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OZET

Bu tez calismasi kapsaminda, Ist sok protein 10 (Hspl0)’'un Mezenkimal kok
hiicrelerin  (MKH) immiinomodiilasyonundaki rolii  arastirildi.  Hiicrelerin
karakterizasyonu i¢in stromal belirteclerin ifadelerine ve farklilasmalarma bakildi. Ki-
MKH’nin ve PL-MKH’nin aktive edilmis T hiicre proliferasyonu {iizerindeki
immiinomodiilator etkilerini aragtirmak i¢in CD3 + T hiicreleri izole edildi. L-PHA ile
uyarilmis ve CFSE etiketli T hiicreleri BM-MSC'ler veya PL-MSC'ler ile birlikte
kiltiirlendi. IFNy, LPS ve 1s1 sokuna maruz birakilan BM-MSC'lerin siipernatanlarinda
Hspl10 seviyeleri, ELISA ile degerlendirildi; EGF / Hspl0'un hiicre i¢i ifadesi
Western-Blot ve immiinohistokimyasal boyamalar kullanilarak degerlendirildi.
CD105, CD73, CD90, CD44, CD29, MSC'lerin immiinofenotiplenmesi i¢in stromal
belirtegler olarak  kullanilmigs ve akis sitometrisi (FACS) kullanilarak
Olciilmiistiir. Yiizey belirteglerinin ve immiinomodiilatér molekiillerin ekspresyonunda
KI-MKH ve PL-MKH arasinda anlaml1 bir farklilik gdzlenmedi. Genel olarak, Ki-
MKH'lar PL-MKH'lardan daha yiiksek bir farklilasma kapasitesine sahip oldugu
gosterildi. PL-MKH'lar, T-hiicresi genislemesini Ki-MKH'lara goére daha az
baskilayabildigi gozlemlendi. Cesitli uyaranlarin uygulanmasindan sonra hiicre
kiiltiirii siipernatantina PL-MKH ve KI-MKH'lardan Hspl0 salgilanmasi, algilama

seviyelerinin altinda kaldi.

Bu wveriler, PL-MKH'lerin hem diferansiyasyon hem de immiin baskilayici

kapasitelerinin goreli safsizlik nedeniyle engellendigi fikrini desteklemektedir.

Sonug olarak, FACS, Western Blot, ELISA ve immiinohistokimyasal yontemler
kullanilarak, hem Ki-MKH hem de PL-MKH'lerde, Hsp10'un protein katlama ve
transportunda hiicre i¢i olarak 6nemli rol ile tutarli olarak yiiksek Hsp10 seviyelerinin
saptanmis oldugu gosteridi, ancak bu protein, uygulanan uyaranlarin herhangi birine
yanit olarak salgilanmadigindan, Hsp10'un KI-MKH’larda ve PL-MKH’larda énemli

bir immiinoriilasyon iglevine sahip olma ihtimalinin olmadigini1 géstermektedir.

ANAHTAR SOZCUKLER: HSP, immiinomodiilasyon, Ki, MKH, Plasenta, HSP10
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SUMMARY

In this thesis, the role of heat shock protein 10 (Hsp10) in the immunomodulation of
mesenchymal stem cells (MSC) was investigated. Cells were characterized and
assessed for expression of stromal markers and differentiation. CD3+ T-cells were
isolated in order to investigate the immunomodulatory effects of BM-MSC and PL-
MSC on activated T-cell proliferation. L-PHA-stimulated and CFSE-labeled T-cells
were co-cultured with BM-MSCs or PL-MSCs. Hsp10 levels in supernatants of BM-
MSCs exposed to IFNy, LPS and heat shock were assessed by ELISA; intracellular
expression of EGF/Hsp10 was assessed using Western-Blot and immunohistochemical
stainings. CD105, CD73, CD90, CD44, CD29 were used as stromal markers for
immunophenotyping of MSCs and measured using flow cytometry (FACS). No
significant differences between BM-MSC and PL-MSC were observed in the
expression of surface markers and immunomodulatory molecules. Overall, BM-MSCs
showed a higher differentiation capacity than PL-MSCs. PL-MSCs were less able to
suppress T-cell expansion than BM-MSCs. Secretion of Hspl0 from PL-MSC and
BM-MSCs into the cell culture supernatant after application of various stimuli

remained below detection levels.

These data support the idea that both differentiation and immune suppressive

capacities of PL-MSCs were hampered because of the relative impurity.

In conclusion, using FACS, Western Blot, ELISA and immunohistochemical methods,
we showed that although high levels of Hsp10 were detected intracellularly in both
BM-MSC and PL-MSCs, which is consistent with the important role for Hspl10
intracellularly in protein folding and transport, but since this protein was not secreted
in response to any of the stimuli applied, indicating that it is unlikely that Hsp10 has

an important immunoregulatory function in BM and PL-MSCs.

KEY WORDS: HSP, Inmunomodulation, BM, MSC, Placenta, HSP10
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1. GIRIS VE AMAC

Mezenkimal Kok Hicre (MKH)’ler kemik, kikirdak ve yag hiicresi gibi
farklilasmabilme yetenegine sahip olan ve immiin sistemin diizenlenmesinde 6nemli
rol oynayan hiicrelerdir. Bu kok hiicreler farkli dokulardan izole edilebilmektedir.
Ancak farkli dokulardan elde edilen MKH’lerin hem farklilasma kapasitesi hem de

immiinojenik etkileri birbirinden farkli olabilmektedir.

Erken Gebelik Faktorii (Early Pregnancy Factor, EPF), fertilizasyondan sonra yaklasik
6-24 saat icerisinde, maternal serumda tespit edilebilmekte ve gebeligin ilk iki
trimesteri boyunca iretilmektedir. EPF, bagisiklik sisteminin baskilayic1 bir
proteinidir. EPF’nin, yeni olusan embriyoya karsi maternal immiin sistemin tepki
gostermesini engelledigi bildirilmistir. EPF gebeligin birinci trimesterinde yetersiz
seviyelerde eksprese edildiginde, diisiiklerin patofizyolojisinde 6nemli bir rol oynadigi

rapor edilmistir.

Is1 sok protein 10 (Heat shock protein 10, Hsp10) kompleksi, hiicrede proteinlerin
katlanmasinda, kontroliinde, translokasyonunda, iiretiminde ve degredasyonunda rol
oynamaktadir. Hspl0’un anti-timér immiin yaniti baskiladigr ve regiilatuar T-
hiicrelerini arttirarak immiinomodiilasyonu sagladigi gosterilmistir. Bu nedenle,
immiinomodiilatuar 6zelligi olan Hspl0, otoimmiin hastaliklarin veya allojenik
hematopoetik kok hiicre naklinden sonra olugsabilen Oliimciil greft-versus-host

hastaligi (GvHH) nin tedavisinde dnemli rol oynayabilir.

Son caligmalara ait veriler, EPF ve Hspl0’un aym1 molekiil oldugunu
desteklemektedir. Ancak Hsp10 etkisini hiicre i¢inde gosterirken, EPF’nin etkisi hiicre
disinda  gerceklesmektedir. Immiin baskilayict olan HsplO proteini, kontrol
edilemeyen ¢esitli immiin yanitlarin tedavilerinde onemli bir rol oynayabilir. Bu
hipotezlerden yola ¢ikarak yaptigimiz tez ¢alismasi kapsaminda, Hsp10’un PL-MKH
ve KI-MKH’lerin immiinomodiilasyonun-daki rolii ve immiin diizenleyici potansiyeli

arastirildi.



2. GENEL BILGILER

2.1. MEZENKIMAL KOK HUCRELER

Mezenkimal kok hiicre (MKH)’ler eriskin multipotent kok hiicre tiplerinden biridir.
Bag dokusunun onciil hiicreleridir ve destek hiicreleri olan stromal hiicrelerin de
kokenini teskil etmektedirler. Friedenstein ve ark., fetal buzagi serumu (FBS)
kullanarak yaptiklar1 kemik iligi (KI) kiiltiirlerinde adezyon yetenegi gdsteren,
morfolojik olarak fibroblastlara benzeyen hiicre kolonilerinin bulundugunu tespit
etmislerdir (Friedenstein, Gorskaka ve Kulagina, 1976). Bu hiicrelerin de osteoblast,
adiposit ve kondrosit hiicrelerine farklilasabildigini gosterilmistir (Pittenger et al..,
1999). Birden fazla hiicre serisine farklilagabilmeleri, kendilerini yenileyebilme
ozelliklerinden dolay1 bu hiicrelere MKH denmektedir (Caplan, 1991; Prockop, 1997).
Ayrica, bu hiicrelerin kendi germ yapragina farklilasma potansiyelinin disinda daha

genis bir farklilagma potansiyeli oldugu da gosterilmistir (Sekil 1).
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Sekil 1. MKH farklilasma potansiyeli (Aerts and Wagemaker, 2005)



Onceleri, colony forming unit fibroblast (CFU-F) ve “kemik iligi stromal
fibroblast’lar1 denilen bu hiicreler daha sonra MKH olarak tanimlanmislardir.
MKH’ler, kemik iligi de dahil olmak iizere ¢esitli bag dokularinda bulunmaktadir.
Ornegin; bu hiicreler kemik iligi, plasenta, dis pulpasi, karaciger, kordon kani,
amniyon sivisi, sinovial siviyr da iceren bir¢ok farkli kaynaktan iiretilebilmektedir

(Malgieri, Kantzari and Patrizi, 2010).

2.1.1. Mezenkimal Kok Hiicrelerin iImmiinofenotipik Ozellikleri

Farkli dokulardan morfolojik ve biyolojik olarak benzer 6zelliklere sahip MKH’ler
izole edilebilmektedir. Cogu calismalarda MKH fenotipik 06zellikleri kiiltiirde
cogaltildiktan sonra degerlendirilmektedir. Kiiltiirde ¢ogaltilmis MKH’ler antijenik
ozelliklerine bakildiginda kendilerine has bir belirte¢ tasimadiklari belirtilmistir.
Ayrica, in situ kosullar altindaki MKH’lerin ifade ettigi antijen profili, kiiltiir
ortaminda ¢ogaltilan MKH’lerinkinin tamamen aynis1 degildir. Kemik iliginden izole
edilmis ve kiiltirde cogaltilmis MKH’lerin tanimi i¢in minimal gerekli olan
immiinofenotipik 6zellikleri Dominici ve ark. tarafindan 2006 yilinda Cytotherapy
dergisinde yayinlanmistir: MKH’lerde CD29, CD44, CD105 (SH2) ve CD73 (SH3-
SH4) stromal antijenleri pozitiftir. Ayrica, hiicre popiilasyonunda CD45, CD34 ve
HLA-DR gibi hematopoetik yiizey belirteclerin pozitiflik oraninin %2’yi gegmemesi
gerekmektedir (Dominici et al., 2006). Bunun yam sira fibroblast yiizey antijeni
STRO-1, CD71 (Transferrin Reseptorii) ve CD90 (Thy-1), MKH’ler tarafindan yiiksek
oranlarda ifade edilmektedir. Kemik iliginde bulunan MKH’ler fibronektin, laminin,
kollajen gibi ekstraselliiler matriks elemanlarina ve intraselliiler adezyon molekiilii
ICAM-1 (CD54), ICAM-2 (CD102), ICAM-3 (CD50), vaskiiler hiicre adezyon
molekiili-1 (VCAM-1, CD106) ve L-Selektin (CD62L) gibi adezyon molekiillerine
sahiptir (Majumdar, Thiede, Mosca, Moorman, Gerson, 1998).
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2.1.2. Mezenkimal Kok Hiicrelerin Fonksiyonlar:

2.1.2.1. Hematopoetik Kok Hiicrelere Destegi

MKH’ler kemik iliginde bulunan, hayat boyunca yeterli sayida tiim kan hiicrelerinin
devamini saglayan hematopoetik kok hiicre (HKH)’lerin olgunlagmasi, sag kalima,
cogalmast ve sessizligi i¢cin gerekli olan nis ortaminin yaratilmasinda 6nemli rol
oynamaktadir (Blanco et al., 2010). MKH’ler, ¢ok sayida biyoaktif molekiil, sitokin,
kemokin, enzim ve ekstraselliiller matriks proteinlerini sentezlemektedir. HKH’ler
yiiksek diizeyde CXCL12 ifade eden fibroblastik retikulum hiicreleri ile komgudurlar.
Nestin eksprese eden MKH’ler, HKH’lerin gelisimi i¢in gerekli faktorlerin genlerini
barmdirmaktadir (Mendez-Ferrer et al., 2010). KI-MKH’leri HKH icin gerekli
makrofaj koloniyi stimiile eden faktér (M-CSF), Flt-3 ligand, kok hiicre faktorii (Stem
Cell Factor, SCF) gibi biiyiime faktorlerini salgilamaktadir. Bunun disinda,
MKH’lerden interlokin-6 (IL-6), IL-7, IL-8, IL-11, IL-12, IL-14, IL-15 gibi sitokinler
ve stroma kokenli faktor alfa-1 (SDFal) gibi kemoatraktan protein olmak iizere

kemokinler de sentezlenmektedir (Aerts-Kaya and Wagemaker, 2005).

