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1.GIRIS

Toll benzeri reseptérler (TLR) dogal immin sistemde, patern
taniyan reseptorler (PRR) olarak gbérev yapan bir reseptér ailesidir. Bu
reseptdrler, monosit, makrofaj, nétrofiller, dentritik hicreler, endotel
hiicreleri gibi pek cok hiicrede ifadelenmektedirler.! Bu reseptérler patojen
ile iligkili molekuler yapilari (PAMP) tanir ve bir dizi hicre i¢i sinyal

basamag! olusturarak immiin sistemi aktive ederler. 2%4°

insanlarda TLR ailesinin 10 adet aktif (yesi (TLR1-TLR10)
farelerde ise 13 Uyesi tanimlanmigtir. TLR’ler hiicrede bulunduklari yere
gore siniflandirilabilir. TLR-3, TLR-7, TLR-8 ve TLR-9 hiicre icerisindeki
endozomlarda ifadelenirken (ekspresse olurken), TLR-1, TLR-2, TLR-4,
TLR-5 ve TLR-6 genellikle hiicre yiizeyinde ifadelenirler. ®’

Hucre igerisindeki TLR’ler genellikle viris kaynakh nukleik asitleri
tanirlar. Ornegin TLR-3 virlis kaynakli (ds)RNA ve RNA'nin sentetik bir
anologu olan Poly (I:C) molekalind tanir. Hicre ylzeyinde bulunan
TLR’ler ise lipopolisakkarit (TLR-2 ve TLR4), lipoprotein, peptidoglikan
(TLR-1, TLR-2, TLR-6), flagella (TLR-5) gibi pek ¢cok mikrobiyal yapiyi

tanirlar.?

Kok hdcreleri, kendini yenileme 06zelligine sahip, 06zellesmis
hicrelere farklilagsabilen, vlcut icinde veya laboratuvar ortaminda uygun
sartlar saglandiginda birgok farkl hicre tipine dénltsebilen farklilasmamig
hicrelerdir. 1970’lerde Friedenstein ve arkadaslarinin  tanimladigi
mezenkimal kdk hlcreler daha ¢ok kemik iliginde bulunsa da, periferal
kan, adipoz doku, deri dokusu, Kemik trabekller dokusu, kordon kani,
plasenta, Wharton jeli, amnion mayi, snovyal membran, karaciger ve

disten de elde edilebilmektedir. * 1°



Kemik iligi 6ncU huUcrelerinden olan MKH’lerin hematopoezi
destekledigi bilinmekte fakat bu hucrelerin dogal immanite ve inflamasyon
ile ilgisi hentz kanittanamamistir. Bu iliskinin agiklanabilmesi i¢in kdk
hicrelerin reseptorleri, farklilagsma mekanizmalar 6zellikle MKH’lerin ifade
ettigi Toll Benzeri Reseptdrler arastirmacilarin ilgisini gekmektedir. "'°
Ayrica kok hlcrelerde ifadelenen TLR’lerin bu hucrelerin farlilagsmasinda

énemli rol oynadigi diistintilmektedir."

Calismamizin amaci difteri toksini ve Stafilokokal Enterotoksin B’nin
insan kemik iligi mezenkimal kék hicreleri canliligina etkisini arastirmak
ve bu toksinlerin hicrelerdeki TLR ifadelenmesine herhangi bir etkisi olup
olmadigini, 6zgul antikorlar kullanarak akis sitometrisi ydntemi ile
incelemektir.



2. GENEL BILGILER
2. a. Dogal immiinite

immdinite, vicudun hastaliklara kargi gdsterdigi direng olarak
tanimlanir. Enfeksiyonlara karsi savunmayi saglayan hicreler, dokular ve
molekdllerin toplamina immidn sistem adi verilir, bu hdcrelerin ve
molekulllerin enfeksiyona yol acan mikroplara karsi dizenli olarak

verdikleri tepkiye de immiin yanit denir.'®'?

Konak savunma mekanizmasi, enfeksiyonlara karsi ilk koruyucu
engeli olusturan ‘dogal immdnite’ ve sonrasinda daha yavas olarak
devreye giren ancak enfeksiyonlara karsi daha etkili savunma saglayan
‘edinsel (adaptif) immadniteyi’ kapsar. Dogal immunite (dogustan immunite)
terimi, mikroplarin girigini engelleyen ve konak dokulara girmeyi basaran
mikroplari yok eden konak savunmasinin saglikli bireylerde her zaman
bulundugunu belirtir. Edinsel immanite ( adaptif, 6zgul veya kazaniimis
immunite ) dokulari istila eden mikroplarla harekete gecen bir tip savunma

mekanizmasidir, bu nedenle istilaci mikroplara gore uyariimaktadir.
12,13,14,15

Dogal bagisikligin yapitaglari, konak hlcrede bulunmayan, buna
karsin farkli mikroorganizmalar Uzerinde ortak olarak bulunan yapilari
tanirlar. Dogal bagisikligin tim yapi taglar ¢ok cesitli bakteri, viris veya
mantarlari tanima ézelligine sahiptirler. Ornegin fagositik hiicreler, birgok
bakteri hicresinin ortak olarak sahip oldugu ancak memeli hlcrelerinde
bulunmayan bakteri lipopolisakkaritleri (LPS veya endotoksin) igin
reseptorler tagirlar. Fagositik hicreler, memeli hicrelerinin sahip olmadigi
ancak birgok virlste gorulen cift zincirli RNA vyapisini; ayrica yine
memelilerin DNA’sinda gorilmeyen ancak bakteri DNA’sinin yapisinda yer

alan metillenmemis CpG nikleotidlerini tanirlar. >'®"



Dogal bagisikhdin hedefi olan mikrobiyal molekuillere, ayni tip
mikroorganizmalar Uzerinde bulunmalari nedeni ile ‘molekller o6rgiler’

(pattern) adi verilir.

Gram pozitif ve Gram negatif bakteriler, virlsler ve funguslar
‘patojen ile iligkili molekiler érguler’ (PAMP) olarak adlandinlan 6zgin,
oldukga korunmus (sabit) hlicre duvari molekillerine veya nukleik asit

dizilerine sahiptir.

Mikroorganizmadaki PAMP’ler basta antijen sunan hcreler olmak
Uzere dogal immudn sistem igerisinde yer alan hulcrelerin ylzeyinde
bulunan ‘patern taniyan reseptdérler’ (pattern recognition receptors [PRRs])
olarak adlandirilan reseptorler tarafindan taninir ve bu reseptorlere

baglanlr 2,3,5,4,18,19

Mikroorganizmalarin PAMP’leri dogal immun sistem hdcrelerindeki
PRR’ler tarafindan tanindiginda dogal immun sistem cevabi gelisir.
PRR’ler yapisal olarak farkh proteinlerdir ve birkac reseptdr ailesini

olustururlar. 2°

Bu reseptorler G¢ gruba ayrilmaktadir
1-Endositik
2-Sekrete edilen

3-Sinyal ileten %

2. b. Toll Benzeri Reseptorler

Toll Benzeri Reseptdr (TLR) ailesi sinyal ileten reseptdér grubudur.
TLR’ler, PAMP’ler ile baglandiginda, TLR’lerin intrasitoplazmik domaini
araciligi ile bir dizi sinyal iletim yolagi aktive olur. Bunun sonucu olarak

antimikrobiyal protein ve inflamatuvar sitokinler sentezlenir. Dendritik



hucrelerin maturasyonu ve antijen sunum kapasitesindeki artigla da dogal

immiin sistem adaptif immin sistemi uyarir. #2122

ilk kez Drosophila tiiriinde, embriyonal gelisim basamaklarinda rol
aldigi bilinen bir reseptdr olarak tanimlanan ve daha sonra mutant olan
sineklerde fungal enfeksiyonlara yatkinlik olusturdugu fark edilerek,
immin sistem cevabinda fonksiyonu oldugu dusdntlen reseptére ‘toll’

adi verilmigtir.

Ancak 1997 yilinda insan homologu tariflenmis ve sasirtici bir

sekilde dogal immiin sistemin parcasi oldugu gérilmistar. 8162324

Bir grup PRR olan ve patojen taninmasinda, inflamatuvar ve immun
sistem cevabinin baglatilmasinda oldukga 6nemli bir role sahip olan
TLR’ler karakteristik olarak ekstraseluler I6sinden zengin tekrar bdlgeleri
(LRR) ve intraselller toll/interldkin (IL)-1 reseptdr (TIR) domainden olugur.
Bazi TLR’ler hlcre yuUzeyinde ifade olunurken, bazilari da endositik

veziklllerin memranlarinda ya da intraselller organellerin ylzeyinde ifade

olurlar. 6:22:23.25.26.27
M-terminal
<= LRR - |dsince zengin bolge
Hiicre g1
| |
Hiicre igi
TIR (Toll/IL-1) reseptdr bolge
<=
C-terminal

Sekil 1: insan Toll Benzeri Reseptdrinin Yapisi



GUndmizde, memelilerde 13 tane TLR (insanlarda ifadelenen 10
adet) tanimlanmistir. Her bir TLR’niin ligand 6zgulliga farkhdir. 1lk
tanimlanan TLR-1 olmasina ragmen, bu reseptérlerden insanda en ¢ok

arastirilan ve fonksiyonu aydinlatilan TLR-4 olmusgtur. 24

2.b.1.a. TLR-1, TLR-2 ve TLR-6

TLR-2, farkli mikroorganizmalardaki ¢ok sayida bilegkeni
tanimaktadir. Cesitli patojenlerin lipoproteinlerini, lipopeptitlerini, Gram
pozitif bakterilerde bulunan peptidoglikan (PGN) ve lipoteikoik asit (LTA),
mikobakterideki lipoarabinomannan (LAM), Trypanosoma cruzide
glikosilfosfotidillinositol (GPI anchor), maya hlcre duvarindan zimosan,
Staphylococcus epidermidis’de modulin, Treponema maltophilum’da
glikolipitleri tanimaktadir. Ayrica son yapilan arastirmalarda TLR-2‘nin
Leptospira interrogans ve  Helicobacter pyroli gibi non-enterik
bakterilerdeki lipopolisakkariti (LPS) tanidigi rapor edilmistir. Bu
bakterilerde bulunan LPS Gram negatif bakterilerde bulunan ve TLR-4
tarafindan taninan tipik LPS‘den yapisal olarak farklidir. Bu LPS’nin lipit A

bileskenindeki agil zincirleri sayisi farklidir, 2126:28:29.:30

2.b. 1. b. TLR-2 ‘nin TLR-1 ve TLR-6 ile isbirligi

TLR-2'nin bu kadar ¢ok mikrobiyal yapiyr tanimasi ile ilgili gesitli
gorugler vardir. TLR-2 ile ilgili bir goris sdyle demektedir. TLR-2 ‘nin
ligantlarini tanimasi TLR ailesinin diger Uyelerinden TLR-1 ve TLR-6 ile

heterofilik dimerler olusturmasiyla gerceklesmektedir. '

TLR-6'nin rol0 RAW264.7 makrofaj hucre kdltirinde yapilan
calismalar ile ortaya cikariimistir. Peptidoglikan ve S.aureus tarafindan

salgilanan modulin RAW264.7 makrofaj kdltrinde TNF-a salinimini

6



uyarmaktadir. Fakat bu salinim, dominant negatif TLR-6 olan RAW264.7
makrofaj klltiriinde baskilanmaktadir.

TLR-6 geni baskilanmis farelerdeki calismalar gdOstermigtir ki
mikrobiyal lipopeptitlerin taninmasinda TLR-2 ve TLR-6 fonksiyonel olarak
is birligi yapmaktadir.

TLR-6 geni baskilanmis farelerin makrofajlarinda, mycoplasmadan
kaynakl diagcil lipopeptitlerden dolayr meydana gelmesi gereken sitokinler
uretilememektedir. Oysaki bu hiicreler Gram negatif bakterilerin triagil
lipopeptitlerinden dolayr kaynaklanan inflamasyon sitokinlerini normal
olarak Uretmektedirler. Karsit olarak TLR-1 geni baskilanmig farelerin
makrofajlarinda mycoplasmanin diagil lipopeptitlerinde dolayr meydana
gelmesi gereken inflamasyon sitokinleri Uretilmis fakat triagil lipopeptitten
kaynaklanan enfeksiyonda normal olarak meydana gelmesi gereken
cevap gerceklesmemigti. TLR-2  geni  baskilanmig  farelerin
makrofajlarinda ise bu iki lipopeptide karsl higbir yanit meydana

gelmemistir.

