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OZET

Reg ailesi tiiyesi proteinleri onemli antimikrobiyal peptitler olup dogustan gelen
bagisikligin temel bilesenleridir. Calismamizda Reg ailesi iiyelerinden REGIA,
REG3A ve REG3G’nin ve potansiyel reseptorlerinin (Ext ailesi tiyelert EXTL3)
dogrudan primer fare/insan T hiicrelerinin polarizasyon, sitokin {retimi,
proliferasyon vs. gibi fonksiyonlarmi nasil etkiledigini ve REGIA proteininin
hidrodinamik overekspresyon yontemi ile fareye verilmesinin deneysel otoimmiin
ensefalomiyelit (DOE) patogenezine etkilerini ve terapotik potansiyelini karakterize
etmeyi amagladik.

Rekombinant insan REGI1A, REG3A, REG3G proteinlerinin  farkli
konsantrasyonlarinin S. aureus iizerine anti-mikrobiyal etkisi teyit edildi ve her ii¢
reg proteininin farkli konsatrasyonlarinda koloni sayilarinda azalma belirlendi.
REGIA, REG3A ve REG3G’ nin Jurkat hiicrelerinde ve PBMC’lerde ex vivo
ortamda proliferasyon, apoptoz, IL-2 iiretimi ve aktivasyon markirlarma (CD69,
CD25, CD127) baktigimizda reg proteinleri dogrudan bu parametrelerin higbirini
etkilemedi.

Rekombinant insan REG1A ile ex vivo ortamda yaptigimiz farklilasma deneylerinde
REG1A’nmm yiiksek dozlarda Th17 farklilagsmasini azalttig1 goriilmiistiir. Ayrica
dendritik hiicre olgunlagsmasina etkileri incelenmis ve REG1A’nin CD11c ifadesini
arttirdig1 gozlenmistir.

T hiicrelerinde yapilan tranfeksiyon ile susturma sonrasi, REGIA/REG3A reseptorii
oldugu disliniilen EXTL3 ifadesi basarili bigimde azalmis ancak EXTL3
reseptOriiniin ~ susturulmasi  proliferasyon, IL-2 iretimi ve CD69 ifadesini
etkilememistir.

REG1A plazmidinin in vivo hidrodinamik overekspresyonu DOE Klinik skorlari ile
egri altinda kalan alan degerlerini azaltip ve demiyelinasyonu sinirlamistir.

REG1A overekspresyonu inflamasyon durumunda DOE farelerde lenf nodda CD4™ T
hiicre sayisini azaltms, Treg hiicrelerinin sayismni ve aktivasyon belirteci olan CD25
ifadesini arttrmistir. Ote yandan patojenik olan konvansiyonel T hiicrelerinin
sayisint  ve CD25 ifadesini azaltmistir. Ayrica periferde lenf nodunda
otoimmiinitenin baskilanmasinda gorevli regiilator T hiicrelerinin sayisini artirmistir.
Beyinde ise T hiicre ¢cogalmasmi ve farklilasmasini uyaran énemli bir sitokin olan
IL-2 miktar1 ile proinflamatuar sitokin olan TNF-a miktarin1 azalttig1 ve supresif
sitokin olan IL-10 miktarini ise arttirdig1 gozlenmistir.

Bu sonuglar REG1A’nin fare MS modelinde koruyucu etkilerinn oldugunu gdstermis
ve REG1A’nim profilaktik etkinkinligi konusunda umut vaat etmektedir.

Anahtar Sozciikler: EAE; EXTL3; Jurkat hiicre hatt;; REG1A; REG3A; REG3G.



INVESTIGATION OF THE EFFECTS OF REG FAMILY MEMBERS
REGI1A, REG3A AND REG3G ON THE BIOLOGY OF JURKAT CELLS

Zehra Biisra AZIiZOGLU
Erciyes University, Graduate School of Healty Sciences
Department of Medical Biology
Ph.D. Thesis, November 2023
Supervisor Associate Professor: Do¢c.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 Thl7 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-a, 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. GIRIS VE AMAC

Antimikrobiyal peptitler (AMP'ler), mikroorganizmalara kars1 inhibe edici aktiviteye
sahip bilesiklerdir. Tiim diinyada antibiyotiklere karsi hizla artan diren¢ gelisimi
sonrasi, antimikrobiyal peptitler yeni ilag adaylar1 olarak hizla dikkatleri iizerine
¢ekmis ve klinik kullanima sokma ¢abalar1 hizla artmustir (Fox 2013; Mahlapuu ve
ark., 2016). Ayrica, son salginlar ve pandemiler gibi yeni ortaya ¢ikan mikrobiyal
hastaliklarla miicadelede etkili antimikrobiyal ajanlara olan acil ihtiya¢ nedeniyle,

AMP'lerin popiilaritesi artmaktadir (Biiylikkiraz 2021).

Antimikrobiyal peptitler, esas olarak hiicre zarlarin1 veya spesifik hiicre igi
bilesenleri hedef alarak ¢esitli ve 0©zel mekanizmalar yoluyla ¢ok cesitli
mikroorganizmalar1 inhibe eder. Tek baslarina veya sinerjistik bir etki elde etmek
icin antivirallerle ve diger antimikrobiyal bilesenlerle kombinasyon halinde
kullanilabilirler (Gordon ve ark., 2005). Bugiine kadar 3000 den fazla antimikrobiyal
peptit, cok ¢esitli organizmalarda karakterize edilmis ve bununla birlikte bu peptitler,
amino asit bilesimi ve ikincil yapilara gore smiflandirma yapilmaya calisilmistir
(Moretta ve ark., 2021). Defensinler, katelisidinler, RNAse 7, psoriasin, graniilysin,
dermcidin ve C tipi lektinler (REG3B ve REG3y) insanlarda bulunan baslica
AMP'lerdir (Cederlund ve ark., 2011; Ganz 2003; lzadpanah ve Gallo, 2005;
Wiesner ve Vilcinskas 2010).

Simdiye kadar FDA tarafindan nisin, gramicidin, melittin, daptomycin, lactoferricin
ve histadin gibi birkag AMP’lerin klinik uygulamada kullanimlari onaylanan ve
bacitracin, pexiganan, omiganan, barilacidin, LL-37 gibi preklinik agsamalarda veya
Klinik denemelerde olan ¢ok sayida AMP vardir (Moretta ve ark., 2021). Daptomisin,
cesitli ilaca direncli Gram-pozitif bakterilere kars1 hizli bir bakterisidal etki gosteren

karmagik cilt ve cilt yapisi enfeksiyonlarmin tedavisi i¢in 2003 yilinda FDA



tarafindan onaylanmistir (Carpenter ve Chambers, 2004). Mikrobisidal aktivitelerine
ek olarak, AMP'ler ayrica sinyal molekiilleri, immiin modiilatérler ve antitimdor
ajanlar olarak potansiyel uygulamalara sahiptir. AMP'ler, gida, tarim, cevre,
hayvancilik ve ila¢ endiistrilerinde antimikrobiyal maddeler olarak potansiyel
uygulamalara sahiptir. Bu nedenle, AMP'lerin ¢ok yonlii biyolojik 6zelliklerini
anlamak, peptit bazli terapdtiklerin klinik gelisimi i¢in son derece onemli olabilir

(Biiytikkiraz 2021; Fjell ve ark., 2012)

Rejenere edici adacik tiirevi (REG / Reg) proteinler, kiigiik salgilayici C tipi benzeri
lektinlerdir. Reg proteinler bakteriyel sekerleri ve peptidoglikanlar1 Cav +2 bagimli
etkilesimler yoluyla C tipi lektin alanlar1 (CTLD) araciligiyla baglar ve bakterisidal
etkilerini gosterir. Reg proteinlerinin en ayirt edici 6zelligi de ¢ok cesitli ligandlar1 ve
karbonhidratlar1 secici sekilde baglayan bu C tipi benzeri lektin alanlarmma sahip
olmalaridir. Giiniimiize kadar 17 tane REG gen ailesi tanimlanmistir (Chakraborty ve
ark., 1995; Dieckgraefe ve ark., 2002; Hartupee ve ark., 2001; Katsumata ve ark.,
1995; Lasserre ve ark., 1994).

Yakin zamanda yaptigimiz bir ¢alismada (Eken ve ark., 2021), Reg3y’ nin sistemik
artistyla MS fare modeli olan DOE’ yi agirlastirdigi rapor etmistik.

REG1A, REGIB, REG3A ve EXTL3’iin MS hastalarinda saglikli grupla
kiyaslandiginda BOS’taki ekspresyonu mRNA diizeyinde bir farklilik
gostermemistir. Ilging bir sekilde, Reg3y asir1 ekspresyonu DOE skorlarini,
demiyelinizasyonu siddetlendirmis ve beyne ve omurilige lenfositlerin ve Th1l / Th17
hiicrelerinin yiiksek infiltrasyonuyla iligkili olup, bu da bize Reg3ymin dogrudan

veya dolayli olarak lenfosit fonksiyonlarmi etkileyebilecegini diisiindiirmiistiir.

Bu ¢alismada Reg ailesi iiyelerinden REGIA, REG3A ve REG3G’nin ve potansiyel
reseptorlerinin (Ext ailesi tiyeleri EXTL3) dogrudan primer fare/insan T hiicrelerinin
polarizasyon, sitokin tiretimi, proliferasyon vs. gibi fonksiyonlarini nasil etkiledigi ve
REG1A proteininin hidrodinamik overekspresyon yontemi ile verilmesinin fare
multiple skleroz (MS) modeli olan deneysel otoimmiin ensefalomiyelit (DOE)
patogenezine etkileri ve terapdtik potansiyeli, DOE hastalik skorlamasi, beyinde

demiyelinasyon ve sinir sistemine infiltrasyon yapan hiicreler karakterize edilerek
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arastirilmistir. Bu ¢alisma sonucunda REG1A nin immiin sistem iizerindeki etkisinin
anlasilmas1 ve boylelikle hastaliklardaki terapdtik potansiyelinin - anlagilmasi

acisindan 6nem tagimaktadir.
Asagida projemizin hedefleri sunulmustur.

Hedef 1: Bu ¢alismada rekombinant insan REG1A, REG3A, REG3G proteinlerinin
ex vivo ortamda dogrudan PBMC ve Jurkat hiicrelerinin polarizasyon, sitokin
iiretimi, proliferasyon vb. gibi fonksiyonlarma ve dendritik hiicre olgunlagsmasina

etkilerinin incelenmesi

Hedef 2: Rekombinant insan REG1A proteininin ex vivo ortamda primer naive CD4"
fare T hiicrelerinin Th2, Thl7, Treg hiicrelerine polarizasyonlarmma etkilerinin

incelenmesi

Hedef 3: Primer T hiicrelerinde EXTL3 reseptoriiniin susturulmasmimn insan T

hiicrelerinin aktivasyon, sitokin tiretimi, proliferasyonuna etkilerinin incelenmesi

Hedef 4: Rekombinant insan REG1A proteinin hidrodinamik plasmid ejeksiyonlu
overekpresyonunun fare DOE gelisimine etkilerinin karakterize edilmesi

amaclanmustir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Antimikrobiyal Peptidler (AMP)

Antimikrobiyal peptidler (AMP'ler), bakteri, bitki, hayvan ve insan dahil tiim canl
organizmalar tarafindan dogal olarak {tretilen 12-50 aminoasitten olusan kiigiik
peptidlerdir.

AMP'lerin smiflandirmalar1 ¢esitliliginden dolay1 zorluklara neden olmustur.
AMP'ler kaynak, aktivite, yapisal 6zellikler ve amino asit kompozisyonuna gore
smiflandirilir (Sekil 2.1) (Huan Y ve ark., 2020). Amino asit kompozisyonuna gore
dogrusal peptidler, sisteince zengin peptidler ve arginine, histidin veya glisin gibi
amino asitlerce zengin peptitler olarak ii¢ guruba ayrilmustir. Ikincil yapilar esas
almarak ise a-helikal peptidler, B-sheet peptidler ve uzatilmig/ilmek peptidler olmak
tizere li¢ gruba ayrilirlar (Cruz ve ark., 2014). Alfa-helikal AMP'ler, yiiksek katyonik
ve amfipatik Ozellik gosterirler ve Gram (+) bakteri ve mantarlara karsi etki
gosterirler (Cruz ve ark., 2014; Gullberg ve ark., 2011). B-sheet yapisindaki AMP'ler
ise sistein kalintilar1 arasindaki disiilfit kopriileri ile stabilize edilirler.

Notral pH'ta molekiil yiikii 6zelliklerine gore katyonik ve anyonik AMP'ler olmak
iizere iki tlir smiflandirma yapilmistir ve cogu peptidler katyonik o6zelliktedir.
(Narayana ve Chen, 2015). Bazi1 yazarlar biyolojik aktivitelerini ve etki
mekanizmalarina gore de ayrintili olarak AMPleri smiflandirmislardir. Biyolojik
hedeflerine gdre antibakteriyel, antiviral, antifungal antiparaziter, anti-insan immiin
yetmezlik viriisii (HIV) ve anti-tiimor peptidler olarak ozetlenebilir (Sekil 2.2)
(Bahar and Ren, 2013; Huan ve ark., 2020). Antimikrobiyal peptit veritabanindaki
(APD3) bilgilere gore en biiyiik oran olan %60'n1 antibakteriyel peptitler, ardindan
%?26'smn1 antifungal peptitler, ve antiviral, antiparazitik, antikanser, anti-HIV

peptitlerin herbirisi ise yaklasik %2-5'ini olusturur. AMP’lerin kaynaklar1 da



memeliler (insan konak¢i savunma peptidleri biiyiikk bir orandadir), amfibiler,

mikroorganizmalar ve bocekler olarak ayrilabilir (Huan ve ark., 2020).
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Sekil 2.1. Antimikrobiyal peptidlerin siniflandirilmasi. AMP'ler kaynak, aktivite, yapisal
ozellikler ve amino asit kompozisyonuna gore siniflandirthir (Huan Y ve ark., 2020).
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Sekil 2.2. Antimikrobiyal peptitlerin ana fonksiyonlarinin istatistikleri. Biyolojik hedeflerine
gore antibakteriyel, antiviral, antifungal antiparaziter, antiinsan immiin yetmezlik viriisii
(HIV) ve anti-timér peptidler olarak siniflandirilirlar (Huan ve ark., 2020).

AMPlerin transkripsiyon ve ribozomal translasyon sonrast ilk olarak pre-propeptidler
olusur ve bu prepropeptidler N-terminal sinyal dizisi, bir pro-segmenti ve bir C
terminal katyonik peptid kisimlarindan olusur. N-terminal sinyal dizisi endoplazmik
retikulumu hedef alirken, C-terminal peptid kismi1 antimikrobik aktivite gdsterir. Pro

segmenti ise anyonik yiiklidiir ve C-terminalinin dogru bir sekilde katlanmasini ve



olgun peptidlerin aktivitelerinin inhibe edilmesine yardimci olur. (Kleinkauf ve von
Dohren, 1990; Nicolas ve ark., 2003, Nissen-Meyer ve Nes, 1997).

Defensinler, katelisidinler, RNAse 7, psoriasin, graniilysin, dermicidin ve C tipi
lektinler (REG3p ve REG3y) insanlarda bulunan baslica AMP'lerdir (Cederlund ve
ark., 2011; Ganz, 2003; Izadpanah ve Gallo, 2005; Wiesner ve Vilcinskas, 2010)
Deri, gozler, kulaklar, agiz, bagirsaklar, bagisiklik, sinir ve riner sistemler dahil
olmak {izere ¢esitli dokulardan ve epitelyal yiizeylerden 100'den fazla bu tiir peptit
tanimlanmistir (Wang, 2014). Birincil olarak noétrofil graniilleri iginde, deri ve
mukozal ylizeyleri kaplayan epitel hiicrelerin salgilarinda bulunurlar (Boman, 1995).

AMP’ler hidrofobik, hidrofilik kisimlar icerirler ve yapilarinda bulunan arginin,
histidin ve lizin aminoasitleri sayesinde genellikle pozitif yiikliidiirler. Bu sayede
AMP’ler su igeren ortamlarda kolayca ¢dziinebilir ve lipidden zengin membranlara
girebilirler. Bu ozellikleri bakteri membraniyla etkilesime girmeleri ve
antimikrobiyal aktivite gostermeleri igin ¢ok 6nemlidir (Sekil 2.3) (Carncell ve ark.,
2013; Zasloff’s, 2002).

AMP ler viriis, bakteri ve fungus gibi patojenlere karsi savunma sisteminde rol alan
ve immiin yanit olusturan ilk dogal bagisiklik elemanidir (Boman, 1995). Ayrica
adaptif immiinitenin diizenlenmesine de yardimci olurlar. Bu endojen peptidler epitel
hiicreleri ve fagositik hiicreler tarafindan sentezlenirler ve herhangi bir enfeksiyon
durumuna kadar depo edilirler. Enfeksiyon durumunda ise enfeksiyona cevap olarak
indiiklenerek yiiksek miktarlarda ifade edilirler (Hoffmann ve ark., 1999). Bir¢ok
mikroorganizma tiirliniin liremesini inhibe ederek patojene karst hem hizli hem de
etkin bir savunma olustururlar (Bowdish ve ark., 2005; Carncell ve ark., 2013;
Zasloff 2002).

Ote yandan peptid, hiicrenin membraninda por olusturarak ya da lipid tabakayi
bozarak, iki fonksiyonla da aktivite gosterebilir (Giuliani ve ark., 2008). Membranla
etkilesimi agiklamak icin kilim modeli, misel agregat modeli, fi¢1 tahtas1 modeli ve
toroidal modeli olmak iizere birgok model tanimlanmustir (Sekil 2.3) (Hancock ve
Rozek, 2002; Mahlapuu ve ark., 2016).

Peptidlerin yapilarindaki pozitif yiiklii aminoasitler negatif yiiklii bakteri membrani
ile herhangi bir reseptore ihtiya¢ olmadan elektrostatik olarak etkilesir. Ayrica

bakterilerin i¢ membranmnin da fosfolipit yapisindan dolayr negatif yiikli olusu
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antimikrobik etkiyi kolaylastirir. Gram (-) bakterilerde lipopolisakkarit yapiya, Gram
(+) bakterilerde teikoik asite baglanan peptidler, hiicre duvarini astiktan sonra
hidrofobik etkilesimlerle ve hiicrenin dengesini bozarak hiicre Olimiine neden
olmaktadirlar (Hancock, 1997; Hancock ve Rozek, 2002; Madigan ve ark., 1997).
Bir diger aktivitesi ise sitoplazma membranina hasar vermeden por olusturup hedef
molekiillere tutunup mikrobiyosidal etki gostermesidir. Genetik materyalin
parcalanmasi saglanir ve serbest oksijen radikallerinin sentezi gibi farkh

mekanizmalarla mikrobiyal ¢ogalmay1 engeller.
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Sekil 2.3. Antimikrobiyal peptitlerin hiicre membran ile etkilesim modelleri. Antimikrobiyal
peptidler, hiicrenin membraninda por olusturarak ya da lipid tabakayi bozarak, iki
fonksiyonla da aktivite gosterir. Kilim modeli, misel agregat modeli, fig1 tahtast modeli ve

toroidal modeli olmak tizere birgok model ile membranla etkilesim yaparlar (Hancock ve
Rozek, 2002).

Ek olarak AMP’ler, bagisiklik sistemini diizenleyerek de mikrobiyosidal
aktivitelerini gergeklestiririler (Sekil 2.4). T hiicrelerinde IFN-g IL-6 ve I1L-10 gibi;
monositlerde ise TNF-a ve IL-1p gibi sitokinlerin salinimini attirarak immiin
hiicreleri uyarir, anti-enflamatuar etki gostererek iyilesme siirecini de hizlandirir
(Mahlapuu ve ark., 2016) Notrofillerin, monositlerin ve mast hiicrelerinin

kemotaksisi, anjiyogenez, fagositozun uyarilmasi, epitel hiicreleri ve makrofajlardan



kemokin tiretiminin uyarilmas: da (IL-8 ve MCP-1 gibi) dogal immiin fonksiyonlari
arasindadirs (Bowdish ve ark., 2005; Lai ve Gallo, 2009).
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Sekil 2.4. Antimikrobiyal peptitlerin etki mekanizmalari. Sitoplazma membranina hasar
vermeden por olusturup hedef molekiillere tutunup mikrobiyosidal etki gdstermesidir. Ayrica
genetik materyalin par¢alanmasi saglanir ve serbest oksijen radikallerinin sentezi gibi farkli
mekanizmalarla mikrobiyal cogalmay1 engeller (Mahlapuu ve ark., 2016).

AMP'ler sadece patojenik bakterileri Oldiirmekle kalmaz aym1 zamanda secici
immiinomodiilator etkileriyle, epitel dokusunun bariyer fonksiyonunu artirarak
enfeksiyona karsi korunmaya, enflamasyonun se¢ici kontroliine, yara iyilesmesinin
desteklenmesine ve patojenik mikroorganizmalara karst viicudun direncinin
artmasina olanak saglar (Sekil 2.5) (Peschel ve Sahl, 2006; Yeaman ve Yount, 2003).
Cesitli hiicre biiyiime faktorlerinin (vaskiiler endotel biiylime faktorii ve keratinosit
bliylime faktorii gibi) ekspresyonunu indiikleyebilir, bagirsak epitel dokusunun
biitiinliiglinii saglayabilir ve bagirsak epitel hiicrelerinin biiylimesini uyarabilir (Otte

ve ark., 2009).

AMP’lerin antibakteriyal aktiviteleri yaninda, antiviral antiparaziter antifungal,
antitiimor, 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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Sekil 2.5. AMP'lerin immiinomodiilator mekanizmalari. AMP'ler dogal bagisiklik
sistemindeki notrofiller, makrofajlar, mast hiicreleri ve NK hiicrelerini aktive edebilir ve
patojenik bakterileri 6ldiirmek igin sitokinlerin ve kemokinlerin iiretimini indiikleyebilir.
AMP'ler ayrica adaptif bagisiklik sistemindeki dendritik hiicreleri (DC'ler) aktive ederek
antijenleri T hiicrelerine sunumunu ve patojenik bakterileri 6ldiirmek igin sitotoksik T
hiicrelerin (CD8") aktivasyonunu indiikleyebilir. AMP': antimikrobiyal peptidler; NK: dogal
oldiiriicti (Zhang ve ark., 2016).

Son birka¢ yildir mikrobiyosidal aktiviteleri sayesinde AMP’leri ¢esitli enfeksiyon
hastaliklarinda terapotik amacli da kullanilabilecegine yonelik cesitli klinik faz
caligmalar1 yapilmaktadir (Ayhanci ve Altindis, 2019; Zhang ve Gallo 2016).

2.2. C-tipi Lektinler

C-tipi lektinler, ¢ok cesitli ligandlar1 tantyan ve memelilerde ¢ok sayida temel islev
icin gerekli olan olaganiistii bir protein siiper ailesidir. C tipi lektinler, bir veya daha
fazla karakteristik C tipi lektin benzeri alana (CTLD'ler) sahip olarak tanimlanan
1.000'den fazla proteinden olusan bir iist ailedir. Bu molekiiller orijinal olarak,
CTLD i¢indeki korunmus kalmtilar araciligiyla karbonhidratlara Ca," 'ya bagh bir
sekilde baglanma yeteneklerine gore adlandirilmigtir. Bununla birlikte, birgok C-tipi
lektinin CTLD'leri, Ca®* 'ya bagh karbonhidrat tanima i¢in gerekli bilesenlerden
yoksundur ve proteinler, lipidler ve hatta inorganik molekiiller dahil olmak tizere
daha genis bir ligand repertuarini taniyabilir. En az bir C tipi lektin benzeri alana
(CLTD) sahip olan C tipi lektinler, filogeni ve alan organizasyonlarina gore 17 alt
gruba ayrilir (Brown ve ark., 2018; Zelensky ve Gready, 2005; Weis ve ark., 1998).
Ayn1 zamanda enterik patojenlerin biiyiimesini kontrol eden dogal bagisikligin temel

bilesenleri olan C-tipi lektinler (Katakura ve ark., 2013; Sotolongo ve ark., 2012;



Thaiss ve ark., 2014) ¢ok sayida ince bagirsak epitel hiicresi tarafindan ifade edilir
(Thomas ve ark., 2018; Vaishnava ve ark., 2011). Patojenlere kars1 antimikrobiyal
peptit ekspresyonunun indiiklenmesinde bagirsak mikrobiyotast da 6nemli bir rol

oynar.

2.3. Gastrointestinal Sistem

Gastrointestinal sistemde paneth hiicreleri, goblet hiicreleri ve enterositler gibi
hiicreler bulunur. Paneth hiicreleri, Ozellikle bagirsak kriptlerinde lokalize olan
onemli salgi hiicreleridir. Salgiladiklar1 lizozim enzimi ve fagositoz yetenekleri ile
bagirsak florasmna etki ederler. Goblet hiicreleri mide-bagirsak mikroplar1 arasinda
fiziksel bir bariyer olusturan ve bir glikoprotein olan musini salgilar. Miisin
dehidrasyonu ile de mukus olusur. Mukusun iki tabakadan olustugu kolonda, i¢
mukus tabakasi bakteri icermezken, dis mukus tabakasi bakteri ile kolonizedir

(Johansson ve ark., 2008).

Bagirsak epitelinin biitiinliigli, gastrointestinal homeostazin siirdiiriilmesi i¢in
gereklidir ve bu biitiinliiglin bozulmasi ciddi komplikasyonlara neden olabilir. AMP
yanitinin bozululmasi ile konak¢min patojenlerle (Yersinia psddotiiberkiiloz ve
Pseudomonas aeruginosa gibi) gastrointestinal enfeksiyona karsi duyarliligi
artabilmektedir (Muniz ve ark, 2012; Mwangi ve ark, 2019; Zong ve ark 2020).

Mukozal bariyeri siirdiirmek ve konagi enterik patojenlere karsi korumak i¢in, ince
bagirsaktaki paneth hiicreleri ve epitel hiicreleri antimikrobiyal peptidler tretilir
(Hendrikx ve Schnabl, 2019; Mukherjee ve Hooper, 2015) Bu AMP'ler, defensinler,
katelisidinler, lizozimler, fosfolipazlar (Schuijt ve ark., 2013), C-tipi lektinler
(Reg3y, Reg3a ve Reg3p gibi) (Muzaki ve ark., 2017), riboniikleazlar (RNazlar,
Ornegin anjiyogenin 4) ve S100 proteinleri (kalprotektin gibi) iceren farkli protein
ailelerinden olusur (Hendrikx ve Schnabl, 2019; Okumura ve Takeda, 2017).
Boylece enterik patojenlerin epitel hiicrelerini kolonize etmesi dnlenir. Ribozomda
sentezlenen bu antimikrobiyal peptidler, hem Gram (+) hem de Gram (-) bakterileri
hedefler (Cheng ve ark 2019; lacob ve ark., 2018; Shah ve ark., 2021).

Farelerde yapilan ¢aligmalar, bagirsak epitel hiicreleri lizerindeki TLR'ler tarafindan

bakteriyel tanimanin REG3y ve REG3p ekspresyonu igin gerekli oldugunu ve bu
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ekspresyonu yukar regiile ettigini gostermistir (Brandl ve ark., 2007; Vaishnava ve
ark., 2008).

Bagirsak mikrobiyotasini dogrudan algilayabilen Paneth hiicreleri, MyD88 (miyeloid
farklilagsma birincil tepkisi 88) bagimli TLR (gegis benzeri reseptor) aktive ederek a-
defensinlerin ve C-tipi lektinlerin ekspresyonunu arttirir (Bel ve ark., 2017; Larsson
ve ark., 2012; Valentini ve ark., 2014) . Dahas1 bagirsak mikrobiyotasi, in vitro
olarak hiicre kiiltiirinde NF-kB ve MAPK/AP-1'e bagl yollarin aracilik ettigi b-
defensin ekspresyonunu indiikler. ifede edilen b-defensinler, CCR6 yoluyla bagirsak
epitel hiicresi (IEC) ile etkilesime girer ve boylece epitelyal restitiisyon ve bariyer

onarmini saglanir (Sekil 2.6) (Cheng ve ark., 2019).

Pathogens
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Sekil 2.6. Bagirsak mikrobiatasinin patojenlere karsi etkisi. Paneth hiicreleri, MyD88
bagimli TLR aktive ederek a-defensinlerin ve C-tipi lektinlerin ekspresyonunu arttirir.
Dahas1 bagirsak mikrobiyotasi, in vitro olarak hiicre kiiltiirinde NF-kB ve MAPK/AP-1'e
bagl yollarin aracilik ettigi b-defensin ekspresyonunu indiikler. ifede edilen b-defensinler,
CCR6 yoluyla bagirsak epitel hiicresi (IEC) ile etkilesime girer ve bdylece epitelyal
restitiisyon ve bariyer onarimini saglanir (Cheng ve ark., 2019).