2.1.2.2. Rejeneratif Tip

MKHlerin bir bagka 6nemli kullanim alani rejeneratif tiptir. Hiicrelerin adipojenik,
osteojenik, kondrojenik, norojenik ve miyojenik farklilagsma potansiyelinden dolay:
dis hekimliginde implant yapimi, miyokard enfarktiisiiniin tedavisi, spinal kord
yaralanmalarimin tedavisi ve plastik cerrahide yanik tedavisi gibi, ¢ok genis bir
kullanim alanina sahiptir. Ornegin; miyokard enfarktiisiinde kardiyomyositlere destek
saglamak amaciyla uygulanan MKH tedavisi ile bu hiicrelerin hasarli kalp dokusuna
go¢ ederek iyilesmeyi sagladigi gosterilmistir (Aerts-Kaya ve Uckan-Cetinkaya,
2016). Ayrica kikirdak ve kemik onarimi gereken hasarlarda, travma ve yashlik
sonucu ortaya c¢ikan osteoartritte MKH’lerin kullanilmasi uygun goriilmektedir.
Gilinlimiizde sinir sistemi hastaliklarinin 6nemli bir kisminda tam iyilesme saglayan
tedavi yontemleri heniiz gelistirilememistir. Bu hastaliklar arasinda multipl skleroz,

norodejeneratif hastaliklar ve travmatik sinir kesileri gelmektedir. Omur iligi



yaralanmalarinda etkin rejeneratif tedavilerin yakin bir gelecekte miimkiin olabilecegi
yapilan ¢aligmalar sonucunda gosterilmistir. Kalitsal hastaliklarda en bagarili sonuglar
osteogenezis imperfektali hastalarda elde edilmis olup, hastalarin boylarinda uzama,
kiriklarda azalma ve motor fonksiyonlarda diizelmeler bildirilmistir (Doganay,

Gircan, Olgen, Darka, Alpan, 2012).

2.1.2.3. immiinomodiilasyon

MKH’ler MHC simif II ve CD40, CD40L, CD80, CD83 ve CD86 gibi ko-stimiilator
molekiilleri eksprese etmediginden dolayi, dondér MKH’ler alicilarin immiin
sisteminde uyarilmamaktadir (Haddar and Saldanha-Araujo, 2014; Domici et al..,
2006). MKH’ler T hiicre yanitlarini, dendritik hiicreleri (DC) modiile ederek, natural
killer (NK) ve T hiicrelerinin fonksiyonlarin1 bozarak baskilamaktadirlar. MKH’ler
prostoglandin-E2 (PGE2), IL-10 ve indoleamin 2,3-dioksijenaz (IDO) salgilayarak
etraflarinda bolgesel bir siipressif mikrogevre olusturmaktadirlar. MKH’ler in vitro
ortamda bu molekiilleri ve sitokinleri kullanarak, T hiicre proliferasyonu ve
aktivasyonunu baskilamaktadir ve regiilatuar T hiicrelerinin (Treg) sayisini
arttirmaktadirlar (Sekil 2) (Ma et al., 2014). In vitro ortamda MKH’lerin lenfositlere
allojenik yanit gostermedigi ve in vivo sitotoksik T hiicreleri ve NK hiicreleri
tarafindan ortadan kaldirilmadigr goriilmiistir. MKH’lerin bu bagisiklik sistem
diizenleyici  Ozellikleri, HLA tip-II reseptorlerinin olmamasi ve sitokin

salgilamamalariyla agiklanmistir (Angoulvant et al., 2004).
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Sekil 2. MKH immiinomodiilasyonu (Tez ortak danismani Fatima AERTS-KAYA tarafindan

cizilmistir. )

MKH’ler cesitli soliibl faktorler salgilayarak T hiicre ve B hiicre proliferasyonunu
azaltmaktadir, DC’leri immatiir evrede tutmaktadirlar, nétrofillerin ve NK hiicrelerin

fonksiyonlarini baskilamaktadirlar.

Allojenik HKH transplante edilen ve doku grubu (HLA) tam uyumlu dondrii
bulunmayan hastalarda, Graft versus Host Hastaligt (GvHH) gelisebilmektedir.
Hastalarda agir ve potansiyel olarak oliimciil inflamatuar ve otoimiinite benzeri bir
sendrom olusmaktadir. MKH’lerin immiin baskilayic1 ozelliklerinden dolayr bu
hiicreler GvHH tedavisinde olanak saglamistir (Le Blanc ve Ringden, 2007).
MKH’lerin GvHH’nin evrelerini azaltabildigi ve HKH naklinden sonra gerekli
oldugunda immiin modiilatuar tedavi olarak klinikte de MKH’lerin kullanilabildigi
gosterilmistir (Bernardo ve ark., 2011).

2.2. PLASENTA

Plasenta, fetusun beslenmesini ve gelisimini saglayan bir dokudur, maternal ve fetal
kaynakli yapilar1 icermektedir. Fetal boliimii koryon frondozum, maternal bolimii
desidua bazalis olmak iizere iki kisimdan olusmaktadir (Ozer, 2016). Fetal bilesen
koryon plagi ve koryon villiislerinden olugsmaktadir ve biitiin bu yapilarin hepsine

villoz koryon denmektedir. Koryonik villuslar, koryondan uzanip dallanirlar.



Villuslarin uglart desiduaya baghidir ve 6. haftadan itibaren dallardan serbest uglar
geligir (Ovalle and Nahirney, 2009). Villuslarin ortasinda yer alan gevsek bag
dokusuda iki tip hiicre bulunur. Bunlar mezenkimal hiicreler ve Hofbauer hiicreleridir
(Ozer, 2016). Hofbauer, hiicreleri makrofajlar olarak da bilinir ve gebelik ilerledikce
sayilar artar. Her villus, embriyonun trophoblast tabakasindan tiireyen iki epitelyal
hiicre tabakasindan olusmaktadir (Ovalle and Nahirney, 2009). Langerhans
hiicreleride denilen tek sira sitotrofoblast hiicre tabakasi, genis soluk hiicrelerdir.
Sitoplazmalarinda glikojen ve vakuol yer alir. Sinsityotrofoblastlar ise daha koyu
niikleuslu hiicrelerdir. Aktif transportu, pasif alimi, immiinglobiilinlerin reseptor-
aracili endositozu, kolaylastirilmis difiizyonu ve salgi1 ekzositosu gibi gorevleri vardir
(Ovalle and Nahirney, 2009). 10. haftadan sonra sitotrofoblast tabakas1 yavas yavas
ortadan yok olmaya baslar (Ovalle and Nahirney, 2009). Trofoblast hiicre tabakalar
villoz kordonlarini olustururlar. Villoz kordonlarida endometriyuma invaze olarak
endometrial stromadaki spiral arteriyollerle veniillerin duvarlarint yok ederler.
Damarlarin pargalanmasiyla birlikte disartya maternal kan ¢ikar ve desidual dokuyu
asindirilmasiyla intervilloz araliklari olusturur. Maternal kan ile temas eden plazma
membraninda apikal villuslar vardir. Sitoplazmalarinda mitokondriyon, lizozomlar,
salgi vezikiilleri, graniilli ve graniilsiiz endoplazmik retikulum gibi organeller
bulunmaktadir. Steroid salgilayan hiicreler ile uyumlu olarak, progesteron ve
Ostrojenlerin sentez ve salinimi i¢in gerekli olan graniilsiiz endoplazmik retikulum,
lipit damlaciklar1 ve golgi komplekslerine sahiptirler. Graniillii endoplazmik retikulum
ve ribozomlar; koryonik gonadotropin ve plasental laktojen hormonlarin sentezi igin
gereklidir. Gebeligin ikinci yarisinda sitotofoblastlar kaybolur ve sinsityotrofoblastlar
kalir. Ucgiincii trimesterda; sinsityal diigiimler denilen sinsityotrofoblast hiicre
cekirdeklerinin lokal ¢ikintilar1 goriilmektedir. Hiicrelerin sitotrofoblastlara komsu
plazma membranlart kenetlenir. Komsu hiicrelerin yan yiizeylerinde ve
sinsityotrofoblastlarla temas eden yiizeylerinde dezmozomlara sahiptirler (Ovalle and

Nahirney, 2009).

Desidua bazalis, embriyonun implante oldugu endometriyumun stratum bazalesi’dir.
Bazal plak denilen siki tabakayr meydana getirir. 4-5. aylarda desiduadan olusan

desidual septumlar intervilloz mesafeye kadar ulasir ancak koryonik plaga kadar



ulagamazlar. Septumlar maternal doku igerirler, yilizeyleri sinsityal hiicrelerle doselidir
(Ozer, 2016). Septumlarla plasenta bir ¢ok kotilodona ayrilmistir. Kotilodonlar ana
kok villus ve dallarini igerir. Kapiller duvardaki nadir yirtilmalar disinda fetal ve
maternal kan birbiri ile karismaz (Ovalle and Nahirney, 2009). Fetal ve maternal kanin
karigmasini engelleyen plasenta bariyeridir. Dordiincii ayin basindan itibaren incelerek
triinlerin ~ gegisini  kolaylastirir.  Plasenta  bariyeri  sinsityotrofoblastlar,
sitotrofoblastlar, trofoblastlarin bazal laminasi, villus bag dokusu, endotelin bazal
laminas1 ve tersiye villiis i¢indeki fetal plasental kapillerrin endotelinden olugsmaktadir

(Ovalle and Nahirney, 2009).

Plasenta, gazlarin, elektrolitlerin ve metobolitlerin maternal ve fetal kan arasindaki
degisimi gibi anne ile gelisen embriyoya ya da fetus arasindaki fizyolojik aligverisler
ile baglantili fonksiyonlardan sorumludur. Fetal kandan umbilikal kordon arterleri
plasentaya girer. Plasentada ilerleyerek koryonik plaga girip dallanirlar. Damarlarin
dallar1 villuslara girip kapiler damar ag1 olustururlar. Gaz ve metabolit degisimi ince
fetal tabaka boyunca gerceklesir. Fetal dolagima giren antijenler fetusta immiinite
olusmasini saglarlar. Maternal kan bazal plaga giren spiral umbilikal arterler
araciligiyla plasentaya ulasir. Kan villuslarin lizerini asinca gaz ve metabolit degisimi
olur. Fetusa ait atik Uiriinler, plasenta yoluyla maternal kana gecer. Maternal antikorlar
plasenta yoluyla fetusa gecer, ayrica Ostrojenler, progesteronlar ve insan koryonik
gonadotropini gibi bazi hormonlar plasenta tarafindan yapilir ve salinir. Plasentadan
koryonik somatomammotropin, endotelyal biiytime faktorii, relaksin, fibroblast
biiyiime faktorii, koloni stimiile edici faktor, interlokin, leptin gibi bir ¢ok molekiil

salgilanir(Ozer, 2016).
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Sekil 3. Plasentanin sematik gdsterimi

(https://opentextbc.ca/anatomyandphysiology/chapter/28-2-embryonic-development/#fig-
ch29 02 08. Erisim Tarihi: 20.03.2018).

