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ÖZET 

Erol. A (2022). Mezenkimal Kök Hücreler ve İmmun Sistem Arasındaki İlişkinin 

İn vitro Koşullarda Değerlendirilmesi  

İstanbul Üniversitesi Sağlık Bilimleri Enstitüsü, Tıbbi Biyoloji, ABD. Doktora Tezi. 

İstanbul.  

Mezenkimal kök hücreler (MKH)’lerin klinik uygulamalarından önce hücrelerin 

immünmodülatör özelliklerinin belirlenmesi gerekmektedir. Çalışmamızda MKH’lerin 

immün sistem hücreleri tarafından salgılanan sitokinlere olan etkisinin belirlenmesi 

hedeflendi.  

Periferal kan mononükler hücreler (PKMH) ve MKH ko-kültür öncesi ve sonrası 

CD4+ T hücrelerin hücre içi sitokin seviyeleri (Interlökin-4 (IL-4), Interferon-γ (IFNγ), 

and Interlökin-17 (IL-17)) akım sitometri ile tespit edildi. Aynı zamanda Tümör 

büyüme faktörü (TGF)- β, IL-4, IL-17, IFNγ süpernatant sitokin seviyeleri ELISA ile 

ölçüldü. Çalışmamızda MKH’ler kordon kanı (KK) ve Wharton Jeli’nden (WJ) izole 

edilmiş olup plastik adherent olmaları mikroskopta ve yüzey belirteçleri (CD44 (%100), 

CD73 (%99,6), CD90 (%100), CD105 (%88)) akım sitometri yöntemiyle gösterilmiştir. 

Çalışmada, ko-kültür MKH/PKMH 1/5 ve 1/10 oranlarında, 24 saat ve 72 saat 

inkübasyon süreleri hem KK hem de WJ MKH’leri kullanıldı. 

 Çalışmada KK-MKH’lerle stimule edilen PKMH’leri ko-kültür sonuçları kültür 

öncesiyle karşılaştırıldığında farklı immünmodülatör özellikler gösterdikleri 

bulunmuştur. Pro-inflamatuvar sitokinlerden IFNγ ve IL-17 hem KK-MKH hem de WJ-

MKH ve PKMH ko-kültürü sonrası hücre içi seviyeleri artış gösterirken süpernatanttaki 

sitokin seviyeleri anlamlı derecede düşmüştür (p<0,05). Anti-inflamatuvar sitokinlerden 

IL-4’ün ko-kültür sonrası hücre içi seviyesi anlamlı derecede artarken süpernatantta 

anlamlı derecede azalmıştır (p<0,05). Anti-inflamatuvar sitokin olan TGF- β’ın ise 

süpernatanttaki seviyesi hem KK-MKH hem de WJ-MKH için anlamlı derecede 

azalmıştır (p<0,05). 

MKH ve immün sistem hücrelerinin interaksiyonu karmaşık bir süreci 

başlatmaktadır. Kordon kanı ve WJ-MKH ile PKMH’ler arasındaki ilişkilerin 

belirlendiği bu çalışma ile MKH’lerin uygulanma öncesi ve sonrasında pro-inflamatuvar 

ve anti-inflamatuvar özellikleri tespit edilerek en uygun MKH kaynağının seçilmesi ve 

immünmodülasyon etkilerinin belirlenmesi açısından klinik çalışmalara ışık tutacaktır. 

 

Anahtar Kelimeler:  Göbek Kordon Kanı, Göbek Kordon Dokusu, İmmün Sistem 

Hücreleri, Mezenkimal Kök Hücre, İmmunomodülasyon 

        

Bu çalışma, İstanbul Üniversitesi Bilimsel Araştırma Projeleri Birimi tarafından 

desteklenmiştir. 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 

İstanbul University, Institute of Health Science, Medical Biology Department. 

Doctorate Thesis. İstanbul.   

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-γ (IFNγ), and 

Interleukin-17 (IL-17)) detected by akım cytometry before and after co-culture between 

peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) and MCSs. At the same time, tumor 

growth factor (TGF)-β, IL-4, IL-17, IFNγ 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 akım 

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 

IFNγ 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-β, 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 
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1. GİRİŞ VE AMAÇ 

Canlı vücudunda sınırsız çoğalma, rejenerasyon ve plastisite yetenekleri olan 

hücrelere kök hücreler denir. Farklılaşma kapasitelerine göre de totipotent, pluripotent, 

multipotent, oligopotent ve unipotent olarak sınıflandırılırlar. Totipotent hücreler 

farklılaşma kapasiteleri (her türlü doku ve organa dönüşme yetenekleri) en fazla olan ve 

ilk dört günlük embriyonik dönemde bulunan kök hücrelerdir. Pluripotent kök hücreler 

embriyo içinde 5-6. günden itibaren sinir dokusu, beyin, iç organlar, kemik ve kıkırdak, 

kan yapıcı sistem, deri, bağ dokusu, yağ dokusu gibi sistemlerin gelişmesini sağlayan 3 

embriyonik germ tabakalarına (Ektoderm, Endoderm, Mezoderm) farklılaşabilme 

özelliğine sahiptir. Multipotent kök hücreler ise, farklı hücre tiplerine daha sınırlı 

farklılaşabilme potansiyeline sahiptir (Şekil 1-1) (1-4). 

Kök hücreler elde edildikleri kaynağa göre embriyonik kök hücreler (insan 

embriyonik kök hücreler, amniyonik epitelyal kök hücreler (erken gelişim sürecinde 

blastosistin iç hücre kitlesinden elde edilir))  ve embriyonik olmayan kök hücreler 

(erişkin kök hücreleri; (hematopoetik, mezenkimal, nöral, pankreatik, deri kök 

hücreleri) ve göbek kordonu kök hücreleri) olarak iki gruba ayrılır (2,5,6).  

 

 

Şekil 1-1: Kök hücre farklılaşmaları  

“Ramakrishna V., Janardhan P. B., Sudarsanareddy L., Stem Cells and Regenerative Medicine – A Review. 

Annual Review & Research in Biology, 2011;1(4): 79-110”. 
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Rejeneratif tıpta yeni terapötik protokollerin geliştirilmesi için kapasiteleri ve 

her dokuya dönüşebilmeleri nedeniyle embriyonik kök hücrelerin kullanılması gerektiği 

bilim adamları tarafından vurgulansa da etik ve ahlaki tartışmalardan dolayı alternatif 

kök hücre kaynakları tercih edilmektedir. Göbek kordon kanı ve dokusu, bu 

uygulamalar için önemli ve kolayca temin edilebilen birer kök hücre kaynağıdır (7-9). 

Kordon kanı ve dokusu, kök hücreleri mezenkimal kök hücreler (MKH) 

açısından zengin olan multipotent kök hücredir. MKH’ler kendini yenileme kapasitesine 

sahiptir ve birçok farklı dokudan izole edilebilirler. Bu dokular arasında kemik iliği, 

adipoz doku, göbek kordon kanı, periferal kan, dermis, karaciğer, deri ve iskelet kası” 

bulunmaktadır (10,11).  Uluslararası Hücresel Tedavi Derneği (ISCT) mezenkimal kök 

hücreleri tanımlamak için minimum kriterler (plastik adherent, spesifik yüzey 

belirteçlerinden CD73, CD90, CD105 ifade ederken; CD14, CD34, CD45, Human 

Lökosit Antijen (HLA)-DR ifade etmemektedir, in vitro ortamda osteoblast, adiposit ve 

kondrositlere farklılaşabilirler) belirlemiştir (12,13).  

Mezenkimal kök hücreler rejeneratif tıp ve immün sistem için yeni bir bakış 

açısı getirmiştir. İzole edilmeye elverişlidir, kendini yenileme ve farklılaşma 

yeteneklerine sahiptirler. Birçok çalışma, MKH'lerin uygulanması yoluyla karaciğer, 

böbrek, kalp ve pankreas dahil olmak üzere birçok doku rejenerasyonunda başarılı 

olduğunu bildirmiştir (14-18). En önemlisi, MKH'ler, immün-düzenleyici özellikleri 

yoluyla doku yenilenmesini ve çeşitli immün sistem hücrelerini modüle eder. Bu 

etkileşimler doğrudan hücre-hücre teması veya çeşitli büyüme faktörleri ve 

immünomodülatör faktörlerden oluşan spesifik sekretomlar yoluyla meydana gelir. 

MKH, immün cevabı dengeleyebilme ve bu cevabın profillerini düzenleyebilme 

yetenekleri sebebiyle immün sistem ile ilişkili çeşitli hastalıkların tedavisine yönelik 

çalışmalarda tercih edilmektedir (19,20). Göbek kordon kanı ve dokusu MKH'leri, daha 

belirgin bir sitokin sekresyon profili sergilerler ve ürettikleri birçok büyüme faktörü ve 

sitokinler nedeniyle immünsupresif ve trofik etki potansiyeline de sahiptir (21-23). 

MKH'ler ayrıca T hücreleri, B hücreleri, NK hücreler ve antijen sunan hücreler (ASH) 

gibi immün sistem hücrelerin çoğalmasını ve kompleman sistem aktivasyonunu 

baskılayarak immün cevabı azaltırlar (23,24).   

Mezenkimal kök hücrenin immün sistemi düzenlediği mekanizma hala bir 

tartışma konusudur. En çok çalışılan, immünsüpresif faktörler arasında indoleamin-pirol 

2,3-dioksijenaz (IDO), prostaglandin E2 (PEG2), transforme edici büyüme faktör-γ 
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(TGF-γ) ve nitrik oksit (NO) bulunur (Şekil 1-2) (18,25-28). Bu çözünür faktörlerin 

salgılanması MKH'nin mikroçevresine bağlıdır.  

 

 

Şekil 1-2:MKH’nin immünomodülasyon mekanizmaları    

“Na Li, Jinlian Hua. Interactions between mesenchymal stem cells and the immune System. Cell. Mol. Life 

Sci. 2017 Jul;74(13):2345-2360” 

Mezenkimal kök hücrenin, daha düşük seviyelerde interlökin-2 (IL-2), IFN-γ, 

TNF-α ve daha yüksek konsantrasyonlarda IL-4, IL-5, IL-10 ve IL-13 ile karakterize 

edilen, Th1 aracılı immün cevabından Th2 immün cevabına geçişe aracılık ettiği 

bildirilmiştir (25,29,30).  

Bu bilgiler ışığında, bu çalışmada, MKH’nin immün sistem hücrelerine olan 

etkisi araştırıldı. PKMH ve MKH ko-kültür öncesi ve sonrası CD4+ T hücrelerin hücre 

içi sitokin seviyeleri (IL-4, Interferon-γ (IFN-γ) ve IL-17A) akım sitometri ile tespit 

edilmesi ve TGF-β, IL-4, IL-17A, IFN-γ süpernatant sitokin seviyeleri ELISA ile teyit 

edilmesi amaçlandı.  

MKH ve immün sistem arasındaki ilişkiyi belirleyen mekanizmalar hala tam net 

ortaya konulamamıştır. Çalışmanın sonunda elde edilen sonuçlar ile MKH’lerin 

immünmodülatör özelliklerinin belirlenmesi, MKH’lerin özellikle immün sistem 

hastalıkları üzerine olan etkilerinin araştırılması ve gelecekte klinik çalışmalar için bir 

ön çalışma olarak ilk basamağın aşılması amaçlandı. Bu etkileşimlerin aydınlatılması, 

bir çok immün sistem hastalığın tedavisinde mezenkimal kök hücrelerin etkin bir 

şekilde uygulanması için kilit öneme sahiptir. 
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2. GENEL BİLGİLER 

2.1. Kök Hücreler 

Sınırsız çoğalma, rejenerasyon ve başka hücrelere farklılaşabilen hücrelere kök 

hücreler denmektedir (1,2). Kök hücreler spesifik uyaran almadan doku hücrelerine 

dönüşememektedir.  Kök hücrelerin ihtiyaca göre ve kontrollü bir şekilde aldıkları 

sinyallerle genleri uyarılarak özelleşmiş bir hücreye dönüşümü sağlanır (31). Kök 

hücrelerin yeteri miktarda bulunmaları, kolay elde edilmeleri, çeşitli hücre tiplerine 

farklılaşabilmeleri, tedavilerde kişinin kendi hücrelerinden alınıp yine kendisine tedavi 

amaçlı verilebilmesi veya kişiden kişiye hücre tedavisinin güvenli ve etkili 

uygulanabilirliği özelliklerinden dolayı rejeneratif tıp çalışmalarında tercih sebebidir ve 

önem kazanmıştır (3,4,32). 

2.1.1. Kök Hücrelerin Tarihçesi 

1950’larda hematopoetik kök hücrelerin keşfedilmesiyle birlikte kök hücre 

çalışmaları başlamış ve devamında günümüze kadar gelmiştir (33). 1957 ilk 

hematopoetik kök hücre nakli Donnall Thomas tarafından gerçekleştirilmiş olup 1990 

yılında Nobel ödülüne layık görülmüştür (34). Ülkemiz bilim adamlarından Prof. 

Dr.Süreyya Tahsin’in “Doğum sonrası atılan plasentalarla bulunan kordon hücrelerinin 

kullanılması insan ömrünü uzatmanın yoludur” yönündeki söylemi ülkemizde bulunan 

kök hücre çalışmalarının öncüsü olmuştur. 1950-1960’larda çeşitli hastalıkların 

tedavisinde hayvanlarda fötal greftler ve kordon kanı greftleri kullanarak çalışmalar 

yapmış ve çeşitli tıp dergilerinde yayınlamıştır  (35,36).  Bilim dünyasında kök hücre 

çalışmaları için in vitro fertilizasyon merkezlerinden alınan embriyolardan elde edilen 

insan embriyonik kök hücrelerinin üretilmesine yönelik çalışmalar da yapılmaya 

başlanmıştır. Embriyonik kök hücreler ilk olarak 1981'de fare embriyolarından izole 

edilmış ve “embriyonik kök hücre” kelimesi ilk olarak Gail R. Martin tarafından 

kullanılmıştır (37). Bununla birlikte, 1998’de Thomson ve ekibinin ilk kez insan 

embriyolarından insan embriyonik kök hücrelerini izole etmek için kullandığı teknik ile 

dünya embriyonik kök hücreyi tanımaya başlamıştır (38,39,40). Bu çalışmalar ile kök 

hücrelerin bazı hastalıklarda tedavi amaçlı kullanılmasının bilim dünyasında heyecan 

yaratması yanında çözümlenmemiş etik sorunlar çalışmaların önüne geçmiştir (41).  
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2.1.2. Kök Hücrelerin Karakteristik Özellikleri 

Bir hücrenin kök hücre olarak tanımlanabilmesi için uzun süre bölünebilme ve 

kendi kendini yenileme yetenekleri olmalıdır  (42). Bölünme sırasında kendi özelliklerine 

sahip yeni hücreler üretebilme kapasitelerinin yanı sıra kendi yedeğini de bölünme sırasında 

oluşturur. Kök hücrenin kendini yenilemesi; simetrik bölünme, asimetrik bölünme, mikro 

çevre, adezyon molekülleri, hücreler arası bağlantılar, büyüme faktörleri ve sinyal 

yolaklarıyla birlikte devam ettirilir. Kök hücrenin asimetrik bölünmesi,  hücrenin algıladığı 

iç ve dış sinyallerin dengesiyle gerçekleşir. Simetrik bölünmesi, doku onarımı, embriyonun 

gelişimsel sürecindeki gerekli hücreyi karşılayabilmek için gerekmektedir. Ayrıca kök 

hücreler in vivo şartlarda doku hasarının olmadığı durumlarda birden fazla hücre tipine 

farklılaşabilirler.  İn vitro koşullarında da çeşitli dışardan verilen sinyallerle kök 

hücrelerden farklı hücreler oluşturulabilir  (3,43). 

Bir hücrenin farklılaşması olgun hücre olana kadar geçen tüm biyokimyasal ve 

fenotipik özelliklerin bütününü kapsar. Kök hücre farklılaşması gen ifadesinin kontrolü, 

yönlendirilmesi veya kendi kendini programlamasıyla gerçekleşir. Kök hücrelerin 

farklılaşması hücre içerisinde ve dışarısından gelen sinyallerle; asimetrik hücre 

bölünmesi, epigenetik mekanizmaların kontrolü, sitoplazmadaki farklılıklar sinyal 

yolaklarının kombine etkisiyle gerçekleşir (32). 

Kök hücreler farklılaşma kapasitelerine göre sırasıyla “totipotent, pluripotent, 

multipotent, oligopotent ve unipotent” olarak sınıflandırılırlar. Totipotent hücreler her 

türlü doku ve organa dönüşme yetenekleri olan embriyonik dönemde bulunan kök 

hücrelerdir. Pluripotent kök hücreler ise embriyo içinde 5-6. günden itibaren endoderm, 

mezoderm ve ektoderm tabakalarını oluşturan kök hücrelerdir. Multipotent kök hücreler 

ise, farklı hücre tiplerine daha sınırlı farklılaşabilme potansiyeline sahiptir (2-4). 

Köklülük terminolojisi, kök hücreleri diğer hücrelerden ayıran farklılıkları tanımlamak 

için kullanılır. Üç germ tabakaları ve türevlerine farklılaşabilme yeteneklerini gösterir 

(32, 44).  

2.1.3. Kök Hücrelerin Sınıflandırılması  

Embriyonik kök hücreler pluripotent özelliktedir ve üç embriyonik germ 

tabakasına farklılaşabilme yeteneğine sahiptirler. Embriyonik kök hücreler, bir 

blastosistin (çok erken bir embriyo) iç hücre kütlesinden türetilir.  Diğer yandan, 

yetişkin kök hücreler olarak da bilinen embriyonik olmayan kök hücreler sadece çok 
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potansiyellidir; farklı hücre tiplerine farklılaşma potansiyelleri daha sınırlı 

görünmektedir. Yetişkin hücreler, yerleşik dokuya özgü kök hücreler, kemik iliği kök 

hücreleri, embriyonik kök hücreler, indüklenmiş pluripotent kök hücrelerin son 

zamanlardaki çığır açan keşfi dahil olmak üzere, rejeneratif tıp için çok çeşitli hücre 

tipleri kullanılmaktadır (2,45,46). 

Organizmanın yaşı ne olursa olsun gelişmiş dokuda bulunan kök hücrelere 

yetişkin kök hücreler denir. Yetişkin kök hücreler, farklılaşmamış hücrelerin çeşitli 

popülasyonlarını kapsar ve çoğu yetişkin dokuda bulunur ve bir organ veya dokunun 

normal döngüsü ve yenilenmesi sırasında rezervuar görevi görürler. Hem potensleri 

hem de proliferatif potansiyelleri tipik olarak embriyonik hücrelerden daha azdır. 

Yetişkin kök hücreler, milyonlarca hücreyle çevrili, organların derinliklerinde gizlidir 

ve gerektiğinde vücudun bazı hücrelerinin yenilenmesine yardımcı olabilir. Yetişkin bir 

kök hücre, birçok memeli dokusunda farklılaşmış hücreler arasında bulunan 

farklılaşmamış hücrelerdir, normal olarak kendi kendini yenileyebilen ve somatik 

hücreler üretebilen ve aynı zamanda mobilize olabilen, çoğalabilen ve farklılaşabilen 

kök hücre popülasyonlarını içerir. Yüksek çoğalma potansiyeli, önemli ölçüde kendi 

kendini yenileme kapasitesi, en az bir tür olgun fonksiyonel hücreye farklılaşma 

yeteneklerinden dolayı yetişkin kök hücrelerin hücre temelli tedavilerde kullanılması 

olasılığı, araştırmacılar tarafından aktif bir araştırma alanı haline gelmiştir  (2,47,48) 

(Şekil 2-1). 
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Şekil 2-1: Kök hücre sınıflandırılması 

Yetişkin kök hücre sınıfına giren hematopetik ve mezenkimal kök hücreler, hücresel 

tedavilere yönelik çalışmalarda en çok kullanılan hücre grubudur. 

