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1. 0ZET

B LENFOSITLERININ CD4+T HUCRE YANITINA OLAN NEGATIF
ETKILERININ MOLEKULER MEKANIZMALARININ
INCELENMESI:FOXP3 PD-1/PD-L1 ES-UYARAN SISTEMININ OLASI
ROLLERI

B hiicrelerinin immiin sistemde bilinen birincil gorevleri antikor liretmektir. Son
zamanlarda ise B hiicrelerinin immiin cevabi diizenleyici islevleri oldugu da
bilinmektedir. Yapilan deneylerde Breg hiicrelerinin diizenleyici 6zellikleri, T hiicre
proliferasyonu iizerindeki etkilere bakilarak gosterilmesi hedeflendi. ilk diizenleyici
(regulator) hiicre grubu olarak T hiicre popiilasyonunda FoxP3+ CD25+ olarak
tanimlanmistir. Calismamizda amacimiz B hiicrelerinin diizenleyici islevlerinde
FoxP3 faktoriiniin olas1 etkisinin olup-olmadigini incelemektir. Fare dalak ve insan
kan hiicreleri ile gergeklestirilen deneylerde aktive edilmis B hiicrelerinin CD4+ T
hiicre proliferasyonunu inhibe ettigi goriilmektedir. Uyarilmis B hiicreleri ortamdaki
TGF-B1 sitokinine bagimli olarak, uyarilmig T hiicrelerinin proliferasyonunu B:T
hiicre oraniyla dogru orantili olarak inhibe etmektedir. B hiicreleri T hiicre
proliferasyonunda FoxP3’den bagimsiz olarak etkilidir. Diizenleyici T hiicrelerinde
(T regiilator, Treg) farklilagmaya etki eden FoxP3 transkripsiyon faktorii diizenleyici
B hiicrelerinde (B regiiltér, Breg)de mevcuttur ancak ortaya koydugu proteinin islevi

hentiz belirsizdir.

Anahtar Kelimeler: Breg, FoxP3, proliferasyon



2. ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE MOLECULAR MECHANISMS OF NEGATIVE
EFFECTS OF B-LYMPHOCYTE TO CD4 + T CELL RESPONSE: FOXP3
PD-1/PD-L1 POTENTIAL ROLE OF CO-STIMULATION SYSTEM

The primary task of B cells in the immunological system is to produce antibodies.
Recently, it is known that B cells have regulatory functions on the immune response.
In this study, it was aimed to show the regulatory properties of Breg cells by looking
at the effects on T cell proliferation. The first regulator cell group described is FoxP3
+ CD25 + in the T cell population. In our project, we aimed to examine whether the
possible effect of the FoxP3 factor in the regulatory functions of B cells. In
experiments with mouse spleen and human blood cells, activated B cells seem to
inhibit CD4 + T cell proliferation. The stimulated B cells inhibit the proliferation of
stimulated T cells in a direct proportion to the ratio of B: T cells, dependent on the
TGF-B1 cytokine in the medium. B cells are independent of FoxP3 in T cell
proliferation. The FoxP3 transcription factor, which affects differentiation in
regulatory T cells (Treg), is also present in regulatory B cells (Breg) but the function

of the protein is still unclear.

Key words: Breg, FoxP3, proliferation



3. GIRIS VE AMAC

B hiicreleri immiin sistemde son derece onemli bir yere sahiptir. B hiicrelerinin
gelisimlerinde ve islevlerinde gozlemlenen yetmezlikler veya kontrolsiiz cevaplar
otoimmiin hastaliklarin, malignitelerin, kronik infeksiyonlarin, immiin yetmezlik
sendromlarinin ve alerjilerin patogenezinde rol oynamaktadir (1-3).

B hiicrelerinin, immiin sistem tizerinde Oncelikli olarak humoral immiinitede énemli
rol oynadig1 bilinmesine ragmen, son zamanlarda bir takim diizenleyici cevaplarda
da yer aldig1 gosterilmektedir (4,5).

B hiicrelerinin antikor sentezi harici immiin cevabi diizenleyici etkileri vardir.
Immiin cevabi inhibe edebildigi gosterilen T diizenleyici (T regiilatdr, Treg) hiicreleri
benzeri diizenleyici B hiicrelerinin (B regiilator, Breg) varligi gosterilmistir. Treg
farklilagsmasinda FoxP3 transkripsiyon faktoriiniin 6nemli bir yeri oldugu
bilinmektedir. Ancak Breg hiicrelerinin islevsel olarak farklilagmalarini saglayan
molekiiler mekanizmalar ve faktorler halihazirda kesin olarak ortaya konmamustir.

Bu projenin amaci Treg hiicreleri i¢in gerekli olan FoxP3 transkripsiyon faktoriiniin
regiilator Ozellik gosteren B hiicrelerinde de mevcut olup-olmadigi, mevcut ise
islevsel olup olmadigimi ortaya koymaktir. Bu ¢alismada, saglikli insan ile FoxP3
transkripsiyon faktorii mutasyon sonucu isglevsiz olan Scurfy farelerinden elde edilen
B ve T hiicreleri kullanilmastir.

In vitro ortamda CFSE ile isaretli T hiicreleri, dnceden [(anti-lgG+IgM)+IL-2]
uyarist ile farklilagtirllmis (24 saat) B hiicreleri ile birlikte 7 giin boyunca kiiltiir
ortaminda anti-CD3 ile uyarildilar. T hiicrelerinin aktivasyon durumlar
proliferasyonlar1 Olgiilerek incelendi. Bu c¢alismada 1) B hiicrelerinin T hiicre
aktivasyon durumlarma diizenleyici etkileri, 2) Olas1 diizenleyici etkilerinde rol alan

faktorlerin, 6zellikle FoxP3'lin, tanimlanmasi amaclandi.

Glinlimiizde B hiicresi hedefli immiin tedavi yontemlerinin artmasina yonelik
calismalar goz oniline alindiginda, hedef odakli giivenli ve etkili immiinoterapilerin
planlanmasi i¢in ilgili hastaliga 6zgii olarak Breg hiicrelerinin immiin yanit olusum

mekanizmalarinda roliiniin aydinlatilmasi biiyiik 6neme sahiptir.



4. GENEL BIiLGILER

B hiicreleri adaptif bagisiklik sisteminin 6nemli bir parcasi olarak, ¢esitli patojenlere
Ozgiinliik gostermektedir.

Hematopoetik onciil hiicrelerden meydana gelen B hiicrelerinin olgunlagip immiin
sistemde yerini almasinda sahip oldugu mikro ¢evre ve ¢esitli uyaranlar etkilidir (6).
Pre-B hiicresinden farklilasma sonucu meydana gelen olgun B hiicreleri aktivasyon

sonucu bellek ve plazma olarak fonksiyonel gruplara ayrilmaktadir (7).

4.1 B Hiicreleri

B hiicre gelisimi ve olgunlasmasi antijenden bagimsiz olarak kemik iliginde
gerceklesmektedir (1,3). Olgun-naif B hiicrelerinin antijen reseptorleri glikolipid,
niikleik asit, lipid, polisakkarid, ve ufak soliibl molekiiller gibi T hiicrelerince
taninamayan farkli yapidaki antijenleri taniyabilmektedir (9). B hiicreleri direkt
olarak antijenlerle aktive olabilmektedir (7). Otoimmiin hastaliklar1 olan hastalarin B
hiicresi temelli tedavilerinde, insanlar {iizerinde yapilan arastirmalar plazma
hiicrelerinin hem kisa hem de uzun 6miirlii olabilecegini ortaya ¢ikarmistir (5,6).
Bunun yani sira 1918 influenza pandemisinin hayatta kalanlar1 ile yapilan ¢aligmalar,
antijene 0zgl bellek B hiicrelerinin, antijen yoklugunda onlarca yildir varliklarim
stirdiirdiigiinii goéstermistir (12).

Uzun Omiirlii plazma hiicreleri, kemik iliginin 6zel nislerinde veya bellek B
hiicrelerinin siirekli, antijenle yonlendirilmis farklilagsmasiyla hayatta kalmaktadir
(11). Yani, B hiicreleri uzun omiirlii bellek B hiicreleri veya plazma hiicreleri haline
gelmektedir; ikincil lenfoid organlarda bulunabilir ya da kemik iligine goc
edebilmektedirler. Bunun yani sira, B hiicrelerinin antikor sentezi haricinde,
salgiladiklar1 sitokinlerle de immiin yanitta etkili olduklari, islevsel olarak farkli
hiicre altgruplarina (Bel, Be2 ve Breg) ayrilabildikleri ve T lenfosit islevlerini
etkiledikleri gozlenmistir (13,14).



4.1.1 B Hiicre Gelisimi

B hiicre gelisimi, multipotent Oncii hiicrelerin (Multipotent Progenitor Cells, MPPs)
ilk once fetal karacigere ve daha sonra kemik iligine tasinmasi ile baslamaktadir.
MPPs daha sonra B hiicre soyundan sorumlu olan yaygin lenfoid 2 progenitdriinii
(LCA-2) iireten ortak lenfoid onciiline (Common Lymphoid Precursor, CLP)
farklilagir (15).

B hiicresi gelisiminde kritik bir adim B hiicre reseptoriiniin (B Cell Reseptor, BCR)
tiretilmesidir. Adaptif immiin yanitin segiciliini ve 0zglnliiglinii saglamak igin
biliyiik bir BCR repertuart gerekmektedir. Baska bir deyisle, olgun B hiicreleri
antijene spesifik cevap vermektedir. Bu, ¢esitliligi olusturan BCR gen havuzunda
Immunoglobulin (Ig) gen segmentlerinin ve niikleotid yerlestirme mekanizmalarinin
yeniden diizenlenmesiyle ger¢eklesmektedir. Ig, agir ve hafif zincir lokuslarni bir
dizi gen elemanlarin1 igermektedir: C (sabit bolge, constant),V (degisken, variable),
D (gesitlilik, diversity) (sadece agir zincir geninde) ve J (birlesme,joining)
segmentleri (11,12,13).