Bu sonug gostermektedir ki TLR-1 ve TLR-6 diagil ve triagil

lipopeptitlerin ayirimi igin fonksiyonel olarak TLR-2 ile iligkilidir. 83213132

TLR-2 ile ilgili bagka bir géruste sdyledir. Bu ikinci gérus TLR-2'nin
fungal komponentleri tanimasi ile ilgilidir. Bu modelde TLR-2, dektin-1,
a lektin ailesi reseptorleri ile fonksiyonel olarak is birligi yapmakta ve
fungal hiicre duvari komponenti olan B-glukan’i tanimaktadir.

Bdylece TLR-2'nin bu kadar ¢ok g¢esit mikrobiyal yapiy! tanimasinin,

farkll proteinler ile is birli§i yapmasindan kaynaklandigi gésterilmistir.®'



2.b.2.a. TLR-3

Cift iplikli (ds ) RNA, tek iplikli (ss) RNA, DNA gibi virls nileik asitleri
pek ¢cok PRR tarafindan taninmaktadir. Bu viral nikleik asitlerin PRR'ler
tarafindan taninmasindan sonra hdcre igerisinde bir dizi sinyal iletim
sistemi aktif hale gelerek, iclerinde IFNa, IFNB, IFNw, IFNg, IFNk gibi Tip |
interferon iceren pek cok sitokin sentezlenmektedir. Ayrica bu uyarim
sonunda IL-6, TNFa, L-12 gibi inflamatuvar sitokinler de
sentezlenmektedir. Ozellikle Tip | interferon virlislerin elimine ediimesinde

dnemli bir rol oynamaktadir. 3334

Virlslerin taninmasi ile ilgili olarak en iyi karakterize edilmis PRR

ailesi Toll Benzeri Reseptor ailesidir.

2.b.2.b. Virlslerin TLR 3 Araciligi ile Taninmasi

(ds)RNA’nin TLR-3 aracihdi ile tanindigini gdsteren calismalar
TLR-3 olamayan fareler Uzerinde yapilan ¢alismalar ile kanitlanmistir.
Yapilan bu caligmalar TLR-3 eksik farelerde, viristen kaynakh (ds) RNA
ve (ds) RNA'nin bir sentetik anologu olan PolylC’den dolayr meydana
gelmesi gereken tip | interferon ve inflamatuvar sitokinlerinin Gretiminde

diisiis oldugu gdsterilmistir, 33:3°:36:37.38

Ayrica TLR-3’0n solunum sinsityal viris (RSV), ansefalomiyokardit
viris (EMCV) ve Bati Nil Virisi (WNV) gibi (ss)RNA virGslerinin
replikasyonlari sirasinda meydana gelen (ds) RNA molekullerini tanimakla
iligkili oldugu soéylenmektedir. Son c¢alismalar sonucunda TLR-3’'un
(si)RNA‘nin  (small interfering RNA) taninmasinda da iligkili oldugu

gOsterilmistir,'321:33:39

TLR-3 konvensiyonel dentritik hdcreler (cDCs), makrofajlar gibi
immun hicrelerde ifadelenmelerinin yani sira fibroblastlar, epitel hicreleri

gibi non-immun hdcrelerde de ifade olurlar.



Yapilan son c¢aligmalardan birinde gdsterilmigtir ki TLR-3 santral
sinir sisteminde de bulunmaktadir. Santral sinir sistemindeki glial
hucrelerinde yiksek miktarda TLR-3 ifade edilmektedir. TLR-3‘Un santral
sinir  sisteminde  bulunmasinin  néral yaralanmalarda ve viral
enfeksiyonlara karsi 6nemli bir rol oynadigi distnidlmektedir. (34) TLR-3
dentritik hicreler, fibroblastlar, epitel hicrelerde intraselller vezikillerde
lokalize olmaktadir. Noéral hicrelerde de TLR-3 intraselller kisimdadir

fakat intraseliller lokalizasyonu kesin olarak bilinmemektedir. 332

2.b.3.a. TLR4

insanda en c¢ok arastirilan ve fonksiyonu aydinlatilan TLR olan
TLR-4 LPS'nin taninmasinda rol almaktadir. TLR-4 Gram negatif
bakterilerin hlcre duvarinda bulunan LPS’nin taninmasinda iglevi olan
esas reseptérdir. Gram negatif hiicre duvarinda bulunan LPS 3 béliimden

meydana gelmistir.?’

Lipit A: Uzun zincirli yag asitlerine tutunmus, fosfor baglari tasiyan
glikozamin disakkarit Gnitelerinden olusmustur. Lipit A'da on dért karbonlu
yag asidi olan B- hidroksimiristik asit daima bulunur. Diger yag asitleri
bakteri tirine gore degigir.

Kor: Polisakkarit yapisinda olup tim gram negatif bakterilere gére
degisiklik gosterir.

Polisakkarit: Lineer trisakkarit, dalli tetrasakkarit ya da pentasakkarit
yapisinda tekararlayan Unitelerden olusur ve kora baglanir. Polisakkaritler
tire o6zgudlrler ve bakterinin 6zgil O antijenini (somatik antijen)
olustururlar.



Tekrarlayan Uniteler

] Polisakkarit

Kor Polisakkariti

Lipid A TP .
Yag Asitleri

Sekil 2: LPS’nin Yapisi

LPS insanlar ve hayvanlar i¢in oldukca toksiktir ve gram negatif
bakterilerin endotoksini olarak isimlendirilir. CUnk( hicre ylzeyine sikica
baglanir ve yalnizca hlicre parcalandiginda acgiga c¢ikar. Endotoksinler
ates, sok ve 6lum tablolarina neden olabilirler.

LPS, Lipit A ve polisakkaritlere ayristiginda toksisitenin timu Lipit A
kismina aittir. Polisakkarit boélim ise bakterinin O antijen olarak

isimlendirilen majér yiizey antijenidir. *°

2 fare tari C3H / Hed ve C57BL/ ScCr’ nin LPS’nin taninmasinda
cok diislik duyarli oldugu bilinmektedir. Iki farkli arastirmaci grubun
calismalari sonucu, bu distk duyarliiga TIr4 genindeki bir mutasyonun
neden oldugu goésterilmigtir. C3H / Hed tlrinde TIr4 genindeki bir nokta
mutasyon sonucunda prolin histidinle yer degistirmis bu degisim de
TLR4’0n intraselller  kisminda  degisiklige  neden  olmustur.
Bu mutasyonun sonucunda dominant negatif alleller meydana gelmis ve
LPS’nin neden oldugu ve TLR-4 araciligi ile meydana gelen sinyal iletimi
baskilanmistir. Diger tir C57BL / ScCr de ise TIr4 geninde meydana gelen
bir mutasyon sonucu (null mutasyon) gen iglevini tamamen

kaybetm istir. 13,21,29,32,41

10



LPS’nin, TLR-4 aracih ile taninmasinda 3 farkl ekstraselller protein
de is gérmektedir. Bu proteinler LPS baglayici protein (LBP), CD14, MD-2
(myeloid differentiation protein 2) proteinleridir. TLR-4 fonksiyonel olarak
hiicre ylzeyinde CD14, MD-2 ve LPS-baglayici proteini igeren bir molekdl
kompleksini olusturmakta ve bu moleklllerden herhangi birisi eksik olan
farelerde LPS’ye karsi gelisen immin cevabinin da eksik oldugu
gbzlenmektedir. Kanda bulunan LPS hemen LBP ile yakalanir. LPS-LPB
kompleksi makrofajlarin ylzeyinde lokalize olmus CD14 molekiline
baglanir. CD14, MD-2 molekill ile kopleks olusturur. MD-2 kompleks
TLR-4‘e baglanir ve TLR-4'U aktive eder. 53242

SITOKINLER

x IxB/NF-xB

~ W IKKs -"*-b-o:?n

I8

Sekil 3 : TLR-4'Un LPS ile Aktive Edilmesi

Bdylece hulcre ici sinyal iletim yollarini aktive edilerek sitozolik
nukleer faktér kB (NF-kB)'nin aktivasyonunu saglanir. Aktive NF-kB

sitoplazmadan niUkleusa giderek sitokinlerin transkripsiyonu baslatan
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bélgelere baglanir, timoér nekrozis faktér-a (TNF-a) ve interlékin-1b (IL-1b)
gibi proenflamatuar sitokinlerin ve IL-10 gibi antienflamatuar sitokinlerin
transkripsiyonunu artinir. TNF-a ve IL-1b adaptif immun cevabi aktive
ederler ancak konakta direkt ve indirekt hasara da neden olurlar
Proenflamatuar sitokinler, nétrofiller ve endotel hicreleri Uzerindeki

adezyon molekdllerinin de ifadelenmesini artirir. 43

2.b.3.b. TLR 4 ‘Gn Diger Ligantlari

TLR-4'Gn  LPS’nin  diginda, birgok molekdll  taniyabildigi
bilinmektedir.

TLR-4, Taxus brevifolia ( pasifik porsugu) tarafindan tretilen Taxol
denilen bir molekill tanimaktadir. Taxol, insanlarda anti-timoral aktiviteye
sahip bir maddedir. Taxol'un anti-mitotik aktivitesi mikrotibdllere
baglanmasi ve onlan stabil hale getirerek mitozu durdurmasi ile
gerceklesmektedir. LPS’nin taninmasinda oldugu gibi Toxol, farelerde
TLR-4 ve MD2 isbirligi ile taninmaktadir. insanlarda bu tanima

gerceklesmez.'®?'

TLR-4 tarafindan taninan diger bir yabanci molekll respiratuar
sinsityal virisin flazyon proteini (F protein)'dir. Flzyon proteininin
taninmasinda CD14‘de is gdrmektedir. TLR-4 tarafindan mutant olan
C3H/Hed ve C57BL /10ScNCr fare tirlerinde respiratuar sinsityal
virslere kars! inflamatuar yanitin diasik oldugu gdsterilmistir. Fare
meme tamor virlst gibi faregillere ait olan bazi virislerden kaynakl
olarak meydana gelen B hicrelerinin aktivasyonunda da TLR-4’un etkili
oldugu soOylenmektedir. Bu sonuglar gostermektedir ki belli bir grup

viriisin taninmasinda TLR-4 is gérmektedir. '*2'

TLR-4 bazi endojen kaynakl ligantlari da tanimaktadir. Ornegin
hem endojen hem de mikrobiyal kaynakli i1si sok protein 60 ve isI sok
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proteini 70’i [ (HSP60) (HSP70) ] TLR-4'Gn tanimasi sonucunda inflama-
tuvar sinyal olusturdugu g0sterilmistir. Isi sok proteinleri cesitli stres
uyarilarina cevap olarak batin canhlarin hicreleri tarafindan Gretilen bir
grup proteindir. Bu proteinler evrimsel sirecte bakterilerden memelilere
kadar korunmus proteinlerdir. Isi sok proteinlerinin, ortak &zellikleri,
hicrelerin ani sicaklik degisiklikleri, anoksi, reaktif oksijen metabolitleri,
glukoz duzeylerinde degisiklik, ultraviyole radyasyon, bakteriyel ve viral
enfeksiyon gibi cesitli stres kosullarina maruz kaldiklari zaman
dretilmeleridir. Is1 sok proteinleri makrofaj ve dentritik hicreleri aktive
ederek proinflamatuvar sitokinlerin ve ko-sitimtlator molekillerin
ifadelenmelerini arttirirlar. Baglangigta bakteri 1si sok proteinlerine karsi

olusan immin cevap, zaman iginde konagin kendisine ybénlenebilir.

immiin sistemi en iyi aktive eden 1si sok proteini HSP60'dir. HSP60
bu aktivitesini TLR-4 araciligi ile gerceklestirmektedir. Yapilan ¢alismalar
sonucu TLR-4 bakimindan eksik olan farelerde 1si sok proteini 60
yUzinden meydana gelmesi gereken inflamasyon stokinlerinin Gretiminin

yetersiz oldugu gdsterilmistir. &'337:%2

TLR-4 Gzerinden sinyal ileten bir baska endojen rtn fibronektinin
ekstra domain A (EDA) Dbdlgesidir. Ayrica hiyalUronik asitteki disuk
molekdler agirlikli oligosakkaritlerin de dentritik hiicreleri TLR-4 araciligi ile
aktive ettigi, heparan sdlfatin polisakkarit fragmentlerinin, dentritik
hicrelerin maturasyonunu TLR-4 araciligi ile uyardigi rapor edilmistir.
Fakat su vurgulanmalidir ki yukarida belirtilen bitin endojen TLR-4
ligantlarinin immin sistem hcrelerini aktive edebilmesi icin ¢cok ylUksek
konsantrasyonlarda olmasi gerekmektedir. DlsiUk konsantrasyonlarda

aktivasyon gerceklesememektedir. '>'>%"
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2.b.4. TLR-5

TLR-5, bakteriyel flajellanin, temel yapisal bir komponenti olan
bakteriyel flajellini tanimaktadir. Flajellin, proteini ‘H antijeni’ olarak

adlandirilir ve bakteri tiiriine gore degisiklik gdsterir. *°

TLR-5 ifade eden hucreler flagellin ile uyarildiktan sonra, hlcre
icerisinde gerceklesen bir dizi reaksiyon sonucu inflamatuvar sitokinlerin

dretimi uyarilr.

