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Atopik Dermatit’li Hastalarda Dental Folikiill Kok Hiicrelerin Naive T
Lenfositlerin Th1l Ve Th2 Yoniinde Farklilasmasi Uzerine Etkisi
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1. OZET

Amag: Bu ¢alismada, Dental Folikiil Mezenkimal K6k Hiicrelerin (DF-MKH) Th2
baskin Atopik Dermatit hastalarimin periferal kanindan izole edilen lenfositleri
tizerindeki immiinomodiilator etkisinin in vitro ortamda arastirilmasi amaglanmistir.
Yontem: AD tanisi almig hastalar (n=9), Psoriasis hastalar1 (n=6) ve saglikli
bireyler (n=6) ¢aligmaya dahil edilmistir. Bireylerin 20 ml vendz kanindan Periferal
Kan Mononiikleer Hiicre (PKMH) izolasyonu yapildi. PKMH’ler uyaransiz ve
uyaranl ortamda DF-MKH varliginda ve yoklugunda 72 saat kiiltiir edildi. Siire
sonunda CD4¥/CD8'T lenfosit proliferasyonu, hiicre apoptoz belirtegleri, T
regiilator hiicre oranlari, Naive/bellek T hiicre oranlart ve kiiltiir siipernatantindan
sitokin diizeyleri flow sitometri cihazinda, GATA3, Tbetl ve FoxP3 protein
ekspresyonlart Western Blot yontemiyle analiz edildi.

Bulgular: AD ve psoriasis hastalarinda CD4* ve CD8'T lenfositlerin DF-MKH
varliginda, Fas(CD95), FasL (CD178) ve TNFRII yiizdesi anlamli derecede
baskiland1 (p <0,05). Her iki hasta grubunda bellek T hiicre oram1 DF-MKH
varliginda anlamli olarak azalirken, Naive T hiicreleri anlamli olarak artt1 (p <0,05).
DF-MKH varhginda CD4"CD25Foxp3* orant AD grubunda artti (p <0,05). IL-
17A, IL-6 ve TNF-a diizeyleri her iki hasta grubunda anlamli olarak baskiland1 (p
<0,05). IFN-y ve IL-10 diizeyleri AD hastalarinda DF-MKH varliginda anlamli
olarak artt1 (p <0,05). Sonu¢: DF-MKH’lerin Th2 baskin AD hastaliklarinda immiin
yanit1 diizelttigi saptandi. Sonuglarimiz DF-MKH’lerin AD’de immiinomodiilator
etkisi oldugunu ve tedavi yaklasimlarinda kullanilmasinin uygun olabilecegini
diistindiirmektedir.

Anahtar  Kelimeler:  Atopik  Dermatit, = Mezenkimal Kok  Hiicre,

Immiinomodulasyon, Psériasis, Salgilanan Faktorler.



Effect of Dental Follicle Mesenchymal Stem Cell on Thl And Th2 Derived
Naive T Cells in Atopic Dermatitis Patients
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2. SUMMARY

Objective: The purpose of our study is to investigate the immunomodulatory
effects of Dental Follicle Mesenchymal Stem Cells (DF-MSCs) on lymphocytes
isolated from peripheral blood of AD patients in vitro.

Material and Methods: Patients with the AD (n=9) and psoriasis (n=6) and
healthy subjects (n=6) were included in the study. Peripheral Blood Mononuclear
Cells (PBMCs) were isolated from 20 ml of venous blood of all participants. Cells
were cultured for 72 hours in the absence and presence of DF-MSCs with anti-
CD3/anti-CD28 or without stimulation. At the end of this period, Lymphocyte
proliferation, CD4*CD25*FoxP3" T regulatory cell frequency, apoptosis by
AnnexinV/7TAAD, naive and memory CD4" and CD8'T lymphocyte ratio,
supernatant cytokine levels, GATA-3, Thet and FoxP3 expressions of cultures cells
were analyzed.

Results: The percentage of Fas (CD95), FasL (CD178) and TNFRII was
significantly suppressed in the presence of DF-MKH in CD4" and CD8" T
lymphocytes in AD and psoriasis patients (p <0,05). While the memory T cell ratio
in both groups of patients was significantly decreased in the presence of DF-MKH
and the Naive T cells increased significantly (p <0.05). CD4"CD25"Foxp3™ ratio
was increased in the presence of DF-MKH in all patients’ group. IL-17A, IL-6 and
TNF-a levels were significantly suppressed in both groups (p <0.05). IFN-y and IL-
10 levels were significantly increased in the presence of DF-MKH in AD patients
(p <0.05). T-bet expression increased in AD patients with DF-MKH (p <0.05).
Conclusion: DF-MSCs regulated Th2 responses in AD patients. Our results
support that DF-MSCs could have a beneficial therapeutic implication for AD.

Key Words: Atopic Dermatitis, Mesenchymal Stem Cells, Immunoregulation,

Psoriasis, Soluble factors.



3. GIRIS VE AMAC

Atopik dermatit (AD) tekrarlayan, kronik inflamatuvar deri hastaligidir ve
solunum sistemi allerjileri ile iliskilidir. AD’de astim ve alerjik rinitte oldugu gibi IL-
4, IL-5, IL-13 ve IL-31 salgilayan lokal Th2 hiicre infiltrasyonu olur. AD’li
hastalarin %50 sinden ¢ogu astim, %75’1 alerjik rinit gelistirir (Hanifin ve Reed,
2007). AD’li hastalar allerjik tetikleyiciler kadar allerjik olmayan tetikleyiciler
tarafindan da aktive olur. AD’nin klinik olarak ortaya ¢ikis1 yasa gore li¢ sekilde
goriiliir (Sekil 1). Bebeklik doneminde yanak ve sacli deride baslar. Birkag hafta
sonra kagint1 ve kabuklanma eklenir. Cocukluk siiresince kivrim yerlerinde, ensede
ve ekstremitelerin dorsal kisimlarinda olusur. Addlesan ve erigkin yaslarda boyun,
bas ve fleksor kisimlarda likenifiye plaklar gelisir. Tiim evrelerde kasinti tiim giin
boyunca geceleri artarak olur. Kagint1 nedeniyle uyku kayb1 ve bozukluklari ve buna
bagl olarak da yasam kalitesi bozulur. AD okul ve is kaybi, duygusal stres gibi
morbidite sorunlar1 yaratir (Bieber, 2010). AD, epidermal bariyer fonksiyonunun
bozulmasi ile kuruyan deride, besin ve ¢evresel alerjenlere IgE aracilikli duyarliligin
olugmasiyla gelisen tekrarlayan kronik bir hastaliktir. Akut ekzamatéz plak ve
yamalarin histolojik 6zelligi epidermal hiicreler aras1 6dem (spongiosis) ve dermiste
perivaskiiler lenfosit, monosit, makrofaj, dendritik hiicreler ve eozinofil
infiltrasyonudur. Subakut ve kronik likenifikasyon ve ekskoriye plaklar epidermisin
kalinlagmasi ve tist tabakanin hipertrofisi ile sonu¢lanir (Czarnowicki ve ark., 2014;

Brunner ve ark.; 2017).

Mezenkimal kok hiicreler (MKH), multipotent yetiskin kok hiicreleridir.
MKH’ler kendilerini yenileyebilen, yag dokusu, kemik, kikirdak ve sinir hiicreleri
gibi hiicre soylarina farklilagabilme yetenegindedirler. MKH’ ler yag doku, kemik
iligi, dental dokular gibi bir¢ok dokudan izole edilebilmektedir. Uluslararasi
Hiicresel Tedavi Birligi kriterlerine gore MKH’ ler yiizeylerinde kendilerine CD73,
CD90, ve CD105 proteinleri ifade ederken hematopoietik belirtecler olan CD11b,
CD14, CD19, CD34, CD45, CD79, HLA-DR proteinlerini ifade etmezler (Machado
ve ark., 2013)



Son yillarda, MKH’lerin akut ve kronik hastaliklarda terapotik ajanlar olarak
kullanim1 konusunda yapilan ¢alismalar dikkat ¢ekmektedir. MKH’ lerin inflamatuar
yanitlar1 baskilayict etki gosterdigi literatiirde yer almaktadir. Hiicre-hiicre temasinin
ve kok hiicreler tarafindan salgilanan c¢Oziinebilir faktorlerin birlikte immiin
baskilamay1 sagladiklari diistiniilmektedir. MKH’1in IFN-y, IL-1p, TNF-o veya IL-4
gibi inflamatuar sitokinlere yanit olarak salgiladigi mediatérler (TGF-B, IDO ve
PGE?2) ile inflamasyonda rol oynayan CD4" T hiicreleri Tregiilator hiicre fenotipine
doniistiirmektedir (Atoui ve Chiu, 2012).

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

immiin baskilayici etkisi yiiksek olan MKH kaynagidir.

Biz bu calisma ile dental folikiil mezenkimal kok hiicrelerin ev tozu akarlarina
duyarli AD hastalarin vendz kanindan izole edilen periferal mononiiklear hiicreler
tizerindeki immiinomodiilator etkisini arastirmay1 amagladik. Bu amag¢ dogrultusunda
dental folikiil kaynaklt MKH’lerin AD hastaliginin tedavisinde yeni bir secenek olup
olmayacag1 hakkinda bize fikir vermis olacaktir, boylece calismamizin sonuglari

literatiire 6nemli katkida bulunacaktir.

Eriskin AD Cocuk AD c Psoriasis

Chronic plaque-type psoriasis

Non-lesional AD Lesional AD Non-lesional AD Lesional AD

Sekil 1. Erigkin ve c¢ocuklarda Atopik Dermatit hastaliginda immiin yanitlarin
sematik gosterimi ve Psoriasis hastaliginda immiin yanitlardan farkinin gosterimi
(Brunner ve ark., 2017)



4. GENEL BIiLGILER

4.1. immiin Sistem

Bagisiklik sistemi viicudu patojenler veya allerjenler gibi istilact ajanlardan
koruyan savunma sistemidir. Bu sistemde yabanci ajanlarin taninmasi ve ortadan
kaldirilmasi igin gerekli gesitli hiicre ve molekiiller bulunmaktadir. Immiin sistem,
benzer Ozellikteki molekiilleri birbirinden ayirabilir. Bu molekiiller patojen
organizmalarin sahip oldugu karbohidrat veya protein yapilar olabilir. Bir¢ok farkli
cesitlilikte ayirdedici yapilara sahip olan yabancit maddelere karsi immiin sistemde
farkli yanitlar olusturulur. Bu yanitlarda patojenleri taniyan ve onlar etkisizlestiren
bazi mekanizmalar gelismistir. immiin sistem viicudun birgok béliimiine dagilmustir.
Immiin sistem iginde yer alan hiicrelerin onciil hiicreleri kemik iliginde olusur ve
bir¢ok prosesle islenerek olgunlasmaya kadar kemik iliginde kalabilir veya viicudun
farkli bolgelerine gd¢ edip orada olgunlasabilirler. Immiin sistem hiicreleri,
kendilerinin veya bagka hiicrelerin salgiladigt hormon benzeri ¢Ozlinmiis
molekiillerin etkisiyle gelisir, yanit olusturur veya baskilanir. Salgilanan peptid ya da

protein yapidaki bu molekiillere sitokin denir (Abbas ve ark., 2006).

Myeloid hiicreler; monositler gibi agraniilositlerden ve nétrofil, bazofil,
eozinofil gibi graniilositlerden olusur. Monositler kemik iliginde olusup kan
dolasimima katilir ve dokulara gecer. Cesitli dokularda monositler makrofajlara
dontisiir ve gectigi dokuya 6zgili makrofajlar olarak orada kalir. Lenfoid hiicreler ise
T hiicreleri, B hiicreleri ve dogal oldiiriicti hiicrelerden olusur. T hiicreleri kemik
iliginde olustuktan sonra olgunlagsma siirecini tamamlamak iizere timiis ad1 verilen
organa girer, B hiicreleri ise kemik iliginde olgunlasir. Olgunlasan hiicreler kan
dolagimina katilarak dalak ve lenf nodlar1 gibi sekonder lenfoid organlara yerlesirler.

Dolasima ¢ikma olgunluguna erisen bu hiicreler viicutta spesifik etkiler gosterir.

Immiin sistem genel olarak dogal ve edinsel olarak ikiye ayrilir. Dogal immiin
yanit; yabancit maddenin viicuda girmesiyle ilk bariyeri olusturan, tamyip yikima
ugratmak i¢in organizmada hazir olarak bulunur. Edinsel immiin yanit ise dogal

immiin yanit1 takip eden ve patojenle karsilasma sonrasinda patojene ait antijene



spesifik olarak gelisen daha etkili yanitlar olugmaktadir. Dogal immiin sistemi
olusturan hiicreler fagositler olan nétrofiller ve makrofajlar, dendritik hiicreler, dogal
oldiirticii hiicrelerdir. Dogal immiinitede yer alan diger molekiiller ise kan proteinleri

ve kompleman sistemidir.

Edinsel immiin yanitta T ve B lenfositler rol oynamaktadir. T hiicreleri hiicresel
immiiniteye, B hiicreleri ise hiimoral immiiniteye ait hiicrelerdir. Hiicresel immiin
yanitin hedefi viicuda giren antijenlerin sebep oldugu enfeksiyonlari, ya da timor
hiicrelerini yok ederek organizmayi korumaktir. Hiimoral immiinitenin hiicreleri B
lenfositlerdir ve yabanci maddeye karsi plazma hiicrelerine doniiserek antikor
iiretirler. Immiinitenin bu tipi antijen antikor yanit1 {izerine kurulmustur (Iwasaki ve

Medzhitov, 2015).
4.1.1. Dogal immiin Sistem

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

ve dogal oldiiriicii hiicrelerdir (Abbas ve ark., 2012).
4.1.1.1. Epitel Tabaka

Organizmanin dis ¢evresinde bulunan mikroorganizmalar saglam epitel yiizeyi
kolaylikla agamamaktadir. Epitel yilizeyi asabilen mikroplar ise yine epitel doku
hiicreleri tarafindan iiretilen antimikrobiyal maddelerle etkisiz hale getirilmektedir.
Bu epitel yiizeyler; deri, sindirim, solunum ve iirogenital sistemlerinin mukozal
yiizeyleri devamli epitel hiicreleri ile kaplidir ve mikroplarin girisinin engellenmesi

icin bir bariyer olusturmaktadir. Epitel ylizeyin biitliinliigliniin bozulmasiyla viicut



enfeksiyon girigsine miisait hale gelir. Ayrica solunum ve sindirim kanali gibi mukus
misin olarak adlandirilan glikoprotein yapida bir madde igerir. Bu madde
kayganlastiric1 6zelligiyle mikroplarin bu kanallardan atilmasini kolaylastirir. Bazi
l6kositler antimikrobiyal 6zellikte peptidler tiretirler. Defensin ve katelisidin olarak

adlandirilan bu peptidler antimikrobiyal etki gostermektedir (Abbas ve ark., 2012).

4.1.1.2. Fagosit Hiicreler

Notrofiller ve makrofajlar dogal bagisiklik icinde yer alan ve enfeksiyon
bolgesinde ilk savunmay1 olusturan hiicrelerdir. Mikrobu fagosite ederek lizozom
denilen enzim igerikli baska bir keseyle birlesmesiyle enzimle parcalayarak yok etme
yetenegindedirler. Periferde bulunan ve polimorf niiklear l6kositler olarak
adlandirilan noétrofiller inflamatuar evrenin erken fazini olusturur. Nétrofiller kemik
iliginde olusur ve her biri periferde yaklasik 6 saat dolasir. Mikroplarin girisinden
sonra saatler i¢inde ndtrofiller enfeksiyon bdlgesine go¢ eden ilk hiicre grubudur

(Abbas ve ark., 2012).

Monositler; kanda dolasim halinde olan ve notrofillerden sonra enfeksiyon
bolgesine go¢ eden fagositik hiicrelerdir. Kandan dokuya gecisinin ardindan
makrofajlara doniisiir ve mikroba karsi daha uzun siireli savunma olusturur.
Bulunduklar1 dokulara gore makrofajlar; kemik iliginde osteoklast, karacigerde
kupffer hiicreleri, merkezi sinir sisteminde mikroglialar, akcigerde alveolar
makrofajlar olarak isimlendirilirler. Enfeksiyon bolgesinde mikrobu igine alan
makrofajlar yine kendi i¢inde bulunan lizozom denilen enzim igerikli bir keseyle
birleserek fagolizozomu olusturur. Fagolizozom mikrobu enzimatik ve yikici
molekiiller araciligiyla parcalayarak yok eder. Makrofajlar T lenfositlere antijen
sunumunun yanisira, interlokin-1 (IL-1), interlokin (IL-6) ve timdr nekroz faktor-o
(TNF-a) ad1 verilen sitokinler iiretirler. Bu sitokinler proinflamatuar sitokinler olarak
adlandirilir ve hem dogal hem de edinsel immiin aktiviteleri yonlendirirler (Zoroglu
ve ark., 2003). Makrofajlar antijen sunan hiicreler olarak da adlandirilir. Bu hiicreler
yabanci maddeleri yakalar, parcalar ve ortaya c¢ikan mikrobiyal antijenleri T ve B
lenfositlere sunar. Antijen sunumunu yiizeylerinde bulunan majoér histokompatibilite

kompleksi (MHC) ile gergeklestirir. Bu, immiin yanitin baslamasi i¢in énemli bir ilk



adimdir (Saroj ve ark., 2012). Hiicresel ve hiimoral immiin yanitta lenfositler ve
makrofajlar koordineli calisirlar. Immiin sistemin bilesenleri tarafindan uyarilan
makrofajlar, 1L-12, TNF-a, IL-6 ve IL-1 sitokinlerini salgilayarak fagositik
hiicrelerin aktivasyonunu, endotelde adezyonunun artisini ve bunlarin enfekte
dokulara gecisini hizlandirir (Taylor ve ark., 2005). Makrofajlar immiin yanitin
diizenlenmesinin yanisira dokudaki 6lii hiicreleri yok etmede de 6nemli rol oynarlar.

Bu makrofajlar genellikle siipiiriicli (scavenger) olarak adlandirilir.

Dendritik hiicreler (DH) immiin yanitin diizenlemesinde 6nemli rol oynayan
hiicreler olup beyin, testis ve goz haricinde tlim dokularda bulunan antijen sunan
hiicrelerdir. DH’lerin birincil goérevi antijen sunmak oldugundan profesyonel antijen
sunan hiicreler olarak da adlandirilmaktadir. DH’ler naif T lenfositlere antijen
sunarak immiin yanitin olugsmasina yol agmaktadirlar. Bunun i¢in antijeni yakalar,
isler ve yiizeyinde bulunan es uyaran molekiillerle yiizeyinde sunarlar. Dendritik
hiicreler doku igerisinde immatur (olgunlasmamis) olarak bulunurken mikrobiyal
ajan1 isledikten sonra ylizeyinde es uyaran (kostimiilatér) molekiiller olan CD80,
CDS86 gibi molekiilleri ve lenfoid organa go¢ etmesini saglayan kemokin reseptoriinii
(CCR7) ifade etmeye baglar ve matur (olgunlagsmis) olarak lenfoid organlara gog
eder. Burada naif T hiicreyle karsilagmasiyla isledigi antijeni yiizeyinden sunar. Bu

sekilde edinsel immiin yanitlar1 baslatir.
4.1.1.3. Sitokinler

Dogal ve edinsel immiinitede yer alan ve hiicrelerin immiin islevini saglayan
¢oziinmiis molekiillere sitokin denir. Bu molekiiller peptid yapida olup ldkositlerin
biiyime ve farklilagsmasinda, antijenlerin eliminasyonunda ve hematopoietik

hiicrelerinin gelisiminde rol oynar.

Sitokinler, solunum yollarindaki bir¢ok inflamatuar hiicreyi inflamasyon alanina
cagirip, onlart aktive ederek ve yasamsalliklarini arttirarak AD’de ve Psoriasis’deki
kronik inflamasyonun organizasyonunda anahtar rol alirlar. Sitokinler immiin yaniti
diizenleme Ozelliklerine gore su sekilde gruplandirilabilirler; 1-Proinflamatuvar
sitokinler: Inflamasyonu arttiran ve siirekliligini saglayan sitokinlerdir, 2- Biiyiime

faktorleri: Hiicrelerin hayatta kalmasini arttiran ve hava yollarinda yapisal



degisikliklere neden olan sitokinlerdir, 3- Kemokinler: inflamatuar hiicreler i¢in
kemotaktik olan sitokinlerdir, 4- Antiinflamatuar sitokinler: inflamatuar yaniti
durduran ya da baskilayan sitokinlerdir. T yardimei hiicre 2 (Th2) lenfositler ve bu
hiicrelerden salgilanan sitokinlerinin AD patogenezinde anahtar rol oynadigi
diistiniilmektedir. AD patogenezinde immiinolojik rol oynayan hiicre eozinofildir,
ancak inflamasyonunun gerceklesmesi Th2 hiicreler tarafindan gerceklestirir. T
lenfositleri salgiladiklar1 sitokinlere gore Thl, Th2, Thl7 gibi alt gruplara
farklilasabilir. Thl hiicreleri agirlikli olarak interferon-gamma (IFN-y) sekrete
ederken, Th2 hiicreleri IL-4, IL-5 ve IL-13 sekrete etmektedir. AD dahil bir¢ok
alerjik hastalikta Th 2 hiicreleri baskin olup salgiladiklar1 sitokinlerle alerjik
inflamasyonu gergeklestirmektedir. Bu hiicrelerden salgilanan IL-4 ve 1L-13
insanlarda Ig E ve Ig G4 sentezini indiikler; IL-5 ise eozinofil farklilasma ve
aktivasyonunu saglar. Th2 hiicrelerinden salinan sitokinler ayn1 zamanda hava yolu

inflamasyonunun gelismesine neden olan mekanizmalar1 harekete gecirirler (Failla

ve ark., 2007).
4.1.2. Edinsel bagisikhik

Immiin sistemin kullandig: iki ana savunma sistemi vardir. Bunlardan birincisi
ve yabanci maddenin viicuda girmesiyle baglayan dogal bagisikliktir. Bunu takip
eden ikinci savunma sistemi edinsel bagisikliktir. Dogal immiinitede yanitlar kisa
stireli ve non-spesifiktir. Edinsel immiinitede ise yanitlar daha uzun siireli, kalici
(bellek hiicreleri ile) ve spesifiktir. Dogal immiinitede mikroorganizma ya da yabanci
maddelerin ortak yapilarina aynmi yanitlar verilirken, edinsel bagisiklikta antijene
Ozgii yanitlar verilir. Edinsel bagisikligin iki ¢esidi vardir. Birincisi aktive olan T
lenfositlerin antijeni yok etmesine yonelik bagisikliktir, buna hiicre aracili bagisiklik
denir. ikincisi B lenfositlerin antijene kars1 spesifik antikor iireterek gerceklestirdigi

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

Edinsel bagisiklikta yer alan T ve B lenfositlerin antijen yapisini tanimasinda
farkliliklar vardir. T lenfositler kiigiik peptid yapidaki antijenleri tanirken, B
lenfositler daha biiyiikk yapidaki protein, lipid, karbonhidrat ve niikleik asit

yapisindaki antijenleri tanir. Antijen sunucu hiicreler tarafindan islenen ve agiga



cikarilan antijen major histokompatibilite kompleksi (MHC) ile hiicre yiizeyinden T
lenfositlere sunulur. T lenfositler MHC’ ye baglanmis olan antijeni yiizeyindeki t
hiicre reseptorii (TCR) ile tanir ve aktive olur. T lenfositler aktive oldugunda lenfoid
organ icinde veya enfeksiyon bolgesine go¢ ederek etkili olmaktadir. Bundan farkli
olarak, aktive olan B lenfositler bulunduklari yerden uzak mesafelerde de etkili

olabilen antikorlari iiretirler (Hall ve Guyton, 2007).

T lenfositlere peptid antijeni sunan iki MHC sinifi vardir bunlar sinif I ve sinif II
MHC molekiilleridir. Simif I MHC molekiiliinde T hiicre es reseptorii CD8’ in
baglanma bolgesi bulunmaktadir. CD8" T lenfositleri yalmizca CDS8’ in
baglanabilecegi sinif I MHC molekiillerinin gosterdigi peptid yapidaki antijenlere
yanit verebilir. Sinif II MHC molekiillerinde ise T hiicre es reseptorii CD4’ e
baglanma bolgesi bulunur. CD4 sadece sinif II MHC molekiilerine baglanabilir ve bu
molekiille sunulan antijeni taniyabilir. Stmif I MHC molekiilleri peptid yapidaki
antijenleri sitozolik yapidaki proteinlerden edinirken, simif II MHC molekiilleri
peptid yapidaki antijenleri hiicre i¢i vezikiillerde bulunan proteinlerden edinir
(Yesilyurt ve Fidan, 2011).

4.1.2.1. Hiimoral ve Hiicresel immiinite

Hiimoral immiinitede B lenfositler yer alir. Her bir B lenfosit antikorun bir
tiriinii Uretir ve antikor salgilayan hiicrelere doniisiip ¢ogalirlar. B lenfositlerin
hareketiyle viicutta bir immiinolojik bellek olusur ve patojenlerle tekrarlayan
karsilagsmalarinda aninda ve hizli cevap verebilirler (Inman ve ark., 2014). Hiimoral
immiin yanitlar esnasinda bellek hiicreleri de olusur ve bu hiicreler kemik iligine go¢
ederek orada bulunurlar ve ayni antijenle tekrarlayan karsilagsmalarinda enfeksiyona

kars1 daha hizli, erken ve etkili savunma saglarlar (Abbas ve ark., 2012).

Lenfositler antijenlerle ilk maruz kalmada ¢ogunlukla IgM yapisinda antikor
sentezlerler ve bu primer immiin yanittir. Ancak ayni antijenlere bir sonraki
karsilamasinda verilen yanit sekonder immiin yanittir ve primer immdiin yanittan daha
giclii ve etkilidir. T hiicre bagimli antijenlere karst hiimoral immiin yanitlarda

yiiksek afiniteli IgA, IgE, IgG gibi antikorlar da iretilir. Protein yapisindaki
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antijenlerle tekrarlayan karsilasmalart sonucunda antikorun afinitesi artar (Karsunky

ve ark., 2008).

B lenfosit yiizeyine bagh antikorlar ayni zamanda antijenlerin taninmasi igin
reseptor gorevi de istlenirler. Bir antikor molekiiliinde iki agir (heavy-H) ve iki hafif
(light-L) zincir bulunur, her bir hafif zincirde bir degisken (variable-V) ve bir sabit
(constant-C) bolge bulunur, her bir agir zincirde de bir V, ii¢ ya da dort C bolge
bulunur. C bolgesinde p, d, a, vy, € olarak adlandirilan bes ¢esit agir zincir vardir.
Antikor molekiiliiniin isimlendirilmesi sahip oldugu agir zincir tiplerine gore IgM,

IgG, IgD, IgE, IgA seklinde yapilir (Abbas ve ark., 2007).