Olgunlagsmamis B hiicreleri birkag¢ giin icinde kemik iliginden ¢ikacak ve gegici B
hiicreleri olarak dolagima girmektir. Bu hiicreler, kanda ve ikincil lenfoid organlarda

bulunmakta, nadiren lenfatiklere girebilmektedir (19).

4.1.2 B Hiicre Aktivasyonu ve Humoral Immiin TepkKisi

B hiicresi aktivasyonu, B hiicrelerinin IgD ve IgM yiizey reseptorleri spesifik
antijenlere baglandiginda baslamaktadir. Enfeksiyon veya asilama yoluyla bir mikrop
veya antijen ile karsilasilmasiyla naif B hiicreleri aktive olur ve antikor iireten
plazma hiicrelerine ve bellek B hiicrelerine farklilagmaktadir.

B hiicresi aktivasyonuna ve antijenin dogasina bagli olan humoral bagisiklik
tepkisinin baglatilmasinin iki yolu vardir. Lipitler, niikleik asitler ve glikoproteinler
gibi protein olmayan antijenler, T hiicrelerinin yoklugunda antikor {iretimini
uyarmakta ve timiis bagimsiz (Thymus Independent, TI) antijenleri olarak

adlandirmaktadir. Bir de protein antijenlerine kars1 antikor tepkisi, hem B hem de T



hiicresi tutulumunu gerektiren ve bu antijenler, timiis bagimli (Thymus Dependent,
TD) antijenleri vardir (20).

4.1.2.1 T Hiicresi Bagimsiz B Hiicresi Aktivasyonu

TI antijenleri ayrica tip I ve tip II antijenlerine ayrilmaktadir. Tip I TI antijenleri,
lipopolisakkarit (LPS), CpG gibi mitojenik uyaranlardir. Bu uyaricilar, toll-benzeri
reseptorler (toll-like receptors) araciligiyla B hiicresi aktivasyonunu indiiklemektedir.
Ote yandan, tip II TI antijenleri, BCR'yi baglayan ve dolayisiyla antijene spesifik B
hiicresi tepkilerini indiikleyen polisakaritlerdir. TI tip I antijenleri, B hiicresi
boliinmesini dogrudan indiiklemek i¢in igsel bir kapasiteye sahiptir. Bununla birlikte,
T hiicre yardimin1 gerektiren etkin izotip degisimi veya afinite olgunlagsmasini
indiikleyememektedirler. Yiiksek konsantrasyonlarda TI tip I antijenleri, antijen
spesifisitesine (poliklonal aktivasyon) bakilmaksizin ¢ogu B hiicresinin ¢ogalmasini
ve farklilasmasini indiiklemektedir (21).

Bununla birlikte, diisiik konsantrasyonlarda, antijene spesifik antikor tepkilerini
indiiklemektedir. TI tip I antijenleri hem olgunlagmamis hem de olgun B hiicrelerini
aktive edebilirken, TI tip Il antijenleri sadece olgun B hiicrelerini aktive etmektedir.
Bu antijenler, antijene 6zgii olgun B hiicrelerinin BCR'lerini genis 6l¢lide ¢apraz
baglayarak hareket eder. Bununla birlikte, yogun BCR c¢apraz baglanmas1 yoluyla B
hiicresi anerjisini (antijenlere kars1 tepkisizligi) indiiklemekten kaginmak i¢in, epitop
yogunlugu, tip II TI antijenleri tarafindan B hiicrelerinin aktivasyonu i¢in kritik
oneme sahiptir. Diisiik yogunlukta, reseptor ¢apraz baglama aktivasyonu indiiklemek

icin yetersizdir, ancak ¢ok yiiksek yogunlukta B hiicresi anerjik hale gelmektedir.

4.1.2.2 T hiicresi Bagimh B Hiicresi Aktivasyonu

T hiicresine bagimli B hiicresi aktivasyonu, iki anatomik olarak farkli fazda meydana
gelmektedir. Erken evre, T hiicre bolgesinde ve birincil folikiillerde meydana gelir ve
B hiicresi proliferasyonu, baslangic antikor salgisi ve izotip degistirmeyi igerir. Geg

fazda, afinite olgunlagmasi ve B hiicre bellegi olusumu meydana gelmektedir ve bu,



lenf folikiilleri ic¢inde germinal merkezlerde (Germinal Center,GC) ig¢inde
gerceklesmektedir. Antijen maruziyetinde naif CD4+ T hiicreleri, lenfoid organlarin
T hiicresi alaninda antijen sunan hiicreler tarafindan sunulan antijenin taninmasiyla
aktive olmaktadir. Es zamanli olarak, B hiicreleri ayni antijeni tanimakta, aktive
olmaktadir ve folikiilden T hiicresi alanina yonelmektedir.

Antijen spesifik B hiicreleri, Ig reseptorleri araciligiyla antijenleri bagladiginda B
hiicrelerinin T hiicresi aracili aktivasyonu baglatmaktadir, boylelikle B hiicre ylizeyi
tizerinde ortak uyarici molekiillerin ekspresyonunu artmaktadir. B hiicresi daha sonra
reseptor aracili endositoz yoluyla alinanantijen, CD4+ T hiicrelerini kavramak igin
MHC Simf II molekiilleri araciligiyla hiicre yiizeyinde peptit pargalari olarak
sunulmaktadir.

Antijen ile aktive edilmis T ve B hiicreleri, folikiillerin ve T hiicresi alaninin ara
yiizeyinde etkilesmektedir. B hiicre yiizeyindeki B7 molekiilleri ile (B7-1 ve B7-2),
Th hiicre yiizeyindeki CD28 baglanarak uyarilmaktadir. Aktive T hiicre iizerinde
bulunan CD40L, B hiicre yiizeyindeki CD40 molekiiliine baglanmaktadir. Bu,
immiinoglobulin  genlerinin transkripsiyonuna, T hiicrelerinden sitokinlerin
salinmasina ve B hiicresi proliferasyonuna yol a¢maktadir. Yani, T hiicresince
salgilanan sitokinler, B hiicre proliferasyonunu ve farklilagmasini giliclendirmenin
yani sira, izotip sinif degistirmeyi tesvik ederek iiretilen antikor tipini belirlemek i¢in

islev gormektedir.

4.1.3 B Regiilator Hiicre

B hiicrelerinin islevsel olarak farkli hiicre altgruplarina ayrildigr ve salgiladiklar
sitokinlerle immiin cevabin diizenlenmesinde, T lenfosit islevlerini etkilemekte rol
oynadiklar1 bilinmektedir.

Gegtigimiz yillarda, Breg olarak bilinen bir baskilayict B hiicreleri popiilasyonu, asiri
iltihaplanmanin 6nlenmesi ile iliskilendirilmistir. B hiicrelerinden yoksun genetik
olarak degistirilmis farelerin kullanimi ve daha 06zel olarak IL-10 diireten B
hiicrelerine bakildiginda, hatali Breg hiicre gelisimi ve islevinin kronik sonug

verdigini gosterilmistir. Bu, Breg hiicrelerinin ¢ok ¢esitli immiin aracili enflamatuar



durumlan hafifletmek igin terapdtik olarak hedeflenebilecegini diisiindiirmektedir
(17,18,19).

Immiinsiipresif B hiicrelerini veya Breg hiicrelerini tanimlamak igin literatiirde
yayinlanmis birgok c¢alisma mevcuttur. Boylelikle Treg hiicreleri iizerinde B
hiicrelerinin  6nemi; IL-10'un Breg hiicreleri ile iliskisiyle, otoimmiinitenin
indiiksiyonundan sonra pro-inflamatuar T hiicrelerinin asir1 biiytimesi ile iliskili bir
Treg hiicre eksikligi sergiledigi gosterilmistir (25). Dolayli olarak Breg hiicreleri,
dendritik hiicreler tarafindan pro-inflamatuar sitokin {iriiniinii baskilayarak T
yardimci 1 (Thl) ve Th17 hiicrelerinin farklilagmasini bastirmaktadir. Salgiladiklar
Th1/Th2 tipi sitokin profiline gore, B lenfositleri fonksiyonel olarak Bel (B efektor-
1) ve Be2 (B efektor-2) olarak adlandirilan farkli iki alt guruba ayrilabildikleri ve T
lenfositleri ile iliskiye de girebildikleri gosterilmistir. IL-10 iireten diizenleyici B
Breg hiicrelerinin ¢esitli enfeksiyoz hastaliklarda indiiklendigi bulunmustur (21,22).
IL-10, TGF- B ve IL-35"in tiretimi sayesinde Breg hiicreleri, tiimor nekrosis faktor o
(TNF-a), Th17 hiicreleri, Th1 hiicreleri ve sitotoksik CD8 + T hiicreleri, IL-12 {ireten
dendritik  hiicreler =~ gibi  pro-inflamatuar  lenfositlerin ~ farklilasmasinm
baskilayabilmektedir. Breg hiicreleri ayrica immiin baskilayict T hiicrelerinin,
Foxp3+ T hiicrelerinin ve T diizenleyici 1 (Tr-1) hiicrelerinin farklilasmasimi da
indiikleyebilmektedir. Breg hiicreleri, transforme edici biiyiime faktori J
(Transforming growth factor, TGF-B) ve IL-35 de dahil olmak tizere diger bagisiklik
diizenleyici sitokinleri eksprese etmektedir.

TGF-p iiretimi yoluyla, lipopolisakkarit (LPS) ile aktive edilmis B hiicreleri CD8+
efektor T hiicrelerinde CD4+ ve anerjinin apoptozunu indiikleyebilmektedir.
Calismalarda Salmonella modelinde, B hiicreleri tarafindan 1L-35 ekspresyonunun
olmamasi, Thl hiicre tepkilerinin artmasina ve dalagin makrofaj sayisinda artisa
neden olmustur. Baska bir bagimsiz ¢alisma, IL-35 ile uyarilmis B hiicrelerinin I1L-35
irettigini ve deneysel {iveiti onleyebildigini gdstermistir. Ayrica Breg hiicrelerinin
insanlarda degismeyen dogal oldiiriicii (Invariant Natural Killer, NK-T) hiicre
homeostazin1t muhafaza etmede kritik neme sahip oldugu 6ne siiriilmiistiir.