2.1.4. Mezenkimal Kök Hücreler 

Yetişkin kök hücre araştırmalarının tarihi yaklaşık 50 yıl önce başladı. 

1950'lerde araştırmacılar, kemik iliğinin en az iki tür kök hücre içerdiğini keşfettiler. 

Hematopoetik kök hücreler adı verilen bu popülasyon, vücuttaki tüm kan hücresi 

türlerini oluşturur. Birkaç yıl sonra, kemik iliği stromal kök hücreleri (ayrıca 

mezenkimal kök hücreler veya bazıları tarafından iskelet kök hücreleri olarak da 

adlandırılır) olarak adlandırılan ikinci bir popülasyon keşfedildi. Bu hematopoetik 

olmayan kök hücreler, kemik iliğindeki stromal hücre popülasyonunun küçük bir 

bölümünü oluşturur ve kemik, kıkırdak, yağ, kan oluşumunu destekleyen hücrelerdir ve 

fibröz bağ dokusu üretebilirler (Şekil 2-2) (2,45,46). 
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Şekil 2-2: Hematopoetik ve stromal hücrelerin farklılaşması  

“Bryder, David, Derrick J. Rossi, and Irving L. Weissman. "Hematopoietic stem cells: the 

paradigmatic tissue-specific stem cell." The American journal of pathology 169.2 (2006): 338-
346”. 

Mezenkimal kök hücrelerin, fare kemik iliği stromasının başka bir dokuya 

nakledilerek burada yağ, kıkırdak, kemik ve retikulum hücrelerine dönüşebildiği 

gösterilmiştir. Böylece kemik iliğinde hematopoetik kök hücrelerin dışında kök 

hücrelerin varlığı anlaşılmış ve bu hücreler fibroblastların öncüsü olarak tanımlanmıştır. 

1999 yılında Pittenger ve ark. bu hücrelerin çoğaltılmaları ve farklılaşabilmeleri ile ilgili 

çalışmış ve in vitro ortamda adiposit, kondrosit ve osteoblasta farklılaştırmışlardır. 

MKH'lerin farklılaşması, TGF-β, fibroblast büyüme faktörü (FGF) ve kemik 

morfogenetik proteini (BMP) gibi büyüme faktörleri ve sitokinler, deksametazon gibi 

hormonlar aracılığıyla gerçekleştirilir. Askorbik asit (C vitamini) ve β-gliserofosfat gibi 

kimyasallar da hücresel yanıtta çok önemli bir rol oynar. Ayrıca, Notch, Wnt, BMP gibi 

ana sinyal yollarının ve Runt homoloji alanı transkripsiyon faktörü (Runx) gibi 

transkripsiyonel faktörlerin hücre kaderinde rol oynadığını tanımlanmıştır (11,49). 

Mezenkimal kök hücreler, mezoderm tabakasından köken almaktadır ve kemik 

iliği, adipoz doku, göbek kordonu, kordon kanı, fetal, beyin, diş pulpası gibi dokularda 

bulunan farklılaşmamış, yüksek çoğalma ve farklılaşma potansiyeline sahip hücrelerdir 

(Şekil 2-3). Farklılaşma potansiyellerinin yanında salgıladıkları sitokin ve bazı solubl 

faktörlerle immün baskılayıcı ve doku yenilenmesi etkileri bulunmaktadır (19). İnsan 
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yetişkin mezenkimal kök hücreleri hematopoetik olmayan, kendi kendini yenileme 

yeteneğine ve farklılaşma potansiyeline sahip adherent fibroblast benzeri hücrelerdir.  

Elde edildikleri kaynakların heterojen hücre toplulukları içermesi nedeniyle 

mezenkimal kök hücre karakterizasyonu ve sınıflandırılabilmesi için Uluslararası 

Hücresel Tedavi Derneği tarafından bazı kriterler belirlenmiştir (12). 

Bu kriterlere göre; in vitro koşullarda kültüre edilen MKH, plastik yapışık 

hücrelerdir (adherent), tek tabakada büyür ve iğ şeklinde bir morfolojiye sahiptir. Şimdiye 

kadar, MKH için  CD29, CD44, CD73 (SH3/4), CD90 (Thy-1), CD105 (SH2), CD106 

(VCAM-1), CD166 (ALCAM) ve HLA sınıf I hücre yüzeyi belirteci olarak tanımlanmıştır. 

Buna karşılık, CD14, CD31 veya CD45 gibi hematopoetik veya endotelyal yüzey 

belirteçlerini ifade etmez. Diğer bir sınıflandırma kriteri; MKH’ler in vitro koşullarda 

kemik, yağ ve kıkırdak dokuya dönüşebilme potansiyellerine sahip olmalarıdır. Ek olarak, 

MKH'nin düşük immünojenik bir fenotipe sahip olduğu, yani HLA sınıf I'in düşük ifadesine 

sahip olduğu ve HLA sınıf II ile CD80 ve CD86 gibi yardımcı uyarıcı moleküllerin 

bulunmadığı öne sürülmüştür. Bu immünfenotip, MKH'yi potansiyel olarak immün 

ayrıcalıklı kılar (11,12,51,52). Mezenkimal kök hücreler aynı zamanda nestin, endotelyal 

hücre belirteci olan CD146, CD105, TGF-β ve çeşitli integrinler ifade edebilir (52,53). 
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Şekil 2-3: Mezenkimal kök hücre kaynakları 

2.1.4.1. Kordon Kaynaklı Mezenkimal Kök Hücreler 

Mezenkimal kök hücreler, kemik iliği, periferik kan ve yağ dokusu dahil olmak 

üzere çeşitli dokulardan ve ayrıca göbek kordonu kanı ve göbek kordonu dokusu gibi 

yenidoğan dokularından izole edilebilir. Elde edildikleri kaynaklara bakıldığında en çok 

koloni oluşturma yeteneği olan adipoz kaynaklı MKH’ler olduğu, en iyi izole edilebilene 

göre kemik iliği ve yağ dokusunun kordona göre daha başarılı olduğu çeşitli çalışmalarda 

gösterilmiştir. Kemik iliği MKH elde edilmesi için uygun bir kaynak olmasına rağmen 

invaziv olması, farklılaşma potansiyellerinin yaşla birlikte azalması farklı kaynaklardan 

MKH elde edilmesini gündeme getirmektedir. Kordon kanı ve kordon dokusu non-invaziv 

olması, aynı morfolojik ve karakteristik özelliklere sahip olmaları ve yüksek plastisite 

yetenekleri yönünden alternatif MKH kaynağı olarak çalışılmaktadır (21). 

Mezenkimal kök hücre çalışmalarının başlarında, göbek kordonu kanının ve 

dokusunun çok sayıda MKH içerip içermediği tartışmalıydı. Çalışmalar, göbek kordonu 

damarının alt endotel tabakasının in vitro olarak yeterli miktarlarda üretilebilen 

MKH’ler içerdiğini bildirmiştir (Şekil 2-4).  

 

Şekil 2-4: MKH kaynağı olarak kordon dokusu (Wharton Jeli) ve kordon kanı 

Göbek kordon kanının hematopoietik kök hücreler için bir kaynak olduğu ve 

kordon kanının transplantasyonu ve korunmasının 1990'ların sonlarından beri klinik 

uygulamanın bir parçası olduğu yaygın olarak kabul edilmektedir. Geleneksel olarak, 

göbek kordon dokusu doğumdan sonra bir atık ürün olarak kabul edilir. Bu nedenle 

MKH'leri göbek kordon dokusundan izole etmek için etik bir tartışma yoktur. 

Morfolojik olarak, MKH'ler, uzun ve ince küçük bir hücre gövdesi ile karakterize edilir. 

Hücre gövdesi, homojen olarak dağılmış kromatin ile çevrili belirgin bir nükleolusa 
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sahip büyük, yuvarlak bir nukleus içerir. Sitoplazma, az sayıda Golgi aygıtı, 

endoplazmik retikulum, mitokondri ve poliribozomları içerir  (55). 

Morfoloji, immünofenotip, çoğalma ve çok yönlü farklılaşma özellikleri 

yönünden kordon kaynaklı MKH'ler diğer MKH kaynaklarına benzemektedir. Ancak 

kordon kaynaklı mezenkimal kök hücreler diğer MKH kaynaklarına göre  daha yüksek 

proliferatif kapasiteye ve daha düşük HLA ifadesine sahiptir (21,56,57). 

Kordon dokusu; yağ dokusu ve kemik iliği MKH'lerden üç ile dört kat daha 

fazla çoğalma potansiyeli sergilemektedir. Mennan ekibinin raporu, WJ-MKH'lerin 

nerden izole edildiğine bakılmaksızın çoğalma oranında önemli bir fark olmadığını ve 

WJ-MKH'lerin P0 ve P3 arasındaki ortalama iki katına çıkma süresinin 2-3 gün 

olduğunu ve kemik iliği MKH'lerden önemli ölçüde daha hızlı olduğunu 

göstermişlerdir. WJ-MKH'ler çok yönlü farklılaşma yeteneğine ve kemik, yağ, kıkırdak 

ve diğer dokulara farklılaşma potansiyeline sahiptir, bu nedenle çeşitli doku ve organları 

onarmak için kullanılabilir ve rejeneratif tıp alanında ideal hücreleridir. Çalışmalar, 

vücut dokularının iskemi-anoksi hasarları veya kronik inflamasyon hasarları olduğu 

durumlarda, hasarlı dokunun kemokinleri serbest bıraktığını, mobilize olduğunu ve 

MKH'lerin yaralanma bölgesine göçüne rehberlik ettiğini göstermiştir. İn vitro kültürde, 

WJ-MKH'ler belirli koşullar altında transdiferansiye olabilir, osteoblastlar ve 

kardiyomiyositler gibi mezoderm hücreleri, endotelyal hücreler, hepatositler ve 

pankreatik hücrelere farklılaşabilirler. WJ-MKH'lerin düşük immünojenitesi, yüksek 

proliferasyonu ve farklılaşma potansiyelinden dolayı hücre replasman tedavisi için 

uygun hücreler olduğu düşünülmektedir (58,63). 

2.1.5. Mezenkimal Kök Hücrelerin İmmün Düzenleyici Özellikleri 

Organizmada immünolojik toleransın ve immün homeostazın sürdürülmesi, 

karmaşık bir immün düzenleme sürecinin kontrolü altındadır. İşlev bozukluğu, 

otoreaktif ve potansiyel olarak yaşamı tehdit eden koşulların gelişiminde kritik bir 

faktördür. Bu immün düzenleyici sürecin altında yatan kesin mekanizmaların 

derinlemesine anlaşılması, özellikle otoimmün hastalıklar ve diğer tüm hastalıklar için 

daha uygun ve verimli bir tedavi geliştirmeye zemin hazırlayabilir. MKH’ler tarafından 

immün yanıtın düzenlenmesine bir dizi hücre alt tipi ve salgılanan faktör aracılık eder.  

Son zamanlarda çeşitli inflamatuvar ve otoimmün hastalıkların tedavisi için 

başarılı stratejiler olarak yeni hücre temelli terapötik yaklaşımlar ortaya çıkmıştır. Bir 
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tür yetişkin kök hücre olan mezenkimal kök hücreler, benzersiz immünomodülatör 

özellikleri, kendi kendini yenileme ve çok potansiyelli farklılaşma kapasitesi nedeniyle 

son derece umut verici hücre terapötik ajanları olarak büyük ilgi görmektedir. 

MKH'lerin, başta sitokin ve kemokin salgılaması olmak üzere çeşitli mekanizmalar 

yoluyla doğuştan gelen ve edinilmiş immün sistemlerinin hemen hemen tüm hücreleri 

üzerinde derin anti-inflamatuvar ve immünomodülatör etkiler uyguladığı gösterilmiştir 

(64,65). 

Mezenkimal kök hücreler, T hücre, B hücre, NK hücre, makrofajlar, monositler, 

dendritik hücre, ve nötrofillerle direkt hücre-hücre bağlantısı kurarak veya parakrin 

etkiyle hem doğal immün sistemi hem de adaptif immün sistemi etkileyebilirler (Şekil 

2-5) (58).   

 

  

 

Şekil 2-5: Göbek kordonu mezenkimal kök hücrelerinin immünomodülatör işlevleri  

“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 kök hücrelerin, karışık lenfosit kültür deneylerinde veya antijenik 

stimüle edilen T hücresi ile yapılan deneylerde T hücre aktivasyonunu ve 

proliferasyonunu inhibe ettiği gösterilmiştir (66). MKH'ler ayrıca CD34+ progenitör 

Kordon MKH 

Triptofan 
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hücrenin baskılanması ve monosit türevli dendritik hücre farklılaşmasının yanı sıra 

antijen sunma işlevlerinin inhibisyonu yoluyla dolaylı olarak T hücre yanıtlarını 

etkileyebilir (67). Bir dizi çalışma, MKH'lerin B hücresi proliferasyonunu, 

farklılaşmasını ve immünoglobulin üretimini in vitro inhibe etme ve ayrıca NK 

hücrelerinin proliferasyonunu, sitokin üretimini ve sitotoksisitesini aşağı regüle etme 

kapasitesine sahip olduğunu göstermiştir (68-70). Ek olarak, MKH'ler, düşük-orta 

düzeylerde HLA sınıf I antijenleri ifade ettikleri ve CD80, CD86 ve CD40 yüzey 

belirteçleri gibi ihmal edilebilir düzeyde düşük HLA sınıf II antijenleri ifade ettikleri 

için yalnızca alloreaktif T hücrelerinin tanınmasından değil, aynı zamanda sitotoksik T 

lenfositler (STL'ler) ve yeni izole edilmiş alloreaktif NK hücreleri tarafından hücreye 

özgü lizizden de kaçabilmektedirler (71). Bu in vitro özelliklerden bazıları, akut graft-

versus-host hastalığı (GVHD), multipl skleroz ve sistemik lupus eritematozus gibi 

bozuklukların tedavisinde klinik olarak başarıyla kullanılmıştır  (72-75). 

Mezenkimal kök hücrelerin immünomodülasyonunun altında yatan kesin 

mekanizmalar hala tam olarak anlaşılmamış olsa da, sürece dahil olan bir dizi solubl 

faktör tanımlanmıştır. Farklı dokulardan izole edilen MKH'ler,  bazı ince noktalarla 

birbirlerinden ayrılırlar. Bununla birlikte, farklı MKH türleri tarafından salgılanan 

sitokinlerin profillerindeki önemli farklılıkları açıklayan bir çalışma yoktur. Çoğu 

çalışma, çeşitli MKH kaynakları tarafından salgılanan sitokin seviyelerinde ya 

farklılıklar olmadığını ya da bazı nicel farklılıklar bulduğunu bildirmektedir. MKH'ler 

sitokinleri ya spontan olarak ya da diğer sitokinler tarafından indüklendikten sonra 

salgılar, en önemlileri IFNγ, TNFα ve IL-1β'dır. MKH'lerin her zaman immünosupresif 

olmadığının altı çizilmelidir. Etkilerinin mikroçevrenin koşulları tarafından belirlendiği 

ve bazen pro-inflamatuvar IFNγ, TNFα ve IL-1β sitokinlerinin anti-inflamatuvar 

immünosupresif faktörlerin salgılanmasını indükleyebileceği varsayılmaktadır. MKH'ler 

tarafından ifade edilen belirli Toll-benzeri reseptörlerin (TLR) devreye girmesi, 

bunların pro veya anti-inflamatuvar etkilerini belirleyebilir. Sitokinlerin pro veya anti-

inflamatuvar olarak tanımlanması, gerçek etkilerinden oldukça uzaktır, çünkü her iki 

reaksiyon tipinde de yer almayan tek bir sitokin olmadığı görülmektedir  (Tablo 2-1) 

(64,76,77). 
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Tablo 2-1: MKH tarafından salınan çözünen faktörler ve hedef hücreleri 

MKH tarafından sekrete olan Sitokinler Hedef Hücreleri 

IL-10 
Mak, Nöt, DH, Th1, Treg, Tr1, tumör 

hücreleri, 

IL-6 Nöt, Mo, DH, B, Th2, Treg, Th17, CD8+ 

TGF-β Mak, NK, DH, B,T,Treg 

Kemokinler Nöt, Mo, NK, Eo, Bazo, DH, Ly 

CCL-2/MCP-1 Mak, EC, PL, Th2, Th17 

CCL-5/Rantes Nöt, Mo, DH, Th1, Treg, CD8+ 

IDO Mo, DH, B, T, Treg 

VEGF DH, EC, Th1, Th17, Treg 

ICAM T, MKH 

PGE2 Mak, Mo, NK, DH, T, Tr1 

TGFβ: Dönüştürücü büyüme faktörü β; CCL: CC kemokin ligandı; MCP-1: Monosit kemotaktik 

protein 1; RANTES: Aktivasyona göre düzenlenir, normal T hücresi ifade edilir ve salgılanır; İDO: 

İndoleamin-2,3-dioksijenaz; VEGF: Vasküler endotelyal büyüme faktörü; ICAM: Hücreler arası yapışma 

molekülü; PGE2: Prostaglandin E2; Mak: Makrofajlar; Nöt: Nötrofiller; DH'ler: Dendritik hücreler; Th: 

T yardımcıları; Tregler: T düzenleyici hücreler; Tr1: T düzenleyici 1; Mo: Monositler; B: B hücreleri; 

NK: Doğal öldürücü; T: T hücreleri; Eo: Eozinofiller; Bazo: Bazofiller; Ly: Lenfositler; EC: Endotel 

hücreleri; PL: Plazma hücreleri.  

Mezenkimal kök hücreler, immün sistem yeterince etkin olmadığında 

inflamasyonu indükleyebilir veya immün sistem aşırı aktifken inflamasyonu inhibe 

edebilir. Bu aktivite aynı zamanda immün sistemin sensörü ve değiştiricisi işlevi olarak 

da bilinir. MKH'ler, TLR'ler aracılığıyla farklı sinyallerini algılayabilir. MKH'ler TLR2, 

TLR3, TLR4, TLR7 ve TLR9'u eksprese eder. TLR'ler, immün savunma sisteminin ilk 

basamağı olarak hareket eden hasarlı hücrelerden veya patojenlerden gelen molekülleri 

tanır. TLR aktivasyonu, immün hücrelerini ve MKH'leri daha da uyarabilir. Aktive 
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MKH'ler, TLR ligandlarına yanıt verir ve anti-inflamatuar faktörleri serbest bırakır. Bu 

nedenle TLR'ler, MKH'ler tarafından immün tepkilerini algılamada ve değiştirmede 

önemli bir rol oynar.  

Kemik iliği ve göbek kordonundan elde edilen MKH'ler, IFN-γ ve TNF-α ile 

aktive edildiklerinde iNOS veya IDO salgılanması için uyarılır, bu da T hücre 

proliferasyonunun inhibisyonu ve Treg indüksiyonu ile sonuçlanır. Bu nedenle, iNOS 

veya IDO seviyesi, MKH'lerin pro- ve anti-inflamatuvar etkileri arasında anahtar rolü 

olduğu vurgulanmaktadır (58).  