Bagirsak mikrobiyotasi, dogrudan ve dolayli kolonizasyon direng¢ mekanizmalari
yoluyla enterik patojenlere kars1 bir bariyer gorevi goriir. Kommensal bakterilerden
elde edilen flagellin veya LPS gibi ylizey antijenleri, epitelyal veya dendritik
hiicreler (DC'ler) tizerindeki TLR'ler ve MyD88 araciligiyla konak¢min dogustan
gelen bagisikligin uyarir (Sekil 2.7).
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Sekil 2.7. Bagirsak mikrobiatasimin dolayli kolonizasyon diren¢ mekanizmasi. Kommensal
bakterilerden elde edilen flagellin veya LPS gibi yiizey antijenleri, epitelyal veya dendritik
hiicreler (DC'ler) lizerindeki TLR'ler ve MyD88 araciligiyla konak¢inin dogustan gelen
bagisikligini uyarir (Shah ve ark., 2021)

Bagirsaklarda patojen kolonizasyonunu engellemek igin ILC3, yoT ve Th17 hiicreleri
IL-10, IL-17 ve IL-22 sitokinlerini lireterek, a-defensin, B-defensin Reg3a Reg3p ve
Reg3y, gibi antimikrobiyal peptidlerin salgilanmasini aktive eder (Shah ve ark.,
2021). Mukozal bariyer biitiinligiiniin korunmasi i¢in dogal immiin hiicreler
tarafindan 1L-10, IL-17 ve IL-22 sitokinlerinin iiretiminin uyarilmasi hayati 6nem
tasir (Cheng ve ark., 2019; Tyler ve ark., 2017). IL-22, mukozal bariyer biitiinliigiinii
korumada oOnemlidir ve bir¢cok farkli tiirde dogustan gelen bagisiklik hiicreleri
tarafindan tretilir (Mabuchi ve ark., 2011; Malhotra ve ark., 2016; Steinbach ve ark.,
2016; Tyler ve ark., 2017). Dogal lenfoid hiicrelerin (ILC), patojen kolonizasyonunu
azaltarak konakg¢iy1 firsatg1 patojenlere karsi korumak igin IL-22 salgiladigi
gosterilmistir (Behnsen ve ark., 2014; Valeri ve Raffatellu, 2016). Bagirsaklarda tip-
3 dogal lenfoid hiicreler (ILC3'ler) tarafindan eksprese edilen aril hidrokarbon
reseptoriinii (AhR) active ederrek IL-22 sitokininin liretimi artirir. Patojen istilasina
yanit olarak hizla REG3y'nin bagirsak epitelyal hiicre ekspresyonu artar (Sekil 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). Ayrica
dogustan gelen diger bagisiklik hiicrelerinin de (NKT hiicreleri, y6 T hiicreleri ve
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makrofajlar gibi) AhR yoluyla IL-22’yi salgilayarak bagirsak mikrobiyotasini
diizenledikleri gosterilmistir (Krishnan ve ark., 2018).
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Sekil 2.8. Bagirsak mikrobiatasinin I1L22 iiretimi. Bagirsak mikrobiyotasi, istilaci patojenlere
kars1 IL-22 ekspresyonunu arttirir. 1L-22, mukozal bariyerlerin biitiinliigiinii korumada
onemlidir. Bagirsak mikrobiyotasi enerji kaynagi olarak triptofan1 kullanarak bir metabolit
olan indol-3-aldehit (Tald) tiretir ve bunun da dogustan gelen bagisiklik hiicreleri tizerinde
Ahr’T aktive eder. Dogustan gelen bagisiklik hiicreleri etkinlestirildikten sonra,
kolonizasyonlarin1 azaltarak konake¢iyr firsatgr patojenlere karst koruyan [L-22'yi
salgilayacaktir (Cheng ve ark., 2019)

TCRyS" intraepitelyal lenfositleri tarafindan iiretilen ve proinflamatuar sitokin olan
IL-17 ortama noétrofilleri c¢agirir ve antimikrobiyal peptitleri indiikleyerek
bagirsaklarda S. Typhimurium ve C. albicans ¢ogalmasii engeller (Cheng ve ark.,
2019; McGeachy ve ark., 2019). Makrofajlar tarafindan salgilanan antiinflamatuar
sitokin olan IL-10 ise patojenlere karsi bagisiklik tepkisini diizenler ve bagirsak
homeostazin1 korur (Morhardt ve ark., 2019). Makrofajlar tarafindan IL-10

salgilanamamasi durumu ince bagirsak epitel bariyerinin iyilesmesini geciktirmistir.

C tipi lektinler inflamatuar bagirsak hastaligmin gelisimini etkileyen gastrointestinal
bakteriyel mikrobiyotayr da kontrol eder. Iki C tipi lektin olan REG3y ve REG3B,
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 tizere spesifik bakteriyel
enfeksiyonlara kars1 koruma saglar (Cheng ve ark., 2019).

Viral glikoproteinlerin miyeloid hiicrede eksprese edilen C-tipi lektinler tarafindan
taninmasi, viriis partikiillerinin alinmas1 ve pargalanmasi gibi antiviral tepkileri ve
adaptif bagisiklik tepkilerinin indiiklenmesini saglayan 6nemli bir koruyucu role de
sahiptir (van den Berg ve ark., 2015) C tipi lektinler, B ve T hiicresi gelisimi igin
onemlidir; Ornegin, islevsel Treg'lerin gelistirilmesi igin C-Tipi lektin proteini
CD69'un ifadesi gereklidir (Cibrian ve Sanchez-Madrid, 2017).

2.4. Reg Ailesi

Rejenere edici adacik tiirevi (REG/Reg) proteinler, kiigiik salgilayict C tipi benzeri
lektinlerdir. Reg proteinleri bakteriyel sekerleri ve peptidoglikanlari Ca,” bagimsiz
etkilesimler yoluyla C tipi lektin alanlar1 (CTLD) araciligiyla baglar ve bakterisidal
etki gosterirler. (Chakraborty ve ark., 1995; Dieckgraefe ve ark., 2002; Hartupee ve
ark., 2001; Katsumata ve ark., 1995; Lasserre ve ark., 1994).

Yonemura ve ark. (1984), kismen pankreatektomize edilmis sicanlarda nikotinamid
uygulamasinin pankreas adaciklarinin yenilenmesini hizlandirdigini buldular. Daha
sonra, Terazono ve arkadaslari tarafindan Reg geni ilk olarak 1988'de pankreas
adaciklarinda tespit edildi. Regl geni, ¢esitli gruplar tarafindan bagimsiz olarak
kesfedildi ve litostatin, pankreas tas1 proteini (PSP), P19 ve pankreatik iplik proteini
(PTP) gibi farkli isimler altinda rapor edildi (Gross ve ark., 1985; Terazono ve ark.,
1988; Watanabe ve ark., 1990; Zhang ve ark., 2003).

Reg proteinleri mide mukozasinda, kolonda ve ince bagirsakta ifade edilir ve hiicre
proliferasyonu ile iliskilendirilmistir. Bu nedenle, farkli arastirma gruplar1 arasinda

standart Reg gen/protein terminolojisinin kullanilmasi esastir.

2.4.1. Reg Ailesinin Uyeleri

Giliniimiize kadar 17 tane REG gen ailesi tanimlanmistir. Birincil yapilarma bagl
olarak Regl, Reg2, Reg3 ve Reg4 olmak iizere dort protein grubundan olusur
(Okamoto, 1999). REG1A, REG1B, REG3A (PAP), REG3G ve REG4 dahil olmak
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iizere insanlarda bes Reg aile iiyesi tespit edilmistir ve bunlar 30 ila 80 arasinda

homolog dizileri paylasir (Tablo 1).

Tablo 2.1. Fare, Rat ve insanda Reg Ailesi Uyeleri (Parikh ve ark., 2012).

Name Other names BRelated tiszue or organ
Mouse
Fegl Feg, PSP, PTP (cleaved form), Pancreas, gallbladder
Lithostathine
Feg2 PTP2, PSP2, Lithostathine 2 Pancreas, Schwann cells, motor neuron cells
Regia PAPD Pancreas, mtestnal tract
Fegip  PAFI PAP, HIP Pancreas, small intestine, liver
Fegiy PAFPII Pancreas, mtestinal tract
Reg3b INGAP-1p, INGAP Pancreas, stomach, dusdenum, skeletal
muscle
Fegzd RELP Small intestine, gastromntestinal mucosa
Rat
Fegl Feg, PSP, PTP (cleaved form), Pancreas, stomach, dusdenum
Lithostathine
Regia Fegd PAPI Pancreas
Fegip PAP PAFPI HIP, Feg2, Peptide?3 Pancreas, small intestine, motor neurons
Fegiy PAFPII Pancreas, small intestine
Fegzd ReglV Small intestne
Human
EEGla PSP, Lithostathine, PTP Pancreas, gasinic mucosa, colorectal cells,
neurons
REGIfp REGH, REGL, Lithostathine, BS Fancreas
FEG3f EREG3A,PAFP HIF. PAPL Regl, Pancreas, liver, hepatocellular carcinoma
PTP
FEG3y [Feg3d. PAPIB. PAPI PAPIO Pancreas, liver, hepatocellular carcinoma
REG4 REGIV Intestme, liver, pancreatic adenccarcinoma

Farelerde Regl, Reg2, Reg3a, Reg3f, Reg3y, Reg3d ve Regd'iin aile liyeleri yiizde

50'den fazla homolog diziyi paylasirlar ve benzer biyolojik islevlere sahiptirler (Chen
ve ark., 2019; Okamoto, 1999; Parikh ve ark., 2012).

2.4.2. Reg Proteinlerinin Yapisi

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

gendir. Reg ailesinin ¢ogu iiyesi, ekzon sayis1 ve kromozom yeri bakimindan benzer

bir organizasyona sahiptir (Okamoto, 1999).
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Reg proteinlerinin molekiiler agirlig1 yaklasik 17 kDa'dir. Sadece Reg4 geni yedi
ekzondan olusurken, diger Reg genleri alt1 eksondan olusur. Tiim 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 Yapisi

REGI geninin REG1A ve REG1B olmak iizere 2 formu bulunmaktadir. Bunlar fare
ve insanlarda ifade edilir. iki protein birbirine % 87 homologdur ve fare Regl ile %
72-74 benzerlik gosterir (Sekil 3A) (Chen ve ark., 2019). Litostatin-1-alfa adacik
hiicreleri rejenerasyon faktorii (ICRF) veya Pankreas Tas Proteini (PSP) olarak da
bilinen Langerhans rejenerasyon proteini adacigi (REG), insanlarda REG1A geni

tarafindan kodlanan bir proteindir.

REGI1A, B hiicrelerine etki eden bir biiylime faktoriidiir. Bu gen pankreasmin % 90’1
alman bir farenin tekrar rejenere olan pankreas adaciklarinin incelenmesi sirasinda
tanimlanmistir  (Terazono ve ark., 1988). Bu genin hiicresel proliferasyon,
farklilasma, rejenerasyon, inflamasyon ve tiimorogenez sirasinda apoptoza direng
gibi biyolojik fonksiyonlarda rol oynadigi belirtilmistir (Dhar ve ark., 2004).
Gebeligin 16. Haftasindan sonra REG1 mRNAs1, insan asiner pankreasinda 20 kat
artig gosterir. REG1 m-RNA primer olarak pankreasta olmakla birlikte; mide
mukozas1 ve bobreklerde daha diisiik seviyelerde bulunmaktadir (Watanabe ve ark.,
1990).

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

2.4.2.2. REG2 Proteinin Yapisi

Fare Reg2, Regl'e en yiiksek sekans benzerligine (% 76) sahipken, Reg2min insan
ortologu yoktur (Chen ve ark., 2019).

2.4.2.3. REG3A Proteinin Yapisi

C tipi lektinler Reg3y, Reg3a, Reg3p, ince bagirsakta enterik patojenlerin
biiylimesini engelleyen dogustan gelen bagisikligin temel bilesenleridir. Reg3 grubu,
kemirgen Reg3a, Reg3P, Reg3y ve Reg3d igerir. Insanda ise sadece REG3A ve
REG3G ifade edilir. REG3A ayrica hepatokarsinom-bagirsak pankreatik protein
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(HIP), pankreatit ile iligkili protein (PAP) ve PAP1 olarak da rapor edilir. REG3A,

fare Reg3a ve Reg3y' ye % 62-67 ve Reg3f 'ye % 70 homologdur (Sekil 3B) (Gross
ve ark., 1985).

2.4.2.4. REG3G Proteinin Yapisi

REG3 / HIP (insan hepatokarsinomu - bagirsak - pankreas) / PAP (insan pankreatiti
ile iligkili protein), normal ince bagirsak ve pankreasta secici olarak eksprese edilir
(Lasserre ve ark., 1992; Zhao ve ark., 2013). REG3G PAPIB olarak da anilir.
REG3G, fare Reg3a, Reg3p ve Reg3y' ye % 65-66 homologdur (Chen ve ark., 2019).

2.4.2.5. REG4 Proteinin Yapisi

REG4, insanlarda REG4 geni tarafindan kodlanan bir proteindir. Reg4, yalnizca bir
iye igerir (Sekil 3C) (Chen ve ark., 2019; Hartupee ve ark., 2001). Reg4,
kolorektum, ince bagirsak, mide, pankreas, apendiks ve adrenal bez gibi bir¢ok insan

dokusunda eksprese edilir (Hartupee ve ark., 2001; Zhang ve ark., 2003).
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Sekil 2.9. REG Proteinlerinin 3 boyutlu yapisi. A) REG1A, B) REG3A, C) REG4 (Chen ve
ark., 2019).
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2.4.3. Reg Proteinlerinin Reseptorleri

Reg proteinleri igin birkag reseptor de tanimlanmistir. Bunlar; Regla-Extl3; REG3A-
EXTL3 ve EGFR, Reg3y-Extl3; Reg3p-gpl30; REG4-GPR37’ tiir (Shin ve ark.,
2019).

2.4.3.1. EXTL3 Reseptorii

Ekzostosin benzeri 3 (EXTL3); Heparan siilfatin (HS) biyosentezini diizenleyen
glikosil transferaz olup HS proteoglikanlarmm (HSPG'ler) olusumu yoluyla hem
iskelet gelisimi hem de hematopoez i¢in O6nemlidir. Yakin zamanda yapilan bir
calismada, Reg3y-ExtI3 baglanmasimin, fosfatidilinozitol 3-kinaz (P13K)-AKT sinyal
yolunu aktive ederek keratinosit proliferasyonunu ve farklilagsmasini diizenlemedeki
islevi igin gerekli potansiyel bir reseptor oldugu bildirilmistir (Sekil 2.10). EXTL3,
deri, karaciger, bobrek, yag dokusu, mide, ince bagirsak, kolon, pankreas, adrenal
bez, hipofiz bezi ve beyin gibi ¢esitli dokularda ifade edilir (Lai ve ark., 2012;
Motoyama ve ark., 2006; Shin ve ark., 2019).

Sekil 2.10. Regl ve Reg3 proteinleri, reseptdrii olan ExtI3 iizerinden hiicre proliferasyonu,
farklilagsma ve apoptozunu diizenler. Regl, PI13K'yi uyararak ATF-2'yi ve siklin D1 ifadesini
hedefler. Ayrica Regl sinyali ERK1/2 araciligiyla da iletilebilir. Hiicre dis1 Reg tarafindan
tetiklenen sinyaller, INK'nin MKP1 yoluyla dolayl olarak baskilanmasina (—]) neden olur.
Eksojen Reg'in yiiksek konsantrasyonlarinda ligand, ExtI3 reseptorii ile kompleks olusturur
ve MKP-1 ile etkilesime girerek JNK aktivitesini inhibe ederek apoptoz ve farklilasmaya yol
acar. PAP/HIP (Reg3p), PKA'y1 aktive ederek Bad'in fosforilasyonunu tesvik eder ve
boylece apoptozu 6nler (Parikh ve ark., 2012).
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EXTL3 iin hematopoietik kok hiicrelerde ve erken T hiicrelerinde bol miktarda
bulundugu (Oud ve ark., 2017) ve EXTL3 mutasyonlarinn da Primer immiin

yetmezlige neden oldugu ve T hiicre gelisimini regiile ettigi bilinmektedir (Volpi ve
ark., 2017).
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Sekil 2.11. EXTL3 un kanda RNA diizeyinde ifadesi
(https://www.proteinatlas.org/ENSG00000012232-EXTL 3/blood, Erisim Tarihi: 7.09.2020.).

2.4.4. Reg Proteinlerinin Molekiiler Fonksiyonlar

REG gen ailesi ¢esitli akut faz reaktanlarini, lektinleri, antiapoptotik faktorleri ve
pankreas ada hiicreleri ile noral hiicreleri etkileyen biliytime faktorlerini icermektedir

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

Reg proteinlerinin ekspresyonlari, belirli bliytime faktorleri veya sitokinler tarafindan
uyarilir. Birkag Reg ailesi tiyesinin, farkli sinyal yollarinm1 aktive ederek farkl hiicre
tiplerinde proliferasyonu, farklilasmayr tesvik ettigi ve apoptozu Onledigi
gosterilmistir. (Chen ve ark., 2019).Ornegin, pankreas duktal adenokarsinom
(PDAC) ve diyabet hastalari, saglikli deneklere kiyasla daha yliksek REG1A serum
seviyelerine sahiptir ve REG3A, duktal sivida da artar (Astorri ve ark., 2010; Li ve
ark., 2016b; Porterfield ve ark., 2014; Yang ve ark., 2015). REG proteinleri, immiin
aracili hastaliklar i¢in potansiyel tanisal belirtecler ve / veya terapotik hedefler olarak

kabul edilmistir (Takasawa, 2016).
2.4.4.1. REG1’min Molekiiler Fonksiyonlar

Regl A geninin asir1 ekspresyonu pankreatik kanser hiicrelerinde incelenmis ve hem
in vitro hem de in vivo olarak hizlandirilmis hiicre proliferasyonu ve timor biyiimesi

ile sonug¢landig1 gosterilmistir (Li ve ark., 2016b).
19


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

REG proteinlerinin insan iltihapli bagirsak hastaliginda (IBD) kesin rolleri
tanimlanmamigsa da, fare c¢aligmalari, Reg proteinlerinin hem fizyolojik hem de
patolojik kosullarda bagirsak homeostazini siirdiirmek icin gerekli oldugunu
dogrulamistir (Edwards ve ark., 2020). Ose ve arkadaglar1 (Ose ve ark., 2007), Regl
eksikligi olan farelerde kriptlerde kok hiicre proliferasyonunun azaldigir ve ince
bagirsakta villus boyunca epitel gociiniin bozuldugunu bildirerek, Regl'in bagirsak

Vill6z yapisinin korunmasi ve yenilenmesindeki roliinii ortaya ¢ikarmistir.

2.4.4.2. REG3 Proteinlerinin Molekiiler Fonksiyonlari

Regl proteini gibi, Reg3 proteinleri de yarali bagirsakta koruyucu bir role sahiptir.
Reg proteinlerinden, insan REG3A ve fare Reg3y, bagirsak mikrobiyotasinin
diizenlenmesine katkida bulunan antimikrobiyal peptitler olarak islev goriir (Chen ve
ark., 2019; Vaishnava ve ark., 2011). Reg3 proteinleri esas olarak ince bagirsak
boyunca eksprese edilir ve bakterisidal aktivite yoluyla konak¢i savunma siirecini
modiile eder. Cok cesitli caligmalar, Reg3 ailesinin mikrobiyotanin konak¢idan
fiziksel olarak ayrilmasinda ve enterik patojenler tarafindan indiiklenen bagisiklik

tepkisinde 6nemli bir rol oynadigini gostermektedir.

Insan Protein Atlasmdan alinan RNA ve protein verilerine gore, REG3A,
gastrointestinal sistemde en yiliksek seviyelerde ifade edilir (THE HUMAN
PROTEIN ATLAS 2020). Ekspresyonu, bakteriyel kolonizasyonla tetiklenir (Ogawa
ve ark., 2003, Cash ve ark., 2006) ve inflamatuar bagirsak hastalifinda upregiile
edilir (Syder ve ark., 2003). PAP (REG3) genlerinin fetal pankreas, mide, jejunum ve
kolonda da ifade edildigi bildirilmistir (Bartoli ve ark, 1998).

Ayn1 zamanda REG3A viicut s1visinda incelenmis antimikrobiyal peptidlerin aracilik
ettigi mikroplara karsi immiin yanit olusumunda ve hiicrelerin ¢ogalmasinda etkili

oldugu bildirilmistir.

Reg3y knockout konakgilarin, kismen intestinal kok hiicrelerin apoptozdan Reg3y
aracili korunmasma bagli olarak, grefte karsi konakg¢i hastaligma (GVHD) daha
duyarli oldugu gosterilmistir (Zhao ve ark., 2018).
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Yapilan fare caligmalar Reg3y 'in da antibakteriyel ve antienflamatuar siireglerde,
hiicre proliferasyonu ve farklilasmasini tetiklemede rolleri oldugunu gostermektedir
(Lehotzky ve ark., 2010). Bunun yani1 sira, Reg proteinlerinin son zamanlarda hem
antimikrobiyal aktivite hem de yara onarimiyla iligkili olarak T yardimci (Th) 17
hiicre aracili deri iltihaplanmasina etkili oldugu gosterilmistir (Lai ve ark., 2012). Ex

J

vivo kiiltiirlerde Reg3y 'in T  hiicreleri iizerindeki dogrudan etkileri

arastirilmamustir.

Sedef hastaligi, asir1 epitel hiicre proliferasyonu ve artmig antimikrobiyal savunma
ile karakterize bir cilt hastaligidir (de Jongh ve ark., 2005; Wolk ve ark., 2006).
REG3A'nin bagirsakta doku rejenerasyonunu ve bagisiklik savunmasini etkiledigine
dair 6nceki calismalara ek olarak (Lieu ve ark., 2005; Okamoto, 1999; Vaishnava ve
ark., 2011), REG3A veya Reg3y'in psoriazis hastalarmin deri hasarmdan sonra
hiperproliferatif keratinositlerinde de ifadesinin arttig1 rapor edilmistir (de Jongh ve
ark., 2005).

Antimikrobiyal fonksiyonuna ek olarak, REG3A’nin fare homologu olan Reg3y'in
ekspresyonu, mukozal hasar ve karaciger hasar1 gibi birka¢ doku yaralanmasindan

sonra arttig1 ve doku rejenerasyonunu etkiledigi gosterilmistir (Lai ve ark., 2012).

REG3A’ nin, kolorektal kanser, gastrik kanser olmal iizere ¢cogu kanser tiirlerinde
etkisinin oldugu bildirilmistir (Lieu ve ark., 2005). REG3A’ nin ekspresyonunun
artmasimndan dolay1 tiimér boyutunda biiyiime, olumsuz farklilagmalar, timor
evresinin daha hizli ilerlemesi ve daha diisiik sag kalimla iliskili oldugu ve azalan

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

2016).

REG3A, pankreasta az miktarda salgilanirken, akut pankreatitte ekspresyonu énemli
miktarda artar ve asiner hiicrelerin apikal bdlgelerine immiinolokalize olabilir (Li ve
ark., 2016b). Ayrica diyabet ve pankreatitde de Reg3A yiiksek miktarda ifade
edildigi i¢in pankreatik inflamasyonda 6nemli bir rol oynar (Liu ve ark., 2015).

Bircok arastirmada Reg3A’nin, yenidoganlarda Kistik Fibrozis (KF) hastaligiin

erken teshisinde belirleyici ajan olarak kullanilabilen onemli bir protein oldugu
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gosterilmistir (Barthellemy ve ark., 2001; Sarles ve ark., 1999; Sarles ve ark., 2005;
Sommerburg ve ark., 2014).

2.4.5. Reg’in Sinyal Yolaklan

Reg proteinlerinin, bir¢ok insan kanserinde ekspresyonu artar ve bu proteinler
rollerini ¢esitli sinyal yollariyla oynarlar. Regl'in MKP-1 ve CyclinD1 tarafindan
hiicre proliferasyonunu ve farklilasmasini indiikledigi bildirilmistir (Mueller ve ark.,
2008; Parikh ve ark., 2012; Takasawa ve ark., 2006). Ayn1 zamanda REG1A, mide
kanseri hiicrelerinde Akt ve Bad'in ekspresyonunu ve fosforilasyonunu artirarak
STAT3 sinyal yolu aracilifiyla bir anti-apoptotik faktor gorevi goriir (Sekikawa ve
ark., 2008). Reg3A, PI3K/Akt-GSK3p sinyal yolu ekseni boyunca gastrik kanser
hiicrelerinin invazyonunu, proliferasyonunu ve apoptozisini diizenler (Qiu ve ark.,
2018). Dahast Reg3A’nin asir1 ekspresyonu Akt fosforilasyonunu arttirrr ve
CyclinD1/Cyclin-bagimli kinaz 4 (CDK4) sinyal yolunu aktive ederek hiicre
biliylimesini uyarir (Xu ve ark., 2016).

Son calismalarda, Reg3A’nin IL-6 aracili JAK2 / STATS3 sinyal yoluyla pankreatik
kanser hiicresi biliyimesini hizlandirdig1 bildirilmistir (Chen ve ark., 2019; Ye ve
ark., 2016).

Yapilan bagka bir ¢alismada, Reg3y-Extl3 baglanmasinin PI3K-AKT sinyal yolunu
aktive ederek keratinosit proliferasyonunu ve farklilagmasmi diizenledigi

gosterilmistir (Lai ve ark., 2012).

Reg3y’nin, tiimdrlerde epidermal biiylime faktorii reseptorii EGFR/ JAK2 / STAT3

yolu lizerinden sinyal verdigi bildirilmistir (Liu ve ark., 2017).

2.4.6. Reg Proteinlerinin Hastaliklarla iliskisi

Reg proteinleri, diyabet, pankreatik duktal adenokarsinom (PDAC), Kkalsifiye
pankreatit, Alzheimer hastalig1 ve gastrointestinal (GI) sistem kanserleri gibi birgok
hastalikta rol oynar (Chen ve ark., 2019).

REG gen ekspresyonu; rejenere olan pankreas ada hiicrelerinde artarken, insiilin gen

ekspresyonu inhibe oldugunda azaldig: bildirilmistir (Takasawa ve Okamoto, 2002).

22



2.4.6.1. REG1’in Hastahklarla Iliskisi

REGIA ve REGIB gibi Reg ailesi iiyeleri, diyabet ve gastrointestinal kanser gibi
cesitli hastaliklarla iligkilidir. REG1A ekspresyonunun inflamatuar ve gastroenterik
dokularin karsinogenezinde olan etkisi arastirilmistir (Sekikawa ve ark., 2005a;
Sekikawa ve ark., 2005b). REG1A geni karsinogenez sirasinda tropik bir etki
gostermektedir. Akciger, mide, kolon ve safra yolunda REG1A negatif olan timorlii
hastalarda yasam siirelerinin daha iyi oldugu gosterilmistir (Dhar ve ark., 2004;
Harada ve ark., 2001; Macadam ve ark., 2000; Motoyama ve ark., 2006; Minamiya
ve ark., 2008; Yonemura ve ark., 2003).

REGI1A ve REGI1B, inflamatuar barsak hastaligi (IBD) (van Beelen Granlund ve
ark., 2013) ve tlseratif kolit (UC) (Tsuchida ve ark., 2017) olan insan kolon ve mide

mukozasinda yukari regiile edilir.

Colyak hastaliginda, REG1A'nin serum seviyeleri normalden iki kat daha fazladir,

ancak gliitensiz bir diyet ile azalir (Planas ve ark., 2011).