IL-10'un ifadesi, farelerde ve insanlarda baskilayici B hiicrelerinin popiilasyonlarinin
tanimlanmasinda faydali olmasina ragmen, Breg hiicrelerini tanimlamak ic¢in

kullanilan bir¢ok yiizey markorii, bagisiklik aktivasyonu sirasinda yukar1 ya da asagi



regiile edilmistir, bu da, tanimlanmasinda dogal problemlere yol agmaktadir. Farkli
Breg hiicresi alt kiimeleri, farkli deneysel ayarlar arasinda, muhtemelen Breg hiicre
alt kiimelerinde agiklanan tutarsizliklardan bazilarin1 agiklar.

Bugiine kadar, iki Breg hiicre gelisimi modeli onerilebilir. Birincisi, timus tiirevi
Treg hiicrelerine benzer olan Breg hiicrelerinin, 6zel bir faktoriin baskilayici
dogasindan sorumlu genlerin ekspresyonunu kontrol ettigi 6zel bir B hiicreleri soyu
olmasidir. Ikincisi, belirli uyaranlara yanit olarak, B hiicrelerinin lokal enflamasyonu
baskilamak i¢in diizenleyici bir fenotip almasidir (27). Su ana kadar, Breg hiicreleri
tizerinde gen dizileri gergeklestiren higbir ¢alismada Foxp3'e esdeger bir soya
spesifik belirte¢ belirlenememistir. FoxP3 benzeri bir transkripsiyon faktoriiniin
belirlenememesi, Breg hiicrelerinin fenotipinin heterojenligiyle birlikte, supresér B
hiicrelerinin soya 6zgli olmadig: fikrini desteklemektedir. Dolayisiyla, dogal Treg
hiicrelerinden farkli olarak, herhangi bir B hiicresi, dogru ¢evresel uyaranlara yanit
olarak bir Breg hiicresine potansiyel olarak farklilastig1 soylenebilmektedir (28—30).
T hiicrelerinin, sitokin {iretimi paternlerine gore, Thl ve Th2 olmak iizere iki alt
kiimeye ayrildiklar1 bilinmektedir. Daha yeni caligsmalar, naif B hiicrelerinin, antijen
ile uyarimin ardindan, farkli sitokinler ile polarize B hiicrelerine farklilastigin
gostermistir. Bu efektor polarize B hiicreleri Bel ve Be2 hiicreleri olarak
adlandirilmistir. Be2 hiicreleri, 1L-4 {ireterek ve spesifik antijenleri T hiicrelerine
sunarak Th2 hiicrelerinin yayilmasini tesvik etmektedir. Aksine, Bel hiicreleri

tarafindan tiretilen IFN-y, Th1 hiicrelerinin yayilmasini arttirmaktadir

4.1.4 Regiilatér Hiicre FoxP3 iliskisi

Foxp3 diizenleyici Treg hiicrelerinin gelisiminde ve immiin yanitlarinin
diizenlenmesinde rol oynayan bir transkript faktoriidiir (4). FoxP3'in ifadesi, TCR
baglantisinda Treg hiicrelerinin olusumu sirasinda indiiklenir. Treg hiicreleri,
periferal dokularda IFN-y ve interlokin-2 gibi faktorlere maruz kalan naif FoxP3-
CD4+ T hiicrelerinden kokenlenir. Bu Treg hiicreleri, cogunlukla immiin homeostazi
korudugu bariyer bolgelerinde (bagirsak gibi) birikir. In vitro olarak uyarilan Treg
(iTreg) hiicreleri, onemli 6lgiide FOxP3 salgilayabilirler, fakat tipik olarak Treg hiicre
muadillerinin epigenetik programlamasimin ¢ogundan yoksundurlar, bu da siirekli
FoxP3 ekspresyonuna ve baskilayici fenotipi daha az stabil olana bagliliklarini

giiclendirmektedir.



Ozellikle aktive edildikten sonra, non-regiilatér T (Treg olmayan) hiicrelerde, FoxP3
kodlayan transkriptlerin ve hatta baz1 FOXP3 proteinlerinin ekspresyonu bildirilmistir
(31). Baskilayic1 fonksiyonlara sahip bir dizi CD8 + T hiicresi popiilasyonu
tamimlanmustir (32). Bazilari, goriiniir FOXP3 ifadesi olmaksizin hem otoimmiinite
hem de antiviral tepkileri zayiflatabilse de, FoxP3 + CD8 + T hiicreleri, insan
timorleri de dahil olmak tizere birgok ortamda bildirilmistir (33,34). Bununla
birlikte, baskilayict CD8 + T hiicrelerinde FoxP3'in diizenlenmesi ve Onemi tam
olarak gosterilmeye devam etmektedir. FoxP3 ekspresyonunun belirli mikro
cevrelerde aktive edilmis efektor CD8 + T hiicrelerinde indiiklenebilecegini
diisiindiiren sonuglar vardir (35). FoxP3'lin CD8 + T hiicrelerinin baskilayici
fonksiyonlarini yonlendirmede O©nemli bir roli olup olmadigi tam olarak
aydinlatilmaya devam etmektedir (36).

Stipressif ozellikleri ile belirlenen regiilator B hiicre popiilasyonlart genel olarak,
anti-inflamatuar sitokinlerin (IL-10 veya IL-35) iiretimi ile karakterize edilir ve ayni
zamanda, bir dizi otoimmiin ortamda enflamasyonu sinirlayan ko-inhibitor yiizey
molekiillerini de eksprese ederler (31,32). Insanlarda, bazi diizenleyici B hiicrelerinin
FoxP3'i de ifade ettigi bildirilmistir (37). FoxP3 eksprese eden hiicreler, 6zellikle
CD19+ CD5+ B hiicrelerinde B hiicrelerinde tanimlanmustir. IL-10 {ireten CD5+
B hiicreleri ayrica bir fare modelinde FoxP3 + T diizenleyici hiicreleri araciligiyla
alerjik solunum yolu inflamasyonunu 6nledigi ve tersine g¢evirdigi bir ¢alisma ile
CD5+ B hiicresinin bagka bir alt popiilasyonu olarak FoxP3-eksprese eden CD5+
B hiicreleri tanimlanmistir. Breg hiicreleri ayrica, tiimor kaynakli bagisiklik
toleransinin uygulanmasina ve farelerde kanserin hem ilerlemesine hem de
yayilmasina katkida bulunmaktadir (1,4,38). Yapilan galismalarda FoxP3'lin Breg
hiicrelerine kesin katkis1 ve FoxP3'lin Breg hiicre fonksiyonuna fizyolojik bir katki
olarak 6nemi belirsizdir, ¢iinkii baz1 diizenleyici B hiicreleri goriiniir FOXP3 ifadesi

olmadan inflamasyonu azaltmaktadir (39,40).

4.15PD-1/PD-L1

PD-1, aktive T hiicrelerinin ve antijen sunan hiicrelerin yiizeyinde bulunan protein

yapisinda bir membran reseptoriidiir. PD-L1, tiimor hiicreleri, tiimorii infiltre eden
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immun hiicreler (TIL) ve c¢esitli periferik dokularin yiizeyinde bulunan ve immiin
sistemi baskilamada 6nemli rol oynayan membran ge¢is (transmembrane) proteinidir
(41).

PD-1, NK-T hiicreleri, NK hiicreleri, aktive edilmis monositler ve dendritik
hiicrelerin (DC'ler) baz alt kiimelerinin yani sira aktivasyondan sonra T hiicreleri ve
B hiicreleri tarafindan indiiklenebilir sekilde eksprese edilmektedir (42). Ortak y-
zincir sitokinleri (IL-2, IL-7, IL-15 ve IL-21), TLR'ler ve interferonlar da T hiicreleri
tizerinde PD-1 ekspresyonunu arttirmaktadir (43).

NK-T hiicrelerinde PD-1 upregiilasyonu, in vitro anti-CD3 veya anti-CD3 / anti-
CD28 uyarimindan 48 saat sonra maksimum miktara ulasirken, allojenik CD4 + T
hiicreleri iizerindeki PD-1, in vivo deri transplantasyonu sonrast zaman iginde
artmaktadir (29,30). Ayrica, T hiicrelerinin bazi alt kiimeleri yiiksek diizeylerde PD-1
eksprese etmektedir (31,32,33).

Immiinoregiilatér mekanizmalar1 anlamak, yeni miidahalelerin gelistirilmesi igin
onemlidir. PD-1 ve onun ligandlari, PD-L1 ve PD-L2, T hiicre yanitin1 diizenleyen
ve periferal toleransi koruyan kritik inhibitor sinyal yolaklar1 olarak ortaya ¢ikmuistir.
PD-1 sinyali, alloreaktif T hiicresi aktivasyonunu inhibe eder ve indiiklenmis
diizenleyici T hiicresi gelisimini destekleyebilmektedir. Ayrica, PD-L1'in
hematopoetik olmayan hiicreleri {izerindeki upregiilasyonu, immiin tepkilerin
inhibisyonuna aktif olarak katilabilmekte ve dokuya 6zel koruma saglayabilmektedir
(49,50).

PD-1: PD-L yolunun Onemli bir rolii, T hiicresi fonksiyonunun, T hiicreleri
tizerindeki PD-1 reseptoriiniin, antijen sunan hiicreler (ASH'ler) {izerindeki PD-L1
veya PD-L2 ile birlesmesiyle inhibe edilmesidir. PD-L1 veya PD-L2 ile transfekte
edilmis ASH'ler, T hiicresi tepkilerini inhibe ederken, DC'ler veya diger ASH'ler
tizerindeki PD-L1 veya PD-L2'nin blokaji, dogal tiple (Wild Type, WT)
karsilastirildiginda in vitro ortamda T hiicresi tepkilerini uyarma kapasitesini
arttirmaktadir(51,52). Tersine, PD-1'den yoksun olan T hiicreleri WT-T hiicrelerine
gore asirt duyarlidir (51-53).

