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REG AĠLESĠNE AĠT REG1A, REG3A VE REG3G’ NIN JURKAT 

HÜCRELERĠNĠN BĠYOLOJĠSĠ ÜZERĠNE ETKĠLERĠNĠN ĠNCELENMESĠ  

Zehra BüĢra AZĠZOĞLU  

Erciyes Üniversitesi, Sağlık Bilimleri Enstitüsü  

Tıbbi Biyoloji Anabilim Dalı  

Dokora Tezi, Kasım 2023 

DanıĢman: Doç. Dr. Ahmet EKEN 

ÖZET 

Reg ailesi üyesi proteinleri önemli antimikrobiyal peptitler olup doğuĢtan gelen 

bağıĢıklığın temel bileĢenleridir. ÇalıĢmamızda Reg ailesi üyelerinden REG1A, 

REG3A ve REG3G‘nın ve potansiyel reseptörlerinin (Ext ailesi üyeleri EXTL3) 

doğrudan primer fare/insan T hücrelerinin polarizasyon, sitokin üretimi, 

proliferasyon vs. gibi fonksiyonlarını nasıl etkilediğini ve REG1A proteininin 

hidrodinamik overekspresyon yöntemi ile fareye verilmesinin deneysel otoimmün 

ensefalomiyelit (DOE) patogenezine etkilerini ve terapötik potansiyelini karakterize 

etmeyi amaçladık.  

Rekombinant insan REG1A, REG3A, REG3G proteinlerinin farklı 

konsantrasyonlarının S. aureus üzerine anti-mikrobiyal etkisi teyit edildi ve her üç 

reg proteininin farklı konsatrasyonlarında koloni sayılarında azalma belirlendi.  

REG1A, REG3A ve REG3G‘ nin Jurkat hücrelerinde ve PBMC‘lerde ex vivo 

ortamda proliferasyon, apoptoz, IL-2 üretimi ve aktivasyon markırlarına (CD69, 

CD25, CD127) baktığımızda reg proteinleri doğrudan bu parametrelerin hiçbirini 

etkilemedi. 

Rekombinant insan REG1A ile ex vivo ortamda yaptığımız farklılaĢma deneylerinde 

REG1A‘nın yüksek dozlarda Th17 farklılaĢmasını azalttığı görülmüĢtür. Ayrıca 

dendritik hücre olgunlaĢmasına etkileri incelenmiĢ ve REG1A‘nın CD11c ifadesini 

arttırdığı gözlenmiĢtir. 

T hücrelerinde yapılan tranfeksiyon ile susturma sonrası, REG1A/REG3A reseptörü 

olduğu düĢünülen EXTL3 ifadesi baĢarılı biçimde azalmıĢ ancak EXTL3 

reseptörünün susturulması proliferasyon, IL-2 üretimi ve CD69 ifadesini 

etkilememiĢtir. 

REG1A plazmidinin in vivo hidrodinamik overekspresyonu DOE klinik skorları ile 

eğri altında kalan alan değerlerini azaltıp ve demiyelinasyonu sınırlamıĢtır. 

REG1A overekspresyonu inflamasyon durumunda DOE farelerde lenf nodda CD4
+
 T 

hücre sayısını azaltmıĢ, Treg hücrelerinin sayısını ve aktivasyon belirteci olan CD25 

ifadesini arttırmıĢtır. Öte yandan patojenik olan konvansiyonel T hücrelerinin 

sayısını ve CD25 ifadesini azaltmıĢtır. Ayrıca periferde lenf nodunda 

otoimmünitenin baskılanmasında görevli regülatör T hücrelerinin sayısını artırmıĢtır. 

Beyinde ise T hücre çoğalmasını ve farklılaĢmasını uyaran önemli bir sitokin olan 

IL-2 miktarı ile proinflamatuar sitokin olan TNF-a miktarını azalttığı ve supresif 

sitokin olan IL-10 miktarını ise arttırdığı gözlenmiĢtir. 

Bu sonuçlar REG1A‘nın fare MS modelinde koruyucu etkilerinn olduğunu göstermiĢ 

ve REG1A‘nın profilaktik etkinkinliği konusunda umut vaat etmektedir. 

Anahtar Sözcükler: EAE;  EXTL3; Jurkat hücre hattı; REG1A; REG3A; REG3G.  
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INVESTIGATION OF THE EFFECTS OF REG FAMILY MEMBERS 

REG1A, REG3A AND REG3G ON THE BIOLOGY OF JURKAT CELLS 

Zehra BüĢra AZĠZOĞLU 

Erciyes University, Graduate School of Healty Sciences 

Department of Medical Biology 

Ph.D. Thesis, November 2023 

Supervisor Associate Professor: Doç.Dr. Ahmet EKEN 

ABSTRACT 

Reg family member proteins are important antimicrobial peptides and are essential 

components of innate immunity. In our study, we investigated the impact of Reg 

family members human REG1A, REG3A and REG3G and their potential receptors 

(Ext family members EXTL3) on the polarization, cytokine production, proliferation, 

etc. of primary mouse/human T cells. We aimed to characterize the effects and 

therapeutic potential of administering REG1A plasmid to mice by hydrodynamic 

overexpression method on the pathogenesis of experimental autoimmune 

encephalomyelitis (DOE). 

The antimicrobial effect of different concentrations of recombinant human REG1A, 

REG3A, REG3G proteins on S. aureus was confirmed, and a decrease in colony 

numbers was determined at different concentrations of all three reg proteins. Reg 

proteins did not directly affect proliferation, apoptosis, IL-2 production and 

activation markers (CD69, CD25, CD127) in Jurkat cells and PBMCs ex vivo.  

In our ex vivo differentiation experiments, recombinant human REG1A, at high doses 

reduced Th17 differentiation. Additionally, its effects on dendritic cell maturation 

were examined and REG1A increased CD11c expression. 

After silencing by transfection in T cells, the expression of EXTL3, which is thought 

to be the REG1A/REG3A receptor, was reduced, but knockdown of the EXTL3 

receptor did not affect proliferation, IL-2 production and CD69 expression. 

Overexpression of REG1A plasmid reduced DOE clinical scores and area under the 

curve values and limited the demyelination. 

During DOE, REG1A overexpression decreased the number of CD4
+
 T cells and 

increased the number of Treg cells and the expression of the activation marker CD25 

in the lymph node in mice. On the other hand, it reduced the number of pathogenic 

conventional T cells and CD25 expression. It also increased the number of regulatory 

T cells responsible for suppressing autoimmunity in the peripheral lymph node. In 

the brain, systemic REG1A overexpression decreased the amount of IL-2, which is 

an important cytokine that stimulates T cell proliferation and differentiation, and the 

amount of TNF-α, which is a pro-inflammatory cytokine, and increased the amount 

of IL-10, which is a suppressive cytokine. 

These results show that REG1A has protective effects in the mouse MS model and 

suggest that it may be a promising target for the MS prophylaxis or treatment. 

Keywords: EAE;  EXTL3; Jurkat cell line; REG1A; REG3A; REG3G.  
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1. GĠRĠġ VE AMAÇ 

Antimikrobiyal peptitler (AMP'ler), mikroorganizmalara karĢı inhibe edici aktiviteye 

sahip bileĢiklerdir. Tüm dünyada antibiyotiklere karĢı hızla artan direnç geliĢimi 

sonrası, antimikrobiyal peptitler yeni ilaç adayları olarak hızla dikkatleri üzerine 

çekmiĢ ve klinik kullanıma sokma çabaları hızla artmıĢtır (Fox 2013; Mahlapuu ve 

ark., 2016). Ayrıca, son salgınlar ve pandemiler gibi yeni ortaya çıkan mikrobiyal 

hastalıklarla mücadelede etkili antimikrobiyal ajanlara olan acil ihtiyaç nedeniyle, 

AMP'lerin popülaritesi artmaktadır (Büyükkiraz 2021). 

Antimikrobiyal peptitler, esas olarak hücre zarlarını veya spesifik hücre içi 

bileĢenleri hedef alarak çeĢitli ve özel mekanizmalar yoluyla çok çeĢitli 

mikroorganizmaları inhibe eder. Tek baĢlarına veya sinerjistik bir etki elde etmek 

için antivirallerle ve diğer antimikrobiyal bileĢenlerle kombinasyon halinde 

kullanılabilirler (Gordon ve ark., 2005). Bugüne kadar 3000 den fazla antimikrobiyal 

peptit, çok çeĢitli organizmalarda karakterize edilmiĢ ve bununla birlikte bu peptitler, 

amino asit bileĢimi ve ikincil yapılara göre sınıflandırma yapılmaya çalıĢılmıĢtır 

(Moretta ve ark., 2021). Defensinler, katelisidinler, RNAse 7, psoriasin, granülysin, 

dermcidin ve C tipi lektinler (REG3β ve REG3γ) insanlarda bulunan baĢlıca 

AMP'lerdir (Cederlund ve ark., 2011; Ganz 2003; Izadpanah ve Gallo, 2005; 

Wiesner ve Vilcinskas 2010). 

ġimdiye kadar FDA tarafından nisin, gramicidin, melittin, daptomycin, lactoferricin 

ve histadin gibi birkaç AMP‘lerin klinik uygulamada kullanımları onaylanan ve 

bacitracin, pexiganan, omiganan, barilacidin, LL-37 gibi preklinik aĢamalarda veya 

klinik denemelerde olan çok sayıda AMP vardır (Moretta ve ark., 2021). Daptomisin, 

çeĢitli ilaca dirençli Gram-pozitif bakterilere karĢı hızlı bir bakterisidal etki gösteren 

karmaĢık cilt ve cilt yapısı enfeksiyonlarının tedavisi için 2003 yılında FDA 
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tarafından onaylanmıĢtır (Carpenter ve Chambers, 2004). Mikrobisidal aktivitelerine 

ek olarak, AMP'ler ayrıca sinyal molekülleri, immün modülatörler ve antitümör 

ajanlar olarak potansiyel uygulamalara sahiptir. AMP'ler, gıda, tarım, çevre, 

hayvancılık ve ilaç endüstrilerinde antimikrobiyal maddeler olarak potansiyel 

uygulamalara sahiptir. Bu nedenle, AMP'lerin çok yönlü biyolojik özelliklerini 

anlamak, peptit bazlı terapötiklerin klinik geliĢimi için son derece önemli olabilir 

(Büyükkiraz 2021; Fjell ve ark., 2012) 

Rejenere edici adacık türevi (REG / Reg) proteinler, küçük salgılayıcı C tipi benzeri 

lektinlerdir. Reg proteinler bakteriyel Ģekerleri ve peptidoglikanları Cav 
+2

 bağımlı 

etkileĢimler yoluyla C tipi lektin alanları (CTLD) aracılığıyla bağlar ve bakterisidal 

etkilerini gösterir. Reg proteinlerinin en ayırt edici özelliği de çok çeĢitli ligandları ve 

karbonhidratları seçici Ģekilde bağlayan bu C tipi benzeri lektin alanlarına sahip 

olmalarıdır. Günümüze kadar 17 tane REG gen ailesi tanımlanmıĢtır (Chakraborty ve 

ark., 1995; Dieckgraefe ve ark., 2002; Hartupee ve ark., 2001; Katsumata ve ark., 

1995; Lasserre ve ark., 1994). 

Yakın zamanda yaptığımız bir çalıĢmada (Eken ve ark., 2021), Reg3γ‘ nın sistemik 

artıĢıyla MS fare modeli olan DOE‘ yi ağırlaĢtırdığı rapor etmiĢtik. 

REG1A, REG1B, REG3A ve EXTL3‘ün MS hastalarında sağlıklı grupla 

kıyaslandığında BOS‘taki ekspresyonu mRNA düzeyinde bir farklılık 

göstermemiĢtir. Ġlginç bir Ģekilde, Reg3γ aĢırı ekspresyonu DOE skorlarını, 

demiyelinizasyonu ĢiddetlendirmiĢ ve beyne ve omuriliğe lenfositlerin ve Th1 / Th17 

hücrelerinin yüksek infiltrasyonuyla iliĢkili olup, bu da bize Reg3γ'nin doğrudan 

veya dolaylı olarak lenfosit fonksiyonlarını etkileyebileceğini düĢündürmüĢtür. 

Bu çalıĢmada Reg ailesi üyelerinden REG1A, REG3A ve REG3G‘nın ve potansiyel 

reseptörlerinin (Ext ailesi üyeleri EXTL3) doğrudan primer fare/insan T hücrelerinin 

polarizasyon, sitokin üretimi, proliferasyon vs. gibi fonksiyonlarını nasıl etkilediği ve 

REG1A proteininin hidrodinamik overekspresyon yöntemi ile verilmesinin fare 

multiple skleroz (MS) modeli olan deneysel otoimmün ensefalomiyelit (DOE) 

patogenezine etkileri ve terapötik potansiyeli, DOE hastalık skorlaması, beyinde 

demiyelinasyon ve sinir sistemine infiltrasyon yapan hücreler karakterize edilerek 
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araĢtırılmıĢtır. Bu çalıĢma sonucunda REG1A nin immün sistem üzerindeki etkisinin 

anlaĢılması ve böylelikle hastalıklardaki terapötik potansiyelinin anlaĢılması 

açısından önem taĢımaktadır.  

AĢağıda projemizin hedefleri sunulmuĢtur. 

Hedef 1: Bu çalıĢmada rekombinant insan REG1A, REG3A, REG3G proteinlerinin 

ex vivo ortamda doğrudan PBMC ve Jurkat hücrelerinin polarizasyon, sitokin 

üretimi, proliferasyon vb. gibi fonksiyonlarına ve dendritik hücre olgunlaĢmasına 

etkilerinin incelenmesi 

Hedef 2: Rekombinant insan REG1A proteininin ex vivo ortamda primer naive CD4
+
 

fare T hücrelerinin Th2, Th17, Treg hücrelerine polarizasyonlarına etkilerinin 

incelenmesi 

Hedef 3: Primer T hücrelerinde EXTL3 reseptörünün susturulmasının insan T 

hücrelerinin aktivasyon, sitokin üretimi, proliferasyonuna etkilerinin incelenmesi 

Hedef 4: Rekombinant insan REG1A proteinin hidrodinamik plasmid ejeksiyonlu 

overekpresyonunun fare DOE geliĢimine etkilerinin karakterize edilmesi 

amaçlanmıĢtır. 
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2. GENEL BĠLGĠLER 

2.1. Antimikrobiyal Peptidler (AMP) 

Antimikrobiyal peptidler (AMP'ler), bakteri, bitki, hayvan ve insan dahil tüm canlı 

organizmalar tarafından doğal olarak üretilen 12-50 aminoasitten oluĢan küçük 

peptidlerdir. 

AMP'lerin sınıflandırmaları çeĢitliliğinden dolayı zorluklara neden olmuĢtur. 

AMP'ler kaynak, aktivite, yapısal özellikler ve amino asit kompozisyonuna göre 

sınıflandırılır (ġekil 2.1) (Huan Y ve ark., 2020). Amino asit kompozisyonuna göre 

doğrusal peptidler, sisteince zengin peptidler ve arginine, histidin veya glisin gibi 

amino asitlerce zengin peptitler olarak üç guruba ayrılmıĢtır. Ġkincil yapılar esas 

alınarak ise α-helikal peptidler, β-sheet peptidler ve uzatılmıĢ/ilmek peptidler olmak 

üzere üç gruba ayrılırlar (Cruz ve ark., 2014). Alfa-helikal AMP'ler, yüksek katyonik 

ve amfipatik özellik gösterirler ve Gram (+) bakteri ve mantarlara karĢı etki 

gösterirler (Cruz ve ark., 2014; Gullberg ve ark., 2011). β-sheet yapısındaki AMP'ler 

ise sistein kalıntıları arasındaki disülfit köprüleri ile stabilize edilirler.  

Nötral pH'ta molekül yükü özelliklerine göre katyonik ve anyonik AMP'ler olmak 

üzere iki tür sınıflandırma yapılmıĢtır ve çoğu peptidler katyonik özelliktedir. 

(Narayana ve Chen, 2015). Bazı yazarlar biyolojik aktivitelerini ve etki 

mekanizmalarına göre de ayrıntılı olarak AMPleri sınıflandırmıĢlardır. Biyolojik 

hedeflerine göre antibakteriyel, antiviral, antifungal antiparaziter, anti-insan immün 

yetmezlik virüsü (HIV) ve anti-tümör peptidler olarak özetlenebilir (ġekil 2.2) 

(Bahar and Ren, 2013; Huan ve ark., 2020). Antimikrobiyal peptit veritabanındaki 

(APD3) bilgilere göre en büyük oran olan %60'ını antibakteriyel peptitler, ardından 

%26'sını antifungal peptitler, ve antiviral, antiparazitik, antikanser, anti-HIV 

peptitlerin herbirisi ise yaklaĢık %2-5'ini oluĢturur. AMP‘lerin kaynakları da 
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memeliler (insan konakçı savunma peptidleri büyük bir orandadır), amfibiler, 

mikroorganizmalar ve böcekler olarak ayrılabilir (Huan ve ark., 2020). 

 

 

ġekil 2.1. Antimikrobiyal peptidlerin sınıflandırılması. AMP'ler kaynak, aktivite, yapısal 
özellikler ve amino asit kompozisyonuna göre sınıflandırılır (Huan Y ve ark., 2020). 

 

 

ġekil 2.2. Antimikrobiyal peptitlerin ana fonksiyonlarının istatistikleri. Biyolojik hedeflerine 
göre antibakteriyel, antiviral, antifungal antiparaziter, antiinsan immün yetmezlik virüsü 

(HIV) ve anti-tümör peptidler olarak sınıflandırılırlar (Huan ve ark., 2020). 

AMPlerin transkripsiyon ve ribozomal translasyon sonrası ilk olarak pre-propeptidler 

oluĢur ve bu prepropeptidler N-terminal sinyal dizisi, bir pro-segmenti ve bir C 

terminal katyonik peptid kısımlarından oluĢur.  N-terminal sinyal dizisi endoplazmik 

retikulumu hedef alırken, C-terminal peptid kısmı antimikrobik aktivite gösterir. Pro 

segmenti ise anyonik yüklüdür ve C-terminalinin doğru bir Ģekilde katlanmasını ve 
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olgun peptidlerin aktivitelerinin inhibe edilmesine yardımcı olur. (Kleinkauf ve von 

Dohren, 1990; Nicolas ve ark., 2003, Nissen-Meyer ve Nes, 1997). 

Defensinler, katelisidinler, RNAse 7, psoriasin, granülysin, dermicidin ve C tipi 

lektinler (REG3β ve REG3γ) insanlarda bulunan baĢlıca AMP'lerdir (Cederlund ve 

ark., 2011; Ganz, 2003; Izadpanah ve Gallo, 2005; Wiesner ve Vilcinskas, 2010) 

Deri, gözler, kulaklar, ağız, bağırsaklar, bağıĢıklık, sinir ve üriner sistemler dahil 

olmak üzere çeĢitli dokulardan ve epitelyal yüzeylerden 100'den fazla bu tür peptit 

tanımlanmıĢtır (Wang, 2014). Birincil olarak nötrofil granülleri içinde, deri ve 

mukozal yüzeyleri kaplayan epitel hücrelerin salgılarında bulunurlar (Boman, 1995). 

AMP‘ler hidrofobik, hidrofilik kısımlar içerirler ve yapılarında bulunan arginin, 

histidin ve lizin aminoasitleri sayesinde genellikle pozitif yüklüdürler. Bu sayede 

AMP‘ler su içeren ortamlarda kolayca çözünebilir ve lipidden zengin membranlara 

girebilirler. Bu özellikleri bakteri membranıyla etkileĢime girmeleri ve 

antimikrobiyal aktivite göstermeleri için çok önemlidir (ġekil 2.3) (Carncell ve ark., 

2013; Zasloff‘s, 2002).  

AMP ler virüs, bakteri ve fungus gibı  patojenlere karĢı savunma sisteminde rol alan 

ve immün yanıt oluĢturan ilk doğal bağıĢıklık elemanıdır (Boman, 1995). Ayrıca 

adaptif immünitenin düzenlenmesine de yardımcı olurlar. Bu endojen peptidler epitel 

hücreleri ve fagositik hücreler tarafından sentezlenirler ve herhangi bir enfeksiyon 

durumuna kadar depo edilirler. Enfeksiyon durumunda ise enfeksiyona cevap olarak 

indüklenerek yüksek miktarlarda ifade edilirler (Hoffmann ve ark., 1999). Birçok 

mikroorganizma türünün üremesini inhibe ederek patojene karĢı hem hızlı hem de 

etkin bir savunma oluĢtururlar (Bowdish ve ark., 2005; Carncell ve ark., 2013; 

Zasloff 2002). 

Öte yandan peptid, hücrenin membranında por oluĢturarak ya da lipid tabakayı 

bozarak, iki fonksiyonla da aktivite gösterebilir (Giuliani ve ark., 2008). Membranla 

etkileĢimi açıklamak için kilim modeli, misel agregat modeli, fıçı tahtası modeli ve 

toroidal modeli olmak üzere birçok model tanımlanmıĢtır (ġekil 2.3) (Hancock ve 

Rozek, 2002; Mahlapuu ve ark., 2016). 

Peptidlerin yapılarındaki pozitif yüklü aminoasitler negatif yüklü bakteri membranı 

ile herhangi bir reseptöre ihtiyaç olmadan elektrostatik olarak etkileĢir. Ayrıca 

bakterilerin iç membranının da fosfolipit yapısından dolayı negatif yüklü oluĢu 
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antimikrobik etkiyi kolaylaĢtırır. Gram (-) bakterilerde lipopolisakkarit yapıya, Gram 

(+) bakterilerde teikoik asite bağlanan peptidler, hücre duvarını aĢtıktan sonra 

hidrofobik etkileĢimlerle ve hücrenin dengesini bozarak hücre ölümüne neden 

olmaktadırlar (Hancock, 1997; Hancock ve Rozek, 2002; Madigan ve ark., 1997). 

Bir diğer aktivitesi ise sitoplazma membranına hasar vermeden por oluĢturup hedef 

moleküllere tutunup mikrobiyosidal etki göstermesidir. Genetik materyalin 

parçalanması sağlanır ve serbest oksijen radikallerinin sentezi gibi farklı 

mekanizmalarla mikrobiyal çoğalmayı engeller. 

 

 

ġekil 2.3. Antimikrobiyal peptitlerin hücre membranı ile etkileĢim modelleri. Antimikrobiyal 
peptidler, hücrenin membranında por oluĢturarak ya da lipid tabakayı bozarak, iki 

fonksiyonla da aktivite gösterir. Kilim modeli, misel agregat modeli, fıçı tahtası modeli ve 

toroidal modeli olmak üzere birçok model ile membranla etkileĢim yaparlar (Hancock ve 
Rozek, 2002). 

 

Ek olarak AMP‘ler, bağıĢıklık sistemini düzenleyerek de mikrobiyosidal 

aktivitelerini gerçekleĢtiririler (ġekil 2.4).  T hücrelerinde IFN-g IL-6 ve IL-10 gibi; 

monositlerde ise TNF-α ve IL-1β gibi sitokinlerin salınımını attırarak immün 

hücreleri uyarır, anti-enflamatuar etki göstererek iyileĢme sürecini de hızlandırır 

(Mahlapuu ve ark., 2016) Nötrofillerin, monositlerin ve mast hücrelerinin 

kemotaksisi, anjiyogenez, fagositozun uyarılması, epitel hücreleri ve makrofajlardan 



 

8 

 

kemokin üretiminin uyarılması da (IL-8 ve MCP-1 gibi) dogal immün fonksiyonlari 

arasındadırĢ (Bowdish ve ark., 2005; Lai ve Gallo, 2009).  

 

ġekil 2.4. Antimikrobiyal peptitlerin etki mekanizmaları. Sitoplazma membranına hasar 

vermeden por oluĢturup hedef moleküllere tutunup mikrobiyosidal etki göstermesidir. Ayrıca 

genetik materyalin parçalanması sağlanır ve serbest oksijen radikallerinin sentezi gibi farklı 
mekanizmalarla mikrobiyal çoğalmayı engeller (Mahlapuu ve ark., 2016). 

AMP'ler sadece patojenik bakterileri öldürmekle kalmaz aynı zamanda seçici 

immünomodülatör etkileriyle, epitel dokusunun bariyer fonksiyonunu artırarak 

enfeksiyona karĢı korunmaya, enflamasyonun seçici kontrolüne, yara iyileĢmesinin 

desteklenmesine ve patojenik mikroorganizmalara karĢı vücudun direncinin 

artmasına olanak sağlar (ġekil 2.5) (Peschel ve Sahl, 2006; Yeaman ve Yount, 2003). 

ÇeĢitli hücre büyüme faktörlerinin (vasküler endotel büyüme faktörü ve keratinosit 

büyüme faktörü gibi) ekspresyonunu indükleyebilir, bağırsak epitel dokusunun 

bütünlüğünü sağlayabilir ve bağırsak epitel hücrelerinin büyümesini uyarabilir (Otte 

ve ark., 2009). 

AMP‘lerin antibakteriyal aktiviteleri yanında, antiviral antiparaziter antifungal, 

antitümör, anti-endotoksik, hemolitik, kemotaktik, mitojenik gibi aktiviteleride 

bulunabilmektedir (Arrighi ve ark., 2002; Baker ve ark., 1993; Cruciani ve ark., 

1991; Fehlbaum ve ark., 1996; Kamysz ve ark., 2003, Kieffer ve ark., 2003; 

Lindholm ve ark., 2002; Robinson ve ark., 1998; Tamamura ve ark., 1998;. Wang ve 

ark., 2014). 
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ġekil 2.5. AMP'lerin immünomodülatör mekanizmaları. AMP'ler doğal bağıĢıklık 

sistemindeki nötrofiller, makrofajlar, mast hücreleri ve NK hücrelerini aktive edebilir ve 
patojenik bakterileri öldürmek için sitokinlerin ve kemokinlerin üretimini indükleyebilir. 

AMP'ler ayrıca adaptif bağıĢıklık sistemindeki dendritik hücreleri (DC'ler) aktive ederek 

antijenleri T hücrelerine sunumunu ve patojenik bakterileri öldürmek için sitotoksik T 
hücrelerin (CD8

+
) aktivasyonunu indükleyebilir. AMP': antimikrobiyal peptidler; NK: doğal 

öldürücü (Zhang ve ark., 2016). 

 

Son birkaç yıldır mikrobiyosidal aktiviteleri sayesinde AMP‘leri çeĢitli enfeksiyon 

hastalıklarında terapotik amaçlı da kullanılabileceğine yönelik çeĢitli klinik faz 

çalıĢmaları yapılmaktadır (Ayhancı ve AltındiĢ, 2019; Zhang ve Gallo 2016). 

2.2. C-tipi Lektinler 

C-tipi lektinler, çok çeĢitli ligandları tanıyan ve memelilerde çok sayıda temel iĢlev 

için gerekli olan olağanüstü bir protein süper ailesidir. C tipi lektinler, bir veya daha 

fazla karakteristik C tipi lektin benzeri alana (CTLD'ler) sahip olarak tanımlanan 

1.000'den fazla proteinden oluĢan bir üst ailedir. Bu moleküller orijinal olarak, 

CTLD içindeki korunmuĢ kalıntılar aracılığıyla karbonhidratlara Ca2
+
 'ya bağlı bir 

Ģekilde bağlanma yeteneklerine göre adlandırılmıĢtır. Bununla birlikte, birçok C-tipi 

lektinin CTLD'leri, Ca
2+

 'ya bağlı karbonhidrat tanıma için gerekli bileĢenlerden 

yoksundur ve proteinler, lipidler ve hatta inorganik moleküller dahil olmak üzere 

daha geniĢ bir ligand repertuarını tanıyabilir. En az bir C tipi lektin benzeri alana 

(CLTD) sahip olan C tipi lektinler, filogeni ve alan organizasyonlarına göre 17 alt 

gruba ayrılır (Brown ve ark., 2018; Zelensky ve Gready, 2005; Weis ve ark., 1998). 

Aynı zamanda enterik patojenlerin büyümesini kontrol eden doğal bağıĢıklığın temel 

bileĢenleri olan C-tipi lektinler (Katakura ve ark., 2013; Sotolongo ve ark., 2012; 
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Thaiss ve ark., 2014) çok sayıda ince bağırsak epitel hücresi tarafından ifade edilir 

(Thomas ve ark., 2018; Vaishnava ve ark., 2011). Patojenlere karĢı antimikrobiyal 

peptit ekspresyonunun indüklenmesinde bağırsak mikrobiyotası da önemli bir rol 

oynar. 

2.3. Gastrointestinal Sistem 

Gastrointestinal sistemde paneth hücreleri, goblet hücreleri ve enterositler gibi 

hücreler bulunur. Paneth hücreleri, özellikle bağırsak kriptlerinde lokalize olan 

önemli salgı hücreleridir. Salgıladıkları lizozim enzimi ve fagositoz yetenekleri ile 

bağırsak florasına etki ederler. Goblet hücreleri mide-bağırsak mikropları arasında 

fiziksel bir bariyer oluĢturan ve bir glikoprotein olan musini salgılar. Müsin 

dehidrasyonu ile de mukus oluĢur. Mukusun iki tabakadan oluĢtuğu kolonda, iç 

mukus tabakası bakteri içermezken, dıĢ mukus tabakası bakteri ile kolonizedir 

(Johansson ve ark., 2008).  

Bağırsak epitelinin bütünlüğü, gastrointestinal homeostazın sürdürülmesi için 

gereklidir ve bu bütünlüğün bozulması ciddi komplikasyonlara neden olabilir. AMP 

yanıtının bozululması ile konakçının patojenlerle (Yersinia psödotüberküloz ve 

Pseudomonas aeruginosa gibi) gastrointestinal enfeksiyona karĢı duyarlılığı 

artabilmektedir (Muniz ve ark, 2012; Mwangi ve ark, 2019; Zong ve ark 2020).  

Mukozal bariyeri sürdürmek ve konağı enterik patojenlere karĢı korumak için, ince 

bağırsaktaki paneth hücreleri ve epitel hücreleri antimikrobiyal peptidler üretilir 

(Hendrikx ve Schnabl, 2019; Mukherjee ve Hooper, 2015) Bu AMP'ler, defensinler, 

katelisidinler, lizozimler, fosfolipazlar (Schuijt ve ark., 2013), C-tipi lektinler 

(Reg3γ, Reg3α ve Reg3β gibi) (Muzaki ve ark., 2017), ribonükleazlar (RNazlar, 

örneğin anjiyogenin 4) ve S100 proteinleri (kalprotektin gibi) içeren farklı protein 

ailelerinden oluĢur (Hendrikx ve Schnabl, 2019; Okumura ve Takeda, 2017). 

