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OZET

Erol. A (2022). Mezenkimal Kok Hiicreler ve immun Sistem Arasindaki iligkinin
In vitro Kosullarda Degerlendirilmesi

Istanbul Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, T1ibbi Biyoloji, ABD. Doktora Tezi.
Istanbul.

Mezenkimal kok hiicreler (MKH)’lerin klinik uygulamalarindan 6nce hiicrelerin
immiinmodiilator 6zelliklerinin belirlenmesi gerekmektedir. Calismamizda MKH’lerin
immiin sistem hiicreleri tarafindan salgilanan sitokinlere olan etkisinin belirlenmesi
hedeflendi.

Periferal kan mononiikler hiicreler (PKMH) ve MKH ko-kiiltiir 6ncesi ve sonrasi
CD4+ T hiicrelerin hiicre i¢i sitokin seviyeleri (Interlokin-4 (IL-4), Interferon-y (IFNy),
and Interlokin-17 (IL-17)) akim sitometri ile tespit edildi. Ayni zamanda Tumor
biiylime faktorii (TGF)- B, IL-4, IL-17, IFNy siipernatant sitokin seviyeleri ELISA ile
Olctldii. Calismamizda MKH’ler kordon kani (KK) ve Wharton Jeli’nden (WJ) izole
edilmis olup plastik adherent olmalar1 mikroskopta ve ylizey belirtecleri (CD44 (%100),
CD73 (%99,6), CD90 (%100), CD105 (%88)) akim sitometri yontemiyle gosterilmistir.
Calismada, ko-kiltir MKH/PKMH 1/5 ve 1/10 oranlarinda, 24 saat ve 72 saat
inkiibasyon siireleri hem KK hem de WJ MKH’leri kullanildi.

Calismada KK-MKH’lerle stimule edilen PKMH’leri ko-kiiltiir sonuglar1 kiltiir
oncesiyle karsilagtirlldiginda farkli immiinmodiilatér  6zellikler — gosterdikleri
bulunmustur. Pro-inflamatuvar sitokinlerden IFNy ve IL-17 hem KK-MKH hem de WJ-
MKH ve PKMH ko-kiiltiirii sonrasi hiicre i¢i seviyeleri artig gosterirken siipernatanttaki
sitokin seviyeleri anlamli derecede diismiistiir (p<0,05). Anti-inflamatuvar sitokinlerden
IL-4’lin ko-kiiltiir sonras1 hiicre i¢i seviyesi anlamli derecede artarken siipernatantta
anlamli derecede azalmistir (p<0,05). Anti-inflamatuvar sitokin olan TGF- B’in ise
sipernatanttaki seviyesi hem KK-MKH hem de WJ-MKH i¢in anlamli derecede
azalmistir (p<0,05).

MKH ve immiin sistem hiicrelerinin interaksiyonu karmasik bir siireci
baslatmaktadir. Kordon kami ve WJ-MKH ile PKMH’ler arasindaki iliskilerin
belirlendigi bu ¢alisma ile MKH’lerin uygulanma 6ncesi ve sonrasinda pro-inflamatuvar
ve anti-inflamatuvar 6zellikleri tespit edilerek en uygun MKH kaynaginin segilmesi ve
immiinmodiilasyon etkilerinin belirlenmesi agisindan klinik ¢caligsmalara 1s1k tutacaktir.

Anahtar Kelimeler: Gébek Kordon Kani, Gobek Kordon Dokusu, immiin Sistem
Hiicreleri, Mezenkimal Kok Hiicre, Immunomodiilasyon

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No: 37060
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ABSTRACT

EROL A. (2022). Evaluation of the Relationship Between Mesenchymal Stem Cells
and Immune System in In vitro Conditions

Istanbul University, Institute of Health Science, Medical Biology Department.
Doctorate Thesis. Istanbul.

Determination the immunomodulatory properties of mesenchymal stem cells
(MSCs) is necessary before clinical applications. In this study, it was aimed to
determine the effect of MSCs on cytokines secreted by immune system cells.

Intracellular cytokine levels (Interleukin-4 (IL-4), Interferon-y (IFNy), and
Interleukin-17 (IL-17)) detected by akim cytometry before and after co-culture between
peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) and MCSs. At the same time, tumor
growth factor (TGF)-B, IL-4, IL-17, IFNy supernatant cytokine levels were measured by
ELISA. In our study, MSCs were isolated from cord blood (CB) and Wharton’s Jelly
(WJ), and their plastic adherence was observed under the microscope and surface
markers (CD44 (100%), CD73 (99.6%), CD90 (100%), CD105 ( 88%)) shown by akim
cytometry method. In the study, both CB and WJ-MSCs were used in co-culture
MSC/PBMC ratios of 1/5 and 1/10, incubation times of 24 hours and 72 hours.

In this study, it was found that PBMCs stimulated with CB-MSCs showed
different immunomodulatory properties when the results of co-culture were compared
with those before culture. While the intracellular levels of pro-inflammatory cytokines
IFNy and IL-17 increased after both CB-MSC and WJ-MSC and PBMC co-culture,
cytokine levels in the supernatant decreased significantly (p<0.05). Among the anti-
inflammatory cytokines, IL-4 increased significantly after co-culture, but decreased
significantly from the supernatant (p<0.05). The level of TGF-B, which is an anti-
inflammatory cytokine, in the supernatant was significantly decreased for both CB-
MSC and WJ-MSC (p<0.05).

It was reached with the results obtained, the effects of cord blood and WJ-MSC
on PBMC were determined and the pro-inflammatory and anti-inflammatory properties
of MSCs were determined before and after the application, contributing to the scientific
platform.The interaction of MSC and immune system cells initiates a complex process.
Therefore, more comprehensive studies are needed to select the most appropriate MSC
source and to determine its immunomodulation effects for future clinical researches.

Key Words: Umbilical Cord Blood, Umbilical Cord Tissue (Wharton Jelly), Immun
System Cells, Mesencyhmal Stem Cells, Immunomodulation

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University. Project
No. 37060



1. GIRIS VE AMAC

Canli viicudunda siirsiz ¢ogalma, rejenerasyon ve plastisite yetenekleri olan
hiicrelere kok hiicreler denir. Farklilasma kapasitelerine gore de totipotent, pluripotent,
multipotent, oligopotent ve unipotent olarak smiflandirilirlar. Totipotent hiicreler
farklilasma kapasiteleri (her tiirlii doku ve organa donlisme yetenekleri) en fazla olan ve
ilk dort giinliik embriyonik donemde bulunan kok hiicrelerdir. Pluripotent kok hiicreler
embriyo i¢inde 5-6. giinden itibaren sinir dokusu, beyin, i¢ organlar, kemik ve kikirdak,
kan yapici sistem, deri, bag dokusu, yag dokusu gibi sistemlerin gelismesini saglayan 3
embriyonik germ tabakalarina (Ektoderm, Endoderm, Mezoderm) farklilagabilme
ozelligine sahiptir. Multipotent kok hiicreler ise, farkli hiicre tiplerine daha sinirh
farklilasabilme potansiyeline sahiptir (Sekil 1-1) (1-4).

Kok hiicreler elde edildikleri kaynaga gore embriyonik kok hiicreler (insan
embriyonik kok hiicreler, amniyonik epitelyal kok hiicreler (erken gelisim siirecinde
blastosistin i¢ hiicre kitlesinden elde edilir)) ve embriyonik olmayan kok hiicreler
(erigkin kok hiicreleri; (hematopoetik, mezenkimal, ndral, pankreatik, deri kok

hiicreleri) ve gébek kordonu kok hiicreleri) olarak iki gruba ayrilir (2,5,6).

TOTIPOTENT PLURIPOTENT MULTIPOTENT

LEkdoderm Germ hicreleri, Mezoderm Endoderm
INVITRO

Sekil 1-1: Kok hiicre farklilasmalar:

“Ramakrishna V., Janardhan P. B., Sudarsanareddy L., Stem Cells and Regenerative Medicine — A Review.
Annual Review & Research in Biology, 2011;1(4): 79-110"".




Rejeneratif tipta yeni terapdtik protokollerin gelistirilmesi i¢in kapasiteleri ve
her dokuya doniisebilmeleri nedeniyle embriyonik kok hiicrelerin kullanilmas1 gerektigi
bilim adamlar tarafindan vurgulansa da etik ve ahlaki tartismalardan dolay1 alternatif
kok hiicre kaynaklar1 tercih edilmektedir. Gobek kordon kani ve dokusu, bu
uygulamalar i¢in 6nemli ve kolayca temin edilebilen birer kok hiicre kaynagidir (7-9).

Kordon kanmi ve dokusu, kok hiicreleri mezenkimal kok hiicreler (MKH)
acisindan zengin olan multipotent kok hiicredir. MKH’ler kendini yenileme kapasitesine
sahiptir ve bir¢ok farkli dokudan izole edilebilirler. Bu dokular arasinda kemik iligi,
adipoz doku, gobek kordon kani, periferal kan, dermis, karaciger, deri ve iskelet kas1”
bulunmaktadir (10,11). Uluslararas: Hiicresel Tedavi Dernegi (ISCT) mezenkimal kok
hiicreleri tanimlamak i¢in minimum kriterler (plastik adherent, spesifik yiizey
belirteglerinden CD73, CD90, CD105 ifade ederken; CD14, CD34, CD45, Human
Lokosit Antijen (HLA)-DR ifade etmemektedir, in vitro ortamda osteoblast, adiposit ve
kondrositlere farklilasabilirler) belirlemistir (12,13).

Mezenkimal kok hiicreler rejeneratif tip ve immiin sistem igin yeni bir bakis
acis1  getirmistir. Izole edilmeye elverislidir, kendini yenileme ve farklilasma
yeteneklerine sahiptirler. Birgok calisma, MKH'lerin uygulanmasi yoluyla karaciger,
bobrek, kalp ve pankreas dahil olmak iizere bir¢ok doku rejenerasyonunda basarili
oldugunu bildirmistir (14-18). En 6nemlisi, MKH'ler, immiin-diizenleyici 6zellikleri
yoluyla doku yenilenmesini ve ¢esitli immiin sistem hiicrelerini modiile eder. Bu
etkilesimler dogrudan hiicre-hiicre temast veya c¢esitli biliylime faktorleri ve
immiinomodiilator faktoérlerden olusan spesifik sekretomlar yoluyla meydana gelir.
MKH, immiin cevabi dengeleyebilme ve bu cevabin profillerini diizenleyebilme
yetenekleri sebebiyle immiin sistem ile iliskili cesitli hastaliklarin tedavisine yonelik
calismalarda tercih edilmektedir (19,20). Gobek kordon kani ve dokusu MKH'leri, daha
belirgin bir sitokin sekresyon profili sergilerler ve tirettikleri bir¢cok biiylime faktorii ve
sitokinler nedeniyle immiinsupresif ve trofik etki potansiyeline de sahiptir (21-23).
MKH'ler ayrica T hiicreleri, B hiicreleri, NK hiicreler ve antijen sunan hiicreler (ASH)
gibi immiin sistem hiicrelerin ¢ogalmasini ve kompleman sistem aktivasyonunu
baskilayarak immiin cevabi azaltirlar (23,24).

Mezenkimal kok hiicrenin immiin sistemi diizenledigi mekanizma hala bir
tartisma konusudur. En ¢ok ¢alisilan, immiinsiipresif faktorler arasinda indoleamin-pirol

2,3-dioksijenaz (IDO), prostaglandin E2 (PEGZ2), transforme edici biiyiime faktor-y



(TGF-y) ve nitrik oksit (NO) bulunur (Sekil 1-2) (18,25-28). Bu ¢oziiniir faktorlerin

salgilanmast MKH'nin mikrogevresine baglidir.
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Sekil 1-2:MKH’nin immiinomodiilasyon mekanizmalari

“Na Li, Jinlian Hua. Interactions between mesenchymal stem cells and the immune System. Cell. Mol. Life
Sci. 2017 Jul;74(13):2345-2360"

Mezenkimal kok hiicrenin, daha diisiik seviyelerde interlokin-2 (IL-2), IFN-y,
TNF-a ve daha yiiksek konsantrasyonlarda IL-4, IL-5, IL-10 ve IL-13 ile karakterize
edilen, Thl aracili immiin cevabindan Th2 immiin cevabina gecise aracilik ettigi
bildirilmistir (25,29,30).

Bu bilgiler 1s1ginda, bu ¢alismada, MKH’nin immiin sistem hiicrelerine olan
etkisi arastirildi. PKMH ve MKH ko-kiiltiir 6ncesi ve sonrast CD4+ T hiicrelerin hiicre
ici sitokin seviyeleri (IL-4, Interferon-y (IFN-y) ve IL-17A) akim sitometri ile tespit
edilmesi ve TGF-B, IL-4, IL-17A, IFN-y siipernatant sitokin seviyeleri ELISA ile teyit
edilmesi amaglandi.

MKH ve immiin sistem arasindaki iliskiyi belirleyen mekanizmalar hala tam net
ortaya konulamamistir. Calismanin sonunda elde edilen sonuglar ile MKH’lerin
immiinmodiilator o6zelliklerinin  belirlenmesi, MKH’lerin 6zellikle immiin sistem
hastaliklar1 iizerine olan etkilerinin arastirilmasi ve gelecekte klinik ¢alismalar icin bir
On calisma olarak ilk basamagin asilmasi amaglandi. Bu etkilesimlerin aydinlatilmasi,
bir ¢ok immiin sistem hastaligin tedavisinde mezenkimal kok hiicrelerin etkin bir

sekilde uygulanmasi i¢in kilit dneme sahiptir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kok Hiicreler

Sinirsiz ¢ogalma, rejenerasyon ve baska hiicrelere farklilasabilen hiicrelere kok
hiicreler denmektedir (1,2). Kok hiicreler spesifik uyaran almadan doku hiicrelerine
doniisememektedir. Kok hiicrelerin ihtiyaca gore ve kontrollii bir sekilde aldiklari
sinyallerle genleri uyarilarak Ozellesmis bir hiicreye dontisimii saglanir (31). Kok
hiicrelerin yeteri miktarda bulunmalari, kolay elde edilmeleri, ¢esitli hiicre tiplerine
farklilasabilmeleri, tedavilerde kisinin kendi hiicrelerinden alinip yine kendisine tedavi
amaglh verilebilmesi veya kisiden kisiye hiicre tedavisinin giivenli ve etkili
uygulanabilirligi 6zelliklerinden dolay1 rejeneratif tip ¢alismalarinda tercih sebebidir ve

onem kazanmistir (3,4,32).

2.1.1. Kok Hiicrelerin Tarihcesi

1950’larda hematopoetik kok hiicrelerin kesfedilmesiyle birlikte kok hiicre
calismalar1 baglamis ve devaminda gilinlimiize kadar gelmistir (33). 1957 ilk
hematopoetik kok hiicre nakli Donnall Thomas tarafindan gergeklestirilmis olup 1990
yilinda Nobel &diiliine layik goriilmiistiir (34). Ulkemiz bilim adamlarindan Prof.
Dr.Siireyya Tahsin’in “Dogum sonrasi atilan plasentalarla bulunan kordon hiicrelerinin
kullanilmasi insan mriinii uzatmanin yoludur” yoniindeki sdylemi tilkemizde bulunan
kok hiicre calismalarinin Oncilisii olmustur. 1950-1960’larda ¢esitli hastaliklarin
tedavisinde hayvanlarda fotal greftler ve kordon kani greftleri kullanarak caligmalar
yapmis ve cesitli tip dergilerinde yayinlamistir (35,36). Bilim diinyasinda kok hiicre
calismalari i¢in in vitro fertilizasyon merkezlerinden alinan embriyolardan elde edilen
insan embriyonik kok hiicrelerinin iiretilmesine yonelik caligmalar da yapilmaya
baslanmistir. Embriyonik kok hiicreler ilk olarak 1981'de fare embriyolarindan izole
edilmis ve “embriyonik kok hiicre” kelimesi ilk olarak Gail R. Martin tarafindan
kullanilmigtir (37). Bununla birlikte, 1998°de Thomson ve ekibinin ilk kez insan
embriyolarindan insan embriyonik kok hiicrelerini izole etmek i¢in kullandig: teknik ile
diinya embriyonik kok hiicreyi tanimaya baslamistir (38,39,40). Bu c¢alismalar ile kok
hiicrelerin bazi hastaliklarda tedavi amacgli kullanilmasinin bilim diinyasinda heyecan

yaratmasi yaninda ¢éziimlenmemis etik sorunlar ¢alismalarin 6niine gegmistir (41).



2.1.2. Kok Hiicrelerin Karakteristik Ozellikleri

Bir hiicrenin kok hiicre olarak tanimlanabilmesi i¢in uzun siire boliinebilme ve
kendi kendini yenileme yetenekleri olmalidir (42). Boliinme sirasinda kendi 6zelliklerine
sahip yeni hiicreler liretebilme kapasitelerinin yani sira kendi yedegini de boliinme sirasinda
olusturur. Kok hiicrenin kendini yenilemesi; simetrik boliinme, asimetrik boliinme, mikro
cevre, adezyon molekiilleri, hiicreler arasi baglantilar, biiyiime faktorleri ve sinyal
yolaklariyla birlikte devam ettirilir. Kok hiicrenin asimetrik boliinmesi, hiicrenin algiladigi
i¢ ve dis sinyallerin dengesiyle gergeklesir. Simetrik boliinmesi, doku onarimi, embriyonun
gelisimsel stirecindeki gerekli hiicreyi karsilayabilmek icin gerekmektedir. Ayrica kok
hiicreler in vivo sartlarda doku hasarinin olmadigi durumlarda birden fazla hiicre tipine
farklilasabilirler.  In vitro kosullarinda da cesitli disardan verilen sinyallerle kok
hiicrelerden farkli hiicreler olusturulabilir (3,43).

Bir hiicrenin farklilasmas1 olgun hiicre olana kadar gecen tiim biyokimyasal ve
fenotipik ozelliklerin biitiinlinii kapsar. Kok hiicre farklilagmasi gen ifadesinin kontrolii,
yonlendirilmesi veya kendi kendini programlamasiyla gergeklesir. Kok hiicrelerin
farklilagsmasi hiicre igerisinde ve disarisindan gelen sinyallerle; asimetrik hiicre
boliinmesi, epigenetik mekanizmalarin kontrolii, sitoplazmadaki farkliliklar sinyal

yolaklarinin kombine etkisiyle gergeklesir (32).

Kok hiicreler farklilasma kapasitelerine gore sirasiyla “totipotent, pluripotent,
multipotent, oligopotent ve unipotent” olarak siniflandirilirlar. Totipotent hiicreler her
tirlii doku ve organa doniisme yetenekleri olan embriyonik donemde bulunan kok
hiicrelerdir. Pluripotent kok hiicreler ise embriyo i¢inde 5-6. giinden itibaren endoderm,
mezoderm ve ektoderm tabakalarini olusturan kok hiicrelerdir. Multipotent kok hiicreler
ise, farkli hiicre tiplerine daha sinirli farklilagsabilme potansiyeline sahiptir (2-4).
Kokliliik terminolojisi, kok hiicreleri diger hiicrelerden ayiran farkliliklar1 tanimlamak

i¢in kullanilir. Ug germ tabakalar1 ve tiirevlerine farklilasabilme yeteneklerini gosterir

(32, 44).

2.1.3. Kok Hiicrelerin Siniflandirilmasi

Embriyonik kok hiicreler pluripotent o6zelliktedir ve tli¢ embriyonik germ
tabakasina farklilagabilme yetenegine sahiptirler. Embriyonik kok hiicreler, bir
blastosistin (¢ok erken bir embriyo) i¢ hiicre kiitlesinden tiiretilir. Diger yandan,

yetiskin kok hiicreler olarak da bilinen embriyonik olmayan kok hiicreler sadece ¢ok



potansiyellidir; farkli hiicre tiplerine farklilasma potansiyelleri daha smirh
goriinmektedir. Yetiskin hiicreler, yerlesik dokuya 6zgli kok hiicreler, kemik iligi kok
hiicreleri, embriyonik kok hiicreler, indiiklenmis pluripotent kok hiicrelerin  son
zamanlardaki ¢igir agan kesfi dahil olmak lizere, rejeneratif tip ic¢in ¢ok ¢esitli hiicre
tipleri kullanilmaktadir (2,45,46).

