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1. ÖZET 

Astımda hava yolu inflamasyonunu baskılayacak ve hava yolu yeniden 

yapılanmasını önleyecek veya tersine çevirebilecek yeni stratejilere ihtiyaç 

duyulmaktadır. Yeniden programlanmış uyarılmış pluripotent kök hücreler (uPKH), 

embriyonik kök hücre (EKH) potansiyeline sahiptir ve kök hücre bazlı kullanım için 

kaynak sağlamaktadır. Bu çalışmada, allojenik olarak uygulanan EKH ve uPKH’lerin 

akut astım modeli oluşturulmuş fareler üzerinde histopatolojik ve immünmodülatuar 

etkilerinin araştırılması amaçlandı. Bu amaçla, akut astım fare modeli, BALB/c 

farelerin i.p. olarak OVA proteini ile duyarlılaştırılması ve %1 OVA’nın nebulize 

yolla verilmesi sonucu oluşturuldu. Son nebülizasyon günü, EKH ve uPKH’ler 

intranazal (i.n.) yolla 5x105 hücre olacak şekilde uygulandı. Fareler 24 saat sonra 

sakrifiye edilerek, serum spesifik antikor miktarı, hava yolu yeniden yapılanması, 

sitokin miktarları, BAL sıvısındaki hücre miktarı, lenfositlerin proliferasyon ve 

apoptoz tayini yapıldı. Kontrol grubuna (PBS) göre, astım grubunda (OVA) daha 

fazla EKH ve uPKH’nin akciğerde toplandığı belirlendi. Hava yolu yeniden 

yapılanmasında meydana gelen epitel, düz kas ve bazal membranda artışın ve aynı 

zamanda goblet hücre hiperplazisinin distal ve proksimal hava yollarında pluripotent 

kök hücrelerin uygulanması sonucu anlamlı derecede baskılandığı gözlendi. BAL 

sıvısında eozinofil yüzdesinin anlamlı derecede azaldığı saptandı. Serumda allerjen-

spesifik IgE’nin baskılandığı ve IL-4’ün akciğer süpernatanında azaldığı, aynı 

zamanda, regülatör sitokin olan IL-10’un arttığı tesbit edildi. Özellikle EKH’nin 

uygulanması ile, akciğerde Treg hücre alt grupları yüzdesinin anlamlı şekilde arttığı 

ve akciğer lenfosit hücre proliferasyonunun ve apoptozunun anlamlı olarak 

baskılandığı gözlendi. Bu çalışmada elde edilen sonuçlar, i.n. olarak uygulanan EKH 

ve uPKH’lerin akut astım fare modeli ile ilişkili hava yolu inflamasyonu üzerine 

iyileştirici etkiler sağladığını ve ayrıca, bu hücrelerin farelerde in vivo 

immünmodülasyon etkinliğinin benzer olduğunu göstermektedir. 

 

Anahtar Sözcükler: Astım, BALB/c, EKH, İmmünomodülasyon, uPKH 
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2. SUMMARY 

Investigation on the Effect of Pluripotent Stem Cells on Murine Model of Acute 

Asthma 

New strategies are needed to supress airway inflammation and prevent or reverse 

airway remodeling in asthma. Reprogramming induced pluripotent stem cells 

(iPSCs) has the potential of embryonic stem cells (ESCs) and provide a resource for 

stem cell-based utility. The aim of this study was to evaluate the histopathologic and 

immunomodulatory effects of  ESCs and iPSCs for potential allogenic application in 

a murine model of acute asthma. For this aim, BALB/c mice wre sensitized with 

alum-absorbed ovalbumin (OVA) and then challenged with aerosolized 1% OVA. 

5x105 ESCs and iPSCs were administrated intranasally on the last day of 

nebulization. Mice were sacrified after 24 hours, and serum allergen spesific 

antibody level, airway remodeling, cytokine levels in lung supernatants, cellular 

distribution in BAL fluid, lymphocyte proliferation and apoptosis assays were then 

examined. More ESC and iPSCs integrated into the lungs of mice OVA groups than 

those of the control mice. Epithelial, smooth muscle and basal membrane thicknesses 

as well as goblet cell hyperplasia occurring in airway remodeling were suppressed 

significantly by pluripotent stem cells in both distal and proximal airways. 

Percentage of eosinophyls decreased significantly in BAL fluid. Reduction in serum 

allergen-spesific IgE level as well as IL-4 level in lung supernatatnts was observed. 

Meanwhile, regulatory cytokine, IL-10, was enhanced. Application of especially 

ESCs significantly increased percentage of Treg subsets and supressed proliferation 

and apoptosis of lung lymphocyte cells. Our results showed that i.n. delivery of ESCs 

and iPSCs provide a benefical effect to attenuate airway inflammation related with 

acute asthma murine model, and these cells also have similar immunomodulatory 

effectiveness in mice. 

Key Words: Asthma, BALB/c, ESCs, Immunomodulation, iPSCs 
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3. GİRİŞ VE AMAÇ 

Astım, gelişmekte olan ülkelerde büyük bir sosyo-ekonomik etkisi olan önemli 

zayıflatıcı inflamatuar akciğer hastalığıdır. Kontrolsüz astım, sadece okul ve iş 

yerlerinde aşırı devamsızlığa yol açmakla kalmayıp, aynı zamanda sağlık maliyetleri 

üzerinde önemli bir katkı sağlamakta ve ölümlere neden olabilmektedir. Bronşiyal 

astım, zamanla hava yolu yapısında sitolojik ve histolojik değişiklikler oluşturan 

kronik ve allerjik hava yolu inflamasyonu ile karakterize edilmektedir (Cohn, Elias 

ve Chupp 2004). Allerjik astımın patojenik özellikleri; hava yolu inflamasyonu ve 

mast hücrelerin, basofillerin, monositlerin, ve izotip-spesifik IgE üretimi ile birlikte 

Th2 tip lenfositlerin toplanması (infiltrasyonu) ile ilgilidir. Astımın kronik 

aşamalarında, akciğer dokusu ve hava yollarında morfolojik tahribe yol açan önemli 

bir morbidite oluşmaktadır (Lynch, Little, Wilson, Center ve Cruikshank 2003, 

Bonfield ve ark 2010). 

Astım patogenezi akut veya kronik olarak sınıflandırılmaktadır. Akut astım; 

histamin salınımı, hava yolu reaktivitesi ve bronkospazm ile karakterize edilen erken 

faz reaksiyonları içermektedir. Kronik astım ise, akut astım bileşenlerini içermekte, 

buna ek olarak sürekli inflamasyon ve kontrolsüz akciğer yeniden yapılanması ile 

karakterize edilmektedir (Massaro ve ark 1995, Karagiannidis ve ark 2006). Akciğer 

yeniden yapılanmasında doku fibrozu, kollajen birikimi, düz kas hipertrofisi, bazal 

akciğer fonksiyonunda değişim, goblet hücre hiperplazisi, epitel kalınlaşması ve 

deskuamasyon ve anjiogenez meydana gelmektedir (Cohn ve ark 2004). 

Yeni T hücre alt tiplerinin ve Th2-tip yanıtı uyarmak için alternatif yolların 

keşfedilmesi ve bunlarla birlikte akciğer mikroçevesinin derin bir şekilde 

anlaşılması, astım patolojisi ile ilgili yeni anlayışlar getirmekte ve böylece tedavide 

yenilik için fırsatlar sağlamaktadır. Yeni tedavi yöntemlerinden bazıları; IL-5-özgül 

antikorlar gibi sitokin hedefleri, Treg hücre yanıtının artırılması, ve günümüzde 

klinik öncesi aşamada olan IL-25, IL-33 antikor yaklaşımları ve mikroRNA’lar gibi 

T hücre yanıtlarının direkt olmayan şekilde hedeflenmesidir (Lloyd ve Hessel 2010). 

Astımda karşılanmamış ihtiyaçlardan bir tanesi hafif-orta astımlı hastalarda, çoğu 
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hastanın uzun yıllar üst üste alması gereken semptomatik tedavinin yerine 

gelebilecek, küratif tedavidir. Diğer bir ihtiyaç ise, ağır astımı olan kişilerde astım 

kontrolünün sağlanmasıdır (Barnes 2010). Günümüzde astımın mevcut tedavisinde 

uzun-etkili β-antagonistler varlığında ya da yokluğunda inhale kortikosteroidler 

kullanılmaktadır. Steroidler nispeten güvenli, üretimi ucuz ve klinikte son derece 

etkili olmasına rağmen, bu tedavi ile önemli sayıda astım hastasının semptomları 

kontrol edilememektedir. Buna ek olarak, tedavi için immün uyarım ve yanıttaki 

değişkenlik astımı izlemek ve üstesinden gelmekte zor bir hastalık yapmaktadır 

(Bonfield ve ark 2010). Bu nedenle yeni strateji arayışları sürdürülmektedir. 

Embriyonik kök hücreler (EKH) blastosist aşamasındaki embriyoların iç hücre 

kitlesinden elde edilen farklılaşmamış, in vitro olarak çok geniş aralıkta farklı hücre 

tiplerine farklılaşabilen pluripotent hücrelerdir (Wobus 2001, Odorico, Kaufman ve 

Thomson 2001). EKH’lerin hasarlı dokuları yenilemek veya onarmak için potansiyel 

klinik kullanımı son yıllarda büyük bir ilgi alanı olmaktadır ve bu hücrelerin spesifik 

hücre soylarına farklılaşmasını sağlayacak yöntemleri geliştirmek üzere araştırmalar 

devam etmektedir. Uyarılmış pluripotent kök hücreler (uPKH) ise, embriyonik 

kaynaklı olmayan hücrelerden (örneğin yetişkin somatik hücreleri) ektopik 

ekspresyon gibi dışsal etkilerle elde edilen pluripotent hücrelerdir (Takahashi ve 

Yamanaka 2006). uPKH’ler, EKH’lere göre; embriyonik kaynaklı olmama, teorik 

olarak sınırsız kaynaktan elde edilme, otolog olarak ve kişiye özel tedavide 

kullanılma gibi birçok avantaja sahiptir. İnsan uPKH’lerin insan EKH’ler kadar 

güçlü ve pluripotent olmadığı gibi bazı endişeler olmasına rağmen, bu hücreler 

morfolojik olarak insan EKH’ye benzerlik göstermekte ve in vitro olarak her üç germ 

tabakasına farklılaşabilmektedir. Ayrıca, bu hücrelerin in vivo olarak immun 

yetmezliğe sahip farelerde teratom oluşturabildikleri de gösterilmiştir (Osafune ve 

ark 2008, Lengner 2010). Pluripotent hücrelerin sürekli hücre hatları ve terapötik 

potansiyeli için herhangi hücre tipine farklılaştırılma yetenekleri gelecekte rejeneratif 

tıp için çok büyük umut vaat etmektedir. EKH’ler pluripotens için altın standart 

kabul edilirken, uPKH’ler mükemmel histokompatibilite eşlenme ile hücre veya 

doku greftler kullanarak yıkıcı dejeneratif hastalıklara tedavi olasılığı sunmaktadır 

(Puri ve Nagy 2012).  
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Akciğer hasarı oluşturulmuş deneysel hayvan modellerinde, mezenkimal kök 

hücre (MKH), EKH ve uPKH uygulamalarının yararlı etkide olduğu yapılan 

çalışmalarla gösterilmiştir ve bu çalışmalar dikkatleri inflamatuar akciğer 

hastalıklarında multipotent ve pluripotent kök hücrelerin tedavi edici rolleri üzerine 

çekmiştir. Farklı gruplar, multipotent özellikteki MKH’lerin allerjik hava yolu 

inflamasyonu oluşturulan farelerde hava yolu aşırı duyarlılığını ve akciğer 

inflamasyonunu iyileştirdiğini göstermiştir (Cho ve ark 2009, Park ve ark 2010, 

Nemeth ve ark 2010, Bonfield ve ark 2010, Goodwin ve ark 2011, Jang, Cho, Park 

ve Roh 2011). Bizim de yapmış olduğumuz çalışmalarımızda, fare ve sıçan kemik 

ili ği kaynaklı MKH’lerin ve dental pulpa kaynaklı MKH’lerin akut astım modeli 

geliştirilmi ş farelere uygulanmasından bir gün sonra immünmodülatör etki gösterdiği 

ve akciğer inflamasyonunu baskıladığı gözlemlendi (Gülben Gürhan, yayınlanmamış 

veri). 2011 yılında Yang ve ark, farklılaşmamış uPKH’lerin farelerde endotoksin ile 

oluşturulmuş akut akciğer hasarı üzerine olumlu etkisini rapor etmiştir. Wang ve ark 

ise c-Myc geni içermeyen uPKH’lerin OVA uyarımlı farelerde hava yolu 

duyarlılığını ve allerjik reaksiyonu azalttığını ve bu hücrelerin transplantasyonunun 

allerjik reaksiyon tedavisinde potansiyel olabileceğini göstermiştir (2013).  

Bu bilgiler ışığında çalışmamızda, pluripotent kök hücre tipleri olan EKH ve 

uPKH’lerin akut astım modeli geliştirilmi ş fareler üzerinde histopatolojik etkilerini 

ve immünmodülasyon mekanizmalarını incelemeyi amaçladık. Bu amaç 

doğrultusunda, pluripotent kök hücrelerin akciğer yeniden yapılanmasında ve 

inflamasyonda baskılayıcı etkileri gösterilmiş, immünmodülasyon özelliklerinde 

Treg hücrelerindeki artışın çok önemli olduğu belirlenmiştir. Ayrıca, i.n. olarak 

uygulanan EKH ve uPKH’lerin akciğer lenfositlerinde proliferasyon ve apoptoz 

üzerine in vivo etkileri incelenmiştir. 
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4. GENEL BİLGİLER 

4.1. Kök Hücreler 

Kök hücreler, kendilerini yenileme ve farklı hücre tiplerine farklılaşabilme 

yeteneğine sahip olan, bu özelliklerini kendilerine özgü olan içsel sinyaller ve dış 

mikroçevre vasıtasıyla gerçekleştiren hücrelerdir (Watt ve Hogan 2000). Özelleşme 

yeteneğinin olması ile birlikte çoğalma kapasitesi kök hücreleri benzersiz 

kılmaktadır. Bir kök hücre, genellikle organizmanın hayatı boyunca bölünebilme 

yeteneği olan hücredir. Uygun koşullar altında, ya da uygun sinyaller verildiğinde, 

kök hücreler kalp hücreleri, deri hücreleri ya da sinir hücreleri gibi karakteristik şekil 

ve özelleşmiş fonksiyonlardaki olgunlaşmış hücrelere dönüşme potansiyeline sahiptir 

(Chandross ve Mezey 2001, Slack 2000, Kumar ve Singh 2006).  

4.1.1. Kök hücrelerin tarihçesi 

İlk girişimleri 1878 yılında memeli yumurtalarını vücut dışında döllemek için 

yapılmış olmasına rağmen, insan kök hücre alanında araştırma 1960’larda Kanadalı 

bilim adamları Ernest A., McCulloch ve James E. Till’in bulgularıyla ortaya 

çıkmıştır (Becker, McCulloch ve Till 1963). Kök hücre transplantasyonu kapsamında 

kemik iliği nakli Schretzenmyr tarafından 1937 yılında yapılmıştır (Nair, 2004). 

1959 yılında in vitro fertilizasyon (IVF) yöntemi ile üretilen ilk hayvan (tavşan) da 

kök hücre tedavisine doğru bir adım olmuştur. 1960’ların sonlarında, farelerde 

teratokarsinomların embriyonik germ hücrelerinden köken aldığı ve embriyonal 

karsinom hücrelerinin kök hücre türü olduğu tespit edilmiştir. Edwards ve Bavister 

1968’de ilk insan ovumunu in vitro olarak fertilize etmişlerdir. Kültüre edilen 

embriyonal karsinom hücreleri 1970’lerde farelerde embriyonik gelişim modeli 

olarak incelenmiştir. 1981 yılında, fare embriyonik kök hücrelerinin (f-EKH) 

blastosistlerin iç hücre kitlesinden türedildiği kanıtlanmıştır. f-EKH’leri in vitro 

olarak üretilmiş ve farelere enjekte edildiğinde teratomlar oluşturmuştur. 1984-1988 

yılları arasında embriyonal karsinom hücreleri olarak adlandırılan pluripotent klonal 

hücreler geliştirilmi ştir. Bu hücreler retinoik asite maruz kaldıklarında, nöron benzeri 
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hücrelere ve diğer hücre türlerine farklılaşmışlardır. 1994 yılında, kültür üzerinde 

insan blastosistleri üretilmiş ve iç hücre kitlesi muhafaza edilmiştir. Kültür 

merkezinde EKH benzeri hücreler oluşmuş ve kök kücre benzeri morfoloji 

korunmuştur. 1995-96 yıllarında insan olmayan primat EKH’ler Rhesus 

maymunlarının iç hücre kitlesinden in vitro olarak elde edilmiştir. Bu hücreler 

pluripotent özelliktedir ve üç ana germ tabakasına normal olarak farklılaşmıştır (Nair 

2004, Avasthi, Srivastava, Signh ve Srivastava 2008).  

İnsan blastosist iç hücre kitlesinden elde edilen EKH’ler (i-EKH) 1998 yılında 

bir çok pasaj için kültür ve muhafaza edilmiştir (Thomson ve ark 1998). 2000 

yılında, bilim adamları blastosist iç hücre kitlesinden i-EKH’leri elde etmişlerdir. Bu 

hücreler uzun bir süre için in vitro olarak çoğaltılmış ve immün yetersizliği olan 

farelere enjekte edildiğinde her üç germ tabakasının ve teratomların oluştuğu 

gözlenmiştir (Avasthi ve ark 2008). i-EKH’lerin türetildiği ilk rapordan bu yana, 

spontan ve uyarılmış in vitro farklılaşma sistemlerinin kullanılması ile, bu hücrelerin 

kalp, nöron, hematopoetik öncüler, keratinositler, endotel hücreleri gibi doku 

tiplerine dönüşümü gösterilmiştir (Kaur ve Kartha 2009).  

4.1.2. Kök hücre tanımı  

2001 yılında Leipzig’de toplanan doku kök hücreleri çalışma grubunun yapmış 

olduğu tanıma göre, bir dokuya ait kök hücre, fonksiyonel olarak farklılaşmamış ve 

potansiyel olarak heterojen hücrelerdir. Başka bir tanıma göre ise kök hücre, 

“bölünerek kendini yenileyen, sayılarını devamlı sabit tutan, kan, karaciğer ve kas 

gibi özelleşmiş, görev yapan organları oluşturan ve farklılaşma yeteğinde olan 

primitif nitelikteki hücredir” (Karaşahin 2012). 

Bir hücreyi kök hücre olarak tanımlamak için 5 tane gerekli ölçüt vardır 

(Verfaillie, Pera ve Landsrop 2002, Ural 2006): 

1. Kök hücreler, uzun süre bölünebilme ve kendi kendini yenileme yeteneğine 

sahiptirler. Hücrelerin uzun süre bölünebilmelerini belirleyen faktörlerden 

birisi, kromozomların ucunda bulunan telomer adı verilen ve binlerce kez 

tekrarlanan kısa DNA tekrar dizileridir (TTAGGG). Telomerler kromozom 
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uçlarının parçalanmasını, diğer kromozomlarla kaynaşmasını engelleyerek 

kromozomların yapısal bütünlüğünün korunmasını sağlar. 

2. Kök hücreler özelleşmemişlerdir. Özelleşmiş hücrelere dönüşmek üzere 

kaynak oluşturabilir. 

3. Kök hücreler, özelleşmemiş hücrelere kaynaklık edebilirler ve birden fazla 

hücre tipine farklılaşabilirler. Bunun en iyi örneği döllenmiş yumurta 

hücresinde görülmektedir. 

4. Kök hücreler, hasar gören alıcıya nakil sonrasında kaynak dokuyu işlevsel 

olarak tekrar çoğaltabilirler. Buna en iyi örnek, olarak hematopoetik kök 

hücrelerde, karaciğer öncüllerinde ve sinir kök hücrelerinde gösterilmiştir. 

5. Kök hücreler, in vivo şartlarda doku hasarının olmadığı durumlarda bile 

farklılaşmamış kuşaklara katkı sağlayabilirler. Buna en iyi örnek, embriyonik 

veya erişkin kök hücrelerinin (nöral, mezankimal) blastosiste enjekte 

edildiklerinde farklı hücre tiplerine kaynaklık edebilmeleridir (Verfaillie ve 

ark 2002, Ural 2006). 

4.1.3. Kök hücre mikroçevresi 

Mikroçevre (niş); sinyal moleküllerini, hücreler arası ilişkileri ve kök hücreler 

ile komşu hücrelerin dış matrisleri arasındaki etkileşimi içerir. Bu üç boyutlu 

mikroçevrenin genleri ve kendi kendini yenileme ve kararlı hücrelere gelişme gibi 

köklülük (stemness) özelliklerini kontrol ettiği düşünülmektedir (Watt ve Hogan 

2000). Niş üzerine yapılan daha ileri çalışmalar, kök hücre farklılaşması hakkında 

daha iyi bilgi verebilir. Kök hücreler ana nişe bağlı olarak, farklı hücre tiplerine 

uygun şekilde farklılaşabilir. Ayrıca, tamamen farklı bir niş içerisine implante edilen 

kök hücreler potansiyel olarak yeni çevre hücre tiplerine farklılaşabilir (Wu ve ark 

2002). Örneğin, insan nöron kök hücreleri iskelet kası içerisine implante edildiğinde 

kas hücrelerine, kemik iliği hücreleri bir sinir ortama implante edildiğinde nöron 

hücrelerine farklılaşmışlardır (Galli ve ark 2000, Zhao ve ark 2002). Bu bulgular 

mümkün olan niş etkisini ve diğer soy hücrelerinden farklılaşma yeteğini gösteren 

erişkin hücre plastisitesini göstermektedir (Bajada, Mazakova, Ashton, Richardson 

ve Ashammakhi 2008). Bu durum klinik etkiye sahip olabilir, örneğin karaciğer ve 

pankreas aynı embriyolojik hattan geliştiği için, spesifik büyüme faktörleri ve kültür 
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teknikleri ile adacık hücreleri, karaciğer hücrelerinin transdiferansiasyonu ile elde 

edilebilir (Alam ve Sollinger 2002).  

4.1.4. Kök hücre tipleri 

Rejeneratif potansiyellerine bağlı olarak, kök hücreler totipotent, pluripotent, 

multipotent, oligopotent veya unipotent olarak sınıflandırılır (Kaur ve Kartha 2009). 

Erken embriyonik dönemdeki kök hücrelerinin bölünme kapasiteleri çok yüksektir. 

Bu hücreler aynı bölünme potansiyelini kendinden sonra gelen hücrelere aktarırlar ve 

onlarında bölünme kapasiteleri oldukça yüksektir. Gelişimin daha geç dönemindeki 

hücrelerde ise bölünme potansiyelleri azalmaya başlar. Bu hücrelerde ise çoğalma 

asimetrik olarak gerçekleşir, kendinden sonra gelen hücrelerin çoğalma kapasiteleri 

iyice zorlaşır (Karaşahin 2012). 

Totipotent:  Vücudun her hücre tipini oluşturabilen, tam olarak fonksiyonel bir 

organizmanın gelişimini sağlayabilen hücrelerdir (Chapman, Frankel ve Garfinkel 

1999). Ayrıca memelilerde bir totipotent kök hücre, yani fertilize olmuş bir oosit, 

yaklaşık 200 özelleşmiş somatik hücre tipini içeren kompleks bir organizmayı 

oluşturabilme yeteneğine sahiptir (Wobus 2001). 

