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1. OZET

Siit Disi Kaynakhh Mezenkimal Kok Hiicreler (SHED), Tam Gomiik Yirmi Yas
Disi Kaynaklh Mezenkimal Kok Hiicreler (DPSCs) ve Dis Folikiilii Kaynaklh
Mezenkimal Kok Hiicrelerin  (DFSCs) Immiinolojik  Ozelliklerinin

Karsilastirilmasi

Ogrencinin Adi: Selin YILDIRIM

Damismani: Prof. Dr. Tung¢ AKKOC

Anabilim Dal: Cocuk Sagligi ve Hastaliklar1 Anabilim Dali

Amagc: Bu calismada agiz bolgesinde ii¢ ayr1 kaynaktan izole edilen mezenkimal kok
hiicrelerin immiin sistem hiicreleri {izerindeki etkilerinin karsilastirmali olarak
arastirilmasi amaglanmistir.

Gerec¢ ve Yontem: Siit disi, gomiik yirmi yas disi ve dis folikiiliinden mezenkimal
kok hiicre izolasyonlari, karakterizasyonlari ve RealTime PCR analizleri yapildi.
Saglikl1 bireylerin vendz kanlarindan periferal kan mononiiklear hiicreler izole edildi.
Lenfositlerin MKH’ lerle birlikteIFN-y uyarimli ve uyarimsiz kosullardaanti CD2-
anti CD3- anti CD28 uyarimi ile 3 giin kiiltlirleri yapildi. Kiiltlir sonrasinda lenfosit
proliferasyonu, CD4'FoxP3* T regiilator hiicre, Fas/FasLigand, Kiiltiir
stipernatantlarinda IL-4, IL-10 ve IFN-y diizeylerine bakild1.

Bulgular ve Sonuclar:Sonug olarak bu arastirmada SHED, DPSCs ve DFSCs’ nin
hem karakterizasyon ozellikleri hem de immiin sistem hiicreleri iizerindeki etkileri
arastirilmistir. Elde edilen bulgular ile DFSCs’ nin kolay izole edilebildigini, hizla
cogalabildigini ve farklisma yeteneklerinin diger hiicrelere oranla daha belirgin
oldugunu gostermektedir. DFSC, SHED ve DPSC’ lerinin, lenfositlerin
proliferasyonunu baskiladigi, regiilator hiicre olusumuna destek verdigi, apoptozu
baskiladig1 ve IL-4, IFN-y sitokin diizeylerini baskilayip, IL-10 sitokin diizeyini
arttirdigr goriildii. Bununla birlikte DFSC’ lerin immiinmodiilasyonu diger hiicrelere
gore daha etkili ve anlamli yaptig1 goriildii. Bu sonuglar dogrultusunda IFN-y
uyarimli DFSC’ lerin immiin sistemin, otoimmiin, inflamatuar ve allerjik
hastaliklarin tedavi yaklasimlarinda immiinomodiilatér fonksiyonlarindaki hiicreler
olarak kullanilmasinin uygun olabilecegi sonucuna varildi.

Anahtar Sozciikler: DFSC, DPSC, 1mmﬁnm0dﬁlasy0n, Immiin Sistem, SHED



2. SUMMARY

The Comparision of Immunologic Properties of Stem Cells Isolated from

Human Exfoliated Deciduous Teeth, Dental Pulp and Dental Follicle

Student’s Name: Selin YILDIRIM
Adyvisor: Prof. Dr. Tung AKKOC
The Department: The Department of Pediatric Allergy- Immunology

Aim:The aim of this study is to investigate the comparative effect of mesenchymal
stem cells that were isolated from human exfoliated deciduous teeth, dental pulp and
dental follicle on lymphocytes.

Method:Mesenchymal stem cells were isolated of three different sources from
orofacial region and, characterizated, RealTime PCR analysis performed. PBMC
isolation was done from healthy individual’s venous blood. Lymphocytes were co-
cultured with stem cells in the presence and absence of IFN-y and stimulated with
anti CD2- anti CD3- anti CD28 for 3 days. At the end of this time, lymphocyte
proliferation, CD4 + FoxP3 + T regulatory cells, Fas / Fas ligand, IL-4, IL-10 and
IFN-y levels in culture supernatant were measured.

Results and Conclusions:As a result of our research, both characterization
properties of SHED, DPSCs, DFSCs and their effects on immun system were
investigated. The results are shown that isolation, proliferation and differentiation of
DFSC's are most effective than the other cells. SHED, DPSCs, DFSCs suppress
lymphocytes proliferation and apoptosis, support the formation of CD4'FoxP3*
lymphocytes, suppress IL-4, IFN-y cytokine levels and increase the levels of the IL-
10 cytokine in culture. In accordance with these results, we suggest that IFN-y
stimulated DFSCs could be appropriate to use as immunomodulatory cells in

inflammatory autoimmune and allergic diseases treatment.

Keywords:DFSC, DPSC,Immunomodulation, Immune System,SHED



3. GIRIS VE AMAC

Immiin sistem yabanci maddelere kars1 koruyan énemli bir savunma sistemidir.
Bu sistem c¢esitli hiicre ve molekiiller {iretir, bunlar yabanci ve istenmeyen
maddelerin sinirsiz ¢esitlerini tanityabilme ve ortadan kaldirabilme yetenegine
sahiptirler. Immiin sistemin diizenlenmesi, immiin yanitta herhangi bir degisikligi
ifade edebilir. Immiin yanitin herhangi bir bdliimiiniin veya fazinin baskilanmasi
veya biiylitiilmesi, anlatilmasi ve uyarilmasini kapsayabilir. Boylece immiin sistem
iizerindeki etkilerine gore alt gruplara ayrilir. Iki tiir immiinomodiilatér vardur;
immiinosiipresanlar ve immiinostimiilatorler. Bunlar tiimor veya patojenlere karsi
savunma veya immiin yanit verebilme yetenegine sahiptirler. Immiin sistem birbirine
bagimli bircok hiicre tipinden olugmaktadir ve bunlar konagi bakterilerden,
parazitlerden, mantarlardan, timor hiicrelerinin  biiylimesinden ve  viriis
enfeksiyonlarindan korurlar. Bu hiicre tiplerinin bir¢ogu 6zel fonksiyonlara sahiptir.
Bu hiicreler bakterileri yutabilir, parazitleri, timor hiicrelerini veya viriis enfekte
hiicreleri oldiirebilirler.

Immiin sistem, bireyin ¢evresindeki milyonlarca mikroorganizmaya karsi konag1
iki sekilde korur. Yabanci maddenin viicuda girmesiyle ilk koruyucu engel, dogal
(innate) immiin cevap ve daha sonra patojene 0zgiil olarak gelisen edinsel (adaptive)
immiin cevaptir. Dogal immiin cevap dogustan kazanilmis bagisikliktir. Patojen yada
hasarlara kars1 olusan ilk yanitta immiin sistemin hiicreleri (dogal 6ldiiriicii hiicreler,
fagositler, sitokinler (TNF, IL-1, IL-12, IFNy), komplemanlar) bariyer gorevi goriir
ve konak savunmasini saglar. Edinsel immiin yanita benzemez, yanitlar benzerdir ve
bellek hiicreleri olugmaz.Edinsel immiin cevap dogal immiin cevaptan farklidir,
organizmaya 6zgiidiir ve bellek hiicreleri bulunur. Iki tiir edinsel immiin cevap
vardir: 1) Hiimoral immiinite, burada antijenler ile B lenfositlerin uyarimi ve antikor
iireten plazma hiicrelerine doniisiimii gerceklesir. 2) Hiicresel immiinite burada T
lenfosit hiicreleri gorev alir, yardimci T hiicreleri ve sitotoksik T hiicreleri baskin rol
oynar (Saroj ve ark., 2012).

T ve B lenfositleri edinsel immiin yanit1 kapsarlar. T lenfositleri farkli efektor

fonksiyonlar1 bulunan hiicre yiizey proteinlerine gore gruplandirilir. Sitotoksit T



hiicreleri CD8 eksprese ederler ve hiicre olimiine yol agan, yabanci bir antijen
salgilayan hiicreleri, apoptoz programini aktive ederek oldiirmekten sorumludurlar.
Yardimci T hiicreleri ylizeyleri iizerinde CD4 eksprese ederler ve spesifik
sitokinlerin ~ salgilanmas1 ile CD8" T lenfositlerin, B lenfositlerin ve
makrofajlarinaktivasyonlara yardim ederler. CD4" T hiicrelerinin alt grubu olan T
regiilator (Treg) hiicreleri viicudu otoimmiin yanittan korur. Treg hiicreleri
sitokinden bagimsiz hiicre temaslhi T hiicre aktivasyonunu baskilar.B lenfositler
antikor sentezleyen plazma hiicrelerine farklilasarak yabanci antijenlere karsi antikor
tiretirler. Antikorun tek tiiriinii iretir ve bu antikorlar bir kez aktive olur, antijene
O0zglil immiin yanmit gerceklesir. B hiicreler T hiicrelerine antijen sunarlar ve
salgiladiklar sitokinler ile immiin diizenleme yaparlar (Inman ve ark., 2014).

T hiicre immiin yanitinda normal T hiicreler ve regiilator T hiicreler dengeli bir
sekilde gorev almaktadir. Birkag T regiilator hiicre populasyonu tanimlanmistir ve
bunlarm  timi kendi 0z antijenlerini savunmada anahtar rol oynar.
Tregiilatorhiicreleri olusum siirecine gore ikiye ayrilir. Timus kdkenli olanlara dogal
Tregiilatorhiicreleri (tTreg veya nTreg) denir ve bu hiicreler timus bezinde gelisir,
CD4" veya CD8" hiicrelerden bir antijene temas sonucu gelisenlere ise uyar1 kokenli
ya da indiiklenmis Tregiilator hiicreler ( iTreg ) denir (Jethwa ve ark., 2014). tTreg
hiicreleri FoxP3 transkripsiyon faktoriinii eksprese ederler ve bu hiicrelerin baglica
gorevi inflamasyona gogli saglamak ve c¢esitli efektdr lenfositleri ozellikle T
yardimc1 hiicre alt gruplarini (Th1, Th2, Th17) baskilamak (Ohkura ve ark., 2013).

Naif T yardimer hiicreler gelen sinyal molekiilleri ile farkli efektor fonksiyonlari
olan alt gruplara farklilagirlar, bu konak immiin sistemi i¢in énemli bir islemdir. T
yardimct (T helper) hiicreleriTh1, Th2 hiicreleri, Th17 hiicreleri ve diger T yadimci
hiicre alt gruplar1 olan Th22 ve Th9 olarak alt gruba ayrilir. Bunlardan Th1 hiicreleri
IFN-y iiretirler, Th2 hiicreleri IL-4, Th17 hiicreleri IL-17 sitokinini Th22 hiicreleri
IL-22, Th9 hiicreleri IL-9 sitokinini iiretirler (Eyerich ve ark., 2014). Naif T hiicresi
mikroplar tarafindan aktive edilmis makrofaj ve dendritik hiicrelerden salinan IL-12
varliginda Thl hiicresine doniisiir ve mikroplar1 6ldiirmesi i¢in fagositik aracili
sindirimi aktive eden IFN-y salgilar. Thl hiicreleri tarafindan tretilen karakteristik
sitokin IFN-y’dir. Bu hiicreler tiimor nekroz faktor (TNF) de iiretirler. Thl

hiicrelerinin inflamasyon bdolgesine makrofajlarin  toplanmast ve B hiicreleri



tarafindan iiretilen immiinoglobiilin G2a nin uyarilmasi gibi efektor gorevleri vardir.
Naif T hiicresi aktif T hiicreleri veya baska hiicresel kaynaklardan salgilanan IL-4
varliginda Th2 hiicresine farklilagirlar ve bu hiicreler 1L-4, IL-5, IL-9, IL-10, IL-13
sitokinlerini salgilarlar. Th2 hiicreleri edinsel immiinitede, hiicre dis1 parazitlere karsi
konak savunmasinda, B hiicrelerinde IgE ve IgG1l’e doniisiimde ve eozinofillerin
giiclendirilmesinde rol alirlar. Diizensiz Th2 hiicre yanitlar1 allerjik hastaliklar ile
baglantilidir 6rnegin allerjik astim. Th2 hiicre yanit1 baskin immdiin aracili hastaliklar
tizerine mezenkimal kok hiicrelerin etkisi ile ilgili az sayida ¢alismalar yapilmigtir
(Duffy ve ark., 2011). 2011 yilinda yapilmis olan bir ¢alismada mezenkimal kok
hiicrelerin IgE uyarimimi baskiladigi, IL-13 ve IL-4 {retimini inhibe ettigi
gosterilmistir (Kavanagh ve Mahon, 2011).

Kok hiicreler, 6zellesmis hiicrelerdir, iki 6zellik ile karakterize edilir; kendilerini
yenileyebilme ve bircok soya farklilasabilme 6zellikleri. Kok hiicreler bu 6zellikleri
ile hiicresel tedavi ve rejeneratif tip i¢in ideal bir kaynaktir (Neuss ve ark.,
2004).Kok hiicreler, embriyonik kok hiicreler ve yetiskin kok hiicreler olmak iizere
iki genis kategoriye ayrilirlar.Embriyonik kok hiicreler pluripotent hiicrelerdir ve
hemen hemen bir c¢ok hiicre tipine farklilagabilme yetenegindedir ve ayrica
farklilasmadan da smirsiz  olarak ¢ogalabilirler.Embriyonik kok hiicrelerin
kullanimiyla ilgili etik sorunlar nedeniyle, son olarak yetiskin dokulardan tiiretilen
kok hiicreler tizerine odaklanilmistir. Yetigkin kok hiicreler, embriyonik kok hiicreler
ile kiyaslandiginda farklilasma potansiyellerinin daha sinirl oldugu diisiiniilmektedir
(Suchanek ve ark., 2010).

Mezenkimal kok hiicreler (MKH), yetiskin multipotent kok hiicrelerdir.Bu
hiicreler kendilerini yenileyebilme, mezenkimal ve mezenkimal olmayan olgun hiicre
soylarna farklilasabilme yetenegindedirler 6rnegin, yag dokusu, kemik, kikirdak ve
sinir hiicreleri. MKH’ ler farkli hiicrelerden izole edilebilmektedir. Bu hiicreler
arasinda kemik 1iligi, dis ve adipoz dokusu sayilabilir. MKH’ ler yiizeylerinde
kendilerine 6zgii olan CD73, CD90, ve CD105 proteinleri eksprese ederler, CD11b,
CD14, CD19, CD34, CD45, CD79, HLA-DR proteinlerini eksprese etmezler (Neuss
ve ark., 2004).

Disden 4 farkli yerden MKH izole edilebilmektedir. Bunlar, tam gomiik yirmi
yas disi pulpast kaynakli mezenkimal kok hiicreler (DPSCs) (Gronthos ve ark.,



2000), insan siit disi kaynaklt mezenkimal kok hiicreler (SHEDs) (Miura ve ark.,
2003), periodontal ligament kaynaklt mezenkimal kok hiicreler (PDLSCs) (Tarle ve
ark., 2011), dental folikiil kaynakli mezenkimal kok hiicreler (DFSCs) (Mori ve ark.,
2012). DPSCs yetiskin insan dis pulpasindan izole edilir ve bunlarin
odontoblast/osteoblastlara, adipositlere ve noral hiicrelere farklilagabildigi
gosterilmistir. Bu hiicreler CD73, CD90 ve CD105 olan mezenkimal kok hiicre
belirteclerini yiizeylerinde eksprese ederler (Gronthos ve ark., 2000). SHED insan siit
disi pulpasindan izole edilir ve bu hiicreler osteojenik/ odontojenik hiicrelere,
adipositlere ve noral hiicrelere farklilasma kapasitesine sahiptir (Miura ve ark.,
2003). PDLSCs insan periodontal ligamentinden izole edilir ve mezenkimal kok
hiicre belirteclerini eksprese ederler (Tarle ve ark., 2011). DFSCs dislerde
odontoblast, sementoblast, osteoblast ve diger hiicrelere farklilasabilme kapasitesine,
yiikksek proliferasyon potansiyeline ve immiinmodiilasyon o6zelliklerine sahip
multipotent kok hiicreler olan mezenkimal dokulardan elde edilirler (Mori ve ark.,
2012).

Son yillarda, mezenkimal kok hiicrelerin akut ve kronik hastaliklarda terapotik
ajanlar olarak potansiyel kullanimi dikkat c¢ekmektedir.Yapilan c¢aligmalarda bu
hiicrelerin, T ve B hiicre, dogal 6ldiiriicti hiicre (NK) ve dentritik hiicre (DH) gibi
dogal ve edinsel bagisiklik hiicreleri iizerinde immiinmodulasyon etkilerinin oldugu
gosterilmistir MKH’ler araciligiyla olusan inhibisyon etkisinin altinda yatan
mekanizmasit heniiz tamamen anlasilamamistir. Hiicre-hiicre temasmin ve
¢oziinebilir faktorlerin birlikte immiinbaskilamayr sagladiklar1 diisiintilmektedir
(Kapoor ve ark., 2011).

Biz bu g¢alismamizda SHED, DPSCs ve DFSCs’ in immiin sistem hiicreleri
izerine etkisini aragtirmay1 amagcladik. Boylece, SHED, DPSCs ve DFSCs’ in ko-
kiltiir uygulamalariyla saglikli bireylerden alinan venéz kandan PKMH izolasyonu
sonucu elde edilen hiicrelere uygulanarak hiicreler iizerindeki immiinolojik
etkilerinin ve immiin sistem mekanizmasi lizerinde nasil rol aldiginin karsilastirmali
olarak arastirilmas1 planlanmaktadir. Bu amag¢ dogrultusunda kok hiicrelerin
immiinolojik hastaliklarin tedavisinde yeni opsiyon olup olmayacag hakkinda bize
fikir vermis olacaktir, boylece ¢alismamizin sonuglar1 da literatiire 6nemli katkida

bulunacaktir.



4. GENEL BIiLGILER

4.1. immiin Sistem

Bagisiklik sistemi karmasik bir savunma sistemidir veviicudu istilac1 ajanlardan
korur. Bu sistem yabanci ve istenmeyen ajanlarin taninmasi ve ortadan kaldirilmasi
yetenegine sahip ¢esitli hiicre ve molekiiller iiretebilirler. Immiin sistemin
diizenlenmesi, immiin yanitta herhangi bir degisikligi ifade edebilir, bu immiin
yanitin herhangi bir bélimiiniin veya fazinin baskilanmasi veya biiyiitiilmesi,
anlatilmast ve uyarilmasini kapsayabilir. Immiinmodiilasyon, immiin sistem
tizerindeki etkilerine gore iki gruba ayrilir; immiin sistemi baskilayanlar ve immiin
sistemi uyaranlar. Bunlar immiin yanitda veya timor ve patojenlere karsi savunmada
gorev alir. Immiinofarmakoloji farmakolojinin nispeten yeni ve gelismekte olan bir
brangidir. Klinik tipta immiinomodiilatorlerin potansiyel olarak kullanimi1 mevcuttur,
ornegin AIDS tedavisinde, as1 reddinde otoimmiin hastaliklarin tedavisinde.Spesifik
immiinomodiilatorler, immiinolojik adjuvanlar olarak bilinen antijenler ile birlikte as1
bilesenlerine karsi immiin yanit1 arttirmada kullanilirlar. Ornegin mantarda iiretilen
cyclosporine T lenfositlerin fonksiyonlarini baskilamada ve as1 yanitini engellemede
kullanilir (Bomford, 2010).

Immiinite potansiyel olarak zararli mikroorganizmalarin taninmasi ve onlara
kars1 viicudun direnebilme yetenegidir. Bu yetenek viicutta organ ve doku hasarini
engeller, bulasici hastaligi 6nler veya onunla savagir. Immiin sistem viicudun
herhangi bir boliimii ile smirlt degildir. Immiin kék hiicreleri kemik iliginde olusur,
olgunlagsmaya kadar kemik iliginde kalabilir veya viicudun farkli bolgelerine gog
edip orada olgunlasabilirler. Olgunlagsmadan sonra ¢ogu immiin hiicreleri viicutta
dolasip spesifik etkiler gosterir (Sharma ve ark., 2011).

Immiin sistem hiicreleri kemik iliginde bulunan hematopoetik kok hiicrelerden
gelisir. Bu hiicreler, sitokin ve hormon gibi uyarici molekiillerin etkisiyle myeloid
veya lenfoid hiicrelere farklilagirlar. Myeloid hiicreler; monositler gibi
agraniilositlerden ve noétrofil, bazofil, eozinofil gibi graniilositlerden olusur.

Monositler kemik iliginde olustuktan sonra kan dolagimina girerler ve buradanda



dokulara gecerler, dokularda monositler makrofajlara doniisiir ve her tiir dokunun
kendine 6zgii makrofajlar1 vardir. Lenfoid hiicreler; T hiicreleri, B hiicreleri ve dogal
Oldiiricii hiicrelerden (natural killer-NK) olusur. T hiicreleri kemik iliginde
olustuktan sonra timus adli organda olgunlasir, B hiicreleri ise kemik iliginde
olgunlagir. Olgunlasan hiicreler kan dolagimina katilarak dalak ve lenf nodlart gibi
sekonder lenfoid organlara yerlesirler.

Immiin sistemin savunma mekanizmas1 iki sekilde gergeklesmektedir. Birincisi,
yabanci maddenin viicuda girmesiyle ilk koruyucu engeli olusturan, taniyip yikima
ugratmak igin organizmada hazir olarak bulunandogal immiin cevaptir. ikincisi,
herhangi bir patojenle karsilastiktan sonra patojene Ozgiil olarak gelisen dogal
immiin cevabi takiben ortaya ¢ikan ve daha etkili savunma saglayan edinsel immiin
cevaptir.

Dogal immiin cevabinyap1 taglar1 fagositik hiicreler (notrofiller, makrofajlar),
dendritik hiicreler, dogal oldiiriicii hiicreler, kan proteinleri, kompleman sistemi ve
sitokinlerdir.

Edinsel immiin cevabin yap1 taglar1 T ve B lenfositleridir. T hiicreleri hiicresel
immiiniteden, B hiicreleri ise hiimoral immiiniteden sorumlu hiicrelerdir (Alagbe ve
ark., 2008).Immiin sistemde istilac1 organizmalarla savasmaya yardimci ve birbiriyle
ortiisen iki ayr1 mekanizma vardir; hiicre aracili savunma (hiicresel immiinite),
antikor aracilt savunma (hiimoral immiinite). Hiicresel immiinite, birgok l6kositin
etkilesimlerinden, faaliyetlerinden ve yaptiklarindan olusur. Hiicre aracili immiinite
T hiicre bagimhidir ve edinsel immiin yanittan sorumludur. T hiicreler spesifik bir
antijen ile ilk temasindan sonra duyarli hale gelirler. Hiimoral immiinitede B
lenfositler gorevlidir ve yabanci maddeye karst dolasimda antikor iiretirler.

Immiinitenin bu tipi antijen antikor yanit1 iizerine dayalidir (Susan ve Sally, 2009).

4.1.1. Dogal bagisikhk

Dogal bagisiklik sistemi,erken savunma sistemidir.inflamasyon siirecinde
enfeksiyonun oldugu bolgeye hemen gelebilen ve viicutta daima sunulan immiin
hiicrelerinden olugmaktadir (Cassatella, 1999).Dogal bagisiklikta hiicresel ve

biyokimyasal savunma mekanizmalar1 bulunur. Bu mekanizmalar mikroplara ve



hasarl1 hiicrelerin tirlinlerine karsi savunur ve bunlar tekrarlayan enfeksiyonlara ayni
sekilde cevap verirler.Dogal bagisikligin yapitaglar1 1) fizyolojik ve kimyasal
bariyerler Ornegin; epitel ve epitel doku yiizeyinden iiretilen antimikrobiyal
kimyasallar, 2) fagositik hiicreler (notrofiller, makrofajlar), dendritik hiicreler ve
dogal oldiiriicii hiicreler, 3) kompleman sistemi, 4) sitokinlerdir. Dogal bagisikligin
mekanizmalar1 mikroplar lizerindeki ortak yapilari tanirlar, mikroplar arasindaki ince

farkliliklar1 ayirt edemeyebilirler (Abbas ve ark., 2012).

4.1.1.1. Epitel tabakasi

Di1s ortamdaki mikroplar ve saglam epitel yiizey fiziksel bariyer arasinda konak
dokudan ve epitel hiicrelerden antimikrobiyal kimyasallar iiretirler ve bu sekilde
daha fazlamikrobun igeri girisini engellerler. Deri ve sindirim, solunum ve iirogenital
sistemlerinin mukozal yiizeyleridevamli epitel hiicreleri ile kaplidir ve mikroplarin
giriginin engellenmesi gibi bir¢ok fizyolojik gorevi vardir. Travma veya diger
nedenler ile bu epitel biitlinliigiiniin kaybi1 olmasi durumunda viicut enfeksiyon
girisine uygun hale gelir. Deri yiizeyindeki keratinositler olerek birikir ve
mikroplarin epidermis katmaninin daha derinine girmesine engel olur. Mukus yogun
olarak salgilanir ve miisin olarak adlandirilan glikoprotein igerir. Mukus solunum,
sindirim ve iirogenital sistemler tarafindan tretilir ve fiziksel olarak mikrop
saldirisin1  azaltir. Epitel hiicrelerininyan1 sira bazi 16kositler antimikrobiyal
ozelliklere sahip peptidler iiretirler. 2 tane yapisal olarak farkli olan antimikrobial
peptid vardir bunlar defensins ve cathelicidins. Defensins, mukozal yiizeydeki epitel
hiicreleri tarafindan, dogal oldiiriicii hiicreler, sitotoksik T lenfositler ve nétrofiller
tarafindan Uretilirler. Cathelicidins, noétrofiller ve deri, sindirim sistemi, solunum

sistemindeki epitel bariyerlerden iiretilir (Abbas ve ark., 2012).

4.1.1.2. Fagositoz

Fagositik  hiicrelerden  nétrofiller ve  makrofajlar, mikroplara karsi

savunmadaenfeksiyon bolgesine ilk olarak giderek orada mikroorganizmalar: tanirlar

ve iglerine alirlar ve Oldiirerekfagositik fonksiyonlarini gerceklestirirler.Dolasimda



polimorf niiklear lokositler olarak adlandirilan nétrofiller beyaz kan hiicre
poplilasyonunun ¢ogunu olusturur ve inflamatuar reaksiyonlarin erken fazim
olusturur. Nétrofiller kemik iligindeiiretilir ve her yetiskin insan giinde 1x10'' den
fazla notrofil {retir, bunlarin her biri kanda yaklasik 6 saat dolasir.Mikroplarin
girigsinden sonra saatler icinde notrofiller enfeksiyon bolgesine go¢ ederler, eger
inflamasyonbdlgesine go¢ etmezlerse apoptoza ugrarlar, karaciger ve dalaktaki sabit
makrofajlar tarafindan fagosite edilirler (Abbas ve ark., 2012).

Mononiiklear fagosit sistemi hiicrelerinin asil gorevi fagositozdur, dogal
veedinsel immiinitede merkezi rol oynarlar. Bu hiicreler kemik iliginde iiretilirler,
sonrasinda dolasima gegerler ve orada olgunlasip c¢esitli dokularda aktive
olurlar.Monositler; fagositoz yetenekleri, T lenfositlerine antijen sunumu, interlokin-1
(IL-1), interlokin(IL-6) ve tiimor nekrozfaktor-o (TNF-a) iiretirler ve bu sebeple
immiin yanitin 6nemli bir hiicre alt grubudur (Zoroglu ve ark., 2003). Monositler
viicuttan bakterilerin ve parazitlerin uzaklastirilmasi igin oldukc¢a 6nemlidir (Saroj ve
ark., 2012). Monositler dokulara girdikten sonra olgunlasirlar ve makrofajlara
dontisiirler. Farkli dokulardaki makrofajlara belirli yerlerini belirlenmesi i¢in 6zel
isimler verilmistir.Ornegin; merkezi sinir sisteminde makrofajlar mikrogliyal
hiicreler olarak adlandirilir, karacigerde kupffer hiicreleri, pulmoner solunum
yolunda alveolar makrofajlar olarak, kemikte cok cekirdekli fagositler osteoklast
olarak adlandirilirlar (Abbas ve ark., 2012). Makrofajlarimmiin yanitin
diizenlenmesinde onemli rol oynarlar. Bunlar genellikle siipiiriicii veya antijen sunan
hiicreler olarak adlandirilir ¢ilinkii bunlar yabanci maddeleri yakalarlar ve yutarlar bu
antijenleri T ve B lenfositleri gibi immiin sistemin hiicrelerine sunarlar.Bu immiin
yanitin baglamasi i¢in 6nemli bir ilk adimdir (Saroj ve ark., 2012). Hiicresel ve
hiimoral immiin yanitta lenfositler ve makrofajlar siki iletisim halindedirler. T
hiicreleri devreye girmeden once makrofajlar hizli bir koruyucu mekanizma saglarlar
(Ross ve Pawlina, 2006). immiin sistemin bilesenleri tarafindan uyarilan makrofajlar,
TNF-a ve IL-1 gibi sitokinler salgilayarak fagositik hiicrelerin sistemik
aktivasyonunu, endotel adezyonununartisint ve bunlarin iltthapli dokulara gecisini
hizlandirir (Taylor ve ark., 2005).

Dendritik hiicreler kemik iligi kaynakli ve antijen sunan hiicrelerdir. Aslinda

dendritik hiicreler makrofajlardan daha etkili antijen sunan hiicrelerdir. Bu hiicreler
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genellikle timiis, lenf nodu ve dalak gibi lenfoid organlarin yapisal bdliimlerinde
bulunur. Ayni zamanda viicudun diger organlarinda ve kan dolasiminda da
bulunur.Dendritik hiicreler antijenleri yakalarlar ve lenfoid organlara getirirler.
Dogal bagisikligin anahtar hiicresel bileseni dendritik hiicrelerdir (DH). Derideki
Langerhans hiicrelerini de iceren bu hiicreler, hiicre dis1 antijenleri yavasca bir
fagosite eder ve antijen sunucu hiicre gibi davranip antijeni T lenfositlere sunarlar
(Saroj ve ark., 2012).

Kemik iliginde, T ve B lenfositler ile ortak bir kok hiicre grubundan
kaynaklanan dogal oldiriicii hiicreler, biiyiik graniillii vehiicreleri Oldiirmeye
programlanmishiicrelerdir. Hedef hiicreleri tanimalar ile birlikteiirettikleri perforin
ve fragmentinlersayesinde hedef hiicre membraninda kanallar agarak apoptozla
hiicreninoliimiine neden olurlar (Abbas ve ark., 2007). Antikor veya antijenik bir
uyarima gerek duymaksizin hedef hiicreyi dldiirebilme yetenegindedirler. Viriis ile
enfekte hiicrelerin Oldiiriilmesinde ilk olarak NK hiicreleri devreye girerler. NK
hiicreleri ylizeylerinde iki tip reseptor eksprese ederler; CD16, CD56. Bu yiizey

molekiilleri ile NK hiicreleri akim sitometri cihazinda gosterilebilinir (Deniz, 2007).

4.1.1.3. Kompleman sistemi

Dogal bagisiklik sisteminin ve hiimoral immiinitenin 6nemli bir pargasi olan
kompleman sistemi, herhangi bir uyarim sonrasinda aktive olan ve uyaranin
Olimiine yol acacak inflamatuar yanit1 harekete ge¢iren plazma proteinlerinden
olusur (Walport, 2001). Efektor molekiillerin yan1 sirabir dizi diizenleyici proteini de
iceren sistemin yapitaglar1 iic ana yolaktan (klasik, alternatif ve lektin yolaklar1)
aktiflestiginde, aktive olan her komponent, bir sonraki yapitasini uyarip, biri
enzimatik, digeri biyolojik etkinlige sahip iki alt gruba parcalanmasina yol acar.
Boylece bir selale gibi, sirali olarak aktiflesen sistemin isleyisinde her ii¢ yolagin
farkli ve benzer isleyis agamalar1 bulunur. Kompleman sistemi, dogal immdiin cevap
kapsaminda ele alinsa da, edinsel immiin cevabin diizenlenmesinde de rol oynar
(Ricklin ve ark., 2010). Klasik yolak antikorlarin mikroorganizmalara ya da baska
antijenlere baglanmalar1 sonucu uyarilir. Bu mekanizma edinsel bagisiklikda

hiimoral immiin yanitta degerlendirilir. Alternatif yolak dogal bagisiklikta
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degerlendirilir. Baz1 kompleman proteinleri mikroorganizmalarin yiizeylerinde aktive
olur. Lektin yolak bir plazma proteinin mikroorganizmalarin belirli bir bolgesine
baglanmasi sonucunda aktive olur ve bu yolak icerisinde antikor bulundurmadig igin
dogal bagisiklikta degerlendirilir. Kompleman sistemi aktive olduktan sonra hiicre
membraninda polimerik bir protein kompleksi olusur. Bu kompleks ile membranda
hiicre igerisine su ve iyon giris cikisini saglayan bir delik olusur ve bdylece

mikroorganizmanin 6liimii ger¢eklesmis olur (Abbas ve ark., 2007).