PD-1, TCR veya BCR aktivasyonu varliginda ligandlar tarafindan baglandiginda bir

inhibitor sinyali iletmektedir.
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PD-1, T hiicreleri tarafindan sitokin; IFN-y, tiimor nekroz faktorii-o (TNF-a) ve
interlokin-2  (IL-2) dretimini inhibe etmektedir. PD-1 ayrica T hiicre
proliferasyonunu inhibe edebilmektedir. PD-1 sinyallemesi, T hiicre efektor
fonksiyonu ile iliskili olan GATA-3, TBET ve Eomes transkripsiyon faktorlerinin
ifadesini azaltmaktadir. Bununla birlikte, CD28 ve / veya IL-2 reseptorii araciligiyla
giiclii bir pozitif sinyallesme, T hiicre proliferasyonu, farklilasmasi ve sagkalimi
tizerindeki PD-1 inhibitor etkilerinin tistesinden gelebilmektedir.

PD-1 ayrica B hiicresi reseptorii araciligiyla sinyallesmeyi de engelleyebilmektedir.
PD-1'in antikor iiretimini kontrol etmesindeki rolii, B hiicreleri tizerindeki PD-1 ile
dogrudan iligkili veya PD-1'in T hiicreleri lizerinde dolayl1 etkisi olabilmektedir. B
hiicreleriyle T hiicre etkilesimleri, daha sonra B hiicresi genislemesi, izotip degisimi
ve afinite olgunlasmasini uyaran yardimci T hiicreleri tarafindan antijenin
taninmasint icermektedir (54). T hiicreleri arasinda folikiiler yardimci hiicreler B
hiicre yanitinin 6nemli destekgileri olarak ortaya ¢ikmistir (55). T folikiiler yardimct
hiicreler, yiiksek diizeylerde PD-1 ve PD-L1 ve PD-L2'nin, germinal merkez B
hiicreleri up-regiilasyonu vardir (56). PD-1 eksikligi, germinal merkezlerde B
hiicrelerinin diizensiz secilimine ve antikor ¢esitliligine yol acan anormal fenotipleri
olan artan sayida T folikiiler yardimci hiicreler,  hiicresi olusumuna yol
acabilmektedir (41).

DC'ler ve monositler lizerindeki PD-1 ekspresyonu i¢in son zamanlarda agiklanan
roller, PD-1 sinyallemesinin muhtemelen baska reseptor sinyal yolaklarina ¢arparak
T hiicre veya B hiicresi antijen reseptdr sinyallemesinden bagimsiz olarak ortaya
ctkma olasihgmi  vurgulamaktadir  (57,58). Ornegin, monositlerdeki PD-1
ligasyonunun, HIV enfeksiyonu sirasinda IL-10 iiretimini uyardigi gosterilmistir ki
bu da T hiicre fonksiyonunun azaltilmasina katkida bulunmaktadir. Bu bulgular,
lenfosit olmayan bir popiilasyondaki PD-1 ekspresyonunun, HIV enfeksiyonunda T
hiicre immiin fonksiyonunu etkileyebilecegini ve bu bulgunun diger ortamlara da
uzanabilecegini gostermektedir (58).

PD-1 aracili sinyallemeye ek olarak, sinyallerin PD-1 ligandlar1 tarafindan
dontstiiriilebilecegini 6ne siiren veriler vardir. Bu yolun islevlerini, B hiicre

yanitlarin1 diizenlemede tanimlamak i¢in daha ileri ¢alismalara ihtiya¢ vardir.
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5. MATERYAL VE METOT

5.1. Materyal

Deneyler stiresince kullanilan kimyasal ve biyolojik materyaller Tablo 5.1°de,

kullanilan cihaz ve gereg listesi ise Tablo 5.2°de verilmistir.

Tablo 5.1. Biyolojik Materyaller ve Kimyasallar

Biyolojik Materyaller ve Kimyasallar Marka Uriin Kodu
Lymphocyte Separation Medium Capricorn LSM-B
PBS (phosphate buffered saline solution) Multicell 311-010-CL
APC anti-human CD19 Antibody (Ab.) BioLegend 302212
APC Mouse IgG1, Isotype Ab. BioLegend 400120

PE anti-human IFN-y Ab. BioLegend 506506

PE Mouse IgG1, Isotype Ab. BioLegend 400139
Brilliant Violet 421™ anti-human 1L-10 Ab. BioLegend 501421
Brilliant Violet 421™ Rat IgGl1, Isotype Ab. BioLegend 400429
FOXP3 Monoclonal Ab., APC eBioscience™ 17-5773-80
Rat 1gG2a Isotype Control, APC eBioscience™ 17-4321-81
IFN gamma Monoclonal Ab., PE-Cyanine7 eBioscience™ 25-7311-41
Rat 1gG1 Isotype Control, PE-Cyanine7 eBioscience™ 25-4301-82
Rat 1gG1 Isotype Control, PE-Cyanine7 eBioscience™ 25-4301-81
PE-Cy™S5 Hamster Anti-Mouse CD3e BD Biosciences 553065
PE-Cy™S5 Hamster IgG1, « Isotype BD Biosciences 553973
CellTrace™ CFSE Cell Proliferation Kit Life Technologies 34554
Primerler Sentegen

Trizol invitrogen 15596018
Glikojen invitrogen AM9510
Taq PCR Kit New England Biolabs E5000 S
UltraPure DNase/RNase-Free Distilled Water  invitrogen 11538646
Transcriptor High Fidelity cDNA Synthesis Roche

Ethanol Sigma-Aldrich 46139
RPMI-1640 Gibco 11875-093
Agaroz Sigma-Aldrich A9539
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Paraformaldehit Sigma-Aldrich 15127
Sodyum Kloriir (NaCl) Sigma-Aldrich S7653
Potasyum Kloriir (KCI) Sigma-Aldrich P9541
Sodyum Fosfat (NaH,PO,) Sigma-Aldrich 58282
Sodyum Bikarbonat (NaHCO5) Sigma-Aldrich S6014
Magnezyum Kloriir (MgCl,) Sigma-Aldrich 208337
Kalsiyum Kloriir (CaCly) Sigma-Aldrich C1016
Tablo 5.2. Cihaz ve Gereg Listesi

Kullanilan Gerecler Marka Uriin Kodu
Vortex Benchmark Scientific BV1000

0,2 mL PCR tiip Isolab 123.01.002
ChemiDoc™ MP System BioRAD

dH,O Cihaz1 Millipore ZRQSVP8W
Eppendorf® LoBind Microcentrifuge Tube  Sigma-Aldrich 2666505
Manyetik Karistirict Benchmark Scientific H400HSB
Santrifiij Orto Alsera Biocen 22R
Spectrometre cihaz BioRAD

T100™ Thermal Cycler BioRAD 1861096
Tart1 Ohaus Explorer EX124-US
24’1 Transwell chambers Corning Costar L S3464-48EA

5.2 Metotlar

5.2.1 Cahismada Kullanilan Hiicreler ve Kosullar

5.2.1.1 Saghkh insan Kan Ornekleri

Istanbul Medipol Universitesi’nde anlasilmis onam alman, cinsiyet ve yas uyumlu
gbniillii 14 saghikli bireyden periferik vendz kanlari, Medipol Universitesi Tip
Fakiiltesi etik kurallarina uygun olarak alinmistir. Her vericiden, bir kez olmak iizere,
10 ml heparinli kan, 1. Medipol Universitesi Tip Fakiiltesi, Dahili Bilimler BD’da
alinmistir. Saglikli vericilerden tiim serolojik sonuclar1 (HIV, HCV, HBV) negatif
cikanlar ¢alismaya dahil edilmistir.
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5.2.1.1.1 Periferik Mononiikleer Kan Hiicrelerinin Elde Edilmesi

Kisi bagt 18 ml kan mor kapaklt EDTA’I1 tiiplerde gece boyu bekledikten sonra
calisiilmaya baslandi. Tiplerdeki kan oOrnekleri 1:1 orninda steril PBS1X ile
sulandirildi. Yeni bir 50 ml falcon tiipe 10 ml Lymphocyte Separation Medium,
Density 1.077 g/ml, koyuldu ve tiip yatay pozisyonda iken serolojik tabanca ile
yavas bir sekilde iizerine sulandirilmis kan ilave edildi. Ilave islemi sirasinda tiip
yavas bir hizla dik konuma getirildi. 50ml falcon tiip sarsilmadan 20 dakika, Arg-Brg
0, 2000 rpm hizinda santrifiij edildi. Santrifiij sonras1 olusan Periferik Mononiikleer
Kan Hiicreler (Peripheral Blood Mononuclear Cells - PBMCs) tabakalar
bozulmadan 5 ml serolojik pipet yardimiyla yeni bir 15 ml falcon tiipe aktarildi.
PBMC’ler PBS1X ile 7 dakika 2000 rpm hizinda santriflij edilerek kalan ficoll
temizlendi. Hiicreler iki kez daha PBS ile 5 dakika 1500 rpm hizinda santrifiij
edilerek yikandi. Pellet homojenize hale getirildi.