Pluripotent:  Bu hücreler, vücudun herhangi bir hücre tipini oluşturabilme 

potansiyeline sahip olan hücrelerdir (Whittaker 2005). Embriyoda blastosistin iç 

hücre kitlesindeki hücreler (embriyoblastlar), endoderm, ektoderm ve mezodermden 

köken alan çok farklı hücre çeşidine farklılaşabilir. Embriyonel kök hücreleri 

blastosistin iç hücre kitlesinden elde edilir ve pluripotenttir (Graves and Moreadith 

1993).  

Multipotent:  Multipotansiyel kök hücre ve bu hücrelerin bölünmesi sonucu 

oluşan ve tek bir yönde farklılaşmak üzere programlanmış bulunan hücrelerdir. 

Gelişimin ilerleyen dönemlerinde (fetal hayat), hücreler biraz daha özel görevlere 

sahip olur ve erişkin kök hücrelere dönüşür. Bu erişkin kök hücreleri tipik olarak yer 

aldıkları dokunun hücre tiplerini üretir. Kemik iliği kök hücreleri en iyi örnektir. 

Biraz daha özelleşmiş bu hücrelere multipotent hücreler denir (Karaşahin 2012). 
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Oligopotent: Oligopotent kök hücreler, lenfoid veya miyeloid kök hücreler gibi 

sadece birkaç hücreye farklılaşabilen hücrelerdir. Kornea epiteli sürekli yenilenen ve 

oligopotent olan skuamoz epiteldir (Majo, Rochat, Nicolas, Jaoude ve Barrandon, 

2008). 

Unipotent: Unipotent hücreler sadece bir hücre tipini üretebilir, ancak onları 

kök hücre olmayan hücrelerden ayıran kendini yenileme özelliğine sahiptir. Bu 

unipotent hücreleri kas kök hücrelerini içerir. Çoğu epitel dokular, unipotent öncül 

hücrelerin varlığı nedeniyle erişkin hayatı boyunca kendini yenileyebilir (Hima 

Bindu ve Srilatha, 2011). 

Kök hücrelerin tanımlanmış dört tipi bulunmaktadır (Alvarez ve ark 2012): 

• kanserlerde bulunan ve bazı kök özelliklere sahip patolojik kanser kök 

hücreleri (KKH) 

• gelişimin farklı aşamalarında elde edilen erişkin kök hücreler ve embriyonik 

kök hücreler (EKH) 

• mühendislik ile ya da uyarılarak üretilen uyarılmış pluripotent kök hücreler 

(uPKH) 

4.1.4.1. Kanser kök hücreleri  

Solid kanserler ve lösemilerdeki geniş hücre spektrumu arasında, fonksiyonel 

özellikleri ve belirteçleri fizyolojik kök hücrelere benzer hücreler bulunur. Bu tür 

hücreler, küçük boyutlarından, yavaş hızda bölünmelerinden, ABC (ATP-bağlayıcı 

kaset) taşıyıcılarını yüksek şekilde ifade etmelerinden, telomeraz ve anahtar kök 

hücre genlerini ifade edip, farklılaşma belirteçlerini edememelerinden dolayı birçok 

tedaviye dayanıklıdır. Bu özelliklere sahip hücreler gerçek KKH olarak kabul edilir 

(Alvarez ve ark 2012). KKH, “kanseri başlatan hücre” olarak da adlandırılmaktadır. 

Kan, meme, beyin, dalak, baş ve boyun, kolon, deri ve over kanserlerinde KKH’lerin 

olduğu bildirilmiştir (Tuna 2009). 

Son zamanlarda KKH hipotezi ile kanserin, tümör dokusunda oluşan kök veya 

öncü hücrelerden oluştuğu öne sürülmektedir. KKH’leri veya kanseri başlatan 

hücreler olarak da adlandırılan kanser öncü hücrelerinin, kanserin başlaması, 
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ilerlemesi ve klasik tedavi şekillerine direnç göstermesinden sorumludurlar. Kanser 

hücrelerinde sayısız büyüme faktörünün, ABC taşıyıcılarının, antiapoptotik 

faktörlerin (Myc, Bcl2, NF-kB ve survivin) aktivasyonunun değişmesi ve/veya aşırı 

sentezlenmesi kadar tümör baskılayıcı genlerin (Tp53, Pten) aktivasyonunun veya 

ifadesinin azalması ilaca dirençlilik ile ilgisi olabilir (Mimeault, Hauke, Mehta ve 

Batra 2007, Tuna 2009). 

4.1.4.2. Erişkin kök hücreler  

Geçmişte pek çok dokunun, endojen bir kök hücreye sahip olmadığı için, zarar 

gördüğünde kendini yenileme yeteğinin olmadığı kabul edilirdi. Ancak yapılan son 

çalışmalarla birçok erişkin dokunun (deri, hematopoetik sistem, kemik ve karaciğer 

gibi) rejeneratif onarım ya da yenilenme kapasitesine sahip olduğunun gösterilmesi, 

kök veya progenitör hücrelerin varlığını işaret etmektedir (Vats, Bielby, Tolley, 

Nerem ve Polak 2005). 

Erişkin kök hücreler gelişimin sonraki basamaklarında görülen ve bir doku ya da 

organda farklılaşmış hücreler arasında bulunan farklılaşmamış hücrelerdir. Bu 

hücreler organizmanın yaşamı boyunca embriyonik hücrelere göre daha sınırlı 

olmakla birlikte kendilerini yenileyebilme özelliğini korur ve erişkin dokulardaki 

özelleşmiş hücrelere farklılaşır. Bir canlı organizmada yetişkin kök hücrelerin primer 

görevi bulundukları dokuyu korumak ve onarmaktır (Kumar ve Singh, 2006). Buna 

ek olarak, erişkin kök hücreler retina, akciğer, kalp kası, iskelet, kas, bağırsaklar, 

böbrek, dalak, kemik iliği, kan ve deri gibi dokuların oluşumuna katkıda 

bulunabilmektedir (Grove, Bruscia ve Krause 2004). Erişkin kök hücreler, 

bulundukları organlarda kendilerine ait bir mikroçevre içerisinde kısa veya uzun bir 

süre dinlenmede kalabilir. Bu hücreler mikroçevrelerindeki değişiklikleri takiben 

prolifere olabilir veya daha olgun ve dokuya özel hücre tiplerine farklılaşabilir 

(Fuchs, Tumbar ve Guasch 2004).  

4.1.4.2.A. Hematopoetik kök hücreler  

HKH’ler, kendilerini yenileme ve homeostaz denge kontrolü, immün fonksiyon, 

inflamasyon ve mikroorganizmalara yanıt gibi bazı biyolojik aktiviteleri sağlayan 
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özelleşmiş kan hücrelerine farklılaşma potansiyeline sahip erişkin kök hücrelerdir. 

HKH’ler ayrıca adipositler, kardiyomiyositler, endotel hücreler, 

fibroblastlar/miyofibroblastlar, karaciğer hücreleri, osteokondrositler ve pankreatik 

hücreler gibi diğer özelleşmiş hücrelere farklılaşabilir. Çoğu HKH’ler, HKH 

havuzunu koruyan nişler içerisinde istirahat halindedir ve içsel veya dışsal uyaranlara 

karşı kan hücre dengesinin ya da HKH havuzunun bozulmasından sonra oluşan 

sinyallere yanıt verebilir (Chotinantakul ve Leeanansaksiri 2012). 

Kemik iliği, stroma ve hematopoetik hücrelerden oluşan çok organize bir 

dokudur. Stromada bulunan osteoblastlar granulosit koloni stimüle edici faktör, 

interlökin-6, Notch ligandı jagged 1 gibi çeşitli faktörleri ifade ederek HKH’lerin 

proliferasyon ve farklılaşmasını etkileyebilirler. Doğum sonrası, HKH’ler kemik 

ili ği, kordon kanı ve mobilize edilmiş periferik kan gibi dokularda bulunurlar. 

HKH’lerin en önemli belirteçlerinden birisi CD34 dür. Erken öncüllerde bulunurken 

daha olgun hücrelerde bulunmaz. CD14, CD45 ve CD133 diğer önemli yüzey 

belirteçleridir (Ural 2012, http://www.thd.org.tr, Erişim tarihi: 05.01.2014). 

Hematopoez, erişkin memelilerin kemik iliği boşluğunda yerleşmiş HKH’lerin 

küçük bir popülasyonundan hiyerarşik bir şekilde üretilen kan sistemi hücreleri ile 

yaşam boyu devam eden bir süreçtir (Orkin ve Zon 2008). HKH’ler, giderek soya 

sınırlı olan ve sonunda olgun kan hücrelerinin tüm soylarına farklılaşan öncül 

hücreleri oluştururlar. Akan hücre ölçer analizi ile moleküler belirteç ifade 

çalışmaları, tüm kan hücre alt gruplarının biyoloji ve potansiyel açısından 

belirlenmesine yol açmıştır (Şekil 4.1). Hematopoetik sistemdeki bütün kan 

hücrelerinin kökeni, kendini yenileme kapasitesine sahip, ve kendini yenileme 

kapasitesini kaybetmiş, fakat çoklu soylara farklılaşabilen multipotent öncülleri 

oluşturan HKH’lerden gelmektedir. Multipotent öncüller daha sonra oligopotent 

öncüller olan ortak lenfoid öcülleri (CLPs) ve myeloid öncülleri (CMPs) oluşturur. 

Tüm bu oligopotent öncüller kısıtlanmış soylara farklılaşırlar: (1) Ortak miyeloid 

öncüller, megakaryosit/eritrosit öncüllerini, granülosit/makrofaj öncüllerini ve 

dentritik hücre (DH) öncüllerini, (2) Ortak lenfoid hücreler T hücre öncüllerini, B 

hücre öncüllerini, doğal öldürücü (NK) hücre öncüllerini ve DH öncüllerini 

oluşturur. Özellikle, DH öncülleri (CD8α+ DC, CD8α- DC ve plazmasitoid DH) hem 
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ortak miyeloid öncüllerden hem de ortak lenfoid öncüllerden farklılaşabilir (Manz, 

Traver, Miyamoto, Weissman ve Akashi 2001, Chotinantakul ve Leeanansaksiri 

2012). 

 

Şekil 4.1. Hematopoez hiyerarşisi. Fare ve insan kan sisteminin her bir 
populasyonunun fenotipik hücre yüzey belirteci gösterilmektedir. CLP: ortak lenfoid 
öncülü; CMP: ortak miyeloid öncülü; EP: eritrosit öncülü; GMP: granülosit/makrofaj 
öncülü; GP: granülosit öncülü; MacP: makrofaj öncülü; MEP: megakaryosit/eritrosit 
öncülü; MkP: megakaryosit öncülü; Lin: soy belirteci 

 

HKH’ler kemoterapi ve/veya radyoterapi ile miyeloablasyon sağlanan hastalara 

verildiğinde adezyon molekülleri sayesinde kemik iliğinde yerleşir ve yeni kan 

hücrelerini oluşturur, yani engraftment özelliği gösterir. Allojeneik kemik iliği 

transplantasyonu ile lösemiler, kemik iliği yetmezlikleri, prelösemik sendromlar 

tedavi edilirken, yüksek dozda kemoterapi uygulanmasına imkan sağlayacak otolog 

nakil ile çoğu solid tümörlerin tedavisi mümkün olmaktadır (Ural 2012, 

http://www.thd.org.tr, Erişim tarihi: 05.01.2014). 
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4.1.4.2.B. Mezenkimal kök hücreler  

MKH’ler, fibroblast, adiposit, kondrosit, osteoblast, düz kas hücreleri ve 

muhtemelen iskelet kası uydu hücreleri gibi yeni somatik bağ dokusu hücrelerini 

oluşturur. MKH’ler konumlarına bağlı olarak birçok belirteç ile karakterize edilir. 

Bunlar arasında, kemik iliği MKH’lerinde CD146 varlığında ya da yokluğunda 

CD271 ve periton yağ MKH’lerinde CD29 ve CD105 belirteçleri tanımlanmıştır 

(Zapata 2012). 

MKH’ler kendini yenileme yeteneğine ve çoklu hücre soylarına farklılaşma 

yeteneğine sahiptir. Bu hücreler multipotent özelliktedir ve yağ, deri, diş, kemik iliği 

dahil olmak üzere çok çeşitli dokulardan elde edilir. Standart kültür teknikleri ile in 

vitro koşullarda çoğaltılabilirler, kültür ortamında plastik yüzeylere yapışırlar ve 

morfolojik olarak fibroblastları andırırlar. MKH’ler yüzeylerinde kendilerine özgü 

olan CD73, CD90, ve CD105 proteinlerini ifade ederler, fakat CD11b, CD14, CD19, 

CD34, CD45, CD79α, HLA-DR proteinlerini ifade etmezler (Barry ve Murphy 2004,  

Dominici ve ark 2006). MSC’ler özellikle hücre bağlanması ve homing 

özelliklerinden sorumlu olmak üzere integrinlerden yüksek oranda α1, α5, β1 ve 

düşük oranda α2, α3, α6, αV, β2 ve β4 eksprese ederken, α4, αL, β2 ekspresyonu 

yoktur (Ural 2006). 

İnsan MKH’leri, düşük düzeyde majör histokompatibilite kompleks (MHC) sınıf 

I ifade ederken, MHC sınıf II ve eş uyaran moleküller (B7, CD40 ligand) ifade 

etmezler. Allojenik nakil olarak MKH’lerin toleransı, hücre-hücre teması ve 

nitrikoksit, indolamin 2,3 dioksijenaz, heme oksijenaz-1 gibi çözünür faktörlerin 

salgılanması yoluyla oluşan güçlü immünbaskılayıcı aktivite ve kendine özgü 

immünfenotip ile gerçekleşir. MKH’ler doğal ve edinsel immün hücreler ile 

etkileşerek immünmodulasyon sağlar (Williams ve Hare 2011). 

Doğal immün hücreleri (nötrofiller, DH, NK hücreleri, eosinofiller, mast 

hücreleri ve makrofajlar) enfeksiyona karşı spesifik olmayan savunma oluşturur ve 

MKH’lerin bu inflamatuar hücreleri baskıladıkları gösterilmiştir. Nötrofiller bir 

enfeksiyon karşısında yanıt oluşturan ilk hücrelerdendir, ve inflamasyon aracılarına 
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yanıtta önemli bir süreç, büyük miktarda oksijen tüketimi ve reaktif oksijen ara 

ürünlerinin üretimi ile karakterize olan solunumsal patlamadır. MKH’lerin IL-6 

salgılayarak solunumsal patlamayı engellediği gösterilmiştir. DH’ler, naif T 

hücrelerine antijen sunumunda önemlidir ve MKH’lerin olgunlaşmamış 

monositlerden DH’lerin farklılaşmasını engellediği gösterilmiştir. Ayrıca, MKH-DH 

ko-kültürleri güçlü bir inflamatuar molekül olan tümor nekroz faktör-α (TNF-α)’yı 

inhibe etmektedir. NK hücreler, viral organizmalara karşı savunmada ve sitokin 

salgılayarak tümör savunmasında önemli doğal immünite hücreleridir. NK hücreler 

ile kültüre edilen MKH’lerin proliferasyonu uyaran IL-2’yi inhibe ettiği ve 

interferon-γ (IFN-γ) salgılanmasını %80 oranında azalttığı gösterilmiştir (Jiang ve 

ark 2005, Aggarwal ve Pittenger 2005, Uccelli, Moretta ve Pistoia 2008, Raffaghello 

ve ark 2008). 

T ve B hücrelerinden oluşan edinsel immün sistem, bellek hücrelerin üretimi ile 

patojenlere karşı spesifik immün yanıtı oluşturma kapasitesine sahiptir. T hücre, 

yabancı bir antijenin spesifik T hücre reseptörüne bağlanması ile aktive edilmekte, 

prolifere olmakta ve sitokinler salgılamaktadır. Sitotoksik ve yardımcı T hücrelerin 

proliferasyonu, MKH’ler tarafından salgılanan hepatosit büyüme faktörü (HGF) ve 

transforme edici büyüme faktörü-1 (TGF-1) gibi çözünür faktörlerle 

baskılanmaktadır. Naif T hücrelerin CD4 yardımcı T hücrelere farklılaşması 

sırasında ortamda MKH’ler olduğu zaman, IFN-γ üretiminde belirgin bir azalma ve 

IL-4 üretiminde artış olmaktadır. Bu durum, MKH’lerin naif T hücreleri 

proinflamatuar durumdan anti-inflamatuar duruma değiştirdiklerini göstermektedir 

(Williams ve Hare 2011). 

4.1.4.3. Embriyonik kök hücreler  

Emriyodaki birinci hücresel farklılaşma olaylarından bir tanesi morula 

hücrelerinin blastosist hücrelerine dönüşümüdür. Morula iç hücreleri, blastosistin iç 

hücre kitlesi hücrelerine dönüşür. Bu iç hücre kitlesi hücreleri pluripotenttir ve 

embriyonun tüm dokularını oluşturur. Bu hücreler, öncül hücreleri olan morula kadar 

totipotent değildir, çünkü morula hücreleri trofoblasta ve kendi plasental türevlerine 

farklılaşabilir (Robson, Zhou, Schultz ve Baldwin 2001). 
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EKH’ler memeli blastosistlerinin iç hücre kitlesinden elde edilir ve sadece 

birkaç istisna dışında somatik ve germ hücrelerin her tipine farklılaşma yeteneğine 

sahiptir. EKH hatları, iç hücre kitlesinin enzimatik dispersiyonu ile elde edilir ve özel 

koşullar altında kültüre edilir. Elde edilen EKH’leri sonsuz olarak kendini yenileme 

ve gerekli kök hücre karakteri doğasında belirli özellikleri korumak için stabil olma 

kapasitesi gösterir (Koestenbauer ve ark 2006, Alverez ve ark 2012). 

EKH hatları immünocerrahi izolasyon tekniği kullanılarak 1981 yılında fare 

EKH’lerinden geliştirilmi ş, ve yaygın olarak genetiği değiştirilmi ş farelerin üretimi 

ve erken memeli gelişimi çalışmaları için kullanılmıştır (Evans ve Kaufman 1981). 

İnsan EKH hattı ise ilk defa 1998’de elde edilmiş ve temel bilim açısından insan 

gelişimini incelemek için önemli modeller olmasının yanı sıra, hücre nakil tedavisi 

için kaynak olabileceği üzerinde durulmuştur (Thomson ve ark 1998, Tokuzawa ve 

ark 2003).  

Hemen hemen sınırsız kendilerini yenileme ve öncül hücreler tarafından somatik 

hücrelere farklılaşma yeteneklerinin yanı sıra, insan ve fare orijinli EKH’leri 

karakterize eden ortak özellikler bulunmaktadır. Bu hücreler, yüksek alkalen fosfataz 

aktivitesi, yüksek telomeraz aktivitesi ve yüksek çekirdek-sitoplazma oranı 

göstermektedir. İnsanlarda alkalen fosfataz, TRA-2-49 ve TRA-2-54 antikorları ile 

tespit edilebilir. Farelerde ise, enzimatik tabanlı bir reaksiyon ile tipik olarak 

görüntülenir. Yüksek telomeraz aktivitesi, hücre hatlarındaki ölümsüzlük ile 

ili şkilidir ve bazı diploid somatik hücre hatlarında telomeraz aktivitesinin yeniden 

oluşturulması onların ömrünün uzamasını sağlar. Pluripotent hücreler her zaman 

yüksek düzeyde telomeraz aktivitesine sahiptir (Wobus 2001, Draper ve Fox 2003). 

Kök hücre karakteri için gerekli olan genler yüksek verimlilik teknolojileri ve in 

vivo-in vitro fonksiyonel sistem çalışmaları ile belirlenmiş ve dört birinci düzey 

transkripsiyon faktörü tanımlanmıştır. Bu transkripsiyon faktörleri (Oct4, Sox2, Klf4 

ve Nanog); ikinci düzey transkripsiyon faktörlerin (Dpp3 ya da Stella, Rex1 ya da 

Znf42 ve Gbx2), hücre yüzey belirteçlerin (insanlarda SSEA4 ya da farelerde 

SSEA1), ABC taşıyıcıların ve bazı enzimlerin (alkalen fosfataz ve telomeraz) 

ifadesini koordine etmektedir (Pera ve Tam 2010). 
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4.1.4.3.A. Pluripotans için anahtar mekanizmalar 

Birlikte-bağımlılık (codependence): EKH’ler tarafından ifade edilen genlerin 

regülatör bölgeleri, gen ifadesini koordine eden dört transkripsiyon faktörün yakın 

bağlayıcı bölgelerini içermektedir. Bu dört transkripsiyon faktörü arasındaki denge 

değiştiği zaman, EKH kararlı duruma geçmeye başlar. Örneğin, EKH’lerde Oct4 

aşırı ifadesi ve/veya Nanog baskılanması endoderm ve mesoderm farklılaşmayı 

uyarırken; Sox2 aşırı ifadesi nöroektoderm farklılaşmayı uyarır (Alvarez ve ark 

2012). 

Hetero-dimerizasyon: Regülasyon ayrıca gen ifadelerini modüle eden 

transkripsiyon faktörleri arasındaki fiziksel protein etkileşimlerini içerir. Bu 

etkileşim açık bir şekilde Oct4 ve Sox2 için tarif edilmiştir. Oct4 iki adet DNA 

bağlama büklümü içerir ve tek başına iken her iki büklümü ya da tek büklümü ile 

DNA’ya bağlanabilir. Fakat, Sox2 Oct4/Sox2 DNA bağlanma bölgesine 

bağlandığında, bu iki büklüm ile etkileşime girerek, sadece her iki büklüm ile 

DNA’ya bağlanır. Bu durum kök hücre genlerinin regülasyonunda, transkripsiyon 

faktörleri kombinasyonlarının stabilite ve süresini etkilemektedir (Alvarez ve ark 

2012). 

Epigenetik: EKH’lerde DNA’da %3 olan metillenme durumu, farklılaşmış 

hücrelerde %60’lara kadar çıkmaktadır. Bu da farklılaşmış hücrelerle 

karşılaştırıldığında, EKH’lerde bazı genlerin (CDKN1B, RASSF1, HLA lokus 

genleri gibi) karakteristik olarak baskılandığını göstermektedir. Altenatif ekleme ya 

da mikroRNA’lar gibi diğer epigenetik mekanizmalar da pluripotans regülasyonu 

için önemlidir (Ng ve Surani 2011). 

4.1.4.4. Uyarılmış pluripotent kök hücreler  

Uyarılmış pluripotent kök hücreler (uPKH), embriyonik kaynaklı olmayan 

hücrelerden (örneğin yetişkin somatik hücreleri) ektopik ekspresyon gibi dışsal 

etkilerle elde edilen pluripotent hücrelerdir. İlk olarak 2006 yılında Yamanaka grubu 

tarafından, fare fibroblast hücrelerinden, Klf4, Sox2, Oct4 ve c-Myc genlerinin 

retroviral transdüksiyonu ile elde edilmiştir (Takahashi ve Yamanaka 2006). 
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2007’de, c-Myc onkogenik transkripsiyon faktörü dışında aynı kombinasyon ve 

faktörlerin farklı kombinasyonları kullanarak insan hücrelerinden pluripotent kök 

hücreler oluşturulmuştur (Takahashi ve ark 2007, Yu ve ark 2007). 

EKH’ler, bilimsel çalışmalar için istenilen hücre tipinin elde edilmesi ve geri 

dönüşümsüz hücresel hasarların oluştuğu hastalıklarda hücresel tedavi için kaynak 

olarak kullanılmaları açısından oldukça önemlidir. Ancak EKH’ler elde edilirken 

döllenmiş yumurta kullanımı, insan kaynaklı çalışmalar yapılmasında etik sorunlar 

ortaya çıkarmaktadır. Ülkemizde 2006 yılı itibariyle Sağlık Bakanlığı tarafından 

alınan kararla EKH’ler ile yapılacak olan çalışmalar durdurulmuştur (Sevim ve 

Gürpınar 2011). uPKH’ler somatik hücrelerden oluşturulabildiği için etik sorunları 

önleyebilmekte ve bu hücrelerin hücresel tedavide uygulanması beklenmektedir 

(Takahashi ve ark 2007). 