2.2.1. Immiinregiilasyonda Plasentanin Rolii

Gelisme siirecindeki maternal plasental doku, anneden embriyoya karsi olugmasi
muhtemel immiin yanitlarin immiin regiilasyonunda énemli bir rol oynamaktadir. Bir
MHC-I molekiilii olan HLA-G, sitotrofoblastlarda ve plasenta dokusunda yiiksek
diizeylerde eksprese edilmektedir (Mosaferi et al., 2013). HLA-G molekiili NK
hiicrelerini, B-hiicrelerini, T-hiicrelerini ve antijen sunan hiicreleri (APC) inhibe eder.
Gebelik boyunca ¢esitli hiicrelerden salinan sitokinler arasi etkilesim de anneye ait
immiin sistemi kontrol altinda tutarak embriyonun yasamini devam ettirmesinde
o6nemli rol oynar. Tip-1 yardimci T-lenfositler (Thl)’lerden salinan IL-2, interferon
gamma (IFNy) ve Tiimor Nekrotizan Faktor-alfa (TNF-a) embriyo i¢in zararli olan
sitokinler arasinda yer aldigi halde, Th2’lerden salinan 1L—4, IL-5, IL-6, IL-10 ve
Losemi Inhibe Edici Faktor (LIF) gebelik lehine is goren sitokinler arsinda
bulunmaktadir (Kanellopoulos-Langevin, Caucheteux, Verbeke, Ojcius., 2003; Bulla,
2004). Tekrarlayan spontan diistiklerde anne kaninda, Th1’lerden salgilandigi bilinen
IL-2 molekiilii yiiksek diizeyde bulundugu halde; saglikli gebelik geciren annelerin
kaninda ise IL—4 ve IL-10 diizeyleri olduk¢a yiiksek bulunmustur (De Lemos, 2003).

Trofoblastlar, immiin sistem iizerine baskilayici rolii olan TGFf ve IL—-10 {iretimini de
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tistlenmislerdir (Guzeloglu, Erdem, Saribay, 2007). Th2’ler tarafindan {iretilen 1L-4,
IL-5, IL-6, IL-10 ve IL-13 molekiilleri, Th1’ler tarafindan iiretilen IL-2, TNF-a ve
IFNy molekiillerin {izerinde etkili olarak hiicresel aracili immiin sistemin
aktivasyonunu engellerler (Padua, 2004). Treg’ler diger hiicrelerin proliferatif
tepkilerini ve sitokin iiretimlerini baskilayan CD4+/CD25+ hiicreler olup, maternal-
fetal ara yiizde 6zellikle IL-10 ve TGFf gibi immiinostipresif sitokinleri iireterek etki
ederler (Padua, 2004; Lewkowicz, Lewkowicz and Tchorzewski, 2005).
Sinsityotrofoblastlar, fetal-maternal ara yilizde sentezledikleri IDO enzimi ortama
vererek, lokal triptofan konsantrasyonunu diisiiriirler ve bdylece bolgedeki T
lenfositlerin ¢gogalmasini yavaslatirlar (De Lemos, 2003; Trowsdal and Betz, 2006).
Plasentanin bu anlatilan immiin regiilatuar goérevlerinin yaninda, NO molekiiliiniin de
maternal toleransta 6nemli rol oynadig: bildirilmektedir. NO’nun IDO ve Fas/FasL
mekanizmalarinda diizenleyici bir roliiniin oldugu, Th1l ve Th2’ler arasindaki denge

tizerine de etki ettigi rapor edilmistir (Hernandez et al., 2004).
2.2.2. Plasenta Mezenkimal Kok Hiicreleri

Farkli dokulardan elde edilen MKH’ler genelde benzer fenotipik 6zelliklere sahip
olmakla birlikte baz1 farkliliklar1 da vardir (Weissman, 2000; Krause, 2002). Plasenta
koryonundan elde edilen MKH’ler, KI-MKH’lerdeki gibi CD90, CD105 ve CD73
belirtecleri agisindan pozitif ve CD45, CD34, CD14 belirtecleri arasindan negatifdir.
PL-MKH’ler de KI-MKH’leri gibi hematopoetik, endotelyal ve trofoblastik hiicre
belirteclerini bulundurmazken, embriyonik kok hiicre belirteci olan SSEA3/4 ve Oct-
4’1 bulundurmaktadir (Alviano et al., 2007; Wolbank et al., 2007). Plasenta kaynakli
MKH’ler in vitro kosullarda, T hiicre aktivasyonunu ve proliferasyonunu
baskilamaktadir (Gu et al., 2013). Bu T hiicre siipresyonunun, hem cesitli soliibl
faktorlere hem de hiicre-hiicre etkilesimlerine bagli oldugu gosterilmistir (Gu et al.,
2013). PL-MKH’lerin yiizeylerinde, Programlanmis Oliim-Ligand 1 (PD-L1) ve FasL
molekiilleri ifade edilmektedir. FasL, lenfositlerin yiizeyinde bulunan Fas (CD95)
molekiiliine baglanarak onlarin apoptoz siirecine girmelerine neden olur (Gu et al.,
2013; Luan et al., 2013; Arvola, Gustafsson, Mattsson, 2001). PL-MKH yiiksek
oranlarda IDO eksprese etmektedirler (Kudo et al., 2013).
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2.3. ERKEN GEBELIK FAKTORU (EPF)

Erken gebelik faktorii (Early Pregnancy factor, EPF) fertilizasyondan sonra 6-24 saat
icerisinde maternal serumda tespit edilebilmekte ve gebeligin ilk iki trimesteri
boyunca iiretilmektedir (Qin and Zheng, 1987; Ozbek, Cengiz ve Yanar, 2013). Rozet
inhibisyon testi ile tespit edilen EPF, bagisiklik sisteminin baskilayict bir proteinidir
(Ozbek ve ark., 2013). Embriyo annenin immiin sisteminden “kagmay1” basarabilirse
gebelik gergeklesebilecektir. Bundan dolayr daha erken donemde maternal sistemi
immiinolojik olarak implantasyona hazirlamaktadir. immiinosiipresif faktor etkisi
gosteren EPF’nin, yeni olusan embriyoya karst maternal immiin sistemin tepki
gdstermesini engellemesi ¢ok 6nemlidir (Ozbek ve ark., 2013). EPF, hiicrenin
biliylimesinde ve hayatta kalmasinda rol oynamaktadir. Embriyonik gelisim igin ve
doku yenilenmesi icin gereklidir (Athanasas-Platsis et al., 1991; Athanasas-Platsis et
al., 1994). Ayrica tiimor hiicreleri igin otokrin sagkalim faktorii olarak da gorev yapar
(Quinn et al., 1990). Embriyonik hiicrelerin canliliklarinin devami i¢in otokrin biiylime
faktorii rolii oynayan EPF tiimor hiicreleri i¢in de ayni rolii oynamaktadir. Bir
calismaya gore EPF iiretimi hiicre boliinmesi sirasinda gergeklesmekte ve biliylime
durduktan sonra veya hiicre farklilagmasi durumunda ise liretim olmamaktadir. Timor
hiicresine anti-EPF antikorlar1 artan dozlarda uygulandig: hiicre biiylimelerinde ve
canliliklarinda 6nemli miktarda, doza bagh bir diislis oldugu gézlemlenmistir. EPF
sadece tiimor hiicreleri tarafindan degil ayn1 zaman da normal hiicreler tarafindan
dretilir (Quinn KA et al, 1990). Hiicre kiiltiiriinde biiytitiilen ve boliinmekte olan aktif
primer hiicrelerin de EPF {irettigi, yapilan ¢alismalarla ortaya konmustur. Insanda EPF
aktivitesi maternal serum, idrar, fetal serum, amniyotik siv1 ve plasental ekstraktlarda
tespit edilmistir (Zheng, Qin, Ma, Qiao, Wang., 1990). Ayrica insulin, insulin benzeri
bliytime faktorii [ (IGF-I), IGF-II, prolaktin, insan plasental laktojen, biiyiime hormonu
ve tioredoksin de olas1 adaylar olarak arastirilmistir (Lash and Legge, 1997).

Embriyonun canlilig1 ile yakindan iligkili olan EPF, embriyo transferinden sonraki 12
saat igerisinde ortaya ¢ikar ve embriyonun 6liimii ya da alinmasini takiben 24-48 saat
icerisinde kaybolmaktadir (Morton, Rolfe and Cavanagh, 1987). Ayrica, EPF’nin
tiimor hiicreleri, yetiskinlerde normal ¢ogalan hiicreler ve aktif plateletler tarafindan

hiicre biiylimesi ve boliinmesi sirasinda tiretildigi, timor hiicrelerinin proliferasyonu
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ve normal doku yenilenmesi i¢in de gerekli oldugu gdsterilmistir (Cavanagh and
Morton, 1994). Anti-EPF antikorlar1 verilen gebe siganlarda embriyo sayisinin
kontrole kiyasla onemli derecede azaldigi ve embriyo gelisimlerinin daha geg
gergeklestigi  gozlemlenmistir ve anti-EPF  antikoru uygulamalarindan sonra
embriyonik canliligin sona erdigi rapor edilmistir (Athanasas-Platsis ve ark, 1989).
Diisiik EPF aktivitesinin klomifen sitrat tedavisi goren kadinlarda subklinik embriyo
kayiplarina neden oldugu tespit edilmistir (Shahani, Moniz, Gokral, Meherji, 1995;
Grossoa, Bellingeri, Schadeb, Adriana, 2012). EPF, hiicre yiizeyinde bulunan TRL2/4,
CD14, CD36, CD40 ve CD9I1 reseptorlerine baglanarak bagisiklik sisteminde
diizenleyici rol iistlenmektedir (Pliddemann, Neyen and Gordon 2007). EPF’ye
baglanan CD4"/CD25" Treg hiicreleri bagisiklik yanitinin bastirilmasinda rol almustir
(Kohm, Carpentier, Anger, Miller, 2002).

2.4. ISI SOK PROTEINLERI VE HSP10

1962 yilinda tanimlanan 1s1 sok proteinler (heat shock proteins, Hsp), hiicrelerin
yiiksek 1s1ya (42-46°C) maruz kalmasiyla iiretimi artan bir protein grubudur (Aufricht,
2005). Evrim sirasinda en ¢ok korunmus proteinlerden olup, fizyolojik durumlarda
hiicrelerde Hsp diisiik seviyede mevcutken, stres maruziyetinde hiicredeki ifadeleri
hizla artmaktadir (Wang and Subjeck, 2013). Hsp diizeyinin yiikselmesine 1s1 artigi
disinda enfeksiyon ve inflamasyon gibi durumlar, etanol, arsenik ve eser metaller gibi
bir ¢ok kimyasallar, ultraviole 1sik, aclik, hipoksi ve dehidratasyon da neden
olmaktadir. Bu nedenle Hsp’lere “stres proteinleri” de denilmekte ve stres cevabinin
bir komponenti olarak da goriilmektedirler (Morimoto, 1998; Petrof, Ciancio

and Chang, 2004).