Hiicresel immiinitede rol oynayan hiicre grubu T lenfositlerdir. T lenfositler
kemik 1iliginde olusur ve timusta olgunlasir. T lenfositler antijen ile ilk
karsilasmasindan sonra aktive olurlar (Saroj ve ark., 2012). Efektor fonksiyonlarina
gore T lenfositler kendi i¢inde alt gruplara ayrilirlar. Sitotoksik T Ilenfositler
yiizeyinde CD8 molekiiliinii ifade ederler. CD8+ T lenfositin gorevi hedef hiicredeki
olim yolaklarin1 aktive ederek yabanci antijen igeren bir hiicreyi oldiirmektir.
Yardimcr T lenfositler yilizeylerinde CD4 ifade ederler ve aktive olduklarinda
spesifik sitokinler salgilayarak CD8" T lenfositlerin, B lenfositlerin ve makrofajlarin
aktivasyonuna yardimc1 olurlar. Boylece hem dogal hem de edinsel immiin yanitlar
arasinda bir koprii gorevi goriir. CD4" T lenfositlerinin bir alt grubu olan Treg’ ler

otoimmiin yanittan viicudu korur (Inman ve ark., 2014).

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

yiizeylerinde CD2 ve CD3 belirteglerini ifade ederler (Ross ve Pawlina, 2006).
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4.1.2.2. CD4* T lenfositler

Yardimer T lenfositler olarak da isimlendirilen CD4" T lenfositler peptid
yapidaki antijenlere yanit olusturan edinsel immiin sistem hiicreleridir. Antijen
sunucu hiicrenin tagidigi antijeni bagladign simif II MHC molekiiliinin CD4" T
lenfositin TCR’si ile baglanmasi sonucunda hiicre aktivasyon sinyalleri baslatilir.
CD4" T lenfositlerin aktivasyonu ile hiicre i¢inde sitokin iiretimi i¢in transkripsiyon
faktorleri sitokin iiretimini gergeklestirmek iizere aktive olur. Uretilen bu sitokinler
diger yardimer T hiicrelerin ¢ogalmasini ve farklilagmasini uyarir (Ross ve Pawlina,
2006). Hiicre i¢i mikroplarla olusan enfeksiyonlari yok eden CD4" T hiicreleri,
fagositleri aktive ederek bu fagositlerin vezikiillerinde yasayabilen mikroplarin yok
edilmesini saglar. Salgilanan sitokinler CD4" T lenfositlerin fenotipini belirler
(Alberts ve ark., 2008).

Thl sitokin profili hiicre i¢i patojenlere kars1 korunmada esastir. Makrofajlardan
salgilanan IL-12, naif CD4" T hiicrelerinin CD4* Th1 yoniinde farklilasmasini uyarir.
(Abbas ve ark., 2012). 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 iiretilen en 6nemli sitokinlerden
biridir, makrofajlar1 aktive eder ve B hiicrelerde antikor izotiplerinin {retimini

uyararak fagositozu aktiflestirir (Camcioglu ve Deniz, 2007).

Th2 sitokinleri B lenfositleri IgE iiretimi i¢in aktive eder. APC’ den IL-12
salgilanmazsa, T lenfositler IL-4 salgilarlar ve CD4" T hiicrelerinin CD4" Th2
yoniine dogru polarize olmasini saglar. Th2 hiicreleri IL-4 salgilayarak IgE
antikorunun {iretimini, IL-5 salgilayarak eozinofillerin olusmasint ve IL-13
salgilayarak mukus sekresyonunu saglar. Bu hiicreler 6zellikle helmintik parazitlere
kars1 eozinofil araciligiyla fagositozdan bagimsiz immiiniteyi aktiflestirir (Abbas ve
ark., 2007). IL-4, IL-5, IL-13 salgilayan Th2 hiicreleri hiimoral immiin yanitlardan
ve allerjik reaksiyonlardan sorumludur. Th2 ydniinde polarizasyon Thl olusumunu

baskilar (Nelson, 2004).

T hiicre cogalmast; belli bir peptid antijene yanit veren naif T hiicre sayis1 azdir,

patojenle bas edebilmek i¢in ¢ogalma gerekir. TCR-peptid MHC kompleksi birlesimi
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ve es-uyaran reseptorii ile uyarim sonucunda klonal ¢ogalma gergeklesir. TCR ve
CD28 uyariminda ortaya ¢ikan ikincil sinyalle IL-2 iiretimi gergeklesir ve bu sitokin
T hiicre ¢ogalmasi i¢in en 6nemli sitokindir. T hiicre ¢ogalmasi esnasinda salgilanan
IL-2’nin yarattig1 bir diger sonug¢ ise bu sitokinin reseptoriiniin (IL-2R; CD25) T
hiicre ylizeyinde ifade edilmeye baslamasidir. (Anderton ve Wraith, 2002).

4.1.2.3. CD8* T lenfositler

CD8" T lenfositler sitotoksik T hiicreler (CTL) olarak da adlandirilir. CD8* T
lenfositler patojenle enfekte veya malign doniisiime ugramis konak hiicrelerini
oldiirtir. CTL hiicre ile hedef hiicre arasinda immiinolojik sinaps benzeri yap1 olusur.
CTL o6zellesmis graniiller igerir ve bu graniillerini dogrudan hiicre temasi ile ortama
salar. Bu graniiller perforin, granzim ve granulozin gibi efektor proteinler igerir.
Perforin hedef hiicre membraninda delikler acar ve granzimlerin gecisini
kolaylagtirir. CTL IFN-y, TNF—o ve IL-2 gibi sitokinleri tretir. IFN-o/p, viral
replikasyonu baskilar ve MHC sinif I ekspresyonunu artirir. CD8" T lenfositler sinif I
MHC molekiilii tarafindan sunulan peptid yapidaki antijenleri tanirlar (Hall ve

Guyton, 2007).
4.1.2.4. CD4*CD25"FoxP3" T regiilator Hiicreler

T regiilator (Treg) hiicreler CD4" T hiicrelerinin bir alt grubu olup peptid-MHC
ile esuyaran varliginda uyarilan TCR’ler aktif T hiicrelerinin ¢ogalmasini ve sitokin
tiretimini baskilar. CD4" T hiicrelerin %5-10" unu olustururlar. Bu hiicreler 6z
antijenlere veya yabanci antijenlere kars1 T lenfositler ile iligkili immiin yanitlar
baskilar. Treg hiicreler otoimmiin hastaliklara karst immiin yanmiti baskilamada
onemli rol oynar. Intrinsik olarak isleyen anerjiden farkli olarak Treg, diger
hiicrelerin yanitin1 diizenleyerek engeller. Bu mekanizma ile inflamatuar yanitlar
baskilanir. Treg’ler iki sekilde ortaya ¢ikar. Timusta olusanlara “dogal” Treg (nTreg)
hiicreleri denir, inflamatuar yanitlar esnasinda CD4" veya CD8" hiicrelerden uyarim
sonrasi olusan Treg hiicrelere “indiiklenmis” Treg (iTreg) hiicreler denir. Treg ve
iTreg hiicreleri CD4 ve CD25 ifadesinin yanisira FoxP3 ekspresyonunu da

gerceklestirirler. Immiin sistemi baskilayici etkilerini IL-10 ve TGF-B salgilayarak
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gosterirler. Sekrete edilen bu sitokinler immiin yanitlar1 baskilayic1 ozelliktedir

(Gallimore ve Godkin, 2008).
4.1.2.5. Antijen Sunucu Hiicreler

Antijen sunucu hiicreler; dendritik hiicreler, B lenfositler ve makrofajlardir.
Biitiin cekirdekli hiicreler sitozolde bulunan mikrobiyal antijenleri MHC-smif 1
molekiiliiyle sunarken, sadece dendritik hiicre, B lenfositler ve makrofajlar
fagositozla igine aldiklari mikrobiyal ya da mikrobiyal olmayan antijenleri MHC-
simif II molekiilityle T lenfositlere sunarlar. Dendritik hiicrelerin ana goérevi antijen
sunmak oldugundan bu hiicrelere “profesyonel antijen sunucu hiicre” de

denilmektedir (Steinman, 2003).

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

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

DH’yi tanimlamak i¢in ¢esitli yiizey belirleyicilerinin varligi veya yoklugunun
birlikte degerlendirilmesi gerekmektedir. Bunlar: a. CD11a (LFA-1), CD11c, CD50
(ICAM-3), CD54 (ICAM-1), CD102 (ICAM-2) ve CD58 (LFA-3)’yi igeren adezyon
molekiillerinin varligir b. Ko-stimiilan molekiillerden aktivasyon belirleyici olarak
CD40, CD80, CD83 ekspresyonu c. Reseptor aracili antijen alimi igin Fc reseptorleri
(CD32, CD64), immiin kompleks endositozu i¢in C3bi kompleman reseptorleri,
CD11b gibi reseptorleri igerirler. HLA-DR, CD80 veya CD83 pozitifligi matiir DH
icin; HLA-DR, CD86 negatifliginin ise immatiir DH tanimlamakta kullanilan temel
yiizey molekiilleridir (Hochrein ve O’Keeffe, 2008).

DH’ler CD4* ve CD8" T lenfositleri aktive etmek i¢in antijeni yakalar ve isleyip
T lenfositlere sunar. Matiirasyon asamasinda DH’ler periferik dokudan sekonder

lenfoid yapilara dogru harekete baslar ve orada T hiicreleri uyaran matiir DH’lere
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doniislir. Matilirasyon siirecinde MHC molekiilleri endositik kompartmandan hiicre
yiizeyine dogru c¢ikmaya baglar; antijenlerin ve patojenlerin hiicre i¢ine aliminda
selektif bir azalma ve T hiicreleri i¢gin DH hiicre yiizeyindeki ko-stimiilator

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

Genelde, bir kez olgunlasan ve lenf diigiimiine giren DH, T hiicreye 10 saate
kadar antijen sunma yetenegine sahiptir. T hiicre stimulasyonu ger¢eklesince de
DH’ler apoptotik 6liime ugrar ve boylece gelistirilen immiin yanit dengelenir. DH’ler
fazla miktarda ko-stimiilan molekiiller tagidigindan 100-3000 kat kadar T lenfositi
uyarabilir; bundan dolayr diger ASH’lere gore 100 kat daha fazla antijen sunumu
saglayabilmektedir. DH’lerin yiizeylerinde bulunan CD58 (LFA-3), CD54 (ICAM-
1), CD50 (ICAM-3), CD102 (ICAM-2), CD80 (B7- 1), CD86 (B7-2) gibi adezyon
ve ko-stimiilan molekiiller ile T lenfositlerde bulunan CD2 ve CD28 gibi molekiiller
iliskiye girerek primer immiin yanitin baslamasi i¢cin gerekli sekonder sinyalleri
olusturur (Foti ve ark., 2006). DH’ler ayn1 zamanda IFN-a, IL-1, IL-6, IL-7, IL-12 ve
IL-15 ifade ederek primer immiin yanitta etkili olur. DH’lerin IL-12 ile Thl; IL-10
ile Th2 sitokin yanitin1 olusturdugu gézlenmistir. IL-12, IFN-y ekspresyonunu artirip
T lenfositleri Thl fenotipine yonlendirerek T ve dogal 6ldiiriicii (NK) hiicrelerinin
sitotoksik etkilerini artirir. IL-12 {iretiminin IL-10, IFN-a, nitrik oksit, TGF-p gibi
sitokinlerle inhibe oldugu goriilmektedir. IL-10 ise Ko-stimiilan molekiillerin
ekspresyonunu azaltip IL-1, IL-6, IL-8, TNF-a ve GM-CSF gibi inflamatuvar
sitokinleri baskilayarak Th yamitim1 Th2’ye yonlendirmekte, bdylece DH
matiirasyonunu inhibe etmektedir (Yesilyurt ve Fidan, 2011).

4.1.3. Apoptoz

Viicudumuzdaki her hiicre belirli bir siire yasar ve bu yasam programlanmis
hiicre Oliimiiyle sonlanir. Hiicre 6liimiiyle hiicre ¢ogalmasi arasinda kontrollii bir
denge vardir. 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. Apoptoz hiicrenin kendisini yok etmesi i¢in

metabolik ve fizyolojik islevler ortaya koydugu bir olaydir. Bir hiicre apoptoz uyarisi

15



aldiktan sonra ortamdan uzaklasir, diger hiicreler ile baglantisin1 koparir ve
biliziismeye baslar. Hiicre organelleri yapilarimi korur. Hiicre ¢ekirdegi kiigiiliir ve
parcalara ayrilir. Hiicre kiiciik pargalar halinde membranli olarak apoptotik
cisimciklere ayrilir. Bu apoptotik cisimcikler makrofajlar tarafindan tanmir ve

fagosite edilir (Bellamy ve ark., 1995; Ellis ve ark., 1991).

Apoptozun hiicre dongiisiinde ve hiicre sayisi dengesinde onemli rolleri vardir.
Postnatal hayatta apoptoz goriilen olaylar; menstruasyon sirasinda endometriyumun
tabakasinin dokiilmesi, canliy1 dis etkenlerden koruyan deri tabakasinin yenilenmesi
stirecinde iist epitel hiicrelerin apoptoza ugrayip 6lmesi, DNA hasar1 olan hiicrenin
apoptozu hiicre dengesinin korunmast i¢in gereklidir (Marti ve ark., 2001; Ford,
2001). Patolojik durumlarda da apoptoz diyabet, nérodejeneratif hastaliklar,

bagisiklik hastaliklari, timor olusumu gibi olaylarda goriiliir (Kannan ve Jain, 2000).

Apoptozun diizenlenmesinde belirli molekiiller, proteinler ve mitokondri rol
oynar. Apoptoz silirecinde dnemli rol oynayan Bcl-2 ailesi iki gruptan olusur; anti-
apoptotik ve pro-apoptotik iiyeler. Anti-apoptotik iiyeler, Bcl-2, Bcl-X. ve Mcl-1” dir
ve bunlar hiicrede fazla ise hiicre apoptoza daha az egilimlidir (Bellamy ve ark.,
1995). Bunlar mitokondri membraninda dis kisimda yer alirlar ve hiicrenin hayatta
kalmasi1 icin calisirlar. Pro-apoptotik iiyeler, Bad, Bax, Bid, BclXs’ dir. Bunlar
mitokondrinin membrani ile iliski kurarak ve apoptoz indiikleyici faktdr (AIF) ve

sitokrom-C nin salinmasini arttirarak apoptozu indiiklerler (Curtin ve Cotter, 2003).

Apoptozun indiiklenmesinde P53 transkripsiyon faktorii gorev alir. P53, hiicrede
DNA hasar1 oldugunda hiicre boliinmesini durdurup DNA’ nin tamir edilmesi i¢in
zaman kazandirir. Hasar tamir edilemeyecek ise Bax ve Fas yapimini artirir Bel-2 ve
Bcl-xL’yi baskilayip ve apoptozu indiikler (Vousden ve Lu, 2002). immiinsistemde
hiicre 6limiinii Fas reseptorii kontrol eder. Bunlar sitotoksik T hiicreler ve dogal
oldiirticii hiicreler lizerinde 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 inaktif dirler fakat
birbirlerini aktiflestirirler ve hiicrenin keseciklere ayrilmasina sebep olurlar (Adrain

ve Martin, 2001; Spierings ve ark., 2004).

Apoptoz ile nekroz birbirinden farklidir. Nekroz; rastgele gelisen bir siirectir ve
genler tarafindan kontrol edilemez. Nekroz siddetli oksidatif stres, agir metaller,
hipertrofi gibi olaylarda goriiliir. Hiicre membranmin biitiinliigii kaybolur, Hiicre
iyon dengesini kaybeder ve sivi almaya baslayip siser, biiyiik vakuoller olusur ve
hiicre lizis olur. Nekrozda ATP gerekmez, DNA rastgele pargalanir, inflamasyona
sebep olur ve ortama ndtrofillerin ve makrofajlarin gogii gerceklesir. Bu olaylar

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

4.1.4. Atopik Dermatit

Atopik dermatit kronik, kasintili inflamatuar deri hastaligidir. Atopik egzama
atopik dermatitle ile es anlamlidir (Leung ve ark., 2007). AD yasamin ilerleyen
evrelerinde gelisecek olan diger alerjik hastaliklarin ilk belirtisi olabilir. AD’li
hastalarin %50’den fazlasinda astim, yaklasik %75’inde alerjik rinit gelisir (Spergel
ve Paller, 2003). Lezyonlar yagh deride, viicudun kivrimli yerlerinde, inguinal bez
bolgesinde, aksillada, yiiz ortasinda olur ve sagl deride yagh skuamli deriye yapisik
iri plaklar halindedir (Hanifin ve Rajka, 1980). Kasintt AD’li hastanin yasam
kalitesini bozan en énemli semptomlardan biridir. Lezyonlar arttik¢a kasint1 artarak
kisir bir dongli olusur. Ayrica, deride mekanik etki yaparak proinflamatuvar
sitokinlerin salimimina yol acar. Noropeptidler, proteazlar, kininler ve sitokinler
kasitiyr tetikler. T hiicrelerinden iiretilen IL-31 adli sitokin kasint1 patogenezinde

ana faktor oldugu diisiiniilmektedir (Thomas, 2008)

AD’li hastalarin duyarlagsmasinda rol alan solunum yolu ile alinan alerjenler
arasinda ev tozu akarlari, kedi kopek tiiyii, hamam bocegi, polenler ve kiif mantarlar
yer almaktadir. AD’li hastalarin dogal immunitelerinde defekt oldugu, bakteriyel,
viral ve fungal infeksiyonlara duyarliligin artigi gosterilmistir (Ong ve Boguniewicz,
2008).
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AD prevalansi gelismis tilkelerde iki ya da ti¢ kat artmistir. Atopik hastaliklarda
ki bu genel artig, batili yasam tarz1 ve yasamin erken donemlerinde
mikroorganizmalarla temasin az olmasi sonucu hijyen hipotezi ile bliylik oranda
aciklanabilmektedir. Hastalarin %70-80’ini IgE aracili duyarlilasmanin oldugu
ekstrensek tip, %20-30’unu duyarlilasmanin goriilmedigi intrensek tip olusturur
(Akdis ve ark., 2006). Atopik dermatit ¢ocukluk doneminde %10-20, eriskin
donemde %]1-3 oraninda goriiliir. Erken baglangichh atopik dermatitte solunum

alerjileri sik goriiliir (Boguniewicz ve Leung, 2009).

4.1.5. Psoriasis

Psoriasis derinin sik goriilen, kronik, remisyon ve niikslerle seyreden inflamatuar
ve proliferatif bir hastaligidir. Psoriasis diinya niifusunun %2-4’inii etkileyen kronik
inflamatuar bir hastaliktir. Hastalifin olusumunda kalitsal bir yatkinlik oldugu ve
yasam siiresi i¢inde herhangi bir zamanda travma, infeksiyon, ilag, stres gibi
tetikleyici faktorlerle ortaya ciktig1 diisiiniilmektedir. Patogenezi ise, lizerinde en ¢ok
calisilan hastaliklardan biri olmasina ragmen heniiz tam aciklik kazanmamistir. Her
ne kadar son 25 yilda hastaligin T hiicre aracili bir hastalik oldugu goriisti agirlik
kazanmigsa da gilinlimiizdeki arastirmalar psoriasisin tek bir hiicre grubu tarafindan
yonetilen bir hastalik olmadigin diisiindiirmektedir. Hastaligin, T hiicreler, dentritik
hiicreler, makrofajlar, mast hiicreleri, nétrofiller ve keratinositler arasindaki karmasik

iliskiler sonucu ortaya ¢iktig1 diistiniilmektedir (Das ve ark., 2009).

4.1.6. Atopik Dermatit ve Psoriasis Patogenezi

AD gen ve gevre etkilesimlerinden kaynaklanan kompleks genetik bir hastaliktir.
AD goriilme sikligt monozigot ikizlerde %77 iken, dizigot ikizlerde %15tir.
Patogenez de epidermal yapisal proteinler ve Th2 sitokin iiretimine yol agan
bagisiklik sistemin ana elemanlarinda olmak tizere iki gen grubunda mutasyonlar
vardir. Filaggrin derinin normal bariyer fonksiyonu i¢in gerekli olan bir proteindir.
Filaggrin gen kromozom 1q21°de lokalize olup, bu gendeki mutasyonlar erken
baslangigli egzama ve egzama astimla iliskilidir. Ayrica, epidermis en st katinda
bulunan farkli serin proteaz inhibitérii Kazal tip-5 genleri de aday genler olarak

tanimlanmistir (Boguniewicz ve Leung, 2009).
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Akut AD lezyonlarinda IL-4, IL-5, IL-13 artisinin oldugu Th2 hiicreler baskin
olup, kronik lezyonlarda ise Thl sitokin yaniti baskin hale gelmektedir. AD’li
hastalarda deride antimikrobial peptidlerin azalmasi1 S.aureus kolonizasyonunu
artirir. Stafilokok kolonizasyonu, siliperantijen gibi etki ederek siirekli T hiicre
aktivasyonuna ve proinflamatuvar sitokin salinimina yol agar. Bu da kortikosteroid
direncine neden olarak inflamasyonun kroniklesmesine zemin hazirlamaktadir

(Novak, 2009).

AD’li hastalarda yliksek serin proteaz aktivitesi gibi faktorler ile deride su kaybi
artar ve hiicre dis1 boslukta su tutan seramid diizeyi azalir ve sonucgta deri bariyer
fonksiyonu bozulur. Bdylece alerjen ve irritanlarin girisini kolaylastiran hassas ve

kuru bir derinin olustugu diisiiniilmektedir (Novak, 2009).

Psoriasis patogenezi tizerinde en ¢ok durulan immiin mekanizma T hiicre
aktivasyonudur. T hiicreleri; tip 1 ve tip 2 sitokin liretme kapasitelerine gore iki ana
grupta incelenebilir. Tip 1 sitokinler arasinda interferon-gama (IFN-y) ve timor
nekrozis faktor-alfa (TNF-a) yer alirken tip 2 sitokinler arasinda ise interlokin (IL)-4
ve IL-5 yer alir. Tip 1 sitokin tireten T helper (Th) hiicreleri temel olarak intraseliiler
mikroroganizmalarin ve timor hiicrelerinin, tip 2 sitokin tireten Th hiicreleri ise
ekstraseliiler mikroorganizmalarin yok edilmesinde rol oynamaktadir. Psoriazis
hastalarinda lezyonlu deri bolgesinde ve periferik kanda tip 1 sitokin yapiminin

arttig1 tespit edilmistir (Mosmann ve Sad, 1996).

Psoriatik lezyonlarda bol miktarda dentritik hiicre (DH) varligi saptanmustir.
Bunlar Langerhans hiicreleri, dermal dentrositler, plasmositoid ve myeloid dentritik
hiicrelerdir. Dentritik hiicreler, hem psoriasisteki antijenin alinip, islemden gegcirilip
naif T-lenfositlerine sunumunu saglar, hem de salgiladigi sitokinler araciligiyla
immiin yanitin ne yonde gelisecegini yani T hiicresinin hangi tiire dogru polarize
olacagin1  belirler. Bu nedenlerle DH'ler, immiin yanitin gerceklesip
gerceklesmeyecegini, gerceklesecek ise de ne yonde gelisecegini belirleyen anahtar

roliindeki hiicrelerdir (Tiirsen, 2010).

Psoriasis lezyonlarinda stratum korneum altinda nétrofil infiltrasyonu (Munro

mikroapseleri) bulunmaktadir. Aktive keratinositlerden salman IL8, Gro-a gibi
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kemokinler ve alternatif kompleman yolaginin aktivasyon {riinleri (C5a) psoriasiste

ndtrofil aktivasyonuna ve gogiline neden olan en dnemli faktordiir (Erkek, 2008).

Psoriasiste tutulan bdlgelerdeki derinin karakteristik 6zeliklerinden biri
hiperproliferasyondur. Proliferatif fazda olan hiicre miktar1 normalin iki katina
cikmigtir. Psoriasisli hastalarda lezyonlu bolgelerde daha yogun olmak tizere hem
lezyonlu hem de lezyonsuz deride kapillerlerde endotelyal yariklar gosterilmistir.
Psoriasiste iist dermal kapiller lupun vertikal uzantilarinda anjiyogenez sonucu
belirgin bir sekilde endotelyal hiicre proliferasyonu ve vaskiiler yatak genislemeleri
gozlenir (Das ve ark., 2009). Ayrica endotel hiicrelerinde inflamatuar hiicrelerin
adezyonunda rol oynayan ICAM 1 ve E selektin ekspresyonu oldugu saptanmuistir.
Endotel hiicreler i¢in giliglii mitojen olan VEGF’niin endotel hiicrelerinde
proliferasyona neden oldugu ve psoriasiste anjiyogenezin siirdiiriilmesinde rol
oynadig1 gosterilmistir. Anjiyogenez ile kronik inflamasyonun birbirine bagiml
oldugu ve inflamasyonu kontrol edebilen ajanlarin anjiyogeneziside kontrol

edebildigi bildirilmistir (Barker, 1998).

4.1.7. Atopik Dermatit ve Psoriasis Hastaliklarinda Giincel Tedavi Yaklasimlar

Topikal kortikosteroidler AD alevlenme donemlerinde tedavide ilk segenektir.
Vazokonstriktor etkilerine gore en potent olanlar Siif 1, en zayif etkililer Smif 7
olarak gruplandirilir. Losyon, merhem ve krem formlar1 vardir. Yag form preparatlar
daha 1yi absorbe olur ve krem formundan daha etkilidir. Sa¢ ve killi bolgelere kopiik
veya losyonlar tercih edilmelidir. Orta potent olan topikal steroidlerin hastaligin aktif
donemlerinde giinde bir ya da iki kez ii¢-yedi giin kadar kullanimi yeterlidir. Son
caligmalar aktif lezyonlu cilt bolgesine haftada iki kez topikal fluticason kullaniminin
alevlenmelerde etkili oldugunu desteklemektedir Topikal steroid ilaclarin yan etkileri
deri atrofisi, sitria, telenjiaktazi, akne, glokom, katarakt, hipofiz adrenal aks
supresyonu, osteoporoz ve c¢ocuklarda biiyiime geriligidir (Krakowski ve
Eichenfield, 2008) Bunun yan1 sira nemlendirici, su tutucu preparatlar veya seramid
iceren lirlinler deri bariyerinin korunmasi ve tamirine yardimeci olmaktadir ve 1lik

banyo sonrast en azindan giinde iki kez uygulanir. Banyo ile cilt ylizeyindeki

20



alerjenlerde uzaklastirilir ve deri bakteri kolonizasyonu azaltilir (Greer ve ark.,
2008).