EKH’lerin birçok karakteristik özelliği uPKH’lerde de bulunmaktadır. 

uPKH’ler, alkalen fosfataz pozitif hücrelerdir, morfolojileri EKH’lere benzemekte ve 

her üç germ tabakasına da (ektoderm, endoderm, mezoderm) farklılaşabilmektedir. 

Bunlara ek olarak, gen ifade profili, DNA metilasyon modeli, limitsiz proliferasyon 

aktivitesi, teratom oluşturma yeteneği ve kimerik canlılar oluşturabilme potansiyeli 

bakımından her iki hücre tipi birbirine benzemektedir (Puri ve Nagi 2012). Fakat, 

son zamanlarda yapılan çalışmalarda uPKH’ler ve EKH’lerin epigenetik 

modifikasyon, heterojenlik ve farklılaşma potansiyelleri açısından faklılık gösterdiği 

belirtilmiştir. Örneğin, uPKH’leri sadece EKH’lerden ayrı epigenetik farklılıklar 

göstermemekte, bunun yanında somatik doku kökeninin karakteristiği olan 

“epigenetik bellek” olarak adlandırılan DNA metilasyon işaretleri taşımaktadır (Kim 

ve ark 2010). Ayrıca, uPKH’lerin immün tolerans bakımından da EKH’lerden farklı 

olduğuna dair çalışmalar bulunmasına rağmen (Zhao, Zhang, Rong ve Xu 2011), 

günümüzde bu konu üzerinde tartışmalar devam etmektedir.  

uPKH’ler; otolog hücre tedavisinde, monogenik ve multigenik hastalıkların 

modellenmesinde, kompleks genetik özelliklerin ve alel varyasyonun çalışılmasında, 

ve ilaç, toksisite, farklılaşma ve tedavi için substrat olarak kullanılmaktadır. Bu 

amaçla, son yıllarda uPKH üretimi için çok sayıda protokol geliştirilmi ştir. Yapılan 
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çalışmalarda, farklı fare ve insan hücre popülasyonları kullanılmış veya yeniden 

programlama faktörlerinin sayısı, çeşitleri ve hücrelere aktarım yöntemleri 

değiştirilmi ştir (Gonzalez, Boue ve Izpisua Belmonte 2011).  

4.1.4.4.A. uPKH oluşturulmasında kullanılan hücre tipleri ve genler  

Yeniden programlama, spesifik bir hücre tipine belirli faktörlerin verilmesini ve 

bunların tanımlanmış kültür koşullarında uygun olarak ifadelerini gerektirmektedir. 

Fareler üzerine yapılan çalışmalarda, erişkin fare karaciğer ve mide hücrelerinden 

(Aoi ve ark 2008), dermal papilla hücrelerinden (Tsai ve ark 2010), pankreatik β 

hücrelerinden (Stadtfeld, Brennand ve Hochedlinger 2008a), B lenfositlerden (Hanna 

ve ark 2008), kemik iliğ kök hücrelerinden (Kunisato ve ark 2010), nöral kök 

hücrelerden (Kim ve ark 2008), hematopoetik ve miyogenik hücrelerden (Sancho-

Bru ve ark 2011) ve yayınlanmış çalışmaların %80’inden fazlasında fare embriyonik 

fibroblast hücrelerinden iPS hücreler elde edilmiştir (Gonzalez ve ark 2011). İnsan 

çalışmalarında, dermal fibroblastlar (Takahashi ve ark 2007), amniyotik sıvıdan elde 

edilen hücreler (Li ve ark 2009), embriyo kökenli fibroblastlar , hematopoetik 

oldukları tesbit edilmiş CD34 pozitif kan hücreleri (Loh ve ark 2009), mezenkimal 

kök hücreler (Yan ve ark 2010), yağ doku kök hücreleri (Sun ve ark 2009) ve oral 

mukoza hücrelerinden (Miyoshi ve ark 2010) uPKH’ler üretilmiştir. 

Kullanılan hücre tipine bağlı olarak, yeniden programlama farklı verim ve 

kinetik ile elde edilmektedir. Örneğin, fare embriyonik fibroblastların (FEF) 

retrovirüsler kullanılarak yeniden programlanması 8-12 gün sürerken, insan sünnet 

derisi fibroblastların 20-25 gün sürmektedir. Çeşitli çalışmalarda, alternatif hücre 

tiplerinin yeniden programlanmasının kolaylığı, kullanabilirliği ya da terapötik 

uygunluğu analiz edilmiştir. Fibroblastlar ile kıyaslandığında, dört genin 

transdüksiyonu ile yeniden programlanan insan primer keratinositleri 100 kat daha 

etkili bir şekilde ve iki kat daha hızlı oluşmaktadır (Gonzalez ve ark 2011). 

Kullanılan hücre tipinin farklılaşma durumu da yeniden programlama 

verimliliğini etkilemektedir. Örneğin, hematopoetik kök ve öncül hücreler, 

farklılaşmış B ve T hücrelerine göre 300 kat daha fazla uPKH kolonisi üretmektedir 

(Eminli ve ark 2009). Hücre tipleri arasındaki yeniden proglamlamadaki farklar 
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yalnızca verim ile sınırlı değildir ve aynı zamanda uPKH’lerin kalitesini de 

etkilemektedir. Örneğin, fare kuyruk ucu fibroblast kaynaklı uPKH’ler, FEF ya da 

hepatosit kaynaklı uPKH’lara göre teratom oluşturmak için daha yüksek bir eğilime 

sahiptir (Miura ve ark 2009). Bu nedenle, yapılacak çalışmalarda hücre tipinin seçimi 

göz önünde bulundurulması gereken önemli bir durumdur. 

Takahashi ve Yamanaka tarafından yapılan öncü çalışmalarda, pluripotent 

özelliği sağlayan 24 farklı gen seçilmiş ve bu faktörler; a) EKH’lerde spesifik olarak 

ifade edilen Nanog, Oct3/4, Sox2, UTF1, Sall4, Sox15 ve Rex1 transkripsiyon 

faktörlerini,  b) EKH’lerde anahtar rol oynayan tümör ve büyüme-bağımlı c-Myc, 

Stat3, β-catenin, Grb2, Klf4, Eras ve TCL1 gen ürünlerini, c) spesifik olarak 

EKH’lerde ifade edilen fakat henüz fonksiyonları tam olarak karakterize edilmeyen 

ESG1, ECAT1, Fbx15, ECAT8, DNMT3L, GDF3, ECAT15-1, Fthl17 ve Stella 

faktörlerini içeren 3 gruba ayrılmıştır. Yapılan analizlerle dört genin (Oct3/4, Sox2, 

c-Myc ve Klf4) pluripotent özelliklerin kazanılmasında yeterli olduğu gösterilmiştir 

(Takahashi ve Yamanaka 2006). Oct4 ve Sox2 ana pluripotans genleridir. Oct3/4, 

oktomer bağlanma transkripsiyon faktörüdür, erken embriyonik gelişimde ve 

embriyonik kök hücre pluripotansının devamında önemlidir. Sox2, embriyonik 

gelişimin regülasyonunda ve hücre kaderinin belirlenmesinde önemlidir. Ayrıca, 

farklılaşmamış embriyonal ve nöral kök hücrelerin kendi kendini yenileme özelliği 

için gereklidir (Gonzalez ve ark 2011). Klf4 ve c-Myc ise farklı nedenlerden dolayı 

seçilmiştir. Transkripsiyon faktör olan c-Myc’in başarılı bir yeniden programlama 

için gerekli olan proliferasyon hızını artırdığı bilinmektedir. Buna ek olarak, bu genin 

aşırı derecede ifadesi p53 protein miktarında artışa neden olmaktadır. Birçok 

çalışmada Klf4’ün ifadesinin, bir yandan proliferasyonun baskılanmasına neden olan 

siklin-bağımlı kinaz inhibitörü olan p21 protein miktarında artışa yol açtığı, diğer 

yandan ise apoptoz riskinin azalması üzerine pozitif etki gösteren p53’ün hücresel 

miktarını azalttığı gösterilmiştir. Yani c-Myc ve Klf4 birbirlerini tamamlayıcı 

genlerdir ve başarılı bir yeniden programlama için bu iki genin ifadeleri arasındaki 

denge önemlidir (Muchkaeva, Dashinimaev, Terskikh, Sukhanov ve Vasiliev 2012). 
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4.1.4.4.B. uPKH’lerin elde edilmesinde kullanılan yöntemler 

uPKH’lerin elde edilmesinde, ilk olarak retrovirüs ve lentivirüs vektör sistemleri 

kullanılmıştır. Virüsler kullanılarak yapılan gen aktarımında, viral vektörün genetik 

materyaline aktarılmak istenen gen bölgesi yerleştirilmekte ve seçilimi sağlayan 

antibiyotik direnç özelliği gösteren özel bölgeler eklenmektedir (Takahashi ve 

Yamanaka 2006). Virüs sistemleri etkili ve tekrarlanabilir olmasına rağmen, bu 

sistemler kullanılarak yapılan yeniden programlama güçlü onkogenlerin ifadesini 

sağlayan potansiyel olarak zararlı viral partiküllerin üretimine yol açmaktadır. 

Ayrıca, virüsler insersiyonel mutageneze neden olabilmekte ve belkide gen terapide 

gözlenen yan etkilere yol açmaktadır. Retrovirüs kaynaklı uPKH’lerden türetilen 

farelerin normal görünüşte olduğu belirtilmiştir. Ancak, insan uPKH’lerinin uzun 

süreli güvenliği sadece fare çalışmaları ile garanti edilememekte ve virüs sistemleri 

uPKH’leri immünojenik yapabilmektedir. Bu nedenle, hücre transplantasyon 

tedavisinde, alıcı hücre genomuna entegre olabilecek vektör sistemlerinin 

indüksiyonundan kaçınılmalıdır (Yamanaka 2012). 

Entegre olmayan yöntemlerle oluşturulan uPKH’ler için bir çok yol rapor 

edilmiştir. Bunlar arasında, plazmid (Okita ve ark 2011), Sendai virüs (Fusaki, Ban, 

Nishiyama, Saeki ve Hasegawa 2009), adenovirüs (Stadtfeld, Nagaya, Utikal, Weir 

ve Hochedlinger 2008b), sentezlenmiş RNA’lar (Warren ve ark 2010) ve proteinler 

(Kim ve ark 2009) bulunmaktadır. Plazmidler, lipozom ya da elektroporasyon 

kullanılarak transfeksiyon edilebilen uygun alternatif bir yoldur. Ancak, virüsler ile 

karşılaştırıldığında, etkinliği oldukça düşüktür ve daha az uPKH elde edilmektedir. 

Adenovirüsler genoma integre olmayan virüslerdir, fakat yavaş bir yöntemdir ve 

etkinliği oldukça azdır. Sendai virüsler ise, güvenli iPKH üretimi sağlamaktadır ve 

etkinliği (yaklaşık %1) oldukça yüksektir. Fakat bu virüslerin en önemli dezavantajı, 

uPKH oluştuktan sonra hücreden tamamen temizlenmesinin zor olmasıdır. 

Sentezlenmiş RNA’lar, retrovirüsler kadar etkin şekilde uPKH oluşturmaktadır, fakat 

bunların çoklu transfeksiyonu gerekmektedir. Proteinlerin kullanıldığı yöntemin ise 

oldukça yavaş ve etkisiz olduğu gösterilmiştir (Gonzales ve ark 2011).  
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4.1.5. EKH ve uPKH’lerin akciğer biyolojisi ve hastalıklarında kullanımı 

Akciğer hastalıkları dünyada morbidite ve mortalitenin önemli nedenleri 

arasındadır. Diğer önemli hastalıkların tersine akciğer hastalıklarının, özellikle astım 

ve amfizem dahil olmak üzere kronik obstrüktif akciğer hastalıklarının (KOAH), 

prevalansı artmaktadır ve KOAH’ın 2020 yılına kadar dünya çapında hastalık 

ölümlerinin üçüncü önde gelen nedeni olması beklenmektedir. Akciğer biyolojisi ve 

hastalıklarında hızla artan sayıdaki kök hücre ve hücre tedavileri çalışmaları, akciğer 

biyolojisinin bilinmesinde ve potansiyel tedavi yaklaşımları sağlanmasında heyecan 

verici  yollar sunmaktadır.  

İlk çalışmalar eksojen uygulanan kök hücrelerin akciğerde uyum sağlayıp etkili 

olduğunu (engrafment) işaret etse de, şimdilerde bunun kesin olmayan fizyolojik 

öneme sahip nadir bir durum olduğu düşünülmektedir. Fakat güncel çalışmalar 

uygulanan hücrelerin anjiyogenezi uyarma ve lokal enflamatuar ve bağışıklık yanıtını 

düzenleme gibi parakrin etkilerini göstermektedir. Bu çalışmalar ve erişkin kök 

hücreler diğer hastalıklarda güvenlikleri ve ilk etkinlikleri üzerine yapılan 

araştırmalar temel alınarak, KOAH için hücre bazlı tedavi üzerine bir çok çığır açan 

klinik araştırma başlatılmıştır. Endojen akciğer progenitör hücrelerin fonksiyonunun 

daha iyi anlaşılması ve EKH ve uPKH’lerden fonksiyonel akciğer hücrelerinin 

gelişimini uyarmak için sofistike tekniklerin artması gelecek için umut vermektedir. 

Çeşitli laboratuvarlarda elde edilen ilk bulgular, fare ve insan EKH’lerin kültür 

ortamında surfaktan proteinleri ve lameller organları ifade eden ve hatta tip 2 

alveoler epitel hücre fenotipi gösteren psödoglandüler yapılara farklılaşabildiğini 

göstermiştir. Diğer yapılan ilk çalışmalarda ise, hava-sıvı arayüzü koşullarında 

EKH’lerin kültürü ile hava yolu epitel hücrelerin fenotipik belirteçlerini ifade eden 

hücrelerin gelişimi raporlanmıştır. Fakat bu çalışmalar, bir ya da iki immünfenotipik 

belirteçler üzerine odaklanma ile sınırlıdır ve elde edilen hücrelerin hava yolu veya 

alveol hücrelerinin fonksiyonlarını kazandığı net değildir.  

Son protokoller, embriyolojik akciğer ve endorderm gelişimine rehberlik eden 

hücre sinyal yolaklarının uygulamasını ve anlaşılmasını sağlamıştır. Bu sayede, in 

vitro koşullarda fare ve insan EKH ve sistik fibroz hastalarından elde edilen 
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uPKH’lerden fenotipik karakteristikleri daha güçlü hava yolu hücreleri ve daha 

verimli tip 2 ve tip 1 alveolar epitel hücreleri elde edilmektedir. Ayrıca, akciğer 

hasarı ve onarım sürecini anlamak için EKH ve uPKH’lerin kullanımında daha hızlı 

gelişmelerin olması beklenmektedir. Fakat, mevcut bilgiler henüz akciğer 

hastalıklarının tedavisi için EKH veya uPKH’lerin klinik kullanımını 

desteklememektedir.  

4.2. Astım 

4.2.1. Astımın tanımı ve tarihçesi 

Astım, solunum yolu inflamasyonu içeren kronik obstrüktif hava yolu 

hastalığıdır. Astım İçin Küresel Girişim (GINA) tanımına göre: “Astım, bir çok 

hücrenin veya hücresel elemanın rol oynadığı hava yollarının kronik inflamatuar 

hastalığıdır; kronik inflamasyon hırıltı, nefes darlığı, göğüste sıkışma hissi ve 

özellikle gece veya sabah gözlenen öksürük ataklarına yol açan hava yolu aşırı 

duyarlılığı (AHR) ile ilişkilidir; bu nöbetler genelde yaygındır, ancak kendiliğinden 

ya da tedavi ile genellikle geri dönüşümlüdür”. Astım Eski Mısır’da tanınmış ve 

“kyphi” olarak bilinen bir tütsü ile tedavi edilmiştir. Yaklaşık olarak M.Ö. 450’de ilk 

olarak Hipokrat tarafından astım olarak isimlendirilmiş ve spesifik bir solunum 

problemi olarak kabul edilmiştir. 1930-50’li yıllarda, astım psikosomatik bozukluk 

olarak dikkate alınmış ve etyolojisi, psikanalize dayalı tedavi ile, psikolojik olarak 

kabul edilmiştir. 1980’lerde, astımlı hastalarda uyarılmış balgam ve bronkoskopik 

biyopsi çalışmaları gibi tıbbi araştırma yöntemleri ile astımın hava yollarında kronik 

inflamatuar hastalık ile karakterize olduğu gösterilmiştir (Louis ve ark 2000, Opolski 

ve Wilson 2005, Agostinis 2008, Kim, Kim, Jeon ve Kim 2013). 

4.2.2. Astımın epidemiyolojisi 

Dünya Sağlık Örgütü verilerine göre dünya çapında 300 milyon astımlı 

bulunmaktadır. Buna ek olarak, astım çocukluk çağında en sık görülen kronik 

hastalıktır ve yılda yaklaşık 250.000 ölüme neden olmaktadır. Astım prevalansı 

dünya çapında %7-10 arasında olmasına rağmen, görülme sıklığı ülkeden ülkeye 

hatta aynı ülkede bir bölgeden diğerine göre farklılık göstermektedir. Astım gelişmiş 
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ve batılılaşmış ülkelerde gelişmekte olan ülkelere göre daha sık görülmektedir. En 

yüksek prevelans ile en düşük prevelansın görüldüğü ülkeler arasında 20-60 kat 

olduğu bildirilmektedir (Kim ve ark 2013). Dünyada astımın en sık görüldüğü 

ülkeler İngiltere, Avustralya, Yeni Zelanda ve İrlanda; düşük oranda rastlanılan 

ülkeler ise Doğu Avrupa, Uzak Doğu ve Orta Aysa ülkeleridir (Reisli ve Köksal 

202). Ülkemizde astım prevelansı %2.8-%14.5 arasında değişmektedir (Saraclar ve 

ark 2003, Demir, Karakaya, Bozkurt, Sekerel ve Kalyoncu 2004).  

4.2.3. Risk faktörleri 

Astımda risk faktörleri kişisel faktörler (genetik, obesite, cinsiyet) ve çevresel 

faktörler (allerjenler, enfeksiyonlar, mesleki duyarlaştırıcılar, sigara, ev içi ve ev dışı 

hava kirliliği) olarak 2 grupta toplanmaktadır. Astımın ortaya çıkmasında kişisel 

faktörlerin başında genetik yatkınlık gelmektedir. Astım alevlenmesine yol açan 

faktörler ise genellikle çevresel olanlardır. Genlerin hem kendi aralarında, hem de 

çevresel faktörler ile etkileşerek bireyin astıma eğilimini artırdıkları düşünülmektedir 

(Ober 2005, Holgate 1999). 

Anne ya da babadan birisinin astımlı olması durumunda çocukta astım görülme 

riski %20-30’a yükselmekte, anne ve babanın her ikisinin de astımlı olması 

durumunda bu risk %60-70’e ulaşmaktadır. Obezite, astım için risk faktörü olarak 

düşünülmekte ve leptin gibi belli mediatörlerin hava yolu fonksiyonunu etkilemesi 

ve astıma eğilimi artırması söz konusu olabilmektedir. Çocukluk çağında erkeklerde 

iki kat fazla olan astım, puberteden sonra her iki cinste eşit oranda görülmektedir. 

Yetişkin dönemde ise astım kadınlarda daha sık görülür hale gelmektedir (Guler ve 

ark 2004, Ulusal Astım Tanı ve Tedavi Rehberi 2000). 

Allerjene maruziyet duyarlılık gelişmesi için çok önemli bir risk faktörü 

oluşturmaktadır. Kişinin duyarlı olduğu allerjenle karşılaşması astım semptomlarının 

ortaya çıkmasına ve semptomların kalıcı hale gelmesine yol açmaktadır. İç ortam 

allerjenlerinden ev tozu akarları, hayvansal allerjenler (kedi, köpek), hamam böceği, 

mantarlar, dış ortam allerjenlerinden polenler ve mantarlar astım için risk faktörü 

olarak bilinmektedir. Aktif ve pasif sigara dumanı maruziyeti astım için risk 

faktörleri arasında sayılmaktadır (Ulusal Astım Tanı ve Tedavi Rehberi 2000). 
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4.2.4. Astım patogenezi 

Yapılan ilk çalışmalar astımın, aktive yardımcı T (Th) lenfositleri, özellikle 

CD4+ Th2 hücreleri, içeren hava yollarının atopik bozukluğu olduğunu göstermiştir. 

Astımlı hastaların bronş biyopsi ve bronkoalveolar lavaj (BAL) sıvı analizleri ile Th2 

lenfositlerin, eozinofillerin ve degranüle mast hücrelerinin infiltrasyonu belirtilmiştir. 

Bu sonuçlar, allerjene maruz kalmanın Th2 hücrelerini aktive ettiğini, Th2 

sitokinlerinin eozinofilik hava yolu enflamasyonunu ayarladığını ve allerjen-spesifik 

IgE antikorunu oluşturmak için B hücrelerini uyardığını göstermiştir (Azzawi ve ark 

1990, Robinson ve ark 1992, Cohn ve ark 2004, Wills-Karp 1999).  

Son gelişmeler, astımın sadece edinsel immün sistemin bir hastalığı olmadığını, 

doğal ve edinsel immün sistem arasındaki etkileşimin allerjik immün yanıtın 

başlaması ve yayılması için çok önemli olduğunu göstermektedir. Astımın tipik 

klinik heterojenitesini, allerjik akciğerde stromal hücrelerin, epitel hücrelerin ve 

lökositlerin farklı populasyonları arasında meydana gelen olaylar zinciri ve T hücre 

alt tiplerinin (Th1, Th2, Th9, Th17, regülatör T (Treg) hücreler) katılımı 

sağlamaktadır (Lloyd ve Hessel 2010).  

4.2.4.1. Allerjik enflamasyonda efektör CD4+ T hücreleri 

4.2.4.1.A. Th1 ve Th2 hücreleri 

İnsan ve hayvan modelleri ile yapılan çalışmalar, Th2 hücrelerinin IL-4, IL-5 ve 

IL-13 sitokinlerinin üretimi ile astımın anahtar patofizyolojik özelliklerini 

başlattığını ve devam ettirdiğini kanıtlamıştır (Cohn ve ark 2004). IL-4 sitokini 

allerjik duyarlılaşma ve IgE üretiminde, IL-5 sitokini eozinofilik hava yolu 

inflamasyonunda önemli iken, IL-13 AHR gelişimi ve  doku yeniden yapılanmasını 

içeren akciğerde pleiotropik etkilere sahiptir (Finkelman, Hogan, Hershey, 

Rothenberg ve Wills-Karp 2010).  

IL-4 Th2 hücrelerin gelişiminde önemli bir sitokin olarak bilinmesine rağmen, 

son gelişmeler de IL-25,  IL-33 ve timik stromal lenfopoetinin allerjen ve helmint ile 

uyarılan Th2 yanıtında, eozinofili ve IL-4, IL-5, IL-13, IgE antikoru üretimi gibi, 
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birçok anahtar özelliği uyarabildiğini belirtmektedir. Son raporlar, bu Th2-tip 

sitokinlerin hücresel kaynaklarının herhangi bir lökosit soy için yüzey belirteci ifade 

etmeyen doğal lenfoid hücreler içerdiğini ve ‘doğal yardımcı’ hücreler olarak 

adlandırıldığını göstermektedir (Neill ve ark 2010, Lloyd ve Hessel 2010). 