Böylece enterik patojenlerin epitel hücrelerini kolonize etmesi önlenir. Ribozomda 

sentezlenen bu antimikrobiyal peptidler, hem Gram (+) hem de Gram (-) bakterileri 

hedefler (Cheng ve ark 2019; Iacob ve ark., 2018; Shah ve ark., 2021). 

Farelerde yapılan çalıĢmalar, bağırsak epitel hücreleri üzerindeki TLR'ler tarafından 

bakteriyel tanımanın REG3γ ve REG3β ekspresyonu için gerekli olduğunu ve bu 
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ekspresyonu yukarı regüle ettiğini göstermiĢtir (Brandl ve ark., 2007; Vaishnava ve 

ark., 2008).  

Bağırsak mikrobiyotasını doğrudan algılayabilen Paneth hücreleri, MyD88 (miyeloid 

farklılaĢma birincil tepkisi 88) bağımlı TLR (geçiĢ benzeri reseptör) aktive ederek a-

defensinlerin ve C-tipi lektinlerin ekspresyonunu arttırır (Bel ve ark., 2017; Larsson 

ve ark., 2012; Valentini ve ark., 2014) . Dahası bağırsak mikrobiyotası, in vitro 

olarak hücre kültüründe NF-kB ve MAPK/AP-1'e bağlı yolların aracılık ettiği b-

defensin ekspresyonunu indükler. Ġfede edilen b-defensinler, CCR6 yoluyla bağırsak 

epitel hücresi (IEC) ile etkileĢime girer ve böylece epitelyal restitüsyon ve bariyer 

onarımını sağlanır (ġekil 2.6) (Cheng ve ark., 2019). 

 

ġekil 2.6. Bağırsak mikrobiatasının patojenlere karĢı etkisi. Paneth hücreleri, MyD88 

bağımlı TLR aktive ederek a-defensinlerin ve C-tipi lektinlerin ekspresyonunu arttırır. 

Dahası bağırsak mikrobiyotası, in vitro olarak hücre kültüründe NF-kB ve MAPK/AP-1'e 
bağlı yolların aracılık ettiği b-defensin ekspresyonunu indükler. Ġfede edilen b-defensinler, 

CCR6 yoluyla bağırsak epitel hücresi (IEC) ile etkileĢime girer ve böylece epitelyal 

restitüsyon ve bariyer onarımını sağlanır (Cheng ve ark., 2019). 

Bağırsak mikrobiyotası, doğrudan ve dolaylı kolonizasyon direnç mekanizmaları 

yoluyla enterik patojenlere karĢı bir bariyer görevi görür. Kommensal bakterilerden 

elde edilen flagellin veya LPS gibi yüzey antijenleri, epitelyal veya dendritik 

hücreler (DC'ler) üzerindeki TLR'ler ve MyD88 aracılığıyla konakçının doğuĢtan 

gelen bağıĢıklığını uyarır (ġekil 2.7). 
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ġekil 2.7. Bağırsak mikrobiatasının dolaylı kolonizasyon direnç mekanizması.  Kommensal 
bakterilerden elde edilen flagellin veya LPS gibi yüzey antijenleri, epitelyal veya dendritik 

hücreler (DC'ler) üzerindeki TLR'ler ve MyD88 aracılığıyla konakçının doğuĢtan gelen 

bağıĢıklığını uyarır (Shah ve ark., 2021) 

Bağırsaklarda patojen kolonizasyonunu engellemek için ILC3, γδT ve Th17 hücreleri 

IL-10, IL-17 ve IL-22 sitokinlerini üreterek, α-defensin, β-defensin Reg3α Reg3β ve 

Reg3γ, gibi antimikrobiyal peptidlerin salgılanmasını aktive eder (Shah ve ark., 

2021). Mukozal bariyer bütünlüğünün korunması için doğal immün hücreler 

tarafından IL-10, IL-17 ve IL-22 sitokinlerinin üretiminin uyarılması hayati önem 

taĢır (Cheng ve ark., 2019; Tyler ve ark., 2017). IL-22, mukozal bariyer bütünlüğünü 

korumada önemlidir ve birçok farklı türde doğuĢtan gelen bağıĢıklık hücreleri 

tarafından üretilir (Mabuchi ve ark., 2011; Malhotra ve ark., 2016; Steinbach ve ark., 

2016; Tyler ve ark., 2017). Doğal lenfoid hücrelerin (ILC), patojen kolonizasyonunu 

azaltarak konakçıyı fırsatçı patojenlere karĢı korumak için IL-22 salgıladığı 

gösterilmiĢtir (Behnsen ve ark., 2014; Valeri ve Raffatellu, 2016). Bağırsaklarda tip-

3 doğal lenfoid hücreler (ILC3'ler) tarafından eksprese edilen aril hidrokarbon 

reseptörünü (AhR) active ederrek IL-22 sitokininin üretimi artırır. Patojen istilasına 

yanıt olarak hızla REG3γ'nin bağırsak epitelyal hücre ekspresyonu artar (ġekil 2.8) 

(Cheng ve ark., 2019; Gao ve ark., 2018; Lee ve ark., 2011; Murray ve ark., 2017; 

Sonnenberg ve ark., 2011; Yitbarek ve ark., 2018; Zelante ve ark., 2013). Ayrıca 

doğuĢtan gelen diğer bağıĢıklık hücrelerinin de (NKT hücreleri, γδ T hücreleri ve 
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makrofajlar gibi) AhR yoluyla IL-22‘yi salgılayarak bağırsak mikrobiyotasını 

düzenledikleri gösterilmiĢtir (Krishnan ve ark., 2018). 

 

ġekil 2.8. Bağırsak mikrobiatasının IL22 üretimi. Bağırsak mikrobiyotası, istilacı patojenlere 

karĢı IL-22 ekspresyonunu arttırır. IL-22, mukozal bariyerlerin bütünlüğünü korumada 

önemlidir. Bağırsak mikrobiyotası enerji kaynağı olarak triptofanı kullanarak bir metabolit 

olan indol-3-aldehit (Iald) üretir ve bunun da doğuĢtan gelen bağıĢıklık hücreleri üzerinde 
Ahr‘I aktive eder. DoğuĢtan gelen bağıĢıklık hücreleri etkinleĢtirildikten sonra, 

kolonizasyonlarını azaltarak konakçıyı fırsatçı patojenlere karĢı koruyan IL-22‘'yi 

salgılayacaktır (Cheng ve ark., 2019) 

 

TCRγδ
+
 intraepitelyal lenfositleri tarafından üretilen ve proinflamatuar sitokin olan 

IL-17 ortama nötrofilleri çağırır ve antimikrobiyal peptitleri indükleyerek 

bağırsaklarda S. Typhimurium ve C. albicans çoğalmasını engeller (Cheng ve ark., 

2019; McGeachy ve ark., 2019). Makrofajlar tarafından salgılanan antiinflamatuar 

sitokin olan IL-10 ise patojenlere karĢı bağıĢıklık tepkisini düzenler ve bağırsak 

homeostazını korur (Morhardt ve ark., 2019). Makrofajlar tarafından IL-10 

salgılanamaması durumu ince bağırsak epitel bariyerinin iyileĢmesini geciktirmiĢtir. 

C tipi lektinler inflamatuar bağırsak hastalığının geliĢimini etkileyen gastrointestinal 

bakteriyel mikrobiyotayı da kontrol eder. Ġki C tipi lektin olan REG3γ ve REG3β, 

Enterococcus faecalis (Abreu, 2010; Gallo ve Hooper, 2012; Mukherjee, 2015), 

Listeria monocytogenes (Abreu, 2010) ve Yersinia pseudotuberculosis (Dessein ve 
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ark., 2009; Burger-van Paassen ve ark., 2012) dahil olmak üzere spesifik bakteriyel 

enfeksiyonlara karĢı koruma sağlar (Cheng ve ark., 2019). 

Viral glikoproteinlerin miyeloid hücrede eksprese edilen C-tipi lektinler tarafından 

tanınması, virüs partiküllerinin alınması ve parçalanması gibi antiviral tepkileri ve 

adaptif bağıĢıklık tepkilerinin indüklenmesini sağlayan önemli bir koruyucu role de 

sahiptir (van den Berg ve ark., 2015) C tipi lektinler, B ve T hücresi geliĢimi için 

önemlidir; örneğin, iĢlevsel Treg'lerin geliĢtirilmesi için C-Tipi lektin proteini 

CD69'un ifadesi gereklidir (Cibrian ve Sanchez-Madrid, 2017).  

2.4. Reg Ailesi 

Rejenere edici adacık türevi (REG/Reg) proteinler, küçük salgılayıcı C tipi benzeri 

lektinlerdir. Reg proteinleri bakteriyel Ģekerleri ve peptidoglikanları Ca2
+
 bağımsız 

etkileĢimler yoluyla C tipi lektin alanları (CTLD) aracılığıyla bağlar ve bakterisidal 

etki gösterirler. (Chakraborty ve ark., 1995; Dieckgraefe ve ark., 2002; Hartupee ve 

ark., 2001; Katsumata ve ark., 1995;  Lasserre  ve ark., 1994). 

Yonemura ve ark. (1984), kısmen pankreatektomize edilmiĢ sıçanlarda nikotinamid 

uygulamasının pankreas adacıklarının yenilenmesini hızlandırdığını buldular. Daha 

sonra, Terazono ve arkadaĢları tarafından Reg geni ilk olarak 1988'de pankreas 

adacıklarında tespit edildi. Reg1 geni, çeĢitli gruplar tarafından bağımsız olarak 

keĢfedildi ve litostatin, pankreas taĢı proteini (PSP), P19 ve pankreatik iplik proteini 

(PTP) gibi farklı isimler altında rapor edildi (Gross ve ark.,  1985; Terazono ve ark.,  

1988;  Watanabe ve ark.,  1990; Zhang ve ark.,  2003). 

Reg proteinleri mide mukozasında, kolonda ve ince bağırsakta ifade edilir ve hücre 

proliferasyonu ile iliĢkilendirilmiĢtir. Bu nedenle, farklı araĢtırma grupları arasında 

standart Reg gen/protein terminolojisinin kullanılması esastır.  

2.4.1. Reg Ailesinin Üyeleri  

Günümüze kadar 17 tane REG gen ailesi tanımlanmıĢtır. Birincil yapılarına bağlı 

olarak Reg1, Reg2, Reg3 ve Reg4 olmak üzere dört protein grubundan oluĢur 

(Okamoto, 1999). REG1A, REG1B, REG3A (PAP), REG3G ve REG4 dâhil olmak 
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üzere insanlarda beĢ Reg aile üyesi tespit edilmiĢtir ve bunlar 30 ila 80 arasında 

homolog dizileri paylaĢır (Tablo 1). 

Tablo 2.1. Fare, Rat ve Ġnsanda Reg Ailesi Üyeleri (Parikh ve ark., 2012). 

 

Farelerde Reg1, Reg2, Reg3α, Reg3β, Reg3γ, Reg3δ ve Reg4'ün aile üyeleri yüzde 

50'den fazla homolog diziyi paylaĢırlar ve benzer biyolojik iĢlevlere sahiptirler (Chen 

ve ark., 2019; Okamoto, 1999; Parikh ve ark., 2012). 

2.4.2. Reg Proteinlerinin Yapısı 

Reg 1, 21 amino asit sinyal peptidi ile 165 amino asitlik bir proteini kodlayan bir 

gendir. Reg ailesinin çoğu üyesi, ekzon sayısı ve kromozom yeri bakımından benzer 

bir organizasyona sahiptir (Okamoto, 1999).  
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Reg proteinlerinin moleküler ağırlığı yaklaĢık 17 kDa'dır. Sadece Reg4 geni yedi 

ekzondan oluĢurken, diğer Reg genleri altı eksondan oluĢur. Tüm insan REG genleri 

ikinci kromozomda (2p12) bulunurken, REG4 geni kromozom 1'de (1p11-3) bulunur 

(Chen ve ark., 2019; Hartupee ve ark., 2001; Zhao ve ark., 2013). 

2.4.2.1. REG1A Proteinin Yapısı 

REG1 geninin REG1A ve REG1B olmak üzere 2 formu bulunmaktadır. Bunlar fare 

ve insanlarda ifade edilir. Ġki protein birbirine % 87 homologdur ve fare Reg1 ile % 

72-74 benzerlik gösterir (ġekil 3A) (Chen ve ark., 2019).  Litostatin-1-alfa adacık 

hücreleri rejenerasyon faktörü (ICRF) veya Pankreas TaĢ Proteini (PSP) olarak da 

bilinen Langerhans rejenerasyon proteini adacığı (REG), insanlarda REG1A geni 

tarafından kodlanan bir proteindir.  

REG1A, B hücrelerine etki eden bir büyüme faktörüdür. Bu gen pankreasının % 90‘ı 

alınan bir farenin tekrar rejenere olan pankreas adacıklarının incelenmesi sırasında 

tanımlanmıĢtır (Terazono ve ark., 1988). Bu genin hücresel proliferasyon, 

farklılaĢma, rejenerasyon, inflamasyon ve tümörogenez sırasında apoptoza direnç 

gibi biyolojik fonksiyonlarda rol oynadığı belirtilmiĢtir (Dhar ve ark., 2004). 

Gebeliğin 16. Haftasından sonra REG1 mRNAsı, insan asiner pankreasında 20 kat 

artıĢ gösterir. REG1 m-RNA primer olarak pankreasta olmakla birlikte; mide 

mukozası ve böbreklerde daha düĢük seviyelerde bulunmaktadır (Watanabe ve ark., 

1990).  

REG1B Litostatin-1-beta, insanlarda REG1B geni tarafından kodlanan bir proteindir. 

2.4.2.2. REG2 Proteinin Yapısı 

Fare Reg2, Reg1'e en yüksek sekans benzerliğine (% 76) sahipken, Reg2'nin insan 

ortoloğu yoktur (Chen ve ark., 2019). 

2.4.2.3. REG3A Proteinin Yapısı 

C tipi lektinler Reg3γ, Reg3α, Reg3β, ince bağırsakta enterik patojenlerin 

büyümesini engelleyen doğuĢtan gelen bağıĢıklığın temel bileĢenleridir. Reg3 grubu, 

kemirgen Reg3α, Reg3β, Reg3γ ve Reg3δ içerir.  Ġnsanda ise sadece REG3A ve 

REG3G ifade edilir.  REG3A ayrıca hepatokarsinom-bağırsak pankreatik protein 
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(HIP), pankreatit ile iliĢkili protein (PAP) ve PAP1 olarak da rapor edilir. REG3A, 

fare Reg3α ve Reg3γ' ye % 62-67 ve Reg3β 'ye % 70 homologdur (ġekil 3B) (Gross 

ve ark., 1985). 

2.4.2.4. REG3G Proteinin Yapısı 

REG3 / HIP (insan hepatokarsinomu - bağırsak - pankreas) / PAP (insan pankreatiti 

ile iliĢkili protein), normal ince bağırsak ve pankreasta seçici olarak eksprese edilir 

(Lasserre ve ark., 1992; Zhao ve ark., 2013). REG3G PAP1B olarak da anılır.  

REG3G, fare Reg3α, Reg3β ve Reg3γ' ye % 65-66 homologdur (Chen ve ark., 2019). 

2.4.2.5. REG4 Proteinin Yapısı 

REG4, insanlarda REG4 geni tarafından kodlanan bir proteindir. Reg4, yalnızca bir 

üye içerir (ġekil 3C) (Chen ve ark., 2019; Hartupee ve ark., 2001). Reg4, 

kolorektum, ince bağırsak, mide, pankreas, apendiks ve adrenal bez gibi birçok insan 

dokusunda eksprese edilir (Hartupee ve ark., 2001; Zhang ve ark., 2003). 

 

ġekil 2.9. REG Proteinlerinin 3 boyutlu yapısı. A) REG1A, B) REG3A, C) REG4 (Chen ve 

ark., 2019). 
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2.4.3. Reg Proteinlerinin Reseptörleri 

Reg proteinleri için birkaç reseptör de tanımlanmıĢtır. Bunlar; Reg1α-Extl3; REG3A-

EXTL3 ve EGFR, Reg3γ-Extl3; Reg3β-gp130; REG4-GPR37‘ tür (Shin ve ark., 

2019). 

2.4.3.1. EXTL3 Reseptörü 

Ekzostosin benzeri 3 (EXTL3); Heparan sülfatın (HS) biyosentezini düzenleyen 

glikosil transferaz olup HS proteoglikanlarının (HSPG'ler) oluĢumu yoluyla hem 

iskelet geliĢimi hem de hematopoez için önemlidir. Yakın zamanda yapılan bir 

çalıĢmada, Reg3γ-Extl3 bağlanmasının, fosfatidilinozitol 3-kinaz (PI3K)-AKT sinyal 

yolunu aktive ederek keratinosit proliferasyonunu ve farklılaĢmasını düzenlemedeki 

iĢlevi için gerekli potansiyel bir reseptör olduğu bildirilmiĢtir (ġekil 2.10). EXTL3, 

deri, karaciğer, böbrek, yağ dokusu, mide, ince bağırsak, kolon, pankreas, adrenal 

bez, hipofiz bezi ve beyin gibi çeĢitli dokularda ifade edilir (Lai ve ark., 2012; 

Motoyama ve ark., 2006; Shin ve ark., 2019).  


  

ġekil 2.10. Reg1 ve Reg3 proteinleri, reseptörü olan Extl3 üzerinden hücre proliferasyonu,  
farklılaĢma ve apoptozunu düzenler. Reg1, PI3K'yi uyararak ATF-2'yi ve siklin D1 ifadesini 

hedefler. Ayrıca Reg1 sinyali ERK1/2 aracılığıyla da iletilebilir. Hücre dıĢı Reg tarafından 

tetiklenen sinyaller, JNK'nin MKP1 yoluyla dolaylı olarak baskılanmasına (—|) neden olur. 
Eksojen Reg'in yüksek konsantrasyonlarında ligand, Extl3 reseptörü ile kompleks oluĢturur 

ve MKP-1 ile etkileĢime girerek JNK aktivitesini inhibe ederek apoptoz ve farklılaĢmaya yol 

açar. PAP/HIP (Reg3β), PKA'yı aktive ederek Bad'in fosforilasyonunu teĢvik eder ve 

böylece apoptozu önler (Parikh ve ark., 2012). 
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EXTL3 ün hematopoietik kök hücrelerde ve erken T hücrelerinde bol miktarda 

bulunduğu (Oud ve ark., 2017) ve EXTL3 mutasyonlarının da Primer Ġmmün 

yetmezliğe neden olduğu ve T hücre geliĢimini regüle ettiği bilinmektedir (Volpi ve 

ark., 2017). 

 

ġekil 2.11. EXTL3 un kanda RNA düzeyinde ifadesi     

(https://www.proteinatlas.org/ENSG00000012232-EXTL3/blood, EriĢim Tarihi: 7.09.2020.). 

2.4.4. Reg Proteinlerinin Moleküler Fonksiyonları 

REG gen ailesi çeĢitli akut faz reaktanlarını, lektinleri, antiapoptotik faktörleri ve 

pankreas ada hücreleri ile nöral hücreleri etkileyen büyüme faktörlerini içermektedir 

(Broekaert ve ark., 2002; Chen ve ark., 2019; Dusetti ve ark., 1994). 

Reg proteinlerinin ekspresyonları, belirli büyüme faktörleri veya sitokinler tarafından 

uyarılır. Birkaç Reg ailesi üyesinin, farklı sinyal yollarını aktive ederek farklı hücre 

tiplerinde proliferasyonu, farklılaĢmayı teĢvik ettiği ve apoptozu önlediği 

gösterilmiĢtir. (Chen ve ark., 2019).Örneğin, pankreas duktal adenokarsinom 

(PDAC) ve diyabet hastaları, sağlıklı deneklere kıyasla daha yüksek REG1A serum 

seviyelerine sahiptir ve REG3A, duktal sıvıda da artar (Astorri ve ark., 2010; Li ve 

ark., 2016b; Porterfield ve ark., 2014; Yang ve ark., 2015). REG proteinleri, immün 

aracılı hastalıklar için potansiyel tanısal belirteçler ve / veya terapötik hedefler olarak 

kabul edilmiĢtir (Takasawa, 2016). 

2.4.4.1. REG1’nın Moleküler Fonksiyonları 

Reg1A geninin aĢırı ekspresyonu pankreatik kanser hücrelerinde incelenmiĢ ve hem 

in vitro hem de in vivo olarak hızlandırılmıĢ hücre proliferasyonu ve tümör büyümesi 

ile sonuçlandığı gösterilmiĢtir (Li ve ark., 2016b).  

https://www.proteinatlas.org/ENSG00000012232-EXTL3/blood


 

20 

 

REG proteinlerinin insan iltihaplı bağırsak hastalığında (IBD) kesin rolleri 

tanımlanmamıĢsa da, fare çalıĢmaları, Reg proteinlerinin hem fizyolojik hem de 

patolojik koĢullarda bağırsak homeostazını sürdürmek için gerekli olduğunu 

doğrulamıĢtır (Edwards ve ark., 2020). Ose ve arkadaĢları (Ose ve ark., 2007), Reg1 

eksikliği olan farelerde kriptlerde kök hücre proliferasyonunun azaldığı ve ince 

bağırsakta villus boyunca epitel göçünün bozulduğunu bildirerek, Reg1'in bağırsak 

villöz yapısının korunması ve yenilenmesindeki rolünü ortaya çıkarmıĢtır.  

2.4.4.2. REG3 Proteinlerinin Moleküler Fonksiyonları 

Reg1 proteini gibi, Reg3 proteinleri de yaralı bağırsakta koruyucu bir role sahiptir. 

Reg proteinlerinden, insan REG3A ve fare Reg3γ, bağırsak mikrobiyotasının 

düzenlenmesine katkıda bulunan antimikrobiyal peptitler olarak iĢlev görür (Chen ve 

ark., 2019; Vaishnava ve ark., 2011). Reg3 proteinleri esas olarak ince bağırsak 

boyunca eksprese edilir ve bakterisidal aktivite yoluyla konakçı savunma sürecini 

modüle eder. Çok çeĢitli çalıĢmalar, Reg3 ailesinin mikrobiyotanın konakçıdan 

fiziksel olarak ayrılmasında ve enterik patojenler tarafından indüklenen bağıĢıklık 

tepkisinde önemli bir rol oynadığını göstermektedir. 

Ġnsan Protein Atlasından alınan RNA ve protein verilerine göre, REG3A, 

gastrointestinal sistemde en yüksek seviyelerde ifade edilir (THE HUMAN 

PROTEIN ATLAS 2020). Ekspresyonu, bakteriyel kolonizasyonla tetiklenir (Ogawa 

ve ark., 2003, Cash ve ark., 2006) ve inflamatuar bağırsak hastalığında upregüle 

edilir (Syder ve ark., 2003). PAP (REG3) genlerinin fetal pankreas, mide, jejunum ve 

kolonda da ifade edildiği bildirilmiĢtir (Bartoli ve ark, 1998). 

Aynı zamanda REG3A vücut sıvısında incelenmiĢ antimikrobiyal peptidlerin aracılık 

ettiği mikroplara karĢı immün yanıt oluĢumunda ve hücrelerin çoğalmasında etkili 

olduğu bildirilmiĢtir.  

Reg3γ knockout konakçıların, kısmen intestinal kök hücrelerin apoptozdan Reg3γ 

aracılı korunmasına bağlı olarak, grefte karĢı konakçı hastalığına (GVHD) daha 

duyarlı olduğu gösterilmiĢtir (Zhao ve ark., 2018). 
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Yapılan fare çalıĢmalar Reg3γ 'in da antibakteriyel ve antienflamatuar süreçlerde, 

hücre proliferasyonu ve farklılaĢmasını tetiklemede rolleri olduğunu göstermektedir 

(Lehotzky ve ark., 2010). Bunun yanı sıra, Reg proteinlerinin son zamanlarda hem 

antimikrobiyal aktivite hem de yara onarımıyla iliĢkili olarak T yardımcı (Th) 17 

hücre aracılı deri iltihaplanmasına etkili olduğu gösterilmiĢtir (Lai ve ark., 2012). Ex 

vivo kültürlerde Reg3γ 'nın T hücreleri üzerindeki doğrudan etkileri 

araĢtırılmamıĢtır.  

Sedef hastalığı, aĢırı epitel hücre proliferasyonu ve artmıĢ antimikrobiyal savunma 

ile karakterize bir cilt hastalığıdır (de Jongh ve ark., 2005; Wolk ve ark., 2006). 

REG3A'nın bağırsakta doku rejenerasyonunu ve bağıĢıklık savunmasını etkilediğine 

dair önceki çalıĢmalara ek olarak (Lieu ve ark., 2005; Okamoto, 1999; Vaishnava ve 

ark., 2011),  REG3A veya Reg3γ'in psoriazis hastalarının deri hasarından sonra 

hiperproliferatif keratinositlerinde de ifadesinin arttığı rapor edilmiĢtir (de Jongh ve 

ark., 2005). 

Antimikrobiyal fonksiyonuna ek olarak, REG3A‘nın fare homoloğu olan Reg3γ'nin 

ekspresyonu, mukozal hasar ve karaciğer hasarı gibi birkaç doku yaralanmasından 

sonra arttığı ve doku rejenerasyonunu etkilediği gösterilmiĢtir (Lai ve ark., 2012). 

REG3A‘ nın, kolorektal kanser, gastrik kanser olmal üzere çoğu kanser türlerinde 

etkisinin olduğu bildirilmiĢtir (Lieu ve ark., 2005). REG3A‘ nın ekspresyonunun 

artmasından dolayı tümör boyutunda büyüme, olumsuz farklılaĢmalar, tümör 

evresinin daha hızlı ilerlemesi ve daha düĢük sağ kalımla iliĢkili olduğu ve azalan 

ekspresyon ile de hücre migrasyonu ve invazyonunun inhibe edilmesidir (Ye ve ark., 

2016). 

REG3A, pankreasta az miktarda salgılanırken, akut pankreatitte ekspresyonu önemli 

miktarda artar ve asiner hücrelerin apikal bölgelerine immünolokalize olabilir (Li ve 

ark., 2016b). Ayrıca diyabet ve pankreatitde de Reg3A yüksek miktarda ifade 

edildiği için pankreatik inflamasyonda önemli bir rol oynar (Liu ve ark., 2015). 

Birçok araĢtırmada Reg3A‘nın, yenidoğanlarda Kistik Fibrozis (KF) hastalığının 

erken teĢhisinde belirleyici ajan olarak kullanılabilen önemli bir protein olduğu 
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gösterilmiĢtir (Barthellemy ve ark., 2001; Sarles ve ark., 1999; Sarles ve ark., 2005; 

Sommerburg ve ark., 2014). 

2.4.5. Reg’in Sinyal Yolakları 

Reg proteinlerinin, birçok insan kanserinde ekspresyonu artar ve bu proteinler 

rollerini çeĢitli sinyal yollarıyla oynarlar. Reg1'in MKP-1 ve CyclinD1 tarafından 

hücre proliferasyonunu ve farklılaĢmasını indüklediği bildirilmiĢtir (Mueller ve ark., 

2008; Parikh ve ark., 2012; Takasawa ve ark., 2006). Aynı zamanda REG1A, mide 

kanseri hücrelerinde Akt ve Bad'in ekspresyonunu ve fosforilasyonunu artırarak 

STAT3 sinyal yolu aracılığıyla bir anti-apoptotik faktör görevi görür (Sekikawa ve 

ark., 2008). Reg3A, PI3K/Akt-GSK3β sinyal yolu ekseni boyunca gastrik kanser 

hücrelerinin invazyonunu, proliferasyonunu ve apoptozisini düzenler (Qiu ve ark., 

2018).  Dahası Reg3A‘nın aĢırı ekspresyonu Akt fosforilasyonunu arttırır ve 

CyclinD1/Cyclin-bağımlı kinaz 4 (CDK4) sinyal yolunu aktive ederek hücre 

büyümesini uyarır (Xu ve ark., 2016).  

Son çalıĢmalarda, Reg3A‘nın IL-6 aracılı  JAK2 / STAT3 sinyal yoluyla pankreatik 

kanser hücresi büyümesini hızlandırdığı bildirilmiĢtir (Chen ve ark., 2019; Ye ve 

ark., 2016). 

Yapılan baĢka bir çalıĢmada, Reg3γ-Extl3 bağlanmasının PI3K-AKT sinyal yolunu 

aktive ederek keratinosit proliferasyonunu ve farklılaĢmasını düzenlediği 

gösterilmiĢtir (Lai ve ark., 2012). 

Reg3γ‘nın, tümörlerde epidermal büyüme faktörü reseptörü EGFR/ JAK2 / STAT3 

yolu üzerinden sinyal verdiği bildirilmiĢtir (Liu ve ark., 2017). 

2.4.6. Reg Proteinlerinin Hastalıklarla ĠliĢkisi 

Reg proteinleri, diyabet, pankreatik duktal adenokarsinom (PDAC), kalsifiye 

pankreatit, Alzheimer hastalığı ve gastrointestinal (GI) sistem kanserleri gibi birçok 

hastalıkta rol oynar (Chen ve ark., 2019). 

REG gen ekspresyonu; rejenere olan pankreas ada hücrelerinde artarken, insülin gen 

ekspresyonu inhibe olduğunda azaldığı bildirilmiĢtir (Takasawa ve Okamoto, 2002). 
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2.4.6.1. REG1’in Hastalıklarla ĠliĢkisi 

REG1A ve REG1B gibi Reg ailesi üyeleri, diyabet ve gastrointestinal kanser gibi 

çeĢitli hastalıklarla iliĢkilidir. REG1A ekspresyonunun inflamatuar ve gastroenterik 

dokuların karsinogenezinde olan etkisi araĢtırılmıĢtır (Sekikawa ve ark., 2005a; 

Sekikawa ve ark., 2005b). REG1A geni karsinogenez sırasında tropik bir etki 

göstermektedir. Akciğer, mide, kolon ve safra yolunda REG1A negatif olan tümörlü 

hastalarda yaĢam sürelerinin daha iyi olduğu gösterilmiĢtir (Dhar ve ark., 2004; 

Harada ve ark., 2001; Macadam ve ark., 2000; Motoyama ve ark., 2006; Minamiya 

ve ark., 2008; Yonemura ve ark., 2003). 

REG1A ve REG1B, inflamatuar barsak hastalığı (IBD) (van Beelen Granlund ve 

ark., 2013) ve ülseratif kolit (UC) (Tsuchida ve ark., 2017) olan insan kolon ve mide 

mukozasında yukarı regüle edilir. 

Çölyak hastalığında, REG1A'nın serum seviyeleri normalden iki kat daha fazladır, 

ancak glütensiz bir diyet ile azalır (Planas ve ark., 2011). 