Hsp’ler intraselliiler saperonlardir. Katlanmamis veya yanlis katlanmis proteinlerin
diizenlenmesinde katkida bulunmakta, hiicrelerin sag kalimi ve homeostazin
saglamaktadirlar. Simdiye kadar yapilan ¢alismalarda Hsp100, Hsp90, Hsp70, Hsp60,
Hsp40 ve kiiclik Hsp’ler olarak alt1 biiyiik Hsp ailesi tantmlanmistir (Wang ve Subjeck,
2013). Hspl0O, niikleer transkripsyon ve sitoplazmik translasyondan sonra
mitokondrilere transport edilmektedir (Hansen, Bross, Westergaard, Gregersen, 2003).
10 kDa boyutlu ve yiiksek korunurlukta bir protein olup, diger mitokondriyal 1s1 sok

proteini Hsp60 ile beraber protein katlanmasi, protein kompleks toparlanmasi ve
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ayrilmasinda ko-saperon olarak rol almaktadir (Sekil 4) (Cavanagh and Morton 1994;
Corrao et al., 2010). Saglikli hiicrelerde Hsp10 ¢ogunlukla mitokondriyal matrikste
bulunmakta, ancak ¢esitli intrasitoplazmik graniillerde, eritrositlerde, plateletlerde ve
kan serumunda da diisiik seviyelerde bulunmaktadir (Sadacharan, Cavanagh and
Gupta, 2001). Hsp10’un mitokondrilerde nasil tutuldugu ve sitozolden hiicre disina
nasil salindig1 heniiz bilinmemektedir. Sekresyon i¢in gerekli N-terminal sinyal peptid,
Hsp10’da bulunmadigindan dolayi, Hsp10’un ekstraselliiler transportunun klasik-

olmayan bir yolaktan regiile edildigi diisiiniilmektedir.

 Mitokondri
|_ -, 855
[— g = -/a
-
=

katlanmamig

Hop60 heptamers AR protein

Sekil 4. Hsp10/Hsp60 kompleksi. Mitokondriyal Hsp10/Hsp60 kom-pleksi proteinlerin dogru

%H”m heptamer 2 m?nkaﬂanmlg @ ATP Wﬂ“mnkaﬂanmls

katlanmasinda 6nemli bir rol oynamaktadir. (Tez ortak danigsmani Fatima AERTS-KAYA

tarafindan ¢izilmistir.)

Insan Hspl0’u HSPE1 geni tarafindan ve Hsp60 ise HSPDI geni tarafindan
kodlanmaktadir (Hansen et al., 2003) ve ayn1 gen iizerinde karsilikli gelecek sekilde
diizenlenmislerdir (Jia et al., 2011). Hsp10/Hsp60 kompleksi mitokondrilerde protein
kontroliinde, translokasyonda ve degredasyonda 6énemli bir rol oynamaktadir (Jia et
al., 2011). Uyarict sinyal ile Hspl0O, amino asit kalintilarinin modifikasyonunu
tetiklemekte ve Hsp10/Hsp60 baglantisinin ayrilmasina neden olmaktadir. Sitozoldaki
Hsp10’nun hiicre dongiisiinii ve apoptozu regiile ettigi diisiiniilmektedir (Czarnecka,
Campanella, Zummo, Cappello., 2006). Gebelik gibi 6zel durumlarda, Hsp10 hizli bir

sekilde ekstraselliiler s1vilara ve periferik kana salinabilmektedir. Hsp10 ekstraselliiler
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cevrede 6zellikle immiinomodiilatuar bir etki gostermektedir (Summers et al., 1996).

Hsp10’nun bu ti¢ farkli fonksiyonlar1 Sekil 5°te 6zetlenmektedir.

Hsp1d'un fonksiyonlari

e “\\
nikleus

00— e
mRNA

Periferik kan

Sekil 5. Hsp10’un hiicre i¢i ve hiicre dis1 fonksiyonlar1 Hsp10; 1) mitokondrilerde protein
katlanmasinda, 2) sitozolda apoptoz ve hiicre dongiisii regililasyonunda bir rolii oynamakta, 3)
ekstraseliiler ¢cevrede immiin modiilatuar bir etkisi gostermektedir. (Tez ortak danigsmani

Fatima AERTS-KAYA tarafindan ¢izilmistir.)

Periferik kan dolasiminda bulunan Hspl0O, bagisiklik sistemini baskilayici bir
proteinidir (Ozbek ve ark., 2013). Hspl0, prokaryotik ve oOkaryotik hiicreleri
enfeksiyona ve inflamasyona bagh olan stres durumlarindan korumaktadir; merkezi
sinir sistemindeki lenfosit fonksiyonuna bagli antijen-1 (LFA-1), vaskiiler hiicre
adezyon molekiili-1 (VLA-4), makrofaj-1 antijen (Mac-1) ve adezyon mollekiileri
olan ICAM-1 ve VCAM-1 ekspresyonunu baskilamakta ve ayrica spinal kord
parankimasinda efektér T hiicrelerin infiltrasyonunu azaltmaktadir (Zhang et al.,
2003). Hspl0, Toll-like reseptor (TLR) sinyallerinin yayilmasin1 hedef alirken
(Johnson et al., 2005) ayn1 zamanda lipopolisakkarit (LPS) ile uyarilmis niikleer
faktor-kappa B (Nf-KB) aktivasyonunu azaltmaktadir (Jia et al., 2011). Timor
hiicreleri bagisiklik sistemini yikmak i¢in ¢esitli mekanizmalar gelistirmistir. Hiicre
icinde HsplO diizeyi arttiginda anti-tiimor immiin yanitin baskilandigr ve immiin
sistem siipresyonunun arttig1 bildirilmektedir. Bu baskilanma, T hiicre reseptoriiniin
(TCR) CD3-zeta zinciri ile baglantili sinyal iletiminin engellenmesi ile
gerceklesmektedir. Zeta zinciri baglantili sinyal iletimin engellenmesiyle sitokin

tiretiminin azaldig1 ve Treg hiicrelerinin arttig1 goriilmiistiir. Hsp10 tarafindan tiimori
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infiltre eden lenfosit aktivasyonunun inhibisyonu, kanserin ilerlemesinde dnemli bir

rol oynamaktadir (Jia et al., 2011).

Fertilizasyondan sonra 6-24 saat igerisinde, EPF maternal serumda tespit
edilebilmekte ve gebeligin ilk iki trimesteri boyunca iiretilmektedir (Qin and Zheng,
1987). Immiinosiipresif faktor etkisi gdsteren Hsp10’un, yeni olusan embriyoya kars1
maternal immiin sistemin tepki gostermesini engellemesi ¢ok onemlidir. insanda
Hspl0 aktivitesi maternal serum, idrar, fetal serum, amniyotik sivi ve plasental
ekstraktlarda tespit edilmistir (Zheng et al., 1990). Yeni calismalardan elde edilen bu
veriler, EPF ile Hsp10’un ayni molekiil oldugunu diisiindiirmektedir. Ancak Hsp10’un
etkisini hiicre icinde, EPF nin ise etkisi hiicre disinda gergeklestirdigi bildirilmektedir.
Son zamanlarda yapilan bir ¢alismada da insan plateletlerinden izole edilen EPF nin,
mitokondriyal saperon 10 (cpnl10) ve Hsp10 ile ayni1 oldugu gosterilmistir (Cavanagh
and Morton, 1994; Corrao et al., 2010).

Hsp10, bagisiklik sistemini baskilayan proteinlerdir ve gebeligin ilk giinlerinde
maternal seruma salinmakta ve ikinci trimestere kadar plasenta dokusunda ifade
edilmektedir. PL-MKH ve KI-MKH’ler farkli sitokinleri salgilayarak ve farkl
yollaklar1 uyararak immiin baskilayict etkilerini gerceklestirmektedirler. Halen
MKH’lerin immiin modiilasyondaki etkileri heniiz tam agiklanmamistir. PL-MKH ve
Ki-MKH’lerin in vitro deneylerde immiinomodiilatuar etkileri karsilastirilmamis ve

Hsp10’un MKH’lerin immiinomodiilatuar fonksiyonundaki rolii arastirilmamistir.

Bu nedenle yapilan tez ¢alismasi kapsaminda: 1) PL-MKH ve Ki-MKH’lerin, HLA-
G, Fas, Fas-L, CD200 gibi immiinomodiilasyonda rol oynayan yiizey belirte¢leri, akim
sitometrisi ile arastirilmistir; 2) immiin baskilayicr etkilerini analiz etmek i¢in PL-
MKH’ler ve KI-MKH’ler stres indiikleyen faktérler (1s1 soku, LPS, IFNy, serumsuz
ortam) ile wuyarilmis ve intraselliler HsplO seviyeleri Western Blot ile
degerlendirilmistir; 3) bu stresorlerle uyarilmis PL-MKH’ler ve Ki-MKH’lerinin T-
hiicrelerinin ~ proliferasyonu  iizerindeki  baskilayici  etkileri  ko-kiiltiirlerde
arastirilmistir; 4) ve bu ko-kiiltiirlerden toplanmis siipernatantlardaki Hsp10’un

seviyeleri ELISA yontemi ile analiz edilmistir.
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3. GEREC VE YONTEMLER

3.1. GERECLER

. Faz kontrast mikroskop (Olympus DP73, Japan)

o Immiinofloresan Mikroskop (Leica DMIL, Germany)

. Mikropipet (Gilson, USA)

. Mikropipet uglar1 (10 uL, 20 uL, 100 uL, 200 uL, 1000 uL) (Gilson, USA)
. Pastor Pipetleri (Corning, USA)

o Vorteks (DragonLab MX-S, Chinese)

o Masa {istii santrifiij (Eppendorf 5810 R, Germany)

o pH Metre (Mettler Toledo Model S220, USA)

. Falkon Tiipleri (15mL, 50mL) (Eppendorf, Germany)

. FACS tiipleri (Becton Dickinson, USA)

. Eppendorf tiipleri (1,5 mL) ( Eppendorf, Germany)

o Chamber slide (Sigma, Germany, kat no: Nunc 154739)
. Lamel (Marienfeld, Germany)

o Hemositometre (Biirker, Germany)

. Enjektorler (5 mL, 10 mL, 20 mL) (Serba, Tiirkiye)

. Isitic1 tabla (Daihan MSH20A, South Korea)

o Hiicre kaziyicist (ThermoFisher Scientific, USA)

. Hassas terazi (Dikomsan, Tiirkiye)

o Biyogiivenlik evre II laminer akim (Hereus, Germany)

. FACSARIA ve FACSARIA II (Becton Dickinson, USA)
. CO2’li inkiibatér (NUVE E4160, Tiirkiye)

. Serolojik pipet (2 mL, 5 mL, 10 mL, 25 mL) (Corning, USA)
o Pipetdr (Thermo Scientific, USA)

o ELISA okuyucu (TECAN Sunrise, Switzerland)

o T-25 flask (Corning, USA)

o T-75 flask (Corning, USA)

. 145 mm petriler (Greiner, USA)

. 6 kuyucuklu tabaka (6-well plate) (Corning, USA)
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. 24 kuyucuklu tabaka (6-well plate) (Corning, USA)
o Jel elektroforezi (Bio-Rad, USA)

. Trans-Blot Turbo Blotting sistemi (Bio-Rad, USA)
o + 4°C buzdolab1 (Vestfrost, Denmark)

. -20°C derin dondurucu (Ugur, Tirkiye)
. -80°C derin dondurucu (RSBiotech, UK)
. -196°C s1v1 azot tanki

. Distile su cihazi (mes Mp MINIpure, Tiirkiye)
o LS kolonlar1 (Miltenyi, Germany, Lot no: 5151123095)

3.2. KIMYASALLAR ve TAMPON SOLUSYONLAR

. Penicillin/Streptomycin (Biochrom AG, Germany, kat. no: A2212)
. L-Glutamine (Biochrom AG, Germany kat. no: K0282)
. DMSO (BioFrox, Germany, Lot no: 86919)

. Dispaz I (Sigma, USA, kat. no: 07D4818)

o Kollajenaz (Sigma, USA, kat. no: C 9722)

. Deksametazon (Sigma,USA, kat. no: D4902 )

o IBMX (Applichem, Germany, kat. no A0695)

. Insiilin (Sigma, USA, kat. no: 19278 )

. Igepal (Sigma, USA, kat no: 13021)

o Propanol (Applichem, kat. no: A3928)

o B-Gliserofosfat (Applichem, Germany, kat no A2253)
. 0,2 mM L-Askorbik asit (Sigma, USA, kat no A4403)
. %41k Paraformaldehit (Sigma, USA, kat. no)

° Triton X-100 (BioRad, USA, kat. no:#1610407)

o Tween-20 (Millipore, Lot no: S6740684-336)

