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1. OZET

Astimda hava yolu inflamasyonunu baskilayacak verahgolu yeniden
yapilanmasini 0Onleyecek veya tersine cevirebilegani stratejilere ihtiyac
duyulmaktadir. Yeniden programlanynuyariims pluripotent kok hicreler (uPKH),
embriyonik kok hiicre (EKH) potansiyeline sahipte kok hicre bazli kullanim igin
kaynak sg@lamaktadir. Bu cadmada, allojenik olarak uygulanan EKH ve uPKH’lerin
akut astim modeli okturulmus fareler Gzerinde histopatolojik ve immunmodyulatuar
etkilerinin aratirilmasi amacglandi. Bu amacla, akut astim fare ehodALB/c
farelerin i.p. olarak OVA proteini ile duyarlgariilmasi ve %1 OVA'nin nebulize
yolla verilmesi sonucu o#uruldu. Son nebilizasyon guni, EKH ve uPKH'ler
intranazal (i.n.) yolla 5xI0hiicre olacalsekilde uygulandi. Fareler 24 saat sonra
sakrifiye edilerek, serum spesifik antikor miktangava yolu yeniden yapilanmasi,
sitokin miktarlari, BAL sivisindaki hiicre miktarienfositlerin proliferasyon ve
apoptoz tayini yapildi. Kontrol grubuna (PBS) géastim grubunda (OVA) daha
fazla EKH ve uPKH’nin ak@erde toplandy belirlendi. Hava yolu yeniden
yapilanmasinda meydana gelen epitel, diz kas val baambranda agin ve ayni
zamanda goblet hiicre hiperplazisinin distal ve girakl hava yollarinda pluripotent
kok hucrelerin uygulanmasi sonucu anlamli deredeatkilandil gozlendi. BAL
sivisinda eozinofil ylizdesinin anlaml derecedddagasaptandi. Serumda allerjen-
spesifik IgE’'nin baskilang1 ve IL-4’Un akcger sUpernataninda azaidi ayni
zamanda, regulator sitokin olan IL-10'un aitttesbit edildi. Ozellikle EKH'nin
uygulanmasi ile, akgerde Treg hiicre alt gruplari ylizdesinin anlagakilde arttg|
ve akcger lenfosit hicre proliferasyonunun ve apoptozuramamli olarak
baskilandgl gbzlendi. Bu ¢atmada elde edilen sonuclar, i.n. olarak uygulanai EK
ve uPKH’lerin akut astim fare modeli ileskili hava yolu inflamasyonu Uzerine
lyilestirici etkiler saladigini ve ayrica, bu hucrelerin farelerden vivo

immunmodulasyon etkirginin benzer oldgunu géstermektedir.

Anahtar Sozcikler: Astim, BALB/c, EKH,Immiinomodiilasyon, uPKH



2. SUMMARY

Investigation on the Effect of Pluripotent Stem Cds on Murine Model of Acute
Asthma

New strategies are needed to supress airway inf@mamand prevent or reverse
airway remodeling in asthma. Reprogramming indugdgripotent stem cells
(IPSCs) has the potential of embryonic stem c&B(s) and provide a resource for
stem cell-based utility. The aim of this study wa®valuate the histopathologic and
immunomodulatory effects of ESCs and iPSCs foeipti| allogenic application in
a murine model of acute asthma. For this aim, BALByice wre sensitized with
alum-absorbed ovalbumin (OVA) and then challengdith werosolized 1% OVA.
5x1° ESCs and iPSCs were administrated intranasally len last day of
nebulization. Mice were sacrified after 24 hoursd aserum allergen spesific
antibody level, airway remodeling, cytokine levéts lung supernatants, cellular
distribution in BAL fluid, lymphocyte proliferatiomnd apoptosis assays were then
examined. More ESC and iPSCs integrated into thgdwf mice OVA groups than
those of the control mice. Epithelial, smooth masuhd basal membrane thicknesses
as well as goblet cell hyperplasia occurring irwaly remodeling were suppressed
significantly by pluripotent stem cells in both tdis and proximal airways.
Percentage of eosinophyls decreased significantAL fluid. Reduction in serum
allergen-spesific IgE level as well as IL-4 levellung supernatatnts was observed.
Meanwhile, regulatory cytokine, IL-10, was enhancégplication of especially
ESCs significantly increased percentage of Tregetsband supressed proliferation
and apoptosis of lung lymphocyte cells. Our resshiswed that i.n. delivery of ESCs
and IPSCs provide a benefical effect to attenumteag inflammation related with
acute asthma murine model, and these cells alse &@wvilar immunomodulatory

effectiveness in mice.

Key Words: Asthma, BALB/c, ESCs, Immunomodulation, iPSCs



3. GIRIS VE AMAC

Astim, gelsmekte olan ulkelerde buyik bir sosyo-ekonomik etglan énemli
zayiflatici inflamatuar akger hastaliidir. Kontrolstiiz astim, sadece okul we i
yerlerinde airi devamsizfia yol agmakla kalmayip, ayni zamandgligamaliyetleri
Uzerinde onemli bir katki geamakta ve oliumlere neden olabilmektedir. Bigal
astim, zamanla hava yolu yapisinda sitolojik veiohogik degisiklikler olusturan
kronik ve allerjik hava yolu inflamasyonu ile katakze edilmektedir (Cohn, Elias
ve Chupp 2004). Allerjik astimin patojenik 6zelékl hava yolu inflamasyonu ve
mast htcrelerin, basofillerin, monositlerin, vetipespesifik IgE utretimi ile birlikte
Th2 tip lenfositlerin toplanmasi (infiltrasyonu) eil ilgilidir. Astimin kronik
asamalarinda, akger dokusu ve hava yollarinda morfolojik tahribe gghn énemli
bir morbidite olymaktadir (Lynch, Little, Wilson, Center ve Cruikstka2003,
Bonfield ve ark 2010).

Astim patogenezi akut veya kronik olarak siniflatiehaktadir. Akut astim;
histamin salinimi, hava yolu reaktivitesi ve brosfgazm ile karakterize edilen erken
faz reaksiyonlari icermektedir. Kronik astim iskutaastim bilgenlerini icermekte,
buna ek olarak surekli inflamasyon ve kontrolsizigdr yeniden yapilanmasi ile
karakterize edilmektedir (Massaro ve ark 1995, Keananidis ve ark 2006). Akger
yeniden yapilanmasinda doku fibrozu, kollajen lmnik diiz kas hipertrofisi, bazal
akciger fonksiyonunda dgsim, goblet hicre hiperplazisi, epitel kalgriaas ve

deskuamasyon ve anjiogenez meydana gelmektedin(@olark 2004).

Yeni T hicre alt tiplerinin ve Th2-tip yaniti uyaakn icin alternatif yollarin
kesfedilmesi ve bunlarla birlikte akger mikrogcevesinin derin birsekilde
anlgilmasi, astim patolojisi ile ilgili yeni anlagfar getirmekte ve boylece tedavide
yenilik icin firsatlar sglamaktadir. Yeni tedavi yontemlerinden bazilark5H6zgul
antikorlar gibi sitokin hedefleri, Treg hiicre yanih artirilmasi, ve ginimuzde
klinik dncesi aamada olan IL-25, IL-33 antikor yaklanlari ve mikroRNA'lar gibi
T hicre yanitlarinin direkt olmayaekilde hedeflenmesidir (LIoyd ve Hessel 2010).

Astimda kagilanmams ihtiyaclardan bir tanesi hafif-orta astimli haatdh, ¢cgu



hastanin uzun yillar Ust Uste almasi gereken sengito tedavinin yerine
gelebilecek, kuratif tedavidir. Ber bir intiyag ise, gir astimi olan kilerde astim
kontrolinin sglanmasidir (Barnes 2010). Gunumizde astimin meeclavisinde
uzun-etkili p-antagonistler vainda ya da yoklgunda inhale kortikosteroidler
kullaniimaktadir. Steroidler nispeten guvenli, imetucuz ve klinikte son derece
etkili olmasina rgmen, bu tedavi ile dnemli sayida astim hastasiampsomlari
kontrol edilememektedir. Buna ek olarak, tedavnignmin uyarim ve yanittaki
degsiskenlik astimi izlemek ve Ustesinden gelmekte zor Haistalik yapmaktadir

(Bonfield ve ark 2010). Bu nedenle yeni strategiyaglari strdurilmektedir.

Embriyonik kok hicreler (EKH) blastosissaanasindaki embriyolarin i¢ htcre
kitlesinden elde edilen farkl§enams, in vitro olarak ¢ok gesiaralikta farklh hicre
tiplerine farkhlagabilen pluripotent hicrelerdir (Wobus 2001, OdoriE@aufman ve
Thomson 2001). EKH’lerin hasarli dokulari yenilemakya onarmak icin potansiyel
klinik kullanimi son yillarda buyuk bir ilgi alamlmaktadir ve bu hicrelerin spesifik
hiicre soylarina farklilenasini sglayacak yontemleri gefiirmek tzere ardirmalar
devam etmektedir. Uyariimipluripotent kok htcreler (UPKH) ise, embriyonik
kaynakli olmayan hucrelerden (Opme yetiskin somatik hucreleri) ektopik
ekspresyon gibi dsal etkilerle elde edilen pluripotent hicrelerdirakahashi ve
Yamanaka 2006). uPKH’ler, EKH’lere gotre; embriyorkaynakli olmama, teorik
olarak sinirsiz kaynaktan elde edilme, otolog d&axee kisiye ©Ozel tedavide
kullanilma gibi birgok avantaja sahiptiinsan uPKH’lerin insan EKH'ler kadar
gucli ve pluripotent olmagh gibi bazi endieler olmasina ganen, bu hicreler
morfolojik olarak insan EKH'ye benzerlik gostermektein vitro olarak her ¢ germ
tabakasina farklik@abilmektedir. Ayrica, bu hicrelerinn vivo olarak immun
yetmezlge sahip farelerde teratom glurabildikleri de gosterilmgtir (Osafune ve
ark 2008, Lengner 2010). Pluripotent hicrelerineklirhticre hatlari ve terap6tik
potansiyeli icin herhangi hiicre tipine farkyisulma yetenekleri gelecekte rejeneratif
tip icin ¢cok buyuk umut vaat etmektedir. EKH’lerugpotens icin altin standart
kabul edilirken, uPKH’ler mikemmel histokompatiteliglenme ile hiicre veya
doku greftler kullanarak yikici dejeneratif hadtldra tedavi olasi@ sunmaktadir
(Puri ve Nagy 2012).



Akciger hasari olgturuimus deneysel hayvan modellerinde, mezenkimal kok
hicre (MKH), EKH ve uPKH uygulamalarinin yararlkiele oldgu yapilan
calsmalarla gosterilmtir ve bu calgmalar dikkatleri inflamatuar akger
hastaliklarinda multipotent ve pluripotent kdk helerin tedavi edici rolleri Gizerine
cekmgtir. Farkh gruplar, multipotent 6zellikteki MKH’len allerjik hava yolu
inflamasyonu olgturulan farelerde hava yolusia duyarhligini ve akcger
inflamasyonunu iyilgtirdigini gostermgtir (Cho ve ark 2009, Park ve ark 2010,
Nemeth ve ark 2010, Bonfield ve ark 2010, Goodwenavk 2011, Jang, Cho, Park
ve Roh 2011). Bizim de yapmoldusumuz calgmalarimizda, fare ve sican kemik
iligi kaynakli MKH’lerin ve dental pulpa kaynakhh MKHEFin akut astim modeli
gelistirilmi s farelere uygulanmasindan bir giin sonra imminmaedit&tki gosterdii
ve akcger inflamasyonunu baskilagigézlemlendi (Gulben Girhan, yayinlanmami
veri). 2011 yilinda Yang ve ark, farklgfmaamg uPKH’lerin farelerde endotoksin ile
olusturulmus akut akcger hasari tizerine olumlu etkisini rapor eafimi Wang ve ark
ise c-Myc geni icermeyen uPKH’lerin OVA uyarimh réerde hava yolu
duyarlilgini ve allerjik reaksiyonu azalgini ve bu hicrelerin transplantasyonunun

allerjik reaksiyon tedavisinde potansiyel olabil@oe gostermgtir (2013).

Bu bilgiler i1ginda calgmamizda, pluripotent kok hicre tipleri olan EKH ve
uPKH’lerin akut astim modeli gstirilmis fareler tGzerinde histopatolojik etkilerini
ve immiunmodilasyon mekanizmalarini incelemeyi aathkl Bu amag
dogrultusunda, pluripotent kok hucrelerin aker yeniden yapilanmasinda ve
inflamasyonda baskilayici etkileri gosterigmiimmunmodilasyon 6zelliklerinde
Treg hicrelerindeki agin cok onemli olddu belirlenmgtir. Ayrica, i.n. olarak
uygulanan EKH ve uPKH’lerin akger lenfositlerinde proliferasyon ve apoptoz

Uzerinein vivo etkileri incelenmtir.



4. GENEL BILGILER

4.1. Kok Hucreler

Kok hacreler, kendilerini yenileme ve farklh hictgplerine farkhlgabilme
yetengine sahip olan, bu o6zelliklerini kendilerine O0zglaro i¢sel sinyaller ve g
mikrogevre vasitasiyla gercekiigen hiicrelerdir (Watt ve Hogan 2000). Ozgihe
yetenginin olmasi ile birlikte c@alma kapasitesi kok hucreleri benzersiz
kilmaktadir. Bir kok hucre, genellikle organizmarhayati boyunca bdlinebilme
yetengi olan hicredir. Uygun kallar altinda, ya da uygun sinyaller vergdide,
kok hicreler kalp hicreleri, deri hiicreleri ya darshicreleri gibi karakteristikekil
ve 0zellamis fonksiyonlardaki olgunkanis hiicrelere doniine potansiyeline sahiptir
(Chandross ve Mezey 2001, Slack 2000, Kumar vehS206).

4.1.1. Kok hicrelerin tarihgesi

Ik girisimleri 1878 yilinda memeli yumurtalarini viicutsitida déllemek igin
yapiims olmasina rgmen, insan kok hicre alaninda sarana 1960’larda Kanadali
bilim adamlari Ernest A., McCulloch ve James E.lI'ifil bulgulariyla ortaya
ctkmistir (Becker, McCulloch ve Till 1963). Kok hiicre misplantasyonu kapsaminda
kemik iligi nakli Schretzenmyr tarafindan 1937 yilinda yaptm (Nair, 2004).
1959 yilindain vitro fertilizasyon (IVF) yontemi ile Uretilen ilk hayma(tawan) da
kok hicre tedavisine @ou bir adim olmstur. 1960’larin sonlarinda, farelerde
teratokarsinomlarin embriyonik germ hucrelerindebkdn aldgl ve embriyonal
karsinom hucrelerinin kok hicre tirl offlutespit edilmgtir. Edwards ve Bavister
1968'de ilk insan ovumunun vitro olarak fertilize etmilerdir. Kulttire edilen
embriyonal karsinom hucreleri 1970’lerde farelerdabriyonik gelsim modeli
olarak incelennstir. 1981 yilinda, fare embriyonik kok hucrelerinifi-EKH)
blastosistlerin i¢ hicre kitlesinden tured@dikanitlanmstir. f-EKH’leri in vitro
olarak uUretilmg ve farelere enjekte edilglnde teratomlar okturmustur. 1984-1988
yillari arasinda embriyonal karsinom hucreleri akaadlandirilan pluripotent klonal

hiicreler gelktirilmi stir. Bu hicreler retinoik asite maruz kaldiklarindéron benzeri



hiicrelere ve gger hiicre turlerine farklitgmiglardir. 1994 yilinda, kulttr Gzerinde
insan blastosistleri uretilmi ve i¢ hicre kitlesi muhafaza edigtir. Kualtar
merkezinde EKH benzeri hicreler ghus ve kok kicre benzeri morfoloji
korunmutur. 1995-96 vyillarinda insan olmayan primat EKId’leRhesus
maymunlarinin i¢ htcre kitlesindeim vitro olarak elde edilmgtir. Bu htcreler
pluripotent dzelliktedir ve ¢ ana germ tabakasiaanal olarak farklilgmistir (Nair
2004, Avasthi, Srivastava, Signh ve Srivastava 2008

Insan blastosist i¢ hiicre kitlesinden elde edilerHBg¢ (i-EKH) 1998 yilinda
bir cok pasaj i¢in kultir ve muhafaza edigtm (Thomson ve ark 1998). 2000
yilinda, bilim adamlar blastosist i¢ hticre kitleden i-EKH’leri elde etngierdir. Bu
hicreler uzun bir sire icim vitro olarak ¢@altilmis ve immun yetersiz$i olan
farelere enjekte edildinde her ¢ germ tabakasinin ve teratomlarinstagu
gozlenmgtir (Avasthi ve ark 2008). i-EKH’lerin turetildi ilk rapordan bu yana,
spontan ve uyarilmiin vitro farklilasma sistemlerinin kullaniimasi ile, bu hicrelerin
kalp, noron, hematopoetik ©nciler, keratinositlendotel hucreleri gibi doku

tiplerine dongumu gosterilmgtir (Kaur ve Kartha 2009).
4.1.2. Kok hicre tanimi

2001 yilhinda Leipzig'de toplanan doku kok hicrelgalsma grubunun yapmi
oldugu tanima gore, bir dokuya ait kék hicre, fonksiyaslarak farklilgmamsg ve
potansiyel olarak heterojen hucrelerdir. sBa bir tanima gore ise kok hicre,
“bblunerek kendini yenileyen, sayilarini devamilbisdutan, kan, karager ve kas
gibi 6zellsmis, gorev yapan organlari gluran ve farklilama yetginde olan
primitif nitelikteki hiicredir” (Karaahin 2012).

Bir htcreyi kdk hicre olarak tanimlamak icin 5 tagerekli olcit vardir
(Verfalllie, Pera ve Landsrop 2002, Ural 2006):

1. Kok hucreler, uzun sire bolinebilme ve kendi kenganileme yetengne

sahiptirler. Hucrelerin uzun sire boélunebilmelerbelirleyen faktorlerden

birisi, kromozomlarin ucunda bulunan telomer adiilee ve binlerce kez

tekrarlanan kisa DNA tekrar dizileridir (TTAGGG)elbmerler kromozom



uclarinin parcalanmasini, géir kromozomlarla kaysaasini engelleyerek
kromozomlarin yapisal butardiniin korunmasini ghar.

2. Kok hucreler ozellgnemslerdir. Ozellgmis hiicrelere doniimek uzere
kaynak olgturabilir.

3. Kok hicreler, 6zellgnemi hicrelere kaynaklik edebilirler ve birden fazla
hiicre tipine farklilgabilirler. Bunun en iyi 6rng doéllenmg yumurta
hiicresinde gorialmektedir.

4. Kok hucreler, hasar goren aliciya nakil sonrasikalgnak dokuyu sievsel
olarak tekrar cgaltabilirler. Buna en iyi 6rnek, olarak hematopkekiok
hiicrelerde, karager oncullerinde ve sinir kok hticrelerinde gostersim

5. Kok hucreler,in vivo sartlarda doku hasarinin olmgdidurumlarda bile
farklilasmamg kusaklara katki sglayabilirler. Buna en iyi 6rnek, embriyonik
veya ergkin kok htcrelerinin (noral, mezankimal) blastosisenjekte
edildiklerinde farkl hticre tiplerine kaynaklik daineleridir (Verfaillie ve
ark 2002, Ural 2006).

4.1.3. Kok huicre mikrogevresi

Mikrogevre (ng); sinyal molekdllerini, hicreler arasiskileri ve kok hicreler
ile komsu hicrelerin dy matrisleri arasindaki etkgeni icerir. Bu U¢ boyutlu
mikrogevrenin genleri ve kendi kendini yenileme kagarl hiicrelere gealine gibi
koklulik (stemness) ozelliklerini kontrol edti distintlmektedir (Watt ve Hogan
2000). N§ Uzerine yapilan daha ileri ¢ghalar, kok hicre farklilmasi hakkinda
daha iyi bilgi verebilir. Kok hicreler anasei b&l olarak, farkli hicre tiplerine
uygunsekilde farkhlgabilir. Ayrica, tamamen farkli bir giicerisine implante edilen
kok hucreler potansiyel olarak yeni ¢evre hucréetipe farklilgabilir (Wu ve ark
2002). Orngin, insan noron kok hiicreleri iskelet kasi icersimplante edildiinde
kas hicrelerine, kemik @i hicreleri bir sinir ortama implante edifiinde ndéron
hiicrelerine farkhlgmislardir (Galli ve ark 2000, Zhao ve ark 2002). Bugolar
mumkin olan ni etkisini ve dger soy hucrelerinden farklgma yetgini gosteren
eriskin hicre plastisitesini gostermektedir (Bajada,zBlava, Ashton, Richardson
ve Ashammakhi 2008). Bu durum Klinik etkiye sahlphidlir, 6rnezin karacger ve

pankreas ayni embriyolojik hattan gk icin, spesifik buyime faktorleri ve kaltir



teknikleri ile adacik hucreleri, kar&ear htcrelerinin transdiferansiasyonu ile elde
edilebilir (Alam ve Sollinger 2002).

4.1.4. Kok hucre tipleri

Rejeneratif potansiyellerine gla olarak, kdk hicreler totipotent, pluripotent,
multipotent, oligopotent veya unipotent olarak gamdirilir (Kaur ve Kartha 2009).
Erken embriyonik dénemdeki kék hicrelerinin bolinkapasiteleri ¢cok yuksektir.
Bu hicreler ayni bélinme potansiyelini kendindenraagelen hicrelere aktarirlar ve
onlarinda bolinme kapasiteleri oldukca yuksekteliggnin daha ge¢ donemindeki
hiicrelerde ise bolinme potansiyelleri azalmaygdabaBu hticrelerde ise galma
asimetrik olarak gercelde, kendinden sonra gelen hicreleringgbma kapasiteleri

lyice zorlgir (Karagahin 2012).

Totipotent: Vicudun her hicre tipini ofturabilen, tam olarak fonksiyonel bir
organizmanin ge&limini sglayabilen hicrelerdir (Chapman, Frankel ve Garfinke
1999). Ayrica memelilerde bir totipotent kdok hicyani fertilize olmy bir oosit,
yaklasik 200 0Ozellgmis somatik hiicre tipini iceren kompleks bir organizma
olusturabilme yetengne sahiptir (Wobus 2001).

