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TESEKKUR

Bu tez c¢alismasi GATA Saglik Bilimleri Enstitiisi Kurulunun 23
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degerli hocalarim Sayin Prof.Dr. Ali Ugur URAL ve Dog¢.Dr. Ferit AVCU’ya
tesekkiirii bir borg bilerek saygilarimi sunarim.

Tezimin hazirlanmasi, uygulanmasi ve yazimi sirasinda gorislerini
bildirerek gelisimime katkida bulunan, kendisinden her zaman yakinlik ve
destek gordiigiim degerli dostum Pmar Elci’ye tesekkiir eder, siikranlarimi
iletirim.

Ayrica tez caligmalarimm bir kismini yiiriittiigiim Immiinoloji
Laboratuvari’nda tecriibbe ve bilgileriyle desteklerini esirgemeyen sevgili
arkadaslarim Uzm.Bio. Aysel PEKEL ve Dr.Bio. Rahsan ILIKCI
SAGKAN’a tesekkiir ederim.
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calisma siiresince degil hayatimin her aninda bana verdikleri destek ve

giivenden dolay1 sevgili aileme sonsuz tesekkiir ediyorum.

Biyolog Meral SARPER



OZET

Tez Yazar1 : Svl. Me. Biyolog. Meral SARPER
Tez Bashgn  : Mezenkimal Kok Hiicrelerin B-Lenfositlerin Immiinmodiilator
Fonksiyonlar1 Uzerine Etkisi

Tez Programi : Immiinoloji Yiiksek Lisansi, Ankara, 2012

Destek hiicresi 6zelligi tasiyan Mezenkimal Kok Hiicre (MKH)’lerin, B lenfositlerin
migrasyon, ¢ogalma ve immiinoglobulin (Ig) sentezini etkileyerek bu hiicreler
tizerinde diizenleyici rol oynadiklart gosterilmistir. Bu ¢alismanin amact MKH’lerin
B lenfositlerin immiinomodiilatér fonksiyonlar {izerine olan etkilerini arastirmaktir.
Bu amagla saglikli dondr adaylarindan alinan kemik iligi 6rneklerinden gradient
dansite yontemiyle elde edilen MKH’lerle, ayni1 olgularin periferik kanlarindan
negatif se¢im yontemiyle elde edilen B lenfositler 24, 48 ve 72 saat siire ile ayr1 ayri
ve birlikte kiiltiire edilmis, CD5+ ve CD19+ B lenfositlerde akim sitometri ile CD25
ifadesi ve hiicre i¢i IL-10 sentezi Olgiilmiistiir. Tek basina ve ko-kiiltiirlerde
kullanilan B lenfositler kontrol amaciyla pokeweed mitojen (PWM) ile uyarilmis ve
uyarilmamis kosullarda kiiltiire edilmistir. Ayrica tek basina yapilan kiiltiirlerde ve
ko-kiiltiirlerde XTT (2,3-bis[2-Methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl]-2H-tetrazolium-5-
carboxanilide iner salt) testi kullanilarak proliferasyon yaniti 6l¢iilmiis, sonuclar
istatistiksel olarak birbirleri ile karsilastirilmistir. Ko-kiiltiirlerde interferon gamma
(IFN-y) ile uyarilmis MKH’ler kullanilmis ve indolamin 2-3 dioksijenazin (IDO)
sentezi akim sitometri ile Sl¢iilmiistiir. Kontrol amaciyla tek basina kiiltiire edilen
IFN-y ile uyarilan MKH Kkiiltiirlerinde IDO sentezi de degerlendirilmistir. MKH
kiiltiirlerinde ayrica CD105, CD90 ve HLA-DR ifadesi de akim sitometri ile
Olclilmiis ve bu belirteclerin yiiksek oranlarda ifade edildigi tespit edilmistir. Ko-
kiiltiirlerde hiicre fenotipinde meydana gelen degisiklikler MKH ve B lenfositlerin
IM:1B, 1M:2B, 2M:1B, 2M:2B oranlarinda ayr1 ayr1 degerlendirilmistir. MKH’lerle
kiiltiire edilen uyarilmis ve uyarilmamig CD5+ ve CD19+B lenfositlerdeki CD25
ifadesi ile IL-10 sentezinin tek basma kiiltiire edilenlere gore daha yiiksek oldugu
tespit edilmistir. CD25 ifadesinin ve CD5+B lenfositlerden sentezlenen IL-10
diizeyinin 1M:1B’de, CD19+ B lenfositlerden sentezlenen IL-10 diizeyinin ise
2M:1B’de en yiiksek oldugu goriilmiistiir. XTT testi degerlendirmesine gére MKH



ve B lenfositlerin beraber kiiltiire edildigi oranlardaki proliferasyon yanitinin, bu
hiicrelerin tek basina yapilan kiiltiirlerindeki proliferasyon yanitlarina goére daha
yiiksek oldugu, ko-kiiltirde MKH orani arttikga proliferasyon oraninin arttigi, B
lenfosit orani arttik¢a da proliferasyonun baskilandigi goriilmiistiir.

Sonu¢ olarak Mezenkimal Kok Hiicrelerin B lenfositlerin  immiinmodiilator
fonksiyonlar1 {izerine etkilerinin oldugu gériilmiistiir. Bu Sonuglar bir 6n bulgu
olmasma ragmen immunmodulasyonda, MKH ve B lenfositler arasindaki
etkilesimin, hedef sahalardan biri olabilecegini desteklemektedir. MKH’in bu
immunmodulatuvar mekanizmalarinin, B lenfositler iizerine olan baskilayici ve
diizenleyici rollerinin aydinlatilmasi ve sebeplerinin ortaya ¢ikarilmasi i¢in daha ileri

calismalara ihtiyag¢ vardir.

Anahatar Kelimeler . Mezenkimal kok hiicre, B lenfosit, hiicre kiiltiiri,

immiinmodulasyon, 1L-10.

Danisman : Do¢. Tbp.Kd.Alb.Ugur MUSABAK
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ABSTRACT
Author of the thesis  :  Civil ServantBiologist Meral SARPER

Title of the thesis . Effect of Mesenchymal Stem Cells on the
Immunomodulatory Functions of B - Lymphocytes

Thesis program : Master of Immunology, Ankara, 2012

It was revealed that mesenchymal stem cells (MSC) show supporting cell features
have a regulatory effect on B-lymphocytes by influencing migration, proliferation
and synthesis of immunglobulins (1g) of B-lymphocytes. The aim of this study was
to investigate the effects of MSC on some immunomodulatory functions of B-
lymphocytes. For this purpose, both MSC derived from human bone marrow samples
by density-gradient centrifugation method and B lymphocytes obtained from healthy
donors’ peripheral bloods by negative selection method were cultured both
separately and together through 24, 48, 72 hours, and intracellular 1L-10 synthesis
and surface expression level of CD25 molecule on CD5+ and CD19+B-lymphocytes
were measured using flow cytometry. B-lymphocytes used in individual or co-
cultures were cultured under conditions induced by pokeweed mitogen (PWM) and
non-induced conditions for control. In addition, proliferation response was measured
in the individual cultures and co-cultures using the XTT (2,3-bis[2-Methoxy-4-nitro-
5-sulfophenyl]-2H-tetrazolium-5-carboxanilide inner salt) test, and results were
compared statisticallywith one another. MSC stimulated by interferon gamma (IFN-
v) were used in co-cultures and the synthesis of indolamine 2-3 dioxygenase (IDO)
was measured by flow cytometry. The synthesis of IDO in individually MSC cultures
stimulated with IFN-y was also evaluated for control. Additionally, the expressions
of CD105, CD90 and HLA-DR were also measured in the MSC cultures by flow
cytometry and it was detected high expression levels of these markers. The changes
occurred in the cell phenotype at the co-cultures were separately evaluated at the
1M:1B, 1M:2B, 2M:1B, 2M:2B ratios of MSC and B-lymphocytes. It was detected
that the surface expression of CD25 and the synthesis of IL10 in stimulated and un-
stimulated CD5+CD19+ B lymphocytes cultured with MSCwere higher than those of
alone. The highest levels of surface expression of CD25 and synthesis of I1L10 in

vii



CD5+ B lymphocytes were observed at 1M:1B, and the highest levels of synthesis of
IL-10 in CD19+B were observed at 2M:1B. According to XTT test results, it was
demonstrated that the proliferation response in the case of together cultivation of
MSC and B-lymphocytes is overwhelming the proliferation response of either of
MSC and B-lymphocytes alone, and the proliferation rate was increased with
increasing rate of MSC and the proliferation rate was suppressed with increasing rate
of B-lymphocytes at co-culture.

In conclusion, it was shown that MSC have the effects on some
immunomodulatory functions of B-lymphocytes. This results, although preliminary,
lend support to the idea that the interaction of MSC and B-lymphocytes might
represent a possible promising target in the field of immunomodulation. Future
studies are needed to prove causality and provide insight about these
immunomodulatory mechanisms of MSC and its potential roles regarding the
immunregulation and suppression on B-lymphocytes.

Key words :Mesenchymal stem cell, B lymphocyte, cell culture,

immunomodulation, 1L10.

Supervisor :Assoc. Prof. Ugur MUSABAK
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uyartlmamis B lenfositlerdeki CD5+ (a) ve CD19+ (b) B
lenfositlerden sentezlenen IL-10 diizeylerinin karsilagtirilmasi.

MKH — uyarilmamis B lenfosit ko-kiiltiiriiniin 24. saat XTT
sonucundaki 1IMKH-1B (a), IMKH-2B (b), 2MKH-1B (c), 2MKH-

2B (d) oranlarinin absorbans degerlerinin karsilagtirilmasi.
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4.21.

4.22.

4.23.

4.24.

4.25.

4.26.

4.27.

4.28.

MKH - PWM ile uyarilmis B lenfosit ko-kiiltiiriiniin 24. saat XTT
sonucundaki 1IMKH-1B (a), 1IMKH-2B (b), 2MKH-1B (c), 2MKH-

2B (d) oranlarinin absorbans degerlerinin karsilagtirilmasi.

MKH’lerin-PWM ile uyarilmis (B+) ve uyarilmamis (B-) B lenfosit
ko-kiiltiiriiniin 24. saat XTT sonucundaki proliferasyon yiizdelerinin
(a) ve absorbans degerlerine gore proliferasyon oranlarinin (b)

karsilastirilmasi.

MKH - uyarilmamis B lenfosit ko-kiiltiiriiniin 48. saat XTT
sonucundaki 1IMKH-1B (a), 1IMKH-2B (b), 2MKH-1B (c), 2MKH-

2B (d) oranlarinin absorbans degerlerinin karsilastirilmasi.

MKH - PWM ile uyarilmis B lenfosit ko-kiiltiiriiniin 48. saat XTT
sonucundaki 1IMKH-1B (a), 1IMKH-2B (b), 2MKH-1B (c), 2MKH-

2B (d) oranlarinin absorbans degerlerinin karsilagtirilmasi.

MKH’lerin-PWM ile uyarilmig (B+) ve uyarilmamis (B-) B lenfosit
ko-kiiltiiriiniin 48. saat XTT sonucundaki proliferasyon yiizdelerinin
(a) ve absorbans degerlerine gore proliferasyon oranlarinin (b)

karsilastirilmasi.

MKH - uyarilmamis B lenfosit ko-kiiltiiriiniin 72. saat XTT
sonucundaki 1IMKH-1B (a), IMKH-2B (b), 2MKH-1B (c), 2MKH-

2B (d) oranlarmin absorbans degerlerinin karsilagtirilmasi.

MKH - PWM ile uyarilmis B lenfosit ko-kiiltiiriiniin 72. saat XTT
sonucundaki 1IMKH-1B (a), 1IMKH-2B (b), 2MKH-1B (c), 2MKH-

2B (d) oranlarinin absorbans degerlerinin karsilagtirilmasi.

MKH’lerin-PWM ile uyarilmig (B+) ve uyarilmamis (B-) B lenfosit
ko-kiiltiiriiniin 72. saat XTT sonucundaki proliferasyon yiizdelerinin
(a) ve absorbans degerlerine gore proliferasyon oranlarinin (b)

karsilastirilmasi.
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GIRIS

Yogun differansiyasyon ve rejenerasyon yeteneklerinden dolayr kok
hiicrelere olan ilgi giderek artmakta ve her yil bir¢cok yeni calismalar yapilmaktadir.
Viicudumuzdaki kas, karaciger, cilt hiicreleri gibi hiicrelerin hedefleri bellidir ve bu
hiicreler boliindiikleri zaman yine kendileri gibi bir hiicre olustururlar. Oysa yogun
differansiyasyon ve rejenerasyon Kkapasitesine sahip olan kok hiicrelerin bu
hiicrelerden farkli olarak belirlenmis bir fonksiyonlar1 yoktur ve aldiklar1 sinyallere
gore farkli hiicre tiplerine doniisebilirler. Bu nedenle onlimiizdeki on yil, hiicre
tedavilerinin ¢ok konusulacagi, doku miihendisligi ve hiicresel tedavilerde bu
hiicrelerin uzun siire ilk tercih edilecek hiicreler olacagina isaret etmektedir. Kok
hiicreler; bolinme ve farklilasma kapasitelerine gore degerlendirildiklerinde
totipotent, pluripotent ve multipotent kok hiicrelerden, elde edildikleri kaynaklara
gore degerlendirildiklerinde ise; embriyonik, fetus, kordon kani ve erigkin
dokularindan elde edilen kok hiicrelerden bahsedilir (1).

Mezenkimal kok hiicreler (MKH), otolog organ kok hiicre tiretiminin sikintili
olmasi, embriyonel, fetus ve kadavradan elde edilen kok hiicrelerinin allojenik
oluslari, 6zellikle embriyonel hiicrelerde teratom olusum riskleri ve bu hiicrelerin
kullanimlarinin etik olmamas1 gibi nedenlerden dolayr klinik uygulamalarda ilgi
duyulan hiicrelerden biri olmustur. MKH’ler; kemik iligi mikro ¢evresinde, kemik
homeostazisi ve hematopoezini destekleyen elementlerden biri olup in vitro sartlarda
uygun kosullar saglandiginda kemik, kikirdak ve yag hiicrelerine farklilagabilme
yetenegine sahip olan mezodermal orijinli, multipotent, eriskin kok hiicrelerdir.
Destek hiicresi 6zelligi tastyan MKH’ler, immiinojenitelerinin diisiik ve immiiniteyi
baskilayict 6zelliklerinin olmasi nedeniyle tibbin birgok alaninda kullanilma
potansiyeline sahiptirler. In vitro ¢alismalar, allojenik lenfositlerin MKH’lere karsi
¢ogalma yanitinin diisiik oldugunu, MKH’lerin, allo-antijen ve mitojenlere kars1
olusan T lenfosit uyarisini, sitotoksik T lenfosit ile dendritik hiicre olusumunu ve B
hiicre proliferasyonunu engelleyerek immiin baskilayici etki gdsterdiklerini
kanitlamaktadir. In vivo olarak da immiin diizenleyici etkileri kanitlanmis olup
ozellikle Graft versus host hastaligi (GVHH), organ allograft reddinin 6nlenmesi ve

otoimmiin hastaliklarin tedavisinde kullanilabilecekleri belirtilmistir(2,3).



Edinsel immiin sistemin dnemli bir iiyesi olan B lenfositler periferik kan
lenfositlerinin %15-20’sini olusturmaktadirlar. Baslica gorevleri: antikor sentezleyen
plazma hiicrelerine farklilagarak yabanci antijenlere karsi Ozgiil immiin yanit
olusturmak, T hiicrelerine antijen sunmak ve salgiladiklar1 sitokinlerle immiin
diizenleme yapmaktir. B lenfositlerin diizenleyici fonksiyonlari; sentezledikleri
antikorlarla, direk hiicreler arasi etkilesimle veya sitokin iiretimiyle olmaktadir. B
lenfositlerin enfeksiyonlarda, otoimmiinitede ve kanser gelisimindeki diizenleyici
veya baskilayici tarzda etkilerinin, sentezledikleri sitokinler arasindan daha ¢ok IL-
10 ve TGF-p gibi sitokinleri salgilamalar1 neticesinde gergeklestigi gosterilmistir. IL-
10 sitokinini sentezleyen B lenfositleri, B lenfosit alt gruplar1 seklinde
simiflandirilmis ve bu diizenleyici/baskilayic1 6zellikteki hiicreler regiilatéor B
hiicreleri (Breg veya B 10 hiicreleri) olarak adlandirilmiglardir (4,5).

MKH’lerin, B lenfositler {izerinde diizenleyici rol oynadigi yapilan ¢alismalar
la gosterilmistir. Ancak B lenfositlerinin immiinmodiilator fonksiyonlar1 iizerine
etkilerinin arastirilmasi ile 1ilgili caligmalar c¢ok kisith olmakla birlikte diinya
literatiiriinde bu konu ile ilgili yayinlanmis ¢cok az ¢aligma mevcuttur.

Bu c¢alismanin amaci; MKH’lerin B lenfositlerin  immiinmodiilator
fonksiyonlarma olan etkilerini ortaya c¢ikararak bu etkilerin olumlu ve olumsuz
yonlerini tartismaya agmak, B lenfositlerin MKH’lerin proliferasyon kabiliyetleri
tizerinde etkili olup olmadigini arastirmak ve Ozellikle B lenfositlerin rol aldigi
bagisiklik sistemiyle ilgili hastaliklarin  tedavisinde MKH’lerin  kullanilip
kullanilmayacagini  belirlemeye c¢aligmaktir. Ayrica bu ¢alismanin in vivo
arastirmalar i¢in Onciill bir caligma olarak bilime katki saglayacagina da

inanmaktayim.



GENEL BIiLGILER

2.1. Kok Hiicrenin Tammmu ve Ozellikleri

Farkl1 hiicre tiplerine doniisebilme (in vivo ve in vitro ortamda) ve kendisini
yenileyebilme 06zelligine sahip olan hiicrelere kok hiicreler adi verilir. Telomeraz
ifadelerinin yiiksek olmasindan dolay1 kendilerini yenileyebilme 6zelliklerini yagam

boyu siirdiirebildikleri i¢in in vitro kosullarda bol miktarda tiretilebilirler.

Kok hiicrelerin baslica 6zellikleri;

a. Hasar goren dokuyu islevsel olarak yeniden yapilandirabilirler.

b. Cok sayida farklilasmis yeni hiicreler olusturabilir ve bu yeteneklerini in vitro
ortamlarda da gosterebilirler.

C. Uygun bir ¢gevreye yerlesme yetenegindedirler.

d. Ozellesmemis hiicrelerdir. Dolayisiyla dokuya has 6zellik tasimazlar. Ancak

genlerin kontrolii altinda aldiklar1 sinyale gore ozellesmis hiicrelere doniigiirler
(farklilasma) (1,6).

2.1.1. Kok Hiicre Tipleri
Kok hiicreleri boliinme ve farklilasma kapasitelerine gore totipotent,

pluripotent ve multipotent olmak tizere 3 grup altinda tanimlamak miimkiindiir (Sekil
2.1).
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® ICR — ESC —» Mezoderm
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\ Endoderm
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Sekil 2.1. Kok hiicre hiyerarsisi (7).



Viicuttaki tiim hiicrelere doniisebilme yetenegine sahip olan ilk hiicreye (6rn:
zigot) totipotent hiicre denir ve bu hiicre yetiskin bir organizmanin meydana
gelmesi i¢in gereksinim duyulan biitiin genleri tasir. Bundan sonra embriyo 16
blastomerli evrede blastokist adi verilen i¢i bosluklu hiicre topluluklarina (blastula
evresi) doniisiir. Blastokisti olusturan hiicre kitlesi icindeki bir grup hiicre
(embriyoblast) son derece onemli bir role sahip olup, 3 temel embriyonik tabaka
olan; endoderm, ektoderm ve mezodermi olustururlar. Bu hiicrelere pluripotent
hiicreler (embriyonik kok hiicreler) denir. Bunlar bir canliyr meydana getirmezler
yani totipotent degildirler (6). Kok hiicreler, gelisimin ilerleyen donemlerinde
(fetusta, kordon kaninda, kemik iliginde ve yetiskin viicudunda) daha 6zel gorevlere
sahip olmaya baslarlar ve giderek daha sinirl bir boliinme ve farklilagma yetenegi
tagiyan erigkin tip kok hiicrelere doniisiirler. Biraz daha 6zellesmis bu hiicrelere
multipotent hiicreler denir (6rnegin; mezenkimal kok hiicreler bu tiir
hiicrelerdendir) (8).

Kok hiicreler elde edildikleri kaynaga goére degerlendirildiginde ise;
embriyonik, fetus, kordon kani ve eriskin dokularindan elde edilen kdk hiicreler

olmak tizere siniflandirilmaktadir (sekil 2.2) (9,10).

2.1.1.1. Embriyonik Kék Hiicreler
Blastokistin i¢ hiicre kitlesinden elde edilen, c¢esitli hiicre tiplerine
farklilasabilen ve yiiksek telomeraz ifadeleri (ekspresyon) nedeniyle sonsuz DNA

sentez yetenegi olan hiicrelerdir (11,12).

2.1.1.2. Fetus Kok Hiicreleri
Klinik kullanima heniiz girmese de arastirmalarda 6nemli bir kok hiicre
kaynagi olarak gosterilmistir. Pluripotent olan bu hiicreler; kendilerini yenileme ve

sinirsiz sayida boliinme 6zelligine sahiptirler (13).

2.1.1.3. Kordon Kani Kok Hiicreleri
Kordon kani; kanda bulunan tiim hiicresel elemanlar1 ve kemik iligi kok
hiicrelerini % 0.2-2 oraninda igeren, plasentadan fetiise besin maddelerini tagiyan
rezidiiel bir kandir. Kordon kan1 kok hiicreleri dogum heniiz tamamlanmadan ya da
dogum bitince plasentanin ayrilmasindan hemen sonra gobek kordonu

toplardamarindan elde edilirler (14).
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Sekil 2.2. Kok hiicre tipleri (15).

2.1.1.4. Eriskin Kok Hiicreler

Geligimin ileri evrelerinde goriilen bu hiicreler, organizmanin yasami
boyunca daha siirli olmakla birlikte kendilerini yenileyebilme 6zelligini korurlar.
Yiiksek telomeraz aktivitesine sahip olduklar1 halde embriyonik kok hiicrelere gore
daha kisith bir farklilasma potansiyelleri vardir (16).

