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OZET

KARAASLAN S., BMPR1A’nin Plazma Hiicrelerinin Gelisimine Etkisinin ve
Germinal Merkez Dinamiklerindeki Oneminin Arastirilmasi. Hacettepe
Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Tiimér Biyolojisi ve Immiinolojisi
Programm Doktora Tezi, Ankara, 2021. Bone morfogenetik protein reseptér 1A
(BMPR1A) sinyal yolagi eriskin ve embriyonik kok hiicrelerde ayni zamanda erigkin
lenfoid hiicrelerde kendini yenileme, ¢cogalma ve farklilismayi diizenler. Bu ¢alismada,
B hicrelerinde kondisyonel Bmprla kaybi olan transgenik fareleri ve yeni
Bmprla.IRES.EGFP fareleri kullanarak BMPR1A’nin germinal merkez dinamiklerini
ve kemik iligi plazma hiicre kompartmaninin olusumunu diizenledigini gosterdik.
C57BI/6J (B6) farelerde, Bmprla mRNA’sinin germinal merkez B hucreleri (GMBH),
hafiza B hiicreleri (HBH) ve kemik iligi plazma hiicreleri (KIPH) iginde yiiksek
diizeyde oldugunu saptadik. B hiicre-spesifik Bmprla kaybi olan farelerde, GMBH
kompartmani1 boyutunun kontrol farelerin % 77’sine diistiigiinii ve 1gG1* KiPH
kompartmanmin kontrol grubunun % 34’iine geriledigini saptadik. Benzer sekilde,
yiliksek afiniteli IgG1 ve orta afiniteli IgM antikorlar1 serumda azaldi. T-bagimh
cevapta BMPR1A’nin 6nemine ragmen, T-bagimsiz cevapta BMPR1A sinyali gerekli
degildi. Sinif-degisim mekanizmas1 da Bmprla yoklugunda etkilenmedi. Ilging
sekilde, Bmprla ifadesi Xbpl, IRF-4 ve Blimp1l ifadesi yiiksek olan germinal merkez
B hicre alt grubuna 6zglydi. Bmprla.eGFP fare calismalar1 Bmprla ifadesinin
germinal merkez B hiicrelerinde zaman i¢inde arttigmi ve KiPH populasyonunun bir
alt-grubunda Bmprla’nin yiiksek diizeyde oldugunu gosterdi. Genel olarak, bu
calisma BMPR1A sinyalinin germinal merkez dinamiklerinin diizenlenmesinde ve T-

bagimli cevapta kemik iligi plazma hiicresi olusumunda rolii oldugunu gosterdi.

Anahtar Kelimeler: BMPR1A, BMP sinyal yolagi, B hiicre immiin cevabi, dalak
plazma hicresi, germinal merkez reaksiyonlari, kemik iligi plazma hiicresi, kemik

morfogenetik reseptor la

Bu ¢alisma, NIH tarafindan desteklenmisgtir.
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ABSTRACT

KARAASLAN S., Investigation of The Effect of BMPR1A in Plasma Cell
Development and Its Importance in Germinal Center Dynamics. Hacettepe
University Graduate School of Health Sciences Ph.D. Thesis in Tumor Biology
and Immunology Program, Ankara, 2021. The bone morphogenetic protein receptor
1A (BMPR1A) signaling pathway regulates self-renewal, proliferation, and
differentiation in embryonic and adult stem cells as well as in adult lymphoid cells.
Here, using transgenic mice with conditional deletion of Bmprla in B cell and novel
Bmprla.IRES.EGFP reporter mice, we demonstrate that BMPR1A signaling regulates
germinal center dynamics and establishment of bone marrow plasma cell
compartment. In C57BI/6J (B6) mice, Bmprla mRNA was upregulated among
germinal center B cells (GCBC), memory B cells (MBC) and bone marrow plasma
cells (BMPC). In mice with B-cell specific Bmprla deficiency, the size of the GCBC
compartment were reduced to 77 % that of wildtype control mice and the size of IgG1*
BMPC compartment were diminished to 34 % that of controls. Similarly, high affinity
IgG1 and moderate affinity IgM antibodies in serum were decreased. Despite the
importance of BMPR1A in T-dependent response, T-independent immune response
didn’t require the BMPR1A signaling. The class switch mechanism was also not
affected in the absence of Bmprla. Interestingly, Bmprla expression was unique to a
subset of germinal center B cells which has high Xbp1, IRF-4, and Blimp1 expression.
Bmprla.eGFP mice studies showed that the expression of Bmprla in GCBC increases
over time and Bmprla is upregulated in a subset of BMPC population. Overall, this
study shows that BMPR1A signaling plays a role in modulating the germinal center

dynamics and the formation of T-dependent bone-marrow plasma cells.
Keywords: BMPR1A, BMP signaling pathway, bone marrow plasma cells, bone
morphogenetic protein receptor 1a, B cell immune response, germinal center reactions,

splenic plasma cell

This work was supported by NIH.
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1. GIRIS

Enfeksiyonlara kars1 etkili, giicli ve yiiksek kalitede immiin cevap
olusturabilmek ve bu immiin yanitin tekrarlanabilirligi saglikli yasamm 6nemli bir
kriteridir. Uzun siire dolasimda kalan antikorlar, kemik iliginde bulunan uzun émiirlii
plazma hiicresi, hafiza B hiicresi ve hafiza T hiicresinden olugan immiinolojik hafiza;
dogal immiinitenin ve asiya bagli immiin yanitin temelini olusturmaktadir.

T-bagimli antijene maruziyetten sonra gergeklesen B-T hiicre etkilesimi etkin
bir immiin yanit i¢in 6nemli bir agsamadir. Bu etkilesim sonucunda, antijen ile
aktiflesen B hiicreler ¢ogalmaya baslar ve ii¢ ayri yol ile farkli hiicre tiplerine
yonlendirilir: ekstrafolikuler antikor sentezleyen hicreler, germinal merkez-bagimsiz
hafiza B hiicreleri ve germinal merkeze giren hiicreler (1). Folikiler alanda
gerceklesen etkilesim sonucunda g¢ogalan B hiicreleri farklilasarak ¢ok miktarda,
diistik afiniteli antikor {ireten, kisa omiirlii plazmablastlara doniisiir (2). Bu erken
immiin yanit sirasinda bazi hiicreler antikor sentezleyen uzun Omiirlii hiicrelere de
dontigebilir ve uzun siireli antikor titresine katki saglar (3). Mutasyona ugramamis,
diistik afiniteli ve klasik hafiza belirteglerini az miktarda bulunduran germinal merkez
bagimsiz hafiza B hiicreleri de erken immun yanit sirasinda ekstrafolikiler alanda
uretilir (4, 5). Birkag giin sonra etkilesim i¢inde olan bazi B ve T hiicreleri Bcl6
eksprese etmeye baslar, kemokin ve kemokin reseptor ekspresyonu degisir ve folikiile
goc eder (6). Burada g¢ogalmaya devam eden hiicreler biiyiiyen germinal merkezi
olusturur (7). Germinal merkezin koyu zon bolgesinde hizla ¢ogalan B hiicreler,
somatik hipermutasyona ugrar ve antijene farkli afiniteleri olan hiicreler iretilir (8).
Akabinde ag¢ik zonda folikiiler T-yardimc1 hiicreleri ve folikller dendritik hicrelerle
etkilesim sonucunda afinite bagimli se¢ilim gergeklesir (8).

Sonugta, tam olarak anlasilamayan bir mekanizmayla germinal merkez B
hicreleri, plazma hiicrelerine ve hafiza B hiicrelerine farklilasir (9, 10). Plazma
hiicreleri, antijenlere yeniden maruz kalma durumunda ilk savunma hatti olarak konagi
koruyan antikorlarn devamliligini saglar. Savunma i¢in yeterli antikor
bulunmadiginda, hafiza B hiicreleri yiiksek afiniteli yeni antikorlar iiretmek icin

aktiflesir (11).



Germinal merkez reaksiyonlarinin en iist noktasinda germinal merkez B
hiicreleri ¢ok sayida bulunurken, hafiza B hiicresi ve plazma hiicre sayisinin az olmasi,
farklilagmayi tetikleyen olaylarin nadir oldugu diislincesini uyandirir. Bu olaylar ¢ok
iyl anlagilamamistir. T hiicre etkilesiminin bu farklilasmada yapici oldugu
bilinmektedir. CD40L sinyalinin in vivo ortamda germinal merkez B hiicrelerinin
hafiza hiicre fenotipine doniisiimiine Onciiliik ettigi daha once yapilan ¢alismalarda
gosterilmistir (12). T hiicreler tarafindan iretilen 1L-10, IL-2, CD40L, CD24 gibi
sitokinler hafiza B ve plazma hiicresine farklilasmay: etkilemektedir (13).

Daha once yapilan ¢aligmalarda, germinal merkez mikrocevresinin hafiza B
hiicresi ve plazma hiicresi gelisimini etkiledigi gosterilmistir (14, 15). Ancak bu
stirecin nasil gergeklestigi tam olarak aydinlatilamamistir. Hafiza B hiicreleri ve
plazma hiicresi kompartmanlarina secilimin farkli bir siire¢ oldugu anlasilmis ancak
bunu belirleyen kriterlerin neler oldugu anlagilamamistir. Hafiza B hiicrelerini daha
iyi anlamak amaciyla Tomayko ve ark. (16) tarafindan daha 6nce yapilan gene
ekpresyon profillendirme ¢alismalarinda, hafiza B hiicreleri ile onlarin naif ve
germinal merkez hiicre Onciileri arasinda gen ekspresyonunda farkliliklar oldugu
ortaya konmustur. Kok hiicrelere kendini yenileme ve farklilasma niteligi saglayan
genlerin, hafiza B hiicrelerinde artmis oldugu saptanmistir (16). Bu bulgu, hafiza B
hiicrelerinin sekonder kok hiicrelere benzer uzun édmdarli olma, kendini yenileme ve
asimetrik farklilasma 6zelikleri oldugunu 6ne siiren diger ¢alismalar1 destekleyicidir
(17, 18). Bu genler arasinda, kemik morfogenetik protein reseptoérla (bone
morphogenetic protein receptorla, BMPR1A) dnemlidir, ¢linkii hem insan hem de fare
hafiza B hiicrelerinde arttig1 farkli arastirmacilar tarafindan gosterilmistir (16, 19).

BMPR1A, Smad molekiilleri araciligi ile sinyal iletimini gerceklestiren
transmembran serin/treonin kinaz reseptérudur. Kemik morfogenetik protein (Bmp)
ailesi tyelerinin BMPR1A reseptoriine baglanmasi sonucu aktiflesen sinyal yolagi,
hedef genlerin transkripsiyonunu dizenler (20, 21). Cesitli Bmp agonist ve
antogonistleri tarafindan uyarilan Bmp sinyal yolaginin, B hiicre cevabinin
sekillenmesinde, plazma hiicre farklilasmasinda ve hafiza B hiicresi varligmi
stirdiirmesinde 6nemli rol oynadigi farkli ¢alismalarda one siirilmiistiir (22-25). In-
vitro caligmalar, insan naif ve hafiza B hiicrelerinde Bmp sinyalinin uyarilmasi

sonucunda, plazma hiicre farklilagmasinin ve CD40L/IL21 aracili immiinoglobulin



tretiminin  etkilendigini gostermistir (22). Ayrica, Bmp7’nin in-vitro kultir
calismalarinda naif, hafiza B ve germinal merkez B hiicrelerinde apoptozisi uyardigi
saptanmustir (23).

Ozet olarak, tiim bu calismalar germinal merkez hiicre reaksiyonlarinda, hafiza
B hiicresi ve plazma hiicresi olusumunda BMP sinyal yolaginin etkili, kritik bir rolii
oldugu hipotezini desteklemektedir. BMPR1A daha 6nce B hiicre cevabinda ¢ok az
calisilmis olup germinal merkez B hicreleri ve plazma hiicresi Uzerindeki etkisini

gosteren in-vivo ¢alismalar sinirlidir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Adaptif Immiin Yamt ve B Hiicre immiin Cevab1

Giiglii bir immiin sistem hematopoetik kok hiicrelerden farklilagsan ve dolagima
katilan I6kositler araciligiyla olusur. Enfeksiyonlara karsi dengeli bir immiin yanitin
olusturulmasi ise genetik ve ¢evresel faktorlerin etkisinde gerceklesir. Adaptif immiin
Ozellikler genetik faktorlerden daha c¢ok etkilenirken, dogal immiin yanit ¢evresel
faktorlerden daha cok etkilenir. Ozellikle, diyet, mikrobiyom ve enfeksiyonlar gibi
cevresel faktorler dogal oldiirticii T hiicreler (NKT), yo T hiicreler, monositler ve Bl
hiicreler Gzerinde etkiliyken; dendritik, B2 hicre, CD4 ve CD8 hiicreler genetik
faktorlerden daha ok etkilenir (26).

Adaptif immiin sistem i¢inde smiflandirilan B hucrelerin pek ¢ok 6nemli rolleri
vardir. Antijen sunma, sitokin sentezleme, lenf dokularini olusturma ve daha c¢ok
bilindigi gibi antijene baglanan antikorlari sentezleme bu goérevlerden bazilaridir (27).
Antijen spesifik antikorlar, yapilar1 birbirinin ayni olan agir zincir ve hafif zincirlerden
olusur. Bu zincirlerdeki degisken bolgeler spesifik antijenleri baglama o6zelligine
sahipken, sabit bolgeler immiin sistemin diger elemanlart ile etkilesir (28).

Kemik iliginde B hiicreler kok hiicrelerden IL-7 etkisinde farklilasir ve
IgM/IgD ylizey ifadesi tastyan olgun B hiicrelerine doniisiirler. Bu gelisim siirecinde
B hiicreler rekombinaz enzim kompleksi (RAG1/RAG2) aracilifi ile pes pese agir ve
hafif zincir diizenlemesi sitirecinden gecer. Bu siirecte aktif olan terminal
deoksinukleotidil transferaz (Terminal deoxynucleotidyl transferase, TdT) enzimi de
rastgele nukleik asit eklemeleri yaparak V(D)J rekombinasyonuna ek olarak baglanti
bolgelerine degiskenlik ekleyerek B hiicre antikorlarina daha da ¢esitlilik kazandirir
(Sekil 2.1, (29)).

B hiicreler bulunduklar1 yere gore farkl alt gruplara ayrilir. Olgun B hiicrelerin
cogu folikiillerde bulunur ve folikiiler B hiicreler olarak adlandirilir. Dalakta kirmizi
ve beyaz pulpa arasma yerlesen marjinal zon hiicreleri, periton ve ploral kavitelerde
bulunan B1 hiicreleri de diger B hiicre gruplarindandir. Uzun 6miirli, aktive olmamus,
sessiz (quiescent) folikiler B hticreleri PAX5 (paired box protein 5), PU.1, interferon
duzenleyici faktor 8 (IRF8), BACH2 (BTB domain and CNC homolog 2) eksprese



ederken, antijenler tarafindan aktive olan B hiicreleri bunlara ek olarak diisiik diizeyde
IRF4 ifade eder. Marjinal zon ve B1 hiicreleri de folikiler B hicreler gibi PAX5, PU.1-
IRF8, BACH2 ifade ederler. Bu hiicrelerin farkli 6zelligi ise kendilerini
yenileyebilmeleridir (30). ilging olarak PAX5’in sadece sessiz B hiicrelerde degil,
germinal merkez ve hafiza B hiicrelerinde de eksprese olmasi B hiicrelerinin farkli alt
grup ve gelisim basamaklarindaki global bir belirte¢ oldugunu gostermektedir. Bunun
yaninda PAXS plazma B hiicre farklilasmasi sirasinda yok olur (31).

Antijenle etkilesen B hiicreler antijenin yapisina baglh olarak ve bunun
sonucunda T hiicrelerden gelen yardima bagli olarak farkli immiin cevaplar olusturur.
B hiicre yiizey reseptorlerinin (BCR) T-bagimli antijenle etkilesmesi sonucu kismen
aktiflesen B hiicreler dalakta T-B hiicre sinirina go¢ eder, cogalir ve T hiicrelerle
etkilesir. Dalakta T-B hiicre sinirinda ya da lenf nodlarinda folikiiller arasi alanda
etkilesmeye devam eden B ve T hiicrelerinde Bcl6 transkripsiyonel baskilayic faktor
artis1 olur ve bununla beraber diger kiiciik molekiillerle etkilesen reseptorler ifade
edilir. Sonugta ¢ogalan hiicreler folikiile gé¢ ederek germinal merkezi olusturur (32).

B hiicre cevabi T hiicre yardim1 olmadan da gergeklesebilir. Monomer halinde
olan antijenler T hiicrelerden sentezlenen ko-uyaran sitokinler olmadiginda B hiicre
aktivasyonu saglayamazken, bakteriyel lipopolisakkarit gibi bazi polimer yapidaki
polisakkaritler ve proteinler B hiicrelerin antikorlarini birbirine baglayarak immiin
yanit olusturur. Bu yanitta olusan antikorlar somatik mutasyona ugramadigi i¢in daha

zayif sekilde antijenlere baglanma giiciine sahiptir (29).
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Sekil 2.1. B hiicre gelisimi ve farklilasmasi. (29)’den uyarlanmaistir.