. %S5 tavsan serumu (Invitrogen, UK, kat. no: 16120099)
o BSA (Miltenyi kat. n0:130-091-376)

o LPS (Biochemca, Lot no: 62326)

o [FNy (Immuno Tools, kat. no: 11343534)

. 2-merkaptoetanol (Sigma, USA, Lot no: 062K0115)
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. 4X ornek tampon soliisyonu (ThermoFisher Scientific, USA, kat no: NP000S)

o Distile su (EMD Millipore, Germany)

o Spectra™ Multicolor Low Range Proteins standard (ThermoFisher Scientific,
kat no: 26628)

o Siit tozu (Bio-Rad, USA, kat no: 170-6404)

o S1v1 azot

o L-PHA (Sigma, USA, kat no: M5030)

. DMEM-LG (Invitrogen, Gibco, UK, kat no 31600-083)

. MCDB-201 (Sigma, USA, kat no #M6770-1L)

. FBS (FBS, Gibco, UK kat no10270-106, lot#41F1133K)

. % 0,25 Tripsin/IlmM EDTA (Invitrogen, Gibco, UK, kat no 27250-018)

o PBN (1L PBS 1X, 25 mL %20 Bovine Serum Albumin, 5 mL %10 NaN3)

o PBS (Sigma, USA, cat no: #SLBN0455V )

o Trisin running tampon soliisyonu

o % 0,1 Tween-20 iceren 1X TBS (TBS-T)

. M-PER Lizis Tamponu (10 mM Tris-Baz-pH 7.4, 300 mM NaCl, 2 mM
EDTA, % 0,5 Triton X-100) (Thermo Scientific, USA, kat no: 78501)

3.3. BOYALAR

. Oil Red O Stain (Sigma Aldrich, USA, kat no:1320-06-5 )

o Alizarin Red S Stain (Applichem, Lot no: 8F004374)

. Ponceau Red Stain (Biochem, Tiirkiye, kat no: F1273)

. CFSE (Molecular Probes, Invitrogen, kat no: C34554)

o Bradford Protein Assay Kit (Thermo Fisher Scientific Inc. NH, USA)

3.4. ANTIKORLAR

. anti-Hsp10 primer antikor (Ptglab, kat no: 16512-1-AP )

. anti-Hsp 10 primer antikor (Abcam, USA, kat no: 109624)

. Goat-anti rabbit IgG (H+L) sekonder antikor (Thermofisher, kat no: A11008)
o anti-B-Aktin primer antikorlar1 (Cell Signaling Technology, USA, kat no: mAb
#8457)

. CD105-PE (eBioscience, USA, Lot no: E01422-1632)
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o CD73-FITC (Biolegend, USA, kat no: 344016)

° CD140b-PE (Becton Dickinson, USA, kat no: 558821)

o CD166-PE (Biolegend, USA, kat no: 343903)

° CD90-PE (Becton Dickinson, USA, kat no: 555596)

o CD44-FITC (Biolegend, USA, kat no: 338804)

. CD29-PE (Becton Dickinson, USA, kat no: 555443)

. CD200-PE (Becton Dickinson, USA, kat n0:552475)

. HLA-G- (Becton Dickinson, USA, kat no: 557577)

o HLA-DR-PE (Biolegend, USA, kat no: 307606)

o Fas (Becton Dickinson, USA, kat no: 558814)

. Fas-L (CD178-APC) (Becton Dickinson, USA, kat no: 556374)

o CD3 izolasyon kiti (Miltenyi, kat no: 130-050-101)

. EPF/Hsp10 ELISA kiti (Cloud-Clone Corp, kat no: L160314401)
. Quantichrom™ Kalsiyum Analiz kiti (Bioassay Systems, DICA-500)
o Clarity Western ECL Substrate kiti (Bio-Rad, kat no: BR1705061)

3.5. YONTEMLER
3.5.1. Etik Kurul izni

Bu ¢alisma icin etik onay (GO 14/574), Hacettepe Universitesi Girisimsel Olmayan
Etik Kurulu’ndan alindi.

3.5.2. Mezenkimal Kok Hiicre Izolasyonu
3.5.2.1. Kemik Tligi MKH’leri

Kemik iliginden mononiikleer hiicreler (MNH) dansite santrifiigasyon (Fikol)
yontemiyle ayrildi. 10-20x10° MNH’ler T-75 kiiltiir kaplarinda, 10 mL biiyiime
besiyeri i¢erisinde (DMF10: % 60 DMEM-LG/ % 40 MCDB-201, % 10 1s1 ile inaktive
edilmis fetal buzagi serum (FBS), % 1 Penisilin/Streptomisin, 2 mM L-Glutamin), 37
°C’ de, % 5 CO2’li ortamda kiiltiire edildi. Besi yerleri 3-4 gilinde bir degistirildi.
Yeterli sayisal yogunluga ulasan hiicreler % 0, 25 Tripsin/lmM EDTA kullanilarak
kiiltiir kabindan kaldirildi. Kaldirilan MNH'lerin bir kismi1 gerektiginde yeniden MKH
gelistirmek amaciyla DMEM-LG, % 20 FBS ve % 10 DMSO igeren dondurma
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besiyerinde dondurularak -196 °C’lik sivi azot tankinda saklandi. Dondurulmayan
MNH’lerden iiretilen MKH’ler iiciincii pasaja kadar ¢ogaltildiktan sonra tez

calismalari i¢in kullanildi.
3.5.2.2. Plasenta MKH’leri

Plasentalar, son trimesterde sezaryen ile saglikli dogum yapan annelerden alinarak
kiigiik doku pargalar1 halinde kesildi. Bu kiigiik plasenta pargalar1 dnce 20 mL’lik %
0, 25 Tripsin/lmM EDTA igerisine kondu ve 37 °C’ de 10-30 dakika (dk) inkiibe
edildi. Inkiibasyon sonrasinda 1500 rpm’de 5 dakika santrifiij edildikten sonra
stipernatant kismi alinip atildi. Altta kalan parcalarin {izerine 500 pL Dispaz I ve
Kollajenaz enzimleri eklenerek tekrar 37 °C’ de 30 dk inkiibe edildi. Bu sekilde izole
edilen hiicreler falkon tiipiinden alinarak 145 mm petri kaplarma ekildi ve iizerine
eklenen DMF10 i¢inde ¢ogalmaya birakildi. Hiicreler pasaj 3’e kadar ¢ogaltilip % 0,
25 Tripsin/ImM EDTA ile kaldirildiktan sonra tiim fonksyionel ve karakterizasyonu
icin gerekli olan testler yapildi.

3.5.3. Mezenkimal Kok Hiicre Karakterizasyonu
3.5.3.1. Immiinofenotiplendirme
Yiizey belirte¢ degerlendirmesi

Aderan (adherent) hiicreler yeterli sayisal yogunluga ulasinca (konfluent olunca) % O,
25 Tripsin/l mM EDTA ile kaldirildi ve FACS tiipleri i¢inde hiicre siispansiyonlari
hazirlandi. Bu hiicre siispansiyonlarinin {izerine, belirlenen stromal belirteglere
spesifik  (CD105, CD73, CD140b, CD166, CD90, CD44, CD29 ve CD200)
antikorlarin her birinden ayr1 ayri tiiplere 5 pL ve bunlarin {izerine immiinomodiilatuar
antijenlerin birinden (HLA-G, HLA-DR, Fas ve Fas-L) 5 pL olmak iizere, 100 pL
PBN cozeltisi ile birlikte eklendi. Ornekler oda sicakliginda 15 dk inkiibe edildi.
Inkiibasyon bitiminde 2 kez PBN ¢ozeltisi ile ytkama yapilan érneklerin iizerine 200
uL PBN cozeltisi eklenerek akim sitometri cihazinda (FACSARIA/FACSARIA-II)
okutuldu ve FACS Diva yazilimi ile analiz edildi.
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Intraselliiler boyamalar

Aderan hiicreler yeterli sayisal yogunluga ulasinca (konfluent olunca) % 0, 25
Tripsin/l mM EDTA ile kaldirildi ve FACS tiipleri i¢inde hiicre siispansiyonlari
hazirlandi. 1 mL soguk metanol ile 10 dk, -20°C’de inkiibasyon yapildi. Takiben,
hiicreler 2 kez PBS/ % 0, 2 Tween-20 ile yikand1 ve 2000 rpm’de 5 dk santrifiij edildi.
Stipernatant atildiktan sonra 100 pL PBS/ % 0, 2 Tween-20 ile 1 L. Hsp10 antikoru
eklenerek 15 dk oda sicakliginda inkiibe edildi. Tekrar 2 kez PBS/ % 0, 2 Tween-20
ile yikanip 2000 rpm’de 5 dk santrifiij edildi. Siipernatant atildiktan sonra 100 pL PBS/
% 0, 2 Tween-20 ve bunu lizerine 1 uL anti-rabbit-488 antikoru eklenerek 15 dk oda
sicakliginda inkiibe edildi. iki kez PBS/ % 0, 2 Tween-20 ile yikanip 2000 rpm’den5
dk santrifiij edildi. Sonra 6rneklerin iizerine 100 uL. PBS/ % 0, 2 Tween-20 eklenerek
akim sitometri cihazinda (FACSARIA/FACSARIA-II, Resim 1) okutuldu ve FACS

Diva yazilimi ile analiz edildi.

CEDFACS Al

Eqacial Drer Tywem

Resim 1. Akim Sitometri Cihazi1 (FACSARIA/ FACSARIA-II), BD
3.5.3.2. Mezenkimal Kok Hiicrelerin Farklilasmasi
3.5.3.2.1. Adipojenik farkhilasma

Pasaj 3 olan MKH’ler, 6-kuyucuklu tabakalara ekildi. Konfluent olunca biiyiime
ortami, adipojenik ortam ile degistirildi. Adipojenik ortam igerigi: 50 mL’lik falkon
tiipliniin i¢inde, DMEM-LG ile 50 mL’ye tamamlanacak sekilde, % 10 FBS-HI, 1 uM
Deksametazon, 60 uM Indometazin, 500 uM Izobutilmetilksantin ve 5 pg/mL insiilin

konularak hazirlandi. Yirmibirinci giinde kuyucuklardan besiyerleri mikropipetle
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toplandi ve kuyucuklardaki aderen hiicreler 1 mL PBS ile yikandi. Hiicreler 10 dakika
%10’luk formaldehit ile fikse edildikten sonra, hiicrelerdeki yag igerigini
gosterebilmek icin 2 mg/mL Oil Red O boyasi ile 15 dk oda 1sisinda inkiibe edildi.
Boyamayi takiben aderan hiicreler 3 defa distile su ile yikandiktan sonra faz kontrast
mikroskobunda incelenerek goriintiilendi. Hiicrelerde Oil Red O boyasi ile boyanmis
olan nétral yag iceriginin miktarin1 dlgmek i¢in, hiicreler 15 dk oda 1sisinda % 2
Igepal/Propanol ile inkiibe edilerek yag icerigi ¢oziildii ve spektrofotometre ile (A =

492 nm) semi-kantitatif analizi yapildi.
3.5.3.2.2. Osteojenik farklilasma

Pasaj 3 MKH’ler 6-kuyucuklu tabakalarda g¢ogaltildi. Tam konfluent olmadan
(subkonfluent) biiylime ortami, osteojenik ortam ile degistirildi. Osteojenik ortam
igerigi: 50 mL’lik falkon tiipliniin icinde, DMEM-LG ile 50 mL’ye tamamlanacak
sekilde, % 10 FBS-HI, 100 nM Deksametazon, 10 mM B-Gliserofosfat ve 0,2 mM L-
Askorbik asit konulanarak hazirlandi. Yirmibirinci giinde hiicreler %10’luk
formaldehit ile 10 dk fikse edildikten sonra pH 4,2 olan Alizarin Red S boyas: ile
boyandi. Boyanan hiicreler distile su ile 3 defa yikamayi takiben, faz kontrast
mikroskobunda incelendi ve ekstraselliiler matriks kalsifikasyonunu gosteren
kalsiyum fosfat depozitleri goriintiilendi. Kalsiyum fosfat miktarini géstermek igin,
Alizarin Red S boyamayi takiben kuyucuklara 1 mL 0,6 M hidroklorik asit ekleyerek
4 saat oda 1sisinda inkiibe edildi ve kalsiyum fosfat diizeyleri Quantichrom™
Kalsiyum Analiz kiti kullanarak spektrofotometre ile (A = 620 nm) semi-kantitatif

analiz edildi.
3.5.4. Fonksiyonel Testler
3.5.4.1 immiinohistokimya

Lam (chamber slide, Resim 2) fizerinde c¢ogaltilan olan MKH’ler %4 °‘lik
paraformaldehit ile fikse edildi ve intraselliiler Hspl0 gostermek i¢in boyamalari
yapildi. Hiicreler oda sicakliginda 10 dk boyunca 20 pL Triton X-100 (% 0, 2 PBS) ve
10 mL PBS ile inkiibe edilip, PBS ile yikandi. 800 L Tween-20 (% 0, 1 PBS) + 100
ul % 5 tavsan serum + 100 uL BSA igeren bloklama buffer ile 1 saat inkiibe edildi.

