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Dental Folikiil Mezenkimal Kok Hiicrelerin Pemphigus Vulgarisli Hastalarin Dendritik

Hiicre Ve Lenfositleri Uzerindeki Immiinregiilatér Etkilerinin Arastiriimasi

Ogrencinin Adi: Yazgiil DURAN

Damismani: Prof. Dr. Tun¢ AKKOC

Anabilim Dali: Cocuk Saglig1 ve Hastaliklar1 Anabilim Dali
Bilim Dali: Cocuk Alerji ve Immiinoloji Bilim Dali

1. OZET

Amag: Antikor aracili otoimmiin ve kronik bir hastalik olan Pemfigus Vulgaris (PV)
hastalarinda, Dental Folikiil-Mezenkimal Kok Hiicrelerin (DF-MKH) immiinregiilator
etkilerinden yola ¢ikarak bu hastalardaki lenfosit ve dendritik hiicreler tizerindeki

immiinregiilator etkilerini arastirmayr amagladik.

Gere¢ ve Yontem: Dis ¢ekimi endikasyonu bulunan saglikli bireylerden tam gdmiik yirmi
yas disleri alindi. Mezenkimal Kok Hiicrelerin izolasyonu, karakterizasyonu ve farklilagma
caligmalar1 yapildi. PV tanis1 almis hastalar (n=9) ve saglikli bireylerden alinan 10 ml venoz
kan 6rneklerinden PKMH izolasyonu yapildi. Kiiltiirler CDmix ile 72 saat uyarildi. Kiiltiir
stiresinin ardindan DF-MKH’ larin CD4+ T lenfositler iizerindeki proliferasyon ve canlilik
oranina, T regiilator hiicre, antijen sunucu hiicredeki ko-stimiilasyon, bellek ve naif CD4+ T

lenfosit diizeyine ve hiicre kiiltiir siipernatantindaki sitokin miktarina etkisi aragtirildi.

Bulgular ve Sonugclar: PV ve saglikli bireylerde DF-MKH varliginda CD4+ T lenfositlerin
canlilik diizeyini anlamli olarak arttirdi, proliferasyon oranini anlamli olarak diistirdii. T
regiilator hiicre diizeyi ve naif CD4+ T lenfosit miktari DF-MKH varliginda anlamli olarak
artarken dendritik hiicrelerdeki ko-stimiilasyon ve bellek CD4+ T lenfosit miktarlar1 azaldi.
DF-MKH varliginda IL-4 ve TNFa diizeyi istatistiksel olarak anlamli azalirken IL-10 ve IFNy
diizeyi anlamli olarak artti. Sonug¢ olarak DF-MKH PV’ de diizenleyici etkilerinin oldugu ve

hiicresel tedavide veya kiir olarak kullanima uygun olabilecegi diisiiniilmektedir.

Anahtar Sozciikler: Pemfigus Vulgaris, Mezenkimal Kok Hiicre, Immiinregiilasyon.



Investigation of Immunoregulatory Effects of Dental Follicle Mesenchymal Stem Cells

on Dendritic Cells and Lymphocytes of Patients with Pemphigus Vulgaris
Student’'s Name: Yazgiil DURAN
Advisor: Dr. Tung AKKOC

Department: Child Health and Diseases Department-Department of Pediatric Allergy  and

Immunology
2. SUMMARY

Objective: We aimed to investigate the immunregulatory effects of Lymphocyte and
Dentritic cells in patients with Pemphigus Vulgaris (PV), an antibody-mediated autoimmune
and chronic disease, based on the immunregulatory effects of Dental Follicle-Mesenchymal
Stem Cells (DF-MSC).

Materials and Methods: Fully embedded wisdom teeth were extracted from healthy subjects
with dental indications. Isolation, characterization and differentiation of mesenchymal stem
cells were performed. PBMC isolation was performed from 10 ml venous blood samples
taken from patients with PV (n = 9) and healthy individuals. Cultures were stimulated with
CDmix for 72 hours. After culture time, the effect of DF-MSCs on proliferation and viability
of CD4 + T lymphocytes, co-stimulation, T regulator cell, antigen presenting cell, memory
and naive CD4 + T lymphocyte level and cytokine amount in cell culture supernatant were

investigated.

Results and Conclusion: In the presence of DF-MSC in PV and healthy individuals, the level
of viability of CD4 + T lymphocytes was significantly increased and proliferation rate was
significantly decreased. T-regulator cell level and the amount of naive CD4 + T lymphocytes
increased significantly in the presence of DF-MSC, while co-stimulation and memory CD4 +
T lymphocytes in the dendritic cells decreased. In the presence of DF-MSC, IL-4 and TNFa
levels decreased significantly while IL-10 and IFNy levels increased significantly. In
conclusion, it is thought that DF-MSC PV has regulatory effects and may be suitable for use

in cellular therapy or as a cure.

Key words: Pemphigus Vulgaris, Mesenchymal Stem Cell, Immunoregulation.



3. GIRIS ve AMAC

Pemphigus Vulgaris (PV) hayati tehdit eden dezmozomal kaderin proteinleri
(dezmoglein-1, dezmoglein-3) hedef alan antikor aracili, biil olusumu gosteren otoimmiin bir
hastaliktir. Hastalik patogenezi baslica IgG tipi otoantikorlarin dezmozomal proteinlere
baglanarak keratinosit-Keratinosit baglantisin1 bozmasi ve sonucunda intraepitelyal ayrisma
olusmasi ile karakterizedir. Invitro deri ve invivo fare modellerinde; PV hastalarindan izole
edilmis IgG otoantikorlarmin hastalig1 olusturmada yeterli oldugu gosterilmistir. Ana tedavi
secenegi steroid ve immiinsiipresif ajanlardir. Uzun siireli steroid kullanimi ve immiinsiipresif
ajanlarin  kullanimi hastaligin mortalitesini azaltmakla birlikte olusturduklart yan etki

sebebiyle daha giivenli ve etkili tedaviye ihtiya¢ duyulmaktadir.

Mezenkimal Kok Hiicreler (MKH) multipotent erigkin kok hiicreler arasinda yer alir.
Uluslararas1 Kok Hiicre Kriterlerine gore MKH” ler; plastik yiizeye yapisabilen, Osteojenik,
Kondrojenik ve Adipojenik farklilagabilen, yiizeyinde CD73, CD90, CD146, CD105, CD146"
%95’in lizerinde ifade eden, CD45, HLA-DR, CD34, CD14 ifade etmeyen hiicreler olarak
tanimlanir. Gobek kordonu kani, kemik iligi, plasenta, dis ve yag dokusu gibi bir¢ok farkli

eriskin somatik hiicreden mezenkimal kok hiicre elde edilmektedir.

MKH?” lerin akut ve kronik hastaliklarda terapdtik ajan olarak kullanimu ile ilgili son
yillarda bircok c¢alisma bulunmaktadir. Ayrica Mezenkimal kok hiicrelerin inflamatuar
hastaliklarda modiilatuar etkileri oldugu bilinmektedir. Son yillarda yapilan ¢alismalar agiz
boslugundaki g¢esitli kaynaktan kolaylikla elde edilebilen siit disi, dental pulpa, dental folikiil,
periodental ligament kaynakli mezenkimal kok hiicrelerin birgok otoimmiin, alerjik,
inflamatuar hastalik, yara iyilesmesi ve rejeneratif tip tedavi yaklasimlarinda basari ile

kullanilabildigi gosterilmistir.

PV tedavisinde MKH’ lerin immiin yanit1 diizenleme 6zelligi ile ilgili literatiirde in-
vitro veya in-vivo bir c¢alisma bulunmamaktadir. Biz bu ¢alismada MKH’lerin
immiinomodiilatuar 6zelliginden yola ¢ikarak PV’ 1i hastalarin lenfositleri ve dendritik
hiicreleri tizerindeki etkilerini incelemeyi amacladik. Bu amag¢ dogrultusunda dental folikiil
kaynakli MKH’ lerin, PV hastaliginin tedavisinde yeni bir segenek olup olamayacagi
konusunda fikir verecektir. Caligmanin sonuglar1 PV ile ilgili literatiire 6nemli katkida

bulunacaktir.



4. GENEL BILGILER
4.1. immiin Sistem

Bagisiklik sistemi viicudu yabanci ve istilaci ajanlardan koruyan savunma sistemidir.
Bagisiklik sistemi igerisinde ¢esitli hiicre ve molekiiller bulunmaktadir. Bu yapilarin temel
gorevi yabanci ajanlarin taninmasi ve ortadan kaldirilmasidir. Tanima iglevi yabanci ajan
iizerindeki c¢esitli molekiiller sayesinde gerceklesir. Bu molekiiller patojen organizmalarin
sahip oldugu karbonhidrat veya protein yapilari olabilir. Farkli ¢esitlilikte ayirt edici yapilara
sahip olan yabanci maddelere kars1 immiin sistemde farkli yanitlar olusturulur. Bu yanitlarda
yabanci organizmalari taniyan ve onlar etkisiz hale getiren ¢esitli mekanizmalar gelismistir.
Viicudun birgok béliimiine immiin sistem dagilmis durumdadir. Onciil hiicreleri kemik
iliginde olusan immiin sistem hiicreleri olgunlasana kadar kemik iliginde kalabilir veya
viicudun farkli bolgelerine go¢ edip orada olgunlasabilirler. Immiin sistem hiicreleri,
kendilerinin veya bagka hiicrelerin salgiladigt hormon benzeri ¢oziinmiis molekiillerin
etkisiyle gelisir, yanit olusturur veya baskilanirlar. Salgilanan peptit ya da protein yapidaki bu
molekiillere sitokin denir.

Myeloid hiicreler; graniilositler ve agraniilositler olarak iki grup hiicreden olusur.
Notrofil, bazofil, eozinofil hiicreleri graniilositleri olustururken; monositler agraniilositleri
olusturur. Monositler de kemik iliginde olusup dolasima katilir ve gesitli dokulara geger. Bu
dokularda monositler makrofajlara doniisiir ve gegtigi dokuya 6zgii makrofajlar olarak orada
kalir. Lenfoid hiicreler ise T hiicreleri, B hiicreleri ve dogal dldiiriicii hiicrelerden olusur. T
hiicreleri kemik iliginde olustuktan sonra olgunlagsma siirecini tamamlamak {izere timiisa
girer, B hiicreleri ise kemik iliginde olgunlasir. Olgunlasan hiicreler kan dolasimina katilarak
dalak ve lenf nodlar1 gibi sekonder lenfoid organlara gegerler. Immiin sistem yanitlarinda bu
hiicrelerin viicutta ¢ok ¢esitli etkileri vardir.

Immiin sistem dogal ve edinsel immiin sistem olarak ikiye ayrilir. Dogal immiin yant;
viicuda giren yabanci maddeler i¢in ilk bariyeri olusturan, onlar1 tantyip yikima ugratmak igin
organizmada hazir olarak bulunur. Edinsel immiin yanit ise dogal immiin yanitin ardindan
patojenle karsilagsma sonrasinda patojene ait antijene 6zgili olarak gelisen daha etkili yanitlar
olusturmaktadir. Dogal immiin sistemi olusturan hiicreler; fagositoz gorevi yapan nétrofiller
ve makrofajlar, dendritik hiicreler, dogal oldiiriicii hiicrelerdir. Dogal immiinitede yer alan
diger molekiiller ise kan proteinleri ve kompleman sistemidir.

Edinsel immiin yanitta T ve B lenfositleri 6énemli rol oynamaktadir. T hiicreleri



hiicresel immiiniteye, B hiicreleri ise hiimoral immiiniteye ait hiicrelerdir. Hiicresel immiin
yanitin gorevi viicuda giren yabanci organizmalarin sebep oldugu enfeksiyonlart ya da timor
hiicrelerini yok ederek viicudu korumaktir. Hiimoral immiinitenin hiicreleri B lenfositlerdir ve
yabanci antijenlere karsi plazma hiicrelerine doniiserek antikor iiretirler. Immiinitenin bu

kismu antijen antikor iligkisi tizerine kurulmustur.

4.1.1. Dogal iImmiin Sistem

Dogal immiin sistem, viicuda giren yabanci maddelerin girisini engelleyen ilk
savunma sistemidir. Bu sistemin hiicreleri enfekte dokuya birkag saat i¢inde ulasabilir. Dogal
immiinite hem mikroplara hem de hasar gérmiis hiicrelere yanit olusturabilir. Bu sistemde
mikroplarin veya yabanct maddenin ortak yapilart taninmaktadir. Dogal immiin sistem
elemanlar1 soyle siralanabilir; fagosit hiicreleri olan nétrofil, makrofaj, dendritik hiicreler ve
dogal oldirict hiicreler ile fiziksel ve kimyasal bariyerlerdir. Fiziksel bariyer epitel doku
tarafindan saglanmaktadir. Epitel doku yiizeyinde iiretilen antimikrobiyal maddeler ise

kimyasal bariyer olusturmaktadir. (Abbas ve ark., 2012).
4.1.1.1. Epitel Tabaka

Mikroorganizmalara kars1 var olan ilk savunma hatti organizmanin disg ¢evresinde
bulunan epitel yiizeydir. Bir sekilde epitel yiizeyi gegebilen mikroplar ise yine epitel doku
hiicreleri tarafindan iiretilen antimikrobiyal maddelerle etkisiz hale getirilmektedir. Bu epitel
yiizeyler; Viicudumuzda bir¢ok organ devamli epitel hiicreler ile kaplidir. Deri, sindirim,
solunum ve iirogenital sistemlerinin mukozal yiizeyleri devamli epitel hiicreleri ile kaplidir ve
mikroplarin  girisinin engellenmesi i¢in bir bariyer olusturmaktadir. Epitel yiizeyin
biitlinliiglinlin bozulmasiyla viicut enfeksiyon girisine acik hale gelir. Ayrica solunum ve
sindirim kanali gibi mukus miisin olarak adlandirilan glikoprotein yapida bir madde igerir.
Kayganlastirici 6zellige sahip bu madde mikroplarin bu kanallardan atilmasini kolaylastirir.
Ayrica bazi 16kositler de antimikrobiyal 6zellikte peptidler (defensin ve katelisidin) iiretirler
(Abbas ve ark., 2012).

4.1.1.2. Fagosit Hiicreler

Dolagimdaki fagositik hiicrelerden nétrofiller ve makrofajlar dogal bagisiklik icinde

yer alan ve enfeksiyon bolgesinde hasarli dokuda ilk savunmayi olusturan hiicrelerdir. Bu



hiicrelerde mikroorganizmalarin taninmasini fagositoz asamasi izler ve fagositik hiicrelerin
aktivasyonu mikroorganizmalarin yikimi ile sonlanir. Notrofiller ve makrofajlar tarafindan
taninir ve fagosite ederek lizozom denilen enzim igerikli bagka bir keseyle birlesmesiyle
enzimle parcalayarak yok etme yetenegindedirler. Fagosit mekanizmasinda, fagositik hiicre plazma
membram aracihig ile tanidigi mikroorganizmayi gevreler ve mikroorganizma iki ucun birlesmesi sonucu
olusan fagozom adli membrani kesesinin iginde kalr. Fagozomlar lizozomlar ile birleserek fagolizozomlan
olusturur. Mikroorganizmalarin taninmasimi ve baglanmasini saglayan bazi reseptorler fagolizozomlar
icerisindeki enzimleri uyarilmasina yol agarlar. Uyarilan enzimler ve lizozomal proteazlar, mikrobiyal
proteinlerin par¢alanmasina yol agar. Tiim bu enzimler fagositik hiicreye zarar vermeksizin keselerin icine

almis mikroorganizmalar sindirirler (Abbas ve ark., 2012).

Periferde bulunan ve polimorf niiklear 16kositler olarak adlandirilan nétrofiller
inflamatuar evrenin erken fazini olusturur. Nétrofiller kemik iliginde olusur ve her biri
periferde yaklasik 6 saat dolasir. Mikroplarin girisinden sonra saatler i¢inde nétrofiller

enfeksiyon bolgesine go¢ eden ilk hiicre grubudur (Abbas ve ark., 2012).

Monositler; kanda dolagim halinde olan ve nétrofillerden sonra enfeksiyon bolgesine
go¢ eden fagositik hiicrelerdir. Kandan dokuya ge¢isinin ardindan makrofajlara doniisiir ve
mikroba kars1 daha uzun siireli savunma olusturur. Bulunduklar1 dokulara gére makrofajlar;
kemik iliginde osteoklast, karacigerde kupffer hiicreleri, merkezi sinir sisteminde

mikroglialar, akcigerde alveolar makrofajlar olarak isimlendirilirler.

Makrofajlar T lenfositlere antijen sunumunun yani sira, interlokin-1 (IL-1), interlokin-
6 (IL-6) ve tiimor nekroz faktor-oo (TNF-o) adi verilen sitokinler iretirler. Bu sitokinler
proinflamatuar sitokinler olarak adlandirilir ve hem dogal hem de edinsel immiin aktiviteleri
yonlendirirler (Zoroglu ve ark., 2003). Makrofajlar ayni zamanda antijen sunan hiicrelerdir.
Bu hiicreler yabancit maddeleri yakalar, parcalar ve ortaya ¢ikan mikrobiyal antijenleri T ve B
lenfositlere sunar. Antijen sunumunu yiizeylerinde bulunan majér histokompatibilite
kompleksi (MHC) ile gerceklestirir. Bu, immiin yanitin baslamasi i¢in 6nemli bir ilk adimdir
(Saroj ve ark., 2012). Hiicresel ve hiimoral immiin yanitta lenfositler ve makrofajlar
koordineli ¢aligirlar. Immiin sistemin bilesenleri tarafindan uyarilan makrofajlar, TNF-o, IL-6
ve IL-1 sitokinlerini salgilayarak fagositik hiicrelerin aktivasyonunu, endotelde adezyonunun
artisin1 ve bunlarin enfekte dokulara gecisini hizlandirir (Taylor ve ark., 2005). Makrofajlar

immiin yanitin diizenlenmesi ile birlikte dokudaki 6li hiicreleri yok etmede de dnemli rol



oynarlar. Bu makrofajlar genellikle siipliriicli (scavenger) olarak adlandirilir.

Dendritik hiicreler (DH) immiin yanitin diizenlemesinde 6nemli rol oynayan hiicreler
olup beyin, testis ve goz haricinde tiim dokularda bulunan antijen sunan hiicrelerdir. DH’ lerin
birincil gorevi antijen sunmak oldugundan profesyonel antijen sunan hiicreler olarak da
adlandirilmaktadir. DH” ler naif T lenfositlere antijen sunarak immiin yanitin olusmasina yol
acmaktadirlar. Bunun i¢in antijeni yakalar, isler ve ylizeyinde bulunan es uyaran molekiillerle
yiizeyinde sunarlar. Dendritik hiicreler doku igerisinde immatur (olgunlagsmamis) olarak
bulunurken mikrobiyal ajani isledikten sonra yilizeyinde es uyaran (kostimiilator) molekiiller
olan CD80, CD86 gibi molekiilleri ve lenfoid organa go¢ etmesini saglayan kemokin
reseptoriinli (CCR7) ifade etmeye baglar ve matur (olgunlagmis) olarak lenfoid organlara go¢
eder. Burada naif T hiicreyle karsilasmasiyla isledigi antijeni yiizeyinden sunar. Bu sekilde

edinsel immiin yanitlar1 baslatir.
4.1.1.3. Sitokinler

Dogal ve edinsel immiinitede yer alan ve hiicrelerin immiin islevini saglayan
¢cozlinmiis molekiillere sitokin denir. Bu molekiiller peptid yapida olup 16kositlerin, biiyiime
ve farklilasmasinda, antijenlerin eliminasyonunda ve hematopoietik hiicrelerinin
gelisiminde rol oynar. Sitokinler immiin yaniti diizenleme Ozelliklerine gére su sekilde
gruplandirilabilirler; 1-Proinflamatuvar sitokinler: Inflamasyonu arttiran ve siirekliligini
saglayan sitokinlerdir, 2- Biliylime faktorleri: Hiicrelerin hayatta kalmasini arttiran ve yapisal
degisikliklere neden olan sitokinlerdir, 4- Kemokinler: inflamatuar hiicreler i¢in kemotaktik
olan sitokinlerdir, 5- Antiinflamatuar sitokinler: inflamatuar yanit1 durduran ya da baskilayan
sitokinlerdir. T lenfositleri salgiladiklari sitokinlere gore Thl, Th2, Th17 gibi alt gruplara
farklilasabilir. Thl hiicreleri agirlikli olarak interferon-gamma (IFN-y) sekrete ederken, Th2
hiicreleri IL-4, IL-5 ve IL-13 sekrete etmektedir. T yardimci hiicre 2 (Th2) lenfositler ve bu
hiicrelerden salgilanan sitokinlerinin PV patogenezinde anahtar rol oynadig: diisiiniilmektedir.