Organizmanin yasi ne olursa olsun gelismis dokuda bulunan kok hiicrelere
yetigkin kok hiicreler denir. Yetiskin kok hiicreler, farklilasmamis hiicrelerin gesitli
popiilasyonlarini kapsar ve ¢ogu yetiskin dokuda bulunur ve bir organ veya dokunun
normal donglisii ve yenilenmesi sirasinda rezervuar gorevi goriirler. Hem potensleri
hem de proliferatif potansiyelleri tipik olarak embriyonik hiicrelerden daha azdir.
Yetigskin kok hiicreler, milyonlarca hiicreyle ¢evrili, organlarin derinliklerinde gizlidir
ve gerektiginde viicudun bazi hiicrelerinin yenilenmesine yardimer olabilir. Yetiskin bir
kok hiicre, bircok memeli dokusunda farklilasmis hiicreler arasinda bulunan
farklilasmamis hiicrelerdir, normal olarak kendi kendini yenileyebilen ve somatik
hiicreler iiretebilen ve ayni zamanda mobilize olabilen, ¢ogalabilen ve farklilagabilen
kok hiicre popiilasyonlarini igerir. Yiiksek ¢ogalma potansiyeli, énemli 6l¢iide kendi
kendini yenileme kapasitesi, en az bir tiir olgun fonksiyonel hiicreye farklilasma
yeteneklerinden dolay1 yetiskin kok hiicrelerin hiicre temelli tedavilerde kullanilmasi
olasiligi, arastirmacilar tarafindan aktif bir arastirma alani haline gelmistir (2,47,48)

(Sekil 2-1).
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Sekil 2-1: Kok hiicre siniflandirilmasi

Yetigkin kok hiicre sinifina giren hematopetik ve mezenkimal kok hiicreler, hiicresel

tedavilere yonelik ¢alismalarda en ¢ok kullanilan hiicre grubudur.

2.1.4. Mezenkimal Kok Hiicreler

Yetiskin kok hiicre arastirmalarinin tarthi yaklasitk 50 yil once basladi.
1950'lerde arastirmacilar, kemik iliginin en az iki tiir kok hiicre igerdigini kesfettiler.
Hematopoetik kok hiicreler adi verilen bu popiilasyon, viicuttaki tiim kan hiicresi
tirlerini  olusturur. Birka¢ yil sonra, kemik iligi stromal kok hiicreleri (ayrica
mezenkimal kok hiicreler veya bazilar tarafindan iskelet kok hiicreleri olarak da
adlandirilir) olarak adlandirilan ikinci bir popiilasyon kesfedildi. Bu hematopoetik
olmayan kok hiicreler, kemik iligindeki stromal hiicre popiilasyonunun kii¢lik bir
bolimiinii olusturur ve kemik, kikirdak, yag, kan olusumunu destekleyen hiicrelerdir ve

fibroz bag dokusu iiretebilirler (Sekil 2-2) (2,45,46).
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Sekil 2-2: Hematopoetik ve stromal hiicrelerin farklilasmasi
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Mezenkimal kok hiicrelerin, fare kemik iligi stromasinin bagka bir dokuya
nakledilerek burada yag, kikirdak, kemik ve retikulum hiicrelerine doniisebildigi
gosterilmistir. Boylece kemik iliginde hematopoetik kok hiicrelerin disinda kok
hiicrelerin varlig1 anlasilmis ve bu hiicreler fibroblastlarin 6nciisii olarak tanimlanmistir.
1999 yilinda Pittenger ve ark. bu hiicrelerin ¢ogaltilmalar1 ve farklilasabilmeleri ile ilgili
calismis ve in vitro ortamda adiposit, kondrosit ve osteoblasta farklilastirmiglardir.
MKH'lerin farklilagmasi, TGF-p, fibroblast biiyiime faktorii (FGF) ve kemik
morfogenetik proteini (BMP) gibi biiylime faktorleri ve sitokinler, deksametazon gibi
hormonlar araciligiyla gerceklestirilir. Askorbik asit (C vitamini) ve B-gliserofosfat gibi
kimyasallar da hiicresel yanitta ¢ok énemli bir rol oynar. Ayrica, Notch, Wnt, BMP gibi
ana sinyal yollarinin ve Runt homoloji alani transkripsiyon faktorii (Runx) gibi

transkripsiyonel faktorlerin hiicre kaderinde rol oynadigini tanimlanmustir (11,49).

Mezenkimal kok hiicreler, mezoderm tabakasindan koken almaktadir ve kemik
iligi, adipoz doku, gobek kordonu, kordon kani, fetal, beyin, dis pulpas1 gibi dokularda
bulunan farklilasmamus, yiiksek cogalma ve farklilagma potansiyeline sahip hiicrelerdir
(Sekil 2-3). Farklilasma potansiyellerinin yaninda salgiladiklart sitokin ve bazi solubl

faktdrlerle immiin baskilayict ve doku yenilenmesi etkileri bulunmaktadir (19). Insan



yetiskin mezenkimal kok hiicreleri hematopoetik olmayan, kendi kendini yenileme
yetenegine ve farklilagma potansiyeline sahip adherent fibroblast benzeri hiicrelerdir.
Elde edildikleri kaynaklarin heterojen hiicre topluluklar1 igermesi nedeniyle
mezenkimal kok hiicre karakterizasyonu ve siniflandirilabilmesi i¢in Uluslararasi

Hiicresel Tedavi Dernegi tarafindan bazi kriterler belirlenmistir (12).

Bu kriterlere gore; in vitro kosullarda kiiltire edilen MKH, plastik yapisik
hiicrelerdir (adherent), tek tabakada biiyiir ve ig seklinde bir morfolojiye sahiptir. Simdiye
kadar, MKH i¢in CD29, CD44, CD73 (SH3/4), CD90 (Thy-1), CD105 (SH2), CD106
(VCAM-1), CD166 (ALCAM) ve HLA smf I hiicre yiizeyi belirteci olarak tanimlanmuistir.
Buna karsiik, CD14, CD31 veya CDA45 gibi hematopoetik veya endotelyal yiizey
belirteglerini ifade etmez. Diger bir siniflandirma kriteri; MKH’ler in vitro kosullarda
kemik, yag ve kikirdak dokuya doniisebilme potansiyellerine sahip olmalaridir. Ek olarak,
MKH'nin diisiik immiinojenik bir fenotipe sahip oldugu, yani HLA simif I'in diisiik ifadesine
sahip oldugu ve HLA smif II ile CD80 ve CD86 gibi yardimci uyarict molekiillerin
bulunmadigr 6ne siirilmistiir. Bu immiinfenotip, MKH'yi potansiyel olarak immiin
ayricalikli kilar (11,12,51,52). Mezenkimal kok hiicreler ayn1 zamanda nestin, endotelyal
hiicre belirteci olan CD146, CD105, TGF- ve ¢esitli integrinler ifade edebilir (52,53).
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Sekil 2-3: Mezenkimal kok hiicre kaynaklari

2.1.4.1. Kordon Kaynaklh Mezenkimal Kok Hiicreler

Mezenkimal kok hiicreler, kemik iligi, periferik kan ve yag dokusu dahil olmak
tizere c¢esitli dokulardan ve ayrica gobek kordonu kani ve gobek kordonu dokusu gibi
yenidogan dokularindan izole edilebilir. Elde edildikleri kaynaklara bakildiginda en ¢ok
koloni olusturma yetenegi olan adipoz kaynakli MKH’ler oldugu, en iyi izole edilebilene
gore kemik iligi ve yag dokusunun kordona gore daha basarili oldugu cesitli calismalarda
gosterilmistir. Kemik iligi MKH elde edilmesi i¢in uygun bir kaynak olmasina ragmen
invaziv olmasi, farklilasma potansiyellerinin yasla birlikte azalmasi farkli kaynaklardan
MKH elde edilmesini giindeme getirmektedir. Kordon kan1 ve kordon dokusu non-invaziv
olmasi, ayn1 morfolojik ve karakteristik Ozelliklere sahip olmalari ve yiiksek plastisite

yetenekleri yoniinden alternatif MKH kaynagi olarak ¢alisilmaktadir (21).

Mezenkimal kok hiicre ¢aligmalarinin baslarinda, gébek kordonu kanmnin ve
dokusunun ¢ok sayida MKH igerip icermedigi tartismaliydi. Calismalar, gobek kordonu
damarmin alt endotel tabakasinin in vitro olarak Yeterli miktarlarda {iretilebilen

MKH’ler igerdigini bildirmistir (Sekil 2-4).
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Sekil 2-4: MKH kaynag@i olarak kordon dokusu (Wharton Jeli) ve kordon kam

Gobek kordon kaninin hematopoietik kok hiicreler igin bir kaynak oldugu ve
kordon kanimin transplantasyonu ve korunmasinin 1990'larin sonlarindan beri klinik
uygulamanin bir pargasi oldugu yaygin olarak kabul edilmektedir. Geleneksel olarak,
gbbek kordon dokusu dogumdan sonra bir atik iiriin olarak kabul edilir. Bu nedenle
MKH'leri gobek kordon dokusundan izole etmek icin etik bir tartisma yoktur.
Morfolojik olarak, MKH'ler, uzun ve ince kiigiik bir hiicre govdesi ile karakterize edilir.

Hiicre govdesi, homojen olarak dagilmis kromatin ile g¢evrili belirgin bir niikleolusa
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sahip biiyiik, yuvarlak bir nukleus icerir. Sitoplazma, az sayida Golgi aygiti,

endoplazmik retikulum, mitokondri ve poliribozomlart igerir (55).

Morfoloji, immiinofenotip, ¢ogalma ve ¢ok yonli farklilasma 6zellikleri
yoniinden kordon kaynakli MKH'ler diger MKH kaynaklarina benzemektedir. Ancak
kordon kaynakli mezenkimal kok hiicreler diger MKH kaynaklarina goére daha yiiksek
proliferatif kapasiteye ve daha diisiikk HLA ifadesine sahiptir (21,56,57).

Kordon dokusu; yag dokusu ve kemik iligi MKH'lerden ¢ ile dort kat daha
fazla ¢ogalma potansiyeli sergilemektedir. Mennan ekibinin raporu, WJ-MKH'lerin
nerden izole edildigine bakilmaksizin ¢ogalma oraninda dnemli bir fark olmadigini ve
WJ-MKH'lerin PO ve P3 arasindaki ortalama iki katina ¢ikma siiresinin 2-3 giin
oldugunu ve kemik iligi MKH'lerden o6nemli 6l¢lide daha hizli oldugunu
gostermislerdir. WJ-MKH'ler ¢ok yonlii farklilasma yetenegine ve kemik, yag, kikirdak
ve diger dokulara farklilasma potansiyeline sahiptir, bu nedenle ¢esitli doku ve organlari
onarmak i¢in kullanilabilir ve rejeneratif tip alaninda ideal hiicreleridir. Caligsmalar,
viicut dokularmin iskemi-anoksi hasarlar1 veya kronik inflamasyon hasarlar1 oldugu
durumlarda, hasarli dokunun kemokinleri serbest biraktigini, mobilize oldugunu ve
MKH'lerin yaralanma bdlgesine gogiine rehberlik ettigini gostermistir. In vitro kiiltiirde,
WJ-MKH'ler belirli kosullar altinda transdiferansiye olabilir, osteoblastlar ve
kardiyomiyositler gibi mezoderm hiicreleri, endotelyal hiicreler, hepatositler ve
pankreatik hiicrelere farklilasabilirler. WJ-MKH'lerin diisiik immiinojenitesi, yiiksek
proliferasyonu ve farklilasma potansiyelinden dolayr hiicre replasman tedavisi i¢in

uygun hiicreler oldugu diistiniilmektedir (58,63).

2.1.5. Mezenkimal Kok Hiicrelerin Immiin Diizenleyici Ozellikleri

Organizmada immiinolojik toleransin ve immiin homeostazin siirdiiriilmesi,
karmasik bir immiin diizenleme siirecinin kontrolii altindadir. Islev bozuklugu,
otoreaktif ve potansiyel olarak yasami tehdit eden kosullarin gelisiminde kritik bir
faktordiir. Bu immiin diizenleyici siirecin altinda yatan kesin mekanizmalarin
derinlemesine anlasilmasi, 6zellikle otoimmiin hastaliklar ve diger tiim hastaliklar i¢in
daha uygun ve verimli bir tedavi gelistirmeye zemin hazirlayabilir. MKH’ler tarafindan

immiin yanitin diizenlenmesine bir dizi hiicre alt tipi ve salgilanan faktor aracilik eder.

Son zamanlarda cesitli inflamatuvar ve otoimmiin hastaliklarin tedavisi i¢in

basarili stratejiler olarak yeni hiicre temelli terapotik yaklasimlar ortaya ¢ikmustir. Bir
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tiir yetiskin kok hiicre olan mezenkimal kok hiicreler, benzersiz immiinomodiilator
ozellikleri, kendi kendini yenileme ve ¢ok potansiyelli farklilasma kapasitesi nedeniyle
son derece umut verici hiicre terapotik ajanlart olarak biiylik ilgi gérmektedir.
MKH'lerin, basta sitokin ve kemokin salgilamasi olmak iizere cesitli mekanizmalar
yoluyla dogustan gelen ve edinilmis immiin sistemlerinin hemen hemen tiim hiicreleri
tizerinde derin anti-inflamatuvar ve immiinomodiilator etkiler uyguladigi gosterilmistir
(64,65).

Mezenkimal kok hiicreler, T hiicre, B hiicre, NK hiicre, makrofajlar, monositler,
dendritik hiicre, ve notrofillerle direkt hiicre-hiicre baglantis1 kurarak veya parakrin

etkiyle hem dogal immiin sistemi hem de adaptif immiin sistemi etkileyebilirler (Sekil
2-5) (58).

Sekil 2-5: Gobek kordonu mezenkimal kok hiicrelerinin immiinomodiilator islevleri

“Yufeng Shang, Haotong Guan, and Fuling Zhou. Biological Characteristics of Umbilical Cord
Mesenchymal Stem Cells and Its Therapeutic Potential for Hematological Disorders. Frontiers in Cell
and Developmental Biology. May 2021 | Volume 9 | Article 570179

Mezenkimal kok hiicrelerin, karigik lenfosit kiiltiir deneylerinde veya antijenik
stimile edilen T hiicresi ile yapilan deneylerde T hiicre aktivasyonunu ve

proliferasyonunu inhibe ettigi gosterilmistir (66). MKH'ler ayrica CD34+ progenitor
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hiicrenin baskilanmasi ve monosit tiirevli dendritik hiicre farklilagmasimin yani sira
antijen sunma islevlerinin inhibisyonu yoluyla dolayli olarak T hiicre yanitlarini
etkileyebilir (67). Bir dizi ¢alisma, MKH'lerin B hiicresi proliferasyonunu,
farklilasmasin1 ve immiinoglobulin iiretimini in vitro inhibe etme ve ayrica NK
hiicrelerinin proliferasyonunu, sitokin {iretimini ve sitotoksisitesini asagi regiile etme
kapasitesine sahip oldugunu gostermistir (68-70). Ek olarak, MKH'er, disiik-orta
diizeylerde HLA smif | antijenleri ifade ettikleri ve CD80, CD86 ve CD40 yiizey
belirtegleri gibi ihmal edilebilir diizeyde diisiik HLA smif Il antijenleri ifade ettikleri
icin yalnizca alloreaktif T hiicrelerinin taninmasindan degil, ayn1 zamanda sitotoksik T
lenfositler (STL'ler) ve yeni izole edilmis alloreaktif NK hiicreleri tarafindan hiicreye
Ozgii lizizden de kagabilmektedirler (71). Bu in vitro 6zelliklerden bazilari, akut graft-
versus-host hastaligi (GVHD), multipl skleroz ve sistemik lupus eritematozus gibi

bozukluklarin tedavisinde klinik olarak basariyla kullanilmistir (72-75).

Mezenkimal kok hiicrelerin immiinomodiilasyonunun altinda yatan kesin
mekanizmalar hala tam olarak anlasilmamis olsa da, siirece dahil olan bir dizi solubl
faktor tanimlanmustir. Farkli dokulardan izole edilen MKH'ler, baz1 ince noktalarla
birbirlerinden ayrilirlar. Bununla birlikte, farkli MKH tiirleri tarafindan salgilanan
sitokinlerin profillerindeki 6nemli farkliliklar1 agiklayan bir ¢alisma yoktur. Cogu
calisma, cesitli MKH kaynaklar1 tarafindan salgilanan sitokin seviyelerinde ya
farkliliklar olmadigini ya da bazi nicel farkliliklar buldugunu bildirmektedir. MKH'ler
sitokinleri ya spontan olarak ya da diger sitokinler tarafindan indiiklendikten sonra
salgilar, en 6nemlileri IFNy, TNFa ve IL-1B'dir. MKH'lerin her zaman immiinosupresif
olmadiginin alt1 ¢izilmelidir. Etkilerinin mikrogevrenin kosullari tarafindan belirlendigi
ve bazen pro-inflamatuvar IFNy, TNFo ve IL-1B sitokinlerinin anti-inflamatuvar
immiinosupresif faktorlerin salgilanmasini indiikleyebilecegi varsayilmaktadir. MKH'ler
tarafindan ifade edilen belirli Toll-benzeri reseptorlerin (TLR) devreye girmesi,
bunlarin pro veya anti-inflamatuvar etkilerini belirleyebilir. Sitokinlerin pro veya anti-
inflamatuvar olarak tanimlanmasi, gergek etkilerinden oldukga uzaktir, ¢iinkii her iki
reaksiyon tipinde de yer almayan tek bir sitokin olmadig1 goriilmektedir (Tablo 2-1)
(64,76,77).
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Tablo 2-1: MKH tarafindan salinan ¢oziinen faktorler ve hedef hiicreleri

MKH tarafindan sekrete olan Sitokinler Hedef Hiicreleri

Mak, Not, DH, Thl, Treg, Trl, tumor

'L-10 hiicreleri,

IL-6 Not, Mo, DH, B, Th2, Treg, Th17, CD8+
TGF-B Mak, NK, DH, B,T,Treg

Kemokinler Not, Mo, NK, Eo, Bazo, DH, Ly
CCL-2/MCP-1 Mak, EC, PL, Th2, Th17

CCL-5/Rantes No6t, Mo, DH, Thl, Treg, CD8+

IDO Mo, DH, B, T, Treg

VEGF DH, EC, Thl, Th17, Treg

ICAM T, MKH

PGE2 Mak, Mo, NK, DH, T, Trl

TGFp: Doniistiiriicii biiyiime faktorii §; CCL: CC kemokin ligandi; MCP-1: Monosit kemotaktik
protein 1; RANTES: Aktivasyona gore diizenlenir, normal T hiicresi ifade edilir ve salgilanir; IDO:
Indoleamin-2,3-dioksijenaz;, VEGF: Vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii; ICAM: Hiicreler arasi yapisma
molekzilii; PGE2: Prostaglandin E2; Mak: Makrofajlar; Not: Nétrofiller, DH'ler: Dendritik hiicreler; Th:
T yardimcilary, Tregler: T diizenleyici hiicreler; Trl: T diizenleyici 1; Mo.: Monositler; B: B hiicreleri;
NK: Dogal oldiiriicii; T: T hiicreleri; Eo: Eozinofiller; Bazo: Bazofiller; Ly: Lenfositler; EC: Endotel
hiicreleri; PL: Plazma hiicreleri.

Mezenkimal kok hiicreler, immiin sistem yeterince etkin olmadiginda
inflamasyonu indiikleyebilir veya immiin sistem asir1 aktifken inflamasyonu inhibe
edebilir. Bu aktivite ayn1 zamanda immiin sistemin sensorii ve degistiricisi islevi olarak
da bilinir. MKH'ler, TLR'ler araciligiyla farkli sinyallerini algilayabilir. MKH'ler TLR2,
TLR3, TLR4, TLR7 ve TLR9'u eksprese eder. TLR'ler, immiin savunma sisteminin ilk
basamagi olarak hareket eden hasarli hiicrelerden veya patojenlerden gelen molekiilleri

tanir. TLR aktivasyonu, immiin hiicrelerini ve MKH'leri daha da uyarabilir. Aktive
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MKH'er, TLR ligandlarina yanit verir ve anti-inflamatuar faktorleri serbest birakir. Bu
nedenle TLR'ler, MKH'ler tarafindan immiin tepkilerini algilamada ve degistirmede

onemli bir rol oynar.