2.1.1. Germinal Merkez B Hucreleri

Enfeksiyonlara karsi savasta asinin 6nemi uzun yillar 6nce anlagilmis ve ortaya
c¢ikan her yeni enfeksiyon etkili bir ag1 gelistirmenin kritik bir basamak oldugunu bize
hatirlatmigtir.  2019-nCoV  olarak adlandirilan yeni bir virlisin COVID-19
pandemisine yol agmasi etkili ve hizli bir as1 ile saglanacak koruyucu immiinitenin ne
kadar 6nemli oldugunu tekrar gostermistir (33). Cogu basarili as1 etkin koruma igin
yiksek afiniteli antikorlarin olusturuldugu immiin cevabi temel alir. Bu cevabin kilit
taglart T hiicreler ve uyardiklar1 B hiicrelerin ¢ogalmasi ile olusan germinal
merkezlerdir (34). Bu nedenle germinal merkez reaksiyonlarini ve sonucunda olusan
uzun Omiirlii plazma hiicresi ve hafiza B hiicrelerini anlamak 6nemlidir.

As1 antijenlerinin viicuda girmesi ile beraber, ‘tehlike sinyalleri’ monositleri
ve antijen sunucu hiicre grubunun énemli Gyeleri olan dendritik hiicreleri as1 bolgesine
cagirir. Burada antijenlerle etkilesen olgunlasmamis dendritik hiicreler hizli bir
olgunlasma siirecinden gecerek yiizey molekiillerini degistirirler. Bu hiicreler

tarafindan hiicre igine alinan antijenler lenfatikler aracili ile lenf nodlarina ve kan



araciligi ile dalaga taginir. Burada dendritik hiicreler T ve B hiicreleri ile etkilesime
geger ve onlari uyarir (35).

Enfeksiyon ya da asilama ile lenf nodlarina ve dalaga ulasan antijenlere karsi
temel olarak ii¢ farkli yanit olusturulur: ekstrafollikiiler cevap, erken hafiza B
hiicrelerine farklilasma ve germinal merkez reaksiyonlar1  (1). Ik adimda
ektrafolliikiiler alanda hizli bir sekilde B hiicreleri ¢ogalir, smif-degisimi
mekanizmasindan gecer ve antikor sentezleyen kisa Omiirli plazma hiicrelerine
farklilasir (10). Bu cevap sirasinda somatik hipermutasyon olarak adlandirilan yiiksek
afiniteleri antikorlarin sentezlenmesinde 6nemli olan mekanizma ¢ok etkin islemedigi
icin olusan plazma hiicreleri diisiik/orta afinitelidir (1). Antijenik uyarim sonrasi
dalakta ve lenf nodlarinda antijene 6zgii B hiicrelerinin ¢ogaldigi ve farklilastig
dinamik yapilar olusur. Germinal merkez olarak adlandirilan bu yapilarda, T hiicre ve
follikiiler dendritik hiicrelerin yardimiyla B hiicrelerin antikor sinif-degisimi, afinite
olgunlasmasi, ¢ogalmast ve secilmesi gerceklesir. Sonucta antijene 0zgii yiiksek
afiniteli B hiicreleri uzun Omiirlii plazma hiicrelerine ve hafiza B hiicrelerine
farklilagir.

Germinal merkez temelde koyu (dark) ve agik (light) zon olarak adlandirilan
iki ayr1 kompartmandan olusur. Koyu zonda yiiksek diizeyde CXCR4 ifadesi olan
sentroblastlar CXCL-12 sentezleyen retikiiler hiicre agi ile etkilesir, ¢ogalir ve somatik
hipermutasyona ugrar (11, 36). Sonucunda olusan CXCR-5 eksprese eden sentrositler,
CXCL-13 sitokinin oldugu agik zona go¢ eder (11). A¢ik zonda sentrositler folikiiler
dendritik hucrelerde bulunan antijenleri yakalayarak T-yardimci hiicrelerine sunarlar.
T-yardimci hiicrelerle arasindaki etkilesim sonucunda yasam sinyallerini alan sentrosit
hiicreleri ‘pozitif secilim’ ile yeniden koyu zona girerek tekrar ¢cogalma ve somatik
mutasyona ugrayarak afinitesi daha yiksek olan hiicrelere doniisiirler (37). Bu sirada
antijenle yeterince etkilesmeyen ve hasarli BCR reseptorii tagtyan B hiicreleri ile kendi
antijenlerimize karsi reaktif olan B hiicreleri negatif seleksiyona ugrar ve apoptoza
gider (38). Ayni1 zamanda agik zondaki sinyallere bagli olarak hiicrelerin bir kismi
plazma hiicresi ve hafiza B hiicresi kompartmanlarina secilir. Bu kompartmanlara
secilen hticreler koyu zona girer ve tekrar acik zona déonmeden T hiicre-koyu zon

siirindan germinal merkezi terk eder (38, 39).



Germinal merkez reaksiyonlari sirasinda gerceklesen pozitif ve negatif secilim,
plazma ve hafiza B hiicresi kompartmanlarina farklilasma gibi olaylar germinal
merkez hiicrelerinin kaderini belirleyen kritik basamaklardir. Germinal merkez
hiicrelerinin gelisimleri sirasinda kendi kendilerini yenilemeleri, farklilasmalar1 ve
kader secimi mekanizmalarmi kullanmasi germinal merkez hiicrelerinin kok-hticre
gibi 6zellikleri oldugu diisiincesini uyandirir. Bununla iligkili olarak Bcl6 geninin
germinal merkez B hiicrelerinde ifade edildigi ve germinal merkez B hiicrelerine
kendini yenileme 6zelligi sagladig1 daha dnce one stiriilmistiir (17).

Naif B hiicrelerden germinal merkez B hiicrelerine, sonrasinda plazma hiicresi
ve hafiza B hiicrelerine doniisiimiinde hiicrelerde olusan transkripsiyonal farkliliklar
ilgi cekicidir. Germinal merkez ve plazma hiicreleri ayirt edilebilir transkripsiyon
Ozelliklerine sahipken, naif ve hafiza B hiicreleri benzer transkripsiyon 6zellikleri tasir
(16, 40). Ets1, KIf2, KIf3, Foxpl ve Notch2 gibi genler hem hafiza hem de naif B
hiicrelerde artmis olarak gdzlenir (40). Bu genlerin her iki grupta da apoptozu ya da
hiicre boliinmesini dnleyici rollerinin olabilecegini diislindiiriir.

Hafiza B hiicrelerinin 6nemli bir 6zelligi antijene cevap verdikten sonra uzun
siire canliliklarini siirdiirtirek aktif olmadan kalabilmeleridir. Ancak naif B
hiicrelerden farkli olarak, hafiza B hiicreleri uzun siire yasabilmek i¢cin BAFF ve
APRIL sinyallerine bagli degildir (41). Hafiza B hiicrelerinin uzun siire korunmasini
saglayan Ozelliklerinden biri de kendini yenilebilmesidir. Bu 6zellikleri bakimindan
erken hematopoietik kok hiicrelere benzerler. Hafiza B hiicreleriyle hematopoietik kok
hiicreler arasindaki bu benzerlik daha 6nce yapilan caligmalarda genetik bakimdan
desteklenmistir. Hafiza B hiicrelerinde naif B hiicrelere gore artmis olan transkriptlere
bakildiginda bunlarin uzun-déonem hematopoietik kok hiicrelerde kisa-donem
hematopoietik kok hiicrelere gére daha ¢cok bulundugu, bu genlerin artmis ifadesinin
uzun déonem yasam kapasitesiyle dogru orantili oldugu saptanmistir (19) Bhattacharya
D, ve ark. (40) KIf9, Ski, MII3, Pml, Tcf4, ve Bmil gibi hematopoietik kok hiicrelerde
artmis ekspresyonu olan transkripsiyonel diizenleyici faktorlerin hafiza B hiicrelerinde
de artmis oldugunu saptamistir. TUm bu bulgular germinal merkez dinamiklerinin ve
sonucunda olusan hafiza B hiicrelerinin ve plazma hiicrelerinin olusumunun karmagik

ve pek ¢ok bilinmeyenle oriilii oldugunu destekler.



2.1.2. Plazma Hiicre Gelisimi

Antikor sentezleyen hiicreler olarak adlandirilan plazmablastlar ve plazma
hiicreleri humoral immiin sistemin kilit tas1 olarak goérev yapar. Plazmablastlar
periferal lenfoid organlarda ekstrafolikiiler alanda olusturulur. Kisa siireli yasayan,
dolagima katilan ve gorece olarak diisiik seviyede antikor sentezleyen bu hiicreler
erken evre immin cevapta 6nemlidir (30). Germinal merkezden ¢ogalan ve kemik
iligindeki nislerinde uzun stire canli kalan ve dolasima katilmayan hiicreler ise uzun-
sureli plazma hiicreleri dedigimiz grubu olusturur (42).

B hiicrelerinin farklilagmasinda son asama olan plazma hiicrelerinin germinal
merkezde farklilasma mekanizmasi, farklilagan plazma hiicrelerinin kemik iligindeki
ve diger organlardaki nislerine go¢ etmesinde etkili sinyaller ve nislerinde uzun siire
canliliklarinmi siirdiirmede gerekli yasam sinyalleri uzun yillardir ¢aligma konusu
olmustur. Bu siirecte germinal merkezde plazma hiicre farklilasmasmi tetikleyen
genlerin ve transkripsiyon faktorlerinin degisimlerinin aydinlatilmasi kritik olmustur.
B lenfosit uyarict maturasyon protein 1 (B lymphocyte induced maturation protein 1,
Blimp-1)’nin kesfi de bu noktada 6nemli bir doniim noktasidir (43) . Bununla beraber
X-baglayici protein 1 (X-box binding protein 1, Xbp-1) ve interferon diizenleyici faktor
4 (interferon regulatory factor 4, IRF-4) transkripsiyon faktorlerinin analizi de plazma
hiicre farkliligmasimi anlamaya 1sik tutmustur. Blimp-1, Prdml geni tarafindan
kodlanan ve terminal B hiicre farklilasmasinda rol alan bir faktordiir (44). Irf-4 Igx
geni rekombinasyonu, sinif-degisim mekanizmasi, germinal merkez kaderinin
belirlenmesi ve plazma hiicresi farklilagsmasi gibi olaylarda rol alir (45). Xbp-1
osteoblast, kondroblast, karaciger gibi ¢esitli organlarda bulunan CREB/ATF (cylic
AMP response elemen binding protein/activating transcription factor) ailesi
transkripsiyon faktorlerindendir. Onemli olarak Xbp-1 plazma hiicre farklilasmasinin
son yolagmi diizenler ve cksikliginde antikor sentezi azalir (46). Plazma hiicre
farklilasmasimi tetikleyen faktorler yaninda B hiicre gelisimini ve canliligini
destekleyen ve plazma hiicre farklilagsmasini baskilayan faktorleri anlamak da kritiktir.
Pax5, Bcl6, Bach2 ve MITF bunlarin basinda gelir (45). Pax5, lenfosit 6ncl hucrelerin
B hiicre kaderine yonlenmesini tetikledikten sonra B hiicre gelisiminin farkh

basamaklarinda ve alt gruplarinda sabit seviyede eksprese olur (31, 47). Gegici olarak
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diisiik seviyede IRF-4 ifadesi Bcl6 ve AICDA (aktivasyon uyarilmis sitidin deaminaz)
ifadesi artisin1 ve germinal merkez B hiicre farklilagsmasini saglar. Yiiksek seviyede
devamli artmis IRF-4 ise daha asag1 yolagindaki Blimp1 1 uyarir. Blimp-1 ekspresyonu
plazma hiicrelerinin farklilagsmasini uyaran sinyaller gonderir ve Xbp-1 ifadesini
uyarir. Bununla beraber, IRF-4/Blimpl pozitif besleme lupu PAX5’i baskilar, Xpbl
ifadesini uyarir bu da akabinde antikor sentezini saglar (39, 48). Tanimlanmis olan bu
plazma hiicre farklilasma mekanizmasina daha ayrintili bakildiginda ise plazma hiicre
farklilagsmasi igin Blimp-1 ifadesinin sart olmadigi gortilmistir. Blimp-1 tam bir
plazma hiicre farklilagmasi ve yliksek diizeyde antikor sentezi i¢in gerekirken, erken
evre plazma kaderine yonlendirilme sirasinda kritik degildir. Plazma hiicresi-Oncesi
olarak (pre-plasma cell) adlandirilan popiilasyonda Blimp1 ifadesi olmaksizin, Pax5
ve Bcl6 ifadesinin az oldugu ve plazma hiicresi farklilasmasinin gergeklestigi
saptanmistir (30, 48).

B hiicre devamini saglayici faktorler ile plazma hiicre farklilagmasini saglayan
faktorler arasinda denge bozuklugu oldugunda B hiicreden plazma hiicre farklilagmasi
gecisi etkilenir ve sonucgta ge¢-asama B hiicre lenfomalar1 gelisebilir. Kismi olarak
plazma hiicre farklilasmasi tasiyan bu agresif lenfomalar1 tanimlamakta ve
gruplamakta yukarida bahsedilen markerler (Blimp-1, Xbp-1, Pax-5, CD138)
kullanilir (49).

Germinal merkezde plazma hiicrelerinin farklilagmast transkripsiyon
faktorlerinin diizenlemesi yaninda zamansallikla da iligkilidir. Germinal merkezin
farklilasarak olusturdugu diger bir hiicre grubu olan hafiza B hiicreleri plazma B
hiicrelerine gore daha erken evrede acgik zondaki diisiik afiniteli hiicrelerden olusur.
Bu nedenle hafiza B hiicreleri daha az mutasyona sahiptir ve daha diigiik afinitelidir.
Buna karsin plazma hiicreleri germinal merkezde daha uzun siire kalir ve somatik
hipermutasyonlarin birikimi yiiksek afiniteli hiicrelerin olusumunu saglar (39, 50).

Germinal merkezden plazma farklilasmasi sirasinda plazma hiicre kaderine
yonlenen hiicrelerin plazmablast asamasindan gecerek mi plazma hiicresi oldugu
yoksa germinal merkezden dogrudan plazma hiicresi olarak ¢iktig1 soru isareti olarak
kalmistir. Blimpl, post-mitotik plazma hicrelerinde yuksek diizeyde ifade olurken,
plazmablastlarda orta diizeyde ifade olur (51). Blimp-1’in yeni immiinize edilmis

farelerin kaninda dolasan plazma hiicrelerinde orta seviyede ifade olmasi, bunun
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yaninda kemik iligi plazma hiicrelerinde yiiksek diizeyde ifade olmasi germinal
merkezden ¢ikan hiicrelerin plazmablast asamasindan gegerek kemik iligine
yerlestigini diistindiirmektedir (52) .

Germinal merkezden gelisen plazma hiicrelerinin basta kemik iligi olmak tizere
viicuttaki immiin dokulara nasil yerlestigi ve uzun siire canliliklarini nasil koruduklari
pek ¢ok arastirmanin konusu olmustur. Hafiza B hiicrelerinden ve naive hiicrelerden
farklilagma olmadan ve DNA sentezi olmadan daha 6nce olusan plazma hiicreleri uzun
stire canliliklarin1 stirdiirebilir (53). Plazma hiicrelerinin uzun Omiirlii olmasi ve
canliliklarimt siirdiirebilmesi kendi i¢ mekanizmalar1 yaninda kemik iligi, sekonder
lenf nodlari, mukoza gibi nislerdeki disaridan gelen uyaranlarla miimkiindiir (54).
Cogalma uyaricili ligand (APRIL), IL-6, B-hlcre aktive edici faktor (BAFF), CD44
ve CXCL12 uzun 6miirlii ve kisa dmiirlii plazma hiicrelerinin canli kalmasini destekler
(54). CCRY9 ve CCRI10 plazmablastlarin ince ve kaln bagirsak mukozasina
yerlesmesini saglarken, APRIL bagirsak lamina propriasinda plazma hiicrelerinin
yagamasini destekler. Deride olusan inflamasyon plazma hiicrelerinin sayisiyla
beraber APRIL, BAFF gibi plazma hiicresi canlilik faktorlerinin de artmis ifadesini
tetikler (55, 56).

