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Dental Folikiil Kaynaklh Mezenkimal Kok Hiicrelerin (DF-MKH) Ev Tozuna
Duyarh Astim Hastalarindan Elde Edilen Naive T Lenfositlerin in vitro Thl ve
Th2 Farkhilasmasi Uzerine Etkisi

Ogrencinin Adi: Deniz GENC

Damismam: Prof. Dr. Tung¢ AKKOC

Anabilim Dali: Cocuk Sagligi ve Hastaliklar1 Anabilim Dali
Bilim Dali: Cocuk Allerji ve Immiinoloji Bilim Dalt

1. OZET

Amagc: Bu ¢alismada agiz bolgesinde dis folikiil dokusundan elde edilen mezenkimal
kok hicrelerin (DF-MKH) astim hastaliginda CD4* T hiicreleri Gzerindeki etkisinin
immiinoterapi almis astim hastalariyla karsilastirilarak tedavi edici etkinliginin in vitro
ortamda arastirilmasi amaglanmastir.

Gere¢ ve Yontem: Dis folikiluinden mezenkimal kok hiicre izolasyonlart,
karakterizasyonlar1 ve farklilasma analizleri yapildi. Ev tozu akarina duyarli astim
tanis1 almig ve saglikli bireylerin venéz kanlarindan periferal kan mononiklear
hlcreler izole edildi. Lenfositlerin MKH?’ lerle birlikte anti-CD3/anti-CD28, Der p1 ve
IFN-y uyarimli ve uyarimsiz kosullarda 3 giin kiiltiirleri yapildi. Kiiltlir sonrasinda
lenfosit proliferasyonu, CD4"FoxP3* T regilatér hiicre, Annexin/7AAD ile lenfosit
apoptozu, naive, efektdr ve bellek CD4* T hiicre oranlari, antijen sunucu hiicrelerde
kostimiilasyon oranlari, kiiltiir siipernatantlarinda IL-4, 1L-10 ve IFN-y diizeyleri ve
hicrelerde GATAS, Thet ve FoxP3 protein ifadesi analiz edildi.

Bulgular ve Sonuclar: DF-MKH’ler astim hastalarindan elde edilen periferal kan
mononikleer hiicrelerde CD4*CD25"FoxP3* T regiilator hiicre oranlarini istatistiksel
anlaml arttirarak CD4" T hiicrelerde proliferasyonu baskiladi, apoptozu baskilayarak
hiicre canlihigini arttirdi. DF-MKH’ler astim hastalarinda efektor ve bellek CD4" T
hiicre oranlarin1 azaltirken naiv T hiicre oranlarini rélatif olarak arttirdi. DF-MKH,
Monosit ve dendritik hiicrelerde kostimiilasyonu baskiladi. Bunun yani sira DF-
MKH’ler astim hastalarinda IL-4 miktar1 ve GATA3 protein ifadesini anlaml
azaltirken IFN-y miktar1 ve Tbet ifadesini, IL-10 miktar1 ve FoxP3 ifadesini anlaml
arttirdi. DF-MKH’nin astim hastalarinda CD4" T hiicre (izerindeki immiin modulator
etkisinin immiinoterapi almig astim hastalarinin CD4" T hiicre yanitlarina yakin
oldugu gozlemlenmistir.

Anahtar Sozciikler: DF-MKH, Astim, T lenfosit, Immiinmodiilasyon



Effects of Dental Follicle Derived Mesenchymal Stem Cells on Thl and Th2
Differentiation of Naive T lymphocytes of House Dust Mite Sensitive Asthmatic
Patients in vitro

Student’s Name: Deniz GENC
Advisor: Prof. Dr. Tung AKKOGC
The Department: The Department of Pediatric Allergy- Immunology

2. SUMMARY

Objective: In this study, the immunosuppressive properties of mesenchymal stem
cells isolated from dental follicle tissue on CD4+ T lymphocytes of asthmatic patients
was evaluated by comparing with immunotherapy subjects in vitro.

Material and Method: Isolation, characterization and differentiation of mesenchymal
stem cells (MSCs) from dental follicle tissue was performed before coculture assays.
Perpheral blood mononuclear cells were isolated from house dust mite sensitive
asthmatic patients, immunotherapy subjects and healthy volunteers. Lymphocytes
were cultured in the presence and absence of MSCs, by stimulating with anti-
CD3/anti-CD28 or Der pl or IFN-y for 3 days. After culture period Lymphocyte
proliferation, CD4*CD25*FoxP3" T regulatory cell frequency, apoptosis by
AnnexinV/7TAAD, naive, effector, and memory CD4" T Ilymphocyte ratio,
costimulation on antigen presenting cells, supernatant cytokine levels (IL-4, IFN-y, IL-
10), GATA-3, Thet and FoxP3 expressions of cultures cells were analyzed.

Results and Conclusion: DF-MSCs suppressed lymphocyte proliferative responses
by enhancing CD4*CD25"FoxP3* T reg frequency, and also reduced apoptotic ratio of
CD4* T lymphocytes. DF-MSCs reduced ratio of effector and memory T cell subsets
in favor of naive T lymphocytes. Costimulatory molecule expression was reduced on
monocytes and dendritic cells in the presence of DF-MSCs. In addition, DF-MSCs
decreased IL-4 levels and GATA-3 expression and increased IFN-y, and IL-10 levels,
Thet and FoxP3 expressions in asthmatic patients cocultures. We observed that DF-
MSCs modulate T lymphocyte responses close to immunotherapy subjects.

Anahtar Sozcikler: DF-MSCs, asthma, T lymphocytes, Immunomodulation



3. GIRIS VE AMAC

Allerjik astim, diinyada yaklasik olarak 300 milyon kisiyi etkileyen ve
havayollarmin kronik inflamatuar hastaligidir. Giiniimiizde allerjik astim tedavisi
allerjeni soluma ya da temasinit onleme, kortikosteroidler, B2 agonistler ve alerjen
spesifik  imminoterapiyi icermektedir. Ancak farmakoterapinin  0zellikle
kortikosteroidlerin zararl etkileri veya ilag tedavisinin kesilmesini takiben hastaligin

tekrar etmesiyle hiicresel tedavi yontemlerine ihtiyag dogmustur.

Astimda duyarlagmaya yol agan alerjenler i¢inde ev tozu akarlar1 en basta yer
almaktadir. Akara maruz kalma hava yollarinda astim bulgularinin ortaya ¢ikmasina
ve akut inflamasyona sebep olmaktadir. Astimdan korunmak igin hava filtresi,
hayvandan kagmmak, sigaradan kag¢inmak ve akari barindirabilecek kumaslari
ortamdan uzaklastirmak gibi koruyucu nitelikte cevresel kontrol uygulamalar
onerilmektedir. Allerjik astimda kullanilan inhale steroidler sekonder enfeksiyonlara
yatkinlig1 veya metabolik yan etkileri bulunmaktadir. Diger bir tedavi segenegi olan
immunoterapi ise etkili bir yontemdir ancak bes yasin altindaki gocuklarda ve

gebelikte 6nerilmemektedir.

Mezenkimal kok hiicreler (MKH), multipotent yetiskin kok hiicreleridir. MKH’ler
kendilerini yenileyebilen, yag dokusu, kemik, kikirdak ve sinir hiicreleri gibi hiicre
soylarina farklilagabilme yetenegindedirler. MKH’ ler yag doku, kemik iligi, dental
dokular gibi bircok dokudan izole edilebilmektedir. Uluslararasi Hiicresel Tedavi
Birligi kriterlerine gore MKH’ ler yiizeylerinde kendilerine CD73, CD90, ve CD105
proteinleri ifade ederken hematopoietik belirtegler olan CD11b, CD14, CD19, CD34,
CD45, CD79, HLA-DR proteinlerini ifade etmezler.

Son yillarda, MKH’lerin akut ve kronik hastaliklarda terapdtik ajanlar olarak
kullanim1 konusunda yapilan ¢alismalar dikkat cekmektedir. Yapilan ¢alismalarda bu
hiicrelerin, T ve B hiicre, dogal dldiiriicti hiicre (NK), monositler ve dentritik hiicre
(DH) gibi dogal ve edinsel bagisiklik hiicreleri {izerinde immun dizenleyici etkilerinin

oldugu gosterilmistir. MKH’ ler inflamatuar yanitlar1 baskilayict etki gosterdigi



literatiirde yer almaktadir. Hucre-hiicre temasmin ve kok hiicreler tarafindan
salgilanan  ¢Ozilinebilir  faktorlerin  birlikte immiinbaskilamay1  sagladiklar
distiniilmektedir. MKH’1n IFN-y, IL-1f3, TNF-o veya IL-4 gibi inflamatuar sitokinlere
yanit olarak salgiladigi mediatérler (TGF-B, IDO ve PGEZ2), inflamasyonda rol
oynayan CD4" T hiicreleri Tregilator hiicre fenotipine doniistiirmektedir. Tregllator
hlcreler IL-10 salgilayarak lenfositlerin proliferasyonunu ve dolayisiyla inflamasyonu

baskilamaktadir.

Astim tedavisinde MKH’lerin inflamatuar yanit1 baskilayici 6zelligi hem in vivo
hem de in vitro ¢alismalarla literatiirde yer almaktadir. Ancak dental dokulardan izole
edilen MKH’lerle ilgili literatiirde bilgi bulunmamaktadir. Dental dokular ek bir
cerrahi isleme gerek duyulmadan dis ¢ekim islemi esnasinda kolay elde edilebilen ve

immiin baskilayici etkisi yiiksek olan MKH kaynagidir.

Biz bu ¢alisma ile dental folikill mezenkimal kok hicrelerin ev tozu akarlarina
duyarli astimli hastalarin vendz kanindan izole edilen periferal mononiiklear hiicreler

tizerindeki immiinomodiilasyon etkisini arastirmay1 amagladik.

Bu amag¢ dogrultusunda dental folikiil kaynakli MKH’lerin astim hastaliginin
tedavisinde yeni bir segenek olup olmayacagi hakkinda bize fikir vermis olacaktir,

boylece ¢alismamizin sonuglar literatiire 6nemli katkida bulunacaktir.



4. GENEL BILGILER

4.1. immiin Sistem

Bagisiklik sistemi viicudu patojenlerin veya allerjenler gibi istilact ajanlardan
koruyan savunma sistemidir. Bu sistemde yabanci ajanlarin taninmasi ve ortadan
kaldirilmast icin gerekli gesitli hiicre ve molekiiller bulunmaktadir. Immiin sistem,
benzer ozellikteki molekdlleri birbirinden ayirabilir. Bu molekiiller patojen bir
organizmalarin sahip oldugu karbohidrat veya protein yapilar olabilir. Bir¢ok farkli
cesitlilikte ayirdedici yapilara sahip olan yabanci maddelere karsi immiin sistemde
farkli yanitlar olusturulur. Bu yanitlarda patojenleri taniyan ve onlar etkisizlestiren
baz1 mekanizmalar gelismistir. Immiin sistem viicudun birgok bdliimiine dagilmustir.
Immiin sistem icinde yer alan hiicrelerin éncll hiicreleri kemik iliginde olusur ve
bir¢ok prosesle islenerek olgunlasmaya kadar kemik iliginde kalabilir veya viicudun
farkli bolgelerine gd¢ edip orada olgunlasabilirler. Immiin sistem hiicreleri,
kendilerinin veya bagka hiicrelerin salgiladigi hormon benzeri ¢6zlinmiis molekiillerin
etkisiyle gelisir, yanit olusturur veya baskilanir. Salgilanan peptid ya da protein

yapidaki bu molekiillere sitokin denir.

Myeloid hiicreler; monositler gibi agranulositlerden ve nétrofil, bazofil, eozinofil
gibi granilositlerden olusur. Monositler kemik iliginde olusup dolasimina katilir ve
dokulara geger. Cesitli dokularda monositler makrofajlara dontisiir ve gegtigi dokuya
0zgu makrofajlar olarak orada kalir. Lenfoid hicreler ise T hiicreleri, B hiicreleri ve
dogal oldiricu hicrelerden olusur. T hiicreleri kemik iliginde olustuktan sonra
olgunlagma siirecini tamamlamak iizere timiis ad1 verilen organa girer, B hicreleri ise
kemik iliginde olgunlagir. Olgunlasan hiicreler kan dolasimina katilarak dalak ve lenf
nodlart gibi sekonder lenfoid organlara yerlesirler. Dolasima ¢ikma olgunluguna

erigen bu hucreler vicutta spesifik etkiler gosterir.

Immiin sistem genel olarak dogal ve edinsel olarak ikiye ayrilir. Dogal immiin
yanit; yabanci maddenin vicuda girmesiyle ilk bariyeri olusturan, taniyip yikima

ugratmak i¢in organizmada hazir olarak bulunur. Edinsel immiin yanit ise dogal



immiin yanit1 takip eden ve patojenle karsilasma sonrasinda patojene ait antijene
spesifik olarak gelisen daha etkili yanitlar olugsmaktadir. Dogal immiin sistemi
olusturan hiicreler fagositler olan nétrofiller ve makrofajlar, dendritik hiicreler, dogal
oldiirticii hiicrelerdir. Dogal immiinitede yer alan diger molekiiller ise kan proteinleri

ve kompleman sistemidir.

Edinsel immun yanitta T ve B lenfositler rol oynamaktadir. T hiicreleri hiicresel
immuniteye, B hucreleri ise himoral immuniteye ait hicrelerdir. Hicresel immin
yanitin hedefi viicuda giren antijenlerin sebep oldugu enfeksiyonlari, ya da timor
hlcrelerini yok ederek organizmayi1 korumaktir. Hiimoral immdanitenin hicreleri B
lenfositlerdir ve yabanci maddeye karsi plazma hiicrelerine doéniiserek antikor

iiretirler. Immiinitenin bu tipi antijen antikor yanit1 iizerine kurulmustur.

4.1.1. Dogal iImmiin Sistem

Dogal immun sistem, viicuda giren yabanci maddelere kars1 yanit olusturan erken
savunma sistemidir. Inflamasyon esnasinda enfekte dokuya birka¢ saat icinde
gelebilen hiicrelerden olugmaktadir. Dogal immiinite hem mikroplara hem de hasar
gormiis hiicrelere kars1 organizmay1 savunur. Bu savunma sistemi bir¢ok mikrobun
veya yabanci maddenin ortak yapilarini tanimaktadir. Dogal immiinite fiziksel ve
kimyasal bariyerler ile dogal immiiniteye ait hiicrelerden olusur. Doku ve organlarin
yuzeyinde bulunan epitel doku fiziksel bir bariyer olusturmaktadir. Epitel doku
yiizeyinde Uretilen antimikrobiyal maddeler ise kimyasal bariyer olusturmaktadir.
Dogal immiinitenin hiicreleri fagosit hiicreler olan nétrofil, makrofaj, dendritik hiicre

ve dogal oldiiriicii hiicrelerdir (Abbas ve ark., 2012).

4.1.1.1. Epitel Tabaka

Organizmanin dis ¢evresinde bulunan mikroorganizmalar saglam epitel yiizeyi

kolaylikla agamamaktadir. Epitel ylizeyi asabilen mikroplar ise yine epitel doku



hiicreleri tarafindan iiretilen antimikrobiyal maddelerle etkisiz hale getirilmektedir. Bu
epitel ylzeyler; deri, sindirim, solunum ve rogenital sistemlerinin mukozal yuzeyleri
devamli epitel hiicreleri ile kaplidir ve mikroplarin girisinin engellenmesi i¢in bir
bariyer olusturmaktadir. Epitel yiizeyin biitiinliigiiniin bozulmasiyla viicut enfeksiyon
girisine musait hale gelir. Ayrica solunum ve sindirim kanali gibi mukus miisin olarak
adlandirilan glikoprotein yapida bir madde igerir. Bu madde kayganlastiric1 6zelligiyle
mikroplarin bu kanallardan atilmasini kolaylastirir. Bazi 16kositler antimikrobiyal
Ozellikte peptidler Uretirler. Defensin ve katelisidin olarak adlandirilan bu peptidler

antimikrobiyal etki gostermektedir (Abbas ve ark., 2012).

4.1.1.2. Fagosit Hicreler

Notrofiller ve makrofajlar dogal bagisiklik icinde yer alan ve enfeksiyon
bolgesinde ilk savunmay1 olusturan hiicrelerdir. Mikrobu fagosite ederek lizozom
denilen enzim icerikli baska bir keseyle birlesmesiyle enzimle parcalayarak yok etme
yetenegindedirler. Periferde bulunan ve polimorf niklear 16kositler olarak adlandirilan
notrofiller inflamatuar evrenin erken fazini olusturur. Notrofiller kemik iliginde olusur
ve her biri periferde yaklasik 6 saat dolasir. Mikroplarin girisinden sonra saatler iginde
notrofiller enfeksiyon bolgesine gé¢ eden ilk hiicre grubudur (Abbas ve ark., 2012).

Monositler; kanda dolasim halinde olan ve noétrofillerden sonra enfeksiyon
bolgesine goc eden fagositik hiicrelerdir. Kandan dokuya gecisinin ardindan
makrofajlara doniisiir ve mikroba karst daha uzun siireli savunma olusturur.
Bulunduklar1 dokulara gore makrofajlar; kemik iliginde osteoklast, karacigerde
kupffer hiicreleri, merkezi sinir sisteminde mikroglialar, akcigerde alveolar
makrofajlar olarak isimlendirilirler. Enfeksiyon bdlgesinde mikrobu igine alan
makrofajlar yine kendi iginde bulunan lizozom denilen enzim igerikli bir keseyle
birleserek fagolizozomu olusturur. Fagolizozom mikrobu enzimatik ve yikici
molekiiller araciligiyla parcalayark yok eder. Makrofajlar T lenfositlere antijen
sunumunun yanisira, interlokin-1 (IL-1), interlokin (IL-6) ve timor nekroz faktor-o

(TNF-a) ad1 verilen sitokinler Uretirler. Bu sitokinler proinflamatuar sitokinler olarak



adlandirilir ve hem dogal hem de edinsel immiin aktiviteleri yonlendirirler (Zoroglu
ve ark., 2003). Makrofajlar antijen sunan hiicreler olarak da adlandirilir. Bu hiicreler
yabanci maddeleri yakalar, parcalar ve ortaya ¢ikan mikrobiyal antijenleri T ve B
lenfositlere sunar. Antijen sunumunu ytzeylerinde bulunan major histokompatibilite
kompleksi (MHC) ile gergeklestirir. Bu, immiin yanitin baglamasi i¢in 6nemli bir ilk
adimdir (Saroj ve ark., 2012). Hicresel ve hiimoral immin yanitta lenfositler ve
makrofajlar koordineli ¢alisirlar. Immiin sistemin bilesenleri tarafindan uyarilan
makrofajlar, TNF-a, IL-6 ve IL-1 sitokinlerini salgilayarak fagositik hicrelerin
aktivasyonunu, endotelde adezyonunun artisin1 ve bunlarin enfekte dokulara gegisini
hizlandirir (Taylor ve ark., 2005). Makrofajlar immiin yanitin diizenlenmesinin
yanisira dokudaki 6lii hiicreleri yok etmede de 6nemli rol oynarlar. Bu makrofajlar

genellikle stipurict (scavenger) olarak adlandirilir.

Dendritik hucreler (DH) immiin yanitin diizenlemesinde 6nemli rol oynayan
hicreler olup beyin, testis ve g6z haricinde tim dokularda bulunan antijen sunan
hiicrelerdir. DH’lerin birincil gérevi antijen sunmak oldugundan profesyonel antijen
sunan hiicreler olarak da adlandirilmaktadir. DH’ler naif T lenfositlere antijen sunarak
immiin yanitin olugsmasina yol agmaktadirlar. Bunun i¢in antijeni yakalar, isler ve
yiizeyinde bulunan es uyaran molekiillerle yiizeyinde sunarlar. Dendritik hucreler
doku igerisinde immatur (olgunlagsmamig) olarak bulunurken mikrobiyal ajanm
isledikten sonra ylizeyinde es uyaran (kostimiilator) molekiiller olan CD80, CD86 gibi
molekiilleri ve lenfoid organa go¢ etmesini saglayan kemokin reseptoriinii (CCR7)
ifade etmeye baslar ve matur (olgunlasmis) olarak lenfoid organlara go¢ eder. Burada
naif T hiicreyle karsilagmasiyla isledigi antijeni ylizeyinden sunar. Bu sekilde edinsel

immiin yanitlar1 baslatir.

4.1.1.3. Sitokinler

Dogal ve edinsel immiinitede yer alan ve hiicrelerin immiin islevini saglayan

¢ozlinmiis molekiillere sitokin denir. Bu molekiiller peptid yapida olup l6kositlerin



biiyime ve farklilasmasinda, antijenlerin eliminasyonunda ve hematopoietik

hiicrelerinin gelisiminde rol oynar.

Sitokinler, solunum yollarindaki birgok inflamatuar hiicreyi inflamasyon alanina
cagirtp, onlar1 aktive ederek ve yasamsalliklarini arttirarak astimdaki kronik
inflamasyonun organizasyonunda anahtar rol alirlar. Sitokinler immiin yanitt
diizenleme Ozelliklerine gore su sekilde gruplandirilabilirler; 1-Proinflamatuvar
sitokinler: inflamasyonu arttiran ve siirekliligini saglayan sitokinlerdir, 2- Blylime
faktorleri: Hucrelerin hayatta kalmasini arttiran ve hava yollarinda yapisal
degisikliklere neden olan sitokinlerdir, 4- Kemokinler: inflamatuar hticreler igin
kemotaktik olan sitokinlerdir, 5- Antiinflamatuar sitokinler: inflamatuar yaniti
durduran ya da baskilayan sitokinlerdir. T yardimci hiicre 2 (Th2) lenfositler ve bu
hiicrelerden salgilanan sitokinlerinin astim patogenezinde anahtar rol oynadigi
diistiniilmektedir. Astim patogenezinde immunolojik rol oynayan hiicre eozinofildir,
ancak inflamasyonunun gerceklesmesi Th2 hicreler tarafindan gergeklestirir. T
lenfositleri salgiladiklar1 sitokinlere gére Thl, Th2, Thl7 gibi alt gruplara
farklilagabilir. Thl hiicreleri agirlikli olarak interferon-gamma (IFN-y) sekrete
ederken, Th2 hicreleri I1L-4, IL-5 ve IL-13 sekrete etmektedir. Astim dahil bir¢ok
alerjik hastalikta Th 2 hicreleri baskin olup salgiladiklart sitokinlerle alerjik
inflamasyonu gergeklestirmektedir. Bu hiicrelerden salgilanan IL-4 ve 1L-13
insanlarda Ig E ve Ig G4 sentezini indlkler; IL-5 ise eozinofil farklilasma ve
aktivasyonunu saglar. Th2 hiicrelerinden salinan sitokinler ayni zamanda hava yolu
inflamasyonunun gelismesine neden olan mekanizmalar1 harekete gecirirler (Failla ve

ark., 2007).

4.1.2. Edinsel bagisikhik

Immiin sistemin kullandig1 iki ana savunma sistemi vardir. Bunlardan birincisi ve
yabanci maddenin viicuda girmesiyle baslayan dogal bagisikliktir. Bunu takip eden
ikinci savunma sistemi edinsel bagisikliktir. Dogal immiinitede yanitlar kisa siireli ve

non-spesifiktir. Edinsel immiinitede ise yanitlar daha uzun siireli, kalici1 (bellek



hiicreleri ile) ve spesifiktir. Dogal immiinitede mikroorganizma ya da yabanci
maddelerin ortak yapilarina ayni yanitlar verilirken, edinsel bagisiklikta antijene 6zgi
yanitlar verilir. Edinsel bagisikligin iki ¢esidi vardir. Birincisi aktive olan T
lenfositlerin antijeni yok etmesine yonelik bagisikliktir, buna hiicre aracili bagisiklik
denir. ikincisi B lenfositlerin antijene kars1 spesifik antikor iireterek gergeklestirdigi

bagisikliktir, buna hiimoral bagisiklik denir (Alberts ve ark., 2008).

Edinsel bagisiklikta yer alan T ve B lenfositlerin antijen yapisini tanimasinda
farkliliklar vardir. T lenfositler kiigiik peptid yapidaki antijenleri tanirken, B lenfositler
daha biiytlik yapidaki protein, lipid, karbonhidrat ve niikleik asit yapisindaki antijenleri
tanir. Antijen sunucu hiicreler tarafindan islenen ve agia c¢ikarilan antijen major
histokompatibilite kompleksi (MHC) ile hiicre yuzeyinden T lenfositlere sunulur. T
lenfositler MHC’ ye baglanmis olan antijeni ylizeyindeki t hiicre reseptorii (TCR) ile
tanir ve aktive olur. T lenfositler aktive oldugunda lenfoid organ icinde veya
enfeksiyon bolgesine go¢ ederek etkili olmaktadir. Bundan farkli olarak, aktive olan B
lenfositler bulunduklar1 yerden uzak mesafelerde de etkili olabilen antikorlari tiretirler
(Hall ve Guyton, 2007).

T lenfositlere peptid antijeni sunan iki MHC simifi vardir bunlar sinif I ve siif I1
MHC molekilleridir. Smif T MHC molekiilinde T hiicre es reseptorii CDS8’ in
baglanma bolgesi bulunmaktadir., CD8" T lenfositleri yalmizca CD8’ in
baglanabilecegi smif I MHC molekiillerinin gosterdigi peptid yapidaki antijenlere
yanit verebilir. Sinif I MHC molekiillerinde ise T hiicre es reseptorii CD4’ e baglanma
bolgesi bulunur. CD4 sadece sinif I MHC molekiilerine baglanabilir ve bu molekiille
sunulan antijeni taniyabilir. Stmif I MHC molekiilleri peptid yapidaki antijenleri
sitozolik yapidaki proteinlerden edinirken, sinif II MHC molekiilleri peptid yapidaki
antijenleri hicre ici vezikullerde bulunan proteinlerden edinir (Y1ldiz ve Deniz, 2007).
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4.1.2.1. Himoral ve Hiicresel immunite

Hiimoral immiinitede B lenfositler yer alir. Her bir B lenfosit antikorun bir tirin(
uretir ve antikor salgilayan hiicrelere doniistip ¢cogalirlar. B lenfositlerin hareketiyle
viicutta bir immiinolojik bellek olusur ve patojenlerle tekrarlayan karsilagsmalarinda
aninda ve hizli cevap verebilirler (Inman ve ark., 2014). Hiimoral immiin yanitlar
esnasinda bellek hicreleri de olusur ve bu hiicreler kemik iligine gb¢ ederek orada
bulunurlar ve ayni antijenle tekrarlayan karsilagsmalarinda enfeksiyona kars1 daha hizli,

erken ve etkili savunma saglarlar (Y1ildiz ve Deniz, 2007).

Lenfositler antijenlerle ilk maruz kalmada ¢ogunlukla IgM yapisinda antikor
sentezlerler ve bu primer immiin yanittir. Ancak ayni antijenlere bir sonraki
karsilamasinda verilen yanit sekonder immiin yanittir ve primer immiin yanittan daha
guclu ve etkilidir. T hiuicre bagimli antijenlere kars1 hiimoral immiin yanitlarda yiiksek
afiniteli 1gA, IgE, IgG gibi antikorlar da Uretilir. Protein yapisindaki antijenlerle
tekrarlayan karsilagsmalari sonucunda antikorun afinitesi artar (Karsunky ve ark.,
2008).

B lenfosit yiizeyine bagli antikorlar ayn1 zamanda antijenlerin taninmasi i¢in reseptor
gorevi de Ustlenirler. Bir antikor molekulinde iki agir (heavy-H) ve iki hafif (light-L)
zincir bulunur, her bir hafif zincirde bir degisken (variable-V) ve bir sabit (constant-
C) bolge bulunur, her bir agir zincirde de bir V, (¢ ya da dort C bolge bulunur. C
bolgesinde w, 6, a, vy, € olarak adlandirilan bes gesit agir zincir vardir. Antikor
molekilinun isimlendirilmesi sahip oldugu agir zincir tiplerine gore IgM, IgG, IgD,
IgE, IgA seklinde yapilir (Y1ildiz ve Deniz, 2007).

Hicresel imminitede rol oynayan hiicre grubu T lenfositlerdir. T lenfositler kemik
iliginde olusur ve timusta olgunlasir. T lenfositler antijen ile ilk karsilasmasindan sonra
aktive olurlar (Saroj ve ark., 2012). Efektor fonksiyonlarina gore T lenfositler kendi
icinde alt gruplara ayrilirlar. Sitotoksik T lenfositler yiizeyinde CD8 molekullini ifade
ederler. CD8+ T lenfositin gorevi hedef hiicredeki 6liim yolaklarini aktive ederek

yabanci antijen igeren bir hicreyi 6ldirmektir. Yardimer T lenfositler yilizeylerinde

11



CD4 ifade ederler ve aktive olduklarinda spesifik sitokinler salgilayarak CD8" T
lenfositlerin, B lenfositlerin ve makrofajlarin aktivasyonuna yardimci olurlar. Boylece
hem dogal hem de edinsel immiin yanitlar arasinda bir kdpri gorevi gorir. CD4™ T
lenfositlerinin bir alt grubu olan Treg’ ler otoimmiin yanittan viicudu korur (Inman ve

ark., 2014).

T lenfositlerin yiizeyinde bulunan TCR' ler, 19’ lerle fonksiyonel ve yapisal olarak
cok benzerdir. Ancak, TCR’ leri sekrete edilmezler ve hedefleriyle uzak mesafelerde
etkilesmezler (Kierszenbaum ve Tres, 2012). T lenfositler direkt hicre temasiyla
etkilerini gosterirler. T hicreler peptid yapidaki antijenleri tanirlar bu sebeple yabanci
bir proteini tanimasi i¢in bu proteinin Oncelikle peptidlerine ayrilmasi ve antijen
sunucu hiicrelerce (APC) sunulmasi gerekmektedir. CD4+ T lenfositlere antijen sunan
hlcreler ylizeyinde MHC-II molekiiliinii tasiyan hiicreler olan; monositler, dendritik
hicreler ve B lenfositlerdir. Tim T lenfositler, yiizeylerinde CD2 ve CD3 belirteglerini

ifade ederler (Ross ve Pawlina, 2006).

4.1.2.2. CD4* T lenfositler

Yardimei T lenfositler olarak da isimlendirilen CD4" T lenfositler peptid yapidaki
antijenlere yanit olusturan edinsel immiin sistem hiicreleridir. Antijen sunucu hicrenin
tagidig1 antijeni bagladigi sinif II MHC molekiiliiniin CD4" T lenfositin TCR’si ile
baglanmasi sonucunda hiicre aktivasyon sinyalleri baslatilir. CD4" T lenfositlerin
aktivasyonu ile hicre icinde sitokin dretimi icin transkripsiyon faktorleri sitokin
liretimini gerceklestirmek {izere aktive olur. Uretilen bu sitokinler diger yardimer T
hicrelerin ¢ogalmasini ve farklilasmasini uyarir (Ross ve Pawlina, 2006). Huicre ici
mikroplarla olusan enfeksiyonlar1 yok eden CD4* T hiicreleri, fagositleri aktive ederek
bu fagositlerin vezikiillerinde yasayabilen mikroplarin yok edilmesini saglar.

Salgilanan sitokinler CD4™ T lenfositlerin fenotipini belirler (Alberts ve ark., 2008).

Th1 sitokin profili hiicre i¢i patojenlere karsi korunmada esastir. Makrofajlardan

salgilanan IL-12, naif CD4" T hiicrelerinin CD4" Th1l yoniinde farklilasmasini uyarir.
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(Y1ldiz ve Deniz, 2007). IFN-y, IL-2 ve TNF-p salgilayan Thl hiicreleri makrofaj ve
NK hiicrelerini aktive ederek fagositoz veya oOldiirme yeteneklerini arttirmaktadir
(Nelson, 2004). IFN-y, Thl hiicreleri tarafindan iretilen en 6nemli sitokinlerden
biridir, makrofajlar1 aktive eder ve B hicrelerde antikor izotiplerinin Uretimini

uyararak fagositozu aktiflestirir (Y1ldiz ve Deniz, 2007).