Onceki galismalar, cesitli tiirlerde noronlarda Reg ailesi proteinlerinin iiyelerinin
ekspresyonunu gostermistir. Regla’nin noronal biiylimede rol aldigi bildirilmistir
(van Ba ve ark, 2012). REGl ve REG3 ekspresyonu, Alzheimer hastalarmnin
plaklarinda ifadesi ve beyin omurilik sivisinda varligi rapor edilmistir (Ozturk ve
ark., 1989). Alzheimer hastalarinda PTP (litostatin) reaktif beyin lezyonlar1 ve
yiiksek REG1A ekspresyonu gozlenmistir (de la Monte, 1990; Ozturk ve ark., 1989).
Ayrica Regla'nin sicanlarda EXTL-3 reseptoriinii baglayarak norit biiylimesini

uyardigi bildirilmistir (Méarz-Weiss ve ark., 2011).
2.4.6.2. REG3’iin Hastahklarla Iliskisi

Reg3y nin, aseptik yaralar veya sedef hastaligi (Lai ve ark., 2012; Wu ve ark., 2016)
gibi deri lezyonlar1 olan epidermal keratinositlerde ve ayrica pankreatit ve

inflamatuar bagirsak hastalif1 swrasinda pankreas ve kolonda ifadesi artmigtir

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

Fare Reg3’lin, motor ndronlarm yenilenmesine eslik eden bir Schwann hiicre

mitojeni oldugu bildirilmis ve Reg proteininin motor ndronlar i¢in ndrotrofik bir
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faktor olarak islev gordiigii gosterilmistir (Livesey ve ark., 1997; Okamoto ve

Takasawa, 2002).

Bununla birlikte, sigan motor ndronlarinda, yaralanmanm ardindan Regl, Reg3p,

Reg3a, Reg3y ve Regd'iin arttig1 gosterilmistir (Gironella ve ark., 2005).

REG3A'nin travmatik beyin hasarli hastalarinin merkezi néronlarinda asir1 eksprese

edildigi bildirilmistir (Marz-Weiss ve ark., 2011).

Yakin zamanda Eken ve arkadaglarinin yaptigi bir calismada (Eken ve ark., 2021),
Reg3y’ nin sistemik artisiyla MS fare modeli olan DOE’ yi agirlastirdigi rapor
edilmistir. REGIA, REGIB, REG3A ve EXTL3’iin MS hastalarinda kontrolle
kiyaslandigimda BOS’ taki ekspresyonu m-RNA diizeyinde bir farklilik
gostermemistir. Ilging bir sekilde, Reg3y asir1 ekspresyonu DOE skorlarini,
demiyelinizasyonu siddetlendirmis ve beyne ve omurilige lenfositlerin ve Thl / Th17
hiicrelerinin yiiksek infiltrasyonuyla iliskili olup, Reg3y'nin dogrudan veya dolayh

olarak lenfosit fonksiyonlarmi etkileyebilecegini diistindiirmiistiir.

REG3Anim, ince bagirsakta enflamasyonu azaltmak ve bagirsak mikrobiyotasini
diizenlemek i¢in IBD'de ekspresyonu artar (Darnaud ve ark, 2018; van Beelen
Granlund ve ark, 2013).

REG3A, antibakteriyel aktivitesinin yan1 sira, allojenik kemik iligi
transplantasyonunda greft-versus-host hastaligit (GVHD) ile kript hiicrelerinin
apoptozunu Onlemek i¢in hayatta kalma sinyali gorevi goriir (Zhao ve ark., 2018).
Reg proteinleri ayrica yara iyilesmesinde rol oynar. REG3A, cilt yaralanmasindan
sonra IL-17 artmasiyla keratinosit proliferasyonunu ve farklilasmasini arttirir. Insan
REG3A veya murin Reg3g, sedef hastaliginda epidermal hiperproliferatif

keratinositlerde asir1 eksprese edilir (Lai ve ark, 2012).

2.5. Multipl Skleroz Patogenezi

Multipl Skleroz, genelde geng erigkinlerde gorilen beyin ve omurilikte
demiyelinizasyona ve aksonal hasara yol acan merkezi sinir sistemini etkileyen,
kronik ve otoimmiin bir hastaliktir. Hastalig1 ilk kez 1824°te Charles Prosper Ollivier

iltihaplanma, demiyelinizasyon ve aksonal hasar olarak tanimlamistir (Murray,
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2009). Bagisiklik sistemi, beyin, omurilik ve optik sinir dokularina saldirarak
merkezi sinir sistmine hasar vermektedir. Merkezi sinir sisteminde sinir hiicrelerini
cevreleyen ve koruyan miyelin kilifin hasar gormesi sonucu miyelin kaybi,
mikroglial aktivasyon ve oligodendrosit kayb1 goriiliir. Sinir lifleri beyine giden ve
beyinden gelen elektrik uyarilarmi iletemez. Olusan aksonal bozulma sonucunda bu
bolgelerde plaklar olusur (Filippi ve Rocca, 2005; Trapp ve Stys, 2009). Multipl
Skleroz'den etkilenmeyen kigilere gore etkilenen kisilerde sinir dokular1 geri
dondiiriilemez bir sekilde tahrip oldugundan dolay: bu kisilerde beyin daha hizli bir
sekilde atrofiye ugrar (De Stefano ve ark., 2010; Kuhlmann ve ark., 2002; Shardella
ve ark., 2013).

MS genellikle 20-50 yas arahigini etkileyen geng eriskinlerde goriilen noérolojik
hastaliklarin en yaygmidir. Kadinlarda daha ciddi diizeyde semptomlar gbrzlenirken
cocuklarda ise daha az semptomlar goriiliir. Kadinlarda goriilme siklig1 erkeklerden 3
kat fazladir (Milo ve Kahana, 2010; Milo ve Miller, 2014). MS’in bulgular1
lezyonlarm sikligina, yerine ve biiyiikliigline bagli olarak degisir (Ascherio ve
Munger, 2007). Kisilerde yorgunluk, hareket bozukluklari, epileptik noébet, bas
agrisi, igitme kaybi, duysal bozukluk, ataksi, mesane problemleri, gorme bulanikligi,
cift gorme gibi gorsel belirtiler, bellek-konsantrasyon-dikkat bozuklugu ve depresyon
sik goriilen belirtilerdir. Hastaligin baslama sekline ve prognoz durumuna gore
Relapsing remitting (alevlenen-sénen) MS (RRMS), Primer progresif MS (PPMYS),
Sekonder progresif MS (SPMS), Relapsing progresif (ilerleyici) MS (RPMS) olmak

iizere guruplara ayrilmistir. (Krieger ve Sumowski, 2018)

MS gelisimi immiinolojik bir arka plana sahip olmakla birlikte genetik, cevresel ve
dis faktorlerden etkilenmektedir. Cevresel faktorler arasinda en sik bahsedilen
Epstein-Barr viriisii enfeksiyonu yer almaktadir. (Ascherio ve Munger, 2007, Borii
ve ark., 2018). Yapilan ¢aligmalarda hastalarin %94’ bu viriis ile enfekte olmustur
(Weinshenker 1995). D vitamini eksikligi, sigara kullanimi ve ergenlik donemi
obezitesi dig faktorler arasinda yer alir (Wingerchuk ve ark., 2001). MS hastaligi ile
iliskili bugiine kadar 50'den fazla gen belirlenmesi ve genom capinda iliskilendirme
caligmalar1 hastaligin ortaya c¢ikmasinda genlerin de Onemli roli oldugu

gosterilmistir. (Vollmer ve ark.,, 2002). Tim bu faktorlerin MS ataklarmin
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baglamasinda ve ataklari siddetlendirerek hastaligi alevlendirmede rol oynadigi

bilinmektedir (Cook, 2006).

2.5.1. Multipl Skleroz’un patogenezinde yer alan hiicreler

Multipl skleroz, merkezi sinir sistemini etkileyen kronik otoimmiin, inflamatuar ve
norodejeneratif bir hastaliktir. MS, bagisiklik hiicrelerinin merkezi sinir sistemine
sizmastyla sonuglanan, demiyelinizasyonu, aksonal hasar1 ve ndrodejenerasyonu
tetikleyen bagisiklik diizensizligi ile karakterizedir. Inflamatuar bir siire¢ olup bu
stirecte T-hiicreleri, makrofaj ve mikroglia hiicreleri gibi adaptif ve innate immiin
sistem elemanlar1 rol oynamaktadir (Rodriguez Murtia, 2022). T hiicreleri
dolasimdan kan beyin bariyerini gegerek beyin parankimine gecer. Otoreaktif T-
hiicreleri MSS'e girdikten sonra, antijen sunan hiicreler ve DC’ler tarafindan yeniden
aktive edilir. Bu sayede iltthaplanma bolgelerine B hiicreleri, miyeloid hiicreler,
dogal oldiiriicii (NK) hiicreleri, ¢esitli sitokinlerin, kemokinlerin, MMP’ler ve diger
mediyatorlerin salgilanmasini, yerlesik mikroglia ve astrositlerin aktivasyonunu
saglar. TNF-a, IL1-b gibi proinflamatuar sitokinler ve kemokinler T ve B
hiicrelerinin aktive eder. MS patolojisinde proinflamatuar T yardimci tip 1 (Thl) ve
Th17 rol oynar (Hu ve ark., 2017). interlokin 12 (IL-12) varhginda aktive olan CD4"
T hiicreleri, Thl hiicrelerinde farklilagsarak Tbet transkripsiyon faktoriinii eksprese
eder ve interferon gama (IFN- vy) tiretir; TGF-B1, IL-23 ve IL-6 veya IL-21 varliginda
active olan CD4" T hiicreleri ise, RORyt ekspresyonu ve IL-17/GM-CSF/IFN-y
iretimi ile karakterize Thl7 hiicrelerine farklilasir (Grigoriadis ve ark., 2015;

Quintana ve ark., 2014).

Miyelin spesifik CD4" CD25" Tregler, transgenik farelerinden kronik DOE'li farelere

transfer sirasinda hastaligi baskilamay1 basarmistir (Stephens ve ark., 2009)

Pro-inflamatuar Th17 hiicreleri, periferde bir Treg gibi, farklilasmalar1 i¢in anti-
inflamatuar TGF-B'ya ihtiyag¢ duymaktadir. Sadece TGF-f'nin varhigi, TCR
stimiilasyonunu takiben Foxp3® iTreg'in gelismesine yol agmaktadir. TGF-B
proinflamatuar IL-6 ile birlikte bulundugunda ise, Foxp3™ hiicrelerin ifadesi
baskilanir ve Th17 hiicreleri iiretilir (Bettelli ve ark., 2006a).
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MS patolojisinde CD8" T hiicreleri de énemli rol oynar. MS hastalarinin beyaz ve gri
maddesinde ¢ok sayida CD8" T hiicresi tespit edilmistir. CD8" T hiicreleri, Fas/FasL
aracilt sitotoksisitenin yani sira granzim ve perforin liretimi yoluyla MSS hasarma

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

B hiicreleri, antikora bagimli sitotoksisiteye ve kompleman hasarma katilan
otoantikorlar1 salgilayan hafiza veya plazma hiicrelerine farklilagir (Bar-Or, 2005).
Antikor oligoklonal bantlar1 MS hastalarinin %90'1ndan fazlasinda tespit edilir ve
tan1 kriterlerini dogrulamak veya yerine getirmek i¢in kullanilabilir (Thompson ve
ark., 2018). Son yillardaki ¢alismalar ve B hiicre deplete edici MS biyolojik ajanlarin
basarisi, B hiicrelerinin antikor iiretmenin otesinde antijen sunucu kabiliyetleri

sayesinde MS patgenezinde kritik bir rol oynadigina isaret etmektedir.

vd T hiicreleri, MS'te erken doku hasarina neden olur (Ribot ve ark., 2021). BOS'da
Vy2 eksprese eden yo T hiicrelerinin bir kisminin bulundugu bilinmektedir (Triebel
ve Hercend, 1989). y6 T hiicreleri, Fas ligandinin aracilik ettigi oligodendrositlere
kars1 sitotoksik aktivitelerinin bir sonucu olarak ve ayrica perforin ve granzim B'nin
aktivasyonu yoluyla demiyelinizasyonu tesvik eder (Grigoriadis ve van Pesch, 2015;
Zarobkiewicz ve ark., 2019).

Mukoza ile iliskili degismez T (MAIT) hiicreleri, innate-like CD8" T hiicrelerinin bir
alt kiimesidir (Toubal ve ark., 2019). MS hastalarinin beyninde MAIT hiicrelerinin
arttig1 ve bu hiicrelerin IL-17 tretigi bilinmektedir (Annibali ve ark., 2011; Held ve
ark., 2015).

Aktive edilmis mast hiicreleri, kan-beyin bariyerinin agilmasina ve inflamatuar
hiicrelerin MSS'ye toplanmasmi saglayan histamin ve triptazin salinmasina neden
olabilir. Mast hiicreleri tarafindan iiretilen triptaz ve kimaz, matris metaloproteinaz
(MMP) onciiliinii aktive eder (Baranzini ve ark., 2000). MMP aktive olan hiicrelerin

endotele yapigsmasini saglayarak kan beyin bariyerine go¢ etmesini saglar.

Mikroglia ve makrofajlar, MSS’nin inflamasyonu ve patolojisinde Proinflamatuar ve
immiin diizenleyici olarak rol alirlar (Krausgruber ve ark., 2011; Mantovani ve ark.,
2013). Bu alt gruplardan bazilari, TNF-a, reaktif oksijen tiirleri gibi ndrotoksik

iriinler tretir ve MS'te dogrudan norotoksik etkilere sahiptir (Raivich ve Banati
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2004; Yamasaki ve ark., 2014). Astrositler MSS'de en ¢ok bulunan glial hiicrelerdir.
Astrositler, MSS de sitokinlerin, kemokinlerin ve yiizey molekiillerinin ekspresyonu
yoluyla MSS inflamasyonunu modiile eder (Chao ve ark., 2019; Giovannoni ve
Quintana 2020; Mayo ve ark., 2014; Wheeler ve ark., 2019, Wheeler ve ark., 2020).

Dogal oldiiriici (NK) hiicreler, ¢esitli tiimor tiirlerine ve mikrobiyal enfeksiyonlara

kars1 bagisiklik tepkisine katilan dogal bagisiklik hiicreleridir (Vivier ve ark., 2008).
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Sekil 2.12. Merkezi sinir sistemindeki aktive edilmis bagisiklik hiicreleri tarafindan
yonlendirilen MSS hasar1. (1) Patojenik Th alt gruplari, TNF-a, IFN-y ve IL-17 gibi
proinflamatuar sitokinlerini salgilayarak mikroglia ve makrofajlar1 aktive eder. Sitokinlerin,
kemokinlerin ve yiizey molekiillerinin ekspresyonu astrosit aktivitesini destekler. Bu yanit,
makrofajlar, B hiicreleri ve sitotoksik T hiicreleri tarafindan yonlendirilen daha fazla
patojenik davranisa neden olur. (2)Astrositler, makrofajlar ve mikroglialarin yani sira aktive
edilmis CDS8" tarafindan salgilanan MMP'ler, TNF-a, ROS ve RNS gibi ¢dziiniir ndrotoksik
molekiil tiretimi, T hiicresi sitotoksisitesi, ADCC ve kompleman gibi ¢oklu mekanizmalar
miyelin ve aksonal hasari tetikler. (3) IL-10 ve TGF-B gibi immiin diizenleyici sitokinlerin
ve ek mekanizmalarin salgilanmasi yoluyla FOXP3" Trl Treg'ler tarafindan inflamasyon
¢oziiliir. Kisaltmalar: ADCC, antikora bagimli sitotoksisite; MSS, merkezi sinir sistemi; IFN,
interferon; IL, interlokin, MMP, matris metaloproteinaz; MS, multipl skleroz; RNS, reaktif
nitrojen tiirleri; ROS, reaktif oksijen tiirleri; TGF, doniistiiriicli biiylime faktorii; TNF, timdr
nekroz faktorli; Trl, tip 1 diizenleyici T hiicresi; Treg, diizenleyici T hiicresi (Rodriguez
Murta, 2022).
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2.5.2. Multipl skleroz tedavisi

Multipl Skleroz hastaliginin kesin bir tedavisi yoktur. Ataklarin siklik ve siddetini
azaltmaya, yok etmeye ve atak sonrasi olusabilecek komplikasyonlar1 minimize
etmeye yonelik tedaviler bulunmakta fakat bu tedaviler hastaligin ilerlemesini
engellememektedir. MS tedavisinde kullanilan ve FDA tarafindan onaylanan 20 adet
ilag bulunmaktadir. Mevcut hastalik modifiye edici Immiinmodiilatér ve
immiinsupresif tedaviler arasinda Interferon-B (IFN-B-1b ve IFN-B-1a; Avonex,
Rebif, Betaseron), Glatiramer asetat (Copaxone), Mitoxantrone (Novantrone),
Natalizumab (Tysabri), Rituximab, Fingolimod (FTY720) bulunmaktadir (Hauser ve
Cree ,2020; Martin ve ark., 2016).

Halihazirda MS’in atak tedavisi i¢in intravendz (iv) olarak yiiksek doz steroid,
plazmaferez ve immunglobulin kullanilmaktadir. Steroidler T hiicre ve IFN-y
miktarmi azaltarak kan beyin bariyerini diizenler ve inflamasyonu durdurur (Hauser
ve Cree, 2020; Ili¢in ve ark., 2012).

MS hastalig1 oOzellikle geng bireylerde fiziksel ve psikolojik hasarlar meydana
getirerek kisinin hayatin1 olumsuz yonde etkilemenin ve yasam kalitesini ciddi
anlamda diigiirmenin yami sira ayrica saglk sisteminde de ciddi ekonomik
maliyetlere neden olmaktadir. Bu anlamda halen MS tedavisinde hastaliin
gelisimini 6nlemek veya koruyucu nitelige sahip olan farkli yenilik¢i ilag adaylarina

ihtiya¢ bulunmaktadir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. GERECLER
3.1.1. Kullamilan Demirbaslar

e +4°C sogutucu (Siemens)

e -20°C Sogutucu (Siemens)

e -80 °C Sogutucu (Siemens)

e Buz makinesi (Scotman AF 103)

e CO2’li Inkiibatér (SANYO)

e Distile su cithazi

e Elisa Okuyucu (Promega)

e Flow sitometri cihazi (BD FACS Aria III)
e Invert Mikroskop (Leica)

e Laminer flow (Telstar Clean Air)

e Magnetik karistiric1 (Heidolph)

e Otoklav (ALP CL-40M)

e Otomatik pipet (1000, 200, 10ul)

e Pipet Tabancasi (Isolab)

e Sogutmal1 Santriflij (Niive Es 120)

e Su banyosu (Thermal)

e Vorteksler (Heidolph)

e Real-Time PZR Cihazi (Roche LightCycler 480)
e Termal Cycler (Bio-Rad)



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 tiip (Axygen)

Falkon tiip (15 ve 50 ml) (Sarstedt)
Serolojik pipet (5ml, 10ml)

Cryogenic Vial (Kriyojenik Sise)

3.1.3. Kimyasal Malzemeler

%37 lik formaldehit soliisyonu (Merk)

Distile su

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) (SIGMA/D5796)
Dimetilsiilfoksit (DMSO) (Sigma)

Fetal bovine serum (gibco/A3840001)

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

Golgi stop (Biolegend)

Iscove Modified Dulbecco Media IMDM (Gibco)
lonomycn (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 I1L-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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e PE anti-mouse CD11c Antibody (Biolegend # 117307)
e APC anti-mouse CD11b Antibody (Biolegend # 101211)

3.2. Yontem

Bu calisma, Erciyes Universitesi Genom ve Kok Hiicre Merkezi’nde ve Erciyes
Universitesi T1p Fakiiltesi Tibbi Biyoloji Anabilim Dalinda gergeklestirilmistir. Biz
onceki calismamizda Reg3g’nin fare MS modelinde DOE hastalik skoru siddetini
arttirdigint ve Thl7 ile iligkili sitokinlerin artmis oldugu gdstermistik. Reg3g over
ekspresyonunun DOE’yi kotiilestirdigini, hiicre proliferasyonunu arttirdigmi ve
bunun dogrudan/dolayli T hiicre aktivasyonunu regiile ettigi rapor etmistik (Eken ve
ark., 2021). Bu calisma sonucunda elde edilen bilgiler 1s1¢inda Reg3’ nin immiin

sistemi etkileyerek DOE’yi kétiilestirdigini 6ngérmekteyiz.
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Sekil 3.1. Deney akis semasi-1. Cogaltilan Jurkat hiicreleri ve izole edilen PBMC’ler esit
hiicreler olacak sekilde ayr1 ayri pleytlere dagitildi. Reg proteinlerinin dozlar1 eklendi ve
kiiltiirlendi. Ardindan proliferasyon, apoptoz ve IL-2 iiretimleri degerlendirildi.
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Bu verilerden yola ¢ikarak rekombinant insan REG proteinlerinin immiin sistem
iizerindeki etkisini insan T hiicre hatt1 olan Jurkat hiicrelerinde ve PBMC’lerde
gostermeyi ve proteinlerin T hiicre proliferasyonu IL-2 sitokin tiretimi, T hiicre

reseptOr sinyal iletimi ve canliligina etkilerini incelenmeyi amacladik (Sekil 3.1).

3.2.1. Jurkat Hiicre Hattinin Cogaltilmasi ve Dondurulmasi

Bu tezin olusturulmasinda g¢alismamizin ex Vivo deneylerini gergeklestirmekte
kullandigimiz Jurkat hiicre hati Acibadem Universitesi Molekiiler Biyoloji ve
Genetik Boliimii Dr. Ogr. Uyesi Tolga SUTLUden temin edildi. Jurkat E6-1 klonu T
hiicre immiinolojisi i¢in en ¢ok kullanilan standart 16semik hiicre hatlarindan birisidir

(Abraham ve Weiss, 2004).

Bu siispanse hiicreler tam RPMI (%10 FBS, penicillin-streptomycin, L-glutamine)
icerisinde %5 CO0;’ li ortamda 37 °C'de inkiibe edildi (Sekil 3.1). Hiicreler iki giine
bir 5 dk 400 g de santrifiij edilerek siipernatant atild1 ve dipte kalan hiicrelere taze
tam RPMI eklenerek ortam degistirildi. Canli ve 6lii hiicrelerin ayirt edilmesinde ve
sayllmasinda kullanilan Tripan Blue boyasi ile hiicre sayimi yapildi ve bir flaskta
3x10° hiicre oluncaya kadar tekar edildi. Hiicre stogu bu sekilde ¢ogaltilarak deneyin
yapilacagi giine kadar saklamak amaciyla 1500ul tam RPMI ortam ve %10 DMSO

icinde siispande edildi ve cryovial tiiplere konulurak -80°C sakland.

Sekil 3.2. Jurkat hiicrelerinin 151k mikroskobu goriintiisii (X40)
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3.2.2. Dondurulmus Jurkat Hiicresinin Cozdiiriilmesi

Cryovial tiipdeki hiicreler kullanilacagi zaman 37°C’deki su banyosunda 1-2 dk
¢oziinmesi saglandi. Ardinda hiicrelerin tizerine 37 °C’ye 1sitilmig 3-5 ml tam RPMI
ortam eklenerek 400g’de 5 dk santriflij edildi. Siipernatant uzaklastirilarak hiicreler
deneyde kullanild1.

3.2.3. Periferik Kandan Lenfosit Elde Edilmesi

Periferik kandan mononiikleer hiicre izolasyonu (PBMC-peripheral blood
mononuclear cell) Ficoll-Hypaque kullanarak yogunluk gradiyenti ile elde edildi.
Periferik kandan lenfosit izolasyonu i¢in steril EDTA’l1 hemogram tiiplerine 10 mL
kan alindi, Kan PBS ile 1:1 oraninda dilue edildi ve 3 ml Ficoll {izerine yavas yavas
gradiyent olusturacak sekilde eklendi. Kan 400 g de frensiz olarak 30 dk oda
sicakliginda santrifiijlendi ve orta kisimda olusan beyaz bulut yani PBMC’ler
toplandi. PBMC’lere PBS eklendi ve hiicreler thoma laminda trypan Blue
kullanilarak sayildi. Ardindan hiicreler 400 g de 5 dk santrifiij edilip siipernatant

uzaklastirilarak dipte kalan hiicreler deneyde kullanildi.

3.2.4. Rekombinant insan REG1A, REG3A ve REG3G’mn Staphylococcus

aureus Uzerine Etkisi ve Reg Dozlarinin Belirlenmesi

Ticari olarak temin edilen Reg proteinlerinin etkinligini belirlemek amaciyla REG1A
(10ug/ml), REG3A  (10ug/ml) ve REG3G (50ug/ml)’ nm  farkli
konsantrasyonlarindan ve Staphylococcus aureus bakterisinden alinarak LB agarh
pleyte ekim yapildi. 37 °C de bir gece inkiibe edildikten sonra pleytlerde ¢ogalan

bakteri kolonileri sayild.

REG1A, REG3A ve REG3G’ nin (0,5 ng, 1 ng, 10 ng, 50 ng ve 0 pg, 1 pg, 10 pg,
100 pg, 1000 pg) konsantrasyonlari ve bakterinin farkli diliisyonlar1 denenerek
optimizasyon caligmasi yapildi ve dozlar belirlendi. En iyi sayilabilir koloni

olusturan bakteri diliisyonu se¢ildi (Guo et al., 2019).

35



3.2.5. Rekombinant insan REG1A, REG3A ve REG3G’nin Jurkat Hiicrelerinde
ve PBMC’lerde Apoptoz Uzerine Etkisinin Incelenmesi

Apoptoz boyamasi i¢in Jurkat hiicreleri ve PBMC’ler, 24 saat boyunca U tabanli 96
kuyucuklu pleytte ¢6ziiniir anti-CD3/ anti-CD28 (lug/ml) ve Reg dozlarmin farkl
konsantrasyonlar1 ile uyarildi. Daha sonra, hiicreler 7-AAD ile BioLegend’in FITC
Annexin V Apoptoz Tespit Kiti ile 15 dk boyand1 ve hemen sonra hiicrelerin apoptoz

yiizdeleri flow sitometri cihazinda 6l¢iildii.

3.2.6. Rekombinant insan REG1A, REG3A ve REG3G’nin Jurkat Hiicrelerinde

ve PBMC’lerde Proliferasyon Uzerine Etkisinin Incelenmesi

Jurkat hiicreleri ve PBMC’ler, iireticinin talimatlarma gore Tag-it-violet (Biolegend
#425101) boyasi ile etiketlemenin ardindan belirlenen REG1A’nin farkl dozlar ile 4
giin siireyle anti-CD3/anti-CD28 kapli (1 pg/ml) 96 kuyucuklu pleytte uyarildi, 4

giin sonra flow sitometri cihazinda hiicrelerin proliferasyon yiizdeleri 6l¢tildii.

3.2.7. Rekombinant insan REG1A, REG3A ve REG3G’nin Jurkat Hiicrelerinde
ve PBMC’lerde IL-2 Sitokini Uretimi Uzerine Etkisinin Incelenmesi

Bu deneylerdeki amag¢ Reg proteininin farkli konsantrasyonlarina maruz kalan T
hiicrelerinde uyarmma bagl IL-2 iiretimini nasil etkilendigini test etmektir. Reg
dozlarmm farkli konsantrasyonlarinda 6 saat 37°C de kiiltiir edilen Jurkat hiicreleri ve
PBMC”’ ler anti-CD3/28 veya PMA (50 ng/ml), ionomycin (1 pg/ml) ile golgi stop
varhiginda (1pl/ml) karigimi ile) 4 saat uyarildi. Daha sonra kiiltiir edilen hiicrelere
hiicre ici sitokin boyama (ICC) protokolii uygulandi. Bu protokole gore BD
Cytofix/Cytoperm™ (BD, ABD) kitinden 100 pl/well Fixation soliisyonu eklendi. 15
dakika +4°C'de inkiibe edildi. 400 g'de +4°C'de 3 dakika santrifiij edildi.
Stipernatant uzaklastirildi ve 150 pl permabization soliisyonu eklenerek 2 kez yikama
yapildi. 20 pl permabization soliisyonu + 1'er ul Percp/Cy5.5 IL-2 sitokininin
florofor konjuge antikoru eklenerek 30 dakika +4°C'de inkiibe edildi. 200 pl hiicre
boyama soliisyonu (cell staining soliisyon, %2 FBS igeren PBS) eklendi ve 400 g de
+4°C’de 3 dakika santrifiij edilerek hiicreler yikandi. Siipernatant uzaklastirildi ve
hiicreler 200 pl hiicre boyama soliisyonunda ¢6ziildii. Flow sitometri cihazinda IL-2

sitokinin tiretimi olgtildii.
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3.2.8. PBMC’lerden CD4" T Hiicrelerinin izolasyonu

izole edilen PBMC’ lerden (1x10") iiretici tarafindan tarif edildigi gibi CD4"

MicroBeads (#130-050-201) kullanilarak MojoSort manyetik hiicre ayirma

yontemiyle CD4" T hiicrelerinin secilimi yapildi. Hedef hiicrelerinizin izolasyonu

icin - Negative Selection kiti kullanild1 (Cat. No. 480015/480016). Manyetik olarak

etiketlenen fraksiyon, bir manyetik ayirict kullanilarak korunur. Dokunulmamis

hiicreler toplanir. Bunlar ilgilenilen hiicrelerdir.
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Sekil 3.3. Deney akis semasi-2. Mononiikleer hiicrelerden mikrobead ile CD4 T hiicrelerin
ve CD14 Monositlerin se¢ilimi yapildi. Bir pleyte T hiicreleri esit hiicre olacak sekilde
dagitildi ardindan Th supsetlerine farklilagsma sitokinleri ve REGIA proteinin dozlari
eklendi. Diger pleyte monositler esit sekilde dagitildi ve DC’lere farklilagsma sitokinleri ile
REGI1A proteinin dozlar1 eklendi ve bir siire kiiltiir edildi. Siire sonunda flow sitometride

okutuldu ve analiz edildi. Grafikler degerlendirildi.
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Kisaca protokol asagida sunulmustur:

Hiicrelere oncelikli olarak yikama amaciyla buz iizerinde tutulan MACS Buffer
eklendi ve 400 g de 5 dk santrifiij edilip siipernatant uzaklastirildi. Dipte kalan
hiicrelere 10 pl biotin eklendi ve karanlikta +4 °C'de 15 dk bekletildi. Siirenin
sonunda hiicrelerin tizerine 10 pl bead eklendi ve tekrar karanlikta +4 ~C'de 15 dk
bekletildi. Ardindan 3 ml MACS Buffer eklenip ve temiz tiipe alindi. Tiip manyetik
ayiriciya yerlestirilerek 5 dk bekletildi. Miknatistan ¢ikarmadan yeni bir ikinci tlipe
ters ¢evrildi siiernatan toplandi. Miknatistaki tiipe tekrar 3 ml MACS Buffer eklenir
ve 5 dk daha bekletilerek ikinci tiipe alindi. Yeni tiipteki 6 ml MACS Buffer da

bulunan hiicreler Tripan Blue boyas1 kullanilarak sayim yapilip kullanild1.

