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Son yillarda probiyotik bakteriler insan sagligi iizerindeki olumlu etkilerinden dolay1
aragtirmalara konu olmustur. Genellikle Lactobacillus ve Bifidobacterium cinslerindeki probiyotikler,
bagirsagin dogal florasinda bulunurlar. Probiyotikler konak canliy1 patojenlere karsi koruyarak ve immiin
sistemini giiclendirerek etki gosterirler. Immiin sistemin regiilasyonunu saglayan etkenlerden biri de kok
hiicrelerdir.Mezenkimal kok hiicreler (MKH), giiclii immiinmodiilator ve rejeneratif 6zelliklere sahip
somatik, multipotent stromal hiicrelerdir. MKH’ler ¢ogalma ve farklilasma kapasiteleri olan ¢ok
yonelimli, 6ncii hiicrelerdir. MKH'ler bir¢ok dokudan kolayca izole edilebilirler. Kolay ¢cogalma, yiiksek
farklilagsma ve bagisiklik sistemini baskilayici 6zelliklerinden dolay1 klinikte bu hiicrelere duyulan ilgi her
gecen giin artmaktadir. MKH‘ler immiinosiipressif 6zellikleri nedeniyle bir¢ok otoimmiin hastaligin
tedavisinde kullanilmaktadir.

Tez projemizde, Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus ve Lactobacillus paracasei subsp.
paracasei probiyotik bakterileri ile Staphylococcus aureus ve Enterococcus faecalis patojen bakterilerin
insan mezenkimal kok hiicre {izerindeki immiinomodiilator etkilerini arastirdik.Bunun igin, bakterileri
uygun ortamlarda kiiltiire ederek ekstraseliiler faktorlerini igeren supernatantlarim elde ettik. Bu
bakteriyel siipernatantlar iceren besiyerlerinde insan kemik iligi-derive mezenkimal kok hiicrelerin (Ki-
MKH) kiiltiirasyonunu sagladik.Muamele edilen Ki-MKH’lerin kosullandirilmis besiyerlerini izole
ettikten sonra ELISA yéntemi ile Ki-MKH’lerin iirettigi immiinomodiilator faktorler olan TGF-B1, IL-10,
Prostaglandin E-2 (PGE-2) ve ayrica Netrin-1 veNGF seviyelerini belirledik. Calismamiz sonucunda,
probiyotik bakterilerin, patojen bakterilerden farkli olarak,bu immiinomodiilatér faktorlerin iretimini
artirdigini ve in vitro mikrogevrelerini diizenledigini belirledik. Bunun yanisira, wound healing deneyi ile
probiyotik bakteri ekstraseliiler faktorleri Ki-MKH’lerin migrasyon kabiliyetini azalttigini saptadik.

Sonug olarak, probiyotik bakteri ekstraseliiler faktorlerinin Ki-MKH’lerin immiinomodiilator
Ozelliklerine katki sagladigimi sOyleyebiliriz. Elde ettigimiz bulgular dogrultusunda, probiyotikler
sayesinde MKH’lerin in vitro ortamda terapotik ozelliklerinin artirilabilecegi ve hiicresel tedaviler
acisindan yeni stratejilerin gelistirilmesine katki saglayabilecegi kanisindayiz.

Anahtar Kelimeler:immiinomodiilasyon,Mezenkimal K&k Hiicreler, Probiyotik bakteriler.
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Recently, probiotic bacteria have been a subject of curiosity because of the positive effects on
human health. Generally, probiotic bacterias such as Lactobacillus and Bifidobacterium are found in the
intestinal flora. Probiotic bacterias act as protecting agents of host-living against pathogens by supporting
the immune system.Stem cells are one of the factors that regulate the immune system.Mesenchymal stem
cells are somatic, multipotent stromal cells with strong immunomodulator and regenerative properties.
Mesenchymal stem cells (MSCs) are multifunctional precursor cells with proliferation and differentiation
capability.MSCs can be easily isolated from many tissues. Investigation interest in these cells is
increasing due to its easy proliferation, high differentiation and immunosuppressive properties. MSCs
have been tested for the therapy of many autoimmune diseases because of their immunosuppressive
properties.

In our thesis project, we investigated the immunomodulatory effects of Lactobacillus delbrueckii
subsp. bulgaricus and Lactobacillus paracasei subsp. of paracasei probiotic bacteria and Staphylococcus
aureus and Enterococcus faecalis pathogen bacteria on human mesenchymal stem cells. For this, we have
obtained bacterial supernatants containing extracellular factors by culturing. We cultured the human bone
marrow-derived mesenchymal stem cells (BM-MSCs) in media containing these bacterial supernatants.
After obtaining the conditioned media of the treated BM-MSCs, we determined the immunomodulatory
factors levels of TGF-1, IL-10, Prostaglandin E-2 (PGE-2) and also Netrin-1 and NGF of BM-MSCs by
ELISA method. As a result, we determined that unlike pathogenic bacteria, probiotic bacteria increased
the production of these immunomodulatory factors and regulate BM-MSCs microenvironment in vitro. In
addition, we found that probiotic bacteria extracellular factors decreased the migration ability of BM-
MSCs by wound healing assay.

Eventually, it could be said that probiotic bacterial extracellular factors could contribute to the
immunomodulatory properties of BM-MSCs. In line with our findings, we believe that probiotics could
increase the therapeutic properties of MSCs in vitro and contribute to the development of new strategies
in terms of cellular therapies.

Keywords:Immunomodulation, Mesenchymal Stem Cell, Probiotic
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1. GIRIS

1.1. Probiyotik Bakteriler

Probiyotik bakteriler yeterli miktarda alindiginda konak¢1 canlinin saglhigina ve
gastrointestinal sistemine katkida bulunan mikroorganizmalardir. Probiyotikler konakg¢1
canlida bagirsak mikroflorasinin korunmasini saglarken ayni zamanda da patojenik
mikroorganizmalarin biiyiimesini engeller. Ayrica antimikrobiyal ajanlarin ve
vitaminlerin sentezini saglayarak bagisiklik sisteminin uyarilmasmni saglarlar.
Gastrointestinal sistemde bagirsaga kadar hayatta kalabildiklerinden dolay1 laktik asit
bakterileri (LAB) siklikla kullanilmaktadir. En yaygin kullanilan probiyotik laktik asit

bakteri tiirleri arasinda Lactobacillus ve Bifidobacterium tiirleri yer almaktadir.

1.1.1. Probiyotik Bakterilerin Immiinomodiilatér Ozellikleri

Probiyotik bakteriler mikrobiyotanin bir pargasi olarak bagirsak homeostazina
katkida bulunmaktadir. Bagirsak homeostazi bakterilerin iirettigi mikroorganizma
iligkili molekiiler patternleri taniyan pattern tanima reseptorleri araciligiyla
gerceklesmektedir. Bu reseptorlere mikroorganizma iligkili bir ligand baglandiginda
bazi hiicre i¢i sinyal yolaklarinin aktive olmasiyla pro-enflamatuar faktorlerin ifadesi
olur. Probiyotik bakteriler bu hiicre i¢i sinyal yolagina miidahale ederek pro-
enflamatuar sitokin salinimini engeller ve bagirsak homeostazina katkida bulunurlar.
Bircok probiyotik sus bagirsaktaki konak¢it mukozal immiin sistemini hiicresel sinyal
yolaklarini salgiladig1 immiinomodiilatorler ile indiikleyebilmektedir. Ayrica probiyotik
bakteriler salgiladigi immiinomodiilator sitokinler ile bagirsaktaki dendritik hiicre, T
yardimct hiicreler ve makrofajlar gibi immiin sistem hiicrelerinin proliferasyonunu ve

polarizasyonunu etkilemektedir.

1.2.Mezenkimal Kok Hiicreler

1974'de Alexander Friedenstein tarafindan ilk kez izole edilen mezenkimal kok
hiicreler (MKH) adipojenik, osteojenik ve kondrojenik gibi bir¢cok hiicre tipine
farklilasabilme ve kendini yenileyebilme ozelligine sahiptir. Bu essiz 6zelliklerinden
dolay1 rejeneratif tip uygulamalarinda ilgi odagi olmustur. Mezenkimal kok hiicreler
immiin sistemi diizenleyebilme ve hasarli bolgeye go¢ edebilme 6zelliklerine sahiptir.
Mezenkimal kok hiicreler yag dokusu, dis pulpasi, kemik iligi ve amniyotik sivi gibi

birgok dokudan elde edilebilmektedir. Mezenkimal kok hiicreler bu 6zelliklerinden



dolay1 son yillarda immiin sistem hastaliklarinda, doku hasar1 tedavisinde ve

rejenerasyonunda, hiicresel tedavide 6nemli rol oynamaktadir.

1.2.1. Mezenkimal Kék Hiicrelerin immiinomodiilator Ozellikleri

Mezenkimal kok hiicreler, insan lokosit antijeni simuf II (HLA simif II)
icermediginden dolayr diisiik immiinojeniteye sahiptir. Hem dogustan hem de adaptif
immiin sistemde baskilayic1 etkiler gosterir. Mezenkimal kok hiicreler salgiladigi
immiinomodilator sitokinler ile immiin sistem hiicrelerinin aktivasyonunu ve
proliferasyonunu baskilamaktadir. MKH'ler 6zellikle TGFB ve PGE2 araciligiyla direkt
temas ederek NK hiicrelerini baskilarken bu inhibitor etkilere IL-10, IDO HLA-G5 gibi
¢cOziiniir faktorler de aracilik etmektedir. MKH'lerin B hiicre proliferasyonunu ve
immiinglobiilin (IgM, IgG, IgA) iiretimini inhibe ettigi de gosterilmistir. Mezenkimal
kok hiicreler ¢esitli immiin sistem hiicreleri ile etkilesime girerek bagisiklik sistemini

diizenlemektedir.

1.3. Mezenkimal Kok Hiicre ve Probiyotik Bakteri Etkilesimi

Gastrointestinal sistemdeki bakterilerle mezenkimal kok hiicrelerin iliskili
oldugu diisiiniilerek bir¢ok calisma yapilmistir. Mezenkimal kok hiicreler ile mikrobiyal
canlilarin etkilesimi incelenerek MKH'ler {izerindeki morfolojik ve fizyolojik
degisimler, immiinomodiilasyon 0zelligindeki farkliliklar incelenmistir. Yapilan
calismalarda probiyotik bakterilerin, mezenkimal kok hiicrelerin
immiinomodiilasyonuna katkida bulundugu ve bazi immiin sistem bozuklugu
hastaliklarinda terapotik oOzelligini artirdigi bulunmustur. Ayrica mezenkimal kok
hiicrelerin hasarli dokuda iyilesmeyi saglamasina katkida bulunmusgtur.

Biz de bu literatiir bilgilerine dayanarak probiyotik bakterilerin ¢oziiniir
faktorlerinin mezenkimal kok hiicreler iizerindeki etkisini arastirdik. Mezenkimal kok
hiicrelerin immiin baskilayict faktor salinimini nasil degistirdigini  gézlemledik.
Sonuglarimiza goére mezenkimal kok hiicrelerin immiinomodiilatdr 6zelligini probiyotik
bakteri supernatantlar1 ile diizenleyerek MKH temelli yeni bir tedavi yaklasimi

olabilecegini diistinmekteyiz.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Gastrointestinal Sistem

Memelilerin gastrointestinal sistemleri (GIS), bagirsak mikrobiyotas: olarak
bilinen ¢ok sayida canliya ev sahipligi yapar. Bakteriler, arkeler, mantarlar ve viriisler
ozellikle epitelyal ve bagisiklik hiicreleri ile birlikte yasar ve karsilikli etkilesim
igerisindedir (Sanchez ve ark., 2017). Mikrobiyal antijenlere ve patojenik bakterilere
karst savunmada intestinal epitelyal hiicrelerinin katkilar1 kayda degerdir. Memeli
bagirsaginda, konakg1 epitel hiicreleri ile yakindan iliskisi olan karmasik ve gesitli bir
mikrobiyal topluluk yasar. Gastrointestinal sistemin mikrobiyal kolonizasyonu, farkli
habitatlar ve ekolojik kosullar tarafindan belirlenir (Blum ve ark., 2003). insan bagirsak
mikrobiyotasinin bir kisminda bugiine kadar 1500 farkli canli tiirii tanimlanmistir.
Toplamda bakildiginda ise bagirsak mikrobiyotasinin, 103-10'* mikrobiyal hiicre
icerdigi ve kendi Okaryotik hiicrelerimizden 10 kat daha fazla hiicre bulundurdugu
Ongoriilmiistiir. Bugilin bagirsak mikrobiyota bilesimi ve aktivitesinin karakterizasyonu,
mikrobiyoloji, immiinoloji ve saglik alanlarinda ¢alisan bilim insanlari i¢in aragtirma
konusu olmustur ve bu arastirmalar genellikle probiyotik bakteriler ile baglantilidir
(Séanchez ve ark., 2017).

2.1.1.Probiyotik Bakteriler

Glinlimiizde bir¢ok bakteri ve mantar tiirii insan sagligi acisindan faydal
mikroorganizmalar olarak degerlendirilmektedir. Lactobacillus ve Bifidobacterium
tirleri gibi probiyotik bakteriler insan sagligi agisindan Onemli role sahiptir. Bu
mikroorganizmalar yeterli miktarda alindiklarinda konak¢i canlinin sagligina ve
gastrointestinal sistemine olumlu yonde katkida bulunurlar (Yousefi ve ark., 2019).

Probiyotik kelimesi Yunancada "yasam i¢in" anlamina gelmektedir ve konake1
canliya yeterli miktarda verildiginde yarar saglayan canlilar olarak tanimlanmistir
(Ashraf ve ark., 2014). Probiyotikler, konak¢i canlida patojenik bilylimenin
inhibisyonunu, bagirsak  mikroflorasinin ~ korunmasini,  bagisiklik  sisteminin
uyarilmasini, vitaminlerin ve antimikrobiyal ajanlarin  sentezini  saglayan
mikroorganizmalardir. Belirli probiyotik canlilarin konakg¢iya sagladigi yararlar
kanitlanmistir. Probiyotik terimi sadece bakteriler degil mayalarin da dahil oldugu
bir¢ok mikroorganizmayi igerir. Giiniimiizde probiyotik iiretiminde gida, yem ve gida

katk1 maddelerine birgok faydali mikroorganizma eklenmektedir (Tablo 1) (Lee, 1995;



Uymaz, 2010).Gastrointestinal sistemde bagirsaklara kadar hayatta kalabildiklerinden
ve konakgiya yarar sagladiklarindan dolayr laktik asit bakterileri (LAB), laktik asit
olmayan bakteriler ve mayalar probiyotik olarak kabul edilmektedirler (Chavarri ve
ark., 2012).

Probiyotik bakterilerin sagliga katkilar1 mikroorganizma tiiriine ve susuna 6zgi
olarak degisebilir. Bu yiizden tiim faydalar1 saglayan evrensel bir tiir yoktur. Ancak,
Lactobacillus rhamnosus GG, S. cerevisiae Boulardii, L. casei Shirota, L. acidophilus
ve Bifidobacterium animalis Bb-12 tiirleri, insan sagligi1 etkin verilerine gére en fazla

caligilan probiyotiklerdir (Ashraf ve ark., 2014).

Tablo 2.1.1. Probiyotik Uretiminde Kullanilar Mikroorganizmalar (Uymaz, 2010)

Lactobacillus tiirleri Lactobacillus cellobiosus, Lactobacillus delbrueckii, Lactobacillus brevis
Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus reuteri, Lactobacillus curvatus
Lactobacillus fermetum, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus jonhsonii
Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus helveticus

Lactobacillus salivarius, Lactobacillus gasseri

Bifidobacterium tiirleri Bifidobacterium adolescentis, Bifidobacterium bifidum, Bifidobacterium
breve, Bifidobacterium infantis, Bifidobacteriumlongum, Bifidobacterium

thermophilum

Bacillus tiirleri Bacillus subtilis, Bacillus pumilus, Bacillus lentus, Bacillus licheniformis,

Bacillus coagulans

Pediococcus tiirleri Pedicoccus cerevisiae, Pedicoccus acidilactici, Pedicoccus pentosaceus

Streptococcus tiirleri Streptococcus salivarius ssp. thermophilus, Streptococcus intermedius

Bacteriodes tiirleri Bacteriodes capillus, Bacteriodes suis, Bacteriodes ruminicola, Bacteriodes
amylophilus

Propionibacterium tiirleri | Propionibacterium shermanii, Propionibacterium freudenreichii

Leuconostoc tiirleri Leuconostoc mesenteroides ssp. mesenteroides
Kiifler Aspergillus niger, Aspergillus oryzae
Mayalar Saccharomyces cerevisiae, Candida torulopsis

Probiyotiklerin insan sagligi iizerindeki etki mekanizmalari heniiz tam olarak
aciklanmamisgtir. Fakat insan viicuduna yararli katkilart klinik olarak belirlenmistir
(Sarowska, 2013). Bu etkilerden bazilari,

e Bagirsak mikroflorasi lizerinde faydal etki
e Bagirsak enfeksiyonlarinin 6nlenmesi

e Laktoza karsi artan tolerans




e Bagisiklik sisteminin iyilestirilmesi
e Anti-alerjik etkiler
e Kardiyovaskiiler hastaliklarin 6nlenmesi

e Kanserin 6nlenmesi

Literatiire gore, probiyotikler hiicre reseptorlerine veya endotelyal hiicre
yiizeyine tutunabilme Ozellikleri s6z konusudur. Bu sayede patojenik bakterilerin
bagirsak epiteline yapismasini onlerler (Servin, 2004), ayrica antimikrobiyal bilesenler
tiretirler (Review, 2001), lenfosit aktivasyonu ve fagositozun uyarilmasini saglarlar, IgA
antikor ve sitokinlerin {iretilmesi ile hiicresel bagisikligin diizenlenmesine katkida
bulunurlar (Wold, 2001).Probiyotik tiikketiminin, ishal, antibiyotikle iligkili ishal,
Helicobacterpylori enfeksiyonlari, enflamatuar bagirsak hastaliklarinin yaninda kanser
ve jinekolojik tirogenital enfeksiyonlari gibi klinik durumlarin iyilesmesine de katkida

bulundugu gosterilmistir (Angmo ve ark., 2016).

2.1.2. Probiyotik Bakterilerin Tarihcesi

Probiyotik kelimesi Alman bilim adami Werner Kollath tarafindan 1953'te
“yasamin saglikli gelisimi i¢in gerekli olan aktif maddeleri” belirtmek icin
kullanilmistir (Gasbarrini ve ark., 2016). “Probiyotik” terimi ilk olarak 1965 yilinda
Lilly ve Stillwell tarafindan bir organizmanin salgilanmasini, digerinin bilylimesini
uyaran maddeleri tanimlamak i¢in kullanilmistir (Gupta, 2009). Daha spesifik olarak
Fuller 1992'de probiyotikleri“konak¢r hayvana, bagirsak mikrobiyal dengesini
gelistirerek yararli etki saglayan canli mikrobiyal besin takviyesi” olarak tanimlamistir.

Modern probiyotik tarithi 190014 yillarin  basinda, Paris'teki Pasteur
Enstitiisii'nde ¢alisan bir Rus bilim adam1 olan Nobel 6diillii Elie Metchnikoff'un oncii
calismalariyla  baslamistir.Louis  Pasteur fermantasyon siirecinden  sorumlu
mikroorganizmalari tanimlarken, Metchnikoff oncelikle bu mikroorganizmalarin insan
sagligy iizerindeki olas1 etkilerini kesfetmeye calismistir. ilk olarak Bulgar kirsal
kesimin uzun Omirli olmasini, diizenli olarak giinlilk fermente yogurt tiiketimi ile
iliskilendirmistir. Bunu 27 yasindaki Bulgar doktor Stamen Grigorov'un kesfettigi
Bulgar basiline baglamigtir. Daha sonra laktobasilin, hastaliga ve yaslanmaya katkida
bulunan gastrointestinal metabolizmanin ¢iiriitiicii etkilerine karsi koyabilecegini 6ne

stirmiistiir. Metchnikoff ayrica toksinlerin kalin bagirsaktaki bakteriyel c¢iirimeden



kaynaklandigini iddia etti ve bagirsak mikroplarinin gidaya bagl olarak viicudumuzdaki
floray1 degistirebilecegini ve =zararli mikroorganizmalarin yararli olanlar ile
degistirilebileceginin miimkiin oldugunu belirtmistir. Bu ciimle agik bir sekilde
"probiyotik kavrami'"ni tamimlar. Metchnikoff'un bilimsel hipotezi, Bacillus bulgaricus
probiyotik bakterisinden elde edilen fermente siit kullanimi sayesinde, Avrupa'da
birincisi olan Fransa'daki siit endiistrisinin ortaya ¢ikmasini ve gelisimini desteklemistir.
2013 yilinda uzmanlar tarafindan fikir birligi ile probiyotik terimi "yeterli miktarlarda
uygulandiginda konak¢i canliya saglik yardimi saglayan canli mikroorganizmalar"
olarak tanimlanmistir. Yayinlanan belgeye gore fermente siitten yapilan yogurt ve diger
gidalar ilk fonksiyonel gidalar olarak kabul edilmistir (Gasbarrini ve ark., 2016).
Gintimiizde ozellikle laktik asit bakterileri olmak tizere probiyotikler,
gastrointestinal sistem hastaliklar1 ve otoimmiin bozukluklarin tedavisinde biiyiik

oneme sahiptir (Sarowska, 2013).

2.1.3.Laktik Asit Bakterileri

19. yiizyilin sonlarina dogru laktik asit bakterilerine olan ilgi artmustir (J., 2015).
Laktik asit bakterileri (LAB), karbonhidrat fermentasyonunun ana son firlinii olarak
laktik asit iireten Gram-pozitif bakterilerin bir grubunu olusturur (Seddik ve ark., 2017).
Probiyotik olarak genellikle Lactobacillus ve Bifidobacterium laktik asit bakterileri
suslar1 kullamilmaktadir (Campana ve ark., 2017). Iki yiiz yirmiden fazla tanimlanan
tiirliyle Lactobacillus cinsi ana ve en ¢esitli LAB grubudur (Seddik ve ark., 2017). Ilk
olarak  Laktik asit bakterileri  gastrointestinal —sistemin ihtiyag  duydugu
mikroorganizmalardir ve bu yiizden giivenli olarak bilinirler. ikinci olarak da gidalarin
korunmasinda O6nemli rol oynarlar ve laktik asit, asetik asit, hidrojen peroksit,
bakteriyosin, diasetil ve karbondioksit iiretimi ile gidalarin bozulmasina sebep olan
mikroorganizmalari inhibe ederler (Angmo ve ark., 2016). LAB, insan ve hayvanlarin
gastrointestinal sistemindeki mide asidinde ve safra tuzlarinda hayatta kalabilmektedir.
Ayrica lizozim enzimine de direngli olduklart bulunmustur. Fakat laktik asit
bakterilerinin suslarina gore direng seviyeleri farklilik gostermektedir (J. ve ark., 2015).