Önceki çalıĢmalar, çeĢitli türlerde nöronlarda Reg ailesi proteinlerinin üyelerinin 

ekspresyonunu göstermiĢtir. Reg1a‘nın nöronal büyümede rol aldığı bildirilmiĢtir 

(van Ba ve ark, 2012). REG1 ve REG3 ekspresyonu, Alzheimer hastalarının 

plaklarında ifadesi ve beyin omurilik sıvısında varlığı rapor edilmiĢtir (Ozturk ve 

ark., 1989).  Alzheimer hastalarında PTP (litostatin) reaktif beyin lezyonları ve 

yüksek REG1A ekspresyonu gözlenmiĢtir (de la Monte, 1990; Ozturk ve ark., 1989). 

Ayrıca Reg1α'nın sıçanlarda EXTL-3 reseptörünü bağlayarak nörit büyümesini 

uyardığı bildirilmiĢtir (März-Weiss ve ark., 2011). 

2.4.6.2. REG3’ün Hastalıklarla ĠliĢkisi 

Reg3γ nin, aseptik yaralar veya sedef hastalığı (Lai ve ark., 2012; Wu ve ark., 2016) 

gibi deri lezyonları olan epidermal keratinositlerde ve ayrıca pankreatit ve 

inflamatuar bağırsak hastalığı sırasında pankreas ve kolonda ifadesi artmıĢtır 

(Gironella ve ark., 2013; Ogawa ve ark., 2003). 

Fare Reg3‘ün, motor nöronların yenilenmesine eĢlik eden bir Schwann hücre 

mitojeni olduğu bildirilmiĢ ve Reg proteininin motor nöronlar için nörotrofik bir 
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faktör olarak iĢlev gördüğü gösterilmiĢtir (Livesey ve ark., 1997; Okamoto ve 

Takasawa, 2002). 

Bununla birlikte, sıçan motor nöronlarında, yaralanmanın ardından Reg1, Reg3β, 

Reg3α, Reg3γ ve Reg4'ün arttığı gösterilmiĢtir (Gironella ve ark., 2005).  

REG3A'nın travmatik beyin hasarlı hastalarının merkezi nöronlarında aĢırı eksprese 

edildiği bildirilmiĢtir (März-Weiss ve ark., 2011). 

Yakın zamanda Eken ve arkadaĢlarının yaptığı bir çalıĢmada (Eken ve ark., 2021), 

Reg3γ‘ nın sistemik artıĢıyla MS fare modeli olan DOE‘ yi ağırlaĢtırdığı rapor 

edilmiĢtir. REG1A, REG1B, REG3A ve EXTL3‘ün MS hastalarında kontrolle 

kıyaslandığında BOS‘ taki ekspresyonu m-RNA düzeyinde bir farklılık 

göstermemiĢtir. Ġlginç bir Ģekilde, Reg3γ aĢırı ekspresyonu DOE skorlarını, 

demiyelinizasyonu ĢiddetlendirmiĢ ve beyne ve omuriliğe lenfositlerin ve Th1 / Th17 

hücrelerinin yüksek infiltrasyonuyla iliĢkili olup, Reg3γ'nin doğrudan veya dolaylı 

olarak lenfosit fonksiyonlarını etkileyebileceğini düĢündürmüĢtür. 

REG3Anın, ince bağırsakta enflamasyonu azaltmak ve bağırsak mikrobiyotasını 

düzenlemek için IBD'de ekspresyonu artar (Darnaud ve ark, 2018; van Beelen 

Granlund ve ark, 2013). 

REG3A, antibakteriyel aktivitesinin yanı sıra, allojenik kemik iliği 

transplantasyonunda greft-versus-host hastalığı (GVHD) ile kript hücrelerinin 

apoptozunu önlemek için hayatta kalma sinyali görevi görür (Zhao ve ark., 2018). 

Reg proteinleri ayrıca yara iyileĢmesinde rol oynar. REG3A, cilt yaralanmasından 

sonra IL-17 artmasıyla keratinosit proliferasyonunu ve farklılaĢmasını arttırır.  Ġnsan 

REG3A veya murin Reg3g, sedef hastalığında epidermal hiperproliferatif 

keratinositlerde aĢırı eksprese edilir (Lai ve ark, 2012). 

2.5. Multipl Skleroz Patogenezi 

Multipl Skleroz, genelde genç eriĢkinlerde görülen beyin ve omurilikte 

demiyelinizasyona ve aksonal hasara yol açan merkezi sinir sistemini etkileyen, 

kronik ve otoimmün bir hastalıktır. Hastalığı ilk kez 1824‘te Charles Prosper Ollivier 

iltihaplanma, demiyelinizasyon ve aksonal hasar olarak tanımlamıĢtır (Murray, 
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2009).  BağıĢıklık sistemi, beyin, omurilik ve optik sinir dokularına saldırarak 

merkezi sinir sistmine hasar vermektedir. Merkezi sinir sisteminde sinir hücrelerini 

çevreleyen ve koruyan miyelin kılıfın hasar görmesi sonucu miyelin kaybı, 

mikroglial aktivasyon ve oligodendrosit kaybı görülür. Sinir lifleri beyine giden ve 

beyinden gelen elektrik uyarılarını iletemez. OluĢan aksonal bozulma sonucunda bu 

bölgelerde plaklar oluĢur (Filippi ve Rocca, 2005; Trapp ve Stys, 2009). Multipl 

Skleroz'den etkilenmeyen kiĢilere göre etkilenen kiĢilerde sinir dokuları geri 

döndürülemez bir Ģekilde tahrip olduğundan dolayı bu kiĢilerde beyin daha hızlı bir 

Ģekilde atrofiye uğrar (De Stefano ve ark., 2010; Kuhlmann ve ark., 2002; Sbardella 

ve ark., 2013). 

MS genellikle 20–50 yaĢ aralığını etkileyen genç eriĢkinlerde görülen nörolojik 

hastalıkların en yaygınıdır. Kadınlarda daha ciddi düzeyde semptomlar görzlenirken 

çocuklarda ise daha az semptomlar görülür. Kadınlarda görülme sıklığı erkeklerden 3 

kat fazladır (Milo ve Kahana, 2010; Milo ve Miller, 2014). MS‘in bulguları 

lezyonların sıklığına, yerine ve büyüklüğüne bağlı olarak değiĢir (Ascherio ve 

Munger, 2007). KiĢilerde yorgunluk, hareket bozuklukları, epileptik nöbet, baĢ 

ağrısı, iĢitme kaybı, duysal bozukluk, ataksi, mesane problemleri, görme bulanıklığı, 

çift görme gibi görsel belirtiler, bellek-konsantrasyon-dikkat bozukluğu ve depresyon 

sık görülen belirtilerdir. Hastalığın baĢlama Ģekline ve prognoz durumuna göre 

Relapsing remitting (alevlenen-sönen) MS (RRMS), Primer progresif MS (PPMS), 

Sekonder progresif MS (SPMS), Relapsing progresif (Ġlerleyici) MS (RPMS) olmak 

üzere guruplara ayrılmıĢtır. (Krieger ve Sumowski, 2018) 

MS geliĢimi immünolojik bir arka plana sahip olmakla birlikte genetik, çevresel ve 

dıĢ faktörlerden etkilenmektedir. Çevresel faktörler arasında en sık bahsedilen 

Epstein-Barr virüsü enfeksiyonu yer almaktadır. (Ascherio ve Munger, 2007, Börü 

ve ark., 2018). Yapılan çalıĢmalarda hastaların %94‘ü bu virüs ile enfekte olmuĢtur 

(Weinshenker 1995). D vitamini eksikliği, sigara kullanımı ve ergenlik dönemi 

obezitesi dıĢ faktörler arasında yer alır (Wingerchuk ve ark., 2001). MS hastalığı ile 

iliĢkili bugüne kadar 50'den fazla gen belirlenmesi ve genom çapında iliĢkilendirme 

çalıĢmaları hastalığın ortaya çıkmasında genlerin de önemli rolü olduğu 

gösterilmiĢtir. (Vollmer ve ark., 2002). Tüm bu faktörlerin MS ataklarının 



 

26 

 

baĢlamasında ve atakları Ģiddetlendirerek hastalığı alevlendirmede rol oynadığı 

bilinmektedir (Cook, 2006). 

2.5.1. Multipl Skleroz’un patogenezinde yer alan hücreler 

Multipl skleroz, merkezi sinir sistemini etkileyen kronik otoimmün, inflamatuar ve 

nörodejeneratif bir hastalıktır. MS, bağıĢıklık hücrelerinin merkezi sinir sistemine 

sızmasıyla sonuçlanan, demiyelinizasyonu, aksonal hasarı ve nörodejenerasyonu 

tetikleyen bağıĢıklık düzensizliği ile karakterizedir. Ġnflamatuar bir süreç olup bu 

süreçte T-hücreleri, makrofaj ve mikroglia hücreleri gibi adaptif ve innate immün 

sistem elemanları rol oynamaktadır (Rodríguez Murúa, 2022). T hücreleri 

dolaĢımdan kan beyin bariyerini geçerek beyin parankimine geçer. Otoreaktif T-

hücreleri MSS'e girdikten sonra, antijen sunan hücreler ve DC‘ler tarafından yeniden 

aktive edilir. Bu sayede iltihaplanma bölgelerine B hücreleri, miyeloid hücreler, 

doğal öldürücü (NK) hücreleri, çeĢitli sitokinlerin, kemokinlerin, MMP‘ler ve diğer 

mediyatörlerin salgılanmasını, yerleĢik mikroglia ve astrositlerin aktivasyonunu 

sağlar.  TNF-a, IL1-b gibi proinflamatuar sitokinler ve kemokinler T ve B 

hücrelerinin aktive eder. MS patolojisinde proinflamatuar T yardımcı tip 1 (Th1) ve 

Th17 rol oynar (Hu ve ark., 2017). Ġnterlökin 12 (IL-12) varlığında aktive olan CD4
+
 

T hücreleri, Th1 hücrelerinde farklılaĢarak Tbet transkripsiyon faktörünü eksprese 

eder ve interferon gama (IFN- γ) üretir; TGF-β1, IL-23 ve IL-6 veya IL-21 varlığında 

active olan CD4
+
 T hücreleri ise, RORγt ekspresyonu ve IL-17/GM-CSF/IFN-γ 

üretimi ile karakterize Th17 hücrelerine farklılaĢır (Grigoriadis ve ark., 2015; 

Quintana ve ark., 2014). 

Miyelin spesifik CD4
+
 CD25

+
 Tregler, transgenik farelerinden kronik DOE'li farelere 

transfer sırasında hastalığı baskılamayı baĢarmıĢtır (Stephens ve ark., 2009) 

Pro-inflamatuar Th17 hücreleri, periferde bir Treg gibi, farklılaĢmaları için anti-

inflamatuar TGF-β'ya ihtiyaç duymaktadır. Sadece TGF-β'nın varlığı, TCR 

stimülasyonunu takiben Foxp3
+
 iTreg'in geliĢmesine yol açmaktadır. TGF-β 

proinflamatuar IL-6 ile birlikte bulunduğunda ise, Foxp3
+
 hücrelerin ifadesi 

baskılanır ve Th17 hücreleri üretilir (Bettelli ve ark., 2006a). 
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MS patolojisinde CD8
+
 T hücreleri de önemli rol oynar. MS hastalarının beyaz ve gri 

maddesinde çok sayıda CD8
+
 T hücresi tespit edilmiĢtir. CD8

+
 T hücreleri, Fas/FasL 

aracılı sitotoksisitenin yanı sıra granzim ve perforin üretimi yoluyla MSS hasarına 

katkıda bulunur (Giuliani ve ark., 2003; Medana ve ark., 2000). 

B hücreleri, antikora bağımlı sitotoksisiteye ve kompleman hasarına katılan 

otoantikorları salgılayan hafıza veya plazma hücrelerine farklılaĢır (Bar-Or, 2005). 

Antikor oligoklonal bantları MS hastalarının %90'ından fazlasında tespit edilir ve 

tanı kriterlerini doğrulamak veya yerine getirmek için kullanılabilir (Thompson ve 

ark., 2018). Son yıllardaki çalıĢmalar ve B hücre deplete edici MS biyolojik ajanların 

baĢarısı, B hücrelerinin antikor üretmenin ötesinde antijen sunucu kabiliyetleri 

sayesinde MS patgenezinde kritik bir rol oynadığına iĢaret etmektedir. 

γδ T hücreleri, MS'te erken doku hasarına neden olur (Ribot ve ark., 2021). BOS'da 

Vγ2 eksprese eden γδ T hücrelerinin bir kısmının bulunduğu bilinmektedir (Triebel 

ve Hercend, 1989). γδ T hücreleri, Fas ligandının aracılık ettiği oligodendrositlere 

karĢı sitotoksik aktivitelerinin bir sonucu olarak ve ayrıca perforin ve granzim B'nin 

aktivasyonu yoluyla demiyelinizasyonu teĢvik eder (Grigoriadis ve van Pesch, 2015; 

Zarobkiewicz ve ark., 2019). 

Mukoza ile iliĢkili değiĢmez T (MAIT) hücreleri, innate-like CD8
+
 T hücrelerinin bir 

alt kümesidir (Toubal ve ark., 2019). MS hastalarının beyninde MAIT hücrelerinin 

arttığı ve bu hücrelerin IL-17 üretiği bilinmektedir (Annibali ve ark., 2011; Held ve 

ark., 2015). 

Aktive edilmiĢ mast hücreleri, kan-beyin bariyerinin açılmasına ve inflamatuar 

hücrelerin MSS'ye toplanmasını sağlayan histamin ve triptazın salınmasına neden 

olabilir. Mast hücreleri tarafından üretilen triptaz ve kimaz, matris metaloproteinaz 

(MMP) öncülünü aktive eder (Baranzini ve ark., 2000). MMP aktive olan hücrelerin 

endotele yapıĢmasını sağlayarak kan beyin bariyerine göç etmesini sağlar. 

Mikroglia ve makrofajlar, MSS‘nin inflamasyonu ve patolojisinde Proinflamatuar ve 

immün düzenleyici olarak rol alırlar (Krausgruber ve ark., 2011; Mantovani ve ark., 

2013). Bu alt gruplardan bazıları, TNF-α, reaktif oksijen türleri gibi nörotoksik 

ürünler üretir ve MS'te doğrudan nörotoksik etkilere sahiptir (Raivich ve Banati 
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2004; Yamasaki ve ark., 2014). Astrositler MSS'de en çok bulunan glial hücrelerdir. 

Astrositler, MSS de sitokinlerin, kemokinlerin ve yüzey moleküllerinin ekspresyonu 

yoluyla MSS inflamasyonunu modüle eder (Chao ve ark., 2019; Giovannoni ve 

Quintana 2020; Mayo ve ark., 2014; Wheeler ve ark., 2019, Wheeler ve ark., 2020). 

Doğal öldürücü (NK) hücreler, çeĢitli tümör türlerine ve mikrobiyal enfeksiyonlara 

karĢı bağıĢıklık tepkisine katılan doğal bağıĢıklık hücreleridir (Vivier ve ark., 2008). 

 

ġekil 2.12. Merkezi sinir sistemindeki aktive edilmiĢ bağıĢıklık hücreleri tarafından 
yönlendirilen MSS hasarı. (1) Patojenik Th alt grupları, TNF-a, IFN-y ve IL-17 gibi 

proinflamatuar sitokinlerini salgılayarak mikroglia ve makrofajları aktive eder. Sitokinlerin, 

kemokinlerin ve yüzey moleküllerinin ekspresyonu astrosit aktivitesini destekler. Bu yanıt, 
makrofajlar, B hücreleri ve sitotoksik T hücreleri tarafından yönlendirilen daha fazla 

patojenik davranıĢa neden olur. (2)Astrositler, makrofajlar ve mikrogliaların yanı sıra aktive 

edilmiĢ CD8
+
 tarafından salgılanan MMP'ler, TNF-α, ROS ve RNS gibi çözünür nörotoksik 

molekül üretimi, T hücresi sitotoksisitesi, ADCC ve kompleman gibi çoklu mekanizmalar 
miyelin ve aksonal hasarı tetikler. (3) IL-10 ve TGF-β gibi immün düzenleyici sitokinlerin 

ve ek mekanizmaların salgılanması yoluyla FOXP3
+
 Tr1 Treg'ler tarafından inflamasyon 

çözülür. Kısaltmalar: ADCC, antikora bağımlı sitotoksisite; MSS, merkezi sinir sistemi; IFN, 
interferon; IL, interlökin; MMP, matris metaloproteinaz; MS, multipl skleroz; RNS, reaktif 

nitrojen türleri; ROS, reaktif oksijen türleri; TGF, dönüĢtürücü büyüme faktörü; TNF, tümör 

nekroz faktörü; Tr1, tip 1 düzenleyici T hücresi; Treg, düzenleyici T hücresi (Rodríguez 
Murúa, 2022). 
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2.5.2. Multipl skleroz tedavisi 

Multipl Skleroz hastalığının kesin bir tedavisi yoktur. Atakların sıklık ve Ģiddetini 

azaltmaya, yok etmeye ve atak sonrası oluĢabilecek komplikasyonları minimize 

etmeye yönelik tedaviler bulunmakta fakat bu tedaviler hastalığın ilerlemesini 

engellememektedir.  MS tedavisinde kullanılan ve FDA tarafından onaylanan 20 adet 

ilaç bulunmaktadır. Mevcut hastalık modifiye edici Ġmmünmodülatör ve 

immünsupresif tedaviler arasında Ġnterferon-β (IFN-β-1b ve IFN-β-1a; Avonex, 

Rebif, Betaseron), Glatiramer asetat (Copaxone), Mitoxantrone (Novantrone), 

Natalizumab (Tysabri), Rituximab, Fingolimod (FTY720) bulunmaktadır (Hauser ve 

Cree ,2020; Martin ve ark., 2016). 

Halihazırda MS‘in atak tedavisi için intravenöz (iv) olarak yüksek doz steroid, 

plazmaferez ve immunglobulin kullanılmaktadır. Steroidler T hücre ve IFN-γ 

miktarını azaltarak kan beyin bariyerini düzenler ve inflamasyonu durdurur (Hauser 

ve Cree, 2020; Ġliçin ve ark., 2012). 

MS hastalığı özellikle genç bireylerde fiziksel ve psikolojik hasarlar meydana 

getirerek kiĢinin hayatını olumsuz yönde etkilemenin ve yaĢam kalitesini ciddi 

anlamda düĢürmenin yanı sıra ayrıca sağlık sisteminde de ciddi ekonomik 

maliyetlere neden olmaktadır. Bu anlamda halen MS tedavisinde hastalığın 

geliĢimini önlemek veya koruyucu niteliğe sahip olan farklı yenilikçi ilaç adaylarına 

ihtiyaç bulunmaktadır. 
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3. GEREÇ VE YÖNTEM 

3.1. GEREÇLER 

3.1.1. Kullanılan DemirbaĢlar 

 +4 ᵒC soğutucu (Siemens) 

 -20 ᵒC Soğutucu (Siemens) 

 -80 ᵒC Soğutucu (Siemens) 

 Buz makinesi (Scotman AF 103) 

 CO2‘li Ġnkübatör (SANYO) 

 Distile su cihazı 

 Elisa Okuyucu (Promega) 

 Flow sitometri cihazı (BD FACS Aria III) 

 Ġnvert Mikroskop (Leica) 

 Laminer flow (Telstar Clean Air) 

 Magnetik karıĢtırıcı (Heidolph) 

 Otoklav (ALP CL-40M) 

 Otomatik pipet (1000, 200, 10ul) 

 Pipet Tabancası (Isolab) 

 Soğutmalı Santrifüj (Nüve Es 120) 

 Su banyosu (Thermal) 

 Vorteksler (Heidolph) 

 Real-Time PZR Cihazı (Roche LightCycler 480)  

 Termal Cycler (Bio-Rad)  
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3.1.2. Sarf Malzemeler 

 10, 200, 1000ul pipet ucu (izolab) 

 96 kuyucuk flat bottom plate (sigma) 

 96 kuyucuk round bottom plate (sigma) 

 BD falcon Cell Strainer (BD-100um) 

 Ependorf tüp (Axygen) 

 Falkon tüp (15 ve 50 ml) (Sarstedt) 

 Serolojik pipet (5ml, 10ml) 

 Cryogenic Vial (Kriyojenik ġiĢe) 

3.1.3. Kimyasal Malzemeler 

 %37`lik formaldehit solüsyonu (Merk)  

 Distile su 

 Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) (SIGMA/D5796) 

 Dimetilsülfoksit (DMSO) (Sigma) 

 Fetal bovine serum (gibco/A3840001) 

 Ficoll PAQUE (GE Healthcare) (GE17-1440-02) 

 Golgi stop (Biolegend) 

 Iscove Modified Dulbecco Media IMDM (Gibco)  

 Ionomycn (Sigma)( 10634)) 

 iScriptTM cDNA Synthesis Kit (Biorad)  

 iTaqTM Universal SYBR® Green Supermix (Biorad) 

 Phosphate Buffered Saline (PBS) (ThermoFisher) (# 14190250) 

 Penicillin-Streptomycin (BI/03-031-1B) 

 Phorbol myristate acetate (PMA) (Biotium) (P8139-1MG) 

 RNeasy Mini Kit (Qiagene)  

 RPMI (Gibco) RPMI 1640 (hyclone/SH30027.02) 

 Recombinant Human REG1A Proteini (novaprotein # C530) 

 Recombinant Human REG3A Proteini (PROSPEC pro-421) 

 Recombinant Human REG3G Proteini (novaprotein # CC77) 
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 Human REG1A Gene Lentiviral ORF cDNA expression plasmid (HG11234-

ACGLN) 

 pLV-C GFPSpark Lentivirus Control Plasmid (HG11234-ACGLN) 

 Tag-it-violet (Biolegend #425101) 

 BV421 anti-human CD25 Antibody (Biolegend #356113 ) 

 PE anti-human CD69 Antibody (Biolegend #310905) 

 APC anti-human IL-17A Antibody (Biolegend # 512333) 

 PerCP/Cyanine5.5 anti-human IL-2 Antibody (Biolegend # 500321) 

 APC/Cyanine7 anti-human CD127 Antibody (Biolegend # 351347)  

 APC anti-human CD279 (PD-1) Antibody (Biolegend # 379207)  

 PE anti-human/mouse/rat FOXP3 Antibody (Biolegend # 320007) 

 PE/Cyanine7 anti-human CD152 (CTLA-4) Antibody (Biolegend #349914)  

 PerCP Cy5.5 anti-human KLRG1 (MAFA) Antibody (Biolegend # 368611)  

 FITC anti-human CD11c Antibody (Biolegend # 371515) 

 Passific Blue anti-human CD86 Antibody (Biolegend # 305417)  

 PE anti-human CD252 (OX40L) Antibody (Biolegend # 326307)  

 APC anti-human CD278 (ICOS) Antibody (Biolegend # 313509) 

 BV510 anti-mouse CD4 Antibody (Biolegend # 100449) 

 APC/Cyanin7 anti-mouse CD8 Antibody (Biolegend # 100713) 

 APC anti-mouse IL-17 Antibody (Biolegend # 506915) 

 PE anti-mouse IL-22 Antibody (Biolegend # 516404) 

 PercpCy5.5 anti-mouse IL-2 Antibody (Biolegend # 503821) 

 PE/Cyanin7 anti-mouse IL-10 Antibody (Biolegend # 505025) 

 PE anti-mouse CD4 Antibody (Biolegend # 100407) 

 APC/Cyanin7 anti-mouse CD8 Antibody (Biolegend # 100713) 

 PercpCy5.5 anti-mouse GMC-SF Antibody (Biolegend # 505409) 

 PE/Cyanin7 anti-mouse IFNg Antibody (Biolegend # 505825) 

 PE Dazzle 594 anti-mouse TNFa Antibody (Biolegend # 506345) 

 BV421 anti-mouse CD278 (ICOS) Antibody (Biolegend # 313524) 

 APC anti-mouse KLRG1 (MAFA) Antibody (Biolegend # 138411)  

 PercpCy5.5 anti-mouse CD279 (PD-1) Antibody (Biolegend # 135207) 
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 PE anti-mouse CD11c Antibody (Biolegend # 117307) 

 APC anti-mouse CD11b Antibody (Biolegend # 101211) 

3.2. Yöntem  

Bu çalıĢma, Erciyes Üniversitesi Genom ve Kök Hücre Merkezi‘nde ve Erciyes 

Üniversitesi Tıp Fakültesi Tıbbi Biyoloji Anabilim Dalında gerçekleĢtirilmiĢtir. Biz 

önceki çalıĢmamızda Reg3g‘nin fare MS modelinde DOE hastalık skoru Ģiddetini 

arttırdığını ve Th17 ile iliĢkili sitokinlerin artmıĢ olduğu göstermiĢtik. Reg3g over 

ekspresyonunun DOE‘yi kötüleĢtirdiğini, hücre proliferasyonunu arttırdığını ve 

bunun doğrudan/dolaylı T hücre aktivasyonunu regüle ettiği rapor etmiĢtik (Eken ve 

ark., 2021). Bu çalıĢma sonucunda elde edilen bilgiler ıĢığında Reg3‘ nin immün 

sistemi etkileyerek DOE‘yi kötüleĢtirdiğini öngörmekteyiz.  

 

ġekil 3.1. Deney akıĢ Ģeması-1. Çoğaltılan Jurkat hücreleri ve izole edilen PBMC‘ler eĢit 

hücreler olacak Ģekilde ayrı ayrı pleytlere dağıtıldı. Reg proteinlerinin dozları eklendi ve 

kültürlendi. Ardından proliferasyon, apoptoz ve IL-2 üretimleri değerlendirildi. 
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Bu verilerden yola çıkarak rekombinant insan REG proteinlerinin immün sistem 

üzerindeki etkisini insan T hücre hattı olan Jurkat hücrelerinde ve PBMC‘lerde 

göstermeyi ve proteinlerin T hücre proliferasyonu IL-2 sitokin üretimi, T hücre 

reseptör sinyal iletimi ve canlılığına etkilerini incelenmeyi amaçladık (ġekil 3.1). 

3.2.1. Jurkat Hücre Hattının Çoğaltılması ve Dondurulması 

Bu tezin oluĢturulmasında çalıĢmamızın ex vivo deneylerini gerçekleĢtirmekte 

kullandığımız Jurkat hücre hatı Acıbadem Üniversitesi Moleküler Biyoloji ve 

Genetik Bölümü Dr. Öğr. Üyesi Tolga SÜTLÜ‘den temin edildi. Jurkat E6-1 klonu T 

hücre immünolojisi için en çok kullanılan standart lösemik hücre hatlarından birisidir 

(Abraham ve Weiss, 2004). 

Bu süspanse hücreler tam RPMI (%10 FBS, penicillin-streptomycin, L-glutamine) 

içerisinde %5 C02‘ li ortamda 37 °C'de inkübe edildi (ġekil 3.1). Hücreler iki güne 

bir 5 dk 400 g de santrifüj edilerek süpernatant atıldı ve dipte kalan hücrelere taze 

tam RPMI eklenerek ortam değiĢtirildi. Canlı ve ölü hücrelerin ayırt edilmesinde ve 

sayılmasında kullanılan Tripan Blue boyası ile hücre sayımı yapıldı ve bir flaskta 

3x10
6
 hücre oluncaya kadar tekar edildi. Hücre stoğu bu Ģekilde çoğaltılarak deneyin 

yapılacağı güne kadar saklamak amacıyla 1500μl tam RPMI ortam ve %10 DMSO 

içinde süspande edildi ve cryovial tüplere konulurak -80ºC saklandı. 

 

ġekil 3.2. Jurkat hücrelerinin ıĢık mikroskobu görüntüsü (X40)  
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3.2.2. DondurulmuĢ Jurkat Hücresinın Çözdürülmesi 

Cryovial tüpdeki hücreler kullanılacağı zaman 37ºC‘deki su banyosunda 1-2 dk 

çözünmesi sağlandı. Ardında hücrelerin üzerine 37 ºC‘ye ısıtılmıĢ 3-5 ml tam RPMI 

ortam eklenerek 400g‘de 5 dk santrifüj edildi. Süpernatant uzaklaĢtırılarak hücreler 

deneyde kullanıldı. 

3.2.3. Periferik Kandan Lenfosit Elde Edilmesi 

Periferik kandan mononükleer hücre izolasyonu (PBMC-peripheral blood 

mononuclear cell) Ficoll-Hypaque kullanarak yoğunluk gradiyenti ile elde edildi. 

Periferik kandan lenfosit izolasyonu için steril EDTA‘lı hemogram tüplerine 10 mL 

kan alındı, Kan PBS ile 1:1 oranında dilue edildi ve 3 ml Ficoll üzerine yavaĢ yavaĢ 

gradiyent oluĢturacak Ģekilde eklendi. Kan 400 g de frensiz olarak 30 dk oda 

sıcaklığında santrifüjlendi ve orta kısımda oluĢan beyaz bulut yani PBMC‘ler 

toplandı. PBMC‘lere PBS eklendi ve hücreler thoma lamında trypan Blue 

kullanılarak sayıldı. Ardından hücreler 400 g de 5 dk santrifüj edilip süpernatant 

uzaklaĢtırılarak dipte kalan hücreler deneyde kullanıldı. 

3.2.4. Rekombinant Ġnsan REG1A, REG3A ve REG3G’nın Staphylococcus 

aureus Üzerine Etkisi ve Reg Dozlarının Belirlenmesi 

Ticari olarak temin edilen Reg proteinlerinin etkinliğini belirlemek amacıyla REG1A 

(10ug/ml), REG3A (10ug/ml) ve REG3G (50ug/ml)‘ nın farklı 

konsantrasyonlarından ve Staphylococcus aureus bakterisinden alınarak LB agarlı 

pleyte ekim yapıldı. 37 ºC de bir gece inkübe edildikten sonra pleytlerde çoğalan 

bakteri kolonileri sayıldı. 

REG1A, REG3A ve REG3G‘ nın (0,5 ng, 1 ng, 10 ng, 50 ng ve 0 pg, 1 pg, 10 pg, 

100 pg, 1000 pg) konsantrasyonları ve bakterinin farklı dilüsyonları denenerek 

optimizasyon çalıĢması yapıldı ve dozlar belirlendi. En iyi sayılabilir koloni 

oluĢturan bakteri dilüsyonu seçildi (Guo et al., 2019).  
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3.2.5. Rekombinant Ġnsan REG1A, REG3A ve REG3G’nın Jurkat Hücrelerinde 

ve PBMC’lerde Apoptoz Üzerine Etkisinin Ġncelenmesi 

Apoptoz boyaması için Jurkat hücreleri ve PBMC‘ler, 24 saat boyunca U tabanlı 96 

kuyucuklu pleytte çözünür anti-CD3/ anti-CD28 (1ug/ml) ve Reg dozlarının farklı 

konsantrasyonları ile uyarıldı. Daha sonra, hücreler 7-AAD ile BioLegend‘in FITC 

Annexin V Apoptoz Tespit Kiti ile 15 dk boyandı ve hemen sonra hücrelerin apoptoz 

yüzdeleri flow sitometri cihazında ölçüldü. 