Th2 sitokinleri B lenfositleri IgE iiretimi igin aktive eder. APC’ den IL-12
salgilanmazsa, T lenfositler 1L-4 salgilarlar ve CD4" T hiicrelerinin CD4* Th2 y6niine
dogru polarize olmasmi saglar. Th2 hiicreleri IL-4 salgilayarak IgE antikorunun
uretimini, IL-5 salgilayarak eozinofillerin olusmasimi ve IL-13 salgilayarak mukus
sekresyonunu saglar. Bu hiicreler 6zellikle helmintik parazitlere karsi eozinofil
araciligiyla fagositozdan bagimsiz immiiniteyi aktiflestirir (Abbas ve ark., 2007). IL-
4, IL-5, IL-13 salgilayan Th2 hiicreleri hiimoral immiin yanitlardan ve allerjik
reaksiyonlardan sorumludur. Th2 yoninde polarizasyon Thl olusumunu baskilar
(Nelson, 2004).

T hiicre ¢ogalmast; belli bir peptid antijene yanit veren naif T hiicre sayis1 azdir,
patojenle bas edebilmek i¢in cogalma gerekir. TCR-peptid MHC kompleksi birlesimi
ve es-uyaran reseptorii ile uyarim sonucunda klonal ¢ogalma gerceklesir. TCR ve
CD28 uyariminda ortaya ¢ikan ikincil sinyalle IL-2 iiretimi ger¢eklesir ve bu sitokin
T hiicre ¢ogalmasi i¢in en dnemli sitokindir. T hiicre ¢ogalmasi esnasinda salgilanan
IL-2’nin yarattig1 bir diger sonug ise bu sitokinin reseptoriiniin (IL-2R; CD25) T hiicre
yuzeyinde ifade edilmeye baslamasidir. (Anderton ve Wraith, 2002).

4.1.2.3. CD8* T lenfositler

CD8" T lenfositler sitotoksik T hiicreler (CTL) olarak da adlandirilir. CD8" T
lenfositler patojenle enfekte veya malign doniisiime ugramis konak hiicrelerini
oldurar. CTL hucre ile hedef hiicre arasinda immiinolojik sinaps benzeri yap1 olusur.
CTL o6zellesmis graniiller icerir ve bu graniillerini dogrudan hiicre temasi ile ortama

salar. Bu granuller perforin, granzim ve granulozin gibi efektor proteinler icerir.
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Perforin hedef hiicre membraninda delikler agar ve granzimlerin gegisini kolaylastirir.
CTL IFN-y, TNF—a ve IL-2 gibi sitokinleri Uretir. IFN-y, viral replikasyonu baskilar
ve MHC smif | ekspresyonunu artirir. CD8* T lenfositler simif I MHC molekiilii
tarafindan sunulan peptid yapidaki antijenleri tanirlar (Hall ve Guyton, 2007).

4.1.2.4. CD4*/CD25* Tregulator Hicreler

Tregulator (Treg) hiicreler CD4™ T hiicrelerinin bir alt grubu olup peptid-MHC ile
esuyaran varliginda uyarilan TCR’ler aktif T hiicrelerinin ¢ogalmasini ve sitokin
iretimini baskilar. CD4" T hicrelerin %5-10" unu olustururlar. Bu hiicreler 6z
antijenlere veya yabanci antijenlere karsi T lenfositler ile iliskili immiin yanitlari
baskilar. Treg hiicreler otoimmiin hastaliklara kars1 immiin yanit1 baskilamada 6nemli
rol oynar. Intrinsik olarak isleyen anerjiden farkli olarak Treg, diger hiicrelerin yanitini
dizenleyerek engeller. Bu mekanizma ile inflamatuar yanitlar baskilanir. Treg’ler iki
sekilde ortaya ¢ikar. Timusta olusanlara “dogal” Treg (nTreg) hicreleri denir,
inflamatuar yanitlar esnasinda CD4" veya CD8" hiicreler tarafindan uyarim sonrasi
olusan Treg hiicrelere “indiiklenmis” Treg (iTreg) hiicreler denir. Treg ve iTreg
hicreleri CD4 ve CD25 ifadesinin yanisira FOXP3 ekspresyonunu da gerceklestirirler.
Immiin sistemi baskilayici etkilerini IL-10 ve TGF-p salgilayarak gosterirler. Sekrete
edilen bu sitokinler immiin yanitlar1 baskilayici 6zelliktedir (Gallimore ve Godkin,
2008).

4.1.2.5. Antijen Sunucu Hucreler

Antijen sunucu hiicreler; dendritik hiicreler, B lenfositler ve makrofajlardir. Biitiin
cekirdekli hicreler sitozolde bulunan mikrobiyal antijenleri MHC-sinif I molekiiliiyle
sunarken, sadece dendritik hiicre, B lenfositler ve makrofajlar fagositozla igine
aldiklar1 mikrobiyal ya da mikrobiyal olmayan antijenleri MHC-sinif II molekiiliiyle
T lenfositlere sunarlar. Dendritik hiicrelerin ana gérevi antijen sunmak oldugundan bu

hiicrelere “profesyonel antijen sunucu hiicre” de denilmektedir (Steinman, 2003).
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Dendritik hiicreler (DH) immiin yanitin diizenlemesinde 6nemli rol oynayan;
beyin, testis ve goz haricinde tiim dokularda bulunurlar. DH’ler farklilasmamis T
lenfositleri uyararak primer immiin yanitin olusmasi- na yol a¢maktadir. Bu
fonksiyonlarmi gerceklestirebilmek icin antijeni yakalama, antijeni isleme ve ko-
stimiilan molekiillerle T hiicreye sunma yetenegine sahiptir. Ayn1 zamanda DH’ler B
hiicre fonksiyonlarinin olusumunda da etkili olduklarindan hiimoral immiinitenin

gelisiminde de 6nemli rol oynamaktadir (Browne ve ark., 1997).

DH’yi tanimlamak ig¢in ¢esitli yiizey belirleyicilerinin varligi veya yoklugunun
birlikte degerlendirilmesi gerekmektedir. Bunlar: a. CD11a (LFA-1), CD11c, CD50
(ICAM-3), CD54 (ICAM-1), CD102 (ICAM-2) ve CD58 (LFA-3)’yi igeren adezyon
molekiillerinin varhigi b. Ko-stimilan molekillerden aktivasyon belirleyici olarak
CD40, CD80, CDS83 ekspresyonu c. Reseptor aracili antijen alimi i¢in Fc reseptorleri
(CD32, CD64), immin kompleks endositozu icin C3bi kompleman reseptorleri,
CD11b gibi reseptorleri igerirler. HLA-DR, CD80 veya CDS83 pozitifligi matiir DH
icin; HLA-DR, CD86 pozitifliginin ise immatiir DH tanimlamakta kullanilan temel
yuzey molekilleridir (Hochrein ve O’Keeffe, 2008).

DH’ler CD4+ ve CD8+ T lenfositleri aktive etmek i¢in antijeni yakalar ve isleyip
T lenfositlere sunar. Matiirasyon asamasinda DH’ler periferik dokudan sekonder
lenfoid yapilara dogru harekete baslar ve orada T hiicreleri uyaran matiir DH’lere
dontigiir. Matiirasyon siirecinde MHC molekiilleri endositik kompartmandan hiicre
yuzeyine dogru ¢ikmaya bag- lar; antijenlerin ve patojenlerin hiicre i¢ine aliminda
selektif bir azalma ve T hucreleri icin DH hiicre yuzeyindeki ko-stimilatér

molekiillerde bir artis izlenir (Lipscomb ve ark., 2007).

Genelde, bir kez olgunlasan ve lenf diigiimiine giren DH, T hiicreye 10 saate kadar
antijen sunma yetene- gine sahiptir. T hiicre stimulasyonu gerceklesince de DH’ler
apoptotik 6liime ugrar ve boylece gelistirilen immiin yanit dengelenir.

DH’ler fazla miktarda ko-stimiilan molekiiller tasidi- gindan 100-3000 kat kadar
T lenfositi uyarabilir; bundan dolay1 diger ASH’lere gore 100 kat daha fazla antijen
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sunumu saglayabilmektedir. DH’lerin yiizeylerinde bulunan CD58 (LFA-3), CD54
(ICAM- 1), CD50 (ICAM-3), CD102 (ICAM-2), CD80 (B7- 1), CD86 (B7-2) gibi
adezyon ve ko-stimillan molekdller ile T lenfositlerde bulunan CD2 ve CD28 gibi
molekiiller iligskiye girerek primer immiin yanitin baslamasi i¢in gerekli sekonder
sinyalleri olusturur (Foti ve ark., 2006). DH’ler ayn1 zamanda IFN-a, IL-1, IL-6, IL-7,
IL-12 ve IL-15 ifade ederek primer immiin yanitta etkili olur. DH’lerin IL-12 ile Th1,;
IL-10 ile Th2 sitokin yanitin1 olusturdugu gézlenmistir. IL-12, IFN-y ekspresyonunu
artintp T lenfositleri Thl fenotipine yonlendirerek T ve dogal oSldiriicii (NK)
hicrelerinin sitotoksik etkilerini artirir. IL-12 Gretiminin IL-10, IFN-o, nitrik oksit,
TGF-B gibi sitokinlerle inhibe oldugu goriilmektedir. IL-10 ise ko-stimilan
molekiillerin ekspresyonunu azaltip IL-1, IL-6, IL-8, TNF-a ve GM-CSF gibi
inflamatuvar sitokinleri baskilayarak Th yanitin1 Th2’ye yonlendirmekte, boylece DH
maturasyonunu inhibe etmektedir (Yesilyurt ve Fidan, 2011).

4.1.3. Apoptoz

Vicudumuzdaki her hiicre belirli bir sure yasar ve bu yasam programlanmis hiicre
Olimiiyle sonlanir. Hiicre oliimiiyle hiicre ¢ogalmasi arasinda kontrollii bir denge
vardir. Hicre 6lim tiplerinden biri olan apoptoz hicrelerin kendilerini yok ettikleri,
programli, genlerle diizenlenen, enerjiye gereksinimi olan, homeostazin korunmasinda
gorevli, bir olaydir. Apoptoz embriyonik donemde, postnatal hayatta ve patolojik
durumlarda gozlenebilir. Apoptoz hicrenin kendisini yok etmesi icin metabolik ve
fizyolojik islevler ortaya koydugu bir olaydir. Bir hiicre apoptoz uyaris1 aldiktan sonra
ortamdan uzaklasir, diger hiicreler ile baglantisini koparir ve biizligmeye baslar. Hiicre
organelleri yapilarini korur. Hiicre ¢ekirdegi kiigiiliir ve pargalara ayrilir. Hiicre kuiglik
parcalar halinde membranli olarak apoptotik cisimciklere ayrilir. Bu apoptotik
cisimcikler makrofajlar tarafindan taninir ve fagosite edilir (Bellamy ve ark., 1995;
Ellis ve ark., 1991).

Apoptozun hiicre dongiisiinde ve hiicre sayis1 dengesinde onemli rolleri vardir.

Postnatal hayatta apoptoz goriilen olaylar; menstruasyon sirasinda endometriyumun

16



tabakasinin dokiilmesi, canliyr dis etkenlerden koruyan deri tabakasinin yenilenmesi
slirecinde st epitel hiicrelerin apoptoza ugrayip 6lmesi, DNA hasar1 olan hiicrenin
apoptozu hiicre dengesinin korunmasi igin gereklidir (Marti ve ark., 2001; Ford, 2001).
Patolojik durumlarda da apoptoz diyabet, norodejeneratif hastaliklar, bagisiklik
hastaliklari, tiimor olusumu gibi olaylarda gorilir (Kannan ve Jain, 2000).

Apoptozun dizenlenmesinde belirli molekiller, proteinler ve mitokondri rol
oynar. Apoptoz surecinde 6nemli rol oynayan Bcl-2 ailesi iki gruptan olusur; anti-
apoptotik ve pro-apoptotik Uyeler. Anti-apoptotik tyeler, Bcl-2, Bcl-X. ve Mcl-1’ dir
ve bunlar hiicrede fazla ise hiicre apoptoza daha az egilimlidir (Adams ve Cory, 1991).
Bunlar mitokondri membraninda dis kisimda yer alirlar ve hiicrenin hayatta kalmasi
icin ¢alisirlar. Pro-apoptotik iiyeler, Bad, Bax, Bid, BclXs’ dir. Bunlar mitokondrinin
membrani ile iligski kurarak ve apoptoz indiikleyici faktor (AIF) ve sitokrom-C nin
salinmasini arttirarak apoptozu induklerler (Adrain ve Martin, 2001; Spierings ve ark.,
2004).

Apoptozun indiklenmesinde P53 transkripsiyon faktorii gorev alir. P53, huicrede
DNA hasar1 oldugunda hiicre boliinmesini durdurup DNA’ nin tamir edilmesi i¢in
zaman kazandirir. Hasar tamir edilemeyecek ise Bax ve Fas yapimini artirir Bel-2 ve
Bcl-xL’yi baskilayip ve apoptozu indiikler (Vousden ve Lu, 2002). immiinsistemde
hiicre 6liimiinti Fas reseptorii kontrol eder. Bunlar sitotoksit T hiicreler ve dogal
oldarici hicreler Gzerinde bulunurlar. Bu protein hiicre yizeyinde kendi reseptoriine
baglanir ve uyarilmayla prokaspazlar uyarilip apoptoz baslar (Spierings ve ark., 2004,
Curtin ve Cotter, 2003).

Kaspazlar apoptozu indiikleyen, sistein proteazlardir. Hiicrede inaktifdirler fakat
birbirlerini aktiflestirirler ve hicrenin keseciklere ayrilmasina sebep olurlar (Adrain
ve Martin, 2001; Spierings ve ark., 2004).

Apoptoz ile nekroz birbirinden farklidir. Nekroz; rastgele gelisen bir siiregtir ve
genler tarafindan kontrol edilemez. Nekroz siddetli oksidatif stres, agir metaller,
hipertrofi gibi olaylarda goriiliir. Hiicre membraninin biitiinliigli kaybolur, Hiicre iyon
dengesini kaybeder ve s1v1 almaya baslayip siser, biiyiik vakuoller olusur ve hiicre lizis
olur. Nekrozda ATP gerekmez, DNA rastgele parcalanir, inflamasyona sebep olur ve
ortama notrofillerin ve makrofajlarin gogii gergeklesir. Bu olaylar nekrozun ayirt edici
ozelligidir (Golstein ve Kroemer, 2007; Nicotera ve ark., 2004).

17



4.1.4. Astim

Astim, dis ortamda bulunan alerjenlere, sigara dumanina, ¢esitli kimyasallara maruz
kalma gibi tetikleyici faktorlere karsi, havayollarinin daralmasi ile ortaya g¢ikan ve
ataklara sebep olan kronik inflamatuar bir akciger hastaligidir. Astim diinyada yaklasik
300 milyon kisiyi etkiledigi tahmin edilmekte, tilkemizde yaklasik %5-7 eriskini,
%13-15 ¢ocugu etkilemektedir. Kronik inflamasyon hisiltili solunum, nefes darligi,
gogiiste sikisma hissi ve Oksiiriik ataklarina neden olan havayolu agir1 duyarlilig: ile
iliskilidir. Astim i¢in risk faktorler genellikle genetik ve ¢evresel faktorler olarak ikiye
ayrilmaktadir. Genetik faktorler iginde ailede allerji varlifi, atopi ve brons
hiperreaktivitesi yer almaktadir. Cevresel faktorler ¢ok c¢esitlidir, ancak genellikle;
sigara dumanina ve hava kirliligine maruz kalma, viral enfeksiyonlar, ev tozu akarlari,
evcil hayvanlar, kiifmantar1 ve polenler sayilabilecek bazi tetikleyici etkenlerdir
(Holgate, 2008).

4.1.5. Astim Patofizyolojisi

Astimda havayolu obstriksiyonu sonucunda patofizyolojik degisiklikler olusur ve
klinik semptomlar ortaya ¢ikar. Havayolu duz kas kontraksiyonu, havayolu mukozal
O6demi ve mukus hipersekresyonu obstriiksiyona katkida bulunur. Astimda, Th2
hicreler baskindir ve inflamasyonu yonlendiren hiicrelerdir. Astimda tip 1 asirt
duyarlilik reaksiyonu mevcuttur ve bu reaksiyonda antijen alerjendir. Inflamatuar
yanitlar esnasinda B lenfositlerin iirettigi antikor Ig E’dir, hedef hicre ise dokudaki
mast htcresidir. Allerjen 6nce antijen sunan hicreye (DH) sunulur. Antijen sunan
hicre ve naif T hiicreye antijen sunumunun ardindan Th2 hiicreye doniistiiriir. Th2
hiicredeb sekrete edilen IL-4 ve IL-13 sitokinleri B lenfositleri plazma hicresine
doniistiirmesiyle spesifik Ig E Uretimi baslar. Dolasimdaki Ig E ylksek affiniteli Ig E
reseptori tagiyan hlcrelere; doku mast hiicresine, bazofile veya eozinofile baglanir.
Organizma ayni antijen ile tekrar karsilastiginda antijen kendine spesifik antikora
baglanir. Bu baglanma mast hiicresinde bulunan histamin, vazoaktifamin veya

prostaglandin gibi maddeleri tasiyan keseciklerin hiicre disina salinarak degarniile
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olmasma sebep olur (Eder ve ark., 2006). Perifere salinan bu mediatorler birkag
dakikada meydana gelen erken faz reaksiyonuna yol acarlar. Salgilanan mediatorlerin
ortak etkileri diiz kas kasilmasi, damar gegirgenligi ve mukus sekresyonunun artigidir.
Gec faz reaksiyonunda ise Th2 hicresi ve mast hiicresinden sekrete edilen IL-3, IL-5
ve GM-CSF, kemik iliginde eozinofil Uretimine ve dolasima gegmesine yol agarlar.
Eozinofilde bulunan ve degranlle olan maddeler inflamasyon bdlgesinde doku
hasarma yol acar. Remodelling (yeniden yapilanma) olarak adlandirilan bu olaylar

havayolunun geri doniisiimsiiz degisimine neden olabilir (Barnes, 1996).

Astim tedavisinde hedeflenen hiicre grubu Th2’dir. Tedavide amag¢ Th2'yi azaltip,
Th1' arttirmaktir. Ciink{i Th2'den salinan IL-4 ve IL-13 IgE sentezinin artmasinda, IL-
3, IL-5 ve GM-CSF ise eozinofilik inflamasyon olusumunda rol oynarken Thl
hiicrelerin artig1 bu olaylari tersine ¢evirmektedir. Thl hiicreler tarafindan salgilanan
IFN-y, Th2 hiicreler iizerinde inhibitor etkiye sahiptir ve bu hiicrelerin olusumunu
engellemektedir. Th2 polarizasyonunun engellenmesiyle inflamasyon sirecinde
meydana gelen eozinofil olusumu, eozinofil ve mast hiicresi aktivasyonu, B hiicrelerin
plazma hiicresine doniiserek IgE sentezleme prosesi gibi olaylar da baskilanmaktadir

(Gajewski ve Fitch 1988)

4.1.6. Ev Tozu Akan

Ev tozu akarlar1 Arachnida sinifinin Acari alt sinifinda bulunan artropodlardir.
Bu akarlara ait pargalarin kuruyarak kugik partikiiller seklinde duyarli kisiler
tarafindan alinmasi sonucunda astim, alerjik rinit, atopik dermatit gibi alerjik
hastaliklar ortaya c¢ikmaktadir. Ev tozu akarlarmmin en sik rastlanilanlar
Dermatophagoides pteronyssinus ve Dermatophagoides farinae turleridir (Ertabaklar
ve ark., 2006). Ev tozu akarindan korunmak i¢in 6ncelikle akar kaynagi olan esyalari
ortamdan uzaklagtirmak ve sonrasinda semptomatik yaklagimlar ve imminoterapi
uygulanmaktadir (Hart ve Whitehead, 1998)
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4.1.7. Astim Tedavisi

Astim geri doniisiimsiiz sathaya girmedigi silirece kolaylikla kontrol altina
alimip tedavi edilebilen bir hastaliktir. Astimda zamaninda ve diizenli tedavi
uygulandig siirece hastalik yasami olumsuz yonde etkilemez. Ancak eksik ya da
diizensiz tedavi veya bilingsiz ila¢ kullanimi, hastaligin giderek ilerlemesine, atak
sayisinin ve siddetinin artmasina, stirekli nefes darlig1 ve diger sikayetlerle yagsamasina
neden olabilir. Astim tedavisinde kullanilan ilaglar temel olarak iki grupta ele
alinabilir. Bunlardan birincisi semptom giderici ilaglardir. Etkileri 1-2 dakika
icerisinde baglar; hastanin nefes darligi, hiriltili solunumu ve oksiiriigii azalmasi
amaglanmaktadir. Semptom giderici ilaglarin genellikle hastaligi tedavi etme ya da
kontrol altina alma gibi etkileri yoktur. Bu gruptaki ilaglar arasinda, salbutamol,

terbutalin gibi sempatomimetikler bulunur.

Astim tedavisinde kullanilan diger bir ilag grubu ise hastaligi tedavi eden ya da kontrol
altina alan ilaglardir. Bu ilaglar hastaligin seyri dikkate alinarak belirlenmektedir. Bu
gruptaki ilaclar arasinda Kkortikosteroidler, kromolin sodyum, nedokromil sodyum,
teofilin ve lokotrien reseptdr antagonistler bulunmaktadir (Stephen, 2008) Bu ilaglar
astim tedavisinde hayat kurtaricidir ancak istenmeyen yan etkileri de bulunmaktadir.
Ozellikle kortikosteroidlerin yan etkileri cild kurulugu, kemik yikimimin hizlanmasi ve
kas gligsiizliigli sayilabilir. Bu ilaglarin kullanimi esnasinda metabolik ve diger yan

etkileri azaltmak i¢in 6nlemler alinmasi gerekmektedir (Dahl, 2006).

4.1.8. IFN-y’nin astim ve alerjik hastaliklarda rolii

Interferon gamma (IFN-y) tip 11 interferon ailesine ait bir sitokindir. IFN-y, birgok
hiicre tarafindan salgilanabilir ancak major olarak dogal immiinitede NK (dogal
oldurucu) hucreler, edinsel immunitede sitotoksik T lenfositler ve Thl (T yardimer 1)
lenfositler tarafindan sekrete edilir. Hucrelerde sinyal transdiksiyonu IFN-y’nin
reseptoriine baglanmasinin ardindan inaktif Janus kinaz (JAK) transfosfosrilasyonla
aktive olur, sitozolde STAT1’i aktive eder. Aktive olan STAT1 homodimeri
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sitoplazmadan nikleusa hareket eder ve niikleusta IFN-y’nin transkripsiyon faktori

Tbet’i aktive eder, bu olaylarin sonucunda IFN-y sentezi gerceklesir (Yosef ve ark.,
2002).

Allerjik hastaliklarda naive T lenfositler Th2 yoniinde farklilasmaya egilimlidir.
Th2 hiicreler eozinfil, bazofil, mast hiicresi gibi alerjik yanitlarda yer alan hiicreleri
aktive eden IL-4, IL-5, IL-9, IL-13 sitokinlerini salgilar. IFN-y alerjik hastaliklarda bu
yanitlar1 iki sekilde diizenler; birincisi naive T lenfositlerin Th2 farklilasmasini
engelleyerek, ikincisi Th2 yoniinde farklilagmis lenfositlerin apoptozuna sebep olarak
Th2 hiicre yogunlugunu azaltir. Th2 yanitlarinin baskilanmasiyla eozinofil, bazofil ve

mast hiicrelerinin aktivasyonu da engellenmis olur (Teixeira ve ark., 2005). (Sekil 1)

IFN -T Apoptoz

poptoz

naive Th lenfosit".

IL-4
—

Mast hiicresi

Imtljen@

hiicre &

IL-12 OB lenfosit
IFIN-y
. ///g?///A

Sekil 1. IFN-y’nin Th2 yanitlan {izerindeki diizenleyici etkisi. [FN-y, Th2 htcrelerin
apoptozuna sebep olarak veya naive T lenfositlerin Th2 farklilagmasii engelleyerek
immiin diizenleyici etki gostermektedir. Th2 hiicre sayisinin azalmasina bagl olarak
eozinofil, mast hiicresi ve B lenfositlerden IgE sentezi gibi alerjik yanitlar da baskilanir
(Teixeira ve ark., 2005).
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4.2. Kok Hucreler

Kok hiicreler farklilasmamis hicrelerdir ve bu hucrelerin her biri kendini
yenileme, o6zellesmis hiicrelere dontisebilme yeteneginde olan hiicrelerdir. Bu
hlcreler, uygun kosullarda ve uyarimlarla bir veya birden ¢ok farkli hiicre tipine
doniisebilme yetenegindedir (Spangrude, 2003). Farklilasma potansiyeline gore kok
hlcreler; totipotent, pluripotent ve multipotent olarak siniflandirilirlar. Totipotent kok
hlcreler bir organizmay1 olusturabilecek farklilasma yetenegindedir. Pluripotent kok
hlcreler, embriyonik dokularin digsinda bir organizmanin her hiicresinin olugsmasina
neden olabilir ve embriyonik kok hiicreler olarak da adlandirilir. Multipotent kok
hicreler, yetiskin kok hicrelerdir ve koken aldigi hiicrelerin belirli soylarini
uretebilirler. Multipotent hiicrelerin en 6nemli 6zelligi inflamasyon veya travma
sonucunda hasarlanmis dokuya gb¢ edip orada inflamasyonu baskilama veya doku
onarimini saglama yetenekleridir (Marta ve ark., 2015). Mezenkimal kok hicreler
olarak da adlandirilan multipotent ya da yetiskin kok hiicreleri giiniimiizde birgok
inflamatuar hastaligin, noérodejeneratif hastaliklarin ve doku hasarinin tedavisinde
kullanilmaktadir (Joyce ve ark., 2010). Kok hiicreler Uluslararas1 Hiicresel Tedavi
Dernegi (ISCT) nin kriterlerine gore bir hiicreyi, kok hiicre olarak tanimlamak i¢in su
ozellikleri tagimasi gerekir; 1) Kendini yenileyebilmeli, 2) Plastik yiizeylere
yapisabilmeli, 3) Osteojenik, Kondrojenik ve Adipojenik soylara farklilagsabilmeli, 4)
Yizeyinde CD29, CD73, CD90, CD105 gibi adezyon molekillerini ifade etmeli,
CD14, CD34, CD45 ve HLA-DR’i ifade etmemelidir.

4.2.1. Mezenkimal Kok Hicreler

Mezenkimal kok hiicreler yetiskin kok hiicreleri olup gelisim surecinin ileri
evresinde goriilir. Embriyonik kok hiicrelere kiyasla daha az farklilasma
yetenegindedirler (Fuchs ve ark., 2004). Mezenkimal kok hiicreler organizmanin
bircok dokusunda bulunur. Kemik iligi, adipoz doku, sinir doku, dental dokular,

umblikal kord, kas dokusu, karaciger ve deri zengin mezenkimal kok hiicre
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kaynaklaridir. Kiiltiir ortaminda bu dokulardan mezenkimal kok hiicreler izole

edilebilir ve ¢ogaltilabilir (Prentice, 2004).

Mezenkimal kok hiicrelerin farklilagsma yetenekleriyle bu hiicrelerin ¢ogaltilmasi
klinik uygulamalarda kullanilabilir oldugunu goéstermektedir. Yapilan birgok
calismada bu huicrelerin inflamatuar hastaliklarda anti-inflamatuar etkisinden ve doku
dejenerasyonunda rejeneratif etkisinden dolayi tedavi edici etkileri gosterilmistir (Wei
ve ark., 2013). Mezenkimal kok hiicreler inflamasyon bolgesine veya hasarlanmanin
oldugu alanda salinan mediatorlere yanit olarak yiizeyinde CXCR4 reseptor ifadesini
artirarak goc eder ve yerlesir. Bu mekanizmayla sadece hasarlanmis dokuyu hedef alir,

saglikli dokuya yerlesmez (Shi ve ark., 2007).

Mezenkimal kok hucreler yuzeyinde major histokompatibilite kompleksi (MHC)-
Sinif | molekdiliinu ifade eder, ancak MHC-Sinif II'yi ifade etmezler. Bu 6zelliginden
dolay1 hipoimmiinojenik olarak kabul edilirler ve otolog kullanimin yani sira allojenik

kullanim1 da miimkiin olmaktadir (Tse ve ark., 2003).

4.2.1.1. Dis Folikiilii Kaynaklh Mezenkimal Kok Hucreler (DF-MKH)

Dis folikuli gelisen disi saran mezenkimal dokudur. Dis gelisimi siiresince dental
folikiil kok hiicreleri tarafindan, sement, periodontal ligament, alveolar kemigi
hicreleri olusturulur. Dental dokular iginde en fazla mezenkimal kok hiicre kaynagi
olan dokular dental folikiil ve periodontal ligamenttir. Kolay ulasilabilir olmasi, ek bir
cerrahi isleme gerek kalmadan dis ¢ekim siirecinde elde edilebilir olmasi, telomeraz
aktivitesinin ve kiiltiirde ¢ogalma potansiyellerinin diger hiicre gruplarina gore yiiksek

olmasi bu hiicreleri avantajli kilmaktadir (Yokoi ve ark., 2007).

DF-MKH’ler yiizeylerinde kok hiicre ylizey belirtecleri olan CD73, CD90,
CD146, CD44, CD105 ifade ederler. Hematopoietik belirtecler olan CD14, CD34,
CD45 ve HLA-DR’yi ifade etmezler. Farklilasma potansiyelleri osteojenik,

kondrojenik ve adipojenik farklilagmanin yani sira noral farklilagmay1 da diger bir¢ok
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kok hiicre grubuna gore daha iyi gergeklestirmektedir. DF-MKH; transkripsiyon
faktorleri olan RUNX2, NANOG, Nestin gibi embriyonik belirtecleri de ifade
etmektedir (Hakki ve ark., 2015). Bu 6zellikleriyle bir¢ok soya farklilasabilmeleri,
canliliklarinin yiiksek olmasi ve giivenilir sekilde dondurulmalarindan dolayr doku
rejenerasyonunda kullanilabilecekleri belirtilmistir (Mori ve ark., 2012). Gincel
calismalarda dental doku kaynakli MKH’lerin inflamatuar yanitlarda baskilama
Ozelliginin kemik iligi MKH’lerinden daha fazla oldugu belirtilmektedir (Li ve ark.,
2014). Literatiirde dental doku kaynakli mezenkimal kok hiicrelerin lenfositlerle
birlikte kilttrtyle yapilan karsilastirmali analizlerinde insan siit disi, dental pulpa ve
dental folikiill kaynakli mezenkimal kok hiicreler arasinda DF-MKH’lerin

immiinomodiilasyonu en iyi gerceklestiren hiicre grubu oldugu belirtilmistir (Yildirim

ve ark., 2016). (Sekil 2)

MKH’lerin IFN-y ile 6n aktivasyonu bu hiicrelerden salgilanan mediatorleri daha
fazla indiikleyerek immiin baskilayici etkisini artirmaktadir. Yapilan ¢aligmalarda,
MKH’lerin IFN-y ile 6nceden uyariminin T lenfosit proliferatif yanitlarin1 uyarimsiz
MKH ile kiyaslandiginda daha fazla baskiladigir gosterilmistir (Krampera ve ark.,
2006). Bunun yan1 sira, MKH’nin IFN-y reseptoriiniin blokajinin immiin baskilayici
etkisini ortadan kaldirdig1 bildirilmistir (Sivanathan ve ark., 2014). IFN-y, MKH’lerde
indolamine 2,3-dioksijenaz (IDO) ve transforme edici buyime faktéri beta (TGF-
B)’nin lretimini artirarak immiin diizenleyici etkisine katkida bulunmaktadir. IFN-
y’nin MKH {iizerindeki immiinosupresif etkisi allotransplantasyon caligmalarinda
gosterilmistir, ancak alerjik hastaliklarda IFN-y’nin MKH ile birlikte etkisini gdsteren
bir ¢galisma bulunmamaktadir. Bu ¢alismada, DF-MKH’lerin IFN-y ile birlikte sinerjik

etkisi de incelenmistir.
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Sekil 2. MKH’lerin immiin diizenleyici etkisi. MKH’ler immiin sistem hiicreleri
tizerinde; aktive olmamis NK hiicrelerin proliferasyon ve sitotoksisitesini azaltarak, B
ve T lenfositlerin proliferasyonunu engelleyerek, T regiilator hiicrelerin sayisini
artirarak, monositlerin farklilasmasin1 ve dendritik hiicrelerin olgunlasmasini ve
antijen sunumunu engelleyerek immun diizenleyici etki gostermektedir (Al Jumah ve
Abumaree, 2012).

