) - 6. SAAT STEROID (+) 0.000 1.000
6. SAAT STEROID (-) - 12. SAAT STEROID (-) 1.993 0.060
6. SAAT STEROID (-) - 12. SAAT STEROID (+) 0.886 0.386
6. SAAT STEROID (+) = 12. SAAT STEROID (-) 1.993 0.060
6. SAAT STEROID (+) - 12. SAAT STEROID (+) 0.886 0.386
12. SAAT STEROID (-) - 12. SAAT STEROID (+) 1.107 0.281
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Resim 4.2. Steroid muamelesinde drneklere ait CD4+HLA-G ekspresyon yiizdeleri akim sitometri goriintiileri
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BFA ve steroid muamelesinin folikiiler CD4+ T yardimci hiicre yiizeyinde HLA-G

ekspresyonuna etkisi

Calisilan 3 farkli 6rnegin hiicre kiiltiirtinde 0. saat, 6.saat BFA (+) steroid (-), 6.saat
BFA (+) steroid (+), 12. saat BFA (+) steroid (-) ve 12. saat BFA (+) steroid (+) flasklarina
ait orneklerde CD4+ T hiicre yiizeyindeki HLA-G ekspresyonu belirlendi. Sonuglar arasinda
istatistiksel olarak anlamli farklilik saptandi (p=0,008) (Tablo 4.5.). CD4+ T hiicrelerin
ylzeyindeki HLA-G ekspresyonunun BFA varliginda steroid etkisinden bagimsiz olarak 0.
saat ile karsilagtirildiginda 6. ve 12. saatte anlamli olarak arttig1 saptandi (sirasiyla p=0.018,
p=0.006). Hem BFA hem de steroid varliginda CD4+ T hiicrelerin ylizeyindeki HLA-G
ekspresyonu 0. saat ile karsilastirildiginda 6. ve 12. saatte anlamli olarak arttig1 saptandi
(swrastyla p=0.003, p<.001). 12. saatte BFA varliginda CD4+HLA-G yiizey ekspresyonunun
steroid etkisine bagli olarak arttig1 goriildii (p=0.053) (Tablo 4.6.).

Tablo 4.5. BFA ve steroid muamelesinin CD4+HLA-G ekspresyonuna etkisi (Friedman testi)

CD4+HLA-G Ortalama S;zgi?;t Medyan | Minimum | Maksimum p
0.SAAT 1,98 +,44 2,03 1,44 2,62

6. SAAT BFA (+) STEROID (-) 5,34 +3,89 3,74 1,87 10,6

6. SAAT BFA (+) STEROID (+) 4,98 +2,93 3,95 2,32 10,35 0,008
12. SAAT BFA (+) STEROID (-) 3,97 +,59 3,92 3,23 4,87

12. SAAT BFA (+) STEROID (+) 7,13 +1,98 7,8 3,29 8,94

Tablo 4.6. BFA ve steroid muamelesinin CD4+HLA-G ekspresyonuna etkisi (ikili karsilastirma Durbin-

Conover testi)

CD4+HLA-G Istatistik p
0. SAAT - 6.SAAT BFA (+) STEROID (-) 2.565 0.018
0. SAAT 6. SAAT BFA (+) STEROID (+) 3.334 0.003
0. SAAT 12. SAAT BFA (+) STEROID (-) 3.078 0.006
0. SAAT 12. SAAT BFA (+) STEROID (+) 5.130 <.001
6. SAAT BFA (+) STEROID (-) 6. SAAT BFA (+) STEROID (+) 0.769 0.451
6. SAAT BFA (+) STEROID (-) 12. SAAT BFA (+) STEROID (-) 0.513 0.614
6. SAAT BFA (+) STEROID (-) 12. SAAT BFA (+) STEROID (+) 2.565 0.018
6. SAAT BFA (+) STEROID (+) 12. SAAT BFA (+) STEROID (-) 0.256 0.800
6. SAAT BFA (+) STEROID (+) 12. SAAT BFA (+) STEROID (+) 1.795 0.088
12. SAAT BFA (+) STEROID (-) 12. SAAT BFA (+) STEROID (+) 2.052 0.053
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Resim 4.3. BFA ve steroid muamelesinde orneklere ait CD4+HLA-G ekspresyon yiizdeleri akim sitometri

goriintiileri

4.1.2. CXCR5+ hiicrelerde HLA-G ekspresyonu

T hiicreleri yiizeyinde bulunan ve bir kemokin olan CXCRS5 molekiilii folikiiler B
hiicre ile CD4+ T yardime1 hiicrelerin iliskisini destekleyen kemotaktik etki gosteren bir

molekuldir.

Folikiiler B hiicrelerde olusturulan golgi stresinin CXCRS5+ hiicre yiizeyinde HLA-G

ekspresyonuna etkisi

Caligilan 3 farkli 6rnegin hiicre kiiltiiriinde 0. saat, 6.saat BFA (-), 6.saat BFA (+), 12.
saat BFA (-) ve 12. saat BFA (+) flasklarina ait 6rneklerde CXCRS5+ hiicre yiizeyindeki HLA-
G ekspresyonu belirlendi. Sonuglar arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik saptandi
(p=0,012) (Tablo 4.7.). CXCR5+ hiicre yiizeyindeki HLA-G ekspresyonunun BFA

etkisinden bagimsiz zamana bagli olarak 0. saat ile karsilastirildiginda 6. ve 12. saatte arttig1
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saptandi (sirastyla p=0.003, p=0.016). CXCRS5+ hiicre ylizeyindeki HLA-G ekspresyonunun
BFA etkisine bagl olarak 0. saat ile karsilastirildiginda 6. arttigi saptandi (p=0.002). 12.
saatte BFA (-) grup ile BFA (+) karsilastirildiginda CXCR5+HLA-G yiizey ekspresyonunun
anlamli olarak arttig1 saptandi (p=0.012) (Tablo 4.8.).

Tablo 4.7. BFA muamelesinin CXCR5+ HLA-G ekspresyonuna etkisi (Friedman testi)

CXCR5+ HLA-G Ortalama S;igi?;t Medyan | Minimum | Maksimum p
0. SAAT 3,93 +,64 3,89 3,06 4,77

6. SAAT BFA (-) 5,49 +2,11 4,02 39 7,96

6. SAAT BFA (+) 7,96 +4,74 5,86 4,97 16,31 0,012
12. SAAT BFA (-) 6,77 +4,55 5,46 3,89 14,75

12. SAAT BFA (+) 4,12 +1,83 3,79 2,02 6,77

Tablo 4.8. BFA muamelesinin CXCR5+ HLA-G ekspresyonuna etkisi (ikili karsilastirma Durbin-Conover
testi)

CXCR5+ HLA-G Istatistik p
0. SAAT - 6. SAAT BFA (-) 3.448 0.003
0. SAAT . 6. SAAT BFA (+) 3.748 0.002
0. SAAT - 12. SAAT BFA (-) 2.698 0.016
0. SAAT - 12. SAAT BFA (+) 0.150 0.883
6. SAAT BFA () - 6. SAAT BFA (+) 0.300 0.768
6. SAAT BFA (-) - 12. SAAT BFA (-) 0.750 0.464
6. SAAT BFA (-) - 12. SAAT BFA (+) 3.598 0.002
6. SAAT BFA (+) - 12. SAAT BFA (-) 1.049 0.310
6. SAAT BFA (+) - 12. SAAT BFA (+) 3.898 0.001
12. SAAT BFA (-) - 12. SAAT BFA (+) 2.848 0.012
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Grafik 4.8. BFA muamelesinde 6rneklere ait CXCR5+ HLA-G ekspresyon oranlari
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Resim 4.4. BFA muamelesinde orneklere ait CXCR5+ HLA-G ekspresyon yiizdeleri akim sitometri goriintiileri

Steroid muamelesinin CXCRS+ hiicre yiizeyinde HLA-G ekspresyonuna etkisi

Caligilan 3 farkli 6rnegin hiicre kiiltiiriinde 0. saat, 6.saat steroid (-), 6.saat steroid (+),
12. saat steroid (-) ve 12. saat steroid (+) flasklarma ait 6rneklerde CXCRS5+ hiicre
ylizeyindeki HLA-G ekspresyonu belirlendi. Sonuglar arasinda farklilik saptanmadi
(p=0,086) (Tablo 4.9.). Istatistiksel olarak yapilan devam ¢alismasinda Durbin-Conover testi
ile yapilan ikili karsilastirma sonuglarina gore CXCRS+ hiicre yilizeyindeki HLA-G
ekspresyonunun steroid etkisinden bagimsiz zamana bagli olarak (0.saat-12.saat igin
p=0.021 ve 6.saat-12.saat i¢in p=0.021) arttig1 saptandi. CXCR5+ hiicre yilizeyindeki HLA-
G ekspresyonu steroid etkisine bagli olarak 0. saat ile karsilastirildiginda 12. saatte arttigi
saptandi (p=0.053) (Tablo 4.10.).
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Tablo 4.9. Steroid muamelesinin CXCR5+ HLA-G ekspresyonuna etkisi (Friedman testi)