3.2.6. Rekombinant Ġnsan REG1A, REG3A ve REG3G’nın Jurkat Hücrelerinde 

ve PBMC’lerde Proliferasyon Üzerine Etkisinin Ġncelenmesi 

Jurkat hücreleri ve PBMC‘ler, üreticinin talimatlarına göre Tag-it-violet (Biolegend 

#425101) boyası ile etiketlemenin ardından belirlenen REG1A‘nın farklı dozları ile 4 

gün süreyle anti-CD3/anti-CD28 kaplı (1 μg/ml) 96 kuyucuklu pleytte uyarıldı,  4 

gün sonra flow sitometri cihazında hücrelerin proliferasyon yüzdeleri ölçüldü. 

3.2.7. Rekombinant Ġnsan REG1A, REG3A ve REG3G’nın Jurkat Hücrelerinde 

ve PBMC’lerde IL-2 Sitokini Üretimi Üzerine Etkisinin Ġncelenmesi 

Bu deneylerdeki amaç Reg proteininin farklı konsantrasyonlarına maruz kalan T 

hücrelerinde uyarıma bağlı IL-2 üretimini nasıl etkilendiğini test etmektir. Reg 

dozlarının farklı konsantrasyonlarında 6 saat 37ᵒC de kültür edilen Jurkat hücreleri ve 

PBMC‘ ler anti-CD3/28 veya PMA (50 ng/ml), ionomycin (1 μg/ml) ile golgi stop 

varlığında (1μl/ml) karıĢımı ile) 4 saat uyarıldı. Daha sonra kültür edilen hücrelere 

hücre içi sitokin boyama (ICC) protokolü uygulandı. Bu protokole göre BD 

Cytofix/Cytoperm™ (BD, ABD) kitinden 100 μl/well Fixation solüsyonu eklendi. 15 

dakika +4ᵒC`de inkübe edildi. 400 g`de +4ᵒC`de 3 dakika santrifüj edildi. 

Süpernatant uzaklaĢtırıldı ve 150 μl permabization solüsyonu eklenerek 2 kez yıkama 

yapıldı. 20 μl permabization solüsyonu + 1`er μl Percp/Cy5.5 IL-2 sitokininin 

florofor konjuge antikoru eklenerek 30 dakika +4ᵒC`de inkübe edildi. 200 μl hücre 

boyama solüsyonu (cell staining solüsyon, %2 FBS içeren PBS) eklendi ve 400 g`de 

+4ᵒC`de 3 dakika santrifüj edilerek hücreler yıkandı. Süpernatant uzaklaĢtırıldı ve 

hücreler 200 μl hücre boyama solüsyonunda çözüldü. Flow sitometri cihazında IL-2 

sitokinin üretimi ölçüldü. 
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3.2.8. PBMC’lerden CD4
+
 T Hücrelerinin Ġzolasyonu  

Ġzole edilen PBMC‘ lerden (1x10
7
) üretici tarafından tarif edildiği gibi CD4

+
 

MicroBeads (#130-050-201) kullanılarak MojoSort manyetik hücre ayırma 

yöntemiyle CD4
+
 T hücrelerinin seçilimi yapıldı. Hedef hücrelerinizin izolasyonu 

için - Negative Selection kiti kullanıldı (Cat. No. 480015/480016). Manyetik olarak 

etiketlenen fraksiyon, bir manyetik ayırıcı kullanılarak korunur. DokunulmamıĢ 

hücreler toplanır. Bunlar ilgilenilen hücrelerdir.  

 

 

ġekil 3.3. Deney akıĢ Ģeması-2. Mononükleer hücrelerden mikrobead ile CD4 T hücrelerin 
ve CD14 Monositlerin seçilimi yapıldı. Bir pleyte T hücreleri eĢit hücre olacak Ģekilde 

dağıtıldı ardından Th supsetlerine farklılaĢma sitokinleri ve REG1A proteinin dozları 

eklendi. Diğer pleyte monositler eĢit Ģekilde dağıtıldı ve DC‘lere farklılaĢma sitokinleri ile 

REG1A proteinin dozları eklendi ve bir süre kültür edildi. Süre sonunda flow sitometride 
okutuldu ve analiz edildi. Grafikler değerlendirildi. 
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Kısaca protokol aĢağıda sunulmuĢtur: 

Hücrelere öncelikli olarak yıkama amacıyla buz üzerinde tutulan MACS Buffer 

eklendi ve 400 g de 5 dk santrifüj edilip süpernatant uzaklaĢtırıldı. Dipte kalan 

hücrelere 10 μl biotin eklendi ve karanlıkta +4 ◦C'de 15 dk bekletildi. Sürenin 

sonunda hücrelerin üzerine 10 μl bead eklendi ve tekrar karanlıkta +4 ◦C'de 15 dk 

bekletildi. Ardından 3 ml MACS Buffer eklenip ve temiz tüpe alındı. Tüp manyetik 

ayırıcıya yerleĢtirilerek 5 dk bekletildi. Mıknatıstan çıkarmadan yeni bir ikinci tüpe 

ters çevrildi süernatan toplandı. Mıknatıstaki tüpe tekrar 3 ml MACS Buffer eklenir 

ve 5 dk daha bekletilerek ikinci tüpe alındı. Yeni tüpteki 6 ml MACS Buffer da 

bulunan hücreler Tripan Blue boyası kullanılarak sayım yapılıp kullanıldı. 

3.2.9. Rekombinant Ġnsan REG1A’nın Primer Hücrelerde CD25, CD69, CD127 

gibi Aktivasyon Markirlari Üzerine Etkisinin Ġncelenmesi 

PBMC‘lerden izole ettiğimiz CD4
+
 T hücreleri anti-CD3/28 ve REG1A‘nın farklı 

dozları ile 3 gün kültür edildi. Ardından yüzey boyaması için hücreler yüzey 

antijenine özgü florokrom-konjuge antikorı (Tablo 3.1) ile 20 µL boyama solüsyonu 

eklenerek karanlıkta buz üzerinde 30 dakika boyunca boyandı. Daha sonra hücreler, 

3 dakika boyunca 400g'de döndürülerek iki kez 200 µL boyama solüsyonu ile 

yıkandı ve flow sitometri cihazında analiz yapıldı. 

Tablo 3.1. Aktivasyon Marker Boya KarıĢımı 

BV421 CD25                 1 μl 

PE CD69                 1 μl 

APC/Cy7 CD127               1 μl 

 

3.2.10. Rekombinant Ġnsan REG1A’nın Th2 FarklılaĢması Üzerine Etkisinin 

Ġncelenmesi 

FarklılaĢma anti-CD3ε ve anti-CD28 ile kaplanmıĢ pleytlerde gerçekleĢtirilmiĢtir. Bu 

amaçla, CD4
+
 T hücrelerinin kültüre edileceği U tabanlı 96 kuyucuklu pleyt, 100 μL 

anti-CD3ε antikoru (PBS'de 1 μg/mL) ve anti-CD28 antikoru (PBS'de 1 μg/mL) 

eklendi, 2 saat boyunca 37°C'de inkübe edildi ve anti-CD3ε ve anti-CD28 ile 
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kaplandı. Fazla antikor 200 μL PBS ile 2 defa yıkandı. Hemositometre altında 

sayılan T hücreleri 100.000 hücre/well olacak Ģekilde pleyt içine 100 μl volüm içinde 

olacak Ģekilde dağıtıldı. Ardından REG1A proteininin 1 pg, 10 pg, 100 pg ve 1000 

pg dozları eklendi. Son olarak farklılaĢma sitokinleri olan anti-IFN-γ (5 ug/ml), IL-2 

(1ng /mL) ve IL-4 (50 ng/ml)‘ü içeren tam RPMI medyum ile 200 ul/well olarak 

37◦C'de CO2 inkübatöründe 5 gün polarize edildi. 37◦C'de 5 gün kültür edildikten 

sonra hücrelere, imza sitokin olan IL-4‘ün hücre içi sitokin boyaması yapıldı ve 

ürettikleri sitokin miktarları flow sitometri ile analiz edildi. Bu amaçla 4 saat 

öncesinde PMA/Ionomycın/Golgi Stop ile uyarım yapıldı. 

3.2.10.1. Hücre içi boyama ile sitokin üretim kapasitesinin belirlenmesi 

Sitokin miktarı intraselüler boyama ile tayin edildi. Bunun için farklılaĢan hücreler 

PMA (50ng/mL), ionomycin (1μg/mL) ve golgi stop (1μL/mL) ile 37 °C‘de 3-5 saat 

inkübatörde uyarıldı. Ardından pleytteki hücreler santrifüj (400g, 3 dk) ile 

çöktürülüp süpernatant atıldı ve Fixation/Permeabilizasyon Kiti (BD Cat No: 

554714) ile fiksasyon iĢlemi yapıldı. Fiksasyon için her kuyucuğa 100μl fiksatif 

eklenip, 15 dakika +4 °C derecede karanlık ortamda inkübe edildi. Ġnkübasyon 

sürecinden sonra, fikse edilen hücreler santrifüj (400g, 3 dk) edildi ve fiksatif 

uzaklaĢtırdı. Pellet üzerine 150μl 1xPerm Buffer ilave edildi ve santrifüj ile yeniden 

süpernatant uzaklaĢtırıldı. Bu Ģekilde permabilize iĢlemi 2 kez tekrar edilerek yıkama 

iĢlemi yapıldı. Sonrasında her kuyucuğa 25μl permeabilizasyon buffer ve APC anti-

human IL-4 antikor karıĢımı eklendi ve 30 dk +4°C‘de hücrelerin boyanması 

sağlandı. Hücreler 200μl boyama solüsyonundaçözdürülerek FACS Aria III ile 

okutuldu. 

3.2.11. Rekombinant Ġnsan REG1A’nın Th17 FarklılaĢması Üzerine Etkisinin 

Ġncelenmesi  

FarklılaĢma anti-CD3 ve anti-CD28 ile kaplanmıĢ pleytlerde gerçekleĢtirilmiĢtir. Bu 

amaçla, CD4
+
 T hücrelerinin kültüre edileceği U tabanlı 96 kuyucuklu pleyt, 100 μL 

anti-CD3ε antikoru (PBS'de 1 μg/mL) ve anti-CD28 antikoru (PBS'de 1 μg/mL) 

eklendi, 2 saat boyunca 37 ° C'de ve anti-CD3ε ve anti-CD28 ile kaplandı. Fazla 

antikor 200 μL PBS ile 2 defa yıkandı. Hemositometre altında sayılan T hücreleri 

1x10
5
 hücre/kuyu olacak Ģekilde pleyt içine 100 μl volüm içinde dağıtıldı. Ardından 
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REG1A proteinin 1 pg, 10 pg, 100 pg ve 1000 pg dozları eklendi. Son olarak 

farklılaĢma sitokinleri olan IL-6 (25 ng/ml), IL-1β (10 ng/ml), Tgf-β (5 ng/ml) ve IL-

23 (50 ng/ml)‘ü içeren tam RPMI medyum ile 200 ul/well olarak 37◦C'de CO2 

inkübatöründe 5 gün polarize edildi. 5. gün hücreler 400 g de 3 dk çöktürülerek 

süpernatant uzaklaĢtırıldı ve yeni welllere aktarıldı. Bu medyumun yerine hücreler 

200 ul/well olacak Ģekilde IL-23 (50 ng/ml) ve IL-2 (50 ng/ml) içeren yeni RPMI 

medium eklenerek 7 gün daha kültür edildi. FarklılaĢma sürecinde ilk gün ve 

medyumunun değiĢtirildiği 5. gün kültüre farklı dozlarda (1 pg, 10 pg, 100 pg ve 

1000 pg) REG1A proteini eklendi. Sitokin boyama için, 12. günde hücrelere 

3.2.10.1. nolu bölümde yazılan hücre içi boyama protokolü uyguladı. Ġmza sitokini 

olan IL-17‘nin antikoru APC anti-human IL-17A ile boyanmanın ardından flow 

sitometri cihazında analiz yapıldı. 

3.2.12. Rekombinant Ġnsan REG1A’nın Treg FarklılaĢması Üzerine Etkisinin 

Ġncelenmesi  

FarklılaĢma anti-CD3ε ile kaplanmıĢ pleytlerde gerçekleĢtirilmiĢtir. Bu amaçla, 96 

kuyucuklu U tabanlı pleyt, 100 μL anti-CD3ε antikoru (PBS'de 2 μg/mL) antikoru 

eklenerek 2 saat boyunca 37 °C'de anti-CD3ε kaplanmıĢtır. Fazla antikor 200 μL 

PBS ile 2 defa yıkanmıĢtır. Hemositometre altında sayılan T hücreleri 1x10
5
 

hücre/kuyu olacak Ģekilde pleyt içine 100μl volüm içinde olacak Ģekilde dağıtıldı. 

Ardından REG1A proteinin 1 pg, 10 pg, 100 pg ve 1000 pg dozları eklendi. Son 

olarak farklılaĢma sitokinleri olan anti-CD28 (1 μg/ml), IL-2 (50 ng/ml) ve Tgf-β (5 

ng/ml) içeren complete RPMI medyum ile 200 ul/well olarak 37◦C'de CO2 

inkübatöründe 3 gün kültür edildi. 3. gün hücreler 400 g de 3 dk çöktürülerek 

süpernatant uzaklaĢtırıldı. Hücelerin üzerne yeni medium son konsatrasyonlarda (50 

ng/ml IL-2) 200 ul/well olacak Ģekilde eklenerek 2 gün daha kültür edildi. 5. günde 

hücrelerde hem yüzey boyaması yapılarak kontrol noktası molekülleri olan PD-1, 

CTLA-4 ve KLRG1 ifadesi hemde True-Nuclear ™ Transcription Factor Buffer Set 

ile muamele edilerek transkripsiyon faktörü olan FOXP3‘nin ifadesi flow sitometrisi 

ile belirlendi. 
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Tablo 3.2. Treg Hücreleri ve Kontrol Noktası Ġnhibitörlerinin Boya KarıĢımı 

APC PD-1 1 μl 

PE/Cy7 CTLA-4 1 μl 

Per CP/Cy5.5 KLRG1 1 μl 

PE FOXP3 1 μl 

 

3.2.12.1. PD-1, CTLA-4 ve KLRG1 gibi kontrol noktası moleküllerinin yüzey 

boyaması ile kantifiye edilmesi 

5 gün boyuca in vitro farklılaĢtırılan hücreler 400g‘de 5 dk santrifüj edilip 

süpernatant uzaklaĢtırıldı.  Hücreler boyama solüsyonu (% 2 FBS‘ li PBS) içerisinde 

çözüldü, 1μl Fc-block eklenerek 5 dk bloklama yapıldı ardından PD-1, CTLA-4 ve 

KLRG1 antikorları (Tablo 3.2) ile 30 dk +4 ºC‘de karanlıkta boyandı. Hücreler 

boyama solüsyonu ile 2 kez yıkandı ve 400g‘de 3dk santrifüj edilip süpernatant atıldı 

ve ardından transkripsiyon faktör boyamasına geçildi. 

3.2.12.2. True-Nuclear ™ Transcription Factor Buffer Set ile transkripsiyon 

faktör boyama yaparak FOXP3 ifadesinin belirlenmesi 

Hücre yüzeyi boyamasının ardından son yıkamadan sonra supernatant atıldı. 4X Fix 

Concentrate‘e Fix Diluent ekleyerek 1x Fix Concentrate elde edildi ve her kuyucuğa 

100 μl eklendi. Hücrelerin tamamen yeniden süspanse edildiğinden emin olmak için 

yavaĢça pipetlendi. Oda sıcaklığında karanlıkta 30 dk inkübe edildi. Her kuyucuğa 

150μl 1X Perm Buffer ilave edildi. Pleyt 400 g'de oda sıcaklığında 3 dk santrifüj 

edildi, süpernatant atıldı. Bu iĢlem 2 kere tekrar edildi. Transkripsiyon faktörünün 

boyanması için True-Nuclear™ 1X Perm Buffer içine florokrom konjuge antikoru 

(Tablo 3.2) eklendi ve her kuyucuğa dağıtıldı, karanlıkta, oda sıcaklığında 30 dk 

inkübe edildi. Her kuyucuğa 200µL boyama solüsyonueklendi ve çözdürülerek 

FACS Aria III ile okutuldu. 
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3.2.13. Rekombinant Ġnsan REG1A’nın Antijen Sunucu Hücreler Üzerine 

Etkisinin Ġncelenmesi 

CD14
+
 monositler, PBMC‘lerden CD14+ MicroBeads kullanılarak saflaĢtırıldı. 

Hemositometre altında sayılan T hücreleri 1x10
5
 hücre/kuyu olacak Ģekilde pleyt 

içine 100 μl volüm içinde olacak Ģekilde dağıtıldı. Hücrelerin üzerine REG1A, 

proteinin 1 pg, 10 pg, 100 pg ve 1000 pg dozları eklendi. Ardından farklılaĢma 

sitokinleri olan GM-CSF (100 ng /mL) ve IL-4 (100 ng/mL) içeren tam RPMI 1640 

ortamında 4 gün boyunca dendritik hücrelere farklılaĢtırıldı. 4. günde, hücreler, ticari 

alınan curdlan) (50 μg/mL)  ve LPS (1ug/ml) ile 1 gün aktive edildi. 5. gün immature 

ve mature DC‘lere CD11c, MHC II, CD86, OX40L, ICOS için 3.2.12.1. nolu 

bölümde yazılan yüzey boyama protokolü uyguladı. Flow sitometri ile bu 

moleküllerin ifadesi kantifiye edildi. 

Tablo 3.3. Dentritik Hücre Boya KarıĢımı 

FITC CD11c 1 μl 

PECy7 MHC II 1 μl 

Passific Blue CD86 1 μl 

PE OX40L 1 μl 

APC ICOS 1 μl 

 

3.2.14. Jurkat Hücrelerinde ve Primer Hücrelerde EXTL3 Reseptörünün 

Susturulması ve Doğrulanması 

EXTL3 reseptörünün knockdownu için gerekli siRNA Thermo‘dan temin edildi. 

siRNA`lar siRNA`lar Neon® Transfection System (Invitrogen, ABD) kiti 

kullanılarak Jurkat hücrelerine aktarıldı. Bunun için hücreler 400 g`de oda 

sıcaklığında 5 dakika santrifüj edildi. Hücreler bir kere PBS (Ca
+2

 ve Mg
+2

 

içermeyen) ile yıkandı ve 400 g`de oda sıcaklığında 5 dk santrifüj edildi. Hücreler R 

bufferda (hücre hattı için) 1x10^
7
/ml olacak Ģekilde çözüldü ve çözülen hücrelerden 

100 μl alınıp 200 ng siRNA ile transfekte edildi. Pulse Number range 3, Pulse Width 

range 10, Voltage range 1350 ayarında transfeksiyon iĢlemi gerçekleĢtirildi. 

Trasfeksiyondan sonra hücreler 6 kuyucuk pleytde 2 ml antibiyotik içermeyen RPMI 

medyuma ekildi. Hücreler 2 saat kültür edildikten sonra medyuma antibiyotik 
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eklendi. Transfekte edilen hücrelerin EXTL3 reseptörünün ifadesini azaltıp 

azaltmadığı 48 saat sonra qPCR ile doğrulandı. Jurkat hücrelerinde EXTL3 

reseptörünün susturulması ve doğrulanması iĢleminin ardından transfekte edilen T 

hücreleri alınarak proliferasyon ve IL-2 sitokin üretimi deneyleri tekrarlandı. 

Primer T hücreleri PBMC‘ lerden CD4
+
 T Microbeads kullanılarak seçildi. EXTL3 

reseptörünün knockdownu için siRNA`lar Neon® Transfection System (Invitrogen, 

ABD) kiti kullanılarak T hücrelerine aktarıldı. Bunun için hücreler 400 g`de oda 

sıcaklığında 5 dakika santrifüj edildi. Hücreler bir kere PBS (Ca
+2

 ve Mg
+2

 

içermeyen) ile yıkandı ve 400 g`de oda sıcaklığında 5 dk santrifüj edildi. Hücreler T 

bufferda (primer hücreler için) 1x10^
7
ml olacak Ģekilde çözüldü ve çözülen 

hücrelerden 100 μl alınıp 200 ng siRNA ile transfekte edildi. Pulse Number range 1, 

Pulse Width range 20, Voltage range 2100 ayarında transfeksiyon iĢlemi 

gerçekleĢtirildi. Trasfeksiyondan sonra hücreler 6 kuyucuk pleytde 2 ml antibiyotik 

içermeyen IMDM medyuma ekildi. Hücreler 2 saat kültür edildikten sonra medyuma 

antibiyotik eklendi. Transfekte edilen hücrelerin EXTL3 reseptörünün ifadesini 

azaltıp azaltmadığı 48 saat sonra qPCR ile doğrulandı. 

3.2.14.1. Real Time qPCR  

Transfekte edilen hücrelerde EXTL3 reseptörünün ifadesini azaltıp azaltmayacağı 

qPCR ile doğrulandı. Transfekte edilen hücrelerden Qiangen RNAEasy kiti 

(üreticinin talimatları izlenerek) kullanılarak RNA izolasyonu yapıldı. Elde edilen 

RNA‘lardan BioRad iScript cDNA sentez kiti (#170-8891)  (üreticinin talimatları 

izlenerek) cDNA sentezi yapıldı.  EXTL3 geninin ifadesi Real-Time PCR ile ölçüldü.  

Ribozomal 18S geni ile normalize edilerek 2-∆∆CTyöntemi ile relatif gen ifadesi 

belirlendi. 

Tablo 3.4. RT-q PCR Reaksiyon KoĢulları 

100μM Forward Primer 0.12μl 

100μM Reverse Primer 0.12μl 

SYBR Green mix (Bio-Rad, ABD), 10μl 

Template cDNA 2μl 

RNAse-free su 7.76μl 
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Tablo 3.5. qPCR Programı 

Sıcaklık (°C) Zaman  

50ᵒC  2 dk,   

95ᵒC  10 dk,   

95 ᵒC  15 sn   40 siklus 

72ᵒC  30 sn   

 

3.2.15. Ġnsan REG1A ve Kontrol Plasmidinin Çoğaltılması 

Bu tezin yapılmasında Doç. Dr. Ahmet EKEN‘e verilen TÜBA GEBĠP bursunun 

fonundan kısmen yararlanılmıĢtır. Buradaki in vivo dataların üretilmesinde 2021/178 

ve 21/40 nolu etik kurullar kullanılmıĢtır. 

Ġnsan REG1A Lentiviral plasmid ve Kontrol plasmidi ile EB10 E.coli hattına heat-

shock yöntemi ile transforme edildi. Ardından bakteriler, ampicillinli katı besiyerine 

yayıldı. Bir gece sonra birkaç koloni seçildi ve 5 ml LB medyumu içinde çoğaltıldı. 

Çoğalan kolonilerden 100ul alınarak maxi prep için tekrar 200 ml‘lik LB içerisinde 

inoküle edildi ve maxiprep ile saflaĢtırıldıktan sonra yüksek miktarda REG1A ve 

Empty (boĢ) plasmid elde edildi. Konsantrasyonları nanodrop ile ölçüldü ve 

plasmidler enjeksiyonlarda kullanıldı. 

3.2.16. Deney Grupları ve Sayıları  

C57BL/6 erkek fareler Erciyes Üniversitesi Deneysel AraĢtırma ve Uygulama 

Merkezi'ndeki hayvan tesisinde, plastik propilen kafeslerde ve steril bir durumda oda 

sıcaklığında, patojen içermeyen koĢullar altında tutuldu. AraĢtırmada kullanılan 

C57BL/6 erkek fareler 6-8 haftalık ve 20-25 g ağırlığındaydılar. Tüm bu iĢlemler için 

HADYEK(Kurumsal Hayvan Etik Kurulu, Erciyes Üniversitesi) tarafından onay 

alındı. Farelerimiz aĢağıdaki tablodaki gibi gruplara ayrıldı ve belirtilen uygulamalar 

yapıldı. 
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Tablo 3.6. Deney Grupları ve Hayvan Sayıları 

Deney Grubu 
Hayvan 

sayısı 
Uygulama 

Naif REG1A Plasmid 5 

-1.gün REG1A plasmidi hidrodinamik 

enjeksiyon ile verildi ve baĢka iĢlem 

yapılmadı 

Naif Empty Plasmid 4 

-1.gün boĢ plasmid hidrodinamik 

enjeksiyon ile verildi ve baĢka iĢlem 

yapılmadı 

EAE REG1A Plasmid 

Reg1 plasmidi verilen  + MOG35-

55 peptidi immünizasyonu 

8 

-1.günREG1A plasmidi hidrodinamik 

enjeksiyon ile verildi ve 0.gün MOG 

verildi. 

0.gün ve 2.gün PT verildi. 
20.gün Rekombinant Ġnsan REG1A 

(25ng/ml) verildi 

EAE Empty Plasmid 

Kontrol plasmidi verilen+ 

MOG35-55 peptidi 

immünizasyonu 

7 

-1.gün boĢ plasmid hidrodinamik 

enjeksiyon ile verildi ve 0.gün MOG 

verildi. 

0.gün ve 2.gün PT verildi. 

20.gün Rekombinant Ġnsan REG1A 

(25ng/ml) verildi 

3.2.17. Hidrodinamik Enjeksiyonla REG1A İn Vivo Overexpresyonu 

BoĢ plasmid ve REG1A plasmid DNA‘ları hidrodinamik enjeksiyon ile fare 

gruplarına 15 μg/mL olarak 2 mL volümde kuyruk veninden 10 sn içerisinde 

PBSiçerisinde verildi (Eken ve ark., 2014; Eken ve ark., 2021). Bu yöntemle sistemik 

dağılan plasmid uygulanan kuvvetle özellikle karaciğer ve dalak hücrelerine ve 

endoteline girmekte ve baĢta karaciğer olmak üzere birçok organda eksprese 

edilmektedir. Farelerin karaciğer, dalak ve beyinlerinden RT-qPCR ile gen 

overekspresyonu bir grup ekstra farede konfirme edildi ve sonrasında EAE 

deneylerine geçildi.  

3.2.18. MOG35-55 Peptidi Ġmmünizasyonu ile Akut DOE (EAE) GeliĢtirilmesi 

ve Hastalık Skorlaması 

1 mg/ml PBS içinde hazırlanan MOG35-55 peptidinden 2 mg/ml alınarak, 40 mg/ml 

inaktive edilmiĢ Mycobacterium Tuberluosis ekleyerek güçlendirip hazırladığımız 

Complete Freund‘s Adjuvant‘dan yine 1:1 oranında alınıp cam Ģırınga içinde ve 

stopcock (bağlantı) aracılığıyla karıĢtırırak emülsiyon hazırlanmıĢ ve farelerin sağ ve 

sol kalça/abdomen birleĢim bölgesine subkutan olarak 100‘er µl emülsiyon enjekte 
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edilmiĢtir. Ayrıca immünizasyonun yapıldığı gün (0‘ıncı) ve 2‘nci gün 200‘er ng 

Pertussiss Toxin (200µl PBS içinde) intraperitonel olarak enjekte edildi ve farelerin 

hastalık derecesi skorlanarak deneysel otoimmün ensefalomiyelit (EAE) hastalığının 

Ģiddeti günlük izlendi (ġekil 3.4). EAE geliĢimi daha önce belirtildiği üzere Ģu 

kriterlere göre skorlandı: Kuyruk zayıflığı: 1; arka ayaklarda zayıflık ve ters 

çevrilen farenin dönme yetisini kaybetmesi: 2; arka ayaktan birinde felç: 2.5; iki arka 

ayakta felç: 3; ön tek ayakta felç: 3.5; ön ik ayakta felç: 4; moribund:5 (Eken ve ark 

2017).  

3.2.19. Beyin ve Omurilik’ten Lenfosit Elde Edilmesi 

Fareler anestezi ile uytulup kalp açılarak sol vetrikülden 10 mL 1X PBS ile 

perfüzyon yapıldı ve 3 kez tekrar edildi. Ardından beyin ve omurilik alınıp 1X P PBS 

solüsyonu içeren ependorf tüplere alındı iĢleme alınana kadar ependorf tüpler buzda 

bekletildi. 2.5mg/ml kollojenaz içeren DMEM medyumundan 1 ml alınıp 10 cm 

kültür tabağına aktarıldı ve organlar skalpel ile 1 mm parçalara ayrıldı. 37°C‘de 30 

dk enzimatik muamele sonucu oluĢan tek hücre karıĢımı 70 µm‘lik filtreden geçirildi. 

1200 rpm‘de 5 dk santrifüj edildi ve pellet % 40‘lik 5 ml Percoll içinde çözüldü. 

15ml falcon tüpe %90 Percol 5 mL ilave edilip üzerine %40‘lık hücre süspansiyonu 

döĢendi. Oda sıcaklığında 20 dk 500 g‘de frensiz olarak döndürüldü. Orta kısımdaki 

haleden lenfositler toplanıp 10% FBS içeren RPMI 1640 içinde çözüldü ve 

deneylerde kullanmak üzere hücre sayımı yapıldı. 
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A 

 

B 

 

ġekil 3.4. Deney akıĢ Ģeması-3. REG1A veya boĢ plasmid enjeksiyonundan bir gün sonra 

Complete Freund‘s Adjuvant/MOG35-55/ immünizasyonu yapıldı, immünizasyondan 20 
gün sonra ise 1 doz Rekombinant insan REG1A proteini (25ng/ml) verildi. 3 gün sonrasında 

ise fareler sakrifiye edildi. 

 

-1.Gün 0.Gün

REG1A plazmid
enjeksiyonu

Lenf nod ve Dalağın 
İşlenmesi

8.Gün

Naif grup

-1.Gün 0.Gün 2.Gün

REG1A plazmid enjeksiyonu

MOG+CFA/PT enjeksiyonu

PT enjeksiyonu

Klinik skorlama ve ağırlık kaybı ölçümü 

REG1A proteini enjeksiyonu

9.Gün 23.Gün20.Gün

Beyin, Lenf nod ve Dalağın İşlenmesi

CD4, CD8
IL-2, IL-10, IL-17, IL-22, 
TNF-a, IFN-g, GMCSF

CD11b -CD11c 

FOXP3, CD25
ICOS, KLRG1, PD1 

DOE grup
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3.2.20. Dalak ve Lenf Nodundan Lenfosit Elde Edilmesi 

Fareler sakrifiye edildikten sonra düz bir zemine sabitlendi. Karın bölgesinden kesi 

açılarak dalak ve lenf nodlar çıkartıldı. Ayrı ayrı 1X PBS solüsyonu içeren ependorf 

tüplere alındı iĢleme alınana kadar ependorf tüpler buzda bekletildi. Dalak ve lenf 

nodu 1X PBS ile hücre parçalayıcı (Cell Strainer-70 μm çapında) yardımıyla ezilerek 

400 g‘de 5 dakika santrifüj yapılarak süpernatant döküldü. Dalak dokularının üzerine 

kırmızı kan hücre liziz (Red Cell Lizis) solüyonundan 1 ml eklenerek 5 dk. oda 

ısısında inkübe ettikten sonra 400 RCF de 5 dakika santrifüj yapılarak süpernatant 

döküldü. Dalak ve lenf nodları 2 kez steril PBS ile yıkandıktan sonra 1 ml complete 

medyumda çözülerek deneylerde kullanıldı. Red Cell Lizis buffer (Cat No: 420302) 

10X'lik bir çözelti olarak satın alındı ve deiyonize suda 1X'e seyreltililerek kullanıldı. 