Pluripotent: Bu hucreler, vicudun herhangi bir hicre tipini stlwabilme
potansiyeline sahip olan hucrelerdir (Whittaker 200Embriyoda blastosistin i¢
hiicre kitlesindeki hiicreler (embriyoblastlar), edelon, ektoderm ve mezodermden
koken alan cok farkli hicre gdine farkllgabilir. Embriyonel kdk hucreleri
blastosistin i¢ hiicre kitlesinden elde edilir vaigotenttir (Graves and Moreadith
1993).

Multipotent: Multipotansiyel kok htcre ve bu hicrelerin bolirsmeonucu
olusan ve tek bir yonde farklgmak Uzere programlangibulunan hicrelerdir.
Gelisimin ilerleyen dénemlerinde (fetal hayat), hiicreberaz daha 6zel gorevlere
sahip olur ve egkin kok hticrelere doniir. Bu ergkin kok hicreleri tipik olarak yer
aldiklart dokunun hucre tiplerini Uretir. Kemik gli kok hacreleri en iyi 6rnektir.
Biraz daha 6zelkgnis bu hticrelere multipotent hiicreler denir (Katain 2012).



Oligopotent: Oligopotent kdk hicreler, lenfoid veya miyeloidkkidticreler gibi
sadece birkag¢ hicreye farkkédbilen hicrelerdir. Kornea epiteli strekli yenilanes
oligopotent olan skuamoz epiteldir (Majo, Rochai¢cdlas, Jaoude ve Barrandon,
2008).

Unipotent: Unipotent hiicreler sadece bir hicre tipini Urdigbancak onlari
kok hicre olmayan hicrelerden ayiran kendini yem#etzellgine sahiptir. Bu
unipotent hicreleri kas kok hicrelerini icerir. goepitel dokular, unipotent 6éncil
hicrelerin varigl nedeniyle egkin hayati boyunca kendini yenileyebilir (Hima
Bindu ve Srilatha, 2011).

Kok htcrelerin tanimlanrgidort tipi bulunmaktadir (Alvarez ve ark 2012):

» kanserlerde bulunan ve bazi kdk Ozelliklere sahgolpjik kanser kok
hicreleri (KKH)

« gelisimin farkh asamalarinda elde edilen gkin kok hicreler ve embriyonik
kok hicreler (EKH)

* muhendislik ile ya da uyarilarak tretilen uyargnpluripotent kok hicreler
(UPKH)

4.1.4.1. Kanser kok hiicreleri

Solid kanserler ve |6semilerdeki geriilicre spektrumu arasinda, fonksiyonel
Ozellikleri ve belirtecleri fizyolojik kok hicreler benzer hicreler bulunur. Bu tir
hiicreler, kiguik boyutlarindan, ygvhizda bolinmelerinden, ABC (ATP-#ayici
kaset) tayicilarini yikseksekilde ifade etmelerinden, telomeraz ve anahtar kok
hiicre genlerini ifade edip, farklgana belirteclerini edememelerinden dolayi bir¢ok
tedaviye dayaniklidir. Bu 6zelliklere sahip hicredercek KKH olarak kabul edilir
(Alvarez ve ark 2012). KKH, “kanseri datan hiicre” olarak da adlandiriimaktadir.
Kan, meme, beyin, dalak, ae boyun, kolon, deri ve over kanserlerinde KKIdite
oldugu bildirilmistir (Tuna 2009).

Son zamanlarda KKH hipotezi ile kanserin, timor ukaknda olgan kok veya
oncu hicrelerden oftugu 6ne surdlmektedir. KKH’leri veya kanseri skatan

hicreler olarak da adlandirilan kanser onci hudcnghe kanserin bgamasi,
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ilerlemesi ve klasik tedawekillerine direng gostermesinden sorumludurlar. $&n
hicrelerinde sayisiz buyume faktérinin, ABCsiy&ilarinin, antiapoptotik
faktorlerin (Myc, Bcl2, NF-kB ve survivin) aktivaspunun dg@ismesi ve/veya qri
sentezlenmesi kadar timoér baskilayici genlerin T g&en) aktivasyonunun veya
ifadesinin azalmasi ilaca direnclilik ile ilgisiadilir (Mimeault, Hauke, Mehta ve
Batra 2007, Tuna 2009).

4.1.4.2. Erkkin kok hicreler

Gecmite pek ¢ok dokunun, endojen bir kok hiicreye sammadig icin, zarar
gordigunde kendini yenileme yeimin olmadgl kabul edilirdi. Ancak yapilan son
calismalarla bircok egkin dokunun (deri, hematopoetik sistem, kemik veak@er
gibi) rejeneratif onarim ya da yenilenme kapasiesahip oldgunun gosterilmesi,
kok veya progenitor hicrelerin vatini isaret etmektedir (Vats, Bielby, Tolley,
Nerem ve Polak 2005).

Eriskin kdk hicreler gefimin sonraki basamaklarinda goérilen ve bir dokaga
organda farklilamis hicreler arasinda bulunan farkjh@amg hicrelerdir. Bu
hicreler organizmanin yami boyunca embriyonik hiicrelere goére daha sinirli
olmakla birlikte kendilerini yenileyebilme 6zdlini korur ve ergkin dokulardaki
0zellesmis hucrelere farklilg@r. Bir canli organizmada yegkin kdk hicrelerin primer
gorevi bulunduklari dokuyu korumak ve onarmaktiufiar ve Singh, 2006). Buna
ek olarak, egkin kdk hicreler retina, akger, kalp kasi, iskelet, kas, gesaklar,
bobrek, dalak, kemik i, kan ve deri gibi dokularin ofjumuna katkida
bulunabilmektedir (Grove, Bruscia ve Krause 200&xiskin kok hucreler,
bulunduklar organlarda kendilerine ait bir mikrege icerisinde kisa veya uzun bir
sure dinlenmede kalabilir. Bu hucreler mikrogewialdeki desisiklikleri takiben
prolifere olabilir veya daha olgun ve dokuya Ozeicte tiplerine farkhlgabilir
(Fuchs, Tumbar ve Guasch 2004).

4.1.4.2.A. Hematopoetik kdk hicreler

HKH’ler, kendilerini yenileme ve homeostaz dengatkoll, immin fonksiyon,

inflamasyon ve mikroorganizmalara yanit gibi bagoljik aktiviteleri sglayan

11



Ozellesmis kan hicrelerine farklikgna potansiyeline sahip gkin kdk hucrelerdir.
HKH’ler ayrica adipositler, kardiyomiyositler, ered hicreler,
fibroblastlar/miyofibroblastlar, karager hicreleri, osteokondrositler ve pankreatik
hiicreler gibi dier 6zellgmis hicrelere farkllgabilir. Cogu HKH’ler, HKH
havuzunu koruyan gler icerisinde istirahat halindedir ve i¢sel veygsdl uyaranlara
karsi kan hicre dengesinin ya da HKH havuzunun bozulmlas sonra okan
sinyallere yanit verebilir (Chotinantakul ve Leeasaksiri 2012).

Kemik iligi, stroma ve hematopoetik hicrelerden satu ¢cok organize bir
dokudur. Stromada bulunan osteoblastlar granulksioni stimtle edici faktor,
interlokin-6, Notch ligandi jagged 1 gibi g faktorleri ifade ederek HKH’lerin
proliferasyon ve farklilgmasini etkileyebilirler. Dgum sonrasi, HKH’ler kemik
iligi, kordon kani ve mobilize edilgiperiferik kan gibi dokularda bulunurlar.
HKH’lerin en 6nemli belirteclerinden birisi CD34 diErken oncullerde bulunurken
daha olgun hicrelerde bulunmaz. CD14, CD45 ve CDdAd@@r onemli ylzey
belirtecleridir (Ural 2012http://www.thd.org.ty Erisim tarihi: 05.01.2014).

Hematopoez, egkin memelilerin kemik ilgi boslugunda yerlemis HKH’lerin
kiguk bir populasyonundan hiyegdr bir sekilde Uretilen kan sistemi hucreleri ile
yasam boyu devam eden bir sirectir (Orkin ve Zon 2008JH’ler, giderek soya
sinirh olan ve sonunda olgun kan hucrelerinin t8oylarina farklilgan 6ncal
hicreleri olgtururlar. Akan hicre o6lcer analizi ile molekuler libe¢ ifade
calismalar, tim kan hicre alt gruplarinin biyoloji veotgnsiyel agisindan
belirlenmesine yol acrstir (Sekil 4.1). Hematopoetik sistemdeki bitin kan
hicrelerinin kdkeni, kendini yenileme kapasitesis&hip, ve kendini yenileme
kapasitesini kaybetri fakat coklu soylara farklifabilen multipotent dnculleri
olusturan HKH’lerden gelmektedir. Multipotent Onclllelaha sonra oligopotent
onctller olan ortak lenfoid octilleri (CLPs) ve myiel onculleri (CMPs) olgturur.
Tam bu oligopotent onculler kisitlangnsoylara farklilairlar: (1) Ortak miyeloid
onculler, megakaryosit/eritrosit oncullerini, grémgit/makrofaj oOncullerini ve
dentritik hiicre (DH) oncullerini, (2) Ortak lenfoidcreler T hicre oncullerini, B
hicre oncullerini, dgal oldurict (NK) hicre oOncillerini ve DH o6ncullerin
olusturur. Ozellikle, DH énculleri (CD& DC, CD& DC ve plazmasitoid DH) hem
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ortak miyeloid onctllerden hem de ortak lenfoid idlerden farklilgabilir (Manz,
Traver, Miyamoto, Weissman ve Akashi 2001, Chotiaknl ve Leeanansaksiri
2012).
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Sekil 4.1. Hematopoez hiyergisi. Fare ve insan kan sisteminin her bir
populasyonunun fenotipik hiicre ytzey belirteci géibhektedir. CLP: ortak lenfoid
onculit; CMP: ortak miyeloid dncualu; EP: eritrositaiilt; GMP: grandlosit/makrofaj
oncult; GP: grandlosit 6ncullt; MacP: makrofaj 6l¢cIMEP: megakaryosit/eritrosit
oncull; MkP: megakaryosit 6nculi; Lin: soy beliitec

HKH’ler kemoterapi ve/veya radyoterapi ile miyeltedyon sglanan hastalara
verildiginde adezyon molekilleri sayesinde kemilgifide yerlgir ve yeni kan
hicrelerini olgturur, yani engraftment 0zedii gosterir. Allojeneik kemik il
transplantasyonu ile I6semiler, kemikgiliyetmezlikleri, prelésemik sendromlar
tedavi edilirken, yiuksek dozda kemoterapi uygulasumea imkan sglayacak otolog
nakil ile c¢qu solid tumorlerin tedavisi mimkin olmaktadir (Ur&012,
http://www.thd.org.ty Erisim tarihi: 05.01.2014).
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4.1.4.2.B. Mezenkimal kék hicreler

MKH’ler, fibroblast, adiposit, kondrosit, osteobiasdiiz kas hucreleri ve
muhtemelen iskelet kasi uydu hicreleri gibi yeninatk ba& dokusu hicrelerini
olusturur. MKH’ler konumlarina bgi olarak birgok belirte¢ ile karakterize edilir.
Bunlar arasinda, kemik #i MKH’lerinde CD146 varlginda ya da yoklgunda
CD271 ve periton ya MKH’lerinde CD29 ve CD105 belirtecleri tanimlangr
(Zapata 2012).

MKH’ler kendini yenileme yetengne ve c¢oklu hiicre soylarina farkglaa
yetengine sahiptir. Bu htcreler multipotent ozellikted# yas, deri, di, kemik iligi
dahil olmak tzere cok ¢li dokulardan elde edilir. Standart kultlr teklak ile in
vitro kosullarda cgaltilabilirler, kaltir ortaminda plastik ylzeylenapsirlar ve
morfolojik olarak fibroblastlari andirirlar. MKH'leylzeylerinde kendilerine 6zgu
olan CD73, CD90, ve CD105 proteinlerini ifade ederfakat CD11b, CD14, CD19,
CD34, CD45, CD78, HLA-DR proteinlerini ifade etmezler (Barry ve Mary 2004,
Dominici ve ark 2006). MSC’ler 0zellikle hicre ganmasi ve homing
Ozelliklerinden sorumlu olmak Uzere integrinlerdgiksek orandaul, o5, 1 ve
disUk orandaa2, a3, a6, aV, B2 ve p4 eksprese ederkend, alL, 2 ekspresyonu
yoktur (Ural 2006).

Insan MKH’leri, digiik diizeyde major histokompatibilite kompleks (MH)if
| ifade ederken, MHC sinif Il veseuyaran molekuller (B7, CD40 ligand) ifade
etmezler. Allojenik nakil olarak MKH’lerin tolerans hicre-hiicre temasi ve
nitrikoksit, indolamin 2,3 dioksijenaz, heme okege-1 gibi ¢6zunur faktorlerin
salgilanmasi yoluyla ofan gucli immunbaskilayici aktivite ve kendine 6zgi
immunfenotip ile gercekir. MKH’ler dogal ve edinsel immun hucreler ile

etkileserek imminmodulasyon gar (Williams ve Hare 2011).

Dogal immudn hucreleri (n6trofiller, DH, NK hucrelerieosinofiller, mast
hiicreleri ve makrofajlar) enfeksiyona kaspesifik olmayan savunma eturur ve
MKH’lerin bu inflamatuar hicreleri baskiladiklariésterilmitir. Notrofiller bir

enfeksiyon kanisinda yanit olgturan ilk hicrelerdendir, ve inflamasyon aracilarin
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yanitta 6nemli bir sureg¢, buyik miktarda oksijelketimi ve reaktif oksijen ara
drtnlerinin dretimi ile karakterize olan solunumgatlamadir. MKH’lerin IL-6
salgilayarak solunumsal patlamayl engefledgosterilmitir. DH’ler, naif T
hicrelerine antijen sunumunda ©Onemlidir ve MKHieri olgunlgmams
monositlerden DH’lerin farklilgmasini engellegi gosterilmgtir. Ayrica, MKH-DH
ko-kulttrleri guclu bir inflamatuar molekil olanmtior nekroz faktor: (TNF-o)'y
inhibe etmektedir. NK hiicreler, viral organizmalddasi savunmada ve sitokin
salgilayarak timor savunmasinda onemialammunite hicreleridir. NK hicreler
ile kultire edilen MKH’lerin proliferasyonu uyaramL-2'yi inhibe ettigi ve
interferony (IFN-y) salgilanmasini %80 oraninda azgittyosterilmgtir (Jiang ve
ark 2005, Aggarwal ve Pittenger 2005, Uccelli, Mtaeve Pistoia 2008, Raffaghello
ve ark 2008).

T ve B hucrelerinden ofan edinsel immun sistem, bellek hicrelerin Uretleni
patojenlere kar spesifik immuin yaniti okiurma kapasitesine sahiptir. T hcre,
yabanci bir antijenin spesifik T hiicre reseptorbaglanmasi ile aktive edilmekte,
prolifere olmakta ve sitokinler salgilamaktadirto®oksik ve yardimci T hicrelerin
proliferasyonu, MKH’ler tarafindan salgilanan hegstt biyume faktéri (HGF) ve
transforme edici buyime faktori-1 (TGF-1) gibi coan faktorlerle
baskilanmaktadir. Naif T hicrelerin CD4 yardimci hlicrelere farklilgmasi
sirasinda ortamda MKH’ler ol@gu zaman, IFN¢ Gretiminde belirgin bir azalma ve
IL-4 dretiminde ary olmaktadir. Bu durum, MKH’lerin naif T hicreleri
proinflamatuar durumdan anti-inflamatuar durumaigediklerini gostermektedir
(Williams ve Hare 2011).

4.1.4.3. Embriyonik kok hticreler

Emriyodaki birinci hicresel farklifa olaylarindan bir tanesi morula
hiicrelerinin blastosist hiicrelerine dgaintduir. Morula i¢ hicreleri, blastosistin i¢
hiicre kitlesi hicrelerine dogir. Bu i¢ hicre kitlesi hicreleri pluripotenttir ve
embriyonun tim dokularini odturur. Bu hticreler, dncul hiicreleri olan morula &ad
totipotent dgildir, ¢ciinki morula hticreleri trofoblasta ve kemdiasental tlrevlerine
farkhlasabilir (Robson, Zhou, Schultz ve Baldwin 2001).
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EKH’ler memeli blastosistlerinin i¢ hicre kitlesind elde edilir ve sadece
birkag istisna dainda somatik ve germ hucrelerin her tipine farkita yetengine
sahiptir. EKH hatlari, i¢ hiicre kitlesinin enzimadispersiyonu ile elde edilir ve 6zel
kosullar altinda kultire edilir. Elde edilen EKH’lesonsuz olarak kendini yenileme
ve gerekli kok hicre karakteri gasinda belirli 6zellikleri korumak icin stabil olma
kapasitesi gosterir (Koestenbauer ve ark 2006, rakvge ark 2012).

EKH hatlari immunocerrahi izolasyon tegnikullanilarak 1981 yilinda fare
EKH’lerinden gelgtirilmi s, ve yaygin olarak gengtidegistirilmis farelerin tretimi
ve erken memeli geimi ¢calismalari icin kullaniimgtir (Evans ve Kaufman 1981).
Insan EKH hatti ise ilk defa 1998'de elde edfnae temel bilim agisindan insan
gelisimini incelemek icin 6nemli modeller olmasinin yara, hicre nakil tedavisi
icin kaynak olabilecg Utzerinde durulmgtur (Thomson ve ark 1998, Tokuzawa ve
ark 2003).

Hemen hemen sinirsiz kendilerini yenileme ve 6héiareler tarafindan somatik
hiicrelere farklilgma yeteneklerinin yani sira, insan ve fare orijilKH’leri
karakterize eden ortak 6zellikler bulunmaktadir.iRcreler, yiksek alkalen fosfataz
aktivitesi, yuksek telomeraz aktivitesi ve yukselekicdek-sitoplazma orani
gostermektedirinsanlarda alkalen fosfataz, TRA-2-49 ve TRA-2-Sdikamlari ile
tespit edilebilir. Farelerde ise, enzimatik tabahlr reaksiyon ile tipik olarak
goruntulenir. YUksek telomeraz aktivitesi, hicretldrandaki olumsutzlik ile
ili skilidir ve bazi diploid somatik hiicre hatlarinddotaeraz aktivitesinin yeniden
olusturulmasi onlarin é6mriandn uzamasinglaa Pluripotent hicreler her zaman

yuksek duzeyde telomeraz aktivitesine sahiptir (WoB001, Draper ve Fox 2003).

K6k hicre karakteri icin gerekli olan genler yiuksakimlilik teknolojileri vein
vivo-in vitro fonksiyonel sistem caimalar ile belirlenmi ve dort birinci dizey
transkripsiyon faktért tanimlangtir. Bu transkripsiyon faktérleri (Oct4, Sox2, Kif4
ve Nanog); ikinci dizey transkripsiyon faktorle(ippp3 ya da Stella, Rex1 ya da
Znf42 ve Gbx2), hicre yuzey belirteclerin (insadearSSEA4 ya da farelerde
SSEA1l), ABC tawyicilarin ve bazi enzimlerin (alkalen fosfataz telomeraz)

ifadesini koordine etmektedir (Pera ve Tam 2010).
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4.1.4.3.A. Pluripotans i¢in anahtar mekanizmalar

Birlikte-bagimlilk (codependence): EKH’ler tarafindan ifadeilex genlerin
regulator bolgeleri, gen ifadesini koordine edemt déanskripsiyon faktortin yakin
baglayici bolgelerini icermektedir. Bu dort transkiygsn faktorii arasindaki denge
degistizi zaman, EKH kararli duruma gecmeyeslaa Orngin, EKH’lerde Oct4
asiri ifadesi vel/veya Nanog baskilanmasi endodermmesoderm farklilgmayi
uyarirken; Sox2 gri ifadesi noroektoderm farkldenayi uyarir (Alvarez ve ark
2012).

Hetero-dimerizasyon: Regulasyon ayrica gen ifadelermodile eden
transkripsiyon faktorleri arasindaki fiziksel priote etkilesimlerini icerir. Bu
etkilesim acik bir sekilde Oct4 ve Sox2 icin tarif edilgtir. Oct4 iki adet DNA
baglama buklimu icerir ve tek bma iken her iki buklimd ya da tek buklima ile
DNA'ya baglanabilir. Fakat, Sox2 Oct4/Sox2 DNA baglanma bdlgesine
baglandginda, bu iki buklim ile etkilgme girerek, sadece her iki buklim ile
DNA'ya baglanir. Bu durum kok hicre genlerinin regilasyonynidanskripsiyon
faktorleri kombinasyonlarinin stabilite ve suresetkilemektedir (Alvarez ve ark
2012).

Epigenetik: EKH’lerde DNA'da %3 olan metillenme duanu, farkhlamis
hicrelerde %60’lara kadar c¢ikmaktadir. Bu da féagdns hicrelerle
kargilastirildiginda, EKH’lerde bazi genlerin (CDKN1B, RASSF1, HLW&kus
genleri gibi) karakteristik olarak baskilagdn gostermektedir. Altenatif ekleme ya
da mikroRNA’lar gibi dger epigenetik mekanizmalar da pluripotans regulasyo

icin 6nemlidir (Ng ve Surani 2011).
4.1.4.4. Uyarilms pluripotent kok hicreler

Uyarilmis pluripotent kok hicreler (UPKH), embriyonik kayhalolmayan
hiicrelerden (6rn@n yetiskin somatik hucreleri) ektopik ekspresyon gibissail
etkilerle elde edilen pluripotent hiicrelerdik olarak 2006 yilinda Yamanaka grubu
tarafindan, fare fibroblast hicrelerinden, Klf4,x3p Oct4 ve c-Myc genlerinin

retroviral transdiksiyonu ile elde edigtir (Takahashi ve Yamanaka 2006).
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2007°'de, c-Myc onkogenik transkripsiyon faktorisidda ayni kombinasyon ve
faktorlerin farkli kombinasyonlari kullanarak insdniicrelerinden pluripotent kok
hicreler olgturulmustur (Takahashi ve ark 2007, Yu ve ark 2007).

EKH’ler, bilimsel calgmalar icin istenilen htcre tipinin elde edilmesi geri
donlgimsuz hucresel hasarlarin glipgu hastaliklarda hicresel tedavi igcin kaynak
olarak kullaniimalari acisindan olduk¢ca 6nemlidincak EKH’ler elde edilirken
dollenmi yumurta kullanimi, insan kaynakli gahalar yapilmasinda etik sorunlar
ortaya cikarmaktadir. Ulkemizde 2006 yili itibagySa&lik Bakanlgl tarafindan
alinan kararla EKH'ler ile yapilacak olan gatalar durdurulmgtur (Sevim ve
Gurpinar 2011). uPKH’ler somatik htcrelerdenstluoulabildigi icin etik sorunlari
onleyebilmekte ve bu hicrelerin hiicresel tedaviggulanmasi beklenmektedir
(Takahashi ve ark 2007).