Astımlı hastalarda allerjen maruziyeti, solunum yollarında aktive Th2 

hücrelerinin akınına yol açmakta ve buna Th2 sitokin düzeylerinde artış ve 

eozinofillerin toplanması eşlik etmektedir. Özellikle, hava yolu içerisindeki Th2 

hücre sayısı hastalığın şiddeti ile ilişkilidir (Larche, Robinson ve Kay 2003). Astım 

atağı sırasında, Th2 ve Th1 hücrelerin sayıları hem kan hem de uyarılmış balgam 

içerisinde artmaktadır. Doğrudan Th2 hücre gelişimini inhibe eden Th1 hücrelerinin, 

astımı önleyici bir role sahip olması beklenmektedir. Bu durumu desteklemek için, 

farede Th1 hücrelerin transkripsiyon faktörü olan T-bet delesyona uğratılmış ve 

spontan AHR, IL-13-bağımlı eozinofili gelişimi ve IgE üretimi gözlenmiştir (Finotto 

ve ark 2004). Ancak, Th1 sitokini olan IFN astım hastalarının hava yollarına 

uygulandığında, hastalık semptomlarında herhangi bir gelişme gözlenmemiştir 

(Boguniewicz ve ark 1995). Th2 hücre sayıları ve hastalık şiddeti arasındaki 

korelasyon astımda Th2 hücrelerin önemli bir rolü olduğunu düşündürmekte, fakat 

eozinofilik ve eozinofilik olmayan alt tiplerin varlığı bazı hastalarda Th2 hücrelerden 

farklı mekanizmaların olduğunu göstermektedir (Haldar ve Pavord 2007). 

4.2.4.1.B. Th17 hücreler 

Th17 hücreler CD4+ efektör T hücrelerin ayrı bir soyudur, ve IL-17 ve retinoik 

asit reseptör-bağımlı orphan reseptör-γt (ROR-γt) ve ROR-α eksprese etmektedir 

(Harrington ve ark 2005). IL-17A, IL-17F, IL-22 ve daha az oranda tümör nekrozis 

faktör (TNF) ve IL-6 üretimi Th-17 hücre gelişimi için önemlidir (Bettelli, Korn, 

Oukka ve Kuchroo 2008). Astım hastalarının akciğerinde IL-17A regülasyonu 

artmaktadır ve IL-17 düzeyi özellikle nötrofilik ve steroid dirençli olan hastalarda, 

hastalık şiddeti ile ilişkilidir. Ayrıca, dokuya nüfuz eden CD4+ ve IL-17+ T hücreleri 

astımlı hastaların akciğerlerinde gösterilmiştir (Pene ve ark 2008, Lloyd ve Hessel 

2010). 
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CD4+ IL-17+ T hücreler üzerine yapılan çalışmalar, Th17 hücrelerin allerjik 

inflamasyonda önemli bir rolü olduğunu göstermektedir. Allerjen ile epikutan ya da 

hava yolu sensitizasyonu, mütevazi şekilde Th2 hücre yanıtlarını uyarırken, aynı 

zamanda hava yolu nötrofilisi ve akut AHR oluşturan güçlü Th17 hücre yanıtlarını 

da indüklemektedir. Th17 hücreler ayrıca Th2 hücre aracılı eozinofilik hava yolu 

inflamasyonunu artırmaktadır (Lloyd ve Hessel 2010). 

4.2.4.1.C. Th9 hücreler 

Th9 hücreler, yeni tanımlanan, IL-9 salgılayan ve gelişimleri TGF-β sitokinine 

bağımlı CD4+ T hücre popoülasyonudur. Th9 hücrelerinin oluşumu PU.1 

transkripsiyon faktörü ifadesi gerektirmekte ve IL-25 sitokini ile bu hücrelerden IL-9 

salgılanması artmaktadır (Chang ve ark 2010, Angkasekwinai, Chang, Thapa, 

Watarai ve Dong 2010). Th9 hücrelerin, allerjik inflamasyonun gelişiminde 

akciğerde arttığı gözlenmiş, ve aşırı IL-9 salgısı, mukus sekresyonu ve bronşiyal 

hiperreaktivite ile ilişkili bulunmuştur. Mast hücreleri ve eozinofiller dahil, IL-9 

sitokininin diğer hücresel kaynakları olmasına rağmen, astımlı hastalardan alınan 

biyopsilerde belirlenen IL-9’un CD4+ T hücrelerine lokalize olduğu gözlenmiştir 

(Pejman ve Taylor, 2009). 

Allerjik hastaların örneklerinin analizi T hücrelerinin önemli bir IL-9 kaynağı 

olduğunu ortaya koymuş, fare modelleri ise, IL-9’un allerjik inflamasyon ve hava 

yolu yeniden düzenlenmesinde çoklu etkisi olduğunu göstermiştir. Ancak, IL-9 

salgılayan T hücrelerinin Th2 hücrelerinden farklı olup-olmadığı ya da Th2 

hücrelerinin Th9 hücreleri oluşturmak için  yeniden programlanıp-programlanmadığı 

bilinmemektedir (Durrant ve Metzger 2010). 

4.2.4.2. Astımda CD8+ T hücreleri 

Astımlı hastaların solunum yollarında CD8+ T hücrelerinin varlığı yapılan 

çalışmalarla belgelenmiştir; atopik ve atopik-olmayan astımlı hastalardan alınan 

bronş biyopsilerinde IL-4 ve IL-5 üreten CD8+ T hücrelerin varlığı gösterilmiş, ve 

balgam kaynaklı spontan IL-4, IL-5 ve IFNγ üreten CD8+ T hücrelerin sağlıklı 

insanlardan daha fazla olduğu bulunmuştur. Özellikle astımlı hastalarda, periferal 
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kandan alınan CD8+ T hücrelerinin, hava yolu CD8+ T hücrelerine benzemedikleri 

açıktır. Bu da, tercihli yerleşimi veya yerel hava yolu çevresi tarafından uyarılan 

artan veya değişmiş aktivasyon durumunu yansıtıyor olabilmektedir. CD8+ αβ T 

hücreler özellikle epitel içi T hücreleri arasında bulunur ve astımlı hastalarda 

oranlarında artış mevcuttur (Lloyd ve Hessel 2010). 

4.2.4.3. Astımda regülatör T (Treg) hücreler 

Treg hücre populasyonunda fonksiyon azalması ya da değişmesi, astımlı 

hastalarda gözlenen allerjenlere karşı uygunsuz immun yanıt için olası bir açıklama 

sağlamaktadır. Doğal olarak oluşan FoxP3+(forkhead box P3)CD4+CD25+ hücreleri 

ve uyarılmış Treg hücreleri içeren çeşitli Treg alt grupları tanımlanmıştır (Lloyd ve 

Hawrylowicz 2009). CD4+CD25+ Treg hücrelerin transferi, hava yolu inflamasyonu 

ve AHR gelişimini düzeltmekte ve hava yollarında DH’lerin allerjene bağlı 

aktivasyonunu önlemektedir. Treg hücreler doğrudan ve dolaylı mekanizmalar 

yoluyla inhibe edici etki göstermektedir: IL-10 ve TGF-β gibi inhibe anti inflamatuar 

sitokinleri üretmekte, sitotoksik T lenfosit antijen 4 (CTLA4) gibi inhibitör 

moleküller ifade etmekte ve antijen sunan hücreler üzerinde bulunan MHC sınıf II ve 

CD80, CD86 eş uyaranlarının regülasyonlarının azalmasını uyarmaktadır (Kearley, 

Barker, Robinson ve Lloyd 2005, Cederbom, Hall ve Ivars 2000). IL-10 ve TGF-β, 

IgE yapımını inhibe ederken blokan antikor yapımını indüklemektedir. IgG4 ve IgA 

tipi bu antikorlar, allerjene bağlanmada, IgE ile yarışarak bazofil ve mast hücre 

aktivasyonunu engellemektedir. Böylece proenflamatuar mediatörlerin salınması 

önlenirken eozinofillerin aktivasyonu ve yaşam süreleri kısaltılmaktadır 

(Gloudemans, Lambrecht ve Smits 2013). 

Treg hücreleri astım fare modellerinde allerjik yanıtların baskılanması ile ilişkili 

bulunmuştur. Örneğin, Kearley, Robinson ve Lloyd (2008) allerjik hava yolu 

inflamasyonunu takiben Treg hücre transferinin, oluşturulan inflamasyonu azalttığını 

ve hava yolu yeniden düzenlenmesini engellediğini göstermiştir.  

Yapılan çalışmalar, antijen spesifik Treg hücrelerin baskılayıcı yeteneğinin IL-

10 bağımlı olduğunu göstermektedir. Transfer edilen Treg hücreler sadece IL-10 

üretmekle kalmamakta, aynı zamanda CD4+ T hücrelerden IL-10 salınımını 
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uyarmaktadır (Kearley, Barker, Robinson ve Lloyd 2005). Bu bulgulara uyumlu 

olarak, allerjen sensitizasyonundan önce Treg hücrelerin yok edilmesi ile hava yolu 

inflamasyonu ve AHR şiddetinde artış gözlenmiştir (Lewkowich ve ark 2005). 

İnsanlarda, Treg hücrelerin Th2 hücre yanıtlarını baskıladığına dair güçlü kanıtlar 

bulunmakta ve bu durum atopinin Th2 ve Treg hücreler arasındaki dengesizlik 

sonucu olabileceğini göstermektedir (Larche 2007). İlginç bir şekilde, allerjik 

bireylerin sağlıklı ve atopik olmayan kişilerle karşılaştırıldığında allerjen spesifik IL-

10 üreten Treg hücrelerin frekanslarında azalma, IL-4 üreten T hücrelerde ise artma 

gözlenmiştir (Akdiş ve ark 2004). 

4.2.5. Efektör hücrelerin inflamatuar cevabı 

T hücreleri ve epitel hücrelerin uyarılması, diğer efektör lökositlerin 

aktivasyonuna ve hava yollarında toplanmasına neden olmakta ve bu hücreler 

tarafından üretilen ara ürünler kronik inflamasyona, doku hasarına ve yeniden 

yapılanmaya yol açmaktadır. Mast hücreleri alerjik hastalıklarda merkez efektör 

hücredir ve astımlı hastaların hava yollarında sayıca artmaktadır. Mast hücre 

yüzeyinde bulunan IgE antikoruna allerjenin bağlanması, mediatörlerin salınımını 

sağlayan sinyal iletim yolaklarını uyarmaktadır. Histamin ve protaglandin D2 

salınımı bronkokonstriksiyon ile sonuçlanmaktadır (Brightling ve ark 2002, Galli ve 

ark 2005, Ishmael 2011).  

Mast hücreleri, sisteninil lökotrienler ve araşidonik asit kaynaklı lipid 

mediatörlerinin primer üreticisidir. Lökotrienler hava yollu hücrelerinin hücre 

yüzeylerinde bulunan G protein-bağlı reseptörlere bağlanmakta ve düz kas 

kasılmasına, küçük kan damarlarında vasküler geçirgenliğin artmasına, mukus 

salgınsın artmasına ve hava yoluna lökositlerin toplanmasına neden olmaktadır 

(Montuschi ve Peters-Golden 2010). 

Mast hücreleri ayrıca hava yolu inflamasyonuna katkıda bulunan inflamatuar 

sitokinlerin, kemokinlerin ve proteazların salınımını sağlamaktadır. Bu aracılar, 

epitelde inflamatuar yanıtı uyarmakta, direkt olarak hava yolu hasarına yol açmakta 

ve hava yolunda daha fazla lökositin toplanmasını sağlamaktadır (Boyce 2004). 
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Çoğu astımlı hastanın hava yollarında artmış sayıda eozinofil bulunmaktadır. 

Eozinofillerin toplanma, büyüme ve hayatta kalması hava yolu epitel hücrelerinin, 

Th2 hücrelerin ve mast hücrelerin salgıladıkları faktörler ile sağlanmaktadır. Th2 

sitokini olan IL-5, epitel ve mast hücreleri kaynaklı granulosit makrofaj koloni 

uyarıcı faktör (GM-CSF) gibi, eozinofillerin hayatta kalması için gereklidir 

(Blanchard ve Rothenberg 2009). Özellikle CCL5 ve CCL11 gibi kemokinler 

eozinofillerin hava yoluna toplanmasını sağlamaktadır. Eozinofiller, çeşitli 

proinflamatuar sitokinler, Th2 sitokinleri, ve mast hücreleri ve aktive eden ve epiteli 

uyaran kemokinleri ifade etmektedir. Buna ek olarak, eozinofiller T hücrelere antijen 

sunabilmekte ve TGF-β gibi büyüme faktörleri salgılayabilmektedir. Astımda 

eozinofillerin rolü farklı fenotipler ile değişebilmekte ve ağır astımı olan hastalarda 

yüksek sayıda eozinofil bulunmaktadır (Barnes 2008, Blanchard ve Rothenberg 

2009). 

Rolleri iyi tanımlanmış olmasa da, fagositler astımlı hava yollarında bulunan 

bulunan diğer bir effektör hücre tipidir. Bazı fenotiplerde diğer hücrelere göre daha 

fazla prevelansta bulunabilmektedir. Makrofajlar, hava yollarında yüksek sayıda 

bulunmakta ve birçok inflamatuar sitokin ve kemokin sentezlemektedir. Nötrofiller, 

ağır astımlı, özellikle sigara içen, hastaların hava yollarında artan sayıda ortaya 

çıkabilen hücrelerdir (Ishmael 2011).  

Th2 hücrelerinden üretilen IL-13, terapötik hedef olarak birçok araştırmanın 

odak noktası olmaktadır (Lloyd ve Hessel 2010). IL-13, hava yolu aşırı duyarlılığını 

(AHR) artırır ve subepitelyal fibrozis, hava yolu düz kas proliferasyonu, goblet hücre 

hiperplazisi gibi yapılar üzerinde çok sayıda etkileri mevcuttur. IL-13 öncelikle hava 

yolu epiteli üzerine etki ederek inflamasyonu oluşturmakta ve CCL11 gibi 

kemokinlerin salgılanmasını regüle ederek eozinofil sayısının artmasını 

sağlamaktadır. Fareler üzerine yapılan çalışmalarla, CCL2, CCL3 ve CCL6 gibi 

kemkinlerin bloklanması ile akciğer yeniden dzenlenmesinin ortadan kaldırıldığı 

gösterilmiştir, ve bu durum kemokinlerin uyarılmasının akciğer fibrozunda önemli 

olabileceğini göstermektedir (Rael ve Lockey 2011). 
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4.2.6. Hava yollarındaki yeniden yapılanma 

Hava yolu inflamasyonu, doku hasarı ve sonraki anormal onarım astımlı 

hastaların hava yolu duvarlarında hava yolu yeniden yapılanması olarak adlandırılan 

yapısal değişikliklere neden olmaktadır. Bu değişiklikler, epitel hücre 

değişikliklerini, subepitelyal fibrozu, submukozal bezi hiperplazisini, artmış hava 

yolu düz kas kitlesini ve hava yolundaki vaskülarizasyon artışını içermektedir. Hava 

yolu yeniden yapılanması, geri dönüşü olmayan ya da kısmen geri dönüşümlü hava 

yolu obstrüksiyonu ve akciğer fonksiyonunda hızlandırılmış düşüş ile 

sonuçlanmaktadır (Homer ve Elias 2005, Shifren, Witt, Christie ve Castro 2012). 

(a) Epitel hücre değişiklikleri ve goblet hücre hiperplazisi: Hava yolu epiteli, 

sadece dış ortamdan bariyer olarak değil aynı zamanda hava yollarında metabolik ve 

immünolojik fonksiyonların düzenleyicisi olarak da önemli bir role sahiptir. Epitel 

hücrelerinin, astımlı hastaların balgamlarında artmış olarak bulunduğu ve çeşitli atım 

modellerinde bazal membrandan ayrılmış olarak gözlendiği bildirilmi ştir. Hava yolu 

epitel hücreleri tarafından üretilen bir çok inflamatuar faktörler bulunmaktadır ve 

epitel hasarı astımlı hastalarda sitokinler, büyüme faktörleri ve mediatörler 

aracılığıyla proinflamatuar süreçlere katılmaktadır. Yeniden yapılanmaya direkt 

olarak katkıda bulunan bu faktörler, transforme edici büyüme faktörü (TGF), 

trombosit kaynaklı büyüme faktörü (PDGF), epidermal büyüme faktörü (EGF), temel 

fibroblast büyüme faktörü (b-FGF), insülin benzeri büyüme faktörü-1 (IGF-1), 

endotelin-1 (ET-1) ve heparin bağlayıcı epidermal büyüme faktörü (HB-EGF) dür 

(Tagaya ve Tamaoki 2007). 

Hava yolu mukusu, epitel yüzeyini yaralanmalardan korumakta ve akciğerden 

bakteriyel, hücresel ve partiküler kalıntıların uzaklaştırılmasını kolaylaştırmaktadır. 

Mukus üretimi astımın önemli bir özelliğidir ve özellikle daha şiddetli hastalıklarda 

morbidite ve mortaliteye önemli ölçüde katkıda bulunmaktadır. Goblet hücreleri ve 

submukoza bezleri mukus salgılamaktadır, ve goblet hücrelerindeki artış ve 

submukoza bezlerindeki genişleme mukusun hipersekresyonuna neden olarak, hava 

yolu lümenlerinde daralma ve böylece hava yolu obstrüksiyonunun şiddetlenmesine 
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neden olabilmektedir. Goblet hücre hiperplazisi sürekli, hafif, orta ve ağır astımda 

gösterilmiştir (Tagaya ve Tamaoki 2007).  

Goblet hücreleri müsin glikoproteinleri (MUC) üretmektedir ve bunların 13 

tanesi insan hava yollarında tespit edilmiştir. İnsanlarda baskın olan müsin MUC5A 

olup, normal kişilerin hava yollarında ifade edilmekte ve astımlı bireylerde 

regülasyonu artmaktadır. Ovalbumin ile uyarılmış farelerde, Th2 hücrelerinin 

transferi sonrası goblet hücre hiperplazisi gösterilmiştir. Bu, büyük ihtimalle Th2 

kaynaklı interlökin ifadesinin bir sonucudur. Yapılan çalışmalar, IL-13’ün salgı 

yapan hücrelerin oranında artış oluşturduğunu, aynı hücrelerde MUC5A’nın aşırı 

ifadesine neden olduğunu ve sonuç olarak hava yolu epitel hücrelerin primer 

kültüründe epitel hücre morfolojisini değiştirdiğini göstermektedir (Laoukili ve ark 

2001, Christie ve Castro 2012). 

(b) Subepitelyal fibrozis: Hava yolu epitelinin retiküler bazal membran 

kalınlaşması astımın karakteristik bir özelliğidir. Subepitelyal alanın kalınlaşması; 

kollajen I, III,V, fibronektin, laminin, tenaskinin bazal membran altında toplanması 

ile oluşmaktadır.  Artmış hücre dışı matriks depolanması; yapısal ve inflamatuar 

hücreler tarafından üretilen tümör büyüme faktörü β (TGF-β), IL-11 gibi sitokinler 

ve büyüme faktörlerinin reseptörlerindeki artma sonucu gelişen fibroblast 

aktivasyonuna bağlıdır (Roche, Beasley, Williams ve Holgate 1989). 

Miyofibroblastlar, fibroblastlar ve miyositlerin fenotipik özelliklerine sahip 

özelleşmiş hücrelerdir ve subepitelyal fibrozisin anahtar efektörlerindendir. Bu 

hücreler, α-düz kas aktin ifade etmekte, inflamatuar mediatörleri, ve doku tamiri ve 

yeniden yapılanma için gerekli olan hücre dışı matriks proteinlerini üretmektedirler 

(Christie ve Castro 2012).  

TGF-β, epitel hücreleri, makrofajlar, fibroblastlar, lenfositler ve eozinofilleri 

içeren bir çok akciğer hücreleri tarafından üretilmekte, farede IL-13 aşırı ifadesini 

artırmakta ve fibroblastları α-düz kas aktin ifade etmek için uyarmaktadır (Batra ve 

ark 2004). Astımlı hava yollarında ve BAL sıvısında kontrollere göre TGF-β ifadesi 

artmaktadır. Buna ek olarak, TGF-β düzeyleri subepitelyal fibrozis, hava yolu 
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fibroblast sayıları ve hastalığın şiddeti ile ilişkilidir. Bu nedenle, aşırı TGF-β üretimi 

subepitelyal fibrozun gelişimi için önemli olabilmektedir (Christie ve Castro 2012). 

(c) Düz kas kitlesinde artış: Düz kas kitlesinde artış, astımda hava yolu yeniden 

yapılanmasının en belirgin özelliğidir. Düz kas proliferasyonu; hipertrofi (hava yolu 

düz kas boyutunda artış), hiperplazi (hava yolu düz kas sayısında artış) ve 

mezenkimal hücrelerin hava yolu düz kas kümelerine göçü sonucu meydana 

gelmektedir (Bergeron, Al-Ramli ve Hamid 2009).  

Mitojenler, hücre bölünmesini uyaran ve mitozu tetikleyen kimyasal 

bileşiklerdir. Bu bileşikler astım hava yollarında artan hava yolu düz kas kitle 

gelişiminde önemli rol oynamaktadır. Mitojenler reseptör tirozin kinazlara, G 

protein-bağlı reseptörlere ve sitokin reseptörlerine bağlanmaktadır. Bu reseptör 

sistemleri, hücre kültür modellerinde hava yolu düz kas kitlesi artışını üretme 

yeteneğine sahiptir (Tagaya ve Tamaoki 2007). Mitojenlerin listesi oldukça 

kapsamlıdır ve TGF-β, IL-1β, IL-6, tromboksanlar, lökotrienler, histamin, triptaz ve 

vasküler endotelyal büyüme faktörü (VEGF) içermektedir (Hirst ve ark 2004, 

Howarth ve ark 2004). Bu mitojenlerin neredeyse tamamı, astımlı hastaların hava 

yolu biyopsilerinde ve BAL sıvılarında tespit edilmiştir veya astımlı hava yolu hücre 

kültürlerinde belirlenmiştir (Pascual ve Peters 2005). 

(d) Hava yolu duvarında vasküler değişiklik: Anjiyogenez ve mikrovasküler 

yeniden yapılanma, kronik şiddetli astım hava yollarında görülebilmektedir. Bu 

değişiklikler birçok faktör tarafından oluşturulmakta ve artan damarlanma, özellikle 

VEGF gibi proanjiyojenik moleküllerin sayısına göre üretilmektedir. VEGF hava 

yolu epitel hücrelerine, mononükleer hücrelere ve T lenfositlerine lokalizedir 

(Tanaka ve ark 2003). Önceki klinik çalışmalar, VEGF’in hava yolu yeniden 

yapılanmasında mediatör olarak ve astımda vasküler geçirgenliği artırmada önemli 

olduğunu göstermiştir. Daha sonra VEGF, epitel hücre proliferasyonu, kan damarı 

oluşumu ve endotel hücre sağkalımını uyaran çok fonksiyonlu anjiyojenik 

düzenleyici olarak değerlendirilmiştir (Clauss 2000). Astımlı hastalarda VEGF 

düzeyleri balgam ve BAL sıvısında artmaktadır ve bu düzeyler hastalık aktivitesi ile 

doğrudan ilişkilidir. Astımlı kişilerden alınan bronş biyopsi örneklerinde hava yolu 



34 
 

vaskülartitesinde, VEGF ve VEGF reseptör ifadelerinde artış gözlenmiştir (Hoshino, 

Nakamura ve Hamid 2001). Astım hayvan modellerinde, VEGF reseptör 

bloklayıcılarının hava yolu inflamasyonunu ve hava yolu aşırı duyarlılığını inhibe 

ettiği gösterilmiştir (Lee, Kwak ve Song 2002). 