Anne siitii, yenidoganin bagirsak mikrobiyotasinin gelisimi ve hastaliklara karsi
savunma mekanizmasinin olusmasi i¢in yararli mikroorganizmalar1 igeren son derece
besleyici bir gidadir. Probiyotik laktik asit bakterileri fizyolojik 6zellikleri ve anne
stitiindeki biiyiime faktorlerinin mevcudiyetinden dolayr yenidoganin bagirsaginda

kolonize olmaktadir(Reis ve ark., 2016).



2.1.4.Probiyotiklerin Immiin Sistem Uzerindeki Etkileri

Bagisiklik sistemi, dogal (spesifik olmayan) ve adaptif (edinilmis) olmak {izere
iki genel gruba ayrilir. Adaptif immiin yanit memelilerde sistemik ve mukozal tipte
yanit verebilir. Buradaki immiin yanit hiicre ve molekiilleri bakteri, viriis, parazit gibi
mikrobiyal patojenlere karst koruma saglamak amaciyla birbiri ile etkilesir.
Mikrobiyota icermeyen hayvanlarda yapilan in vitro ¢alismalar, saglikli bir bagirsak
mikrobiyotasinin, bagirsak regiilasyonu ve homeostazinda onemli rol oynadigim
gostermistir (Kemgang ve ark., 2014).

Probiyotik bakterilerin etki mekanizmasi genel olarak soyledir; epitel bariyer
biitiinliiglinli artirirlar, bagirsak liimenlerindeki patojenler ile rekabet ederek onlari
ortadan kaldirirlar, bagirsak mukozasina yerlestiklerinde patojenlerin yapismasini
inhibe ederler, ayrica dendritik hiicre fonksiyonlarini, T hiicre polaritesini ve dolayisiyla

immiin sistemi diizenlerler (Sekil 1)(Yousefi ve ark., 2019).
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Sekil 2.1.4.1 Probiyotiklerin genel etkilesim mekanizmasi (Yousefi, 2019)



Probiyotik bakteriler,mikrobiyotanin bir pargasi olarak bagirsak homeostazina
katkida bulundugu gosterilmistir (van Baarlen, 2013). Homeostaz, probiyotikler de
dahil olmak lizere mevcut bakterilerden iiretilen “mikroorganizma ile iligkili molekiiler
paternleri” (MAMP) taniyan, sitokinlerin ve kemokinlerin iiretimini saglayan‘patern
tamima reseptorleri” (PRR) ile diizenlenir. PRR ailesi, Toll benzeri reseptorleri (TLR),
hiicre i¢i Nod benzeri reseptorleri (NLR), C tipi lektin reseptorleri gibi reseptorleri
icerir(Bron, 2012). Bagirsak mukozasinda PRR'ler, antijenlerin girig bolgelerini koruyan
epitel hiicre membranlarinda ve bu bariyerinin alt tabakasinda bulunan makrofaj ve
dendritik hiicre membranlarinda ifade edilmektedir (Blum, 2003).TLR'ler ligand veya
adaptér molekiillerin baglanmasiyla farkli sinyal yolaklarimi1 aktive ederler ve
transkripsiyon faktorlerinin niikleer translokasyonuna yol agarlar. Bu faktorler, pro-
enflamatuar ve anti-enflamatuar sitokin ve kemokinlerin regiilasyonunu modiile eder
(Amdekar, 2011). TLR'lerin hiicre dis1 bolgeleri 16sin tekrarlar1 bakimindan zengin
motiflerinden olusan amino-terminal uca sahiptir (Goémez-Llorente, 2010). TLR sinyali
MAMP baglanmasi ile aktive olur. MAMP baglanmasi ile birlikte TLR'ler dimerize olur
ve aktifleserek myeloid farklilagsma birincil yanit 88 (MyD88) gibi adaptdr molekiillerin
baglanmasina sebep olur. MyD88, mitojenle aktiflesen protein kinaz (MAPK) yolagini
ve niikleer faktér kB (NF-«kB) yolagimi aktive eder (Jeong, 2016). Uyarict kosullar
olmadiginda NF-kB sitoplazmada, inhibitér molekiilii olan IxB molekiiliine bagh
sekilde bulunmaktadir. Pro-enflamatuar sitokin uyarimi olustugunda IkB molekiilii IxB
Kinaz (IKK) tarafindan ubikitinasyon ve proteozomal degradasyon igin hedeflenir.
IxB'nin parcalanmasiyla serbest kalan NF-xB c¢ekirdege transloke olur. Hedef
promotorlara baglanir ve pro-enflamatuar genlerin transkripsiyonunu indiikler. Bazi
probiyotik suslart IkB'nin bozulmasini onler ve intestinal epitelyal hiicrelerden pro-
enflamatuar sitokinlerin salinmasini engellemis olur (Thomas, 2010). Zhang ve
arkadaglar1 yiiksek sicaklik ile inaktive edilmis Lactobacillus GG susunun IkB'nin
degradasyonunu ve boylece NF-kBmin ¢ekirdege translokasyonu engelleyerek timor
nekroz faktdr (TNF) ile iligkili IL-8 {iretimini azalttigin1 gdstermistir (Zhang, 2005).
TLR ailesi ¢esitli patojenlerin farkli molekiiler yapilar ile uyarilabilmektedir. Ornegin
TLR ailesinden TLR2, Gram-pozitif bakterilerin lipoteikoik asit, lipopeptid,
peptidoglikan ve lipoprotein yapilarini tantyabilmektedir. Ciinkii TLR2 formu, TLR1 ve
TLR6 ile heterodimerik yapt  olusturmaktadirlar.  Ozellikle TLRI-TLR6



heterokompleksi S.aureus'a karsi spesifik yanit olusturmaktadir (Gomez-Llorente,
2010).

Probiyotik Bakteri 5 Patojenik Mikroorganizmalar

(a)

Sekil 2.1.4.2.Probiyotik ve patojenik bakterilerin TLR'ler ile etkilesime girerek farkli bagisiklik
tepkilerinin potansiyel etki mekanizmasi (Gémez-Llorente, 2010)

Probiyotiklerin etki mekanizmalar1 arasinda bagirsakta immiinoglobiilin A (IgA)
seviyesinin ve IgA freten hiicrelerin artirllmasi da yer almaktadir (Ashraf,
2014).Salgilanmig-immiinoglobiilin A (SIgA) memelilerin bagirsak mukozasinda en
¢ok bulunan immiinoglobiilindir. SIgA patojenik bakteri ve mikroorganizmalara kars1
spesifik immiin cevaba katkida bulunur. Probiyotiklerin ve patojenik olmayan
bakterilerin susa bagli olmak kosuluyla SIgA iiretimini tetikledigi ve bdylece immiin
sistemi modiile ettigi belirtilmistir (Corthésy, 2007). B hiicreleri bagirsagin lamina
proprialarinda plazma hiicrelerine farklilagir ve dimerik IgA salgilar. Salgilanan IgA
bagirsak epitel yilizeyindeki polimerik Immiinoglobiilin reseptoriine baglanir ve apikal
hiicre yiizeyine tasmir. Ornegin, kontrol ile karsilastirildiginda doza bagli olarak,
Lactobacillus casei Zhang susunun bagirsak mukozasinda SIgA ve IgA ireten
hiicrelerin sayisim1 artirarak patojenik enfeksiyonlara karst mukozal bagisiklig

gelistirdigi gosterilmistir (Kemgang, 2014).
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2.1.5.Probiyotik GIS Tliskisi

Gastrointestinal sistem (GIS) insan viicudu ve dis cevre arasindaki en genis
arayiizii temsil eder. Gastrointestinal sistem mikrobiyotas1 yaklasik olarak 10%3-10%
mikroorganizma igerir. Mikroorganizmalarin sayis1 ve ¢esitliligi GIS'in bolgelerine gore
farklilik gostermektedir. Kommensal (zararli olmayan), mutualistik (faydali) ve
patojenik (firsatci) bakterilere tolerans arasinda bir denge saglandiginda gastrointestinal
sistem homeostaz1 saglanir. Probiyotikler immiin sistemi gelistirmek ve bagirsak
homeostazini saglamak igin katkida bulunurlar(La Fata, 2018).

Bagirsak mukozasi, bagirsak liimenini ikinci bir katman olan lamina propriadan
ayran tek hiicreli epitel hiicre tabakasidir. Laminapropria bagirsagin steril olarak
tanimlanabilen ve ¢ok ¢esitli immiin sistem hiicrelerini igeren bag dokusu tiiriidiir
(Bron, 2012).Lamina propria B lenfosit, T lenfosit, dendritik hiicreler (DC), makrofajlar
ve plazma hiicreleri gibi immiin sistem hiicrelerini bulundurur. Plazma ve T hiicreleri
IgA ve bazi enflamatuar sitokinleri salgilamasiyla GiS'in humoral yaniti diizenler (La
Fata, 2018).Epitel tabaka, besin emiliminin en ist diizeyde yapilmasini saglarken
konak¢1 organizmaya ait olmayan bilesenlerin gegisini engeller. Bu da bir dizi
reaksiyonla pro-enflamatuar konakgi tepkilerini indiikler (Bron, 2012).

Mukus tabakasi ve intestinal epitelyum 6zel hiicre tiplerinden olusan, bagirsagin
fiziksel ~bariyeridir. Bagirsak epitelyumu;  besinlerin ~ emiliminden sorumlu
enterositlerden, patojenik bakterilerin temas etmesi durumunda antimikrobiyal
peptitlerin sentezlenmesinde gorev alan Paneth hiicrelerinden ve mukus tabakasini
olusturan miisin salgisini tireten Goblet hiicrelerinden olugmaktadir (La Fata, 2018).
Bircok probiyotik sus bagirsaktaki konak¢r mukozal immiin sistemini hiicresel sinyal
yolaklarini salgiladigi immiinomodiilatorler ile indiikleyebilir (Kemgang, 2014). Oral
yolla alman probiyotikler gastrointestinal mukoza ve bagirsakla iliskili lenfoid doku
(GALT) ile etkilesimde bulunabilir (Kang, 2015). Probiyotiklerin epitel bariyerin
gecirgenligini diizenledigi, epitel hiicrelerin enflamatuarsitokin salinimini degistirdigi,
patojenlerle rekabet ederek ya da onlar1 direkt inhibe ederek mukus tabakasina
yapismalarim1  Onledigi ve immiin sistem hiicrelerini dogrudan modifiye ettigi
gosterilmistir (Dongarra, 2013).

Di1s ¢evre ile konake1 organizmanin immiin sistemi arasinda bariyer olusturmak
GIS epitel hiicrelerinin fonksiyonlarindan biridir. Bu bariyerin saglamlig1 ve biitiinliigii
sik1 baglanti protein kompleksleri (TJ) tarafindan saglanmaktadir (La Fata, 2018). Siki

baglant1 proteinleri (TJs) intestinalepitel hiicrelerin apikal birlesim yerlerinde bulunan
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lipid-protein kompleksidir ve epitel bariyerin secici gecirgen olmasini saglayarak
iyonlarin ve elektrolitlerin gegisine izin verir (Lebeer, Vanderleyden, n.d.). Siki baglanti
proteinlerinin ekspresyonu ve hiicredeki konumunun degismesi durumunda bariyer
biitlinliigiiniin bozulmasi ve sizdiran bagirsak durumu gelisebilir. Sizdiran bagirsak,
limenden lamina propriaya epitelyal gegirgenligin artmasidir. Sizdiran bagirsak irritabl
bagirsak hastaligi (IBD), irritabl bagirsak sendromu (IBS) ve c¢olyak hastaligi gibi
patolojik durumlarin gelismesine neden olur. Probiyotiklerin siki baglanti proteinlerinin
ekspresyonunu diizenledigi belirtilmistir. Lactobacillus casei susunun T84 epitel hiicre
modelinde siki baglanti proteinlerini diizenleyerek patojenik Escherichia coli
bakterisine kars1 stabilizasyon sagladigi, bu sekilde enflamasyonu 6nledigi goriilmiistiir
(La Fata, 2018).Karczewski ve arkadaslar1 Lactobacillus plantarum susunu insan
duodenumuna uygulayarak bagirsak bariyeri iizerinde bazi1 parametreleri test ettiler. Bu
probiyotik susunun TLR2 iligkili yolu kullanarak siki baglanti protinlerinin
ekspresyonunu ve lokalizasyonunu etkiledigini gosterdiler (Karczewski, 2010). Sonug
olarak probiyotikler, patojenlere ve mikrobiyal {irinlerin epitelyal gegisini engelleyen
sik1 baglant1 protenlerinin stabilitesini artirir ve diizenler (Ohland, 2010).

Mukozal immiin sistem, patojenlere karsi savunmada biiyiikk 6neme sahiptir.
Mukus tabakasi, patojenik bakterilerin enflamasyon olusturmadan once bagirsakta
karsilagtiklar1 ilk engeldir. Bu jelimsi tabaka hem bagirsak epitel hiicrelerini antijenik ve
mikrobiyal molekiillerden korur hem de bagirsak hareketliligi i¢in kaygan bir yap1
saglamaktadir (Ohland, 2010). Mukus, goblet hiicrelerinde {iretilir ve daha sonra
villuslar arasinda hareket eder (Dongarra ve ark., 2013). Goblet hiicreleri bagirsak
boyunca ve diger mukus tabakasi olan yerlerde bulunur. Bu hiicreler mukozay1
olusturmak igin yiiksek molekiiler agirlikli ve gubuk seklindeki miisin glikoproteinlerini
limene salgilarlar (Ohland, 2010). Probiyotiklerin, antibakteriyel 6zellige sahip olan
mukus tabakasini gii¢clendirmek amaciyla miisin iretimini artirdigt ve bu sekilde
bagisiklik sistemini diizenledigi belirtilmistir (Sarao, 2017). Lactobacillus plantarum
susunun in vitro ¢aligmalarda HT29 hiicre hatt1 {izerinde MUC2 ve MUC3 genlerinin
mRNA ekspresyonunu artirarak Escherichia coli bakterisinin adezyonunu engelledigi,
ayni sekilde Lactobacillus casei susunun MUC2 gen ekspresyonunu artirarak enterik
bakterilerin translokasyonunu Onledigi gosterilmistir. Bu probiyotiklerin miisin
salgilayan epitel hiicreleri indiikledigi disiiniilmektedir. Miisin ekspresyonunun
degismesi Crohn hastaligi, ilseratif kolit gibi gastrointestinal hastaliklarin ortaya

¢ikmasina sebep olmaktadir (La Fata, 2018).
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Mukoza iligkili bagisiklikta salgt IgA (SIgA) bakteri, virlis ve mantarlara
baglanarak konagin korunmasinda 6nemli bir role sahiptir. Bu mekanizma ile patojenik
mikroorganizmalarin sistemik bolgeye girisini ve yayilmasini engellemektedir (Thomas,
2010). SIgA, bagirsak liimeninde olan proteolize karsi direngli oldugundan, ayni
zamanda enflamatuar tepkileri direkt olarak aktive etmediginden dolayr mukozal
yiizeylerin korunmasi igin ideal bir molekiildiir. Insan viicudunda, ince bagirsakta IgA1
izotipi ¢ogunlukta bulunurken, IgA2 kolon mukozasinda bulunmaktadir (Bodera, 2009).
Komensal bakteriler tarafindan indiiklenen bagirsak immiin yanitinda antijen sunumu ya
da sistemik immiinite harekete gegirilmeden biiyiik miktarlarda immiinoglobulin A
olusumunu saglarlar. Probiyotik bakterilerin ya da fermente siit yogurdunun IgA {ireten
hiicrelerin sayisini artirdigi birgok ¢alismada gosterilmistir. (Galdeano ve ark., 2007). L.
casei ve L. bulgaricus gibi probiyotiklerin B hiicreleri tarafindan {iretilen IgA
antikorunun tretimini artirdigi bilinmektedir. Probiyotiklerin, antijen sunumu olmadan
ve T bagimsiz bir sekilde, proliferasyon indiikleyen ligand (APRIL), CD40 ligand ve
TGF-B gibi molekiiller iireterek IgA salgilanmasii tetikleyen epitelyal ve dendritik
hiicreleri (DC) etkiledigi diistiniilmektedir (Kemgang , 2014).

Bagirsaktaki dendritik hiicreler (DC), mikrobiyal ajanlar tarafindan uyarilma,
birincil immiin tepkileri indiikleyebilme ve giiclii bir sekilde antijen sunma yetenegine
sahiptir.  Dendritik  hiicrelerin  modiilasyonu  probiyotik  bakteriler  gibi
mikroorganizmalar tarafindan indiiklenerek saglanir. Lactobacillus grubunun ytizeydeki
dendritik hiicre ekspresyonunu diizenledigi ve sitokin liretimini modiile ettigi rapor
edilmistir (Van Den Noortgate, 2017). Dendritik hiicreler T hiicrelerine antijen sunumu
yapmasinin yaninda, immiin regiilator sitokinlerin salgilanmasini indiikleyerek T hiicre
polarizasyonunu (Thl, Th2, Th3 ve Treg) etkiler. Lactobacillus ve Bifidobacterium gibi
probiyotik suslarin DC ve sitokin tiretimini degistirdigi ve bir anti-enflamatuar sitokin
olan IL-10 iiretimini artirdig1 belirtilmistir (Corthésy, 2007). Lactobacillus acidophilus
susunun yiizey tabakasi proteini (SIpA), dendritik hiicreye ait DC-ICAM3 yakalayan
integrin olmayan (DC-SIGN) olarak adlandirilan bir ¢ikinti tarafindan taninir. L.
plantarum ve L. rhamnosus suslarinda SIpA proteinleri olmamasina ragmen bu suslar
PRR aracili sinyalizasyon ile diger mikrobiyal proteinlerin var olmasiyla taninirlar.
Cesitli Lactobacillus tiirleri ve suslarmin in vitro calismalarda dendritik hiicrelerin
supernatantlardaki sitokin seviyelerini etkiledigi belirtilmistir. Ornegin L. plantarum
suslar1 ile indiiklenen dendritik hiicrelerin besi ortamlarinda I1L.-10'u 30 kat, IL-12"yi 600
kat artirdigi belirlenmistir (Bron, 2012). Son galismalarda, IL-17 {ireten yardimci T
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hiicrelerinin (Th17) enflamatuar bagirsak hastaligit (IBD) ve multiple skleroz gibi
hastaliklarda 6nemli fonksiyonlart oldugu bilinmektedir. Bagirsakta bol miktarda
bulunan bu Th17 hiicre {iretiminin lamina propriadaki dendritik hiicreler ve makrofajlar
tarafindan diizenlendigi disiiniilmektedir. Bu nedenle oral yolla uygulanan probiyotik
bakterilerin, ornegin Lactobacillus rhamnosus, Th17 iiretimini indiikledigi ve bu
enflamatuar hastaliklarin iyilestirilmesinde rol oynadigi rapor edilmistir (Dongarra,
2013).

Bazi probiyotik bakteriler bakteriyosin gibi antimikrobiyal molekiillerin
ekspresyonuyla patojenleri direkt Oldiirebilir ya da biliylimelerini ve g¢ogalmalarini
inhibe edebilir (Ohland, 2010).Lactobacillus tiirlerinin hidrojen peroksit iireterek
E.coli'nin biiyiimesini engelledigi ayrica 1L-10 ve MyDS88 iireterek TLR-2'yi aktive
ettigi bu sekilde de enfeksiyonu 6nledigi belirtilmistir (Amdekar, 2011).

2.2. Mezenkimal Kok Hiicreler

1974'te Alexander Friedenstein tarafindan ilk defa izole edilen multipotent
stromal hiicreler ya da mezenkimal stromal hiicreler (MSC) olarak adlandirilan kok
hiicreler, uzun yillardan beri bircok bilimsel c¢alismanin temel konusu olmustur.
Adipojenik, osteojenik, kondrojenik ve diger mezenkimal dokulara farklilasabilen
kendini yenileyebilme ve multipotensi ozelligine sahip fibroblastoid progenitor
hiicrelerdir (Sekil 2.2). Bu farklilagabilme kabiliyetlerinden dolay: rejeneratif tipta
kullanilabilecegi konusu merak uyandirmistir (Spees, 2016).
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Sekil 2.2. Mezenkimal kok hiicrelerin farkl hiicre tiplerine farklilagabilme kapasitesi (Uccelli, 2008)

Mezenkimal kok hiicreler (MKH), immiin sistemi diizenleyebilme, hasarl
bolgeye go¢ edebilme ve farklilagabilme 06zelliklerine sahip hiicre tipleridir.
Immiinomodiilatér etkileri ve diisiik immiinojeniteleri nedeniyle immiin bozukluklarin
sebep oldugu hastaliklarda kullanilmistir. MKH'ler infiize edildiklerinde hasarli veya
enflamasyon olan bolgeye go¢ edebilirler, bu yiizden doku onariminda goérev alabilirler
(Qu, 2018).

MKH'lerin immiin sistemde yer alan bir¢ok temel hiicreyi baskiladigi ve bu
sekilde immiin sistemi diizenledigi bilinmektedir. Bu yiizden bagisiklik sistemi
bozukluklarinda kullanilmak {izere tip alaninda ilgi goérmektedir. MKH'lerin klinik
tedavilerde kullanimi konusunda bilinen 800'den fazla ¢alisma bulunmaktadir.
Salgiladig1 sitokinlerle, hiicre-hiicre kontakt yoluyla ve hiicresel vezikiillerle immiin

sistemi diizenlemektedir (Borger, 2017).
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2.2.1.Mezenkimal Kok Hiicre Kaynaklar

Mezenkimal kok hiicreler kemik iligi, yag, gobek kordonu ve dis pulpast gibi
dokulardan izole edilebilmektedir (Beksag, 2014). Mezenkimal kok hiicreler elde
edildikleri kaynaga gore de siniflandirilabilir. MKH'ler viicudun birgok yerinde, farkli
miktarlarda bulunur. Kemik iligi, adipoz doku, kordon kani, wharton jeli, amniyotik
stvi, dig pulpasi, endometriyum, periferik kan ve sinoviyal s1vi gibi birgok yerden MKH

izole edilebilmektedir (Gugjoo, 2020).
2.2.1.1. Kemik iligi Kaynakli Mezenkimal Kok Hiicreler

Mezenkimal kok hiicreler kemik iliginde olduk¢a yogun bulunmaktadir. Kemik
iligi mezenkimal kok hiicreleri (Ki-MKH) Klinik ve in vitro deneysel ¢alismalarda en
cok kullanilan kok hiicre cesididir. KI-MKH oldukca fazla hiicre tipi icerdiginden
dolay1 tek bir isimle adlandirilmasi konusunda hala tereddiitler bulunmaktadir.
Uluslararas1 Hiicresel Terapi Dernegi (ISCT) kemik iligi mezenkimal kok hiicre olarak
adlandirilmasi i¢in belirli kriterler sunmustur (Barcellos-de-Souza, 2013). Bu kriterler
su sekildedir;

e Standart hiicre kiiltiirli kosullarinda yapisabilme 6zelligi

e Negatif CD34, CD45, HLA-DR, CD14 ya da CD11b, CD79a pozitif
CD73, CD90 ve CD105 gibi yiizey belirteclerinin eksprese edilmesi

e In vitro sartlarda adiposit, kondrosit ve osteoblast gibi hiicrelere
farklilagabilme yetenegine sahip olmasi.