EKH’lerin bircok karakteristik 0Ozelfi uPKH’lerde de bulunmaktadir.
uPKH’ler, alkalen fosfataz pozitif hiicrelerdir, ni@liojileri EKH’lere benzemekte ve
her (¢ germ tabakasina da (ektoderm, endoderm, daend farkligabilmektedir.
Bunlara ek olarak, gen ifade profili, DNA metilasymodeli, limitsiz proliferasyon
aktivitesi, teratom olgturma yeteng@ ve kimerik canllar olgturabilme potansiyeli
bakimindan her iki hiicre tipi birbirine benzemektg@uri ve Nagi 2012). Fakat,
son zamanlarda vyapilan gahalarda uPKH’ler ve EKH’lerin epigenetik
modifikasyon, heterojenlik ve farklgma potansiyelleri agisindan faklilik gosteidi
belirtiimistir. Ornezin, uPKH'leri sadece EKH’lerden ayri epigenetik Kiarklar
gostermemekte, bunun yaninda somatik doku kodkenikamakteristgi olan
“epigenetik bellek” olarak adlandirilan DNA metijas isaretleri taimaktadir (Kim
ve ark 2010). Ayrica, uPKH’lerin immin tolerans bakndan da EKH’lerden farkl
olduguna dair ¢cabmalar bulunmasina gamen (Zhao, Zhang, Rong ve Xu 2011),

guinimuizde bu konu tzerinde tgmalar devam etmektedir.

uPKH’ler; otolog hiicre tedavisinde, monogenik ve ltiganik hastaliklarin
modellenmesinde, kompleks genetik ozelliklerin ied @aryasyonun calilmasinda,
ve ilag, toksisite, farklilgma ve tedavi igin substrat olarak kullaniimaktadBu

amacla, son yillarda uPKH dretimi icin ¢cok sayidatpkol gelitirilmistir. Yapilan
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calismalarda, farkli fare ve insan hicre populasyonkadianiimis veya yeniden
programlama faktorlerinin sayisi, sgkeri ve hicrelere aktarim yodntemleri

degistirilmi stir (Gonzalez, Boue ve Izpisua Belmonte 2011).
4.1.4.4.A. uPKH olwgturulmasinda kullanilan hiicre tipleri ve genler

Yeniden programlama, spesifik bir hiicre tipine tieflaktorlerin verilmesini ve
bunlarin tanimlanmgikiltir kosullarinda uygun olarak ifadelerini gerektirmektedir
Fareler lGzerine yapilan ¢ghalarda, egkin fare karagier ve mide hicrelerinden
(Aoi ve ark 2008), dermal papilla hiicrelerinden giTse ark 2010), pankreatif
hicrelerinden (Stadtfeld, Brennand ve Hochedlir&f$}8a), B lenfositlerden (Hanna
ve ark 2008), kemik i kok hicrelerinden (Kunisato ve ark 2010), norak ko
hiicrelerden (Kim ve ark 2008), hematopoetik ve memk hicrelerden (Sancho-
Bru ve ark 2011) ve yayinlangng¢alsmalarin %80’inden fazlasinda fare embriyonik
fibroblast hiicrelerinden iPS hiicreler elde editmi(Gonzalez ve ark 2011jnsan
calismalarinda, dermal fibroblastlar (Takahashi ve @®7), amniyotik sividan elde
edilen htcreler (Li ve ark 2009), embriyo kokenibréblastlar , hematopoetik
olduklarn tesbit edilmi CD34 pozitif kan htcreleri (Loh ve ark 2009), meizienal
kok hicreler (Yan ve ark 2010), aloku kok hicreleri (Sun ve ark 2009) ve oral

mukoza hucrelerinden (Miyoshi ve ark 2010) uPKHuUeetilmistir.

Kullanilan hiicre tipine k@i olarak, yeniden programlama farkli verim ve
kinetik ile elde edilmektedir. Org@n, fare embriyonik fibroblastlarin (FEF)
retrovirusler kullanilarak yeniden programlanmaski28gin surerken, insan sunnet
derisi fibroblastlarin 20-25 giin sturmektedir.sifle calismalarda, alternatif hicre
tiplerinin yeniden programlanmasinin kol&yli kullanabilirligi ya da terap6tik
uygunlysu analiz edilmgtir. Fibroblastlar ile kiyaslanginda, dort genin
transduksiyonu ile yeniden programlanan insan prikezatinositleri 100 kat daha
etkili bir sekilde ve iki kat daha hizli ojmaktadir (Gonzalez ve ark 2011).

Kullanilan hicre tipinin farklilgma durumu da yeniden programlama
verimliligini etkilemektedir. Orngin, hematopoetik kok ve oncul hicreler,
farklilasmis B ve T hicrelerine gére 300 kat daha fazla uPKlérkisi Uretmektedir
(Eminli ve ark 2009). Hucre tipleri arasindaki y#em proglamlamadaki farklar
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yalnizca verim ile sinirh dgldir ve ayni zamanda uPKH'lerin kalitesini de
etkilemektedir. Orngin, fare kuyruk ucu fibroblast kaynakl uPKH'lerEF ya da
hepatosit kaynakli uPKH’lara gore teratomgblumak icin daha yiksek biggime
sahiptir (Miura ve ark 2009). Bu nedenle, yapilacaksmalarda hticre tipinin secgimi

g6z 6nunde bulundurulmasi gereken 6nemli bir dunmd

Takahashi ve Yamanaka tarafindan yapilan oncisngalarda, pluripotent
Ozelligi sagglayan 24 farkh gen secilmive bu faktorler; a) EKH’lerde spesifik olarak
ifade edilen Nanog, Oct3/4, Sox2, UTF1, Sall4, Soxk Rexl transkripsiyon
faktdrlerini, b) EKH’lerde anahtar rol oynayan tdnve buyime-baml c-Myc,
Stat3, p-catenin, Grb2, Klf4, Eras ve TCL1 gen urlUnlerig), spesifik olarak
EKH’lerde ifade edilen fakat hentiz fonksiyonlanmtalarak karakterize edilmeyen
ESG1, ECAT1, Fbx15, ECAT8, DNMT3L, GDF3, ECAT15-Ethl17 ve Stella
faktdrlerini iceren 3 gruba ayrilgtir. Yapilan analizlerle dort genifO¢t3/4 Sox2
c-Myc ve Klf4) pluripotent 6zelliklerin kazaniimasinda yeterddazu gosterilmgtir
(Takahashi ve Yamanaka 200®)ct4 ve Sox2ana pluripotans genleridir. Oct3/4,
oktomer bglanma transkripsiyon faktoridir, erken embriyonikligmde ve
embriyonik kok hicre pluripotansinin devaminda oiidim Sox2, embriyonik
gelisimin regulasyonunda ve hicre kaderinin belirlenmési dnemlidir. Ayrica,
farklilasmamg embriyonal ve noral kok hicrelerin kendi kendienileme 6zelii
icin gereklidir (Gonzalez ve ark 201Klf4 ve c-Myc ise farkli nedenlerden dolayi
secilmstir. Transkripsiyon faktér olan c-Myc’in karili bir yeniden programlama
icin gerekli olan proliferasyon hizini artigdbilinmektedir. Buna ek olarak, bu genin
asiri derecede ifadesi p53 protein miktarinda sartneden olmaktadir. Bir¢ok
calismada KIf4'Gn ifadesinin, bir yandan proliferasyonaskilanmasina neden olan
siklin-bagimli kinaz inhibitorii olan p21 protein miktarinddiga yol actgi, diger
yandan ise apoptoz riskinin azalmasi Uzerine goeiki gosteren p53’'lin hicresel
miktarini azaltig gosterilmgtir. Yani c-Myc ve KIf4 birbirlerini tamamlayici
genlerdir ve bgaril bir yeniden programlama icin bu iki genindé&eri arasindaki

denge dnemlidir (Muchkaeva, Dashinimaev, Terskidikhanov ve Vasiliev 2012).
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4.1.4.4.B. uPKH’lerin elde edilmesinde kullanilan gntemler

uPKH’lerin elde edilmesinde, ilk olarak retrovirus lentivirtis vektor sistemleri
kullaniimistir. VirUsler kullanilarak yapilan gen aktarimindaal vektoriin genetik
materyaline aktariimak istenen gen bdlgesi yérlenekte ve secilimi sglayan
antibiyotik direng Ozellii gosteren 6zel bolgeler eklenmektedir (Takahashi v
Yamanaka 2006). Virus sistemleri etkili ve tekradhilir olmasina rgmen, bu
sistemler kullanilarak yapilan yeniden programlagiglii onkogenlerin ifadesini
sgilayan potansiyel olarak zararh viral partikilleriiretimine yol acmaktadir.
Ayrica, virtsler insersiyonel mutageneze nedenilohaite ve belkide gen terapide
gozlenen yan etkilere yol agmaktadir. Retrovirigniekli uPKH’lerden tiretilen
farelerin normal gortngie oldygu belirtilmistir. Ancak, insan uPKH’lerinin uzun
sureli glvenlgi sadece fare ¢camalari ile garanti edilememekte ve virls sistemleri
uPKH’leri immunojenik yapabilmektedir. Bu nedenldilicre transplantasyon
tedavisinde, alici hicre genomuna entegre olatkleoektor sistemlerinin

induksiyonundan kaciniimalidir (Yamanaka 2012).

Entegre olmayan yontemlerle eturulan uPKH’ler icin bir ¢ok yol rapor
edilmistir. Bunlar arasinda, plazmid (Okita ve ark 20139¢ndai virs (Fusaki, Ban,
Nishiyama, Saeki ve Hasegawa 2009), adenoviruglifStd, Nagaya, Utikal, Weir
ve Hochedlinger 2008b), sentezlegr®NA’lar (Warren ve ark 2010) ve proteinler
(Kim ve ark 2009) bulunmaktadir. Plazmidler, lipazoya da elektroporasyon
kullanilarak transfeksiyon edilebilen uygun altérinbir yoldur. Ancak, virtsler ile
karsilastirildiginda, etkinlgi oldukca diguktir ve daha az uPKH elde edilmektedir.
Adenovirtsler genoma integre olmayan virtslerdakat yava bir yontemdir ve
etkinligi oldukca azdir. Sendai virusler ise, guvenli iPKketimi s&lamaktadir ve
etkinligi (yaklasik %1) oldukca yuksektir. Fakat bu virislerin eregni dezavantaji,
uPKH olutuktan sonra hicreden tamamen temizlenmesinin Zionasadir.
SentezlenmiRNA'lar, retrovirtsler kadar etkigekilde uPKH olgturmaktadir, fakat
bunlarin ¢oklu transfeksiyonu gerekmektedir. Prd&gin kullanildgl yontemin ise
oldukca yavave etkisiz oldgu gosterilmgtir (Gonzales ve ark 2011).
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4.1.5. EKH ve uPKH'’lerin akciger biyolojisi ve hastaliklarinda kullanimi

Akciger hastaliklari dinyada morbidite ve mortalitenine@li nedenleri
arasindadir. er onemli hastaliklarin tersine ager hastaliklarinin, 6zellikle astim
ve amfizem dahil olmak Uzere kronik obstriktif a&leri hastaliklarinin (KOAH),
prevalansi artmaktadir ve  KOAH'In 2020 yilina kad#iinya capinda hastalik
olumlerinin tglnct 6nde gelen nedeni olmasi bekekiedir. Akcger biyolojisi ve
hastaliklarinda hizla artan sayidaki kék hiicre terda tedavileri cagmalari, akcger
biyolojisinin bilinmesinde ve potansiyel tedavi yamlari sglanmasinda heyecan

verici yollar sunmaktadir.

Ik calismalar eksojen uygulanan koék hiicrelerin gkeile uyum sglayip etkili
oldugunu (engrafment)saret etse desimdilerde bunun kesin olmayan fizyolojik
Oneme sahip nadir bir durum ofglu disuintlmektedir. Fakat glincel cahalar
uygulanan hicrelerin anjiyogenezi uyarma ve lokdlleenatuar ve basiklik yanitini
dizenleme gibi parakrin etkilerini gostermekteddu calsmalar ve egkin kok
hicreler dier hastaliklarda guvenlikleri ve ilk etkinlikleri zérine yapilan
argtirmalar temel alinarak, KOAH igin hicre bazl tedazerine bir cok @ir agan
klinik arastirma balatiimistir. Endojen ak@er progenitor hiicrelerin fonksiyonunun
daha iyi anlalmasi ve EKH ve uPKH’lerden fonksiyonel ager hucrelerinin

gelisimini uyarmak icin sofistike tekniklerin artmasilgeek icin umut vermektedir.

Cesitli laboratuvarlarda elde edilen ilk bulgular, éave insan EKH’lerin kalttr
ortaminda surfaktan proteinleri ve lameller organifade eden ve hatta tip 2
alveoler epitel hicre fenotipi gosteren psodoglérdiyapilara farklilgabildigini
gostermgtir. Diger yapilan ilk cakmalarda ise, hava-sivi araylzl sulbarinda
EKH’lerin kulttrd ile hava yolu epitel hicrelerirriotipik belirteclerini ifade eden
hiicrelerin gelimi raporlanmgtir. Fakat bu ¢agmalar, bir ya da iki immunfenotipik
belirtecler Gzerine odaklanma ile sinirlidir veesketlilen hiicrelerin hava yolu veya

alveol hticrelerinin fonksiyonlarini kazagdnet deildir.

Son protokoller, embriyolojik akger ve endorderm gelmine rehberlik eden
hiicre sinyal yolaklarinin uygulamasini ve arfaasini sglamistir. Bu sayedein

vitro kosullarda fare ve insan EKH ve sistik fibroz hastaidan elde edilen
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uPKH’lerden fenotipik karakteristikleri daha gucghiava yolu hicreleri ve daha
verimli tip 2 ve tip 1 alveolar epitel hucreleridel edilmektedir. Ayrica, akger
hasari ve onarim sirecini anlamak icin EKH ve uRE#H kullaniminda daha hizli
gelismelerin olmasi beklenmektedir. Fakat, mevcut leigilhenliz akger
hastaliklarinin  tedavisi icin EKH veya uPKH’lerin lirkk kullanimini

desteklememektedir.
4.2. Astim
4.2.1. Astimin tanimi ve tarihgesi

Astim, solunum yolu inflamasyonu iceren kronik obktif hava yolu
hastalgidir. Astim icin Kiresel Gigim (GINA) tanimina gore: “Astim, bir ¢ok
hiicrenin veya hicresel elemanin rol oygadiava yollarinin kronik inflamatuar
Ozellikle gece veya sabah go6zlenen Oksirik ataldayol acan hava yolusia
duyarlihgr (AHR) ile iliskilidir; bu nébetler genelde yaygindir, ancak kdirgthden
ya da tedavi ile genellikle geri dégiimliadur”. Astim Eski Misir'da taninmive
“kyphi” olarak bilinen bir titsii ile tedavi edilstir. Yaklasik olarak M.O. 450'de ilk
olarak Hipokrat tarafindan astim olarak isimlerdirs ve spesifik bir solunum
problemi olarak kabul edilngir. 1930-50’li yillarda, astim psikosomatik bozukl
olarak dikkate alinngive etyolojisi, psikanalize dayali tedavi ile, psiljik olarak
kabul edilmgtir. 1980’lerde, astimli hastalarda uyargnoalgam ve bronkoskopik
biyopsi ¢algsmalari gibi tibbi argtirma yontemleri ile astimin hava yollarinda kronik
inflamatuar hastalik ile karakterize ofglugosterilmgtir (Louis ve ark 2000, Opolski
ve Wilson 2005, Agostinis 2008, Kim, Kim, Jeon venk2013).

4.2.2. Astimin epidemiyolojisi

Dunya Sa&hk Orgitl verilerine goére dinya capinda 300 milyastimli
bulunmaktadir. Buna ek olarak, astim cocuklulgigda en sik gorilen kronik
hastaliktir ve yilda yakigk 250.000 6lime neden olmaktadir. Astim prevalansi
dinya capinda %7-10 arasinda olmasiamen, gorilme sik Ulkeden ulkeye

hatta ayni tlkede bir bélgedergdrine gore farklilik gostermektedir. Astim geatis
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ve batililgmis Ulkelerde gelimekte olan Ulkelere gore daha sik gorilmektedir. En
yuksek prevelans ile en glik prevelansin gorulgii Utlkeler arasinda 20-60 kat
oldugu bildirilmektedir (Kim ve ark 2013). Dinyada astmrmen sik goruldgi
ulkeler ingiltere, Avustralya, Yeni Zelanda viglanda; digik oranda rastlanilan
ulkeler ise Dgu Avrupa, Uzak Dgu ve Orta Aysa ulkeleridir (Reisli ve Koksal
202). Ulkemizde astim prevelansi %2.8-%14.5 arasaglismektedir (Saraclar ve
ark 2003, Demir, Karakaya, Bozkurt, Sekerel ve idatyu 2004).

4.2.3. Risk faktorleri

Astimda risk faktorleri kiisel faktorler (genetik, obesite, cinsiyet) ve @=al
faktorler (allerjenler, enfeksiyonlar, mesleki dugstiricilar, sigara, ev ici ve ev i
hava Kkirliligi) olarak 2 grupta toplanmaktadir. Astimin ortay&intasinda kiisel
faktorlerin bainda genetik yatkinlik gelmektedir. Astim alevlersine yol acan
faktorler ise genellikle gcevresel olanlardir. Gemeiem kendi aralarinda, hem de
cevresel faktorler ile etkiberek bireyin astimagdimini artirdiklari distintlmektedir
(Ober 2005, Holgate 1999).

Anne ya da babadan birisinin astiml olmasi durutaugocukta astim gortlme
riski %20-30’a yukselmekte, anne ve babanin hesinkh de astimli olmasi
durumunda bu risk %60-70’e gtaaktadir. Obezite, astim icin risk faktéri olarak
disinulmekte ve leptin gibi belli mediatorlerin havally fonksiyonunu etkilemesi
ve astima glimi artirmasi s6z konusu olabilmektedir. Cocukicdginda erkeklerde
iki kat fazla olan astim, puberteden sonra hercikste git oranda gorulmektedir.
Yetiskin donemde ise astim kadinlarda daha sik goridle pelmektedir (Guler ve
ark 2004, Ulusal Astim Tani ve Tedavi Rehberi 2000)

Allerjene maruziyet duyarlilik gelmesi icin ¢ok 6nemli bir risk faktori
olusturmaktadir. Kginin duyarh old@gu allerjenle kayilasmasi astim semptomlarinin
ortaya ¢cikmasina ve semptomlarin kalici hale gahmeegol acmaktadiric ortam
allerjenlerinden ev tozu akarlari, hayvansal adielgr (kedi, kdpek), hamam b@ece
mantarlar, d¢ ortam allerjenlerinden polenler ve mantarlar asigm risk faktoru
olarak bilinmektedir. Aktif ve pasif sigara dumamaruziyeti astim icin risk

faktorleri arasinda sayillmaktadir (Ulusal Astim ihe@ Tedavi Rehberi 2000).
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4.2.4. Astim patogenezi

Yapilan ilk calgmalar astimin, aktive yardimci T (Th) lenfositledizellikle
CD4" Th2 hiicreleri, iceren hava yollarinin atopik bdmgk oldusunu gosternsir.
Astimli hastalarin branbiyopsi ve bronkoalveolar lavaj (BAL) sivi anaéudlile Th2
lenfositlerin, eozinofillerin ve degrantile mast helerinin infiltrasyonu belirtilmgtir.
Bu sonuclar, allerjene maruz kalmanin Th2 hicneledktive ettgini, Th2
sitokinlerinin eozinofilik hava yolu enflamasyonuayarladgini ve allerjen-spesifik
IgE antikorunu olsturmak icin B hicrelerini uyargini gostermytir (Azzawi ve ark
1990, Robinson ve ark 1992, Cohn ve ark 2004, Wdgp 1999).

Son gelgmeler, astimin sadece edinsel immun sistemin tEtah& olmadgini,
dogal ve edinsel immin sistem arasindaki etkien allerjik immuin yanitin
baslamasi ve yayilmasi icin ¢ok Onemli ofgltnu gdstermektedir. Astimin tipik
klinik heterojenitesini, allerjik akg@erde stromal hicrelerin, epitel hicrelerin ve
|6kositlerin farkli populasyonlari arasinda meydaeten olaylar zinciri ve T hlcre
alt tiplerinin (Thl, Th2, Th9, Thl7, regulatér T r€h) hicreler) katilimi
salamaktadir (Lloyd ve Hessel 2010).

4.2.4.1. Allerjik enflamasyonda efektér CD4 T hiicreleri
4.2.4.1.A. Thl ve Th2 hicreleri

Insan ve hayvan modelleri ile yapilan galalar, Th2 hiicrelerinin IL-4, IL-5 ve
IL-13 sitokinlerinin Uretimi ile astimin anahtar tpézyolojik 6zelliklerini
baslattigini ve devam ettirgini kanitlamstir (Cohn ve ark 2004). IL-4 sitokini
allerjik duyarhlgama ve IgE Uretiminde, IL-5 sitokini eozinofilik hav yolu
inflamasyonunda 6nemli iken, IL-13 AHR gg@fhi ve doku yeniden yapilanmasini
iceren akaierde pleiotropik etkilere sahiptir (Finkelman, HagaHershey,
Rothenberg ve Wills-Karp 2010).

IL-4 Th2 hicrelerin gefiminde dnemli bir sitokin olarak bilinmesinegraen,
son gelgmeler de IL-25, IL-33 ve timik stromal lenfopoetirallerjen ve helmint ile

uyarilan Th2 yanitinda, eozinofili ve IL-4, IL-5-L.3, IgE antikoru Gretimi gibi,
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bircok anahtar 6zelli uyarabildgini belirtmektedir. Son raporlar, bu Th2-tip
sitokinlerin hiicresel kaynaklarinin herhangi bkdsit soy icgin ylzey belirteci ifade
etmeyen dgal lenfoid hicreler icerdini ve ‘dogal yardimcr’ hicreler olarak
adlandinldgini gostermektedir (Neill ve ark 2010, Lloyd ve Hels2010).