4.2. Kok Hiicreler

Kok hiicreler farklilasmamis hiicrelerdir ve bu hiicrelerin her biri kendini
yenileme, Ozellesmis hiicrelere doniisebilme yeteneginde olan hiicrelerdir. Bu
hiicreler, uygun kosullarda ve uyarimlarla bir veya birden ¢ok farkli hiicre tipine
doniisebilme yetenegindedir (Spangrude, 2003). Farklilasma potansiyeline gore kok
hiicreler; totipotent, pluripotent ve multipotent olarak siniflandirilirlar. Totipotent
kok hiicreler bir organizmay1 olusturabilecek farklilagsma yetenegindedir. Pluripotent
kok hiicreler, embriyonik dokularin disinda bir organizmanin her hiicresinin
olugsmasina neden olabilir ve embriyonik kok hiicreler olarak da adlandirilir.
Multipotent kok hiicreler, yetiskin kok hiicrelerdir ve koken aldigi hiicrelerin belirli
soylarini iiretebilirler. Multipotent hiicrelerin en 6nemli 6zelligi inflamasyon veya
travma sonucunda hasarlanmis dokuya go¢ edip orada inflamasyonu baskilama veya
doku onarmmini saglama yetenekleridir (Marta ve ark., 2015). Mezenkimal kok
hiicreler olarak da adlandirilan multipotent ya da yetiskin kok hiicreleri gliniimiizde
bircok inflamatuar hastalifin, norodejeneratif hastaliklarin ve doku hasarinin
tedavisinde kullanilmaktadir (Joyce ve ark., 2010). Kok hiicreler Uluslararasi
Hiicresel Tedavi Dernegi (ISCT)’nin kriterlerine gore bir hiicreyi, kok hiicre olarak
tanimlamak i¢in su 6zellikleri tasimasi gerekir; 1) Kendini yenileyebilmeli, 2) Plastik
yiizeylere yapisabilmeli, 3) Osteojenik, Kondrojenik ve Adipojenik soylara
farklilasabilmeli, 4) Yiizeyinde CD29, CD73, CD90, CDI05 gibi adezyon
molekiillerini ifade etmeli, CD14, CD34, CD45 ve HLA-DR’i ifade etmemelidir.

4.2.1. Mezenkimal Kok Hiicreler

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

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

edilebilir ve ¢ogaltilabilir (Prentice, 2004).

Mezenkimal kok hiicrelerin farklilasma yetenekleriyle bu hiicrelerin ¢ogaltilmasi
klinik uygulamalarda kullanilabilir oldugunu gostermektedir. Yapilan bir¢cok
calismada bu hiicrelerin inflamatuar hastaliklarda anti-inflamatuar etkisinden ve
doku dejenerasyonunda rejeneratif etkisinden dolayr tedavi edici etkileri
gosterilmistir (Wei ve ark., 2013). Mezenkimal kok hiicreler inflamasyon bolgesine
veya hasarlanmanin oldugu alanda salinan mediatorlere yanit olarak yiizeyinde
CXCR4 reseptor ifadesini artirarak go¢ eder ve yerlesir. Bu mekanizmayla sadece

hasarlanmis dokuyu hedef alir, saglikli dokuya yerlesmez (Shi ve ark., 2007).

Mezenkimal kok hiicreler yiizeyinde major histokompatibilite kompleksi
(MHC)-Sinif I molekiiliinii ifade eder, ancak MHC-Simif II’yi ifade etmezler. Bu
ozelliginden dolay1 hipoimmiinojenik olarak kabul edilirler ve otolog kullanimin yani

sira allojenik kullanimi da miimkiin olmaktadir (Tse ve ark., 2003).
4.2.1.1. Dis Folikiilii Kaynaklh Mezenkimal Kok Hiicreler (DF-MKH)

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

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

DF-MKH’ler yiizeylerinde kok hiicre ylizey belirtecleri olan CD73, CD90,
CD146, CD44, CD105 ifade ederler. Hematopoietik belirtecler olan CD14, CD34,
CD45 ve HLA-DR’yi ifade etmezler. Farklilasma potansiyelleri osteojenik,
kondrojenik ve adipojenik farklilasmanin yani sira noral farklilasmay:r da diger
bircok kok hiicre grubuna gore daha iyi gergeklestirmektedir. DF-MKH;
transkripsiyon faktorleri olan RUNX2, NANOG, Nestin gibi embriyonik belirtegleri
de ifade etmektedir (Hakki ve ark., 2015). Bu 0zellikleriyle bircok soya
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farklilagabilmeleri, canliliklarinin  yiiksek  olmast  ve  giivenilir  sekilde
dondurulmalarindan dolay1 doku rejenerasyonunda kullanilabilecekleri belirtilmistir
(Mori ve ark., 2012). Giincel ¢alismalarda dental doku kaynakli MKH’lerin
inflamatuar yanitlarda baskilama 6zelliginin kemik iligi MKH’lerinden daha fazla
oldugu belirtilmektedir (Li ve ark., 2014). Literatirde dental doku kaynakl
mezenkimal kok hiicrelerin lenfositlerle birlikte kiiltliriiyle yapilan karsilasgtirmali
analizlerinde insan siit disi, dental pulpa ve dental folikiil kaynakli mezenkimal kok
hiicreler arasinda DF-MKH’lerin immiinomodiilasyonu en iyi gergeklestiren hiicre

grubu oldugu belirtilmistir (Yildirim ve ark., 2016). (Sekil 2)

MKH’lerin IFN-y ile 6n aktivasyonu bu hiicrelerden salgilanan mediatorleri
daha fazla indiikleyerek immiin baskilayict etkisini artirmaktadir. Yapilan
calismalarda, MKH’lerin IFN-y ile O6nceden uyariminin T lenfosit proliferatif
yanitlarin1 uyarimsiz MKH ile kiyaslandiginda daha fazla baskiladigi gosterilmistir
(Krampera ve ark., 2006). Bunun yan1 sira, MKH’ nin IFN-y reseptoriiniin blokajinin
immiin baskilayic1 etkisini ortadan kaldirdigi bildirilmistir (Sivanathan ve ark.,
2014). IFN-y, MKH’lerde indolamine 2,3-dioksijenaz (IDO) ve transforme edici
biiylime faktorii beta (TGF-B)’nin iiretimini artirarak immiin diizenleyici etkisine
katkida bulunmaktadir. IFN-y’'min  MKH iizerindeki immiinosupresif etkisi
allotransplantasyon caligmalarinda gosterilmistir, ancak alerjik hastaliklarda TFN-
v’nin MKH ile birlikte etkisini gosteren bir ¢aligma bulunmamaktadir. Bu ¢alismada,

DF-MKH’lerin IFN-y ile birlikte sinerjik etkisi de incelenmistir.
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Sekil 2. MKH’lerin immiin diizenleyici etkisi. MKH’ler immiin sistem hiicreleri
tizerinde; aktive olmamis NK hiicrelerin proliferasyon ve sitotoksisitesini azaltarak,
B ve T lenfositlerin proliferasyonunu engelleyerek, T regiilatér hiicrelerin sayisini
artirarak, monositlerin farklilagmasin1 ve dendritik hiicrelerin olgunlasmasini ve
antijen sunumunu engelleyerek immiin diizenleyici etki gostermektedir (Al Jumah ve
Abumaree, 2012).

4.2.2. Mezenkimal Kok Hiicreler ve Immiinomodiilasyon

Mezenkimal kok hiicreler inflamatuar yanitlar esnasinda immiin sistem
hiicreleri tarafindan salgilanan sitokinlere (IL-1B, IL-6, TNF-a, IFN-y gibi) yanit
olarak anti-inflamatuar mediatorler sekrete ederler. Bu mediatorlerin en 6nemlileri
TGF-B, Indolamin 2,3-deoksijenaz (IDO), nitrik oksit (NO) ve prostaglandin E2
(PGE2)’dir. MKH’ ler hiicre dongiisiinii G1 fazinda durdurur bu sekilde T hiicrelerin
cogalmasmi inhibe eder. MKH’ ler ve T hiicrelerin birlikte kiiltiire edilmesiyle
yapilan calismalarda MKH’ lerin T lenfosit ¢ogalmasin1 baskiladigi gosterilmistir
(Tse ve ark., 2003). MKH’ ler immiin sistemde B lenfositlerin plazma hiicresine
doniismesini engellemektedir. Dendritik hiicrelerin ve makrofajlarin kostimiilator
molekiil ifadesini engelleyerek antijen sunumunu ve immiin yanitlar
engellemektedir (Ma ve ark., 2014). Yapilan birgok calismada MKH’lerin graft
versus host hastaligi (GvHD), sistemik lupus erythematosus (SLE), Crohn hastaligi,
tilseratif kolit ve otoinflamatuar hastaliklarda MKH’lerin inflamasyonu baskilayici

etkisi gosterilmistir (Figueroa ve ark., 2012).
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5. GEREC ve YONTEM

Bu calisma, Marmara Universitesi Klinik Arastirma Etik Kurulu’ nun
04.03.2016 tarih ve 09.2016.196/70737436-050.06.04 sayil1 izni ile onaylandi. Kok
hiicre izolasyonu icin dis folikiillerinin temini Marmara Universitesi Dis Hekimligi
Fakiiltesi Cene Cerrahisi Bolimii’ nde gercgeklestirildi, kok hiicre izolasyonu,
immiinolojik ¢alismalar ve analizler Marmara Universitesi Hastanesi Cocuk Allerji

ve Immiinoloji Laboratuvari’ nda gerceklestirildi.
5.1. Cahsma Planmmnin Ozeti

Bu tez c¢alismasinda, dis folikiili kaynakli mezenkimal koék hiicrelerin AD

hastaliginda immiin diizenleyici etkisinin arastirilmasi amaglandi.
Bu amacla;
1. Dental Folikiil dokusundan mezenkimal kok hiicre izolasyonu yapildi,

2. lzole edilen DF-MKH varliginda ve yoklugunda AD hastalari, Psoriasis hastalar1
ve saglikli bireylerin vendz kanindan elde edilen periferal kan mononiikleer
hiicrelerinde T lenfositlerin Th1 ve Th2 yoniinde farklilagmasi tizerindeki etkisi
protein ekspresyon analizi western blot yontemiyle ve sitokin profili akim

sitometri yontemiyle analiz edildi.

3. lzole edilen DF-MKH varliginda ve yoklugunda AD hastalar1, Psoriasis hastalari
ve saglikli bireylerin ven6z kanindan elde edilen periferal kan mononiikleer
hiicrelerinde T lenfositlerin proliferasyon, Fas/Fas Ligand, TNFRI ve Treg hiicre

oranlar1 analiz edildi.

4. izole edilen DF-MKH varliginda ve yoklugunda AD hastalari, Psoriasis hastalari
ve saglikli bireylerin vendz kanindan elde edilen periferal kan mononiikleer

hiicrelerinde naive ve bellek T hiicre oranlari1 analiz edildi.
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Tim hiicre kiiltiirii ¢alismalarinda, test edilmis steril ve tek kullanimlik hiicre
kiiltiiri malzemeleri kullanildi ve bu islemler laminar akisli steril kabinde steril

kosullarda gerceklestirildi.

Bu tez calismasma dahil edilen tiim bireylere, hazirlanmis olan “Goniilli

Bilgilendirme Formu” okutuldu ve “Goniillii Onam Formu” onaylar1 alindu.

AD hastalar1, Psoriasis hastalar1 ve saghikli bireyler Marmara Universitesi
Pendik Egitim ve Arastirma Hastanesi Pediatrik Allerji ve Immiinoloji Klinigi ve
Dermatoloji Klinigine bagvuran takipli hastalar arasindan doktor kontroliinde
secilmistir. Hastalardan venoz kan alim1 i¢in onam formlar1 etik kurul gerekenlerine

uygun sekilde aciklama yaparak onaylatildi.

Dis folikiil dokular1 ise Marmara Universitesi Dis Hekimligi Fakiiltesi Agiz, Dis
Cene Cerrahi Anabilim Dali polikliniklerinde basing agrisi, disin pozisyonunun
bozuk olmas1 veya ortodontik sebepler ile bagvuran 19-25 yas arasinda olan ve dis
cekim endikasyonu uygun goriilen 4 bireyden tam gomiik yirmi yas disi ¢ekimi
sirasinda alindi. Dis folikiili dis c¢ekimi sonrasinda 5 ml, steril %l
penisilin/streptomisin igeren fosfat tampon soliisyon (PBS) i¢inde 2 saat igerisinde

laboratuvara ulastirildi.
5.2. Calismada Kullanilan Soliisyonlar

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

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

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

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

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

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

e 90,25 tripsin-EDTA soliisyonu (Gibco, Grand Island, USA; 25200056)

e 90,5 tripan mavisi soliisyonu (Gibco, Grand Island, USA; 15250061)
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DMSO (WAK-Chemie Medical GmbH, Germany; USP090522A)

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

PE Annexin V/7AAD Apoptosis Detection Kit (BD Biosciences, USA; 559763)
Ficoll-Paque (GE Healthcare Bio-Sciences UK; 17144003)

Anti CD3 (LiseSpan Biosciences, USA; 50867)

Anti CD28 (Millipore, California; L\V1700707)

Fas antibody (Biolegend, Germany; 305605)

Fas Ligand antibody (Biolegend, Germany; 306406)

Anti-TNFRI (Biolegend, Germany; 113005)

Anti-TNFRII (Biolegend, Germany; 358404)

Anti-hTGF-B-IgA rekombinant nétralize edici antikor (Invivogen, USA; maba-
htgfb-3)

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

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

CD90 PE (BD Biosciences, USA; 562385)

CD146 FITC (BD Biosciences, USA; 560846)

CD73 PE (BD Biosciences, USA; 550257)

CD29 APC (BD Biosciences, USA; 559883)

CD105 PE (BD Biosciences, USA; 560839)

CD28 PE (BD Biosciences, USA; 562323)

CD14 PE (BD Biosciences, USA; 342408)
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CD3/CD4/CD8 (BD Biosciences, USA; 342414)
CD45RA (BD Biosciences, USA; 340571)
10x Phosphate Buffered Saline (PBS), 1L (Bio-Rad; 1610780)

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

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

Human FoxP3 PE (BD Biosciences, USA; 560046)

APC mouse anti-human CD25 (BD Biosciences, USA; 555434)
FITC mouse anti-human CD4 (BD Biosciences, USA; 555346)
Hiicre yikama soliisyonu (Cell Wash, BD Biosciences, USA; 349524)

Osteojenik Farklilagma Kiti (Mesencult Human Osteojenik Differentiation Kit)
(Stemcell Technologies, USA; 05465)

Adipojenik Farklilasma Kiti (Mesencult Human Adipogenesis Differentiation
Kit (Stemcell Technologies, USA; 05412)

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

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

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

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

RIPA Protein Izolasyon Kiti (Santa Cruz Biotechnology, USA; SC-24948)
Anti-GATA3 antibody (Abcam, USA; ab106625)

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

Anti-FOXP3 antibody (Abcam, USA; ab54501)
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5.3.

Goat Anti-Mouse 1gG H&L (HRP) (Abcam, USA; ab6789)
Goat Anti-Rabbit IgG H&L (HRP) (Abcam, USA; ab205718)
Tris-Buffer Saline (10X) TBS

Siit tozu (Blotting-Grade Blocker) (BioRad, USA; 1706404)

Protein ol¢iim kiti (Qubit® Protein Assay Kit, 100 Assays) (Thermofisher, USA;
Q33211)

Protein 6l¢iim tiipleri (Qubit® Assay Tubes) (Thermofisher, USA; Q32856)

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

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

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

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

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

Nitroseliiloz transfer kagidi (iBlot® 2 Transfer Stacks, nitrocellulose)

(Thermofisher, USA; 1B23001)

Kemoluminisan  goriintiileme  i¢in  soliisyon  kiti  (Novex®  ECL

Chemiluminescent Substrate Reagent Kit) (Thermofisher, USA; WP20005)

Cahismada Kullanilan Hiicre Kiiltiirii Malzemeleri

Steril pensler ve bistiiri uglar
0,22 pum filtre (Sartorius, Goettingen, Germany; 16534)

Heparinli kan alma tiipii (Yesil kapakli) (Hongyu Medical, China; 131211)
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EDTA’l1 kan alma tlipi (Mor kapaklr)

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

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

25cm2’ lik hiicre kiltiir flasklar1 (BD Biosciences Labware, Le Pont De Claix,
France; 353108)

75cm2’ lik hiicre kiiltiir flasklar1 (BD Biosciences Labware, Le Pont De Claix,
France; 353110)

6 kuyucuklu plaklar (BD Biosciences Discovery Labware, USA; 353046)
48 kuyucuklu plaklar (Nest Biotech, China, 20140010415A)
5 ml Polystyrene tube (BD Biosciences, USA; 352052)

Tip 1 kollajen kapli lameller (BD Biosciences Discovery Labware, USA,
354089)

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

3’ er ml’ lik vial (Kriyotiip) (Granier Bio-One GmbH; E090901J)
Sarjl1 pipet pompasi (IsoLab, Germany)

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

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

100 pl- 1000 ul’ lik otomatik pipet (Axygen Scientific, USA)
Thoma lam1 (Marienfeld, Germany; 06.407.10)

Lamel (22x22mm)

Buz kaliplar
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e %70 alkol

e Steril distile su

e Steril pudrasiz cerrahi eldiveni

5.4. Kullanilan Cihazlar

Cihaz

CO: Inkiibatérii
CO. Tiipii

Invert Mikroskop

Binokiiler Arastirma
Mikroskobu

Steril Kabin

Buzdolabi (+4 °C)

Derin Dondurucu (-20 °C)
Santrifiij

Hassas Terazi

Mikropipet Seti

Vorteks

Isitmali Manyetik Karistiric
Rotator

Su Banyosu

Akan Hiicre Olger

Isik Mikroskobu

Western Blot Cihazi

Protein konsantrasyon 6lcer
(Florometre)

Marka
Thermo
Habas
EVOS

Olympus
Biosafety Cabinet

Ugur

Regal

Beckman Coulter
Chyo

Thermo

Yellow line
Janke&Kunkelik
a

Miltenyi Biotec
Techne

BD

Olympus
Thermofisher

Lifetechnologies

5.5. Kullanilan soliisyonlarin hazirlanmasi

5.5.1. DF-MKH" ler i¢in besiyerinin hazirlanmasi

Model
Series |1 Water Jacket

AMG

BH2-RFCA
Class Il Tip
USS1000

LF 2102 A+
Allegra X-22
JL-200

TTS 2

IKAMAG RH
MACSmix
TE-10A DIKLM
FACS Calibur
BX53

iBlot 1B21001

Qubit 2.0 Q32866

Dis folikiillerinden mezenkimal kdk hiicre izolasyonu i¢in %10 oraninda FBS ve

%1 oraninda Penicillin/ streptomisin ilave edilen DMEM besiyeri kullanildi. Bu
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soliisyon ¢cDMEM olarak isimlendirildi. Her alt kiiltiir isleminde ve hiicreleri

cogaltma siirecinde bu besiyeri taze olarak hazirlanarak kullanildi.
5.5.2. Lenfosit Kiiltiirleri icin besiyerinin hazirlanmasi

Lenfosit kiiltiirleri ve DF-MKH/Lenfosit ko-kiiltiirleri i¢in %10 oraninda FBS ve
%1 oraninda Penicillin/ streptomisin ilave edilen RPMI besiyeri kullanildi. Bu
soliisyon komple RPMI (cRPMI) olarak isimlendirildi. Her kiiltiir isleminde besiyeri

taze olarak hazirlandi.
5.5.3. Kok hiicre dondurma soliisyonunun hazirlanmasi

Izole edilen ve iiciincii pasaja kadar ¢ogaltilan kok hiicreler deney giiniine kadar
hiicre dondurma soliisyonu i¢inde -80°C’de muhafaza edildi. Bu amagla DMSO
igerikli hiicre dondurma soliisyonu hazirlandi. Hiicre dondurma soliisyonu; %5

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

Konsantrasyonu 10 mM fosfat ve 150 mM sodyum kloriir olacak sekilde 1 adet
tablet 100 ml distile suda ¢oziindiiriildii. Elde edilen 1X PBS soliisyonunun pH
degeri 7,2-7,4 olarak Ool¢iildi. Her kullanim Oncesinde mikrobiyal yiikiiniin

azaltilmasi ve partikiilden arindirmak icin 0,22 um’lik filtreden gegirilerek kullanildi.

5.5.5. CDmix uyarnm icin anti-CD3 ve anti-CD28 stok soliisyonlarin

hazirlanmasi

Anti CD3 vial konsantrasyonu 100 pg /100 pl olarak bulunmaktadir. Bu viale
900 pl RPMI ilave edildi ve konsantrasyonu 100 pg/ml olan stok soliisyon
hazirlandi. Stok soliisyon 100’er pl olarak ayrildi. Anti CD3 vial konsantrasyonu 100
pg /100 pl bulunmaktadir. Bu viale 900 pul RPMI ilave edildi ve konsantrasyonu 100
pg/ml olan stok soliisyon hazirlandi. Stok soliisyon 100’er pl olarak ayrild.
Kiiltiirdeki hiicrelerin uyarimi i¢in her kiiltiir 6ncesinde bu stok soliisyondan 2,5 pl

aliarak 500 pl’lik kiiltiir kuyularimin i¢ine eklendi.
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5.5.6. Kollajenaz soliisyonunun hazirlanmasi

Kollajenaz Tip I soliisyonu; 4 ml PBS i¢ine 12 mg (3 mg/ml) kollajenaz Tip I
tartilarak eklendi ve 0,22 um’ lik filtre ile filtreden gecirildikten sonra steril olarak
37°C inkiibatorde 10 dakika bekletildikten sonra kullanildi. Her 8 mg doku i¢in 4 ml
kollajenaz tip I soliisyonu kullanildi ve enzimatik yikim islemleri i¢in taze olarak

hazirlandi.
5.5.7. RIPA protein izolasyon soliisyonunun hazirlanmasi

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

puL’ye tamamlandi.
5.5.8. Protein miktari 6l¢iim soliisyonunun ve standartlarin hazirlanmasi

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

5.5.9. Osteojenik stimiilasyon besiyerinin hazirlanmasi

Osteojenik stimiilasyon kitinin iiretici talimatina gore 200 mL bazal besiyeri ile
50 mL osteojenik farklilagsma soliisyonu karistirildi. Bu soliisyon +4°C’de 1 ay siire

i¢inde kullanilabilmektedir.
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5.5.10. Kondrojenik stimiilasyon besiyerinin hazirlanmasi

Kondrojenik stimiilasyon kitinin {iretici talimatina gére 200 mL bazal besiyeri
ile 50 mL kondrojenik farklilasma soliisyonu karistirildi. Bu soliisyon +4°C’de 1 ay

stire i¢inde kullanilabilmektedir.

5.5.11. Adipojenik stimiilasyon besiyerinin hazirlanmasi

Adipojenik stimiilasyon kitinin {iretici talimatina goére 200 mL bazal besiyeri ile
50 mL adipojenik farklilagma soliisyonu karigtirildi. Bu soliisyon +4°C’de 1 ay siire

icinde kullanilabilmektedir.

5.5.12. Lizat soliisyonunun hazirlanmasi

10X Lizat soliisyonundan 5 mL alinarak 50 mL' lik falkon tiipe aktarildi, tizeri

distile su ile 50 mL'ye tamamlanarak 1X lizat soliisyonu hazirlandi.

5.5.13. Alizarin red soliisyonunun hazirlanmasi

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

suda ¢oziildii ve 0,22 um’ lik filtreden stiziilerek kullanildi.

5.5.16. Oil red O soliisyonunun hazirlanmasi

%3’ liik oil red o stok soliisyonunun hazirlamasi i¢in, 300 mg oil red o 100 ml
%99’ luk izopropanol i¢inde ¢oziildii. Calisma soliisyonu i¢in, hazirlanmis olan stok
soliisyon 3/2 oraninda distile su ile diliie edildi ve 0,22 pm’ lik filtreden siiziilerek

kullanildi.

5.5.14. Alcian blue soliisyonunun hazirlanmasi

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

icinde ¢6ziildii ve 0,22 pm’ lik filtreden siiziilerek kullanildi.

34



5.5.15. TBST soliisyonunun hazirlanmasi

%0,01 Tween 20 igeren tris-buffer salin soliisyonu (TBST) hazirlamak i¢in 1 mL
tween 20’nin iizerine 99 mL 10X TBS (tris-buffer salin) soliisyonu eklendi iizeri
1000 mL tamamlanincaya kadar distile su eklendi. Bu soliisyon western blot icin

membran yikama islemlerinde kullanildi.

Primer ve sekonder antikorlarin isaretlenmesi i¢in %35 siit tozu i¢eren TBST
kullanildi. Bunun icin 5 gr (analytic grade) siit tozu fiizerine 1000 mL'ye
tamamlanincaya kadar 1X TBST soliisyonu eklendi, karigtirict ile homojenize edildi.

Bu soliisyon 1 ay siireyle +4°C’de saklanabilmektedir.