Kemik iligi ve gobek kordonundan elde edilen MKH'ler, IFN-y ve TNF-a ile
aktive edildiklerinde iNOS veya IDO salgilanmasi i¢in uyarilir, bu da T hiicre
proliferasyonunun inhibisyonu ve Treg indiiksiyonu ile sonuglanir. Bu nedenle, iINOS
veya IDO seviyesi, MKH'lerin pro- ve anti-inflamatuvar etkileri arasinda anahtar rolii

oldugu vurgulanmaktadir (58).

Insanlar {izerinde yapilan klinik deneylerde, immiinmodiilasyon igin biyolojik
bir ajan olarak MKH’lerin kullanilmasinin umut verici oldugu vurgulanmistir. Clinical
Trials.gov'un (Amerika Birlesik Devletleri Ulusal Saglik Enstitiileri'nin bir hizmeti)
internet sitesine gore, c¢esitli kaynaklardan izole edilen mezenkimal kok hiicrelerin
klinik etkilerini degerlendirmek i¢in 1000'den fazla klinik ¢alisma yiiriitiilmektedir (78).
“Ulseratif kolit, multipl skleroz, primer Sjogren sendromu, sistemik skleroderma, Crohn
hastalig1” gibi otoimmiin hastaliklarda otolog veya allojenik transplantasyon sonrasi
olusan GVHD vb. gibi durumlarda MKH’lerin immiinomodiilator etkisini arastiran

caligmalarin sayisi giderek artmaktadir (64).

Genel olarak, bu ¢alismalardan elde edilen veriler, MKH'lerin hem hiicreden
hiicreye temas yoluyla hem de biyolojik olarak aktif maddeler, biiylime faktorleri,
sitokinler ve kemokinler salgillayarak immiinomodiilator etkiler sergiledigini

gostermistir (58).

2.1.5.1. Kordon Kaynakh Mezenkimal K6k Hiicrelerin Immiin Supresif Ozellikleri

Mezenkimal kok hiicrelerin immiinosupresif islevi giicliidiir ve neredeyse tiim
immiin sistem tizerinde farkli derecelerde etkilere sahiptir. MKH'er, kismen pro-
inflamatuvar faktorleri asagi regiile ederek ve anti-inflamatuvar faktorleri yukari regiile
ederek inflamasyon siirecini baskilayabilir. Bu immiinsupresyonu agiklamak i¢in hiicre
temasina bagimli veya bagimsiz olabildigi 6ne siiriilmistiir (63,79,80). Aktive edilmis T
lenfositlerin  proliferasyonunu ve inflamatuvar faktorlerin = salgilanmasini, B
lenfositlerinin  proliferasyonunu ve immiinoglobulinlerin  salgilanmasini, NK
hiicrelerinin 6ldiirme aktivitesini inhibe etmek ve monositlerin DH'lere farklilasmasini
engellemektir (81). Kordon kaynakli MKH'ler, IL-6, IL-8, TGF-B, IDO, VEGF ve
siklooksijenaz-2 (COX-2) ve PGE2, hepatosit biiylime faktorii (HGF), Galectin-1 ve
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HLA-G gibi immiinosupresyon igin etkili faktorleri salgilar (63). IL-10, IL-6, IL-8,
TGF-B2 ve HGF gibi inhibitor sitokinlerin salgilanmasi Th17 hiicrelerini inhibe eder ve
Treg hiicrelerini uyarir, ayrica kordon kaynakli MKH'ler IDO salgilayarak aktive
edilmis T hiicrelerinin proliferasyonunu da inhibe edebilir. PGE2'nin yani sira
programlanmis Oliim ligandi 1'in (PD-L1) de ekspresyonu diizenler (82). Kordon
kaynakli MKH'lerin ve fitohemagglutinin (PHA) ile uyarilan PKMH'ler ortak kiiltiirii
tarafindan tretilen siipernatantlar ve hiicreler, kordon kaynakli MKH'ler igermeyen
PHA ile uyarilan PKMH'ler ile Kkarsilastirildiginda, IFNy’nin o6nemli derecede
ekspresyonunun azaldigi; PGE2, TGF-B1 ve IL-10’nin biiyiik 6l¢iide ekspresyonunun
arttigi, ayrica CD4+CD25(yiiksek)CD45RA+Treg'ler arttigi saptanmistir.  Kordon
kaynakli MKH'lerin, T hiicre farklilagmasini diizenleyerek ve iligkili baskilayici
sitokinlerin {iretimini artirarak lenfosit proliferasyonunu engelleyebilecegi One
striilmistiir (83). Kordon kaynakli MKH'ler tarafindan COX-2 ekspresyonunun asiri
regiilasyonu ayrica hiicre ici cAMP seviyelerini artirarak T hiicresi proliferasyonunu
dogrudan engelleyen PGE2 {iretimine de katkida bulunur. MKH'ler ayrica, ¢evreden
triptofan1 ortadan kaldirarak T hiicresinin ¢ogalmasini engeller ve IFNy ile aktive olan T
hiicrelerini IDO tarafindan inhibe eder, bu da sadece T hiicresi ¢ogalmasini etkilemekle
kalmaz, ayn1 zamanda CD8+ T hiicreleri tarafindan endojen IFNy iiretimini de azaltir.
Kordon kaynakli MKH'ler ayrica klasik olmayan HLA siif I molekiili HLA-G'yi de
ifade eder. HLA-G, ¢oklu T hiicresi alt tiplerini diizenler: sadece T hiicresi
proliferasyonunu inhibe etmekle kalmaz, ayn1 zamanda sitotoksisiteyi ve hiicre aracili
sitolizi de azaltir. EK olarak, HLA-G molekiilleri CD4+ CD25 yiiksek FOXP3+
diizenleyici T hiicrelerini indiikleyebilir ve NK hiicrelerinin komsu hiicrelere sitolitik
fonksiyonunu inhibe edebilir ve NK hiicreleri tarafindan IFNy salgilanmasini asagi
regiile edebilir. Kordon kaynakli MKH'ler ayrica DH olgunlagmasini bloke eden, TLR4
sinyalini bozarak immiin toleransa yol agan sitokin sinyalleme 1'in (SOCS1)
baskilayicisinin IL-6 aracili yukari regiilasyonu yoluyla DH'leri tolerojenik fenotip elde
etmeye tesvik eder. MKH, CD3+ T hiicre proliferasyonunu ve inflamatuvar faktor
salgilanmasimi indiikleme kapasitesini Onemli Olclide azalttigi, Th2 yanitlarini

indiikleme yetenegi gostermektedir (58,84).

Immiin sistemi bilesenleri, konag1 eksojen patojen istilasina ve endojen kanser
gelisimine karst korur. Yetersiz uyarilmig immiin sistem hiicreleri konagi koruyamaz.

Bununla birlikte, asir1 uyarilma, konak¢inin saglikli hiicrelerine ve dokularina saldirarak
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doku veya organ tahribatina neden olur. Bu nedenle, immiin yanit farkli yollarla siki bir
sekilde diizenlenmelidir. Bu diizenleyici agin ayrintili mekanizmalarin1 ortaya
cikarmak, immiin disfonksiyonla iligkili hastaliklarin patogenezini anlamak ve yeni

tedavi stratejileri gelistirmek i¢in kritik 6neme sahiptir.

Mezenkimal kok hiicrelerin, farkli uyaranlarla farkli etkiler gosterseler bile
immiin diizenleyici islevlerini gergeklestirebilecekleri konusunda genel bir sonug
cikarilabilir. Bu islevleri uygulayan mekanizmalardan biri, efektéor immiin hiicrelerini
dogrudan etkileyebilen sitokinlerin salgilanmasidir. Buna ek olarak, sitokinleri
salgilarken MKH'ler, agirlikli olarak dendritik hiicreler ve Treg’lerin farkli alt tipleri
dahil olmak iizere karmasik ¢ok yonlii etkilesimlerde yer alir. Umut vaad eden tiim
arastirmalara ragmen, MKH ile yapilan klinik ¢alismalarda, MKH popiilasyonlarinin
immiin sistem tizerindeki degiskenliginden kaynaklanan belirsiz sonuclarin varligi
calismalarin ilerlemesine engel olmaktadir. Bu etkilesimlerin aydinlatilmasi, bir ¢ok
immiin sistem hastaligin tedavisinde mezenkimal kok hiicrelerin etkin bir sekilde

uygulanmasi i¢in kilit dneme sahip olabilir.
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3. GEREC VE YONTEM

Bu calisma, “Istanbul Tip Fakiiltesi Etik Kurulu’nun” 27/05/2020-85426 tarih ve
say1li izni ile onaylandi. Caligmada kullanilan insan gobek kordon kanlar1 ve gébek kordon
dokusu “T.C.Saglik Bakanligi Istanbul Bakirkdy Dr.Sadi Konuk Egitim Arastirma
Hastanesi Kadin-Dogum Poliklinigi” olmak iizere saglik agisindan sorunsuz hamilelik
geciren ve herhangi bir kronik hastaligi olmayan anne adaymin bilgilendirilmis goniillii
olur formunu okuyup onaylamasindan sonra resmi izinle temin edildi. Hiicre kiiltiirii
caligmalarmin tiimii “Istanbul Tip Fakiiltesi Esnaf Hastanesi Tibbi Biyoloji Anabilim Dali
Hiicre Kiiltiiri Arastirma Laboratuvarinda” yapildi. Hiicre kiiltiiri sonrasinda yapilmis olan
deneyler istanbul Universitesi Istanbul Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji Anabilim Dali Bagkani

Prof. Dr. Fatma Savran Oguz'un izniyle Akim Sitometri Laboratuvarinda yapildi.

3.1. Calisma Planinin Ozeti
Bu tez ¢alismasinda gobek kordon dokusu ve kanindan elde edilen ve ¢ogaltilan

MKH’lerin immiin sistem hiicrelerine olan etkisinin arastirilmasi amaclanmistir.
Bu amagla ¢alismada;

1) Insan gobek kordon kanindan ve gdbek kordon dokusundan (Wharton

Jeli) izole edilen mezenkimal kok hiicreler ¢alismaya dahil edildi.

2) Insan gobek kordon kanindan ve gobek kordon dokusundan (Wharton

Jeli) izole edilen mezenkimal kok hiicreler akim sitometri ile karakterize edildi.

3) Saglikli Insan PKMH igerdigi T yardimci hiicre alt grubu akim
sitometride hiicre i¢i sitokin seviyeleri IL-4, IFN-y ve IL-17A akim sitometri ile tespit
edildi.

4) Ayn1 zamanda TGF-, IL-4, IL-17A, IFN-y stipernatant sitokin seviyeleri
ELISA ile teyit edildi.

5) Insan gobek kordon kanindan ve gobek kordon dokusundan (Wharton
Jeli) izole edilen MKH ile PKMH ko-kiiltiir yapilarak, MKH’lerin immiin sistem

tizerine etkileri in vitro olarak arastirildi.
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6) Ko-kiiltiir sonrast hiicre grubundan akim sitometri ile saglikli insan
periferik kan mononiikleer hiicrelerin (PKMH) icerdigi hiicre i¢i sitokin seviyeleri 1L-4,

IFN-y, ve IL-17A akim sitometri ile tespit edildi.

7) Ayni zamanda ko kiiltiir sonras1 toplanan silipernatantlarda TGF-f3, IL-4,
IL-17A, IFN-y sitokin seviyeleri ELISA ile tayin edildi.

Hiicre kiiltiirii ¢aligmalari, sterilizasyonu gerceklestirilmis ve tek kullanimlik
kapali ambalajlarda gelen hiicre kiiltiiri malzemeleriyle gerceklestirildi. Hiicre kiiltiiri

asamalar1 laminar akimda steril kosullarda yapildi.
3.2. Gerekli Malzeme ve Cihazlar

15 mililitre (ml) ve 50 ml falkon tiip

2 ml dondurma tiipii

1,5 ml mikrosantrifiij tiipii

Otomatik pipet (1000 pl’lik)

Otomatik pipet ucu (1000 ul’lik)

Otomatik pipet (10-100 ul’lik)

Otomatik pipet ucu (10-100 pl’lik)

3 ml'lik plastik pastor pipeti

10 mI’lik cam pastor pipeti

Steril pensler ve bistiiri uglari

Heparinli kan alma tiipii (Yesil kapakli)

25cm?’ lik hiicre kiiltiir flasklart

75cm?’ lik hiicre kiiltiir flasklart

6 kuyucuklu plaklar

24 kuyucuklu plaklar

Thoma lam1

Lamel (22x22mm)

Doku Parcalama Makasi
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Doku Tasima kabi

Invert Mikroskop

Isik Mikroskobu

Santrifiij (Heraeus-Labofuge-400R)

-80 derece derin dondurucu

+4 Buzdolab1

-20 derece derin dondurucu

Vorteks

CO, Inkiibatorii-(New Brunswick-Galaxy-170R)
CO, Tiipii

Steril Kabin

Akim sitometri Cihazi (Beckman Coulter-Navios)
Akim sitometri test tiipleri

ELISA Plak Okuyucu (FlexA-200)

3.3. Gerekli Kimyasal, Soliisyon ve Kitler
Steril distile su
Steril eldiven
%0,5 tripan mavisi soliisyonu
RPMI-1640-(HyClone-AF29498412)
DMEM (BIOSERA-MS00FG100E)
Fotal Bovin Serum (FBS)- (HyClone-RE00000006)
Penisilin-Streptomisin-(HyClone)
Fikol paque (Biosera-MSOOET100J, Lymphocyte Separation Media)

PBS (Phosphate buffered saline)-(HyClone-AE29431651)
Trypsin 0.25% / EDTA-(HyClone)
Amphotericin B
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Phytohemagglutinin (PHA-M)-(Biosera-MS00DQ1016)
Penicillin-Streptomycin-(HyClone)
Human Th1/Th2/Th17 Fenotip Kiti (BD- AB_2869360)
-Kit igerigi:

Th1/Th2/Th17 kokteyl (CD4 PerCP-Cy5.5; IL-17A PE; IFN-Gama
FITC; IL-4 APC)

BD Cytofix Fiksasyon Buffer

BD Perm/Wash Buffer

BD GolgiStop Protein Transport Inhibitor
Human MSC Analysis Kit (BD- AB_2869404)
-Kit igerigi:
MSC Positif Kokteyl: CD90 FITC, CD105 PerCP-Cy5.5, CD73 APC
MSC Negatif Kokteyl: CD45, CD34, CD11b, CD19, HLA-DR PE
CD44 PE
Human IFN-gamma ELISA Kit (Diaclone- 950.000.192)
Human TGF-b ELISA Kit (Abbkine-Ket6030)
Human IL-4 ELISA Kit (Diaclone-950.020.192)

Human IL-17A ELISA Kit (Diaclone-850.940.192)

3.4. Yontemler
3.4.1. Orneklerin Toplanmasi

3.4.1.1. Kordon kam 6rneklerinin toplanmasi, izolasyonu ve Kkiiltiirii
1. Kordon kanlar1 antikoagiilan igeren yaklasik 10 tiipe (Heparinli) alind1 ve 24
saat icinde hiicre kiiltiirii laboratuvarinda Fikol paque gradient yontemi ile

mononitiklear hucreler izole edildi.

2. Fikol paque gradient yontemiyle Kordon Kanindan Mezenkimal Kok Hiicre

Izolasyonu



b)

f)

9)

h)

)
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Sezeryan dogum sonrasinda gobek kordonundan heparinli tiipe aktarilan kan
heparinli tiiplere yetkili klinisyen tarafindan aktarildi. Her oOrnek ig¢in
ortalama 50-60 cc kadar (7-8 adet 8 cc’lik heparinli tiiplere) kan
dogumhaneden sorumlu hekimden teslim alindi. En kisa siire igerisinde
hiicre kiltiirli laboratuvarina getirilen ornekler steril kabin icerisinde isleme

alindi.

50 ml’lik steril falkonlara aktarilan kan o©rne8i 1:1 oraninda PBS

sollisyonuyla karistirildi.
15ml’lik steril falkonlara Scc fikol paque soliisyonu konuldu.
PBS ve kordon kan1 karisimi dikkatli ve yavasca fikol {izerine yiiklendi.

2600 rpm’de 20 dk santrifiij edildi (Santrifiij fren ayar1 kapatilarak
kullanildi).

Santrifiij sonrasi fikoliin iistiine toplanan buffy coat kismi PKMH toplandi

ve 15 ml falkon tiipe aktarildi.

1400 rpm’de 15 dk santrifiij edildi. santrifiij sonrasi siipernatant kismi
dokiildii.

Peletin tizerine 12 ml hazirlanmig olan PBS konuldu.
Hiicreler mikroskopta sayildi ve ortalama 12 milyon/ml elde edildi.

PBS konulmus tiip 1400 rpm’de 15 dk santrifiij edildi. Stipernatant dokiildii,
pelet tiipiin dibinde kaldi.

3. 1zole edilen mononiiklear katman i¢indeki hiicreler 75 cm? flasklara ekilerek

daha onceden hazirlanmis %10 FBS, %1 lik pen/strep antibiyotikli DMEM besiyeri

eklenerek, 37° C'de %5 CO: inkiibatorde ¢ogaltilmaya birakildi ve gerektiginde

medyumu tazelendi. Ekim yapildiktan 24 saat sonra kordon Kkanindaki diger

mononukleer hiicrelerin uzaklastirilmasi i¢in medyum tazelendi.

4. Hiicrelerin ortalama 7 giinde yapistigi gozlendi. Ortalama 20 giinde %80-90

konfluent olan hiicreler tripsinizasyonla kaldirilarak karakterizasyon i¢in hazirlandi.
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5. Deneyde kullanilmak iizere ayni islem, alinan 6rneklerin hepsinde uyguland:
ve ayni zamanda her Kkarakterizasyon sonrasi hiicreler Pasaj 3’e kadar

pasajlandiktan sonra deneye konuldu (Sekil 3-1).

Sekil 3-1:Kordon kam1 MKH izolasyonu ve Kiiltiirii
3.4.1.2. Kordon dokusu (Wharton Jeli) toplanmasi, izolasyonu ve Kiiltiirii
1. Doku bir steril kap igerisinde alinip, 24 saat igerisinde hiicre kultiirii
laboratuvarinda steril laminar akim igerisinde yaklasik 10 c¢cm lik parcalara
ayrildi.
2. Doku pargalar1 4 adet 50 lik falkona onceden hazirlanmis antibiyotik karisimi
(Streptomisin, Penisilin, Anfot.B) igerisine aktarma ve c¢alkalama islemiyle
yikanarak son falkon 1 saat 37 derecede shakerda inkiibe edildi.

3. Wharton jelini elde edebilmek icin dikkatlice dokunun igerisindeki 2 arter ve 1

ven damar1 dokudan ayirma islemi gergeklestirildi.



10.

11.

12.

13.

14.

15.
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Doku miimkiin oldugunca kii¢iik pargalara parcalandi.

Doku pargalart pens yardimiyla 6’11 kuyucuga dikkatli ve diizenli araliklarla
yerlestirildi.

Steril kosullarda plate’in kapagi kapatilmadan dokunun etrafindaki sivinin

kurumasi beklendi.

Kuruyan doku pargalarinin {izerine yuvarlak cam lamel kapatilip kurutmaya

devam edildi.

Uzerlerine %10 FBS iceren 4 ml DMEM eklenip, 37°C'de %5 CO; inkiibatorde
cogalmaya birakildi.

Ilk on iki giinde proliferasyon olmasi beklenmekte olup, eger olmazsa 15, 20, 25

ve 30. giinlerde kontrol edildi. Maksimum 40 giine kadar bekletildi.
Calismada MKH’ler ortalama 20 giinde flaskin ylizeyine yapigmisti.

Calismada ortalama 7-10 giinde doku pargalarinin tizerine kapatilan lameller

kaldirild1 ve medyumlari degistirildi.
Hiicrelerin prolifere olup olmadiklari fotograflandi.
Yeterince prolifere olan hiicreler 75 cm? ‘lik flaska pasajland.

Hiicreler %70-80 konfluent olduklarinda tripsinizasyonla kaldirildi ve

karakterizasyon i¢in hazirlandi.