Daha sonra 80 pL Tween-20 (% 0, 1 PBS) + 10 pL tavsan serum ve bunun {izerine %
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10 oraninda (10 pL) anti-Hsp10 antikoru (Abcam) eklendikten sonra gece boyunca
+4°C’de inkiibe edildi. Takiben PBS ile 3 kez 5’er dk yikandi. 1 saat boyunca oda
sicakliginda 70 uLL Tween-20 + 10 pL tavsan serumu ve % 20 oraninda (20 puL) goat
anti-rabbit IgG (H+L) sekonder antikor ile 1 saat boyunca inkiibe edildi. Bundan sonra
da PBS ile 3 kez 5’er dk yikand1. Yikamayi takiben 1:1000 oraninda distile su ile diliie
edilen DAPI boyast ile 5 dk karanlik ortamda inkiibe edildi. PBS ile 3 kez 5’er dk

yikand1 ve floresan mikroskobunda incelenerek resimleri ¢ekildi.

Resim 2. 8 kuyucuklu Chamber Slide

3.5.4.2. Western Blot

Besi yerinde tretilmis MKH’lere farkli stresorler uygulanarak, hiicre i¢inde lokalize
Hsp10’un hiicre disina salinmast uyarildi. Bu stresorler; 1s1 soku (45°C’de 30 dk),
serumsuz ortamda birakma ve immiin sistem uyaricilari olan LPS (10 mg/mL) ve IFNy
(10 mg/mL) olarak belirlendi. Bu stresorler uygulandiktan 2 saat, 4 saat, 8 saat ve 24
saat sonra T-25 flaskta bulunan aderan hiicreler toplanarak igerdikleri Hsp10 miktari
analiz edildi. Bu amagla, MKH’leri toplayip bunlardan total protein lizat1 olusturmak
icin, aderan hiicreler soguk PBS ile iki kez yikandi, 1X proteaz inhibitoér kokteyli
iceren tampon soliisyonu M-PER Lizis Tamponu (10 mM Tris-Baz-pH 7,4, 300 mM
NaCl, 2 mM EDTA, % 0,5 Triton X-100) hiicrelerin iizerine eklendi ve 5 dk buz
tizerinde inkiibe edildi. Hiicre kaziyicist kullanilarak hiicreler toplandi ve hiicre
debrislerinden kurtarmak icin 14000 g’de, +4°C’de 15 dk santrifiij edildi. Proteinleri
iceren siipernatant, daha sonra kullanmak icin, yeni bir tiipe aktarilarak -80°C’de

saklandi. Bradford Protein Assay Kit ile Orneklerin protein konsantrasyonlari
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spektrofotometrik olarak belirlendi. Total protein lizatlar1 SDS-poliakrilamid jel
elektroforezinde (SDS-PAGE) yiiriitildi. SDS-PAGE’de molekiiler agirligt 20
kDa’dan daha diisiik olan proteinleri ayristirabilmek icin li¢ farkli jel tabakasi
(stacking, intermediate ve separating) seklinde diizenlenen trisin jel sistemi kullanildi

(Tablo 1).

Tablo 1. Trisin jel icerigi

Separating  Intermediate  Stacking

tabakasi tabakasi tabakasi
Jel yiizdesi % 15 % 10 % 4
% 38 Gliserol 1,6 mL - -
ddH,O - 1,2 Ml 1,4 mL
% 30 Akrilamid 2,7 mL 0,8 mL 0,3 mL
Separating tampon soliisyonu 2,14 mL 1 mL -
(3 M Tris HCI pH 8,5, % 0,1 SDS)
Stacking tampon soliisyonu - - 0,3 mL
(1 M Tris HCI pH 6,8, % 0,1 SDS)
% 10 Amonyum persiilfat (APS) 0,06 mL 0,03 mL 0,02 mL
TEMED 0,003 mL 0,003 mL 0,002 mL

11 pg protein lizat1 2-merkaptoetanol ve 4X tampon soliisyonu ile karistirildi ve distile
su kullanilarak final hacim 40 pL’ye tamamlandi. Denatiirasyon igin, ornekler 5 dk
boyunca kaynatilmistir. Ornekler SDS-PAGE jeline yiiklenerek Trisin running tampon
soliisyonu (100 mM Tris-baz, 100 mM Trisin, % 0,1 SDS) igerisinde 70-80 voltta, oda
1is1sinda yiiriitiildii. Orneklerle beraber Spectra™ Multicolor Low Range Proteins
standardlar1 da (ThermoFisher Scientific, kat no: 26628) yiiriitiildi. Jelde yiiriitiilen
proteinler, Trans-Blot Turbo Blotting sisteminde (transfer kosullari: 5 dk, 2,5 amper
ve en fazla 25 voltta) PVDF membrana transfer edildi. Membranlar Ponceau Red
boyasi ile boyanip proteinlerin transfer olup olmadigi saptandi ve boyay1
uzaklagtirmak i¢cin membranlar distile su ile yikandi. Daha sonra % 0,1 Tween-20
iceren 1X TBS (TBS-T) igerisinde % 5 yagsiz siit tozu ile oda 1sisinda 1 saat boyunca
bloklandi. Membran bloklama sonrast % 5 siit tozu icersinde diliie edilen anti-Hsp10

veya anti-B-Aktin primer antikorlar1 ile gece boyunca +4°C’de inkiibe edildi.
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Sonrasinda, membranlar 3 kez TBS-T igerisinde yikandi, % 5 siit tozu igersinde diliie
edilen keci-anti tavsan IgG (H+L) sekonder antikor ile bir saat oda 1sisinda inkiibe
edildi ve tekrar 3 kez TBS-T igerisinde yikandi. Peroksidaz aktivitesi, Clarity Western

ECL Substrat kiti ile iiretici firmanin 6nerdigi protokol kullanilarak belirlendi.
3.5.4.3. ELISA

Besi yerinde iiretilmis MKH’ler farkl: stresorlere [1s1 soku (45°C’de 30 dk) ve immiin
sistem uyaricilart olan LPS (10 mg/mL) ve IFNy (10 mg/mL) uygulamasi] maruz
birakilarak, hiicre icinde lokalize Hsp10’un hiicre disina salgilanmasi uyarildi ve
stresor uygulamasini takip eden 2’inci saatte, 8’inci saatte ve 24’{incli saatte
stipernatantlar toplanarak -20°C’de sakland1 ve daha sonra Hspl0 diizeyleri ELISA
kiti kullanilarak degerlendirildi. Kit igerisinde bulunan kullanim kilavuzuna gére, 100
ng/mL, 50 ng/mL, 25 ng/mL, 12, 5 ng/mL, 6, 25 ng/mL, 3, 12 ng/mL, 1, 5 ng/mL ve
0 ng/mL oranlarinda standartlar hazirlandi. Ornekler ve standartlar diiz tabanl 96
kuyucuklu plakaya ekildi. Her kuyucugun tizerine Assay Diliient A (1X) eklenerek 1
saat 37°C’de inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda yikama soliisyonu ile yikanarak,
lizerine Assay Diliient B (1X) eklendi ve 30 dk 37°C’de inkiibe edildi. inkiibasyon
sonrasinda tekrar yikama sollisyonu ile yikandi ve lizerine TMB Substrat soliisyonu
eklenerek 15 dk 37°C’de inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra 50 uL Stop Soliisyonu
eklenip, 450 nm dalga boyunda spektrofotometrik yontem ile Tecan ELISA

okuyucuda okutuldu. Sonuglar1 Excell spreadsheet program ile analiz edildi.
3.5.4.4. T-Hiicre Proliferasyonunu ve Aktivasyonunu Baskilama Testleri

Periferik kandaki CD3+ lenfositler manyetik boncuklar kullanilarak isaretlendi. 10®
sayida PK-MNH’ler manyetik alanda bulunan LS kolonundan gecirilerek CD3
antikoruyla igaretlenen hiicrelerin kolonda tutunmasi saglandi, bu antikoru igermeyen
isaretlenmemis hiicreler kolondan gecti. Kolonda yikama islemi yapilarak, CD3+
lenfositler kolondan toplandi. CD3+ lenfositler, hiicre proliferasyonu i¢in kullanilan
ve hiicre igerisine gecebilen bir boya olan CFSE (karboksi-floresein diasetat
suksinimidil ester) ile boyandi. Boyanan CD3+ lenfositler, daha 6nceden kuyucuklara
% 1, % 3, % 10, % 30 oranlarinda ekilen 20 Gray (Gy) irradiye edilmis KI-MKH’ler
ve PL-MKH’lerin iizerine eklenerek, MKH’lerin icerdigi Hsp10’un immiin baskilayici

etkilerini degerlendirmek i¢in kullanild1 (Sekil 6). T-hiicre aktivasyonunu saglamak
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icin L-PHA ve proliferasyonunu saglamak i¢in IL-2 ayni kuyukcuklara birlikte
konuldu. T-hiicre proliferasyon orani, CFSE floresan yogunluguna gére FACS ARIA
cihazinda 6l¢iildii. Prolifere olmus T hiicrelerin goriintiisii Leica invert mikroskobunda

incelendi.

C - “
Qf iadiye edilghig
D @ ifradiye edil i@ O O

Sekil 6. 24-kuyucuklu tabaka T-hiicre baskilama testinin deneysel yapisi.

3.5.5. istatistik

Tiim hesaplamalar Microsoft ® Excell ® for Mac 2011. Versiyon 14.7.3. Spread Sheet
igerisinde yapildi. P degeri <0, 05 ise istatistiksel olarak anlamli kabul edildi. Gruplar

arasinda kiyaslama yapmak i¢in Student t-testi kullanilda.
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4. BULGULAR

4.1. KEMIK iLiGi VE PLASENTA MEZENKIMAL KOK HUCRELERININ
IMMUNOFENOTIPLERDIRMESI

Pasaj 3’deki MKH’lerin immiinofenotiplendirilmesi akim sitometrisi kullanilarak
yapildi. Kemik iligi MKH’lerinde CD105, CD73, CD90, CD44, CD29 stromal yiizey
antijenleri pozitif olarak saptandi. Hematopoetik (CD45) ve endotelyal (CD31)
belirtegleri ifade etmedikleri goriildii. Ki-MKH’lerin ve PL-MKH’lerin stromal
belirteg diizeylerini gosteren akim sitometri sonuglart Tablo 2’de sunuldu. PL-
MKH’lerindeki CD90 diizeyi, KI-MKH’lerindekine kiyasla anlaml1 diizeyde daha
diisiik bulundu (p<0, 05) (Tablo 2).