Kemik iliginde hematopoietik kok hiicreler ve mezenkimal kok hiicreler yakin
temas halindedir (Sudres, 2006). Kemik iliginden mezenkimal kdk hiicreler ¢ok sayida
elde edilebilmektedir. Fakat izolasyon esnasinda fibroblastlar da beraberinde gelebilir.
Fenotip olarak fibroblastlar ve mezenkimal kok hiicreler olduk¢a benzediginden dolay:
ayirt edilmeleri zordur. Fibroblastlarin ve MKH'lerin birgok ortak yiizey belirtecine
sahip oldugu bulunmustur. Bu iki hiicre tipini birbirinden ayirmak i¢in Ishii ve
arkadaglar1 RT-PCR yontemi ile gen ekspresyon seviyelerini incelemislerdir. Bu
hiicreler arasinda 13 farkli gen ifadesinin degisiklik gosterdigini saptamiglardir (Ishii,
2005).

Kemik iligi mezenkimal kok hiicreleri, mitojenler tarafindan aktive edilmesiyle
olgun T hiicrelerin fonksiyonunu inhibe etmektedir (Nicola, 2002). Krampera ve

arkadaslar1 yaptiklar calismada kemik iliginden izole edilen mezenkimal kok hiicrelerin
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CD4" ve CD8" T hiicre proliferasyonunu inhibe etmesinin yaninda NK hiicre
proliferasyonunu da inhibe ettigini, fakat B hiicre proliferasyonu {iizerinde bir etki

gormediklerini belirtmislerdir (Krampera, 2006).

2.2.1.2. Adipoz Doku Kaynakh Mezenkimal Kok Hiicreler

Yag dokusu (adipoz doku) bir diger mezenkimal kok hiicre kaynagidir. Kemik
iligine kiyasla daha fazla miktarda mezenkimal kok hiicre adipoz dokudan elde
edilebilir. Bu dokudan elde edilen kemik iligi mezenkimal kok hiicre benzeri hiicreler
islenmis lipoaspirat (PLA) hiicreleri olarak adlandirilmistir. Bu hiicreler fibroblast ve
ayni zamanda mezenkimal kok hiicre benzeri yapida oldugundan farklarini aragtirmak
igin bir¢ok ¢alisma yapilmistir (Zuk, 2001). PLA hiicreleri de mezenkimal kok hiicreler
gibi belirli spesifik faktorlere maruz kaldiginda in vitro kosullarda osteojenik,
adipojenik, miyojenik ve kondrojenik hiicre tiplerine farklilasabilmektedir. Yapilan
biyokimyasal karakterizasyon analizleri sonucunda adipoz dokudan izole edilen PLA
hiicrelerinin Ki-MKH'ler ile benzer olarak bazi ortak CD belirtegleri oldugu
bulunmustur. Ayrica farklilasabilme o6zelliginden dolayr bu hiicrelerin kemik iligi
kaynakli mezenkimal kok hiicreler gibi rejenetratif tipta kullanilabilecegi konusu da ilgi
uyandirmustir (Scherl, 2002). Adipoz doku kokenli mezenkimal kok hiicrelerin Ki-
MKH'lerin  immiinomodiilator ~ ozelliklerine ~ benzer  ozellikler — gosterdigi
belirlenmistir. Ancak, Ki-MKH'lerin aksine CD34 yiizey belirtecini eksprese
etmektedirler (Yafez, 2006). Adipoz doku mezenkimal kok hiicrelerin kemik iligi
transplantasyon uygulamalarinda inflize edilmesi sonucunda, toleransin saglandigi ayni
zamanda graft versus host hastaliginin azaltildig: belirtilmistir (Puissant, 2005).

2.2.1.3. Kordon Bag1 Kaynakh Mezenkimal Kok Hiicreler

Kordon bagindan elde edilen mezenkimal kok hiicreler kordon kani, wharton jeli

ve amniyotik membran gibi farkli bolgelerden izole edilebilir (Ding, 2015).

Kordon Kani Mezenkimal Kok Hiicreleri
Kordon kaninda, hematopoietik kok hiicrelerin yanisira baska hiicre tiplerine
farklilagma kabiliyeti gosteren mezenkimal kok hiicreler de bulunmaktadir. Kordon kant

mezenkimal kok hiicreleri kemik iligi mezenkimal kok hiicreler ile benzerlikler
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gostermektedir. Hatta Ki-MKH'ye gore avantajlari da bulunmaktadir. Ki-MKH'lerin
proliferasyon ve farklilasabilme kabiliyeti dondr yasinin artmasiyla, azalmaktadir.
Kordon kan1 mezenkimal kok hiicreler ise en geng MKH'ler olarak bilinir. Bu ylizden

kordon kan1 mezenkimal kok hiicreler tip alaninda kullanilmak iizere olduk¢a 6nemli bir

kaynaktir (O. K. Lee, 2004).

Wharton Jeli Mezenkimal Kok Hiicreleri

Kordon bagi Wharton Jeli (WJ) adi1 verilen mukoid bag dokusu ile ¢evrili iki
arter ve bir ven igerir. Wharton Jeli terimi ilk olarak 1656 yilinda Thomas Wharton
tarafindan tanimlanan dogumdan sonra kolayca elde edilebilen ekstraembriyonik bir
yapidir (Friedman, 2007). Wharton jelinde en fazla bulunan glikozaminoglikan,
fibroblast ve kollajen lifleri etrafinda bir jel olusturan ve kordon bagini basingtan
koruyan bir hyaluronik asittir (H.-S. Wang, 2004). 2002 yilinda Mitchell ve arkadaslari
kordon bagi Wharton jelinden izole ettikleri mezenkimal kok hiicreleri tanimlamiglardir.
Wharton jelinden elde edilen bu hiicrelerin in vitro ortamda fibroblast biiyiime faktorii
ve diisiik serum varliginda, ortama biitil hidroksianisol ve dimetilsiilfoksit eklenmesiyle
noron ve glia hiicrelerine farklilastigi gosterilmistir(Words, 2002). MKH kaynagi olarak
WJ'nin kullanilmasi diger kaynaklara gore bazi avantajlari bulunmaktadir. Kordon kani
alindiktan sonra acisiz bir sekilde mezenkimal kok hiicre toplanabilir. Ayrica etik
acidan problem olusturmamaktadir (McGuirk ve ark., 2015). ilave olarak WJ-MKH'ler
kemik iligi ya da adipoz doku kaynakli mezenkimal kok hiicreler gibi cogalma hizina
sahiptir. Teratoma olusumuna sebep olmaz ve diger MKH'lere benzer
immiinomodiilator 6zelliklere sahiptir (EI Omar, 2014). WJ-MKH'lerin farklilagabilme
ve immiinregiilator oOzelliginden dolayr ndrodejeneratif hastaliklarin tedavisinde
terapotik olarak kullanilabilecegi ve klinik ¢aligmalarda MKH i¢in alternatif bir kaynak
olabilecegi disiiniilmistiir (Liu, 2013).

2.2.1.4. Amniyotik Sivi Kaynakh Mezenkimal Kok Hiicreler

Amniyotik sivi, fetiisiin i¢inde biiyiidiigli, endometriyum igerisinde rahatca
hareket etmesini saglayan ve dig darbelere kars1 koruyan berrak sividir (Cananzi, 2009).
Amniyotik sivida kemik iligi mezenkimal kok hiicrelerine benzer fenotipe ve
farklilasma O6zelligine sahip mezenkimal kok hiicrelerin bulundugunu ilk olarak In't

Anker ve arkadaslar1 2003 yilinda yaptiklar ¢aligmada gostermislerdir (In ’t Anker ve
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ark., 2003). Insan amniyon sivisinda Oct-4 eksprese eden mezenkimal kok hiicrelerin
bulundugu belirlenmis ve bu hiicrelerin embriyonik kok hiicreler gibi etik sorunlar
olusturmadan pluripotensi 6zelliginden faydalanarak terapotik olarak kullanilabilir
oldugu ongoriilmiistiir (Prusa ve ark., 2003). Gebelik doneminin ikinci trimesterinda
rutin amniyosentez sirasinda alinan amniyon sivisindan mezenkimal kok hiicreler elde
edilebilir ve in vitro ortamda ¢ogaltilabilir. Ayrica in vitro kosullarda belirli faktorlerin
varliginda bu hiicrelerin hem mezodermal hiicre tiplerine hem de ektodermal ndron
hiicrelerine farklilasabildigi gosterilmistir (Tsai ve ark.,, 2004). Amniyotik sivi
mezenkimal kok hiicreler diger kaynaklardan elde edilen mezenkimal kok hiicreler gibi
plastige yapisabilme, ylizey molekiillerinin ekspresyonu ve c¢esitli hiicre tipine
farklilasabilme 6zelligine sahiptir. Ayni zamanda temel mezenkimal kok hiicreler gibi
immiinomodiilatér ve anti-tiimor 6zellige sahip oldugundan dolay:r rejeneratif tip ve
doku miihendisligi uygulamalarinda kullanilabilir (Zhou, 2014). Yapilan son
caligmalarda amniyotik sivi mezenkimal kok hiicrelerin erigkin beyin bozukluklar1 gibi
ektodermal rejeneratif tip ¢alismalar1 kapsaminda hayvan modellerinde incelenmektedir
(Joerger-Messerli, 2016).

2.2.1.5. Dis Kaynakh Mezenkimal Kok Hiicreler

Dis dokusundan elde edilen mezenkimal kok hiicreler de diger karakterize
edilmis kok hiicre gruplari arasinda yer almaktadir (Huang ve ark., 2009). Gronthos ve
arkadaslari ilk kez dis kaynakli kok hiicreleri elde etmeyi bagarmis ve bu hiicreleri post-
natal dental pulpa kok hiicreler olarak adlandirmiglardir (Gronthos ve ark., 2000).
Benzer bir caligmada, dental pulpadan elde edilen mezenkimal kok hiicrelerin kendini
yenileme ve noral ya da adipojenik hiicre tiplerine farklilasabilme 6zelligine sahip
oldugu belirlenmistir (Gronthos, 2002). Dis pulpasindan, insan siit diglerinden, apikal
papilladan ve yetigkin periodontal ligament gibi farkli tip dis kaynakli kok hiicreler elde
edilmistir (S. Shi ve ark., 2005). Dis dokusundan elde edilen mezenkimal kok hiicreler,
kemik iligi mezenkimal kok hiicrelerine kiyasla farklilasma potansiyeli acisindan daha
kararli hiicrelerdir (Huang, 2009). Dis pulpasindan izole edilden mezenkimal kok
hiicrelerin periferik noral rejenerasyonda onemli rol oynamaktadir (Martens ve ark.,
2013). Dis pulpas1 mezenkimal kok hiicreler, temel mezenkimal kok hiicrelerde bulunan
CD29, CD105, CD146 ve CDI166 gibi yiizey antijenlerini eksprese eder (Kaneko,
2018). Dis kaynakli mezenkimal kok hiicreler fenotipik olarak adipoz doku mezenkimal
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kok hiicrelerine kiyasla daha kiiglik olmalarinin yani sira daha yiiksek proliferasyon
oranina sahiptir (Jin, 2019). Bu hiicrelerin ¢esitli hiicre tiplerine farklilagabilme
kabiliyetlerinden dolay1 rejeneratif tip ve doku miihendisligi uygulamalarinda yeni bir
kaynak olusturmaktadir. Dis kaynakli mezenkimal kok hiicrelerin rejeneratif tip
alanindaki en biiyiik avantajlarindan biri, ortodontik nedenlerden dolayi ¢ekilen islevsiz
yirmi yas dislerinden kolayca izole edilebiliyor olmasidir. Bu hiicreler terapdtik
kullanimda alternatif ve ideal bir mezenkimal kok hiicre kaynagi olmasina ragmen diger
MKH kaynaklarina gore az miktarda elde edilmesi bir dezavantajdir. Doku

rejenerasyonu gibi uygulamada kullanimdan oOnce in vitro olarak ¢ogaltilmasi
gerekmektedir (Noda, 2019).

2.2.1.6. Endometriyum Kaynakh Mezenkimal Kok Hiicreler

Chan ve ark. 2004 yilinda endometriyumda farklilasma potansiyeline sahip
hiicrelerin bulundugunu ileri siirdii ve bu hiicrelerin izolasyonunu gergeklestirdi (Zuo,
2018). Endrometriyal mezenkimal kok hiicreler rejeneratif tip i¢in ideal bir kaynaktir.
Yapilan calismalar endometriyal kok hiicrelerin yiliksek proliferasyon hizina sahip
oldugunu ve ¢esitli hiicre hatlarina farklilasabildigini géstermistir (Darzi ve ark., 2016).
Endometriyal mezenkimal kok hiicrelerin anestezi olmaksizin kolayca elde edilebilmesi

bir avantaj olusturmaktadir (Darzi, 2016).

2.2.1.7.Periferik Kan Kaynakh Mezenkimal Kok Hiicreler

Son zamanlarda, periferik kanda mezenkimal kok hiicrelerin  bulundugu
gosterilmigtir. Periferik kan mezenkimal kok hiicreleri temel mezenkimal kok hiicre
ozelliklerini tasimaktadir. Periferik kandan kaynakli mezenkimal kok hiicreler kolayca
elde edilebilmekte ve in vitro c¢ogaltilabilmektedir (Tondreau, 2005). Bu hiicreler
osteoblast, fibroblast ve adiposit hiicre hatlarina farklilagabilme yetenegine sahiptir
(Ukai, 2007). Periferik kan, diger MKH kaynaklarma gore izole edilmesi kolay
oldugundan klinik uygulamalar i¢in ideal bir kaynaktir (Lyahyai, 2012).

2.2.2.Mezenkimal Kok Hiicre Nisi
1978 yilinda ilk defa Schofield kok hiicreleri destekleyen fizyolojik ortami nig

olarak tanmimladi (Schofield, 1978). Nisi olusturan temel bilesenler, kok hiicreler ve
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komsu hiicreler arasindaki etkilesimler, salgilanan sitokinler, inflamasyon, hiicre dist
matriks, doku sertligi gibi fiziksel ve hipoksi gibi ¢evresel faktdrler bulunmaktadir
(Sekil 2.2.2)(Lane ve ark., 2014). Nisi olusturan bu faktorler kok hiicreleri
farklilasmamis sekilde tutmak icin birlikte hareket eder. Sonrasinda farkli hiicre
tiplerine farklilagsmalarint ve doku rejenerasyonunu saglamak amaciyla belirli

sinyallerin nis i¢ine girmesine izin verirler (Kolf, 2007).
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Sekil 2.2.2. Mezenkimal kok hiicre nisini olusturan faktorler (Lane, 2014)

Kok hiicre nisleri, germ hatti, kemik iligi, sindirim ve solunum sistemleri,
iskelet kasi, deri, sa¢ folikiilii, merkezi ve periferal sinir sistemleri dahil olmak iizere
birgok dokuda tanimlanmig ve karakterize edilmistir (Wagers, 2012).

Ik calismalar kemik iligindeki hematopoietik kok hiicre (HKH) nisi iizerinde
yapilmistir. MKH'lerin hematopoietik kok hiicre nisine katkida bulundugu anlagilmistir.
MKH'ler osteoblastlara farklilagarak, hematopoietik kok hiicrelerin ¢ogalmasini
destekleyerek ve kendini yenileyerek bu nise katkida bulunur. Ayrica MKH ve HKH
arasinda karsilikli etkilesim s6z konududur (Schraufstatter, 2011). Kemik kaynakli
osteoblastlar ile dogrudan iletisim halinde olan mezenkimal kok hiicreler in vitro
kosullarda deksametazon, [-gliserofosfat ve askorbat varliginda osteojenik

farklilasmay1 indiikler. MKH'ler tarafindan yiiksek oranda iiretilen vimentin, hiicreler
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icin mekanik destekleyici olmasmin yaninda kondrojenik farklilasmayr da
diizenlemektedir (Kuhn, 2010).Kemik iligindeki mezenkimal kok hiicreler ile komsu
hiicrelerin etkilesimini anlamak i¢in in vivo ¢alismalarin gergeklestirilmesi zor
oldugundan, hiicresel diizeyde bu etkilesimleri anlamak igin in vitro deneyler
yapilmaktadir (Kuhn, 2010).

2.2.3. Mezenkimal Kok Hiicreler ve Giincel Calismalar

Mezenkimal  kok  hiicreler kendini  yenileme, farklilasabilme ve
immiinomodiilator ~ Ozelliklerinden  dolay1  terapotik  olarak  rejeneratif  tip
uygulamalarinda énemli bir aday olarak diistiniilmiistir. MKH'ler herhangi bir immiin
reaksiyon olmadan fare dokularina aktarilmis ve bu dokuya oOzgii farklilasma
gostermislerdir. Ayni1 sekilde hicbir toksisite olmaksizin insanlara intravendz olarak
nakledilmistir. MKH ve HKH'lerin birlikte transplantasyonu, HKH olusumuna sebep
olmustur. Allojenik MKH transplantasyonu akut ve kronik graft versus host hastaligi
tepkilerini azaltmistir. Elde edilen bu sonug¢lar MKH'lerinin vivo olarak kullanilmasi
icin kanit niteligi tasimaktadir (Kariminekoo, 2016).

Yeterli miktarda kemik 1iligi mezenkimal kok hiicre elde edilememesi ve
allograftlerin olmamasi, kemik hastaliklarinda MKH tedavisinin uygulanmasi igin bir
sebep olmustur. Ik kez 1951 yilinda MKH'ler kemik rejenerasyonu icin basarili bir
sekilde uygulanmustir (Patel, 2013). MKH'ler ¢ok ¢esitli farklilagsma kabiliyetlerinden
dolay1 biiyiime faktorleri ve sitokinler tarafindan immunosupresif 6zellik kazanarak,
ozellikle osteoartrit, osteogenezis imperfekta, eklem kikirdak defektleri, osteonekroz ve
kemik kirig1 gibi kemikle ilgili hastaliklarda klinik olarak caligilmaktadir (Maumus ve
ark., 2011).Mezenkimal kok hiicreler osteoblastlara farklilasma yetenegine sahiptir,
fakat kendiliginden kemige goc¢ edemediginden dolayr enzimatik olarak tasarlanmig
MKH c¢alismalarmma odaklanilmistir. Hiicre canlilifini bozmadan hiicre gog¢iinii
saglamak amaciyla enzimatik modifikasyon yapilmistir. MKH'lerdeki hiicre yiizey
reseptorii CD44'in giiglii bir E-selektin ligandi olan HCELL'e (hematopoietik hiicre E-
selektin/L-selektin ligand1) doniisebildigi gosterilmistir. Modifikasyon yapilmis
HCELL'e sahip MKH'ler bagisiklig1 zayiflatilmis farelere enjekte edildiginde saatler
icerisinde bu hiicrelerin kemik iligine goctiigli goriilmiistir. Bu da kemik iligi
rejenerasyonunda MKH kullanimi i¢in 6nemli bir bulgu olmustur (Sackstein, 2008). Ek
olarak patolojik kemik ve kikirdak yaralanmalarinda yetiskinlerde bu dokularin

yenilenmesi uzun zaman almaktadir. Ameliyat disinda MKH tedavisi alternatif ve cazip
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bir fikir olmustur. MKH'ler kullanilarak kikirdak defektlerinde birkag iskelet yapisi
kullanilmig ve yenilenme siirecini hizlandirdigi goriilmiistiir (Vinatier ve ark., 2009).

Son yillarda kalp yetmezligi ciddi derecede 6liime sebep olan bir hastalik haline
gelmistir ve tedavilerin yetersiz olmasindan dolay1 yeni tedavi yontemlerine ihtiyag
duyulmustur. MKH temelli hiicresel tedavi akut ve kronik kalp yetmezligi i¢in umut
verici olmustur. Kalp yetmezligi i¢cin MKH temelli birgok klinik uygulama yapilmis ve
sonucunda terapotik etkinliginin yiiksek ve giivenilir oldugu bulunmustur. Ayrica MKH
uygulamasinin pro-enflamatuar sitokin olan TNF sinyalini inhibe ederek kalp ve
akcigerdeki enflamatuar olaylar1 azaltabilecegi goOsterilmistir. Yapilan c¢alismalarda
beklenen sonuglar alinmasina ragmen klinik olarak uygulanabilir olmasi i¢in bazi kritik
konulara yanit verilmesi gerekmektedir (Jie Wang, 2020).

Diyabet, insiilin sekresyonundaki ya da insiilinin etkisindeki bozulmalardan
kaynaklanan, hiperglisemiye sebep olan bir hastaliktir. Tipl diyabet ¢ocukluk ¢aginda
baslayan ve glikozu metabolize etmek i¢in gerekli olan insiilinin etkisiz olmasindan
kaynaklanmaktadir. T hiicre araciligyla pankreasta bulunan beta hiicrelerinin
yikilmasiyla glikozun metabolize edilememesi sebebiyle olugsmaktadir. Tip2 diyabet ise
yetigkinlikte ortaya ¢ikan, insiilinin glikozu az miktarda metabolize etmesinden
kaynaklanir. Disaridan alinan insiilin viicudun kendi insiilini ile birebir aynm1 degildir ve
hipoglisemi durumuna neden olabilir. Bu nedenle tedavi amaciyla insiilin iireten beta
hiicrelerinin viicut igerisinde mezenkimal kok hiicreler ile yeniden olusturulmasi fikri
ilgi g¢ekmektedir (Patel, 2013). Kemik iligi kaynakli MKH bir¢ok farklilagma
protokoliinden gecirilmis ve sonucunda pankreas adacik benzeri hiicreler olustugu
gozlenmistir. Ayrica insiilin ve glukagon gen ekspresyonunda artig tespit edilmistir (Yu,
2007).

