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KISALTMALAR

AHR

APC

AP-MKH

CDmix

CFSE

CFU-F

DFSC

DMEM

DMSO

DPBS

DP-MKH

EKH

FBS

FoxP3

GINA

GMCSF

HKH

ICAM

: Hava yolu agir1 duyarliligi

: Antigen sunucu hiicre

: Apikal papilla kaynakli mezenkimal kok hiicre

: anti-CD?2, anti-CD28

: Karboksi floresan siiksinimidil ester

: Hiicreleri fibroblast kolonisi yapan iinit

: Dis folikiilti kaynakli mezenkimal kok hiicre

: Dulbescco’s modified eagle’s medium

: Dimetil siilfoksit

: Dulbecco’s phosphate buffered saline

: Dis pulpasi kaynakli mezenkimal kok hiicre

: Embriyonik kok hiicre

: Fotal s1gir serumu

: Forkhead box p3

: Astim icin kiiresel girisim

: Graniilosit makrofaj-koloni stimule edici faktor

: Hematopoetik kok hiicre

: Hiicreler aras1 adezyon molekiilii
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IFN

ISAAC

v

iDF-MKH

1ISD-MKH

MCP

MHC

MKH

PBMC

PL-MKH

PMKH

SD

TCR

VCAM

: Interferon
: The international study of asthma and allergies in childhood
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Dental Folikiil Kaynakh Mezenkimal Kok Hiicrelerin Ev Tozu Akarina Duyarh Astimh
Hastalarin Lenfositleri Uzerine Immunolojik Etkilerinin Invitro Ortamda Arastirilmasi

.

Ogrencinin Adi: Ulkii ARIG
Damismani: Prof. Dr. Tung AKKOC
Anabilim Dali: Cocuk Sagligive Hastaliklar1 A.B.D. Allerji ve Immiinoloji Bilim Dali

1 OZET

Amac: Bu calismada, Insan Dental Folikiil Kaynakli Mezankimal Kok Hiicrelerin (iDF-
MKH); astim hastaliginda, immiinolojik ve hiicresel parametreler iizerine immiinomodiilator

etkisini arastirmasi planlandi.

Gere¢c ve Yontem: Marmara Universitesi Dis Hekimligi Fakiiltesi Agiz, Dis ve Cene
Cerrahisi Anabilim bagvuran 19-25 yas bireylerin dis folikiiliinden mezenkimal kok hiicre
izolasyonlar1, karakterizasyonlar1 yapildi. Saglikli ve Derp 1+ astimli bireylerin venoz
kanlarindan periferal kan mononiikleer hiicreleri (PBMC) izole edildi. Lenfositlerin iDF-
MKH’ larla birlikte, iDF-MKH's1z kiiltiirde uyarimsiz, IFN-y, Derp 1, dexametasone ve anti-
CD3 anti-CD28 (CDmix) uyarimli kosullarda 72 saat kiiltiirleri yapildi. Lenfosit
proliferasyonu, Annexin V/PI ile apoptoz ve CD4"CD25"FoxP3" T regiilatorhiicre oranlarinin

analizi ve sitokin miktarlarina bakildi.

Bulgular ve Sonuclar: Derpl, IFN-y ve CDmix ile uyarimis iDF-MKH’larin lenfosit
proliferasyonunu baskiladigi ve CD4"CD25"FoxP3" T lenfositi iDF-MKH olmayanPBMC
kiiltiirlerine gore arttirdi. iDF-MKH’ lar CD4*CD25"FoxP3" T hiicre proliferasyonunu dnemli
olciide baskilad1 (p < 0.05). IFN-y ile uyarilmis iDF-MKH’ lar CD4"CD25"FoxP3" T hiicre
proliferasyonunu uyarilmamis MKH’ lardan daha etkin baskiladi (p<0.01). IFN-y ile
uyarilmis iDF-MKH’ lar T diizenleyici hiicre oranini uyarilmamis MKH’lere gore arttird1 (p =
0.01 ). IFN-y ile uyarilan ve uyarilmayan iDF-MKH’ lar lenfosit apoptozunu baskiladi
(p<0.05). iDF-MKH’lar lenfosit proliferasyonunu baskilad: ve bu baskilama iDF-MKH’ larin
IFN-y 6n uyarmmu ile artti. IFN- v ileuyarilmis iDF-MKH’ lar Derp 1 + astim hastalarin
lenfositlerindeki CD4"CD25 FoxP3* Treg hiicreleri arttird. Kiiltiir siipernatanindanki sitokin
analizlerinde kok hiicrelerin IL-4 sitokin miktarim1 baskiladigi, iDF-MKH hiicrelerinin ise
diger kok hiicrelere oranla IL-10 sitokin miktarmi arttirdi. Sonugta bu hiicrelerin immiin

sistemi diizenleyici etkileri oldugu goriildii.

Anahtar Sozciikler: Allerjik Astim, Ev Tozu Akari, DF-MKH, Immﬁnmodﬁlasyon.
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The Investigation Of Immunological Effects Of Dental Follicule Mesenchymal Stem Cells
On House Dust Mites Sensitive Asthma Patients' Lymphocytes In Vitro

Student’s Name: Ulkii ARIG
Adyvisor: Prof. Dr. Tunc AKKOC
The Department: The Department of Pediatric Allergy — Immunology

2 SUMMARY

Aim: This study aims to investigate the immunomodulatory effects of human dental follicle
mesenchymal stem cells (hDF-MSCs) pre-stimulated with/without IFN-y; in Der p 1 + asthma

patients lymphocytes in vitro.

Method: Dental folliclesobtained from University of Marmara Faculty of Dentistry Oral and
Maxillofacial Surgery Department were isolated, characterized into osteogenic, chondrogenic
linageages. Peripheral blood mononuclear cells (PBMC) isolated from healty (hPBMC) and Derp
1 + asthma patients (aPBMC) and hPBMCs, aPBMC were cultured with and without hDF-MSCs
and were stimulated with Derp 1, dexametasone and anti-CD3 anti-CD28 (CDmix), pre and post
stimulated IFN-y. Lymphocyte proliferation, Annexin V / PI apoptosis and CD4"CD25 FoxP3"

regulatory T cell ratio and cytokine were analyzed after 72 hours of culture period.

Results and Conclusions: Derp 1, IFN-y and CDmix stimulated hDF-MSCs suppressed
lymphocyte proliferation, and enhanced CD4+CD25+FoxP3+ T regulatory lymphocyte compared
to PBMC cultures without MSCs. HDF-MSCs suppressed CD4+ T cell proliferation (p < 0.05).
IFN-y -stimulation of hDF-MSCs enhanced T regulatory cell. Both hDF-MSCs suppressed
lymphocyte apoptosis (p<0.05). hDF-MSCs + suppressed lymphocyte proliferation increased with
pre IFN- vy stimulation of hDF-MSCs. IFN- y pre-stimulated hDF-MSCs suppressed lymphocyte
proliferation, apoptosis and increased CD4"CD25"FoxP3" Treg cells of Derp 1 + asthma patients'
lymphocytes. IFN- v stimulation of hDF-MSCs has more suppressive effect on CD4™ T cell
response by enhanced CD4"CD25"FoxP3" Treg cells. Cytokine analysis shows that stem cells
suppress the 1L-4 cytokine too. HDF-MSCs suppressed the proliferation of lymphocytes. Thus,

one can assume that these cells can modulate immune system cells.

Keywords: Allergic Asthma, House Dust Mites, Dental Follicle, Inmunomodulation.



3 GIRIS VE AMAC

Astim havayolu inflamasyonu ve yeniden diizenlenmesi ile karakterize, geridoniisiimlii havayolu
obstriiksiyonunun goriildiigii kronik bir havayolu hastaligidir (Meyer ve ark., 2008). Ozellikle son
yillarda cocuk ve geng eriskinlerde goriilme siklig1 giderek artmaktadir (Beasley ve ark., 2000).
Astimin agirligi ve dogal seyri hastadan hastaya bireysel farkliliklar gosterir (Ikinciogullar1 ve
ark., 2004). Ulkemizde ki Toraks Dernegi Astim Calisma Grubu tarafindan 1996 ve 2000
yillarinda hazirlanan "Ulusal Astim Tami ve Tedavi Rehberi"’ne gore; kronik hava yolu
inflamasyonu ile olusan brons hiperreaktivitesi ve nobetler seklinde Oksiiriik, dispne,
hisiltili/hiriltili solunum, gogiiste sikisma yakinmalarinin bir veya bir kaci ile seyreden, yaygin,
degisken, diinyada her yastan bireyi etkileyebilen ciddi bir halk sagligi1 sorunudur (Toraks Dernegi
Brons Astimi1 Calisma Grubu, 2000).

Allerjik astimin patojenik ozellikleri; hava yolu inflamasyonu ve mast hiicrelerin, basofillerin,
monositlerin, ve izotip-spesifik IgE iiretimi ile birlikteTh2 tip lenfositlerin toplanmasi ile ilgilidir.
Astimin kronik asamalarinda, akciger dokusu ve hava yollarinda morfolojik tahribe yol agan

onemli bir morbidite olusmaktadir (Bonfield ve ark., 2010).

Astim patogenezi akut veya kronik olarak siniflandirilmaktadir. Akut astim; histamin salinimi,
hava yolu reaktivitesi ve bronkospazm ile karakterize edilen erken faz reaksiyonlar: icermektedir.
Kronik astim ise, akut astim bilesenlerini icermekte,buna ek olarak siirekli inflamasyon ve

kontrolsiiz akciger yeniden yapilanmasi ile karakterize edilmektedir (Massaro ve ark., 1995).

Ozellikle ¢ocukluk ¢aginda yasam kalitesini diisiirmeye baslayan allerjik astim tedavisine yonelik
bircok yaklasim vardir. Tim bu yaklasimlarda ama¢ immiin sistemi etkin Th2 yanitindan
uzaklastirmak ve etken antijene karsit yanmitsizlik gelistirmektir. Bu amacla yapilan klinik ve
deneysel hayvan caligmalarinda mikobakteriyel ajanlarin kullanilmasi, mukozal immiinoterapinin
etken olan antijene karsi gelistirilmesi gibi ekibimizin de iizerinde calistigi yaklasimlar vardir.
Akkog ve arkadaglarinin yaptig1 calismalarda 6zellikle antijen spesifik mukozal immiinoterapinin
hem klinik ¢calismalarda hem de gelistirdikleri fare astim modelinde etkili rol oynadigin1 ve immiin
sistemi Th2’ den uzaklastirarak immiin regiilasyonda rol alan regiilator hiicreleri aktive ettigini
gosterilmistir. (Akkoc ve ark., 2008).Allerji, otoimmiinite ve inflamatoér bagirsak hastaliklarinda
belirli antijenlere kars1 inflamatuar yanit meydana gelirken, saglikli bireylerde ayn1 antijene kars1
immiin yanit olusmamakta veya ¢ok diisiik yanit meydana gelmektedir. Bu hastaliklarda toleransin

ve homestazin bozulmasinin sebebi tam olarak bilinmemekle birlikte, epidemiyolojik ve deneysel



calismalar genetik faktorlerin, mikrobiyal karsilasmanin ve immiin sistem yanit seklinin bu

hastaliklarin patogenezinde kuvvetli rol oynadigi gosterilmistir.

Ozellikle batili iilkelerde allerjik hastaliklarm insidansmin hizla arttigi klinik verilerle ortaya
konmustur. Allerjik hastaliklarda immiin sistem Th2 yoniine dogru kaymakta ve bu hiicrelerin
salgiladign  IL-4, IL-5 ve IL-13 gibi mediatorlerle sirasiyla, IgE artisi, eosinofil oncii hiicre
aktivasyonu ve akcigerde mukus salgisinin artisinda rol oynamaktadir (Akkoc ve ark., 2008).
Astim tedavisi i¢in anti-inflamutuar terapi ve kisa-siireli bronkodilatorler olmak iizere iki temel tip
medikasyon vardir. Fakat tedaviye karsi olusan immiin yanit degisiklikleri astimin izlenmesini zor
kilmaktadir. Ayrica giiniimiiz tedavileri, bireylerde inflamasyonu minimize etmesine ragmen
astimda olusan yeniden modellenme islemini azaltma ya da tersine ¢evirme kapasitesine sahip
degildir. Kronik ve akut astimi bulunan hastalarda meydana gelen patofizyolojik durumlarin

diizelmesi icin yeni tedavi opsiyonlarinin bulunmasi gerekmektedir (Akkoc ve ark., 2008).

Immiin sistem; organizmaya cesitli yollardan girmis olan yabanci antijenleri taniyarak bunlara
yanit olusturur. Hastaliga Ozellikle enfeksiyon hastaliklarina karsi gosterilen dirence immiinite,
enfeksiyona yol acan patojenlere karsi verilen tepkiye de immiin yanit adi verilir. Immiin sistem,
fonksiyonel olarak dogal ve edinsel immiinite diye ikiye ayrilir. Dogal immiin sistemi olusturan
baslica bilesenler; fagositler (notrofiller, monosit/makrofajlar), NK hiicreleri, dogal bagisiklik
sitokinleri (TNF, IL-1, IL-12, IFNy), kompleman sistemi ve diger plazma proteinleri (akut faz
proteinleri)’ dir. Ayrica monosit ve makrofajlar dogal ve edinsel immiin sistemler arasinda koprii

olustururlar.

Mikroplara kars1 savas bir yandan dogal savunma mekanizmalar ile yiiriitiiliirken diger taraftan
yabanci antijenlerle sekonder lenfoid organlarda edinsel immiin sisteme tanitilirlar. Baslica
bilesenleri B ve T lenfositler olan edinsel immiin yanitin en 6nemli 6zelligi antijene 6zgii olmasi

ve hafiza (bellek) hiicrelerinin bulunmasidir.

Humoral ve hiicresel olmak iizere iki tip edinsel immiin yanit vardir. Humoral immiiniteden
sorumlu B lenfositler antikor salgilayarak hiicre disi mikroplarin yok edilmesine aracilik
ederlerken, hiicresel immiiniteden sorumlu T lenfositler sitokin salgilayarak fagositoza ugramis
mikroplarin yok edilmesinde makrofajlara yardim ederler veya bizzat mikroplar {izerinde

sitotoksik etki gosterirler (Abbas ve Lichtman, 2007).

Canli viicudunda uzun siire boliinebilen, kendini yenileyen ve ayni zamanda viicudun ihtiyacina

gore farklilagarak diger doku hiicrelerine doniisebilen hiicreler ‘‘kok hiicreler’” olarak



bilinmektedir. Farklilasmamis kok hiicrelerin, diger hiicrelerden farkli olarak baslangigtaki
hiicrenin karakteristik o6zelliklerini tasiyan en az bir benzer hiicre olusturabilme yetenegi
(selfrenewal); tek bir hiicreden birden fazla hiicre serisine farklilasabilme yetenegi (multi-lineage
differentiation) ve bir dokunun islevsel olarak yeniden yapilandirilmas: 6zellikleri vardir
(Weissman, 2000). Kok hiicreler; totipotent, pluripotent ve multipotent olmak {izere 3 grup altinda
tanimlanmaktadir. Kok hiicreler, embriyonik kok hiicreler ve yetiskin kok hiicreler olarak iki genis
kategoriye ayrilirlar (Weissman, 2000). Embriyonik kok hiicreler pluripotent hiicrelerdir ve hemen
hemen bir¢cok hiicre tipine farklilagabilme yetenegindedir ve ayrica farklilasmadan da smnirsiz
olarak cogalabilirler. Embriyonik kok hiicrelerin kullanimiyla ilgili etki sorunlar nedeniyle, son
olarak yetiskin dokulardan tiiretilen kok hiicreler iizerine odaklanilmistir. Yetiskin kok hiicreler,
embriyonik kok hiicreler ile kiyaslandiginda farklilasma potansiyellerinin daha sinirli oldugu

diistiniilmektedir (Suchdnek ve ark., 2010).

Mezankimal kok hiicreler (MKH): Kemik iligi kokenli mezankimal hiicrelerini kemik iligi
aspirasyonu ile elde etmek miimkiindiir ve kemik iligindeki toplam cekirdekli hiicre sayisinin
kiigiik bir kismim olustururlar (%0,0001). Kemik iligi haricinde bu hiicreler kas, fetal kemik iligi,
karaciger, kan ve kordon kaninda da bulunurlar. Standart kiiltiir teknikleri ile in vitro kosullarda
cogaltilabilirler, morfolojik olarak fibroblastlar1 andirirlar. Kemik iligindeki bu hiicre
popiilasyonunu gosterebilmek icin bir¢cok monoklonal antikor olusturulmustur. Stro-1,
nonhematopoetik progenitor kemik iligi stroma hiicrelerini tanimlamakta kullanilir. SB-10,
diferansiye olmamis mezankimal hiicrelerde bulunan bir antijenle reaksiyona giren antikordur.
Hiicre osteojenik hiicreye diferansiye oldukca kaybolur ve hiicre yiizey alkalen fosfatazi eksprese
olmaya baslar. Spesifik SB-10 antijeni CD166 (aktiflokosit adezyon molekiilii, ALCAM) olarak
tanimlanmistir ve hiicrenin osteojenik diferansiyasyonunda sorumlu olabilir. SH-2 antikoru da
insan mezankimal hiicrelerini tanimlamakta kullanilir, TGF-f {iizerindeki epitopla (CD105)
reaksiyona girer. Bu antikor insan mezankimal hiicrelerinin immiinomagnetik seleksiyonunda da
kullanilmistir. Ancak, CD105 siklikla endotel hiicreleri ile birlikte bulunur. SH-3 ve SH-4
antikorlar1 da membrana bagl ekto-5" niikleotidazlarindaki (CD73) farkli epitoplart tanir. SH-2
gibi bunlar da osteosit veya hematopoetik hiicrelerle reaksiyona girmezler. Ancak bu belirte¢lerin
hicbirisi mezankimal hiicreler icin spesifik degildir. MKH’ler ozellikle hiicre baglanmasi ve
homing ozelliklerinden sorumlu olmak {iizere integrinlerden yiiksek oranda al, a5, Bl ve diisiik
oranda 02, a3, a6, aV, B2 ve P4 eksprese ederken, a4, al, P2 ekspresyonu yoktur. Insan
mezankimal hiicreleri HLA-ABC ekspresyonu gosterirken, HLA-DR ekspresyonu yoktur, HLA-
DR ancak y-interferon tedavisini takiben upregiile olur. T lenfositlerin allojeneik periferik

lenfositler, dentritik hiicreler ve fithemaglutinin tarafindan proliferasyonu mezankimal

4



hiicrelerince baskilanir. Bu etki, TGF-f1 ve hepatosit biiyiime faktoriine kars1 antikorlarca tersine
cevrilir. Insan mezankimal hiicreleri farkli immiinofenotipik 6zelliklerine bakilmaksizin, HLA-II
ekspresyonunun olmamasi ve diisiik oranda kostimulatuar molekiillerin olmasi nedeniyle non-
immiinojenik veya hipoimmonojeniktir. MKH’ larin IV infiizyonunu takiben, kemik kirigi,
miyokard enfarktiisii ve iskemik serebral hasarli yorelere 6zel migrasyon kapasiteleri vardir.
Serebral iskemik dokudaki kemokin monosit kemoatraktan protein (MCP-1) verilen mezankimal
hiicrelerin hasar yoresine migrasyonuna saglar. Normal beyinde bulunmayan MCP1, ratlarda orta
serebral arter okliizyonunu takiben siiratle upregiile olur ve mezankimal hiicreler icin
kemotaktiktir. Hiicrelerin homing o6zellikleri uzun siireli kiiltiirii takiben azalir, bu nedenle tedavi
amaciyla buhiicrelerin hazirlanis1 esnasinda dikkat edilmesi gerekli bir konudur. MKH’ lar doku
mithendisligi acisindan kemik, kikirdak, kemik iligi stromasi, kas, yag, tendon rejenerasyonunda
ve gen tedavisi, vaskiiler destek, noronal cevre temininde onemlidir (de Kok ve ark, 2003;
Bianchi G, 2001; Herzog, 2003; Meirelles, 2003). MKH’larin fenotipik ozellikleri ile ilgili
caligmalar genellikle primer hiicreden ziyade, kiiltiirde cogaltilmis hiicrelerde arastirilmistir.
Kiiltiirde ¢ogaltilmis hiicrelerin 6zelliklerinin in vivo fenotipik Ozellikleri yansittigi konusunda
stipheler bulunmaktadir. Cogaltilmis hiicreler ile yapilan analizlerin aksine fotal akciger ve
karaciger dokularindan elde edilen ve cogaltilmadan yapilan incelemelerde MKH’ larin CD4
pozitif oldugu gosterilmistir. Bu bulgular da MKH’ larin kiiltiir ortaminda antijenik 6zelliklerinin
degistigini diisiindiirmektedir (Weissman, 2000; Verfaillie, 2002; Lakshmipathy ve Verfaillie,
2005; Krause, 2002). Kiiltirde ¢ogaltilmis mezenkimal kok hiicrelerin antijenik 6zelliklerine
bakildiginda kendilerine has bir belirte¢ tasimadiklari; endotel, epitel ve kas hiicrelerine benzer
fenotipik Ozelliklere sahip olduklar1 goriilmektedir. Kiiltirde cogaltilmis MKH’ lerde CDA45,
CD34, CDI14, CD11, HLA smif II, CDa veya CDI1 gibi hematopoetik belirteclerdeki gibi
pozitiflik oraninin %2’ yi ge¢cmemesi gerekmektedir. Mezenkimal kok hiicre icin tipik olarak
kabul edilen belirtecler CD90, CD29, CD44, CD105 (SH2) ve CD73 (SH3/4)’ diir. Fibroblast
yiizey markeri olan STRO-1 MKH’ler tarafindan da eksprese edilmektedir. Ayrica MKH’ ler
CD71 (transferin reseptor) ve CD90 (thy-1) tasirlar. Farkli dokulardan elde edilen hiicreler genel
olarak benzer fenotipik Ozelliklere sahip olmakla birlikte bazi farkliliklar da gdze carpmaktadir.
Ormnegin, yag dokusundan elde edilen MKH’ ler yiizeyinde CD49d tasirken, CD106
tasimamaktadir; kemik iligi kaynakli mezenkimal kok hiicrelerde ise aksine CD49d negatif,
CD106 pozitifdir. Kemik iliginde bulunan fibronektin, laminin, kollojen gibi ekstraseliiler matriks
elemanlarina ve diger komsu hiicrelere siki baglanmakta olan bu hiicrelerin yiizeyinde cesitli
adezyon molekiilleri bulunmaktadir. Hiicreler aras1 adezyon molekiilii-1 [[CAM-1(CD4)], ICAM2
(CD102), CDO, vaskiiler hiicre adezyon molekiilii-1 [VCAM-1 (CD10)], L-Selektin (CD2L)



pozitiflikleri degisen oranlarda bildirilmistir (Pittenger ve ark., 1999). Disin 5 farkli bolgesinden
MKH izole edilebilmektedir. Bunlar sirasiyla dis pulpasi kaynakli mezenkimal kok hiicreler (DP-
MKH) , insan siit disi kaynakli mezenkimal kok hiicreler (iISD-MKH), periodontal ligament
kaynakli mezenkimal kok hiicreler (PL-MKH), dental folikiil progenitor kaynakli mezenkimal kok
hiicreler (DF-MKH) ve apikal papilla kaynakli mezenkimal kok hiicreler (AP-MKH). DF-MKH
yetiskin insan dis pulpasindan izole edilir ve bunlarin odontoblast/osteoblastlara, adipositlere ve
noral hiicrelere farklilasabildigi gosterilmistir. Bu hiicreler CD73, CD90 ve CDI105 olan
mezenkimal kok hiicre belirteclerini ylizeylerinde eksprese ederler (Morsczeck ve ark., 2008;

Huang ve ark., 2009; Zhang ve ark., 2012; Ferro ve ark., 2012; Rodriguez-Lozano ve ark., 2011).