Tablo 2. KI-MKH ve PL-MKH’lerin belirtec diizeylerini gdsteren akim sitometri sonuglari

CD29 CD44 CD90 CD105 CD73 CD45 CD31
% % % % % % %

Ki- 98,242,7  90,1£15,9 992+0,6 93,1+10,5  97,042,7 0,2+02 0,2+0,2

MKH

(n=6)

PL- 91,4+18,6  67,0430,0 85,0493* 89,3420,2  90,0+12,9 1,1+1,8 0,8+14

MKH

(n=6)

*p<0, 05

Akim sitometri sonuclar1 detayli degerlendirildiginde PL-MKH’lerinin iki farkli hiicre
grubu icerdigi goriildli: Birinci gruptaki hiicrelerin CD29, CD44, CD90, CD105
belirtegleri pozitifti; ikinci gruptaki hiicrelerin CD29, CD44, CD90 ve CDI105
diizeyleri oldukca diisiiktii (Sekil 7). PL-MKH’lerinin enzimatik izolasyonu ile elde
edilen hiicreler, hem anne hem bebek kaynakli olabildiginden, saf bir hiicre
popiilasyonu elde edilemedi. Plasenta kaynakli hiicre popiilasyonlarinda CD45"

hematopoetik veya CD31" endotelyal hiicreler bulunmadi.

Bu tez calismasinda, Ki-MKH ve PL-MKH’lerin kendi yiizey antijenlerinin (CD105,
CD73,CD90, CD44, CD29) yanisira, immiinomodiilasyonda rol alan temel belirtecleri
de (HLA-DR, CD200, CD95, CD178, HLA-G) arastirildi. Bunlara ilaveten,
Hsp10’nun MKH’ler tarafindan gergeklestirilen immiinomodulasyonda roliiniin olup

olmadigini aragtirmay1 amagclayan tez calismamiz kapsaminda, intraselliiler yerlesimli
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Hsp10’un pozitifligi de FACSARIA (Becton Dickinson) akim sitometri cihazi ile

degerlendirildi.
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Sekil 7. KI-MKH ve PL-MKH’lerin immiinofenotipik karakterizasyonunu gdsteren
akim sitometri sonuglari

Tablo 3. Ki-MKH ve PL-MKH’lerin immiinomodiilatuar belirte¢ diizeyleri.

HLA-DR CD200 CD95 CD178 (Fas- HLA-G Hsp10
% % (Fas) % L) % % %
Ki-MKH (n=6) 2,9+1,8 7,6 + 18,8+38,7 55,5£50,3* 7,3£12,0 97,61
9,4
PL-MKH (n=6) 0,6+0,6 10,418 32,4+44.3 13,0+14,6 5,4+6,8 96,5 +2,72
5

(*p<0,05; Student t-Test)

Tez calismasinin baslangicinda, akim sitometri yontemi kullanilarak Ki-MKH’lerinin
ve PL-MKH’lerinin ylizeyinde HsplO pozitifligi tespit edilemedi. Daha sonra
Hsp10’un intraselliiler bir protein oldugu bilgisinden yola g¢ikarak, Tween-20
uygulamasiyla hiicre disina ¢ikarip spesifik antikoruyla isaretledikten sonra akim
sitometrisi ile gosterilmesi planlandi. Bu sekilde PL-MKH’lerinde yiiksek diizeylerde
Hsp10 pozitifligi tespit edildi (Sekil 8).
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Sekil 8. PL-MKH’lerinde Hsp10’un akim sitometri analizi.

4.2. KEMIK iLiGi VE PLASENTA MEZENKIMAL KOK HUCRELERININ
FARKLILASMASI

Yirmibir giin boyunca adipojenik farklilasma besiyerinde tutulan Ki-MKH’leri Oil
Red O boyast ile boyanarak nétral lipid olusumlar: gozlendi (Resim 3B). Osteojenik
farklilasmay1 saglamak icin ise KI-MKH’leri 21 giin boyunca osteojenik besiyerinde
tutuldu ve Alizarin Red boyasi ile boyandiginda hiicreler arasinda kalsiyum depozit
olusumlar1 gozlemlendi (Resim 3C). PL-MKH’leri de adipojenik ve osteojenik
farklilagmay1 saglamak igin 21 giin boyunca 6zel besiyerlerinde tutuldugu halde, Ki-
MKH’lerine kiyasla hem Oil Red O ile hem de Alizarin Red boyasi ile belirgin bir
boyanma sergilemedi (Resim 3E, 3F).
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Ki-MKH

PL-MKH

Resim 3. KI-MKH’lerin (A,B, C) ve PL-MKH’lerin (D,E, F) 21. giinde adipojenik ve
osteojenik farklilagsmasini gdsteren invert mikroskobu goriintiileri.

A. Kontrol grubu, boyasiz. B. Adipojenik Farklilagma, Oil Red O boyasi. C.
Osteojenik farklilasma, Alizarin Red S boyasi. D. Kontrol gurubu, boyasiz. E.
Adipojenik Farklilasma, Oil Red O boyasi. F. Osteojenik farklilagma, Alizarin Red S
boyasi. Tiim resimlerde objektif biiyilitmesi x20.

Hiicrelerde Oil Red O boyasi ile boyanmis olan notral yag iceriginin miktarini 6lgmek
icin, spektrofotometre ile (A = 492 nm) semi-kantitatif analizi yapildi. Alizarin Red
boyasi ile boyanmis kalsiyum fosfat miktarmi &lgmek icin de Quantichrom™
Kalsiyum Analiz kiti kullanarak spektrofotometre ile (A = 620 nm) semi-kantitatif
degerlendirme yapildi (Tablo 4). Histolojik olarak adipojenik ve osteojenik
farklilasma bakimindan PL-MKH’leri ile KI-MKH’leri arasinda gorsel olarak anlamli
bir fark bulunurken, Ornekler arasi farklarindan dolay1r semi-kantitatif testlerde

istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadi.

Tablo 4. Semi-kantitatif farklilagsma sonuglari

Doku Kalsiyum Fosfatlar (mg/dL) Nédtral lipitler (mg/mL)
Ki-MKH (n=5) 8,7+9,1 0,4+0,5
PL-MKH (n=5) 0,613 0,3+0,3

4.3. KEMIK iLiGi VE PLASENTA MEZENKIMAL KOK HUCRELERININ
IN VITRO T HUCRE BASKILAMASI

MKH’lerin, in vitro ortamda 4 giin boyunca birlikte kiiltiire edildikleri T-hiicreler

iizerine immiinomodiilatuar etkilerini incelemek amaciyla, periferik kan
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lenfositlerinden (PKL) MACS yontemi kullanilarak CD3™ olan hiicreler elde edildi.
PKL, periferik kan mononiikleer hiicre fraksiyonlarindan % 90,9 + 9,7 saflikta izole
edildi. T hiicre aktivasyonunu ve proliferasyonunu saglamak i¢in kiiltiir ortamina L-
PHA ve IL-2 eklendi. L-PHA ve IL-2’nin eklenmedigi kontrol kuyucuklarda (Resim
4A) T hiicre aktivasyonu goriilmezken, stimiilator eklenen kuyucuklarda belirgin T

hiicre aktivasyonu saptandi (Resim 4B).

A B <

Resim 4. A. Kontrol (Stimiile edilmemis) besiyeri; B. L-PHA ile stimiile edilmis
CD3+ T-hiicreleri (okla isaretli) iceren besi yerinin invert mikroskobik goriintiisii.
Tiim resimlerdeki objektif biiylitmesi x10

CFSE ile boyanmis 5x10° CD3* PKL’leri, farkl1 oranlarda (% 0, % 1, % 3, % 10, %
30) Ki-MKH’ler ve PL-MKH’ler igeren kuyucuklara ekilerek, MKH’lerin miktarmin
T hiicre proliferasyonuna (immiinmodiilasyonuna) etkisi arastirildiginda, yiiksek
konsantrasyonda (> % 3) KI-MKH iceren kuyucuklarda CD3+ PKL’lerin klonal
ekspansiyonunun tamamen baskilandigi hem invert mikroskobunda goriildii (Resim
5A) hem de FACS ile analiz edildi (Resim 5B). Bu sekilde, KI-MKH’lerinin T
hiicreler iizerine immiinomodiilatuar (immiin baskilayici) etki gdsterdigi sonucuna
varildi. Farkli oranlarda (% 0, % 1, % 3, % 10, % 30) PL-MKH’leri i¢eren kuyucuklara
ekilerek CFSE ile boyanan 5x10° CD3" PKL’ler hem inverted mikroskobunda hem de
FACS cihazinda analiz edildiginde ise, KI-MKH’lerine kiyasla PL-MKH’lerinin T-

hiicre ekspansiyonunu iyi baskilamadig: saptandi (Resim 6).
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PKL+%1 KI-MKH

PKL+%3 KI-MKH PKL+%10 KI-MKH ~ PKL+%30 KI-MKH
4 - R H T e NS T O

CFSE

Resim 5. KI-MKH’leri (% 1, % 3, % 10, % 30) ile 4 giin ko-kiiltiire edilen CD3+ periferik kan lenfositlerinin (PKL) ekspansiyon diizeyi A. Invert
mikroskopik goriintiiler. Objektif biiyiitmesi x10. B. FACS analizleri; Boya: CFSE.
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Resim 6. PL-MKH’leri (% 1, % 3, % 10, % 30) ile 4 giin ko-kiiltiire edilen CD3+ periferik kan lenfositlerinin (PKL) ekspansiyon diizeyi. A. Invert
mikroskopik goriintiiler. Objektif biiyiitmesi x10. B. FACS analizleri; Boya: CFSE.
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4.4. KEMIK iLIiGi MEZENKIiMAL KOK HUCRELERINDEN HSP10
SALINIMI

IFNy, LPS ve 1s1 sokuna maruz birakilarak sitoplazmalarindaki Hsp10’u hiicre disina
salgilamalar1 beklenen Ki-MKH kiiltiirlerinden 2 saat, 8 saat ve 24 saat sonra

siipernatantlar toplandi ve ELISA ile Hsp10 diizeylerine bakild1 (Sekil 9).

2500
W .f"-‘f/-(
2 2000 ff_,ﬂ'ﬂ HSP10 standard
2 o
8 1500 /
e y = B4.615x + 246,83
= 1000 /
o /_/
500 3
",
o 5 1o 15 20 25

Hsp10 {ng/mL})
Sekil 9. Hsp10’un ELISA standart sonuglari

Kiiltiire edilmis Ki-MKH’lerine cesitli stresér uygulamalarindan sonra toplanan
stipernatanlarinda Hsp10 salinimi ELISA yontemiyle arastirildiginda, kontrol ile diger

gruplarin Hsp10 degerleri arasinda bir farklilik tespit edilemedi (Tablo 5).

Tablo 5. Uyarilmis KI-MKH’lerinden Hsp10 (ng/mL) salinimi (ELISA).

HSP10 (ng/mL)

Siire Kontrol grubu IFNy LPS Is1 soku

2 saat -1,05+0,23 -1,12+0,20 -1,08 £ 0,24 -1,10+ 0,14
8 saat -0,99 + 0,18 -0,98 + 0,15 -0,97 £0,23
24 saat -0,91 + 0,49 -0,70 + 0,70 -1,10+£0,12

4.5. KEMIK iLiGi MEZENKIMAL KOK HUCRELERINDE VE PLASENTA
MEZENKIMAL KOK HUCRELERINDE INTRASELLULER HSP10
IFADELERI

KI-MKH’lerin ve PL-MKH’lerin igerisindeki HsplO varligimi goérebilmek igin
immiinohistokimyasal boyama yapildi. Bu amagla lam (chamber slide) iizerinde
cogaltilmis olan KI-MKH’leri ve PL-MKH’leri 6nce anti-Hsp10 primer antikoru ile,

daha sonra sekonder antikor ile [Goat anti-rabbit IgG (H+L)] muamele edildi. Hiicre
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cekirdekleri DAPI ile boyandi. Primer antikoru ile isaretlenmis Hsp10’un sitoplazmik

lokalizasyonu floresan mikroskopta tespit edildi (Resim 7).

Resim 7. Ki-MKH’lerindeki (A,B) ve PL-MKH’lerindeki (D,E) Hspl0’un
sitoplazmik lokalizasyonunu gosteren immiinfloresan mikroskobik goriintiiler.
A,C. DAPI boyasi B,D. Anti-Hsp10 antikoru ile immiin isaretleme.

Biitiin resimlerdeki objektif biiyiitmesi x10.