5.2.1.2 Fareler

Fare deneyleri Fransa’daki c¢alisma ortagimiz olan INSERM Ul184
laboratuvarlarinda bulunan Dr. Y. Taoufik’in ekibi tarafindan gerceklestirilmistir.
Caligmalarda, normal C57BL/6 farelerinin yami sira insanda “X-linked
autoimmunity-allergic disregulation” (XLAAD) sendromuna benzer bir tablo
gosteren, FoxP3 geni mutant olan Scurfy fareleri (B6.Cg-Foxp3sf/J, JAX Mice, The
Jackson Laboratory, Bar Harbor, ME, ABD) ve uygun kontrolleri kullanildi. Scurfy
fareleri spesifik patojensiz kosullar altinda tutuldu. Fransa’daki ekip gozetiminde 4
haftalik C57BL/6 fareleri (erkek) ile Scurfy farelerinin hemizigot erkeklerinden elde
edilen dalaklar, bistiiri ile parcalanarak cell-strainerdan gegirildiler. 50 ml falcon
tipiinde toplanan dalak hiicreleri 1500 rpm hizinda 5 dakika santrifiij edildsi,

slipernartant atild1.
5.2.2 Calismada Kullamlan B ve T Hiicreleri Eldesi

5.2.2.1 Manyetik Hiicre Ayirimi
Saf CD19+ B ile CD4+ T hiicreleri es-kiiltiir calismalari icin manyetik hiicre ayirimi
(magnetic cell separation - MACS, Miltenyi Biotech) yontemiyle saflastirildilar.

Molekiiler analizler i¢in manyetik saflastirma ile ayrilan CD19+ ve CD4+ hiicreleri
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cell sorting yontemiyle %99 saflik seviyesinin iistiinde saflastirildilar. Deneyler
MACS kitlerinin tarifine uygun olarak gerceklestirildi.

5.2.2.2 Akim Sitometrisi ve Fluoresan-Aktive Hiicre Saflastirma

Molekiiler analizler igin gereken yiiksek safliktaki insan hiicreleri Istanbul Medipol
Universitesi’nde mevcut bulunan 5 lazerli, 12 renkli Influx model flow sitometri
temelli BD Influx cell sorting cihaz1 ile elde edildi. Fransa’da fare hiicreleri igin
Pasteur Institiisii’niin cell sorting altyapis1 kullanildi. B ve T hiicre belirteglerinin
ekspresyonlar1 akis sitometrisiyle tespit edilip, degerlendirildi. Her deneyde,
fluorokromlardan gelebilecek non-spesifik spektral sinyaller gergeklestirilecek tek
renk kompansasyon kontrol ile engellendi. Hiicreler anti-CD4-FITC, anti-CD3-
PerCP ve anti-CD19-APC antikorlari ile isaretlendi. Hiicre ylizeyi markaji: Hiicreler
FACS tamponu (1X PBS [phosphate buffered saline], 0,5% BSA, 0,05% NaAzide)
ile yikanip, Fcgamma Receptor’leri 15 dakika kadar bloklandiktan sonra, antikorlar
ile inkiibe edildiler, sonra (30 dak., 40C’de, karanlik ortam) tekrar FACS tamponu ile
yikanip analize hazir hale getirildiler. Hiicre saflastirmalarda ylizey isaretlenmesi
steril kosullarda gergeklestirildi. Pozitif popiilasyon en parlak olarak isaretlenen
hiicrelerin en st %25’lik kismindan, negatif popiilasyon ise en zayif isaretli
popiilasyonun en alt %20’lik kismindan secildi. Saflastirma %99’un ({istiinde
gerceklestirildiginde kabul edildi. BD Influx’ta gergeklestirilen isaretlemeler BD
FACSDiva software kullanilarak analiz edildi. Elde edilen hiicrelerin canlilig1 trypan
mavisi ile kontrol edildi.

Insan PBMC’lerinde ve fare dalak hiicrelerinde CD19+ B lenfositlerinin FoxP3
ekspresyonlar1 flow sitometrik yontem ile incelendi. Insan hiicreleriyle deneyler
Tiirkiye’de Istanbul Medipol Universitesi REMER laboratuvarlarinda mevcut
bulunan Influx BD model cell sorting cihaz: ile, fare deneyleri ise INSERM U1184
(Paris XI Universitesi Tip Fakiiltesi Immiinoloji Laboratuvari) BD LSRII Fortessa
flow sitometri cihaz1 gerceklestirildi. Hiicre yiizeyi markaji: Hiicreler PBS ile
yikanip, antikorlar ile enkiibe edildikten sonra (15 dak., oda 1sisinda, karanlik ortam)
tekrar PBS ile yikanip, %1 paraformaldehit ile fikse edilip analize hazir edildiler.
Hiicreici efektdor molekiil markaji: Hiicre yiizeyi isaretlemesi sonunda hiicreler
permeabilizan ve fikse edici bir soliisyonla enkiibe edildiler (Cytofix/Cytoperm

Fixation/Permeabilization Solution Kit with BD GolgiStop, BD). Permeabilizasyon
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sonunda hiicreler anti-FoxP3 fluorokrom isaretli antikorlar ile soguk ortamda 30 dak.
enkiibe edildiler. Enkiibasyon sonunda hiicreler permeabilizan ve fikse edici bir
yikama soliisyonuyla yikanip FACS analizine hazir oldular.

Cell sorting’ten alman hiicreler 1500 rpm hizinda 5 dakika santrifiij edildi,
siipernatant atildi. Homojenize edilen hiicreler 1,5 ml ependorf tiipii igerisine alindi.
1,5 ml ependorflar 1500 rpm hizinda 5 dakika santrifiij edildi, stipernatant atildi,
tizerine 200 pl trizol ilave edilip -80°C ye konuldu.

5.2.3 B ve T Hiicre Es-kiiltiirii

B hiicrelerinin diizenleyici islevlerinin anlasilmasi i¢in manyetik saflagtirma ile
insanda periferik vendz kandan, farede dalaktan saflastirilmis CD19+ B hiicreleri ile
CD4+ T hiicreleri birlikte es-kiiltiire (coculture) alindi. Es-kiiltiirden bir giin 6nce
saflagtiritlan B hiicreleri serumsuz kiiltiir ortami ile yikandiktan sonra anti-lgG/M
antikoru karigimi (20ug/ml) ve 1L-2 (20U/ml) gece boyunca 24 kuyucuklu plaklarda
uyarildilar (10° cells/ml). Ertesi giin uyarilmis (ve kontrol olarak uyarilmamis) B
hiicreleri (farkli oranlarda) CFSE (BD Horizon™) ile boyanmis ve anti-CD3
(10pg/ml) ve IL-2 (20U/ml) ile uyarilan CD4+ T hiicreleriyle birlikte 7 giin boyunca
es-kiiltlire alindilar. Es-kiiltiirde B ve T hiicre oranlar1 (B:T): 4:1; 2:1; 1:1; 1:2; 1:4.
Soliibl faktorlerin anlasilmasi icin es-kiiltiirler ayrica yar1 gegirgen membran tasiyan
24 kuyucuklu Transwell chambers (Corning Costar) plaklarda da gergeklestirildi.
Kontrol gruplarinda T hiicreleri uyarilmamis B hiicreleri ve B hiicresiz kosullarda
anti-CD3 antikoru ile uyarildilar. Diizenleyici B hiicrelerinin islevlerini saglayan IL-
10 ve TGF-B sitokinlerinin etkisini anlamak i¢in ayrica ortama sdz konusu
sitokinlerin etkisini durduran nétralizan antikorlarda eklendi (kontrol gruplarinda da
uygun negatif kontrol antikorlari kullanildi). Notralizan anti-IL-10 (clone JES3-
19F1, Biolegend, 10ug/ml) ile anti-TGFB (clone TW7-28G11, Biolegend,
10pg/ml) antikorlari, birbirlerinden ayr1 veya birlikte uyarilmis B hiicrelerinin T
hiicreleriyle es-kiiltlire alinmalar1 esnasinda ortama eklendiler. Hiicrelerin
proliferasyonunu gozlemlemek i¢in 7. giiniin sonunda hiicreler FACS’a gotiiriilmek
i¢in hazirlandi. Bunun igin, pleytteki her kuyucugun i¢indeki hiicreler sirastyla FACS
tiipti icine konuldu. Toplamda 5 ml olacak sekilde PBS ile tamamlanip, 1500 rpm
hizinda 5 dakika santrifiij edildi. Siipernatant atildiktan sonra tekrar PBS ile 5 ml
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tamamlanip 5 dakika 1500 rpm hizinda santrifiij edildi. Stipernatant atildiktan sonra

her kuyucuga 250 ml PBS eklenip FACS cihazina gotiiriildii.

5.2.3.1 T Hiicrelerinin CFSE (Carboxyfluorescein Succinimidyl Ester) ile
Boyanmasi

T hiicre proliferasyon testi i¢in insan PMBC’lerinden ve fare dalak hiicrelerinden
saflastirilan T hiicreleri CFSE ile boyandilar. Hiicreler 20 milyon hiicre 1 ml’de
olacak sekilde RPMI-1640 icinde 1ul/lml CFSE eklenip, 10 dk 37°C sicakliktaki
etiivde bekletildi. inkiibasyon sonunda hiicreler 1500 rpm hizinda 5 dakika santirifiij
edildi, stipernatant atildi. CFSE isaretli T hiicreleri anti-CD3 monoklonal antikoru ile
kapli (kontollerde kapl degil) 24°1i well plate’deki kuyucuklara dagitildi. Reaksiyon
hiicrelerin %10 FCS igeren RPMI 1640 ile yikanmasiyla durdurulacaktir.
[saretlenmis ve anti-CD3 ile uyarilmis T hiicrelerinin proliferasyonu, B hiicreleriyle
es-kiiltlirlin 5. giinii, akan hiicre Olger (flow cytometry) ile CFSE diizeyi olgiilerek

belirlenecektir.
5.2.4 RNA Ekspresyon Testi

5.2.4.1 mRNA Eldesi ve Kalitatif/Kantitatif PCR Testleri

-80°C’den c¢ikarilan trizol i¢indeki hiicreler ¢6ziildii. Hiicreler 2 saniye bir vortex
yapilip oda sicakliginda 10 dakika bekletildi. Hiicreler tizerine 20 pl kloroform ilave
edildi. +4°C* de 15 dakika bekletildikten sonra 4°C’ de 15000g hizinda 15 dakika
santirfiij edildi. Santrifiij sonrasi yaklasik 200 ul seffaf faz yeni 1,5 ml ependorfa
konuldu. Ependorfa sirasiyla 10ul glikojen ve 400 pl %100 etanol koyuldu. 10
dakika oda sicakliginda bekletilip 10 dakika 4°C” de 15000g hizinda santrifiij edildi.
Stipernatant 200ul mikropipet yardimi ile almip, pellet 1,5 ml ependorf i¢inde
birakildi. 500 ml %70lik etanol eklenip 4°C* de 15000g hizinda 10 dakika santrifiij
edildi. Siipernatant 1000pul mikropipet yardimi ile aliip, pellet 1,5 ml ependorf
icinde birakildi. Yaklasik 30 dakika ependorfun kapagi acik birakilarak alkoliin
u¢mast saglandi. 10 pl UltraPure DNase/RNase-Free Distilled su koyuldu. 10 dakika
boyunca 65°C Heat Block’ta bekletilip -80°C’ e kaldirildi.
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5.2.4.2 cDNA Eldesi