Dental folikiil gelismekte olan dis germini ¢evreleyen mezenkimal dokudur. Dis kok gelisimi
stiresince sement, periodontal ligament ve alveolar kemigi dental folikiil progenitor hiicreleri
tarafindan olusturulur (Yokoi ve ark., 2007). Dental folikiiliin, gelisim siirecinde olan yirmi yas
disinin ¢ekiminden sonra kolaylikla izole edilebilmesi, kolay ulasilabilir olmasini saglar. Dental
folikiil kaynakli kok hiicreler ilk olarak sigir kaynakli dis germlerinden Handa ve arkadaglari
tarafindan izole edilmistir. Bu hiicrelerin farklilasma yetenekleri, immunsuprese farelerde in vivo
olarak incelendiginde; sigir kaynakli fibroblastlar veya alveoler osteoblastlarinin aksine bu
hiicrelerin sement benzeri matriks bir yapi olusturdugu bildirilmistir (Handa ve ark., 2002).
Morsczeck ve arkadaslari, insanlarda gomiilii 3. molar dislerden elde ettikleri dental follikiil
dokusunda progenitér hiicreler oldugunu rapor etmislerdir. Bu fibroblast benzeri, koloni
olusturabilen ve plastik adherent hiicrelerin; kok hiicre belirtecleri oldugu varsayilan Notch-1 ve
Nestin’ i eksprese ettigi belirtilmis, tagiyic1 matriks olarak hidroksiapatit/trikalsiyum fosfat toz ile
karistirtlip immun deprese farelere implante edildiklerinden 8 hafta sonraki incelemelerde, rijid
veya fibroz bag dokusunun olustugu, osteoblastik antijen ekpresyonunun arttig1, fakat sement veya

kemik formasyonunun olusmadig1 goriilmiistiir (Morsczeck ve ark., 2002).

Biz bu calismamizda, Insan Dental Folikiil Kaynakli Mezankimal Kok Hiicrelerin (iDF-MKH);
astim hastaliginda, immiinolojik ve hiicresel parametreler iizerine immiinomodiilator etkisini
arastirmak amaci ile planlanmistir. Boylece, iDF-MKH hiicrelerinin ko-kiiltiir uygulamalariyla
astim hastalarindan alinan vendz kandan PMKH izolasyonu sonucu elde edilen hiicrelere
uygulanarak astimli hasta grubu iizerine etkisinin arastirilmasi planlanmaktadir. Bu amacg
dogrultusunda son yillarda bir¢ok hastaligin tedavisinde rol almas1 beklenen kok hiicrelerin astim
izerine etkisi arastirilacak ve immiinomodiilator etkisi goriildiigii takdirde klinik uygulama igin

cok onemli bir temel adim atilmis olacaktir, kok hiicrelerin immiinolojik hastaliklarin tedavisinde



yeni opsiyon olup olmayacag hakkinda bize fikir vermis olacaktir, boylece ¢alismamizin ciktilar

da literatiire onemli katkilarda bulunacaktir.



4 GENEL BILGILER

4.1 Astim

4.1.1 Astimin tanim ve tarihcesi

Astim, solunum yolu inflamasyonu iceren kronik obstriiktif hava yolu hastalifidir. Astim Icin
Kiiresel Girisim (GINA) tanimina gore: "Astim, bir ¢ok hiicrenin veya hiicresel elemanin rol
oynadig1 hava yollarinin kronik inflamatuar hastaligidir; kronik inflamasyon hirilti, nefes darligi,
gogiiste sikisma hissi ve ozellikle gece veya sabah gozlenen Oksiiriik ataklarina yol agcan hava yolu
asirt duyarliligi (AHR) ile iligkilidir; bu nobetler genelde yaygindir, ancak kendiliginden ya da
tedavi ile genellikle geri doniisiimliidiir" (Agostinis ve ark., 2008). Astim, Yunanca "soluksuzluk"
veya "agzi agik solumak" sozliik anlamlarini tasir. Hipokrat astimda hava giris ve cikisini
engelleyen cesitli maddelerden soz etmistir. Hipokrat’in arteritli hastalarda nefes darlig1 oldugunu
belirttigine dair bilgiler olmakla birlikte ilk ayrintili bilgiler Galen ve Aretaeus tarafindan ortaya
konmustur. Astim kelimesi ingilizcede ilk defa 1542 yilinda, Yunanca "iifleme, zorlu iifleme"

koklerinden tiiretilerek kullanilmistir (Sears ve ark., 2003).
4.1.2 Astimin epidemiyolojisi

Astim cocukluk ¢aginin en sik goriilen saglik sorunlarindan biridir. Astim prevalansi sanayilesmis
tilkelerde daha yiiksektir. 1980-1990 yillar1 arasinda diinyada hemen her iilkede astim
prevalansinda ve mortalitesinde belirgin artislar oldugu tespit edilmistir. Astim, Amerika Birlesik
Devletleri gibi gelismis iilkelerde yaygin olmakla birlikte tiim diinya {iilkelerinin sorunudur.
Cocuklarda prevalans calismalari, 3-16 yas grubunda prevalansin iilkelere gore % 0.6-49 arasinda
degistigini gostermistir. ISAAC (The International Study of Asthma and Allergies in Childhood)
sonuglarma gore astimda en yiiksek prevalansmin Ingiltere, Avustralya, Yeni Zelanda ve irlanda
Cumhuriyetine ait oldugu bunu Kuzey, Giiney ve Orta Amerikanin izledigi goriilmiistiir.
Avustralya ve Yeni Zelanda’da siklik %15-20 olarak bulunmustur. Avrupa iilkelerindeki prevalans
%5-10 arasinda degismektedir. En diisiik prevalanslar ise Endonezya, Yunanistan, Cin, Tayvan,
Ozbekistan, Hindistan ve Etiopya’da bulunmustur. Asya iilkeleri, Kuzey Amerika, Kizilderililer
ve Eskimolarda prevalans %1’ den az olarak bildirilmistir (Fallier, 2004). Ulkemizde astim

prevelansi %2.8-%14.5 arasinda degismektedir (Saraclar veark., 2003).



4.1.3 Alerjik astimin immiinopatogenezi

Allerjik astim bireyin ¢evresel ve hava yolu alerjenlerine karsi allerjik reaksiyon verdigi kronik bir
akciger hastaligidir. Asttm Th2 hiicrelerinde salinan IL-4, IL-5, IL-9, IL-10, IL-13 ve graniilosit
makrofaj-koloni stimule edici faktor (GMCSF) tarafindan kontrol edilir. Ayrica immiin sistemde
gorevli olan hiicrelerden mast hiicreleri ve eozinofiller astim cevabinda gorevli hiicrelerdendir

(Van Rijt ve Lambrect, 2005).
4.1.3.1 Th1/Th2 Dengesi

T hiicrelerini sitokin profillerine gore Thlve Th2 olarak ayrimi 1986’da Mosmann ve Coffman
tarafindan yapilmistir. IFN-y, TGF-B ve IL-2 iireten T hiicrelerini Thl; IL-4,IL-5,IL-9, IL-13
tireten T hiicrelerini Th2 olarak tanimlayip bu hiicrelerin birbiri iizerinde karsilikli olarak
diizenleyici etkisi oldugunu belirtmislerdir (Mosmann ve Caffman, 1989). Astim1 olan hastalarin
biyopsi ve BAL sivilarinda yapilan incelemede IL-4 ve IL-5 miktarlarinda artis gdzlenmis olup; T
hiicreleri, eozinofiller ve mast hiicrelerinde herhangi bir degisim olmamistir. Bu durum gosteriyor
ki astim hastalig1 Th2 baskin bir immiin cevap ile karakterizedir. Allerjik olmayan bireylerde Th1
tip sitokin profili baskin oldugu (Wierenga ve ark., 1991), ayrica allerjen immiinoterapisi alan
allerjik bireylerde sitokin profilinin Th2’den Th1’ e kaydig1 goriilmiistiir (Secrist ve ark., 1993).
Allerjen ile artan havayolu asir1 duyarliliginin olusmasinda Th2 hiicrelerinin ve sitokinlerinin
onemi yapilan pek c¢ok calismada gosterilmistir (Raz ve ark., 1996). Yapilan bu arastirmalarda
Th2 hiicre klonunun pasif transferinin havayolu asir1 duyarlii@imi arttirdigi goriilmiistiir. Thl
hiicreleri, Th2 hiicre gelisimini inhibe edebilir ancak Th2 efektor hiicrelerinin fonksiyonunu inhibe
edemez. Ayni sekilde Th2 hiicreleri de, Thl hiicrelerinin gelisimini inhibe edebilmektedir

(Umetsu ve ark., 2003).

Immun cevapta Th1/Th2 dengesini etkileyen faktorler sirasinda; antijen tipi, antijenin dozu,
duyarlilagtirma yolu, antijen sunan hiicrenin fonksiyonu, farkli tip kostimiilator molekiillerin secici
aktivasyonu, lokal olarak iiretilen sitokin mikrogevresi, bireyin genetik yapisi ve enfeksiyonlar

sayilabilir (Tournoy ve ark., 2002).
4.1.4 Regiilator hiicreler

Immiinolojik tolerans olarak adlandirilan 6z antijenlere yonelik yamtsizhik hali, lenfosit
reseptorlerinin ekspresyon diizenekleri sadece 0z olmayan antijenlere yonelik reseptorler

olusturmaya yatkinlik géstermemesine karsilik muhafaza edilmektedir (Weigner, 2001). Tolerans,



immiin sistemin kendi antijenine kars1 yanit eksikligidir. Daha uygun bir sekilde tanimlayacak
olursak; potansiyel olarak hasara yol agan immiin yanmitin 6nlendigi, baskilandigr veya hasarin
olmadigr yone kaymanin saglandigr bir mekanizmadir. Cesitli ¢evresel ve patojenik olmayan
antijenlere maruz kalan solunum yollar1 ve intestinal mukozaya giren antijenlere karst olusan
immiin yanitta periferal tolerans biiyiik 6nem tasir. Bu antijenler de aktif immiin sistemden daha
cok yanitsizlik ve tolerans durumunu arttiric1 etki gostermektedir (Abbas ve Lichtman, 2007).
Timusta 0z antijeni taniyan bazi olgunlasmamis T hiicreleri diizenleyici (regiilator) hiicre niteligi
kazanarak periferik dokulara girerler. Oz antijenlere baglanan olgunlasmamus T hiicresinin negatif
secilim ile silinmesini veya regiilator T hiicre olmasini neyin belirledigi heniiz bilinmemektedir

(Levings ve ark., 2002).
4.1.4.1 Astimda CD4"CD25'regiilator T hiicreler (Treg)

Sakaguchi ve arkadaglar1 tarafindan CD4" T hiicrelerinin kii¢iik bir kismim (yaklasik %5-10)
olusturan, organ-spesifik otoimmiinitede, allograft rejeksiyonun 6nlenmesinde ve self-toleransin

saglanmasinda onemli rol oynayan hiicreler olarak tarif edilmistir (Roncarolo ve Levings, 2000).

Treg hiicre populasyonunda fonksiyon azalmasi ya da degismesi, astimli hastalarda gozlenen
allerjenlere karsi uygunsuz immiin yanit icin olasi bir aciklama saglamaktadir. Dogal olarak
olusan FoxP3* (forkhead box P3) CD4*CD25"hiicreleri ve uyarilmis Treg hiicreleri iceren cesitli
Treg alt gruplari tanimlanmistir (Lloyd ve Hawrylowicz, 2009).

Timusta iiretilip, IL-2 reseptor zincirini (CD25) eksprese eden; CD4" CD25" T hiicreleri IL-12
iiretimini inhibe ederek, CD4" ve CD8" T hiicrelerinin THR (T hiicre reseptorii) uyarimlarinda
cogalmasini baskilamaktadir (McHugh ve Shevach, 2002). CD25" diizenleyici T hiicreleri icin
spesifik olan transkripsiyon faktorii FoxP3 ve TNF reseptorii tanmmlanmigtir. CD25" hiicrelerin
azalmasi otoimmiin hastaliklarin ortaya cikmasina neden olmaktadir (Itoh ve ark., 1999).
CD4'CD25" T hiicrelerinin insanlarda da periferal kandan izole edilebilecegi ve in-vitro olarak
fonksiyonlar1 kaybolmadan calisabilecegi gosterilmistir (Levings ve ark., 2001). CD25 hiicreleri
CTLA-4 sinyaline bagh olarak, direkt olarak hiicre-hiicre iliskisi ile ve sitokin bagimsiz bir yol ile
immiin yanitlar1 baskilayabilmektedir (Zhang ve ark., 2001). Normal immiin yanitlarin
olusmasinda ve spesifik immiinoterapide mukozal alerjenlere karsi diizenleyici T hiicre cevabinda
IL-10 ve TGF-B etki etmektedir. Allerjik olan bireylerde spesifik immiinoterapinin CD4" CD25" T
hiicrelerinde antijen spesifik aktiviteyi arttirdigi gosterilmistir (Thomton ve Shevach, 1998).
Ancak bu fonksiyonu gerceklestirirken diger hiicreleri (CD4" CD25") anerjik hale getirmeyip bu

hiicrelerin yiiksek seviyede IL-10 salan hiicreler haline doniismesine neden olmaktadir. IL-10
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ireten anerjik T hiicreleridaha sonra IL-10 bagimli yol ile T hiicre cogalmasim1 baskilamaktadir
(Diecmann ve ark., 2002). CD4"CD25 hiicre populasyonunun IL-2 iiretiminin artigin1 inhibe
etmektedir. TGF-B, CD4" CD25" T hiicrelerinin siipresor fonksiyonlarindaki rolleri hala tam olarak

anlasilamamistir (Umetsu ve ark., 2003).

4.2 Kok Hiicre

4.2.1 Kok hiicrenin tanimi ve ozellikleri

Farkli hiicre tiplerine doniisebilme (in vivo ve in vitro ortamda) ve kendisini yenileyebilme
ozelligine sahip olan hiicrelere kok hiicreler ad1 verilir. Telomeraz ifadelerinin yiiksek olmasindan
dolay1 kendilerini yenileyebilme 6zelliklerini yasam boyu siirdiirebildikleri i¢in in vitro kosullarda

bol miktarda iiretilebilirler (Herzog ve ark., 2003; Bouaziz ve ark., 2008).

Bir hiicreyt kok hiicre olarak tamimlayabilmek icin 5 adet Olgiit vardir (Ural, 2006; Van
Stekelenburg-Harmers ve ark., 1995; Verfaillie, 2002). Bunlar;

1- Kok hiicreler, uzun siire boliinebilme ve kendi kendini yenileme yetenegine sahiptirler.
Hiicrelerin uzun siire bdliinebilmelerini belirleyen faktorlerden birisi, kromozomlarin ucunda
bulunan telomer adi verilen ve binlerce kez tekrarlanan kisa DNA tekrar dizileridir (TTAGGG).
Telomerler kromozom uglarinin parcalanmasini, diger kromozomlarla kaynasmasini engelleyerek

kromozomlarin yapisal biitiinliigliniin korunmasini saglar.
2- Kok hiicreler 6zellesmemislerdir. Ozellesmis hiicrelere doniismek iizere kaynak olusturabilir.

3- Kok hiicreler, 6zellesmemis hiicrelere kaynaklik edebilirler ve birden fazla hiicre tipine

farklilagabilirler. Bunun en iyi 6rnegini dollenmis yumurta hiicresinde gorebiliriz.

4- Kok hiicreler, hasar goren aliciya nakil sonrasinda kaynak dokuyu islevsel olarak tekrar
cogaltabilirler. Buna en iyi 6rnek, olarak hematopoetik kok hiicrelerde, karaciger onciillerinde ve

sinir kok hiicrelerinde gosterilmistir.

5- Kok hiicreler, in vivo sartlarda doku hasarinin olmadigi durumlarda bile farklilasmamisg
kusaklara katki saglayabilirler. Buna en iyi Ornek, embriyonik veya eriskin kok hiicrelerinin
(noral, mezankimal) blastosiste enjekte edildiklerinde farkli hiicre tiplerine kaynaklik

edebilmeleridir (Ural, 2006; Van Stekelenburg-Harmers ve ark., 1995; Verfaillie, 2002).
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4.2.2 Kok hiicrenin tarihcesi

[k girisimleri 1878 yilinda memeli yumurtalarin1 viicut disinda dollemek icin yapilmis olmasina
ragmen, insan kok hiicre alaninda arastirma 1960’larda Kanadalibilim adamlari Ernest A.,
McCulloch ve James E. Till’in bulgulartyla ortayacikmistir (Becker, McCulloch ve Till, 1963).
Daha sonra bu alanda yapilan ¢alismalar, elde edilen olumlu sonuclar neticesinde giiniimiize kadar

geliserek devam etmistir (Térese, 2002).

1967 yilinda tanimlanan embriyonal karsinoma hiicrelerinin kiiltiir ortaminda ¢ogaltilmas1 kok
hiicre calismalarinda ileri dogru atilmis énemli bir adim olmustur. O tarihten itibaren giiniimiize
kadar insan ve fare teratokarsinomlarindan ¢ok sayida hiicre serisi tammmlanmistir (Sahin ve ark.,

2005).

Edwards ve Bavister1968°de ilk insan ovumunu in vitro olarak fertilize etmislerdir. Kiiltiire edilen
embriyonal karsinom hiicreleri 1970’lerde farelerde embriyonik gelisim modeli olarak
incelenmistir. 1995-96 yillarinda insan olmayan primat embriyonik kok hiicreler (EKH) Rhesus
maymunlarinin i¢ hiicre kitlesinden in vitro olarak elde edilmistir. Bu hiicreler pluripotent

ozelliktedir ve ili¢ ana germ tabakasina normal olarak farklilasmistir (Avasthi ve ark., 2008).

Insan blastosist i¢ hiicre kitlesinden elde edilen insan embriyonik kok hiicreler (i-EKH) 1998
yilinda bir¢ok pasaj icin kiiltiir ve muhafaza edilmistir. 2000 yilinda, bilim adamlar1 blastosist i¢

hiicre kitlesinden i-EKH’ leri elde etmislerdir.

i-EKH’ lerin tiiretildigi ilk rapordan bu yana, spontan ve uyarilmis in vitro farklilagsma
sistemlerinin kullanilmasi ile, bu hiicrelerin kalp, néron, hematopoetik Onciiler, keratinositler,

endotel hiicreleri gibi doku tiplerine doniistimii gosterilmistir (Thomson ve ark., 1998).

4.2.3 Kok hiicrenin cesitleri

Kok hiicreler farklilasma 6zelliklerine ve elde edildikleri kaynaklara gore iki baglikta incelenir.
4.2.3.1 Farkhlasma ozelliklerine gore kok hiicreler

Kok hiicreler farklilagabilme yetilerine gore birbirlerinden ayrilirlar. Farklilasma 6zelliklerine gore
tic tip kok hiicreden soz edilir: Totipotent kok hiicre, pluripotent kok hiicre ve multipotent kok

hiicre.
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Viicuttaki tiim hiicrelere doniisebilme yetenegine sahip olan ilk hiicreye (6rn: zigot) totipotent
hiicre denir ve bu hiicre yetigkin bir organizmanin meydana gelmesi i¢in gereksinim duyulan
biitiin genleri tasir. Bundan sonra embriyo 16 blastomerli evrede blastokist adi verilen ici bosluklu
hiicre topluluklarina (blastula evresi) doniisiir. Blastokisti olusturan hiicre kitlesi icindeki bir grup
hiicre (embriyoblast) son derece onemli bir role sahip olup, 3 temel embriyonik tabaka olan;
endoderm, ektoderm ve mezodermi olustururlar. Bu hiicrelere pluripotent hiicreler (embriyonik
kok hiicreler) denir. Bunlar bir canliy1 meydana getirmezler yani totipotent degildirler ( Verfaillie
ve ark., 2002 ). Kok hiicreler, gelisimin ilerleyen donemlerinde (fetusta, kordon kaninda, kemik
iliginde ve yetiskin viicudunda) daha 6zel gorevlere sahip olmaya baslarlar ve giderek daha sinirl
bir bolinme ve farklilasma yetenegi tasiyan eriskin tip kok hiicrelere doniisiirler. Biraz daha
ozellesmis bu hiicrelere multipotent hiicreler denir (6rnegin; mezenkimal kok hiicreler bu tiir

hiicrelerdendir) (https://www.nih.gov/ Erisim Tarihi: 18 Haziran 2016).

4.2.3.2 Elde edildikleri kaynaklara gore kok hiicreler

Kok hiicreler elde edildikleri kaynaga gore degerlendirildiginde; embriyonik, fetus, kordon kani ve
eriskin dokularindan elde edilen kok hiicreler olmak iizere siniflandirilmaktadir (Mimeault ve

Batra, 2006).

Embriyonik kok hiicreler: Blastositin i¢ hiicre kitlesinden elde edilen, cesitli hiicre tiplerine
farklilasabilen ve yiiksek telomeraz ifadeleri nedeniyle sonsuz DNA sentez yetenegi olan

hiicrelerdir (Trounson, 2006 ).

Fetus kok hiicreleri: Klinik kullanima heniiz girmese de arastirmalarda onemli bir kok hiicre
kaynagi olarak gosterilmistir. Pluripotent olan bu hiicreler; kendilerini yenileme ve sinirsiz sayida

boliinme 6zelligine sahiptirler (Counter ve ark., 1994).

Kordon kani kok hiicreleri: Kordon kani; kanda bulunan tiim hiicresel elemanlar1 ve kemik iligi
kok hiicrelerini % 0.2-2 oraninda igeren, plasentadan fetiise besin maddelerini tasiyan rezidiiel bir
kandir. Kordon kani kok hiicreleri dogum heniiz tamamlanmadan ya da dogum bitince plasentanin

ayrilmasindan hemen sonra gobek kordonu toplardamarindan elde edilirler (Ogur ve Sezer, 2008).

Yetiskin kok hiicreleri: Uzun siire kendini yenileyebilme kapasitesine sahip olup, yetiskin
dokulardaki 6ncii hiicrelere farklilasma ozelligi gosteren hiicrelerdir. Oncii hiicreler kismen
farklilasmis hiicreler olup, belirli hiicre soylarina farklilasabilirler. Ancak bu hiicreler, kendilerini
yenileme kapasitesine sahip degildirler. Yetiskin kok hiicreler plasenta, gobek kordon kani ve

kemik iliginin yam sira yetigkin kisilerin bircok dokularindan da elde edilebilir. Kok hiicre elde
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edilen dokulardan bazilari; kalp, bobrek, beyin, deri, goz, gastro-intestinal sistem, karaciger,
pankreas, akciger, meme, ovaryum, prostat ve testis gibi organlar olarak bildirilmistir (Blau ve

ark., 2001). Her gecen giin konu ile ilgili bilgi birikimimize daha yenileri eklenmektedir.
4.3 Mezenkimal Kok Hiicre

Kemik iliginde hematopoetik olmayan kok hiicrelerin varligt Alman patolog Cohnheim tarafindan
bulunmus olmakla birlikte MKH’ lar ilk olarak 1970’ lerde Friedenstein ve arkadaslar tarafindan
tanimlanmustir. Friedenstein, kemik iligi aspiratinin fetal buzagi serumu iceren ortama yayilmasi
sonucunda adezyon yetenegi olan, kemik, kikirdak ve yag hiicrelerine farklilasabilen, morfolojik
olarak fibroblastlara benzeyen kolonilerin varligini bildirmis ve bu hiicreleri fibroblast kolonisi

yapan iinit (CFU-F) olarak tanimlamistir (Friedenstein ve ark., 1976).

MKH’ lar, fibroblast, adiposit, kondrosit, osteoblast, diiz kas hiicreleri ve muhtemelen iskelet kas1
uydu hiicreleri gibi yeni somatik bag dokusu hiicrelerini olusturur. MKH’ lar konumlarina bagl
olarak bir¢ok belirte¢ ile karakterize edilir. Bunlar arasinda, kemik iligi MKH’ larinda CD146
varliginda ya da yoklugunda CD271 ve periton yag MKH’ larinda CD29 ve CDI105 belirtecleri
tanimlanmustir (Zapata, 2012).