2.2. Kemik Morfogenetik Protein Reseptor 1A

Kemik morfogenetik protein reseptér 1A geni (Bmprla geni), kemik
morfogenetik proteinlere (Bmp) ve Bmp antagonistlerine baglanan transmembran
serin/treonin kinaz reseptorind kodlar. Kemik morfogenetik proteinler TGF-p,
aktivin/inhibin, Nodal gibi proteinlerle beraber TGF-p sliper ailesinin bir Gyesidir.
TGF-pB superailesi proteinlerinin ortak 6zelligi ise serin/treonin kinaz reseptorlerine
baglanarak Smad bagimli ya da bagimsiz sinyal yolaklarini uyarmalaridir. TGF-f3
ailesi icinde yer alan Bmp proteinleri BMP tip 1 ve tip 2 serin/treoninin kinaz
reseptorlerine baglanir. Bmp tip 1 reseptorleri bese ayrilir: ALK1 (Averll), ALK2
(ActR1A), ALK3 (BMPR1-A), ALK4 (ActRIb) ve ALK6 (BMPR1-B). Bmp tip 2
reseptorleri ise lige ayrilir; aktivin tip II reseptor (activin type Il receptor, ActR-11),
aktivin tip 11B reseptor (activin type 1B receptors (ActR-11B) ve BMPR-2. Tip 1

reseptorleri ligandlarina baglandiklarinda, tip 2 reseptorii ile tetramize olurlar (57). Tip
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2 reseptorlerinin devamli aktif kinaz bolgeleri tip 1 reseptorleri fosforiller ve
aktiflestirir. Sonugta, tip 1 reseptorleri de hiicre iginde bulunan reseptér-regule Smad
(receptor-regulated Smads, R-Smads) lardan Smad 1, 5 ve 8’1 fosforiller. Reseptor R-
Smad (Smad1/5/8)’lar ortak partner Smad (common-partners Smads, Co-Smads)
olarak adlandirilan Smad 4 ile kompleks olusturur. Olusan kompleks hiicre
cekirdegine girer ve burada Smad baglayici elemanlar olarak bilinen DNA’daki belli
sekanslara baglanarak; Runx, Menin, YY1 gibi proteinlerle fiziksel olarak etkileserek;
Hoxc-8 and Msx1 gibi homeobox proteinleri ile etkileserek, transkripsiyonel ko-
aktivator ya ko-stpresorleri toplayarak hedef genlerin trankripsiyonunu etkiler.
Sonugta, Bmp sinyal yolagi hiicre farklilagsmasi, gogalma, hiicre kaderi gibi olaylarla
ilgili genleri etkileyerek kritik biyolojik olaylarda rol alir (20).

1960’larda kemik olusumunu uyaran proteinler olarak kesfedilen Bmp’ler
Bmp2/4, Bmp 5/6/7/8, Bmp9/10 ve Bmp 12/13/14 (GDF 5/6/7) olarak alt gruplara
ayrilir(21). BMPR1A’nin bu ligandlardan BMP2, BMP4, BMP6, BMP7, BMP10,
BMP12, BMP13, BMP14’e baglandig1 daha onceki ¢alismalarda gosterilmistir (57).
BMP yolagi sadece agonistlerle degil, Bmp antagonistleri, inhibitor SMAD’lar yalanci
reseptorler ile de duzenlenir. Twisted gastrulation (Tsg), Chordin (Chd), Noggin
(Nog), Dan family, Gremlin, Sclerostin (SOST) Bmp antagonistleri arasinda
sayilabilir. Bu proteinler Bmp-reseptor etkilesimini Bmp agonistlerinin epitoplarini
bloklayarak ya da onlarla yarigarak engeller (57). Bunun yaninda BAMBI olarak
adlandirilan yalanci reseptor (pseudoreceptor) de serin/treoninin Kinaz reseptorlerine
baglanarak BMP sinyalinin regiilasyonunda rol alir. Tip 1 reseptorlerine yapisal olarak
benzer olmakla beraber hiicre i¢i kismi bulunmayan bu reseptor tip 1 ve tip 2
reseptorleri ile etkileserek BMP sinyalini inhibe eder (58, 59). Hicre iginde ise
inhibitér- SMAD’lar, PP1 ve PP2 gibi fosfotazlar, FK506-baglayici reseptor protein
1A (FKBP1A) Bmp sinyalinin negatif olarak diizenleyicileri olarak gorev alir (21).
BMP reseptorlerinin hiicre disinda ve hiicre i¢inde pek ¢ok faktor ile diizenlenmesi, bu
faktorlerin  farkli hiicrelerde ifadesinin degismesi BMP sinyal yolaginin
goriindiigiinden daha karmasik oldugunu ve rollerinin anlasilmasi i¢in pek ¢ok

caligmanin yapilmasi gerektigini gosterir.
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2.2.1.Kemik Morfogenetik Protein Reseptor 1A and Immiin hiicre gelisimi

Zaman i¢inde Bmp’lerin rolii daha iyi anlasildik¢a, sadece kemik olusumunda
degil embrogenezde de rolleri oldugu fare gen-baskilama (knock-out) modelleri ile
gosterilmistir. Sadece embriyogenezde degil pek c¢ok organ sisteminde hiicre
biliylimesi, apoptoz, farklilasma gibi olaylarda gorev aldig1 ve eriskin doku
homeostazini etkiledigi saptanmistir (60-62). Ornegin; Bmp-7’nin bobrek, goz ve
ekstremite gelisiminde, Bmp-4, -7, -14’{in lireme sistemi gelisiminde, Bmp-2, -3, ve -
7’nin kikirdak yenilemesinde etkili oldugu gosterilmistir (63).

Bmp’lerin TGF-f gibi hematopoetik sistemde de rolii oldugu bilinmektedir
(64). Yapilan ¢alismalar sinirli kalmakla birlikte, Bmp’lerin hematopoietik kok hiicre
geligimi, lenfoid hiicre gelisimini ve olgun immiin hiicre gelisimini etkiledigi
gosterilmistir. Bmp’ler embriyonik kok hiicrelerin ve 6zellikle insan kord kanindaki
hematopoietik kok hiicrelerin kendilerini yenilemesi ve farklilasmasinda rol alir (65).
Bmp-2, -4 ve -7 proteinleri hematopoietik kok hiicrelerin ¢ogalmasini, yiizey
reseptorlerini ve farklilasmasimi doz bagimli olarak etkiler (66). Bmp2 ve Bmp7
yiiksek konsantrasyonlarda insanda nadir bulunan bir hematopoietik kok hicre
grubunun (CD34* CD38 Lin) ¢ogalmasini onlerken, Bmp-4  diisiik
konsantrasyonlarda bu hiicrelerin ¢ogalmasini ve farklilasmasini uyarir (66).

Bmp’lerin baglandigi Bmp reseptdrlerinin hematopoetik kok hiicrelerde ya da
bunlarin kemik iliginde nislerini olusturan hiicreler tarafindan ifade edildigine dair
caligmalar mevcuttur. Insan kordon kanindan ve kemik iliginden elde edilen
hematopoietik kok hucrelerde BMPR-1A (ALK-3) and BMPR1-B (ALK-6) ve onlarin
etkilestigi Smad -1,-4,-5 moleklleri eksprese edilir (66). Kemik iliginde hematopoetik
kok hiicre nisinin bir {iyesi olan osteoblastlar tarafindan eksprese edilen BMPR1A,
hematopoietik kok hiicrelerin gelisimini etkiler (65).

Insan tonsil hiicrelerinden elde edilen B hiicre alt gruplar1 degerlendirildiginde,
Bmp7’nin artmis ekpresyonu goriiliir (23). Bmp-7’nin normal germinal merkez
hiicrelerinde ve lenfoma hicre dizilerinde ifadesi godzlenirken, Bmp-6’in ise bu
hiicreler tarafindan daha disiik diizeyde ekspresyonu goriiliir (24). Ayrica, insan B
hiicrelerinde tip | ve tip Il Bmp reseptorleri eksprese olur (25). Germinal merkez B
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hicrelerinde Bmp tip 1 reseptorlerinden ALK2’nin yiiksek seviyeleri saptanirken
naive B hiicrelerindeki seviyenin daha diisiik oldugu bulunmustur. Hafiza B
hiicrelerinde ise her iki grup reseptor yiiksek bulunmustur (23).

Bmp sinyal yolaginin hematopoietik kok hiicreler yaninda olgun immiin hiicre
gelisimini ve homeostazini etkiledigi bilinmektedir. Bmp-6, in-vitro kosullarda anti-
IgM ile uyarilan insan naive B hiicrelerinin (CD19" CD27") ve hafiza B hiicrelerinin
(CD19" CD27") gogalmasini noggin antagonisti ile geri dondirilebilir sekilde
baskilar, ayn1 zamanda hafiza B hiicrelerinin apoptozunu uyarir (25). Benzer sekilde,
naive ve hafiza B hiicreleri Bmp-7 aracili apoptoza yatkindir.

Bmp-2, -4, -6 ve -7 insan naive B ve hafiza B hiicrelerinden CD40/IL-21 aracili
IgA, IgM, IgG immunoglobulin uyarimini baskilar (22). Buna ek olarak Bmp-6,
CD40/IL-21 aracil1 Xbpl artisini1 inhibe ederek hafiza B hiicrelerinden plazma hiicre
farklilasmasimi baskilar (22). CD40/IL-21 ile uyarilan GMBH’lerinde Bmp-7’nin
apoptozu uyardig1 ve bunun BMPRI1A tip 1 reseptor Alk2/3’ten ziyade Alk4 ya da 5
aracili oldugu saptanmistir (23). Sonugta, Bmp-7’nin germinal merkez hiicrelerinin
yagsamini siirdiirmesinde negatif etki ettigi saptanmistir (23).

Normal saglikli hiicreler yaninda lenfoma, 16semi ve multiple myelom gibi
immiin sistemin hastaliklar1 incelendiginde Bmp proteinlerinin ve reseptorlerinin
farkli ekspresyonlar1 goriilmiistiir. Bmp-6 transkriptleri normal aktif insan B
hiicrelerinde saptandigi gibi diffiiz biiyiik B hiicre lenfomalarda da artmis diizeylerde
tespit edilmistir (67). Bmp6 normal ve hastalikli kemik iligi plazma hiicrelerinde
eksprese olmakta ve bu hiicrelerdeki ekspresyonu prekiirsor hiicreler olan hafiza B
hicreleri ve poliklonal B hiicrelerine gore anlamli olarak daha fazladir. BMP
reseptorlerinin ve bu sinyal yolaginda rol alan SMAD’larin da kemik iligi plazma
hiicrelerinde ve multiple myelom hticrelerinde ifadesinin oldugu saptanmistir. Ayni
zamanda Bmp6’in insan myelom hiicre dizilerini ve multiple myelom hiicrerinde
¢ogalmay1 inhibe ederken apoptozu uyardigi saptanmistir (68). Bmp reseptorlerinden
Alk-3 ve Alk-6 ya baglanan Bmp4’iin bazi insan myelom hiicrelerinde gogalmay1
onlerken apoptozu uyardigi gosterilmistir (69). Bmp 5-6 ve 7’ nin myelom hiicrelerinde
apoptozu uyardigi ve cogalmayi 6nledigi saptanmistir (70).

Daha once yapilan gen ekpresyon profillendirme ¢alismalarinda, hafiza B

hiicreleri ile naif B hiicreler arasinda gen ekspresyonunda farkliliklar oldugu ortaya
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konmustur. Embriyonik ve somatik kok hiicrelere kendini yenileme ve farklilagma
niteligi saglayan genlerden biri olan BMPR1A’nin, Balb/c ve C57BL6/Ka farelerden
ayristirilan hafiza B hiicrelerinde giiglii bir sekilde eksprese oldugu saptanmistir (16,
40). Ayn1 zamanda, BMPR1A sinyal yolagi elemanlart mRNA’larinin da hafiza B
hiicrelerinde bir miktar eksprese oldugu bulunmustur (16). Yapilan ¢alismalar
BMPR1A’nin sadece farelerde degil insan hafiza B hiicrelerinde de artmis diizeyde
ifadesi oldugunu gostermistir (71).

Kemik morfogenetik proteinlerinin  ve reseptorlerinin - olgun immin
hiicrelerdeki, 6zellikle germinal merkez, hafiza B hiicreleri ve plazma hiicrelerindeki
etkisi in-vitro ¢alismalarla smirli kalmistir (16, 22, 70). Bu nedenle, kemik
morfogenetik reseptorlerinin germinal merkez hicrelerindeki ve plazma hicrelerinde
gelisimlerini anlamak icin yapilacak in-vivo calismalar 6nem tasir. Bu nedenle, bu
caligmada B hiicrelerde kemik morfogenetik reseptor 1A’s1 eksik olan fare modeli
kullanarak, BMPR 1A nin germinal merkez hiicre dinamiklerindeki 6nemini ve plazma

hiicre gelisimindeki etkisini daha dnce yapilan ¢aligmalar 15181inda inceledik.
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3. GEREC VE YONTEMLER

Bu ¢alisma Yale Universitesi, Dermatoloji Departmanida Tomayko Laboratuvarinda

yapilmastir.

3.1.Fare modelleri ve kohortun saglanmasi

Biitiin caligmalar NIH’in Laboratuvar Hayvanlar1 Kullanimi1 ve Bakimi
Rehberi (Guide for the Care and Use of Laboratory Animals of the National Institutes
of Health) ne uygun sekilde yapilmistir. Calismanin yapilabilmesi i¢in Yale Enstitiisel
Hayvan Bakim ve Kullanim: Komitesi (Yale Institutional Animal Care and Use
Committee)’nden onay almmigtir. Bmprla™™ farelerde Bmprla geninin ekson 2
(yakin zamanda ekson 4 olarak degistirildi) bolgesi LoxP ile ¢evrilidir (72). Bmprla
kondisyonel alleli tastyan Bmprla™™ fareler, Jackson Laboratuvar (Bar Harbor,
USA)’dan satin alinmis C57Bl/6J (B6) fareler ile 10 jenerasyon eslestirildikten sonra
B6 genetik ozellikli Bmprla™™ fareler elde edilmistir. Bunlarm kendi aralarinda
ciftlestirilmesi homozigot Bmpr1a™™ fareler olusmasini saglamistir. CD19.Cre fareler
Jackson Laboratuar (Ban Harbor, USA)’dan satin alimmistir. Bmprla™™CD19.Cre*"
fareler Bmpria™™ fareler ile CD19.Cre*" farelerin eslestirilmesi ile olusturulmustur.
CDI19 geninde klonlanmis Cre geni olan farelerin B hiicrelerinde CDI19
transkripsiyonu gerceklestiginde Cre rekombinaz da iiretilmekte ve Cre rekombinaz
enzimi akabinde Bmprla’nin LoxP ¢evrili exon 2 bolgesini rekombine ederek Bmprla
genini baskilamaktadir (72, 73). Boylece Bmprla™™ CD19.Cre*"- farelerde B hiicre
spesifik Bmprla kaybi gerceklesmektedir. Ciftlesme i¢in olmayan B6 fareler National
Cancer Institute’den satin almmistir. Bmprla.eGFP fare modeli Tomayko
laboratuvarinda olusturulmustur. Kisaca, Bmprla’nin durma kodonu igeren Ekson 8-
9-10 bolgesi ve 3°-UTR bolgesi fare Bmprla geninden ¢ogaltilmis ve pEASY-FLOX
vektoriine sol kol ve sag kol olarak Bmprla-EGFP hedef vektorii olusturmak igin
klonlanmistir. Bu hedef vektérde IRES-EGFP-Neo/KanR DNA boélgesi Bmprla’nin
homolog gen kollar1 ile g¢evrilidir. Pvul ile linear hale getirilen hedef vektér B6
embriyonik hiicrelere elektroporasyon ile transfer edilmistir. Transfekte edilmis

direngli embriyonik hiicreler se¢ilmis ve hedef vektoriin basarili rekombinasyonu PCR
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ile dogrulanmistir. Bu embriyonik hiicre klonlar1 B6 blastosistlerine enjekte edilmis
ve CD1 yalanci-hamile farelere implante edilmistir. Olusturulan vektorii germline
olarak tasiyan fareler transgenik Actin-Cre farelerle caprazlanmis ve Neo kaset bolgesi
Cre-rekombinaz ile ¢ikarilmistir. Sonugta, Bmprla geni baslangic kodonunun kontrolii
altinda Bmprla ve eGFP sentezleyen fareler olusturulmustur (ref: yazim asamasinda

olan makale).

3.1.1. Farelerin asilanmasi

T-bagimli cevap i¢in aliiminyumda presipite edilen 50 mikrogram NP32 (4-
hidroksi-3-nitrofenilasetik)- chicken gamma-globulin (NP-CGG) kullanilmistir (16).
Bu antijenik sivi periton i¢ine enjekte edilmis ve fareler belli zaman araliklarinda
immdin cevap icin degerlendirilmistir.

T-bagimsiz cevap i¢in fareler 100 mikrogram 4-hidroksi-3-nitrofenilasetik
AminoEtilKarboksilMetil-Fikol (NP53-AECM-Ficoll, Biosearch Technologies) 100
mikrolitre fosfatla tamponlanmis saline (PBS) i¢inde ¢oziilen karigim ile asilanmustir.

Fareler periton enjeksiyonu sonrasinda 5. giinde deney i¢in kullanilmaistir.

3.2. Dalak hiicrelerinin ve kemik iligi hiicrelerinin izolasyonu

Asilanan fareler uygun kosullarda imha edildikten sonra dalak tam olarak
farelerden cikarilmistir. Cikarilan dalak 70 pm naylon mes ve siringa yiizeyi yardimi
ile ya da iki lam cami arasinda ezilerek hicreler ayristirilmis ve %2 FBS ile
karistirilarak stispansiyon haline getirilmistir. Kemik iligi ayristirilmasi i¢in farelerin
arka bacak kemikleri kaslardan ayristirllmistir. Kemik baslar1 kesilmis ve altinda
delikler olusturulan kiigiik tiiplere konmustur. Kiigiik tiipler 3000 RPM’de 1 dakika
santrifiij edildikten sonra tiipiin altindaki kii¢lik delikten sadece hiicreler gegmis ve bu
hiicreler digtaki biiylik tlipte toplanmistir. Sonucta %2 FBS ile karigik hiicre
stispansiyonu elde edilmistir. Elde edilen hiicrelerden kirmizi kan hucreleri ACK lizis
soliisyonu (Lonza, USA) ile ayrilmig ve seri yikama islemlerinden sonra Neuber

hemasitometrisi ve tripan mavisi kullanilarak sayilmistir. Hiicre sayim1 sonunda her
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bir fareden elde edilen dalak ve kemik iligi hiicreleri 120 x 108 hiicre /ml olacak sekilde

PBS ile karistirilmistir.