Roche Transcriptor High Fidelity cDNA Synthesis Kit volume.11 kullanilarak cDNA
elde edilmistir. ilk karisim buz igerisinde son hacim 11,4 pl olacak sekilde
hazirlanip nuclease-free mikrosantrifiij tiiplerine dagitildiktan sonra asagida belirtilen

OTM

protokol uygulanmak iizere T100 ™ Thermal Cycler cihazina koyuldu

Tablo 5.3 i1k cDNA I¢erik Karisim

Gere¢ Son Konsantrasyon
Olido d(T) primer 2,5 uM
RNA 4ug

Nuclease-free water

Tablo 5.4 i1k ¢cDNA Protokolii

Sicakhik Siire

65°C 10 dakika

10 dakikalik siirede 2. cDNA igerik karigimi hazirlandi. Siirenin sonunda tiipler

hemen buz iistiine alinip karisim dagitildiktan sonra son hacim 20 pl oldu. belirtilen

OTM

protokole uygun olarak T100 ™ Thermal Cycler cihazina koyuldu.

Tablo 5.5 fkinci cDNA Icerik Karisim

Gerec¢ Son Konsantrasyon
Reaction Buffer, 5x 1X

Protector RNase Inhibitor 20U
Deoxynucleotide Mix, 10 mM 1 mM

DTT 5mM

Reverse Transcriptase 22U
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Tablo 5.6 ikinci cDNA Protokolii

Sicakhik Siire
50°C 30 dakika
85°C 5 dakika

5.2.4.3 Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) ile DNA eldesi

Eldeki cDNA, New England Biolabs PCR Cloning Kit kullanilarak agagida belirtilen
malzemeler ile PCR karistmi hazirlandi. Tim tiiplerde son hacim 20 pL
tamamlandiktan sonra Hazirlanan PCR karigimi belirtilen PCR  protokoli

uygulanmak iizere T100™ Thermal Cycler cihazina koyuldu.

Tablo 5.7 Kontrol PCR Karisimi

Gerec Son Konsantrasyon

10X Standard Taqg Reaction Buffer 1X

10 uM Forward Primer 0.2 uM (0.05-1 pM)
10 mM dNTPs Karisimi 200uM

Taq Polimeraz 1.25 units/50 pl PCR
DNA Degisken

Nuclease-free water

Tablo 5.8 PCR Protokolii

Dongii Sicakhk Siire

1 95°C 1 dakika
40 95°C 30 saniye
40 58°C 30 saniye
40 72°C 1 dakika
1 72°C 5 dakika
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5.2.5.4 Agaroz Jel Elektroferezi ve Goriintiilenmesi

40 mM Tris, 20 MM Glasiyal asesit asit, 1 Mm pH:7,6 EDTA karisimindan olusan
100 uL 1X TAE tampon ¢ozeltesine 1 gr agaroz eklendi ve agaroz ¢oziiniinceye dek(
yaklastk 3 dk) 200°C’de kaynatildi. Berraklasmis ¢ozeltiye 2 uL Red-Safety
eklenerek yilikleme taraklarn takilmis elektroforez kasetine dokiildi. Jel kivamina
geldiginde 1X TAE tampon c¢ozeltesi ile doldurulmus elektroforez tankina
yerlestirildi. Birinci kuyucuga 2 pL belirte¢ yliklenirken, diger kuyucuklara ise 5 pL
PCR driinii 1 pL yiikleme boyast ile karstirilarak yiiklendi. 35 dakika 90V’da
yiritildi. Yeteri kadar yiiriiyen jel BloRAD ChemiDoc cihazinda goriintiilendi.

5.2.5.5 Kantitatif PCR

FoxP3 ve glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) cDNA diizeyleri
Light Cycler-based kinetic kantitatif PCR (Roche Diagnostics) teknigi ve cihaziyla
Olctildii. FoxP3 ve GAPDH PCR iiriinleri FastStart DNA Master SYBR Green I
(Roche Diagnostics) ile tespit edildi. PCR iiriin miktarlarinin tespiti igin eksternal
DNA konsantrasyon dereceleri kullanildi. FoxP3 kantifikasyon sonuglar1t GAPDH
miktarlariyla oranlanarak normalize edildi. Sonuglar normalize degerlerin deney

kontrol gruplarina oranlanarak fold increases olarak sunuldu.
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6.BULGULAR

6.1 Insan B hiicrelerinin T Hiicre Cevabina Regiilator EtKisi

B hiicrelerinin diizenleyici etkilerinin anlasilmasi i¢in uyarilmis B hiicrelerinin T
hiicre proliferasyonuna olan etkileri incelendi. CFSE ile isaretlenmis anti-CD3 ile
aktive edilmis T hiicreleri ve [IgG + IgM] ile aktive edilmis B hiicreleri farkli
oranlarda (4B:1T; 2B:1T; 1B:1T; 1B:2T) bir araya getirildi. Bir haftalik inkiibasyon
sonunda aktive olmus ve olmamis T hiicrelerinde ki CFSE degisimi olgiildi (Sekil
6.1A). Ortamda B hiicrelerinin bulunmadigi aktive olmus T hiicrelerinde hiicrelerin
ortalama %89’u CFSE negatif olmasina karsin uyarilmamis T hiicrelerinde (negatif
kontrol) yaklasik hiicrelerin %95°1 CFSE pozitif kalmistir (Sekil 6.1B). Uyartlmis T
hiicreleriyle uyarilmamis B hiicrelerinin (4B:1T oraninda) es-kiiltiirii sonucunda, T
hiicrelerinin ortalama %781 CFSE negatiftir (pozitif kontrolle benzer yiizde) (Sekil
6B). Buna karsin aktive olmus T ve B hiicrelerinin es-kiiltiiriinde, ortamda bulunan B
hiicre oranina uygun olarak CFSE negatif T hiicre yiizdesi artmistir (Sekil 6.1B). En
diisiik CFSE negatif T hiicre yiizdesi 4B:1T oraninda gozlenmistir, %53 (Sekil 6.1B).
Sonuglar proliferasyon inhibisyonunun ortamdaki mutlak hiicre sayisindan bagimsiz
oldugunu, ancak B hiicrelerinin aktivasyon durumlarmma baghh oldugunu
gostermektedir. Cilinkii benzer oranda (4B:1T) uyarilmamis B hiicreleri T hiicre
proliferasyonunu inhibe etmezken (CFSE- T hiicre ortalama %78), uyarilmis B
hiicreleri inhibe etmektedir (CFSE- T hiicre ortalama %353). Uyarilmis B hiicreleri
B:T hiicre orantyla uyumlu olarak T hiicre proliferasyonu azalmistir. Aktive olmus B
hiicreleri (4B:1T) oraninda T hiicre ¢ogalmasini 5 kat azaltmislardir (sekil 6.2).
Ortamda aktive olmus B hiicre oran1 T hiicrelerine kiyasla azalmasiyla proliferasyon

inhibisyonu anlamli olarak azalmaktadir.
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Sekil 6.1 A: Aktive edilmis ve aktive edilmemis T hiicreleri CFSE degisimi

B:Uyarilmig T hiicreleriyle uyarilmamis B hiicrelerinin (4B:1T oraninda) es-kiiltiirti
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Sekil 6.2: Aktive edilmis T hiicrelerinin, aktive edilmemis ve aktive edilmis B

hiicreleri ile farkli oranlardaki birlikteligine gore degisim grafigi

6.2 insan B Hiicrelerinde mRNA Seviyesinde FoxP3 Ekspresyonu Mevcut

B hiicrelerinin T hiicre proliferasyonuna olan negatif etkisini gozlemledikten sonra B
hiicrelerinin gosterdigi bu etkinin Treg hiicre belirteci olan FoxP3-bagimli olup
olmadig1 incelenmistir. Calismamizda ilk asamada insan B hiicrelerinde FoxP3
ekspresyonu arastirilmistir. Bunun i¢in, FACS ile elde edilen uyarilmamis B ve T
hiicreleri  kullanilmigtir. B ve T hiicrelerinin PCR firlinleri agaroz jelde
yuritilmistir. Sekil 6.3A’ da goriildiigli lizere B hiicreleri FoxP3 ekspresyonuna
sahiptir. B hiicrelerinde goriilen FoxP3 ekspresyonunun T hiicre kontaminasyonu
sonucu olup-olmadigmin anlasilmasi i¢in B ve T drneklerinde CD3 ekspresyonuna

bakildi. T hiicrelerinde, T hiicre belirteci olan, CD3 ekspresyonu tespit edilirken, B
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hiicre 6rneklerinde tespit edilmedi. Sonug olarak B hiicre drneklerinde tespit edilen
FoxP3 mRNA ekspresyonu bir T hiicre kontaminasyonundan dolayr goriillmemistir.
Treg hiicrelerinin bir diger belirteci CD25 molekiiliidiir. B hiicrelerinde FoxP3 ile
CD25 ekspresyonlarinda bir korelasyon olup-olmadigi incelenmistir. B hiicreleri
CD25- ve CD25+ olarak cell sorting ile saflagtirildilar. T hiicrelerinde gézlemlenenin
tersine, B hiicrelerinde FoxP3 mRNA ekspresyonu 6zellikle CD25- hiicrelerde tespit
edilmistir (sekil 6.3B).