4.2.2. Mezenkimal Kok Hiicreler ve Iimmiinomodiilasyon

Mezenkimal kok hiicreler inflamatuar yanitlar esnasinda immiin sistem
hiicreleri tarafindan salgilanan sitokinlere (IL-1f, IL-6, TNF-a, IFN-y gibi) yanit
olarak anti-inflamatuar mediatorler sekrete ederler. Bu mediatorlerin en 6nemlileri
TGF-B, Indolamin 2,3-deiksijenaz (IDO), nitrik oksit (NO) ve prostaglandin E2
(PGE2)’dir. MKH” ler hiicre dongiisiinii G1 fazinda durdurur bu sekilde T hiicrelerin
cogalmasini inhibe eder. MKH’ ler ve T hiicrelerin birlikte kiiltiire edilmesiyle yapilan
calismalarda MKH” lerin T lenfosit ¢cogalmasini baskiladigi gosterilmistir (Simmons
ve Torok, 1991). MKH’ ler immiin sistemde B lenfositlerin plazma hiicresine
doniismesini engellemektedir. Dendritik hiicrelerin ve makrofajlarin kostimiilator
molekiil ifadesini engelleyerek antijen sunumunu ve immiin yanitlar1 engellemektedir
(Ma ve ark., 2014). Yapilan bir¢cok ¢alismada MKH’lerin graft versus host hastaligi
(GvHD), sistemik lupus erythematosus (SLE), Crohn hastaligi, iilseratif kolit ve
otoinflamatuar hastaliklarda MKH’lerin inflamasyonu baskilayici etkisi gosterilmistir
(Figueroa ve ark., 2012).
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5. GEREC ve YONTEM

Bu ¢alisma, Marmara Universitesi Klinik Arastirma Etik Kurulu’ nun 04.03.2016

tarih ve 70737436-050.06.04 sayil1 izni ile onaylandi. KOk hiicre izolasyonu igin dis

folikiillerinin temini Marmara Universitesi Dis Hekimligi Fakiiltesi Cene Cerrahisi

Bolimii” n de gergeklestirildi, kok hicre izolasyonu, immunolojik ¢alismalar ve

analizler Marmara Universitesi Hastanesi Cocuk Allerji ve Immiinoloji Laboratuvarr’

nda gerceklestirildi.

5.1. Calisma Planinin Ozeti

Bu tez ¢alismasinda, dis folikiilii kaynakli mezenkimal kok hicrelerin astim

hastaliginda immiin diizenleyici etkisinin arastirilmasi amaglandi.

Bu amacla;

1.
2.

Dental Folikiil dokusundan mezenkimal kdk hiicre izolasyonu yapildi,

Izole edilen DF-MKH varliginda ve yoklugunda astim hastalari,
immiinoterapi almis astim hastalar1 ve saglikli bireylerin ven6z kanindan elde
edilen periferal kan mononikleer hiicrelerinde CD4" T lenfositlerin Thl ve
Th2 yoniinde farklilasmasi tizerindeki etkisi protein ekspresyon analizi ve
sitokin profilinin analiz edilmesiyle degerlendirildi.

Izole edilen DF-MKH varliginda ve yoklugunda astim hastalari,
immiinoterapi almig astim hastalar1 ve saglikli bireylerin ven6z kanindan elde
edilen periferal kan mononikleer hiicrelerinde CD4" T lenfositlerin
proliferasyon, apoptoz ve Treg hiicre oranlar analiz edildi.

Izole edilen DF-MKH varliginda ve yoklugunda astim hastalari,
immiinoterapi almig astim hastalar1 ve saglikli bireylerin ven6z kanindan elde
edilen periferal kan mononikleer hiicrelerinde monositlerin kostimulator

molekiil ekspresyonlar1 degerlendirildi.

Tiim hiicre kiiltiirii calismalarinda, test edilmis steril ve tek kullanimlik hiicre

kiiltiiri malzemeleri kullanildi ve bu islemler laminar akisli steril kabinde steril

kosullarda gerceklestirildi.
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Bu tez calismasina dahil edilen tiim bireylere, hazirlanmis olan “Gonulll

Bilgilendirme Formu” okutuldu ve “Goniillii Onam Formu” onaylari alindi.

Astim hastalari, immiinoterapi almis bireyler ve saglikli bireyler Marmara
Universitesi Pendik Egitim ve Arastirma Hastanesi Pediatrik Allerji ve Immiinoloji
Bilim Dali’na bagvuran poliklinik takipli hastalar arasindan doktor kontroliinde
secilmistir. Hastalardan ven6z kan alimi i¢in onam formlar1 etik kurul gerekenlerine

uygun sekilde agiklama yaparak onaylatildi.

Dis folikiil dokular1 ise Marmara Universitesi Dis Hekimligi Fakiiltesi Agiz, Dis
Cene Cerrahi Anabilim Dali polikliniklerinde basing agrisi, disin pozisyonunun bozuk
olmasi1 veya ortodontik sebepler ile basvuran 19-25 yas arasinda olan ve dis ¢ekim
endikasyonu uygun gorilen 3 bireyden tam gémik yirmi yas disi ¢ekimi sirasinda
alindi. Dis folikiilii dis ¢ekimi sonrasinda 5 ml, steril %1 penisilin/streptomisin igeren

fosfat tampon soliisyon (PBS) i¢inde 2 saat icerisinde laboratuvara ulastirildi.

5.2. Calismada Kullanmilan Soltsyonlar

e DPBS (Cat++ Mg++-free- Gibco, Grand Island, USA; 1419094)

e Penicillin/streptomycin (Gibco, Grand Island, USA; 15140122)

e DMEM (Gibco, Grand Island, USA; 31885023)

e RPMI (Gibco, Grand Island, USA; 21875034)

e Fotal sigir serumu (FBS; Gibco, Grand Island, USA; 10500064)

e Tip | kollajenaz (Gibco, Grand Island, USA; 17100017)

e 900,25 tripsin-EDTA soltsyonu (Gibco, Grand Island, USA; 25200056)

e 9% 0,5 tripan mavisi soltsyonu (Gibco, Grand Island, USA; 15250061)

e DMSO (WAK-Chemie Medical GmbH, Germany; USP090522A)

o CFSE Cell Proliferation Kit for Flow Cytometry (Invitrogen, Grand Island,
USA; C34554)

e PE Annexin V/7TAAD Apoptosis Detection Kit (BD Biosciences, USA,
559763)

e Ficoll-Paque (GE Healthcare Bio-Sciences UK; 17144003)
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Anti CD3 (LiseSpan Biosciences, USA; 50867)

Anti CD28 (Millipore, California; LV1700707)

Der p1 (rekombinant) (Prospec, ALR-003)

IFN-y (Millipore, California; 2309018)

Anti-hTGF-B-1gA rekombinant notralize edici antikor (Invivogen, USA,
maba-htgfb-3)

1-Methyl-D-tryptophan (Santa Cruz Biotechnology, USA; 110117-83-4)
SC-58125 (Cayman Chemical, USA; 162054-19-5) |

CD45 FITC/CD34 PE (BD Biosciences, USA; 344563)

CD90 PE (BD Biosciences, USA; 562385)

CD146 FITC (BD Biosciences, USA; 560846)

CD73 PE (BD Biosciences, USA; 550257)

CD29 APC (BD Biosciences, USA; 559883)

CD105 PE (BD Biosciences, USA; 560839)

CD28 PE (BD Biosciences, USA; 562323)

CD14 PE (BD Biosciences, USA; 342408)

CD3/CD4/CD8 (BD Biosciences, USA; 342414)

CD80/CD83/CD86 (BD Biosciences, USA; 334098)

CD45RA (BD Biosciences, USA; 340571)

10x Phosphate Buffered Saline (PBS), 1L (Bio-Rad; 1610780)

BD cytometric bead array (CBA) human Th1/Th2/Th17 Kit (BD Biosciences,
USA,; 560484)

Human FoxP3 Buffer Set (BD Biosciences, USA; 560098)

Human FoxP3 PE (BD Biosciences, USA; 560046)

APC mouse anti-human CD25 (BD Biosciences, USA; 555434)

FITC mouse anti-human CD4 (BD Biosciences, USA; 555346)

Hiicre yikama soliisyonu (Cell Wash, BD Biosciences, USA; 349524)
Osteojenik Farklilasma Kiti (Mesencult Human Osteojenik Differentiation Kit)
(Stemcell Technologies, USA; 05465)

Adipojenik Farklilagsma Kiti (Mesencult Human Adipogenesis Differentiation
Kit (Stemcell Technologies, USA; 05412)
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Kondrojenik ~ Farklilasma Kiti (Mesencult Human Chondrogenesis
Differentiation Kit (Stemcell Technologies, USA; 05455)

Oil red O (Sigma-Aldrich, USA; 00625-100G)

Alizarin Red (Sigma-Aldrich, USA; A5533-25G)

Alcian Blue (Sigma-Aldrich, USA; A5268-10G)

RIPA Protein izolasyon Kiti (Santa Cruz Biotechnology, USA; SC-24948)

Anti-GATA3 antibody (Abcam, USA; ab106625)

Anti-T-bet / Tbx21 antibody [4B10] (Abcam, USA; ab91109)
Anti-FOXP3 antibody (Abcam, USA; ab54501)

Goat Anti-Mouse 1gG H&L (HRP) (Abcam, USA; ab6789)

Goat Anti-Rabbit 1IgG H&L (HRP) (Abcam, USA; ab205718)

Tris-Buffer Saline (10X) TBS
Sut tozu (Blotting-Grade Blocker) (BioRad, USA; 1706404)

Protein 6l¢im kiti (Qubit® Protein Assay Kit, 100 Assays) (Thermofisher,
USA; Q33211)

Protein 6l¢im tilpleri (Qubit® Assay Tubes) (Thermofisher, USA; Q32856)

Elektroforez jeli (Bolt™ 4-12% Bis-Tris Plus Gels, 10-well) (Thermofisher,
USA; NW04120BOX)

Elektroforez yiritme tampon soliisyonu (20X Bolt® MES SDS Running
Buffer) (Thermofisher, USA; B0002)

Laemli tampon solisyonu (4X Bolt® LDS Sample Buffer) (Thermofisher,
USA,; B0007)

10X Bolt® Sample Reducing Agent (Thermofisher, USA; B0009)

Protein standart (MagicMark™ XP Western Protein Standard) (Thermofisher,
USA,; LC5602)

Nitroseltloz transfer kagidi (iBlot® 2 Transfer Stacks, nitrocellulose)
(Thermofisher, USA; 1B23001)
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e Kemoluminisan goruntileme igin solusyon kiti (Novex® ECL
Chemiluminescent Substrate Reagent Kit) (Thermofisher, USA; WP20005)

5.3. Calismada Kullanilan Hiicre Kultirt Malzemeleri

e Steril pensler ve bistiiri uglar

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

e Heparinli kan alma tipt (Yesil kapakli) (Hongyu Medical, China; 131211)

e EDTA’l kan alma tiipii (Mor kapakli)

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

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

e 25cm?’ lik hiicre kiiltiir flasklar1 (BD Biosciences Labware, Le Pont De Claix,
France; 353108)

e 75cm?’ lik hiicre kiiltiir flasklar1 (BD Biosciences Labware, Le Pont De Claix,
France; 353110)

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

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

e 5 ml Polystyrene tube (BD Biosciences, USA; 352052)

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

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

e 3’ er ml’ lik vial (Kriyotiip) (Granier Bio-One GmbH; E090901J)

e Sarjli pipet pompasi (IsoLab, Germany)

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

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

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

e Thoma lam1 (Marienfeld, Germany; 06.407.10)

e Lamel (22x22mm)
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%70 alkol

5.4. Kullanilan Cihazlar

Cihaz

CO, Inkiibatdrii
CO, Tiipi

Invert Mikroskop

Binokiiler Arastirma Mikroskobu

Steril Kabin
Buzdolabi (+4 °C)

Derin Dondurucu (-20 °C)

Santrifij
Hassas Terazi
Mikropipet Seti
Vorteks

Isitmali Manyetik Karistirict

Rotator

Su Banyosu

Akan Hiicre Olger
Isik Mikroskobu

Western Blot Cihazi

Protein konsantrasyon Olcer

(Florometre)

Buz kaliplari

Steril distile su

Steril pudrasiz cerrahi eldiveni

Marka

Thermo

Habas

EVOS

Olympus
Biosafety Cabinet
Ugur

Regal

Beckman Coulter
Chyo

Thermo

Yellow line
Janke&Kunkelika
Miltenyi Biotec
Techne

BD

Olympus

Thermofisher

Lifetechnologies
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IKAMAG RH
MACSmix
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5.5. Kullanilan soliisyonlarin hazirlanmasi

5.5.1. DF-MKH?’ ler igin besiyerinin hazirlanmasi

Dis foliktllerinden mezenkimal kok hiicre izolasyonu icin %10 oraninda FBS ve
%1 oraninda Penicillin/ streptomisin ilave edilen DMEM besiyeri kullanildi. Bu
soliisyon cDMEM olarak isimlendirildi. Her alt kiiltiir isleminde ve hiicreleri ¢ogaltma

stirecinde bu besiyeri taze olarak hazirlanarak kullanildi.

5.5.2. Lenfosit Kiltarleri icin besiyerinin hazirlanmasi

Lenfosit kaltirleri ve DF-MKH/Lenfosit ko-kalttrleri icin %10 oraninda FBS
ve %1 oraninda Penicillin/ streptomisin ilave edilen RPMI besiyeri kullanildi. Bu
solisyon komple RPMI (cCRPMI) olarak isimlendirildi. Her kiiltiir isleminde besiyeri

taze olarak hazirlandi.

5.5.3 Kok hiicre dondurma soliisyonunun hazirlanmasi

Izole edilen ve iiciincii pasaja kadar ¢ogaltilan kok hiicreler deney giiniine
kadar hiicre dondurma soliisyonu iginde -80°C’de muhafaza edildi. Bu amagla
DMSO igerikli hiicre dondurma soliisyonu hazirlandi. Hiicre dondurma soliisyonu;

%35 DMSO, %10 FBS, %1 penisilin/streptomisin iceren RPMI besiyeri ile hazirlandi.
5.5.4. PBS soliisyonunun hazirlanmasi

Konsantrasyonu 10 mM fosfat ve 150 mM sodyum kloriir olacak sekilde 1 adet tablet
100 ml distile suda ¢Ozunduraldi. Elde edilen 1X PBS soltsyonunun pH degeri 7,2-

7,4 olarak Olguldl. Her kullanim 6ncesinde mikrobiyal yiikiiniin azaltilmasi ve

partikiilden arindirmak i¢in 0,22 um’lik filtreden geg¢irilerek kullanildi.
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5.5.5. CDmix uyarimi i¢in anti-CD3 ve anti-CD28 stok soliisyonlarin

hazirlanmasi

Anti CD3 vial konsantrasyonu 100 pg /100 pl olarak bulunmaktadir. Bu viale 900
ul RPMI ilave edildi ve konsantrasyonu 100 pg/ml olan stok soliisyon hazirlandi. Stok
soliisyon 100’er pl olarak ayrildi. Anti CD3 vial konsantrasyonu 100 pg /100 pl
bulunmaktadir. Bu viale 900 ul RPMI ilave edildi ve konsantrasyonu 100 pg/ml olan
stok soliisyon hazirlandi. Stok soliisyon 100’er ul olarak ayrildi. Kultlrdeki hicrelerin
uyarimi i¢in her kiiltlir 6ncesinde bu stok soliisyondan 2,5 pl alinarak 500 pl’lik kiiltiir

kuyularinin i¢ine eklendi.

5.5.6. Der pl uyaraninin hazirlanmasi

Der pl epitoplarini i¢eren rekombinant protein Vvial hazir olarak 100 pg/ 100 pl
olarak bulunmaktadir. Bu viale 900 ul RPMlI ilave edildi ve konsantrasyonu 100 pg/ml
olan stok soliisyon hazirlandi. Kiiltiirdeki hiicrelerin uyarimi i¢in bu stok soltisyondan
10 pl alinip 990 pl RPMI ile sulandirildi (¢alisma soliisyonu). Diliie edilen ¢aligma
solisyonundan 5 pl alinarak 500 pl’lik kiiltiir kuyularmin igine eklendi (Kiiltiir igin
Der p1 konsantrasyonu: 10 ng/ml).

5.5.7. IFN- y uyaranimin hazirlanmasi

100 pg/ 100 pl (distile su) bulunan IFN-y dan 5 pl ¢ekildi ve 995 ul RPMI ile dilte
edildi. Toplamda 1 ml’ lik stok solisyon hazirland: (Stok Solusyon Konsantrasyonu:
100 pg/ml). Kiiltiirdeki hiicrelerin uyarimi i¢in her kiiltiir dncesinde bu stok
soliisyondan 2,5 ul alinarak 500 pl’lik kiiltiir kuyularinin i¢ine eklendi (Kiiltiir i¢in
IFN-y konsantrasyonu: 0,5 pg/ml).

5.5.8. Kollajenaz soliisyonunun hazirlanmasi

Kollajenaz Tip I soltisyonu; 4 ml PBS igine 12 mg (3 mg/ml) kollajenaz Tip |
tartilarak eklendi ve 0,22 pum’ lik filtre ile filtreden gegirildikten sonra steril olarak
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37°C inkubatorde 10 dakika bekletildikten sonra kullanildi. Her 8 mg doku igin 4 ml
kollajenaz tip | solusyonu kullanildi ve enzimatik yikim islemleri i¢in taze olarak

hazirlandi.

5.5.9. RIPA protein izolasyon soliisyonunun hazirlanmasi

RIPA protein izolasyon kitinin i¢erigindeki soliisyonlardan sirayla; 10 pL PMSF
solusyonu, 10 pL sodyum ortovadanat solisyonu ve 20 pL proteaz inhibitorii 500-
1000 pL’lik ependorf tiip i¢inde karistirildi ve RIPA tampon soliisyonuyla 1000 uL’ye

tamamlandi.

5.5.10. Protein miktar1 él¢iim sollisyonunun ve standartlarin hazirlanmasi

Protein miktar tayini icin Qubit protein kiti kullanildi. Orneklerin protein miktar
Olctlmeden 6nce kit iginde bulunan reaktif ve ¢alisma soliisyonu ile 6l¢iim soliisyonu
hazirlandi. Her 1 mL 6lgiim soliisyonu hazirlamak igin 995 UL ¢alisma soliisyonuna
5 pL 200X reaktif eklenerek karistirildi. Hazirlanan ¢alisma soliisyonu ve standartlar
ile Qubit florometri cihazinda standart okutmalar1 i¢in ii¢ adet standart kullanildi.
Qubit protein kiti i¢indeki Standart 1 (STD1), Standart 2 (STD2) ve Standart 3 (STD3)
herbirinden 10 pL gekilerek ayr1 ependorf tiip i¢ine aktarildi ve iizerine 190 pL Qubit

calisma soliisyonu eklendi.

5.5.11. Osteojenik stimiilasyon besiyerinin hazirlanmasi
Osteojenik stimiilasyon kitinin iiretici talimatina gore 200 mL bazal besiyeri ile
50 mL osteojenik farklilasma soliisyonu karistirildi. Bu sollisyon +4°C’de 1 ay siire

iginde kullanilabilmektedir.

5.5.12. Kondrojenik stimiilasyon besiyerinin hazirlanmasi
Kondrojenik stimiilasyon kitinin iiretici talimatina gore 200 mL bazal besiyeri ile
50 mL kondrojenik farklilasma soliisyonu karistirildi. Bu soliisyon +4°C’de 1 ay siire

iginde kullanilabilmektedir.
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5.5.13. Adipojenik stimiilasyon besiyerinin hazirlanmasi
Adipojenik stimiilasyon kitinin iiretici talimatina gore 200 mL bazal besiyeri ile
50 mL adipojenik farklilagsma soliisyonu karistirildi. Bu soliisyon +4°C’de 1 ay siire

i¢inde kullanilabilmektedir.
5.5.14. Lizat soliisyonunun hazirlanmasi

10X Lizat soliisyonundan 5 mL alinarak 50 mL' lik falkon tiipe aktarildi, iizeri
distile su ile 50 mL'ye tamamlanarak 1X lizat sollisyonu hazirlandi.

5.5.15. Alizarin red soliisyonunun hazirlanmasi

%0,02’lik alizarin red soliisyonu hazirlanmasi; 1 gram alizarin red 50 ml distile

suda ¢ozuldi ve 0,22 um’ lik filtreden stiziilerek kullanildi.
5.5.16. Oil red O soliisyonunun hazirlanmasi

%3’ liik oil red o stok soliisyonunun hazirlamasi i¢in, 300 mg oil red o 100 ml
%99’ luk izopropanol i¢inde ¢6zildu. Calisma sollisyonu igin, hazirlanmis olan stok
solusyon 3/2 oraninda distile su ile diliie edildi ve 0,22 um’ lik filtreden siiziilerek
kullanildi.

5.5.17. Alcian blue solusyonunun hazirlanmasi

%0,1 alcian blue solusyonu; 10 mg alcian blue 60 ml ethanol ve 40 ml asetik asit

icinde ¢ozuldu ve 0,22 um’ lik filtreden siiziilerek kullanilda.
5.5.18. TBST soliisyonunun hazirlanmasi

%0,01 Tween 20 igeren tris-buffer salin soliisyonu (TBST) hazirlamak i¢in 1 mL
tween 20°nin tizerine 99 mL 10X TBS (tris-buffer salin) soliisyonu eklendi tizeri 1000

mL tamamlanincaya kadar distile su eklendi. Bu soliisyon western blot i¢in membran

yikama islemlerinde kullanildu.
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Primer ve sekonder antikorlarin isaretlenmesi i¢in %35 siit tozu iceren TBST
kullanildi. Bunun igin 5 gr (analytic grade) siit tozu fiizerine 1000 mL'ye
tamamlanincaya kadar 1X TBST soltsyonu eklendi, karistirict ile homojenize edildi.

Bu solusyon 1 ay sureyle +4°C’de saklanabilmektedir.

5.6. Calisma Plam

5.6.1. Dis folikiilii kaynakli mezenkimal kok hiicrelerin izolasyonu

5.6.2. izole edilen hiicrelerin pasajlanmasi

5.6.3. Izole edilen kok hiicrelerin karakterizasyonu

5.6.4. izole edilen kok hiicrelerin farklilastirilmasi

5.6.4.1. izole edilen k&k hiicrelerin osteojenik farklilastiriimasi

5.6.4.2. izole edilen kok hiicrelerin adipojenik farklilastiriimasi

5.6.4.3. Izole edilen kok hiicrelerin kondrojenik farklilastiriimasi

5.6.5. Kok hicrelerin 48 kuyucuklu kiiltiir plaklarina ekilmesi

5.6.6. Mononiikleer hiicre kiiltiirlerinin yapilmasi

5.6.6.1. Astim hastasi, Immiinoterapi almis astim hastasi ve saglikli bireylerin
secimi

5.6.6.2. Astim hastasi, Immiinoterapi almis astim hastalar1 ve saglikl1 bireylerden
alinan venoz kandan monontkleer hiicre izolasyonu yapilmasi

5.6.6.3. Lenfositlerin proliferasyon analizi i¢in CFSE ile isaretlenmesi

5.6.6.4. Lenfosit kilttrtnin ve kok hiicre ve lenfositlerin ko-kulttrinun yapilmasi
5.6.7. Analizler

5.6.7.1. Lenfositlerin proliferasyon analizi

5.6.7.2. Lenfositlerin CD4*CD25"FoxP3" Tregilatdr hiicre analizi

5.6.7.3. Lenfositlerin Annexin/7AAD ile apoptoz analizi

5.6.7.4. Th1/Th2 farklilasmasinin belirlenmesi i¢in hiicre kiiltiir siipernatanlarinda
sitokin tayini

5.6.7.5. Th1/Th2 farklilasmasinin belirlenmesi icin protein ekspresyon (Western
blot) analizi

5.6.7.6. Naive, efektor ve bellek T hiicre oranlarinin analizi
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5.6.7.7. Antijen sunucu htcrelerde kostimulator molekil ekspresyonu analizi
5.6.7.8. DF-MKH immin dizenleyici molekdllerin notralizasyon analizi
5.6.8. Istatistiksel analiz

CALISMA PLANI
Hasta Secimi Dental Folikial Dokusunun

(Gruplar) Temini
1. Astim
1. Immiinoterapi
1. 5aghkh

l DF-MEH izalasyonu,

karakterizasyon ve
B _ . . multipotensinin belirlenmesi

Bireylerinvendz kanindan periferal ve
kan mononiikleer hiicre izolasyonu -20°C'de stoklanmasi

| |

Mononikleer Hlcre £ DF-MEH

Kiiltiiri ' — DF-MEH nin klltlrden 48 =aat

Uyarimlar: (COmix/ Der pl J IFN-7) énce plaklaraekilmesi

!

37°C, WSC0; Inkiibatirde 72 saat
kiltir

|

Analizler

CDda+ T lenfosit proliferasyonu

CD4+ T lenfosit apoptozu

CD4+CD25+FoxP3+ T regllator hiicre oranlan

MNaive, Efektdr, Efektir Bellek, Merkez Bellek CDd4+ T lenfositoranlarn
Antijen sunucu hiicrelerde CDEQ, CDB3, CDES kostimlilasyon orani
Klltur sipernatantindan sitokin dizeylerinin analizi

Kiltir sonrasi hiicrelerde GATA-3, Thet, FoxP3 ekspresyonu analizi
DF-MEH supresif mediatarlerinin belirlenmesi

ok wn

Sekil 3. Calisma planinin sematik gdsterimi.

37



5.6.1. Dis folikiilii kaynakl mezenkimal kok hiicrelerin izolasyonu

Dis ¢ekimi sonrasinda folikiil dokusu %1 penisilin/streptomisin iceren PBS
soliisyonuna aktarildi. Transport soliisyonu i¢indeki doku Ornegi buz kaliplar
icerisinde, ¢alismanin gerceklestirilecegi Marmara Universitesi Cocuk Immiinoloji
Laboratuvari’na getirildi.

Tam gomik yirmi yas disi ¢ekim islemi ile alinan disi saran folikiil dokusu %1
penisilin/streptomisin i¢eren PBS ile yikanip doku {istiindeki kan ve dis parcgalar
temizlendi. Folikul doku bisturi ile 0,5 mm ve daha kiguk parcalara boltnda.
Parcalanan folikiil dokusu yaklasik 80 mg doku i¢in 15 ml falkon tlipte bulunan 37°C
sicakliga 1sitilmig 4 ml’lik kollajenaz tip | solisyonu iginde aktarildi ve pastor pipetiyle
homojenize edildi. Doku ve Kkollajenaz solusyonunu iceren falkon tip 37°C
inkibatorde 45 dk bekletildi. Her 5-10 dk aralikla tiip yavasca ¢alkalanarak enzimatik
yikimin kolaylasmasi saglandi. Folikil dokusu enzimatik yikimin ardindan hicre
stispansiyonu haline geldiginde inkiibatorden alinip pipetaj islemi yapildi. Folikil
hicreleri PBS ile yikanip 1200 rpm’ de 5 dk santrifiij edildi. Santriflj sonrasinda
slipernatant uzaklastirildi ve hiicreler tekrar PBS ile yikanip 1200 rpm’ de 5 dk
santriftj edildi. Santrif(j sonrasinda siipernatant uzaklastirildi ve hicreler 5 ml
cDMEM besiyeri ile tekrar siispanse edilip filtreli kapakli 25 cm?’ lik flakslara (T-25)
transfer edilip 37°C, %5 CO? inkiibatérde kiiltiir edildi.

Hicrelerin her 2-3 gunde bir kiltir medyumu taze hazirlanarak degistirildi ve

hiicrelerin ¢ogalmasi, flask tabanina yayilmasi saglandi.

5.6.2. izole edilen hiicrelerin pasajlanmasi

T-25 flasklar icerisinde ilk kiiltiirii yapilan ve 37°C, %5 CO? inkiibatorde bulunan
hicreler her 2-3 giinde bir invert mikroskopta hiicre yayilimi i¢in incelendi. Yaklasik
7-10 giin sonrasinda hucreler flask tabaninda yaklasik %70-80 yayilim gosterdiginde
pasaj islemi yapildi. Dokudan elde edilen ilk kultlr sifirinci pasaj (P0O) kabul edilerek,
birinci kilturd takip eden her kiiltiir islemi sonrasi pasaj sayilar1 P1, P2, P3 seklinde
belirtildi.
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Pasaj islemi; laminar hava akimli aseptik kabin icerisinde flasklardaki hcre
medyumu pipet yardimiyla uzaklastirildi ve flasklara 5 ml PBS konulup flask tabani
bu sollisyonla yikandi. PBS pipetle flask tabanindan ¢ekilip atildiktan sonra 500 pl
%0,25 Tripsin-EDTA eklendi ve 37°C inklbattérde 4 dakika bekletildi. 4 dakikanin
sonunda flask igindeki tripsinin inaktivasyonu igin 5 ml cDMEM eklenip flask
icerisindeki sivi 15 ml’lik konik kapakl: tiiplere aktarildi. 1200 rpm’ de 5 dk santrif(j
yapildi, santrifiij sonrasinda stipernatant uzaklastirildi ve hiicreler tekrar cOMEM ile
yikanip, santrifiij yapildi. Santrifllj sonrasinda siipernatant uzaklastirildi ve 1 ml
cDMEM eklenip pipetajla hiicre stspansiyonu haline getirildi. Hucre
siispansiyonundan 10ul alinip 0,5 ml’lik ependof tiipe aktarildi ve iizerine 10ul tripan

mavisi soliisyonu eklendi. Homojenizasyon saglandiktan sonra hiicre sayimi1 yapildi.

Hicre sayimi i¢in thoma lami kullanildi. Thoma lami diiz bir zemin iizerine
alinarak sayim yapilacak alan iizerine lamel kapatildi. Hazirlanip eppendorfa konulan
stispansiyondan 10 pl alinarak thoma laminin sayim yapilacak alanina pipet ile
yavasgca hiicre siispansiyonu pipetlendi. Hiicreler 1s1k mikroskobunda, 40X biyitmede

sayildi.

Sayim sonucunda thoma laminin sayim alaninda sayilan hiicre sayisi, seyreltme
orant (2) ve hacim sabiti 10* (0,1 mm3 deki sayim) ile ¢arpilarak 1 ml soliisyon
icindeki toplam hiicre miktar1 hesaplandi.