3.2.20.1. Yüzey boyama protokolü  

YaklaĢık 1x10
6
 hücre 100 ul boyama solüsyonu (PBS, %2 FBS ile desteklenmiĢ) 5 

dakika boyunca 10ul Fc-blok eklenerek bloke edildi. Daha sonra yüzey boyaması 

için hücreler yüzey antijenine özgü florokrom-konjuge antikor ile 20 µL boyama 

solüsyonu eklenerek karanlıkta buz üzerinde 30 dakika boyunca boyandı. Daha sonra 

hücreler, 3 dakika boyunca 400 g'de döndürülerek iki kez boyama solüsyonu ile 

yıkandı.  

3.2.20.2. Hücre içi sitokin boyama (ICC) protokolü  

Beyin, lenf nod ve dalaktan elde edilen hücreler 96-kuyulu yuvarlak uçlu tabaklara 

alınıp RPMI (10% FBS+Anti-anti içeren) kültür medyumu içinde PMA (50ng/ml) 

Ionomycin (1µg/ml) ve Golgi Plug (1µl/ml) ile 4 saat uyarıldı. Buz üzerine alınan 

kültür tabağındaki örnekler 5 dk 1µg/ml anti-mouse CD16/CD32 ile muamele edilip 

Fc reseptörleri bloke edilip, ardından anti-TCRa/b-FITC ile 15 dk buz üzerinde 

yüzey boyamasına tabi tutuldu. 400 g‘de 3 dk santrifüjden sonra hücreler boyama 

solüsyonu ile yıkandı. Fixation/Permeabilization Kit With BD GolgiStop 

(Cat.No:554715)‘daki fiksatiften 100µl kullanılarak hüceler 15 dk 4°C‘de fikse 

edildi. permeabilize etmek için kitteki BD Perm/Wash™ tampondan 1X kullanıldı ve 

pellet içinde iki kez yıkandı. Daha sonra florokrom-konjuge antikorlar ile 20 µL 

Perm buffer içinde 30 dk 4°C‘de boyandı. Ġki kez boyama solüsyonu ile yıkanan 

hücreler 200 µL boyama solüsyonunda çözdürülüp FACS AriaIII ile incelendi. 
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3.2.21. Ġstatistik Analiz 

Shapiro–Wilk test ile veri normal dağılımı incelenip Student's t-test, Man Whitney U 

test, ANOVA ve non-parametrik testler uygulandı. Normal dağılan veriler için çoklu 

karĢılaĢtırmalarda ANOVA multiple comparison test sonrasında Tukey‘s düzeltmesi 

ile uygulanmıĢtır. Normal olmayan dağılımlarda non-parametrik Kruskal Walis test 

ise Dunn‘s düzeltmesi yapılarak kullanılmıĢtır. Ġkili karĢılaĢtırmalarda Student‘s t 

test veya Mann Whitney den birisi tercih edilmiĢtir. Bütün durumlarda p ≤ 0.05 

anlamlı kabul edildi (* p ≤ 0.05, ** p ≤0.01, *** p ≤ 0.005, **** p ≤ 0.001). Flow 

sitometri datalarinin analizi için Flowjo (10.0.6) programı, ve istatistiksel analiz için 

GraphPad Prism 9 yazılımı kullanıldı. 

Tablo 3.7. İn vivo Deneylerde Kullanılan Boya KarıĢımları 

KarıĢım 1 

BV510 CD4 0,2 μl (0,2 mg/ml stoktan) 

APC/Cyanin7 CD8 0,2 μl (0,2 mg/ml stoktan) 

APC IL17 0,2 μl (0,2 mg/ml stoktan) 

PE IL22 0,2 μl (0,2 mg/ml stoktan) 

PercpCy5.5 IL2 0,2 μl (0,2 mg/ml stoktan) 

PE/Cyanin7 IL10 0,2 μl (0,2 mg/ml stoktan) 

KarıĢım 2   

PE CD4 0,2 μl (0,2 mg/ml stoktan) 

APC/Cyanin7 CD8 0,2 μl (0,2 mg/ml stoktan) 

PE/Cyanin7 IFNg 0,2 μl (0,2 mg/ml stoktan) 

PE Dazzle 594 TNFa 0,2 μl (0,2 mg/ml stoktan) 

PercpCy5.5 GMCSF 0,2 μl (0,2 mg/ml stoktan) 

KarıĢım 3   

PE CD4 0,2 μl (0,2 mg/ml stoktan) 

PercpCy5.5 CD25 0,2 μl (0,2 mg/ml stoktan) 

APC FOXP3 0,2 μl (0,2 mg/ml stoktan) 

KarıĢım 4   

BV510 CD4 0,2 μl (0,2 mg/ml stoktan) 

BV421 ICOS 0,2 μl (0,2 mg/ml stoktan) 

APC KLRG1 0,2 μl (0,2 mg/ml stoktan) 

PercpCy5.5 PD-1 0,2 μl (0,2 mg/ml stoktan) 

PE FOXP3 0,2 μl (0,2 mg/ml stoktan) 

KarıĢım 5   

PE CD11c 0,2 μl (0,2 mg/ml stoktan) 

APC CD11b 0,2 μl (0,2 mg/ml stoktan) 
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4. BULGULAR 

4.1. Reg Proteinlerinin Staphylococcus aureus üzerine etkisi 

Reg proteinlerinin antimikrobiyal etkinliğini belirlemek amacıyla REG1A, REG3A 

ve REG3G‘ nın farklı konsantrasyonlarının ve Staphylococcus aureus bakterisinin 

ekimi materyal metot kısmında anlatıldığı gibi gerçekleĢtirildi. Ertesi gün petri 

kaplarında çoğalan bakteri kolonileri sayıldı. Kontol grubu olarak sadece 

Staphylococcus aureus bakterisinin ekim yapıldığı 2‘ser petri kullanıldı. Konrol 

gruplarına göre kıyasladığımızda her üç reg proteininin farklı konsatrasyonlarında 

koloni sayılarında azalma belirlendi (ġekil 4.1). 

 

 

ġekil 4.1. S. aureus üzerine REG1A, REG3A ve REG3G proteinlerinin anti-mikrobiyal 

etkisi. Her üç reg proteininin farklı konsatrasyonların konrol gruplarıyla kıyasladığımızda 
koloni sayılarında azalma belirlendi. 
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4.2. REG1A, REG3A ve REG3G’nin Farklı Dozlarının Jurkat Hücrelerinde ve 

PBMC’lerde Apoptoz Üzerine Etkisinin Ġncelenmesi 

REG proteinlerinin T hücre hattı olan Jurkat hücreleri üzerine apoptoz etkisini 

araĢtırdık. Jurkat hücreleri yöntem bölümünde anlatıldığı gibi çoğaltıldı. Literatür 

taraması yapılarak uygulanacak REG dozlarını 1ng, 10 ng, 50 ng olarak belirlendi. 

Jurkat hücreleri, 24 saat boyunca REG1A, REG3A ve REG3G‘nin farklı 

konsantrasyonları ile birlikte anti-human CD3/28 ile uyarıldı. Apoptoz boyamasının 

ardından FACS AriaIII cihazında hücrelerin apoptoz yüzdeleri ölçüldü. Üç farklı 

REG proteinimiz ve her biri için belirlenen dört farklı doz vardı. Deneydeki tüm 

dozlar sadece anti-human CD3/28 ile uyardığımız kontrol gurubu hücreler (0 pg ve 0 

ng ile gösterilmiĢtir) ile karĢılaĢtırılmıĢtır. Sonrasında deneylerimizi 1 pg, 10 pg, 100 

pg, 1000 pg dozlarıyla gerçekleĢtirdik. 

Jurkat hücrelerinde REG1A‘nın ng dozları apoptozu etkilememiĢken 10 pg dozunda 

anti-human CD3/28 olanlara kıyasla apoptotik hücreler bir miktar artmıĢtır ancak 

anlamlı değildir. REG3A ve REG3G‘nin ng ve pg dozlarında ise anlamlı bir fark 

gözlenmemiĢtir (ġekil 4.2) 

Deneylerimize PBMC‘ler ile devam edebilmek amacıyla periferik kan mononükler 

hücrelerin yöntem kısmında anlatıldığı gibi izolasyonu gerçekleĢtirildi. Anti-CD3/28 

ekleyerek uyardığımız hücreler (0 pg ve 0 ng ile gösterilmiĢtir) stimülasyonlu kontrol 

grubu olarak kullanıldı. Primer hücreler üzerine anti-CD3/28 ve REG1A, REG3A ve 

REG3G‘nin ng ve pg dozları eklendi ve 24 saat uyarım yapıldı. Apoptoz 

boyamasının ardından FACS AriaIII cihazında hücrelerin apoptoz yüzdeleri ölçüldü. 

PBMC‘lerde REG1A‘nın 0,5 ng ve 50 ng dozları kontrol gurubu ile kıyaslandığında 

apoptoz yüzdesi anlamlı olarak artmıĢtı (p≤0.05; p≤0.005). Ayrıca REG1A‘nın 1 pg 

dozu kontrol gurubu ile kıyaslandığında anlamlı olarak azalmıĢtı (p≤0.001) ancak 10 

pg, 100 pg ve 1000 pg dozlarındaki azalma anlamlı değildi (ġekil 4.3).  

REG3A ve REG3G‘nin tüm 0,5 ng, 1 ng, 10 ng ve 50 ng dozları kontrol gurubu ile 

kıyaslandığında apoptoz yüzdesinde anlamlı olarak artıĢ görülürken  (p ≤ 0.001; 

ġekil 4.3). 1 pg, 10 pg, 100 pg ve 1000 pg dozları kendi kontrol grubu ile 

kıyaslandığında apoptoz yüzdelerinde anlamlı bir farklılık görülmemiĢtir.  
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ġekil 4.2. REG1A, REG3A ve REG3G‘nin ng ve pg dozları Jurkat hücrelerinin canlılığını 

etkilemedi. (A) Pg dozlarında REG1A, REG3A ve REG3G varlığında Jurkat hücresindeki 
apoptoz miktarlarının flow sitometri ile gösterimi (B) ng dozlarda apoptoz yüzdelerinin bar 

grafiği ile gösterimi. (C) pg dozlarında apoptoz yüzdelerinin bar grafik gösterimi. 
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ġekil 4.3. REG1A, REG3A ve REG3G‘nin ng ve pg dozları PBMC‘lerin canlılığını 
etkilemedi. (A) Pg dozlarında REG1A, REG3A ve REG3G varlığında Primer hücrelerde 

apoptoz miktarlarının flow sitometri gösterimi (B) ng dozlarda apoptoz yüzdelerinin bar 

grafik ile gösterimi. (C) pg dozlarında apoptoz yüzdelerinin bar grafik gösterimi.* p ≤ 0.05,  

*** p ≤ 0.005, **** p ≤ 0.001 
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4.3. REG1A, REG3A ve REG3G’nin Farklı Dozlarının Jurkat Hücrelerinde ve 

PBMC’lerde Proliferasyona Etkisi 

Jurkat hücreleri ve PBMC‘leri, Tag-it-violet boyası ile %5 FBS‘li PBS içerisinde 5dk 

karanlık oda ısısında boyandı. Etiketlemenin ardından belirlenen Reg dozlarının ng 

ve pg konsantrasyonları ile dört gün kültüre ettikten sonra flow sitometride 

hücrelerin proliferasyon yeteneklerini kıyasladık. Jurkatlar kendiliğinden çoğalabilen 

hücre hattı olduğu için hücrelerin çoğu kendiliğinden bölünme geçirdi. Bu yüzden 

Unstim koĢuldaki hücrelerde de çoğalmanın fazla olduğu görüldü. 

Jurkat hücrelerinin proliferasyon yeteneği kontrol ile karĢılaĢtırıldığında REG1A‘nın 

ng dozlarında anlamlı fark gözlenmedi. Mutlak sayılarında ng dozlarında kontrole 

göre azalma gözlendi ancak istatistiksel olarak anlamlı değildi.  REG1A‘nın pg 

dozlarında yüzde olarak anlamlı fark gözlenmedi. Mutlak sayılarında ise ng 

dozlarında kontrole göre istatistiksel olarak anlamlı olmayan bir azalma, 1pg ve 10 

pg dozlarında ise kontrole göre istatistiksel olarak anlamlı bir azalma gözlendi 

(p≤0.05; ġekil 4.4).  

REG3A‘nın ng dozları kontrol grubu karĢılaĢtırıldığında kontrol grubuna kıyasla 

yüzde ve mutlak sayılarında doza bağlı bir azalma gösterirken pg dozlarında ise doza 

bağlı bir artıĢ gözlendi ancak anmlı değildi (ġekil 4.4). REG3G‘nin ng ve pg dozları 

kontrol grubu ile karĢılaĢtırıldığında kontrol grubuna kıyasla yüzde ve mutlak 

sayılarında azalma gösterdi ancak bu istatistiksel olarak anlamlı değildi (ġekil 4.4). 

Bu sonuçlar REG1A‘nın, T hücre proliferasyonu üzerine bifazik etkiler olabileceğini, 

REG3A ve REG3G proteinlerinin major ve doza bağlı etkisi olmadığını 

göstermektedir. Öte yandan Reg proteinlerinin farklı dozlarında proliferasyonda hiç 

fark gözlemleyememiĢken Reg koyduğumuz stimülasyonlu hücrelerin küçülerek 

boyutlarının etkilendiği görüldü. UyarılmamıĢ hücreler daha yaygın ve büyüklerken 

özellikle REG3G‘nin 1ng dozunda hücreler daha büyükken, 10 ng ve 50 ng de 

hücrelerin boyutları daha küçüktü. Bu durumu bize hücreler daha hızlı bölündükleri 

için boyutlarının küçük olabileceğini düĢündürmektedir.PBMC‘lerde REG1A‘nın 

1ng dozunda kontrol grubuna kıyasla prolifere olan hücrelerin yüzdesinde anlamlı 

artıĢ vardı, diğer dozlarda ise farklılık gözlenmedi (p≤0.05; ġekil 4.5)  
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REG3A‘nin 0,5 ng ve 1 ng dozlarıda kontrol grubuna kıyasla anlamlı artıĢ vardı. 

(p≤0.005, p≤0.001). Pg dozlarda yüzde ve mutlak hücre sayılarında farklılık 

gözlenmedi. 10 pg dozdaki mutlak hücre sayısındaki azalma anlamlıdır (p≤0.05; 

ġekil 4.5). REG3G‘nin 0,5 ng ve 1 ng dozlarında kontrol grubuna kıyasla anlamlı bir 

artıĢ vardır. Özellikle 100 pg‘da proliferasyon yüzdesindeki azalma anlamlı 

bulunmuĢtur (p ≤ 0.05; ġekil 4.5). 

A 

 
 

 

ġekil 4.4. REG1A, REG3A ve REG3G‘nin ng ve pg dozları Jurkat hücrelerin proliferasyon 

kabiliyetini etkilemedi. (A) Pg dozlarında Taq-it violet ile boyanmıĢ Jurkat hücrelerin 
proliferasyon miktarlarının flow sitometri gösterimi. 
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ġekil 4.4. REG1A, REG3A ve REG3G‘nin ng ve pg dozları Jurkat hücrelerin proliferasyon 
kabiliyetini etkilemedi. (B) ng dozlarda proliferasyon yüzde ve mutlak sayı bar grafik 

gösterimi. (C) Pg dozlarda proliferasyon yüzde ve mutlak sayı bar grafik gösterimi. * p ≤ 

0.05 (Devamı) 

4.4. REG1A, REG3A ve REG3G’nin Farklı Dozlarının Jurkat Hücrelerinde ve 

PBMC’lerde IL-2 Sitokinin Üretimi Üzerine Etkisi 

T hücrelerindeki IL-2 üretimini belirlemek amacıyla Jurkat hücrelerini anti-CD3/28 

ile altı saat uyardıktan sonra hücre içi sitokin üretiminin tespiti için florofor konjuge 

antikor ile boyandı. Flow sitometride IL-2 sitokin üretimi analiz edildi. Anti-CD3/28 

ile uyardığımız Jurkat hücreleri unstim‘deki uyarım yapmadığımız hücrelere kıyasla 

anlamlı olarak daha yüksek bir IL-2 ifadesi gösterdi (p≤0.01; ġekil 4.6). 
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ġekil 4.5. REG1A, REG3A ve REG3G‘nin ng ve pg dozları PBMC‘lerin proliferasyon 

kabiliyetini etkilemedi. (A) Pg dozlarında Taq-it violet ile boyanmıĢ PBMC‘lerin 

proliferasyon miktarlarının flow sitometri gösterimi. (B) ng dozlarda proliferasyon yüzde ve 
mutlak sayı bar grafik gösterimi. * p ≤ 0.05, ** p ≤0.01, *** p ≤ 0.005, **** p ≤ 0.001 
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C 

 

ġekil 4.5. PBMC‘lerin REG1A, REG3A ve REG3G‘nin ng dozlarında daha iyi çoğalırken 

pg dozları proliferasyon kabiliyetini düĢürdü. (C) Pg dozlarda proliferasyon yüzde ve mutlak 
sayı bar grafik gösterimi. * p ≤ 0.05, **** p ≤ 0.001 (Devamı). 
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ġekil 4.6. Anti-CD3/28 ile uyarılan Jurkat hücrelerinde IL-2 üretimi artmıĢtır. (A) Jurkat 

hücrelerinin IL-2 üretim miktarlarının flow sitometri gösterimi (B) IL-2 üretim miktarlarının 

yüzde bar grafiği. ** p ≤0.01 

Jurkat hücrelerini PMA, Ġonomycin, Golgi stop ile dört saat aktive ettik. Sonra hücre 

içi sitokin boyaması yaparak flow sitometride analizi gerçekleĢtirdik. REG1A‘nın ng 

dozlarında IL-2 üretimi kontrol grubuna kıyasla yüzde ve MFI sayılarında azalma 

gözlenmiĢken pg dozlarında artıĢ gözlendi. REG3A da ng ve pg dozlarında kontrol 

grubuna kıyasla yüzde olarak üretimde azalma vardı (p ≤ 0.05). REG3G 50 ng 

dozdaki MFI sayısı istatistiksel olarak anlamlı olarak artmıĢtır (p ≤0.01; ġekil 4.7). 

Pg dozlarında yüzde ve MFI sayılarında ise fark gözlenmemiĢtir. 
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ġekil 4.7. REG1A, REG3A ve REG3G‘nin ng ve pg dozları Jurkat hücrelerinde IL-2 

üretimi. (A) Pg dozlarında IL-2 üretim miktarının flow sitometri gösterimi (B) ng dozlarda 
IL-2 üretiminin yüzde ve MFI bar grafiğinde gösterimi. (C) Pg dozlarda IL-2 üretiminin 

yüzde ve MFI bar grafiğinde gösterimi. * p ≤ 0.05, ** p ≤0.01 
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PBMC ‗leri alarak pg dozları ile birlikte anti-CD3/28 ve Golgi stop varlığında 6 saat 

kısa vadeli uyarım yapıldı ve sonra hücre içi boyama ile IL-2 üretimlerine bakıldı. 

Kısa süreli anti-CD3/28 ile TCR sinyal yolağı aktivasyonuna baktığımızda her üç 

Reg proteinin ng ve pg dozlarda yüzde IL-2 üretiminde bir miktar azalma 

görülmüĢtür (ġekil 4.8). 

PBMC‘ leri benzer Ģekilde 3 gün uzun süre anti-CD3/28 aktivasyonuna maruz 

bırakıp yine T hücre reseptör sinyal yolağına baktığımızda ise her üç Reg proteinin 

pg dozlarında yüzde IL-2 üretiminde bir miktar artıĢ görülmüĢtür. PBMC‘leri 3 gün 

uzun süre anti-CD3/28 aktivasyonuna maruz bırakıp ardından PMA, Ġonomycin, 

Golgi Plug ile 4 saat uyardığımızda ise düĢüĢ doz olan 1 pg‘ da bir miktar artiĢ 

gözlenmiĢtir (ġekil 4.9). 

Bu deneylerde uzun süreli anti-CD3/CD28 aktivasyonu sonrası REG1A maruziyeti 

açısından düĢük ve yüksek dozlarda farklı olmak üzere bifazik bir etki olduğu 

söylenebilir. Ancak deneylerin hepsi göz önüne alındığında REG proteinlerinin 

doğrudan T hücrelerinin IL-2 üretiminde doza bağlı, tutarlı genellenebilir azaltıcı 

veya artırıcı etkisinin olmadığı ortaya çıkmıĢtır. Projenin geri kalan kısmında 

REG1A‘nın hem nöronlarda daha önce denenmiĢ olması nedeniyle (Van Ba ve ark, 

2012) hemde deneylerde bütçeyi yetirebilmek amacıyla sadeleĢtirme yapılarak 

sadece REG1A proteini ile devam edilmiĢtir. 

4.5. REG1A’nın Primer Hücrelerde CD25, CD69, CD127 gibi Aktivasyon 

Markırları Üzerine Etkisi 

PBMC‘lerden manyetik ayırma yöntemiyle CD4
+
 T hücrelerinin seçilimi yapıldı. 

CD4
+
 T hücreleri anti-CD3/28 ve REG1A proteininin dozlarıyla kültür edildikten 

sonra Tablo 3.1 de verilen karıĢım ile yüzey boyama gerçekleĢtirildi. REG1A‘nın 

verildiği farklı dozlarda yüzde analiz sonuçlarında kontrol grubuna kıyasla CD25, 

CD69 ve CD127 ifadelerinde doza bağlı anlamlı bir fark gözlenmedi (ġekil 4.10). 

MFI sayıları değerlendirildiğinde CD69 ve CD25 ifadelerinde anlamlı bir fark 

gözlenmezken CD127 ifadesi kontrol grubuna kıyasla anlamlı olarak azalmıĢtır (p≤ 

0.05, p ≤0.01, ġekil 4.10). Bu sonuçlar REG1A proteinin T hücre aktivasyon 

markırları üzerine çok etkisi olmadığını göstermektedir. 
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ġekil 4.8. REG1A, REG3A ve REG3G‘nin ng ve pg dozları PBMC‘lerde IL-2 üretimi 

miktarlarında anlamlı bir fark gözlenmedi  (A) Pg dozlarında kültürü sonucu proliferasyon 

flow grafikleri (B) ng dozlarda IL-2 üretiminin yüzde ve MFI bar grafiğinde (C) pg 
dozlarında IL-2 üretiminin yüzde ve MFI bar grafiğinde gösterimi. p≤0.001 
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ġekil 4.9. Uzun süre antiCD3/28 ile aktive edilen PBMC‘lerin (A) yüzde ve MFI bar grafiği 

gösterimi (B)  PI-Gstop ile uyarım sonrası yüzde bar grafiği gösterimi. 
*p≤0.05,**p≤0.01,***p≤0.005,****p≤0.001 

 

4.6. REG1A’nın Primer Hücrelerde Th2 FarklılaĢması Üzerine Etkisi 

CD4
+
 T hücreleri yöntem kısmında belirtildiği gibi manyetik ayırma yöntemiyle 

izole edildi. Hücreler eĢit miktarda anti-CD3/28 kaplanmıĢ pleyte dağıtıldıktan sonra 

farklılaĢma sitokinleri (IL-4, anti-IFN-g) ve REG1A‘nın dozları eklenerek polarize 

edilen hücreler farklılaĢma sonunda PMA, Ġonomycin ve golgi stop ile uyarıldı. Ġmza 

sitokini olan IL-4‘ün hücre içi sitokin boyaması yapıldı ve ürettikleri sitokin 

miktarları flow sitometri ile analiz edildi. 

REG1A‘nın pg dozlarında yüzde IL-4 üretiminde kontrol grubuna kıyasla fark 

yoktur. MFI sayıları değerlendirildiğinde IL-4 üretimi kontrol grubuna kıyasla 
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artmıĢtır. Mutlak hücre sayısı ise doza bağlı olarak artmıĢtır ancak anlamlı değildir 

(ġekil 4.11). 

4.7. REG1A’nın Primer Hücrelerde Th17 FarklılaĢması Üzerine Etkisi 

Ġzole edilen CD4
+
 T hücreleri eĢit miktarda anti-CD3/28 kaplanmıĢ pleyte 

dağıtıldıktan sonra farklılaĢma sitokinleri ve REG1A‘nın farklı dozları eklenerek 

polarize edildi. FarklılaĢmanın son gününde hücreler PMA, Ġonomycin ve golgi stop 

ile uyarıldı. Ġmza sitokinler olan IL-17, IL-22 ve GMC-SF miktarlarını belirlemek 

için hücre içi sitokin boyaması yapıldı ve ürettikleri sitokin miktarları flow sitometri 

ile analiz edildi.  

REG1A‘nın yüzde analiz sonuçlarında kontrol grubuna kıyasla IL-17 frekansı 

anlamlı öçüde azalmıĢ ve Th17 farklılaĢmasını etkilemiĢtir (p≤0.01, p≤0.005, 

p≤0.001; ġekil 4.12).  
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ġekil 4.10. Farklı konsantrasyonlarda pg dozlarında REG1A varlığında primer T hücresinde 

CD25, CD69, CD127 gibi aktivasyon belirteçlerinin ifade miktarlarında anlamlı bir fark 

gözlenmedi. (A) CD69, CD127, CD25 hücrelerinin flow sitometri kapılaması 
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ġekil 4.10. Farklı konsantrasyonlarda pg dozlarında REG1A varlığında primer T hücresinde 
CD25, CD69, CD127 gibi aktivasyon markırlarının ifade miktarlarında anlamlı bir fark 

gözlenmedi. (B) CD69, CD127 ve CD25, hücrelerinin yüzde ve MFI bar grafiği gösterimi. 

*p≤0.05,**p≤0.01,****p≤0.001 (Devamı) 
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ġekil 4.11. Farklı konsantrasyonlarda REG1A‘nın primer T hücresine verilmesi sonrasında 

Th2 polarizasyonu IL-4 üretiminde anlamlı bir fark gözlenmedi. (A) Primer hücrelerde 

REG1A‘nın pg dozlarında kültürü sonucu IL-4 ifade eden hücrelerin flow sitometri 

kapılaması (B) IL-4 üretiminin yüzde, MFI ve mutlak sayı bar grafiği gösterimi. 
***p≤0.005,****p≤0.001 
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ġekil 4.12. Farklı konsantrasyonlarda REG1A varlığında primer T hücresinde IL-17 üretimi 

azaltmıĢtır. (A) Primer hücrelerde REG1A‘nın pg dozlarında kültürü sonucu IL-17 ifade 

eden hücrelerin flow sitometri kapılaması. 
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ġekil 4.12. Farklı konsantrasyonlarda REG1A varlığında primer T hücresinde IL-17 üretimi 

azaltmıĢtır. (B) IL-17 üretiminin yüzde, MFI ve mutlak sayı bar grafiği gösterimi. (C) IL-22 

ve GMCSF üretiminin yüzde ve MFI bar grafiği gösterimi. (D) GMC-SF üretiminin yüzde 

ve MFI bar grafiği gösterimi (Devamı). 

Ancak bu polarizasyon kondüsyonlarında yüksek doz REG1A ifadesi hücre ölümünü 

artırmıĢtır. REG1A‘nın MFI sayıları değerlendirildiğinde IL-17 üretiminde fark 

gözlenmezken mutlak hücre sayısı ise doza bağlı azalmıĢtır ve 1000 pg dozda 

anlamlı azalma vardır (p≤0.01). Dolayısıyla IL-17A üzerindeki inhibisyonun kısmen 

hücre ölümünü artırarak olduğu öngörülebilir. IL-22 üretiminde yüzde ve MFI olarak 

fark gözlenmemiĢtir. GMC-SF üretimi yüzde ifadesinde doza bağlı bir azalma 
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göstermiĢ olup 1000 pg dozdaki azalma anlamlıdır (p≤0.05; ġekil 4.12). MFI sayıları 

değerlendirildiğinde anlamlı farklılık gözlenmemiĢtir 

4.8. REG1A’nın Primer Hücrelerde Treg FarklılaĢması Üzerine Etkisi 

Ġzole edilen CD4
+
 T hücreleri eĢit miktarda CD3 kaplanmıĢ pleyte dağıtıldıktan sonra 

farklılaĢma sitokinleri, CD28 ve REG1A‘nın dozları eklenerek polarize edildi. 

Ardından hücreler PMA, Ġonomycin ve golgi stop ile uyarıldı. Daha sonra konrol 

noktası inhibitörlerinin analizi için yüzey boyaması ve ardından FOXP3 için 

transkripsiyon faktör boyaması yapıldı. CD4
+
 T hücrelerinin ifade ettiği FOXP3

+
 ve 

FOXP3
-
 hücreler kapılandı. Daha sonra FOXP3

+
 ve FOXP3

-
 hücreler içinden CTLA-

4, KLRG1 ve PD1 kapılamaları gerçekleĢtirilerek kontrol noktası inhibitörlerinin 

analizi yapıldı (ġekil 4.13).  
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ġekil 4.13. Farklı konsantrasyonlarda REG1A varlığında primer T hücresinde FOXP3 

ifadesi. (A) Primer hücrelerde REG1A‘nın pg dozlarında lenfositlerin ve FOXP3
+ 
hücrelerin 

flow kapılaması (B) FOXP3 ifadesinin yüzde bar grafiği gösterimi. 
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Kontrol noktası inhibitörlerinin ifadesine baktığımızda ise FOXP3
+
 ve FOXP3

- 

hücrelerde kontrol grubuna kıyasla yüzde KLRG1 ve PD1 ifadesi REG1A‘nın düĢük 

dozlarında azalmıĢken yüksek dozda biraz daha artmıĢtır (p≤0.05; ġekil 4.14). Yüzde 

CTLA-4 ifadesinde ise bir fark gözlenmemiĢtir. 
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ġekil 4.14. FOXP3
+
 ve FOXP3

-
 hücrelerde kontrol noktası inhibitörlerinin ifadesi  (A) 

FOXP3
+
 ve FOXP3

-
 hücrelerde KLRG1, CTLA-4 ve PD-1 ifadesinin yüzde bar grafiği 

gösterimi.*p≤0.05,**p≤0.01 
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4.9. REG1A’nın Antijen Sunucu Hücrelerin Matürasyonu Üzerine Etkisi 

PBMC‘lerden izole edilen CD14
+
 monositler eĢit miktarda pleyte dağıtıldıktan sonra 

dendrititk hücre (DC) farklılaĢma sitokinleri (GM-CSF ve IL-4) ve REG1A‘nın 100 

pg ve 1000 pg dozları eklenerek 4 gün polarize edildi. Ardından hücreler curdlan ve 

LPS ile uyarıldı. Daha sonra immatur ve mature DC‘ler için Tablo 3.3 deki karıĢım 

ile yüzey boyaması yapıldı. Flow sitometri ile bu moleküllerin ifadesi analiz edildi. 