5.6. Calisma Plam
5.6.1. Dis folikiilii kaynakli mezenkimal kok hiicrelerin izolasyonu
5.6.2. izole edilen hiicrelerin pasajlanmasi
5.6.3. izole edilen kok hiicrelerin karakterizasyonu
5.6.4. Izole edilen kok hiicrelerin farklilastirilmasi
5.6.4.1. izole edilen kok hiicrelerin osteojenik farklilagtiriimasi
5.6.4.2. Izole edilen k&k hiicrelerin adipojenik farklilastiriimasi
5.6.4.3. Izole edilen kok hiicrelerin kondrojenik farklilagtiriimasi
5.6.5. Kok hiicrelerin 48 kuyucuklu kiiltiir plaklarina ekilmesi
5.6.6. Mononiikleer hiicre kiiltiirlerinin yapilmasi
5.6.6.1. AD hastasi, Psoriasis hastas1 ve saglikli bireylerin se¢imi

5.6.6.2. AD hastasi, Psoriasis hastas1 ve saglikli bireylerden alinan vendz kandan

mononiikleer hiicre izolasyonu yapilmasi
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5.6.6.3. Lenfositlerin proliferasyon analizi i¢in CFSE ile isaretlenmesi

5.6.6.4. Lenfosit kultirinin ve kok hiicre ve lenfositlerin ko-kiiltiirinin

yapilmasi

5.6.7. Analizler

5.6.7.1. Lenfositlerin proliferasyon analizi

5.6.7.2. Lenfositlerin CD4+CD25+FoxP3+ Tregiilator hiicre analizi

5.6.7.3. Lenfositlerin Annexin/7AAD ile apoptoz analizi

5.6.7.4. Lenfositlerin Fas/Fas Ligand analizi

5.6.7.5. Lenfositlerin TNFRI ve TNFRII analizi

5.6.7.6. Naive ve bellek T hiicre oranlarinin analizi

5.6.7.7. Hiicre kiiltiir siipernatanlarinda sitokin tayini

5.6.7.8. Protein ekspresyon (Western blot) analizi

5.6.7.9. DF-MKH immiin diizenleyici molekiillerin notralizasyon analizi

5.6.8. Istatistiksel analiz
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CALISMA PLANI

Hasta Seg¢imi
(Gruplar)
I. Atopik Dermatit (AD)

Il. Psoriasis
1. Saghkh

l DF-MKH izolasyonu,
karakterizasyon ve
multipotensinin belirlenmesi
ve
-20°C’de stoklanmasi

! ]

Mononiikleer Hlicre + DF-MKH o
Kiiltiirii DF-MKH’nin kiiltiirden 48 saat
Uyanmlar: (uyanmsiz/Cdmix uyarimh) nce plaklara ekilmesi

]

37°C, %5C0, inkiibatorde 72 saat
kiltdr

]

Dental Folikiil Dokusunun
Temini

Bireylerin vendz kanindan periferal
kan mononiikleer hiicre izolasyonu

Analizler

T lenfosit proliferasyonu

T lenfosit apoptozu (Annexin V/7AAD, Fas/Fas-L, TNFRI)
CDA+CD25+FoxP3+ T regiilator hiicre oranlan

Naive ve Bellek T lenfosit oranlar

Kiltir sipernatantindan sitokin diizeylerinin analizi

Kiltir sonrasi hiicrelerde GATA-3, Thet, FoxP3 ekspresyonu analizi
DF-MKH supresif mediatorlerinin belirlenmesi

Now kW e

Sekil 3. Calisma planinin sematik gosterimi

5.6.1. Dis folikiilii kaynaklh mezenkimal kok hiicrelerin izolasyonu

Dis ¢ekimi sonrasinda folikiill dokusu %1 penisilin/streptomisin igeren PBS
soliisyonuna aktarildi. Transport soliisyonu i¢indeki doku orne§i buz kaliplari

icerisinde, calismanin gerceklestirilecegi Marmara Universitesi Cocuk Immiinoloji

Laboratuvari’na getirildi.

Tam gomiik yirmi yas disi ¢ekim islemi ile alinan disi saran folikiil dokusu %1
penisilin/streptomisin iceren PBS ile yikanip doku iistiindeki kan ve dis parcalari
temizlendi. Folikiil doku bistiiri ile 0,5 mm ve daha kiigiik parcalara boliindii.

Pargalanan folikiil dokusu yaklasik 80 mg doku i¢in 15 ml falkon tiipte bulunan 37°C
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sicakliga 1sitilmig 4 ml’lik kollajenaz tip I soliisyonu i¢inde aktarildi ve pastor
pipetiyle homojenize edildi. Doku ve kollajenaz soliisyonunu igeren falkon tiip 37°C
inkiibatorde 45 dk bekletildi. Her 5-10 dk aralikla tiip yavasca calkalanarak
enzimatik yikimin kolaylagsmasi saglandi. Folikiil dokusu enzimatik yikimin ardindan
hiicre siispansiyonu haline geldiginde inkiibatorden alinip pipetaj islemi yapildi.
Folikiil hiicreleri PBS ile yikanip 1200 rpm’ de 5 dk santrifiij edildi. Santrifiij
sonrasinda siipernatant uzaklastirildi ve hiicreler tekrar PBS ile yikanip 1200 rpm’ de
5 dk santrifiij edildi. Santrifiij sonrasinda silipernatant uzaklastirildi ve hiicreler 5 ml
cDMEM besiyeri ile tekrar siispanse edilip filtreli kapakli 25 cm?’ lik flakslara (T-
25) transfer edilip 37°C, %5 CO? inkiibatorde kiiltiir edildi.

Hiicrelerin her 2-3 giinde bir kiiltir medyumu taze hazirlanarak degistirildi ve

hiicrelerin ¢ogalmasi, flask tabanina yayilmasi saglandi.
5.6.2. Izole edilen hiicrelerin pasajlanmasi

T-25 flasklar igerisinde ilk kiiltiirii yapilan ve 37°C, %5 CO? inkiibatorde
bulunan hiicreler her 2-3 giinde bir invert mikroskopta hiicre yayilimi i¢in incelendi.
Yaklagik 7-10 giin sonrasinda hiicreler flask tabaninda yaklasik %70-80 yayilim
gosterdiginde pasaj islemi yapildi. Dokudan elde edilen ilk kiiltiir sifirinci pasaj (P0)
kabul edilerek, birinci kiiltiirti takip eden her kiiltiir islemi sonras1 pasaj sayilar1 P1,

P2, P3 seklinde belirtildi.

Pasaj islemi; laminar hava akimli aseptik kabin igerisinde flasklardaki hiicre
medyumu pipet yardimiyla uzaklastirildi ve flasklara 5 ml PBS konulup flask tabani
bu soliisyonla yikandi. PBS pipetle flask tabanindan ¢ekilip atildiktan sonra 500 pl
%0,25 Tripsin-EDTA eklendi ve 37°C inkiibatorde 4 dakika bekletildi. 4 dakikanin
sonunda flask i¢indeki tripsinin inaktivasyonu i¢in 5 ml cDMEM eklenip flask
igerisindeki stvi 15 ml’lik konik kapakli tiiplere aktarildi. 1200 rpm’ de 5 dk santrifiij
yapildi, santrifiij sonrasinda siipernatant uzaklastirildi ve hiicreler tekrar cDMEM ile
yikanip, santriflij yapildi. Santrifiij sonrasinda siipernatant uzaklastirildi ve 1 ml

cDMEM eklenip pipetajla hiicre siispansiyonu haline getirildi. Hiicre
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stispansiyonundan 10pul alinip 0,5 ml’lik ependof tiipe aktarildi ve iizerine 10ul tripan

mavisi soliisyonu eklendi. Homojenizasyon saglandiktan sonra hiicre sayimi yapildi.

Hiicre saymmi i¢in thoma lami kullanildi. Thoma lami diiz bir zemin iizerine
alinarak sayim yapilacak alan {izerine lamel kapatildi. Hazirlanip eppendorfa konulan
stispansiyondan 10 pl alinarak thoma laminin sayim yapilacak alanina pipet ile
yavasca hiicre siispansiyonu pipetlendi. Hiicreler 151k mikroskobunda, 40X

bliyiitmede sayildi.

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

icindeki toplam hiicre miktar1 hesaplandi.

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

islemler sirasiyla gergeklestirildi. Hiicre kiiltiirii tictincii pasaja kadar devam edildi.
5.6.3. Izole edilen kok hiicrelerin karakterizasyonu

Izole edilen ve pasajlanarak gogaltilan hiicrelerin morfolojisi invert mikroskopta
incelendi. Fibroblast benzeri yapida olan ve flask tabanina yapisan hiicreler {igiincii
pasaj sonunda flask tabanindan cDMEM besiyeri tamamen gekilip atildi. Flask
tabanina 5 ml PBS soliisyonu eklendi, yikama isleminden sonra soliisyonun tamami
cekilip atildi. Flask tabanina %0,25 tripsin-EDTA soliisyonu eklenip 37°C
inkiibatorde 4 dakika bekletildi. 4 dakikanin sonunda flask ic¢indeki tripsinin
inaktivasyonu i¢in 5 ml cDMEM eklenip flask igerisindeki sivi 15 ml’lik konik
kapakl tiiplere aktarildi. 1200 rpm’ de 5 dk santrifiij yapildi, santrifiij sonrasinda
stipernatant uzaklastirildi ve hiicreler 1000 ul PBS ile siispanse edilip bu
stispansiyondan 3 adet akim sitometri tiipiiniin herbirine 100 ul immiinfenotipleme
analizi i¢in aktarildi. Akim sitometri tliplinde bulunan PBS icindeki hiicre
siispansiyonu santrifiij yapildi. Santrifiij sonrasinda siipernatant uzaklastirildi ve

dipte kalan hiicreler 100 ul PBS ile siispanse edilip herbir tiipe belirlenen antikorlar

39



eklendi. Birinci tiip Ig izotip antikorunun bulundugu tiip olarak belirlendi, ikinci
tiipteki hiicre siispansiyonuna kok hiicre pozitif belirteclerin analizi i¢in anti-CD73
(PE), anti-CD90 (FITC), anti-CD105 (PerCp) ve anti-CD146 (APC) antikorlarinin
herbirinden 10 ul eklendi, tigiincii tiipe kok hiicreler i¢in negatif belirteglerin analizi
i¢in anti-CD45 (PerCp), anti-CD14 (FITC), anti-CD34 (PE) ve anti-HLA-DR (APC)
antikorlarinin herbirinden 10 pl eklenerek tiipler 15 dk oda sicakliginda, karanlikta
inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresinin sonunda hiicrelerin iizerine 1000 ul PBS
eklenerek 1500 rpm’de 5 dk santrifiijlendi. Siipernatant atildi, dipte kalan hiicreler
500 pl PBS ile tekrar siispanse edilip immiinofenotipik 6zelliklerinin belirlenmesi
icin akim sitometri cihazinda yiizey belirtecleri analiz edildi. Hiicre yilizeyinde kok
hiicre belirteclerinin pozitiflik oran1 %95’in lizerinde olan ve negatiflik oran1 %5’in
altinda olan hiicre gruplarindan 1 milyon hiicre ayirilarak farklilasma kapasitelerinin

belirlenmesi i¢in osteojenik adipojenik ve kondrojenik olarak farklilastirildi.
5.6.4. izole edilen kok hiicrelerin farkhilastirilmasi

Izole edilen, iigiincii pasaja kadar ¢ogaltilan ve akim sitometri cihazinda pozitif
yiizey belirtegleri %95’in tizerinde olan hiicrelerin kok hiicre 6zelliginin belirlenmesi
icin farklilasma kiiltiirleri yapildi. Farklilagsma kiiltiirleri her bir folikiil dokusundan

izole edilen tigiincii pasajdaki (P3) hiicrelerden 1 milyon hiicre kullanilarak yapildi.
5.6.4.1. izole edilen kok hiicrelerin osteojenik farklilastirilmasi

Osteojenik farklilasma i¢in 6 kuyucuklu plaklarin herbir kuyusuna tip I kollajen
kapl steril lameller yerlestirildi. Tip I kollajen kapli lamellerin herbirinin iizerine
liclincli pasajdaki 2x10° hiicre ekildi. Hiicrelerin iizerlerine ilk ekim yapilan giin
cDMEM besiyeri eklendi ve 48 saat siireyle lamel yiizeyine yayilmasi saglandi. 48
saat sonunda lamel ylizeyinde %90-100 yayilima ulasan hiicrelerin iizerindeki kiiltiir
stvist ¢ekilip atildi ve iizerine 2 ml osteojenik farklilastirma besiyeri eklendi ve 37°C
%5 CO> inkiibatorde 2 giin arayla besiyerleri degistirilerek 21 giin siireyle kiiltiire
edildi. 21 giin sonunda hiicreler ve olusturduklar1 kolonilerin osteojenik farklilasmayi
saglaylp  saglamadiklar1  invert mikroskopta  degerlendirildi.  Osteojenik

farklilasmanin belirlenmesi i¢in lamele yapisan hiicreler Alizarin kirmizisi
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sollisyonuyla boyanarak mikroskopta incelendi. Bunun i¢in dnce lamele yapisan
hiicrelerin {izerinden kiiltiir besiyeri ¢ekilip lizerine PBS soliisyonu eklenerek yikama
islemi yapildi. PBS atildi ve lamele yapisan hiicrelerin tizerine 1000 pl %10
formaldehit soliisyonu eklendi. 30 dk %10 formaldehit ile fikse edilen hiicreler siire
sonunda 6nce 1000 pl distile suyla yikandi, distile su atildi ve iizerine 1000 ul PBS
eklendi. PBS ile yikama isleminin ardindan PBS uzaklastirildi. Hiicrelerin {izerine
1000 pul Alizarin kirmizisi boyasi eklendi ve 45 dk. oda sicakliginda karanlikta
bekletildi. 45 dakika sonra boya hiicrelerin tlizerinden tizaklastirild1 ve distile su ile
iki kez yikandi. Lamel kiiltiir kuyusundan alinarak lam iizerine kapatildi ve 151k
mikroskobunda 10X ve 20X biiyiitmede doku biitiinligl, kalsiyum fosfat

birikimlerinin varlig1 incelendi.
5.6.4.2. izole edilen kok hiicrelerin adipojenik farkhlastiriimasi

Adipojenik farklilagsma i¢in 6 kuyucuklu plaklarin herbir kuyusuna tip I kollajen
kapl steril lameller yerlestirildi. Tip I kollajen kapli lamellerin herbirinin {izerine
liglincli pasajdaki 2x10° hiicre ekildi. Hiicrelerin iizerlerine ilk ekim yapilan giin
cDMEM besiyeri eklendi ve 48 saat siireyle lamel yiizeyine yayilmasi saglandi. 48
saat sonunda lamel ylizeyinde %90-100 yayilima ulasan hiicrelerin iizerindeki kiiltiir
stvist ¢ekilip atildi ve lizerine 2 ml adipojenik farklilastirma besiyeri eklendi ve 37°C
%5 CO: inkiibatorde 2 giin arayla besiyerleri degistirilerek 14-21 giin siireyle kiiltiire
edildi. Kiiltiir siiresinin sonunda hiicrelerdeki adipositlerin ve kolonilerin olusumu
invert mikroskopta degerlendirildi. Adipojenik farklilagsmanin belirlenmesi ig¢in
lamele yapisan hiicrelerde yag damlalarini boyayan Oil kirmizi soliisyonuyla
boyanarak mikroskopta incelendi. Bunun i¢in O6nce lamele yapisan hiicrelerin
tizerinden kiiltlir besiyeri g¢ekilip lizerine PBS soliisyonu eklenerek yikama islemi
yapildi. PBS atildi ve lamele yapisan hiicrelerin iizerine 1000 pl %10 formaldehit
soliisyonu eklendi. 30 dk %10 formaldehit ile fikse edilen hiicreler siire sonunda
once 1000 pl distile suyla yikandi, distile su atildi ve {izerine 1000 pl PBS eklendi.
PBS ile yikama igleminin ardindan PBS uzaklastirildi. Kuyulara 1000 ul %60’ Iik
izopropanol eklendi ve 5 dakika boyunca inkiibe edildi. izopropanol kuyulardan
alindi ve kuyulara 1000 ml “Oil red O” soliisyonu eklendi. Karanlikta oda
sicakliginda 45 dakika boyunca inkiibe edildikten sonra Oil red O yiizeyden
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arindirildi ve kuyular distile su ile 2 defa yikandi. Kuyucuklara hemotoxcyline
konuldu ve 1 dakika inkiibe edildikten sonra kuyular 2 defa distile su ile yikandi.
Kuyulardaki lameller lamlar {izerine alinarak hiicrelerde olusan yag damlalar 151k

mikroskobunda incelendi. Yag damlalari agik kirmizi renkte gézlemlendi.
5.6.4.3. izole edilen kok hiicrelerin kondrojenik farklilagtirilmasi

Kondrojenik farklilasma i¢in 6 kuyucuklu plaklarin herbir kuyusuna tip I
kollajen kapli steril lameller yerlestirildi. Tip I kollajen kapli lamellerin herbirinin
lizerine iigiincii pasajdaki 2x10° hiicre ekildi. Hiicrelerin iizerlerine ilk ekim yapilan
giin cDMEM besiyeri eklendi ve 48 saat siireyle lamel ylizeyine yayilmasi saglandi.
48 saat sonunda lamel yiizeyinde %90-100 yayilima ulasan hiicrelerin {izerindeki
kiiltiir s1vis1 ¢ekilip atildi1 ve tlizerine 2 ml kondrojenik farklilagtirma besiyeri eklendi
ve 37°C %5 CO: inkiibatorde 2 giin arayla besiyerleri degistirilerek 21 giin siireyle
kiiltire edildi. Kiiltiir siiresinin sonunda hiicrelerdeki kondrosit kolonilerinin
olusumu invert mikroskopta degerlendirildi. Kondrojenik farklilasmanin belirlenmesi
icin lamele yapisan hiicrelerde kondrositleri boyayan Alcian mavisi soliisyonuyla
boyanarak mikroskopta incelendi. Bunun i¢in Once lamele yapisan hiicrelerin
tizerinden kiiltiir besiyeri g¢ekilip lizerine PBS sollisyonu eklenerek yikama islemi
yapildi. PBS atild1 ve lamele yapisan hiicrelerin tizerine 1000 ul %10 formaldehit
soliisyonu eklendi. 30 dk %10 formaldehit ile fikse edilen hiicreler siire sonunda
once 1000 pl distile suyla yikandi, distile su atildi ve lizerine 1000 ul PBS eklendi.
PBS ile yikama igleminin ardindan PBS uzaklastirildi. Kuyulara 1200 pl etil alkol ve
800 pl asetik asit karisimi eklendi, 15 dakika boyunca bekletildi ve 15 dakikanin
sonunda kuyular 2 defa PBS soliisyonuyla yikandi. Kuyulardaki lameller lamlar
tizerine kapatilarak kondrositler ve hiicrelerarasinda proteoglikanlarin olugumu 151k
mikroskobunda incelendi. Kondrositlerin hiicre ¢ekirdegi ve proteoglikanlar koyu

mavi renkte incelendi. Kartilaj olusumu ise matriks sekillenmesi olarak gozlemlendi.
5.6.5. KoKk hiicrelerin 48 kuyucuklu kiiltiir plaklarina ekilmesi

DF-MKH’lerin AD hastalarinin kan mononiikleer hiicreleri tizerindeki

immiinolojik etkilerinin incelenmesi amaciyla birlikte kiiltiirleri (ko-kiiltiir) yapildi.
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Ko-kiiltlir ¢aligmasi i¢in mononiikleer hiicrelerin izolasyonundan 48 saat énce DF-

MKH’ler kiiltiir kuyularina ekilerek kuyu tabanina yapismasi saglandi.

5.6.6. Mononiikleer hiicre kiiltiirlerinin yapilmasi

5.6.6.1. AD hastasi, Psoriasis hastasi ve saghkl bireylerin secimi

Bu tez calismasinda, c¢alismaya dahil edilen tiim bireylere, “Goniilli

Bilgilendirme Formu” okutuldu ve “Goniilli Onam Formu” ile onaylar1 alindi.

Bireyler Marmara Universitesi Hastanesi Pediatrik Allerji ve immiinoloji Klinigi ve

Dermatoloji Klinigine bagvuran hastalar arasindan asagidaki kriterlere gore secildi.

I. AD hastalarinin ¢calismaya dahil edilme ve dislanma kriterleri

Calismaya dahil edilme kriterleri

Atopik dermatit i¢cin Hanfifin-Rajka kriterlerine goére tani almis, son 2
hafta icerisinde topikal, son 4 hafta icerisinde sistemik tedavi
kullanmayan, Total IgE 2500 iizeri, ev tozu duyarli ve kronik AD

hastalar

Calismadan dislanma Kriterleri

Otoimmiin ve bagka kronik inflamatuar hastaligt olan (Lupus, MS,

IBH...)
Gebeler ve 2 yas alt1 bebekler

Sistemik steroid, immunsupresif, biyolojik ajanlari son 1 ay igerisinde,
topikal steroid ve kalsindrin inhibitdrlerini son 15 giin i¢inde kullanmis

olanlar

Aktif veya kronik enfeksiyonu olan bireyler dahil edilmemistir.

I1. Psoriasis hastalarinin ¢alismaya dahil edilme ve dislanma kriterleri

Calismaya dahil edilme kriterleri
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- Psoriasis tan1 almis, son 2 hafta igerisinde topikal, son 4 hafta igerisinde

sistemik tedavi kullanmayan

- Deri prick testinde tim antijenlere negatif yanit veren bireyler ¢caligmaya

dahil edilmistir.
Cahsmadan dislanma kriterleri

- Otoimmiin ve bagka kronik inflamatuar hastalifi olan (Lupus, MS,

IBH...)
- Gebeler ve 2 yas alt1 bebekler

- Sistemik steroid, immunsupresif, biyolojik ajanlar1 son 1 ay icerisinde,
topikal steroid ve kalsindrin inhibitdrlerini son 15 giin iginde kullanmig

olanlar
- Aktif veya kronik enfeksiyonu olan bireyler dahil edilmemistir.
Saghkh bireylerin calismaya dahil edilme ve dislanma Kriterleri
Calismaya dahil edilme Kkriterleri
- Otoimmiin veya alerjik hastalik hikayesi olmayan,
- Son 6 ayda immiin baskilayici veya steroid kullanmamus,

- Deri prick testinde tiim antijenlere negatif yanit veren bireyler ¢caligmaya

dahil edilmistir.
Cahsmadan dislanma Kkriterleri
- Son 6 ayda immiin baskilayici veya steroid kullanmas,

- Prick testinde en az bir antijene pozitif yanit veren bireyler ¢alismaya dahil

edilmemistir.
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5.6.6.2. AD hastasi, Psoriasis hastasi ve saghkl bireylerden alinan venoéz kandan

mononiikleer hiicre izolasyonu

Calismaya dahil edilen bireylerin her birinden yesil kapakli heparinli tiiplere 20
ml vendz kan alindi. Heparinli tiiplere alinan kanlardan asagidaki protokole gore

mononiikleer hiicre izolasyonu yapildi.

PKMH izolasyonu laminar hava akimli aseptik kabinde gergeklestirildi. Saglikli
bireylerin her birinden alinan 20 ml kan 50 ml’lik steril falkon tiipe aktarildi ve
tizerine 20 ml steril PBS soliisyonu eklenerek pastor pipetle yavasga karistirildi. 15
ml’ lik konik kapakli falkon tiiplere 4 ml fikol soliisyonu eklendi. 15 ml’lik falkon
tiipte bulunan fikol solsiiyonunun tizerine birbiriyle karismayacak ve toplam hacim
12 ml olacak sekilde PBS ile homojenize edilmis kan pastor pipetle yavasca eklendi.
Kan fikol {izerine yayildiktan sonra 20 dakika 2000 rpm devirde santrifiij edildi. 20
dakika sonrasinda yogunluklarima gore en altta eritrositler, orta kisimda opak
gOriinlimlii mononiikleer hiicreler ve iist kisimda plazma elde edildi. Orta tabakada
opak goriiniimlii olan (buffy coat) mononiikleer hiicrelerin bulundugu kisim pastor
pipeti ile alind1 ve steril 15 ml’lik bos falkon tiipe aktarildi. Uzerine esit hacimde
PBS eklendi ve pipetaj yapildi. 1500 rpm devirde 5 dk santrifiijjlendikten sonra
supernatant atild1 dipte kalan hiicre pelleti cRPMI besiyeriyle 5 ml’ye tamamlandi ve
pipet yardimiyla hiicreler siispanse edildi. Eritrosit iceren PKMH hiicre siispansiyonu
eritrositlerin lizizi igin lizat soliisyonuyla siispanse edilerek 10 dk oda sicakliginda
bekletildi. Siire sonunda hiicre siispansiyonu 1500 rpm devirde 5 dk santrifiijlendi ve
santrifiij sonrasinda supernatant atild1 dipte kalan hiicreler 1 ml CRPMI ile siispanse
edilip hiicre sayisinin belirlenmesi i¢in i¢inden 10 pl almip 500 pl ependorf tiipe
aktarildi. Ependorf tiip icerigine 10 ul tripan mavisi soliisyonu eklenip hiicreler
pipetaj yapilarak homojenize edildi. Bu icerikten pipetle 10 pl alinarak thoma lamina
aktarild1 ve hiicre sayist belirlendi. 1 ml’deki toplam hiicre sayis1 asagidaki formiile

gore belirlendi.

Toplam hiicre sayis1 = AxSFx10*
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A; 16 biyiik karede sayilan hiicre sayisi, SF; tripan mavisi ile seyreltme
faktoriidiir. 10% ise thoma laminin 0,1 mm?3 ' deki sayim sonucunu 1 ml' deki sayiya

doniistiirmek i¢in kullanilan sabittir.

Hiicre Kiiltiir Plam

AD hastasi, Psoriasis hastast ve saglikli bireylerden elde edilen vendz kan
mononiikleer hiicrelerinin DF-MKH varliginda ve yoklugunda kiiltiirleri yapildi. Her

birey icin 48 kuyulu kiiltiir plaklarinda asagidaki kiiltiir kuyular1 hazirlandi.

1. Kiiltiir grubu (lenfosit proliferasyonu)

Uyarimsiz CDMix Uyarimsiz CDMix
) ) uyarimli ] ] uyarimli
CFSE isaretli CFSE isaretli
Mononiikleer (05ug/ml) Mononiikleer CFSE isaretli
Hiicreler ) ) Hiicreler Mononiikleer
CFSE isaretli Hiicreler
Mononiikleer +
Hiicreler +
DF-MKH
DF-MKH

2. Kiiltir grubu (Apoptoz, Tregiilator hiicre orani, naif, efektdr ve bellek

hiicre oranlari, protein ekspresyonu, sitokin diizeyleri analizleri)

Uyarimsiz CDMuix Uyarimsiz CDMuix
uyarimli uyarimli
Monontikleer Monontkleer
Hiicreler Mononiikleer Hiicreler Mononiikleer
Hiicreler Hiicreler
+
+
DF-MKH
DF-MKH

Hiicre izolasyonlar1 yapildiktan ve hiicreler sayildiktan sonra bir grup
mononiikleer hiicre DF-MKH varliginda ve yoklugunda 72 saat 37°C’de %5 CO:2
ortamda inkiibe edildi. Bir grup mononiikleer hiicre ise CFSE ile isaretlenip DF-
MKH varliginda ve yoklugunda 72 saat 37°C’de %5 CO2 ortamda inkiibe edildi. 72
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saat sonunda CFSE ile isaretlenen mononiikleer hiicrelerde CD4" T lenfosit
proliferasyonu, isaretlenmeyen mononiikleer hiicrelerde ise CD4*CD25'FoxP3",
Annexin V/7TAAD ile T lenfosit apoptozu, T lenfositlerde Fas/Fas-Ligand analizi, T
lenfositlerde TNFRI oranlari, naif ve bellek T hiicre oranlarn analiz edildi. T
lenfositlerin Thl ve Th2 farklilasma analizleri iki sekilde yapildi; 1) kiiltiir
siipernatantinda sitokin diizeylerinin belirlenmesi 2) kiiltiir sonrasi hiicrelerde
western blot yontemiyle transkripsiyon faktdrlerinin protein ekspresyon analizi

yapildi.
5.6.6.3. Lenfositlerin proliferasyon analizi icin CFSE ile isaretlenmesi

Karboksifloresan siiksinimidil ester (CFSE) hiicre zarindan gegebilen floresan
bir boyadir. Hiicre membranina baglandiktan sonra esteraz aktivitesinin
gerceklesmesi ile belirli bir dalga boyunda floresan 1s1ma agiga cikar. Bdylece
hiicrelerin sitoplazmasinin boyanmasi saglanir. Eger kiiltiir siiresi boyunca hiicre
cogalmasi olursa her bolinmede bu isaretleyici yeni olusan hiicrelere aktarilir.
Olusan her yeni hiicre boliinen hiicrenin tasidig: isaretleyicinin bir kismin aldigr igin
proliferasyon sonucunda olusan yeni jenerasyon hiicreler analiz sonucunda CFSE
1s1ma degeri azalarak gozlenir. Eger proliferasyon olmadiysa hiicre boliinmedigi i¢in

CFSE 151ma degeri degismez, analizde tiim hiicreler ayni alanda gortiliir.