Hiicre sayiminin ardindan 5x10° hiicre 10 ml cDMEM ile siispanse edilerek 75
cm?’ lik flasklara (T-75) ekilip 37°C’de %5 CO; inkiibatérde kiltiire edildi. Her 2-3
guinde bir hiicre besiyeri taze hazirlanarak degistirildi. Kiiltiir flaskinin tabaninda %70-
80 yayilim gosteren hiicreler tekrar pasaj alinmak iizere yukarida belirtilen islemler

sirasiyla gerceklestirildi. Hiicre kiiltiirii ti¢iincii pasaja kadar devam edildi.
5.6.3. izole edilen kok hiicrelerin karakterizasyonu
Izole edilen ve pasajlanarak gogaltilan hiicrelerin morfolojisi invert mikroskopta

incelendi. Fibroblast benzeri yapida olan ve flask tabanina yapisan hiicreler ti¢lincii

pasaj sonunda flask tabanindan cDMEM besiyeri tamamen c¢ekilip atildi. Flask
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tabanina 5 ml PBS soliisyonu eklendi, yikama isleminden sonra soliisyonun tamami
cekilip atildi. Flask tabanina %0,25 tripsin-EDTA sollisyonu eklenip 37°C inkubatérde
4 dakika bekletildi. 4 dakikanin sonunda flask i¢indeki tripsinin inaktivasyonu icin 5
ml cDMEM eklenip flask igerisindeki sivi 15 ml’lik konik kapakli tiiplere aktarildi.
1200 rpm’ de 5 dk santrifiij yapildi, santrifiij sonrasinda siipernatant uzaklastirildi ve
hicreler 1000 pl PBS ile slispanse edilip bu siispansiyondan 3 adet akim sitometri
tiptiniin herbirine 100 pl immiinfenotipleme analizi i¢in aktarildi. Akim sitometri
tipinde bulunan PBS icindeki hiicre suspansiyonu santrifiij yapildi. Santrifiij
sonrasinda siipernatant uzaklastirildi ve dipte kalan hiicreler 100 pl PBS ile siispanse
edilip herbir tipe belirlenen antikorlar eklendi. Birinci tlp lg izotip antikorunun
bulundugu tiip olarak belirlendi, ikinci tiipteki hiicre siispansiyonuna kok hiicre pozitif
belirteclerin analizi icin anti-CD73 (PE), anti-CD90 (FITC), anti-CD105 (PerCp) ve
anti-CD146 (APC) antikorlarinin herbirinden 10 pl eklendi, tG¢unct tupe kok hicreler
icin negatif belirteclerin analizi igin anti-CD45 (PerCp), anti-CD14 (FITC), anti-CD34
(PE) ve anti-HLA-DR (APC) antikorlarmin herbirinden 10 ul eklenerek tipler 15 dk
oda sicakliginda, karanlikta inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresinin sonunda hiicrelerin
tizerine 1000 pl PBS eklenerek 1500 rpm’de 5 dk santrifiijlendi. Siipernatant atildi,
dipte kalan hucreler 500 pl PBS ile tekrar slspanse edilip imminofenotipik
Ozelliklerinin belirlenmesi i¢in akim sitometri cihazinda ylizey belirtecleri analiz
edildi. Hiicre yiizeyinde kok hiicre belirteglerinin pozitiflik orani %95’in tizerinde olan
ve negatiflik oran1 %5’in altinda olan hiicre gruplarindan 1 milyon hiicre ayirilarak
farklilagsma kapasitelerinin belirlenmesi igin osteojenik adipojenik ve kondrojenik

olarak farklilagtirildi.
5.6.4. izole edilen kok hiicrelerin farkhlastiriimasi

Izole edilen, iiciincii pasaja kadar gogaltilan ve akim sitometri cihazinda pozitif
yuzey belirtegleri %95’in iizerinde olan hiicrelerin kok hiicre 6zelliginin belirlenmesi

i¢in farklilasma kiiltiirleri yapildi. Farklilagsma kiiltiirleri her bir folikil dokusundan

izole edilen tgiinci pasajdaki (P3) hiicrelerden 1 milyon hiicre kullanilarak yapildi.
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5.6.4.1. Izole edilen kok hiicrelerin osteojenik farklilagtirilmasi

Osteojenik farklilagsma i¢in 6 kuyucuklu plaklarin herbir kuyusuna tip I kollajen
kapl steril lameller yerlestirildi. Tip I kollajen kapli lamellerin herbirinin iizerine
tiglincti pasajdaki 2x10° hiicre ekildi. Hucrelerin Gzerlerine ilk ekim yapilan giin
cDMEM besiyeri eklendi ve 48 saat slireyle lamel ylizeyine yayilmasi saglandi. 48
saat sonunda lamel yuzeyinde %90-100 yayilima ulasan hiicrelerin tizerindeki kiiltiir
stvist ¢ekilip atildi ve tizerine 2 ml osteojenik farklilastirma besiyeri eklendi ve 37°C
%5 CO:2 inkubatorde 2 glin arayla besiyerleri degistirilerek 21 giin siireyle kiiltiire
edildi. 21 giin sonunda hiicreler ve olusturduklar1 kolonilerin osteojenik farklilagsmay1
saglayip saglamadiklari invert mikroskopta degerlendirildi. Osteojenik farklilagmanin
belirlenmesi igin lamele yapisan hiicreler Alizarin kirmizisi sollisyonuyla boyanarak
mikroskopta incelendi. Bunun i¢in 6nce lamele yapisan hiicrelerin {izerinden kiiltiir
besiyeri ¢ekilip Uzerine PBS soliisyonu eklenerek yikama islemi yapildi. PBS atildi ve
lamele yapisan hiicrelerin iizerine 1000 pl %10 formaldehit soliisyonu eklendi. 30 dk
%10 formaldehit ile fikse edilen hiicreler sure sonunda 6nce 1000 pl distile suyla
yikandi, distile su atildi ve tizerine 1000 ul PBS eklendi. PBS ile yikama isleminin
ardindan PBS uzaklagtirildi. Hiicrelerin tlizerine 1000 pl Alizarin kirmizist boyasi
eklendi ve 45 dk. oda sicakliginda karanlikta bekletildi. 45 dakika sonra boya
hiicrelerin iizerinden tizaklastirildi ve distile su ile iki kez yikandi. Lamel kultlr
kuyusundan alimarak lam 0Uzerine kapatildi ve 151k mikroskobunda 10X ve 20X

biiylitmede doku biitiinliigii, kalsiyum fosfat birikimlerinin varlig: incelendi.

5.6.4.2. izole edilen kok hiicrelerin adipojenik farklilastiriimas:

Adipojenik farklilagma i¢in 6 kuyucuklu plaklarin herbir kuyusuna tip I kollajen
kapl steril lameller yerlestirildi. Tip I kollajen kapli lamellerin herbirinin {izerine
liglincii pasajdaki 2x10° hiicre ekildi. Hiicrelerin iizerlerine ilk ekim yapilan giin
cDMEM besiyeri eklendi ve 48 saat siireyle lamel yiizeyine yayilmasi saglandi. 48
saat sonunda lamel yiizeyinde %90-100 yayilima ulasan hiicrelerin tizerindeki kiiltiir
stvist ¢ekilip atildi ve lizerine 2 ml adipojenik farklilastirma besiyeri eklendi ve 37°C

%5 COg: inkiibatdrde 2 giin arayla besiyerleri degistirilerek 14-21 giin streyle kilttre
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edildi. Kaltur stresinin sonunda hicrelerdeki adipositlerin ve kolonilerin olusumu
invert mikroskopta degerlendirildi. Adipojenik farklilagsmanin belirlenmesi i¢in lamele
yapisan hiicrelerde yag damlalarin1 boyayan Oil kirmizi soliisyonuyla boyanarak
mikroskopta incelendi. Bunun i¢in 6nce lamele yapisan hiicrelerin {izerinden kiiltiir
besiyeri ¢ekilip tizerine PBS soliisyonu eklenerek yikama islemi yapildi. PBS atildi ve
lamele yapisan hiicrelerin tizerine 1000 pl %10 formaldehit solisyonu eklendi. 30 dk
%10 formaldehit ile fikse edilen hiicreler sire sonunda 6nce 1000 pl distile suyla
yikandi, distile su atildi ve lizerine 1000 pul PBS eklendi. PBS ile yikama isleminin
ardindan PBS uzaklastirildi. Kuyulara 1000 pl %60’ lik izopropanol eklendi ve 5
dakika boyunca inkiibe edildi. izopropanol kuyulardan alind1 ve kuyulara 1000 ml “Oil
red O” solisyonu eklendi. Karanlikta oda sicakliginda 45 dakika boyunca inkiibe
edildikten sonra Oil red O yuzeyden arindirildi ve kuyular distile su ile 2 defa yikanda.
Kuyucuklara hemotoxcyline konuldu ve 1 dakika inkiibe edildikten sonra kuyular 2
defa distile su ile yikandi. Kuyulardaki lameller lamlar {izerine alinarak hiicrelerde
olusan yag damlalar1 151k mikroskobunda incelendi. Yag damlalar1 acik kirmizi renkte

g6zlemlendi.

5.6.4.3. Izole edilen kok hiicrelerin kondrojenik farklilastiriimas:

Kondrojenik farklilagma i¢in 6 kuyucuklu plaklarin herbir kuyusuna tip I kollajen
kapli steril lameller yerlestirildi. Tip I kollajen kapli lamellerin herbirinin {izerine
liglincii pasajdaki 2x10° hiicre ekildi. Hiicrelerin iizerlerine ilk ekim yapilan giin
cDMEM besiyeri eklendi ve 48 saat siireyle lamel yiizeyine yayilmasi saglandi. 48
saat sonunda lamel yiizeyinde %90-100 yayilima ulasan hiicrelerin Uzerindeki kultur
stvist gekilip atildi ve tizerine 2 ml kondrojenik farklilastirma besiyeri eklendi ve 37°C
%5 CO:2 inkubatorde 2 glin arayla besiyerleri degistirilerek 21 gun sureyle kltiire
edildi. Kultdr stresinin sonunda hticrelerdeki kondrosit kolonilerinin olusumu invert
mikroskopta degerlendirildi. Kondrojenik farklilasmanin belirlenmesi i¢in lamele
yapisan hucrelerde kondrositleri boyayan Alcian mavisi sollisyonuyla boyanarak
mikroskopta incelendi. Bunun igin 6nce lamele yapisan hiicrelerin tizerinden kultir
besiyeri ¢ekilip lizerine PBS soliisyonu eklenerek yikama islemi yapildi. PBS atildi ve

lamele yapisan hiicrelerin tizerine 1000 ul %10 formaldehit soliisyonu eklendi. 30 dk
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%10 formaldehit ile fikse edilen hiicreler sure sonunda 6nce 1000 pl distile suyla
yikandi, distile su atildi ve tizerine 1000 ul PBS eklendi. PBS ile yikama isleminin
ardindan PBS uzaklastirildi. Kuyulara 1200 pl etil alkol ve 800 pl asetik asit karisimi
eklendi, 15 dakika boyunca bekletildi ve 15 dakikanin sonunda kuyular 2 defa PBS
soliisyonuyla yikandi. Kuyulardaki lameller lamlar {izerine kapatilarak kondrositler ve
hiicrelerarasinda  proteoglikanlarin  olusumu 151k mikroskobunda incelendi.
Kondrositlerin hiicre ¢ekirdegi ve proteoglikanlar koyu mavi renkte incelendi. Kartilaj

olusumu ise matriks sekillenmesi olarak gézlemlendi.

5.6.5. Kok hiicrelerin 48 kuyucuklu kiiltiir plaklarina ekilmesi

DF-MKH’lerin kan monontkleer htcreleri tizerindeki immdunolojik etkilerinin
incelenmesi amactyla birlikte kiltdrleri (ko-kiiltiir) yapildi. Ko-kiiltiir ¢alismasi i¢in
mononkleer hiicrelerin izolasyonundan 48 saat dnce DF-MKH’ler kiiltiir kuyularina

ekilerek kuyu tabanina yapismasi saglandi.

5.6.6. Mononiikleer hiicre kiiltiirlerinin yapilmasi

5.6.6.1 Astim hastasi, Immiinoterapi almis astim hastalari ve saghkl bireylerin

secimi

Bu tez ¢alismasinda, ¢alismaya dahil edilen tiim bireylere, “Goniillii
Bilgilendirme Formu” okutuldu ve “Goniillii Onam Formu” ile onaylart alindi.
Bireyler Marmara Universitesi Hastanesi Pediatrik Allerji ve Immiinoloji Klinigine
basvuran hastalar arasindan asagidaki kriterlere gore se¢ildi.

l. Astim hastalarimin cahsmaya dahil edilme ve dislanma Kriterleri
e (alismaya dahil edilme kriterleri

- Prick testinde ev tozu akar1 antijenine 3 mm’nin lizerinde pozitif
yanit veren,

- Daha 6nce immiinoterapi almamus,

- Son 6 ayda kortikosteroid, glikokortikoid veya immiin baskilayici
ilag kullanmamis

- Ev tozu akari haricinde bagka bir alerjene yanit olusturmayan

- 8-13 yas arasindaki hastalar se¢ilmistir.
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e Calismadan diglanma kriterleri
- Deri prick testinde ev tozu akarinin yanisira diger aerosol veya
gida antijenlerine pozitif yanit verenler,
- Immiinoterapisi baslamis veya devam etmekte olan hastalar,
- Diger otoimmiin hastalik hikayesi olanlar ¢alismaya alinmamaistir.

1. Immiinoterapi almis astim hastalarinin calismaya dahil edilme ve
dislanma Kriterleri
e (alismaya dahil edilme kriterleri
- Ev tozu akarina kars1 tedavi géren ve en az 30 ay sireyle
immunoterapi tedavisi almas,
- Deri prick testinde ev tozu akar1 antijenine ve diger aerosol ve
gida antijenlerine negatif yanit veren,
- Bagka bir otoimmiin hastaligi olmayan,
- Son 6 ayda kortikosteroid, glikokortikoid kullanmamus,
- 8-13 yas arasindaki bireyler calismaya dahil edilmistir.
e (Calismadan dislanma kriterleri
- Immiinoterapisi tamamlanmamus,
- Prick testinde herhangi bir antijene pozitif yanit veren,
- Otoimmiin bagka bir hastalik hikayesi olan bireyler ¢alismaya
dahil edilmemistir.
I11.  Saghkh bireylerin ¢alismaya dahil edilme ve dislanma Kriterleri
. Calismaya dahil edilme kriterleri
- Otoimmiin veya alerjik hastalik hikayesi olmayan,
- Son 6 ayda immiin baskilayic1 veya steroid kullanmamas,
- Deri prick testinde tiim antijenlere negatif yanit veren bireyler
caligmaya dahil edilmistir.
e (alismadan diglanma kriterleri
- Son 6 ayda immiin baskilayic1 veya steroid kullanmas,
- Prick testinde en az bir antijene pozitif yanit veren bireyler
caligsmaya dahil edilmemistir.

5.6.6.2. Astim hastasi, Immiinoterapi almis astim hastasi ve saghkh bireylerden

alinan venoz kandan mononukleer hiicre izolasyonu
Caligmaya dahil edilen bireylerin her birinden yesil kapakli heparinli tiiplere 20

ml vendz kan alindi. Heparinli tiplere alinan kanlardan asagidaki protokole goére

mononiikleer hiicre izolasyonu yapildi.
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PKMH izolasyonu laminar hava akimli aseptik kabinde gergeklestirildi. Saglikli
bireylerin her birinden alinan 20 ml kan 50 m1’lik steril falkon tlipe aktarildi ve lizerine
20 ml steril PBS sollsyonu eklenerek pastor pipetle yavasga karistirildi. 15 ml” lik
konik kapakli falkon tiiplere 4 ml fikol solusyonu eklendi. 15 ml’lik falkon tiipte
bulunan fikol solsliyonunun tzerine birbiriyle karigmayacak ve toplam hacim 12 ml
olacak sekilde PBS ile homojenize edilmis kan pastor pipetle yavasca eklendi. Kan
fikol tizerine yayildiktan sonra 20 dakika 2000 rpm devirde santrifuj edildi. 20 dakika
sonrasinda yogunluklarina gore en altta eritrositler, orta kisimda opak goriintimlii
mononiikleer hiicreler ve ist kisimda plazma elde edildi. Orta tabakada opak
gorinimlu olan (bufty coat) mononiikleer hiicrelerin bulundugu kisim pastor pipeti ile
alind1 ve steril 15 ml’lik bos falkon tiipe aktarildi. Uzerine esit hacimde PBS eklendi
ve pipetaj yapildi. 1500 rpm devirde 5 dk santrifiijlendikten sonra supernatant atildi
dipte kalan hiicre pelleti cRPMI besiyeriyle 5 ml’ye tamamlandi ve pipet yardimiyla
hicreler stispanse edildi. Eritrosit iceren PKMH hiicre stispansiyonu eritrositlerin lizizi
icin lizat soliisyonuyla siispanse edilerek 10 dk oda sicakliginda bekletildi. Siire
sonunda hcre stspansiyonu 1500 rpm devirde 5 dk santrifujlendi ve santrifij
sonrasinda supernatant atild1 dipte kalan hiicreler 1 ml CRPMI ile siispanse edilip
hiicre sayisinin belirlenmesi i¢in iginden 10 pl alinip 500 pl ependorf tiipe aktarildi.
Ependorftiip igerigine 10 pl tripan mavisi soliisyonu eklenip hiicreler pipetaj yapilarak
homojenize edildi. Bu igerikten pipetle 10 pl alinarak thoma lamina aktarildi ve hiicre

sayist belirlendi. 1 ml’deki toplam hiicre sayis1 asagidaki formiile gore belirlendi.
Toplam hiicre say1s1 = AxSFx10*
A; 16 biyiik karede sayilan hiicre sayisi, SF; tripan mavisi ile seyreltme
faktoridir. 10* ise thoma lammin 0,1 mm? ' deki sayim sonucunu 1 ml' deki sayiya

doniistiirmek i¢in kullanilan sabittir.

Hiicre Kiiltiir Planmi

Astim hastasi, immiinoterapi almis astim hastalar1 ve saglikli bireylerden elde

edilen vendz kan mononukleer hicrelerinin DF-MKH varliginda ve yoklugunda
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kiiltiirleri yapildi. Her birey i¢in 48 kuyulu kiiltiir plaklarinda asagidaki kiiltiir kuyular

hazirlandi.
l. Kltir grubu (lenfosit proliferasyonu)
Uyarimsiz CDMuix uyarimli Der pl uyariml IFN-y uyarimli
CFSE isaretli CFSE isaretli CFSE isaretli CFSE isaretli
Mononukleer Hiicreler | Mononiikleer Hiicreler | Mononiikleer Hiicreler | Mononikleer Hiicreler
Uyarimsiz CDMix uyariml Der p1 uyariml IFN-y uyarimli
CFSE isaretli CFSE isaretli CFSE isaretli CFSE isaretli
Mononukleer Hiicreler | Mononiikleer Hiicreler | Mononiikleer Hucreler | Mononikleer Hiicreler
+ + + +
DF-MKH DF-MKH DF-MKH DF-MKH

Il. Kiiltiir grubu (Apoptoz, Tregiilator hiicre orani, naif, efektor ve bellek
hiicre oranlari, kostimulator molekil ekspresyonu, protein ekspresyonu,

sitokin diizeyleri analizleri)

Uyarimsiz CDMix uyariml Der p1 uyarimh IFN-y uyarimh

Monontikleer Hiicreler | Mononukleer Hiicreler | Mononikleer Hiicreler | Mononiikleer Hiicreler

Uyarimsiz CDMix uyarimli Der pl uyariml IFN-y uyarimli
Mononikleer Hucreler | Mononiikleer Hiicreler | Mononiikleer Hiicreler | Mononiikleer Hiicreler
+ + + +
DF-MKH DF-MKH DF-MKH DF-MKH

Hiicre izolasyonlar1 yapildiktan ve hiicreler sayildiktan sonra bir grup
mononikleer hiicre DF-MKH varliginda ve yoklugunda 72 saat 37°C’de %5 CO2
ortamda inkiibe edildi. Bir grup monontikleer hiicre ise CFSE ile isaretlenip DF-MKH
varliginda ve yoklugunda 72 saat 37°C’de %5 CO- ortamda inkibe edildi. 72 saat
sonunda CFSE ile isaretlenen mononiikleer hiicrelerde CD4" T lenfosit proliferasyonu,
isaretlenmeyen mononiikleer hiicrelerde ise CD4"CD25"FoxP3", Annexin V/7AAD
ile T lenfosit apoptozu, naif/efektor/bellek CD4+ T hiicre oranlari, antijen sunucu
hiicrelerde kostimiilator molekiillerin (CD80/CD83/CD86) ekspresyonlar1 analiz
edildi. CD4" T lenfositlerin Th1 ve Th2 farklilasma analizleri iki sekilde yapildi; 1)
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kiiltir siipernatantinda sitokin diizeylerinin belirlenmesi 2) kiiltiir sonrasi hiicrelerde

western blot yontemiyle protein ekspresyonu analizi yapildi.

5.6.6.3. Lenfositlerin proliferasyon analizi icin CFSE ile isaretlenmesi

Karboksifloresan siiksinimidil ester (CFSE) hiicre zarindan gegebilen floresan bir
boyadir. Hiicre membranina baglandiktan sonra esteraz aktivitesinin ger¢eklesmesi ile
belirli bir dalga boyunda floresan 1s1ma agiga c¢ikar. Bdylece hucrelerin
sitoplazmasinin boyanmasi saglanir. Eger kiltiir siiresi boyunca hiicre ¢ogalmasi
olursa her boliinmede bu isaretleyici yeni olusan hiicrelere aktarilir. Olusan her yeni
hiicre boliinen hiicrenin tasidigi isaretleyicinin bir kismini aldigi i¢in proliferasyon
sonucunda olusan yeni jenerasyon hiicreler analiz sonucunda CFSE 1s1ma degeri
azalarak gozlenir. Eger proliferasyon olmadiysa hiicre boliinmedigi i¢in CFSE 1s1ma
degeri degismez, analizde tiim hiicreler ayn1 alanda goriiliir.

Lenfosit proliferasyonunu analiz etmek amaciyla hiicre sayimindan sonra izole
edilen monondikleer hiicrelerin bir kismi CFSE ile isaretlenerek kulttr edildi. CFSE
boyas1 25 mg’lik viallerde bulunmaktadir. Stok soliisyon hazirlamak i¢in 25 mg CFSE
viali 8.96 mL DMSO ile ¢6ziildii ve 20 ul’lik kryoviallere boliindii. Bu stok soliisyon
-20°C’de muhafaza edildi. 15 ml’ lik falkonlarda bulunan ve CFSE isaretlenmesi i¢in
ayrilan hiicrelerin tzerine 3 ml steril PBS eklendi, pipetaj yapildi ve homojenize
edildikten sonra 1500 rpm’ de 5 dakika santriflij edildi. Santrifiij sonras1 siipernatant
uzaklastirildi ve pellet Uzerine 1ml steril PBS eklenip pipetaj yapilip homojenize
edildi. Homojenize edildikten sonra falkon icerisine 2 uL stok CFSE eklendi ve pipetaj
yapildi. CFSE konulduktan sonra 12 dakika +4 C° de bekletildi. 12 dakika sonunda 7
ml steril PBS eklendi, pipetaj yapildi ve 2000 rpm de 5 dakika santriftj edildi. Santrif(j
sonrasinda siipernatant atildi ve 7 ml hiicre kiltur solisyonu eklenip tekrar 1500 rpm
de 5 dakika santrifiijlendi. Son yikama isleminden sonra 1 ml CRPMI eklenip hicre

sayimi1 yapildi.
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5.6.6.4. Lenfosit kulturintn ve kok hiicre ve lenfositlerin ko-kiltirinin

yapilmasi

Kiiltiir gruplar ikiye boliindii. Bir grup hiicre sadece periferal kan mononiikleer
hiicreler, diger grup ise DF-MKH’lerin iizerine periferal kan mononiikleer hiicreler
olacak sekilde ekildi. Bunun igin; bir grup monontkleer hicre izolasyondan sonra
direkt olarak kiiltiir plaklarina 5.6.6.2°de belirtilen hiicre kiiltiir planina gore her
kuyuda 500 pl hiicre kiiltiir soliisyonu (cRPMI) ile 5x10° hiicre siispanse edilerek
ekildi. Diger grup icin ise mononikleer hiicre izolasyonundan 48 saat Once 48
kuyucuklu plaklara 5x10* DF-MKH ekildi. 48 saat sonunda mononiikleer hiicreler
ekilmeden 6nce tabana yapisan DF-MKH iizerindeki kiiltiir besiyerinin tamami pipetle
cekilerek atildi. Herbir hastanin ven6z kanindan izole edilen mononiikleer hiicreler her
kuyuda 5x10° mononiikleer hiicre olacak sekilde 500 pl hiicre kiiltiir soliisyonu ile
stispanse edilerek DF-MKH (izerine eklendi. Hastalarin ven6z kanindan izole edilen
mononiikleer hiicrelerin eklenmesiyle (0.saat) kiiltiir siiresi baslatildi. Herbir kuyudaki
DF-MKH:Mononiikleer hiicre oran1 1:10 (5x10*:5x10°) olarak belirlendi.

Monontikleer hicrelerin DF-MKH varliginda ve yoklugunda kiiltiirleri igin 0.
saatte asagidaki gibi uyarimlari yapildu.

- US: Uyarimsiz kuyulara antikor eklenmedi.

- CDmix uyarmmh: T lenfosit uyarimi i¢in CDmix uyarimi olan
Kuyulara  karistm  olarak  hazirlanan  anti-CD3/antiCD28
solisyonundan 2,5 pl (1 pg/ml anti-CD3 antikoru ve 5 pg/ml anti-
CD28 antikoru) eklendi.

- Der pl uyarimli: Antijen sunucu hiicrelerin ev tozu akarinin
spesifik antijeni olan Der pl ile uyarilmasi i¢in; Der p1 uyarimli
kuyulara 10 ng/ml Der p1 antijeni eklendi.

- IFN-y uyarmml: IFN-y uyariml kiltirlere 0,5 pg/ml rekombinant

insan IFN-y proteini eklendi.

Hicre kilturleri 72 saat sureyle 37°C’de %5 CO> ortamda inkiibe edildi.
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5.6.7. Analizler

5.6.7.1. CD4* T Lenfositlerin proliferasyon analizi

Mononikleer hicrelerin 72 saatlik kultir siresi sonunda CD4" T hicre
proliferasyonu akim sitometri cihazi ile analiz edildi. KOk hicrelerin hicre
proliferasyonu (zerindeki etkisininin gosterilmesi amaciyla proliferasyon analizi

yapildi.

izole edilen ve Killtiir stiresi tamamlanan mononikleer hiicrelerin icindeki CD4*
T lenfositlerin proliferasyonun takibi igin kiiltiiriin 0. saatinde CFSE isaretlenerek 72
saat siireyle DF-MKH varliginda ve yoklugunda 37°C, %5 CO? inkiibatérde kiltiirleri
yapildu.

Kuyulara pipetaj yapilarak dipte kalan ve hicre kiltir sollsyonu igindeki
hicrelerin homojenize edilmesi saglandi. Kuyulardaki besiyerleri alindi ve akim
sitometri tuplerine konuldu. 1500 rpm’ de 5 dakika santrifiij yapildi. Siipernatant atildi
ve dipteki pellet Gzerine 2 ml hiicre yikama soliisyonu (PBS) eklendi ve 1500 rpm’ de
5 dakika santrifiij yapildi. Santrifiij sonrasinda siipernatant atildi ve dipteki hicre
pelletine 100 ul PBS eklenip bu hicre suspansiyonuna anti-CD3, anti-CD4 ve anti-
CDS8 antikorlar1 eklenerek 15 dk karanlikta oda sicakliginda inkiibe edildi. Siire
sonunda hiicrelerin iizerine 2 ml PBS eklenerek 1500 rpm’ de 5 dakika santrifiij
yapildi. Siipernatant atildi ve dipteki hiicre pelletinin iizerine 500 pl hiicre yikama
soliisyonu (akim sitometri cihazi i¢in) eklenip pipetle siispanse edildikten sonra akim

sitometri cihazinda analiz edildi. (Sekil 4)
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Sekil 4. CFSE isaretli hiicrelerin akim sitometri cihazinda analizi. CFSE alaninda
sagda bulunan hiicre grubuna ait pik boliinmeyen hiicreleri ifade eder (M1), her
boliinen hiicre sola dogru diger nesillerin toplami1 (M2) olarak analiz edilmektedir.
Hdicre her bolunmede bir 6nceki nesilden CFSE boyasinin yarisini aldig1 igin prolifere
olan (¢ogalan) hiicreler grafikte sola dogru ilerlemektedir.

5.6.7.2. Lenfositlerin CD4*CD25"FoxP3* T regulator hicre analizi

Mononikleer hiicrelerin 0.giin ve 72 saatlik kiltiir sonrasinda CD4*CD25*FoxP3*
T regilator hiicre oranlari analiz edildi. CD4*CD25"FoxP3" T regulator hiicrelerin kdk
hiicre varliginda ve yoklugundaki sayisal degisimlerinin incelenmesi i¢in akim

sitometri cihazinda analiz edildi.

Hicreler insan FoxP3 kitindeki protokole gore hazirlandi. Protokole gore; 500
ul’lik kiltiir kuyularina pipetaj yapilarak hiicrelerin homojenize bir sekilde dagilmasi
saglandi1 ve bu homojenize sividan 250 pl alinip akim sitometri tiplerine aktarildi.
Hiicrelerin aktarildigi akim sitometri tliplerine 2 ml PBS eklendi ve 1500 rpm’ de 5
dakika santrifiij yapildi. Stipernatant uzaklastirildi ve tliplere 100 pl boyama tampon
soliisyonu (1:10 oraninda, 1 ml 10X permeabilization buffer, 9 ml hilcre yikama
soliisyonu) eklendi. 10 pl anti-CD4/anti-CD25 antikoru eklenip vorteksle karistirildi
ve 20 dakika boyunca oda sicakliginda karanlikta bekletildi. Slre sonunda 2 ml
boyama tampon solusyonu eklendi ve 1500 rpm devirde 5 dakika santrifiij yapildi.
Santrifiij sonrasinda siipernatant uzaklastirildi ve 2 ml FoxP3 kiti tampon A soliisyonu
(1:4 oraninda, 1 ml tampon A, 3 ml distile su) eklendi, vorteks yapild1 ve 40 dakika
oda sicakliginda karanlikta bekletildi. 40 dakika sonra 2000 rpm devirde 5 dakika

santrifiij yapildi ve santrifiij sonrasinda slpernatant uzaklastirildi. 2 ml boyama
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tampon soliisyonu eklendi, vorteks yapildi ve 2000 rpm devirde 5 dakika santrifj
yapildi. Siipernatant uzaklastirildi ve 100 pl boyama tampon sollisyonu boyama
tampon soliisyonu eklendi. Tampon soliisyonu dipteki pelletle karistirildi ve tizerine 5
pl FoxP3 antikoru eklendi. 40 dk. oda sicakliginda karanlikta bekletildi. Siire sonunda
tiiplere 2 ml hiicre yikama soliisyonu (cell wash) eklenip 2000 devirde 5 dakika
santrifiijlendi. Siipernatant atildi dipte kalan pelletin {izerine 500 pl hiicre yikama
sollisyonu eklenip vorteksle karistirildi ve akim sitometri cihazinda analiz edildi.

(Sekil 5)
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Sekil 5. CD4"CD25FoxP3* T regiilator hiicrelerin akim sitometri analizi. A) Akim
sitometri analizinde 6nce lenfosit kapisi alinmaktadir, B) Lenfosit altgruplarinin iginde
CD25 pozitif alandaki hicreler segilerek kapilanmistir, C) CD25 ifade eden hiicrelerin
icinde CD4 ve FoxP3 cift pozitif alandaki Tregulator hlcreler segilerek % oranlar
analiz edilmistir.