Graft versus host hastaligt (GVHD), allojenik doku aktariminda dondr T
hiicrelerinin alict dokusuna saldirmasiyla ortaya ¢ikan enflamatuar durumdur.
MKH'lerin T hiicreleri inhibe ederek immiin baskilama 6zelliginden dolayr GVHD
tedavisinde kullanilabilecegi diisiiniilmiistiir. Akut GVHD hastas1 olan 33 ¢ocuga dort
hafta boyunca araliklarla MKH tedavisi uygulanmis ve tedavi boyunca c¢ocuklar takip
edilerek belirtiler gozlemlenmistir. Deri, gastrointestinal ve karaciger enflamasyonlu
hastalarda sirastyla %75, %65.5 ve % 35.7 oranlarinda tiim belirtilerin ortadan kalktig1
goriilmiistiir (Erbey ve ark., 2016).

MKH tedavisi, bobrek ve karaciger hastaliklari, Crohn hastaligi, iilseratif kolit,

osteoartrit, miyokard enfarktiis ve bir¢ok otoimmiin hastalikta klinik ¢alismalar
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yapilarak test edilmistir. Tim olumlu sonuglara dayanarak MKH tedavisinin
giivenilirligi artmis ve geleneksel tedavilere gore daha umut verici bir onarim sekli

olmustur (Gao ve ark., 2016).

2.2.4 Mezenkimal Kok Hiicrelerin immiinomodiilator Etkileri

Mezenkimal kok hiicreler, insan 16kosit antijeni smif II (HLA simuf II)
icermediginden dolay1r diisiik immiinojeniteye sahiptir. MKH'lerin immiin sistem
hiicreleri ile etkilesimi incelendiginde diisiik antijeniteye sahip olmasiin yaninda bazi
hiicrelerin aktivasyonunu ve proliferasyonunu baskilayarak diizenleyici etkisi oldugu
bulunmustur (Borger, 2017). MKH'ler dogrudan hiicre-hiicre baglantisiyla ya da dolayl
olarak sitokin salinimiyla, T hiicreleri, B hiicreleri, dendritik hiicreleri ve makrofajlari
diizenleyebilir (Sekil 2.2.4). MKH'ler hem dogustan hem de adaptif immiin sistemde
baskilayici etkiler gosterir (M. Wang, 2018).

T-hiicre B-hiicre Diizenleyici T-hiicre ~ NK-hiicre Notrofil Dendritik Hiicre

ELY

r

Proliferasyon,  Antikor firetimi  Yayilmanm hizlanmast  Sitotoksiteve  Apoptozis Aktivasyonun,

sitotoksite ve Proliferasyon aktivasyonun inhibisyonu olewm ve
sitokin azalmast ) antijen sunumunun
sekresyonunun baskilanmast
azalmast

Sekil 2.2.4. Mezenkimal kok hiicrelerin immiinomodiilator kabiliyeti ile etkiledigi immiin sistem
hiicreleri (Salami, 2018)

Dendritik hiicreler, antijen sunumunu ve pro-enflamatuar ya da anti-enflamatuar
sitokinler araciligiyla T hiicre indiikklenmesini saglayan dogal bagisikligin
temelhiicreleridir. MKH'ler Prostoglandin E2 (PGE2) gibi sitokinlerin iiretimini
artirarak dendritik hiicre farklilagsmasini ve aktivasyonunu baskilamaktadir (Regmi,
2019). Yapilan bir ¢alisgmada hem MKH'lerin hem de kiiltiir supernatantlarmin dendritik
hiicrelerin IL-12 salgilama kapasitesini azalttigi, olgunlagsmasini engelledigi ve T

hiicreleri indiikleme yetenegini inhibe ettigi gosterilmistir. Ayrica in-vitro ¢alismalarda
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MKH'ler ile uyarilan dendritik hiicreler fareye verildiginde lenfosit proliferasyonunu
inhibe ettigi ve T regiilator (Treg) hiicrelerini artirdigr belirtilmistir. Giiniimiizde halen,
MKH'lerin dendritik hiicreler tizerindeki etkileri bir¢ok immiin sistem hastaliginda
kullanilmak tizere ¢alismalar yapilmaktadir (N. Li, 2017).

Dogal oldiiriicti (NK) hiicreler hem dogal hem de adaptif immiin yanitta 6nemli
rol oynayan sitolitik lenfosit hiicrelerdir. TNF-a, IL-10 ve IFN-y gibi bircok sitokin
retirler (D. K. Lee, 2018). MKH'lerin NK hiicrelerinin sitolitik aktivitesini ve
proliferasyonunu, sitokin salinimi ile inhibe etmesinin yaninda hiicre-hiicre temas
yoluyla direkt olarak da etkiledigi bilinmektedir (Regmi, 2019). NK hiicrelerinin
aktivitesi ylizeylerindeki inhibe ve aktive edici reseptorlerin ligandlar ile etkilesime
gecmesiyle gerceklesmektedir. MKH'ler NK hiicrelerinin  aktive olmast igin
yiizeylerinde eksprese olan NKp30 ve NKG2D'in ifadesini inhibe ederek NK hiicre
aktivasyonunu baskilar. Ayrica MKH'ler {izerinde bulunan TLR4 reseptori, NK
hiicresinin direkt temas yoluyla inhibe edilmesinde 6nemli rol oynamaktadir. Yapilan
bircok c¢alisma sonucunda MKH ve NK hiicrelerinin oraninin inhibisyonda onemli
oldugu anlagilmistir (M. Wang, 2018). MKH'ler 6zellikle TGFB ve PGE2 araciligiyla
direkt temas ederek NK hiicrelerini baskilamaktadir. Bu inhibitor etkilere 1L-10, IDO
HLA-GS gibi ¢oziiniir faktorler de aracilik etmektedir (D. K. Lee, 2018).

Makrofajlar, dogal bagisikligin en oOnemli hiicreleridir. MKH'lerin
mikrogevresine gore klasik olarak aktiflesmis M1 hiicrelerine ve alternatif olarak M2
hiicrelerine dontisebilir. M1 makrofaj hiicreleri enflamatuar sitokin salinimini saglarken
M2 makrofajlart IL-10 gibi sitokin salinimini artirarak enflamasyonu hafifletip doku
onarimina katkida bulunmaktadir. Makrofaj hiicrelerinin - MKH'ler ile beraber
kiiltirasyonu sonucunda pro-enflamatuar sitokinlerin salinimimi  azaltan M2
makrofajlarina donligmesini indiikler. Ayrica MKH'lerin yara bolgelerine makrofaj
yogunlugunu artirarak doku onarimini ve yara iyilesmesini hizlandirdigi bilinmektedir
(M. Wang, 2018).

T hiicreler, adaptif immiin sistemde organizmay1 enfeksiyon olusumuna karsi
savunan timusta hematopoietik kok hiicreden farklilagsan lenfositlerdir. MKH'lerin T
hiicre ¢ogalmasini baskiladig1 bir¢cok caligmada gosterilmistir. MKH'ler indiiklenmis T
hiicrelerinin  boliinmesini  hiicre  dongiisiinin S evresine girisini  engelleyerek
proliferasyonu baskilar (D. K. Lee, 2018). MKH'ler T hiicre aktivasyonunu ve
proliferasyonunu inhibe etmesinin yaninda, farklilagmasini da diizenlemektedir. Giiglii

enflamatuar faktorlerin bulundugu bir ortamda MKH'ler Thl pro-enflamatuar
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mekanizmay1 inhibe ederek Th2 aracili anti-enflamatuar olaylari indiikler. Ayrica
MKH'ler farklilagmamis ThO hiicrelerinin pro-enflamatuar 1L-17 {ireten Thl7
hiicrelerine doniismesini engeller. Ek olarak CD4" T hiicrelerinin, asir1 bagisiklik
tepkisini diizenleyen T regiilator (Treg) hiicrelerine doniismesini de indiiklemektedir
(Kim, 2015). Fakat birka¢ ¢alisma MKH'lerin 6ncesinde IFN-y, TNFa, IL-1a ya da IL-
1B gibi sitokinler tarafindan uyarilmadigi siirece T hiicrelerini baskilayamadigini
gostermistir. Bu enflamatuar sitokinler tarafindan uyarildiginda MKH'ler yanit olarak
indiiklenebilir nitrik oksit sentaz (iNOS) ve siklooksijenaz2 (COX2) ekspresyonlarini
yiikseltir. Bu da immiin baskilayict molekiiller olan nitrik oksit (NO) ve PGE2
tiretimine neden olur (N. Li, 2017).

MKH'ler B lenfosit hiicreleri ile birlikte kiiltiire edildiginde, B hiicre
proliferasyonunu ve immiinglobiilin (IgM, IgG, IgA) {iretimini inhibe ettigi
gosterilmistir. Ayrica Ki-MKH'ler B hiicrelerinin antikor iireten plazma hiicrelerine
donitigsmesini engellemektedir (Salami, 2018). Ayrica MKH'ler IL-10 iiretimini artirarak
Th1/Th2 dengesini Th2 yoniinde diizenleyen B regiilator (Breg) hiicrelerinin
cogalmasini da desteklemektedir. Breg hiicreleri Th17 farklilagsmasini baskilar ve Treg
hiicre proliferasyonunu artirir (D. K. Lee, 2018). B hiicre yanitlar1 T hiicre yanitlarini da
etkilediginden MKH'lerin B hiicreleri tlizerindeki etkileri ayni zamanda T hiicre

inhibisyonunu da saglamaktadir (Regmi, 2019).

2.2.5.Mezenkimal Kok Hiicrenin Salgiladig Sitokinler

Mezenkimal kok hiicreler cesitli immiin sistem hiicreleri ile etkilesime girer ve
bagisiklik sistemini diizenler. MKH temelli immiinomodiilasyon hiicre-hiicre temaslh
diizenlemenin yaninda, doniistiiriicti biiyiime faktorii-betal (TGF-B1), hepatosit biiyiime
faktoric (HGF), nitrik oksit (NO), hemoksiijenaz (HO), interlokin-6 (IL-6),
prostoglandin  E2 (PGE2) ve indolamin 2,3 dioksijenaz  (IDO) gibi
sitokinlerinsalgilanmasiyla da immiin sistemi diizenler (Sekil 2.2.5) (Kim,
2015).MKH'ler yapisal olarak immiin baskilayic1 6zellige sahip degildir. Ortamda az
miktarda pro-enflamatuar sitokinlerin varligt MKH'leri etkilemezken, bol miktarda
bulunmasi anti-enflamatuarkemokin ve sitokinlerin MKH'ler tarafindan salgilanmasina
sebep olur (Volarevic, 2017). Bu sitokinlerin salgilanmasiyla immiin sistem hiicrelerinin

aktivitesi diizenlenir ve doku homeostazi da saglanir (M. Wang, 2018).
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Sekil 2.2.5. Mezenkimal kok hiicrelerin iirettigi immiinomodiilator sitokinler ve etki mekanizmalari
(Regmi, 2019)

2.2.5.1. Transforme Edici Biiyiime Faktorii Beta-1 (TGF-B1)

TGF-B1, 19913.2°de lokalize olan geninden transkribe edilir. Farklilasmayi,
proliferasyonu ve birg¢ok hiicre tipinin iglevini kontrol edebilen sitokin siiperailesine ait
cok fonksiyonlu bir peptidtir (Sporn, Roberts, 1986). TGF-B1, T lenfosit hiicrelerinin
MKH aracili baskilanmasinda tanimlanan ilk ¢oOziiniir faktorlerdendir. MKH aracili
TGF-B1 salinimi T ve NK hiicrelerini baskilamaktadir. TGF-B'nin inhibe edilmesi, T
lenfosit proliferasyonunun inhibisyonunu azaltir. Ek olarak MKH'ler TGF-B1'e bagl bir
sekilde CD8" T ve NK hiicreleri lizerindeki NKG2D ylizey reseptoriiniin ekspresyonunu
zayiflatmaktadir. Thl aracili bagisiklik tepkisinin TGF-B1 tarafindan baskilanmasina ek
olarak MKH'ler Th2 aracili yara iyilesmesinde terapdtik etkiler gostererek iyilesmeyi
hizlandirdig1 gésterilmistir(Volarevic, 2017).MKH'ler belirli bir mikrogevrede MHC-
II'nin ifade artis1 ile birlikte IFN-y seviyesinin diisiik oldugu durumlarda, antijen
sunumuna katilabilir. Fakat IFN-y ya da TGF-B gibi sitokinlerin yiiksek
konsantrasyonlar1 MHC-II ifadesini baskilamaktadir (Y. Shi, 2012). MKH'lerin
immiinomodiilatdr etkileri TGF-B1'in miktariyla degismektedir. Ornegin IFN-y ve TNF-
a'nin yiiksek konsantrasyonlarinda MKH'ler TGF-B1'e ek olarak IL-6'da salgilarlar. Bu
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IL-6 ve TGF-B1 kombinasyonu naif T hiicrelerinin Th17 hiicrelerine doniistiiriilmesine

neden olur (Kim, 2015).

2.2.5.2.Prostoglandin E2 (PGE2)

Mezenkimal kok hiicrelerin salgiladig1 diger bir enflamasyon diizenleyici faktor
prostaglandin E2 (PGE2)'dir. PGE2, MKH'lerin T lenfosit, NK hiicreleri ve makrofajlar
tizerindeki baskilayici 6zelligine katkida bulunur (M. Wang ve ark., 2018).
Arastirmacilar bir fare modelinde MKH'ler ile birlikte I1L-10 araciligiyla PGE2'nin
sepsisin tedavisinde onemli role sahip oldugu gostermistir (Németh, 2009). MKH
kaynakli PGE2, NK hiicre aktivitesini baskilamasinin yaninda, T hiicre
proliferasyonunu ve sitotoksik etkisini inhibe etmek amaciyla IDO ile birlikte hareket
etmektedir (Spaggiari, 2008). MKH’lerin mononiikleer hiicreler ile ko-kiiltiire edilmesi
calismalar1 gostermistir ki, PGE2 ve TGF-B1 stimiilasyonu araciligiyla FoxP3+ Treg
hiicrelerinin farklilasmasi indiiklenmektedir (English, 2009).MKH'lerin iirettigi PGE2,
dendritik hiicrelerin yilizeyindeki CD40, CD80, CD86 ve MHC-II'nin ifade seviyelerini
azaltarak T hiicrelerine antijen sunma kabiliyetlerini zayiflatmaktadir. Bu sekilde MKH
tarafindan dretilen PGE2 aracilifiyla immiin baskilama gergeklesebilmektedir
(Volarevic, 2017). Ayrica hiicre kiiltiirii kosullarinda PGE2'nin inhibe edilerek ve IL-6
stimiilasyonu uygulanarak, dendritik hiicre farklilasmasinin  baskilanmadigini
dolayisiyla dendritik hiicre olgunlagsmasinda IL-6'dan daha ¢ok PGE2'nin 6nemli oldugu
gosterilmistir (Spaggiari ve ark., 2009).

2.2.5.3. interl6kin-10 (I1L-10)

IL-10, MKH'ler tarafindan diizenlenen immiinomodiilasyonda onemli role
sahiptir. Monositler ve dendritik hiicreler dahil olmak iizere antijen sunan hiicreler
MKH'ler ile birlikte IL-10 salgilanmasina katkida bulunmaktalardir. Ornegin, MKH
aracili IL-10, nétrofillerin hiicre gocii kabiliyetini engelledigi rapor edilmistir (M.
Wang, 2018).
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2.2.5.4. Sinir Biiyiime Faktorii (NGF)

Sinir bliylime faktorii (NGF), sempatik ve duyusal noronlarin biiyiimesini ve
farklilasmasini diizenleyen bir polipeptiddir (Levi-montalcini, 1991). NGF, hasar
gormiis sinirleri onarabilir, Alzheimer hastaligi gibi noérodejeneratif hastaliklar
Onleyebilir ve noroblastlarin noron hiicrelerine farklismasini saglayabilir (Fan, 2011).
Ayrica NGF, noral gelisimde anti-apoptotik 6zellige sahip ilk ndrotrofik molekiildiir.
Ilave olarak NGF, aksonlar1 ve miyelin kilifi enflamatuar hasardan korur ve bagisiklik
sistemini modiile etmektedir. NGF, Ki-MKH'lerin néron hiicrelerine farklilasmasinda
onemli role sahiptir (Yuan, 2013). Mezenkimal kok hiicreler bazi bliylime faktorlerinin
yanisira beyin kaynakli norotrofik faktor (BDNF), NGF ve retinoik asit gibi noronal
farklilasmay1 saglayan faktorler de salgilarlar. MKH sekretomlar1 beyin bolgesinde
noral progenitorlerin farklilagmasin1 ve proliferasyonunu tetiklemektedir. Yapilan
calismalarda noral farkilasmada sekretomlarin 6nemli oldugu ve PC-12 farklilasmamis
noron hiicrelerinin kiiltiir ortaminin MKH'ler {izerine verilmesiyle mezenkimal kok
hiicrelerin noéron hiicrelerine farklilasma kapasitesini %50 artirdigi  goriilmiistiir
(Srivastava, 2018). MKH'ler salgiladigt BDNF ve NGF gibi norotrofik faktor ile
omurilik hasarini hafifletmektedir. Ayrica MKH'lerin salgiladigit NGF'in p75 reseptorii
araciligiyla hepatik hiicre apoptozunu indiikledigi ve bu sekilde karaciger fibrozunu

azalttig1 goriilmistiir (Harrell, 2019).

2.2.5.5. Netrin-1

Netrinler, ndral hiicre gelisimi sirasinda noronal hiicrelerin ve aksonlarin
biiyiimesine ve gog¢iine katki saglayan bir protein ailesidir (Ke ve ark., 2015). Netrin-1,
epitel hiicrelerin go¢linii, cogalmasini, farklilagsmasini, yapismasini ve hayatta kalmasini
destekleyen 6nemli bir araci proteindir. Ayrica mezenkimal kok hiicrelerin gociinde
onemli rol oynayan bir anjiyojenik faktordiir. Netrin-1'in merkezi sinir sisteminde kan
damar1 olusumunu destekledigini ve serebrovaskiiler gelisimi tizerinde iyilestirici etkiye

sahip oldugunu gosteren birgok ¢aligma bulunmaktadir (Ke ve ark., 2016).

2.2.6.Mezenkimal Kok Hiicrelerin Hiicresel Tedavideki Rolii
Hiicre terapisi, bircok geleneksel tedavi yontemlerine gore alternatif olarak

kullanilan bir rejeneratif tip tedavi yontemidir. Kok hiicre temelli hiicre terapisi, kok
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hiicrelere herhangi bir gen eklenerek ya da eklenmeden hasarli dokuya direkt olarak
verilmesi siirecidir. Hematopoietik kok hiicreler uzun siiredir tedavi amaciyla allojenik
olarak hastalara transplante edilmektedir.Yapilan aragtirmalara gore embriyonik kok
hiicrelerin de farkli hiicre tiplerine farklilagabildigi kesfedildiginden bu yana rejeneratif
tip alaninda hiicre tedavisinde kullanilmak {izere umut vaadettigi goriilmektedir. Bu
hiicreler izolasyonundan dolay1 etik problemler yarattigindan indiiklenmis pluripotent
kok hiicrelerin tedavide kullanilmasi daha cazip gelmektedir. Fakat bu iki hiicre
cesidinin de teratom olusturma riskinden dolay1 tedavi agisindan gilivenilirliligi
tartigmalidir. Bu ylizden etik kaygi olusturmayan mezenkimal kok hiicrelerin
kullanilmas: fikri 6ne atilmistir (Wei ve ark., 2013). Clinicaltrials.gov verilerine gore
mezenkimal kok hiicre temelli tedavi olarak farkli faz agamalarinda yiiriitiilen toplam

979 ¢alisma bulunmaktadir (Sekil 2.2.6)

M Erken Faz %2.3
M Faz 1 %59.3

B Faz 2 %54.4

M Faz 3 %6.2

B Faz 4 %0.5

Sekil 2.2.6.1.Mezenkimal kok hiicre temelli tedavilerin faz ¢aligmalarina gére dagilimi
(Clinicaltrials.gov)

Mezenkimal kok hiicrelerin bir¢cok hiicre tipine farklilagsmasinin yaninda
salgiladig1r molekiiller ve ekzozomal vezikiiller ile sagladig1 parakrin etki ile bagisiklik
tepkisini diizenlemesi tedavi alaninda 6nemli gelismeler saglamistir. Son yillarda tedavi
amacli mezenkimal kok hiicrelerin kullanilmasi agisindan ¢ok fazla ¢alisma yapilmistir.
Fakat MKH temelli tedavi calismalarinda bazi yan etkilerin olustugu da g6z ardi
edilmemelidir (Lukomska, 2019).

MKH'ler immiinmodiilasyon ve anjiyogenez i¢in bir¢ok faktor salgilayarak doku
rejenerasyonunu saglarlar. MKH'lerin iskemiyi oOnlemek i¢in kan damarlarinin

onarilmasina efektor T hiicrelerini baskilayarak fayda sagladigi ve onarimi hizlandirdig:
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belirtilmistir. Hasarli damar bdlgesinde vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii (VEGF)
gibi faktorler salgilayarak anjiyogenezi artirir ve yeni endotel hiicrelerin olusmasini
saglayarak doku rejenerasyonunu baslatir. MKH'lerin iskemik bolgede gerceklestirdigi
immiinomodiilasyon olaylari1 Sekil 2.2.6.2'de gosterilmistir (Yong, 2018).

Mezenkimal kok hiicreler, doku hasarim1 iyilestirme ozelligine ek
olarak,immiinregiilasyon bozuklugu iliskili hastaliklara da yararli katki saglamaktadir.
Kemik iligi transplantasyonu uygulanan GVHD hastalarinda MKH'lerin uygulanmasiyla
olumlu sonuglar alinmistir. Ayrica sistemik lupus eritomatozus (SLE), multipl skleroz
(MS), amiyotrofiklateral skleroz (ALS) ve Crohn hastaligindaMKH'lerin immiin
baskilayici 6zelliklerinin tedaviyi olumlu yonde etkiledigi gosterilmistir. Bu konuda Faz
3 asamasini basartyla gecen GVHD ve Crohn hastaliklarinda kullanilmak iizere FDA
onay1 alan ilk kok hiicre ilact Osiris'Prochymal klinik vakalarda bagsarili bir sekilde

kullanilmaktadir (Wei ve ark., 2013).
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Sekil 2.2.6.2.Mezenkimal kok hiicrelerin iskemik bolgede gergeklestirdigi immiinomodiilasyon
olaylari(Yong, 2018)

Insan mezenkimal kok hiicreleri,monositler iizerindeki CD73 ekspresyonunu
artirarak kardiyotoksik M1 monositlerini anti-enflamatuar ve kardiyoprotektif M2
monositlerine doniistiirmektedir. Bu CD73+ monosit hiicreleri diger bagisiklik

hiicrelerini inhibe eden giiclii anti-enflamatuaradenozin molekiillerini iiretmektedir.
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Yapilan calismada MKH'lerin fare modeline aktarilmasiyla CD73 ekspresyonu artmis
ve miyokard enfarktiisiiniin azaldig1 goriilmistiir (Monguio-Tortajada, 2017).