Lenfosit proliferasyonunu analiz etmek amaciyla hiicre sayimindan sonra izole
edilen mononiikleer hiicrelerin bir kism1 CFSE ile isaretlenerek kiiltiir edildi. CFSE
boyast 25 mg’lik viallerde bulunmaktadir. Stok soliisyon hazirlamak igin 25 mg
CFSE viali 8.96 mL DMSO ile ¢oziildi ve 20 pl’lik kryoviallere boliindii. Bu stok
solisyon -20°C’de muhafaza edildi. 15 ml’ lik falkonlarda bulunan ve CFSE
isaretlenmesi i¢in ayrilan hiicrelerin {izerine 3 ml steril PBS eklendi, pipetaj yapildi
ve homojenize edildikten sonra 1500 rpm’ de 5 dakika santrifiij edildi. Santrifijj
sonrasi siipernatant uzaklastirildi ve pellet tizerine 1ml steril PBS eklenip pipetaj
yapilip homojenize edildi. Homojenize edildikten sonra falkon igerisine 2 puL stok
CFSE eklendi ve pipetaj yapildi. CFSE konulduktan sonra 12 dakika +4 C° de
bekletildi. 12 dakika sonunda 7 ml steril PBS eklendi, pipetaj yapildi ve 2000 rpm de

5 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonrasinda siipernatant atildi ve 7 ml hiicre kiiltiir
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solisyonu eklenip tekrar 1500 rpm de 5 dakika santrifiijlendi. Son yikama
isleminden sonra 1 ml CRPMI eklenip hiicre sayimi yapildi.

5.6.6.4. Lenfosit Kkiiltiiriiniin ve kok hiicre ve lenfositlerin Kko-kiiltiiriiniin

yapilmasi

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

olarak belirlendi.

Mononiikleer hiicrelerin DF-MKH varliginda ve yoklugunda kiiltiirleri i¢in 0.
saatte asagidaki gibi uyarimlar: yapildu.

- US: Uyarimsiz kuyulara antikor eklenmedi.

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

Hiicre kiiltiirleri 72 saat siireyle 37°C’de %5 CO2 ortamda inkiibe edildi.

48



5.6.7. Analizler
5.6.7.1. T Lenfositlerin proliferasyon analizi

Mononiikleer hiicrelerin 72 saatlik kiiltiir stiresi sonunda T hiicre proliferasyonu
akim sitometri cihazi ile analiz edildi. Kok hiicrelerin hiicre proliferasyonu

tizerindeki etkisininin gosterilmesi amaciyla proliferasyon analizi yapildi.

Izole edilen ve kiiltiir siiresi tamamlanan mononiikleer hiicrelerin icindeki T
lenfositlerin proliferasyonun takibi icin kiiltiiriin 0. saatinde CFSE isaretlenerek 72
saat siireyle DF-MKH varliginda ve yoklugunda 37°C, %5 CO? inkiibatorde
kiiltiirleri yapildu.

Kuyulara pipetaj yapilarak dipte kalan ve hiicre kiiltiir soliisyonu i¢indeki
hiicrelerin homojenize edilmesi saglandi. Kuyulardaki besiyerleri alindi ve akim
sitometri tiiplerine konuldu. 1500 rpm’ de 5 dakika santrifiij yapildi. Siipernatant
atild1 ve dipteki pellet {izerine 2 ml hiicre yikama soliisyonu (PBS) eklendi ve 1500
rpm’ de 5 dakika santrifiij yapildi. Santrifiij sonrasinda siipernatant atild1 ve dipteki
hiicre pelletine 100 pl PBS eklenip bu hiicre siispansiyonuna anti-CD4 ve anti-CD8
antikorlar1 eklenerek 15 dk karanlikta oda sicakliginda inkiibe edildi. Siire sonunda
hiicrelerin iizerine 2 ml PBS eklenerek 1500 rpm’ de 5 dakika santrifiij yapildi.
Stipernatant atild1 ve dipteki hiicre pelletinin {izerine 500 pl hiicre yikama soliisyonu
(akim sitometri cihazi i¢in) eklenip pipetle siispanse edildikten sonra akim sitometri

cthazinda analiz edildi. (Sekil 4)

Counts
20 120 160 200
1 | 1

40
1

s kB0
10? 10! 10 10? 104
CFSE

Sekil 4. CFSE isaretli hiicrelerin akim sitometri cihazinda analizi. CFSE alaninda
sagda bulunan hiicre grubuna ait pik boliinmeyen (ilk popiilasyon) hiicreleri ifade
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eder (IP), her boliinen hiicre sola dogru diger nesilleri (1,2, 3,...) gostermektedir.
Hiicre her boéliinmede bir onceki nesilden CFSE boyasinin yarisini aldigi igin
prolifere olan (¢ogalan) hiicreler grafikte sola dogru ilerlemektedir.

5.6.7.2. Lenfositlerin CD4*CD25*FoxP3* T regiilator hiicre analizi

Mononiikleer  hiicrelerin  0.giin ve 72 saatlik kiiltir =~ sonrasinda
CD4*CD25'FoxP3" T regiilator hiicre oranlar1 analiz edildi. CD4*CD25"FoxP3* T
regiilator hiicrelerin kok hiicre varliginda ve yoklugundaki sayisal degisimlerinin

incelenmesi i¢in akim sitometri cihazinda analiz edildi.

Hiicreler insan FoxP3 kitindeki protokole gore hazirlandi. Protokole gore; 500
ul’lik kiltiir kuyularina pipetaj yapilarak hiicrelerin homojenize bir sekilde dagilmasi
saglandi ve bu homojenize sividan 250 pl alinip akim sitometri tiiplerine aktarildu.
Hiicrelerin aktarildigl akim sitometri tiiplerine 2 ml PBS eklendi ve 1500 rpm’ de 5
dakika santrifiij yapildi. Siipernatant uzaklastirildi ve tiiplere 100 pl boyama tampon
sollisyonu (1:10 oraninda, 1 ml 10X permeabilization buffer, 9 ml hiicre yikama
soliisyonu) eklendi. 10 pl anti-CD4/anti-CD25 antikoru eklenip vorteksle karigtirildi
ve 20 dakika boyunca oda sicakliginda karanlikta bekletildi. Siire sonunda 2 ml
boyama tampon soliisyonu eklendi ve 1500 rpm devirde 5 dakika santrifiij yapildi.
Santrifiij sonrasinda siipernatant uzaklastirildi ve 2 ml FoxP3 kiti tampon A
soliisyonu (1:4 oraninda, 1 ml tampon A, 3 ml distile su) eklendi, vorteks yapildi ve
40 dakika oda sicakliginda karanlikta bekletildi. 40 dakika sonra 2000 rpm devirde 5
dakika santrifiij yapildi ve santrifiij sonrasinda siipernatant uzaklastirildi. 2 ml
boyama tampon soliisyonu eklendi, vorteks yapildi ve 2000 rpm devirde 5 dakika
santrifiij yapildi. Siipernatant uzaklastirildi ve 100 pl boyama tampon soliisyonu
boyama tampon soliisyonu eklendi. Tampon soliisyonu dipteki pelletle karistirildi ve
tizerine 5 pl FoxP3 antikoru eklendi. 40 dk. oda sicakliginda karanlikta bekletildi.
Siire sonunda tiiplere 2 ml hiicre yikama soliisyonu (cell wash) eklenip 2000 devirde
5 dakika santrifiijlendi. Siipernatant atild1 dipte kalan pelletin tizerine 500 pl hiicre
yikama soliisyonu eklenip vorteksle karistirildi ve akim sitometri cihazinda analiz

edildi. (Sekil 5)
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Sekil 5. CD4"CD25"FoxP3* T regiilator hiicrelerin akim sitometri analizi. A) Akim
sitometri analizinde once lenfosit kapisi alinmaktadir, B) Lenfosit altgruplarinin
icinde CD4 ve CD25 ¢ift pozitif alandaki hiicreler secilerek kapilanmistir, C)
CD4*CD25" ifade eden hiicrelerin i¢inde FoxP3 pozitif alandaki Tregiilator hiicreler
secilerek % oranlar1 analiz edilmistir.

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

Mononiikleer hiicrelerin izolasyonundan sonra kiiltiirli yapilan lenfositlerin 72
saatlik kiiltiir sonrasinda Annexin V/7AAD Kkiti ile hiicrelerin canlilik ve apoptoz
oranlar1 analiz edildi. Kok hiicre varliginda ve yoklugunda apoptotik hiicrelerin
oranlarindaki degisimlerin incelenmesi i¢in akim sitometri cihazinda Annexin

V/TAAD ile isaretlenerek analizleri yapildi.

Apoptoz, embriyonik gelisim sirasinda ve ayni zamanda doku homeostazinin
devam ettirilmesi sirasinda ortaya ¢ikan normal fizyolojik bir siirectir. Apoptotik
stirecte, plazma membran asimetrisi ve hiicrenin diger hiicrelerle baglantisinin kayb1
da dahil olmak {izere bazi morfolojik degisiklikler gerceklesmektedir. Bu
degisiklikler sitoplazma ve cekirdegin yogunlasmast ve DNA'nin interniikleozomal
boliinmesi gibi olaylardir. Annexin V, 35-36 kDa agirhiginda ve Ca®" bagimli bir
fosfolipid baglayicidir. Apoptotik siiregte hiicrenin i¢ kisminda bulunan membran
fosfolipid fosfatidilserin (PS) disa dogru hareket etmeye baslar. Annexin V; PS i¢in
yiiksek afiniteye sahip olan ve PS maruziyetli hiicrelere baglanan bir proteindir.
Annexin V, PS icin yiiksek afinitesini korur ve bdylece, hiicrelerin akim sitometrik

analizi i¢in hassas bir prob gorevi gortir.

Kiiltir kuyularindan alinan hiicreler 15 mL'lik falkon tiiplere alinip PBS
soliisyonuyla 2 mL'ye tamamlandi ve 1500 rpm’de 5 dk. santrifiijlendi. Siipernatant
atildi, dipte kalan hiicreler 100 pL PBS soliisyonuyla sulandirildi. Hiicreler akim
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sitometri cihazinda okutulmadan 6nce CD4" T hiicrelerin segilmesi i¢in anti-CD3 ve
anti-CD4 antikoru kullanildi. Erken veya ge¢ apoptotik veya nekrotik hiicreleri
belirlemek i¢in Annexin V ile birlikte 7AAD (7-amino-actinomycin) isaretleyici
kullanildi. Hiicre eger canliligim1 koruyorsa 7AAD isaretleyici membrandan
gecemez. Eger hiicre 61l veya hasar gormiisse bu hiicrelerin zart 7AAD isaretleyiciyi
gecirir. Annexin V ve 7AAD ile analizlerin sonuglart su sekilde degerlendirilir; 1)
Canli hiicreler; annexin V ve 7AAD’nin her ikisinde de negatif alandadir, 2) Erken
apoptoz; Annexin V pozitif alanda 7AAD negatif alandadir, 3) Ge¢ apoptoz;
Annexin V ve 7TAAD her ikisi de pozitif alanda, 4) Nekroz; Annexin V negatif
alanda 7AAD ise pozitif alandadir. Nekroz ve apoptoz birbirinden farkli siiregler
iceren hiicre oliim olaylaridir. Nekrotik hiicrelerde plazma membranit tamamen
dagildig1 i¢in annexin V isaretleyici ile isaretlenmez, bu nedenle annexin V negatif

alanda goriiliir. (Sekil 6)
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Sekil 6. Hiicre canlilif1 ve apoptoz oranlarinin akim sitometri cihazinda analizi. A)
Kiiltiirden alinan hiicreler i¢in akim sitometri cihazinda once lenfosit kapis1 segilir.
B) Lenfositlerin iginden CD3*/CD4" T hiicreler se¢ilir. C) CD3*/CD4" T hiicrelerde
Annexin V/7AAD analizi yapilir.

5.6.7.4. Lenfositlerin Fas/Fas Ligand analizi

Mononiikleer hiicrelerin izolasyonundan sonra DF-MKH varliginda ve
yoklugunda kiiltliri yapilan hiicrelerin 72 saatlik kiiltlir siiresinin sonunda

lenfositlerde Fas ve Fas Ligand ifadesi oranlar1 analiz edildi.

DF-MKH’lerin AD hastaliginda lenfosit apoptozu lizerindeki etkisini arastirmak

amaciyla hastalardan izole edilen periferal kan mononiikleer hiicreler 72 saat kiiltiir
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stiresinin sonunda lenfositler anti-CD4, anti-CD8, anti-CD95 (anti-Fas) ve anti-
CD178 (anti-Fas-L) antikorlariyla isaretlenip akim sitometri cihazinda analiz edildi.
(Sekil 7)

M1 M2 A1

FSC CD4/CDS

Fas FasL

Sekil 7. Fas (CD95) ve FasL (CD178) analizi. SSC-FSC alandaki lenfosit kapisi
alindiktan sonra CD4" veya CD8" lenfositler kapilanir. CD4* veya CD8" lenfositlerin
icinden Fas veya FasL oranlar1 histogramda M2 alanindan belirlenir.

5.6.7.5. Lenfositlerin TNFRI ve TNFRII analizi

Mononiikleer hiicrelerin izolasyonundan sonra DF-MKH varliginda ve
yoklugunda kiiltliri yapilan hiicrelerin 72 saatlik kiiltlir siiresinin sonunda

lenfositlerde TNF reseptor [ (TNFRI) ifadesi oranlari analiz edildi.

DF-MKH’lerin AD hastaliginda lenfosit apoptozu {izerindeki etkisini arastirmak
amaciyla hastalardan izole edilen periferal kan mononiikleer hiicreler 72 saat kiiltiir
stiresinin sonunda anti-TNFRI antikoru ile isaretlenip akim sitometri cihazinda analiz

edildi. (Sekil 8)

53



= '71“: 4‘111 M2
W U .

CD4/CDS TNER I(%@) TNFR 1I(%)

55C

Sekil 8. TNFRI ve TNFRII analizi. SSC-FSC alandaki lenfosit kapisi alindiktan
sonra CD4+ veya CD8+ lenfositler kapilanir. CD4+ veya CD8+ lenfositlerin i¢inden
TNFRI veya TNFRII oranlar1 histogramda M2 alanindan belirlenir.

5.6.7.6. Naive ve Bellek T lenfosit oranlarmin belirlenmesi

Mononiikleer hiicrelerin izolasyonundan sonra DF-MKH varliginda ve
yoklugunda kiiltiiri yapilan hiicrelerin 72 saatlik kiiltiir siiresinin sonunda naive ve

bellek T lenfosit oranlar analiz edildi.

DF-MKH’lerin AD hastaliginda naive, efektdr ve bellek lenfositler lizerindeki
etkisini arasgtirmak amaciyla hastalardan izole edilen periferal kan mononikleer
hiicreler 72 saat kultiir siiresinin sonunda anti-CD4, anti-CD8, anti-CD45RA ve anti-

CD45RO antikorlariyla isaretlenip akim sitometri cihazinda analiz edildi.

DF-MKH’lerin AD hastaliginda naive, efektdor ve bellek CD4+ T hiicre
fenotipleri tizerindeki etkisini aragtirmak amaciyla hastalardan izole edilen periferal
kan monontkleer hiicreler 72 saat kiltir siiresinin sonunda anti-CD4, anti-CD8, anti-
CDA45RA ve anti-CD45RO antikorlariyla isaretlenip akim sitometri cihazinda analiz
edildi. (Sekil 9)

CD45RA/CD45RO

FSC cD4,/CcDs

Sekil 9. Naive ve Bellek T Ienfosit oranlari. SSC-FSC alanindan segilen
lenfositlerden CD4* veya CD8'/CD45RA" (naive), CD4" veya CD8'/CD45RO"
(bellek) hiicre oranlar1 belirlendi.
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5.6.7.7. Hiicre Kkiiltiir siipernatanlarinda sitokin tayini

Hastalardan elde edilen mononiikleer hiicrelerin 72 saatlik kiiltiirii sonrasinda
kiltlir siipernatantlar1 toplandi ve sitokin diizeylerinin belirlenmesi i¢in sitokin
analizi Cytometric Bead Array (CBA) Th1/Th2/Th17 kiti kullanilarak yapildi. Kit
protokoliine gore Oncelikle standart diliisyonlar hazirlandi. Bu igslem i¢in standart
boncuklar1 (standard beads) 15 ml’ lik falkon tiipe bosaltildi ve 2 ml seyreltici
sollisyon igerisinde yavasca pipetaj yapilarak c¢oziildii. 15 dakika oda sicakliginda
karanlikta bekletilen standart tiipli pipetleme ile yavasga karistirilip belirli oranlarda
diliisyonlar1 yapildi (negatif kontrol, 1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32, 1;64, 1:128, 1:256).
Negatif kontrol tiipline sadece diliie edici s1vi eklendi. Tiip sayist belirlendikten sonra
standart boncuk karisimi her bir tiipe 50 ul eklendi. Hazirlanan standart tiiplerine 50
ul standartlardan, 6rnek tiiplerine ise 50 pl 6rneklerden konuldu. Boncuk karisimi
kisa bir siire vortekslendi ve her bir tiipe 25 pl 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 ¢ercevesinde grafik egrisi
olusturuldu ve her bir 6rnekteki sitokin miktari elde edilen denkleme gore belirlendi.

(Sekil 10)

300 300p 300 300p 300 300p 300 300 pl
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kangirm

Sekil 10. Th1/Th2/Th17 sitokin kiti standart hazirlanmasi.

55



5.6.7.8. Protein ekspresyon analizi (Western Blot yontemi)

Kiiltiir edilen mononiikleer hiicreler 72 saat kiiltlir sliresinin sonunda protein
ifadesinin analizi i¢in kiltiir kuyularindan almarak 15 mL falkon tiiplere aktarildi.
Hiicre siispansiyonu 6nce PBS soliisyonuyla 2 mL'ye tamamlanarak 1500 rpm’de 5
dk. santrifiijlendi. Stipernatant atildi, dipte kalan hiicre pelleti sayim yapildiktan
sonra her 1-2x10° hiicre i¢in 100 uL RIPA protein izolasyon/ekstraksiyon kiti ile
siispanse edilip 15 dk +4°C’de bekletildi. Inkiibasyon siiresinin sonunda 800-1000
rpm’de 3 dk. santrifiijlenerek siipernatant toplandi ve 500 pL ependorf tiiplerde
analize kadar (maksimum 1 ay) -20C’de bekletildi.

Protein ifadesinin analizi western blot yontemiyle gergeklestirildi. Bunun igin
oncelikle -20C’de saklanan oOrnekler protein miktarinin belirlenmesi i¢in Qubit
cihazinda Ol¢timleri yapildi. Her bir 6rnekten 2 pL 6rnek alimip 500 pL ependorf
tiiplere aktarildi ve lizerine 198 uLL Qubit protein tampon soliisyonu 6l¢lim reaktifi ile
birlikte eklendi.

Olgiim sonrasinda elde edilen protein miktarina gore elektroforez isleminde jele

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

Ornek konsantrasyonu (pg/mL) = QF degeri x (200/x)

QF degeri: Qubit florometrede okunan absorbans degeri
X: Eklenen 6rnek miktari

Protein miktar1 belirlendikten sonra herbir 6rnek i¢in jele yliklenecek Srnek
hacmi pL olarak belirlendi. Protein elektroforez islemi i¢in 10 kuyulu jel kullanildi.
Her jel kuyusuna 20 pL’de 20 ng olacak sekilde ornekler diliie edilerek yiiklendi.
Elektroforez islemi i¢in yiirlitme tampon soliisyonu (running buffer) kullanildi.
Yiiriitme tampon soliisyonu 20X konsantrasyonda hazir olarak alindi. Bu
sollisyondan 50 mL alinip iizeri 950 mL distile su ile tamamlandi ve konsantrasyon
1X degerine diisiiriildii. Elektroforaz cihazi ¢alistirllmadan 6nce 1X yiiriitme tampon
soliisyonu dolum ¢izgisine kadar cihazin kiivetine aktarildi. Proteinin yiiklenecegi

jeller cihaz kiivetine yerlestirildikten sonra jel kuyularindan ilkine protein standardi
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yiiklendi, diger kuyularin her birine laemli soliisyon i¢inde 20 ng/20 pL 6rnek
yiiklendi. Cihaz 500 mA 100 V ve 90 dakika olarak ayarlandi ve yiirlitme iglemi
baslatildi. Siire sonunda jeldeki proteinlerin ilerlemesi tamamlandiktan sonra jel
cihaz kiivetinden alinip western blot transfer cihazina (iBlot) yerlestirmek i¢in cihaz
lireticisinin talimatina uygun olarak nitroseliiloz membran {izerine aktarildi.
Nitroseliiloz membran iizerine transfer edilen proteinler dnce primer sonra sekonder
antikorlarla isaretlendi. Antikorla isaretleme islemi igin siit tozu igeren TBST
soliisyonu kullanildi. Primer antikor 5 ml %35 siit tozu iceren TBST soliisyonu ile
tiretici firmanin 6nerdigi oranda sulandirildi. Nitroseliiloz membran primer antikorun
bulundugu %S5 siit tozu igeren TBST soliisyonu ile ¢alkalayici kiivet iginde iginde 24-
36 saat +4 °C’de inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresinden sonra membranim {izerindeki
antikor soliisyonu atildi, iki kere PBS ile yikand1 ve PBS atildi. Sekonder antikor 5
ml %5 siit tozu igceren TBST soliisyonu ile iretici firmanin Onerdigi oranda
sulandirildi. Nitroseliiloz membran sekonder antikorun bulundugu %5 siit tozu igeren
TBST soliisyonu ile ¢alkalayic1 kiivet icinde i¢inde 6 saat +4 °C’de inkiibe edildi.
Inkiibasyon siiresinden sonra membranin iizerindeki antikor soliisyonu atilds, iki kere
PBS ile yikandi ve PBS atildi. Membran proteinin aktarildig1 yiizii iistte olacak
sekilde kii¢iik bir kiivet i¢ine alindi, tizerine ECL reaktif A ve 1 mL reaktif B esit
miktarda karistirilarak eklendi. Karanlikta oda sicakliginda 10 dk inkiibe edildikten

sonra goriintiileme cihazinda analiz edildi.
5.6.7.9. DF-MKH’lerin immiin diizenleyici molekiillerin nétralizasyon analizi

DF-MKH’lerin immiin diizenleyici mediatorlerinin belirlenmesi i¢in ko-
kiiltiirlerin besiyerine ((DMEM; DMEM + %10 FBS + %1 penisilin/streptomisin)
ayr1 kuyularda TGF-B nétralizasyonu i¢in 0,5 pg/mL anti-TGF-B rekombinant
antikoru, indolamin 2,3-dioksijenaz (IDO) yolaginin blokaj1 i¢in 1 mM 1-metil-D-
triptofan (1-MDT) ve prostaglandin E2 (PGE2) yolaginin blokaji i¢in 50 uM sc-
58125 eklendi. AD hastalarindan izole edilen periferal kan mononiikleer hiicreler
(PKMH) ile DF-MKH kokiiltiirleri uyarimsiz ve CDmix uyarimli olmak iizere iki
gruba ayrildi. Her bir grup ayn kiiltlir kuyularinda olmak {izere nétralizasyon ajani
olmayan bir kiiltiir kuyusu, anti- TGF-B noétralizasyonu yapilan kiiltiir kuyusu, 1-
MDT ile bloke edilen kiiltiir kuyusu ve sc-58125 ile bloke edilen kiiltiir kuyusu

57



olmak tizere 4 kuyu kullanildi. DF-MKH: PKMH 1:10 oraninda 48 kuyucuklu kiiltiir
plaklarinda 500 uL. cDMEM besiyeri icinde kiiltiir edildi. Ayrica, her gruptan birer
kuyu kok hiicre icermeyen sadece PKMH olarak kiiltiir edildi. Kiiltiirler 72 saat
stireyle 37°C’de %5CO: inkiibatorde yapildi.

5.6.8. Istatistiksel analiz
Gruplar arasindaki farklilik GraphPad Prism 5 programi (GraphPad Software,

Inc. CA, USA) kullanilarak analiz edildi. Veriler her grupta ortalama (Ort) +
standart deviasyon (SD) (minimum-maksimum) degerleri olarak verildi. ikiden fazla
grup verilerinin bir arada karsilastirillmast ANOVA testi (tek yonlii varyans analizi)
ile yapildi. 1ki grup arasindaki karsilastirma igin unpaired Student t testi kullanilda.
P-degeri < 0.05 degerler anlamli olarak kabul edildi.
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6. BULGULAR

6.1. Dis folikiilii kaynakhh mezenkimal kok hiicre izolasyonu

Dis folikiiliinden, kok hiicreler izole edildikten sonra T-25 cm?’ lik flasklara
ekildi ve hiicrelerin morfolojik 6zellikleri invert mikroskop ile incelendi. Birinci
kiltiirde hiicrelerin hizlica ¢ogaldiklar1 ve flask yiizeyini kapladiklar1 goriildi (Sekil
6.3.A). Hiicreler yaklasik %70-80 yayilim gosterdikten sonra birinci pasaja alinarak
T-75 cm? lik flasklara aktarildi. Pasajlama isleminden sonra hiicreler 5-6 giin

icerisinde flask yiizeyini kaplad1 ve bir sonraki pasaja alindi (Sekil 11).

Sekil 11. DF-MKH’ lerin morfolojik goriiniimii. A) DF-MKH hiicrelerinin birinci
kiltir (PO, 3. giin), B) birinci pasaja sonrast (P1, 3. giin), C-D) sonraki alt
kiiltiirlerinin (C: P2, 3. giin; D: P3, 3. giin) invert mikroskobu goriintiilerinde, kok
hiicrelerin fibroblast benzeri morfolojiye sahip olduklari goriilmektedir (Biiylitme:
AX20, B-C-DX10).
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6.2. DF-MKH’lerin karakterizasyonu ve farklilasma potansiyelinin

degerlendirilmesi.

6.2.1. DF-MKH hiicrelerin akim sitometri analizi

DF-MKH hiicreleri {iglincli pasaja alindiktan yaklasik 5 giin sonrasinda kiiltiir

konfliient oldu ve hiicrelerin karakterizasyon analizleri yapildi. Bu hiicrelerin akim

sitometrik analizleri sonucunda hematopoetik kok hiicre belirteci olan CD45, CD34,

CD25, CD28 ve CDI14 isaretlerini ylizeylerinde gostermedikleri goriildi. Ayni
zamanda bu hiicrelerin kok hiicre isareti olan CD73, CD90, CD105, CD146 ve
CD29’ u yiizeylerinde gosterdikleri gortildii (Sekil 12).