(Masjedi ve ark., 2017).
4.1.2. Edinsel Bagisikhik

Immiin sistemde iki temel savunma sistemi vardir. Bunlardan birincisi yabanci
maddelerin viicuda girmesiyle baslayan ilk savunma sistemi yani dogal bagisikliktir. Takip

eden ikinci savunma sistemi ise edinsel bagisikliktir. Dogal immiinitede yanitlar kisa siireli ve



spesifik degildir. Edinsel immiinitede ise yanitlar daha uzun siireli, kalic1 (bellek hiicreleri
sayesinde) ve spesifiktir. Dogal immiinitede mikroorganizma ya da yabanci maddelerin ortak
yapilarina ayni yanitlar verilirken, edinsel bagisiklikta antijene 6zgii yanitlar verilir. Edinsel
bagisiklik da kendi iginde iki grupta incelenir. Birincisi hiicre aracili bagisikliktir ve aktive
olan T lenfositlerin antijeni yok etmesine ydnelik gelisir. Ikincisi hiimoral bagisikliktir ve B
lenfositlerin antijene karsi spesifik antikor iireterek gerceklestirdigi bagisikliktir (Alberts ve
ark., 2008).

Edinsel bagisiklikta yer alan T ve B lenfositlerin antijen yapisini tanimasinda
farkliliklar vardir. T lenfositler kii¢iik peptid yapidaki antijenleri tanirken, B lenfositler daha
biiyiik yapidaki protein, lipit, karbonhidrat ve niikleik asit yapisindaki antijenleri tanir. Antijen
sunucu hiicreler tarafindan islenen ve aciga cikarillan antijen major histokompatibilite
kompleksi (MHC) ile hiicre ylizeyinden T lenfositlere sunulur. T lenfositler MHC’ ye
baglanmis olan antijeni ylizeyindeki T hiicre reseptorii (TCR) ile tanir ve aktive olur. T
lenfositler aktive oldugunda lenfoid organ iginde veya enfeksiyon bolgesine gog ederek etkili
olmaktadir. Bundan farkli olarak, aktive olan B lenfositler bulunduklari yerden uzak
mesafelerde de etkili olabilen antikorlart iiretirler (Hall ve Guyton, 2007).

T lenfositlere peptid antijeni sunan iki MHC sinifi vardir bunlar sinif I ve simif II MHC
molekiilleridir. Simif I MHC molekiiliinde T hiicre es reseptdrii CD8’ in baglanma bdlgesi
bulunmaktadir. CD8+ lenfositleri yalnizca CD8’ in baglanabilecegi smif I MHC
molekiillerinin gosterdigi peptid yapidaki antijenlere yanit verebilir. Smuf I MHC
molekiillerinde ise T hiicre es reseptorii CD4’ e baglanma bolgesi bulunur. CD4+ lenfositler
sadece sinif II MHC molekiilerine baglanabilir ve bu molekiille sunulan antijeni taniyabilir.
Simif I MHC molekiilleri peptid yapidaki antijenleri sitozolik yapidaki proteinlerden
edinirken, sinif I MHC molekiilleri peptid yapidaki antijenleri hiicre i¢i vezikiillerde bulunan

proteinlerden edinir (Yildiz ve Deniz, 2007).
4.1.2.1. Hiimoral ve Hiicresel Immiinite

Degisik hiicre ve molekiillerin olusturdugu, hiicre i¢i ve dis1t mikroplara karsi savunma
saglayan iki tiir edinsel immiinite vardir. Bunlardan biri hiimoral immiinite digeri hiicresel

imminitedir.

Hiimoral immiinitede B lenfositler yer alir. Her bir B lenfosit antikorun bir tiiriinii tretir



ve antikor salgilayan hiicrelere doniisiip ¢ogalirlar. B lenfositlerin hareketiyle viicutta bir
immiinolojik bellek olusur ve patojenlerle tekrarlayan karsilagsmalarinda aninda ve hizli cevap
verebilirler (Inman ve ark., 2014). Hiimoral immiin yanitlar esnasinda bellek hiicreleri de
olusur ve bu hiicreler kemik iligine go¢ ederek orada bulunurlar ve ayni antijenle tekrarlayan
karsilasmalarinda enfeksiyona karsi daha hizli, erken ve etkili savunma saglarlar (Yildiz ve
Deniz, 2007).

Lenfositler antijenlerle ilk maruz kalmada c¢ogunlukla IgM yapisinda antikor
sentezlerler ve bu primer immiin yanit olarak adlandirilir. Ayni antijenlere bir sonraki
karsilasmasinda verilen yanit sekonder immiin yanittir ve primer immiin yanittan daha gii¢lii
daha etkilidir. T hiicre bagimli antijenlere kars1 hiimoral immiin yanitlarda yiiksek afiniteli
IgA, IgE, 1gG gibi antikorlar da dretilir. Protein yapisindaki antijenlerle tekrarlayan

kargilagsmalar1 sonucunda antikorun afinitesi artar (Karsunky ve ark., 2008).

B lenfosit yiizeyine bagl antikorlar ayn1 zamanda antijenlerin taninmasi igin reseptor
gorevi de istlenirler. Bir antikor molekiiliinde iki agir (heavy-H) ve iki hafif (light-L) zincir
bulunur, her bir hafif zincirde bir degisken (variable-V) ve bir sabit (constant-C) bolge
bulunur, her bir agir zincirde de bir V, ii¢ ya da dort C bdlge bulunur. C bélgesinde p, 9, a, v,
¢ olarak adlandirilan bes ¢esit agir zincir vardir. Antikor molekiiliiniin isimlendirilmesi sahip
oldugu agir zincir tiplerine gore IgM, IgG, IgD, IgE, IgA seklinde yapilir (Yildiz ve Deniz,
2007).

Hiicresel immiinitede T lenfositler yer alir. T lenfositler kemik iliginde olusur ve
timusta olgunlasir. T lenfositler antijen ile ilk karsilasmasindan sonra aktive olurlar (Saroj ve
ark., 2012). Efektor fonksiyonlarma gore T lenfositler kendi iginde alt gruplara ayrilirlar.
Sitotoksik T lenfositler yiizeyinde CD8 molekiiliinii ifade ederler. CD8+ T lenfositin gorevi
hedef hiicredeki Olim yolaklarin1 aktive ederek yabanci antijen iceren bir hiicreyi

oldiirmektir. Yardimer T lenfositler yiizeylerinde CD4 ifade ederler ve aktive olduklarinda

spesifik sitokinler salgilayarak CcD8' T lenfositlerin, B lenfositlerin ve makrofajlarin

aktivasyonuna yardimci olurlar. Boylece hem dogal hem de edinsel immiin yanitlar arasinda

bir koprii gérevi gortir. CD4™ T lenfositlerinin bir alt grubu olan Treg’ ler otoimmiin yanittan

viicudu korur (Inmanve ark., 2014).

T lenfositlerin yiizeyinde bulunan TCR' ler, Ig’ lerle fonksiyonel ve yapisal olarak ¢ok



benzerdir. Ancak, TCR’ leri sekrete edilmezler ve hedefleriyle uzak mesafelerde
etkilesmezler (Kierszenbaum ve Tres, 2012). T lenfositler direkt hiicre temasiyla etkilerini
gosterirler. T hiicreler peptid yapidaki antijenleri tanirlar bu sebeple yabanci bir proteini
tanimasi i¢in bu proteinin 6ncelikle peptidlerine ayrilmasi ve antijen sunucu hiicrelerce (APC)
sunulmas1 gerekmektedir. CD4+ T lenfositlere antijen sunan hiicreler yiizeyinde MHC-II
molekiiliinii tagiyan hiicreler olan; monositler, dendritik hiicreler ve B lenfositlerdir. Tim T

lenfositler, ylizeylerinde CD2 ve CD3 belirteclerini ifade ederler (Ross ve Pawlina, 20006).
4.1.2.2. CD4+ T Lenfositler

CD4+ T lenfositler yardimc1 T lenfositler olarak isimlendirilirler. Sadece peptid
yapidaki antijenlere yanit olusturabilen edinsel immiin sistem hiicreleridir. Antijen sunucu
hiicrenin tasidig: antijeni bagladigi sinif I MHC molekiiliiniin CD4+ T lenfositin TCR” si ile
baglanmasi sonucunda hiicre aktivasyon sinyalleri baslatilir. CD4+ T lenfositlerin
aktivasyonu ile hiicre iginde sitokin liretimi igin transkripsiyon faktorleri aktive olur ve sitokin
iiretimini gergeklestirilir. Uretilen bu sitokinler diger yardimc1 T hiicrelerin cogalmasini ve
farklilagmasini uyarir (Ross ve Pawlina, 2006). Hiicre i¢i mikroplarla olusan enfeksiyonlari
yok eden CD4+ T hiicreleri, fagositleri aktive ederek bu fagositlerin vezikiillerinde
yasayabilen mikroplarin yok edilmesini saglar. Salgilanan sitokinler CD4+ T lenfositlerin
fenotipini belirler (Alberts ve ark., 2008).

Hiicre i¢i patojenlere karsi korunmada Thl sitokin profili etkindir. Makrofajlardan
salgilanan IL-12, naif CD4+ T hiicrelerinin CD4+ Thl yo6niinde farklilagmasini uyarir. (Yildiz
ve Deniz, 2007). IFN-y, IL-2 ve TNF-f salgilayan Th1 hiicreleri makrofaj ve NK hiicrelerini
aktive ederek fagositoz veya 6ldiirme yeteneklerini arttirmaktadir (Nelson, 2004). IFN-y, Th1
hiicreleri tarafindan {iretilen en onemli sitokinlerden biridir, makrofajlar1 aktive eder ve B

hiicrelerde antikor izotiplerinin iiretimini uyararak fagositozu aktiflestirir (Y1ldiz ve Deniz,
2007).

Th2 sitokinleri B lenfositleri IgE fretimi i¢in aktive eder. APC’ den IL-12
salgilanmazsa, T lenfositler IL-4 salgilarlar ve CD4+ T hiicrelerinin CD4+ Th2 yoniine dogru
polarize olmasii saglar. Th2 hiicreleri 1L-4 salgilayarak IgE antikorunun tretimini, IL-5
salgilayarak eozinofillerin olusmasin1 ve IL-13 salgilayarak mukus sekresyonunu saglar. Bu
hiicreler 6zellikle helmintik parazitlere karsi eozinofil araciligiyla fagositozdan bagimsiz

immiiniteyi aktiflestirir (Abbas ve ark., 2007). IL- 4, IL-5, IL-13 salgilayan Th2 hiicreleri
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hiimoral immiin yanitlardan ve allerjik reaksiyonlardan sorumludur. Th2 yoniinde

polarizasyon Th1 olusumunu baskilar (Nelson, 2004).

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

4.1.2.3. CD8* T Lenfositler

CD8+ T lenfositler sitotoksik T hiicreler (CTL) olarak da adlandirilir. CD8+ T
lenfositler patojenle enfekte veya malign doniisiime ugramis konak hiicrelerini 6ldiirtir. CTL
hiicre ile hedef hiicre arasinda immiinolojik sinaps benzeri yap1 olusur. CTL ozellesmis
graniiller icerir ve bu graniillerini dogrudan hiicre temas: ile ortama salar. Bu graniiller
perforin, granzim ve granulozin gibi efektdr proteinler igerir. Perforin hedef hiicre
membraninda delikler agar ve granzimlerin gegisini kolaylastirir. CTL IFN-y, TNF—a ve IL-2
gibi sitokinleri tiretir. IFN-y, viral replikasyonu baskilar ve MHC siif I ekspresyonunu artirir.
CD8+ T lenfositler simif I MHC molekiilii tarafindan sunulan peptid yapidaki antijenleri
tanirlar (Hall ve Guyton, 2007).

4.1.2.4. CD4+CD25+ Tregiilator Hiicreler

Tregiilator (Treg) hiicreler CD4+ T hiicrelerinin bir alt grubu olup peptid-MHC ile es
uyaran varhiginda uyarilan TCR’ ler aktif T hiicrelerinin ¢ogalmasini ve sitokin liretimini
baskilar. CD4+ T hiicrelerin %5-10" unu olustururlar. Bu hiicreler 6z antijenlere veya yabanci
antijenlere kars1 T lenfositler ile iligkili immiin yanitlar1 baskilar. Treg hiicreler otoimmiin
hastaliklara kars1 immiin yanit1 baskilamada dnemli rol oynar. Bu gorevini Treg hiicreleri diger
hiicrelerin immiin yanitim1 diizenleyerek gerceklestirir. Bu mekanizma ile inflamatuar yanitlar
baskilanir. Treg’ler iki sekilde ortaya ¢ikar. Timusta olusanlara “dogal Treg*“(nTreg) hiicreleri
denir, inflamatuar yanitlar esnasinda CD4+ veya CD8+ hiicreler tarafindan uyarim sonrasi
olusan Treg hiicrelere “indiiklenmis” Treg (iTreg) hiicreler denir. nTreg ve 1Treg hiicreleri

CD4 ve CD25 ifadesinin yam sira FoxP3 ekspresyonunu da gergeklestirirler. Immiin sistemi

11



baskilayici etkilerini IL-10 ve TGF-PB salgilayarak gosterirler. Sekrete edilen bu sitokinler

immiin yanitlar1 baskilayici 6zelliktedir (Gallimore ve Godkin, 2008).
4.1.2.5. Antijen Sunucu Hiicreler

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

“profesyonel antijen sunucu hiicre” de denilmektedir (Steinman, 2003).

Dendritik hiicreler (DH) immiin yanitin diizenlemesinde 6nemli rol oynayan; beyin,
testis ve goz haricinde tim dokularda bulunurlar. DH’ ler farklilasmamis T lenfositleri
uyararak prim er immiin yamtin olusmasina yol ag¢maktadir. Bu fonksiyonlarini
gerceklestirebilmek icin antijeni yakalama, antijeni isleme ve ko-stimiilan molekiillerle T
hiicreye sunma yetenegine sahiptir. Ayni zamanda DH’ ler B hiicre fonksiyonlarmin
olusumunda da etkili olduklarindan hiimoral immiinitenin gelisiminde de onemli rol

oynamaktadir (Browne ve ark., 1997).

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

DH’ ler CD4+ ve CD8+ T lenfositleri aktive etmek icin antijeni yakalar ve isleyip T
lenfositlere sunar. Matiirasyon asamasinda DH’ ler periferik dokudan sekonder lenfoid
yapilara dogru harekete baslar ve orada T hiicreleri uyaran matiir DH’ lere doniisiir.
Matiirasyon siirecinde MHC molekiilleri endositik kompartmandan hiicre ylizeyine dogru

cikmaya baglar; antijenlerin ve patojenlerin hiicre icine aliminda selektif bir azalma ve T
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hiicreleri i¢in DH hiicre yilizeyindeki ko-stimiilatér molekiillerde bir artis izlenir (Lipscomb ve

ark., 2007).

Genelde, bir kez olgunlasan ve lenf diigiimiine giren DH, T hiicreye 10 saate kadar
antijen sunma yetenegine sahiptir. T hiicre stimulasyonu gergeklesince de DH’ler apoptotik
olime ugrar ve boylece gelistirilen immiin yanit dengelenir. DH’ler fazla miktarda ko-
stimiilan molekiiller tasidigindan 100-3000 kat kadar T lenfositi uyarabilir; bundan dolay1
diger ASH’lere gore 100 kat daha fazla antijen sunumu saglayabilmektedir. DH’lerin
yiizeylerinde bulunan CD58 (LFA-3), CD54 (ICAM- 1), CD50 (ICAM-3), CD102 (ICAM-2),
CD80 (B7- 1), CD86 (B7-2) gibi adezyon ve ko-stimiilan molekiiller ile T lenfositlerde
bulunan CD2 ve CD28 gibi molekiiller iligkiye girerek primer immiin yanitin baslamasi igin
gerekli sekonder sinyalleri olusturur (Foti ve ark., 2006).

DH’ ler ayn1 zamanda IFN-a, IL-1, IL-6, IL-7, IL-12 ve IL-15 ifade ederek primer
immiin yanitta etkili olur. DH’ lerin IL-12 ile Thl; IL-10 ile Th2 sitokin yanitini olusturdugu
gozlenmistir. IL-12, IFN-y ekspresyonunu artirip T lenfositleri Thl fenotipine yonlendirerek
T ve dogal dldiirticii (NK) hiicrelerinin sitotoksik etkilerini artirir. IL-12 iretiminin IL-10,
IFN-0, nitrik oksit, TGF-B gibi sitokinlerle inhibe oldugu goriilmektedir. 1L-10 ise ko-
stimiilan molekiillerin ekspresyonunu azaltip IL-1, IL-6, IL-8, TNF-o ve GM-CSF gibi
inflamatuvar sitokinleri baskilayarak Th yanitimi Th2’ye yonlendirmekte, bdylece DH

matiirasyonunu inhibe etmektedir (Yesilyurt ve Fidan, 2011).
4.1.3. Apoptoz

Viicudumuzdaki her hiicre belirli bir siire yasar ve bu yasam programlanmis hiicre
Oliimiiyle sonlanir. Hiicre oliimiiyle hiicre ¢ogalmasi arasinda kontrollii bir denge vardir.
Hiicre olim tiplerinden biri olan apoptoz hiicrelerin kendilerini yok ettikleri, programli,
genlerle diizenlenen, enerjiye gereksinimi olan, homeostazin korunmasinda gorevli, bir
olaydir. Apoptoz embriyonik donemde, postnatal hayatta ve patolojik durumlarda
gozlenebilir. Apoptoz hiicrenin kendisini yok etmesi i¢in metabolik ve fizyolojik islevler
ortaya koydugu bir olaydir. Bir hiicre apoptoz uyaris1 aldiktan sonra ortamdan uzaklasir, diger
hiicreler ile baglantisini koparir ve biiziismeye baslar. Hiicre organelleri yapilarini korur. Hiicre
cekirdegi kiiciilir ve pargalara ayrilir. Hiicre kiiclik pargalar halinde membranli olarak

apoptotik cisimciklere ayrilir. Bu apoptotik cisimcikler makrofajlar tarafindan tanimnir ve
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fagosite edilir (Bellamy ve ark., 1995; Ellis ve ark., 1991).

Apoptozun hiicre dongiisiinde ve hiicre sayist dengesinde onemli rolleri vardir. Postnatal
hayatta apoptoz goriilen olaylar, menstruasyon sirasinda endometriyumun tabakasinin
dokiilmesi, canliy1 dis etkenlerden koruyan deri tabakasinin yenilenmesi siirecinde iist epitel
hiicrelerin apoptoza ugrayip 6lmesi, DNA hasar1 olan hiicrenin apoptozu hiicre dengesinin
korunmasi igin gereklidir (Marti ve ark., 2001; Ford, 2001). Patolojik durumlarda da apoptoz
diyabet, norodejeneratif hastaliklar, bagisiklik hastaliklari, tiimér olusumu gibi olaylarda

goriiliir (Kannan ve Jain, 2000).

Apoptozun diizenlenmesinde belirli molekiiller, proteinler ve mitokondri rol oynar.
Apoptoz siirecinde dnemli rol oynayan Bcl-2 ailesi iki gruptan olusur; anti- apoptotik ve pro-
apoptotik iiyeler. Anti-apoptotik tiyeler, Bcl-2, Bcl-XL ve Mcl-1" dir ve bunlar hiicrede fazla
ise hiicre apoptoza daha az egilimlidir (Adams ve Cory, 1991). Bunlar mitokondri
membraninda dis kisimda yer alirlar ve hiicrenin hayatta kalmasi i¢in ¢aligirlar. Pro-apoptotik
iiyeler, Bad, Bax, Bid, BclXs’ dir. Bunlar mitokondrinin membram ile iligki kurarak ve
apoptoz indiikleyici faktor (AIF) ve sitokrom-C nin salinmasini arttirarak apoptozu indiiklerler
(Adrain ve Martin, 2001; Spierings ve ark., 2004).