CXCR5+ HLA-G Ortalama Sé?:;:f:t Medyan | Minimum | Maksimum p
0.SAAT 3,93 +,64 3,89 3,06 4,77

6. SAAT STEROID (-) 4,02 +1,59 3,9 2,02 5,9

6. SAAT STEROID (+) 4,94 +1,68 4,18 3,36 6,98 0,086
12. SAAT STEROID (-) 7,63 +4.41 5,46 3,79 14,75

12. SAAT STEROID (+) 9,52 +3,69 9,12 5,1 13,54

Tablo 4.10. Steroid muamelesinin CXCR5+ HLA-G ekspresyonuna etkisi (ikili karsilastirma Durbin-Conover

testi)
CXCR5+ HLA-G Istatistik p
0. SAAT - 6. SAAT STEROID (-) 0.000 1.000
0. SAAT - 6. SAAT STEROID (+) 1.162 0.262
0. SAAT - 12. SAAT STEROID (-) 2.557 0.021
0. SAAT - 12. SAAT STEROID (+) 2.092 0.053
6. SAAT STEROID (-) - 6. SAAT STEROID (+) 1.162 0.262
6. SAAT STEROID (-) - 12. SAAT STEROID (-) 2.557 0.021
6. SAAT STEROID (-) - 12. SAAT STEROID (+) 2.092 0.053
6. SAAT STEROID (+) - 12. SAAT STEROID (-) 1.395 0.182
6. SAAT STEROID (+) - 12. SAAT STEROID (+) 0.930 0.366
12. SAAT STEROID (-) - 12. SAAT STEROID (+) 0.465 0.648
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Resim 4.5. Steroid muamelesinde orneklere ait CXCR5+ HLA-G ekspresyon yiizdeleri akim sitometri

goriintiileri
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BFA ve steroid muamelesinin CXCRS+ hiicre yiizeyinde HLA-G ekspresyonuna etkisi

Caligilan 3 farkli 6rnegin hiicre kiiltiiriinde 0. saat, 6.saat BFA (+) steroid (-), 6.saat
BFA (+) steroid (+), 12. saat BFA (+) steroid (-) ve 12. saat BFA (+) steroid (+) flasklarina
ait Oorneklerde CXCRS5+ hiicre yiizeyindeki HLA-G ekspresyonu belirlendi. Sonuglar
arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik saptandi (p=0,004) (Tablo 4.11.). CXCR5+
hiicre yiizeyindeki HLA-G ekspresyonunun BFA varliginda steroid etkisinden bagimsiz
olarak 0. saat ile karsilastirildiginda 6. ve 12. saatte anlamli olarak arttig1 saptandi (sirasiyla
p=0.006, p=0.038). Hem BFA hem de steroid varliginda CXCRS5+ hiicrelerin ylizeyindeki
HLA-G ekspresyonu 0. saat ile karsilastirildiginda 6. ve 12. saatte anlamli olarak arttig
saptand1 (sirasiyla p<.001, p<.001). 12. saatte BFA varliginda CXCRS5+HLA-G yiizey
ekspresyonunun steroid etkisine bagli olarak arttig1 saptandi (p=0.006) (Tablo 4.12.).

Tablo 4.11. BFA ve steroid muamelesinin CXCR5+ HLA-G ekspresyonuna etkisi (Friedman testi)

CXCR5+ HLA-G Ortalama Sé?l:?;l;t Medyan | Minimum | Maksimum p
0.SAAT 3,77 +,70 3,78 2,97 4,77

6. SAAT BFA (+) STEROID (-) 8,96 +4,90 6,54 4,97 16,31

6. SAAT BFA (+) STEROID (+) 15,7 +4,92 16,2 8,59 22,02 0,004
12. SAAT BFA (+) STEROID (-) 7,51 +2,67 6,78 4,49 11,6

12. SAAT BFA (+) STEROID (+)| 21,21 +6,86 22,65 12,69 30,24

Tablo 4.12. BFA ve steroid muamelesinin CXCR5+ HLA-G ekspresyonuna etkisi (ikili karsilastirma Durbin-

Conover testi)

Istatistik p
0. SAAT - 6.SAAT BFA (+) STEROID (-) 3.051 0.006
0. SAAT - 6. SAAT BFA (+) STEROID (+) 4.715 <.001
0. SAAT - 12. SAAT BFA (+) STEROID (-) 2.219 0.038
0. SAAT - 12. SAAT BFA (+) STEROID (+) 5.270 <.001
6. SAAT BFA (+) STEROID (-) - 6. SAAT BFA (+) STEROID (+) 1.664 0.112
6. SAAT BFA (+) STEROID (-) 12. SAAT BFA (+) STEROID (-) 0.832 0.415
6. SAAT BFA (+) STEROID (-) 12. SAAT BFA (+) STEROID (+) 2.219 0.038
6. SAAT BFA (+) STEROID (+) 12. SAAT BFA (+) STEROID (-) 2.496 0.021
6. SAAT BFA (+) STEROID (+) 12. SAAT BFA (+) STEROID (+) 0.555 0.585
12. SAAT BFA (+) STEROID (-) 12. SAAT BFA (+) STEROID (+) 3.051 0.006
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Resim 4.6. BFA ve steroid muamelesinde &rneklere ait CXCRS5+ HLA-G ekspresyon yiizdeleri akim sitometri

goriintiileri

4.1.3.PD-1+ hiicrelerde HLA-G ekspresyonu

Folikiiler B hiicrelerde olusturulan golgi stresinin PD-1+ hiicre yiizeyinde HLA-G

ekspresyonuna etkisi

Caligilan 3 farkli 6rnegin hiicre kiiltiiriinde 0. saat, 6.saat BFA (-), 6.saat BFA (+), 12.
saat BFA (-) ve 12. saat BFA (+) flasklarina ait 6rneklerde PD-1+ hiicre yiizeyindeki HLA-
G ekspresyonu belirlendi. Sonuglar arasinda farklilik saptanmadi (Tablo 4.13. ve Tablo
4.14.).
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Tablo 4.13. BFA muamelesinin PD-1+ HLA-G ekspresyonuna etkisi (Friedman testi)

PD-1+HLA-G Ortalama S;?‘gﬁ;t Medyan | Minimum | Maksimum P
0. SAAT 3,12 +,97 2,73 2.4 4,22

6. SAAT BFA (-) 3,79 +2,12 2,94 2,22 6,2

6. SAAT BFA (+) 7,18 +5,61 6,34 2,04 13,17 0,281
12. SAAT BFA (-) 8,9 +6,61 6,14 4,11 16,44

12. SAAT BFA (+) 6,59 +3,07 6,81 3,42 9,54

Tablo 4.14. BFA muamelesinin PD-1+ HLA-G ekspresyonuna etkisi (ikili karsilastirma Durbin-Conover testi)

Istatistik p
0. SAAT - 6. SAAT BFA (-) 0.555 0.594
0. SAAT - 6. SAAT BFA (+) 1.109 0.299
0. SAAT - 12. SAAT BFA (-) 1.941 0.088
0. SAAT - 12. SAAT BFA (+) 1.941 0.088
6. SAAT BFA (-) - 6. SAAT BFA (+) 0.555 0.594
6. SAAT BFA (-) - 12. SAAT BFA (-) 1.387 0.203
6. SAAT BFA (-) d 12. SAAT BFA (+) 1.387 0.203
6. SAAT BFA (+) g 12. SAAT BFA (-) 0.832 0.430
6. SAAT BFA (+) - 12. SAAT BFA (+) 0.832 0.430
12. SAAT BFA (-) - 12. SAAT BFA (+) 0.000 1.000

)

Ekpresvon Yuzdesi

PD-1+ HUlcrelerde HLA-G

ERAE

0.SAAT

6. SAAT BFA (-)

6. SAAT BFA (+)

Zaman

12. SAAT BFA (-)

Grafik 4.13. BFA muamelesinin PD-1+ HLA-G ekspresyonuna etkisi
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Resim 4.7. BFA muamelesinde drneklere ait PD-1+ HLA-G ekspresyon yiizdeleri akim sitometri goriintiileri
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Steroid muamelesinin PD-1+ hiicre yiizeyinde HLA-G ekspresyonuna etkisi

Caligilan 3 farkli 6rnegin hiicre kiiltiiriinde 0. saat, 6.saat steroid (-), 6.saat steroid (+),
12. saat steroid (-) ve 12. saat steroid (+) flasklarina ait 6rneklerde PD-1+ hiicre yiizeyindeki
HLA-G ekspresyonu belirlendi. Sonuglar arasinda farklilik saptanmadi (Tablo 4.15. ve Tablo
4.16.).