TLR-5 epitel hicrelerde, endotel hiicrelerde, makrofaj ve dentritik
hiicrelerde ifade olmaktadir. Intestinal epitel hiicrelerinde basolateral
kisimda ifade olurken apikal kisimda ekspresse olmaz. Ayrica akciger
epitel hdcrelerini,  bakteriyel flagellinin aktive ettigi ve inflamatuvar
sitokinlerin Gretiminin uyarildigi bilinmektedir. Bu bilgiler gbstermektedir ki
TLR-5 mukozal yizeylerde 6nemli bir mikrobiyal komponent taniyicisidir.
TLR-5’in ligant baglanan kisminda meydana gelen bir mutasyonun
Legionella pneumophilanin neden oldugu pndémoni ile iligkili oldugu

gOsterilmistir, 40444

2.b.5. TLR-7veTLR-8

TLR-7 ve TLR-8 yapisal olarak korunmus ve birbirine benzer
proteinlerdir. TLR-7’nin ifadesi plazmasitoid dentritik hticreler ( PDC) ve B
hicreleri ile kisithdir. TLR-8 monositler, miyeloid dentritik hlcreler ve

makrofajlar gibi miyeloid kdkenli hiicrelerde ifade olurlar. 4647

Bu iki reseptér de hemen hemen ayni ligantlari tanimaktadirlar.
TLR-7 eksik farelerde yapilan bazi ¢caligmalar, farelere ait TLR-7’ nin bazi
sentetik  bilegikleri  tanidigini  gb&stermektedir. Bu  Dbilesiklere
imidazoquinoline denilmektedir ve Human papillomavirisinin neden
oldugu genital sigillerin tedavisinde kullaniimaktadir. Ozellikle bir
imidazoquinoline olan R-848, tekrarlayan genital herpes ve hepatit C
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infeksiyonlarinin tedavisinde kullanilan gugli etkiye sahip bir bilegiktir. Bu
kicUk sentetik birlegikler immin sistemde gbérev alan hucrelerin Tip |

interferen (IFN) ve IL-12 salgilamasini uyarmaktadir. 3%*7%

Imiquimod hem insan hem de farede TLR-7'nin dogal ligantidir.
R-848 murinler ve insanlarda TLR-7’yi ayrica insanlarda TLR-8'i aktive

etmektedir.

Guanin anologu olan bir baska sentetik bilesik loxoribini ve pirimidin
anologu olan broprimine hem insan hem de murin de bulunan TLR-7 vyi
aktive etmektedir. Loxoribininin hem antiviral hem de anti-timoral
aktiviteye sahip bir bilesik oldugu mdrinler ile yapilan calismalarda
gbsterilmistir. Bu bilesik NK htcreleri ve B hUcrelerini uyarmakla birlikte
cesitli sitokinlerin Gretimini uyarmaktadir. Broprimine ise oral yolla immun
sistemi aktive etmekte ve IFN-a Uretimini uyarmaktadir ve mesane

kanserinde kullaniimaktadir. 21:3347:49

TLR-7 ve TLR-8in dogal ligantlari olan bu sentetik bilesiklerin
ssRNA ile yapisal olarak benzemeleri TLR -7 ve TLR-8in virtsler ile iligkili
olabilecegini dusindirmis ve bunun Uzerinde pek c¢ok arastirma
yapiimistir. Bu arastirmalar sonucu, ssRNA virlslerinin bu reseptérleri

aktive ettigi gdsterilmistir. 46->°

TLR-7, insan bagisiklik yetmezlik virist (HIV), vesikuler somatitis
virisi (VSV) influenza virist, Newcastle hastalik virisi (NDV) gibi
ssRNA viriislerini ve poly-U RNA’y tanimaktadir.

insanda bulunan TLR-8 ise guanozin / adonozin ve dridin
bakiminda zengin olan ssRNA virUslerinden coxsackie B virlis ve insan

parechovirus 1’i tanimaktadir.?'%

Son yapilan arastirmalara gére siRNA TLR-7 ve TLR-8 tarafindan
taninmaktadir. siRNA Dicer denilen bir RNAse Il enziminin, dsRNA ‘yi
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parcalamasi ile olustugu icin bu iki reseptdérin sadece ssRNA’yl degil
ayrica dsRNA'y1 da tanidigini olasi hale getirmektedir. °’

Yapilan bu galismalar TLR-7 araciligi ile TNFa Gretimi igin guanozin
ve Uridin gerekli oldugu goériimektedir. Ayrica guanozin ve dridin
bakimindan zengin ssRNA’nin TLR-7 ve TLR-8 araciligi ile TNFa ve IL-12

gibi proinflamatuvar sitokinlerin Gretimini uyardigi gésterilmistir. 64952

TLR AKTIVITESI BILESIK YAPI
NH,
mTLR7, hTLR7 Imiquimod = N
| <<
NH,
mTLR7, hTLR7, Resiquimod (R-848) N | N, o
p
hTLR8 g
N
o]
mTLR7, hTLR7 Loxoribine
HO O
hTLR8
HOH
TLR7 Bropirimine 0
N ] Br
N\-Hfu

Sekil 4: TLR-7 ve TLR-8'in Dogal Ligantlari
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2.b.6. TLR-9

TLR-9 ‘0 olamayan fareler Uzerinde yapilan arastirmalara gére CpG
(sitidin —fosfat —guanozin) DNA TLR-9 tarafinda taninmaktadir. Bakteriyel
DNA’larda immin sistemi aktive eden metillenmemis CpG yapilari

bulunmaktadir. Bu yapilara omurgalilarda nadir olarak rastlanmaktadir.
33,48,52

Metillenmemis CpG yapilar igeren sentetik oligodeoksinukleotitler
de (ODN) immdin sistemi uyaran bir baska bilesiklerdir. ODN’ler biyolojik
aktivitelerine gbére 3 gruba ayriimaktadir. A/D-tip ODN’ler, plazmasitoid
dentritik hticreler araciligi ile Tip | IFN sekresyonunu indiklemektedir fakat
B hicrelerini ve IL-12 sekresyonunu uyarma yetenekleri distktar. B/ K tip
ODN’ler B hicrelerini ve IL-12 Gretimini uyarirlar fakat Tipl IFN sekresyon
uyarimi diguktdr. C-tip ODN’ler ise hem Tip | INF sekresyonunu hem de B

hiicre aktivasyonunu saglarlar. %

insanda bulunan TLR-9 sadece hafiza B hiicreleri ve plazmasitoid
dentritik hiicrelerde ifade olmaktadir. Murin TLR-9 ise B ve Plazmasitoid
dentritik hicrelerin yani sira monosit, makrofaj ve dentritik hiicrelerde de
ifade edilmektedir. *’

Plazmasitoid dentritik hicrelerde bulunan TLR-9 reseptorleri
bakteriyel CpG DNA ‘lar tanimasini yani sira viris kaynakli CpG DNA ‘lari
da tanimaktadir. In vivo kosullarda TLR-9 inflamatuvar sitokinlerin ve Tipl
IFN’larin  Uretilmesine neden olan murine cytomegalovirus (MCMV),
herpes-simplex viris 1 ve 2 (HSV-1/HSV-2) gibi DNA virGslerini de

tanimaktadir.*”48-°2
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2. b. 7. En Son Kesfedilen Toll Benzeri Reseptdrler TLR-10 ve
TLR-11

En son kesfedilen insan toll benzeri reseptort TLR-10’dur. TLR-10
batdn insan toll benzeri reseptorleri arasinda en ¢ok TLR-1 ve TLR-6 ile
benzesmektedir. insanda bulunan TLR-10 811 aminoasit igermektedir.
Amino grup asit dizilerine gére TLR-1 ile % 50, TLR-6 ile %49 benzerlik
gostermektedir. TLR-10‘un mRNA’si daha c¢ok dalak, lenf nodulleri,
tonsiller ve timis gibi lenfoid dokularda bulunmaktadir. TLR-10 B
hicrelerinde yUksek derecede ekspresse olurken plazmositoid dentritik
hucrelerde daha azdir. TLR-10 ‘un ligantlari hentz bulunamamistir fakat
TLR-1 ve TLR-6 ‘da oldugu gibi TLR-10'un da baska bir protein ile
(TLR2 ?) birlikte hareket ettigi diistinilmektedir.®>®

TLR-11 farede bulunmaktadir. Bdébrek ve karaciger epitel
hucrelerinde ekpresse oldugu bilinmektedir. TLR-11 olmayan farelerin
dropatojenik E.col’nin neden oldugu intra-Uretral infeksiyonlara daha
duyarli oldugu gésterilmistir. 2°

Norosistisarkozis fare modellerinde yapilan bir calismaya goére
TLR11, TLR-12 ve TLR-13 mRNA’lan beyinde bulunmaktadir. Sinir
dokusu hicrelerinden en ¢ok néronlarda TLR-11 ve TLR-13 proteinine

rastlanmistir. >*

En son olarak bir prozoon olan Toxoplasma gondiiden kaynakh
profilin benzeri bir proteinin TLR-11’in liganti oldugu ve dentritik hicreleri
MyD88 yolu ile IL-12 salgilamak igin aktive ettigi bulunmustur. >
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2. c. TLR’lerin Sinyal iletim Yolu

TLR’ler dogal ligantlarinin bulunduklari yerlerle uyumlu olarak
hicrelerin  farkli yelerinde lokalize olmuslardir. TLR’lerden lipit ve
proteinleri taniyanlar TLR-1, TLR-2, TLR-4, TLR-5 ve TLR-6 plazma
membraninda ifade olurken, viral nikleik asitleri taniyan TLR-3, TLR-7,
TLR-8 ve TLR-9 hucre igindeki endozomlarda ifade edilirler . TLR’ler dogal
ligantlan ile baglandiktan sonra hiicre icerisinde meydana gelen bir dizi

sinyal iletimi sonunda sitokinlerin salinimi uyarilir. 3

TLR’ler sinyal iletimi sirasinda MyD88 (myeloid differentiation
factor 88), TRIF (TIR-domain-containing adapter-inducing interferon-
[ IFN B ] aynca TICAM-1 olarak da bilinmektedir ), TIRAP ( ayrica Mal
olarak da bilinmektedir) ve TRAM ( TICAM -2 olarak bilinir) gibi TLR’lerin
TIR domainleri ile iliskide olan adaptér molekdleri kullanirlar. Bu adaptér
molekuller araciligi ile olusan sinyaller NF-KB, JUN N-termin kinaz (JNK),
p38 ve IRF3 ve IRF7 ( interferon regulatin factor) gibi molekulleri aktive
eder. Bu sinyaller sayesinde konaktaki dogal ve edinsel immunite

arasindaki iliski diizenlenir. °6°7

TLR-3 hari¢ TLR ailesinin tim Uyeleri TIR domainler ile etkilesimde
bulunan adaptdér molekul olan, MyD88, ile sinyal iletir ve inflamasyonu
tetiklerler. TLR-3 ve TLR-4 diger bir adaptdr molekll olan, TRIF, aracihgi
ile Tip | IFN Gretimini indtklerler. TLR-4’Gn LPS’yi taniyabilmesi igin
adaptér molekdller haric bazi molekullere ihtiyaci vardir. Bunlar LPS
baglayan protein (PBP) , CD14 ve MD2'dir.