Apoptozun indiiklenmesinde P53 transkripsiyon faktorii gorev alir. P53, hiicrede DNA
hasar1 oldugunda hiicre bdliinmesini durdurup DNA’ nin tamir edilmesi i¢in zaman
kazandirir. Hasar tamir edilemeyecek ise Bax ve Fas yapimimi artirir Bel-2 ve Bcel-xL’yi
baskilayip ve apoptozu indiikler (Vousden ve Lu, 2002). Immiinsistemde hiicre 6liimiinii Fas
reseptorii kontrol eder. Bunlar sitotoksit T hiicreler ve dogal Oldiiriicti hiicreler iizerinde
bulunurlar. Bu protein hiicre yiizeyinde kendi reseptoriine baglanir ve uyarilmayla

prokaspazlar uyarilip apoptoz baslar (Spierings ve ark.,2004, Curtin ve Cotter, 2003).

Kaspazlar apoptozu indiikleyen, sistein proteazlardir. Hiicrede inaktifdirler fakat
birbirlerini aktiflestirirler ve hiicrenin keseciklere ayrilmasina sebep olurlar (Adrain ve

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

Apoptoz ile nekroz birbirinden farklidir. Nekroz; rastgele gelisen bir siiregtir ve genler
tarafindan kontrol edilemez. Nekroz siddetli oksidatif stres, agir metaller, hipertrofi gibi
olaylarda goriiliir. Hiicre membraninin biitiinliigii kaybolur, Hiicre iyon dengesini kaybeder ve

stvi almaya baslayip siser, biiyiik vakuoller olusur ve hiicre lizis olur. Nekrozda ATP
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gerekmez, DNA rastgele parcalanir, inflamasyona sebep olur ve ortama nétrofillerin ve
makrofajlarin gogii gerceklesir. Bu olaylar nekrozun ayirt edici 6zelligidir (Golstein ve
Kroemer, 2007; Nicotera ve ark., 2004).

4.1.4. Pemphigus Vulgaris

Pemphigus Vulgaris (PV) cilt ve mukoza zarlarinda intraepitelyal kabarcik olusumu
ile karakterize hayati tehdit eden kronik otoimmiin bir hastaliktir. Cilt ve oral mukoza gibi
epitel tabakada bulunan ve hiicre i¢i yapismay1 korumaktan sorumlu desmozom adi verilen
yapilar bulunur. Pemfigusta bu desmozomlarda cadherin ailesinin bir pargast olan (hiicre-
hiicre adezyon molekiilleri) desmogleinlere (desmoglein 1 ve desmoglein3) yonelik IgG
otoantikorlar1 bulunan bulunur (Amagai M,1991). Hastaligin kesin olarak nedeni
bilinmemektedir. Genetik calismalardan elde edilen sonuglara gére PV hastalarinda genetik
faktorlerin 6nemli rol oynadigr gosterilmistir (Sinha AA, 2011). Pemfigus poligenik bir
hastaliktir ve Pemfiguslu hastalarin saglikli birinci derece akrabalarinda diisik miktarda
hastalikla iliskili otoantikor prevalansinin arttigi bildirilmistir (Torzecka JD ve ark, 2007).
Ayrica gevresel faktorlerin de 6nemli rol oynadigini gdsteren ¢alismalar bulunmaktadir. Vaka
kontrol ¢alismasi olmasa da bazi ilaglarin, 6zellikle penisilinlamin (metal selatlama maddesi)
ve kaptopril (anjiyotensin doniistiiren enzim inhibitoril) gibi tiyol grubu igerenler, keratinosit
zarinin biyokimyasmi veya bagisiklik dengesini engelleyebildigi ve bu nedenle akantolizi
tesvik edebildigi gosterilmistir. Arastirilan diger cevresel faktorler arasinda viriisler (herpes
simpleks viriisti gibi), diyet faktorleri, fizyolojik ve psikolojik stres etkenler yer almaktadir

(Ruocco V ve ark, 2013).
4.1.5. Pemphigus Vulgaris Patogenezi

Profesyonel antijen sunucu hiicreler olarak tanimlanan dendritik hiicreler, dezmoglein
peptit yapilarini antijen olarak tanir, yakalar ve lenfoid dokularda naif T hiicrelerine sunmak
tizere go¢ eder. Dezmogleine 6zgii gelisen CD4+ T hiicreler Th2 yoniinde gelisim gostererek
hiimoral immiin yanit olusumuna sebep olurlar. Dezmogleine 6zgii CD4+ T hiicreleri 1L-10
ve IFN-y iretebilirler. IFN-y, Th2 hiicre gelisimini baskilama potansiyeline sahip bir
sitokindir. Ayni sekilde IL-10 da Th2 hiicre aktivitesini baskilamada o6nemli bir araci
sitokindir. Ozellikle 1L-4 sitokini aracilifiyla dezmogleine 6zgii B hiicrelerin gelisimi
desteklenir ve plazma hiicresine doniisen bu B hiicrelerden IgG tipi otoantikorlar sentezlenir.

Olusan bu otoantikorlar akantolizize (hiicresel olarak ayrisma) neden olur (Kasperkiewicz M.
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Ve ark.,2017). Cilt ve mukozada meydana gelen bu ayrisma sonucunda kabarcikli ve lezyonlu

doku olusumu gozlenir.

Akantolizis

Dentritik [ ]
Hiicre

DSG spesifik

i IgG4 class 1, #—Anti-DSG
swm:hmg — 1gG4
[l TCR g
| peptitleri c\ Plazma hiicresi
O DSG spesifik Akantolizis ve yiizeyler
» B hiicre arast dermatit olusumu
DSG spesifik 1
CD8" T hiicre
{Hiimoral vanit
{ZHiicresel yanit

Sekil 1. PV hastalarinda immiin yanitlarin gosterimi (Kasperkiewicz M. Ve ark.,2017)
4.1.6. Pemphigus Vulgaris Mevcut Tedavi Secenekleri

PV terapilerin ¢ogu, dogrudan veya genellestirilmis immiin baskilama yoluyla serum
otoantikorlarinin azaltilmasini ve semptomlarin iyilestirmesini amaclar. Tedavi i¢in sistemik
kortikosteroitler, c¢esitli immiin baskilayici yardimer ilaglar (Mycophenolate mofetil ve
azathioprine vb.), Rituximab (CD20 + B hiicrelerini hedef alan monoklonal bir antiCD20
antikoru) veya bagka bir yardimci tedavi olan intravendz immiinglobulin uygulamasi gibi

secenekler uygulanir (Kasperkiewicz M. Ve ark, 2017).

4.2. Kok Hiicreler

Kok hiicreler kendini yenileme ve 6zellesmis hiicrelere doniisebilme yeteneginde olan
farklilagmamis hiicrelerdir. Uygun kosullar altinda uyarilarak bir veya birden farkli hiicre
tipine doniisebilme yetenegindedir (Spangrude, 2003). Kok hiicreler farklilasma potansiyeline

gore; totipotent, pluripotent ve multipotent olarak {li¢ grupta siniflandirilirlar. Totipotent kok
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hiicreler bir organizmayi olusturabilecek kadar farklilasma yetenegindeki hiicrelerdir.
Pluripotent kok hiicreler, embriyonik dokularin disinda bir organizmanin tim germ
tabakalarinda her hiicresinin olugmasina neden olabilir. Multipotent kdk hiicreler, yetiskin kok
hiicrelerdir ve kisitli sayida hiicre tipine farklilasabilir. Multipotent hiicreler inflamasyon veya
travma sonucunda hasarlanmis dokuya go¢ edip orada inflamasyonu baskilama veya doku
onarimini saglama yetenekleri ile ¢ok Onemli Ozelliklere sahiptir (Marta ve ark., 2015).
Multipotent kok hiicreler ayn1 zamanda mezenkimal kok hiicreler veya yetigkin kok hiicreler
olarak adlandirilir.

Bir¢ok inflamatuar hastaligin, ndrodejeneratif hastaliklarin ve doku hasarinin
tedavisinde multipotent kok hiicreler kullanilmaktadir (Joyce ve ark., 2010). Uluslararasi
Hiicresel Tedavi Dernegi (ISCT)’nin kriterlerine gore bir hiicreyi, kok hiicre olarak
tanmimlamak i¢in su Ozellikleri tasimasi gerekir; 1) Kendini yenileyebilmeli, 2) Plastik
yiizeylere yapisabilmeli, 3) Osteojenik, Kondrojenik ve Adipojenik soylara farklilasabilmeli,
4) Yiizeyinde CD29, CD73, CD90, CD105 gibi adezyon molekiillerini ifade etmeli, CD14,
CD34, CD45 ve HLA-DR’i ifade etmemelidir.

4.2.1. Mezenkimal Kok Hiicreler

Mezenkimal kok hiicreler (MKH) embriyonik kok hiicrelere gore daha az farklilasma
yetenegindedirler (Fuchs ve ark., 2004). Mezenkimal kok hiicreler kemik iligi, adipoz doku,
kordon (wharton’s jelly), kas dokusu, karaciger, sinir doku, deri ve dental dokular gibi bir¢ok
dokudan elde edilebilen multipotent hiicrelerdir (Maleki ve ark., 2014). Bu dokulardan
mezenkimal kok hiicreler izole edilebilir ve ¢ogaltilabilir (Prentice, 2004). Mezenkimal kok
hiicrelerin ¢ogalma ve farklilagma yetenekleri klinik uygulamalarda kullanilabilir oldugunu
gostermektedir. Yapilan ¢alismalarda bu hiicrelerin inflamatuar hastaliklarda anti-inflamatuar
etkisinden ve doku rejenerasyonu yeteneginden dolay1 tedavi edici etkileri gosterilmistir (Wei
ve ark., 2013). Yapilan bir calismada MKH’ lerin yiizeyindeki CXCR4 reseptor ifadesini
artirarak, inflamasyon bdlgesine veya hasarlanmanin oldugu alana go¢ eder ve yerlesir. Bu
mekanizmayla sadece hasarlanmis dokuyu hedef aldigi, saglikli dokuya yerlesmedigi
gosterilmistir  (Shi  ve ark.,, 2007). Mezenkimal kok hiicreler yilizeyinde major
histokompatibilite kompleksi (MHC)- Sinif I molekiiliinii ifade eder, ancak MHC-Sif II”’ yi
ifade etmezler (Tse ve ark.,, 2003). Bu nedenle otolog kullanimin yani sira allojenik

kullanimda doku reddi olusturmayan hipoimmiinojenik hiicrelerdir (Szade K., ve ark., 2011).
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4.2.2. Dis Folikiilii Kaynakhh Mezenkimal Kok Hiicreler

Gelismekte olan disi saran Mezenkimal doku dis folikiilii olarak adlandirilir. Dis
gelisimi siiresince, sement, periodontal ligament, alveolar kemik hiicreleri dental folikiil kok
hiicreleri tarafindan olusturulur. Dental kaynakli MKH’ lerin doku rejenerasyonu ve
otoimmiin hastaliklarda lenfosit yanitlarin1 diizenleyici etkileri bildirilmistir (Mareschi ve
ark., 2016). Dental dokular iginde en fazla mezenkimal kok hiicre kaynagi olan dokular dental

folikiil ve periodontal ligamenttir.

Dental folikiil hiicreleri diger dokulardaki mezenkimal kok hiicrelere oranla ¢ogalma
sayis1 yiiksek ve kemik, kikirdak, yag, noral hiicreler gibi bir¢ok hiicre grubuna farklilasma
yetenegindedir (Suchanek J. ve ark., 2007). Ayrica dental doku kaynakli mezenkimal kok
hiicrelerin lenfositlerle birlikte kiiltiirliyle yapilan karsilastirmali analizlerinde insan siit disi,
dental pulpa ve dental folikiil kaynakli mezenkimal kok hiicreler arasinda DF-MKH’lerin
immiinomodiilasyonu en iyi gerceklestiren hiicre grubu oldugu belirtilmistir (Yildirim ve ark.,
2016). Kolay ulasilabilir olmasi, ek bir cerrahi isleme gerek kalmadan dis ¢ekim siirecinde
elde edilebilir olmasi, telomeraz aktivitesinin ve kiiltiirde ¢ogalma potansiyellerinin diger

hiicre gruplarina gore yliksek olmasi bu hiicreleri avantajli kilmaktadir (Yokoi ve ark., 2007).

DF-MKH’ler yiizeylerinde kok hiicre ylizey belirtegleri olan CD73, CD90, CD146,
CD44, CD105 ifade ederler. Hematopoietik belirtegler olan CD14, CD34, CD45 ve HLA-
DR’yi ifade etmezler. Osteojenik, kondrojenik ve adipojenik farklilasmanin yani sira noral
farklilasmay1 da gerceklestirebilmektedir. DF-MKH; transkripsiyon faktorleri olan RUNX2,
NANOG, Nestin gibi embriyonik belirtecleri de ifade etmektedir (Hakki ve ark., 2015). Bu
ozellikleriyle bir¢cok soya farklilasabilmeleri, canliliklarinin ytliksek olmasi ve gilivenilir

sekilde dondurulmalarindan dolayr doku rejenerasyonunda kullanilabilecekleri belirtilmistir

(Mori ve ark., 2012).

4.2.3. Mezenkimal Kok Hiicreler ve Immiinomodiilasyon

Son yillarda yapilan calismalarda mezenkimal kok hiicrelerin doku rejenerasyonu igin
onemli bir ara¢ olarak kabul edilir. Neredeyse tiim dis dokularinda, MKH benzeri hiicre
popiilasyonu bulunmaktadir. Farkli hiicre tiplerine farklilagsma yeteneklerinin yani sira, dental

MKH' ler ayrica gii¢lii immiinomodiilator 6zelliklere sahiptir. Dental MKH' ler hem dogal
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hem de edinsel immiin yaniti modiile eder ve immiin sistemin hemen hemen tim
bilesenlerinin aktivitesini etkiler. Dental MKH' ler ve immiin sistem arasindaki etkilesim
karsiliklidir. MKH' lerin immiinomodiilatér aktivitesi, immiin hiicreler tarafindan iiretilen
sitokinler tarafindan giiclii bir sekilde diizenlenir Mezenkimal kok hiicreler inflamatuar
yanitlar esnasinda immiin sistem hiicreleri tarafindan salgilanan sitokinlere (IL-1B, IL-6,
TNF-a, IFN-y gibi) yanit olarak anti-inflamatuar mediatorler sekrete ederler.

MKH' lerin, T hiicrelerinin aracilik ettigi immiin yanit1 modiile ederek T hiicrelerinin
aktivasyonunu, ¢ogalmasini ve farklilagsmasini etkiledigi zaten bilinmektedir. MKH' ler, CD4*
T yardimci ve CD8" sitotoksik T hiicreleri de dahil olmak tizere T hiicresi proliferasyonunun
giiclli baskilayicilaridir. MKH' ler bu baskilayici etkisini, IFN-y sekrete ederek arttirir. Ayrica
MKH' ler CD4" T yardimeci hiicre farklilasmasini, sitokin iiretimini ve farkli CD4" T yardimci
alt tipleri arasindaki dengeyi modiile eder. Dental pulpa kaynakli MKH’ lerde yapilan bir
caligmada T hiicresi apoptozunun indiiklendigi gosterilmistir (Andrukhov O ve ark, 2018).

Son zamanlarda yapilan ¢alismalar, MKH' lerin immiinomodiilator 6zelliklerinin doku
rejeneratif kapasitelerinde de onemli bir rol oynayabilecegini gostermektedir. MKH' lerin
immiinomodiilator kapasiteleri dahil olmak {izere terapotik etkileri, immiinomodiilatér
proteinlerin iiretimi ve biiyiime faktorleri dahil olmak {iizere tropik aktiviteleri ile biiyiik
ol¢iide aciklanmaktadir. Ozetle, dental MSC'ler saglikli ve hastalikli kosullar altinda doku

homeostazinda 6nemli bir rol oynar.
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Sekil 2. MKH’ lerin immiin diizenleyici etkilerinin gosterimi (Andrukhov O ve ark, 2018)
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Bu ¢alisma, Marmara Universitesi Klinik Arastirma Etik Kurulu’ nun 06.04.2018 tarih
ve 09.2018.330 sayil1 protokol kodu ile ¢alisma izni onaylandi. Marmara Universitesi Saglik
Bilimleri Enstitiisii’ niin 14.05.2018 tarih ve 15342631-302.14.04-E.1800135339 sayil1 yazisi
ile tez uygunlugu onaylandi. Kok hiicre izolasyonu i¢in dis folikiillerinin temini Marmara
Universitesi Dis Hekimligi Fakiiltesi Cene Cerrahisi Boliimii’ nde gerceklestirildi, kok hiicre
izolasyonu, immiinolojik calismalar ve analizler Marmara Universitesi Hastanesi Cocuk

Allerji ve Immiinoloji Laboratuvar’ nda gergeklestirildi.

5.1. Calisma Planinin Ozeti

Bu tez ¢aligmasinda, dis folikiilii kaynakli mezenkimal kok hiicrelerin PV hastaliginda

immiin diizenleyici etkisinin arastirilmas1 amaglandi. Bu amagla;

1. Dental Folikiil dokusundan mezenkimal kok hiicre izolasyonu, Kkarakterizasyonu ve
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farklilastirma c¢alismalar1 yapilds,

2. DF-MKH varliginda ve yoklugunda PV hastalar1 ve saglikli bireylerin ven6z kanindan elde
edilen periferal kan mononiikleer hiicrelerinin 72 saatlik kiiltiirleri sonrasinda; T lenfositlerin
proliferasyon, Apoptoz (Annexin/Pl), Treg hiicre oranlar1 ve dentritik hiicrelerin

kositiimiilator molekiil ekspresyonlar1 analiz edildi.

3. DF-MKH varliginda ve yoklugunda PV hastalar1 ve saglikli bireylerin venéz kanindan elde
edilen periferal kan mononiikleer hiicre kiiltiir siipernatantlarindan Dezmoglein-1 ve

Dezmoglein-3 antikor diizeyleri ve sitokin profili analiz edildi.

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

PV hastalar1 ve saglikli bireyler Marmara Universitesi Pendik Egitim ve Arastirma
Hastanesi, Dermatoloji poliklinigine bagvuran takipli hastalar arasindan doktor kontroliinde
secilmistir. Hastalardan ven6z kan alimi i¢in onam formlar1 etik kurul gerekenlerine uygun
sekilde aciklama yaparak onaylatildi.

Bu tez calismasina dahil edilen tim bireylere, hazirlanmis olan “Goniillii
Bilgilendirme Formu” okutuldu ve “Goniillii Onam Formu” onaylar1 alindi.

Dis folikiil dokular1 ise Marmara Universitesi Dis Hekimligi Fakiiltesi Agiz, Dis Cene
Cerrahi Anabilim Dal1 polikliniklerinde basing agrisi, disin pozisyonunun bozuk olmasi veya
ortodontik sebepler ile bagvuran 19-25 yas arasinda olan ve dis ¢ekim endikasyonu uygun
goriilen 5 bireyden tam gomiik yirmi yas disi ¢ekimi sirasinda alindi. Dig folikiilii dis ¢cekimi
sonrasinda 5 ml, steril %1 penisilin/streptomisin igeren fosfat tampon soliisyon (PBS) i¢inde 2

saat igerisinde laboratuvara ulastirildi.