En iyi tanimlanmis eriskin kok hiicreler;

Mezenkimal Kok Hiicreler

Organlardaki Kok Hiicreler: Kemik iligi: Hematopoetik kok hiicreler

(HKH) (Kanin sekilli elemanlarinin ve immiin sistem hiicrelerininin

iretilmesinden sorumlu olan hiicrelerdir. Yiizey belirtecleri olarak baglica

CD34, CD14, CD45, CD133 ve c-kit tasirlar. Morfolojik olarak yuvarlaktirlar

ve ylizeylere yapisma ozellikleri yoktur) (17,18), yag doku: Adiposit kok

hiicresi (kemik iliginden elde edilen kok hiicreler kadar farklilasma



yetenegine sahiptirler) (19), deri: Epidermal kok hiicre (20), gastrointestinal
sistem: Epitel kok hiicresi (21), santral sinir sistemi: Noronal kok hiicre (22),
kalp: Kalp kasit kok hiicresi (23), meme: Meme bezi kok hiicresi, damar:
Endotelyal kok hiicre, karaciger: Hepatik kok hiicre gibi organlardaki kok
hiicreler daha ¢ok bulunduklari bolgelerdeki hiicre yenilenmesinden
sorumludurlar (15). Bu hiicreler fenotipik olarak hiicre yiizey belirtegleri ile

ayirt edilebilmektedirler.

2.2. Mezenkimal Kok Hiicreler (MKH)

Kemik iliginde hematopoetik olmayan kok hiicrelerin varligi Alman patolog
Cohnheim tarafindan bulunmus olmakla birlikte MKH’ler ilk olarak 1970’lerde
Friedenstein ve arkadaslar1 tarafindan tanimlanmistir. Friedenstein, kemik iligi
aspiratinin fetal buzagi serumu igeren ortama yayilmasi sonucunda adezyon yetenegi
olan, kemik, kikirdak ve yag hiicrelerine farklilagsabilen, morfolojik olarak
fibroblastlara benzeyen kolonilerin varliginit bildirmis ve bu hiicreleri fibroblast
kolonisi yapan iinit (CFU-F) olarak tanimlamistir (2). Daha sonraki yillarda yapilan
calismalarda bu hiicrelerin, her li¢ germ yapragindan kdken alan hiicre ve dokulara
farklilagabilen, non-hematopoetik multipotent kok hiicreler oldugu anlasilmis ve
giiniimiizde de mezodermal kokenli hiicrelere farklilasma yeteneklerinden dolay:
MKH’ler olarak adlandirilmiglardir (24).

MKH’ler; kemik iligi mikro c¢evresinde, kemik homeostazisi ve
hematopoezini destekleyen elementlerden biri olup in vitro sartlarda uygun kosullar
saglandiginda kemik, kas, kikirdak, tendon ve yag hiicrelerine (mezodermal
hiicreler); non-mezensimal olarak ndéron ve astrositler (ektodermal hiicreler) ile
hepatositlere (endodermal hiicreler) farklilagabilme yetenegine sahip olan
mezodermal orijinli multipotent hiicrelerdir. Kemik iligi stromasindan kdken alan
MKH’ler ‘‘destek hiicresi’’ 0Ozelligi tasimalari nedeni ile HKH’lerle yakin
etkilesimde olup onlarin biiylimesine ve farklilasmasina katkida bulunan birgok
biiyiime faktorii (Megakaryosit koloni uyarici faktdr: M-CSF, Kok hiicre faktorii:
SCF gibi), sitokin (interlokin(IL)-1a. ve B, 1L-6,7,8,11,14,15) ve trombopoetin
salgilarlar. Bu nedenle Uluslar arasi Hiicre Tedavileri Toplulugu (International
Society of Cell Therapy: ISCT) tarafindan MKH’ler ‘‘mezenkimal stromal hiicre’’

veya ‘ ‘multipotent mezenkimal stromal hiicre’’ olarak da adlandirilmaktadirlar.



Kemik iligindeki her 10* - 10° ¢ekirdekli hiicreden birinin MKH oldugu
bilinmektedir. Bu oran kordon kaminda 10® hiicrede 1’¢ diismektedir (25). MKH
sayis1 yasla ters orantili olarak degismekte olup yeni doganda yaklasik 1/ 10* olan
oranin eriskinde 1/25.10%¢ diistiigii ileri siiriilmektedir. Bir diger énemli bulgu da
yasla birlikte meydana gelen farkliligin sadece sayisal azalmadan ibaret olmadigi
doku gelisimi, hiicre boliinmesi ve immiinolojik Ozelliklerinde de degisiklikler
meydana gelmesidir.

MKH’ler bugiin kemik iligi, kemik trabekiiler dokusu, kordon kani, amniyon
mayi, plasenta, yag dokusu, tendonlar, sinovyal membran, karaciger ve dis gibi
birgok farkli dokudan elde edilebilmektedirler. Bu dokulardan elde edilen MKH’ler
biyolojik ve morfolojik olarak birbirine benzemekle beraber farkli ortamlarda
gelismelerinden dolayr bu hiicrelerin immiinomodulatuvar o6zelligi, farklilasma
yetenegi ve in vivo etkinligi farklidir.

MKH’ler; igerisinde multipotent erigkin progenitdr hiicreler (multipotent
adult progenitor cells: MAPCs), multilineage uyarilabilir kok hiicreler (marrow-
isolated adult multilineage inducible: MIMAI) ve cok kii¢iik embriyonik hiicre
benzeri kok hiicreleri (very small embryonic-like: VSEL) bulunduran heterojen bir
topluluktur. Bu hiicrelerin MKH ve HKH’lerin onciilii oldugu disiiniilmektedir.
Onaric1 ve iyilestirici 6zellikleri nedeniyle bugiin i¢in iizerinde en ¢ok durulan ve
arastirilan kok hiicreler, eriskin HKH’ler ve stromal kaynakli MKH’lerdir. Kemik
iliginin in vitro Kkiiltiirlerinde plastik zeminine tutunan hiicreler MKH’ler,

siipernatantda ylizen hiicreler ise farklilasmamig veya farklilagsmis hematopoetik
hiicrelerdir (Sekil 2.3) (26).

Sekil 2.3. Kiiltiire edilmis MKH ve HKH’lerin inverted mikroskoptaki goriintiisii.



ISCT tarafindan MKH’ler i¢in 3 tanimlayici 6zellik bildirilmistir:
1. Standart kiiltiir ortaminda plastik ylizeye yapisabilmeleri
2. CD105(SH2), CD73(SH3/SH4), CD90 gibi hiicre yiizey belirteclerini
ifade etmeleri ancak CD45, CD34, CD14, CD11b, CD79, CD19,
HLA-DR gibi hematopoetik belirtegleri bulundurmamalari
3. In vitro kosullarda kemik, yag ve kikirdak hiicrelerine
farklilagabilmeleri (27).
Farklilagabilme yetenekleri ise;
e Osteojenik; Von Kossa, Alizarin Red, Alkalen Fosfataz (+)
e Adipojenik; Qil red (+)
e Kondrojenik; Alcian blue (+) boyalari ile gosterilebilir (28).

2.2.1. Mezenkimal Kok Hiicrelerin Elde Edilmesi ve Uretilmesi

Bir¢ok farkli dokudan elde edilen MKH’ler, klinik kullanimda daha ¢ok
kemik iligi, periferik kan, kordon kani ve hatta yag dokusundan elde edilmektedirler.
Periferik kan i¢in graniilosit koloni uyaric1 faktér (G-CSF) ile indiiksiyon sonrasi
aferez yontemi tercih edilirken, kemik iligi ve kordon kani i¢in kaynagindan direk
alim yontemi uygulanmaktadir. Bu hiicrelerin alinmasi sirasinda asit-sitrat-dekstroz
(ACD) igeren soliisyonlar ile prezervatifsiz heparin igeren antikoagiilan maddeler
kullanilmakta olup hiicreler kaynagindan alindiktan sonra

1- Dansite gradient yontemi ile

2- Basit santrifiij yontemi ile

3- Pozitif se¢im + Negatif se¢im ile izole edilirler (29).

Izolasyon sonrasinda elde edilen mononiikleer hiicreler (MNH) % 10-20 arasinda
degisen oranlarda fetal calf serum (FCS) iceren besi yeri ortaminda (MesenCult:
Mesenchymal Stem Cell Researchers Standardize Their Culture, o-MEM: Minimum
Essential Eagle’s Media, DMEM: Dubelco’s Modified Eagle Media, RPMI 1640:
Roswell Park Memorial Institute 1640, IMDM: Iscove’s Modified Dubelco’s Media)
flasklara ekilerek inkiibatorde (37°C’de %5 CO0, basinci altinda) kiiltiire alinirlar
(30). Ilk ekimden 72 saat sonra yapismayan hematopoetik hiicreleri ortamdan
uzaklagtirmak amaciyla besiyeri degisiminin yapilmasinin ardindan her 3 giinde bir

tekrar besiyeri degisimi yapilir. Genellikle 7-10. giinlerde CFU-F olusur (Sekil 2.4).



Sekil 2.4. Kiiltiire edilmis MKH’lerin sirasiyla 3., 7. ve 14. glinlerde inverted mikroskoptaki CFU-F

goruntusii.

Kemik iligi kaynakli MNH kiiltiiriinde MKH goriintimlii i8si hiicreler 14.
giinde kiiltiir flaskinin %80’ini kaplamaktadir. Bu asamadan sonra hiicrelerin
tripsinizasyon yontemi (Tripsin-EDTA kullanilarak) ile yerinden kaldirilmasi ve
takiben birinci pasaj i¢in yeniden ekilmesi gereklidir. ilk pasajdan sonraki pasajlarda
hiicre ¢ogalmasi belirgin olarak artar ve hiicre ¢gogalmast % 70 oranina ulasinca yeni
pasaj gerekir. Insan g¢aligmalari igin en uygun hiicreler genellikle iigiincii pasaj
sonrasinda elde edilmektedir. Cok fazla pasajlanmis hiicreler farklilasabilme olasilig:
nedeni ile kullanilmamalidir. Daha ¢ok 3-10. pasaj arasindaki hiicreler

kullanilmalidir (29).

2.2.2. Mezenkimal Kok Hiicrelerin Kalite Kontrolii

a. Hiicre sayimu; hiicre sayim kameralari ile yapilir (Thoma lami, Neugot chamber).
b. Canlilik; en sik Trypan — Blue ile bakilir. Calismalar i¢in %95’in iizerinde canlilik
varlig1 onerilmektedir.

c. Morfolojik analiz; ozellikle igsi hiicrelerin varligr tercih edilirken poligonal
hiicreler farklilagsmaya baglamis hiicreler olarak degerlendirilir.

d. Immiinfenotipleme; MKH igin en sik kullanilan tanimlama panelleri sunlardr:
CD73(+), CD105(+), CD44(+), CD29(+), CD90(+), CD166(+), Stro-1(+), CD45(-),
CD34(-), CD13(+), CD14(-), CD31(-), HLA-DRC(-).

e. Farklilagsma yeteneginin 6l¢giimii.

f. Mikrobiyolojik analiz yapilir.

h. Diger; Hiicrelerin boliinme yeteneklerinin takibi acisindan 6zellikle telomer

uzunlugu ve telomeraz enzim aktivitesinin tayini yapilir (29).



2.2.3. Mezenkimal Kok Hiicrelerin Dondurulmasi (Kriyoprezervasyonu)

MKH’lerin saklanmasi i¢in en uygun 1s1; —80 °C ile -175 °C arasindadir. —80
°C’de 6 ay, -196 °C ‘de ise sonsuza dek saklanabilecegi diisiiniilmektedir.
Dondurulacak olan hiicreler, tripsinizasyon yontemi ile yerinden kaldirildiktan sonra
santrifiij tlipli icerisinde pellet haline getirilerek buz igerisine alinir. Pellet haline
getirilen bu hiicreler her bir kriyovialde bir milyon hiicre olacak sekilde FCS ile
seyreltilir. Son hacmin %10’u kadar dimetilsiilfoksit (DMSO), hiicre soliisyonu
icerisine damlatma usuliiyle eklendikten sonra tiim soliisyon esit bir sekilde
kriyoviallere boliiniir ve bu kriyovialler 0 °C’de 1 saat, —80 °C’de 1 gece bekletilerek

ertesi giin s1v1 azot tankina (—196 °C) kaldirilirlar.

2.2.4. Mezenkimal Kok Hiicrelerin Morfolojik Ozellikleri

MKH’ler kiiltir ortaminda 151k veya faz kontrast mikroskobu ile
incelendiginde fusiform sekilli, fibroblast benzeri bir goriinlimdedirler.
Fibroblastlardan morfolojik olarak en Onemli farklart ¢ekirdek yerlesiminin

fibroblastlarda asimetrik olmasina karsin bu hiicrelerde simetrik olmalaridir (28).

2.2.5. Mezenkimal Kok Hiicrelerin Immiinofenotipik Ozellikleri

Kiiltiir ortaminda ¢ogaltilmis MKH’lerin antijenik 6zelliklerine bakildiginda
kendilerine has bir belirte¢ tasimadiklar1 ancak endotel, epitel ve kas hiicrelerine
benzer immiinofenotipik Ozelliklere sahip olduklar1 goriilmektedir (31). MKH’ler
CD45, CD34, CD14, CD11 gibi hematopoetik belirtegleri ve CD80, CD86, CD40
gibi ko-stimiilator molekiilleri ifade etmezlerken, CD105 (SH2) ve CD73 (SH3/4),
CD90 (thy-1), STRO-1 (fibroblast yiizey belirteci), CD71 (transferin resoptor),
CD106, CD146, CD13, CD44 ve HLA smif-I molekiiliinii (diisiik seviyede) tasirlar
(32,33) (Tablo 1). Farkli dokulardan elde edilen MKH’lerin immiinfenotipik
ozellikleri genel olarak birbirine benzemekle birlikte aralarinda baz1 farkliliklar da
vardir. Ornegin, kemik iliginden elde edilen MKH’ler yiizeylerinde CD106 tasirken
CD49d tasimamakta; buna karsilik yag dokusundan elde edilenler CD49d tasirken,
CD106 tasimamaktadirlar (34).
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Eriskin MKH’lerinin yiizeylerinde diisiik seviyede HLA smif-l antijenleri
ifade edilirken, HLA simf-11 antijenleri sadece sitoplazmada bulunmaktadir. Fetus
karacigerinden kaynaklanan MKH’lerde ise hiicre yiizeyinde ve sitoplazmasinda
HLA smuf-Il antijenleri bulunmaktadir (35,36). Bu bulgular MKH antijen ifadesinin

fetal yasamdan erigkin yagama gegiste degistigini diisiindiirmektedir.

Tablo 2.1. Mezenkimal kok hiicrelerin antijenik 6zellikleri (37)

Antijen CD Numarasi Ekspresyon
Hematopoietik kok hiicre belirteci CD 34 Negatif
Lokosit ortak antijeni CD 45 Negatif
LPS reseptor CD 14 Negatif
T lenfosit belirteci CD3 Negatif
B lenfosit belirteci CD 19 Negatif
HLA-DR Negatif
Lewis X CD 15 Negatif
T6 CD la Negatif
Endoglin CD 105 Pozitif
5’terminal niikleotidaz CD 73 Pozitif
SH4 CD 73 Pozitif
Thy-1 CD 90 Pozitif
Biiyiime Faktorii ve Sitokin Reseptorleri

IL -1 reseptor CD 121 Pozitif
IL -2 reseptor CD 25 Negatif
IL -3 reseptor CD 123 Pozitif
IL -4 reseptor CD 124 Pozitif
IL -6 reseptor CD 126 Pozitif
IL - 7 reseptor CD 127 Pozitif
IL -y reseptor CDw119 Pozitif
Timor nekroz faktor alfa reseptor CD120 Pozitif
Fibroblast biiytime faktor reseptor Pozitif
Platelet kaynakli bitylime faktor reseptor CD140a Pozitif
Transferin reseptorii CDh71 Pozitif

11



MKH’ler ve HKH’ler fibronektin, laminin, kollajene baglanmadan sorumlu
olan integrin ailesi ve L-Selektin gibi bircok adezyon molekiiliinii ortak olarak
bulundururlar (Tablo 2).

Tablo 2.2. Mezenkimal kok hiicrelerin tagidiklart adezyon molekiilleri (37).

Adezyon molekiilii CD Numarasi Ekspresyon

ALCAM CD166 Pozitif
ICAM-1 CD54 Pozitif
ICAM-2 CD102 Pozitif
E-Selektin CD62E Negatif
P-Selektin CD62P Negatif
L-Selektin CD62L Pozitif
VCAM CD106 Pozitif
Hyaluronate Reseptor CD44 Pozitif
NCAM CD56 Pozitif
LFA-3 CD58 Pozitif
LFA-1 a CDl1la Negatif
LFA-1 CD18 Negatif
Cadherin 5 CD144 Negatif
PECAM-1 CD31 Negatif
VLA- a1 CD49a Pozitif
VLA- a2 CD49%b Pozitif
VLA- a3 CD49c Pozitif
VLA- a4 CD49d Negatif
VLA-B CD29 Pozitif
Beta 4 integrin CD104 Pozitif

MKH’ler; sitokin, kemokin ve ekstraseliiler matriks proteinlerini sentezleyebilirler.
Salgiladiklart baslica sitokinler; Tiimor nekroz faktér-oo (TNF-a), M-CSF, Flt-3
ligand, IL-1B, 2, 4, 6, 7, 8,11, 12, 14, 15 ve SCF’diir. Ayrica MKH’lerin bulundugu
kiiltiir ortamina IL-la ilave edildiginde G-CSF, GM-CSF (Graniilosit makrofaj
koloni uyarici faktor) sentezleme yetenegi kazanirlar. MKH’lerin G-CSF, GM-CSF,
SCF ve IL-6 salgilamalari, allojenik ve otolog hematopoetik kok hiicre nakillerinde
hematopoietik kok hiicrelerin yerlesim, ¢ogalma ve farklilagsmalarini saglayarak

notrofil ve trombosit engraftmanini hizlandiricr etki gosterdigi diisiiniilmektedir
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(33). Diger taraftan MKH’ler, inflamasyon alanindan salgilanan sitokin ve
kemokinlerinlerin meydana getirdikleri gradiyent yoniinde go¢ ederek iirettikleri
kemokin reseptorleri vasitasiyla hasarli dokulara yerlesirler. CXCL12 [stromal hiicre
kokenli faktor (SDF)-la], CX3CL1 (fraktalkin) ve CXCL10 [IFN-y uyarici protein-
10]’un MKH’lerin migrasyonunda rol oynayan baslica kemokinler olduklari
gosterilmistir (38). Buna karsin MKH’ler yiizeylerinde ifade ettikleri CCR2, CCRS,
CXCRI1, CXCR2, CXCR3 ve CXCR4 ile kemotaktik uyarilarin geldigi dokulara
yerlesirler (39).

2.2.6. Mezenkimal Kok Hiicrelerin Immiinobiyolojisi

Doku hasarinda tamir yetenegine sahip olan MKH’ler tedavi amaciyla
kullanilabilmektedirler. Klinik kullanim i¢in belki de en avantajli 6zelliklerinden
birisi immiinojenitelerinin diisiik ve artmis immiiniteyi baskilayict olmalaridir. Bu
hiicrelerin immiinobiyolojisi diger dokulara gore daha degiskenlik gostermektedir. In
vitro caligsmalar, allojenik lenfositlerin MKH’lere karsi ¢ogalma yanitinin diigiik
oldugunu, MKH’lerin, allo-antijen ve mitojenlere karsi olusan T lenfosit uyarisini,
sitotoksik T lenfosit ile dendritik hiicre olusumunu ve B hiicre proliferasyonunu
engelleyerek immiin baskilayici etki gosterdiklerini kanitlamaktadir. Bu etkilerini de
sentezledikleri indolamin 2,3-dioksijenaz (IDO), prostaglandin E2 (PGE2), insan
l16kosit antijen-G (HLA-G), IL-6, nitrik oksit (NO), transforming growth factor-p
(TGF-PB) ve hepatosit biiyiime faktorii (HGF) araciligi ile gerceklestirmektedirler
(Sekil 2.5).

In vivo olarak da immiin diizenleyici etkileri kanitlanmis olup &zellikle
GVHH, organ allograft reddinin 6nlenmesi ve otoimmiin hastaliklarin tedavisinde
kullanilabilecegi belirtilmistir. Ayrica immiin sistemden kagabilme yetenegine sahip
olmasi ozelliklerinden dolayr da allojenik nakle uygun olabilecekleri bildirilmistir

(40).
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Sekil 2.5. Mezenkimal kok hiicreler ile immiin sistem hiicrelerinin etkilesimi (41).

2.2.7. Mezenkimal Kok Hiicrelerin immiinmodiilator Ozellikleri

Yapilan caligmalar MKH’lerin dogal ve edinsel immiinite iizerinde
diizenleyici etkilerinin (baskilayici veya uyarici tarzda) oldugunu gostermistir (35).
Bu etkilerin ortaya ¢ikmasinda hiicreler arasinda kurulan fiziksel temas yaninda
MKH’lerden salgilanan ¢oziiniir faktorler de 6nemli rol oynamaktadir. MKH’lerin

immunmodulator etkilerinin olmasi immiin tedavide onem arz etmektedir.

2.2.7.1. MKH’lerin Edinsel immiinite Uzerine Etkileri

MKH’lerin edinsel immiiniteyi olusturan hiicreler lizerinde diizenleyici veya
baskilayici tarzda etkileri su sekilde olmaktadir:

MKH’ler, aktive T lenfositlerde anti-proliferatif etki gosterirken, istirahat
donemindeki T lenfositlerin ise sag kalimimi desteklemekte ve aktivasyon
molekiillerinin artmasin1 baskilamaktadir (42-44). MKH’lerden salgilanan ve T
lenfositler lizerinde baskilayict etki yapan aracilarin IDO, PGE2, TGF-B1 ve HGF
oldugu gosterilmistir (45,46). T lenfositlerin baskilanmasinda rol oynadigr ileri
striilen faktorler STAT3 fosforilasyonu ve NO’dir. Diger taraftan viriislerin,
MKH’lerden IFNYy sentezini uyararak sitotoksik T (Tc) lenfositlerin ¢ogalmalarina ve

sitotoksik etkilerinin artmasina neden olduklar1 rapor edilmistir (47,48). Ayrica
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MKH’lerin; yardimci T lenfositlerden (Thl) inflamatuvar o&zellikteki 1FNy
salgilanmasii baskilarken, Th2 lenfositlerden anti-inflamatuvar oOzellikteki IL-4
salgilanmasimi uyardiklar1 (49), hafiza T lenfositlerin spesifik antijenlere karsi
verdikleri yanitlar1 baskiladiklari (50) ve regiilator T (Treg) lenfositlerin olusumunda
rol oynadiklar1 belirtilmistir (51).

Yapilan c¢alismalar MKH’lerin B lenfositler {iizerinde de diizenleyici
etkilerinin oldugunu ve bunun fiziksel temas yaninda, salgilanan bazi faktorlerle
gerceklestigi gosterilmistir (46). Dis kaynakli IFN-y ile uyarilan (41,52) MKH’ler
tarafindan sentezlenen IDO’nun B lenfositlerin proliferasyonlarini baskiladigi, IL-
6’nin ise B lenfositlerin farklilasmasinda ve immiinoglobulin (Ig) sentezinde 6nemli
roliiniin oldugu belirtilmistir (53).