3.3. Akim Sitometri ve Caliymada Kullanilan Antikorlar ve Ajanlar

Akim sitometrisi ¢aligmalari i¢in dalaktan veya kemik iliginden elde edilen
beyaz kan hiicre soltisyonundan 3 x 10° hiicre/25 mikrolitre alinmis ve 96-kuyucuklu
plakalara konulmustur. UV-Zombie Fikse edilebilir canlilik kiti (UV-Zombie Fixable
Viability Kit, Biolegend, USA) ile 20 dk karanlik, oda sicakliginda boyanmis ve 1x
PBS ile yikanmustir. Daha sonra uygun konstrasyonlarda hazirlanan antikor karisimlar
eklenmis ve 25-40 dk karanlikta, 4 °C’da inklbe edilmistir. Deney planina uygun
olarak hazirlanan antikor paneli ile boyanan hiicreler akim sitometrisi ile analiz
edilmigtir. Antikorlar tiretici firma tarafindan 6nerilen aralikta dilusyon ¢aligmalarinda
saptanan en uygun konsantrasyon kullanilarak eklenmistir. Kullanilan antikorlar ve
onemli ajanlar tabloda listelenmistir (Tablo 3.1.).

Hiicrelerin akim sitometri okumalar1 LSRII (BD Immunositometri Sistemleri)
gerceklestirilmistir. Hiicrelerin akim sitometri ile ayristirilmasi ise BD FACS Ariall
kullanilarak yapilmistir. Veriler FlowJo kullanilarak hiicre yilizdesi ya da medyan

floresan yogunlugu (MFI) saptamak iizere analiz edilmistir.
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HEDEF KLON RENK URETICI
Kappa 187.1 Pacific Blue Tomayko Lab
CD19 1D3.2 Pacific Blue Tomayko Lab
NIP APC Tomayko Lab
Streptavidin 2::?:_2:; Tomayko Lab
1gG1 A85-1 Fitc BD Biosciences (San Jose,
CA)
CD38 90 PE, biotin BD Biosciences (San Jose,
CA)
CD45R/B220 RA3-6B2 APC/Cy7 BD Biosciences (San Jose,
CA)
CD19 1D3 APC/Cy7 BD Biosciences (San Jose,
CA)
CD95/Fas Jo2 PE/Cy7, PE, BV- BD Biosciences (San Jose,
421 CA)
CD138/syndecan | 281-2 Biotin BD Biosciences (San Jose,
CA)
Streptavidin PE/Cy7, APC/Cy7 @ BD Biosciences (San Jose,
CA)
CD19 1D3 APC/Cy7 BD Biosciences (San Jose,
CA)
Kappa 187.1 V450 BD Biosciences (San Jose,
CA)
CD38 90 AF700 eBioscience, Inc. (San
Diego, CA)
TCRPB H57-597 PE/Cy7 Biolegend, Inc. (San
APC/Cy7 Diego, CA)
APC/Cy7, Brilliant | Biolegend, Inc. (San Diego,
CD1lb M1/70 Violet, Fitc CA)
I-A/1-E M5/114.15.2 | Fitc, PE Biolegend, Inc. (San Diego,
CA)
CD38 90 PE, PE/Cy7 Biolegend, Inc. (San Diego,
CA)
CDh4 RM4-4 PE/Cy7 Biolegend, Inc. (San Diego,
CA)
CD8a 53-6.7 PE/Cy7 Biolegend, Inc. (San Diego,
CA)
TER-119 TER119 PE/Cy7 Biolegend, Inc. (San Diego,
CA)
F4/80 BMS8 PE/Cy7 Biolegend, Inc. (San Diego,

CA)
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CD138/ 281-2 PE Biolegend, Inc. (San Diego,
syndecan CA)
Ly-6A/E (Sca-1) D7 BV605 Biolegend, Inc. (San Diego,
CA)
CD45R/B220 RA3-6B2 APC, Fitc, Biolegend, Inc. (San Diego,
APC/Cy7 CA)
IgD 11-26¢-2a APC/Cy7 Biolegend, Inc. (San Diego,
CA)
IgG1 RMG1-1 Fitc Biolegend, Inc. (San Diego,
CA)
CD19 6D5 BV605 Biolegend, Inc. (San Diego,
CA)
CD4 GK1.5 PE Biolegend, Inc. (San Diego,
CA)
Ly6G 1A8 APC Biolegend, Inc. (San Diego,
CA)
IgE RME-1 Fitc Biolegend, Inc. (San Diego,
CA)
Z.omble UVTM Biolegend, Inc. (San Diego,
fixable viability
: CA)
kit
Ethidium
monoazide Invitrogen (Carlsbad, CA)
(EMA)
Propidium Invitrogen (Carlsbad, CA)
iodide (PI) ’
Flab’)2 f.rahgment PE Jackson ImmunoResearch
Iggogt anti-human (West Grove, PA)

3.4. PCR ve Kantitatif PCR (gqPCR) testleri

Farelerin genotiplemesi igin fare hiicrelerinden elde edilen DNA’lar Kappa
Tagq DNA Polimeraz PCR Kitleri (Sigma-Aldrich, ABD) ¢ogaltilmis ve elde edilen
PCR iirlinleri agoroz jelde yiiritiilmiistir. RNA gPCR deneyleri icin izole edilen
hiicrelerden Qiagen RNAeasy kitleri RNA elde edilmis, iScript cDNA Sentez Kiti
(Biorad, ABD) kullanilarak ¢cDNA olusturulmustur. RNA gqPCR deneyleri Applied
Biosystems™ SYBR™ Green PCR Master Miks kiti (Invitrogen, ABD) kullanilarak
Applied Biosystems™ 7500 Real-Time PCR Sistemleri’nde yUrGtilmiistiir.
Normalizasyon i¢in HPRT kullanilmistir. DNA gPCR deneyleri Applied
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Biosystems™ SYBR™ Green PCR Master Miks kiti (Invitrogen, ABD) kullanilarak

Applied Biosystems™ 7500 Real-Time PCR Sistemlerinde yiirtitiilmiistiir. Kullanilan

primerler tabloda listelenmistir (tablo 3.2.).

Tablo 3.2. Calismada kullanilan primerler

\ Amag

\ Primer Adi

| Sekans (5’-3’)

Bmprla genotiplemesi

CD19.Cre genotiplemesi

Bmprla mRNA gPCR

HPRT mRNA gPCR

Bmprila™rekombine
olmayan allelin gPCR ile
¢ogaltiimasi
Bmprila™rekombine
allelin gPCR ile
cogaltilmasi

Bmprla WT allelin gPCR
ile gogaltiimasi

Embriyonik hiicrede gen
entegresyonunun
dogrulanmasi

Yeni dogan farelerin
genotiplemesi

Upper Flox F1
Upper Flox R1

Fx4
CD19.8

CD19.9
Exon-1F

Exon-2 R
HPRT F

HPRT R
Upper Flox F1

Upper Flox R1
Upper flox F1

Fx4
Before Stop F1

After Stop R1
Genomic F

IRESR
Right Arm F

Genomic R
BefSTOP F

IRES R

CCTTGCCTCTTGTTGTTGGT

TCCCAGGTAGCTGGAAGAGT

TGGCTACAATTTGTCTCATGC
AATGTTGTGCTGCCATGCCTC

GTCTGAAGCATTCCACCGGAA
CAGCAGGACCAGTCATTCAA

CTGGCTTCTTCTGGTCCAAG
ACCTCTCGAAGTGTTGGATACAG

CCTCGTATTTGCAGATTCAACTT
CCTTGCCTCTTGTTGTTGGT

TCCCAGGTAGCTGGAAGAGT
CCTTGCCTCTTGTTGTTGGT

TGGCTACAATTTGTCTCATGC
GCTCACCACACTCTGTTTGC

GCTAATCCCACCCATTCCTT
GGCTGCCATAAAGGAATGAA

TACGCTTGAGGAGAGCCATT

CTAAAGCGCATGCTCCAGAC

ATGCTCCAGGACTTTCCAGA
GCTCACCACACTCTGTTTGC

TACGCTTGAGGAGAGCCATT
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3.4.1. Floks (Fx) Allelinin Rekombinasyon Etkinliginin Hesaplanmasi

Bmprla fx allele rekombinasyon etkinkiligini, diger bir tabirle toplam Bmprla allelleri
arasinda Bmprla rekombine allel yiizdesini, hesaplamak i¢in yapilan deneylerde 3
cesit primer seti ile DNA qPCR deneyleri gerceklestirilmistir. Ust floks F1 (Upper flox
F1) ve Ust floks R1 (Upper flox R1) olarak adlandirilan primerler Bmprla™ rekombine
olmayan alleli saptamak i¢in kullanilmis ve 200 baz-¢ifti PCR {iriinii olusturmustur.
Ust floks F1(Upper flox F1) ve Fx4 primerleri Bmprla™ rekombine alleli saptamak
icin kullanilmis ve 270 baz-¢ifti PCR iirlinii olusturmustur. Son olarak, Bmprla
geninin Cre-rekombinasyonundan etkilenmeyen Exon 11 bélgesine baglanan Durma
kodonu dncesi F1 (Before Stop F1) ve Durma Kodonu sonras1 R1 (After Stop R1)
primerleri ile Bmprla alleli ¢ogaltilmistir. Bundan elde edilen CT degerleri toplam
Bmprla allellerini ve 6rnekler arasindaki baslangic DNA miktarlarini ayarlamak icin
kullanilmustir. Farkli hiicrelerdeki Bmprla™allellerinin géreceli rekombinasyonu her
bir 6rnekteki Bmprla™ -rekombine olmayan allelin Bmpria™ rekombine allele gore
ylizdesi ile hesaplanmistir. Karsilastirmali CT yontemi kullanilarak ayni 6rnekteki
Bmprla™ -rekombine olmayan allelin Bmprla™-rekombine allele gore ifadesi (R)
saptanmustir (74). Bmprla-rekombine olmayan allelin yizdesi matematiksel olarak
[R/(R+1)] *100 formilu ile hesaplanmistir. Bmprla allelin goreceli yilizde kaybi ayni
ornek icin Bmprla™ rekombine allel yiizdesine esittir ve [100- (Bmprla™ rekomine
olmayan allel yiizdesi)] formiilii ile hesaplanmistir. Bu hesaplama Bmprila ™™ farelerin
butiin hicrelerinde %100 Bmprla™™ alleli tasimasi ve Bmprla™™ CD19.Cre*"
farelerde, Cre aracili rekombinasyon sonrast Bmprla™- rekombine olan ve rekombine

olmayan allellerinin toplaminin hala %100 olmasina dayanmaktadir.
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3.5. Elispot Deneyleri

NP16 ve NP2-BSA antikor iireten hiicrelerin sayisini saptamakta kullanilan

ELISpot deneylerinin basamaklar1 daha 6nce tanimlanmustir (15) ve sekilde sematize

edilmistir (sekil 3.1.). T-bagimli cevap igin kisaca asagidaki basamaklar izlenmistir:

Immulon 4HBX plakalar (Fisher Scientific, ABD) PBS icinde 5 pg/ml NP16
ve NP2-BSA ile kaplanmistir.

Spesifik olmadan baglanan antikorlar 1X PBS i¢inde %1 BSA ile yikanmistir.
Lenfosit slispansiyonu alinan hiicreler tiglii tekrarl olacak sekilde ekilmistir.
Seri olarak dilusyon edildikten sonra 37 °C’de 5 saat inkiibe edilmistir.

Daha sonra yikanan kuyucuklara alkalin fosfataz bagh- anti-lgG1 ikincil
antikoru (Southern Biotech, ABD) eklenmistir.

5-bromo-4-kloro-3 indolil fosfat (BCIP, Southern Biotech, ABD) eklendikten
sonra renk degisimi gozlenmis ve olusan noktalar mikroskop altinda
sayllmistir.

25-50 nokta/kuyucuk olan kuyucuklar saptanmis ve buradaki nokta sayisi

diliisyon faktorii ile ¢arpilarak antikor {ireten hiicre sayisi saptanmustir.

T-bagimsiz hiicre cevabi i¢in yapilan ELispot deneylerinde de benzer adimlar

takip edilmistir. Farkli olarak, plakalar sadece NP19 ile kaplanmis ve kegi anti-fare
IgM (Southern Biotech, ABD) ve kegi anti-fare 1gG (Southern Biotech, ABD)

kullanilmustir.
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ELISpot deneyleri
S 3 Immulon 4HBX plakalari
m A NP,-BSA or NP,c-BSA
}
C D
,\Aﬁ
|
BCIP
o 0 Q. [ )

() BSA blok
< Kemik iligi ve dalak hiicreleri

Alkaline fosfataz-konjuge
@ ) keci anti-fare I1gG,

<@ BCIP’in kromojenik driini

Noktalarin sayilmasi

Sekil 3.1. ELISpot deney basamaklari.

3.6. ELISA Deneyleri

NP19 ve NP2 Elisa deneyleri i¢in asagidaki basamaklar takip edilmistir.

Basamaklar sekil 3.2°de sematize edilmistir.

1-

2-

Immulon 2HB (Fisher Scientific, ABD) plakalar1 PBS iginde Sug/ml NP16 ve
NP2-BSA ile kaplanmis ve gece 4°C’de inkiibe edilmistir.

Spesifik olmayan baglanma antikorlar PBS iginde %1 BSA, %0,05 sodyum-
azit ile ve PBS iginde %0,05 Tween-20 ile yikanmustir.

Farelerden alinan kan 3000 RPM’de 20 dakika sanrifuje edildikten serum
toplanmis ve kuyucuklara ikili tekrarli ekilmistir. Seri olarak dilusyonlar
yapimustir.

Standardlar da benzer sekilde ekilmis ve seyreltilmistir. Standart olarak 1D1-4
hlcre dizisinden gelen anti-NP IgG1 lambda hibridomalar1 (NP19-1gG1 igin),
IgM tranfektoma hiicre dizileri (NP19 IgM icin) ve yiksek afiniteli anti-NP
fare IgM (NP2 IgM igin)’leri kullanilmistir. Arka plandaki floresan
degerlendirebilmek icin negatif kontrol kuyucuklarina serum eklenmemistir.

Plakalar 37°C’de 2 saat inkiibe edilmistir.
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6- Daha sonra yikanan kuyucuklara anti-fare IgGl-alkalin fosfataz konjuge
ikincil antikoru (Southern Biotech, ABD) ve keci anti-fare IgM (Southern
Biotech, ABD) eklenmistir.

7- P-nitrofenil fosfat (PNPP, Fisher Scientific, ABD) eklendikten sonra renk
degisimi gozlenmis.

8- Optik densite (OD) 405 nm’de Olgiilmiistiir. Standartlarin ilk kuyucugundaki
OD 1.0’e ulastigindaki degerler kullanilmistir.

9- Elisa analizi GraphPad Prizm uygulamasinda dort parametreli lojistik esitlik
(4PL esitligi) kullanilarak standartlara bagl olusturulan egri grafigine gore
yapilmistir.

ELISA deneyleri

3 Immulon 2HB plakalar

"jAg"\ A sz'BSA or NP19'BSA
| ) BSA blok

A Farelerin serumu

) Alkaline fosfataz-konjuge
DAC kegi anti-fare 1gG; ya da IgM

p-nitrofenol, PNPP’nin
kromojenik trini

00(.

405nm’de O.D. 6lgimi

Sekil 3.2. ELISA deney basamaklari.
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3.7. In-vitro Kiiltiir Deneyleri

Dalak hiicreleri daha 6nce tariflendigi sekilde farelerden steril kosullar altinda
cikarilmis ve %10 FCS, %1 soydum priivat, %1 esansiyal olmayan aminoasitler, 50
UM 2-merkaptoethanol, 100U/ml penisilin/streptomisin iceren RPMI-1640 kultlr
medyas1 ile siispansiyon haline getirilmistir. 2x10° hiicre, 1 ml medya icinde 24-
kuyucuklu plaklara ekilmis ve %5 COz2, 37 °C’de 3 gilin inkube edilmistir. Sinif-
degisimi mekanizmasii1 uyarmak i¢in hiicreler kiiltiir kosullarinda 10 pg/ml anti-
CD40 (Klon FGK4.5/FGK45, BioxCell, ABD) ve 10 ng/ml fare-rekombinan IL-4
(STEMCELL Technologies Inc, ABD) ile ya da 15 pg/ml LPS (Sigma-Aldrich, ABD)
ve 10 ng/ml IL-4 ile uyarilmistir. 3 giin sonunda toplanan hiicreler IgG1 ve IgE analizi
icin akim sitometri ile degerlendirilmistir. Plazma hiicre farklilagmasini uyarmak i¢in
benzer kiiltiir kosullarinda 10 pg/ml anti-CD40 (Klon FGKA4.5/FGK45, BioxCell,
ABD), 10 ng/ml anti-fare-rekombinant IL-4 (STEMCELL Technologies Inc, ABD) ve
2 ng/ml anti-fare rekombinant IL-5 (R&D Systems, ABD) ile uyarilan hiicreler 3. giin
ve 4.-6. giinler arasinda toplanmig ve plazma hiicre antikorlar1 ile boyanarak plazma

hiicre ylizdesi akim sitometri ile degerlendirilmistir.