İnsanlar üzerinde yapılan klinik deneylerde, immünmodülasyon için biyolojik 

bir ajan olarak MKH’lerin kullanılmasının umut verici olduğu vurgulanmıştır. Clinical 

Trials.gov'un (Amerika Birleşik Devletleri Ulusal Sağlık Enstitüleri'nin bir hizmeti) 

internet sitesine göre, çeşitli kaynaklardan izole edilen mezenkimal kök hücrelerin 

klinik etkilerini değerlendirmek için 1000'den fazla klinik çalışma yürütülmektedir (78). 

“Ülseratif kolit, multipl skleroz, primer Sjögren sendromu, sistemik skleroderma, Crohn 

hastalığı” gibi otoimmün hastalıklarda otolog veya allojenik transplantasyon sonrası 

oluşan GVHD vb. gibi durumlarda MKH’lerin immünomodülatör etkisini araştıran 

çalışmaların sayısı giderek artmaktadır (64).  

Genel olarak, bu çalışmalardan elde edilen veriler, MKH'lerin hem hücreden 

hücreye temas yoluyla hem de biyolojik olarak aktif maddeler, büyüme faktörleri, 

sitokinler ve kemokinler salgılayarak immünomodülatör etkiler sergilediğini 

göstermiştir (58).  

2.1.5.1. Kordon Kaynaklı Mezenkimal Kök Hücrelerin İmmün Supresif Özellikleri 

Mezenkimal kök hücrelerin immünosupresif işlevi güçlüdür ve neredeyse tüm 

immün sistem üzerinde farklı derecelerde etkilere sahiptir. MKH'ler, kısmen pro-

inflamatuvar faktörleri aşağı regüle ederek ve anti-inflamatuvar faktörleri yukarı regüle 

ederek inflamasyon sürecini baskılayabilir. Bu immünsupresyonu açıklamak için hücre 

temasına bağımlı veya bağımsız olabildiği öne sürülmüştür (63,79,80). Aktive edilmiş T 

lenfositlerin proliferasyonunu ve inflamatuvar faktörlerin salgılanmasını, B 

lenfositlerinin proliferasyonunu ve immünoglobulinlerin salgılanmasını, NK 

hücrelerinin öldürme aktivitesini inhibe etmek ve monositlerin DH'lere farklılaşmasını 

engellemektir (81). Kordon kaynaklı MKH'ler, IL-6, IL-8, TGF-β, IDO, VEGF ve 

siklooksijenaz-2 (COX-2) ve PGE2, hepatosit büyüme faktörü (HGF), Galectin-1 ve 
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HLA-G gibi immünosupresyon için etkili faktörleri salgılar (63). IL-10, IL-6, IL-8, 

TGF-β2 ve HGF gibi inhibitör sitokinlerin salgılanması Th17 hücrelerini inhibe eder ve 

Treg hücrelerini uyarır, ayrıca kordon kaynaklı MKH'ler IDO salgılayarak aktive 

edilmiş T hücrelerinin proliferasyonunu da inhibe edebilir. PGE2'nin yanı sıra 

programlanmış ölüm ligandı 1'in (PD-L1) de ekspresyonu düzenler (82). Kordon 

kaynaklı MKH'lerin ve fitohemagglutinin (PHA) ile uyarılan PKMH'ler ortak kültürü 

tarafından üretilen süpernatantlar ve hücreler, kordon kaynaklı MKH'ler içermeyen 

PHA ile uyarılan PKMH'ler ile karşılaştırıldığında, IFNγ’nın önemli derecede 

ekspresyonunun azaldığı; PGE2, TGF-β1 ve IL-10’nın büyük ölçüde ekspresyonunun 

arttığı, ayrıca CD4+CD25(yüksek)CD45RA+Treg'ler arttığı saptanmıştır. Kordon 

kaynaklı MKH'lerin, T hücre farklılaşmasını düzenleyerek ve ilişkili baskılayıcı 

sitokinlerin üretimini artırarak lenfosit proliferasyonunu engelleyebileceği öne 

sürülmüştür (83). Kordon kaynaklı MKH'ler tarafından COX-2 ekspresyonunun aşırı 

regülasyonu ayrıca hücre içi cAMP seviyelerini artırarak T hücresi proliferasyonunu 

doğrudan engelleyen PGE2 üretimine de katkıda bulunur. MKH'ler ayrıca, çevreden 

triptofanı ortadan kaldırarak T hücresinin çoğalmasını engeller ve IFNγ ile aktive olan T 

hücrelerini IDO tarafından inhibe eder, bu da sadece T hücresi çoğalmasını etkilemekle 

kalmaz, aynı zamanda CD8+ T hücreleri tarafından endojen IFNγ üretimini de azaltır. 

Kordon kaynaklı MKH'ler ayrıca klasik olmayan HLA sınıf I molekülü HLA-G'yi de 

ifade eder. HLA-G, çoklu T hücresi alt tiplerini düzenler: sadece T hücresi 

proliferasyonunu inhibe etmekle kalmaz, aynı zamanda sitotoksisiteyi ve hücre aracılı 

sitolizi de azaltır. Ek olarak, HLA-G molekülleri CD4+ CD25 yüksek FOXP3+ 

düzenleyici T hücrelerini indükleyebilir ve NK hücrelerinin komşu hücrelere sitolitik 

fonksiyonunu inhibe edebilir ve NK hücreleri tarafından IFNγ salgılanmasını aşağı 

regüle edebilir. Kordon kaynaklı MKH'ler ayrıca DH olgunlaşmasını bloke eden, TLR4 

sinyalini bozarak immün toleransa yol açan sitokin sinyalleme 1'in (SOCS1) 

baskılayıcısının IL-6 aracılı yukarı regülasyonu yoluyla DH'leri tolerojenik fenotip elde 

etmeye teşvik eder. MKH,  CD3+ T hücre proliferasyonunu ve inflamatuvar faktör 

salgılanmasını indükleme kapasitesini önemli ölçüde azalttığı, Th2 yanıtlarını 

indükleme yeteneği göstermektedir (58,84). 

İmmün sistemi bileşenleri, konağı eksojen patojen istilasına ve endojen kanser 

gelişimine karşı korur. Yetersiz uyarılmış immün sistem hücreleri konağı koruyamaz. 

Bununla birlikte, aşırı uyarılma, konakçının sağlıklı hücrelerine ve dokularına saldırarak 
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doku veya organ tahribatına neden olur. Bu nedenle, immün yanıt farklı yollarla sıkı bir 

şekilde düzenlenmelidir. Bu düzenleyici ağın ayrıntılı mekanizmalarını ortaya 

çıkarmak, immün disfonksiyonla ilişkili hastalıkların patogenezini anlamak ve yeni 

tedavi stratejileri geliştirmek için kritik öneme sahiptir.  

Mezenkimal kök hücrelerin, farklı uyaranlarla farklı etkiler gösterseler bile 

immün düzenleyici işlevlerini gerçekleştirebilecekleri konusunda genel bir sonuç 

çıkarılabilir. Bu işlevleri uygulayan mekanizmalardan biri, efektör immün hücrelerini 

doğrudan etkileyebilen sitokinlerin salgılanmasıdır. Buna ek olarak, sitokinleri 

salgılarken MKH'ler, ağırlıklı olarak dendritik hücreler ve Treg’lerin farklı alt tipleri 

dahil olmak üzere karmaşık çok yönlü etkileşimlerde yer alır. Umut vaad eden tüm 

araştırmalara rağmen, MKH ile yapılan klinik çalışmalarda, MKH popülasyonlarının 

immün sistem üzerindeki değişkenliğinden kaynaklanan belirsiz sonuçların varlığı 

çalışmaların ilerlemesine engel olmaktadır.  Bu etkileşimlerin aydınlatılması, bir çok 

immün sistem hastalığın tedavisinde mezenkimal kök hücrelerin etkin bir şekilde 

uygulanması için kilit öneme sahip olabilir. 
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3. GEREÇ VE YÖNTEM 

Bu çalışma, “İstanbul Tıp Fakültesi Etik Kurulu’nun” 27/05/2020-85426 tarih ve 

sayılı izni ile onaylandı. Çalışmada kullanılan insan göbek kordon kanları ve göbek kordon 

dokusu “T.C.Sağlık Bakanlığı İstanbul Bakırköy Dr.Sadi Konuk Eğitim Araştırma 

Hastanesi Kadın-Doğum Polikliniği” olmak üzere sağlık açısından sorunsuz hamilelik 

geçiren ve herhangi bir kronik hastalığı olmayan anne adayının bilgilendirilmiş gönüllü 

olur formunu okuyup onaylamasından sonra resmi izinle temin edildi. Hücre kültürü 

çalışmalarının tümü “İstanbul Tıp Fakültesi Esnaf Hastanesi Tıbbi Biyoloji Anabilim Dalı 

Hücre Kültürü Araştırma Laboratuvarında” yapıldı. Hücre kültürü sonrasında yapılmış olan 

deneyler İstanbul Üniversitesi İstanbul Tıp Fakültesi Tıbbi Biyoloji Anabilim Dalı Başkanı 

Prof. Dr. Fatma Savran Oğuz'un izniyle Akım Sitometri Laboratuvarında yapıldı.  

3.1. Çalışma Planının Özeti 

Bu tez çalışmasında göbek kordon dokusu ve kanından elde edilen ve çoğaltılan 

MKH’lerin immün sistem hücrelerine olan etkisinin araştırılması amaçlanmıştır.  

Bu amaçla çalışmada; 

1) İnsan göbek kordon kanından ve göbek kordon dokusundan (Wharton 

Jeli) izole edilen mezenkimal kök hücreler çalışmaya dahil edildi. 

2) İnsan göbek kordon kanından ve göbek kordon dokusundan (Wharton 

Jeli) izole edilen mezenkimal kök hücreler akım sitometri ile karakterize edildi. 

3) Sağlıklı İnsan PKMH içerdiği T yardımcı hücre alt grubu akım 

sitometride hücre içi sitokin seviyeleri IL-4, IFN-γ ve IL-17A akım sitometri ile tespit 

edildi. 

4)    Aynı zamanda TGF-β, IL-4, IL-17A, IFN-γ süpernatant sitokin seviyeleri 

ELISA ile teyit edildi. 

5) İnsan göbek kordon kanından ve göbek kordon dokusundan (Wharton 

Jeli) izole edilen MKH ile PKMH ko-kültür yapılarak, MKH’lerin immün sistem 

üzerine etkileri in vitro olarak araştırıldı. 
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6) Ko-kültür sonrası hücre grubundan akım sitometri ile sağlıklı insan 

periferik kan mononükleer hücrelerin (PKMH) içerdiği hücre içi sitokin seviyeleri IL-4, 

IFN-γ, ve IL-17A akım sitometri ile tespit edildi. 

7)  Aynı zamanda ko kültür sonrası toplanan süpernatantlarda TGF-β, IL-4, 

IL-17A, IFN-γ sitokin seviyeleri ELISA ile tayin edildi. 

Hücre kültürü çalışmaları, sterilizasyonu gerçekleştirilmiş ve tek kullanımlık 

kapalı ambalajlarda gelen hücre kültürü malzemeleriyle gerçekleştirildi. Hücre kültürü 

aşamaları laminar akımda steril koşullarda yapıldı.  

3.2. Gerekli Malzeme ve Cihazlar 

15 mililitre (ml) ve 50 ml falkon tüp 

2 ml dondurma tüpü  

1,5 ml mikrosantrifüj tüpü 

Otomatik pipet (1000 l’lik)  

Otomatik pipet ucu (1000 l’lik) 

Otomatik pipet (10-100 l’lik)  

Otomatik pipet ucu (10-100 l’lik) 

3 ml'lik plastik pastör pipeti 

10 ml’lik cam pastör pipeti 

Steril pensler ve bistüri uçları 

Heparinli kan alma tüpü (Yeşil kapaklı) 

25cm2’ lik hücre kültür flaskları  

75cm2’ lik hücre kültür flaskları  

6 kuyucuklu plaklar  

24 kuyucuklu plaklar 

Thoma lamı 

Lamel (22x22mm) 

Doku Parçalama Makası 
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Doku Taşıma kabı 

Invert Mikroskop 

Işık Mikroskobu 

Santrifüj (Heraeus-Labofuge-400R) 

-80 derece derin dondurucu 

+4 Buzdolabı 

-20 derece derin dondurucu 

Vorteks 

CO₂ İnkübatörü-(New Brunswick-Galaxy-170R) 

CO₂ Tüpü 

Steril Kabin 

Akım sitometri Cihazı (Beckman Coulter-Navios) 

Akım sitometri test tüpleri 

ELISA Plak Okuyucu (FlexA-200) 

3.3. Gerekli Kimyasal, Solüsyon ve Kitler 

Steril distile su 

Steril eldiven 

%0,5 tripan mavisi solüsyonu 

RPMI-1640-(HyClone-AF29498412) 

DMEM (BİOSERA-MS00FG100E) 

Fötal Bovin Serum (FBS)- (HyClone-RE00000006) 

Penisilin-Streptomisin-(HyClone) 

Fikol paque (Biosera-MS00ET100J, 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 içeriği:  

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 içeriği: 

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. Yöntemler 

3.4.1. Örneklerin Toplanması 

3.4.1.1. Kordon kanı örneklerinin toplanması, izolasyonu ve kültürü 

1. Kordon kanları antikoagülan içeren yaklaşık 10 tüpe (Heparinli) alındı ve 24 

saat içinde hücre kültürü laboratuvarında Fikol paque gradient yöntemi ile 

mononüklear hücreler izole edildi.  

2. Fikol paque gradient yöntemiyle Kordon Kanından Mezenkimal Kök Hücre 

İzolasyonu 
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a) Sezeryan doğum sonrasında göbek kordonundan heparinli tüpe aktarılan kan 

heparinli tüplere yetkili klinisyen tarafından aktarıldı. Her örnek için 

ortalama 50-60 cc kadar (7-8 adet 8 cc’lik heparinli tüplere) kan 

doğumhaneden sorumlu hekimden teslim alındı. En kısa süre içerisinde 

hücre kültürü laboratuvarına getirilen örnekler steril kabin içerisinde işleme 

alındı.  

b) 50 ml’lik steril falkonlara aktarılan kan örneği 1:1 oranında PBS 

solüsyonuyla karıştırıldı. 

c) 15ml’lik steril falkonlara 5cc fikol paque solüsyonu konuldu. 

d) PBS ve kordon kanı karışımı dikkatli ve yavaşça fikol üzerine yüklendi. 

e) 2600 rpm’de 20 dk santrifüj edildi (Santrifüj fren ayarı kapatılarak 

kullanıldı). 

f) Santrifüj sonrası fikolün üstüne toplanan buffy coat kısmı PKMH toplandı 

ve 15 ml falkon tüpe aktarıldı. 

g) 1400 rpm’de 15 dk santrifüj edildi. santrifüj sonrası süpernatant kısmı 

döküldü. 

h) Peletin üzerine 12 ml hazırlanmış olan PBS konuldu. 

i) Hücreler mikroskopta sayıldı ve ortalama 12 milyon/ml elde edildi. 

j) PBS konulmuş tüp 1400 rpm’de 15 dk santrifüj edildi. Süpernatant döküldü, 

pelet tüpün dibinde kaldı. 

3. İzole edilen mononüklear katman içindeki hücreler 75 cm2 flasklara ekilerek 

daha önceden hazırlanmış %10 FBS, %1 lik pen/strep antibiyotikli DMEM besiyeri 

eklenerek, 370 C'de %5 CO2 inkübatörde çoğaltılmaya bırakıldı ve gerektiğinde 

medyumu tazelendi.  Ekim yapıldıktan 24 saat sonra kordon kanındaki diğer 

mononukleer hücrelerin uzaklaştırılması için medyum tazelendi.  

4. Hücrelerin ortalama 7 günde yapıştığı gözlendi. Ortalama 20 günde  %80-90 

konfluent olan hücreler tripsinizasyonla kaldırılarak karakterizasyon için hazırlandı.   
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5. Deneyde kullanılmak üzere aynı işlem, alınan örneklerin hepsinde uygulandı 

ve aynı zamanda her karakterizasyon sonrası hücreler Pasaj 3’e kadar 

pasajlandıktan sonra deneye konuldu (Şekil 3-1).  

 

 

Şekil 3-1:Kordon kanı MKH izolasyonu ve kültürü 

3.4.1.2. Kordon dokusu (Wharton Jeli) toplanması, izolasyonu ve kültürü 

1. Doku bir steril kap içerisinde alınıp, 24 saat içerisinde hücre kültürü 

laboratuvarında steril laminar akım içerisinde yaklaşık 10 cm lik parçalara 

ayrıldı.  

2. Doku parçaları 4 adet 50 lik falkona önceden hazırlanmış antibiyotik karışımı 

(Streptomisin, Penisilin, Anfot.B) içerisine aktarma ve çalkalama işlemiyle 

yıkanarak son falkon 1 saat 37 derecede shakerda inkübe edildi.  

3. Wharton jelini elde edebilmek için dikkatlice dokunun içerisindeki 2 arter ve 1 

ven damarı dokudan ayırma işlemi gerçekleştirildi.  
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4. Doku mümkün olduğunca küçük parçalara parçalandı.   

5. Doku parçaları pens yardımıyla 6’lı kuyucuğa dikkatli ve düzenli aralıklarla 

yerleştirildi.  

6. Steril koşullarda plate’in kapağı kapatılmadan dokunun etrafındaki sıvının 

kuruması beklendi.  

7. Kuruyan doku parçalarının üzerine yuvarlak cam lamel kapatılıp kurutmaya 

devam edildi.  

8. Üzerlerine %10 FBS içeren 4 ml DMEM eklenip, 37oC'de %5 CO2 inkübatörde 

çoğalmaya bırakıldı.  

9. İlk on iki günde proliferasyon olmasi beklenmekte olup, eğer olmazsa 15, 20, 25 

ve 30. günlerde kontrol edildi. Maksimum 40 güne kadar bekletildi.  

10. Çalışmada MKH’ler ortalama 20 günde flaskın yüzeyine yapışmıştı.  

11. Çalışmada ortalama 7-10 günde doku parçalarının üzerine kapatılan lameller 

kaldırıldı ve medyumları değiştirildi. 

12. Hücrelerin prolifere olup olmadıklari fotoğraflandı. 

13. Yeterince prolifere olan hücreler 75 cm2 ‘lik flaska pasajlandı.  

14. Hücreler %70-80 konfluent olduklarında tripsinizasyonla kaldırıldı ve 

karakterizasyon için hazırlandı.  

15. Deneyde kullanılmak üzere aynı işlem, alınan örneklerin hepsinde uygulandı ve 

aynı zamanda her karakterizasyon sonrası hücreler Pasaj 3’e kadar 

pasajlandıktan sonra deneye konuldu (Şekil 3-2).  
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Şekil 3-2: Wharton Jeli MKH izolasyonu ve kültürü 

3.4.2. Mezenkimal Kök Hücre Karakterizasyonu  

1) Tripsinizasyonla kaldırılan hücreler PBS ile 1 kere yıkandı (santrifüj 

2000 rpm de 10dk).  

2) Yıkanan hücrelere PBS eklenerek sayıldı. 1 ml de yaklaşık 5 milyon 

hücre olacak şekilde ayarlandı.   