Bu ligantlarin yani sira, TLR-4'Un intraseltler kisminda MyD88’e
bagli yol icin TIRAP ve MyD88'e, MyD88'den bagdimsiz yol i¢in ise TRAM
ve TRIF adaptér molekdllerine ihtiyag duyar. MyD88 olmayan farelerde
TLR-2, TLR-4, TLR-5, TLR-7 ve TLR-9’un ligantlarina kargi tepkisiz oldugu

gosterilmigtir, 343:57:98:59
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MyD88‘den bagimsiz TRIF bagimli yol ise TLR-3 ve TLR-4 / TRAM
ile aktive olmaktadir. Bu aktivasyon sonucu IRF-3 transkripsiyon faktérQ

aktif duruma gelerek IFNB dretimi saglanir. 357
TRIAGIL DIAGIL
i LIPOPEPTITLER LiPOPEPTIRLER

FLAJELLIN

R

TLR1 TLR2  TLR6 TLR2 TLRS

ENDOZOM

PROINFLAMATUVAR SITOKIN
(TNF-g,IL-6,IL-12)

Sekil 5: Toll Benzeri Reseptérlerin Sinyal iletim Yolu
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2. d. TLR ve Edinsel immiinite

Degisik hiicre ve molekullerin olusturdugu, hlcre ici ile hiicre disi
mikroplara karsi savunma saglayan iki tOrli edinsel immuUnite vardir;
himoral ve hlcresel imminite. Himoral immunite B lenfositlerinin Grettigi
antikor denilen proteinler tarafindan olusturulur. Antikorlar enfekte
hicrenin icinde yasayan ve béllinen hicrelere erisemezler. Bdyle hlcre ici
mikroplara karsi savunmaya hlcresel immunite denir ve T lenfositleri
tarafindan olusturulur. T lenfositleri arasinda CD4+ T hicrelerine yardimci
T hicreleri adi verilmektedir. CUnkd bu hicreler antikor yapimi igin B
lenfositlerine, yutulmus mikroplarin yikimi igin ise fagositlere yardim
etmektedir. CD8+ T hucreler ise sitolitik T lenfositleri (CTL) olarak
adlandirihrlar ¢iinkd bu htcreler hicre i¢i mikroplari tagiyan hicreleri

oldararler.1214

T hicreleri Uzerinde bulunan ve antijeni taniyan reseptérler vardir. T
hicrelerine antijenler, antijen sunucu hucreler (ASH) adi verilen bazi 6zel
hucreler tarafindan sunulurlar. Antijenler ASH ‘lerin ylzeylerinde bulunan
ve maj6ér histokompatibilite (MHC) adi verilen &6zel molekiller ile
sunulmaktadir. ASH’lerce hiicre icine alinip vezikiller igine alinan hilicre
digi proteinler islenip sinif II MHC molekillerince sunulurken, cekirdekli
hicrelerin sitozollinde islenen proteinler sinif | MHC molekullerince T
lenfositlerine sunulur. Sinif 1l MHC molekili CD4+ hucrelere antijen
sunarken, sinif | MHC molekili CD8+ hicrelere antijen sunarlar. CD4+
yardimci T hicreleri dagisik sitokinleri treterek farkli fonksiyonlara neden
olan efektér hicre alt gruplarina farkhlasabilirler. Bu alt gruplarin en iyi
tanimlanani TH1 ve TH2 hacreleridir. TH1 hicreleri tarafindan Uretilen en

énemli sitokin IFN-y’dir. 12

IFN-y makrofajlarin gugli bir aktivatéridir. Ayrica mikroplarin

fagositozunu uyaran antikor izotiplerini Gretimini de stimlle eder. Diger
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taraftan TH2 hucreleri IgE antikor Gretimini stimile eden IL-4 ile

eozinofilleri uyaran IL-5 Gretir.

Patojenler

4 D
TLRS Fagositoz (\

immature %
DC

mature e

SO
DC QL12/

Hilcresi

Sitokin

DOGAL iMMUNITE ﬁ'/ EDINSEL iIMMUNITE

Sekil 6: Toll Benzeri Reseptorler ve Edinsel immiinite

Makrofajlar ve dentritik hicreler Gzerindeki TLR’ler kendi ligantlari
olan antijenler ile aktive hale gectiklerinde IL-12 Uretirler. IL-12 T
hicrelerinin TH1 alt grubuna farklilagsmasini uyarir ve bu htcreler IFN-y

salgilarlar. Salgilanan bu sitokin makrofajlari aktive eder. 2%

TLR-3 ve TLR-4 ile uyarilan MyD88'den bagimsiz TRIF bagiml
sinyal sistemi, sinif Il MHC ve co-stimllatér molekdllerin (CD80 ve CD86)
sayisinda artisa neden olarak dentritik hicrelerin  matirasyonunu
saglamaktadir. °’
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2. e. Kok Huicre Nedir?

Kok hicreleri, kendini yenileme 6&zelligine sahip, 6zellesmis
hicrelere farklilagabilen, vlcut iginde veya laboratuvar ortaminda uygun
sartlar saglandiginda bircok farkl hlcre tipine donasebilen farklilagsmamis

hicrelerdir %6

Kok hlcreleri  diger hicrelerden ayiran ki temel 06zellik

bulunmaktadir;

1- Bélunip, Cogalabilme (Proliferasyon) ve Kendini Yenileyebilme

(Rejenerasyon)

Tekli hiicrelerden elden edilen embriyonik kék hlcrelerinin 300-400
déngld boyunca cogalabildikleri gdsterilmistir. Sonugta meydana gelen
hicrelerin 6zellesmedigi ve bu nedenle de bu hlcrelerin uzun dénemde
kendilerini yenileyebilme yetenegine sahip oldugu bildirilmistir. Hlcrelerin
bolinme kapasitelerini kromozomlarin u¢ kisminda bulunan ve “ telomer *
denilen DNA zincirleri belirler. Telomerler ne kadar uzunsa hucreler o
kadar cok bdélanebilirler. Telomerlerin uzun kalmasini saglayan da
“telomeraz enzimi ” dir. Bir hicrede telomeraz enzimi ne kadar akitif ise
telomer uzunlugu da o kadar korunabilir. Kok hicreler ¢ok yogun

telomeraz enzim aktivitesinden dolay ¢ok sayida boltnebilirler.

2- Farklilasabilme

insan ve memeli hayvanlardaki kdk hiicreleri birden fazla hiicre

tipine farklilagabilirler. Bunlar;

A-Totipotent: Tam bir bireyi olusturabilecek kapasiteye sahip olan
bu htcreler, sinirsiz farklilasma yetenegine sahiptir. Bu hticreler embriyo,
embriyo sonrasi tim doku ve organlar ile embriyo disi membranlarin ve

organlarin kaynagini olusturan kék htcre tirleri olarak tanimlanmaktadir
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B-Pluripotent: Embriyonik gelisimde (¢ germ tabakasindan kdken
alan ve yaklasik 200 cesit hicreye ddnusebilen hicrelerdir. Pluripotent
hiucreler, organizmada birgok dokunun olugmasina kaynaklik etmesine

ragmen, yeni bir birey olusturamazlar

C-Multipotent: Pluripotent kék hiicreleri (Eriskin kdk hiicreler), biraz
daha 06zellesmis olan multipotent kdk htcrelerine dénudsirler. Kademe
kademe farkhlagmalar geciren pluripotent hlcreler, daha &zel hicreler
haline gelirler. Ornegin; kan hiicrelerini olusturacak kok hiicreleri; oksijen
tasiyarak solunumda gerekli olan alyuvarlar, hastalik etkenleri ile savasan
akyuvarlar ve pihtilasmayl saglayan trombositler gibi birbirinden farkh
Ozelliklere sahip U¢ ana grupta farklilagirlar. Deri kdk hicreleri gesitli tipteki
deri hlcrelerini, kas koék hucreleri de farkh tipteki kas dokularini meydana
getirirler. iste, bu 6zelliklere sahip kok hiicrelerine multipotent kék hicreler

denir.81:62

Kok hlcreler, embriyonik kdk hicreler ve embriyonik olmayan kdék

hicreler olmak Uzere 2 gruba ayrilabilir.

2. e. 1. Embriyonik Kok Hiicreler

Erken dénemdeki memeli embriyosundaki kok hicrelerden elde
edilmektedirler. Bu hicreler in vitro ortamda sinirsiz ve farklilagsmadan
cogalma kapasitesine sahiptir ve pluripotenttirler. Embriyonik kok
hicrelerin vicuttaki tUm dokulara kaynaklik edebilecegi sadece farelerde

tam olarak gdsterilebilmistir.%2
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2. e. 2. Embriyonik Olmayan Kok Huicreler

Erigkin bir kok hicresi, bir doku veya organdaki farklilasmis
hicreler arasinda bulunan farkhlasmamis hdcre olup, bu hicre kendisini
yenileyebilir ve i¢inde bulundugu doku veya organin 6zellesmis hicre
tiplerine farklilagabilir. Eriskin kék htcrelerinin yasayan organizmadaki
esas gorevleri, bulunduklari dokuyu tamir etmek ve dokunun devamliligini

<«

saglamaktir. Bazi bilim adamlari, eriskin kék hiicresi yerine artik “somatik

kok hiicresi”  terimini kullanmaktadir.*%%%

2. e. 2. a. Mezenkimal Kok Hiicreler

Kemik iligini inceledigimiz zaman iki ayri sistemden olusan bir organ

oldugunu gorirutz;

a) Hematopoietik doku,
b) Stroma

Kemik iligi hicrelerinden, kultar kaplarinda kultire edildikleri zaman
hizla plastik kdltdr kabina yapisan hicrelerin kemik iligi stromal kdk
hicreleri oldugu, yapismayan hicrelerin ise hematopoietik hicreler oldugu
1966’ yillardan beri bilinmektedir. Son vyillarda ise, stromal hcre
sistemine duyulan ilgi giderek artmaktadir. Onceleri, kemik iligi kokenli
stromal hdcrelerin, 6zellikle mezenkimal kdk hdcrelerin hematopoezi
induklemek amaciyla kullanima girdigi disundlirken, daha sonralar
yapilan in vivo ve in vitro ¢alismalarla bu hicrelerin aralarinda kas,
kikirdak, kemik, sinir, karaciger, kalp, beyin, adipoz doku, bdbrek, akciger
ve bagirsaklarin da oldugu c¢esitli dokularin parankimal hcrelerine

farklilagtiklari gdsterilmistir. %6064
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MKH’ler, fetal buzadr serumu igeren besi yeri igerisinde kemik iligi
materyalinin kiltlre edilmesinden sonra, fibroblastlara benzeyen yapiskan
hicre kolonilerinin gelistigini ve bu fibroblast benzeri hicrelerin kemik
hicrelerine ve adipositlere farklilastigini gésteren Fridenshtein tarafindan
1970'de tanimlanmistir. 1970’lerde Friedenstein ve arkadaslarinin
fibroblast kolonisi yapan dnit (CFU-F) olarak tanimladigi nonhematopoetik
kemik iligi progenitorleri olan MKH buglin 6zellikle immunoregulatuar
Ozellikleri ve rejenerasyon kapasiteleri nedeniyle Kklinik kullanima
girmeleriyle Avrupa birligi (AB) tip ajansi tarafindan ilac Hiicre - Cell Drug -

kapsamina almistir, 5064

MKH’ler daha ¢ok kemik iliginde bulunsa da, periferal kan, adipoz
doku, deri dokusu, kemik trabekiler dokusu, kordon kani, plasenta,
Wharton jeli, amnion mayi, snovyal membran, karaciger ve disten de elde

edilebilmektedir. >5°

Kemik iliginde her 10.000-100.000 tek cekirdekli hiicreden birinin
MKH oldugu hesaplanmaktadir (Bu oran kordon kaninda 1/108’e kadar
disebilmektedir). Cocuklarda 29 CFU /1 milyon tek ¢ekirdekli hticre orani
varken ileri yaslarda bu oran 3.2CFU/1 milyon tek ¢ekirdekli hiicre oranina
kadar inmektedir.™

Mezenkimal koék hicreler, hiicrelerin ylzeye yapisma 6zelliginden
dolay!r kdltir ortamina alinarak elde edilebilirken, yuUzeylerindeki
belirteclerin belirlenmesi ile de tanimlanabilirler. Mezenkimal kék hicreyi
tanimlamak igin kullanilan pozitif belirtecler CD105 (endoglin, MAb SH2),
CD73 (ekto 5 nlkleotidaz, MAb SH3 ve SH4) ve CD90 (Thy-1)dir.
Hematopoetik belirtecler olan CD45 (pan-l6kosit belirtegi), CD34
( hematopoetik kdk hiicre belirteci), CD14 ve CD11b (monosit ve makrafaj

belirteci),CD79 ve CD19 (B hiicre belirteci) agisindan negatif olmalari
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gerekir. HLA-DR molekill de mezenkimal kdk hlcre uyariimadik¢a
9,65,66

mezenkimal kék hlicre ylzeyinde eksprese edilmez.