3.2.9. Rekombinant insan REG1A’nin Primer Hiicrelerde CD25, CD69, CD127

gibi Aktivasyon Markirlari Uzerine Etkisinin Incelenmesi

PBMC’lerden izole ettigimiz CD4" T hiicreleri anti-CD3/28 ve REG1A nin farkli
dozlar1 ile 3 giin kiltir edildi. Ardindan yilizey boyamasi i¢in hiicreler yiizey
antijenine 6zgii florokrom-konjuge antikor1 (Tablo 3.1) ile 20 uL boyama soliisyonu
eklenerek karanlikta buz tlizerinde 30 dakika boyunca boyandi. Daha sonra hiicreler,
3 dakika boyunca 400g'de dondiiriilerek iki kez 200 pL boyama soliisyonu ile

yikand1 ve flow sitometri cihazinda analiz yapild:.

Tablo 3.1. Aktivasyon Marker Boya Karisimi

BV421 CD25 !
PE CD69 1 ul
APC/Cy7 CD127 1 ul

3.2.10. Rekombinant insan REG1A’nin Th2 Farkhlasmasi Uzerine Etkisinin

Incelenmesi

Farklilagma anti-CD3¢ ve anti-CD28 ile kaplanmis pleytlerde gergeklestirilmistir. Bu
amagla, CD4" T hiicrelerinin kiiltiire edilecegi U tabanli 96 kuyucuklu pleyt, 100 pL
anti-CD3¢ antikoru (PBS'de 1 pg/mL) ve anti-CD28 antikoru (PBS'de 1 pg/mL)
eklendi, 2 saat boyunca 37°C'de inkiibe edildi ve anti-CD3e ve anti-CD28 ile
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kaplandi. Fazla antikor 200 pL PBS ile 2 defa yikandi. Hemositometre altinda
sayilan T hiicreleri 100.000 hiicre/well olacak sekilde pleyt i¢ine 100 pl voliim i¢inde
olacak sekilde dagitildi. Ardindan REG1A proteininin 1 pg, 10 pg, 100 pg ve 1000
pg dozlar1 eklendi. Son olarak farklilagsma sitokinleri olan anti-IFN-y (5 ug/ml), IL-2
(Ing /mL) ve IL-4 (50 ng/ml)’ii iceren tam RPMI medyum ile 200 ul/well olarak
37.C'de CO; inkiibatoriinde 5 giin polarize edildi. 37°C'de 5 giin kiiltiir edildikten
sonra hiicrelere, imza sitokin olan IL-4’{in hiicre i¢i sitokin boyamasi yapildi ve
irettikleri sitokin miktarlar1 flow sitometri ile analiz edildi. Bu amagla 4 saat

oncesinde PMA/Ionomycin/Golgi Stop ile uyarim yapild.

3.2.10.1. Hiicre ici boyama ile sitokin iiretim kapasitesinin belirlenmesi

Sitokin miktar: intraseliiler boyama ile tayin edildi. Bunun i¢in farklilagan hiicreler
PMA (50ng/mL), ionomycin (1pg/mL) ve golgi stop (1uL/mL) ile 37 °C’de 3-5 saat
inkiibatorde uyarildi. Ardindan pleytteki hiicreler santrifiij (400g, 3 dk) ile
¢cOktiiriiliip siipernatant atildi ve Fixation/Permeabilizasyon Kiti (BD Cat No:
554714) ile fiksasyon islemi yapildi. Fiksasyon i¢in her kuyucuga 100ul fiksatif
eklenip, 15 dakika +4 °C derecede karanlik ortamda inkiibe edildi. Inkiibasyon
siirecinden sonra, fikse edilen hiicreler santrifiij (400g, 3 dk) edildi ve fiksatif
uzaklastirdi. Pellet {izerine 150ul 1xPerm Buffer ilave edildi ve santrifiij ile yeniden
stipernatant uzaklastirildi. Bu sekilde permabilize islemi 2 kez tekrar edilerek yikama
islemi yapildi. Sonrasinda her kuyucuga 25ul permeabilizasyon buffer ve APC anti-
human IL-4 antikor karisimi eklendi ve 30 dk +4°C’de hiicrelerin boyanmasi
sagland1i. Hiicreler 200ul boyama soliisyonundagdzdiiriilerek FACS Aria III ile
okutuldu.

3.2.11. Rekombinant insan REG1A’nin Th17 Farkhlasmas1 Uzerine Etkisinin

Incelenmesi

Farklilagma anti-CD3 ve anti-CD28 ile kaplanmis pleytlerde gerceklestirilmistir. Bu
amagla, CD4" T hiicrelerinin kiiltiire edilecegi U tabanli 96 kuyucuklu pleyt, 100 pL
anti-CD3¢ antikoru (PBS'de 1 pg/mL) ve anti-CD28 antikoru (PBS'de 1 pg/mL)
eklendi, 2 saat boyunca 37 ° C'de ve anti-CD3¢ ve anti-CD28 ile kaplandi. Fazla
antikor 200 puL PBS ile 2 defa yikandi. Hemositometre altinda sayilan T hiicreleri

1x10° hiicre/kuyu olacak sekilde pleyt igine 100 pl voliim iginde dagitildi. Ardindan
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REG1A proteinin 1 pg, 10 pg, 100 pg ve 1000 pg dozlar1 eklendi. Son olarak
farklilagma sitokinleri olan IL-6 (25 ng/ml), IL-1pB (10 ng/ml), Tgf-p (5 ng/ml) ve IL-
23 (50 ng/ml)’t iceren tam RPMI medyum ile 200 ul/well olarak 37-C'de CO;
inkiibatoriinde 5 giin polarize edildi. 5. giin hiicreler 400 g de 3 dk coktiiriilerek
sipernatant uzaklastirildi ve yeni welllere aktarildi. Bu medyumun yerine hiicreler
200 ul/well olacak sekilde IL-23 (50 ng/ml) ve IL-2 (50 ng/ml) iceren yeni RPMI
medium eklenerek 7 giin daha kiiltiir edildi. Farklilagsma siirecinde ilk giin ve
medyumunun degistirildigi 5. gilin kiiltire farkli dozlarda (1 pg, 10 pg, 100 pg ve
1000 pg) REGIA proteini eklendi. Sitokin boyama icin, 12. giinde hiicrelere
3.2.10.1. nolu béliimde yazilan hiicre ici boyama protokolii uyguladi. imza sitokini
olan IL-17’nin antikoru APC anti-human IL-17A ile boyanmanin ardindan flow

sitometri cthazinda analiz yapildi.

3.2.12. Rekombinant insan REG1A’nin Treg Farkhilagsmasi1 Uzerine Etkisinin

Incelenmesi

Farklilagsma anti-CD3¢ ile kaplanmis pleytlerde gerceklestirilmistir. Bu amagla, 96
kuyucuklu U tabanh pleyt, 100 pL anti-CD3e antikoru (PBS'de 2 ug/mL) antikoru
eklenerek 2 saat boyunca 37 °C'de anti-CD3¢ kaplanmustir. Fazla antikor 200 pL
PBS ile 2 defa yikanmistr. Hemositometre altinda sayilan T hiicreleri 1x10°
hiicre/kuyu olacak sekilde pleyt igine 100ul voliim i¢inde olacak sekilde dagitildi.
Ardindan REGIA proteinin 1 pg, 10 pg, 100 pg ve 1000 pg dozlar1 eklendi. Son
olarak farklilasma sitokinleri olan anti-CD28 (1 pg/ml), IL-2 (50 ng/ml) ve Tgf-B (5
ng/ml) iceren complete RPMI medyum ile 200 ul/well olarak 37°C'de CO2
inkiibatoriinde 3 gilin kiiltiir edildi. 3. giin hiicreler 400 g de 3 dk coktiiriilerek
stipernatant uzaklastirildi. Hiicelerin {izerne yeni medium son konsatrasyonlarda (50
ng/ml IL-2) 200 ul/well olacak sekilde eklenerek 2 giin daha kiiltiir edildi. 5. giinde
hiicrelerde hem ylizey boyamasi yapilarak kontrol noktasi molekiilleri olan PD-1,
CTLA-4 ve KLRGL ifadesi hemde True-Nuclear ™ Transcription Factor Buffer Set
ile muamele edilerek transkripsiyon faktorii olan FOXP3’nin ifadesi flow sitometrisi

ile belirlendi.
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Tablo 3.2. Treg Hiicreleri ve Kontrol Noktasi Inhibitorlerinin Boya Karigimi

APC PD-1 T
PE/Cy7 CTLA-4 i
Per CP/Cy5.5 KLRG1 i
PE FOXP3 i

3.2.12.1. PD-1, CTLA-4 ve KLRGI1 gibi kontrol noktasi molekiillerinin yiizey

boyamasi ile kantifiye edilmesi

5 giin boyuca in vitro farklilastirilan hiicreler 400g’de 5 dk santrifiij edilip
stipernatant uzaklastirildi. Hiicreler boyama soliisyonu (% 2 FBS’ li PBS) icerisinde
¢ozildi, 1pl Fe-block eklenerek 5 dk bloklama yapildi ardindan PD-1, CTLA-4 ve
KLRGI antikorlar1 (Tablo 3.2) ile 30 dk +4 °C’de karanlikta boyandi. Hiicreler
boyama soliisyonu ile 2 kez yikand1 ve 400g’de 3dk santrifiij edilip siipernatant atild1

ve ardindan transkripsiyon faktor boyamasina gecildi.

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

faktor boyama yaparak FOXP3 ifadesinin belirlenmesi

Hiicre ylizeyi boyamasmin ardindan son yikamadan sonra supernatant atildi. 4X Fix
Concentrate’e Fix Diluent ekleyerek 1x Fix Concentrate elde edildi ve her kuyucuga
100 pl eklendi. Hiicrelerin tamamen yeniden siispanse edildiginden emin olmak i¢in
yavasca pipetlendi. Oda sicakliginda karanlikta 30 dk inkiibe edildi. Her kuyucuga
150ul 1X Perm Buffer ilave edildi. Pleyt 400 g'de oda sicakliginda 3 dk santrifiij
edildi, siipernatant atildi. Bu islem 2 kere tekrar edildi. Transkripsiyon faktoriiniin
boyanmasi i¢in True-Nuclear™ 1X Perm Buffer i¢cine florokrom konjuge antikoru
(Tablo 3.2) eklendi ve her kuyucuga dagitildi, karanlikta, oda sicakliginda 30 dk
inkiibe edildi. Her kuyucuga 200uL boyama soliisyonueklendi ve cozdiiriilerek
FACS Aria Il ile okutuldu.
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3.2.13. Rekombinant Insan REG1A’nin Antijen Sunucu Hiicreler Uzerine

Etkisinin incelenmesi

CD14" monositler, PBMC’lerden CD14+ MicroBeads kullanilarak saflastirilds.
Hemositometre altinda sayilan T hiicreleri 1x10° hiicre/kuyu olacak sekilde pleyt
icine 100 pl volim icinde olacak sekilde dagitildi. Hiicrelerin {izerine REGIA,
proteinin 1 pg, 10 pg, 100 pg ve 1000 pg dozlar1 eklendi. Ardindan farklilasma
sitokinleri olan GM-CSF (100 ng /mL) ve IL-4 (100 ng/mL) igeren tam RPMI 1640
ortaminda 4 giin boyunca dendritik hiicrelere farklilastirildi. 4. giinde, hiicreler, ticari
alinan curdlan) (50 pg/mL) ve LPS (lug/ml) ile 1 giin aktive edildi. 5. giin immature
ve mature DC’lere CD11c, MHC II, CD86, OX40L, ICOS i¢in 3.2.12.1. nolu
bolimde yazilan ylizey boyama protokolii uyguladi. Flow sitometri ile bu

molekiillerin ifadesi kantifiye edildi.

Tablo 3.3. Dentritik Hiicre Boya Karigimi

FITC CD11c Il
PECy7 MHC 11 1 ul
Passific Blue CD86 1l
PE OX40L 1 ul
APC ICOS 1 ul

3.2.14. Jurkat Hiicrelerinde ve Primer Hiicrelerde EXTL3 Reseptoriiniin

Susturulmasi ve Dogrulanmasi

EXTL3 reseptoriiniin knockdownu i¢in gerekli siRNA Thermo’dan temin edildi.
siRNA'lar siRNA'lar Neon® Transfection System (Invitrogen, ABD) Kkiti
kullanilarak Jurkat hiicrelerine aktarildi. Bunun i¢in hiicreler 400 g'de oda
sicakliginda 5 dakika santrifiij edildi. Hiicreler bir kere PBS (Ca** ve Mg*
icermeyen) ile yikandi ve 400 g'de oda sicakliginda 5 dk santrifiij edildi. Hiicreler R
bufferda (hiicre hatt1 igin) 1x10~"/ml olacak sekilde ¢oziildii ve ¢oziilen hiicrelerden
100 pl alinip 200 ng siRNA ile transfekte edildi. Pulse Number range 3, Pulse Width
range 10, Voltage range 1350 ayarinda transfeksiyon islemi gergeklestirildi.
Trasfeksiyondan sonra hiicreler 6 kuyucuk pleytde 2 ml antibiyotik icermeyen RPMI

medyuma ekildi. Hiicreler 2 saat kiiltliir edildikten sonra medyuma antibiyotik
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eklendi. Transfekte edilen hiicrelerin EXTL3 reseptoriniin ifadesini azaltip
azaltmadigi 48 saat sonra qPCR ile dogrulandi Jurkat hiicrelerinde EXTL3
reseptoriiniin susturulmasi ve dogrulanmasi isleminin ardindan transfekte edilen T

hiicreleri alinarak proliferasyon ve IL-2 sitokin iiretimi deneyleri tekrarlandi.

Primer T hiicreleri PBMC’ lerden CD4" T Microbeads kullanilarak secildi. EXTL3
reseptoriiniin knockdownu i¢in siRNA'lar Neon® Transfection System (Invitrogen,
ABD) kiti kullanilarak T hiicrelerine aktarildi. Bunun igin hiicreler 400 g de oda
sicakliginda 5 dakika santrifiij edildi. Hiicreler bir kere PBS (Ca*? ve Mg*
icermeyen) ile yikandi ve 400 g'de oda sicakliginda 5 dk santrifiij edildi. Hiicreler T
bufferda (primer hiicreler i¢in) 1x10""ml olacak sekilde ¢oziildii ve c¢oziilen
hiicrelerden 100 pl alinip 200 ng siRNA ile transfekte edildi. Pulse Number range 1,
Pulse Width range 20, Voltage range 2100 ayarinda transfeksiyon islemi
gerceklestirildi. Trasfeksiyondan sonra hiicreler 6 kuyucuk pleytde 2 ml antibiyotik
icermeyen IMDM medyuma ekildi. Hiicreler 2 saat kiiltiir edildikten sonra medyuma
antibiyotik eklendi. Transfekte edilen hiicrelerin EXTL3 reseptoriiniin ifadesini

azaltip azaltmadigi 48 saat sonra qPCR ile dogrulandi.

3.2.14.1. Real Time gPCR

Transfekte edilen hiicrelerde EXTL3 reseptoriiniin ifadesini azaltip azaltmayacagi
gPCR ile dogrulandi. Transfekte edilen hiicrelerden Qiangen RNAEasy Kkiti
(lireticinin talimatlar1 izlenerek) kullanilarak RNA izolasyonu yapildi. Elde edilen
RNA’lardan BioRad iScript cDNA sentez kiti (#170-8891) (lireticinin talimatlar1
izlenerek) cDNA sentezi yapildi. EXTL3 geninin ifadesi Real-Time PCR ile 6l¢iildii.
Ribozomal 18S geni ile normalize edilerek 2-AACTyontemi ile relatif gen ifadesi

belirlendi.

Tablo 3.4. RT-q PCR Reaksiyon Kosullari

100uM Forward Primer 0.12ul
100uM Reverse Primer 0.12pul
SYBR Green mix (Bio-Rad, ABD), 10ul
Template cDNA 2ul
RNAse-free su 7.76pl
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Tablo 3.5. qPCR Programi

Sicaklik (°C) Zaman

50°C 2 dk,

95°C 10 dk,

95 °C 15 sn 40 siklus
72°C 30 sn

3.2.15. insan REG1A ve Kontrol Plasmidinin Cogaltilmasi

Bu tezin yapilmasinda Dog. Dr. Ahmet EKEN’e verilen TUBA GEBIP bursunun
fonundan kismen yararlanilmistir. Buradaki in vivo datalarin tiretilmesinde 2021/178

ve 21/40 nolu etik kurullar kullanilmistir.

Insan REG1A Lentiviral plasmid ve Kontrol plasmidi ile EB10 E.coli hattina heat-
shock yontemi ile transforme edildi. Ardindan bakteriler, ampicillinli kat1 besiyerine
yayildi. Bir gece sonra birkag¢ koloni se¢ildi ve 5 ml LB medyumu i¢inde ¢ogaltildi.
Cogalan kolonilerden 100ul alinarak maxi prep igin tekrar 200 ml’lik LB igerisinde
inokiile edildi ve maxiprep ile saflastirildiktan sonra yiiksek miktarda REGIA ve
Empty (bos) plasmid elde edildi. Konsantrasyonlar1 nanodrop ile olgtldii ve

plasmidler enjeksiyonlarda kullanildi.

3.2.16. Deney Gruplar ve Sayilari

C57BL/6 erkek fareler Erciyes Universitesi Deneysel Arastirma ve Uygulama
Merkezi'ndeki hayvan tesisinde, plastik propilen kafeslerde ve steril bir durumda oda
sicakliginda, patojen icermeyen kosullar altinda tutuldu. Arastirmada kullanilan
C57BL/6 erkek fareler 6-8 haftalik ve 20-25 g agirhigindaydilar. Tiim bu islemler igin
HADYEK(Kurumsal Hayvan Etik Kurulu, Erciyes Universitesi) tarafindan onay
alind1. Farelerimiz asagidaki tablodaki gibi gruplara ayrildi ve belirtilen uygulamalar

yapild1.
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Tablo 3.6. Deney Gruplar1 ve Hayvan Sayilari

Deney Grubu Hayvan Uygulama
sayisi
-l.gin REGIA plasmidi hidrodinamik
Naif REG1A Plasmid 5 enjeksiyon ile verildi ve baska iglem
yapilmadi
-l.gin  bos plasmid  hidrodinamik
Naif Empty Plasmid 4 enjeksiyon ile verildi ve baska iglem
yapilmadi
-1.ginREGIA  plasmidi  hidrodinamik
EAE REG1A Plasmid enjeksiyon ile verildi ve 0.giin MOG
8 verildi.
Regl plasmidi verilen + MOG35- 0.giin ve 2.giin PT verildi.
55 peptidi immiinizasyonu 20.giin  Rekombinant Insan REGIA
(25ng/ml) verildi
EAE Empty Plasmid -1.giin bos plasmid  hidrodinamik
enjeksiyon ile verildi ve 0.giin MOG
Kontrol plasmidi verilen+ 7 verildi.
MOG35-55 peptidi 0.giin ve 2.giin PT verildi.
immiinizasyonu 20.giin  Rekombinant insan REGI1A

(25ng/ml) verildi

3.2.17. Hidrodinamik Enjeksiyonla REG1A In Vive Overexpresyonu

Bos plasmid ve REGIA plasmid DNA’lar1 hidrodinamik enjeksiyon ile fare
gruplarma 15 pg/mL olarak 2 mL volimde kuyruk veninden 10 sn igerisinde
PBSigerisinde verildi (Eken ve ark., 2014; Eken ve ark., 2021). Bu yontemle sistemik
dagilan plasmid uygulanan kuvvetle Ozellikle karaciger ve dalak hiicrelerine ve
endoteline girmekte ve basta karaciger olmak iizere bir¢ok organda eksprese
edilmektedir. Farelerin karaciger, dalak ve beyinlerinden RT-qPCR ile gen
overekspresyonu bir grup ekstra farede konfirme edildi ve sonrasinda EAE

deneylerine gecildi.

3.2.18. MOG35-55 Peptidi immiinizasyonu ile Akut DOE (EAE) Gelistirilmesi

ve Hastalik Skorlamasi

1 mg/ml PBS i¢inde hazirlanan MOG35-55 peptidinden 2 mg/ml alinarak, 40 mg/ml
inaktive edilmis Mycobacterium Tuberluosis ekleyerek giiclendirip hazirladigimiz
Complete Freund’s Adjuvant’dan yine 1:1 oraninda almip cam siringa iginde ve
stopcock (baglanti) araciligiyla karistirirak emiilsiyon hazirlanmis ve farelerin sag ve

sol kalgca/abdomen birlesim bdlgesine subkutan olarak 100’er pl emiilsiyon enjekte
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edilmistir. Ayrica immiinizasyonun yapildigt giin (0’inc1) ve 2’nci giin 200’er ng
Pertussiss Toxin (200ul PBS iginde) intraperitonel olarak enjekte edildi ve farelerin
hastalik derecesi skorlanarak deneysel otoimmiin ensefalomiyelit (EAE) hastaliginin
siddeti giinliik izlendi (Sekil 3.4). EAE gelisimi daha once belirtildigi lizere su
kriterlere gore skorlandi: Kuyruk zayifhigi: 1; arka ayaklarda zayiflik ve ters
cevrilen farenin donme yetisini kaybetmesi: 2; arka ayaktan birinde felg: 2.5; iki arka
ayakta felg: 3; On tek ayakta felg: 3.5; 6n ik ayakta felg: 4; moribund:5 (Eken ve ark
2017).

3.2.19. Beyin ve Omurilik’ten Lenfosit Elde Edilmesi

Fareler anestezi ile uytulup kalp agilarak sol vetrikiilden 10 mL 1X PBS ile
perfiizyon yapildi ve 3 kez tekrar edildi. Ardindan beyin ve omurilik alinip 1X P PBS
soliisyonu igeren ependorf tiiplere alind1 isleme alinana kadar ependorf tiipler buzda
bekletildi. 2.5mg/ml kollojenaz igeren DMEM medyumundan 1 ml alinip 10 cm
kiiltlir tabagina aktarild1 ve organlar skalpel ile 1 mm pargalara ayrildi. 37°C’de 30
dk enzimatik muamele sonucu olusan tek hiicre karigimi1 70 um’lik filtreden gegirildi.
1200 rpm’de 5 dk santriflij edildi ve pellet % 40’lik 5 ml Percoll i¢inde ¢oziildii.
15ml falcon tiipe %90 Percol 5 mL ilave edilip iizerine %40’lik hiicre siispansiyonu
dosendi. Oda sicakliginda 20 dk 500 g’de frensiz olarak dondiiriildii. Orta kisimdaki
haleden lenfositler toplanip 10% FBS igeren RPMI 1640 iginde c¢oziildi ve

deneylerde kullanmak {izere hiicre sayimi yapildu.
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Naif grup
-1.Giin 0.Giin 8.Giin
(D —— v v -
REG1A plazmid Lenf nod ve Dalagin
enjeksiyonu islenmesi
B
/'\ DOE grup
1Gin  0Gin  2.Gin 9.Giin 20.Giin 23.Giin
P S —— - F—— - o
l ¢ -2’ EAE
Induction
MOG/CFA
PTX
‘ REG1A proteini enjeksiyonq
‘ REG1A plazmid enjeksiyon4 .
’ Klinik skorlama ve agirlik kaybi 6Igiimi4 '
| MOG+CFA/PT enjeksiyond

PT enjeksiyonu

’ Beyin, Lenf nod ve Dalagin islenmesi

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

ol i‘ B J/ ) [ CD11b -CD11c ]

l FOXP3, CD25
ICOS, KLRG1, PD1

Sekil 3.4. Deney akis semasi-3. REG1A veya bos plasmid enjeksiyonundan bir giin sonra
Complete Freund’s Adjuvant/MOG35-55/ immiinizasyonu yapildi, immiinizasyondan 20
giin sonra ise 1 doz Rekombinant insan REG1A proteini (25ng/ml) verildi. 3 giin sonrasinda
ise fareler sakrifiye edildi.
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3.2.20. Dalak ve Lenf Nodundan Lenfosit Elde Edilmesi

Fareler sakrifiye edildikten sonra diiz bir zemine sabitlendi. Karin bolgesinden kesi
acilarak dalak ve lenf nodlar ¢ikartildi. Ayr1 ayr1 1X PBS soliisyonu igeren ependorf
tiiplere alind1 isleme alinana kadar ependorf tiipler buzda bekletildi. Dalak ve lenf
nodu 1X PBS ile hiicre parcalayici (Cell Strainer-70 um ¢apinda) yardimiyla ezilerek
400 g’de 5 dakika santrifiij yapilarak stipernatant dokiildi. Dalak dokularinin iizerine
kirmiz1 kan hiicre liziz (Red Cell Lizis) soliiyonundan 1 ml eklenerek 5 dk. oda
1s1sinda inkiibe ettikten sonra 400 RCF de 5 dakika santrifiij yapilarak siipernatant
dokiildii. Dalak ve lenf nodlar1 2 kez steril PBS ile yikandiktan sonra 1 ml complete
medyumda c¢oziilerek deneylerde kullanildi. Red Cell Lizis buffer (Cat No: 420302)
10X'lik bir ¢ozelti olarak satin alind1 ve deiyonize suda 1X'e seyreltililerek kullanild1.

3.2.20.1. Yiizey boyama protokolii

Yaklasik 1x10° hiicre 100 ul boyama soliisyonu (PBS, %2 FBS ile desteklenmis) 5
dakika boyunca 10ul Fc-blok eklenerek bloke edildi. Daha sonra yiizey boyamasi
icin hiicreler yiizey antijenine 0zgii florokrom-konjuge antikor ile 20 pL. boyama
soliisyonu eklenerek karanlikta buz lizerinde 30 dakika boyunca boyandi. Daha sonra
hiicreler, 3 dakika boyunca 400 g'de dondiiriilerek iki kez boyama soliisyonu ile
yikandi.