Deneyde kullanilmak iizere ayni islem, alinan 6rneklerin hepsinde uygulandi ve
ayni zamanda her karakterizasyon sonrast hiicreler Pasaj 3’e kadar

pasajlandiktan sonra deneye konuldu (Sekil 3-2).
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Sekil 3-2: Wharton Jeli MKH izolasyonu ve Kiiltiirii

3.4.2. Mezenkimal Kok Hiicre Karakterizasyonu

1) Tripsinizasyonla kaldirilan hiicreler PBS ile 1 kere yikandi (santrifiij
2000 rpm de 10dk).
2) Yikanan hiicrelere PBS eklenerek sayildi. 1 ml de yaklagik 5 milyon

hiicre olacak sekilde ayarlandi.

3)
a)
b)
c)
d)

Akim tiipleri hazirlandi ve etiketlendi.

Boyasiz negatif tiipe: 100 ul hiicre

Negatif kontrol isotip tlipe: 100 pl hiicre +20 pl antikor
Negatif kokteyl tiipe: 100 pl hiicre +20 pl antikor

Pozitif kontrol isotip tiipe: 100 pl hiicre +20 ul antikor
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e) Pozitif kokteyl isotip tiipe: 100 pl hiicre +20 pl antikor

f) IgG PE isotip tiipe: 100 pl hiicre +5 pl antikor

9) CD44 PE tiipe: 100 ul hiicre +5 ul antikor

4) Hiicre ve antikor 30 dk karanlik ve sogukta inkiibe edildi.
5) PBS ile X2 yikandi. (Santrifiij 1900 rpm de 5 dk).

6) 500 ul PBS eklendi uygun protokolde akim sitometri cihazinda okutulup
analiz edildi.

7) En az 30000 hiicre sayild:.
3.4.3. Periferal Kan Mononiikleer Hiicreleri izolasyonu ve Kiiltiirii

Saglik bir kisiden yaklasik 20-30 cc kadar Heparinli tiiplere alinan periferik kan

steril kabin i¢erisinde isleme alindi.

50 ml’lik steril falkonlara aktarilan kan 6rnegi 1:1 oraninda PBS soliisyonuyla

karigtirildi.
15 mI’lik steril falkonlara Scc fikol paque soliisyonu konuldu.
PBS ve periferik kan karigimi dikkatli ve yavasca fikol tizerine yiiklendi.
2600 rpm’de 20 dk santrifiij edildi (Santrifiij fren ayar1 kapatilarak kullanildi).

Santrifiij sonrasi fikollin iistiine toplanan buffy coat kismi (Periferal Kan

Mononiikleer Hiicre (PKMH)) topland1 ve 15 ml falkon tiipe aktarildi.
1400 rpm’de 15 dk santrifiij edildi. Santrifiij sonras1 siipernatant kismi dokiildi.
Peletin {izerine 12 ml hazirlanmis olan PBS konuldu.
Hiicreler mikroskopta sayildi ve ortalama 12 milyon hiicre elde edildi.

HBSS konulmus tiip 1400 rpm’de 15 dk santrifiij edildi. Siipernatant dokiildii,
pelet tiipiin dibinde kaldi.

Dipte kalan peletin {izerine 1 ml PBS eklenerek sayimi yapildi.

20 cc kan 6rneginden 32 milyon kadar lenfosit hiicre elde edildi.



27

3.4.4. Hiicre Canlihiginin Degerlendirilmesi ve Sayilmasi

3.4.4.1. Tripan Mavisi ile Boyama Yontemi:

1. Hiicre canlilign degerlendirilmesi ve hiicrelerin miktarinin belirlenmesinde
Tripan mavisi ile boyama yontemi uygulandi.

2. Santrifiij sonrasinda, falkonun dibine ¢6ken hiicreler medium ile sulandirilarak
Tripan mavisi boyasi ile (1 hacim boya + 1 hacim hiicre) boyandi.

3. Mikroskopta Neubaheuer lamda hiicreler sayildi. Boyayr alan hiicreler mavi
renkte ve Oli olarak degerlendirilip, boya almayan canli hiicreler mikroskopta
sayild.

4. Hiicre canlilig1 asagidaki denkleme gore hesaplandi.

Toplam hiicre= Sayilan hiicre x Diliisyon faktorii x Toplam hacim x 10.000 (lam

faktorii).

3.4.5. Periferal Kan Mononiikleer Hiicrenin Fitohemaglotunin (PHA) ile
Stimiilasyonu

IL-4, IFNy ve IL17 sitokinleri CD4 T yardime1 hiicrelerden salgilanmaktadir ve
bu sitokinlerin stimiilasyonu ve hiicre i¢i sitokin seviyesi tespiti i¢in PHA mitojeni
secilmistir. PHA diger mitojenlerle karsilastirildiginda CD4 membran proteinlerinin
ekspresyonunu etkilemedigi diger mitojenlere gore daha uygun oldugu calismalarda

gosterilmistir (85).

Deney gruplarina baglamadan o6nce PKMH’lerden sitokin salinimi i¢in
uygulanan PHA’nin en uygun dozu ve en uygun kiltiir siiresi belirlendi. Optimum
kosullar1 belirlemek icin PKMH’ler izole edildikten sonra kuyu basina hiicre sayisi

1x10° olacak sekilde ayarland:. Hiicreler 24°1ii kuyucuklara ekildi.

Stimiilasyon dozu belirlenmesi i¢in hiicrelere 2 farkli doz 5pg/ml ve 10pg/ml
PHA uygulamasi, stimiilasyon siirelerinin belirlenmesi i¢in 6, 12, 24, 72 saat
inkiibasyon siireleri belirlendi. Kontrol grubu i¢in stimiile olmayan hiicre grubu 6, 12,
24, 72 saat olarak inkiibe edildi. Stimiile olan ve olmayan tiim gruplarda ayni hiicre

sayilar1 kullanildi (Sekil 3-3).
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Sekil 3-3:PKMH stimiilasyon 6ncesi ve sonrasi

Hiicreler izole edildikten sonra RPMI ile hazirlanan besiyeri ile toplamda 24

ml’de 1x10° hiicre sayisi olacak sekilde ayarlandi ve her kuyuya 1 ml eklendi. Stimiile

edilen grubun Spg/ml doz igin her kuyuya 1pL PHA, 10pg/ml doz grubu denemesi i¢in

2ul PHA eklendi. Deney gruplar tablo 3-1’de verilmistir. On ¢alisma sonunda IL-4,

IFNy ve IL17 sitokinleri i¢in sitokin uyarimi toplanan siipernatantlardan ELISA ve

toplanan hiicrelerden hiicre igi sitokin tayini kiti ile akim sitometri ile en uygun doz ve

stire 10pg/ml PHA- 72 saat olarak belirlendi.

Tablo 3-1:PHA siire ve doz belirlemesi icin deney diizenegi

Inkiibasyon Siireleri

6sa 12sa 24sa 72sa
imiile ol Spug/ml

St“(g“Tff; T A | waee 1x10° 1x10° 1x10°
T0pg/ml PKMH X PKMH X | PKMH X 24 | PKMH X
PHA (2ul) 24 kuyu 24 kuyu kuyu 24 kuyu

Stimiile 1x10° 1x10° 1x10° 1x10°
olmayan PKMH X PKMH X | PKMH X 24 | PKMH X
(STI-) 24 kuyu 24 kuyu kuyu 24 kuyu
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3.4.6. Hiicre Kiiltiir Deneylerinin Diizenekleri

3.4.6.1. Kontrol Grubu Deney Diizenekleri

1. Stimiile Olmayan Kontrol Grubu Deney Diizenegi:
izole edilen PKMH stimiile olmayan 72 saat kiiltiir
Kuyu basia 1.000.000 hiicre olacak sekilde
Hiicre i¢i sitokin tespiti i¢in hiicrelerin toplanmasi
ELISA igin 72 saat sonunda siipernatant toplanmasi

O O O
OO O

2. Stimiile Kontrol Grubu Deney Diizenegi:
PKMH stimiile (PHA ile uyarilma) 72 saat kiiltiir
Kuyu bagina 1.000.000 hiicre olacak sekilde
Hiicre igi sitokin tespiti i¢in hiicrelerin toplanmasi
ELISA igin 72 saat sonunda siipernatant toplanmast

3. Stimiile ve Stimiile Olmayan Deney Grubu Diizenekleri:
MKH 72 saat kiiltiir
Kuyu bagina 1.000.000 hiicre olacak sekilde
Hiicre i¢i sitokin tespiti i¢in hiicrelerin toplanmasi
ELISA i¢in 72 saat sonunda siipernatant toplanmasi

3.4.6.2. PKMH ve MKH Ko-Kkiiltiirii Deney Diizenegi Tablosu
Her 6rnek i¢in tim deneyler 6 kuyulu kiltiir plaklarinda asagidaki ko kiiltiir

caligma plan1 Tablo 3-2’ye gore yapildi.

Tablo 3-2:Ko-kiiltiir ¢alisma diizenegi

WHARTON JELi MKH KORDON KANI MKH

1:5 MKH+PKMH MKH+PKMH
24sa | 1:10 MKH+PKMH MKH+PKMH
1:5 MKH+PKMH MKH+PKMH
72sa | 1:10 MKH+PKMH MKH+PKMH

*PKMH: Periferik Kan Mononiikleer Hiicre
*MKH: Mezenkimal Kok Hiicre

*1:5 : 1 MKH orani/5 PKMH orant

*1:10 : 1 MKH oran1/10 PKMH oram
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3.4.7. PKMH ve MKH Ko-Kiiltiir Deneylerinin Yapilmasi

3.4.7.1. izole Edilen Kordon Kam MKH; WJ-MKH ve PKMH Ko-Kiiltiir Deney
Plam1

Mezenkimal kok hiicre elde edilmesi i¢in kordon kanmi ve kordon dokusu

toplanmistir. Tim deneylerin deney plam1 asagidaki Sekil 3-4 ve Sekil 3-5’te

gosterilmigtir.
Kordon Kam ve PENH Ko-Kiiltiir Deney Plam
24 saar inkiitbasyon 72 saat inkiitbasyon
STI- STH STI- ST
YOOy (_\, YOOy (_\, YOOy (_\, YOOy (_\,
LN - R >y p— — LN —
P C"\. YTy C"\, YT C"\, P C"\,
[ — 115 [ 4 (I _ 1/5 [ _
STI- STH STI- ST+
YOOy ('\ YOOy ('\, YOOy ('\, YOy ("\,
p— iy p— iy AN N _— R _—y
TNy (' ™ TNy C"\I TNy (_'\. TNy C"\.
A NS 1/10 A NS _ A NS — 110 [ S _
Sekil 3-4: Kordon kani-MKH ve PKMH Ko-kiiltiir deney semasi
WI-MKH ve PKMH Ko-Kiiltiir Deney Plam
“:.____________ ____________———_9
14 saat inkiibasyon 72 saat inkitbasyon
STI- ST+ STI- ST+

Yy ™ Y ™ Y Y - Yy Y OOy Y

(P P (S P (P P oA LY

Y OOY Ty Y OOy Ty YOOy Y N OOy Ty

ORONG s ORONe L s O

STI- ST+ STI- STI+

P Ty TN Y Ty P T Ty P T T

(P P ) o (R o L

Ny C:‘\ YTy C‘\ VY Y YTy (:“-

A vy 1/10 [ A e A 1/10 [ A

Sekil 3-5: WJ-MKH ve PKMH ko-kiiltiir deney semasi

Gobek kordon kan1 ve Wharton Jeli’nden izole edilen mezenkimal kok hiicreleri
akim sitometri ile karakterizasyon isleminden sonra 37°C’de %5 CO- ortamda 3.pasaja
kadar cogaltild. izole edilen ve 72 saat inkiibe edilen PKMH’leri farkli doz oranlarinda
24 saat ve 72 saat olacak sekilde hem kordon kan1t MKH ile hem de WJ-MKH ile ko-
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kiltiri %5 CO2’li 37° C'de etiivde inkiibe edildi. Kiltir oncesi ve sonrast hiicre

oranlar1 sayilarak ayarlandi ve canlilik oranlarina bakildu.

Sayilan hiicreler ko-kiiltiir 6ncesi 1/5 ve 1/10 oranmi olarak ayarlandi. Stimiile
edilen ve edilmeyen PKMH’ler 300.000 hiicre olacak sekilde ayarlanirken, 1/5 orani
icin hem kordon kanit MKH hem WJ-MKH 60.000 hiicre, 1/10 orani igin ise 30.000

hiicre sayis1 ayarlandi.

Hiicre sayilarmin ayarlanmasindan sonra 6 kuyucuklu kiiltiir plaginda ko-kiiltiir
yapildi. Oncelikle kordon kan1 MKH ve WJ-MKH’lerinden 1’er ml olacak sekilde
ekimi gerceklestirildi, iizerlerine miktar1 ayarlanmig stimiile ve stimiile olmayan
PKMH’lerden 1’er ml ekildi. Ekilen hiicrelerin iizerine 1 ml DMEM eklendi ve deney
stireleri baslatildi (Sekil 3-6).

el

Sekil 3-6: PKMH ve WJ-MKH ko-kiiltiir mikroskobik goriintiisii

3.4.8. Hiicre ici Sitokin Tayini ile IL-4, IFN-y ve IL-17A Sitokin Seviyelerinin
Belirlenmesi

Hiicre ici sitokin tayini yapilan gruplar asagidaki gibidir:

1. PHA ile Stimiile (5pg/ml-PHA) PKMH (6saat inkiibasyon) ko kiiltiir

oncesi
2. PHA ile Stimiile (10png/ml) PKMH (6saat inkiibasyon) ko kiiltiir dncesi

3. PHA ile Stimiile (5pg/ml) PKMH (12 saat inkiibasyon) ko kiiltiir 6ncesi
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11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.
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PHA ile Stimiile (10pg/ml) PKMH (12 saat inkiibasyon) ko kiiltiir 6ncesi
PHA ile Stimiile (5ug/ml) PKMH (24saat inkiibasyon) ko kiiltiir oncesi
PHA ile Stimiile (10pg/ml) PKMH (24saat inkiibasyon) ko kiiltiir 6ncesi
PHA ile Stimiile (5pg/ml) PKMH ( 72 saat inkiibasyon) ko kiiltiir 6ncesi
PHA ile Stimiile (10pg/ml) PKMH (72 saat inkiibasyon) ko kiiltiir 6ncesi
Stimiile olmayan PKMH (6saat inkiibasyon) ko kiiltiir 6ncesi

Stimiile olmayan PKMH (12saat inkiibasyon) ko kiiltiir 6ncesi

Stimiile olmayan PKMH (24saat inkiibasyon) ko kiiltiir dncesi

Stimiile olmayan PKMH (72 saat inkiibasyon) ko kiiltiir 6ncesi

Kordon Kan1t MKH ve STI-PKMH 1/5 oraninda 24 saat inkiibasyon ko

kaltir sonrasi

Kordon Kan1t MKH ve STI-PKMH 1/5 oraninda 72 saat inkiibasyon ko

kaltiir sonrasi

Kordon Kant MKH ve STI-PKMH 1/10 oraninda 24 saat inkiibasyon ko

kaltir sonrast

Kordon Kant MKH ve STI-PKMH 1/10 oraninda 72 saat inkiibasyon ko

kaltiir sonrasi

Kordon Kan1t MKH ve STI+PKMH 1/5 oraninda 24 saat inkiibasyon ko

kaltiir sonrasi

Kordon Kant MKH ve STI+PKMH 1/5 oraninda 72 saat inkiibasyon ko

kaltir sonrast

Kordon Kan1t MKH ve STI+PKMH 1/10 oraninda 24 saat inkiibasyon ko

kaltiir sonrasi

Kordon Kant MKH ve STI+PKMH 1/10 oraninda 72 saat inkiibasyon ko

kaltir sonrast

WJ-MKH ve STI-PKMH 1/5 oraninda 24 saat inkiibasyon ko kiiltiir

sonrasi
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22. WJ-MKH ve STI-PKMH 1/5 oraninda 72 saat inkiibasyon ko kiiltiir

sonrasi

23. WJ-MKH ve STI-PKMH 1/10 oraninda 24 saat inkiibasyon ko kiiltiir

sonrasi

24. WJ-MKH ve STI-PKMH 1/10 oraninda 72 saat inkiibasyon ko kiiltiir

sonrasi

25. WJ-MKH ve STI+PKMH 1/5 oraninda 24 saat inkiibasyon ko kiiltiir

sonrasi

26. WJ-MKH ve STI+PKMH 1/5 oraninda 72 saat inkiibasyon ko kiiltiir

sonrasi

27. WJ-MKH ve STI+PKMH 1/10 oraninda 24 saat inkiibasyon ko kiiltiir

sonrasi

28. WJ-MKH ve STI+PKMH 1/10 oraninda 72 saat inkiibasyon ko kiiltiir

sonrasi

Tiim gruplar i¢in inkiibasyondan sonra PKMH’lerin tamamu kiiltiir plaklarindan

pipet yardimiyla toplanarak akim sitometri hiicre i¢i sitokin tayini i¢in hazirlanmistir.

3.4.8.1. Hiicre ici sitokin tayini protokolii

1)

2)
3)
4)

5)
6)
7)
8)

9)

Stimiile olan PKMH’ler i¢in inkiibasyon sonrasi 4 ul BD GolgiStop (Her 6
kuyu i¢in) eklenerek stimiilasyon durduruldu.

Oda sicakliginda 1500 rpm de 10 dk santrifiij edilerek 2 kez PBS ile yikandi.
Hiicreler sayildi, test basina 1 milyon/ml olacak sekilde ayarland.
Yikamalardan sonra 1ml BD Cytofix Fixation buffer ile siispanse edildi. Ve
10-20 dk oda sicakliginda inkiibe edildi.

1500 rpm de 10 dk santrifiij edildi.

Hiicreler PBS ile iki kez yikandi.

10X BD Perm/Wash buffer 1X e distile su ile diliie edildi.

Pelet lizerine 1 ml BD Perm/Wash buffer eklendi ve 15 dk oda sicakliginda
bekletildi.

1500 rpm de 10 dk santrifiij edildi.
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10) Her tiipe 50 ul BD Perm/wash buffer eklendi. Uzerlerine 20 ul kokteyl
negatif kontrol konuldu.

11) Oda sicakliginda 30 dk inkiibe edildi.

12) 2 kere BD perm/wash buffer ile yikandi. PBS eklenerek cihazda okutuldu ve
analiz edildi.

13) Yaklasik 20.000-30.000 CD4 pozitif hiicre okutuldu ve analiz edildi.

3.4.9. Siipernatanttan IL-4, TGF-g, IFN-y ve IL-17A Sitokin Seviyelerinin ELISA
Yontemiyle Belirlenmesi

Kiiltiir sonrasi siipernatanti toplanan ve ELISA yapilana kadar -20 derecede

saklanan deney gruplari asagidaki gibidir:

1.

10.

11.

12.

13.

14.

PHA ile Stimiile (5ug/ml-PHA) PKMH (6 saat inkiibasyon) ko kiiltiir

oncesi

PHA ile Stimiile (10pg/ml) PKMH (6 saat inkiibasyon) ko kiiltiir 6ncesi
PHA ile Stimiile (5pg/ml) PKMH (12 saat inkiibasyon) ko kiiltiir 6ncesi
PHA ile Stimiile (10pg/ml) PKMH (12 saat inkiibasyon) ko kiiltiir 6ncesi
PHA ile Stimiile (5pg/ml) PKMH (24 saat inkiibasyon) ko kiiltiir ncesi
PHA ile Stimiile (10pg/ml) PKMH (24 saat inkiibasyon) ko kiiltiir 6ncesi
PHA ile Stimiile (5pg/ml) PKMH ( 72 saat inkiibasyon) ko kiiltiir 6ncesi
PHA ile Stimiile (10pg/ml) PKMH (72 saat inkiibasyon) ko kiiltiir 6ncesi
STI-PKMH (6 saat inkiibasyon) ko kiiltiir 6ncesi

STI-PKMH (12 saat inkiibasyon) ko kiiltiir 6ncesi

STI-PKMH (24 saat inkiibasyon) ko kiiltiir 6ncesi

STI-PKMH (72 saat inkiibasyon) ko kiiltiir 6ncesi

Kordon Kant MKH ve STI-PKMH 1/5 oraninda 24 saat inkiibasyon ko

kaltiir sonrasi

Kordon Kanit MKH ve STI-PKMH 1/5 oraninda 72 saat inkiibasyon ko

kaltir sonrast



15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24,

25.