Diyabetis mellitus diinya ¢apinda ¢ok biiyiik bir saglik sorunudur. Mezenkimal
kok hiicrelerin insiilin iireten pankreas beta hiicrelerinin rejenerasyonunu sagladigi
goriilmiistiir. Disaridan stirekli insiilin alinmas1 ya da pankreas adacik hiicrelerinin
nakledilmesine alternatif bir tedavi olarak mezenkimal kok hiicrelerin hastaya verilmesi
bir ¢oziim yolu olarak diisiiniilmiistiir. Mezenkimal kok hiicrelerin ayni zamanda
endojen beta hiicrelerini apoptozdan korudugu, sagladig1 parakrin etki ve olusturdugu
mikrogevre ile periferik hiicrelerin insiilin direncini iyilestirdigi belirtilmistir (Zang,
2017). Arastirmacilar Wharton Jeli mezenkimal kok hiicrelerinin, kemik iligi kaynakli
mezenkimal kok hiicrelere kiyasla ¢cok daha iyi farklilasma yeteneginin oldugunu ve
basarili bir sekilde insiilin {ireten pankreas beta hiicrelerine doniisebildiklerini
gostemiglerdir. Fakat farklilasan hiicrelerin 6mriiniin kisa olmasi temel sorunu teskil
etmektedir(Wu, Wang, 2009).

Mezenkimal kok hiicrelerin rejeneratif tibbin birgok alaninda uygulanabilmesi
icin baz1 belirsizliklerin ve siiphelerin cevap bulmasi gerekmektedir. Ornegin teratom
olusturma riski, hangi hastaliga hangi kaynaktan alinan mezenkimal kok hiicrelerin ne
kadar dozda verilmesi gerektigi ve bu tedavinin kalicigi konularinda daha ileri
aragtirmalara ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu ylizden mezenkimal kok hiicrelerin
immiinomodiilasyon 6zelligini ile doku rejenerasyonu ve iyilesmesinde basarili sonuglar
alinmasina ragmen klinik olarak uygulanabilmesi i¢in daha birgok kriterin belirlenmesi

gerekmektedir (Mundra, 2013).

2.3. Probiyotik Bakteriler ve Mezenkimal Kok Hiicreler

Gastrointestinal sistemdeki bakterilerle mezenkimal kok hiicrelerin iliskili
oldugu diisiiniilerek bir¢ok calisma yapilmistir. Mezenkimal kok hiicreler ile mikrobiyal
canhilarin etkilesimi incelenerek MKH'ler {izerindeki morfolojik ve fizyolojik
degisimler, immiinomodiilasyon ozelligindeki farkliliklar incelenmistir. Hem patojen
bakteriler hem de probiyotik bakteriler ile MKH'lerin iliskisi aragtirilmistir. Bu iliskiyi
arastirmak amaciyla yapilan bir caligmada patojen olarak Salmonella typhimurium (ST)
ve probiyotik bakteri olarak da Lactobacillus acidophilus (LB) kullanilmigtir. ST
mezenkimal kok hiicrelerin aktivasyonunu engellerken LB'un MKH membranina
yapistig1 goriilmiistiir. Salmonella bakteri toplulugunun MKH gociinii inhibe etmesinin

yaninda ilging bir sekilde T hiicre proliferasyonunu baskilamasina katkida bulundugu
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gozlemlenmistir. LB'un MKH go¢iini belirgin bir sekilde degistirmedigi goriilmiistiir
(Kol, 2014).

Romatoidartrit (RA) bagirsak mikrobiyotas: ile iliskilendirilen otoimmiin bir
hastaliktir. RA, Thl7 hiicreleri ile Treg arasindaki dengesizlikten kaynaklanan
enflamatuar yanittir. RA hastaligina sahip farelere insan gobek kordonu mezenkimal
kok hiicreleri verilmis ve kontrol grubuna kiyasla IL-10 ve TGF-f seviyelerinin arttigi,
IL-17a ve TNF-a seviyelerinin azaldigi belirlenmistir. Elde edilen sonuglara gore
mezenkimal kok hiicre transplantasyonunun romatoid artrit hastaligl {izerindeki
terapotik etkisini bagirsak mikrobiyotasi ile iliskili olarak etkiledigi diisiiniilmektedir
(X. Li, 2020).

Obezite hastaliginda bagirsak mikrobiyotasi kemik iligi islevini bozarak
hematopoietik kok hiicre farklilasmasini degistirmektedir. Hem mikrobiyota hem de
damarlanmanin yiiksek oldugu bagirsak mukozasi kronik hipoksi durumuna oldukca
duyarhidir. Bu nedenle kronik hipoksi durumunda bagirsak mikrobiyotas: etkilenerek
homeostaz degisebilir. Ayn1 zamanda oksijen, kemik iligi nisinin 6nemli bir bilesenidir
ve kok hiicrelerin farkilasmasi ve kendini yenileyebilmesi i¢in gereklidir. Bu iligkiye
dayanarak hipoksi durumunda mikrobiyotanin degismesiyle MKH'lerin de nasil
etkilendigini anlamak amaciyla bir ¢alisma yapilmistir. Bu ¢alismada kronik hipoksi
durumunda kemik iligi mezenkimal kok hiicrelerin olumsuz etkilendigini fakat
Lactobacillus takviyesi ile bu kok hiicrelerin iglevinin geri kazandirildig1 gosterilmistir.
Bu sonuglara dayanarak otolog kemik iligi mezenkimal kok hiicrelerin kullanilarak
kronik hipoksi hastalarinda rejeneratif tedavi etkinliginin artirilabilecegi ileri
stirilmustir (Xing, 2018). Yapilan bu calismalar ayni zamanda dogal ve sentetik
dokunun c¢evresel ve mikrobiyal kosullar altinda nasil tepki olusturdugunu, bu
mikrobiyal etkilesimlerin mezenkimal kok hiicreler {izerinde neden oldugu degisimleri
anlamamizi saglayacaktir (Shaffiey, 2016).

Nannan Han ve arkadaslar1 2020 yilinda patojenik ve probiyotik bakteriler
arasindaki dengenin mezenkimal kok hiicreleri nasil etkiledigini ve bu etkinin yara
iyilesmesine nasil yansidigii belirlemek icin ¢alismalar yapmislardir. P. gingivalis
patojenik bakterisinde bulunan lipopolisakkarit, immiin yanitta 6nemli rol oynayan ve
birgok hastaliga sebep olan NLRP3 inflamazomunu aktive ederek MKH'lerin
fonksiyonunu inhibe etmektedir. Boylece MKH gociiniin inhibe ederek yara
iyilesmesini geciktirmektedir. Buna karsilik L. reuteri probiyotik bakterisinin
MKH'lerin gogiinii destekledigi bulunmustur.Oral P. gingivalis patojenik bakterisi ve L.
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reuteri probiyotik bakterisi arasindaki dengeyi degistirerek in vitro diseti mezenkimal
kok hiicrelerin migrasyon, osteojenik farklilasma kabiliyetinin ve proliferasyon hizinin
degistigini bulmuslardir. Bu etkinin oral yumusak doku rejenerasyonunda onemli
olabilecegini vurgulamislardir (Han, 2020).

Sepsisli fare modelinde bagirsak mikrobiyotasininda hasarli oldugu goriilmiistir.
Bu farelere yag dokusu kaynakli mezenkimal kok hiicreler verilmistir ve etkilerine
bakilmistir. Bu mezenkimal kok hiicrelerin enflamatuar infiizyonunu ve akcigerlerdeki
organ hasarini azalttigr goriilmiistiir. Ayrica sepsisli farelerde mikrobiyota bozuklugu
farkedilmis ve MKH verildikten sonra yararli bakterileri artirip, patojenik bakterileri
azaltarak bagirsak mikrobiyotasini degistirdigi goriilmiistiir. Bu sonuglara gore MKH
uygulamasinin sepsis i¢in bir tedavi modeli olabilecegi diisiintilmistiir (Sun, 2020).

Mezenkimal kok hiicreler probiyotik bakteriler ile etkilesimi sayesinde
radyasyon hasarini iyilestirmektedir. Lactobacillus rhamnosus GG (LGG) probiyotik
bakterisinin de bagirsakta radyoprotektif oldugu fare modelinde gosterilmistir. LGG'nin
radyasyondan koruyucu etkisi TLR-2 ve siklooksijenaz-2 (COX-2) bagimlidir ve COX-
2 eksprese eden MKH'lerin epitel hiicrelerin yanina go¢ etmesine katki saglamaktadir.
LGG, radyoprotektif etkisini PGE2 araciligiyla saglamaktadir. COX-2 eksprese eden
MKH'lerin salgiladigit PGE2'nin de bagirsak epitel hiicrelerini radyasyona baglh
apoptozdan korudugu goriilmiistiir (Riehl, 2019).

Mezenkimal kok hiicre ve mikrobiyota etkilesimleri MKH iizerinde birgok
etkiye sahiptir. Yapilan ¢aligmalarin sonuglarina bakarak da MKH'lerin Crohn hastaligi,
sepsis, kronik hipoksi ve iyilesmeyen yaralar icin mikrobiyal baglamda 6nemli

terapétikler oldugunu gormekteyiz (Kol, 2014).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Hiicre Kiiltiirii

Insan kemik iligi mezenkimal kok hiicreleri (ATCC®PCS-500-012™), 1siyla
inaktive edilmis %10 Fetal Bovine Serum (FBS) (Merck, Lot.1347D), %1 penisilin-
streptomisin (gibco, Lot.1780183) antibiyotik ile desteklenen Dulbecco's Modified
Eagle's Medium Low glukose (DMEM-LG) (sigma, Lot. RNBG5532) iginde, 37 °C %5
CO: igeren inkiibatorde (ESCO) T25 flasklarda kiiltiire edildi. Hiicre morfolojileri
inverted mikroskop (Zeiss) ile takip edildi.Besiyerleri haftada iki kez degistirildi.

Hiicreleri deney igin tercihen 2. pasajda olmak tizere 6 kuyucuklu platelere ekildi.

3.2. Bakterilerin Kiiltiirasyonu

Peynirden elde edilen Lactobacillus paracasei subsp. paracasei ve yogurttan
elde edilen Lactobacillus delbrueckii subsp bulgaricus probiyotik bakterileri De Man,
Rogosa, Sharpe (MRS) kat1 besiyerlerine inokiile edildi. Lactobacillus paracasei subsp.
paracasei ve Lactobacillus delbrueckii subsp bulgaricus probiyotik bakterilerinin
karakterizasyonu ve tanimlanmasi i¢in 16S rRNAdizi analizi yapildi. BLAST analizi ile
probiyotik bakterilerin tiir dogrulamasi gergeklestirildi.

Kat1 besiyerinden tek koloni olacak sekilde aldigimiz bakterileri otoklavda
hazirladigimiz 5 mIMRS Broth (Merck, Lot.VM815661 748) besiyeri igerisine
ekleyerek 37°C etiivde gece boyu inkiibe edildi. Patojenik bakteriler olan
Staphylococcus aureus (ATCC®12600™ ve Enterococcus faecalis(ATCC®19433™) 5 ml
LB Broth (VWRChemicals, Lot.1088) igerisine alindi ve gece boyu calkalamali
inkiibatorde 170 rpm 37°C'de inkiibe edildi.

Kiiltiire edilen bakteri drneklerinden 100 pL alinarak antibiyotiksiz DMEM-LG
(sigma, Lot.RNBG5532) besiyerine alindi ve gece boyu inkiibasyona birakildu.
Inkiibasyon sonucunda OD600'de spektrofotometrik olgiimler yapildi. Log fazinda
bakteriler en yiiksek boliinme yetenegine ve maksimum gelisme hizina sahip
olduklarindan dolayr OD degeri ortalama 0,2 olarak belirlendi. Sonrasinda bakteri
kiltirt 9000 rpm'de 5 dakika santrifiij edildi. Bakteri supernatani 0,22 pm’lik enjektor
filtresinden gegcirilerek yeni bir tiipe alindi.Supernatanlari deney zamanina kadar -
80°C'de saklandh.
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3.3. insan Kemik iligi-Mezenkimal K6k Hiicrelerin Bakteri Supernatanti ile
Muamelesi ve Kosullandirilmis Besiyerlerinin Elde Edilmesi

Insan kemik iligi-mezenkimal kok hiicreleri 96-kuyucuklu kiiltiir kabina bir
kuyuda 2000 hiicre olacak sekilde ekildi. Ertesi giin, filtre edilen bakteri supernatantlari
1:2 seklinde seri diliisyon yaparak dort tekrarli olacak sekilde hiicrelere verildi. 48 saat
sonunda MTT yontemi (Sigma, Lot.MKCJ1703) uygulanarak canlilik oranlar
spektrofotometrik olarak belirlendi. Deney sonucuna gore bakteri supernatantinin
hiicrelere verilebilececek optimum diliisyon oran1 1:1 (bakteri supernatanti:besiyeri)

olarak belirlendi.

Sekil 3.3.1.Mezenkimal kok hiicrelerin bakteri supernatantlart ile kiiltiirasyonu.

Insan kemik iligi-mezenkimal k&k hiicreleri 6-kuyucuklu kiiltiir kabina 10.000
hiicre/kuyu olacak sekilde ekildi. Gece boyu %0,2 FBS %1 Pen-Strep iceren DMEM-
LG'de inkiibasyona birakildi. Besiyerleri aspire edilerek hiicreler 1X PBS ile 2 kez
yikandi. Antibiyotik icermeyen DMEM-LG ile 1:1 oraninda hazirladigimiz bakteri
supernatantlari ile hiicreler muamele edildi. Kontrol hiicreler,supernatant igermeyen
DMEM-LG ile beslendi. Deney seti 72 saat %5 CO2'li 37 °C etiivde kiiltiire edildi. Siire
sonunda, besiyeri toplandi ve -80 °C'desaklandi. Hiicreler tekrar 1X PBS ile 2 kez
yikandi. Her kuyuya 1 ml %0,2 FBS %1 Pen-Strep igeren DMEM-LG eklendi ve 48
saat boyunca kiiltiire edildi. Siire sonunda kosullandirilmis besiyerlerielde edildi. Her
ornek ELISA deneyleri i¢in 300'er pl tiiplere boliindii ve -80 °C'de saklandi.
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insan Ki-MKH DMEM-LG Besiyerinde insan Ki-MKH 1:1 L. paracasei supernatant-DMEM-LG Besiyerinde

Sekil 3.3.2. insan kemik iligi-mezenkimal kok hiicrelerin 20X mikroskop goriintiisii

3.4. Enzym-Linked Immunosorbent Assay (ELISA)

Dolayli ELISA yontemi kullanilarak kosullandirilmis besiyerindeki miktarlarini
belirlemek i¢in TGF-p1 (LegendMax, Lot.B246843), PGE2 (MyBioSource,
Lot.H4233D120), IL-10, Netrin-1 (Bioassay Technology Laboratory, Lot.202008009)
ve B-NGF (ThermoScientific, Lot.241061319) ELISA yontemleri uygulandi. Ticari
olarak temin edilen ELISA Kkitlerinin protokoliine uygun olarak deney prosediirii
uygulandi.Optik dansite degerleri (450 nm) MultiscanGO spektrofotometre yardimi ile
belirlendi. Elde edilen veriler ile kit igerigindeki standart grafikler olusturularak her
ornegin 1ilgili sitokin diizeyi hesaplandi ve elisaanalyses.com online yazilimi

kullanilarak analiz edildi ve grafikleri olusturuldu.

3.5. In vitro Wound Healing Deneyi

Insan kemik iligi-mezenkimal kok hiicreleri 6-kuyucuklu hiicre kiiltiir kaplarina
konfluent olacak sekilde ekildi. Ertesi giin, 200 ul pipet ucu yardimi ile kuyunun orta
hizasinda yara alani manuel olarak olusturuldu. 1:1 oraninda hazirladigimizbakteri
supernatantlart ve DMEM-LG besiyeri kuyulara yavasca verildi.Kiiltiir kaplarindaki
yara alani baglangigta 0. saat olarak belirlendi ve devaminda 6. 12. ve 24. saatlerde
kuyularin goriintiileri alindi. Hiicre goriintiilerindeki yara alan1 ImagelJ yazilimi yardimi
ile hesaplandi ve kontrole kiyasla muamele edilen hiicrelerin migrasyon kabiliyetleri

analiz edildi.
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3.6. Istatistiksel Analiz

ELISA deney sonuglar1 elisaanalyses.com online yazilimi ile degerlendirildi.
Elde edilen verilerin ortalama, standart sapma ve standart hata degerleri hesaplandi.
GraphPad Prism 8 online yazilimi kullanilarak t testi yapildi, giiven araliklar1 ve p
degerleri hesaplandi. Sonuglarin istatistiksel anlamlilik diizeyleri belirlendi ve grafikleri

¢izildi.
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. Bulgular

Tez projesi kapsaminda probiyotik bakterilerin log fazinda salgiladig
ekstraseliiler faktorlerin kemik iligi mezenkimal kok hiicrelerin immiinomodiilator
ozellikleri iizerindeki etkisini arastirdik. Oncelikle izole edilen probiyotik bakterilerin
16S rRNA dizi ve BLAST analizlerini yaparak karakterize ettik ve sistematik tiirlerini
dogruladik. Izole edilen probiyotik bakterileri ve temin edilen patojenik bakterileri
uygun besi ortamlarinda gogalttik. Bakteri kiiltiirlerinin log fazindaki supernatantlarini
elde ettik ve kiiltiire edilen insan kemik iligi mezenkimal kok hiicrelerini bu elde
ettigimiz supernatant ile muamele ettik. MKH'lerin salgiladigi immiinomodiilator
faktorlerin seviyesindeki degisimleri ELISA yontemi ile degerlendirdik.  Ayrica
MKH'lerin bakteriyel faktorlerin varliginda migrasyon kabiliyetindeki degisimleri de in

vitro wound healing deneyi ile inceledik.

4.1.1. Probiyotik Bakterilerin16S rRNA Dizi Analizleri ve BLAST Verileri
Lactobacillus paracasei subsp. paracasei ve Lactobacillus delbrueckii subsp
bulgaricus probiyotik bakterilerinin 16S rRNA dizi analizi klasik Sanger sekans

yontemi kullanilarak gerceklestirildi ve BLAST algoritmasi ile sekans sonuglari

dogrulandi.
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C CACCAAGGCG ATGAT HCG HGCCGH—\C GHGHGG Gn CGGCC—\CH’ GGG ACT G—\G’\C—\CGGCCCH—\HC ccT HCGGG—\GGC,-G CHG’—\GGG—\—\ C TCCACAAT GG ACGCAAGT
260 300 320 350 380

CTGATGGAGCAACGCCGCG TG AG TG AAGAAGGCTTTCGGGTCRTRG AACTCTGT TGTTGGAG AA GAATGGT CTGECAG AGT AACTGTT GT CC GGCRTT GAA CARG TAA TTC MCAACC C
370 380 390 400 410 420 430 440 450 480 470 430

Sekll 4.1.1.1. Lactobacnlus paracasel subsp paracasel 168 rRNAd|Z| analizi
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Lactobacillus paracasei subsp. paracasei strain 28-140 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
Sequence ID: HQ697606.1 Length: 510 Number of Matches: 1

Range 1: 44 to 504 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
803 bits(890) 0.0 454/462(98%) 1/462(0%) Plus/Plus
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Query 424 GTTGGAGAAGAATGGTCTGGCAGAGTAACTGTTGTCCGGCRT 465

sojct 454 GHOAMMMMUHLLUUGMEHE L s0s

Sekil 4.1.1.2. Lactobacillus paracasei subsp. paracasei 16S rRNA BLAST analizi
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G GCG TGCCTAA TAGA TGE'AAGT CGAGCGAGCTGAATTU\AAGATCCCTTCG GGR TGATTTGTTGGAYGCTAG CGGCGGATGGGTGAGTAACACGTGGGCAATCTGC CCT AAAGACTGGGATAC CA
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Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus strain IMAU40158 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
Sequence ID: FJ915696.1 Length: 1460 Number of Matches: 1

Range 1: 6 to 672 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
1098 bits(594) 0.0 643/671(96%) 4/671(0%) Plus/Plus
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Sekil 4.1.1.4. Lactobacillus delbrueckii subsp bulgaricus 16S rRNA BLAST analizi

4.1.2. Bakteriyel Supernatantlarin Diliisyon Oranlarimin Belirlenmesi

Probiyotik ve patojenik bakterileri 37°C'de ¢ogaltildiktan sonra santrifiij ettik ve
supernatantlarin1 0,22 pm filtreden gegirdik. Bakteri supernatantlarini DMEM-LG ile
1/2 oraninda 9 kez diliisyonlarini olusturduk. Diliie ettigimizsupernatantlar ilekiiltiire
edilen KI-MKH’leri 72 saat boyunca muamele ettik. Siire sonunda MTT testi yardimi
ile KI-MKH’lerin canlilik diizeylerini belirledik. Elde ettigimiz sonuglara gére, diliie
edilmeyen bakteriyel siipernatantlarin hiicreler iizerinde toksik etkiye neden oldugunu
belirledik. 1:1 oraninda seyrelttigimiz supernatantlarm ise Ki-MKH'lerin iizerinde
toksik etkiye neden olmadigini, hatta istatistiksel olarak anlamli olmasa da
proliferasyonlarma olumlu etki sagladigini ve buna goére 1:1 diliisyonun deneysel

asamalarda kullanilabilecegini belirledik.
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Sekil 4.1.2. Bakteri supernatantinin diliisyon oraninin MTT testi ile belirlenmesi
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4.1.3. KI-MKH’lerin TGF-B1 Uretim Diizeyleri

Probiyotik ve patojenik bakterilerin supernatantlar: ile muamele edilen Ki-
MKH’lerin kosullandirilmis besiyerindeki TGF-B1 konsantrasyonlarin1t ELISA yontemi
ile belirledik.Lactobacillus paracasei subsp. paracasei ve Lactobacillus delbrueckii
subsp bulgaricus supernatantlar1 ile kosullandirilmis besiyerlerindeki TGF-f1
konsantrasyonlar1 kontrole gore sirasiyla %178 ve %20 oranlarinda artmis oldugunu
saptadik. Ayrica, Enterococcus faecalis ve Staphylococcus aureus patojenik bakteri
supernatantlar1 ile kosullandirilmis besiyerlerinde ise TGF-B1 konsantrasyonlari

strastyla %90 ve %70 oranlarinda azalmis oldugunu belirledik.
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Sekil 4.1.3. Mezenkimal kok hiicrelerin kosullandirilmis besiyerindeki TGF-B1 seviyesinin kontrole gore
degisim grafigi

Ayrintili olarak, Lactobacillus paracasei subsp. paracasei ve Lactobacillus
delbrueckii subsp bulgaricus supernatantlari ile muamele edilen Ki-MKH’lerin iirettigi
TGF-B1 seviyeleri kontrole kiyasla istatistiksel olarak anlamli olarak sirasiyla 1,8 ve 1,2
kat artist  gozlemledik(p=0,0002 ve p=0,0121). Enterococcus faecalis ve
Staphylococcus aureus patojenik bakteri supernatantlari ile kiiltiire ettigimiz Ki-
MKH’lerin irettigi TGF-f1 seviyesleri ise istatistiksel olarak anlamli 10,4 ve 3,3 kat
azalmis oldugunu belirledik (p=0,006 ve p=0,0008).