5.6.7.3. Lenfositlerin Annexin V/7AAD ile apoptoz oranlarimin analizi

Mononukleer hucrelerin izolasyonundan sonra kiiltiirii yapilan lenfositlerin 72
saatlik kiiltiir sonrasinda Annexin V/7AAD Kkiti ile hiicrelerin canlilik ve apoptoz
oranlart analiz edildi. Kok hiicre varliginda ve yoklugunda apoptotik hcrelerin
oranlarindaki degisimlerin incelenmesi igin akim sitometri cihazinda Annexin

V/TAAD ile isaretlenerek analizleri yapildu.
Apoptoz, embriyonik gelisim sirasinda ve ayn1 zamanda doku homeostazinin

devam ettirilmesi sirasinda ortaya ¢ikan normal fizyolojik bir sirectir. Apoptotik

slirecte, plazma membran asimetrisi ve hiicrenin diger hiicrelerle baglantisinin kaybi
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da dahil olmak iizere bazi morfolojik degisiklikler ger¢ceklesmektedir. Bu degisiklikler
sitoplazma ve ¢ekirdegin yogunlagmasi ve DNA'nin interniikleozomal bdliinmesi gibi
olaylardir. Annexin V, 35-36 kDa agirhiginda ve Ca?* bagimli bir fosfolipid
baglayicidir. Apoptotik siiregte hiicrenin i¢ kisminda bulunan membran fosfolipid
fosfatidilserin (PS) disa dogru hareket etmeye baslar. Annexin V; PS igin yuksek
afiniteye sahip olan ve PS maruziyetli hiicrelere baglanan bir proteindir. Annexin V,
PS icin yuksek afinitesini korur ve boylece, hiicrelerin akim sitometrik analizi igin

hassas bir prob gorevi gordir.

Kiiltiir kuyularindan alinan hiicreler 15 mL'lik falkon tiiplere alimip PBS
soliisyonuyla 2 mL'ye tamamlandi ve 1500 rpm’de 5 dk. santrifiijlendi. Siipernatant
atildi, dipte kalan hiicreler 100 uL PBS soliisyonuyla sulandirildi. Hicreler akim
sitometri cihazinda okutulmadan 6énce CD4" T hiicrelerin secilmesi icin anti-CD3 ve
anti-CD4 antikoru kullanildi. Erken veya ge¢ apoptotik veya nekrotik hticreleri
belirlemek icin Annexin V ile birlikte 7AAD (7-amino-actinomycin) isaretleyici
kullanildi. Hiicre eger canliligini koruyorsa 7AAD isaretleyici membrandan gegemez.
Eger hiicre 6li veya hasar gérmiisse bu hiicrelerin zar1 7AAD isaretleyiciyi gegirir.
Annexin V ve 7AAD ile analizlerin sonuglar1 su sekilde degerlendirilir; 1) Canh
hicreler; annexin V ve 7AAD’nin her ikisinde de negatif alandadir, 2) Erken apoptoz;
Annexin V pozitif alanda 7AAD negatif alandadir, 3) Ge¢ apoptoz; Annexin V ve
7AAD her ikisi de pozitif alanda, 4) Nekroz; Annexin V negatif alanda 7AAD ise
pozitif alandadir. Nekroz ve apoptoz birbirinden farkli siiregler iceren hiicre 6lim
olaylaridir. Nekrotik hiicrelerde plazma membrani tamamen dagildigi i¢in annexin V

isaretleyici ile isaretlenmez, bu nedenle annexin V negatif alanda goriiliir. (Sekil 6)

52



Ch3 - APC

10" 3470 177

FL3-H: 7 AAD PERCP

FL2-H:: AMMEXIM PE

Sekil 6. Hiicre canlilig1 ve apoptoz oranlarinin akim sitometri cihazinda analizi. A)
Kiiltiirden alinan hiicreler i¢in akim sitometri cihazinda once lenfosit kapisi segilir. B)
Lenfositlerin icinden CD3"/CD4" T hiicreler secilir. C) CD3*/CD4* T hiicrelerde
Annexin V/7TAAD analizi yapilir.

5.6.7.4. Antijen sunucu htcrelerde kostimulatér molekil ekspresyonu analizi

Mononiikleer hiicrelerin izolasyonundan sonra kiiltiirii yapilan hiicrelerin 72
saatlik kiiltiir sonrasinda monositler ve dendritik hicreler tzerinde CD80, CD83 ve
CD86 kostimulator molekiil oranlari analiz edildi. KOk hiicre varliginda ve
yoklugunda monositlerin  kostimiilator molekiil oranlarindaki degisimlerin
incelenmesi igin anti-CD80, anti-CD83 ve anti-CD86 antikorlariyla isaretlenerek akim

sitometri cihazinda analizleri yapildu.

Bu c¢aligmada T lenfosit uyarimini saglayan kostimiilator molekiillerin DF-MKH
varliginda ve yoklugunda monosit hiicreler tizerindeki ifade degisimleri akim sitometri
cihazinda analiz edildi. Kiiltiir kuyularindan alinan hiicreler 15 mL'lik falkon tiiplere

almip PBS soliisyonuyla 2 mL'ye tamamlandi ve 1500 rpm’de 5 dk. santrifiijlendi.
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Stipernatant atildi, dipte kalan hiicreler ayr1 deney tiiplerinde olmak iizere her biri 100
uL PBS ile sulandirilip, bir grup hicre monositlerin secilmesi igin anti-CD14
antikoruyla, diger grup hiicre dendritik hiicrelerin se¢ilmesi igin anti-CD11b

antikoruyla isaretlendi. Her iki deney tiipiine de anti-CD80, anti-CD83 ve anti-CD86

antikorlar1 eklenerek monositler ve dendritik hucrelerin yiizeyinde kostimulasyon
orani analiz edildi. (Sekil 7)
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Sekil 7. Monosit ve dendritik hiicrelerde kostimiilasyon oranlarinin akim sitometri
cihazinda analizi. A) Kiiltiirden alinan hiicreler i¢in akim sitometri cihazinda dnce tlim
hlcreler secilir. B) Hcrelerin icinden CD14 veya CD11b hucreler secilir. C) CD14
veya CD11b hiicrelerde CD80, CD83, CD86 oranlar1 analiz edilir.

5.6.7.5. Naive, Efektor ve Bellek CD4* T lenfosit oranlarmin belirlenmesi

Mononiikleer hicrelerin izolasyonundan sonra DF-MKH varliginda ve
yoklugunda kiiltiirii yapilan hiicrelerin 72 saatlik kiiltiir stresinin sonunda naive,

efektor ve bellek CD4* T lenfosit oranlar1 analiz edildi.

DF-MKH’lerin astim hastaliginda naive, efektor ve bellek CD4+ T hiicre
fenotipleri tizerindeki etkisini aragtirmak amaciyla hastalardan izole edilen periferal
kan mononukleer hiicreler 72 saat kaltur stresinin sonunda anti-CD3, anti-CD4, anti-
CCR7 ve anti-CD45RA antikorlariyla isaretlenip akim sitometri cihazinda analiz
edildi. (Sekil 8)
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Sekil 8. Naive, efektor, efektor bellek ve merkez bellek CD4" T lenfosit oranlarinin
akim sitometri cihazinda analizi. A) Kiiltiirden alinan hiicreler i¢in akim sitometri
cihazinda once tiim hiicreler secilir. B) Hiicrelerin i¢cinden CD4+ T lenfositler icin
CD3*/CD4" alandaki hiicreler R2 kapist olarak segilir. C) R2 kapisindan segilen
hiicreler su sekilde analiz edilir;, CCR77/CD45RA* hiicreler naive (N), CCR7
/ICD45RA" hiicreler efektoér (E), CCR7/CD45RA™ hiicreler efektor bellek (EM),
CCR7*/CD45RA" hiicreler merkez bellek (CM) CD4* T lenfositlerdir.

5.6.7.6. Hucre kultur sipernatanlarinda sitokin tayini

Hastalardan elde edilen mononiikleer hiicrelerin 72 saatlik kiiltiirii sonrasinda
kiiltiir stipernatantlar1 topland1 ve sitokin diizeylerinin belirlenmesi i¢in sitokin analizi
Cytometric Bead Array (CBA) Thl/Th2/Th17 kiti kullanilarak yapildi. Kit
protokoliine gore oncelikle standart diliisyonlar hazirlandi. Bu islem i¢in standart
boncuklari (standard beads) 15 ml’ lik falkon tiipe bosaltild1 ve 2 ml seyreltici soltisyon
icerisinde yavasca pipetaj yapilarak ¢ozuldi. 15 dakika oda sicakliginda karanlikta
bekletilen standart tiipii pipetleme ile yavasca karistirilip belirli oranlarda diliisyonlari
yapildi (negatif kontrol, 1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32, 1,64, 1:128, 1:256). Negatif kontrol
tiipiine sadece diliie edici sivi eklendi. TUp sayisi belirlendikten sonra standart boncuk
karisimi her bir tiipe 50 pl eklendi. Hazirlanan standart tiiplerine 50 pl standartlardan,
ornek tlplerine ise 50 pl orneklerden konuldu. Boncuk karisimi kisa bir siire
vortekslendi ve her bir tlipe 25 pl boncuk konuldu. Tupler vortekslendikten sonra her
bir tlipe 25 ul detection reagent konuldu. Tiipler iyice karistirildi ve 2 saat oda 1sisinda
karanlikta bekletildi. 2 saat sonrasinda 1 ml yikama soliisyonu eklendi ve tipler 200
g’ de 5 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonrasinda 300 pl yikama soliisyonu eklendi
ve vortekslendi. Ornekler akim sitometri cihazinda okutuldu. Analizlerde sitokinler
icin hazirlanan standartlar ¢ergevesinde grafik egrisi olusturuldu ve her bir drnekteki

sitokin miktari elde edilen denkleme gore belirlendi. (Sekil 9)
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Sekil 9. Th1/Th2/Th17 sitokin kiti standart hazirlanmasi.

5.6.7.7. Protein ekspresyon analizi (Western Blot yontemi)

Kltir edilen mononiikleer hiicreler 72 saat kiltur siresinin sonunda protein
ifadesinin analizi igin kiiltiir kuyularindan alinarak 15 mL falkon tiiplere aktarildi.
Hiicre siispansiyonu 6nce PBS soliisyonuyla 2 mL'ye tamamlanarak 1500 rpm’de 5
dk. santrifiijlendi. Stipernatant atildi, dipte kalan hiicre pelleti sayim yapildiktan sonra
her 1-2x10° hiicre icin 100 uL RIPA protein izolasyon/ekstraksiyon kiti ile stispanse
edilip 15 dk +4°C’de bekletildi. Inkiibasyon siiresinin sonunda 800-1000 rpm’de 3 dk.
santrifiijlenerek silipernatant toplandi ve 500 pL ependorf tiiplerde analize kadar

(maksimum 1 ay) -20C’de bekletildi.

Protein ifadesinin analizi western blot yontemiyle gerceklestirildi. Bunun i¢in
oncelikle -20C’de saklanan oOrnekler protein miktarin belirlenmesi igin Qubit
cihazinda Olgiimleri yapildi. Her bir 6rnekten 2 pL 6rnek almip 500 pL ependorf
tiiplere aktarildi ve tizerine 198 pL Qubit protein tampon soliisyonu dl¢iim reaktifi ile
birlikte eklendi.

Olgiim sonrasinda elde edilen protein miktarina gore elektroforez isleminde jele

yiiklemeden 6nce protein miktarini esitlemek i¢in su hesaplama yapilds;

Ornek konsantrasyonu (ug/mL) = QF degeri x (200/x)
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QF degeri: Qubit florometrede okunan absorbans degeri

X: Eklenen 0rnek miktari

Protein miktar1 belirlendikten sonra herbir 6rnek icin jele yliklenecek 6rnek hacmi
pL olarak belirlendi. Protein elektroforez islemi i¢in 10 kuyulu jel kullanildi. Her jel
kuyusuna 20 pL’de 20 ng olacak sekilde ornekler diliie edilerek yiiklendi. Elektroforez
islemi i¢in yliriitme tampon soliisyonu (running buffer) kullanildi. Yiiriitme tampon
soliisyonu 20X konsantrasyonda hazir olarak alindi. Bu soliisyondan 50 mL alinip
tizeri 950 mL distile su ile tamamland1 ve konsantrasyon 1X degerine diigiirtildii.
Elektroforaz cihazi c¢alistirilmadan once 1X yliriitme tampon soliisyonu dolum
cizgisine kadar cihazin kiivetine aktarildi. Proteinin yiiklenecegi jeller cihaz kiivetine
yerlestirildikten sonra jel kuyularindan ilkine protein standardi yiiklendi, diger
kuyularin her birine laemli soliisyon i¢inde 20 ng/20 pL 6rnek yiklendi. Cihaz 500
mA 100 V ve 90 dakika olarak ayarlandi ve yiiriitme islemi baslatildi. Stire sonunda
jeldeki proteinlerin ilerlemesi tamamlandiktan sonra jel cihaz kiivetinden alinip
western blot transfer cihazina (iBlot) yerlestirmek i¢in cihaz {ireticisinin talimatina
uygun olarak nitroseliilloz membran iizerine aktarildi. Nitroseliiloz membran Uzerine
transfer edilen proteinler 6nce primer sonra sekonder antikorlarla isaretlendi.
Antikorla isaretleme islemi igin siit tozu igeren TBST soliisyonu kullanildi. Primer
antikor 5 ml %5 st tozu iceren TBST sollsyonu ile {iretici firmanin 6nerdigi oranda
sulandirildi. Nitroseliiloz membran primer antikorun bulundugu %35 siit tozu igeren
TBST soliisyonu ile ¢alkalayici kiivet iginde i¢inde 24-36 saat +4 °C’de inkube edildi.
Inkiibasyon siiresinden sonra membranin iizerindeki antikor soliisyonu atilds, iki kere
PBS ile yikand1 ve PBS atildi. Sekonder antikor 5 ml %35 siit tozu igeren TBST
soliisyonu ile iiretici firmanin 6nerdigi oranda sulandirildi. Nitroselilloz membran
sekonder antikorun bulundugu %5 siit tozu iceren TBST soliisyonu ile calkalayici
kiivet icinde icinde 6 saat +4 °C’de inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresinden sonra
membranin tizerindeki antikor sollisyonu atild1, iki kere PBS ile yikandi ve PBS atild1.
Membran proteinin aktarildig: yiizi iistte olacak sekilde kiigiik bir kiivet i¢ine alindi,
tizerine ECL reaktif A ve 1 mL reaktif B esit miktarda karistirilarak eklendi. Karanlikta

oda sicakliginda 10 dk inkiibe edildikten sonra goriintiileme cihazinda analiz edildi.
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5.6.7.8. DF-MKH’lerin immiin diizenleyici mediatorlerinin belirlenmesi i¢in

notralizasyon deneyleri

DF-MKH’lerin immiin diizenleyici mediatorlerinin ~ belirlenmesi  igin
kokultrlerin besiyerine (cDMEM; DMEM + %10 FBS + %1 penisilin/streptomisin)
ayr1 kuyularda TGF-B nétralizasyonu icin 0,5 pg/mL anti-TGF-B rekombinant
antikoru, indolamin 2,3-dioksijenaz (IDO) yolaginin blokaj1 igin 1 mM 1-metil-D-
triptofan (1-MDT) ve prostaglandin E2 (PGE2) yolaginin blokaj1 igin 50 M sc-58125
eklendi. Astim hastalarindan izole edilen periferal kan mononikleer hiicreler (PKMH)
ile DF-MKH kokiiltiirleri CDmix uyarimli, Der p1 uyarimli ve IFN-y uyarimli olmak
lizere ii¢ gruba ayrildi. Her bir grup ayr1 kiiltiir kuyularinda olmak {izere notralizasyon
ajan1 olmayan bir kiiltiir kuyusu, anti- TGF- nétralizasyonu yapilan kiiltiir kuyusu, 1-
MDT ile bloke edilen kiltur kuyusu ve sc-58125 ile bloke edilen kiltir kuyusu olmak
tizere 4 kuyu kullanildi. DF-MKH:PKMH 1:10 oraninda 48 kuyucuklu kiiltiir
plaklarinda 500 pL cDMEM besiyeri iginde kiiltiir edildi. Ayrica, her gruptan birer
kuyu kok hiicre icermeyen sadece PKMH olarak kltir edildi. Kultlrler 72 saat streyle
37°C’de %5CO2 inkiibatorde yapildi.

5.6.8. istatistiksel analiz

Gruplar arasindaki farklilik GraphPad Prism 5 programi (GraphPad Software,
Inc., CA, USA) kullanilarak analiz edildi. Veriler her grupta ortalama (Ort) + standart
deviasyon (SD) (minimum-maksimum) degerleri olarak verildi. ikiden fazla grup
verilerinin bir arada karsilastirilmast ANOVA testi (tek yonlii varyans analizi) ile
yapildi. ki grup arasindaki karsilastirma igin unpaired Student t testi kullanildi. P-
degeri < 0.05 degerler anlamli olarak kabul edildi.
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6. BULGULAR

6.1. Dis Folikiilii Kaynakli Mezenkimal Kok Hiicre 1zolasyonu

Dis folikiiliinden, kok hiicreler izole edildikten sonra T-25 cm?’ lik flasklara ekildi
ve hucrelerin morfolojik 6zellikleri invert mikroskop ile incelendi. Birinci kiltlirde
hiicrelerin hizla ¢ogaldiklart ve flask ylizeyini kapladiklari goriildii (Sekil 6.3.A).
Hiicreler yaklasik %70-80 yayilim gésterdikten sonra birinci pasaja alarak T-75 cm?’
lik flasklara aktarildi. Pasajlama igleminden sonra hiicreler 5-6 giin igerisinde flask

yiizeyini kapladi ve bir sonraki pasaja alindi (Sekil 10).

Sekil 10. DF-MKH’ lerin morfolojik gorinumui. A) DF-MKH hacrelerinin birinci
kaltar (PO, 3. gun), B) birinci pasaja alindiktan sonra (P1, 3. giin), C-D) sonraki alt
kulttrlerinin (C: P2, 3. glin; D: P3, 3. gun) invert mikroskobu gdruntilerinde, kok
hiicrelerin fibroblast benzeri igsi morfolojiye sahip olduklar1 goriilmektedir (Biiytlitme:
AX20, B-C-DX10).
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6.2. DF-MKH’lerin Karakterizasyonu ve Farkllasma Potansiyelinin

Degerlendirilmesi

6.2.1. DF-MKH hiicrelerin akim sitometri analizi

DF-MKH hiicreleri tiglincii pasaja alindiktan yaklasik 5 giin sonrasinda Kiltur
konflient oldu ve hiicrelerin karakterizasyon analizleri yapildi. Bu hiicrelerin akim
sitometrik analizleri sonucunda hematopoetik kék hticre belirteci olan CD45, CD34,
CD25, CD28 ve CD14 isaretlerini ylizeylerinde gostermedikleri gorildl. Ayni
zamanda bu hiicrelerin kdk hiicre isareti olan CD73, CD90, CD105, CD146 ve CD29’
u ylzeylerinde gosterdikleri goriildii (Sekil 11).

5.49% 95.58% 97.43% 97.78%
‘A‘ —J
Ic D105 FE CD146 FITC CD20 PE

98.54%, 96.50% 0.00% A4.72%
CD73 PE CD258 APC D45 FITC D34 PE

0.27% 1.13 0.01%

— | i —

D25 APC CD28 PE £0D14

Sekil 11. DF-MKH hiicrelerinin immunofenotipik o6zelliklerinin akim sitometri
sonuglart. CD45 (%0,0), CD14 (%0,01), CD34 (%4,72), CD25 (%0,27) ve CD28
(%1,14) negatif ekspresyon gosterirken, MKH’ lara 6zgii CD105 (%95,58), CD146
(%97,43), CD90 (%97,78), CD73 (%98,54) ve CD29 (%96,50) pozitif oldugu
gosterildi. IC; Izotip kontrol.
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6.2.2. DF-MKH hucrelerin osteojenik, adipojenik ve kondrojenik yonde

farkhlastirilmasi

Osteojenik farklilagtirma i¢in uyarilan DF-MKH hicrelerinin osteoblast benzeri
hiicrelere farklilagtiklar1 gozlendi. Osteojenik farklilagtirma besiyerine alinan DF-
MKH hicreleri kaltirtin 21. glninde alizarin kirmizisi ile boyandi ve mineralize
kemik nodulleri goralda (Sekil 12A).

Adipojenik olarak farklilastirmak i¢in adipojenik besiyerinde 14 gin sire ile
kiiltiirleri yapildi ve DF-MKH hucrelerinin adiposit benzeri hicrelere farklilagtiklar
gosterildi. Kiiltiiriin ikinci haftasinda Oil red O ile yapilan boyama sonrasinda kirmizi
renkte hiicre i¢i yag damlaciklar1 goriildii. Buradaki yag damlaciklarinin diger hiicre

gruplarina oranla daha fazla sayida ve belirgin olduklar1 goriildii (Sekil 12B).

Kondrojenik olarak farklilastirmak ig¢in DF-MKH hicrelerinin 21 gin
kondrojenik besiyeri ile kiiltiirleri yapildi ve kondrosit benzeri hiicrelere farklilastiklar
goruldi. Kultirin 21. gundnde alcian blue ile boyanan hicrelerde kondrositler

tarafindan tiretilen proteoglikanlarin mavi renkte boyandig goriildii (Sekil 12C).

Sekil 12. DF-MKH hiicrelerinin osteojenik, adipojenik ve kondrojenik farklilasma
Ozellikleri. A) Osteojenik farklilastirma besiyeri ile kiiltlirii yapilan ve sonrasinda
alizarin kirmizisi ile boyanan DF-MKH hiicrelerinde parlak kirmizi renkte boyanmis
osteoblast noddilleri gorilmektedir. B) Adipojenik farklilastirma besiyeri ile kiiltiirti
yapilan ve sonrasinda Oil red o ile boyanan DF-MKH hiicrelerinde kirmizi renkte yag
damlaciklar1 goriildii. C) Kondrojenik farkhlastirma besiyeri ile kiiltiirii yapilan ve
sonrasinda Alcian blue ile boyanan DF-MKH hicrelerinde mavi renkli boyanan
proteoglikanlar géruldu.
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6.3. DF-MKH astim hastalarimin CD4+ T lenfosit proliferasyonunu baskilad:

DF-MKH?’ lerin immiin baskilayic1 6zelliklerini arastirmak amaciyla hastalarin
vendz kanindan izole edilen mononikleer hicrelerle birlikte uyarimsiz, T hiicre
uyarimi (CDmix; anti-CD3/anti-CD28), antijen spesifik uyarim (Der pl) veya IFN-y
uyarimi ile kltir edildi ve mononikleer hiicrelerin icinde bulunan CD4* T lenfosit
hiicrelerinin proliferasyonlart {izerine etkisi incelendi. Bu amagla mononikleer
hicrelerinin DF-MKH varliginda ve yoklugunda 3 gun (72 saat) boyunca kulturleri
yapildi.

Elde edilen veriler; astim hastalarinda CD4" T lenfosit proliferasyonunun CDmix
ve Der pl ile uyarilan (CDmix;78,2+6,1, Der pl; 53,8+5,4) mononikleer hiicrelerde
immunoterapi grubuna (CDmix;49,1+9,0, Der p1; 11,3+2,3) ve saglikli bireylere gore
(CDmix; 32,845,2, Der pl; 9,4+2,6) istatistiksel olarak anlamli derecede arttigini
gosterdi (CDmix; p<0,005 ve Der pl; p<0,001). Astim hastalarinda IFN-y uyariml
mononkleer hiicre kilturlerinde CD4* T lenfosit proliferasyonunun (9,2+1,8) CDmix
(78,2£6,1) ve Der p1 (53,845,4) uyarimina gére anlamli azaldigi gozlemlendi (CDmix;
p<0,001 ve Der pl; p<0,005). immiinoterapi almis bireylerde IFN-y uyariml
mononikleer hiicre killtiirlerinde CD4" T lenfosit proliferasyonunun saglikli bireylerin
(11,2£1,4) ve astim hastalarinin (9,2+1,8) ayn1 uyariml kiiltiirlerine gore istatistiksel

anlaml yiiksek oldugu goriildii (p<0,05 ve p<0,05).

Astim hastalarmim CDmix uyarimli mononiikleer hiicreler ile DF-MKH birlikte
kiltlrlerinde CD4" T lenfosit proliferasyonu (43,7+6,8) kok hiicresiz kilturlere gore
(78,2£6,1) istatistiksel anlamli baskilandi (p<0,005). Astim hastalarinin Der pl
uyarimli mononiikleer hiicreler ile DF-MKH birlikte kiltiirlerinde CD4* T lenfosit
proliferasyonu (53,8+5,4) kok hiicresiz kilturlere gore (13,2+2,4) istatistiksel anlaml1
baskiland1 (p<0,005). Astim hastalarinda IFN-y uyarimlt mononiikleer hiicrelerin DF-
MKH ile birlikte kilttrlerinde CD4" T lenfosit proliferasyonu (3,1+0,7) ayni1 uyarimli
kok hucresiz kalttrlere gore (9,2+1,8) anlamli baskiland1 (p<0,05).
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Immiinoterapi almis bireylerde ve saglikli bireylerde Der p1 uyarimli DF-MKH
ile birlikte kulturlerde mononikleer hicre kilturlerine gére CD4™ T lenfosit
proliferasyonunda anlamli bir degisiklik olmadi (p>0,05). Immiinoterapi almis
bireylerde CDmix uyarimli DF-MKH ile birlikte kiltirlerde CD4" T lenfosit
proliferasyonu (8,6+3,5) mononikleer hucre kiltirlerine gore (49,1+£9,0) anlamhi
baskiland1 (p<0,005). Immiinoterapi almis bireylerde IFN-y uyarimli mononiikleer
hicrelerin DF-MKH ile birlikte kiltirlerinde CD4* T lenfosit proliferasyonu (4,7+1,8)
ayni uyarimli kok hiicresiz kultlrlere gore (17,4+2,6) anlamli baskiland1 (p<0,01).

Saglikli bireylerde CDmix uyarimli DF-MKH ile birlikte kilttrlerde CD4* T
lenfosit proliferasyonu (10,3£2,7) mononikleer hiicre kultirlerine gore (32,8+5,2)
anlamli baskiland1 (p<0,01). Saglikli bireylerde IFN-y uyarimli mononiikleer
hicrelerin DF-MKH ile birlikte kulturlerinde CD4" T lenfosit proliferasyonu (5,8+1,7)
ayni uyarimli kok hiicresiz kiiltiirlere gore (11,2+1,4) anlamli baskiland1 (p<0,05).

Elde edilen sonuglara gére CDmix uyarimi DF-MKH’ler astim hastalarinin CD4*
T lenfosit proliferasyonunu immiinoterapi almig bireylerin kok hiicresiz CDmix
uyarimli Kulturlerine gore daha fazla baskilarken, Der pl uyarimli DF-MKH’lerle
birlikte astim hastalarmin CD4* T lenfosit proliferasyonu immiinoterapi grubunun kék
hiicresiz ayn1 uyarimli kiiltiirlerindeki lenfosit proliferasyon oranina yaklastirdi,

aralarinda istatistiksel anlamli fark bulunmadi (p>0,05). (Sekil 13)
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Sekil 13. CD4* T lenfosit proliferasyonu. A) DF-MKH’in astim, immiinoterapi almig
bireyler ve saglikli bireylerde lenfosit hicrelerinin proliferasyonu Uzerindeki
baskilayict etkisi akim sitometri analizi ile gosterilmistir. CFSE ile isaretlenen
lenfositler histogramda sola dogru prolifere olan hiicrelerin oranimi gostermektedir.
B) Astim hastalarinda CDmix ve Der pl uyarimli kok hiicresiz kiiltiirlerde lenfosit
proliferasyonu immiinoterapi almis bireylere (p<0,005) ve saglikli bireylere (p<0,001)
gore istatistiksel anlamli yiiksektir. DF-MKH’ler CDmix ve Der pl uyarimh
mononiikleer hiicre kiiltiirlerinde CD4+ T lenfosit proliferasyon oranlarimi
immiinoterapi almis bireylerin kok hiicresiz kiiltiirlerindeki CD4+ T lenfosit
proliferasyon oranina gore istatistiksel anlamli fark bulunmamaktadir (p>0,05).
*P<0,05; **P<0,01; ***P<0,005; ****P<0,001
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6.4. DF-MKH astim hastalarinda CD4* T lenfosit apoptozunu azaltti

DF-MKH’ lerin T lenfosit apoptozu Uzerine etkisini arastirmak amaciyla hastalarin
vendz kanindan izole edilen mononiikleer hiicrelerle birlikte uyarimsiz, T hiicre
uyarimi (CDmix; anti-CD3/anti-CD28), antijen spesifik uyarim (Der p1) veya IFN-y
uyarimu ile kiiltiir edildi ve mononiikleer hiicrelerin iginde bulunan CD4* T lenfosit
apoptozu Uzerine etkisi incelendi. Bu amagla mononikleer hucrelerinin DF-MKH

varliginda ve yoklugunda 3 giin (72 saat) boyunca kiiltiirleri yapildi.

Astim hastalarinda CD4" T lenfosit apoptozu CDmix ve Der pl ile uyarilan
(CDmix; 25,6+4.1, Der p1; 20,2+3,3) mononikleer hiicrelerde immiinoterapi grubuna
(CDmix; 11,1+2.8, Der p1; 6,2£1.9) (CDmix; p<0,01 ve Der p1; p<0,001) ve saglikli
bireylere gore (CDmix; 5,7+0,8, Der p1; 4,4+0,6) istatistiksel olarak anlaml1 derecede
yiiksek oldugu gézlemlendi (CDmix; p<0,001 ve Der p1; p<0,001). Astim hastalarinda
IFN-y uyarimli mononiikleer hiicre kiiltiirlerinde CD4" T lenfosit apoptozunun
(19,2+£2,8) immiinoterapi almis bireylere gore (17,1+2,4) anlamli fark olmadigi
(p>0,05), ancak saglikli bireylere gore (9,4+1,7) istatistiksel olarak anlamli yiiksek
oldugu goriildii (p<0,01).

Astim hastalarinin CDmix uyarimli mononiikleer hiicreler ile DF-MKH birlikte
kiltlrlerinde CD4" T lenfosit apoptozu (8,7+1,2) kok hiicresiz kultirlere gore
(25,6£4.1) istatistiksel anlamli azald1 (p<0,01). Astim hastalarinin Der pl uyarimli
mononikleer hiicreler ile DF-MKH birlikte kiltiirlerinde CD4* T lenfosit apoptozu
(12,8+1,4) kok huicresiz kulturlere gore (20,2+3,3) istatistiksel anlamli azaldi (p<0,05).
Astim hastalarinda IFN-y uyarimli mononiikleer hiicrelerin DF-MKH ile birlikte
kiltlrlerinde CD4™ T lenfosit apoptozu (3,3+0,4) ayni uyarimli kok hiicresiz kiiltiirlere
gore (19,2+2,8) anlamli azaldi (p<0,01).

Immiinoterapi almis bireylerde Der pl uyarimli DF-MKH ile birlikte kltiirlerde
(4,5+1,4) mononikleer hiicre kiltlrlerine gére CD4"* T lenfosit apoptozunda (6,2+1.9)
anlamli bir degisiklik olmadi (p>0,05). Immiinoterapi almis bireylerde CDmix
uyarimhi DF-MKH ile birlikte kiltirlerde CD4" T lenfosit apoptozu (8,5+1,6)
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mononukleer hucre kultirlerine gore (11,1+2.8) anlamli fark gorilmedi (p>0,05).
Immiinoterapi almis bireylerde IFN-y uyarimli mononiikleer hiicrelerin DF-MKH ile
birlikte kulturlerinde CD4" T lenfosit apoptozu (4,6+0,5) ayni1 uyarimli kok hiicresiz
kllturlere gore (12,8+1,9) anlamli azald1 (p<0,01).

Saglikli bireylerde CDmix uyarimli DF-MKH ile birlikte kiltirlerde CD4* T
lenfosit apoptozu (3,6+£0,4) mononukleer hiicre kiltlrlerine gore (5,7+0,8) istatistiksel
anlamli fark gortulmedi (p>0,05). Der pl uyarimli DF-MKH ile birlikte kilturlerde
CD4* T lenfosit apoptozu (4,2+0,3) mononiikleer hiicre kiltirlerine gore (4,4+0,6)
istatistiksel anlamli fark goriilmedi (p>0,05). Saglikli bireylerde IFN-y uyariml
mononikleer hiicrelerin DF-MKH ile birlikte kiltirlerinde CD4" T lenfosit apoptozu
(3,8+1,4) ayni uyarimli kok hiicresiz kiiltiirlere gore (9,4+1,7) anlamli azaldi (p<0,05).