Yapilan calismalarda ilk mezenkimal kok hiicre kaynagi kemik iligidir (Kern ve ark., 2006).
Sonraki ¢aligmalarda kemik iligi disinda bircok dokudan mezenkimal kok hiicre izolasyonlari
yapilmistir. Bunlar sirasiyla dis pulpasindan, kemikten, kas dokusundan ve maksillofasial
dokulardan, karacigerden, kordon kanindan, kordon stromasindan, plasentadan, amniyon
stvisindan ve periferik kandan da mezenkimal kok hiicre izolasyonlar1 yapilmistir. Yapilan
caligsmalar ile kordon kan1 mezenkimal kok hiicrelerinin kemik iligi mezenkimal kok hiicrelerine

gore biyolojik olarak daha kararli hiicreler olduklart gosterilmistir (Lu ve ark., 2006).
ISCT tarafindan MKH’ lar i¢in 3 tanimlayici 6zellik bildirilmistir:
1. Standart kiiltiir ortaminda plastik ylizeye yapisabilmeleri

2. CD105 (SH2), CD73 (SH3/SH4), CD90 gibi hiicre yiizey belirteclerini ifade etmeleri ancak
CD45, CD34, CDl14, CDIll1b, CD79, CDI19, HLA-DR gibi hematopoetik belirtecleri

bulundurmamalari

3. In vitro kosullarda kemik, yag ve kikirdak hiicrelerine farklilasabilmeleri (Keating, 2006).

14



Farklilagabilme yetenekleri ise;

Osteojenik; Von Kossa, Alizarin Red, Alkalen Fosfataz (+)

Adipojenik; Oil red (+)

Kondrojenik; Alcian blue (+) boyalar ile gosterilebilir (Dominici ve ark., 2006).
4.3.1 Dental folikiil kaynaklh mezenkimal kok hiicreler (DF-MKH)

Dis folikiilii gelisen dis germini saran mezenkimal dokudur. Disin kok gelisimi siiresince dental
folikiil kok hiicreleri tarafindan, sement, periodontal ligament, alveolar kemigi hiicreleri
olusturulur. Gomiik yirmi yas dislerinin ¢ekimi sirasinda alinabilen dis folikiillerinin kolaylikla

izole edilmesi bu hiicrelerin kolay ulasilabilir bir kaynak olmasini saglar (Yokoi ve ark., 2007).

Ik olarak Handa ve arkadaslar1 tarafindan sigir dis germlerinden dis folikiilii kaynakli kok
hiicreler izole edilmistir. Yapilan bir calismada bu hiicrelerin farklilasma yetenekleri, immiin
sistemi baskilanmig farelerde in vivo olarak incelenmis ve bu hiicrelerin sement benzeri matriks
yap1 olusturdugu gozlenmistir (Handa ve ark., 2002). Yokoi ve arkadaslar1 tarafindan yapilan
calismada ise dis folikiilii kaynakli kok hiicrelerini in vivo olarak implante ettikten sonra bu

hiicrelerin periodontal ligament olusturabildigini gdzlemlemislerdir (Yokoi ve ark., 2007).

Morsczeck ve arkadaslar tarafindan yapilan calismada dis folikiilii kaynakli kok hiicrelerin,
fibroblastlara benzedigini, koloni olusturabildigini, plastik yiizeylere yapisabildiklerini ve kok
hiicre yiizey belirtecleri olan Notch-1 ve Nestin® 1 yiizeylerinde eksprese ettiklerini
gostermislerdir. Ayni1 zamanda bu hiicreleri hidroksiapatit/trikalsiyum fosfat toz ile karistirip
immun deprese farelere verildikten 8 hafta sonra incelendiginde, rijid veya fibroz bag dokusunun
olustugunu, osteoblastik antijen ekpresyonunun arttigini, fakat sement veya kemik formasyonunun

olugsmadigini gostermislerdir (Morsczeck ve ark., 2010).

Mori ve arkadaslar tarafindan yapilan c¢alismada, dis folikiilii kok hiicreleri ylizeylerinde kok
hiicre yiizey belirtecleri olan CD73, CD90, CD146, CD44, CD105 ve HLA 1 eksprese ederler.
CD45 ise eksprese etmezler. Ayrica osteojenik farklilastirilan hiicrelerin real time PCR
analizlerinde RUNX2 ve Col I eksprese ettiklerini ve 10-17 giin sonra bunun arttigini
gozlemlemislerdir. Ayrica bu ¢alismada dis folikiilii kok hiicrelerinin kemik iligi kok hiicrelerine
gore yiiksek proliferasyon oranlarina sahip olduklarim1 gostermislerdir. Bu hiicrelerin kolay

ulagilabilir bir kaynak olmalari, yiiksek proliferasyon oranlari, mezenkimal belirtegleri eksprese
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etmeleri, bircok soya farklilagabilmeleri, canliliklarinin yiiksek olmasi ve giivenilir sekilde
dondurulmalarindan dolay1r doku miihendisliginde kullanilabilecekleri onerilmistir (Mori ve ark.,

2012).
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5 GEREC VE YONTEM

Bu calisma, Marmara Universitesi Klinik Arastirma Etik Kurulu’ nun 07.102014 tarih ve
09.2014.0226/ 70737436-050.06.04- sayili raporu ile onaylandi. Kok hiicre izolasyonu oOncesinde
dis folikiillerinin temini Marmara Universitesi Dis Hekimligi Fakiiltesi Cene Cerrahisi Boliimii’n
de gerceklestirildi, kok hiicre izolasyonu ve ¢alismanin diger tiim asamalart Marmara Universitesi
Cocuk Immiinoloji Laboratuvart ve Medipol Universitesi Esra Cagavi Laboratuvar’’ nda

gerceklestirildi.

Biz calismamizda, dental folikiil kokenli mezankimal kok hiicrelerin; ev tozuna duyarli astim
hastaliginda, immiinolojik ve hiicresel parametreler {izerine immiinomodiilator etkisini arastirmayi

amacladik.

Bu arastirmada, dis folikiilinden MKH’ larin izolasyonu, karakterizasyonu ve farklilagtirma
calismalari, izole edilen kok hiicrelerin venéz kandan izole edilen lenfosit hiicreleri ile ko kiiltiir

caligsmalar ve kiiltiir sonucunda immiinolojik calismalar gerceklestirildi.

Tiim hiicre kiiltiirii caligmalarinda, test edilmis steril ve tek kullanimlik hiicre kiiltiirii malzemeleri

kullanild1 ve bu islemler laminar akislh steril kabinde steril kosullarda gergeklestirildi.
5.1 Cahsmaya Dahil Edilen Bireylerin Temini

Bu tez calismasinda, calismaya dahil edilen tiim bireylereya da velilerine, hazirlanmis olan
“Goniillii Bilgilendirme Formu” okutuldu ve “Goniilli Onam Formu™ imzalattirildi. Marmara
Universitesi Dis Hekimligi Fakiiltesi Agiz, Dis Cene Cerrahi Anabilim Dali polikliniklerinde
basing agrisi, disin pozisyonunun bozuk olmast veya ortodontik sebepler ile dis cekim
endikasyonu uygun goriilen saglam tam gomiik yirmi yas disi ¢ekimi sirasinda disi saran folikiil
dokusu yaglar1 19-25 yas arasindaki 6 bireyden alindi. Tam gomiik yirmi yas disinin ¢ekilmesi ve
folikiiliin alinmas1 etik ve asepsi kurallarina uygun sekilde gerceklestirildi. Marmara Universitesi
Cocuk Sagligi ve Hastaliklart A.B.D. Cocuk Allerji ve immunoloji Poliklinigine bagvuran astim
tanis1 almis ev tozu duyarli 5-15 yas 7 arasindaki bireyler ile Marmara Universitesi Cocuk Saglhig
ve Hastaliklar1 A.B.D. Saglam Cocuk Poliklinigine bagvuran 5-15 yas arasindaki 7 bireyden venoz
kan alindi. Calismadan ¢ikarilma kreteri asagidaki gibidir.

1) 1 yas altindaki ve 15 yas iistiindeki hastalar.

2) Agir astiml, sistemik steroid alan hastalar.
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3) Kronik hastaliginin olmas:

hastaliklarinin olmasi.

4) Takibe uyumsuz hastalar.

Yasi Allerjen Total IgE IU/ml Cinsiyet
Kontrol 1 14 K
Kontrol 2 13 K
Kontrol 3 13 K
Kontrol 4 12 K
Kontrol 5 11 K
Kontrol 6 15 K
Kontrol 7 14 E
Derp 1 + Astim 1 14 Ev tozu akar1 339 K
Derp 1 + Astim 2 15 Ev tozu akar1 57 K
Derp 1 + Astim 3 13 Ev tozu akari 593 K
Derp 1 + Astim 4 8 Ev tozu akar1 55 K
Derp 1 + Astim 5 12 Ev tozu akar1 214 K
Derp 1 + Astim 6 9 Ev tozu akar1 36 E
Derp 1 + Astim 7 8 Ev tozu akar1 120 E

Tablo 5-1 Calismaya dahil edilen saglikli (kontrol) ve Derp 1 + astiml1 bireyler

5.2 Cahsmada Kullamlan Sarf Malzemeler

e DPBS(Ca™ Mg""-free (Gibco, Grand Island, USA; 1419094)

e Penicillin/streptomycin (Gibco, Grand Island, USA; 15140122)
e DMEM(Gibco, Grand Island, USA;31885023)
e RPMI (Gibco, Grand Island, USA; 21875034)
e Fotal sigir serumu (FBS; Gibco, Grand Island, USA; 10500064)

¢ Tip I kollajenaz (Gibco, Grand Island, USA;17100017)
*  9%0,25 tripsin-EDTA solusyonu (Gibco, Grand Island, USA; 25200056)
® % (0,5 tripan mavisi solusyonu (Gibco, Grand Island, USA; 15250061)

e DMSO (WAK-Chemie Medical GmbH, Germany; USP090522A)
e CFSE Cell Proliferation Kit - For Flow Cytometry (Invitrogen, Grand Island, USA;

C34554)

¢ Ficoll-Paque (GE Healthcare Bio- Sciences AB, Upsala; 17144003)

¢ Anti CD3 (LiseSpan Biosciences, USA; 50867)
e Anti CD28 (Millipore, California; LV1700707)

Kistik fibrozis, diabet, immiin yetersizlik, otoimmiin
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IFN-y (Millipore, California; 2309018)
CD45 FITC/CD34 PE (BD Biosciences,United States; 344563)
CD90 PE (BD Biosciences,United States; 562385)
CD146FITC (BD Biosciences,United States; 560846)
CD73 PE (BD Biosciences,United States; 550257)
CD29 APC (BD Biosciences,United States; 559883)
CD105 PE (BD Biosciences,United States; 560839)
CD28PE (BD Biosciences,United States; 562323)
CD14 PE (BD Biosciences,United States; 342408)
Mouse IgG1 « 1zotip Kontrol (BD Biosciences,United States; 555749)
Hiicre yikama soliisyonu (Cell Wash, BD Biosciences,United States; 349524)
Osteojenik Situmulatory Kit (Human, Stemcell Technologies, North America; 05404)
o MesenCult MSC Basal Medium (Human; 05401)
o Osteogenic Stimulatory Supplements (Human; 05405)
o PB-Glycerophosphate (1M) (05406)
o Dexamethasone (05407)
o Ascorbic Acid (07157)
Adipogenesis Differentiation Kit (Gibco, Grand Island, USA;A1007001)
o Adipocyte Differentiation Basal Medium (A1041001)
o Adipogenesis Supplement (A1006501)
Chondrogenesis Differentiation Kit (Gibco, Grand Island, USA; A1007101)
o Osteocyte/Chondrocyte Differentiation Basal Medium (A1006901)
o Chondrogenesis Supplement (A1006401)
Oil red O (Sigma-Aldrich, USA; 00625-100G)
Alizarin Red (Sigma-Aldrich, USA; A5533-25G)
Alcian Blue (Sigma-Aldrich, USA; A5268-10G)
10x Phosphate Buffered Saline (PBS) (BIO-RAD; 1610780)
BD cytometric bead array (CBA) human Th!/Thz/ThL7 Kit (BD Biosciences,United
States; 560484)
TriTEST CD4 FITC/CDS8 PE/CD3 PerCP (BD Biosciences,United States; 342474)
APC mouse anti-human CD25 (BD Biosciences,United States; 555434)
FITC mouse anti-human CD4 (BD Biosciences,United States; 555346)
Biotin mouse IgG1 « 1sotype Control (BD Biosciences,United States; 555747)
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e Annexin V: FITC Apoptosis Detection Kit (eBioscience Inc., San Diego, CA;
BMS500F1/100)

5.3 Cahsmada Kullamlan Hiicre Kiiltiirii Malzemeleri

¢ Dis kirma seti

e Steril pensler ve bistiiri uclari

e (0,22 pm filtre (Sartorius, Goettingen, Germany; 16534)

e Heparinli Tiip (Yesil kapakli) (Hongyu Medical, China; 131211)

¢ 15 ml konik kapakli tiip (BD Biosciences Discovery Labware, CT, USA;352096)

¢ 50 ml konik kapakli tiip (BD Biosciences Discovery Labware, CT, USA; 352098)

e 25cm? lik hiicre kiiltiir flasklart (BD Biosciences Labware, Le Pont DeClaix, France;
353108)

e 75cm?® lik hiicre kiiltiir flasklar: (BD Biosciences Labware, Le Pont DeClaix, France;
353110)

¢ 6 kuyucuklu plaklar (BD Biosciences Discovery Labware, USA;353046)

e 48 kuyucuklu plaklar (Nest Biotech, China, 20140010415A)

¢ 5 ml Polystyrene tube (BD Biosciences, United States; 352052)

e Tip I kollajen kapl lameller (BD Biosciences Discovery Labware, USA; 354089)

e 3 ml’ lik pastor pipeti (Citotest Labware Manufacturing, London; 31027003US)

e 3’ erml’ lik vial (Kriyotiip) (Granier Bio-One GmbH; E0909011J)

e Sarjli pipet pompasi (IsoLab, Germany)

e 2 ul-20 ul’ lik otomatik pipet (Axygen Scientific, USA)

e 20 pl-200 ul’ lik otomatik pipet (Axygen Scientific, USA)

e 100 ul- 1000 pl’ lik otomatik pipet (Axygen Scientific, USA)

e Hiicre sayim kamarasi (Thoma Lami)

e Lamel (22x22mm)

e Buz kaliplar

® Bos beher (atik icin)

e Laboratuvar kalemi

* %70 alkol

e Distile su

e Steril pudrasiz cerrahi eldiveni

¢ FloraDish cam plagin
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* % 0,1’lik Jelatin

e Poly L-lysin

5.4 Kullanilan Cihazlar

CiHAZ MARKA MODEL

CO,, inkiibatorii Thermo Series II Water Jacket
CO;, Tiipii Habas

Invert Mikroskop EVOS AMG

Binokiiler Arastirma

Mikroskobu Olympus BH2-RFCA

Steril Kabin Biosafety Cabinet Class II Tip
Buzdolab: (+4 °C) Ugur USS1000

Derin Dondurucu (-20 °C) Regal LF 2102 A+

Santrifiij

Beckman Coulter

Allegra X-22

Hassas Terazi Chyo JL-200

Mikropipet Seti Thermo

Vorteks Yellow line TTS 2

Isitmal Manyetik Karistiric Janke&Kunkelika IKAMAG RH

Rotator Miltenyi Biotec MA CSmix

Su Banyosu Techne TE-10A DIKLM

Akan Hiicre Olcer BD FACS Calibur

Cihaz ACEA Biosicience xCELLigence RTCA DP

Tablo 5-2 Calismada kullanilan cihazlar
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5.5 Kullanmilan Soliisyonlar

5.5.1 MKH’ larin besiyeri ortaminin hazirlanmasi

Tam gomiik 20 yas dis folikiillerinden izole edilen kok hiicrelerin kiiltiirlerinde, taze olarak %10
oraninda FBS ve %1 oraninda Penicillin/Streptomycin ilave edildi, DMEM besiyeri kullanildi.
FBS, besiyeri ortamina eklenmeden once, partikiil olusumunun Onlenmesi amaciyla 0,45 pm

gozenek capl filtrelerden gecirildi.
5.5.2 Anti-CD3/Anti-CD28 (CDmix) uyaranmimnin hazirlanmasi

Anti-CD3 vialinde 100 pg /100 pl bulunmaktaydi. Bu vialden her bir 500 pl kiiltiir kuyusuna 1 pl
eklendi (konsantrasyon 0,5 pg/ml). Anti-CD28 vialinde 100 pg /100 pl bulunmaktaydi. Bu
vialden her bir 500 pl kiiltiir kuyusuna 1 pl eklendi (konsantrasyon 0,5 pg/ml).

5.5.3 IFN-y uyaranimin hazirlanmasi

100 png/100 pl (distile su) bulunan IFN-y dan 5 pl ¢ekildi ve 95 pl RPMI ile sulandirildi. Toplamda
100 ml’ lik stok soliisyon hazirlandi. Herbir 500 pl kiiltiir kuyusuna 495 ul RPMI i¢inde hiicre
slispansiyonu ve stok soliisyondan 5 pl IFN-y eklendi (konsantrasyon 0,5 pg/ml).

5.5.4 Dexametasone uyaranimin hazirlanmasi

2 mg dexametasone 1000 pl etanolde ¢oziindiiriildii. Coziindiiriilen soliisyondan 10 pl ¢ekildi. 990
ul steril PBS igeren viale konuldu (10 M).

5.5.5 Derp 1 uyaranminin hazirlanmasi

100 pg/100 pl bulunan Derp 1 direkt kullanildi. 5 pl ¢ekildi 995 pl RPMI ile diliie edildi (5 pg/ml)
stok soliisyon olarak -20C’ de sakland.

Kollajenaz soliisyonunun hazirlanmasi

Kollajenaz Tip I soliisyonunun hazirlanmasi i¢in; 2 ml DPBS i¢ine 0,006 gram kollajenaz Tip |
eklendi ve inkiibator icerisinde 10 dakika bekletildikten sonra 0,22 um’ lik filtre ile filtre edilerek
kullanildi.
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5.5.6 Alizarin red soliisyonunun hazirlanmasi

% 0,02 ’lik alizarin red soliisyonunun hazirlanmasi i¢in, 1 gram alizarin red 50 ml distile suda

¢oziildi ve 0,22 pm’ lik filtreden gecirildi.

5.5.7 Oil red o soliisyonunun hazirlanmasi

%3’ liikk oil red o stok soliisyonunun hazirlamasi i¢in, 300 mg oil red o 100 ml %99’ luk
izopropanol igerisinde ¢oziildii. Calisilacak olan soliisyon icin, hazirlanmis olan stok soliisyon 3/2

oraninda distile su ile seyreltildi ve 0,22 pm’ lik filtreden gegirildi.

5.5.8 Alcian blue soliisyonunun hazirlanmasi

%0,1 alcian blue soliisyonunun hazirlanmasi i¢in 10 mg alcian blue 60 ml ethanol ve 40 ml asetik

asit icerisinde ¢oziildii ve 0,22 um’ lik filtreden gecirildi.
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5.6 Calhismanin Ana Basamaklari

Saglikli ve ev tozuna duyarli
astimli bireylerden vendz kan

Dis Folikiilii’niin Transport alinmasi
solisyonu ile laboratuara

getirilmesi l

Venoéz kandan PBMC

v izolasyonu yapilmasi
Dis folikiilinden kok hiicre .
izolasyonu Ko-kiiltiirlerin
(iDF-MKH) yapilmasi
iDF-MKH lerin PR -
- Lenfosit hiicrelerinin
karakterizasyonun yapilmasi proliferasyon analizi \
Lenfosit hiicrelerinin
+ CD29, CD73. CD3-CD4/CD8
—1 CD90.CDI105. analizi
CD146
- Lenfosit hiicrelerinin
cD14, C2s, Anerin V analird
D 34 p:]'ug >' Istatistiksel analiz
Lenfosit
iDF-MKH’lerin hiicrelerinin
farklilastirimasimn CD4FoxP3~ analizi
yapilmasi
Lenfosit hiicrelerinin
sitokin analizi
Adipojenik
Goriintiileme /
Kondrojenik
Osteojenik

Sekil 5-1 Calismanin ana basamaklarinin sematik gosterimi.

5.6.1 Dis folikiiliiniin transport soliisyonu ile izolasyon yapilacak laboratuvara getirilmesi

Dis ¢ekimi ve folikiillerin alinmasindan sonra her bir 6rnek 15 ml’lik konik kapakl tiipler i¢indeki
%5 oraninda Penicillin-Streptomycin iceren DMEM besiyeri icine alinarak, buz kaliplar
icerisinde, calismanin gergeklestirilecegi Marmara Universitesi Cocuk Immiinoloji Laboratuvarr’

na getirildi.
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5.6.2 Dis folikiilii kaynaklh mezenkimal kok hiicre izolasyonu

Tam gomiik yirmi yas disi ameliyati sirasinda alinan disi saran folikiil dokusu DPBS ile yikanip
bistiiri ile birkag¢ pargaya ayrildi.Parcalanan folikiil dokusu hazirlanan kollajenaz soliisyonu i¢inde,
inkiibatorde 1 saat bekletildi ve araliklarla kontrol edilip, vortekslendi.Folikiil dokusu tek hiicre
stispansiyonu haline geldiginde inkiibatorden c¢ikartilip pipetaj islemi yapildi.Folikiil hiicreleri
DPBS ile yikanip 1200 rpm’ de 5 dk santrifiij edildi. Santrifiij sonrasinda siipernatan uzaklastirildi
ve hiicreler tekrar DPBS ile yikanip 1200 rpm’ de 5 dk santrifiij edildi.Santrifiij sonrasinda
siipernatan uzaklastirild ve hiicreler 5 ml kiiltiir medyumuyla T-25 cm?® lik flakslara ekilip 37°C,
%5 CO? inkiibatore konuldu. Hiicrelerin her 2 giinde bir kiiltir medyumu degistirildi ve hiicrelerin

cogalmasi, flask ylizeyine yayilmasi takip edildi.
5.6.3 izole edilen hiicrelerin pasajlanmasi

T-25 cm® lik flasklar icerisinde inkiibatore konulan hiicrelerin her 3 giinde bir kiiltiir medyumu
degistirildi ve hiicrelerin ¢ogalmasi, flask ylizeyine yayilmasi takip edildi.Yaklagik 10-15 giin
sonrasinda hiicreler flask yiizeyinde yaklasitk %70 yogunluk gosterdiginde pasaj islemi
yapildi.Birinci kiiltiir sifirinci pasaj (PO) kabul edilerek, birinci kiiltiirii takip eden her kiiltiir islemi

sonrasi pasaj sayilari P1, P2, P3 seklinde belirtildi.

Steril kabin icerisinde flasklardaki hiicre medyumu uzaklastirldi ve flasklara 5 ml DPBS konulup
hiicreler DPBS ile yikandi.DPBS hiicrelerden uzaklastirildiktan sonra flasklara 500 pl Tripsin-
EDTA eklendi ve inkiibatorde 4 dakika bekletildi. 4 dakikanin sonunda flask icerisindeki tripsinin
inaktivasyonu i¢in 4 ml kiiltir medyumu eklenip flask igerisindeki sivi 15 ml’ lik konik kapakli
tiiplere aktarildi.1200 rpm’ de 5 dk santrifiij yapildi, santrifiij sonrasinda siipernatan uzaklastirildi
ve hiicreler tekrar kiiltiir medyumu ile yikanip, santrifiij yapildi. Santrifiij sonrasinda siipernatan
uzaklastirildi ve 1 ml kiiltiir medyumu eklenip pipetaj yapilip, homojenizasyon saglandiktan sonra

hiicre sayimi1 yapildi.

Hiicre sayimmi islemi i¢in, 1 ml kiiltiir medyumu igerisinde homojenize edilen hiicrelerden 10 pl
eppendorf tiipline aktarildi ve lizerine 10 pl tripan mavisi soliisyonu eklendi.Sayim i¢in thoma
lam1 kullanildi. Thoma lami diiz bir zemin {izerine alinarak sayim yapilacak alan iizerine lamel
kapatildi. Hazirlanip eppendorfa konulan siispansiyondan 10 pl alinarak thoma laminda sayim
yapilacak alanda lam ile lamelin birlestigi noktaya pipet ile yavasca hiicre siispansiyonu

pipetlendi. Hiicreler 151k mikroskobunda, 40X objektifte sayildi.
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Sayim sonucunda sayilan hiicre sayisi, seyreltme orani (2) ve sabit olan 10* (0,1 mm® deki sayim)

birbirleri ile ¢arpildi ve elde edilen sonug bize 1 ml’ deki hiicre sayisin1 verdi.