VEGF ayrıca Th2 sitokin düzeylerini yükselterek, inflamasyonda artışa neden 

olmaktadır. VEGF özellikle IL-13 sitokin düzeyini artırmakta, tersine IL-13 de 

VEGF üretiminde artışı sağlamaktadır. IL-13 aşırı ifade eden farelerde, allerjen 

uyarımından sonra BAL sıvılarında VEGF düzeylerinin belirgin olarak arttığı 

gösterilmiştir. VEGF reseptör antagonisti in vivo olarak kullanıldığında, hava yolu 

aşırı duyarlılığında azalma gözlenmiş, buna IL-13 ve IL-4 üretiminde azalma eşlik 

etmiştir (Lee ve ark 2004).  

4.2.7. Allerjik astım fare modelleri 

Hayvan modelleri astım patofizyolojisini aydınlatmak ve yeni terapötik hedefleri 

belirlemek ve değerlendirmek için kullanılmaktadır. Allerjen uyarım modelleri, 

klinik astımın birçok özelliğini göstermekte ve araştırmacılar tarafından yaygın bir 

biçimde kullanılmaktadır; ancak çoğu model akut allerjen uyarım işlemlerini 

içermektedir (Nials ve Uddin 2008). 

İnhale allerjenlere karşı akut allerjik yanıt fare modelleri, astımda immünolojik 

ve inflamatuar yanıtların altında yatan mekanizmaları aydınlatmak için, ve allerjik 

enflamasyonda kontrolü sağlamak için yeni hedefleri belirlemede ve incelemede 

kullanılmaktadır. Akut fare modelleri; yüksek IgE düzeyi, hava yolu inflamasyonu, 

goblet hücre hiperplazisi, epitel hipertrofisi, spesifik uyarana karşı AHR, bazı 

modellerde allerjen uyarımına erken ve geç faz  bronkokonstriksiyon yanıtı gibi 

birçok temel klinik astım özelliğini göstermektedir. Ancak, bazı önemli farklılıklar 

da bulunmaktadır. Akut uyarım modellerinde, akciğer inflamasyonunun şekil ve 

dağılımı astımlı kişilerde gözlenenden farklıdır (Kumar ve Foster 2002). Akut 

modellerin kısa dönem niteliğinden dolayı, hava yollarının kronik inflamasyonu gibi 

kronik astımlı hastada oluşan birçok lezyon ve hava yolu yeniden yapılanma 

değişiklikleri gözlenmemektedir. Ayrıca, temel özelliklerin birçoğu kısa dönemlidir 
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ve bazı modellerde hava yolu inflamasyonu ve AHR’nın son allerjen uyarımdan 

sonra birkaç hafta içerisinde düzeldiği gösterilmiştir (McMillan ve Lloyd 2004). 

Akut uyarım ile oluşturulan modeller ile ilgili bazı sorunları çözmek için, çeşitli 

araştırma grupları farelerde kronik allerjen uyarımı modeli geliştirmektedir. Kronik 

astım fare modellerinin temel amacı, klinik astımın hava yolu yeniden yapılanması 

ve kalıcı AHR gibi birçok özelliğini oluşturmak ve yeni tedavilerin terapötik ortamda 

değerlendirilmesini sağlamaktır (Kumar, Herbert ve Foster 2008).  

Farelerde kronik allerjen maruziyeti ile, allerjene bağımlı hassasiyet, hava yolu 

mukozasına eozinofilik akın ile karakterize Th2-bağımlı allerjik inflamasyon ve 

AHR gibi insan astım işaretlerinin birçoğunun oluştuğu gösterilmiştir. Buna ek 

olarak, bazı modellerde, hava yolu yeniden yapılanması ile goblet hücre hiperplazisi, 

epitel hipertrofisi ve subepitelyal fibroz geliştiği belirtilmiştir. Önemli olarak, kronik 

allerjen maruziyeti modellerinde bazı temel özelliklerin son uyarımdan sonra devam 

ettiği ve allerjen uyarımının kesilmesinden sonra hava yolu yeniden yapılanmasının 

bazı modellerde kalıcı olduğu gösterilmiştir. Bu modellerde, AHR ve akciğer 

inflamasyonunun kalıcılığı uygulanan allerjen maruziyet protokollerine bağlı olarak 

değişmektedir (Johnson ve ark 2004, McMillan ve Lloyd 2004, Lloyd 2007). 

Kronik modelleri ile ilgili sınırlamalar mevcuttur. Bazı durumlarda, astımlı 

insanlarda gözlenmeyen fareye özgü özellikler belirtilmiştir. Örneğin, farede 

inflamasyon hava yolu geçirgenliği ile sınırlı değildir, fakat insanlarda sınırlıdır ve 

akciğer parankimal ve vasküler inflamasyon/yeniden yapılanma gözlenmektedir. 

Ayrıca, hava yolunda ya da epitelde mast hücrelerin az olması ya da olmaması, 

farelerin hava yolunda mast hücrelerin yetersizliğini göstermektedir (Wenzel ve 

Holgate 2006, Kumar ve Foster 2002). 
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5. GEREÇ VE YÖNTEM 

Bu çalışma, Marmara Üniversitesi Deney Hayvanları Etik Kurulu’nun 

24.12.2012 tarih ve 71.2012.mar sayılı raporu ile onaylandı. Uygulama öncesinde 

kök hücrelerin hazırlanması Marmara Üniversitesi GEMHAM’da gerçekleştirildi, 

farelerle yapılan in vivo çalışmalar Marmara Üniversitesi Deney Hayvanları 

Merkezi’nde yapıldı, farelerin sakrifikasyonları sonrasında numuneler Marmara 

Üniversitesi Çocuk İmmünoloji Laboratuvarı’na götürülerek çalışmanın diğer 

aşamaları burada gerçekleştirildi.   

5.1. Kullanılan Hücre Hatları 

Araştırmada kullanılan fare EKH ve uPKH’leri, Koç Üniversitesi öğretim üyesi 

Doç. Dr. Tamer Önder tarafından sağlandı. Fare EKH’leri; 129 suşundan elde 

edilmiş, YFP işaretli, Oct4, SSEA-1 ve Nanog belirteçlerinin ifadesi ve üç germ 

tabakasına farklılaşma ile karakterize edilmiş hücrelerdir (Gibco, Invitrogen, Paisley, 

UK, kat no:S1514-100). uPKH’ler ise Oct4-YFP transgenik farelerin embriyonik 

fibroblastlarından (FEF), miRNA bazlı yeniden programlama lentivirüs vektörü 

(pLOVE-miR302/367) kullanılarak üretilmiş hücrelerdir. 

5.2. Deney Hayvanlarının Temini ve Yaşam Koşulları 

Deneylerde kullanılan 6-7 haftalık BALB/c fareler (n=24) Marmara Üniversitesi 

Deney Hayvanları Merkezi’nden temin edildi. Çalışmada kullanılan tüm fareler, 

23˚C kontrollü sıcaklıkta ve 12 saat aydınlık 12 saat karanlık ışık siklusunda 

barındırıldı ve standart pelet fare yemi ve şehir şebeke suyu ile beslendi. 

5.3. Çalışma Grupları 

Çalışmaya dahil edilen 24 fare her grupta 4 fare olacak şekilde 6 gruba ayrıldı. 

Grup 1 (OVA grubu, n=4): OVA uygulanan akut astım modeli oluşturulan grup 

Grup 2 (OVA+EKH grubu,  n=4): Akut astım modeli üzerine EKH (5x105 hücre) 

uygulanan grup 
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Grup 3 (OVA+uPKH grubu,  n=4): Akut astım modeli üzerine uPKH (5x105 hücre) 

uygulanan grup 

Grup 4 (PBS grubu, n=4): OVA uygulanmayan kontrol grubu 

Grup 5 (PBS+EKH grubu, n=4): Kontrol grubu üzerine EKH (5x105 hücre) 

uygulanan grup 

Grup 6 (PBS+uPKH grubu, n=4): Kontrol grubu üzerine uPKH (5x105 hücre) 

uygulanan grup 

5.4. Çalışmanın Ana Basamakları 

5.4.1. EKH ve uPKH kültürü ve karakterizasyonu 

5.4.1.1. Besleyici hücre tabakalarının hazırlanması 

5.4.1.2. Besleyici tabakalar üzerinde EKH ve uPKH kültürü 

5.4.1.3. Alkalen fosfataz boyaması 

5.4.1.4. Akım sitometri analizi 

5.4.2. Akut astım fare modeli geliştirilmesi 

5.4.3. Pluripotent kök hücrelerin intranazal uygulanması 

5.4.4. Farelerin sakrifikasyonu ve kan, akciğer örneklerinin toplanması 

5.4.5. Akciğer  hücre süspansiyonlarından YFP+  hücre tayini 

5.4.6. Akciğer hava yollarının histopatolojik olarak incelenmesi 

5.4.7. BAL sıvısının toplanması ve hücre sayılarının belirlenmesi 

5.4.8. Kan serumundan spesifik IgE tayini 

5.4.9. Akciğer hücre süspansiyon süpernatanlarında sitokin tayini 

5.4.10. Akciğer lenfosit hücrelerinden Treg hücre analizi 

5.4.11. Akciğer lenfosit izolasyonu 

5.4.12. Akciğer lenfositlerinin proliferasyon analizi 

5.4.12.1. Akciğer lenfositlerinin CFSE ile işaretlenmesi 

5.4.12.2. Proliferasyon analizlerinde yapılan hücre kültürü ve CFSE tayini 

5.4.13. Akciğer lenfositlerinin apoptoz analizi 

5.4.14. İstatistiksel analiz 
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Şekil 5.1. Çalışmanın ana basamaklarının şematik gösterimi. 
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5.4.1. EKH ve uPKH kültürü ve karakterizasyonu 

5.4.1.1. Besleyici hücre tabakalarının hazırlanması 

Dondurulmuş olan ve 5. pasajda bulunan fare embriyonik fibroblast (FEF) 

hücreleri 37˚C su banyosunda çözüldü ve 2 mM L-glutamin, 1 mM non essansiyel 

amino asit, 100 U/ml penisilin-streptomisin ve %10 FBS içeren 10 ml DMEM FEF 

hücre kültürü besiyeri içerisinde T-75’lik kültür kaplarına 5x105 hücre olacak şekilde 

ekildi ve 37°C’de inkübe edildi. Fibroblastların kültür kabını %90 kaplamasının 

ardından hücrelerin mitotik aktivitelerinin durdurulması için besiyeri uzaklaştırılıp 

10 µg/ml mitomisin-c (ATCC SCRR-3020, VA, USA) içeren 10 ml DMEM FEF 

hücre kültürü besiyeri ile 2 saat 45 dak inkübe edildi. Hücrelerin mitotik aktiviteleri 

durdurulduktan sonra, kültür kapları 2 kez Ca2+-Mg2+ içermeyen PBS içerisinde 

yıkandı ve 3 ml %0.25 Tripsin/EDTA (Invitrogen, Paisley, UK, kat no:25200) 

eklenerek 4 dak 37˚C, %5 CO2 içeren ortamda beklemeye bırakıldı. Hücrelerin 

üzerine 5 ml DMEM FEF hücre kültürü besiyeri eklendi ve tek hücre süspansiyonu 

elde edildi. Tek hücre süspansiyonu 15 ml’lik falkon tüplere alındı. 1200 rpm’de 5 

dak santrifüj edildi. Elde edilen hücre peleti 1 ml DMEM FEF hücre kültürü besiyeri 

içerisinde sulandırıldı ve hücrelerin canlılığı belirlendi. Bu işlemden sonra hücreler 

%0,1 jelatinle kaplanmış 6 kuyulu kültür kaplarına 5x105 hücre/3 ml olacak şekilde 

ekilerek 37˚C, %5 CO2 içeren ortamda inkübasyona bırakıldı. Hazırlanan besleyici 

tabaka hücreleri bir hafta içerisinde kullanıldı. Bir haftadan sonra yeni besleyici 

tabakalar oluşturuldu. 

5.4.1.2. Besleyici tabakalar üzerinde EKH ve uPKH kültürü 

Altı kuyucuklu kültür kabında hazırlanmış olan besleyici tabakalar üzerine, 

%0,05 Tripsin/EDTA ile kaldırılmış ve 2 mM L-glutamin, 1 mM non essansiyel 

amino-asit, 0,1 mM 2-merkaptoetanol, 100 U/ml penisilin-streptomisin, 1000 U/ml 

lösemi inhibe edici faktör (LIF, 107 U) (ESGRO, Merck Millipore, Darmstadt, 

Almanya, kat no: ESG1107) ve embriyonik kök hücre kalite fötal sığır serumu 

(Hyclone, Thermo Scientific, Surrey, UK, kat no: SH30070.03E) içeren knock out 

DMEM (Gibco, Invitrogen, Paisley, UK, kat no:10829-018) besiyeri içerisinde 5x104 
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hücre/2 ml olacak şekilde EKH ve uPKH ekildi. EKH ve uPKH’ler 5 gün boyunca 

37˚C, %5 CO2 içeren inkübatörde inkübe edildi ve besiyerleri her gün değiştirildi.  

5.4.1.3. Alkalen fosfataz boyaması 

Fare EKH ve uPKH’lerde alkalen fosfataz aktivitesinin belirlenmesi için Alkalin 

Fosfataz deteksiyon kiti (Merck Millipore, Darmstadt, Almanya, kat no: SCR004) 

kullanıldı. 5 günlük EKH ve uPKH’lerden besiyerleri alınarak, hücreler %4 

paraformaldehid içeren fiksasyon solüsyonu içerisinde 1-2 dak fikse edildi. Daha 

sonra solüsyon hücrelerden uzaklaştırıldı ve 1X durulama tamponu ile  yıkandı. 

Hücreler üzerine yeteri kadar, 2:1:1 oranında fast red violet, naphthol ve distile su ile 

hazırlanmış boya solüsyonu eklendi ve karanlıkta oda ısısında 15 dakika inkübe 

edildi. Boya solüsyonu alınarak, hücreler 1X durulama tamponu ile yıkandı. Daha 

sonra hücreler Hematoksilen ve Eosin (H&E) ile boyanarak mikroskop görüntüleri 

alındı. 

5.4.1.4. Akan hücre ölçer analizi 

Pluripotent kök hücrelerine spesifik hücre yüzeyi belirteçleri ve hücre içi 

transkripsiyon faktörlerini karakterize etmek amacıyla BD Stemflow insan ve fare 

pluripotent kök hücre analiz kiti (BD Biosciences, San Diego, CA, USA, katalog no: 

560477) kullanıldı. Knock out-DMEM kültür besiyeri içerisinde tek hücre 

süspansiyonu haline getirilen EKH ve uPKH’ler, 300 x g’de 5 dak santrifüj edildi ve 

süpernatan döküldü. Hücreler üzerine %4 paraformaldehit içeren BD sitofiks 

fiksasyon tamponu eklendi (1x107 hücre için 1 ml olacak şekilde) ve 20 dak oda 

ısısında inkübe edildi. Daha sonra hücreler +4˚C’de 24 saat saklandı. Bir gün sonra, 

hücreler 2 kez 1 ml 1X BD perm/yıkama tamponu içerisinde yıkandı ve 500 x g’de 5 

dakika santrifüj edildi. Hücreler, üzerlerine 1X BD perm/yıkama tamponu eklenerek 

10 dakika oda ısısında bekletildi. Daha sonra üzerlerine 50 şer µl Oct3/4-PerCP, 

SSEA-1-PE, SSEA-4-APC antikorları eklenen hücreler 30 dakika oda ısısında 

inkübe edildi. İki kez 1X BD perm/yıkama tamponu ile yıkanan hücreler 400 µl 

hücre yıkama solüsyonu (BD Biosciences, San Diego, CA, USA, kat no: 349524) 

içerisinde çözüldü ve akan hücre ölçer cihazında (BD FACS Canto) analiz yapıldı.  
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5.4.2. Akut astım fare modeli geliştirilmesi 

Akut astım fare modeli geliştirmek için gruba 6-7 haftalık 12 adet BALB/c fare 

alındı. BALB/c farelerde akut astım modeli duyarlılaştırma ve allerjen provokasyonu 

olmak üzere iki aşamada oluşturuldu (Şekil 5.2): 

 

 

Şekil 5.2. BALB/c farelerde akut astım modeli geliştirilmesi 

 

1. Duyarlılaştırma (Sensitizasyon): İntraperitoneal yolla 10 µg ovalbumin 

(OVA) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA, kat no: A5503) + 1,5 g alum 

(Thermo Scientific, Surrey, UK, kat no: 77161) / 100 µl serum fizyolojik 

(SF, %0,9 luk NaCl)  içerisinde 0. ve 7. günlerde uygulandı (Resim 5.1). 

2. Allerjen Provokasyonu: 21-28. günlerde BALB/c farelere ultrasonik 

nebülizatör ile PBS solüsyonu içerisinde %1 OVA 7 gün arka arkaya 20 şer 

dakika verildi (Resim 5.2).  
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Resim 5.1. BALB/c farelere intraperitoneal yolla OVA uygulaması 

 

 

Resim 5.2. BALB/c farelere ultrasonik nebülizatör ile OVA provokasyonu 
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5.4.3. Pluripotent kök hücrelerin intranazal uygulanması 

Akut astım modeli oluşturma protokolünü takiben, 28. günde astım ve kontrol 

grubu farelere YFP+ EKH ve uPKH uygulaması yapıldı. Hücreler 100 µl besiyeri 

içerisinde 5x105 hücre olacak şekilde, intranasal yolla farelere uygulandı. Bu 

uygulamada, pipet yardımıyla farenin burnuna EKH ve uPKH solüsyonları küçük 

damlalar halinde bırakıldı ve farenin nefes alıp verirken bu damlaları burnuna 

çekmesi beklendi. Uygulamadan 24 saat sonra fareler sakrifiye edildi. 

5.4.4. Farelerin sakrifikasyonu ve kan, akciğer örneklerinin toplanması 

Deney grubu fareler Rompun/ketalar anestezik maddelerinin (1:9) oranında 

karışımıyla intraperitoneal yolla, her fare için oran 10:90 mg/kg olacak şekilde 

uygulandı. Fareler anestezi altında kalplerinden insülin şırıngası yardımıyla kan 

alınarak öldürüldü. Toplanan kan örnekleri oda ısısında 4000 rpm’de 10 dak santrifüj 

edildi ve kan serumları alınarak spesifik IgE analizi için -20˚C’de saklandı. 

Fareler sakrifiye edildikten sonra sağ akciğer alt lobları patoloji çalışmaları için 

%10’luk formaldehit içerisine alındı. Kalan akciğer örnekleri %1 antibiyotik içeren 

besiyeri içerisine alındı ve hücre kültürü laboratuvarına transferi gerçekleştirildi.  

5.4.5. Akciğer  hücre süspansiyonlarından YFP+  hücre tayini 

Laboratuvara getirilen akciğerler steril PBS içerisinde yıkanarak, 100U/ml 

penisilin-streptomisin ve 0.005 g kollajenaz tip IV içeren DMEM besiyeri içerisinde 

AutoMACS C tüp içerisine konuldu ve M-lung-01 programı ile ilk homojenizasyon 

yapıldı. C tüp 45 dakika rotatör yardımıyla 37˚C inkübatör içerisinde inkübe edildi. 

Tüp içerisindeki akciğer, M-lung-02 programı ile ikinci kez  homojenize edildi ve 40 

mikronluk filtreden geçirildi. Elde edilen hücre süspansiyonu içerisinden 100 µl’lik 

örnekler toplanarak, 2 ml hücre yıkama solüsyonu ile 2 kez 1300 rpm’de 5 dk 

santrifüj edildi ve hücreler 500 µl hücre yıkama solüsyonu içerisinde çözüldü. Bu 

işlem sonunda hücreler, YFP+ hücre tayini için akan hücre ölçer cihazının (BD FACS 

Calibur) FL1 panelinde okutuldu. Ayrıca, homojenizasyon sonrası hücreler 1200 
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rpm’de 5 dak santrifüj edildi ve 200’er µl süpernatan örnekleri sitokin analizi 

yapılmak için -20˚C’de saklandı. 

5.4.6. Akciğer hava yollarının histopatolojik olarak incelenmesi 

Sakrifikasyon sonrası tüm farelerin sağ akciğer alt lobu örnekleri, tedavi 

gruplarını bilmeyen iki histolog tarafından yapısal değişiklikler açısından incelendi. 

Işık mikroskobu ile değerlendirme için örnekler %10’luk formalinde fikse edildi. 

Fiksasyon sonrası doku örnekleri rutin histolojik işlemler ile alınarak parafine 

gömüldü. Parafine gömülü olan akciğer dokularından 5 µm kesitler alınarak boyama 

işlemi gerçekleştirildi.  

Işık mikroskobu ile değerlendirme için tüm örneklere 2 farklı boyama işlemi 

uygulandı. H&E ile boyanan kesitler, akciğer epitel ve düz kas hücre kalınlıklarının 

belirlenmesi; Periyodik Asit-Schiff (PAS) ile boyanan kesitler ise bazal membran 

kalınlıklarının ve 500 hücre içerisinde hiperplazik goblet hücre sayısının belirlenmesi 

için kullanıldı. Hava yolları çevrelerine göre distal (küçük) (<500µm) ve proksimal 

(büyük) (>1000µm) hava yolları olmak üzere sınıflandırıldı. Ölçümler her iki hava 

yolunda epitel, subepitelyal düz kas ve bazal membran kalınlığı 2-3 farklı 

havayolunun 7 farklı noktasından kalibre edilmiş mikrometrik ölçüm cihazı ile 

ölçüldü (Olympus BX53, Japonya) ve mikroskop görüntüleri alındı.  

5.4.7. BAL sıvısının toplanması ve hücre sayılarının belirlenmesi 

Sakrifikasyon sonrasında trakeadan intraket yardımıyla, 1 ml Ca+2-Mg+2 

içermeyen PBS ile BAL yapıldı. Toplam 1 ml PBS üç defa, her seferinde 300-350 µl 

verilip derhal aspire edilmesi şeklinde uygulandı. BAL sıvıları 1500 rpm’de 3 dakika 

sitosantrifüj edildi ve lam üzerinde örnekler hazırlandı. Havada kurutularak tesbit 

edilen örnekler Giemsa boyası (Merck, Darmstadt, Almanya, kat no: HX249389) ile 

boyandı. Işık mikroskobunda 100X büyütme ile 100 hücre sayıldı ve nötrofil, 

eozinofil, lenfosit ve monosit hücrelerinin yüzde oranları hesaplandı. 
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5.4.8. Kan serumundan spesifik IgE tayini 

Kan serumları -20 ˚C’den alınarak 1:10 oranında dilüe edildi ve spesifik IgE 

tayini için Fare anti-OVA-IgE Eliza kiti (Shibayagi Co., Ltd., Ishihara, Japonya, kat 

no:AKRIE-030) kullanıldı. Kit protokolüne uygun olarak öncelikle standartlar 

hazırlandı. OVA-yüklü plak 3 kez yıkama solüsyonu ile yıkandı. Vakum pompası ile 

kurutulan plak kuyularına 50 µl biotin-bağlı anti-fare IgE antikoru eklendi. 600 

rpm’de 3 kez 10 sn olacak şekilde çalkalama sonrası, kuyular üzerine dilüe edilen 

örnekler ve standartlardan 10’ar µl eklenerek, plağın üzeri parafilm ile kaplandı ve 

oda ısısında 1 saat inkübe edildi. Reaksiyon karışımı dökülerek, 3 kez yıkama 

solüsyonu ile yıkama yapıldı ve plak vakum pompası ile kurutuldu. Tüm kuyulara 

100 µl HRP-bağlı avidin solüsyonu eklendi. 600 rpm’de 3 kez 10 sn olacak şekilde 

çalkalama sonrası, plağın üzeri parafilm ile kaplandı ve oda ısısında 30 dak inkübe 

edildi. Tekrar reaksiyon karışımı döküldü, 3 kez yıkama yapıldı ve vakum pompası 

ile plak kurutuldu. Kuyulara 100 µl TMB eklenerek, parafilme sarılı olarak 20 dakika 

oda ısısında bekletildi. İnkübasyon sonrası, tüm kuyulara 100 µl reaksiyon durdurucu 

eklendi ve 30 dak içerisinde Eliza okuyucu yardımıyla 450 nm ve 620 nm’de 

örnekler okutuldu. Standart örneklerine göre grafik eğrisi oluşturuldu ve her bir 

örnekteki spesifik IgE miktarı elde edilen denkleme göre belirlendi. 