Elde edilen sonuglara gére CDmix uyarimi ve Der pl uyarimi ile DF-MKH’ler
astim hastalarinin CD4" T lenfosit apoptoz oranini immiinoterapi almis bireylerin ve
saglikli bireylerin kok hiicresiz CDmix uyarimli ve Der p1 uyarimli kiiltiirlerine gére

istatistiksel anlamli1 fark olmayacak oranda yaklastirdi (p>0,05). (Sekil 14)
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Sekil 14. CD4" T lenfosit apoptozu. A) DF-MKH’in astim, immiinoterapi almis
bireyler ve saglikli bireylerde lenfosit hiicrelerinin apoptozu ve canliligi Gzerindeki
etkisi akim sitometri analizi ile gosterilmistir. Annexin V/7AAD ile isaretlenen
hicreler; Annexin V/7AAD" alan canlilik, Annexin V*/7AAD" erken apoptoz,
Annexin V*/7TAAD" gec apoptoz, Annexin V/7TAAD™ nekrozu gostermektedir.

B) Astim hastalarinda CDmix ve Der pl uyarimli kok hiicresiz kiiltiirlerde lenfosit
apoptozu immiinoterapi almis bireylere (p<0,05) ve saglikli bireylere (p<0,005) gore
istatistiksel anlamli yiiksektir. DF-MKH’ler CDmix ve Der pl uyarimli kdk hiicresiz
kulturlerde CD4* T lenfosit apoptoz oranlarini immiinoterapi almig bireylerin kok
hiicresiz kiltirlerindeki CD4" T lenfosit apoptoz oranina gore istatistiksel anlamli fark
bulunmamaktadir (p>0,05). *P<0,05; **P<0,01; ***P<0,005; ****P<0,001
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6.5. DF-MKH astim hastalarinda CD4*CD25"FoxP3* regulator T hlicre oranim
arttirda

Bu ¢alismada DF-MKH hiicrelerinin CD4*CD25*FoxP3" T reglatér hiicreleri
Uzerine etkisi arastirildi. Astim hastalarinda CD4*CD25"FoxP3" T regulator hiicre
oranlart CDmix, Der pl ve IFN-y ile uyarilan mononukleer hicrelerde (CDmix;
2,2+0,3, Der pl; 1,3+0,4, IFN-y; 3,9+0,4) immunoterapi grubuna (CDmix; 8,1+1.2,
Der p1; 7,2£0.9, IFN-y; 7,4+0,6) (CDmix; p<0,001, Der p1; p<0,001, IFN-y; p<0,001)
ve saglikli bireylerin CDmix (3,1+0,4) ve Der pl (3,4£0,6) uyariml kiiltiirlerine gore
istatistiksel anlamli diisik oldugu (CDmix; p<0,05, Der pl; p<0,01), saglikl
bireylerin IFN-y uyarimli kiltiirlerine goére anlamli fark olmadigi (4,0%0,3)

gorilmistiir (IFN-y; p>0,05).

Astim hastalarinin CDmix uyarimli mononiikleer hicreler ile DF-MKH birlikte
kulturlerinde CD4"CD25"FoxP3* T regiilator hiicre oranlar (4,6+0,3) kok hiicresiz
kllturlere gore (1,9+0,3) istatistiksel anlamli artt1 (p<0,01). Astim hastalarinin Der p1
uyarimli  mononiikleer  hiicreler ile = DF-MKH  birlikte  kalturlerinde
CD4*CD25"FoxP3" T regiilator hiicre oranlar1 (4,0£0,4) kok hicresiz kiltirlere gore
(1,3+0,4) istatistiksel anlamli artt1 (p<0,005). Astim hastalarinda IFN-y uyarimli
mononiikleer hicrelerin DF-MKH ile birlikte kiltlrlerinde CD4*CD25*FoxP3* T
regiilator hiicre oranlari (6,5+0,7) ayn1 uyarimli kok hiicresiz kiiltiirlere gore (3,9+0,4)

anlamlr artt1 (p<0,01).

Immiinoterapi almig bireylerde Der p1 uyarimli DF-MKH ile birlikte kilttrlerde
(6,940,4) mononikleer hiicre kiiltiirlerine gore CD4*CD25*FoxP3* T regilator hiicre
oranlarinda (7,2+0.9) anlamli bir degisiklik olmad1 (p>0,05). Immiinoterapi almus
bireylerde CDmix uyarimli DF-MKH ile birlikte kiltirlerde CD4"CD25"FoxP3* T
regiilator hiicre oranlarinda (8,5+0,6) mononiikleer hicre kultirlerine gore (8,1+1.2)
istatistiksel anlamli fark goriilmedi (p>0,05). Immiinoterapi almis bireylerde IFN-y
uyarimli  mononiikleer  hiicrelerin  DF-MKH ile  birlikte  kalttrlerinde
CD4*"CD25"FoxP3" T regiilator hiicre oranlarinda (7,2+0,7) aymi uyarimli kok
hlcresiz klturlere gore (7,4+0,6) anlaml fark gortilmedi (p>0,05).

68



Saglikli  bireylerde CDmix uyarimli DF-MKH ile birlikte kultirlerde
CD4*CD25'FoxP3" T regiilator hiicre oranlarinda (4,6£0,4) mononikleer hiicre
kilturlerine gore (3,1+0,4) istatistiksel anlamli artt1 (p<0,05). Der pl uyarimli DF-
MKH ile birlikte kuiltirlerde CD4"CD25"FoxP3" T regiilatér hiicre oranlarinda
(3,1+0,2) mononikleer hticre kulturlerine gore (3,4+0,6) istatistiksel anlamli fark
gorulmedi (p>0,05). Saglikli bireylerde IFN-y uyarimli mononiikleer hiicrelerin DF-
MKH ile birlikte kdltirlerin CD4"CD25'FoxP3" T regiilator hiicre oranlarinda
(6,4+0,6) ayn1 uyarimli kok hiicresiz kiiltiirlere gore (4,0+0,3) istatistiksel olarak
anlaml artt1 (p<0,05).

Elde edilen sonuglara gére CDmix uyarimi ve Der pl uyarimi ile DF-MKH’ler
astim hastalarinin CD4"CD25*FoxP3* T regiilator hiicre oranlarini saglikli bireylerin
kok hiicresiz CDmix uyarimli ve Der pl uyarimli kiiltiirlerine gore istatistiksel anlaml
fark olmayacak oranda yaklastirdi (p>0,05). DF-MKH’ler IFN-y uyarimi ile
mononikleer hiicrelerin birlikte kiltirlerinde CD4"CD25"FoxP3* T regulator hiicre
oranlarini immiinoterapi almis bireylerin kok hiicresiz kiiltiirlerindeki T regulator
hiicre oranlarma yaklastirmistir, aralarinda anlamli bir fark goriilmemistir (p>0,05).

(Sekil 15)
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Sekil 15. CD4"CD25FoxP3" T regiilator hiicre oranlari.
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Sekil 15 (Devam). CD4"CD25'FoxP3" T regiilator hiicre oranlari. A) T regiilator
hiicrelerin akim sitometri analizi. CD25+ hiicrelerin i¢inden kapilanan lenfositler
secilerek CD4+FoxP3+ hiicreler analiz edilmistir. B) Istatistiksel veriler astim
hastalarinin CDmix, Der pl ve IFN-y uyarimli periferal kan mononiikleer hiicre
kultirlerinde CD4"CD25FoxP3* T regiilator hiicre oranlarinin immiinoterapi almis
bireylere gore anlamli diisiik oldugu goriilmektedir (CDmix; p<0,001, Der p1; p<0,001
ve IFN-y; p<0,005). Astim hastalarinin periferal kan mononiikleer hiicrelerinin DF-
MKH ile birlikte kiiltiirlerinde CDmix ve Der p1 uyarimlarinda CD4*CD25"FoxP3" T
regiilator hiicre oranlar saglikli bireylerin ayn1 uyarimli kék hiicresiz kiiltiirlerine gore
anlamli bir fark bulunmamaktadir (p>0,05). Astim hastalarinin periferal kan
mononikleer hucrelerinin  IFN-y uyarimli DF-MKH ile birlikte kulttrlerinin
CD4"CD25"FoxP3* T regiilator hiicre oranlarinda immiinoterapi almis bireylerin ayni
uyarimli kok hiicresiz kiiltiirlerine gore anlamli bir fark goériilmemistir (p>0,05).
*P<0,05; **P<0,01; ***P<0,005; ****P<0,001

6.6. DF-MKH astim hastalarinin monosit ve dendritik hiicrelerinde

kostimiilasyonu baskiladi

Bu ¢alismada DF-MKH’lerin antijen sunucu hiicreler olan monositler (CD14") ve

dendritik hiicrelerin (CD11b") kostimiilasyonu Gzerindeki etkisi arastirilmustir.

Astim hastalarinda CD14" hiicrelerde CD80, CD83 ve CD86 kostimulator
molekdl ifadesi CDmix (CD80; 18,1+2,3, CD86; 16,6+2,7), Der p1 (CD80; 28,3+4,2,
CD86; 21,6+2,2) ve IFN-y (CD80; 26,1+3,2, CD86; 29,6+2,7) ile uyarilan kok
hlcresiz kilttlerde, imminoterapi almis bireylere (CDmix: CD80; 11,2+1,3, CD86;
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12,6+2,2, Der pl: CD80; 4,2+1,1, CD86; 1,0+0,2, IFN-y: CD80; 11,2+1,1, CD86;
8,3+0,9) ve saglikli bireylere gore (CDmix: CD80; 6,1+0,5, CD86; 11,6+0,8, Der p1:
CD80; 1,1+0,2, CD86; 3,0+0,7, IFN-y: CD80; 3,2+0,4, CD86; 4,8+0,7) anlaml
derecede arttig1 gortilmiistiir (p<0,05). Astim hastalarinin kok hiicresiz mononiikleer
hicre kilturlerinde CD83 ifadesinde CDmix (2,7+0,4), Der pl1 (CD83; 1,6+0,3) ve
IFN-y (1,6£0,3) uyarimli kiiltiirlerde immiinoterapi almis bireylere (CDmix; 1,2+0,3,
Der p1; 1,4+0,3, IFN-y; 1,0£0,2) ve saglikli bireylere gore (CDmix; 2,7+0,4, Der pl;
1,2+0,4, IFN-y; 2,3£0,5) anlamli bir fark bulunmamistir (p>0,05).

Astim hastalarinda CD11b* hiicrelerde CD80, CD83 ve CD86 kostimilator
molekdl ifadesi CDmix (CD80; 27,1+£3,6, CD83; 23,2+2,1, CD86; 22,6+2,7) ve Der
pl (CD80; 28,9+1,2, CD83; 23,4+2,6, CD86; 21,6+2,2) ile uyarilan kok hiicresiz
kiltulerde, imminoterapi almis bireylere (CDmix: CD80; 6,2+1,3, CD83; 14,6+1,2,
CD86; 13,7+1,4, Der pl: CD80; 3,6+0,4, CD83; 4,3+0,8, CD86; 3,7+0,6) ve saglikli
bireylere gore (CDmix: CD80; 12,1+0,7, CD83; 11,2+0,5, CD86; 11,8+0,7, Der pl:
CD80; 1,8+0,4, CD83; 2,6+0,6, CD86; 3,1+0,3) istatistiksel anlamli arttig
goriilmistiir (p<0,05).

Astim hastalarinin mononiikleer hiicreler ile DF-MKH birlikte kultirlerinde
CD14" hiicrelerde CD80 ve CD86 ifadesi oranlart CDmix uyariminda (CD80; 7,3+0,5,
CD86; 10,2+0,7), Der pl uyariminda (CD80; 6,6+0,7, CD86; 9,8+0,6) ve IFN-y
uyariminda (CD80; 12,7+0,8, CD86; 10,9+0,5) kok hicresiz kultirlere gore
istatistiksel anlamli azaldi (CDmiX; pcpgo<0,005 ve pcpge<0,01, Der pl; pcpso<0,001
ve pcose<0,01, IFN-y; pcpso<0,005 ve pcpes<0,05). Astim hastalarinin mononiikleer
hicreler ile DF-MKH birlikte Kkultirlerinde CD14" hicrelerde CD83 ifadesi
oranlarinda anlamli bir degisiklik bulunmadi (p>0,05).

Astim hastalarinin mononiikleer hiicreler ile DF-MKH birlikte kalttrlerinde
CD11b" hiicrelerde CD80, CD83 ve CD86 ifadesi oranlart CDmix uyariminda (CD80;
4,1+0,2, CD83; 4,8+0,3, CD86; 10,7£0,4), Der p1 uyariminda (CD80; 4,6+0,3, CD83;
3,3+0,7, CD86; 11,2+1,4) ve IFN-y uyariminda (CD80; 3,6+0,2, CD83; 6,1+0,4,
CD86; 5,9+0,3) kok hiicresiz kiiltiirlere gore istatistiksel anlamli azaldi (CDmix;
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Pcogo<0,005, pcpss<0,001 ve pcpss<0,005, Der pl; pcpego<0,005, pcpes<0,001 ve
pCD86<0,001, IFN-y; pCD80<0105, pCD83<0,01 ve pCD86<0101)-

Immiinoterapi almis bireylerde Der p1 uyarimli DF-MKH ile birlikte kilturlerde
mononikleer hiicre kiiltlrlerine gére CD14" ve CD11b" hiicrelerinin CD80, CD83 ve
CD86 ifadesinde anlaml1 bir fark goriilmedi (p>0,05). Immiinoterapi almis bireylerde
CDmix uyarimli DF-MKH ile birlikte kilttrlerde mononiikleer hticre kiilturlerine gore
CD80 ifadesi (3,5+0,7) CD86 ifadesi (4,1+0,9) ve IFN-y uyarimli ko-kdilttrlerde CD80
ifadesi (3,8+£0,4) kok hiicresiz kiiltiirlere gore istatistiksel anlamli azaldi (sirasiyla;
p<0,05, p<0,01 ve p<0,05). immiinoterapialmis bireylerin mononiikleer hiicrelerle
DF-MKH birlikte kdltirlerde mononikleer hiicre kiltirlerine gére CD11b*
hiicrelerinde CD80 ifadesinde CDmix uyarimli (3,1£0,3) ve IFN-y uyarimli (4,1%0,4)
ko-kiiltiirlerde, CD83 ifadesinde CDmix uyarimli (4,6£0,5) ko-kilttirlerde, CD86
ifadesinde CDmix uyarimli (5,7£0,6) ve IFN-y uyarimli (3,4+0,4) ko-kuilturlerde
istatistiksel olarak anlamli azaldigi gozlemlendi (CDmix; pcpgo<0,05, pcpss<0,01,

pcpes<0,01, IFN-y; pcpso<0,05 ve pcpes<0,05).

Saglikli bireylerde Der p1 uyarimli DF-MKH ile birlikte kilturlerde monontkleer
hiicre kiltlirlerine gére CD14" ve CD11b* hiicrelerinin CD80, CD83 ve CD86
ifadesinde anlamli bir fark goériilmedi (p>0,05). Saglikli bireylerde DF-MKH ile
birlikte kaltirlerde mononikleer hiicre kiltirlerine gére CD14" hiicrelerinde CD83
ifadesinde anlamli degisiklik gbzlenmezken, CDmix uyarimli ko-kiltiirlerde CD80
ifadesi (0,9£0,2) CD86 ifadesi (5,6+0,3) ve IFN-y uyarimli ko-kiltirlerde CD86
ifadesi (4,8+0,3) kok hiicresiz kiiltlirlere gore istatistiksel anlamli azaldi (sirasiyla;
p<0,05, p<0,01 ve p<0,05). DF-MKH ile birlikte kultirlerde mononikleer hiicre
kiltarlerine gére CD11b" hiicrelerinde CD80 ifadesinde CDmix uyarimh (1,4+0,1) ve
IFN-y uyarimli (1,1£0,1) ko-kiilturlerde, CD83 ifadesinde CDmix uyarimli (3,6%0,3)
ve IFN-y uyarimhi (1,0£0,2) ko-kiltirlerde, CD86 ifadesinde CDmix uyarimli
(4,0£0,3) ve IFN-y uyarimli (1,4+0,5) ko-kiiltiirlerde istatistiksel olarak anlamli
azaldigr gozlemlendi (CDmix; pcpgo<0,05, Ppcpss<0,005, pcoss<0,01, IFN-y;
Pcpgo<0,05, pcpss<0,01, pcoss<0,05). (Sekil 16)
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Sekil 16. CD14* ve CD11b* hiicrelerde kostimilasyon. A) DF-MKH varliginda ve
yoklugunda mononiikleer hiicrelerden segilen CD14" veya CD11b" hiicrelerin CD80,
CD83 ve CD86 ifadesinin akim sitometri cihazinda histogram analizi. B) Istatistiksel
verilere gore astim hastalarmi CD 14" hiicrelerinde CD80 ve CD86 ifadesi ve CD11b*
hicrelerde CD80, CD83 ve CD86 ifadesi CDmix, Der pl ve IFN-y uyarimh
kiiltiirlerde immdiinoterapi ve saglikli bireylere gore anlamli ytiksektir (p<0,05). DF-
MKH’ler astim hastalarinin CD14" hiicrelerinde CDmix uyarimiyla CD80 ve CD86
ifadesini ve immiinoterapi almis bireylerin ve saglikli bireylerin kok hiicresiz
kiiltiirlerine yaklastirdigi ve CD11b" hiicrelerinde CDmix ve Der p1 uyarimiyla CD80,
CD83 ve CD86 ifadesinde immiinoterapi almis bireylerin kok hiicresiz kilturlerindeki
oranlara yaklastirdig1 gosterilmistir. *P<0,05; **P<0,01; ***P<0,005; ****P<0,001
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6.7. DF-MKH astim hastalarinin efektor, efektor bellek ve merkez bellek CD4* T

lenfosit oranlarim azaltirken, naive CD4"* T lenfosit oranlarim artirdi

Bu c¢alismada, DF-MKH’lerin astim hastalarinin CD4" T lenfositlerde naive,

efektor ve bellek fenotiplerinin orani iizerindeki etkisi arastirilmistir.

Astim hastalarinin naive CD4" T lenfosit oranlar1 CDmix uyarimli (35,3+4,6), Der
pl uyarimli (22,8+3,2) mononikleer hiicre Kkiltirlerinde, immiinoterapi almis
bireylerin CDmix (40,7£2,3) ve Der pl (53,4+3,1) uyarimh kiiltiirlerine ve saglikli
bireylerin CDmix (53,1+2,7) ve Der pl (43,8+2,3) uyarimh kiiltiirlerine gore
istatistiksel olarak anlamli diisiik bulunmustur (A-1T: CDmix; p<0,05, Der p1; p<0,05,
A-S: CDmix; p<0,05, Der pl; p<0,01). Astim hastalarnin IFN-y uyarimli
mononikleer hiicre kiltlrlerinde naive CD4" T lenfosit oranlar1 (39,2+3,7) ile
imminoterapi grubu (37,4+2,7) ve saglikli grubunun naive CD4" T lenfosit oranlari
(35,942,8) arasinda anlamli bir fark bulunmamistir (p>0,05). DF-MKH ile birlikte
kilturlerde astim hastalarinin CD4" T lenfosit oranlari CDmix uyarimiyla (57,3%3,8),
Der pl uyarmmiyla (61,7£2,5) ve IFN-y uyarimiyla (59,6%2,1) istatistiksel olarak
anlaml1 arttt (CDmix; p<0,01, Der p1; p<0,005, IFN-y; p<0,01). DF-MKH ile birlikte
kiiltiirlerde astim hastalarmin naive CD4" T lenfosit oranlart Der pl uyariminda
saglikli bireylerin kok hiicresiz Der pl uyarimhi naive CD4* T lenfosit oranlarina
yaklagtirirken (p>0,05), immiinoterapi almis bireylerin CDmix, Der pl ve IFN-y
uyarimli kok hiicresiz naive CD4" T lenfosit oranlarindan istatistiksel olarak anlaml

daha fazla artirdig1 goriilmiistiir (p<0,05).

Astim hastalarinin efektér CD4" T lenfosit oranlart CDmix uyarimli (5,710,4),
Der pl uyarimli (4,2+0,5) monontkleer hiicre kultlrlerinde, immiinoterapi almis
bireylerin CDmix (3,2+0,3) ve Der pl (2,4+0,4) uyarimlh kiiltiirlerine ve saglikli
bireylerin CDmix (3,1+0,4) ve Der p1 (0,8+0,3) uyarimli kiiltiirlerine gore istatistiksel
olarak anlamli yiuksek bulunmustur (A-IT: CDmix; p<0,01, Der pl; p<0,05, A-S:
CDmix; p<0,05, Der pl1; p<0,005). Astim hastalarinin IFN-y uyarimli mononiikleer
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hicre kulturlerinde efektor CD4" T lenfosit oranlar1 (3,6+0,4) ile imminoterapi
grubunun efektér CD4™ T lenfosit oranina gore (5,5+0,5) istatistiksel anlamli diisiik
bulunmustur (A-1T: IFN-y; p<0,05). Astim hastalarinin IFN-y uyarimli mononiikleer
hiicre kulturlerinde efektdor CD4™ T lenfosit oranlari ile saglikli grubunun efektér CD4*
T lenfosit oranlar1 (3,5+0,2) arasinda anlamli bir fark bulunmamustir (p>0,05). DF-
MKH ile birlikte kiiltiirlerde astim hastalarinin efektor CD4" T lenfosit oranlari
CDmix uyarimiyla (3,2+0,2) istatistiksel anlamli azaltirken (p<0,05), Der p1 ve IFN-
v uyarimli kokiiltiirlerde kok hiicresiz kiiltiirlere gore efektor CD4™ T lenfosit oranlari
azalma egiliminde olup istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamistir (p>0,05).
DF-MKH’ler astim hastalarinin efektor CD4" T lenfosit oranlarin1t CDmix uyariminda
saglikli bireylerin ve immiinoterapi almis bireylerin kok hlcresiz CDmix uyarimli
efektdor CD4" T lenfosit oranlarina yaklastirdi, aralarinda anlamli bir fark bulunmadi
(p>0,05).

Astim hastalarinin efektor bellek CD4" T lenfosit oranlari CDmix uyarimli
(23,7£1,9), Der pl uyarimli (24,2+2,5) ve IFN-y uyarimli (27,1£3,4) monontkleer
hicre kaltirlerinde, immiinoterapi almis bireylerin CDmix (3,5+0,3), Der pl
(16,4+1,7) ve IFN-y uyarimli (11,2+1,7) uyarimlh kiltiirlerine ve saglikli bireylerin
CDmix (15,6£2,4), Der p1 (1,8+0,5) ve IFN-y uyariml (1,240,3) uyarimli kiiltiirlerine
gore istatistiksel olarak anlaml yiiksek bulunmustur (A-I1T: CDmix; p<0,001, Der p1;
p<0,01, IFN-y; p<0,005, A-S: CDmix; p<0,005, Der pl; p<0,001, IFN-y; p<0,001).
DF-MKH ile birlikte kiiltiirlerde astim hastalarinin efektor CD4* T lenfosit oranlari
CDmix uyarimiyla (3,2+0,2) istatistiksel anlamli azaltirken (p<0,05), Der p1 ve IFN-
v uyariml kokiiltiirlerde kok hiicresiz kiiltiirlere gore efektor CD4" T lenfosit oranlari

azalma egiliminde olup istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamistir (p>0,05).

Astim hastalarmin merkez bellek CD4" T lenfosit oranlart CDmix uyarimli
(29,7+1,9) ve IFN-y uyarimli (24,6£2,2) mononukleer hiicre kultrleri immunoterapi
almis bireylerin CDmix uyarimli (51,8+3,9) ve IFN-y uyarimli (43,6+1,8) kilturlerine

ve saglikli bireylerin IFN-y uyarimli (55,1+3,7) kiiltiirlerine gore istatistiksel anlaml
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diisiik bulunmustur (A-1T: CDmix; p<0,01, IFN-y; p<0,01, A-S: IFN-y; p<0,005).
Astim hastalarinin merkez bellek CD4™ T lenfosit oranlar1 Der p1 uyarimli (43,913,2)
mononiikleer hiicre Kkiiltlirleri immiinoterapi almis bireylerin Der pl uyarimlh
(22,7£2,5) mononiikleer hiicre kiiltiirlerine gore anlamli yiiksek (p<0,01) ve saglikli
bireylerin Der pl uyarimhi (51,8+4,1) kiiltiirlerine gbre anlamli diisiik bulunmustur
(p<0,05). DF-MKH ile birlikte kiiltiirlerde astim hastalarinin merkez bellek CD4* T
lenfosit oranlart CDmix uyarimiyla (18,6%3,2) ve Der pl uyarimiyla (17,9+2,7)
Istatistiksel anlamli azaltirken (CDmix; p<0,05 ve Der pl; p<0,01), IFN-y uyarimh
kokulturlerde (19,4+2,8) kdk hiicresiz kulturlere gore efektér CD4™ T lenfosit oranlari
azalma egiliminde olup istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamistir (p>0,05).
DF-MKH’ler astim hastalarinin merkez bellek CD4* T lenfosit oranlarini Der pl
uyariminda immiinoterapi almis bireylerin kok hiicresiz Der p1 uyarimli merkez bellek
CD4" T lenfosit oranlarina yaklastirdi, aralarinda anlamli bir fark bulunmadi (p>0,05).

(Sekil 17)
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Sekil 17. Naive, efektor, efektor bellek ve merkez bellek CD4* T lenfosit oranlari.

76



B CD4+ Naive T Lenfosit % CD4+ Merkez Bellek T Lenfosit %

COMCCR7 COASRA'T %
COMCCR7 COASRA T %

COM CORTCDASRA T %
COaM CCR7CDASRA™ T%

o

pr
o A o T o E s 3

T & = i o Sl -«
R

Ea = Ll

Sekil 17. (Devam). Naive, efektor, efektor bellek ve merkez bellek CD4" T lenfosit
oranlart A) DF-MKH varliginda ve yoklugunda mononiikleer hiicrelerden secilen
CD3*CD4" lenfositlerden se¢ilen hiicrelerin CCR7 ve CD45RA akim sitometri analizi
gosterilmistir. CCR7°'CD45RA" alanda Naive, CCR7'CD45RA" alanda efektor,
CCR7'CD45RA" alanda efektor bellek, CCR7*CD45RA" alanda merkez bellek
hiicreler gosterilmistir. B) Istatistiksel verilere gore astim hastalarmimn CDmix ve Der
pl uyarimli mononiikleer hiicre Kkiiltiirlerinde naive CD4" T lenfosit oranlari
immiinoterapi almis bireylere gore istatistiksel anlamli diisiiktiir (p<0,05). CDmix ve
Der p1 uyarimhi mononiikleer hiicre kiiltiirlerinde efektor ve efektor bellek CD4* T
lenfosit oranlar1 astim hastalarinda immiinoterapi almis bireylere gore istatistiksel
anlaml ytiksektir (p<0,05). DF-MKH’ler astim hastalarinin efektdr ve efektor bellek
CD4* T lenfosit oranlarini anlamli azaltirken, naive CD4" T lenfosit oranlarim
istatistiksel olarak anlamli artirmistir (p<0,05). *P<0,05; **P<0,01; ***P<0,005;
****pP<0,001

6.8. DF-MKH astim hastalarinda IL-4 diizeylerini azaltti, IFN-y ve [IL-10

diizeylerini artird:

Astim hastalifinda inflamatuar yanitlar esnasinda Th2 hiicreler tarafindan
salgilanan IL-4, IL-5 ve IL-13 sitokinleri astim patofizyolojisinde dnemli rol oynar
(Barnes, 2001). Allerjen spesifik immunoterapide T regiilatér ve Thl (T yardimci
hiicre 1) fenotiplerini 6n plana ¢ikarilarak IL-10 ve IFN-y sekresyonunu arttirilmast,
bdylece Th2 yoniinde polarize olmus inflamatuar yanitlarin baskilanmasi amaclanir

(Akdis CA ve Akdis M, 2011). Bu calismada, DF-MKH’lerin astim hastalarinda
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periferal kandan izole edilen mononikleer htcrelerin iginde Thl ve Th2
farklilasmasindaki etkisini ve immiin diizenlemedeki etkisini arastirmak amaciyla IL-
4, IL-10 ve IFN-y sitokin miktarlar1 incelendi. Sitokin miktarlar1 72 saat kiiltiir

stiresinin sonunda toplanan kiiltiir siipernatantlarindan akim sitometri cihazi ile analiz

edildi.

Astim hastalariin mononiikleer hiicre kiiltlir stipernatantlarinda 1L-4 miktari
(pg/mL) CDmix uyarimi (14,1+2,2), Der pl uyarimi (17,9+3,4) ve IFN-y uyarimi
(8,2+2,3) ile immiinoterapi almis bireylerin CDmix uyarimi (0,9£0,2), Der p1 uyarimi
(1,1+0,3) ve IFN-y uyarimi (0,7%0,2) ve saglikli bireylerin CDmix uyarimi (0,6%0,2),
Der p1 uyarimi (0,4+0,1) ve IFN-y uyarimina (0,3£0,1) gore istatistiksel olarak anlaml
yuksek bulundu (A-1T: CDmix; p<0,001, Der pl; p<0,005, IFN-y; p<0,001, A-S:
CDmix; p<0,001, Der p1; p<0,005, IFN-y; p<0,001). Astim hastalarinin mononiikleer
hicreleri ile DF-MKH birlikte kiiltiirlerinde siipernatant sitokin miktart CDmix
uyariminda (3,6£0,8), Der p1 uyariminda (4,9£1,8) ve IFN-y uyariminda (1,60,5) kok
hiicresiz kiiltiirlere gore istatistiksel anlamli azaldi (CDmix; p<0,001, Der p1; p<0,01,
IFN-vy; p<0,005). Astim hastalarinin Der p1 uyarimli ko-kilturlerindeki IL-4 miktar
immiinoterapi almis hastalarin Der pl uyarimli kok hiicresiz mononiikleer hiicre
kulttrlerindeki IL-4 miktarina yaklastirdi, aralarinda istatistiksel anlamli bir fark
bulunmadi (p>0,05).

Astim hastalarinin mononiikleer hiicre kiiltlir siipernatantlarinda IFN-y miktari
(pg/mL) CDmix uyarimi (48,3+9,8), Der pl uyarimi (27,9+6,1) ve IFN-y uyarimi
(62,2£7,6) ile immiinoterapi almis bireylerin CDmix uyarimi (389,9+21,3), Der pl
uyarimi (196,8+11,6) ve IFN-y uyarimi (417,6£16,4) ve saglikli bireylerin CDmix
uyarimi (285,6+24,3), Der p1 uyarimi (138,4+11,2) ve IFN-y uyarimina (181,7£23,9)
gore istatistiksel olarak anlamli diisiik bulundu (A-IT: CDmix; p<0,005, Der p1l;
p<0,01, IFN-y; p<0,001, A-S: CDmix; p<0,005, Der p1; p<0,05, IFN-y; p<0,05).
Astim hastalarinin monontikleer hiicreleri ile DF-MKH birlikte kulturlerinde IFN-y
miktart CDmix uyariminda (96,4+10,3), Der pl uyariminda (78,3%£6,9) ve IFN-y

uyariminda (162,5+£15,1) kok hicresiz kultlrlere gore istatistiksel anlamli artt1
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(CDmix; p<0,05, Der p1; p<0,05, IFN-y; p<0,01). Astim hastalarinin Der p1 ve IFN-
y uyarimli ko-kultirlerindeki IFN-y miktar1 saglikli bireylerin Der pl ve IFN-y
uyarimli kok hiicresiz monontikleer hiicre kiiltiirlerindeki IFN-y miktarina yaklastirdi,

aralarinda istatistiksel anlamli bir fark bulunmadi (p>0,05).