5.2. Cahiymada Kullanilan Soliisyonlar

« DPBS (Ca++ Mg++-free- Gibco, Grand Island, USA; 1419094)
 Penicillin/streptomycin (Gibco, Grand Island, USA; 15140122)
+ DMEM (Gibco, Grand Island, USA; 31885023)

* RPMI (Gibco, Grand Island, USA; 21875034)
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Fotal sigir serumu (FBS; Gibco, Grand Island, USA; 10500064)

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

%0,25 tripsin-EDTA soliisyonu (Gibco, Grand Island, USA; 25200056)
%0,5 tripan mavisi soliisyonu (Gibco, Grand Island, USA; 15250061)
DMSO (WAK-Chemie Medical GmbH, Germany; USP090522A)
CFSE Cell Proliferation Kit for Flow Cytometry (Invitrogen, Grand Island, USA,
C34554)

Annexin-P1 Apoptosis Detection Kit (BD Biosciences, USA; 556547)
Ficoll-Pague (GE Healthcare Bio-Sciences UK; 17144003)

Anti CD3 (Thermo Fisher; Lot:1650287B)

Anti CD28 (Thermo Fisher; Lot:1682263B)

CD90 PE (BD Biosciences, USA; 562385)

CD146 FITC (BD Biosciences, USA; 560846)

CD73 PE (BD Biosciences, USA; 550257)

CD29 APC (BD Biosciences, USA; 559883)

CD105 PE (BD Biosciences, USA; 560839)

CD28 PE (BD Biosciences, USA; 562323)

CD14 PE (BD Biosciences, USA; 342408)

CD45 KrO (Beckman Coulter, Fr; B36294)

CD3 FITC (Beckman Coulter, Fr; A07746)

CD4 APC Alexa Flour A700 (Beckman Coulter, Fr; B10824)

CD8 PC7 (Beckman Coulter, Fr;737918-AB)

CD19 APC Alexa Flour A750 (Beckman Coulter, Fr; A94681)

CD20 PB (Beckman Coulter, Fr; A74777)

CD16 PE (Beckman Coulter, Fr; A07766)

CD56 PC5.5 (Beckman Coulter, Fr; A79388)

CD80 APC Alexa Flour A750 (Beckman Coulter, Fr; B30643)

CD83 FITC (Beckman Coulter, Fr; IM2410U)

CD86 PE (Beckman Coulter, Fr; IM2729U)

CD11c PC7 (Beckman Coulter, Fr; A80249)

HLA-DR APC (Beckman Coulter, Fr; IM3635)

CD45RA FITC (BD Biosciences, USA; 5554888)

CD197 PE (CCRY7) (BD Biosciences, USA; 580765)
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« 10x Phosphate Buffered Saline (PBS), 1L (Bio-Rad; 1610780)

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

« Human FoxP3 PE (BD Biosciences, USA; 560046)

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

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

* Human IL-10 ELISA Kit (BT-LAB, China, E0102Hu)

* Human IL-4 ELISA Kit (BT-LAB, China, E0092Hu)

* Human IFN-y ELISA Kit (BT-LAB, China, EO105Hu)

* Human TNF-a ELISA Kit (BT-LAB, China, EO082Hu)

« Human Desmogleins 1 ELISA Kit (BT-LAB, China, E0729Hu)

» Human Desmogleins 3 ELISA Kit (BT-LAB, China, E4590Hu)

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

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

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

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

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

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

5.3. Calismada Kullanilan Hiicre Kiiltiirii Malzemeleri

 Steril pensler ve bistiiri uglari

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

* Heparinli kan alma tiipii (Yesil kapakli) (Hongyu Medical, China; 131211)

+ EDTA’l1 kan alma tiipti (Mor kapakl)

* 15 ml konik, kapakli tiip (BD Biosciences Discovery Labware, CT, USA; 352096)
» 50 ml konik, kapakli tiip (BD Biosciences Discovery Labware, CT, USA; 352098)
» 25cm2’ lik flask (BD Biosciences Labware, Le Pont De Claix, France; 353108)

» 75cm?2’ lik flask (BD Biosciences Labware, Le Pont De Claix, France; 353110)

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

» 48 kuyucuklu plaklar (Nest Biotech, China, 20140010415A)
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* 5 ml Polystyrene tube (BD Biosciences, USA; 352052)

» Tip I kollajen kapl lameller (BD Biosciences Discovery Labware, USA; 354089)
* 3 ml’ lik steril pastor pipeti (Citotest Labware Manufacturing, London; 31027003US)
* 3’ erml’ lik vial (Kriyotiip) (Granier Bio-One GmbH; E090901J)

» Sarjli pipet pompasi (IsoLab, Germany)

e 2 pll- 20 uIl” lik otomatik pipet (Axygen Scientific, USA)

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

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

* Thoma lami (Marienfeld, Germany; 06.407.10)

* Lamel (22x22mm)

* Buz kaliplan

* %70 alkol

«  Steril distile su

 Steril pudrasiz cerrahi eldiveni

5.4. Kullanilan Cihazlar

+ CO: Inkiibatorii (Thermo Series |1 Water Jacket)

» CO; Tiipti (Habas)

« Invert Mikroskop (EVOS AMG)

» Binokiiler Arastirma Mikroskobu (Olympus BH2-RFCA)
+ Steril Kabin (Biosafety Cabinet Class 11 Tip)

«  Buzdolabi (+4 °C Ugur USS1000)

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

» Santrifiij (Beckman Coulter Allegra X-22)

» Hassas Terazi (Chyo JL-200)

» Mikropipet Seti (Thermo)

* Vorteks (DLAB,MX-F)

» Isitmali Manyetik Karistiric1 (Janke&Kunkelika IKAMAG RH)
* Rotator (Miltenyi Biotec MACSmix)

« Su Banyosu (Techne TE-10A DIKLM)

+  Akan Hiicre Olger (Beckman Coulter — Naviox EX)

* Isik Mikroskobu (Olympus BX53)
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5.5. Kullanilan Soliisyonlarin Hazirlanmasi

5.5.1. DF-MKH? ler Icin Besiyerinin Hazirlanmasi

Dis folikiillerinden mezenkimal kok hiicre izolasyonu i¢in %10 oraninda FBS ve %1
oraninda Penisilin/ streptomisin ilave edilen DMEM besiyeri kullanildi. Bu soliisyon cDMEM
olarak isimlendirildi. Her alt kiiltiir isleminde ve hiicreleri ¢ogaltma siirecinde bu besiyeri taze

olarak hazirlanarak kullanildi.

5.5.2. Lenfosit Kiiltiirleri icin Besiyerinin Hazirlanmasi

Lenfosit kiilttirleri ve DF-MKH/Lenfosit ko-kiiltiirleri igin %10 oraninda FBS ve %1
oraninda Penicillin/ streptomisin ilave edilen RPMI besiyeri kullanildi. Bu soliisyon komple

RPMI (cRPMI) olarak isimlendirildi. Her kiiltiir isleminde besiyeri taze olarak hazirlandi.

5.5.3 Kok Hiicre Dondurma Soliisyonunun Hazirlanmasi

Izole edilen ve iiciincii pasaja kadar ¢ogaltilan kok hiicreler deney giiniine kadar hiicre
dondurma soliisyonu i¢inde -80 °C’ de muhafaza edildi. Bu amagla DMSO igerikli hiicre
dondurma soliisyonu hazirlandi. Hiicre dondurma soliisyonu; %5 DMSO, %10 FBS, %]l

penisilin/streptomisin iceren RPMI besiyeri ile hazirlandi.

5.5.4. PBS Soliisyonunun Hazirlanmasi

Konsantrasyonu 10 mM fosfat ve 150 mM sodyum kloriir olacak sekilde 1 adet tablet
100 ml distile suda ¢oziindiirildi. Elde edilen 1X PBS soliisyonunun pH degeri 7,2- 7,4
olarak ol¢iildii. Her kullanim oncesinde mikrobiyal yiikiiniin azaltilmasi ve partikiilden

arindirmak i¢in 0,22 pm’ lik filtreden gegirilerek kullanildu.

5.5.5. CDmix Uyarim Icin antiCD3 ve antiCD28 Stok Soliisyonlarin Hazirlanmasi

Anti CD3 vial konsantrasyonu 100 pg /100 pl olarak bulunmaktadir. Bu viale 900 pl

RPMI ilave edildi ve konsantrasyonu 100 pg/ml olan stok soliisyon hazirlandi. Stok soliisyon
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100’er pl olarak ayrildi. Anti CD3 vial konsantrasyonu 100 ug /100 pl bulunmaktadir. Bu
viale 900 pl RPMI ilave edildi ve konsantrasyonu 100 pg/ml olan stok soliisyon hazirlandi.
Stok soliisyon 100’er pl olarak ayrildi. Kiiltiirdeki hiicrelerin uyarimi i¢in her kiiltiir

oncesinde bu stok soliisyondan 2,5 pl alinarak 500 pl’ lik kiiltiir kuyularinin igine eklendi.

5.5.6. Kollajenaz Soliisyonunun Hazirlanmasi

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

sollisyonu kullanild1 ve enzimatik yikim islemleri i¢in taze olarak hazirlandi.

5.5.7. Osteojenik Stimiilasyon Besiyerinin Hazirlanmasi

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

kullanilabilmektedir.

5.5.8. Kondrojenik Stimiilasyon Besiyerinin Hazirlanmasi

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

kullanilabilmektedir.

5.5.9. Adipojenik Stimiilasyon Besiyerinin Hazirlanmasi
Adipojenik stimiilasyon kitinin iiretici talimatina gére 200 mL bazal besiyeri ile 50 mL
adipojenik farklilagma soliisyonu karistirildi. Bu soliisyon +4°C’de 1 ay siire iginde

kullanilabilmektedir.

5.5.10. Lizat Soliisyonunun Hazirlanmasi

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

su ile 50 mL'ye tamamlanarak 1X lizat soliisyonu hazirlandu.
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5.5.11. Alizarin Red Soliisyonunun Hazirlanmasi

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

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

5.5.12. Oil Red Soliisyonunun Hazirlanmasi

%3 liik oil red o stok soliisyonunun hazirlamasi i¢in, 300 mg oil red o 100 ml %99’
luk izopropanol iginde ¢oziildii. Calisma soliisyonu i¢in, hazirlanmis olan stok soliisyon 3/2

oraninda distile su ile diliie edildi ve 0,22 um’ lik filtreden siiziilerek kullanildi.

5.5.13. Alcian Blue Soliisyonunun Hazirlanmasi

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

icinde ¢oziildii ve 0,22 pm’ lik filtreden siiziilerek kullanildu.

5.6. Calisma Plami

5.6.1. Dis folikiilii kaynakli mezenkimal kok hiicrelerin izolasyonu

5.6.2. Izole edilen hiicrelerin pasajlanmast

5.6.3. izole edilen kok hiicrelerin karakterizasyonu

5.6.4. Izole edilen k&k hiicrelerin farklilastirilmasi

5.6.4.1. izole edilen kok hiicrelerin osteojenik farklilagtiriimasi

5.6.4.2. izole edilen kok hiicrelerin adipojenik farklilastirilmasi

5.6.4.3. izole edilen kok hiicrelerin kondrojenik farklilagtiriimasi

5.6.5. Kok hiicrelerin 48 kuyucuklu kiiltiir plaklarina ekilmesi

5.6.6. Mononiikleer hiicre kiiltiirlerinin yapilmasi

5.6.6.1. PV hastasi ve saglikli bireylerin se¢imi

5.6.6.2. PV hastas1 ve saglikli bireylerden alinan vendz kandan mononiikleer hiicre izolasyonu
5.6.6.3. Lenfositlerin proliferasyon analizi i¢in CFSE ile isaretlenmesi
5.6.6.4. Kok hiicre varliginda ve yoklugunda lenfosit kiiltliriiniin yapilmasi
5.6.7. Analizler

5.6.7.1. CD4+ T Lenfositlerin proliferasyon analizi
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5.6.7.2. CD4+CD25+FoxP3+ Tregiilator hiicre analizi

5.6.7.3. CD4+ T Lenfositlerin Annexin/Pl ile apoptoz oranlarinin analizi

5.6.7.4. CD4+ Naif, Efektor Bellek ve Merkez Bellek T hiicre Oranlarinin Analizi
5.6.7.5. Antijen sunucu hiicrelerde kostimiilatér molekiil ekspresyonu analizi
5.6.7.6. Hiicre kiiltiir siipernatanlarinda sitokin tayini

5.6.7.7. Hiicre Kiiltiir Stipernatanlarinda Otoantikor Miktarinin Tayini

5.6.8. Istatistiksel analiz

5.6.1. Dis Folikiilii Kaynakh Mezenkimal Kok Hiicrelerin Izolasyonu

Dis c¢ekimi sonrasinda folikiill dokusu %]l penisilin/streptomisin igeren PBS
sollisyonuna aktarildi. Transport soliisyonu icindeki doku 6rnegi buz kaliplar igerisinde,
calismanin gerceklestirilecegi Marmara Universitesi Cocuk Immiinoloji Laboratuvari’na
getirildi. Tam gomiik yirmi yas disi ¢ekim islemi ile alinan disi saran folikiil dokusu %1
penisilin/streptomisin i¢eren PBS ile yikanip doku iistiindeki kan ve dis pargalar1 temizlendi.
Folikiil doku bistiiri ile 0,5 mm ve daha kii¢iik parcalara boliindii. Pargalanan folikiil dokusu
yaklagik 80 mg doku i¢in 15 ml falkon tiipte bulunan 37°C sicakliga 1sitilmis 4 ml’lik
kollajenaz tip I soliisyonu ig¢inde aktarildi ve pastor pipetiyle homojenize edildi. Doku ve
kollajenaz soliisyonunu igeren falkon tiip 37°C inkiibatérde 45 dk bekletildi. Her 5-10 dk
aralikla tiip yavasca calkalanarak enzimatik yikimin kolaylasmasi saglandi. Folikiil dokusu
enzimatik yikimin ardindan hiicre siispansiyonu haline geldiginde inkiibatdrden alinip pipetaj
islemi yapildi. Folikiil hiicreleri PBS ile yikanip 1200 rpm” de 5 dk santrifiij edildi. Santrifijj
sonrasinda siipernatant uzaklastirildi ve hiicreler tekrar PBS ile yikanip 1200 rpm’ de 5 dk
santrifiij edildi. Santrifiij sonrasinda siipernatant uzaklastirildi ve hiicreler 5 ml ¢cDMEM
besiyeri ile tekrar siispanse edilip filtreli kapakli 25 cm2’ lik flakslara (T-25) transfer edilip
37°C, %5 CO2 inkiibatorde kiiltiir edildi. Hiicrelerin her 2-3 giinde bir kiiltiir medyumu taze

hazirlanarak degistirildi ve hiicrelerin cogalmasi, flask tabanina yayilmasi saglandi.

5.6.2. Izole Edilen Hiicrelerin Pasajlanmasi

T-25 flasklar igerisinde ilk kiiltiirii yapilan ve 37°C, %5 CO2 inkiibatérde bulunan
hiicreler her 2-3 giinde bir invert mikroskopta hiicre yayilimi i¢in incelendi. Yaklagik 7-10

giin sonrasinda hiicreler flask tabaninda yaklasik %70-80 yayilim gosterdiginde pasaj islemi
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yapildi. Dokudan elde edilen ilk kiiltiir sifirinct pasaj (P0) kabul edilerek, birinci kiiltiirii takip
eden her kiiltiir iglemi sonrasi pasaj sayilart P1, P2, P3 seklinde belirtildi. Pasaj islemi;
laminar hava akimli aseptik kabin igerisinde flasklardaki hiicre medyumu pipet yardimiyla
uzaklastirildi ve flasklara 5 ml PBS konulup flask tabani bu soliisyonla yikandi. PBS pipetle
flask tabanindan c¢ekilip atildiktan sonra 500 ul %0,25 Tripsin-EDTA eklendi ve 37°C
inkiibatorde 4 dakika bekletildi. 4 dakikanin sonunda flask igindeki tripsinin inaktivasyonu
icin 5 ml cDMEM eklenip flask igerisindeki sivi 15 ml’lik konik kapakli tiiplere aktarildu.
1200 rpm’ de 5 dk santrifiij yapildi, santrifiij sonrasinda siipernatant uzaklastirildi ve hiicreler
tekrar cOMEM ile yikanip, santrifiij yapildi. Santrifiij sonrasinda siipernatant uzaklastirildi ve
1 ml cDMEM eklenip pipetajla hiicre stispansiyonu haline getirildi. Hiicre slispansiyonundan
10ul alinip 0,5 ml’lik ependof tlipe aktarildi ve tizerine 10ul tripan mavisi soliisyonu eklendi.
Homojenizasyon saglandiktan sonra hiicre sayimi yapildi. Hiicre sayimi i¢in thoma lami
kullanildi. Thoma lami1 diiz bir zemin iizerine alinarak sayim yapilacak alan {izerine lamel
kapatildi. Hazirlanip eppendorfa konulan siispansiyondan 10 pl alinarak thoma lamimin sayim
yapilacak alanmna pipet ile yavasga hiicre siispansiyonu pipetlendi. Hiicreler 1s1k
mikroskobunda, 40X biiyiitmede sayildi. Sayim sonucunda thoma laminin sayim alaninda
sayilan hiicre sayis1, seyreltme orani (2) ve hacim sabiti 104 (0,1 mm? deki sayim) ile
carpilarak 1 ml soliisyon i¢indeki toplam hiicre miktar1 hesaplandi. Hiicre sayiminin ardindan
5x105 hiicre 10 ml cDMEM ile siispanse edilerek 75 cm2’ lik flasklara (T-75) ekilip 37°C’de
%5 CO2 inkiibatorde kiiltiire edildi. Her 2-3 giinde bir hiicre besiyeri taze hazirlanarak
degistirildi. Kiiltiir flaskinin tabaninda %70-80 yayilim gosteren hiicreler tekrar pasaj alinmak
iizere yukarida belirtilen islemler sirasiyla gerceklestirildi. Hiicre kiiltiirii {i¢iincii pasaja kadar

devam edildi.

5.6.3. Izole Edilen Kok Hiicrelerin Karakterizasyonu

Izole edilen ve pasajlanarak cogaltilan hiicrelerin morfolojisi invert mikroskopta
incelendi. Fibroblast benzeri yapida olan ve flask tabanina yapisan hiicreler iicilincii pasaj
sonunda flask tabanindan cDMEM besiyeri tamamen c¢ekilip atildi. Flask tabanina 5 ml PBS
soliisyonu eklendi, yikama isleminden sonra soliisyonun tamami ¢ekilip atildi. Flask tabanina
%0,25 tripsin-EDTA soliisyonu eklenip 37°C inkiibatorde 4 dakika bekletildi. 4 dakikanin
sonunda flask ig¢indeki tripsinin inaktivasyonu i¢in 5 ml cDMEM eklenip flask igerisindeki

stvi 15 ml’lik konik kapakl tiiplere aktarildi. 1200 rpm’ de 5 dk santrifiij yapildi, santrifiij
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sonrasinda siipernatant uzaklastirildi ve hiicreler 1000 pl PBS ile siispanse edilip bu
slispansiyondan 3 adet akim sitometri tiipiiniin her birine 100 pl immiinfenotipleme analizi
icin aktarildi. Akim sitometri tiipiinde bulunan PBS i¢indeki hiicre siispansiyonu santrifiij
yapildi. Santrifiij sonrasinda siipernatant uzaklastirildi ve dipte kalan hiicreler 100 ul PBS ile
stispanse edilip her bir tiipe belirlenen antikorlar eklendi. Birinci tiip Ig izotip antikorunun
bulundugu tiip olarak belirlendi, ikinci tiipteki hiicre silispansiyonuna kok hiicre pozitif
belirteclerin analizi i¢in antiCD73 (PE), antiCD90 (FITC), antiCD105 (PerCp) ve antiCD146
(APC) antikorlarinin her birinden 10 pl eklendi, tgilincii tiipe kok hiicreler i¢in negatif
belirteclerin analizi i¢in antiCD45 (PerCp), antiCD14 (FITC), antiCD34 (PE) ve antiHLA-DR
(APC) antikorlarinin her birinden 10 pl eklenerek tiipler 15 dk oda sicakliginda, karanlikta
inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresinin sonunda hiicrelerin iizerine 1000 pl PBS eklenerek 1500
rpm’de 5 dk santrifiijjlendi. Siipernatant atildi, dipte kalan hiicreler 500 pl PBS ile tekrar
siispanse edilip immiinofenotipik 6zelliklerinin belirlenmesi i¢in akim sitometri cihazinda
yiizey belirtecleri analiz edildi. Hiicre yiizeyinde kok hiicre belirteclerinin pozitiflik orani
%095’in lizerinde olan ve negatiflik oran1 %S5’in altinda olan hiicre gruplarindan 1 milyon
hiicre ayirilarak farklilasma kapasitelerinin belirlenmesi i¢in osteojenik adipojenik ve

kondrojenik olarak farklilagtirildi.