5.4.9. Akciğer hücre süspansiyonu süpernatanlarında sitokin tayini 

Akciğer hücre süspansiyonu süpernatantları -20 °C’den alındı ve sitokin analizi 

BD Cytometric Bead Array (CBA) fare Th1/Th2/Th17 sitokin kiti (BD Biosciences, 

San Diego, CA, USA, kat no: 560485) kullanılarak akan hücre ölçer cihazında 

yapıldı. Kit protokolüne göre öncelikle standart dilüsyonlar hazırlandı. Bu işlem için 

standartlar 15 ml’lik falkon tüpüne boşaltılarak, 2 ml seyreltici solüsyon içerisinde 

çözüldü. 15 dak oda sıcaklığında inkübe edilen standart örneği pipetleme ile yavaşça 

karıştırıldı ve belirli oranlarda dilüsyonları yapıldı (negatif kontrol, 1:2, 1:4, 1:8, 

1:16, 1:32, 1:64, 1:128, 1:256, 1:512 ve 1:1024). Daha sonra boncukların 

hazırlanması işlemine geçildi. Kit içeriğindeki boncuklar pipetleme işleminden önce 

kısaca vorteks ile karıştırıldı. Tüp sayısı belirlendikten sonra her bir boncuktan her 

bir tüpe 5 µl eklenecek şekilde karışım hazırlandı.  
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Hazırlanan standart tüplerine 25 µl standartlardan, örnek tüplerine ise 25 µl 

örneklerden konuldu. Boncuk karışımı 5 sn vortekslendi ve her bir tüpe 25 µl boncuk 

karışımından eklendi. Tüpler iyice karıştırıldıktan sonra tüplere 25 µl deteksiyon 

reaktifinden konuldu. Tüpler iyice karıştırılıp 2 saat inkübasyona alındı. İki saatin 

bitiminde 1 ml yıkama solüsyonu eklenerek tüpler 200 x g’de 5 dak santrifüj edildi. 

Yıkama sonrası hücrelere 300 µl yıkama solüsyonu eklenip tekrar süspansiyon haline 

getirildi. Örnekler sırasıyla akan hücre ölçer cihazında okutuldu. Analizler sırasında, 

sitokinlere uygun hazırlanan standartlar çerçevesinde grafik eğrisi oluşturuldu ve her 

bir örnekteki sitokin miktarları elde edilen denkleme göre belirlendi. 

5.4.10. Akciğer lenfosit hücrelerinden Treg hücre analizi 

Tüm gruplarda elde edilen akciğer hücre süspansiyonları 40 mikronluk hücre 

süzgecinden geçirildi ve içerisinden 200 µl örnek toplandı. Santrifüj işleminden 

sonra hücreler Fare Regülatör T Hücre boyama kiti (eBiocience, CA, USA, kat no: 

88-8111) protokolüne uygun şekilde hazırlandı. Santrifüj sonrası hücreler üzerine 

100 µl Ca+2-Mg+2 içermeyen PBS solüsyonu eklendi. Tüplere 0.5 er µl anti-CD25 ve  

anti-CD4 antikorları eklenerek 30 dakika karanlık ortamda oda ısısında bekletildi. 

İnkübasyon sonrasında, tüpler üzerine 2 ml soğuk akan hücre ölçer boyama tamponu 

eklenerek 1500 rpm’de 10 dak santrifüj edildi. Süpernatan dökülerek, hücreler 

üzerine 1 ml fiksasyon/permeabilizasyon tampon eklenerek, vorteks yardımıyla iyice 

karıştırıldı. 45 dak karanlık ortamda +4 C˚’de inkübasyona bırakıldı. Tüpler üzerine 

2 ml permeabilizasyon tamponu eklenerek 1500 rpm’de 10 dak santrifüj edildi. 

Hücreler 100 µl permeabilizasyon tamponu içerisinde çözüldü ve 0.5 µl anti-Foxp3 

eklendi. +4 C˚’de 30 dak inkübasyon sonrası, tüplere 2 ml permeabilizasyon 

tamponu eklenerek 1500 rpm’de 10 dak santrifüj edildi. Süpernatanlar dökülerek, 

hücreler üzerine 200 µl akan hücre ölçer boyama tamponu eklendi ve tüpler cihazda 

okutuldu. 

5.4.11. Akciğer lenfosit izolasyonu 

Akciğer hücreleri 40 mikronluk hücre süzgecinden geçirildi ve 10 dakika 200 x 

g de santrifüj edildi. Süpernatan döküldü ve ortamdan eritrositleri uzaklaştırmak için 

1 lt distile su içerisinde 8,29 g NH4Cl (Riedel-de Haen, Darmstadt, Almanya, kat no: 



47 
 

11209), 1 g KHCO3 (Merck, Darmstadt, Almanya, kat no: A708154), 37 mg EDTA 

(AppliChem, Darmstadt, Almanya, kat no: A1103) içeren lizat solüsyonu kullanıldı. 

Eritrosit lizatı, 0.22 µm’lik mikrobiyolojik filtre ile sterile edildi ve  15 ml’lik steril 

falkon tüpü içerisinde süspanse edilmiş lenfositler üzerine 6-7 ml’ye kadar eritrosit 

lizatı eklendi. 5 dakika oda ısısında bekletildikten sonra 800 x g’de falkon tüpleri 

santrifüj edildi. Santrifüj sonrası süpernatanlar dökülerek dipte kalan lenfositler 3 

kere PBS solüsyonu ile 1200 rpm’de 5 dak yıkandı. Son yıkamadan sonra, hücreler 

% 10 FBS, 100 U/ml penisilin-streptomisin içeren DMEM hücre kültürü besiyeri ile 

1 ml’ye tamamlandı. 1 ml’deki canlı lenfosit sayısı tayini için lenfosit 

süspansiyonunundan 10 µl alınarak 10 µl Tripan mavisi ile (1:1 oranında) karıştırıldı 

ve karışım 4-5 dakika bekletildikten sonra boyayı içine almamış ve şişmemiş 

lenfositler canlı olarak nitelendirilerek, Thoma lamında 16 büyük kare 20 x’lik 

büyütme altında sayıldı. Çıkan sayı 2 x 104 ile çarpılarak 1 ml’deki lenfosit sayısı 

belirlendi. 

5.4.12. Akciğer lenfositlerinin proliferasyon analizi 

Karboksifloresan süksinimidil ester (CFSE) hücre zarından geçebilen floresan 

boyadır. Sitoplazmaya girince esteraz aktivitesi ile floresan grubun asetatları 

kesilerek, floresan ışıma açığa çıkarve hücre zarından geçme özelliğini yitirir. Bu 

şekilde hücrelerin sitoplazmasının boyanması sağlanır. Hücreler ikiye bölündükçe, 

floresan yoğunluğu hücreler arasında paylaşılır. Bu şekilde hücre proliferasyonu 

akan hücre ölçer cihazı ile değerlendirilir. 

5.4.12.1. Akciğer lenfositlerinin CFSE ile işaretlenmesi 

Akciğer dokularından izole edilen lenfositler, proliferasyon takibi için CFSE 

(Invitrogen, Paisley, UK, kat no: C1157) ile işaretlendi. Bu işlem için, 1-20 milyon 

lenfosit 1 ml DMEM hücre kültürü besiyerinde çözüldü, hücrelere 1 µl CFSE (5 

µmol/l) eklendi ve pipetleme ile iyice karıştırıldı. Hücreler 12 dak +4˚C’ de inkübe 

edildi. İnkübasyon sonrası tüplere 2 kez 12 ml Ca+2-Mg+2 içermeyen PBS eklendi ve 

1200 rpm’de 5 dk santrifüj edildi. Süpernatant döküldü ve hücreler 1 ml DMEM 
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kültür besiyeri içerisinde çözüldü. 1 ml’deki canlı lenfosit sayısı, lenfosit 

süspansiyonu 1:1 oranında Tripan mavisi ile karıştırılarak belirlendi. 

5.4.12.2. Proliferasyon analizlerinde yapılan hücre kültürü ve CFSE tayini 

CFSE ile işaretlenen lenfosit hücreleri %10 FBS, 100 U/ml penisilin-

streptomisin içeren DMEM hücre kültürü besiyeri içerisine 5x105 hücre/ml olacak 

şekilde alındı. 72 saat (1 µg/ml) anti CD3-anti CD28 ile 37˚C, %5 CO2 inkübatörüne 

konuldu. Negatif kontrol olarak hücrelere anti CD3-anti CD28 eklenmeden kültür 

yapıldı. Kültür sonrası hücreler 2 kez 2 ml yıkama solüsyonu ile yıkandı. Bu 

işlemden sonra 500 µl yıkama solüsyonunda çözülerek, akan hücre ölçer cihazında 

proliferasyon FL1 filtresi kullanılarak belirlendi. 

5.4.13. Akciğer lenfositlerinin apoptoz analizi 

Apoptoz, embriyonik gelişim ve doku homeostazının devamınında oluşan 

normal bir fizyolojik işlemdir. Apoptotik program birçok morfolojik değişme ile 

karakterize edilir. Plazma membranın bozulması en erken özelliğidir. Apoptotik 

hücrelerde, sağlıklı hücrelerde plazma membranın sitozolik kısmında bulunan 

fosfatidilserin, hücre dışına çıkar ve bu durum florasan işaretli Annexin-V ile tayin 

edilir. Annexin-V, Ca+2 bağımlı fosfolipid-bağlayan proteindir ve yüksek afinite ile 

fosfatidilserine bağlanır. Apoptoz ya da nekroza giden hücre ölümünün geç 

aşamasında ise membran bütünlüğü kaybı meydana gelir. Bu nedenle, Annexin V 

propidium iyodid (PI) gibi canlılık boyası ile kullanılır. PI, nükleik asitlere bağlanan 

bir ajan ve florasan moleküldür. PI genellikle canlı hücreleri boyamaz ve yaygın 

olarak ölü hücrelerin belirlenmesinde kullanılır. Bu sayede akan hücre ölçer analizi 

ile; canlı hücreleri Annexin V ve PI negatif hücrelerin yüzdesi, erken apoptotik 

hücreleri Annexin V pozitif -PI negatif hücrelerin yüzdesi, geç geç apoptotik ve ölü 

hücreleri ise Annexin V ve PI pozitif hücrelerin yüzdesi vermektedir. 

Akciğer dokularından izole edilen lenfositlerin apoptoz analizi için Annexin V: 

FITC Apoptosis Detection Kit II (BD Biosciences, San Diego, CA, USA, katalog no: 

556547) kullanıldı. Lenfosit hücreleri %10 FBS, 100 U/ml penisilin-streptomisin 

içeren DMEM hücre kültürü besiyeri içerisine 1x106 hücre/ml olacak şekilde alındı. 
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72 saat (1 µg/ml) anti CD3 (eBioscience Inc., San Diego, CA, kat no: E06295)-anti 

CD28 (eBioscience Inc., San Diego, CA, kat no: E06392) ile 37˚C, %5 CO2 

inkübatörüne konuldu. Negatif kontrol olarak hücrelere anti CD3-anti CD28 

eklenmeden kültür yapıldı. 

Kültür sonrası örneklerin süpernatanları toplanarak sitokin tayini için -20˚C’de 

saklandı ve hücreler kit protokolüne uygun şekilde hazırlandı.  Hücreler 2 kez 100 µl 

Ca+2-Mg+2 içermeyen PBS ile yıkandı ve bu işlemden sonra 100 µl bağlanma 

tamponu içerisinde çözüldü. Üzerlerine 1,5 µl Annexin V ve 1,5 ul PI eklendi. Tüpler 

karanlıkta 15 dak oda ısısında inkübe edildi. Her bir tüpe 400’er µl bağlanma 

tamponu ilave edildi ve akan hücre ölçer cihazında Annexin-V için FL1 ve PI 

için FL2 filtreleri kullanılarak okuma gerçekleştirildi. Negatif kontrol hücreleri, 

akan hücre ölçer analizinde hücre kapılarının belirlenmesinde kullanıldı.  

5.4.14. İstatistiksel analiz 

Gruplar arasındaki farklılık GraphPad Prism 5 programı (GraphPad Software, 

Inc., CA, USA) kullanılarak analiz edildi. Veriler her grupta ortalama (Ort) ± 

standart deviasyon (SD) (minimu-maksimum) değerleri olarak verildi. İkiden fazla 

grup verilerinin bir arada karşılaştırılması ANOVA testi (tek yönlü varyans analizi) 

ile yapıldı. İki grup arasındaki karşılaştırma için unpaired Student t testi kullanıldı. 

P-değeri 0.05’den küçük değerler anlamlı olarak kabul edildi. 

5.5. Kullanılan Cihazlar 

Cihaz Marka Model 

CO₂ İnkübatörü Thermo Series II Water Jacket 

CO₂ Tüpü Habaş -- 

İnvert Mikroskop EVOS AMG 

Binoküler Araştırma Mikroskobu Olympus BH2-RFCA 

Steril Kabin Biosafety Cabinet Class II Tip 

Buzdolabı (+4 ˚C) Uğur USS1000 

Derin Dondurucu (-20 ˚C) Regal LF 2102 A+ 
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Santrifüj  Beckman Coulter Allegra X-22 

Mikrosantrifüj Spectrafuge 16M 

Hassas Terazi Chyo JL-200 

Mikropipet Seti Thermo -- 

Vorteks Yellow line  TTS 2 

Isıtmalı Manyetik Karıştırıcı Janke&Kunkelika IKAMAG RH 

Homojenizatör 
MACS 

Miltenyi Biotec 
Gentle MACS Dissociator 

Rotator 
MACS 

Miltenyi Biotec 
MACSmix 

Su Banyosu Techne TE-10A DIKLM 

Akan Hücre Ölçer BD FACS Calibur 

Akan Hücre Ölçer BD Canto 

Işık Mikroskobu Olympus BX53 
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6. BULGULAR 

6.1. Farelerde Akut Astım Modeli Geliştirilmesi  

Çalışma süresince herhangi bir nedenle çalışma dışında bırakılan veya ölen fare 

olmadı. Çalışma her grupta 4’er fare olacak şekilde tamamlandı.  

PBS (kontrol grubu) ve OVA (astım grubu) gruplarında; proksimal ve distal 

hava yollarının epitel kalınlığı, düz kas kalınlığı, bazal membran kalınlığı ve 500 

hücre içerisindeki goblet hücre sayısı belirlendi. Tablo 6.1’de PBS ve OVA 

gruplarının histolojik verileri ve istatistik sonuçları gösterildi. Her iki grubun akciğer 

ışık mikroskop görüntüleri Şekil 6.1’de verildi. Bu sonuçlar akut astım modelinin iyi 

bir şekilde oluştuğunu göstermekte idi.  

 

Tablo 6.1. PBS ve OVA gruplarında proksimal (A) ve distal (B) hava yollarının 

histolojik verileri ve istatistik sonuçları 

        A 

 
Proksimal hava yolu 

 
PBS 

 
OVA 

 
P 

  
 
Epitel kalınlığı  
(µm) 

 
7,1±0,24 

 
14,9±2,2 

 
0.0035** 

 
Düz kas kalınlığı 
(µm) 

 
1,4±0,1 

 
5,2±0,7 

 
0.0006*** 

 
Bazal membran 
kalınlığı (µm) 

 
1,07±0,1 

 
1,6±0,02 

 
0.0019** 

 
500 hücredeki Goblet 
hücre sayısı (n/500) 

 
0 

 
40±10,5 

 
<0.001*** 

**  P < 0.01, *** P < 0.001 istatistiksel olarak anlamlı 
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B 

 
Distal hava yolu 

 
PBS 

 
OVA 

 
P 

  
 
Epitel kalınlığı  
(µm) 

 
6,05±0,5 

 
10,67±0,9 

 
0.0019** 

 
Düz kas kalınlığı 
(µm) 

 
1,46±0,1 

 
3,38±0,5 

 
0.003** 

 
Bazal membran 
kalınlığı (µm) 

 
0,97±0,07 

 
1,39±0,01 

 
0.0009*** 

 
500 hücredeki Goblet 
hücre sayısı (n/500) 

 
0 

 
14±2 

 
<0.001*** 

**  P < 0.01, *** P < 0.001 istatistiksel olarak anlamlı 

 

 

Şekil 6.1. OVA ve PBS gruplarının ışık mikroskop görüntüleri. Özgün büyütmeler: 

10X. (     ) Perivasküler infiltrasyon, (     ) Peribronşial infiltrasyon 
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6.2. Fare EKH ve uPKH’lerin Karakterizasyonu ve Akut Astım Modeli 

Geliştirilmi ş Farelere Uygulanması  

Fare EKH ve uPKH’lerine besleme ve destek amacıyla kullanılmak üzere, 5. 

pasajda bulunan FEF hücrelerinin mitotik aktiviteleri durduruldu ve bu hücreler EKH 

ve uPKH’lerin eldesinden bir gün önce 6 kuyulu kültür kabına 5x105 hücre/kuyu 

olacak şekilde ekildi (Şekil 6.2).  

 

 

Şekil 6.2. 1. gün besleyici hücre tabakalarının invert mikroskop görüntüsü. Özgün 
büyütme: 10X 

Çalışmamızda, Koç Üniversitesi öğretim üyesi Doç. Dr. Tamer Önder tarafından 

sağlanan YFP işaretli fare EKH ve uPKH’ler kullanıldı. Besleyici tabaka olmayan 

kültür koşullarında inkübe edilen ve T-25’lik kültür kabında bulunan EKH (Şekil 

6.3) ve uPKH’lerin (Şekil 6.4) mikroskop görüntüleri alındı. Elde edilen hücreler, 

tripsinizasyon işlemi ile tek hücre süspansiyonu haline getirildi ve süspansiyonlarda 

bulunan hücre sayıları belirlenerek, karakterizasyon işlemlerinde kullanıldı. Ayrıca, 

süspanse hücreler OVA grubu ve kontrol grubundan 4’er fareye 5x105 hücre olacak 

şekilde intranazal (i.n.) yolla uygulandı. 
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Şekil 6.3. Besleyici tabaka olmayan kültür koşullarında inkübe edilen fare EKH’lerin 
faz-kontrast ve florasan mikroskobundaki görünümleri. Özgün büyütmeler: (A) 4X, 
(B) ve (C) 10X 

 

  

Şekil 6.4. Besleyici tabaka olmayan kültür koşullarında inkübe edilen fare 
uPKH’lerin faz-kontrast ve florasan mikroskobundaki görünümleri. Özgün 
büyütmeler: (A) 4X, (B) ve (C) 10X 
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6.2.1. Alkalen fosfataz aktivitesi 

Alkalen fosfataz pluripotent kök hücrelerin tüm tipleri için evrensel bir 

belirteçtir, fakat pluripotansa özgül değildir. Bu nedenle, alkalen fosfataz boyaması 

pluripotent durum için destekleyici bir kanıt olarak kullanılmaktadır (Hackett ve 

Fortier 2011). Alkalen fosfataz aktivitelerinin belirlenmesi amacıyla, 5x104 hücre 

olacak şekilde bir gün önce hazırlanan besleyici tabaka hücrelerin üzerine elde edilen 

tek hücre süspansiyonları ekildi ve 5 gün inkübe edildi. 5 gün sonunda yapılan 

alkalen fosfataz boyaması sonucu, kültüre edilen EKH ve uPKH kolonilerinin 

tamamının alkalen fosfataz aktivitesi gösterdiği gözlendi (Şekil 6.5 ve 6.6). 

 

 

  

Şekil 6.5. Besleyici tabaka üzerindeki fare EKH kolonilerinin alkalen fosfataz 
aktivitesi (A). Kolonilerin boyanmadan önceki mikroskop görüntüsü (B). Özgün 
büyütmeler: (A) 10X, (B) 10X 

 

  

Şekil 6.6. Besleyici tabaka üzerindeki fare uPKH kolonilerinin alkalen fosfataz 
aktivitesi (A). Kolonilerin boyanmadan önceki mikroskop görüntüsü (B). Özgün 
büyütmeler: (A) 10X, (B) 10X 
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6.2.2. Akan hücre ölçer analizi 

İnsan ve fare pluripotent kök hücreler için diğer bir karakterizasyon yöntemi, 

özgül hücre yüzey belirteçlerinin ve hücre içi transkripsiyon faktörlerinin ifade 

analizidir (Ginis ve ark 2004, Xu 2006). Oct3/4 transkripsiyon faktörüdür ve hem 

insan hem de fare pluripotent kök hücrelerinde ifade edilir (Okamoto ve ark 1990, 

Reubinoff, Pera, Fong, Trounson ve Bongso 2000). SSEA-1 ise, fare hücreleri için 

pluripotans belirteci, insan hücreleri için farklılaşma belirtecidir (Ginis ve ark 2004). 

Çalışmamızda EKH ve uPKH’lerde ifade edilen yüzey belirteçleri ve hücre içi 

transkripsiyon faktörü akan hücre ölçer cihazı ile belirlendi. Her iki pluripotent 

hücrede, hem insan hem de fare pluripotent hücrelerinde ifade edilen Oct3/4 

transkripsiyon faktörünün ve fare pluripotans belirteci olan SSEA-1’in ifade edildiği 

ve aynı zamanda farelerde farklılaşma belirteci olan SSEA-4’ün ifade edilmediği 

gözlendi (Şekil 6.7, 6.8). 

 

Şekil 6.7. EKH’lerde ifade edilen Oct3/4 transkripsiyon faktörü ve SSEA-1 yüzey 
belirtecinin yüzdesi. 
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Şekil 6.8. uPKH’lerde ifade edilen Oct3/4 transkripsiyon faktörü ve SSEA-1 yüzey 
belirtecinin yüzdesi.  
 

6.3. İ.n. Uygulanan EKH ve uPKH’lerin Akut Astım Fare Mod eli Üzerine Etkisi 

6.3.1. YFP+ pluripotent kök hücreler hasarlı akciğer dokusunda daha fazla 

toplandı 

Pluripotent kök hücrelerin uygulanmasından 24 saat sonra deney gruplarında 

bulunan fareler sakrifiye edilerek, homojenizasyonla elde edilen akciğer tam hücre 

süspansiyonlarında YFP+ hücre analizi akan hücre ölçer cihazı kullanılarak yapıldı. 

OVA+EKH grubunda (%5,13±1,1) PBS+EKH grubuna (%3,8±0,9) göre daha fazla 

YFP+ hücre gözlenirken, aynı şekilde OVA+uPKH grubunda (%6,95±0,3) 

PBS+uPKH grubuna (%3,37±1,1) göre daha yüksek bulundu. Sonuçlar, uPKH’lerin 

EKH’lere göre astım modeli oluşturulmuş farelerin akciğer dokusunda daha fazla 

toplandığını gösterdi (Şekil 6.9). 