Buglne kadar bu hicreleri temsilen birgok isimlendirme
kullanilmistir. Onceleri “koloni olusturan birim-fibroblast (colony forming
unit fibroblast; CFU-F)” ya da “kemik iligi stromal fibroblastlan”
adlandirmalari kullaniimig, fakat zamanla yerini su farkll adlandirmalara
birakmistir; kemik iligi stromal hiicreleri (KiSH), mezenkimal kdk hiicreler
(MKH) ya da mezenkimal progenitér—6ncul hicreler (MPH). Son olarak,
Minnesota Universitesi’nden Catherine Verfaillie bu hiicreleri “ multipotent

eriskin progenitér hiicreler ” olarak tanimistir. ©>:°

2. f. Stafilokokal Enterotoksin B

Staphylococcus aureus uygun kosul buldugunda hem hizla ¢ogalir
hem de susa bagl olarak A, B, C1, C2, C3, D, E, G, H toksinlerinden birini
veya birkagini olugturabilir. Enterotoksinler polipeptid yapidadirlar. Molekiil
agirh@ 29 366 Da olan ve 239 aminoasit iceren B toksini asparajin, lisin,
valin, glutamik asit agirhikhdir. S. aureus enterotoksinleri iginde 1siya en
dayanikli olani enterotoksin B’dir. Enterotoksin B 99”C’de 87 dakikada
inaktive olur. Stafilokokal enterotoksinlerin DNA analizi ¢calismalarinda ilk
olarak stafilokokal enterotoksin B’nin aminoasit dizilimi belirlenmistir.
stafilokokal enterotoksin B’nin N-terminalinde glutamik asit, C-terminalinde

ise lizin aminoasidi bulunmaktadir. 87:68

Stafilokokal gida zehirlenmeleri basta S. aureus olmak (zere
enterotoksijenik  stafilokoklar ~ tarafindan  gidalarda  olusturulan
enterotoksinlerin alinmasi sonucu sekillenen ve tim dinyada yaygin

olarak gorilen en oénemli intoksikasyonlardan biridir. ik kez 1914'de
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Barber, stafilokokal mastititi olan bir inegin sttiintn icilmesi ile baglayan
akut gastroenterit tablosunu bildirmistir. Stafilokok Gremis ve enterotoksin
olusturmus besinlerin yenmesini izleyen 2-6 saat iginde bulanti —kusma ve
diare baslar. Akut semptom ve bulgular, genellikle 24 saat iginde duzelir.

Stafilokokal enterotoksinin etki mekanizmasi tam olarak bilinmemektedir.
67,68,69

Stafilokokal enterotoksinler gida zehirlenmelerinin yani sira, toksik
SOk benzeri sendroma, alerjik reaksiyonlara ve otoimmun hastaliklara
neden olmaktadir. Stafilokokal enterotoksinlerlerin ayrica, spesifik
olmayan T hicre proliferasyonunu uyaran sUperantijen fonksiyonlari da
bulunmaktadir.®’

2. g. Difteri Toksini

Difteri toksini, difteri basilin hicre digi bir Grind olup protein
yapisindadir. Bu toksin bircok Klinik belirtilerden sorumludur. Cok
dayaniksizdir ve isitmakla kolaylikla pargalanabilir (75 C° de 10 dk). Ayrica
ISk ve beklemeyle de pargalanir. Difteri toksini hiicrelere endositoz ile girer.

Difteri toksini iki basamakta olusur. Salinan difteri toksini; toksinin
stoplazmik memrandan ekstraselller siviya salinimi sirasinda ayrilan 58.3
kDa molekdl agirhginda bir polipeptit bélgeye sahiptir. Bu polipeptit
salindiktan sonra, proteolitik ¢centiklenme ile A ve B zincirlerine ayrilir ve
bunlar disalfit baglari ile baglanmistir. Toksinle ilgili detayli biyokimyasal
ve genetik arastirmalarda toksinin 3 fonksiyonel bdlgesi oldugu
anlasiimistir.
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1-Reseptdr baglayan bdlge ki bu bdlge, konakgi hiicre ylzeyindeki
bir protein ile birlesir.

2-Enzimatik bdélgenin konakgi hicre igine translokasyonunu idare
eden bolge.

3-ADP-riboz aktariimasinda etkili olan katalitik bélge.

Difteri toksininin kristal yapisi ¢ézilmustir ve R, T, C olarak
isimlendirilen 3 bdélge saptanmistir; ‘R’ reseptér, ‘T’ translokasyon, ‘C’

katalitik bolgedir. C bodlgesi A zincirinde R ve T bélgeleri ise B zincirindedir.

B zincirindeki R bdlgesi, konakg¢i hlcre ylzeyindeki bir proteine
baglanir. Toksinin hiicre ylizeyine baglanmasindan sonra konakgi hlicresi
toksini bir endositik vezikll igine alir. Endositoz toksin hareketinde énemli
bir basamaktir; ¢linkili endositik veziklldeki pH distsi, translokasyon
isleminin olusmasini saglar. Endositik veziklilde pH digmesi ile + ve — yUk
dagiliminda degisiklikler olur ve A ve B zincirinin parsiyel ayrilmasina
neden olur. A ve B zinciri ayrildiktan sonra A zinciri stoplazma iginde
serbest kalir ve Okaryot hucrelerdeki protein sentezi icin gerekli olan
uzama faktéri 2’yi (EF-2) inaktive ederek, protein sentezini durdurur.

Protein sentezinin durmasi hiicrenin dlimine neden olur. %

2. h. MTT Testi

MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromide)
testi indirekt olarak hdcre bulyimesi ve/veya hicre O6luminu
degerlendirmeyi amagclayan, hicre kaltiri esasina dayanan bir ilag
duyarliligi testidir.”

MTT ydntemiyle bir hicre toplulugundaki canh hucrelerin orani

kolorimetrik yontemle kantitatif olarak saptanabilmektedir. MTT test
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yontemi, ilk olarak Mosmann tarafindan kullanim alanina sokulmustur.
Hucre canliigini ve Uremesini 6lgen bu ydntemin, diger sitotoksik test
yontemlerine gbre daha hassas ve tekrarlanabilir olmasi, uygulamasinin

kolay, hizli olmasi avantaj olarak belirtilmistir. ”*

Bu ybéntem saglam hicrelerde mitokondrinin  MTT boyasinin
tetrazolium halkasini parcalayabilmesi ilkesine dayanmaktadir. Bu
reaksiyon frajil bir mitokondrial enzim olan suksinat dehidrogenaz
enziminin aktivitesine bagimhdir. Tetrazolium halkasinin parcalanmasi
sonucu soluk sari renkli MTT boyasi koyu mavi-mor formazan Grinine
dénidsmektedir. Sonug olarak canli ve mitokondri fonksiyonu bozulmamig
hucreler mor renkte boyanmakta, 6l0 ya da mitokondri fonksiyonu
bozulmus hucreler boyanmamaktadir. Bu yéntemi hicrelerin MTT
boyasiyla inklbasyonu, presipite reaksiyon drGntndn ¢ézinir hale
getirilmesi  ve reaksiyon 0runindn  kolorimetrik  olarak  dlcimu

basamaklarindan olusmaktadir.”
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3. GEREC VE YONTEM

3. a. Gerecler

3. a. 1. Cihazlar

Flow Sitometri (BD FACSCanto™ Amerika )
Sinif 2 Biyoglvenlik Kabini (Nuaire / Amerika)
Etlv ( % 5 ‘lik CO2 'li) ( Revco Elite Il / Amerika)
inverted Mikroskop ( Leica /Almanya )

Isik Mikroskobu ( Leica /Almanya)

Santrif(j (Beckman Coulter / Amerika )
Mikrosantrifij ( Eppendorf / Almanya )
Spektrofotometri ( Bio Tek synergy HT / Amerika)
Buz Dolabi ( Bosch / Almanya)

Derin Dondurucu ( Sanyo / Japonya )

Steril Plak ( 96 Kuyucuklu TPP / isvicre )
Vorteks ( Heidolp / Almanya)

Sivi Azot Tanki

Hiicre Kiiltiir Kaplari ( 25 ‘lik veya 75'lik Flasklar TPP / Isvigre )
Steril Santiftj Tupleri ( Greiner / Almanya )

Flow Stometri TUpleri
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Steril Pastér Pipetleri
Mikropipetler ve Steril Uglan
Thoma Lami

Enjektor

Ependof

3. a. 2. Kimyasallar

DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium ( Gibco / Amerika )
RPMI Medium 1640 ( Gibco / Amerika )

Fetal Bovine Serum (FBS) ( Gibco / Amerika )

Fosfat Tamponlu Tuz Cdzeltisi (PBS) ( Gibco / Amerika )
Tirpsin Edta ( Gibco / Amerika )

Penisilin Streptomisin ( Gibco / Amerika )

N Asetil Glukoz Amin ( Gibco / Amerika )

B-Merkapto Ethanol ( Gibco / Amerika )

L- Glutamin ( Gibco / Amerika )

Tipan Mavisi ( Gibco / Amerika )

Paraformaldehit ( Electron Microscopy Sciences / Amerika)
Fikol-paque ( Biosciences / isveg)

Heparin ( Sigma /Almanya)

Difteri Toksinin ( 1.8 mg / ml Refik Saydam Hifzissihha / Turkiye )



Staphylococcal Enterotoxin B from Staphylococcus aureus ( Sigma
Almanya)

Lipopolisakkarit from Salmonella tyrhimurim ( Sigma Almanya)
Cell Proliferation Kit (MTT) ( Roche / Almanya )

Anti Human Tir 1 ( eBloscience / Amerika )

Anti Human TIr2  ( BioLegend / ingiltere )

Anti Human TIr3 (eBioscience / Amerika )

Anti Human Tlr4 (e Bioscience / Amerika )

Anti Human /Mause TIr8 ( Imgenex /Amerika)

Anti Human TIr9  ( eBioscience / Amerika )

G2a: Rpe ( izotip) ( Sero- Tec/ Amerika )

3. a. 3. Digerleri

insan kemik iliginden elde edilmis mezenkimal kdk hiicre serisi
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3. b. Yontemler

3. b. 1. Mezenkimal K6k Hiicre Serisi

insan kemik iliginden elde edilmis olan mezenkimal kék hiicrelerinin
kullanima hazir hale getirilebilmesi igin hlcreler, % 10 fetal bovin serum
iceren DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium ) kdltar ortaminda,
37'C° ve % 5'lik CO, ve nemli ortam kosullarinda 75’lik kiltir kaplar
(flasklar icerisinde) yeterince ¢ogaltildi. Bu hucreler surekli pasajlandi ve
her pasajlama sonunda bir miktar hicre daha sonra yapilacak olan
calismalarda kullanilabilmek igin %95 serum % 5 DMSO’dan yapilan

karisim ile kriyo tupleri igerisinde sivi azot ortaminda saklandi.

3. b. 1. a. Hicrelerin Pasaji

Pasaj iglemi, kiltr kaplarinda (flasklarda) ¢ogalan hucrelerin belirli
bir yogunluga ulastiklari zaman, hcrelerin seyreltilip baska flasklara

aktarilmasi islemidir.

Kaltdr kaplar inverted mikroskopta kontrol edilerek pasajlama
zamani gelen hlcreler, her defasinda en az 10’ar ml olacak sekilde 2 kez
PBS ile yikanir. Buradaki amac kdltir ortami icerisindeki maddelerin

Ozellikle de serumun ortamdan uzaklastiriimasidir.

PBS ile yikanan flasklar igerisine, 3 ml olacak sekilde Tripsin-edta
koyularak flasklar 37 °C ve % 5 CO;'lik etiivde 5 dakika bekletilir. Béylece
hicreler yapistiklari zeminden ayrilirlar ve steril pastér pipetleri ile santrif(j
tUpleri igerisine aktarlirlar. Batlin bu islemler, sinif 2 biyogtvenlik kabini
icerisinde yapillir.
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SantrifQj tOplerine aktarilan hicreler 1200 rpm’de 5 dk santrif(j
edilir. Santrif(j islemi sonunda Ust sivi atilarak altta kalan hucreler 1ml besi
yeri icerisinde mikropipetler kullanilarak hicre slspansiyonu haline
getirilir.

3. b. 1. b. Hiicre Sayimi ve Canlihdgin Belirlenmesi

Santriflj sonrasi 1 ml besi yerinde sispansiyon haline getirilen
hicreler, tripan mavisi ve thoma lami kullanilarak 1sik mikroskobunda
sayilir. Canli olmayan hicreler mavi renkte gorilar. Canli hcreler
sayildiktan sonra total hiicre sayisini belirleyebilmek i¢in agsagidaki formal
kullanilr.