MKH’lerin, dendritik hiicrelerde anti-proliferatif etki meydana getirdikleri
(54), CD1a, CD40, CD83, HLA-DR ve kostimiilator molekiillerin (CD80, CD86)
ifadelerini azaltarak monositlerin dendritik hiicrelere farklilasmasini engelledigi ve
IL-12 iretimini baskiladig (42,55), miyeloid dendritik hiicrelerden TNF-a tiretimini
azaltti§1, plazmasitoid dendritik hiicrelerden ise IL-10 {iretimini arttirdig
bildirilmistir. MKH’lerin dendritik hiicre farklilasmasi ve fonksiyonlari iizerine olan
baskilayic1 etkilerini IL-6, M-CSF ve PGE2 gibi aracilarla gerceklestirdigi
belirtilmistir (35,49).

2.2.7.2. MKH’lerin Dogal immiinite Uzerine Etkileri

MKH’ler salgiladiklar1 IDO, HLA-G, TGFB ve PGE2 ile NK hiicrelerinin
proliferasyonunu ve fonksiyonlarim1 baskilamaktadirlar (35). Diger taraftan
MKH’lerden salgilanan IL-6’nin notrofilleri apoptoza karsi korudugu fakat
fonksiyonlarmi  (fagositoz ve migrasyon) etkilemedigi gosterilmistir (56).
Makrofajlarla MKH’lerin birlikte kiiltiire edilmesinden sonra makrofajlarin fagositoz
yeteneklerinin artmasinin yaninda IL-10 ve IL-6 sentezlerinin de arttigi, I1L-12 ve
TNF-a sentezlerinin ise azaldig: tespit edilmistir (57). MKH’lerin immiin hiicreler
lizerine baskilayict etkisini saglayan etmenlerden biri olan HLA-G5 molekiilii

(annenin fetusa kars1 immiin toleransinda etkilidir), dendritik hiicre maturasyonunu
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engellemekte, NK lenfositlerin litik aktivitesini ve IFN-y sentezini baskilamaktadir
(40,46).

2.2.8. Mezenkimal Kok Hiicrelerin Klinikte Kullanim Alanlari

MKH’lerin transplantasyon alaninda kullanildigi ve énemli sonuglarin elde
edildigi gosterilmistir. Immiinoregiilatér dzellikleri ve stromal destek saglamalari
nedeniyle HKH ve organ nakillerinde kullanilma potansiyelleri bulunmaktadir
(3,58). Allojenik nakillerde ve Immiinsupresif tedavilere direncli hastalarda
GVHH’nin 6nlenmesi veya tedavisinde dnemli katkilart oldugu gosterilmistir (59).
Ayrica MKH’lerin, allojenik nakillere bagli olarak meydana gelen red
reaksiyonlarinda doku onarimini sagladigini gosteren ¢alismalar da mevcuttur (60).

MKH’ler rejeneratif amagli olarak da bircok disiplin tarafindan
kullanilmaktadir: Kas ve iskelet sistemi hastaliklarinda (61), gastroenterolojik
hastaliklarda (62,63), kalp-damar hastaliklarinda, no6rolojik ve kalitimsal
hastaliklarda (64) kullanilmakta, deneysel olarak immiinmodiilator etkileri nedeniyle
otoimmiin hastaliklarin tedavisinde de umut vaat etmektedirler (65). Bu konuda
bir¢ok deneysel arastirma vardir ancak klinik uygulama deneyimi giiniimiizde son
derece kisithdir. Multipl skleroz, amyotrofik lateral skleroz, sistemik lupus
eritematosus (SLE), romatoid artrit (RA) gibi hastaliklarda deneysel modellerde
kullanilmaya baglanmis, hastalik belirtilerinde yavaslama saglanabilecegi
bildirilmistir. Crohn hastaliginda MKH tedavileri ile Faz III ¢alismalarina
baglanmistir (66).

MKH’lerin kalitsal hastaliklarin tedavisinde kullanilmasi amaciyla da
caligmalar yapilmaktadir. Ayrica ¢ok sayida lizozomal enzim ifade edebilen saglikli
insan MKH’leri, enzim eksikligi ile seyreden depo hastaliklarinda enzim kaynagi

olarak da kullanilabilmektedirler (67,68).

2.2.8.1. MKH’lerin Klinik Kullanim A¢isindan Avantajlar:

MKH’ler, farklilasma yetenekleri sayesinde kemik, kikirdak, kas, yag ve
tendon gibi mezodermal kokenli dokulara doniisebildikleri i¢in klinik kullanim
potansiyelleri bulunmaktadir. Ayrica in vitro kosullarda noron gibi ektodermal,

hepatosit gibi endodermal dokulara da doniistiiriilebilmektedirler. Molekiiler biyoloji

16



mithendisligi alaninda bu hiicrelerde, ¢esitli degisikliklerin yapilmasiyla doku
onariminda ve yenilenmesinde kullanilabileceklerini gosteren ¢alismalar mevcuttur
(69,70).

MKH’ler homing 6zelliklerinden dolay1 yerlestikleri dokunun fonksiyonlarini
gosterirler (71). Bu nedenle MKH’ler allojenik kemik iligi nakli sonrast engraftmani
hizlandirmak ve GVHH’n1 6nlemek igin kullanilmistir (64).

Intravendz infiizyon sonrasi kemik iligine yerlesme egilimi gosteren MKH’ler
ayrica inflamasyonun oldugu hasarli dokuya dogru migrasyon 6zelliklerinden dolay1
ulasabilmektedirler (34,72). Ayrica flizyon yeteneklerinin olmasi sayesinde hasarli
hiicre yenilenmesine de katkida bulunurlar (73).

MKH’lerin klinik kullanim (6zellikle hiicresel tedavi agisindan) igin en
avantajli  Ozelliklerinden biri de immiinojenitelerinin dlisik olmasi1 ve
immiinoregiilatér 6zelliklerinin bulunmasidir. HLA smuf-1l antijenleri ve ko-
stimiilator molekiil ifadeleri olmadigindan immiin yanit gelisimini Onlerler (34).
MKH’ler bu oOzelliklerinden dolayt HLA uyumsuz goniillii vericilerden alinarak
tedavi amacl kullanilabilmektedirler.

MKH’lere gen transferinin kolay olmasi ve bazi enzimleri salgilamalar1 da bu

hiicreleri klinik kullanim agisindan avantajli kilmaktadir (67,68).

2.2.8.2. MKH’lerin Klinik Kullanim Ac¢isindan Zorluklar:

MKH’ler sayilarinin ¢ok az olmasi nedeniyle in vitro kiiltiir ortaminda uzun
bir siirede iiretilmektedirler. Klinik kullanima uygun MKH {iretimi i¢in in vitro
islemlerin uluslar arasi kabul edilmis standartlarda GMP (good manufacturing
practice: iyi iiretim uygulamalar1) kosullarina uygun olarak yapilmasi1 gerekmektedir.
Bu da ciddi bir teknoloji, alt yap1, deneyim gerektirdiginden ve maliyetinin de fazla
olmasi nedeniyle klinik kullanima uygun MKH iiretimi yapan merkezlerin sayisi
olduke¢a azdir.

MKH’lerin in vitro iiretiminde kullanilan FCS, hayvan koékenli olmasindan
dolayi klinik kullanim i¢in uygun degildir. FCS alerjik ve immiinolojik reaksiyonlara
yol acarak engraftmani engelleyebilir. Bu nedenle klinik kullanima uygun MKH

tiretiminde siklikla otolog serum kullanilmaktadir.
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In vitro Kkiiltiir siirecinin uzun olmasindan dolayr mikroorganizma
kontaminasyonu veya hiicre yaslanmasi, telomer kisalmasi, kanser gelisimi gibi ciddi
riskler olabileceginden klinik ¢alismalarda erken pasajlarin  kullanilmasi
onerilmektedir. Ancak bu sathada da MKH safliginin daha diisiik olmasi, makrofaj
ve endotel hiicreleri gibi hiicrelerin karigmasi miimkiin olabilmektedir.

Bu hiicrelerin immiinsupresif 0Ozelliklerinin olmast enfeksiyon riskini
(sitomegalaviriis gibi) arttirabilmektedir.

MKH’erin klinik kullanimlarindaki bir diger sorun da bu hiicrelerin, verildigi
organizmadaki uzun siireli canlilik ve fonksiyonlarini saglayamamalari nedeniyle
tekrarlayan inflizyonlar gerektirmeleridir.

Ayrica MKH kullannminin malignite (sarkom, akut myeloid I8semi)

olusturduguna dair bazi ¢aligmalar da vardir (74).
2.3. iImmiin Sistem

Organizmaya ¢esitli yollardan girmis olan yabanci antijenleri taniyarak
bunlara yanit olusturan sistemdir. Hastaliga 6zellikle enfeksiyon hastaliklarina karsi
gosterilen dirence immiinite, enfeksiyona yol agan patojenlere karsi verilen tepkiye
de immiin yanit ad1 verilir.

Immiin sistem, fonksiyonel olarak dogal (dogustan var olan) ve edinsel
(sonradan kazanilmig=adaptif ) immiinite diye ikiye ayrilir;

Dogal immiin sistemi olusturan baslica bilesenler; fagositler (notrofiller,
monosit/makrofajlar), NK hiicreleri, dogal bagisiklik sitokinleri (TNF, IL-1, IL-12,
IFNy), kompleman sistemi ve diger plazma proteinleri (akut faz proteinleri)’dir.
Ayrica monosit ve makrofajlar dogal ve edinsel immiin sistemler arasinda koprii
olustururlar.

Mikroplara karst savas bir yandan dogal savunma mekanizmalari ile
yiritilirken diger taraftan yabanci antijenlerle sekonder lenfoid organlarda edinsel
immiin sisteme tanitilirlar. Baglica bilesenleri B ve T lenfositler olan edinsel immiin
yanitin en Onemli Ozelligi antijene 6zgii olmasi ve hafiza (bellek) hiicrelerinin
bulunmasidir.

Humoral (s1visal) ve hiicresel olmak iizere iki tip edinsel immiin yanit vardir.

Humoral immiiniteden sorumlu B lenfositler antikor salgilayarak hiicre dist
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mikroplarin yok edilmesine aracilik ederlerken, hiicresel immiiniteden sorumlu T
lenfositler sitokin salgilayarak fagositoza ugramis mikroplarin yok edilmesinde
makrofajlara yardim ederler veya bizzat mikroplar iizerinde sitotoksik etki gosterirler

(75).
2.3.1. B Lenfositler

Edinsel immiin sistemin énemli bir iiyesi olan B lenfositler, HKH’den sonraki
ortak lenfoid progenitor hiicreden gelisirler (76). Bu gelisim siireci kuslarda barsak
sistemi sonundaki Bursa of Fabricus denilen organda, memelilerde ise fotal yagamin
ilk donemlerinde karacigerde daha sonraki donemlerde ve eriskinlerde kemik iliginde
gerceklesir (77). Bu dokular, lenfositlerin 6nciil hiicrelerden gelistigi dokular
olduklar1 i¢in primer lenfoid organlar olarak adlandirilirlar. Bu organlarda
islevselligini kazanamayan hiicreler apoptozis (programlanmis hiicre oliimii) ile
oliirken islevselligini kazananlar ise olgunlasarak kan yoluyla lenf diigiimleri, dalak,
mide-bagirsak sisteminin mukoza alt1 lenfoid dokular1 (peyer plaklari, appendiks),
solunum yollar1 ve derideki epitelle iliskili lenfoid dokular1 iceren sekonder lenfoid
organlar adi verilen organlara go¢ ederler. Bu organlarin ana gorevi lenfosit ve
yabanci antijenlerin karsilagsmalarini saglamaktir.

Periferik kan lenfositlerinin %15-20’si B lenfositlerdir. Dolasima salinan B
lenfositler istirahat halinde olup uyarilmadiklar: siirece fonksiyon gdstermezler ve
boliinmezler. Baslica gorevleri: antikor sentezleyen plazma hiicrelerine farklilagarak
yabanci antijenlere karsi 6zgiil immiin yanit olusturmak, T hiicrelerine antijen
sunmak ve salgiladiklar1 sitokinlerle immiin diizenleme yapmaktir (78). Ancak
savunma gorevi sadece 0Ozgll immiin yanit olusturmaktan ibaret degildir.
Salgiladiklart antikorlarla; mikroplarin ve tiimor hiicrelerinin opsonizasyonunda,
kompleman sisteminin aktivasyonunda ve toksin ndétralizasyonunda gorev yaparlar.
Boylelikle dogal immiin yanitin giiglendirilmesine ve sitotoksik hiicrelerin etkilerini
gostermesine aracilik ederler (4).

B hiicre membranina bagli antikorlar ayni zamanda antijenleri taniyan
reseptOrler olarak da gorev yaparlar. Bir antikor molekiilii birbirine es iki agir
(heavy-H) ve iki hafif (light-L) zinciri olan; her bir hafif zincirde bir degisken
(variable-V) ve bir sabit (constant-C) bolge, her bir agir zincirde de bir V ii¢ ya da
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dort C bolge iceren dort polipeptid zincirinden olusur. Farkliliklar1 C bolgesinde olan
islevleri farkli olmayan « ve A diye adlandirilan iki ¢esit hafif zincir, yine farkliliklart
C bolgesinden kaynaklanan p, d, a, vy, € diye adlandirilan bes ¢esit agir zincir vardir.
Her iki tip hafif zincirden biri, bes tip agir zincirden biriyle kompleks olusturarak bir
antikor molekiiliinii olusturur ve bu antikor molekiiliiniin adlandirilmasi hafif
zincirlerden bagimsiz olarak agir zincir tiplerine gore sirasiyla IgM, IgG, IgD, IgE,

IgA seklinde yapilir (75).

2.3.2. B Lenfositlerin Gelisimi

B lenfositlerinin ortak lenfoid progenitor hiicreden effektdr fonksiyonlarini
kazanmig olan plazma hiicreleri ve hafiza hiicrelerine farklilagsmalari, kemik iliginde
basglayan (antijenden bagimsiz olgunlagma siireci) ve sekonder lenfoid organlarda
(antijene bagl olarak) devam eden bir siirectir (76,79,80). Kemik iliginden immatiir
olarak ayrilan B lenfositler sekonder lenfoid organlara gider ve olgunlagmalarini
burada tamamladiktan sonra dolasima gecerek tiim lenfoid sisteme yayilirlar.
Antijenlerle ilk karsilagsmada kisa omiirlii plazma hiicreleri meydana gelirken, ikinci
ve daha sonraki karsilagmalarda ise izotip degisimi olmus ve antijene 6zgii yiiksek
afiniteli antikor sentezleyen uzun Omiirlii plazma hiicreleri ile hafiza hiicreleri
meydana gelir (81). Bu antikorlar antijenin viicuda tekrar girmesi halinde erken

koruma saglamaktadir.

2.3.2.1. B Lenfosit Gelisiminde Molekiiler Etkilesimler

B lenfosit soyu olusturacak olan lenfoid progenitdr hiicreleri ile kemik iligi
stromal hiicrelerinin adezyon molekiillerinin (lenfoid progenitdr hiicrede VLA-4,
stromal hiicrede VCAM-1) (82) birbirine baglanmasi, lenfoid progenitdr hiicre
yiizeyinde c-kit (CD117) ifadesini, stromal hiicre yiizeyinde ise SCF ifadesini artirir
(83). Lenfoid progenitor hiicrelerin B lenfosit olmaya karar verdigi bu asamada
hiicreler erken pro-B (early progenitor B) hiicresi adimi alirlar. c-kit-SCF etkilesimi,
stromal hiicrelerden IL-7 sentezini uyarirken diger taraftan pro-B hiicresinde IL-7
reseptOrii iiretilmesini saglar (84). Bu asamadaki hiicreler ge¢ pro-B (late pro-B)

hiicresi admi alirlar. IL-7’nin, reseptoriine baglanmasi pro-B hiicresinde
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rekombinasyonu aktive eden genlerin (RAG-1, RAG-2) aktivasyonuna ve
yiizeylerinde fonksiyonel olmayan antijen reseptdrlerinin iiretilmesine yol agar.
Prekiirsor-B (pre-B) hiicresi adini alan bu hiicreler stromal hiicrelerden ayrildiktan
sonra ylizeylerinde IgM yapisinda fonksiyonel antijen reseptorlerini iretirler. Bu
hiicreler de immatiir B hiicresi olarak adlandirilirlar. Bu sekilde sistemik dolasima
gegen hiicrelerin yiizeylerinde diisiik seviyede IgD yapisinda antijen reseptorleri de
belirir (IgM""1gD"") (Sekil 2.6) (4).

2.3.2.2. B Lenfositlerin Gelisiminde Genetik Kontrol

HKH ve erken lenfoid progenitdrler, Ig ve hiicre reseptor genlerini kalitsal
olarak tasirlar. Kemik iliginde gerceklesen bu olaylarin her asamasi genetik kontrol
altinda gergeklesmektedir. Antijene 6zgli IgM yapisindaki B lenfosit reseptoriiniin
antijen baglayan degisken kismi, agir zincirin V (variable), D (diversity) ve J
(joining) gen segmentlerinin, hafif zincirin ise V ve J gen segmentlerinin
rekombinasyonu neticesinde sentezlenir (4). V ve J’nin ya da V, D ve J’nin somatik
rekombinasyonlart V(D)J rekombinaz adi1 verilen bir enzim aracilif1 ile gergeklesir.
Bu enzimin rekombinasyonunu, Rag-1 ve Rag-2 diye adlandirilan proteinlerden
olusan yakin iliskili iki gen aktive eder (75).

B lenfosit onciilleri olgunlagirlarken bu gen segmentlerinde tamamen tesadiifi
olmayan rekombinasyonlar meydana gelmektedir (85). Boylelikle dogadaki g¢ok
cesitli antijenleri tanima ve baglama o6zgiilliigii tasiyan B lenfosit klonlar1 gelisir

(edinsel immiin sistemin 6zgiilliikk ve cesitlilik 6zelligi).

2.3.2.3. Sekonder Lenfoid Organlarda B Lenfositlerin Gelisimi

Kemik iliginden dolasima gecerek sekonder lenfoid organlara gelen immatiir
B lenfositler (IgM™¥"gD'™") (85) stromal hiicreler ve dendritik hiicrelerden
salgilanan kemokinlerin (CCL21 ve CCL19) olusturdugu gradiyent yoniinde hareket
ederek lenf noduna girerler (87). Folikiiler dendritik hiicre (FDH)’lerden salgilanan
CXCL13 kemokini, immatiir B lenfositleri primer folikiile ¢eker (88). Bundan sonra
B lenfositlerden salgilanan lenfotoksin FDH’lerdeki lenfotoksin reseptériine baglanir

(89). FDH’lerden salgilanan diger bir faktdr olan B hiicre aktivasyon faktori [B-cell
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activating factor (BAFF)] (90) B lenfositler i¢in hayati bir oneme sahip olup BAFF

reseptorlii (BAFFR) ne baglanarak immatiir B lenfositlerinin olgunlagmasini saglar.

Bu hiicreler (IgM"™"1gD™") meydana geldikten sonra lenf nodundan ayrilarak

dolasima gecer ve diger sekonder lenfoid organlara giderek kendilerinin yogun

olarak bulundugu alanlara yerlesirler(91). Antijenleriyle heniiz karsilasmamis olan

bu hiicreler, matiir naif B lenfositlerdir; antijenleri ile karsilagmadiklari zaman birkag

hafta iginde apoptoza giderck ortadan kalkarlar. Kendilerine 6zgii antijenlerle

karsilastiklarinda ise aktive olarak c¢ogalirlar ve antikor iireten plazma hiicreleri ile

hafiza B hiicrelerine farklilagirlar (Sekil 2.6) (4).

(a)

(b)

—

Progenitor Erken pro-B Geg pro-B Bliylik pre-B Kiiglik pre-B immatirB
N7
pnDJ uvDJ uvDJ uvDJ
KIAVJ
[ [
S gL Agdir zincir Hafif zincir
Kemik iligi rekombinasyonu rekombinasyonu
Plazma

hiicresi

immatiirB immatirB Matiir naif B Aktivasyon
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Hafiza
hiicresi

Sekonder lenfoid organlar @

Sekil 2.6. Kemik iligi (a) ve sekonder lenfoid organlarda (b) B hiicre gelisimi.

2.3.3. Hiimoral immiin Yamtlar

Hiimoral immiin yanitlar dalak, lenfoid folikiiller, lenf diiglimleri ve mukozal

lenfoid dokulardaki antijene 6zgiil B lenfositlerin antijeni taniyip ¢cogalmasi (klonal

cogalma) ile baglar, antikor salgilayan effektor hiicrelere donlismesi ve hafiza
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(bellek) hiicrelerini olusturmasi ile sonuglanir. Uzun Omiirlii plazma hiicreleri ve
hafiza hiicreleri kemik iligine go¢ ederek orada yasarlar ve ayni antijenle sonraki
karsilagsmalarda enfeksiyona kars1 daha erken ve etkin savunmay1 saglarlar.

Protein yapisindaki antijenlere karsi antikor yaniti olusmasi igin T hiicre
yardimi gerekirken (T bagimli antijen), lipopolisakkarid veya tekrarlayan antijenik
determinantlari olan polisakkarid yapisindaki antijenlere kars1 antikor yaniti olusmasi
i¢in T hiicre yardimina gerek yoktur (T bagimsiz antijen). Bu antijenler kapsiil ya da
zarf antijenleri gibi mikrobik yiizeylerde ya da salgilanmis toksinler gibi siv1 sekilde
bulunabilirler. B lenfositlerinin, protein yapili antijenler disinda ¢ok g¢esitli
molekiilleri taniylp onlara 06zgiil antikorlar iiretmesi hiimoral immiinitenin,
polisakkarid yapili ve kapsiilli mikroorganizmalara karsi savunmada, hiicresel
immiiniteden daha énemli rol oynadigini ve degisik mikroorganizmalarla en elverisli
sekilde miicadele ettigini gostermektedir_(75,92).

T bagimsiz antijenlere kars1 gelisen antikor yaniti, T bagimli antijenlere kars1
gelisen antikor yanitindan daha zayiftir. Her iki antijene ilk maruz kalmada
cogunlukla IgM yapisinda antikor sentezlenir (primer immiin yanit). Ancak ayni
antijenlere ikinci kez maruz kalmada verilen yanit (sekonder immiin yanit)
birbirinden farklidir. T bagimsiz antijenlere karsi hafiza hiicresi olugsmadigindan
sekonder immiin yanit primer immiin yanita benzer sekilde olur ve baglica IgM
yapisinda antikor dretilir. Halbuki T bagimli antijenlere karsi primer immiin yanit
esnasinda hafiza hiicreleri olustugundan, aynmi antijenlere ikinci kez maruz kalmada
gelisen sekonder immiin yanit, primer immiin yanittan daha gii¢liidiir ve ¢ogunlukla
yiiksek afiniteli IgG yapisinda antikor iretilir. Protein yapisindaki antijenlerle uzamis

ve tekrarlayan karsilagsmalar sonucunda antikor afinitesi artar (4).