Astim hastalarinin mononiikleer hiicre kiiltlir siipernatantlarinda IL-10 miktari
(pg/mL) CDmix uyarimi (17,9+4,8), Der pl uyarimi (12,6+3,1) ve IFN-y uyarimi
(32,5£5,1) ile immiinoterapi almis bireylerin CDmix uyarimi (249,7+51,2), Der pl
uyarmmi (286,4+19,5) ve IFN-y uyarimi (187,2£16,1) ve saglikli bireylerin CDmix
uyarimi (145,6+£12,3), Der pl uyarimi (96,3£10,7) ve IFN-y uyarimina (76,7+11,2)
gore istatistiksel olarak anlamli diisiik bulundu (A-IT: CDmix; p<0,001, Der pl,;
p<0,001, IFN-y; p<0,001, A-S: CDmix; p<0,005, Der pl; p<0,01, IFN-y; p<0,05).
Astim hastalarinin mononiikleer hiicreleri ile DF-MKH birlikte kilttrlerinde IL-10
miktart CDmix uyariminda (106,4£12,6), Der pl uyariminda (81,2+14,7) ve IFN-y
uyariminda (97,4+12,7) kok hiicresiz kiiltiirlere gore istatistiksel anlamli artt1 (CDmix;
p<0,005, Der p1; p<0,01, IFN-y; p<0,01). Astim hastalarinin Der p1 ve I[FN-y uyarimli
ko-kulttrlerindeki 1L-10 miktar1 saglikli bireylerin Der pl ve IFN-y uyarimli kok
hicresiz mononikleer hicre kulttrlerindeki 1L-10 miktarina yaklastirdi, aralarinda
istatistiksel anlaml1 bir fark bulunmadi (p>0,05). (Sekil 18)
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Sekil 18. Kiiltiir siipernatantlarinda sitokin miktari. Astim hastalarinin periferal kan
mononikleer hiicre kalturlerinde IL-4 miktart (pg/mL) CDmix, Der pl ve IFN-y
uyariminda immiinoterapi almis bireylere ve saglikli bireylere gore istatistiksel
anlamli yiiksek bulundu (A-1T: CDmix; p<0,001, Der p1; p<0,005, IFN-y; p<0,001,
A-S: CDmix; p<0,001, Der pl; p<0,005, IFN-y; p<0,001). DF-MKH birlikte
kiiltiirlerde astim hastalarinin mononiikleer hiicrelerinden salgilanan IL-4 miktar
istatistiksel olarak anlamli artti (CDmix; p<0,001, Der p1; p<0,01, IFN-y; p<0,005),
immiinoterapi almis bireylerin Der pl uyarimli kok hiicresiz kiiltiirleriyle arasinda
anlamli bir fark bulunmadi (p>0,05). Astim hastalarinin kok hicresiz kiltirlerde IFN-
v miktar1 (pg/mL) CDmix, Der pl ve IFN-y uyariminda immdiinoterapi almis bireylere
ve saglikli bireylere gore istatistiksel anlamli diisiik bulundu (A-IT: CDmix; p<0,005,
Der pl; p<0,01, IFN-y; p<0,001, A-S: CDmix; p<0,005, Der pl; p<0,05, IFN-y;
p<0,05). DF-MKH astim hastalarinin mononiikleer hiicre kiiltiirlerinde IFN-y
miktarini kok hiicresiz kiiltiirlere gore istatistiksel anlamli artt1 (CDmix; p<0,05, Der
pl; p<0,05, IFN-y; p<0,01). Astim hastalarinin Der pl ve IFN-y uyarimhi ko-
kaltirlerindeki IFN-y miktar saglikli bireylerin Der p1 ve IFN-y uyarimli kok hiicresiz
mononikleer hiicre kilturlerindeki IFN-y miktarina yaklastird, aralarinda istatistiksel
anlaml bir fark bulunmadi (p>0,05). Astim hastalarinin IL-10 miktar1 immiinoterapi
almis bireylere ve saglikli bireylere gore istatistiksel olarak anlamli diisiik bulundu (A-
IT: CDmix; p<0,001, Der p1; p<0,001, IFN-y; p<0,001, A-S: CDmix; p<0,005, Der
pl; p<0,01, IFN-y; p<0,05). DF-MKH’ler astim hastalarinin IL-10 miktarin1 kok
hiicresiz kiiltiirlere gore istatistiksel anlamli artt1 (CDmix; p<0,005, Der p1; p<0,01,
IFN-vy; p<0,01), saglikli bireylerin Der p1 ve IFN-y uyarimli kok hiicresiz mononukleer
hicre kalttrlerindeki IL-10 miktarina yaklastirdi, aralarinda istatistiksel anlamli bir
fark bulunmadi (p>0,05). *P<0,05; **P<0,01; ***P<0,005; ****P<0,001
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6.9. DF-MKH astim hastalarinda GATA-3 ekspresyonunu azaltti, Tbet ve FoxP3

ekspresyonunu artirdi

Calismamizda, DF-MKH’lerin astim hastaliginda Th1 ve Th2 farklilasmasindaki
etkisini ve immiin diizenlemedeki etkisini arastirmak amaciyla GATA-3, Thet ve
FoxP3 transkripsiyon faktorlerinin ekspresyonu incelendi. Transkripsiyon faktorleri
icin protein izolasyonu 72 saat kultlr stresinin sonunda kiltiirdeki monontkleer

hiicrelerden yapildi. Protein hatlar1 B-aktin’e normalize edilerek analiz edildi.

Astim hastalarinin monontikleer hiicre kiiltiirlerinde GATA-3 ekspresyonu
CDmix uyarmmi (0,82+0,09), Der pl uyarimi (0,94+0,11) ve IFN-y uyarimi
(0,71£0,08) ile immiinoterapi almis bireylerin CDmix uyarimi (0,16+0,12), Der pl
uyarimi (0,10£0,07) ve IFN-y uyarimi (0,9£0,06) ve saglikli bireylerin CDmix uyarimi
(0,23£0,09), Der pl uyarmm (0,17+0,07) ve IFN-y uyarimma (0,0+0,0) gore
istatistiksel olarak anlamli yiiksek bulundu (A-IT: CDmix; p<0,005, Der p1; p<0,001,
IFN-y; p<0,01, A-S: CDmix; p<0,005, Der pl; p<0,001, IFN-y; p<0,01). Astim
hastalarinin mononiikleer hiicreleri ile DF-MKH birlikte kultirlerinde GATA-3
ekspresyonu CDmix uyariminda (0,29£0,08), Der p1 uyariminda (0,17+0,04) ve IFN-
v uyariminda (0,21+0,03) kok hiicresiz kiiltiirlere gore istatistiksel anlamli azaldi
(CDmix; p<0,01, Der pl; p<0,01, IFN-y; p<0,05). DF-MKH ile astim hastalarinin
CDmix ve Der pl uyarimli mononukleer hucre ko-kiltirlerindeki GATA-3
ekspresyonu ile saglikli bireylerin CDmix ve Der pl uyarimli kok hiicresiz
mononikleer hicre kultirlerindeki GATA-3 ekspresyonu diizeyine yaklastirdi,

aralarinda istatistiksel anlamli bir fark bulunmadi (p>0,05).

Astim hastalarinin mononiikleer hiicre kiiltiirlerinde Tbet ekspresyonu CDmix
uyarimi (0,47+0,8), Der pl uyarmm (0,39£0,06) ve IFN-y uyarimi (0,41£0,06) ile
immiinoterapi almig bireylerin CDmix uyarimi (0,96+0,12), Der pl uyarim
(0,78+0,09) ve IFN-y uyarimi (0,66£0,07) ve saglikli bireylerin CDmix uyarimi
(0,63+0,05), Der pl uyarmmi (0,60+0,06) ve IFN-y uyarimina (0,67+£0,07) gore
istatistiksel olarak anlamli diisiik bulundu (A-1T: CDmix; p<0,01, Der p1; p<0,01,
IFN-y; p<0,05, A-S: CDmix; p<0,05, Der pl; p<0,05, IFN-y; p<0,05). Astim
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hastalarinin mononiikleer hiicreleri ile DF-MKH Dbirlikte kultlrlerinde Tbet
ekspresyonu CDmix uyariminda (0,74+0,10), Der p1 uyariminda (0,70+0,09) ve IFN-
v uyariminda (0,91+0,08) kok hiicresiz kiiltiirlere gore istatistiksel anlamli artti
(CDmix; p<0,05, Der p1; p<0,05, IFN-y; p<0,01). DF-MKH astim hastalarinin Der p1
ve IFN-y uyarimli mononiikleer hiicre ko-kultirlerindeki Thet ekspresyonu ile
immiinoterapi almig bireylerin Der p1 ve IFN-y uyarimli ve saglikli bireylerin CDmix
ve Der pl uyarimli Kok hiicresiz monontkleer hiicre kulttrlerindeki Tbhet ekspresyonu
diizeyine yaklastird1, aralarinda istatistiksel anlamli bir fark bulunmadi (p>0,05), astim
hastalarinin DF-MKH ile birlikte IFN-y uyarimli ko-kiiltiirlerinde ise saglikli
bireylerin IFN-y uyarimli k6k hiicresiz kiiltiirlerine gore Tbet ekspresyonu istatistiksel

anlamli daha fazla artt1 (p<0,05).

Astim hastalarinin mononiikleer hiicre kilturlerinde FoxP3 ekspresyonu CDmix
uyarmmi (0,36£0,07), Der pl uyarimi (0,32+0,06) ve IFN-y uyarimi (0,21+0,06) ile
immiinoterapi almis bireylerin CDmix uyarimi (0,93+0,10), Der pl uyarim
(0,74+0,06) ve IFN-y uyarimi (0,86+0,04) ve saglikli bireylerin CDmix uyarimi
(0,62£0,05), Der pl uyarimi (0,57+0,04) ve IFN-y uyarimina (0,66+0,05) gore
istatistiksel olarak anlamli diisiik bulundu (A-IT: CDmix; p<0,01, Der pl; p<0,01,
IFN-y; p<0,005, A-S: CDmix; p<0,01, Der pl; p<0,05, IFN-y; p<0,01). Astim
hastalarmin mononukleer hticreleri ile DF-MKH birlikte kulturlerinde FoxP3
ekspresyonu CDmix uyariminda (0,77£0,05), Der p1 uyariminda (0,71+0,09) ve IFN-
v uyariminda (0,89+0,07) kok hiicresiz kiiltiirlere gore istatistiksel anlamli artti
(CDmix; p<0,01, Der pl; p<0,01, IFN-y; p<0,005). DF-MKH astim hastalarinin
CDmix, Der pl ve IFN-y uyarimli mononiikleer hiicre ko-kiltiirlerindeki FoxP3
ekspresyonu ile immiinoterapi almis bireylerin CDmix, Der p1 ve IFN-y uyariml ve
saglikli bireylerin CDmix uyarimli KOk hiicresiz mononikleer hiicre kilttrlerindeki
FoxP3 ekspresyonu diizeyine yaklastirdi, aralarinda istatistiksel anlamli bir fark
bulunmadi (p>0,05), astim hastalarinin DF-MKH ile birlikte Der p1 ve IFN-y uyarimli
ko-kiiltiirlerinde ise saglikli bireylerin Der pl ve IFN-y uyarimli kok hiicresiz
kiltrlerine gére FoxP3 ekspresyonu istatistiksel anlamli daha fazla artt1 (p<0,05).
(Sekil 19)
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Sekil 19. GATA-3, Thet ve FoxP3 ekspresyonu. Astim hastalarinin mononiikleer
hucre kiltirlerinde GATA-3 ekspresyonu immiinoterapi almig bireylere ve saglikli
bireylere gore yiiksek, Tbet ve FoxP3 ekspresyonu diisiiktiir. DF-MKH’ler astim
hastalarinin mononiikleer hiicrelerle birlikte kiiltiirlerinde GATA-3 ekspresyonunu
istatistiksel olarak anlamli diigiirdii (CDmix; p<0,01, Der p1; p<0,01, IFN-y; p<0,05),
Tbet ve FoxP3 ekspresyonunu anlamli artirdi (Tbet: CDmix; p<0,05, Der p1; p<0,05,
IFN-y; p<0,01, FoxP3: CDmix; p<0,01, Der pl; p<0,01, IFN-y; p<0,005). *P<0,05;
**p<(0,01; ***P<0,005; ****P<0,001
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6.10. DF-MKH astim hastalarinin immiin yanitlarim1 TGF-$ ve IDO ile baskiladi

Bu ¢alismada, DF-MKH’lerin immiin diizenleyici mediatorlerini belirlemek icin
kaltur besiyerine anti-TGF- eklenerek ¢oziinmiis TGF-B ndtralize edildi, 1-metil-D-
triptofan (1-MDT) eklenerek IDO yolagi bloke edildi ve sc-58125 eklenerek PGE2
yolagi bloke edildi. 72 saat kiiltiir siiresinin sonunda mononiikleer hiicreler i¢indeki
CD4*CD25"FoxP3" T regiilator hiicre oranlari akim sitometri cihazinda analiz edilerek

T regiilator hiicre indiiksiyonu degerlendirildi.

Astim hastalariin periferal kan mononiikleer hiicreleri ile DF-MKH birlikte
CDmix uyarimh kiiltiirlerinde CD4*CD25'FoxP3" T regiilatér hiicre oranlari
(4,7£0,5) kok hicresiz mononikleer hiicre kdltlrlerindeki CD4*CD25*FoxP3" T
regiilator hiicre oranlarina gore (1,9£0,3) istatistiksel anlamli artt1 (p<0,01). Der pl
uyarimli  mononiikleer  hiicreleri ile = DF-MKH  birlikte  kilturlerinde
CD4"CD25"FoxP3* T regiilator hiicre oranlari (4,2+0,4) kok hiicresiz mononiikleer
hiicre kiltirlerindeki CD4*CD25*FoxP3* T regiilator hiicre oranlarma gore (1,2+0,2)
istatistiksel anlamli artt1 (p<<0,005). IFN-y uyarimli mononiikleer hiicreleri ile DF-
MKH birlikte kiltirlerinde CD4*CD25"FoxP3* T regiilator hiicre oranlar1 (6,3+0,5)
kdk hiicresiz mononikleer hiicre kilturlerindeki CD4*CD25 FoxP3* T regilator hiicre
oranlarma gore (3,8+0,6) istatistiksel anlamli artt1i (p<0,01). DF-MKH’lerin
mononiikleer hiicrelerle birlikte kiltiirlerinde CDmix uyarimli anti-TGF- ile
notralizasyonu sonucunda CD4*CD25*FoxP3* T regiilator hiicre oranlari (3,0+0,2) ve
1-MDT ile bloke edilmesi sonucunda (2,1+0,3) CDmix uyariml kokiiltlirlere gore
(4,7+0,5) istatistiksel olarak anlamli azaldi (CDmix: anti-TGF-B; p<0,05, 1-MDT;
p<0,01), sc-58125 ile bloke edilmesi sonucunda (4,5+0,4) CDmix uyarimli
kokiiltiirlere gore (4,7+0,5) anlamli bir fark bulunmadi (CDmix: sc-58125; p>0,05).
DF-MKH’lerin mononiikleer hiicrelerle birlikte kiiltiirlerinde Der pl uyarimli anti-
TGF-B ile nétralizasyonu sonucunda CD4"CD25"FoxP3* T regilator hiicre oranlari
(2,8+£0,2) ve 1-MDT ile bloke edilmesi sonucunda (1,7+0,3) Der pl uyariml
kokdulturlere gore (4,2+0,4) istatistiksel olarak anlamli azald: (Der pl: anti-TGF-f;
p<0,01, 1-MDT; p<0,005), sc-58125 ile bloke edilmesi sonucunda (4,0+0,3) Der pl
uyariml kokiiltiirlere gore (4,2+0,4) anlamli bir fark bulunmadi (Der pl: sc-58125;
p>0,05). DF-MKH’lerin mononiikleer hiicrelerle birlikte kiiltiirlerinde IFN-y uyariml
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anti-TGF-B ile nétralizasyonu sonucunda CD4"CD25'FoxP3* T regulator hiicre
oranlart (3,2+0,4) ve 1-MDT ile bloke edilmesi sonucunda (2,9+0,2) IFN-y uyarimli
kokiiltiirlere gore (6,3+0,5) istatistiksel olarak anlamli azaldi (IFN-y: anti-TGF-p;
p<0,01, 1-MDT; p<0,01), sc-58125 ile bloke edilmesi sonucunda (5,9£0,4) IFN-y
uyarimh kokiiltiirlere gore (6,3+0,5) anlamli bir fark bulunmadi (IFN-y: sc-58125;
p>0,05). (Sekil 20)
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Sekil 20. DF-MKH’lerin TGF-B nétralizasyonu ve IDO, PGE2 blokaji ile
CD4*CD25"FoxP3" T regiilator hiicre oranlart. A) CD4"CD25"FoxP3* T regulator
hiicre oranlarmin akim sitometri analizi. B) Istatistik analizlerine gore; astim
hastalarinin  DF-MKH ve mononikleer hiicre birlikte kiltirlerinde TGF-p
notralizasyonu ve IDO blokaji sonucunda CD4"CD25'FoxP3" T regilator hiicre
oranlar1 kokiiltiirlere gore anlaml1 azald1.*P<0,05; **P<0,01; ***P<0,005; ****P<0,001
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7. TARTISMA ve SONUC

Bu ¢alismada DF-MKH’lerin ev tozu akarina duyarli astim hastaliginda Th1/Th2
farklilasmasi ve mononiikleer hiicreler tiizerindeki immdin dizenleyici etkisi

arastirilmastir.

Astim hastalarindan elde edilen peripheral kan mononukleer hicreler DF-MKH
varliginda ve yoklugunda CDmix, Der pl veya IFN-y uyarimli kiiltiir kosullarinda 72
saat siireyle inkiibe edilip analizleri yapilmistir. Immiinoterapi astim hastaliginin
tedavisinde ginimizde uygulanan etkili bir yontemdir. Bu tedavi yontemi ev tozu
akarina duyarli astim hastalarina subkutan veya sunlingual yolla Der pl antijeninin
diizenli araliklarla verildigi uzun siiren bir tedavi secenegidir. Calismamizda otuz aylik
immunoterapi suresi tamamlanmis astim hastalarmin dahil edilmesinde amag;
onermekte oldugumuz DF-MKH’lerin immiinomodulatuar etkinliginin giinlimiizde
uygulanan etkili bir tedavi yOnteminin sonuglariyla karsilastirmali olarak
belirlemektir. Ayn1 zamanda calismaya saglikli bireyler de eklenerek, elde ettigimiz

sonuglar hem tedavi hem de astim hastalarinin sonuglariyla birlikte degerlendirilmistir.

Astim, bronsiyal havayollarinin duyarlanmasini ve pulmoner havayollarinin
inflamasyonunu igeren kronik inflamatuar bir hastaliktir (Fireman, 2003). Astimda,
Th2 hiicreler baskin olup inflamasyonu yonlendiren hiicrelerdir ve alerjene karsi Tip
1 asirt duyarhilik reaksiyonu gorilur (Ishmael, 2011). Antijen sunan hiicrelerden naive
T hiicreye antijen sunumu esnasinda ortamdaki IL-4 sitokinin etkisiyle naive T hiicre
Th2 hiicreye farklilagir (Zhu ve ark, 2010). Th2 hiicreler arttikga IL-4 sekresyonuyla
inflamatuar yanitlar esnasinda B lenfositler IgE sentezler ve dokuda mast hiicre
aktivasyonu artar (Larche ve ark., 2003). Astimla iligkili ¢ok sayida mediator ve
immun sistem hticreleri dahil olur; T lenfositler, B lenfositler, dendritik hicreler, mast
hicreleri, eozinofiller ve bu hicrelerden sekrete edilen sitokinler (IL4, IL5 ve IL13),
histamin ve nitrik oksit gibi ¢dziinmiis molekiiller brons mukozasinda harabiyete yol
acar (Chung, 2000). Akciger hava yollar1 hiicrelerinin hasarlanmasi; yeniden

modellenmeye, diz kas kitlesinin artmasina ve epitel degisikliklere sebep olarak hava
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yolunun daralmasina, bronsiyal hiper yanitlamaya, hava yolu 6demine ve miikoz asirt

salimima yol acar (Bergeron ve ark., 2010).

Astim tedavisinde genel olarak kortikosteroidler, glukokortikoidler ve anti-
inflamatuar ilaglar kullanilmaktadir (Rhen ve Cidlowski, 2005; Kleiman ve
Tuckermann, 2007). Ancak, steroid veya kortikosteroid ilaglar cilt kurulugu, kemik
yikiminin hizlanmasi veya kas gii¢siizIiigli gibi istenmeyen yan etkilere sahiptir (Weli
ve ark., 2004). Alerjen spesifik imminoterapi ise tercih edilen diger bir tedavi
secenegidir. Bu tedavide amag, alerjene yanit olusturan T lenfositlerde anerji
olusturmaktir, ancak tedavi uzun siirelidir (Akdis C.A. ve Akdis M., 2011). Bu
nedenle, astim tedavisinde kalici, kisa siirede etki gosteren ve yan etkileri az olan
secenekler gelistirilmeye ¢alisiimaktadir. Astim dahil olmak {izere bir¢ok inflamatuar
hastalikta hiicresel tedavilerin etkinligi arastirilmaktadir. Ancak, kolay ulasilabilen ve
immiin sistemde regiilatuar etkisi basarili olan dental kaynakli kok hiicrelerin astim
hastaliginda immiinomodiilatuar ve rejeneratif etkisine ait bir ¢aligma literatiirde

mevcut degildir.

Astim hastalaginin tedavi yaklagimlarinda Th2 (T yardimci hiicre 2) dlzeyi
baskilanarak ~ imminomodulatuar T  regulatér  diizeylerinin  arttirilmasi
hedeflenmektedir (Chapoval ve ark., 2000). Th2'den salinan IL-4 ve IL-13 sitokinleri
IgE sentezinin artmasinda, IL-3, IL-5 ve GM-CSF ise eozinofilik inflamasyon
olusumunda rol oynarken Th1 hiicrelerin artis1 bu olaylar1 tersine ¢evirmektedir. Thl
hiicreler tarafindan salgilanan IFN-y, Th2 hiicreler tizerinde inhibitor etkiye sahip olup
ve bu hiicrelerin olusumunu engellemektedir (Barnes, 2001). Th2 polarizasyonunun
engellenmesiyle inflamasyon siirecinde meydana gelen eozinofil olusumu, eozinofil
ve mast hiicresi aktivasyonu, B hiicrelerin plazma hiicresine doniiserek IgE sentezleme
prosesi gibi olaylar da baskilanmaktadir (Murdoch ve Lloyd, 2010). Th2 hiicrelerde
IL-4 ifadesinde transkripsiyon faktori GATAS3, Thl hiicrelerde IFN-y ifadesinde
transkripsiyon faktéri Thet, Th17 hiucrelerde IL-17 ifadesinde transkripsiyon faktori
ROR-y-T, T regilator hiicrede IL-10 ifadesinde ise transkripsiyon faktorii FoxP3 tiir.
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Astim hastaliginda Th2 yoniine polarize olan CD4" T hiicrelerden dolayr GATA3
ifadesi artmaktadir (Vale-Pereira ve ark., 2011).

Mezenkimal kok hiicreler (MKH) kemik iligi, adipoz doku, kordon (wharton’s
jelly) ve dental dokular gibi birgcok dokudan elde edilebilen multipotent hicrelerdir
(Maleki ve ark., 2014). MKH’ler yiizeyinde CD29, CD73, CD90, CD146 gibi pozitif
belirtecleri eksprese eder, CD14, CD34, CD45 veya HLA-DR gibi hematopoietik
belirtecleri eksprese etmezler. Bu nedenle allojenik kullanimda doku reddi
olusturmayan hipoimmiinojenik hiicrelerdir (Szake ve ark., 2008). Glintimiizde dis
pulpasi, dental folikiil, insan siit disi gibi dental dokulardan izole edilmis MKH’ler
tanimlanmistir. Bu hiicreler diger dokulardaki mezenkimal kok hiicrelere oranla
katlanma sayis1 yiiksek ve kemik, kikirdak, yag, noral hiicreler gibi bir¢ok hiicre
grubuna farklilagma yetenegindedir (Suchanek ve ark., 2007). Ayn1 zamanda dental
kaynakli MKH’lerin doku rejenerasyonu ve otoimmiin hastaliklarda lenfosit
yanitlarini diizenleyici etkileri bildirilmistir (Mareschi ve ark., 2016). Daha once
yaptigimiz bir ¢alismada dental doku kaynakli kok hiicrelerin (insan siit disi pulpasi,
dental pulpa, dental folikil) icinde anti-proliferatif etkisi ylksek ve
CD4*CD25"FoxP3" Tregilator hiicre sayisini en fazla arttiran hiicre grubunun DF-
MKH oldugu gosterilmistir (Yildirim ve ark., 2016).

Astimda antijen sunucu hiicreler tarafindan naive T lenfositlere antijen
sunumunun ardindan aktive olan T lenfositler Th2 lenfositlere farklilasir ve sonrasinda
antijene spesifik yanit veren bu efektor hiicrelerde klonal gogalma gergeklesir
(Romagnani, 2000). Efektor T lenfositlerin 6mrii kisadir ve immiin yanitlarin sonunda
bu hiicrelerin bir kism1 efektdr bellek hiicreler olarak yasamaya devam eder, antijenle
tekrar karsilagsma ile hizli bir sekilde ¢ogalirlar. T lenfositlerin farkli alt gruplari in
vitro ortamda T hiicrelere spesifik uyarimlarla aktive edilebilir (Larche ve ark., 2003).
Bu ¢alismada, DF-MKH’lerin T lenfosit proliferasyonu {izerindeki etkisini belirlemek
amaciyla astim hastalarinin ven6z kanindan mononiikleer hiicreler izole edilip, DF-
MKH varliginda ve yoklugunda anti-CD3/anti-CD28 (CDmix), Der pl veya IFN-y
uyarimiyla kiltir edildi. CD3"CD4" T lenfositlerde CDmix uyariminda {¢ grupta

farkli diizeylerde proliferasyon goriiliitken astim hastalarindan izole edilen
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mononkleer hicre kiltirlerinde immdunoterapi almis bireyler ve saglikli bireylere
gore istatistiksel anlamli yliksek bulundu. Astim hastalarinda Der pl uyarimiyla
CD3*CD4" T lenfositlerde proliferasyon yaniti alinirken, immiinoterapi almis bireyler
ve saglikli bireyler Der pl uyarimina yanit olusturmadi. Bu sonug, ev tozu akarina
duyarli astim hastalarinin monontkleer hiicrelerinde spesifik antijenle aktive olan T
lenfositlerin varligint gostermektedir. IFN-y uyarimi CDmix uyarimina gore astim
hastalarinda T lenfosit proliferasyonunu istatistiksel olarak anlamli baskiladi.
Immiinoterapi almis bireylerde IFN-y uyariml kiiltiirlerinde T lenfosit proliferasyonu
asttm hastalarinin ve saglikli bireylerin ayni uyarimli kdltiirlerine gore artma
egiliminde oldugu gézlemlendi. Bu veri, immiinoterapi almig hastalarin mononiikleer
hicrelerinde IFN-y stimiilasyonuyla astim hastalar1 ve saglikli bireylere gore daha
fazla yanit olusturan T yardimer hiicrelerin bulundugunu gostermektedir. DF-MKH
astim hastalarinda CDmix ve Der pl uyarimh kiiltiirlerde CD3*CD4* T lenfosit
proliferasyonunu istatistiksel olarak anlamli baskilarken, IFN-y uyarimli kokiiltiirlerde
proliferasyon daha fazla baskilandi. DF-MKH immiinoterapi almis bireyler ve saglikli
bireylerde CDmix uyarimli kokiiltirlerde CD3"CD4" T lenfosit proliferasyonunu
istatistiksel olarak anlamli baskiladi, ancak Der p1 uyarimli kokiiltiirlerde anlamli bir
degisiklik olmadi. Giincel bir ¢alismada alerjik rinit olan hastalarin peripheral kan
mononikleer hiicrelerinde indiiklenmis pluripotent kok hiicrelerin (iPSC) ve kemik
iligi kaynakli mezenkimal kok hiicrelerin CD3™ T lenfositlerde proliferatif yanitlarini
T regiilator hiicre sayisini artirarak baskilandigini gosterilmistir (Fu ve ark., 2012).
Calismamizda elde ettigimiz sonuclar Fu ve arkadaslarinin yapmis oldugu ¢alismanin
sonuglarina benzer olarak astim hastalarindan izole edilen periferal kan mononikleer
hiicreleri ve DF-MKH’in birlikte kiiltiirlerinde CD3*CD4" T lenfosit proliferasyonunu
hem T lenfositlerin spesifik uyarimiyli hem de antijen spesifik uyarimli kokiiltiirlerde

baskiladi.

Periferal kanda bulunan CD4" T lenfositlerin %5-10’u IL-2R (CD25) reseptori
tasimaktadir ve regiilator T hiicre olarak isimlendirilen bu hiicreler 6z antijenlere kars1
toleransin devamliligini saglamaktadir. T regiilator hiicreler yanit olusturan T ve B
lenfositleri baskilamaktadir. Immiin baskilayici bir mediatdr olan TGF-B naive T

hicrelere Foxp3 (forkhead box P3) eksprese ettirmekte ve regllatér T hicrelerinin
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indiiksiyonunu saglamakta ve bu hiicreler indiikklenmis T regiilator (iTreg) hiicreler
olarak isimlendirilmektedir. (Abbas ve Lichtman, 2006). Mezenkimal kok hicrelerin
inflamatuar yanitlara kars1 salgiladiklari1 ¢oziinmiis mediatorlerle (TGF-B, IDO, PGE2)
T regiilator hiicre sayisini artirarak immiin baskilayici etki gosterdigine dair kanitlar
literatiirde yer almaktadir (Duffy ve ark., 2011). Calismamizda, T lenfosit
proliferasyonunun baskilanmasinda destekleyici sonuglar mononiikleer hiicre
kulttrleri ve DF-MKH kokiiltiirlerindeki CD4*CD25"FoxP3" T regulator hiicre
oranlarinda da gézlemlendi. Astim hastalarinin CDmix, Der pl ve IFN-y uyariml
mononikleer hiicre kiltlrlerinde CD4*CD25'FoxP3" T regiilator hiicre oranlari
immiinoterapi almis bireylere gore ve saglikli bireylerin Der pl uyariml kiiltiirlerine
gore istatistiksel olarak anlamli diisik bulundu. Elde edilen verilere gore astim
hastalarinin CD4" T lenfosit proliferasyonunun CDmix ve Der pl uyarimli
kiiltiirlerinde yiliksek olmasiin ayni kiiltiirlerde T regiilator hiicre sayisinin diisiik
olmasina bagli oldugunu diisiindiirmektedir. DF-MKH astim hastalarinin CDmix, Der
pl ve [IFN-y wuyarimli mononikleer hicrelerle birlikte kokultlrlerinde
CD4*"CD25'FoxP3" T regiilator hiicre oranlarini istatistiksel olarak anlamli artirdi.
Saglikli bireylerde ise DF-MKH CD4"CD25'FoxP3" T regiilator hiicre oranlarini
CDmix ve IFN-y uyarimli kokiiltiirlerde anlamli artirirken Der pl uyarimli
kokiiltiirlerde anlamli bir degisiklik goriilmedi. Immiinoterapi almis bireylerin kok
hlcresiz mononikleer hiicre kiiltiirlerinde astim hastalar1 ve saglikli bireylere gore
istatistiksel olarak anlamli yiiksek olan T regiilator hiicre diizeyleri ile DF-MKH
CDmix, Der pl ve IFN-y uyarimli kokultirlerinin arasinda anlamli bir degisiklik
olmadig1 gozlemlendi. Bu sonuglar, Der pl uyarimiyla aktivasyon goriilmeyen
immiinoterapi almis hastalar ve saglikli bireylerin T lenfosit yanitlarini
degistirmedigini ve inflamatuar yanitlarin olmadigi ortamda DF-MKH’nin anti-

inflamatuar yanit olusturmadigini gostermektedir.