0.90% 99.01% 99.0% 99.65%
— —A —
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%
— P —
CD25 APC CD28 PE CD14 PE

Sekil 12. DF-MKH hiicrelerinin immunofenotipik o6zelliklerinin akim sitometri
sonuglari. CD45 (%0,0), CD14 (%0,01), CD34 (%4,72), CD25 (%0,27) ve CD28
(%1,14) negatif ekspresyon gosterirken, MKH’ lara 6zgii CD105 (%95,58), CD146
(%97,43), CD90 (%97,78), CD73 (%98,54) ve CD29 (%96,50) pozitif oldugu
gosterildi. IC; Izotip kontrol.
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6.2.2. DF-MKH hiicrelerin osteojenik, adipojenik ve kondrojenik yonde

farkhlastirilmas.

Osteojenik farklilastirma i¢in uyarilan DF-MKH hiicrelerinin osteoblast benzeri
hiicrelere farklilagtiklar1 gozlendi. Osteojenik farklilagtirma besiyerine alinan DF-
MKH hiicreleri kiiltlirtin 21. giiniinde alizarin kirmizisi ile boyandi ve mineralize

kemik nodiilleri goriildii (Sekil 13A).

Adipojenik olarak farklilagtirmak icin adipojenik besiyerinde 14 giin siire ile
kiiltiirleri yapildi ve DF-MKH hiicrelerinin adiposit benzeri hiicrelere farklilastiklari
gosterildi. Kiltiiriin ikinci haftasinda Oil red O ile yapilan boyama sonrasinda
kirmiz1 renkte hiicre i¢i yag damlaciklar1 goriildii. Buradaki yag damlaciklarinin
diger hiicre gruplarina oranla daha fazla sayida ve belirgin olduklar1 goriildi (Sekil

13B).

Kondrojenik olarak farklilasgtirmak i¢in DF-MKH hiicrelerinin 21 giin
kondrojenik besiyeri ile kiiltiirleri yapildi ve kondrosit benzeri hiicrelere
farklilastiklar1 goriildii. Kiiltiiriin 21. giinlinde alcian blue ile boyanan hiicrelerde
kondrositler tarafindan firetilen proteoglikanlarin mavi renkte boyandigi gorildi

(Sekil 13C).

Sekil 13. DF-MKH hiicrelerinin osteojenik, adipojenik ve kondrojenik farklilasma
ozellikleri. A) Osteojenik farklilagtirma besiyeri ile kiiltiirii yapilan ve sonrasinda
alizarin kirmizisi ile boyanan DF-MKH hiicrelerinde parlak kirmizi renkte boyanmis
osteoblast nodiilleri goriilmektedir. B) Adipojenik farklilastirma besiyeri ile kiiltiirti
yapilan ve sonrasinda Oil red o ile boyanan DF-MKH hiicrelerinde kirmizi renkte
yag damlaciklar1 goriildii. C) Kondrojenik farklilastirma besiyeri ile kiiltiirli yapilan
ve sonrasinda Alcian blue ile boyanan DF-MKH hiicrelerinde mavi renkli boyanan
proteoglikanlar gortildii.

61



6.3. AD, Psoriasis ve saghkl kontrol gruplarinda demografik veriler.

Bu calismada hasta grubumuz, 9 AD’li olgudan olusturuldu. AD’li hastalar
Hanifin and Rajka kriterlerine gore tan1 almiglardi. Tiim hastalar ev tozu akarlarina
pozitif kutandz reaksiyon gosterdi. AD hastalarin Total IgE >400 1U/mL (Ortalama,
26504£506,99 TU/mL) olarak saptandi. Hicbir hastada testten en az 2 ay once higbir
sistemik immiinsiipresif tedavi uygulanmadi ve baska bir kronik hastaliklar1 yoktu. 6
psoriasis hastasi (ortalama yas, 22,33 + 4,68 yil) calismaya dahil edildi. Ortalama
serum IgE seviyesi 19,5 + 6,09 IU / mL idi. Higbir hastada testten en az 2 ay 6nce
hicbir sistemik immiinstipresif tedavi uygulanmadi. Calismaya atopi dykiisii olmayan
altt saglikli kontrol (ortalama yas, 24,5 £ 3,03 yil) kontrol olarak dahil edildi.
Ortalama serum IgE diizeyi 17 + 1,2 IU / mL idi. (Cizelge 1)
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Cizelge 1. AD, Psoriasis ve saglikli hasta grouplarin demografik verileri

Patients Yas Cinsiyet Total IgE SPT(mm) Topikal
U/ml Tedavi

AD1 18 E 2423 DF: 5%6, DP: 6*6 N

AD 2 14 E 2748 DF: 6*5, DP:6*6 N
AD3 15 K 2105 DF: 3%3, DP:4*3 N

AD 4 14 E 2867 DF: 5*5, DP: 4*4 P
AD5 14 E 2374 DF: 6*6, DP: 5*6 N

AD 6 13 K 3715 DF: 4*5, DP: 5*5 P
AD7 2 E 2604 DF: 6*6, DP: 5*6 N

AD 8 17 E 2031 DF: 4*5, DP: 6*6 N

AD 9 18 K 2987 DF: 5*5, DP: 5*4 N
Psoriasis 1 28 K 28 N N
Psoriasis 2 29 K 15 N N
Psoriasis 3 17 E 11 N N
Psoriasis 4 20 E 24 N N
Psoriasis 5 19 E 20 N N
Psoriasis 6 28 K 19 N N
Saglikli Kontrol 1 22 K 25 N N
Saglikli Kontrol 2 23 K 15 N N
Saglikli Kontrol 3 25 E 23 N N
Saglikli Kontrol 4 20 E 10 N N
Saglikli Kontrol 5 27 E 28 N N
Saglikli Kontrol 6 30 K 17 N N

K: Kadm; E: Erkek; N: Negatif; P, Pozitif, DF: Dermatophagoides Farinae; DP: Dermatophagoides
pteronyssinus.
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6.4. AD hastalarinda 0.giin T alt gruplan, B alt gruplar1 ve NK hiicre

oranlarnda anlamh bir fark goriilmedi.

AD, Psoriasis ve saglikli bireylerde kok hiicre deneyi yapilmadan once 0.giin T
alt gruplari, B hiicre alt gruplart ve NK hiicre oranlar1 incelendi. Elde edilen
sonuglara gore, 0.glin AD ve Psoriasis hastalarinda CD3"hiicre oranida
(62,94+14,45; 63,21+£10,71) saglikli gruba gore (74,4+£9,6) anlamli bir fark
bulunmad: (P=0,07563; P=0,08402). AD ve Psoriasis hastalarinda CD3"CD4"*
Thelper hiicre gruplarnda (34,20+5,65; 42,4148,66) saglikli kontrole gore (45,4+9,4)
anlamli bir fark goriilmedi (P=0,06374; P=0,8617). AD ve Psoriasis hastalarinda
CD3*CD8" Tsitotoksik hiicre gruplarnda (22,54+3,37; 25,49+5,87) saglikli kontrole
gore (27,01+£7,6) anlaml1 bir fark goriilmedi (P=0,1905; P=0,1341). AD ve Psdriasis
hastalarinda CD19* B hiicre gruplarnda (13,78+6,75; 9,73+3,14) saglikli kontrole
gore (9,4044,63) anlamli bir fark goriilmedi (P=0,0705; P=0,2728). AD ve Psoriasis
hastalarinda CD20" B hiicre gruplarnda (13,63+6,59; 9,72+2,34) saglikli kontrole
gore (9,56+4,74) anlamli bir fark goriilmedi (P=0,0734; P=0,2711). AD ve Psdriasis
hastalarinda CD20" B hiicre gruplarnda (10,65+7,25; 10,01+5,68) saglikli kontrole
gore (11,0147,30) anlamli bir fark goriilmedi (P=0,8041; P=0,8167).

Cizelge 2. AD, Psoriasis ve saglikli hasta grouplarin lenfosit alt gruplarin daglimi

Belirteg Hiicre AD Psiriasis Saghkh Kontrol
Alt Gruplarn

cD3* T 62,04+1445 6§3,21+1071 74,429 6
cD3*CD4* Th 34,2085,65  42,41%8,66 45,4:9 4
CD3*CD8* Tc 22,5443,37  25,49%587 27,01%7,6
cp19* B 13,7846,75 9,73:3,14 9,40£4,63
cb20° B 13,63£6,59 9,7242,34 9,56:4,74
CD16°CD56" NK 10,65:7,25 10,0135 68 11,01#7,3
CD4CDASRA Naiv Th 25,32:3,71 26,342 64 20,3026,3
CD4*CDA5RO* Hafiza Th 2945 45 30,1223,98 27,1541,2
CD&*CDASRA* Naiv Tc 143241272 13,25:831 12,4026,7
CD8*CD45RO* Hafiza T 152722304 14322375 17,40%4,38

Th: T helper; Tc: T sitotoksik; NK: Dogal 6ldiirticii hiicre.
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6.5. DF-MKH’ler AD hastalarinda CD4" ve CD8" lenfosit proliferasyonunu

in vitro ortamda baskiladi.

DF-MKH’ler immiin baskilayic1 6zelliklerini arastirmak amaciyla bu kok
hiicrelerin, lenfosit hiicrelerinin proliferasyonlar: iizerine etkisi incelendi. Bu amagla
periferal kan mononiikler hiicreleri CDmix (anti-CD3/anti-CD28) uyarimli ve
uyarimsiz ortamda 3 giin boyunca, DF-MKH’ler varlgnda ve yoklugunda kiiltiirleri
yapildi.

Elde edilen sonuglara gore, AD ve Psoriasis hastalarinda CD4" T lenfositlerin
proliferasyonu (AD; 55,57+4,48, Psoriasis; 46+5,25) saglikli bireylere gore (Kontrol;
32,70+ 2,64) anlamli olarak yiiksek bulundu (AD; p<0,01, Psoriasis; p<0,05). AD
hastalarinda CD4"T hiicrelerin proliferasyonu MKH varliginda (AD; 36,30+2,23),
MKH olmayan (AD; 55,57+4,48) gruba gore anlamli olarak baskilandi (p<0,01).
Psoriasis hastalarinda CD4™T hiicrelerin proliferasyonu MKH varliginda (Psoriasis;
27,69+4,71), MKH olmayan (Psoriasis; 46+5,25) gruba gore anlamli olarak
baskiland1 (p<0,05). Saglikli bireylerde MKH varliginda ve yoklugunda kiiltiir edilen
PKMH’lerin gruplar aras1 bir fark goriilmedi (p>0,05).

AD ve psoriasis hastalarinda CD8" T lenfositlerin proliferasyonu (AD;
43,5442,18, Psoriasis; 44,48+5,28) saglikli bireylere gore (Kontrol; 28,25+ 5,92)
anlamli olarak baskilandi (AD; p>0,05, Ps; p>0,05). AD hastalarinda CD8'T
hiicrelerin proliferasyonu MKH varliginda (AD; 28,57+1,07), MKH olmayan (AD;
43,54+2,18) gruba gore anlamli olarak baskilandi (p<0,001). Psoriasis hastalarinda
CD8'T hiicrelerin proliferasyonu MKH varliginda (Psoriasis; 22,61+4,25), MKH
olmayan (Psoriasis; 44,48+5,28) gruba gore anlamli olarak baskiland1 (p<0,05).
saglikli bireylerde CD8'T hiicrelerin proliferasyonu MKH varliginda ve yoklugunda
gruplar arasi bir fark gériilmedi (p>0,05). (Sekil 14)
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Sekil 14. CD4" T lenfosit ve CD8" T lenfosit proliferasyonu. A) DF-MKH’in AD,
Psoriasis hastalar ve saglikli bireylerde lenfosit hiicrelerinin proliferasyonu
tizerindeki baskilayic1 etkisi akim sitometri analiz gosterimi. CFSE boyasiyla
isaretlenen lenfositler histogramda sola dogru prolifere olan lenfositleri
gostermektedir. B) DF-MKH’ler AD ve Psoriasis hastalarinda CD4" ve CD8*
hiicreleri anlamli olarak baskiladi. Saglikli bireylerde istatistiksel olarak anlamli bir
fark gortilmedi. *P<0,05; **P<0,01; ***P<0,005.
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6.6. DF-MKH’ler AD hastalarinda lenfositlerin canhihigimi (Annexin-/7AAD-) in

vitro ortamda arttird.

DF-MKH’ lerin T lenfosit apoptozu Tlzerine etkisini arastirmak amaciyla
hastalarin vendz kanindan izole edilen PKMH’ler ile birlikte uyarimsiz ve CDmix
uyarimi ile kiiltiir edildi ve DF-MKH’lerin, lenfositler canlilgi iizerindeki etkisi
incelendi. Bu amagla monontikleer hiicrelerinin DF-MKH varliginda ve yoklugunda

3 gilin boyunca kiiltiirleri yapild.

Elde edilen sonuglara gore, Lenfosit canluligi AD ve psdriasis hastalarinda
(48,30+4,14; 53,174£3,36) saglikli kontrollere gore (70,09+4,33) anlamli olarak
disiik bulundu (P= 0,011, P= 0,021). DF-MKH’ ler AD hastalarinda lenfosit
canliligni (75,55+3,35) (Annexin-/7TAAD-) DF-MKH olmayan (48,30+4,14) gruba
gore anlamli olarak arttird1 (P=0,002). DF-MKH’ ler Psoriasis hastalarinda lenfosit
canliligni (76,08+4,65) (Annexin-/7AAD-) DF-MKH olmayan (53,17+3,36) gruba
gore anlamli olarak arttirdi (P=0,002). DF-MKH saglikli kontrollerde lenfosit
canliligini DF-MKH olmayan gruba gore degistirmedi (p=0,44). (Sekil 15)
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Sekil 15. T lenfosit Canliligi. A) DF-MKH’in AD, Psoériasis hastalar ve saglikli
bireylerde lenfosit hiicrelerinin canlilig1 tizerindeki baskilayici etkisi akim sitometri
analiz gosterimi. Annexin/7AAD ile isaretlenen lenfositler dot blot olarak gosterildi.
B) DF-MKH’ler AD ve Psoriasis hastalarinda lenfosit hiicrelerinin canliligni anlaml

olarak arttirdi. Saglikli bireylerde istatistiksel olarak anlamli bir fark goriilmedi.
*P<0,05; **P<0,01.

6.7. DF-MKH’ler AD hastalarinda CD4* ve CD8" lenfositler iizrindeki Fas ve

FasL ifadesini in vitro ortamda baskiladi.

DF-MKH hiicrelerinin lenfosit hiicrelerinin apoptozu iizerindeki etkisini
arastirmak amaciyla akim sitometri cihazinda Fas (CD95) /Fas Ligand (CD178)

analizleri yapildi. Bu amagla lenfosit hiicrelerinin CDmix uyarimli ve uyarimsiz
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ortamda 3 giin boyunca, DF-MKH hiicreleri varliginda ve yoklugunda ayri1 ayri
kiiltiirleri yapildi.

Elde edilen verilere gore; AD ve psoriasis hastalarinda CD4" hiicreler tizerindeki
Fas ifadesi (80,14+2,44; 74,86+4,49) saglikli kontrol grubuna gore (50,55+2,36)
anlamli olarak yiiksek bulundu (P<0,001; P=0,003). AD hastalarinda CD4" hiicreler
tizerindeki Fas ifadesi DF MKH varliginda (47,21+6,58) DF-MKH olamayan gruba
gore (80,1442,44) anlamli olarak baskilandi (P=0,016). Psoriasis hastalarinda CD4*
hiicreler {iizerindeki Fas ifadesi DF MKH varliginda (51,59+2,86) DF-MKH
olamayan gruba gore (74,86+4,49) anlamli olarak baskilandi (P=0,0047). Saglikli
kontrol grubunda CD4" hiicreler iizerindeki Fas ifadesi DF-MKH varhiginda
(50,55+2,30) ve yoklugunda (43,92+2,82) gruplar arasinda anlamli bir fark
goriilmedi (P=0,1194).

AD ve psoriasis hastalarinda CD8" hiicreler tizerindeki Fas ifadesi (78,57+6,12;
76,56+4,18) saglikli kontrol grubuna goére (47,53+£3,27) anlamli olarak yiiksek
bulundu (P=0,0044; P=0,0015). AD hastalarinda DF MKH varliginda CD8" hiicreler
tizerindeki Fas ifadesi (48,56+£10,34) DF-MKH olamayan gruba gore (78,57+6,12)
anlamli olarak baskilandi1 (P=0,037). Psoriasis hastalarinda CD8™ hiicreler {izerindeki
Fas ifadesi DF MKH varliginda (43,54+9,37) DF-MKH olamayan gruba gore
(76,56+4,18) anlaml olarak baskilandi (P=0,018). Saglikli kontrol grubunda CD8*
hiicreler iizerindeki Fas ifadesi DF-MKH varliginda (39,714+2,38) ve yoklugunda
(47,53+£2,27) gruplar arasinda anlamli bir fark goriilmedi (P=0,1194).

Elde edilen verilere gore; AD ve psoriasis hastalarinda CD4" hiicreler tizerindeki
FasL ifadesi (69,11£5,69; 64,44+4,24) saglikli kontrol grubuna gore (34,68+2,18)
anlamli olarak yiiksek bulundu (P=0,0013; P=0,008). AD hastalarinda CD4" hiicreler
tizerindeki FasL ifadesi DF MKH varliginda (45,58+2,92) DF-MKH olamayan gruba
gore (69,11+5,69) anlamli olarak baskilandi (P=0,0103). Psériasis hastalarinda CD4"
hiicreler {izerindeki FasL ifadesi DF MKH varliginda (46,544+2,44) DF-MKH
olamayan gruba gore (64,44+4,24) anlaml olarak baskiland1 (P=0,0106). Saglhkh
kontrol grubunda CD4" hiicreler tizerindeki FasL ifadesi DF-MKH varhiginda
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(32,12+£2,19) ve yoklugunda (34,68+2,18) gruplar arasinda anlamli bir fark
goriilmedi (P=0,1194).

AD ve psoriasis hastalarinda CD8" hiicreler {izerindeki FasL ifadesi
(63,11+2,25; 70,03+2,57) saglikli kontrol grubuna gore (47,53+3,27) anlamli olarak
yiiksek bulundu (P=0,0017; P=0,0004). AD hastalarinda DF MKH varliginda CD8"
hiicreler iizerindeki FasL ifadesi (46,11+2,42) DF-MKH olamayan gruba gore
(63,11+2,25) anlamli olarak baskilandi (P=0,0021). Psoriasis hastalarinda CD8*
hiicreler {izerindeki FasL ifadesi DF MKH varliginda (50,704+3,94) DF-MKH
olamayan gruba gore (70,03+£2,57) anlamli olarak baskilandi (P=0,0063). Saglikli
kontrol grubunda CD8" hiicreler tizerindeki FasL ifadesi DF-MKH varhiginda
(41,52+4,45) ve yoklugunda (45,84+2,29) gruplar arasinda anlamli bir fark
goriilmedi (P=0,4150). (Sekil 16)
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Sekil 16. CD4" T lenfosit ve CD8" T lenfosit iizerindeki Fas ve FasL ifadesi. A) AD,
Psoriasis hastalar ve saglikli bireylerde DF-MKH varlhiginda ve yoklugunda CD4" ve
CD8" lenfositler tizerindeki Fas ve FasL ifadesinin akim sitometri ile gosterimi. Fas
ve FasL ile isaretlenen Lenfositler overlay olarak gosterildi B) DF-MKH’ler AD ve
Psoriasis hastalarinda CD4" ve CD8" hiicreleri tizerindeki Fas ve FasL
ekspresyonunu anlamli olarak baskiladi. DF-MKH varliginda ve yoklugunda saglikli
bireylerde istatistiksel olarak anlamli bir fark goriilmedi. *P<0,05; **P<0,01,
***p<0,001, ****P<0,0001.
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6.8. DF-MKH’ler AD hastalarinda CD4* ve CDS8* lenfositler iuizerindeki
TNFR 1I ifadesini in vitro ortamda baskiladi.

DF-MKH hiicrelerinin lenfosit hiicrelerinin apoptozu iizerindeki etkisini
aragtirmak amaciyla akim sitometri cihazinda TNFR | (CD120a) ve TNFRII (120b)
analizleri yapildi. Bu amagcla lenfosit hiicrelerinin CDmix uyarimli ve uyarimsiz
ortamda 3 giin boyunca, DF-MKH hiicreleri varliginda ve yoklugunda ayr1 ayri
kiltiirleri yapildi.

Elde edilen verilere gore; AD ve psoriasis hastalarinda CD4" hiicreler tizerindeki
TNFR 1 ifadesinde (61,41£5,27; 63,5945,85) saglikli kontrol grubuna gore
(50,58+7,35) istatistiksel olarak anlaml1 bir fark goriilmedi (P=0,1027; P=0,752). AD
hastalarinda CD4" hiicreler tizerindeki TNFR 1 ifadesinde DF MKH varliginda
(52,43+5,09) DF-MKH olamayan gruba gore (61,41+£5,27) istatistiksel olarak
anlamli bir fark goriilmedi (P=0,2485). Psoriasis hastalarinda CD4" hiicreler
tizerindeki TNFR I ifadesinde DF MKH varliginda (63,22+4,14) DF-MKH olamayan
gruba gore (63,59+5,85) istatistiksel bir fark goriilmedi (P=0,9597). Saglikli kontrol
grubunda CDA4" hiicreler tizerindeki TNFR I ifadesinde DF-MKH varliginda
(50,06+£3,49) ve yoklugunda (52,73+1,73) gruplar arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir fark goriilmedi (P=0,5084).

AD ve psoriasis hastalarinda CD8* hiicreler iizerindeki TNFR 1 ifadesinde
(53,08+5,61; 50,58+7,35) saglikli kontrol grubuna gore (45,32+1,84) istatistiksel
olarak anlamli bir fark goriilmedi (P=0,2182; P=0,5037). AD hastalarinda DF MKH
varliginda CD8" hiicreler lizerindeki TNFR 1 ifadesinde (45,32+7,04) DF-MKH
olamayan gruba gore (53,08+5,61) istatistiksel olarak anlamli bir fark goriilmedi
(P=0,6089). Psoriasis hastalarinda CD8" hiicreler tizerindeki TNFR T ifadesinde DF
MKH varliginda (40,03+9,56) DF-MKH olamayan gruba goére (50,58+7,35)
istatistiksel olarak anlamli bir fark goriilmedi (P=0,4024). Saglikli kontrol grubunda
CD8" hiicreler tizerindeki TNFR T ifadesinde DF-MKH varliginda (41,78+2,54) ve
yoklugunda (45,32+1,84) gruplar arasinda anlamli bir fark goriillmedi (P=0,2862).

Elde edilen verilere gore; AD ve psoriasis hastalarinda CD4" hiicreler tizerindeki

TNFR 1II ifadesi (76,75+4,29; 84,73+2,15) saglikli kontrol grubuna gore
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(55,95+1,94) anlamli olarak yiiksek bulundu (P=,0006; P<0,0001). AD hastalarinda
CD4" hiicreler tizerindeki TNFR II ifadesi DF MKH varliginda (49,16+4,92) DF-
MKH olamayan gruba gore (76,75+4,29) anlamli olarak baskilandi (P=0,0009).
Psoriasis hastalarinda CD4" hiicreler {izerindeki TNFR II ifadesi DF MKH varliginda
(63,73+3,19) DF-MKH olamayan gruba gore (80,68+4,72) anlamli olarak baskilandi
(P=0,0026). Saglikli kontrol grubunda CD4" hiicreler tizerindeki TNFR II ifadesi
DF-MKH varhiginda (50,87+1,76) ve yoklugunda (55,95+1,94) gruplar arasinda
anlamli bir fark goriilmedi (P=0,0726).

AD ve psoriasis hastalarinda CD8" hiicreler tizerindeki TNFR II ifadesi
(80,68+4,92; 72,88+5,27) saglikli kontrol grubuna gore (51,66+2,59) anlamli olarak
yliksek bulundu (P<0,0001; P=0,0032). AD hastalarinda DF MKH varliginda CD8*
hiicreler tizerindeki TNFR II ifadesi (49,16+4,92) DF-MKH olamayan gruba gore
(80,68+4,92) anlamli olarak baskilandi (P=0,0026). Psoriasis hastalarinda CD8"
hiicreler tizerindeki TNFR 1I ifadesi DF MKH varliginda (46,80+2,75) DF-MKH
olamayan gruba gore (72,88+5,38) anlamli olarak baskilandi (P=0,007). Saglikl
kontrol grubunda CD8" hiicreler tizerindeki TNFR 1I ifadesi DF-MKH varliginda
(44,93+£2,15) ve yoklugunda (51,66+2,59) gruplar arasinda anlamli bir fark
goriilmedi (p=0,0661). (Sekil 17)
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Sekil 17. CD4" T lenfosit ve CD8" T lenfosit lizerindeki TNFR I ve II ifadesi. A)
AD, Psoriasis hastalar ve saglikli bireylerde DF-MKH varliginda ve yoklugunda
CD4" ve CD8" lenfositler tizerindeki TNFR I ve TNFR II ifadesinin akim sitometri
ile gosterimi. TNFR I veTNFR 1I ile isaretlenen Lenfositler overlay olarak gosterildi
B) DF-MKH’ler AD ve Psoriasis hastalarinda CD4" ve CD8" hiicreleri tizerindeki
TNFR 1II ekspresyonunu anlamli olarak baskiladi. DF-MKH varliginda ve
yoklugunda saglikli bireylerde istatistiksel olarak anlamli bir fark goriilmedi.
*P<0,05; **P<0,01, ***P<0,001, ****P<0,0001.
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6.9. DF-MKH’ler AD hastalarinda CD4*CD45RA* ve CD8*CD45RA™ naive T
hiicre oranmm arttirirken CD4*CD45R0O* ve CD8*CD45RO* bellek hiicre

oranni diisiirdii.

Bu ¢alismada, DF-MKH’lerin AD hastalarmim CD4" T ve CD8" T lenfositlerde

naive ve bellek fenotiplerinin orani iizerindeki etkisi arastirilmistir.