REG1A‘nın 100 pgve 1000 pg dozları CD11c yüzde ve MFI sayılarını anlamlı olarak 

arttırmıĢtır (p≤0.05, p≤0.01, p≤0.005, p≤0.001). Farklı REG1A dozları ise CD86, 

ICOS ve MHCII ifadesinde yüzde ve MFI olarak fark oluĢturmamıĢtır (ġekil 4.15). 
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ġekil 4.15. Farklı konsantrasyonlarda REG1A varlığında DC‘lerin ifade ettiği yüzey 

markırlarının karĢılaĢtırılması. (A) Dentritik hücrelerde REG1A‘nın pg dozlarında CD11c, 

CD86, ICOS ve MHCII ifade eden hücrelerin flow kapılaması. 
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ġekil 4.15. Farklı konsantrasyonlarda REG1A varlığında DC‘lerin ifade ettiği yüzey 

markırlarının karĢılaĢtırılması (B) CD11c, CD86, ICOS ve MHCII ifadelerinin yüzde ve 

MFI bar grafiği gösterimi. *p≤0.05,**p≤0.01,***p≤0.005,****p≤0.001 (Devamı) 
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4.10. Jurkat Hücrelerinde ve Primer Hücrelerde EXTL3 Reseptörünün 

Knockdownu 

EXTL3 literatürde REG1A/REG3A‘nın potansiyel reseptörlerinden birisi olarak 

ortaya atılmıĢtır (Shin ve ark., 2019). Jurkat hücrelerinde ve primer hücrelerde 

Neon® Transfection System kiti kullanılarak siRNA‘lar transfekte edilerek ve 

susturma iĢlemi gerçekleĢtirildi. Transfeksiyondan 2 gün sonra Primer hücrelerde 

EXTL3 reseptörünün ifadesinin azaldığı Real-Time qPCR ile doğrulandı (p≤0.01; 

ġekil 4.16).  
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ġekil 4.16. CD4
+ 
T hücrelerinde tranfeksiyon ile susturma sonrası EXTL3 ifadesi azalmıĢtır 

 

4.10. EXTL3 Reseptörünün Knockdownunun Proliferasyon Üzerine Etkisi 

Jurkat hücrelerinde EXTL3 reseptörünün susturma iĢlemi gerçekleĢtirildikten sonra 

hücrelerin proliferasyon kabiliyetlerine bakıldı. 3.2.14 nolu bölümde yazılan 

Susturma iĢlemi gerçekleĢtirildikten 48 saat sonra hücreler sayılarak yine metod 

kısmında 3.2.6 nolu bölümde yazılan proliferasyon protokolü uyguladı. Jurkat 

hücrelerinde knockdownu hücre azlığı nedeniyle hücreler deney için kullanıldığından 

qPCR ile doğrulanmadı, proliferasyon deneyine geçildi. Jurkat hücrelerinde 

EXTL3‘ün knockdownu proliferasyonu etkilememiĢtir (ġekil 4.17). 

4.11. EXTL3 Reseptörünün Knockdownunun IL-2 üretimi Üzerine Etkisi 

Primer hücrelerde EXTL3 reseptörünün susturma iĢlemi gerçekleĢtirildikten sonra 

IL-2 üretimine bakıldı. 3.2.14 nolu bölümde yazılan susturma iĢlemi 

gerçekleĢtirildikten 48 saat sonra hücreler sayılarak yine metod kısmında 3.2.7 nolu 
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bölümde yazılan IL-2 üretimi protokolü uyguladı. CD4
+
 T hücrelerinde EXTL3‘ün 

knockdownu sonrası IL-2 üretimi bir miktar azalmıĢtır (ġekil 4.18). 

 

A 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ġekil 4.17. Jurkat hücrelerinde EXTL3‘ün knockdownu proliferasyonu etkilememiĢtir. (A). 

Susturma sonrası Jurkat hücrelerinde proliferasyon yüzde bar grafiği. 
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ġekil 4.18. CD4
+
 T hücrelerinde EXTL3‘ün knockdownu sonrası IL-2 üretimi bir miktar 

azalmıĢtır. (A) Susturma sonrası CD4
+
 T hücrelerinde IL-2 yüzde bar grafiği. 

4.12. EXTL3 Reseptörünün Knockdownunun Aktivasyon Markırı CD69 

Üzerine Etkisi 

Primer hücrelerde EXTL3 reseptörünün susturma iĢlemi gerçekleĢtirildikten sonra 

CD69 aktivasyonuna bakıldı. 3.2.14 nolu bölümde yazılan susturma iĢlemi 

gerçekleĢtirildikten 48 saat sonra hücreler sayılarak metod kısmında 3.2.9 nolu 

bölümde yazılan protokol uyguladı. CD4
+
 T hücrelerinde EXTL3‘ün knockdownu 

CD69 ifadesini etkilememiĢtir (ġekil 4.19). 

 

U
nst

im

C
D
3/

28

U
nst

im

C
D
3/

28

0

25

50

75

100

%

o
f 

P
ro

li
fe

ra
ti

n
g

 c
e
ll
s

CTRL
siRNA

EXTL3
siRNA

Jurkat Cell

%
 o

f 
IL

-2

5

6

7

8

9

CTRL siRNA EXTL3_siRNA

Unstim UnstimCD3/28
+Gstop

CD3/28
+Gstop



 

73 

 

 A                                                                      B 

              

C 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ġekil 4.19. CD4
+ 
T hücrelerinde EXTL3‘ün knockdownu sonrası CD69 ifadesinde fark 

yoktur. (A) Susturma sonrası CD4
+
 T hücrelerinde CD69‘un flow grafiği gösterimi. (B) 

CD69‘un histogram grafiği (Mavi çizgi- EXTL3_siRNA, kırmızı çizgiler-CTRL_siRNA) 

(C) Susturma sonrası CD4
+
 T hücrelerinde CD69 ifadesinin yüzde ve MFI bar grafiği. 

****p≤0.001 

4.13. Hidrodinamik Enjeksiyon ile Yapılan REG1A Overekspresyonunun 

Doğrulanması 

BoĢ plasmid ve REG1A plasmid DNA‘ları hidrodinamik enjeksiyon ile fare 

gruplarına 15 μg/mL olarak 2 mL volümde kuyruk veninden 10 sn içerisinde PBS 

içerisinde verildi  (Eken ve ark., 2014; Eken ve ark., 2021). Bu yöntemle sistemik 

dağılan plasmid uygulanan kuvvetle hücrelere girmekte ve baĢta karaciğer olmak 

üzere birçok organda eksprese edilmektedir. Reg1a overekspresyonu yapılan ve 

kontrol Empty plasmid enjeksiyonu yapılan farelerden 3. Gün sonunda beyin, dalak 

ve karaciger‘den REG1A ifadesi RT-qPCR ile gen overekspresyon konfirme edildi 

(p≤0.005; p≤0.001) ve sonrası EAE deneylerine geçildi (ġekil 4.20). 
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ġekil 4.20. REG1A overekspresyonunun beyin, dalak ve karaciger‘de RT-qPCR ile 
konfirme edilmesi. ***p≤0.005,****p≤0.001 

4.14. Ġnsan REG1A Sistemik Overekspresyonunun Naif Farelerde ÇeĢitli 

Ġmmün Sistem Hücrelerine Etkilerinin Ġncelenmesi 

Bu kapsamda inflamasyon olmayan farelerde REG1A overekspesyonunun sekonder 

lenfoid organlarda (dalak ve lenf nod gibi) immün hücre profilini karakterize etmek 

amaçlanmıĢtır. Bu bağlamda dalak ve lenf noddan lenfositler elde edilerek; 

 T hücre alt tiplerinin sayıları ve ürettiği sitokinler, 

 Miyeloid hücre sayıları, 

 Regülatör T hücre sayıları ve supresyon ile iliĢkili yüzey markırları 

incelenmiĢ ve bu sonuçlar aĢağıda paylaĢılmıĢtır. 

Naif fareler sekiz gün sonra sakrifiye edilip dalaklarından ve lenf nodlarından 

fiziksel yöntemle lenfositler elde edilmiĢtir. Bakılmak istenen hücre alt tiplerine göre 

yöntem bölümünde belirtilen yüzey boyama ve hücre içi boyamalar yapılarak flow 

sitometri ile incelenmiĢ ve grafikler değerlendirilmiĢtir. 

T hücre alt tipleri ve üretilen sitokinler: Lenf nod ve dalaktaki lenfositler Tablo 

3.5‘de KarıĢım 1ve KarıĢım 2‘de verilen antikorlar (CD4, CD8, IL-17, IL-22, IL-2, 

IL-10 ve IFN-g, TNF-a, GMCSF) ile boyanmıĢ, T hücre alt tipleri ve ürettiği 

sitokinler incelenmiĢtir. Kontrol plasmidi ve REG1A Plasmidi verdiğimiz gruplarda 

T hücre alt tiplerini belirlemek amacıyla öncelikle CD4
+
 ve CD8

+
 olmak üzere iki 

ana kapılama stratejisi uygulanmıĢtır. Boyanan lenfositlerin kapılama stratejileri 

ġekil 4.21‘de gösterilmiĢtir.  
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Lenf nodunda Naif REG1A Plasmid grubundaki CD4⁺ hücrelerinin yüzde ve mutlak 

sayı oranı kontrol plasmid grubuna kıyasla azalıĢ göstermiĢtir. Ayrıca mutlak sayı 

CD4
+
 hücre sayısındaki bu azalmanın istatistiksel olarak anlamlı olduğu 

belirlenmiĢtir (p≤0.05; ġekil 4.21).  

CD8⁺ hücrelerinin yüzde dağılımına baktığımızda Naif REG1A Plasmid grubunda 

artıĢ olsada, bu artıĢın istatistiksel olarak anlamlı olmadığı gözlemlenmiĢtir. Mutlak 

sayılarına baktığımızda ise Naif REG1A Plasmid verdiğimiz grubu kontrol plasmid 

grubuna kıyasla istatistiksel olarak anlamlı azalma göstermiĢtir (p≤0.05; ġekil 4.21). 

Lenf nodundaki sitokin üretim miktarlarını belirlemek amacıyla kontrol plasmidi ve 

REG1A plasmidi verdiğimiz gruplarda CD4+ ve CD8+ kapılaması yapılarak 

belirlenen T hücrelerinin IL-22+, IL-17+,  IL-10+,  IL-2+, IFN-g+, TNF-a+ ve 

GMCSF+ hücreler kapılandı (ġekil 4.22). 

CD4
+
 T hücrelerinin sitokin üretimi incelendiğinde IL-10

+
, IFN-g

+
, TNF-a

+
 ve 

GMCSF
+
 yüzde seviyesi kontrol plasmid grubuna kıyasla REG1A Plasmid grubunda 

anlamlı bir artıĢ göstermiĢtir (p ≤ 0.05; p ≤0.01; ġekil 4.22). IL-10, IFN-g, TNF-a ve 

GMCSF sitokinleri mutlak sayıları açısından değerlendirildiğinde iki grup arasında 

istatistiksel olarak anlamlı bir fark bulunmamaktadır. IL-22
+
, IL-17

+
,  IL-2

+
 sitokin 

üretim miktarlarına baktığımızda ise yüzde ve mutlak sayılarında önemli bir farklılık 

bulunmamaktadır. Lenf nodundaki CD8
+
 T hücrelerinin sitokin üretimi 

incelendiğinde IL22⁺ üretimi REG1A Plasmid grubunda yüzde olarak azalmıĢ olsada 

anlamlı değildir. Mutlak sayıları değerlendirildiğinde REG1A Plasmid grubunda 

IL22⁺ üretimi anlamlı bir azalma göstermiĢtir (p<0.05; ġekil 4.23). IL17
+
 üretimi 

kontrol plasmid grubuna kıyasla REG1A Plasmid grubunda yüzde olarak anlamlı bir 

artıĢ gösterirken mutlak sayılarında bir fark göstermemiĢtir (p<0.05). IL-10
+
,  IL-2

+
, 

IFN-g
+
, TNF-a

+
 ve GMCSF

+
 sitokin üretim miktarlarında iki grup arasında yüzde ve 

mutlak sayılarında önemli bir fark bulunmamaktadır. 

Dalaktaki T hücre alt tiplerine baktığımızda CD4⁺ ve CD8⁺ T hücrelerinin REG1A 

Plasmid verdiğimiz grupta kontrol plasmid grubuna kıyasla yüzde ifadelerinde 

anlamlı artiĢ göstermiĢken (p<0.05; p<0.01) mutlak sayılarında ise anlamlı bir fark 

bulunmamaktadır (ġekil 4.24). 
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A 

 

B 

 

C 

 

ġekil 4.21. Naif grupta REG1A overekspresyonunun T hücre alt tipleri üzerine etkisinin lenf 
nodunda  incelenmesi. A) T hücre alt tiplerinin kapılama stratejileri B) CD4⁺  T hücrelerin 

yüzde ve mutlak sayı grafikleri. C) CD8⁺  T hücrelerin yüzde ve mutlak sayı grafikleri. * 

p<0.05 
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A 

 

B 

 

 

 

ġekil 4.22. Naif grupta REG1A overekspresyonunun CD4
+
T hücre sitokin üretimi üzerine 

etkisinin lenf nodunda incelenmesi. A) CD4
+
 T hücrelerinin sitokin üretimi kapılama 

stratejisi. B) IL-22⁺ , IL-17
+
 ve IL-10 hücrelerinin yüzde ve mutlak sayı grafikleri. * p<0.05; 

** p<0.01 
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C    

 

 

 

 

 

ġekil 4.22. Naif grupta REG1A overekspresyonunun CD4
+ 
T hücre sitokin üretimi 

üzerine etkisinin lenf nodunda  incelenmesi C) IL-2
+
, IFN-g

+
, TNF-a

+
 ve GMCSF 

+
 

hücrelerin yüzde ve mutlak sayı grafikleri. * p<0.05; ** p<0.01 (Devamı) 
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Dalaktaki sitokin üretim miktarlarını belirlemek amacıyla kontrol plasmidi ve 

REG1A plasmidi verdiğimiz gruplarda CD4
+
 ve CD8

+
 kapılaması yapılarak 

belirlenen T hücrelerinde IL-22
+
, IL-17

+
,  IL-10

+
,  IL-2

+
, IFN-g

+
, TNF-a

+
 ve 

GMCSF
+
 hücreler kapılandı. CD4

+
 T hücrelerinin sitokin üretimi incelendiğinde IL-

2
+
 yüzdesi kontrole kıyasla REG1A Plasmid grubunda anlamlı bir azalma 

göstermekte iken mutlak sayısında anlamlı bir fark bulunmamaktadır (p<0.05; ġekil 

4.25). IL-22
+
, IL-17

+
, IL-10

+
, IFN-g

+
, TNF-a

+
 ve GMCSF 

+
 sitokin üretim 

miktarlarında iki grup arasında yüzde ve mutlak sayılarında önemli bir fark 

bulunmamaktadır. 

A 

 
 

 

B 

 

 
ġekil 4.23. Naif grupta REG1A overekspresyonunun CD8

+
T hücre sitokin üretimi üzerine 

etkisinin lenf nodunda incelenmesi. A) CD8
+
 T hücrelerinin sitokin üretimi kapılama 

stratejisi. B) IL-22⁺, IL-17
+
 hücrelerinin yüzde ve mutlak sayı grafikleri. * p<0.05 
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C 

 

 

 

 

 

ġekil 4.23. Naif grupta REG1A overekspresyonunun CD8
+
T hücre sitokin üretimi üzerine 

etkisinin lenf nodunda  incelenmesi. C) IL-10
+
,  IL-2

+
, IFN-g

+
, TNF-a

+
 ve GMCSF 

+
 

hücrelerin yüzde ve mutlak sayı grafikleri (Devamı) 
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A 

 

 

ġekil 4.24. Naif grupta REG1A overekspresyonunun T hücre alt tipleri üzerine etkisinin 

dalakta incelenmesi. A) CD4⁺ ve CD8⁺T hücrelerin yüzde ve mutlak sayı grafikleri. * 
p<0.05; ** p<0.01 

 

Dalakta CD8
+
 T hücrelerinin sitokin üretimi incelendiğinde IL-2

+
 ve TNF-a yüzdesi 

kontrole kıyasla REG1A Plasmid grubunda anlamlı bir azalma göstermiĢtir (p<0.05; 

ġekil 4.26). Mutlak sayılarınada anlamlı bir fark bulunmamaktadır. IL-22
+
, IL-17

+
, 

IL-10
+
, IFN-g

+
 ve GMCSF 

+ 
sitokin üretim miktarlarında iki grup arasında yüzde ve 

mutlak sayılarında önemli bir fark bulunmamaktadır. 

Miyeloid Hücreler: Lenf nod ve dalaktaki miyeloid hücreleri belirlemek amacıyla 

Tablo 3.5‘de KarıĢım 5‘de verilen yüzey markırları olan CD11b ve CD11c 

antikorları ile yüzey boyama yapılmıĢtır. Miyeloid linyeç hücrelerin kapılamaları 

ġekil 4.27 da verilmiĢtir. 

Naif farelerde lenf nodlarda CD11b
+
 ve CD11c

+
‘nin yüzde ifadesi kontrole kıyasla 

REG1A Plasmid grubunda artıĢ göstermiĢtir ancak anlamlı değildir. Mutlak 

sayılarında önemli bir farklılık gözlenmemiĢtir (ġekil 4.27). 
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A 

 

 

 

 

ġekil 4.25. Naif grupta REG1A overekspresyonunun CD4
+ 
T hücre sitokin üretimi üzerine 

etkisinin dalakta  incelenmesi. A)  IL-22
+
, IL-17

+
, IL-10

+
,  IL-2

+
 hücrelerin yüzde ve mutlak 

sayı grafikleri. * p<0.05 

 

 



 

83 

 

B 

 

 

 

ġekil 4.25. Naif grupta REG1A overekspresyonunun CD4
+ 
T hücre sitokin üretimi üzerine 

etkisinin dalakta  incelenmesi. B)  IFN-g
+
, TNF-a

+
 ve GMCSF 

+
  hücrelerin yüzde ve mutlak 

sayı grafikleri (Devamı) 

Naif farelerde dalakta yüzde CD11b
+
 ifadelerine baktığımızda kontrole kıyasla 

REG1A Plasmid grubunda azalma gözlenmiĢtir ancak anlamlı değildir (ġekil 4.28). 

Mutlak sayılarında ise farklılık gözlenmemiĢtir. CD11c ifadesi kontrole kıyasla 

REG1A Plasmid grubunda yüzde olarak artmıĢ ve anlamlı değilken mutlak 

sayılarındaki artıĢ anlamlıdır (p<0.05; ġekil 4.27). 

Treg hücreleri ve kontrol noktası inhibitörleri: Lenf nod ve dalaktaki lenfositler 

Tablo 3.5‘de KarıĢım 3 ve KarıĢım 4‘de verilen antikorlar ile ayrı ayrı boyanmıĢ 

Treg hücreleri ve kontrol noktası inhibitörleri incelenmiĢtir.  



 

84 

 

A 

 

 

 

 

 

ġekil 4.26. Naif grupta REG1A overekspresyonunun CD8
+ 
T hücre sitokin üretimi üzerine 

etkisinin dalakta  incelenmesi. A) IL-22
+
, IL-17

+
, IL-10

+
, IL-2

+
, IFN-g

+
  hücrelerin yüzde ve 

mutlak sayı grafikleri. * p<0.05 
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B 

 

 

ġekil 4.26. Naif grupta REG1A overekspresyonunun CD8
+ 
T hücre sitokin üretimi üzerine 

etkisinin dalakta  incelenmesi. B) TNF-a
+
 ve GMCSF 

+
 hücrelerin yüzde ve mutlak sayı 

grafikleri. * p<0.05 (Devamı) 

 

Kontrol plasmidi ve REG1A Plasmidi verdiğimiz gruplarda Treg hücrelerini 

belirlemek amacıyla CD4
+
FOXP3

+
CD25⁺ hücreler kapılanmıĢtır. Ayrıca 

CD4
+
FOXP3

+
 ve CD4

+
FOXP3

-
 populasyonları içinden ICOS

+
, KLRG1

+
, PD1

+ 

olmak üzere iki ayrı kapılama gerçekleĢtirilmiĢtir. 

Naif farelerde lenf nodunda FOXP3
+
 hücrelerin yüzdeleri kontrol plasmidi ile 

REG1A Plasmidi verdiğimiz guruplar arasında karĢılaĢtırılmıĢtır. REG1A Plasmidi 

verdiğimiz gurupta FOXP3
+
 hücreler yüzde olarak anlamlı bir artıĢ göstermiĢtir 

(p≤0.01; ġekil 4.29). Ayrıca REG1A‘nın overekspresyonu FOXP3
+
 hücrelerin 

mutlak sayısını da arttırmıĢtır ancak anlamlı değildir. REG1A Plasmidi verdiğimiz 

gurupta FOXP3
+
 hücrelerin MFI miktarında ise anlamlı bir azalma gözlenmiĢtir 

(p≤0.05). Lenf nodunda CD25⁺ hücrelerinin yüzde değerlerine baktığımızda REG1A 

Plasmidi verdiğimiz gurupta artıĢ gözlenmiĢ ancak anlamlı değildir. MFI ve mutlak 

sayılarında ise gruplar arasında bir fark gözlenmemiĢtir. 

Lenf nodunda CD4
+
FOXP3

+
 ve CD4

+
FOXP3

-
 populasyonları içinden immün 

checkpoint ifadelerine bakılmıĢ yüzde ve MFI değerleri incelenmiĢtir. Kontrole 



 

86 

 

kıyasla REG1A Plasmid grubunda CD4
+
FOXP3

+ 
hücre populasyonunda ICOS

+
, 

KLRG1
+
, PD1

+  
yüzde ifadeleri artmıĢ ancak anlamlı değildir. MFI değerlerine 

baktığımızda REG1A Plasmid grubunda ICOS
+
 hücrelerde anlamlı bir azalma 

olduğu belirlenmiĢken KLRG1
+
, PD1

+
  hücrelerde önemli bir fark yoktur (p≤0.0; 

ġekil 4.30). 

A 

 

 

B 

 

 

ġekil 4.27. Naif grupta REG1A overekspresyonunun miyeloid hücreler üzerine etkisinin lenf 

nodda incelenmesi. A) Miyeloid linyeç hücrelerin kapılama stratejisi B) CD11b ve CD11c⁺ 
hücrelerinin yüzde ve mutlak sayı grafikleri.  
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A 

 

 

ġekil 4.28. Naif grupta REG1A overekspresyonunun miyeloid hücreler üzerine etkisinin 

dalakta incelenmesi. A) CD11b ve CD11c⁺ hücrelerinin yüzde ve mutlak sayı grafikleri. * 

p<0.05 

Kontrole kıyasla REG1A Plasmid grubunda CD4
+
FOXP3

- 
hücre populasyonunda 

ICOS
+
, KLRG1

+
, PD1

+  
hücrelerde yüzde ve MFI sayılarında ise gruplar arasında bir 

fark bulunmamaktadır (ġekil 4.31).  

Naif grupta dalakta CD4
+
FOXP3

+
 hücre populasyonunda REG1A Plasmid grubunda 

ICOS
+
 hücrelerde MFI miktarları anlamlı azalmıĢtır (p≤0.05; ġekil 4.32). KLRG1

+
, 

PD1
+
 hücrelerde yüzde ve MFI miktarlarında önemli bir fark yoktur. 

Kontrole kıyasla REG1A plasmid grubunda CD4
+
FOXP3

- 
hücre populasyonunda 

ICOS
+
 hücrelerde yüzde ve MFI sayılarında gruplar arasında bir fark 

bulunmamaktadır. KLRG1
+ 
MFI değeri kontrol plasmid grubuna kıyasla REG1A 

plasmid grubunda anlamlı bir artıĢ göstermiĢtir (p ≤0.01; ġekil 4.33). PD1
+
 

hücrelerin REG1A plasmid grubunda yüzde ifadesi anlamlı olarak artmıĢken 

(p≤0.05), MFI miktarındaki artma anlamlı değildi. 
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Naif farelerde dalakta FOXP3
+
 hücrelerin yüzde ve MFI değerleri kontrol plasmidi 

ile karĢılaĢtırıldığında REG1A Plasmidi verdiğimiz gurupta azalmıĢtır ancak anlamlı 

değildir. Mutlak sayılarında ise gruplar arasında bir fark gözlenmemiĢtir.  

A

 

B 

 

 

ġekil 4.29. Naif grupta REG1A overekspresyonunun Treg hücreleri üzerine etkisinin lenf 

nodunda incelenmesi. A) CD4
+
FOXP3

+
CD25⁺  hücrelerin kapılama stratejileri B) FOXP3

+
 

ve CD25⁺  hücrelerinin yüzde, MFI ve mutlak sayı grafikleri. * p ≤ 0.05, ** p ≤0.01 
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A

 
B 

 

 

 
 
ġekil 4.30. Naif grupta REG1A overekspresyonunun kontrol inhibitör noktaları üzerine 

etkisinin lenf noduna incelenmesi. A) FOXP3
+ 
içinden

 
ICOS

+
, KLRG1

+
, PD1

+
 hücrelerin 

kapılama stratejisi B) FOXP3
+
 kapılama içinden ICOS

+
, KLRG1

+
, PD1

+
 hücrelerin yüzde ve 

MFI sayı grafikleri. ** p ≤0.01 
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Dalakta CD25⁺ hücrelerinin yüzde değerlerine baktığımızda REG1A plasmidi 

verdiğimiz gurupta anlamlı bir artıĢ gözlenmiĢtir (p≤0.05; ġekil 4.34). MFI değeri 

REG1A plasmidi verdiğimiz gurupta bir miktar azalmıĢ olmasına rağmen anlamlı 

değildir. 

A 

 

 

 

ġekil 4.31. Naif grupta REG1A overekspresyonunun kontrol inhibitör noktaları üzerine 

etkisinin lenf noduna incelenmesi. A) FOXP3
-
 kapılama içinden ICOS

+
, KLRG1

+
 , PD1

+
 

hücrelerin yüzde ve MFI sayı grafikleri. 
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4.15. REG1A’nın Overekspresyonunun DOE Klinik Skorlama, Ġnsidans ve  

Vücut Ağırlığına Etkisi 

Ġnsan REG1A plasmidi ve Empty (boĢ) plasmidinin farelere enjeksiyonundan 1 gün 

sonra her iki gurubta DOE modeli oluĢturuldu. Empty (boĢ) plasmidinin verildiği 

gurup kontrol gurubu olarak kullanılmıĢtır 

A 

 

 

 

ġekil 4.32. Naif grupta REG1A overekspresyonunun kontrol inhibitör noktaları üzerine 

etkisinin dalakta incelenmesi. A) FOXP3
+
 kapılama içinden ICOS

+
, KLRG1

+
, PD1

+ 

hücrelerin yüzde ve MFI sayı grafikleri. * p ≤ 0.05 
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Bu çalıĢmada DOE Klinik skor grafiğine göre REG1A plasmidi verilen grupta 

hastalık daha geç baĢlamıĢ ve skorlar Emty plasmid verdiğimiz gruba göre daha 

düĢüktür. Ayrıca REG1A plasmidi verilen grupta hastalığın sonlarına doğru skorlar 

düĢmüĢ ve iyileĢme gözlenmiĢtir. Eğri altında kalan alan hesaplandığında özellikle 

REG1A plasmidi verilen grupta anlamlı bir azalma vardır (p≤0.05; ġekil 4.35). DOE 

insidansı REG1A plasmidi verilen grupta da kontrol grubuna göre düĢüktür 

A 

 

 

 

ġekil 4.33. Naif grupta REG1A overekspresyonunun kontrol inhibitör noktaları üzerine 

etkisinin dalakta incelenmesi. A) FOXP3
-
 kapılama içinden ICOS+, KLRG1+ , PD1+ 

hücrelerin yüzde ve MFI sayı grafikleri. * p ≤ 0.05, ** p ≤0.01 
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A 

 

 

ġekil 4.34. Naif grupta REG1A overekspresyonunun Treg hücreleri üzerine etkisinin 

dalakta incelenmesi. A) FOXP3
+
 ve CD25⁺ hücrelerinin yüzde, MFI ve mutlak sayı 

grafikleri. * p ≤ 0.05 

DOE grupları arasında ağırlık kaybını karĢılaĢtırdığımızda ise REG1A plasmid 

uygulaması yaptığımız gurupta ağırlık kaybı daha azdır. Bu durum bize REG1A 

plasmid uygulamasının vücut ağırlığı üzerinde olumsuz bir etkiye sahip olmadığını 

göstermektedir. 

A 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
ġekil 4.35. REG1A Plasmid uygulaması DOE klinik skorlamaları Empty plasmid-kontrol 

grubuna göre azaltmıĢtır. Ġnsidans ve ağırlık kaybı bu grupta daha azdır (A) DOE Skorlaması 

sonucu oluĢan klinik skor grafiği. 
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B 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

C 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

D 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
ġekil 4.35. REG1A Plasmid uygulaması DOE klinik skorlamaları Empty plasmid-kontrol 

grubuna göre azaltmıĢtır. Ġnsidans ve ağırlık kaybı bu grupta daha azdır (B) DOE Skorlaması 

sonucu oluĢan eğri altında kalan alan hesaplamaları (C) DOE grupları arasında hastalığın 

görülme sıklığı (D) DOE grupları arasında kilo kaybı.* p ≤ 0.05 (Devamı) 
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Ġmmünizasyondan sonra hastalığın en Ģiddetli döneminde 23. gün Reg1A 

overekspresyonunun MSS‘de ve periferde immün hücre supsetlerine etkisini 

incelemek amacıyla fareler sakrifiye edilmiĢtir. Beyin, dalak ve lenf nodlardan 

fiziksel yöntemle lenfositler elde edilmiĢtir. Bakılmak istenen hücre alt tiplerine göre 

yöntem bölümünde belirtilen yüzey boyama ve hücre içi boyamalar yapılarak flow 

sitometri ile incelenmiĢ ve grafikler değerlendirilmiĢtir. MSS‘ne infiltre olan immün 

hücre profili ve periferde sekonder lenfoid organlardaki (lenf nod ve dalak) immün 

hücre profili ayrı ayrı değerlendirilmiĢtir. 