Tablo 4.15. Steroid muamelesinin PD-1+ HLA-G ekspresyonuna etkisi (Friedman testi)

PD-1+HLA-G+ Ortalama S;zg;l;;t Medyan | Minimum | Maksimum P
0.SAAT 3,12 +,97 2,73 2.4 4,22

6. SAAT STEROID (-) 3,79 +2,12 2,94 2,22 6,2

6. SAAT STEROID (+) 4,65 +3,08 4 1,95 8,01 0,406
12. SAAT STEROID (-) 8,9 +6,61 6,14 4,11 16,44

12. SAAT STEROID (+) 8,24 +3,60 6,18 6,14 12,39

Tablo 4.16. Steroid muamelesinin PD-1+ HLA-G ekspresyonuna etkisi (ikili karsilastirma Durbin-Conover
testi)

Istatistik p
0. SAAT - 6. SAAT STEROID (-) 0.775 0.461
0. SAAT - 6. SAAT STEROID (+) 1.033 0.332
0. SAAT - 12. SAAT STEROID (-) 1.549 0.160
0. SAAT - 12. SAAT STEROID (+) 1.807 0.108
6. SAAT STEROID (-) - 6. SAAT STEROID (+) 0.258 0.803
6. SAAT STEROID (-) - 12. SAAT STEROID (-) 0.775 0.461
6. SAAT STEROID (-) - 12. SAAT STEROID (+) 1.033 0.332
6. SAAT STEROID (+) - 12. SAAT STEROID (-) 0.516 0.620
6. SAAT STEROID (+) - 12. SAAT STEROID (+) 0.775 0.461
12. SAAT STEROID (-) - 12. SAAT STEROID (+) 0.258 0.803
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Grafik 4.16. Steroid muamelesinde orneklere ait PD-1+ HLA-G ekspresyon oranlari
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Resim 4.8. Steroid muamelesinde drneklere ait PD-1+ HLA-G ekspresyon yiizdeleri akim sitometri goriintiileri

BFA ve steroid muamelesinin PD-1+ hiicre yiizeyinde HLA-G ekspresyonuna etkisi

Calisilan 3 farkli 6rnegin hiicre kiiltiiriinde 0. saat, 6.saat BFA (+) steroid (-), 6.saat
BFA (+) steroid (+), 12. saat BFA (+) steroid (-) ve 12. saat BFA (+) steroid (+) flasklarina
ait 6rneklerde PD-1+ hiicre yiizeyindeki HLA-G ekspresyonu belirlendi. Sonuglar arasinda
farklilik saptanmadi (Tablo 4.17. ve Tablo 4.18.).

Tablo 4.17. BFA ve steroid muamelesinin PD-1+ HLA-G ekspresyonuna etkisi (Friedman testi)

PD-1+ HLA-G Ortalama S;z:‘:;;t Medyan | Minimum | Maksimum p
0.SAAT 3,12 +,97 2,73 2,4 4,22

6. SAAT BFA (+) STEROID (-) 7,18 +5,61 6,34 2,04 13,17

6. SAAT BFA (+) STEROID (+) 8,72 +6,02 9,35 2,41 14,39 0,281
12. SAAT BFA (+) STEROID (-) 6,59 +3,07 6,81 3,42 9,54

12. SAAT BFA (+) STEROID (+)| 10,56 +6,81 9,39 4,42 17,88
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Tablo 4.18. BFA ve steroid muamelesinin PD-1+ HLA-G ekspresyonuna etkisi (ikili karsilastirma Durbin-

Conover testi)

0. SAAT

0. SAAT

0. SAAT

0. SAAT
6. SAAT BFA (+) STEROID (-)
6. SAAT BFA (+) STEROID (-)
6. SAAT BFA (+) STEROID (-)
6. SAAT BFA (+) STEROID (+)
6. SAAT BFA (+) STEROID (+)
12. SAAT BFA (+) STEROID (-)

6. SAAT BFA (+) STEROID (-)

6. SAAT BFA (+) STEROID (+)

12. SAAT BFA (+) STEROID (-)
12. SAAT BFA (+) STEROID (+)
6. SAAT BFA (+) STEROID (+)
12. SAAT BFA (+) STEROID (-)
12. SAAT BFA (+) STEROID (+)
12. SAAT BFA (+) STEROID (-)
12. SAAT BFA (+) STEROID (+)
12. SAAT BFA (+) STEROID (+)

Istatistik p
0.555 0.594
1.387 0.203
1.387 0.203
2.219 0.057
0.832 0.430
0.832 0.430
1.664 0.135
0.000 1.000
0.832 0.430
0.832 0.430
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Grafik 4.17. BFA ve steroid muamelesinin PD-1+ HLA-G ekspresyonuna etkisi
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Grafik 4.18. BFA ve steroid muamelesinde drneklere ait PD-1+ HLA-G ekspresyon oranlari
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Resim 4.9. BFA ve steroid muamelesinde 6rneklere ait PD-1+ HLA-G ekspresyon yiizdeleri akim sitometri

goriintiileri
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4.1.4.1COS+ hiicrelerde HLA-G ekspresyonu

Folikiiler B hiicrelerde olusturulan golgi stresinin ICOS+ hiicre yiizeyinde HLA-G

ekspresyonuna etkisi

Calisilan 3 farkli 6rnegin hiicre kiiltiirtinde 0. saat, 6.saat BFA (-), 6.saat BFA (+), 12.
saat BFA (-) ve 12. saat BFA (+) flasklarina ait 6rneklerde ICOS+ hiicre yiizeyindeki HLA-
G ekspresyonu belirlendi. Sonuglar arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik saptandi
(p=0,043) (Tablo 4.19.). ICOS+ hiicre yiizeyindeki HLA-G ekspresyonunun BFA etkisinden
bagimsiz zamana bagl olarak (0.saat-12.saat i¢cin p=0.001 ve 6.saat-12.saat icin p=0.008)
arttig1 saptandi. ICOS+ hiicre yiizeyindeki HLA-G ekspresyonunun BFA etkisine bagl
olarak 0. saat ile karsilastirildiginda 6. ve 12. saatte anlamli olarak arttig1 saptandi (sirastyla

p=0.004, p=0.002). 6. saatte BFA (-) grup ile BFA (+) karsilastirildiginda ICOS+HLA-G

ylizey ekspresyonunun anlamli olarak arttig1 saptandi (p=0.037) (Tablo 4.20.).

Tablo 4.19. BFA muamelesinin ICOS+ HLA-G ekspresyonuna etkisi (Friedman testi)

ICOS+HLA-G+ Ortalama S;z;‘:gt Medyan | Minimum | Maksimum P
0. SAAT 4,88 +,29 4,81 4,63 5,2

6. SAAT BFA (-) 5,49 +,53 5,22 5,16 6,1

6. SAAT BFA (+) 11,13 +8,33 6,99 5,68 20,71 0,043
12. SAAT BFA (-) 11,08 +4,64 10,42 6,81 16,01

12. SAAT BFA (+) 8,75 +,63 8,61 8,21 9,44

Tablo 4.20. BFA muamelesinin ICOS+ HLA-G ekspresyonuna etkisi (ikili karsilastirma Durbin-Conover testi)

Istatistik

p

0. SAAT

0. SAAT

0. SAAT

0. SAAT
6. SAAT BFA (-)
6. SAAT BFA (-)
6. SAAT BFA (-)
6. SAAT BFA (+)
6. SAAT BFA (+)
12. SAAT BFA (-)

6. SAAT BFA (-)

6. SAAT BFA (+)

12. SAAT BFA (-)
12. SAAT BFA (+)
6. SAAT BFA (+)

12. SAAT BFA (-)
12. SAAT BFA (+)
12. SAAT BFA (-)
12. SAAT BFA (+)
12. SAAT BFA (+)

1.500
4.000
5.000
4.500
2.500
3.500
3.000
1.000
0.500
0.500

0.172
0.004
0.001
0.002
0.037
0.008
0.017
0.347
0.631
0.631
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Grafik 4.19. BFA muamelesinin ICOS+ HLA-G ekspresyonuna etkisi
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Grafik 4.20. BFA muamelesinde 6rneklere ait ICOS+ HLA-G ekspresyon oranlari
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Resim 4.10. BFA muamelesinde 6rneklere ait ICOS+ HLA-G ekspresyon yiizdeleri akim sitometri goriintiileri