2.3.4. Regiilator B Hiicreleri

Edinsel immiin sistemin bir bileseni olan B lenfositler immiinregiilasyonu
saglamada 6nemli bir role sahiptirler. T lenfositler gibi B lenfosit alt gruplarinin da
hem patojenik (otoimmiin hastaliklarin gelisiminde baslica otoantikor iireterek
hastalik patogenezinde rol oynamaktadir) hem de diizenleyici fonksiyonlar1 vardir.

Treg lenfositlerin, diizenleyici etkilerinden dolayr immiin yanit sirasinda onemli bir
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role sahip olduklari daha 6nceden belirtilmistir (93). Ancak son 10 yil igerisinde
yapilan caligmalarda deneysel olarak olusturulmus otoimmiin ensefalomiyelit,
multipl skleroz ve crohn hastaligi gibi otoimmiin hastaliklarda B lenfositlerinin de
diizenleyici etkilerinin oldugu gosterilmistir. B lenfositlerinin  diizenleyici
Ozelliklerini belirtmek icin Onceleri sadece “diizenleyici B lenfositleri” terimi
kullanilmis ancak daha sonradan g¢esitli otoimmiin hastalikli fare modelleri
kullanilarak yapilan ¢alismalarda B lenfositlerinin diizenleyici 6zelliklerinin yaninda
baskilayici 6zelliklerinin de oldugu tespit edilmistir (5). Bu nedenle bu B lenfosit alt
gruplari regiilator B hiicreleri (Breg) olarak adlandirilmislardir.

B lenfositlerinin diizenleyici fonksiyonlari sentezledikleri antikorlarla
olabilecegi gibi direkt hiicreler arasi etkilesimle (B hiicrelerinin CD4+ T hiicreleri ile
fiziksel etkilesimi (temas); B7/CD28, CD40/CD40Ligand (CD40L) ve
OX40L/0X40 gibi kostimiilatér molekiiller aracilig1 ile olur) veya sitokin iiretimiyle
de olabilmektedir. IL-4, IL-6, IL-10, IFN-y ve TGF-p B lenfositlerinin
immiinregiilasyonu saglayan sitokinleri olup immiin yanit siirecinde dendritik
hiicrelerle birlikte CD4+ T hiicrelerinin aktivasyonunu saglarlar.

B lenfositlerin CD4+ T hiicreleri ile fiziksel etkilesimi, dendritik hiicre ve
makrofaj aktivasyonunu etkilemesi effektor B lenfositlerin hiimoral immiinitede
oldugu kadar hiicresel immiinite i¢in de gerekli oldugunu gostermektedir (Sekil 2.5).
CD8+ T lenfositlerinin aktivasyonu i¢in B lenfositlerin gerekli olmadig: ileri
stirildiigii gibi bunun aksini gosteren ¢alismalar da mevcuttur (93,94).

B lenfositlerin enfeksiyonlarda, otoimmiinitede ve kanser gelisimindeki
diizenleyici rollerini daha ¢ok IL-10 ve TGF-B gibi baskilayici 6zellikteki sitokinleri
salgilayarak gerceklestirdikleri gosterilmistir (94). Dolayisiyla B lenfosit alt
gruplarinin  siiflandirilmast  IL-10 sitokinini sentezleme yeteneklerine gore
yapilmistir.

Buna gore farelerde olusturulan deneysel modellerde; IL-10 treten Byeg
hiicreleri;

1. CD5"Bl-a

2. CD1d " CD23 * transtional (gecis) marjinal zone (T2-MZ) (CD19",
CD21%, CD24%)

3. CD1d" cD21" marjinal zone (MZ) (CD19*, CD5")
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seklinde siiflandirilmistir (5,93,95).

Farelerde olusturulan deneysel modellerde bilinen B lenfositler ile B2
lenfositleri arasinda, Cytosine-phosphate-guanine (CpG) ya da lipopolisakkarit ile
uyarilma sonucunda yliksek diizeyde IL-10 {ireten marjinal zon B hiicrelerinin
oldugu ve bu hiicrelerin fenotipik olarak CD1d"CD5" yiizey belirteglerine sahip
oldugu tanimlanmistir (93,96).

B lenfosit alt gruplarindan 6zellikle peritonal bosluktaki B1 lenfositlerinin
zengin bir IL-10 kaynagi oldugu tanimlanmis olup son zamanlarda yapilan
calismalarda ¢ocuklardaki bulasict hastaliklarda 6nemli baskilayici rolleri oldugu
gosterilmistir.

Insanlarda Breg hiicre popiilasyonu ayrimi yapildiginda ise;
1. CD19* cD38" CD24" (olgunlasmams) (IgM™, 1gD™, CD5*, CD10",
CD20*, CD27’, CD1d™)
2. CD19" CD38™ CD24™ (olgun) (IgM™, IgD*, CD5", CD10", CD20",
CD27°, CD1d")
3. CD19" CD38 CD24" (bellek) (IgM*, IgD*/ IgM", 1gD", CD5", CD10,
CD27%, CD1d")
seklinde siniflandirilmistir (97).

Bunlardan CD19*CD38"CD24" (CD5*CD1d™) fenotipli regiilatdr zellikli B
lenfositlerinin (Bry veya B10 hiicreleri) diizenleyici kapasiteye digerlerinden daha
cok sahip oldugu tanimlanmis ve bu By lenfositlerin, inflamasyon olusturulmus
deneysel modellerde %71 oraninda bulundugu gosterilmistir. Bu lenfositlerin, IL-10
tireterek CD4+ T hiicrelerinin sitokin lretimini baskiladigi ve Thl farklilasmasim
engelledigi, baskilayici 6zelliklerinin de IL-10, CD80 ve CD86 aracilig: ile oldugu
TGF- PB’ya baglh olmadigi belirtilmistir. Ayrica bu Bpreg’lerin - baskilayict
fonksiyonlarinda, IL-10 yanminda diger ¢oziiniir faktorlerin ve bazi es-uyaran
molekiillerin (6zellikle CD38™ CD24™ olabilir) de sorumlu oldugu gosterilmistir
(94,97).

Insanda tonsil B lenfositlerinin, Epstein—Barr virus (EBV) ile infeksiyondan
sonra bu hiicrelerin yiiksek diizeyde IL-10 sentezlediklerini gosteren caligmalar

mevcuttur (94).
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Barsak hastaligi (93), kollajen baghh uyarilmis artrit, kolit ve kontakt
hipersensitivite gibi otoimmiin enfeksiyonlarda (5,97) ve parazit enfeksiyonu
sonrasinda (96) Breg’lerin IL-10 iireterek baskilayici etkilerinin oldugunu gosteren
calismalar mevcuttur.

IL-10’un timdr bagisikligindaki rolii ise tartigmali olup immiin yaniti
baskilayarak tiimoriin gelismesini saglayabildigini ya da anjiogenesisi baskilayarak
ve NO Tlretimini arttirarak tiimoriin gerilemesine yol agtigini gosteren g¢alismalar
mevcuttur. Ayrica sitotoksik hiicreleri (CD8+ T lenfositler ile NK hiicreleri) uyararak
da tiimor gelisimini engelledigi gosterilmistir.

IL-10 iireten B lenfositlerin transplantasyonda da etkili oldugu gosterilmis
olup yapilan bir ¢alismada kemik iligi naklinden sonra konak¢inin B lenfositlerinin,
CD4+ T lenfosit ¢cogalmasimi ve Thl farklilagsmasini engelledigi boylelikle GVHH’a
verilen cevabi baskiladig: tespit edilmistir.

Breg hiicrelerinin agirlikli olarak inflamasyon yanitlarii diizenledikleri ve
inflamasyon merkezine ¢ok az sayida goc ettikleri gosterilmistir. Otoimmiin
hastaliklarin ilerlemesini azaltmak icin yapilan c¢alismalarda, By hiicrelerinin
transferinin zor oldugu bunun da regiilator 6zellikli antijen spesifik B lenfositlerin
sayilarinin ¢ok az olmasindan kaynaklandigi belirtilmistir (5,96).

B lenfositler IL-10 dretiminin yam1 sira TGF-f1 salgilayarak da
otoimmiiniteyi baskilayabilirler (5,97). In vitro sartlarda lipopolisakkarit ile uyarilma
SONUCU Byeg hiicrelerinin TGF- B1 iiretme yetenegine sahip oldugu saptanmustir.

Ozetle immiin yanit iizerinde diizenleyici rol oynayan B hiicreleri:

1. IL-10 iireterek Th1/Th2 dengesini etkiler, Inflamasyon selalesinin direkt
olarak baskilanmasina yol agarlar.

2. Effektor T lenfositlerin apoptozuna neden olan TGF-J iiretirler.

3. Direkt olarak veya antijen sunan hiicre goérevi yaparak aktive CD4+ T
hiicrelerini baskilarlar.

4. B, mikroglobuline bagli olarak Tyeg alt gruplarinin aktivasyonunu saglarlar.

5. Zararh ¢oziniir faktorleri notralize eden IgG ve IgA iiretirler.

6. IgG/FcyRIIB etkilesimi ile dendritik hiicre ve makrofaj aktivasyonunu

baskilarlar.
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7. Self-reaktif T lenfositlerin aktivasyonunda potansiyel olarak self antijenlerin

kaynagini teskil eden apoptotik hiicrelerin temizlenmesini artirirlar (93).

2.4. Mezenkimal Kok Hiicrelerin B Lenfositler Uzerindeki Diizenleyici Etkileri

B lenfositlerin gelisim siirecinin ilk asamasi kemik iliginde gerceklestigi i¢in
buradaki stromal hiicrelerle B lenfosit progenitorleri yakin etkilesimdedirler.
Dolayisiyla B lenfositlerin hayatta kalma ve ¢ogalmasmin, buradaki stromal
hiicrelerden salinan sitokinlerle desteklendigi saptanmis ve bu destekleyici 6zelligin
de MKH’ler tarafindan saglandigi bulunmustur (98).

MKH’lerin, B lenfositlerin migrasyon, ¢ogalma ve Ig sentezini etkileyerek bu
hiicreler {izerinde diizenleyici rol oynadigini gosteren g¢alismalar mevcuttur. Bu
etkilerini B lenfositler ile olusturduklan fiziksel temas araciligiyla saglayabildikleri
gibi salgiladiklar1 baz1 faktorlerle de gergeklestirebildikleri gosterilmistir (35,41,46).
MKH’ler, aktif B lenfositlerin apoptozunu uyarmaktan ¢ok hiicre dongiisiinii GO/G1
fazinda durdurarak bu hiicreler iizerinde anti-proliferatif etki gosterdigi
(34,35,41,98), istirahat donemindeki B lenfositlerin ise sag kalimini destekledigi
tespit edilmistir (99). Anti-proliferatif etki IFN-y ile uyarilmis (41,52) MKH’lerden
salgilanan IDO ile meydana gelmektedir. MKH’lerin iirettigi IDO’nun, B lenfositleri
apoptozdan koruyarak hiicre ¢cogalmasinda gerekli olan triptofan sentezini azalttig
ve boylelikle B lenfositler iizerinde anti-proliferatif etkiye neden oldugu
gosterilmistir (34,35,52). Buna ilaveten MKH’lerin uyardig1 programli hiicre 6liimii
(PD-1 yolu), B lenfosit proliferasyonunu baskilayan baska bir mekanizma olarak
gosterilmistir (39).

MKH’ler tarafindan sentezlenen IL-6’nin da B lenfositlerin farklilasmasinda
ve Ig sentezinde Onemli roliinin oldugu belirtilmistir (53). IL-6 ve ICAM-1
reseptorleri MKH’lerin B lenfositler iizerinde uyarici etki yapan aracilaridir. Edinsel
immiin sistemin diger hiicreleri iizerinde diizenleyici etkileri olan ve MKH’ler
tarafindan salgilanan c¢oziiniir faktorlerin (PGE2, TGF-B1, HGF) B lenfositler
tizerinde de etkili olabilecegi belirtilmistir (35).

MKH’ler, B lenfositlerin ko-stimiilator molekiil ifadesini ve sitokin iiretimini
etkilememektedirler (98). Dolayisiyla TNF-a, IFN-y, IL-4 ve IL-10 {iretimini inhibe

etmezler (34). Ayrica MKH’ler, B lenfositlerin, antikor salgilayan hiicrelere
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doniismesi de dahil olmak {izere sekonder lenfoid organlara yerlesmesinde 6nemli rol
oynayan CXCR4, CXCRS5, CCR7 reseptorlerinin ifadesini de azaltirlar (34,46,98).

Aktif B lenfositlerde ifadesi artan CD 25’in (lenfosit ortak yilizey belirteci)
MKH varliginda ifadesinin azaldig1 beirtilmistir (34, 75). B lenfositlerin 1gG, IgA ve
IgM vasfindaki antikor sentezlerinin de MKH’ler tarafindan baskilandigi
gosterilmistir (35,36,98).
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GEREC VE YONTEM

““Mezenkimal Kok  Hiicrelerin  B-Lenfositlerin ~ Immiinomodiilator
Fonksiyonlar1 Uzerine Etkisi’” baslikli tez konusu; GATA Saglik Bilimleri Enstitiisii
Kurulu’nun 23 Eyliil 2010 giin ve 200 sayili oturumunda tez konusu olarak, GATA
Bilimsel Kurulun AR-2010/35 nolu projesi olarak kabul edilip, Eylil 2011-Aralik
2011 tarihleri arasinda GATA Immiinoloji ve Alerji Hastaliklar1 BD. ve Arastirma-
Gelistirme Merkezi, Tibbi-Kanser ve Laboratuvar Arastirma Kisimlari’nin olanaklar1
ile yapildi.

Bu calismada, in vitro yontemler kullanilarak kemik iliginde bulunan
MKH’lerin, kanda bulunan ve antikor ireten B-lenfositler Uizerine olan etkileri
incelenmistir. Bunun icin B lenfositler ve MKH’ler tek baslarina ve birlikte kiiltiire
(kokiiltiir) edilmistir. Calismada kullanilmis olan MKH’ler, Hematoloji kliniginde
nakil yapilacak olan hastalara, kemik iligi vericisi saglikli bireylerden alinan kemik
iliklerinin kullanilmayan kismindan, B lenfositler ise aymi olgularin periferik
kanlarindan elde edilmis olup GATA Etik Kurulu’nun 05 May1s 2010 giinii yapilan

151. oturumunda onaylanmis ve hastalarin yazili izni alinmustir.

3.1. Kullanilan Cihaz ve Malzemeler

Akim sitometri cihazi Becton Dickinson, Immunocytometry Systems, ABD
Fotograf makinesi Nikon, Japonya

Inkiibator Sanyo, MCO-18AIC, Japonya

Inverted mikroskop Nikon TS 100, Japonya

Laminar air flow Biolab, italya

Plate okuyucu EL x 808-1U Bio-Tek, ABD

Santrifiij HERMLE, Z383K, Almanya

Thoma lam1 Merck, Almanya

Vorteks Niive, Almanya

ACD’li tiipler Becton Dickinson, Fransa
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6 ve 96 kuyucuklu plate
Akim sitometri tiipleri

B hiicre ayirma kiti

CD1d-PE
CD5-FITC

CD19- PerCP-Cy5.5
CD25-APC
CD34-PE

CD45- FITC
CD90-APC
CD105-PE
Ependorf Tiipler
Ficoll-histopaque
HLA-DR-PerCP
IDO

IL-10-PE
Interferon-y

Kiiltiir kabi (25-75 cm?)
L-glutamin

Mesencult media

Corning, ABD

Becton Dickinson, Fransa
Human B cell enrichment coctail, RosetteSep,
StemCell Technologies, Kanada
eBioscience, ABD

eBioscience, ABD

eBioscience, ABD

eBioscience, ABD

eBioscience, ABD

eBioscience, ABD

eBioscience, ABD

eBioscience, ABD

Costar, ABD

PAA, Germany

eBioscience, ABD

Enzo life Science, Fransa
eBioscience, ABD

Sigma, ABD

Costar, ABD

Biological Industries, Israil

StemCell Technologies, Kanada

MKH stimiilasyon suplementi StemCell Technologies, Kanada

Pokeweed Mitogen

Penisilin-streptomisin

Sigma, ABD

Biological Industries, Israil
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Permeabilize soliisyonu Becton Dickinson, ABD
PBS Biological Industries, Israil
Steril santrifiij tipleri Corning, ABD

Steril pipetler (2ml, 5ml, 10ml) Corning, ABD

Steril pipet uglar Corning, ABD
Tripsin-EDTA Biological Industries, Israil
XTT Biological Industries, Israil

3.2. Mezenkimal Kok Hiicre izolasyonu ve Kiiltiirii

3.2.1. Mezenkimal Kok Hiicre izolasyonu

MKH’leri izole etmek amaciyla saglikli insandan alinan kemik iligi ACD’li
tiip icerisinde laboratuvar ortamina getirilerek 50 ml’lik santrifiij tiipli icerisinde 1/2
oraninda fosfatla tamponlanmis tuz soliisyonu (Phosphate Buffered Saline: PBS) ile
seyreltildi. Bagka bir 50 ml’lik santrifiij tiipl igerisine seyreltilmis kemik iliginin
1/3’i oraninda ficoll-histopaque soliisyonu konuldu. Seyreltilen kemik iligi
sollisyonu ficoll soliisyonu lizerine damla damla ilave edilerek tabakalandirildi
(gradient dansite yontemi). Hazirlanan 6rnek oda 1sisinda 1800 rpm de 30 dk.
santrifiij edildi. Santrifiij sonunda MNH’leri iceren kisim dikkatlice alinip diger bir
tiipe aktarildiktan sonra PBS ile seyreltildi ve oda 1sisinda 1800 rpm de 5 dk.
santrifiij edilerek bir kez yikama islemi yapildi. Boylelikle ficoll ve istenmeyen
hiicreler uzaklastirildi. Yikama islemi birkez daha tekrarlandi (yikama islemi besiyeri

+ %10 FCS ile de yapilabilmektedir) (Sekil 3.1).
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Sekil 3.1. MKH’lerin iiretim basamaklari (29).

Interferon-y’min (IFN-y) Hazirlanmasi: Flakon igerisindeki 1 mg interferon-y’nin
tizerine 1 ml hiicre kiiltiir medyas1 eklenerek karistirildi. Bu karistmdan 10 pl alinip
tizerine 990 pl hiicre kiiltiir medyasi ilave edilerek seyreltildi. Boylelikle karigimin
konsantrasyonu 10 ng/ ul’ye ayarlandi. Hiicre kiiltiiriinde kullanilmasi hedeflenen

miktar 25 ng/ml olarak belirlendi.

3.2.2. Mezenkimal Kok Hiicre Kiiltiirii

Hiicrelerin yikanma islemi tamamlandiktan sonra iistteki siipernatant atilarak
elde edilen hiicre pelletinin lizerine % 10 MKH stimiilasyon suplementi, % 6
penisilin (100 U/ml) - streptomisin (100 pg/ml), % 1 L-glutamin (2mM) igeren
mesencult medya ilave edilerek tiim igerik 25 cm?®’lik kiiltiir kabina alindi. 37°C, % 5
CO0; iceren inkiibatdrde 72 saat boyunca kiiltiire edildi. Inkiibasyon sonunda kiiltiir
kabindaki medya degistirildi. Medya degistirme islemi 3 giinde bir tekrarland.

CFU-F olusumu 7-10. giinlerde izlendi. Genellikle 14. giinde, kiiltiir flaskinin
% 70-80’ini kaplayan hiicreler, hiicre kiiltiiriiniin devamut i¢in pasajlandi. Pasajlama
isleminde, % 0.25 tripsin ve 1 mM EDTA iceren tripsin-EDTA ¢ozeltisi ile
hiicrelerin kiiltiir kab1 ylizeyinden kalkmasi saglandi (tripsinizasyon). Daha sonra
tripsin- EDTA’nin etkisini uzaklastirmak i¢in bu hiicrelerin iizerine 5 cc PBS

eklenerek 800 rpm de 5 dk. oda 1sisinda santrifiij edildi. Siipernatant atildiktan sonra

32



hiicre pelleti medya ile seyreltilip thoma laminda hiicre sayimi yapildi. Daha fazla
miktarda tiretim yapmak igin 75 cm?’lik kiiltiir kaplarma 1x10° hiicre ekildi (Sekil
3.1). Hiicrelerin takibi inverted mikroskobunda yapildi.

3. pasajdan sonra kullanima hazir hale gelen MKH’ler tripsinizasyon yontemi
ile kiiltiir kab1 yiizeyinden kalkdirilip santrifiij edildi. Siipernatant atildiktan sonra
hiicre pelleti medya ile seyreltilerek thoma laminda hiicre sayimi yapildi. MKH’ler,
her bir kiiltiir kabinda 50x10* hiicre olacak sekilde 6 adet 25 cm? lik kiiltiir kaplarina
7 cc mesencult medya ile ekildikten sonra bu kiiltiir kaplarinin 3 tanesine MKH’leri
uyarmak amaciyla IFN-y (7cc igin 21 pl) konuldu. Diger 3 tanesi ise IFN-y ile
uyarilmadan 24, 48 ve 72 saat siireyle % 5 C0; basinci altinda 37°C’lik inkiibatorde
kiiltiire edildi. 24, 48 ve 72. saatin sonunda her iki gruptaki hiicrelerin

degerlendirilmesi akim sitometri ile yapildu.

3.2.3. Immiinfenotip Analiz icin MKH Orneklerinin Hazirlanmasi

3. pasajdan sonra kullanilan ve 24, 48, 72 saat siireyle kiiltiire edilen
hiicrelerin MKH’ler oldugunu gostermek i¢in Anti CD45, Anti CD34, Anti HLA-
DR, Anti CD90, Anti CD 105 monoklonal antikorlar1 kullanildi. Akim sitometride
CD45(-) CD34(-) CD90(+) CDI105(+) hiicreler MKH olarak degerlendirildi.
MKH’lerden sentezlenen IDO da akim sitometrik analiz ile gosterildi.

Bunun i¢in 24, 48 ve 72 saat kiiltiire edilen uyarilmis ve uyarilmamis
MKH’ler belirtilen siirelerin sonunda tripsinizasyon yontemi ile kiiltlir kaplarindan
kaldirildi. Sonra 15 ml’lik santrifiij tiiplerine alinarak oda 1sisinda PBS ile 800
rpm’de 5 dk. santifiij edilerek yikama islemi yapild1 (tripsinin etkisini uzaklagtirmak
i¢cin). Siipernatant atildiktan sonra hiicre pelletine 500 pl PBS eklenip nazik bir
sekilde pipetleme yapilarak hiicre soliisyonu hazir hale getirildi.