3.8. Damlacik-temelli tek-hiicre RNA sekans analizi

NP-CGG ile immiinize edilen Bmpr1a™™CD19.Cre*" ve CD19.Cre*" kontrol
farelerinden immunizasyon sonrasi 11. glinde dalak hiicreleri daha 6nce anlatildigi gibi
ayristirildi. Her bir grup icin 4 fareden elde edilen dalak hiicreleri gruplanmis canli/6li
hicre belirteci olan UV-zombi ve germinal merkez hiicre belirteci olan anti-CD19,
NIP, anti-kappa, anti-CD95, anti-CD38 antikorlariyla ile boyanarak germinal merkez
B hiicreleri (UV-zombie® CD19* NIP* Kappa- CD95* CD38'owmed) akym sitometri
yontemi ile BD FACSAriall’da ayristirildi. Ayristirilan hiicreler mikroskop altinda
manual olarak ve otomatik hiicre sayim makinesinde sayildiginda >% 90 canlilik
kriterini sagladig1 ve tek hiicre olarak birbirlerinden ayr1 sekilde solusyanda dagildig:
dogrulandi. Ayristirilan hiicreler 10X Chromium sistemi (10X Genomics) kullanilarak
Tek-Hucre Gen Analizine tabi tutuldu. cDNA kituphaneleri (cDNA library) Uretici

firmanin talimatlart dogrultusunda Chomium Tek-Hiicre 3’Ajan kiti (Chromium
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Single-Cell 3° Reagent Kit (v2 Chemistry)) kullanilarak Yale Kanser Genom
Merkezinde gerceklestirildi. 10X Genomics tek gen hiicre barkodlari ile etiketlenmis
cDNA’ler Illumina HiSeq2500 Rapid Run platformunda sekanslandi. Veri setinin ilk
islenmesi ve gen ekspresyonu ¢ikarimi CellRanger (v2.1.0) kullanilarak tamamlandi.
Bmpr1a™™CD19.Cre*"- ve kontrol fareleri igin iki veri seti ayr1 tutulmustur ve kalite
kontrol asamalar1 ve daha ileri analiz Seurat paketi (v3.1, ref.?>) R v3.6.1 (ref.?6)’nde
gerceklestirilmistir. Yeterli RNA tasiyan hiicreler >200 gen kriteri ile secildi. Non-
spesifik sinyalden ayirt etmek i¢in ise minimum 3 hiicrede ifade edilen genler analize

dahil edildi. Normalize edilen veri supervize olmaksizin PCA islemine tabi tutuldu.
3.9.istatistiksel Analizler
Calismadaki veri setleri GraphPad Prism 7 ya da 8 kullanilarak ANOVA,

Student’s t-test (paired ya da unpaired) istatistikler testleri ile degerlendirilmis ve p <

0,05 oldugunda istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Germinal Merkez B Hucrelerinde ve Hafiza B hiicrelerinde Bmprla

MRNA Duzeyinin Naif B Huicrelere Goére Karsilastirilmasi

Daha 6nce yapilan ¢alismalarda, hafiza B hiicreleri ile naif B hiicreler arasinda
gen ekspresyonunda farkliliklar oldugu gosterilmistir (16). Embriyonik ve somatik
kok hiicrelere kendini yenileme ve farklilasma niteligi saglayan genlerden biri olan
Bmprla’nin, Balb/c farelerden ayristirilan hafiza B hiicrelerinde giiclii bir sekilde
eksprese oldugu saptanmistir (16). Ayn1 zamanda, BMPR1A sinyal yolagi elemanlari
mRNA’larinin da hafiza B hiicrelerinde bir miktar eksprese oldugu bulunmustur (16).
T-bagimli immiin cevap sirasinda naive B hiicrelerin aktivasyonuyla gelisen germinal
merkez B hiicrelerinde (GMB) ve onlarin farklilasmasiyla olusan hafiza B
hicrelerinde (HBH) Bmprla mRNA seviyesini incelemek icin B6 farelerde NP-CGG
periton igine asilandi. Immunizasyon sonras1 (i.s.) 11. giinde dalak hiicreleri izole
edildi ve germinal merkez B hcreleri (UV-zombie', APCCy7-CD19*, BV421-CD95,
AF700-CD38") akim sitometri ile ayristirildi. 31.-33. giinler arasinda izole edilen
dalak hicrelerinden 1gG1* hafiza B hiicreleri (UV-zombie, APC-Cy7-B220*, APC-
NIP*, V450-Kappa', PECy7-CD38*, FITC-IgG1*) ayristirildi. Naif B hiicreler (UV-
Zombie', APC-B220*, APCCy7-lgD*, PECy7-CD38", PE-CD95) immunize
edilmemis fare dalagindan akim sitometri yontemi ile izole edildi. Bu hiicrelerin akim

sitometri ile ayristirilma stratejisi sekil-4.3’te gosterilmistir.

Bmprla mRNA ekpresyonu oraninin, germinal merkez B hiicrelerinde naif B
hiicrelere gore ortalama 147,3 + 31,64 oldugu saptandi (p <0,05). Hafiza B
hiicrelerinde naive B hiicrelere gore Bmprla mRNA ekpresyonu orani ortalama 324,1
+ 71,34 olarak saptandi (p <0,05) (Sekil 4.1). Bu sonu¢ Bmprla mRNA’smnin germinal

merkez B hiicrelerinde ve hafiza B hiicrelerinde yiiksek diizeyde oldugunu gosterdi.
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Sekil 4.1. Germinal merkez B hiicrelerinde ve hafiza B hiicrelerinde Bmprla mRNA
ekspresyonu oraninin naif B hiicrelere gore qPCR yontemi ile karsilastirilmasi
(Noktalar tek bir fareden alinan ya da birden fazla farenin hiicrelerinin bir araya

toplanmasi ile elde edilden 6rnekleri teslim eder).

4.2. Dalak Plazmablastlarinda, Dalak Plazma Hiicrelerinde, Kemik iligi
Plazmablastlarinda ve Kemik iligi Plazma Hiicrelerinde Bmprla mRNA

Dizeyinin Naif B Hticrelere Gére Karsilastirilmasi

T-bagimli immiin cevabin diger elemanlar1 olan plazma hiicrelerinde Bmprla
ifadesini degerlendirmek amaciyla NP-CGG ile immiinize edilen B6 farelerinden
dalak htcreleri immunizasyon sonrasi 11. giinde, kemik iligi hiicreleri 31.-33. glnler
arasinda izole edildi. Dalak ve kemik iligi plazmablastlar1 (UV-Zombie', APCCy7-
gD, PECy7-Dump, PE-CD138", BV605-Sca-1*, APC-B220%); dalak ve kemik iligi
plazma hucreleri (UV-Zombie', APCCy7-1gD", PECy7-Dump-, PE-CD138*, BV605-
Sca-1*, APC-B220") akim sitometri yontemi ile sekil-4.3.te gosterildigi gibi
ayristirildi. Hiicrelerden elde edilen RNA’da Bmprla mRNA diizeyi saptandi.

Naif B hicrelerinde Bmprla mRNA ekpresyonu oranmin dalak
plazmablastlarinda (Dalak PB), dalak plazma hiicrelerinde (Dalak PC), kemik iligi
plazmablastlarmda (KIPB), kemik iligi plazma hiicrelerinde (KIPH) naif B hiicrelere
gore ortalama sirasiyla 70,36 + 20,07, 76,34 + 14,81, 519,9 + 133, 197,7 + 56,13
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oldugu saptand1 (p<0,05) (Sekil-4.2). Bu bulgular BMPR1A’nin plazmablastlarda ve

plazma hiicrelerinde naif B hiicrelere gore artmis oldugunu gosterdi.
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Sekil 4.2. Dalak plazmablastlarinda (Dalak PB), dalak plazma hiicrelerinde (Dalak
PC), kemik iligi plazmablastlarinda (KiPB), kemik iligi plazma hiicrelerinde (KIPH)

Bmprla mRNA ekspresyon

karsilastirilmast

u oraninin naif B hiicrelere gére gPCR yontemi ile
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GMBH, Dalak Plazmablast ve Plazma Hiicreleri immiinize edilmemis Dalak B Hiicreleri
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Sekil 4.3. Bmprla mRNA diizeyi ¢aligmalar1 i¢in B hiicre alt tiplerinin akim sitometri

ile ayrigtirilma stratejisi

4.3. Kemik iligi Plazmablastlarinda ve Kemik iligi Plazma Hiicrelerinde

Bmprla mRNA Diizeyinin Antijenik Aktivasyon ile Degisiminin incelenmesi

NP-CGG ile immiinize edilmemis B6 farelerin (DO0) kemik iligi izole edildi.
Kemik iligi plazmablastlar1 (UV-Zombie', APCCy7-1gD", PECy7-Dump-, PE-
CD138*, BV605-Sca-1*, APC-B220") ve kemik iligi plazma hiicreleri (UV-Zombie’,
APCCy7-1gD", PECy7-Dump’, PE-CD138*, BV605-Sca-1*, APC-B220) akim
sitometri yontemi ile ayristirildi. Elde edilen hiicrelerden RNA elde edildi ve cDNA
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olusturuldu. Asilama sonras1 31-33. giinler arasinda izole edilen kemik iligi plazma
hiicresi ve plazmablastlardan elde edilen 6rnekler ile beraber qPCR analizi yapildi.
Immiinizasyon ~ sonrast  31.-33. giinde ayristirilan  kemik  iligi
plazmablastlarinda Bmprla mRNA ekspresyonu oraninin, immiinize edilmemis
farelerden elde edilen kemik iligi plazmablastlarina gore 5,01 £+ 1,282 (p<0,05) oldugu
saptand1 (sekil.4.4). Kemik iligi plazma hcrelerinde ise Bmprla mRNA dizeyinin
immiinizasyon sonrasi anlamli bir degisim gostermedigi tespit edildi. Bu bulgu,
plazmablastlarda antijenik aktivasyon ile Bmprla mRNA seviyesinin arttigini

gosterdi.
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Sekil 4.4. immiinizasyon sonrast izole edilen kemik iligi plazmablastlarmda (D31-33
KIPB) ve kemik iligi plazma hiicrelerinde (D31-33 KIPC) Bmprla mRNA
ekspresyonunun immiinize edilmeyen kemik iligi plazmablast (DO KIPB) ve plazma

hiicrelerine (D0 KiPC) gére qPCR ile karsilastiriimasi

4.4. Bmprla™™CD19.Cre*~ Farelerde Bmprla Allel Rekombinasyon

Spesifikliginin ve Etkinliginin Incelenmesi

Bu tez ¢alismasinda Bmprla’nin germinal merkez B hiicrelerindeki 6nemini
anlamak icin Bmprla geni eksik olan fareler ile geni tam olan fareler
karsilastirilmaktadir. Ancak BMPR1A embriyonik gelisim acisindan énemli oldugu

icin Bmprla-geni baskilanmis fare modelinin kullanilmasi miimkiin degildir. Bu
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nedenle Bmprla geni spesifik olarak sadece B hiicrelerinde baskilanmis olan
Bmpr1a™™CD19.Cre*" fare modeli kullanilmistir. Bu farelerin Bmprla geni, exon-2
bolgesinin her iki tarafinda Lox-P bulundurmaktadir. B hiicreleri CD19 sentezi ile
beraber Cre urettiklerinde, Cre enzimi exon-2 bolgesini cevreleyen Lox-P bolgelerini
rekombine ederek exon-2 bdélgesini kesmektedir (sekil-4.5B). Bunun sonucunda
olusan Bmprla™ rekombine alleli fonksiyonel degildir. Kontrol olarak Jackson
laboratuvarmdan satin alinan CD19.Cre*" fareler kullanilmistir.

Bmprla™ allelinde, Cre aracili Lox-P rekombinasyonunun B hiicre spesifik
olup olmadigin1 ve bu rekombinasyonun etkinlik diizeyini incelemek amaciyla
immiinize olmayan 7-12 haftalik Bmpr1a™™ CD19.Cre*" farelerden dalak B hiicreleri,
CD4* T hcreler, CD8* T hiicreler, dendritik hucreler ve peritoneal makrofajlar akim
sitometri ile ayristirllmistir. Bu popiilasyonlarin akim sitometri ile ayristirilma
stratejisi sekil-4.6°da gosterilmistir. Bu hiicrelerden DNA elde edilmis ve Bmprla
rekombine olmus (Bmprla™ rekombine allel), olmamis (Bmprla™ rekombine-
olmayan allel) ve kontrol allelerinin (Bmprla™ WT allel) seviyesi, ayristirilan
populasyonlarda saptanmistir. Bunun i¢in 3 ayr1 qPCR reaksiyonu kullanilmstir.
qPCR deneylerinin optimizasyonu yapilmis ve % 90 iizerinde etkinlikle calisan
primerler se¢ilmistir. Bmprla’nin rekombinasyonu sonrasi olusan allelin (Bmprla-
rekombine allel), Bmprla rekombine olmus ve olmamis toplam alleller (Bmprla
rekombine allel+Bmprla rekombine-olmayan allel) arasindaki yiizdesi hesaplanarak
Cre-rekombinasyonunun etkinligi saptanmistir (sekil-4.5A). Bu PCR reaksiyonlari
sonrasi olusan PCR iiriinleri agaroz jelinde yiiriitiilerek dogrulanmistir (sekil-4.5C).
Bu deneyler sonucunda, Bmprla alleli rekombinasyonunun B hiicre spesifik oldugu,
sadece B hiicrelerinde gergeklestigi ve diger hematopoetik hiicre popiilasyonlarinda
Bmprla allelinin rekombine olmadan normal olarak bulundugu dogrulanmistir. B
hiicrelerindeki Bmprla rekombinasyonunun etkinligine bakildiginda, immiinize
edilmeyen farelerin B hicrelerinde %95 olarak Bmprla rekombinasyonunun

gerceklestigi saptanmistir (sekil-4.5A).
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Sekil 4.5. Bmpr1a™™ CD19.Cre*" farelerde Bmpr1la allel rekombinasyonunun B hiicre
spesifikliginin ve etkinliginin incelenmesi. (A) Bmprla™ rekombine allelin toplam
alleller arasindaki yiizdesinin farkl: hiicre tiplerinde analizi. (B) Bmprla™ rekombine,
rekombine-olmayan ve WT allel’in sematik gosterimi. (C) PCR reaksiyonlarinda elde

edilden allellerin agaroz-jel goruntleri
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Sekil 4.6. Bmpr1a™™ CD19.Cre*" farelerde Bmpr1la allel rekombinasyonunun B hiicre
spesifik oldugunu saptamak i¢in yapilan akim sitometri deneylerinde hiicrelerin

fenotipik ayristirilma stratejisi
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4.5. B hucre-Spesifik Bmprla Kaybmmin Germinal Merkez B Hicre ve

Plazma Hiicre Kompartmanlarma Etkisinin incelenmesi

Kemik morfogenetik protein reseptér 1A (BMPR1A) aktivasyonun B hiicre
cevabindaki fonksiyonal roliinii anlamak icin NP-CGG ile asilanan BmprlaP/™
CD19.Cre*- ve CD19.Cre*" kontrol farelerde germinal merkez B hicreleri ve plazma
B hiicre kompartmanlarmin biyikligii degerlendirildi. Antijen-spesifik GMBH
hiicreleri NIP* Igk- CD95" CD38- CD19* belirtegleri kullanilarak akim sitometri ile
belli zaman araliklarinda degerlendirildi. Immiinizasyon sonras: 8.-20. giinler arasinda
antijen spesifik germinal merkez B hiicresi sikliginin Bmprla geni eksik olan farelerde
anlamli olarak % 23 azalarak Bmprla-geni tam olan farelerin % 77’sine distigi
saptand1 (oran: 0,77 kat, p=0,0087, sekil 4.7). Daha sonraki evrelerinde ise kontrol
fareler ile deney grubu arasinda anlamli fark saptanmadi. Bu sonu¢ Bmprla
eksikliginde germinal merkez hiicrelerinin olusumunda bir miktar azalma oldugunu

gosterdi.