Steroid muamelesinin ICOS+ hiicre yiizeyinde HLA-G ekspresyonuna etkisi

Caligilan 3 farkli 6rnegin hiicre kiiltiiriinde 0. saat, 6.saat steroid (-), 6.saat steroid (+),
12. saat steroid (-) ve 12. saat steroid (+) flasklarina ait 6rneklerde ICOS+ hiicre yiizeyindeki
HLA-G ekspresyonu belirlendi. Sonuglar arasinda farklilik saptanmadi (p=0,113) (Tablo
4.21.). Istatistiksel olarak yapilan devam ¢alismasinda Durbin-Conover testi ile yapilan ikili
karsilagtirma sonuclarma gore ICOS+ hiicre yiizeyindeki HLA-G ekspresyonunun steroid
etkisinden bagimsiz zamana bagli olarak (0.saat-12.saat i¢in p=0.009 ve 6.saat-12.saat igin

p=0.041) arttig1 saptandi. (Tablo 4.22.).
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Tablo 4.21. Steroid muamelesinin ICOS+ HLA-G ekspresyonuna etkisi (Friedman testi)

ICOS+HLA-G+ Ortalama S;?lg?;l;t Medyan | Minimum | Maksimum P
0.SAAT 4,88 +29 4,81 4,63 5,2

6. SAAT STEROID (-) 5,49 +,53 5,22 5,16 6,1

6. SAAT STEROID (+) 6,79 +2,35 55 5,37 9,51 0,113
12. SAAT STEROID (-) 11,08 +4,64 10,42 6,81 16,01

12. SAAT STEROID (+) 12,92 +8,04 12,88 491 20,98

Tablo 4.22. Steroid muamelesinin ICOS+ HLA-G ekspresyonuna etkisi (ikili karsilastirma Durbin-Conover

testi)

Istatistik p
0. SAAT - 6. SAAT STEROID (-) 1.03 0.334
0. SAAT - 6. SAAT STEROID (+) 2.06 0.074
0. SAAT - 12. SAAT STEROID (-) 3.43 0.009
0. SAAT - 12. SAAT STEROID (+) 2.06 0.074
6. SAAT STEROID (-) - 6. SAAT STEROID (+) 1.03 0.334
6. SAAT STEROID (-) - 12. SAAT STEROID (-) 2.40 0.043
6. SAAT STEROID (-) - 12. SAAT STEROID (+) 1.03 0.334
6. SAAT STEROID (+) - 12. SAAT STEROID (-) 1.37 0.207
6. SAAT STEROID (+) - 12. SAAT STEROID (+) 0.00 1.000
12. SAAT STEROID (-) - 12. SAAT STEROID (+) 1.37 0.207
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Grafik 4.21. Steroid muamelesinin ICOS+ HLA-G ekspresyonuna etkisi
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Grafik 4.22. Steroid muamelesinde orneklere ait ICOS+ HLA-G ekspresyon oranlari
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Resim 4.11. Steroid muamelesinde &rneklere ait ICOS+ HLA-G ekspresyon yiizdeleri akim sitometri

goriintiileri
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BFA ve steroid muamelesinin ICOS+ hiicre yiizeyinde HLA-G ekspresyonuna etkisi

Caligilan 3 farkli 6rnegin hiicre kiiltiiriinde 0. saat, 6.saat BFA (+) steroid (-), 6.saat
BFA (+) steroid (+), 12. saat BFA (+) steroid (-) ve 12. saat BFA (+) steroid (+) flasklarina

ait orneklerde ICOS+ hiicre yiizeyindeki HLA-G ekspresyonu belirlendi. Sonuglar arasinda

farklilik saptanmadi (p=0,113) (Tablo 4.23.). Istatistiksel olarak yapilan devam ¢alismasinda

Durbin-Conover testi ile yapilan ikili karsilagtirma sonuglarina gére hem BFA hem de steroid

varliginda ICOS+ hiicrelerin ylizeyindeki HLA-G ekspresyonu 0. saat ile karsilastirildiginda

6. ve 12. saatte anlaml1 olarak arttig1 saptandi (sirastyla p=0.025, p=0.009) (Tablo 4.24.).

Tablo 4.23. BFA ve steroid muamelesinin ICOS+ HLA-G ekspresyonuna etkisi (Friedman testi)

ICOS+HLA-G+ Ortalama Sézgi?:t Medyan | Minimum | Maksimum p
0.SAAT 4,88 +,29 4,81 4,63 5,2

6. SAAT BFA(+) STEROID (-) 11,13 +8,33 6,99 5,68 20,71

6. SAAT BFA(+) STEROID (+) 13,71 +5,56 13,99 8,01 19,12 0,113
12. SAAT BFA(+) STEROID (-) 8,75 +,63 8,61 8,21 9,44

12. SAAT BFA(+) STEROID (+) 14,7 +2,04 15,74 12,35 16

Tablo 4.24. BFA ve steroid muamelesinin ICOS+ HLA-G ekspresyonuna etkisi (ikili karsilastirma Durbin-

Conover testi)

Istatistik p
0. SAAT 6. SAAT BFA (+) STEROID (-) 2.058 0.074
0. SAAT 6. SAAT BFA (+) STEROID (+) 2.744 0.025
0. SAAT 12. SAAT BFA (+) STEROID (-) 2.058 0.074
0. SAAT 12. SAAT BFA (+) STEROID (+) 3.430 0.009
6. SAAT BFA (+) STEROID (-) 6. SAAT BFA (+) STEROID (+) 0.686 0.512
6. SAAT BFA (+) STEROID (-) 12. SAAT BFA (+) STEROID (-) 0.000 1.000
6. SAAT BFA (+) STEROID (-) 12. SAAT BFA (+) STEROID (+) 1.372 0.207
6. SAAT BFA (+) STEROID (+) 12. SAAT BFA (+) STEROID (-) 0.686 0.512
6. SAAT BFA (+) STEROID (+) 12. SAAT BFA (+) STEROID (+) 0.686 0.512
12. SAAT BFA (+) STEROID (-) 12. SAAT BFA (+) STEROID (+) 1.372 0.207
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Grafik 4.23. BFA ve steroid muamelesinin ICOS+ HLA-G ekspresyonuna etkisi
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Grafik 4.24. BFA ve steroid muamelesinde drneklere ait ICOS+ HLA-G ekspresyon oranlari
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Resim 4.12. BFA ve steroid muamelesinde 6rneklere ait ICOS+ HLA-G ekspresyon yiizdeleri akim sitometri

goriintiileri

4.2. BFA ve steroid muamelesinin B hiicre yiizeyinde ifade edilen molekiillere etkisi

Calismada B hiicreleri belirlemek i¢in B hiicreler i¢in ortak yiizey belirteci olan anti-

CD19 monoklonal antikoru kullanilarak B hiicreler belirlendi.

4.2.1. Folikiiler CD19+ B hiicre yiizeyinde HLA-G ekspresyonu

Folikiiler B hiicrelerde olusturulan golgi stresinin CD19+ B hiicre yiizeyinde HLA-G

ekspresyonuna etkisi

T hiicre ve B hiicre yiizeyinde eksprese edilen ve klasik olmayan MHC smif I ailesine
ait olan HLA-G molekiilii immiin sistem toleransinda 6nemli bir rol oynar. Caligilan 3 farkl
ornegin hiicre kiiltiiriinde 0. saat, 6.saat BFA (-), 6.saat BFA (+), 12. saat BFA (-) ve 12. saat
BFA (+) flasklarina ait 6rneklerde CD19+ B hiicre yiizeyindeki HLA-G ekspresyonu
belirlendi. Sonuglar arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik saptandi (p=0,038) (Tablo
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4.25.). CD19+ B hiicrelerin yiizeyindeki HLA-G ekspresyonunun BFA etkisinden bagimsiz
zamana bagli olarak (0.saat-12.saat i¢in p=0.012 ve 6.saat-12.saat i¢in p=0.028) arttig1
saptandi. CD19+ B hiicrelerin ylizeyindeki HLA-G ekspresyonu BFA etkisine bagl olarak
0. saat ile karsilastirildiginda 6. ve 12. saatte arttig1 saptandi (sirastyla p=0.003, p<.001). 6.
saatte BFA (-) grup ile BFA (+) karsilastirildiginda CD19+HLA-G yiizey ekspresyonunun
anlamli olarak arttig1 saptandi (p=0.006) (Tablo 4.26.).