4.1.1.4. Sitokinler

Mikroorganizmalar tarafindan uyarilan makrofajlar ve diger hiicreler tarafindan
salgilanan hiicresel reaksiyonlar1 yonlendiren proteinlere sitokin denir. Sitokinler
agirlikli olarak 16kositler tarafindan sentezlendikleri ve 16kositlere etki ettikleri i¢in
sitokinlerin biiyiilk bir boliimiine interlokin denilmektedir. Dogal immiin cevap
kapsaminda degerlendirilen sitokinlerin biiyilk bir kismi mikroorganizmalar
tarafindan uyarilmis makrofajlar tarafindan sentezlenir. Edinsel immiin cevapta ise
sitokinler genellikle yardime1 T lenfositler tarafindan iiretilir (Abbas ve ark., 2007).

Sitokinler, immiinomodiilatér molekiiller ve bagisiklik sinyal faktorii olarak
tanimlanan, lenfositlerin klonal c¢ogalmalarinda, efektor hiicrelerin gorevlerini
yapmalarinda, dogal ve edinsel bagisikligin en etkili bigimde yapilanmasinda rol
oynayan molekiillerdir. Baglica sitokinlerin ortak Ozellikleri; ayni sitokin farkli
hiicreler tarafindan {iretilip, farkli tip hiicreler iizerine etki gosterebilecekleri gibi
(pleiotropizm), tek bir hiicrenin farkli etkilere sahip degisik sitokinleri sentezlemesi
de s6z konusudur. Sitokinler arasinda direkt anti-viral aktiviteye sahip IFN’lerin ayr1
bir énemi vardir. Ug gruba ayrilan IFN’ler (tip 1, 2 ve 3) dendritik hiicreler, T
lenfositleri ve NK hiicreleri gibi immiin sistem hiicrelerinin uyarilmalar1 sonucu
sentezlenirler. IFN’lerin anti-viral etkileri disinda makrofajlar1 ve NK hiicrelerini
uyarmak gibi dnemli gorevleri de bulunur (Akira ve ark., 2006).

TNF; Makrofajlar ve T hiicreleri tarafindan salgilanir, baz1 hiicrelerde apoptozu
uyarir, inflamasyonu uyarir, karacigerde akut faz proteinlerinin sentezinde ve
notrofillerin aktivasyonunu uyarir. IL-1; makrofajlar, endotelyal ve epitelyal hiicreler

tarafindan salgilanir, inflamasyonun uyarilmasi ve karacigerde akut faz proteinlerinin
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sentezinde gorev alir. IL-12; makrofajlar ve dendritik hiicreler tarafindan salgilanir,
NK hiicreleri ve T hiicrelerinden IFN-y salgilanmasin1 saglar, T hiicrelerin Thl
hiicrelerine farklilagsmasini uyarir. IFN-y; NK hiicreler ve T hiicreler tarafindan
salgilanir, makrofajlarin aktivasyonunu ve antikor yanitlarin1 uyarir. Tip 1
interferonlar; IFN-o makrofajlar, IFN-f fibroblastlar tarafindan sentezlenir, NK
hiicrelerin aktivasyonunu uyarir. IL-10; makrofajlar ve T hiicreler (Th2) tarafindan
sentezlenir, IL-12 salgilanmasini baskilar. IL-6; makrofajlar, T hiicreler ve
endotelyal hiicreler tarafindan salgilanir, B hiicrelerinde antikor yapan hiicrelerin
cogalmasimi uyarir, karacigerde akut faz proteinlerin sentezini saglar. IL-15;
makrofajlar tarafindan salgilanir, NK hiicrelerin ve T hiicrelerin ¢ogalmasini uyarir.
IL-18; makrofajlar tarafindan salgilanir, NK hiicreleri ve T hiicrelerinden IFN-y
sentezini uyarir (Abbas ve ark., 2007).

4.1.2. Edinsel bagisikhik

Yabanct maddenin viicuda girmesiyle ilk koruyucu engel, dogal bagisiklik ve
daha sonra patojene 6zgiil olarak gelisen edinsel (adaptive) bagisikliktir. Antijenin
yakalanmasi ve lenfoid organlara transportu edinsel immiin cevabi baglatan ilk
asamadir.iki tiir edinsel bagisiklik sistemi vardir: Birincisi viicut, saldirgana karsi
globulinyapisinda dolasan antijen ile reaksiyona giren antikorlar olusturur.Bu
antikorlar immunoglobulin (Ig) olarak adlandirilirlar. Bu tip bagisiklik hiimoral
bagisiklik adini alir. Ikincisi aktif olan lenfositler yabanci saldirgan1 yok etmeye
yoneliktir. Bu tip bagisiklik hiicre aracili bagisiklik adinialir(Alberts ve ark., 2008).

Konagin immiin sistemi kendisi enfeksiyonu gecirerek ya da asilama ile (aktif
bagisiklik) veya daha once enfeksiyonu gecirmis ve bagisiklik kazanmig bireylerden
alan antikor ve lenfositler bireye verilerek (pasif bagisiklik) giiclendirilebilir. Bir
mikrobun antijeni ile karsilasan konak o mikroba karsi yanit olusturur ve aymi
mikrop ile bir sonraki karsilasmasi icindireng gelistirir. Bu sekilde mikrop ile
karsilasmis olan konak diren¢ olusturmusken, mikrop ile hi¢ karsilagmamaig birey naif
kalir. Aktif bagisiklik uzun siirelidir fakat pasif bagisiklik kisa stirelidir. Pasif
bagisiklikta naif birey mikroba karsi diren¢ olusturmus bireyin hiicrelerini tasidigi

stirece enfeksiyona karsi savasabilir. Bu nedenle pasif bagisiklik birey yanit
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olusturana kadar oldukga etkilidir ancak uzun siireli direng¢ saglamaz (Abbas ve ark.,
2007).

T hiicre cevaplari ile B hiicre cevaplariarasinda iki 6nemli fark vardir. Birincisi;
Thiicreleri cevresel lenfoid organlarda, ancak antijen sunan hiicreler tarafindan
antijen sergilenirse c¢ogalir ve etkili hiicrelere farklilasmak {iizere uyarilir. T
hiicrelerininbu sekilde bir yanit gelistirmelerinin sebebi, taniyabildikleri antijenlerin
Bhiicrelerinden farkli olmasidir. B hiicreleri biitiin halindeki protein, lipid,
karbonhidrat ve niikleik asit yapisindaki antijenleri tanirken, T hiicreleri antijen
sunan hiicreler tarafindan i¢inde kismen parcalanmis olan, peptid yapidaki antijen
parcalarinitanir. Antijene ait peptid parcalari T hiicrelerinedogrudan major
histokompatibilite kompleksi(MHC) proteinleri ile sunulur. Ikinci farklilik ise, bir
kereetkinlestiginde T hiicrelerinin ya ikincil lenfoid organ icinde ya da go¢ etmis
olduguenfeksiyon merkezinde, ancak kisa mesafelerde etkili olabilmeleridir. Buna
karsin, aktiflesmisB hiicreleri kendi bulunduklar1 yerdenuzak mesafelerde de etkili
olabilen antikorlari iiretirler (Hall ve Guyton, 2007).

MHC molekiilleri protein yapidaki antijenlerin peptidleriniT lenfositlerine
tanimalar1 i¢in gdsteren membran proteinleridir. T lenfositlere peptid yapisindaki
antijeni sunan iki MHC sinifi vardir bunlar sinif I ve simif I MHC molekiilleri. Simif
I MHC molekiiliinde T hiicre es reseptorii CD8’ in baglanma bolgesi bulunur. T
lenfosit aktivasyonu T hiicre reseptoriiniin(TCR) MHC ile gosterilen peptid yapidaki
antijeni tanimasini ve ayni zamanda T hiicre es reseptoriiniin MHC ile baglanmasi
gerektirir. Bu sebeple CD8" T lenfositleri yalnizca CD8’ in baglanabilecegi simf I
MHC molekiillerinin gosterdigi peptid yapidaki antijenlere yanit verebilir.Simf 11
MHC molekiillerinde T hiicre es reseptorii CD4’ iin baglanma bdlgesi bulunur. CD4
yalnizca simif I MHC molekiilerini bagladigi igin CD4" T hiicreleri yalnizca sinif 11
MHC molekiillerince sunuluna peptid yapidaki antijenlere yanit verebilir. Smif I
MHC molekiilleri peptid yapidaki antijenleri sitozolik yapidaki proteinlerden
edinirken, sinif I MHC molekiilleri peptid yapidaki antijenleri hiicre ici vezikiillerde
bulunan proteinlerden edinir (Abbas ve ark., 2007).
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4.1.2.1. Hiimoral immiinite

Immiin sistemde mikroplarla savasmaya yardimei ve birbiriyle drtiisen iki sistem
vardir. Bunlardan birincisi hiimoral imminite, ikincisi hiicresel immiinite. Hiimoral
immiinitede gorevli spesifik lenfosit B lenfosittir. B lenfositler yabanci bir maddeye
kars1 dolagimda antikor iiretirler. B lenfositlerinin temel fonksiyonu bakteri, viriis ve
tiimor hiicrelerinin yabanci proteinlerine karsi yanitta antikor liretmektir (Saroj ve
ark., 2012).Her bir B lenfosit antikorun bir tiiriinii iiretir ve bir kez aktive olur,
antikor salgilayan hiicrelere doniisiip ¢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 dalak, lenfoid folikiiller, lenf diiglimleri ve mukozal
lenfoid dokularda bulunan antijene 6zgiin B lenfositlerin antijeni tantyip ¢ogalmasiile
baslar, antikor salgilayan effektor hiicrelere donlismesi ve bellek hiicrelerini
olusturmasi ile de sonuglanir. Plazma hiicreleri ve bellek hiicreleri kemik iligine gog
ederek orada bulunurlar ve ayni antijenle tekrarlayan karsilasmalarda enfeksiyona
kars1 daha hizli, erken ve etkili savunma saglarlar.

Hiimoral immiinite deB lenfositleri, protein yapili antijenler disinda ¢ok ¢esitli
molekiilleri tanmidig1 ve onlara 6zgiil antikorlar iirettigi i¢in polisakkarid yapili ve
kapsiillii mikroorganizmalara kars1 hiicresel immiiniteden daha 6nemli bir savunma
gerceklestirir (Abbas ve ark., 2007). Lenfositler antijenlerle ilk maruz kalmada
cogunlukla IgM yapisinda antikor sentezlerler ve bu primer immiin yanittir. Ancak
ayn1 antijenlere bir sonraki karsilamasinda verilen yanit sekonder immiin yanittir ve
primer immiin yanittan farklidir. T hiicre bagimsiz antijenlere kars1 bellek hiicresi
olusmadig1 i¢in sekonder immiin yanit primer immiin yanita benzer sekilde olusur ve
IgM yapisinda antikor iiretilir. Fakat T hiicre bagimli antijenlere karst primer immiin
yanit sirasinda bellek hiicreleri olustugu i¢in, ayn1 antijenle bir sonraki karsilasmada
gelisen sekonder immiin yanit, primer immiin yanittan daha giiclidiir ve yliksek
afiniteli IgG yapisinda antikor iretilir. Protein yapisindaki antijenlerle tekrarlayan

karsilagsmalar1 sonucunda antikorun afinitesi artar (Karsunky ve ark., 2008).
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Edinsel immiin sistemin onemli bir iiyesi olan B lenfositler, kemik iliginde

hematopoetik kok hiicrelerden ve sonra lenfoid progenitdr hiicreden gelisirler
(Jefferis ve ark., 20006).
Kemik iliginde islevselligini kazanamayan hiicreler apoptozis (programlanmis hiicre
o6liimii) ile oliirken islevselligini kazanan hiicreler ise olgunlasarak kan yoluyla lenf
diigtimleri, dalak, mide-bagirsak sistemi, solunum yollar1 gibi sekonder lenfoid
organlara goc ederler. Bu organlarin baslica gorevleri lenfosit ve yabanci antijenlerin
karsilagsmalarin1 saglamaktir. Periferik kandaki lenfositlerin %15- %20’ si B
lenfositlerdir. Dolasima salinan B lenfositler dinlenme halindedirler ve
uyarilmadiklar1 siirece islev gostermezler ve boliinmezler. B lenfositleri antikor
sentezleyen plazma hiicrelerine farklilasarak yabanci antijenlere karsi 6zgiil immiin
yanit olustururlar, T hiicrelerine antijen sunarlar ve salgiladiklar: sitokinlerle immiin
sistemi diizenlerler (Musabak, 2011). Aym1 zamanda salgiladiklar1 antikorlarla,
mikroplarin ve tiimoér hiicrelerinin opsonizasyonunu saglarlar ve bu sekilde,
kompleman sisteminin aktivasyonunda ve toksin notralizasyonunda gorev yaparlar.
Boylece dogal immiin cevabin giiclendirilmesine ve sitotoksik hiicrelerin etkilerini
gostermesine yardimci olurlar (Karsunky ve ark., 2008).B lenfosit yiizeyine baglh
antikorlar ayn1 zamanda antijenlerin taninmasi i¢in reseptdr gorevide yaparlar. Bir
antikor molekiiliinde birbirine es iki agir (heavy-H) ve iki hafif (light-L) zincir
bulunur,her bir hafif zincir de bir degisken (variable-V) ve bir sabit (constant-C)
bolge bulunur, her bir agir zincirde de bir V, ii¢ ya dadort C bolge bulunur.
Aralarindaki farklar1 C bolgesinde olan ve islevleri farkli olmayan « ve A diye
adlandirilan iki ¢esit hafif zincir, yine farkliliklar1 C bolgesinden kaynaklanan ve p,
d, a, v, € diye adlandirilan bes cesit agir zincir vardir. Antikor molekiiliinde her iki tip
hafif zincirden biri, bes tip agir zincirden biriyle kompleks olusturur ve bir antikor
molekiiliinii olusturur, bu antikor molekiiliiniin adlandirilmasi1 hafif zincirlerden
bagimsiz olusur ve agir zincir tiplerine gore sirasiyla IgM, IgG, IgD, IgE, IgA
seklinde yapilir (Abbas ve ark., 2007).
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4.1.2.2. Hiicresel immiinite

Bu bagisiklik tipi hiicre i¢i mikroplara kars1 savasta rol oynayan edinsel immiin
yanitin bir parcasidir (Abbas ve ark., 2007). Immiinitenin bu tipi T lenfositler ile
gerceklesir. Hiicresel immiinitenin yapitasi olan T lenfositleri kemik iliginde olusur
ve timusta olgunlasir. T lenfositleri belirli bir bolgede yerlesmezler doku ve kan
arasinda dolasirlar. T lenfositler belirli bir antijen ile ilk karsilasmasindan sonra
duyarl hale gelirler (Saroj ve ark., 2012). T lenfositleri farkli efektor fonksiyonlar
ile baglantili, hiicre ylizey proteinlerine gore gruplara ayrilir. Sitotoksik T lenfositler
CDS8 eksprese ederler ve hedef hiicrenin apoptoz programini aktive ederek yabanci
antijen eksprese eden hiicrelerin oliimiine yol acarlar. Yardimct T lenfositler
yiizeylerinde CD4 eksprese ederler vespesifik sitokinlerin salgilanmasi yolu ile CD8"
T lenfositlerin, B lenfositlerin ve makrofajlarin aktivasyonuna yardimei olurlar.
Boylece hem dogal hemde edinsel immiin yamtin ikisinde de gorev alirlar. CD4" T
lenfositlerinin bir alt grubu olan Treg’ ler otoimmiin yanittan viicudu korur. Treg’ ler
sitokinlerden bagimsiz, hiicre temas1 bagimliligi ile T lenfosit aktivasyonunu baskilar
(Inman ve ark., 2014).

T lenfositler periferik kandaki tim lenfositlerin % 70-80' ini olustururlar ve
immiin bagisikli§1 baslatan antijene spesifik cevap olustururlar. Lokositlerin
aktivitelerini diizenlerler. Genel olarak hiicresel immiin bagisikligin olugsmasindan
sorumludurlar (Abbas ve ark., 2007).T lenfositler, yabanci antijenleri, TCR olarak
adlandirilan yiizey proteinleri ile tanirlar. TCR' leri, Ig’ lerle fonksiyonel ve yapisal
olarak olduk¢a benzerdirler. TCR’ leri hicbir zaman sekrete edilmezler ve
hedefleriyle uzakmesafelerde etkilesmezler (Kierszenbaum ve Tres, 2012). T
lenfositler bunun yerine etkilerini direkt hiicre temasiyla yada diger immiin sistem
hiicrelerininhareketlerini  etkileyerek gosterirler. T hiicreleri peptid yapidaki
antijenleri tanirlar bu sebeple yabanc1 bir proteini tanimasi i¢in bu proteinin 6ncelikle
peptidlerine ayrilmast ve antijen sunucu hiicrelerce (APC) sunulmasi
gerekmektedir.Biitiin konak hiicreler gerektiginde antijen sunabilirler fakat bazi
hiicreler antijen sunumu i¢in adapte olmuslardir ve T hiicrelerin aktivitelerinin
kontroliinde onemli rol oynarlar. Monositler, dendritik hiicreler ve B lenfositler

antijen sunucu hiicrelerdir (Ross ve Pawlina, 2006).
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Periferik kanda ve sekonder lenfoid organlarda bulunan tiim T lenfositler,
yiizeylerinde CD2 ve CD3 markerlarini eksprese ederler. Biitin CD2'CD3" T
lenfositler, fenotipik isaretleyicileri ve fonksiyonlarma gore altgruplarina ayrilir.
Yiizeylerinde eksprese ettikleriCD4 ve CD8 adiverilen proteinler ile onemli iki T
hiicre alt grubu belirlenir. Fonksiyonel olan T lenfositler bunlardan yalnizca birini

tasirlar ve bu hiicre fonksiyonu ileyakindan iligkilidir (Ross ve Pawlina, 2006).

4.1.2.2.1. CD4" T lenfositler

CD4" T lenfositler yardimer T lenfositler olarak da adlandirilir. T lenfositlerin
antijenlere kars1 yanit olusturmasinda 6nemli rolleri vardir. TCR’ ye smif II MHC
molekiiliinlin baglanmasi1 T yardimci hiicrelerden sitokinlerin salgilanmasini uyarir.
Bu sitokinlerde diger yardimci T hiicrelerinin ¢ogalmasini ve farklilagmasini uyarir
(Ross ve Pawlina, 2006).Hiicre i¢i mikroplarla olusan enfeksiyonlar1 yok eden CD4*
T hiicreleri, fagositleri aktive ederek bu fagositlerin vezikiillerinde yasayabilen
mikroplarin yok edilmesini saglarlar. Iki farkli T lenfosit alt grubu bulunur bunlar
Th1 ve Th2 hiicrelerine gore iki gruba ayrilir. Thl ve Th2 hiicrelerinin gelisimi naif
CD4" T hiicrelerinin mikrobiyal antijenlerle karsilastig1 zaman aldig1 uyari tarafindan
diizenlenir. Thl hiicreleri makrofajlar, sitotoksik T lenfositler ve B hiicrelerini
aktiflestirirken, Th2 hiicreleri ise B hiicrelerini aktiflestirir. Regiilator T hiicreler
CD4" T hiicrelerin %5- %10° unu olustururlar. Bu hiicreler 6z antijenlere veya
yabanci antijenlere karst T lenfositler ile iliskili konak immiin yanitlar1 baskilar
(Alberts ve ark., 2008).

Th1 sitokin profili hiicre i¢i patojenlere kars1 korunmada esastir. Makrofajlardan
salgilanan IL-12, naif CD4" T hiicrelerinin CD4" Th1 yoniinde farklilagmasini uyarir.
(Abbas ve ark., 2007). IFN-y, IL-2 ve TNF-f salgilayan Thl hiicreleri makrofaj ve
NK hiicrelerini aktive ederek fagositoz veya Oldiirme yeteneklerini arttirmaktadir
(Nelson, 2004). IFN-y, Thl hiicreleri tarafindan {iretilen en 6nemli sitokinlerden
biridir, viral enfeksiyonlari inhibe eder, makrofajlar1 aktive eder ayrica antikor
izotiplerinin iiretimini uyararak fagositozu aktiflestirir. Thl hiicreleri fagositoz
araciligiyla sindirimi ve mikroplarin 6ldiiriilmesini aktiflestirmis olur (Abbas ve ark.,

2007).
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Th2 profili IgE igeren antikorlarin fazla iiretimi ile karakterize hastaliklarla
ilgilidir. APC’ den IL-12 salgilanmaz ise, T lenfositler IL-4 salgilarlar ve CD4" T
hiicrelerinin CD4" Th2 yoniine dogru farklilasmasini uyarirlar. Th2 hiicreleri IL-4 ve
IL-13 salgilayarak IgE antikorunun tretimini, IL-5 salgilayarak ise eozinofilleri
uyarir. Bu hiicreler 06zellikle helmintik parazitlere karsi eozinofil araciligiyla
fagositozdan bagimsiz immiiniteyi aktiflestirir (Abbas ve ark., 2007). IL-4, IL-5, IL-
6 salgilayan Th2 hiicreleri B hiicrelerini IgM, IgE sentezine yoneltir ve hiimoral
immiin cevap ve allerjik reaksiyonlardan sorumludur ayrica salgiladiklar1 IL-10 ile
Th1 tip ile olusan asir1 inflamasyonu baskilar (Nelson, 2004).

Regiilatér T hiicreler insan periferal kaninda bulunan CD4" T hiicrelerin %5-
%10’ unu olustururlar. Bu hiicreler 6z antijenlere veya yabanci antijenlere karst T
lenfositler ile iligkili konak immiin yanitlar1 baskilar. Treg hiicreleri kanser
hiicrelerine ve otoimmiin hastaliklara karsi immiin yaniti baskilamada 6nemli rol
oynar.Diizenleyici T hiicreler olusum sekillerine gore ikiye ayrilir. Direkt olarak
timus kokenli olanlara dogal Treg hiicreleri denir, CD4" veya CD8" hiicreler
tarafindan uyarim sonrasi salgilananlara ise iTreg denir. CD4" Treg hiicreler 5 ayr
gruba ayrilir. Treg ve iTreg hiicreleri CD4" CD25" FoxP3" fenotipine sahiptirler.
Immiin sistemi baskilayici etkilerini IL-10 ve TGF-p salgilayarak gosterirler. Immiin
sistemi baskilayan bir sitokin olan TGF-f’ ya maruz kalan naif T hiicreleri Foxp3
eksprese ederler ve regiilator T hiicrelerinin indiiksiyonunu saglarlar. IL-6 ise TGF-f
aracili Foxp3" regiilator hiicre indiiksiyonunu inhibe eder (Gallimore ve Godkin,

2008).

4.1.2.2.2. CD8" T lenfositler

CD8" T lenfositler sitotoksik T hiicreler olarakda adlandirilir. Sitotoksik T
hiicreler mikroorganizmalar1t ve bazen de viicudun kendi hiicrelerini oldiirebilen
hiicrelerdir. Bu sebeple bu hiicrelere oldiirticii hiicreler denir. Sitotoksik T hiicreler
izerinde bulunan reseptor proteinleri, 0zgiil olduklar1 antijeni tasiyan hiicreye
baglanmalarini saglayarak, baglandiklar1 hiicreyi 6ldiirmektedir. Baglanmadan sonra
sitotoksik T hiicreleriperforin adi verilen delik agic1 proteinleri salgilarlar. Bu

proteinler ile saldirilan hiicrelerin zarinda biiyiik yuvarlak delikler olustururlar. Bu
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delik ile birlikte hiicre icerisine hiicreler arasi sivi hizla dolar. Ayni zamanda
sitotoksik T hiicreleri saldirdig1 hiicre icine sitotoksik maddeler salgilar. Hemen
ardindan saldirilan hiicre sisip hizla erir. Sitotoksik T hiicreler kanserli hiicrelerin
yok edilmesinde 6nemli rol oynar (Hall ve Guyton, 2007). CD8" T lenfositler simf I
MHC molekiilii tarafindan sunulan peptid yapidaki antijenleri tanirlar (Fitch ve ark.,
1993).

CDS8" Treg hiicreleri iki gruba ayrilir; T siipresor hiicreler (Ts) ve IL-10 iireten
CDS8" T hiicreler. Ts hiicreler CD8" CD28" fenotipine sahiptirler ve immiin sistemi
baskilayici etkisini hiicre-hiicre kontagi yoluyla gergeklestirirler. IL-10 iireten CD8"
T hiicreleri ise CD8" IL-10" fenotipine sahip olup immiin sistemi baskilayici etkisini
IL-10 eksprese ederek sitokin aracili olarak gerceklestirirler (Gallimore ve Godkin,
2008).

Baskilayict T  hiicreleri hem  sitotoksik hem de yardimer T
hiicrelerinibaskilayabilmektedir. Bu hiicreler bagisiklik sisteminin asir1 reaksiyon
vermesiniengellemektir. Cogalmaya baslayip faaliyete gectikten sonra yardimei
hiicrelerin sayis1 belirli bir diizeye ulasinca baskilayic1 T lenfositleri devreye girer ve

goreviniyapar (Keeton ve ark., 2000).

4.1.3. Apoptoz

Viicudumuzdaki her hiicre belirli siirelerde yasar zamani geldiginde de oliir.
Hiicre 6liimiiyle hiicre cogalmasi arasinda kontrollii bir denge vardir. Apoptoz terimi
ilk kez 1972°de Avustralyali bir patolog tarafindan tanimlanmistir (Kerr ve ark.,
1978). Hiicre 6liim tiplerinden biri olan apoptoz hiicrelerin kendilerini yok ettikleri,
programli, genlerle diizenlenen, enerjiye gereksinimi olan, homeostazin
korunmasinda gorevli, bir olaydir. Apoptoz embriyonik donemde, postnatal hayatta
ve patolojik durumlarda gozlenebilir.

Embriyonik donemde memelilerde el ve ayak parmak arasindaki ara dokunun
kalkmasinda, kan damar1 sayisinin azalmasinda ve merkezi sinir sisteminde apoptoz
gortliir. Kurbagalar da metamorfozda kuyruklar1 apoptoz ile kaybolur (Vaux ve ark.,
1999; Franz ve ark., 1997). Postnatal hayatta apoptoz goriilen olaylar; menstruasyon

sirasinda endometriyumun tabakasinin dokiilmesi, deri hiicreleri bazal tabakada
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olusup lst tabakaya dogru go¢ ederler ve son olarak canliy1 dis etkenlerden koruyan
deri tabakasi icin apoptoza ugrayip 6lmesi, disilerin siitten kesildikten sonra meme
bezlerinde apoptoz olmasi (Marti ve ark., 2001; Ford 2001). Patolojik durumlarda da
apoptoz diyabet, parkinson hastaligi, alzaymir hastaligi, bagisiklik hastaliklari, timor
olusumu, AIDS, organ transplantasyonlarin da goriiliir (Blanch ve ark., 1999;
Hughes ve Gorospe, 1991;Kannan ve Jain, 2000).

Oliim tipi olan apoptoz hiicrenin 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 biiziismeye
baslar. Hiicre organelleri yapilarini korur. Hiicre g¢ekirdegi kiiciiliir ve parcalara
ayrilir. Hiicre kiigiik pargalar halinde zar ile sarili olarak apoptotik cisimciklere
ayrilir. Bu apoptotik cisimcikler makrofajlar tarafindan taninir ve fagosite edilir
(Bellamy ve ark., 1995; Ellis ve ark., 1991).

Apoptozun diizenlenmesinde birka¢c molekiil, proteinler ve mitokondriyonlar rol
oynar. Apoptoz siiresince hiicre icerisine kalsiyum girisi olur. Hiicre Oliimiinde
onemli rol oynayan Bcl-2 ailesi iki gruptan olusur; anti-apoptotik ve pro-apoptotik
iyeler. Anti-apoptotik iiyeler, 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 hiicre yasamini devam ettirmek icin
calisirlar. Pro-apoptotik iiyeler, Bad, Bax, Bid, BclXs’ dir. Bunlar mitokondrinin
membran ile iliski kurarak ve apoptoz indiikleyici faktdr (AIF) ve sitokrom-C nin
salinmasini arttirarak apoptozu indiiklerler (Adrain ve Martin, 2001; Spierings ve
ark., 2004; Smaili ve Su, 2000).

Apoptozun indiiklenmesinde gorevli bir diger faktdér P53 transkripsiyon
faktoriidiir. P53, hiicrede DNA hasar1 oldugunda hiicre boliinmesini durdurup DNA’
nin tamir edilmesi i¢in zaman kazandirir. Hasar tamir edilemeyecek ise Bax ve Fas
yapimin artirir Bel-2 ve Bel-xL’yi baskilayip ve apoptozu indiikler (Vousden ve Lu,
2002). immiinsistemde hiicre 6liimiinii Fas reseptérii kontrol eder. Bunlar sitotoksit T
hiicreler ve dogal oldiiriicii hiicreler tizerinde bulunurlar. Bu protein hiicre yiizeyinde
kendi reseptoriine baglanir ve uyarilmayla prokaspazlar uyarilip apoptoz baslar

(Spierings ve ark., 2004,Curtin ve Cotter, 2003).
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Kaspazlar apoptozu indiikleyen, sistein proteazlardir. Hiicrede inaktifdirler fakat
birbirlerini aktiflestirirler. 3 tip kaspaz vardir; Baglatici kaspaz, efektorkaspaz,
inflamatuar kaspaz. Kaspazlar hiicrenin keseciklere ayrilmasina sebep olurlar
(Adams ve Cory, 1991; Adrain ve Martin, 2001; Spierings ve ark., 2004).

Apoptozun iki mekanizmasi1 vardir; mitokondrial yol ve ekstrinsik yol. Apoptoz
hiicre icerisinde PH azalmasi, Ca diizeyinin artmasi, hiicre dongii bozukluklar ve
DNA hasar1 gibi hiicre i¢i olaylar ile uyarilabilir. Hiicre disinda ise, biliylime ve
tireme faktorlerinin azligi, 6lim reseptorlerinin aktivasyonu ve dis etkenler apoptozu
uyarir (Smaili ve Su, 2000).

Apoptoz ile nekroz birbirinden ayri olaylardir. Nekroz; rastgele gelisen bir
stirectir ve genler tarafindan kontrol edilemez. Nekroz siddetli oksidatif stres, agir
metaller, hipertrofi gibi olaylarda goriiliir. Hiicre membraninin biitiinliigli kaybolur,
Hiicre iyon dengesini kaybeder ve sivi almaya baslayip siser, biiyiik vakuoller olusur
ve hiicre lizis olur. Nekrozda ATP gerekmez, DNA rastgele parcalanir, inflamasyona
sebep olur ve ortama noétrofillerin ve makrofajlarin gocii gerceklesir buda nekrozun

ayirt edici bir 6zelligidir (Golstein ve Kroemer, 2007; Nicotera ve ark., 2004).

4.1.4. Asir1 duyarhlik reaksiyonlar:

Immiin yanitin asil amaci organizmanin korunmasidir. Bazen immiin yanit
patojen veya antijene gore viicuda daha ¢ok zarar verir. Bu sekilde gelisen
reaksiyonlar asirt duyarlilik reaksiyonlar1 olarak adlandirilir. 4 tip asir1 duyarlilik
reaksiyonu vardir. Tip | anafilaktik (Ani asir1 duyarhilik), Tip II antikor bagimh
sitotoksik, Tip III immiin kompleksler ile olusan, Tip IV ge¢ reaksiyonlar
(Kiligturgay, 1997).