1.00 4
0.77kat
0.75 4 *k
paired t-test Bmoria™W G019 Cre-
05 - 8.- 20. giin ~W-Emeria o

-©- Bmpriaf* CD19.Cre*"

B hiicreler igindeki ylzdesi (%)

T T T H
4 8 11 20 28 42 70 118

immiinizasyon sonrasi giin

Antijen-spesifik GMBH’lerin toplam

Sekil.4.7. Immiinize edilen Bmprla™™ CD19.Cre*- ve BmpriaV’™T CD19.Cre*
farelerde antijen spesifik germinal merkez hiicrelerinin (CD95" CD38" NIP* Igk™9)
toplam B hiicreler arasindaki yilizdelerinin belli zamanda araliklarinda

degerlendirilmesi.
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BMPR1A kaybmin plazma hiicrelerine etkisini anlamak i¢in Bmprla-geni
eksik olan fareler ile WT kontrol farelerin olusturdugu antikor iireten plazma hiicreleri
Elispot deneyi ile belli zaman araliklarinda degerlendirildi. Yiiksek afiniteli IgGl
ureten NP2-kemik iligi plazma hiicrelerinin 8. giinden itibaren Bmprla eksikliginde
daha az olustugu saptandi (sekil 4.8B). Daha da belirgin olarak 42.-111. ginler
arasinda, yiiksek afiniteli IgG1 {ireten NP2-kemik iligi plazma hiicrelerinin Bmprla
kayb1 oldugunda %67 az olusarak kontrol farelerin 0,33 katina azaldig1 saptandi (sekil
4.8B). Diisiik afiniteli IgG1+ NP16-KIPH sayilarinin da benzer sekilde Bmprla-geni
eksik olan farelerde kontrol farelerin 0,31 katina diistiigii (%69 azalma) saptandi (sekil
4.8B). Immiinizasyon sonras1 111. giinde kemik iliginden elde edilen hiicrelerde
yapilan akim sitometri ¢alismast da Bmprla-eksik farelerdeki 1gG1 plazma hucresi
yuzdesinin WT farelerdekine oraninin 0,34-kat oldugunu gosterdi. (sekil 4.9A). Akim
sitometri ile kemik iligi plazma hiicrelerinin ayristirilma stratejisi sekil 4.9B’de
gosterilmistir. Dalakta bulunan diisiik afiniteli [gG1 tireten NP-16 plazmablast/plazma
hiicreleri degerlendirildiginde ise iki fare grubu arasinda anlamli fark tespit edilmedi
(sekil 4.8A). Dalaktaki diisiik afiniteli plazma hiicreleri erken evrede ekstrafolikiiler
alanda iiretildigi i¢cin bu sonu¢ T-bagimsiz olarak ilerledigi bilinen ekstrafolikiiler
yanitin Bmprla geni eksikliginde etkilenmedigini diislindiirmektedir. Buna karsin 11.
giinde germinal merkez cevabi ile olusturulan ve kemik iligindeki plazma hiicrelerinin
onciileri oldugu disiiniilen yiiksek afiniteli NP2 dalak plazma hucrelerinin Bmprla-
yolagi aktif olmayan farelerde % 61 azalma ile WT farelerin 0,39-katina diistigii
saptand1 (sekil 4.8B). Beraber degerlendirildiginde bu sonuglar ile Bmprla’nin
germinal merkezden c¢ikan siif-degisimi gerceklesmis olan IgGl dalak plazma
hlcrelerinin ve de uzun émirli IgG1 kemik iligi plazma hiicrelerinin olusumunda

gerekli oldugu sonucuna varilabilir.
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Sekil 4.8. Dalak ve kemik iligindeki plazma hiicrelerinin/plazmablastlarin Bmprla
geni eksikligindeki degisiminin Elispot testi ile Bmprla™™ CD19.Cre*" (acik halka,
kesik cizgi) ve CD19.Cre*" (koyu siyah halka, diiz ¢izgi) farelerde degerlendirilmesi.
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Sekil 4.9. Kemik iligindeki plazma hiicrelerinin toplam kemik iligi hiicreleri
arasindaki ylizdesinin Bmprla geni eksik olan farelerde WT farelere gore akim-
sitometri ile karsilagtirilmasi. (A) Bmprla™™ CD19.Cre*" (agik halka, kesik ¢izgi) ve
CD19.Cre*" (koyu siyah halka, diiz gizgi) farelerdeki yiizdelerin karsilastirilmasi. (B)
Iki fare grubundan alian kemik iligi plazma hiicreleri/plazmablastlarini (KIPH/KIPH)

gosteren Ornek akim sitometri grafikleri.

4.6. BMPR1A’min Germinal Merkez Reaksiyonlar: Sirasinda

Gergeklesen Simf Degisimi Mekanizmasina Etkisinin In-vitro incelenmesi

BMPR1A kaybi oldugunda IgGl smif-degisimi gergeklesmis plazma
hiicrelerinin 6nemli diizeyde negatif etkilendigi gosterildi. Bu deneylerde Bmprla™™
CD19.Cre*" fareler ile CD19.Cre*" fareler karsilastirildiginda, Bmprla geninin
yoklugunda farelerde antijene 6zgii IgG1 plazma hiicre sayisinin ortalama 3 kat daha
az oldugu saptandi. T-bagimli B hiicre yaniti, germinal merkez reaksiyonlar1 ve
germinal merkezden plazma hiicre farklilagsmasi sirasinda sinif degisimi mekanizmasi
onemlidir. Smif degisimi gergeklesmis IgGl+ plazma hiicrelerinin Bmprla

eksikliginde azalmasinin kismen de olsa Bmprla eksikliginin smif-degisimi
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mekanizmasint sekteye ugratmasi nedeniyle olup olmadigini saptamak igin
Bmprla’nin smif degisimi mekanizmasi lizerindeki etkisi incelendi. Bunun igin
Bmprla ¥ CD19.Cre*- fareler ile CD19.Cre*" farelerden izole edilen dalak hiicreleri
hiicre kilturi ortaminda 3 giin boyunca T-bagimli cevapta etkin uyaranlardan anti-
CD40+1L4 ya da T-bagimsiz cevapta etkin uyaranlardan LPS+IL4 ile inkiibe edildi.
Ilgili situmulasyon faktdrleriyle uyarilan hiicrelerin IgG1 ve IgE iireten B hiicrelere
doniisiip donlismedigini gostermek i¢in 0. giin ve 3. giin toplanan dalak hiicreleri akim
sitometri analizi i¢in antikorla boyandi. IgGl iireten B hiicrelerinin (UV-Zombie
IgG1*B220%) ve IgE Ureten B hicrelerinin (UV-Zombie™ IgE*B220*) toplam B
hiicreler arasidaki yiizdesinin Bmprla™™CD19Cre*" farelerde CD19.Cre*" farelere
gore anlamli degisim gostermedigi saptandi (Sekil 4.10C ve Sekil 4.10D).
Bmpr1a™™CD19.Cre*" farelerdeki B hiicrelerinde sinif-degisimi mekanizmasi
normal sekilde ilerlemektedir. Uyarilan dalak hiicrelerinin akim sitometri ile 0. ve 3.
giinde analizinde goriildiigii gibi her iki grupta 1gGl, IgE izotiplerine doniisiim
gerceklesmektedir (Sekil 4.10A ve Sekil 4.10B). Bu bulgu, Bmpr1a™™CD19.Cre*"
fareler ile CD19.Cre*" fareler arasinda plazma hiicresi sayisi farkliliginin sinif-
degisimi mekanizmasindaki bir sorundan 6tiirii kaynaklanmadigimi géstermektedir. Bu
sonug, naif B hucrelerden germinal merkez hicrelerine ve plazma hicrelerine
farklilasmada Bmprla’nin sinif-degisimi mekanizmasindan bagimsiz olarak rol almasi

ihtimalini glglendirmektedir.
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Sekil 4.10. Bmprla’nin B hiicre gelisimi sirasinda gerg¢eklesen sinif degisimi
mekanizmasi lizerindeki etkisinin arastirilmast. (A) Anti-CD40+IL4 ile uyarilan dalak
hicrelerinin akim sitometri ile analiz edilme yolu. (B) LPS+IL4 ile uyarilan dalak
hticrelerinin akim sitometri ile analiz edilme yolu. (C) (D) Ilgili ajanlarla uyarilan
dalak hiicrelerinin 3 giin sonra IgG1 ve IgE iireten B hiicrelere doniisiim yiizdesisinin

Bmprla ¥™CD19.Cre*"ile CD19.Cre*" farelerde karsilastiriimasi.
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4.7. B-hucre Spesifik Bmprla Kaybmn Serum Antikor Seviyesine

Etkisinin Arastirilmasi

Bmprila geni eksik olan farelerde (Bmpr1a™™CD19.Cre*"), Bmprila geni tam
olan farelere gore (CD19.Cre*") kemik iliginde bulunan ve antikor iireten uzun émiirlii
plazma hicre sayilarin istatistiksel olarak anlamli oranda ortalama %65 azalma
oldugu Elispot deneyleri ile gosterilmisti. Bu azalma NP-CGG immiinizasyonu sonrasi
8. glnde saptanabilmekte ve 42.-118. giinler arasinda daha belirgin olarak
gozlenmekteydi. Uzun dmurlu kemik-iligi plazma hiicre kaybindan kaynakli serum
antikor seviyesinde bir azalma olup olmadigini saptamak i¢in ELISA deneyleri
yapildi. NP-CGG ile immunize edilen Bmprla™™CD19.Cre*- ve CD19.Cre*"
farelerden immiinizasyon sonrast 125. ya da 139. giinlerde serum toplandi. ELISA
deneyleri ile serumdaki NP antijeni spesifik 1gG1 ve IgM antikor seviyeleri saptandi
(sekil 4.11). Bmprla eksik-B hiicresi olan farelerde (Bmprla™™CD19.Cre*-) NP2
baglayan yiiksek afiniteli I[gGl serum seviyesinin daha diisiik konsantrasyonlarda
oldugu saptandi (goreceli O.D. 0,81-kat, p=0,0260). Orta ve diisiik afiniteli olan, NP19
baglayan IgG1 serum seviyesinin iki grup arasinda farkli olmadig1 saptandi. Yiiksek
afiniteli NP2 baglayan serum IgM seviyesi de iki grup arasinda anlamli oranda farkl:
degildi. Buna karsm, NP19 spesifik IgM seviyesi Bmprla™™ CD19.Cre*" farelerin
serumunda kontrol farelerin 0,54-kati olarak saptandi (p=0,032). Bu sonuglar, Bmprla
eksikliginde farelerde uzun dénemli antijen spesifik IgG1 ve IgM diizeylerinin daha

az oldugunu gostermektedir.
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Sekil 4.11. Yiksek afiniteli (NP2 baglayan) ve diisiik afiniteli (NP19 baglayan) IgG1
ve IgM serum antikor seviyelerinin Bmpr1a™™CD19.Cre*" ve CD19.Cre*" farelerde

ELISA testi ile karsilastirilmasi

4.8. BMPR1A’nin T-bagimsiz B hiicre cevabinda roliiniin incelenmesi

BMPRI1A eksikliginde diisiik afiniteli dalak plazma hiicrelerinin etkilenmedigi
saptanmisti. Diistik afinite plazma hiicreleri ¢ogunlukla ekstrafolikuler alanda T-
bagimsiz yanit ile olusturuldugundan, BMPR1A’nin T-hiicre bagimsiz immiin
cevaptaki etkisi ve erken evrede ekstrafolikiiler bolgede tiretilen dalak plazmablastlari
ve plazma hiicrelerinin tiretimi Elispot deneyleri ile belirlendi. Ozetle, NPs3-AECM-
Ficoll ile immunize edilen Bmprla™™CD19.Cre*" ve kontrol CD19.Cre*" farelerden
dalak hiicreleri immunizasyon sonrasi 5. giinde izole edildi. Antikor olusturan hiicreler
Elispot yontemi ile sayildi. Bmprla-eksik olan farelerde ve kontrol farelerde IgM ve
IgG iireten plazma hiicre sayilarinin istatistiksel olarak farkli olmadig1 saptandi. Bu
sonug, BMPR1A’nin germinal merkez disinda, ekstrafolikiiler alanda meydana gelen,

T-bagimsiz hiicre cevabinda etkili olmadigini gosterdi (sekil 4.12).
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Sekil 4.12. BMPR1A’nin T-bagimsiz B hiicre cevabina etkisinin EliSpot deneyi ile

arastirilmasi

4.9. Germinal Merkez Alt Populasyonlarinda Bmprla Transkripsiyon
Dagiliminin Tek-hiicre RNA Sekans Analizi Yontemi ile Incelenmesi

Bmpr1a™™CD19.Cre*" ve CD19.Cre*" kontrol fareleri NP-CGG ile immunize
edildikten sonra 11. giinde germinal merkez B hiicreleri (CD19* NIP* Kappa CD95%)
akim sitometri yOntemi ile aynistirildi ve tek-hiicre RNA sekanslamasi ile
transkriptomik ozellikleri degerlendirildi. CellRanger (v2.1.0) kullanilarak islenen
veri setinde Bmprla™™CD19.Cre*" farelerden 1969 hiicre ve hiicre basma 1347
medyan gen elde edilirken, CD19.Cre*" farelerden 1153 hiicre ve hiicre basina medyan
1535 gen olacak sekilde veri elde edildi. Bmprla™™CD19.Cre*- ve kontrol fareleri
i¢in iki veri seti ayr1 olarak Seurat paketi (v3.1, ref.?°) R v3.6.1 (ref.?6)’nde normalize
edilerek veri supervize olmaksizin PCA islemine tabi tutuldu. Sahip olduklar1 ortak
genlere gore UMARP haritasinda hiicreler alt kiimelere ayrildi. Bmpr1a®™™CD19.Cre*-
farelerden elde edilen hiicreler 7 kiimeye, CD19.Cre*~ farelerdenler elde edilen

hiicreler ise 6 kiimeye ayrist1 (sekil 4.13). Bunlar arasinda 6zellikle dikkat ¢eken
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CD19.Cre*" kontrol farelerdeki kime 5, Bmpr1a™™CD19.Cre*" farelerdeki kiime 6

diger hiicrelerden daha uzakta bir noktada gruplandi.

WT Bmpria Fx/Fx
8 10 e
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Sekil 4.13. Bmprla™™ CD19.Cre*- (Bmprla Fx/Fx) ve CD19.Cre*~ (WT) kontrol
farelerden ayristirilan hiicrelerin tek-hiicre RNA sekanlanslamasi sonucunda

transkriptomik 6zelliklerine gore UMAP ile kiimelere ayristirilmasi

Bmpria™™ CD19.Cre*" ve CD19.Cre*" farelerde kiimelerdeki hiicre sayis1 ve
yiizde dagilimi incelendiginde kiime 5 kontrol farelerde toplam hiicrelerin %5,90’1n1
olustururken, Bmprla™™ farelerde kiime 6 toplam hicrelerin %2,03’iinii olusturdu.
Ozetle, Bmprla geni B-hiicrelerinde eksik olan farelerde ve WT farelerde benzer
sekilde diger kiimelerden uzakta toplanan ve benzer transkripsiyon 6zelligi tasiyan bu
kiimedeki hticrelerin ylzdesinin Bmprla eksikligi olan farelerde WT farelere gore
%66 azaldig1 saptand1 (sekil 4.14).

Kiime

O PbWN-=0O
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WT Bmpria Fx/Fx
Kiime Hiicre sayisi | Yiizde dagilhimi Kiime Hucre sayisi |Yizde dagilimi

0 311 26.97 0 572 29.05

1 232 20.12 1 381 19.35

2 206 17.87 2 362 18.38

3 185 16.05 3 217 11.02
4 151 13.10

5 68 500 4 212 10.77

Toplam 1153 100.00 5 185 9.40

6 40 2.03

Toplam 1969 100

Sekil 4.14. Bmprla™™ ve WT kontrol farelerden tek-hiicre gen analizi sonucunda

olusan kiimelerin icerdigi hiicre sayis1 ve yilizde dagilimu.

Daha 6nce yapilan qPCR deneylerinde Bmprla mRNA’nin germinal merkez
hiicrelerinde naif B hicrelere gore yuksek diizeyde ifadesinin oldugu gosterildi.
Germinal merkez hiicreleri birbirinden kiigiik farkliliklar tasiyan farkli hiicre
poptilasyonlarindan olusan heterojen bir hiicre grubudur. Daha 6nce yapilan mRNA
qPCR c¢aligmas1 germinal merkezde bulunan tiim hiicrelerden elde edilen toplam
RNA’ya gore analiz edildiginden alt gruplar arasindaki Bmprla ifade farkliligin1 a¢iga
cikarmakta yetersiz kalmistir. Bmprla mRNA ifadesinin germinal merkez alt
gruplarindaki dagilimini incelemek amaciyla tek hiicre RNA sekanslamasi sonucunda
ayristirilan  kiimelerdeki Bmprla ifadesi karsilastirildi. CD19.Cre*” WT kontrol
farelerinde kiime 5’in Bmprla ekspresyon diizeyinin diger hiicrelerden daha yiiksek
oldugunu ve kiime 5’teki hiicrelerin %6’sinin ortalamanin iizerinde Bmprla ifade
ettigini saptandi. Bmprla™™ CD19.Cre*" farelerde ise benzer 6zellikte olan kiime
6’nin Bmprla ifade etmedigini saptandi (sekil 4.15). Bu sonug kontrol farelerdeki
kiime 5’in germinal merkez reaksiyonlar1 sirasinda Bmprla ifadesinde kritik oldugunu

ve Bmprla geni eksik oldugunda Bmprla ifadesinin bu kiimede azaldigini destekledi.
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Sekil 4.15. Tek-hiicre RNA sekans analizi sonucunda Bmprla®™™CD19.Cre*-
(Bmprla Fx/Fx) ve CD19.Cre*” (WT) farelerde olusan germinal merkez alt-
kiimelerindeki Bmprla ifadesinin dagilimi. Ifade ylizdesi olarak tanimlanan nokta
bliytikliigii grupta bulunan toplam hiicreler arasinda Bmprla ifade eden hiicre
ylizdesini gostermekte, ortalama ifade olarak gosterilen renk skalasi gen ifadesinin

ortalama dlzeyini temsil etmektedir.