Astimli  hastalarda allerjen maruziyeti, solunum laohda aktive Th2
hicrelerinin akinina yol acmakta ve buna Th2 sitokilzeylerinde agi ve
eozinofillerin toplanmasi stk etmektedir. Ozellikle, hava yolu igerisindekinX
hiicre sayisI hastgln siddeti ile iliskilidir (Larche, Robinson ve Kay 2003). Astim
atgz1 sirasinda, Th2 ve Thl hucrelerin sayilari hem kam de uyarilingi balgam
icerisinde artmaktadir. oudan Th2 hicre galmini inhibe eden Th1 htcrelerinin,
astimi onleyici bir role sahip olmasi beklenmekteBu durumu desteklemek icin,
farede Th1l hicrelerin transkripsiyon faktori olarbéi delesyona gratiimis ve
spontan AHR, IL-13-bamli eozinofili gelsimi ve IgE Uretimi gozlennstir (Finotto
ve ark 2004). Ancak, Thl sitokini olan IFN astimstaarinin hava yollarina
uygulandginda, hastalik semptomlarinda herhangi bir sgedi gozlenmengtir
(Boguniewicz ve ark 1995). Th2 hiicre sayilan vesthlak siddeti arasindaki
korelasyon astimda Th2 hucrelerin 6nemli bir roldugunu digtindirmekte, fakat
eozinofilik ve eozinofilik olmayan alt tiplerin viagi bazi hastalarda Th2 hicrelerden

farklil mekanizmalarin oldiunu gdstermektedir (Haldar ve Pavord 2007).
4.2.4.1.B. Th17 hicreler

Th17 hiicreler CD4efektor T hiicrelerin ayri bir soyudur, ve 1L-17 refinoik
asit reseptor-amli orphan reseptdyt (ROR+t) ve RORe eksprese etmektedir
(Harrington ve ark 2005). IL-17A, IL-17F, IL-22 \@aha az oranda tumor nekrozis
faktor (TNF) ve IL-6 dretimi Th-17 hicre ggiini icin dnemlidir (Bettelli, Korn,
Oukka ve Kuchroo 2008). Astim hastalarinin gkonde IL-17A regulasyonu
artmaktadir ve IL-17 duzeyi 6zellikle notrofilik vaeroid direncli olan hastalarda,
hastaliksiddeti ile iliskilidir. Ayrica, dokuya niifuz eden CD4e IL-17" T hucreleri
astimh hastalarin akgerlerinde gosterilmgtir (Pene ve ark 2008, Lloyd ve Hessel
2010).
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CD4" IL-17" T hucreler iizerine yapilan gahalar, Th17 hicrelerin allerjik
inflamasyonda 6nemli bir roli olgunu gostermektedir. Allerjen ile epikutan ya da
hava yolu sensitizasyonu, miutevaekilde Th2 hicre yanitlarini uyarirken, ayni
zamanda hava yolu nétrofilisi ve akut AHR glwran guclt Th17 hicre yanitlarini
da induklemektedir. Th17 htcreler ayrica Th2 hiaracili eozinofilik hava yolu
inflamasyonunu artirmaktadir (Lloyd ve Hessel 2010)

4.2.4.1.C. Th9 hicreler

Th9 hucreler, yeni tanimlanan, IL-9 salgilayan edisgnleri TGFf sitokinine
bagimli CD4" T hiicre popoulasyonudur. Th9 hiicrelerinin samu PU.1
transkripsiyon faktori ifadesi gerektirmekte vedb-sitokini ile bu hiicrelerden IL-9
salgilanmasi artmaktadir (Chang ve ark 2010, Argliamai, Chang, Thapa,
Watarai ve Dong 2010). Th9 hdicrelerin, allerjik lamhasyonun gediminde
akcigerde arttg gozlenmg, ve giri IL-9 salgisi, mukus sekresyonu ve hyigal
hiperreaktivite ile ilgkili bulunmustur. Mast hucreleri ve eozinofiller dahil, 1L-9
sitokininin diger hicresel kaynaklari olmasinagmen, astimli hastalardan alinan
biyopsilerde belirlenen IL-9'un CD4T hiicrelerine lokalize oldiw gozlenmgtir
(Pejman ve Taylor, 2009).

Allerjik hastalarin drneklerinin analizi T hicrel@n 6énemli bir IL-9 kayngl
oldugunu ortaya koymy fare modelleri ise, IL-9'un allerjik inflamasyove hava
yolu yeniden dizenlenmesinde coklu etkisi @ldou gosternstir. Ancak, IL-9
salgilayan T hicrelerinin Th2 hucrelerinden farkliup-olmadgl ya da Th2
hicrelerinin Th9 hicreleri ofturmak icin yeniden programlanip-programlanngadi

bilinmemektedir (Durrant ve Metzger 2010).
4.2.4.2. Astimda CD8T hiicreleri

Astimli hastalarin solunum vyollarinda CD& hiicrelerinin varfii yapilan
calismalarla belgelenmiir; atopik ve atopik-olmayan astimli hastalarddmam
brors biyopsilerinde IL-4 ve IL-5 Ureten CDST hiicrelerin varg gosterilmg, ve
balgam kaynakli spontan IL-4, IL-5 ve IFNireten CD8 T hucrelerin sglikli

insanlardan daha fazla olglu bulunmuytur. Ozellikle astiml hastalarda, periferal
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kandan alinan CDS8T hiicrelerinin, hava yolu CDS8T hiicrelerine benzemedikleri
aciktir. Bu da, tercihli yerlgmi veya yerel hava yolu cevresi tarafindan uyarila
artan veya d#ésmis aktivasyon durumunu yansitiyor olabilmektedir. CD§ T

hiicreler 6zellikle epitel ici T hicreleri arasindblunur ve astimli hastalarda

oranlarinda ar§imevcuttur (Lloyd ve Hessel 2010).
4.2.4.3. Astimda regulator T (Treg) hicreler

Treg hicre populasyonunda fonksiyon azalmasi yaddasmesi, astimh
hastalarda gozlenen allerjenlere skarygunsuz immun yanit i¢in olasi bir agiklama
sgglamaktadir. Dgal olarak olgan FoxP3(forkhead box P3)CD£D25 hiicreleri
ve uyarilmg Treg hicreleri iceren gili Treg alt gruplari tanimlanmgiir (Lloyd ve
Hawrylowicz 2009). CDACD25" Treg hiicrelerin transferi, hava yolu inflamasyonu
ve AHR gelsimini duzeltmekte ve hava yollarinda DH’lerin ajlre bali
aktivasyonunu Onlemektedir. Treg hicrelergadmlan ve dolayli mekanizmalar
yoluyla inhibe edici etki gostermektedir: IL-10 Y& F gibi inhibe anti inflamatuar
sitokinleri Uretmekte, sitotoksik T lenfosit antje4 (CTLA4) gibi inhibitor
molekdller ifade etmekte ve antijen sunan hicrésarinde bulunan MHC sinif 1l ve
CD80, CD86 g uyaranlarinin regulasyonlarinin azalmasini uyatathk (Kearley,
Barker, Robinson ve Lloyd 2005, Cederbom, Hall var$ 2000). IL-10 ve TGB;
IgE yapimini inhibe ederken blokan antikor yapimmaiklemektedir. IgGve IgA
tipi bu antikorlar, allerjene gganmada, IgE ile yagarak bazofil ve mast hicre
aktivasyonunu engellemektedir. Boylece proenflamatmediatorlerin salinmasi
onlenirken eozinofillerin  aktivasyonu ve ggm sdreleri kisaltiimaktadir

(Gloudemans, Lambrecht ve Smits 2013).

Treg hucreleri astim fare modellerinde allerjik gkamin baskilanmasi ile gkili
bulunmytur. Ornesin, Kearley, Robinson ve Lloyd (2008) allerjik hawalu
inflamasyonunu takiben Treg hicre transferiningtitlan inflamasyonu azalgini

ve hava yolu yeniden diizenlenmesini engediedigostermgtir.

Yapilan calgmalar, antijen spesifik Treg hiicrelerin baskilayetenginin IL-
10 ba&imh oldugunu godstermektedir. Transfer edilen Treg hicrebatese IL-10

uretmekle kalmamakta, ayni zamanda CDB hicrelerden IL-10 salinimini
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uyarmaktadir (Kearley, Barker, Robinson ve Lloydd20 Bu bulgulara uyumlu
olarak, allerjen sensitizasyonundan 6nce Treg leértneyok edilmesi ile hava yolu
inflamasyonu ve AHRsiddetinde ary gozlenmgtir (Lewkowich ve ark 2005).
Insanlarda, Treg hiicrelerin Th2 hiicre yanitlarirskBadgina dair gucli kanitlar
bulunmakta ve bu durum atopinin Th2 ve Treg hucramsindaki dengesizlik
sonucu olabilegéni gostermektedir (Larche 2007)lging bir sekilde, allerjik
bireylerin sglikli ve atopik olmayan kilerle kagilastirildiginda allerjen spesifik IL-
10 Ureten Treg hucrelerin frekanslarinda azalmag lireten T hiicrelerde ise artma
gozlenmgtir (Akdis ve ark 2004).

4.2 5. Efektor hucrelerin inflamatuar cevabi

T hacreleri ve epitel hicrelerin  uyariimasi, geti  efektor [6kositlerin
aktivasyonuna ve hava yollarinda toplanmasina neslerakta ve bu hicreler
tarafindan Uretilen ara udrtnler kronik inflamasyomtku hasarina ve yeniden
yapilanmaya yol acmaktadir. Mast hicreleri alehikstaliklarda merkez efektor
hicredir ve astimli hastalarin hava yollarinda cayartmaktadir. Mast hucre
yuzeyinde bulunan IgE antikoruna allerjeninglammasi, mediatorlerin salinimini
sglayan sinyal iletim yolaklarini uyarmaktadir. Hist®m ve protaglandin D2
salinimi bronkokonstriksiyon ile sonucglanmaktad@rightling ve ark 2002, Galli ve
ark 2005, Ishmael 2011).

Mast hucreleri, sisteninil I6kotrienler ve aidonik asit kaynakh lipid
mediatorlerinin primer Ureticisidir. Lokotrienlerata yollu hicrelerinin  hticre
yuzeylerinde bulunan G proteindla reseptorlere hdanmakta ve diz kas
kasilmasina, kicuk kan damarlarinda vaskiler gegiggn artmasina, mukus
salginsin artmasina ve hay®luna l|okositlerin toplanmasina neden olmaktadir
(Montuschi ve Peters-Golden 2010).

Mast htcreleri ayrica havgolu inflamasyonuna katkida bulunan inflamatuar
sitokinlerin, kemokinlerin ve proteazlarin salinmisg&lamaktadir. Bu aracilar,
epitelde inflamatuar yaniti uyarmakta, direkt dkahavayolu hasarina yol agmakta
ve havayolunda daha fazla l6kositin toplanmasirglamaktadir (Boyce 2004).
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Cogu astimli hastanin hava yollarinda agtrsayida eozinofil bulunmaktadir.
Eozinofillerin toplanma, biylime ve hayatta kalmlaavayolu epitel hicrelerinin,
Th2 hicrelerin ve mast hicrelerin salgiladiklaktdaer ile sglanmaktadir. Th2
sitokini olan IL-5, epitel ve mast hicreleri kayhakranulosit makrofaj koloni
uyarict faktor (GM-CSF) gibi, eozinofillerin hayattkalmasi icgin gereklidir
(Blanchard ve Rothenberg 2009). Ozellikle CCL5 vELT1 gibi kemokinler
eozinofillerin hava yoluna toplanmasini gmmaktadir. Eozinofiller, ¢gli
proinflamatuar sitokinler, Th2 sitokinleri, ve mdsicreleri ve aktive eden ve epiteli
uyaran kemokinleri ifade etmektedir. Buna ek olaedzinofiller T hlcrelere antijen
sunabilmekte ve TGB- gibi blyume faktorleri salgilayabilmektedir. Astm
eozinofillerin roll farkll fenotipler ile dgsebilmekte ve gr astimi olan hastalarda
yuksek sayida eozinofil bulunmaktadir (Barnes 20BBnchard ve Rothenberg
2009).

Rolleri iyi tanimlanmg olmasa da, fagositler astimli hava yollarinda bafu
bulunan dger bir effektdr hicre tipidir. Bazi fenotiplerdegdr hicrelere gére daha
fazla prevelansta bulunabilmektedir. Makrofajlagva yollarinda yiksek sayida
bulunmakta ve bir¢cok inflamatuar sitokin ve kemokentezlemektedir. Notrofiller,
agir astimli, Ozellikle sigara icen, hastalarin haxadlarinda artan sayida ortaya

ctkabilen hicrelerdir (Ishmael 2011).

Th2 hicrelerinden Uretilen 1L-13, terap6tik hedéérak bircok argtirmanin
odak noktasi olmaktadir (LIloyd ve Hessel 2010)18,-havayolu siri duyarliligini
(AHR) artirir ve subepitelyal fibrozis, hayalu diiz kas proliferasyonu, goblet hiicre
hiperplazisi gibi yapilar Gzerinde ¢ok sayida etkimevcuttur. IL-13 dncelikle hava
yolu epiteli Uzerine etki ederek inflamasyonu stlumakta ve CCL11 gibi
kemokinlerin  salgilanmasini regule ederek eozinoflyisinin  artmasini
sgilamaktadir. Fareler lzerine yapilan galalarla, CCL2, CCL3 ve CCL6 gibi
kemkinlerin bloklanmasi ile ak@er yeniden dzenlenmesinin ortadan kaldigildi
gosterilmitir, ve bu durum kemokinlerin uyariimasinin giem fibrozunda 6nemili

olabilecgini gostermektedir (Rael ve Lockey 2011).
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4.2.6. Hava yollarindaki yeniden yapilanma

Hava yolu inflamasyonu, doku hasari ve sonraki m@abronarim astimh
hastalarin hava yolu duvarlarinda hava yolu yenigmlanmasi olarak adlandirilan
yapisal dgisikliklere neden olmaktadir. Bu dmiklikler, epitel hicre
degisikliklerini, subepitelyal fibrozu, submukozal behiperplazisini, artmy hava
yolu diiz kas kitlesini ve hava yolundaki vaskuilasyon artini icermektedir. Hava
yolu yeniden yapilanmasi, geri d@fiolmayan ya da kismen geri dgainli hava
yolu obstriksiyonu ve ak@er fonksiyonunda hizlandirilgi disis ile

sonucglanmaktadir (Homer ve Elias 2005, Shifrent@hristie ve Castro 2012).

(a) Epitel hiicre desisiklikleri ve goblet hiicre hiperplazisi: Hava yolu epiteli,
sadece diortamdan bariyer olarak gi€ayni zamanda hava yollarinda metabolik ve
immunolojik fonksiyonlarin duzenleyicisi olarak daemli bir role sahiptir. Epitel
hiicrelerinin, astimli hastalarin balgamlarinda arwlarak bulundgu ve ¢aitli atim
modellerinde bazal membrandan ayrgralarak gézlendi bildirilmi stir. Hava yolu
epitel hicreleri tarafindan dretilen bir ¢cok inflatar faktérler bulunmaktadir ve
epitel hasar astimli hastalarda sitokinler, buyufagtorleri ve mediatorler
aracilglyla proinflamatuar sireclere katilmaktadir. Yemidgapilanmaya direkt
olarak katkida bulunan bu faktorler, transformecediyume faktéri (TGF),
trombosit kaynakl buyime faktort (PDGF), epidertmigytime faktora (EGF), temel
fibroblast buyume faktori (b-FGF), insulin benzéiiyime faktori-1 (IGF-1),
endotelin-1 (ET-1) ve heparin glayici epidermal buyume faktért (HB-EGF) dir
(Tagaya ve Tamaoki 2007).

Hava yolu mukusu, epitel ylzeyini yaralanmalardanuknakta ve akgerden
bakteriyel, hicresel ve partiktler kalintilarin kizgtirilmasini kolaylatirmaktadir.
Mukus Uretimi astimin dnemli bir 6zaidir ve 6zellikle dahaiddetli hastaliklarda
morbidite ve mortaliteye dnemli dl¢clide katkida uhaktadir. Goblet hicreleri ve
submukoza bezleri mukus salgilamaktadir, ve golbigtrelerindeki argl ve
submukoza bezlerindeki ggl@me mukusun hipersekresyonuna neden olarak, hava
yolu limenlerinde daralma ve boylece hava yolu réilistyonununsiddetlenmesine
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neden olabilmektedir. Goblet hiicre hiperplazisie&ly hafif, orta ve gir astimda
gOsterilmitir (Tagaya ve Tamaoki 2007).

Goblet hicreleri masin glikoproteinleri (MUC) Uretktedir ve bunlarin 13
tanesi insan hava yollarinda tespit edjimi insanlarda baskin olan miisin MUC5A
olup, normal Ikgilerin hava vyollarinda ifade edilmekte ve astimlireblerde
regulasyonu artmaktadir. Ovalbumin ile uyardnfarelerde, Th2 hucrelerinin
transferi sonrasi goblet hicre hiperplazisi gostestir. Bu, blyuk ihtimalle Th2
kaynakli interlokin ifadesinin bir sonucudur. Yaml calgmalar, IL-13'Un salgi
yapan hucrelerin oraninda arlusturdusunu, ayni hicrelerde MUCS5A’nInsia
ifadesine neden olgunu ve sonug¢ olarak hava yolu epitel hicrelerinrmpri
kultarinde epitel hiicre morfolojisini gatirdigini gostermektedir (Laoukili ve ark
2001, Christie ve Castro 2012).

(b) Subepitelyal fibrozis: Hava yolu epitelinin retikiler bazal membran
kalinlssmasi astimin karakteristik bir 6zgililir. Subepitelyal alanin kalinjeasi;
kollajen 1, 111,V, fibronektin, laminin, tenaskinibazal membran altinda toplanmasi
ile olusmaktadir. Artmg hilcre dgi matriks depolanmasi; yapisal ve inflamatuar
hiicreler tarafindan uretilen timaor biyume faktprgrGF{), IL-11 gibi sitokinler
ve buylme faktorlerinin reseptorlerindeki artma wan gelsen fibroblast

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

Miyofibroblastlar, fibroblastlar ve miyositlerin metipik Ozelliklerine sahip
Ozellesmis hucrelerdir ve subepitelyal fibrozisin anahtar kédelerindendir. Bu
hiicreler,a-diz kas aktin ifade etmekte, inflamatuar mediatiyrive doku tamiri ve
yeniden yapilanma icin gerekli olan hiicrgidnatriks proteinlerini Gretmektedirler
(Christie ve Castro 2012).

TGF$, epitel hicreleri, makrofajlar, fibroblastlar, fesitler ve eozinofilleri
iceren bir cok akger hucreleri tarafindan Uretilmekte, farede IL-K®iaifadesini
artirmakta ve fibroblastlan-diz kas aktin ifade etmek icin uyarmaktadir (Batea
ark 2004). Astimli hava yollarinda ve BAL sivisindantrollere gore TGHB-ifadesi

artmaktadir. Buna ek olarak, T@F-dlzeyleri subepitelyal fibrozis, hava yolu
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fibroblast sayilar ve hastgln siddeti ile iligkilidir. Bu nedenle, girnt TGF tretimi
subepitelyal fibrozun galimi icin 6nemli olabilmektedir (Christie ve Cast?2012).

(c) Duz kas kitlesinde arts: Duiz kas kitlesinde agtj astimda hava yolu yeniden
yapilanmasinin en belirgin 6zgjlir. Diz kas proliferasyonu; hipertrofi (hava yolu
diz kas boyutunda ag}) hiperplazi (hava yolu diz kas sayisinda sparire
mezenkimal hucrelerin hava yolu diz kas kimelergigli sonucu meydana

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

Mitojenler, hiicre bolinmesini uyaran ve mitozu Ketyen kimyasal
bilesiklerdir. Bu bilesikler astim hava yollarinda artan hava yolu duz kéke
gelisiminde o6nemli rol oynamaktadir. Mitojenler resepttirozin kinazlara, G
protein-b&ll reseptdrlere ve sitokin reseptorlerineglammaktadir. Bu reseptor
sistemleri, hicre kultir modellerinde hava yolu dies kitlesi artini dretme
yetengine sahiptir (Tagaya ve Tamaoki 2007). Mitojenleristesi oldukca
kapsamlidir ve TGIB; IL-1p, IL-6, tromboksanlar, I6kotrienler, histamin, tag ve
vaskiler endotelyal buyime faktori (VEGF) icermdkte(Hirst ve ark 2004,
Howarth ve ark 2004). Bu mitojenlerin neredeyseaam astimli hastalarin hava
yolu biyopsilerinde ve BAL sivilarinda tespit ediktir veya astimli hava yolu hicre

kaltarlerinde belirlenmitir (Pascual ve Peters 2005).

(d) Hava yolu duvarinda vaskiler deisiklik: Anjiyogenez ve mikrovaskuler
yeniden yapilanma, kronikiddetli astim hava yollarinda gorilebilmektedir. Bu
degisiklikler bircok faktor tarafindan olurulmakta ve artan damarlanma, 6zellikle
VEGF gibi proanjiyojenik molekillerin sayisina goieetiimektedir. VEGF hava
yolu epitel hicrelerine, mononikleer hicrelere velehfositlerine lokalizedir
(Tanaka ve ark 2003). Onceki klinik gahalar, VEGFin hava yolu yeniden
yapilanmasinda mediator olarak ve astimda vaslkj@deirgenlgi artirmada onemli
oldugunu gosterngtir. Daha sonra VEGF, epitel hiicre proliferasyokan damari
olusumu ve endotel hicre @aalimini uyaran c¢ok fonksiyonlu anjiyojenik
dizenleyici olarak dgerlendirilmistir (Clauss 2000). Astimh hastalarda VEGF
duzeyleri balgam ve BAL sivisinda artmaktadir vedfigeyler hastalik aktivitesi ile

dogrudan ilgkilidir. Astimh kisilerden alinan branbiyopsi érneklerinde hava yolu
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vaskulartitesinde, VEGF ve VEGF reseptor ifadeldgimrts gbzlenmgtir (Hoshino,
Nakamura ve Hamid 2001). Astim hayvan modellerinddGF reseptor
bloklayicilarinin hava yolu inflamasyonunu ve hau@du siri duyarliligini inhibe

ettigi gosterilmitir (Lee, Kwak ve Song 2002).