Elde edilen sonuglara gore; AD hastalarinda DF-MKH varliginda
CD4"CD45RA" naive T hiicre oran1 (29,54+1,84) DF-MKH olmayan gruba gore
(19,83+1,58) istatiksel olarak anlamli artti (P=0,0018). Saglikli kontrol grubunda
CD4"CD45RA" naive T hiicre oraninda DF-MKH varlhiginda (20,42+1,57) DF-MKH
olmayan gruba gore (16,09+0,85) anlamli bir fark goriilmedi (P=0,0513). AD
hastalarinda DF-MKH varliginda CD4*CD45RO™ bellek T hiicre oran1 (11,80+1,25)
DF-MKH olmayan gruba gore (23,61+2,71) istatistiksel olarak anlamli azaldi
(P=0,0019). Saglikli kontrol grubunda CD4*CD45RQO" bellek T hiicre oraninda DF-
MKH varliginda (19,30+1,87) DF-MKH olmayan gruba gore (23,29+1,29) anlamh
bir fark goriilmedi (P=0,1302).

AD hastalarinda DF-MKH varliginda CD8'CD45RA" naive T hiicre orani
(16,59+2,01) DF-MKH olmayan gruba gore (11,52+0,84) istatiksel olarak anlamli
artti (P=0,0382). Saglikli kontrol grubunda CD8*CD45RA" naive T hiicre oraninda
DF-MKH varhiginda (12,39+1,35) DF-MKH olmayan gruba gore (12,21£0,69)
anlamli bir fark gorilmedi (P=0,9071). AD hastalarinda DF-MKH varliginda
CD8'CD45RO" bellek T hiicre orani (5,76+0,96) DF-MKH olmayan gruba gore
(16,38+3,01) istatiksel olarak anlamli diisti (P=0,0057). Saglikli kontrol grubunda
CD8'CD45R0O" naive T hiicre oraninda DF-MKH varliginda (11,27+1,64) DF-MKH
olmayan gruba gore (15,97+0,1 anlamli bir fark goriillmedi (P=0,0568). (Sekil 18)
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Sekil 18. DF-MKH varhiginda ve yoklugunda CD4" CD45RA" naive T, CD8"
CD45RA* naive T, CD4* CD45RO* bellek T ve CD8" CD45RO" bellek T
lenfositlerin orani. AD hastalarinda DF-MKH varliginda CD4" CD45RA" naive T ve
CD8* CD45RA" naive T lenfositler orani artarken CD4* CD45RO" bellek T ve CD8*
CD45R0O" bellek T lenfositlerin orani azaldi. *P<0,05; **P<0,01.

6.10. DF-MKH’ler AD hastalarinda CD4*CD45RA* ve CD8*CD45RA* naive

T hiicre iizerindeki Fas oranim diisiirdii.

Bu calismada, DF-MKH’lerin AD hastalarnm CD4" T ve CD8" T

lenfositlerde naive ve bellek fenotiplerinin lizerindeki Fas ifadesini arastirilmustir.

Elde edilen verilere gore, AD hastalarnda DF-MKH varliginda
CD4'CD45RA" naive lenfositler tlizerindeki Fas yiizdesi (49,88+3,22) DF-MKH
olmayan gruba gore (81,88+1,14) anlamli olarak diisiikk bulundu (P=0,0004). Bu
hastalarda DF-MKH varliginda CD8"CD45RA" lenfositler lizerindeki Fas yiizdesi
(50,93+£3,95) DF-MKH olmayan gruba gore (79,1143,81) anlamli olarak yiiksek
bulundu (P=0,0021). Saglikli kontrollerde DF-MKH varliginda CD4*CD45RA"
naive lenfositler iizerindeki Fas yiizdesi (66,23+5,87) DF-MKH olmayan gruba gore
(73,40+2,79) anlamli olarak diisiik bulundu (P=0,3125). Bu hastalarda DF-MKH
varliginda CD8"CD45RA" lenfositler tizerindeki Fas yiizdesi (65,90+3,69) DF-MKH
olmayan gruba gore (76,36+2,73) anlaml1 olarak yiiksek bulundu (P=0,0628).

Elde edilen verilere gore, AD hastalarinda DF-MKH varliginda CD4*CD45RO"
naive lenfositler iizerindeki Fas yiizdesi (62,95+7,82) DF-MKH olmayan gruba gore
(76,78+6,69) anlaml1 olarak diisilk bulundu (P=0,0004). Bu hastalarda DF-MKH
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varliginda CD8"CD45RO" lenfositler tizerindeki Fas yiizdesi (57,61+5,86) DF-MKH
olmayan gruba gore (72,03£8,12) anlamli olarak yiiksek bulundu (P=0,2001).
Saglikli kontrollerde DF-MKH varhiginda CD4"'CD45RO* naive lenfositler
tizerindeki Fas ylizdesi (68,70+1,60) DF-MKH olmayan gruba gore (75,37+4,71)
anlamli olarak diisiik bulundu (P=0,2287). Bu hastalarda DF-MKH varliginda
CD8"CD45RO" lenfositler tizerindeki Fas yilizdesi (74,73+2,60) DF-MKH olmayan
gruba gore (77,71£3,99) anlamli olarak yliksek bulundu (P=0,5550).

CD45RA" naive T lenfosit kiiltiirlerinde Fas ifadesinin baskilanmasinda rolii
olan faktorii belirlemek icin TGFB, PGE-2 ve IDO blokaji yapldu. Elde edilen
verilere gore, PGE-2 yolaginin bloke edildigi (Sc58125) DF-MKH Kkiiltiirlerde
CD45RA" naive T lenfosit lizerindeki Fas ifadesi istatistiksel olarak anlamli artti
(DF-MKH:  49,66+3,22; DF-MKH+Sc52125: 76,32+5,71; P=0,0066). DF-
MKH’lerin TGF-B ile nétrolize ve IDO ile blokaji yaplan kiiltiirlerde DF-MKH
kiiltiirlerine gore Fas ifadesinde anlamli bir fark goriilmedi (DF-MKH: 49,66+3,22;
DF-MKH+anti-TGFp: 60,76+7,28; DF-MKH+Sc58125: 62,20+7,52) . (Sekil 19)
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Sekil 19. DF-MKH varliginda ve yoklugunda CD4" CD45RA" naive T, CD8"
CD45RA" naive T, CD4* CD45RO* bellek T ve CD8* CD45RO* bellek T
lenfositlerin tizerindeki Fas orani. A) AD hastalarinda DF-MKH varhiginda CD4*
CD45RA" naive T ve CD8" CD45RA" naive T lenfositler lizerindeki Fas orani
azalirken CD4" CD45RO" bellek T ve CD8" CD45RO" bellek T lenfositlerin
lizerindeki Fas oran1 degismedi. B) CD45RA" naive lenfositlerin iizerindeki Fas
orant PGE-2 blokaj1 yaplan kiiltiirlerde anlamli olarak artt1. **P<0,01, ***P<0,001
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6.11. DF-MKH’ler AD hastalarinda CD4*CD25"FoxP3" regiilator T hiicre
oranimi arttirdi. DF-MKH AD immiin yamitlarnm TGF-f ve PGE-2 ile
baskiladi.

Bu ¢alismada DF-MKH hiicrelerinin CD4"CD25FoxP3* T regiilator hiicreleri
tizerine etkisi arastirildi ayrica DF-MKH’lerin immiin diizenleyici mediatorlerini
belirlemek i¢in DF-MKH varliginda kiiltiir besiyerine anti-TGF-f eklenerek
¢oziinmis TGF-B notralize edildi, 1-metil-D-triptofan (1-MDT) eklenerek 1DO
yolagi bloke edildi ve sc-58125 eklenerek PGE2 yolag: bloke edildi. 72 saat kiiltiir
stiresinin sonunda mononiikleer hiicreler igindeki CD4"CD25"FoxP3* T regiilator
hiicre oranlar1 akim sitometri cihazinda analiz edilerek T regiilator hiicre indiiksiyonu

degerlendirildi.

Elde edilen verilere gore, AD hastalarinda CD4"CD25'FoxP3* T regiilator
hiicre oran1 (2,84+0,15) saglikli kontrol grubuna goére (3,51+0,21) istatistiksel olarak
anlamli diisik bulundu (P=0,04). AD hastalarinda, DF-MKH varliginda
CD4'CD25"FoxP3* T regiilatér hiicre oranmi (4,6+0,28) DF-MKH olmayan gruba
gore (2,84%0,15) anlamli olarak artti (P=0,0014). AD hastalainda DF-MKH
varliginda anti-TGF ile notrolize edilen kiiltiirlerde CD4*CD25"FoxP3" T regiilator
hiicre orant (3,04+0,19) nétrolize edilmeyen DF-MKH kiiltiire gore (4,6+0,28)
anlamli olarak diistii (P=0,0037). AD hastalainda DF-MKH varliginda sc-58125 ile
bloke edilen kiiltiirlerde CD4"CD25*FoxP3* T regiilatoér hiicre orami (2,87+ 0,21)
bloke edilmeyen DF-MKH Kkiiltiire gore (4,6+0,28) anlamli olarak diistii (P=0,0023).
AD hastalainda DF-MKH varliginda 1-MDT ile bloke edilen kiiltiirlerde
CD4"CD25"FoxP3" T regiilator hiicre oraninda (4,84+ 0,11) bloke edilmeyen DF-
MKH Kkiiltiire gore (4,6+0,28) anlamli bir fark goriilmedi (P=0,4386).

Elde edilen verilere gore, Psoriasis hastalarinda CD4*CD25"FoxP3" T regiilator
hiicre oramida (2,75+0,36) saglikli kontrol grubuna gore (3,51+0,21) istatistiksel
olarak anlamli bir fark goriilmedi (P=0,1232). Psoriasis hastalarinda, DF-MKH
varliginda CD4'CD25'FoxP3* T regiilatér hiicre orami (5,92+0,29) DF-MKH
olmayan gruba gore (2,75+0,36) anlaml1 olarak artt1 (P=0,005). AD hastalainda DF-
MKH varhiginda anti-TGFp ile nétrolize edilen kiiltiirlerde CD4"CD25"FoxP3* T
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regiilator hiicre orami (3,1540,28) notrolize edilmeyen DF-MKH kiiltiire gore
(5,92+0,29) anlamli olarak distii (P=0,0005). Psdriasis hastalainda DF-MKH
varliginda sc-58125 ile bloke edilen Kkiiltiirlerde CD4*CD25'FoxP3" T regiilator
hiicre orani (3,44=+ 0,29) bloke edilmeyen DF-MKH kiiltiire gore (5,92+0,29) anlaml
olarak diistii (P=0,0011). Psoriasis hastalainda DF-MKH varliginda 1-MDT ile bloke
edilen kiiltiirlerde CD4*CD25"FoxP3* T regiilator hiicre oranmida (5,23+ 0,32) bloke
edilmeyen DF-MKH kiiltire gore (5,92+0,29) anlamli bir fark goriilmedi
(P=0,1621).

Saglikli kontrol grubunda, DF-MKH varliginda CD4"CD25"FoxP3"* T regiilator
hiicre orani (4,32+0,02) DF-MKH olmayan gruba gore (3,51+0,21) anlamli olarak
arttt (P=0,0264). Saglikli kontrol grubunda DF-MKH varliginda anti-TGFp ile
notrolize edilen kiiltiirlerde CD4"CD25"FoxP3™ T regiilator hiicre orani (3,4+0,25)
notrolize edilmeyen DF-MKH kiiltiire gore (4,32+0,02) anlamli olarak diistii
(P=0,0156). Saglikli kontrol grubunda DF-MKH varliginda sc-58125 ile bloke edilen
kiiltiirlerde CD4*CD25'FoxP3" T regiilator hiicre oraninda (4,52+ 0,16) bloke
edilmeyen DF-MKH kiiltire gore (4,32+0,02) anlamli bir fark goriilmedi
(P=0,4219). Saglikli kontrol grubunda DF-MKH varliginda 1-MDT ile bloke edilen
kiiltiirlerde CD4*CD25"FoxP3* T regiilator hiicre oraninda (4,67+ 0,22) bloke
edilmeyen DF-MKH kiiltire gore (4,32+0,02) anlamli bir fark goriilmedi
(P=0,1621). (Sekil 20)
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Sekil 20. CD4*CD25"FoxP3" T regiilator hiicre oranlari. A) AD, Psoriasis ve saglikli
konrol gruplarinda CD4"CD25"FoxP3* T regiilator hiicre oranlarinin akim sitometri
goriinimii. B) AD, Psoriasis ve saglikli bireylerde DF-MKH varliginda
CD4*CD25"FoxP3" T regiilator hiicre oranlari istatistiksel olarak anlamli artti. AD
ve Psoriasis hastalarinda DF-MKH varliginda anti-TGFB ve Sc58125 ilave edilen
kiiltiirlerde CD4"CD25"FoxP3" T regiilator hiicre oranlar istatistiksel olarak anlamli
diigtii. Saglikli kontrol gruplarnda DF-MKH varliginda anti-TGFp ilave edilen
kiiltiirlerde CD4"CD25"FoxP3" T regiilator hiicre oranlar istatistiksel olarak anlamli
diistii. *P<0,05; **P<0,01, ***P<0,001.
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6.12. DF-MKH AD hastalarinda IL-4 diizeylerini azaltti, IFN-y ve IL-10

diizeylerini artirdi.

Bu calismada, DF-MKH’lerin AD ve Psoriasis hastalarinda periferal kandan
izole edilen mononiikleer hiicrelerin icinde Th1 ve Th2 farklilagsmasindaki etkisini ve
immiin diizenlemedeki etkisini arastirmak amaciyla L-6, TNF-a, IL-4, IL-17A, IL-10
ve IFN-y sitokin miktarlar1 incelendi. Sitokin miktarlar1 72 saat kiiltiir siiresinin

sonunda toplanan kiiltiir siipernatantlarindan akim sitometri cihazi ile analiz edildi.

Elde edilen verilere gore; AD hastalarnda IL17A seviyesinde (443,7£21,25)
saglikli bireylere gore (523,5+63,85) anlamli bir fark goriilmedi (P=0.4159). AD
hastalarinda DF- MKH varliginda (134,4+23,34) IL-17A seviyesi DF-MKH olmayan
gruba gore (443,7+21,25) anlaml olarak baskiladi (P<0001). AD hastalainda DF-
MKH varliginda anti-TGFp, Sc28125 ve 1 MDT ile nétrolize edilen kiiltiirlerde IL-
17A seviyesi (142,7+41,47; 150,6+£32,49; 153,5+39,12) DF-MKH olmayan gruba
gore (443,7421,25) anlamli bir azalma gosterdi (P=0,007; P=0,003; P=0,006).
Psoriasis hastalarnda IL-17A  seviyesi (922,81+156,2) saglikli bireylere gore
(523,5+63,85) anlamli olarak yiiksek bulundu (P=0.0408). Psoriasis hastalarinda DF-
MKH varliginda (146,4+£34,81) IL-17A seviyesi DF-MKH olmayan gruba gore
(922,81£156,2) anlamli olarak baskiladi (P=0,0013). Psoriasis hastalainda DF-MKH
varliginda anti-TGFB, Sc28125 ve 1 MDT ile nétrolize edilen kiiltiirlerde 1L-17A
seviyesi (169,1+53,95; 198,2+68,07; 173,1£39,19) DF-MKH olmayan gruba gore
(922,81£156,2) anlamli olarak baskiland1 (P=0,002; P=0,003; P=0,002). Saglikli
bireylerde DF-MKH varliginda (626+98,39) ve yoklugunda (523,5+63,85) IL-17 A
seviyesinde anlamli bir fark goriilmedi (P=0,1916).

Elde edilen verilere gore; AD hastalarnda IFN-y seviyesi (1152+185,4) saglikli
bireylere gore (2905+£110,6) anlamli olarak diisiik bulundu (P=0.0002). AD
hastalarinda DF- MKH varliginda (2622+272,7) IFN-y seviyesi DF-MKH olmayan
gruba gore (1152+185,4) anlamli olarak yiikseldi (P=0,0043). AD hastalainda DF-
MKH varliginda anti-TGFp, Sc28125 ve 1 MDT ile notrdlize edilen kiiltiirlerde IFN-
Y seviyesi (2509+230; 2538+281,6; 2704+296,3) DF-MKH olmayan kiiltiire
(1152+185,4) gore anlaml olarak artti (P=0,0037; P=0,0063; P=0,0044). Psoriasis
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hastalarnda IFN-y seviyesi (4182+196,4) saglikli bireylere gore (2905+110,6)
anlamli olarak yiiksek bulundu (P=0.0013). Psoriasis hastalarinda DF- MKH
varliginda (3338+153,4) IFN-y seviyesinde DF-MKH olmayan gruba gore
(4182+196,4) anlamli olarak baskiladi (P=0,0148). Psoriasis hastalainda DF-MKH
varhiginda anti-TGFpB, Sc28125 ve 1 MDT ile nétrolize edilen kiiltiirlerde IFN-y
seviyesinde (3554+250; 3603+137,3; 3465+173,9) DF-MKH olmayan Kkiiltiirlere
gore (4182+196,4) anlamh bir fark gostermedi (P=0,5211; P=0,6418; P=0,3214).
Saglikli bireylerde DF-MKH varliginda (3203+76,01) ve yoklugunda (2905+110,6)
IFN-y seviyesinde anlamli bir fark gériilmedi (P=0,0677).

Elde edilen verilere gore; AD hastalarnda TNF-a seviyesi (617,7+156,6) saglikli
bireylere gore (809,4£74,40) anlamli bir fark gostermedi (P=0.3030). AD
hastalarinda DF- MKH varliginda (21,60+£6,21) TNF-0 seviyesi DF-MKH olmayan
gruba gore (617,7+156,6) anlamli olarak baskilandi (P=0,009). AD hastalainda DF-
MKH varliginda anti-TGFB, Sc28125 ve 1 MDT ile nétrolize edilen kiiltiirlerde
TNF-a seviyesi (25,19+6,58; 23,41+6,32; 20,87+6,74) DF-MKH olmayan kiiltiire
gore (617,7£156,6) anlamli olarak baskiland1 (P=0,2437; P=0,3263; P=0,2844).
Psoriasis hastalarnda  TNF-a seviyesi (12614+97,09) saglikli bireylere gore
(617,7+156,6) anlamli olarak yiiksek bulundu (P=0.0103). Psoriasis hastalarinda DF-
MKH varliginda (302,2+74,27) TNF-a seviyesi DF-MKH olmayan gruba gore
(12614£97,09) anlaml1 olarak baskiladi (P=0,0002). Psoriasis hastalainda DF-MKH
varliginda anti-TGFp, Sc28125 ve 1 MDT ile notrélize edilen kiiltiirlerde TNF-a
seviyesinde (249,6+63,92; 299,3+74,94; 241,9+84,16) DF-MKH olmayan Kkiiltiire
gore (1261+97,09) anlamli olarak baskiland1 (P=0,6211; P=0,6478; P=0,5023).
Saglikli bireylerde DF-MKH varliginda TNF- a seviyesi (515,2+60,71) DF-MKH
olmayan gruba gore (515+60,71) anlamli olarak baskiladi (P=0,0221).

Elde edilen verilere gore; AD hastalarnda IL-6 seviyesi (10654+1819) saglikli
bireylere gore (6270+£600) anlamli olarak yiiksek bulundu (P=0,0320). AD
hastalarinda DF- MKH varliginda (3254+363,3) IL-6 seviyesi DF-MKH olmayan
gruba gore (10654£1819) anlaml1 olarak baskiland1 (P=0,0072). AD hastalainda DF-
MKH varliginda anti-TGFp, Sc28125 ve 1 MDT ile nétrdlize edilen kiiltiirlerde 1L-6
seviyesi (4706+1552; 3630+£3630; 4278+1001) DF-MKH olmayan kiiltiire gore
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(10654+1819) anlaml1 olarak baskiland1 (P=0,0473; P=0,0093; P=0,0219). Psoriasis
hastalarnda IL-6 seviyesi (9870+1161) saglikli bireylere gore (617,7+156,6) anlamli
olarak yiiksek bulundu (P=0.0103). Psoriasis hastalarinda DF- MKH varliginda
(2480+613,8) IL-6 seviyesi DF-MKH olmayan gruba gore (9870+1161) anlamli
olarak baskiladi (P=0,0013). Psoriasis hastalainda DF-MKH varliginda anti-TGFp,
Sc28125 ve 1 MDT ile nétrolize edilen kiiltiirlerde IL-6 seviyesi (4352+1299;
2941+770; 2263+454,9) DF-MKH olmayan kiiltiire gore (9870+1161) anlamli olarak
baskilandi (P=0,0194; P=0,0025; P=0,0009). Saglikl1 bireylerde DF-MKH varliginda
IL-6 seviyesinde (4116+895,5) DF-MKH olmayan gruba gore (6270+600) anlamli
bir fark goriilmedi (P=0,0926).

Elde edilen verilere gore; AD hastalarnda IL-10 seviyesinde (78,08+7,21)
saglikli bireylere gore (139,4425,06) anlamli bir fark bulunmadi (P=0,0569). AD
hastalarinda DF- MKH varliginda (262,4+20,43) 1L-10 seviyesi DF-MKH olmayan
gruba gore (78,08+7,21) anlamli olarak artti (P=0,0001). AD hastalainda DF-MKH
varliginda anti-TGFp, Sc28125 ve 1 MDT ile nétrolize edilen kiiltiirlerde 1L-10
seviyesi (313,5+52,87; 262,3+53,85; 309,2+67,67) DF-MKH olmayan Kkiiltiire gore
(78,08+7,21) anlamli olarak artt1 (P=0,0045; P=0,0147; P=0,0146). Psoriasis
hastalarinda 1L-10 seviyesinde (135,84+19,20) saglikli bireylere gore (139,4+25,06)
anlamli bir fark bulunmadi (P=0.9117). Psoriasis hastalarinda DF- MKH varliginda
(353+44,39) 1L-10 seviyesi DF-MKH olmayan gruba gore (135,8+4,39) anlamlh
olarak baskiladi (P=0,0013). Psoriasis hastalainda DF-MKH varliginda anti-TGFp,
Sc28125 ve 1 MDT ile nétrolize edilen kiiltiirlerde 1L-10 seviyesi (342,7+35,46;
312,5+18,92; 360+37,57) DF-MKH olmayan kiiltiire gore (135,4+£19,20) anlamh
olarak artt1 (P=0,0194; P=0,0025; P=0,0009). Saglikli bireylerde DF-MKH
varhiginda IL-10 seviyesinde (175,9+30,44) DF-MKH olmayan gruba gore
(139,44+25,06) anlaml bir fark gériilmedi (P=0,0926).

Elde edilen verilere gore; AD hastalarnda IL-4 seviyesi (7,75+0,15) saglikli
bireylere gore (0,12+0,04) anlamli olarak yiiksek bulundu (P<0,0001). AD
hastalarinda DF- MKH varliginda (1,29+0,39) IL-4 seviyesi DF-MKH olmayan
gruba gore (7,75%0,15) anlamh olarak baskilandi (P=0,0001). AD hastalainda DF-
MKH varliginda anti-TGFp, Sc28125 ve 1 MDT ile nétrélize edilen kiiltiirlerde 1L-4
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seviyesi (1,21+0,42; 0,95+0,39; 0,76+0,64) DF-MKH olmayan kiiltire gore
(7,7540,15) anlamli olarak baskilandi (P=0,0001; P=0,0002; P<0,0001). Psoriasis
hastalarinda IL-4 seviyesinde (0,46+0,27) saglikl1 bireylere gore (0,12+0,04) anlamh
bir fark bulunmadi (P=0.9117). Psoriasis hastalarinda DF- MKH varliginda
(0,59+0,32) IL-4 seviyesinde DF-MKH olmayan gruba gore (0,46+0,27) anlamli bir
fark goriilmedi (P=0,7721). Psoriasis hastalainda DF-MKH varliginda anti-TGFp,
Sc28125 ve 1 MDT ile noétrolize edilen kiiltlirlerde IL-4 seviyesinde (0,29+0,25;
0,32+0,24; 0,31+0,23) DF-MKH olmayan kiiltiire gore (0,46+0,27) anlaml bir fark
goriilmedi (P=0,6585; P=0,07141; P=6898). Saglikli bireylerde DF-MKH varliginda
IL-4 seviyesinde (0,05+0,08) DF-MKH olmayan gruba gore (0,12+0,04) anlamli bir
fark goriilmedi (P=0,8246). (Sekil 21)
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Sekil 21. AD, Psoriasis ve Saglikli Kontrollerde IL-17A, IFN-y, TNF-a, IL-6, IL- 10

ve IL-4 DF-MKH varliginda ve yoklugunda istatistiksel olarak gosterimi. AD

-4 (F) anlaml

6 (D) ve IL

olarak azalirken IFN-y (B) ve IL-10 (E) seviyesi anlamli olarak artti. Psoriasis

TNF-a (C), IL

da IL-17A (A)

gn

hastalarnda DF-MKH val

IL-6 (D) seviyesi anlamli olarak

azalirken IL-10 (E) seviyesi anlamli olarak artti. *P<0,05; **P<0,01, ***P<0,001,

****pP<0,0001.

TNF-a (C),

IFN-y (B),

hastalarinda IL-17A (A),
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6.13. DF-MKH AD hastalarinda GATA-3 ekspresyonunu azaltti, Thet ve
FoxP3 ekspresyonunu artirdi.

Calismamizda, DF-MKH’lerin AD hastalarinda Thl ve Th2 farklilagsmasi
tizerine etkisini ve immiin diizenlemedeki etkisini aragtirmak amaciyla 3 farkl
transkripsiyon faktoriiniin (GATA-3, Thet ve FoxP3) ekspresyonu incelendi.
Transkripsiyon faktorleri i¢in PKMH Kkiiltiirlerinden 72 saat sonra protein izolasyonu

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

Elde edilen sonuclara gore, Tbet ekspresyonu Th2 baskin AD hastalarinda
(0,30+0,04) Th1/Th17 baskin Psoriasis hastalart ve saglikli kontrol grubuna gore
(0,75+0,06; 0,59+0,02) istatistiksel olarak anlamli diisik bulundu (P=0,0012;
P=0,0007). AD hastalarinda DF-MKH varliginda Tbet ekspresyonu (0,81+0,05) DF-
MKH olmayan gruba gore (0,3+0,04) istatistiksel olarak anlamli artt1 (P =0,0002).
Psoriasis hastalarinda DF-MKH varliginda Tbet ekspresyonu (0,75+0,06) DF-MKH
olmayan gruba gore (0,37+0,03) istatistiksel olarak anlamli artt1 (P =0,0018). Saglikli
kontrollerde Thet ekspresyonu DF-MKH varliginda ve yoklugunda anlaml bir fark
gostermedi (P=0,2796).

GATA3 ekspresyonu Th2 baskin AD hastalarinda (0,98+0,08) Th1/Th17 baskin
Psoriasis hastalar1 ve saglikli kontrol grubuna gore (0,25+0,05; 0,20+0,02)
istatistiksel olarak anlamli yiiksek bulundu (P=0,0003; P=0,0001). AD hastalarinda
DF-MKH varliginda GATA3 ekspresyonu (0,34+0,08) DF-MKH olmayan gruba
gore (0,98+0,08) istatistiksel olarak anlamli artt1 (P =0,0003). Psoriasis hastalarinda
DF-MKH varliginda GATA3 ekspresyonu (0,29+0,04) DF-MKH olmayan gruba
gore (0,25+0,05) bir fark gostermedi (P =0,0018). Saglikli kontrollerde GATA3
ekspresyonu DF-MKH varliginda ve yoklugunda anlamli bir fark gdstermedi
(P=0,2796).