3) Akım tüpleri hazırlandı ve etiketlendi.  

a) Boyasız negatif tüpe: 100 µl hücre 

b) Negatif kontrol isotip tüpe: 100 µl hücre +20 µl antikor 

c) Negatif kokteyl tüpe: 100 µl hücre +20 µl antikor 

d) Pozitif kontrol isotip tüpe: 100 µl hücre +20 µl antikor 
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e) Pozitif kokteyl isotip tüpe: 100 µl hücre +20 µl antikor 

f) IgG PE isotip tüpe: 100 µl hücre +5 µl antikor 

g) CD44 PE tüpe: 100 µl hücre +5 µl antikor 

4) Hücre ve antikor 30 dk karanlık ve soğukta inkübe edildi.  

5) PBS ile X2 yıkandı. (Santrifüj 1900 rpm de 5 dk).  

6) 500  µl PBS eklendi uygun protokolde akım sitometri cihazında okutulup 

analiz edildi.  

7) En az 30000 hücre sayıldı. 

3.4.3. Periferal Kan Mononükleer Hücreleri İzolasyonu ve Kültürü 

Sağlık bir kişiden yaklaşık 20-30 cc kadar Heparinli tüplere alınan periferik kan 

steril kabin içerisinde işleme alındı.  

50 ml’lik steril falkonlara aktarılan kan örneği 1:1 oranında PBS solüsyonuyla 

karıştırıldı. 

15 ml’lik steril falkonlara 5cc fikol paque solüsyonu konuldu.  

PBS ve periferik kan karışımı dikkatli ve yavaşça fikol üzerine yüklendi. 

2600 rpm’de 20 dk santrifüj edildi (Santrifüj fren ayarı kapatılarak kullanıldı). 

Santrifüj sonrası fikolün üstüne toplanan buffy coat kısmı (Periferal Kan 

Mononükleer Hücre (PKMH)) toplandı ve 15 ml falkon tüpe aktarıldı. 

1400 rpm’de 15 dk santrifüj edildi. Santrifüj sonrası süpernatant kısmı döküldü. 

Peletin üzerine 12 ml hazırlanmış olan PBS konuldu. 

Hücreler mikroskopta sayıldı ve ortalama 12 milyon hücre elde edildi. 

HBSS konulmuş tüp 1400 rpm’de 15 dk santrifüj edildi. Süpernatant döküldü, 

pelet tüpün dibinde kaldı.  

Dipte kalan peletin üzerine 1 ml PBS eklenerek sayımı yapıldı. 

20 cc kan örneğinden 32 milyon kadar lenfosit hücre elde edildi. 
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3.4.4. Hücre Canlılığının Değerlendirilmesi ve Sayılması 

3.4.4.1. Tripan Mavisi ile Boyama Yöntemi: 

1. Hücre canlılığı değerlendirilmesi ve hücrelerin miktarının belirlenmesinde 

Tripan mavisi ile boyama yöntemi uygulandı. 

2. Santrifüj sonrasında, falkonun dibine çöken hücreler medium ile sulandırılarak 

Tripan mavisi boyası ile (1 hacim boya + 1 hacim hücre) boyandı.  

3. Mikroskopta Neubaheuer lamda hücreler sayıldı. Boyayı alan hücreler mavi 

renkte ve ölü olarak değerlendirilip, boya almayan canlı hücreler mikroskopta 

sayıldı. 

4. Hücre canlılığı aşağıdaki denkleme göre hesaplandı. 

Toplam hücre= Sayılan hücre x Dilüsyon faktörü x Toplam hacim x 10.000 (lam 

faktörü). 

3.4.5. Periferal Kan Mononükleer Hücrenin Fitohemaglotunin (PHA) ile 

Stimülasyonu  

IL-4, IFNγ ve IL17 sitokinleri CD4 T yardımcı hücrelerden salgılanmaktadır ve 

bu sitokinlerin stimülasyonu ve hücre içi sitokin seviyesi tespiti için PHA mitojeni 

seçilmiştir. PHA diğer mitojenlerle karşılaştırıldığında CD4 membran proteinlerinin 

ekspresyonunu etkilemediği diğer mitojenlere göre daha uygun olduğu çalışmalarda 

gösterilmiştir (85). 

Deney gruplarına başlamadan önce PKMH’lerden sitokin salınımı için 

uygulanan PHA’nın en uygun dozu ve en uygun kültür süresi belirlendi. Optimum 

koşulları belirlemek için PKMH’ler izole edildikten sonra kuyu başına hücre sayısı 

1x106 olacak şekilde ayarlandı. Hücreler 24’lü kuyucuklara ekildi.  

Stimülasyon dozu belirlenmesi için hücrelere 2 farklı doz 5µg/ml ve 10µg/ml 

PHA uygulaması, stimülasyon sürelerinin belirlenmesi için  6, 12, 24, 72 saat 

inkübasyon süreleri belirlendi. Kontrol grubu için stimüle olmayan hücre grubu 6, 12, 

24, 72 saat olarak inkübe edildi. Stimüle olan ve olmayan tüm gruplarda aynı hücre 

sayıları kullanıldı (Şekil 3-3).  
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Şekil 3-3:PKMH stimülasyon öncesi ve sonrası 

Hücreler izole edildikten sonra RPMI ile hazırlanan besiyeri ile toplamda 24 

ml’de 1x106 hücre sayısı olacak şekilde ayarlandı ve her kuyuya 1 ml eklendi.  Stimüle 

edilen grubun 5µg/ml doz için her kuyuya 1µL PHA, 10µg/ml doz grubu denemesi için 

2µl PHA eklendi. Deney grupları tablo 3-1’de verilmiştir. Ön çalışma sonunda IL-4, 

IFNγ ve IL17 sitokinleri için sitokin uyarımı toplanan süpernatantlardan ELISA ve 

toplanan hücrelerden hücre içi sitokin tayini kiti ile akım sitometri ile en uygun doz ve 

süre  10µg/ml PHA- 72 saat olarak belirlendi.  

Tablo 3-1:PHA süre ve doz belirlemesi için deney düzeneği  

 İnkübasyon Süreleri 

6sa 12sa 24sa 72sa 

Stimüle olan 

(STI+) 

5µg/ml  

PHA (1µl) 1x106 

PKMH X 

24 kuyu 

1x106 

PKMH X 

24 kuyu 

1x106 

PKMH X 24 

kuyu 

1x106 

PKMH X 

24 kuyu 
10µg/ml  

PHA (2µl) 

Stimüle 

olmayan 

(STI-) 

 1x106 

PKMH X 

24 kuyu 

1x106 

PKMH X 

24 kuyu 

1x106 

PKMH X 24 

kuyu 

1x106 

PKMH X 

24 kuyu 
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3.4.6. Hücre Kültür Deneylerinin Düzenekleri 

3.4.6.1. Kontrol Grubu Deney Düzenekleri 

1. Stimüle Olmayan Kontrol Grubu Deney Düzeneği: 

İzole edilen PKMH stimüle olmayan 72 saat kültür 

Kuyu başına 1.000.000 hücre olacak şekilde  

Hücre içi sitokin tespiti için hücrelerin toplanması  

ELISA için 72 saat sonunda süpernatant toplanması  

 

 

2. Stimüle Kontrol Grubu Deney Düzeneği: 

PKMH stimüle (PHA ile uyarılma)  72 saat kültür 

Kuyu başına 1.000.000  hücre olacak şekilde  

Hücre içi sitokin tespiti için hücrelerin toplanması  

ELISA için 72 saat sonunda süpernatant toplanması  

3. Stimüle ve Stimüle Olmayan Deney Grubu Düzenekleri: 

MKH 72 saat kültür 

Kuyu başına 1.000.000  hücre olacak şekilde  

Hücre içi sitokin tespiti için hücrelerin toplanması  

ELISA için 72 saat sonunda süpernatant toplanması  

3.4.6.2. PKMH ve MKH Ko-kültürü Deney Düzeneği Tablosu 

Her örnek için tüm deneyler 6 kuyulu kültür plaklarında aşağıdaki ko kültür 

çalışma planı Tablo 3-2’ye göre yapıldı.  

Tablo 3-2:Ko-kültür çalışma düzeneği 

  

WHARTON JELİ MKH 

 

KORDON KANI MKH 

 

24sa 

1:5 MKH+PKMH MKH+PKMH 

1:10 MKH+PKMH MKH+PKMH 

 

72sa 

1:5 MKH+PKMH MKH+PKMH 

1:10 MKH+PKMH MKH+PKMH 

 

*PKMH: Periferik Kan Mononükleer Hücre 

*MKH: Mezenkimal Kök Hücre 

*1:5     : 1 MKH oranı/5 PKMH oranı 

*1:10   : 1 MKH oranı/10 PKMH oranı 
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3.4.7. PKMH ve MKH Ko-Kültür Deneylerinin Yapılması  

3.4.7.1. İzole Edilen Kordon Kanı MKH; WJ-MKH ve PKMH Ko-Kültür Deney 

Planı 

Mezenkimal kök hücre elde edilmesi için kordon kanı ve kordon dokusu 

toplanmıştır. Tüm deneylerin deney planı aşağıdaki Şekil 3-4 ve Şekil 3-5’te 

gösterilmiştir.  

 

Şekil 3-4: Kordon kanı-MKH ve PKMH Ko-kültür deney şeması 

 

Şekil 3-5: WJ-MKH ve PKMH ko-kültür deney şeması  

 

Göbek kordon kanı ve Wharton Jeli’nden izole edilen mezenkimal kök hücreleri 

akım sitometri ile karakterizasyon işleminden sonra 37°C’de %5 CO2 ortamda 3.pasaja 

kadar çoğaltıldı. İzole edilen ve 72 saat inkübe edilen PKMH’leri farklı doz oranlarında 

24 saat ve 72 saat olacak şekilde hem kordon kanı MKH ile hem de WJ-MKH ile ko-
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kültürü %5 CO2’li 37° C'de etüvde inkübe edildi. Kültür öncesi ve sonrası hücre 

oranları sayılarak ayarlandı ve canlılık oranlarına bakıldı. 

Sayılan hücreler ko-kültür öncesi 1/5 ve 1/10 oranı olarak ayarlandı. Stimüle 

edilen ve edilmeyen PKMH’ler 300.000 hücre olacak şekilde ayarlanırken, 1/5 oranı 

için hem kordon kanı MKH hem WJ-MKH 60.000 hücre, 1/10 oranı için ise 30.000 

hücre sayısı ayarlandı.  

Hücre sayılarının ayarlanmasından sonra 6 kuyucuklu kültür plağında ko-kültür 

yapıldı. Öncelikle kordon kanı MKH ve WJ-MKH’lerinden 1’er ml olacak şekilde 

ekimi gerçekleştirildi, üzerlerine miktarı ayarlanmış stimüle ve stimüle olmayan 

PKMH’lerden 1’er ml ekildi. Ekilen hücrelerin üzerine 1 ml DMEM eklendi ve deney 

süreleri başlatıldı (Şekil 3-6).  

 

Şekil 3-6: PKMH ve WJ-MKH ko-kültür mikroskobik görüntüsü 

3.4.8. Hücre içi Sitokin Tayini ile IL-4, IFN-γ ve IL-17A Sitokin Seviyelerinin 

Belirlenmesi 

Hücre içi sitokin tayini yapılan gruplar aşağıdaki gibidir: 

1. PHA ile Stimüle (5µg/ml-PHA) PKMH (6saat inkübasyon) ko kültür 

öncesi 

2. PHA ile Stimüle (10µg/ml) PKMH (6saat inkübasyon) ko kültür öncesi 

3. PHA ile Stimüle (5µg/ml) PKMH (12 saat inkübasyon) ko kültür öncesi 
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4. PHA ile Stimüle (10µg/ml) PKMH (12 saat inkübasyon) ko kültür öncesi 

5. PHA ile Stimüle (5µg/ml) PKMH (24saat inkübasyon) ko kültür öncesi 

6. PHA ile Stimüle (10µg/ml) PKMH (24saat inkübasyon) ko kültür öncesi 

7. PHA ile Stimüle (5µg/ml) PKMH ( 72 saat inkübasyon) ko kültür öncesi 

8. PHA ile Stimüle (10µg/ml) PKMH (72 saat inkübasyon) ko kültür öncesi 

9. Stimüle olmayan PKMH (6saat inkübasyon) ko kültür öncesi 

10. Stimüle olmayan PKMH (12saat inkübasyon) ko kültür öncesi 

11. Stimüle olmayan PKMH (24saat inkübasyon) ko kültür öncesi 

12. Stimüle olmayan PKMH (72 saat inkübasyon) ko kültür öncesi 

13. Kordon Kanı MKH ve STI-PKMH 1/5 oranında 24 saat inkübasyon ko 

kültür sonrası 

14. Kordon Kanı MKH ve STI-PKMH 1/5 oranında 72 saat inkübasyon ko 

kültür sonrası 

15. Kordon Kanı MKH ve STI-PKMH 1/10 oranında 24 saat inkübasyon ko 

kültür sonrası 

16. Kordon Kanı MKH ve STI-PKMH 1/10 oranında 72 saat inkübasyon ko 

kültür sonrası 

17. Kordon Kanı MKH ve STI+PKMH 1/5 oranında 24 saat inkübasyon ko 

kültür sonrası 

18. Kordon Kanı MKH ve STI+PKMH 1/5 oranında  72 saat inkübasyon ko 

kültür sonrası 

19. Kordon Kanı MKH ve STI+PKMH 1/10 oranında 24 saat inkübasyon ko 

kültür sonrası 

20. Kordon Kanı MKH ve STI+PKMH 1/10 oranında 72 saat inkübasyon ko 

kültür sonrası 

21. WJ-MKH ve STI-PKMH 1/5 oranında 24 saat inkübasyon ko kültür 

sonrası 
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22. WJ-MKH ve STI-PKMH 1/5 oranında 72 saat inkübasyon ko kültür 

sonrası 

23. WJ-MKH ve STI-PKMH 1/10 oranında 24 saat inkübasyon ko kültür 

sonrası 

24. WJ-MKH ve STI-PKMH 1/10 oranında 72 saat inkübasyon ko kültür 

sonrası 

25. WJ-MKH ve STI+PKMH 1/5 oranında 24 saat inkübasyon ko kültür 

sonrası 

26. WJ-MKH ve STI+PKMH 1/5 oranında  72 saat inkübasyon ko kültür 

sonrası 

27. WJ-MKH ve STI+PKMH 1/10 oranında 24 saat inkübasyon ko kültür 

sonrası 

28. WJ-MKH ve STI+PKMH 1/10 oranında 72 saat inkübasyon ko kültür 

sonrası 

Tüm gruplar için inkübasyondan sonra PKMH’lerin tamamı kültür plaklarından 

pipet yardımıyla toplanarak akım sitometri hücre içi sitokin tayini için hazırlanmıştır.  

3.4.8.1. Hücre içi sitokin tayini protokolü 

1) Stimüle olan PKMH’ler için inkübasyon sonrası 4 µl BD GolgiStop (Her 6 

kuyu için) eklenerek stimülasyon durduruldu.  

2) Oda sıcaklığında 1500 rpm de 10 dk santrifüj edilerek 2 kez PBS ile yıkandı.  

3) Hücreler sayıldı, test başına 1 milyon/ml olacak şekilde ayarlandı.  

4) Yıkamalardan sonra 1ml BD Cytofix Fixation buffer ile süspanse edildi. Ve 

10-20 dk oda sıcaklığında inkübe edildi. 

5) 1500 rpm de 10 dk santrifüj edildi. 

6) Hücreler PBS ile iki kez yıkandı. 

7) 10X BD Perm/Wash buffer 1X e distile su ile dilüe edildi. 

8) Pelet üzerine 1 ml BD Perm/Wash buffer eklendi ve 15 dk oda sıcaklığında 

bekletildi. 

9) 1500 rpm de 10 dk santrifüj edildi. 
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10) Her tüpe 50 µl BD Perm/wash buffer eklendi.  Üzerlerine 20 µl kokteyl 

negatif kontrol konuldu. 

11) Oda sıcaklığında 30 dk inkübe edildi. 

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

analiz edildi. 

13) Yaklaşık 20.000-30.000 CD4 pozitif hücre okutuldu ve analiz edildi.  

3.4.9. Süpernatanttan IL-4, TGF-β, IFN-γ ve IL-17A Sitokin Seviyelerinin ELISA 

Yöntemiyle Belirlenmesi 

Kültür sonrası süpernatantı toplanan ve ELISA yapılana kadar -20 derecede 

saklanan deney grupları aşağıdaki gibidir:  

1. PHA ile Stimüle (5µg/ml-PHA) PKMH (6 saat inkübasyon) ko kültür 

öncesi 

2. PHA ile Stimüle (10µg/ml) PKMH (6 saat inkübasyon) ko kültür öncesi 

3. PHA ile Stimüle (5µg/ml) PKMH (12 saat inkübasyon) ko kültür öncesi 

4. PHA ile Stimüle (10µg/ml) PKMH (12 saat inkübasyon) ko kültür öncesi 

5. PHA ile Stimüle (5µg/ml) PKMH (24 saat inkübasyon) ko kültür öncesi 

6. PHA ile Stimüle (10µg/ml) PKMH (24 saat inkübasyon) ko kültür öncesi 

7. PHA ile Stimüle (5µg/ml) PKMH ( 72 saat inkübasyon) ko kültür öncesi 

8. PHA ile Stimüle (10µg/ml) PKMH (72 saat inkübasyon) ko kültür öncesi 

9. STI-PKMH (6 saat inkübasyon) ko kültür öncesi 

10. STI-PKMH (12 saat inkübasyon) ko kültür öncesi 

11. STI-PKMH (24 saat inkübasyon) ko kültür öncesi 

12. STI-PKMH (72 saat inkübasyon) ko kültür öncesi 

13. Kordon Kanı MKH ve STI-PKMH 1/5 oranında 24 saat inkübasyon ko 

kültür sonrası 

14. Kordon Kanı MKH ve STI-PKMH 1/5 oranında 72 saat inkübasyon ko 

kültür sonrası 
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15. Kordon Kanı MKH ve STI-PKMH 1/10 oranında 24 saat inkübasyon ko 

kültür sonrası 

16. Kordon Kanı MKH ve STI-PKMH 1/10 oranında 72 saat inkübasyon ko 

kültür sonrası 

17. Kordon Kanı MKH ve STI+PKMH 1/5 oranında 24 saat inkübasyon ko 

kültür sonrası 

18. Kordon Kanı MKH ve STI+PKMH 1/5 oranında  72 saat inkübasyon ko 

kültür sonrası 

19. Kordon Kanı MKH ve STI+PKMH 1/10 oranında 24 saat inkübasyon ko 

kültür sonrası 

20. Kordon Kanı MKH ve STI+PKMH 1/10 oranında 72 saat inkübasyon ko 

kültür sonrası 

21. WJ-MKH ve STI-PKMH 1/5 oranında 24 saat inkübasyon ko kültür 

sonrası 

22. WJ-MKH ve STI-PKMH 1/5 oranında 72 saat inkübasyon ko kültür 

sonrası 

23. WJ-MKH ve STI-PKMH 1/10 oranında 24 saat inkübasyon ko kültür 

sonrası 

24. WJ-MKH ve STI-PKMH 1/10 oranında 72 saat inkübasyon ko kültür 

sonrası 

25. WJ-MKH ve STI+PKMH 1/5 oranında 24 saat inkübasyon ko kültür 

sonrası 

26. WJ-MKH ve STI+PKMH 1/5 oranında  72 saat inkübasyon ko kültür 

sonrası 

27. WJ-MKH ve STI+PKMH 1/10 oranında 24 saat inkübasyon ko kültür 

sonrası 

28. WJ-MKH ve STI+PKMH 1/10 oranında 72 saat inkübasyon ko kültür 

sonrası 
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3.4.9.1. ELISA Yöntemi:  

Örneklerin hazırlanması:  

Tüm deneyler sonrası toplanan ve -20○C’de saklanan süpernatantlar oda 

sıcaklığına getirildi.  