3.2.20.2. Hiicre i¢i sitokin boyama (ICC) protokolii

Beyin, lenf nod ve dalaktan elde edilen hiicreler 96-kuyulu yuvarlak uglu tabaklara
alimip RPMI (10% FBS+Anti-anti igeren) kiiltlir medyumu i¢inde PMA (50ng/ml)
Ionomycin (1pug/ml) ve Golgi Plug (1ul/ml) ile 4 saat uyarildi. Buz {lizerine alinan
kiiltiir tabagindaki ornekler 5 dk 1ug/ml anti-mouse CD16/CD32 ile muamele edilip
Fc reseptorleri bloke edilip, ardindan anti-TCRa/b-FITC ile 15 dk buz iizerinde
yiizey boyamasina tabi tutuldu. 400 g’de 3 dk santrifiijden sonra hiicreler boyama
soliisyonu 1ile yikandi Fixation/Permeabilization Kit With BD GolgiStop
(Cat.No:554715)’daki fiksatiften 100ul kullanilarak hiiceler 15 dk 4°C’de fikse
edildi. permeabilize etmek i¢in kitteki BD Perm/Wash™ tampondan 1X kullanild1 ve
pellet i¢inde iki kez yikandi. Daha sonra florokrom-konjuge antikorlar ile 20 pL
Perm buffer iginde 30 dk 4°C’de boyand:. iki kez boyama soliisyonu ile yikanan

hiicreler 200 uL boyama soliisyonunda ¢6zdiiriiliip FACS Arialll ile incelendi.
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3.2.21. istatistik Analiz

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

test, ANOVA ve non-parametrik testler uygulandi. Normal dagilan veriler i¢in ¢oklu

kargilastirmalarda ANOV A multiple comparison test sonrasinda Tukey’s diizeltmesi

ile uygulanmistir. Normal olmayan dagilimlarda non-parametrik Kruskal Walis test

ise Dunn’s diizeltmesi yapilarak kullanilmustir. ikili karsilastrmalarda Student’s t

test veya Mann Whitney den birisi tercih edilmistir. Biitiin durumlarda p < 0.05

anlamli kabul edildi (* p < 0.05, ** p <0.01, *** p < 0.005, **** p <0.001). Flow

sitometri datalarinin analizi i¢in Flowjo (10.0.6) programi, ve istatistiksel analiz i¢in

GraphPad Prism 9 yazilimi1 kullanildi.

Tablo 3.7. In vivo Deneylerde Kullanilan Boya Karisimlari

Karisim 1

BV510 CD4 0,2 pl (0,2 mg/ml stoktan)
APC/Cyanin7 CD8 0,2 ul (0,2 mg/ml stoktan)
APC 1L17 0,2 pl (0,2 mg/ml stoktan)
PE 1L22 0,2 ul (0,2 mg/ml stoktan)
PercpCyb.5 L2 0,2 ul (0,2 mg/ml stoktan)
PE/Cyanin7 1L10 0,2 pl (0,2 mg/ml stoktan)
Karisim 2

PE CD4 0,2 ul (0,2 mg/ml stoktan)
APC/Cyanin7 CD8 0,2 pl (0,2 mg/ml stoktan)
PE/Cyanin7 IFNg 0,2 ul (0,2 mg/ml stoktan)
PE Dazzle 594 TNFa 0,2 pl (0,2 mg/ml stoktan)
PercpCyb.5 GMCSF 0,2 pl (0,2 mg/ml stoktan)
Karisim 3

PE CD4 0,2 pl (0,2 mg/ml stoktan)
PercpCyb.5 CD25 0,2 pl (0,2 mg/ml stoktan)
APC FOXP3 0,2 pl (0,2 mg/ml stoktan)
Karisim 4

BV510 CD4 0,2 pl (0,2 mg/ml stoktan)
BVv421 ICOS 0,2 pl (0,2 mg/ml stoktan)
APC KLRG1 0,2 pl (0,2 mg/ml stoktan)
PercpCy5.5 PD-1 0,2 pl (0,2 mg/ml stoktan)
PE FOXP3 0,2 pl (0,2 mg/ml stoktan)
Karisim 5

PE CD11c 0,2 pl (0,2 mg/ml stoktan)
APC CD11b 0,2 pl (0,2 mg/ml stoktan)
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4. BULGULAR

4.1. Reg Proteinlerinin Staphylococcus aureus iizerine etkisi

Reg proteinlerinin antimikrobiyal etkinligini belirlemek amaciyla REGIA, REG3A
ve REG3G’ nin farkli konsantrasyonlarmim ve Staphylococcus aureus bakterisinin
ekimi materyal metot kisminda anlatildigi gibi gerceklestirildi. Ertesi giin petri
kaplarinda c¢ogalan bakteri kolonileri sayildi. Kontol grubu olarak sadece
Staphylococcus aureus bakterisinin ekim yapildigi 2’ser petri kullanildi. Konrol
gruplarina gore kiyasladigimizda her ii¢ reg proteininin farkli konsatrasyonlarinda

koloni sayilarinda azalma belirlendi (Sekil 4.1).

S.aureus-1 S.aureus-2 0.01ug 0.25ug 0.5ug

REG1A

number of colonies

S.aureus-1 S.aureus-2 0.01ug 0.1ug 0.25ug

600 -
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500
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&4 o"ﬁg\\“bi“\"?\!”‘p
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800+

600

400+
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Sekil 4.1. S. aureus iizerine REG1A, REG3A ve REG3G proteinlerinin anti-mikrobiyal
etkisi. Her li¢ reg proteininin farkli konsatrasyonlarm konrol gruplariyla kiyasladigimizda
koloni sayilarmda azalma belirlendi.



4.2. REG1A, REG3A ve REG3G’nin Farkh Dozlarimin Jurkat Hiicrelerinde ve
PBMC’lerde Apoptoz Uzerine Etkisinin incelenmesi

REG proteinlerinin T hiicre hatti1 olan Jurkat hiicreleri iizerine apoptoz etkisini
aragtirdik. Jurkat hiicreleri yontem bdliimiinde anlatildigi gibi ¢ogaltildi. Literatiir
taramas1 yapilarak uygulanacak REG dozlarin1 1ng, 10 ng, 50 ng olarak belirlendi.
Jurkat hiicreleri, 24 saat boyunca REGIA, REG3A ve REG3G’nin farkh
konsantrasyonlar1 ile birlikte anti-human CD3/28 ile uyarildi. Apoptoz boyamasinin
ardindan FACS Arialll cihazinda hiicrelerin apoptoz yiizdeleri dlgiildii. Ug farkli
REG proteinimiz ve her biri i¢in belirlenen dort farkli doz vardi. Deneydeki tiim
dozlar sadece anti-human CD3/28 ile uyardigimiz kontrol gurubu hiicreler (0 pg ve 0
ng ile gosterilmistir) ile karsilagtirilmistir. Sonrasinda deneylerimizi 1 pg, 10 pg, 100
pg, 1000 pg dozlariyla gergeklestirdik.

Jurkat hiicrelerinde REG1A’nin ng dozlar1 apoptozu etkilememisken 10 pg dozunda
anti-human CD3/28 olanlara kiyasla apoptotik hiicreler bir miktar artmistir ancak
anlaml degildir. REG3A ve REG3G’nin ng ve pg dozlarinda ise anlamli bir fark
gozlenmemistir (Sekil 4.2)

Deneylerimize PBMC’ler ile devam edebilmek amaciyla periferik kan mononiikler
hiicrelerin yontem kisminda anlatildig: gibi izolasyonu gergeklestirildi. Anti-CD3/28
ekleyerek uyardigimiz hiicreler (0 pg ve 0 ng ile gosterilmistir) stimiilasyonlu kontrol
grubu olarak kullanildi. Primer hiicreler tizerine anti-CD3/28 ve REG1A, REG3A ve
REG3G’nin ng ve pg dozlar1 eklendi ve 24 saat uyarim yapildi. Apoptoz
boyamasinin ardindan FACS Arialll cihazinda hiicrelerin apoptoz yiizdeleri 6l¢iildii.

PBMC’lerde REGI1A’nin 0,5 ng ve 50 ng dozlar1 kontrol gurubu ile kiyaslandiginda
apoptoz yiizdesi anlamli olarak artmist1 (p<0.05; p<0.005). Ayrica REG1A’nin 1 pg
dozu kontrol gurubu ile kiyaslandiginda anlamli olarak azalmist1 (p<0.001) ancak 10

pg, 100 pg ve 1000 pg dozlarindaki azalma anlamli degildi (Sekil 4.3).

REG3A ve REG3G’nin tiim 0,5 ng, 1 ng, 10 ng ve 50 ng dozlar1 kontrol gurubu ile
kiyaslandiginda apoptoz yiizdesinde anlamli olarak artig goriilircken (p < 0.001;
Sekil 4.3). 1 pg, 10 pg, 100 pg ve 1000 pg dozlar1 kendi kontrol grubu ile

kiyaslandiginda apoptoz yiizdelerinde anlamli bir farklilik goriilmemistir.
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Sekil 4.2. REG1A, REG3A ve REG3G’nin ng ve pg dozlar1 Jurkat hiicrelerinin canliligim
etkilemedi. (A) Pg dozlarinda REG1A, REG3A ve REG3G varliginda Jurkat hiicresindeki
apoptoz miktarlarimm flow sitometri ile gosterimi (B) ng dozlarda apoptoz yiizdelerinin bar
grafigi ile gosterimi. (C) pg dozlarinda apoptoz yiizdelerinin bar grafik gosterimi.
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Sekil 4.3. REG1A, REG3A ve REG3G’nin ng ve pg dozlar1 PBMC’lerin canliligimi
etkilemedi. (A) Pg dozlarinda REG1A, REG3A ve REG3G varliginda Primer hiicrelerde
apoptoz miktarlarinin flow sitometri gosterimi (B) ng dozlarda apoptoz yiizdelerinin bar
grafik ile gosterimi. (C) pg dozlarinda apoptoz yiizdelerinin bar grafik gdsterimi.* p < 0.05,
**% p < 0.005, **¥** p <0.001
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4.3. REG1A, REG3A ve REG3G’nin Farkh Dozlarinin Jurkat Hiicrelerinde ve
PBMC’lerde Proliferasyona Etkisi

Jurkat hiicreleri ve PBMC’leri, Tag-it-violet boyasi ile %5 FBS’li PBS igerisinde 5dk
karanlik oda 1sisinda boyandi. Etiketlemenin ardindan belirlenen Reg dozlarinin ng
ve pg konsantrasyonlar1 ile dort giin kiiltiire ettikten sonra flow sitometride
hiicrelerin proliferasyon yeteneklerini kiyasladik. Jurkatlar kendiliginden ¢ogalabilen
hiicre hatt1 oldugu i¢in hiicrelerin ¢ogu kendiliginden boliinme gegirdi. Bu yiizden

Unstim kosuldaki hiicrelerde de cogalmanin fazla oldugu gortildii.

Jurkat hiicrelerinin proliferasyon yetenegi kontrol ile karsilastirildiginda REG1A’nin
ng dozlarinda anlaml fark gézlenmedi. Mutlak sayilarinda ng dozlarinda kontrole
gbre azalma gozlendi ancak istatistiksel olarak anlamli degildii. REGI1A’nin pg
dozlarinda yiizde olarak anlamli fark go6zlenmedi. Mutlak sayilarinda ise ng
dozlarinda kontrole gore istatistiksel olarak anlamli olmayan bir azalma, 1pg ve 10

pg dozlarinda ise kontrole gore istatistiksel olarak anlamli bir azalma goézlendi
(p<0.05; Sekil 4.4).

REG3A’nin ng dozlar1 kontrol grubu karsilastirildiginda kontrol grubuna kiyasla
yiizde ve mutlak sayilarinda doza bagli bir azalma gosterirken pg dozlarinda ise doza
bagl bir artis gdzlendi ancak anml degildi (Sekil 4.4). REG3G’nin ng ve pg dozlar1
kontrol grubu ile karsilastirildiginda kontrol grubuna kiyasla yiizde ve mutlak
sayilarinda azalma gosterdi ancak bu istatistiksel olarak anlamli degildi (Sekil 4.4).
Bu sonuglar REG1A’nin, T hiicre proliferasyonu iizerine bifazik etkiler olabilecegini,
REG3A ve REG3G proteinlerinin major ve doza bagh etkisi olmadigini
gostermektedir. Ote yandan Reg proteinlerinin farkli dozlarinda proliferasyonda hi¢
fark gozlemleyememisken Reg koydugumuz stimiilasyonlu hiicrelerin kiigiilerek
boyutlarinin etkilendigi goriildii. Uyarilmamis hiicreler daha yaygim ve biiyiiklerken
ozellikle REG3G’nin 1ng dozunda hiicreler daha biiyiikken, 10 ng ve 50 ng de
hiicrelerin boyutlar1 daha kiiciiktii. Bu durumu bize hiicreler daha hizli boliindiikleri
icin boyutlarmin kiiciik olabilecegini diisiindiirmektedir. PBMC’lerde REG1A’nin
Ing dozunda kontrol grubuna kiyasla prolifere olan hiicrelerin yiizdesinde anlamli

artig vardi, diger dozlarda ise farklilik gézlenmedi (p<0.05; Sekil 4.5)
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REG3A’nin 0,5 ng ve 1 ng dozlarida kontrol grubuna kiyasla anlamli artig vardi.
(p<0.005, p<0.001). Pg dozlarda yiizde ve mutlak hiicre sayilarinda farklilik
gozlenmedi. 10 pg dozdaki mutlak hiicre sayisindaki azalma anlamlidir (p<0.05;
Sekil 4.5). REG3G’nin 0,5 ng ve 1 ng dozlarinda kontrol grubuna kiyasla anlamli bir
artts vardir. Ozellikle 100 pg’da proliferasyon yiizdesindeki azalma anlamli

bulunmustur (p < 0.05; Sekil 4.5).
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Unstim Stim 1pg 10 pg 100 pg 1000 pg
44,9
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REG3A
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Sekil 4.4. REG1A, REG3A ve REG3G’nin ng ve pg dozlar1 Jurkat hiicrelerin proliferasyon
kabiliyetini etkilemedi. (A) Pg dozlarinda Tag-it violet ile boyanmis Jurkat hiicrelerin
proliferasyon miktarlarmnin flow sitometri gosterimi.
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Sekil 4.4. REG1A, REG3A ve REG3G’nin ng ve pg dozlar1 Jurkat hiicrelerin proliferasyon
kabiliyetini etkilemedi. (B) ng dozlarda proliferasyon yiizde ve mutlak say1 bar grafik
gosterimi. (C) Pg dozlarda proliferasyon yiizde ve mutlak say:1 bar grafik gosterimi. * p <
0.05 (Devam)

4.4. REG1A, REG3A ve REG3G’nin Farkh Dozlarimin Jurkat Hiicrelerinde ve
PBMC’lerde IL-2 Sitokinin Uretimi Uzerine Etkisi

T hiicrelerindeki IL-2 iiretimini belirlemek amaciyla Jurkat hiicrelerini anti-CD3/28
ile alt1 saat uyardiktan sonra hiicre igi sitokin tiretiminin tespiti i¢in florofor konjuge
antikor ile boyandi. Flow sitometride IL-2 sitokin iiretimi analiz edildi. Anti-CD3/28
ile uyardigimiz Jurkat hiicreleri unstim’deki uyarim yapmadigimiz hiicrelere kiyasla

anlamli olarak daha yiiksek bir IL-2 ifadesi gosterdi (p<0.01; Sekil 4.6).
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Sekil 4.5. REGIA, REG3A ve REG3G’nin ng ve pg dozlar1 PBMC’lerin proliferasyon
kabiliyetini etkilemedi. (A) Pg dozlarinda Tag-it violet ile boyanmig PBMC’lerin
proliferasyon miktarlarinin flow sitometri gosterimi. (B) ng dozlarda proliferasyon yiizde ve
mutlak say1 bar grafik gosterimi. * p <0.05, ** p <0.01, *** p < 0.005, **** p <0.001
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Sekil 4.5. PBMC’lerin REG1A, REG3A ve REG3G’nin ng dozlarinda daha iyi ¢cogalirken
pg dozlar1 proliferasyon kabiliyetini diistirdii. (C) Pg dozlarda proliferasyon ylizde ve mutlak
say1 bar grafik gosterimi. * p < 0.05, **** p <(0.001 (Devamu).
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Sekil 4.6. Anti-CD3/28 ile uyarilan Jurkat hiicrelerinde IL-2 tiretimi artmustir. (A) Jurkat
hiicrelerinin IL-2 tiretim miktarlarinin flow sitometri gosterimi (B) IL-2 iiretim miktarlarmin
yiizde bar grafigi. ** p <0.01

Jurkat hiicrelerini PMA, Ionomycin, Golgi stop ile dort saat aktive ettik. Sonra hiicre
i1 sitokin boyamasi yaparak flow sitometride analizi ger¢eklestirdik. REG1A’nin ng
dozlarinda IL-2 iiretimi kontrol grubuna kiyasla yiizde ve MFI sayilarinda azalma
gozlenmigken pg dozlarinda artis gozlendi. REG3A da ng ve pg dozlarmda kontrol
grubuna kiyasla ylizde olarak iiretimde azalma vardi (p < 0.05). REG3G 50 ng
dozdaki MFTI sayisi istatistiksel olarak anlamli olarak artmustir (p <0.01; Sekil 4.7).

Pg dozlarinda yiizde ve MFI sayilarinda ise fark gézlenmemistir.

58



% of IL-2

% of IL-2

CRLLLLLLLLLLOP
SISO PO PP PO PPN
\)o"\ © T\“,@i@“l" S I" NROXN

Unstim Stim 1pg 10 pg 100 pg 1000
3.47 272 321 3.61 2.50 2.68
REG1A
3,95 3,17 2.55 2.59 2.51 217
REG3A
3,46 2,55 241 2.30 248 2.37
REG3G
1800~ *x
! 1
*
16004 — o
Q
v
r B
K O
14004 WHEw o &7

L RO O OO O
& R OSSN ICINA @o@o

REG1A REG3A REG3G |

+CD3/28

REG1A REG3A REG3G
]

+CD3/28

MFI of IL-2

MFI of IL2

7
R
V A 5
e i .
. N 1 Oy
m vV .
1200+ i

NGRS G RS ISR SR
ESIEI OO

REG1A REG3A REG3G |

+CD3/28

CRRLLRLLELRRLRP
Mol AR R Rl R R RN R RG R
0&} QN ,\Q\QQ’S SN ,\a\@\ REMRRANRNAN

REG1A REG3A REG3G
L 1

+CD3/28

Sekil 4.7. REG1A, REG3A ve REG3G’nin ng ve pg dozlar1 Jurkat hiicrelerinde IL-2
uretimi. (A) Pg dozlarinda IL-2 iiretim miktarinin flow sitometri gosterimi (B) ng dozlarda
IL-2 tretiminin ylizde ve MFI bar grafiginde gosterimi. (C) Pg dozlarda IL-2 tiretiminin
yiizde ve MFI bar grafiginde gosterimi. * p <0.05, ** p <0.01
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PBMC ‘leri alarak pg dozlari ile birlikte anti-CD3/28 ve Golgi stop varliginda 6 saat
kisa vadeli uyarim yapildi ve sonra hiicre i¢i boyama ile IL-2 iiretimlerine bakildi.
Kisa siireli anti-CD3/28 ile TCR sinyal yolagi aktivasyonuna baktigimizda her ii¢
Reg proteinin ng ve pg dozlarda yiizde IL-2 diretiminde bir miktar azalma
goriilmiistiir (Sekil 4.8).

PBMC’ leri benzer sekilde 3 giin uzun siire anti-CD3/28 aktivasyonuna maruz
birakip yine T hiicre reseptor sinyal yolagina baktigimizda ise her ii¢ Reg proteinin
pg dozlarinda yiizde IL-2 {iretiminde bir miktar artig gériilmiistiir. PBMC’leri 3 giin
uzun siire anti-CD3/28 aktivasyonuna maruz birakip ardindan PMA, Ionomycin,
Golgi Plug ile 4 saat uyardigimizda ise diisiis doz olan 1 pg’ da bir miktar artis
gozlenmistir (Sekil 4.9).

Bu deneylerde uzun siireli anti-CD3/CD28 aktivasyonu sonrast REG1A maruziyeti
acisindan diisiik ve yiliksek dozlarda farkli olmak iizere bifazik bir etki oldugu
sOylenebilir. Ancak deneylerin hepsi g6z Oniine alindiginda REG proteinlerinin
dogrudan T hiicrelerinin IL-2 iiretiminde doza bagli, tutarli genellenebilir azaltict
veya artiric1 etkisinin olmadigi ortaya ¢ikmustir. Projenin geri kalan kisminda
REGI1A’nin hem noronlarda daha 6nce denenmis olmasi nedeniyle (Van Ba ve ark,
2012) hemde deneylerde biitgeyi yetirebilmek amaciyla sadelestirme yapilarak

sadece REG1A proteini ile devam edilmistir.

4.5. REG1A’nin Primer Hiicrelerde CD25, CD69, CD127 gibi Aktivasyon
Markirlan Uzerine Etkisi

PBMC’lerden manyetik ayrrma yontemiyle CD4" T hiicrelerinin secilimi yapildi.
CD4" T hiicreleri anti-CD3/28 ve REGIA proteininin dozlartyla kiiltiir edildikten
sonra Tablo 3.1 de verilen karigim ile yiizey boyama gergeklestirildi. REG1A’ nin
verildigi farkli dozlarda ylizde analiz sonuglarinda kontrol grubuna kiyasla CD25,
CD69 ve CD127 ifadelerinde doza bagl anlamli bir fark gozlenmedi (Sekil 4.10).
MFI sayilar1 degerlendirildiginde CD69 ve CD25 ifadelerinde anlamli bir fark
gozlenmezken CD127 ifadesi kontrol grubuna kiyasla anlamli olarak azalmistir (p<
0.05, p <0.01, Sekil 4.10). Bu sonuglar REGIA proteinin T hiicre aktivasyon

markirlar1 lizerine ¢ok etkisi olmadigin1 gostermektedir.
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Sekil 4.8. REGIA, REG3A ve REG3G’nin ng ve pg dozlar1 PBMC’lerde IL-2 iiretimi
miktarlarinda anlamli bir fark gézlenmedi (A) Pg dozlarinda kiiltiirii sonucu proliferasyon
flow grafikleri (B) ng dozlarda IL-2 iiretiminin yiizde ve MFI bar grafiginde (C) pg
dozlarinda IL-2 iiretiminin yiizde ve MFI bar grafiginde gosterimi. p<0.001
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Sekil 4.9. Uzun siire antiCD3/28 ile aktive edilen PBMC’lerin (A) yiizde ve MFI bar grafigi
PI-Gstop ile uyarim sonrasi yiizde bar grafi§i gosterimi.
*p<0.05,**p<0.01,***p<0.005,****p<0.001

4.6. REG1A’nin Primer Hiicrelerde Th2 Farklilasmasi Uzerine Etkisi

CD4" T hiicreleri yontem kisminda belirtildigi gibi manyetik ayrma yontemiyle
izole edildi. Hiicreler esit miktarda anti-CD3/28 kaplanmis pleyte dagitildiktan sonra
farklilagsma sitokinleri (IL-4, anti-IFN-g) ve REG1A’nin dozlar1 eklenerek polarize
edilen hiicreler farklilasma sonunda PMA, Ionomycin ve golgi stop ile uyarildi. imza
sitokini olan IL-4’lin hiicre igi sitokin boyamasi yapildi ve irettikleri sitokin
miktarlar1 flow sitometri ile analiz edildi.

REGIA’nin pg dozlarinda yiizde IL-4 iiretiminde kontrol grubuna kiyasla fark
yoktur. MFI sayilar1 degerlendirildiginde IL-4 iiretimi kontrol grubuna kiyasla
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artmigtir. Mutlak hiicre sayisi ise doza bagli olarak artmistir ancak anlamli degildir

(Sekil 4.11).
4.7. REG1A’nin Primer Hiicrelerde Th17 Farkhlasmasi Uzerine Etkisi

Izole edilen CD4" T hiicreleri esit miktarda anti-CD3/28 kaplanmis pleyte
dagitildiktan sonra farklilasma sitokinleri ve REG1A’nin farkli dozlar1 eklenerek
polarize edildi. Farklilasmanin son giiniinde hiicreler PMA, fonomycin ve golgi stop
ile uyarildi. imza sitokinler olan I1L-17, 1L-22 ve GMC-SF miktarlarm belirlemek
icin hiicre ic¢i sitokin boyamasi yapild1 ve iirettikleri sitokin miktarlar1 flow sitometri
ile analiz edildi.

REG1A’nmn yiizde analiz sonuglarinda kontrol grubuna kiyasla IL-17 frekansi
anlamli oglide azalmig ve Thl7 farkhlasmasini etkilemistir (p<0.01, p<0.005,
p<0.001; Sekil 4.12).
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Sekil 4.10. Farkli konsantrasyonlarda pg dozlarinda REG1A varliginda primer T hiicresinde
CD25, CD69, CD127 gibi aktivasyon belirteclerinin ifade miktarlarinda anlamli bir fark
gozlenmedi. (A) CD69, CD127, CD2S5 hiicrelerinin flow sitometri kapilamasi
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Sekil 4.10. Farkli konsantrasyonlarda pg dozlarinda REG1A varliginda primer T hiicresinde
CD25, CD69, CD127 gibi aktivasyon markirlarmin ifade miktarlarinda anlamli bir fark
gozlenmedi. (B) CD69, CD127 ve CD25, hiicrelerinin yiizde ve MFI bar grafigi gosterimi.

*p<0.05,**p<0.01,****p<0.001 (Devami)
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Sekil 4.11. Farkli konsantrasyonlarda REG1A’nin primer T hiicresine verilmesi sonrasinda
Th2 polarizasyonu IL-4 iiretiminde anlamli bir fark gozlenmedi. (A) Primer hiicrelerde
REGIA’nin pg dozlarinda kiiltiirii sonucu IL-4 ifade eden hiicrelerin flow sitometri
kapilamast (B) IL-4 dretiminin yizde, MFI ve mutlak say1 bar grafigi gosterimi.
**%p<0.005,****p<0.001
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Sekil 4.12. Farkli konsantrasyonlarda REG1A varliginda primer T hiicresinde I1L-17 tiretimi
azaltmustir. (A) Primer hiicrelerde REG1A’nin pg dozlarinda kiiltiirii sonucu IL-17 ifade
eden hiicrelerin flow sitometri kapilamasi.
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Sekil 4.12. Farkli konsantrasyonlarda REG1A varliginda primer T hiicresinde IL-17 {iretimi
azaltmustir. (B) IL-17 tiretiminin ylizde, MFI ve mutlak say1 bar grafigi gosterimi. (C) 1L-22
ve GMCSF {iretiminin yiizde ve MFI bar grafigi gosterimi. (D) GMC-SF iiretiminin yiizde
ve MFI bar grafigi gosterimi (Devamm).

Ancak bu polarizasyon kondiisyonlarinda yiiksek doz REG1A ifadesi hiicre 6limiinii
artrmistir. REG1A’nin MFI sayilar1 degerlendirildiginde IL-17 tretiminde fark
gozlenmezken mutlak hiicre sayisi ise doza bagl azalmistr ve 1000 pg dozda
anlamli azalma vardir (p<0.01). Dolayisiyla IL-17A iizerindeki inhibisyonun kismen
hiicre 6liimiinii artirarak oldugu 6ngoriilebilir. IL-22 {iretiminde yiizde ve MFI olarak

fark gozlenmemistir. GMC-SF iiretimi ylizde ifadesinde doza bagli bir azalma
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gostermis olup 1000 pg dozdaki azalma anlamlidir (p<0.05; Sekil 4.12). MFI sayilar1

degerlendirildiginde anlamli farklilik gézlenmemistir
4.8. REG1A’nin Primer Hiicrelerde Treg Farkhlasmas1 Uzerine Etkisi

Izole edilen CD4" T hiicreleri esit miktarda CD3 kaplanmis pleyte dagitildiktan sonra
farklilagma sitokinleri, CD28 ve REGI1A’nin dozlar1 eklenerek polarize edildi.
Ardimdan hiicreler PMA, Ionomycin ve golgi stop ile uyarildi. Daha sonra konrol
noktasi inhibitorlerinin analizi i¢in yiizey boyamasi ve ardindan FOXP3 igin
transkripsiyon faktdr boyamasi yapildi. CD4" T hiicrelerinin ifade ettigi FOXP3" ve
FOXP3" hiicreler kapilandi. Daha sonra FOXP3" ve FOXP3™ hiicreler icinden CTLA-
4, KLRG1 ve PDI1 kapilamalar1 gergeklestirilerek kontrol noktasi inhibitdrlerinin
analizi yapildi (Sekil 4.13).
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Sekil 4.13. Farkli konsantrasyonlarda REG1A varliginda primer T hiicresinde FOXP3

ifadesi. (A) Primer hiicrelerde REG1A’nin pg dozlarinda lenfositlerin ve FOXP3" hiicrelerin
flow kapilamasi (B) FOXP3 ifadesinin yiizde bar grafigi gosterimi.
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Kontrol noktasi inhibitdrlerinin ifadesine baktigimizda ise FOXP3" ve FOXP3’
hiicrelerde kontrol grubuna kiyasla yiizde KLRG1 ve PD1 ifadesi REG1A’nin diigiik
dozlarmda azalmisken yiiksek dozda biraz daha artmistir (p<0.05; Sekil 4.14). Yiizde
CTLA-4 ifadesinde ise bir fark gozlenmemistir.
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Sekil 4.14. FOXP3" ve FOXP3" hiicrelerde kontrol noktasi inhibitdrlerinin ifadesi (A)

FOXP3" ve FOXP3 hiicrelerde KLRG1, CTLA-4 ve PD-1 ifadesinin yiizde bar grafigi
gosterimi. *p<0.05,**p<0.01

68



4.9. REG1A’nin Antijen Sunucu Hiicrelerin Matiirasyonu Uzerine EtKisi

PBMC’lerden izole edilen CD14" monositler esit miktarda pleyte dagitildiktan sonra
dendrititk hiicre (DC) farklilagsma sitokinleri (GM-CSF ve IL-4) ve REG1A’nin 100

pg ve 1000 pg dozlar1 eklenerek 4 giin polarize edildi. Ardindan hiicreler curdlan ve

LPS ile uyarildi. Daha sonra immatur ve mature DC’ler i¢in Tablo 3.3 deki karigim

ile ylizey boyamasi yapildi. Flow sitometri ile bu molekiillerin ifadesi analiz edildi.