Akim sitometride g¢alisilacak parametrelere gore hazirlanan akim sitometri
tiiplerine hiicre soliisyonlarindan 200 ul konuldu. Orneklerin iizerine sirasiyla

1. tiipe: CD45-FITC, CD34-PE, HLA-DR-PerCP

2. tiipe: CD105-PE, CD90-APC
monoklonal antikorlarindan 10 pl ilave edilerek diisiik hizda vorteks yapildi. Yiizey
boyama i¢in 6rnekler oda 1sisinda karanlikta 30 dk. inkiibe edildikten sonra IDO’nun

tespiti i¢in ayrica hiicre i¢ci boyama yapildi. Yiizey boyama yapilmis hiicrelerin
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tizerine hiicre zar1 gegirgenligini arttirmak i¢in 300 pl permeabilizing soliisyonu ilave
edildi. Diisiik hizda vorteks edildikten sonra oda 1sisinda karanlikta 15-20 dk. inkiibe
edildi. Inkiibasyonun sonunda hiicrelerin iizerine PBS eklenerek 2000 rpm’de 5 dk.
santrifiij edildi. Ustteki siipernatant atildiktan sonra birinci tiipe 10 ul IDO poliklonal
antikoru ve ikinci tiipe 10 pl izotipik kontrolii konularak oda 1sisinda karanlikta 15-
20 dk. inkiibe edildi. Inkiibasyonun sonunda hiicreler bir kez daha yikama islemine
tabi tutuldu. Elde edilen hiicre pelletinin lizerine 300 ul PBS konularak analiz
zamanma kadar + 4 °C’de muhafaza edildi. Analizler FACSCanto model akim

sitometri cihazi ve FACSDiva yazilimi kullanilarak yapildi.
3.3. B Lenfosit izolasyonu ve Kiiltiirii

3.3.1. B Lenfosit izolasyonu

B lenfositler, kemik iligi vericisi saglikli bireylerin periferik kanindan negatif
secim yontemiyle B hiicre ayirma kiti kullanilarak izole edildi. Bu amagla 2ml kan
ornegi 100 pl izolasyon reaktifi ile 30 dK siireyle inkiibe edildi, sonrasinda % 2 FCS
iceren PBS ile karistirilarak ficoll soliisyonu lizerine damla damla ilave edilerek
kademeli olarak yayildi ve 1800 rpm de 30 dk. oda isisinda santrifiij edildi. B
lenfositten zengin olan tabaka ayri bir tipe alimip % 2 FCS igeren PBS ile
karistirtlarak 1800 rpm de 5 dk. oda 1sisinda santrifiij edildi. Siipernatant atildiktan
sonra CD19+ B lenfositden zengin hiicre pelleti elde edildi.
Pokeweed Mitogen (PWM: Phytolacca Americana Lektini) hazirlanmasi:
Flakon igerisindeki 5 mg PWM nin iizerine 5 ml PBS eklenerek vorteks yapildiktan
sonra steril ependorf tiiplere boliniip —20 °C’lik derin dondurucuya kaldirildi. Hiicre

kiiltiirlinde kullanilmas1 hedeflenen miktar 20 pg/ml olarak belirlendi.

3.3.2. B Lenfosit Kiiltiirii

Akim sitometride yapilan degerlendirme sonucunda % 95 saflikla elde edilen
B lenfositlerinin thoma laminda sayimi yapildi. B lenfositler, her bir kiiltiir kabinda
50x10* hiicre olacak sekilde 6 adet 25 cm? lik kiltiir kaplarina 7 ml mesencult medya
ile ekildikten sonra bu kiiltlir kaplarinin 3 tanesine B lenfositleri uyarmak amaciyla
PWM (7cc i¢in 140 pl) konuldu. Diger 3 tanesi ise PWM ile uyarilmadan 24, 48 ve
72 saat siireyle % 5 C0; basinci altinda 37°C’lik inkiibatorde kiiltiire edildiler. 24, 48
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ve 72. saatin sonunda her iki gruptaki hiicrelerin degerlendirilmesi akim sitometri ile

yapildi.

3.3.3. immiinfenotip Analiz i¢cin B Lenfosit Orneklerinin Hazirlanmasi

PWM ile uyarilmis ve uyarilmamis B lenfositlerde CD19, CD25, CD1d, CD5
yiizey belirteclerinin ifadesi ve B lenfositlerden salgilanan IL-10 sentezi akim
sitometri ile degerlendirildi.

Bunun i¢in 24, 48 ve 72 saat kiiltiire edilen uyarilmis ve uyarilmamis B
lenfositler belirtilen siirelerin sonunda kiiltiir ortamindan alinip santrifiij tiiplerine
konularak oda 1sisinda 800 rpm’de 5 dk santrifiij edildi. Siipernatant atildiktan sonra
hiicre pelletine 500 pl PBS eklenip nazik bir sekilde pipetleme yapilarak hiicre
soliisyonlar1 hazir hale getirildi.

Akim sitometride g¢alisilacak parametrelere gore hazirlanan akim sitometri
tiiplerine hiicre soliisyonundan 200 pl konuldu. Orneklerin iizerine sirasiyla

1. tiipe: CD5-FITC, CD19- PerCP-Cy5.5, CD1d-PE, CD25-APC

2. tiipe: CD5-FITC, CD19- PerCP-Cy5.5, CD25-APC
monoklonal antikorlarindan 10 pl ilave edilerek diisiik hizda vorteks yapildi. Yiizey
boyama i¢in o6rnekler oda 1sisinda karanlikta 30 dk. inkiibe edildikten sonra IL-10’un
tespiti i¢in ayrica hiicre i¢ci boyama yapildi. Yiizey boyama yapilmis hiicrelerin
tizerine hiicre zar1 geg¢irgenligini arttirmak i¢in 300 pl permeabilizing soliisyonu ilave
edildi. Diisiik hizda vorteks edildikten sonra oda 1sisinda karanlikta 15-20 dk. inkiibe
edildi. Inkiibasyonun sonunda hiicrelerin iizerine PBS eklenerek 2000 rpm’de 5 dk.
santrifiij edildi. Ustteki siipernatant atildiktan sonra birinci tiipe 10 pl IL-10-PE,
ikinci tlipe 10 pl izotipik kontrolii konularak oda 1sisinda karanlikta 15-20 dk. inkiibe
edildi. Inkiibasyonun sonunda hiicreler bir kez daha yikama islemine tabi tutuldu.
Elde edilen hiicre pelletinin tizerine 300 pul PBS konularak analiz zamanina kadar + 4
°C’de muhafaza edildi. Analizler FACSCanto model akim sitometri cihazi ve

FACSDiva yazilim1 kullanilarak yapildi.
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3.4. Mezenkimal Kok Hiicre ve B Lenfosit Ko-kiiltiirii

Mezenkimal kok hiicrelerin, B-lenfositler {izerindeki etkisini incelemek
amaciyla bu hiicreler 1IM:1B, 1M:2B, 2M:1B, 2M:2B oranlarinda 24, 48 ve 72 saat
stireyle bir arada kiiltiire edildiler (Sekil 3.2).

1M:1B = 5x10° MKH + 5x10° B Lenfosit

1M:2B = 5x10° MKH + 1x10° B Lenfosit

2M:1B = 1x10° MKH + 5x10° B Lenfosit

2M:2B = 1x10° MKH + 1x10° B Lenfosit

MKH’lerin thoma laminda sayimi yapildiktan sonra 6 adet 6 kuyucuklu
platelere yukarida belirtilen oranlarda (B lenfositler olmaksizin) IFN-y varliginda
ekimleri yapildi. Bir gece % 5 C0; basinci altinda 37°C’lik inkiibatérde bekletildi.
Ertesi giin medya degisimi yapilarak ortamdaki IFN-y uzaklastirildi. MKH’lerin
izerine thoma laminda sayimi yapilan B lenfositler, belirtilen oranlarda 3 ml
mesencult medya ile ekildi. Platelerin 3 tanesinin her bir kuyucuguna ekilen B
lenfositleri uyarmak amaciyla 60 pl PWM konularak, diger 3 tanesi ise PWM ile
uyarilmadan 24, 48 ve 72 saat siireyle % 5 CO, basinci altinda 37°C’lik inkiibatdrde
kiiltiire edildi (Sekil 3.2, 3.3, 3.4). 24, 48 ve 72. saatin sonunda kiiltiirlerdeki B
lenfositler kiiltlir ortamindan alinarak akim sitometri ile degerlendirmeleri yapildi.

Kontrol olarak MKH’ler olmaksizin 24, 48 ve 72 saat siireyle tek basina

kiiltiire edilen PWM ile uyarilmis ve uyarilmamis B lenfositler kullanilda.

1M 1M 2M

+ + +
1B 2B 1B
2M

(a) (b)

Sekil 3.2. MKH’ler ve B lenfositlerin PWM ile uyarilmadan (a) ve PWM ile
uyarilarak (b) 6 kuyucuklu platelerdeki ekim semasi.
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Sekil 3.3. MKH - PWM ile uyarilmis B lenfosit ko-kiiltiiriiniin [IM:1B (a), 1M:2B
(b), 2M:1B (¢), 2M:2B (d)] inverted mikroskoptaki goriintiisii.

Sekil 3.4. MKH - PWM ile uyarilmamis B lenfosit ko-kiiltiiriiniin [1M:1B (a),
1M:2B (b), 2M:1B (c), 2M:2B (d)] inverted mikroskoptaki goriintiisii.

3.4.1. immiinfenotip Analiz icin MKH’lerle Kiiltiire Edilen B Lenfosit

Orneklerinin Hazirlanmasi

MKH’lerle birlikte kiiltiire edilen uyarilmis ve uyarilmamis B lenfositlerde
CD19, CD25, CDS yiizey belirteglerinin ifadesi ile CD19+ ve CD5+B lenfositlerden
salgilanan IL-10 sentezi akim sitometri ile degerlendirildi.

Bunun i¢in MKH’lerle birlikte 24, 48 ve 72 saat kiiltiire edilen uyarilmis ve
uyartlmamis B lenfositler belirtilen siirelerin sonunda kiiltiir ortamindan alinip

santrifiij tliplerine konularak oda 1sisinda 800 rpm’de 5 dk santrifiij edildi.

37



Stipernatant atildiktan sonra hiicre pelletine 500 pl PBS eklenip nazik bir sekilde
pipetleme yapilarak hiicre sollisyonlar1 hazir hale getirildi.

Akim sitometride calisilacak parametrelere gore hazirlanan akim sitometri
tiiplerine hiicre soliisyonundan 200 pul konuldu. Orneklerin iizerine sirasiyla

1. tiipe: CD5-FITC, CD19- PerCP-Cy5.5, CD25-APC

2. tiipe: CD5-FITC, CD19- PerCP-Cy5.5, CD25-APC
monoklonal antikorlarindan 10 pl ilave edilerek diisiik hizda vorteks yapildi. Yiizey
boyama i¢in 6rnekler oda 1sisinda karanlikta 30 dk. inkiibe edildikten sonra IL-10’un
tespiti i¢in ayrica hiicre i¢i boyama yapildi. Yiizey boyama yapilmis hiicrelerin
tizerine hiicre zar1 gegirgenligini arttirmak i¢in 300 pl permeabilizing soliisyonu ilave
edildi. Diisiik hizda vorteks edildikten sonra oda 1sisinda karanlikta 15-20 dk. inkiibe
edildi. Inkiibasyonun sonunda hiicrelerin iizerine PBS eklenerek 2000 rpm’de 5 dk.
santrifiij edildi. Ustteki siipernatant atildiktan sonra birinci tiipe 10 pl IL-10-PE
ikinci tiipe 10 pl izotipik kontrolii konularak oda 1sisinda karanlikta 15-20 dk. inkiibe
edildi. Inkiibasyonun sonunda hiicreler bir kez daha yikama islemine tabi tutuldu.
Elde edilen hiicre pelletinin iizerine 300 ul PBS konularak analiz zamanina kadar + 4
%C’de muhafaza edildi. Analizler FACSCanto model akim sitometri cihazi ve

FACSDiva yazilimi kullanilarak yapildi.

3.4. Mezenkimal Kok Hiicre-B Lenfosit Ko-kiiltiiriinde Proliferasyon Testi

MKH’lerin B-Lenfositler tizerindeki proliferatif ya da anti-proliferatif etkisini
gostermek veya B lenfositlerin MKH’ler {izerinde etkisi olup olmadigim
belirleyebilmek i¢in MKH-B lenfosit ko-kiiltiirlerinde 24., 48. ve 72. saat sonunda
XTT (2,3-bis[2-Methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl]-2H-tetrazolium-5-carboxanilide iner
salt) testi yapildu.

XTT suda ¢oziinen bir tetrazolium tuzu olup sart renkli bir soliisyondur.
Tetrazolium halkasinin dehidrogenaz enzimlerince parcalanmast sonucu XTT
turuncu renkli c¢oziinebilir formazana doniisiir. Dehidrogenaz enzimleri canh
hiicrelerin  mitokondrilerinde mevcut olup 06li  hiicreler bu  degisimi
gerceklestiremezler. Formazan konsantrasyonu canli hiicre sayist ile dogru
orantilidir. Meydana gelen renk reaksiyonu 450 nm dalga boyunda spektrofotometrik

olarak okunur ve absorbans degerleri belirlenir.
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3. pasajdan sonra kullanima hazir hale gelen MKH’ler, tripsinizasyon
yontemi ile kiiltiir kab1 yiizeyinden kaldirilip santrifiij edildi. Siipernatant atildiktan
sonra hiicre pelleti medya ile seyreltilerek thoma laminda hiicre sayimi yapildi. 6
adet 96 kuyucuklu platelere MKH’lerin tek basina (1M, 2M) ve daha sonradan B
lenfositlerin de ekilecegi kuyucuklara belirtilen oranlarda (1M+1B, 1M+2B,
2M+1B, 2M+2B) IFN-y varliginda 100’er ul ekimleri yapildr (Sekil 3.3). % 5 CO;
basinct altinda 37°C’lik inkiibatorde bir gece bekletildi. Ertesi giin tiim
kuyucuklardaki medyalar atilarak ortamdaki IFN-y uzaklastirildi.

Platelerin 3 tanesinin her bir kuyucuguna MKH’lerin {izerlerine thoma
laminda sayimlari yapilmis B lenfositlerin, PWM varliginda uyarilmis olarak
belirtilen oranlarda (IM+1B, 1M+2B, 2M+1B, 2M+2B) 100’er ul ekimleri yapildi
(Sekil 3.3). Ayrica B lenfositlerin MKH’ler olmaksizin tek baslarina da belirtilen
oranlarda (1B, 2B) PWM varliginda uyarilmig olarak 100’er pl ekimleri yapildi.
Diger 3 tanesine de yine aymi oranlarda fakat B lenfositler PWM ile uyarilmadan
100’er pl ekimleri yapild.

6 adet plate 24, 48 ve 72 saat silireyle % 5 CO0; basinci altinda 37°C’lik
inkiibatorde kiiltiire edildi. 24., 48. ve 72. saat sonunda toplam 100 pl olan hiicre
konsantrasyonunun iizerine 50 pul XTT soliisyonu eklendi. En az 4 saat inkiibatorde
bekletildikten sonra platelerdeki hiicrelerde olusan renk degisimi plate okuyucuda

450 nm dalga boyu ile belirlendi.

Bos 1B M M 2B M 2M 2M 2M
Media + + + +

1B 2B 1B 2B
()
B0§ 1 M M 2 M 2M 2M 2M
Media uyYB + uUYB + + +

1UYB 2UY.B 1UY.B | 2UY.B

(b)

Sekil 3.5. MKH’ler ve B lenfositlerin PWM ile uyarilmadan (a) ve PWM ile
uyarilarak (b) 96 kuyucuklu platelerdeki ekim semas.
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3.5. istatistiksel Analiz

XTT testi sonuglarinin istatistiksel degerlendirmesi SPSS (Software Inc.
Version 16) istatistik programi kullanilarak gerceklestirilmistir. Gruplar arasi
degerlendirme icin tek yonli (ANOVA) varyans analizi uygulanmis, homojen
gruplarda TUKEY HSD, homojen olmayan gruplarda Tamhane degiskenleri
uygulanmustir. Istatistiksel onemlilik i¢in p<0,05 kabul edildi.

Immiinfenotip analiz sonuglar1 i¢in ise her bir zaman aralifinda 3’er deney

yapilip aritmetik ortalamasi alind1
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BULGULAR

4.1. Tek Basina Kiiltiire Edilen MKH’lerin immiinfenotip Analizi

24, 48 ve 72 saat siireyle IFN-y ile uyarilarak ve uyarilmadan kiiltiire edilen
MKH’lerin ifade ettikleri CD105, CD90, HLA-DR, CD45 ve CD34 yiizey
belirtecleri ile sentezledigi IDO diizeyleri Tablo 4.1°de, akim sitometri goriintiileri

ise Sekil 4.1 ve Sekil 4.2°de verilmistir.

Tablo 4.1. Tek bagina kiiltiire edilen MKH’lerin immiinfenotip analizi.

CD45- CD34-

ORNEK | CD45 | CD34 | HLADR HLADR+ HLADR+ | CD105+IDO+ | CD90+IDO+
ADI (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
24h M () 02 0.1 80,2 0,9 0,9 95,7 96,6
24h M (+) 06 07 91,4 28 19 92,2 86,3
48h M () 0 05 96,8 02 08 97,6 835
48h M (+) 0 04 96,4 11 18 96,1 94
72h M () 02 01 98,1 0,9 12 98,1 97,2
720 M (+) 0,1 0 93,6 3 45 96,5 95,3

M(-): IFN-y ile uyarilmamis MKH, M(+): IFN-y ile uyarilmis MKH

Her bir zaman aralig1 i¢in 3’er deney yapilip aritmetik ortalamasi alindi.

(a) (b) (<) (d)
< <o oy X -l
o o = e : < Jor3 -3
e 5 =3 S¥ay 01-3 [1.02:3 | divey ;
o o < 3 o8 P
o> -1 [ =P~ O =3 .’
o S =3 S = =724 033|043
< Ty 3 o 3 o3-3 04-3 o E &
T I =7 =y =
- - l_ - "“‘ L III‘ T |l"|‘ Illq T
102 109 10° 10° 102 100 10* 10° w° 107 10* 10° 10° 107 10* 10*
IDO+IGG FITC-A IDO+IGG FITC-A

CD45 FITC-A CD34 PE-A

Sekil 4.1. IFN-y ile uyarilmis MKH kiiltiirlerinde ifade edilen-edilmeyen yiizey belirteglerinin akim
sitometri goriintiileri [CD45-HLADR (a), CD34-HLADR (b), CD90-IDO (c), CD105-1DO (d)].

(a) (b) (c) (d)
..-gé . ""o.; 5 '091- % q “_-
2' 3 I3 « Jo1-2 2-7 < 3
[ Q21| S]] ! L Lo
= E E_’ ‘2! - Q2-2 g&) = E -q:ﬂ: g S’?E
s o ] oo ] Q3-2|.704-2 Se_
= A 4 < =
E o = . S =3 < o
2] 041 5 Faxz | os2| S_ 3 < 3
= Ty, o~ - 3
=B =7 =3
AL AL Bl B T - 3
"otz rieA e P Rk
CD34 PE-A IDO+IGG FITC-A IDO+IGG FITC-A

Sekil 4.2. IFN-y ile uyarilmamis MKH kiiltiirlerinde ifade edilen-edilmeyen ylizey belirteclerinin
akim sitometri gérintiileri [CD45-HLADR (a), CD34-HLADR (b), CD90-1DO (c), CD105-IDO (d)].
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MKH’lerde CDI105, CD90 ve HLA-DR yiizey belirteclerinin yiiksek
oranlarda ifade edildigi ve IDO’nun MKH’ler tarafindan sentezlendigi goriildii.
CD105+ MKH’lerden sentezlenen IDO oraninin hem uyarilmis hem de uyarilmamis
hiicrelerde 24. saatten 72. saate dogru arttigi, her iki grup kendi aralarinda
karsilastirildiginda ise uyarilmamis hiicrelerde uyarilmislara gére bu oranin daha
yiiksek oldugu goriildii. CD90+ MKH’lerden sentezlenen IDO oraninin 24. ve 72.
saatte uyarilmamis hiicrelerde uyarilmiglara gore daha yiiksek oldugu, 48.saate ise
uyarilmis hiicrelerde uyarilmamiglara goére bu oranin daha yiiksek oldugu
goriilmistiir. Uyarilmis ve uyarilmamis MKH’lerde HLA-DR’nin yiiksek oranlarda
ifade edildigi tespit edilmistir (Sekil 4.3).

CD105+ IDO+ MKH Orani CD90+ IDO+ MKH Orani
100 100
98 95 17
z 96 zZ
E o] amE) ||| g 0T M ()
c; B M (+) o g5 L B M (+)
S 92 4 S
90 80 1
88 T T 75
24 saat 48 saat 72 saat 24 saat 48 saat 72 saat
ZAMAN ARALIGI ZAMAN ARALIGI
(@) (b)
HLA DR+ MKH Orani
120
100
<z( 80 -
aM (-
g 60 )
° BM(+)
> 40
20 A
0
24 saat 48 saat 72 saat
ZAMAN ARALIGI
(c)

Sekil 4.3. IFN-y ile uyarilmig (M+) ve uyartlmamis (M-) MKH kiiltiirlerinde CD105+IDO+ (a),
CD90+IDO+ (b) ve HLA-DR+ (c) hiicre yiizdeleri.
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4.2. Tek Basina Kiiltiire Edilen B Lenfositlerin Immiinfenotip Analizi

24, 48 ve 72 saat siireyle PWM ile uyarilarak ve uyarilmadan, tek basina
kiiltire edilen B lenfositlerde ifade edilen CD19, CD25, CD1d ve CD5 yiizey

belirtegleri ile B lenfositler tarafindan sentezlenen IL-10’nun diizeylerinin analiz

sonuclart Tablo 4.2°de, akim sitometri goriintiileri ise Sekil 4.4 ve Sekil 4.5°de

verilmigtir.

Tablo 4.2. Tek bagina kiiltiire edilen B lenfositlerin immiinfenotip analizi.

ORNEK CD19 CD5 CDid CD19 + CD25 CD5 + CD19 CD5+ 1L 10 CD19+ IL 10

ADI %) | %) | (%) (%) (%) (%) (%)
2hB() | 936 | 04 | 34 2,6 0,9 0,2 1,0
24hB (+) | 934 | 05 | 38 1,9 0,4 0,4 18
s8he() | 967 | 08 | 66 13 0,3 0,5 1,7
18hB (#) | 971 | 13 | 45 1,1 0,2 0,4 12
72hB() | 968 | 05 | 94 13 0,3 0,1 1,7
72hB (1) | 939 | 15 | 42 15 42 0,4 45

B(-): PWM ile uyarilmamig B Lenfosit, B(+): PWM ile uyarilmig B Lenfosit.