5.6.4. izole Edilen Kok Hiicrelerin Farklilastirilmasi

Izole edilen, {igiincii pasaja kadar ¢ogaltilan ve akim sitometri cihazinda pozitif yiizey
belirtecleri %95’in {izerinde olan hiicrelerin kdk hiicre 6zelliginin belirlenmesi igin
farklilagma kiiltiirleri yapildi. Farklilasma kiiltiirleri her bir folikiil dokusundan izole edilen

ticiincii pasajdaki (P3) hiicrelerden 1 milyon hiicre kullanilarak yapildi.

5.6.4.1. izole Edilen Kok Hiicrelerin Osteojenik Farklilastiriimasi

Osteojenik farklilagma i¢in 6 kuyucuklu plaklarm her bir kuyusuna tip I kollajen kaplt
steril lameller yerlestirildi. Tip I kollajen kapli lamellerin her birinin iizerine tiglincii pasajdaki
2x105 hiicre ekildi. Hiicrelerin iizerlerine ilk ekim yapilan giin cOMEM besiyeri eklendi ve
48 saat siireyle lamel yiizeyine yayilmasi saglandi. 48 saat sonunda lamel yiizeyinde %90-100
yayilima ulasan hiicrelerin tizerindeki kiiltiir sivis1 ¢ekilip atildi ve tizerine 2 ml osteojenik

farklilagtirma besiyeri eklendi ve 37°C %5 CO2 inkiibatorde 2 giin arayla besiyerleri
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degistirilerek 21 giin siireyle kiiltiire edildi. 21 giin sonunda hiicreler ve olusturduklari
kolonilerin  osteojenik  farklilasmayr saglayip saglamadiklar1 invert mikroskopta
degerlendirildi. Osteojenik farklilagmanin belirlenmesi i¢in lamele yapisan hiicreler Alizarin
kirmizis1 soliisyonuyla boyanarak mikroskopta incelendi. Bunun i¢in 6nce lamele yapisan
hiicrelerin tlizerinden kiiltiir besiyeri ¢ekilip lizerine PBS soliisyonu eklenerek yikama islemi
yapildi. PBS atildi ve lamele yapisan hiicrelerin iizerine 1000 pl %10 formaldehit soliisyonu
eklendi. 30 dk %10 formaldehit ile fikse edilen hiicreler siire sonunda nce 1000 pl distile
suyla yikandi, distile su atildi ve tizerine 1000 pl PBS cklendi. PBS ile yikama isleminin
ardindan PBS uzaklastirildi. Hiicrelerin lizerine 1000 pl Alizarin kirmizisi boyasi eklendi ve
45 dk. oda sicakliginda karanlikta bekletildi. 45 dakika sonra boya hiicrelerin {izerinden
uzaklastirildi ve distile su ile iki kez yikandi. Lamel kiiltiir kuyusundan alinarak lam {izerine
kapatildi ve 1s1k mikroskobunda 10X ve 20X biiyiitmede doku biitiinliigii, kalsiyum fosfat

birikimlerinin varligi incelendi.

5.6.4.2. Izole Edilen Kok Hiicrelerin Adipojenik Farkhlastirilmasi

Adipojenik farklilagma i¢in 6 kuyucuklu plaklarin her bir kuyusuna tip | kollajen kapli
steril lameller yerlestirildi. Tip I kollajen kapli lamellerin her birinin lizerine {igiincii pasajdaki
2x105 hiicre ekildi. Hiicrelerin tizerlerine ilk ekim yapilan giin cDMEM besiyeri eklendi ve
48 saat siireyle lamel yiizeyine yayilmasi saglandi. 48 saat sonunda lamel yiizeyinde %90-100
yayilima ulasan hiicrelerin lizerindeki kiiltlir sivis1 ¢ekilip atild1 ve tizerine 2 ml adipojenik
farklilagtirma besiyeri eklendi ve 37°C %S5 CO2 inkiibatorde 2 giin arayla besiyerleri
degistirilerek 14-21 giin siireyle kiiltiire edildi. Kiiltiir siiresinin sonunda hiicrelerdeki
adipositlerin ve kolonilerin olusumu invert mikroskopta degerlendirildi. Adipojenik
farklilagmanin belirlenmesi ic¢in lamele yapisan hiicrelerde yag damlalarin1 boyayan Oil
kirmiz1 soliisyonuyla boyanarak mikroskopta incelendi. Bunun i¢in 6nce lamele yapisan
hiicrelerin tlizerinden kiiltlir besiyeri cekilip tizerine PBS soliisyonu eklenerek yikama islemi
yapildi. PBS atild1 ve lamele yapisan hiicrelerin tizerine 1000 pl %10 formaldehit soliisyonu
eklendi. 30 dk %10 formaldehit ile fikse edilen hiicreler siire sonunda dnce 1000 pl distile
suyla yikandi, distile su atildi ve iizerine 1000 ul PBS eklendi. PBS ile yikama isleminin
ardindan PBS uzaklastirildi. Kuyulara 1000 pl %60’ lik izopropanol eklendi ve 5 dakika
boyunca inkiibe edildi. izopropanol kuyulardan alindi ve kuyulara 1000 ml “Oil red O”
soliisyonu eklendi. Karanlikta oda sicakliginda 45 dakika boyunca inkiibe edildikten sonra Oil
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red O yiizeyden arindirildi ve kuyular distile su ile 2 defa yikandi. Kuyucuklara
hemotoxcyline konuldu ve 1 dakika inkiibe edildikten sonra kuyular 2 defa distile su ile
yikandi. Kuyulardaki lameller lamlar iizerine alinarak hiicrelerde olusan yag damlalari 1s1k

mikroskobunda incelendi. Yag damlalari agik kirmizi renkte gézlemlendi.

5.6.4.3. Izole Edilen Kok Hiicrelerin Kondrojenik Farkhlastirilmasi

Kondrojenik farklilasma i¢in 6 kuyucuklu plaklarin her bir kuyusuna tip | kollajen
kapli steril lameller yerlestirildi. Tip I kollajen kapli lamellerin her birinin {izerine ii¢lincii
pasajdaki 2x105 hiicre ekildi. Hiicrelerin iizerlerine ilk ekim yapilan giin cDMEM besiyeri
eklendi ve 48 saat siireyle lamel yiizeyine yayilmasi saglandi. 48 saat sonunda lamel
yizeyinde %90-100 yayilima ulagan hiicrelerin lizerindeki kiiltiir sivist gekilip atildi ve
tizerine 2 ml kondrojenik farklilastirma besiyeri eklendi ve 37°C %5 CO2 inkiibatérde 2 giin
arayla besiyerleri degistirilerek 21 giin siireyle kiiltiire edildi. Kiiltiir siiresinin sonunda
hiicrelerdeki kondrosit kolonilerinin olusumu invert mikroskopta degerlendirildi. Kondrojenik
farklilagsmanin belirlenmesi i¢in lamele yapisan hiicrelerde kondrositleri boyayan Alcian
mavisi soliisyonuyla boyanarak mikroskopta incelendi. Bunun igin 6nce lamele yapisan
hiicrelerin tlizerinden kiiltiir besiyeri ¢ekilip tizerine PBS soliisyonu eklenerek yikama islemi
yapildi. PBS atild1 ve lamele yapisan hiicrelerin tizerine 1000 pl %10 formaldehit soliisyonu
eklendi. 30 dk %10 formaldehit ile fikse edilen hiicreler siire sonunda 6nce 1000 pl distile
suyla yikandi, distile su atildi ve tizerine 1000 ul PBS eklendi. PBS ile yikama igleminin
ardindan PBS uzaklastirildi. Kuyulara 1200 pl etil alkol ve 800 pl asetik asit karigimi eklendi,
15 dakika boyunca bekletildi ve 15 dakikanin sonunda kuyular 2 defa PBS soliisyonuyla
yikandi. Kuyulardaki lameller lamlar {izerine kapatilarak kondrositler ve hiicrelerarasinda
proteoglikanlarin olusumu 151k mikroskobunda incelendi. Kondrositlerin hiicre ¢ekirdegi ve
proteoglikanlar koyu mavi renkte incelendi. Kartilaj olusumu ise matriks sekillenmesi olarak

gbzlemlendi.

5.6.5. Kok Hiicrelerin 48 Kuyucuklu Kiiltiir Plaklarina Ekilmesi

DF-MKH’lerin kan mononiikleer hiicreleri {izerindeki immiinolojik etkilerinin
incelenmesi amaciyla birlikte kiiltiirleri (ko-kiiltlir) yapildi. Ko-kiiltiir caligmas1 i¢in

mononiikleer hiicrelerin izolasyonundan 48 saat 6nce DF-MKH” ler kiiltiir kuyularina ekilerek
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kuyu tabanina yapismasi saglandi.
5.6.6. Mononiikleer Hiicre Kiiltiirlerinin Yapilmasi
5.6.6.1 PV Hastasi ve Saghkh Bireylerin Secimi
Bu tez calismasinda, caligmaya dahil edilen tiim bireylere, “Goniillii Bilgilendirme
Formu” okutuldu ve “Goniilli Onam Formu” ile onaylar1 alindi. PV hastalar1 Marmara

Universitesi Hastanesi Dermatoloji poliklinigine bagvuran goniilliiler arasindan segilmistir.

PV hastalarinin calismaya dahil edilme Kriterleri:

e 18 yas tlistii goniillii olmak
e Aktif lezyonu olmasi

e Ek otoimmiin veya dermatolojik hastalig1 olmayan

PV hastalarinin calismaya dahil edilmeme Kriterleri:

e 18 yas alt1 olmak
e Aktif lezyonu olmamasi

e Ek otoimmiin veya dermatolojik hastali§a sahip olmak

Saglikli bireylerin calismaya dahil edilme kriterleri:

e Herhangi bir otoimmiin veya dermatolojik hastalik hikayesi olmayan,

e Yas ve cinsiyet uyumlu 18 yas {istii olmak

Saglikli bireylerin calismava dahil edilme kriterleri:

e Herhangi bir otoimmiin veya dermatolojik hastaliga sahip olmak

e Yas ve cinsiyet uyumlu olmamak.
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5.6.6.2. PV Hastas1 ve Saghikh Bireylerden Alinan Venoz Kandan Mononiikleer Hiicre

izolasyonu

Calismaya dahil edilen bireylerin her birinden yesil kapakli heparinli tiiplere 10 ml
vendz kan alindi. Heparinli tiiplere alinan kanlardan asagidaki protokole gore mononiikleer
hiicre izolasyonu yapildi. PKMH izolasyonu laminar hava akimli aseptik kabinde
gergeklestirildi. Saglikli bireylerin her birinden alinan 20 ml kan 50 ml’lik steril falkon tiipe
aktarild1 ve tlizerine 20 ml steril PBS soliisyonu eklenerek pastor pipetle yavasca karistirildi.
15 ml’ lik konik kapakli falkon tiiplere 4 ml fikol soliisyonu eklendi. 15 ml’lik falkon tiipte
bulunan fikol soliisyonunun {izerine birbiriyle karismayacak ve toplam hacim 12 ml olacak
sekilde PBS ile homojenize edilmis kan pastor pipetle yavasga eklendi. Kan fikol iizerine
yayildiktan sonra 20 dakika 2000 rpm devirde santrifiij edildi. 20 dakika sonrasinda
yogunluklarina gore en altta eritrositler, orta kistmda opak goriiniimlii mononiikleer hiicreler
ve ust kisimda plazma elde edildi. Orta tabakada opak goriinimlii olan (buffy coat)
mononiikleer hiicrelerin bulundugu kisim pastor pipeti ile alind1 ve steril 15 ml’lik bos falkon
tiipe aktarildi. Uzerine esit hacimde PBS eklendi ve pipetaj yapildi. 1500 rpm devirde 5 dk
santrifiijjlendikten sonra siipernatant atildi dipte kalan hiicre pelleti cRPMI besiyeriyle 5 ml’ye
tamamland1 ve pipet yardimiyla hiicreler siispanse edildi. Eritrosit iceren PKMH hiicre
slispansiyonu eritrositlerin lizizi i¢in lizat soliisyonuyla siispanse edilerek 10 dk oda
sicakliginda bekletildi. Siire sonunda hiicre siispansiyonu 1500 rpm devirde 5 dk
santrifiijlendi ve santrifiij sonrasinda siipernatant atild1 dipte kalan hiicreler 1 ml CRPMI ile
siispanse edilip hiicre sayisinin belirlenmesi i¢in iginden 10 pl alinip 500 pl ependorf tiipe
aktarildi. Ependorf tiip igerigine 10 pl tripan mavisi soliisyonu eklenip hiicreler pipetaj
yapilarak homojenize edildi. Bu igerikten pipetle 10 pl alinarak thoma lamia aktarildi ve
hiicre sayisi belirlendi. 1 ml’deki toplam hiicre sayis1 asagidaki formiile gore belirlendi.

Toplam hiicre sayis1 = AxSFx10*

A; 16 biiyiik karede sayilan hiicre sayisi, SF; tripan mavisi ile seyreltme faktoriidiir. 10* ise
thoma laminin 0,1 mm3 ' deki sayim sonucunu 1 ml' deki sayiya doniistiirmek i¢in kullanilan

sabittir.

5.6.6.3. Lenfositlerin Proliferasyon Analizi Icin CFSE ile Isaretlenmesi

Karboksifloresan siiksinimidil ester (CFSE) hiicre zarindan gecebilen floresan bir
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boyadir. Hiicre membranina baglandiktan sonra esteraz aktivitesinin ger¢eklesmesi ile belirli
bir dalga boyunda floresan 1s1ma agiga ¢ikar. Boylece hiicrelerin sitoplazmasinin boyanmasi
saglanir. Eger kiiltiir siiresi boyunca hiicre ¢ogalmasi olursa her boliinmede bu isaretleyici
yeni olusan hiicrelere aktarilir. Olusan her yeni hiicre boliinen hiicrenin tasidigi isaretleyicinin
bir kismmi aldigi i¢in proliferasyon sonucunda olusan yeni jenerasyon hiicreler analiz
sonucunda CFSE 1s1ma degeri azalarak gozlenir. Eger proliferasyon olmadiysa hiicre
boliinmedigi icin CFSE 1s1ma degeri degismez, analizde tiim hiicreler ayn1 alanda goriiliir.
Lenfosit proliferasyonunu analiz etmek amaciyla hiicre sayimindan sonra izole edilen
mononiikleer hiicrelerin bir kism1 CFSE ile isaretlenerek kiiltiir edildi. CFSE boyasi 25 mg’lik
viallerde bulunmaktadir. Stok soliisyon hazirlamak i¢in 25 mg CFSE viali 8.96 mL DMSO ile
¢oziildii ve 20 pl’ lik kryoviallere boliindii. Bu stok soliisyon -20°C’de muhafaza edildi. 15
ml’ lik falkonlarda bulunan ve CFSE isaretlenmesi i¢in ayrilan hiicrelerin tizerine 3 ml steril
PBS eklendi, pipetaj yapildi ve homojenize edildikten sonra 1500 rpm’ de 5 dakika santrifiij
edildi. Santriflij sonras1 slipernatant uzaklastirildi ve pellet {izerine 1ml steril PBS eklenip
pipetaj yapilip homojenize edildi. Homojenize edildikten sonra falkon igerisine 2 pL stok
CFSE eklendi ve pipetaj yapildi. CFSE konulduktan sonra 12 dakika +4 C° de bekletildi. 12
dakika sonunda 7 ml steril PBS eklendi, pipetaj yapildi ve 2000 rpm de 5 dakika santrifiij
edildi. Santrifiij sonrasinda siipernatant atildi ve 7 ml hiicre kiiltiir soliisyonu eklenip tekrar
1500 rpm de 5 dakika santrifiijlendi. Son yikama isleminden sonra 1 ml CRPMI eklenip hiicre
sayimi yapildi.

5.6.6.4. Kok Hiicre Varhginda ve Yoklugunda Lenfosit Kiiltiiriiniin Yapilmasi

Kiiltiir gruplarn ikiye boliindli. Bir grup hiicre sadece periferal kan mononiikleer
hiicreler, diger grup ise DF-MKH’lerin iizerine periferal kan mononiikleer hiicreler olacak
sekilde ekildi. Bunun igin; bir grup mononiikleer hiicre izolasyondan sonra direkt olarak
kiiltiir plaklara 5.6.6.2°de belirtilen hiicre kiiltiir planina gore her kuyuda 500 pl hiicre kiiltiir
soliisyonu (cRPMI) ile 5x10° hiicre siispanse edilerek ekildi. Diger grup igin ise mononiikleer
hiicre izolasyonundan 48 saat énce 48 kuyucuklu plaklara 5x10* DF-MKH ekildi. 48 saat
sonunda mononiikleer hiicreler ekilmeden once tabana yapisan DF-MKH iizerindeki kiiltiir
besiyerinin tamami pipetle cekilerek atildi. Her bir hastanin ven6z kanindan izole edilen
mononiikleer hiicreler her kuyuda 5x105 mononiikleer hiicre olacak sekilde 500 pl hiicre

kiiltiir soliisyonu ile siispanse edilerek DF-MKH iizerine eklendi. Hastalarin vendz kanindan
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izole edilen mononiikleer hiicrelerin eklenmesiyle (0.saat) kiiltiir siiresi baslatildi. Her bir
kuyudaki DF-MKH:Mononiikleer hiicre orani 1:10 (5x104:5x105) olarak belirlendi.
Mononiikleer hiicrelerin DF-MKH varliginda ve yoklugunda kiiltilirleri i¢in 0. saatte
asagidaki gibi uyarimlari yapildi.
- US: Uyarimsiz kuyulara antikor eklenmedi.
- CDmix uyarimh: T lenfosit uyarimi i¢in CDmix uyarimi olan kuyulara karisim olarak
hazirlanan antiCD3/antiCD28 soliisyonundan 2,5 ul (1 pg/ml antiCD3 antikoru ve 5 pg/ml
antiCD28 antikoru) eklendi.
Hiicre kiiltiirleri 72 saat siireyle 37°C” de %5 CO2 ortamda inkiibe edildi.

5.6.7. Analizler

5.6.7.1. CD4 + T Lenfositlerin proliferasyon analizi

Mononiikleer hiicrelerin 72 saatlik kiiltiir stiresi sonunda CD4+ T hiicre proliferasyonu
akim sitometri cihazi ile analiz edildi. Kok hiicrelerin hiicre proliferasyonu {iizerindeki
etkisininin gosterilmesi amaciyla proliferasyon analizi yapildi. Izole edilen ve kiiltiir siiresi
tamamlanan mononiikleer hiicrelerin i¢indeki T lenfositlerin proliferasyonun takibi ig¢in
kiiltliriin 0. saatinde CFSE isaretlenerek 72 saat siireyle DF-MKH varliginda ve yoklugunda
37°C, %5 CO2 inkiibatorde kiiltiirleri yapildi. Kuyulara pipetaj yapilarak dipte kalan ve hiicre
kiiltiir soliisyonu igindeki hiicrelerin homojenize edilmesi saglandi. Kuyulardaki besiyerleri
alindi ve akim sitometri tiiplerine konuldu. 1500 rpm’ de 5 dakika santrifiij yapildi.
Siipernatant atild1 ve dipteki pellet {izerine 2 ml hiicre yikama soliisyonu (PBS) eklendi ve
1500 rpm’ de 5 dakika santrifiij yapildi. Santrifiij sonrasinda siipernatant atildi ve dipteki
hiicre pelletine 100 pl PBS eklenip bu hiicre siispansiyonuna antiCD3 ve antiCD4 antikorlari
eklenerek 15 dk karanlikta oda sicakliginda inkiibe edildi. Siire sonunda hiicrelerin iizerine 2
ml PBS eklenerek 1500 rpm’ de 5 dakika santrifiij yapildi. Siipernatant atildi ve dipteki hiicre
pelletinin {izerine 500 pl hiicre yikama soliisyonu (akim sitometri cihazi i¢in) eklenip pipetle

stispanse edildikten sonra akim sitometri cihazinda analiz edildi.
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Sekil 3. CFSE isaretli hiicrelerin akim sitometri cihazinda analizi. A) her boliinen hiicre sola
dogru diger nesillerin toplami olarak analiz edilmektedir. Hiicre her boliinmede bir 6nceki
nesilden CFSE boyasmin yarisin1 aldigi i¢in prolifere olan (¢ogalan) hiicreler grafikte sola
dogru ilerlemektedir. B) CFSE alaninda sagda bulunan hiicre grubuna ait pik boéliinmeyen
hiicreleri ifade eder.