REGI1A’nin 100 pgve 1000 pg dozlar1 CD11c ylizde ve MFI sayilarint anlamli olarak
arttirmustir (p<0.05, p<0.01, p<0.005, p<0.001). Farkli REG1A dozlar1 ise CDS6,
ICOS ve MHCII ifadesinde yiizde ve MFI olarak fark olusturmamistir (Sekil 4.15).
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Sekil 4.15. Farkli konsantrasyonlarda REG1A varliginda DC’lerin ifade ettigi ylizey
markirlarinin karsilastirilmasi. (A) Dentritik hiicrelerde REG1A’nin pg dozlarinda CD11c,
CD86, ICOS ve MHCII ifade eden hiicrelerin flow kapilamasi.
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Sekil 4.15. Farkli konsantrasyonlarda REG1A varliginda DC’lerin ifade ettigi ylizey
markirlarinin karsilagtiriimasi (B) CD11c, CD86, ICOS ve MHCII ifadelerinin yiizde ve

MFI bar grafigi gosterimi.

*p<0.05,**p<0.01,***p<0.005,****p<0.001 (Devam)
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4.10. Jurkat Hiicrelerinde ve Primer Hiicrelerde EXTL3 Reseptoriiniin

Knockdownu

EXTL3 literatirde REGIA/REG3A’nin potansiyel reseptorlerinden birisi olarak
ortaya atilmistir (Shin ve ark., 2019). Jurkat hiicrelerinde ve primer hiicrelerde
Neon® Transfection System kiti kullanilarak siRNA’lar transfekte edilerek ve
susturma islemi gergeklestirildi. Transfeksiyondan 2 giin sonra Primer hiicrelerde
EXTL3 reseptoriiniin ifadesinin azaldigi Real-Time qPCR ile dogrulandi (p<0.01;
Sekil 4.16).
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Sekil 4.16. CD4" T hiicrelerinde tranfeksiyon ile susturma sonrast EXTL3 ifadesi azalmigtir

4.10. EXTL3 Reseptoriiniin Knockdownunun Proliferasyon Uzerine Etkisi

Jurkat hiicrelerinde EXTL3 reseptoriiniin susturma islemi gergeklestirildikten sonra
hiicrelerin proliferasyon kabiliyetlerine bakildi. 3.2.14 nolu bolimde yazilan
Susturma islemi gerceklestirildikten 48 saat sonra hiicreler sayilarak yine metod
kisminda 3.2.6 nolu bolimde yazilan proliferasyon protokolii uyguladi. Jurkat
hiicrelerinde knockdownu hiicre azlig1 nedeniyle hiicreler deney i¢in kullanildigindan
gPCR ile dogrulanmadi, proliferasyon deneyine gecildi. Jurkat hiicrelerinde

EXTL3’lin knockdownu proliferasyonu etkilememistir (Sekil 4.17).
4.11. EXTL3 Reseptoriiniin Knockdownunun IL-2 iiretimi Uzerine Etkisi

Primer hiicrelerde EXTL3 reseptoriiniin susturma islemi gerceklestirildikten sonra
IL-2  dretimine bakildi. 3.2.14 nolu bdliimde yazilan susturma islemi

gergeklestirildikten 48 saat sonra hiicreler sayilarak yine metod kisminda 3.2.7 nolu

71



boliimde yazilan IL-2 iiretimi protokolii uyguladi. CD4" T hiicrelerinde EXTL3’iin

knockdownu sonrasi IL-2 {iretimi bir miktar azalmistir (Sekil 4.18).
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Sekil 4.17. Jurkat hiicrelerinde EXTL3’iin knockdownu proliferasyonu etkilememistir. (A).
Susturma sonrasi Jurkat hiicrelerinde proliferasyon yiizde bar grafigi.
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Sekil 4.18. CD4" T hiicrelerinde EXTL3’{in knockdownu sonras1 IL-2 iiretimi bir miktar
azalmustir. (A) Susturma sonrast CD4" T hiicrelerinde IL-2 yiizde bar grafigi.

4.12. EXTL3 Reseptoriiniin Knockdownunun Aktivasyon Markin CD69
Uzerine Etkisi

Primer hiicrelerde EXTL3 reseptoriiniin susturma islemi gerceklestirildikten sonra
CD69 aktivasyonuna bakildi. 3.2.14 nolu bélimde yazilan susturma islemi
gerceklestirildikten 48 saat sonra hiicreler sayilarak metod kisminda 3.2.9 nolu
bdliimde yazilan protokol uyguladi. CD4" T hiicrelerinde EXTL3’iin knockdownu
CD69 ifadesini etkilememistir (Sekil 4.19).
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Sekil 4.19. CD4" T hiicrelerinde EXTL3’iin knockdownu sonrast CD69 ifadesinde fark
yoktur. (A) Susturma sonrast CD4" T hiicrelerinde CD69’un flow grafigi gosterimi. (B)
CD69’un histogram grafigi (Mavi ¢izgi- EXTL3_SiRNA, kirmizi ¢izgiler-CTRL_SiRNA)
(C) Susturma sonrast CD4" T hiicrelerinde CD69 ifadesinin yiizde ve MFI bar grafigi.
**%*p<0.001

4.13. Hidrodinamik Enjeksiyon ile Yapilan REG1A Overekspresyonunun

Dogrulanmasi

Bos plasmid ve REGIA plasmid DNA’lar1 hidrodinamik enjeksiyon ile fare
gruplarma 15 pg/mL olarak 2 mL voliimde kuyruk veninden 10 sn igerisinde PBS
icerisinde verildi (Eken ve ark., 2014; Eken ve ark., 2021). Bu yontemle sistemik
dagilan plasmid uygulanan kuvvetle hiicrelere girmekte ve basta karaciger olmak
iizere bircok organda eksprese edilmektedir. Regla overekspresyonu yapilan ve
kontrol Empty plasmid enjeksiyonu yapilan farelerden 3. Giin sonunda beyin, dalak
ve karaciger’den REGI1A ifadesi RT-gPCR ile gen overekspresyon konfirme edildi
(p<0.005; p<0.001) ve sonrast EAE deneylerine gecildi (Sekil 4.20).
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Sekil 4.20. REG1A overekspresyonunun beyin, dalak ve karaciger’de RT-gPCR ile
konfirme edilmesi. ***p<0.005,****p<0.001

4.14. insan REGIA Sistemik Overekspresyonunun Naif Farelerde Cesitli

Immiin Sistem Hiicrelerine Etkilerinin Incelenmesi

Bu kapsamda inflamasyon olmayan farelerde REG1A overekspesyonunun sekonder
lenfoid organlarda (dalak ve lenf nod gibi) immiin hiicre profilini karakterize etmek

amacglanmistir. Bu baglamda dalak ve lenf noddan lenfositler elde edilerek;

e T hiicre alt tiplerinin sayilar1 ve iirettigi sitokinler,
e Miyeloid hiicre sayilari,
e Regiilator T hiicre sayilar1 ve supresyon ile iliskili yiizey markirlar
incelenmis ve bu sonuglar asagida paylasiimistir.
Naif fareler sekiz gilin sonra sakrifiye edilip dalaklarindan ve lenf nodlarindan
fiziksel yontemle lenfositler elde edilmistir. Bakilmak istenen hiicre alt tiplerine gore
yontem boliimiinde belirtilen yiizey boyama ve hiicre i¢i boyamalar yapilarak flow

sitometri ile incelenmis ve grafikler degerlendirilmistir.

T hiicre alt tipleri ve iiretilen sitokinler: Lenf nod ve dalaktaki lenfositler Tablo
3.5’de Karisim 1ve Karisim 2’de verilen antikorlar (CD4, CD8, IL-17, IL-22, IL-2,
IL-10 ve IFN-g, TNF-a, GMCSF) ile boyanmis, T hiicre alt tipleri ve irettigi
sitokinler incelenmistir. Kontrol plasmidi ve REG1A Plasmidi verdigimiz gruplarda
T hiicre alt tiplerini belirlemek amaciyla dncelikle CD4" ve CD8" olmak iizere iki
ana kapilama stratejisi uygulanmistir. Boyanan lenfositlerin kapilama stratejileri

Sekil 4.21°de gosterilmigtir.
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Lenf nodunda Naif REG1A Plasmid grubundaki CD4" hiicrelerinin yiizde ve mutlak
say1 orant kontrol plasmid grubuna kiyasla azalis gostermistir. Ayrica mutlak say1

CD4" hiicre sayisindaki bu azalmanin istatistiksel olarak anlamli oldugu

belirlenmistir (p<0.05; Sekil 4.21).

CDS8* hiicrelerinin yiizde dagilimina baktigimizda Naif REG1A Plasmid grubunda
artig olsada, bu artigin istatistiksel olarak anlamli olmadig1 gézlemlenmistir. Mutlak
sayilarma baktigimizda ise Naif REG1A Plasmid verdigimiz grubu kontrol plasmid

grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli azalma gostermistir (p<0.05; Sekil 4.21).

Lenf nodundaki sitokin {iretim miktarlarini belirlemek amaciyla kontrol plasmidi ve
REGIA plasmidi verdigimiz gruplarda CD4+ ve CD8+ kapilamasi1 yapilarak
belirlenen T hiicrelerinin 1L-22+, IL-17+, IL-10+, IL-2+, IFN-g+, TNF-a+ ve
GMCSF+ hiicreler kapilandi (Sekil 4.22).

CD4" T hiicrelerinin sitokin iiretimi incelendiginde IL-10", IFN-g*, TNF-a’ ve
GMCSF" yiizde seviyesi kontrol plasmid grubuna kiyasla REG1A Plasmid grubunda
anlaml1 bir artis gostermistir (p < 0.05; p <0.01; Sekil 4.22). IL-10, IFN-g, TNF-a ve
GMCSEF sitokinleri mutlak sayilar1 agisindan degerlendirildiginde iki grup arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamaktadir. 1L-22%, IL-17, 1L-2" sitokin
iiretim miktarlarina baktigimizda ise ylizde ve mutlak sayilarinda 6énemli bir farklilik
bulunmamaktadir. Lenf nodundaki CD8" T hiicrelerinin sitokin iiretimi
incelendiginde IL22" iiretimi REG1A Plasmid grubunda yiizde olarak azalmis olsada
anlamli degildir. Mutlak sayilar1 degerlendirildiginde REGI1A Plasmid grubunda
IL22* {iretimi anlamli bir azalma gostermistir (p<0.05; Sekil 4.23). IL17" iiretimi
kontrol plasmid grubuna kiyasla REG1A Plasmid grubunda yiizde olarak anlaml1 bir
artis gosterirken mutlak sayilarinda bir fark gdstermemistir (p<0.05). 1L-10", IL-27,
IFN-g*, TNF-a" ve GMCSF" sitokin iiretim miktarlarinda iki grup arasinda yiizde ve

mutlak sayilarinda 6nemli bir fark bulunmamaktadir.

Dalaktaki T hiicre alt tiplerine baktigimizda CD4" ve CD8" T hiicrelerinin REG1A
Plasmid verdigimiz grupta kontrol plasmid grubuna kiyasla ylizde ifadelerinde

anlaml artig gostermisken (p<0.05; p<0.01) mutlak sayilarinda ise anlaml bir fark
bulunmamaktadir (Sekil 4.24).
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Sekil 4.21. Naif grupta REG1A overekspresyonunun T hiicre alt tipleri iizerine etkisinin lenf
nodunda incelenmesi. A) T hiicre alt tiplerinin kapilama stratejileri B) CD4" T hiicrelerin
yiizde ve mutlak say1 grafikleri. C) CD8" T hiicrelerin yiizde ve mutlak say1 grafikleri. *
p<0.05
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Sekil 4.22. Naif grupta REG1A overekspresyonunun CD4'T hiicre sitokin iiretimi {izerine
etkisinin lenf nodunda incelenmesi. A) CD4" T hiicrelerinin sitokin iiretimi kapilama
stratejisi. B) 1L-22* , IL-17" ve IL-10 hiicrelerinin yiizde ve mutlak say1 grafikleri. * p<0.05;
**

p<0.01
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Sekil 4.22. Naif grupta REG1A overekspresyonunun CD4" T hiicre sitokin iiretimi
tizerine etkisinin lenf nodunda incelenmesi C) IL-2, IFN-g+, TNF-a* ve GMCSF *
hiicrelerin yiizde ve mutlak say1 grafikleri. * p<0.05; ** p<0.01 (Devam)
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Dalaktaki sitokin iiretim miktarlarmi belirlemek amaciyla kontrol plasmidi ve
REGIA plasmidi verdigimiz gruplarda CD4" ve CD8" kapilamasi yapilarak
belirlenen T hiicrelerinde IL-22%, I1L-17%, 1L-10%, IL-2%, IFN-g+, TNF-a" ve
GMCSF" hiicreler kapilandi. CD4" T hiicrelerinin sitokin iiretimi incelendiginde IL-
2" vyiizdesi kontrole kiyasla REGIA Plasmid grubunda anlamli bir azalma
gostermekte iken mutlak sayisinda anlamli bir fark bulunmamaktadir (p<0.05; Sekil
4.25). 1L-22%, IL-17, IL-10", IFN-g", TNF-a* ve GMCSF " sitokin iiretim

miktarlarinda iki grup arasinda yiizde ve mutlak sayilarinda 6nemli bir fark

bulunmamaktadr.
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Sekil 4.23. Naif grupta REG1A overekspresyonunun CD8'T hiicre sitokin iiretimi iizerine
etkisinin lenf nodunda incelenmesi. A) CD8" T hiicrelerinin sitokin iiretimi kapilama
stratejisi. B) IL-22*, IL-17" hiicrelerinin yiizde ve mutlak say1 grafikleri. * p<0.05
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Sekil 4.23. Naif grupta REG1A overekspresyonunun CD8'T hiicre sitokin iiretimi iizerine
etkisinin lenf nodunda incelenmesi. C) IL-10", IL-2*, IFN-g", TNF-a* ve GMCSF *

hiicrelerin ylizde ve mutlak say1 grafikleri (Devami)
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Sekil 4.24. Naif grupta REG1A overekspresyonunun T hiicre alt tipleri iizerine etkisinin
dalakta incelenmesi. A) CD4" ve CD8'T hiicrelerin yiizde ve mutlak sayr grafikleri. *
p<0.05; ** p<0.01

Dalakta CD8" T hiicrelerinin sitokin iiretimi incelendiginde IL-2* ve TNF-a yiizdesi
kontrole kiyasla REG1A Plasmid grubunda anlamli bir azalma gostermistir (p<0.05;
Sekil 4.26). Mutlak sayilarmada anlamli bir fark bulunmamaktadir. 1L-22%, IL-17,
IL-10", IFN-g* ve GMCSF " sitokin iiretim miktarlarinda iki grup arasinda yiizde ve

mutlak sayilarinda 6nemli bir fark bulunmamaktadir.

Miyeloid Hiicreler: Lenf nod ve dalaktaki miyeloid hiicreleri belirlemek amaciyla
Tablo 3.5’de Karisim 5’de verilen yiizey markirlari olan CD11b ve CDllc
antikorlar1 ile ylizey boyama yapilmistir. Miyeloid linye¢ hiicrelerin kapilamalari

Sekil 4.27 da verilmistir.

Naif farelerde lenf nodlarda CD11b" ve CD11c" nin yiizde ifadesi kontrole kiyasla
REGIA Plasmid grubunda artis gostermistir ancak anlamli degildir. Mutlak
sayilarinda 6nemli bir farklilik gézlenmemistir (Sekil 4.27).
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Sekil 4.25. Naif grupta REG1A overekspresyonunun CD4" T hiicre sitokin iiretimi {izerine
etkisinin dalakta incelenmesi. A) 1L-22°, IL-177, IL-10%, IL-2" hiicrelerin yiizde ve mutlak

say1 grafikleri. * p<0.05
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Sekil 4.25. Naif grupta REG1A overekspresyonunun CD4" T hiicre sitokin iiretimi iizerine
etkisinin dalakta incelenmesi. B) IFN-g*, TNF-a* ve GMCSF * hiicrelerin yiizde ve mutlak
say1 grafikleri (Devami)

Naif farelerde dalakta yiizde CD11b" ifadelerine baktigimizda kontrole kiyasla
REGIA Plasmid grubunda azalma gozlenmistir ancak anlamli degildir (Sekil 4.28).
Mutlak sayilarinda ise farklihik gozlenmemistir. CD11c ifadesi kontrole kiyasla
REGIA Plasmid grubunda yiizde olarak artmis ve anlamli degilken mutlak
sayilarmdaki artis anlamhidir (p<0.05; Sekil 4.27).

Treg hiicreleri ve kontrol noktas: inhibitorleri: Lenf nod ve dalaktaki lenfositler
Tablo 3.5’de Karigim 3 ve Karisim 4’de verilen antikorlar ile ayri ayr1 boyanmis

Treg hiicreleri ve kontrol noktas1 inhibitdrleri incelenmistir.
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Sekil 4.26. Naif grupta REG1A overekspresyonunun CD8

etkisinin dalakta incelenmesi. A) IL-22%, IL-17", IL-10", IL-2", IFN-g* hiicrelerin yiizde ve

mutlak say1 grafikleri. * p<0.05
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Sekil 4.26. Naif grupta REG1A overekspresyonunun CD8" T hiicre sitokin iiretimi iizerine
etkisinin dalakta incelenmesi. B) TNF-a" ve GMCSF ™ hiicrelerin yiizde ve mutlak say1
grafikleri. * p<0.05 (Devam)

Kontrol plasmidi ve REGIA Plasmidi verdigimiz gruplarda Treg hiicrelerini
belirlemek amaciyla CD4"'FOXP3'CD25* hiicreler kapilanmistir.  Ayrica
CD4'FOXP3* ve CD4'FOXP3" populasyonlar1 iginden ICOS*, KLRG1', PD1"

olmak tizere iki ayr1 kapilama gergeklestirilmistir.

Naif farelerde lenf nodunda FOXP3" hiicrelerin yiizdeleri kontrol plasmidi ile
REGI1A Plasmidi verdigimiz guruplar arasinda karsilastirilmistir. REG1A Plasmidi
verdigimiz gurupta FOXP3" hiicreler yiizde olarak anlamli bir artis gostermistir
(p<0.01; Sekil 4.29). Ayrica REGIA’nmn overekspresyonu FOXP3" hiicrelerin
mutlak sayisini da arttirmustir ancak anlamli degildir. REG1A Plasmidi verdigimiz
gurupta FOXP3" hiicrelerin MFI miktarinda ise anlamli bir azalma gozlenmistir
(p<0.05). Lenf nodunda CD25" hiicrelerinin yiizde degerlerine baktigimizda REG1A
Plasmidi verdigimiz gurupta artis gézlenmis ancak anlamli degildir. MFI ve mutlak

sayilarinda ise gruplar arasinda bir fark gézlenmemistir.

Lenf nodunda CD4'FOXP3" ve CD4'FOXP3™ populasyonlar1 iginden immiin

checkpoint ifadelerine bakilmig ylizde ve MFI degerleri incelenmistir. Kontrole
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kiyasla. REG1A Plasmid grubunda CD4'FOXP3" hiicre populasyonunda ICOS”,
KLRG1", PD1" vyiizde ifadeleri artmis ancak anlamli degildir. MFI degerlerine
baktigimizda REGIA Plasmid grubunda ICOS® hiicrelerde anlamli bir azalma
oldugu belirlenmisken KLRG1*, PD1" hiicrelerde énemli bir fark yoktur (p<0.0;
Sekil 4.30).
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Sekil 4.27. Naif grupta REG1A overekspresyonunun miyeloid hiicreler tizerine etkisinin lenf
nodda incelenmesi. A) Miyeloid linyeg hiicrelerin kapilama stratejisi B) CD11b ve CD11c*
hiicrelerinin yiizde ve mutlak say1 grafikleri.
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Sekil 4.28. Naif grupta REG1A overekspresyonunun miyeloid hiicreler iizerine etkisinin
dalakta incelenmesi. A) CD11b ve CD11c* hiicrelerinin yiizde ve mutlak say1 grafikleri. *
p<0.05

Kontrole kiyasla REG1A Plasmid grubunda CD4'FOXP3™ hiicre populasyonunda
ICOS", KLRG1", PD1" hiicrelerde yiizde ve MFI sayilarinda ise gruplar arasinda bir
fark bulunmamaktadir (Sekil 4.31).

Naif grupta dalakta CD4"FOXP3" hiicre populasyonunda REG1A Plasmid grubunda
ICOS™ hiicrelerde MFI miktarlar1 anlamli azalmustir (p<0.05; Sekil 4.32). KLRG1",
PD1" hiicrelerde yiizde ve MFI miktarlarinda 6nemli bir fark yoktur.

Kontrole kiyasla REG1A plasmid grubunda CD4"FOXP3™ hiicre populasyonunda
ICOS™ hiicrelerde yiizde ve MFI sayilarinda gruplar arasinda bir fark
bulunmamaktadir. KLRG1" MFI degeri kontrol plasmid grubuna kiyasla REGIA
plasmid grubunda anlamli bir artis gostermistir (p <0.01; Sekil 4.33). PD1"
hiicrelerin REG1A plasmid grubunda yiizde ifadesi anlamli olarak artmigken
(p<0.05), MFI miktarindaki artma anlamli degildi.
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Naif farelerde dalakta FOXP3™ hiicrelerin yiizde ve MFI degerleri kontrol plasmidi

ile karsilastirildiginda REG1A Plasmidi verdigimiz gurupta azalmistir ancak anlamli

degildir. Mutlak sayilarinda ise gruplar arasinda bir fark gdzlenmemistir.
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Sekil 4.29. Naif grupta REG1A overekspresyonunun Treg hiicreleri tizerine etkisinin lenf
nodunda incelenmesi. A) CD4'FOXP3"CD25" hiicrelerin kapilama stratejileri B) FOXP3”
ve CD25" hiicrelerinin yiizde, MFI ve mutlak say1 grafikleri. * p <0.05, ** p <0.01
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Sekil 4.30. Naif grupta REG1A overekspresyonunun kontrol inhibitor noktalari tizerine
etkisinin lenf noduna incelenmesi. A) FOXP3" icinden ICOS*, KLRG1", PD1" hiicrelerin
kapilama stratejisi B) FOXP3" kapilama i¢inden ICOS*, KLRG1", PD1" hiicrelerin yiizde ve
MFI say1 grafikleri. ** p <0.01
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Dalakta CD25* hiicrelerinin yiizde degerlerine baktigimizda REGIA plasmidi

verdigimiz gurupta anlamli bir artis gozlenmistir (p<0.05; Sekil 4.34). MFI degeri

REGI1A plasmidi verdigimiz gurupta bir miktar azalmig olmasma ragmen anlamli

degildir.

A

® 16
S
x 14
.
8 12
5]
= 10
8
A%
&
hd
=3
i
=
+
©
o
-
=
=

%PD1* Hiicre
& (2]

N

MFIKLRG * Hucre MFI1COS * Hiicre

MFIPD1 * Hiicre

240

220

200

1250
1200
1150
1100

1050

320
310
300
290
280
270
260

ns

Sekil 4.31. Naif grupta REG1A overekspresyonunun kontrol inhibitor noktalar: tizerine
etkisinin lenf noduna incelenmesi. A) FOXP3™ kapilama i¢inden ICOS*, KLRG1" , PD1"

hiicrelerin yilizde ve MFI say1 grafikleri.
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4.15. REG1A’nin Overekspresyonunun DOE Klinik Skorlama, Insidans ve
Viicut Agirhgina Etkisi

Insan REG1A plasmidi ve Empty (bos) plasmidinin farelere enjeksiyonundan 1 giin
sonra her iki gurubta DOE modeli olusturuldu. Empty (bos) plasmidinin verildigi

gurup kontrol gurubu olarak kullanilmistir
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Sekil 4.32. Naif grupta REG1A overekspresyonunun kontrol inhibitdr noktalar: iizerine
etkisinin dalakta incelenmesi. A) FOXP3" kapilama iginden ICOS*, KLRG1", PD1"

hiicrelerin ylizde ve MFI sayi1 grafikleri. * p <0.05
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Bu c¢alismada DOE Klinik skor grafigine gore REG1A plasmidi verilen grupta
hastalikk daha ge¢ baslamis ve skorlar Emty plasmid verdigimiz gruba gore daha
diisiiktiir. Ayrica REG1A plasmidi verilen grupta hastaligin sonlarina dogru skorlar
diismiis ve iyilesme gozlenmistir. Egri altinda kalan alan hesaplandiginda 6zellikle
REG1A plasmidi verilen grupta anlamli bir azalma vardir (p<0.05; Sekil 4.35). DOE

insidans1t REG1A plasmidi verilen grupta da kontrol grubuna gore diisiiktiir
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Sekil 4.33. Naif grupta REG1A overekspresyonunun kontrol inhibitor noktalari tizerine
etkisinin dalakta incelenmesi. A) FOXP3™ kapilama i¢inden ICOS+, KLRGI1+ , PDI+

hiicrelerin ylizde ve MFI say1 grafikleri. * p < 0.05, ** p <0.01
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Sekil 4.34. Naif grupta REG1A overekspresyonunun Treg hiicreleri {izerine etkisinin
dalakta incelenmesi. A) FOXP3" ve CD25* hiicrelerinin yiizde, MFI ve mutlak sayi
grafikleri. * p <0.05

DOE gruplar1 arasinda agirlik kaybmi karsilastirdigimizda ise REG1A plasmid
uygulamasi yaptigimiz gurupta agirlik kaybi daha azdwr. Bu durum bize REGIA
plasmid uygulamasimnin viicut agirligi iizerinde olumsuz bir etkiye sahip olmadigini

gostermektedir.
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4- -~ EAE-Empty Plasmid
- EAE-REGI1A Plasmid

EAE Disease Score

T
7 14 21

Day

Sekil 4.35. REGIA Plasmid uygulamasi DOE klinik skorlamalari Empty plasmid-kontrol
grubuna gore azaltmustir. Insidans ve agirlik kayb1 bu grupta daha azdir (A) DOE Skorlamasi
sonucu olusan klinik skor grafigi.
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Sekil 4.35. REG1A Plasmid uygulamasi DOE klinik skorlamalari Empty plasmid-kontrol
grubuna gére azaltmistir. insidans ve agirlik kaybi bu grupta daha azdir (B) DOE Skorlamasi
sonucu olusan egri altinda kalan alan hesaplamalar1 (C) DOE gruplari arasinda hastaligin
goriilme siklig1 (D) DOE gruplari arasinda kilo kayb1.* p < 0.05 (Devami)
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Immiinizasyondan sonra hastaligm en siddetli doneminde 23. giin ReglA
overekspresyonunun MSS’de ve periferde immiin hiicre supsetlerine etkisini
incelemek amaciyla fareler sakrifiye edilmistir. Beyin, dalak ve lenf nodlardan
fiziksel yontemle lenfositler elde edilmistir. Bakilmak istenen hiicre alt tiplerine gore
yontem boliimiinde belirtilen ylizey boyama ve hiicre i¢i boyamalar yapilarak flow
sitometri ile incelenmis ve grafikler degerlendirilmistir. MSS’ne infiltre olan immiin
hiicre profili ve periferde sekonder lenfoid organlardaki (lenf nod ve dalak) immiin

hiicre profili ayr1 ayr1 degerlendirilmistir.