Hiicre sayimi yapildiktan sonra uygun oranda (5x10° hiicre) hiicre 10 ml hiicre kiiltiir soliisyonu
ile sulandirildi homojenize edildi ve T-75 cm® lik flasklara ekilip inkiibatore kaldirildi.Her iki

giinde bir hiicre medyumu degistirilerek kiiltiir islemine devam edildi.
5.6.4 lzole edilen kok hiicrelerin karakterizasyonu ve farkhlastirilmasi

Izole edilen ve flasklara yapisan hiicrelerin morfolojik ozellikleri invert mikroskopta calisma
siiresince incelendi. Immiinofenotipik ozelliklerinin belirlenmesi icin akim sitometri cihazinda
yiizey belirteclerine bakildi. Farklilagsma kapasitelerinin belirlenmesi i¢in osteojenik adipojenik ve

kondrojenik olarak hiicreler farklilastirildi.
5.6.4.1 Osteojenik farkhilastirilmasi

Osteojenik farklilasma icin, P3’deki hiicreler 6 kuyucuklu plaklarda her kuyuda 5x10* hiicre
olacak sekilde tip I kollajen kapli lamellere ekildi. Hiicrelerin iizerlerine 2 ml osteojenik
farklilastirma besiyeri eklendi (B-glycerophosphate icermeyen) ve inkiibatore kaldirilip 2 giin
arayla besiyerleri degistirildi. Hiicreler yaklasik 5 giin sonra kofluent olunca osteojenik

farklilastirma besiyerine B-glycerophosphate eklenip ve kiiltiire devam edildi.

50 ml’ lik osteojenik farklilagtirma besiyeri igerisine 7,5 ml osteogenic supplements, 5 ul
dexamethasone, 250 pl ascorbic acid, 175 pl 1M B-glycerophosphate ve 42,5 ml complete
mesencult osteogenic medyum eklendi. 6 kuyucuklu plaklara ekilen hiicrelerin her 3 giinde
izerlerindeki eski besiyeri alinipyeni osteojenik farklilastirma besiyeri eklendi. Kiiltiiriin 4.
haftasinin sonrasinda lameller hiicre dis1 kalsifikasyonun gosterilmesi amaciyla alizarin kirmizisi

ile boyandi.

Alizarin kirmizist boyamasi i¢in kuyucuklardaki besiyeri alindi ve kuyulara 2 ml DPBS eklenip 1
dakika kadar bekletildikten sonra DPBS uzaklastirildi. Sonrasinda kuyulara 2 ml formalin eklendi
ve 45 dakika boyunca karanlikta oda 1sisinda bekletildi. 45 dakika sonrasinda formalin
uzaklastirildi ve distile su ile 2 kez yikandi. Distile sudan sonra 2 ml alizarin kirmizis: soliisyonu
eklendi ve 45 dakika boyunca oda 1sisinda bekletildi. 45 dakika sonrasinda boya alind1 ve distile

su ile iki kez yikandi. Lamel lam iizerine kapatilarak mikroskopta incelendi.
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5.6.4.2 Adipojenik farkhlastirilmasi

Adipojenik farklilasma icin, P3’ deki hiicreler 6 kuyucuklu plaklarda her kuyuda 5x10* hiicre
olacak sekilde tip I kollajen kapli lamellere ekildi. Hiicrelerin iizerlerine 2 ml kiiltiir medyumu
eklendi, inkiibatore kaldirildi ve 2 giin arayla besiyerleri yenilendi. Yaklasik 5 giin sonrasinda
hiicreler kofluent olduklarinda kuyucuklardaki kiiltir medyumu alinip adipojenik farklilastirma

besiyeri eklendi ve kiiltiire devam edildi.

50 ml’ lik adipojenik farklilagtirma besiyeri icerisine 45 ml Adipocyte Differentiation Basal
Medium, 5 ml Adipogenesis Supplement ve 25 pl Penicillin streptomycin eklendi. Adipojenik
olarak farklilastirmaya alinan hiicrelerin her 3 giinde eski besiyerleri alind1 ve yeni adipojenik
farklilastirma besiyerleri eklendi. Kiiltiiriin 2. haftasinin sonunda adipojenik farklilagsmay1 gosteren

intraselliiler yag damlaciklarinin varliginin belirlenmesi icin oil red o boyamasi gerceklestirildi.

Oil red o boyamasi i¢in kuyucuklardaki besiyeri alindi ve kuyulara 2 ml DPBS eklenip 1 dakika
kadar bekletildikten sonra DPBS uzaklastirildi. Kuyulara 2 ml formalin eklendi ve 45 dakika
boyunca karanlikta oda 1sisinda bekletildi. 45 dakika sonrasinda formalin uzaklastirildi ve distile
su ile 2 kez yikandi. Sonrasinda kuyulara 2 ml %60’ lik izopropanol eklendi ve 5 dakika boyunca
inkiibe edildi. Izopropanol kuyulardan alindi ve kuyulara 2 ml oil red o soliisyonu eklendi.
Karanlikta oda 1si1sinda 45 dakika boyunca inkiibe edildikten sonra oil red o cekildi ve kuyular
distile su ile 2 defa yikandi. Kuyucuklara hemotoxcyline konuldu ve 1 dakika inkiibe edildikten
sonra kuyular 2 defa distile su ile yikandi. Kuyulardaki lameller lamlar {izerine kapatilarak

mikroskopta incelendi.
5.6.4.3 Kondrojenik farkhlastirilmasi

Kondrojenik farklilasma icin, P3’ deki hiicreler 6 kuyucuklu plaklarda her kuyuda 5x10* hiicre
olacak sekilde tip I kollajen kapli lamellere ekildi. Hiicrelerin {izerlerine 2 ml kiiltiir besiyeri
eklendi, inkiibatore kaldirildi ve 2 giin arayla kuyulardaki besiyerleri yenilendi. Yaklasik 5 giin
sonrasinda hiicreler kofluent olduklarinda kuyucuklardaki hiicrekiiltiir besiyeri alimip kondrojenik

farklilagtirma besiyeri eklendi ve kiiltiire devam edildi.

50 ml’ lik kondrojenik farklilastirma besiyeri icerisine 45 ml Osteocyte/Chondrocyte
Differentiation Basal Medium, 5 ml Chondrogenesis Supplement ve 25 pl Penicillin streptomycin
eklendi. Kondrojenik olarak farklilastirmaya alinan hiicrelerin her 3 giinde eski besiyerleri alindi

ve yeni kondrojenik farklilagtirma besiyerleri eklendi. Kiiltiiriin 2. haftasinin sonunda kondrojenik

27



farklilagsmay1 gosteren, kondrositler tarafindan {iiretilen proteoglikanlarin varlifinin belirlenmesi

icin alcian blue boyamasi gerceklestirildi.

Alcian blue boyamasi i¢in kuyucuklardaki besiyeri alindi ve kuyulara 2 ml DPBS eklenip 1 dakika
kadar bekletildikten sonra DPBS uzaklastirildi. Kuyulara 2 ml formalin eklendi ve 45 dakika
boyunca karanlikta oda 1si1sinda bekletildi. 45 dakika sonrasinda formalin uzaklastirildi ve distile
su ile 2 kez yikandi. Kuyucuklara 3 ml alcian blue soliisyonu eklendi ve 45 dakika boyunca
karanlikta oda 1sisinda inkiibe edildi ve 45 dakika sonrasinda kuyulardaki boya alindi. Kuyulara
1,2 ml etil alkol, 800 ul asetik asit eklendi, 15 dakika boyunca bekletildi ve 15 dakikanin sonunda
kuyular 2 defa DPBS ile yikandi. Kuyulardaki lameller lamlar {izerine kapatilarak mikroskopta

incelendi.
5.6.5 Akim sitometri analizi

Izole edilen hiicrelerin immiinofenotipik karakteristiklerinin belirlenmesi icin akimsitometrik
analizler gerceklestirildi. Bu analizler, P3 sonrasinda FACS Calibur akim sitometri cihazi

kullanilarak gerceklestirildi.

Hiicreler P3 sonrasinda tripsin ile kaldirihip, hiicre sayimi yapildi. Hiicre sayis1 belirlendikten
sonra yaklasik 5x10° hiicre DPBS icinde homojenize edildi. Homojenize edilen hiicreler
polystyrene tiiplere aktarildi. Sonrasinda belirlenen hiicre yiizey isaretleyicilerine 6zel fluoresan
izotiyosiyonat (FITC)-,fikoeritrin (PE)-, allophycocyanin (APC)- konjuge monoklonal antikorlar;
CD73 PE, CD90 PE, CD105 PE, CD146 FITC, CD29 APC, CD45 FITC, CD34 PE, CD25 APC,
CD28 PE, CD14 PE ve izotip kontrollerinden (Mouse 1gG, k) 10ul eklenerek 15 dakika boyunca
oda 1s1s1nda, karanlikta inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda 2 ml DPBS eklendi ve 1200 rpm’ de
5 dakika santrifiij edildi. Siipernatan uzaklastirildi ve 500 pl hiicre yikama soliisyonu eklenip
resiispanse edildi. Hazirlanan hiicre siispansiyonu FACS Calibur akim sitometri cihazinda

okutuldu.
5.6.6 iDF-MKH’ larin Kiiltiir plaklarina ekilmesi, uyaranlarin eklenmesi ve goriintiileme

Mezenkimal kok hiicrelerin lenfosit hiicreleri iizerindeki immiinolojik etkilerinin incelenmesi
amaciyla kok hiicreler ile lenfosit hiicreleri kiiltiire edildi. Kok hiicre ve lenfosit hiicrelerinin ko
kiiltiiriinti ilk asamasinda lenfosit izolasyonundan 2 giin 6nce kok hiicreler 48 kuyucuklu plaklara

ekildi. Ayrica kok hiicrelerin lenfosit hiicreleriyle ko-kiiltiirleri goriintiilendi.
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5.6.6.1 iDF-MKH’larin 48 kuyucuklu kiiltiir plaklarina ekilmesi

iDF-MKH’ larin lenfosit hiicreleri ile ko-kiiltiirlerinin 48 saat Oncesinde kok hiicreler 48
kuyucuklu plaklara ekildi. Mezenkimal kok hiicreler thoma laminda sayildiktan sonra her bir kok
hiicre ayr1 48 lik plaklarda her kuyuda 5x10* hiicre olacak sekilde ekildi. Uzerlerine 500 pl hiicre

kiiltiir besiyeri eklendi ve inkiibatore kaldirildi.

5x10* 5x10¢ 5x10¢ 5x104
iDF-MKH | |\ iDF-MKH iDF-MKH/ | iDF-MKH

Sekil 5-2. iDF-MKH’ larin 48 kuyucuklu plaklara ekilmesinin sematik gosterimi

5.6.6.2 Kiiltiirdeki iDF-MKH’larin 24. saatte IFN-y ile uyarilmasi

48 kuyucuklu plaga ekilen inkiibatordeki iDF-MKH’ larin bir kismi 24. saatte Syl IFN-y ile

uyarim yapildi.

Sekil 5-3. 48 kuyucuklu plaklardaki iDF-MKH’ larin IFN-y ile uyariminin sematik gosterimi

5.6.7 Saghkh ve ev tozuna duyarh astimh bireylerden alinan venoz kandan lenfosit

izolasyonu yapilmasi

Bu tez calismasinda, calismaya dahil edilen tiim bireylere, hazirlanmis olan “Goniillii

Bilgilendirme Formu” okutuldu ve “Goniilli Onam Formu” imzalattirildi. Calismaya dahil edilen
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7 saglikli ve 7 ev tozuna duyarli astimli bireylerin her birinden yesil kapakli heparinli tiiplere 30

ml venoz kan alindi ve alinan kanlardan lenfosit izolasyonu yapildi.

Lenfosit izolasyonu steril kabinde yapildi. Saglikli ve ev tozuna duyarli astimli bireylerin her
birinden alinan 30 ml kan50 ml’ lik konik kapakl1 falkonlara konuldu. 50 ml’ lik falkonlardaki bu
kan ornekleri 1:1 oraninda DPBS ile sulandirildi. Ayn1 zamanda ayr1 15 ml’ lik falkon tiipler
alind1 ve her tiipe 3,5 ml fikol eklendi. Sulandirilan kanlar falkon tiipiiniin cidarindan fikol iizerine
pastor pipeti ile yavasca yayildi. Fikol ile sulandirilmig kanin birbirine karismamasina 6zellikle
dikkat edildi.Kan fikol iizerine yayildiktan sonra 20 dakika boyunca 2000 rpm devirde santrifiij
edildi. 20 dakika sonrasinda yogunluklarina gore en altta eritrositler, iist tarafinda fikol, onun
istiinde bulutsu tabaka (buffy coat) halinde olan periferal kan mononiiklear hiicreler (PBMC) ve
onunda iistiinde plazma ve DPBS olacak sekilde ayrildi.Orta kisimda bulunan bulutsu tabaka
(buffy coat) pastor pipetiile dikkatli bir sekilde alindi ve 50 ml’ lik falkon tiiplere aktarildi.
Uzerine 1:1 oraninda DPBS eklendi ve 1500 rpm’ de 5 dakika santrifiij yapildi.Santrifiij sonrasi
hiicrelere 5 ml hiicre kiiltiir soliisyonu eklenip pipetaj yapilip homojenize edildi ve 1500 rpm’ de 5
dakika santrifiij yapildi.Santrifiijden sonra siipernatan atildi, hiicreler 1 ml hiicre kiltiir
soliisyonunda sulandirildi ve pipetaj yapilip homojenize edildi.Homojenize edilen sividan 10 pl

eppendorfa alind1 ve hiicre sayimi yapildi.

Yapilan hiicre sayimi sonrasinda bir grup lenfosit hiicresi kok hiicreler ile direkt kiiltiire alind1 ve
bu gruba 3 giin kiiltiir siiresi sonunda Anexin V, FoxP3, CD3/CD4/CD8 bakildi.Bir diger grup ise
CFSE ile isaretlendikten sonra kok hiicreler ile kiiltiire alind1, 3 giin kiiltiir siiresi sonunda ise bu

hiicrelerin proliferasyonlarina bakildi.

5.6.8 Lenfositlerin CFSE ile isaretlenmesi

Karboksifloresan siiksinimidil ester (CFSE) hiicre zarindan gegebilen floresan bir boyadir.
Sitoplazmaya girince esteraz aktivitesinin gerceklesmesi ile floresan grubun asetatlar1 kesilip,
floresan 1s1ma aciga cikarve hiicre zarindan ge¢cme Ozelligini yitirir. Boylece hiicrelerin

sitoplazmasinin boyanmasi saglanir.

Hiicre sayimindan sonra izole edilen lenfositlerin bir kismi hiicre proliferasyonu bakilmasi
amactyla CFSE isaretlendi. 15 ml’ lik falkonlarda bulunan ve CFSE isaretlenmesi i¢in ayrilan
hiicreler iizerine 3 ml DPBS eklendi, pipetaj yapildi ve homojenize edildikten sonra 1500 rpm’ de
5 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonras1 siipernatan uzaklastirildi ve pellet {izerine 1ml DPBS

eklenip pipetaj yapilip homojenize edildi. Homojenize edildikten sonra falkon igerisine 1.5 pl
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CFSE konuldu (bu islem ve sonrasi karanlik ortamda gerceklestirildi) ve pipetaj yapildi.CFSE
konulduktan sonra 6 dakika +4 C° de bekletildi. 12 dakika sonrasinda 6 ml DPBS eklendi, pipetaj
yapild1 ve 1500 rpm’ de 5 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonrasinda siipernatan atild1 ve 6 ml
hiicre kiiltiir soliisyonu eklenip tekrar 1200 rpm de 5 dakika santrifiij yapildi. Son yikama

isleminden sonra 1 ml hiicre kiiltiir soliisyonu eklenip hiicre sayimi1 yapildi.
5.6.9 Kok hiicre ve lenfositlerin ko-Kkiiltiiriiniin yapilmasi

Hiicre izolasyonlar yapildiktan ve hiicreler sayildiktan sonra bir grup lenfosit hiicresi kok hiicreler
izerine direkt ekildi. Bir grup lenfosit hiicresi ise CFSE ile isaretlenip kok hiicreler iizerine
eklendi. Kok hiicreler iizerine lenfosit hiicreleri eklendikten sonra uyaranlar eklendi ve inkiibatore
kaldirild1 72 saat boyunca kiiltiire alindi. 72 saatin sonrasinda lenfosit hiicrelerinde proliferasyon,

CD4"FoxP3", Anexin V ve CD3/CD4/CDS bakildi.
5.6.9.1 iDF-MKH hiicreleri ile lenfositlerin ko-kiiltiirlerinin yapilmasi

Lenfosit izolasyonundan 2 giin once 48 kuyucuklu plaklara ekilen iDF-MKH hiicreleri ile 24.
saatte [FN-y uyarimi yapilan kuyucuklarin iizerindeki eski hiicre kiiltiir soliisyonu alindi. iDF-
MKH hiicreleri ile 24. saatte IFN-y uyarimi yapilan kuyucuklarin iizerine izole edilen lenfosit

hiicreleri her kuyuda 5x10° olacak sekilde 500 ul hiicre kiiltiir soliisyonu ile birlikte eklendi.

Lenfosit izole edildikten sonra CFSE isaretlenen hiicreler iDF-MKH hiicreleri iizerine her kuyuda

5x10° olacak sekilde 500 pl hiicre kiiltiir soliisyonu ile birlikte eklendi.

iDF-MKH hiicreleri iizerine lenfosit hiicreleri eklendikten sonra bir kuyucuga herhangi uyaran
konulmadan (uyaransiz); lenfosit hiicrelerinin uyarilmasi diger kuyucuklara ayri ayr1 5 pl CDmix,
2,5 ul Derp 1, 5 pul Dexametosone ve IFN-y eklendi. 24. saatte IFN-y uyarim1 yapilan kuyuya

herhangi bir uyaran konulmadan inkiibe edildi.

iDF-MKH ve lenfosit hiicrelerinin birlikte kiiltiirlerinin yaninda iDF-MKH yoklugunda da lenfosit
hiicrelerinin kiiltiirleri yapildi. CFSE’ 1i ve CFSE’ siz lenfosit hiicreleri 48 kuyucuklu plaklara her
kuyuda 5x10° hiicre olacak sekilde 500 pl hiicre kiiltiir soliisyonu ile ekildi, 5 pl CDmix ile

uyaranli ve uyaransiz kiiltiirleri yapildi.
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5.6.9.2 Hiicrelerin 48. saatte IFN-y ile uyarilmasi

48 kuyucuklu plaklardaki iDF-MKH hiicreleri iizerine CFSE’ li ve CFSE’ siz lenfosit hiicreleri
eklendi ve CDmix ile uyarimlart yapildi. CDmix’ in disinda bir grup kuyuya IFN-y stok
solisyonundan 5 pl eklendi, bir grup kuyuya ise karsilastirma amagli IFN-y eklenmedi ve bu

sekilde inkiibatore kaldirildi. Inkiibatorde 3 giin (72 saat) boyunca kiiltiir edildi.

Sekil 5-4. Hiicrelerin 48. saatte IFN-y ile uyarilmasinin gosterimi

5.6.9.3 Hiicrelerin Derpl ile uyarilmasi

48 kuyucuklu plaklardaki iDF-MKH hiicreleri iizerine CFSE’ li ve CFSE’ siz lenfosit hiicreleri
eklendi ve CDmix ile uyarimlart yapildi. CDmix’ in disinda bir grup kuyuya Derpl stok
solisyonundan 2,5 pl eklendi, bir grup kuyuya ise karsilastirma amach IFN-y eklenmedi ve bu

sekilde inkiibatore kaldirildi. Inkiibatorde 3 giin (72 saat) boyunca kiiltiir edildi.

Sekil 5-5. Hiicrelerin Derp 1 ile uyarilmasinin gosterimi

5.6.9.4 Hiicrelerin Dexametasone ile uyarilmasi

48 kuyucuklu plaklardaki iDF-MKH hiicreleri iizerine CFSE’ li ve CFSE’ siz lenfosit hiicreleri
eklendi ve dexametasone ile uyarimlari yapildi. CDmix’ in disinda bir grup kuyuya dexametazone
stok soliisyonundan 5 pl eklendi, bir grup kuyuya ise karsilastirma amacli IFN-y eklenmedi ve bu
sekilde inkiibatore kaldirildi. Inkiibatorde 3 giin (72 saat) boyunca kiiltiir edildi.
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Sekil 5-6. Hiicrelerin Dexametasone ile uyarilmasinin gosterimi

5.6.9.5 Goriintiileme ve Xcellinge cihaz ile hiicre proliferasyonu ve 6liimii

iDF-MKH hiicreleri ile saglikli ve Derp 1 + astimli bireylerin lenfosit hiicrelerinin ko-kiiltiir
ortaminda goriintilleme ve Xcellinge cihazi ile hiicre proliferasyonu ve Oliimiiniin kantitatif

incelenmesi icin deneyler Medipol Universite’si Esra Cagavi laboratuari’nda yapild.

5.6.9.5.1 FloraDish cam plag1 % 0,1’lik jelatin ve poly L-lysin kaplama

FloraDish cam plagin iizerine 750 ul ‘lik% 0,1’lik jelatin eklendi. Minimum 2 saat etiivde
bekletildi. Daha sonra iizerindeki tabaka aspire edildi. Stok Poly L —lysin’i1:10 dH,O diliie etmek
icin; 675 pl dH,O iizerine 75 pl Poly L —lysin ekle2 saat oda 1sisinda kabinde bekletildi ve 2x
dH,O0 ile yikama yapildi.72 saat boyunca her 2 saatte bir spinning disk confocal mikroskobisi ile

goriintiileri alindi.

5.6.9.5.2 DF-MKH’larin FloraDish cam plaga ekimi ve optimizasyonu

50 ml cDMEM hazirlandi. -80°den 1x10% lik vial 1 vial DF-MKH’den alind1 ve benmaride hizlica
cozdiiriildii. 50 ml’lik falkona 2-3 ml cDMEM koyuldu ve {izerine ¢6ziinmiis hiicreleri koyuldu.
10 mI’ye cRPMIve cDMEM'’le tamamlandi. 1200 rpm’de 5 dk santrifiij edilirdi. Ekim i¢in hiicre
sayimu yapilirdi ve Sekil 5.7°deki hiicre konsantrasyonlar iki kez tekrarli yapildi. iDF-MKH’lar 2
ml cDMEM’le siispanse edilidi. FloraDish cam plaga ekim yapildi ve 2 giin etiivde hiicrelerin
yapisip confluent olmasi beklendi. Yapmus oldugumuz deneyler sonucunda 2x10° hiicre

konsantrasonun ve cDMEM besiyerinin en uygun olduguna karar verildi.

Sekil 5-7. DF-MKH'larin FloraDish cam plaga ekimi i¢in hiicre konsantrasyonlari
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cDMEM | cRPMI | ¢cDMEM | cRPMI | ¢cDMEM | cRPMI | cDMEM | cRPMI
5x10° 5x10° 1x10* 1x10* 2x10° 2x10° 3x10° 3x10*
cDMEM | cRPMI | cDMEM | cRPMI | ¢cDMEM | cRPMI | ¢cDMEM | cRPMI
5x10° 5x10° 1x10* 1x10* 2x10° 2x10° 3x10° 3x10*

5.6.9.5.3 iDF-MKH’larin lenfosit hiicreleriyle ko-kiiltiirii hazirlama ve Xcellinge cihaz ile

hiicre proliferosyonu ve oliimii

Pediatrik Immunoloji/Allerji polikliniginden doktor kontroliinde tan1 almis Derp 1 + astimh
hastadan (n:2) ve saglikli bireylerden (n:2) 4 cc heparinli kan alindi. PBMC izolasyonu yapildi.16
kuyucuklu plaga 3x10" iDF-MKH ile 3x10° saglikli ve Derp 1 + astimli bireylerin PBMC total
hacim 200 pL olacak sekilde cDMEM eklendi. Tablo 5.3’de gosterilen sekildegruplara 1 pL. IFN
Yy, 1 uL CDmix eklendi ve gruplar ikiser kez calisildi.