Tip I ani asir1 duyarlilik reaksiyonu saman nezlesi, besin allerjisi, astim ani agir1
duyarlilik reaksiyonlarinin en sik goriilenlerdir (Abbas ve ark., 2007). Bu bagisiklikta
antijene kars1 IgE antikoru iiretilir ve bu antikor mast hiicre ylizeyindeki reseptorlere
baglanir. Antijen ile ikinci karsilamada reseptorlerdeki IgE antikoru ve antijen
arasinda capraz bag olusmasi ile mast hiicreleri ve bazofillerin degraniilasyonu

gergeklesir (Saroj ve ark., 2012).
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Tip II asir1 duyarlilik reaksiyonu bireyin kendi antijenleri ile antikorlarinin
baglanmasi sonucu olusur. Bu ayni zamanda antikor bagimli asir1 duyarlilik olarak
da adlandirilir ve IgG, IgM antikorlar1 ile baglantilidir. Kompleman sistemi
aktivasyonu gergeklesir. Bu tip reaksiyonlar uyusmayan kan gruplarindan kan
transferi gibi durumlarda ve Rh (Rhesus) uyusmazliginda ortaya ¢ikar. Bu durumda
annenin antikorlar1 plasenta ile bebege gecer ve bebegin alyuvarlarini yok eder.

Tip I asir1 duyarliblk reaksiyonu kan dolasimi sirasinda bulunan
mikroorganizma ve antikorlar arasinda kompleksler olusmasiyla gelisir. Olusan
kompleksler viicutta degisik dokularda toplanirlar. Notrofiller komplekslerin
toplandig1 bolgeye giderler. Fagositoz ile noétrofillerin 6liimii sonrasinda dokulari
parcalayan lizozom enzimleri salinmig olur. Bu agir1 duyarlilik reaksiyonlar1 SLE
(systemic lupus erythematosus) gibi otoimmiin hastaliklarda goriiliir.

Tip IV asir1 duyarhilik reaksiyonlari, gecikmis tip asirt duyarlilik reaksiyonudur
ve 2 yada 3 giin arasinda gelisir, antikor tepkisinden c¢ok hiicre merkezli bir tepkidir.
Bu asir1 duyarlilik reaksiyonu monositler, T hiicreler ve makrofajlarla baglantilidir.
Bu asir1 duyarlilik reaksiyonuna en giizel 6rnek graves hastaligidir (Saroj ve ark.,

2012).

4.2. Kok Hiicreler

Kok hiicreler 6zellesmemis hiicrelerdir ve bu hiicrelerin her biri yeni
spesifikhiicre fonksiyonlar1 ile o6zellesmis hiicrelere doniisebilirler. Bu hiicreler,
uygun sartlarda farklilasmadan sinirsiz sayidaboliinebilme, kendilerini yenileyebilme
ve doku onariminda ve homeostazda ¢ok dnemli rol oynayan en az bir farkli hiicre
tipine  doniisebilme  yetenegindedirler  (Spangrude, 2003).Kok hiicreler
farklilasabilme yeteneklerine gore totipotent, pluripotent yada multipotent olarak
siniflandirilirlar. Totipotent kok hiicreler, canli bir hayvanin uterusuna implante
edildiginde tam bir organizmay1 olusturabilir. Pluripotent kok hiicreler, ekstra
embriyonik dokular (6rnegin plasenta) disinda bir organizmanin her hiicresinin
olusmasina nedenolabilir. Multipotent kok hiicreler,yetiskin kok hiicrelerdir ve
sadece hiicrelerin belirli soylarini {iiretebilirler. Bu hiicreler harsali bir bdlgeye

cagirildiginda kendilerini yenilerler, hiicre bdliinmesine ugrarlar bir dncii ve bir

23



progenitor hiicre olusur (Nadig, 2009).Doku rejenerasyonunun anlasilmasi ilekok
hiicre biyolojisi 6nemli bir alan haline gelmistir, travmatik yaralanmalarin ve yasami
tehdit eden patolojik durumlarin (kalp iskemisi, spinal kord yaralanmasi, Parkinson
hastalig1) tedavisinde ¢ok giiclii bir kaynaktir (Choi ve ark., 2012).Kok hiicrelerin iki
ana tipi belirtilmistir, embriyonik kok hiicreler ve postnatal veya yetiskin kok
hiicreler. Embriyonik kok hiicreler blastosistten olusurlar. Yetiskin kok hiicreler
dokularda bulunan kendini yenileyebilen multipotent hiicrelerdir. Kok hiicreleri diger
viicut hiicrelerinden ayiran o6zellikler vardir, birincisi normal viicut hiicreleri siirl
sayida cogalabilirlerken veya hi¢ cogalamazlarken kok hiicreler sinirsiz sayida
cogalabilirler. Ikincisi viicut hiicreleri bir isi yapmak igin 6zellesmislerdir fakat kok
hiicreler 6zellesmemis hiicrelerdir. Ugiinciisii viicut hiicreleri bir baska hiicre tipine
farklilasamazlar fakat kok hiicreler belirli sinyaller ile farkli hiicre tiplerine

farklilasabilirler, 6zellesebilirler (Nadig, 2009).

4.2.1. Kok hiicrelerin tarihcesi

Alman bilim adam1 Carl Rudolph Wirchow 1800’ lii yillarin basinda “Omnis
cellula e cellula” (Tiim hiicreler bagka hiicrelerden gelisir) yaklasiminda bulunmustur
(Pittenger ve ark., 1999). Heniiz 1868 yilinda {inlii alman biyolog Ernest Haeckel’
nin bilimsel calismalarinda kok hiicre terimi goriilmiistiir (Haeckel, 1868).1909
yilinda rus histolojist Alexander Maksimov tarafindan kok hiicreterimi bilimsel
kullanim i¢in Onerilmistir.Alexander Maksimov bir lenfositin morfolojik goriiniimii
ile hematopoietik kok hiicrelerin varligini 6nermistir. 1960° I1 yillarda Kanadali bilim
adamlar tarafindan kok hiicre iizerinde arastirmalar yapilirken kok hiicre ile ilgili
bilgiler ortaya ¢ikmistir (Becker ve ark., 1963). O yillarda kemik iligimizde bulunan
bir grup hiicrenin kan sistemini olusturan hiicreleri yaptiginin belirlenmesi ile kok
hiicre terimi ortaya ¢ikmistir(Santos ve Willenbring, 2007). Ulkemizde ilk hiicre
kiiltiirti galigmast Ord. Prof. Dr. SiireyyaTahsin Aygiin'e aittir. Aygiin 1971 yilinda
yaptifn bir calisma ile hiicrenin giiciinden bahsetmistir. Insan Smriinii
uzatmaninyolunun dogum sonrasinda atilan plasentalarda, kordon hiicrelerinde
oldugunu soylemistir (Cetiner, 2006).1998 yilinda Thomson ve arkadaslar1 insan

embriyonik kok hiicrelerinitiip bebekyontemiyle laboratuar kosullarinda elde edilen
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embriyonlardan aragtirma amacli bagislanmis olanlarindan ayristirdilar. Bu hiicreleri
uzun siire boyuncalaboratuarda cogalttilar ve farkli uyaranlarla in vitro olarak
ektoderm, endoderm, mezoderm kokenli degisik viicuthiicrelerine doniismelerini
sagladilar. Sonrasinda yapilan bir¢ok calismada, bu hiicrelerin viicudumuzdaki
neredeyse tim hiicre cesitlerine doniistiiriilebilecekleri bulundu(Thomson ve ark.,
1998). MKH tanimi ise 1999 yilinda Pittenger ve arkadaglar tarafindan yapilmistir.
Onlara gore kok hiicreler, kemik iligi kaynakli osteoblastlara, adipositlere ve

kondrositlere farklilasabilen fibroblastik hiicrelerdir (Pittenger ve ark., 1999).

4.2.2. Kok hiicrelerin ozellikleri

Kok hiicreler farkli hiicre tiplerine doniisebilirler ve kendilerini yenileyebilirler.
Kok hiicreler; 6zellesmemis hiicrelerdir ancak sinyallere gore 6zellesmis hiicrelere
donustiirtilebilirler, hasarli dokuyu yeniden islev gorecek sekilde diizeltebilirler, ¢ok
fazla sayida farklilagmamis hiicreler olusturabilirler, uygun olan ortama
yerlesebilirler (Herzog ve ark., 2003). 2001 yilinda Leipzig’ de bulusan Doku Kok
Hiicreleri Calisma Grubu kok hiicrelerebir dokuya aitfakat islevsel olarak
farklilasmamis ve potansiyel olarak heterojen hiicrelerdirdemislerdir. Bir hiicreyi,
kok hiicre olarak tanimlamak icin bes gerekli 6l¢iit vardir:

1. Kok hiicreler uzun zaman boyunca kendilerini yenileyebilirler ve
boliinebilirler. Hiicrelerin boliinebilme yeteneklerini kromozomlarin u¢ kisminda yer
alan telomer adin1 alan DNA zincirleri belirler. Telomerler kromozomlarin yapisal
olarak biitiinliigliniin korunmasini saglarlar. Fakat her boliinme sirasinda telomerik
uclardan bir miktar DNA kaybedilir. Telomeraz enzimi telomer tekrar dizilerini
kromozomun 3’ ucuna takarak kisalmay1 6nler. Somatik hiicreler bircok boliinmeden
sonra telomerde kisalmalar gerceklesince boliinme aktivitelerini kaybederler.
Embriyonik kok hiicrelerin ve germ tiimorii hiicrelerinin telomeraz aktivitesinin, bu
hiicrelerin smirsiz bir sekilde kendilerini yenileyebilme 06zelliklerinden sorumlu
oldugu diisiiniilmektedir. MKH’ larda, telomerlerin boyunun ayn1 kalmasina yetecek
kadar telomeraz iiretilmektedir (Bayik, 2004)

2. Kok hiicreler her hangi bir dokuya 6zgiin olarak 6zellesmemis hiicrelerdir. Bu

hiicrelere belirli sinyaller verilerek 6zellestirilebilirler.
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3. Kok hiicreler farklilagsabilme yetenegindedirler. Kok hiicreler somatik 3 germ
tabakasina farklilasabildiklerinden; totipotent, pluripotent ve multipotent olarak
siniflandirilirlar (Morst, 2006).

4. Kok hiicreler hasarli dokulara nakledildiklerinde ¢evre dokularin tekrar
cogalabilmesini saglamaktadir.

5. Kok hiicreler in vivo olarak doku hasarinin olmadigi durumda bile
nakledildikleri dokularda farklilasmamis diger hiicrelere yardimci olabilirler.

(Loeffler veRoeder, 2002).

4.2.2.1. Totipotent

Sperm ve yumurta hiicresi birlestiginde yani dollenme gergeklestiginde olusan
zigot tek basina tiim organizmayi meydana getirebilecek genetik bilgiye sahiptir. Bu
hiicrelere her seyi yapabilen yani totipotent hiicreler denir. Bu hiicreler zigot
evresinde 8 hiicreli blastomerde bulunan smirsiz olarak farklilagabilen hiicrelerdir.
Embriyo ve embriyo dist membran ve organlarin kaynagii olustururlar. Memeli
canlilariin gelisiminde dollenen yumurta hiicresi erigkin bir viicutta yer alan tiim
hiicre tiplerine doniisebilmektedir. Ustiin farklilasabilme ve cogalabilme yetenekleri
sayesinde bir organizmayi olusturabilme yetenegindedirler. Totipotent Ozellikteki
embriyonik kok hiicrelerin bu yetenekleri dollenmeden sonraki 5. giinekadardir (Blau

ve ark., 2001).

4.2.2.2. Pluripotent

Dollenmeden sonraki 5. giinde hiicreler blastosist denilen kiiresel sekil alir. Bu
kiire icindeki hiicreler viicuttaki tiim hiicrelere doniisebilme kapasitesine sahip
olsalarda tek baslarina tiim organizmay1 olusturamazlar. Bu hiicrelere pluripotent
hiicreler denir ve viicuttaki 200 kadar hiicre cesidine farklilagabilirler.Pluripotent
hiicreler, mezodermal (kemik, kas, kan, kikirdak gibi), ektodermal (noron, deri, sa¢
gibi) ve endodermal (hepatositler, pankreatik beta hiicreleri, sindirim sistemi
hiicreleri gibi) hiicrelere farklilasabilirler. Pluripotent kok hiicrelerin viicuttaki tiim
hiicreleri olusturabilme potansiyelinden dolayr gercek kok hiicreler oldugu

diistiniilmektedir. Fare embriyolarinda 3,5 giinde pluripotent &zellikteki
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hiicreleryaklasik 32 hiicredenolusmaktadir. Fakat bu hiicrelerin pluripotent olma
ozellikleri cok kisa silirede kaybolmaktadir. Yaklasik olarak 4. giinde blastosel sivi ile
dolar ve i¢ hiicre yiginindabulunan hiicreler farklilasip endodermi olustururlar bu
hiicrelere hipoblast denir. Ik farklilasmadansonra hala pluripotent olmaozelligini
koruyan yaklasik 20 hiicreye epiblast hiicreleri denir.Besinci giinde 20-25 tane i¢
hiicre yigm epitelyal kilifi olustururlarken, hipoblasttanviseral endoderm
olugmaktadir. Embriyonun 6,5. giiniinde ise arka bolgede gastrulasyonbaglayarak
mezoderm, endoderm ve ektoderm katmanlari olusmaktadir. Epiblasthiicrelerinin
yaklasik 5,5 giinliik doneme kadar pluripotent 6zelliklerini korudugubilinmektedir

(Sagsoz ve Ketani, 2008).

4.2.2.3. Multipotent

Anne karninda sonraki gelisim asamalarinda hiicrelerin daha 6zel gorevleri olur
ve erigkin kok hiicrelere dontisiirler. Bu hiicreler tek bir germ tabakasina ait hiicrelere
farklilasabilirler. Eriskin bireylerin dokularinda bulunan multipotent hiicreler in vitro
olarak ¢ok fazla miktarda ¢ogaltilabilirler ve organizmadaolusan doku hasarlarinda
cevre dokularin hiicrelerine farklilagarak hasarin diizeltilmesini saglayabilirler. Bu
hiicreler embriyonik kok hiicreler ile kiyaslandiginda farklilasma yeteneklerinin

sinirl oldugu gosterilmistir (Freshney ve ark.,2007)

4.2.3. Embriyonik kok hiicreler

20 y1l 6ncesinde embriyonik kok hiicrelerin izolasyonu ve laboratuvar ortaminda
farklilasmadan ¢ogalabildigi gosterilmistir. ilk ¢alismalar 1981 yilinda Dr. Martin
Evans ve Dr. Kaufman tarafindan fareler ile yapilan deneyde 5 giinliik blastosistlerin
i¢ hiicre kitlesinden sinirsiz ¢ogalabilen embriyonik kok hiicreler izole edilmistir.
(Evans ve Kaufman, 1981). Sonrasinda yapilan ¢aligmalarda ise insan embriyonik
kok hiicreleri izole edilmistir. Fare embriyonik kok hiicrelerinin izole edilmesi ile
edinilen tecriibeler sayesinde Thomson ve arkadaslar1 1988 yilinda insan
embriyolarinin i¢ hiicre kitlesinden embriyonik kok hiicreleri izole etmislerdir

(Thomson ve ark., 1998).
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Blastokistin i¢ hiicre kitlesinden elde edilen hiicreler, gesitli hiicre tiplerine
farklilasabilirler ve yiliksek telomeraz aktivitelerinden dolayr sonsuz DNA
sentezleme kapasitesine sahiptirler (Trounson, 2005). Embriyonik kok hiicreler
organizmanin tiim doku tiplerini olusturabilme yetenegindeki pluripotent hiicrelerdir
(Pera ve ark., 2000). Bu hiicreler klinik olarak in vitro fertilizasyon (IVF) programina
ihtiya¢ duyan bireylerden fazla olan implantasyon Oncesi alinan embriyolarin ig
hiicre kitlesinden gelistirilir. Pluripotent insan embriyonik kok hiicreleri 5 veya 6
giinliik blastokistin i¢ hiicre kitlesinden gelistirilir. Embriyonik gelisim sirasinda i¢
hiicre kitlesi 2 ayr1 katmani olusturur; epiblast ve hipoblast. Hipoblast sonrasinda
yumurta kesesini olusturur. Epiblast ise 3 germ tabakasina farklilagir; ektoderm,
endoderm, mezoderm (Bongso ve ark., 2005).

In vivo ortama nakledilen embriyonik kk hiicreler normal olarak gelisimlerini
devam ettirir ve tim dokularin olusumuna katilirlar.Blastosistteki i¢ hiicre kitlesini
olusturan embriyoblastlar pluripotent hiicrelerdir. Bu hiicreler gerekli sinyaller
verildiginde ve ortam olusturuldugunda yaklasitk 200 ¢esit farkli hiicreye
dontigebilirler (deri, kan, pankreas, sinir, karaciger hiicresi gibi). Bu yeteneklerinden
faydalanilarak embriyonik kokhiicrelerin hastaliklarin tedavisinde kullanilmasi fikri

diistiniilmektedir (Hatoya ve ark., 2006).

4.2.4. Yetiskin kok hiicreler

Yetiskin kok hiicreler gelisim siirecinin ileri evresinde goriiliir ve kendilerini
yenileyebilen, Ozellesmis hiicrelere farklilasabilen, doku ve organlarda bulunan
farklilasmamis hiicrelerdir. Yiiksek telomeraz aktivitesine sahiptirler fakat
embriyonik kok hiicreler ile kiyaslandiklarinda farklilasma potansiyelleri daha azdir
(Fuchs ve ark., 2004). Bu hiicrelerin insan viicudunda ¢ok az sayida oldugu, ayni
zamanda Kkiiltiir ortaminda cogaltilmalarinin zor oldugu diisiiniilmekteydi. Son
zamanlarda yapilan caligmalar ile bu hiicrelerin plastik yiizeylere yapisabilme
oranlarinin yliksek oldugu gosterilmistir(Prentice, 2004).

Yetigkin kok hiicreler insan viicudunda bir¢ok yerde bulunabilir; kemik iligi, dis
pulpasi, kas, sinir, karaciger, deri. Bu hiicrelerin en fazla bulundugu bolge ise kemik

iligidir. Bu bolgelerden izole edilen hiicrelerin farklilagabildikleri bircok ¢aligmada
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gosterilmistir. Farklilasma yeteneklerinin korunarak bu hiicrelerin ¢ogaltilmasi klinik
uygulamalarda kullanilabilir oldugunu gostermektedir. Yapilan deneysel hayvan
modellerinde bu hiicrelerin tedavi edici etkileri gosterilmistir(Shyu ve ark., 2004).
Bazi caligmalar ile yetiskin kok hiicrelerin hasarli dokuyu bulduklar1 ve oraya
yerlestikleri gosterilmistir, bu 06zellikleriyle kok hiicreler hasarli hiicreyi hedef
almaktadirlar. Vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii (VEGF) ve stromal hiicre
kaynakl1 faktor-1 (Stro-1) hasarli bolgelerde arttigi1 diisiiniiliip, bulunduklar1 bolgede
kok  hiicrelerin  cagirilmast  i¢in  gereken  sinyalleri  olusturduklari

diisiiniilmektedir(Ozcan ve ark., 2007).

4.2.4.1. Hematopoetik kok hiicreler

Kanin hiicre elemanlarin1 ve immiin sistem hiicrelerini olusturup sekillendiren
hiicrelere hematopoetik kok hiicreler (HKH) denir. HKH’ ler kendilerini
yenileyebilme 6zelligine sahiptirler ve miyeloid ve lenfoid soylarin her ikisinden de
tim kan hiicrelerine farklilasabilirler (Ratajczak, 2008). HKH’ ler kendilerini
yenileyebilmelerini ve farklilasabilmelerini kontrol altinda tutabilirler. Bu sebeple
hiicre sayilar1 azalmadan devam eder ve kan hiicreleri yasam boyu tretilir. Ayn
zamanda bu hiicreler nadir olarak béliiniirler bu sekilde dokularin homeostazini
saglarken onkojenik olaylarin olusumunu da engellerler (Martinez ve ark., 2007).
HKH’ ler farkhilagtiklarinda ilk olarak kendilerini yenileyebilme &zelliklerini
kaybederler (Lai ve Kondo, 2008).

Bu hiicreler embriyogenesis siiresince bir bolgeden baska bir bolgeye gog
ederler. Viicuttaki hemen hemen tiim hiicreler belirli bir is i¢in 6zellesmislerdir fakat
HKH’ ler belirli bir is i¢in sartlandirilmamistir. Bu hiicreler bir uyar1 aldiktan sonra
0zel bir hiicreye doniistirler. HKH’ ler kemik iliginden, periferik kandan ve kordon
kanindan izole edilebilirler (Kogyigit ve ark., 2008).Insanlarda yapilan in vivo
caligmalar sinirli oldugunda HKH’ lerin izolasyonunun ve karakterizasyonunun
yapilmasi1 zordur. Fakat bu hiicrelerin yiizeylerinde CD34, CD133, CD150 eksprese
ettikleri ve CD38 eksprese etmedikleri bilinmektedir (Ratajczak, 2008).

HKH’ lerin izolasyonunda ilk kullanilan kaynak kemik ilikleridir. Diinya
tizerinde yapilan verilere bakildiginda kemik iligi kaynakli bu kok hiicreler %23
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oraninda kullanilmigtir. Periferik kanda kemik iligine oranla daha az HKH
bulunmaktadir. Diinya iizerinde yapilan ¢alismalarda bu kok hiicrelerin kullanimi
icin %70 oraninda periferik kan kullanilmistir. Kordon kani kdk hiicreleri periferik
kandaki hiicrelere gore daha hizli prolifere olurlar. Yapilan calismalarin %7 sinde

kordon kan1 kok hiicreleri kullanilmigtir.

4.2.4.2. Mezenkimal kok hiicreler

Alman patolog Cohnheim tarafindan yapilan calismalarda kemik iliginde
hematopoetik olmayan kok hiicrelerin oldugu bulunmustur. lk olarak 1970 yillarinda
Friedenstein ve arkadaslari tarafindan MKH’ ler tanimlanmistir. Friedenstein yaptigi
calismalarda kemik iligi aspiratin1 fetal buzagi serumu igeren ortama yaymistir ve
morfolojik olarak fibroblastlar benzeyen hiicrelerin var oldugunu gozlemlemistir.
Ayn1 zamanda bu hiicrelerin yilizeye yapisabilme, kemik, kikirdak ve yag hiicrelerine
farklilagabilme yeteneginde oldugunu goézlemlemistir(Friedenstein ve ark., 1976).
Sonraki yillarda yapilan c¢aligmalarda bu kok hiicrelerin li¢ germ tabakasindan
gelisen hiicre ve dokulara farklilasabilen, hematopoetik olmayan, multipotent
hiicreler oldugu belirlenmistir. Bu hiicreler mezodermal kokenli hiicrelere
farklilasabildiklerinden dolayr mezenkimal kok hiicreler olarak adlandirilirmislardir
(Jiang ve ark, 2002).

Yag, kemik, kas, kikirdak gibi hiicrelere farklilasabilirler, morfolojik olarak
fibroblastlara benzerler, kiiltiirlerde plastik ylizeylere yapisabilirler, stromal
hiicrelerin kokeni olustururlar, bag dokunun ana hiicreleridirler. Mezenkimal kok
hiicreler tanimlanirken yaygin olarak bu hiicrelerin plastik yiizeylere yapismasi,
stromal karakterde ylizey antijenlerini eksprese etmeleri, multipotent
farklilasabilmeleri belirtilir. Mezenkimal kok hiicreler yiizeylerindeCD105, CD73
CD90, CDI146, CD29 eksprese ederler, fakat CD28, CD25, CD34, CD45,
CD14eksprese etmezler (Dominici et al 2007).

CD73; Glikozil fosfotidilinositol’ e bagli, membrana bagli bir proteindir
(Zimmerman, 1992). Bu antijen bir¢ok hiicre tipinde bulunur bunlar; mezenkimal
kok hiicreler (Barry ve ark., 2001), B ve T lenfositler (Thompson ve ark., 1987; Arias
ve ark., 1997) ve endotelyal hiicrelerdir (Arias ve ark., 1997; Kas-Deelen ve ark.,
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2001). Bu molekiil birka¢ dokudan koken alan MKH’ leri tanimlamak iginde
kullanilir (Mafi ve ark.,, 2011). Hiicre dis1 niikleotid bozulmasinda anahtar
diizenleyicidir. CD73’ iin damar gegirgenligini ve iltihapli beyin de dahil olmak
lizere bircok organda inflamatuar dengeyi diizenledigi goOsterilmistir (Niemela ve
ark., 2008). Lenfosit vaskiiler adezyon molekiilii-2 CD73 olarak tanimlanmaistir.
CD73 molekiilii bunun disinda ekto-niikleotidaz olarak da bilinir. Olgun lenfosit
belirtecidir bu hiicre i¢i sinyaller, lenfosit proliferasyonu ve aktivasyonunda
gorevlidir (Laura ve Sirpa, 1996).

CD90; Immiinoglobolin siiper ailesi iiyesidir Thy-1 olarakda bilinir. Bir¢ok kok
hiicrelerde, noronlarda, tiim timositlerde ve periferal T hiicrelerde eksprese edilir
fakat B hiicrelerde eksprese edilmez.Bu molekiil sinyal iletimiyle ilgilidir ve glikozil
fosfotidil  inositol bagli  glikoproteindir.  Hematopoetik  kok  hiicrelerin
farklilagsmasinda, lenfositlerin aktivasyonu ve proliferasyonunun kostimiilasyonunda
gorevlidir. CD90’ nin CD45 ile etkilesimde oldugu gosterilmistir (Mayani ve
Lansdorp, 1994).

CD105; Membran glikoproteinidir ve TGF- reseptor kompleksinin bir
pargasidir, endoglin olarakda bilinir. Endotelyal hiicrelerde, aktive monosit ve
makrofajlarda, kemik iligi stromal hiicrelerinde hematopoetik kok hiicrelerde veya
progenitor hiicrelerde eksprese edilirler. Ayrica bu molekiil stromal fibroblastlarda
zaylf eksprese edilir (Pierelli ve ark., 2001). Anjiyogenik endotelyal hiicrelerde
eksprese edilirler.Anjiyogenezde onemli rol oynarlar. Homodimerik transmembran
proteinidir (Duff ve ark., 2003). CD105 yiiksek afiniteli TGF-f1 ve TGF-B3
reseptoriidiir. TGF-B2° ye baglanmazlar.Tiimér ve derma linflamasyon gibi
anjiyogenez olusan dokularda aktive endotelyal hiicrelerin CD105 ekspresyonu
arttig1 gosterilmistir (Pierelli ve ark., 2001).

CD146; Melanoma (Cilde rengini veren melanositlerden kaynaklanan bir cilt
tiimoriidiir) hiicre adezyon molekiilii olarakda bilinir (MCAM). Immiinglobiilin siiper
ailesine ait olan bir integral membran glikoproteindir. CD146 murine vaskiiler
endotelyal hiicrelerde gii¢lii olarak eksprese edilir. Yaklasik olarak nétrofillerin
%30’unda NK’ larin %60’inda eksprese edilir. Insanlarin aksine farelerde
monositlerde, dendritik hiicrelerde, T hiicrelerde, T hiicrelerde, NK T hiicrelerinde, B

hiicrelerde veya diiz kas hiicrelerinde goriinmez. CD146 ekspresyonunun artist NK
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hiicre olgunlasmasiyla baglantili. NK hiicre fonksiyonunda, anjiyogenezde,
endotelyal hiicre adezyonunda fonksiyonel olarak gorevlidir (Bardin ve ark., 2009).

CD29; CD29 lenfosit ve monositler iizerinde eksprese edilir, graniilositler
iizerinde zayif olarak eksprese edilir. Integrin-1 B olarak da bilinir.Hematopoetik ve
non-hematopoetik hiicreler iizerinde eksprese edilir. Lokositlerde (graniilositlerde
diisiik seviyede), plateletlerde, fibroblastlarda, endotelyal, epitelyal hiicrelerde ve
mast hiicrelerinde eksprese edilir. CD29 integrin ailesinin bir iiyesidir. Hiicre-hiicre
ve hiicre-matriks etkilesiminde gorevlidir (Hynes, 1992).

CD14; Glikozil fosfatidil inositol bagli membran glikoproteinidir. Ayrica LPS
reseptOrii olarakda bilinir. Makrofajlarda, dendritik hiicrelerde, kupffer hiicrelerinde,
hepatositlerde ve graniilositlerde eksprese edilirler. LPS bagli protein kompleksi i¢in
yiiksek afinitedeki reseptordiir. CD14, gram negatif bakterilerin temizlenmesinde
gorevli toll like reseptor-4 (TLR4) veya TLR2 ile baglantilidir (Liu ve ark., 1992).

CD28; Disiilfit bagli homodimerik tip-1 glikoproteindir. Immiinoglobiilin siiper
ailesinin bir iiyesidir. Ayrica T44 ve Tp44 olarakda bilinir. Bircok T hiicrede, NK
hiicrelerinin alt birimlerinde ve plazma hiicrelerinde eksprese edilir. CD28 6nemli
ko-stimulator molekiildiir, T lenfosit aktivasyonunun uyarimi, IL-2 sentezinde ve
hiicre 6liimiiniin 6nlenmesinde gorevlidir. Ayrica bu molekiill CD80 ve CD86 ligand
reseptoriidiir (Linsley ve Ledbetter, 1993).

CD25; 25 kD bir glikoproteindir ayrica diislik afiniteli IL-2Ra olarakda bilinir.
Aktive T ve B hiicrelerinde, timosit alt birimlerinde, pre-B hiicrelerinde ve regiilator
T hiicrelerde eksprese edilir. CD122 ve CD132 ile baglantilidir. CD25 IL-2 icin
yiiksek afiniteli reseptor olusturur (Lowenthal ve ark., 1985).

CD45; Transmembran glikoproteini olarakda adlandirilir. Hematopoetik
hiicrelerde eksprese edilir. CD45’in bir¢ok izoformu immiin sistemde hiicre tipine
bagli olarak daginiklik gosterir. 180-240 kD bir glikoproteindir, ayrica 16kosit ortak
antijen (LCA) olarakda bilinir. Tiim hematopoetik hiicreler iizerinde eksprese edilir,
sadece olgun eritrositler ve plateletlerde eksprese edilmezler. CD45 T hiicre
reseptorii ve B hiicre reseptorii sinyal transdiiksiyonunda anahtar rol oynar. CD45
izoformlar1 ¢ok spesifiktir, CD45, T ve B hiicre aktivasyonunda ve fosfatazda

gorevlidir (Pulido ve ark., 1988).
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CD34; Yiiksek glikolize hematopoetik progenitor antijendir. CD34’ {in iki tane
izoformu vardir. Hematopoetik hiicreler iizerinde eksprese edilir, endotelyal hiicreler
tizerinde, beyinde ve testiste eksprese edilir. Timusta, dalakta ve kemik iliginde
diisiik eksprese edilirler. Hiicre adezyonunda gorevlidirler (Bhatwadekar ve ark.,
2010).

Yapilan ¢alismalarda ilk mezenkimal kok hiicre kaynagi kemik iligidir (Kern ve
ark., 2006). Sonraki calismalarda kemik iligi disinda bir¢ok dokudan mezenkimal
kok hiicre izolasyonlar1 yapilmistir. Dis pulpasindan, kemikten, kas dokusundan ve
maksillofasial dokulardan, karacigerden, kordon kanindan, kordon stromasindan,
plasentadan, amniyon sivisindan ve periferik kandan da mezenkimal kok hiicre
izolasyonlar1 yapilmistir. Yapilan c¢alismalar ile kordon kani mezenkimal kok
hiicrelerinin kemik iligi mezenkimal kok hiicrelerine gore biyolojik olarak daha
kararl1 hiicreler olduklart gdsterilmistir (Lu ve ark., 2006).