Astim hastaliginda T lenfositlerin yliksek aktivasyonu programlanmis O6lim
yolaklarm (apoptoz) aktive etmektedir (Potapinska ve Demkow, 2009). inflamatuar
yanitlar esnasinda apoptoz homeostasis i¢in énemli bir suregtir (Schmidt ve Tuder,
2010). Bu calismada, DF-MKH’lerin astim hastaliginda proliferatif yanitlar

baskilamasinin hangi mekanizma iizerinden gergeklestigini incelemek amaciyla T
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lenfosit apoptozu Uzerindeki etkileri de arastirildi. Astim hastalarinin CDmix ve Der
pl uyarimli mononiikleer hiicre kiiltiirlerinde CD4" T lenfosit apoptozunun
immiinoterapi almis bireyler ve saglikli bireylere oranla istatistiksel olarak anlamli
yliksek bulundu. IFN-y uyariml kiiltiirlerde ise astim hastalarinda CD4* T lenfosit
apoptozu saglikli bireylere gore anlaml yiiksek oldugu, ancak immiinoterapi almis
bireylerle arasinda anlamli bir fark olmadig gézlemlenmistir. Bu sonuglar, [IFN-y’nin
astim hastalar1 lizerinde T lenfosit apoptozunu artirici etkisi oldugunu ve proliferatif
yanitlar1 lenfosit apoptozunu artirarak baskiladigini diigiindiirmektedir. Daha 6nce
yapilmis c¢aligmalarda, IFN-y’nin caspase-8’e¢ bagli programlanmis hicre 6lUm
yolaklarim1 aktive ettigi, bu sekilde T lenfositlerin c¢ogalmasin1 engelledigi
gosterilmistir (Refaeli ve ark., 2002). Astim hastalarinda CDmix, Der pl ve IFN-y
uyarimli mononiikleer hiicrelerinin DF-MKH ile birlikte kiltirlerde CD4* T lenfosit
apoptozunun istatistiksel olarak anlamli baskilandig1 gozlemlendi. Saglikli bireyler ve
immiinoterapi almig bireylerin IFN-y uyarimli mononiikleer hiicrelerinin DF-MKH ile
birlikte kiltirlerde CD4* T lenfosit apoptozu anlamli baskilanirken, CDmix ve Der pl
uyarimli kokiiltiirlerde mononiikleer hiicre kiiltiirlerine oranla azalma egiliminde
ancak anlamli bir fark goriilmedi. Elde edilen veriler T lenfosit proliferasyon
sonuglartyla birlikte degerlendirildiginde, DF-MKH’lerin aktive olan T lenfositler
tizerinde apoptoz ile hiicre Olimi gergeklestirmedigi, ancak T lenfosit
proliferasyonunu T regiilator hiicre sayisini artirarak baskiladigini gostermektedir.
Bunun yani sira, DF-MKH aktive olmayan T lenfositler tizerinde apoptozu azaltict bir
etki gostermemektedir.

Antijen sunucu hiicreler (APC) periferde monositlerden koken alan hiicrelerden
(makrofajlar, dendritik hiicreler) veya dendritik hiicre onciillerinden olusmaktadir. T
lenfositlere antijen sunumu monositlerden kdken alan makrofajlar ve dendritik
hiicreler gibi antijen sunucu hiicreler tarafindan yapilmaktadir. Antijen sunumu insan
Iokosit antijen DR (HLA-DR) ile gerceklesmektedir. Antijen sunumu birinci sinyal
olan antijen ve ikinci sinyal olan es stimiilasyon (kostimiilasyon) B7-1 ve B7-2 olarak
isimlendirilen ve antijen sunucu hticre yuzeyinde ifade edilen CD80, CD83 ve CD86
kostimiilator molekiillerinin  katilimiyla gerceklesmektedir. Antijen islenmesi

esnasinda antijen sunucu hiicre yilizeyinde ifade edilmeye baslayan kostimiilator
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molekdller T lenfosit yizeyindeki CD28 molekiliine baglanarak T lenfosit uyarimi

icin es stimiilasyon saglamaktadir (Harris ve Ronchese, 1999).

Kandaki monositler monosit koloni stimule edici faktér (M-CSF) ile dokuya go¢
ettikten sonra makrofajlara, grantilosit monosit koloni stimdile edici faktér (GM-CSF)
ve IL-4 etkisiyle monositten kdken alan olgunlasmamig CD1" dendritik hiicrelere
doniismektedir. APC’de antijen islenmesinin ardindan makrofajlar CD80, CD86 ve
dendritik hucreler CD80, CD83 ve CD86 kostimilator molekiilleri ifade ederek
olgunlagmis antijen sunucu hiicrelere doniisiirler (Randolph ve ark., 2008). APC’in
yuzeyinde ifade edilen CD80/CD83/CD86 kostimilatér molekiller alerjik immdin
yanitlarda 6nemli rol oynar. APC tarafindan T lenfosite antijen sunumu MHC-smif 11
(HLA-DR) ile gerceklesir ve T lenfosit aktivasyonu icin ilk sinyali olusturur. ikinci
sinyal ise B7 molekdil ailesinden olan ve APC yiizeyinde gosterilen CD80, CD83 ve
CD86 es uyaranlarinin T lenfosit yiizeyindeki CD28 molekiiliine baglanmas ile
gergeklesir. Daha once yapilan bir galismada kemik iligi kaynaklt MKH ile birlikte in
vitro kultarlerinde periferdeki monositlerin CD80, CD86 ve dendritik hicrelerin
CD80, CD83 ve CD86 ifadesini azaltarak kostimilasyonu engelledigi ve bu yolla
inflamatuar yanitlar1 baskiladigi gosterilmistir (Jiang ve ark., 2005). Calismamizda
DF-MKH’lerin astim hastalarinin periferal kanindan elde edilen monositlerin
kostimiilasyonu lizerindeki etkisi arastirtldi. Astim hastalarinin mononiikleer hiicre
kultarlerinde CD14" hiicrelerin CD80 ve CD86 ifadesi CDmix, Der pl ve IFN-y
immiinoterapi almig bireyler ve saglikli bireylere gore istatistiksel olarak anlamli
yiiksek oldugu gozlemlendi. CD14" hiicrelerin CD83 ifadesinde gruplar arasinda
anlamli bir fark goriilmedi. DF-MKH ile CDmix ve IFN-y uyarimli monontikleer hiicre
kokulturlerinde astim hastalari, immiinoterapi almis bireyler ve saglikli bireylerde
CD14" hiicrelerin CD80 ve CD86 ifadesinde istatistiksel anlamli azalma goriiliirken,
Der pl uyarimli kokiiltiirlerde sadece astim hastalarinda CD80 ve CDS86 ifadesi
istatistiksel olarak anlamli azaldi, immiinoterapi almis bireyler ve saglikli bireylerde
Der pl uyarimli kokiiltiirlerde CD80 ve CD86 ifadesinde anlamli bir fark
gozlemlenmedi. DF-MKH ile birlikte mononikleer hiicre kiltirlerinde CD14*
hiicrelerin CD80 ifadesi CDmix uyariminda saglikli bireylerin CDmix uyarimli kok

hiicresiz kiiltiirlerine yaklastirdigi, immiinoterapi almis bireylerin CDmix uyarimli kok
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hiicresiz kiiltlirlerinden daha fazla azalttigi, CD86 ifadesini ise CDmix uyarimli DF-
MKH ile mononikleer hiicre koklturlerinde saglikli bireyler ve immiinoterapi almis
bireylerin kok hiicresiz CDmix uyarimh kiiltiirlerine yaklastirdigi, astim hastalarinin
IFN-y uyarimli DF-MKH ile mononikleer hiicre kokiltirlerinde CD86 ifadesinin
immiinoterapi almis bireylere yaklastirdig1r ve aralarinda anlamli bir fark olmadig:
gosterildi. Bu sonuclar, DF-MKH nin astim hastalarinda hem T lenfosit uyarimlarinda
hem de antijen spesifik uyarimlarda kostimiilasyonu artmis olan CD14" hiicreler

tizerinde baskilayici etkisi oldugunu gostermektedir.

Astim hastaliginda akciger dokusunda inflamatuar siiregte artan IL-4 sitokinin
etkisiyle naive CD4" T lenfositler CD3 ve CD28 reseptor aktivasyonuyla T yardimci
hiicre 2 (Th2) fenotipine farklilagir (Mirchandani ve ark., 2014). Bu farklilasmada
ortaya ¢ikan T yardimci hiicreler efektor T lenfositlerdir. Inflamatuar yanitlarin
sonlanmasimin ardindan efektor T lenfositlerin yaklagik %90°1 kontraksiyon fazinda
olur ve geriye kalan %10’luk populasyon efektor bellek hicreler olarak lenfoid
olmayan organlarda ve periferde yasamaya devam eder. Merkez bellek hucreler ise
folikiler T yardimci hucreler veya kendi 6ncil hicrelerinden olusan, efektor
sitokinleri tretmeyen hicreler olup lenf nodlar1 veya mukozal lenfoid organlarda
yasamaya devam ederler (Pepper ve Jenkins, 2011). Efektor ve bellek T lenfositlerin
astim patogenezinde onemli rol oynadigi bilinmektedir. Antijen sunumuyla birlikte
aktive olan CD4" T efektor bellek lenfositler akciger havayollari dokusunda
salgiladiklar1 sitokinler araciligiyla inflamatuar yanit olusturarak B lenfosit
aktivasyonu, IgE sentezi, eozinofil ve mast hiicre aktivasyonu gibi birgok sureci
tetikler (Pastva ve ark., 2011). MKH’lerin IL-17 ve IFN-y salgilayan efektor ve efektor
bellek T lenfositler iizerinde baskilayici etkisinin oldugu literatiirde yer almaktadir
(Laranjeira ve ark., 2015). MKH’lerin naive, efektor ve bellek T lenfositler tizerindeki
etkisini gdsteren az sayida ¢aligsma bulunmaktadir. Bu ¢alismada DF-MKH’lerin astim
hastalarinin naive, efektor, efektor bellek ve merkez bellek T lenfosit oranlar
uzerindeki etkisi incelendi. Astim hastalarin CDmix ve Der pl uyarimh
mononikleer hiicre kiltirlerinde naive CD4" T lenfosit oranlar1, immiinoterapi almig
bireyler ve saglikli bireylere oranla istatistiksel olarak anlaml diisiik bulundu, IFN-y

uyarimli kiiltiirlerde ise aralarinda anlamli bir fark bulunmadi. DF-MKH ile birlikte

93


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Pepper%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21739668
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Pastva%20AM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21257967
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Laranjeira%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25559824

kiiltiirlerde astim hastalarinin naive T hiicre oranlar1 CDmix ve Der p1 uyariminda kdk
hiicresiz kiiltiirlere oranla istatistiksel anlamli artarken, immiinoterapi almis bireyler
ve saglikli bireylerin kokiiltiirlerinde anlamli bir fark bulunmadi. Astim hastalarinin
CDmix ve Der pl uyarimli mononiikleer hiicre kiiltrlerinde efektér CD4* T lenfosit
oranlari, immiinoterapi almis bireyler ve saglikli bireylere oranla istatistiksel olarak
anlamli yiiksek bulundu. DF-MKH ile birlikte kiiltiirlerde astim hastalarinin efektor
CD4" T lenfosit oranlar1 CDmix ve Der pl uyariminda kok hiicresiz kiiltiirlere oranla
istatistiksel anlamli azalirken, immiinoterapi almis bireyler ve saglikli bireylerin
CDmix ve IFN-y uyarimli kiiltiirlerinde anlamli azaldi ve Der pl uyarimh
kokiiltiirlerinde anlamli bir fark bulunmadi. Astim hastalarinin CDmix, Der p1 ve IFN-
¥ uyarimli mononiikleer hiicre kiiltiirlerinde efektor bellek CD4™ T lenfosit oranlari,
immiinoterapi almis bireyler ve saglikli bireylere oranla istatistiksel olarak anlamli
yuksek bulundu. DF-MKH ile birlikte kiiltiirlerde astim hastalarinin efektor bellek
CD4" T lenfosit oranlari CDmix, Der pl ve IFN-y uyariminda kok hiicresiz kiiltiirlere
oranla istatistiksel anlamli azalirken, immiinoterapi almis bireylerin ve saglikli
bireylerin CDmix ve IFN-y uyarimli kokiiltiirleri anlamli azaldi ve Der pl uyarimli
kokiiltiirlerinde anlamli bir fark bulunmadi. Astim hastalarinin CDmix ve IFN-y
uyarimli mononiikleer hiicre kiiltiirlerinde merkez bellek CD4" T lenfosit oranlari
immiinoterapi almis bireylere oranla istatistiksel olarak anlamli diisiik, ancak Der pl
uyarimli kiiltiirlerde immiinoterapi almis bireylere oranla yiiksek bulundu. DF-MKH
ile birlikte kiiltiirlerde astim hastalarinin merkez bellek CD4" T lenfosit oranlar
CDmix ve Der pl uyariminda kok hiicresiz kiiltiirlere oranla istatistiksel anlamli
azalirken, immiinoterapi almis bireylerin CDmix, Der pl ve IFN-y uyariml
kokulturlerinde ve saglikli bireylerin CDmix ve Der pl uyarimli kokdltiirlerinde
anlamli bir fark bulunmadi. Elde ettigimiz sonuglar, DF-MKH’lerin astim hastalarinda
efektor, efektor bellek ve merkez bellek CD4* T lenfositlerini azaltirken naive T
lenfosit yoniinde destekledigini gdstermektedir. Sonuglar, CDmix ve Der pl
uyariminda DF-MKH’lerin astim hastalarinin naive ve merkez bellek CD4" T lenfosit
oranlarmni immiinoterapi almig bireylerin kok hucresiz mononukleer hticrelerindeki
oranlara yaklastirdigi, aralarinda anlamli fark olmasina ragmen efektor ve efektor

bellek CD4™ T lenfosit oranlarini anlamli azalttigini gostermektedir.
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Astim hastaliginda inflamatuar yanitlar esnasinda Th2 hiicreler tarafindan
salgilanan IL-4, IL-5 ve IL-13 sitokinleri astim patofizyolojisinde énemli rol oynar
(Barnes, 2001). Allerjen spesifik immiinoterapide T regiilatér ve Thl (T yardimc1
hiicre 1) fenotiplerini 6n plana ¢ikarilarak IL-10 ve IFN-y sekresyonunu arttirilmasi,
boylece Th2 yoniinde polarize olmus inflamatuar yanitlarin baskilanmasi amaglanir
(Akdis CA ve Akdis M. 2011). Calismamizda DF-MKH’lerin Thl ve Th2 yanitlari
tizerindeki etkisini incelemek amaciyla Thl hiicrelerin belirleyici sitokini olan IFN-y
ve Th2 hicrelerin belirleyici sitokini olan IL-4 miktarlar1 arastirildi. Ayn1 zamanda
DF-MKH’lerin immiin baskilayic1 6zelligi olan T regiilator hiicreler tlizerindeki
etkisini incelemek amaciyla IL-10 diizeyleri aragtirildi. Astim hastalarinin CDmix, Der
pl ve IFN-y uyarimli mononiikleer hiicre kiiltiirlerinde IL-4 dizeylerinin
immiinoterapi almis bireyler ve saglikli bireylere gore istatistiksel olarak anlamli
yiiksek oldugu, IFN-y ve IL-10 diizeylerinin anlamli diisiik oldugu gézlemlendi. Buna
karsilik immiinoterapi almig bireylerin CDmix ve IFN-y uyarimli mononiikleer hiicre
kaltirlerinde IFN-y ve IL-10 diizeylerinin saglikli bireylerden yiiksek oldugu
gozlemlendi. Bu sonucglar imminoterapinin Thl yoniinde destekledigi ve ayni
zamanda T regiilator hiicrelerin baskin oldugunu gostermektedir. DF-MKH’ler astim
hastalarinin CDmix, Der pl ve IFN-y uyarimli kokiiltiirlerinde 1L-4 dizeylerini
istatistiksel anlamli digiiriirken, IFN-y ve IL-10 dizeylerini anlamli artirdigi
gozlemlendi. DF-MKH ile birlikte kiiltiirlerde astim hastalarinin 1L-4 Der pl
uyariminda immiinoterapi grubunun kok hiicresiz kiiltiirleri ile arasinda anlamli fark
olmayacak diizeyde azalirken, IFN-y ve IL-10 hem Der pl hem de IFN-y
uyarimlarinda saglikli bireylerin kok hiicresiz mononiikleer hiicre kiiltiirlerine
yaklastirdig1 aralarinda anlamli bir fark olmadigi gozlemlendi. DF-MKH’lerin
immiinoterapi almig bireyler ve saglikli bireylerin kokiiltiirlerinde I1L-4 dizeylerini
anlamli degistirmedigi, ancak IFN-y dizeylerini azaltma egiliminde oldugu,
immiinoterapi almis bireylerin IL-10 diizeylerini istatistiksel anlamli degistirmezken,
saglikli bireylerde CDmix ve IFN-y uyarimli kokiiltiirlerinde IL-10 dlzeylerini
artirdigi goriildii. Elde edilen sonuglar, DF-MKH’lerin Thl baskin olan lenfosit

yanitlart ile Th2 baskin olan yanitlar arasinda farkli diizenleyici etkisi oldugunu
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gostermektedir. DF-MKH, astim hastalarinda Th2 yoniinde baskin olan lenfosit
yanitlarin1 baskiladigini, Thl ve T regiilator hiicreler yoniinde destekledigini
gostermektedir. Bu veriler DF-MKH’lerin astim hastaligi tizerindeki regiilasyon

mekanizmasinin immiinoterapi ile benzer olduguna dair kanit olusturmaktadir.

Dental kaynakli MKH’in T lenfositler tizerinde immun dizenleyici etkisine dair
az sayida ¢aligma bulunmaktadir. Calismamizda saglikl bireylerin sonuglarina benzer
olarak daha 6nce yapilmis olan bir ¢alismada, Dental pulpa kaynaklt MKH’in saglikli
bireylerden elde edilen CD4+ T lenfositler Uzerinde IL-4 ve IFN-y dizeylerini
azalttigi, IL-10 diizeylerini artirdig1 gosterilmistir (Demircan ve ark., 2011). Dental
pulpa MKH’in parakrin etkisini arastiran bir ¢aligmada ise dental pulpa MKH’in CD3*
T lenfositlerin salgiladigi proinflamatuar sitokin duzeylerini (IFN-y, I1L-6, IL-17A)
TGF-B sekresyonunu ve T regulator hicrelerden salinan IL-10 diizeylerini artirarak
immiin modiilasyon gergeklestirdigi bildirilmistir (Ozdemir ve ark., 2016). Bu veriler
calismamizda DF-MKH’lerin  saglikli  bireylerin  mononiikleer  hucrelerle
kokdiltiirlerinde elde ettigimiz sonuglart desteklemektedir. MKH’lerin immiin sistem
hucreleri tizerindeki regiilator etkisi kok hiicrenin kaynagina ve inflamatuar hiicre
yanitlarina gore degismektedir (De Miguel ve ark., 2012). Kemik iligi kaynakli
MKH’lerin intravendz enjeksiyonuyla astim modeli olusturulan farelerin
splenositlerinde Th2 yanitlarini azaltip Th1 yoniinde destekledigi, diger bir calismada
ise MKH’ nin ortamdaki inflamatuar yanitlara gére immiin diizenleyici mediatorlerin
tiretimi i¢in gen ekspresyonunu tekrar diizenleyerek gerceklestirdigi bildirilmistir
(Goodwin ve ark., 2011; Crop ve ark., 2010). Calismamizda DF-MKH’lerin astim
hastalarinin CD4" T lenfositlerinde Th2 baskin yanitlarin1 ve immiinoterapi almis
bireyler ve saglikli bireylerdeki Th1 yanitlar1 baskilama etkisinin daha 6nce yapilmis

calismalarda belirtilen MKH’lere benzer oldugu goriildii.

Edinsel immiin yanitlarda Th2 (T yardimci 2) lenfositler salgiladiklari sitokinlerle
(IL-4, IL-5 ve IL-13) naive T hucrelerde GATA-3 ekspresyonunu artirarak Th2
hiicrelerin ilk farklilasmasini ve astim olusumuna Onciiliik eden immiin yanitlarin

baglamasini saglar. Thl (T yardimci 1) lenfositlerin temel sitokini ise IFN-y olup
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tiretimi spesifik transkripsiyon faktorii olan Tbet ile gerceklesir. T regiilator hiicreler
CD4*CD25" hiicrelerdir ve FoxP3 transkripsiyon faktdrinin ekspresyonu ile
karakterizedir. T regilator hlcrelerde eksprese edilen FoxP3 transkripsiyon faktorii
hem IL-10 sekresyonunu saglar hem de Th2 yanitlarinin baskilanmasinda rol oynar
(Messi ve ark., 2003). Calismamizda, DF-MKH’lerin astim hastaliginda Th1 ve Th2
farklilagsmasindaki etkisini ve immiin diizenlemedeki etkisini arastirmak amaciyla
GATA-3, Thet ve FoxP3 transkripsiyon faktorlerinin ekspresyonu incelendi. Astim
hastalarinin CDmix, Der pl ve IFN-y uyarimli mononiikleer hiicre kiiltiirlerinde
GATA3 ekspresyonunun imminoterapi almis bireyler ve saglikli bireylerle
kiyaslandiginda istatistiksel anlamli yiiksek oldugu goriildi. DF-MKH’ler astim
hastalarinin  CDmix, Der pl ve IFN-y uyarimli kokiiltiirlerinde GATA-3
ekspresyonunu anlamli derecede baskiladi, saglikli bireylerin CDmix ve Der pl
uyarimli kok htcresiz mononikleer hicre kiltirlerindeki GATA-3 ekspresyonu ile
arasinda anlamli fark olmayacak derecede yaklastirdigt gozlemlendi. Astim
hastalarinin CDmix, Der p1 ve IFN-y uyarimli mononiikleer hiicre kiiltiirlerinde Tbet
ekspresyonunun immiinoterapi almis bireyler ve saglikli bireylerle kiyaslandiginda
istatistiksel anlaml diisiik oldugu goriildii. DF-MKH’ler astim hastalarinin CDmix,
Der pl ve IFN-y uyarimli kokiiltiirlerinde Thet ekspresyonunu anlamli derecede
artirdi, saglikli bireylerin CDmix ve Der p1 uyarimli kok hiicresiz mononiikleer hiicre
kultirlerindeki Thet ekspresyonu ve immiinoterapi almis bireylerin IFN-y uyarimli
kok hucresiz kltirleri ile arasinda anlamli fark olmayacak derecede yaklastirdigi
gozlemlendi. Astim hastalarinin CDmix, Der p1 ve IFN-y uyarimli mononiikleer hiicre
kiiltiirlerinde FoxP3 ekspresyonunun immiinoterapi almis bireyler ve saglikh
bireylerle kiyaslandiginda istatistiksel anlamli diisiik oldugu goriildii. DF-MKH’ler
asttim hastalarinin CDmix, Der pl ve IFN-y uyarimli kokiiltiirlerinde FoxP3
ekspresyonunu anlamli derecede artirdi, immiinoterapi almig bireylerin Der p1 ve IFN-
v uyarimli kok hiicresiz mononiikleer hiicre kiiltiirlerindeki FoxP3 ekspresyonu ile
arasinda anlamli fark olmayacak derecede yaklastirdig1 gézlemlendi. Bunun yani sira,
GATA-3, Tbet ve FoxP3 ekspresyonu immiinoterapi almis bireyler ve saglikli
bireylerde DF-MKH ile birlikte kiltirlerde monontkleer hiicre kultirlerine gore

anlamhi bir fark goriilmedi. Bu veriler, DF-MKH’lerin astim hastalarinin Th2
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yanitlarini, T regiilator hiicreleri artirarak ve Th1 yoniinde destekleyerek baskiladigini

gOstermektedir.

IFN-y, Th2 hiicre yanitlarinin baskin oldugu astimi da i¢eren allerjik hastaliklarda
Th2 hiicrelerin efektdor fonksiyonlarmi inhibe ederek inflamatuar yanitlar
baskilayabilmektedir (Mitchell ve ark., 2011). IFN-y’nin MKH’ler iizerinde ise bu
hiicrelerden salgilanan immiin baskilayict mediatorlerin (TGF-B, IDO, PGE2)
ekspresyonunu artirdigr ve bu yolla immiinosupresif etkisini artidigi bilinmektedir
(Krampera ve ark., 2006). Yapilan bir ¢alismada, graft versus host hastaliginda kemik
iligi kaynakli MKH’lerin IFN-y ile 6n uyariminin uyarimsiz hiicrelere oranla yagsam
sliresini artirdig1 bildirilmistir (Le Blanc ve ark., 2008.) Bu ¢alismada, IFN-y’nin astim
hastalarinin T lenfosit yanitlari tizerindeki hem tek bagina hem de DF-MKH ile birlikte
etkisi incelendi. Astim hastalarinin IFN-y uyarimi mononiikleer hiicre kiiltiirlerinde
proliferasyon oran1t CDmix ve Der pl uyarimina gére anlamli baskiladi. DF-MKH
CDmix ve Der pl uyarimli kokiiltiirlerde proliferasyon oranini istatistiksel anlamli
baskilarken, IFN-y uyarimi DF-MKH’nin CD4" T lenfositlerin proliferatif yanitini
daha fazla baskiladi. IFN-y, astim hastalarinin mononiikleer hiicre kiiltiirlerinde CD4+
T lenfosit yanitlarin1 CDmix ve Der pl uyarimina gore anlamli degistirmedi, ancak
IFN-y uyarimi DF-MKH ile birlikte kilttrlerde CD4" T lenfosit canlilik oranini
CDmix ve Der pl uyarimimna gore daha fazla artirdi. IFN-y, astim hastalarinda
CD4"CD25'FoxP3* T regiilatér hiicre oranlarmi CDmix ve Der pl uyariml
mononiikleer hiicre kiiltiirlerine gore anlamli artirdi. Astim hastalarinin DF-MKH ile
birlikte IFN-y uyarimli kokiiltiirlerinde T regiilator hiicre oranlarinin immiinoterapi
almis bireylerin ayni uyarimli kok hiicresiz kiiltiirlerine yaklastirdigi aralarinda
anlamli bir fark olmadigi gozlemlendi. Bu sonuglar, IFN-y uyariminin astim
hastalarinin CD4" T lenfositleri {izerinde immiin diizenleyici etkisinin oldugunu,
birlikte uygulandiginda ise CD4" T lenfositler Uzerinde DF-MKH’in
immuinomodilatdr ve anti-apoptotik etkisini artirdigin1  gostermektedir. Astim
hastalarinin IFN-y uyarimli mononiikleer hiicre kiiltiirlerinde monositlerde CD80 ve
CD86 ifadesinin CDmix ve Der pl uyarimli kiiltiirlere oranla hem tek basina hem de
DF-MKH ile birlikte uygulandiginda anlamli bir degisiklik olmadigi, istatistiksel
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olarak CDmix ve Der pl uyarimli kokiiltiirlerle benzer oranda baskiladigi
gozlemlendi. Bu veriler IFN-y’nin monositlerin kostimiilasyonu {izerinde bir etkisi
olmadigin1 gostermektedir. Ancak, IFN-y astim hastalarinin dendritik hiicrelerinde
CD80, CD83 ve CD86 ifadesini CDmix ve Der pl uyarimli kiiltiirlere gore anlamli
baskiladi, DF-MKH ile birlikte uygulandiginda ise dendritik hiicrelerin
kostimiilasyonunu baskilama etkisini artirdigi gézlemlendi. IFN-y uyarimi astim
hastalarinda CDmix ve Der p1 uyariml kiiltiirlere gore efektor ve merkez bellek CD4*
T lenfositlerin oranini azaltirken, naive T hiicre oranini artirdi. Ancak DF-MKH ile
birlikte IFN-y uyariminda, CD mix ve Der p1 uyarimli kokiiltiirlere gore naive, efektor,
efektor bellek ve merkez bellek CD4" T lenfosit oranlarinda anlamli bir degisiklik
gozlemlenmedi. IFN-y uyarimi astim hastalarinda CDmix ve Der pl uyariml
kiltirlere gore IL-4 dizeyini azaltma ve IL-10 diizeylerini artirma egiliminde
olmasma ragmen anlamli degistirmedi, ancak IFN-y diizeyini Der pl uyarimh
kiiltiirlere gore anlamli artirdi. Bunun yani sira, IFN-y uyarimi astim hastalarinda
CDmix ve Der pl uyarimli kiiltiirlere gore GATA-3 ekspresyonunu anlamli baskiladi,
DF-MKH ile birlikte IFN-y uyarimi astim hastalarinda FoxP3 ekspresyonunu daha
fazla artirdi. Bu veriler IFN-y’nin astim hastalarinin efektor Th2 yanitlarini baskilama
egiliminde oldugunu, DF-MKH ile birlikte IFN-y’nin Th2 yanitlarint hem Thl
lenfositleri artirarak hem de T regiilator hiicreleri artirarak immiinomodiilator etki

gosterdigine kanit olusturmaktadir.

Mezenkimal kok hiicreler (MKH) inflamatuar yanitlar esnasinda sekrete ettikleri
¢oziinmils mediatérlerle CD4"CD25"FoxP3* regiilator T hiicrelerin olusumunu
indukleyerek, IL-10 iiretiminin artmasiyla lenfosit proliferasyonunu baskilamaktadir.
Anti-inflamatuar yaniti olusturan ii¢ temel mediator transforme edici biiyiime faktorii
(TGF-B), indolamin 2,3-dioksijenaz (IDO), prostaglandin E2 (PGE2)’dir (Yang ve
ark., 2009). Calismamizda, DF-MKH’lerin astim hastalarinin immiin sistem hiicreleri
uzerindeki baskilayict mediatorlerini aragtirmak amaciyla CDmix, Der pl ve IFN-y
uyariml kiiltiirlerde ii¢ ana mediatériin (TGF-3, IDO ve PGE?2) nétralizasyonu veya
blokaji gergeklestirilerek, CD4*CD25"FoxP3" T regiilator hiicre oranlar analiz edildi.
Astim hastalarinin CDmix ve Der pl uyarimli DF-MKH ile birlikte kiltirlerinde
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CD4"CD25'FoxP3" T regiilatér oranlarmmin kok hiicresiz mononiikleer hiicre
kiiltirlerine gore anlamli arttigi, IFN-y uyariminda ise daha fazla arttig1 gorildi. DF-
MKH’in mononiikleer hiicrelerle birlikte kiltiirlerinin CDmix, Der pl ve IFN-y
uyarimlarinda anti-TGF-f ile notralizasyonu veya 1-MDT ile blokaji sonucunda T
regiilator hiicre oranlarinin istatistiksel olarak anlamli azaldigi, sc-58125 ile bloke
edilmesi sonucunda anlamli bir degisiklik olmadigi gozlemlendi. Elde edilen
sonuclara gére DF-MKH’ler astim hastalarinin T lenfosit yanitlarini baskilarken TGF-

B ve IDO yolagini kullanmaktadir.

Sonug olarak, DF-MKH astim hastalarinda Th2 yanitlarinin baskin oldugu astim
hastalarinin lenfosit yanitlarini CD4*CD25'FoxP3" Tregiilatér hiicrelerin oranini
arttirarak, efektér ve efektor bellek T hiicre oranlarini azaltarak, naive T hiicre
oranlarini arttirarak ve ayni zamanda lenfosit yanitlarin1 Thl yoniinde destekleyerek
modulatuar etki gostermistir. DF-MKH’lerin bu etkisi immiinoterapisi tamamlanmis
asttm hastalarin kok hiicresiz mononiikleer hiicre kiiltiirlerindeki yanitlara
yaklastirdigi gézlemlenmistir. DF-MKH kolay elde edilebilirligi, immiin diizenleyici
etkisi degerlendirildiginde astim hastaliginda bir tedavi secenegi olmasi yoniinde iimit

vaadetmekte ve bundan sonra yapilacak in vivo ¢aligsmalara 1s1k tutmaktadir.
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