5.6.7.2. CD4+CD25+Foxp3+ T Regiilator Hiicre Analizi

Mononiikleer hiicrelerin 0.glin ve 72 saatlik kiiltiir sonrasinda CD4+CD25+FoxP3+ T
regiilator hiicre oranlar1 analiz edildi. CD4+CD25+FoxP3+ T regiilator hiicrelerin kok hiicre
varliginda ve yoklugundaki sayisal degisimlerinin incelenmesi i¢in akim sitometri cihazinda
analiz edildi. Hiicreler insan FoxP3 kitindeki protokole gore hazirlandi. Protokole gore; 500
pl’lik kiiltiir kuyularina pipetaj yapilarak hiicrelerin homojenize bir sekilde dagilmasi saglandi
ve bu homojenize sividan 250 pl alinip akim sitometri tiiplerine aktarildi. Hiicrelerin
aktarildigi akim sitometri tiiplerine 2 ml PBS eklendi ve 1500 rpm’ de 5 dakika santrifiij
yapildi. Siipernatant uzaklastirildi ve tiiplere 100 pl boyama tampon soliisyonu (1:10
oraninda, 1 ml 10X permeabilization buffer, 9 ml hiicre yikama soliisyonu) eklendi. 10 pl
antiCD4/antiCD25 antikoru eklenip vorteksle karistirildi ve 20 dakika boyunca oda
sicakliginda karanlikta bekletildi. Siire sonunda 2 ml boyama tampon soliisyonu eklendi ve
1500 rpm devirde 5 dakika santrifiij yapildi. Santrifiij sonrasinda siipernatant uzaklastirildi ve
2 ml FoxP3 kiti tampon A soliisyonu (1:4 oraninda, 1 ml tampon A, 3 ml distile su) eklendi,
vorteks yapildi ve 40 dakika oda sicakliginda karanlikta bekletildi. 40 dakika sonra 2000 rpm
devirde 5 dakika santrifiij yapildi ve santrifiij sonrasinda silipernatant uzaklagtirildi. 2 ml
boyama tampon soliisyonu eklendi, vorteks yapildi ve 2000 rpm devirde 5 dakika santrifiij

yapildi. Siipernatant uzaklastirildi ve 100 pl boyama tampon soliisyonu boyama tampon
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soliisyonu eklendi. Tampon soliisyonu dipteki pelletle karistirildi ve tlizerine 5 pl FoxP3
antikoru eklendi. 40 dk. oda sicakliginda karanlikta bekletildi. Siire sonunda tiiplere 2 ml PBS
eklenip 2000 devirde 5 dakika santrifiijjlendi. Siipernatant atildi dipte kalan pelletin iizerine

500 pl hiicre yikama soliisyonu eklenip vorteksle karistirildi ve akim sitometri cihazinda

analiz edildi.
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Sekil 4: CD4+CD25+FoxP3+ T regiilator hiicrelerin akim sitometri analizi. A) Akim
sitometri analizinde once lenfosit kapisi alinmaktadir, B) Lenfosit altgruplarinin icinde CD25
pozitif alandaki hiicreler secilerek kapilanmistir, C) CD25 ifade eden hiicrelerin i¢inde CD4
ve FoxP3 cift pozitif alandaki Tregiilator hiicreler secilerek % oranlari analiz edilmistir.

5.6.7.3. CD4+ T Lenfositlerin Annexin V/PI ile Apoptoz ve Canhlik Oranlarinin Analizi

Mononiikleer hiicrelerin izolasyonundan sonra kiiltiirii yapilan lenfositlerin 72 saatlik
kiiltiir sonrasinda Annexin V/PI kiti ile hiicrelerin canlilik ve apoptoz oranlar1 analiz edildi.
Kok hiicre varliginda ve yoklugunda apoptotik hiicrelerin oranlarindaki degisimlerin
incelenmesi i¢in akim sitometri cihazinda Annexin V/PI ile isaretlenerek analizleri yapildi.

Apoptoz, doku homeostazini saglamak amaciyla bilinen fizyolojik bir siirectir. Sadece
homeostaziyi degil ayn1 zamanda organizmada hasar gérmiis veya organizma icin tehlikeli
olabilecek hiicrelerin yok edilmesinde de gorev alir. Apoptoz siirecinde, hiicrede bazi
morfolojik degisiklikler gerceklesmektedir. Bu degisiklikler sitoplazma ve g¢ekirdegin
yogunlagsmast ve DNA'nin interniikleozomal boliinmesi gibi olaylardir. Annexin V, 35-36
kDa agirliginda ve Ca2+ bagimli bir fosfolipid baglayicidir. Apoptotik siirecte hiicrenin i¢
kisminda bulunan membran fosfolipid fosfatidilserin (PS) disa dogru hareket etmeye baslar.
Annexin V; PS icin yliksek afiniteye sahip olan ve PS maruziyetli hiicrelere baglanan bir
proteindir. Annexin V, PS i¢in yiiksek afinitesini korur ve bdylece, hiicrelerin akim sitometrik
analizi i¢in hassas bir prob gorevi goriir.

Kiiltiir kuyularindan alinan hiicreler 15 mL' lik falkon tiiplere alinip PBS soliisyonuyla
2 mL' ye tamamland1 ve 1500 rpm’ de 5 dk santrifiijlendi. Stipernatant atildi, dipte kalan
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hiicreler 100 uL PBS soliisyonuyla sulandirildi. Hiicreler akim sitometri cihazinda
okutulmadan 6nce CD4+ T hiicrelerin seg¢ilmesi i¢in antiCD3 ve antiCD4 antikoru kullanildi.
Erken veya gec¢ apoptotik veya nekrotik hiicreleri belirlemek i¢in Annexin V ile birlikte Pl
(Propodyum lyodat) isaretleyici kullanildi. Hiicre eger canliligini koruyorsa PI isaretleyici
membrandan gecemez. Eger hiicre 6lii veya hasar gérmiisse bu hiicrelerin zar1 Pl isaretleyiciyi
gegcirir. Annexin V ve Pl ile analizlerin sonuglari su sekilde degerlendirilir; 1) Canli hiicreler;
annexin V ve Pl her ikisinde de negatif alandadir, 2) Erken apoptoz; Annexin V pozitif alanda
Pl negatif alandadir, 3) Ge¢ apoptoz; Annexin V ve Pl her ikisi de pozitif alanda, 4) Nekroz;
Annexin V negatif alanda Pl ise pozitif alandadir. Nekroz ve apoptoz birbirinden farkl
siiregler igeren hiicre 6liim olaylaridir. Nekrotik hiicrelerde plazma membranit tamamen

dagildigr icin annexin V isaretleyici ile isaretlenmez, bu nedenle annexin V negatif alanda

goriiliir.
A) B) )
CD3+CD4+
T hiicreler
) "
7 @) =
7% O

Lenfosit' Kapist

CD4 Annexin V

Sekil 5. Hiicre canlilif1 ve apoptoz oranlarmin akim sitometri cihazinda analizi. A) Kiiltiir
sonrast hiicreler i¢in akim sitometri cihazinda 6nce lenfosit kapist segilir. B) Lenfositlerin
icinden CD3+CD4+ T hiicreler segilir. C) CD3+CD4+ T hiicrelerde Annexin V/PI analizi
yapilir.

5.6.7.4. CD4+ Naif, Efektor Bellek ve Merkez Bellek T hiicre Oranlarinin Analizi

Mononiikleer hiicrelerin izolasyonundan sonra DF-MKH varliginda ve yoklugunda
kiiltiirti yapilan hiicrelerin 72 saatlik kiiltiir siiresinin sonunda naif, efektor bellek ve merkez
bellek CD4+ T lenfosit oranlar analiz edildi.

DF-MKH’ lerin PV hastaliginda naif, efektor bellek ve merkez bellek CD4+ T
hiicreler {izerindeki etkisini arastirmak amaciyla hastalardan izole edilen periferal kan

mononiikleer hiicreler 72 saat kiiltiir stiresi sonunda anti-CD3, anti-CD4, anti-CCR7 ve anti-
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CDA45RA antikorlartyla isaretlenip akim sitometri cihazinda analiz edildi.

A) | B o)

CD3+CD4+
T hiicreler

CM N

SSC
CcD3
CCR7

7L Lenfosit Kapist

EM

ESC CD 4 CD 4

Sekil 6. Naif, efektor bellek ve merkez bellek CD4% T lenfosit oranlarinin akim sitometri

cihazinda analizi.

5.6.7.5. Antijen Sunucu Hiicrelerde Kostimiilator Molekiil Ekspresyonu Analizi

Mononiikleer hiicrelerin izolasyonundan sonra kiiltiirii yapilan hiicrelerin 72 saatlik
kiltir sonrasinda dendritik hiicreler {izerinde CD80, CD83 ve CD86 kostimiilator molekiil
oranlar1 analiz edildi.

T lenfosit uyarimimi saglayan kostimiilator molekiillerin DF-MKH varliginda ve
yoklugunda dendritik hiicreler tizerindeki ifade degisimleri akim sitometri cihazinda analiz
edildi. Kiiltiir kuyularindan alinan hiicreler 15 mL' lik falkon tiiplere alinip PBS soliisyonuyla
2 mL' ye tamamlandi ve 1500 rpm’ de 5 dk. santrifiijlendi.

Stipernatant atildi, dipte kalan hiicreler 100uL PBS ile sulandirilip dendritik hiicrelerin
secilmesi i¢in antiHLA-DR, antiCD1lc, antiCD45, antiCD80, antiCD83 ve antiCD86

antikorlariyla isaretlendi. Dendritik hiicrelerin yilizeyinde ko-stimiilasyonu orani analiz edildi.
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Sekil 7. Dendritik hiicrelerde kostimiilasyon oranlarinin akim sitometri cihazinda analizi. A)
Kiiltiirden alman hiicreler i¢in akim sitometri cihazinda once tiim hiicreler secilir. B)
Hiicrelerin iginden CD45+ hiicreler segilir. C) HLA-DR ve CD11c hiicrelerde CD80, CD83,
CD86 oranlar1 analiz edilir.

5.6.7.6. Hiicre Kiiltiir Siipernatanlarinda Sitokin Tayini

Mononiikleer hiicrelerin izolasyonundan sonra kiiltiirii yapilan hiicrelerin 72 saatlik
kiiltiir sonrasinda kiiltiir siipernatantlari toplandi. Sitokin tayini i¢in ELISA yontemi kullandi.
Ureticinin kit igerisinde belirtmis oldugu adimlar dogrultusunda IL-4, IL-10, IFNy ve TNFa

diizeyleri analiz edildi.
5.6.7.7. Hiicre Kiiltiir Siipernatanlarinda Otoantikor Miktarimin Tayini

Mononiikleer hiicrelerin izolasyonundan sonra kiiltiirii yapilan hiicrelerin 72 saatlik
kiiltiir sonrasinda kiiltlir siipernatantlar1 toplandi. Otoantikor miktarinin tayini i¢in ELISA
yontemi kullandi. Ureticinin kit igerisinde belirtmis oldugu adimlar dogrultusunda
antidezmoglein-1 ve antidezmoglein-3 diizeyleri analiz edildi.
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5.6.8. istatistiksel analiz

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

6. BULGULAR

6.1. Dis Folikiilii Kaynakh Mezenkimal Kok Hiicre Izolasyonu

Dis folikiilii dokusundan elde edilen kok hiicreler T-25 cm2’ lik flasklara ekildi ve
hiicrelerin morfolojik 6zellikleri invert mikroskop ile takip edildi. Ik kiiltiirde hiicrelerin hizla
cogaldiklart ve flask yiizeyini kapladiklari goriildi (Sekil 9). Hiicreler yaklasik %70-80
yayilim gosterdikten sonra birinci pasaja alinarak T-75 cm2’ lik flasklara aktarildi. Pasajlama
isleminden sonra hiicreler 5-6 giin igerisinde flask yilizeyini kapladi ve bir sonraki pasaja

alindi.

Sekil 8. DF-MKH’ lerin morfolojik goriiniimii. A) DF-MKH hiicrelerinin birinci kiiltiir (PO,
3. giin), B) birinci pasaj ve sonrasi (P1, 3. giin), C-D) sonraki alt kiiltiirlerinin (C: P2, 3. giin;
D: P3, 3. giin) invert mikroskobu goriintiileri.
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6.2. DF-MKH’lerin Karakterizasyonu ve Farklilasma Potansiyelinin Degerlendirilmesi

6.2.1. DF-MKH Hiicrelerin Akim Sitometri Analizi

DF-MKH hiicreleri tigiincii pasaja alimip kiiltiir konfliient olduktan sonra hiicrelerin
karakterizasyon analizleri yapildi. Bu hiicrelerin akim sitometrik analizleri sonucunda
hematopoietik kok hiicre belirteci olan CD45, CD34, CD25, CD28 ve CDI14 isaretlerini
yiizeylerinde gostermedikleri goriildii. Ayn1 zamanda bu hiicrelerin kok hiicre isareti olan

CD73, CD90, CD105, CD146 ve CD29’ u yiizeylerinde gosterdikleri goriildii.

97,65% 97,42% 98,17%
85,28%
CD29 APC CD73 PE CD90 FITC CD105 PE
1,55% 0,19% 0,58% 3.78%
— — A
CD14 PE CD34 FITC CD45APC HLA-DR-PerCp

Sekil 9. DF-MKH’lerin akim sitometrik analizi. DF-MKH’lerin pozitif belirtegleri (CD29,
CD73, CDY90 ve CD105) %85’1in lizerinde ifade ettigi, negatif belirtecleri %5’in altinda ifade
ettigi gosterilmistir.

6.2.2. DF-MKH Hiicrelerin Osteojenik, Adipojenik ve Kondrojenik Olarak

Farkhlastiriimasi

Osteojenik farklilastirma ic¢in uyarilan DF-MKH hiicrelerinin osteoblast benzeri
hiicrelere farklilagtiklar1 goézlendi. Osteojenik farklilagtirma besiyerine aliman DF-MKH
hiicreleri kiiltliriin 21. giliniinde alizarin kirmizisi ile boyand1 ve mineralize kemik nodiilleri
gorildii (Sekil 10A).

Adipojenik olarak farklilastirmak icin adipojenik besiyerinde 14 giin stire ile kiiltiirleri
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yapildi ve DF-MKH hiicrelerinin adiposit benzeri hiicrelere farklilastiklart gosterildi.
Kiiltiiriin ikinci haftasinda Oil red O ile yapilan boyama sonrasinda kirmizi renkte hiicre igi
yag damlaciklart goriildii. Buradaki yag damlaciklarinin diger hiicre gruplarina oranla daha

fazla sayida ve belirgin olduklar1 goriildii (Sekil 10B).

Kondrojenik olarak farklilastirmak i¢in DF-MKH hiicrelerinin 21 giin kondrojenik
besiyeri ile kiiltiirleri yapildi ve kondrosit benzeri hiicrelere farklilastiklart goriildii. Kiiltiirtin
21. gilinlinde alcian blue ile boyanan hiicrelerde kondrositler tarafindan {iretilen

proteoglikanlarin mavi renkte boyandigi goriildii (Sekil 10C).

Sekil 10. DF-MKH’lerin farklilasma potansiyelleri. Osteojenik stimiilasyon sonrasinda
Alizarin Red ile boyanan hiicrelerin osteositlere farklilastigi ve hiicre arasi matrikste kalsiyum
y1gilimlariin Alizarin Red ile boyandig1 goriilmektedir (A). Kondrojenik stimiilasyon sonrast
Alcian Blue boyasi ile boyanan kondrositlerin ve matrikste yer alan proteoglikanlarin mavi
renkte boyandigi goriilmektedir (B). Adipojenik stimiilasyon ile adipositlerin ve yag
damlalarinin (koyu kirmizi, mor renkli) olustugu goriilmektedir (C).

6.3. PV ve Saghkh Kontrol Gruplarinda Demografik Veriler

Marmara Universitesi Pendik EAH, Dermatoloji poliklinigine basvuran dokuz PV
tanis1 almis gonillii (ortalama yas; 45,67 = 15,55) kisi calismaya dahil edilmistir. Hastalarin
hepsi histopatolojik ve direkt immiin floresan ile tami verifiye edildi. Histopatolojik
incelemelerinde subrabazal seviyede ayrisma izlenirken direkt immiin floresan
incelemelerinde hiicreler aras1 IgG ve/veya c¢3 birikimi tiim hastalarda saptanmigtir. Anti-
DSG1 diizeyi 0 olan PV4 ve PV6 hastalarinda mukozal tutulum olup direkt immiinfloresan
yontemi ile tan1 kesinlesmistir. Hastalik mortalitesinin yiiksek olmasi ve nadir goriilmesi
sebebiyle ¢alismaya dahil edilen hastalar tedavi almakta olan hastalardir. DF-MKH birlikte

kiiltiirlerinin 6ncesinde ve sonrasinda hastalar kendi i¢lerinde karsilastirilmistir.
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Calismaya otoimmiin hastalik 6ykiisii olmayan dokuz saglikli kisi (ortalama yas; 42,33
+ 8,64 yil, cinsiyet; 5E,4K) kontrol olarak dahil edildi.

Hasta Yas Cinsiyet Anti-DSG3 Anti-DSG1 Hastalik Siddeti
PV1 59 E 200 116 Orta Siddetli
PV2 59 E 200 78 Orta Siddetl
PV3 45 E 156 200 Siddetl
PV4 36 E 16 0 Hafif Siddetl
PVs 38 K 45 103 Orta Siddetli
PV6 28 E 45 0 Hafif Siddeth
PV7 21 K 200 200 Siddetl
PVS 53 K 200 200 Siddetl
PV9 72 K 200 24 Siddeti

Tablo 1. PV hasta gruplarinin demografik verileri K: Kadin; E: Erkek.

6.4. PV Hastalarinda 0.Giin T Alt Gruplari, B Alt Gruplar1 ve NK Hiicre Oranlarinda

Anlaml Bir Fark Goriilmedi

PV ve saglikli bireylerde kiiltiir ¢aligmas1 yapilmadan 6nce 0. giin T alt gruplari, B
hiicre alt gruplart ve NK hiicre oranlar incelendi. Elde edilen sonuglara gore, 0.giin PV
hastalarinda CD3" hiicre oraninda (67,24+7,14) saglikli gruba gore (70,02+7,85) istatistiksel
olarak anlamli bir fark bulunmadi (P=0,4697). PV hastalarinda CD3*CD4" yardime1 T hiicre
gruplarinda (40,93+8,54) saglikli kontrole gore (46,71+5,04) anlamli bir fark goriilmedi
(P=0,1186). PV hastalarinda CD3*CD8" sitotoksik T hiicre gruplarinda (23,74+6,24) saglikli
kontrole gore (24,34+6,19) anlamli bir fark goriilmedi (P=0,8480). PV hastalarinda CD19" B
hiicre gruplarinda (12,63+6,32) saglikli kontrole gore (10,9442,53) anlamli bir fark goriilmedi
(P=0,4928). PV hastalarinda CD20" B hiicre gruplarinda (12,73+6,31) saglikli kontrole gore
(11,13+2,58) anlamli bir fark goriilmedi (P=0,5157). PV hastalarinda CD16/56" NK hiicre
gruplarinda (8,34+4,69) saglikli kontrole gore (10,29+2,04) anlamli bir fark goriilmedi
(P=0,3094).
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Yiizey Belirteci Hiicre Alt Gruplan PV Saghkh Kontrol

CD3~ T 67.24+7.14 68.57+7.81
CD3°CD4~ Th 40,93+8.54 46.74£5.04
CD3°CD8~ Tc 23,74+6.24 24.34+6.19

CD19~ B 12.63+6.32 10,94+2.53

CD20" B 12.73+6,31 11,13£2.58
CD16/56™ NK 8.34+4.69 10,29+2.04

CD4°CD45RA~ Naif Th 25,06+2.58 20.02+7.79
CD4°CD45RO~ Hafiza Th 28.50+4.95 27.62+4 42
CDS8 CD45RA~ Naif Tc 15.13+6.07 12.854.30
CD8 CD45RO~ Hafiza Tc 16.58+8.66 17.88%5.61

Tablo 2. PV ve saglikli kontrol gruplarmin lenfosit alt gruplari daglimi. Th: yardimci T
lenfositler, Tc: sitotoksit T lenfositler, NK: dogal 6ldiiriicli hiicreler.