VEGF ayrica Th2 sitokin duzeylerini yukselterekflamasyonda arfa neden
olmaktadir. VEGF 0zellikle IL-13 sitokin dizeyinirtaemakta, tersine IL-13 de
VEGF Uretiminde ar§i salamaktadir. IL-13 @ ifade eden farelerde, allerjen
uyarimindan sonra BAL sivilarinda VEGF duzeylerirbelirgin olarak artgi
gosterilmitir. VEGF reseptor antagonistn vivo olarak kullanildginda, hava yolu
asirt duyarliliginda azalma goézlengyibuna IL-13 ve IL-4 Uretiminde azalmalik
etmistir (Lee ve ark 2004).

4.2.7. Allerjik astim fare modelleri

Hayvan modelleri astim patofizyolojisini aydinlatknge yeni terapotik hedefleri
belirlemek ve dgerlendirmek icin kullaniimaktadir. Allerjen uyarimodelleri,
klinik astimin bircok Ozelfiini gostermekte ve agarmacilar tarafindan yaygin bir
bicimde kullanilmaktadir; ancak go model akut allerjen uyarimslemlerini
icermektedir (Nials ve Uddin 2008).

Inhale allerjenlere kar akut allerjik yanit fare modelleri, astimda imnolojik

ve inflamatuar yanitlarin altinda yatan mekanizmadgdinlatmak icin, ve allerjik
enflamasyonda kontrolu gamak icin yeni hedefleri belirlemede ve incelemede
kullaniimaktadir. Akut fare modelleri; yuksek IgEizeyi, hava yolu inflamasyonu,
goblet hiicre hiperplazisi, epitel hipertrofisi, siii&k uyarana kan AHR, bazi
modellerde allerjen uyarimina erken ve gec¢ faz nko&onstriksiyon yaniti gibi
bircok temel klinik astim 6zeflini gostermektedir. Ancak, bazi 6nemli farkliliklar
da bulunmaktadir. Akut uyarim modellerinde, @eci inflamasyonunursekil ve
dagihmi astimh kgilerde gozlenenden farklidir (Kumar ve Foster 2008Kkut
modellerin kisa donem nitginden dolayi, hava yollarinin kronik inflamasyonibig
kronik astimli hastada ajan birgcok lezyon ve hava yolu yeniden yapilanma

degisiklikleri gozlenmemektedir. Ayrica, temel 6zellikie bircogu kisa dénemlidir

34



ve bazi modellerde hava yolu inflamasyonu ve AHR’son allerjen uyarimdan

sonra birkag hafta icerisinde duzegidyosterilmitir (McMillan ve Lloyd 2004).

Akut uyarim ile olgturulan modeller ile ilgili bazi sorunlari ¢cézmegin, caitli
arggtirma gruplari farelerde kronik allerjen uyarimi et gelstirmektedir. Kronik
astim fare modellerinin temel amaci, klinik astirhava yolu yeniden yapilanmasi
ve kalicl AHR gibi bircok 6zelfiini olusturmak ve yeni tedavilerin terapétik ortamda

degerlendirilmesini sglamaktir (Kumar, Herbert ve Foster 2008).

Farelerde kronik allerjen maruziyeti ile, allerjebaimli hassasiyet, hava yolu
mukozasina eozinofilik akin ile karakterize ThzZimali allerjik inflamasyon ve
AHR gibi insan astimsaretlerinin birggunun olytugu gosterilmgtir. Buna ek
olarak, bazi modellerde, hava yolu yeniden yapisinie goblet hiicre hiperplazisi,
epitel hipertrofisi ve subepitelyal fibroz gelii belirtilmistir. Onemli olarak, kronik
allerjen maruziyeti modellerinde bazi temel 6zédilh son uyarimdan sonra devam
ettigi ve allerjen uyariminin kesilmesinden sonra hawk yeniden yapilanmasinin
bazi modellerde kalici ol@gu go6steriimgti. Bu modellerde, AHR ve akger
inflamasyonunun kalicga uygulanan allerjen maruziyet protokollerineghalarak
degismektedir (Johnson ve ark 2004, McMillan ve Lloyd20Lloyd 2007).

Kronik modelleri ile ilgili sinirlamalar mevcutturBazi durumlarda, astimh
insanlarda gozlenmeyen fareye 0zgu ozellikler tiefirstir. Ornesin, farede
inflamasyon hava yolu gecirgegliile sinirli desildir, fakat insanlarda sinirlidir ve
akciger parankimal ve vaskuiler inflamasyon/yeniden yapria gozlenmektedir.
Ayrica, hava yolunda ya da epitelde mast hicrelagnolmasi ya da olmamasi,
farelerin hava yolunda mast hicrelerin yetergiali gostermektedir (Wenzel ve
Holgate 2006, Kumar ve Foster 2002).
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5. GEREC VE YONTEM

Bu calsma, Marmara Universitesi Deney Hayvanlari Etik Kuiun
24.12.2012 tarih ve 71.2012.mar sayili raporu i@yandi. Uygulama 6ncesinde
kok hucrelerin hazirlanmasi Marmara UniversitesiMBEEAM'da gerceklatirildi,
farelerle yapilanin vivo calsmalar Marmara Universitesi Deney Hayvanlari
Merkezi'nde yapildi, farelerin sakrifikasyonlari ,sasinda numuneler Marmara
Universitesi Cocuk Immunoloji Laboratuvari’na gotirilerek gahanin dger

asamalari burada gercekteildi.
5.1. Kullanilan Hicre Hatlari

Arastirmada kullanilan fare EKH ve uPKH'leri, Ko¢ Unigitesi @retim (yesi
Doc. Dr. Tamer Onder tarafindangkndi. Fare EKH'leri; 129 suindan elde
edilmis, YFP karetli, Oct4, SSEA-1 ve Nanog belirteclerinin ifadee U¢ germ
tabakasina farklikana ile karakterize edilrgihticrelerdir (Gibco, Invitrogen, Paisley,
UK, kat no0:S1514-100). uPKH’ler ise Oct4-YFP tramsig farelerin embriyonik
fibroblastlarindan (FEF), miRNA bazli yeniden pragpama lentiviris vektori
(PLOVE-mMiR302/367) kullanilarak tretilmhtcrelerdir.

5.2. Deney Hayvanlarinin Temini ve Ygam Kosullari

Deneylerde kullanilan 6-7 haftalik BALB/c fareler=4) Marmara Universitesi
Deney Hayvanlari Merkezi'nden temin edildi. Galada kullanilan tim fareler,
23°C kontrollii sicaklikta ve 12 saat aydinlik 12ats&aranlik gik siklusunda
barindirldi ve standart pelet fare yemisetir sebeke suyu ile beslendi.

5.3. Calsma Gruplari
Calismaya dahil edilen 24 fare her grupta 4 fare olgedidde 6 gruba ayrildi.

Grup 1 (OVA grubu, n=4): OVA uygulanan akut astiradali olusturulan grup
Grup 2 (OVA+EKH grubu, n=4): Akut astim modeli tine EKH (5x18 hiicre)

uygulanan grup
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Grup 3 (OVA+uPKH grubu, n=4): Akut astim modelieine uPKH (5x1®hiicre)
uygulanan grup

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

Grup 5 (PBS+EKH grubu, n=4): Kontrol grubu uzerid&KH (5x1F hiicre)
uygulanan grup

Grup 6 (PBS+uPKH grubu, n=4): Kontrol grubu tizerinBKH (5x16 hiicre)

uygulanan grup
5.4. Calsmanin Ana Basamaklari

5.4.1. EKH ve uPKH kulttrl ve karakterizasyonu

5.4.1.1. Besleyici hiicre tabakalarinin hazirlanmasi

5.4.1.2. Besleyici tabakalar Gzerinde EKH ve uPKltik(

5.4.1.3. Alkalen fosfataz boyamasi

5.4.1.4. Akim sitometri analizi

5.4.2. Akut astim fare modeli ggirilmesi

5.4.3. Pluripotent kok hicrelerin intranazal uyguiteasi

5.4.4. Farelerin sakrifikasyonu ve kan, geriorneklerinin toplanmasi
5.4.5. Akcger hiicre siispansiyonlarindan YFRiicre tayini

5.4.6. Akcger hava yollarinin histopatolojik olarak incelenmes
5.4.7. BAL sivisinin toplanmasi ve hiicre sayilarimelirlenmesi
5.4.8. Kan serumundan spesifik IgE tayini

5.4.9. Akcger hucre suspansiyon supernatanlarinda sitokinitayi
5.4.10. Akcger lenfosit hiicrelerinden Treg hiicre analizi

5.4.11. Akcger lenfosit izolasyonu

5.4.12. Akcger lenfositlerinin proliferasyon analizi

5.4.12.1. Akacger lenfositlerinin CFSE ilesaretlenmesi

5.4.12.2. Proliferasyon analizlerinde yapilan hikiiglir ve CFSE tayini
5.4.13. Akcger lenfositlerinin apoptoz analizi

5.4.14 istatistiksel analiz

37



Besleyici
tabakalar
tizerinde EKH

r ve uPKH
killtiiri

EKH ve uPKH EKH ve uPKH Pluripotent kék hiicrelerin Akut astim fare
karakterizasyonu kiiltiirii ve intranazal uygulanmasi modeli gelistirilmesi

karakterizasyonu

Akan
hiicre dlger
analizi

Alkalen
fosfataz
boyamast

Farelerin sakrifikasyonu ve kan, akciger
dmeklerinin toplanmasi

! ! |

BAL sivisinin Kan serumundan

toplanmasi ve hiicre OVA spesifik

sayilarinin IgE tayini
belirlenmesi

Akciger hiicre
> siispansiyonlarindan
YFP hiicre tayini

Akciger hiicre

S siispansiyon

siipernatanlarinda
sitokin tayini

Akciger hava

N yollarinin

histopatolojik olarak
incelenmesi

Akciger lenfosit
hiicrelerinden

> Treg hiicre

analizi >

Akciger lenfositlerinin proliferasyon analizi |

I I

Akciger Akciger Proliferasyon
LS lenfosit — lenfositlerinin analizlerinde
izolasyonu CFSE ile yapilan hiicre
isaretlenmesi kiiltiiriive CFSE
tayini

> I Akciger lenfositlerinin apoptoz analizi I

%

| [statistiksel analiz I

Sekil 5.1. Calisimanin ana basamaklarirgematik gosterimi.
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5.4.1. EKH ve uPKH kultlri ve karakterizasyonu
5.4.1.1. Besleyici hiicre tabakalarinin hazirlanmasi

Dondurulmy olan ve 5. pasajda bulunan fare embriyonik fibasbl(FEF)
hiicreleri 37°C su banyosunda ¢6zuldi ve 2 mM Laghih, 1 mM non essansiyel
amino asit, 100 U/ml penisilin-streptomisin ve %ABS iceren 10 ml DMEM FEF
hiicre kultirti besiyeri icerisinde T-75'lik kultiiaglarina 5x1®hiicre olacalekilde
ekildi ve 37C’de inktube edildi. Fibroblastlarin kdltir kabini9% kaplamasinin
ardindan hacrelerin mitotik aktivitelerinin durdimasi icin besiyeri uzaksarilip
10 pg/ml mitomisin-c (ATCC SCRR-3020, VA, USA) icere® Inl DMEM FEF
hicre kalttrt besiyeri ile 2 saat 45 dak inkiibddedHucrelerin mitotik aktiviteleri
durdurulduktan sonra, kiltiir kaplari 2 kez?Gllg** icermeyen PBS icerisinde
yikandi ve 3 ml %0.25 Tripsin/EDTA (Invitrogen, Blay, UK, kat no:25200)
eklenerek 4 dak 37°C, %5 GQceren ortamda beklemeye birakildi. Hucrelerin
tzerine 5 ml DMEM FEF htcre kilttrt besiyeri eklend tek hiicre siispansiyonu
elde edildi. Tek hiicre stspansiyonu 15 ml'lik fatktaiplere alindi. 1200 rpm’de 5
dak santriftj edildi. Elde edilen hiicre peleti 1 BMEM FEF hiicre kultirt besiyeri
icerisinde sulandirildi ve hticrelerin cargilbelirlendi. Bu glemden sonra hiicreler
%0,1 jelatinle kaplanmai6 kuyulu kiiltir kaplarina 5x£thiicre/3 ml olacakekilde
ekilerek 37°C, %5 C@iceren ortamda inkiibasyona birakildi. Hazirlanasldyici
tabaka hcreleri bir hafta icerisinde kullanildir Baftadan sonra yeni besleyici

tabakalar olgturuldu.
5.4.1.2. Besleyici tabakalar tizerinde EKH ve uPKH #lturi

Altl kuyucuklu kultir kabinda hazirlangiolan besleyici tabakalar tzerine,
%0,05 Tripsin/EDTA ile kaldirlny ve 2 mM L-glutamin, 1 mM non essansiyel
amino-asit, 0,1 mM 2-merkaptoetanol, 100 U/ml p#éinistreptomisin, 1000 U/ml
l6semi inhibe edici faktér (LIF, T0U) (ESGRO, Merck Millipore, Darmstadt,
Almanya, kat no: ESG1107) ve embriyonik kok hiceditk fotal sgir serumu
(Hyclone, Thermo Scientific, Surrey, UK, kat no: 8M70.03E) iceren knock out
DMEM (Gibco, Invitrogen, Paisley, UK, kat no:108R28) besiyeri icerisinde 5x10
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hiicre/2 ml olacakekilde EKH ve uPKH ekildi. EKH ve uPKH’ler 5 giin yaanca
37°C, %5 CQiceren inklibatorde inkiibe edildi ve besiyerleri én deistirildi.

5.4.1.3. Alkalen fosfataz boyamasi

Fare EKH ve uPKH’lerde alkalen fosfataz aktivitesibelirlenmesi icin Alkalin
Fosfataz deteksiyon kiti (Merck Millipore, Darmstadlmanya, kat no: SCR004)
kullanildi. 5 gunlik EKH ve uPKH’lerden besiyerledlinarak, hicreler %4
paraformaldehid iceren fiksasyon sollsyonu icetigii-2 dak fikse edildi. Daha
sonra solusyon hicrelerden uzakialdi ve 1X durulama tamponu ile yikandi.
Hucreler Gizerine yeteri kadar, 2:1:1 oraninda ffegtviolet, naphthol ve distile su ile
hazirlanmg boya solisyonu eklendi ve karanlikta oda isisihBadakika inkibe
edildi. Boya sollisyonu alinarak, hiicreler 1X dumgatamponu ile yikandi. Daha
sonra hicreler Hematoksilen ve Eosin (H&E) ile begyrak mikroskop goruntileri
alindi.

5.4.1.4. Akan hiicre 6lcer analizi

Pluripotent kok hucrelerine spesifik hiucre yluzewlitecleri ve hicre ici
transkripsiyon faktdrlerini karakterize etmek anyéeiBD Stemflow insan ve fare
pluripotent kék hticre analiz kiti (BD Bioscienc&an Diego, CA, USA, katalog no:
560477) kullanildi. Knock out-DMEM kiltir besiyericerisinde tek hicre
suspansiyonu haline getirilen EKH ve uPKH’ler, 30§'de 5 dak santriflij edildi ve
supernatan dokuldd. Hucreler uzerine %4 paraforemaidiceren BD sitofiks
fiksasyon tamponu eklendi (1x1®iicre icin 1 ml olacakekilde) ve 20 dak oda
Isisinda inkuibe edildi. Daha sonra hicreler +4°Qdesaat saklandi. Bir giin sonra,
hiicreler 2 kez 1 ml 1X BD perm/yikama tamponu glade yikandi ve 500 x g'de 5
dakika santriftj edildi. Hucreler, tGzerlerine 1X Bigrm/yikama tamponu eklenerek
10 dakika oda isisinda bekletildi. Daha sonra éree 50ser ul Oct3/4-PerCP,
SSEA-1-PE, SSEA-4-APC antikorlari eklenen hicredér dakika oda isisinda
inkiibe edildi.iki kez 1X BD perm/yikama tamponu ile yikanan hieret00 pl
hicre yikama solisyonu (BD Biosciences, San Di€jy, USA, kat no: 349524)

icerisinde ¢6zuldu ve akan hicre dlger cihazinda FB\CS Canto) analiz yapildi.
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5.4.2. Akut astim fare modeli geftirilmesi

Akut astim fare modeli galirmek icin gruba 6-7 haftalik 12 adet BALB/c fare
alindi. BALB/c farelerde akut astim modeli duyairma ve allerjen provokasyonu

olmak Uzere iki gamada olgturuldu Sekil 5.2):

Duvarhlastirma: OVA/Alum i.p. Provokasvon: 1 %OVA nebulizasyon
v v VY VYV VY
giin . , . "

Sekil 5.2. BALB/c farelerde akut astim modeli ggirilmesi

1. Duyarlilastirma (Sensitizasyon)intraperitoneal yolla 10ug ovalbumin
(OVA) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA, kat no:5803) + 1,5 g alum
(Thermo Scientific, Surrey, UK, kat no: 77161) /010 serum fizyolojik
(SF, %0,9 luk NaCl) icerisinde 0. ve 7. gunlerggulandi (Resim 5.1).

2. Allerjen Provokasyonu: 21-28. gunlerde BALB/c farel ultrasonik
nebdlizator ile PBS solusyonu igerisinde %1 OVAUN girka arkaya 2er
dakika verildi (Resim 5.2).
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Resim 5.1.BALB/c farelere intraperitoneal yolla OVA uygulama

Resim 5.2.BALB/c farelere ultrasonik nebulizator ile OVA makasyonu
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5.4.3. Pluripotent kok htcrelerin intranazal uygulanmasi

Akut astim modeli olgturma protokolind takiben, 28. ginde astim ve kibntr
grubu farelere YFPEKH ve uPKH uygulamasi yapildi. Hiicreler 1QDbesiyeri
icerisinde 5x18 hiicre olacaksekilde, intranasal yolla farelere uygulandi. Bu
uygulamada, pipet yardimiyla farenin burnuna EKHUWRKH solisyonlari kugik
damlalar halinde birakildi ve farenin nefes aligirken bu damlalari burnuna

cekmesi beklendi. Uygulamadan 24 saat sonra fasealeifiye edildi.
5.4.4. Farelerin sakrifikasyonu ve kan, akgjer drneklerinin toplanmasi

Deney grubu fareler Rompun/ketalar anestezik madadéh (1:9) oraninda
karisimiyla intraperitoneal yolla, her fare icin oran:9® mg/kg olacaksekilde
uygulandi. Fareler anestezi altinda kalplerindesiilin siringasi yardimiyla kan
alinarak ¢lduruldd. Toplanan kan érnekleri odamsia 4000 rpm’de 10 dak santrif(j

edildi ve kan serumlari alinarak spesifik IgE aridlin -20°C’de saklandi.

Fareler sakrifiye edildikten sonragsakciger alt loblari patoloji cagmalari icin
%10’luk formaldehit igerisine alindi. Kalan ajer 6rnekleri %1 antibiyotik iceren
besiyeri icerisine alindi ve hicre kultlrt labovauna transferi gercelgerildi.

5.4.5. Akcier hiicre siispansiyonlarindan YFP hiicre tayini

Laboratuvara getirilen akgerler steril PBS igerisinde yikanarak, 100U/ml
penisilin-streptomisin ve 0.005 g kollajenaz tip ipéren DMEM besiyeri igerisinde
AutoMACS C tip icerisine konuldu vé-lung-01 programi ile ilk homojenizasyon
yapildi. C tlip 45 dakika rotator yardimiyla 37°®tibator icerisinde inktibe edildi.
Tup icerisindeki ak@er, M-lung-02 programi ile ikinci kez homojenize edildi ve 40
mikronluk filtreden gegirildi. Elde edilen hicresgansiyonu igerisinden 1Q0'lik
ornekler toplanarak, 2 ml hicre yikama solisyoru 2l kez 1300 rpm’de 5 dk
santrifilj edildi ve hicreler 500l hiicre yikama sollisyonu icerisinde ¢c6zuldi. Bu
islem sonunda hiicreler, YFRicre tayini icin akan hiicre 6lger cihazinin (BRGS
Calibur) FL1 panelinde okutuldu. Ayrica, homojersigan sonrasi hucreler 1200
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rom'de 5 dak santriftj edildi ve 200'exl sipernatan Ornekleri sitokin analizi
yapilmak icin -20°C’de saklandi.

5.4.6. Akceer hava yollarinin histopatolojik olarak incelenmes

Sakrifikasyon sonrasi tum farelerin gsakcigser alt lobu o6rnekleri, tedavi
gruplarini bilmeyen iki histolog tarafindan yapidatisiklikler agisindan incelendi.

Istk mikroskobu ile dgerlendirme icin drnekler %10’luk formalinde fiksdilgli.
Fiksasyon sonrasi doku ornekleri rutin histolojgteimler ile alinarak parafine
gomuldu. Parafine gomulu olan ager dokularindan um kesitler alinarak boyama

islemi gerceklstirildi.