26.

27.

28.
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Kordon Kant MKH ve STI-PKMH 1/10 oraninda 24 saat inkiibasyon ko

kiltir sonrast

Kordon Kan1t MKH ve STI-PKMH 1/10 oraninda 72 saat inkiibasyon ko

kaltar sonrasi

Kordon Kan1t MKH ve STI+PKMH 1/5 oraninda 24 saat inkiibasyon ko

kiltir sonrast

Kordon Kan1t MKH ve STI+PKMH 1/5 oraninda 72 saat inkiibasyon ko

kaltir sonrast

Kordon Kant MKH ve STI+PKMH 1/10 oraninda 24 saat inkiibasyon ko

kaltiir sonrast

Kordon Kan1t MKH ve STI+PKMH 1/10 oraninda 72 saat inkiibasyon ko

kaltir sonrast

WJ-MKH ve STI-PKMH 1/5 oraninda 24 saat inkiibasyon ko kiiltiir

sonrasi

WJ-MKH ve STI-PKMH 1/5 oraninda 72 saat inkiibasyon ko kiiltiir

sonrasi

WJ-MKH ve STI-PKMH 1/10 oraninda 24 saat inkiibasyon ko kiiltiir

sonrasi

WJ-MKH ve STI-PKMH 1/10 oraninda 72 saat inkiibasyon ko kiiltiir

sonrasi

WJ-MKH ve STI+PKMH 1/5 oraninda 24 saat inkiibasyon ko kiiltiir

sonrasi

WJ-MKH ve STI+PKMH 1/5 oraninda 72 saat inkiibasyon ko kiiltiir

sonrasi

WJ-MKH ve STI+PKMH 1/10 oraninda 24 saat inkiibasyon ko kiiltiir

sonrasi

WJ-MKH ve STI+PKMH 1/10 oraninda 72 saat inkiibasyon ko kiiltiir

sonrasi
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3.4.9.1. ELISA Yontemi:
Orneklerin hazirlanmasi:
Tim deneyler sonrasi toplanan ve -20°C’de saklanan siipernatantlar oda

sicakligina getirildi.

Kit icerikleri:
IFN-y Human ELISA 96 tests KITi
IL-17A Human ELISA 96 tests KiTi
TGF-B Human ELISA 96 tests KiTI
IL-4 Human ELISA 96 tests KITI
1 adet Monoklonal IFN-y antikoru kapli Mikro Kuyucuklu Plate
1 adet Monoklonal IL-17A antikoru kapli Mikro Kuyucuklu Plate
1 adet Monoklonal TGF-B antikoru kapli Mikro Kuyucuklu Plate
1 adet Monoklonal IL-4 antikoru kapli Mikro Kuyucuklu Plate
100 pl Biotin-Konjugat X4
150 pl Streptavidin-HRP X4
Kitlerin Standartlari
12 ml Ornek Diliie Edici X4
5 ml Assay Buffer 20X (PBS , %1 ‘lik Tween ve %10’luk BSA) X4
50 ml Yikama Soliisyonu 20X (PBS ve %1 ‘lik Tween) X4
15 ml Substrat Soliisyonu (Tetrametil-Benzidin) X4
15 ml Durdurucu Soliisyon (1 M Fosforik asit) X4

4 adet Plate Ortiicti X4
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Standartlarin hazirlanmasi:

Transfer 100 pl

T T T T T T T T T T T T

S

sS4 - 57

1:1000 Oranmda Her E;J?;Tgp i;ﬁ; IE)D]]__ .
. . . 1111-1{10 1= arnple 11171
Diliie Edilmmis

Standant

1) Mikro kuyucuklu plak hazirlanmis olan Yikama Soliisyonu ile iki kere
yikandu.

2) Bos kuyulara 100 pl Ornek Diliie Edici eklendi.
3) Ornek kuyularina 50 pl Ornek Diliie Edici eklendi.

4) Her bir 6rnek Ornek Diliie Edici konulmus kuyulara 50 pl seklinde

boliindii.

5) Standartlar, 6rnekler konulduktan sonra daha dnceden belirlenen standart

kuyularina uygun sekilde konuldu.
6) Biotin konjugat hazirlanarak tiim kuyulara 50 pl konuldu.
7) Plagin iistii kapatilarak 2 saat oda sicakliginda inkiibasyona birakildu.
8) Bu arada Streptavidin-HRP hazirlandi.
9) Inkiibasyonu biten plate 3 kere yikama soliisyonuyla yikandi.
10)  Hazrlanan Streptavidin-HRP 100 pul her bir kuyuya eklendi.
11)  Plagn istii kapatilarak 1 saat oda sicakliginda inkiibasyona birakildi.
12)  Inkiibasyon sonrasi 3 kere yikama soliisyonuyla yikandh.

13)  TMB substrat soliisyonu 100 pl her bir kuyuya konuldu ve 10 dakika

inkiibasyona birakild.

14)  Inkiibasyon sonrasi hizli ve dikkatli bir sekilde 100 pl durdurucu

soliisyon her bir kuyuya eklendi ve 2-8 derece karanlikta bir siire beklendi.
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Plaklar ELISA plak okuyucuda primer dalga boyu 450 nm, referans dalga boyu
620 nm olacak sekilde okutuldu. Test standartlar temel alinarak lineer regresyon analizi

yapilarak degerlendirildi.

3.5. Degerlendirme ve Analiz

Calismamizda, mezenkimal kok hiicrelerin immiin sistem hiicreleri ve bu
hiicrelerden salgilanan sitokinler {izerine olan etkisi arastirildi. Sitokin salinimi
degerlendirmesi i¢in PKMH gruplar1 stimiile edildi. Stimiile olan ve olmayan olarak iki
grup arasindaki degerlendirmeden sonra MKH ile ko-kiiltiirleri yapildi. Alinan kordon
kan1 ve kordon dokusundan izole edilip ¢ogaltilan mezenkimal kok hiicreler saglikli
erigkin bir kisiden alinan PKMH ile kiiltiire edildi. Tiim c¢aligsma; siire (24sa, 72sa), doz
(1/5, 1/10), stimiile olan (PHA), stimiile olmayan, MKH olan ve MKH olmayan olarak
tim degiskenler goz oniinde bulundurularak farkli kombinasyonlarda deneye konuldu

ve analiz edildi.

Tiim deney gruplarinda hiicre ici sitokin tayini akim Sitometri cihaziyla,
slipernatanttan sitokin tayini ELISA yontemiyle gergeklestirildi. akim sitometri
cihaziyla calisilan hiicre i¢i sitokin seviyeleri % deger olarak degerlendirildi.
Stipernatanttan bakilan sitokin seviyeleri ELISA plak okuyucudan absorbans degerleri

alinarak pg/ml biriminde hesaplandi ve degerlendirildi.

3.6. Istatistiksel Analiz

Verilerin tanimlayici istatistiklerinde ortalama, standart sapma, medyan en
diisiik, en yiiksek, frekans ve oran degerleri kullanilmistir. Degiskenlerin dagilimi
kolmogorov simirnov test ile dlgiildii. Nicel bagimsiz verilerin analizinde mann-whitney
u, bagimli nicel verilerin analizinde wilcoxon testi kullanildi. Analizlerde SPSS 28.0

programi kullanilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Mezenkimal Kok Hiicre Karakterizasyonu

Uluslararas1 Hiicresel Tedavi Dernegi (ISCT) mezenkimal kok hiicreleri
tanimlamak i¢in minimum kriterler belirlemistir. Buna gére MKH'ler:

1) Plastik adherenttir.

2) Spesifik yiizey belirteclerinden CD73, CD90, CD105 ifade ederken; CD14,
CD34, CD45, HLA-DR ifade etmemektedir.

3) In vitro ortamda osteoblast, adiposit ve kondrositlere farklilasabilirler (11,

12).

Calismamizda kullanilan kordon kani ve kordon dokusundan izolde edilen ve
cogaltilan mezenkimal kok hiicrelerin karakterizasyonu igin adherent olduklari ve

spesifik yiizey belirtecleri belirlenerek yapilmistir (Sekil 4-1).

83

99.9%

10" CD105 P@5

59

T

Sekil 4-1: MKH karakterizasyon akim sitometri analizi

Kordon dokusu pargalandiktan 75cm? ‘lik kiiltiir flasklarina ekildi ve WJ-
MKH’lerin yiizeye yapismasi beklendi. WJ-MKH’lerin dokudan ayrilip ¢ogalmaya
baslamalar1 ortalama 10 giin siirdii (Sekil 4-2).
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Sekil 4-2: Kordon dokusu (WJ-MKH) mezenkimal kok hiicre kiiltiiriiniin 10 giin sonrasi
mikroskobik goriintiisii

Hiicreler ¢ogaldiktan sonra doku pargalar: flasktan ¢ikartilip medyum degisimi
gerceklestirildi. Hiicrelerin ¢ogalma ve medyumun durumuna gore ortalama 4-5 giinde
bir medyum degistirildi. %80-90 oraninda flaskin yiizeyini kaplayinca hiicreler tripsinle
kaldirilip sayillarak akim sitometri cihazinda hiicre ylizey belirtegleri MKH

karakterizasyon kiti ile tespit edildi.
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4.2. STI-PKMH ve STI+PKMH arasindaki Hiicre ici ve Siipernatant Sitokin
Seviyelerindeki Degisimi Karsilastirmasi

STI+PKMH grubunda hiicre igi IL-17, IFN-y, IL-4 sitokin dlgimleri STI-PKMH
grubundan anlamli (p <0.05) olarak daha yiiksekti (Tablo 4-1).

STI+PKMH grubunda siipernatantta TGFp, IFNy, IL-4, IL-17 sitokin olgtimleri
STI-PKMH grubundan anlaml1 (p <0.05) olarak daha yiiksekti (Tablo 4-1).

Tablo 4-1: STI-PKMH ve STI+PKMH Sitokin Seviyeleri Karsilastirilmasi

STI+PKMH STI-PKMH
Ort.tss Medyan Ort.tss Medyan

CD4 56,90 + 0,10 56,90 50,80 + 0,20 50,80 0,000

IL-17 0,38 + 0,03 0,38 0,14 + 0,01 0,14 0,000
Hiicre ici

IFNy 435 + 0,01 4,35 0,05 + 0,01 0,05 0,000

IL-4 0,33 = 0,02 0,33 0,01 +£ 0,01 0,01 0,000

TGF B 19,45 + 0,63 19,38 10,50 + 0,03 10,49 0,000

IFNy 536,46 + 4,16 534,56 13,83 £ 0,010 13,83 0,000
Siipernatant

IL-4 7,70 £ 0,39 7,66 1,17 £ 0,01 1,17 0,000

IL-17 649,37 + 4,62 648,51 22,52 + 0,02 22,51 0,000
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4.3. WJ-MKH’m STI-PKMH ile ko-kiiltir Oncesi ve Sonrasi Hiicre ici ve
Siipernatanttan Bakilan Sitokin Seviyeleri Karsilastirmasi

STI-PKMH hiicre i¢i IL17, IFNy sitokin dl¢iimleri WJ-MKH/STI-PKMH 1/5
oraninda 24. saat ol¢timlerinden anlamli (p <0.05) olarak daha diisiiktii. STI-PKMH ve
WJ MKH/STI-PKMH 1/5 oraninda 24. saat hiicre i¢i IL-4 6l¢timleri karsilastirildiginda
farklilik saptanmadi (p >0.05) (Tablo 4-2).

STI-PKMH siipernatant sitokin TGFB ol¢iimleri WJ MKH/STI-PKMH 1/5
oraninda 24. saat olgtimlerinden anlamli (p <0.05) olarak daha diistikti. STI-PKMH
stipernatant sitokin IFNy, IL4, IL17 6l¢timleri WJ MKH UNS-/PKMH 1/5 oraninda 24.
saat 6l¢timlerinden anlamli (p <0.05) olarak daha yiiksekti (Tablo 4-2).

STI-PKMH hiicre i¢i IL-17 sitokin olgtimleri, WJ-MKH/STI-PKMH 1/5
oraninda 72. saat 6l¢iimlerinden anlamli (p <0.05) olarak daha yiiksekti. STI-PKMH
hiicre i¢i sitokin IFNy ve IL-4 6lgtimleri WJ-MKH/STI-PKMH 1/5 oraninda 72. saat
Ol¢timlerinden anlamli (p <0.05) olarak daha diisiiktii (Tablo 4-2).

STI-PKMH siipernatant sitokin TGFf, IFNy, IL-17 &lgtimleri WJ-MKH/STI-
PKMH 1/5 oraninda 72. saat 6l¢iimlerinden anlamli (p <0.05) olarak daha yiiksekti.
STI-PKMH supernatant sitokin IL-4 dlgtimleri WJ-MKH/STI-PKMH 1/5 oraninda 72.
saat 6l¢timlerinden anlamli (p <0.05) olarak daha diisiiktii (Tablo 4-2).

Tablo 4-2: 1/5 oraminda WJ-MKH/STI-PKMH Ko-kiiltiir Oncesi ve Sonrasi Sitokin
Seviyesi Karsilastirmasi

WJ MKH/ WJ MKH/
STI-PKMH STI-PKMH STI-PKMH
1/5-24 Saat D 1/5-72 Saat D
Ort.tss Medyan Ort.tss Medyan Ort.tss Medyan
CD4 5080 + 020 50,80 56,63 + 021 5670 0,007 3883 + 0,12 3890 0,007
piooqy ILL7 014 001 014 026002 025 0006 01l £ 002 OIL 0,006
I

e IENy 005 £ 001 005 053 = 003 054 0007 008 + 002 008 0,006
IL-4 00l + 001l 00l 002+ 00l 002 0141 017 = 012 010 0,007
EGF 1050 + 003 10,49 187,93 + 0,56 18821 0,007 343 + 0,08 344 0,007
Sipernatant IFNy 1383 = 001 1383 270 = 005 269 0007 354 + 007 352 0,007
IL-4 117 + 001 117 019 + 00l 019 0007 312 = 008 310 0,007

IL-17 2252 + 0,02 22,51 368 £+ 0,31 3,69 0,007 5,07 + 0,05 5,08 0,007




oraninda 72. saat dl¢iimlerinden anlamli (p <0.05) olarak daha diisiiktii (Tablo 4-3).

oraninda 72. saat 6l¢timlerinden anlamli (p <0.05) olarak daha yiiksekti (Tablo 4-3).
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STI-PKMH hiicre igi IL-7, IFNy, IL-4 sitokin olgtimleri WJ-MKH/STI-PKMH
1/10 oraninda 24. saat 6l¢iimlerinden istatistiksel (p <0.05) olarak daha diisiiktii (Tablo
4-3).

STI-PKMH siipernatant TGFf, IFNy, IL-4, IL-17 sitokin o&lgimleri WJ-
MKH/STI-PKMH 1/10 oraninda 24. saat 6lgiimlerinden anlamli (p <0.05) olarak daha
yiiksekti (Tablo 4-3).
STI-PKMH hiicre i¢i IL7, IFNy, IL-4 olgimleri WJ-MKH/STI-PKMH 1/10

STI-PKMH ve WJ-MKH/STI-PKMH 1/10 oraninda 72. saat siipernatantlarda
sitokin TGFp olgtimleri arasinda istatistiksel olarak (p>0.05) farklilik saptanmadi. STI-
PKMH siipernatant sitokin IFNy, IL-4, IL-17 olgtimleri WJ-MKH/STI-PKMH 1/10

Tablo 4-3: 1/10 oraminda WJ-MKH/STI-PKMH Ko-kiiltiir Oncesi ve Sonrasi Sitokin
Seviyesi Karsilastirmasi

WJ MKH/ WJ MKH/
STI-PKMH STI-PKMH STI-PKMH
1/10-24 Saat p 1/10-72 Saat p
Ort.tss Medyan Ort.tss Medyan Ort.tss Medyan
Cb4 50,80 + 0,20 5080 3597 + 0,15 36,00 0,007 51,43 + 0,40 51,50 0,007
Hiicre fei IL-17 0,14 +£ 001 0,14 0,95 + 0,03 0,96 0,006 0,39 + 0,02 0,39 0,007
Y PNy 005 £ 001 005 076 £ 002 076 0007 032+ 001 032 0,006
IL-4 0,01 + 0,01 0,01 0,26 + 0,02 0,25 0,007 0,04 + 0,01 0,04 0,006
TGFp 10,50 + 0,03 10,49 6,86 + 0,14 6,81 0,007 10,59 + 0554 10,79 0,857
. IFNy 13,83 + 0,01 13,83 0,94 + 0,08 0,93 0,007 1,14 + 0,03 1,15 0,007
Siipernatant
IL-4 1,17 +£ 0,00 1,17 055 + 0,09 0,52 0,007 0,27 + 0,00 0,27 0,007
IL-17 22552 + 0,02 2251 1456 + 0,06 1456 0,007 4,9 + 085 4,73 0,007
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4.4.WJ-MKH’m STI+PKMH ile ko-kiiltiir Oncesi ve Sonrasi Hiicre ici ve
Siipernatanttan Bakilan Sitokin Seviyeleri Karsilastirmasi

STI+PKMH grubu hiicre i¢i IL-17, IFNy, IL-4 seviyeleri ol¢iimleri, WJ-
MKH/STI+PKMH 1/5 oraninda 24. saat l¢imlerinden anlamli (p <0.05) olarak daha
diisiiktii (Tablo 4-4).

STI+PKMH grubunda siipernatant TGFp olgimleri WIJ-MKH/STI+PKMH 1/5
oraninda 24. saat 6l¢iimlerinden anlamli (p <0.05) olarak daha disiiktii. STI+PKMH
stipenatant IFNy, IL-4, IL-17 &lg¢timleri WJ-MKH/STI+PKMH 1/5 oraninda 24. saat
6lgtimlerinden anlamli (p <0.05) olarak daha yiiksekti (Tablo 4-4).

STI+PKMH hiicre i¢i IFNy o6l¢timleri WJ-MKH/STI+PKMH 1/5 oraninda 72.
Saat dl¢iimlerinden anlamli (p <0.05) olarak daha yiiksekti. STI+PKMH hiicre i¢i IL-
17, IL-4 olgtimleri WJ-MKH/STI+PKMH 1/5 oraninda 72. saat 6lgtimlerinden anlamli
(p <0.05) olarak daha diisiiktii (Tablo 4-4).

STI+PKMH  siipernatant TGFp, IFNy, IL-4, |IL-17 Oolgtimleri WJ-
MKH/STI+PKMH 1/5 oraninda 72. saat 6l¢timlerinden anlamli (p <0.05) olarak daha
yiiksekti (Tablo 4-4).

Tablo 4-4: 1/5 oraminda WJ-MKH/STI+PKMH Ko-kiiltiir Oncesi ve Sonrasi Sitokin
Seviyesi Karsilastirmasi

WJ MKH/STI+PKMH WJ MKH/STI+PKMH
STI+PKMH 1/5-24 Saat P 1/5-72 Saat
Ort.£ss Medyan Ort.£ss Medyan Ort.£ss Medyan

CD4 56,90 + 0,10 56,90 27,77 + 0,15 27,80 0,006 72,33 + 0,21 72,40 0,007
IL-17 0,38 + 0,03 0,38 547 + 0,06 548 0,007 205 + 0,02 205 0,007

Hiicre i¢i
IFNy 435 + 0,01 4735 11,62 + 0,02 11,62 0,006 1,32 + 0,03 1,31 0,006
IL-4 0,33 + 0,02 0,33 894 + 0,01 894 0,007 094 <+ 0,02 095 0,007
TGFp 1945 + 0,63 1938 167,86 + 0,11 167,80 0,007 069 + 001 0,69 0,007
IFNy 536,46 + 4,16 534,56 104,20 + 0,21 104,28 0,007 90,88 + 0,30 90,96 0,007
Siipernatant
IL-4 7,70 + 0,39 7,66 0,02 + 0,00 0,02 0,007 031 + 000 0,31 0,007
IL-17 649,37 + 462 64851 11,02 + 0,02 11,02 0,007 11,04 + 0,02 11,04 0,007
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STI+PKMH hiicre igi sitokin IL17, IFNy, IL-4 6l¢timleri WJ-MKH/STI+PKMH
1/10 oraninda 24. saat dl¢iimlerinden anlamli (p <0.05) olarak daha diisiiktii (Tablo 4-
5).