6.5. DF-MKH PV Hastalarinda CD4+ Lenfosit Proliferasyonunu Baskiladi

Hiicre proliferasyon calismalart PV hastalar1 ve saglikli bireylerin periferal venoz
kanlarindan izole edilen PKMH (periferal kan mononiikleer hiicreler) ile yapildi. izole edilen
hiicreler CFSE ile isaretlenerek, in-vitro ortamda DF-MKH varliginda ve yoklugunda CDmix
ile uyarildi. DF-MKH varliginda ve yoklugunda kiiltiirleri yapildi. PKMH igerisinde yer alan
CD4" T hiicrelerinin kiiltiir sonrast 3. giiniinde DF-MKH’ lerin immiin baskilayici 6zelligini

aragtirmak amaciyla akim sitometri cihazinda hiicre proliferasyonu analiz edildi.

PV hastalarinda CDmix uyarimli kiiltiirlerde lenfosit proliferasyon orani (45,74+5,67),
saglikli gruba gore (33,44+2,86) istatistiksel olarak anlamli yiiksek bulunmustur (p<0,0001).
PV hastalarinda CDmix uyarimli DF-MKH birlikte kiiltiirlerde lenfosit proliferasyon orani
(18,22+5,44), DF-MKH olmayan kiiltiirlere (45,74+5,67) gore istatistiksel olarak anlamli
azaldi (p<0,0001). Saglikli bireylerde CDmix DF-MKH birlikte kiiltiirlerde lenfosit
proliferasyon orani (30,86+2,28) ile kok hiicresiz kiiltiirler (33,44+2,86) arasinda anlamli bir
fark goriilmedi (P=0,0633).
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Sekil 11. CD4+ T lenfosit proliferasyonu. DF-MKH’ lerin PV ve saglikli bireylerde lenfosit
hiicrelerinin proliferasyonu {izerindeki baskilayic1 etkisi akim sitometri analizi ile
gosterilmistir. CFSE ile isaretlenen lenfositler histogramda sola dogru prolifere olan
hiicrelerin oranint gostermektedir. DF-MKH’ ler PV hastalarinda CD4+ T lenfosit
proliferasyonu anlamli olarak baskiladi. ****P<(0,0001.

6.6. DF-MKH PV Hastalarinda CD4+ T Lenfosit Apoptozunu Azaltirken Canlhihgini
Arttird:

DF-MKH’ lerin lenfosit apoptozu iizerindeki etkisini arastirmak amaciyla hiicre
apoptoz oranlar1 analiz edildi. DF-MKH varliginda ve yoklugunda lenfositlerle birlikte 72
saat (3 giin) kiiltiirleri yapildi. Kiiltiir siiresi sonunda lenfositler Annexin V ve PI ile

isaretlenerek akim sitometride analiz edildi.

PV hastalarinda CDmix uyarimh Kkiiltiirlerde lenfosit apoptoz orani (29,10+5,18)
saglikll gruba gore (11,82+1,40) istatistiksel olarak anlamli yiliksek bulunmustur (p<0,0001).
PV hastalarinda CDmix uyarimli DF-MKH birlikte kiiltiirlerde lenfosit apoptoz oram
(9,43+£2,62) DF-MKH olmayan kiiltiirlere (29,1045,18) gore istatistiksel olarak anlamli azald1
(p<0,0001). Sagliklh bireylerde CDmix DF-MKH birlikte kiiltiirlerde lenfosit apoptoz orani
(10,83+1,34) ile kok hiicresiz kiiltlirler (11,82+1,40) arasinda anlamli bir fark goriilmedi
(P=0,1681).

PV hastalarinda CDmix uyarimli kiiltiirlerde lenfosit canlilik orani (35,93+4,40),
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saglikli gruba gore (74,22+2,86) istatistiksel olarak anlamli diisiik bulunmustur (p<0,0001).
PV hastalarinda CDmix uyarimli DF-MKH birlikte kiiltiirlerde lenfosit canlilik orani
(78,14+4,67) DF-MKH olmayan kiiltiirlere (35,93+4,40) gore istatistiksel olarak anlamli
yiiksek bulunmustur (p<0,0001). Saglikli bireylerde CDmix DF-MKH birlikte kiiltiirlerde
lenfosit canlilik oran1 (76,21£3,40) ile kok hiicresiz kiiltiirler (74,22+2,86) arasinda anlamli
bir fark goriilmedi (P=0,2241).
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Sekil 12. DF-MKH’lerin PV hastalar1 ve saglikli bireylerde Annexin/PI ile isaretlenen T
lenfosit hiicrelerinin canlilik ve apoptoz iizerindeki etkisinin akim sitometri analizi ile
gosterimi. DF-MKH’ ler PV hastalarinda lenfosit hiicrelerinin canlilifini anlamli olarak
arttirdi ve T lenfosit apoptozunu anlamli olarak baskiladi. ***P<0,001; ****P<0,0001.
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6.7. DF-MKH PV Hastalarinda CD4*CD25*Foxp3* (Tregiilator) Hiicre Oranini Arttird:

DF-MKH’ lerin CD4+CD25+ ve Foxp3 eksprese eden T regiilator (Treg) hiicreler
izerindeki etkisini aragtirmak amaciyla lenfositler DF-MKH varliginda ve yoklugunda 72 saat
kiiltiirleri yapildi. Kiiltlir siiresi sonunda lenfositlerin antiCD4 ve antiCD25 ile ylizey

boyamasi, Foxp3 ekspresyonu i¢in de hiicre i¢i boyama yapilarak akim sitometride analiz
edildi.

PV hastalarinda CDmix uyariml kiiltiirlerde T regiilatér hiicre orami (1,20+0,51),
saglikli gruba gore (2,05+0,74) istatistiksel olarak anlaml diisiikk bulunmustur (p<0,05). PV
hastalarinda CDmix uyarimli DF-MKH birlikte kiiltiirlerde T regiilatér hiicre oram
(3,71+1,62) DF-MKH olmayan kiiltiirlere (1,22+0,58) gore istatistiksel olarak anlamli yiiksek
bulunmustur (P=0,0007). Saglikli bireylerde CDmix DF-MKH birlikte kiiltiirlerde T regiilator
hiicre oran1 (2,96+1,09) ile kok hiicresiz kiiltiirler (2,05+0,74) arasinda anlamli bir fark

goriilmedi (p>0,05).
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Sekil 13. PV ve saglikli kontrol gruplarinda CD4+CD25+FoxP3+ T regiilator hiicre
oranlarinin akim sitometri goriiniimii. DF-MKH’ ler PV hastalarinda CD4+CD25+FoxP3+ T
regiilator hiicre oranlar istatistiksel olarak anlamli arttirdi. ****P<0,0001; *P=0,0162.
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6.8. DF-MKH PV Hastalariin Dendritik Hiicrelerinde Kostimiilasyonu Baskiladi

DF-MKH’lerin antijen sunucu hiicreler olan dendritik hiicrelerin (CD11c+HLA-DR+)

kostimiilasyonu iizerindeki etkisi aragtirilmistir.

PV hastalarinda CDmix uyarimh kiiltiirlerde CD80, CD83 ve CD86 kostimiilator
molekiil ifadesi (CD80; 27,1+£3,6, CD83; 23,2421, CD86; 22,6+2,7) saglikli gruba gore
(CDmix: CD80; 1,27+0,60, CD83; 1,95+0,56, CD86; 10,76+1,29) istatistiksel olarak anlamli
yliksek bulunmustur (sirasiyla; p<0,0001, p<0,05, p<0,0001). PV hastalarinda CDmix
uyarimli DF-MKH birlikte kiiltiirlerde CD80, CD83 ve CD86 kostimiilatdor molekiil ifadesi
(CD80; 5,73+1,79, CD83; 2,01+0,71, CD86; 17,62+5,89) DF-MKH olmayan kiiltiirlere
(CD80; 27,1+3,6, CDS83; 23,2+2,1, CD86; 22,642,7) gore istatistiksel olarak anlamli azaldi
(sirasiyla; p<0,0003; p<0,0112; p<0,0121).

Saglikli bireylerde CDmix DF-MKH birlikte kiiltiirlerde CD80, CD83 ve CD86

kostimiilatér molekiil ifadesi ile kok hiicresiz kiiltlirler arasinda anlamli bir fark goriilmedi
(P=0,1681).
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Sekil 14. CDI1lc+ hiicrelerde kostimiilasyonu goriiniimii. DF-MKH’ ler PV hastalarinda
mononiikleer hiicrelerden segilen CD11c¢+ hiicrelerin CD80, CD83 ve CD86 ifadesini anlamli
olarak baskiladi. *P=0,0121; **P=0,0047 ***P=0,0003; ****P<0,0001.

6.9. DF-MKH PV Hastalarinda Naif CD4+ T Lenfosit Oranlarim Artirdi, Efektor Bellek

ve Merkez Bellek CD4+ T Lenfosit Oranlarim Azaltti

DF-MKH’ lerin efektor (CD45RA+CCR7-) , efektor bellek (CD45RA-CCR7-),
merkez bellek (CD45RA-CCR7+) ve naif (CD45RA+CCR7+) CD4+ T lenfositler tizerindeki
etkisini arastirmak amaciyla lenfositler DF-MKH varliginda ve yoklugunda 72 saat kiiltiirleri

yapildi.

PV hastalarinda CDmix uyarimli kiiltiirlerde naif CD4+ T lenfosit orani (35,23+4,60),
saglikli gruba gore (62,53+9,67) istatistiksel olarak anlaml diisiik bulunmustur (p<0,05). PV
hastalarinda CDmix uyarimli DF-MKH birlikte kiltiirlerde naif CD4+ T lenfosit orani
(56,84+5,49) DF-MKH olmayan kiiltiirlere (35,23+4,60) gore istatistiksel olarak anlamli
yiiksek bulunmustur (p<0,0001). Saglikli bireylerde CDmix DF-MKH birlikte kiiltiirlerde naif
CD4+ T lenfosit oran1 (59,86+8,61) ile kok hiicresiz kiiltiirler (62,53+9,67) arasinda anlamli
bir fark goriilmedi (p=0,5681).

PV hastalarinda CDmix uyariml kiiltiirlerde efektor bellek CD4+ T lenfosit orani
(29,51+5,39) saglikli gruba gore (13,39+3,29) istatistiksel olarak anlamli yiikksek bulunmustur
(p<0,0001). PV hastalarinda CDmix uyarimli DF-MKH birlikte kiiltiirlerde efektor bellek
CD4+ T lenfosit oram1 (14,74+3,26) DF-MKH olmayan kiiltiirlere (29,51+5,39) gore
istatistiksel olarak anlamli azaldi (p<0,001). Saglikli bireylerde CDmix DF-MKH birlikte
kiiltiirlerde efektdr bellek CD4+ T lenfosit orant (11,59+2,53) ile kok hiicresiz kiiltiirler
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(13,39+3,29) arasinda anlamli bir fark gériilmedi (P=0,2384).

PV hastalarinda CDmix uyarimli kiiltiirlerde merkez bellek CD4+ T lenfosit orani
(38,38+9,79) saglikli gruba gore (20,05+2,36) istatistiksel olarak anlamli yiikksek bulunmustur
(p<0,0001). PV hastalarinda CDmix uyarimli DF-MKH birlikte kiiltiirlerde merkez bellek
CD4+ T oram (21,38+6,43) DF-MKH olmayan kiiltiirlere (38,38+9,79) gore istatistiksel
olarak anlamli azald1 (p<0,001). Saglikli bireylerde CDmix DF-MKH birlikte kiiltiirlerde
merkez bellek CD4+ T orani () ile kok hiicresiz kiiltiirler (20,05+2,36) arasinda anlamli bir
fark goriilmedi (P=0,7192).

PV Kontrol
38.38+9.79 35.23+4.60 20.05+2.36 62.53+9.67
- 29.51+5.39 13.39+3.29
a1
&)
@)
21.38+6.43 56.84+5.49 19.65+2.07 59.86+8.61
-] TR
RN 47
s ] e T
11.59+£2.53
CD45RA

52



CD4+MerkezBellek T CD4+ Efektor Bellek T CD4+ Naif T Lenfosit %

Lenfosit % Lenfosit %
60  __ wwx 60 . 80+ anx
ke
e —— e T $ ke T
+ ] +
L% 60—
& 40 & 404 & L
0 o o
é‘ T é‘ + 404
lg 204 v 5, 20— T - %
=] /A E 204
(@) @) 3]
0- 1 1 0- T T 0- T T
S s S 3z - % < % A 3 & %
yF & § £ F & § & §F § § &
& & & & § & & 8 & & & &
& & 9 F s & 5§ s & & §
& 5 & ¥ & & = Y8 5 &
NG & g @ I A
F $ ] F & ] o &
g § §
v“ < ¢
) (,F o

Sekil 15. PV ve saglikli kontrol gruplarinda CD4+ naif, efektor bellek ve merkez bellek T
hiicre oranlarmin akim sitometri gériniimii. DF-MKH’ ler PV hastalarinda CD4+ naif T

hiicre oranim istatistiksel olarak anlamli arttirdi. CD4+ efektor bellek ve merkez bellek T
hiicre oranlarim istatistiksel olarak anlamli azaltti. *P=0,0121; **P=0,0047 ***P=0,0003;
****pP<0,0001.

6.10. DF-MKH PV Hastalarinda TNF-a, IL-4 Miktarim Azaltti, I1L-10 ve IFN-y
Miktarimm Arttirda

DF-MKH’lerin PV hastalarinda periferal kandan izole edilen mononiikleer hiicrelerin
immiin diizenlemedeki etkisini arastirmak amaciyla TNF-a, IL-4, IL-10 ve IFN-y sitokin
miktarlar1 incelendi. Sitokin miktarlar1 72 saat kiiltlir siiresinin sonunda toplanan kiltiir

siipernatantlarindan ELISA yontemi ile analiz edildi.

PV hastalarinda CDmix uyariml kiiltiirlerde IL-4 (ng/L) miktar1 (38,06+5,91) saglikli
kisilere gore (31,2046,69) istatistiksel olarak anlamli yiiksek bulundu (p=0,0108). PV
hastalarinda DF-MKH birlikte kiiltiirlerde IL-4 miktar1 (32,26+5,89) kok hiicresiz kiiltiirlere
gore (38,06+5,91) istatistiksel olarak anlamli azald1 (p=0,0057). Saglikli bireylerde DF-MKH
varliginda (30,04+5,84) ve yoklugunda (31,20+6,69) IL-4 miktarinda istatistiksel olarak
anlamli bir fark goriilmemistir (p=0,7003).

PV hastalarinda CDmix uyarimlhi kiltiirlerde 1L-10 (pg/ml) miktar1 (47,46+5,64)
saglikli kigilere gore (96,08+11,13) istatistiksel olarak anlamli diisiik bulundu (p<0,0001). PV
hastalarinda DF-MKH birlikte kiiltiirlerde IL-10 miktar1 (54,94+8,60) kok hiicresiz kiiltiirlere
gore (47,46+5,64) istatistiksel olarak anlamli artt1 (p=0,0038). Saglikli bireylerde DF-MKH

53



varliginda (100,04+11,68) ve yoklugunda (96,08+11,13) IL-10 miktarinda istatistiksel olarak
anlamli bir fark gortilmemistir (p=0,4463).

PV hastalarinda CDmix uyarimli kiltiirlerde IFN-y (ng/ml) miktar1 (12,39+5,59)
saglikli kisilere gore (20,07+3,43) istatistiksel olarak anlamli diisiik bulundu (p=0,0007). PV
hastalarinda DF-MKH birlikte kiiltiirlerde IFN-y miktar1 (19,70+13,74) kok hiicresiz
kiiltiirlere gore (12,39+5,59) istatistiksel olarak anlamli artt1 (p=0,0437). Saglikli bireylerde
DF-MKH varliginda (20,07+3,43) ve yoklugunda (20,6+3,69) IFN-y miktarinda istatistiksel
olarak anlamli bir fark goriilmemistir (p=0,9934).

PV hastalarinda CDmix uyarimli kiiltiirlerde TNFa (ng/L) miktar1 (32,45+2,38)
saglikli kigilere gore (33,08+2,11) istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi (p=0,4808). PV
hastalarinda DF-MKH birlikte kiiltiirlerde TNFa miktar1 (29,41+2,24) kok hiicresiz kiiltiirlere
gore (32,45+2,38) istatistiksel olarak anlamli azaldi (p=0,0002). Saglikli bireylerde DF-MKH
varliginda (33,08+2,11) ve yoklugunda (32,93+2,21) TNFo miktarinda istatistiksel olarak
anlamli bir fark gortilmemistir (p=0,8730).

50+ * 150 —
& # o EE
45- =
E 40- £ 1004 } E
o o
bo
c 35 o
S =
= —
= 30- = 504 - E
254
20 ] | 1 1 0 T T T T
¥ 2 ¥ & & R & 2
& & & & & & ¢
S & < & S & S N
< .;9@ & & ¢ @‘t‘ & &
A K o A ©” ©
q & é?.} q F 15"*9
& &§

54



&k

.
o
1
t
o
]

W w
N L
1 1

IFNy ng/ml
]
(=]
1
i
e
Lo
TNFa ng/L
W
(=]
1

=
=]

1
e
]

(=]
1

D | ] | ] 2 E T T T T
F & & & & & x
S & & & & & & &
q 5 N & A K > S
I T & & 8
i
T ¢ 5 &
F &

Sekil 16. PV hastalar1 ve saglikli kisilerde 72 saat kiiltiir sonras1 1L4, IL10, IFNy ve TNFa
diizeylerinin gdsterimi. PV ve saglikli bireylerde DF-MKH varliginda IL4 (**P=0,0057;
*P=0,0108) ve TNFa (**P=0,0002) diizeyleri istatistiksel olarak anlamli azaldi, IL10
(****P<0,0001; **P=0,0038) ve IFNy (****P=0,0007; *P=0,0437) diizeyleri istatistiksel
olarak anlaml artt1.

6.11. DF-MKH PV Hastalarinda DSG1 ve DSG3 Otoantikor Miktarini Azaltti

PV hastalarinda bulunan antiDSG1 ve antiDSG3’ e karsi iiretilen IgG yapisindaki
otoantikorinin DF-MKH varliginda ve yoklugunda diizeylerini arastirmak amaciyla 72 saat
kiiltiir stiresinin sonunda toplanan kiiltiir siipernatantlarindan ELISA yontemi ile anti-DSG1

ve anti-DSG3 miktarlar analiz edildi.

PV hastalarinda CDmix uyariml kiiltiirlerde anti-DSG1 (ng/ml) miktar1 (3,29+0,22)
saglikli kisilere gore (0,72+0,30) istatistiksel olarak anlamli yiiksek bulundu (p<0,0001). PV
hastalarinda DF-MKH birlikte kiiltiirlerde anti-DSG1 miktar1 (3,00+0,22) kok hiicresiz
kiiltiirlere gore (3,29+0,22) istatistiksel olarak anlamli azaldi (p=0,0005). Saglikl1 bireylerde
DF-MKH varliginda (0,67+£0,26) ve yoklugunda (0,72+0,30) anti-DSG1 miktarinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark goriilmemistir (p=0,7245).

PV hastalarinda CDmix uyarimli kiiltiirlerde anti-DSG3 (ng/L) miktar1 (262,40+10,97)
saglikli kisilere gore (0,54+0,23) istatistiksel olarak anlamli yiiksek bulundu (p<0,0001). PV
hastalarinda DF-MKH birlikte kiiltiirlerde anti-DSG3 miktar1 (245,08+13,18) kok hiicresiz
kiiltiirlere gore (0,54+0,23) istatistiksel olarak anlamli azaldi1 (p=0,0003). Saglikl1 bireylerde
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DF-MKH varliginda (0,52+12) ve yoklugunda (0,54+0,23) anti-DSG3 miktarinda istatistiksel
olarak anlamli bir fark goriilmemistir (p=0,8448).
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Sekil 17. PV hastalar1 ve saglikli kisilerde 72 saat kiiltiir sonras1 anti-DSG1 ve anti-DSG3
diizeylerinin gosterimi. PV ve saglikli bireylerde DF-MKH varliginda anti-DSG1 ve anti-
DSG3 diizeyleri istatistiksel olarak anlamli azaldi. ****P<0,0001; ***P=0,0072;
***p=0,0003; ****P<0,0001.