58 
 

 

Şekil 6.9. Pluripotent kök hücre uygulanmış gruplardan elde edilen akciğer 
dokularındaki YFP+ hücre miktarı 

 

6.3.2. Pluripotent kök hücreler akciğer proksimal hava yollarında yeniden 

yapılanmayı baskıladı 

Yapılan histopatolojik analizlerle; mikroskop görüntülerine göre akciğer 

proksimal hava yollarında bir baskılanma olduğu saptandı (Şekil 6.10). H&E ile 

boyanan kesitlerde, OVA grubuna göre epitel (14,9±2,2) ve düz kas (5,2±0,7) 

kalınlıkları OVA+EKH (sırasıyla 7,48±0,6 ve 2,19±0,4) ve OVA+uPKH (sırasıyla 

7,7±0,9 ve 2,38±0,2) gruplarında anlamlı derecede düşüktü (P < 0.001). Aynı 

şekilde, PAS ile boyanan akciğer kesitlerinde, hiperplazik goblet hücre sayısında 

(OVA: 40±10,5, OVA+EKH: 0, OVA+uPKH: 0; P < 0.001) ve bazal membran 

kalınlığında (OVA: 1,6±0,02, OVA+EKH: 1,14±0,1, OVA+uPKH: 1,28±0,01; OVA 

ve OVA+EKH için P < 0.001, OVA ve OVA+uPKH için P < 0.01) önemli derecede 
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azalma gözlendi (Tablo 6.2, Şekil 6.11). PBS grubu ile PBS+EKH ve PBS+uPKH 

grupları arasında epitel kalınlığı (sırasıyla 7,1±0,2, 7,49±0,9 ve 7,35±0,7), düz kas 

kalınlığı (sırasıyla 1,4±0,1, 1,69±0,3 ve 1,9±0,3), bazal membran kalınlığı (sırasıyla 

1,07±0,1, 1,12±0,1 ve 1,06±0,2) ve goblet hücre sayısı (sırasıyla 0, 3 ve 2) açısından 

farklılık saptanmadı (P > 0.05) (Tablo 6.3). 
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Şekil 6.10. Proksimal hava yollarının (>1000µm) ışık mikroskobu görüntüleri. OVA, 
OVA+EKH, OVA+uPKH, PBS, PBS+EKH ve PBS+uPKH gruplarından elde edilen 
akciğer doku kesitleri H&E ve PAS ile boyandı. EKH  ve uPKH uygulaması, OVA 
grubunda proksimal hava yollarında akut hava yolu inflamasyonunu önemli derecede 
baskılarken (A-F), PBS grubunda bir değişiklik oluşturmadı (G-L). Özgün 
büyütmeler: 40X. 



61 
 

Tablo 6.2. OVA, OVA+EKH ve OVA+uPKH gruplarında proksimal hava yollarının 
histolojik verileri ve istatistik sonuçları 

 

 

Proksimal hava 
yolu 

 
OVA 

 

 
OVA+EKH  

 

 
OVA+uPKH  

 
P 

 
Epitel kalınlığı  
(µm) 

 
14,9±2,2 

 
7,48±0,6 

 
7,7±0,9 

 
< 0.01**  

 
Düz kas 
kalınlığı (µm) 

 
5,2±0,7 

 
2,19±0,4 

 
2,38±0,2 

 
< 0.001***  

 
Bazal 
membran 
kalınlığı (µm) 

 
1,6±0,02 

 
1,14±0,1 

 

 
1,28±0,01 

 

 
< 0.001***   
< 0.01**  

500 hücredeki 
Goblet hücre 
sayısı (n/500) 

 
40±10,5 

 
0 

 
0 

 
< 0.001***  

       **  P < 0.01, ***  P < 0.001 

 

Tablo 6.3. PBS, PBS+EKH ve PBS+uPKH gruplarında proksimal hava yollarının 
histolojik verileri ve istatistik sonuçları 

 

 

Distal hava 
yolu 

 
PBS 

 

 
PBS+EKH 

 

 
PBS+uPKH 

 
P 

 
Epitel kalınlığı  
(µm) 

 
7,1±0,2 

 
7,49±0,9 

 
7,35±0,7 

 
ns 

 
Düz kas 
kalınlığı (µm) 

 
1,4±0,1 

 
1,69±0,3 

 
1,9±0,3 

 
ns 

 
Bazal 
membran 
kalınlığı (µm) 

 
1,07±0,1 

 
1,12±0,1 

 
1,06±0,2 

 
ns 

500 hücredeki 
Goblet hücre 
sayısı (n/500) 

 
0 

 
3 

 
2 

 
ns 

      ns: istatistiksel olarak anlamlı değil 
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Şekil 6.11. PBS, OVA, OVA+EKH ve OVA+uPKH gruplarında proksimal hava 
yolları düz kas, epitel, bazal membran kalınlığı ve goblet hücre sayısı. OVA 
grubunda PBS grubuna göre anlamlı derecede artmış olan epitel hücre kalınlığı (A), 
düz kas kalınlığı (B), bazal membran kalınlığı (C) ve goblet hücre sayısı (D), EKH 
ve uPKH uygulaması sonucu anlamlı derecede baskılandı. *** P < 0.001, **  P < 0.01 

 

 

6.3.3. Pluripotent kök hücreler akciğer distal hava yollarında yeniden 

yapılanmayı baskıladı 

Yapılan histopatolojik analizlerle; mikroskop görüntülerine göre akciğer distal 

hava yollarında bir baskılanma olduğu saptandı (Şekil 6.12). H&E ile boyanan 

kesitlerde, OVA grubuna göre epitel (10,67±0,9) ve düz kas (3,38±0,5) kalınlıkları 

OVA+EKH (sırasıyla 7,09±1 ve 1,84±0,07) ve OVA+uPKH (sırasıyla 6,66±1 ve 

1,75±0,3) gruplarında anlamlı derecede düşüktü (P < 0.01). Aynı şekilde, PAS ile 

boyanan akciğer kesitlerinde, hiperplazik goblet hücre sayısında (OVA: 14±2, 

OVA+EKH: 0, OVA+uPKH: 0; P < 0.001) ve bazal membran kalınlığında (OVA: 
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1,39±0,01, OVA+EKH: 1,12±0,01, OVA+uPKH: 1,07±0,01; OVA ve OVA+EKH 

için P < 0.01, OVA ve OVA+uPKH için P < 0.001) önemli derecede azalma 

gözlendi (Tablo 6.4, Şekil 6.13). PBS grubu ile PBS+EKH ve PBS+uPKH grupları 

arasında epitel kalınlığı (sırasıyla 6,05±0,5, 6,76±0,7 ve 6,59±0,7), düz kas kalınlığı 

(sırasıyla 1,46±0,1, 1,5±0,3 ve 1,76±0,3), bazal membran kalınlığı (sırasıyla 

0,97±0,07, 1±0,1 ve 0,98±0,08) ve goblet hücre sayısı (sırasıyla 0, 1 ve 0) açısından 

farklılık saptanmadı (P > 0.05) (Tablo 6.5). 
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.    

Şekil 6.12. Distal hava yollarının (<500µm) ışık mikroskobu görüntüleri. OVA, 
OVA+EKH, OVA+uPKH, PBS, PBS+EKH ve PBS+uPKH gruplarından elde edilen 
akciğer doku kesitleri H&E ve PAS ile boyandı. EKH ve uPKH uygulaması, OVA 
grubunda proksimal hava yollarında akut hava yolu inflamasyonunu önemli derecede 
baskılarken (A-F), PBS grubunda bir değişiklik oluşturmadı (G-L). Özgün 
büyütmeler: 40X. 
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Tablo 6.4. OVA, OVA+EKH ve OVA+uPKH gruplarında distal hava yollarının 
histolojik verileri ve istatistik sonuçları 

 

 

Distal hava 
yolu 

 
OVA 

 

 
OVA+EKH  

 

 
OVA+uPKH  

 
P 

 
Epitel kalınlığı  
(µm) 

 
10,67±0,9 

 
7,09±1 

 

 
6,66±1 

 

 
< 0.01**  

 
Düz kas 
kalınlığı (µm) 

 
3,38±0,5 

 
1,84±0,07 

 
1,75±0,3 

 
< 0.01**  

 
Bazal 
membran 
kalınlığı (µm) 

 
1,39±0,01 

 
1,12±0,01 

 

 
1,07±0,07 

 

 
< 0.01**  

< 0.001***  
 

500 hücredeki 
Goblet hücre 
sayısı (n/500) 

 
14±2 

 
0 

 
0 

 
< 0.001***  

     **  P < 0.01, ***  P < 0.001 

 

 
Tablo 6.5. PBS, PBS+EKH ve PBS+uPKH gruplarında distal hava yollarının 
histolojik verileri ve istatistik sonuçları 

 

 

Distal hava 
yolu 

 
PBS 

 

 
PBS+EKH 

 

 
PBS+uPKH 

 
P 

 
Epitel kalınlığı  
(µm) 

 
6,05±0,5 

 
6,76±0,7 

 
6,59±0,7 

 
ns 

 
Düz kas 
kalınlığı (µm) 

 
1,46±0,1 

 
1,5±0,3 

 
1,76±0,3 

 
ns 

 
Bazal 
membran 
kalınlığı (µm) 

 
0,97±0,07 

 
1±0,1 

 
0,98±0,08 

 
ns 

500 hücredeki 
Goblet hücre 
sayısı (n/500) 

 
0 

 
1 

 
0 

 
ns 

       ns: istatistiksel olarak anlamlı değil 
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Şekil 6.13. PBS, OVA, OVA+EKH ve OVA+uPKH gruplarında distal hava yolları 
düz kas, epitel, bazal membran kalınlığı ve goblet hücre sayısı. OVA grubunda PBS 
grubuna göre anlamlı derecede artmış olan epitel hücre kalınlığı (A), düz kas 
kalınlığı (B), bazal membran kalınlığı (C) ve goblet hücre sayısı (D), EKH ve uPKH 
uygulaması sonucu anlamlı derecede baskılandı. *** P < 0.001, **  P < 0.01 

 

6.3.4. Pluripotent kök hücreler astım modelinde artmış olan eozinofil hücre 

sayısını azalttı 

Histopatolojik analizlere ek olarak, BAL sıvısında OVA-uyarımlı inflamatuar 

hücre profili üzerine EKH ve uPKH’lerin etkisi araştırıldı. Tüm gruplarda 100 hücre 

içerisinde belirlenmiş olan nötrofil, eozinofil, lenfosit ve monosit hücre sayıları 

Tablo 6.6’da verildi. PBS grubuna EKH ve uPKH uygulandığında eozinofil hücre 

yüzdesinde farklılık saptanmadı (Tablo 6.6). OVA grubunda artmış olan eosinofil 

hücre sayısının, OVA+EKH ve OVA+uPKH gruplarında anlamlı derecede azalmış 

olduğu belirlendi (Tablo 6.6, Şekil 6.14). 
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Tablo 6.6. Tüm grupların BAL sıvılarında nötrofil, eozinofil, lenfosit, monosit hücre 
sayıları (%) 

 
BAL sıvısı hücre 
sayıları (%) 

 
Nötrofil 

 
Eozinofil 

 
Lenfosit 

 
Monosit 

 
OVA 
 

 
8,75±2 

 
49±6,6 

 
39,8±7 

 
2,75±1 

 
OVA+EKH 
 

 
15±3 

 
25±2,5 

 
56±5 

 
3,75±1 

 
OVA+uPKH 
 

 
16,6±3 

 
32,8±2 

 
47,8±5 

 
3,25±2 

 
PBS 
 

 
26±5 

 
4,5±2 

 
63,2±2 

 
6,2±1 

 
PBS+EKH 
 

 
26,5±6 

 
6,5±1 

 
62,2±6 

 
6±1,8 

 
PBS+uPKH 
 

 
26,3±6 

 
6,8±3,5 

 
62±5 

 
5±1,4 

 

 

 

Şekil 6.14. BAL sıvısında PBS, OVA, OVA+EKH ve OVA+uPKH gruplarının 
eozinofil hücre sayısı (%). OVA grubunda PBS grubuna göre anlamlı derecede 
artmış olan eozinofil hücre sayısının, EKH ve uPKH uygulaması sonucu anlamlı 
derecede azaldığı saptandı. *** P < 0.001 
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6.3.5. Pluripotent kök hücreler spesifik antikor yanıtını azalttı 

IgE indüksiyonu allerjen kaynaklı patolojilerin bir özelliğidir ve OVA 

sensitizasyonu, IgE ve allerjen-spesifik Th2 yanıtını indüklemektedir (Hamelmann, 

Tadeda, Oshiba ve Gelfand 1999). Çalışmamızda, pluripotent kök hücrelerin IgE 

indüksiyonu üzerine etki kapasitesini belirlemek amacıyla serumda OVA-spesifik 

IgE yanıtı incelendi. EKH (18,5±5,6 U/ml) ve uPKH (17,4±7,1 U/ml) uygulanması 

sonucu, OVA grubunda (32,6±0,4 U/ml) indüklenmiş olan allerjen-spesifik IgE 

yanıtının anlamlı derecede baskılandığı gözlendi (P > 0.05) (Şekil 6.15). 

 

  

Şekil 6.15. Pluripotent kök hücrelerin serumda OVA-spesifik IgE yanıtı üzerine 
etkisi. Sakrifikasyon sonrası tüm gruplardan serum toplandı ve OVA-spesifik IgE 
miktarı ELİZA yöntemiyle ölçüldü. OVA grubunda artmış olan antikorun, EKH ve 
uPKH uygulaması sonucu anlamlı derecede azaldığı saptandı. * P < 0.05, *** P < 
0.001 

 

6.3.6. Pluripotent kök hücreler homojenize akciğer hücre süspansiyonunda IL-4 

sitokin miktarını azaltırken, IL-10 miktarını artır dı 

Homojenize akciğer hücre süspansiyonunda, OVA grubunda (32,8±2,9 pg/ml) 

PBS grubuna (6,05±2,4 pg/ml) göre anlamlı derecede artmış olan IL-4 sitokin 

düzeyinin (P < 0.001), pluripotent kök hücrelerin i.v. uygulaması sonucu OVA+EKH 

(17,2±0,9 pg/ml) ve OVA+uPKH (19,2±0,3 pg/ml) gruplarında istatistiksel olarak 
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anlamlı derecede düşük olduğu saptandı (P < 0.001) (Şekil 6.16). Tersine, PBS 

(55,9±15,7 pg/ml) ve OVA (17,03±5 pg/ml) grupları ile karşılaştırıldığında 

OVA+EKH (466,33±66,4 pg/ml) ve OVA+uPKH (488±163,9 pg/ml) gruplarında IL-

10 sitokin düzeyinin anlamlı derecede arttığı belirlendi (P < 0.001) (Şekil 6.17). PBS 

grubuna EKH ve uPKH uygulanması sonucu istatistiksel olarak anlamlı bir fark 

tespit edilmedi (P > 0.05).  

 

Şekil 6.16. Pluripotent kök hücrelerin IL-4 sitokin salgısı üzerine etkisi. OVA 
grubunda PBS grubuna göre artmış olan sitokin düzeyinin, EKH ve uPKH 
uygulaması sonucu anlamlı derecede azaldığı saptandı. *** P < 0.001 

 

 

Şekil 6.17. Pluripotent kök hücrelerin IL-10 sitokin salgısı üzerine etkisi. Akciğer 
hücre süspansiyonunda IL-10 sitokin düzeyinin OVA grubuna EKH ve uPKH 
uygulaması sonucu anlamlı derecede arttığı saptandı. *** P < 0.001 
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6.3.7. Pluripotent kök hücreler akciğer lenfositlerinde Treg hücre yüzdesini 

artırdı 

Akciğerde IL-10 sitokininin artması, pluripotent hücrelerin Treg hücre 

popülasyonunu indüklediğini düşündürdü. Bu amaçla, pluripotent kök hücrelerin 

Treg hücre frekansı üzerine etkisi akan hücre ölçer cihazı ile analiz edildi. Tüm 

gruplarda akciğer dokusundan izole edilen lenfosit hücreleri kapılanarak yapılan 

analiz sonucunda, CD4+Foxp3+ T hücre miktarının OVA+EKH grubunda 

(%3,96±0,3) OVA grubuna (%2,18±0,2) göre anlamlı derecede arttığı (P < 0.01), 

fakat OVA+uPKH grubunda (%2,9±0,6) gözlenen artışın anlamlı olmadığı saptandı 

(P > 0.05) (Şekil 6.18A-B). PBS grubuna (%2,34±0,1) her iki pluripotent kök 

hücrenin uygulanması sonucu, CD4+Foxp3+ T hücre miktarında istatistiksel olarak 

anlamlı bir değişme olmadı (P > 0.05) (Şekil 6.18A). 

 

       A 

          

                               

 



71 
 

                                 B 

 

Şekil 6.18. Pluripotent kök hücrelerin CD4+Foxp3+ T hücre miktarı üzerine etkisi. 
Sonuçlar akan hücre ölçer verilerine (A) ve istatistiksel analizlere (B) göre verildi. 
OVA grubuna in vivo uygulanan EKH’ler CD4+Foxp3+ T hücre miktarını anlamlı 
derecede artırırken, uPKH’lerin uygulanması sonucu meydana gelen artış anlamlı 
değildi. PBS grubuna göre, PBS+EKH ve PBS+uPKH grupları arasında bir fark 
saptanmadı. **  P < 0.01 

Aynı şekilde akan hücre ölçer cihazında lenfosit hücreleri kapılanarak yapılan 

analiz sonucu, EKH’lerin OVA grubuna (%2,29±0,2) in vivo uygulanması ile 

(%4,47±0,5) CD4+CD25+ T hücre miktarında anlamlı derecede artış gözlenirken (P < 

0.01), uPKH’lerin uygulanması ile (%2,95±0,5) meydana gelen artış anlamlı değildi 

(P > 0.05) (Şekil 6.19A-B). PBS grubuna (%2,65±0,5), EKH (%2,3±0,3) ve uPKH 

(%2,43±0,2) uygulanması sonucu, CD4+CD25+ T hücre miktarında istatistiksel 

olarak anlamlı bir değişme saptanmadı (P > 0.05) (Şekil 6.19A). 

Buna ek olarak, tüm grupların lenfosit hücrelerinde CD4+CD25+FoxP3+ Treg 

hücrelerin yüzdesindeki değişim miktarı, CD4+CD25+ T hücrelerde Foxp3+ 

hücrelerin yüzdesinin belirlenmesi ile analiz edildi. EKH ve uPKH’lerin i.n. 

uygulanması sonucu, OVA grubuna (%1,96±0,3) göre Treg hücre yüzdesinin 

OVA+EKH grubunda (%3,63±0,4) anlamlı olarak arttığı (P < 0.01), fakat 

OVA+uPKH grubundaki (%2,6±0,5) artışın anlamlı olmadığı saptandı (P > 0.05) 

(Şekil 6.20). Ayrıca, PBS grubuna (%2,35±0,5) her iki pluripotent kök hücrenin 

uygulanması sonucu, PBS+EKH (%1,8±0,3) ve PBS+uPKH (%1,95±0,2) 

gruplarında CD4+CD25+ T hücre miktarında bir fark gözlenmedi (P > 0.05). 
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        A 

 

 

                                B 

 

Şekil 6.19. Pluripotent kök hücrelerin CD4+CD25+ T hücre miktarı üzerine etkisi. 
Sonuçlar akan hücre ölçer verilerine (A) ve istatistiksel analizlere (B) göre verildi. 
OVA grubuna in vivo uygulanan EKH’ler CD4+CD25+ T hücre miktarını anlamlı 
derecede artırırken, uPKH’lerin uygulanması sonucu meydana gelen artış anlamlı 
değildi. PBS grubuna göre, PBS+EKH ve PBS+uPKH grupları arasında bir fark 
saptanmadı. **  P < 0.01 
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Şekil 6.20. Pluripotent kök hücrelerin CD4+CD25+FoxP3+ Treg hücre miktarı 
üzerine etkisi. OVA grubuna EKH uygulaması Treg hücre yüzdesini istatistiksel 
olarak anlamlı derecede artırırken, uPKH uygulaması sonucu belirlenen artış anlamlı 
değildi. PBS grubuna göre, PBS+EKH ve PBS+uPKH grupları arasında bir fark 
saptanmadı. ** P < 0.01 

 

6.3.8. Pluripotent kök hücreler akciğer lenfosit hücrelerinin proliferasyonunu 

baskıladı 

Pluripotent hücrelerin immün baskılayıcı özelliklerini belirlemek amacıyla, bu 

hücrelerin lenfosit hücrelerin proliferasyonu üzerine etkisi incelendi. Bu amaçla, 

farelerin akciğerinden elde edilen lenfosit hücrelerinin, anti-CD3-anti-CD28 uyarımlı 

ve uyarımsız ortamda 3 günlük kültürü yapıldı. Elde edilen veriler, OVA 

(%25,9±3,7) grubunda PBS (%39±2,2) grubuna göre anlamlı derecede azalmış olan 

lenfosit proliferasyonunun (P < 0.001), OVA+EKH grubunda (16,3±0,7) ve 

OVA+uPKH grubunda (18,3±1,6) anlamlı derecede baskılanmış olduğunu gösterdi 

(sırasıyla P < 0.01 ve P < 0.05). Ayrıca, PBS grubuna (%39±2,2) her iki pluripotent 

kök hücrenin uygulanması sonucu, PBS+EKH (%37,4±3) ve PBS+uPKH 

(%40,7±1,7) gruplarındaki lenfosit proliferasyonunda bir fark gözlenmedi (P > 0.05) 

(Şekil 6.21). 
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             A 

 

 

                                     B 

 

Şekil 6.21. Pluripotent kök hücrelerin anti-CD3-anti-CD28 uyarımlı akciğer lenfosit 
hücreleri proliferasyonu üzerindeki immün baskılayıcı etkisi. Akan hücre ölçer 
analizi ile belirlendiği gibi, in vivo uygulanan EKH ve uPKH’ler akciğer lenfosit 
proliferasyonunu baskıladı (A). Astım modeli geliştirilmi ş farelere EKH ve uPKH 
uygulaması, lenfosit hücrelerin proliferasyon yüzdesini istatistiksel olarak anlamlı 
derecede azalttı (B). * P < 0.05, **  P < 0.01, ***  P < 0.001 
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6.3.9. Pluripotent kök hücreler akciğer lenfosit hücrelerinin apoptozunu azalttı 

Pluripotent hücrelerin akciğer lenfositlerinin apoptozu üzerine etkisini 

belirlemek amacıyla, Annexin-V ile akan hücre ölçer analizi yapıldı. Bu amaçla, 

farelerin akciğerinden elde edilen lenfosit hücrelerinin, anti-CD3-anti-CD28 uyarımlı 

ve uyarımsız ortamda 3 günlük kültürü yapıldı. OVA (%0,5±0,3) grubunda PBS 

(%2,4±0,1) grubuna göre anlamlı derecede azalmış olan canlı hücre sayısının (P < 

0.05), in vivo EKH (%1,8±1) uygulanması ile anlamlı derecede arttığı gözlendi (P < 

0.05). OVA+uPKH (%1,5±0,9) grubunda oluşan canlı hücre sayısındaki artışın 

istatistiksel olarak anlamlı olmadığı belirlendi (P > 0.05). Aynı şekilde, in vivo 

uygulanan EKH ve uPKH’lerin OVA gruplarında geç apoptotik hücre sayısında 

azalışa neden olduğu bulundu, fakat bu azalmanın sadece OVA+EKH (%72,9±1,5) 

grubunda istatistiksel olarak anlamlı idi (P < 0.05). PBS grubuna, EKH ve uPKH 

uygulanması sonucu, canlı hücre sayısında ve geç apoptotik hücre sayısında 

istatistiksel olarak anlamlı bir değişme saptanmadı (P > 0.05) (Şekil 6.22). 
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       A 

 

 

       B                                                              C 

                   

Şekil 6.22. Pluripotent kök hücrelerin anti-CD3-antiCD28 uyarımlı akciğer lenfosit 
hücreleri apoptozu üzerindeki engelleyici etkisi. Akan hücre ölçer analizi ile 
belirlendiği gibi, in vivo uygulanan EKH ve uPKH’ler akciğer lenfosit apoptozunu 
azalttı (A). Akut astım modeli geliştirilmi ş farelere EKH uygulaması, 3 günlük 
kültürü sonrası lenfosit hücrelerinde gözlenen canlı hücre yüzdesini istatistiksel 
olarak anlamlı derecede artırırken, uPKH uygulaması sonucu anlamlı bir artış 
gözlenmedi (B). OVA+EKH grubunda, OVA grubuna göre geç apoptotik hücrelerin 
yüzdesi üzerinde belirlenen azalma anlamlı olarak saptandı (C). * P < 0.05, ** P < 
0.01 
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7. TARTI ŞMA VE SONUÇ 

Kronik hastalıklar, dünyada ve ülkemizde büyük önem taşımakta ve önemli 

derecede morbidite ve mortaliteye neden olmaktadır. Solunum sistemi hastalıklarının 

oluşum nedenleri arasında genetik etmenler, yaş, cinsiyet, ırk, enfeksiyonlar gibi 

faktörlerin yanı sıra hava kirliliği, sigara içme veya dumanına maruz kalma, 

mevsimsel faktörler, coğrafik koşullar, mesleksel faktörler gibi çevresel faktörler de 

yer almaktadır. Solunum yolu hastalıkları, akciğerlerin küçük ve büyük hava 

yollarının kronik hastalıklarıdır ve bu hastalıkların %65’ini kronik hava yolu 

hastalıkları oluşturmaktadır. Kronik hava yolu hastalıkları hemen her ülke gibi 

ülkemizde de morbidite ve mortalitenin en önemli nedenleri arasında yer almakta ve 

ciddi toplumsal ve ekonomik yüke neden olmaktadır (SB, TSHGM, 2009-2013, 

http://www.saglik.gov.tr, Erişim tarihi: 05.01.2014). Kronik hava yolu 

hastalıklarından bir tanesi, tam olarak geri dönüşümlü olmayan hava akımı 

kısıtlanması ile karakterize, önlenebilir ve tedavi edilebilir kronik obstrüktif akciğer 

hastalığıdır (KOAH). Diğer kronik hava yolu hastalığı ise çoğunlukla çocukluk 

çağında görülen astımdır.  