\ B
T hiic. B hiic. 5
(]
4
- — — 18
W =
| 4
0 T 1

CD19+ CD25+ CD19+ CD23-

Sekil 6.3 A: B ve T agoroz jel sonuglar1 B: FoxP3 pozitif B hiicrelerinde CD25

miktan

6.3 Anti-IgG ve IgM Varhginda B Hiicrelerine FoxP3 Ekspresyon Artisi

B hiicrelerinde FoxP3 ekspresyonunda sorumlu mRNA varligi gosterildi ve bir
sonraki asama olarak {irlin varlig1 yani protein sentezi olup olmadigi kontrol edildi.
Sekil 6.4’te goriildiigii lizere, ekspresyon yiizdeleri agisindan bireyler arasinda fark
gozlemlenmesine ragmen, bazal seviyede B hiicrelerinde FoxP3 protein ekspresyonu
tespit edilmistir. Bunun igin B hiicreleri 1gG ve IgM antikor karisimi ve IL-2 ile
uyarildi ve 20 saat sonunda FoxP3 protein ekspresyonlart FACS yontemiyle kontrol
edildi. Pozitif kontrol olarak anti-CD3 ile uyarilmis T hiicreleri kullanildi. B
hiicreleri ilk 3 saat FACS Ol¢limlerinde bazal seviyede FoxP3 % 4.5 gibi bir orana
sahipken anti 19G-M+IL-2 ile uyarilmis B hiicreleri % 6.8 FoxP3 ekspresyonuna
sahiptir (Sekil 6.5).
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Sekil 6.4: PBMC’lerde uyarilmamis hiicrelerde FoxP3 popiilasyonunda B ve T hiicre

oranlart tespiti

Bunun i¢in B hiicreleri IgG ve IgM antikor karisimi1 ve IL-2 ile uyarildi ve 20 saat
sonunda FoxP3 protein ekspresyonlar1 FACS yontemiyle kontrol edildi. Pozitif
kontrol olarak anti-CD3 ile uyarilmig T hiicreleri kullanildi. B hiicreleri ilk 3 saat
FACS olctimlerinde bazal seviyede FoxP3 % 4.5 gibi bir orana sahipken anti IgG-
M+IL-2 ile uyarilmis B hiicreleri % 6.8 FoxP3 ekspresyonuna sahiptir (Sekil 6.5).
Uyarimdan 20 saat sonra ise bazal seviyede B hiicrelerinde FoxP3 seviyesi %3.5’a
diiserken uyarilmis B hiicrelerinde %9.8’a ylikselmistir. Bunun yani sira, T
hiicrelerinde 20. saat gézleminde bazal seviye ve IgG-M+IL-2 uyariminda yaklagik
ayni miktarda (%1.4-1.9) FoxP3 ekspresyonu gozlenirken anti-CD3 ile uyarilan T
hiicrelerinde ise FoxP3 ekspresyonu yaklasik 20 katina ¢ikarak %22.5 olmustur
(Sekil 6.5).

Deney sonuglari insan B hiicrelerinde bazal seviyede FoxP3 protein ekspresyonunun

bulundugu ve BCR uyarimlarinin bu ekspresyonu arttirdigini gostermektedir.
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Sekil 6.5: B ve T hiicrelerinde 20. saat FoxP3 ekspresyonlari

6.4 Farkli Klona Sahip Antikorlarca Farkl izoformdaki Proteinleri Taninmasi

Insan B hiicrelerinde FoxP3 protein ekspresyonu anti-insan FoxP3 antikoru (hFOXY
klonu) ile gosterildi (sekil 6.6A). FACS sonuglarini teyit etmek igin farkli bir anti-
insan FoxP3 klonu kullanildi (PCH101 klonu). Deneyler PCH101 klonu ile
tekrarlanarak T ve B hiicrelerinde Foxp3 ekpresyonuna bakildi (Sekil 6.6B).
Uyarilmamig B hiicrelerinde hFOXY klonu ile isaretleme sonucu Foxp3 ekspresyonu
%4.2 iken (sekil 6.6A), PCH101 klonu ile yapilan isaretleme %1.2’dir (sekil 6.6B).
B hiicrelerindeki orana ters olarak T hiicrelerindeki FoxP3 ekspresyonu hFOXY
klonu ile %2.2, PCH101 klonuylada FoxP3 ekspresyonu yaklasik 4 katina ¢ikarak
%8.4 olarak tespit edilmistir (sekil 6.6B). Klonlar arasinda farkli sonuglar ¢ikmasinin

nedeni sO0z konusu antikorlarin farkli FoxP3 izoformlarini tanimasi olabilir.
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Sekil 6.6: Insan vendz kanindan ficoll sonrasi elde edilen PBMC ex vivo isaretleme.
A: Anti-insan FoxP3 PE (hFOXY klonu) ve kontrol izotipi (fare IgG1 PE). B: Anti-
insan FoxP3 FITC (PCH101 klonu) ve kontrol izotipi (sigcan 1gG2a FITC)

6.5 TGF-p1’in B Hiicresi Uzerindeki Inhibisyon Etkisi

Sekil 6.7A’da B ve T hiicrelerinde IL-10 ve TGF-f1 varlig1 gosterilmistir. Sekil
6.7B’de ise TGF-B1 mevcudiyetinin B hiicrelerinde T hiicrelerinin neredeyse 2 kati
oldugu goriilmektedir. 2 farkli bireyde yapilan CFSE ile isaretlemeli proliferasyon
deneylerinde (sekil 6.7C) TGF-B1 ve IL-10’un etkisi incelendi. Aktive edilmis T ve
B hiicrelerinin 4B:1T oraninda bir araya getirildigi ¢alismada T hiicrelerinde azalma
oldugu goriilmektedir. Ortama eklenen nétralizan anti-IL-10 antikoru aktive edilmis
B hiicrelerinin T hiicre proliferasyonunu diizenleyen etkisini azalttig
gbzlemlenmistir. Bunun aksine, aktive edilmis B ve T hiicrelerine eklenen nétralizan
anti-TGF-B1 antikorunun B hiicrelerinin diizenleyici etkisine etkisi gdzlenmemistir.
Elde edilen sonuglar B hiicrelerinin diizenleyici etkisinin IL-10 bagimli, TGF-f1'dan

bagimsiz gergeklestigini diisiindiirmektedir.
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Sekil 6.7 A: B ve T hiicrelerinde IL10 ve hTGF-B1 agoroz jel sonuglar1 B: CD25+
ve CD25- B hiicrelerinde hTGF-B1 oran1 (TGF-b1 kantifikasyon degerleri GAPDH
miktarlariyla normalize edilmistir) C: B-T hiicre es-kiiltiirinde TGF-B1 ile IL-10

sitokinlerinin T hiicre proliferasyonuna etkilerinin dl¢tilmesi

6.6 Fare B Hiicrelerinde mRNA ve Protein Seviyelerinde FoxP3 Ekspresyonu
Mevcut

Calismamizin sonuglari, insan B hiicrelerinde gerek mRNA, gerekse de protein
diizeylerinde FoxP3 ekspresyonlarinin bulundugunu gostermektedir. Ancak soz
konusu faktdriin B hiicrelerinin T hiicre yanitin1 diizenleyici islevlerine etkisi
bilinmemektedir. Bu nedenle ¢alismamizda fare Scurfy modeli kullanilarak FoxP3'iin
B hiicrelerinin diizenleyici islevlerine etkisi incelenmistir. Ilk asamada insan B
hiicrelerinde g6zlemlenen diizenleyici etkinin (proliferasyona inhibisyonu) ve FoxP3

ekspresyonunun fare B hiicrelerinde de mevcudiyeti test edilmistir.
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Fareden alinan dalaktan cell sorting ile saflagtirilan B hiicrelerinde ex vivo olarak
elde edilen RNA'larda FoxP3 mRNA'si tespit edildi (sekil 6.8A). Deneysel
calismalar, insan B hiicrelerine benzer sekilde, fare dalak B hiicrelerinin CD25-
popiilasyonda, CD25+ B hiicrelerine gore artmis bir FoxP3 mRNA ekspresyonu
gozlemlenmektedir (sekil 6.8B).

FoxP3'liin protein diizeyindeki ekspresyonu FACS yontemiyle incelendi. Bu
calismada, teknik simirlardan otiirti, tek bir antikor klonu kullanildi. Aktive
edilmemis B ve T hiicrelerinde FoxP3 ekspresyonuna bakildiginda faredeki B
hiicrelerinde FoxP3 ekspresyonun olmadigi, T hiicrelerinin ise FoxP3

ekspresyonunun %93’iinii olusturdugu goriilmektedir (sekil 6.8C).