Tablo 4.25. BFA muamelesinin CD19+ HLA-G ekspresyonuna etkisi (Friedman testi)

CD19+HLA-G+ Ortalama S;z;;ll?;t Medyan | Minimum | Maksimum p
0.SAAT 2,71 +1,47 2,36 1,45 4,33

6. SAAT BFA (-) 2,67 +23 2,74 2,41 2,85

6. SAAT BFA (+) 10,99 +2,62 10,35 8,75 13,88 0,038
12. SAAT BFA (-) 8,63 +2,00 9,21 6,41 10,28

12. SAAT BFA (+) 19,53 +11,60 13,28 12,4 32,92

Tablo 4.26. BFA muamelesinin CD19+ HLA-G ekspresyonuna etkisi (Ikili karsilastirma Durbin-Conover testi)

Istatistik p
0. SAAT - 6. SAAT BFA (-) 0.535 0.608
0. SAAT - 6. SAAT BFA (+) 4.276 0.003
0. SAAT - 12. SAAT BFA (-) 3.207 0.012
0. SAAT - 12. SAAT BFA (+) 5.345 <.001
6. SAAT BFA (-) - 6. SAAT BFA (+) 3.742 0.006
6. SAAT BFA (-) ; 12. SAAT BFA (-) 2.673 0.028
6. SAAT BFA (-) ; 12. SAAT BFA (+) 4811 0.001
6. SAAT BFA (+) - 12. SAAT BFA (-) 1.069 0.316
6. SAAT BFA (+) - 12. SAAT BFA (+) 1.069 0.316
12. SAAT BFA (-) - 12. SAAT BFA (+) 2.138 0.065
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Grafik 4.25. BFA muamelesinin CD19+ HLA-G ekspresyonuna etkisi
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Grafik 4.26. BFA muamelesinde drneklere ait CD19+ HLA-G ekspresyon oranlari
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Resim 4.13. BFA muamelesinde 6rneklere ait CD19+ HLA-G ekspresyon yiizdeleri akim sitometri goriintiileri

Steroid muamelesinin folikiiler CD19+ B hiicre yiizeyinde HLA-G ekspresyonuna
etkisi

Caligilan 3 farkli 6rnegin hiicre kiiltiiriinde 0. saat, 6.saat steroid (-), 6.saat steroid (+),
12. saat steroid (-) ve 12. saat steroid (+) flasklarina ait 6rneklerde CD19+ B hiicre
yiizeyindeki HLA-G ekspresyonu belirlendi. Sonuglar arasinda istatistiksel olarak anlamli
farklilik saptandi (p=0,043) (Tablo 4.27.). CD19+ B hiicrelerin ylizeyindeki HLA-G
ekspresyonunun steroid etkisinden bagimsiz zamana bagli olarak (0.saat-12.saat ig¢in
p=0.004 ve 6.saat-12.saat i¢cin p=0.004) arttig1 saptandi. CD19+ B hiicrelerin yiizeyindeki
HLA-G ekspresyonu steroid etkisine bagli olarak 0. saat ile karsilastirildiginda 12. saatte
arttig1 saptandi (p=0.002) (Tablo 4.28.).
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Tablo 4.27. Steroid muamelesinin CD19+ HLA-G ekspresyonuna etkisi (Friedman testi)

CD19+HLA-G+ Ortalama S;?‘gﬁ;t Medyan | Minimum | Maksimum P
0.SAAT 2,71 +1,47 2,36 1,45 4,33

6. SAAT STEROID (-) 2,67 +23 2,74 2,41 2,85

6. SAAT STEROID (+) 3,74 +1,17 3,14 2,99 5,09 0,043
12. SAAT STEROID (-) 8,63 +2,00 9,21 6,41 10,28

12. SAAT STEROID (+) 9,98 +,80 10,13 9,12 10,69

Tablo 4.28. Steroid muamelesinin CD19+ HLA-G ekspresyonuna etkisi (ikili karsilastirma Durbin-Conover

testi)

istatistik

p
0. SAAT - 6. SAAT STEROID (-) 0.000 1.000
0. SAAT - 6. SAAT STEROID (+) 1.500 0.172
0. SAAT - 12. SAAT STEROID (-) 4.000 0.004
0. SAAT - 12. SAAT STEROID (+) 4.500 0.002
6. SAAT STEROID (-) - 6. SAAT STEROID (+) 1.500 0.172
6. SAAT STEROID (-) - 12. SAAT STEROID (-) 4.000 0.004
6. SAAT STEROID (-) - 12. SAAT STEROID (+) 4.500 0.002
6. SAAT STEROID (+) - 12. SAAT STEROID (-) 2.500 0.037
6. SAAT STEROID (+) - 12. SAAT STEROID (+) 3.000 0.017
12. SAAT STEROID (-) - 12. SAAT STEROID (+) 0.500 0.631
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Grafik 4.27. Steroid muamelesinin CD19+ HLA-G ekspresyonuna etkisi
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Resim 4.14. Steroid muamelesinde 6rneklere ait CD19+ HLA-G ekspresyon yiizdeleri akim sitometri

goriintiileri
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BFA ve steroid muamelesinin folikiiler CD19+ B hiicre yiizeyinde HLA-G

ekspresyonuna etkisi

Calisilan 3 farkli 6rnegin hiicre kiiltiiriinde 0. saat, 6.saat BFA (+) steroid (-), 6.saat
BFA (+) steroid (+), 12. saat BFA (+) steroid (-) ve 12. saat BFA (+) steroid (+) flasklarina
ait orneklerde CD19+ B hiicre ylizeyindeki HLA-G ekspresyonu belirlendi. Sonuglar
arasinda farklilik saptanmadi (p=0,066) (Tablo 4.29.). istatistiksel olarak yapilan devam
calismasinda Durbin-Conover testi ile yapilan ikili karsilastirma sonuglarina gére CD19+ B
hiicre yiizeyindeki HLA-G ekspresyonunun BFA varliginda steroid etkisinden bagimsiz 0.
saat ile karsilastirildiginda 6. saatte anlamli olarak arttig1 saptandi (p=0.040). Hem BFA hem
de steroid varliginda CD19+ B hiicrelerin yiizeyindeki HLA-G ekspresyonu 0. saat ile
karsilastirildiginda 6. ve 12. saatte anlamli olarak arttig1 saptandi (sirasiyla p=0.011,
p=0.001) (Tablo 4.30.).

Tablo 4.29. BFA ve steroid muamelesinin CD19+ HLA-G ekspresyonuna etkisi (Friedman testi)

CD19+HLA-G Ortalama S;zgi?;t Medyan | Minimum | Maksimum p
0.SAAT 2,71 +1,47 2,36 1,45 4,33

6. SAAT BFA (+) STEROID (-) 10,99 +2,62 10,35 8,75 13,88

6. SAAT BFA (+) STEROID (+) 14,01 +5,43 16,11 7,84 18,08 0,066
12. SAAT BFA (+) STEROID (-) 19,53 +11,60 13,28 12,4 32,92

12. SAAT BFA (+) STEROID (+) | 22,44 +10,11 17,34 15,9 34,09

Tablo 4.30. BFA ve steroid muamelesinin CD19+ HLA-G ekspresyonuna etkisi (kili karsilastirma Durbin-

Conover testi)

Istatistik p
0. SAAT - 6.SAAT BFA (+) STEROID (-) 2.041 0.076
0. SAAT - 6. SAAT BFA (+) STEROID (+) 3.266 0.011
0. SAAT - 12. SAAT BFA (+) STEROID (-) 2.449 0.040
0. SAAT - 12. SAAT BFA (+) STEROID (+) 4.491 0.002
6. SAAT BFA (+) STEROID (-) 6. SAAT BFA (+) STEROID (+) 1.225 0.256
6. SAAT BFA (+) STEROID (-) 12. SAAT BFA (+) STEROID (-) 0.408 0.694
6. SAAT BFA (+) STEROID (-) 12. SAAT BFA (+) STEROID (+) 2.449 0.040
6. SAAT BFA (+) STEROID (+) 12. SAAT BFA (+) STEROID (-) 0.816 0.438
6. SAAT BFA (+) STEROID (+) 12. SAAT BFA (+) STEROID (+) 1.225 0.256
12. SAAT BFA (+) STEROID (-) 12. SAAT BFA (+) STEROID (+) 2.041 0.076
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Grafik 4.29. BFA ve steroid muamelesinin CD19+HLA-G ekspresyonuna etkisi
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Grafik 4.30. BFA ve steroid muamelesinde drneklere ait CD19+HLA-G ekspresyon oranlari
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Resim 4.15. BFA ve steroid muamelesinde drneklere ait CD19+ HLA-G ekspresyon yiizdeleri akim sitometri

goriintiileri

4.2.2. Folikiiler CD19+ B hiicre yiizeyinde HLA-DR ekspresyonu

Folikiiler B hiicrelerde olusturulan golgi stresinin CD19+ B hiicre yiizeyinde HLA-DR