4.1.4. KI-MKH’lerin PGE2 Uretim Diizeyleri
Lactobacillus paracasei subsp. paracasei ve Lactobacillus delbrueckii subsp

bulgaricus supernatantlarini ile muamele ettigimiz Ki-MKH'lerin kosullu besiyerlerinde
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PGE2 diizeylerinde kontrole kiyasla %33,2 ve %32 oranlarinda artis gozlemledik.
Patojen Enterococcus faecalis ve Staphylococcus aureus supernatantlari ile muamele
ettigimiz Ki-MKH’lerin kosullu besiyerlerindeki PGE2 seviyesi sirasiyla %16 ve %2,7

oraninda azaldigini belirledik.
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Sekil 4.1.4. Mezenkimal kok hiicrelerin kosullandirilmis besiyerindeki PGE2 seviyesinin kontrole gore
degisim grafigi

Kat artiglarina baktigimizda, Lactobacillus paracasei subsp. paracasei ve
Lactobacillus delbrueckii subsp bulgaricus suparnatantlar1 ile kiiltiire ettigimiz Ki-
MKH’lerin ifade ettigi PGE2 seviyesinde istatistiksel olarak anlamli kabul edilmese de
her ikisinde de yaklasik 1,3 kat artis gozlemledik (p=0,1752 ve p=0,0915). Patojenik
bakteri supernatantlari ile muamele ettigimiz Ki-MKH'lerin iirettigi PGE2 seviyelerinde

azalma olsa da anlamli bir degisiklik gozlenmemistir (p=0,3324 ve p=0,8382).

4.1.5. KI-MKH’lerin IL-10 Uretim Diizeyleri

Probiyotik ve patojenik bakterilerin supernatantlar1 ile muamele edilen Ki-
MKH'lerin Trettigi IL-10 seviyelerinin degisimini ELISA yontemi ile belirledik.
Lactobacillus paracasei subsp. paracasei supernatanti ile muamele edilen Ki-
MKH'lerin I1L-10 salimini farkedilir bir sekilde %93 oraninda artmis oldugunu
belirledik.Lactobacillus delbrueckii subsp bulgaricus, Enterococcus faecalisve
Staphylococcus aureus supernatantlari ile muamele edilen hiicrelerde ise sirasiyla %3,9

%4,8, ve %7 oraninda artirmistir.
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Sekil 4.1.5. Mezenkimal kok hiicrelerin kogullandirilmig besiyerindeki I1L-10 seviyesinin Kontrole gore
degisim grafigi

Lactobacillus paracasei subsp. paracasei ckstraseliiler faktorleri ile kiiltiire
ettigimiz KI-MKH’lerinin kosullandirilmis besiyerindeki IL-10 seviyesinde yaklasik 1,9
kat artis saptadik (p=0,0001).Lactobacillus delbrueckii subsp bulgaricus, Enterococcus
faecalisve Staphylococcus aureus supernatantlari ile kiiltiire ettigimiz KI-MKH kosullu
besiyerlerindeki IL-10 seviyesinde o©nemli diizeyde bir artis belirlenmemistir
(p=0,0559, p=0,0385 ve p=0,0367).

4.1.6. KI-MKH’lerin NGF Uretim Diizeyleri

Lactobacillus paracasei subsp. paracasei, Lactobacillus delbrueckii subsp
bulgaricus ve Enterococcus faecalis supernatantlari ile muamele ettigimiz Ki-
MKH’lerin NGF iiretimi miktarlarint kontrole gore kiyasladigimizda %144, %135 ve
%141 oranlarinda artis belirledik. Staphylococcus aureus supernatanti ise Ki-
MKH'lerden NGF salimini1 %22,3 oraninda azaltmuistir.
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Sekil 4.1.6. Mezenkimal kok hiicrelerin kosullandirilmis besiyerindeki NGF seviyesinin kontrole gére
degisim grafigi

Lactobacillus paracasei subsp. paracasei ve Lactobacillus delbrueckii subsp
bulgaricus probiyotik bakteri supernatantlar ile kiiltiire ettigimiz Ki-MKH’lerin ifade
ettigi NGF seviyeleri kontrole gore kiyasladigimizda sirasiyla 2,4 ve 2,3 kat istatistiksel
olarak anlamli artis gozlemledik (p=0,0051 ve p=0,0044). Enterococcus faecalis
supernatanti da anlamli bir sekilde KI-MKH'lerden NGF salimim 2,4 artirmustir.
Staphylococcus aureus supernatanti ile muamelede ise NGF seviyesinde istatistiksel
olarak da anlamli bir degisiklik saptamadik (p=0,1496).

4.1.7. KI-MKH’lerin Netrin-1 Uretim Diizeyleri

Lactobacillus paracasei subsp. paracasei, Lactobacillus delbrueckii subsp
bulgaricus, Enterococcus faecalis ve Staphylococcus aureus supernatantlari ile
muamele ettigimiz KI-MKH’lerin Netrin-1 {iretimi miktarlari1 kontrole gére

kiyasladigimizda %6,7, %10,2, %7,7 ve %16,3 oranlarinda azalma belirledik.
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Sekil 4.1.7. Mezenkimal kok hiicrelerin kosullandirilmig besiyerindeki Netrin-1 seviyesinin kontrole gore
degisim grafigi

Lactobacillus paracasei subsp. paracasei ve Lactobacillus delbrueckii subsp
bulgaricus probiyotik bakteri supernatantlar ile kiiltiire ettigimiz Ki-MKH’lerin ifade
ettigi Netrin-1 seviyelerini kontrole gore kiyasladigimizda istatistiksel olarak anlamli bir
fark goriilmemektedir (p=0,2792 ve p=0,0599). Ayni sekilde Enterococcus faecalis ve
Staphylococcus aureus supernatanti da Ki-MKH'lerden Netrin-1 salimini anlamli bir
sekilde degistirmemistir (p=0,2148 ve p=0,1594).

4.1.8. Ekstraseliiler Probiyotik Faktorlerin KI-MKH’lerin Hiicre Gégii
Kabiliyetleri Uzerindeki Etkisi

Insan KI-MKH’lerinin probiyotik bakteri supernatantlarmmn Ki-MKH'lerin
migrasyon Kabiliyetleri iizerindeki etkilerini 24 saat kiiltire ederek degerlendirdik.
Kontrole gore kiyasladigimizda Lactobacillus paracasei  subsp. paracasei ve
Lactobacillus delbrueckii subsp bulgaricus ekstraseliiler faktorleri Ki-MKH'lerin
migrasyon yetenegini azaltmaktadir. Hiicre kiiltiirii goriintiilerinde 24. saatte kontrol
kuyusunda olusturdugumuz yara alaninda kapanma goriiliirken, Lactobacillus paracasei
subsp. paracasei ve Lactobacillus delbrueckii subsp bulgaricus supernatantlari ile
kiiltiire edilen hiicrelerde migrasyon kabiliyeti azalmis oldugundan yara alaninda

beklenen kapanma goriilmemektedir.
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Sekil 4.1.8.2. MKH'lerin Lactobacillus paracasei subsp. paracasei ve Lactobacillus delbrueckii subsp
bulgaricus ekstraseliiler faktorleri ile muamelesi sonrasinda hiicre gogiindeki % degisimi grafigi

24. saat sonunda normal besiyeri ile kiiltiire ettigimiz kontrol kuyusunda, yara
alaninda %96 kapanma gerceklesti. Lactobacillus paracasei subsp. paracasei ve
Lactobacillus delbrueckii subsp bulgaricus ekstraseliiler faktorleri ile kiiltiire ettigimiz
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Ki-MKH'leri ise 24. saat sonunda, olusturdugumuz yara alaninda %70 ve % 57

kapanma gerceklestirdi.

4.2. Tartisma

Probiyotik bakteriler bagisiklik sistemini gelistirmeye ve bagirsaktaki patojenik
bakteriler ile dengenin saglanmasina katkida bulunurlar. Bu o6zellikleri sayesinde
takviye gida ve tedavi amaciyla yaygin olarak kullanilmaktadir (La Fata, 2018).
Mezenkimal kok hiicreler (MKH) HLA smuf II ifade etmediginden bu hiicreler diisiik
immiinojeniteye sahiptir. MKH'ler dogrudan ya da salgiladigi sitokinler ve aract
faktorler ile immiin sistem hiicrelerini etkiler ve immiin sistemi baskilayarak modiile
eder (Borger, 2017). Bugiine kadar probiyotik bakterilerin ve mezenkimal kok
hiicrelerin terapétik etkisini aragtiran bircok calisma yapilmistir. Fakat probiyotik
bakteriler ve mezenkimal kok hiicrelerin birbirleri ile etkilesimini inceleyen ¢ok az
calisma bulunmaktadir. Bu c¢aligmada probiyotik bakterilerin ortama salgiladig
molekiillerin insan Ki-MKH’ler iizerinde nasil bir etkisi oldugunu ve bu MKH'lerin
immiinomodiilatdr sitokin seviyelerini nasil degistirdigini arastirdik.

TGF-B1, MKH'lerin sinerjistik olarak salgiladigi, iyi bilinen bir immiin
baskilayic1 faktordiir. MingfenLi ve arkadaslart KI-MKH’lerini izole ettikleri CD8+ T
hiicreleri ile beraber kiiltiire ettikten sonra T hiicrelerinin baskilandigini gostermislerdir.
Bu baskilamanin MKH'lerin salgiladigi faktorler araciligiyla oldugunu ileri
siirmiislerdir. Daha sonra Ki-MKH'ler ile CD8+ T hiicrelerin beraber kiiltiirasyonunda
normal kiiltiire gore TGF-B1 ve PGE2 seviyelerinin arttigin1 bulmuslardir. TGF-1 ve
PGE2 inhibitdrleri kullandiklarinda T hiicre baskilamasinin azaldigini gostererek bu
diisiincelerini dogrulamiglardir. KI-MKH'lerin immiin  baskilayict 6zelliginin bu
coziinlir faktorler aracilifiyla saglanmast GVHD gibi hastaliklar i¢in Onemli ve
aragtirilabilir bir bulgu olmustur (M. Li, 2014).Daneshmandi ve arkadaslar1 TGF-B1'i
asir1 eksprese eden MKH'ler tasarlamis ve bu tasarlanmis MKH'leri Tip 1 diyabet
hastaligina sahip farelere enjekte etmislerdir. Diyabetik hayvan modellerinde kontrol
grubuna kiyasla MKH'lerin pro-enflamatuar Thl'lerin anti-enflamatuar Th2'lere
polarizasyonunu indiikledigi goriilmiistiir. Sonucunda serumdaki insiilin seviyesinin
arttigin1 ve farelerde iyilesme sagladigini gostermislerdir (Daneshmandi ve ark., 2017).
Biz de yaptigimiz galismada KI-MKH'ler tarafindan salgilanan TGF-B1 seviyesinin
probiyotik Lactobacillus paracasei subsp.ve Lactobacillus delbrueckii subsp bulgaricus

bakterileri tarafindan artirildigini, buna dayanarak da probiyotik-MKH iliskisiyle KI-
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MKH'lerin salgiladigi ¢oziiniir faktorlerin  terapotik  6zelligini  artirabilecegini
diistinmekteyiz.

PGE2'nin MKH aracili inhibisyonda onemli bir faktér oldugu yapilan
caligmalarda belirlenmistir. Spaggiari ve arkadaglar1 dendritik hiicrelerin olgunlagsmasini
indiikleyen monositler ile kemik iligi mezenkimal kok hiicreleri beraber kiiltiire etmisler
ve sadece MKH Kkiiltiir sartlarina gore monositler ile beraber kiiltiirasyonda PGE2
seviyesinin arttigin1 bulmuslardir. Ortama PGE2 inhibitorii eklendiginde dendritik hiicre
olgunlasmasinin gergeklestigini, IL-6'nin tek basina dendritik hiicre inhibisyonunu
saglayamadigi anlasilmistir. Bu sebepten dolayt MKH aracili inhibisyondaPGE2'nin
onemli bir faktdr oldugunu gostermislerdir (Spaggiari, 2009). PGE2, COX1 ya da
COX2 araciligiyla membran fosfolipitlerinden salinir (Jiang, 2020). Wang ve
arkadaglar1 akut karaciger yetmezliginin tedavisinde MKH'den salgilanan PGE2'nin
roliinlin belirsizligini ortadan kaldirmak i¢in ¢alismalar yapmislardir. PGE2 sentezi
COX2 araciligryla iiretildiginden dolay1 dncelikle MKH'lerdelentiviriis ile COX2 inhibe
(-) ve COX2 asir1 eksprese (+) hiicre tipleri elde edildi. Karaciger hasari model
calismalarinda, MKH ve MKH COX2(+) hiicrelerinin kosullandirilmis besiyerleri ile
kiiltiire edildiginde hepatosit hiicrelerinin nekroz ve apoptozunu azalttigi, aksine MKH
COX2(-) hiicre besiyerlerinin ise hepatosit hiicreleri itizerinde etkisinin olmadigi
immiinohistokimyasal yontem ile anlasgilmistir. Ayrica akut karaciger yetmezliinde
aktive olan NF-kB sinyal yolaginin, MKH ve MKH COX2(+) hiicrelerinin salgiladigi
PGE2 araciligiyla inaktive oldugu, MKH COX2(-) hiicrelerinin ise iyilesmede hicbir
etkisi olmadig1 gosterildi. EK olarak MKH'lerin salgiladigi PGE2'min pro-enflamatuar
M1 makrofajlarinin anti-enflamatuar M2 makrofajlarina polarizasyonunu da indiikledigi
gosterilmistir (Jinglin Wang ve ark., 2021). Biz de MKH aracili immiinomodiilasyonda
PGE2'nin 6nemli role sahip oldugunu bilerek, elde etti§imiz bakteri supernatantlarinin
Ki-MKH'lerden PGE2 salinimin1 ne sekilde degistirecegini inceledik. Bulgularimiza
gore probiyotik bakteriler olan Lactobacillus paracasei ve Lactobacillus delbrueckii
subsp bulgaricus supernatantlarindaki ekstraseliiler ¢oziiniir faktorler Ki-MKH'lerden
salinan PGE2 miktarmi artirdi. MKH temelli hiicresel tedavilerde bu artisin énemli
olabilecegini ve enflamasyonu yiiksek oranda azaltabilecegini diisiinmekteyiz. Daha
once yapilan calismalarda MKH'den salgilanan PGE2'min doza bagl olarak immiin
baskilamada 6nemli bir biyoaktif lipit oldugu goriilmistiir. Fakat bu artigin probiyotik

bakteriler tarafindan indiiklendigini bildiren ¢ok az calisma bulunmaktadir. Bakteri
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¢coziinlir faktorlerinin MKH'leri indiiklemesiyle PGE2 aracili immiin regiilasyonun
saglanmasi yeni bir yaklagim modeli olusturmaktadir.

TGF-B ve PGE2'e ek olarak IL-10 da immiin baskilayici sitokinlerdendir (Jiang,
2020). IL-10 ekspresyonu PGE2 ve TLR ligandlar1 tarafindan artirilabilir (Saraiva,
2010). Javorkova ve arkadaslart ALS (Amiyotrofik Lateral Skleroz) hastalarindan ve
saglikli dondrlerden elde edilen MKH’lerin IL-10 ve TNF-a iretimlerini test
ettiklerinde Oonemli bir fark tespit edememislerdir. Bununla birlikte pro-enflamatuar
sitokin seviyesi yiiksek ALS hastalarindan elde edilen MKH'lerin iirettigi immiin
baskilayici sitokin miktarinin da disiik oldugu belirlenmistir(Javorkova et al., 2019). Bu
arastirma sonucunda MKH'lerin bulundugu mikrogevrenin immiinomodiilasyon etkisi
tizerinde ne kadar 6nemli bir kriter oldugunu vurgulayabiliriz. Biz de bu verilere
dayanarak KI-MKH'leri probiyotik bakteri supernatantlar1 ile muamele ederek
hiicrelerin immiin baskilayict 6zelligini artirabilecegimizi diisiindiik. Yaptigimiz in vitro
calismalarda bakteri supernatantlarindaki ekstraseliiler faktdrlerin Ki-MKH'lerin iirettigi
PGE2, TGF-B ve IL-10 gibi immiin baskilayici faktérlerin miktarinda artisa neden
oldugunu belirledik.

MKH’lerin immiin baskilayic1 6zelligini 6zellikle Treg hiicrelerinin artmasi ve
Th1 hiicre proliferasyonunun azalmasi yoluyla gerceklestirdigi bilinmektedir (Engela ve
ark., 2012). MKH'lerin iirettigi PGE2'nin T hiicre regiilasyonu tizerindeki etkisi miktara
bagli olarak degisiklik gostermektedir. PGE2'nin yiiksek seviyede bulunmasi T lenfosit
hiicre proliferasyonunu azaltarak IL-2 ve IL-2 reseptoriinii inhibe etmektedir. PGE2
diisiik seviyede bulunuyorsa Thl lenfositlerinin Th2 lenfositlerine doniismesini
indiikleyerek daha diizenleyici bir etki gostermektedir. Ayrica PGE2'nin diisiik miktarda
bulunmas1 Foxp3+ Treg hiicrelerinin de aktivasyonunu saglamaktadir (Sekil 4.2)(Burr
ve ark., 2013). Bu onemli bir oOzelliktir. Cilinkii hem MKH'lerin hem de Treg
hiicrelerinin beraber terapisinde kullanilmasi firsatin1 saglamaktadir. MKH ve Treglerin
birbirleri ile etkilesime girmeden sinerjistik olarak calismalari, hem IDO ifade eden
MKH'lerin aktivasyonunu hem de Treg hiicrelerinin anti-enflamatuar sitokin 1L-10
tretimini de tetiklemektedir (Engela, 2012). Probiyotik bakteri supernatantlari ile
kiiltiire ettigimiz MKH'lerin salgiladigi immiinomodiilator sitokin miktarlarim
inceledigimizde PGE2 ve IL-10 miktarlarinmn arttigini saptadik. Onceki arastirmalara ve
bulgularimiza dayanarak MKH'lerin immiin baskilayic1 6zelligini in vitro ortamda
artirabildigimizi sdyleyebiliriz. IL-10 ve PGE2 iiretimi ile Treg hiicrelerinin diizenleyici

kapasitesinin arttirilabilecegi ve sinerjistik olarak ¢alisabilecegini dngérmekteyiz.
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Sekil 4.2. Mezenkimal kok hiicrelerin iirettigi PGE2 ile immiin sistem hiicreleri tizerindeki etkisi (Ayala-
Cuellar, 2019)

MKH’lerin tirettigi sitokinler, 6zellikle beyin kaynakli norotrofik faktér (BDNF)
ve sinir bitytime faktorii (NGF) omurilik hasarinin hafifletilmesinde 6nemli role sahiptir
(Harrell, 2019). Sinir biiyiime faktoérii (NGF) sinir hiicrelerinin hayatta kalmasini ve
biliylimesini destekleyen ayrica hiicre biiylimesini diizenleyerek noronal farklilagmayi
destekleyen homodimerik yapiya sahip bir polipeptittir (Yuan, 2013). Owen ve arkadasi
yaptig1 in vitro hiicre ve doku kiiltiirii ¢caligmalarinda MKH'lerin karaciger sirozunu
NGF aracili iyilestirdigi sonucuna varmislardir. Karaciger sirozuna sebep olan yildiz
sekilli hiicreler p75 reseptorii eksprese eder. MKH'lerin salgiladigit NGF bu hiicrelerdeki
p75 reseptorlerine baglanarak hiicreyi apoptoza gotiirmektedir (Owen, 2015). Yapilan
birgok calismada NGF'in yara iyilesmesini hizlandirdig1, ayrica hasarli sinirleri onardigi
ve Alzheimer gibi norolojik hastaliklar1 onledigi gosterilmistir. MKH'ler salgiladigi
sekretomlar ve norotrofik faktorler ile noral progenitoér hiicrelerde farklilagsmayr ve
proliferasyonu tesvik eder. Srivasta ve arkadaslari mezenkimal kok hiicreleri, noral
progenitdr hiicreler olan PC-12 hiicrelerinin ¢ogaldig1 besiyeri ile kiiltiire ederek
MKH'lerin n6ronal farklilagsmalarini incelemislerdir. Calismanin sonucunda hem PC-12
besiyerinin hem de NGF'in MKH'lerde noral farklilagsma sagladigini gostermislerdir
(Srivastava, 2018). MKH'lerin ekzojen ve endojen NGF araciligiyla néron hiicrelerini
koruyucu etki sagladig1 ve hasarli bolgede iyilesmeyi hizlandirdigi birgok calismada
gosterilmistir. Bu ¢alismada da oldugu gibi MKH'lerin immiinomodiilasyonu
mikrocevre ile yliksek oranda etkilendiginden dolay1r farkli kosullandirilmis besiyeri
sartlarinda sitokin seviyelerine bakilmistir. Biz de yaptigimiz ¢alismada Lactobacillus

paracasei subsp.ve Lactobacillus delbrueckii subsp bulgaricus probiyotik bakteri
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supernatantlari ile MKH'leri kiiltiire ettigimizde MKH'lerin ifade ettigi NGF seviyesinin
arttigin1 gozlemledik. NGF artis1, ozellikle norodejeneratif hastaliklarda 6nemli role
sahiptir. MKH'lerin ifade ettigi NGF miktarinin probiyotik bakterilerin supernatanti ile
artirilmas1  Alzheimer gibi hastaliklarin tedavisini ve noral hasarlarin iyilesmesini
artirabilir. Bu bulgulara dayanarak immiinomodiilasyon 6zelligi probiyotik bakteriler
ile artirtlmis MKH'lerin tedavide kullanilabilir hale getirilebilecegini diisiinmekteyiz.