Kit içerikleri:  

IFN- Human ELISA 96 tests KİTİ 

IL-17A Human ELISA 96 tests KİTİ 

TGF-β Human ELISA 96 tests KİTİ 

IL-4  Human ELISA 96 tests KİTİ 

1 adet Monoklonal IFN- antikoru kaplı Mikro Kuyucuklu Plate 

1 adet Monoklonal IL-17A antikoru kaplı Mikro Kuyucuklu Plate 

1 adet Monoklonal TGF-β antikoru kaplı Mikro Kuyucuklu Plate 

1 adet Monoklonal IL-4 antikoru kaplı Mikro Kuyucuklu Plate 

100 μl Biotin-Konjugat X4 

150 μl Streptavidin-HRP X4 

Kitlerin Standartları 

12 ml Örnek Dilüe Edici X4 

5 ml Assay Buffer 20X (PBS , %1 ‘lik Tween ve %10’luk BSA) X4 

50 ml Yıkama Solüsyonu 20X (PBS ve %1 ‘lik Tween) X4 

15 ml Substrat Solüsyonu (Tetrametil-Benzidin) X4 

15 ml Durdurucu Solüsyon (1 M Fosforik asit) X4 

4 adet Plate Örtücü X4 
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Standartların hazırlanması: 

 

1) Mikro kuyucuklu plak hazırlanmış olan Yıkama Solüsyonu ile iki kere 

yıkandı. 

2) Boş kuyulara 100 μl Örnek Dilüe Edici eklendi.  

3) Örnek kuyularına 50 μl Örnek Dilüe Edici eklendi. 

4) Her bir örnek Örnek Dilüe Edici konulmuş kuyulara 50 μl şeklinde 

bölündü. 

5) Standartlar, örnekler konulduktan sonra daha önceden belirlenen standart 

kuyularına uygun şekilde konuldu.  

6) Biotin konjugat hazırlanarak tüm kuyulara 50 μl konuldu. 

7) Plağın üstü kapatılarak 2 saat oda sıcaklığında inkübasyona bırakıldı. 

8) Bu arada Streptavidin-HRP hazırlandı. 

9) İnkübasyonu biten plate 3 kere yıkama solüsyonuyla yıkandı.  

10) Hazırlanan Streptavidin-HRP 100 μl her bir kuyuya eklendi. 

11) Plağın üstü kapatılarak 1 saat oda sıcaklığında inkübasyona bırakıldı. 

12) İnkübasyon sonrası 3 kere yıkama solüsyonuyla yıkandı. 

13) TMB substrat solüsyonu 100 μl her bir kuyuya konuldu ve 10 dakika 

inkübasyona bırakıldı. 

14) İnkübasyon sonrası hızlı ve dikkatli bir şekilde 100 μl durdurucu 

solüsyon her bir kuyuya eklendi ve 2-8 derece karanlıkta bir süre beklendi. 
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Plaklar ELISA plak okuyucuda primer dalga boyu 450 nm, referans dalga boyu 

620 nm olacak şekilde okutuldu. Test standartlar temel alınarak lineer regresyon analizi 

yapılarak değerlendirildi.  

3.5. Değerlendirme ve Analiz 

Çalışmamızda, mezenkimal kök hücrelerin immün sistem hücreleri ve bu 

hücrelerden salgılanan sitokinler üzerine olan etkisi araştırıldı. Sitokin salınımı 

değerlendirmesi için PKMH grupları stimüle edildi. Stimüle olan ve olmayan olarak iki 

grup arasındaki değerlendirmeden sonra MKH ile ko-kültürleri yapıldı. Alınan kordon 

kanı ve kordon dokusundan izole edilip çoğaltılan mezenkimal kök hücreler sağlıklı 

erişkin bir kişiden alınan PKMH ile kültüre edildi. Tüm çalışma; süre (24sa, 72sa), doz 

(1/5, 1/10), stimüle olan (PHA), stimüle olmayan, MKH olan ve MKH olmayan olarak 

tüm değişkenler göz önünde bulundurularak farklı kombinasyonlarda deneye konuldu 

ve analiz edildi.  

Tüm deney gruplarında hücre içi sitokin tayini akım Sitometri cihazıyla, 

süpernatanttan sitokin tayini ELISA yöntemiyle gerçekleştirildi. akım sitometri 

cihazıyla çalışılan hücre içi sitokin seviyeleri % değer olarak değerlendirildi. 

Süpernatanttan bakılan sitokin seviyeleri ELISA plak okuyucudan absorbans değerleri 

alınarak pg/ml biriminde hesaplandı ve değerlendirildi.  

3.6. İstatistiksel Analiz 

Verilerin tanımlayıcı istatistiklerinde ortalama, standart sapma, medyan en 

düşük, en yüksek, frekans ve oran değerleri kullanılmıştır. Değişkenlerin dağılımı 

kolmogorov simirnov test ile ölçüldü. Nicel bağımsız verilerin analizinde mann-whitney 

u, bağımlı nicel verilerin analizinde wilcoxon testi kullanıldı. Analizlerde SPSS 28.0 

programı kullanılmıştır. 
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4. BULGULAR 

4.1. Mezenkimal Kök Hücre Karakterizasyonu 

Uluslararası Hücresel Tedavi Derneği (ISCT) mezenkimal kök hücreleri 

tanımlamak için minimum kriterler belirlemiştir. Buna göre MKH'ler:  

1) Plastik adherenttir. 

2) Spesifik yüzey belirteçlerinden CD73, CD90, CD105 ifade ederken; CD14, 

CD34, CD45, HLA-DR ifade etmemektedir.  

3) İn vitro ortamda osteoblast, adiposit ve kondrositlere farklılaşabilirler (11, 

12).  

Çalışmamızda kullanılan kordon kanı ve kordon dokusundan izolde edilen ve 

çoğaltılan mezenkimal kök hücrelerin karakterizasyonu için adherent oldukları ve 

spesifik yüzey belirteçleri belirlenerek yapılmıştır (Şekil 4-1).  

             

                                            

            

 

Şekil 4-1: MKH karakterizasyon akım sitometri analizi 

Kordon dokusu parçalandıktan 75cm2 ‘lik kültür flasklarına ekildi ve WJ-

MKH’lerin yüzeye yapışması beklendi. WJ-MKH’lerin dokudan ayrılıp çoğalmaya 

başlamaları ortalama 10 gün sürdü (Şekil 4-2).  

CCDD110055  PPCC55 
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Şekil 4-2: Kordon dokusu (WJ-MKH) mezenkimal kök hücre kültürünün 10 gün sonrası 

mikroskobik görüntüsü 

Hücreler çoğaldıktan sonra doku parçaları flasktan çıkartılıp medyum değişimi 

gerçekleştirildi. Hücrelerin çoğalma ve medyumun durumuna göre ortalama 4-5 günde 

bir medyum değiştirildi. %80-90 oranında flaskın yüzeyini kaplayınca hücreler tripsinle 

kaldırılıp sayılarak akım sitometri cihazında hücre yüzey belirteçleri MKH 

karakterizasyon kiti ile tespit edildi.  
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4.2. STI-PKMH ve STI+PKMH arasındaki Hücre içi ve Süpernatant Sitokin 

Seviyelerindeki Değişimi Karşılaştırması 

STI+PKMH grubunda hücre içi IL-17, IFN-γ, IL-4 sitokin ölçümleri STI-PKMH 

grubundan anlamlı (p <0.05) olarak daha yüksekti (Tablo 4-1). 

STI+PKMH grubunda süpernatantta TGFβ, IFNγ, IL-4, IL-17 sitokin ölçümleri 

STI-PKMH grubundan anlamlı (p <0.05) olarak daha yüksekti (Tablo 4-1). 

 

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

                          

  

 

STI+PKMH 
 

STI-PKMH 
p 

    Ort.±ss Medyan   Ort.±ss Medyan 

Hücre içi 

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 
 

IFNγ 4,35 ± 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 
 

Süpernatant 

TGF β 19,45 ± 0,63 19,38   10,50 ± 0,03 10,49 0,000 
 

IFNγ 536,46 ± 4,16 534,56 

 

13,83 ± 0,01 13,83 0,000 
 

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’ın STI-PKMH ile ko-kültür Öncesi ve Sonrası Hücre içi ve 

Süpernatanttan Bakılan Sitokin Seviyeleri Karşılaştırması  

STI-PKMH hücre içi IL17, IFNγ sitokin ölçümleri WJ-MKH/STI-PKMH 1/5 

oranında 24. saat ölçümlerinden anlamlı (p <0.05) olarak daha düşüktü. STI-PKMH ve 

WJ MKH/STI-PKMH 1/5 oranında 24. saat hücre içi  IL-4 ölçümleri karşılaştırıldığında 

farklılık saptanmadı (p >0.05) (Tablo 4-2).  

STI-PKMH süpernatant sitokin TGFβ ölçümleri WJ MKH/STI-PKMH 1/5 

oranında 24. saat ölçümlerinden anlamlı (p <0.05) olarak daha düşüktü. STI-PKMH 

süpernatant sitokin IFNγ, IL4, IL17 ölçümleri WJ MKH UNS-/PKMH 1/5 oranında 24. 

saat ölçümlerinden anlamlı (p <0.05) olarak daha yüksekti (Tablo 4-2).    

STI-PKMH hücre içi IL-17 sitokin ölçümleri, WJ-MKH/STI-PKMH 1/5 

oranında 72. saat ölçümlerinden anlamlı (p <0.05) olarak daha yüksekti. STI-PKMH 

hücre içi sitokin IFNγ ve IL-4 ölçümleri WJ-MKH/STI-PKMH 1/5 oranında 72. saat 

ölçümlerinden anlamlı (p <0.05) olarak daha düşüktü (Tablo 4-2).   

STI-PKMH süpernatant sitokin TGFβ, IFNγ, IL-17 ölçümleri WJ-MKH/STI-

PKMH 1/5 oranında 72. saat ölçümlerinden anlamlı (p <0.05) olarak daha yüksekti.  

STI-PKMH supernatant sitokin IL-4 ölçümleri WJ-MKH/STI-PKMH 1/5 oranında 72. 

saat ölçümlerinden anlamlı (p <0.05) olarak daha düşüktü (Tablo 4-2).  

 

Tablo 4-2:  1/5 oranında WJ-MKH/STI-PKMH Ko-kültür Öncesi ve Sonrası Sitokin 

Seviyesi Karşılaştırması 

    

STI-PKMH 

WJ MKH/                 

STI-PKMH                                  

1/5-24 Saat p 

WJ MKH/                       

STI-PKMH                                   

1/5-72 Saat p 

    
Ort.±ss Medyan Ort.±ss Medyan Ort.±ss Medyan 

Hücre İçi 

CD4 50,80 ± 0,20 50,80 56,63 ± 0,21 56,70 0,007 38,83 ± 0,12 38,90 0,007 

IL-17 0,14 ± 0,01 0,14 0,26 ± 0,02 0,25 0,006 0,11 ± 0,02 0,11 0,006 

IFNγ 0,05 ± 0,01 0,05 0,53 ± 0,03 0,54 0,007 0,08 ± 0,02 0,08 0,006 

IL-4 0,01 ± 0,01 0,01 0,02 ± 0,01 0,02 0,141 0,17 ± 0,12 0,10 0,007 

Süpernatant 

TGF 

β 
10,50 ± 0,03 10,49 187,93 ± 0,56 188,21 0,007 3,43 ± 0,08 3,44 0,007 

IFNγ 13,83 ± 0,01 13,83 2,70 ± 0,05 2,69 0,007 3,54 ± 0,07 3,52 0,007 

IL-4 1,17 ± 0,01 1,17 0,19 ± 0,01 0,19 0,007 3,12 ± 0,08 3,10 0,007 

IL-17 22,52 ± 0,02 22,51 3,68 ± 0,31 3,69 0,007 5,07 ± 0,05 5,08 0,007 
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STI-PKMH hücre içi IL-7, IFNγ, IL-4 sitokin ölçümleri WJ-MKH/STI-PKMH 

1/10 oranında 24. saat ölçümlerinden istatistiksel (p <0.05) olarak daha düşüktü (Tablo 

4-3). 

STI-PKMH süpernatant TGFβ, IFNγ, IL-4, IL-17 sitokin ölçümleri WJ-

MKH/STI-PKMH 1/10 oranında 24. saat ölçümlerinden anlamlı (p <0.05) olarak daha 

yüksekti (Tablo 4-3).   

STI-PKMH hücre içi IL7, IFNγ, IL-4 ölçümleri WJ-MKH/STI-PKMH 1/10 

oranında 72. saat ölçümlerinden anlamlı (p <0.05) olarak daha düşüktü (Tablo 4-3). 

STI-PKMH ve WJ-MKH/STI-PKMH 1/10 oranında 72. saat süpernatantlarda 

sitokin TGFβ ölçümleri arasında istatistiksel olarak (p>0.05) farklılık saptanmadı. STI-

PKMH süpernatant sitokin IFNγ, IL-4, IL-17 ölçümleri WJ-MKH/STI-PKMH 1/10 

oranında 72. saat ölçümlerinden anlamlı (p <0.05) olarak daha yüksekti (Tablo 4-3).  

Tablo 4-3: 1/10 oranında WJ-MKH/STI-PKMH Ko-kültür Öncesi ve Sonrası Sitokin 

Seviyesi Karşılaştırması 

                                

    

STI-PKMH 

WJ MKH/                  

STI-PKMH                                   

1/10-24 Saat p 

WJ MKH/                      

STI-PKMH                                   

1/10-72 Saat p 

    
Ort.±ss Medyan Ort.±ss Medyan Ort.±ss Medyan 

Hücre İçi 

CD4 50,80 ± 0,20 50,80 35,97 ± 0,15 36,00 0,007 51,43 ± 0,40 51,50 0,007 

IL-17 0,14 ± 0,01 0,14 0,95 ± 0,03 0,96 0,006 0,39 ± 0,02 0,39 0,007 

IFNγ 0,05 ± 0,01 0,05 0,76 ± 0,02 0,76 0,007 0,32 ± 0,01 0,32 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 

Süpernatant 

TGF β 10,50 ± 0,03 10,49 6,86 ± 0,14 6,81 0,007 10,59 ± 0,54 10,79 0,857 

IFNγ 13,83 ± 0,01 13,83 0,94 ± 0,08 0,93 0,007 1,14 ± 0,03 1,15 0,007 

IL-4 1,17 ± 0,01 1,17 0,55 ± 0,09 0,52 0,007 0,27 ± 0,00 0,27 0,007 

IL-17 22,52 ± 0,02 22,51 14,56 ± 0,06 14,56 0,007 4,90 ± 0,85 4,73 0,007 
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4.4. WJ-MKH’ın STI+PKMH ile ko-kültür Öncesi ve Sonrası Hücre içi ve 

Süpernatanttan Bakılan Sitokin Seviyeleri Karşılaştırması  

STI+PKMH grubu hücre içi IL-17, IFNγ, IL-4 seviyeleri ölçümleri, WJ-

MKH/STI+PKMH 1/5 oranında 24. saat ölçümlerinden anlamlı (p <0.05) olarak daha 

düşüktü (Tablo 4-4).  

STI+PKMH grubunda süpernatant TGFβ ölçümleri WJ-MKH/STI+PKMH 1/5 

oranında 24. saat ölçümlerinden anlamlı (p <0.05) olarak daha düşüktü. STI+PKMH 

süpenatant IFNγ, IL-4, IL-17 ölçümleri WJ-MKH/STI+PKMH 1/5 oranında 24. saat 

ölçümlerinden anlamlı (p <0.05) olarak daha yüksekti (Tablo 4-4).   

STI+PKMH hücre içi IFNγ ölçümleri WJ-MKH/STI+PKMH 1/5 oranında 72. 

Saat ölçümlerinden anlamlı (p <0.05) olarak daha yüksekti. STI+PKMH hücre içi IL-

17, IL-4 ölçümleri WJ-MKH/STI+PKMH 1/5 oranında 72. saat ölçümlerinden anlamlı 

(p <0.05) olarak daha düşüktü (Tablo 4-4). 

STI+PKMH süpernatant TGFβ, IFNγ, IL-4, IL-17 ölçümleri WJ-

MKH/STI+PKMH 1/5 oranında 72. saat ölçümlerinden anlamlı (p <0.05) olarak daha 

yüksekti (Tablo 4-4). 

 

Tablo 4-4: 1/5 oranında WJ-MKH/STI+PKMH Ko-kültür Öncesi ve Sonrası Sitokin 

Seviyesi Karşılaştırması 

  

               

    
STI+PKMH 

WJ MKH/STI+PKMH             

1/5-24 Saat 
p 

WJ MKH/STI+PKMH                  

1/5-72 Saat 
p 

    Ort.±ss Medyan Ort.±ss Medyan   Ort.±ss Medyan   

Hücre içi  

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 5,47 ± 0,06 5,48 0,007 2,05 ± 0,02 2,05 0,007 

IFNγ 4,35 ± 0,01 4,35 11,62 ± 0,02 11,62 0,006 1,32 ± 0,03 1,31 0,006 

IL-4 0,33 ± 0,02 0,33 8,94 ± 0,01 8,94 0,007 0,94 ± 0,02 0,95 0,007 

Süpernatant  

TGF β 19,45 ± 0,63 19,38 167,86 ± 0,11 167,80 0,007 0,69 ± 0,01 0,69 0,007 

IFNγ 536,46 ± 4,16 534,56 104,20 ± 0,21 104,28 0,007 90,88 ± 0,30 90,96 0,007 

IL-4 7,70 ± 0,39 7,66 0,02 ± 0,00 0,02 0,007 0,31 ± 0,00 0,31 0,007 

IL-17 649,37 ± 4,62 648,51 11,02 ± 0,02 11,02 0,007 11,04 ± 0,02 11,04 0,007 
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STI+PKMH hücre içi sitokin IL17, IFNγ, IL-4 ölçümleri WJ-MKH/STI+PKMH 

1/10 oranında 24. saat ölçümlerinden anlamlı (p <0.05) olarak daha düşüktü (Tablo 4-

5). 

STI+PKMH süpernatant TGFβ, IFNγ, IL4, IL17 ölçümleri WJ-

MKH/STI+PKMH 1/10 oranında 24. saat ölçümlerinden anlamlı (p <0.05) olarak daha 

yüksekti (Tablo 4-5). 

STI+PKMH hücre içi sitokin IL-17, IFNγ, IL-4 ölçümleri WJ-

MKH/STI+PKMH 1/10 oranında 72. saat ölçümlerinden anlamlı (p <0.05) olarak daha 

düşüktü (Tablo 4-5). 

STI+PKMH süpernatant TGF β, IFNγ, IL-4, IL-17 ölçümleri WJ-

MKH/STI+PKMH 1/10 oranında 72. saat ölçümlerinden anlamlı (p <0.05) olarak daha 

yüksekti (Tablo 4-5). 