Her bir zaman araligi i¢in 3’er deney yapilip aritmetik ortalamasi alind.

(a)

-~

E—
O%eq =~ [T
<z
e
~2
o
ON

=

102 10° 10* 10°
CD19 PerCP-A

IL10 PE-A

(b)

102 10 10* 10°

CDS FITC-A

10°
CcD1

10° 1w0* 10°
g PerCP-A

Sekil 4.4. PWM ile uyarilmis B lenfosit kiiltiirlerinde ifade edilen CD19, CD25 ve CDS5 yiizey

belirtegleri ile CD5+ ve CD19+B lenfositler tarafindan sentezlenen IL-10 diizeylerinin akim sitometri
gorintileri [CD25-CD19 (a), CD5-IL 10 (b), CD19-IL 10 (c)].

(a)

CD25 APC-A

w10t ot

102 10° 1w0* 10°
CD139 PerCP-A

10° 1w0* 10°
CDS FITC-A

(<)

10°
CcD19

10°

10* 10°
PerCP-A

Sekil 4.5. PWM ile uyarilmamis B lenfosit kiiltiirlerinde ifade edilen CD19, CD25 ve CDS5 yiizey

belirtegleri ile CD5+ ve CD19+B lenfositler tarafindan sentezlenen IL-10 diizeylerinin akim sitometri

gériintiileri [CD25-CD19 (a), CD5-IL 10 (b), CD19-IL 10 (c)].
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CD5+ B lenfosit oraninin uyarilmis B lenfositlerde 24. saatten 72. saate dogru

arttigl, uyarilmamis B lenfositlerde ise bu oranin en yiiksek 48. saatte oldugu;

CD19+ B lenfosit oraninin uyarilmis ve uyarilmamis B lenfosit kiiltiirlerinde farkli

olmadig1 her iki kiiltiirde de en yliksek oranin 48. saatte oldugu; CD1d+ B lenfosit

oraninin uyarilmig kiiltiirlerde zamanlar arasinda farklilik olmadigi, uyarilmamis

kiiltiirlerde ise 24. saatten 72. saate dogru arttig1 tespit edilmistir. CD19+CD25+ B

lenfosit oraninin da uyarilmis ve uyarilmamis B lenfosit kiiltlirleri arasinda farkli

olmadig1 en yiiksek oranin 24. saatte oldugu goriilmiistiir (Sekil 4.6).

CD5+ B Lenfosit Oram CD19+ B Lenfosit Orani
98,0
97,0
2,0 96,0
pd
> 15 BB() < 95,0 B (-)
5 10 BB (+) O 940 BB (+)
© 7 > 93,0
S 05 - ’
92,0 1
0.0 ' ' 91,0 . .
24 saat 48 saat 72 saat 24 saat 48 saat 72 saat
3 ZAMAN ARALIGI
ZAMAN ARALIGI
(@) (b)
CDId—]— B Lenfosit Oranl CD19+ CD25+ B Lenfosit Orani
3,0
2,5 +— ]
10,0
s 8,0 o B (_) 2,0 44—
&( 6,0 [} EB (+) 1,5 + BB ()
o 40 +— o BB (+)
(=} -+
O\ 2'0 -“_I> |
0,0 T T 0,5 +
24 saat 48 saat 72 saat 00
5 24 saat 48 saat 72 saat
ZAMAN ARALIGI
(c) (d)

Sekil 4.6. PWM ile uyarilmig (B+) ve uyarilmamis (B-) B lenfosit kiiltiirlerindeki CD5+ (a), CD19+
(b), CD1d+ (c) ve CD19+CD25+ (d) B lenfosit yiizdeleri.
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Tek basina kiiltiire edilen B lenfositlerde IL-10 sentezlendigi saptanmis olup
her bir zaman araliginda; CD5+B lenfositlerden sentezlenen IL-10 diizeyinin
uyarilmis kiiltiirlerde farkli olmadigi, uyarilmamis kiiltiirlerde ise en yiiksek 48.
saatte oldugu goriilmiistiir;, CD19+B lenfositlerden sentezlenen IL-10 diizeyinin ise
uyartlmamis kiiltirlerde farkli olmadigi, uyarilmis kiilttirlerde ise en fazla 72. saatte

oldugu goriilmiistiir (Sekil 4.7).

CD5+ B Lenfosilerdeki IL-10 CD19+ B Lenfosilerdeki IL-10
Diizeyi Duzeyi

0,6 5,0

0.5 40
Z 04 A BB () z
Z0,
€ 03 BB (+) g 30 BB ()
L 02 ‘0\2 2,0 BB (+)

0,1 4+ 1,0 4

0.0 ' ; 0,0 : :

24 saat 48 saat 72 saat ' 94 saat 48 saat 72 saat
ZAMAN ARALIGI ZAMAN ARALIGI
(@) (b)

Sekil 4.7. PWM ile uyarilmis (B+) ve uyarilmamig (B-) B lenfosit kiiltiirlerindeki CD5+ (a) ve
CD19+ (b) B lenfositlerden sentezlenen IL-10 diizeyleri.
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4.3. MKH’lerle Birlikte Kiiltiire Edilen B Lenfositlerin immiinfenotip

Analizi

PWM ile uyarilmis ve uyarilmamis B lenfositler, IFN-y ile uyarilmis
MKH’lerle birlikte 1M:1B, 1M:2B, 2M:1B ve 2M:2B oranlarinda 24, 48 ve 72 saat

stireyle kiiltiire edildikten sonra B lenfositlerde ifade edilen ylizey belirteclerinin ve

IL-10 sentezinin analiz sonuglar1 Tablo 4.3 ile Tablo 4.4’de, akim sitometri

gorntiileri ise Sekil 4.8 ile Sekil 4.9°de verilmistir.

Tablo 4.3. MKH-PWM ile uyarilmis B lenfosit ko-kiiltiirlerindeki B lenfositlerin immiinfenotip

analizi.
CD19 CD5

ORNEK ADI (%) (%) | CD19+CD25 (%) | CD5+CD19 (%) | CD5+IL10 (%) | CD19+IL10(%)
24h B (+) 1:1 96,5 1,8 6,3 0,8 0,7 1,7
24h B (+) 1:2 96,4 1,4 3,1 0,9 0,5 2,1
24h B (+) 2:1 95,4 15 4,4 0,9 0,6 14
24.h B (+) 2:2 95,2 15 6 0,7 0,4 1,6
48.h B (+) 1:1 75,6 1,3 2,2 0,6 0,4 1,6
48.h B (+) 1:2 95 1,1 1,8 0,4 0,4 1,6
48.h B (+) 2:1 95,1 15 2,5 0,8 0,3 5,6
48.h B (+) 2:2 94 1,3 1,2 0,7 0,3 3
72hB(+) 1:1 94,2 2 1,6 0,2 1,1 2,5
72h B (+) 1:2 93,6 1,7 2,2 0,4 0,5 3
72h B (+) 2:1 92,3 1,9 3 0,4 0,7 4
72.h B (+) 2:2 93,7 1,7 3,5 0,5 0,6 3,5

B(+): PWM ile uyarilmis B Lenfosit

Her bir zaman aralig1 i¢in 3’er deney yapilip aritmetik ortalamasi alindi.

Tablo 4.4. MKH-uyarilmamig B lenfosit ko-kiiltiirlerindeki B lenfositlerin immiinfenotip analizi.

CD19 CD5
ORNEK ADI (%) (%) CD19+CD25(%) | CD5+CD19(%) | CD5+IL10(%) | CD19+1L10(%)
24h B()1:1 94,4 0,6 1,85 1,3 0,35 5,4
24h B(-)1:2 93,8 0,4 1,55 0,8 0,3 3,9
24h B()2:1 92,3 0,9 2,4 0,6 0,4 14,5
24.h B ()22 98,9 0,9 0,6 0,6 01 14
48.h B () 1:1 89,2 1,3 1,8 1,7 0,6 4,4
48.h B(-)1:2 93,8 0,9 1,9 1,3 0,3 3,5
48.h B(-)2:1 92 2,2 2,4 3,9 0,6 4,8
48.h B(-)2:2 95,3 15 1,4 1,8 0,5 3,5
72.h B()1:1 90,5 1,7 3,3 15 0,8 4,3
72.h B(-)1:2 90,7 1,2 1,5 0,4 0,6 3,8
72.h B(-)2:1 91,6 15 3,1 0,6 0,8 4,7
72.h B(-)2:2 89,5 14 2,1 0,7 0,4 3,3

B(-): PWM ile uyarilmamig B lenfosit

Her bir zaman aralig1 igin 3’er deney yapilip aritmetik ortalamasi alindi.
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CD25 APC-A
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0% 107 10*

IL10 PE-A

(b)

10

2 107 10* 1w0°

CDS FITC-A
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Sekil 4.8. MKH + PWM ile uyarilmis B lenfosit ko-kiiltiirlerinde ifade edilen CD19, CD25 ve CD5

yiizey belirtecleri ile CD5+ ve CD19+ B lenfositler tarafindan sentezlenen IL-10 diizeylerinin akim
sitometri goriintiileri [CD25-CD19 (a), CD5-IL 10 (b), CD19-1L 10 (c)].

(a)

10* 10°

10°
CD18 PerCprP-A

10%

(b)

Qz-1

Q4-1

10 107 10* 10°
CDS FITC-A

10° 107 10* 10°
CD19 PerCP-A

Sekil 4.9. MKH + PWM ile uyarilmamis B lenfosit ko-kiiltiirlerinde ifade edilen CD19, CD25 ve

CD5 yiizey belirtegleri ile CD5+ ve CD19+ B lenfositler tarafindan sentezlenen IL-10 diizeylerinin

akim sitometri goriintiileri [CD25-CD19 (a), CD5-IL 10 (b), CD19-1L 10 (c)].

24. saatte ko-kiiltirlerdeki CD5+, CD19+ ve CD19+CD25+ B lenfosit

oranlarinin uyarilmis B lenfositlerle yapilan kiiltiirlerde daha yiiksek oldugu

goriilmistiir. CD5+ ve CD19+CD25+ B lenfosit orani, B lenfositlerin uyarildig1 ko-

kiiltiirlerde 1M:1B’de, uyarilmadigi ko-kiiltiirlerde 2M:1B’de en yiiksek oldugu;

CD19+ B lenfosit oraninin ise B lenfositlerin uyarildig: ko-kiiltiirlerde 1M:1B’de,

uyarilmadigi ko-kiiltiirlerde ise 2M:2B’de en yiiksek oldugu goriildii (Sekil 4.10).
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24.saatteki CD5+ B Lenfosit Orani 24.saatteki CD19+ B Lenfosit Oram
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Sekil 4.10. 24.saat MKH + B lenfosit [PWM ile uyarilmis (B+) ve uyarilmamis (B-)] ko-
kiiltiirlerindeki CD5+ (a), CD19+ (b) ve CD19+CD25+ (c) B lenfosit yiizdeleri.

24. saatte ko-kiiltiirlerdeki CD5+B lenfositlerden sentezlenen IL-10 diizeyinin
uyarilmis B lenfositlerle yapilan kiiltiirlerde daha yiiksek oldugu ve bunun da
IM:1B’de en yiiksek oldugu tespit edilmis, uyarilmamis B lenfositlerle yapilan
kiltiirlerde ise 2M:1B’de en yiikksek oranda oldugu bulunmustur. CD19+B
lenfositlerden sentezlenen IL-10 diizeyinin uyarilmamis B lenfositlerle yapilan
kiiltiirlerde daha yliksek ve bunun da 2M:1B’de en yiiksek oldugu goriilmiis,
uyarilmis B lenfositlerle yapilan kiiltiirlerde ise oranlar arasinda farklilik tespit

edilmemistir (Sekil 4.11).
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24.saatte CD5+ B Lenfosilerdeki
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Sekil 4.11. 24.saat MKH + B lenfosit [PWM ile uyarilmig (B+) ve uyarilmamis (B-)] ko-kiiltiirlerinde

CD5+ (a) ve CD19+ (b) B lenfositlerden sentezlenen IL-10 diizeyleri.

48. saatte uyarilmis ve uyarilmamis B lenfositlerle yapilan kiiltiirler arasinda

CD5+, CD19+ ve CD19+CD25+ B lenfosit oranlar1 agisindan bir farklilik olmadigi

tespit edilmis, CD5+, CD19+ ve CD19+CD25+ B lenfosit oranlarinin hem uyarilmis

hem de uyarilmamis B lenfositlerle yapilan kiiltiirlerde en yiiksek 2M:1B’de oldugu

bulunmustur (Sekil 4.12).
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48.saatteki CD19+CD25+ B Lenfosit
Orani
3
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Sekil 4.12. 48.saat MKH + B lenfosit [PWM ile uyarilmig (B+) ve uyarilmamig (B-)] ko-
kiiltiirlerindeki CD5+ (a), CD19+ (b) ve CD19+CD25+ (c) B lenfosit yiizdeleri.

48. saatte ko-kiiltiirlerdeki CD5+B lenfositlerden sentezlenen IL-10 diizeyinin

uyarilmamis B lenfositlerle yapilan kiiltiirlerde daha yiiksek oldugu ve bunun da

IM:1B ve 2M:1B oranlarinda en yiiksek oldugu tespit edilmis, uyarilmis B

lenfositlerle yapilan kiiltiirlerde ise oranlar arasinda bir farklilik goriilmemistir.

CD19+B lenfositlerden sentezlenen IL-10 diizeyinin de uyarilmamis B lenfositlerle

yapilan kiiltiirlerde daha yiiksek oldugu tespit edilmis, her iki hiicre grubunda da
2M:1B’de en yiiksek oldugu goriilmiistiir (Sekil 4.13).
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Sekil 4.13. 48.saat MKH + B lenfosit [PWM ile uyarilmig (B+) ve uyarilmamig (B-)] ko-

kiiltiirlerindeki CD5+ (a) ve CD19+ (b) B lenfositlerden sentezlenen IL-10 diizeyleri.
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72. saatte ko-kilturlerdeki CD5+, CD19+ ve CDI19+CD25+ B lenfosit

oranlarinin uyarilmis B lenfositlerle yapilan kiiltiirlerde uyarilmamiglara gére daha

yiiksek oldugu gorilmiistiir. CD5+B lenfosit oraninin uyarilmis ve uyarilmamis B

lenfosit Kko-kiiltiirlerinde en yiiksek 1M:1B’de, CD19+B lenfosit oraninin B

lenfositlerin uyarildigr ko-kiiltiirlerde

IM:1B’de,

uyarilmadigi

ko-kiiltiirlerde

2M:1B’de oldugu bulunmus, CD19+CD25+ B lenfosit oraninin ise B lenfositlerin
uyarildigr ko-kiiltiirlerde 2M:2B’de, uyarilmadig ko-kiiltiirlerde 1M:1B’de en

yiiksek oldugu goriilmiistiir (Sekil 4.14).
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MKH-B Lenfosit

IM-  1IM- 2M- 2M-
1B 2B

2B

@B (-)
HB(+)

(©)

Sekil 4.14. 72.saat MKH + B lenfosit [PWM ile uyarilmig (B+) ve uyartlmamig (B-)] ko-kiiltiirlerinde
CD5+ (a), CD19+ (b) ve CD19+CD25+ (c) B lenfosit yiizdeleri.
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72. saatte ko-kiiltiirlerdeki CD5+B lenfositlerden sentezlenen IL-10 diizeyinin
uyarilmis B lenfositlerle yapilan kiiltiirlerde 1M:1B oraninda, uyarilmamis B
lenfositlerle yapilan kiiltiirlerde ise 2M:1B oraninda oldugu tespit edilmis, CD19+ B
lenfositlerden sentezlenen IL-10 diizeyinin ise uyarilmis ve uyarilmamis B
lenfositlerle yapilan kiiltiirlerde 2M:1B oraninda en yiiksek oldugu gorilmistiir
(Sekil 4.15).

72.saatte CD5+ B Lenfosilerdeki 72.saatte CD19+ B Lenfosilerdeki
IL-10 Diizeyi IL-10 Diizeyi
1,2 5
1A 4 4
]
c 0,8 c
5 o 28 0) 5% 250
R 04 EB(4) < 21 B B(+)
0,2 - 14
O n T T T O -1 T T T
IM- 1M- 2M- 2M- 1IM-  1IM- 2M-  2M-
1B 2B 1B 2B 1B 2B 1B 2B
MKH-B Lenfosit MKH-B Lenfosit
(@) (b)

Sekil 4.15. 72.saat MKH + B lenfosit [PWM ile uyarilmis (B+) ve uyarilmamis (B-)] ko-
kiiltiirlerindeki CD5+ (a) ve CD19+ (b) B lenfositlerden sentezlenen 1L-10 diizeyleri.

4.4, Tek Basina ve MKH’lerle Birlikte Kiiltiire Edilen B Lenfositlerin
Karsilastirilmasi

Tek basina ve MKH’lerle birlikte kiiltiire edilen uyarilmis B lenfositlerdeki
CD5+, CD19+ ve CDI19+CD25+ B lenfosit yiizdeleri ile CD5+ ve CDI19+B
lenfositlerden sentezlenen IL-10 diizeylerinin karsilastirmasi Sekil 4.16 ve Sekil
4.17°da verilmistir.

MKH’lerle birlikte kiiltiire edilen uyarilmis B lenfositlerde CD5+B lenfosit
oraninin tek basima kiiltlire edilenlere gore daha yiiksek oldugu ve en yiiksek oranin
24. saatte oldugu tespit edilmis, tek basina ve MKH’lerle birlikte kiiltiire edilen
uyarilmis B lenfositler arasinda CD19+B lenfosit oran1 agisindan ise bir farkliligin

olmadig1 goriilmiistiir. CD19+CD25 + B lenfosit oraninin MKH’lerle birlikte kiiltiire
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edilen uyarilmig B lenfositlerde daha yiiksek oldugu ve en yiiksek oranin 24. saatte

oldugu oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.16).

CD5+ B Lenfosit Oram CD19+ B Lenfosit Orani
2,5 120,0
100,0
2,0 ' M - =
B B (+) B B (+)
€ 15 O 1M-1B g 80.0 1 O 1M-1B
(@] 0O 1M-2B O 60,0 1 0 1M-2B
R 1,0 1 p2M1B|| 400 4 O 2M-1B
B 2M-2B B 2M-2B
0,5 1 20,0
0,0 /M —— === 0,0 += L L
24 saat 48 saat 72 saat 24 saat 48 saat 72 saat
Zaman Aralig: Zaman Aralig:
(@) (b)
CD19+CD25+ B Lenfosit Orani
7
6 .
5 - | B(+)
S 4 O 1M-1B
(e} O 1M-2B
=} 3 T
> O2M-1B
21 m2M-2B
1 -
0 - 1

24 saat 48 saat 72 saat

Zaman Arahig:
(©)

Sekil 4.16. Tek basma (B+) ve MKH’lerle birlikte kiiltiire edilen PWM ile uyarilmis B lenfositlerdeki

CD5+ (a), CD19+ (b) ve CD19+CD25+ (c) B lenfosit yiizdelerinin karsilastirilmasi.

Uyarilmig B lenfositler igerisindeki CD5+B lenfositlerden sentezlenen IL-10
diizeyinin, MKH’lerle birlikte kiiltiire edilenlerde 24 ve 72. saatte tek basina kiiltiire
edilenlere gore daha yiiksek oldugu, 48. saatte ise tek basina ve MKH’lerle birlikte
kiiltiire edilen uyarilmis B lenfositler arasinda farklilik olmadigi goriilmiistiir.
CD19+B lenfositlerden sentezlenen IL-10 diizeyinin 24. saatte, tek basina ve
MKH’lerle birlikte kiiltiire edilen uyarilmis B lenfositler arasinda farkli olmadigi,
48.saatte MKH’lerle birlikte kiiltiire edilenlerde tek basina kiiltiire edilenlere gore
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daha yiiksek oldugu, 72. saatte ise tek bagina kiiltiire edilenlerde MKH’lerle birlikte
kiiltiire edilenlere gore daha yiiksek oldugu goriildii (Sekil 4.17).

CD5+ B Lenfositlerdeki IL-10 Sentezi CD19+ B Lenfositlerdeki IL-10 Sentezi
1,2 6
1 5 ]
BB (+) BB (+
c 08 oimsl| < a] -
S - c 1M-1B
5 0,6 A oimM2B|| & 3 O 1M-2B
3 04 | O2M-1B S 9 — O2M-1B
B 2M-2B B 2M-2B
0,2 1 1 1
0 A o+ L |l e |l
24 saat 48 saat 72 saat 24 saat 48 saat 72 saat
Zaman Aralhigl Zaman Arahg
(@) (b)

Sekil 4.17. Tek basma (B+) ve MKH’lerle birlikte kiiltiire edilen PWM ile uyarilmis B lenfositlerdeki
CD5+ (a) ve CD19+ (b) B lenfositlerden sentezlenen IL-10 diizeylerinin karsilagtirilmasi.

Tek basma ve MKH’lerle birlikte kiiltiire edilen wuyarilmamis B
lenfositlerdeki CD5+, CD19+ ve CD19+CD25+ B lenfosit yiizdeleri ile CD5+ ve
CD19+B lenfositlerden sentezlenen IL-10 diizeylerinin karsilagtirmasi Sekil 4.18 ve
Sekil 4.19°da verilmistir.

MKH’lerle birlikte kiiltiire edilen uyarilmamis B lenfositlerde CD5+B
lenfosit oraninin tek basina kiiltlire edilenlere gére daha yiiksek oldugu ve en yiiksek
oranin 72. saatte oldugu; CD19+B lenfosit oraninin 24. saatte MKH’lerle birlikte
kiltiire edilen uyarilmamis B lenfositlerde tek basina kiiltiire edilenlere gore, 48. ve
72. saattlerde ise tek basina kiiltiire edilen uyarilmamis B lenfositlerde MKH’lerle
birlikte kiiltiire edilenlere gore daha yiiksek oldugu goriilmiistiir. CD19+CD25+ B
lenfosit oraninin ise 24. saatte tek basina kiiltiire edilen uyarilmamis B lenfositlerde
MKH’lerle birlikte kiiltiire edilenlere gore, 48. ve 72. saatlerde MKH’lerle birlikte
kiltiire edilenlerde tek basina kiiltiire edilenlere gore daha yiliksek oldugu tespit
edilmistir (Sekil 4.18).
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CD 5+ B Lenfosit Orami CD19+ B Lenfosit Orani
2,5 100,0
20 B 98,0
BB() 96,0 i ]

c 0O1M-1B
g 1o o] E o]
(2 Lo H : O 92,0 1 u
L O2M-1B S 90,0 - o

05 - B 2M-2B 88,0 -

86,0 4
0,0 T T 84,0 T T
24 saat 48 saat 72 saat 24 saat 48 saat 72 saat
Zaman Arahig Zaman Arahif

OB()

O1M-1B
0O1M-2B
02Mm-1B
B 2M-2B

(a)
CD19+CD25+ B Lenfosit Orani
3,5 —
3 I
2,5 H = - B B()
E 5 U || 0 1M-1B
o) 15 0 1M-2B
S O2M-1B
17 m 2M-2B
0,5 1
0 T T
24 saat 48 saat 72 saat
Zaman Aralig1

(©)

(b)

Sekil 4.18. Tek basma (B+) ve MKH’lerle birlikte kiiltire edilen PWM ile uyarilmamig B

lenfositlerdeki CD5+ (a), CD19+ (b) ve CD19+CD25+ (c) B lenfosit yiizdelerinin karsilastiriimasi.