4.16. Ġnsan REG1A Sistemik Overekspresyonunun DOE Farelerde MSS’ de 

Ġmmün Sistem Hücrelerine Etkilerinin Ġncelenmesi 

T hücre alt tipleri ve üretilen sitokinler: Beyinde lenfositler Tablo 3.5‘de KarıĢım 

1ve KarıĢım 2‘de verilen antikorlar (CD4, CD8, IL-17, IL-22, IL-2, IL-10 ve IFN-g, 

TNF-a, GMCSF) ile boyanmıĢ, T hücre alt tipleri ve ürettiği sitokinler incelenmiĢtir. 

Empty plasmidi (kontrol grubu) ve REG1A Plasmidi verdiğimiz gruplarda T hücre 

alt tiplerini belirlemek amacıyla öncelikle CD4
+
 ve CD8

+
 olmak üzere iki ana 

kapılama stratejisi uygulanmıĢtır. Boyanan lenfositlerin kapılama stratejileri ġekil 

4.36‘da gösterilmiĢtir.  

Beyinde DOE REG1A plasmid grubundaki CD4⁺ ve CD8
+
 hücrelerin yüzde ifadesi 

artmıĢ ancak istatistiksel olarak anlamlı değildir. CD4
+ 

ve CD8
+
 hücrelerin mutlak 

sayılarında fark görülmemiĢtir.  

DOE gupta beyindeki sitokin üretim miktarlarını belirlemek amacıyla kontrol 

plasmidi ve REG1A plasmidi verdiğimiz gruplarda CD4
+
 ve CD8

+
 kapılaması 

yapılarak belirlenen T hücrelerinin IL-22
+
, IL-17

+
,  IL-10

+
,  IL-2

+
, IFN-g

+
, TNF-a

+
 

ve GMCSF
+
  hücreler kapılandı (ġekil 4.36).  

DOE gupta beyindeki CD4
+
 T hücrelerinin sitokin üretimi incelendiğinde REG1A 

plasmidi verdiğimiz gruplarda IL-22
+
, IL-17

+ 
, IL-2

+
 ve IFN-g

+
 yüzde ifadesi bir 

miktar artıĢ göstermiĢ (ġekil 4.37), IL-10
+
, TNF-a

+
 ve GMCSF

+
  yüzde ifadesi bir 

miktar azalmiĢtir ancak anlamlı değildir. Mutlak sayılarında önemli bir farklılık 

bulunmamaktadır. 
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DOE gupta beyindeki CD8
+
 T hücrelerinin sitokin üretimi incelendiğinde REG1A 

plasmidi verdiğimiz gruplarda IL-22
+
, IL-17

+
, IL-10

+
 ve IL-2

+
 yüzde ifadesi bir 

miktar artıĢ göstermiĢtir (ġekil 4.38).  TNF-a
+ 

ve GMCSF 
+ 
yüzde ifadesi bir miktar 

azalmiĢtir ancak anlamlı değildir. Mutlak sayılarında önemli bir fark 

bulunmamaktadır. 

A 

 

B 

 

 

ġekil 4.36. DOE grupta REG1A overekspresyonunun T hücre alt tipleri üzerine etkisinin 

beyinde  incelenmesi. A) T hücre alt tiplerinin kapılama stratejileri. B) CD4⁺ ve CD8
+
 T 

hücrelerin yüzde ve mutlak sayı grafikleri 
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A 

 
 

 

B 

 
 

 
 

 

ġekil 4.37. DOE grupta REG1A overekspresyonunun CD4
+ 
T hücre sitokin üretimi üzerine 

etkisinin beyinde incelenmesi. A) CD4
+
 T hücrelerinin sitokin üretimi kapılama stratejisi. B) 

IL-22⁺ , IL-17
+
 hücrelerinin yüzde ve mutlak sayı grafikleri  
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C 

 

 

 

 

 
ġekil 4.37. DOE gurupta REG1A overekspresyonunun CD4

+
T hücre sitokin üretimi üzerine 

etkisinin beyinde incelenmesi. C) IL-10
+
, IL-2

+
, IFN-g

+
 , TNF-a

+ 
ve GMCSF

+
  hücrelerinin 

yüzde ve mutlak sayı grafikleri Devamı) 
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A 

 
 

 

B 

 
 

 

 
 
ġekil 4.38. DOE grupta REG1A overekspresyonunun CD8

+  
T hücre sitokin üretimi üzerine 

etkisinin beyinde incelenmesi. A) CD8
+
 T hücrelerinin sitokin üretimi kapılama stratejisi. 

B) IL-22⁺ , IL-17
+
 hücrelerinin yüzde ve mutlak sayı grafikleri 
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C 

 

 

 

 

 

ġekil 4.38. DOE gurupta REG1A overekspresyonunun CD8
+ 
T hücre sitokin üretimi üzerine 

etkisinin beyinde incelenmesi. C) IL-10
+
,  IL-2

+
, IFN-g

+
 , TNF-a

+ 
ve GMCSF

+
  hücrelerinin 

yüzde ve mutlak sayı grafikleri (Devamı) 
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Miyeloid Hücreler: DOE gupta beyindeki miyeloid hücreleri belirlemek amacıyla 

Tablo 3.5‘de KarıĢım 5‘de verilen yüzey markırları olan CD11b ve CD11c 

antikorları ile yüzey boyama yapılmıĢtır. Miyeloid linyeç hücrelerin kapılamaları 

ġekil 4.39‘de verilmiĢtir. 

DOE gupta beyindeki CD11b
+
 ve CD11c

+
‘nin yüzde ve mutlak sayı miktarları 

kontrol plasmid ve REG1A plasmid grubunda karĢılaĢtırılmıĢ ve farklılık 

gözlenmemiĢtir. 

A 

 

B 

 

 

ġekil 4.39. DOE grupta REG1A overekspresyonunun miyeloid hücreler üzerine etkisinin 

beyinde incelenmesi. A) Miyeloid linyeç hücrelerin kapılama stratejisi B) CD11b
+
 ve 

CD11c⁺ hücrelerinin yüzde ve mutlak sayı grafikleri. 
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C 

 

ġekil 4.39. DOE grupta REG1A overekspresyonunun miyeloid hücreler üzerine etkisinin 

beyinde incelenmesi. C) CD11b
+
CD11c⁺  hücrelerinin yüzde ve mutlak sayı grafikleri  

(Devamı) 

Treg hücreleri ve kontrol noktası inhibitörleri: DOE gupta beyindeki lenfositler  

Tablo 3.5‘de KarıĢım 3 ve KarıĢım 4‘de verilen antikorlar ile ayrı ayrı boyanmıĢ 

Treg hücreleri ve kontrol noktası inhibitörleri incelenmiĢtir. Kontrol plasmidi ve 

REG1A Plasmidi verdiğimiz gruplarda Treg hücrelerini belirlemek amacıyla 

CD4
+
FOXP3

+
CD25⁺ hücreler kapılanmıĢtır (ġekil 4.40). Ayrıca CD4

+
FOXP3

+
 ve 

CD4
+
FOXP3

-
 populasyonları içinden ICOS

+
, KLRG1

+
, PD1

+ 
olmak üzere iki ayrı 

kapılama gerçekleĢtirilmiĢtir.  

DOE gupta beyindeki FOXP3
+
 ve FOXP3

+
CD25⁺ hücrelerin yüzde, mutlak sayı ve 

MFI miktarları kontrol plasmid grubu ile karĢılaĢtırıldığında REG1A plasmid 

grubunda bir miktar artıĢ göstermiĢ ancak anlamlı değildir. 

A 

 

ġekil 4.40. DOE grupta REG1A overekspresyonunun Treg hücreleri üzerine etkisinin 

beyinde incelenmesi. A) CD4
+
FOXP3

+
CD25⁺   hücrelerin kapılama stratejileri 
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B 

 

 

ġekil 4.40. DOE grupta REG1A overekspresyonunun Treg hücreleri üzerine etkisinin 

beyinde incelenmesi. B) FOXP3
+
 ve CD25⁺  hücrelerinin yüzde, MFI ve mutlak sayı 

grafikleri (Devamı) 

DOE gupta beyindeki CD4
+
FOXP3

+
 ve CD4

+
FOXP3

-
 populasyonları içinden immün 

checkpoint ifadelerine bakılmıĢ yüzde ve MFI değerleri incelenmiĢtir. Kontrole 

kıyasla REG1A Plasmid grubunda CD4
+
FOXP3

+ 
hücre populasyonunda ICOS

+
 

hücrelerin yüzdesi bir miktar armıĢ ancak istatistiksel olarak anlamlı değldir. ICOS
+
 

hücerelerin MFI değerleri ise istatistiksel olarak anlamlı artıĢ göstermiĢtir (p≤0.05; 

ġekil 4.41). KLRG1
+
 ve PD1

+  
yüzde ve MFI miktarları azalmıĢ istatistiksel olarak 

anlamlı değildir. 

A

 

ġekil 4.41. DOE grupta REG1A overekspresyonunun kontrol inhibitör noktaları üzerine 

etkisinin beyinde incelenmesi. A) FOXP3
+
 kapılama içinden ICOS

+
, KLRG1

+
, PD1

+ 

hücrelerin hücrelerin kapılama stratejisi. 
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B 

 

ġekil 4.41. DOE grupta REG1A overekspresyonunun kontrol inhibitör noktaları üzerine 

etkisinin beyinde incelenmesi. A) FOXP3
+
 kapılama içinden ICOS

+
, KLRG1

+
, PD1

+ 

hücrelerin yüzde ve MFI sayı grafikleri. * p ≤ 0.05 (Devamı) 

Kontrole kıyasla REG1A Plasmid grubunda CD4
+
FOXP3

- 
hücre populasyonunda 

ICOS
+
 hücrelerin yüzde ve MFI miktarında fark gözlenmemiĢtir. KLRG1

+
 ve PD1

+ 

hücrelerin yüzdeleri azalmıĢ ancak istatistiksel olarak anlamlı değildir. KLRG1
+
 ve 

PD1
+ 
hücrelerin MFI değerleri ise istatistiksel olarak anlamlı bir Ģekilde azalmıĢtır 

(p≤0.01, p ≤ 0.001; ġekil 4.42). 
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A 

 

ġekil 4.42. DOE grupta REG1A overekspresyonunun kontrol inhibitör noktaları üzerine 

etkisinin beyinde incelenmesi. A) FOXP3
-
 kapılama içinden ICOS

+
, KLRG1

+
, PD1

+ 

hücrelerin yüzde ve MFI sayı grafikleri. ** p ≤0.01, **** p ≤ 0.001 

4.17. Ġnsan REG1A Sistemik Overekspresyonunun DOE Farelerde Periferde 

Ġmmün Sistem Hücrelerine Etkilerinin Ġncelenmesi 

T hücre alt tipleri ve üretilen sitokinler: DOE grupta lenf nod ve dalaktaki sitokin 

üretim miktarlarını belirlemek amacıyla kontrol plasmidi ve REG1A plasmidi 

verdiğimiz gruplarda CD4
+
 ve CD8

+
 kapılaması yapılarak belirlenen T hücrelerinin 

IL-22
+
, IL-17

+
,  IL-10

+
,  IL-2

+
, IFN-g

+
, TNF-a

+
 ve GMCSF 

+
 hücreler kapılandı. 
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DOE grupta lenf nodundaki REG1A Plasmid grubundaki CD4⁺ hücrelerinin yüzde 

ve mutlak sayı ifadesi kontrol plasmid grubuna kıyasla istatistiksel olarak anlamlı 

azalıĢ göstermiĢtir (p≤0.01; ġekil 4.43). CD8⁺ hücrelerinin yüzde dağılımına 

baktığımızda REG1A Plasmid grubunda artıĢ olsada, bu artıĢın istatistiksel olarak 

anlamlı olmadığı gözlemlenmiĢtir. CD8⁺ hücrelerinin mutlak sayılarına baktığımızda 

ise REG1A Plasmid verdiğimiz grubu kontrol plasmid grubuna kıyasla istatistiksel 

olarak anlamlı azalma göstermiĢtir (p≤0.05; ġekil 4.42). 

A 

 

 

ġekil 4.43. DOE grupta REG1A overekspresyonunun T hücre alt tipleri üzerine etkisinin 

lenf nodunda  incelenmesi. A) CD4⁺ T hücrelerin ve CD8⁺ T  hücrelerin yüzde ve mutlak 
sayı grafikleri. * p<0.05, ** p ≤0.01 

DOE grupta lenf nodundaki CD4
+
 T hücrelerinin sitokin üretimi incelendiğinde 

REG1A Plasmid grubunda IL-22
+
 yüzdesi artmıĢ ancak anlamlı değildir. IL-22

+
 

hücrelerin mutlak sayısında önemli bir farklılık bulunmamaktadır. IL-17
+ 
yüzdesi 

kontrol plasmid grubuna kıyasla REG1A Plasmid grubunda istatistiksel olarak 

anlamlı artıĢ göstermiĢtir (p<0.05). Mutlak sayıları açısından değerlendirildiğinde iki 

grup arasında istatistiksel olarak anlamlı bir azalma vardır (p<0.05; ġekil 4.44). Her 

iki grupta IL-2
+ 

ve IL-10
+
 üretim yüzdesi değiĢmezken, mutlak sayılarında 

istatistiksel olarak anlamlı bir azalma vardır (p<0.05; p<0.01). TNF-a
+ 
yüzdesi 
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kontrol plasmid grubuna kıyasla REG1A Plasmid grubunda istatistiksel olarak 

anlamlı artıĢ göstermiĢtir (p<0.05). Mutlak sayıları açısından değerlendirildiğinde iki 

grup arasında fark bulunmamaktadır. IFN-g
+
 ve GMCSF 

+
 hücrelerin sitokin üretim 

miktarlarına baktığımızda ise yüzde ve mutlak sayılarında önemli bir farklılık 

bulunmamaktadır. 

A 

 

 

 

 

ġekil 4.44. DOE grupta REG1A overekspresyonunun CD4
+
T hücre sitokin üretimi üzerine 

etkisinin lenf nodunda incelenmesi. A) IL-22
+
, IL-17

+
,  IL-10

+
,  IL-2

+
 hücrelerinin yüzde ve 

mutlak sayı grafikleri. * p<0.05; ** p<0.01 
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B 

 

 

 

ġekil 4.44. DOE grupta REG1A overekspresyonunun CD4
+
T hücre sitokin üretimi üzerine 

etkisinin lenf nodunda incelenmesi. B) IFN-g
+
, TNF-a

+
 ve GMCSF 

+
 hücrelerinin yüzde ve 

mutlak sayı grafikleri. * p<0.05 (Devamı) 

DOE grupta lenf nodundaki CD8
+
 T hücrelerinin sitokin üretimi incelendiğinde 

REG1A Plasmid grubunda IL-22
+
 yüzdesi istatistiksel olarak anlamlı artıĢ 

göstermiĢtir (p<0.05). IL-22
+
 hücrelerin mutlak sayısı REG1A Plasmid grubunda 

artmıĢ ancak anlamlı değildir. 

 IL-17
+ 
yüzdesi kontrol plasmid grubuna kıyasla REG1A Plasmid grubunda artmıĢ 

ancak anlamlı değildir. Mutlak sayıları açısından değerlendirildiğinde iki grup 

arasında fark yoktur. REG1A plasmid grubunda IL-10
+
 yüzdesi istatistiksel olarak 

anlamlı artıĢ göstermiĢ, mutlak sayıları ise bir miktar azalmıĢtır (p<0.05; ġekil 4.45). 

IL-2
+
, IFN-g

+
 ve TNF-a

+ 
yüzde ve mutlak sayılarında REG1A Plasmid grubunda 

azalma olsada bu azalma anlamlı değildir. GMCSF
+
 hücrelerin sitokin üretim 
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miktarlarına baktığımızda kontrol plasmid grubuna kıyasla REG1A Plasmid 

grubunda yüzde ve mutlak sayıları istatistiksel olarak anlamlı artıĢ göstermiĢtir 

(p<0.01; ġekil 4.45). 

A 

 

 

 

 

ġekil 4.45. DOE grupta REG1A overekspresyonunun CD8
+
T hücre sitokin üretimi üzerine 

etkisinin lenf nodunda incelenmesi. A) IL-22
+
, IL-17

+
,  IL-10

+
,  IL-2

+
 hücrelerinin yüzde ve 

mutlak sayı grafikleri. * p<0.05 
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B 

 

 

 

ġekil 4.45. DOE grupta REG1A overekspresyonunun CD8
+
T hücre sitokin üretimi üzerine 

etkisinin lenf nodunda incelenmesi. B) IFN-g
+
, TNF-a

+
 ve GMCSF 

+
 hücrelerinin yüzde ve 

mutlak sayı grafikleri. ** p<0.01 (Devamı) 

DOE grupta dalaktaki T hücre alt tiplerine baktığımızda CD4⁺ ve CD8⁺ T 

hücrelerinin REG1A Plasmid verdiğimiz grupta kontrol plasmid grubuna kıyasla 

yüzde ifadeleri bir miktar azalmıĢ (ġekil 4.46) mutlak sayılarında ise bir fark 

bulunmamaktadır. 

DOE grupta dalaktaki sitokin üretim miktarlarını belirlemek amacıyla kontrol 

plasmidi ve REG1A plasmidi verdiğimiz gruplarda CD4
+
 ve CD8

+
 kapılaması 

yapılarak belirlenen T hücrelerinde IL-22
+
, IL-17

+
,  IL-10

+
,  IL-2

+
, IFN-g

+
, TNF-a

+
 

ve GMCSF
+
 hücreler kapılandı. 

CD4
+
 T hücrelerinin sitokin üretimi incelendiğinde IL-22

+
, IL-17

+
 ve GMCSF 

+
 

yüzdesi kontrole kıyasla REG1A Plasmid grubunda azalmıĢ mutlak sayılarında fark 

bulunmamaktadır.  
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IL-10
+
 hücrelerin sitokin üretim miktarlarına baktığımızda kontrol plasmid grubuna 

kıyasla REG1A Plasmid grubunda yüzde ve mutlak sayıları istatistiksel olarak 

anlamlı azalma göstermiĢtir (p<0.01, p<0.05; ġekil 4.46). IL-2
+
, GMCSF 

+ 
yüzde ve 

mutlak sayıları ise REG1A Plasmid grubunda azalmıĢ ancak anlamlı değildir. IFN-g
+
 

hücrelerin yüzde ve mutlak sayıları ise REG1A Plasmid grubunda bir miktar artmıĢ 

ancak anlamlı değildir. TNF-a
+
 sitokin üretim miktarlarında iki grup arasında yüzde 

ve mutlak sayılarında önemli bir fark bulunmamaktadır. 

A 

 

 

ġekil 4.46. DOE grupta REG1A overekspresyonunun T hücre alt tipleri üzerine etkisinin 

dalakta incelenmesi. A) CD4⁺ ve CD8⁺T hücrelerin yüzde ve mutlak sayı grafikleri. 
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A 

 

 

 

 

ġekil 4.47. DOE grupta REG1A overekspresyonunun CD4
+ 
T hücre sitokin üretimi üzerine 

etkisinin dalakta  incelenmesi. A) IL-22
+
, IL-17

+
, IL-10

+
,  IL-2

+
 hücrelerin yüzde ve mutlak 

sayı grafikleri. * p<0.05; ** p<0.01 
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B 

 

 

 

ġekil 4.47. DOE grupta REG1A overekspresyonunun CD4
+ 
T hücre sitokin üretimi üzerine 

etkisinin dalakta  incelenmesi. B)  IFN-g
+
, TNF-a

+
 ve GMCSF 

+
  hücrelerin yüzde ve 

mutlak sayı grafikleri  (Devamı) 

 

DOE grupta dalakta CD8
+
 T hücrelerinin sitokin üretimi incelendiğinde IL-22

+
 ve 

IFN-g
+
 hücrelerin yüzde ve mutlak sayılarında önemli bir fark bulunmamaktadır. IL-

17
+
, IL-2

+
, TNF-a

+
 ve GMCSF 

+
  hücrelerin yüzdesi kontrole kıyasla REG1A 

Plasmid grubunda bir miktar azalmıĢ mutlak sayılarında fark bulunmamaktadır. IL-

10
+
 sitokin üretim yüzdesi kontrole kıyasla REG1A Plasmid grubunda istatistiksel 

olarak anlamlı bir azalma göstermiĢtir (p≤0.005; ġekil 4.48). Mutlak sayısındaki 

azalma anlamlı değildir. 

 

 



 

114 

 

A 

 

 

 

 

ġekil 4.48. DOE grupta REG1A overekspresyonunun CD8
+ 
T hücre sitokin üretimi üzerine 

etkisinin dalakta  incelenmesi. A) IL-22
+
, IL-17

+
, IL-10

+
, IL-2

+
 hücrelerin yüzde ve mutlak 

sayı grafikleri. *** p ≤ 0.005 
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B 

 

 

 

ġekil 4.48. DOE grupta REG1A overekspresyonunun CD8
+ 
T hücre sitokin üretimi üzerine 

etkisinin dalakta  incelenmesi. B) TNF-a
+
 , IFN-g

+
 ve GMCSF 

+
 hücrelerin yüzde ve mutlak 

sayı grafikleri  (Devamı) 

Miyeloid Hücreler: DOE grupta lenf nod ve dalaktaki miyeloid hücreleri belirlemek 

amacıyla Tablo 3.5‘ de KarıĢım 5‘de verilen yüzey markırları olan CD11b ve CD11c 

antikorları ile yüzey boyama yapılmıĢtır.  

DOE grupta lenf nodlarda CD11b
+
 yüzde ifadesi kontrole kıyasla REG1A Plasmid 

grubunda azalmıĢtır. Mutlak sayısı ise REG1A Plasmid grubunda istatistiksel olarak 

anlamlı bir azalma göstermiĢtir (p≤0.05; ġekil 4.49). CD11c
+
 yüzde ifadesine 

baktığımızda kontrole kıyasla REG1A Plasmid grubunda istatistiksel olarak anlamlı 

bir atıĢ gözlenmiĢtir (p≤0.005). Mutlak sayı bakımından incelediğimizde REG1A 
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Plasmid grubunda anlamlı olmayan bir azalma vardır. CD11b
+
CD11c

+
 ifadesi 

kontrole kıyasla REG1A Plasmid grubunda yüzde olarak fark göztermezken mutlak 

sayısı bakımından biraz azalmıĢtır. 

A 

 

 

 

 

ġekil 4.49. DOE grupta REG1A overekspresyonunun miyeloid hücreler üzerine etkisinin 

lenf nodda incelenmesi. A) CD11b
+
, CD11c⁺ ve CD11b

+
CD11c

+
 hücrelerinin yüzde ve 

mutlak sayı grafikleri. * p ≤ 0.05, *** p ≤ 0.005 

DOE grupta dalaktaki CD11b
+
 yüzde ve mutlak sayıları kontrol grubu ile REG1A 

Plasmid grubu karĢılaĢtırılmıĢ ancak önemli bir fark gözlenmemiĢtir. CD11c
+
 yüzde 

ifadesine baktığımızda kontrole kıyasla REG1A Plasmid grubunda atıĢ gözlenmiĢtir 

(ġekil 4.50). CD11b
+
CD11c

+
 yüzde ifadesi kontrole kıyasla REG1A Plasmid 
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grubunda istatistiksel olarak anlamlı artmıĢtır (p≤0.05). Mutlak sayı bakımından 

incelediğimizde CD11c
+ 

ve CD11b
+
CD11c

+
 miktarında önemli bir fark 

bulunmamıĢtır. 

A 

 

 

 

ġekil 4.50. DOE grupta REG1A overekspresyonunun miyeloid hücreler üzerine etkisinin 

dalakta incelenmesi. A) CD11b
+
, CD11c⁺ ve CD11b

+
CD11c

+ 
hücrelerinin yüzde ve mutlak 

sayı grafikleri. * p ≤ 0.05 

Treg hücreleri ve kontrol noktası inhibitörleri: DOE grupta lenf nod ve dalaktaki 

lenfositler Tablo 3.5‘de KarıĢım 3 ve KarıĢım 4‘de verilen antikorlar ile ayrı ayrı 

boyanmıĢ Treg hücreleri ve kontrol noktası inhibitörleri incelenmiĢtir. Kontrol 

plasmidi ve REG1A Plasmidi verdiğimiz gruplarda Treg hücrelerini belirlemek 
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amacıyla CD4
+
FOXP3

+
CD25⁺ hücreler kapılanmıĢtır. Ayrıca CD4

+
FOXP3

+
 ve 

CD4
+
FOXP3

-
 populasyonları içinden ICOS

+
, KLRG1

+
, PD1

+ 
olmak üzere iki ayrı 

kapılama gerçekleĢtirilmiĢtir.  

DOE grupta lenf nodunda REG1A Plasmidi verdiğimiz gurupta FOXP3
+
 hücrelerin 

yüzde ve MFI miktarları anlamlı olmayan bir artıĢ göstermiĢtir. Ayrıca REG1A‘nın 

overekspresyonu FOXP3
+
 hücrelerin mutlak sayısını da azaltmıĢtır ancak anlamlı 

değildir (ġekil 4.51). Lenf nodunda CD25⁺ hücrelerinin yüzde ve MFI miktarlarına 

baktığımızda REG1A plasmidi verdiğimiz gurupta istatistiksel olarak anlamlı bir 

artıĢ vardır (p≤0.005, p≤0.05). Mutlak sayılarında ise CD25⁺ ifadesinde bir miktar 

azalma gözlenmemiĢtir. 

A 

 

 

ġekil 4.51. DOE grupta REG1A overekspresyonunun Treg hücreleri üzerine etkisinin lenf 

nodunda incelenmesi. A) FOXP3
+
 ve CD25⁺  hücrelerinin yüzde, MFI ve mutlak sayı 

grafikleri. * p ≤ 0.05, *** p ≤ 0.005 

Lenf nodunda CD4
+
FOXP3

+
 ve CD4

+
FOXP3

-
 populasyonları içinden immün 

checkpoint ifadelerine bakılmıĢ yüzde ve MFI değerleri incelenmiĢtir.  
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Lenf nodunda kontrole kıyasla REG1A Plasmid grubunda CD4
+
FOXP3

+ 
hücre 

populasyonunda ICOS
+
, KLRG1

+
, PD1

+  
yüzde ifadeleri istatistiksel olarak anlamlı 

Ģekilde azalmıĢtır (p≤0.01, p≤0.005; ġekil 4.52). MFI değerlerine baktığımızda 

REG1A Plasmid grubunda ICOS
+
 ve PD1

+
  ifadesi bir miktar artmıĢken, KLRG1

+
 

ifadesi bir miktar azalmıĢtır. 

A 

 

ġekil 4.52. DOE grupta REG1A overekspresyonunun kontrol inhibitör noktaları üzerine 

etkisinin lenf noduna incelenmesi. A) FOXP3
+
 kapılama içinden ICOS

+
, KLRG1

+
, PD1

+
 

hücrelerin yüzde ve MFI sayı grafikleri. ** p ≤0.01, *** p ≤ 0.005 



 

120 

 

DOE grupta lenf nodunda REG1A Plasmidi verdiğimiz gurupta FOXP3- hücrelerin 

yüzdesi azalmıĢtır. MFI miktarları istatistiksel olarak anlamlı bir artıĢ göstermiĢ, 

mutlak sayısı ise anlamlı bir azalma göstermiĢtir (p≤0.01; ġekil 4.53). 

Lenf nodunda CD25⁺ hücrelerinin yüzde ve mutlak sayıları miktarlarına 

baktığımızda REG1A Plasmidi verdiğimiz gurupta istatistiksel olarak anlamlı bir 

azalma vardır (p≤0.01, p≤0.005; ġekil 4.52). MFI mitarı ise CD25⁺ ifadesinde bir 

miktar artmıĢtır. 

A 

 

 

ġekil 4.53. DOE grupta REG1A overekspresyonunun Treg hücreleri üzerine etkisinin lenf 

nodunda incelenmesi. A) FOXP3
-
 ve CD25⁺  hücrelerinin yüzde, MFI ve mutlak sayı 

grafikleri. ** p ≤0.01, *** p ≤ 0.005 

Lenf nodunda kontrole kıyasla REG1A Plasmid grubunda CD4
+
FOXP3

- 
hücre 

populasyonunda ICOS
+
, KLRG1

+
, PD1

+  
hücrelerde yüzde ifadeleri istatistiksel 

olarak anlamlı Ģekilde azalmıĢtır (ġekil 4.54). MFI değerlerine baktığımızda REG1A 

Plasmid grubunda azalma vardır ancak anlamlı değildir. 
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Sonuç olarak DOE grupta lenf nodda REG1A overekspresyonu FOXP3
+ 
hücrelerdeki 

CD25 ifadesi bir miktar artmıĢ aynı zamanda FOXP3
-
 hücrelerdeki aktivasyon 

durumlarıda bir miktar baskılamıĢtır. 

A 

 

ġekil 4.54. DOE grupta REG1A overekspresyonunun kontrol inhibitör noktaları üzerine 

etkisinin lenf noduna incelenmesi. A) FOXP3
-
 kapılama içinden ICOS

+
, KLRG1

+
, PD1

+
 

hücrelerin yüzde ve MFI sayı grafikleri. (* p ≤ 0.05, ** p ≤0.01 

DOE grupta dalaktaki REG1A plasmidi verdiğimiz gurupta FOXP3
+
 hücrelerin 

yüzdesi istatistiksel olarak anlamlı bir artıĢ göstermiĢtir. REG1A plasmidi verdiğimiz 

gurupta MFI değeri ile mutlak sayısı azaltmıĢtır ve anlamlı değildir. CD25⁺ 
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hücrelerinin yüzde ve mutlak sayıları REG1A plasmidi verdiğimiz gurupta azalmıĢtır 

(ġekil 4.55).  CD25⁺ MFI değeri ise bir miktar artmıĢtır. 

 

A 

 

 

ġekil 4.55. DOE grupta REG1A overekspresyonunun Treg hücreleri üzerine etkisinin 

dalakta incelenmesi. A) FOXP3
+
 ve CD25⁺  hücrelerinin yüzde, MFI ve mutlak sayı 

grafikleri. * p ≤ 0.05. 

 

Dalakta CD4
+
FOXP3

+
 hücre populasyonunda REG1A Plasmid grubunda ICOS

+
 

hücrelerde yüzde ve MFI miktarları artmıĢtır (ġekil 4.56). KLRG1
+
, yüzde ve MFI 

miktarları azalmıĢtır. PD1
+
 hücrelerin yüzdesi bir miktar artmıĢ, MFI miktarları ise 

bir miktar azalmıĢtır. 