 

Tablo 4-5: 1/10 oranında WJ-MKH/STI+PKMH Ko-kültür Öncesi ve Sonrası Sitokin 

Seviyeleri  Karşılaştırması 

    
STI+PKMH 

WJ MKH/STI+PKMH                       

1/10-24 Saat 
p 

WJ MKH/STI+PKMH                          

1/10-72 Saat 
p 

    Ort.±ss Medyan Ort.±ss Medyan   Ort.±ss Medyan   

Hücre içi  

CD4 56,90 ± 0,10 56,90 19,50 ± 0,10 19,50 0,007 65,17 ± 0,15 65,20 0,007 

IL-17 0,38 ± 0,03 0,38 16,93 ± 0,02 16,93 0,007 12,37 ± 0,03 12,36 0,006 

IFNγ 4,35 ± 0,01 4,35 10,24 ± 0,02 10,24 0,006 13,47 ± 0,06 13,50 0,007 

IL-4 0,33 ± 0,02 0,33 6,96 ± 0,01 6,96 0,006 2,15 ± 0,05 2,15 0,007 

Süpernatant  

TGFβ 19,45 ± 0,63 19,38 1,36 ± 0,36 1,30 0,007 5,28 ± 0,03 5,28 0,007 

IFNγ 536,46 ± 4,16 534,56 94,02 ± 0,11 94,04 0,007 103,28 ± 0,48 103,38 0,007 

IL-4 7,70 ± 0,39 7,66 2,24 ± 0,03 2,25 0,007 0,27 ± 0,00 0,27 0,007 

IL-17 649,37 ± 4,62 648,51 19,94 ± 0,14 19,87 0,007 16,50 ± 0,00 16,50 0,007 
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4.5. KK-MKH’ın STI-PKMH ile ko-kültür Öncesi ve Sonrası Hücre içi ve 

Süpernatanttan Bakılan Sitokin Seviyeleri Karşılaştırması  

STI-PKMH hücre içi IFNγ, IL-4 ölçümleri KK-MKH/STI-PKMH 1/5 oranında 

24. saat ölçümlerinden anlamlı (p <0.05) olarak daha düşüktü. STI-PKMH hücre içi IL-

17 ölçümleri KK-MKH/STI-PKMH 1/5 oranında 24. saat ölçümleri arasında anlamlılık 

(p >0.05) saptanmadı (Tablo 4-6).  

STI-PKMH süpernatant TGFβ, IFNγ, IL-4, IL-17 ölçümleri KK-MKH/STI-

PKMH 1/5 oranında 24. saat ölçümlerinden anlamlı (p<0.05) olarak daha düşüktü 

(Tablo 4-6). 

STI-PKMH ve KK-MKH/STI-PKMH 1/5 oranında 72. saat gruplarında hücre içi 

sitokin seviyeleri karşılaştırıldığında, MKH eklenmeyen STI-PKMH grubunda hücre içi 

IL-17, IFNγ, IL-4 ölçümleri seviyesi anlamlı olarak daha düşük olduğu saptandı 

(p<0.05) (Tablo 4-6).  

STI-PKMH süpernatant IL-4 ölçümleri KK-MKH/STI-PKMH 1/5 oranında 72. 

saat ölçümlerinden anlamlı (p<0.05) olarak daha düşüktü. STI-PKMH süpernatant 

TGFβ, IFNγ, IL-17 ölçümleri KK-MKH/STI-PKMH 1/5 oranında 72. saat 

ölçümlerinden anlamlı (p<0.05) olarak daha yüksekti (Tablo 4-6).  

Tablo 4-6: 1/5 oranında KK-MKH/STI-PKMH Ko-kültür Öncesi ve Sonrası Sitokin 

Seviyeleri Karşılaştırması 

                                

  

 

STI-PKMH 

KK-PKMH/                

STI-PKMH                    

1/5-24 Saat p 

KK-MKH/                  

STI-PKMH                               

1/5-72 Saat p 

    Ort.±ss Medyan Ort.±ss Medyan Ort.±ss Medyan 

Hücre içi  

CD4 50,80 ± 0,20 50,80 57,20 ± 0,10 57,20 0,007 49,67 ± 0,35 49,70 0,007 

IL-17 0,14 ± 0,01 0,14 0,13 ± 0,06 0,10 0,857 0,73 ± 0,01 0,73 0,006 

IFNγ 0,05 ± 0,01 0,05 0,65 ± 0,01 0,65 0,006 0,76 ± 0,03 0,76 0,007 

IL-4 0,01 ± 0,01 0,01 0,12 ± 0,02 0,12 0,007 0,13 ± 0,01 0,13 0,006 

Süpernatant  

TGF β 10,50 ± 0,03 10,49 8,95 ± 0,19 8,96 0,007 3,81 ± 0,17 3,75 0,007 

IFNγ 13,83 ± 0,01 13,83 3,86 ± 0,11 3,87 0,007 3,76 ± 0,08 3,76 0,007 

IL-4 1,17 ± 0,01 1,17 0,54 ± 0,04 0,56 0,007 3,88 ± 0,05 3,90 0,007 

IL-17 22,52 ± 0,02 22,51 5,27 ± 0,03 5,26 0,007 10,50 ± 0,02 10,50 0,007 
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STI-PKMH hücre içi IL-17, IFNγ, IL-4 ölçümleri KK-MKH/STI-PKMH 1/10 

oranında 24. saat ölçümlerinden anlamlı (p <0.05) olarak daha düşüktü (Tablo 4-7).  

STI-PKMH süpernatant IL-4, TGFβ, IFNγ, IL-17 ölçümleri KK-MKH/STI-

PKMH 1/10 oranında 24. saat ölçümlerinden anlamlı (p<0.05) olarak daha yüksekti 

(Tablo 4-7).  

STI-PKMH hücre içi IL-17, IFNγ, IL-4 ölçümleri KK-MKH/STI-PKMH 1/10 

oranında 72. saat ölçümlerinden anlamlı (p<0.05) olarak daha düşüktü (Tablo 4-7). 

STI-PKMH süpernatant IL-4 TGF β, IFNγ, IL-17 ölçümleri KK-MKH/STI-

PKMH 1/10 oranında 72. saat ölçümlerinden anlamlı (p<0.05) olarak daha yüksekti 

(Tablo 4-7).  

Tablo 4-7: 1/10 oranında KK-MKH/STI-PKMH Ko-kültür Öncesi ve Sonrası Sitokin 

Seviyeleri  Karşılaştırması 

                                

    

STI-PKMH 

KK-MKH/  

 STI-PKMH        

1/10-24 saat p 

KK-MKH/               

STI-PKMH                        

1/10-72 saat p 

    Ort.±ss Medyan Ort.±ss Medyan Ort.±ss Medyan 

Hücre içi  

CD4 50,80 ± 0,20 50,80 31,90 ± 0,10 31,90 0,007 42,20 ± 0,26 42,10 0,007 

IL-17 0,14 ± 0,01 0,14 0,59 ± 0,01 0,58 0,007 0,89 ± 0,02 0,89 0,007 

IFNγ 0,05 ± 0,01 0,05 0,49 ± 0,02 0,49 0,006 1,31 ± 0,01 1,31 0,007 

IL-4 0,01 ± 0,01 0,01 0,07 ± 0,02 0,08 0,007 11,89 ± 20,01 0,34 0,007 

Süpernatant  

TGF β 10,50 ± 0,03 10,49 2,22 ± 0,02 2,22 0,007 1,00 ± 0,01 1,00 0,007 

IFNγ 13,83 ± 0,01 13,83 2,09 ± 0,12 2,11 0,007 2,82 ± 0,02 2,81 0,007 

IL-4 1,17 ± 0,01 1,17 0,64 ± 0,09 0,60 0,007 0,73 ± 0,02 0,73 0,007 

IL-17 22,52 ± 0,02 22,51 3,03 ± 0,06 2,99 0,007 2,61 ± 0,05 2,64 0,007 
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4.6. KK-MKH’ın STI+PKMH ile ko-kültür Öncesi ve Sonrası Hücre içi ve 

Süpernatanttan Bakılan Sitokin Seviyeleri Karşılaştırması  

STI+PKMH hücre içi IL-17, IFNγ, IL-4   ölçümleri KK-MKH/STI+PKMH 1/5 

oranında 24. saat grubundan anlamlı (p <0.05) olarak daha düşüktü (Tablo 4-8). 

STI+PKMH süpernatant TGFβ, IFNγ, IL-4, IL-17 ölçümleri KK-

MKH/STI+PKMH 1/5 oranında 24. Saat ölçümlerinden anlamlı (p<0.05) olarak daha 

yüksekti (Tablo 4-8). 

STI+PKMH hücre içi IL-17, IFNγ, IL-4  ölçümleri KK-MKH/STI+PKMH 1/5 

oranında 72. saat grubundan anlamlı (p<0.05) olarak daha düşüktü (Tablo 4-8). 

STI+PKMH süpernatant TGFβ, IFNγ, IL-4, IL-17 ölçümleri KK-

MKH/STI+PKMH 1/5 oranında 72. saat ölçümlerinden anlamlı (p<0.05) olarak daha 

yüksekti (Tablo 4-8). 

Tablo 4-8: 1/5 oranında KK-MKH/STI+PKMH Ko-kültür Öncesi ve Sonrası Sitokin 

Seviyeleri Karşılaştırması 

    

STI+PKMH 

KK-MKH/                 

STI+PKMH                 

1/5-24 saat p 

KK-MKH/                 

STI+PKMH                               

1/5-72 saat p 

    Ort.±ss Medyan Ort.±ss Medyan Ort.±ss Medyan 

Hücre içi  

CD4 56,90 ± 0,10 56,90 20,10 ± 0,10 20,10 0,000 77,77 ± 0,15 77,80 0,000 

IL-17 0,38 ± 0,03 0,38 2,32 ± 0,15 2,24 0,000 14,54 ± 0,03 14,53 0,000 

IFNγ 4,35 ± 0,01 4,35 7,96 ± 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 

Süpernatant  

TGF β 19,45 ± 0,63 19,38 12,03 ± 0,06 12,02 0,000 6,62 ± 0,43 6,51 0,000 

IFNγ 536,46 ± 4,16 534,56 136,18 ± 0,16 136,24 0,000 63,35 ± 46,75 90,31 0,000 

IL-4 7,70 ± 0,39 7,66 2,35 ± 0,03 2,36 0,000 0,18 ± 0,00 0,18 0,000 

IL-17 649,37 ± 4,62 648,51 17,04 ± 0,02 17,04 0,000 19,30 ± 0,04 19,31 0,000 
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STI+PKMH hücre içi IL-17, IFNγ, IL-4   ölçümleri KK-MKH/STI+PKMH 1/10 

oranında 24. saat grubundan  anlamlı (p<0.05) olarak daha düşüktü (Tablo 4-9). 

STI+PKMH süpernatant TGF β ölçümleri KK-MKH/STI+PKMH 1/10 oranında 

24. saat ölçümlerinden anlamlı (p<0.05) olarak daha düşüktü (Tablo 4-9).   

STI+PKMH süpernatant IFNγ, IL-4, IL-17 ölçümleri KK-MKH/STI+PKMH 

1/10 oranında 24. saat ölçümlerinden anlamlı (p<0.05) olarak daha yüksekti (Tablo 4-

9). 

STI+PKMH hücre içi IL17, IFNγ, IL-4   ölçümleri KK-MKH/STI+PKMH 1/10 

oranında 72. saat grubundan  anlamlı (p<0.05) olarak daha düşüktü (Tablo 4-9). 

STI+PKMH süpernatant TGFβ, IFNγ, IL-4, IL-17 ölçümleri KK-

MKH/STI+PKMH 1/10 oranında 72. saat ölçümlerinden anlamlı (p<0.05) olarak daha 

yüksekti (Tablo 4-9). 

Tablo 4-9: 1/10 oranında KK-MKH/STI+PKMH Ko-kültür Öncesi ve Sonrası Sitokin 

Seviyeleri Karşılaştırması 

                                

    

STI+PKMH 

KK-MKH/                

STI+PKMH                 

1/10-24 saat p 

KK-MKH/              

STI+PKMH                               

1/10-72 saat p 

    Ort.±ss Medyan Ort.±ss Medyan Ort.±ss Medyan 

Hücre içi  

CD4 56,90 ± 0,10 56,90 32,67 ± 0,58 33,00 0,000 66,00 ± 0,10 66,00 0,000 

IL-17 0,38 ± 0,03 0,38 6,17 ± 0,21 6,10 0,000 8,67 ± 0,02 8,68 0,000 

IFNγ 4,35 ± 0,01 4,35 5,33 ± 0,03 5,34 0,000 27,15 ± 0,05 27,16 0,000 

IL-4 0,33 ± 0,02 0,33 5,80 ± 0,02 5,80 0,000 6,46 ± 0,04 6,46 0,000 

Süpernatant  

TGF β 19,45 ± 0,63 19,38 23,40 ± 0,35 23,37 0,000 0,93 ± 0,12 1,00 0,000 

IFNγ 536,46 ± 4,16 534,56 126,77 ± 0,22 126,79 0,000 89,19 ± 0,04 89,21 0,000 

IL-4 7,70 ± 0,39 7,66 0,65 ± 0,03 0,64 0,000 0,76 ± 0,01 0,77 0,000 

IL-17 649,37 ± 4,62 648,51 17,92 ± 0,07 17,92 0,000 13,86 ± 0,01 13,87 0,000 
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4.7. WJ-MKH’ın STI+PKMH ile 1/5 ve 1/10 oranlarında Ko-kültürünün 

İnkübasyon Sürelerine Göre Sitokin Değerleri Değişimi 

 

WJ-MKH/STI+PKMH 1/5 oranında 24. saat hücre içi IL17, IFNγ,  IL-4 

ölçümleri, WJ-MKH/STI+PKMH 1/5 oranında 72. saat ölçümlerinden anlamlı (p<0.05) 

olarak daha yüksekti (Tablo 4-10).     

WJ-MKH/STI+PKMH 1/5 oranında 24. saat süpernatant TGF β, IFNγ ölçümleri, 

WJ-MKH/STI+PKMH 1/5 oranında 72. saat ölçümlerinden anlamlı (p<0.05) olarak 

daha yüksekti.  WJ-MKH/STI+PKMH 1/5 oranında 24. saat süpernatant IL-4, IL-17 

ölçümleri, WJ-MKH/STI+PKMH 1/5 oranında 72. saat ölçümlerinden  anlamlı (p 

<0.05) olarak daha düşüktü (Tablo 4-10).  

WJ-MKH/STI+PKMH 1/10 oranında 24. saat hücre içi IFNγ ölçümleri, WJ-

MKH/STI+PKMH 1/10 oranında 72. saat ölçümlerinden anlamlı (p<0.05) olarak daha 

düşüktü. WJ-MKH/STI+PKMH 1/10 oranında 24. saat grubunda hücre içi IL-17, IL-4  

ölçümleri, WJ-MKH/STI+PKMH 1/10 oranında 72. saat ölçümlerinden yüksek olması 

anlamlı (p <0.05) bulundu (Tablo 4-11).   

WJ-MKH/STI+PKMH 1/10 oranında 24. saat süpernatant TGF β, IFNγ ölçümleri, 

WJ-MKH/STI+PKMH 1/10 oranında 72. saat ölçümlerinden istatistiksel (p<0.05) 

olarak daha düşüktü. WJ-MKH/STI+PKMH 1/10 oranında 24. saat süpernatant IL-4, 

IL-17 ölçümleri, WJ-MKH/STI+PKMH 1/10 oranında 72. saat ölçümlerinden 

istatistiksel (p<0.05) olarak daha yüksekti (Tablo 4-11). 
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Tablo 4-10: 1/5 oranında WJ-MKH/STI+PKMH Ko-kültür Inkübasyon Sürelerindeki 

Sitokin Seviyeleri Karşılaştırılması  

                          

  

 

WJ-MKH/STI+PKMH                            

1/5-24 saat  

WJ-MKH/STI+PKMH                            

1/5-72 saat p 

    Ort.±ss Medyan   Ort.±ss Medyan 

Hücre içi  

CD4 27,77 ± 0,15 27,80 
 

72,33 ± 0,21 72,40 0,007 

IL-17 5,47 ± 0,06 5,48 
 

2,05 ± 0,02 2,05 0,007 

IFNγ 11,62 ± 0,02 11,62 
 

1,32 ± 0,03 1,31 0,007 

IL-4 8,94 ± 0,01 8,94 
 

0,94 ± 0,02 0,95 0,006 

Süpernatant  

TGFβ 167,86 ± 0,11 167,80   0,69 ± 0,01 0,69 0,007 

IFNγ 104,20 ± 0,21 104,28 
 

90,88 ± 0,30 90,96 0,007 

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 oranında WJ-MKH/STI+PKMH Ko-kültür Inkübasyon Sürelerindeki 

Sitokin Seviyeleri Karşılaştırması 

  

 

WJ-MKH/STI+PKMH                            

1/10-24 saat  

WJ-MKH/STI+PKMH                            

1/10-72 saat p 

    Ort.±ss Medyan   Ort.±ss Medyan 

Hücre içi  

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  

IFNγ 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  

Süpernatant  

TGFβ 1,36 ± 0,36 1,30   5,28 ± 0,03 5,28 0,007  

IFNγ 94,02 ± 0,11 94,04 
 

103,28 ± 0,48 103,38 0,007  

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. WJ-MKH’ın STI+PKMH ile 1/5 ve 1/10 Oranlarındaki Ko-Kültürlerinin 24 ve 

72 Saat sonraki Sitokin Değişimleri  

WJ-MKH/STI+PKMH 1/5 oranında 24. saat hücre içi IFNγ,  IL-4  ölçümleri, WJ-

MKH/STI+PKMH 1/10 oranında 24. saat ölçümlerinden anlamlı (p<0.05) olarak daha 

yüksekti. WJ-MKH/STI+PKMH 1/5 oranında 24. saat grubunda hücre içi IL-17 

ölçümleri, WJ-MKH/STI+PKMH 1/10 oranında 24. saat ölçümlerinden anlamlı 

(p<0.05) olarak daha düşüktü (Tablo 4-12).   

WJ-MKH/STI+PKMH 1/5 oranında 24. saat süpernatant TGFβ, IFNγ ölçümleri, 

WJ-MKH/STI+PKMH 1/10 oranında 24. saat ölçümlerinden anlamlı (p<0.05) olarak 

daha yüksekti. WJ-MKH/STI+PKMH 1/5 oranında 24. saat süpernatant IL-4,  IL-17 

ölçümleri, WJ-MKH/STI+PKMH 1/10 oranında 24. saat ölçümlerinden  anlamlı 

(p<0.05) olarak daha düşüktü (Tablo 4-12). 

WJ-MKH/STI+PKMH 1/5 oranında 72. saat grubunda hücre içi IL-17, IFNγ, IL-4   

ölçümleri WJ-MKH/STI+PKMH 1/10 oranında 72. saat ölçümlerinden anlamlı (p<0.05) 

olarak daha düşüktü (Tablo 4-13). 