ekspresyonuna etkisi

Calisilan 3 farkli 6rnegin hiicre kiiltiirtinde 0. saat, 6.saat BFA (-), 6.saat BFA (+), 12.
saat BFA (-) ve 12. saat BFA (+) flasklarina ait 6rneklerde CD 19+ B hiicre ylizeyindeki hiicre
yilizeyindeki HLA-DR ekspresyonu belirlendi. Sonuglar arasinda istatistiksel olarak anlamli
farklilik saptand1 (p<0,001) (Tablo 4.31.). CD19+ B hiicrelerin yiizeyindeki HLA-DR
ekspresyonunun BFA etkisinden bagimsiz zamana bagh olarak (0.saat-6.saat i¢in p<.001,
O.saat-12.saat icin p<.001 ve 6.saat-12.saat icin p=0.027) azaldig1 saptandi. CD19+ B
hiicrelerin yiizeyindeki HLA-DR ekspresyonu BFA etkisine bagli olarak 0. saat ile
karsilagtirildiginda 6. ve 12. saatte anlamli olarak azaldigi saptandi (sirasiyla p<.001,
p<.001). 6. ve 12. saatte BFA (-) grup ile BFA (+) karsilastirildiginda CD19+HLA-DR yiizey
ekspresyonunun anlamli olarak azaldig1 saptandi (sirastyla p<.001, p<.001). (Tablo 4.32.).
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Tablo 4.31. BFA muamelesinin CD19+ HLA-DR ekspresyonuna etkisi (Friedman testi)

CD19+HLA-DR Ortalama S;?lg?;l;t Medyan | Minimum | Maksimum p
0.SAAT 97 +1,69 96,79 94,73 99,26

6. SAAT BFA (-) 87,22 +4.55 88,92 81,48 91,54

6. SAAT BFA (+) 71,89 +2,27 72,13 68,57 74,05 <0,001
12. SAAT BFA (-) 80,68 +8,53 77,16 72,67 93,28

12. SAAT BFA (+) 73,06 +11,86 70,74 59,81 87,56

Tablo 4.32. BFA muamelesinin CD19+ HLA-DR ekspresyonuna etkisi (ikili karsilastirma Durbin-Conover

testi)
Istatistik p
0. SAAT - 6. SAAT BFA (-) 4.18 <.001
0. SAAT - 6. SAAT BFA (+) 12.55 <.001
0. SAAT - 12. SAAT BFA (-) 6.57 <.001
0. SAAT - 12. SAAT BFA (+) 12.55 <.001
6. SAAT BFA (-) - 6. SAAT BFA (+) 8.37 <.001
6. SAAT BFA (-) - 12. SAAT BFA (-) 2.39 0.027
6. SAAT BFA (-) - 12. SAAT BFA (+) 8.37 <.001
6. SAAT BFA (+) - 12. SAAT BFA (-) 5.98 <.001
6. SAAT BFA (+) - 12. SAAT BFA (+) 0.00 1.000
12. SAAT BFA (-) - 12. SAAT BFA (+) 5.98 <.001
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Grafik 4.31. BFA muamelesinin CD19+ HLA-DR ekspresyonuna etkisi
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Resim 4.16. BFA muamelesinde orneklere ait CD19+ HLA-DR ekspresyon yiizdeleri akim sitometri

goriintiileri
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Steroid muamelesinin folikiiler CD19+ B hiicre yiizeyinde HLA-DR ekspresyonuna

etkisi

Calisilan 3 farkli 6rnegin hiicre kiiltiiriinde 0. saat, 6.saat steroid (-), 6.saat steroid (+),
12. saat steroid (-) ve 12. saat steroid (+) flasklarina ait 6rneklerde CD19+ B hiicre
yilizeyindeki HLA-DR ekspresyonu belirlendi. Sonuglar arasinda istatistiksel olarak anlamli
farklilik saptandi (p<0,001) (Tablo 4.33.). CD19+ B hiicrelerin yiizeyindeki HLA-DR
ekspresyonunun BFA etkisinden bagimsiz zamana bagh olarak (0.saat-6.saat i¢in p<.001,
O.saat-12.saat i¢in p<.001 ve 6.saat-12.saat i¢cin p=0.002) azaldig1 saptandi. CD19+ B
hiicrelerin yiizeyindeki HLA-DR ekspresyonu BFA etkisine bagli olarak 0. saat ile
karsilastirildiginda 6. ve 12. saatte anlamli olarak azaldigi saptandi (sirasiyla p<.001,
p<.001). 6. ve 12. saatte BFA (-) grup ile BFA (+) karsilastirildiginda CD19+HLA-DR ylizey
ekspresyonunun anlamli olarak azaldigi saptandi (sirasiyla p<.001, p<.001) (Tablo 4.34.).

Tablo 4.33. Steroid muamelesinin CD19+ HLA-DR ekspresyonuna etkisi (Friedman testi

CD19+HLA-DR Ortalama S;ig?;‘;t Medyan | Minimum | Maksimum P
0.SAAT 97 +1,69 96,79 94,73 99,26

6. SAAT STEROID (-) 87,22 +4,55 88,92 81,48 91,54

6. SAAT STEROID (+) 79,72 +7,63 76,66 71,62 90,34 <0,001
12. SAAT STEROID (-) 80,68 +8,53 77,16 72,67 93,28

12. SAAT STEROID (+) 69,12 +11,14 65,71 56,42 85,85

Tablo 4.34. Steroid muamelesinin CD19+ HLA-DR ekspresyonuna etkisi (ikili karsilastirma Durbin-Conover

testi)
Istatistik p
0. SAAT - 6. SAAT STEROID (-) 4.04 <.001
0. SAAT - 6. SAAT STEROID (+) 9.24 <.001
0. SAAT - 12. SAAT STEROID (-) 7.51 <.001
0. SAAT - 12. SAAT STEROID (+) 13.86 <.001
6. SAAT STEROID (-) - 6. SAAT STEROID (+) 5.20 <.001
6. SAAT STEROID (-) - 12. SAAT STEROID (-) 3.46 0.002
6. SAAT STEROID (-) - 12. SAAT STEROID (+) 9.81 <.001
6. SAAT STEROID (+) - 12. SAAT STEROID (-) 1.73 0.099
6. SAAT STEROID (+) - 12. SAAT STEROID (+) 4.62 <.001
12. SAAT STEROID (-) - 12. SAAT STEROID (+) 6.35 <.001
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Grafik 4.33. Steroid muamelesinin CD19+ HLA-DR ekspresyonuna etkisi
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Resim 4.17. Steroid muamelesinde Grneklere ait CD19+ HLA-DR ekspresyon yiizdeleri akim sitometri

goriintiileri

BFA ve steroid muamelesinin folikiiller CD19+ B hiicre yiizeyinde HLA-DR

ekspresyonuna etkisi

Caligilan 3 farkli 6rnegin hiicre kiiltliriinde 0. saat, 6.saat BFA (+) steroid (-), 6.saat
BFA (+) steroid (+), 12. saat BFA (+) steroid (-) ve 12. saat BFA (+) steroid (+) flasklarina

ait orneklerde CD19+ B hiicre yiizeyindeki HLA-DR ekspresyonu belirlendi. Sonuglar
arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik saptandi (p<0,001) (Tablo 4.35.). CD19+ B

hiicrelerin yiizeyindeki HLA-DR ekspresyonunun BFA varliginda steroid etkisinden

bagimsiz zamana bagli olarak (0.saat-6.saat i¢in p<.001 ve 0.saat-12.saat i¢in p=0.001)

azaldig1 saptandi. CD19+ B hiicrelerin ylizeyindeki HLA-DR ekspresyonunun BFA

varliginda steroid etkisine bagli olarak azaldig1 saptandi.
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Tablo 4.35. BFA ve steroid muamelesinin CD19+ HLA-DR ekspresyonuna etkisi (Friedman testi)

CD19+HLA-DR Ortalama Sé?:;:f:t Medyan | Minimum | Maksimum p
0.SAAT 97 +1,69 96,79 94,73 99,26

6. SAAT BFA (+) STEROID (-) 71,89 +2,27 72,13 68,57 74,05

6. SAAT BFA (+) STEROID (+) 58,41 +5,02 58,11 52,53 66,06 <0,001
12. SAAT BFA (+) STEROID (-) | 73,06 +11,86 70,74 59,81 87,56

12. SAAT BFA(+) STEROID (+) | 58,63 +16,99 60,31 37,37 83,38

Tablo 4.36. BFA ve steroid muamelesinin CD19+ HLA-DR ekspresyonuna etkisi (Ikili karsilastirma Durbin-

Conover testi)