Istk mikroskobu ile dgerlendirme icin tim orneklere 2 farkli boyamgemi
uygulandi. H&E ile boyanan kesitler, ager epitel ve diz kas hicre kalinliklarinin
belirlenmesi; Periyodik Asit-Schiff (PAS) ile boyam kesitler ise bazal membran
kalinliklarinin ve 500 hicre icerisinde hiperplagiéblet hiicre sayisinin belirlenmesi
icin kullanildi. Hava yollari ¢evrelerine goére distkicik) (<500um) ve proksimal
(bilyuk) (>1000um) hava yollari olmak lzere sindlandi. Olgiimler her iki hava
yolunda epitel, subepitelyal diz kas ve bazal mambkalinlgi 2-3 farkli
havayolunun 7 farkli noktasindan kalibre edgnmikrometrik 6lcim cihazi ile

Olculdu (Olympus BX53, Japonya) ve mikroskop goileri alindi.
5.4.7. BAL sivisinin toplanmasi ve hticre sayilarinibelirlenmesi

Sakrifikasyon sonrasinda trakeadan intraket yagdanil ml C&*Mg*
icermeyen PBS ile BAL yapildi. Toplam 1 ml PBS i&fa] her seferinde 300-3p0
verilip derhal aspire edilmeseklinde uygulandi. BAL sivilari 1500 rpm’de 3 dakik
sitosantrifilj edildi ve lam Uzerinde 6rnekler htandi. Havada kurutularak tesbit
edilen 6rnekler Giemsa boyasi (Merck, Darmstadtpaiya, kat no: HX249389) ile
boyandi. $ik mikroskobunda 100X buyldtme ile 100 hiicre saynNeél notrofil,
eozinofil, lenfosit ve monosit hiicrelerinin yizdawlari hesaplandi.
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5.4.8. Kan serumundan spesifik IgE tayini

Kan serumlari -20 °C’'den alinarak 1:10 oranindaedigdildi ve spesifik IgE
tayini icin Fare anti-OVA-IgE Eliza kiti (Shibaya@io., Ltd., Ishihara, Japonya, kat
no:AKRIE-030) kullanildi. Kit protokoliine uygun okk Oncelikle standartlar
hazirlandi. OVA-yukll plak 3 kez yikama soliisyoteuyitkandi. Vakum pompasi ile
kurutulan plak kuyularina 5@l biotin-bagli anti-fare IgE antikoru eklendi. 600
rom’de 3 kez 10 sn olacajekilde calkalama sonrasi, kuyular tzerine diliideadi
ornekler ve standartlardan 10’ak eklenerek, plain Gzeri parafiim ile kaplandi ve
oda Isisinda 1 saat inkibe edildi. Reaksiyonsikari dokulerek, 3 kez yikama
soltisyonu ile yikama yapildi ve plak vakum pompleskurutuldu. Tum kuyulara
100 ul HRP-b&h avidin soltiisyonu eklendi. 600 rpm’de 3 kez 10otamcaksekilde
calkalama sonrasi, @m Uzeri parafilm ile kaplandi ve oda I1sisinda 38 thkibe
edildi. Tekrar reaksiyon karmi dokuldu, 3 kez yikama yapildi ve vakum pompasi
ile plak kurutuldu. Kuyulara 100l TMB eklenerek, parafilme saril olarak 20 dakika
oda 1sisinda bekletildinkiibasyon sonrasi, tim kuyulara 100eaksiyon durdurucu
eklendi ve 30 dak icerisinde Eliza okuyucu yardimi¢$50 nm ve 620 nm’de
ornekler okutuldu. Standart Orneklerine gore gradgkisi olusturuldu ve her bir
ornekteki spesifik IgE miktari elde edilen denklegtge belirlendi.

5.4.9. Akcger hicre siispansiyonu supernatanlarinda sitokin tapi

Akciger hiicre slspansiyonu sipernatantlari°Q@en alindi ve sitokin analizi
BD Cytometric Bead Array (CBA) fare Th1/Th2/Th1l7ain kiti (BD Biosciences,
San Diego, CA, USA, kat no: 560485) kullanilarakamkhiicre olger cihazinda
yapildi. Kit protokoliine gore dncelikle standatiidyonlar hazirlandi. Bulem icin
standartlar 15 ml’lik falkon tipine kaltilarak, 2 ml seyreltici solisyon icerisinde
¢ozlldu. 15 dak oda sicakinda inktibe edilen standart opn@ipetleme ile yavgca
karstirildi ve belirli oranlarda dilisyonlari yapildnégatif kontrol, 1:2, 1:4, 1:8,
1:16, 1:32, 1:64, 1:128, 1:256, 1:512 ve 1:1024ph® sonra boncuklarin
hazirlanmasisiemine gecildi. Kit icergindeki boncuklar pipetlemegleminden énce
kisaca vorteks ile kagtirildi. Tlp sayisi belirlendikten sonra her bimbaktan her
bir tipe 5ul eklenecekekilde kargim hazirlandi.
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Hazirlanan standart tuplerine 26 standartlardan, 6rnek tuplerine ise @b
drneklerden konuldu. Boncuk kgimi 5 sn vortekslendi ve her bir tipe @3oncuk
karisimindan eklendi. Tupler iyice katwrildiktan sonra tuplere 2nl deteksiyon
reaktifinden konuldu. Tipler iyice katrilip 2 saat inkilbasyona alindki saatin
bitiminde 1 ml yikama soliisyonu eklenerek tiple® 20g'de 5 dak santriftij edildi.
Yikama sonrasi hicrelere 3(Dyikama soltuisyonu eklenip tekrar sispansiyon kalin
getirildi. Ornekler sirasiyla akan hiicre olcer cilmala okutulduAnalizler sirasinda,
sitokinlere uygun hazirlanan standartlar cercewksirafik grisi olusturuldu ve her

bir drnekteki sitokin miktarlari elde edilen denkie gore belirlendi.
5.4.10. Akcger lenfosit hiicrelerinden Treg hiicre analizi

Tum gruplarda elde edilen aker hiicre stispansiyonlari 40 mikronluk hicre
suzgecinden gegcirildi ve igerisinden 2Q0 6rnek toplandi. Santrifiijsieminden
sonra hicreler Fare Regulatér T Hicre boyama éBidcience, CA, USA, kat no:
88-8111) protokoliine uygusekilde hazirlandi. Santriftij sonrasi hlcreler Uzeri
100l Ca™Mg*? icermeyen PBS soliisyonu eklendi. Tuiplere 0.5l @nti-CD25 ve
anti-CD4 antikorlari eklenerek 30 dakika karanlttammda oda isisinda bekletildi.
Inkiibasyon sonrasinda, tipler tizerine 2 islkaakan hiicre élger boyama tamponu
eklenerek 1500 rpm’de 10 dak santrifij edildi. Stpéan dokilerek, hicreler
Uzerine 1 ml fiksasyon/permeabilizasyon tamponrekek, vorteks yardimiyla iyice
karistirildi. 45 dak karanlk ortamda +4 C°'de inkUbasgdirakildi. Tupler Gzerine
2 ml permeabilizasyon tamponu eklenerek 1500 rpnif@edak santrifiij edildi.
Hucreler 100ul permeabilizasyon tamponu icerisinde ¢ozuldu epd.anti-Foxp3
eklendi. +4 C>de 30 dak inkiibasyon sonrasi, ti@lér ml permeabilizasyon
tamponu eklenerek 1500 rpm’de 10 dak santrifujdedbtpernatanlar dokulerek,
hiicreler Gizerine 200l akan hiicre Olgcer boyama tamponu eklendi ve tupleazda

okutuldu.
5.4.11. Akcger lenfosit izolasyonu

Akciger hucreleri 40 mikronluk hiicre stizgecinden gediine 10 dakika 200 x
g de santrifij edildi. Sipernatan dékuldi ve ortamdritrositleri uzakkdirmak icin

1 It distile su icerisinde 8,29 g N8I (Riedel-de Haen, Darmstadt, Almanya, kat no:
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11209), 1 g KHC®@(Merck, Darmstadt, Almanya, kat no: A708154), 37 BIgTA
(AppliChem, Darmstadt, Almanya, kat no: A1103) aretizat solisyonu kullanildi.
Eritrosit lizati, 0.22um’lik mikrobiyolojik filtre ile sterile edildi ve 15 ml'lik steril
falkon tupa icerisinde suispanse edirtenfositler Gzerine 6-7 ml'ye kadar eritrosit
lizati eklendi. 5 dakika oda isisinda bekletildiktgonra 800 x g'de falkon tupleri
santrifij edildi. Santrifiij sonrasi stipernatanl@kiderek dipte kalan lenfositler 3
kere PBS solusyonu ile 1200 rpm’de 5 dak yikandn $gkamadan sonra, hicreler
% 10 FBS, 100 U/ml penisilin-streptomisin iceren EM hucre kultirt besiyeri ile
1 mlye tamamlandi. 1 ml'deki canh lenfosit sayigayini igin lenfosit
suspansiyonunundan 10 alinarak 10ul Tripan mavisi ile (1:1 oraninda) katrildi
ve kargim 4-5 dakika bekletildikten sonra boyay! icine aims ve sismemg
lenfositler canli olarak nitelendirilerek, Thomamada 16 buyuk kare 20 x’lik
buyiitme altinda sayildi. Cikan say1 2 X' 1@ carpilarak 1 ml'deki lenfosit sayisi

belirlendi.
5.4.12. Akcger lenfositlerinin proliferasyon analizi

Karboksifloresan siuksinimidil ester (CFSE) hiucreirmdan gecebilen floresan
boyadir. Sitoplazmaya girince esteraz aktivites floresan grubun asetatlari
kesilerek, floresansima acga cikarve hiicre zarindan gecme Ogaili yitirir. Bu
sekilde hucrelerin sitoplazmasinin boyanmagilasar. Hucreler ikiye bolundukge,
floresan ygunlugu hicreler arasinda paylar. Bu sekilde hicre proliferasyonu

akan htcre o6lcer cihazi ile gerlendirilir.
5.4.12.1. Akcger lenfositlerinin CFSE ile isaretlenmesi

Akciger dokularindan izole edilen lenfositler, prolifeyan takibi icin CFSE
(Invitrogen, Paisley, UK, kat no: C1157) ilgaretlendi. Buglem icin, 1-20 milyon
lenfosit 1 ml DMEM hiicre kulttirt besiyerinde ¢o6ziilchiicrelere 1ul CFSE (5
umol/l) eklendi ve pipetleme ile iyice kanrildi. Hicreler 12 dak +4°C’ de inkibe
edildi. Inkiibasyon sonrasi tiiplere 2 kez 12 mi“@4g*?icermeyen PBS eklendi ve
1200 rpm’de 5 dk santriftj edildiSupernatant dokildi ve hicreler 1 ml DMEM

a7



kaltar besiyeri icerisinde ¢6zuldi. 1 ml'deki canlenfosit sayisi, lenfosit
suspansiyonu 1:1 oraninda Tripan mavisi ilegariarak belirlendi.

5.4.12.2. Proliferasyon analizlerinde yapilan hicr&ultirt ve CFSE tayini

CFSE ile saretlenen lenfosit hicreleri %10 FBS, 100 U/ml p#gin-
streptomisin iceren DMEM hiicre killtiirii besiyeririsme 5x16 hiicre/ml olacak
sekilde alindi. 72 saat (dg/ml) anti CD3-anti CD28 ile 37°C, %5 G@nkibatoriine
konuldu. Negatif kontrol olarak hiicrelere anti CB®i CD28 eklenmeden kultlr
yapildi. Kudltur sonrasi hicreler 2 kez 2 ml yikas@ltisyonu ile yikandi. Bu
islemden sonra 500l yikama solisyonunda ¢ozulerek, akan hiicre Olgeazenda

proliferasyon FL1 filtresi kullanilarak belirlendi.
5.4.13. Akcger lenfositlerinin apoptoz analizi

Apoptoz, embriyonik gedim ve doku homeostazinin devamininda satu
normal bir fizyolojik slemdir. Apoptotik program bircok morfolojik desme ile
karakterize edilir. Plazma membranin bozulmasi ekere 6zellgidir. Apoptotik
hiicrelerde, ggdikli hicrelerde plazma membranin sitozolik kisnan@ulunan
fosfatidilserin, hiicre dina ¢ikar ve bu durum florasagaretli Annexin-V ile tayin
edilir. Annexin-V, C&2 bazimli fosfolipid-baslayan proteindir ve yiiksek afinite ile
fosfatidilserine bglanir. Apoptoz ya da nekroza giden hicre oliminiet g
asamasinda ise membran butggiikaybr meydana gelir. Bu nedenle, Annexin V
propidium iyodid (P1) gibi canlilik boyasi ile kalhilir. P1, nukleik asitlere Igganan
bir ajan ve florasan molekuldir. Pl genellikle cahnlicreleri boyamaz ve yaygin
olarak 6lu hucrelerin belirlenmesinde kullaniliu Bayede akan hicre oOlcer analizi
ile; canh hucreleri Annexin V ve Pl negatif hi@eh ylzdesi, erken apoptotik
hicreleri Annexin V pozitif -PI negatif hiicrelenrizdesi, ge¢ ge¢ apoptotik ve 6lu

hiicreleri ise Annexin V ve Pl pozitif hiicrelerinadesi vermektedir.

Akciger dokularindan izole edilen lenfositlerin apoptomlizi icin Annexin V:
FITC Apoptosis Detection Kit Il (BD Biosciences,rSBiego, CA, USA, katalog no:
556547) kullanildi. Lenfosit hicreleri %10 FBS, 100ml penisilin-streptomisin

iceren DMEM hiicre kiilttrii besiyeri icerisine 1%1icre/ml olacakekilde alindi.
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72 saat (lug/ml) anti CD3 (eBioscience Inc., San Diego, CA, ka: E06295)-anti
CD28 (eBioscience Inc., San Diego, CA, kat no: EZ3ile 37°C, %5 CQ
inkiibatoriine konuldu. Negatif kontrol olarak hierel anti CD3-anti CD28

eklenmeden kaltar yapildi.

Kulttr sonrasi 6rneklerin stipernatanlar toplanasiékin tayini icin -20°C’de
saklandi ve hicreler kit protokoliine uygiekilde hazirlandi. Hucreler 2 kez 100
Ca>Mg*™ icermeyen PBS ile yikandi ve bglemden sonra 10Q baglanma
tamponu igerisinde ¢ozuldi. Uzerlerine filAnnexin V ve 1,5 ul Pl eklendi. Tupler
karanlikta 15 dak oda isisinda inkibe edildi. Her tipe 400’er pul bglanma
tamponu ilave edildi ve akan hicre Olger cihaziAdeexin-V icin FL1 ve PI
icin FL2 filtreleri kullanilarak okuma gercekfigrildi. Negatif kontrol hicreleri,

akan hicre 6lcer analizinde hiicre kapilarinin limesinde kullanildi.
5.4.14 Istatistiksel analiz

Gruplar arasindaki farkhlik GraphPad Prism 5 paogr (GraphPad Software,
Inc., CA, USA) kullanilarak analiz edildi. Verilener grupta ortalama (Ort) *
standart deviasyon (SD) (minimu-maksimumyeiteri olarak verildi.ikiden fazla
grup verilerinin bir arada keatastirilmasi ANOVA testi (tek yonli varyans analizi)
ile yapildi.iki grup arasindaki karastirma icin unpaired Studenttesti kullanildi.
P-degeri 0.05’den kicuk dgerler anlamli olarak kabul edildi.

5.5. Kullanilan Cihazlar

Cihaz Marka Model

CO, inkiibatort Thermo Series || Water Jacket
CO, Tupu Habg --

Invert Mikroskop EVOS AMG

Binokdiler Argtirma Mikroskobu  Olympus BH2-RFCA

Steril Kabin Biosafety Cabinet  Class Il Tip
Buzdolabi (+4 °C) Gur USS1000

Derin Dondurucu (-20 °C) Regal LF 2102 A+
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Santrif

Mikrosantrifij

Hassas Terazi

Mikropipet Seti

Vorteks

Isitmali Manyetik Kagtirici

Homojenizator

Rotator

Su Banyosu
Akan Hicre Olger
Akan Huicre Olger
Istk Mikroskobu

Beckman Coulter
Spectrafuge
Chyo
Thermo
Yellow line
Janke&Kunkelika
MACS
Miltenyi Biotec
MACS
Miltenyi Biotec
Techne
BD
BD
Olympus

Allegra X-22
16M
JL-200

TTS 2
IKAMAG RH

Gentle MACS Dissociator

MACSmMmix

TE-10A DIKLM
FACS Calibur
Canto
BX53
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6. BULGULAR

6.1. Farelerde Akut Astim Modeli Gelstirilmesi

Calisma suresince herhangi bir nedenlespaa dsinda birakilan veya 6len fare
olmadi. Cama her grupta 4’er fare olacadkilde tamamlandi.

PBS (kontrol grubu) ve OVA (astim grubu) gruplaangroksimal ve distal
hava yollarinin epitel kalirgi, diz kas kalinfii, bazal membran kalign ve 500
hiicre icerisindeki goblet hicre sayisi belirlendiablo 6.1’'de PBS ve OVA
gruplarinin histolojik verileri ve istatistik sonlag gosterildi. Her iki grubun akger
Istk mikroskop gorunttler$ekil 6.1’de verildi. Bu sonuclar akut astim modedinyi

bir sekilde olgtugunu gostermekte idi.

Tablo 6.1. PBS ve OVA gruplarinda proksimal (A) ve distal (Bava yollarinin
histolojik verileri ve istatistik sonuclari

A
Proksimal hava yolu PBS OVA P
Epitel kalinli g 7,1+0,24 14,9+2,2 0.0035**
(pm)
Duz kas kalinlg 1,4+0,1 5,2+0,7 0.0006***
(pm)
Bazal membran 1,07+0,1 1,6+0,02 0.0019**
kalinli g1 (um)
500 hiicredeki Goblet 0 40£10,5 <0.001***
hicre sayisi (n/500)

** P <0.01, *** P < 0.001 istatistiksel olarak anlamli
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Distal hava yolu PBS OVA P
Epitel kalinli g 6,05+0,5 10,67+0,9 0.0019**
(nm)

Duz kas kalinlg 1,46+0,1 3,38+0,5 0.003**
(nm)

Bazal membran 0,97+0,07 1,39+0,01 0.0009***
kalinh g (um)

500 hucredeki Goblet 0 14+2 <0.001***
hiicre sayisi (n/500)

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

PAS

OVA

PBS

Sekil 6.1. OVA ve PBS gruplarininsik mikroskop goruntileri. Ozgiin biyutmeler:
10X. (=) Perivaskiiler infiltrasyors=¢ ) REDMSIal infiltrasyon
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6.2. Fare EKH ve uPKH’lerin Karakterizasyonu ve Akut Astim Modeli

Gelistirilmi s Farelere Uygulanmasi

Fare EKH ve uPKH’lerine besleme ve destek amadildaniimak tzere, 5.
pasajda bulunan FEF hicrelerinin mitotik aktiviteturduruldu ve bu hicreler EKH
ve uPKH'lerin eldesinden bir giin énce 6 kuyulu kiilkabina 5x19 hiicre/kuyu
olacaksekilde ekildi §ekil 6.2).

Sekil 6.2. 1. giin besleyici hiicre tabakalarinin invert mikayslgoruntiisiu. Ozgin
bldyutme: 10X

Calismamizda, Kog¢ Universitesigéetim tiyesi Dog. Dr. Tamer Onder tarafindan
sglanan YFP garetli fare EKH ve uPKH’ler kullanildi. Besleyicalbaka olmayan
kultir kogullarinda inktibe edilen ve T-25'lik kaltir kabindeulunan EKH §ekil
6.3) ve uPKH’lerin §ekil 6.4) mikroskop goéruntileri alindi. Elde edilédcreler,
tripsinizasyon glemi ile tek hiicre siispansiyonu haline getirildisiespansiyonlarda
bulunan hicre sayilari belirlenerek, karakterizasigemlerinde kullanildi. Ayrica,
stispanse hiicreler OVA grubu ve kontrol grubundan #reye 5x10hiicre olacak
sekilde intranazal (i.n.) yolla uygulandi.
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Sekil 6.3. Besleyici tabaka olmayan kltlr «dlarinda inktibe edilen fare EKH’lerin
faz-kontrast ve florasan mikroskobundaki gortinimi@zgin blayttmeler: (A) 4X,
(B) ve (C) 10X

Sekil 6.4. Besleyici tabaka olmayan kultir dlarinda inkube edilen fare
uPKH’lerin faz-kontrast ve florasan mikroskobundakjorinimleri. Ozgln
blayutmeler: (A) 4X, (B) ve (C) 10X
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6.2.1. Alkalen fosfataz aktivitesi

Alkalen fosfataz pluripotent kok hicrelerin tim I&p icin evrensel bir
belirtectir, fakat pluripotansa 6zgul glielir. Bu nedenle, alkalen fosfataz boyamasi
pluripotent durum icin destekleyici bir kanit oler&ullaniimaktadir (Hackett ve
Fortier 2011). Alkalen fosfataz aktivitelerinin b&nmesi amaciyla, 5xf0hiicre
olacaksekilde bir guin 6dnce hazirlanan besleyici tabakadigan tzerine elde edilen
tek hicre suspansiyonlari ekildi ve 5 gun inkibdded5 gin sonunda yapilan
alkalen fosfataz boyamasi sonucu, kiltire edilerHEXe uPKH kolonilerinin

tamaminin alkalen fosfataz aktivitesi gostgrdiozlendi Sekil 6.5 ve 6.6).

Sekil 6.5. Besleyici tabaka Uzerindeki fare EKH kolonilerinalkalen fosfataz
aktivitesi (A). Kolonilerin boyanmadan oOnceki mikiop goruntisu (B). Ozgun
bayatmeler: (A) 10X, (B) 10X

Sekil 6.6. Besleyici tabaka uzerindeki fare uPKH kolonileninalkalen fosfataz
aktivitesi (A). Kolonilerin boyanmadan oOnceki mikt®p goruntisu (B). Ozgun
bayatmeler: (A) 10X, (B) 10X
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6.2.2. Akan hicre o6lcer analizi

Insan ve fare pluripotent kok hiicreler icirgeli bir karakterizasyon yontemi,
Ozgul hucre yuzey belirteclerinin ve hicre ic¢i sknpsiyon faktorlerinin ifade
analizidir (Ginis ve ark 2004, Xu 2006). Oct3/4ns&ripsiyon faktérudir ve hem
insan hem de fare pluripotent kok hicrelerinde afadilir (Okamoto ve ark 1990,
Reubinoff, Pera, Fong, Trounson ve Bongso 2000E/ASS ise, fare hicreleri igin
pluripotans belirteci, insan hucreleri igin farkina belirtecidir (Ginis ve ark 2004).
Calsmamizda EKH ve uPKH’lerde ifade edilen ylzey begleri ve hicre igi
transkripsiyon faktorti akan hicre olcer cihazi bielirlendi. Her iki pluripotent
hicrede, hem insan hem de fare pluripotent hiudnelerifade edilen Oct3/4
transkripsiyon faktoriintiin ve fare pluripotans lietir olan SSEA-1'in ifade edilgi
ve ayni zamanda farelerde fark§ri@a belirteci olan SSEA-4'Un ifade edilmgdi
gozlendi Sekil 6.7, 6.8).
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Sekil 6.7. EKH’lerde ifade edilen Oct3/4 transkripsiyon fakitve SSEA-1 ylizey
belirtecinin ylzdesi.
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Sekil 6.8. uPKH’lerde ifade edilen Oct3/4 transkripsiyon fakt ve SSEA-1 ylzey
belirtecinin ylzdesi.