WJ-MKH/STI+PKMH 1/5 oranında 72. saat süpernatant TGFβ, IFNγ, IL-17 

ölçümleri, WJ-MKH/STI+PKMH 1/10 oranında 72. saat ölçümlerinden anlamlı 

(p<0.05) olarak daha düşüktü. WJ-MKH/STI+PKMH 1/5 oranında 72. saat supernatant 

sitokin IL-4 ölçümleri, WJ-MKH/STI+PKMH 1/10 oranında 72. saat ölçümlerinden 

istatistiksel (p<0.05) olarak daha düşük bulundu (Tablo 4-13). 
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Tablo 4-12: 24 saatlik WJ-MKH ve STI+PKMH Ko-Kültürlerinde Hücre Oranlarına 

Göre Sitokin Seviyeleri Karşılaştırması 

                          

  

 

WJ-MKH/STI+PKMH                            

1/5-24 saat  

WJ-MKH/STI+PKMH                            

1/10-24 saat p 

    Ort.±ss Medyan   Ort.±ss Medyan 

Hücre içi  

CD4 27,77 ± 0,15 27,80 
 

19,50 ± 0,10 19,50 0,006  

IL-17 5,47 ± 0,06 5,48 
 

16,93 ± 0,02 16,93 0,007  

IFNγ 11,62 ± 0,02 11,62 
 

10,24 ± 0,02 10,24 0,007  

IL-4 8,94 ± 0,01 8,94 
 

6,96 ± 0,01 6,96 0,006  

Süpernatant  

TGFβ 167,86 ± 0,11 167,80   1,36 ± 0,36 1,30 0,007  

IFNγ 104,20 ± 0,21 104,28 
 

94,02 ± 0,11 94,04 0,007  

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-Kültürlerinde Hücre Oranlarına 

Göre Sitokin Seviyeleri Karşılaştırması 

                          

  

 

WJ-MKH/STI+PKMH                            

1/5-72 saat  

WJ-MKH/STI+PKMH                            

1/10-72 saat p 

    Ort.±ss Medyan   Ort.±ss Medyan 

Hücre içi  

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  

IFNγ 1,32 ± 0,03 1,31 
 

13,47 ± 0,06 13,50 0,007  

IL-4 0,94 ± 0,02 0,95 
 

2,15 ± 0,05 2,15 0,007  

Süpernatant  

TGFβ 0,69 ± 0,01 0,69   5,28 ± 0,03 5,28 0,007  

IFNγ 90,88 ± 0,30 90,96 
 

103,28 ± 0,48 103,38 0,007  

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’ın STI+PKMH ile 1/5 ve 1/10 oranlarında Ko-kültürünün 

İnkübasyon Sürelerine Göre Sitokin Değerleri Değişimi 

 

KK-MKH/STI+PKMH 1/5 oranında 24. saat hücre içi IL-4 ölçümleri, KK-

MKH/STI+PKMH 1/5 oranında 72. saat ölçümlerinden anlamlı (p<0.05) olarak daha 

yüksekti.  KK-MKH/STI+PKMH 1/5 oranında 24. saat grubunda hücre içi IL-17, IFNγ 

ölçümleri, KK-MKH/STI+PKMH 1/5 oranında 72. saat ölçümlerinden anlamlı (p<0.05) 

olarak daha düşüktü (Tablo 4-14).  

KK-MKH/STI+PKMH 1/5 oranında 24. saat süpernatant TGF β, IFNγ, IL-4  

ölçümleri, KK-MKH/STI+PKMH 1/5 oranında 72. saat ölçümlerinden anlamlı (p<0.05) 

olarak daha yüksekti.  KK-MKH/STI+PKMH 1/5 oranında 24. saat süpernatant IL-17 

ölçümleri, KK-MKH/STI+PKMH 1/5 oranında 72. saat ölçümlerinden anlamlı (p<0.05) 

olarak daha düşüktü (Tablo 4-14).  

KK-MKH/STI+PKMH 1/10 oranında 24. saat grubunda hücre içi IL-4, IL-17, 

IFNγ ölçümleri, KK-MKH/STI+PKMH 1/10 oranında 72. saat ölçümlerinden anlamlı 

(p<0.05) olarak daha düşüktü (Tablo 4-15). 

KK-MKH/STI+PKMH 1/10 oranında 24. saat süpernatant TGF β, IFNγ, IL17 

ölçümleri, KK-MKH/STI+PKMH 1/10 oranında 72. saat ölçümlerinden anlamlı 

(p<0.05) olarak daha yüksekti.  KK-MKH/STI+PKMH 1/10 oranında 24. saat 

süpernatant IL-4 ölçümleri, KK-MKH/STI+PKMH 1/10 oranında 72. saat 

ölçümlerinden anlamlı (p<0.05) olarak daha düşüktü (Tablo 4-15). 
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Tablo 4-14: 1/5 oranında KK-MKH/STI+PKMH Ko-kültür Inkübasyon Sürelerindeki 

Sitokin Seviyeleri Karşılaştırması 

                          

  

 

KK-MKH/STI+PKMH                            

1/5-24 saat  

KK-MKH/STI+PKMH                            

1/5-72 saat p 

    Ort.±ss Medyan   Ort.±ss Medyan 

Hücre içi  

CD4 20,10 ± 0,10 20,10 
 

77,77 ± 0,15 77,80 0,006  

IL-17 2,32 ± 0,15 2,24 
 

14,54 ± 0,03 14,53 0,007  

IFNγ 7,96 ± 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  

Süpernatant  

TGFβ 12,03 ± 0,06 12,02   6,62 ± 0,43 6,51 0,007  

IFNγ 136,18 ± 0,16 136,24 
 

63,35 ± 46,75 90,31 0,007  

IL-4 2,35 ± 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 oranında KK-MKH/STI+PKMH Ko-kültür Inkübasyon Sürelerindeki 

Sitokin Seviyeleri Karşılaştırması 

                          

  

 

KK-MKH/STI+PKMH                            

1/10-24 saat  

KK-MKH/STI+PKMH                            

1/10-72 saat p 

    Ort.±ss Medyan   Ort.±ss Medyan 

Hücre içi  

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  

IFNγ 5,33 ± 0,03 5,34 
 

27,15 ± 0,05 27,16 0,007  

IL-4 5,80 ± 0,02 5,80 
 

6,46 ± 0,04 6,46 0,007  

Süpernatant  

TGFβ 23,40 ± 0,35 23,37   0,93 ± 0,12 1,00 0,007  

IFNγ 126,77 ± 0,22 126,79 
 

89,19 ± 0,04 89,21 0,007  

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’ın STI+PKMH ile 1/5 ve 1/10 Oranlarındaki Ko-Kültürlerinin 24 

ve 72 Saat sonraki Sitokin Değişimleri  

 

KK-MKH/STI+PKMH 1/5 oranında 24. saat hücre içi IFNγ ölçümleri, KK-

MKH/STI+PKMH 1/10 oranında 24. saat ölçümlerinden anlamlı (p <0.05) olarak daha 

düşüktü. KK-MKH/STI+PKMH 1/5 oranında 24. Saat grubunda hücre içi IL17, IL-4   

ölçümleri, KK-MKH/STI+PKMH 1/10 oranında 24. saat ölçümlerinden anlamlı (p 

<0.05) olarak daha yüksekti  (Tablo 4-16). 

KK-MKH/STI+PKMH 1/5 oranında 24. saat süpernatant IFNγ, IL4 ölçümleri, 

KK-MKH/STI+PKMH 1/10 oranında 24. saat ölçümlerinden anlamlı (p <0.05) olarak 

daha yüksekti.  KK-MKH/STI+PKMH 1/5 oranında 24. saat süpernatant TGF β, IL-17 

ölçümleri KK-MKH/STI+PKMH 1/10 oranında 24. saat ölçümlerinden anlamlı (p 

<0.05) olarak daha düşüktü (Tablo 4-16). 

KK-MKH/STI+PKMH 1/5 oranında 72. saat hücre içi IFNγ, IL-17, IL-4   

ölçümleri, KK-MKH/STI+PKMH 1/10 oranında 72.  saat ölçümlerinden anlamlı (p 

<0.05) olarak daha yüksekti (Tablo 4-17). 

KK-MKH/STI+PKMH 1/5 oranında 72.  saat süpernatant TGF β, IL-17 ölçümleri, 

KK-MKH/STI+PKMH 1/10 oranında 72.  saat ölçümlerinden anlamlı (p <0.05) olarak 

daha yüksekti.  KK-MKH/STI+PKMH 1/5 oranında 72. saat süpernatant IL-4 ölçümleri, 

KK-MKH/STI+PKMH 1/10 oranında 72.  saat ölçümlerinden anlamlı (p <0.05) olarak 

daha düşüktü. KK-MKH/STI+PKMH 1/5 oranında 72. saat süpernatant IFNγ ölçümleri, 

KK-MKH/STI+PKMH 1/10 oranında 72.  saat ölçümleriyle karşılaştırıldığında 

istatistiksel olarak anlamlılık saptanmadı (p >0.05) (Tablo 4-17).  
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Tablo 4-16: 24 saatlik KK-MKH ve STI+PKMH Ko-Kültürlerinde Hücre Oranlarına 

Göre Sitokin Seviyeleri Karşılaştırması 

 

                          

  

 

KKMKH/STI+PKMH 
1/5-24 saat  

KK-MKH/STI+PKMH 
1/10-24 saat p 

    Ort.±ss Medyan   Ort.±ss Medyan 

Hücre içi  

CD4 20,10 ± 0,10 20,10 
 

32,67 ± 0,58 33,00 0,007  

IL-17 2,32 ± 0,15 2,24 
 

6,17 ± 0,21 6,10 0,007  

IFNγ 7,96 ± 0,06 7,99 
 

5,33 ± 0,03 5,34 0,007  

IL-4 10,22 ± 0,01 10,22 
 

5,80 ± 0,02 5,80 0,007  

Süpernatant  

TGFβ 12,03 ± 0,06 12,02   23,40 ± 0,35 23,37 0,007  

IFNγ 136,18 ± 0,16 136,24 
 

126,77 ± 0,22 126,79 0,007  

IL-4 2,35 ± 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-Kültürlerinde Hücre Oranlarına 

Göre Sitokin Seviyeleri Karşılaştırması 

 

                          

  

 

KK-MKH/STI+PKMH 
1/5-72 saat  

KK-MKH/STI+PKMH 
1/10-72 saat p 

    Ort.±ss Medyan   Ort.±ss Medyan 

Hücre içi  

CD4 77,77 ± 0,15 77,80 
 

66,00 ± 0,10 66,00 0,006  

IL-17 14,54 ± 0,03 14,53 
 

8,67 ± 0,02 8,68 0,006  

IFNγ 31,05 ± 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  

Süpernatant  

TGFβ 6,62 ± 0,43 6,51   0,93 ± 0,12 1,00 0,007  

IFNγ 63,35 ± 46,75 90,31 
 

89,19 ± 0,04 89,21 0,857  

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. TARTIŞMA 

 

Mezenkimal kök hücreler, benzersiz immünomodülatör özellikleri, kendi 

kendini yenileme ve çok potansiyelli farklılaşma kapasiteleri nedeniyle hücresel tedavi 

alanında umut verici olarak çalışmalarda yer almaktadır. Mezenkimal kök hücrelerin in 

situ özellikleri ve biyolojik fonksiyonları henüz aydınlatılamamış olsa da, in vitro elde 

edilmiş hücrelerin, spesifik hücre soylarına farklılaşma potansiyeline sahip oldukları 

gösterilmiştir. MKH'lerin hücre homeostazında önemli rollere sahip olduğu tahmin 

edilmektedir. Son çalışmalar, çeşitli kökenlerden in vitro elde edilmiş MKH'lerin, 

immün sistem tepkilerini modüle etme ve farklı inflamatuvar hastalıkların ilerlemesini 

engelleme konusunda geniş bir kapasiteye sahip olduğunu göstermiştir. Doku 

yaralanmalarına sıklıkla inflamasyon eşlik ettiğinden, inflamatuvar faktörler, MKH'leri 

hasarlı doku bölgelerine mobilize etmek için ipuçları sağlayabilir. MKH'ler doku 

onarım fonksiyonlarını gerçekleştirmeden önce modülasyon yaparak mikro ortamı 

hazırlarlar. İnflamatuvar ve otoimmün hastalıkların tedavisi için başarılı stratejiler 

olarak yeni hücre temelli terapötik yaklaşımlarda da MKH’ler dikkat çekmektedir. 

MKH'lerin, başta sitokin ve kemokin salgılaması olmak üzere çeşitli mekanizmalar 

yoluyla doğuştan gelen ve edinilmiş immün sistemin tüm hücreleri üzerinde anti-

inflamatuvar ve immünomodülatör etkiler gösterdiği pek çok çalışmada vurgulanmıştır 

(64,65). Mezenkimal kök hücrenin immün sistemi düzenlediği mekanizmalar hala bir 

tartışma konusudur, ancak immün sistem hücreleri ile doğrudan temas kurması ve 

çözünür faktörlerin salgılanmasını tetiklediği konuları çalışmalarda tartışılmaya devam 

etmektedir. MKH’ın IFNγ, IL-1, TNF veya IL-4 gibi pro ve anti inflamatuvar sitokinlere 

yanıt vermesi, salgıladığı mediatörler (TGF, IDO, PGE2) ile CD4+ T yardımcı hücrelerini 

Treg hücre fenotipine dönüştürmesiyle olduğu gösterilmiştir (86).  

Bu bilgiler ışığında, çalışmada, MKH’nin immün sistem hücrelerine olan 

etkisinin araştırılması amaçlandı. PKMH ve MKH ko-kültür öncesi ve sonrası CD4+ T 

hücrelerin hücre içi sitokin seviyeleri (IL-4, IFNγ ve IL-17) akım sitometri ile tespit 

edildi. Aynı zamanda TGFβ, IL-4, IL-17, IFNγ süpernatant sitokin seviyeleri ELISA ile 

ölçüldü.  
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Mezenkimal kök hücreler kemik iliği, adipoz doku, kordon kanı, kordon dokusu 

gibi dokulardan izole edilebilir ve çoğaltılabilirler. Elde edilebilen hücrelerin plastik 

adherent olduklarının ve yüzeylerinde CD44, CD73, CD90 ve CD105 gibi belirteçlerin 

ekspresyonlarının gösterilmesi ile MKH oldukları kabul edilmektedir (11). Çalışmada 

MKH’ler kordon kanı ve Wharton Jeli’nden izole edilmiş olup mikroskopta plastik adherent 

oldukları saptanmış, yüzey belirteçleri de (CD44 (%100), CD73 (%99,6), CD90 (%100), 

CD105 (%99)) akım sitometri yöntemiyle analiz edilmiştir.   

Sitokinler, enfeksiyona verilen immün yanıtın veya devam eden bir inflamatuvar 

yanıtın doğası hakkında değerli bilgiler sağlar. Sitokinlerin saptanması için hücrelerin 

uyarılması özellikle in vitro çalışmalarda büyük önem taşımaktadır. Çalışmada IL-17, 

IFNγ ve IL-4 sitokin salınımı hücre içi sitokin kiti ile analiz edildi ve her bir sitokin için 

en uygun doz 10 µg/ml PHA ve en uygun inkübasyon süresi 72 saat olduğutespit edildi. 

Tajima ve ark’ları, mevcut çalışmamızı destekler nitelikte olup, yapmış oldukları 

çalışma ile PKMH stimülasyonu için PHA kullanılmasında en uygun sürenin 72 saat 

olduğunu göstermişlerdir (87).  

Mezenkimal kök hücrelerin immünomodülatör potansiyeli, immün sistemde kilit 

rol oynayan T hücreler ve bu hücrelerden salgılanan sitokinler üzerinde gösterilmiştir 

(88,89). Çalışmalar adipoz kaynaklı MKH'lerin kemik iliği kaynaklı MKH'lerden daha 

güçlü immünomodülatör etkiler sergilediğini, bu da adipoz kaynaklı MKH'lerin 

immünomodülatör tedavi için daha iyi bir alternatif olacağını öne sürmüştür. Öte 

yandan WJ-MKH'lerin, in vivo uygulandıklarında allojenik bir immün yanıt başlatma 

riskinin minimum düzeyde olduğu öne sürülmüştür. Bu da, toplama kolaylığının yanı 

sıra kordon kaynaklı MKH’leri uygun terapötik adaylar haline getireceği belirtilmiştir 

(61). 

In vitro, MKH’lerin antijen sunan hücrelerle iletişim kurmak için naif ve hafıza 

T-hücre yanıtlarını inhibe ettiği gösterilmiştir. MKH'ler ayrıca parakrin mekanizmalar 

yoluyla çok işlevli molekülleri salgılayarak immünomodülatör özelliklerini de 

gösterirler. Bu moleküller, immün sistem ve kanser hücrelerinin işlevini modüle etmek 

için bir araya gelen ve TGF-β1, TNF-α, PGE2, IFNγ, HGF, FGF, IDO ve nitrik oksit 

gibi çok yönlü sitokinler, büyüme faktörleri ve kemokinlerden oluşan geniş bir 

repertuardır (18,90). Çalışmada MKH’lerin T hücre immün yanıtlarına olan etkisini pro-

inflamatuvar ve anti-inflamatuvar olarak araştırmak için Th1’den salgılanan IFNγ, 

Th17’den salgılanan IL-17, Th2 hücrelerinden salgılanan IL-4 sitokinlerinin hem hücre 
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içinde hem de hücre dışındaki ve Treg hücrelerinden salgılanan TGF-β’nın hücre 

dışındaki seviyelerine bakılmıştır. Çalışmada kordon kaynaklı MKH’lerle stimüle 

olmayan ve stimule olan PKMH’leri ile ko-kültür sonuçları kültür öncesiyle 

karşılaştırıldığında farklı immünmodülatör özellikler gösterdikleri bulunmuştur.  

Mezenkimal kök hücrelerin mikroçevresi, MKH'leri pro-inflamatuvar ve anti-

inflamatuvar etkilerini değiştirebilir. MKH'ler, nötrofilleri etkileyerek inflamasyonun 

erken evresinde pro-inflamatuvar fonksiyonlara sahiptir. Pro-inflamatuvar MKH'ler, 

MIP-1, CCL5, CXCL9 ve CXCL10 salgılayarak T hücrelerini aktive eder. Bu aşamada, 

TNFα ve IFNγ gibi yalnızca düşük seviyelerde inflamasyon sinyalleri vardır. Kemik 

iliği ve göbek kordonundan elde edilen MKH'ler, lenfositleri baskılamak için yeterli 

iNOS veya IDO üretemeyen düşük seviyelerde IFN-γ ve TNF-α ile muamele 

edildiklerinde immün sistem cevabını desteklediği vurgulanmaktadır. Bununla birlikte, 

bu iki sitokin yüksek seviyeye ulaştığında, MKH'leri iNOS veya IDO salgılaması için 

uyarır, bu da T hücre proliferasyonunun inhibisyonu ve Treg indüksiyonu ile sonuçlanır. 

Bu sebeple, iNOS veya IDO seviyelerinin, MKH'lerin pro- ve anti-inflamatuvar etkileri 

arasında anahtar rol oynadığı gösterilmiştir (91-93). 