A B
Splencoyles B cells

- o

miGAPOH i 17 Splenocyts 3" B cells CD235-
--lh-‘ 2" B cells CDZ5+ 47 0-PCR

Basal

gG1PE FoxP3PE CD19FTC CD4 FITC

Sekil 6.8 A: Toplam splenositlerde ve saflastirilmis B hiicrelerinde ex vivo
kosullarda FoxP3 mRNA ekspresyonu. B: CD25+ ve CD25- B hiicrelerinde FoxP3
MRNA ekspresyon analizi. C: Dalak B ve T hiicrelerinde, ex vivo kosullarda, FoxP3

protein ekspresyonunun FACS ile incelenmesi

Bazal seviyede fare B hiicrelerinde FoxP3 protein diizeyinde ekspresyonunun
bulunmamasi iizerine fare B hiicrelerinde aktivasyon kosullarinda FoxP3
ekspresyonuna bakildi. Dalaktan saflagtirilan B hiicreleri anti-fare IgG ve IL-2 ile
uyarildi. Deneysel sonuglar BCR+IL-2 uyarimi sonucu protein diizeyinde B
hiicrelerinde FoxP3 ekspresyon artis1 tespit edildi, birbirinden bagimsiz iki farkl
deneyde yaklagik %11 ve %20 oraninda (sekil 6.9). Ortama eklenen nétralizan anti-
TGF-B1 antikorlar1t BCR+IL-2 uyariminin FoxP3 ekspresyonuna etkisini azalttig
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gbzlenmistir (birbirinden bagimsiz iki deneyde yaklasik %7.9 ve %8.7’ye diistligl
goriildi) (Sekil 6.9).
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Sekil 6.9: Birbirinden bagimsiz iki farkli deneyde fare dalak hiicrelerinden elde
edilen B hiicreleri anti-1gG ve IL-2 ile uyarimi sonrast TGF-B1 sitokininin etkisi

ortama eklenen nétralizan anti- TGF-f1 antikoruyla incelenmesi

6.7 Fare B Hiicrelerinin T Hiicre Proliferasyonuna Olan Diizenleyici Etkileri
FoxP3 Faktoriinden Bagimsiz

Deneysel calismalarimiz gerek insan, gerekse de fare B hiicrelerinde FoxP3
ekspresyonunun bulundugunu gdstermistir. Ancak s6z  konusu faktériin B
hiicrelerinin T hiicre islevlerine olan diizenleyici islevlerine olan etkisi
bilinmemektedir. FoxP3'lin etkisini anlayabilmek i¢in FoxP3 geni mutant ve islevsiz
olan Scurfy fareleri deneysel c¢alismalarda kullanilmistir. S6z konusu farelerin
hemizigot erkeklerinden (Scurfy) ve cinsiyet-yas uyumlu kontrol (WT) farelerinden
elde edilen B ve T hiicreleri es-kiiltlire alinip, proliferasyon testleri gergeklestirildi.
Daha 6nceki proliferasyon testlerine benzer sekilde B hiicreleri es-kiiltiirden bir giin
once anti-lgG+IL-2 kosullarinda uyarildilar. Proliferasyon testinin ilk giinii T
hiicreleri yontemde belirtildigi gibi CFSE ile boyand: ve anti-fare CD3 antikoru ile

kapli kuyucuklarda uyarildilar. Bu uyarimin baslangicinda farkli oranlarda B hiicresi
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kiiltiir ortamina eklendi. Eg-kiiltiir ortaminda gozlemlenen etkilerin salt hiicre
yogunlugundan kaynaklanip-kaynaklanmadigimin test edilebilmesi i¢in maksimal
aktive olmus B hiicre sayisina (4B:1T) benzer sekilde uyarilmamis B hiicresi de
ortama eklenmistir (4B:1T). Deney sonuglar1 aktive olmus B hiicrelerinin T hiicre
proliferasyonunu Scurfy farelerinde, kontrol farelere benzer sekilde, B:T oraniyla
dogru orantili olarak inhibe ettigini gostermektedir (sekil 6.10). Yine benzer sekilde
aktive olmamis B hiicrelerinin T hiicre proliferasyonuna her iki fare grubunda da etki
etmedigi gozlenmistir (sekil 6.10). Bu sonuglar B hiicrelerinin T hiicre
proliferasyonuna olan etkilerinin FoxP3 faktoriinden bagimsiz oldugunu

distindiirtmektedir.

1,2

1,0

0,8

0,6
M sBR-WT

O sBR-Scurfy
0,4

0,2

0,0 — — L — — —
Tactivé  Tactivé + Tactivé +B Tactivé + B Tactivé + B T activé +B
Bnonactivé activé (1:4) activé (1:2) activé (1:1) activé (2:1)
(1:4)
Sekil 6.10: Scurfy ve WT farelerinde B hiicrelerinin T hiicre proliferasyonuna

etkilerinin incelenmesi
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7.TARTISMA VE SONUC

B hiicreleri, immiin sistemde gerek antikor sentezleyerek gerekse immiin cevabi
diizenleyici fonksiyonlar gdstererek dnemli bir role sahiptir. B lenfositlerinin negatif
regiilator etkenlerinin yani sira anti-tiimoral yaniti inhibe edici oldugu da yeni
caligmalarla gosterilmektedir. B hiicreleri T hiicreleri ile birlikte immiin cevap
olusturmakta rol oynamakta ve birbirleriyle olan iliskileri immiin yanit1 da
etkilemektedir.

Caligmamizda uyarilmig B hiicrelerinin T hiicre proliferasyonunu inhibe ettigi
gosterildi. Gergeklestirdigimiz molekiiler mekanizmalara yonelik incelemelerde B
hiicrelerinin diizenleyici 6zelliklerinin FoxP3 ile ilgili olup olmadigini anlamak icin
oncelikli olarak FoxP3 varligina bakildi ve B hiicrelerinin FoxP3+ oldugu gosterildi.
B hiicrelerinde FoxP3 mRNA varlig1 gosterilse de net bir protein varligi ortaya
konulmamustir.

T hiicre proliferasyon inhibisyonunun FoxP3 ile iliskisini netlestirmek i¢in model
organizma olarak mutasyon sonucu FoxP3 geni islevsiz hale gelen Scurfy fareleri
kullanildi. Scurfy ve WT farelerde B hiicrelerinin T hiicre proliferasyonuna etkileri
gozlemlendi ve B hiicrelerinin T hiicre proliferasyonu iizerine olan etkilerinin
FoxP3’ten bagimsiz oldugu tespit edildi.

Fare dalagi ve insan periferik kanindan elde edilen bulgulara gore (sekil 6.3A, sekil
6.8) B hiicrelerinin bir kismi FoxP3+ o&zellik gostermektedir. Ayrica bu B
hiicrelerinin CD25+ ve CD25- oldugu gosterildi. Tregler CD4+ CD25+ FoxP3+
ozellikli olup timustan kokenlenerek gelismektedir. Aktive edilmis B hiicrelerinin
CD4+ CD25- T lenfositlerinin proliferasyonunu inhibe ettigi gozlemlendi. Uyarilmig
B hiicrelerinin etkisinin ¢6zlinebilir molekiiller araciligiyla gerceklestigi B ve T
hiicreleri yar1 gegirgen bir membran ile ayrilmis olarak eskiiltiire alinmasi ile
gosterildi.

IgG ve IgM ile aktiflenmis B hiicrelerinde FoxP3 etkisi incelendiginde FoxP3 artis1
gozlenmektedir. Bireyden bireye farklilik gosteren mMRNA ekspresyonlarinin
bulunmasindan dolay1 (sekil 6.7), proteininin de goriilmesi beklendi. Ancak iki farkli
klonla yapilan deneylerde neredeyse birbirine tamamiyla zit sonuglar elde edildi. Bu

sonu¢ farkli izoformlarin tanmmas: ile iliskili olabilir. Scurfy farelerinde
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gerceklestirilen deneyler B hiicrelerinde bulunan FoxP3’iin T hiicre proliferasyonu
tizerinde anlamli bir etkisinin olmadigini gostermektedir. Bu, FoxP3’n B hiicreleri
diizenleyici rolii olmayabilecegini diislindiirtmektedir. Yine de ortaya ¢ikan {iriin
farkliliklar1 FoxP3 izoformlar1 {izerine yapilacak calismalar ile ilerletilebilir. Elde
ettigimiz sonuglar dahil olmak iizere su ana kadar yapilan ¢alismalarda FoxP3’iin B

hiicreleri lizerindeki islevleri heniiz tam olarak ortaya konulmamagtir.

B hiicrelerinin diizenleyici etkilerinden birgok faktor sorumludur ( IL-10, TGF-B1
gibi). PD-L1’de B hiicrelerinin diizenleyici rol oynamasinda yer almaktadir. Bu
dogrultuda yaptigimiz ¢alismada fare dalak hiicrelerinde PD-L1 ekspresyonlarina
bakildi. LPS ile aktiflenmis B hiicrelerinde anlamli sekilde PD-L1 ve CTLA-4
ekspresyonunda artis gozlendi. Daha sonraki ¢alismalarda bu faktorlerin diizenleyici
rolleri incelenecektir (sonuglar gosterilmedi). Bazal seviyede B hiicrelerinde yiiksek
oranda mevcut olan PD-1 ekspresyonu, PD-L1’in tersine, TLR uyariminda artis

gostermemektedir.

Bu zamana kadar regiilator B hiicreleri, fenotiplerindeki farkliliklarin yani sira etki
mekanizmalarinda gosterdikleri farklilik dolayisiyla alt kiimelere ayrilmaktadir.
Cesitli deneysel modellerde gosterilen aktive olmus fare B hiicrelerinin 6nemli
miktarlarda IL-10 iiretebilmesi Breg hiicreleri i¢in tanimlayici 6zelliklerden biridir.

Breg hiicrelerinin IL-10 tretimi ile Th1/Th2 dengesini yeniden kurabildigi ve
inflamatuar yolaklar1 direkt olarak inhibe edebildigi, TGF-B1 iiretimi ile effektor T
hiicrelerin apoptozisini indiikledigi ve sekonder aktive CD4+ T hiicrelerini inhibe
ettigi gosterilmistir. Calismamiz, BCR ve IL-2 ile birlikte uyarilmis B hiicrelerinin,
FoxP3 ve TGF-Bl'den bagimsiz, fakat ortamda bulunan IL-10’a bagimli olarak,
uyarilmis T hiicrelerinin proliferasyonunu B:T hiicre oraniyla dogru orantili olarak
inhibe ettigini gostermistir. Yapilan uyarimlarin sonucunda IL-10 ve TGF-B1
mRNA’s1  gbzlemlenirken  sitokinler  bloklandiginda  sadece  anti-1L-10
gozlenmektedir. Bunun nedeni bu uyarimlarda yeteri kadar giiglii bir TGF-B1
sentezinin olmamasi olabilir. Bunun yani1 sira, TGF-1 protein sentezine dair elde

edilmis veri yoktur.
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Breg hiicrelerinin fonksiyonlarini ¢oziimlemek ve immiin cevap olusumundaki
etkilesimlerini anlamak immiin yanit diizenlemesinin diger mekanizmalarini

gelistirmek i¢in 6nemlidir.
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