Uyarilmamis B lenfositler igerisindeki CD5+B lenfositlerden sentezlenen IL-

10 diizeyinin, MKH’lerle birlikte kiiltiire edilenlerde tek basina kiiltiire edilenlere

gore daha yiiksek oldugu ve bu farkliligin en yiiksek 72. saatte oldugu goriilmiistiir.
CD19+B lenfositlerden sentezlenen IL-10 diizeyinin de MKH’lerle birlikte kiiltiire

edilenlerde tek basina kiiltiire edilenlere gore daha yiiksek oldugu ve bu farkliligin en

yiiksek 72. saatte oldugu gorilmiistiir (Sekil 4.19).
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CD5+ B Lenfositlerdeki IL-10 Diizeyi CD19+ B Lenfositlerdeki IL-10 Sentezi
1,0 16,0
14,0 B
0,8 58 () 12,0 BB ()
E 06 u oim1B|| § 100 01M-1B
g - oim28|| © 80 0 1M-2B
X 04 u mom-1B|[ & 60 O 2M-1B
’ 2,0 I—
0,0 T T [ 0,0 1 T 1 .|_
24 saat 48 saat 72 saat 24 saat 48 saat 72 saat
Zaman Arahgi Zaman Arahig
(@) (b)

Sekil 4.19. Tek basma (B+) ve MKH’lerle birlikte kiiltiire edilen PWM ile uyarilmamis B
lenfositlerdeki CD5+ (a) ve CD19+ (b) B lenfositlerden sentezlenen IL-10 diizeylerinin
karsilastiriimasi.

4.5. Mezenkimal Kok Hiicrelerin B Lenfositlerin Proliferasyonlarina Etkileri
MKH-B lenfosit (PMW ile uyarilmis ve uyarilmamis) ko-kiiltiirleri 24, 48 ve
72. saat sonunda XTT testi ile degerlendirilmistir (Tablo 4.5).
Degerlendirmeler mm3’°deki hiicre sayisina gore yapilmistir.
1 B=1 mm® de 200 B lenfosit icermektedir.
1 M=1 mm® de 200 MKH igermektedir.
2 B=1 mm® de 400 B lenfosit icermektedir.
2 M= 1 mm® de 400 MKH icermektedir.
Elde edilen sonuglar Imm® deki hiicrenin XTT absorbans degerine gore
karsilastirilmistir.
1B -1 MKH (mm?® de 200 B lenfosit - mm*’ de 200 MKH)
2 B -2 MKH (mm® de 400 B lenfosit - mm*> de 400 MKH)
1B -2 MKH (mm® de 200 B lenfosit - mm*’ de 400 MKH)

2 B—1 MKH (mm® de 400 B lenfosit - mm*> de 200 MKH)
Tablo 4.5. MKH-B lenfosit (PMW ile uyarilmig ve uyarilmamisg) ko-kiiltiirlerinin 24, 48 ve 72. saat

sonunda XTT testi ile elde edilen proliferasyon yanitlari.

ORNEK ADI 1B M 1M + 1B 2B 1M+2B | 2M | 2M+1B | 2M+2B
24.h B(-) 0,152 0,168 0,817 0,128 0,338 0,4 1,289 1,113
24.h B(+) 0,145 0,227 0,69 0,168 0,51 0,469 1,176 0,919
48.h B(-) 0,148 0,317 1,068 0,117 0,725 0,395 1,715 0,986
48.h B(+) 0,121 0,203 1,031 0,11 0,959 0,465 1,45 1,427
72.h B(-) 0,132 0,503 1,462 0,091 1,371 0,92 2,363 2,498
72.h B(+) 0,114 0,496 1,158 0,094 0,681 0,845 1,949 1,769

B(-): PWM ile uyarilmamig B Lenfosit, B(+): PWM ile uyarilmig B Lenfosit.
Her bir zaman aralig1 igin 3’er deney yapilip aritmetik ortalamasi alindi.
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4,5.1. 24. Saat MKH - B Lenfosit Ko-kiiltiiriiniin Etkilesim Sonuclari

MKH - Uyarilmamis B Lenfosit Ko-kiiltiirii

2B
0,128

1M + 1B
0,817

1M
0,168

Saat 1B
24.h 0,152

2M + 2B
1,113

2M + 1B
1,289

IM+2B 2M
0,338 0,4

1 MKH-1 B Karsilagtiriimasi

04 —

Proliferasyon

0,2 —

RInEEE
1B 1™ 1M+1B

MKH - B Lenfosit

a. 1M + 1B=0,168+0,152= 0,320
1M-1B i¢in elde edilen sonug: 0,817
0,817:0,320= 2,55

% 255'lik proliferasyon saglanmigstir.

1 MKH-2 B Karsilastirilmasi

0,4
0,35 —
0,3 —
0,25 —
0,2 —
0,15 —

0,1 + —
0,05 - —
0 T T

2B 1M 1M+2B
MKH - B Lenfosit

Proliferasyon

b. 1M + 2B=0,168+0,128= 0,296
1M-1B i¢in elde edilen sonug¢:0,338
0,338:0,296=1,14

% 114'lik proliferasyon saglanmustir.

2 MKH-1 B Kargilagtiriimasi

14

1,2 —

1 —

0,8 —

O 24.h

0,6 —

0,4 —

0,2 —
0 l_l T T

1B 2M 2M+1B

MKH - B Lenfosit

Proliferasyon

c. 2M + 1B=0,4+0,152= 0,552
2M-1B i¢in elde edilen sonug: 1,289
1,289:0,552= 2,34

% 234'lik proliferasyon saglanmistir.

Sekil 4.20. MKH — uyarilmamis B lenfosit ko-kiiltiiriiniin 24. saat XTT sonucundaki IMKH-1B (a),

2 MKH-2 B Kargilagtiriimasi

1,2
1 —
0,8 —
0,6 —
0,4 —
0,2 —
ot 1 L1
2B 2M 2M+2B
MKH - B Lenfosit

Proliferasyon

d. 2M + 2B =0,528

2M-2B i¢in elde edilen sonug: 1,113
1,113:0,528=2.11

% 211'lik proliferasyon saglanmustir.

1MKH-2B (b), 2MKH-1B (c), 2MKH-2B (d) oranlarinin absorbans degerlerinin karsilastirilmasi.



MKH - PWM ile Uyarilmis B Lenfosit Ko-Kkiiltiirii

Saat 1B 1M IM+1B 2B
24.h 0,145 0,227 0,69 0,168

IM+2B 2M
0,51 0,469 1,176 0,919

2M + 1B 2M + 2B

1 MKH-1 B Karsilagtiriimasi

0,8
0,7
0,6
0,5
04
0,3
0,2
0,1

0 .

Proliferasyon

1B 1M 1M+1B
MKH - B Lenfosit

1 MKH-2 B Karsilagtiriimasi

0,6
0,5
0,4
0,2
0,1

0 n

Proliferasyon

2B 1M 1M+2B
MKH - B Lenfosit

a.lM + 1B=0,227+0,145=0,372
1M-1B i¢in elde edilen sonug: 0,69
0,69:0,372=1,85

% 185'lik proliferasyon saglanmustir.

b. 1M + 2B=0,227+0,1680,395
1M-2B i¢in elde edilen sonug: 0,51
0,51:0,395=1,29

% 129'lik proliferasyon saglanmstir.

2 MKH-1 B Karsilagtiriimasi

1,4
1,2
1

Proliferasyon

0,4
0,2
0 4

1B 2M 2M+1B
MKH - B Lenfosit

iy

2 MKH-2 B Karsilagtiriimasi

0,8

0,6

H 24.h

0,4

Proliferasyon

0,2
o |

2B 2M 2M+2B
MKH - B Lenfosit

c. 2M + 1B=0,469+0,145=0,614
2M-1B i¢in elde edilen sonug: 1,176
1,176:0,614=1,92

% 192'lik proliferasyon saglanmistir.

d. 2M + 2B=0,469+0,168=0,637
2M-2B i¢in elde edilen sonug: 0,919
0,919:0,637=1,44

% 144'lik proliferasyon saglanmuistir.

Sekil 4.21. MKH - PWM ile uyarilmis B lenfosit ko-kiiltiiriiniin 24. saat XTT sonucundaki IMKH-1B
(a), IMKH-2B (b), 2MKH-1B (c), 2MKH-2B (d) oranlarimin absorbans degerlerinin karsilastiriimasi.
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24. saatte en fazla proliferasyonun uyarilmis B lenfositlerde 2M-1B,
uyarilmamis B lenfositlerde ise 1M-1B oraninda oldugu goriilmiistiir. Uyarilmis ve
uyarilmamis hiicreler arasinda ise 1M-1B (p=0,014) ve 2M-2B (p<0,001) oranlarinda
istatiksel olarak anlamli bir farklilik saptanmistir (Sekil 4.22).

24.saat MKH-B Lenfosit (Uyariimis ve Uyarilmamis) Kokiltiirlerindeki
Proliferasyon Yiizdelerinin Karsilagtiriimasi
300
250
c
% 200 —
& B B(+)
S 150 -
S o B(-)
o 100 - —
xR
50 - —
0 T T T
1M+1B 1M+2B 2M+1B 2M+2B
MKH- B Lenfosit
(a)
24.saat MKH-B Lenfosit (Uyarilmis ve Uyariimamis) Kokiiltiirlerindeki
Absorbans Degerlerine Gore Proliferasyon Oranlarinin Kargilagtiriimasi
1,4 =
P=100 <0001
= 1,2
)% 1 |__
a p =0,014
% 0,8 ] 5.0 — (@ B(+)
2 p= (@B
s 0° p=0,799 B()
3 04 -
< ' p =0,805 =0.88
° =0,99 p =0
0 '—._| T T T ._l T T T T L
1B 1M 1M+1B 2B 2M 1M+2B 2M+1B 2M+2B
MKH-B Lenfosit

(b)

Sekil 4.22. MKH’lerin-PWM ile uyarilmig (B+) ve uyarilmamig (B-) B lenfosit ko-kiiltiiriiniin 24. saat
XTT sonucundaki proliferasyon yiizdelerinin (a) ve absorbans degerlerine gore proliferasyon

oranlarinin (b) karsilastirilmasi.
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4.5.2. 48. Saat MKH - B Lenfosit Ko-kiiltiiriiniin Etkilesim Sonuglari
MKH - Uyarilmamis B Lenfosit Ko-kiiltiirii

Saat 1B Y 1M + 1B 2B 1M + 2B 2M 2M+1B  2M +2B
48.h 0,148 0,317 1,068 0,117 0,725 0,395 1,715 0,986

1 MKH-1 B Karsilastirilmasi 1 MKH-2 B Karsilastirilmasi
1,2 0,8
1 — 0,7 -
S 08 - § B
> > 05 —
0 0
S 04 - 5 03 ] —
02 ] — & 3’f ] B
0 [] . . 0 1] . .
1B 1M 1M+1B 2B 1M 1M+2B
MKH - B Lenfosit MKH - B Lenfosit
a. 1M + 1B=0,317+0,148=0,465 b. 1IM+2B=0,317+0,117=0,434
1M-1B i¢in elde edilen sonug: 1,068 1M-2B i¢in elde edilen sonug: 0,725
1,068:0,465= 2,29 0,725:0,434=1,67
% 229'lik proliferasyon saglanmistir. % 167'lik proliferasyon saglanmistir.
2 MKH-1 B Karsilagtiriimasi 2 MKH-2 B Kargilagtiriimasi
2 1,2
_ 1 _
§ 1,5 — § 08 n
£ — 0o —
E 0,5 — ;_;_ 0.4 B
0,2 —
ol [ T
1B 2M 2M+1B 2B 2M 2M+2B
MKH - B Lenfosit MKH - B Lenfosit
c. 2M + 1B =0,395+0,148=0,543 d. 2M + 2B=0,395+0,117=0,512
2M-1B i¢in elde edilen sonug: 1,715 2M-2B i¢in elde edilen sonug: 0,986
1,715:0,543= 3,16 0,986:0,512=1,93
% 316'lik proliferasyon saglanmistir. % 193'lik proliferasyon saglanmstir.

Sekil 4.23. MKH - uyarilmamis B lenfosit ko-kiiltiiriiniin 48. saat XTT sonucundaki 1MKH-1B (a),
1MKH-2B (b), 2MKH-1B (c), 2MKH-2B (d) oranlarinin absorbans degerlerinin karsilastirilmasi.

60



MKH - Uyarilmus B Lenfosit Ko-kiiltiirii

Saat 1B 1M

1M + 1B 2B
48.h 0,121 0,203 1,031 0,11

2M+1B 2M +2B
1,45 1,427

1M + 2B 2M
0,959 0,465

1 MKH-1 B Karsilagtiriimasi

1,2
1
0,8
0,4
0,2
0 d

Proliferasyon

1B 1M 1B+1M

MKH - B Lenfosit

1 MKH-2 B Karsilagtiriimasi

1,2
1
0,8
0,4
0,2
0 d

Proliferasyon

2B ™ 1M+2B

MKH - B Lenfosit

a. 1M + 1B=0,203+0,121=0,324
1M-1B i¢in elde edilen sonug: 1,031
1,031:0,324= 3,18

% 318'lik proliferasyon saglanmigstir.

b. 1M + 2B=0,203+0,11=0,313
1M-2B i¢in elde edilen sonug: 0,959
0,959:0,313=3,06

% 306'lik proliferasyon saglanmstir.

2 MKH-1 B Kargilagtirilmasi

1,6
1,4
1,2

1

0,6
0,4
0,2

0 4

Proliferasyon

1B 2M 2M+1B
MKH - B Lenfosit

2 MKH-2 B Kargilagtirilmasi

1,6
1,4
1,2

1
0,6
0,4
0,2

o 4

Proliferasyon

2B 2M 2M+2B
MKH - B Lenfosit

c. 2M + 1B=0,465+0,121=0,586
2M-1B i¢in elde edilen sonug: 1,45
1,45:0,586=2,47

% 247'lik proliferasyon saglanmistir.

d. 2M + 2B=0,465+0,11=0,575
2M-2B i¢in elde edilen sonug: 1,427
1,427:0,575=2,48

% 248'lik proliferasyon saglanmistir.

Sekil 4.24. MKH - PWM ile uyarilnis B lenfosit ko-kiiltiiriiniin 48. saat XTT sonucundaki IMKH-1B
(a), IMKH-2B (b), 2MKH-1B (c), 2MKH-2B (d) oranlarimin absorbans degerlerinin karsilastiriimasi.
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48. saatte en fazla proliferasyonun uyarilmis B lenfositlerde 1M-1B,
uyartlmamis B lenfositlerde ise 2M-1B oraninda oldugu goriilmiistir. Uyarilmis ve

uyarilmamis hiicreler arasinda istatiksel olarak anlamli bir farklilik saptanmamistir

(Sekil 4.25).

48. saat MKH-B Lenfosit (Uyariimis ve Uyariimamig) Kokiiltiirlerindeki
Proliferasyon Yiizdelerinin Karsilagtirilmasi
350
300
S 250
@
g 200 - | B(+)
=
S 150 - — @ B(-)
2 100 - —
B
50 - —
0 T T T
1M+1B 1M+2B 2M+1B 2M+2B
MKH-B Lenfosit
(a)
48. saat MKH-B Lenfosit (Uyariimis ve Uyarilimamig) Kokiiltiirlerindeki
Absorbans Degerlerine Gore Proliferasyon Oranlarinin Karsilagtirilmasi
2 =0,811
1,8 p =0,
= []
8 1,6 p =0,395
(/) 1!4
o 1.2 p =1,00
% ’ p =0,942 HB(+)
2 | |BB(-)
3 p =0,998
_Q —
<
R p =0,99 I B
T -_| T T T T
1B ™ 1M+1B 2B 2M 1M+2B 2M+1B 2M+2B
MKH- B Lenfosit

(b)

Sekil 4.25. MKH’lerin-PWM ile uyarilmis (B+) ve uyarilmamis (B-) B lenfosit ko-kiiltiiriiniin 48. saat
XTT sonucundaki proliferasyon yiizdelerinin (a) ve absorbans degerlerine gore proliferasyon

oranlarinin (b) karsilastirilmast.
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4.5.3. 72. Saat MKH - B Lenfosit Ko-kiiltiiriiniin Etkilesim Sonug¢lari

MKH - Uyarilmamis B Lenfosit Ko-kiiltiirii

Saat 1B 1M 1M+1B 2B IM+2B 2M 2M+1B 2M +2B
72.h 0,132 0,503 1,462 0,091 1,371 0,92 2,363 2,498

1 MKH-1 B Karsilagtiriimasi 1 MKH-2 B Karsilagtiriimasi
1,6 1,6
1,4 T 1,4 —
c 1,2 — c 1,2 —
2" N 2 N
0 0
= 06 - £ 06 — —
£ 04 ] — £ 04 -
0,2 — 0,2 -
o +—1 : 0+ :
1B M 1M+1B 2B 1M 1M+2B
MKH - B Lenfosit MKH - B Lenfosit
a. 1M + 1B=0,503+0,132=0,635 b. 1M + 2B=0,503+0,091=0,594
1M-1B i¢in elde edilen sonug: 1,462 1M-2B i¢in elde edilen sonug: 1,371
1,462:0,635= 2,30 1,371:0,594= 2,31
% 230'lik proliferasyon saglanmigtir. % 231’lik proliferasyon saglanmistir.
2 MKH-1 B Karsilastiriimasi 2 MKH-2 B Karsilastiriimasi
2,5 — 3
2 - 2,5
3 1,5 5 2 B
7] ) 1 (7]
s ] 5 1 — —
& 05 — & 05 -
0 +—I—1 . 0 +——=—1 .
1B 2M 2M+1B 2B 2M 2M+2B
MKH - B Lenfosit MKH - B Lenfosit
c. 2M + 1B=0,92+0,132=1,052 d. 2M + 2B=0,92+0,091==1.011
2M-1B i¢in elde edilen sonug: 2,363 2M-2B i¢in elde edilen sonug: 2,498
2,363:1,052=2.25 2,498:1,011=2,47
% 225'lik proliferasyon saglanmigstir. % 247'lik proliferasyon saglanmistir.

Sekil 4.26. MKH - uyarilmamis B lenfosit ko-kiiltiiriiniin 72. saat XTT sonucundaki 1IMKH-1B (a),
1MKH-2B (b), 2MKH-1B (c), 2MKH-2B (d) oranlarinin absorbans degerlerinin karsilastirilmasi.
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MKH - Uyarilmis B Lenfosit Ko-kiiltiirii

Saat 1B 1M

1M+ 1B 2B
72.h 0,114 0,496 1,158 0,094

1M + 2B 2M 2M + 1B 2M + 2B
0,681 0,845 1,949 1,769

1 MKH-1 B Karsilagtiriimasi

1,4
1,2
1

0,6
0,4
0,2

0 4

Proliferasyon

1B M 1M+1B
MKH - B Lenfosit

1 MKH-2 B Karsilagtiriimasi

0,8
0,7
0,6
0,5
0,3
0,2
0,1

0 4

Proliferasyon

2B 1M 1M+2B
MKH - B Lenfosit

a. 1M + 1B=0,496+0,114=0,61
1M-1B i¢in elde edilen sonug: 1,158
1,158:0,61=1,90

%190'lik proliferasyon saglanmistir.

b. 1M + 2B=0,496+0,094=0,59
1M-2B i¢in elde edilen sonug: 0,681
0,681:0,59=1,15

% 115'lik proliferasyon saglanmustir.

2 MKH-1 B Karsilagtiriimasi

1B 2M 2M+1B
MKH - B Lenfosit

2,5
. 2
[e]
@ 1,5
E H]
°
S 05
0

2 MKH-2 B Karsilagtiriimasi

2
§1,5
o_ ||

2B 2M 2M+2B
MKH - B Lenfosit

c. 2M + 1B=0,845+0,114=0,959
2M-1B i¢in elde edilen sonug: 1,949
1,949:0,959=2,03

% 203'lik proliferasyon saglanmustir.

d. 2M + 2B=0,845+0,094=0,939
2M-2B i¢in elde edilen sonug: 1,769
1,769:0,939=1,88

% 188'lik proliferasyon saglanmistir

Sekil 4.27. MKH - PWM ile uyarilmis B lenfosit ko-kiiltiirliniin 72. saat XTT sonucundaki IMKH-1B
(), IMKH-2B (b), 2MKH-1B (c), 2MKH-2B (d) oranlarinin absorbans degerlerinin karsilastirilmasi.
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72. saatte en fazla proliferasyonun uyarilmis B lenfositlerde 2M-1B,

uyarilmamis B lenfositlerde ise 2M-2B oraninda oldugu goriilmiistiir. Uyarilmis ve

uyarilmamis hiicreler arasinda ise 2M-2B (p=0,008) oranlarinda istatiksel olarak

anlaml bir farklilik saptanmistir (Sekil 4.28).

72.saat Kokiiltiirdeki Uyarilmig ve Uyariimamis B Lenfositlerin
Proliferasyonlarinin Kargilagtiriimasi

1B iMm 1M+IB 2B 2M 1M+2B 2M+1B 2M+2B

MKH-B Lenfosit

300
250
=
S 200 -
o | B(+
£ 150 — B*)
3 B B(-)
o 100 - I
ES
50 - —
0 h T T T
1M+1B 1M+2B 2M+1B 2M+2B
MKH-B Lenfosit
(a)
72. saat MKH-B Lenfosit (Uyariimis ve Uyariimamig) Kokiiltiirlerindeki
Absorbans Degerlerine Gore Proliferasyon Oranlarinin Karsilagtiriimasi
3
- p=0,06 p=0,008
& 25
[
(] 2 L
g 15 p=0,811 p=0,211 B B(+)
o ) p=0,96 BEET:E
5 4 BRELE!
a p =1,00 p=0,99
< 05 —
X
0 =T T — = T T T —

(b)

Sekil 4.28. MKH’lerin-PWM ile uyarilmis (B+) ve uyarilmamus (B-) B lenfosit ko-kiiltiiriiniin 72. saat

XTT sonucundaki proliferasyon yiizdelerinin (a) ve absorbans degerlerine gore proliferasyon

oranlarinin (b) karsilagtirilmasi.
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MKH-B lenfosit ko-kiiltiirlerindeki proliferasyon oraninin, tek basina kiiltiire
edilen MKH ve B lenfositlerin proliferasyonlarina gére daha fazla oldugu, ko-
kiiltirde MKH orani arttik¢a proliferasyon yanitinin arttigi, B lenfosit orani arttik¢a

da proliferasyonun baskilandig1 gériilmiuistiir.