Toplam Hiicre Sayisi x 10* x Seyretme Faktér(i x Total Hacim (1ml)

Hlcre sayisi belirlendikten sonra hulcreler yeni flasklara aktarilir.
75'lik flasklarda 15 ml besi yeri igerisinde 5 x 10° hiicre, 25 ‘lik flasklar
icerisinde ise 5 ml besi yeri igerisinde 2 x 10° hiicre olacak sekilde aktarma
islemi gerceklestirilir. Bir miktar hicre de daha sonra kullaniimak Uzere %
95 FBS, % 5 DMSO igeren karisimda kriyo tlpleri i¢erisinde sivi azot
tankinda saklanir.
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3.b. 2. MTT Testi

Hucreleri MTT testi icin hazirlamak amaciyla hicre kaltarleri igin
kullanilan 96’lik steril bir plak kullaniimistir. Her kuyucukta 5000 hicre
olacak sekilde hticreler kuyucuklara aktariimis ve son hacim % 10 FBS
iceren DMEM besi yeri ile 200ul ‘ye tamamlanmistir. Hicreler cogalmalari
icin 3 glin boyunca etiivde (37°C ve % 5 CO,) bekletilmistir.

3 giin sonunda hticreler %10 FBS iceren DMEM besi yeri icerisinde
hazirlamis fakli konsantrasyonlardaki Stafilokokal Enterotoksin B ve difteri
toksini ile 24 saat uyariimistir.

3.b.2.a. MTT Test Yontemi

MTT testi Cell Proliferation kiti kullanilarak kitte belirtilen prosedire
gbre yapilmistir.

1 - 3. giin sonunda hicreler cogaldiktan sonra, kuyucuklardaki besi

yerleri dikkatli bir sekilde alinir.

2- lIgili kuyucuklara, ilgili toksin konsantrasyonlarindan 100’er

koyulur.

3- Hucreler toksinler ile 24 saat uyarilmaya birakilir. (37°C ve %5
CO»)

4- 24 saat sonra her bir kuyucuga 10 pl MTT ayira¢ sollisyonu

koyulur.

5- Hiicreler 4 saat etiivde (37°C ve % 5 CO>) inkilbasyona birakilir.

6- 4 saat sonunda her kuyucuga ¢dzinurlestirme solisyonundan

100’er pl koyulur.
7- Plak 1 gece etiivde (37°C ve % 5 CO5) inkilbasyona birakilir.

8- Sure sonunda plak spektrofotometrede 670-570 nm ‘de okutulur.
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3. b. 3. Mezenkimal Kék Hiicrelerinin Toksinler ile Uyariimasi ve

PE (Fikoeritrin) ile isaretli Anti- Human Toll Like Antikorlari ile Boyanmasi

Hucre kaltir kaplarinda yeterli miktarda c¢ogalan hicreler % 10
FBS iceren DMEM besi vyeri igerisinde hazirlanmig, farkl
konsantrasyonlarda olan difteri toksini ve Stafilokokal Enterotoksin B ile 24
saat uyarildiktan sonra PE ile isaretli anti-Human Toll Like antikorlar ile

boyanmistir.

3. b. 3. a. Mezenkimal K&k Hiicrelerinin Difteri Toksini lle

Uyarilmasi ve PE (Fikoeritrin) ile isaretli Anti- Human Toll Like Antikorlari

lle Boyanmasi

Hulcreleri uyarmak igin difteri toksininin 1 pg/ml ve 25 pg/ml olan
konsantrasyonlari belirlenmistir. Bu konsantrasyonlar %10 FBS igeren
DMEM besi yeri icerisinde hazirlanmistir. 3 adet 75’lik flask kullaniimistir.
Flasklardaki hicreler gcogaldiktan sonra, flasklardaki besi yerleri dékiimuUs
ve yerine toksin igeren besi yerleri koyulmustur. Kontrol grubu i¢in sadece
%10 FBS iceren DMEM besi yeri kullanilmistir. Hiicreler etiivde (37°C ve
% 5 CO, ) 24 saat bekletilmistir. 24 saat sonunda hcreler tripsin —edta
kullanilarak yapistiklart ylUzeyden kaldirilmis ve pasajlama igleminde
oldugu gibi santrifij edildikten sonra sayilarak isaretli antikor ile boyama

islemi yapilmigtir.
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Hucreleri isaretli antikorlar ile boyarken uygulanan yéntem sdyledir.

1-Hucreler santriflij edildikten sonra Ust kisimdaki sivi dékilmus ve
hucreler 700 pl % 0.1 FBS iceren PBS (boyama tampon ¢o6zeltisi) ile

stispansiyon haline getirilmistir.
2- Hucre miktarini belirlemek igin hlcreler sayilimistir.

3- 6 adet ependorf icerisinde 90 pl olacak sekilde hicre

stspansiyonundan koyulmustur.

4- %10 insan serumu iceren PBS solUsyonu hazirlanmis ve yalanci
pozitifligi engelleyebilmek icin bu karisimdan 10ul her bir ependorfa ilave

edilmig ve hicreler 15 dk oda sicakliginda bekletilmistir.

5- 15 dk sonunda her bir ependorfa ilgili antikorlardan Uretici
firmanin 6nerdigi miktarlarda antikor ilave edilmis ve +4°C’de karanlik
ortamda 30 dk bekletilmistir. ( izotip, TLR-1, TLR-2, TLR-3, TLR-4, TLR-
8, TLR-9)

6- Bu 30 dk siresince her 10 dk’da ependorflar disik devirde
vorteks edilmistir.

7- 30 dk sonunda ependorflar mikrosantrifijde 3000 rpm’de 3 dk

cevrilmistir.

8- Ust kisimda kalan sivilar dikkatli bir sekilde mikropipet yardimi ile
alinmig ve her bir ependorfa %0,1 FBS iceren PBS ‘den 200 pl koyularak
yilkama islemi yapilmigtir.

9-Ependorflar yeniden mikro santrifijde 3000 rpm’de 3 dk cevrilmis
ve Uzerlerindeki sivi, dipte kalan hucrelere dokunmayacak sekilde
dikkatlice mikropipet yardimi ile ahinmistir.
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10- Ust sivi alindiktan sonra ependorflara 400 pl %2 oraninda
parofarmaldehit iceren PBS (sabitleme tampon ¢6zeltisi) koyulmustur.

11- Hulcre suspansiyonu 6zel akis stometri tiplerine aktariimis ve
6zgul isaretli antikorlar ile boyanan hicreler Gzerindeki reseptérler akis
sitometrisi ile degerlendirilmigtir. Her &rnekten 10.000 hicre analiz

edilmistir.

Bu islemler kontrol grubu hucreleri, 1pg/ml toksin ile uyarilan
hicreler ve 30 pg / ml toksin ile uyarnlan hicreler icin ayri ayr tekrar

edilmigtir.

3. b. 3. b. Mezenkimal Kok Hicrelerinin Stafilokokal Enterotoksin B

ile Uyariimasi ve PE (Fikoeritrin) ile isaretli Anti- Human Toll Like

Antikorlari ile Boyanmasi

Hucreleri uyarmak igin Stafilokokal Enterotoksin B 3 ug / ml ve 30
ug/ml olan konsantrasyonlari belirlenmistir. Bu asamada difteri toksini ile
yapilan ¢alismalar aynen tekrarlanmistir.

3. c. Istatistiksel Analiz

Gruplar arasindaki farklari analiz i¢in Studen t testi kullaniimigtir. p<0.05
olan degerler istatistiksel olarak anlamli kabul edilmigtir.
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4. BULGULAR

4. 1. MTT Testi Sonugclari

4. 1. a. Difteri Toksininin Hiicre Canlhiligina Etkisi

1 pg/ ml difteri toksini ile uyardigimiz hlcrelerde kontrol grubuna
gore anlamh bir farklilk olmazken, 25 pg/ ml toksin ile uyadigimiz
hiicrelerde kontrol grubuna gbére anlamli bir fark oldugu goérilmustir.
(p<0,05)

120
100 A

80 -

% CANLILIK
L))
[
1

40 A

20 -

KONTROL 1pg/mi 25pg/ml

Grafik 1: Difteri Toksini ile Uyarilan MKH’lerdeki Canlilik Orani
( ortalama + ortalamanin standart sapmasi)
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4.1. b. Stafilokokal Enterotoksin B ‘nin Hiicre Canliigina Etkisi

3 pg/ ml Stafilokokal Enterotoksin B ile uyardigimiz hicrelerde
kontrol grubuna gbére anlamli bir farklilik olmazken, 30ug/ ml toksin ile
uyadigimiz htcrelerde kontrol grubuna gére anlaml bir fark oldugu
gbrulmustar. (p<0.05)

120 -
100 A
80 A

60 -

% CAMNLILIK

40 A

20 A

KONTROL Ing 'mil Hopg/ mi

Grafik 2: Stafilokokal Enterotoksin B ile Uyarilan MKH’lerdeki Canlilik
Orani ( ortalama + ortalamanin standart sapmasi )
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4. 2. a Difteri Toksininin TLR ifadelenmesine Etkisi

Histogram A ‘da G2a: Rpe ( izotip) antikoru ve TLR-1 antikoru ile
boyanan kontrol grubu hiicreleri karsilastirildi. Burada izotip ile boyanan
kontrol grubu hiicreleri negatif kontrol olarak kullanildi. Kontrol grubu
hicreleri TLR-1 (kirmizi) ifadelenmesi yéninden, negatif kontrol (izotip) ile
karsilastirdiginda (gri ¢izgi) aralarinda bir fark olmadigi géralda. ( sekil 9)
Histogram B ‘de kontrol grubu (siyah) ile 1 pg/ ml toksin ile uyarilan
hucrelerdeki TLR-1(yesil) ifadelenmesi karsilastinldi arada bir fark
olmadidi gorildi. Histogram C ‘de kontol grubu ile (siyah) 25 pug/ ml toksin
ile uyarilan hdcrelerde (mor) TLR-1 ifadelenmesi kargilastirildi ve fark
olmadigr goruldu. Histogram D’de ise TLR-1 ifadelenmesi agisindan 3
grup karsilastirildi ve bu sonuglara goére difteri toksininin MKH’lerde TLR-1

ifadelenmesinde etkisi olmadigi géraldd. ( sekil 9)

1 pg/ ml ve 25 pg/ml difteri toksini ile uyarilan MKH’lerde TLR-2,
TLR-3, TLR-4, TLR-8 ve TLR-9 ifadelenmesi agisindan kontrol grubu ile
bir fark olup olmadigini gérebilmek i¢in yukarida belirtilen karsilagtirma her
grup icin ayri ayr yapildi. Bu toksinin MKH’lerde TLR ifadelenmesine
herhangi bir etkisi olmadidi géruldu.
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4. 2. b. Difteri Toksini ile Uyarilmis Hiicrelerin Yiizeyinde TLR-1

ifadelenmesinin Karsilagtiriimasi

Floresan Yodgunlugu

A B
KONTROL GRUBU
G izotip Siyah :Kontrol TLR-1
Wi . TUf-L Yegil: TLR-1{ pg/ml |
e R TR 10" nﬂ]’a 10’ 10 0 10*
Floresan Yoiunlugu Floresan Yoigunlugu
. c D
|
' Siyah : Kentrol TLR-1 Kontrol TLR-1
\ TLR-1(25pg / ml )
KiE ' 10 10’ i 10" W 10"

Floresan Yogunlugju

Sekil 9: Difteri Toksininin TLR-1 ifadelenmesine Etkisi

Yapilan kargilagtirmalara gore difteri toksininin TLR-1 ifadelenmesine

etkisi yokt

ur.
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4. 2. c. Difteri Toksini ile Uyarilmig Hiicrelerin Yiizeyinde TLR-2
ifadelenmesinin Karsilagtiriimasi

A B
KAWTREN GG Siyah: Kontrol TLR-2
it 2ot Yegil : TLRZ (1pg/ ml)
Kirmizi: TLR-2
St anl ; A SRR i A and in
C D
Siyah ; Kontrol TLB-Z Siyah: Kontrol TLR2
Hor: TLR2 @5 g /ml Yesil: TLR2 (1pig /ml )
Mor : TLR-2 25 pg/ ml
i o g e o e o 1o T e
Floresan Yojunluu Floresan Yogunhugu

Sekil 10: Difteri Toksininin TLR-2 ifadelenmesine Etkisi

Yapilan kargilastirmalara gére difteri toksininin TLR-2 ifadelenmesine
etkisi yoktur.
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4. 2. d. Difteri Toksini ile Uyarilmis Hiicrelerin Yiizeyinde TLR-3
ifadelenmesinin Karsilagtiriimasi

A
B
KONTROL GRUBU
Gri izotip i
Kirmizr: TLR.3 . Sly.?h - Kontrol TLR3
/ Yesil: TLR-3 (g / ml)
=] s, - T, rey J o P gl il et
10° 10’ 10° 10° 10* S 0’ 0 Y e
Floresan Yogunhuiu Floresan Yodqunlugu
C D
Siyah: Kontrol TLR-3 ' Siyah: Kontrol
Mor: TLR3 (25 pg / ml) Yesil : TLR3 (1 g / ml)
Mor: TLR-3 25 pg / ml)
o - T p= =] i bl S Baas
10° 10" 10° 10 10* 10° 10 10° 10’ 0
Floresan Yogunlugu Floresan Yogunlugu