MKH’ler sinif I MHC molekiiliinii eksprese ederler, sinif II MHC molekiiliinii,
CD40, CD70, CD86 gibi molekiilleri eksprese etmezler. Sonu¢gta MKH’ lar MHC 1
molekiiliinii eksprese etmelerinden dolay:1 T hiicrelerini aktive etselerde diger aktive
edici molekiilleri eksprese etmedikleri icin T hiicrelerinin aktivasyonu
tamamlanamaz. MKH’ ler hiicre dongiisiinii G1 fazinda durdurur bu sekilde T
hiicrelerin ¢ogalmasini bloke ederler. MKH’ ler ve T hiicrelerin kiiltiirii ile ilgili
yapilan c¢alismalarda MKH’ ler bir siire sonra kiiltiirden alinsa bile T hiicreler
cogalamadiklar1 gosterilmistir (Simmons ve Torok, 1991). MKH’ ler immiin
sistemde rol oynayan B lenfositleri ve dendritik hiicreleri de etkiler. Monositlerin
dendritik hiicrelere farklilasmasini engelleyen MKH’ ler IL-10 iiretip daha gii¢lii bir
yanit olustururlar. MKH” lerin immiin sistemi baskilamalarindan dolay: tedavi edici

olarak kullanilabilir oluklar1 diisiiniilmiistiir (Pountos ve Giannoudis, 2005).
4.2.4.2.1. Siit disi kaynakhh mezenkimal kok hiicreler (SHED)

Klinik c¢alismalarda kullanilacak olan kok hiicrelerin kolay ulasilabilir bir
kaynaktan izole edilmesi gerekmektedir. Siit disi pulpast kok hiicreleri ilk olarak

Miura ve arkadaslar1 tarafindan izole edilmistir ve bu hiicrelerin multipotent kok

hiicreler olduklar1 belirtilmistir. Bu hiicreler SHED (Stem Cells from Human
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Exfoliated Deciduous teeth) olarak adlandirilirlar. Insan siit dislerinin pulpasindan
izole edilen mezenkimal kok hiicrelerin noronlara, adipositlere, osteoblastlara ve
odontoblastlara farklilasabildigi gsterilmistir. In vivo olarak yapilan deneylerde siit
dislerindeki kok hiicrelerin, kemik ve dentin formasyonunu uyardigi gosterilmistir
fakat ayn1 zamanda bu hiicrelerin dentin-pulpa kompleksini de olusturamadigi
gosterilmistir. Siit disi pulpasi kaynakli kok hiicreler, gomiik yirmi yas disi pulpasi
kok hiicreleri ile karsilastirildiginda daha yiiksek proliferasyon orani gostermislerdir
ve bu nedenle gomiikk yirmi yas disi pulpasi kok hiicrelerinden ayri olarak
degerlendirilmektedirler (Bluteau ve ark., 2008; Miura ve ark., 2003).

Suchanek ve arkadaslari tarafindan yapilan ¢aligmada bu hiicrelerin yiizeylerinde
CD44, CD90, CD73, CD105, CD117, CD166, CD29, HLA I belirteclerini eksprese
ettiklerini ve CD18, CD31, CD34, CD49d, CD49e, CD106, CD133, CD146, CD184,
CD197, HLA 1I belirteglerini ise eksprese etmediklerini gdstermiglerdir (Suchanek
ve ark., 2010).

SHED hiicreleri ve gomiik yirmi yas disi kok hiicreleri karsilastirildiginda,
SHED hiicrelerin vitro ortamda yirmi yas disi kok hiicrelerine gore yiiksek
orandaprolifere oldugunu ve yiiksek farklilasma yetenegi gosterdigi goriilmiistiir.
SHED hiicreleri in vivo transplantasyon sonrasinda ise yiiksek mineralizasyon
kapasitesi gostermistir.Morfolojik olarak SHED ve DPSCs c¢ok benzer oldugu
gosterilmistir, yapilan caligmalarda biiyiime oranlar1 ve farklilagma karakteristikleri
kiyaslandiginda SHED hiicrelerin  yiiksek oranda eksprese olduklar1 ve
farklilasabildikleri gosterilmistir (Wang ve ark., 2012).

SHED hiicreleri insan kemik iligi kaynakli mezenkimal kok hiicrelerle
(BMMSCs) karakterizasyon ozellikleri kiyaslandiginda in vitro ortamda Thl17
hiicreleri tlizerinde belirgin inhibe edici etkileri gézlemlenmistir. Kemik iligi kok
hiicrelerinin immiinomodulator fonksiyonlar1 oldugu ve immiin hastaliklarin
tedavisinde basar1 sagladig1 goriilmiistiir. SHED hiicrelerin immiinomodiilator etkisi
kemik iligi kok hiicreleri ile karsilastirildiginda ise SHED hiicrelerin Th17 hiicre
inhibisyonunda anlamli etkisi oldugu goriilmiistiir. SHED transplantasyonunun Treg

oranin1 Th17 yoluyla ytikselttigi goriilmiistiir (Yamaza ve ark., 2010).
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4.2.4.2.2. Tam gomiik yirmi yas disi kaynakli mezenkimal kok hiicreler (DPSCs)

Embriyonik gelisim sirasinda dis tabakasi ektoderm tabakasindan gelismektedir.
Ektoderm disin germ tabakasini olustururken, noéral kabarti ise disin organini,
papillasim1 ve folikiiliini olusturur.Dis pulpasi gevsek bag dokusudur, embriyonik
dental papilladan (ektomezenkimal doku) meydana gelir ve disin pulpa odasinda
bulunur. Dis pulpasi bu sebeple mezenkimal kok hiicreleri igermektedir (Mauth ve
ark., 2007).Dis pulpas1 kok hiicreleri, plastik yilizeylere yapisabilen, prolifere olabilen
multipotent hiicrelerdir. Yirmi yasdis pulpalarindan kok hiicrelerin izolasyonu ilk
olarak Gronthos ve arkadaslar1 tarafindan yapilmistir sonrasinda bu hiicrelerin
adipojenik, osteojenik ve kondrojenik olarak farklilastiklar1 gosterilmistir (Gronthos
ve ark., 2000). Dis pulpast kaynakli kok hiicrelerin kemik iligi kaynakli kok
hiicrelere kiyasla daha hizli prolifere oldugu gozlenmistir. Ayrica bu hiicrelerin
izolasyonlarinin daha kolay olmasindan dolayr kemik iligine gore daha cok izole
edilebilmektedir (Morsczeck ve ark., 2007).

Dis pulpasi kaynakli kok hiicreler tedavi amacli olarak gerekli olan biitiin
ozellikleri karsilamaktadir. Bu hiicrelerin izole edilmesi ¢ok kolaydir. Bu hiicrelerin
farklilasabilme potansiyelleri ¢ok yiiksektir. Pasaj sayilar1 ¢ok yiiksektir. Dondurma
ve ¢oziilmeleri sonrasinda problem olmamaktadir (Todorevic ve ark., 2008).

Dis pulpast kok hiicreleri ylizeylerinde CD10, CD13, CD44, CD71, CD146,
CD29, CD73, CD90, CDI105 ve CD166 belirteclerini eksprese ederler. CD3, CD4,
CD5, CD7, CD8, CDl11b, CD14, CDI15, CD33, CD34, CD45 CD106, CD117,
CD123, CD133, CD138, HLA-G ve HLA-DR yiizey belirteclerini ise eksprese
etmezler (Dogan ve ark., 2012; Demircan ve ark., 2011).

Dis pulpas1 kok hiicrelerinin gen ekspresyonlarinin belirlenmesi ile bu hiicrelerin
alkalin fosfataz, dentinmatriks proteini-1, dentin siyalofosfoprotein’ leri eksprese
ettikleri gosterilmistir. Genekspresyon analizleri ile bu hiicrelerin eksprese ettigi
genlerin nerdeyse tiimiiniin hiicre dis1 matriks bilesenleri, hiicre adezyon molekiilleri
ve biiyiime faktorlerini kodladigini ortayakoymustur (Krebsbach ve Robey,2002).Dis
pulpast ve kemik iligi kok hiicrelerinin gen ekspresyonlar1 karsilastirildiginda

aralarinda ¢ok az farklilik oldugu gozlemlenmistir. Dis pulpast kok hiicrelerinde
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hiicre dongiisii aktivatoriinii yiiksek oranda eksprese ettigi gézlemlenmistir ve buda
neden yiiksek proliferasyona sahip oldugunu aciklamaktadir (Todorovi¢ et al., 2008).

Dis kok hiicreleri dondurulduktan sonra ¢oziildiiglinde bu hiicrelerin yiiksek
canlilik oran1 gosterdigi gorlilmiistiir bu sebeple bu hiicrelerin ¢esitli ¢alismalarda
kullanabilir oldugunu gerektiginde ¢oziiliip kullanilabilecegini
gostermektedir(Daquino et al., 2008). Bu hiicrelerin ayn1 zamanda anti inflamatuar
ve immiin sistemi diizenleyici 6zellikleri vardir. Dis dokularinin enfeksiyonlarinda,
bagisiklik sisteminin yanit olusturmasinda rol oynamaktadirlar. Dis kok hiicreleri
allojenik dokulara implante edildiklerinde immunolojik tolerans gelisimini
uyardiklar1 gosterilmistir. Ayn1 zamanda bu hiicrelerin  bagisiklik sistemini
baskilayict etkisi, T lenfositleri ile kiiltiirlerinde gosterilmistir. Bu hiicreler T

hiicrelerinin proliferasyonunu baskilamislardir(Graziano et al., 2008).

4.2.4.2.3. Dis folikiilii kaynakh mezenkimal kok hiicreler (DFSCs)

Dis folikiilii gelisen dis germini saran mezenkimal dokudur. Disin kok gelisimi
stiresince dental folikiil kok hiicreleri tarafindan, sement, periodontal ligament,
alveolar kemigihiicreleri olusturulur. Gomiik yirmi yas dislerinin ¢ekimi sirasinda
aliabilen dis folikiillerinin kolaylikla izole edilmesi bu hiicrelerin kolay ulasilabilir
bir kaynak olmasini saglar (Yokoi ve ark., 2007).

Ik olarak Handa ve arkadaslari tarafindan sigir dis germlerinden dis folikiilii
kaynaklt kok hiicreler izole edilmistir.Yapilan bir calismada bu hiicrelerin
farklilasma yetenekleri, immiin sistemi baskilanmis farelerde in vivo olarak
incelenmis ve bu hiicrelerin sement benzeri matriks yap1 olusturdugu gozlenmistir
(Handa ve ark., 2002). Yokoi ve arkadaglar1 tarafindan yapilan calismada ise dis
folikiilii kaynakli kok hiicrelerini in vivo olarak implante ettikten sonra bu hiicrelerin
periodontal ligament olusturabildigini gozlemlemislerdir (Yokoi ve ark., 2007).

Morsczeck ve arkadaslari tarafindan yapilan ¢alismada dis folikiilii kaynakli kok
hiicrelerin, fibroblastlara benzedigini, koloni olusturabildigini, plastik yiizeylere
yapisabildiklerini ve kok hiicre yilizey belirtecleri olan Notch-1 ve Nestin® i
yiizeylerinde eksprese ettiklerini gostermiglerdir. Ayni zamanda bu hiicreleri

hidroksiapatit/trikalsiyum fosfat toz ile karistirip immun deprese farelere verildikten8
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hafta sonra incelendiginde, rijid veya fibroz bag dokusunun olustugunu, osteoblastik
antijen ekpresyonunun arttifini, fakat sement veya kemik formasyonunun
olusmadigini géstermislerdir (Morsczeck ve ark., 2005).

Mori ve arkadaslar1 tarafindan yapilan ¢alismada, dis folikiilii kok hiicreleri
yiizeylerinde kok hiicre ylizey belirtecleri olan CD73, CD90, CD146, CD44, CD105
ve HLA 1 eksprese ederler. CD45 ise eksprese etmezler. Ayrica osteojenik
farklilastirilan hiicrelerin real time PCR analizlerinde RUNX2 ve Col I eksprese
ettiklerini ve 10- 17 giin sonra bunun arttigin1 gézlemlemislerdir. Ayrica bu
calismada dis folikiilii kok hiicrelerinin kemik iligi kok hiicrelerine gore yiiksek
proliferasyon oranlarina sahip olduklarini gostermislerdir. Bu hiicrelerin kolay
ulagilabilir bir kaynak olmalari, yiiksek proliferasyon oranlari, mezenkimal
belirtegleri eksprese etmeleri, bircok soya farklilasabilmeleri, canliliklariin ytiksek
olmast ve giivenilir sekilde dondurulmalarindan dolayr doku miihendisliginde
kullanilabilecekleri 6nerilmistir (Mori ve ark., 2012).

ALP; Alkalin fosfataz, 4 ayr alkalin fosfataz vardir; bagirsak, plasenta, plasenta
gibi, karaciger/bobrek/kemik (dokuya o6zel degil). ilk {i¢ii birlikte kromozom 2
tizerinde yer alir. Dokuya 6zel olmayan formu ise kromozom 1 iizerinde bulunur.
Alkalin fosfatazlarin kesin islevi bilinmemektedir. Bu gen dis ve kemik gelisiminde
ve biiyiimesinde onemli rol oynar. Ayrica diger dokularda da aktifdir ozellikle
karaciger ve bobrekte. Alkalin fosfataz minerilizasyonun ilerlemesi i¢in gerekli, bu
minerilizasyon dis ve kemik gelisiminde depolanir. Minerilizasyon kemik
formasyonu i¢in kritiktir. Giiclii ve sert disler ¢ignemeye ve 6giitmeye dayanabilir
(Sharma ve ark., 2014).

GAPDH; Bu gen gliseraldehid-3-fosfat dehidrogenaz protein ailesinin bir tiyesi
olarak kodlanir. Kodlanan bu protein ayni zamanda mekaniksel olarak baska bir
gorev listlenme yetene8iyle tamimlanmaktadir. Bu gen iirlinii, karbonhidrat
metabolizmasinda 6nemli enerji veren asamayi katalizler, inorganik fosfat ve
nikotinamid adenin diniikleotid (NAD) varliginda gliseraldehid-3-fosfat’ in oksidatif
fosforilasyonu geri alabilir. Bu kodlanan protein ayrica niikleusta urasil DNA

glikosilaz aktivitesine sahiptir (Ercolani ve ark., 1988).
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RUNX2; Runt-related transcription factor; osteoblastik farklilagsma ile baglantilt
anahtar transkripsiyon faktoriidiir. Osteojenik farklilasma ve iskelet morfogenezinde
onemli rol oynar. Endokondral ossifikasyon ve her intra membranin ve
osteoblastlarin olgunlagmasi i¢in énemlidir. Runx2 geni Runx gen ailesinden Run-
related transcription factor tarafindan kodlanir. Bu gen 6nemli rol oynar kartilajin
hipertrofisinde, hiicre gociinde ana rol oynar (Cohen, 2009).

NESTIN; Goz ve beyin gelisimde tanimlanir. Hiicre gelisimi siiresince birgok
hiicrede eksprese edilir. Nestin 6zellikle merkezi sinir sisteminde, miyojenik ve bazi
doku gelisimlerinde erken donemde bdliinebilen hiicrelerde goriiliir. Nestin
eriskinlerde merkezi sinir sistemi hasarinda, hasarli kas doku rejenerasyonu gibi
patolojik durumlarda tekrar uyarildig1 goriilmiistiir (Michalczyk ve Ziman, 2005).
Yapilan bir ¢aligmada odontogenezde ve dis ¢iktiktan sonra odontoblastlarda nestin
ekspresyonu oldugu gosterilmistir Nestin erken ve gec gelisim agamalarinda eksprese
oldugu icin, odontoblastlar i¢in spesifik bir belirte¢ olabilecegi diistinlilmiistiir
(Terling ve ark. 1995).

NOTCHI; Tip-1 transmembran protein ailesinin bir iiyesidir. Notch aile iiyeleri
hiicrenin gelisimsel siirecinin belirlenmesinde anahtar rol oynar. Notcl dogumdan
once radialglia farklilagsmasini uyarir ama postnatal gelisimde atrositlere
farklilasmasini uyarir (Gaiano ve ark., 2000). Memelilerde 4 adet NOTCH geni
vardir; NOTCH 1, NOTCH 2, NOTCH 3, NOTCH 4 (Bray, 2006). Farelerde yapilan
deneylerde Notch 1 ve Notch 2 mutasyonlarinda gelisimsel bozuklular oldugu bir¢ok
organda yasamsal hasar oldugu goriilmiistiir (Kraman ve
McCright, 2005). NOTCH 1 en ¢ok T hiicre gelisiminde bulunur (Hasserjian ve ark.,
1996).

NANOG; I¢ hiicre kitlesi ile alakali, embriyonik k&k hiicre proliferasyonu ve
kendini yenileyebilmesinde gorevlidir. Embriyonik kok hiicreler iizerinde
pluripotensiyi uygular ve ekstra embriyonik endoderm ve trofoektoderm soylarina
dogru olan farklilagmay1 6nler (Chambers ve ark., 2003). NANOG Sox2 ve Oct3/4
in ekspresyonunu aktive eder (PanandThomson, 2007). NANOG’ un farklilasmanin
baskilanmasinda 6nemli bir role sahip oldugu ispatlanmistir (Nettersheim ve ark.,

2011).
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DSPP; Bu gen disin dentin ekstraseliiler matriksinin iki ana proteinini kodlar.
Preprotein odontobastlar tarafindan salgilanir ve dentin sialoprotein ve dentin
fosfoproteine farklilasir. Bu proteinler dentinin bilesenleridirler (MacDougall ve ark.,

1997).
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5. GEREC ve YONTEM

Bu calisma, Marmara Universitesi Klinik Arastrma Etik Kurulu’ nun
04.04.2014 tarih ve 09.2014.0015/ 70737436-050.06.04- 1400076973 sayil1 raporu
ile onaylandi. Kok hiicre izolasyonu oncesinde siit dislerinin, tam gomik yirmi yas
dislerinin ve dis folikiillerinin temini Marmara Universitesi Dis Hekimligi Fakiiltesi
Cene Cerrahisi Boliimii’ nde gerceklestirildi, kok hiicre izolasyonu ve ¢alismanin
diger tiim asamalar1 Marmara Universitesi Cocuk Immiinoloji Laboratuvarr’ nda
gerceklestirildi.

Bu tez calismasinda, siit disi pulpasi, tam gomiik yirmi yas disi pulpast ve dis
folikiili kaynakli kok hiicrelerin immiinolojik 6zelliklerinin  karsilagtirilmasi
amaclandi.

Bu aragtirmada, siit disi pulpasindan, tam gomiik yirmi yas disi pulpasindan ve
dis folikiilinden MKH’lerin izolasyonu, karakterizasyonu ve farklilastirma
calismalari, izole edilen kok hiicrelerin vendz kandan izole edilen lenfosit hiicreleri
ile ko kiiltiir caligsmalar1 ve kiiltiir sonucunda immiinolojik ¢alismalar gergeklestirildi.

Tiim hiicre kiiltiirii calismalarinda, test edilmis steril ve tek kullanimlik hiicre
kiltiirii malzemeleri kullanildi ve bu islemler laminar akish steril kabinde steril

kosullarda gergeklestirildi.
5.1.Siit Disi, Tam Gomiik Yirmi Yas Disi ve Dis Folikiiliiniin Temini

Bu tez calismasinda, calismaya dahil edilen tiim bireylere, hazirlanmis olan
“Goniillii Bilgilendirme Formu™ okutuldu ve “Goniillii Onam Formu” imzalattirildi.
Marmara Universitesi Dis Hekimligi Fakiiltesi Agiz, Dis Cene Cerrahi Anabilim Dali
polikliniklerinde basing agrisi, disin pozisyonunun bozuk olmasi veya ortodontik
sebepler ile dis cekim endikasyonu uygun goriilen saglam siit disleri yaslar1 8-15 yas
arasinda olan 3 cocuktan alindi. Ayn1 zamanda tam gomiik yirmi yas disleri ve tam
gomiik yirmi yas disi ¢ekimi sirasinda disi saran folikiil dokusu yaslar1 20-25 yas
arasindaki 3 bireyden alindi. Siit disi, tam gomiik yirmi yas disinin ¢ekilmesi ve

folikiiliin alinmasi etik ve asepsi kurallarina uygun sekilde gergeklestirildi.
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5.2. CahismadaKullanilan Sarf Malzemeler

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

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

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

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

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

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

* 9%0,25 tripsin-EDTA solusyonu (Gibco, Grand Island, USA; 25200056)

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

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

e CFSE Cell Proliferation Kit - For Flow Cytometry (Invitrogen, Grand Island,
USA; C34554)

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

e Anti CD2 (eBioscience, San Diego CA; E034351632)

e Anti CD3 (LiseSpan Biosciences, USA; 50867)

e Anti CD28 (Millipore, California; LV1700707)

e [FN-y (Millipore, California; 2309018)

e (CD45 FITC/CD34 PE (BD Biosciences,United States; 344563)

e (CD90 PE (BD Biosciences,United States; 562385)

e CDI146FITC (BD Biosciences,United States; 560846)

e CD73 PE (BD Biosciences,United States; 550257)

e (CD29 APC (BD Biosciences,United States; 559883)

e (CD105 PE (BD Biosciences,United States; 560839)

e CD28PE (BD Biosciences,United States; 562323)

e (D14 PE (BD Biosciences,United States; 342408)

e Mouse IgG1 « Izotip Kontrol (BD Biosciences,United States; 555749)

e Hiicre yikama soliisyonu (Cell Wash, BD Biosciences,United States; 349524)

e Osteojenik Situmulatory Kit (Human, Stemcell Technologies, North
America; 05404)

o MesenCult MSC Basal Medium (Human; 05401)
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o Osteogenic Stimulatory Supplements (Human; 05405)
o PB-Glycerophosphate (1M) (05406)
o Dexamethasone (05407)
o Ascorbic Acid (07157)
Adipogenesis Differentiation Kit (Gibco, Grand Island, USA;A1007001)
o Adipocyte Differentiation Basal Medium (A1041001)
o Adipogenesis Supplement (A1006501)
Chondrogenesis Differentiation Kit (Gibco, Grand Island, USA; A1007101)
o Osteocyte/Chondrocyte Differentiation Basal Medium (A1006901)
o Chondrogenesis Supplement (A1006401)
Oil red O (Sigma-Aldrich, USA; 00625-100G)
Alizarin Red (Sigma-Aldrich, USA; A5533-25G)
Alcian Blue (Sigma-Aldrich, USA; A5268-10G)
High Pure RNA Isolation Kit (Roche, Mamheim, Germany;11828665001)
Transcriptor First Strand c¢DNA Synthesis Kit (Roche,Mamheim,
Germany;04379012001)
10x Phosphate Buffered Saline (PBS), 1L (Bio-Rad; 1610780)
RealTime ready Designer Assays, 300 reactions (Roche,Mamheim, Germany;
05532957001)
LightCycler 480 Probes Master,5 x 1 ml (Roche,Mamheim, Germany;
04707494001)
LightCycler 480 Multiwell Plate 96 white,5 x 10 plates (Roche,Mamheim,
Germany; 04729692001)
GAPDH (Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase) (Roche,Mamheim,
Germany; 141139)
NANOG(Roche,Mamheim, Germany; 143702)
DSPP (dentin sialophosphoprotein) (Roche,Mamheim, Germany; 139816)
RUNX2 (runt-related transcription factor 2) (Roche,Mamheim, Germany;
113380)
NESTIN (Roche,Mamheim, Germany; 140436)
ALP (alkaline phosphatase)(Roche,Mamheim, Germany; 103448)
NOTCH (Roche,Mamheim, Germany; 111246)
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e BD cytometric bead array (CBA) human Thl1/Th2/Th17 Kit (BD
Biosciences,United States; 560484)

e Human FoxP3 Buffer Set (BD Biosciences,United States; 560098)

e Human FoxP3 PE (BD Biosciences,United States; 560046)

e APC mouse anti-human CD25 (BD Biosciences,United States; 555434)

e FITC mouse anti-human CD4 (BD Biosciences,United States; 555346)

e FITC mouse anti-human CD95 (BD Biosciences,United States; 555673)

e Biotin mouse anti-human CD178 (BD Biosciences,United States; 556374)

e Biotin mouse IgGl x 1sotype Control (BD Biosciences,United States;
555747)

e PE Streptavidin (BD Biosciences,United States; 554061)

5.3. Calismada Kullanilan Hiicre Kiiltiirii Malzemeleri

e Dis kirma seti

e Steril pensler ve bistiiri uglari

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

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

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 flasklari (BD Biosciences Labware, Le Pont DeClaix,
France; 353108)

e 75cm? lik hiicre kiiltiir flasklart (BD Biosciences Labware, Le Pont DeClaix,
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,United States; 352052)

e Tip I kollajen kapl lameller (BD Biosciences Discovery Labware,USA;
354089)
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31027003US)

3 ml’” lik pastor pipeti

(Citotest Labware Manufacturing, London;

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

e Sarjli pipet pompas1 (IsoLab, Germany)

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

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

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

e Hiicre sayim kamarasi (Thoma Lami)

e Lamel (22x22mm)
e Buz kaliplar

e Bos beher (atik icin)
e Laboratuvar kalemi
e %70 alkol

e Distile su

e Steril pudrasiz cerrahi eldiveni

5.4. Kullanilan Cihazlar

Cihaz

CO, Inkiibatorii
CO;, Tipii

Invert Mikroskop

Binokiiler Arastirma Mikroskobu

Steril Kabin

Buzdolabi (+4 °C)

Derin Dondurucu (-20 °C)
Santrifiij

Hassas Terazi

Mikropipet Seti

Vorteks

Isitmali Manyetik Karistiric

Marka

Thermo

Habag

EVOS

Olympus
Biosafety Cabinet
Ugur

Regal

Beckman Coulter
Chyo

Thermo

Yellow line

Janke&Kunkelika

Model

Series II Water Jacket

AMG
BH2-RFCA
Class II Tip
USS1000

LF 2102 A+
Allegra X-22
JL-200

TTS 2
IKAMAG RH
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Rotator Miltenyi Biotec MACSmix

Su Banyosu Techne TE-10A DIKLM

Akan Hiicre Olcer BD FACS Calibur

Isik Mikroskobu Olympus BX53

RealTime PCR Roche LightCycler 480 System

RNA Konsantrasyonunu Olcen
Spektrofotometre Thermo NanoDrop 2000

5.5. Kullanilan Soliisyonlar

5.5.1.MKH’lerin besiyeri ortaminin hazirlanmasi

Siit disi, tam gomiik yirmi yas disi ve dis folikiillerinden izole edilen kok
hiicrelerin  kiiltiirlerinde, taze olarak %10 oraninda FBS ve %] oraninda
Penicillin/streptomycinilave edildi, DMEM besiyeri kullanildi. FBS, besiyeri
ortamina eklenmeden Once, partikiil olusumunun Onlenmesi amaciyla 0,45 pm

gozenek capli filtrelerden gecirildi.

5.5.2. Anti CD2/ Anti CD3/Anti CD28 (CDmix) uyaranimin hazirlanmasi

Anti CD2 vialinde 100 pg /200 pl bulunmaktaydi. 100 ul RPMI ilave edildi ve
konsantrasyon 100 pg/300 pl oldu. Bu 300 pl’ den 30 pl ¢ekildi ve 170 ul RPMI ile
sulandirildi. Toplamda 200 pl oldu ve konsantrasyon 1,5 pg/ml oldu. Bu karisimdan
30 pl ¢ekildi veCDmix vial® ine konuldu.

Anti CD3 vialinde 100 pg /100 pl bulunmaktaydi. 100 pul RPMI ilave edildi ve
konsantrasyon 100 pg/ 200 ul oldu. Bu 200 pl” den 20 pl ¢ekildi ve 180 ul RPMI ile
sulandirildi. Toplamda 200 pl oldu ve konsantrasyon 1,5 pg/ml oldu. Bu karisimdan
30 pl ¢ekilmis CDmix vial® ine konuldu.

Anti CD28 vialinde 100 pg / 300 pl bulunmaktaydi. 100 ul RPMI ilave edilddi
ve konsantrasyon 100 pug/ 400 pl oldu. Bu 400 ul’ den 40 ul ¢ekildi ve 160 pul RPMI
ile sulandirildi. Toplamda 200 pl oldu ve konsantrasyon 1,5 pug/ml oldu. Bu
karigimdan 30 pl ¢ekildi CDmix vial’ ine konuldu.
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CD mix vialine eklenen anti CD2, anti CD3 ve anti CD28 ve toplam 90ul olan
karistmin tizeri 2910 pl RPMI ile tamamlanarak toplamda 3 ml’ lik CDmix
hazirlandi. Bu CD mix icindeki anti CD2 konsantrasyonu 0,5ug, anti CD3
konsantrasyonu 0,5ug ve anti CD28 konsantrasyonu 0,5ug oldu. 3 ml’lik CD mix 30
ayri1 viale her vialde 100 ul olacak sekilde -20 C° de stoklandi.

5.5.3. IFN- y uyaranimin hazirlanmasi

100 pg/ 100 pl (distile su) bulunan IFN-y dan 5 pl ¢ekildi ve 995 pul distile su ile
sulandirildi. Toplamda 1 ml’ lik stok hazirlandi.

5.5.4. Kollajenaz soliisyonunun hazirlanmasi

Kollajenaz Tip I soliisyonunun hazirlanmasi icin; 2 ml DPBS i¢ine0,006 gram
kollajenaz Tip I eklendi ve inkiibator icerisindel10 dakikabekletildikten sonra 0,22
um’lik filtre ile filtre edilerek kullanildi.

5.5.5. Alizarin red soliisyonunun hazirlanmasi

% 0,02°1ik alizarin red soliisyonunun hazirlanmasi i¢in, 1 gram alizarin red 50

ml distile suda ¢oziildii ve 0,22 um’ lik filtreden gegirildi.
5.5.6. Oil red o soliisyonunun hazirlanmasi

%3’ liik oil red o stok soliisyonunun hazirlamasi i¢in, 300 mg oil red o 100 ml
%99’ luk 1zopropanol igerisinde ¢oziildii. Calisilacak olan soliisyon i¢in, hazirlanmis
olan stok soliisyon 3/2 oraninda distile su ile seyreltildi ve 0,22 um’ lik filtreden

gecirildi.

5.5.7. Alcian blue soliisyonunun hazirlanmasi
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%0,1 alcian blue sollisyonunun hazirlanmast i¢in 10 mg alcian blue 60 ml

ethanol ve 40 ml asetik asit icerisinde ¢oziildii ve 0,22 um’ lik filtreden gegirildi.

5.6. Calismanin Ana Basamaklari

5.6.1. Siit disi, tam gomiik yirmi yas disi ve dis folikiiliiniin transport soliisyonu
ile izolasyon yapilacak laboratuvara getirilmesi

5.6.2. Siit disi pulpas1 kaynakli mezenkimal kok hiicrelerin izolasyonu

5.6.3. Tam gomik yirmi yas dis pulpast kaynakli mezenkimal kok hiicre
izolasyonu

5.6.4. Dis folikiilii kaynaklt mezenkimal kok hiicre izolasyonu
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Sekil 5.1. Calismanin ana basamaklarinin sematik gosterimi.
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5.6.1. Siit disi, tam gomiik yirmi yas disi ve dis folikiiliiniin transport soliisyonu

ile izolasyon yapilacak laboratuvara getirilmesi

Dis ¢ekimi ve folikiillerin alinmasindan sonra her bir 6rnek 15 ml’lik konik
kapakli tiipler i¢cindeki %35 oraninda Penicillin-Streptomyciniceren DMEM besiyeri
icine alarak, buz kaliplar1 igerisinde, calismanin gercgeklestirilecegi Marmara

Universitesi Cocuk Immiinoloji Laboratuvari’na getirildi.

5.6.2. Siit disi pulpas1 kaynakh mezenkimal kok hiicrelerin izolasyonu

Disin dogal siirecine uygun olarak alinan siit disleri, sterilizasyon amaciyla
alkollii pecete ile temizlendi. Digsteril bir sekilde kirilip icerisindeki pulpa pens
yardimt ile alindi1 ve bistiiri ile birka¢ parcaya ayrildi. Par¢alanan pulpa hazirlanan
kollajenaz soliisyonu icinde, inkiibatorde 1 saat bekletildi ve araliklarla kontrol
edilip, vortekslendi.Pulpahiicrelerinin doku parcaciklarindan ayrilip, tek hiicre
siispansiyonu haline gelmesi saglandi ve 1 saat sonrasinda inkiibatdrden g¢ikartilip
pipetaj islemi yapildi.Hiicreler DPBS ile yikanip 1200 rpm’ de 5 dk santrifiij
edildi.Santrifiij sonrasinda siipernatan uzaklastirildi ve hiicreler tekrar DPBS ile
yikanip 1200 rpm’ de 5 dk santrifiij edildi.Santrifiij sonrasinda siipernatan
uzaklastirildi ve hiicreler 5 ml kiiltir medyumuyla T-25 cm® lik flakslara ekilip
37°C, %5 CO’inkiibatére konuldu.

Hiicrelerin her 2 giinde bir kiiltiir medyumu degistirildi ve hiicrelerin ¢ogalmasi,

flask yiizeyine yayilmasi takip edildi.