Kiiltiir Ortanm
iDF-MKH+PBMC+CDmix
iDF-MKH+PBMC+CDmix
iDF-MKH+PBMC+CDmix+IFN-y
iDF-MKH+PBMC+CDmix+IFN-y

PBMC icin Bireyler

Derp 1 + Astim
Saglikl

Derp 1+ Astim
Saglikl

Tablo 5-3 iDF-MKH’larin lenfosit hiicreleriyle ko-kiiltiirii goriintiileme gruplarinin tabloda
gosterimi

xCELLigence sistemi, hiicre cogalmasin1 gercek zamanl olarak analiz edebilen bir hiicre sayim
cihazi1 olup e-plakalarinin zeminine yerlestirilmis mikro-elektrodlar 50 sayesinde elektriksel
empedans Olgme teknigine dayanmaktadir. Empedans Olciimii, hiicre kalitesi, proliferasyonu,
adezyonu, canliligi, sitotoksisitesi, morfolojisi ve hareketi dahil olmak {izere hiicrelerin biyolojik
durumu hakkinda kantitatif bilgiler verir. Bilindigi tizere hiicre membrani bir¢ok protein iceren cift
tabakali lipit yapisindadir ve lipit molekiillerinin polar gruplar1 akuatik cevreye bakarken,
hidrofobik hidrokarbon zincirleri membranin i¢ kismina bakmaktadir. Hiicrenin i¢ kism1 kompleks
bir yapiya sahip olup pekcok membranla cevrili partikiil icermektedir (mitokondri, vakuol,
nukleus v.b.) Bu sebeple hiicre membram yiiksek olarak yalitkanken hiicrenin i¢ kism iletkendir.
Hiicreler biiylime esnasinda, ortamdaki yiiksiiz veya zayif yiikli maddeleri yiiksek yiiklii
maddelere doniistiirerek iletkenligi artirir ve bu iletkenlik ortamla iliskili olan elektrodlarla

Olciilerek empedans hesaplanir.
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Gold Microelectrode
Plate Reader(RTCA SP} Covers 80% of Well Area
(in CO2 incubator) T

Sekil 5-8 Ger¢ek zamanli hiicre analiz sistemi (RTCA)

Mikro-elektronik sensor iizerindeki hiicre deteksiyonu prensibi: (A)Hiicrelerin ekimi yapilmadan

once hiicre indeksi (CI) degeri sifirdir; (B) Hiicrelerin varhigi elektrot veya ara-yiizey

empedansindaki lokal iyonik ortamu etkiler, boylelikle elektrot empedansinda ve hiicre indeksinde

artisa yol agar; (C) Kontrol hiicreleri [m] devamli olarak ¢ogalir ve elektrotlara daha fazla hiicre

tutunursa elektrot empedansinda daha cok artis olur ve daha biiyiik hiicre indeksi degerine neden

olur; (D) Hiicreler, toksik ajana maruz kalmasi sonucu 6ldiikleri zaman hiicre indeksi degeri azalir

(Erisim tarihi:10.01.2016, https://aceabio.com/product/rica-dp/)..
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Sekil 5-9 Ger¢ek Zamanl Hiicre Analiz Sistemi Uygulamasinin 3 Adimda Sematik Gosterimi (1)
Hiicrelerin Ekimi, (2) Toksik Ajanin Eklenmesi, (3) Otomatik Goriintiileme

Calismada kullanilacak olan hiicrelerin hazirlanan gruplarin hiicre proliferasyonunu incelemek
icin gercek zamanl hiicre analiz sistemi (RTCA SP instrument, Roche, Almanya) kullanilmistir.
Bu amagla altin kapli 16 kuyucuklu e-plakanin her bir kuyucuguna 200 uL. ¢c-DMEM konur ve e-
plaka etiiv icerisinde bulunan RTCA cihazina yerlestirilir. Plaka ile cihazin ayn sicakliga gelmesi
icin 10 dakika beklenir. Daha sonra e-plaka cihazdan ¢ikarilarak kuyucuklara 3x10" iDF-MKH,.
E-plaka tekrar etiive yerlestirilerek 10 dakika bekletilir ve 10 dakika sonunda okuma baglatilir.
Hiicrelerin e-plaka‘ya tutunmasi ve ¢ogalmasi i¢in yaklasik 24 saat bekletilir. 24 saat sonunda
hiicreler biiylime fazina gectigi esnada Tablo 5.4.”deki gruplara gore 1 uLL IFN yhiicrelerin {izerine
ilave edilir. Plaka etiive yerlestirilir; 24 saatin sonrasinda kuyucuklarin hepsine 3x10° PBMC
konuldu ve Tablo 5.4°de ki gibi uyaranlar1 eklendi 1 pL. CDmix eklendi. Sistem, 10 dakika ara ile
gercek zamanli empedans Olclimii alinacak sekilde ayarlanip 72 saat siire boyunca kiiltiirii

yapilmak iizere birakilir. Sonug¢ olarak hiicrelerin zamana bagli proliferasyonunu gosteren bir

grafik elde edilir.
Kiiltiir Ortanm Gruplar
iDF-MKH -
iDF-MKH+PBMC+CDmix Derp 1 + Astim
iDF-MKH+ PBMC+CDmix Saglikli
iDF-MKH+PBMC+IFN-y+CDmix Derp 1 + Astim
iDF-MKH+ PBMC+IFN-y+CDmix Saglikli

Tablo 5-4 Xcellinge cihazi hiicre proliferasyonu ve 6liimii icin kullanilan gruplar

5.6.10 Lenfositlerin proliferasyon analizi

CFSE hiicre zarindan gecebilen floresan bir boyadir. Sitoplazmaya girince esteraz aktivitesinin
gerceklesmesi ile floresan grubun asetatlar kesilip, floresan 1s1ma aciga cikar ve hiicre zarindan
gecme Ozelligini yitirir. Boylece CFSE ile hiicrelerin sitoplazmasinin boyanmasi saglanir.
Sitoplazma boyandiktan sonra hiicreler her ikiye boliindiigiinde, floresanin miktar1 da, yogunlugu
da hiicreler arasinda boliiniir. Bu sekilde hiicre proliferasyonu akim sitometri cihazi ile
degerlendirilir. Kok hiicrelerin hiicre proliferasyonu iizerindeki etkisininin gosterilmesi amaciyla

proliferasyon takibi yapildi.
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Izole edilen lenfosit hiicreleri proliferasyonun takibi icin CFSE isaretlendi. Kok hiicrelerin
varliginda ve yoklugunda kiiltiirleri yapilan ve 3 giin (72 saat) boyunca 37°C, %5 CO’

inkiibatorde bekletilen hiicrelere proliferasyon analizi yapildi.

Kuyulara pipetaj yapilarak dipte kalan ve hiicre kiiltiir soliisyonu i¢indeki hiicrelerin homojenize
edilmesi saglandi. Kuyulardaki besiyerleri alindi ve flow tiiplerine konuldu. Tiipler 1200 rpm’ de
5 dakika santrifiij yapild1 ve santrifiij sonrasinda siipernatanlar sitokin tayini i¢in eppendorflara
aliip -20 C° ye kaldirildi. Tiipteki pellet {izerine 2 ml hiicre yikama soliisyonu eklendi ve 1200
rpm’ de 5 dakika santrifiij yapildi.Santrifiij sonrasinda siipernatan atildi ve tekrar 2 ml hiicre
yikama soliisyonu eklenip 1200 devirde santrifiij yapildi.Santrifiij sonrasinda siipernatan atildi ve
500 pl hiicre yikama soliisyonu eklenip vortex yapildi.Tiipler akim sitometri cihazinda okutuldu

ve degerlendirildi.

5.6.10.1 Lenfositlerin CD3/CD4/CDS hiicre analizi

Izolasyonundan sonra kok hiicreler ile direk kiiltiirii yapilan lenfosit hiicrelerinin 3 giin kiiltiir
sonrasinda CD3/CD4, CD3/CDS8 hiicre miktarlarina bakildi. CD3/CD4, CD3/CDS hiicrelerin kok
hiicre varliginda ve yoklugundaki miktar degisimlerinin incelenmesi i¢in akim sitometri cihazinda

CD3/CD4/CD8 bakildi.

Kuyulara pipetaj yapilarak hiicrelerin homojenize bir sekilde dagilmasi saglandi ve bu homojenize
stvidan 150 pl alinip flow tiiplerine konuldu. Sonrasinda flow tiiplerine 2 ml DPBS eklendi ve
1200 rpm’ de 5 dakika santrifiij yapildi. Santrifiij sonrasinda siipernatan atildi ve 100 ul DPBS
eklendi vortex yapildi. Tiiplere 10 ul CD4 FITC/CD8 PE/CD3 PerCP (TriTest) eklendi vortex
yapild1 ve 15 dakika boyunca oda 1s1sinda karanlikta bekletildi. 15 dakika sonrasinda tiiplere 2 ml
hiicre yikama soliisyonu eklendi ve 1200 rpm’ de 5 dakika boyunca santrifiij edildi. Santrifiij
sonrasinda siipernatan atildi ve 500 pl hiicre yikama soliisyonu eklenip vortex yapildi. Tiipler

akim sitometri cihazinda okutuldu ve degerlendirildi.

5.6.10.2 Lenfositlerin CD4"FoxP3" hiicre analizi

Izolasyonundan sonra kok hiicreler ile direkt kiiltiirii yapilan lenfosit hiicrelerinin 3 giin kiiltiir
sonrasinda CD4 FoxP3*hiicre miktarlarina bakildi. CD4 FoxP3"hiicrelerin kok hiicre varliginda
ve yoklugundaki miktar degisimlerinin incelenmesi i¢in akim sitometri cihazinda

CD4*FoxP3*bakildi.
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Hiicreler FoxP3 buffer kitindeki protokole gore hazirlandi. Kuyulara pipetaj yapilarak hiicrelerin
homojenize bir sekilde dagilmasi saglandi ve bu homojenize sividan 150 ul alinip flow tiiplerine
konuldu. Sonrasinda flow tiiplerine 2 ml DPBS eklendi ve 1200 rpm’ de 5 dakika santrifiij yapildi.
Siipernatan uzaklastirildi ve tiiplere 100 pl stain buffer (1:50 oraninda, 1 ml FBS, 49 ml hiicre
yikama soliisyonu) eklendi. Sonrasinda 10 pul CD4 ve 10 ul CD25 eklenip vortex yapildi ve 20
dakika boyunca oda 1sisinda karanlikta bekletildi. 20 dakika sonrasinda 2 ml stain buffer eklendi
ve 250 g’ de 10 dakika santrifiij yapildi. Santrifiij sonrasinda siipernatan uzaklastirildi ve 2 ml
FoxP3 buffer A (1:10 oraninda, 1 ml buffer A, 9 ml distile su) eklendi, vortex yapild1 ve 10 dakika
oda 1sisinda karanlikta bekletildi. 10 dakika sonrasinda 500 g’ de 5 dakika santrifiij yapildi ve
santrifiij sonrasinda siipernatan uzaklastirildi. 2 ml stain buffer eklendi, vortex yapildi ve 500 g’ de
5 dakika santrifiij yapildi. Stipernatan uzaklastirildi ve 0,5 ml FoxP3 buffer C (1:50 oraninda, 1 ml
buffer C, 49 ml buffer A) eklenip vortex yapildi ve 30 dakika oda 1s1sinda karanlikta bekletildi. 30
dakika sonrasinda 2 ml stain buffer eklendi ve 500 g’ de 5 dakika santrifiij yapildi. Siipernatan
atild1 ve bu islem tekrarlandi. Sonrasinda 10 ul FoxP3 antikoru eklendi ve yavasca vortexlendi. 30
dakika oda 1s1sinda karanlikta bekletildi ve sonrasinda 2 ml stain buffer eklenip 500 g de 5 dakika
santrifiij yapildi. Siipernatan atildi ve 500 pl stain buffer eklenip akim sitometri cihazinda

okutuldu.

5.6.10.3 Lenfositlerin Annexin V analizi

Izolasyonundan sonra kok hiicreler ile direkt kiiltiirii yapilan lenfosit hiicrelerinin 3 giin kiiltiir
sonrasinda Anexin Vbakildi ve Anexin V kok hiicre varliginda ve yoklugundaki miktar

degisimlerinin incelenmesi i¢in akim sitometri cihazinda Anexin Vbakild.

Apoptoz, embriyonik gelisim ve doku homeostazinin devamininda olusan normal bir fizyolojik
islemdir. Apoptotik program bir¢cok morfolojik degismekarakterize edilir. Plazma membranin
bozulmasi en erken oOzelligidir. Apoptotikhiicrelerde, saglikli hiicrelerde plazma membranin
sitozolik kisminda bulunanfosfatidilserin, hiicre disina ¢ikar ve bu durum florasan isaretli Annexin
V ile tayinedilir. AnnexinV, Ca™ bagimli fosfolipid-baglayan proteindir ve yiiksek afinite
ilefosfatidilserine baglanir. Apoptoz ya da nekroza giden hiicre Oliimiiniin gecasamasinda ise
membran biitiinliigii kayb1 meydana gelir. Bu nedenle, Annexin Vpropidium iyodid (PI) gibi
canlilik boyasi ile kullanilir. PI, niikleik asitlere baglananbir ajan ve florasan molekiildiir. PI
genellikle canli hiicreleri boyamaz ve yayginolarak olii hiicrelerin belirlenmesinde kullanilir. Bu
sayede akan hiicre Olger analiziile; canli hiicreleri Annexin V ve PI negatif hiicrelerin yiizdesi,

erken apoptotikhiicreleri Annexin V pozitif -PI negatif hiicrelerin yiizdesi, ge¢ apoptotik ve
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Oliihiicreleri ise Annexin V ve PI pozitif hiicrelerin yiizdesi vermektedir.Saglikli ve ev tozuna
duyarl asttml1 bireylerin PKMH’ 1ndan izole edilen lenfositlerin apoptoz analizi icin Annexin V:
FITC Apoptosis Detection Kit (eBioscience Inc., San Diego, CA, kat no: BMS500FI/100)
kullanildi.

Kuyulara pipetaj yapilarak hiicrelerin homojenize bir sekilde dagilmasi saglandi ve bu homojenize
stvidan 150 pl alinip ve flow tiiplerine konuldu. Sonrasinda flow tiiplerine 2 ml DPBS eklendi ve
1200 rpm’ de 5 dakika santrifiij yapildi. Siipernatan uzaklastirilip tiiplere 100 pl binding buffer
konuldu. Tiiplere 5 ul Annexin V (FITC), 5 ul, anti-human CD4 (PE) 5 ul ve CD8 (APC) 5 ul
konuldu. Izotip kontrol olan tiipe ise 5 ul biotin mouse IgG1 « 1sotype control ve ve 2,5 ul PE
streptavidin konuldu. Tiipler yavasca vortexlendi ve 15 dakika oda 1sisinda karanlikta bekletildi.
15 dakika sonrasinda 2 ml hiicre yikama soliisyonu eklendi ve 1200 rpm’ de 5 dakika santrifiij
yapildi. Siipernatan atildi 100 pl binding buffer PI 10ul konuldu ve 10 dakika oda 1sisinda
karanlikta bekletildi.10 dakika sonrasinda 200 pl binding buffer eklendi ve 1200 rpm’ de 5 dakika
santrifiij yapildi. Siipernatan atildi 500 pl hiicre yikama soliisyonu konulup vortex yapilip akim

sitometri cihazinda okutuldu.

5.6.10.4 Hiicre kiiltiir siipernatanlarinda sitokin tayini

Kiiltiir siipernatantlar1 -20 C** den alindi ve sitokin analizi Cytometric Bead Array (CBA)
Th1/Th2/Th17 sitokin kiti kullanilarak yapildi. Kit protokoliine gore oncelikle standart diliisyonlar
hazirlandi. Bu islem i¢in standartlar 15 ml’ lik falkon tiipiine bosaltild1 ve 2 ml seyreltici soliisyon
icerisinde c¢oziildii. 15 dakika oda 1s1sinda karanlikta bekletilen standart tiipii pipetleme ile yavasca
karistirthip belirli oranlarda diliisyonlar1 yapildi (negatif kontrol, 1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32, 1,64,
1:128, 1:256, 1:512, 1:1024). Sonrasinda boncuklarin hazirlanmasinda, kit icerigindeki boncuklar
yavasca vortekslendi ve pipetlendi. Tiip sayis1 belirlendikten sonra her bir boncuktan her bir tiipe 5
ul eklenecek sekilde hazirlandi. Hazirlanan standart tiiplerine 25 ul standartlardan, ornek tiiplerine
ise 25 ul orneklerden konuldu. Boncuk karisimi kisa bir siire vortekslendi ve her bir tiipe 25 ul
boncuk konuldu. Tiipler vortekslendikten sonra her bir tiipe 25 ul detection reagent konuldu.
Tiipler iyice karistirild1 ve 2 saat oda 1s1sinda karanlikta bekletildi. 2 saat sonrasinda 1 ml yikama
soliisyonu eklendi ve tiipler 200 g’ de 5 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonrasinda 300 pl yikama
soliisyonu eklendi ve vortekslendi. Ornekler akim sitometri cihazinda okutuldu. Analizlerde
sitokinler i¢in hazirlanan standartlar ¢ercevesinde grafik egrisi olusturuldu ve her bir ornekteki

sitokin miktari ede edilen denkleme gore belirlendi.
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5.6.10.5 istatistiksel analiz

Gruplar arasindaki farklilik GraphPad Prism 5 programi (GraphPad Software,Inc., CA, USA)
kullanilarak analiz edildi. Veriler her grupta ortalama (Ort) +standart deviasyon (SD) (minimum-
maksimum) degerleri olarak verildi. Ikiden fazlagrup verilerinin bir arada karsilastirilmasi
ANOVA testi (tek yonlii varyans analizi)ile yapildi. Iki grup arasindaki karsilastirma icin unpaired
Student ¢ testi kullanildi. P-degeri 0.05’den kiiciik degerler anlamli olarak kabul edildi.

40



6 BULGULAR

6.1 Dis Folikiilii Kaynakli Mezenkimal Kok Hiicre izolasyonu

Dis folikiiliinden izole edildikten sonra T-25 cm’ lik flasklara ekilen hiicrelerin morfolojik
ozellikleri invert mikroskop ile incelendi. Birinci kiiltiirde hiicrelerin hizla ¢cogaldiklar1 ve flask
yiizeyini kapladiklar1 goriildii (Sekil 6.1.A.). Hiicreler yaklasik %70 yogunluk gosterdikten sonra

birinci pasaja alinarak T-75 cm’ lik flasklara aktarildi (Sekil 6.1.B.). Pasajlama isleminden sonra

hiicreler yaklasik 6-7 giin icerisinde flask yiizeyini kapladi ve tekrar pasajlama islemleri yapildi
(Sekil 6.1.C.).

Sekil 6-1. iDF-MKH hiicrelerinin morfolojik goriintimii

iDF-MKH hiicrelerinin birinci kiiltiir (A: PO, 3. giin), birinci pasaja alindiktan sonra (B: P1, 3.
giin) ve sonraki alt kiiltiirlerinin (C: P2, 3. giin) invert mikroskobu goriintiilerinde, kok hiicrelerin

fibroblast benzeri igsi morfolojiye sahip olduklari goriilmektedir (Biiyiitme: A-B-C X10).

6.2 Dis Folikiilii Kaynaklhh Mezenkimal Kok Hiicrelerin Karakterizasyonu

6.2.1 iDF-MKH hiicrelerin akim sitometri analizi

iDF-MKH hiicreleri iiciincii pasaja alindiktan yaklasik 5 giin sonrasinda flask yiizeyinde kofluent
oldu ve hiicrelerin karakterizasyon analizleri yapildi. Bu hiicrelerin akim sitometrik analizleri
sonucunda hematopoetik kok hiicre belirteci olan CD14, CD45, CD20 belirteglerini yiizeylerinde
eksprese etmedikleri gosterildi. Aym1 zamanda bu hiicrelerin kok hiicre belirteci olan CD90,

CD146, CD105 ve CD73’ ii yiizeylerinde eksprese ettikleri gosterildi.
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izoTir CD14 FITC CD45 PE CD20 APC

% 027 % 332 % 337 % 1,92
CD90 PE CD146 FITC CD105 PE CD73 PE
|% 28,50 |
%9738 195,38 296,17
I - | - —

Sekil 6-2. iDF-MKH hiicrelerinin immunofenotipik 6zelliklerinin akim sitometri sonuglari

Izotip (%0,27), CD14 (%3.32), CD45 (%3,37 ), CD20 (%1.92) negatif ekspresyon gosterirken,
MKH’ lara 6zgii CD90 (%97,38), CD146 (%95,38), CD105 (%96,17), CD73 (%98,50) pozitif
oldugu gosterildi (Sekil 6.2.).

6.2.2 iDF-MKH hiicrelerin kondrojenik, adipojenik ve osteojenik farkhlastirilmasi

Kondrojenik olarak farklilastirmak icin iDF-MKH’ larinin 2 hafta kondrojenik besiyeri ile
kiiltiirleri yapilmistir. 2 hafta sonrasinda Alcian blue ile boyanan hiicrelerde Kondrositler

tarafindan iiretilen proteoglikanlarin mavi renkte boyandig goriildii (Sekil 6.3.A.).

Adipojenik olarak farklilastirmak icin adipojenik besiyerinde 2 hafta kiiltiirii yapilan iDF-MKH’
larinin adiposit benzeri farklilastiklar1 gosterildi. Kiiltiiriin ikinci haftasinda Oil red O ile yapilan
boyama sonrasinda kirmizi renkte hiicre i¢i yag damlaciklann goriildii. Buradaki yag
damlaciklarinin diger hiicre gruplarina oranla daha fazla sayida ve belirgin olduklar1 goriildii

(Sekil 6.3.B.).

Osteojenik farklilagtirma i¢in uyarilan iDF-MKH hiicrelerinin osteoblast benzeri hiicrelere
farklilastiklar1 gozlendi. Osteojenik farklilastirma besiyerine alinan iDF-MKH' leri kiiltiiriin 4.
haftasinin sonunda alizarin kirmizisi ile boyandi ve mineralize kemik nodiilleri goriildii (Sekil

6.3.C.).
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Sekil 6-3. iDF-MKH hiicrelerinin farklilasma 6zellikleri

Kondrojenik farklilastirma besiyeri ile kiiltiirii yapilan ve sonrasinda Alcian blue ile boyanan iDF-
MKH' larda mavi renkli boyanan proteoglikanlar goriildii (A). Adipojenik farklilagtirma besiyeri
ile kiiltiiri yapilan ve sonrasinda Oil red o ile boyanan iDF-MKH' larda kirmizi renkte yag
damlaciklar1 goriildii (B). Osteojenik farklilastirma besiyeri ile kiiltiirii yapilan ve sonrasinda
alizarin kirmizisi ile boyanan iDF-MKH' larda parlak kirmizi renkte boyanmis osteoblast nodiilleri

goriilmektedir (C).