Sekil 11: Difteri Toksininin TLR-3 ifadelenmesine Etkisi

Yapilan kargilastirmalara goére difteri toksininin TLR-3 ifadelenmesine

etkisi yoktur.
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4. 2. e. Difteri Toksini ile Uyarilmig Hiicrelerin Yiizeyinde TLR-4

ifadelenmesinin Karsilagtiriimasi

A

KONTROL GRUBU
Gri : izotip
Kirmizi : TLR4

|

\

B

Siyah: Kontrol TLR4
Yesil : TLR4 (1 pg / ml)

10° o' "0 T fo! 0 s Tor
Floresan Yogunlugu Floresan Yodunlugu
o D
. Siyah: Kontrol TLR4
Siyah: KGIII!GITLR-I Yesil: TLR4 (1 g /i)
Hor: TLR4 25 g / mi) Mot : TLR 25 g/ mi)
“ioe 10 10° 10° o o 10’ 10 10 10*

Floresan Yogunluju

Floresan Yogunlugu

Sekil 12: Difteri Toksininin TLR-4 ifadelenmesine Etkisi

Yapilan karsilagtirmalara gére difteri toksininin TLR-4 Ifadelenmesine
etkisi yoktur.
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4. 2. f. Difteri Toksini ile Uyarilmis Hiicrelerin Yiizeyinde TLR-8
ifadelenmesinin Karsilagtiriimasi

A B
Siyah : Kontrol TLRS

KONTROL GRUBU :
Gri: izofip Yesil : TLRS (1pg / ml )
Kiomizi: TLRS8 |

N

0° 10' g 10° T 1o 10" 0 10*
Floresan Yogunluuu Floresan Yogunlugu
D
Siyah :Kontrol TLR$ 3':;;:‘}?;’;’;‘: ITULB'?'”
| oIS iy b Mot : TLR8 25 g / ml |
T T 100 1'0‘ T o 10*

Q
10° 10'
Foresan Youunluuu

Floresan Yogunlugju

Sekil 13: Difteri Toksininin TLR-8 ifadelenmesine Etkisi

Yapilan karsilagtirmalara gére difteri toksininin TLR-8 ifadelenmesine
etkisi yoktur.
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4. 2. g. Difteri Toksini ile Uyarilmig Hiicrelerin Yiizeyinde TLR-9

ifadelenmesinin Karsilagtiriimasi

KONTROL GRUBU
Gz izofip
Kirmizi: TLR

i )

Siyah: Kontrol TLRY
Yegil : TLRS (1 g / )

Floresan Yogunlugu

Floresan Yojunlugu

1 10’ 10 ,‘ ] 10’ o O TR 10’ e
Floresan Yogunlugu Floresan Yogunlugu
¢ D
, Siyah : Kontrol TLRY
iyl ey v:;il-nk.a (1pg /i)
or : TLR. fm ;
H Mor: TLR @5pg / mi)
\x. \L , ,
L3 fo’ fn: 0’ o i 1o’ 10? 10’ fo*

Sekil 14: Difteri Toksininin TLR-9 ifadelenmesine Etkisi

Yapilan karsilagtirmalara gére difteri toksininin TLR-8 ifadelenmesine

etkisi yoktur.
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4. 3. a. Stafilokokal Enterotoksin B’nin TLR ifadelenmesine
Etkisi

Histogram A ‘da G2a: Rpe ( izotip) antikoru ve TLR-1 antikoru ile
boyanan kontrol grubu hiicreleri karsilastirildi. Burada izotip ile boyanan
kontrol grubu hicreleri negatif kontrol olarak kullanildi. Kontrol grubu
hucreleri TLR-1 (kirmizi) ifadelenmesi yénunden, negatif kontrol (izotip) ile
karsilastirdiginda (gri ¢izgi) aralarinda bir fark olmadigr goéralda.
Histogram B ‘de kontrol grubu (siyah) ile 3 pg/ ml toksin ile uyarilan
hicrelerdeki TLR-1( yesil) ifadelenmesi karsilastirildi arada bir fark
olmadigi goéruldd. Histogram C ‘de kontol grubu ile (siyah) 30 pg/ ml toksin
ile uyarilan hicrelerde (mor) TLR-1 ifadelenmesi karsilastinidi. Toksin ile
uyarilan htcrelerdeki floresan yogunlugunun kontrol grubuna gére daha
yUksek oldugu gérildl. Histogram D’de ise TLR-1 ifadelenmesi agisindan
3 grup karsilastinldi. Bu sonuglara gére 30 pg/ ml S.E.B ile uyarilan
hicrelerde TLR-1 ifadelenmesi artmigtir.

Kontrol grubuna gére, 3 pg/ ml ve 30ug/ ml toksin ile uyarilan
MKH’lerde TLR-2, TLR-3, TLR-4, TLR-8 ve TLR-9 ifadelenmesine ektisinin
olup olmadigini gérebilmek i¢in yukarida belirtilen kargilastirma her grup
icin ayrn ayn yapildi. Kargilagtirmalar sonucunda TLR-2 ve TLR-3
ifadelenmesinde kontrol grubuna gére floresan yogunlugunda bir artis
oldugu digerlerinde herhangi bir fark olmadigr gérulda.
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4. 3. b. Stafilokokal Enterotoksin B ile Uyarilmig Hiicrelerin
Yiizeyinde TLR-1 ifadelenmesinin Karsilagtiriimasi

A B
Siyah: Kontrol TLRA
KONTROL GRUBU ﬂ Yesil :TLR-1 (3 pg / ml)
Gri : izotip

Kitmizi: TLR-1

i i o 7 L = y J
e T e 10 Toe 0° 0! 0 0’ 0*
Floresan Yogunluju Floresan Yogunlugu

Siyah:Kontrol TLR-1
Mor :TLR-1 (30 pg / ml)

siyah : kontrol TLRA1
Yesil : TLRAG pg / mi)
Mor:TLR.1 (30 g / ml)

h

L 0t
Floresan Yogunlugu Floresan Yogunlugu

Sekil 15: Stafilokokal Enterotoksin B’nin TLR-1 ifadelenmesine Etkisi

Yapilan kargilastirmalara gére S.E.B ‘nin 30 ug/ ml konsantrasyonu
TLR-1 ifadelenmesinde artisa neden olmustur.
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4. 3. c. Stafilokokal Enterotoksin B ile Uyariimig Hiicrelerin
Yiizeyinde TLR-2 ifadelenmesinin Karsilagtiriimasi

A

KONTROL GRUBU
Gri :izotip
Kirnmzi : TLR-2

||, Siyah: Kontrol TL

,-{rl Yosil : TLR2 (3 pg/ ml)

R2

Floresan Yogunluiju

W
.'|l! I
= . -, T T 1 -] r T\"
10° 10’ 107 10° 10 4p° 10" 10° 10’ 10}
Floresan Yodunlugu Floresan Yodgunlugu
C D
¢ Siyah: Kontrol TLR-2
Siyah: Kontol TLR-2 yi :
Mor: TLR2 60 Yesil :TLR2 (3 g / ml)
ol l { |lg ||'|| ' M{]l . TLRz m IJ!] i ml I
f0° f0’ for i TR ED o

Floresan Yogunlugu

Sekil 16: Stafilokokal Enterotoksin B’nin TLR-2 ifadelenmesine Etkisi

Kotrol grubu hicrelerine gére 3 ug /ml ve 30 pg/ ml S.E.B ile uyarilan

hicrelerin

gOralmustar.

yuzeylerinde TLR-2

ifadelenmesinde bir

artis  oldugu
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4. 3. d. Stafilokokal Enterotoksin B ile Uyarilmig Hiicrelerin

Yiizeyinde TLR-3 ifadelenmesinin Karsilagtiriimasi

KONTROL GRUBU
Gri + izotip
Kinmzi : TLR3

A

h

{
o r s r
10° ' 10* 10°

Floresan Yodgunlugu

Siyah: Kontrol TLR-3
Mor :TLR-3 (30 pg / ml }

Siyah: Kontrol TLR-3
Yesil : TLR-3 (3 pg / ml)

10’ 10° 10° 1
Foresan Yogqunlugu

Siyah: Kontol TLR-3
Yesil : TLR-3 (3 pg/ ml)
Mor : TLR-3 (30 pg / ml)

. 5 . | ] > : .
KR 10’ 10° 10° 10* LA 10
Floresan Yogunlugju Horesan Yogunlugu
Sekil 17: Stafilokokal Enterotoksin B’'nin TLR-3 ifadelenmesine
Etkisi

Yapilan karsilastirmalara gére 3 pg / ml ve 30 ug / ml S.E.B hicrelerde
TLR-3 ifadelenmesinin arttirdigi gérilmistr.
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4. 3. e. Stafilokokal Enterotoksin B ile Uyariimig Hiicrelerin
Yiizeyinde TLR-4 ifadelenmesinin Karsilagtiriimasi

A B
KONTROL GRUBU Siyah: Kontrol TLR4
Gri : izotip Yesil : TLRS (3 pg /ml)
Kirmizi: TLR4
- _— . i ;
10° 10' 10° 10° 10¢ e 0 e 10° 10*
Floresan Yodunluiu Floresan Yogunlugu
C D
Siyali: Kontol TLR4 JAHE SR L
Mor: TLRA (0yg /i 10 118 N
: g Hor: TLR (30 prg / ml )
o T T Y o - o S— - 4
10° 10’ 0 0 10* 1? 10" 10° 10 10"
Floresan Yogunlugu Floresan Yogunlugu

Sekil 18 : Stafilokokal Enterotoksin B'nin TLR-4 ifadelenmesine
Etkisi

Yapilan karsilagtirmalara gére S.E.B’nin TLR-4 ifadelenmesinde etkisi
yoktur.
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4. 3. f. Stafilokokal Enterotoksin B ile Uyariimig Hiicrelerin

Yiizeyinde TLR-8 ifadelenmesinin Karsilagtiriimasi

A

KONTROL GRUBU
Gri: izotip
Kirmzi:TLR8

Siyah: Kontrol TLRS
Yesil : TLRS (3 pg / ml)

Floresan Yodunlugu

0 0’ A g T0* “10° T TR 10
Floresan Yogunlugu Floresan Yogunluiju
o D
Siyah : Kontrol TLR3 Siyah: kentrol TLRS
Mor: TLRS (30 pig / ml) Yesil :TLR-8 (3 pg / ml)
Mor : TLRS (30 pg / ml )
Ao T R ik Ly D . i
i L L 10° e ! 010 1

Floresan Yogunlugu

Sekil 19: Stafilokokal Enterotoksin B’nin TLR-8 ifadelenmesine Etkisi

Yapilan kargilastirmalara gére S.E.B’nin TLR-8 ifadelenmesinde etkisi
yoktur.
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4. 3. g. Stafilokokal Enterotoksin B ile Uyariimis Hiicrelerin
Yiizeyinde TLR-9 ifadelenmesinin Karsilagtiriimasi

A B
Siyah: Kentrol TLR-9

KO.N-I.—RU.L GRUBU Yesil : TLR {3 pg / ml)
Grl : Izotip
Kirmizi:TLR-9

= i i y . a \‘L " .l\r\‘_~i 4 i

10° 10! 107 10° 10* 10° 10’ 108 10 10
Floresan Yodunluiu Floresan Yogunlugu
D

Siyah: Kontrol TLRY
Yesil: TLRS (3 pg / ml)
Mor: TLRO (30 pg / ml )

\

Siyah: Kontol TLRS
Mor : TLRS (30 pg /' ml}
00 10| A J.::.Ln\u. Sl ik

10° 10°
Floresan Yodgunlugu

10 10° 10" 10° 10° 10¢

Floresan Yodgunlugu

Etkisi

Sekil 20: Stafilokokal Enterotoksin B'nin TLR-9 ifadelenmesine

Yapilan kargilastirmalara gére S.E.B’nin TLR-9 ifadelenmesinde etkisi

yoktur.
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5. TARTISMA

Kemik iliginde her 10.000-100.000 tek c¢ekirdekli hlicreden birinin
MKH oldugu hesaplanmaktadir. Kemik iliginde hematopoezin meydana
geldigi ortamdaki dizenli degisiklikler dogal immunite ve inflamasyon igin
cok dnemlidir. Kemik iligi 6nct hicrelerinden olan MKH’lerin hematopoezi
destekledigi bilinmektedir fakat bu hlcrelerin dogal immuinite ve
inflamasyon ile ilgisi henliz kanitlanamamistir. Bu iliskinin agiklanabilmesi
icin  kdk hucrelerin reseptorleri, farklilagsma mekanizmalar 6zellikle
MKH’lerin ifade ettigi Toll Benzeri Reseptérler arastirmacilarin ilgisini

cekmektedir. "'

Literatirde MKH’lerinde ifadelenen TLR’ler ile ilgili cok fazla ¢alisma
bulunmamakla beraber bu konu ile ilgili ¢alismalarda akis sitometrisi
yontemi ve RT-PCR yéntemi kullaniimistir. Yapilan arastirmalar daha ¢ok,
MKH’lerde TLR ifadelenmesi mRNA dizeyinde gosteriimesi ile ilgilidir.
Fakat bu calismalar genellikle birbirinden farkli sonuglar sunmaktadir. Bu
nedenle ¢alismalardan MKH’lerde hangi TLR’Un ekspresse oldugu ile ilgili

anlamli ve kapsaml bir sonug ¢gikarmak ¢ok da mimkdn olmamaktadir.