5.6.3. Tam gomiik yirmi yas dis pulpas1 kaynakhh mezenkimal kok hiicre

izolasyonu

Tam gomik yirmi yas disleri, sterilizasyon amaciylaalkolli pecete ile
temizlendi. Digsteril bir sekilde kirilarak icerisindeki pulpa pens yardimi ile alind1 ve
bistiiri ile birkag¢ parcaya ayrildi. Parcalanan pulpa hazirlanan kollajenaz soliisyonu
icinde, inkiibatorde 1 saat bekletildi ve araliklarla kontrol edilip,

vortekslendi.Pulpahiicrelerinin doku parcaciklarindan ayrilip, tek hiicre siispansiyonu
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haline gelmesi sagland1 ve 1 saat sonrasinda inkiibatorden ¢ikartilip pipetaj islemi
yapildi.Hiicreler DPBS ile yikanip 1200 rpm’ de 5 dk santrifiij edildi.Santrifiij
sonrasinda siipernatan uzaklastirildi ve hiicreler tekrar DPBS ile yikanip 1200 rpm’
de 5 dk santrifiij edildi.Santrifiij sonrasinda siipernatan uzaklastirilmis ve hiicreler 5
ml kiiltir medyumuyla T-25cm” lik flakslara ekilip37°C, %5 CO? inkiibatore
konuldu.

Hiicrelerin her 2 giinde bir kiiltiir medyumu degistirildi ve hiicrelerin cogalmasi,

flask yiizeyine yayilmasi takip edildi.

5.6.4. Dis folikiilii kaynaklh mezenkimal kok hiicre izolasyonu

Tam gomiik yirmi yas disi ameliyat1 sirasinda alinan disi saran folikiil dokusu DPBS
ile yikanip bistiiri ile birka¢ parcaya ayrildi.Pargalanan folikiil dokusu hazirlanan
kollajenaz soliisyonu icinde, inkiibatorde 1 saat bekletildi ve araliklarla kontrol
edilip, vortekslendi.Folikiil dokusu tek hiicre siispansiyonu haline geldiginde
inkiibatorden ¢ikartilip pipetaj islemi yapildi.Folikiil hiicreleri DPBS ile yikanip
1200 rpm’ de 5 dk santriflyj edildi.Santrifiij sonrasinda slipernatan uzaklastirildi ve
hiicreler tekrar DPBS ile yikanip 1200 rpm’ de 5 dk santrifiij edildi.Santrifiij
sonrasinda siipernatan uzaklastirildi ve hiicreler 5 ml kiiltir medyumuyla T-25cm®’
lik flakslara ekilip37°C, %5 CO? inkiibatore konuldu.

Hiicrelerin her 2 giinde bir kiiltiir medyumu degistirildi ve hiicrelerin ¢ogalmasi,

flask yiizeyine yayilmasi takip edildi.

5.6.5. Izole edilen hiicrelerin pasajlanmasi

T-25cm™lik flasklar igerisinde inkiibatore konulan hiicrelerin her 3 giinde bir
kiiltiir medyumu degistirildi ve hiicrelerin ¢ogalmasi, flask yilizeyine yayilmasi takip
edildi.Yaklasik 10-15 giin sonrasinda hiicreler flask yiizeyinde yaklasik %70
yogunluk gosterdiginde pasaj islemi yapildi.Birinci kiiltiir sifirinci pasaj (PO) kabul
edilerek, birinci kiiltiirli takipeden her kiiltiir islemi sonras1 pasaj sayilar1 P1, P2, P3

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

Hiicre saymmu islemi i¢in, 1 ml kiiltlir medyumu igerisinde homojenize edilen
hiicrelerden 10 pl eppendorf tiipline aktarildi ve iizerine 10 pl tripan mavisi
soliisyonu eklendi.Sayim i¢in thoma lami kullanildi. Thoma lami diiz bir zemin
tizerine alinarak sayim yapilacak alan {izerine lamel kapatildi. Hazirlanip eppendorfa
konulan siispansiyondan 10 pl alinarak thoma laminda sayim yapilacak alanda lam
ile lamelin birlestigi noktaya pipet ile yavasca hiicre siispansiyonu pipetlendi.
Hiicrelerisik mikroskobunda, 40X objektifte sayildi.

Sayim sonucunda sayilan hiicre sayisi, seyreltme orani (2) ve sabit olan 10* (0,1
mm3 deki sayim) birbirleri ile ¢arpildi ve elde edilen sonug¢ bize 1 ml’ deki hiicre
sayisini verdi.

Hiicre sayim1 yapildiktan sonra uygun oranda (5x10° hiicre) hiicre 10 ml hiicre
kiiltiir soliisyonu ile sulandirildi homojenize edildi ve T-75 cm® lik flasklara ekilip
inkiibatore kaldirildi.Her iki giinde bir hiicre medyumu degistirilerek kiiltiir islemine

devam edildi.

5.6.6. izole edilen kok hiicrelerin karakterizasyonu

Izole edilen ve flasklara yapisan hiicrelerin morfolojik &zellikleri invert
mikroskopta ¢alisma  siiresince incelendi. Immiinofenotipik  6zelliklerinin
belirlenmesi i¢in akim sitometri cihazinda ylizey belirteglerine bakildi. Farklilasma
kapasitelerinin belirlenmesi i¢in osteojenik adipojenik ve kondrojenik olarak hiicreler

farklilastirildi.
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5.6.6.1. Akim sitometri analizi

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

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

FACS Calibur akim sitometri cihazinda okutuldu.

5.6.6.2. Osteojenik farkhlastirllmasi

Osteojenik farklilagsma i¢in, P3’deki hiicreler 6 kuyucuklu plaklarda her kuyuda
5x10" hiicre olacak sekilde tip I kollajen kapli lamellere ekildi. Hiicrelerin iizerlerine
2 ml osteojenik farklilagtirma besiyeri eklendi(p-glycerophosphate icermeyen) ve
inkiibatore kaldirilip 2 giin arayla besiyerleri degistirildi. Hiicreler yaklasik 5 giin
sonra kofluent olunca osteojenik farklilastirma besiyerine B-glycerophosphate
eklenip ve kiiltiire devam edildi.

50 ml’ lik osteojenik farklilagtirma besiyeri igerisine 7,5 ml osteogenic
supplements, 5 pl dexamethasone, 250 pl ascorbic acid, 175 pl IM B-
glycerophosphate ve 42,5 ml complete mesencult osteogenic medyum eklendi. 6
kuyucuklu plaklara ekilen hiicrelerin her 3 giinde {iizerlerindeki eski besiyeri

alimipyeni osteojenik farklilastirma besiyeri eklendi. Kiiltiiriin 4. haftasinin
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sonrasinda lameller hiicre dis1 kalsifikasyonun gosterilmesi amaciyla alizarin
kirmizisi ile boyandi.

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

yikandi. Lamel lam iizerine kapatilarak mikroskopta incelendi.

5.6.6.3. Adipojenik farkhlastirilmasi

Adipojenik farklilagsma icin, P3’deki hiicreler 6 kuyucuklu plaklarda her kuyuda
5x10* hiicre olacak sekilde tip I kollajen kaph lamellere ekildi. Hiicrelerin iizerlerine
2 ml kiiltlir medyumu eklendi, inkiibatére kaldirildi ve 2 giin arayla besiyerleri
yenilendi. Yaklasik 5 giin sonrasinda hiicreler kofluent olduklarinda kuyucuklardaki
kiiltiir medyumu alinip adipojenik farklilastirma besiyeri eklendi ve kiiltiire devam
edildi.

50 ml’ lik adipojenik farklilastirma besiyeri igerisine 45 ml Adipocyte
DifferentiationBasal Medium, 5 ml Adipogenesis Supplement ve 25 ul Penicillin
streptomycin eklendi. Adipojenik olarak farklilastirmaya alinan hiicrelerin her 3
giinde eski besiyerleri alindi ve yeni adipojenik farklilastirma besiyerleri eklendi.
Kiiltiiriin 2. haftasinin sonunda adipojenik farklilagsmay1 gosteren intraselliiler yag
damlaciklarinin varliginin belirlenmesi icin oil red o boyamasi gergeklestirildi.

Oil red o boyamasi i¢in kuyucuklardaki besiyeri alindi ve kuyulara 2 ml DPBS
eklenip 1 dakika kadar bekletildikten sonra DPBS uzaklastirildi. Kuyulara 2 ml
formalin eklendi ve 45 dakika boyunca karanlikta oda 1sisinda bekletildi. 45 dakika
sonrasinda formalin uzaklastirildi ve distile su ile 2 kez yikand1. Sonrasinda kuyulara
2 ml %60’ lik izopropanol eklendi ve 5 dakika boyunca inkiibe edildi. Izopropanol
kuyulardan alindi ve kuyulara 2 ml oil red o soliisyonu eklendi. Karanlikta oda
1sisinda 45 dakika boyunca inkiibe edildikten sonra oil red o ¢ekildi ve kuyular distile

su ile 2 defa yikandi. Kuyucuklara hemotoxcyline konuldu ve 1 dakika inkiibe
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edildikten sonra kuyular 2 defa distile su ile yikandi. Kuyulardakilameller lamlar

tizerine kapatilarak mikroskopta incelendi.

5.6.6.4. Kondrojenik farkhlastirilmasi

Kondrojenik farklilasma i¢in, P3’deki hiicreler 6 kuyucuklu plaklarda her
kuyuda 5x10* hiicre olacak sekilde tip I kollajen kapli lamellere ekildi. Hiicrelerin
tizerlerine 2 ml Kkiiltiir besiyeri eklendi, inkiibatore kaldirildi ve 2 giin arayla
kuyulardaki besiyerleri yenilendi. Yaklasik 5 giin sonrasinda hiicreler kofluent
olduklarinda kuyucuklardaki hiicrekiiltiir besiyeri alinip kondrojenikfarklilagtirma
besiyeri eklendi ve kiiltiire devam edildi.

50 ml’” lik kondrojenik farklilastirma besiyeri igerisine 45 ml
Osteocyte/ChondrocyteDifferentiation Basal Medium, 5 ml Chondrogenesis
Supplement ve 25 pl Penicillin streptomycin eklendi. Kondrojenik olarak
farklilastirmaya alinan hiicrelerin her 3 giinde eski besiyerleri alindi ve yeni
kondrojenik farklilagtirma besiyerleri eklendi. Kiltiirtin 2. haftasinin sonunda
kondrojenik farklilasmay1 gdsteren,kondrositler tarafindan iiretilen proteoglikanlarin
varliginin belirlenmesi i¢in alcian blue boyamasi gergeklestirildi.

Alcian blue boyamasi i¢in kuyucuklardaki besiyeri alindi ve kuyulara 2 ml
DPBS eklenip 1 dakika kadar bekletildikten sonra DPBS uzaklastirildi. Kuyulara 2
ml formalin eklendi ve 45 dakika boyunca karanlikta oda 1sisinda bekletildi. 45
dakika sonrasinda formalin uzaklastirild1 ve distile su ile 2 kez yikandi. Kuyucuklara
3 ml alcian blue soliisyonu eklendi ve 45 dakika boyunca karanlikta oda 1sisinda
inkiibe edildi ve 45 dakika sonrasinda kuyulardaki boya alindi. Kuyulara 1,2 ml etil
alkol, 800 pl asetik asit eklendi, 15 dakika boyunca bekletildi ve 15 dakikanin
sonunda kuyular 2 defa DPBS ile yikandi. Kuyulardakilameller lamlar iizerine

kapatilarak mikroskopta incelendi.

5.6.7. Kok hiicrelerin RealTime PCR ile gen ekspresyonlarina bakilmasi

Izole edilen kok hiicrelerin Realtime PCR ile gene ekspresyonlarina bakildi. ilk

olarak RNA izolasyonu yapildi, RNA’ dan ¢cDNA izolasyonu yapildi ve sonrasinda
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GADPH, ALPL, RUNX2, NANOG, NESTIN, NOTCH, DSPP genlerinin
ekspresyonlarina RealTime ile bakildu.

Izole edilen k&k hiicrelerin her birinden ilk olarak High Pure RNA Isolation
Kitinin protokoliine gére RNA izolasyonu yapildi. 1x10° hiicre alindi ve 200 ul PBS
ile sulandirildi. 400ul liziz soliisyonu eklendi, 15 saniye vorteks yapildi, filtreli tiipe
aktarildi ve toplama tiipiiniin {izerine konuldu. 8000 g de 1 dakika santrifiij yapildi ve
toplama tiipii atilip filtreli tiip yeni toplama tiipiinekonuldu. Uzerine 90 ul DNase
incubation buffer ve 10 pul DNase 1 eklendi 15 dakika beklendi. 500ul yikama
solisyonu 1 eklendi ve 8000 g’ de 15 saniye santrifiij yapildi. Toplama tiipii
bosaltildi ve 500ul yikama soliisyonu 2 eklenip 13000 g’ de 2 dakika santrifiij
yapildi. 100 pl elution soliisyonu eklendi 8000 g’ de 5 dakika santrifiij yapildi ve
toplama tiipiindeki sivi yeni tiipe aktarildi. Izole edilen RNA’ larin RNA
konstantrasyonlari spektrofotometre ile 6l¢iildii.

Izole edilen RNA’ lardan c¢DNA izolasyonu yapildi. ¢cDNA izolasyonu
Transcriptor first strand cDNA synthesis kitin protokoliine gére yapildi. ilk olarak
konsantrasyonlar1 6lgiilen RNA’ larin nanogram (ng) degerleri esitlendi hepsi 50 ng
olacak sekilde ayarlandi. Her hiicre i¢in tiipler alindi ve kitin igerigindeki sudan
tiiplere konuldu, tizerine kit iceriginde bulunan iki adet primerin her ikisindende 1 pl
konuldu ve iizerine izole edilen RNA’ lar konuldu toplamda 13 pl’ lik bir s1v1 oldu.
65°C’ de 10 dk boyunca bekletildi. 10 dk’ lik bekleme siirecinde yeni tiipe 4 pl
transkriptor  reverse transcriptase reaction sollisyonudan eklendi, 2 pul
deoxynucleotide eklendi, 0,5ul transkriptor reverse transcriptase eklendi ve 0,5ul
Protector RNase inhibitor eklendi. 10 dakika sonrasinda hazirlanan yeni tiiplere
aktarildi. 55°C’ de 30 dakika, 85°C’de 15 dakika bekletildi.

cDNA izolasyonundan sonra RealTime ile gen ekspresyonlarina bakild.
LightCycler 480 probes master kitindeki protokole gore hazirlandi. Kit icerigindeki
sudan 4 pl eklendi, 10ul LightCycler eklendi ve 1ul RealTime ready assay konuldu
tizerine her bir genden (GADPH, ALPL, RUNX2, NANOG, NESTIN, NOTCH,
DSPP) 1 pl olacak sekilde eklendi. LightCycler 480 multiwell plate’ e eklendi ve
tizerine cDNA konuldu. 2 dakika 1500 g’ de santrifiij yapildi ve plate LightCycler
480 RealTime PCR cihazina konuldu ve 1.5 saat kadar sonra sonuglar alindi ve

analiz yapild1.
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5.6.8. Kok hiicrelerin 48 kuyucuklu kiiltiir plaklarina ekilmesi

Mezenkimal kok hiicrelerin lenfosit hiicreleri tizerindeki immiinolojik etkilerinin
incelenmesi amaciyla kok hiicreler ile lenfosit hiicreleri kiiltiire edildi.Kok hiicre ve
lenfosit hiicrelerinin ko kiiltiiriinii ilk asamasinda lenfosit izolasyonundan 2 giin 6nce

kok hiicreler 48 kuyucuklu plaklara ekildi.

5.6.8.1. SHED, DPSC ve DFSC hiicrelerinin 48 kuyucuklu kiiltiir plaklarina

ekilmesi

SHED, DPSC ve DFSC hiicrelerinin lenfosit hiicreleri ile ko kiiltiirlerinin 2 giin
oncesinde kok hiicreler 48 kuyucuklu plaklara ekildi. Mezenkimal kok hiicreler
thoma laminda sayildiktan sonra her bir kok hiicre ayr1 48’ lik plaklarda her kuyuda
5x10* hiicre olacak sekilde ekildi. Uzerlerine 500 ul hiicre kiiltiir besiyeri eklendi ve
inkiibatore kaldirildi. 2 giin sonrasinda lenfosit izolasyonlar1 yapildi ve kok hiicreler

tizerine ekimleri yapildi.

Sekil 5.2. DFSC hiicrelerinin 48 kuyucuklu plaklara ekilmesinin sematik gosterimi.

5x10% 5x10% 5x104 5x104 5x10% 5x104
DPSCs DPSCs DPSCs DPSCs DPSCs DPSCs

Sekil 5.3. DPSC hiicrelerinin 48 kuyucuklu plaklara ekilmesinin sematik gosterimi.

Sekil 5.4. SHED hiicrelerinin 48 kuyucuklu plaklara ekilmesinin sematik gdsterimi.
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5.6.9. Saghkh bireylerden alinan venoz kandan lenfosit izolasyonu yapilmasi

Bu tez calismasinda, calismaya dahil edilen tiim bireylere, hazirlanmis olan
“Goniilli Bilgilendirme Formu” okutuldu ve “Goniillii Onam Formu” imzalattirildi.
Caligmaya dahil edilen 10 saglikli bireyin her birinden yesil kapakli heparinli tiiplere
28 ml vendz kan alind1 ve alinan kanlardan lenfosit izolasyonu yapildi.

Lenfosit izolasyonu steril kabinde yapildi. Saglikli bireylerin her birinden alinan
28 mlkan15 ml’ lik konik kapakli falkonlara boliindii.15 ml’lik falkonlardaki bu kan
ornekleri birebir oraninda DPBS ile sulandirildi.Ayn1 zamanda ayr1 15 ml’lik falkon
tiipler alindive her tiipe 3 ml fikol eklendi.Sulandirilan kanlar falkon tiipiiniin
cidarindan fikol {izerine pastor pipeti ile yavas¢a yayildi. Fikol ile sulandirilmis
kanin birbirine karismamasina 6zellikle dikkat edildi.Kan fikol {izerine yayildiktan
sonra 20 dakika boyunca 2000 rpm devirde santrifiij edildi. 20 dakika sonrasinda
yogunluklarina gore en altta eritrositler, iist tarafinda fikol, onun iistiinde bulutsu
tabaka (buffy coat) halinde olan periferal kan mononiiklear hiicreler (PBMC) ve
onunda iistinde plazma ve DPBS olacak sekilde ayrildi.Orta kisimda bulunan
bulutsu tabaka (buffy coat) pastor pipetiile dikkatli bir sekilde alindi ve 15 ml’ lik
falkon tiiplere aktarildi.Uzerine 4 ml DPBS eklendi ve 1200 rpm’ de 5 dakika
santrifiij yapildi.Santrifiij sonrast hiicrelere 5 ml hiicre kiiltiir soliisyonu eklenip
pipetaj yapilip homojenize edildi ve 1200 rpm’ de 5 dakika santrifiij
yapildi.Santrifiijden sonra siipernatan atildi, hiicreler 1 ml hiicre kiiltiir solisyonunda
sulandirild1 ve pipetaj yapilip homojenize edildi.Homojenize edilen sividan 10 pl
eppendorfa alind1 ve hiicre sayimi1 yapildi.

Yapilan hiicre sayim1 sonrasinda bir grup lenfosit hiicresi kok hiicreler ile direk
kiiltiire alindi ve bu gruba 3 giin kiiltiir siiresi sonunda Fas/Fas Ligand, FoxP3,
CD3/CD4/CD8 bakildi. Bir diger grup ise CFSE ile isaretlendikten sonra kok
hiicreler ile kiiltiire alindi, 3 giin Kkiiltiir siiresi sonunda ise bu hiicrelerin

proliferasyonlarina bakildi.
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5.6.10. Lenfositlerin CFSE ile isaretlenmesi

Karboksifloresan siiksinimidil ester (CFSE) hiicre zarindan gegebilen floresan
birboyadir. Sitoplazmaya girince esteraz aktivitesinin gerceklesmesi ile floresan
grubun asetatlarikesilip, floresan 1s1ma acgiga ¢ikarve hiicre zarindan gegme 6zelligini
yitirir. Boylece hiicrelerin sitoplazmasinin boyanmasi saglanir.

Hiicre sayimindan sonra izole edilen lenfositlerin bir kismi hiicre proliferasyonu
bakilmasi amaciyla CFSE isaretlendi. 15 ml’ lik falkonlarda bulunan ve CFSE
isaretlenmesi i¢in ayrilan hiicreler iizerine 3 ml DPBS eklendi, pipetaj yapildi ve
homojenize edildikten sonra 1200 rpm’ de 5 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonras1
siipernatan uzaklastirildi ve pellet iizerine 1ml DPBS eklenip pipetaj yapilip
homojenize edildi. Homojenize edildikten sonra falkon igerisine2 pl CFSE
konuldu(bu islem ve sonrast karanlik ortamda gerceklestirildi) ve pipetaj
yapildi.CFSE konulduktan sonra 12 dakika +4 C° de bekletildi. 12 dakika sonrasinda
7 ml DPBS eklendi, pipetaj yapildi ve 2000 rpmde 5 dakika santrifiij edildi.
Santrifiij sonrasinda siipernatan atildi ve 7 ml hiicre kiiltiir soliisyonu eklenip tekrar
1200 rpm de 5 dakika santrifiij yapildi. Son yikama isleminden sonra 1 ml hiicre

kiiltiir soliisyonu eklenip hiicre sayimi1 yapildi.

5.6.11. Kok hiicre ve lenfositlerin ko-Kkiiltiiriiniin yapilmasi

Hiicre izolasyonlar1 yapildiktan ve hiicreler sayildiktan sonra bir grup lenfosit
hiicresi kok hiicreler iizerine direkt ekildi. Bir grup lenfosit hiicresi ise CFSE ile
isaretlenip kok hiicreler iizerine eklendi. Kok hiicreler iizerine lenfosit hiicreleri
eklendikten sonra uyaranlar eklendi ve inkiibatore kaldirild1 3 giin boyunca kiiltiire
alindi. 3 giiniin sonrasinda lenfosit hiicrelerinde proliferasyon, CD4"FoxP3", Fas/Fas

Ligand ve CD3/CD4/CDS8 bakild.

5.6.11.1. SHED hiicreleri ile lenfositlerin ko-Kiiltiirlerinin yapilmasi

Lenfosit izolasyonundan 2 giin 6nce 48 kuyucuklu plaklara ekilen SHED

hiicreleri iizerindeki eski hiicre kiiltiir soliisyonu alindi. SHED hiicreleri iizerine
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izole edilen lenfosit hiicreleri her kuyuda 5x10° olacak sekilde 500 pl hiicre kiiltiir
soliisyonu ile birlikte eklendi.

Lenfosit izole edildikten sonra CFSE isaretlenen hiicreler de SHED hiicreleri
iizerine her kuyuda 5x10° olacak sekilde 500 pl hiicre kiiltiir soliisyonu ile birlikte
eklendi.

SHED hiicreleri iizerine lenfosit hiicreleri eklendikten sonra lenfosit hiicrelerinin
uyarilmasi i¢in 5 pl CDmix eklendi.

SHED ve lenfosit hiicrelerinin birlikte kiiltlirlerinin yaninda SHED yoklugunda
da lenfosit hiicrelerinin kiiltiirleri yapildi. CFSE’ li ve CFSE’ siz lenfosit hiicreleri 48
kuyucuklu plaklara her kuyuda 5x10° hiicre olacak sekilde 500 pl hiicre kiiltiir

soliisyonu ile ekildi, 5 ul CDmix ile uyaranli ve uyaransiz kiiltiirleri yapildi.

5.6.11.1.1. Hiicrelerin IFN-y ile uyarilmasi

48 kuyucuklu plaklardaki SHED hiicreleri iizerine CFSE’ li ve CFSE’ siz
lenfosit hiicreleri eklendi ve CDmix ile uyarimlari yapildi. CDmix ile ayn1 zamanda
bir grup kuyuya IFN-y stok soliisyonundan 5 pl eklendi, bir grup kuyuya ise
karsilastirma amacli IFN-y eklendi ve bu sekilde inkiibatdre kaldirildi. Inkiibatdrde 3
giin (72 saat) boyunca kiiltiir edildi.

x10% SHED+

5x10° CFSE
Lenfosit+

5 pl CDmix

Sul IFN-y

5x10° CFSE
Lenfosit+

5 pl CDOmix+

5 pl IFN-y

5x10* SHED+
5x105 CFSE
Lenfosit+

5 pl CDmix

5x10° CFSE 5x10° CFSE 5x105 CFSE
Lenfosit+ Lenfosit Lenfosit
5 pl CDmix 5 pl IFN-y (Us)

5x10% SHED+
5x10° Lenfosit+
5 ul CDmix
S5ul IFN-y

5x10° Lenfosit+
5 pl Cdmix+
5 ul IFN-y

5x10% SHED+
5x10° Lenfosit+
5 pl CDmix

5x105 Lenfosit+ 5x10° Lenfosit 5x10° Lenfosit
5 pl CDmix 5 pl IFN-y (us)

Sekil 5.5. SHED hiicreleri iizerine CFSE’ i ve CFSE’ siz lenfosit hiicrelerinin ve
CDmix, IFN-y uyaranlarinin eklenmesinin sematik gosterimi.
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5.6.11.2. DPSC hiicreleri ile lenfositlerin ko-Kkiiltiirlerinin yapilmasi

Lenfosit izolasyonundan 2 giin 6nce 48 kuyucuklu plaklara ekilen DPSC
hiicreleri lizerindeki eski hiicre kiiltiir soliisyonu alinmistir. DPSC hiicreleri iizerine
izole edilen lenfosit hiicreleri her kuyuda 5x10° olacak sekilde 500 pl hiicre kiiltiir
soliisyonu ile birlikte eklendi.

Lenfosit izole edildikten sonra CFSE isaretlenen hiicreler DPSC hiicreleri
iizerine her kuyuda 5x10° olacak sekilde 500 pl hiicre kiiltiir soliisyonu ile birlikte
eklendi.

DPSC hiicreleri lizerine lenfosit hiicreleri eklendikten sonra lenfosit hiicrelerinin
uyarilmast i¢in 5 pl CDmix eklendi.

DPSC ve lenfosit hiicrelerinin birlikte kiiltiirlerinin yaninda DPSC yoklugunda
da lenfosit hiicrelerinin kiiltiirleri yapildi. CFSE’ li ve CFSE’ siz lenfosit hiicreleri 48
kuyucuklu plaklara her kuyuda 5x10° hiicre olacak sekilde 500 pl hiicre kiiltiir

soliisyonu ile ekildi, 5 pl CDmix ile uyaranli ve uyaransiz kiiltiirleri yapildi.
5.6.11.2.1. Hiicrelerin IFN-y ile uyarilmasi

48 kuyucuklu plaklardaki DPSC hiicreleri ilizerine CFSE’ 1i ve CFSE’ siz
lenfosit hiicreleri eklendi ve CDmix ile uyarimlari yapildi. CDmix ile ayn1 zamanda
bir grup kuyuya IFN-y stok soliisyonundan 5 pl eklendi, bir grup kuyuya ise
karsilastirma amaghh IFN-y eklenmedi ve bu sekilde inkiibatére kaldirildi.
Inkiibatdrde 3 giin (72 saat) boyunca kiiltiir edildi.
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x10* DPSC+

5x10° CFSE
Lenfosit+

5 pl CDmix

S5ul IFN-y

5x10° CFSE
Lenfosit+

5 pl CDOmix+

5 pl IFN-y

5x10% DPSC+
5x10° CFSE

Lenfosit+
5 pl CDmix

5x10° CFSE 5x105 CFSE 5x105 CFSE
Lenfosit+ Lenfosit Lenfosit
5 pl CDmix 5 ul IFN-y (Us)

5x10% DPSC+
5x10° Lenfosit+
5 pul CDmix
S5ul IFN-y

5x10° Lenfosit+
5 pl Cdmix+
5 pl IFN-y

5x10* DPSC+
5x105 Lenfosit+
5 pul CDmix

5x105 Lenfosit+ 5x105 Lenfosit 5x10° Lenfosit
5 ul CDmix 5 pl IFN-y (us)

Sekil 5.6. DPSC hiicreleri iizerine CFSE’ 1i ve CFSE’ siz lenfosit hiicrelerinin ve
CDmix, IFN-y uyaranlarinin eklenmesinin sematik gosterimi.

5.6.11.3. DFSC hiicreleri ile lenfositlerin ko-Kkiiltiirlerinin yapilmasi

Lenfosit izolasyonundan 2 giin 6nce 48 kuyucuklu plaklara ekilen DFSC
hiicreleri iizerindeki eski hiicre kiiltiir soliisyonu alindi. DFSC hiicreleri iizerine
izole edilen lenfosit hiicreleri her kuyuda 5x10° olacak sekilde 500 pl hiicre kiiltiir
soliisyonu ile birlikte eklendi.

Lenfosit izole edildikten sonra CFSE isaretlenen hiicreler DFSC hiicreleri
iizerine her kuyuda 5x10° olacak sekilde 500 pl hiicre kiiltiir soliisyonu ile birlikte
eklendi.

DFSC hiicreleri iizerine lenfosit hiicreleri eklendikten sonra lenfosit hiicrelerinin
uyarilmasi i¢in 5 pl CDmix eklendi.

DFSC ve lenfosit hiicrelerinin birlikte kiiltiirlerinin yaninda DFSC yoklugunda
da lenfosit hiicrelerinin kiiltiirleri yapildi. CFSE’ li ve CFSE’ siz lenfosit hiicreleri 48
kuyucuklu plaklara her kuyuda 5x10° hiicre olacak sekilde 500 pl hiicre Kkiiltiir

soliisyonu ile ekildi, 5 pl CDmix ile uyaranli ve uyaransiz kiiltiirleri yapildi.
5.6.11.3.1. Hiicrelerin IFN-y ile uyarilmasi
48 kuyucuklu plaklardaki DFSC hiicreleri iizerine CFSE’ li ve CFSE’ siz

lenfosit hiicreleri eklendi ve CDmix ile uyarimlar1 yapildi. CDmix ile ayn1 zamanda

bir grup kuyuya IFN-y stok soliisyonundan 5 pl eklendi, bir grup kuyuya ise
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kargilastirma amacli IFN-y eklenmedi ve bu sekilde inkiibatére kaldirildi.
Inkiibatorde 3 giin (72 saat) boyunca kiiltiir edildi.

x10% DFSC+
5x10° CFSE
Lenfosit+
5 pl CDmix
Sul IFN-y

5x10° CFSE
Lenfosit+

5 pl CDOmix+

5 pl IFN-y

5x10* DFSC+
5x10° CFSE

Lenfosit+
5 pl CDmix

5x10° CFSE 5x10° CFSE 5x10° CFSE
Lenfosit+ Lenfosit Lenfosit
5 pl CDmix 5 ul IFN-y (Us)

5x10% DFSC+
5x10° Lenfosit+
5 ul CDmix
Sul IFN-y

5x10° Lenfosit+
5 pl Cdmix+
5 ul IFN-y

5x10° DFSC+
5x10° Lenfosit+
5 pl CDmix

5x105 Lenfosit+ 5x10° Lenfosit 5x10° Lenfosit
5 pl CDmix 5 pl IFN-y (us)

Sekil 5.7. DFSC hiicreleri tizerine CFSE’ 1i ve CFSE’ siz lenfosit hiicrelerinin ve
CDmix, IFN-y uyaranlarinin eklenmesinin sematik gdsterimi.

5.6.12. Lenfositlerin proliferasyon analizi

CFSE hiicre zarindan gegebilen floresan bir boyadir. Sitoplazmaya girince
esteraz aktivitesinin gergeklesmesi ile floresan grubun asetatlar1 kesilip, floresan
1s1ma agiga cikarve hiicre zarindan gegme Ozelligini yitirir. Boylece CFSE ile
hiicrelerin sitoplazmasinin boyanmast saglanir. Sitoplazma boyandiktan sonra
hiicreler her ikiye boliindiigiinde, floresanin miktart da, yogunlugu da hiicreler
arasinda boliinlir. Bu sekilde hiicre proliferasyonu akim sitometri cihazi ile
degerlendirilir. Kok hiicrelerin hiicre proliferasyonu iizerindeki etkisininin
gosterilmesi amaciyla proliferasyon takibi yapildi.

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

Kuyulara pipetaj yapilarakdipte kalan ve hiicre kiiltiir soliisyonu ig¢indeki
hiicrelerin homojenize edilmesi saglandi. Kuyulardaki besiyerleri alindi ve flow
tiplerine konuldu.Tiipler 1200 rpm’ de 5 dakika santrifiij yapildi ve santrifiij
sonrasinda silipernatanlar sitokin tayini i¢in eppendorflara alnip -20 C° ye

kaldirildi. Tiipteki pellet tizerine 2 ml hiicre yikama soliisyonu eklendi ve 1200 rpm’
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de 5 dakika santrifiij yapildi.Santrifiij sonrasinda siipernatan atildi ve tekrar 2 ml
hiicre yikama soliisyonu eklenip 1200 devirde santrifiij yapildi.Santrifiij sonrasinda
siipernatan atildi ve 500 pl hiicre yikama soliisyonu eklenip vorteks yapildi. Tiipler

akim sitometri cihazinda okutuldu ve degerlendirildi.