STI+PKMH  siipernatant TGFB, IFNy, IL4, 1IL17 olgiimleri WJ-
MKH/STI+PKMH 1/10 oraninda 24. saat 6l¢iimlerinden anlamli (p <0.05) olarak daha
yiiksekti (Tablo 4-5).

STI+PKMH hiicre i¢i sitokin IL-17, IFNy, IL-4 oOlglimleri WJ-
MKH/STI+PKMH 1/10 oraninda 72. saat 6l¢iimlerinden anlamli (p <0.05) olarak daha
diisiiktii (Tablo 4-5).

STI+PKMH siipernatant TGF f, IFNy, IL-4, IL-17 Olctimleri W]J-
MKH/STI+PKMH 1/10 oraninda 72. saat 6l¢iimlerinden anlamli (p <0.05) olarak daha
yiiksekti (Tablo 4-5).

Tablo 4-5: 1/10 oraminda WJ-MKH/STI+PKMH Ko-kiiltiir Oncesi ve Sonrasi Sitokin
Seviyeleri Karsilastirmasi

WJ MKH/STI+PKMH WJ MKH/STI+PKMH
S LERMH 1/10-24 Saat P 1/10-72 Saat P
Ort.£ss Medyan Ort.£ss Medyan Ort.£ss Medyan

CD4 56,90 + 0,10 56,90 1950 + 0,10 19,50 0,007 6517 + 0,15 6520 0,007
IL-17 038 + 003 038 1693 + 0,02 16,93 0,007 1237 + 0,03 1236 0,006

Hiicre ici
IFNy 435 + 0,01 435 1024 + 0,02 10,24 0,006 1347 + 0,06 1350 0,007
IL-4 0,33 + 0,02 0,33 69 + 0,01 69 0006 215 + 005 215 0,007
TGFp 1945 + 063 1938 136 + 0,36 130 0,007 528 + 003 528 0,007
IFNy 536,46 = 4,16 53456 94,02 + 0,11 94,04 0,007 103,28 + 0,48 103,38 0,007
Siipernatant
IL-4 7,70 = 0,39 7,66 224 + 0,03 225 0,007 027 + 000 0,27 0,007
IL-17 649,37 + 4,62 64851 1994 + 0,14 19,87 0,007 16,50 + 0,00 16550 0,007
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45. KK-MKH’mm STI-PKMH ile Kko-kiiltir Oncesi ve Sonrasi Hiicre ici ve
Siipernatanttan Bakilan Sitokin Seviyeleri Karsilastirmasi

STI-PKMH hiicre i¢i IFNy, IL-4 6lglimleri KK-MKH/STI-PKMH 1/5 oraninda
24. saat olctimlerinden anlamli (p <0.05) olarak daha diistiktii. STI-PKMH hiicre igi IL-
17 6l¢timleri KK-MKH/STI-PKMH 1/5 oraninda 24. saat 6l¢timleri arasinda anlamlilik
(p >0.05) saptanmadi (Tablo 4-6).

STI-PKMH siipernatant TGFB, IFNy, IL-4, IL-17 Olgimleri KK-MKH/STI-
PKMH 1/5 oraninda 24. saat olgiimlerinden anlamli (p<0.05) olarak daha disiiktii
(Tablo 4-6).

STI-PKMH ve KK-MKH/STI-PKMH 1/5 oraninda 72. saat gruplarinda hiicre igi
sitokin seviyeleri karsilastirildiginda, MKH eklenmeyen STI-PKMH grubunda hiicre i¢i
IL-17, IFNy, IL-4 ol¢iimleri seviyesi anlamli olarak daha diisiik oldugu saptandi
(p<0.05) (Tablo 4-6).

STI-PKMH siipernatant IL-4 ol¢timleri KK-MKH/STI-PKMH 1/5 oraninda 72.
saat Ol¢limlerinden anlamli (p<0.05) olarak daha distiktii. STI-PKMH siipernatant
TGFB, IFNy, IL-17 olgiimleri KK-MKH/STI-PKMH 1/5 oraninda 72. saat
6lgtimlerinden anlamli (p<0.05) olarak daha yiiksekti (Tablo 4-6).

Tablo 4-6: 1/5 oraminda KK-MKH/STI-PKMH Ko-kiiltiir Oncesi ve Sonras: Sitokin
Seviyeleri Karsilastirmasi

KK-PKMH/ KK-MKH/
STI-PKMH STI-PKMH STI-PKMH
1/5-24 Saat P 1/5-72 Saat P
Ort.£ss Medyan Ort.£ss Medyan Ort.£ss Medyan
CD4 50,80 + 020 50,80 57,20 + 0,10 57,20 0,007 49,67 + 0,35 49,70 0,007
Hierei D17 014 £001 014 013 + 006 010 0857 073 =00l 073 0006
el FNy 005 + 001 005 065 + 001 065 0006 076 + 003 076 0,007
IL-4 001 + 001 001 012 + 002 012 0007 013 + 001 013 0,006
TGFB 1050 + 0,03 10,49 895 + 0,19 896 0007 381 = 0,17 375 0,007
IFNy 1383 + 0,01 1383 386 + 011 387 0007 376 + 008 376 0,007
Siipernatant
IL-4 1,17 + 001 117 054 + 004 056 0007 388 + 005 390 0,007
IL-17 22,52 + 0,02 2251 527 = 003 526 (007 1050 + 0,02 1050 0,007
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STI-PKMH hiicre igi IL-17, IFNy, IL-4 6l¢iimleri KK-MKH/STI-PKMH 1/10

oraninda 24. saat dl¢timlerinden anlamli (p <0.05) olarak daha diisiiktii (Tablo 4-7).

STI-PKMH siipernatant IL-4, TGFp, IFNy, IL-17 ol¢iimleri KK-MKH/STI-
PKMH 1/10 oraninda 24. saat 6l¢iimlerinden anlamli (p<0.05) olarak daha yiiksekti

(Tablo 4-7).

STI-PKMH hiicre igi IL-17, IFNy, IL-4 6l¢iimleri KK-MKH/STI-PKMH 1/10
oraninda 72. saat 6l¢timlerinden anlamli (p<0.05) olarak daha diisiiktii (Tablo 4-7).
STI-PKMH siipernatant 1L-4 TGF B, IFNy, IL-17 o6lgiimleri KK-MKH/STI-
PKMH 1/10 oraninda 72. saat 6lgiimlerinden anlamli (p<0.05) olarak daha yiiksekti

(Tablo 4-7).

Tablo 4-7: 1/10 oranminda KK-MKH/STI-PKMH Ko-kiiltiir Oncesi ve Sonrasi Sitokin
Seviyeleri Karsilastirmasi

KK-MKH/ KK-MKH/
STI-PKMH STI-PKMH STI-PKMH
1/10-24 saat P 1/10-72 saat P
Ort.£ss Medyan Ort.£ss Medyan Ort.£ss Medyan
CD4 50,80 + 0,20 50,80 31,90 + 0,10 31,90 0,007 42,20 + 0,26 42,10 0,007
Hi .. IL-17 0,14 + 0,01 0,14 059 £+ 001 058 0,007 0,89 + 0,02 0,89 0,007
HERUiENy 005 £ 001 005 049 £ 002 049 0,006 131 + 001 131 0,007
1L-4 0,01 £ 0,01 0,01 0,07 £ 0,02 0,08 0,007 11,89 + 20,01 0,34 0,007
TGFp 1050 + 0,03 10,49 2,22 £ 0,02 222 0,007 100 + 0,01 1,00 0,007
IFNy 13,83 £ 0,01 13,83 209 £ 0,12 211 0,007 2,82 + 0,02 2,81 0,007
Siipernatant
1L-4 1,17 + 0,01 1,17 0,64 =+ 0,09 060 0,007 0,73 +£ 0,02 0,73 0,007
IL-17 22,52 + 0,02 22,51 3,03 £ 006 299 0,007 261 + 0,05 2,64 0,007




48

4.6. KK-MKH’mn STI+PKMH ile ko-kiiltir Oncesi ve Sonrasi Hiicre ici ve
Siipernatanttan Bakilan Sitokin Seviyeleri Karsilastirmasi

STI+PKMH hiicre igi IL-17, IFNy, IL-4  O6l¢timleri KK-MKH/STI+PKMH 1/5
oraninda 24. saat grubundan anlamli (p <0.05) olarak daha diisiiktii (Tablo 4-8).

STI+PKMH  siipernatant TGFp, IFNy, IL-4, IL-17 KK-
MKH/STI+PKMH 1/5 oraninda 24. Saat dl¢limlerinden anlamli (p<0.05) olarak daha
yiiksekti (Tablo 4-8).

STI+PKMH hiicre i¢i IL-17, IFNy, IL-4 6l¢timleri KK-MKH/STI+PKMH 1/5
oraninda 72. saat grubundan anlamli (p<0.05) olarak daha diisiiktii (Tablo 4-8).

STI+PKMH  siipernatant TGFp, IFNy, IL-4, IL-17 KK-
MKH/STI+PKMH 1/5 oraninda 72. saat dlglimlerinden anlamli (p<0.05) olarak daha
yiiksekti (Tablo 4-8).

Olctimleri

Olctimleri

Tablo 4-8: 1/5 oraminda KK-MKH/STI+PKMH Ko-kiiltiir Oncesi ve Sonrasi Sitokin
Seviyeleri Karsilastirmasi

KK-MKH/ KK-MKH/
STI+PKMH STI+PKMH STI+PKMH
1/5-24 saat P 1/5-72 saat p
Ort.£ss Medyan Ort.£ss Medyan Ort.£sS Medyan
CD4 56,90 + 0,10 56,90 20,10 + 0,10 20,10 0,000 77,77 + 0,15 77,80 0,000
Hiicre ici IL-17 0,38 + 0,03 0,38 232 + 0,15 224 0,000 1454 + 0,03 1453 0,000
iicre ici TFNy 435 + 0,01 4,35 796 + 0,06 7,99 0,000 31,05 + 0,01 31,04 0,000
IL-4 0,33 + 0,02 0,33 10,22 + 0,01 10,22 0,000 7,13 + 0,03 7,13 0,000
TGF B 19,45 + 0,63 19,38 12,03 + 0,06 12,02 0,000 6,62 + 0,43 6,51 0,000
IFNy 536,46 + 4,16 534,56 136,18 + 0,16 136,24 0,000 63,35 + 46,75 90,31 0,000
Siipernatant
IL-4 7,70 + 0,39 7,66 235 + 0,03 236 0,000 0,18 + 0,00 0,18 0,000
IL-17 649,37 + 4,62 64851 17,04 £ 0,02 17,04 0,000 19,30 + 0,04 19,31 0,000
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STI+PKMH hiicre igi IL-17, IFNy, IL-4 6lgtimleri KK-MKH/STI+PKMH 1/10
oraninda 24. saat grubundan anlamli (p<0.05) olarak daha diisiiktii (Tablo 4-9).

STI+PKMH siipernatant TGF B olgtimleri KK-MKH/STI+PKMH 1/10 oraninda
24. saat 6lgtimlerinden anlamli (p<0.05) olarak daha diisiiktii (Tablo 4-9).

STI+PKMH siipernatant IFNy, IL-4, IL-17 o6l¢tiimleri KK-MKH/STI+PKMH
1/10 oraninda 24. saat 6lgiimlerinden anlamli (p<0.05) olarak daha yiiksekti (Tablo 4-
9).

STI+PKMH hiicre i¢i IL17, IFNy, IL-4 Sl¢imleri KK-MKH/STI+PKMH 1/10
oraninda 72. saat grubundan anlamli (p<0.05) olarak daha diisiiktii (Tablo 4-9).

STI+PKMH  siipernatant TGFP, IFNy, IL-4, |IL-17 olgtimleri KK-
MKH/STI+PKMH 1/10 oraninda 72. saat 6l¢iimlerinden anlamli (p<0.05) olarak daha
yiiksekti (Tablo 4-9).

Tablo 4-9: 1/10 oranminda KK-MKH/STI+PKMH Ko-kiiltiir Oncesi ve Sonrasi Sitokin
Seviyeleri Karsilagtirmasi

KK-MKH/ KK-MKH/
STI+PKMH STI+PKMH STI+PKMH
1/10-24 saat P 1/10-72 saat P
Ort.£ss Medyan Ort.£ss Medyan Ort.£ss Medyan
CD4 56,90 + 0,10 56,90 32,67 + 0,58 33,00 0,000 66,00 + 0,10 66,00 0,000
Hiicre ici IL-17 0,38 + 0,03 0,38 6,17 + 0,21 6,10 0,000 8,67 + 0,02 8,68 0,000
Here el 1eny 435 + 0,01 435 533 £ 003 534 0000 2715 £ 0,05 27,16 0,000
IL-4 0,33 £ 0,02 0,33 580 + 0,02 580 0,000 6,46 + 0,04 6,46 0,000
TGF B 19,45 + 0,63 19,38 2340 + 0,35 2337 0,000 093 + 0,12 1,00 0,000
IFNy 536,46 + 4,16 534,56 126,77 + 0,22 126,79 0,000 89,19 + 0,04 89,21 0,000
Siipernatant

IL-4 7,70 =+ 0,39 7,66 065 + 003 064 0,000 076 + 0,01 0,77 0,000
IL-17 649,37 + 4,62 64851 17,92 + 0,07 17,92 0,000 13,86 + 0,01 13,87 0,000
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4.7.WJ-MKH’mm STI+PKMH ile 1/5 ve 1/10 oranlarinda Ko-kiiltiiriiniin
Inkiibasyon Siirelerine Gore Sitokin Degerleri Degisimi

WJ-MKH/STI+PKMH 1/5 oraninda 24. saat hiicre igi IL17, IFNy, IL-4
Olgtimleri, WJ-MKH/STI+PKMH 1/5 oraninda 72. saat 6lglimlerinden anlamli (p<0.05)
olarak daha yiiksekti (Tablo 4-10).

WJ-MKH/STI+PKMH 1/5 oraninda 24. saat siipernatant TGF B, IFNy dl¢timleri,
WJ-MKH/STI+PKMH 1/5 oraninda 72. saat olgtimlerinden anlamli (p<0.05) olarak
daha yiiksekti. WJ-MKH/STI+PKMH 1/5 oraninda 24. saat siipernatant 1L-4, IL-17
olgtimleri, WJ-MKH/STI+PKMH 1/5 oraninda 72. saat olgiimlerinden anlamli (p
<0.05) olarak daha diisiiktii (Tablo 4-10).

WJ-MKH/STI+PKMH 1/10 oraninda 24. saat hiicre i¢i IFNy olgtimleri, WJ-
MKH/STI+PKMH 1/10 oraninda 72. saat 6l¢iimlerinden anlamli (p<0.05) olarak daha
distiktii. WJ-MKH/STI+PKMH 1/10 oraninda 24. saat grubunda hiicre igi IL-17, IL-4
olgtimleri, WJ-MKH/STI+PKMH 1/10 oraninda 72. saat 6l¢iimlerinden yiiksek olmasi
anlaml1 (p <0.05) bulundu (Tablo 4-11).

WJ-MKH/STI+PKMH 1/10 oraninda 24. saat siipernatant TGF B, IFNy 6l¢iimleri,
WJ-MKH/STI+PKMH 1/10 oraninda 72. saat olgiimlerinden istatistiksel (p<0.05)
olarak daha disiiktii. WJ-MKH/STI+PKMH 1/10 oraninda 24. saat siipernatant 1L-4,
IL-17 ol¢iimleri, WJ-MKH/STI+PKMH 1/10 oraninda 72. saat olglimlerinden
istatistiksel (p<0.05) olarak daha yiiksekti (Tablo 4-11).
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Tablo 4-10: 1/5 oraninda WJ-MKH/STI+PKMH Ko-kiiltiir Inkiibasyon Siirelerindeki
Sitokin Seviyeleri Karsilagtirilmasi

WJI-MKH/STI+PKMH WJ-MKH/STI+PKMH
1/5-24 saat 1/5-72 saat P
Ort.tss Medyan Ort.tss Medyan
CD4 27,77 £ 0,15 27,80 72,33 £ 0,21 72,40 0,007
IL-17 547 £ 0,06 5,48 2,05 £ 0,02 2,05 0,007
Hiicre ici
IFNy 1162 + 0,02 11,62 1,32 + 0,03 1,31 0,007
IL-4 894 + 0,01 894 0,94 + 0,02 0,95 0,006
TGFp 167,86 = 0,11 167,80 0,69 + 0,01 0,69 0,007
IFNy 104,20 + 0,21 104,28 90,88 + 0,30 90,96 0,007
Siipernatant
IL-4 0,02 + 0,00 0,02 0,31 + 0,00 0,31 0,007
IL-17 11,02 £ 0,02 11,02 11,04 + 0,02 11,04 0,024

Tablo 4-11: 1/10 oraminda WJ-MKH/STI+PKMH Ko-kiiltiir Inkiibasyon Siirelerindeki
Sitokin Seviyeleri Karsilastirmasi

WJI-MKH/STI+PKMH WJI-MKH/STI+PKMH
1/10-24 saat 1/10-72 saat D

Ort.%ss Medyan Ort.%ss Medyan
CD4 19,50 + 0,10 19,50 65,17 + 0,15 65,20 0,007
IL-17 16,93 + 0,02 16,93 12,37 + 0,03 12,36 0,006

Hiicre ici
IFNy 10,24 + 0,02 10,24 13,47 + 0,06 13,50 0,007
IL-4 6,96 + 0,01 6,96 2,15 + 0,05 2,15 0,007
TGFp 1,36 = 0,36 1,30 5,28 + 0,03 5,28 0,007
. IFNy 94,02 + 0,11 94,04 103,28 + 0,48 103,38 0,007
Siipernatant

IL-4 2,24 + 0,03 2,25 0,27 + 0,00 0,27 0,007
IL-17 19,94 + 0,14 19,87 16,50 + 0,00 16,50 0,007
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4.8. WIJ-MKH’1in STI+PKMH ile 1/5 ve 1/10 Oranlarindaki Ko-Kiiltiirlerinin 24 ve
72 Saat sonraki Sitokin Degisimleri

WJ-MKH/STI+PKMH 1/5 oraninda 24. saat hiicre i¢i IFNy, IL-4 OSlgtimleri, WJ-
MKH/STI+PKMH 1/10 oraninda 24. saat 6l¢iimlerinden anlamli (p<0.05) olarak daha
yiiksekti. WJ-MKH/STI+PKMH 1/5 oraninda 24. saat grubunda hiicre igi IL-17
Ol¢iimleri, WJ-MKH/STI+PKMH 1/10 oraninda 24. saat ol¢iimlerinden anlamli
(p<0.05) olarak daha diisiiktii (Tablo 4-12).

WJ-MKH/STI+PKMH 1/5 oraninda 24. saat siipernatant TGFp, IFNy olgtimleri,
WJ-MKH/STI+PKMH 1/10 oraninda 24. saat ol¢timlerinden anlamli (p<0.05) olarak
daha yiiksekti. WI-MKH/STI+PKMH 1/5 oraninda 24. saat stipernatant IL-4, IL-17
Olcimleri, WJ-MKH/STI+PKMH 1/10 oraninda 24. saat oOlgiimlerinden anlamli
(p<0.05) olarak daha diisiiktii (Tablo 4-12).

WJ-MKH/STI+PKMH 1/5 oraninda 72. saat grubunda hiicre igi IL-17, IFNy, IL-4
olgtimleri WJ-MKH/STI+PKMH 1/10 oraninda 72. saat 6l¢iimlerinden anlamli (p<0.05)
olarak daha diisiiktii (Tablo 4-13).