Ornedin Cho ve arkadaslari insan kemik ili§i mezenkimal koék
hiicrelerinde RT-PCR ydntemini kullanarak TLR-1’den TLR-10 ‘a kadar
TLR ifadelenmesini arastirdiklari ¢calismada bu hlcrelerin yiksek seviyede
TLR-2, TLR-3, TLR-4, TLR-6 ve dusuk seviyede de TLR-1, TLR-5, TLR-9

ifade ettiklerini belirtmislerdir. "

Benzer yontemle Tomchuck ve arkadaslarinin insan kemik iliginden
elde ettikleri MKH'lerde TLR ifadelenmesini arastirmak igin yaptiklari
calismada, bu hucrelerde TLR-1, TLR-2, TLR-3, TLR-4, TLR-5 ve TLR-
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6'nin ifade oldugunu digerlerinin ise bu hicrelerde ifade olmadidini

belirtmislerdir. ©

Fischer ve arkadaglarinin, fare kemik iliginden elde edilerek, kalttr
ortaminda c¢ogdalttiklari MKH’lerde TLR mRNA ekspresyonunu arastirmak
icin RT-PCR yéntemini kullandiklari ¢alisma sonucunda MKH’lerin TLR-1
ile TLR-8 ‘e kadar butiin mRNA’lari ifade ettikleri fakat TLR-9 mRNA’sini
ifade etmediklerini belirtmislerdir. '

Goéruldagu gibi kemik iligi mezenkimal k&ék hicreleri Uzerinde
yapilan ¢alismalarda ayni yéntemler kullanilmasina ragmen arastirmacilar
farkh sonuclar elde etmistir. Bu sonuglar bize mezenkimal kék hiicreleri ile
yapilan calismalarda farkli sonuclarin elde edilmesinin nedenlerinden
birinin de kok hicrelerin pasajlanma sayisina bagll olabilecegini
distnddrmektedir. Bazi calismalar MKH’lerin in vitro kultUrleri sirasinda
(12-16 pasaj) bazi kemokin reseptérlerinde farklihklar oldugunu

gostermektedir.”

TLR-3 hucrelerde endozomlarda ifadelenmektedir. Tomchuck ve
Cho yaptiklari ¢alismalarda mezenkimal kdk hlcrelerdeki TLR-3 ‘un diger
hiicrelerde oldugu gibi hiicre icerisinde ifadelendigini gdstermislerdir.®"
Yaptigimiz calismada Stafilokokal Enterotoksin B ile uyardigimiz
hucrelerin ylzeyinde TLR-3 ifadelenmesinde toksin konsantrasyonuna
bagl olarak, kontrol grubu htcrelerine gére bir artis oldugu gériimustar.
Galisma sonucunda gérilen bu farkliligin, daha énce de belirttigimiz gibi
hicrelerin pasaj sayisina bagl olarak hicrelerde meydana gelen

degisikliklerden kaynaklandigi distndlmektedir.
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Gram pozitif bakteriler, ekzotoksin, peptidoglikan, teikoik asit gibi
hicre duvari komponentleri ve siperantijenleri ile septik soka neden
olmaktadirlar. Stafilokokal Enterotoksin B ¢6zunebilen hucre digi bir
ekzotoksin ve slperantijendir. Gram pozitif stafilokok ailesi tarafindan
meydana getirilir. Bu toksin septik sok sendromu, bagirsak hastaliklari gibi
durumlarda gugli bir gekilde immin sistemi uyarir. Ayrica gida
zehirlenmesinde de dnemlidir.”® imir ve arkadaslarinin yapmis oldugu bir
calismada, normalde IL-2 uyarimi ile LAK hdcresi haline gelen NK
hicrelerinin, SEB ile 16 saat uyarimindan sonra LAK hicresi haline geldigi
g('jsterilmigtir.76 NK hcrelerinin bu sekilde SEB etkisi ile LAK hicresi

haline gelmesinde TLR’lerin rol oyandigi disunulmektedir.

Galismamizda 30 pg / ml Stafilokokal Enterotoksin B ile 24 saat
uyardigimiz hicrelerde TLR-1'in ifadelenmesinde kontrol grubuna gére bir
artis go6rtlmastdr. Bu sonug toksin miktarinin TLR-1 ifadelenmesini
uyardigini géstermektedir. 3 ug / ml ve 30 pg / ml Stafilokokal Enterotoksin
B ile 24 saat uyardigimiz hicrelerde ise TLR-2 ekspresyonu kontrol grubu
hicrelerine gbre ylksek cikmistir. Literatirde Gram pozitif hicrelerin
patojen ile iligkili molekuler yapilarinin (PAMP)  TLR-2 araciligi ile
tanindigi ayrica TLR-2'nin  TLR-1 ve TLR-6 ile birlikte calistig

sdylenmektedir.'®*'

Yaptigimiz calismadan elde ettigimiz sonuglar bize
Stafilokokal Enterotoksin B ‘nin mezenkimal kok hiicrelerdeki TLR-2 ve

TLR-1’in liganti olabileceg@ini digindirmektedir.

Fischer ve arkadaglar yaptiklari ¢alismada, TLR-2’nin in- vitro
sartlarda MKH'lerdeki proliferasyonu ve farklilagsmayl etkiledigini
sOylemektedirler. Bu calismada TLR-2nin prototipik bir liganti olan
Pam3Cys‘nin MKH kdltirGne ilavesi ile hlcrelerde meydana gelmesi
gereken kemik dokuyu, kikirdak dokuyu ve yag dokuyu olusturan
hucrelere farkhlagsmanin inhibe oldugu belirtiimektedir. Yine ayni
calismada MyD88 eksik farelerden elde edilen MKH’lerin kemik dokuyu ve
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kikirdak dokuyu olusturan hicrelere farklilasmasinin zayif oldugu
s6ylenmektedir.

TLR-2 ‘nin MKH’lerde 6nemli oldugunu literatirdeki bazi ¢alismalar
gostermektedir. Yaptigimiz calisma sonucunda Stafilokokal Enterotoksin
B’nin mezenkimal kdk hicrelerdeki TLR-1 ve TLR-2 ile iligkisi olabilecegini
g6rdik. Bu konuda daha kesin sonuglar elde edebilmek destekleyici

arastirmalar gerekmektedir.
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6. SONUC

TLR’ler dogal immun sistemde patojen ile iligkili yapilari tanimada
gb6rev alan dnemli bir reseptér ailesidir ve mezenkimal kdk hicrelerde de

ekspresse olmaktadir.

Yaptigimiz calismada difteri toksini ve S.E.B’ nin konsantrasyon
artigina gore hucrelerin canliliklarina etki ettiklerini gérdik. Difteri toksini
ile uyardigimiz hicrelerde TLR ifadelenmesi agisindan kontrol grubu ile
hicbir fark gérilmezken, S.E.B ile uyardigimiz hucrelerde TLR-1, TLR-2 ve
TLR-3 agisindan kontrol grubuna gére farkliliklar meydana gelmistir.

Mezenkimal kbdk hicrelerdeki TLR’lerin  de bu hicrelerin
farklilagsmasinda rol oynadigi disinidlmektedir. Bu ylizden S.E.B ‘nin bu
hucrelerdeki TLR ‘lere etkisinin daha ileri dizeyde yapilacak ¢alismalar ile

arastirilmasi gerektigi distintlmektedir.
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7. OZET

Gram Pozitif Bakteriyel Toksinlerin Mezenkimal Kok Hiicrelerdeki Toll
Benzeri Reseptorlere Etkisinin Arastiriimasi

Toll benzeri reseptorler (TLR), dogal immin sistemde goérev alan

patojen taniyan reseptér (PRR) ailesi Gyelerindendir. Pek c¢ok hicre

yuzeyinde ekspresse olurlar. Patojen ile iligkili molekller yapilari (PAMP)

taniyarak dogal immin sistemi aktive ederler. Mezenkimal kdk hlcrelerde

ekspresse olan TLR’in bu hlcrelerin c¢esitli dokulara farklilagsmasinda

6nemli rolleri oldugu distnUtlmektedir.

Calismamizda difteri toksini ile Stafilokokal Enterotoksin B’nin
(S.E.B) insan kemik iligi mezenkimal kék hlcrelerinin (MKH) canhligina ve
TLR  ekspresyonuna etkisini arastirmak amaglanmigtir.  Farkli
konsantrasyonlarda hazirlanmig toksinler ile 24 saat uyarilan MKH’lerin
canhliklann MTT testi ile incelenmigtir. Difteri toksininin 25 pg/ml
konsantrasyonu ve S.E.B’nin 30 pug/ml konsantrasyonu hiicre canlihgini

kontrol grubuna gére anlamli bir sekilde azaltmistir.

Difteri toksini ve S.E.B ile uyarilan hiicrelerde TLR ifadelenmesini
arastirmak icin 6zgal antikorlar kullaniimis ve hicreler akis sitometrisi
yontemi ile incelenmistir. Yapilan analizler sonucu difteri toksininin
MKH’lerde TLR ifadelenmesine etkisi gérilmemistir. S.E.B ‘nin 30 pg/ml
konsantrasyonu TLR-1 ifadelenmesini arttirirken, 3 pg/ml ve 30 pg/ml
konsantrasyonu TLR-2 ve TLR-3 ifadelenmeisini arttirmistir. S.E.B’nin
diger TLR’lerin ifadelenmesine etkisi gérilmemistir.

Literatirde S.E.B ‘nin MKH’lerdeki TLR’lere etkisini gdsteren bir
¢alisma bulunmamaktadir. Bu ylizden ¢alisma sonunda elde edilen veriler
S.E.B ‘nin MKH’lerde TLR’lerin bir liganti olabilecegini diisiindirmektedir.

Anahtar Soézcukler: Dogal immiunite, Toll Benzeri Reseptorler,

Mezenkimal Kok Hicreler
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8. SUMMARY

Investigations for effects of toxins from gram pozitive bacteria on toll-

like receptors of mesenchymal stem cells.

Toll-like receptors (TLRs) are members of pattern recognition
receptors that recognize pathogen-associated molecular patterns (PAMP)
as an important component of innate immune responses. TLR
expression by various cells of the innate immune system has been well
characterized. However, there is some controversial information pertaining
TLR expression by bone marrow-derived mesenchymal stem cells
(BMSCs). The purpose of this study was to investigate the effects of
Diphtheria toxin and Staphylococcal enterotoxin B (SEB) on TLR
expression by human bone marrow-derived mesenchymal stem cells

(hBMSCs).

MTT assay was used to determine viability of hBMSCs that were

exposed to different concentrations of toxins for 24 hours.

TLR expression was explored using TLR-specific antibodies by flow

cytometry.

Diphtheria toxin did not affect TLR expression at all. However, SEB
changed TLR expression in a dose dependent fashion. For example, while
30 pg/ml SEB increased expression of TLR-1, SEB at the concentrations
of both 3 pg/ml and 30 pg/ml increased expression of both TLR-2 and

TLR-3. SEB did not affect expression of the other TLRs.
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First of all, the results of this study have suggested that SEB could
be involved in regulation of TLR-1, TLR-2, and TLR-3 expression by
hBMSCs. Secondly, these findings indicate a novel discovery since no
literature pertaining effects of SEB on TLR expression by hBMSCs.
Therefore, further investigations are needed to make a final definitive
conclusions about the regulatory roles of SEB on TLR expression

particularly by hBMSCs.

Key words: Innate Immunity, Toll Like Receptors, Mesenchymal
Stem Cells
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