Foxp3 ekspresyonu Th2 baskin AD hastalarinda (0,2340,03) Th1/Th17 baskin
Psoriasis hastalar1 ve saglikli kontrol grubuna gore (0,26+0,05; 0,25+0,05) anlaml
bir fark gostermedi (P=0,0012; P=0,0007). AD hastalarinda DF-MKH varliginda
Foxp3 ekspresyonu (0,62+0,04) DF-MKH olmayan gruba gore (0,23+0,03)
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istatistiksel olarak anlamli arttt (P =0,0002). Psoriasis hastalarinda DF-MKH
varhiginda Foxp3 ekspresyonu (0,53+0,04) DF-MKH olmayan gruba gore
(0,26%0,05) istatistiksel olarak anlamli artt1 (P =0,0042). Saglikli kontrollerde Foxp3
ekspresyonu DF-MKH varliginda ve yoklugunda anlamli bir fark gdstermedi

(P=0,5429). (Sekil 22)
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Sekil 22. DF-MKH varlginda ve yoklugunda AD, Psoriasis ve sagliklt kontrol
gruplarinda Tbet, GATA3 ve Foxp3 ekspresyonu. A) Hasta ve kontrol gruplarinda
Tbet, GATA3 ve Foxp3 bant goriiniimii. B) DF-MKH varlignda Tbet ekspresyonu
AD hastalarinda artarken Psoriasis hastalarinda anlamli olarak azaldi. C) DF-MKH
varhginda GATAS3 ekspresyonu AD hastalarinda anlaml olarak diistii. D) DF-MKH
varhiginda Foxp3 ekspresyonu AD ve Psoriasis hastalarinda anlamli olarak artt1.

**P<0,01, ***P<0,001.
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7. TARTISMA ve SONUC

AD en sik goriilen kronik iltihapli deri hastaligidir. Bu hastaligin goriilme siklig
yetiskinlerde %7'ye kadar varmaktadir (Bieber, 2010; Weidinger ve Novak,
2016). AD zamanimizda T hiicre aracili bir deri inflamatuar hastaligi olarak kabul
edilmektedir. Hastalig1r kontrol etme ve klinik semptomlari azaltma amaciyla T
hiicresini hedefleyen; siklosporin, oral glukokortikosteroidler ve fototerapi (dar bant
UVB) tedavisi gibi genis terapdtikler kullanilmaktadir (Hijnen ve ark., 2007; Tintle
ve ark., 2011; Khattri ve ark, 2014). Ancak, siklosporin ve glukokortikosteroidlerin
coklu yan etkisi nedeniyle uzun siireli kullanimi uygun degildir. Fototerapi ¢ok
zaman alicidir ve bir¢ok hasta i¢cin uygun degildir (Simon ve Bieber, 2014). Son
yillarda AD dahil olmak iizere bircok inflamatuar hastalikta hiicresel tedavilerin
etkinligi arastirilmaktadir. Ancak, kolay ulasilabilen ve immiin sistemde regiilatuar
etkisi basarili olan dental kaynakli kok hiicrelerin AD  hastaliginda

immiinomodiilatuar ve rejeneratif etkisine ait bir ¢aligma literatiirde mevcut degildir.

Bu c¢alismada DF-MKH’lerin AD hastaliginda Th1/Th2 farklilasmas1 {izerine
etkisi ve CD4™ T helper ve CD8" T sitotoksik hiicreler tizerindeki immiin diizenleyici
roli ilk kez arastirilmistir. AD hastalarindan elde edilen PKMH’ler DF-MKH
varliginda ve yoklugunda CDmix uyariml kiiltiir kosullarinda 3 giin siireyle inkiibe
edilerek immiinolojik parametreler incelenmistir. Calismamizda hasta kontrol grubu
olarak Psoriasis hastalar1 dahil edilmistir. Calismamizda Psoriasis hastalarinin dahil
edilme amaci; DF-MKH’lerin Th2 baskin AD hastaligindan farkli olarak Th1/Th17
baskin profile sahip olan Psoriasis hastaligindaki immiinmodiilatuar etkisini
karsilastirmali olarak arastirmaktir. Ayn1 zamanda g¢alismaya saglikli bireyler de
eklenerek, elde ettigimiz sonuglar hem AD hem de Psoriasis hastalarinin sonuglariyla

birlikte degerlendirilmistir.

Klinikte hem etik uygunlugundan dolayr hem de teratoma olusumu
gerceklestirmemesi sebebiyle MKH’ler, hiicresel tedavi seceneklerinde biiytik ilgi
gormiistiir. Kemik iligi, adipoz doku, umblikal kord ve farkli dental dokular gibi
bircok dokudan elde edilebilen hiicreler CD29, CD73, CD90, CD146 gibi pozitif
belirtegleri eksprese ederken CD14, CD45, CD34, CD25, CD28 gibi belirtegleri
ifade etmezler. (Pittenger ve ark., 1999). Giiniimiizde dis pulpasi, dental folikiil,
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insan siit digi gibi dental dokulardan izole edilmis MKH’ler tanimlanmistir. Bu
hiicreler diger dokulardaki mezenkimal kok hiicrelere oranla katlanma sayisi
yiiksektir ve kemik, kikirdak, yag, noral hiicreler gibi birgok hiicre grubuna
farklilasma yetenegindedir (Suchanek ve ark., 2007). Ayn1 zamanda dental kaynakli
MKH’lerin doku rejenerasyonu ve otoimmiin hastaliklarda immiin yanitlarini regiile
etkileri bildirilmistir (Mareschi ve ark., 2016). Daha 6nce yaptigimiz bir ¢calismada
DF-MKH’lerin diger dental kaynakli kok hiicrelere gére daha fazla immiinsupresif
ozellige sahip oldugu gosterilmistir (Yildirim ve ark., 2016). Calismamizda ilk defa
DF-MKH’lerin Th2 baskin AD hastaliginda immiinmodiilatuar etkisi in vitro

ortamda arastirilmistir.

AD'nin arka planinda karmasik bir immiinolojik diizensizlik vardir. Giinlimiizde
T hiicrelerinin bu hastalarda immiinolojik siireclerin diizenlenmesinde anahtar rol
oynadigi iyi bilinmektedir. Yapilan bir arastirmada, AD’nin allerjik formundaki deri
lezyonlar1 olusumunda bilinenin aksine CD8" T hiicrelerin CD4" T hiicrelerle gore
daha etkili rolii oldugu bildirilmistir (Hennino ve ark.,2007). Yapilan bagka bir
caligmada, kemik iligi kaynakli mezenkimal kok hiicrelerin OVA-albumin ile
uyarilmis AD fare modelinde, T lenfosit proliferasyonunu baskiladigr gosterilmistir
(Na ve ark., 2014). Elde ettigimiz sonuglara goére, DF-MKH varliginda AD
hastalarinin CD4" Th ve CD8" Tc hiicre proliferasyonu anlamli olarak baskilandi.
Bagka bir deri inflamatuar hastaligi olan Psoriasis hastalarinda da CD4" ve
CD8" lenfosit proliferasyonu anlamli olarak baskilandi. Saglikli bireylerin DF-MKH
varliginda CD4" ve CD8" lenfosit proliferasyonu PKMH kiiltiirlere gbre anlamli
olarak degismedi. Elde ettigimiz sonuglar dogrultusunda, DF-MKH’ler inflamatuar

ortamda lenfosit proliferasyonunu etkili bir sekilde baskilad1

Apoptoz ile hiicre 6liimii, gereksiz, yash veya hasarli hiicrelerin eliminasyonunu
saglayan siki diizenlenmis bir siirectir (Green ve Scott, 1994). Bu olay, ligandlar1 ile
olim reseptorleri olarak adlandirilan spesifik reseptorlerin etkilesimini gerektirir.
Ozellikle Fas (CD95) ve Fas-ligand (CD178) etkilesimlerinin sonucunda aktive olan
kaspaz 3 CD4" T hiicrelerinin aktivasyonuna bagli hiicre oliimii (AICD) igin ana
mekanizma oldugu belirtilmistir (Ju ve ark., 1998). Daha Once yapilan bir

aragtirmada, AD hastalarinda CD4" T hiicrelerinde Fas ve FasL ifadesinin saglikli
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bireylere gore anlamli olarak yiiksek bulundugu gosterilmistir (Akkog ve ark., 2008).
Hennino ve ark. tarafindan yapilan arastirmada ise efektor CD8" T hiicreleri
inflamasyon ve AD benzeri lezyonlarin olusumunda aracilik ettigi ve IFN-y
salgilayan CD8" T hiicreleri kisa bir siire i¢inde lezyonel bolgeye gb¢ edip
mononiikleer hiicrelerin ve eozinofillerin ortama c¢agirilmast ve AD'nin tipik
epidermal degisikliklerinin gelismesine yol agtigi belirtilmistir (Hennino ve
ark.,2008.). Yapilan bir arastirmaya gore, fare kemik iligi kaynakli mezenkimal kok
hiicrenin splenosit ko-kiiltiir sonucu splenosit hiicrelerin Fas-FasL aracili hiicre
Olimiinlin arttig1 gosterilmistir (Akiyama ve ark., 2012). Bizim elde ettigimiz
sonuglara gore AD hastalarinda hem CD4" hem de CD8" hiicreler yiizeyindeki Fas ve
FasL ifadesi istatistiksel olarak saglikli kontrollere gore anlamli olarak yiiksek
bulundu. Ayni zamanda Psoriasis hastalarinda hem CD4" hem de CD8" hiicreler
yiizeyindeki Fas ve FasL ifadesi istatistiksel olarak saglikli kontrollere gére anlamli
olarak yiiksek bulundu. DF-MKH varhginda her iki hasta grubunda CD4" ve
CD8" iizerindeki Fas ve FasL ifadesi anlamli olarak baskilandi. Saglikli kontrol
grubunda DF-MKH varliginda anlamli bir baskilanma goriilmedi. Elde edilen veriler
lenfosit canliligi sonuclariyla birlikte degerlendirildiginde, hasta gruplarinda DF-
MKH’lerin T lenfositlerin canliligini artirirken, aktive T lenfositler iizerindeki 6lim
reseptor ve ligandlarin ifadesini azaltti§i gozlemlendi. Bunun sonucunda

keratinositlerin de apoptozunu azaltabilecegini diistinmekteyiz.

Akkoc ve ark. tarafindan yapilan bir ¢alismada AD hastalarindan izole edilen
CD4" hiicrelerin TNFR 11 ifadesinin saglikli bireylere gore anlamh olarak yiiksek
oldugu gosterilmistir (Akkog ve ark., 2008). Elde ettigimiz sonuglara gore AD ve
Psoriasis hastalarinda CD4" ve CD8" T lenfositler yiizeyindeki TNFRII orani saglikli
kontrol grubuna gore anlamli olarak yiiksek bulundu. Her iki hasta grubunda DF-
MKH varliginda CD4" ve CD8" T lenfositler yiizeyindeki TNFRII ifadesinde azalma
orani istatistiksel olarak anlamli bulundu. Elde ettigimiz sonuglar1 Fas ve FasL
sonuglariyla degerlendirdigimizde, inflamatuar ortamda DF-MKH’lerin aktive
CD4"ve CD8'T lenfositlerin apoptozunda rolii olan TNFRII oranini diigiirerek

lenfositlerin canli kalmasinda destekledigini diistinmekteyiz.
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AD hastaliginda inflamatuar siiregte artan IL-4 sitokinin etkisiyle naive CD4" T
lenfositler CD3 ve CD28 reseptor aktivasyonu ile T yardimci hiicre 2 (Th2)
fenotipine farklilasir (Mirchandani ve ark., 2014). Bu farklilasmada ortaya ¢ikan T
yardime1 hiicreler efektér T lenfositlerdir. Inflamatuar yanitlarin sonlanmasinin
ardindan efektor T lenfositlerin yaklasik %901 kontraksiyon fazinda oliir ve geriye
kalan %10’luk popiilasyon efektor bellek hiicreler olarak lenfoid olmayan organlarda
ve periferde yasamaya devam eder. Merkez bellek hiicreler ise folikiiler T yardimci
hiicreler veya kendi onciil hiicrelerinden olusan, efektor sitokinleri {iretmeyen
hiicreler olup lenf nodlar1 veya mukozal lenfoid organlarda yasamaya devam ederler
(Pepper ve Jenkins, 2011). MKH'lerin davraniginin, bu hiicrelerin kaynagi, hiicre
kiltiiriinde bulunan immiin hiicrelerin tiirti, T hiicrelerinin aktivasyon ve farklilasma
durumu ve uyaranin tipi gibi cesitli faktorlere bagli oldugu iyi bilinmektedir. Bu
bilgilerin yan1 sira, MKH’lerin farkli aktivasyon ve farklilasma asamasinda olan T
hiicreler iizerindeki etkisi hakkinda literatiirlerde ¢ok az bilgi bulunmaktadir ve
MKH'lerin naive-efektor T hiicresi farklilasma stireci Uzerindeki etkisi halen
arastirtlmaktadir. Daha 6nce yapilan bir ¢alismada kemik iligi kaynakli mezenkimal
kok hiicrelerin saglikli dondrlerle ko-kiiltiirii sonucunda TNF-a, IL-2 ve IFN-vy
salgilayan CD4" ve CD8" bellek T hiicrelerin orani anlamli derecede diiserken IFN- y
salgilayan ~CD4"ve CD8" naive T  hiicrelerinde  anlamli  bir  fark
gosterilmemistir (Laranjeirave ark.,2015). Yapilan baska bir ¢calismada MKH’lerin
doza bagl olarak HY'ye 6zgii naive ve bellek T hiicrelerini inhibe ettigi ve hiicre
proliferasyonunu, sitotoksisiteyi ve HY’ye ozgii T hiicre sayisini anlamli olarak
diistirdligi gosterilmistir (Krampera ve ark., 2003). Bizim elde ettigimiz sonuclara
gore DF-MKH’lerin varhginda AD hastalarinda CD4*CD45RA*naive T ve
CD8'CD45RA" naive T hiicrelerin orani istatistiksel olarak anlaml artti. DF-MKH
varliginda CD4"CDRO" bellek T ve CD8'CD45RO" bellek T hiicrelerin orani
istatistiksel olarak anlamli azaldi. Calismamizda, anti-TGFp ile nétralize edilen
ve sc-58125 ve 1-MDT ile bloke edilen ko-kiiltiirlerde sadece SC58125 (PGE-2
blokaj1) olan kiiltiirlerde Naive T hiicrelerin Fas ifadesi istatistiksel olarak anlamli
artts gOsterdi. Bunun yam sira, ko-kiiltiirlerde CD4"CD45RA* naive T ve
CD8'CD45RA" naive T hiicrelerin lizerindeki Fas ifadesi anlamli olarak

azalirken CD4"CD45R0O" bellek T ve CD8*CD45R0O" bellek T hiicreler iizerindeki
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Fas ifadesinde anlamli bir degisiklik gdzlenmedi. Naive ve bellek hiicrelerin orani ve
Fas ifadesi sonuclar1 beraber degerlendirildiginde, naive T hiicre yiizeyindeki 6lim
reseptor ifadesi azalirken bu hiicrelerin canli kalarak sagkalimini arttigimni
diistinmekteyiz.

T regiilator hiicreleri (Treg) bagisiklik baskilanmasinda 6nemli bir rol oynar ve
alerjik yamitlarin kontroliiniin ayrilmaz bir parcasidir. CD4"CD25" T regiilator
hiicrelerin Foxp3 transkripsiyon faktorii ifade etmesi bu hiicrelerin baskilayici
fonksiyonu acisindan c¢ok oOnemlidir (Walker ve ark,. 2003). MKH aracil
imminsupresyon, CD4" FoxP3" hiicrelerinin ¢ogalmasi ile T hiicre yanitlarini
baskiladig1 bildirilmistir (Cho ve ark., 2009). Daha once yapilan arastirmalarda,
CD4'CD25"FoxP3* T regiilator hiicrelerin, antijene 6zgii inflamasyonun kontrolii
icin 6nemli oldugu ve bunlarin hava yollarina dahil edilmesi ile alerjik havayolu
inflamasyonunu baskiladigr gdosterilmistir (Tang ve Bluestone, 2008). Farkli
kaynaklardan izole edilen kok hiicrelerin ¢esitli ¢oziinmiis mediatorler salgilayarak
(TGF-B, PGE-2, IDO) hem T regiilatér hiicre sayisini arttirdigi hem de diger
inflamatuar parametreleri diisiirdigii literatiirlerde mevcuttur (Duffy ve ark., 2009;
English ve ark, 2009). Elde ettigimiz sonuglara goére; AD hastalarinda
CD4*CD25" Foxp3" hiicre orani saglikli kontrol grubuna gore anlamli olarak diisiik
bulundu. DF-MKH varlhiginda ise AD hastalarinda CD4"CD25" Foxp3™ T regiilator
hiicre oraninda istatistiksel olarak anlamli bir artis saptandi. AD hastalarinda DF-
MKH’ler tarafindan salgilanan TGF-B, PGE-2 ve IDO nétrélize edilen kiiltiirlerde
sadece TGB-B noétrolizasyonu ve PGE-2 blokaji yapilmasi sonucunda
CD4'CD25" Foxp3*™ T regiilatér hiicre orani istatistiksel olarak anlamli diisti.
Psoriasis hastalarinda da DF-MKH’ler tarafindan salgilanan TGF-, PGE-2 ve IDO
notrolize edilen kiiltiirlerde TGB-B nétrolizasyonu ve PGE-2 blokaji yapilan
kiiltiirlerde CD4"CD25" Foxp3™ T regiilator hiicre orani istatistiksel olarak anlamli
azaldi. Bu sonuglara gore, AD ve Psoriasis hastalarinda DF-MKH’ler
CD4"CD25" Foxp3* T regiilator hiicre oranini arttirirken PGE-2 ve TGB- yolagini

kullandigin1 diistinmekteyiz.

Atopik dermatitli hastalar siklikla serum immiinoglobulin IgE diizeylerinin
yiikselmesine, hiicresel immiiniteye, artmis kan eozinofili ve artmis IL-4 iiretimine

sahiptir. Ek olarak atopik dermatitli hastalarin periferik kan mononiikleer hiicreleri,
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kendiliginden ve uyaranlara yanit olarak diisiik diizeyde IFN-y iiretir. Rekombinant
IFN-y atopik dermatitli hastalarda serum IgE seviyelerini ve IL-4 seviyelerini
azaltarak, bagisiklik dengesini geri kazandirarak ve bdylece klinik iyilesmeye yol
acarak immiinolojik dengesizlikleri diizeltebilecegini kabul etmistir (Chang ve
Steven, 2002). Daha once yapilmis olan arastirmalarda AD hastalarmin deri
lezyonlar1 saglikli kontrollerle kiyaslandiginda proinflamatuar sitokin diizeylerinin
(TNF-a, IL-6) daha yiiksek oldugu bildirilmistir (Bieber ve Leung, 2003). Yapilan
bagka bir ¢alismada AD hastalarinda CD4'T hiicre liretilen IL-10 seviyesi saglikli
kontrol grubuna gore anlamli olarak diisiik bulunmustur (Seneviratne ve ark.,2006).
Mezenkimal kok hiicrelerin inflamatuar ve immun hastaliklarda TGF-B ve IL-10
seviyesini yiikseltirken TNF-a, IL-6 ve L-17A seviyesini disilirdiigii birgok
calismada bildirilmistir (Sultani ve ark., 2012; Opal ve De paolo, 2000). Fu ve
arkadaslar1 tarafinda yaplan bir ¢alismada Th2 baskin allerjik rinit hastalignda iki
farkli kok hiicre uygulama sonucu IFN- y seviyesi anlamli olarak diiserken bagka bir
calismada AD hayvan modelinde kemik iligi kaynakli kok hiicre verildigi zamna
IFN- y ve IL-4 seviyesinde anlaml1 bir diisiis gortilmektedi (FU ve ark., 2012; Na ve
ark., 2014). Bizim elde ettigimiz sonuglara gére DF-MKH varliginda Th2 baskin AD
ve Th1/Th17 baskin psoriasis hastalarinda TNF-a ve IL-6 istatistiksel olarak anlamli
distii. Elde ettigimiz sonuglart degerlendirdigimizde, kullandigimiz kok hiicrelerin
proinflamatuar  sitokin diizeyin diisiirerek diger ¢alismalardaki sonuglar
desteklemektedir. DF-MKH varliginda her iki hasta grubunda IL-10 seviyeleri
anlaml olarak artti. DF-MKH varliginda AD ve Psoériasis hastalarinda artan 1L-10
seviyesinin  CD4"CD25'Foxp3"™ T  regilator  hiicre  oramiyla  birlikte
degerlendirdigimizde, kok hiicrelerin ortamdaki inflamatuar yaniti baskilamak igin
immiinregiilasyon mekanizmalarini aktif ettigi diistinmekteyiz. IL-17A seviyesi her
iki gruptada anlamli olarak diistii fakat PsoriasiS hastalarinda miktar1 yiliksek olan
sitokin daha anlamli disti. Thl7 baskin Psoriasis hastaliginda IL-10 ve
CD4"CD25"Foxp3™ T regiilator hiicre artigi inflamatuar sitokin diizeyini azaltigini
diisinmekteyiz. DF-MKH varhigmida IFN- y seviyesinin AD hatalarinda anlaml
yiikselirken IL-4 seviyesi anlamli olarak azaldi. Elde ettigimiz bu veriler AD

hastalarinda DF-MKH’lerin Th2 yanitin1 baskilama egiliminde oldugunu, IL-4
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seviyesini disiirerek ve IFN-y arttirarak immiin yanitin Thl yoniine kaydirarak

immiinregiilasyon olusturdugunu diisiinmekteyiz.

GATA-3, T yardimct 2 (Th2) hiicrelerinde spesifik olarak ifade edilen bir
transkripsiyon faktoriidiir ve CD4" lenfositlerden Th2 hiicrelerinin farklilasmasinda
kritik bir rol oynar. Ayrica, GATA-3, alerjik yanitlara aracilik eden IL-4, IL-5 ve IL-
13 sitokinlerinin gen ekspresyonu i¢in gereklidir (Ray ve Cohn, 1999; Zhu ve ark.,
2006). GATA-3, Thl hiicrelerinin ana diizenleyici transkripsiyon faktorii T-bet
tarafindan inhibe edilir. Th2 hiicreleri GATA-3 tarafindan diizenlenirken, Th1 hiicre
farklilagmasi T-bet ve IL-12 tarafindan kontrol edilir. Dolayisiyla, GATA3"in
islevini engellemenin, alerjik hastaliklarin tedavisi i¢in yeni bir strateji olabilecegi
diistiniilmektedir. Transkripsiyon faktorii FoxP3, T regiilator hiicrelerinin baskilayici
ozelliklerinde kritik dneme sahiptir. Yapilan arastirmalara gore, rinit ve astim gibi
alerjik hastaliklar i¢in alerjen immiinoterapisinden sonra goriilen klinik iyilesme, IL-
10 ve TGF-B iireten T regiilator hiicrelerinin ve FoxP3 ekspresyonu yapan
CD4'CD25" T hiicrelerinin indiiksiyonu ile iliskilendirilmistir (Nouri-Aria. 2009).
Daha 6nce yapilmis olan bir calismada, MKH’lerin astimli hastalarin PKMH’lerinde
GATA-3 ekspresyonunu baskiladigi ve T-bet ekspresyonunu yiikselttigi bildirilmistir
(Geng ve ark., 2018). Baska bir ¢alismada, umblikal kord MKH’lerin Psoriasis fare
modelinde T-bet ve GATA-3 ekspresyonunu anlamli olarak baskiladigi gosterilmistir
(Lee ve rak., 2017). Elde ettigimiz verilere gore; DF-MKH’ler Th2 baskin olan AD
hastalarinda GATA-3 ekspresyonunu diisiiriirken Th1 farklilasmasina neden olan T-
bet ekspresyonunu arttirdi. DF-MKH’lerin Th1/Th17 baskin olan Psoriasis
hastalarinda T-bet ekspresyonunu diistiriirken, GATA-3 ekspresyonunda anlaml1 bir
fark goriilmedi. FoxP3 ekspresyonun DF-MKH varliginda her iki hasta grubunda
artis gosterdi. Elde edilen sonuglar sitokin sonuglariyla birlikte degerlendirildiginde,
AD hastalarinda DF-MKH varliginda GATA-3 ekspresyonunun azalmasi kiiltiir st
stvisinda IL-4 seviyesinin diismesiyle uyumlu bulundu ve T-bet ekspresyonunun artis
gostermesi IFN-y seviyesinin artmasiyla uyumlu bulundu. Psdriasis hastalarinda da
T-bet’in azalmasi IFN-y seviyesinin artisiyla uyumlu bulundu. FoxP3 sonuglarimizi
CD4"CD25"FoxP3™ T regiilator hiicreler ve IL-10 seviyesiyle karsilagtirdigimizda,

artan FoxP3 protein miktar1 artan IL-10 seviyesiyle uyumlu bulundu. Caligmamizda
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elde ettigimiz sonuglar literatiirdeki bilgileri desteklemektedir. AD hastalarinda T-bet
oraninin artis1 ve Psoriasis hastalarinda azalmasi DF-MKH’lerin immiinregiilasyon

gergeklestirebilecegini diistindliirmektedir.

Sonu¢ olarak, DF-MKH’lerin Th2 immiin yanitlarinin baskin oldugu AD
hastalarinin CD4" ve CD8" T lenfosit proliferasyonunu, CD4" ve CD8" T lenfosit
tizerindeki Fas, FasL ve TNFRII gibi apoptozu tetikleyen ligand ve reseptor oranini
disiirerek, Naive T hiicre oramimi arttirarak, bellek T hiicre oranm diisiirerek,
CD4'CD25"FoxP3* Tregiilatér  hiicrelerin ~ oranimi  arttirarak, IFN- y diizeyini
arttirarak ve IL-4 diizeyini diislirerek Thl yonilinde regiilatuar etki gosterdigi
sonucuna vartlmistir. Elde ettigimiz bu sonuglart Th1/Th17 baskin Psoriasis
hastalariyla karsilastirdigimizda DF-MKH’lerin hastaligin inflamatuar yanitina gore
ortamdaki immiinmodulasyonu gergeklestirdigi gosterilmistir. Glintimiizde kullanilan
ilag tedavilerin yan etkisi goz Onilinde bulunduruldugunda, AD hastaliginda DF-

MKH’ler hiicresel tedavilere yeni bir alternatif olusturma potansiyelindedir.
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