Istatistik p
0. SAAT - 6.SAAT BFA (+) STEROID (-) 4.152 <.001
0. SAAT - 6.SAAT BFA (+) STEROID (+) 8.720 <.001
0. SAAT - 12. SAAT BFA (+) STEROID (-) 3.737 0.001
0. SAAT - 12. SAAT BFA (+) STEROID (+) 8.305 <.001
6. SAAT BFA (+) STEROID (-) - 6. SAAT BFA (+) STEROID (+) 4.568 <.001
6. SAAT BFA (+) STEROID (-) 12. SAAT BFA (+) STEROID (-) 0.415 0.682
6. SAAT BFA (+) STEROID (-) 12. SAAT BFA (+) STEROID (+) 4.152 <.001
6. SAAT BFA (+) STEROID (+) 12. SAAT BFA (+) STEROID (-) 4.983 <.001
6. SAAT BFA (+) STEROID (+) 12. SAAT BFA (+) STEROID (+) 0.415 0.682
12. SAAT BFA (+) STEROID (-) 12. SAAT BFA (+) STEROID (+) 4.568 <.001
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Grafik 4.35. BFA ve steroid muamelesinin CD19+HLA-DR ekspresyonuna etkisi
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5. TARTISMA

Tezimde folikiiler B hiicrelerde meydana getirilen golgi stresi hem folikiiler B hiicre
ylizeyinde hem de folikiiler T hiicre ylizeyinde bulunan HLA-G ekspresyona etkisi

arastirildi.

Folikiiler B hiicrelerde golgi stresi, fungal bir antibiyotik olan ve golginin yapisini
bozarak proteinlerin hiicre zaria taginmasini bloke eden Brefeldin A (BFA) ile olusturuldu.
Golgi stresinin olusumu akim sitometri yontemiyle HLA-DR ekspresyonundaki degisimle
ve immiinohistokimya yontemiyle anti-GM130 boyamas1 yapilarak floresan mikroskop ile

gosterildi.

B hiicreleri yiizeyinde bulunan ve MHC sinif II ailesine ait olan HLA-DR molekiilii B
hiicre aktivasyonunu gosteren bir molekiil olup golgide antijeni yiliklemeye hazir hale gelir.
Calistigim 3 ornekte de BFA muamelesi sonrasinda HLA-DR ekspresyonunun azaldigi
belirlendi ve immiinohistokimya yontemiyle boyama ile golgi stresine bagli olarak golginin
normal seklinin dagildig1 gosterildi. Bu iki bulgu B hiicrelerde golgi stresinin meydana

geldigini gosterdi.

Brefeldin A ile muamele edilmis folikiiler B hiicreler ile folikiiler T hiicre ko-kiiltiirii
olusturuldu. Steroid etkisine bagli degisiklikleri belirlemek amaciyla kiiltiir ortamina steroid
ilavesi yapildi. Zamana bagli (6/12/24. saat) immiin fenotipleme calismasiyla her 3
orneginde folikiiler B (Bf) hiicre ve T folikiiler yardimci (Tth) hiicre yiizey molekiillerinin
ekspresyon oranlar saptandi. Orneklerin 24. saat hiicre yiizey molekiillerinin akim sitometri
analizleri yapildiginda 24. saat hiicre yiizey molekiillerinin ekspresyon oranlarinin tekrar 0.
saat hiicre ylizey molekiillerinin ekspresyon oranlarma doniistiigii saptandi. Bu nedenle

istatistiksel analizler 0. saat, 6. saat ve 12. saat sonugclari ile yapildi.

ORN160524, ORN010324 ve ORN070624 isimli 6rneklerin BFA etkisine bagli olarak
CD19+ Bf hiicre yiizeyindeki hiicre yiizeyindeki HLA-DR ekspresyonu belirlendi. BFA (-)
grup ile karsilagtirlldiginda BFA (+) grupta CD19+ Bf hiicre ylizeyindeki HLA-DR
ekspresyonunun istatistiksel olarak azaldigi saptandi (p<0,001) (Tablo 4.31.). Orneklere
uygulanan BFA muamelesinin CD19+ Bf hiicre yiizeyindeki HLA-DR ekspresyonu azalttig1
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saptandi. Bu sonug folikiiler B hiicrelerdeki golgi stresinin HLA-DR ekspresyonunu

etkiledigini gostermektedir.

Folikiiler B hiicrelerde golgi stresinin ve steroid muamelesinin folikiiler T hiicre ve
folikiiler B hiicre yiizeyinde bulunan ve bagisiklik yanitini diizenlemede 6nemli bir role

sahip olan HLA-G molekiiliiniin ekspresyonuna etkisi aragtirildi.

ORN160524, ORN010324 ve ORN070624 isimli rneklerin BFA etkisine bagli olarak
CD19+ Bf hiicre yiizeyindeki hiicre yiizeyindeki HLA-G ekspresyonu belirlendi. BFA (-)
grup ile karsilastinldiginda BFA (+) grupta CD19+ Bf hiicre yiizeyindeki HLA-G
ekspresyonunun istatistiksel olarak arttigi saptand1 (p=0,038) (Tablo 4.25.). Orneklere
uygulanan BFA muamelesinin CD19+ Bf hiicre yiizeyindeki HLA-G ekspresyonu arttirdigi
saptandi. Bu sonug¢ folikiiler B hiicrelerdeki golgi stresinin HLA-G ekspresyonunu

etkiledigini gostermektedir.

ORN160524, ORN010324 ve ORN070624 isimli &rneklerin steroid etkisine baglh
olarak CD19+ Bf hiicre yiizeyindeki hiicre yiizeyindeki HLA-G ekspresyonu belirlendi.
Steroid (-) grup ile karsilastirildiginda steroid (+) grupta CD19+ Bf hiicre ylizeyindeki HLA-
G ekspresyonunun istatistiksel olarak arttig1 saptandi (p=0,043) (Tablo 4.27.). CD19+ Bf
hiicrelerin yiizeyindeki HLA-G ekspresyonu steroid etkisine bagli olarak 0. saat ile
karsilastirildiginda 12. saatte arttig1 saptandi (p=0.002) (Tablo 4.28.).

ORN160524, ORN010324 ve ORN070624 isimli 6rneklerin BFA ve steroid etkisine
bagli olarak CDI19+ Bf hiicre yiizeyindeki hiicre yiizeyindeki HLA-G ekspresyonu
belirlendi. Hem BFA hem de steroid varliginda CD19+ Bf hiicrelerin yiizeyindeki HLA-G
ekspresyonu 0. saat ile karsilastirildiginda 6. ve 12. saatte anlamli olarak arttigi saptandi

(swrastyla p=0.011, p=0.001). (Tablo 4.30.).

Bu sonuglara gore CD19+ Bf hiicre yiizeyinde eksprese olan HLA-G molekiiliiniin
stres altinda ve steroid muamelesi ile ekspresyonunun arttig1 belirlenmistir. Folikiiler B
hiicre yiizeyinde artan HLA-G ekspresyonu B hiicre aktivasyonunun baskilanmasi ve antikor

olusumuna katk1 saglayabilecegi diisiiniilebilir.

Literatiir taramas1 yapildiginda literatiirde boyle bir ¢alisma ve sonuca rastlanmamugtir.
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ORN160524, ORN010324 ve ORN070624 isimli rneklerin BFA etkisine bagli olarak
CD4+ T yardimct hiicre yiizeyindeki HLA-G ekspresyonu belirlendi. BFA (-) grup ile
karsilastirildiginda BFA (+) grupta CD4+ T hiicre yiizeyindeki HLA-G ekspresyonunun
istatistiksel olarak arttig1 saptandi (p=0,004) (Tablo 4.1.). Folikiiler B hiicrelere uygulanan
BFA muamelesinin CD4+ T hiicre yiizeyindeki HLA-G ekspresyonu arttirdig1 saptandi. Bu
sonu¢ B hiicrelerdeki golgi stresinin HLA-G ekspresyonunu etkiledigini gostermektedir.
CD4+ T hiicrelerin yiizeyindeki HLA-G ekspresyonu BFA etkisine bagli olarak 0. saat ile
karsilastirildiginda 6. ve 12. saatte arttig1 saptandi (sirasiyla p<.001, p<.001). 6. saatte BFA
(-) grup ile BFA (+) karsilastirildiginda CD4+HLA-G yiizey ekspresyonunun anlamli olarak
arttig1 saptandi (p=0.011) (Tablo 4.2.).