WJ-MKH/STI+PKMH 1/5 oraninda 72. saat siipernatant TGFp, IFNy, IL-17
Olgtimleri, WJ-MKH/STI+PKMH 1/10 oraninda 72. saat Olgiimlerinden anlamli
(p<0.05) olarak daha diisiiktii. WJ-MKH/STI+PKMH 1/5 oraninda 72. saat supernatant
sitokin IL-4 o6l¢timleri, WJ-MKH/STI+PKMH 1/10 oraninda 72. saat Glgiimlerinden
istatistiksel (p<0.05) olarak daha diisiik bulundu (Tablo 4-13).
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Tablo 4-12: 24 saatlik WJ-MKH ve STI+PKMH Ko-Kiiltiirlerinde Hiicre Oranlarina
Gore Sitokin Seviyeleri Karsilastirmasi

WJ-MKH/STI+PKMH WJ-MKH/STI+PKMH
1/5-24 saat 1/10-24 saat P
Ort.£ss Medyan Ort.£ss Medyan
CD4 27,77 + 0,15 27,80 19,50 + 0,10 19,50 0,006
IL-17 547 + 0,06 5,48 16,93 + 0,02 16,93 0,007
Hiicre ici
IFNy 11,62 + 0,02 11,62 10,24 + 0,02 10,24 0,007
IL-4 894 + 0,01 894 6,96 + 0,01 6,96 0,006
TGFp 167,86 + 0,11 167,80 1,36 + 0,36 1,30 0,007
IFNy 104,20 + 0,21 104,28 94,02 + 0,11 94,04 0,007
Siipernatant
IL-4 0,02 + 0,00 0,02 2,24 + 0,03 2,25 0,007
IL-17 11,02 + 0,02 11,02 19,94 + 0,14 19,87 0,007

Tablo 4-13: 72 saatlik WJ-MKH ve STI+PKMH Ko-Kiiltiirlerinde Hiicre Oranlarina
Gore Sitokin Seviyeleri Karsilastirmasi

WJ-MKH/STI+PKMH WJ-MKH/STI+PKMH
1/5-72 saat 1/10-72 saat p
Ort.£ss Medyan Ort.£ss Medyan
CD4 72,33 £ 0,21 72,40 65,17 + 0,15 65,20 0,006
IL-17 2,05 £ 0,02 2,05 12,37 + 0,03 12,36 0,007
Hiicre ici
IFNy 1,32 + 0,03 1,31 13,47 + 0,06 13,50 0,007
IL-4 094 + 0,02 0,95 2,15 = 0,05 2,15 0,007
TGFp 0,69 + 0,01 0,69 528 + 0,03 5,28 0,007
IFNy 90,88 + 0,30 90,96 103,28 + 0,48 103,38 0,007
Siipernatant
IL-4 0,31 £ 0,00 0,31 0,27 = 0,00 0,27 0,007
IL-17 11,04 £ 0,02 11,04 16,50 + 0,00 16,50 0,007
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4.9. KK-MKH’mm STI+PKMH ile 1/5 ve 1/10 oranlarinda Ko-kiiltiiriiniin
Inkiibasyon Siirelerine Gore Sitokin Degerleri Degisimi

KK-MKH/STI+PKMH 1/5 oraninda 24. saat hiicre i¢i IL-4 Olglimleri, KK-
MKH/STI+PKMH 1/5 oraninda 72. saat olglimlerinden anlamli (p<0.05) olarak daha
yiiksekti. KK-MKH/STI+PKMH 1/5 oraninda 24. saat grubunda hiicre i¢i IL-17, IFNy
olgtimleri, KK-MKH/STI+PKMH 1/5 oraninda 72. saat 6lgtimlerinden anlamli (p<0.05)
olarak daha diisiiktii (Tablo 4-14).

KK-MKH/STI+PKMH 1/5 oraninda 24. saat siipernatant TGF B, IFNy, IL-4
Olgtimleri, KK-MKH/STI+PKMH 1/5 oraninda 72. saat 6l¢timlerinden anlamli (p<0.05)
olarak daha yiiksekti. KK-MKH/STI+PKMH 1/5 oraninda 24. saat siipernatant 1L-17
olgtimleri, KK-MKH/STI+PKMH 1/5 oraninda 72. saat 6l¢iimlerinden anlamli (p<0.05)
olarak daha diisiiktii (Tablo 4-14).

KK-MKH/STI+PKMH 1/10 oraninda 24. saat grubunda hiicre igi IL-4, IL-17,
IFNy o6lgtimleri, KK-MKH/STI+PKMH 1/10 oraninda 72. saat dlgliimlerinden anlamli
(p<0.05) olarak daha diisiiktii (Tablo 4-15).

KK-MKH/STI+PKMH 1/10 oraninda 24. saat siipernatant TGF B, IFNy, IL17
Olgtimleri, KK-MKH/STI+PKMH 1/10 oraninda 72. saat olgiimlerinden anlamli
(p<0.05) olarak daha yiiksekti. KK-MKH/STI+PKMH 1/10 oraninda 24. saat
stipernatant IL-4 olgtimleri, KK-MKH/STI+PKMH 1/10 oraninda 72. saat
6l¢timlerinden anlamli (p<0.05) olarak daha diisiiktii (Tablo 4-15).
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Tablo 4-14: 1/5 oraninda KK-MKH/STI+PKMH Ko-Kkiiltiir Inkiibasyon Siirelerindeki
Sitokin Seviyeleri Karsilastirmasi

KK-MKH/STI+PKMH KK-MKH/STI+PKMH
1/5-24 saat 1/5-72 saat p
Ort.£ss Medyan Ort.£ss Medyan
CD4 20,10 + 0,10 20,10 77,77 + 0,15 77,80 0,006
IL-17 232 £ 0,15 224 14,54 + 0,03 14,53 0,007
Hiicre ici
IFNy 79 + 0,06 7,99 31,05 + 0,01 31,04 0,007
IL-4 10,22 + 0,01 10,22 7,13 £ 0,03 7,13 0,007
TGFB 12,03 £ 0,06 12,02 6,62 + 0,43 6,51 0,007
IFNy 136,18 + 0,16 136,24 63,35 + 46,75 90,31 0,007
Siipernatant
IL-4 235 + 0,03 2,36 0,18 + 0,00 0,18 0,007
IL-17 17,04 + 0,02 17,04 19,30 = 0,04 19,31 0,007

Tablo 4-15: 1/10 oraminda KK-MKH/STI+PKMH Ko-kiiltiir Inkiibasyon Siirelerindeki
Sitokin Seviyeleri Karsilastirmasi

KK-MKH/STI+PKMH KK-MKH/STI+PKMH
1/10-24 saat 1/10-72 saat D

Ort.£ss Medyan Ort.£ss Medyan
CD4 32,67 + 0,58 33,00 66,00 + 0,10 66,00 0,007
IL-17 6,17 £ 0,21 6,10 8,67 + 0,02 8,68 0,007

Hiicre ici
IFNy 533 + 0,03 534 27,15 + 0,05 27,16 0,007
IL-4 580 + 0,02 5,80 6,46 + 0,04 6,46 0,007
TGFp 23,40 + 0,35 23,37 0,93 + 0,12 1,00 0,007
IFNy 126,77 + 0,22 126,79 89,19 + 0,04 89,21 0,007
Siipernatant

IL-4 0,65 + 0,03 0,64 0,76 + 0,01 0,77 0,007
IL-17 17,92 + 0,07 17,92 13,86 + 0,01 13,87 0,007
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4.10. KK-MKH’mm STI+PKMH ile 1/5 ve 1/10 Oranlarindaki Ko-Kiiltiirlerinin 24
ve 72 Saat sonraki Sitokin Degisimleri

KK-MKH/STI+PKMH 1/5 oraninda 24. saat hiicre i¢i IFNy ol¢iimleri, KK-
MKH/STI+PKMH 1/10 oraninda 24. saat 6l¢iimlerinden anlamli (p <0.05) olarak daha
diistiktii. KK-MKH/STI+PKMH 1/5 oraninda 24. Saat grubunda hiicre i¢i IL17, IL-4
Olgtimleri, KK-MKH/STI+PKMH 1/10 oraninda 24. saat olgiimlerinden anlamli (p
<0.05) olarak daha yiiksekti (Tablo 4-16).

KK-MKH/STI+PKMH 1/5 oraninda 24. saat siipernatant IFNy, IL4 olgtimleri,
KK-MKH/STI+PKMH 1/10 oraninda 24. saat 6l¢iimlerinden anlamli (p <0.05) olarak
daha yiiksekti. KK-MKH/STI+PKMH 1/5 oraninda 24. saat siipernatant TGF 3, IL-17
olgtimleri KK-MKH/STI+PKMH 1/10 oraninda 24. saat oOlgiimlerinden anlamli (p
<0.05) olarak daha diisiiktii (Tablo 4-16).

KK-MKH/STI+PKMH 1/5 oraninda 72. saat hiicre i¢i IFNy, IL-17, IL-4
olgtimleri, KK-MKH/STI+PKMH 1/10 oraninda 72. saat 6l¢iimlerinden anlamli (p
<0.05) olarak daha yiiksekti (Tablo 4-17).

KK-MKH/STI+PKMH 1/5 oraninda 72. saat siipernatant TGF B, IL-17 6l¢iimleri,
KK-MKH/STI+PKMH 1/10 oraninda 72. saat 6lgiimlerinden anlamli (p <0.05) olarak
daha yiiksekti. KK-MKH/STI+PKMH 1/5 oraninda 72. saat siipernatant IL-4 dl¢timleri,
KK-MKH/STI+PKMH 1/10 oraninda 72. saat olgiimlerinden anlamli (p <0.05) olarak
daha diisiikti. KK-MKH/STI+PKMH 1/5 oraninda 72. saat siipernatant IFNy dl¢timleri,
KK-MKH/STI+PKMH 1/10 oraninda 72. saat olgiimleriyle karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamlilik saptanmadi (p >0.05) (Tablo 4-17).
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Tablo 4-16: 24 saatlik KK-MKH ve STI+PKMH Ko-Kiiltiirlerinde Hiicre Oranlarina
Gore Sitokin Seviyeleri Karsilastirmasi

KKMKH/STI+PKMH KK-MKH/STI+PKMH

1/5-24 saat 1/10-24 saat P
Ort.tss Medyan Ort.tss Medyan

CD4 20,10 + 0,10 20,10 32,67 + 0,58 33,00 0,007

IL-17 232 £ 015 224 6,17 + 0,21 6,10 0,007
Hiicre ici

IFNy 79 + 0,06 7,99 533 + 0,03 5,34 0,007

IL-4 10,22 + 0,01 10,22 5,80 + 0,02 5,80 0,007

TGFp 12,03 £ 0,06 12,02 23,40 £ 0,35 23,37 0,007

IFNy 136,18 + 0,16 136,24 126,77 + 0,22 126,79 0,007
Siipernatant

IL-4 235 + 0,03 2,36 0,65 + 0,03 0,64 0,007

IL-17 17,04 + 0,02 17,04 17,92 + 0,07 17,92 0,007

Tablo 4-17: 72 saatlik KK-MKH ve STI+PKMH Ko-Kiiltirlerinde Hiicre Oranlarina
Gore Sitokin Seviyeleri Karsilastirmasi

KK-MKH/STI+PKMH KK-MKH/STI+PKMH

1/5-72 saat 1/10-72 saat P
Ort.£ss Medyan Ort.£ss Medyan

CD4 77,77 £ 0,15 77,80 66,00 + 0,10 66,00 0,006

IL-17 1454 + 0,03 14,53 8,67 + 0,02 8,68 0,006
Hiicre ici

IFNy 31,06 + 0,01 31,04 27,15 + 0,05 27,16 0,007

IL-4 7,13 + 0,03 7,13 6,46 + 0,04 6,46 0,007

TGFp 6,62 + 0,43 6,51 0,93 + 0,12 1,00 0,007

IFNy 63,35 + 46,75 90,31 89,19 + 0,04 89,21 0,857
Siipernatant

IL-4 0,18 + 0,00 0,18 0,76 + 0,01 0,77 0,007

IL-17 19,30 + 0,04 19,31 13,86 + 0,01 13,87 0,007
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5. TARTISMA

Mezenkimal kok hiicreler, benzersiz immiinomodiilator Ozellikleri, kendi
kendini yenileme ve ¢ok potansiyelli farklilasma kapasiteleri nedeniyle hiicresel tedavi
alaninda umut verici olarak ¢aligmalarda yer almaktadir. Mezenkimal kok hiicrelerin in
situ Ozellikleri ve biyolojik fonksiyonlar1 heniiz aydinlatilamamis olsa da, in vitro elde
edilmis hiicrelerin, spesifik hiicre soylarina farklilasma potansiyeline sahip olduklar
gosterilmigtir. MKH'lerin hiicre homeostazinda 6nemli rollere sahip oldugu tahmin
edilmektedir. Son c¢alismalar, gesitli kokenlerden in vitro elde edilmis MKH'lerin,
immiin sistem tepkilerini modiile etme ve farkli inflamatuvar hastaliklarin ilerlemesini
engelleme konusunda genis bir kapasiteye sahip oldugunu gostermistir. Doku
yaralanmalarma siklikla inflamasyon eslik ettiginden, inflamatuvar faktdrler, MKH'leri
hasarli doku bolgelerine mobilize etmek ic¢in ipucglart saglayabilir. MKH'ler doku
onarim fonksiyonlarini gerceklestirmeden once modiilasyon yaparak mikro ortami
hazirlarlar. Inflamatuvar ve otoimmiin hastaliklarin tedavisi icin basarili stratejiler
olarak yeni hiicre temelli terapotik yaklasimlarda da MKH’ler dikkat ¢ekmektedir.
MKH'lerin, basta sitokin ve kemokin salgilamasi olmak iizere ¢esitli mekanizmalar
yoluyla dogustan gelen ve edinilmis immiin sistemin tiim hiicreleri iizerinde anti-
inflamatuvar ve immiinomodiilator etkiler gosterdigi pek ¢ok ¢alismada vurgulanmistir
(64,65). Mezenkimal kok hiicrenin immiin sistemi diizenledigi mekanizmalar hala bir
tartisma konusudur, ancak immiin sistem hiicreleri ile dogrudan temas kurmasi ve
¢Oziinilir faktorlerin salgilanmasini tetikledigi konular ¢alismalarda tartigilmaya devam
etmektedir. MKH’1n IFNy, IL-1, TNF veya IL-4 gibi pro ve anti inflamatuvar sitokinlere
yanit vermesi, Salgiladigi mediatorler (TGF, IDO, PGE2) ile CD4+ T yardimer hiicrelerini

Treg hiicre fenotipine doniistiirmesiyle oldugu gosterilmistir (86).

Bu bilgiler 1s1ginda, ¢alismada, MKH’nin immiin sistem hiicrelerine olan
etkisinin arastirilmasi amaglandi. PKMH ve MKH ko-kiiltiir 6ncesi ve sonras1t CD4+ T
hiicrelerin hiicre i¢i sitokin seviyeleri (IL-4, IFNy ve IL-17) akim sitometri ile tespit
edildi. Ayn1 zamanda TGFp, IL-4, IL-17, IFNy siipernatant sitokin seviyeleri ELISA ile
olgiildii.
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Mezenkimal kok hiicreler kemik iligi, adipoz doku, kordon kani, kordon dokusu
gibi dokulardan izole edilebilir ve ¢ogaltilabilirler. Elde edilebilen hiicrelerin plastik
adherent olduklarinin ve ylizeylerinde CD44, CD73, CD90 ve CD105 gibi belirteglerin
ekspresyonlarin gosterilmesi ile MKH olduklari kabul edilmektedir (11). Calismada
MKH’ler kordon kan1 ve Wharton Jeli’nden izole edilmis olup mikroskopta plastik adherent
olduklar1 saptanmis, yiizey belirtecleri de (CD44 (%100), CD73 (%99,6), CD90 (%2100),
CD105 (%99)) akim sitometri yontemiyle analiz edilmistir.

Sitokinler, enfeksiyona verilen immiin yanitin veya devam eden bir inflamatuvar
yanitin dogas1 hakkinda degerli bilgiler saglar. Sitokinlerin saptanmasi igin hiicrelerin
uyarilmasi 6zellikle in vitro ¢alismalarda biliyliik 6nem tagimaktadir. Caligmada 1L-17,
IFNy ve IL-4 sitokin salinimi hiicre i¢i sitokin kiti ile analiz edildi ve her bir sitokin i¢in
en uygun doz 10 pg/ml PHA ve en uygun inkiibasyon siiresi 72 saat oldugutespit edildi.
Tajima ve ark’lari, mevcut ¢aligmamizi destekler nitelikte olup, yapmis olduklar
calisma ile PKMH stimiilasyonu i¢in PHA kullanilmasinda en uygun siirenin 72 saat
oldugunu gostermislerdir (87).

Mezenkimal kok hiicrelerin immiinomodiilator potansiyeli, immiin sistemde kilit
rol oynayan T hiicreler ve bu hiicrelerden salgilanan sitokinler {izerinde gosterilmistir
(88,89). Caligmalar adipoz kaynaklit MKH'lerin kemik iligi kaynakli MKH'lerden daha
gliclii immiinomodiilator etkiler sergiledigini, bu da adipoz kaynakli MKH'lerin
immiinomodiilatér tedavi igin daha iyi bir alternatif olacagm one siirmiistiir. Ote
yandan WJ-MKH!'lerin, in vivo uygulandiklarinda allojenik bir immiin yanit baslatma
riskinin minimum diizeyde oldugu one siiriilmiistiir. Bu da, toplama kolayliginin yani
sira kordon kaynaklit MKH’leri uygun terapétik adaylar haline getirecegi belirtilmistir
(61).

In vitro, MKH’lerin antijen sunan hiicrelerle iletisim kurmak icin naif ve hafiza
T-hiicre yanitlarini inhibe ettigi gosterilmistir. MKH'ler ayrica parakrin mekanizmalar
yoluyla c¢ok islevli molekiilleri salgilayarak immiinomodiilator 6zelliklerini de
gosterirler. Bu molekiiller, immiin sistem ve kanser hiicrelerinin islevini modiile etmek
icin bir araya gelen ve TGF-f1, TNF-0, PGE2, IFNy, HGF, FGF, IDO ve nitrik oksit
gibi ¢ok yonlii sitokinler, biiyiime faktorleri ve kemokinlerden olusan genis bir
repertuardir (18,90). Calismada MKH’lerin T hiicre immiin yanitlarina olan etkisini pro-
inflamatuvar ve anti-inflamatuvar olarak arastirmak i¢in Thl’den salgilanan IFNYy,

Th17°den salgilanan IL-17, Th2 hiicrelerinden salgilanan IL-4 sitokinlerinin hem hiicre
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icinde hem de hiicre digindaki ve Treg hiicrelerinden salgilanan TGF-f’nin hiicre
disindaki seviyelerine bakilmistir. Calismada kordon kaynakli MKH’lerle stimiile
olmayan ve stimule olan PKMH’leri ile Ko-kiiltiir sonuglari Kkiiltiir Oncesiyle
karsilastirildiginda farkli immiinmodiilator 6zellikler gosterdikleri bulunmustur.

Mezenkimal kok hiicrelerin mikrogevresi, MKH'leri pro-inflamatuvar ve anti-
inflamatuvar etkilerini degistirebilir. MKH'ler, nétrofilleri etkileyerek inflamasyonun
erken evresinde pro-inflamatuvar fonksiyonlara sahiptir. Pro-inflamatuvar MKH'ler,
MIP-1, CCL5, CXCL9 ve CXCL10 salgilayarak T hiicrelerini aktive eder. Bu asamada,
TNFa ve IFNy gibi yalnizca diisiik seviyelerde inflamasyon sinyalleri vardir. Kemik
iligi ve gobek kordonundan elde edilen MKH'ler, lenfositleri baskilamak i¢in yeterli
INOS veya IDO iiretemeyen diisiik seviyelerde IFN-y ve TNF-o ile muamele
edildiklerinde immiin sistem cevabini destekledigi vurgulanmaktadir. Bununla birlikte,
bu iki sitokin yiiksek seviyeye ulastiginda, MKH'leri iNOS veya IDO salgilamasi igin
uyarir, bu da T hiicre proliferasyonunun inhibisyonu ve Treg indiiksiyonu ile sonuglanir.
Bu sebeple, iINOS veya IDO seviyelerinin, MKH'lerin pro- ve anti-inflamatuvar etkileri
arasinda anahtar rol oynadigi gosterilmistir (91-93).