6.3.1.n. Uygulanan EKH ve uPKH’lerin Akut Astim Fare Mod eli Uzerine Etkisi

6.3.1. YFP pluripotent kok hiicreler hasarli akciger dokusunda daha fazla

toplandi

Pluripotent kok htcrelerin uygulanmasindan 24 samaira deney gruplarinda
bulunan fareler sakrifiye edilerek, homojenizasgoalde edilen akger tam hiicre
siispansiyonlarinda YFmiicre analizi akan hiicre olger cihazi kullanilayakildi.
OVA+EKH grubunda (%5,13+1,1) PBS+EKH grubuna (%®&3} gore daha fazla
YFP" hiicre gozlenirken, aynisekilde OVA+uPKH grubunda (%6,95+0,3)
PBS+uPKH grubuna (%3,37+1,1) gore daha yuksek lowiuBonuclar, uPKH’lerin
EKH’lere gore astim modeli ofturulmus farelerin akaier dokusunda daha fazla

toplandgini gosterdi §ekil 6.9).
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Sekil 6.9. Pluripotent kok hicre uygulangnigruplardan elde edilen aker
dokularindaki YFP hiicre miktari

6.3.2. Pluripotent kok hucreler akcger proksimal hava yollarinda yeniden

yapilanmayi baskiladi

Yapilan histopatolojik analizlerle; mikroskop gotilerine gore akger
proksimal hava yollarinda bir baskilanma @dusaptandi §ekil 6.10). H&E ile
boyanan kesitlerde, OVA grubuna goére epitel (14,2%%e diz kas (5,2+0,7)
kalinliklari OVA+EKH (sirasiyla 7,48+0,6 ve 2,1940),ve OVA+uPKH (sirasiyla
7,7£0,9 ve 2,38+0,2) gruplarinda anlaml derecedgiltii (P < 0.001). Ayni
sekilde, PAS ile boyanan akr kesitlerinde, hiperplazik goblet hiicre sayisinda
(OVA: 40£10,5, OVA+EKH: 0, OVA+uPKH: O;P < 0.001) ve bazal membran
kalinhginda (OVA: 1,6+0,02, OVA+EKH: 1,14+0,1, OVA+uPKH;2B+0,01; OVA
ve OVA+EKH icinP < 0.001, OVA ve OVA+uPKH icifP < 0.01) 6nemli derecede
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azalma gozlendi (Tablo 6.8ekil 6.11). PBS grubu ile PBS+EKH ve PBS+uPKH
gruplari arasinda epitel kalipii(sirasiyla 7,1+0,2, 7,49+0,9 ve 7,35+0,7), diz ka
kalinhg! (sirasiyla 1,4+0,1, 1,69+0,3 ve 1,9+0,3), bazalmbran kalinfii (sirasiyla
1,07+0,1, 1,12+0,1 ve 1,06%0,2) ve goblet hiicrassggirasiyla 0, 3 ve 2) acisindan
farklhlik saptanmadiK > 0.05) (Tablo 6.3).
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OVA+EKH

OVA+uPKH

PBS+EKH

PBS+uPKH

Sekil 6.10.Proksimal hava yollarinin (>1000pung)k mikroskobu goruntuleri. OVA,
OVA+EKH, OVA+uPKH, PBS, PBS+EKH ve PBS+uPKH grupfatan elde edilen
akciger doku kesitleri H&E ve PAS ile boyandi. EKH vEBKH uygulamasi, OVA
grubunda proksimal hava yollarinda akut hava yoflamasyonunu 6nemli derecede
baskilarken (A-F), PBS grubunda bir gigklik olusturmadi (G-L). Ozgiin
blyutmeler: 40X.
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sayisi (n/500)

Proksimal hava OVA OVA+EKH | OVA+uPKH P
yolu

Epitel kalinh g | 14,9+2,2| 7,48+0,6 7,7+0,9 <0.01"
(pm)

Diiz kas 5,2+0,7 | 2,19+0,4 2,38+0,2 < 0.001"
kalinh g1 (um)

Bazal 1,6+0,02| 1,14+0,1 1,28+0,01 | < 0.001"
membran <0.01"
kalinh g1 (um)

500 hicredeki "
Goblet hiicre 40+10,5 0 0 < 0.001

"P<0.01,” P<0.001

Distal hava
yolu

PBS

PBS+EKH

PBS+uPKH

Epitel kalinli g
(nm)

7,1+0,2

7,49+0,9

7,35+0,7

ns

Diz kas
kalinli g1 (um)

1,4+0,1

1,69+0,3

1,9+0,3

ns

Bazal
membran
kalinli g1 (um)

1,07+0,1

1,12+0,1

1,06+0,2

ns

500 hicredeki
Goblet hiicre
sayisl! (n/500)

0

ns

ns: istatistiksel olarak anlamligle

Tablo 6.2. OVA, OVA+EKH ve OVA+uPKH gruplarinda proksimal heayollarinin
histolojik verileri ve istatistik sonuclari

Tablo 6.3. PBS, PBS+EKH ve PBS+uPKH gruplarinda proksimalahgellarinin
histolojik verileri ve istatistik sonuclari
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Sekil 6.11. PBS, OVA, OVA+EKH ve OVA+uPKH gruplarinda proksimal hava
yollari duz kas, epitel, bazal membran kafinlve goblet hiicre sayisi. OVA
grubunda PBS grubuna goére anlamli derecede adian epitel hicre kahrgi (A),
duz kas kalinfii (B), bazal membran kaligh (C) ve goblet hiicre sayisi (D), EKH
ve uPKH uygulamasi sonucu anlamli derecede baskifanP < 0.001,” P < 0.01

6.3.3. Pluripotent kok htcreler akcger distal hava yollarinda yeniden

yapilanmayi baskiladi

Yapilan histopatolojik analizlerle; mikroskop gotulerine gore akger distal
hava yollarinda bir baskilanma oflu saptandi §ekil 6.12). H&E ile boyanan
kesitlerde, OVA grubuna gore epitel (10,67+0,9)diz kas (3,38%0,5) kalinlklar
OVA+EKH (sirasiyla 7,09+1 ve 1,84+0,07) ve OVA+uPK@irasiyla 6,661 ve
1,75+0,3) gruplarinda anlamli derecedsidkili (P < 0.01). Aynisekilde, PAS ile
boyanan ak@er kesitlerinde, hiperplazik goblet hiicre sayisi(@VA: 1412,
OVA+EKH: 0, OVA+uPKH: O;P < 0.001) ve bazal membran kalgahda (OVA:
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1,39+0,01, OVA+EKH: 1,12+0,01, OVA+uPKH: 1,07+0,00VA ve OVA+EKH
icin P < 0.01, OVA ve OVA+uPKH icinP < 0.001) onemli derecede azalma
gozlendi (Tablo 6.4Sekil 6.13). PBS grubu ile PBS+EKH ve PBS+uPKH gaupl
arasinda epitel kalirgh (sirasiyla 6,05+0,5, 6,76+0,7 ve 6,59+0,7), déag kalinlg
(sirasiyla 1,46+0,1, 1,5+0,3 ve 1,76+0,3), bazalmiman kalinlg (sirasiyla
0,97+0,07, 1+0,1 ve 0,98+0,08) ve goblet hiicresggirasiyla 0, 1 ve 0) agisindan
farklhlik saptanmadiK > 0.05) (Tablo 6.5).
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Sekil 6.12. Distal hava yollarinin (<500umkik mikroskobu gorantileri. OVA,
OVA+EKH, OVA+uPKH, PBS, PBS+EKH ve PBS+uPKH gruptatan elde edilen
akciger doku kesitleri H&E ve PAS ile boyandi. EKH veKHP uygulamasi, OVA
grubunda proksimal hava yollarinda akut hava yoflamasyonunu énemli derecede
baskilarken (A-F), PBS grubunda bir gikklik olusturmadi (G-L). Ozgin
blyutmeler: 40X.
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Distal hava OVA OVA+EKH | OVA+UPKH P
yolu

Epitel kalinh g | 10,67+0,9 | 7,09+1 6,66+1 <0.01"
(pm)

Diiz kas 3,38+0,5 | 1,84+0,07 | 1,75+0,3 <0.01"
kalinh g1 (um)

Bazal 1,39+0,01 | 1,12+0,01 | 1,07+0,07 <0.01"
membran < 0.001"
kalinh g1 (um)

500 hicredeki ~
Goblet hiicre 1442 0 0 < 0.001

sayisl! (n/500)

"P<0.01,” P<0.001

Distal hava
yolu

PBS

PBS+EKH

PBS+UPKH

Epitel kalinl g
(pm)

6,05+0,5

6,76%0,7

6,59+0,7

ns

Duz kas
kalinh g1 (um)

1,46+0,1

1,5+0,3

1,76+0,3

ns

Bazal
membran
kalinh g1 (um)

0,97+0,07

1+0,1

0,98+0,08

ns

500 hicredeki
Goblet hiicre
sayisi (n/500)

0

ns

ns: istatistiksel olarak anlamligle

Tablo 6.4. OVA, OVA+EKH ve OVA+uPKH gruplarinda distal havaliarinin
histolojik verileri ve istatistik sonuclari

Tablo 6.5. PBS, PBS+EKH ve PBS+uPKH gruplarinda distal haedlaginin
histolojik verileri ve istatistik sonuclari
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Sekil 6.13.PBS,OVA, OVA+EKH ve OVA+uPKH gruplarinda distal hava lia
duz kas, epitel, bazal membran kalinke goblet hiicre sayisi. OVA grubunda PBS
grubuna gore anlamli derecede agtmolan epitel hicre kalirgi (A), duz kas
kalinhg! (B), bazal membran kalig (C) ve goblet hiicre sayisi (D), EKH ve uPKH
uygulamasi sonucu anlamli derecede baskiland?.< 0.001,” P < 0.01

6.3.4. Pluripotent kok hicreler astim modelinde amnis olan eozinofil hicre

sayisini azaltt

Histopatolojik analizlere ek olarak, BAL sivisin@a/A-uyarimh inflamatuar
hicre profili tzerine EKH ve uPKH’lerin etkisi gtaildi. Tum gruplarda 100 hicre
icerisinde belirlenngi olan notrofil, eozinofil, lenfosit ve monosit higcrsayilari
Tablo 6.6’da verildi. PBS grubuna EKH ve uPKH uyandginda eozinofil hicre
yuzdesinde farkhlik saptanmadi (Tablo 6.6). OVAilginda artngi olan eosinofil
hicre sayisinin, OVA+EKH ve OVA+uPKH gruplarinddaanli derecede azalgi
oldugu belirlendi (Tablo 6.6Sekil 6.14).
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Tablo 6.6. Tum gruplarin BAL sivilarinda noétrofil, eozinoflenfosit, monosit hiicre

sayllar (%)

BAL sivisi hiicre | Notrofil | Eozinofil | Lenfosit | Monosit
sayilari (%)
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 16,63 32,842 47 ,8+5 3,25+2
PBS 2615 4 5+2 63,2+2 6,2+1
PBS+EKH 26,516 6,5+1 62,2+6 6+1,8
PBS+uPKH 26,316 6,8+3,5 6215 5+1,4
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Sekil 6.14. BAL sivisinda PBS,OVA, OVA+EKH ve OVA+uPKH gruplarinin

eozinofil hicre sayisi (%). OVA grubunda PBS grubugdre anlamli derecede
artmg olan eozinofil hicre sayisinin, EKH ve uPKH uyguoéesi sonucu anlamh
derecede azalgh saptandi.” P < 0.001
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6.3.5. Pluripotent kdk hticreler spesifik antikor yanitini azaltt

IgE induksiyonu allerjen kaynakli patolojilerin bibzelligidir ve OVA
sensitizasyonu, IgE ve allerjen-spesifik Th2 yamitndiklemektedir (Hamelmann,
Tadeda, Oshiba ve Gelfand 1999). @ahmizda, pluripotent kdk hicrelerin IgE
induksiyonu Uzerine etki kapasitesini belirlemekaangla serumda OVA-spesifik
IgE yaniti incelendi. EKH (18,5£5,6 U/ml) ve uPKH7(4+7,1 U/ml) uygulanmasi
sonucu, OVA grubunda (32,6+0,4 U/ml) induklegnolan allerjen-spesifik IgE
yanitinin anlamli derecede baskilghay6zlendi P > 0.05) §ekil 6.15).
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Sekil 6.15. Pluripotent kdk hicrelerin serumda OVA-spesifik Ig@niti tzerine
etkisi. Sakrifikasyon sonrasi tum gruplardan setoplandi ve OVA-spesifik IgE
miktari ELIZA yontemiyle 6lculdii. OVA grubunda artgnolan antikorun, EKH ve
uPKH uygulamasi sonucu anlamli derecede agakhptandi. P < 0.05," P <
0.001

6.3.6. Pluripotent kok hicreler homojenize akgier hiicre stispansiyonunda IL-4

sitokin miktarini azaltirken, IL-10 miktarini artir di

Homojenize akger hicre sispansiyonunda, OVA grubunda (32,8+2/flpg
PBS grubuna (6,05t2,4 pg/ml) gore anlamli derecades olan IL-4 sitokin
dizeyinin P < 0.001), pluripotent kok hicrelerin i.v. uygulasnaonucu OVA+EKH
(17,2+0,9 pg/ml) ve OVA+uPKH (19,2+0,3 pg/ml) graphda istatistiksel olarak
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anlamli derecede dilk oldusu saptandi B < 0.001) §ekil 6.16). Tersine, PBS
(55,9+15,7 pg/ml) ve OVA (17,035 pg/ml) gruplarle i kagilastirildiginda

OVA+EKH (466,33+66,4 pg/ml) ve OVA+uPKH (488+1639/ml) gruplarinda IL-
10 sitokin duzeyinin anlamli derecede grtbelirlendi @ < 0.001) §ekil 6.17). PBS
grubuna EKH ve uPKH uygulanmasi sonucu istatistikdarak anlamli bir fark
tespit edilmedi® > 0.05).
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Sekil 6.16. Pluripotent kok hicrelerin IL-4 sitokin salgisi iine etkisi. OVA
grubunda PBS grubuna goére agnolan sitokin dizeyinin, EKH ve uPKH
uygulamasi sonucu anlaml derecede agakhptandi. P < 0.001
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Sekil 6.17. Pluripotent kdk hucrelerin IL-10 sitokin salgisi€iine etkisi. Akcger
hicre sispansiyonunda IL-10 sitokin dizeyinin OVAulbyna EKH ve uPKH
uygulamasi sonucu anlamli derecede@rsaptandi. P < 0.001
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6.3.7. Pluripotent kdk hucreler akcger lenfositlerinde Treg hicre ylzdesini

artirdi

Akcigerde IL-10 sitokininin artmasi, pluripotent hicrate Treg hucre
popullasyonunu indiklegini disindirdld. Bu amagcla, pluripotent kdk hicrelerin
Treg hicre frekansi Uzerine etkisi akan hicre otgeazi ile analiz edildi. Tum
gruplarda akger dokusundan izole edilen lenfosit hicreleri kaparak yapilan
analiz sonucunda, CDBoxp3 T hicre miktarinin OVA+EKH grubunda
(%3,96+0,3) OVA grubuna (%2,18+0,2) gbre anlamiregede artfy (P < 0.01),
fakat OVA+uPKH grubunda (%2,9+0,6) gozlenensantianlamli olmady saptandi
(P > 0.05) Gekil 6.18A-B). PBS grubuna (%2,34+0,1) her iki pbhatent kok
hiicrenin uygulanmasi sonucu, CBaxp3 T hiicre miktarinda istatistiksel olarak
anlaml bir dgisme olmadi P > 0.05) Sekil 6.18A).

A
OVA OVA+EKH OVA+uPKH
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"~". % i :\ & : ] ol % i
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Lenfosit hiicrelerinde
CD4*Foxp3™T hiicreler (%)
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Sekil 6.18. Pluripotent kok hiicrelerin CDBoxp3 T hiicre miktari lizerine etkisi.
Sonuclar akan hicre dlcer verilerine (A) ve istidsel analizlere (B) gore verildi.
OVA grubunain vivo uygulanan EKH’ler CDZoxp3 T hiicre miktarini anlamli
derecede artirirken, uPKH’lerin uygulanmasi sonowydana gelen agtianlaml
degildi. PBS grubuna gore, PBS+EKH ve PBS+uPKH grupkmasinda bir fark
saptanmadi. P<0.01

Ayni sekilde akan hicre dlger cihazinda lenfosit hiicrddapilanarak yapilan
analiz sonucu, EKH’lerin OVA grubuna (%2,29+0,#) vivo uygulanmasi ile
(%4,47+0,5) CDACD25 T hiicre miktarinda anlamli derecedesagtizlenirken P <
0.01), uPKH’lerin uygulanmasi ile (%2,95+0,5) megdagelen argianlamli dgildi
(P > 0.05) §ekil 6.19A-B). PBS grubuna (%2,65+0,5), EKH (%2,30ve uPKH
(%2,43+0,2) uygulanmas! sonucu, CBH25 T hiicre miktarinda istatistiksel

olarak anlamli bir d@sme saptanmadP(> 0.05) Sekil 6.19A).

Buna ek olarak, tiim gruplarin lenfosit hiicrelerir@®4 CD25FoxP3 Treg
hiicrelerin yiizdesindeki @aim miktar, CD4CD25 T hiicrelerde Foxp3
hicrelerin ylzdesinin belirlenmesi ile analiz edildEKH ve uPKH’lerin i.n.
uygulanmasi sonucu, OVA grubuna (%21,96+0,3) goregThicre ylzdesinin
OVA+EKH grubunda (%3,63+0,4) anlamh olarak amti(P < 0.01), fakat
OVA+uPKH grubundaki (%2,6+0,5) agtn anlamli olmadii saptandi R > 0.05)
(Sekil 6.20). Ayrica, PBS grubuna (%2,35+0,5) her mghuripotent kdk huicrenin
uygulanmasi sonucu, PBS+EKH (%1,8+0,3) ve PBS+uPK%1,95+0,2)
gruplarinda CD4ACD25" T hiicre miktarinda bir fark gozlenmed ¥ 0.05).
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Sekil 6.19. Pluripotent kok hiicrelerin CD€D25 T hiicre miktari tzerine etkisi.
Sonuclar akan hicre dlcer verilerine (A) ve istidsel analizlere (B) gore verildi.
OVA grubunain vivo uygulanan EKH’ler CD4CD25" T hiicre miktarini anlamli
derecede artirirken, uPKH’lerin uygulanmasi sonowydana gelen agtianlaml
desildi. PBS grubuna gore, PBS+EKH ve PBS+uPKH grupkmasinda bir fark
saptanmadi. P <0.01
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Lenfosit hiicrelerinde
Treg miktari (%)

Sekil 6.20. Pluripotent kok hiicrelerin CD&D25'FoxP3 Treg hiicre miktari
Uzerine etkisi. OVA grubuna EKH uygulamasi Treg religuzdesini istatistiksel
olarak anlamli derecede artirirken, uPKH uygulamasucu belirlenen agteanlaml
desildi. PBS grubuna gore, PBS+EKH ve PBS+uPKH grupkmasinda bir fark
saptanmadi. P < 0.01

6.3.8. Pluripotent kék hicreler akcger lenfosit hicrelerinin proliferasyonunu
baskiladi

Pluripotent hucrelerin immun baskilayict 0Ozellikter belilemek amaciyla, bu
hicrelerin lenfosit hicrelerin proliferasyonu Urerietkisi incelendi. Bu amagla,
farelerin akggerinden elde edilen lenfosit hiicrelerinin, anti-C&8i-CD28 uyarimli
ve uyarimsiz ortamda 3 gunluk kadltard yapildi. Elééilen veriler, OVA
(%25,9+3,7) grubunda PBS (%39+2,2) grubuna gorarahlderecede azalmolan
lenfosit proliferasyonunun P( < 0.001), OVA+EKH grubunda (16,3+0,7) ve
OVA+uPKH grubunda (18,3£1,6) anlaml derecede baskig oldugunu gosterdi
(sirasiylaP < 0.01 veP < 0.05). Ayrica, PBS grubuna (%39+2,2) her ikirgdatent
kok hicrenin uygulanmasi sonucu, PBS+EKH (%37,448) PBS+uPKH
(%40,7+1,7) gruplarindaki lenfosit proliferasyonantuir fark gézlenmediR > 0.05)
(Sekil 6.21).
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Sekil 6.21. Pluripotent kok hucrelerin anti-CD3-anti-CD28 uyah akciger lenfosit
hicreleri proliferasyonu Uzerindeki immun baskiayetkisi. Akan hicre olcer
analizi ile belirlendgi gibi, in vivo uygulanan EKH ve uPKH’ler akger lenfosit
proliferasyonunu baskiladi (A). Astim modeli g#tilmis farelere EKH ve uPKH
uygulamasi, lenfosit hicrelerin proliferasyon yiside istatistiksel olarak anlamli
derecede azaltti (B)P < 0.05,” P<0.01,” P<0.001
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6.3.9. Pluripotent kdk hticreler akcger lenfosit hiicrelerinin apoptozunu azaltti

Pluripotent hicrelerin  akger lenfositlerinin  apoptozu Uzerine etkisini
belirlemek amaciyla, Annexin-V ile akan hicre Olgaralizi yapildi. Bu amacla,
farelerin akcgerinden elde edilen lenfosit hiicrelerinin, anti-C&8i-CD28 uyarimh
ve uyarimsiz ortamda 3 gunlik kultara yapildi. OY®%0,5+0,3) grubunda PBS
(%2,4+0,1) grubuna gore anlamli derecede azabtitan canli hiicre sayisinii €
0.05),in vivo EKH (%1,8+1) uygulanmasi ile anlaml derecedegargtzlendi P <
0.05). OVA+uPKH (%1,5+0,9) grubunda ean canli hicre sayisindaki anti
istatistiksel olarak anlamli olmag belirlendi @ > 0.05). Aynisekilde, in vivo
uygulanan EKH ve uPKH’lerin OVA gruplarinda ge¢ ppuik hicre sayisinda
azalsa neden oldgu bulundu, fakat bu azalmanin sadece OVA+EKH (%723
grubunda istatistiksel olarak anlamli id® & 0.05). PBS grubuna, EKH ve uPKH
uygulanmasi sonucu, canli hicre sayisinda ve geptetik hiicre sayisinda
istatistiksel olarak anlamli bir @gme saptanmadP(> 0.05) §ekil 6.22).
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Sekil 6.22. Pluripotent kdk hucrelerin anti-CD3-antiCD28 uyaln akciger lenfosit
hicreleri apoptozu Uzerindeki engelleyici etkisikad hiicre o6lcer analizi ile
belirlendisi gibi, in vivo uygulanan EKH ve uPKH’'ler akger lenfosit apoptozunu
azalttt (A). Akut astim modeli gstiriimis farelere EKH uygulamasi, 3 gunlik
kultirt sonrasi lenfosit hicrelerinde gozlenen icdnilcre ytzdesini istatistiksel
olarak anlamli derecede artirirken, uPKH uygulamssmucu anlamli bir asti
gOzlenmedi (B). OVA+EKH grubunda, OVA grubuna ggesx; apoptotik hiicrelerin
yizdesi lizerinde belirlenen azalma anlamli olaegitandi (C). P < 0.05,” P <
0.01
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7. TARTISMA VE SONUC

Kronik hastaliklar, dinyada ve ulkemizde buyidk ontmmakta ve 6nemli
derecede morbidite ve mortaliteye neden olmakt&hlunum sistemi hastaliklarinin
olusum nedenleri arasinda genetik etmenler, yansiyet, irk, enfeksiyonlar gibi
faktorlerin yani sira hava Kkirlgi, sigara igme veya dumanina maruz kalma,
mevsimsel faktorler, goafik kosullar, mesleksel faktorler gibi cevresel faktorter
yer almaktadir. Solunum yolu hastaliklari, gerlerin kicik ve blyuk hava
yollarinin kronik hastaliklarndir ve bu hastaliklar%65’ini kronik hava yolu
hastaliklari olgturmaktadir. Kronik hava yolu hastaliklari hemernr ligke gibi
ulkemizde de morbidite ve mortalitenin en 6nemli@@eri arasinda yer almakta ve
ciddi toplumsal ve ekonomik yiike neden olmaktadB,( TSHGM, 2009-2013,
http://www.saglik.gov.tr  Erisim tarihi:  05.01.2014). Kronik hava yolu

hastaliklarindan bir tanesi, tam olarak geri ddmdli olmayan hava akimi
kisittanmasi ile karakterize, dnlenebilir ve tedadilebilir kronik obstriktif akger
hastalgidir (KOAH). Diger kronik hava yolu hast@l ise c¢cg@unlukla ¢ocukluk
caginda gordlen astimdir.