6.3 Goriintiileme

6.3.1 Ko-kiiltiirlerin goriintiilenmesi
Tablo 5.3.’de gosterilen gruplar x20 biiyiitmeyle her 2 saatte bir spinning disk confokal mikroskop
ile 72 saat goriintiileme yapildi. Mikroskop goriintiilerinde, kok hiicrelerin fibroblast benzeri igsi,

saglikli ve Derp 14 astimli hastalarin lenfosit hiicreleri normalden farkli cogunlukta bir 16kosit

grubumorfolojiye sahip olduklar1 goriilmektedir.
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Sekil 6-4 A)Saglikli bireylerin lenfosit hiicreleriyle iDF-MKH+CDmix hiicrelerinin, B) iDF-
MKH+CDmix+IFN-y hiicrelerinin karsilastirmali mikroskop goriintiisii (1. giin ayn1 anda alind1
goriintiiler, Biiyiitme: X20)

Sekil 6-5 A)Derp 1 + astimli bireylerin lenfosit hiicreleriyle iDF-MKH+CDmix hiicrelerinin,
B)iDF-MKH+CDmix+IFN-y hiicrelerinin karsilagtirmalimikroskop goriintiisii (1.giin ayni1 anda
alind1 goriintiiler, Biiylitme: X20)

6.3.2 Hiicre proliferasyonunun XCELLigence RTCA ile belirlenmesi

Hiicrelerin zamana bagli olarak cogalmalarin1 gozlemlemek amaciyla xCELLigence RTCA
sisteminden yararlanilmistir; sistemin isleyisi Sekil 5.9. ve Sekil 5.10.‘da gosterilmistir. Bunun
icin hiicreler altin kapli 16 kuyucuklu e-plakanin her bir kuyucuguna 3x10%iDF-MKH
hiicre/kuyucuk olacak sekilde hiicre ekimi yapilmistir. Eplaka etiive yerlestirilerek 10 dakika
bekletilmis ve 10 dakika sonunda okuma baslatilmistir. Hiicrelerin e-plaka‘ya tutunmasi ve
cogalmasi icin yaklasik 24 saat bekletilmistir. 24 saat sonunda hiicreler biiyiime fazina gectigi
esnada hiicrelerin iizerineTablo 5.4’deki gruplara uygun 1ulIFN yilave edilmis ve plaka etiive
yerlestirilmistir. 24 saat siire sonunda hiicrelerin iizerine Tablo 5.4’deki gruplara uygun 1lul
CDmix ve Derp 1 + astimli ve saglikli bireylerin 3x10° PBMC hiicreleri konur. Sistem, 10 dakika
ara ile gercek zamanli empedans Ol¢timii alinacak sekilde ayarlanip 120 saat siire boyunca kiiltiirii
yapilmak iizere birakilmistir. Sonug¢ olarak hiicrelerin zamana bagl proliferasyonunu gosteren

grafik elde edilmistir.
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Kiiltiir Ortanm Gruplar

iDF-MKH+PBMC+CDmix Derp 1 + Astim

iDF-MKH+ PBMC+CDmix Saglikli

iDF-MKH+PBMC+IFN-y+CDmix Derp 1 + Astim

iDF-MKH+ PBMC+IFN-y+CDmix Saglikli

Sekil 6-6 Hiicre proliferasyonunun XCELLigence RTCA ile belirlenmesinde kullanilan gruplar
ve grafikteki renkleri (her grup ikiserli calisild)

by
=1

Il
w

Cell Index

Time (in Hour)

Sekil 6-7 iDF-MKH’larin 16 kuyucuklu e-plate’lere iizerine Derp 1 + astimli ve saplikli bireylerin
PBMC hiicreleri ve uyaranlar konduktan sonra 72 saatte ki hiicrelerin proliferasyonu grafigi

Sekil 6.7.‘de iDF-MKH’larin e-platelere ilk 5 saatte yiizeye yapismaya basladiklar1 goriilmektedir.
Sekil 6.7.‘de iDF-MKH hiicreleri iizerindeki proliferatif etkisine bakildiginda, hiicreler kontrolle
paralel biiyiime egrisi gdstermekte ve hiicre canliligi indeksinde kayda deger bir sekilde canlilig
azaltict yonde etki goriilmektedir. Tiim gruplar ilk 50 saatte ortama adapte olmus bir miktar
bliylime gostermeye baslamislardir. Deney baslangicindan itibaren 24 ve 48. saatlerde Tablo
6.6’da verilen gruplara uygun olarak CDmix ve IFN-y uyaranlar kiiltiir ortamina eklenmistir. ik
50 saatte uyaranlarin ilave edilmesiyle beraber gozle goriiliir bir fark goriilmemekle beraber 48.

saatte Derp 1 + astimli ve saglikli bireylerden izole edilen PBMC’ler kiiltiir ortamina eklenmistir.
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Buna bagh gruplarda farkliliklar meydana gelmistir. Genel uyaran CDmix ortama eklendikten
sonra ilk 120 saat hiicrelerin prolifere olmasini saglamistir.Bu siireden sonra kiiltiir ortamlarinin
farkliligina bagli gruplarda degisiklikler gézlemlenmistir. Bu degisiklerden en 6nemlisi Saglikl
bireylerin PBMC’lerinin oldugu Kkiiltiirler canliligin1 deney sonlanana kadar devam ettirmislerdir,
ayni sekilde proliferede olmusglardir. Astimli bireylerin oldugu grup saglikli bireylerin oldugu
gruba gore anlamli bir sekilde hiicre canlilifi ve proliferasyon orani azalmaya baglamigtir. Astimli
bireylerin oldugu gruplarda kok hiicrelerin daha once IFN-y uyarilan grup diger gruba oranla
hiicre canlilig1 ve proliferasyonu daha diisiiktiir. Genel grafik yorumlandig1 zaman kok hiicrelerin
Derp 1 + astimli bireylerin PBMC’lerinin oldugu gruplarda saglikli bireylerin oldugu gruplara

oranla hiicre canliliginda ve proliferasyonunda diisiisler gézlenmistir.

6.4 iDF-MKH' lar Lenfosit Proliferasyonunu in Vitro Ortamda Baskilad

iDF-MKH' larin immiin baskilayic1 6zelliklerini belirlemek amaciyla bu kok hiicrelerin, saglikli
(kontrol, n=7) ve ev tozuna duyarli (Derp 1+) astimli bireylerin (n=7) lenfosit hiicrelerinin
proliferasyonlar iizerine etkisi incelendi. Bu amagla lenfositlerin hem iDF-MKH’ larla birlikte
hem de iDF-MKH' siz kiiltiirde sirayla uyarimsiz (Us), anti-CD3 anti-CD28 (CDmix), Derpl,
Dexametasone, 24. saat IFN-y ve 48.saat IFN-y uyarimhi kosullarda 72 saat kiiltiirleri yapildi.
Cesitli uyaranlarin varliginda kok hiicrelerin lenfosit proliferasyonu iizerine etkisi incelendi. T

testi ile degerlendirilmistir (Tablo 6.2.)

SAGLIKLI (KONTROL) GRUP DERP 1+ ASTIMLI GRUP
Ornek Ad1 %Proliferasyon  [Ornek Adi % Proliferasyon
Us 4,51+0,2 Us 16,95+1,0
Us + iDF-MKH 7,36+023 Us + iDF-MKH 13.75£0,4
Mix 30,7243,1 Mix 40,15+6,6
Mix+ iDF-MKH 15,67+1,5 Mix+ iDF-MKH 8,5+2,3
Derp 1 2,49+1,1 Derp 1 11,20+2,1
Derp 1+iDF-MKH 4,16+1,1 Derp 1+iDF-MKH 4,7+2,0
Dexametasone 3,72+1,2 Dexametasone 9,8+2,5
Dexametasone+iDFMKH 2,9+0,9 Dexametasone +iDF-MKH 5,69+1,8
24. Saat IFN-y+iDF-MKH 2,4+0,8 24. Saat IFN-y+iDF-MKH 4,0+1,4
48. Saat IFN - y 2,5+0,9 48. Saat IFN - y 8,4+2,3
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48. Saat IFN-y+iDF-MKH 2,85+1,05 48. Saat IFN-y+ iDF-MKH 4,4+1,2

Tablo 6-1. iDF-MKH hiicrelerinin saglikli (kontrol) ve ev tozuna duyarli (Derp 1 +) bireylerin

lenfosit hiicrelerinin proliferasyonu gosterimi

iDF-MKH hiicrelerinin oldugu gruplarda diger gruplara oranla proliferasyonu baskiladiklari
goriildii. iDF-MKH hiicrelerinin saglikli (kontrol) (n=7) ve ev tozuna duyarl (Derp 1 +) bireylerin
(n=7) lenfosit hiicrelerinin proliferasyonu iizerindeki immiin baskilayici etkisi istatistiksel olarak

gosterildi.

Kontrol grubunda elde edilen veriler;

4 kMix (30,7243,1) grubunda kUs (4,51+0,2) grubuna oranla lenfosit proliferasyonunun

anlaml derecede arttigin1 gosterdi (P<0,0001).

4 kMix+iDF-MKH (15,67£1,5) grubunda kMix (30,72+3,1) grubuna oranla lenfosit

proliferasyonunun anlamli derecede baskiladigini gosterdi (P<0,002).

v kDerp 1 (2,49+1,1) grubunda kDerp 1+iDF-MKH grubuna (4,16+1,1) oranini
baskilandig: fakat anlamli bir fark olmadigin1 gosterdi (P<0,3352).

(4 kDxt (3,72+1,2) grubunda kDxt + iDF-MKH grubuna (2,9+0,9) oranla anlamli bir fark
olmadigini gosterdi (P<0,6313).

v k24. Saat IFN-y+iDF-MKH (2,4+0,8) grubunda k48. Saat IFN-y grubuna (2,5+0,9)

oranla anlamli bir fark olmadigin1 gosterdi (P<0,9012).

v k24. Saat IFN-y+iDF-MKH (2,4+0,8) grubunda k48. Saat IFN-y+ iDFMKH grubuna
(2,85+1,05) oranla anlaml1 bir fark olmadigin1 gosterdi (P<0,7561).

4 k48. Saat IFN-y+iDF-MKH(2,85+1,05) grubunda k48. Saat IFN-y grubuna (2,5+0,9)

oranla anlamli bir fark olmadigin1 gosterdi (P<0,8448).

4 k24. Saat IFN-y+iDF-MKH (2,440,8) grubunda kMix (30,7243,1) grubuna oranla

lenfosit proliferasyonunun anlamli derecede baskiladigini gésterdi (P<0,0001).
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4 k48. Saat IFN-y+iDFMKH (2,85+1,05) grubunda kMix (30,72+3,1) grubuna oranla

lenfosit proliferasyonunun anlamh derecede baskiladigini gosterdi (P<0,0001).

4 k48. Saat IFN-y (2,5+0,9) grubunda kMix (30,72+3,1) grubuna oranla lenfosit

proliferasyonunun anlamli derecede baskiladigini gosterdi (P<0,0001).
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Sekil 6-8 iDF-MKH hiicrelerinin Saglikli (kontrol) bireylerin lenfosit hiicrelerinin proliferasyonu
tizerindeki immiin baskilayici etkisi

A) iDF-MKH’ I1 gruplarin lenfosit proliferasyonunu baskiladig istatiksel olarak goriildii B)iki
grup arasindaki karsilastirma i¢in unpaired Student t testi kullamildi. *P<0,05; **P<0,01;
*#%P<0,001****P<0,0001

Ev tozuna duyarli (Derp 1 +) astimli bireylerden elde edilen verilere gore;

v hUs+iDF-MKH(13.75+0,4) grubundahUs (16,95+1,0) grubuna oranla lenfosit

proliferasyonunun anlaml derecede baskiladigini gosterdi (P<0,0189).

v hMix (40,15+6,6) grubunda hUs(16,95+1,0) grubuna oranla lenfosit proliferasyonunun

anlamli derecede arttigin1 gosterdi (P<0,0061).

4 hMix+ iDF-MKH (8,5+2,3) grubunda hMix (40,15+£6,6) grubuna oranla lenfosit

proliferasyonunun anlamli derecede baskiladigini gosterdi (P<0,0011).

(4 hDerp 1 (11,20+2,1) grubunda hDerp 1+iDF-MKH grubuna (4,7+2,0) oranini
baskilandig: fakat anlamli bir fark olmadigini gosterdi(P<0,0574).

(4 hDxt (9,842,5)grubunda hDxt+iDF-MKH grubuna (5,69+1,8) oranim1 baskilandigi
anlaml bir fark olmadigin1 gosterdi (P<0,6313).

v h24. Saat IFN-y+iDF-MKH(4,0+1,4)grubunda h48. Saat IFN-y grubuna (8,4+2,3)

oranini baskilandig1 anlamli bir fark olmadigin1 gosterdi (P<0,1522).

v h24. Saat IFN-y+iDF-MKH(4,0+1,4)grubunda h48. Saat IFN-y + iDFMKH grubuna
(4,4£1,2) oranla anlaml1 bir fark olmadigin1 gosterdi (P<0,8553).

v h48. Saat IFN-y+iDFMKH (4,4+1,2)grubunda h48. Saat IFN-y grubuna (8,4+2,3)

oranini baskilandigi fakat anlamli bir fark olmadigini gosterdi (P<0,1681).

v h24. Saat IFN-y+iDF-MKH (4,0+1,4) grubunda hMix (40,154+6,6) grubuna oranla

baskilandig1 oranla lenfosit proliferasyonunun anlamli derecede baskiladigi gosterdi (P<0,0003).
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4 h48. Saat IFN-y+iDFMKH (4,4+1,2) grubundahMix (40,15+6,6) grubuna oranla lenfosit

proliferasyonunun anlamli derecede baskiladigin1 gosterdi (P<0,0003).

4 hMix (40,15+6,6)grubunda h48. Saat IFN-y (8,4+2,3) grubuna oranla lenfosit

proliferasyonunun anlamli derecede baskiladigini gosterdi (P<0,0011).

A Astim COmix MKH[-) Astim Derp* MKH[-) Astim DXT MKH(-) Astim IFN MKH(-)
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Sekil 6-9 iDF-MKH hiicrelerinin ev tozuna duyarli (Derpl +) astimli bireylerin lenfosit
hiicrelerinin proliferasyonu iizerindeki immiin baskilayici etkisi

A) Akim sitometri cihazi ile h1’in (ev tozuna duyarli astimli) proliferasyon sonucu, ev tozuna
duyarli (Derpl +) astimli bireylerin istatistiksel gosterimi B)iDF-MKH’l1 gruplarin lenfosit
proliferasyonunu baskiladigi goriildii. ki grup arasindaki karsilastirma icin unpaired Student T

testi kullanildi. *P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001; ****P<0,0001
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Ev tozuna duyarli (Derpl +) astimhi bireyler ile saglikli (kontrol) bireyler arasindaki

karsilastirmalardanelde edilen verilere gore;

4 hUs (16,95+£1,0) grubunda kUs (4,514+0,2) grubuna oranla lenfosit proliferasyonunun

anlamli derecede arttigin1 gosterdi (P<0,0001).

v hMix (40,15+6,6) grubunda kMix (30,72+3,1) grubuna oranla anlamli bir fark olmadigini
gosterdi (P<0,0061).

(4 hMix+iDF-MKH (8,5+2,3) grubunda kMix+iDF-MKH (15,67£1,5) grubuna oranla

lenfosit proliferasyonunun anlamli derecede arttigin1 gosterdi (P<0,0365).

(4 hDerp 1 (11,20£2,1) grubunda kDerp 1 grubuna (2,49+1,1) oranla lenfosit

proliferasyonunun anlaml derecede arttigin1 gosterdi(P<0,0089).

(4 hDerp 1+iDF-MKH (4,7+2,0) grubunda kDerp 1+iDF-MKH grubuna (4,16£1,1) oranla
anlamli bir fark olmadigin1 gosterdi(P<0,8354).

4 hDxt (9,8+2,5) grubunda kDxt grubuna (3,72+1,2) oranla anlamli bir fark olmadigim
gosterdi (P<0,0727).

v hDxt+iDF-MKH(5,69+1,8) grubunda kDxt+iDF-MKH grubuna (2,9+0,9) oranla anlamli
bir fark olmadigini gosterdi (P<0,2480).

v h24. Saat IFN-y+iDF-MKH (4,0+1,4)grubunda k24. Saat IFN-y+iDF-MKH grubuna
(2,440,8) oranla anlaml bir fark olmadigin gosterdi (P<0,3723).

v h48. Saat IFN-y (8,4+2,3)grubunda k48. Saat IFN-y grubuna (2,5+0,9) oranim
baskilandig: fakat anlamli bir fark olmadigin1 gosterdi (P<0,0640).

v h48. Saat IFN-y+iDFMKH (4,4+1,2) grubunda k48. Saat IFN-y+iDFMKH (2,85+1,05)

oranla anlamli bir fark olmadigin1 gosterdi(P<0,3576).
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La s 2l

Sekil 6-10 iDF-MKH hiicrelerinin ev tozuna duyarli (Derp 1 +) bireyler ile saglikli (kontrol)
bireylerin lenfosit hiicrelerinin proliferasyonu {iizerindeki immiin baskilayict etkisinin
karsilastirmali istatistiksel olarak gosterimi

iDF-MKH’1l1 gruplarda lenfosit hiicrelerinin baskiladigr (Derp 1 +) bireylerde, saglikli bireylere

oranla daha anlamli baskilandig1 goriildii. Iki grup arasindaki karsilastirma icin unpaired Student ¢

testi kullanildi. *P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001; ****P<0,0001

6.5 iDF-MKH Hiicrelerinin CD4"FoxP3" Regiilator T Hiicrelerinin Analizi

iDF-MKH hiicrelerinin hiicrelerinin CD4"FoxP3*lenfosit hiicreleri iizerine etkisi akim sitometri
cihazinda analiz edildi. Bu amacla lenfositlerin hem iDF-MKH’ lerle birlikte hem de iDF-MKH'
s1z kiiltiirde sirayla uyarimsiz (Us), anti-CD3 anti-CD28 (CDmix), Derp 1, dexametasone, 24. saat
IFN-y ve 48.saat IFN-y uyarimli kosullarda 72 saat Kkiiltiirleri yapildi. Cesitli uyaranlarin
varliginda kok hiicrelerin lenfosit proliferasyonu {iizerine etkisi incelendi ve T testi ile

degerlendirildi (Tablo 6.3.).
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SAGLIKLI (KONTROL) GRUP DERP 1+ ASTIMLI GRUP

Ornek Adi %CD4'FOXP3* (Ornek Adi % CD4'FOXP3*
Us 1,7840,06 Us 1,58+0,11
Us + iDF-MKH 4,4+0,1 Us + iDF-MKH 5,19+0,8
Mix 2,43+0,20 Mix 1,75+0,22
Mix+ iDF-MKH 4,11+0,52 Mix+ iDF-MKH 5,60+0,63
Derp 1 4,10£0,52 Derp 1 3,34+0,54
Derp 1+iDF-MKH 3,93+0,10 Derp 1+iDF-MKH 4,18+0,18
Dexametasone 1,62+0,14 Dexametasone 2,54+0,09
Dexametasone +iDF-MKH  (1,13+0,02 Dexametasone +iDF-MKH  |2,24+0,06
24. Saat IFN -y +iDF-MKH (3,63+0,36 24. Saat IFN - y+ iDF-MKH |5,51+1,15
48. Saat IFN -y 3,68+1,1 48. Saat IFN -y 3,57+0,31
48. Saat IFN - y + iDF-MKH [4,73+0,95 48. Saat IFN - y +iDF-MKH (4,96+1,01

Tablo 6-2. iDF-MKH hiicrelerinin; saglikli (kontrol) ve ev tozuna duyarli (Derp 1 +) astimh

bireylerin CD4FoxP3" lenfosit hiicreleri iizerine etkisi

iDF-MKH hiicrelerinin CD4"FoxP3* lenfosit hiicrelerinin orani iizerindeki arttiric1 etkisi

istatistiksel olarak gosterilmistir.
Elde edilen verilere gore;

4 kUs+iDF-MKH (4,4+0,1) kUs grubuna (1,78+0,06) oranla CD4"FoxP3" lenfosit

hiicrelerindeki oraninin anlamli derecede arttigin1 gosterdi (P<0,0001).

v kMix grubunda (2,43+0,20) kUs (1,78+0,06) grubuna oranla CD4+FoxP3" lenfosit hiicre

oranini anlaml derecede arttirdigr gosterdi (P<0,0234).

v kMixgrubunda (2,43+0,20) kMix+iDF-MKH(4,11£0,52)grubuna oranla CD4 FoxP3"

lenfosit hiicre oranini anlamli derecede arttirdig1 gosterdi (P<0,0246).

4 kDerp 1grubunda (4,10+0,52) kDerp 1+iDF-MKH (3,93+0,10) grubuna oranla
CD4"FoxP3" lenfosit hiicre oranimi anlamli bir fark olmadig: goriildii (P<0,1784).

(4 kDxtgrubunda (1,62+0,14) kDxt+iDF-MKH (1,13+0,02)grubuna oranla CD4 FoxP3*

lenfosit hiicre oranini anlamli bir fark olmadig goriildii (P<0,0138).
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4 k24. Saat IFN-y+iDF-MKH grubunda (3,63+0,36) k48. Saat IFN-y (3,68+1,1) grubuna

oranla CD4"FoxP3" lenfosit hiicre oranin1 anlaml bir fark olmadig goriildii (P<0,969).

v k24. Saat IFN-y+iDF-MKH grubunda (3,63+£0,36) k48. Saat IFN-y+iDF-MKH

(4,73£0,95) grubuna oranla CD4"FoxP3" lenfosit hiicre oranin1 anlamli bir fark olmadig: goriildii

(P<0,3266).

v k48. Saat IFN-y+iDF-MKH grubunda (4,73+0,95) k48. Saat IFN-y (3,68+1,1) grubuna

oranla CD4"FoxP3" lenfosit hiicre oranim anlamli bir fark olmadig1 goriildii (P<0,6862).

v kMix grubunda (2,43+0,20) k24. Saat IFN-y+iDF-MKH (3,63+0,36)grubuna oranla

CD4"FoxP3" lenfosit hiicre oranin1 anlamli derecede arttirdigi gosterdi (P<0,0299).

4 kMix grubunda (2,43+0,20) k48. Saat IFN-y (3,68+1,1) grubuna oranla CD4 FoxP3"

lenfosit hiicre oranin1 anlamli derecede arttirdig1 gosterdi (P<0,0101).

v kMix grubunda (2,43+0,20) k48. Saat IFN-y+iDF-MKH (4,734+0,95) grubuna oranla

CD4'FoxP3" lenfosit hiicre oranini arttirdign fakat anlamli bir fark olmadifini gosterdi
(P<0,0577).

A Saglikli CDmix Saglikh Derpl Saglikh DXT Saghkli IFN-G
%2,99
w
-
&
% Saghkli CDmix MKH  Saghkl Derpl MKH Saghkh DXT MKH Saghkh IFN-G MKH
[V

CD4-FITC
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**%%- p<0,0001
%% p<0,005
**: p<0,001

*. p<0,05

Sekil 6-11 iDF-MKH hiicrelerinin; saglikli (kontrol) bireylerin CD4 FoxP3" lenfosit hiicreleri
tizerine etkisi

A) Akim sitometri cihazi ile K1’in in vitro olarak iDF-MKH hiicrelerinin CD4 FoxP3™" lenfosit
hiicre oranmimi arttirdig: gosterildi. Saglikli (kontrol) bireylerin CD4 FoxP3™ lenfosit hiicre orani
istatistiksel gosterimi. B) iDF-MKH hiicrelerinin oldugu gruplarda CD4'FoxP3" lenfosit

hiicrelerinin orami iizerindeki arttirici etkisi gosterildi. ki grup arasindaki karsilastirma icin

unpaired Student t testi kullanildi. *P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001; ****P<0,0001
Ev tozuna duyarli (Derp 1) astimli bireylerden elde edilen verilere gore;

4 hUs+iDF-MKH grubunda (5,19+0,8) hUsgrubuna (1,58+0,11) oranla CD4'FoxP3"

lenfosit hiicrelerindeki oraninin anlamli derecede arttigin1 gosterdi (P<0,0047).

v hMix grubunda (1,75+0,22) hUs (1,58+0,11) grubuna oranla CD4"FoxP3" lenfosit hiicre

oranini anlamli bir fark olmadig1 goriildii (P<0,5253).

4 hMix grubunda (1,75+0,22) hMix+iDF-MKH (5,60+0,63 )grubuna oranla CD4"FoxP3*

lenfosit hiicre oraninin anlamli derecede arttigini gosterdi (P<0,0013).