7. TARTISMA ve SONUC

Pemfigus Vulgaris epidermis i¢inde kabarcik olusumu ile karakterize hayati tehdit
eden kronik otoimmiin bir hastaliktir. Deri ve mukoza epidermisinde yer alan keratinosit-
keratinosit baglantisini saglayan dezmozomlarin yapitasi olan dezmogleinlere (dezmoglein 1
ve dezmoglein3) yonelik IgG yapisinda otoantikorlar olusumu sonucu meydana gelir.
(Amagai M,1991). Hastaligin kesin olarak nedeni bilinmemektedir. Genetik caligmalardan
elde edilen sonuglara gore PV hastalarinda genetik faktorlerin 6nemli rol oynadigi
gosterilmistir (Sinha AA, 2011). Pemfigus poligenik bir hastaliktir ve Pemfiguslu hastalarin
saglikl1 birinci derece akrabalarinda diisiik miktarda hastalikla iliskili otoantikor prevalansinin
arttig1 bildirilmistir (Torzecka JD ve ark, 2007). Ayrica ¢evresel faktorlerin de 6nemli rol
oynadigin1 gosteren c¢alismalar bulunmaktadir. Vaka kontrol c¢alismasi olmasa da bazi
ilaclarin, oOzellikle penisilamin (metal selatlama maddesi) ve kaptopril (anjiyotensin

doniistiiren enzim inhibitoril) gibi tiyol grubu icerenler, keratinosit zarinin biyokimyasini veya
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bagisiklik dengesini engelleyebildigi ve bu nedenle akantolizi (keratinosit baglantisinin
bozulmasi) tesvik edebildigi gosterilmistir. Arastirilan diger ¢evresel faktorler arasinda
viriisler (herpes simpleks virlisli gibi), diyet faktorleri, fizyolojik ve psikolojik stres etkenler

yer almaktadir (Ruocco V ve ark, 2013).

PV terapilerin ¢cogu, dogrudan veya genellestirilmis immiin baskilama yoluyla serum
otoantikorlarinin azaltilmasini ve semptomlarin iyilestirmesini amaclar. Tedavi i¢in sistemik
kortikosteroidler, ¢esitli immiin baskilayict yardimci ilaglar (Mikofenolat ve azatiopiirin vb.),
Rituksimab (CD20 + B hiicrelerini hedef alan monoklonal bir anti-CD20 antikoru) veya baska
bir yardimer tedavi olan intravendz immiinglobulin uygulamasi gibi secenekler uygulanir
(Kasperkiewicz M. Ve ark, 2017) Bu tip ilaglarin yan etkileri géz oniine alindiginda yeni bir

tedavi segenegine ihtiya¢ duyuldugu goriilmektedir.

Mezenkimal kok hiicreler (MKH) kemik iligi, adipoz doku, kordon (wharton’s jelly)
ve dental dokular gibi birgok dokudan elde edilebilen multipotent hiicrelerdir (Maleki ve ark.,
2014). Klinikte hem etik uygunlugundan dolayr hem de teratoma olusumu gergeklestirmemesi
sebebiyle MKH’ ler, hiicresel tedavi seceneklerinde biiyiik ilgi gormistir. MKH’ ler
yiizeyinde CD29, CD73, CD90, CD146 gibi pozitif belirtegleri eksprese eder, CD14, CD34,
CD45 veya HLA-DR gibi Hematopoietik belirtecleri eksprese etmezler (Pittenger MF ve ark,
1999). Bu nedenle allojenik kullanimda doku reddi olusturmayan hipoimmiinojenik
hiicrelerdir (Szade K., ve ark., 2011). Giiniimiizde dis pulpasi, dental folikiil, insan siit disi
gibi dental dokulardan izole edilmis MKH’ ler tanimlanmistir. Bu hiicreler diger dokulardaki
mezenkimal kok hiicrelere oranla atlanma sayisi yiiksek ve kemik, kikirdak, yag, noral
hiicreler gibi bir¢ok hiicre grubuna farklilasma yetenegindedir (Suchanek J. ve ark., 2007).
Ayni zamanda dental kaynakli MKH’lerin doku rejenerasyonu ve otoimmiin hastaliklarda
lenfosit yanitlarimi diizenleyici etkileri bildirilmistir (Mareschi ve ark., 2016). Daha 6nce
yapilmis bir ¢alismada dental doku kaynakli kok hiicrelerin (insan siit disi pulpasi, dental
pulpa, dental folikiil) icinde anti-proliferatif etkisi yliksek ve CD4+CD25+FoxP3+ T regiilator
hiicre sayisin1 en fazla arttiran hiicre grubunun DF-MKH oldugu gosterilmistir (Yildirim S. ve
ark., 2016). Calismamizda ilk defa DF-MKH’ lerin Th2 baskin ve otoimmiin PV hastaliginda

immiinmodiilatuar etkisi in vitro ortamda arastirilmistir.

DSG antijenlerini sunan dentritik hiicreler, CD4+ ve CD8+ T hiicrelerini aktive
ederler. Aktive olan T hiicreleri Th2 yoniinde farklilasarak c¢ogalir. Literatirde PV
hastalarinda CD4+ lenfosit proliferasyonu ile ilgili ¢alisma bulunmamaktadir. Ekibimizin
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daha 6nce yapmis oldugu astim hastalarindaki bir ¢alismada DF-MKH’ larin, CD4+ lenfosit
proliferasyonunun anlamli olarak baskilandigi goriilmiistiir (Geng D ve ark, 2018). Baska bir
calismada ise MuSK ile immiinize farelerin dalaklarindan elde edilen lenfositlerle, DF-MKH
kaynakli kok hiicrelerin birlikte kiiltiirleri yapilmis ve DF-MKH’ larin lenfosit
proliferasyonunu anlamli olarak baskiladigi gosterilmistir (Ulusoy C. Ve ark, 2015). DF-
MKH’lerin Lenfosit proliferasyonu iizerindeki etkisini belirlemek amaciyla PV hastalarinin
vendz kanindan PKMH izole edilip, DF-MKH varliginda ve yoklugunda CDmix ile
uyarilarak kiiltiir edildi. Elde ettigimiz sonuglara gére, DF-MKH varliginda PV hastalarinda

lenfosit proliferasyonu anlamli olarak baskilandi.

CD4+CD25+ T regiilator hiicreler bagisiklik baskilanmasinda 6nemli gorevler alir.
Baskilama islevini eksprese ettigi FoxP3 transkripsiyon faktorii sayesinde gerceklestirir
(Walker MR. Ve ark, 2003). Ekibimizin daha 6nce yapmis oldugu astim hastalarinda DF-
MKH birlikte lenfosit kiiltiirlerinde de sonuglarimiza benzer olarak CD4+CD25+ T regiilator
hiicre diizeyi artmustir (Geng D ve ark, 2018). PV hastalarinda yapilmis bir ¢alismada
CD4+CD25+ T regiilator hiicre orani sagliklt kontrol grubuna goére anlamli olarak diigiik
bulunmustur (Sugiyama H. ve ark, 2007). Sugiyama H. ve ark. Sonucuna benzer olarak
CD4+CD25+ T regiilator hiicre diizeyi saglikli gruba gore istatistiksel olarak anlamli diisiik
bulunmustur. DF-MKH varliginda CDmix uyarimli kiiltiirlerde CD4+CD25+ ve FoxP3

eksprese edebilen T regiilator hiicre diizeyi anlamli olarak arttig1 gortilmiistiir.

Apoptoz; organizmanin gelisimi, yaslanma veya hiicre popiilasyonlarin1 korumak i¢in
homeostatik bir mekanizma olarak ortaya cikar. Apoptoz ayrica immiin reaksiyonlarda bir
cesit savunma mekanizmasi olarak veya patojenler tarafindan zarar goérmiis hiicrelerin yok
edilmesi gereken durumlarda gerceklesir (Elmore S., 2007). Calismamizda DF-MKH
varliginda CDmix uyariml kiiltiirlerde lenfosit apoptoz miktart saglikli kontrol grubuna goére
istatistiksel olarak anlamli diisiik, canlilik orani ise anlamli yiiksek bulunmustur. DF-MKH
varliginda T regiilator hiicre ve naif CD4+ T lenfosit diizeyinin arttig1 sonucu goz Oniinde
bulunduruldugunda; canlilik miktar1 artisinin T regiilatér hiicre ve naif CD4+ T lenfosit
miktariin artmasina bagl oldugunu diisiindirmektedir. Bununla birlikte DF-MKH varliginda
apoptoz miktarinin azalmasi, lenfosit proliferasyonunun baskilanmasi ve canliligi artisina
bagli olarak sonuglandigini diisiinmekteyiz. Literatiirde daha dnce yapilmis ¢alisma olmamasi
ve hasta grubunun tedavisi devam etmekte olan (immiin sistem baskilayict ve koruyucu diger

ilaglar) bireylerden olusmasi nedeniyle deneyin bu bolimil ileri g¢aligmalara ihtiyag
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duymaktadir.

Antijen alim1 PAMP reseptoriiyle veya fagositoz yoluyla antijen taninmasi,
olgunlasmamig DC'leri olgun DC'lere donistiiriir. Olgun DC' ler, CD40, CD80, CD83 ve
MHC-II gibi T hiicrelerini ortak uyarict molekiilleri ifade eder. Bu olgunlasma siireci,
periferden T hiicrelerine antijen sunumunun meydana gelip lenfoid organlara DC gogiinii
indiikler (Itano AA. ve Jenkins MK, 2003). DC'ler sadece olgunlagsma asamasi agisindan degil
aym zamanda kdken, morfoloji, fenotip ve fonksiyon acisindan da heterojendir. Iki farkli DC
alt popiilasyonu orijinal olarak CD11c ekspresyonuna bagl olarak insan kaninda tanimlandi
ve daha sonra miyeloid veya lenfoid soyuna ait olmalari ile karakterize edildiler ve miyeloid
(M-DC'ler) ve plazmasitoid (P-DC'ler) olarak tanimlandilar (Colonna, Trinchieri ve ark,
2004). Antijen islenmesinin ardindan dendritik hiicreler CD80, CD83 ve CD86 kostimiilator
molekiilleri ifade ederek olgunlagmis antijen sunucu hiicrelere doniisiirler (Randolph ve ark.,
2008). APC’in ylizeyinde ifade edilen CD80/CD83/CD86 kostimiilatdr molekiiller immiin
yanitlarda 6nemli rol oynar. APC tarafindan T lenfosite antijen sunumu MHC-sinif I (HLA-
DR) ile gerceklesir. T lenfosit aktivasyonu icin ilk sinyal bu sekilde olusmus olur. ikinci
sinyal ise B7 molekiil ailesinden olan ve APC ylizeyinde gosterilen CD80, CD83 ve CDS86 es
uyaranlarinin T lenfosit yiizeyindeki CD28 molekiiliine baglanmasi ile gergeklesir. PV
patogenezinin Onemli bir asamasi olan antijen sunumu sirasinda, kostimulasyon
molekiillerinin diizeyi ile ilgili literatirde calisma bulunmamaktadir. Ancak Jiang ve
arkadaglarinin 2005 yilinda yapmis oldugu bir calismada kemik iligi kaynakli MKH ile
birlikte in vitro kiiltirlerinde dendritik hiicrelerin CD80, CD83 ve CD86 ifadesini azaltarak
kostimiilasyonu engelledigi ve bu yolla inflamatuar yanitlar1 baskiladigi gosterilmistir (Jiang
ve ark., 2005). Ayrica ekibimizin daha dnce astim hastalarinda yapmis oldugu ¢aligmada, DF-
MKH varliginda CD80, CD83 ve CD86 kostimulasyon molekiil ifadesi anlamli olarak azald1
(Geng D ve ark, 2018). DF-MKH varliginda CD80, CD83 ve CD86 kostimulasyon molekiil
ifadesini tayin etmek amaciyla yaptigimiz ¢alismada; DF-MKH varliginda PV hastalarinda
CD80, CD83 ve CD86 kostimulasyon molekiil ifadesi anlamli olarak baskilandi.

PV immiinpatogenezinde 6nemli rol oynayan IL-4 sitokininin etkisiyle naif CD4+ T
lenfositler CD3 ve CD28 reseptdr aktivasyonuyla T yardimer hiicre 2 (Th2) fenotipine
farklilagir. Bu farklilagmada ortaya c¢ikan T yardimci hiicreler efektér T lenfositlerdir.
Inflamatuar yanitlarin sonlanmasinin ardindan efektér T lenfositlerin yaklasik %901

kontraksiyon fazinda oliir ve geriye kalan %10’luk popiilasyon efektor bellek hiicreler olarak
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lenfoid olmayan organlarda ve periferde yasamaya devam eder. Merkez bellek hiicreler ise
folikiiler T yardimci hiicreler veya kendi Onciil hiicrelerinden olusan, efektdr sitokinleri
iiretmeyen hiicreler olup lenf nodlar1 veya mukozal lenfoid organlarda yasamaya devam
ederler (Pepper ve Jenkins, 2011). MKH’lerin IL-17 ve IFN-y salgilayan efektor ve efektor
bellek T lenfositler tizerinde baskilayici etkisinin oldugu literatiirde yer almaktadir (Laranjeira
ve ark., 2015). PV hastalarinda naif (CD45RA+CCR7+), efektor bellek (CD45RA-CCR7-) ve
merkez bellek (CD45RA-CCR7+) lenfositler diizeyini gosteren ¢alisma bulunmamaktadir.
DF-MKH’lerin PV hastalarinin naive, efektor, efektor bellek ve merkez bellek T lenfosit
oranlar1 tizerindeki etkisi incelendiginde; CDmix uyarimli hiicre kiiltiirlerinde naif CD4+ T
lenfosit oranlarinin anlamli olarak arttig1, efektdr ve merkez bellek hiicrelerinin anlamli olarak

azaldig1 gorilmiistir.

PV hastalarinda antijen sunumu ardindan, antijene 6zgii T hiicreler, IL-10 ve IFNy
iretir. [IFNy, DSG' e 6zgii yardimc1 T (Th2) hiicre gelisimini bastirma potansiyeline sahiptir.
IL-10, patojenik TH2 hiicrelerinin aktivitesini baskilayan periferik tolerans mekanizmasinin
onemli bir aracisidir (Kasperkiewicz M, 2017). Lee SH ve ark., 2017 yilinda yapmis oldugu
calisgmada IFNy diizeyi ELISA yontemiyle calisilmis ve PV hastalarinda saglikli kontrol
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli diisiik bulunmustur. Calismamizda Lee SH. ve ark.
sonucuna benzer olarak IFNy diizeyi saglikli kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlaml
diisiik bulunmustur. Hennerici T. Ve ark. 2016 yilinda yaptig1 bir caligmada ise IL-10 diizeyi
ELISA yontemiyle calisilmis ve PV hastalarinda saglikli kontrol grubuna gore istatistiksel
olarak anlamli disiik bulunmustur. Calismamizda Hennerici T. Ve ark. sonucuna benzer
olarak IL-10 diizeyi saglikli kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli disiik
bulunmustur. Literatiirde daha 6nce DF-MKH kullanilarak in-vitro ortamda IL-10 veya IFNy
miktarinin arastiritlmasi ile ilgili ¢alisma bulunmamaktadir. Sonug¢ olarak Th2 yonelimini
baskilayacak sitokin miktarlarinin, DF-MKH varliginda CDmix uyariml kiiltiirlerde anlaml

olarak arttigin1 gostermektedir.

PV, Th2 baskin bir hastalik olarak kabul edilir. IL-4, dezmoglein kaybindan sorumlu
olan immiinglobiilin (Ig) G1 ve IgG4'e izotip gecisi saglayan onemli bir sitokindir. Ek olarak
Th2 asir1 ekspresyonunu siddetlendirebilen anahtar bir sitokindir (Tavakolpour S., 2015).
Satyam A, ve ark. 2009 yilinda yapmis oldugu ¢alismada IL-4 diizeyi saglikli kontrol grubuna
gore istatistiksel olarak anlamli yiiksek bulunmustur. Calismamizda Satyam A, ve ark.

sonucuna benzer olarak IL-4 diizeyi saglikli kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli
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yiiksek bulunmustur. Hennerici T. Ve ark. 2016 yilinda yaptig1 bir ¢alismada da TNFa diizeyi
ELISA yontemiyle calisilmis ve PV hastalarinda saglikli kontrol grubuna gore istatistiksel
olarak anlamli yiiksek bulunmustur. Calismamizda Hennerici T. Ve ark. sonucuna benzer
olarak TNFa diizeyi saglikli kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli yiiksek
bulunmustur. Literatiirde daha 6nce DF-MKH kullanilarak in-vitro ortamda I1L-4 veya TNFa
miktarmin arastirilmasi ile ilgili calisma bulunmamaktadir. Sonug olarak hastaligin siddetini
baskilamak {izere azalmasini bekledigimiz IL-4 sitokin miktarlarinin, DF-MKH varliginda

CDmix uyarimli kiiltiirlerde anlamli olarak azaldigini gosterilmistir.

DSG1 ve DSG3' iin oral mukozada ve ciltte bulunma diizeyleri ve bulundugu epitelyal
tabaka farklidir. Deride, DSG1 epiderm boyunca ifade edilir, ancak yiizeysel tabakalarda daha
fazla bulunur, DSG3 ise neredeyse sadece bazal ve parabasal hiicre tabakalarinda ifade edilir.
Mukoza zarlarinda hem DSG1 hem de DSG3, skuam6z katman boyunca ifade edilir, ancak
DSGI1 seviyeleri, DSG3' iin seviyelerinden ¢ok daha diisiiktiir (Stanley JR ve ark, 2006),
(Amagai M., 2003). Mukozada baskin PV tipi olan hastalar c¢ogunlukla anti-DSG3
otoantikorlar1 olmasa da mukokutan6z PV tipi hastalarin hem anti-DSG3 hem de anti-DSG1
otoantikorlar1 vardir. Calismamizda venoz kandan izole edilen PKMH hiicreleri kullanilarak
DF-MKH varliginda CDmix uyarimli kiiltiirlerde anti-DSG1 ve anti-DSG3 miktarinin anlamli
olarak azaldig1 gosterilmistir. Periferde meydana gelen bu azalmanin aktif lezyonlu
bolgelerdeki etkisi bilinmemektedir. Literatiirde yapilmis c¢alisma olmamasi ve etik agidan
hastalarda uygulanamamasi nedeniyle ¢alismanin bu boliimiinde hayvan deneylerine ihtiyag

duyulmaktadir.

Sonug olarak, DF-MKH’lerin Th2 immiin yanitin baskin oldugu PV hastalarinda ¢esitli
diizenleyici etkiler gostermistir. Otoreaktif olmayan CD4+ naif T lenfosit ve
CD4+CD25+FoxP3+ Tregiilator hiicre diizeyinin artmast ile birlikte otoreaktif olan CD4+ T
lenfosit proliferasyonunu azaldigi sonucu agik bir sekilde ifade edilmistir. Ayrica IFN-y, IL-
10 diizeyini arttirarak ve IL-4, TNFa diizeyini distirerek diizenleyici etkisinin destekleyici
sonuclar almig bulunmaktayiz. Mevcut ila¢ tedavilerin yan etkisi g6z Onilinde
bulunduruldugunda, PV hastaliginda DF-MKH’ ler hiicresel tedavilere yeni bir alternatif
olusturma veya immiin sistem diizenleyici sonuglarina bagli olarak kiir tedavi olarak
kullannm1 giindeme gelmektedir. Calismamiz hastalifin patogenezini immiinolojik diizeyde

aydinlatma ve ileride yapilacak olan in-vivo ¢alismalara dnciiliik etme potansiyelindedir.
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Yabana Dil Sinav Notu #

YDS UDS |IELTS |TOEFL |TOEFL |TOEFL |FCE |CAE |CPE
IBT PBT CBT
41,7
Sayisal Esit Agirhk Sozel
ALES Puam 75
(Diger) Puani

Bilgisayar Bilgisi

Program

Kullanma becerisi

Microsoft Office

Cok lyi

Graph Pad

Iyi

*Cok 1y1, 1yi, orta, zayif olarak degerlendiriniz.

EK : Diger Bilimsel faaliyetler (yayin, kongre bildirisi vs.)
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