Astim geri dongimli hava yolu obstruksiyonu, hava yolu inflamasyore
yeniden yapilanma ile karakterize kronik bir haktal Yeniden yapilanma, hava
yolu duvarindaki hicresel ve molekiler yapilarimmmzisyon, organizasyon ve
icerigindeki yapisal dgisikliklerdir (Sumi ve Hamid 2007). Astimda hava yiinin
yeniden yapilanmasi olarak adlandirilan yapisgisdéikler; epiteldeki goblet hiicre
hiperplazisini, retikiler bazal membran kalgmeasini, mukozadaki artmi
damarlanmayi ve diz kas tabakasindaki kalgrtzayl icermektedir (Bousquet,
Jeffery, Busse, Johnson ve Vignola 200@)sanlardaki astimda tanimlanan hava
yolu yeniden yapilanmasinin ¢ok sayidadaite c¢aitli hayvan modellerinde lzarili
bir sekilde olyturulmustur (Ramos-Barbon, Ludwig ve Martin 2004). Cekiei w1k
kullanilan laboratuar turleri olan fareler, allkrisolunum yolu hastai modelleri
icin bir cok avantaj sunmaktadir (Gelfand 2002)n&gderimizde kullanilan BALB/c
fareler ovalbumine yiksek IgE yanitolan hayvanlardir (Temelkovski, Hogan,
Shepherd, Foster ve Kumar 1998). glmahmizda akut astim modeli eturulan
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grubun (OVA grubu) bazal membrakalinhigl, diiz kas kalinfii, epitel kalinlg ve
goblet hicre sayisinin; astim mod@iusturulmayan kontrol grubun (PBS grubu)
bazal membran kalirgh, diiz kas kalin§ii, epitel kalinligi ve goblet hiicre sayisina
gore istatistiksel olarak anlamlgekilde arttgl gozlemlendi. Ayrica, insanlarda
oldugu gibi, serumda antijen-spesifik IgE miktari OVAe iduyarh grupta kontrol
gubuna gore yuksek bulundB8u sonuclar cagmamizda akut astim modelinin iyi bir

sekilde olgtugunu gostermekte idi.

Gunumizde astim tedavisi hava yolu inflamasyonunaskiamayi
hedeflemektedir.inhaler kortikosteroidlersu anda astim tedavisindeki en etkili
kontrol edici ilaglardir (Turk Toraks DergeAstim Tani ve Tedavi Rehberi, 2010,
http://www.toraks.org.irErisim tarihi: 05.01.2014). Her ne kadar ginimuz teléavi

inflamasyonu azaltsa da hava yollarinin yenidenlgamasini 6nleyen ya da tersine
ceviren kanitlanngi hicbir kullanilabilir tedavi yoktur (Hirota ve Man 2013). Bu
nedenle hava yolu yeniden yapilanmasini da etlgkdyeyeni stratejilere ihtiyag

duyulmaktadir.

Uyarilmis pluripotent kok htcreler (uPKH), embriyonik kdkdnélerin (EKH)
potansiyeline sahiptir ve farkli hastaliklarin tedande restoratif hiicre terapisi igin
gelecek vaat eden bir kaynak olarak kabul edilnki@Vang ve ark 2013). Yakin
zamanda, farklikgnams (Yang ve ark 2011, Wang ve ark 2013) ve farkiig (Sun
ve ark 2012) uPKH’ler akger hasar olgturulmus ve allerjen uyarimli fare
modellerine uygulanmaive hava yolu inflamasyonunda bu hicrelerin kyiteci
etkileri gosterilmgtir. Buna ek olarak, Fu ve ark. (2012) insan uPkeH’lkaynakl
mezenkimal kok hicrelerin (MKH) allerjik rinitli fsialarda T hicre fenotipini

module ettgini rapor etmglerdir.

EKH ve uPKH'lerin karakterizasyonu icin bir ¢ok yém kullaniimaktadir.
Bunlar arasinda; embriyoid cisim elmu, in vitro farklilastirma calsmalari,
pluripotans belirteclerinin tayini, histolojik amal teratom olgumu, kimerik canli
gelistrme ve DNA/kromatin metilasyon paternlerinin blhmesi sayilabilir
(Hackett ve Fortier 2011). Camnamizda, aldamiz EKH ve uPKH’lerin

karakterizasyonu amaciyla histolojik analiz olarkaldn fosfataz boyamasi ve
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pluripotans belirteclerin ifade analizi gerceitieldi. Analizler sonrasinda, her iki
hiicrenin de alkalen fosfataz pozitif offly ve bu hicrelerde Oct3/4 ve SSEA-1'in

ifade edildgi gozlemlendi.

Kok hucre uygulamalarinda, ideal hicre hagirlhidepolanmasi, uygulanan
tampon ¢ozeltisi, doz ve uygulama yolu henlz taanaid aydinlatilamangtir (Weiss
2014). Optimal rejenerasyon potansiyeli elde etmgek kok hiicre uygulama yolu,
kullanilan hiicre populasyonlarinin karakterine eeldflenen dokulara 6zgu olarak
secilmelidir. Yapilan bir cayjmada, adipoz doku kaynakl kdk hicreler multipl
skleroz modeli olgturulmus fare modeline intravendz (i.v.) ve intraperitonégb.)
yolla uygulanmy ve i.p. uygulamanin daha belirgin bir etkiye salopugu
gosterilmitir (Yousefi, Ebtekar, Soleimani, Soudi ve Hash@®i3). Astim modeli
gelistirilmi s fareler Gzerine yapilan bir cok gahada ise MKH ve uPKH’ler i.v. yol
kullanilarak uygulanmstir (Nemeth ve ark 2010, Bonfield ve ark 2010, Yaegark
2011, Firinci ve ark 2011, Sun ve ark 2012, Wangavie 2013). Daha onceki
calismalarimizda, fare, sican vesdiaynakli MKH’ler akut ve kronik astim modeli
gelistiriimi s farelere i.v., i.p., intratrakeal (i.t.) ve inti@al (i.n.) olmak Uzere 4
farkl yol ile uygulandi (Ogulur ve ark basimda, IEnh Gurhan-yayinlanmami
veri). Elde edilen sonuglar, i.n. uygulamanin hpstiolojik desisiklikler ve immun
modulasyon Uzerine daha belirgin bir etkiye saHgugunu gosterdi. Bu nedenle
calsmada EKH ve uPKH’ler okturulan akut astim modeli farelere i.n. olarak

uygulandi.

Kok hicrelerin uygulanmasi icin ideal bir doz ddummamaktadir ve yapilan
calismalarda 1x1® hiicre (Lee ve ark 2011) ile 2xfl@iicre (Yang ve ark 2011)
arasinda uygulama vyapilarak, bu dozlarin allerjgaksiyonlarda ve havayolu
yeniden yapilanmasinda baskilayici etkilerigaramistir. Arastirmamizda kronik
astim fare modeline 2,5x1@e 5x10 hiicre olacakekilde i.v. uygulanan kompakt
kemik kaynakhh MKH’lerin, az dozda histopatolojilegsiklikleri daha iyi derecede
baskiladgl gosterildi (Ogulur ve ark basimda). Literatirggulanms olan dozlar ve
etkilerinin incelenmesi sonucu, gahamizda farelere 5x10Ohiicre uygulanmasi
tercih edildi.

79



Kok hucreler, lokal ya da sistemik olarak uygulatanasonucu hasarli olan
hedef dokuya segcici olarak go¢ etmektedir. Bu dyritk hicrelerin en 6nemli
Ozelliklerinden bir tanesidir. Bu gotcte, ifade edil hiicre ylzey reseptorleri
(kemokin ve biylime hormonu reseptdrleri gibi) vezaen molekdlleri ile parakrin
faktorlerin 6nemli oldgu bilinmektedir (Sohni ve Verfaillie 2013). Yapilan
calismalar sistemik ve lokal uygulanan kdk htcrelerimmasmodeli olgturulmus
farelerde de inflamasyon bolgesine goggeitigdstermektedir (Nemeth ve ark 2010,
Firinci ve ark 2011, Yang ve ark 2011, yayinlanmameri). Nemeth ve ark
lusiferaz-ifade eden ya da Q-deaietli kemik iligi kaynakli MKH’leri deneylerinde
kullanarak, i.v. uygulama sonrasi bu hicrelerinmern bolge olarak akgerde
toplandgini ve toplanan hicrelerin astim grubunda dahaumgo olduyunu
gostermgtir. Ayni grup, uyguladiklar hicrelerin, kontrofupunda 96 saate kadar
akcigerde lokalize olarak kaldiklarini da raporlalardir (Nemeth ve ark 2010).
Firinci ve ark, YFP gdaretli kemik iligi kaynakli MKH’lerin g6¢ini astim modeli
olusturulan grupta konfokal mikroskop ile gdstegtiri (2010). Yang ve ark ise,
uPKH’lerin hasarli dokuda toplanma potansiyeliniidemek icin, I-IldURD-karetli
hiicreleri sistemik olarak uygulagnve akut akgier hasari olgturduklari farelerde
kontrol grubuna gore daha fazla hicre toplgmdi raporlamgtir (2011). Ayrica,
daha 6nce yapmoldugumuz calgmalarimizda, YFPsaretli MKH’lerin akut astim
modeli olwturulmus farelere i.n. uygulanmasi sonucu, inflamasyonliwigk
dokusuna kontrol grubuna goére daha fazla gogiedtkan hiicre o6lcer cihazi ve
immunohistokimya boyama ile gosterildi (Gulben Giirtyayinlanmangiveri). Ayni
sekilde bu cakmada, i.n. olarak uygulanan EKH’lerin ve uPKH’leriastim
grubunda kontrol grubuna gore akeide daha fazla toplar@libelirlendi. Sonuglar,
gelismekte olan allerjik cevrenin hem EKH’leri hem dekiHPleri cekme ve tutma

kapasitesine sahip oldunu gostermektedir.

Allerjik astimin patolojisi, havayolu inflamasyoraurslik eden mast hicre,
basofil, eozinofil, monosit ve Th-2 lenfosit infdisyonu ile birlikte izotip spesifik
IgE Uretimiyle karakterize edilmektedir (BarnesO2D Bromgiyal astim, hem
sitolojik hem de histolojik hava yolu yapi @giklikleri ile karakterizedir (Cataldo ve
ark 2003). Bu dgsiklikler hava yolu yeniden yapilanmasi olarak adianmakta ve

goblet hicre hiperplazisi, subepitelyal bazal membr kalinlamasi ve fibrozisi, ve
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havayolu duz kas hicre hipertrofisini icermektefiataldo ve ark 2002). Son
calismalar, uPKH’lerin ve bu hicrelerin farklgiariimasindan elde edilen MKH’lerin
akciger hasari olgturulmus farelerde hava yolu inflamasyonunu baskgaul
gostermgtir (Yang ve ark 2011, Sun ve ark 2012). Yang Ve @011), sistemik
uygulanan farklilgmamg uPKH’lerin farelerde akut ak@er hasarini iylgirici
yonde yararli etki gostergini rapor etmgtir. Sun ve ark ise, sistemik uygulanan
insan uPKH kaynakh MKH’lerin OVA-uyarimli allerjiknflamasyonu engellegini
belirtmistir. Ayni grup, bu koruyucu etkinin, ak@rde inflamatuar hicre
infiltrasyonunda ve mukus alumunda baskilanma ve eozinofil infiltrasyonunda
azalma ile olgtugunu bildirmitir. Ayrica, kok hucre uygulamasi ile serum IgE
dizeyinde ve BAL sivisinda Th-2 sitokinleri olan4l IL-5 ve IL-13 seviyesinde
anlamh derecede azalma gostettimi(Sun ve ark 2012). Bu camalara ek olarak,
Wang ve ark (2013) c-Myc geni bulunmayan uPKH’lestemik olarak uygulami
ve bu hucrelerin serumda Thl ve Th2 antikor yaniBAL sivisinda ise IL-5 ve
IFN-y dizeyini baskilagani, OVA-sensitize farelerde hava yolgira duyarlligini
ve allerjik reaksiyonlart ©6nemli derecede zayiffatti rapor etmitir.
Arastirmamizda hem EKH’lerin hem de uPKH’lerin i.n. uygma sonrasinda, distal
ve proksimal hava yollarinin yeniden yapilanmasiuso meydana gelen epitel,
subepitelyal diz kas ve bazal membran kalinliktikn artsi ve goblet hicre
hiperplazisini kontrol grubuna gore istatistiksédrak anlamli derecede baskilgadi
gosterildi. Ayrica, astim modeli icin kullar@gimiz kontrol grubuna bu hicrelerin
uygulanmasi sonucu algeirde bulunan hicre miktari ve aker patolojisinde bir
degisiklik gozlenmedi. Bu durum, EKH ve uPKH’lerin spkiimmunmodulatuar
etkilerinin sadece immin uyarim ya da bozulmasukari altinda oldgunu
vurgulayan onemli bir gozlemdir. Csinada akdgier histopatolojisinde meydana
gelen dizelmenin yanisira, OVA grubunda agtmlan BAL sivisindaki eozinofil
hiicre sayisinin, akger sipernataninda Th2 sitokini olan IL-4 diizeywmenserumda
OVA-spesifik IgE seviyesinin EKH ve uPKH uygulanmasnucu anlamli derecede
azaldg belirlendi. Tum sonuclar, EKH ve uPKH’lerin astimmeydana gelen hava

yolu yeniden yapilanmasini ve ager inflamasyonunu baskilagni gostermektedir.

CD4'CD25Foxp3 Treg hiicreler antijen spesifik inflamasyonun kotitnde

onemlidir (Maccario ve ark 2005) ve hava yolundahiigrelerin toplanmasi allerjik
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hava yolu inflamasyonunu baskilayabilmektedir (Tareg Bluestone 2008). Treg
hicreler tarafindan uretilen IL-10'un, agerde immun yanitlari kontrol etmek igin
gerekli oldgu gosterilmgtir (Strickland ve ark 2006). Kavanagh ve Mahon1(PQ
sistemik olarak OVA-sensitize farelere uygulanalojehik kemik iligi kaynakli
MKH’lerin, lokal ve sistemik olarak CD#oxp3 T hiicreleri ve IL-10 dizeyini
arttirdgini gostermy ve kullandiklari modelde MKH’lerin immuinmodulasyagin
anahtar mekanizmasinin Treg indiksiyonu gidw belirtmgtir. Fu ve ark (2012)
yapmsg olduklari calgmada aynisekilde, insan uPKH kaynakli MKH’lerin allerjik
rinit hastalarinin periferik kan mononukleer hierglde (PKMH) Th2 sitokinlerini
onemli derecede azafitni, fakat IL-10 miktarini anlaml derecede artirdi
gOstermgtir. Ayni grup, CD4 alt popiilasyon icerisinde Treg hiicre oranininrahla
derecede arttini rapor etmitir. Arastirmamizda, akut astim modeli sturulmus
farelere EKH ve uPKH uygulanmasi sonucu, g&cisipernataninda Th2 sitokini
olan IL-4'Gn anlamli derecede azagidive IL-10 duzeylerinin anlamli derecede
yukseldgi belirlendi. Ayrica, EKH uygulanmasi sonucu alar lenfosit hiicrelerinde
Treg hicre alt grubu yuzdelerinin istatistiksel ralka anlamli derecede agti
gozlendi. Treg hticre alt gruplarindaki bu gytiizde olarak diuiik seviyede olmasina
ragmen, sayisal olarak patolojik dizelme ile sonuglasan cakmalarin yizde
seviyelerine benzer gerler bulundu (Kavanagh ve Mahon 2011, Fu ve ark2?0
Astim modeline uPKH’lerin uygulanmasi sonucu iseigér lenfositlerinde olgan
Treg alt grubu ylzdesel olarak arggilimi gostermesine @men bu aryy anlamli
bulunmadi, fakat elde edilengdir sonuglar cok az miktardaki arti bile dnemli
olabilecgini  dusundurdd. Literatirdeki g@er raporlarin  sonuglar ile
karsilastirdigimiz zaman, elde egimiz veriler Treg hiicre miktarindaki ayim EKH
ve UPKH’lerin immuinmodilasyon 0zelliklerinde merkezol oynadgini

gOstermektedir.

Calsmamizda ayrica EKH ve uPKH’lerin, aker lenfosit hucrelerinin
proliferasyonu ve apoptozu Uzerine immunnodulat&iesi arastirildi. Ekibimizin
daha 6nce yapmioldugu argtirmada,in vitro kosullarda fare kemik iigi kaynakli
MKH’lerin akciger lenfosit hucreleri ile yapilan ko-kultirleri agru, bu hicrelerin
proliferasyonunu baskilagh gosterildi. Ayni sekilde, yine 3 gunlak kaltar

sonrasinda, MKH’lerin lenfosit hucrelerin apoptoZizerine inhibe edici roll
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raporlandi (Gulben Gurhan yayinlanmameri). Fu ve ark ise, yapgolduklari
calsma ile uPKH kaynakli MKH’lerin allerjik rinit hastarindan elde edilen
PMKH’larda CD3 T hiicre proliferasyonunu inhibe gitii gostermitir. Fakat, ayni
grup, bu hicrelerin PMKH apoptozu Uzerinde anlahih fark oluturmadgini
belirtmistir (Fu ve ark 2012). Bu agarmamizda ise, daha 6nceki galalarimizdan
ve literatir bulgularimizdan farkli olarak, EKH'lerve uPKH’lerin proliferasyon ve
apoptoz Uzerinén vivo etkileri aratirildi. Pluripotent kdk hicrelerin uygulargdive
uygulanmadii astim ve kontrol fare gruplarindan izole edilekciger lenfosit
hlcreleri, pluripotent hicreler kiltir ortaminddurumaksizin CDmix ile uyarilarak
3 gun inkube edildikten sonra analizler gercegtikigdi. Elde edilen veriler, akger
lenfosit htcrelerinin proliferasyonunun vivo EKH ve uPKH uygulanmasi sonucu
anlamh olarak baskilangini ve apoptozunun ise EKH uygulanmasi ile azatal
gosterdi. Literaturden vivo etkiler ile ilgili calismalar olsa da, bu hicrelerim vivo
etkileri hakkinda bilgi bulunmamaktadir. OzellikEKH'lerin lenfosit hicreleri
Uzerindeki apoptozu azaltma etkisi ylizde olarakiidiseviyede olmasina gaen,
bulgularimizin vivo etkileri gosterdiinden dolay! bu djilk seviyedeki farkliliklarin

onemli old@gu disinulmektedir.

Yeni pluripotent kok htcre tipi olan uPKH’lerin, tad pluripotans olarak
nitelendirilen EKH’lere gore benzerlikleri ve farkklari ginimuizde agarma
konularini olgturmaktadir. uPKH’lerin EKH’ler kadar gucli ve pipotent olmadii
gibi bazi endieler olmasina ganen, bir ¢cok benzerliklerinin gosterilmesi ilerigin
umut vermektedir. Bu agarmada elde edilen sonuclar, allojenik olarak usgan
iki farkh pluripotent kék hicrenin akut astim farmeodelinde histopatolojik ve
immunmodulatér etkileri agisindan kaastiriimasini sgladi. Akut astim modelinde
olusan, akcger hava yolu yeniden yapilanmasi ve inflammasyoraeritide
uPKH’lerin, EKH’ler kadar baskilayici etki goOstegdi ve OVA-spesifik IgE
duzeyinde EKH’ler gibi istatistiksel derecede anllaazalma olgturdugu belirlendi.
EKH uygulanmasi sonucu Th2 sitokini olan IL-4’Grebmasinda ve anti-inflamatuar
sitokin olan IL-10 dizeyinin artmasindaki anlamleggimlerin ayni zamanda
uPKH’ler uygulanmasi sonucu da gtugu gozlenlendi. Ancak EKH uygulamasi
sonrasi Treg hicre alt gruplarindaki anlamlisawffKH uygulanmasi ile anlamiga

ulasmadi. Bu durumda, uPKH’lerde Treg hiicre mekanizmaseKH kadar etkili
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olmasa da oOnemli olgu disunulmektedir. Buna ek olarak, ager lenfosit
hicrelerinin proliferasyonu Uzerine vivo etkilere bakildginda, hem EKH’ler hem
de uPKH’lerin prolifaresyonu anlamli derecede blaskgl gozlendi. Fakat, akger
lenfosit hucrelerinin apoptozu Uzerinde uPKH’ledraskilama etkisinin anlamli

derecede olmagh bulundu.

Sonu¢ olarak, asirmada elde edilen bulgular akut astim fare modielii.n.
olarak uygulanan EKH ve uPKH’lerinn vivo gicli bir imminomodulator etki
olusturdusunu, bu immunomodulator etkinin EKH ve uPKH’lerdenzer oldgunu
ve immunmodulasyon sonucu akut astirgkili proksimal ve distal hava yollarinda

histopatolojik dgisimi ve inflamasyonu baskiladiklarini gostermektedir
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