T-hücre aracılı immün yanıt, adaptif immün sisteminin anahtar bileşenidir, 

enfeksiyonlara ve malignitelere karşı koruma sağlar, aynı zamanda bir dizi otoimmün 

hastalığa aracılık eder (94). MKH'lerin birkaç modelde T hücresi proliferasyonunu 

inhibe ettiği gösterilmiştir (95). T hücresi proliferasyonunu etkilemenin yanı sıra, 

MKH'ler, T hücrelerinin aktivasyon ve farklılaşma sürecini de değiştirebildiği 

söylenmiştir. Luz-Crawford ve ark. MKH'lerin IFNγ ve IL-17 salgılanmasını 

baskıladığını, ancak Th1 ve Th17 hücrelerinin farklılaşmasını antagonize ederek T 

hücrelerinin IL-10 üretimini desteklediğini ve böylece Treg oluşumunu indüklediğini 

vurgulamışlardır  (96). Yang ve ark. WJ-MKH'lerin ve PHA ile uyarılan PKMH'ler ko-

kültürü sonrası toplanan süpernatanlar ve hücrelerde tespit edilen immün sistem 

uyaranlarına baktıklarında, WJ-MKH uygulanan PKMH’ler ile WJ-MKH’ler 

olmaksızın PHA ile uyarılan PKMH'ler karşılaştırıldığında, IFNγ’nın önemli ölçüde 

baskıladığını göstermişlerdir (83). Bizim çalışmamızda IFNγ için, STI+PKMH ile farklı 

sürelerde ve oranlarda WJ-MKH’yle ko-kültürleri yapılan deneylerde hücre içi ve 

süpernatantta sitokin değerleri farklı çıkmıştır. WJ-MKH ile STI+PKMH 1/5 oranında 

yapılan ko-kültürde,  WJ-MKH uygulanmayan STI+PKMH’lere göre 24 saat sonunda 

IFNγ hücre içinde artış gösterirken, 72 saat sonunda bu değer anlamlı derecede 
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azalmıştır. WJ-MKH ile STI+PKMH 1/10 oranında yapılan ko-kültürde ise, WJ-MKH 

uygulanmayan STI+PKMH’lere göre hem 24 saat hem de 72 saat sonunda IFNγ 

sitokinin hücre içindeki artışı anlamlı olarak saptanmıştır. Ko-kültür sonrası 

süpernatanttadaki IFNγ seviyesi, WJ-MKH uygulanmayan STI+PKMH’lere göre 24. 

saat ve 72. saat sonunda anlamlı derecede azaldığı görülmüştür. Hücre içi sitokin tayini 

için PKMH’ler kültür plaklarından elde edilip çalışılmıştır, süpernatant için ise ko-

kültür sonrası MKH ve PKMH’ın birlikte olduğu kültür sıvısı toplanıp çalışılmıştır. 

Hücre içindeki sitokin miktarı ve hücre dışına salınan sitokin miktarının farklı olmasının 

nedeni olarak MKH’lerin PKMH’lerden hücre dışına sitokin salınımını inhibe ettiğini 

düşünmekteyiz. Wharton Jeli’nden izole edilen MKH’lerin pro-inflamatuvar bir sitokin 

olan hücre içi IFNγ salınımını sadece 1/5 oranın ko-kültürü yapılan WJ-MKH/PKMH 

72. saat sonunda inhibe etmiştir.  Kordon kanından izole edilen MKH’lerin IFNγ hücre 

içi ve süpernatant değerlerine her grup için ayrı ayrı bakıldığında; KK-MKH 

uygulanmayan gruba göre hem 24 saat hem de 72 saat sonunda hücre içi sitokin 

seviyesi anlamlı derecede artarken, süpernatanttaki sitokin seviyesi her grup için 

anlamlı derecede düşmüştür. Ko-kültürün 1/5 ve 1/10 oranlarında 24 saat sonundaki 

hücre içi IFNγ artışı 72 saat sonundaki artışa göre anlamlı derecede daha azdı. PKMH 

üzerine KK-MKH eklenmesi sadece süpernatanttaki IFNγ sitokin değerlerini inhibe 

etmiştir. Hücre içi IFNγ sitokin salınımını KK-MKH arttırmıştır.   

İmmün yanıtta T hücresi alt grupları arasında yer alan Th17 hücreleri, IL-17A, 

IL-17F ve IL-22 sitokinleri yanı sıra kemokin reseptörü CCR6'yı ve bir Th17-spesifik 

T-hücrenin ayırt edici özelliği olarak transkripsiyon faktörü olan RAR ile ilişkili 

reseptör T'yi (RORγT) ifade eder. Yetersiz veya eksik bir T hücresi immün 

düzenlemesine yanıt olarak, Th17 hücreleri, romatoid artrit, tip 1 diyabet, multiple 

skleroz, sistemik lupus eritromatozus ve bağırsak hastalıkları gibi birçok inflamatuvar 

ve otoimmün hastalığın patogenezinde rol oynamaktadır. İmmünomodülatör ve 

koruyucu özelliklerinden dolayı, MKH'ler, inflamatuvar ve otoimmün hastalıklardaki 

terapötik potansiyelleri için çalışılmaktadır. MKH'lerin farklı immün hücre 

popülasyonlarının, özellikle Th17 alt gruplarının yanıtını inhibe ettiği mekanizmalar 

tam olarak açıklanmasa da; bugüne kadar, birkaç veri rapor edilmiştir  (97-101). 

Mezenkimal kök hücreler Th17 farklılaşmasını ve fonksiyonlarını direkt veya 

indirekt yolla inhibe edebilirler (91-102). MKH'ler, PD-1, IL-10, CCL2 veya SOCS3'ü 

ifadesini arttırarak ve STAT3 yolunu inhibe ederek Th17 farklılaşmasını inhibe edebilir. 



 62 

STAT3 yolu inhibisyonu, RORt ve IL-17 ifadesini azaltarak Th17 farklılaşmasını 

azaltır. MKH'ler tarafından salgılanan PGE2, Th17 inhibisyonuna katkıda bulunur. Bazı 

çalışmalar MKH'lerin aynı zamanda Th17 proliferasyonunu destekleyebileceğini 

göstermektedir (103-107). Guo ve arkadaşları, kemik iliği kaynaklı MKH'lerin, karışık 

lenfosit reaksiyon deneylerinde IL-17 ekspresyonunu ve Th17 hücre farklılaşmasını 

desteklediğini göstermişlerdir (108). Bizim çalışmamızda da, stimüle edilmiş PKMH 

üzerine farklı oranlarda eklenen WJ-MKH’yle yapılan farklı sürelerde ko-kültür sonrası 

IL-17’nin hücre içi ekspresyonunu anlamlı derecede arttırdığı gözlenmiştir. Hücre içi 

IL-17 artışı en az 1/5 (MKH/PKMH) hücre oranında 72 saat inkübe edilen ko-kültür 

sonucunda elde edilmiştir (%2,05). En fazla artış ise 1/10 (MKH/PKMH) hücre 

oranında 24 saat sonunda elde edilmiştir (%16,93). PKMH ve MKH’nin birlikte 

bulunma süreleri arttıkça hücre içi sitokin ekspresyonu azalmıştır. MKH ile daha fazla 

sayıda PKMH ko-kültür edildiğinde ise ilk 24 saatte hücre içi sitokin ekspresyonu çok 

fazla artarken, 72 saat sonunda bu seviye biraz daha azalmıştır. Kordon kaynaklı MKH 

ise tam tersi etki göstermiş ve 1/5 hücre oranında hücre içi IL-17 sitokin seviyesi daha 

fazla bir artış göstermiştir. MKH ve PKMH ko-kültür sonunda süpernatanttaki IL-17 

sitokin seviyesine bakıldığında ise hem WJ hem de KK’da anlamlı derecede inhibisyon 

saptanmıştır. Yapılan çalışmalarla karşılaştırıldığında IL-17 supernatant sitokin seviyesi 

MKH tarafından inhibe edilebilmektedir. Hücre içi sitokin seviyesi için ise daha fazla 

çalışmaya ihtiyaç vardır.  MKH'lerin kalitesi, nerden izole edildiği ve T hücreleriyle 

olan oran farkı, sitokin seviyeleri üzerine olan etkilerini değiştirebileceği 

düşünülmektedir.  

Mezenkimal kök hücreler, triptofan tükenmesine ve triptofan metabolit 

üretimine neden olan IDO ekspresyonu yoluyla Th2 hücrelerinin farklılaşmasını, 

olgunlaşmasını ve Th2 hücrelerinden IL-4 salgılanmasını indükler. Gieseke ve ark. 

MKH'lerin, T hücrelerinin proliferasyonunu doğrudan engelleyebildiğini göstermişlerdir  

(89,109). MKH’ler immün sistem üzerine pro-inflamatuvar yönde arttırıcı etki yaparken 

anti-inflamatuvar yönde baskılayıcı özelliğe sahiptir. Aggarwal ve ark. kemik iliğinden 

izole ettikleri MKH’leri PKMH’ten izole ettikleri T hücrelerle 1/10 oranında ko-kültür 

yaptıktan sonra süpernatanttaki değerlerine baktıklarında IL-4 seviyesinin anlamlı 

derecede arttığını bulmuşlardır (110). Bizim çalışmamızda, WJ-MKH ile PKMH 

hücrelerinin farklı oranlarda ko-kültürü sonrası IL-4 hücre içi sitokin seviyesi 1/5 

(MKH/PKMH) oranı 24 saat sonunda hızla anlamlı derecede artarken, 72 saat sonunda 
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başlangıca göre artmış, ancak 24 saate göre azalmıştır. 1/10 oranında ise 24 saatte 

artmış, 72 saat sonunda azalma göstermiştir ancak bu azalma 24 saate göre daha az 

olmuştur. KK-MKH kullanılan gruplarda ise hücre içi IL-4 oranı her grupta anlamlı 

derecede artmıştır. Her iki MKH hücre kaynağı kullanılan gruplarda süpernatanttaki IL-

4 seviyesi anlamlı derecede baskılanmıştır.  

Ana immün düzenleyici sitokinler olan TGF-β ve IL-10, MKH'ler tarafından 

üretilen sitokinlerdir. TGF-β, MKH'ler tarafından yapısal olarak salgılanır ve ayrıca 

IFN-γ, TNF-α gibi inflamatuvar faktörler tarafından seviyeleri artabilmektedir. TGF-β, 

DH'lerde ve T hücrelerinde IL-2, MHC-II (majör histouyumluluk kompleksi II) ve 

yardımcı uyarıcı faktör ekspresyonunu inhibe eder. Hem Th1 farklılaşması hem de Th2 

farklılaşması, TGF-β tarafından inhibe edilebilir. TGF-β, Treg ve Breg üretimini teşvik 

eder. TGF-β, IFN-γ ve TNF-α ile uyarılan kemik iliği kaynaklı MKH'lerin iNOS ve 

IDO ekspresyonunu inhibe ederek immün baskılayıcı etkilerini ortadan kaldırıldığı da 

gösterilmiştir (111-114) Yang ve ark. WJ-MKH'lerin ve PHA ile uyarılan PKMH'ler ko-

kültürü sonrası toplanan süpernatantlarda tespit edilen PGE2, TGF-β1 ve IL-10 ve Treg 

immün sistem uyaranlarını incelediklerinde, WJ-MKH uygulanan PKMH’ler ile WJ-

MKH’ler olmaksızın PHA ile uyarılan PKMH'ler karşılaştırıldığında, PGE2, TGF-β1 ve 

IL-10 ve Treg hücrelerinin sayısının büyük ölçüde arttırdığını göstermişlerdir. Bu 

bulguyla birlikte WJ-MKH'lerin, baskılayıcı sitokinlerin üretimini artırarak 

immünosupresif etki gösterdiğini vurgulamışlardır (83). Wang ve ark. yaptıkları 

çalışmada, 1/5 oranında stimüle WJ-MKH/stimüle PKMH 5 günlük ko-kültür sonrası 

Th1 ve Th17 hücrelerinin baskılandığını ve Th2 ve Treg hücrelerinin ise artış 

gösterdiğini saptamışlardır (115). Bizim çalışmamızda, TGF-β sitokin seviyesi tüm 

deney gruplarında ko-kültür sonrası süpernatanttan ELISA ile tespit edilmiştir. 1/5 

oranında WJ-MKH/PKMH 24 saatlik ko-kültür sonrasında süpernatanttaki TGF-β1 

sitokin seviyesi önemli ve anlamlı derece artış göstermiştir. 72 saat sonunda ise WJ-

MKH eklenmeyen gruba göre anlamlı derecede azalmıştır. Yine 1/10 oranında WJ-

MKH/PKMH yapılan ko-kültür sonrası hem 24 saatte hem de 72 saatte sitokin seviyesi 

anlamlı derecede düşmüştür. KK-MKH uygulanan gruplarda ise süpernatanttaki TGF-β 

sitokin seviyesi sadece 1/10 hücre oranında yapılan ko-kültür sonrası 24 saatin sonunda 

başlangıca göre artmış olup, diğer gruplarda anlamlı derecede azalmıştır. Wang ve ark. 

yaptığı çalışma bizim çalışmamızı destekler nitelikte olup, 1/5 hücre oranında Treg 

hücrelerinden salgılanan TGF-β sitokin seviyesi anlamlı derecede artmıştır (115). 
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Çalışmamızda diğer gruplardan farklı sonuçlar elde etme sebebimizin, MKH’lerin 

stimüle edilerek kullanılması ve ko-kültür sürelerinin daha uzun olmasından dolayı 

diğer gruplarımızda baskılanmış olabileceğini düşünmekteyiz. 

Deuse ve ark.’ları, MKH oranı kullanılmasının T hücre proliferasyonunu 

engellediği ve daha az oranda MKH kullanımının T hücre proliferasyonuna pozitif 

yönde katkısı olduğunu vurgulamışlardır. Yaptıkları çalışmayla ko-kültürde PKMH ve 

MKH oranlarının T hücre proliferasyonunu etkileyerek farklı immünomodülasyon 

etkileri olabileceğini ve aynı zamanda hücre-hücre etkileşiminin zorunlu olmadığını öne 

sürmüşlerdir (97). Bizim çalışmamızda da direkt MKH/PKMH ko-kültüründe hücre 

oranları 1/5 ve 1/10 olarak 2 farklı oran kullanılmış olup, farklı oranlarda farklı sonuçlar 

elde edilmiştir. Krampera ve ark.’nın yaptığı çalışma da bizim çalışmamızı destekler 

nitelikte olup, yüksek oranda MKH’nin T hücre üzerine olan baskılama yeteneğinin 

daha fazla olduğunu vurgulamışlardır (116). Bu iki farklı oran karşılaştırıldığında hem 

hücre içi hem süpernatanttaki IFNγ sitokin seviyesi 24 saat sonunda 1/10 hücre 

oranında, 1/5 hücre oranına göre anlamlı derecede azalmıştır. 72 saat sonunda ise, 1/10 

hücre oranında 1/5 hücre oranına göre anlamlı derecede artış gözlenmiştir. IL-17 

sitokini için karşılaştırma yaptığımızda, 24 saat ve 72 saat sonunda hem hücre içi 

sitokin hem de süpernatanttaki sitokin seviyesi 1/10 hücre oranında 1/5 hücre oranına 

göre anlamlı derecede artmıştır. MKH’nin PKMH üzerine uygulanması IL-17 sitokini 

üretimini ve salgılanması baskılamamıştır. IL-4 sitokini için karşılaştırma yaptığımızda, 

72 saat sonunda 1/10 hücre oranının 1/5 hücre oranına göre hücre içi sitokin seviyesinin 

arttığı, süpernatanttaki sitokin seviyesinin ise anlamlı derecede azaldığı gözlenmiştir. 

TGFβ sitokini için karşılaştırdığımızda, 24 saat sonunda 1/10 hücre oranının 1/5 hücre 

oranına göre anlamlı derecede azaldığı, 72 saat sonunda ise anlamlı derecede arttığı 

bulunmuştur. Çalışmamızda MKH sayısı sabit kalırken oran olarak PKMH sayısı 

arttırılmıştır. MKH’ın oran olarak yüksek olduğu ko-kültürlerde T hücre 

proliferasyonunu stimule etmesiyle daha çok sitokin ekspresyonu ve salgılanmasına 

sebep olmuştur.   

MKH'lerin etkileri her zaman immünosüpresif değildir, ancak MKH'ler belirli 

koşullar altında pro-inflamatuvar olarak da davranabilir. Örneğin, düşük IFNγ ve TNF 

seviyelerinin mevcudiyeti, MKH'lere immün sistemi uyarıcı potansiyel kazandırabilir, 

bu da pro-inflamatuvar sitokin seviyelerindeki varyasyonların, MKH'lerin immün 

düzenleyici modunu gösterir. İnflamatuvar hastalık modellerini kullanan diğer 
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çalışmalar (örneğin, GvHD ve deneysel otoimmün ensefalomiyelit) hastalık seyrinin 

başlangıcında veya nüksetme sırasında, inflamasyon düşük olduğunda MKH'lerin 

uygulanmasının, bunların terapötik etkinliğini inhibe ettiğini göstermiştir. Bu bulgular, 

MKH'lerde immünosupresif özellikleri indüklemek için belirli bir düzeyde 

inflamasyonun gerekli olduğunu ve bu çalışmalardan öğrenilen derslerin terapötik 

metodolojilere rehberlik etmek için kullanılması gerektiğini göstermektedir. Hastalarda 

inflamatuvar sitokin seviyelerinin arttırılması kabul edilebilir olmasa da, MKH'leri 

infüzyondan önce inflamatuvar bir ortama maruz bırakmak gibi alternatif yaklaşımlar 

düşünülmelidir (117-122). 

Mezenkimal kök hücrenin, immün sistem üzerine yapılan çalışmalarında genel 

olarak adipoz doku ve kemik iliği kaynaklı MKH’ler kullanılmaktadır. Bu çalışmada, 

MKH kaynağı olarak Wharton Jeli ve Kordon kanı kullanılması ile immün sistem 

üzerine olan etkisinin araştırılması literature farklı bir bakış açısı kazandırmıştır. 

Çalışmada ki farklı MKH kaynağının immün sisteme etkisi; 1/5 ve 1/10 olarak iki farklı 

hücre oranlarının kullanılması, 24 saat ve 72 saat olarak iki farklı inkübasyon süresi 

şeklinde farklı kombinasyonlarda değerlendirilmiştir. Bu parametrelerin ayrı ayrı 

değerlendirilmesi, analiz edilmeleri ve karşılaştırılmaları yönünden, bu çalışma özgün 

değer taşıma niteliğindedir.  

Umut vaad eden tüm araştırmalara rağmen, MKH ile yapılan klinik 

çalışmalarda, MKH popülasyonlarının immün sistem üzerindeki değişkenliğinden 

kaynaklanan belirsiz sonuçların varlığı, çalışmaların ilerlemesine engel olmaktadır. Bu 

amaçla çalışmamız da pro-inflamatuvar ve anti-inflamatuvar sitokinlerin hem hücre içi 

hem de süpernatant seviyelerinin araştırılması bu konuya yeni bir bakış açısı 

kazandırmıştır. MKH’nin, immün sistem hücrelerinde hücre içi sitokin seviyesini nasıl 

etkilediği ile ilgili daha önce yapılmış bir çalışmaya rastlanmamıştır, çalışma bu açıdan 

özgün niteliktedir.  

Çalışmada süpernatant ve hücre içi sitokin değerlerinin farklı çıkması; hücre 

içinde ifade olan sitokinlerin hücre dışına transportunun engellenmesinde MKH’lerin 

etkili olabileceğini düşündürmektedir. Hücre içinde ifade olan sitokinlerin, hala tam 

olarak belirlenemeyen hücre dışına transport yolu mekanizmalarının daha ileri 

çalışmalarla ortaya çıkarılması süpernatantla hücre içi sitokin seviye farklılığının 

nedeninin anlaşılmasına katkıda bulunacaktır. 
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MKH ve immün sistem hücrelerinin interaksiyonu karmaşık bir süreci 

başlatmaktadır. Bu karmaşık sürecin aydınlatılması için MKH kaynağının doğru ve 

uygun seçilmesi, immün sisteme ait hücrelerin alt gruplarının spesifik olarak 

belirlenmesi ile in vitro ve sonrasında in vivo çalışmalar yapıldıkça mümkün 

olabilecektir.  
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