(4 hDerp 1grubunda (3,34+0,54) hDerp 1+iDF-MKH (4,18+0,18) grubuna oranla
CD4"FoxP3" lenfosit hiicre oranim1 anlaml bir fark olmadig: goriildii (P<0,1965).

v hDxt grubunda (2,54+0,09) hDxt+iDF-MKH (2,24+0,06) grubuna oranla CD4 FoxP3*

lenfosit hiicre oranin1 anlamh derecede arttigini gosterdi (P<0,0438).
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4 h24. Saat IFN-y+iDF-MKH grubunda (5,51+1,15) h48. Saat IFN-y (3,57+0,31) grubuna

oranla CD4"FoxP3" lenfosit hiicre oranin1 anlaml bir fark olmadig goriildii (P<0,1579).

v h24. Saat IFN-y+iDF-MKH grubunda (5,51£1,15) h48. Saat IFN-y+iDF-MKH

(4,96+1,01) grubuna oranla CD4"FoxP3" lenfosit hiicre oranini1 anlamli bir fark olmadig1 goriildii

(P<0,0741).

v h48. Saat IFN-y+iDF-MKH grubunda (4,96£1,01) h48. Saat IFN-y (3,57+0,31) grubuna

oranla CD4"FoxP3" lenfosit hiicre oranim anlamli bir fark olmadig1 goriildii (P<0,2380).

(4 hMix grubunda (1,75+0,22) h24. Saat IFN-y+iDF-MKH (5,51£1,15) grubuna oranla

CD4"FoxP3" lenfosit hiicre oranin1 anlamli derecede arttirdigi gosterdi (P<0,0190).

4 hMix grubunda (1,75+0,22) h48. Saat IFN-y (3,57+0,31) grubuna oranla CD4 FoxP3"

lenfosit hiicre oranin1 anlamli derecede arttirdig1 gosterdi (P<0,0035).

4 hMix grubunda (1,75+0,22) h48. Saat IFN-y+iDF-MKH (4,96+1,01) grubuna oranla

CD4"FoxP3" lenfosithiicre oranin1 anlamli derecede arttirdign gosterdi (P<0,0577).

Astim CDmix Astim Derpl Astim DXT Astim IFN-G

%12

FoxP3-PE

Astim CDmix MKH Astim Derpl MKH  Astim DXT MKH  Astim IFN-G MKH

56



B s-

%

i

- 333 nc0 0001
_st **%: p<0,005
**: p<0,001
* p<0,05

ekil 6-12. iDF-MKH hiicrelerinin; asttimli ev tozuna duyarli (Derp 1 +) bireylerin CD4 FoxP3*
S 3 p y

lenfosit hiicreleri tizerine etkisi

A) Akim sitometri cihazi ile H1 in in vitro olarak iDF-MKH hiicrelerinin CD4 FoxP3" lenfosit
hiicre oranimi arttirdig1 gosterildi. Ev tozuna duyarli (Derp 1 +) astiml1 bireylerin CD4 FoxP3*
lenfosit hiicre orani istatistiksel gosterimi. B)iDF-MKH hiicrelerinin bulundugu gruplar da
CD4*FoxP3" lenfosit hiicrelerinin oram iizerindeki arttirici etkisi istatistiksel olarak goriildii. ki
grup arasindaki karsilastirma i¢in unpaired Student T testi kullanildi1*P<0,05; **P<0,01;
*#*P<0,001; ****P<0,0001

Ev tozuna duyarli (Derp 1 +) astimli bireyler ile saglikli (kontrol) bireylerin CD4 FoxP3" lenfosit

hiicre oranlarinin karsilastirmalarindan elde verilere gore;

v hUs (1,58+0,11) grubunda kUs (1,78+0,06) grubuna oranla CD4"FoxP3" lenfosit hiicre

oranini anlamli bir fark olmadig1 goriildii (P<0,1827).

v hMix (1,75+0,22) grubunda kMix (2,43+0,20) grubuna oranla CD4"FoxP3" lenfosit hiicre

oranini anlamli bir fark olmadig1 goriildii (P<0,0683).

(4 hMix+iDF-MKH (5,60+0,63) grubunda kMix+iDF-MKH (4,11+0,52) grubuna oranla
CD4"FoxP3" lenfosit hiicre oranini anlamli bir fark olmadig1 goriildii (P<0,1211).

57



4 hDerp 1 (3,34+0,54) grubunda kDerp 1 grubuna (4,10+£0,52) grubuna oranla
CD4"FoxP3" lenfosit hiicre oranii anlamli bir fark olmadig goriildii (P<0,3537).

v hDerp1+iDF-MKH (4,8+0,18) grubunda kDerp1+iDF-MKH (3,93+0,10)grubuna oranla
CD4"FoxP3" lenfosit hiicre oranim1 anlamli bir fark olmadig: goriildii (P<0,2865).

v hDxt (2,54+0,09) grubunda kDxt grubuna (1,62+0,14) oranla CD4 FoxP3" lenfosit hiicre

oraninin anlamh derecede arttigin1 gosterdi (P<0,0017).

(4 hDxt+iDF-MKH (2,24+0,06)grubunda kDxt+iDF-MKH grubuna (1,13+0,02) oranla

CD4"FoxP3" lenfosit hiicre oranimin anlamli derecede arttigin1 gosterdi (P<0,0001).

v h24. Saat IFN-y+iDF-MKH (5,51+1,15) grubunda k24. Saat IFN-y+iDF-MKH grubuna

(3,63£0,36) oranla CD4"FoxP3" lenfosit hiicre oranim1 anlamli bir fark olmadigi goriildii

(P<0,1735).

4 h48. Saat IFN-y (3,57+£0,31)grubunda k48. Saat IFN-y grubuna (3,68+1,1) oranla
CD4"FoxP3" lenfosit hiicre oranim1 anlamli bir fark olmadig: goriildii (P<0,9253).

4 h48. Saat IFN-y+iDFMKH (4,96£1,01) grubunda k48. Saat IFN-y+iDFMKH
(4,73+0,95) grubuna oranla CD4"FoxP3" lenfosit hiicre oranin1 anlamli bir fark olmadig1 goriildii

(P<0,8715).
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Sekil 6-13. iDF-MKH hiicrelerinin; saglikli (kontrol) bireylerin ve ev tozuna duyarli (Derp 1 +)

astimli bireylerin CD4"FoxP3" lenfosit hiicreleri iizerine etkisi

Gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark goriilmemistir. iki grup arasindaki
karsilastirma i¢in unpaired Student T testi kullanildi. *P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001;
*#E*FP<(0,0001

Yapilan analizler sonucunda iDF-MKH grubu ve iDF-MKH+IFN-y grubu hiicrelerinin diger hiicre

gruplarina oranla CD4"FoxP3"lenfosit hiicre oranini daha fazla arttirdigi goriildii.

6.6 iDF-MKH Hiicreleri Lenfosit Hiicrelerindeki Annexin V canli hiicre

Gosteriminin Arttirmmi

iDF-MKH hiicrelerinin lenfosit hiicrelerinin apoptozu iizerindeki etkisini belirlemek amaciyla
Annexin-V canli hiicre oranina bakildi. Bu amagla lenfositlerin hem iDF-MKH’ lerle birlikte hem
de iDF-MKH's1z kiiltiirde sirayla uyarimsiz (US), anti-CD2, anti-CD3 anti-CD28 (CDmix), derpl,
dexametasone, 24. saat IFN-y ve 48.saat IFN-y uyarimlhi kosullarda 72 saat kiiltiirleri yapildi.
Akim sitometri cihazinda Annexin-V analizleri yapildi ve ve T testi ile degerlendirildi (Tablo

6.4.).
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SAGLIKLI (KONTROL) GRUP DERP 1" ASTIMLI GRUP

Ornek Adi Canlilik Ornek Adi Canlilik
Us 54,99+1,64 Us 62,75+1,59
Us +iDF-MKH 61,88+2,0 Us +iDF-MKH 62,70+1,3
Mix 63,32+6,60 Mix 24,82+0,82
Mix+ iDF-MKH 64,36+7,68 Mix+ iDF-MKH 72,67+1,35
Derp 1 67,9242 ,48 Derp 1 57,50+2,10
Derp 1+iDF-MKH 76,01+2,55 Derp 1+iDF-MKH 92,33+1,2
Dexamethasone 75,10+4,21 Dexamethasone 74,02+7,0
Dexamethasone +iDF-MKH  [86,04+4,03 Dexamethasone +iDMKH [75,58+8.,9
24. Saat IFN -y +iDF-MKH (83,54+3,79 24. Saat IFN - y +iDMKH (95,50+088
48. Saat IFN -y 75,01 £ 6,395 48. Saat IFN -y 74,0+1,46
48. Saat IFN-y+ iDF-MKH 88.29+3.28 48. Saat IFN- y+ iDFMKH (76,21+7,6

Tablo 6-3. iDF-MKH hiicrelerinin; saglikli (kontrol) ve ev tozuna duyarli (Derp 1 +) bireylerin

lenfosit hiicrelerindeki Annexin V canli hiicre gosterimi iizerine etkisinin istatiksel verileri

Elde edilen veriler;

v kUs+iDF-MKH (61,88+2,0) kUsgrubuna (54,99+1,64) oranla Annexin V canli hiicre

oraninin anlamh derecede arttigin1 gosterdi (P<0,0242).

v kMix grubunda (63,32+6,60) kUs (54,99+1,64) grubuna oranla Annexin V canli hiicre

oranini anlaml bir fark olmadig: goriildii(P<0,2493).

(4 kMix grubunda (63,32+6,60) kMix+iDF-MKH (64,36+7,68 ) grubuna oranla Annexin V

canli hiicre oranini1 anlamli bir fark olmadig goriildii(P<0,9203).

v kDerp 1 grubunda (67,92+2,48) kDerp 1+iDF-MKH (76,01+2,55) grubuna oranla

Annexin V canli hiicre oranin1 anlamli derecede arttirdig1 gosterdi (P<0,0446).

v kDxt grubunda (75,10+4,21) kDxt+iDF-MKH ( 86,04+4,03) grubuna oranla Annexin V

canl1 hiicre oranini anlamli bir fark olmadig goriildii (P<0,0901).

4 k24. Saat IFN-y+iDF-MKH grubunda (83,54+3,79) k48. Saat IFN-y+iDF-MKH

(88,29+3,28) grubuna oranla Annexin V canli hiicre oranin1 anlamli bir fark olmadig1 goriildii

(P<0,3672).
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v k24. Saat IFN-y+iDF-MKH grubunda (83,54+3,79) k48. Saat IFN-y (75,01+6,39)

grubuna oranla Annexin V canli hiicre oranini anlaml bir fark olmadig: goriildii (P<0,2779).

v k48. Saat IFN-y grubunda (75,01£6,39) k48. Saat IFN-y+IDF-MKH (88,29+3,28)

grubuna oranla Annexin V canli hiicre oranin1 anlamli bir fark olmadig goriildii (P<0,0947).

4 kMix grubunda (63,32+6,60) k24. Saat IFN-y+iDF-MKH (83,54+3,79) grubuna oranla

Annexin V canli hiicre oranin1 anlamli derecede arttirdig1 gosterdi (P<0,0241).

v kMix grubunda (63,32+6,60) k48. Saat IFN-y+iDF-MKH (88,29+3,28) grubuna oranla

Annexin V canli hiicre oranin1 anlamli derecede arttirdig1 gosterdi (P<0,0070).

v kMix grubunda (63,32+6,60) k48. Saat IFN-y (75,01+£6,39) grubuna oranla Annexin V

canli hiicre oranin arttirdig1 fakat anlamh bir fark olmadigini gosterdi (P<0,2321).
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Sekil 6-14. iDF-MKH hiicrelerinin saglikli (kontrol) bireylerin lenfosit hiicrelerindeki Annexin V

canli hiicre orani lizerindeki arttirici etkisi istatistiksel olarak gosterimi

A) iDF-MKH+IFN-y ‘I1 gruplarda Annexin V canli hiicre oran1 anlamli derecede arttig1 goriildii.
B) Akim sitometri cihazi ile K1’inAnnexin V gosterimi. In vitro olarak iDF-MKH hiicrelerinin;
saglikli (kontrol) bireylerin lenfosit hiicrelerindeki Annexin V canli hiicre gosterimi iizerine etkisi
istatistiksel olarak gosterildi. Iki grup arasindaki karsilastirma igin unpaired Student ¢ testi

kullanildi. *P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001; ****P<0,0001
Ev tozuna duyarli (Derp 1 +) astimli bireylerden elde edilen verilere gore;

v hUs+iDF-MKHgrubunda (62,70+1,3) hUs grubuna (62,75+1,59) oranla Annexin V canli

hiicre oraninin anlamli bir fark olmadig: goriildii (P<9813).

4 hMixgrubunda (24,82+0,82) hUs (62,75+1,59) grubuna oranla Annexin V canli hiicre

oranini anlaml derecede arttirdigr gosterdi (P<0,0001).

v hMix grubunda (24,82+0,82) hMix+iDF-MKH (72,67+1,35)grubuna oranla Annexin V

canli hiicre oraninin anlamli derecede arttigini1 gosterdi (P<0,0001).

v hDerp 1grubunda (57,50+2,10) hDerp 1+iDF-MKH(92,33+1,2)grubuna oranla Annexin

V canli hiicre oranini1 anlamli derecede arttirdig1 gosterdi (P<0,0001).

v hDxt grubunda (74,02+7,0) hDxt+iDF-MKH (75,58+8,9)grubuna oranla Annexin V canl

hiicre oranini anlamli bir fark olmadig goriildi (P<0,8940).

v h24. Saat IFN-y+iDF-MKH grubunda (95,50+088) h48. Saat IFN-y (74,0+1,46)grubuna

oranla Annexin V canli hiicre oranin1 anlamh derecede arttirdig1 gosterdi (P<0,0001).

v h24. Saat IFN-y+iDF-MKH grubunda (95,50+088) h48. Saat IFN-y+iDF-
MKH(76,21+£7,6)grubuna oranlaAnnexin V canli hiicre oranim1 anlamli derecede arttirdigi

gosterdi (P<0,0312).

v h48. Saat IFN-y+iDF-MKHgrubunda (76,21+7,6) h48. Saat IFN-y (74,0+1,46)grubuna

oranla Annexin V canli hiicre oranini anlaml bir fark olmadig goriildii (P<0,7824).
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v hMix grubunda (24,82+0,82) h24. Saat IFN-y+iDF-MKH (95,50+088)grubuna oranla

Annexin V canli hiicre anlaml derecede arttirdig1 gosterdi (P<0,0001).

(4 hMix grubunda (24,82+0,82) h48. Saat IFN-y (74,0£1,46)grubuna oranla Annexin V

canli hiicre anlamli derecede arttirdig1 gosterdi (P<0,0001).

v hMixgrubunda (24,82+0,82) h48. Saat IFN-y+iDF-MKH (76,21+7,6) grubuna oranla

Annexin V canli hiicre oranin1 anlamli derecede arttirdig1 gosterdi (P<0,0001).
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Sekil 6-15. iDF-MKH hiicrelerinin; ev tozuna duyarli (Derp 1 +) astimli bireylerin lenfosit

hiicrelerindeki Annexin V canli hiicre gosterimi iizerine etkisi

A)iDF-MKH+IFN-y ‘l1 gruplarda Annexin V canli hiicre oran1 anlamli derecede arttigi goriildii.
Akim sitometri cihazi ile HI’inAnnexin V gosterimi.B) In vitro olarak iDF-MKH hiicrelerinin;
Derp 1 (+) astimli bireylerin lenfosit hiicrelerindeki Annexin V canli hiicre gosterimi iizerine
etkisi istatistiksel olarak gosterildi. Iki grup arasindaki karsilastirma igin unpaired Student ¢ testi

kullanild1.*P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001; ****P<0,0001

Ev tozuna duyarli (Derp 1 +) astimli bireyler ile saglikli bireylerin karsilastirilmasindan elde

edilen verilere gore;

4 hUs (76,21+£7,6) grubunda kUs (54,99+1,64) grubuna oranla Annexin V canli hiicre

oranini anlamli bir fark olmadig1 goriildii (P<0,1827).

v hMix (24,82+0,82) grubunda kMix (63,32+6,60) grubuna oranla Annexin V canli hiicre

oranini anlaml derecede arttigin1 gosterdi(P<0,0002).

(4 hMix+iDF-MKH (72,67+1,35) grubunda kMix+iDF-MKH (64,36+7,68) grubuna oranla

Annexin V canli hiicre oranin1 anlamli bir fark olmadig: goriildii (P<0,3120).

(4 hDerp 1 (57,50+£2,10) grubunda kDerp 1 (67,92+2,48) grubuna oranla Annexin V canli

hiicre oranini1 anlaml derecede arttigin1 gésterdi(P<0,0096).

4 hDerp 1+iDF-MKH (92,33£1,2) grubunda kDerp 1+iDF-MKH grubuna (76,01+2,55)

oranlaAnnexin V canli hiicre oranini anlamli derecede arttigin1 gosterdi (P<0,0002).

v hDxt(74,02+7,0) grubunda kDxt grubuna (75,10+4,21) oranla Annexin V canli hiicre

oraninin anlamli bir fark olmadig goriildii (P<0,8981)

v hDxt+iDF-MKH(75,5848,9) grubunda kDxt+iDF-MKH grubuna (86,04+4,03) oranla

Annexin V canli hiicre oraninin anlamli bir fark olmadig: goriildii (P<0,3107).

v h24. Saat IFN-y+iDF-MKH(95,50+088)grubunda k24. Saat IFN-y+iDF-MKH grubuna

(83,54+3,79) oranla Annexin V canli hiicre oramin1 anlamli derecede arttigin1 gosterdi

(P<0,0119).
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4 h48. Saat IFN-y (74,0+1,46)grubunda k48.Saat IFN-y grubuna (75,01 + 6,395 ) oranla

Annexin V canli hiicre oranin1 anlamli bir fark olmadig goriildii (P<0,8805).

v h48. Saat IFN-y+iDFMKH (76,21+£7,6) grubunda k48. Saat IFN-y+iDFMKH (88,29 +

3,28) grubuna oranla Annexin V canli hiicre oranim1 anlamli bir fark olmadig: goriildii (P<0,1777).
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Sekil 6-16. iDF-MKH hiicrelerinin; saglikli (kontrol) bireylerin ve ev tozuna duyarli (Derp 1 +)

lenfosit hiicrelerindeki Annexin V canli hiicre gosterimi iizerine etkisi

1DF-MKH hiicrelerinin lenfosit hiicrelerindeki Annexin V canli hiicre oram iizerindeki arttirici
etkisi istatistiksel olarak gosterilmi. Iki grup arasindaki karsilastirma icin unpaired Student 7 testi

kullanildi.*P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001; ****P<0,0001

Yapilan analizler ile iDF-MKH hiicrelerinin varliginda lenfosit hiicrelerindeki Annexin V canli
hiicre orani iizerindeki arttiric1 etkisi oldugu gosterildi. Ayn1 zamanda iDF-MKH hiicrelerinde ve

IFN-y varliginda arttirici etkisi oldugu goriildii.
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6.7 iDF-MKH Hiicrelerinin Lenfosit Hiicrelerinden Salgilanan IL.-4 ve IFN-y
Sitokin Miktarim Azaltirken IL-10 Sitokin Miktarim Arttirdi

SAGLIKLI (KONTROL) GRUP DERP 1" ASTIMLI GRUP

Ornek Adi IL-4 pg/ml  [Ornek Adi IL-4 pg/ml
Mix 5,43+0,20 Mix 10,50+1,08
Mix+ iDF-MKH 2,11+0,52 Mix+ iDF-MKH 21,55+3,01
Derp 1 10,10£0,52  Derp 1 13,92+0,92
Derp 1+iDF-MKH 6,93+0,10 Derp 1+iDF-MKH 29,20+3,89
Dexametasone 1,82+0,14 Dexametasone 4,72+0,56
Dexametasone +iDF-MKH [1,23+0,02 Dexametasone +iDF-MKH [4,85+1,1
IFN -y 3,68+1,1 IFN -y 8,9+1,015
IFN - y + iDF-MKH 1,73+0,95 IFN - y +iDF-MKH 19,93+0,70

Tablo 6-4. iDF-MKH hiicrelerinin; saglikli (kontrol) ve ev tozuna duyarli (Derp 1 +) bireylerin

lenfosit hiicrelerinden salgilanan IL-4 miktarinin gosterimi

(4 AstimMix+iDF-MKH grubunda (21,5543,01) AstimMix (10,50+1,08) grubuna oranla IL-

4 miktarin1 anlaml derecede diisiirdiigtinii gosterdi (P<0,0001).

4 AstimDerp 1+iDF-MKH grubunda (29,20+£3,89) AstimDerp 1 (13,92+0,92) grubuna

oranla IL-4 miktarin1 anlamli derecede diisiirdiigiinii gosterdi (P<0,0001)

v AstimDxt+iDF-MKH grubunda (4,85+1,1) AstimDxt (4,72+0,56) grubuna oranla IL-4
miktarinda anlamli bir fark olmadig goriildii (P<0,8940).

4 AstimIFN-y+iDF-MKH grubunda (19,93+0,70) AstimIFN-y (8,9+1,015) grubuna oranla
IL-4 miktarin1 anlaml1 derecede diisiirdiigiinii gosterdi (P<0,0001).

(4 SaghkhMix grubunda (5,43+0,20) SaghkhiMix+iDF-MKH (2,11+0,52)grubuna oranla

IL-4 miktarinin anlaml derecede arttigin1 gosterdi (P<0,0001).
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v SaghkhDerpl grubunda (10,10+0,52) SaghkhiDerpl+iDF-MKH(6,93+0,10) grubuna

oranla IL-4 miktarin1 anlamli derecede diistirdiigiinii gosterdi (P<0,0001).

4 SaghkhDxt grubunda (1,82+0,14) SaghkhDxt+iDF-MKH (1,23+0,02) grubuna oranla IL-

4 miktarinda anlamli bir fark olmadig1 goriildii (P<0,8940).

v SaghkhIFN-y+iDF-MKH grubunda (3,68+1,1) SaghkhIFN-y(1,73+0,95) grubuna oranla

IL-4 miktarin1 anlamli derecede arttirdig1 gosterdi (P<0,0001).
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Sekil 6-17.

lenfosit hiicrelerinden IL-4 sitokin salgilanmasi {izerine etkisi

iDF-MKH hiicrelerinin; saglikli (kontrol) bireylerin ve ev tozuna duyarli (Derp 1 +)

Lenfosit hiicrelerinden IFN-y sitokin salgilanmasi iizerine etkisi. iDF-MKH+IFN-y ve iDF-MKH
+IFN-y hiicrelerinin IFN-y sitokin diizeyini diger gruplara oranla daha fazla ve anlamli olarak

baskiladig goriildii. *P<0,05, **P<0,001
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SAGLIKLI (KONTROL) GRUP DERP 1" ASTIMLI GRUP

Ornek Adi [EN_Ypg/ml Ornek Adi [EN_Ypg/ml
Mix 156,7+18.48 Mix 225,3+15,17
Mix+ iDF-MKH 82,67+£10.04 Mix+ iDF-MKH 101,07+19,79
Derp 1 72,0+5,03 Derp 1 144,0£22,45
Derp 1+iDF-MKH 89,33+2,02 Derp 1+iDF-MKH 199,7+6,74
Dexametasone 51,33+2,4 Dexametasone 59,33+18,22
Dexametasone+iDF-MKH  64,67+3,84 Dexametasone+iDF-MKH  [95,0+4,36
IFN -y 163,3+17,46 IFN -y 96,00+21,28
IFN - y + iDF-MKH 58,67+7,05 IFN - y +iDF-MKH 265,3+11,32

Tablo 6-5. iDF-MKH hiicrelerinin; saglikli (kontrol) ve ev tozuna duyarli (Derp 1 +) bireylerin

lenfosit hiicrelerinden salgilanan IFN-ymiktarinin gosterimi

v AstimDerp1(144,0+22,45) grubunda AstimDerpl+iDF-MKH (199,7746,74) grubuna
oranla IFN-y miktarin1 anlamh derecede diisiirdiigiinii gosterdi (P<0,0001). Ve AstimMix

(225,3+15,17) grubunda (101,07+£19,79) AstimMix+iDF-MKH grubuna oranla IFN-y miktarini
anlamli derecede arttigim1 gosterdi (P<0,0001).