Astım geri dönüşümlü hava yolu obstruksiyonu, hava yolu inflamasyonu ve 

yeniden yapılanma ile karakterize kronik bir hastalıktır. Yeniden yapılanma, hava 

yolu duvarındaki hücresel ve moleküler yapıların kompozisyon, organizasyon ve 

içeriğindeki yapısal değişikliklerdir (Sumi ve Hamid 2007). Astımda hava yollarının 

yeniden yapılanması olarak adlandırılan yapısal değişiklikler; epiteldeki goblet hücre 

hiperplazisini, retiküler bazal membran kalınlaşmasını, mukozadaki artmış 

damarlanmayı ve düz kas tabakasındaki kalınlaşmayı içermektedir (Bousquet, 

Jeffery, Busse, Johnson ve Vignola 2000). İnsanlardaki astımda tanımlanan hava 

yolu yeniden yapılanmasının çok sayıda bileşeni çeşitli hayvan modellerinde başarılı 

bir şekilde oluşturulmuştur (Ramos-Barbon, Ludwig ve Martin 2004). Çekici ve sık 

kullanılan laboratuar türleri olan fareler, allerjik solunum yolu hastalığı modelleri 

için bir çok avantaj sunmaktadır (Gelfand 2002). Deneylerimizde kullanılan BALB/c 

fareler ovalbumine yüksek IgE yanıtı olan hayvanlardır (Temelkovski, Hogan, 

Shepherd, Foster ve Kumar 1998). Çalışmamızda akut astım modeli oluşturulan 
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grubun (OVA grubu) bazal membran kalınlığı, düz kas kalınlığı, epitel kalınlığı ve 

goblet hücre sayısının; astım modeli oluşturulmayan kontrol grubun (PBS grubu) 

bazal membran kalınlığı, düz kas kalınlığı, epitel kalınlığı ve goblet hücre sayısına 

göre istatistiksel olarak anlamlı şekilde arttığı gözlemlendi. Ayrıca, insanlarda 

olduğu gibi, serumda antijen-spesifik IgE miktarı OVA ile duyarlı grupta kontrol 

gubuna göre yüksek bulundu. Bu sonuçlar çalışmamızda akut astım modelinin iyi bir 

şekilde oluştuğunu göstermekte idi. 

Günümüzde astım tedavisi hava yolu inflamasyonunu baskılamayı 

hedeflemektedir. İnhaler kortikosteroidler şu anda astım tedavisindeki en etkili 

kontrol edici ilaçlardır (Türk Toraks Derneği Astım Tanı ve Tedavi Rehberi, 2010, 

http://www.toraks.org.tr, Erişim tarihi: 05.01.2014). Her ne kadar günümüz tedavileri 

inflamasyonu azaltsa da hava yollarının yeniden yapılanmasını önleyen ya da tersine 

çeviren kanıtlanmış hiçbir kullanılabilir tedavi yoktur (Hirota ve Martin 2013). Bu 

nedenle hava yolu yeniden yapılanmasını da etkileyecek yeni stratejilere ihtiyaç 

duyulmaktadır. 

Uyarılmış pluripotent kök hücreler (uPKH), embriyonik kök hücrelerin (EKH) 

potansiyeline sahiptir ve farklı hastalıkların tedavisinde restoratif hücre terapisi için 

gelecek vaat eden bir kaynak olarak kabul edilmektedir (Wang ve ark 2013). Yakın 

zamanda, farklılaşmamış (Yang ve ark 2011, Wang ve ark 2013) ve farklılaşmış (Sun 

ve ark 2012) uPKH’ler akciğer hasarı oluşturulmuş ve allerjen uyarımlı fare 

modellerine uygulanmış ve hava yolu inflamasyonunda bu hücrelerin iyileştirici 

etkileri gösterilmiştir. Buna ek olarak, Fu ve ark. (2012) insan uPKH’leri kaynaklı 

mezenkimal kök hücrelerin (MKH) allerjik rinitli hastalarda T hücre fenotipini 

modüle ettiğini rapor etmişlerdir.  

EKH ve uPKH’lerin karakterizasyonu için bir çok yöntem kullanılmaktadır. 

Bunlar arasında; embriyoid cisim oluşumu, in vitro farklılaştırma çalışmaları, 

pluripotans belirteçlerinin tayini, histolojik analiz, teratom oluşumu, kimerik canlı 

geliştirme ve DNA/kromatin metilasyon paternlerinin belirlenmesi sayılabilir 

(Hackett ve Fortier 2011). Çalışmamızda, aldığımız EKH ve uPKH’lerin 

karakterizasyonu amacıyla histolojik analiz olan alkalen fosfataz boyaması ve 
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pluripotans belirteçlerin ifade analizi gerçekleştirildi. Analizler sonrasında, her iki 

hücrenin de alkalen fosfataz pozitif olduğu, ve bu hücrelerde Oct3/4 ve SSEA-1’in 

ifade edildiği gözlemlendi. 

Kök hücre uygulamalarında, ideal hücre hazırlığı, depolanması, uygulanan 

tampon çözeltisi, doz ve uygulama yolu henüz tam olarak aydınlatılamamıştır (Weiss 

2014). Optimal rejenerasyon potansiyeli elde etmek için kök hücre uygulama yolu, 

kullanılan hücre popülasyonlarının karakterine ve hedeflenen dokulara özgü olarak 

seçilmelidir. Yapılan bir çalışmada, adipoz doku kaynaklı kök hücreler multipl 

skleroz modeli oluşturulmuş fare modeline intravenöz (i.v.) ve intraperitoneal (i.p.) 

yolla uygulanmış ve i.p. uygulamanın daha belirgin bir etkiye sahip olduğu 

gösterilmiştir (Yousefi, Ebtekar, Soleimani, Soudi ve Hashemi 2013). Astım modeli 

geliştirilmi ş fareler üzerine yapılan bir çok çalışmada ise MKH ve uPKH’ler i.v. yol 

kullanılarak uygulanmıştır (Nemeth ve ark 2010, Bonfield ve ark 2010, Yang ve ark 

2011, Firinci ve ark 2011, Sun ve ark 2012, Wang ve ark 2013). Daha önceki 

çalışmalarımızda, fare, sıçan ve diş kaynaklı MKH’ler akut ve kronik astım modeli 

geliştirilmi ş farelere i.v., i.p., intratrakeal (i.t.) ve intranazal (i.n.) olmak üzere 4 

farklı yol ile uygulandı (Ogulur ve ark basımda, Gülben Gürhan-yayınlanmamış 

veri). Elde edilen sonuçlar, i.n. uygulamanın histopatolojik değişiklikler ve immün 

modülasyon üzerine daha belirgin bir etkiye sahip olduğunu gösterdi. Bu nedenle 

çalışmada EKH ve uPKH’ler oluşturulan akut astım modeli farelere i.n. olarak 

uygulandı.  

Kök hücrelerin uygulanması için ideal bir doz da bulunmamaktadır ve yapılan 

çalışmalarda 1x105 hücre (Lee ve ark 2011) ile 2x106 hücre (Yang ve ark 2011) 

arasında uygulama yapılarak, bu dozların allerjik reaksiyonlarda ve havayolu 

yeniden yapılanmasında baskılayıcı etkileri araştırılmıştır. Araştırmamızda kronik 

astım fare modeline 2,5x105 ve 5x105 hücre olacak şekilde i.v. uygulanan kompakt 

kemik kaynaklı MKH’lerin, az dozda histopatolojik değişiklikleri daha iyi derecede 

baskıladığı gösterildi (Ogulur ve ark basımda). Literatürde uygulanmış olan dozlar ve 

etkilerinin incelenmesi sonucu, çalışmamızda farelere 5x105 hücre uygulanması 

tercih edildi. 
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Kök hücreler, lokal ya da sistemik olarak uygulanmaları sonucu hasarlı olan 

hedef dokuya seçici olarak göç etmektedir. Bu durum, kök hücrelerin en önemli 

özelliklerinden bir tanesidir. Bu göçte, ifade edilen hücre yüzey reseptörleri 

(kemokin ve büyüme hormonu reseptörleri gibi) ve adezyon molekülleri ile parakrin 

faktörlerin önemli olduğu bilinmektedir (Sohni ve Verfaillie 2013). Yapılan 

çalışmalar sistemik ve lokal uygulanan kök hücrelerin astım modeli oluşturulmuş 

farelerde de inflamasyon bölgesine göç ettiğini göstermektedir (Nemeth ve ark 2010, 

Firinci ve ark 2011, Yang ve ark 2011, yayınlanmamış veri). Nemeth ve ark 

lusiferaz-ifade eden ya da Q-dot işaretli kemik iliği kaynaklı MKH’leri deneylerinde 

kullanarak, i.v. uygulama sonrası bu hücrelerin primer bölge olarak akciğerde 

toplandığını ve toplanan hücrelerin astım grubunda daha yoğun olduğunu 

göstermiştir. Aynı grup, uyguladıkları hücrelerin, kontrol grubunda 96 saate kadar 

akciğerde lokalize olarak kaldıklarını da raporlamışlardır (Nemeth ve ark 2010). 

Firinci ve ark, YFP işaretli kemik iliği kaynaklı MKH’lerin göçünü astım modeli 

oluşturulan grupta konfokal mikroskop ile göstermiştir (2010). Yang ve ark ise, 

uPKH’lerin hasarlı dokuda toplanma potansiyelini belirlemek için, I-IdURD-işaretli 

hücreleri sistemik olarak uygulamış ve akut akciğer hasarı oluşturdukları farelerde 

kontrol grubuna göre daha fazla hücre toplandığını raporlamıştır (2011). Ayrıca, 

daha önce yapmış olduğumuz çalışmalarımızda, YFP işaretli MKH’lerin akut astım 

modeli oluşturulmuş farelere i.n. uygulanması sonucu, inflamasyonlu akciğer 

dokusuna kontrol grubuna göre daha fazla göç ettiği akan hücre ölçer cihazı ve 

immünohistokimya boyama ile gösterildi (Gülben Gürhan yayınlanmamış veri). Aynı 

şekilde bu çalışmada, i.n. olarak uygulanan EKH’lerin ve uPKH’lerin astım 

grubunda kontrol grubuna göre akciğerde daha fazla toplandığı belirlendi. Sonuçlar, 

gelişmekte olan allerjik çevrenin hem EKH’leri hem de uPKH’leri çekme ve tutma 

kapasitesine sahip olduğunu göstermektedir. 

Allerjik astımın patolojisi, havayolu inflamasyonuna eşlik eden mast hücre, 

basofil, eozinofil, monosit ve Th-2 lenfosit infiltrasyonu ile birlikte izotip spesifik 

IgE  üretimiyle karakterize edilmektedir (Barnes 2001). Bronşiyal astım, hem 

sitolojik hem de histolojik hava yolu yapı değişiklikleri ile karakterizedir (Cataldo ve 

ark 2003). Bu değişiklikler hava yolu yeniden yapılanması olarak adlandırılmakta ve 

goblet hücre hiperplazisi, subepitelyal bazal membranın kalınlaşması ve fibrozisi, ve 
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havayolu düz kas hücre hipertrofisini içermektedir (Cataldo ve ark 2002). Son 

çalışmalar, uPKH’lerin ve bu hücrelerin farklılaştırılmasından elde edilen MKH’lerin 

akciğer hasarı oluşturulmuş farelerde hava yolu inflamasyonunu baskıladığını 

göstermiştir (Yang ve ark 2011, Sun ve ark 2012). Yang ve ark (2011), sistemik 

uygulanan farklılaşmamış uPKH’lerin farelerde akut akciğer hasarını iyleştirici 

yönde yararlı etki gösterdiğini rapor etmiştir. Sun ve ark ise, sistemik uygulanan 

insan uPKH kaynaklı MKH’lerin OVA-uyarımlı allerjik inflamasyonu engellediğini 

belirtmiştir. Aynı grup, bu koruyucu etkinin, akciğerde inflamatuar hücre 

infiltrasyonunda ve mukus oluşumunda baskılanma ve eozinofil infiltrasyonunda 

azalma ile oluştuğunu bildirmiştir. Ayrıca, kök hücre uygulaması ile serum IgE 

düzeyinde ve BAL sıvısında Th-2 sitokinleri olan IL-4, IL-5 ve IL-13 seviyesinde 

anlamlı derecede azalma göstermiştir (Sun ve ark 2012). Bu çalışmalara ek olarak, 

Wang ve ark (2013) c-Myc geni bulunmayan uPKH’leri sistemik olarak uygulamış 

ve bu hücrelerin serumda Th1 ve Th2 antikor yanıtını, BAL sıvısında ise IL-5 ve 

IFN-γ düzeyini baskıladığını, OVA-sensitize farelerde hava yolu aşırı duyarlılığını 

ve allerjik reaksiyonları önemli derecede zayıflattığını rapor etmiştir. 

Araştırmamızda hem EKH’lerin hem de uPKH’lerin i.n. uygulama sonrasında, distal 

ve proksimal hava yollarının yeniden yapılanması sonucu meydana gelen epitel, 

subepitelyal düz kas ve bazal membran kalınlıklarındaki artışı ve goblet hücre 

hiperplazisini kontrol grubuna göre istatistiksel olarak anlamlı derecede baskıladığı 

gösterildi. Ayrıca, astım modeli için kullandığımız kontrol grubuna bu hücrelerin 

uygulanması sonucu akciğerde bulunan hücre miktarı ve akciğer patolojisinde bir 

değişiklik gözlenmedi. Bu durum, EKH ve uPKH’lerin spesifik immünmodülatuar 

etkilerinin sadece immün uyarım ya da bozulma koşulları altında olduğunu 

vurgulayan önemli bir gözlemdir. Çalışmada akciğer histopatolojisinde meydana 

gelen düzelmenin yanısıra, OVA grubunda artmış olan BAL sıvısındaki eozinofil 

hücre sayısının, akciğer süpernatanında Th2 sitokini olan IL-4 düzeyinin ve serumda 

OVA-spesifik IgE seviyesinin EKH ve uPKH uygulanması sonucu anlamlı derecede 

azaldığı belirlendi. Tüm sonuçlar, EKH ve uPKH’lerin astımda meydana gelen hava 

yolu yeniden yapılanmasını ve akciğer inflamasyonunu baskıladığını göstermektedir. 

CD4+CD25+Foxp3+ Treg hücreler antijen spesifik inflamasyonun kontrolünde 

önemlidir (Maccario ve ark 2005) ve hava yolunda bu hücrelerin toplanması allerjik 
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hava yolu inflamasyonunu baskılayabilmektedir (Tang ve Bluestone 2008). Treg 

hücreler tarafından üretilen IL-10’un, akciğerde immün yanıtları kontrol etmek için 

gerekli olduğu gösterilmiştir (Strickland ve ark 2006). Kavanagh ve Mahon (2011), 

sistemik olarak OVA-sensitize farelere uygulanan allojenik kemik iliği kaynaklı 

MKH’lerin, lokal ve sistemik olarak CD4+Foxp3+ T hücreleri ve IL-10 düzeyini 

arttırdığını göstermiş ve kullandıkları modelde MKH’lerin immünmodülasyon için 

anahtar mekanizmasının Treg indüksiyonu olduğunu belirtmiştir. Fu ve ark (2012) 

yapmış oldukları çalışmada aynı şekilde, insan uPKH kaynaklı MKH’lerin allerjik 

rinit hastalarının periferik kan mononükleer hücrelerinde (PKMH) Th2 sitokinlerini 

önemli derecede azalttığını, fakat IL-10 miktarını anlamlı derecede artırdığını 

göstermiştir. Aynı grup, CD4+ alt popülasyon içerisinde Treg hücre oranının anlamlı 

derecede arttığını rapor etmiştir. Araştırmamızda, akut astım modeli oluşturulmuş 

farelere EKH ve uPKH uygulanması sonucu, akciğer süpernatanında Th2 sitokini 

olan IL-4’ün anlamlı derecede azaldığı ve IL-10 düzeylerinin anlamlı derecede 

yükseldiği belirlendi. Ayrıca, EKH uygulanması sonucu akciğer lenfosit hücrelerinde 

Treg hücre alt grubu yüzdelerinin istatistiksel olarak anlamlı derecede arttığı 

gözlendi. Treg hücre alt gruplarındaki bu artış yüzde olarak düşük seviyede olmasına 

rağmen, sayısal olarak patolojik düzelme ile sonuçlanan son çalışmaların yüzde 

seviyelerine benzer değerler bulundu (Kavanagh ve Mahon 2011, Fu ve ark 2012). 

Astım modeline uPKH’lerin uygulanması sonucu ise akciğer lenfositlerinde oluşan 

Treg alt grubu yüzdesel olarak artış eğilimi göstermesine rağmen bu artış anlamlı 

bulunmadı, fakat elde edilen diğer sonuçlar çok az miktardaki artışın bile önemli 

olabileceğini düşündürdü. Literatürdeki diğer raporların sonuçları ile 

karşılaştırdığımız zaman, elde ettiğimiz veriler Treg hücre miktarındaki artışın EKH 

ve uPKH’lerin immünmodülasyon özelliklerinde merkezi rol oynadığını 

göstermektedir. 

Çalışmamızda ayrıca EKH ve uPKH’lerin, akciğer lenfosit hücrelerinin 

proliferasyonu ve apoptozu üzerine immünnodülatör etkileri araştırıldı. Ekibimizin 

daha önce yapmış olduğu araştırmada, in vitro koşullarda fare kemik iliği kaynaklı 

MKH’lerin akciğer lenfosit hücreleri ile yapılan ko-kültürleri sonucu, bu hücrelerin 

proliferasyonunu baskıladığı gösterildi. Aynı şekilde, yine 3 günlük kültür 

sonrasında, MKH’lerin lenfosit hücrelerin apoptozu üzerine inhibe edici rolü 
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raporlandı (Gülben Gürhan yayınlanmamış veri). Fu ve ark ise, yapmış oldukları 

çalışma ile uPKH kaynaklı MKH’lerin allerjik rinit hastalarından elde edilen 

PMKH’larda CD3+ T hücre proliferasyonunu inhibe ettiğini göstermiştir. Fakat, aynı 

grup, bu hücrelerin PMKH apoptozu üzerinde anlamlı bir fark oluşturmadığını 

belirtmiştir (Fu ve ark 2012). Bu araştırmamızda ise, daha önceki çalışmalarımızdan 

ve literatür bulgularımızdan farklı olarak, EKH’lerin ve uPKH’lerin proliferasyon ve 

apoptoz üzerine in vivo etkileri araştırıldı. Pluripotent kök hücrelerin uygulandığı ve 

uygulanmadığı astım ve kontrol fare gruplarından izole edilen akciğer lenfosit 

hücreleri, pluripotent hücreler kültür ortamında bulunmaksızın CDmix ile uyarılarak 

3 gün inkübe edildikten sonra analizler gerçekleştirildi. Elde edilen veriler, akciğer 

lenfosit hücrelerinin proliferasyonunun in vivo EKH ve uPKH uygulanması sonucu 

anlamlı olarak baskılandığını ve apoptozunun ise EKH uygulanması ile azaldığını 

gösterdi. Literatürde in vivo etkiler ile ilgili çalışmalar olsa da, bu hücrelerin in vivo 

etkileri hakkında bilgi bulunmamaktadır. Özellikle EKH’lerin lenfosit hücreleri 

üzerindeki apoptozu azaltma etkisi yüzde olarak düşük seviyede olmasına rağmen, 

bulgularımız in vivo etkileri gösterdiğinden dolayı bu düşük seviyedeki farklılıkların 

önemli olduğu düşünülmektedir. 

Yeni pluripotent kök hücre tipi olan uPKH’lerin, altın pluripotans olarak 

nitelendirilen EKH’lere göre benzerlikleri ve farklılıkları günümüzde araştırma 

konularını oluşturmaktadır. uPKH’lerin EKH’ler kadar güçlü ve pluripotent olmadığı 

gibi bazı endişeler olmasına rağmen, bir çok benzerliklerinin gösterilmesi ilerisi için 

umut vermektedir. Bu araştırmada elde edilen sonuçlar, allojenik olarak uygulanan 

iki farklı pluripotent kök hücrenin akut astım fare modelinde histopatolojik ve 

immünmodülatör etkileri açısından karşılaştırılmasını sağladı. Akut astım modelinde 

oluşan, akciğer hava yolu yeniden yapılanması ve inflammasyonu üzerinde 

uPKH’lerin, EKH’ler kadar baskılayıcı etki gösterdiği ve OVA-spesifik IgE 

düzeyinde EKH’ler gibi istatistiksel derecede anlamlı azalma oluşturduğu belirlendi. 

EKH uygulanması sonucu Th2 sitokini olan IL-4’ün azalmasında ve anti-inflamatuar 

sitokin olan IL-10 düzeyinin artmasındaki anlamlı değişimlerin aynı zamanda 

uPKH’ler uygulanması sonucu da oluştuğu gözlenlendi. Ancak EKH uygulaması 

sonrası Treg hücre alt gruplarındaki anlamlı artış uPKH uygulanması ile anlamlılığa 

ulaşmadı. Bu durumda, uPKH’lerde Treg hücre mekanizmasının EKH kadar etkili 
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olmasa da önemli olduğu düşünülmektedir. Buna ek olarak, akciğer lenfosit 

hücrelerinin proliferasyonu üzerine in vivo etkilere bakıldığında, hem EKH’ler hem 

de uPKH’lerin prolifaresyonu anlamlı derecede baskıladığı gözlendi. Fakat, akciğer 

lenfosit hücrelerinin apoptozu üzerinde uPKH’lerin baskılama etkisinin anlamlı 

derecede olmadığı bulundu.  

Sonuç olarak, araştırmada elde edilen bulgular akut astım fare modelinde i.n. 

olarak uygulanan EKH ve uPKH’lerin; in vivo güçlü bir immünomodülatör etki 

oluşturduğunu, bu immünomodülatör etkinin EKH ve uPKH’lerde benzer olduğunu 

ve immünmodülasyon sonucu akut astım ilişkili proksimal ve distal hava yollarında 

histopatolojik değişimi ve inflamasyonu baskıladıklarını göstermektedir. 
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