5.6.13. Lenfositlerin CD4"FoxP3* hiicre analizi

Izolasyonundan sonra kok hiicreler ile direk kiiltiirii yapilan lenfosit hiicrelerinin
3 giin kiiltir sonrasinda CD4FoxP3*hiicre miktarlarina bakildi. CD4"FoxP3*
hiicrelerin kok hiicre varliginda ve yoklugundaki miktar degisimlerinin incelenmesi
icin akim sitometri cihazinda CD4 "FoxP3*bakildi.

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

Stipernatan atild1 ve 500 pl stain buffer eklenip akim sitometri cihazinda okutuldu.
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5.6.14. Lenfositlerin Fas/FasLigand analizi

[zolasyonundan sonra kok hiicreler ile direk kiiltiirii yapilan lenfosit hiicrelerinin
3 giin kiiltiir sonrasinda Fas/FasLbakild1 veFas/Fasl. kok hiicre varliginda ve
yoklugundaki miktar degisimlerinin incelenmesi i¢in akim sitometri cihazinda
Fas/FasLbakildi.

Fas CD-95 olarak da adlandirilir. Bu reseptorhiicre yiizeyinde bulunur ve hedef
hiicrelerde apoptozu tetikleyebilir. Ayrica yine bu reseptdor apoptoz belirleyen
molekiillerin bir {yesidir. Fas ligand (CD178) ya plazma zarinda bulunan ve
biyolojik olarak aktif bir proteindir ya da hiicre disinda ¢6ziilmiis Fas ligand olarak
bulunur. Fas liganda spesifik baglanmanin sonucu apoptozun uyarilmasini koordine
eden ve substratlarin proteolizini gerceklestiren sistein proteaz akisinin
aktivasyonudur. Fas ligand Fas’ a baglandiginda hedef hiicrenin 6liim olgusunu
baslatir. Fas/ Fas ligand sistemi immiin yanitin sonlandirilmasinda da 6nemli bir rol
oynar.

Kuyulara pipetaj yapilarak hiicrelerin homojenize bir sekilde dagilmasi saglandi
ve bu homojenize sividan 150 pl alinip ve flow tiiplerine konuldu. Sonrasinda flow
tiiplerine 2 ml DPBS eklendi ve 1200 rpm’ de 5 dakika santrifiij yapildi. Stipernatan
uzaklastirilip tiiplere 100 ul DPBS konuldu. Tiiplere 5 pl Fas (CD95 FITC), 5
ulbiotin mouse anti-human CD178 ve 2,5 ulPE streptavidin konuldu. Izotip kontrol
olan tiipe ise 5 pl biotin mouse IgG1 « 1sotype control ve ve 2,5 ulPE streptavidin
konuldu. Tiipler yavasca vortekslendi ve 15 dakika oda 1sisinda karanlikta bekletildi.
15 dakika sonrasinda 2 ml hiicre yikama soliisyonu eklendi ve 1200 rpm’ de 5 dakika
santrifiij yapildi. Siipernatan atildi ve 500 pl hiicre yikama soliisyonu konulup

vorteks yapilip akim sitometri cihazinda okutuldu.
5.6.15. Hiicre Kkiiltiir siipernatanlarinda sitokin tayini

Kiiltiir stipernatantlar1 -20 C° den alind1 ve sitokin analizi Cytometric Bead
Array (CBA) Th1/Th2/Th17 sitokin kiti kullanilarak yapildi. Kit protokoliine gore

oncelikle standart diliisyonlar hazirlandi. Bu islem icin standartlar 15 ml’ lik falkon

tiipline bosaltildi ve 2 ml seyreltici soliisyon icerisinde coziildii. 15 dakika oda
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1s1sinda karanlikta bekletilen standart tiipii pipetleme ile yavagga karistirilip belirli
oranlarda diliisyonlar1 yapildi (negatif kontrol, 1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32, 1,64, 1:128,
1:256, 1:512, 1:1024). Sonrasinda boncuklarin hazirlanmasinda, kit igerigindeki
boncuklar yavasca vortekslendi ve pipetlendi. Tiip sayis1 belirlendikten sonra her bir
boncuktan her bir tiipe 5 pl eklenecek sekilde hazirlandi. Hazirlanan standart
tiiplerine 25 ul standartlardan, ornek tiiplerine ise 25 upl orneklerden konuldu.
Boncuk karigimi kisa bir siire vortekslendi ve her bir tiipe 25 ul boncuk konuldu.
Tiipler vortekslendikten sonra her bir tiipe 25 pl detection reagent konuldu. Tiipler
iyice karistirildi ve 2 saat oda 1sisinda karanlikta bekletildi. 2 saat sonrasinda 1 ml
yikama soliisyonu eklendi ve tiipler 200 g’ de 5 dakika santrifiij edildi. Santrifiij
sonrasinda 300 pl yikama soliisyonu eklendi ve vortekslendi. Ornekler akim
sitometri cihazinda okutuldu. Analizlerde sitokinler i¢in hazirlanan standartlar
cercevesinde grafik egrisi olusturuldu ve her bir 6rnekteki sitokin miktari ede edilen

denkleme gore belirlendi.

5.6.16. 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 karsilastiritlmas1t ANOVA testi (tek yonlii varyans analizi)
ile yapildi. iki grup arasindaki karsilastirma i¢in unpaired Student ¢ testi kullanildi.

P-degeri 0.05°den kiiclik degerler anlamli olarak kabul edildi.
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6. BULGULAR

6.1. Siit Disi Pulpas1 Kaynakh Mezenkimal Kok Hiicrelerin izolasyonu

Siit disi pulpasindan, kék hiicreler izole edildikten sonra T-25 cm® lik flasklara
ekildi ve hiicrelerin morfolojik o6zellikleriinvert mikroskop ile incelendi. Birinci
kiiltiirde tek tek goriilen hiicrelerin sonraki giinlerde koloni olusturup ¢ogaldiklar
goriildii (Sekil 6.1.A). Hiicreler yaklasik %70 yogunluk gosterdikten sonra birinci
pasaja almarak (P1) T-75 cm? lik flasklara aktarildi (5x10° hiicre).Pasajlama
islemlerinden sonra hiicreler 7 giin icerisinde flask yiizeyinde %70 yogunluk gosterdi

ve kiiltiirler bir sonraki pasaja alind1 (Sekil 6.1.).

Sekil 6.1. SHED hiicrelerinin morfolojik goriiniimii.A) SHED hiicrelerinin birinci
kiiltiir (PO, 3. giin), B) birinci pasaja alindiktan sonra (P1, 3. giin), C-D) sonraki alt
kiiltiirlerinin (C: P2, 3. giin; D: P3, 3. giin) invert mikroskobu goriintiilerinde, kok
hiicrelerin  fibroblast benzeri igsi morfolojiye sahip olduklar1 goriilmektedir
(Bityiitme: A-BX20, C-DX10).
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6.2. Tam Gomiik Yirmi Yas Dis Pulpasi Kaynaklh Mezenkimal Kok Hiicre

izolasyonu

Tam gémik yirmi yas disi pulpasindan, kok hiicreler izole edildikten sonra T-25
cm® lik flasklara ekildi ve hiicrelerin morfolojik 6zellikleri invert mikroskop ile
incelendi. Birinci kiiltiirde hiicrelerin hizla ¢ogalip koloni olusturduklar1 goriildii
(Sekil 6.2.A). Hiicreler yaklasik %70 yogunluk gosterdikten sonra birinci pasaja
alinarak T-75 cm? lik flasklara aktarildi. Pasajlama isleminden sonra hiicreler
yaklagik 9 giin icerisinde flask yiizeyini kapladi ve bir sonraki pasaja alind1 (Sekil
6.2.).

Sekil 6.2. DPSC hiicrelerinin morfolojik goriiniimii.A) DPSC hiicrelerinin birinci
kiiltiir (PO, 3. giin), B) birinci pasaja alindiktan sonra (P1, 3. giin), C-D) sonraki alt
kiiltiirlerinin (C: P2, 3. giin; D: P3, 3. giin) invert mikroskobu goriintiilerinde, kok
hiicrelerin fibroblast benzeri igsi morfolojiye sahip olduklar1
goriilmektedir.(Biiyiitme: X10).
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6.3. Dis Folikiilii Kaynakh Mezenkimal Kok Hiicre Izolasyonu

Dis folikiilinden, kok hiicreler izole edildikten sonra T-25 cm” lik flasklara
ekildi ve hiicrelerin morfolojik ozellikleri invert mikroskop ile incelendi. Birinci
kiiltiirde hiicrelerin hizla ¢ogaldiklar1 ve flask ylizeyini kapladiklar1 goriildii (Sekil
6.3.A). Hiicreler yaklasik %70 yogunluk gdsterdikten sonra birinci pasaja alinarak T-
75 ecm® lik flasklara aktarildi. Pasajlama isleminden sonra hiicreler 5-6 giin

icerisinde flask yiizeyini kapladi ve bir sonraki pasaja alind1 (Sekil 6. 3.).

Sekil 6.3. DFSC hiicrelerinin morfolojik goriiniimii.A) DFSC hiicrelerinin birinci
kiiltiir (PO, 3. giin), B) birinci pasaja alindiktan sonra (P1, 3. giin), C-D) sonraki alt
kiiltiirlerinin (C: P2, 3. giin; D: P3, 3. giin) invert mikroskobu goriintiilerinde, kok
hiicrelerin  fibroblast benzeri igsi morfolojiye sahip olduklar1 goriilmektedir
(Biiyiitme:AX20, B-C-DX10).
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6.4. Siit Disi Pulpas1 Kaynakhh Mezenkimal Kok Hiicrelerin Karakterizasyonu

6.4.1. SHED hiicrelerin akim sitometri analizi

SHED nhiicreleri iiciincii pasaja alindiktan yaklasik 7 giin sonrasinda kiiltiir
konfliient oldu ve hiicrelerin karakterizasyon analizleri yapildi. Bu hiicrelerin akim
sitometri cihazinda hematopoetik kok hiicre belirteci olanCD45, CD34, CD25, CD28
ve CDI14 isaretlerini ylizeylerinde gostermedikleri goriildii. Ayni zamanda bu
hiicrelerin kok hiicre isaretleri olanCD73, CD90, CD105, CD146 ve CD29’ u
yiizeylerinde gosterdikleri goriildii (Sekil 6.4.).

0.90% 99.01% 99.0% 99.65%
— — —
IC CD105 PE CD146 FITC CD90 PE
96.21% 99.47% 0.00% 5.62%
— — — —
CD73 PE CD29 APC CD45 FITC CD34 PE
0.66% 0.94% 0.94%
— — —
CD25 APC CD28 PE CD14 PE

Sekil 6.4.SHED hiicrelerinin immunofenotipik 06zelliklerinin akim sitometri
sonuclar1.CD45 (%0,0), CD14 (%0,94), CD34 (%5,62), CD25 (%0,66) ve CD28
(%0,94) negatif ekspresyon gosterirken, MKH’ lara 6zgli CD105 (%99,01), CD146
(%99), CD90 (%99,65), CD73 (%96,21) ve CD29 (%99,47) pozitif oldugu
gosterildi.
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6.4.2. SHED hiicrelerin osteojenik, adipojenik ve kondrojenik yonde

farkhlastirilmasi

Osteojenik farklilagtirma i¢in uyarilan SHED hiicrelerinin osteoblast benzeri
hiicrelere farklilastiklart gozlendi. Osteojenik farklilastirma besiyerine alinan SHED
hiicreleri kiiltiiriin 4. haftasinda alizarin kirmizis1 ile boyandi ve mineralize kemik
nodiilleri goriildii (Sekil 6.5.A).

Adipojenik olarak farklilastirmak icin adipojenik besiyerinde 2 hafta siire ile
kiiltiirleri yapildi ve SHED hiicrelerinin adiposit benzeri hiicrelere farklilastiklar
gosterildi.Kiiltiiriin ikinci haftasinda Oil red O ile yapilan boyama sonrasinda kirmizi
renkte hiicre iciyag damlaciklar1 goriildii (Sekil 6.5.B).

Kondrojenik olarak farklilastirmak i¢in SHED hiicrelerinin 2 hafta kondrojenik
besiyeri ile kiiltiirleri yapild1 ve hiicrelerin kondrosit benzeri hiicrelere farklilagtiklart
goriildii. Kiltiirtin 2. Haftasinda alcian blue ile boyanan hiicrelerde kondrositler

tarafindan tretilen proteoglikanlarin mavi renkte boyandig goriildii (Sekil 6.5.C).

Sekil 6.5. SHED hiicrelerinin osteojenik, adipojenik ve kondrojenik farklilagsma
ozellikleri.A) Osteojenik farklilastirma besiyeri ile kiiltlirii yapilan ve sonrasinda
alizarin kirmizisi ile boyanan SHED hiicrelerinde parlak kirmizi renkte boyanmis
osteoblast nodiilleri goriilmektedir.B) Adipojenik farklilagtirma besiyeri ile kiiltiirii
yapilan ve sonrasinda Oil red o ile boyanan SHED hiicrelerinde kirmizi renkte yag
damlaciklar1 goriildii.C) Kondrojenik farklilastirma besiyeri ile kiiltiirii yapilan ve
sonrasinda Alcian blue ile boyanan SHED hiicrelerinde mavi renkli boyanan
proteoglikanlar goriildii.
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6.5. Tam Gomiik Yirmi Yas Disi Pulpas1 Kaynaklhh Mezenkimal Kok Hiicrelerin

Karakterizasyonu

6.5.1. DPSC hiicrelerin akim sitometri analizi

DPSC hiicreleri iigiincii pasaja alindiktan yaklasik 9 giin sonrasinda kiiltiir
konfliient oldu ve hiicrelerin karakterizasyon analizleri yapildi. Bu hiicrelerin akim
sitometrik analizleri sonucunda hematopoetik kok hiicre belirteci olanCD45, CD34,
CD25, CD28 ve CDI4 isaretlerini yiizeylerinde gostermedikleri goriildii. Ayni
zamanda bu hiicrelerin kok hiicre isareti olan CD73, CD90, CD105, CD146 ve
CD29’ u yiizeylerinde gosterdikleri gortildii (Sekil 6.6.).

6.27% 99.78% 99.90% 94.99%
A
P —
IC CD105 PE CD146 FITC CD90
99.26% 99.98% 1.59% 7.58%
p— P —
___A_
CcD73 CD29 APC CD45 FITC CD34 PE
11.36% 25.35% 6.93%
P —
CD25 APC CD28 PE CD14 PE

Sekil 6.6. DPSC hiicrelerinin immunofenotipik 6zelliklerinin akim sitometri
sonuglar.CD45 (%1,59), CD14 (%6,93), CD34 (%7,58), CD25 (%11,36) ve CD28
(%25,35) negatif ekspresyon gosterirken, MKH’ lara 6zgii CD105 (%99,78), CD146
(%99,90), CD90 (%94,99), CD73 (%99,26) ve CD29 (%99,98) pozitif oldugu
gosterildi.
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6.5.2. DPSC hiicrelerin osteojenik, adipojenik ve kondrojenik yonde

farkhlastirilmasi

Osteojenik farklilagtirma icin uyarilan DPSC hiicrelerinin osteoblast benzeri
hiicrelere farklilagtiklart gézlendi. Osteojenik farklilastirma besiyerine alinan DPSC
hiicreleri kiiltiiriin 4. haftasinda alizarin kirmizisi ile boyandi ve mineralize kemik
nodiilleri goriildii. Buradaki osteoblast nodiillerinin diger hiicre gruplarina oranla ¢ok
belirgin ve fazla sayida olduklar goriildi (Sekil 6.7.A).

Adipojenik olarak farklilagtirmak i¢in adipojenik besiyerinde 2 hafta siire ile
kiiltiirleri yapildi veDPSC hiicrelerinin adiposit benzeri hiicrelere farklilastiklar
gosterildi.Kiiltiiriin ikinci haftasinda Oil red O ile yapilan boyama sonrasinda kirmizi
renkte hiicre i¢i yag damlaciklart goriildi (Sekil 6.7.B).

Kondrojenik olarak farklilagtirmak i¢in DPSC hiicrelerinin 2 hafta kondrojenik
besiyeri ile kiiltiirleri yapildi ve hiicrelerin kondrojenik benzeri hiicrelere
farklilastiklar1 goriildi. Kiiltliriin 2. haftasinda alcian blue ile boyanan hiicrelerde
kondrositler tarafindan fiiretilen proteoglikanlarin mavi renkte boyandigr gorildii

(Sekil 6.7.C).

oM

Sekil 6.7. DPSC hiicrelerinin osteojenik, adipojenik ve kondrojenik farklilagsma
ozellikleri. A) Osteojenik farklilagtirma besiyeri ile kiiltiirii yapilan ve sonrasinda
alizarin kirmizis1 ile boyanan DPSC hiicrelerinde parlak kirmizi renkte boyanmis
osteoblast nodiilleri goriilmektedir. B) Adipojenik farklilastirma besiyeri ile kiiltiirti
yapilan ve sonrasinda Oil red o ile boyanan DPSC hiicrelerinde kirmizi renkte yag
damlaciklar1 goriildii. C) Kondrojenik farklilastirma besiyeri ile kiiltlirii yapilan ve
sonrasinda Alcian blue ile boyanan DPSC hiicrelerinde mavi renkli boyanan
proteoglikanlar goriildii.
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6.6. Dis Folikiilii Kaynaklh Mezenkimal Kok Hiicrelerin Karakterizasyonu

6.6.1. DFSC hiicrelerin akim sitometri analizi

DFSC hiicreleri iigiincii pasaja alindiktan yaklasik 5 giin sonrasinda kiiltiir
konfliient oldu ve hiicrelerin karakterizasyon analizleri yapildi. Bu hiicrelerin akim
sitometrik analizleri sonucunda hematopoetik kok hiicre belirteci olanCD45, CD34,
CD25, CD28 ve CDI14 isaretlerini yiizeylerinde gostermedikleri goriildii. Aym
zamanda bu hiicrelerin kok hiicre isareti olan CD73, CD90, CD105, CD146 ve
CD29’ u yiizeylerinde gosterdikleri goriildii (Sekil 6.8).

5.49% 80.58% 97.43% 97.78%
— A
— I—|‘
IC CD105 PE CD146 FITC CD90 PE
98.54% 96.50% 0.00% 11.72%
CD73 PE CD29 APC CDAS5 FITC CD34 PE
0.27% 1.14% 0.01%
F— — —
CD25 APC CD28 PE CD14 PE

Sekil 6.8. DFSC hiicrelerinin immunofenotipik o6zelliklerinin akim sitometri
sonuglar.CD45 (%0,0), CD14 (%0,01), CD34 (%11,72), CD25 (%0,27) ve CD28
(%1,14) negatif ekspresyon gosterirken, MKH’ lara 6zgii CD105 (%80,58), CD146
(%97,43), CD90 (%97,78), CD73 (%98,54) ve CD29 (%96,50) pozitif oldugu
gosterildi.
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6.6.2. DFSC hiicrelerin osteojenik, adipojenik ve kondrojenik yonde

farkhlastirilmasi

Osteojenik farklilagtirma icin uyarilan DFSC hiicrelerinin osteoblast benzeri
hiicrelere farklilastiklar1 gézlendi. Osteojenik farklilagtirma besiyerine alinan DFSC
hiicreleri kiiltiiriin 4. haftasinda alizarin kirmizis1 ile boyandi ve mineralize kemik
nodiilleri goriildii(Sekil 6.9.A).

Adipojenik olarak farklilastirmak icin adipojenik besiyerinde 2 hafta siire ile
kiiltiirleri yapildi ve DFSC hiicrelerinin adiposit benzeri hiicrelere farklilastiklar
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 6.9.B).

Kondrojenik olarak farklilagtirmak i¢in DFSC hiicrelerinin 2 hafta kondrojenik
besiyeri ile kiiltiirleri yapildir ve kondrosit benzeri hiicrelere farklilastiklarr goriildii.
Kiiltiirtin 2. haftasinda alcian blue ile boyanan hiicrelerde kondrositler tarafindan

tiretilen proteoglikanlarin mavi renkte boyandig goriildii (Sekil 6.9.C).

Sekil 6.9. DFSC hiicrelerinin osteojenik, adipojenik ve kondrojenik farklilagsma
ozellikleri. A) Osteojenik farklilagtirma besiyeri ile kiiltiirii yapilan ve sonrasinda
alizarin kirmizis1 ile boyanan DFSC hiicrelerinde parlak kirmizi renkte boyanmis
osteoblast nodiilleri goriilmektedir. B) Adipojenik farklilagtirma besiyeri ile kiiltiirii
yapilan ve sonrasinda Oil red o ile boyanan DFSC hiicrelerinde kirmizi renkte yag
damlaciklar1 goriildii. C) Kondrojenik farklilastirma besiyeri ile kiiltiirii yapilan ve
sonrasinda Alcian blue ile boyanan DFSC hiicrelerinde mavi renkli boyanan
proteoglikanlar goriildii.
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SHED, DPSC ve DFSC hiicrelerinin izolasyonu sonrasinda bu hiicrelerin akim
sitometri cihazinda kok hiicre yiizey belirteclerini eksprese edip etmedikleri
gosterildi. Bu hiicrelerin mezenkimal kok hiicre belirtecleri olan CD105, CD73,
CD90, CD29, CDI146 isaretlerini yiizeylerinde gosterdikleri goriildii. SHED
hiicrelerinin diger kok hiicre gruplarina kiyasla hematopoetik kok hiicre isaretlerini

daha az oranda eksprese ettikleri goriildii.

Tablo 6.1. SHED, DPSC ve DFSC hiicrelerinin akim sitometrik analizlerinin
karsilastirilmast

Yo CD105 | CD146 | CD90 | CD73 | CD29 | CD45 | CD34 | CD25 | CD28 | CD14
SHED | 99,01 99 99,65 | 96,21 | 99,47 0 5,62 | 0,66 0,94 0,94
DPSCs | 99,78 99,9 | 94,99 | 99,26 | 99,98 | 1,59 7,58 | 11,36 | 25,35 6,93

DFSCs | 80,58 | 97,43 | 97,78 | 98,54 | 96,50 0 11,72 | 0,27 1,14 0,01

6.7. SHED, DPSC ve DFSC Hiicrelerinin Katlanma Oranlari

SHED, DPSC ve DFSC hiicreleri T-75 cm?’ lik flasklara 5x10° hiicre olacak
sekildeekildi ve kiiltiirleri yapildi. Yaklasik 7 gilin sonra hiicreler kiiltiir yiizeyinde
%70 konfliient gosterdiginde bu hiicreler flask ylizeyinden kaldirildi (pasajlandi) ve
tekrar T-75 cm® lik flasklara ekildi. Bu sekilde hiicrelerin 3.pasaja kadar her pasaj
sonras1 flask ylizeyindeki hiicre miktarlar1 not alindi. Her bir hiicrenin 3 pasaj
boyunca ¢ogaldiklar: hiicre miktarlarinin ortalamasina gére SHED hiicrelerinin diger

hiicre gruplarina kiyasla katlanma oranlarinin daha yiiksek oldugu goriildii.
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Sekil 6.10. SHED, DPSC, DFSC hiicrelerinin katlanma oranlari. SHED hiicrelerinin
diger hiicrelere oranla katlanma oranlarinin daha yiiksek olduklar1 goriildii.
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6.8. Kok hiicrelerin RealTime PCR gen ekspresyon sonuglari

SHED, DPSC ve DFSC’ lerinin GADPH, ALPL, RUNX2, NANOG, NESTIN,
NOTCH, DSPP gen ekspresyonlari incelendi. Bu amagla kok hiicrelerin RealTime
PCR analizleri yapildi ve gen ekspresyonlar1 karsilastirildi. RealTime PCR analizleri
sonucunda her gen icin GAPDH genine gore gen ifade diizeyleri gozlendi.

Bu deney siiresince yapilan tiim Slgiimler ve degerlendirmeler RealTime PCR
sonuglar1 LightCycler480 System ile yapildi. ALPL, RUNX2, NANOG, NESTIN,
NOTCH, DSPP gibi genlerinin verileri GADPH geniyle normalize edildi. SHED
hiicrelerinin ifade ettigi genleringrafikte de goriildiigi gibi bu hiicrelerin bakilan tim
genleri eksprese ettigi goriildii. Bu hiicrelerin gen ifadesinin diger hiicre gruplarina
gore daha az oldugu goriildii (Sekil 6.11.).DPSC’ lerinin ifade ettigi genlerin grafikte
degoriildiigii gibi bu hiicrelerin hepsini ifade edildigi goriildi. Tim genlerin
ifadesinin SHED hiicrelerine oranla daha iyi oldugu goriildii. NESTIN geninin
ifadesinin DFSC’ lere oranla daha iyi oldugu goriildii (Sekil 6.12).DFSC’ lerinin
ifade ettigi genlerin amplifikasyon egrisindede goriildiigii gibi ALPL, RUNX2,
NANOG, NOTCH, DSPP genlerin ifadesinin diger hiicrelere oranla daha iyi oldugu
goriildii (Sekil 6.13).

Elde edilen veriler ile DFSCs’ in tiim genleri diger hiicrelere oranla en iyi

eksprese eden hiicreler oldugu goriildii.
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Sekil 6.11. SHED hiicrelerinin eksprese ettigi genlerin GAPDH genine gore ifadesi.
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Sekil 6.12.DPSChiicrelerinin eksprese ettigi genlerin GAPDH genine gore ifadesi.
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Sekil 6.13. DFSC hiicrelerinin eksprese ettigi genlerin GAPDH genine gore ifadesi.

78



6.9. SHED, DPSC ve DFSC HiicreleriLenfosit Proliferasyonunu in Vitro
Ortamda Baskilad:

SHED, DPSC ve DFSC hiicrelerinin immiin baskilayic1 6zelliklerini aragtirmak
amaciyla bu kok hiicrelerin, lenfosit hiicrelerinin proliferasyonlar: {izerine etkisi
incelendi. Bu amaglalenfosit hiicrelerinin CDmix uyarimli ve uyarimsiz ortamda 3
giin boyunca, SHED, DPSC ve DFSC hiicreleri ile ayn kiiltiirleri yapildi. Aym
zamanda CDmix ile uyarilmis olan kuyulara IFN-y eklenerek IFN-y varliginda kok
hiicrelerin lenfosit proliferasyonu iizerine etkisi incelendi.

Elde edilen veriler; lenfosit proliferasyonunun CDmix ile uyarilan(40+6,1)
grubununuyarim olmayan grubuna (11+1,8) goreistatistiksel olarak anlamli derecede
arttigin1  gosterdi (P<0,001). SHED grubunda (30,38+5,5) CDmix ile uyarilan
(40+6,1) gruba oranla lenfosit proliferasyonunun baskilandigini fakat anlamli bir fark
olmadigin1 gosterdi (P>0,05). Ayn1 zamanda SHED-+IFN-y grubunda (26,5+5,2)
SHED ve CDmix grubuna oranla lenfosit proliferasyonunun baskilandigini1 fakat
anlamli bir fark olmadigini gésterdi (P>0,05).

DPSCs+IFN-ygrubunda (13,1+£2,6), DPSCs (29,8+6,2) ve CDmix grubuna
(404£6,1) oranla lenfosit proliferasyonunun istatistiksel olarak anlamli derecede
baskilanmis oldugunu gosterildi (P<0,05; P<0,01).

DFSCs grubunda (20,542,3) CDmix ile uyarilan gruba (40+6,1) oranla lenfosit
proliferasyonunun  istatistiksel = olarak  anlamli  derecede  baskilandigini
gosterdi(P<0,01). Aym1 zamandaDFSCs+IFN-y grubunda (13,73 1,5) DFSCs ve
CDmix grubuna oranla lenfosit proliferasyonunun istatistiksel olarak anlaml
derecede baskilanmis oldugunu gosterdi (P<0,05; P<0,001).

Yapilan analizler ile SHED hiicrelerinin varliginda baskilanma oldugu fakat
anlamli bir baskilanma olmadig1 gosterildi. Ayn1 zamandaDFSC hiicrelerinde DPSC

hiicrelerine oranla baskilanmanin daha anlamli oldugu goriildii (Sekil 6.14.).
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Sekil 6.14. SHED, DPSC ve DFSC hiicrelerinin lenfosit hiicrelerinin proliferasyonu
tizerindeki immiin baskilayict etkisi.A) SHED, DPSC ve DFSC hiicrelerinin lenfosit
hiicrelerinin  proliferasyonu iizerindeki baskilayict etkisi istatistiksel olarak
gosterildi.B) Akim sitometri cihazi ile belirlendigi gibi in vitro olarak SHED, DPSC
ve DFSC hiicrelerinin lenfosit proliferasyonunu baskiladigi gosterildi (B). *P<0,05;
*#P<0,01; ***P<0,001
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6.10. SHED, DPSC ve DFSC HiicreleriLenfosit Hiicrelerindeki
Fas/FasLigand Gosterimini Baskiladi

SHED, DPSC ve DFSC hiicrelerinin lenfosit hiicrelerinin apoptozu iizerindeki
etkisini aragtirmak amaciyla akim sitometri cihazinda Fas (CD95)/Fas Ligand
(CD178) analizleri yapildi. Bu amagla lenfosit hiicrelerinin CDmix uyarimli ve
uyarimsiz ortamda 3 giin boyunca, SHED, DPSC ve DFSC hiicreleri ile ayr1 ayri
kiltiirleri yapildi. Ayn1 zamanda CDmix ile uyarilmis olan kuyulara IFN-y eklenerek
IFN-y varliginda kok hiicrelerin lenfosit apoptozu iizerine etkisi incelendi.

Elde edilen veriler; CDmix ile uyarilangrubda (28,8+8,4)uyarim olmayan gruba
(0,6+0,3) goreFas (CD95)gosteriminin istatistiksel olarak anlamli derecede arttigi
goriildii (P<0,01).SHED grubunda (4,443,2) CDmix ile uyarilan (28,8+8,4)gruba
goreFas (CD95) gosteriminiistatistiksel olarak anlamli derecede baskiladigi goriildii
(P<0,05). SHED+IFN-y grubunda (2,4+1,5) CDmix ile uyarilan gruba oranla Fas
(CD95) gosterimini istatistiksel olarakanlamli derecedebaskiladig goriildii (P<0,01).
Ayni zamanda SHED+IFN-y grubunda, SHED grubuna oranla baskilanma oldugu
fakat anlaml1 bir fark olmadig1 goriildii (P>0,05).

DPSCs grubunda (8,5+3,3) CDmix ile uyarilan (28,8+8,4) gruba gore Fas
(CD95) gosterimini istatistiksel olarak anlamli derecede baskiladigi goriildii
(P<0,01). DPSC+IFN-y grubunda (3,5+2,2) CDmix ile uyarilan gruba oranla Fas
(CD95) gosterimini istatistiksel olarak anlamli derecede baskiladigr goriildi
(P<0,01). Ayn1 zamanda DPSC+IFN-y grubunda, DPSC grubuna oranla baskilanma
oldugu fakat anlamli bir fark olmadig1 goriildii (P>0,05)

DFSCs grubunda (5,7+2,2) CDmix ile uyarilan (28,8+8,4) gruba gore Fas
(CD95) gosterimini istatistiksel olarak anlamli derecede baskiladigr goriildii
(P<0,05). DPSC+IFN-y grubunda (3,6£1,3) CDmix ile uyarilan gruba oranla Fas
(CD95) gosterimini istatistiksel olarak anlamli derecede baskiladigi goriildii
(P<0,01). Ayn1 zamanda DPSC+IFN-y grubunda, DPSC grubuna oranla baskilanma
oldugu fakat anlaml1 bir fark olmadig1 goriildii (P>0,05)

Yapilan analizler sonucundalFN-y ile uyarilan her ii¢ grupta ve IFN-y ile uyarim
olmayan DPSC grubunda Fas (CD95) gosteriminin baskilanmasinin diger gruplara

oranla istatistiksel olarak daha anlamli oldugu gortildi. (Sekil 6. 15.).
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Sekil 6.15. SHED, DPSC ve DFSC hiicrelerinin lenfosit hiicrelerindeki Fas (CD95)
gosterimi  lizerine etkisi.A) SHED, DPSC ve DFSC hiicrelerinin lenfosit
hiicrelerindeki Fas (CD95) gosterimi tizerindeki baskilayici etkisi istatistiksel olarak
gosterildi. IFN-y ile uyarilan her ii¢ grupta ve IFN-y ile uyarim olmayan DPSC
grubunda Fas (CD95) gdsteriminin baskilanmasinin diger gruplara oranla istatistiksel
olarak daha anlamli oldugu goriildii. B) Akim sitometri cihaz ile belirlendigi gibi in
vitro olarak SHED, DPSC ve DFSC hiicrelerinin lenfosit hiicrelerindeki Fas (CD95)
gosterimini baskiladig gosterildi. *P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001
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Elde edilen veriler; CDmix ile uyarilangrubun (39,5£10,8)uyarim olmayan
gruba (2,3+0,6) oranla lenfosit hiicrelerindeki Fas Ligand (CD178) gosteriminin
istatistiksel olarak anlamli derecede arttig1 goriildii (P<0,001).SHED grubunda
(9,5+4,8) CDmix ile uyarilan (39,5+10,8) gruba oranla lenfosit hiicrelerindeki Fas
Ligand (CD178) gosteriminin istatistiksel olarak anlamli derecede baskilandig1
goriildii (P<0,05).SHED+IFN-y grubunda (1,940,7) CDmix ile uyarilan gruba oranla
Fas Ligand (CD178) gosterimini istatistiksel olarak anlamli derecede baskiladigi
goriildii (P<0,001). Aym1 zamanda SHED+IFN-y grubunda, SHED grubuna oranla
baskilanma oldugu fakat anlamli bir fark olmadig: goriildi (P>0,05).