Son olarak kiime 5’teki hiicrelerin gen ifadesinin diger kiimelerden nasil
farklilik gosterdigini anlamak i¢in yapilan diferansiyel gen analizi sonucunda kiime
5’teki hiicrelerin daha yiiksek diizeyde Xbpl, Irf4, Prdml ifade ederken Pax5
ifadesinin daha diisiik oldugu saptandi (sekil 4.16). Blimp-1 (Prdm1), IRF4 and XBP1
plazma hiicresi iliskili transkripsiyon faktorleri olarak adlandirilmakta ve fare ve insan
plazma hiicrelerinde yuksek diizeyde ifade edilmektedir (75). B hicrelerin plazma
hiicrelerine farklilagsma siireci basladiginda B hiicre transkripsiyon faktorii PAX-5
azalirken, Blimp-1 (Prdml), IRF4 and XBP1 artmaktadir (30). Bu veriler, artmis
Prdm1, IRF-4 ve Xbp-1 gen ifadesi ve azalmig Pax-5 ifadesi nedeniyle WT farelerdeki
kime 5, Bmprla™™ farelerdeki kiime 6’min plazma hiicresi iliskili hiicre grubu

oldugunu isaret etmektedir.
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Sekil 4.16. Bilinen transkripsiyon faktorlerinin  kimelerdeki ifadesinin
degerlendirilmesi ile CD19.Cre*" WT farelerde kiime 5’in transkripsiyon

ozelliklerinin ve iligkili oldugu hiicre grubunun saptanmasi

4.10. BMPR1A’nmm Plazma Hiicre Farkhilasmasidaki Etkisinin 1n-vitro
Arastirilmasi

B-hucre spesifik Bmprla geni eksik olan farelerde 1gG1 antikor sentezleyen
kemik iligi plazma hiicre sayisinin immiinizasyon sonrasi 8. giinden itibaren WT
farelere gore azalma gosterdigi, bu azalmanin 42.-118. giinler arasinda daha belirgin
oldugu ve anlamli olarak yaklasik %65 oldugu daha once yaptigimiz deneylerde
gosterilmisti (p<0,001). Bunun yaninda dalak plazma hiicreleri ve plazmablast
kompartmaninda Bmprla eksikliginde gorece olarak bir farklilik gozlenmemisti. Buna
karsimn, yiiksek afiniteli IgG1 dalak hiicrelerinin 11. giinde Bmprla™™ farelerde WT
farelere gore yaklasik %65 az olmasi, germinal merkez reaksiyonlari sirasinda dalakta
olusan ve kemik iligi plazma hiicrelerine doniisebilecek Oncii hiicrelerin Bmprla
eksikliginde etkilendigini gostermistir. Bu ¢alismalar dalaktaki naive B hicrelerinden
yiiksek afiniteli IgG1+ plazma hiicrelerine doniisiimiin Bmprla eksikliginde sekteye
ugradig ihtimalini dogurmustur. Bunu test etmek i¢in in-vitro kiiltiir ¢alismalar1
yapilmistir. 0. giinde Bmprla™™ ve WT farelerden dalak naive B hcreleri izole
edilmis ve plazma hiicre farklilagsmasini uyaran karisim (anti-CD40, IL-4 ve IL-5) ile

inkube edilmistir (48, 76). 3. ginde ve 4.-6. gunlerde plazma hucresi ylzey belirtecleri
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ile plazma hiicresine doniisiimde farklilasma olup olmadigina bakilmistir. 0. Giinde iki
fare grubu arasinda bir farklilik gézlenmemis, 3. giinde dalak plazma hiicreleri ve
plazmablastlarinin canli hiicreler icindeki yilizdesi birbirine benzer sonug vermistir. 4.-
6. giinde kiiltiirler degerlendirildiginde Bmprla™™ farelerde PH/PB siklig1 ortalama
% 7,8 ve % 10,7 olarak saptanmistir (sekil.4.17). Bmprla™™farelerdeki PH/PB siklig
WT’lerdeki PH/PB sikligina orani 0,72 kat olarak saptansa da bu farklilik istatistiksel
olarak anlamli bulunmamistir. Benzer sekilde sadece dalak plazma hiicrelerinin
ylizdesi degerlendirildiginde 0., 3., ve 4.-6. giinler arasinda iki grup arasinda anlaml
farklilik gbzlenmemistir. Sonug olarak, Bmprla eksikliginde naive B hiicrelerinden
dalakta antikor sentezleyen hiicrelere farklilagmada kisa siireli hiicre kiiltiirii

calismalarinda anlamli farklilik gézlenmemistir.
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Sekil 4.17. BMPR1A’nin dalak naive B hiicrelerinden plazma hiicrelerine
farklilasmasina etkisinin arastirilmasi. (A) Anti-CD40+I1L4+IL-5 ile uyarilan dalak
hicrelerinden Dump-1gD-CD138+Sca-1+ plazma hiicre/plazmablast farklilasmasinin
akim sitometri ile analiz edilmesi. (B) Anti-CD40+IL4+IL-5 ile uyarilan dalak
hiicrelerinden Dump-1gD-CD138+Sca-1+ B220- plazma hiicre farklilasmasinin akim
sitometri ile analiz edilmesi. Ilgili ajanlarla uyarilan dalak hiicrelerinin plazma

hiicrelere doniisiimiiniin 0. giin, 3. giin ve 4.-6. giinde degerlendirilmesi (C) dalak



51

hicreleri icinde plazma hucre/plazmablast yiizdesinin (C) ve dalak hucreleri iginde
plazma hiicrelerinin ytizdesinin (D) Bmprla ¥™CD19.Cre*-ile CD19.Cre*" farelerde

karsilastirilmasi.

4.11. Bmprla Ekspresyonun Germinal Merkez Reaksiyonlar1 Sirasinda ve
Sonrasinda Olusan Plazma Hiicrelerinde Zaman iginde Degisiminin

Bmprla.eGFP Fare Modeli ile incelenmesi

Germinal merkez B hiicrelerinde ve kemik iligi plazma hiicrelerinde naive B
hiicrelere gore artmis Bmprla mRNA ifadesinin olmasindan ve germinal merkezdeki
bir alt grupta Bmprla ekspresyonunun saptanmasindan yola ¢ikarak Bmprla
ifadesinin germinal merkez B hiicrelerinde ekspresyonunun zaman i¢inde degisimi
eGFP fare modeli ile incelendi. Bunun i¢in laboratuvarimizda olusturulan ve test
edilen Bmprla-eGFP mesajci (reporter) fare modeli kulanildi. eGFP fare modeli, ilgili
gene entegre olmus GFP gen bolgesi araciligi ile ilgili genin sentezlendigi hiicreleri
floresan ifadesi ile izleme firsati saglar (77). Arastirma odagi olan gen mesaji hiicrede
sentezlendiginde bu gene entegre olan eGFP DNA dizisinde de GFP mesaj iiretilir.
GFP proteini floresan 6zelligi ile akim sitometride izlenebilir. Kisaca, Bmprla -eGFP
fare modeli Bmprla genine 10. Eksonundan ve durma kodonundan sonra, 3’ ifade
edilmeyen bolgesi (3° UTR) nden o6nce IRES-eGFP’nin klonlanmasi ile
olusturulmustur. eGFP gen bolgesi Bmprla geninin stop kodonundan sonra entegre
oldugu i¢in hiicrelerde Bmprla normal bir sekilde olugmakta ve fareler normal
ozellikte gelismektedir. Fare embriyo beyinlerinde Bmprla ekspresyonu yiiksek
oldugu i¢in olusturulan fare modeli 16 gunliik embriyo farelerden elde edilen beyin

hiicrelerinde Bmprla-eGFP ekspresyonunun test edilmesi ile dogrulanmustir.

Bmprla-eGFP fare modeli ile ilk etapta yiliksek eGFP fluorescent ifadesinin
Bmprla mRNA ifadesiyle iligkili olup olmadig test edildi. Bunun i¢in NP-CGG ile
immiinizasyon sonrast 28. giinde dalak hiicrelerinden B hiicreleri ayristirildi, bu
hlcreler antikolarla boyand: ve akim sitometri ile eGFP ifade eden germinal merkez
B hiicreleri (CD19* CD95" CD38") ve eGFP ifade etmeyen germinal merkez B diginda
olan hicreleri (CD19" CD95 CD38") ayristirild1 (sekil 4.18-A). Bu hiicrelerden elde
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edilen mRNA’larin qPCR ile analizi sonucunda HRPT’ye gdre normalize edilmis
Bmprla mRNA ifadesinin eGFP-Bmprla+ germinal merkez B hicrelerinde eGFP-
Bmprla- germinal merkez dis1 B hiicrelere gore yiiksek oldugu saptandi (sekil 4.18-
B). Bu bulgu, germinal merkez B hiicrelerinde Bmprla ifadesinin akim sitometri

yontemi ile Bmprla-eGFP fareleri kullanilarak izlenebilecegini dogruladi.

A Giin-28 Bmpr1a.eGFP Dalak Huicreleri B.
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Sekil 4.18. Germinal merkez hiicrelerinde eGFP florasaninin yiiksek Bmprla ifadesi
ile iligkili oldugunun gosterilmesi. (A) Germinal merkez B hucrelerinin (GMBH) ve
germinal B hicresi olmayan hiicrelerin eGFP florasan ifadesine gore akim sitometri
ayrigtirilma stratejisi. (B) EGFP+ GMBH ve EGFP- GMBH olmayan hcrelerde
Bmprla ifadesinin HPRT’ye gore qPCR analizi ile karsilastirilmasi.

Bmprla mRNA dizeyi germinal merkez B hiicrelerinde naif B hiicrelere gore
artmis diizeyde ifade olmaktadir. Aynm1 zamanda Bmprla geni eksik oldugunda
farelerde germinal merkez B hicrelerinin yizdesi kontrol farelere gore % 23
azalmaktadir. Bu ¢aligmalar Bmprla ifadesinin germinal merkez B hiicrelerinde kritik
oldugunu gosterse de Bmprla’nin germinal merkez B hiicrelerinin hepsi tarafindan mi
ya da sadece belli bir alt seti tarafindan mi sentezlendigi konusu net olarak
bilinmemektedir. Daha da 6nemlisi Bmprla’nin germinal merkez hiicre dongiisi
esnasinda zaman i¢inde ifadesinin nasil degistigi bilinmemektedir. Bmprla’nin

germinal merkezde ifadesinin takibi icin Bmprla.eGFP** ve C57BL/6J WT fareler
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NP-CGG ile immunize edilmistir. Immiinizasyon sonrasi 7.-28. giinler arasinda belli
zaman araliklarinda NP* antijen-spesifik GMBH (NP* Kappa  CD95* CD38) ile NP*
GMBH-dis1 hiicreler (NP* Kappa CD95 CD38") deki eGFP fluorescent ifadesinin
medyan floresan yogunlugu (MFI) akim sitometri ile degerlendirilmistir. Arka
plandaki floresan 11, WT farelerdeki MFI’ya baglh olarak hesaptan g¢ikarilmistir.
EGFP-Bmprla MFI analizi erken germinal merkez reaksiyonlarindan itibaren (giin 7)
Bmprla ifadesinin NP* GMBH’nde NP* GMBH-dis1 hiicrelere gore fazla oldugunu
gostermigstir (Sekil 4.19A). Ayrica germinal merkez reaksiyonlar ilerlerken 7.-9.
gunden 11. giine ve 11. giinden 16.-18. gline GMBH’nin Bmprla ifadesinde anlamli
bir degisim saptanmustir. (Sekil 4.19A ve B). 7.-28. giinler arasinda germinal merkez
B hticrelerinde Bmprla-eGFP ekspresyonu artarken, germinal merkez dis1 hiicrelerin
Bmprla-eGFP ifadesinin zaman noktalar1 arasinda anlamli bir farklilik géstermedigi

saptanmuistir.
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Sekil 4.19. Germinal B hiicrelerinde Bmprla ifadesinin akim sitometri kullanilarak
Bmprla.eGFP farelerinde eGFP floresan analizi ile izlenmesi. (A) Asilama sonrasi
farkli zaman noktalarinda ayristirilan antijen-spesifik GMBH ve GMBH-olmayan
hiicrelerde medyan eGFP floresan yogunlugunun (MFI) WT farelerdeki arka plan
floresan yogunlugu 0 kabul edilerek degerlendirilmesi. (B) Bmprla.eGFP ve WT

farelerde NP* GMBH’lerinde Bmprla-eGFP ifadesinin 6rnek histogram grafigi.
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T-bagimli antijenik cevap sonucunda olusan kemik iligi plazma hiicrelerinde
Bmprla ifedesinin dagilimini ve zaman iginde degisimini incelemek i¢in NP-CGG ile
immiinize edilen Bmprla.eGFP** and WT BL/6 farelerde immiinizasyon sonrasi 28.-
138. giinler arasindaki eGFP medyan floresan yogunlugu (MFI) degerlendirilmistir.
Kemik iligi plazma hiicreleri i¢inde eGFP ifade eden plazma hiicrelerinin siklig1
degerlendirildiginde immunize edilmemis farelerde ve immunize edilen farelerde 28.-
138. giinler arasinda plazma hiicrelerinin % 43.1- % 66.2’sinde Bmpr1a ifadesi oldugu
saptanmistir  (Sekil 4.20A ve B). Benzer sekilde, kemik iligi plazmablastlari
degerlendirildiginde kemik iligi plazmablastlarinin ortalama %219.6-% 42.8’inde
Bmprla-eGFP ifadesi oldugu saptanmis ve bu zaman noktalar1 arasinda az bir oranda
degiskenlik gostermistir (Sekil 4.20A ve C). Bu galismalar beraber ele alindiginda,
KIPH ve KiPB’larmnin heterojen bir yapida oldugu, Bmprla ifadesinin bu hiicrelerin
bir alt grubuna 6zgii oldugu ve zaman i¢inde ¢cok degiskenlik gostermeksizin ortalama

%350’sinde Bmprla ekspresyonun oldugu sonucuna ulagilmistir.
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Sekil 4.20. Kemik iligi plazma hiicreleri (KiPH) ve plazmablastlarinda (KiPB)
Bmprla ifadesinin akim sitometri ile Bmprla.eGFP farelerinde analizi. (A) Kemik
iliginden elde edilden plazma hiicreleri ve plazmablastlarda giin 0-138 arasinda
Bmprla-eGFP ifade eden hiicrelerin 6rnek akim sitometri grafigi. (B) Kemik iligi
plazma hiicreleri arasinda Bmprla-eGFP ifadesi olan plazma hiicrelerinin farkli zaman
araliklarindaki yiizde analizi. (C) Kemik iligi plazmablastlari arasinda Bmprla-eGFP

ifadesi olan plazmablastlarin farkli zaman araliklarindaki yiizde analizi.
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5. TARTISMA

Bu calisma transmembran serin/treonin kinaz reseptorii olan kemik
morfogenetik protein reseptér 1A’ nin T-bagimli B hiicre immiin cevapindaki etkisine
151k tutmaktadir. Yaptigimiz deneyler BMPR1A’nin germinal merkez B hiicre
dinamiklerinde ve T-bagimli cevap sonucunda olusan, uzun 6miirlii kemik iligi plazma
hiicre gelisiminde 6nemli rol oynadigin1 gosterdi. Bunun yaninda BMPR1A’nin, T-
bagimli cevapta erken evrede iiretilen ve diisiik afiniteli olan dalak plazma hiicrelerinin
olusumunda ve benzer sekilde T-bagimsiz hiicre yanitiyla olusturulan plazmablastlarin
ve plazma hiicrelerinin gelisiminde gorev almadigi ek caligsmalarla gosterildi.

Bmprla geninin daha 6nceki ¢alismalarda hafiza B hiicrelerinde artmis ifadesi
BALB/c farelerinde gosterilmisti (16). Bu calismada CS57BL/6 farelerinde de
BMPR1A’nin germinal merkez ve hafiza hiicrelerinde artmis oldugu saptandi. Daha
da 6nemlisi BMPR1A’nin kemik iligindeki uzun 6miirlii plazma hucrelerinde ve
plazmablastlarda artmis mRNA ifadesi oldugu gosterildi. Bmprla.IRES.EGFP modeli
de bu bulgular1 destekleyerek BMPR1A’nin germinal merkez hiicrelerinde zaman
icinde artan ifadesini gosterdi. Aym1 zamanda germinal merkezden olusan plazma
hiicrelerinde Bmprla ifadesi Bmprla.IRES.EGFP ile desteklendi. Bu bulgular kemik
iliginde ve lenfoid organlarda Bmp agonistlerinin ve antagonistlerinin ifadesinin de
oldugu diisiiniildiigiinde germinal merkez hiicrelerinde ve plazma hiicrelerinde
BMPR1A aracili aktive olan Bmp sinyalinin kritik olduguna 1s1k tutmaktadir (78).