4 AstimDxt (59,33+£18,22) grubund aAstimDxt+iDF-MKH (95,0+4,36) grubuna oranla
IFN-y miktarinda anlamli bir fark olmadig: goriildii (P<0,8940).

4 Astim IFN-y (96,00+£21,28) grubunda (265,3+11,32) Astim IFN-y+iDF-MKH grubuna

oranla IFN-y miktarin1 anlamli derecede diisiirdiigiinii gésterdi (P<0,0001).

4 SaghkhMix grubunda (156,7+18.48) SaghkhiMix+iDF-MKH (82,67£10.04) grubuna

oranla IFN-y miktarin1 anlaml derecede diisiirdiigiinii gosterdi (P<0,0001).

v SaghkhDerpl grubunda (72,0+£5,03) SaghkhDerpl+iDF-MKH (89,33+2,02) grubuna

oranla IFN-y miktar1 anlamli bir fark olmadig1 goriildii (P<0,0001).

(4 SaghkhDxt grubunda (51,33+2,4) SaghkhDxt+iDF-MKH (64,67+3,84) grubuna oranla

IFN-y miktar1 oraninin anlaml bir fark olmadigi goriildii (P<0,8940).

v SaghkhIFN-y+iDF-MKH grubunda (163,3£17,46) SaghkhIFN-y (58,67+7,05) grubuna

oranla IFN-y miktar1 oraninin oranin1 anlamli derecede arttirdigi gosterdi (P<0,0001).
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Sekil 6-18. iDF-MKH hiicrelerinin; saglikli (kontrol) bireylerin ve ev tozuna duyarli (Derp 1 +)

lenfosit hiicrelerinden IFN-y sitokin salgilanmasi iizerine etkisi

iDF-MKH+IFN-y ve iDF-MKH+IFN-y hiicrelerinin IFN-y sitokin diizeyini diger gruplara oranla

daha fazla ve anlamli olarak baskiladig goriildii. *P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001

SAGLIKLI (KONTROL) GRUP

DERP 1" ASTIMLI GRUP

Ornek Adi IL-10 pg/m!  |[Ornek Ada IL-10 pg/ml
Mix 161,74£25,22 Mix 333,3+£67,66
Mix+ iDF-MKH 1065+54,85 Mix+ iDF-MKH 1667+125,7
Derp 1 85,33+2,90 Derp 1 287,7+19,54
Derp 1+iDF-MKH 895,0+24,58 Derp 1+iDF-MKH 1415,5+109,8
Dexametasone 57,0+£72,34 Dexametasone 112,0+34,02
Dexametasone +iDF-MKH [98,0+6,24 Dexametasone +iDF-MKH 160,3+20,42
IFN -y 149,0+£20,31 IFN -y 279,3+50,09
IFN - y + iDF-MKH 1262+36,68 IFN - y +iDF-MKH 2645,2+119,8
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Tablo 6-6. iDF-MKH hiicrelerinin; saglikli (kontrol) ve ev tozuna duyarli (Derp 1 +) bireylerin

lenfosit hiicrelerinden salgilanan IL-10 miktarinin gosterimi

v AstimDerp 1+iDF-MKH grubunda (1415,5+109,8) AstimDerp 1 (287,7+19,54) grubuna

oranla IL-10 miktarinin oranini anlamli derecede arttirdigi gosterdi (P<0,0001) ve AstimMix+
iDF-MKH grubunda (1667+125,7) AstimMix (333,3+67,66) grubuna oranla IL-10 miktarinin

oraninin anlamh derecede arttigin1 gosterdi (P<0,0001).

(4 AstimDxt+iDF-MKH grubunda (2160,3+20,42) AstimDxt (112,0+34,02) grubuna oranla

IL-10 miktarinin oranin1 anlaml bir fark olmadig: goriildi (P<0,8940).

v IFN-y + iDF-MKH grubunda (26452+119,8) AstimIFN-y (279,3+50,09) grubuna

oranla IL-10 miktarinin oranin1 anlamli derecede arttirdig1 gosterdi (P<0,0001).

v SaghkhiMix grubunda (161,7+25,22) SaghkhiMix+iDF-MKH (1065+54,8)grubuna oranla

IL-10 miktarinin oraninin anlamli derecede arttigini1 gosterdi (P<0,0001).

4 SaghkhDerp 1 grubunda (85,33+2,90) SaghklhiDerp 1+iDF-MKH (895,0+24,58) grubuna

oranla IL-10 miktarinin oranin1 anlamli derecede arttirdig1 gosterdi (P<0,0001).

(4 SaghkhDxt grubunda (57,0+72,34) SaghkhDxt+iDF-MKH (98,0+6,24) grubuna oranla

IL-10 miktarinin oranim1 anlaml bir fark olmadig goriildii (P<0,8940).

v SaghkhIFN-y+iDF-MKH grubunda (149,0+20,31) SaghkhIFN-y (1262+36,68) grubuna

oranla IL-10 miktarinin oranin1 anlamli derecede arttirdig1 gosterdi (P<0,0001).
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Sekil 6-19. iDF-MKH hiicrelerinin; saglikli (kontrol) bireylerin ve ev tozuna duyarli (Derp 1 +)

lenfosit hiicrelerinden IL-10 sitokin diizeyini diger gruplara oranla daha fazla ve anlamh olarak

arttirdigr goriildii

*P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001****P<0,0001
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7 TARTISMA

Bu calismamizda iDF-MKH hiicrelerin immun sistem hiicreleri {izerine etkisi incelendi. Bu
amacla dis folikiiliinden mezenkimal kok hiicre izolasyonlar1 yapildi. izole edilen kok hiicrelerin
saglikli bireylerin ve Derpl + astimli bireylerin vendz kanlarindan izole edilen lenfosit hiicreleri
ile birlikte kiiltiirleri yapildi. 72 saat siiresince kiiltiirleri yapildiktan sonra immiinolojik analizler
yapilarak degerlendirildi. Immiinolojik analizler olarak; Kkiiltir sonrasinda akim sitometri
cihazinda lenfosit proliferasyonuna, lenfosit hiicrelerinde apoptoza, CD4'FoxP3" lenfosit

hiicrelerine ve kiiltiir sonras1 siipernatantindan sitokin diizeylerine bakildi.

Astim hastaligs, Astim I¢in Kiiresel Girisim (GINA) tanimma gore: Kronik inflamatuvar bir
hastaliktir ve bu inflamasyon sonucunda gelisen havayolu hiperreaktivitesi, yaygin, degisken,
spontan olarak veya tedavi ile diizgiin bir seyir izler. Bunlara ek olarak ataklar halinde gelen
oksiiriik, nefes darligi, hiriltili solunum ile kendini gosterir. Astimda bu sikayetler 6zellikle gece
veya sabaha karsi ortaya ¢cikmaktadir ve ¢cocukluk doneminde bu semptomlar farkli yaslarda farkl
agirliklarda seyredebilir. Genellikle astim semptomlar: geri doniisiimlii olur, spontan olarak veya

tedavi ile geriler.

Allerjik astim bireyin ¢evresel ve hava yolu alerjenlerine karsiallerjik reaksiyon verdigi kronik bir
akciger hastaligidir. Asttm Th2 hiicrelerinde salinan IL-4, IL-5, IL-9, IL-10, IL-13 ve graniilosit
makrofaj-koloni stimule edici faktor (GMCSF) tarafindan kontrol edilir. Ayrica immiin sistemde
gorevli olan hiicrelerden mast hiicreleri ve eozinofiller astim cevabinda gorevli hiicrelerdendir

(Van Rijt ve Lambrect, 2005).

Ozellikle batili iilkelerde allerjik hastaliklarin insidansmmin hizla arttigi klinik verilerle ortaya
konmustur. Allerjik hastaliklarda immiin sistem Th2 yoniine dogru kaymakta ve bu hiicrelerin
salgiladign 1L-4, IL-5 ve IL-13 gibi mediatorlerle sirasiyla, IgE artisi, eosinofil oncii hiicre
aktivasyonu ve akcigerde mukus salgisinin artisinda rol oynamaktadir. Astim tedavisi icin anti-
inflamutuar terapi ve kisa-siireli bronkodilatrler olmak iizere iki temel tip medikasyon vardir.
Fakat tedaviye kars1 olugsan immiin yanit degisiklikleri astimin izlenmesini zor kilmaktadir. Ayrica
giinlimiiz tedavileri, bireylerde inflamasyonu minimize etmesine ragmen astimda olusan yeniden
modellenme islemini azaltma ya da tersine ¢evirme kapasitesine sahip degildir. Kronik ve akut
asttm1 bulunan hastalarda meydana gelen patofizyolojik durumlarin diizelmesi i¢in yeni tedavi

opsiyonlarinin bulunmasi gerekmektedir (Akkoc ve ark.,2008).
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Giiniimiizde astim tedavisi hava yolu inflamasyonunu baskilamayr hedeflemektedir. Inhaler
kortikosteroidler su anda astim tedavisindeki en etkili kontrol edici ilaclardir (Tiirk Toraks
Dernegi Astim Tami ve Tedavi Rehberi, 2010, http://www.toraks.org.tr, Erisim tarihi: 05.01.2014).
Her ne kadar giiniimiiz tedavileri inflamasyonu azaltsa da hava yollarinin yeniden yapilanmasini
onleyen ya da tersine ceviren kanitlanmis hig¢bir kullanilabilir tedavi yoktur (Hirota ve Martin
2013). Bu nedenle hava yolu yeniden yapilanmasini da etkileyecek yeni stratejilere ihtiyac
duyulmaktadir. Bizde c¢alismamizda dis folikiilinden mezenkimal kok hiicrelerin saglikli
bireylerin ve Derpl + astimli bireylerin vendéz kanlarindan izole edilen lenfosit hiicrelerini
kullandik. iDF-MKH hiicrelerin immnunolojik hastaliklarin tedavisinde kullanilmasi ile ilgili fikir

olusturacaktir.

Miura ve arkadaslarinin 2003 yilinda yaptiklar1 ¢alismada siit disi pulpasindan mezenkimal kok
hiicre izolasyonu yapildi. Her bir dokiilen disten yaklasik olarak 15, 20 hiicre izole edildi. Bu
hiicrelerin plastik ytizeylere yapisabildikleri ve diger stromal hiicrelerin karakteristiginde oldugu
gosterildi. Suchanek ve arkadaslan tarafindan yapilan ¢calismada dis kok hiicreleri izole edilmis ve
yiiksek oranda CD44, CD73, CD90, CD117, CD166, HLA I orta oranda CD29, CD105 ve diisiik
oranda CD45, CD63, CD71 eksprese ettikleri gosterilmistir. Ayrica bu hiicrelerin CD18, CD31,
CD34, CD49d, CD49e, CD106, CD133, CD184, CD197, CD146 ve HLA 1I eksprese etmedikleri
gosterilmistir. Bu ¢alismada yirmi yas gomiik disinden dental folikiil kok hiicre izolasyonu yapildi
ve Suchanek ve arkadaslarinin yaptigi calismaya benzer bir sekilde izole edildi. Bu hiicrelerin
plastik yiizeylere yapisabildikleri ve yiiksek proliferasyon yetenekleri oldugu gosterildi (Sekil
6.1.). izole edildikten sonra yapilan karakterizasyon asamalarinda bu hiicrelerin Suchanek ve
arkadaslarininyaptifi c¢alismaya benzer yapildi. Suchanek ve arkadaslarinin yaptigi caligmada
oldugu gibi bu hiicrelerin yiizeylerinde CD90, CD146, CD105 ve CD73 eksprese ettikleri ve
CD14, CD45, CD20 eksprese etmedikleri gosterildi (Sekil 6.2.).Suchanek ve arkadaslarinin
yaptig1 baska bir ¢alismada hiicreler osteojenik, adipojenik ve kondrojenik olarak farklilagtirilmis
ve sonrasinda sirastyla alizarin red, oil red o ve von kossa ile boyanmistir. Bizim ¢alismamizda da
iDF-MKH hiicreleri izole edildikten sonra osteojenik, adipojenik ve kondrojenik olarak
farklilastirild1 ve sonrasinda sirasiyla bu hiicreler alizarin red, oil red o, alcian blue ile boyandi. Bu
hiicrelerin ii¢ soyada farklilasabildikleri gosterildi. Osteojenik olarak farklilastirilanda osteoblast
nodiilleri (Sekil 6.3.C), adipojenik olarak farklilastirnlanda yag damlaciklart (Sekil 6.3.B.) ve
kondrojenik olarak farklilastirilanlarda ise proteoglikanlar goriildii (Sekil 6.3.A.).

Dis folikiilii gelismekte olan dis yapisini cevreleyen mezenkimal dokudur. Dis folikiilii, sement,

periodontal ligament, alveolar kemik iligi hiicreleri ile birlikte disi olustururlar (Yokoi ve ark.,
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2007). Bu hiicreler ortodontik sebepler ile ¢cekilmesi gerekilen ve gelisim siirecinde olan yirmi yas
disinin ¢ekilmesinden sonra alinip kolaylikla kok hiicre izolasyonu yapilabilir, buda bu hiicrelerin
kolay ulasilabilir bir kaynak olmasini saglar. Dis folikiilii kaynakli kok hiicrelerin izolasyonu ilk
olarak Handa ve arkadaslar1 tarafindan yapilmistir ve yapilan ¢alismada bu hiicrelerin farklilagsma
yetenekleri in vivo olarak incelendiginde sement benzeri matrix bir yapr olusturduklar
goriilmiistiir. Kolay ulasilabilir kaynak olmasindan ve prolifere olma yetenekleri yiiksek

oldugundan biz bu ¢alismamizda dis dolikiilii kokenli kok hiicreler kullanildi.

Son donemde MKH’ larin farkli etkileri iizerinde calisiilmaktadir. MKH’larin bagisiklik
sistemindeki diizenleme etkisi ilk kez kez transplantasyonu sonrasinda bagisiklik sistemi
kontroliinden kacinabilmesi 6zelligi ile kesfedilmistir. MKH’lar farkli T-Lenfosit aktivitelerini in
vitro ve in vivoda baskilayabilmektedir. Naif ve bellek hiicreleri T hiicreleri MKH araciligi ile
baskilamaya maruz kalir ve kok hiicrelerin inhibitor etkisi antijen sunan hiicrelerin varligini
gerektirmez ve CD47/CD25 regiilatér T hiicrelerini araciifina ihtiya¢ duymaz (Hiroshi Y. ve
ark., 2010). Bu bilgiler 1s181nda ev tozuna duyarli (Derp 1) astimli bireylerin lenfosit hiicreleri ile
iDF-MKH hiicreleri ile ko-kiiltiirler yapildi. Invitro ortamda iDF-MKH * larmn lenfosit
poliferasyonunu baskiladigr gosterildi (Tablo 6.2.).

Yakin zamanda yapilan arastirma ve raporlarda bilesik c¢oziilebilir faktorler ve hiicre-hiicre
kontakta MKH araciligi ile immiin baskilamanin 6nemi vurgulanmistir. MKH’ larin sitokin,
kemokin, T-hiicre, NK-hiicre gibi uyaranlara cevap veren pleyotrofik immunmodiilator etki
saglayabilmesi icin, direkt ve ¢oziilebilir mediyatorlere ihtiya¢ duymaktadir. (Hiroshi Y. ve ark.,
2010). Buna benzer ¢alismalarda IFN-y maruz kalmis MKH’ larin T hiicre proliferasyonunda bir
azaltma etkisi goriilmemistir fakat Hepatosit Biiylime Faktor’ iiniin ekspresyonun arttig1 ve TGF-
B1’ in konsantrasyonunda coklu cevap ozelligini baskiladigi goriilmiistiir (Hiroshi Y. ve ark.,

2010).

Yapilan calismalarda MKH’ lar ile lenfosit hiicrelerinin kiiltiirlerinden sonucglanan analizlerde
MKH’lar tarafindan baskilanan T hiicrelerin canli olarak kalmasinda artis ve daha az apoptoz
oldugu gosterilmistir (Di Nicola ve ark., 2002). Bizim yaptigimiz calismadada kok hiicre
varliginda apoptozun baskilandigr gosterilmistir. iDF-MKH hiicrelerinin varliginda lenfosit
hiicrelerindeki Annexin V canli hiicre orani iizerindeki arttiric1 etkisi oldugu gosterildi. Aym
zamanda kiiltiirde IFN-y olan sonuglarda baskilanmanin daha da fazla oldugu gosterildi (Tablo

6.14., Sekil 6.15., Sekil 6.16.).
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Bizim yapmis oldugumuz calismadada kok hiicreler ile lenfositlerin ko Kkiiltiirlerinin sonucunda
yapilan akim sitometri analizlerinde CD4 FoxP3"hiicre miktarinda kok hiicre olmayan gruplara
gore artis oldugu ve IFN-y varliginda bu artisin daha da fazla oldugu goriildii. Ayrica ortama IFN-
v eklenerek MKH’ ler iizerindeki etkisi arastirildi (Sekil 6.10., Sekil 6.12.).

Giincel baska bir calismada ise, CD4 " FoxP3regiilatér T hiicrenin artist ve Th17 farklilasmasinin
normal PDLSC kullanimi ile goriilmiistiir. Bu durum inflamasyona ugramis PDLSC daha kismi
olarak goriilmiistiir. Insan gingivasindan elde edilen MKH’ larin deneysel kolitlerde inflamasyonu,
antiinflamator faktoér ve Treg hiicrelerin infiltrasyonu ile tedavi ettigi goriilmiistiir. Ozet olarak
dental kokenli MKH’ larin immunmodiilator etkileri, farkli kaynaklardan elde edilen kok hiicreler
gibi arttirmaktadir ( Racz G. ve ark., 2014). Bizde ¢alismamizda benzer sonuglar elde ederek iDF-
MKH hiicrelerinin CD4"FoxP3*lenfosit hiicre oranimi arttirdig: gosterildi (Sekil 6.10.).

Demircan ve arkadaslarimin yapmis oldugu calismada dis pulpast kok hiicreleri ve lenfosit
hiicrelerinin ko Kkiiltiirleri sonucunda yapilan sitokin analizinde IFN-y sitokin miktarinda
baskilanma oldugu goriilmiistiir (Demircan ve ark.,). Bizim yaptigimiz caligmada IFN-y sitokin
miktarinda baskilanma oldugu (Tablo 6.5.) ve bu calismadan farkli olarak IL-4 ve IL-10 sitokin
diizeylerine de bakildi. Kok hiicreler ve lenfosit hiicrelerinin kiiltiirleri sonras1 siipernatantindan
bakilan sitokin analizi sonucunda MKH’ larin IL-4 sitokini ve IFN-y sitokininin salgilanma
miktarim1 baskilarken IL-10 sitokininin salgilanmasimi uyardigr goriildii (Sekil 6.17., Sekil 6.18.,
Sekil 6.19.). IL-4 bir inflamatuar sitokindir bizim ¢alismamizda IL-4 sitokininin baskilandig:
goriildii. IL-10 makrofajlar ve T hiicreler tarafindan salgilanir ve IL-12 iiretimini engeller. Ayrica
IL-10 sitokini immiin sistemi diizenleyen bir sitokindir, Thl hiicreleri tarafindan IFN-y
salgilanmasini baskilar (Gesser ve ark., 1997; Moore ve ark., 2001). IL-10 monosit ve makrofaj
fonksiyonunu inhibe eder, IL-12, TNF-a gibi proinflamatuar sitokinleri ise diisiirerek diizenler
(Malefeyt ve ar., 1997). Bizim yapmis oldugumuz calismadada kok hiicrelerin IL-10 sitokin
miktarim arttirdigr (Sekil 6.19.) bununla baglantili olarak IFN-y sitokin miktarin1 ise azalttig
gosterildi (Sekil 6.18.). Calismamizda iDF-MKH hiicrelerinin IL-10 sitokin miktarini arttirdigi

goriildii (Tablo 6.6.). IFN-y sitokinini ise tiim hiicrelerin benzer oranlarda baskiladig: goriildii.

MKH’ nin ana fonksiyonlar farkli tedavi edici ozelliklere sahiptir. Bu ozelliklere 6rnek olarak
anti inflamatuar ve immiinomodulator etkiler, doku onarimim tetikleyen ya da destekleyen farkli
medyatorlerin iiretimi gibi 6zellikler siralanabilir. Yakin zamanda bu 6zellikler farkli haslatiklarin

preklinik ve klinik tedavilerinde kullanilmistir (Lotfinejad P. ve ark., 2014).
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MKH’ larin kullanildig1 diger bir alan olan doku miihendisliginde yonlendirilmis doku
rejenerasyonu teknigindeki limitli basar1 ve zorluk, MKH’ lar kullanilarak yeni bir rejenerasyon
terapisi geregini ortaya cikarmistir. Karaktersistik Ozelliklerinden dolay1 (proliferasyon orani,
coklu farklilasma, kok hiicre belirtecleri) Mezankimel kok hiicreler doku miihendisliginde 6nemli
bir hedef caligma alan1 haline gelmistir. Bu konuda daha somut bir ¢ikt1 alabilmek i¢in periyodonti
rejenerasyonuna uygun iskele yaratilmasi ve dental uygulamalar baz alinarak doku

miihendisliginde yeni yaklasimlarin denenmesi gerekmektedir (Maxim A. ve ark., 2015).

Hiicrelerin zamana bagli proliferasyonlarim1 gozlemlemek amaciyla xCELLigence RTCA
sisteminden yararlanilmistir. Bu amagla iDF-MKH hiicrelerin E-plate iizerine ekimi yapildiktan
sonra iizerlerine Derp 1 + astiml1 ve saglikli bireylerin lenfosit hiicreleri eklendi, yaklasik 120 saat
boyunca Kkiiltire alinmistir. Elde edilen bulgular degerlendirildiginde, Sekil 6.7.‘de iDF-
MKH’larin e-platelere ilk 5 saatte ylizeye yapismaya basladiklar goriilmektedir. Sekil 6.7.‘de
iDF-MKH hiicreleri {iizerindeki proliferatif etkisine bakildiginda, hiicreler kontrolle paralel
biiylime egrisi gostermekte ve hiicre canliligi indeksinde kayda deger bir sekilde canlilig1 azaltict
yonde etki goriilmektedir. Tiim gruplar ilk 50 saatte ortama adapte olmus bir miktar biiyiime
gostermeye baslamislardir. Deney baslangicindan itibaren 24 ve 48. saatlerde Tablo 6.6’da verilen
gruplara uygun olarak CDmix ve IFN-y uyaranlari kiiltiir ortamima eklenmistir. Ik 50 saatte
uyaranlarin ilave edilmesiyle beraber gozle goriiliir bir fark goriilmemekle beraber 48. saatte Derp
1 + astimhi ve saglikli bireylerden izole edilen PBMC’ler kiiltiir ortamina eklenmistir. Buna bagh

gruplarda farkliliklar meydana gelmistir.

Arastirmamizda literatiir sonuclarina parelel olarak iDF-MKH CD4" T lenfosit proliferasyonunu
anlamli derecede baskiladi. IFN-y varliginda iDF-MKH CD4" T lenfosit proliferasyonu daha fazla
baskiladig goriildii. iDF-MKH T regiilator hiicre oranin1 anlamli artirdi IFN-y uyarimli iDF-MKH
T regiilator hiicre oranini anlamli derecede daha fazla artirdigi goriildii. IFN-y uyarimli ve
uyarimsiz iDF-MKH lenfositlerde apoptozu anlamli baskiladi. Bu c¢alismamizda elde edilen
sonuglara gore iDF-MKH hiicrelerin Derpl + astimli hastalardan elde edilen lenfositlerin

proliferasyonu baskiladigi gosterilmistir.

Sonug¢ olarak, arastirmamizda elde ettigimiz veriler dogrultusunda IFN-y uyarimli iDF-MKH
immiin sistemin, otoimmiin, inflamatuar ve allerjik hastaliklarin tedavi yaklasimlarinda
immiinomodiilator fonksiyonlarindaki hiicreler olarak kullanilmasinin uygun olabilecegi
gozlemlenmistir. Bu da literatiirdeki ornek calisamalara istineden iDF-MKH’ nin teropatik

kullaniminina 151k tutmustur.
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