Netrin-1 epitel hiicrelerin farklilasmasini, go¢iinii, ¢ogalmasini ve hayatta
kalimmi destekleyen bir faktordiir. Ayrica Netrin-1 proteininin progenitoér hiicre
farklilagmasina katkida bulunan anjiyojenik bir faktdr oldugu bilinmektedir. Noronal
farklilagsmay1 indiikleme ve noéron hiicrelerinin korunmasini saglamaktadir (Ke, 2016).
Xianjin Ke ve arkadaslar1 kemik iligi-mezenkimal kok hiicreler tarafindan Netrin-1'in
asir1 ekspresyonu ile Schwann hiicrelerinin ve endotel hiicrelerin hayatta kalmasina
katkida bulundugunu, ayrica Ki-MKH'lerin salgiladizi VEGF, NGF ve BDNF gibi
faktorler ile noron hiicrelerine farklilagsmasini ve damar olusumuna katildigini
gostermiglerdir (Ke, 2015). Biz de yaptigimiz ¢alismada Lactobacillus paracasei
subsp.ve Lactobacillus delbrueckii subsp bulgaricus probiyotik bakterileri ve
Enterococcus faecalis ve Staphylococcus aureus bakteri supernatantlari ile MKH'leri
kiiltiire ettigimizde MKH'lerin ifade ettigi Netrin-1 seviyesinin kontrole kiyasla anlaml
bir degisme gostermedigini gozlemledik. Yaptigimiz in vitro ¢alismada MKH'lerin ifade
ettigi Netrin-1 seviyesinin hiicre gé¢line ve immiinmodiilasyona etkisi olmadigini tespit
ettik. Daha c¢ok calisma yapilmast durumunda Netrin-1 seviyesinin degisiminin
incelenmesi gerektigini diisiinmekteyiz.

MKH’lerin terapotik ozelliklerinden biri de hasarli bolgeye go¢ etme
kabiliyetidir. MKH'lerin hasarli bolgeye gogli vaskiiler hiicre adezyon molekiilii 1
(VCAM-1) ve G protein bagl reseptor sinyallemesini iceren lokosit gdciline benzer
sekilde gergeklesir (Vizoso ve ark., 2017). MKH'ler hiicre yiizey ekspresyonlarini
(MHC-11, CD86, CD40 gibi), migrasyon potansiyellerini ve pro-enflamatuar
kapasitelerini azaltarak immiinosupresif etkiler iretirler (Gugjoo, 2020). Kiiltiir
kosullari, pasaj sayilart ve donor yasi gibi bazi kriterler MKH'lerin migrasyonunda
onemli rol oynar. Ozellikle kiiltiir kosullari MKH'lerin migrasyonunda 6nemlidir.
Ciinkii MKH'lerin migrasyonunda gorev alan bir kemokin reseptorii olan CXCR4'lin
ifadesinin, Ki-MKH'lerde kiiltiir kosullarinda yok oldugu gosterilmistir (Musiat-
Wysocka, 2019). Ciorba ve arkadaslar1 probiyotik suslar1 ve bu suslarin supernatantlari
ile kiiltiire ettikleri, ince bagirsakta yer alan COX-2 eksprese eden MKH'lerin TLR-2'ye
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bagli bir sekilde goc ettigi gozlemlenmistir. Yapilan caligmalar sonucunda COX-2
eksprese eden MKH'lerin PGE2 salinimiyla epitel hiicre ¢ogalmasini da destekledigi bu
sekilde radyasyon hasarma yanit olarak epitelyal apoptozda azalma sagladig
bulunmustur. Bu sonuglar COX-2 eksprese eden MKH'lerin TLR-2'ye bagh
migrasyonunun DSS (dekstran siilfat sodyum)-kolitte yer aldigini ve ince bagirsakta
radyoprotektif oldugunu géstermistir (Ciorba, 2012). Hepatosit biiyiime faktori (HGF),
MKH'ler tarafindan yapisal olarak eksprese edilen, hiicre biiylimesinde,
anjiyogenezinde ve migrasyonunda rol oynayan bir faktordiir. Di Nicola ve arkadaslar
yaptiklar1 calismada MKH'lerin T hiicre proliferasyonunu baskilamasinda HGF'nin
TGF-B1 ile sinerjistik olarak hareket ettigini gostermistir (Nicola, 2002). Biz de
probiyotik bakteri supernatanti ile KI-MKH'leri kiiltiire ettigimizde, MKH'lerden TGF-
B1 iiretiminin arttig1 sonucuna vardik. Bu sonuca dayanarak artan TGF-B1 seviyesinin
HGF ile sinerjistik olarak hareket ederek T hiicre baskilanmasini sagladigini
diisiinebiliriz.

Kanser tedavisinde ve doku rejenerasyonunda kullanilmak iizere MKH temelli
bir¢ok strateji gelistirilmistir. Fakat MKH tedavisinde kanserin tekrarmin tetiklenmesi
ve onkolojik potansiyel olusturmasi gibi bir¢ok endise bulunmaktadir. Multipotensi,
kendini yenileme ve migrasyon kabiliyeti gibi 6zellikleriyle kok hiicreler malesef timor
gelisimi ve metastazi ile bircok neoplaziyle karakterizedir. Bu sebeple MKH'lerin
kullanilmadigi sadece MKH sekretomlarive kosullandirilmis besiyeri ile yapilan
tedaviler bu endiseleri ortadan kaldirmaktadir (Tran, 2015). Biz de ilk olarak MKH'leri
probiyotik bakterilerin supernatant1 ile kiiltiire ederek onlarin immiin baskilayici
ozelligini artirdik. Bu artis ile hiicresel tedavide MKH kosullandirilmis besiyerinin
kullanilabilecegini diisiinmekteyiz. Ayrica probiyotik bakteri supernatantinin MKH'lerin
migrasyon kabiliyetini azalttigin1 gozlemledik. Bu sonuca dayanarak da MKH'leri 6nce
probiyotik bakteri supernatantlar1 ile kiiltiire ederek migrasyon yetenegini
azalttigimizda hasarli bolgeye uygulanan bu kosullandirilmis MKH'ler baska bdlgeye
gb¢ etmeden sadece o bolgede iyilesmeyi hizlandiracagini diisiinebiliriz.

Yaptigimiz tez projesi kapsaminda literatiirde bdyle bir c¢aligmanin yer
almadigin1 ve sonucglarimiza gore yenilik¢i bir bakis acisi olabilecegini 6ngormekteyiz.
Probiyotik bakteriler olan Lactobacillus paracasei subsp. paracasei ve Lactobacillus
delbrueckii subsp bulgaricus tiirlerinin supernatanti ile in vitro kosullarda

olusturdugumuz mikrogevrenin MKH'lerin immiin baskilayic1 6zelligini artirdigini
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gozlemledik. Bulgularimiza dayanarak mezenkimal kok hiicre temelli tedavilerde birgok

hastaligin tedavisinde yeni bir yaklasim olabilecegini diisiinmekteyiz.
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5. SONUCLAR VE ONERILER

5.1 Sonuclar

Tez c¢alismamiz  kapsaminda KI-MKH’leri probiyotik bakteriler olan
Lactobacillus paracasei subsp. paracasei ve Lactobacillus delbrueckii subsp bulgaricus
tirlerinin ~ supernatantlar1 ile  kiiltiire ettigimizde hiicrelerin ifade ettigi
immiinomodiilator sitokin seviyelerinin ne oranda degistigini inceledik. Elde ettigimiz
sonuglara gdre probiyotik bakteri ¢dziiniir faktorleri Ki-MKH’lerin iirettigi immiin
baskilayict sitokinler olan TGF-B1, PGE2, IL-10 ve NGF miktarini artirmistir.
Calismaya bu fikir dogrultusunda devam edilmesi durumunda probiyotik bakteri
supernatantlar ile kiiltiire edilen mezenkimal kok hiicrelerin diger immiin baskilayict
sitokinleri artiracagin1 ve bu sekilde MKH'lerin immiinomodiilasyon 6zelliginin
etkinliginin artirilabilecegini diisiinmekteyiz. Ayrica probiyotik bakteri supernatantlari
ile kiiltirasyonunda MKH'lerin migrasyon kabiliyetinin kontrole gore azaldigini
gozlemledik.

MKH terapotik Ozellikleri nedeniyle bir¢ok hastalikta umut verici tedavi
yollarindan biri olmustur. Bu tedavi yontemlerinde bazi siipheler olmasina ragmen
devam eden calismalar ile gelismeye agik bir konu olmustur. Yaptigimiz tez
calismasinda bu siipheleri de ortadan kaldiracak yenilik¢i bir fikirle MKH’lerin
kosullandirilmis besiyerini hiicresel tedavide kullanmay1 amagladik. MKH’lerin immiin
baskilayict 6zelligi yapilan ¢alismalarla kanitlanmistir. Bu 6zelligi yine insan sagligi
acisindan faydali olan ve immiin diizenleyici etkisi bilinen probiyotik bakterilerin
¢oziiniir faktorleri ile artirdik. Immiin baskilayic1 6zelligi artirilmis MKH’lerintedavide
daha etkin kullanilabilecegi kanisinday1z.

Yaptigimiz in  vitro caligmalar yeterli olmasa da aldigimiz sonuglar
MKH’lerinimmiin baskilayict 6zelliginin probiyotik bakterilerin ¢oziiniir faktorleri ile
artirilabilecegini gostermektedir. Bu zamana kadar yapilan ¢alismalarda probiyotik
bakteriler ve  MKH’ler arasindaki iliski incelenmistir. Fakat probiyotik bakterilerin
¢oziinlir faktorlerini kullanarak MKH’lerinimmiin baskilayici 6zelligini artirmamiz yeni
bir yaklasim olmaktadir. Bu yenilik¢i hiicresel tedavi fikrinin yapilacak birgok in vitro

Ve in vivo ¢alismalar ile gelistirilebilecegini diisiinmekteyiz.
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5.2. Oneriler

1. MKH’lerin immin baskilayici 6zelliginin  probiyotik  bakterilerin
ekstraseliiler ¢Oziiniir faktorleri ile artirilabilmesi konusundaki sorumlu hiicresel
mekanizmalar ayrintili bir sekilde ¢alisilabilir.

2. MKH’lerin ifade ettigi immiin baskilayic1 sitokin seviyelerinin farkli
probiyotik bakteriler tarafindan ne oranda degistigi test edilebilir.

3. Probiyotik bakterilerin supernatantlar1 ile kiiltiire edilen MKH’lerin
osteojenik, adipojenik, kondrojenik ve noérojenik farklilasma potansiyelleri iizerindeki
etkileri arastirilabilir.

4. Probiyotik bakterilerin supernatanti ile kiiltiire edilen MKH’lerin yiizey

reseptor belirteclerinin ifade diizeylerindeki olas1 degisimler belirlenebilir.



57

6. KAYNAKLAR

Amdekar, S., Singh, V., & Deepak, D. (2011). Probiotic therapy: Immunomodulating
approach toward urinary tract infection. Current Microbiology, 63(5), 484—490.

Angmo, K., Kumari, A., Savitri, & Bhalla, T. C. (2016). Probiotic characterization of
lactic acid bacteria isolated from fermented foods and beverage of Ladakh. LWT -
Food Science and Technology, 66, 428-435.

Ashraf, R., & Shah, N. P. (2014). Immune System Stimulation by Probiotic
Microorganisms. Critical Reviews in Food Science and Nutrition, 54(7), 938-956.

Ayala-Cuellar, A. P., Kang, J. H., Jeung, E. B., & Choi, K. C. (2019). Roles of
mesenchymal stem cells in tissue regeneration and immunomodulation.
Biomolecules and Therapeutics, 27(1), 25-33.

Barcellos-de-Souza, P., Gori, V., Bambi, F., & Chiarugi, P. (2013). Tumor
microenvironment: Bone marrow-mesenchymal stem cells as key players.
Biochimica et Biophysica Acta - Reviews on Cancer, 1836(2), 321-335.

Beksag¢, M. (2014). Erratum to Bone marrow and stem cell transplantation. Methods in
Molecular Biology, 1109, E1.

Blum, S., & Schiffrin, E. J. (2003). Intestinal microflora and homeostasis of the
mucosal immune response: Implications for probiotic bacteria? Current Issues in
Intestinal Microbiology, 4(2), 53-60.

Bodera, P., & Chcialowski, A. (2009). Immunomodulatory Effect of Probiotic Bacteria.
Recent Patents on Inflammation & Allergy Drug Discovery, 3(1), 58-64.

Borger, V., Bremer, M., Ferrer-Tur, R., Gockeln, L., Stambouli, O., Becic, A., &
Giebel, B. (2017). Mesenchymal stem/stromal cell-derived extracellular vesicles
and their potential as novel immunomodulatory therapeutic agents. International
Journal of Molecular Sciences, 18(7).

Bron, P. A., Van Baarlen, P., & Kleerebezem, M. (2012). Emerging molecular insights
into the interaction between probiotics and the host intestinal mucosa. Nature
Reviews Microbiology, 10(1), 66-78.

Burr, S. P., Dazzi, F., & Garden, O. A. (2013). Mesenchymal stromal cells and
regulatory T cells: The Yin and Yang of peripheral tolerance. Immunology and
Cell Biology, 91(1), 12-18.

Campana, R., Van Hemert, S., & Baffone, W. (2017). Strain-specific probiotic
properties of lactic acid bacteria and their interference with human intestinal
pathogens invasion. Gut Pathogens, 9(1), 1-12.

Cananzi, M., Atala, A., & De Coppi, P. (2009). Stem cells derived from amniotic fluid:



58

New potentials in regenerative medicine. Reproductive BioMedicine Online,
18(SUPPL. 1), 17-27.

Chavarri, M., Maranon, I., & Carmen, M. (2012). Encapsulation Technology to Protect
Probiotic Bacteria. Probiotics.

Ciorba, M. A., Riehl, T. E., Rao, M. S., Moon, C., Ee, X., Nava, G. M., ... Stenson, W.
F. (2012). Lactobacillus probiotic protects intestinal epithelium from radiation
injury in a TLR-2/cyclo-oxygenase-2-dependent manner. Gut, 61(6), 829-838.

Corthésy, B., Gaskins, H. R., & Mercenier, A. (2007). Cross-Talk between Probiotic
Bacteria and the Host Immune System. The Journal of Nutrition, 137(3), 781S-
790S.

Daneshmandi, S., Karimi, M. H., & Pourfathollah, A. A. (2017). TGF-p engineered
mesenchymal stem cells (TGF-B/MSCs) for treatment of Type 1 diabetes (T1D)
mice model. International Immunopharmacology, 44, 191-196.

Darzi, S., Werkmeister, J. A., Deane, J. A., & Gargett, C. E. (2016). Identification and
Characterization of Human Endometrial Mesenchymal Stem/Stromal Cells and
Their Potential for Cellular Therapy. STEM CELLS Translational Medicine, 5(9),
1127-1132.

Ding, D. C., Chang, Y. H., Shyu, W. C., & Lin, S. Z. (2015). Human umbilical cord
mesenchymal stem cells: A new era for stem cell therapy. Cell Transplantation,
24(3), 339-347.

Dongarra, M. L., Rizzello, V., Muccio, L., Fries, W., Cascio, A., Bonaccorsi, I., &
Ferlazzo, G. (2013). Mucosal immunology and probiotics. Current Allergy and
Asthma Reports, 13(1), 19-26.

El Omar, R., Beroud, J., Stoltz, J. F., Menu, P., Velot, E., & Decot, V. (2014).
Umbilical cord mesenchymal stem cells: The new gold standard for mesenchymal
stem cell-based therapies? Tissue Engineering - Part B: Reviews, 20(5), 523-544.

Engela, A. U,, Baan, C. C., Dor, F. J. M. F., Weimar, W., & Hoogduijn, M. J. (2012).
On the interactions between mesenchymal stem cells and regulatory T cells for
immunomodulation in transplantation. Frontiers in Immunology, 3(MAY), 1-8.

English, K., Ryan, J. M., Tobin, L., Murphy, M. J., Barry, F. P., & Mahon, B. P. (2009).
Cell contact, prostaglandin E2 and transforming growth factor beta 1 play non-
redundant roles in human mesenchymal stem cell induction of
CD4+CD25Highforkhead box P3+ regulatory T cells. Clinical and Experimental
Immunology, 156(1), 149-160.

Erbey, F., Atay, D., Akcay, A., Ovali, E., & Ozturk, G. (2016). Mesenchymal stem cell
treatment for steroid refractory graft-versus-host disease in children: A pilot and
first study from Turkey. Stem Cells International, 2016.

Fan, B. S., & Lou, J. Y. (2011). Enhancement of angiogenic effect of co-transfection



59

human NGF and VEGF genes in rat bone marrow mesenchymal stem cells. Gene,
485(2), 167-171.

Friedman, R., Betancur, M., Boissel, L., Tuncer, H., Cetrulo, C., & Klingemann, H.
(2007). Umbilical Cord Mesenchymal Stem Cells: Adjuvants for Human Cell
Transplantation. Biology of Blood and Marrow Transplantation, 13(12), 1477—
1486.

Gao, F., Chiu, S. M., Motan, D. A. L., Zhang, Z., Chen, L., Ji, H. L., ... Lian, Q. (2016).
Mesenchymal stem cells and immunomodulation: current status and future
prospects. Cell Death & Disease, 7, €2062.

Gasbarrini, G., Bonvicini, F., & Gramenzi, A. (2016). Probiotics History. Journal of
Clinical Gastroenterology, 50(December), S116-S1109.

Goémez-Llorente, C., Mufoz, S., & Gil, A. (2010). Role of Toll-like receptors in the
development of immunotolerance mediated by probiotics. Proceedings of the
Nutrition Society, 69(3), 381-389.

Gronthos, S., Brahim, J., Li, W., Fisher, L. W., Cherman, N., Boyde, A., ... Shi, S.
(2002). Stem Cell Properties of. Journal of Dental Research, 81, 531 —535.

Gronthos, S., Mankani, M., Brahim, J., Robey, P. G., & Shi, S. (2000). Postnatal human
dental pulp stem cells (DPSCs) in vitro and in vivo. Proceedings of the National
Academy of Sciences of the United States of America, 97(25), 13625-13630.

Gugjoo, M. B., Hussain, S., Amarpal, Shah, R. A., & Dhama, K. (2020). Mesenchymal
Stem Cell-Mediated Immuno-Modulatory and Anti- Inflammatory Mechanisms in
Immune and Allergic Disorders. Recent Patents on Inflammation & Allergy Drug
Discovery, 14(1), 3-14.

Gupta, V., & Garg, R. (2009). Probiotics. Indian Journal of Medical Microbiology,
27(3), 202-2009.

Han, N., Jia, L., Guo, L., Su, Y., Luo, Z., Du, J., ... Liu, Y. (2020). Balanced oral
pathogenic bacteria and probiotics promoted wound healing via maintaining
mesenchymal stem cell homeostasis. Stem Cell Research and Therapy, 11(1), 1-
12.

Harrell, C. R., Fellabaum, C., Jovicic, N., Djonov, V., Arsenijevic, N., & Volarevic, V.
(2019). Molecular Mechanisms Responsible for Therapeutic Potential of
Mesenchymal Stem Cell-Derived Secretome. Cells, 8(5), 467.

Huang, G. T. J., Gronthos, S., & Shi, S. (2009). Critical reviews in oral biology &
medicine: Mesenchymal stem cells derived from dental tissues vs. those from other
sources: Their biology and role in Regenerative Medicine. Journal of Dental
Research, 88(9), 792-806.

In ’t Anker, P. S., Scherjon, S. A., Kleijburg-van der Keur, C., Noort, W. A., Claas, F.
H.J., Willemze, R., ... Kanhai, H. H. H. (2003). Amniotic fluid as a novel source



60

of mesenchymal stem cells for therapeutic transplantation [1]. Blood, 102(4),
1548-1549.

Ishii, M., Koike, C., Igarashi, A., Yamanaka, K., Pan, H., Higashi, Y., ... Kato, Y.
(2005). Molecular markers distinguish bone marrow mesenchymal stem cells from
fibroblasts. Biochemical and Biophysical Research Communications, 332(1), 297—
303.

J,J, M, T.,P., K., &Z., K. (2015). Tuberculosis of the urogenital tract in adults in a
tertiary referral center. Advs Exp. Medicine, Biology-Neuroscience and
Respiration., 6(October 2014), 57—66.

Javorkova, E., Matejckova, N., Zajicova, A., Hermankova, B., Hajkova, M., Bohacova,
P., ... Holan, V. (2019). Immunomodulatory Properties of Bone Marrow
Mesenchymal Stem Cells from Patients with Amyotrophic Lateral Sclerosis and
Healthy Donors. 215-225.

Jeong, J. H., Lee, C. Y., & Chung, D. K. (2016). Probiotic Lactic Acid Bacteria and
Skin Health. Critical Reviews in Food Science and Nutrition, 56(14), 2331-2337.

Jiang, W., & Xu, J. (2020). Immune modulation by mesenchymal stem cells. Cell
Proliferation, 53(1), 1-16.

Jin, Q., Yuan, K., Lin, W., Niu, C., Ma, R., & Huang, Z. (2019). Comparative
characterization of mesenchymal stem cells from human dental pulp and adipose
tissue for bone regeneration potential. Artificial Cells, Nanomedicine and
Biotechnology, 47(1), 1577-1584.

Joerger-Messerli, M. S., Marx, C., Oppliger, B., Mueller, M., Surbek, D. V., &
Schoeberlein, A. (2016). Mesenchymal Stem Cells from Wharton’s Jelly and
Amniotic Fluid. Best Practice and Research: Clinical Obstetrics and Gynaecology,
31, 30-44.

Kaneko, T., Gu, B., Sone, P. P., Zaw, S. Y. M., Murano, H., Zaw, Z. C. T., & OKkiji, T.
(2018). Dental Pulp Tissue Engineering Using Mesenchymal Stem Cells: a Review
with a Protocol. Stem Cell Reviews and Reports, 14(5), 668—676.

Kang, H. J., & Im, S. H. (2015). Probiotics as an immune modulator. Journal of
Nutritional Science and Vitaminology, 61, S103-S105.

Karczewski, J., Troost, F. J., Konings, 1., Dekker, J., Kleerebezem, M., Brummer, R. J.
M., & Wells, J. M. (2010). Regulation of human epithelial tight junction proteins
by Lactobacillus plantarum in vivo and protective effects on the epithelial barrier.
American Journal of Physiology - Gastrointestinal and Liver Physiology, 298(6),
851-859.

Kariminekoo, S., Movassaghpour, A., Rahimzadeh, A., Talebi, M., Shamsasenjan, K.,
& Akbarzadeh, A. (2016). Implications of mesenchymal stem cells in regenerative
medicine. Artificial Cells, Nanomedicine and Biotechnology, 44(3), 749-757.



61

Ke, X., LI, Q., Xu, L., Zhang, Y., Li, D., Ma, J., & Mao, X. (2015). Netrin-1
overexpression in bone marrow mesenchymal stem cells promotes functional
recovery in a rat model of peripheral nerve injury. Journal of Biomedical
Research, 29(5), 380-389.