T-hiicre aracili immiin yanit, adaptif immiin sisteminin anahtar bilesenidir,
enfeksiyonlara ve malignitelere karsi koruma saglar, ayn1 zamanda bir dizi otoimmiin
hastaliga aracilik eder (94). MKH'lerin birkag modelde T hiicresi proliferasyonunu
inhibe ettigi gosterilmistir (95). T hiicresi proliferasyonunu etkilemenin yani sira,
MKH'ler, T hiicrelerinin aktivasyon ve farklilasma siirecini de degistirebildigi
sOoylenmistir. Luz-Crawford ve ark. MKH'lerin IFNy ve IL-17 salgilanmasin
baskiladigini, ancak Thl ve Thl7 hiicrelerinin farklilagsmasin1 antagonize ederek T
hiicrelerinin IL-10 iiretimini destekledigini ve bdylece Treg olusumunu indiikledigini
vurgulamiglardir (96). Yang ve ark. WJ-MKH'lerin ve PHA ile uyarilan PKMH'ler ko-
kiltlirii sonrast toplanan silipernatanlar ve hiicrelerde tespit edilen immiin sistem
uyaranlarima baktiklarinda, WJ-MKH uygulanan PKMH’ler ile WIJ-MKH’ler
olmaksizin PHA ile uyarilan PKMH'ler karsilastirildiginda, IFNy’nin 6nemli Olciide
baskiladigini gostermislerdir (83). Bizim ¢alismamizda IFNy i¢in, STI+PKMH ile farkli
siirelerde ve oranlarda WJ-MKH’yle ko-kiiltiirleri yapilan deneylerde hiicre i¢i ve
stipernatantta sitokin degerleri farkli ¢ikmistir. WJ-MKH ile STI+PKMH 1/5 oraninda
yapilan ko-kiiltirde, WJ-MKH uygulanmayan STI+PKMH’lere gore 24 saat sonunda

IFNy hiicre icinde artig gosterirken, 72 saat sonunda bu deger anlamli derecede
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azalmistir. WJ-MKH ile STI+PKMH 1/10 oraninda yapilan ko-kiiltirde ise, WJ-MKH
uygulanmayan STI+PKMH’lere gore hem 24 saat hem de 72 saat sonunda IFNy
sitokinin hiicre i¢indeki artist anlamli olarak saptanmistir. Ko-kiiltlir sonrasi
stipernatanttadaki IFNy seviyesi, WJ-MKH uygulanmayan STI+PKMH’lere gore 24.
saat ve 72. saat sonunda anlamli derecede azaldigi goriilmiistiir. Hiicre i¢i sitokin tayini
icin PKMH’ler kiiltlir plaklarindan elde edilip calisilmistir, slipernatant igin ise ko-
kiltir sonrast MKH ve PKMH’1n birlikte oldugu kiiltiir sivisi toplanip calisilmistir.
Hiicre i¢indeki sitokin miktar1 ve hiicre disina salinan sitokin miktarinin farkli olmasinin
nedeni olarak MKH’lerin PKMH’lerden hiicre disina sitokin salinimini inhibe ettigini
diisinmekteyiz. Wharton Jeli’nden izole edilen MKH’lerin pro-inflamatuvar bir sitokin
olan hiicre i¢i IFNy salinimini sadece 1/5 oranin ko-kiiltiirii yapilan WJ-MKH/PKMH
72. saat sonunda inhibe etmistir. Kordon kanindan izole edilen MKH’lerin IFNy hiicre
ici ve siipernatant degerlerine her grup icin ayr1 ayr1 bakildiginda; KK-MKH
uygulanmayan gruba gore hem 24 saat hem de 72 saat sonunda hiicre i¢i Sitokin
seviyesi anlamli derecede artarken, siipernatanttaki sitokin seviyesi her grup igin
anlamli derecede dismiistiir. Ko-kiiltiiriin 1/5 ve 1/10 oranlarinda 24 saat sonundaki
hiicre i¢i IFNy artis1 72 saat sonundaki artisa gore anlamli derecede daha azdi. PKMH
tizerine KK-MKH eklenmesi sadece siipernatanttaki IFNy sitokin degerlerini inhibe
etmistir. Hiicre i¢i [FNy sitokin salintmimi KK-MKH arttirmistir.

Immiin yanitta T hiicresi alt gruplari arasinda yer alan Th17 hiicreleri, IL-17A,
IL-17F ve IL-22 sitokinleri yan1 sira kemokin reseptoric CCR6'y1 ve bir Th17-spesifik
T-hiicrenin ayirt edici 6zelligi olarak transkripsiyon faktorii olan RAR ile iliskili
reseptor T'yi (RORyT) ifade eder. Yetersiz veya eksik bir T hiicresi immiin
diizenlemesine yanit olarak, Th17 hiicreleri, romatoid artrit, tip 1 diyabet, multiple
skleroz, sistemik lupus eritromatozus ve bagirsak hastaliklar1 gibi birgok inflamatuvar
ve otoimmiin hastaligin patogenezinde rol oynamaktadir. Immiinomodiilator ve
koruyucu 6zelliklerinden dolayi, MKH'ler, inflamatuvar ve otoimmiin hastaliklardaki
terapotik  potansiyelleri i¢in ¢alisilmaktadir. MKH'lerin farkli immiin hiicre
popiilasyonlarinin, 6zellikle Th17 alt gruplarinin yanitini inhibe ettigi mekanizmalar
tam olarak agiklanmasa da; bugiine kadar, birkag veri rapor edilmistir (97-101).

Mezenkimal kok hiicreler Th17 farklilasmasini ve fonksiyonlarimi direkt veya
indirekt yolla inhibe edebilirler (91-102). MKH'ler, PD-1, IL-10, CCL2 veya SOCS3'i
ifadesini arttirarak ve STAT3 yolunu inhibe ederek Th17 farklilagsmasini inhibe edebilir.
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STATS3 yolu inhibisyonu, RORt ve IL-17 ifadesini azaltarak Thl7 farklilagsmasini
azaltir. MKH'ler tarafindan salgilanan PGE2, Th17 inhibisyonuna katkida bulunur. Bazi
calismalar MKH'lerin aymi zamanda Th17 proliferasyonunu destekleyebilecegini
gostermektedir (103-107). Guo ve arkadaslari, kemik iligi kaynaklit MKH'lerin, karisik
lenfosit reaksiyon deneylerinde IL-17 ekspresyonunu ve Th17 hiicre farklilagmasini
destekledigini gostermislerdir (108). Bizim ¢alismamizda da, stimiile edilmis PKMH
tizerine farkli oranlarda eklenen WJ-MKH’yle yapilan farkl siirelerde ko-kiiltiir sonrasi
IL-17’nin hiicre i¢i ekspresyonunu anlamli derecede arttirdigi gézlenmistir. Hiicre ici
IL-17 artist en az 1/5 (MKH/PKMH) hiicre oraninda 72 saat inkiibe edilen ko-kiiltiir
sonucunda elde edilmistir (%2,05). En fazla artis ise 1/10 (MKH/PKMH) hiicre
oraninda 24 saat sonunda elde edilmistir (%16,93). PKMH ve MKH’nin birlikte
bulunma siireleri arttik¢a hiicre ici sitokin ekspresyonu azalmistir. MKH ile daha fazla
sayida PKMH ko-kiiltiir edildiginde ise ilk 24 saatte hiicre i¢i sitokin ekspresyonu ¢ok
fazla artarken, 72 saat sonunda bu seviye biraz daha azalmistir. Kordon kaynakli MKH
ise tam tersi etki gostermis ve 1/5 hiicre oraninda hiicre i¢i IL-17 sitokin seviyesi daha
fazla bir artig gostermistir. MKH ve PKMH ko-kiiltiir sonunda siipernatanttaki 1L-17
sitokin seviyesine bakildiginda ise hem WJ hem de KK’da anlamli derecede inhibisyon
saptanmustir. Yapilan ¢aligsmalarla karsilastirildiginda IL-17 supernatant sitokin seviyesi
MKH tarafindan inhibe edilebilmektedir. Hiicre i¢i sitokin seviyesi i¢in ise daha fazla
calismaya ihtiya¢ vardir. MKH'lerin kalitesi, nerden izole edildigi ve T hiicreleriyle
olan oran farki, sitokin seviyeleri iizerine olan etkilerini degistirebilecegi
diistiniilmektedir.

Mezenkimal kok hiicreler, triptofan tilkenmesine ve triptofan metabolit
tiretimine neden olan IDO ekspresyonu yoluyla Th2 hiicrelerinin farklilagmasini,
olgunlagmasini ve Th2 hiicrelerinden IL-4 salgilanmasini indiikler. Gieseke ve ark.
MKH'lerin, T hiicrelerinin proliferasyonunu dogrudan engelleyebildigini gostermislerdir
(89,109). MKH’ler immiin sistem iizerine pro-inflamatuvar yonde arttirici etki yaparken
anti-inflamatuvar yonde baskilayici 6zellige sahiptir. Aggarwal ve ark. kemik iliginden
izole ettikleri MKH’leri PKMH’ten izole ettikleri T hiicrelerle 1/10 oraninda ko-kiiltiir
yaptiktan sonra siipernatanttaki degerlerine baktiklarinda IL-4 seviyesinin anlamh
derecede arttigini bulmuslardir (110). Bizim c¢alismamizda, WJ-MKH ile PKMH
hiicrelerinin farkli oranlarda ko-kiiltlirii sonrast IL-4 hiicre i¢i sitokin seviyesi 1/5

(MKH/PKMH) orani 24 saat sonunda hizla anlamli derecede artarken, 72 saat sonunda
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baslangica gore artmis, ancak 24 saate gore azalmistir. 1/10 oraninda ise 24 saatte
artmig, 72 saat sonunda azalma gostermistir ancak bu azalma 24 saate goére daha az
olmustur. KK-MKH kullanilan gruplarda ise hiicre i¢i IL-4 orani her grupta anlaml
derecede artmistir. Her iki MKH hiicre kaynagi kullanilan gruplarda siipernatanttaki IL-
4 seviyesi anlamli derecede baskilanmistir.

Ana immiin diizenleyici sitokinler olan TGF-f ve IL-10, MKH'er tarafindan
tiretilen sitokinlerdir. TGF-B, MKH'ler tarafindan yapisal olarak salgilanir ve ayrica
IFN-y, TNF-a gibi inflamatuvar faktorler tarafindan seviyeleri artabilmektedir. TGF-p,
DH'lerde ve T hiicrelerinde IL-2, MHC-II (maj6r histouyumluluk kompleksi 11) ve
yardimci uyarici faktor ekspresyonunu inhibe eder. Hem Thl farklilagsmasi hem de Th2
farklilagsmasi, TGF- tarafindan inhibe edilebilir. TGF-B, Treg ve Breg liretimini tesvik
eder. TGF-B, IFN-y ve TNF-a ile uyarilan kemik iligi kaynakli MKH'lerin iNOS ve
IDO ekspresyonunu inhibe ederek immiin baskilayici etkilerini ortadan kaldirildigi da
gosterilmistir (111-114) Yang ve ark. WJ-MKH'lerin ve PHA ile uyarilan PKMH'ler ko-
kiiltiirti sonrasi toplanan stipernatantlarda tespit edilen PGE2, TGF-B1 ve IL-10 ve Treg
immiin sistem uyaranlarini incelediklerinde, WJ-MKH uygulanan PKMH’ler ile WJ-
MKH’ler olmaksizin PHA ile uyarilan PKMH'ler karsilastirildiginda, PGE2, TGF-B1 ve
IL-10 ve Treg hiicrelerinin sayisinin biiyiik Olclide arttirdigin1 gostermislerdir. Bu
bulguyla birlikte WJ-MKH'lerin, baskilayict sitokinlerin  iiretimini  artirarak
immiinosupresif etki gosterdigini vurgulamiglardir (83). Wang ve ark. yaptiklari
calismada, 1/5 oraninda stimiile WJ-MKH/stimiile PKMH 5 giinliik ko-kiiltlir sonrasi
Thl ve Thl7 hiicrelerinin baskilandigim1 ve Th2 ve Treg hiicrelerinin ise artig
gosterdigini saptamiglardir (115). Bizim c¢alismamizda, TGF-B sitokin seviyesi tiim
deney gruplarinda ko-kiiltiir sonrasi siipernatanttan ELISA ile tespit edilmistir. 1/5
oraninda WJ-MKH/PKMH 24 saatlik ko-kiiltiir sonrasinda siipernatanttaki TGF-f1
sitokin seviyesi 6nemli ve anlamli derece artis gdstermistir. 72 saat sonunda ise WJ-
MKH eklenmeyen gruba gore anlamli derecede azalmistir. Yine 1/10 oraninda WJ-
MKH/PKMH yapilan ko-kiiltiir sonras1 hem 24 saatte hem de 72 saatte sitokin seviyesi
anlaml derecede diismiistiir. KK-MKH uygulanan gruplarda ise slipernatanttaki TGF-f3
sitokin seviyesi sadece 1/10 hiicre oraninda yapilan ko-kiiltiir sonrasi 24 saatin sonunda
baslangica gore artmis olup, diger gruplarda anlamli derecede azalmistir. Wang ve ark.
yaptig1 ¢aligma bizim calismamizi destekler nitelikte olup, 1/5 hiicre oraninda Treg

hiicrelerinden salgilanan TGF-f sitokin seviyesi anlamli derecede artmistir (115).
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Calismamizda diger gruplardan farkli sonuglar elde etme sebebimizin, MKH’lerin
stimiile edilerek kullanilmasi ve ko-kiiltiir siirelerinin daha uzun olmasindan dolay1
diger gruplarimizda baskilanmis olabilecegini diisiinmekteyiz.

Deuse ve ark.’lari, MKH oram1 kullanilmasinin T hiicre proliferasyonunu
engelledigi ve daha az oranda MKH kullanimmin T hiicre proliferasyonuna pozitif
yonde katkis1 oldugunu vurgulamislardir. Yaptiklar: ¢aligmayla ko-kiiltirde PKMH ve
MKH oranlarinin T hiicre proliferasyonunu etkileyerek farkli immiinomodiilasyon
etkileri olabilecegini ve ayn1 zamanda hiicre-hiicre etkilesiminin zorunlu olmadigini dne
stirmislerdir (97). Bizim g¢alismamizda da direkt MKH/PKMH ko-kiiltiiriinde hiicre
oranlar1 1/5 ve 1/10 olarak 2 farkli oran kullanilmis olup, farkli oranlarda farkli sonuglar
elde edilmistir. Krampera ve ark.’nin yaptigi ¢alisma da bizim ¢alismamizi destekler
nitelikte olup, yiiksek oranda MKH’nin T hiicre iizerine olan baskilama yeteneginin
daha fazla oldugunu vurgulamislardir (116). Bu iki farkli oran karsilastirildiginda hem
hiicre i¢i hem siipernatanttaki IFNy sitokin seviyesi 24 saat sonunda 1/10 hiicre
oraninda, 1/5 hiicre oranina gore anlamli derecede azalmistir. 72 saat sonunda ise, 1/10
hiicre oraninda 1/5 hiicre oranina gore anlamli derecede artis gozlenmistir. IL-17
sitokini i¢in karsilagtirma yaptigimizda, 24 saat ve 72 saat sonunda hem hiicre igi
sitokin hem de siipernatanttaki sitokin seviyesi 1/10 hiicre oraninda 1/5 hiicre oranina
gore anlamli derecede artmistir. MKH’nin PKMH {izerine uygulanmasi IL-17 sitokini
iretimini ve salgilanmasi baskilamamistir. IL-4 sitokini i¢in karsilastirma yaptigimizda,
72 saat sonunda 1/10 hiicre oraninin 1/5 hiicre oranina gore hiicre i¢i sitokin seviyesinin
arttig1, slipernatanttaki sitokin seviyesinin ise anlamli derecede azaldig1 gézlenmistir.
TGF sitokini i¢in karsilastirdigimizda, 24 saat sonunda 1/10 hiicre oraninin 1/5 hiicre
oranina gore anlamli derecede azaldigi, 72 saat sonunda ise anlamli derecede arttig1
bulunmustur. Caligmamizda MKH sayis1 sabit kalirken oran olarak PKMH sayisi
arttirllmistir. . MKH’in oran  olarak yliksek oldugu ko-kiiltiirlerde T hiicre
proliferasyonunu stimule etmesiyle daha ¢ok sitokin ekspresyonu ve salgilanmasina
sebep olmustur.

MKH'lerin etkileri her zaman immiinosiipresif degildir, ancak MKH'ler belirli
kosullar altinda pro-inflamatuvar olarak da davranabilir. Ornegin, diisiik IFNy ve TNF
seviyelerinin mevcudiyeti, MKH'lere immiin sistemi uyaric1 potansiyel kazandirabilir,
bu da pro-inflamatuvar sitokin seviyelerindeki varyasyonlarin, MKH'lerin immiin

diizenleyici modunu gosterir. Inflamatuvar hastalik modellerini kullanan diger
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caligmalar (0rnegin, GVHD ve deneysel otoimmiin ensefalomiyelit) hastalik seyrinin
baslangicinda veya niiksetme sirasinda, inflamasyon diisiik oldugunda MKH'lerin
uygulanmasinin, bunlarin terapotik etkinligini inhibe ettigini gostermistir. Bu bulgular,
MKH'erde imminosupresif 06zellikleri indiiklemek i¢in belirli bir diizeyde
inflamasyonun gerekli oldugunu ve bu c¢aligmalardan Ogrenilen derslerin terapotik
metodolojilere rehberlik etmek icin kullanilmasi gerektigini gostermektedir. Hastalarda
inflamatuvar sitokin seviyelerinin arttirilmasi kabul edilebilir olmasa da, MKH'leri
inflizyondan 6nce inflamatuvar bir ortama maruz birakmak gibi alternatif yaklagimlar

diistinilmelidir (117-122).

Mezenkimal kok hiicrenin, immiin sistem {izerine yapilan ¢alismalarinda genel
olarak adipoz doku ve kemik iligi kaynakli MKH’ler kullanilmaktadir. Bu ¢aligmada,
MKH kaynagi olarak Wharton Jeli ve Kordon kani kullanilmasi ile immiin sistem
lizerine olan etkisinin aragtirllmasi literature farkli bir bakis a¢ist kazandirmistir.
Calismada ki farkli MKH kaynaginin immiin sisteme etkisi; 1/5 ve 1/10 olarak iki farkli
hiicre oranlarinin kullanilmasi, 24 saat ve 72 saat olarak iki farkli inkiibasyon siiresi
seklinde farkli kombinasyonlarda degerlendirilmistir. Bu parametrelerin ayr1 ayri
degerlendirilmesi, analiz edilmeleri ve karsilagtirilmalar1 yoniinden, bu ¢alisma 6zgilin

deger tasima niteligindedir.

Umut vaad eden tiim arastirmalara ragmen, MKH ile yapilan klinik
caligmalarda, MKH popiilasyonlarinin immiin sistem iizerindeki degiskenliginden
kaynaklanan belirsiz sonuglarin varligi, caligmalarin ilerlemesine engel olmaktadir. Bu
amagla ¢alismamiz da pro-inflamatuvar ve anti-inflamatuvar sitokinlerin hem hiicre igi
hem de siipernatant seviyelerinin arastirllmast bu konuya yeni bir bakis agisi
kazandirmigtir. MKH’nin, immiin sistem hiicrelerinde hiicre i¢i sitokin seviyesini nasil
etkiledigi ile ilgili daha 6nce yapilmis bir caligsmaya rastlanmamustir, calisma bu agidan
0zgiin niteliktedir.

Calismada siipernatant ve hiicre i¢i sitokin degerlerinin farkli ¢ikmasi; hiicre
icinde ifade olan sitokinlerin hiicre disina transportunun engellenmesinde MKH’lerin
etkili olabilecegini diisiindiirmektedir. Hiicre i¢inde ifade olan sitokinlerin, hala tam
olarak belirlenemeyen hiicre disina transport yolu mekanizmalarmin daha ileri
calismalarla ortaya c¢ikarilmasi siipernatantla hiicre igi sitokin seviye farkliliginin

nedeninin anlagilmasina katkida bulunacaktir.
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MKH ve immiin sistem hiicrelerinin interaksiyonu karmagsik bir siireci
baslatmaktadir. Bu karmasik siirecin aydinlatilmasi i¢in MKH kaynaginin dogru ve
uygun sec¢ilmesi, immiin sisteme ait hiicrelerin alt gruplarmin spesifik olarak
belirlenmesi ile in vitro ve sonrasinda in vivo c¢alismalar yapildikca miimkiin
olabilecektir.
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