ORN160524, ORN010324 ve ORN070624 isimli &rneklerin steroid etkisine baglh
olarak CD4+ T yardime hiicre yiizeyindeki HLA-G ekspresyonu belirlendi. Steroid (-) grup
ile karsilastirildiginda steroid (+) grupta CD4+ T hiicre yilizeyindeki HLA-G
ekspresyonunun istatistiksel olarak arttigi saptandi (p=0,034) (Tablo 4.3.). CD4+ T
hiicrelerin yiizeyindeki HLA-G ekspresyonu steroid etkisine bagli olarak 0. saat ile

karsilastirildiginda 12. saatte arttig1 saptandi (p=0.015) (Tablo 4.4.).

ORN160524, ORN010324 ve ORN070624 isimli 6rneklerin BFA ve steroid etkisine
bagli olarak CD4+ T yardimci hiicre yiizeyindeki HLA-G ekspresyonu belirlendi. Hem BFA
hem de steroid varliginda CD4+ T hiicrelerin yiizeyindeki HLA-G ekspresyonu 0. saat ile
karsilagtirildiginda 6. ve 12. saatte anlamli olarak arttig1 saptandi (sirasiyla p=0.003,
p<.001). 12. saatte BFA varliginda CD4+HLA-G ylizey ekspresyonunun steroid etkisine
bagli olarak arttig1 goriildii (p=0.053) (Tablo 4.6.).

Caroline Creput ve arkadaglar1 40 kombine nakil hastasinin bobrek ve karaciger
biyopsilerinde yaptiklar1 g¢alisma sonucunda steroid etkisinin HLA-G ekspresyonunu
indiikledigini belirtmislerdir (66). Nan Lu ve arkadagslar1 yaptiklar1 66 renal nakil hastasinin
periferik tam kan T hiicrelerindeki HLA-G ¢alisma sonuglarina gore CD4+ T hiicrelerde
HLA-G ekspresyonunun renal akut rejeksiyon erken tanis1 ve alicilarin immiinostipresif

durumu i¢in potansiyel bir belirte¢ olabilecegini sdylemislerdir (67).

ORN160524, ORN010324 ve ORN070624 isimli rneklerin BFA etkisine bagli olarak
CXCRS5+ hiicre ylizeyindeki HLA-G ekspresyonu belirlendi. BFA (-) grup ile

95



karsilastirildiginda BFA (+) grupta CXCR5+ hiicre yilizeyindeki HLA-G ekspresyonunun
istatistiksel olarak arttig1 saptandi (p=0,012) (Tablo 4.7.).

ORN160524, ORN010324 ve ORN070624 isimli orneklerin steroid etkisine bagl
olarak CXCRS5+ hiicre yiizeyindeki HLA-G ekspresyonu belirlendi. CXCRS5+ hiicre
yiizeyindeki HLA-G ekspresyonu steroid etkisine bagli olarak 0. saat ile karsilagtirildiginda
12. saatte arttig1 saptandi (p=0.053) (Tablo 4.10.).

ORN160524, ORN010324 ve ORN070624 isimli 6rneklerin BFA ve steroid etkisine
bagli olarak CXCRS5+ hiicre yiizeyindeki HLA-G ekspresyonu belirlendi. Hem BFA hem de
steroid varliginda CXCRS5+ hiicrelerin ylizeyindeki HLA-G ekspresyonu 0. saat ile
karsilastirildiginda 6. ve 12. saatte anlamli olarak arttig1 saptandi (sirasiyla p<.001, p<.001).
12. saatte BFA varliginda CXCR5+ HLA-G yiizey ekspresyonunun steroid etkisine bagl
olarak arttig1 saptandi (p=0.006) (Tablo 4.12.).

Artan HLA-G molekiil ekspresyonu Tth hiicrelerin kemotaksisini baskilayarak B
hiicre folikiillerine go¢ etmelerini engelleyecek ve B hiicrelerinin antikor salgilan plazma

hiicresine doniismesini engelleyecegi diistiniilmektedir.

ORN160524, ORN010324 ve ORN070624 isimli érneklerin BFA etkisine bagli olarak
ICOS+ hiicre yiizeyindeki HLA-G ekspresyonu belirlendi. BFA (-) grup ile
karsilastirildiginda BFA (+) grupta ICOS+ hiicre yilizeyindeki HLA-G ekspresyonunun
istatistiksel olarak arttig1 saptandi (p=0,043) (Tablo 4.19.).

CD4+ T yardimcei hiicre alt grubu olan T folikiiler yardimer hiicreleri (Tth), germinal
merkez olusumunda Onemli rol oynarlar ve ylizeylerinde CXCRS, ICOS ve PDI
molekiillerini eksprese ederler (68). Bir kemokin reseptorii olan CXCRS molekiilii Tth
hiicrelerin B hiicre folikiillerine gé¢ etmelerini saglarlar (69). ICOS ekspresyonu germinal
merkez olusumu, bellek B hiicre ve antikor salgilayan plazma hiicresi gelisimi i¢in 6nemlidir
(45). Tth hiicreleri asilara kars1 bagisiklik tepkileri, otoimmiin hastaliklar, alerjiler, organ
nakli ve kotii huylu tlimorlere karsi koruyucu bagisiklik tepkilerinde 6nemli rol oynar (68).
Tth hiicreleri B lenfositlerinin aktivasyonunda yer aldigindan, otoimmiin hastaliklarin
patogenezinde merkezi bir rol oynayabilirler. Dolagimdaki Tth hiicrelerinin sayisinin artmasi

ve Tth hiicrelerinin anormal aktivasyonu otoimmiin hastaliklarla iliskilendirilmistir (70).
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Nan Zhang ve arkadaslar tarafindan yapilan bir ¢aligmada diyabetik nefropati tanili
hastalarin tam kan orneklerinden akimsitometri yontemi ile Tth hiicrelerin alt gruplarimi
calisilmis ve diyabetik nefropati hastalarinda CD4+CXCR5+PD-1+ Tfh hiicrelerinin
sayisinda bir artig saptanmustir (71).

2023 yilinda ise diyabetik retinopati hastalar1 ile yapilan bir baska c¢aligmada
dolasimdaki CD4+ CXCRS5+PD-1+ Tth hiicrelerinin sayisinda saglikli gruba gore belirgin
bir artis saptanmis (70).

Yapilan bir ¢alismada IgA nefropatisi tanisi almis hastalarda CD4+CXCRS5+ Tth
hiicrelerinin alt gruplart ¢alisilmis. Saglikli kontrol ile karsilastirildiginda CD4+CXCR5+,
CD4+CXCRS5+ICOS+, CD4+CXCR5+PD-1+ Tth hiicrelerinin yiizdeleri anlamli derece
yiksek  bulunmus. Prednizon tedavisi goren hastalarda ise CD4+CXCRS+,
CD4+CXCR5+PD-1+ Tth hiicrelerin sikliginin 6nemli 6l¢iide azaldigr saptanmis (72).
Steroid tedavisi ile hastalarda CD4+CXCRS5+ Tth hiicrelerin sikliginin azalmasi bizim

sonuglarimizla uyumlu ¢ikt1.

Rejeksiyon tanisi olan ve olmayan bobrek nakli alicilarinda yapilan bir ¢alismada
farkli Tth ve B hiicresi alt gruplarinin sayisini tespit etmeyi amaglamislar. Nakil sonrasi
rejeksiyon Oykiisii olan hastalarda dolasimda CD4+CXCR5+, CD4+CXCRS5+ICOSH,
CD4+CXCR5+PD-14, CD4+CXCRS5S+IL-21+ Tth, CDI9+CD86+ ve CDI9
+CD86+CD38+ B hiicrelerinin sayilar1 ve serum IL-21 diizeyi nakil dncesine gore anlamli
derecede yiiksek bulunmus. Dolasimdaki Tth hiicrelerinin, B hiicrelerini aktive ederek B
hiicrelerinin plazma hiicrelerine farklilasmasini desteklemesi hastaligin ilerlemesine neden

olacaktir (73).

Bobrek nakli yapilan hastalardan olusan prospektif bir baska caligmada dolagimdaki
Tth’lerin antikor aracili reddin olusumuyla iligkisini arastirmislar ve CXCR5+PDI1+ICOS+
dolasimdaki Tth hiicrelerin nakil sonrasinda de novo dondre 6zgii anti-HLA antikorlarla

iliskili oldugunu bulmuslar (74).

Sonug olarak golgi stresine bagli folikiiler B hiicrelerin yilizeyinde HLA-DR
ekspresyonunu azaldig1 ve CD19+ HLA-G hiicre grubunun oranlarinin arttig1 saptanmustir.

Bununla birlikte B hiicrelerindeki golgi stresi ve steroid etkisi Tth hiicre yiizeyinde fenotip
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degisimine neden oldugu ve Tth hiicrelerin yiizeyinde bulunan HLA-G ekspresyonunun

arttig1 saptanmistir.
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