Ke, X., Liu, C., Wang, Y., Ma, J., Mao, X., & Li, Q. (2016). Netrin-1 promotes
mesenchymal stem cell revascularization of limb ischaemia. Diabetes and
Vascular Disease Research, 13(2), 145-156.

Kemgang, T. S., Kapila, S., Shanmugam, V. P., & Kapila, R. (2014). Cross-talk
between probiotic lactobacilli and host immune system. Journal of Applied
Microbiology, 117(2), 303-319.

Kim, N., & Cho, S. G. (2015). New strategies for overcoming limitations of
mesenchymal stem cell-based immune modulation. International Journal of Stem
Cells, 8(1), 54-68.

Kol, A., Foutouhi, S., Walker, N. J., Kong, N. T., Weimer, B. C., & Borjesson, D. L.
(2014). Gastrointestinal Microbes Interact with Canine Adipose-Derived
Mesenchymal Stem Cells In Vitro and Enhance Immunomodulatory Functions.
Stem Cells and Development, 23(16), 1831-1843.

Kolf, C. M., Cho, E., & Tuan, R. S. (2007). Mesenchymal stromal cells. Biology of
adult mesenchymal stem cells: Regulation of niche, self-renewal and
differentiation. Arthritis Research and Therapy, 9(1), 1-10.

Krampera, M., Cosmi, L., Angeli, R., Pasini, A., Liotta, F., Andreini, A., ...
Annunziato, F. (2006). Role for Interferon-y in the Immunomodulatory Activity of
Human Bone Marrow Mesenchymal Stem Cells. Stem Cells, 24(2), 386-398.

Kuhn, N. Z., & Tuan, R. S. (2010). Regulation of stemness and stem cell niche of
mesenchymal stem cells: Implications in tumorigenesis and metastasis. Journal of
Cellular Physiology, 222(2), 268-277.

La Fata, G., Weber, P., & Mohajeri, M. H. (2018). Probiotics and the Gut Immune
System: Indirect Regulation. Probiotics and Antimicrobial Proteins, 10(1), 11-21.

Lane, S. W., Williams, D. A., & Watt, F. M. (2014). Modulating the stem cell niche for
tissue regeneration. Nature Biotechnology, 32(8), 795-803.

Lebeer, S., Vanderleyden, J., & Keersmaecker, S. C. J. De. (n.d.). Host interactions of
probiotic bacterial. Nature Reviews Microbiology.

Lee, D. K., & Song, S. U. (2018). Immunomodulatory mechanisms of mesenchymal
stem cells and their therapeutic applications. Cellular Immunology, 326(April), 68—
76.

Lee, O. K., Kuo, T. K., Chen, W. M., Lee, K. Der, Hsieh, S. L., & Chen, T. H. (2004).
Isolation of multipotent mesenchymal stem cells from umbilical cord blood. Blood,
103(5), 1669-1675.



62

Levi-montalcini, R. (1991). Years Later. 237(May 1987).

Li, M., Sun, X., Kuang, X., Liao, Y., Li, H., & Luo, D. (2014). Mesenchymal stem cells
suppress CD8+ T cell-mediated activation by suppressing natural killer group 2,
member D protein receptor expression and secretion of prostaglandin E2,
indoleamine 2, 3-dioxygenase and transforming growth factor-p. Clinical and
Experimental Immunology, 178(3), 516-524.

Li, N., & Hua, J. (2017). Interactions between mesenchymal stem cells and the immune
system. Cellular and Molecular Life Sciences, 74(13), 2345-2360.

Li, X., Lu, C., Fan, D., Ly, X., Xia, Y., Zhao, H., ... Xiao, C. (2020). Human Umbilical
Mesenchymal Stem Cells Display Therapeutic Potential in Rheumatoid Arthritis
by Regulating Interactions Between Immunity and Gut Microbiota via the Aryl
Hydrocarbon Receptor. Frontiers in Cell and Developmental Biology, 8(March),
1-19.

Liu, J., Han, D., Wang, Z., Xue, M., Zhu, L., Yan, H., ... Wang, H. (2013). Clinical
analysis of the treatment of spinal cord injury with umbilical cord mesenchymal
stem cells. Cytotherapy, 15(2), 185-191.

Lukomska, B., Stanaszek, L., Zuba-Surma, E., Legosz, P., Sarzynska, S., & Drela, K.
(2019). Challenges and Controversies in Human Mesenchymal Stem Cell Therapy.
Stem Cells International, 2019.

Lyahyai, J., Mediano, D. R., Ranera, B., Sanz, A., Remacha, A. R., Bolea, R., ...
Martin-Burriel, 1. (2012). Isolation and characterization of ovine mesenchymal
stem cells derived from peripheral blood. BMC Veterinary Research, 8.

Maldonado Galdeano, C., De Moreno De Leblanc, A., Vinderola, G., Bibas Bonet, M.
E., & Perdigon, G. (2007). Proposed model: Mechanisms of immunomodulation
induced by probiotic bacteria. Clinical and Vaccine Immunology, 14(5), 485-492.

Martens, W., Bronckaers, A., Politis, C., Jacobs, R., & Lambrichts, 1. (2013). Dental
stem cells and their promising role in neural regeneration: An update. Clinical Oral
Investigations, 17(9), 1969-1983.

Maumus, M., Guérit, D., Toupet, K., Jorgensen, C., & Noél, D. (2011). Mesenchymal
stem cell-based therapies in regenerative medicine: Applications in rheumatology.
Stem Cell Research and Therapy, 2(2).

McGuirk, J. P., Robert Smith, J., Divine, C. L., Zuniga, M., & Weiss, M. L. (2015).
Wharton’s jelly-derived mesenchymal stromal cells as a promising cellular
therapeutic strategy for the management of graft-versus-host disease.
Pharmaceuticals, 8(2), 196-220.

Monguio-Tortajada, M., Roura, S., Galvez-Monton, C., Franquesa, M., Bayes-Genis,
A., & Borras, F. E. (2017). Mesenchymal stem cells induce expression of CD73 in
human monocytes in vitro and in a swine model of myocardial infarction in vivo.



63

Frontiers in Immunology, 8(NOV), 1-13.

Mundra, V., Gerling, I. C., & Mahato, R. I. (2013). Mesenchymal stem cell-based
therapy. Molecular Pharmaceutics, 10(1), 77-89.

Musiat-Wysocka, A., Kot, M., & Majka, M. (2019). The Pros and Cons of
Mesenchymal Stem Cell-Based Therapies. Cell Transplantation, 28(7), 801-812.

Németh, K., Leelahavanichkul, A., Yuen, P. S. T., Mayer, B., Parmelee, A., Doi, K., ...
Mezey, E. (2009). Bone marrow stromal cells attenuate sepsis via prostaglandin E
2-dependent reprogramming of host macrophages to increase their interleukin-10
production. Nature Medicine, 15(1), 42-49.

Nicola, M. Di, Carlo-Stella, C., Magni, M., Milanesi, M., Longoni, P. D., Matteucci, P.,
... Gianni, A. M. (2002). Human bone marrow stromal cells suppress T-
lymphocyte proliferation induced by cellular or nonspecific mitogenic stimuli.
Blood, 99(10), 3838-3843.

Noda, S., Kawashima, N., Yamamoto, M., Hashimoto, K., Nara, K., Sekiya, I., & OKkiji,
T. (2019). Effect of cell culture density on dental pulp-derived mesenchymal stem
cells with reference to osteogenic differentiation. Scientific Reports, 9(1), 1-5.

Ohland, C. L., & MacNaughton, W. K. (2010). Probiotic bacteria and intestinal
epithelial barrier function. American Journal of Physiology - Gastrointestinal and
Liver Physiology, 298(6).

Owen, A., & Newsome, P. N. (2015). Mesenchymal stromal cell therapy in liver
disease: Opportunities and lessons to be learnt? American Journal of Physiology -
Gastrointestinal and Liver Physiology, 309(10), 791-800.

Patel, D. M., Shah, J., & Srivastava, A. S. (2013). Therapeutic potential of
mesenchymal stem cells in regenerative medicine. Stem Cells International, 2013.

Prusa, A. R., Marton, E., Rosner, M., Bernaschek, G., & Hengstschldger, M. (2003).
Oct-4-expressing cells in human amniotic fluid: A new source for stem cell
research? Human Reproduction, 18(7), 1489-1493.

Puissant, B., Barreau, C., Bourin, P., Clavel, C., Corre, J., Bousquet, C., ... Blancher, A.
(2005). Immunomodulatory effect of human adipose tissue-derived adult stem
cells: Comparison with bone marrow mesenchymal stem cells. British Journal of
Haematology, 129(1), 118-129.

Qu, G., Xie, X., Li, X., Chen, Y., Isla, N. De, Huselstein, C., ... Li, Y. (2018).
Immunomodulatory function of mesenchymal stem cells: regulation and
application. Journal of Cellular Immunotherapy, 4(1), 1-3.

Regmi, S., Pathak, S., Kim, J. O., Yong, C. S., & Jeong, J. H. (2019). Mesenchymal
stem cell therapy for the treatment of inflammatory diseases: Challenges,
opportunities, and future perspectives. European Journal of Cell Biology, 98(5-8),
151041.



64

Reis, N. A., Saraiva, M. A. F., Duarte, E. A. A,, de Carvalho, E. A., Vieira, B. B., &
Evangelista-Barreto, N. S. (2016). Probiotic properties of lactic acid bacteria
isolated from human milk. Journal of Applied Microbiology, 121(3), 811-820.

Review, C. (2001). Probiotics: “Living drugs.” 58, 1101-1109.

Riehl, T. E., Alvarado, D., Ee, X., Zuckerman, A., Foster, L., Kapoor, V., ... Stenson,
W. F. (2019). Lactobacillus rhamnosus GG protects the intestinal epithelium from
radiation injury through release of lipoteichoic acid, macrophage activation and the
migration of mesenchymal stem cells. Gut, 68(6), 1003-1013.

Sackstein, R., Merzaban, J. S., Cain, D. W., Dagia, N. M., Spencer, J. A., Lin,C. P., &
Wohlgemuth, R. (2008). Ex vivo glycan engineering of CD44 programs human
multipotent mesenchymal stromal cell trafficking to bone. Nature Medicine, 14(2),
181-187.

Salami, F., Tavassoli, A., Mehrzad, J., & Parham, A. (2018). Immunomodulatory
effects of mesenchymal stem cells on leukocytes with emphasis on neutrophils.
Immunobiology, 223(12), 786-791.

Sanchez, B., Delgado, S., Blanco-Miguez, A., Lourenco, A., Gueimonde, M., &
Margolles, A. (2017). Probiotics, gut microbiota, and their influence on host health
and disease. Molecular Nutrition and Food Research, 61(1), 1-15.

Saraiva, M., & O’Garra, A. (2010). The regulation of IL-10 production by immune
cells. Nature Reviews Immunology, 10(3), 170-181.

Sarao, L. K., & Arora, M. (2017). Probiotics, prebiotics, and microencapsulation: A
review. Critical Reviews in Food Science and Nutrition, 57(2), 344-371.

Sarowska, J., & Jama-kmiecik, A. (2013). The Therapeutic Effect of Probiotic Bacteria.
Adv Clin Exp Med, 22(5), 759-766.

Scherl, A., Coute, Y., De, C., Calle, A., Sanchez, J., Greco, A, ... Laennec, R. T. H.
(2002). Functional Proteomic Analysis of Human Nucleolus o. Molecular Biology
of the Cell, 13(November), 4100-4109.

Schraufstatter, I. U., Discipio, R. G., & Khaldoyanidi, S. (2011). Torrey Pines Institute
for Molecular Studies, 3550 General Atomics Court San Diego, CA 92121. Sophia,
2271-2288.

Seddik, H. A., Bendali, F., Gancel, F., Fliss, 1., Spano, G., & Drider, D. (2017).
Lactobacillus plantarum and Its Probiotic and Food Potentialities. Probiotics and
Antimicrobial Proteins, 9(2), 111-122.

Servin, A. L. (2004). Antagonistic activities of lactobacilli and bifidobacteria against
microbial pathogens. FEMS Microbiology Reviews, 28(4), 405-440.

Shaffiey, S. A., Jia, H., Keane, T., Costello, C., Wasserman, D., Quidgley, M., ...



65

Hackam, D. J. (2016). Intestinal stem cell growth and differentiation on a tubular
scaffold with evaluation in small and large animals. Regenerative Medicine, 11(1),
45-61.

Shi, S., Miura, M., Seo, B. M., Robey, P. G., Bartold, P. M., & Gronthos, S. (2005). The
efficacy of mesenchymal stem cells to regenerate and repair dental structures.
Orthodontics and Craniofacial Research, 8(3), 191-1909.

Shi, Y., Su, J., Roberts, A. I., Shou, P., Rabson, A. B., & Ren, G. (2012). How
mesenchymal stem cells interact with tissue immune responses. Trends in
Immunology, 33(3), 136-143.

Spaggiari, G. M., Abdelrazik, H., Becchetti, F., & Moretta, L. (2009). MSCs inhibit
monocyte-derived DC maturation and function by selectively interfering with the
generation of immature DCs: Central role of MSC-derived prostaglandin E2.
Blood, 113(26), 6576-6583.

Spaggiari, G. M., Capobianco, A., Abdelrazik, H., Becchetti, F., Mingari, M. C., &
Moretta, L. (2008). Mesenchymal stem cells inhibit natural killer-cell proliferation,
cytotoxicity, and cytokine production: Role of indoleamine 2,3-dioxygenase and
prostaglandin E2. Blood, 111(3), 1327-1333.

Spees, J. L., Lee, R. H., & Gregory, C. A. (2016). Mechanisms of mesenchymal
stem/stromal cell function. Stem Cell Research and Therapy, 7(1), 1-13.

Sporn, M. B., Roberts, A. B., Wakefield, L. M., & Assoian, R. K. (1986). Transforming
growth factor-f: Biological function and chemical structure. Science, 233(4763),
532-534.

Srivastava, A., Singh, S., Pandey, A., Kumar, D., Rajpurohit, C. S., Khanna, V. K., &
Pant, A. B. (2018). Secretome of Differentiated PC12 Cells Enhances Neuronal
Differentiation in Human Mesenchymal Stem Cells Via NGF-Like Mechanism.
Molecular Neurobiology, 55(11), 8293-8305.

Sudres, M., Norol, F., Trenado, A., Grégoire, S., Charlotte, F., Levacher, B., ... Cohen,
J. L. (2006). Bone Marrow Mesenchymal Stem Cells Suppress Lymphocyte
Proliferation In Vitro but Fail to Prevent Graft-versus-Host Disease in Mice. The
Journal of Immunology, 176(12), 7761-7767.

Sun, J., Ding, X., Liu, S., Duan, X., Liang, H., & Sun, T. (2020). Adipose-derived
mesenchymal stem cells attenuate acute lung injury and improve the gut
microbiota in septic rats. Stem Cell Research and Therapy, 11(1), 1-11.

Thomas, C. M., & Versalovic, J. (2010). Probiotics-host communication modulation of
signaling pathways in the intestine. Gut Microbes, 1(3), 1-16.

Tondreau, T., Meuleman, N., Delforge, A., Dejeneffe, M., Leroy, R., Massy, M., ...
Lagneaux, L. (2005). Mesenchymal Stem Cells Derived from CD133-Positive
Cells in Mobilized Peripheral Blood and Cord Blood: Proliferation, Oct4
Expression, and Plasticity. Stem Cells, 23(8), 1105-1112.



66

Tran, C., & Damaser, M. S. (2015). Stem cells as drug delivery methods: Application of
stem cell secretome for regeneration. Advanced Drug Delivery Reviews, 82, 1-11.

Tsai, M. S., Lee, J. L., Chang, Y. J., & Hwang, S. M. (2004). Isolation of human
multipotent mesenchymal stem cells from second-trimester amniotic fluid using a
novel two-stage culture protocol. Human Reproduction, 19(6), 1450-1456.

Uccelli, A., Moretta, L., & Pistoia, V. (2008). Mesenchymal stem cells in health and
disease. Nature Reviews Immunology, 8(9), 726-736.

Ukai, R., Honmou, O., Harada, K., Houkin, K., Hamada, H., & Kocsis, J. D. (2007).
Mesenchymal stem cells derived from peripheral blood protects against ischemia.
Journal of Neurotrauma, 24(3), 508-520.

Uymaz, B. (2010). Probiyotikler ve Kullanim Alanlari. Pamukkale Universitesi
Miihendislik Bilimleri Dergisi, 16(1), 95-104.

van Baarlen, P., Wells, J. M., & Kleerebezem, M. (2013). Regulation of intestinal
homeostasis and immunity with probiotic lactobacilli. Trends in Immunology,
34(5), 208-215.

Van Den Noortgate, N., Berghe, P. V., De Lepeleire, J., Ghijsebrechts, G., Lisaerde, J.,
& Beyen, A. (2017). Tiredness of life in older adults | La lassitude chez la personne
agée. Revue Medicale de Liege, 72(12), 552-562.

Vinatier, C., Mrugala, D., Jorgensen, C., Guicheux, J., & Noél, D. (2009). Cartilage
engineering: a crucial combination of cells, biomaterials and biofactors. Trends in
Biotechnology, 27(5), 307-314.

Vizoso, F. J., Eiro, N., Cid, S., Schneider, J., & Perez-Fernandez, R. (2017).
Mesenchymal stem cell secretome: Toward cell-free therapeutic strategies in
regenerative medicine. International Journal of Molecular Sciences, 18(9).

Volarevic, V., Gazdic, M., Simovic Markovic, B., Jovicic, N., Djonov, V., &
Arsenijevic, N. (2017). Mesenchymal stem cell-derived factors: Immuno-
modulatory effects and therapeutic potential. BioFactors, 43(5), 633-644.

Wagers, A. J. (2012). The stem cell niche in regenerative medicine. Cell Stem Cell,
10(4), 362—3609.

Wang, H.-S., Hung, S.-C., Peng, S.-T., Huang, C.-C., Wei, H.-M., Guo, Y.-J., ... Chen,
C.-C. (2004). Mesenchymal Stem Cells in the Wharton’s Jelly of the Human
Umbilical Cord. Stem Cells, 22(7), 1330-1337.

Wang, Jie, Chen, Z., Sun, M., Xu, H., Gao, Y., Liu, J., & Li, M. (2020).
Characterization and therapeutic applications of mesenchymal stem cells for
regenerative medicine. Tissue and Cell, 64(126), 101330.

Wang, Jinglin, Liu, Y., Ding, H., Shi, X., & Ren, H. (2021). Mesenchymal stem cell-



67

secreted prostaglandin E2 ameliorates acute liver failure viawang, J., Liu, Y.,
Ding, H., Shi, X., & Ren, H. (2021). Mesenchymal stem cell-secreted
prostaglandin E2 ameliorates acute liver failure via attenuation of cell death and re.
Stem Cell Research and Therapy, 12(1), 1-13.

Wang, M., Yuan, Q., & Xie, L. (2018). Mesenchymal stem cell-based
immunomodulation: Properties and clinical application. Stem Cells International,
2018.

Wei, X., Yang, X., Han, Z. P., Qu, F. F., Shao, L., & Shi, Y. F. (2013). Mesenchymal
stem cells: A new trend for cell therapy. Acta Pharmacologica Sinica, 34(6), 747—
754.

Wold, A. E. (2001). Immune effects of probiotics. Scandinavian Journal of
Nutrition/Naringsforskning, 45(2), 76-85.

Words, K., & Green, A. (2002). Riginal Rticle ®. 338-346.

Wu, L. F., Wang, N. N,, Liu, Y. S., & Wei, X. (2009). Differentiation of wharton’s jelly
primitive stromal cells into insulin-producing cells in comparison with bone
marrow mesenchymal stem cells. Tissue Engineering - Part A, 15(10), 2865-2873.

Xing, J., Ying, Y., Mao, C., Liu, Y., Wang, T., Zhao, Q., ... Zhang, H. (2018). Hypoxia
induces senescence of bone marrow mesenchymal stem cells via altered gut
microbiota. Nature Communications, 9(1).

Yafiez, R., Lamana, M. L., Garcia-Castro, J., Colmenero, 1., Ramirez, M., & Bueren, J.
A. (2006). Adipose Tissue-Derived Mesenchymal Stem Cells Have In Vivo
Immunosuppressive Properties Applicable for the Control of the Graft-Versus-
Host Disease. Stem Cells, 24(11), 2582-2591.

Yong, K. W., Choi, J. R., Mohammadi, M., Mitha, A. P., Sanati-Nezhad, A., & Sen, A.
(2018). Mesenchymal stem cell therapy for ischemic tissues. Stem Cells
International, 2018.

Yousefi, B., Eslami, M., Ghasemian, A., Kokhaei, P., Salek Farrokhi, A., & Darabi, N.
(2019). Probiotics importance and their immunomodulatory properties. Journal of
Cellular Physiology, 234(6), 8008-8018.

Yu, S. U. N,, Li, C., Xin-guo, H. O. U., Wei-kai, H. O. U., Jian-jun, D., Lei, S. U. N.,
... Bin, W. (2007). Original article. 120(9), 771-776.

Yuan, J., Huang, G., Xiao, Z., Lin, L., & Han, T. (2013). Overexpression of B-NGF
promotes differentiation of bone marrow mesenchymal stem cells into neurons
through regulation of AKT and MAPK pathway. Molecular and Cellular
Biochemistry, 383(1-2), 201-211.

Zang, L., Hao, H., Liu, J,, Li, Y., Han, W., & Mu, Y. (2017). Mesenchymal stem cell
therapy in type 2 diabetes mellitus. Diabetology and Metabolic Syndrome, 9(1), 1-
11.



68

Zhang, L., Li, N., Caicedo, R., & Neu, J. (2005). Alive and Dead Lactobacillus
rhamnosus GG Decrease Tumor Necrosis Factor-o—Induced Interleukin-8
Production in Caco-2 Cells. The Journal of Nutrition, 135(7), 1752-1756.

Zhou, J., Wang, D, Liang, T., Guo, Q., & Zhang, G. (2014). Amniotic fluid-derived
mesenchymal stem cells: Characteristics and therapeutic applications. Archives of
Gynecology and Obstetrics, 290(2), 223-231.

Zuk, P. A., Zhu, M., Mizuno, H., Huang, J., Futrell, J. W., Katz, A. J., ... Hedrick, M.
H. (2001). Multilineage cells from human adipose tissue: Implications for cell-
based therapies. Tissue Engineering, 7(2), 211-228.

Zuo, W., Xie, B., Li, C., Yan, Y., Zhang, Y., Liu, W., ... Chen, D. (2018). The Clinical
Applications of Endometrial Mesenchymal Stem Cells. Biopreservation and
Biobanking, 16(2), 158-164.