OZETLE;

Uyarilmis ve uyarilmamis MKH’lerde CD105, CD90 ve HLA-DR ‘nin
yiiksek oranlarda ifade edildigi ve IDO’nun sentezlendigi tespit edilmistir.

Tek basina kiiltiire edilen PWM ile uyarilmis ve uyarilmamig CD19+B
lenfositlerde, CD1d (% 3,4-9,4), CD5 (% 0,4-1,5) ve CD25 (%1,1-2,6) pozitifligi
saptanmig olup CD5+ ve CD19 + B lenfositlerden farkli zaman araliklarinda sirasiyla
% 0,2-0,5 ve % 1-4,5 oranlarinda IL-10 sentezlendigi goriilmiistiir.

MKH’lerle kiiltiire edilen PWM ile uyarilmis ve uyarilmamig CD5+ ve
CD19+ B lenfositlerdeki CD25 ifadesi ile IL-10 sentezinin tek basma kiiltiire
edilenlere gore daha yiiksek oldugu tespit edilmistir. Ko-kiiltiirdeki uyarilmis B
lenfositlerde CD25 ifadesinin 24. saatte (% 6,3) uyarilmamislarda ise 72. saatte (%
3,3) ve 1M:1B’de, CD5+B lenfositlerden sentezlenen IL-10 diizeyinin uyarilmis
kiiltiirlerde 72. saatte (% 1,1) uyarilmamis kiiltiirlerde de 72. saatte (% 0,8) ve
IM:1B’de, CD19+B lenfositlerden sentezlenen IL-10 diizeyinin ise uyarilmis
kiiltiirlerde 48. saatte (% 5,6) uyarilmamis kiiltiirlerde ise 24.saate (% 14.,5) ve
2M:1B’de en yiiksek oldugu goriilmiistiir.

PWM ile uyarilan ve uyarilmayan B lenfositlerin MKH’lerle kiiltiirti
sonucunda XTT testi degerlendirmesine gore MKH ve B lenfositlerin beraber kiiltiire
edildigi oranlardaki proliferasyon yanitinin, bu hiicrelerin tek basina yapilan
kiiltiirlerindeki proliferasyon yanitlarina gore daha yliksek oldugu, ko-kiiltiirde MKH
oran1 arttikca proliferasyon yanitinin arttigi, B lenfosit oran1 arttikga da

proliferasyonun baskilandigi goriilmiistiir.
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TARTISMA

Calisma sonucunda uyarilmis ve uyarilmamis MKH’lerde CD105, CD90 ile
HLA-DR ifadesinin yiiksek oldugu ve MKH’lerden IDO’un sentezlendigi
goriilmiistiir. Bir¢ok literatiirde MKH’ler i¢in immiinfenotip analiz yapilirken genel
olarak CD105+, CD90+, CD34-, CD45-, HLA-DR- tamimlama panelleri
kullanilmistir (27, 29, 33, 34, 37, 46,100, 101, ,102,103). Calismada literatiirlerle
uyumlu olarak CD105+, CD90+, CD34-, CD45- bulunmustur. Ancak hem uyarilmis
hem de uyarilmamis MKH’lerde, literatiirlerden farkli olarak HLA-DR+
bulunmustur. Dominici ve arkadaslari, MKH’lerin IFN-y varliginda diisiik diizeyde
HLA-DR ifade ettiklerini belirtmislerdir (104). Le Blanc ve arkadaslari, yaptiklar
calismada kemik, kikirdak ve adipositlere farklilasmis ve farklilasmamig MKH’lerin,
immiinfenotip analiz sonucunda HLA smif I ifade ettiklerini, HLA sif II ifade
etmediklerini, IFN-y varliginda ise 48. saatte % 90’1n iizerinde HLA sinif II ifade
ettiklerini gostermislerdir (105). Ancak in vitro olarak yaptiklar1 ¢alismalarda HLA
uyumsuz kisilerde MKH’lerin transplantasyonlar1 destekledigini belirtmislerdir.
Chan ve arkadaslari, MKH’lerin HLA simif II ifadesi ile makrofaj ve Tc’lerini
desteklediklerini, makrofajlar kadar olmasa da antijen sunan hiicre 6zelliklerinin
oldugunu ve bu o6zelliklerinin IFN-y varliginda olustugunu belirtmislerdir. Yaptiklar
caligmada iki farkli antijen varliginda MKH’lerin antijen sunan hiicre ozelligi
kazandiklarini ve bunun da IFN-y varliginda gergeklestigini gostermislerdir. Ayrica
bu caligsma ile MKH’lerin diisiik diizeyde IFN-y ile (10 U/ml) uyarildiginda HLA-DR
ifadesinin olustugunu, yiiksek diizeyde IFN-y ile (100 U/ml) uyarildiginda ise HLA-
DR ifadesinin azaldigini tespit etmislerdir (106). Yaptigim caligma sonucunda ise
IFN-y ile uyarilmis ve uyarilmamis MKH’lerde HLA-DR ifadesinin % 90’
tizerinde oldugu goriilmiistir. Bunun belki de kiiltiir ortamindaki FCS’den
kaynaklandigini diistinmekteyim (107)

MKH’lerin dogal ve edinsel immiiniteyi olusturan hiicreler {izerinde
diizenleyici veya baskilayici tarzda etkilerinin oldugu, bu etkilerini direkt hiicreler
arasinda kurulan fiziksel temas yaninda sentezledikleri ¢6ziiniir faktorler araciligiyla
da gergeklestirdikleri tespit edilmistir. Literatiirlerde MKH’lerin immiin baskilayici
etkisini saglayan ¢oziinebilir faktdrlerden birinin de bu hiicrelerden sentezlenen IDO

oldugu belirtilmistir (25, 34, 35, 45, 46, 52, 102). Bu literatiirlerde, MKH’lerin
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sentezledigi IDO’nun, hiicreleri apoptozdan koruyarak hiicre ¢ogalmasinda gerekli
olan triptofan sentezini azalttigi ve hiicreler tlizerinde anti-proliferatif etkiye neden
oldugu belirtilmigtir. Krampera ve arkadaslari, IFN-y varliginda uyarilan MKH’lerin
IDO sentezleyerek B hiicrelerinin proliferasyonunu baskiladigint gostermislerdir
(49). Calisma sonucunda literatiirden farkli olarak IDO’nun sadece IFN-y ile
uyarilmis MKH’lerden degil uyarilmamigs MKH’lerden de sentezlendigi ve bu oranin
% 90’1mn iizerinde oldugu goriilmiistiir. Traggiai ve arkadaslari, MKH’lerin IDO
sentezleyerek B hiicrelerinin proliferasyonunu ve Ig sentezleyen hiicrelere
doniismesini uyardiklarint gostermislerdir (108). Calisma sonucunda MKH’lerle
kiiltiire edilen B lenfosit ko-kiiltlirlinde, MKH orani arttik¢a proliferasyonun arttigi,
MKH oran1 azalip B lenfosit orani arttik¢a proliferasyonun baskilandigi goriilmiistiir.

Corcione ve arkadaslari, yapmis olduklar1 calismada MKH ve B lenfositleri
kiiltiire ederken ayni kuyucuk igerisinde ve kuyucugu 0,5um’lik delikleri bulunan bir
membranla bolerek membranin iki yaninda kiiltiire etmislerdir. Ancak ayni1 kuyucuk
icerisine ekilen MKH-B lenfosit ko-kiiltiiriindeki, B lenfositlerin proliferasyonunun
daha cok baskilandigin1i ve en fazla baskilanmanin IM:1B oraninda oldugunu
bulmuslardir. Dolayisiyla MKH’lerin B lenfositler tizerindeki etkisinde MKH’lerden
salgilanan ¢Oziiniir faktdrlerin yaninda hiicrelerin birbiriyle direkt fiziksel temasta
bulunmasinin da gerekli oldugunu belirtmislerdir (98). Le Blanc ve arkadaslari, B
lenfositlerinin rol oynadigi otoimmiin hastaliklarda kullanilma potansiyeli olan
MKH’lerin dozunun 1yi ayarlanmas1 gerektigini, yiiksek doz kullaniminin tehlikeli
olabilecegini, ¢cok diisiik dozun da B lenfositleri aktive ettigini ve bu konuyla ilgili in
vivo verilerin de ¢ok az oldugunu belirtilmislerdir (34).

Bu bilgilerden yararlanarak yapmis oldugum calismada MKH’lerin ve B
lenfositlerin birbirleri tizerindeki proliferasyon etkilerini incelemek i¢in her iki hiicre
grubunu belli oranlarda hiicre-hiicre etkilesimini saglamak amaciyla membran
olmadan ayni1 kuyucuklarda kiiltiire ettim. MKH’lerle birlikte kiiltiire edilen
uyarilmig ve uyarilmamis B lenfosit kiiltiirlerinde; MKH ve B lenfositlerin beraber
kiltiire edildigi oranlardaki proliferasyon yanitinin, bu hiicrelerin tek basina yapilan
kiltiirlerindeki proliferasyon yanitlarina gore daha yiiksek oldugu, ko-kiiltirde MKH
orani arttik¢a proliferasyon yanitinin arttigi, B lenfosit orani arttik¢a da proliferasyon

yamtmin baskilandign  goriilmiistiir. Ornegin  MKH-B lenfosit ko-kiiltiiriinde
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uyarilmamis B lenfositlerde 24. saatte 1M-1B oranindaki proliferasyon degeri %255
iken B lenfositlerin sayica fazla oldugu 1M-2B oranindaki proliferasyon degeri
%114’e diismekte, MKH’lerin sayica fazla oldugu 2M-1B oraninda % proliferasyon
degeri 234’e ¢ikmakta ve tekrar B lenfositlerin sayica arttigi 2M-2B oraninda ise %
proliferasyon degeri 211°e diismektedir. Ayni durum uyarilmig B lenfositlerde de
goriilmiistiir. Ancak XTT testi sonucunda proliferasyon yanitinin hangi hiicreye ait
oldugunu belirlemek i¢in baska bir yontem kullanilmasi ve deneysel olarak meydana
getirilmis olan Thl kutuplagsmasi goriilen hayvan calismalarinda da bu sonucun
degerlendirilmesi gerekmektedir

Bu caligmada tek basima kiiltiire edilen uyarilmis ve uyarilmamis CD19+ B
lenfositlerde % 3,4 - 9,4 oraninda CD1d, % 0,4 - 1,5 oraninda CD5 ve %1,1 - 2,6
oraninda CD25 pozitifligi saptanmis olup CD5+ ve CD19+ B lenfositlerden farkli
zaman araliklarinda sirastyla % 0,2 - 0,5 ve % 1 - 4,5 oranlarinda IL-10 sentezlendigi
gorilmistir.

Mikael Brisslert, CD25+B lenfositlerin regiilator B lenfosit olmadigini, hafiza
B lenfosit alt grubu oldugunu, IgG, IgM, IgA sentezlediklerini, CD27, CD80, diisiik
diizeyde HLA smif II ve CD122 ile CD132 (IL-2 reseptorleri) ifade ettiklerini
belirtmistir (109). HLA smif II’nin diisiik diizeyde olmasina ragmen yiiksek diizeyde
ko-stimiilator molekiil ifade etmelerinden dolaytr T lenfositlere antijen sunum
kapasitelerinin CD25— B lenfositlerden daha yiiksek oldugunu bunun da romatoid
artrit (RA), sistemik lupus eritematozus (SLE) gibi B lenfositlerinin rol oynadigi
hastaliklarda onemli olabilecegini belirtmistir. Sylvie Amu, CD25+ B lenfositleri
saglikli bireylerde, RA’l1 hastalarda, SLE hastalarinda ve farelerde incelemis; genel
olarak bu hiicrelerin olgun B lenfosit fenotipine sahip olduklarini ancak antijen
sunma yeteneklerinin olgun B lenfositlerden daha iyi, immiinoglobulin (Ig)
sentezlerinin ise daha az oldugunu belirtmistir (110). Saglikli bireylerde ve RA’li
hastalarda, CD25+ B lenfositlerde CD25- B lenfositlere gore IgG, IgA sentezi ile
CD80 ifadesinin yiiksek, IgD ve IgM sentezinin diisiik oldugu; SLE’li hastalarda Ig
acisindan fark olmadigi CD80 ifadesinin CD25+B lenfositlerde daha yiiksek
oldugunu belirtmistir. Farelerde ise CD25+ ve CD25- B lenfositlerin fenotiplerinin
cok farkli olduklarini belirtmistir. Bu veriler CD25+B lenfositlerinin sadece

bagisiklik sisteminin fizyolojisinde degil ayn1 zamanda otoimmiinite patogenezinde
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de rol oynadigini diisiindiirmektedir. Amu ve arkadaslarinin, yaptiklart bir calismada
CD25+B lenfositlerin, RA ve SLE hastalarinda saglikli bireylere gore daha aktif ve
olgun bir fenotipe sahip oldugu, CD122 ve CD132’nin anlamli olarak daha yiiksek
oldugunu tespit etmislerdir. Dolayisiyla CD25+ B lenfosit populasyonundaki IL-2’ye
artan duyarliligin hastaligin ilerlemesini etkileyebilecegini belirtmiglerdir (111).
Yaptigim calismada MKH’lerle birlikte kiiltiire edilen uyarilmis ve uyarilmamis
CD19+B lenfositlerdeki CD25 oraninda bir degisiklik olup olmayacaginm
degerlendirmek i¢in Oncelikle tek basina kiiltiire edilen uyarilmis ve uyarilmamis
CD19+B lenfositlerdeki CD25 oranina bakildiktan sonra bu hiicrelerde sirasiyla
%1,1 - 2,6 oraninda CD25 pozitifligi bulunmustur.

Gary-Gouy ve arkadaglari, CD5+B lenfositlerin peritonal boslukta bulunan
B1 lenfositlerden koken aldigini ve tiim B lenfositlerin % 10’unu olusturdugunu,
daha c¢ok dogal immiiniteden sorumlu olup IgM sentezlediklerini belirtmislerdir.
CD5+B lenfositler ile IL-10 iiretimi arasinda dogrudan bir iliski oldugunu, insan
periferal kaninda CDS5+B lenfositlerin CD5-B lenfositlerden daha fazla 1L-10
urettiklerini  dolayisiyla CD5+ B lenfositlerin IL-10 {iretimini uyararak B
lenfositlerin hayatta kalmalarin1 desteklediklerini belirtmislerdir. (112) Lee ve
arkadaslari, CD5+ B lenfositleri; CD19 (yiiksek) ve CD19 (diisiik) olanlar seklinde
siiflandirmiglar ve her iki grubun da IL-10 sentezledigini tespit etmislerdir. Ancak
CD5+ CD19 (yiiksek) B lenfositlerin IL-10 tiretiminin daha fazla oldugunu, CD5+B
lenfositlerin IL-10 iretimi icin CD19 B lenfositlerin gerekli oldugunu bunun da
immiinolojik olarak 6nemli olabilecegini belirtmisler ve bu konuyla ilgili daha fazla
caligmalar yapilmasi1 gerektigini Onermislerdir (113). Calismamda literatiirlerle
uyumlu olarak tek basina kiiltiire edilen uyarilmis ve uyarilmamigs CD19+B
lenfositlerde % 0,4 - 1,5 oraninda CDS5 pozitifligi saptanmig olup CD5+B
lenfositlerden farkli zaman araliklarinda sirasiyla % 0,2 - 0,5 oranlarinda IL-10
sentezlendigi, CD19+B lenfositlerden ise % 1 - 4,5 oranlarinda 1L-10 sentezlendigi
goriilmiistiir. Daha sonradan MKH’lerle kiiltiire edilen uyarilmig ve uyarilmamis B
lenfositlerdeki CDS5+ ve CD19+B lenfositlerden sentezlenen IL-10 oraninda
degisiklik olup olmadig1 degerlendirilmistir.

Bouaziz ve arkadaglari, kollajen ile uyarilmis artrit, kolit, kontakt

hipersensitivite ve tiimor bagisikliginda (5), Blair ve arkadaslari; SLE’de (97), Mauri
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ve arkadaslart (96), parazit enfeksiyonu sonrasinda ve kemik iligi
transplantasyonundan sonra IL-10 {ireten B hiicrelerin immiin diizenlenmede 6nemli
rollerinin oldugunu gostermislerdir.

Sun ve arkadaslari, 14 nefrit ve 15 SLE’li hastada MKH kullaniminin olumlu
sonug verdigini bildirmislerdir (114). Tyndall ve arkadasi, MKH’lerin in vitro kolay
elde edilmesi ve c¢ogaltilmasindan dolay: klinik kullanimda yararli olabileceklerini
ancak in vitro olarak iyi lretim kosullarmin saglanmasi, MKH’lerin kaynaginin
(kemik iligi, yag doku vb.) ve allojenik veya otolog kullaniminin optimize edilmesi
gerektigini belirtmiglerdir. Ayrica MKH’lerin kiiltiir ortamima katilan biiyiime
faktorlerinin bu hiicrelerde HLA sinif II ifade etmelerine neden olabileceklerini ve
dolayisiyla otoimmiin hastaliklarda kullaniminin ¢ok giivenlikli olmayacagini da
belirtmislerdir (115). Scherer ve arkadaslar1 GVHH’da, crohn hastalifinda ve nakil
hastalarinda MKH kullanimin umut verici sonuglarina ragmen bu hiicrelerin farkli
dokulardan elde edilmesi, kiiltiir ortamindaki ve in vivo uygulamalarindaki
farkliliklardan dolay1 otoimmiin hastalik modellerinde kullanimlarinin daha az tutarl
oldugunu belirtmislerdir (116). Schurgers ve arkadaslari, MKH’lerin in vitro olarak
T hiicre ¢cogalmasini baskiladigini ancak artritli hastalarda in vivo olarak T hiicre
aktivitesine etkilerinin olmadigmi, hastalik seyrinin koétilestigini ve bunun da
allojenik MKH’lerin kullanimindan kaynaklanabilecegini sdylemislerdir. in vitro ve
in vivo arasindaki bu tliir uyumsuzluklardan dolayr insanlarda otoimmiin
hastaliklarinda MKH kullanimina dair daha fazla arasgtirma yapilmasi gerektigini
belirtmislerdir (117). MKH’lerin immiin sistem hiicrelerinden T hiicreler iizerine
olan etkileriyle ilgili cok sayida caligmalar yapilmis olmasina ragmen B hiicreleriyle
ilgili calisma sayis1 olduk¢a azdir. Yapilan ¢alismalarda genellikle MKH’lerin, B
hiicrelerinin migrasyon, ¢ogalma ve Ig sentezini etkileyerek bu hiicreler lizerinde
diizenleyici rol oynadiklar1 gosterilmistir. (34, 35, 39, 41, 46, 52, 53, 98, 99). Bu
bilgilerden hareket ederek RA ve SLE patogenezinde rol oynayan B lenfositlerin
immiin diizenleyici rollerinin MKH’ler tarafindan nasil etkilenebilecegi sorusu akla
gelmis ve bu calismada her iki hiicre grubu birlikte kiiltiire edilerek
immiinfenotiplerinde meydana gelen degisiklikler Sl¢tilmiistir. MKH’lerle birlikte
kiltiire edilen uyarilmis ve uyarilmamis B lenfosit kiiltiirlerinde CD5+ ve CD19+B

lenfositlerde CD25 ifadesi ile IL-10 diizeyinin, tek basina kiiltiire edilen uyarilmis ve
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uyartlmamis B lenfositlere gore daha yiiksek oldugu goriilmiistir. CD19+B
lenfositlerde CD25 ifadesinin % 6,3 oraninda ve bunun da 1M:1B’de, CD5+ B
lenfositlerden sentezlenen IL-10 diizeyinin % 1,1 oraninda ve bunun da 1M:1B’de,
CD19+ B lenfositlerden sentezlenen IL-10 diizeyinin ise % 14,5 oraninda ve bunun
da 2M:1B’de en yiiksek oldugu goriilmiistiir.

Le Blanc ve arkadaslari, MKH ve B lenfositleri kiiltiire ettikten sonra CD25
ifadesinde artis bulamamaislar ve bunun da alloreaktif T hiicrelerinin inaktif durumda
kalmalarina yol actifimi belirtmislerdir. Calismamda bu bulguya zit olarak
MKH’lerle kiiltiire edilen B lenfositlerde CD25 ifadesinin arttigi bulunmustur (118).
Le Blanc ve arkadaglari (34) ile Corcione ve arkadaslart (98), MKH’lerin B
lenfositlerdeki IL-10’u baskilmadigini belirtmislerdir. Bu g¢alismada literatiirlerle
uygun olarak MKH’lerin B lenfositlerdeki IL-10 salgisin1 baskilamadigi aksine
arttirdig gorillmiistiir.
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SONUC ve ONERILER

Bu calismada yapilan diger c¢alismalardan farkli olarak MKH’lerin, B
lenfositlerdeki CD25 ifadesine ve IL-10 sentezine olan etkileri arastirilmistir. Bu
konu ozellikle MKH’lerin otoimmiin hastaliklarda kullanimimin giivenli olup
olmadig1 konusunun hala belirsiz olmasi nedeniyle 6nem tasimaktadir. Yapilan bu
calisma, in vitro kosullarda MKH’lerin ve B lenfositlerin etkilesimleri sonucunda
ortaya ¢ikan immiinfenotiplerin, bu hiicrelerin oranlarina ve etkilesim siirelerine
bagli oldugunu gostermistir. Dolayisiyla MKH’lerin in vivo kullaniminda bu
parametrelerin g6z Oniinde bulundurulmasi gerekmektedir. Diger taraftan hayvan
deneyleri yaparak in vitro sonuglar in vivo sonuglarla karsilastiriimalidir. Bu
konularla 1ilgili literatiir bilgileri az oldugundan ¢alismanin sonuglarini
degerlendirmek i¢cin  yaptifim deney sayisimin  arttirilmasit  gerektigini
diisinmekteyim. Boylelikle B lenfositlerin rol oynadigi otoimmiin hastaliklarda
MKH’lerin kullanimi1 konusunu arastiran diger calismalara 1sik tutacak degerli

bulgular elde edilecektir.
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