DPSC grubunda (10,5£3,6) CDmix ile uyarilan (39,5+10,8) gruba oranla lenfosit
hiicrelerindeki Fas Ligand (CD178) gosteriminin istatistiksel olarak anlamli derecede
baskilandig1 goriildii (P<0,01). DPSC+IFN-y grubunda (3,7+1,6) CDmix ile uyarilan
gruba oranla Fas Ligand (CD178) gosterimini istatistiksel olarak anlamli derecede
baskiladig goriildii (P<0,01). Ayn1 zamanda DPSC+IFN-y grubunda, DPSC grubuna
oranla baskilanma oldugu fakat anlamli bir fark olmadig: goriildii (P>0,05).

DFSC grubunda (8,6+4,3) CDmix ile uyarilan (39,5+10,8) gruba oranla lenfosit
hiicrelerindeki Fas Ligand (CD178) gosteriminin istatistiksel olarak anlamli derecede
baskilandig1 goriildii (P<0,05). DPSC+IFN-y grubunda (6,8+3,1) CDmix ile uyarilan
gruba oranla Fas Ligand (CD178) gosterimini istatistiksel olarak anlamli derecede
baskiladig goriildii (P<0,01). Ayn1 zamanda DPSC+IFN-y grubunda, DPSC grubuna
oranla baskilanma oldugu fakat anlamli bir fark olmadig1 goriildii (P>0,05).

Yapilan analizler sonucundalFN-y ile uyarilan SHED grubu diger tim gruplara
oranlaFas Ligand (CD178) gosterimini daha anlamli oranda baskiladig
goriildii(Sekil 6.16.).
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Sekil 6.16. SHED, DPSC ve DFSC hiicrelerinin lenfosit hiicrelerindeki Fas Ligand
(CD178) gosterimi iizerine etkisi.A)SHED, DPSC ve DFSC hiicrelerinin lenfosit
hiicrelerindeki Fas Ligand (CD178)gosterimi tiizerindeki baskilayict  etkisi
istatistiksel olarak gosterildi. IFN-y ile uyarilan SHED grubu diger tiim gruplara
oranlaFas Ligand (CD178) gosterimini daha anlamli oranda baskiladig: goriildii. B)
Akim sitometri cihazi ile belirlendigi gibi in vitro olarak SHED, DPSC ve DFSC
hiicrelerinin lenfosit hiicrelerindeki Fas Ligand (CD178) oranin1 baskiladigi
gosterildi. *P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001
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6.11. SHED, DPSC ve DFSC Hiicreleri CD4"FoxP3*Regiilator THiicrelerini
Arttird:

SHED, DPSC ve DFSC hiicrelerinin CD4 FoxP3*lenfosit hiicreleri iizerine
etkisi akim sitometri cihazinda analiz edildi.Elde edilen verilere gore; CDmix ile
uyarilan grubun (7,51,2)uyarim olmayan gruba (0,03+0,01) oranlaCD4 FoxP3" T
regiilatorhiicrelerindeki oranmin istatistiksel olarak anlamli derecede arttigini
gosterdi  (P<0,0001).SHED grubunda (11£1,7) CDmix (7,5£1,2) grubuna
oranlaCD4 "FoxP3"T regiilatorhiicre oranini arttirdig: fakat anlamli bir fark olmadig
gorildic  (P>0,05). SHED+IFN-y grubunda (12,7£1,7) CDmix grubuna
oranlaCD4"FoxP3™T regiilatér hiicre orani istatistiksel olarak anlamli derecede
arttirdigr goriildii (P<0,05). Ayn1 zamanda SHED+IFN-y grubunda, SHED grubuna
oranlaCD4 FoxP3™T regiilatér hiicre oramindaartis oldugu fakat anlamli bir fark
olmadig goriildii (P>0,05).

DPSCs grubunda (11£1,7) CDmix ile wuyarilan gruba (7,5+1,2)
oranlaCD4"FoxP3™T regiilator hiicre oraninin arttig1 fakat anlamli bir fark olmadig
gorildiic  (P>0,05). DPSCs+IFN-y grubunda (14,7£1,2) CDmix grubuna
oranlaCD4"FoxP3'T regiilatér hiicre orani istatistiksel olarak anlamli derecede
arttirdig1 goriildii (P<0,01). Ayn1 zamanda DPSCs+1FN-y grubunda, DPSCs grubuna
oranlaCD4"FoxP3"'T regiilator hiicre oraninda artis oldugu fakat anlamli bir fark
olmadig goriildi (P>0,05).

DFSCs grubunda (12,5+1,6) CDmix (7,5+1,2) grubuna oranla CD4'FoxP3" T
regiilator hiicre oraninin istatistiksel olarakanlamli derecede arttirdig1 gorildii
(P<0,05). DFSCs+IFN-y grubunda (14,5+2,2) CDmix grubuna oranla CD4"FoxP3"T
regiilator hiicre oraninin istatistiksel olarak anlamli derecede arttig1 goriildii (P<0,05).
Ayn1 zamanda DPSCs+IFN-y grubunda, DFSCs grubuna oranla CD4"FoxP3'T
regiilator hiicre oraninda artis oldugu fakat anlamli bir fark olmadigi gorildi
(P>0,05).

Yapilan analizler sonucunda DFSCs grubu ve DFSCs+IFN-y grubu hiicrelerinin
diger hiicre gruplarina oranla CD4'FoxP3*T regiilatorhiicre oranin1 daha fazla

arttirdigr goriildi (Sekil 6.17.).
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Sekil 6.17. SHED, DPSC ve DFSC hiicrelerinin CD4+FoxP3+ T regiilator hiicreleri
iizerine etkisi.A) SHED, DPSC ve DFSC hiicrelerinin CD4"FoxP3*T regiilator
hiicrelerinin orani iizerindeki arttirict etkisi istatistiksel olarak gosterildi.Tiim hiicre
gruplarinda diger gruplara oranla CD4'FoxP3'T regiilatér hiicre oraninda artis
goriildii. B) Akim sitometri cihazi ile belirlendigi gibi in vitro olarak SHED, DPSC
ve DFSC hiicrelerinin CD4"FoxP3*T regiilatér hiicre oranmmi arttirdign gosterildi.
*P<0,05; ¥*P<0,01; ***P<0,001; ****P<0,0001
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6.12. SHED, DPSC ve DFSC Hiicreleri Lenfosit Hiicrelerinden SalgilananIL-4
ve IFN-ySitokin Miktarimm Azaltirken IL-10 Sitokin Miktarin Arttirdi

Kiiltiir sonras1 siipernatanttan bakilan sitokin analizi sonuglarina gére; SHED
grubunda (0,5+0,3), CDmix ile uyarilan gruba (3,3%£1,14) oranla IL-4 sitokin
diizeyinin istatistiksel olarak anlamli derecede baskilandig1r goriildii (P<0,05).
SHED+IFN-y grubunda (0,2+0,16 CDmix grubuna oranla IL-4 sitokin diizeyinde
anlamli derecede baskilandig1 goriildii (P<0,05). Aymi zamanda SHED+IFN-y
grubunda SHED grubuna oranla baskilanma oldugu fakat istatistiksel olarak anlamli
bir fark olmadigr goriildii (P>0,05) (Sekil 6.18. A).

DPSCs grubunda (0,5+0,4), CDmix grubuna (3,3+1,14) oranla IL-4 sitokin
diizeyinin anlamli derecede baskilandig1 goriildii (P<0,05). DPSCs+IFN-y grubunda
(0,6+0,4) CDmix grubuna oranla IL-4 sitokin diizeyinde anlamli derecede
baskilandigr goriildii (P<0,05). Aym1 zamanda DPSCs+IFN-y grubunda DPSCs
grubuna oranla baskilanma oldugu fakat istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadig:
goriildii (P>0,05) (Sekil 6.18. B).

DFSCs grubunda (0,540,5), CDmix grubuna (3,3+1,14) oranla IL-4 sitokin
diizeyinin anlamli derecede baskilandigi goriildii (P<0,05). DFSCs+IFN-y grubunda
(0,24+0,17) CDmix grubuna oranla IL-4 sitokin diizeyinde anlamli derecede
baskilandig1 goriildii (P<0,05). Ayni zamanda DFSCs+IFN-y grubunda DFSCs
grubuna oranla baskilanma oldugu fakat istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadig:

goriildii (P>0,05) (Sekil 6.18. C).
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Sekil6.18.SHED, DPSC ve DFSC hiicrelerinin lenfosit hiicrelerinden IL-4 sitokin
salgilanmasi iizerine etkisi. Tim hiicre gruplarinda ayni oranlarda IL-4 sitokin
diizeyinde baskilanma oldugu goriildii.* P<0,05
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SHED grubunda (475 + 137,8), CDmix grubuna (151,4 + 38,4) oranla IL-10
sitokin ~ diizeyinin  anlamli  derecede arttigi  goriildic  (P<0,05). Aym
zamandaSHED+IFN-y grubunda (309,2 + 67,81) CDmixgrubunaoranla IL-10 sitokin
diizeyinde artisoldugu fakat istatistiksel olarak anlamlibir fark olmadigi goriildi
(P>0,05) (Sekil 6.19.A).

DPSCs grubunda (634,5 + 184,6), CDmix grubuna (151,4 + 38,40) oranla IL-10
sitokin diizeyinin anlamli derecede arttirdigi goriildii (P<0,05). DPSCs+IFN-y
grubunda (690,3 + 155,5) CDmix grubuna oranla IL-10 sitokin diizeyinde anlamli
derecede arttirdig goriildii (P<0,01). Ayn1 zamanda DPSCs+IFN-y grubunda DPSCs
grubuna oranla artis oldugu fakat istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadig:
goriildii (Sekil 6.19.B).

DFSCs grubunda (665 + 177), CDmix grubuna (151,4 + 38,4) oranla IL-10
sitokin ~ diizeyinin anlamli  derecede arttirdigi gorildi  (P<0,01). Aym
zamandaDFSCs+IFN-y grubunda (1194 + 671,0) CDmix ve DFSCs gruplarina
oranla IL-10 sitokin diizeyinde artis oldugu fakat istatistiksel olarak anlamlibir fark
olmadig goriildii (P>0,05)(Sekil 6.19.C).

DPSC hiicrelerinin IL-10 sitokin diizeyini diger gruplara oranla daha fazla ve

anlaml olarak arttirdig1 goriildii.
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Sekil 6.19. SHED, DPSC ve DFSC hiicrelerinin lenfosit hiicrelerinden IL-10 sitokin
salgilanmasi tizerine etkisi.DPSC hiicrelerinin IL-10 sitokin diizeyini diger gruplara
oranla daha fazla ve anlamli olarak arttirdig1 goriildii. * P<0,05; **P<0,01
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SHED grubunda (78,97 + 23,11), CDmix grubuna (251,9 + 74,33) oranla IFN-y
sitokin diizeyinin anlamli derecede baskilandigi goriildii (P<0,05). Ayni zamanda
SHED+IFN-y grubunda (91,27 + 24,59) CDmixgrubuna oranla IFN-y sitokin
diizeyinde baskilanmaoldugu fakat istatistiksel olarak anlamlibir fark olmadig
goriildii (P>0,05) (Sekil 6.20.A).

DPSCs grubunda (149,1 + 61,49), CDmix grubuna (251,9 + 74,33) oranla IFN-y
sitokin diizeyinde baskilanma oldugu fakat anlamli bir fak olmadigi goriildi
(P>0,05). DPSCs+IFN-y grubunda (70,29 + 16,02) CDmix grubuna oranla IFN-y
sitokin diizeyinde anlamli derecede baskilanma goriildii (P<0,05). Ayni zamanda
DPSCs+IFN-y grubunda DPSCs grubuna oranla baskilanma oldugu fakat istatistiksel
olarak anlamli bir fark olmadig: goriildii (Sekil 6.20.B).

DFSCs grubunda (127,0 + 23,50), CDmix grubuna (251,9 + 74,33) oranla IFN-y
sitokin diizeyinde baskilanma oldugu fakat anlamli bir fark olmadigr goriildi
(P>0,05). DFSCs+IFN-y grubunda (88,01 + 21,93) CDmix grubuna oranlaIFN-y
sitokin diizeyinde anlamli bir baskilanma oldugu gorildi (P<0,05).Ayn1
zamandaDFSCs+IFN-y grubunda,DFSCs grubunaoranla IFN-y sitokin diizeyinde
baskilanma oldugu fakat anlamli bir fark olmadig: goriildii (P>0,05)(Sekil 6.20.C).

SHED grubu hiicrelerinin IFN-y sitokin diizeyini diger gruplara oranladaha fazla
ve anlamli olarak baskiladigi goriildii. DPSCs+IFN-y ve DFSCs+IFN-y gruplarin ise
IFN-y sitokin diizeyini diger gruplara oranla daha fazla ve anlamli olarak baskiladigi

goriildi.
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Sekil 6.20. SHED, DPSC ve DFSC hiicrelerinin lenfosit hiicrelerinden IFN-y sitokin
salgilanmast tizerine etkisi.DPSCs+IFN-y ve DFSCs+IFN-y hiicrelerinin IFN-
ysitokin diizeyini diger gruplara oranla daha fazla ve anlamli olarak baskiladigi
goriildii. * P<0,05
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7. TARTISMA ve SONUC

Bu ¢aligmada orofasial bolgeden izole edilen ii¢ ayr1 kaynakli mezenkimal kok
hiicrenin immiin sistem hiicreleri iizerine etkisi karsilastirmali olarak arastirildi. Bu
amaclasiit disi pulpasindan, tam gomiik yirmi yas disi pulpasindan ve dis
folikiiliinden mezenkimal kok hiicre izolasyonlar1 yapildi. Saglikli bireylerin venoz
kanlarindan periferal kan mononiiklear hiicreler izole edildi.Lenfositler MKH’ ler
IFN-y uyarimli ve uyarimsiz kosullarda anti-CD2, anti-CD3, anti-CD28 uyarimi ile 3
giin kiiltiirleri yapildi. Kiiltiir sonrasinda lenfosit proliferasyonu, CD4"FoxP3" T
regiilator hiicre, Fas/FasLigand, kiiltiir siipernatantlarinda IL-4, IL-10 ve IFN-y
diizeylerine bakild.

Hiicre esasli tedavi yaklagimlarinda hasar goren bir doku veya organin biyolojik
olarak islevinin devam etmesi veya tedavi edilmesi amaclanir. Bu amacla kok
hiicreler, hiicre esashi tedavilerde kullanilabilecek 6nemli hiicrelerdir (Goodarzi ve
ark., 2004). Bu alanda yapilan bir¢ok ¢aligmada, farkli kaynaklardan izole edilen kok
hiicreler (Ornegin; embriyonik kok hiicreler, kemik iligi kaynakli kok hiicreler vb.) in
vitro ve in vivo olarak deneysel modellerde kullanilmistir. Insan kaynakli embriyonik
kok hiicrelerin tedaviye yonelik kullanimindaki potansiyel etik tartismalar arasinda
bu hiicrelerin teratom olusturma riskleri tedavi edici kullanimini kisitlamaktadir
(Hotta, 2008). Bu sebeple kok hiicre caligmalar ¢esitli dokulardan (kas, kikirdak, dis
pulpasi, yag dokusu, bobrek, sinir, kemik) izole edilebilen mezenkimal kok hiicreler
lizerine yogunlagsmistir (Prentice, 2006).

Mezenkimal kok hiicre (MKH) tedavisi, pek ¢ok hastaligin iyilestirilmesinde
gelecek vaat eden tedavi yontemidir. MKH’ lerin kolay elde edilebilmesi, kiiltiir
ortaminda cogaltilabilmesi, bir¢ok potansiyel 6zelliklerinin bulunmasi ve farkli
dokulara farklilagabilme oOzellikleri uygulama potansiyellerini arttirmistir (Horwitz
ve ark., 2005; Brooke ve ark., 2007). Ayn1 zamanda bu hiicreler ile yapilan bir¢ok
calismadaMKH’lerin, immiin sistemi diizenleyici etkileri, timor
olusturmapotansiyellerinin az oldugu gosterilmistir (Prentice, 2006). Bu projede
MKH’lerin immiin sistem hiicreleri iizerine etkisi, saglikli bireylerden izole edilen

periferal kan mononiiklear hiicreleri ile kiiltiirlerinde arastirildi.
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Orafasial bolgedeki dokular mezenkimal kok hiicre agisindan o6nemli bir
kaynaktir. Buradaki mezenkimal kok hiicreler bircok dokuya farklilasabilme
ozelligindedirler. Dis dokusundan siit disi pulpas1 kaynakli mezenkimal kok hiicreler
(SHED), tam gomiik yirmi yas disi pulpast kaynakli mezenkimal kok hiicreler
(DPSCs), dis folikiilii kaynakli mezenkimal kok hiicreler (DFSCs), apikal papilla
kaynakli mezenkimal kok hiicreler (APSCs), periodontal ligament kaynakli
mezenkimal kok hiicreler (PDLSCs) (Estrela ve ark., 2011; Aydin ve Berbercan
2010) izole edilebilmektedir. Dis kaynakli MKH’ lar, kolay ulasilabilir kaynak
olmalar1 ve multipotent Ozellikte olmalar1 sebebiyle tedavide kullanilabilecek
potansiyele sahiptirler.Bu ¢alismada dis kaynakli mezenkimal kok hiicreler
kullanilmistir ve SHED, DPSC ve DFSC hiicrelerinin immiin sistem hiicreleri
tizerine etkisi arastirilmistir. Siit dislerinin kendiliginden diismesi, tam gdmiik yirmi
yas disinin bir¢ok ortodontik sebep yiiziindenameliyat ile alinabilir olmalari, dis
folikiillerinin de gomiik disleri sariyor olmasi ve ameliyat sonrast atilmasi bu
dokular1 kolay ulasilabilir kok hiicre kaynagi yapmaktadir.

Miura ve arkadaslari 2003 yilinda yaptiklar1 ¢alismada siit disi pulpasindan
mezenkimal kok hiicre izole etmislerdir. Hiicrelerin plastik ylizeylere yapisabildikleri
ve diger stromal hiicrelerin karakteristiginde oldugu gosterilmistir. Siit disi
mezenkimal kok hiicreleri kemik iligi mezenkimal kok hiicreleri ve yetiskin dis
pulpast mezenkimal kok hiicreleri ile karsilagtirdiklarinda yiiksek proliferasyon
kapasitesinde ve yliksek katlanma oraninda oldugu goriilmiistiir. Ayni1 zamanda bu
hiicrelerin ylizeylerinde STRO-1 ve CDI146 isaretlerini eksprese ettikleri
gosterilmistir (Miura ve ark., 2003). Suchanek ve arkadaglari tarafindan yapilan
calismada SHED hiicreleri izole edilmis ve yiiksek orandaCD44, CD73, CD90,
CDI117, CD166, HLA 1 orta oranda CD29, CD105 ve diisiik oranda CD45, CD63,
CD71 isaretlerini eksprese ettikleri gosterilmistir. Ayrica bu hiicrelerin CD18, CD31,
CD34, CD49d, CD49%, CD106, CD133, CD184, CD197, CD146 ve HLA 1I
isaretlerini eksprese etmedikleri gosterilmistir. Suchanek ve arkadaslart Miura ve
arkadaglarinin soylediginin aksine SHED hiicrelerinin CD146 isaretini eksprese
etmediklerini gostermislerdir (Suchanek ve ark., 2010). ArastirmamizdaMiura ve
arkadaslarinin yaptig1 calismaya benzer bir sekilde siit disi pulpasindan mezenkimal

kok hiicre izolasyonu yapildi. Bu hiicrelerin plastik yiizeylere yapigabildikleri ve
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yiiksek proliferasyon kapasiteleri oldugu gosterildi (Sekil 6.1.). izole edildikten sonra
yapilan karakterizasyon asamalarinda bu hiicrelerin Miura ve arkadaslarinin yaptig
calismaya benzer fakat Suchanek ve arkadaslarinin yaptigi caligmanin aksine
yiizeylerinde CD146 eksprese ettikleri gosterildi. Ayni zamanda Suchanek ve
arkadaslarinin yaptig1 ¢alismada oldugu gibi bu hiicrelerin yiizeylerinde CD73,
CD90, CD105, CD29 isaretlerinigdsterdikleri ve CD14, CD45, CD34, CD25, CD28
isaretlerni gostermedikleri gorildii (Sekil 6.4.).

Tarle ve arkadaslarimin 2011 yilinda yaptigr calismada SHED hiicreleri ve
PDLSC hiicreleri karsilagtirllmistir. Bu hiicrelerin proliferasyon kapasiteleri,
farklilasma kapasiteri, gen ekspresyonlar1 kiyaslanmistir. Yapilan bu calismada
hiicreler osteojenik, adipojenik ve kondrojenik olarak farklilastirilmis ve sonrasinda
strastyla alizarin red, oil red o ve von kossa ile boyanmistir. Bizim ¢aligmamizda da
SHED hiicreleri izole edildikten sonra osteojenik, adipojenik ve kondrojenik olarak
farklilastirild1 ve sonrasinda sirastyla bu hiicreler alizarin red, oil red o, alcian blue
ile boyandi. Bu hiicrelerin ii¢ soyada farklilagabildikleri gosterildi. Osteojenik olarak
farklilastirilanda osteoblast nodiilleri, adipojenik olarak farklilastirilanda yag
damlaciklar1 ve kondrojenik olarak farklilastirilanlarda ise proteoglikanlar goriildi
(Sekil 6.5.).

Gronthos ve arkadaslarinin yaptiklar1 ¢alismada dis pulpasindan mezenkimal
kok hiicre izolasyonu yapilmistir. Dis pulpa mezenkimal kok hiicrelerinin, mineralize
matriks i¢inde, kan damarlar1 iceren ve fibr6z dokudan olusan insan disindeki pulpa
kompleksine benzer bir yapiy1 olusturdugunu bulmuslardir. izole edilen mezenkimal
kok hiicre kolonilerindeki her bir hiicrenin fibroblast benzeri morfolojisi oldugu
goriilmiistiir. Bu hiicreler kemik iligi kaynakli mezenkimal kok hiicreler ile
kiyaslanmis ve bu hiicrelerin proliferasyon oranlarinin kemik iligi kok hiicrelerinden
yiiksek oldugu goriilmiistiir. Ayrica bu ¢alismada DPSC hiicrelerinin hematopoetik
kok hiicre isareti olan CDI14, CD34, CD45’ 1 ylizeylerinde eksprese etmedikleri
gosterilmistir(Gronthos ve ark., 2000). Bir baska calismada izole edilen DPSC
hiicrelerinin 10 giin igerisinde kofluent oldugu ve fibroblast benzeri morfolojileri
oldugu gosterilmistir. DPSC hiicrelerinin hematopoetik kok hiicre isareti olan
CD11b, CD34, CD31, CD33, CD49b ve CD45’ i yiizeylerinde eksprese etmedikleri,
CD44, CD73 ve CD90’ 1 ise yiizeylerinde eksprese ettiklerini gostermislerdir
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(Baghaban Eslaminejad ve ark., 2010).Dogan ve arkadaslar1 tarafindan yapilan
calismada da DPSC hiicrelerinin hematopoetik kok hiicre isareti olan CD34, CD45,
CD133 yiizeylerinde eksprese etmedikleri, CD29, CD73, CD90, CD105 ve CD166
yiizeylerinde eksprese ettikleri gosterilmistir (Dogan ve ark., 2012). Bizim
calismamizda tam goémiik yirmi yas dislerinden mezenkimal kok hiicre izolasyonlari
Baghaban Eslaminejad ve arkadaslarinin yaptig1 calismadaki izolasyona benzer bir
sekilde yapild1 ve kiiltiir sonrasi hiicrelerin 9 giin igerisinde flask yiizeyinde kofluent
olduklar goriildii (Sekil 6.2.). Izole edilen hiicrelerin fibroblast benzeri morfolojileri
oldugu goriildii. izolasyon sonras1 yapilan karakterizasyon asamasinda bu hiicrelerin
diger ¢alismalardaki sonuglara benzer sekilde yiizeylerinde CD73, CD90, CD105,
CD29, CD146 eksprese ettikleri ve hematopoetik kok hiicre isareti olan CDI14,
CD45, CD34, CD25, CD28 eksprese etmedikleri gosterildi (Sekil 6.6.).

Dogan ve arkadaslar1 yaptiklart ¢alismada DPSC hiicreleri izole edilip,
immiinositokimyasal analizlerini, Real time PCR analizlerini, osteojenik, adipojenik
ve kondrojenik farklilasmasina bakmislardir. Farklilastirmasi yapilan hiicrelerin
strastyla von Kossa, oil red o ve alcian blue ile boyamalar1 yapilmistir (Dogan ve
ark., 2012). Baghaban Eslaminejad ve arkadaslarinin yaptiklari ¢aligmalarda da bu
hiicreler 1zole edilmis ve akim sitometrik analizler,real time PCR analizleri, katlanma
oranlari, odontojenik, kondrojenik, adipojenik ve osteojenik farklilastirmalar
yapilmistir (Baghaban Eslaminejad ve ark., 2010).Bizim c¢alismamizdada yailan bu
caligmalara benzer olarak izole edilen DPSC hiicrelerinin farklilagtirma c¢alismalari
yapildi. Bu hiicrelerin osteojenik, adipojenik ve kondrojenik farklilastirmalar
yapildi. Hiicrelerin farklilagsmalarindan sonra sirasiyla alizarin red, oil red o, alcian
blue ile boyamalar1 yapildi. Boyama sonrasinda osteojenik olarak farklilagtirilan
hiicrelerde osteoblast nodiilleri, adipojenik olarak farklilagtirilanda yag damlaciklari
ve kondrojenik olarak farklilastirilanlarda ise proteoglikanlar goriildii (Sekil 6.7.).

Dis folikiilii gelismekte olan dis yapisini ¢evreleyen mezenkimal dokudur. Dis
folikiilii, sement, periodontal ligament, alveolar kemik iligi hiicreleri ile birlikte disi
olustururlar(Yokoi ve ark., 2007). Dis folikiilii kolay ulasilabilir bir kaynaktir. Bu
hiicreler ortodontik sebepler ile ¢ekilmesi gerekilen ve gelisim siirecinde olan yirmi
yas disinin c¢ekilmesinden sonra alinip kolaylikla kok hiicre izolasyonu yapilabilir,

buda hiicrelerin kolay ulasilabilir bir kaynak olmasini saglar. Dis folikiili kaynakl
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mezenkimal kok hiicrelerin izolasyonu ilk olarak Handa ve arkadaslari tarafindan
yapilmistir ve yapilan ¢alismada bu hiicrelerin farklilagsma yetenekleri in vivo olarak
incelendiginde sement benzeri matrix bir yap1 olusturduklar1 gériilmiistiir. Ayrica bu
hiicrelerin ~ koloniler  olusturduklar1 ve plastik ylizeye yapisabildiklerini
gostermislerdir (Handa ve ark.,2002). Yokoi ve arkadaglart ise yaptiklari ¢calismada
dis folikiiliimezenkimal kok hiicrelerinin in vivo olarak periodontal ligament
olusturabilme yeteneginde olduklarini1 sdylemislerdir (Yokoi ve ark., 2007). Yapilan
son calismalar ile bu hiicrelerin {istiin proliferasyon kapasiteleri ve osteojenik,
adipojenik olarak farklilasabildikleri gdsterilmistir (Jo ve ark., 2007). Bizim
calismamizda dis folikiilii kaynakli mezenkimal kok hiicreler izole edildi, hiicreler
izolasyon sonrasinda yaklasik 5 giin sonrasinda flask yiizeyinde kofluent oldugu
gosterildi. Handa ve arkadaslarinin calismasinda oldugu gibi plastik yiizeylere
yapisabilen ve koloniler olusturabilen hiicreler olduklari gosterildi (Sekil 6.3.).

Mori ve arkadaslarinin 2012 yilinda yaptiklari ¢alismada DFSC hiicrelerini izole
etmis, immiinofenotipik analizler yapmigslardir. Bu hiicrelerin yiizeylerinde CD73,
CD146, CD90, CD44, CDI105, HLA 1 eksprese ettiklerini ve CD45 eksprese
etmediklerini gostermislerdir. Ayrica bu hiicreleri kemik iligi kok hiicreleri ile
kiyasladiklarinda proliferasyon oraninin 6nemli derecede kemik iliginden yiiksek
oldugunu gostermislerdir (Mori ve ark., 2012). Bizim yapmis oldugumuz ¢alismada
Mori ve arkadaglarindan farkli olarak DFSC hiicrelerinin bir¢ok hematopotik kok
hiicre ylizey isaretlerini eksprese etmedigi gosterildi(CD14, CD45, CD34, CD25,
CD28).Ayn1 zamanda kok hiicre ylizey isaretlerinden CD73, CD90, CD105, CD29,
CD146 yiizeylerinde eksprese ettikleri gosterildi (Sekil 6.8.).

Mori ve arkadaslart DFSC hiicrelerinin osteojenik olarak farklilasabildiklerini
gostermislerdi. Bizim ¢aligmamizda bu hiicrelerin osteojenik adipojenik ve
kondrojenik olarak farklilasabildikleri gosterildi.Hiicrelerin farklilasmalarindan sonra
alizarin red, oil red o, alcian blue ile boyamalar1 yapildi. Boyama sonrasinda
osteojenik olarak farklilagtirilan hiicrelerde osteoblast nodiilleri, adipojenik olarak
farklilagtirilanda yogun yag damlaciklar1 ve kondrojenik olarak farklilagtirilanlarda
ise proteoglikanlarin mavi renk ile boyandig goriildii (Sekil 6.9.).

Tarle ve arkadaglart SHED hiicreleri ile PDLSC hiicrelerinin proliferasyon

oranlarini, farklilagabilme Ozelliklerin1 ve real time PCR analizlerint yapmis ve
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kargilagtirmiglardir. Bu her iki mezenkimal kok hiicrelerin benzer 6zelliklere sahip
olduklar1 gosterilmistir (Tarle ve ark., 2011). Yamaza ve arkadaslar1 SHED hiicreleri
ile kemik iligi kok hiicrelerinin immiinomodiilatér oOzellikleri karsilastirilmistir
(Yamaza ve ark., 2010).Suchanek ve arkadaslarinin yaptigi calismada ise SHED
hiicreleri ile DPSC hiicrelerinin katlanma zamanlari, immiinofenotipik o6zellikleri,
pasaj sayilari karsilastirilmistir (Suchanek ve ark., 2010). Gronthos ve arkadaslarinin
yaptig1 calismada DPSC hiicreleri ile kemik iligi hiicrelerinin proliferasyon
kapasiteleri ve farklilasabilme kapasiteleri karsilastirilmistir ve sonucunda dis
pulpas1 kok hiicrelerinin yiiksek proliferasyon kapasitesi oldugu, klonojenik oldugu
gosterilmistir (Gronthos ve ark., 2000). DFSC ile kemik iligi kok hiicreleri
proliferasyon yetenekleri ile karsilagtirllmiglardir ve calismanin sonucunda DFSC
hiicreleri ile kemik iligi kok hiicrelerinin benzer olduklar1 fakat ayni olmadiklar
gosterilmistir (Mori ve ark., 2012). Navabazam ve arkadaslari tarafndan 2013 yilinda
yapilan ¢alismada DPSC, DFSC ve PDLSC hiicrelerinin karakterizasyon ozellikleri
karsilastirilmistir. Calismanin sonucunda DSC hiicrelerinin diger hiicrelere gore
ygksek proliferasyon yetenekleri oldugu gosterilmistir (Navabazam ve ark., 2013).
DFSC ve SHED hiicrelerinin ndéral farklilagmalar1 karsilastirilmis ve benzer
olmadiklar1 gdsterilmistir (Morsczeck ve ark., 2010).