4.16. insan REG1A Sistemik Overekspresyonunun DOE Farelerde MSS’ de

Immiin Sistem Hiicrelerine Etkilerinin Incelenmesi

T hiicre alt tipleri ve iiretilen sitokinler: Beyinde lenfositler Tablo 3.5’de Karigim
1ve Karisim 2’de verilen antikorlar (CD4, CDS8, IL-17, IL-22, IL-2, IL-10 ve IFN-g,
TNF-a, GMCSF) ile boyanmis, T hiicre alt tipleri ve iirettigi sitokinler incelenmistir.
Empty plasmidi (kontrol grubu) ve REG1A Plasmidi verdigimiz gruplarda T hiicre
alt tiplerini belirlemek amaciyla oncelikle CD4" ve CD8" olmak iizere iki ana
kapilama stratejisi uygulanmistir. Boyanan lenfositlerin kapilama stratejileri Sekil

4.36°da gosterilmistir.

Beyinde DOE REGI1A plasmid grubundaki CD4* ve CD8" hiicrelerin yiizde ifadesi
artmis ancak istatistiksel olarak anlamli degildir. CD4" ve CD8" hiicrelerin mutlak

sayilarinda fark goriilmemistir.

DOE gupta beyindeki sitokin iiretim miktarlarin1 belirlemek amaciyla kontrol
plasmidi ve REGIA plasmidi verdigimiz gruplarda CD4" ve CD8" kapilamasi
yapilarak belirlenen T hiicrelerinin 1L-22*, IL-177, 1L-10", IL-2, IFN-g*, TNF-a"
ve GMCSF" hiicreler kapiland1 (Sekil 4.36).

DOE gupta beyindeki CD4" T hiicrelerinin sitokin iiretimi incelendiginde REG1A
plasmidi verdigimiz gruplarda IL-22", IL-17" , IL-2" ve IFN-g* yiizde ifadesi bir
miktar artiy gdstermis (Sekil 4.37), 1L-10", TNF-a* ve GMCSF" yiizde ifadesi bir
miktar azalmistir ancak anlamli degildir. Mutlak sayilarinda onemli bir farklilik

bulunmamaktadir.
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DOE gupta beyindeki CD8" T hiicrelerinin sitokin iiretimi incelendiginde REG1A
plasmidi verdigimiz gruplarda IL-22%, IL-17%, IL-10" ve IL-2" yiizde ifadesi bir
miktar artis gdstermistir (Sekil 4.38). TNF-a* ve GMCSF " yiizde ifadesi bir miktar
azalmistir ancak anlamli degildir. Mutlak sayilarinda oOnemli bir fark

bulunmamaktadir.
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Sekil 4.36. DOE grupta REG1A overekspresyonunun T hiicre alt tipleri lizerine etkisinin
beyinde incelenmesi. A) T hiicre alt tiplerinin kapilama stratejileri. B) CD4* ve CD8" T
hiicrelerin yilizde ve mutlak say1 grafikleri
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Sekil 4.37. DOE grupta REG1A overekspresyonunun CD4" T hiicre sitokin iiretimi iizerine
etkisinin beyinde incelenmesi. A) CD4" T hiicrelerinin sitokin iiretimi kapilama stratejisi. B)
IL-22* , IL-17" hiicrelerinin yiizde ve mutlak say1 grafikleri
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Sekil 4.37. DOE gurupta REG1A overekspresyonunun CD4'T hiicre sitokin {iretimi iizerine

etkisinin beyinde incelenmesi. C) IL-10", IL-2", IFN-g* , TNF-a* ve GMCSF" hiicrelerinin

yiizde ve mutlak say1 grafikleri Devami)
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Sekil 4.38. DOE grupta REG1A overekspresyonunun CD8" T hiicre sitokin {iretimi {izerine
etkisinin beyinde incelenmesi. A) CD8" T hiicrelerinin sitokin iiretimi kapilama stratejisi.
B) IL-22*, IL-17" hiicrelerinin yiizde ve mutlak say1 grafikleri

99



..
>
IS

1ies 210NH Jennin o}

T M N o

210NH , 0L %

o
=l

T

1s1fes 219nH Yenii .zl

BN, 2%

ns

1s1heg a19nH Yepn BN4|

w 2 v o v C
N N "

319Ny , 6-N41%

1s1Aeg a1onH Yepniy e4NL

10NH , e-INL%

T TT
w ©
= =3 = = =
- - - - -

151Aeg 2190H Nenw 4SOWD

(=] = (=} = =1

21oNH _ 4SO %

.

T hiicre sitokin tiretimi lizerine

+

Sekil 4.38. DOE gurupta REG1A overekspresyonunun CD8

etkisinin beyinde incelenmesi. C) IL-10", I1L-2", IFN-g", TNF-a"ve GMCSF" hiicrelerinin

yiizde ve mutlak say1 grafikleri (Devami)
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Miyeloid Hiicreler: DOE gupta beyindeki miyeloid hiicreleri belirlemek amaciyla
Tablo 3.5’de Karisim 5’de verilen yiizey markirlar1 olan CD11b ve CDllc
antikorlar1 ile ylizey boyama yapilmistir. Miyeloid linye¢ hiicrelerin kapilamalar1

Sekil 4.39°de verilmistir.

DOE gupta beyindeki CD11b" ve CD11c¢*’nin yiizde ve mutlak sayr miktarlari
kontrol plasmid ve REGIA plasmid grubunda karsilastirilmis ve farklilik

gbzlenmemistir.
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Sekil 4.39. DOE grupta REG1A overekspresyonunun miyeloid hiicreler iizerine etkisinin
beyinde incelenmesi. A) Miyeloid linyec hiicrelerin kapilama stratejisi B) CD11b" ve
CD11c" hiicrelerinin yiizde ve mutlak say1 grafikleri.
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Sekil 4.39. DOE grupta REG1A overekspresyonunun miyeloid hiicreler tizerine etkisinin
beyinde incelenmesi. C) CD11b*CD11c* hiicrelerinin yiizde ve mutlak say1 grafikleri
(Devam)

Treg hiicreleri ve kontrol noktasi inhibitorleri: DOE gupta beyindeki lenfositler
Tablo 3.5’de Karisim 3 ve Karisim 4’de verilen antikorlar ile ayr1 ayr1 boyanmis
Treg hiicreleri ve kontrol noktasi inhibitorleri incelenmistir. Kontrol plasmidi ve
REGI1A Plasmidi verdigimiz gruplarda Treg hiicrelerini belirlemek amaciyla
CD4'FOXP3'CD25" hiicreler kapilanmustir (Sekil 4.40). Ayrica CD4"FOXP3" ve
CD4'FOXP3" populasyonlar1 i¢inden ICOS*, KLRG1", PD1" olmak iizere iki ayr1
kapilama gerceklestirilmistir.

DOE gupta beyindeki FOXP3" ve FOXP3"CD25* hiicrelerin yiizde, mutlak say1 ve
MFI miktarlar1 kontrol plasmid grubu ile karsilastirildiginda REGIA plasmid

grubunda bir miktar artis gostermis ancak anlamli degildir.
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Sekil 4.40. DOE grupta REG1A overekspresyonunun Treg hiicreleri iizerine etkisinin
beyinde incelenmesi. A) CD4'FOXP3"CD25* hiicrelerin kapilama stratejileri
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Sekil 4.40. DOE grupta REG1A
beyinde incelenmesi. B) FOXP3"

%CD25 * Hiicre

grafikleri (Devamm)
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overekspresyonunun Treg hiicreleri tizerine etkisinin
ve CD25*

hiicrelerinin yiizde, MFI ve mutlak say1

DOE gupta beyindeki CD4"FOXP3" ve CD4"FOXP3" populasyonlari i¢inden immiin
checkpoint ifadelerine bakilmis yiizde ve MFI degerleri incelenmistir. Kontrole
kiyasla. REGIA Plasmid grubunda CD4'FOXP3" hiicre populasyonunda ICOS*

hiicrelerin yiizdesi bir miktar arnus ancak istatistiksel olarak anlamli degldir. ICOS”*

hiicerelerin MFI degerleri ise istatistiksel olarak anlamli artis gostermistir (p<0.05;

Sekil 4.41). KLRG1" ve PD1" yiizde ve MFI miktarlar1 azalmus istatistiksel olarak

anlaml degildir.
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Sekil 4.41. DOE grupta REG1A
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overekspresyonunun kontrol inhibitdr noktalari tizerine
etkisinin beyinde incelenmesi. A) FOXP3" kapilama icinden ICOS®, KLRG1', PD1"
hiicrelerin hiicrelerin kapilama stratejisi.

103



FOXP3+
350
P .
s S 300
= =
T +
‘;n 8 250
o
S 2
= E 200
150
Q/?'
o
s 3
=4 x
X +
% (L]
o o
o o
— x
x T
* =

SRS
3

ns

=23
(=]

%PD1 " Hiicre
&
(=]

N
(=]

Sekil 4.41. DOE grupta REG1A overekspresyonunun kontrol inhibitér noktalar1 tizerine
etkisinin beyinde incelenmesi. A) FOXP3" kapilama iginden ICOS*, KLRG1', PD1*
hiicrelerin yiizde ve MFI say1 grafikleri. * p < 0.05 (Devami)

Kontrole kiyasla REG1A Plasmid grubunda CD4"FOXP3 hiicre populasyonunda
ICOS™ hiicrelerin yiizde ve MFI miktarinda fark gdzlenmemistir. KLRG1" ve PD1"
hiicrelerin yiizdeleri azalmis ancak istatistiksel olarak anlamli degildir. KLRG1" ve
PD1" hiicrelerin MFI degerleri ise istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azalmistir

(p<0.01, p < 0.001; Sekil 4.42).
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Sekil 4.42. DOE grupta REG1A overekspresyonunun kontrol inhibitér noktalar: {izerine
etkisinin beyinde incelenmesi. A) FOXP3  kapilama icinden ICOS*, KLRG1', PD1*
hiicrelerin yiizde ve MFI say1 grafikleri. ** p <0.01, **** p <0.001

4.17. insan REGI1A Sistemik Overekspresyonunun DOE Farelerde Periferde

immiin Sistem Hiicrelerine Etkilerinin incelenmesi

T hiicre alt tipleri ve iiretilen sitokinler: DOE grupta lenf nod ve dalaktaki sitokin
dretim miktarlarin1 belirlemek amaciyla kontrol plasmidi ve REG1A plasmidi
verdigimiz gruplarda CD4" ve CD8" kapilamas1 yapilarak belirlenen T hiicrelerinin

IL-227, IL-177, 1L-10", IL-2, IFN-g*, TNF-a" ve GMCSF " hiicreler kapilandi.
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DOE grupta lenf nodundaki REG1A Plasmid grubundaki CD4" hiicrelerinin yiizde
ve mutlak sayr ifadesi kontrol plasmid grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli
azaliy goOstermistir (p<0.01; Sekil 4.43). CD8" hiicrelerinin yiizde dagilimina
baktigimizda REG1A Plasmid grubunda artis olsada, bu artisin istatistiksel olarak
anlaml1 olmadig1 gozlemlenmistir. CD8* hiicrelerinin mutlak sayilarina baktigimizda
ise REG1A Plasmid verdigimiz grubu kontrol plasmid grubuna kiyasla istatistiksel
olarak anlamli azalma gostermistir (p<0.05; Sekil 4.42).
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Sekil 4.43. DOE grupta REG1A overekspresyonunun T hiicre alt tipleri tizerine etkisinin
lenf nodunda incelenmesi. A) CD4* T hiicrelerin ve CD8" T hiicrelerin yiizde ve mutlak
say1 grafikleri. * p<0.05, ** p <0.01

DOE grupta lenf nodundaki CD4" T hiicrelerinin sitokin iiretimi incelendiginde
REGI1A Plasmid grubunda IL-22" yiizdesi artmis ancak anlamli degildir. 1L-22"
hiicrelerin mutlak sayisinda énemli bir farklilik bulunmamaktadir. IL-17" yiizdesi
kontrol plasmid grubuna kiyasla REG1A Plasmid grubunda istatistiksel olarak
anlamli artig gostermistir (p<0.05). Mutlak sayilar1 agisindan degerlendirildiginde iki
grup arasinda istatistiksel olarak anlamli bir azalma vardir (p<0.05; Sekil 4.44). Her
iki grupta IL-2" ve IL-10" iiretim yiizdesi degismezken, mutlak sayilarmnda
istatistiksel olarak anlamli bir azalma vardir (p<0.05; p<0.01). TNF-a" yiizdesi
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kontrol plasmid grubuna kiyasla REGIA Plasmid grubunda istatistiksel olarak
anlamli artig gostermistir (p<0.05). Mutlak sayilar1 agisindan degerlendirildiginde iki
grup arasinda fark bulunmamaktadir. IFN-g* ve GMCSF ™ hiicrelerin sitokin iiretim
miktarlarma baktigimizda ise yiizde ve mutlak sayilarinda onemli bir farklilik

bulunmamaktadir.
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Sekil 4.44. DOE grupta REG1A overekspresyonunun CD4'T hiicre sitokin iiretimi iizerine
etkisinin lenf nodunda incelenmesi. A) 1L-22%, IL-17%, IL-10", IL-2" hiicrelerinin yiizde ve
mutlak say1 grafikleri. * p<0.05; ** p<0.01
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Sekil 4.44. DOE grupta REG1A overekspresyonunun CD4T hiicre sitokin iiretimi iizerine
etkisinin lenf nodunda incelenmesi. B) IFN-g*, TNF-a* ve GMCSF ™ hiicrelerinin yiizde ve

mutlak say1 grafikleri. * p<0.05 (Devami)

DOE grupta lenf nodundaki CD8" T hiicrelerinin sitokin iiretimi incelendiginde
REG1A Plasmid grubunda IL-22" yiizdesi istatistiksel olarak anlamli artis
gostermistir (p<0.05). IL-22" hiicrelerin mutlak sayis1 REG1A Plasmid grubunda

artmis ancak anlamli degildir.

IL-17" yiizdesi kontrol plasmid grubuna kiyasla REG1A Plasmid grubunda artnms
ancak anlaml degildir. Mutlak sayilar1 agisindan degerlendirildiginde iki grup
arasmda fark yoktur. REGIA plasmid grubunda IL-10" yiizdesi istatistiksel olarak
anlamli artis gostermis, mutlak sayilari ise bir miktar azalmistir (p<0.05; Sekil 4.45).
IL-2", IFN-g" ve TNF-a" yiizde ve mutlak sayilarmda REG1A Plasmid grubunda

azalma olsada bu azalma anlamli degildir. GMCSF" hiicrelerin sitokin {iretim
108



miktarlarma baktigimizda kontrol plasmid grubuna kiyasla REGI1A Plasmid
grubunda yiizde ve mutlak sayilari istatistiksel olarak anlamli artis gostermistir
(p<0.01; Sekil 4.45).
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Sekil 4.45. DOE grupta REG1A overekspresyonunun CDS8'T hiicre sitokin iiretimi iizerine
etkisinin lenf nodunda incelenmesi. A) 1L-227, IL-17%, IL-10%, IL-2" hiicrelerinin yiizde ve
mutlak say1 grafikleri. * p<0.05
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Sekil 4.45. DOE grupta REG1A overekspresyonunun CD8'T hiicre sitokin iiretimi iizerine
etkisinin lenf nodunda incelenmesi. B) IFN-g*, TNF-a* ve GMCSF ™ hiicrelerinin yiizde ve
mutlak say1 grafikleri. ** p<0.01 (Devamm)

DOE grupta dalaktaki T hiicre alt tiplerine baktigimizda CD4* ve CD8* T
hiicrelerinin REG1A Plasmid verdigimiz grupta kontrol plasmid grubuna kiyasla
yiizde ifadeleri bir miktar azalmis (Sekil 4.46) mutlak sayilarinda ise bir fark
bulunmamaktadir.

DOE grupta dalaktaki sitokin iiretim miktarlarini belirlemek amaciyla kontrol
plasmidi ve REGIA plasmidi verdigimiz gruplarda CD4" ve CD8" kapilamasi
yapilarak belirlenen T hiicrelerinde IL-22%, IL-177, 1L-10", IL-27, IFN-g+, TNF-a*
ve GMCSF" hiicreler kapilandi.

CD4" T hiicrelerinin sitokin tiretimi incelendiginde IL-22%, IL-17" ve GMCSF *
yiizdesi kontrole kiyasla REGIA Plasmid grubunda azalmis mutlak sayilarinda fark

bulunmamaktadir.
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IL-10" hiicrelerin sitokin iiretim miktarlarma baktigimizda kontrol plasmid grubuna
kiyasla REG1A Plasmid grubunda yiizde ve mutlak sayilar1 istatistiksel olarak
anlamli azalma gostermistir (p<0.01, p<0.05; Sekil 4.46). IL-2*, GMCSF " yiizde ve
mutlak sayilar1 ise REG1A Plasmid grubunda azalmis ancak anlamli degildir. IFN-g*
hiicrelerin ylizde ve mutlak sayilar1 ise REG1A Plasmid grubunda bir miktar artmis
ancak anlamli degildir. TNF-a" sitokin iiretim miktarlarinda iki grup arasinda yiizde

ve mutlak sayilarinda 6nemli bir fark bulunmamaktadir.
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Sekil 4.46. DOE grupta REG1A overekspresyonunun T hiicre alt tipleri tizerine etkisinin
dalakta incelenmesi. A) CD4" ve CD8*T hiicrelerin yiizde ve mutlak say1 grafikleri.
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etkisinin dalakta incelenmesi. A) IL-22°, IL-177, IL-10", 1L-2" hiicrelerin yiizde ve mutlak

Sekil 4.47. DOE grupta REG1A overekspresyonunun CD4
say1 grafikleri. * p<0.05; ** p<0.01
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Sekil 4.47. DOE grupta REG1A overekspresyonunun CD4" T hiicre sitokin iiretimi iizerine
etkisinin dalakta incelenmesi. B) IFN-g*, TNF-a® ve GMCSF * hiicrelerin yiizde ve
mutlak say1 grafikleri (Devami)

DOE grupta dalakta CD8" T hiicrelerinin sitokin iiretimi incelendiginde IL-22" ve
IFN-g* hiicrelerin yiizde ve mutlak sayilarmda 6nemli bir fark bulunmamaktadir. IL-
17", IL-2", TNF-a* ve GMCSF * hiicrelerin yiizdesi kontrole kiyasla REG1A
Plasmid grubunda bir miktar azalmis mutlak sayilarinda fark bulunmamaktadir. IL-
10" sitokin iiretim yiizdesi kontrole kiyasla REG1A Plasmid grubunda istatistiksel
olarak anlamli bir azalma gostermistir (p<0.005; Sekil 4.48). Mutlak sayisindaki

azalma anlaml1 degildir.
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Sekil 4.48. DOE grupta REG1A overekspresyonunun CD8" T hiicre sitokin {iretimi iizerine
etkisinin dalakta incelenmesi. A) IL-227, IL-17, IL-10", IL-2" hiicrelerin yiizde ve mutlak

say1 grafikleri. *** p <0.005
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Sekil 4.48. DOE grupta REG1A overekspresyonunun CD8" T hiicre sitokin iiretimi {izerine
etkisinin dalakta incelenmesi. B) TNF-a*, IFN-g* ve GMCSF ™ hiicrelerin yiizde ve mutlak
say1 grafikleri (Devami)

Miyeloid Hiicreler: DOE grupta lenf nod ve dalaktaki miyeloid hiicreleri belirlemek
amaciyla Tablo 3.5° de Karisim 5’de verilen yiizey markirlar1 olan CD11b ve CD11¢

antikorlar1 ile ylizey boyama yapilmistir.

DOE grupta lenf nodlarda CD11b" yiizde ifadesi kontrole kiyasla REG1A Plasmid
grubunda azalmistir. Mutlak sayis1 ise REG1A Plasmid grubunda istatistiksel olarak
anlamli bir azalma gostermistir (p<0.05; Sekil 4.49). CD11c" yiizde ifadesine
baktigimizda kontrole kiyasla REG1A Plasmid grubunda istatistiksel olarak anlaml1
bir atis gozlenmistir (p<0.005). Mutlak sayr bakimindan inceledigimizde REG1A
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Plasmid grubunda anlamh olmayan bir azalma vardir. CD11b"CD11c” ifadesi
kontrole kiyasla REGIA Plasmid grubunda yiizde olarak fark goztermezken mutlak

sayist bakimindan biraz azalmistir.
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Sekil 4.49. DOE grupta REG1A overekspresyonunun miyeloid hiicreler iizerine etkisinin
lenf nodda incelenmesi. A) CD11b*, CD11c* ve CD11b"CD11c" hiicrelerinin yiizde ve
mutlak say1 grafikleri. * p <0.05, *** p < 0.005

DOE grupta dalaktaki CD11b" yiizde ve mutlak sayilar1 kontrol grubu ile REG1A
Plasmid grubu karsilastirilmis ancak dnemli bir fark gézlenmemistir. CD11c¢” yiizde
ifadesine baktigimizda kontrole kiyasla REG1A Plasmid grubunda atis gbzlenmistir
(Sekil 4.50). CD11b"CD11c" yiizde ifadesi kontrole kiyasla REGIA Plasmid
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grubunda istatistiksel olarak anlamli artmustir (p<0.05). Mutlak say1 bakimindan
inceledigimizde CDI11c* ve CD11b'CD11c” miktarinda ©6nemli bir fark

bulunmamastir.
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Sekil 4.50. DOE grupta REG1A overekspresyonunun miyeloid hiicreler tizerine etkisinin
dalakta incelenmesi. A) CD11b*, CD11c* ve CD11b"CD11c" hiicrelerinin yiizde ve mutlak

say1 grafikleri. * p <0.05

Treg hiicreleri ve kontrol noktasi inhibitorleri: DOE grupta lenf nod ve dalaktaki
lenfositler Tablo 3.5’de Karisim 3 ve Karisim 4’de verilen antikorlar ile ayr1 ayr1
boyanmis Treg hiicreleri ve kontrol noktasi inhibitorleri incelenmistir. Kontrol

plasmidi ve REGIA Plasmidi verdigimiz gruplarda Treg hiicrelerini belirlemek
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amactyla CD4"FOXP3*CD25* hiicreler kapilanmistrr. Ayrica CD4'FOXP3™ ve
CD4"FOXP3" populasyonlar1 i¢inden ICOS*, KLRG1", PD1" olmak iizere iki ayr1

kapilama gerceklestirilmistir.

DOE grupta lenf nodunda REG1A Plasmidi verdigimiz gurupta FOXP3" hiicrelerin
yiizde ve MFI miktarlar1 anlamli olmayan bir artig gdstermistir. Ayrica REG1A’nin
overekspresyonu FOXP3" hiicrelerin mutlak sayisini1 da azaltmistir ancak anlamli
degildir (Sekil 4.51). Lenf nodunda CD25" hiicrelerinin yiizde ve MFI miktarlarina
baktigimizda REG1A plasmidi verdigimiz gurupta istatistiksel olarak anlamli bir
artig vardir (p<0.005, p<0.05). Mutlak sayilarinda ise CD25" ifadesinde bir miktar

azalma gozlenmemistir.
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Sekil 4.51. DOE grupta REG1A overekspresyonunun Treg hiicreleri {izerine etkisinin lenf
nodunda incelenmesi. A) FOXP3" ve CD25" hiicrelerinin yiizde, MFI ve mutlak sayi
grafikleri. * p <0.05, *** p <0.005

Lenf nodunda CD4'FOXP3" ve CD4'FOXP3™ populasyonlar1 iginden immiin

checkpoint ifadelerine bakilmis yiizde ve MFI degerleri incelenmistir.
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Lenf nodunda kontrole kiyasla REGIA Plasmid grubunda CD4"FOXP3" hiicre
populasyonunda ICOS”, KLRG1", PD1" vyiizde ifadeleri istatistiksel olarak anlamli
sekilde azalmistir (p<0.01, p<0.005; Sekil 4.52). MFI degerlerine baktigimizda
REG1A Plasmid grubunda ICOS™ ve PD1" ifadesi bir miktar artmisken, KLRG1*

ifadesi bir miktar azalmustir.
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Sekil 4.52. DOE grupta REG1A overekspresyonunun kontrol inhibitér noktalar: {izerine
etkisinin lenf noduna incelenmesi. A) FOXP3" kapilama icinden ICOS”, KLRG1", PD1"

hiicrelerin ylizde ve MFI say1 grafikleri. ** p <0.01, *** p <0.005
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DOE grupta lenf nodunda REG1A Plasmidi verdigimiz gurupta FOXP3- hiicrelerin
yiizdesi azalmistir. MFI miktarlar istatistiksel olarak anlamli bir artis gostermis,

mutlak sayis1 ise anlamli bir azalma gostermistir (p<0.01; Sekil 4.53).

Lenf nodunda CD25% hiicrelerinin yiizde ve mutlak sayilari miktarlarina
baktigimizda REGIA Plasmidi verdigimiz gurupta istatistiksel olarak anlamli bir
azalma vardir (p<0.01, p<0.005; Sekil 4.52). MFI mitar1 ise CD25" ifadesinde bir

miktar artmustir.
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Sekil 4.53. DOE grupta REG1A overekspresyonunun Treg hiicreleri {izerine etkisinin lenf
nodunda incelenmesi. A) FOXP3  ve CD25* hiicrelerinin yiizde, MFI ve mutlak say1

grafikleri. ** p <0.01, *** p <0.005

Lenf nodunda kontrole kiyasla REG1A Plasmid grubunda CD4"FOXP3™ hiicre
populasyonunda ICOS*, KLRG1", PD1" hiicrelerde yiizde ifadeleri istatistiksel
olarak anlaml sekilde azalmistir (Sekil 4.54). MFI degerlerine baktigimizda REG1 A

Plasmid grubunda azalma vardir ancak anlamli degildir.
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Sonug olarak DOE grupta lenf nodda REG1A overekspresyonu FOXP3™ hiicrelerdeki
CD25 ifadesi bir miktar artmis ayni zamanda FOXP3™ hiicrelerdeki aktivasyon

durumlarida bir miktar baskilamistir.
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Sekil 4.54. DOE grupta REG1A overekspresyonunun kontrol inhibitér noktalar: {izerine
etkisinin lenf noduna incelenmesi. A) FOXP3™ kapilama i¢inden ICOS*, KLRG1", PD1"

hiicrelerin yiizde ve MFI say1 grafikleri. (* p < 0.05, ** p <0.01

DOE grupta dalaktaki REG1A plasmidi verdigimiz gurupta FOXP3" hiicrelerin
yiizdesi istatistiksel olarak anlamli bir artig gostermistir. REG1A plasmidi verdigimiz

gurupta MFI degeri ile mutlak sayisi azaltmistir ve anlamh degildir. CD25*
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hiicrelerinin ylizde ve mutlak sayilart REG1A plasmidi verdigimiz gurupta azalmistir

(Sekil 4.55). CD25* MFI degeri ise bir miktar artmistir.
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Sekil 4.55. DOE grupta REG1A overekspresyonunun Treg hiicreleri iizerine etkisinin
dalakta incelenmesi. A) FOXP3" ve CD25" hiicrelerinin yiizde, MFI ve mutlak sayi
grafikleri. * p <0.05.

Dalakta CD4"FOXP3" hiicre populasyonunda REGIA Plasmid grubunda ICOS*
hiicrelerde yiizde ve MFI miktarlar1 artmustir (Sekil 4.56). KLRG1", yiizde ve MFI
miktarlar1 azalmistir. PD17 hiicrelerin yiizdesi bir miktar artns, MFI miktarlar ise
bir miktar azalmstir.