Dalakta CD4
+
FOXP3

-
 hücre populasyonunda REG1A Plasmid grubunda ICOS

+
 

hücrelerin yüzdesi artmıĢken, MFI değeri değiĢmemiĢtir. KLRG1
+
 yüzdesi bir miktar 

azalmıĢ ve MFI miktarları istatistiksel olarak anlamlı artmıĢtır (ġekil 4.57). PD1
+
 

hücrelerin yüzdesi bir miktar artmıĢ, MFI miktarları ise bir miktar azalmıĢtır. 
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ġekil 4.56. DOE grupta REG1A overekspresyonunun kontrol inhibitör noktaları üzerine 

etkisinin dalakta incelenmesi. A) FOXP3
+
 kapılama içinden ICOS

+
, KLRG1

+
, PD1

+ 

hücrelerin yüzde ve MFI sayı grafikleri. 
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A 

 

ġekil 4.57. DOE grupta REG1A overekspresyonunun kontrol inhibitör noktaları üzerine 

etkisinin dalakta incelenmesi. A) FOXP3
-
 kapılama içinden ICOS

+
, KLRG1

+
, PD1

+
 

hücrelerin yüzde ve MFI sayı grafikleri. * p ≤ 0.05 
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5. TARTIġMA ve SONUÇ 

Reg ailesi üyesi proteinleri önemli antimikrobiyal peptidler olup doğuĢtan gelen 

bağıĢıklığın temel bileĢenleridir.  Bugüne kadar yapılan çalıĢmalarla Reg 

proteinlerinin daha çok mikroorganizmalar üzerindeki öldürücü etkileri 

bilinmekteydi. Hücrenin membranında por oluĢturarak ya da lipid tabakayı bozarak, 

iki fonksiyonla da mikrobisidal etki göstermektedir (Giuliani ve diğ., 2008). Ayrıca 

ek olarak bazı yayınlarda Reg proteinlerinin bazı hücrelerde (epitel, pankreas 

hücreleri gibi) reseptörleri olabileceği böylece konağın kendi hücrelerini etkileyerek 

inflamasyonu farklı mekanizmalarla da etkileyebilecekleri gösterilmiĢtir. Yapılan 

çalıĢmalarda AMP‘lerin immünomodülatör rolleri olduğunu patojenlerin dıĢında 

bağlanabildikleri hücresel reseptörler ve etkiledikleri konağa ait hücreler olduğunu 

göstermiĢtir. Katelisidin-iliĢkili antimikrobiyal peptit (CRAMP)‘in ve insan ortologu 

LL-37‘nin EAE ve MS‘de spinal kordta üretildiği, farede astrosit kaynaklı CRAMP 

susturmasının EAE Ģiddetini azalttığı, ayrıca intratekal CRAMP enjeksiyonunun 

hastalığı Ģiddetlendiği gösterilmiĢtir (Bhusal ve ark., 2022). Kısa bir süre önce beta-

defensinin T hücrelerini doğrudan veya dolaylı etkileyerek proksimal T hücre sinyali 

yolağını baskılamıĢ ve rekombinant beta defensin uygulamasının graft versus host 

hastalığının Ģiddetini azalttığı gösterilmiĢtir. Alzheimer hastalığı bağlamında Αβ 

proteininin bir antimikrobiyal olarak çalıĢtığı son zamanlarda yapılan birçok yayında, 

hakkında tartıĢma olmakla birlikte gösterilmiĢtir (Stuart ve Franitza 2022). Ayrıca 

mikroglianın Αβ proteiniyle muamelesi mikroglia aktivasyonuna ve bir baĢka pro-

inflamatuvar AMP olan LL-37 üretimine neden olmuĢtur. Dolayısıyla birçok 

AMP‘nin yalnızca mikrobiyotayı etkileyerek değil, immün hücreler veya MSS veya 

PSS üzerinde doğrudan dolaylı etkilerle nöroimmünolojik hastalıkların patogenezine 

katkıda bulunabileceği değerlendirilmektedir.  
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Ancak bugüne kadar literatürde bu antimikrobiyal protein peptidlerinin immün 

hücrelerde doğrudan etkilerinin olup olmadığı çalıĢmalara konu olmamıĢtır. Bu 

çalıĢmada birincil amaç olarak bu üç Reg proteininin immün sistem üzerindeki 

doğrudan veya dolaylı etkisini insan T hücresinde incelemek amaçlanmıĢ ve buna 

dönük deneyler gerçekleĢtirilmiĢtir. Bu deneyler sonucunda; 

 Jurkat hücreleri ve PBMC‘lerde doğrudan rekombinant insan REG1A, 

REG3A, REG3G proteinlerinin ex vivo ortamda proliferasyon, apoptoz, IL-2 

üretimi ve aktivasyon markırlarına (CD69, CD25,CD127) baktığımızda reg 

proteinleri bu parametrelerin hiçbirini etkilememiĢtir. 

 Rekombinant insan REG1A proteininin ex vivo ortamda primer naive CD4
+
 

insan T hücrelerinin Th17 hücrelerine farklılaĢmasına etkisi incelenmiĢ ve 

REG1A‘nın yüksek dozlarında Th17 farklılaĢması azalttığı görülmüĢtür. 

 Rekombinant insan REG1A proteininin ex vivo ortamda primer naive CD4
+
 

insan T hücrelerinin Treg hücrelerine farklılaĢmasına etkisi incelenmiĢ ve 

REG1A‘nın yüksek dozlarında Treg farklılaĢması azalttığı görülmüĢtür. 

 Rekombinant insan REG1A proteininin ex vivo ortamda dendritik hücre 

olgunlaĢmasına etkileri incelenmiĢ ve REG1A CD11c ifadesini arttırmıĢtır. 

Diğer yüzeydeki maturasyon markırlarında dramatik bir etki yoktur. 

 Reg proteinlerinin gerçekten çalıĢtığını teyit etmek amacıyla antimikrobiyal 

etkinliği test edilmiĢtir. REG1A, REG3A ve REG3G‘ nın farklı 

konsantrasyonlarının S. aureus üzerine anti-mikrobiyal etkisi teyit edilmiĢ ve 

her üç reg proteininin farklı konsatrasyonlarında koloni sayılarında azalma 

belirlenmiĢtir. 

 CD4
+
 T hücrelerinde tranfeksiyon ile susturma sonrası REG1A/REG3A 

reseptörü olduğu düĢünülen EXTL3 ifadesi azalmıĢtır. Ancak EXTL3 

reseptörünün knock downu proliferasyon, IL-2 üretimi ve aktivasyon markırı 

olan CD69 ifadesini etkilememiĢtir. 

 Naif farelerde  (inflamasyon olmayan durumda) Reg overeksresyonunun 8. 

günü immün sistem parametrelerine baktığımızda insan REG1A proteininin 

sistemik overekspresyonu lenf nodda CD4
+
 T hücrelerini arttırmıĢ, sitokin 

profiline baktığımızda ise IL-10
+
, IFN-g

+
, TNF-a

+
 ve GMCSF

+
  ifadesini 

arttırmıĢtır. 
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 Ġnsan REG1A overekspresyonu naif farelerde lenf nodunda FOXP3
+
 ve 

CD25+  ifadelerini de arttırmıĢtır. Dalakta non-treg hücrelerde kontrol noktası 

inhibitörlerinden PD-1 artmıĢtır. 

 REG1A Plasmidinin overekspresyonu DOE Klinik skorlarını azaltmıĢ, eğri 

altında kalan alan değerlerini düĢürmüĢ ve demiyelinasyonu sınırlamıĢtır. 

 DOE farelerde  (inflamasyon durumunda) 23. gün immün sistem 

parametrelerine baktığımızda lenf nodda CD4
+
 T hücre sayısını azaltmıĢ, 

Treg hücrelerinin sayısını ve aktivasyon belirteci olan CD25 ifadesini 

arttırmıĢtır. Öte yandan patojenik olan konvansiyonel Treg hücrelerinin 

sayısını ve CD25 ifadesini azaltmıĢtır. 

 Ayrıca naiflerde kontrol noktası inhibitörleri periferde artmıĢken 

immünizasyon yaptığımız DOE farelerde kontrol noktası inhibitörleri hem 

periferde hemde MSS‘de azalmıĢtır. 

5.1. REG’in İn Vitro Kültür Sistemindeki Etkileri 

Hem Jurkat hücrelerini hemde PBMC‘leri insan REG1A, REG3A, REG3G 

proteinleri doğrudan yada dolaylı olarak etkileyip etkilemediğini araĢtırdık ve buna 

dair bir takım bilimsel kanıtlar elde etmeye çalıĢtık. Bu bağlamda proliferasyon, 

apoptoz, IL-2 üretimi ve CD69 ifadesine baktık.  

Yaptığımız detaylı incelemede proliferasyon bağlamında baktığımızda Jurkat 

hücreleri üzerinde Reg proteinlerinin birbirinden farklı dozlar denendi çok majör 

etkilerinin olmadığı gözlendi. 

Bugüne kadar birkaç Reg ailesi üyesinin, farklı sinyal yollarını aktive ederek farklı 

hücre tiplerinde proliferasyonu, farklılaĢmayı teĢvik ettiği ve apoptozu önlediği 

gösterilmiĢtir (Chen ve ark., 2019). Yapılan çalıĢmalarda Reg1A geninin aĢırı 

ekspresyonu pankreatik kanser hücrelerinde incelenmiĢ ve hem in vitro hem de in 

vivo olarak hızlandırılmıĢ hücre proliferasyonu ve tümör büyümesi ile sonuçlandığı 

gösterilmiĢtir (Li ve ark., 2016b). BaĢka bir çalıĢmada Reg1 eksikliği olan farelerde 

kriptlerde kök hücre proliferasyonunun azaldığı ve ince bağırsakta villus boyunca 

epitel göçünün bozulduğunu bildirerek, Reg1'in bağırsak villöz yapısının korunması 

ve yenilenmesindeki rolünü ortaya çıkarmıĢtır. Bizim çalıĢmamızın odağında daha 
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çok immün hücreleri oldu ve proliferasyon bağlamında doza bağlı dramatik farklar 

gözlenmedi.  

REG3A‘ nın, kolorektal kanser, gastrik kanser olmak üzere çoğu kanser türlerinde 

etkisinin olduğu bildirilmiĢtir (Lieu ve ark., 2005). REG3A‘ nın ekspresyonunun 

artmasından dolayı tümör boyutunda büyüme, olumsuz farklılaĢmalar, tümör 

evresinin daha hızlı ilerlemesi ve daha düĢük sağ kalımla iliĢkili olduğu ve azalan 

ekspresyon ile de hücre migrasyonu ve invazyonunun inhibe edildiği bildirilmiĢtir 

(Ye ve ark., 2016).  

Reg3A‘nın, gastrik kanser hücrelerinin invazyonunu, proliferasyonunu ve 

apoptozisini düzenlediği bildirilmiĢtir (Qiu ve ark., 2018). REG3A'nın bağırsakta 

bakterisidal bir ajan olarak ve epitel hücrelerinin apoptozunu azaltan ikili bir rol 

oynadığı gösterilmiĢtir. Pro-segmentin varlığı potansiyel olarak REG3A üreten epitel 

hücrelerinin istenmeyen hasarını önler. (Mukherjee et al . al., 2014). REG3γ, grefte 

karĢı konakçı hastalığında (GVHD) etkileri incelenmiĢ ve hem bağırsak kök 

hücrelerinin (ISC'ler) hem de Paneth hücrelerinin hem in vitro hem de in vivo 

apoptozunu önlemiĢtir. 

Bizim çalıĢmamızda doğrudan T hücrelerinin apoptotik etkilerinin incelenmesinde 

Jurkat hücreleri ve PBMC‘ler kullanılmıĢtır. Bu çalıĢmalarda kullanılan pg 

dozlarında bu üç antimikrobiyal proteinin canlılığı etkilemediği gözlenmiĢtir, 

kullandığımız dozlarda toksik bir etki görülmemektedir.  

Hem Jurkatlarda hem de PBMC‘lerde bu üç antimikrobiyal proteinin IL-2 üretimi 

üzerine etkilerinin olup olmadığını değerlendirdik. IL-2, T hücre çoğalması ve 

farklılaĢması için gerekli olan önemli bir sitokindir. Literatürde bu 3 protein özelinde 

IL-2 ile iliĢkili Ģu ana kadar hiçbir çalıĢma yapıĢmamıĢtır. Reg proteinlerini doğrudan 

T hücrelerine verdiğimizde kullandığımız dozlar IL-2 üretimini herhangi bir Ģekilde 

etkilememiĢtir. Bu sonuçlar Reg proteinlerinin doğrudan IL-2 üretimini 

etkilemediğini göstermekle birlikte dolaylı yollardan baĢka hücreleri etkileyerek T 

hücresi üzerinde etkiler göstermesi muhtemeldir. Bizim deney kurgumuzda doğrudan 

T hücresi üzerine verildiği için dolaylı etkilerini gösterecek kanıtlar sunmamıĢtır. 

CD69 ekspresyon seviyeleri, erken T hücresi aktivasyonunu değerlendirmek için 

kullanılır. Bu çalıĢmada Regin ilk kez CD69 aktivasyon markırları incelenmiĢ ve 
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Ģuana kadar insan yada fare hücrelerinde etkileri vitro ortamda baĢka araĢtırmacılar 

tarafından test edilmemiĢtir. ÇalıĢmada ilk kez rekombinant proteinlerin in vitro 

kültür ortamında doğrudan T hücre ve PBMC‘lerin üzerine atılarak incelenmiĢtir. 

Reg proteinleri direk T hücresinin üzerine attığımızda proliferasyon, apoptoz, IL-2 

üretimi ve aktivasyon markırları bakımından etkilememiĢtir. Ancak T hücreleri 

dentritik hücreler ile birlikte çalıĢmaktadır. Dendritik hücreler, mikroglia ve 

makrofajlar gibi antijen sunan hücreler (ASH) tarafından T hücresi subsetleri aktive 

edilir. Reg proteinlerini dentritik hüce üzerine attığımızda dentritik hücreye cevaben 

ürettiği Ģey üzerinden hücrelerin üzerinde değiĢimler yaratarak T hücresini dolaylı 

etkiliyor olabilir. Çünkü sadece T hücrelerini koyduğumuz kültürlerde bu etkiyi 

görememiĢ olmak dolaylı etkiyi dıĢlamaz. Sonuç olarak doğrudan T hücrelerinin 

üzerine koyduğumuzda dramatik bir etki göremedik ve baktığımız parametreler 

üzerinden Reg proteinleri bu cevabı etkilememektedir. Bu proteinlerin in vitro 

ortamda doğrudan T hücreleri üzerine etkileri ilk kez bu çalıĢmada incelenmiĢtir. 

You ve arkadaĢları yaptıkları bir çalıĢmada, miR-10a-3p restorasyonunun REG3A'yı 

inhibe ederek Th17/Treg oranını azalttığını ve Lupus nefritinde böbrek hasarını 

hafiflettiğini göstermiĢlerdir (You ve ark., 2020). REG1A proteininin ise bu zamana 

kadar in vitro kültür ortamında T hücre farklılaĢmalarına etkileri tanımlanmamıĢtır. 

Bu çalıĢmada ilk kez T hücre alt soylarına farklılaĢmada farklı antimikrobiyal reg 

proteinlerinin etkileri incelenmiĢtir. Th17 farklılaĢmalarında REG1A‘nın yüksek 

dozlarının T hücrelerini öldürdüğü gözlenmiĢtir. Farklı lineyç farklılaĢmalarında 

regin inhibe edici etkisi yokken sadece Th17 kondüsyonunda daha yüksek doza bağlı 

bir etkinin olduğunu görmekteyiz. Dolayısıyla REG1A‘nın yüksek dozlardaki Th17 

farklılaĢmaları üzerinde bu azaltıcı etkisini hem IL-17A üretimni baskılamak hemede 

hücre üzerine sitotoksik etki göstermiĢ olma ihtimalinden kaynaklandığını 

düĢünüyoruz. Zira doza bağlı olarak FSC-SSC grafiklerinde canlı lenfosit gatelerinde 

daha az hücre gözlenmiĢtir. Buradaki Th17 üzerindeki inhibisyon etkisi sitokin 

kombinasyonundan kaynaklı apoptotik etkinin daha belirgin hale gelmesiyle ortaya 

çıkmıĢ olabilir. 

Miyeloid hücreler, IL-12, IL-23, IL-6 ve IL-1β üreten proinflamatuar M1 makrofajlar 

veya IL-10/IL-4 üreten antiinflamatuar M2 makrofajlar T hücre cevabının 

oluĢumunda önemli rol oynar. Bu miyeloid hücrelerin yanıtı farklılaĢmıĢ T 
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hücrelerinin etkisi altındadır (Milo, 2019). ÇalıĢmamızda Reg proreinlerinin antijen 

sunan hücreler aracılığıyla T hücre üzerine yapabileceği muhtemel etkileri 

değerlendirmek amacıyla dentritik hücreler farklılaĢtırılarak Reg proteinlerinin 

farklılaĢmaya ve kostimülatör moleküllerin ifadelerine etkisini inceledik. Bu 

bağlamda REG1A‘nın farklı dozları CD11c ifadesini arttırmıĢtır ancak yüzeydeki 

diğer maturasyon markırlarında dramatik bir etkisi yoktur. Literatürde bu bağlamda bir 

çalıĢma bulunmamaktadır. 

Reg proteinleri EXTL3 reseptörü üzerinden hücrelere bağlanabileceği ve bir sinyal 

kaskadı oluĢturarak proliferasyonu etkilediği bir takım çalıĢmalarda rapor edilmiĢtir 

(Chen ve ark., 2019). Reg3γ-Extl3 bağlanmasının sinyal yolaklarını aktive ederek 

keratinosit proliferasyonunu ve farklılaĢmasını düzenlediği gösterilmiĢtir (Lai ve ark 

2012). Ayrıca Reg1α'nın sıçanlarda EXTL-3 reseptörünü bağlayarak nörit 

büyümesini uyardığı bildirilmiĢtir (März-Weiss ve ark., 2011). Bu nedenle EXTL3 

reseptörünün blokajının Reg aracılı bu hücre davranıĢında değiĢiklikler oluĢturup 

oluĢturmayacağını test etmek için EXTL3‘ü susturma deneyleri yaptık ve EXTL3 

susturmasının transfeksiyona etkilerini inceledik. Yaptığımız bu deneyde EXTL3‘ün 

baĢarılı bir Ģekilde susturulduğunu konfirme ettik. EXTL3 reseptörünün susturulması 

proliferasyon, IL-2 üretimi ve aktivasyon markırı olan CD69 ifadesini 

etkilememiĢtir. Volpi ve arkadaĢları (Volpi ve ark., 2017)  EXTL3 mutasyonlarının 

Primer Ġmmün yetmezliğe neden olduğu ve T hücre geliĢimini düzenlediğini, 

EXTL3‘ün yokluğunda T hücrelerinin gittiğini bildirmiĢlerdir. Bizim sonuçlarımız 

olgun T hücrelerinde EXTL3 susturmasının en azından izlediğimiz parametreler 

açısından dramatik etkiler yaratmadağına iĢaret etmektedir. Dolayısıyla EXTL3‘e 

olan ihtiyacın T hücrelerinin erken geliĢim safhalarında dah fazla olduğu yorumu 

yapılabilir.  

Reg proteinlerinden, insan REG3A ve fare Reg3γ, bağırsak mikrobiyotasının 

düzenlenmesine katkıda bulunan antimikrobiyal peptitler olarak iĢlev görür (Chen ve 

ark., 2019; Vaishnava ve ark., 2011). Reg3 proteinleri esas olarak ince bağırsak 

boyunca eksprese edilir ve bakterisidal aktivite yoluyla konakçı savunma sürecini 

modüle eder. Bağırsaklarda Lactobacillus reuteri, tip-3 doğal lenfoid hücreler 

(ILC3'ler) tarafından eksprese edilen aril hidrokarbon reseptörünü (AhR) aktive 
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ederek IL-22 sitokininin üretimi artırır. Patojen istilasına yanıt olarak hızla 

REG3γ'nin bağırsak epitelyal hücre ekspresyonu artar. (Cheng ve ark., 2019; Murray 

ve Perdew 2017; Sonnenberg ve ark., 2011) REG3γ ve REG3β, Enterococcus 

faecalis Listeria monocytogenes ve Yersinia pseudotuberculosis dahil olmak üzere 

spesifik bakteriyel enfeksiyonlara karĢı koruma sağlar (Abreu 2010; Burger-van 

Paassen ve ark., 2012; Dessein ve ark., 2009; Gallo ve Hooper 2012; Mukherjee ve 

Hooper 2015).  

Bizde çalıĢmamızda Jurkatlardaki verilerimizin anlamlı olamaması nedeniyle 

proteinlerin çalıĢtığından emein olmak amacıyla Reg proteinlerinin S.aureus 

üzerinde antimikrobiyal etkisini değerlendirmek istedik. Her üç reg proteininin 

farklı konsatrasyonlarında test edilen bacteri koloni sayılarında pleylerde doza bağlı 

azalma belirlenmiĢtir. Böylece çalıĢmamızda kullandığımız rekombinant proteinlerin 

test edilmiĢ ve bu proteinlerin çalıĢtığı doğrulanmıĢtır. 

Yaptığımız çalıĢmalar sonucunda proteinlerimizin antimkrobiyal etkisinin olduğunu 

ancak sonuçlarımızın T hücre bağlamında çokta farklılıklar göstermediğini gördük. 

Bu veriler proteinlerin Th17 hücreleri veya farklılaĢmaları üzerinde doğrudan etkileri 

olabileceğine bazı baĢka parametreler açısında ise gözlenebilir etkilerinin olmadığına 

iĢaret etmektedir. Bundan yola çıkarak bu in vitro verileri daha iyi anlayabilmek ve 

ayrıca bu hücrelerden bağımsız REG1A‘nın T hücreleri üzerindeki dolaylı etkilerini 

de değerlendirmek amacıyla bu proteinlerin in vivo overekspesyonla hastalık 

olmayan homeostatik durumda ve hastalık durumunda etkilerini test etmeyi istedik.  

5.2. REG1A Overekspresyonunun İn Vivo Homeostatik Durumda Ġmmün 

Sistem Parametrelerine Etkileri 

Önceki çalıĢmalar, çeĢitli türlerde nöronlarda Reg ailesi proteinlerinin üyelerinin 

ekspresyonunu göstermiĢtir. REG1A‘nın nöronal büyümede rol aldığı bildirilmiĢtir 

(van Ba ve ark, 2012). REG1 ve REG3 ekspresyonu, Alzheimer hastalarının 

plaklarında ifadesi ve beyin omurilik sıvısında varlığı rapor edilmiĢtir (Ozturk ve 

ark., 1989). Reg1a nın daha önce nöronlarda expresyonunun etkilendiği bildirilmiĢ 

olduğu için biz bu çalıĢmada koruyucu etkisinin olabileceğini düĢündük ve 

overekspresyonlarını denemek istedik. 
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Naif farelerde overekspresyonun konfirme edilmiĢtir. Overekspresyonun 

(inflamasyon olmayan durumda) 8. günü immün sistem parametrelerine baktığımızda 

insan REG1A proteinin sistemik overekspresyonu lenf nodda CD4
+
 T hücrelerini 

arttırmıĢ, sitokin repertuvarına baktığımızda ise IL-10 ifadesini arttırmıĢtır. Diğer 

sitokinleri etkilememiĢtir. 

Ġnsan REG1A overekspresyonunun naif farelerde lenf nodunda FOXP3
+
 ve CD25

+
  

ifadelerini de arttırmıĢtır. Hem lenf nod hemde dalakta checkpoint inhibitörleri 

artmıĢtır. Naif farelerde overekspresyonu genel anlamda immün sistem parametreleri 

üzerine etkilerine baktığımızda lenf nodunda bir miktar etki göstermiĢtir. 

REG1A‘nın lenf nodunda etkiliyor olması dalakta bu etkinin gözlemlenmemiĢ 

olması mikroçevenin bu bağlamda önemli olabileceğine iĢaret etmektedir. 

5.3. REG1A Overekspresyonunun Ġnflamasyon Durumunda Ġmmün Sistem 

Parametrelerine Etkileri 

REG1A proteininin hidrodinamik enjeksiyonlarla overekspresyonlarının T hücreleri 

üzerine etkileri in vivo MS fare modeli olan DOE‘de incelenmeiĢ ve bu bağlmada 

terapotik etkilerine ilk kez bu çalıĢmada bakılmıĢtır ve REG1A‘nın bu modelde 

hastalık skorlarını azaltabileceği in vivo etkileri ilk kez bu proje önerisinde 

gösterilmiĢtir.  

MOG35-55 immünizasyonu ile DOE oluĢturulan farelerde hidrodinamik 

enjeksiyonlarla mürin Reg3g plazmidinin overekspresyonunun beyine patojen T 

hücre infiltrasyonunu artırdığını, Treg hücre miktarını azalttığını ve DOE Ģiddetini 

farelerde arttırdığını rapor ettik (Eken ve ark. (2021). 

GerçekleĢtirdiimiz bu çalıĢmada ise kullandığımız mürin REG1A‘sı değil insan 

REG1A‘sıdır. Fare Reg1 ile % 72-74 benzerlik göstermektedir (Chen ve ark., 2019). 

REG1A plazmidinin overekspresyonu bu çalıĢmada DOE Klinik skorlarını azaltmıĢ, 

eğri altında kalan alan değerlerini düĢürmüĢ ve demiyelinasyonu sınırlamıĢtır. Ġlk 

yapılan immünizasyon sonrasında farelerde bir defalık bir hidrodinamik enjeksiyonla 

REG1A overekspresyonu gerçekleĢtirilmiĢtir. Fare Reg1a‘sı ile benzerliği % 100 

homoloji olmadığından birinci immünizasyondan sonra antikorlar geliĢtirebilecek ve 

buna bağlı olarak etkinliğini azalacaktır. O yüzden birkez yaptığımız immünizasyon 
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sonrasında erken dönemlerde etki daha belirgin olacaktır. Ġleriki çalıĢmalarda fare 

Reg1a‘sı kullanılması ve deneylerin bu Ģekilde tekrar edilmesi bu bağlamda önem 

arz etmektedir.  

Birçok çalıĢmada Treg hücrelerinin supresif hücreler olduğu ve immün hücreleri 

inhibe ederek MS patogenezini yavaĢlattığı gösterilmiĢtir. (Danikowski ve ark., 

2017; Mastorodemos ve ark., 2015; Ziegler, 2006). Treg hücreleri yüzeylerinde 

yüksek düzeyde IL-2Rα (CD25)‘yı da ifade eder. CD4
+
 CD25

+
 Treg hücreleri, 

otoimmünitenin aktif baskılanması için gereklidir (Fontenot ve ark., 2003). IL-2 

reseptörü, α (CD25), β (CD122) ve γ (γc) zincirleri olmak üzere 3 farklı alt birimden 

oluĢur. Treg hücrelerine IL-2 sinyallerinin iletilmesi için önemli olan CD122 (βc) ve 

γc ile birlikte IL-2'ye yüksek afiniteli bağlanma sağlayan CD25'in ifadesidir. IL-2 

sinyal iletimi, CD25'in ekspresyonu ile gerçekleĢir (Boyman ve ark., 2015). Ayrıca 

Treg hücreleri IL-10, IL-35 ve TGF-β gibi sitokinlerin üretiminde de önemli rol 

oynar (Oral, 2018). Yapılan çalıĢmalar IL-10'un otoimmün hastalıklarda potansiyel 

terapötik bir etkisinin olduğunu göstermiĢtir. Ratlara rekombinant IL-10 uygulanması 

DOE geliĢimini önlemektedir (Rott ve ark., 1994). MSS içindeki IL-10 mRNA 

ekspresyonu artıĢı ile DOE 'in klinik seyrinin iyileĢmesi ile bir korelasyon 

göstermektedir (Diab ve ark., 1997; Kennedy ve ark., 1992). Bir diğer çalıĢmada 

Ġnflamatuar barsak hastalığı modelinde MS hastalığında kullanılan ilaçlardan olan 

Glatiramer asetatın etkisine bakılmıĢ ve TNF-α ve IL-6 üretimini azalttığını, IL-10 

sitokinini arttırdığını bulmuĢlardır (Touw ve ark., 2018).  

GerçekleĢtirdiğimiz çalıĢmada ise DOE farelerde  (inflamasyon durumunda) 23. gün 

immün sistem parametrelerine baktığımızda REG1A overekspresyonu lenf nodda 

CD4
+
 T hücre sayısını azaltmıĢ, Treg hücrelerinin sayısını ve aktivasyon belirteci 

olan CD25 ifadesini arttırmıĢtır. Öte yandan patojenik olan konvansiyonel Treg 

hücrelerinin sayısını ve CD25 ifadesini azaltmıĢtır. Ayrıca periferde lenf nodunda 

otoimmünitenin baskılanmasında görevli regülatör T hücrelerinin sayısını artırmıĢtır. 

Ayrıca beyinde ise T hücre çoğalmasını ve farklılaĢmasını uyaran en önemli sitokin 

olan IL-2 miktarı ile proinflamatuar sitokin olan TNF-a miktarını azaltmıĢ ve 

supresif sitokin olan IL-10 miktarını ise arttırmıĢtır.  
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Ayrıca naif farelerde kontrol noktası inhibitörleri periferde artmıĢken, immünizasyon 

yaptığımız DOE farelerde kontrol noktası inhibitörleri hem periferde hemde MSS‘de 

azalmıĢtır. Ġmmünisazyon bunu baypas etmiĢ olabilir.  

Sonuç olarak REG1A nın overekspresyonunun in vivo bir takım etkilerini daha çok 

periferde gözlemledik, beyinde bazı parametreler açısında dramatik bir etki 

gözlemlemedik. Farelerin immünizasyondan 23 gün sonra sakrifiye edilmiĢ olması 

dolayısıyla zamansal olarak etki aralığı kaçırılmıĢ olabilir. Önceki çalıĢmalarımız 

hidrodinamik enjaksiyonlardan sonraki 7-10 günlük zaman aralığında ekspresyonun 

devam ettiği gösterilmiĢtir (Eken ve ark., 2011; Eken ve ark., 2014).  Dolayısıyla 21 

gün süreye ulaĢan bu DOE deneyinde 10.günden sonra proteininin sistemik etkisisnin 

azalması nedeniyle anti-inflamatuar etkinin azalması muhtemeldir. Daha sonraki 

çalıĢmalarda etkiyi gösterebilmek adına bu deney 2 doz enjeksiyon veya 

rekombinant protein verilmesi ile tekrarlanabilir.  

Özetle bu çalıĢma kapsamında literatürde ilk kez REG1A, REG3A ve REG3G‘nin 

primer T hücreleri, Jurkat T hücreleri üzerine etkileri ex vivo deneylerle karakterize 

edilmiĢ, REG1A‘nın fare MS modelinde koruyucu etkileri incelenmiĢ ve REG1A‘nın 

profilaktik etkinkinliği konusunda umut vaat eden sonuçlar alınmıĢtır. Bu bağlamda 

Erciyes üniverstesi aracılığı ile patent baĢvuru yapılmıĢtır. 
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