Bizim ¢alismamiz tiim bu yapilan ¢alismalardan farkli olarak SHED, DPSC ve
DFSC hiicreleri karsilastirtlmistir. Her tic mezenkimal kok hiicre kaynagi da kolay
ulagilabilir  kaynaklardir. Bu hiicrelerin izolasyon ve Kkiiltlir asamalar
kiyaslandiginda,koloni  olusturabilme ve hizla c¢ogalabilme yeteneklerinin
sirastylaDFSC hiicrelerinde sonrasinda SHED hiicrelerinde ve sonrasinda DPSC
hiicrelerinde daha yiiksek oldugu goriildii(DFSC > SHED > DPSC). Ayn1 zamanda
bu hiicrelerin akim sitometrik analizler sonucunda, DPSC’ ininmezenkimal kok
hiicre vehematopoetik kok hiicre isaretlerini diger hiicrelere gore daha yiiksek
oranlardagosterdikleri goriildi. SHED hiicreleri ise hematopoetik kok hiicre
isaretleriniDPSC ve DFSC’ lerine gore daha az oranlarda gosterirken mezenkimal
kok hiicre isaretlerini de yiiksek eksprese ettikleri gosterildi (SHED> DPSC >
DFSC) (Tablo 6.1.). Bu hiicrelerin farklilasma kapasiteli kiyaslandiginda DPSC
hiicrelerinin diger hiicrelere oranla osteojenik olarak farklilagmasinin daha yiiksek

oldugu goriildi. DFSC hiicrelerinin ise adipojenik ve kondrojenik olarak
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farklilagsmasinin diger hiicrelere oranla daha yiliksek oldugu goriildii. Bu ii¢ ayr
mezenkimal kok hiicrenin katlanma oranlar1 kiyaslandiginda ise SHED hiicrelerinde
diger hiicrelere oranla daha yiiksek oldugu goriildii (Sekil 6.10.). Yapilan analizler
sonucunda ¢ok daha fazla miktarda c¢ogalabilmesi, koloni olusturabilmesi ve
farklilagabilme yeteneklerinin daha fazla olmasi sebebi ile DFSC hiicrelerinin diger
hiicrelere oranla daha kullanilabilir bir kaynak oldugu diisiiniilmektedir.Daha fazla
miktarlarda c¢ogalabilmesi ve hematopoetik kok hiicre belirteglerini daha az
miktarlarda eksprese etmesi sebebi ile de SHED hiicrelerinin de kullanilabilir
hiicreler olduklari diisiiniilmektedir.

Miura ve arkadaslarmin yaptigi calismada SHED hiicrelerinin stromal ve
vaskiiler sistem ile ilgili belirtec olan ALP genini eksprese ettigi gosterilmistir.
(Miura ve ark., 2003). ALP belirli hiicreler i¢in 6zel bir belirtegtir. Farklilasmamis
pluripotent kok hiicreler ile baglantilidir ve bu hiicreler ALP eksprese ederler.
Uyarilmig pluripotet kok hiicreler giiclii olarak ALP eksprese ederler (Yu ve ark.,
2007). Yapilan bir calismada hipoksik bir ortamda DFSC’ lerin ALP ifadelerinin
arttig1 gosterilmistir (Yuntao ve ark., 2012). Mori ve arkadaslarinin yaptig1 calismada
tic farklt DFSC’ leri kullanilmis tim gruplarin ALP genini yiliksek derecede eksprese
ettigi goriilmiustiir fakat osteojenik olarak farklilastirilan DFSC’ lerin ALP genini
daha yiiksek oranda eksprese ettigi goriilmiistiir (Mori ve ark., 2012). Bizim
yaptigimiz ¢aligmada da SHED, DPSC ve DFSC’ lerinin ALP genini ifade ettigi
DFSC’ lerin bu geni diger hiicrelere oranla daha iyi ifade ettigi goriildii. Makino ve
arkadaglarinin yaptig1 ¢alismada SHED hiicrelerinin ALP, DSPP ve RUNX2
genlerini ifade ettigi gosterilmistir. Ayn1 zamanda bu calismada SHED hiicreleri
tarafindan iiretilen embriyonik kok hiicre ve noral hiicre belirtegleri olan NANOG,
NOTCH, NESTIN, Oct-4 genlerinin de eksprese oldugu gosterilmistir (Makino ve
ark.,2013). Bizim yapmis oldugumuz calismada her iigmezenkimal kok hiicre
grubununda DSPP, RUNX2, NOTCH ve NESTIN genlerini eksprese ettigi
gosterildi. DFSC’ lerininDSPP, RUNX2, NOTCH genlerini diger hiicre gruplarina
oranla en iyi ifade eden hiicreler oldugu gériildii fakat DPSC’ lerinin NESTIN genini
diger hiicrelere oranla en iyl ifade eden hiicreler oldugu goriildii. Yapilan bir
calismada dis pulpasi mezenkimal kok hiicrelerinin gelisim siiresince embriyonik

kok hiicre pluripotent belirtecleri olan Oct-4, NANOG ve SSEA-4 genlerini eksprese
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ettigi gosterilmistir (Kerkis ve ark., 2006). Bizim yaptigimiz ¢alismada ise DFSC’
lerin embriyonik pluripotent kok hiicre belirteci olan NANOG genini dis pulpalarina
oranla daha iyiifade ettigi gosterildi.

MKH’ ler immiinsiipresif ve immiinomodiilator etkileri sebebiyle otoimmiin
hastaliklarin tedavisi icin timit vaadetmektedir (Ishida ve ark., 1994; Marinova ve
ark., 2002). Bu konu ile ilgili kisitlh sayida deneysel arastirma mevcuttur. Klinik
uygulama ise yok denecek kadar azdir. Multiplskleroz (MS), amyotrofik lateral
skleroz (ALS) gibi hastaliklarda MKH’ ler denenmeye ve kullanilmaya baglanmistir
ve sonucundada hastalik belirtilerinde yavaslama olabilecegi sdylenmistir (Castro,
2015). MKH’ larin klinik kullanim icin en avantajli &zellikleri bu hiicrelerin
immiinojenitesi ¢ok diisiiktiir ve immiinosiipresif Ozellikleri vardir. Bu hiicreler
HLA-DR ve ko-stimulatdor eksprese etmezler. Bu hiicreler T lenfositlerin
aktivasyonunu onler. T lenfositlerinin aktivasyonunun engellemesi ile B hiicrelerini
de inhibe eder, regiilator T hiicrelerin uyarilmasini saglar. Bu hiicreler yapilan
calismalar ile immiinsiipresif etkilerini lenfosit proliferasyonunu baskilayarak
gostermislerdir. Bizim ¢alismamizdada ii¢ ayr1 mezenkimal kok hiicrenin periferal
kan mononiiklear hiicreleri lizerine etkisi arastirildi.

MKH’ lerin mitojenler tarafindan uyarilan bellek ve naif T hiicrelerinin yanitini
baskiladig1 gosterilmistir (Tse ve ark.,2003). Demircan ve arkadaslarinin yapmis
oldugu calismadada dis pulpasimezenkimal kok hiicrelerinin T hiicre proliferasyonu
tizerinde baskilayici etkileri oldugu gosterilmistir (Demircan ve ark., 2011). Bizim
yapmis oldugumuz c¢alismada da ilk olarak mezenkimal kok hiicrelerin lenfosit
proliferasyonu tiizerine etkisine bakildi. Tiim mezenkimal kok hiicrelerin lenfosit
proliferasyonu baskiladig1 gosterildi. Ayrica kiiltiirde farkli kuyulara eklenen IFN-y
varliginda proliferasyonun daha fazla baskilandigi gosterildi. Hem direk kiiltiirde
hem IFN-y varliginda proliferasyonu en 1yi baskilayan mezenkimal kok hiicrenin
DFSC hiicreleri oldugu goriildi (Sekil 6.14). Bu sekilde bir¢cok ¢alismada da oldugu
gibi mezenkimal kok hiicrelerin T lenfosilerin proliferasyonu iizerine baskilayici
etkileri oldugu gosterildi. Fakat bizim ¢alismamizda diger ¢calismalardan farkli olarak
kiiltire IFN-y eklenip, IFN-y varliginda baskilanmanin dahada fazla oldugu
gosterildi. Bu sonuclar bize MKH’lerin IFN-y varliginda immiinstipresif 6zelliklerini

arttirdigin1 gostermektedir. Belirli otoimmiin hastaliklarda (6rnegin: romatoit artrit),
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Thl immiin yanitin yliksek oldugu IFN-y’nin yiiksek salgilandig1 hastaliklarda IFN-y
MKH’leri uyararak immiinsiipresif 6zelliklerini arttirdig1 diislincesindeyiz.

Di Nicola ve arkadaslariin yapmis olduklari ¢alismadaMKH’lerin lenfosit
hiicreleri ile kiiltiirlerinde lenfosit apoptozunu baskiladigi gosterilmistir (Di Nicola
ve ark., 2002).Diger ¢alismalardan farkli olarak arastirmamizda hiicrelerin apoptoz
analizleriFas/ Fas Ligand yiizey isaretlerinin akim sitometrisinde gosterilmesi ile
yapildi. Her iic mezenkimal kok hiicrenin lenfosit apoptozunu baskiladigr ve
DPSC’lerinin diger iki mezenkimal kok hiicre kaynagina gore istatistiksel olarak
daha anlamli baskiladig1 gosterildi. IFN-y ile uyarilan her ii¢ mezenkimal kok hiicre
grubundalFN-y ile uyarim olmayan gruplara oranlaFas (CD95) gosteriminin
baskilanmasininistatistiksel olarak daha anlamli oldugu goriildii. IFN-y ile uyarilan
SHED grubu DPSC ve DFSC’ lerine oranlaFas Ligand (CD178) gosterimini
istatistiksel olarak daha anlamli oranda baskiladig1 goriildii (Sekil 6.15.; Sekil 6.16.).

Demircan ve arkadaglarinin yapmis oldugu ¢alismada dis pulpast mezenkimal
kok hiicreleri ve lenfosit hiicrelerinin ko Kkiiltiirleri sonucundamezenkimal kok
hiicrelerin CD4" ve FoxP3'regiilator T hiicre diizeyini arttirdigi gosterilmistir
(Demircan ve ark.,). Bizim ¢alismamizdasiit disi, tam gdmilk yirmi yas disi ve dis
folikiilii kaynakli mezenkimal kok hiicreler kullanildi. Mezenkimal kok
hiicrelerinCD4"FoxP3" T regiilator hiicre miktarinin istatistiksel olarak anlaml
arttig1 gosterildi. Ayn1 zamanda IFN-y varliginda bu artisin IFN-y olmayan gruba
gore istatistiksel olarak daha anlamli oldugu goriildii. Her iic mezenkimal kok hiicre
birbirleriyle kiyaslandiklarinda DFSC’ lerin IFN-y varliginda ve IFN-y
yoklugundaCD4 FoxP3" T regiilator hiicre artisim1 diger iki mezenkimal kok hiicre
kaynaklaria gore istatistiksel olarak anlamli arttirdig1 goriildi (Sekil 6.17.).

Demircan ve arkadaslarinin yapmis oldugu calismada dis pulpas: kok hiicreleri
ve lenfosit hiicrelerinin ko kiiltiirleri sonucunda yapilan sitokin analizinde IFN-y
sitokin miktarinda baskilanma oldugu goriilmiistiir (Demircan ve ark.,). Bizim
yaptigimiz ¢aligmada bu g¢aligmadan farkli olarak IL-4 ve IL-10 diizeylerine de
bakildi. Mezenkimal kok hiicreler ve lenfosit hiicrelerinin kiiltlirleri sonrasi
siipernatantindan bakilan sitokin analizi sonucunda MKH’ larin IL-4 ve IFN-y
diizeylerini baskilarken IL-10 diizeyini arttirdigi goriildi. IL-4 Th2 tip allerjik
hastaliklarda, helmint enfeksiyonlarinda artan, IgE regiilasyonunda rol oynayan Th2
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tip bir sitokindir. U¢ ayri mezenkimal kok hiicreninde IFN-y varhginda ve
yoklugunda IL-4 diizeyini benzer oranlarda baskiladig: goriildii (Sekil 6.18.).

IL-10 immiin sistemde Thl ve Th2 tip immiin yanit1 baskilayan immiinsiipresif
ve immiinregiilator 6zelligi olan ve diizenleyici T hiicreleri tarafindan salinan bir
sitokindir. makrofajlar ve T hiicreler tarafindan salgilanir ve IL-12 tiretimini engeller,
Th1 hiicreleri tarafindan IFN-y salgilanmasini baskilar (Gesser ve ark., 1997; Moore
ve ark., 2001).Bizim yapmis oldugumuz ¢alismadamezenkimal kok hiicrelerin IL-10
diizeyini istatistiksel olarak arttirdigi (Sekil 6.19.) bununla baglantili olarak IFN-y
diizeyini ise azalttig1 gosterildi (Sekil 6.20.). Calismamizda DFSC hiicrelerinin[FN-y
yoklugunda IL-10 sitokin miktarini diger hiicrelere oranla istatistiksel olarak daha
anlaml arttirdig1 goriildii. IFN-y varliginda ise DPSC’ lerinindiger hiicrelere oranla
istatistiksel olarak daha anlamli arttirdigi goriildii. IFN-y sitokinini ise IFN-y
varliginda DPSC ve DFSC’ lerinin SHED’e gore istatistiksel olarak anlamli
oranlarda baskiladig: goriildii.

Sonu¢ olarak arastirmamizda SHED, DPSCs ve DFSCs’ nin hem
karakterizasyon Ozellikleri hem de saglikli bireylerden elde edilen periferal kan
mononiiklear hiicreleri {iizerindeki etkileri IFN-y varhiginda ve yoklugunda
arastirilmistir. Elde edilen bulgular ile DFSC’lerinde, SHED ve DPSC’ lerinegore
daha kisa zamanda, daha fazla sayidamezenkimal kok hiicre izole elde edilmistir,
ayn1 zamanda farklilagma yeteneklerinin diger hiicrelere oranla daha belirgin ve fazla
olduklar1  goriilmiistir. DFSC, SHED ve DPSC’ lerinin, lenfositlerin
proliferasyonunu baskiladigi, regiilator hiicre olusumuna destek verdigi, apoptozu
baskiladig1 ve IL-4, IFN-y diizeylerini baskilayip, IL-10 sitokin diizeyini arttirdigi
goriildii.Bununla birlikte DFSC’ lerin IFN-y varliginda diger hiicrelere gore
lenfositlerin proliferasyonunu daha anlamli olarak baskiladigi, regiilator hiicre
olusumuna anlamli oranda destek verdigi goriildii. Ayn1 zamada DFSC’ lerin IFN-y
varliginda apoptozudaha etkili ve anlamli olarak baskiladigi goriildii.Bu sonuglar
dogrultusunda IFN-y uyarimli DFSC’ lerin immiin sistemin, otoimmiin, inflamatuar
ve allerjik hastaliklarin tedavi yaklasimlarinda immiinomodiilator fonksiyonlarindaki

hiicreler olarak kullanilmasinin uygun olabilecegini diistindiirmektedir.
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	Şekil 6.10. SHED, DPSC, DFSC hücrelerinin katlanma oranları. SHED hücrelerinin diğer hücrelere oranla katlanma oranlarının daha yüksek oldukları görüldü.
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	SHED, DPSC ve DFSC hücrelerinin immün baskılayıcı özelliklerini araştırmak amacıyla bu kök hücrelerin, lenfosit hücrelerinin proliferasyonları üzerine etkisi incelendi. Bu amaçlalenfosit hücrelerinin CDmix uyarımlı ve uyarımsız ortamda 3 gün boyunca, ...
	Elde edilen veriler; lenfosit proliferasyonunun CDmix ile uyarılan(40±6,1) grubununuyarım olmayan grubuna (11±1,8) göreistatistiksel olarak anlamlı derecede arttığını gösterdi (P<0,001). SHED grubunda (30,38±5,5) CDmix ile uyarılan (40±6,1) gruba oran...
	DPSCs+IFN-γgrubunda (13,1±2,6), DPSCs (29,8±6,2) ve CDmix grubuna (40±6,1) oranla lenfosit proliferasyonunun istatistiksel olarak anlamlı derecede baskılanmış olduğunu gösterildi (P<0,05; P<0,01).
	DFSCs grubunda (20,5±2,3) CDmix ile uyarılan gruba (40±6,1) oranla lenfosit proliferasyonunun istatistiksel olarak anlamlı derecede baskılandığını gösterdi(P<0,01). Aynı zamandaDFSCs+IFN-γ grubunda (13,73± 1,5) DFSCs ve CDmix grubuna oranla lenfosit p...
	Yapılan analizler ile SHED hücrelerinin varlığında baskılanma olduğu fakat anlamlı bir baskılanma olmadığı gösterildi. Aynı zamandaDFSC hücrelerinde DPSC hücrelerine oranla baskılanmanın daha anlamlı olduğu görüldü (Şekil 6.14.).
	Şekil 6.14. SHED, DPSC ve DFSC hücrelerinin lenfosit hücrelerinin proliferasyonu üzerindeki immün baskılayıcı etkisi.A) SHED, DPSC ve DFSC hücrelerinin lenfosit hücrelerinin proliferasyonu üzerindeki baskılayıcı etkisi istatistiksel olarak gösterildi....
	6.10. SHED, DPSC ve DFSC HücreleriLenfosit Hücrelerindeki Fas/FasLigandGösterimini Baskıladı

	SHED, DPSC ve DFSC hücrelerinin lenfosit hücrelerinin apoptozu üzerindeki etkisini araştırmak amacıyla akım sitometri cihazında Fas (CD95)/Fas Ligand (CD178) analizleri yapıldı. Bu amaçla lenfosit hücrelerinin CDmix uyarımlı ve uyarımsız ortamda 3 gün...
	Elde edilen veriler; CDmix ile uyarılangrubda (28,8±8,4)uyarım olmayan gruba (0,6±0,3) göreFas (CD95)gösteriminin istatistiksel olarak anlamlı derecede arttığı görüldü (P<0,01).SHED grubunda (4,4±3,2) CDmix ile uyarılan (28,8±8,4)gruba göreFas (CD95) ...
	DPSCs grubunda (8,5±3,3) CDmix ile uyarılan (28,8±8,4) gruba göre Fas (CD95) gösterimini istatistiksel olarak anlamlı derecede baskıladığı görüldü (P<0,01). DPSC+IFN-γ grubunda (3,5±2,2) CDmix ile uyarılan gruba oranla Fas (CD95) gösterimini istatisti...
	DFSCs grubunda (5,7±2,2) CDmix ile uyarılan (28,8±8,4) gruba göre Fas (CD95) gösterimini istatistiksel olarak anlamlı derecede baskıladığı görüldü (P<0,05). DPSC+IFN-γ grubunda (3,6±1,3) CDmix ile uyarılan gruba oranla Fas (CD95) gösterimini istatisti...
	Yapılan analizler sonucundaIFN-γ ile uyarılan her üç grupta ve IFN-γ ile uyarım olmayan DPSC grubunda Fas (CD95) gösteriminin baskılanmasının diğer gruplara oranla istatistiksel olarak daha anlamlı olduğu görüldü. (Şekil 6. 15.).
	Şekil 6.15. SHED, DPSC ve DFSC hücrelerinin lenfosit hücrelerindeki Fas (CD95) gösterimi üzerine etkisi.A) SHED, DPSC ve DFSC hücrelerinin lenfosit hücrelerindeki Fas (CD95) gösterimi üzerindeki baskılayıcı etkisi istatistiksel olarak gösterildi. IFN-...
	Elde edilen veriler; CDmix ile uyarılangrubun (39,5±10,8)uyarım olmayan gruba (2,3±0,6) oranla lenfosit hücrelerindeki Fas Ligand (CD178) gösteriminin istatistiksel olarak anlamlı derecede arttığı görüldü (P<0,001).SHED grubunda (9,5±4,8) CDmix ile uy...
	DPSC grubunda (10,5±3,6) CDmix ile uyarılan (39,5±10,8) gruba oranla lenfosit hücrelerindeki Fas Ligand (CD178) gösteriminin istatistiksel olarak anlamlı derecede baskılandığı görüldü (P<0,01). DPSC+IFN-γ grubunda (3,7±1,6) CDmix ile uyarılan gruba or...
	DFSC grubunda (8,6±4,3) CDmix ile uyarılan (39,5±10,8) gruba oranla lenfosit hücrelerindeki Fas Ligand (CD178) gösteriminin istatistiksel olarak anlamlı derecede baskılandığı görüldü (P<0,05). DPSC+IFN-γ grubunda (6,8±3,1) CDmix ile uyarılan gruba ora...
	Yapılan analizler sonucundaIFN-γ ile uyarılan SHED grubu diğer tüm gruplara oranlaFas Ligand (CD178) gösterimini daha anlamlı oranda baskıladığı görüldü(Şekil 6.16.).
	Şekil 6.16. SHED, DPSC ve DFSC hücrelerinin lenfosit hücrelerindeki Fas Ligand (CD178) gösterimi üzerine etkisi.A)SHED, DPSC ve DFSC hücrelerinin lenfosit hücrelerindeki Fas Ligand (CD178)gösterimi üzerindeki baskılayıcı etkisi istatistiksel olarak gö...
	6.11. SHED, DPSC ve DFSC Hücreleri CD4+FoxP3+Regülatör THücrelerini Arttırdı

	SHED, DPSC ve DFSC hücrelerinin CD4+FoxP3+lenfosit hücreleri üzerine etkisi akım sitometri cihazında analiz edildi.Elde edilen verilere göre; CDmix ile uyarılan grubun (7,5±1,2)uyarım olmayan gruba (0,03±0,01) oranlaCD4+FoxP3+ T regülatörhücrelerindek...
	DPSCs grubunda (11±1,7) CDmix ile uyarılan gruba (7,5±1,2) oranlaCD4+FoxP3+T regülatör hücre oranının arttığı fakat anlamlı bir fark olmadığı görüldü (P>0,05). DPSCs+IFN-γ grubunda (14,7±1,2) CDmix grubuna oranlaCD4+FoxP3+T regülatör hücre oranı istat...
	DFSCs grubunda (12,5±1,6) CDmix (7,5±1,2) grubuna oranla CD4+FoxP3+ T regülatör hücre oranının istatistiksel olarakanlamlı derecede arttırdığı görüldü (P<0,05). DFSCs+IFN-γ grubunda (14,5±2,2) CDmix grubuna oranla CD4+FoxP3+T regülatör hücre oranının ...
	Yapılan analizler sonucunda DFSCs grubu ve DFSCs+IFN-γ grubu hücrelerinin diğer hücre gruplarına oranla CD4+FoxP3+T regülatörhücre oranını daha fazla arttırdığı görüldü (Şekil 6.17.).
	Şekil 6.17. SHED, DPSC ve DFSC hücrelerinin CD4+FoxP3+ T regülatör hücreleri üzerine etkisi.A) SHED, DPSC ve DFSC hücrelerinin CD4+FoxP3+T regülatör hücrelerinin oranı üzerindeki arttırıcı etkisi istatistiksel olarak gösterildi.Tüm hücre gruplarında d...
	6.12. SHED, DPSC ve DFSC Hücreleri Lenfosit Hücrelerinden SalgılananIL-4 ve IFN-γSitokin Miktarını Azaltırken IL-10 Sitokin Miktarını Arttırdı

	DFSCs grubunda (665 ± 177), CDmix grubuna (151,4 ± 38,4) oranla IL-10 sitokin düzeyinin anlamlı derecede arttırdığı görüldü (P<0,01). Aynı zamandaDFSCs+IFN-γ grubunda (1194 ± 671,0) CDmix ve DFSCs gruplarına oranla IL-10 sitokin düzeyinde artış olduğu...
	DPSC hücrelerinin IL-10 sitokin düzeyini diğer gruplara oranla daha fazla ve anlamlı olarak arttırdığı görüldü.
	Şekil 6.19. SHED, DPSC ve DFSC hücrelerinin lenfosit hücrelerinden IL-10 sitokin salgılanması üzerine etkisi.DPSC hücrelerinin IL-10 sitokin düzeyini diğer gruplara oranla daha fazla ve anlamlı olarak arttırdığı görüldü.*P<0,05; **P<0,01
	DFSCs grubunda (127,0 ± 23,50), CDmix grubuna (251,9 ± 74,33) oranla IFN-γ sitokin düzeyinde baskılanma olduğu fakat anlamlı bir fark olmadığı görüldü (P>0,05). DFSCs+IFN-γ grubunda (88,01 ± 21,93) CDmix grubuna oranlaIFN-γ sitokin düzeyinde anlamlı b...
	Şekil 6.20. SHED, DPSC ve DFSC hücrelerinin lenfosit hücrelerinden IFN-γ sitokin salgılanması üzerine etkisi.DPSCs+IFN-γ ve DFSCs+IFN-γ hücrelerinin IFN-γsitokin düzeyini diğer gruplara oranla daha fazla ve anlamlı olarak baskıladığı görüldü.*P<0,05
	7. TARTIŞMA ve SONUÇ
	Bu çalışmada orofasial bölgeden izole edilen üç ayrı kaynaklı mezenkimal kök hücrenin immün sistem hücreleri üzerine etkisi karşılaştırmalı olarak araştırıldı. Bu amaçlasüt dişi pulpasından, tam gömük yirmi yaş dişi pulpasından ve diş folikülünden mez...
	Hücre esaslı tedavi yaklaşımlarında hasar gören bir doku veya organın biyolojik olarak işlevinin devam etmesi veya tedavi edilmesi amaçlanır. Bu amaçla kök hücreler, hücre esaslı tedavilerde kullanılabilecek önemli hücrelerdir (Goodarzi ve ark., 2004)...
	Mezenkimal kök hücre (MKH) tedavisi, pek çok hastalığın iyileştirilmesinde gelecek vaat eden tedavi yöntemidir. MKH’ lerin kolay elde edilebilmesi, kültür ortamında çoğaltılabilmesi, birçok potansiyel özelliklerinin bulunması ve farklı dokulara farklı...
	Orafasial bölgedeki dokular mezenkimal kök hücre açısından önemli bir kaynaktır. Buradaki mezenkimal kök hücreler birçok dokuya farklılaşabilme özelliğindedirler. Diş dokusundan süt dişi pulpası kaynaklı mezenkimal kök hücreler (SHED), tam gömük yirmi...
	Miura ve arkadaşları 2003 yılında yaptıkları çalışmada süt dişi pulpasından mezenkimal kök hücre izole etmişlerdir. Hücrelerin plastik yüzeylere yapışabildikleri ve diğer stromal hücrelerin karakteristiğinde olduğu gösterilmiştir. Süt dişi mezenkimal ...
	Tarle ve arkadaşlarının 2011 yılında yaptığı çalışmada SHED hücreleri ve PDLSC hücreleri karşılaştırılmıştır. Bu hücrelerin proliferasyon kapasiteleri, farklılaşma kapasiteri, gen ekspresyonları kıyaslanmıştır. Yapılan bu çalışmada hücreler osteojenik...
	Gronthos ve arkadaşlarının yaptıkları çalışmada diş pulpasından mezenkimal kök hücre izolasyonu yapılmıştır. Diş pulpa mezenkimal kök hücrelerinin, mineralize matriks içinde, kan damarları içeren ve fibröz dokudan oluşan insan dişindeki pulpa kompleks...
	Doğan ve arkadaşları yaptıkları çalışmada DPSC hücreleri izole edilip, immünositokimyasal analizlerini, Real time PCR analizlerini, osteojenik, adipojenik ve kondrojenik farklılaşmasına bakmışlardır. Farklılaştırması yapılan hücrelerin sırasıyla von K...
	Diş folikülü gelişmekte olan diş yapısını çevreleyen mezenkimal dokudur. Diş folikülü, sement, periodontal ligament, alveolar kemik iliği hücreleri ile birlikte dişi oluştururlar(Yokoi ve ark., 2007).  Diş folikülü kolay ulaşılabilir bir kaynaktır. Bu...
	Mori ve arkadaşlarının 2012 yılında yaptıkları çalışmada DFSC hücrelerini izole etmiş, immünofenotipik analizler yapmışlardır. Bu hücrelerin yüzeylerinde CD73, CD146, CD90, CD44, CD105, HLA I eksprese ettiklerini ve CD45 eksprese etmediklerini gösterm...
	Mori ve arkadaşları DFSC hücrelerinin osteojenik olarak farklılaşabildiklerini göstermişlerdi. Bizim çalışmamızda bu hücrelerin osteojenik adipojenik ve kondrojenik olarak farklılaşabildikleri gösterildi.Hücrelerin farklılaşmalarından sonra alizarin r...
	Tarle ve arkadaşları SHED hücreleri ile PDLSC hücrelerinin proliferasyon oranlarını, farklılaşabilme özelliklerinı ve real time PCR analizlerinı yapmış ve karşılaştırmışlardır. Bu her iki mezenkimal kök hücrelerin benzer özelliklere sahip oldukları gö...
	Bizim çalışmamız tüm bu yapılan çalışmalardan farklı olarak SHED, DPSC ve DFSC hücreleri karşılaştırılmıştır. Her üç mezenkimal kök hücre kaynağı da kolay ulaşılabilir kaynaklardır. Bu hücrelerin izolasyon ve kültür aşamaları kıyaslandığında,koloni o...
	Miura ve arkadaşlarının yaptığı çalışmada SHED hücrelerinin stromal ve vasküler sistem ile ilgili belirteç olan ALP genini eksprese ettiği gösterilmiştir. (Miura ve ark., 2003). ALP belirli hücreler için özel bir belirteçtir. Farklılaşmamış pluripoten...
	MKH’ ler immünsüpresif ve immünomodülatör etkileri sebebiyle otoimmün hastalıkların tedavisi için ümit vaadetmektedir (Ishida ve ark., 1994; Marinova ve ark., 2002). Bu konu ile ilgili kısıtlı sayıda deneysel araştırma mevcuttur. Klinik uygulama ise y...
	MKH’ lerin mitojenler tarafından uyarılan bellek ve naif T hücrelerinin yanıtını baskıladığı gösterilmiştir (Tse ve ark.,2003). Demircan ve arkadaşlarının yapmış olduğu çalışmadada diş pulpasımezenkimal kök hücrelerinin T hücre proliferasyonu üzerinde...
	Di Nicola ve arkadaşlarının yapmış oldukları çalışmadaMKH’lerin lenfosit hücreleri ile kültürlerinde lenfosit apoptozunu baskıladığı gösterilmiştir (Di Nicola ve ark., 2002).Diğer çalışmalardan farklı olarak araştırmamızda hücrelerin apoptoz analizler...
	Demircan ve arkadaşlarının yapmış olduğu çalışmada diş pulpası mezenkimal kök hücreleri ve lenfosit hücrelerinin ko kültürleri sonucundamezenkimal kök hücrelerin CD4+ ve FoxP3+regülatör T hücre düzeyini arttırdığı gösterilmiştir (Demircan ve ark.,). B...
	Demircan ve arkadaşlarının yapmış olduğu çalışmada diş pulpası kök hücreleri ve lenfosit hücrelerinin ko kültürleri sonucunda yapılan sitokin analizinde IFN-γ sitokin miktarında baskılanma olduğu görülmüştür (Demircan ve ark.,). Bizim yaptığımız çalış...
	IL-10 immün sistemde Th1 ve Th2 tip immün yanıtı baskılayan immünsüpresif ve immünregülatör özelliği olan ve düzenleyici T hücreleri tarafından salınan bir sitokindir. makrofajlar ve T hücreler tarafından salgılanır ve IL-12 üretimini engeller, Th1 hü...
	Sonuç olarak araştırmamızda SHED, DPSCs ve DFSCs’ nin hem karakterizasyon özellikleri hem de sağlıklı bireylerden elde edilen periferal kan mononüklear hücreleri üzerindeki etkileri IFN-γ varlığında ve yokluğunda araştırılmıştır. Elde edilen bulgular ...
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