Dalakta CD4"FOXP3™ hiicre populasyonunda REGIA Plasmid grubunda ICOS*
hiicrelerin yiizdesi artmisken, MFI degeri degismemistir. KLRG1" yiizdesi bir miktar
azalmis ve MFI miktarlar1 istatistiksel olarak anlamli artmustir (Sekil 4.57). PD1”

hiicrelerin yiizdesi bir miktar artmis, MFI miktarlar1 ise bir miktar azalmstir.
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Sekil 4.56. DOE grupta REG1A overekspresyonunun kontrol inhibitér noktalar: {izerine
etkisinin dalakta incelenmesi. A) FOXP3" kapilama iginden ICOS*, KLRG1", PD1"

hiicrelerin ylizde ve MFI say1 grafikleri.
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Sekil 4.57. DOE grupta REG1A overekspresyonunun kontrol inhibitér noktalar: {izerine
etkisinin dalakta incelenmesi. A) FOXP3" kapilama icinden ICOS®, KLRG1', PD1"

hiicrelerin ylizde ve MFI say1 grafikleri. * p < 0.05
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5. TARTISMA ve SONUC

Reg ailesi iiyesi proteinleri dnemli antimikrobiyal peptidler olup dogustan gelen
bagisikligin temel bilesenleridir. Bugiine kadar yapilan c¢alismalarla Reg
proteinlerinin  daha ¢ok mikroorganizmalar iizerindeki Oldiiriicii  etkileri
bilinmekteydi. Hiicrenin membraninda por olusturarak ya da lipid tabakay1 bozarak,
iki fonksiyonla da mikrobisidal etki gostermektedir (Giuliani ve dig., 2008). Ayrica
ek olarak bazi yaymlarda Reg proteinlerinin bazi hiicrelerde (epitel, pankreas
hiicreleri gibi) reseptorleri olabilecegi boylece konagin kendi hiicrelerini etkileyerek
inflamasyonu farkli mekanizmalarla da etkileyebilecekleri gosterilmistir. Yapilan
calismalarda AMP’lerin immiinomodiilatér rolleri oldugunu patojenlerin disinda
baglanabildikleri hiicresel reseptorler ve etkiledikleri konaga ait hiicreler oldugunu
gostermistir. Katelisidin-iligkili antimikrobiyal peptit (CRAMP)’in ve insan ortologu
LL-37’nin EAE ve MS’de spinal kordta iiretildigi, farede astrosit kaynaklit CRAMP
susturmasmin EAE siddetini azalttig1, ayrica intratekal CRAMP enjeksiyonunun
hastalig1 siddetlendigi gosterilmistir (Bhusal ve ark., 2022). Kisa bir siire dnce beta-
defensinin T hiicrelerini dogrudan veya dolayli etkileyerek proksimal T hiicre sinyali
yolagmni baskilamis ve rekombinant beta defensin uygulamasinin graft versus host
hastaliginin siddetini azalttigi gosterilmistir. Alzheimer hastaligi baglaminda Ap
proteininin bir antimikrobiyal olarak ¢alistig1 son zamanlarda yapilan birgok yayinda,
hakkinda tartisma olmakla birlikte gosterilmistir (Stuart ve Franitza 2022). Ayrica
mikroglianin AP proteiniyle muamelesi mikroglia aktivasyonuna ve bir baska pro-
inflamatuvar AMP olan LL-37 iretimine neden olmustur. Dolayisiyla bir¢ok
AMP’nin yalnizca mikrobiyotay: etkileyerek degil, immiin hiicreler veya MSS veya
PSS {izerinde dogrudan dolayl etkilerle néroimmiinolojik hastaliklarin patogenezine

katkida bulunabilecegi degerlendirilmektedir.



Ancak bugiine kadar literatiirde bu antimikrobiyal protein peptidlerinin immiin

hiicrelerde dogrudan etkilerinin olup olmadig1 calismalara konu olmamistir. Bu

calismada birincil amag¢ olarak bu iic Reg proteininin immiin sistem {izerindeki

dogrudan veya dolayli etkisini insan T hiicresinde incelemek amaglanmis ve buna

doniik deneyler gerceklestirilmistir. Bu deneyler sonucunda;

v

Jurkat hiicreleri ve PBMC’lerde dogrudan rekombinant insan REGILA,
REG3A, REG3G proteinlerinin ex vivo ortamda proliferasyon, apoptoz, IL-2
iretimi ve aktivasyon markirlarma (CD69, CD25,CD127) baktigimizda reg
proteinleri bu parametrelerin hi¢birini etkilememistir.

Rekombinant insan REG1A proteininin ex vivo ortamda primer naive CD4"
insan T hiicrelerinin Th17 hiicrelerine farklilasmasia etkisi incelenmis ve
REG1A’nm yiiksek dozlarinda Th17 farklilagsmas1 azalttig1 goriilmiistiir.
Rekombinant insan REG1A proteininin ex vivo ortamda primer naive CD4"
insan T hiicrelerinin Treg hiicrelerine farklilasmasina etkisi incelenmis ve
REG1A’nm yiiksek dozlarinda Treg farklilagmasi azalttig1 goriilmiistiir.
Rekombinant insan REG1A proteininin ex vivo ortamda dendritik hiicre
olgunlasmasina etkileri incelenmis ve REGIA CD1lc ifadesini arttirmistir.
Diger ylizeydeki maturasyon markirlarinda dramatik bir etki yoktur.

Reg proteinlerinin gergekten calistigini teyit etmek amaciyla antimikrobiyal
etkinligi test edilmistir. REGIA, REG3A ve REG3G’ nm farkh
konsantrasyonlarinin S. aureus iizerine anti-mikrobiyal etkisi teyit edilmis ve
her ii¢ reg proteininin farkli konsatrasyonlarinda koloni sayilarinda azalma
belirlenmistir.

CD4" T hiicrelerinde tranfeksiyon ile susturma sonrast REG1A/REG3A
reseptorii oldugu diisiiniilen EXTL3 ifadesi azalmistwr. Ancak EXTL3
reseptoriiniin knock downu proliferasyon, IL-2 {iretimi ve aktivasyon markiri
olan CD69 ifadesini etkilememistir.

Naif farelerde (inflamasyon olmayan durumda) Reg overeksresyonunun 8.
glinii immiin sistem parametrelerine baktigimizda insan REG1A proteininin
sistemik overekspresyonu lenf nodda CD4" T hiicrelerini arttirmug, sitokin
profiline baktigimizda ise IL-10", IFN-g*, TNF-a" ve GMCSF" ifadesini

arttrmistir.
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v' Insan REG1A overekspresyonu naif farelerde lenf nodunda FOXP3™ ve
CD25+ ifadelerini de arttirmigtir. Dalakta non-treg hiicrelerde kontrol noktasi
inhibitorlerinden PD-1 artmustir.

v' REGI1A Plasmidinin overekspresyonu DOE Klinik skorlarini azaltmis, egri
altinda kalan alan degerlerini diisiirmiis ve demiyelinasyonu smirlamistir.

v' DOE farelerde (inflamasyon durumunda) 23. giin immiin sistem
parametrelerine baktigimizda lenf nodda CD4" T hiicre sayismni azaltmus,
Treg hiicrelerinin sayisini ve aktivasyon belirteci olan CD25 ifadesini
arttrnugtir. Ote yandan patojenik olan konvansiyonel Treg hiicrelerinin
sayisini ve CD25 ifadesini azaltmistir.

v' Ayrica naiflerde kontrol noktasi inhibitérleri periferde artmisken
immiinizasyon yaptigimiz DOE farelerde kontrol noktasi inhibitorleri hem

periferde hemde MSS’de azalmistir.

5.1. REG’in In Vitro Kiiltiir Sistemindeki Etkileri

Hem Jurkat hicrelerini hemde PBMC’leri insan REG1A, REG3A, REG3G
proteinleri dogrudan yada dolayli olarak etkileyip etkilemedigini arastirdik ve buna
dair bir takim bilimsel kanitlar elde etmeye ¢alistik. Bu baglamda proliferasyon,
apoptoz, IL-2 iiretimi ve CD69 ifadesine baktik.

Yaptigimiz detayli incelemede proliferasyon baglaminda baktigimizda Jurkat
hiicreleri iizerinde Reg proteinlerinin birbirinden farkli dozlar denendi ¢ok major
etkilerinin olmadig1 gézlendi.

Bugiine kadar birka¢ Reg ailesi iiyesinin, farkli sinyal yollarin1 aktive ederek farkli
hiicre tiplerinde proliferasyonu, farklilasmayi tesvik ettigi ve apoptozu Onledigi
gosterilmistir (Chen ve ark., 2019). Yapilan caligmalarda Regl A geninin asir1
ekspresyonu pankreatik kanser hiicrelerinde incelenmis ve hem in vitro hem de in
Vvivo olarak hizlandirilmis hiicre proliferasyonu ve timor bitylimesi ile sonuglandigi
gosterilmistir (Li ve ark., 2016b). Baska bir caliymada Regl eksikligi olan farelerde
kriptlerde kok hiicre proliferasyonunun azaldig1 ve ince bagirsakta villus boyunca
epitel gogiiniin bozuldugunu bildirerek, Regl'in bagirsak villoz yapismin korunmasi

ve yenilenmesindeki roliinii ortaya ¢ikarmistir. Bizim ¢alismamizin odaginda daha
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cok immiin hiicreleri oldu ve proliferasyon baglaminda doza bagli dramatik farklar
gozlenmedi.

REG3A’ nin, kolorektal kanser, gastrik kanser olmak iizere ¢ogu kanser tiirlerinde
etkisinin oldugu bildirilmistir (Lieu ve ark., 2005). REG3A’ nin ekspresyonunun
artmasindan dolayr tiimoér boyutunda biiyiime, olumsuz farklilagmalar, timor
evresinin daha hizli ilerlemesi ve daha diisiikk sag kalimla iligkili oldugu ve azalan
ekspresyon ile de hiicre migrasyonu ve invazyonunun inhibe edildigi bildirilmistir
(Ye ve ark., 2016).

Reg3A’nin, gastrik kanser hiicrelerinin invazyonunu, proliferasyonunu ve
apoptozisini diizenledigi bildirilmistir (Qiu ve ark., 2018). REG3A'nin bagirsakta
bakterisidal bir ajan olarak ve epitel hiicrelerinin apoptozunu azaltan ikili bir rol
oynadig1 gosterilmistir. Pro-segmentin varligi potansiyel olarak REG3A {ireten epitel
hiicrelerinin istenmeyen hasarmi 6nler. (Mukherjee et al . al., 2014). REG3y, grefte
kars1 konak¢r hastaliginda (GVHD) etkileri incelenmis ve hem bagirsak kok
hiicrelerinin (ISC'ler) hem de Paneth hiicrelerinin hem in vitro hem de in vivo

apoptozunu dnlemistir.

Bizim galismamizda dogrudan T hiicrelerinin apoptotik etkilerinin incelenmesinde
Jurkat hiicreleri ve PBMC’ler kullanilmistir. Bu ¢alismalarda kullanilan pg
dozlarinda bu {i¢ antimikrobiyal proteinin canliligi etkilemedigi gozlenmistir,

kullandigimiz dozlarda toksik bir etki goriilmemektedir.

Hem Jurkatlarda hem de PBMC’lerde bu ti¢ antimikrobiyal proteinin IL-2 itiretimi
iizerine etkilerinin olup olmadigini degerlendirdik. IL-2, T hiicre ¢ogalmasi ve
farklilagsmasi i¢in gerekli olan 6nemli bir sitokindir. Literatiirde bu 3 protein 6zelinde
IL-2 ile iliskili su ana kadar higbir ¢alisma yapismamistir. Reg proteinlerini dogrudan
T hiicrelerine verdigimizde kullandigimiz dozlar IL-2 iiretimini herhangi bir sekilde
etkilememistir. Bu sonuglar Reg proteinlerinin dogrudan IL-2 iiretimini
etkilemedigini gostermekle birlikte dolayli yollardan baska hiicreleri etkileyerek T
hiicresi lizerinde etkiler gostermesi muhtemeldir. Bizim deney kurgumuzda dogrudan
T hiicresi iizerine verildigi i¢in dolayli etkilerini gosterecek kanitlar sunmamigtir.
CD69 ekspresyon seviyeleri, erken T hiicresi aktivasyonunu degerlendirmek igin

kullanilir. Bu ¢alismada Regin ilk kez CD69 aktivasyon markirlar incelenmis ve
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suana kadar insan yada fare hiicrelerinde etkileri vitro ortamda bagka arastirmacilar
tarafindan test edilmemistir. Caligmada ilk kez rekombinant proteinlerin in vitro
kiiltiir ortaminda dogrudan T hiicre ve PBMC’lerin {lizerine atilarak incelenmistir.

Reg proteinleri direk T hiicresinin {izerine attigimizda proliferasyon, apoptoz, 1L-2
iretimi ve aktivasyon markirlari bakimindan etkilememistir. Ancak T hiicreleri
dentritik hiicreler ile birlikte caligmaktadir. Dendritik hiicreler, mikroglia ve
makrofajlar gibi antijen sunan hiicreler (ASH) tarafindan T hiicresi subsetleri aktive
edilir. Reg proteinlerini dentritik hiice iizerine attigimizda dentritik hiicreye cevaben
irettigi sey lizerinden hiicrelerin tlizerinde degisimler yaratarak T hiicresini dolayl
etkiliyor olabilir. Ciinkii sadece T hiicrelerini koydugumuz kiiltiirlerde bu etkiyi
gorememis olmak dolayli etkiyi dislamaz. Sonug¢ olarak dogrudan T hiicrelerinin
iizerine koydugumuzda dramatik bir etki goremedik ve baktigimiz parametreler
tizerinden Reg proteinleri bu cevabi etkilememektedir. Bu proteinlerin in vitro
ortamda dogrudan T hiicreleri lizerine etkileri ilk kez bu ¢alismada incelenmistir.

You ve arkadaglar1 yaptiklar1 bir calismada, miR-10a-3p restorasyonunun REG3A'y1
inhibe ederek Th17/Treg oranimi azalttigin1 ve Lupus nefritinde bdbrek hasarini
hafiflettigini gostermislerdir (You ve ark., 2020). REG1A proteininin ise bu zamana
kadar in vitro kiiltiir ortamuinda T hiicre farklilasmalarina etkileri tanimlanmamustir.
Bu calismada ilk kez T hiicre alt soylarina farklilasmada farkli antimikrobiyal reg
proteinlerinin etkileri incelenmistir. Th17 farkhlasmalarinda REGIA’nin yiiksek
dozlarmin T hiicrelerini 6ldiirdiigti gozlenmistir. Farkli liney¢ farklilasmalarinda
regin inhibe edici etkisi yokken sadece Th17 kondiisyonunda daha yiiksek doza bagl
bir etkinin oldugunu gérmekteyiz. Dolayisiyla REG1A’nin yiliksek dozlardaki Th17
farklilagmalar1 lizerinde bu azaltici etkisini hem IL-17A iiretimni baskilamak hemede
hiicre iizerine sitotoksik etki gostermis olma ihtimalinden kaynaklandigini
diistinliyoruz. Zira doza bagl olarak FSC-SSC grafiklerinde canli lenfosit gatelerinde
daha az hiicre gozlenmistir. Buradaki Th17 {izerindeki inhibisyon etkisi sitokin
kombinasyonundan kaynakli apoptotik etkinin daha belirgin hale gelmesiyle ortaya

¢ikmis olabilir.

Miyeloid hiicreler, IL-12, IL-23, IL-6 ve IL-1f iireten proinflamatuar M1 makrofajlar
veya IL-10/IL-4 iireten antiinflamatuar M2 makrofajlar T hiicre cevabmin

olusumunda Onemli rol oynar. Bu miyeloid hiicrelerin yanit1 farkhilasmig T
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hiicrelerinin etkisi altindadir (Milo, 2019). Calismamizda Reg proreinlerinin antijen
sunan hiicreler araciliiyla T hiicre iizerine yapabilecegi muhtemel -etkileri
degerlendirmek amaciyla dentritik hiicreler farklilastirilarak Reg proteinlerinin
farklilagsmaya ve kostimiilator molekiillerin ifadelerine etkisini inceledik. Bu
baglamda REG1A’nin farkli dozlar1 CD1l1c ifadesini arttirmistir ancak ytlizeydeki
diger maturasyon markirlarinda dramatik bir etkisi yoktur. Literatiirde bu baglamda bir

caligma bulunmamaktadir.

Reg proteinleri EXTL3 reseptorii lizerinden hiicrelere baglanabilecegi ve bir sinyal
kaskadi1 olusturarak proliferasyonu etkiledigi bir takim ¢alismalarda rapor edilmistir
(Chen ve ark., 2019). Reg3y-Extl3 baglanmasmin sinyal yolaklarini aktive ederek
keratinosit proliferasyonunu ve farklilasmasini diizenledigi gosterilmistir (Lai ve ark
2012). Ayrica Regla'nin siganlarda EXTL-3 reseptoriinii baglayarak norit
biiyiimesini uyardigi bildirilmistir (Marz-Weiss ve ark., 2011). Bu nedenle EXTL3
reseptoriiniin blokajinin Reg aracili bu hiicre davranisinda degisiklikler olusturup
olusturmayacagmi test etmek i¢in EXTL3’ili susturma deneyleri yaptik ve EXTL3
susturmasinin transfeksiyona etkilerini inceledik. Yaptigimiz bu deneyde EXTL3 iin
basarili bir sekilde susturuldugunu konfirme ettik. EXTL3 reseptoriiniin susturulmasi
proliferasyon, IL-2 iretimi ve aktivasyon markirt olan CD69 ifadesini
etkilememistir. Volpi ve arkadaslar1 (Volpi ve ark., 2017) EXTL3 mutasyonlarinin
Primer Immiin yetmezlige neden oldugu ve T hiicre gelisimini diizenledigini,
EXTL3’iin yoklugunda T hiicrelerinin gittigini bildirmislerdir. Bizim sonuglarimiz
olgun T hiicrelerinde EXTL3 susturmasinin en azindan izledigimiz parametreler
acisindan dramatik etkiler yaratmadagina isaret etmektedir. Dolayisiyla EXTL3’e
olan ihtiyacin T hiicrelerinin erken gelisim safhalarinda dah fazla oldugu yorumu

yapilabilir.

Reg proteinlerinden, insan REG3A ve fare Reg3y, bagirsak mikrobiyotasinin
diizenlenmesine katkida bulunan antimikrobiyal peptitler olarak islev goriir (Chen ve
ark., 2019; Vaishnava ve ark., 2011). Reg3 proteinleri esas olarak ince bagirsak
boyunca eksprese edilir ve bakterisidal aktivite yoluyla konak¢i savunma siirecini
modiile eder. Bagirsaklarda Lactobacillus reuteri, tip-3 dogal lenfoid hiicreler

(ILC3'ler) tarafindan eksprese edilen aril hidrokarbon reseptdriinii (AhR) aktive
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ederek IL-22 sitokininin {iretimi artirir. Patojen istilasna yanit olarak hizla
REG3y'min bagirsak epitelyal hiicre ekspresyonu artar. (Cheng ve ark., 2019; Murray
ve Perdew 2017; Sonnenberg ve ark., 2011) REG3y ve REG3p, Enterococcus
faecalis Listeria monocytogenes ve Yersinia pseudotuberculosis dahil olmak tizere
spesifik bakteriyel enfeksiyonlara karst koruma saglar (Abreu 2010; Burger-van
Paassen ve ark., 2012; Dessein ve ark., 2009; Gallo ve Hooper 2012; Mukherjee ve
Hooper 2015).

Bizde c¢alismamizda Jurkatlardaki verilerimizin anlamli olamamasi nedeniyle
proteinlerin ¢alistigindan emein olmak amaciyla Reg proteinlerinin S.aureus
tizerinde antimikrobiyal etkisini degerlendirmek istedik. Her ii¢ reg proteininin
farkl konsatrasyonlarinda test edilen bacteri koloni sayilarinda pleylerde doza bagh
azalma belirlenmistir. Boylece calismamizda kullandigimiz rekombinant proteinlerin

test edilmis ve bu proteinlerin ¢alistig1 dogrulanmaistir.

Yaptigimiz calismalar sonucunda proteinlerimizin antimkrobiyal etkisinin oldugunu
ancak sonuclarimizin T hiicre baglaminda ¢okta farkliliklar gostermedigini gordiik.
Bu veriler proteinlerin Th17 hiicreleri veya farklilagsmalar1 iizerinde dogrudan etkileri
olabilecegine baz1 baska parametreler agisinda ise gdzlenebilir etkilerinin olmadigina
isaret etmektedir. Bundan yola ¢ikarak bu in vitro verileri daha iyi anlayabilmek ve
ayrica bu hiicrelerden bagimsiz REG1A’nin T hiicreleri lizerindeki dolayl etkilerini
de degerlendirmek amaciyla bu proteinlerin in vivo overekspesyonla hastalik

olmayan homeostatik durumda ve hastalik durumunda etkilerini test etmeyi istedik.

5.2. REG1A Overekspresyonunun In Vivo Homeostatik Durumda immiin

Sistem Parametrelerine Etkileri

Onceki calismalar, gesitli tiirlerde ndronlarda Reg ailesi proteinlerinin iiyelerinin
ekspresyonunu gostermistir. REG1A’nin noronal biiyiimede rol aldigr bildirilmistir
(van Ba ve ark, 2012). REG1 ve REG3 ekspresyonu, Alzheimer hastalarmin
plaklarinda ifadesi ve beyin omurilik sivisinda varligi rapor edilmistir (Ozturk ve
ark., 1989). Regla nin daha 6nce ndronlarda expresyonunun etkilendigi bildirilmis
oldugu icin biz bu calismada koruyucu etkisinin olabilecegini diisiindiik ve

overekspresyonlarini denemek istedik.
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Naif farelerde overekspresyonun konfirme edilmistir. Overekspresyonun
(inflamasyon olmayan durumda) 8. giinii immiin sistem parametrelerine baktigimizda
insan REG1A proteinin sistemik overekspresyonu lenf nodda CD4" T hiicrelerini
arttirmis, sitokin repertuvarina baktigimizda ise IL-10 ifadesini arttirmistir. Diger

sitokinleri etkilememistir.

Insan REG1A overekspresyonunun naif farelerde lenf nodunda FOXP3* ve CD25"
ifadelerini de arttrmuistr. Hem lenf nod hemde dalakta checkpoint inhibitorleri
artmistir. Naif farelerde overekspresyonu genel anlamda immiin sistem parametreleri
iizerine etkilerine baktigimizda lenf nodunda bir miktar etki gdstermistir.
REGI1A’nmn lenf nodunda etkiliyor olmasi dalakta bu etkinin gozlemlenmemis

olmas1 mikrogevenin bu baglamda onemli olabilecegine isaret etmektedir.

5.3. REG1A Overekspresyonunun Inflamasyon Durumunda immiin Sistem

Parametrelerine Etkileri

REGI1A proteininin hidrodinamik enjeksiyonlarla overekspresyonlarmin T hiicreleri
tizerine etkileri in vivo MS fare modeli olan DOE’de incelenmeis ve bu baglmada
terapotik etkilerine ilk kez bu calismada bakilmistir ve REG1A’nin bu modelde
hastalik skorlarini azaltabilecegi in vivo etkileri ilk kez bu proje Onerisinde

gosterilmistir.

MOG35-55 immiinizasyonu ile DOE olusturulan farelerde hidrodinamik
enjeksiyonlarla miirin Reg3g plazmidinin overekspresyonunun beyine patojen T
hiicre infiltrasyonunu artirdigini, Treg hiicre miktarmi azalttigin1 ve DOE siddetini

farelerde arttirdigini rapor ettik (Eken ve ark. (2021).

Gergeklestirdiimiz bu ¢alismada ise kullandigimiz miirin REG1A’s1 degil insan
REGI1A’sidir. Fare Regl ile % 72-74 benzerlik gostermektedir (Chen ve ark., 2019).
REG1A plazmidinin overekspresyonu bu ¢alismada DOE Klinik skorlarini azaltmis,
egri altinda kalan alan degerlerini diisiirmiis ve demiyelinasyonu smnirlamustir. ilk
yapilan immiinizasyon sonrasinda farelerde bir defalik bir hidrodinamik enjeksiyonla
REGI1A overekspresyonu gerceklestirilmistir. Fare Regla’s1 ile benzerligi % 100
homoloji olmadigindan birinci immiinizasyondan sonra antikorlar gelistirebilecek ve

buna bagl olarak etkinligini azalacaktir. O yilizden birkez yaptigimiz immiinizasyon
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sonrasinda erken donemlerde etki daha belirgin olacaktir. Ileriki calismalarda fare
Regla’st kullanilmast ve deneylerin bu sekilde tekrar edilmesi bu baglamda 6nem

arz etmektedir.

Bircok calismada Treg hiicrelerinin supresif hiicreler oldugu ve immiin hiicreleri
inhibe ederek MS patogenezini yavaglattigi gosterilmistir. (Danikowski ve ark.,
2017; Mastorodemos ve ark., 2015; Ziegler, 2006). Treg hiicreleri yiizeylerinde
yiiksek diizeyde IL-2Ra (CD25)’y1 da ifade eder. CD4" CD25" Treg hiicreleri,
otoimmiinitenin aktif baskilanmasi i¢in gereklidir (Fontenot ve ark., 2003). IL-2
reseptorii, a (CD25), B (CD122) ve v (yc) zincirleri olmak tizere 3 farkli alt birimden
olusur. Treg hiicrelerine IL-2 sinyallerinin iletilmesi i¢in dnemli olan CD122 (Bc) ve
yc ile birlikte IL-2'ye yiiksek afiniteli baglanma saglayan CD25'in ifadesidir. IL-2
sinyal iletimi, CD25'in ekspresyonu ile gerceklesir (Boyman ve ark., 2015). Ayrica
Treg hiicreleri IL-10, IL-35 ve TGF-B gibi sitokinlerin iiretiminde de onemli rol
oynar (Oral, 2018). Yapilan ¢alismalar IL-10'un otoimmiin hastaliklarda potansiyel
terapotik bir etkisinin oldugunu gostermistir. Ratlara rekombinant IL-10 uygulanmasi
DOE gelisimini 6nlemektedir (Rott ve ark., 1994). MSS icindeki IL-10 mRNA
ekspresyonu artis1 ile DOE 'in klinik seyrinin iyilesmesi ile bir korelasyon
gostermektedir (Diab ve ark., 1997; Kennedy ve ark., 1992). Bir diger ¢alismada
Inflamatuar barsak hastaligr modelinde MS hastaliginda kullanilan ilaglardan olan
Glatiramer asetatin etkisine bakilmis ve TNF-a ve IL-6 iiretimini azalttigini, 1L-10

sitokinini arttirdigini bulmuslardir (Touw ve ark., 2018).

Gergeklestirdigimiz calismada ise DOE farelerde (inflamasyon durumunda) 23. giin
immiin sistem parametrelerine baktigimizda REG1A overekspresyonu lenf nodda
CD4" T hiicre sayisin1 azaltmis, Treg hiicrelerinin sayismi ve aktivasyon belirteci
olan CD25 ifadesini arttirnustir. Ote yandan patojenik olan konvansiyonel Treg
hiicrelerinin sayisi1 ve CD25 ifadesini azaltmistir. Ayrica periferde lenf nodunda
otoimmiinitenin baskilanmasinda gdrevli regiilator T hiicrelerinin sayisini artirmustir.
Ayrica beyinde ise T hiicre ¢ogalmasini ve farklilagmasini uyaran en 6nemli sitokin
olan IL-2 miktar1 ile proinflamatuar sitokin olan TNF-a miktarini azaltmis ve

supresif sitokin olan IL-10 miktarni ise arttirmustir.
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Ayrica naif farelerde kontrol noktasi inhibitdrleri periferde artmisken, immiinizasyon
yaptigimiz DOE farelerde kontrol noktasi inhibitdrleri hem periferde hemde MSS’de

azalmistir. Iimmiinisazyon bunu baypas etmis olabilir.

Sonug olarak REG1A nin overekspresyonunun in vivo bir takim etkilerini daha ¢ok
periferde gozlemledik, beyinde bazi parametreler agisinda dramatik bir etki
gozlemlemedik. Farelerin immiinizasyondan 23 giin sonra sakrifiye edilmis olmasi
dolaysiyla zamansal olarak etki araligi kagirilmis olabilir. Onceki calismalarimiz
hidrodinamik enjaksiyonlardan sonraki 7-10 giinliik zaman araliginda ekspresyonun
devam ettigi gosterilmistir (Eken ve ark., 2011; Eken ve ark., 2014). Dolayistyla 21
giin stireye ulasan bu DOE deneyinde 10.giinden sonra proteininin sistemik etkisisnin
azalmas1 nedeniyle anti-inflamatuar etkinin azalmasi muhtemeldir. Daha sonraki
calismalarda etkiyi goOsterebilmek adina bu deney 2 doz enjeksiyon veya

rekombinant protein verilmesi ile tekrarlanabilir.

Ozetle bu calisma kapsaminda literatiirde ilk kez REG1A, REG3A ve REG3G’nin
primer T hiicreleri, Jurkat T hiicreleri iizerine etkileri ex vivo deneylerle karakterize
edilmis, REG1A’nin fare MS modelinde koruyucu etkileri incelenmis ve REG1A’nin
profilaktik etkinkinligi konusunda umut vaat eden sonuglar alinmistir. Bu baglamda

Erciyes tiniverstesi araciligi ile patent bagvuru yapilmistir.
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