Caligmalarimizda Bmprla geni eksik olan farelerde germinal merkez hiicreleri
hafif diizeyde azalirken, kemik iligi plazma hiicrelerinin ciddi diizeyde azaldigi
g0Ozlendi. Serumda uzun siireli antikor seviyesinin saglanmasi kemik iligindeki uzun-
Omiirlii plazma hiicrelerinin ve dalakta iiretilen muhtemelen kemik iligi plazma
hiicrelerinin dnciileri olan kisa dmiirlii plazmablast/plazma hiicrelerinin islevselligine
baghdir (79). Bmprla eksikliginde plazma hiicrelerinin kemik iliginde sayisinin
azalmasi, kalan hiicrelerin uzun dénemli antikor seviyeleri saglamakta iglevsel olup
olmadigi sorusunu akla getirir. Bu 6ngérii ile Bmprla eksik olan fareler ile WT
farelerin serumundaki antikor seviyelerine bakildiginda Bmprla-eksik farelerde WT
farelere gore yuksek afiniteli IgG1 antikor seviyesinin hafif dizeyde azaldig: saptandi.

Bu kalan plazma hiicrelerinin antikor sentezinde islevsel oldugunu diisiindiirmektedir.
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Germinal merkez reaksiyonlari sirasinda gerceklesen sinif degisimi plazma
hiicrelerinin antikor tireten aktif makineler olmasinda kritik bir asamadir. CD40, I1L-4,
LPS gibi uyarict faktorlerin yaninda, B hiicre ve plazma hiicrelerinin yasamini
stirdiirmesinde rol alan BAFF, APRIL gibi faktorler sinif degisimini diizenler (41, 80,
81). TGF-B1’in T-bagimli cevapta IgA sinif degisiminin uyarilmasi igin temeldir (82).
Bunun aksine TGF-f stperailesinin bir tyesi olarak BMPR1A nin sinif degisimini
etkilemedigi ve BMPR1A eksikliginde T-bagimli ve T-bagimsiz cevapta IgG1 ve IgE
siif degisiminin sorunsuz gergeklestigi gozlenmistir. Her sartta, mekanizmasi belirsiz
olmakla birlikte BMPR1A’nin plazma hiicre kompartmaninin olusumunda &nemli
oldugu ve eksikliginde yaklasik %65 daha az plazma hiicresi olustugu in-vivo fare
calismalariyla agikardir.

Kemik iligi plazma hiicre popiilasyonlarinin olusumunda pek ¢ok gen rol alir
ve bu genlerin eksikliginde plazma hiicre kayb1 olur. IRF4’un gegici ifadesi Bcl6 ve
AICDA gibi germinal merkez genlerini uyararak germinal merkez olugmasinda
etkilidir (83). Bunlarin bir kismi germinal merkez reaksiyonlarinin baslamasini
etkilerken FOXO1, BATF gibi genler germinal merkez i¢ dinamiklerini ve plazma
hiicre farklilagmasini etkilemektedir (84). Bunun yaninda CD21/35, IL21R, PDL1
sinyalleri, ICOS, CD80 ve CD19 genlerindeki mutasyonlar olusan germinal merkez
hiicrelerinin korunmamasindan dolay1 erken sonlamasina neden olmaktadir (14, 85-
87). Bmprla eksikliginde plazma hiicrelerindeki azalmanin germinal merkez
hiicrelerindeki azalmaya oranla daha fazla olmasi Bmprla eksikliginin germinal
merkez hiicrelerinde secici azalmaya yol ac¢tigini diisiinmektedir. Bu segici etkilenme
germinal merkezdeki plazma hiicre onciilerinin kaybina yol agtyor olabilir.

Germinal merkez reaksiyonlar1 sirasinda plazma hiicre Onciilerinin
olusumunda BMPR1A’nin rol aldigi hipotezinden yola ¢ikarak BMPR1A’nin
germinal merkezdeki hiicrelerinin hepsi tarafindan m1 yoksa belli alt grubu tarafindan
m1 ifade edildigi sorusunu yanitlamak kritik olmustur. Daha 6nce germinal merkez
hiicrelerinde yapilan transkriptomik ve immunohistokimyasal ¢alismalar agik zonda
ve koyu zonda hafiza B hiicre, plazma hiicre ve yeniden dongiiye giren farkli hiicre alt
gruplarini tanimlamakta yararli olmustur (88). A¢ik zonda Bcl6* IRF4* Cd69* ve
CD138M9atf / Blimpl™9dif olarak tamimlanan hiicrelerin en erken plazma hiicre

grubunu olustururken, koyu zonda Bcl6’in az ve IRF4, Blimp1’in daha yiiksek ifade
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oldugu hiicreler daha ge¢ evredeki plazma onciilerini olusturdugu diistintilmektedir
(89). Bununla beraber yapilan tek-hiicre RNA sekans analizi ¢alismalar1 agik ve koyu
zondaki ge¢is, germinal merkez alt gruplarindaki heterojenite ve germinal merkezden
cikan hiicrelerin kaderinin belirlenmesi gibi konularin aydinlatilmasina katki
saglamistir (90). Calismalarimizda kontrol fareleri ile yapilan tek hiicre gen analizi
Bmprla ifadesinin germinal merkez hiicrelerinde homojen dagilmadigimi ve Xbpl®,
Irf4*, Prdm1"/mod Pax5* ekspresyonu ile tanimlanan germinal merkez alt grubuna
0zgili oldugunu gostermistir. Bu grup germinal merkezdeki acik zon ya da koyu zon
genlerin 6zelliklerini ayirt edici olarak tasimadigi i¢in bu iki biiyiik bir alt gruptan
birine kategorize etmek miimkiin olmamistir. Farelerde agik zon germinal merkez
hiicrelerinin alt grubunda IRF4 ifadesinin oldugu ve bu hiicrelerin gercek germinal
merkez hiicre olmasindan ziyade germinal merkezde bulunan erken evredeki
plasmablastlar olmas1 daha 6nce 6ne siiriilmiistiir. Bu goz 6niine alindiginda IRF4 ve
Bmprla ifade eden germinal merkez hiicrelerinin erken evre plasmablastlar olmalari
ihtimal dahilindedir.

Germinal merkez reaksiyonlar1 ¢ogalan, farklilagsan, apoptoze giden pek ¢ok
hiicrenin oldugu dinamik bir ¢evredir. Artan ve azalan genlerin hassas dengesi bu
dongiiniin istikrarli siirdiiriilmesi i¢in gereklidir. B hiicrelerinin en son farklilasma
evresi olarak kabul edilen plazma hicrelerine doniisiim sirasinda Blimpl, Xbpl ve
IRF4 transkripsiyonu belirgin hale gelirken, Pax-5, Bcl6 gibi B hiicre tanimlayici
genlerin transkripsiyonu azalmaktadir (39). Bununla beraber Bmp yolaginin ne zaman
aktif oldugu ve BMPR1A’nin germinal merkez sirasinda nasil degiskenlik gosterdigini
anlamak kritik olmustur. Bu amac¢ i¢in, laboratuvarimizda olusturulan
Bmprla.IRES.eGFP fare modeli uygun bir arag olmustur. Bmprla-eGFP fare modeli
kullanilarak germinal merkezin erken evrelerinden itibaren artmaya baslayan Bmprla
ifadesinin giin 16-28 arasinda artig gostermesine ragmen bunun istatistiksel olarak
anlamli olmadig1 saptanmustir.

Germinal merkez B hiicrelerinde ve plazma hucrelerinde BMPR1A’ nin roliinii
anlamak Bmprla’nin bu hiicrelerdeki hedef genlerini anlamakla miimkiindiir. Bmprla
cesitli hiicrelerde transkripsiyon faktorleri (Runx, Menin, YY1), transkripsiyonel
koaktivator ve inhibitorleri (p300, CBP, c-ski, SnoN), Id proteinleri hedef alarak
cogalmayi, farklilasmay1 kontrol etmektedir (20). Bmp-6’in CD40/IL-21 ile uyarilan
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hafiza B hiicrelerinde Xbpl artigin1 baskilamasi ve plazma hiicre farklilasmasini
onlemesi muhtemelen ID1 ve ID3 artisin1 uyarmasi ile gergeklesir (22). Bmp’ler
multiple myelom hiicrelerinde MY C ifadesini baskilayarak apoptoza neden olmaktadir
(91). Germinal merkez reaksiyonlari zamanla artan Bmprla’nin baska genleri nasil
etkiledigi ve bunun plazma hiicre Onciilerinin olusmasi ve segilimiyle ilgisi yanit
bekleyen konulardir. Bmprla-eGFP fare modeli Bmprla ifade eden ve etmeyen
germinal merkez B ve plazma hiicrelerini ayirmak ve gen farkliliklarini kargilastirmak
miimkiin hale gelmistir.

Erigkin kok hiicreleri nislerinde Bmprla aktivasyonu aktivator ve inhibitorlerle
sik1 sekilde kontrol edilmektedir. Benzer sekilde germinal merkezde ve kemik iliginde
BMPR1A aktivasyonunun kontrol edilmesi ve bu nislerin germinal merkez B
hiicrelerini ve plazma hiicrelerini sekillendirmeleri s6z konusudur. Bmp yolagi uyarici
faktorler olan Bmp2,4,6 proetinlerinin, Bmp yolagi baskilayici olan Sostdcl ve
Twsgl’nin dalakta, 6zellikle germinal merkez iligkili hiicreler tarafindan artmis
diizeyde eksprese olmast BMPRIA aktivasyonunun germinal merkezde g¢esitli
faktorlerle diizenlendigini diisiindiirmektedir (78). Bu kontrol mekanizmasi BMPR1A
ifade eden hiicrelerden ya da nislerinden otokrin ve parakrin sinyallerin génderilmesi
ile miimkiin olabilir. Benzer otokrin mekanizma akciger epitelinde iiretilen Bmp’lerin
BMPR1A aracihigi ile hicreleri kontrol etmesi olarak, tirozine-kinaz inhibitorine
direngli kronik myeloid 16semide tanimlanmustir (92, 93).

Sonug olarak, bu c¢aligma germinal merkezde ve plazma hiicre
kompartmanlarinin olusumunda BMPR1A aracilig1 ile uyarilan Bmp sinyal yolaginin
kritik rolii oldugunu gostermektedir. Bmp yolagmin eriskin kok hiicrelerinin
idamesinin saglanmasinda ve farklilasmasindaki etkisi diisiiniildiigiinde germinal
merkez hiicre alt gruplart da muhtemelen BMPR1A yolagini benzer sekilde
kullanmaktadir. BMPR1A sinyal yolagiin tam olarak nasil diizenlendigini anlamak

icin ileri ¢caligsmalara ihtiya¢ vardir.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

T-bagimli immiin cevap sirasinda naive B hiicrelerin aktivasyonuyla gelisen
germinal merkez B hiicrelerinde ve onlarin farklilasmasiyla olusan hafiza B
hicrelerinde, plazmablastlarda ve plazma hicrelerinde Bmprla mRNA
seviyesinin naive B hiicrelere gore yiiksek diizeyde oldugu qPCR deneyleri ile
saptandi. Bu deneyler, Bmprla mRNA ifadesinin T-bagimli antijen

cevabindan dogan B hiicrelerde artmis oldugunu gosterdi.

Bmpr1a™™CD19.Cre*" farelerde Bmprla alleli rekombinasyonunun CD19+ B
hiicre spesifik oldugu ve CD19- hematopoetik hiicre popiilasyonlarinda
Bmprla allelinin rekombine olmadan normal olarak bulundugu DNA qPCR
calismalar1 ile dogrulandi. B hiicrelerdeki Bmprla rekombinasyonunun
etkinligine bakildiginda, immiinize edilmeyen Bmprla™™CD19.Cre*"
farelerin naif B hicrelerinde %95 olarak Bmprla rekombinasyonunun

gergeklestigi saptandi.

Bmprla geni B hicrelerde eksik olan farelerde T-bagimli antijen ile uyarim
sonrast 8.-20. giinler arasinda germinal merkez hiicrelerinin olusumunda bir
miktar azalma oldugu gozlendi. Germinal merkezin daha gec evrelerinde ise

kontrol fareler ile deney grubu arasinda anlamli fark saptanmadi.

Bmprla eksik-B hiicresi olan farelerde yiiksek afiniteli ve diisiik afiniteli
IgG1+ kemik iligi plazma hiicrelerinin kontrol farelere gore ortalama %65
azaldig1 Elispot ve akim-sitometri deneyleri ile gosterildi. Ayn1 zamanda,
yuksek afiniteli 1G1+ dalak plazma hicrelerinin BMPR1A-yolag: aktif
olmayan farelerde WT farelere gore 11.giinde az oldugu saptandi. Buna karsin,
dalakta bulunan diisiik afiniteli IgG1 Ureten plazmablast/plazma hiicrelerinde
iki fare grubu arasinda anlamli fark tespit edilmedi. Beraber
degerlendirildiginde bu sonuglar germinal merkezden ¢ikan smif-degisimi

gerceklesmis olan IgGl dalak plazma hiicrelerinin ve de uzun omiirlii IgG1
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kemik iligi plazma hiicrelerinin olusumunda BMPR1A’ nin gerekli oldugunu

destekledi.

In-vitro kosullarda, Bmprla eksik-B hiicresi olan farelerde IgG1 ve IgE smif-
degisiminin kontrol grubundaki farelerle benzer siklikta gerceklestigi goriildii.
Bu bulgu, BMPR1A’nin B hiicre antikor smif degisimi i¢in gerekli olmadigini

gosterdi.

Bmprla™™CD19.Cre*" farelerde ylksek afiniteli IgG1 serum seviyesinin ve
orta-diigiik afiniteli IgM seviyesinin WT farelere gore azaldigi saptandi.
BMPR1A eksikliginde iiretilen uzun dénemli antijen spesifik IgG1 ve IgM

diizeylerinin daha az olduguna kanaat edildi.

T-bagimsiz immiin cevap sirasinda olusan IgM ve IgG dalak plazma hiicre
sayilarinin Bmprla-eksik olan farelerde ve kontrol grubunda istatistiksel
olarak farkli olmadig1 saptandi. Bu bulgu ile, BMPR1A’nin ekstrafolikiiler
alanda meydana gelen, T-bagimsiz hiicre cevabinda rolii olmadig1 sonucunu

dogruladu.

Bmprla ekspresyonu germinal merkez alt gruplarinda homojen dagilmamakta
ve bir alt grupta daha yiiksek ifadesinin oldugu gézlenmektedir. Bu hiicre
grubu ylksek diizeyde Xbpl, Irf4, Prdml ifade ederken diisiik diizeyde Pax5
ifade etmektedir. Bu veriler, bu hiicre grubunun germinal merkezden gelisen

plazma hiicre grubu ile iligkili oldugunu diislindiirmektedir.

Bmprla ifadesinin germinal merkez hiicrelerinde zaman iginde arttigi
Bmprla.EGFP fare modeli ile gozlenmistir. Daha da 6nemlisi, Bmprla’nin
kemik-iligi plazma hiicrelerinin bir alt grubu tarafindan ifade edildigi
saptanmigtir. Bu bulgular daha 6nceki sonuglarla beraber diisiiniildiigiinde
germinal merkez hicreleri gibi plazma hucrelerinin de Bmprla ekspresyonu

bakimindan heterojen oldugu sonucuna varilabilir.
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Ozetle, bu galisma BMPR 1A nin germinal merkez dinamiklerindeki roliinii ve
plazma hiicrelerinin olusumundaki etkisini daha iyi anlamaya katk1 saglayarak

bu konuda yapilacak daha ileri caligmalara 151k tutmaktadir.
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8. EKLER

Ek-1: Calisma arkadaslarinin deneylere katkilar:

Srividhya Venkatesana (Yale Universitesi) Sekil 4.1.,4.2.,4.3.,4.4.1.,4.4.2.,4.6.,4.7.
4.11.2.4.11.3. i¢in farelerden hiicre ayristirilmasinda teknik agidan yardimer olmustur.
Mary M. Tomayko (Yale Universitesi), Laura J. Contera (Yale Universitesi), Eunice
Songc (Yale Universitesi) ve Mark J. Shlomchik (Pittsburgh Universitesi) Sekil 4.5.1.,
4.5.2,4.5.3.'deki deneyleri gerceklestirerek figlirlerin ana hattini olusturmustur. Bu tez
calismasinin sekillenmesinde bu deneyler oncii veri olarak kullanilmistir.

Tek-hiicre RNA sekans analizi i¢in hiicre ayrigtirllmasinda Begofia Laineza yardimci
olmustur. Klevi Golloshi deneylerin koordinasyonunda ve elestirisel diisiincede katk1
saglamustir.

Calismada kullanilan Bmprla.eGFP fareleri Begona Lainez tarafindan Mary Tomayko
rehberliginde olusturulmustur.

Begona Laineza Sekil 4.11.1.'deki verinin iiretimine katki saglamistir.
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