4.6. KEMIK iLiGi MEZENKIMAL KOK HUCRELERINDE HSP10
PROTEIN iFADELERI

Western Blot analizi yapildiginda, herhangi bir stresér uygulanmayan kontrol Ki-
MKH’lerinde HsplO protein varligi, pozitif kontrole (HeLa hiicresi) kiyasla daha
diisiik miktarlarda da olsa tespit edildi. Bu analiz, Hspl10’un Ki-MKH’lerde

intrasitoplazmik lokalizasyonunu destekler nitelikte ve immiinohistokimyasal verilerle
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uyumlu olarak bulundu. Is1 soku uygulandiktan 2 saat, 4 saat ve 8 saat sonraki Ki-
MKH’lerinin i¢erisinde saptanan Hsp10 seviyeleri, uyarilmamis kontrole kiyasla daha
diisiiktii. Bu veriler de, strese maruz birakma sonucunda intrasitoplazmik Hsp10 gegici
olarak etkilendigi, ancak hiicre disina salgilandig1 ELISA testi ile gdsterilemedi. Ki-
MKH’lerinde, IFNy, LPS veya serumsuz kosullar1 uygulandiktan sonraki hiicre i¢i
Hsp10 seviyeleri, 1s1 soku uygulanlara kiyasla daha diistiktii (Resim 8). HeLa hiicre
lizatinda yiiksek diizeyde Hsp10 bulundugu, antikor datasheet’lerinde bildirilmektedir.
Bu nedenle HelLa hiicreleri pozitif kontrol olarak kullanildi. Ayrica 2 aylik gebeden
elde edilen kan serumu da kontrol olarak kullanildi; ancak serumdan hazirlanan protein
lizatinda Hsp10 saptanmadi. Jellere proteinlerin esit miktarlarda (11 pg) yiiklendigini

belirlemek amaci ile Anti-f-Aktin antikoru kullanildi.
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Resim 8. Stresorlerle uyarilmis Ki-MKH’lerinde Hsp10 protein ifadelerini gdsteren Western
Blot resimleri.
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5.TARTISMA ve SONUCLAR

Mezenkimal Kok Hiicreler erigkin multipotent kok hiicrelerdir, plasenta ve kemik iligi
gibi ¢esitli dokulardan izole edilebilirler (Pittenger, Mackay et al. 1999). Bu hiicreler
kendini yenileyebilme, adezyon oOzelligi, adiposit ve osteojenik hiicrelere
farklilasabilme yetenegine sahiptirler (Caplan, 1991; Prockop, 1997). Kemik iliginden
koken alan MKH’ler hematopoezi destekler, dokularin yeniden sekillenmesi ve
onarimindan ve ayrica anjiogenezinden sorumludurlar (Ashton et al., 1980;
Hayneswirth, Goshima, Goldberg, Caplan, 1992). MKH’lerde HLA smif [ molekiilleri
orta seviyelerde bulunmasina ragmen, HLA sif II, Fas Ligand ve ko-stimiilator
molekiilleri bulunmamaktadir (Angoulvant et al., 2004). in vitro ortamda, MKH'ler,
bir dizi immiinomodiilatdr sitokinlerin salgilanmasi ( PGE2, IL-10, IL-6, TGFB, HGF)
yoluyla spesifik antijenler, mitojenler veya allojenik hiicreler ile uyarildiginda T hiicre
proliferasyonunu baskilayabilir (Yafiez, Oviedo, Aldea, Bueren, Lamana, 2010; Xu et

al., 2014).

Bu bilgilerden yola c¢ikarak bu tez kapsaminda MKH’ler kemik iligi (n=6) ve
plasentadan (n=6) izole edildi. MKH’leri iki farkli kaynaktan izole etmemizin amaci,
farkli dokulardan izole edilen MKH’lerin immiinodiilatuar o6zelliklerini
karsilastirmakti. Bunun icin de ilk olarak pasaj 3’teki KI-MKH’lerin ve PL-MKH’lerin
immiinofenotiplendirilmesine bakildi. PL-MKH’lerin
immiinofenotiplendirilmelerinde 2 farkli hiicre gubu goriildii. Bunlardan birinci
grubun CD90, CD73, CD44, CD105,CD29 belirtegleri pozititken; ikinci gruptaki
hiicrelerde CD90 ifadesi eksprese edilmedi ve CD73, CD44,ve CD105 diizeylerinin
oldukgca diisiik oldugu, ancak CD29 ifadesinin normal diizeylerde oldugu gézlemlendi.
Bu, KIi-MKH'lerin aksine, plasental dokudan elde edilen aderan hiicre
popiilasyonlarinin heterojen bir hiicre grubundan olustugunu gostermektedir. CD90
ekspresyonundaki farklilik ayrica, elde edilen hiicre karigiminin olgun ve kok
hiicrelerin bir kombinasyonundan olustugunu da diislindiiriir. Ek olarak, izolasyon
boyunca kullanilan enzimatik yontem, ya bebeklerden kaynaklanabilen ya da anneden
koken alan hiicrelerin izolasyonu ile sonuglanabilmektedir. Ayrica, plasenta zengin
vaskiilatiire sahip bir organdir. Her iki durum da karisik kiiltiir popiilasyonuna katkida

bulunmus ve hematopoetik veya endotelyal hiicre popiilasyonlarinin bulunmasina
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neden olmus olabilir. Heazlewood ve ark. 2014 yilinda yaptiklari bir ¢calismada, fetal
kokenli insan MKH Kkiiltiirlerinin kontamine olmasinda maternal katkinin 6nemli
oldugunu ve pasaj 3 ile plasenta hiicrelerinin tamamen maternal orjinli olabilecegini
gostermislerdir (Heazlewood et al., 2014). Choi ve ark. (2017), plasentanin farkl
katmanlarindan izole edilen MKH’lerin, CD90 ig¢in yiiksek seviyelerde floresans
yogunlugu sergileyen maternal kokenli desidual hiicreler ve koryonik villustan gelen
fetal kokenli hiicreler olmak iizere, immiinofenotipik farklilik gésterdigini buldular
(Choi et al., 2017). Bizim ¢alismamizda, amniyotik membran ve koryonik membranin
cikarilmasindan sonra plasental mezenkimal kok hiicreler izole edildi ise de, izole
edilmis bu hiicre toplulugu hala hem koryonik hem de desidual hiicreler icerebilir ve
bdylece plasentadan karisik bir hiicre popiilasyonunun izolasyonuna neden olabilir.
Calismamizdaki hiicrelerin immiinofenotiplendirmesi, bu gozlemlerle tutarlilik
gostermekteydi. Immiinomodiilatér antijenlerin ifadesi agisindan, Ki-MKH’lerinde

Fas-L (CD178) ve Hsp10 hiicre icerisinde sitoplazmada tespit edildi.

Gebelik gibi 6zel durumlarda, Hspl0O hizli bir sekilde ekstraselliiler sivilara ve
periferik kana salinabilmektedir. HsplO ekstraselliller c¢evrede, 0zellikle
immiinomodiilatér bir etki gostermektedir (Summers et al., 1996). Tez calismamiz
kapsaminda, 1s1 soku proteini Hspl10'un KI-MKH’lerin ve PL-MKH’lerin immiin
modiilatuar fonksiyonunda bir rol oynayip oynamadigin1 degerlendirmek istedik. PL-
MKH ve KI-MKH’lerindeki intraselliler Hsp10’un immiinomodiilatuar etkilerini
gerceklestirebilmek i¢in, ekstraselliiler ¢evreye salinmasi beklenir. Bu amacla, ilk
olarak KI-MKH ve PL-MKH’lerin hiicre i¢i Hsp10 oranlari akim sitometri yontemi ile
belirlendi ve hem KI hem de PL kaynakli mezenkimal hiicrelerde yiiksek oranlarda
ifade edildigi gosterildi. Bu hiicrelere IFNYy, 1s1 soku, LPS ve serumsuz ortama maruz
birakma gibi ¢esitli stresorler uygulandiktan 2 saat, 4 saat, 8 saat ve 24 saat sonra
Hsp10’un hiicre ici seviyeleri Western Blot teknigi ile analiz edilirken, hiicre disina
saliimini arastirmak i¢in de ekstraselliiler Hsp10 miktar1 ELISA yontemi ile ol¢iildii.
Western Blot yontemiyle intraselliiler Hsp10 tespit edilebildi. Is1 soku ile uyarilmay1
takiben 2 saat, 4 saat ve 8 saat sonra KI-MKH’leri icerisinde saptanan Hspl0
seviyeleri, uyartlmamis kontrole kiyasla daha diisiiktii. Enflamatuar durumlar taklit
eden stres uygulamalarindan sonra HsplO’un hiicre disina salinmasi, kanimizca

beklenen bir yanittir. Elde edilen sonuglar da bu goriisiimiizii desteklemektedir. Ancak
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verilerimiz, intrasitoplazmik Hsp10’un strese maruz birakma sonucunda hiicre digina
salindigimini diisiindiirse de, ELISA testi ile hiicre disinda yeterli miktarda Hsp10
gosterilemedi. Kanaatimizce bu durum, ELISA Hspl0 kitinin hassasiyetinin yeterli
olmayisindan ve esik degerin altinda kalmis olmasindan kaynaklanabilir. Ya da Hsp10

gercekten ekstraselliiler ortama salinmamaig olabilir.

Ki-MKH’ler 21 giin boyunca adipojenik diferansiyasyon ortamina maruz
kaldiklarinda nétral lipidlerin hizli olusumu gézlendi ve hiicreler Oil Red O ile parlak
pozitif boyandi. Benzer sekilde, osteojenik farklilagsma ortama ile indiiksiyondan sonra
KI-MKH’leri igeren kuyucuklarda gozlenen kalsiyum birikintileri, Alizarin Red S ile
pozitif boyanmistir. Ancak, PL-MKH'lerin 21 giinliik kiiltiirden sonra adipojenik veya
osteojenik yonde ¢ok kisithi olarak farklilastigi gozlendi. Farklilagsma kiiltiirlerinin
stiresinin 4 haftaya kadar artirilmasi, bazi goriiniir farklilagma belirtileri ile sonuglandi,
fakat yine de PL-MKH’lerin farklilagsma kapasitesi, KI-MKH’lere kiyasla sinirl kald.
Plasental dokulardan tiiretilen MKH'lerin farklilasma kapasiteleri, hiicrelerin
kaynagina ve izolasyon yontemlerine bagli olarak degisebilir. Jang ve ark. (2013)
tarafindan plasental hiicrelerin adipojenik, osteojenik ve kondrojenik soya gore
farklilagsmalar1 boya ekstraksiyonu ve RT-PCR kullanilarak 6l¢iildiigiinde, morfolojik
olarak bu farklilasmanin KI-MKH'lerin farklilasmas1 kadar giiclii olmadig
saptanmistir. Barlow ve ark. da (2008) plasentadan tiiretilmis tiim MKH'lerin
(amniyonik membran, koryonik membran ve desidua dahil) siirekli olarak adipojenik
farklilagsma icin KI-MKH'lerinden daha diisiik bir kapasite sergiledigini bulmuslardir.
Choi ve ark. (2017) plasentanin farkli katmanlarindan elde edilen MKH'lerin
farklilasma kapasitelerini  karsilastirdiklarinda, bunlarin  hepsinin  adipojenik
farklilasma potansiyeline sahip olduklarini, ancak en 1y1 seviyede adipojenik
farklilasmanin koryon ve desiduadan elde edilen MKH’lerde goriildiigiinii tespit
etmislerdir. Amniyonik membran ve amniyotik epitelden tiiretilen hiicrelerde ise en az
seviyede adipojenik farklilasma gézlemlenmistir (Choi et al., 2017). Pelekanos ve ark.
(2016) ise 21. giin sonunda Ki-MKH’lerin adipojenik ve osteojenik farklilasmalarinin
oldugunu, ayni kosullarda yapilan farklilagma testlerinde PL-MKH’lerinde osteojenik
farklilasmanin gerceklestigini, fakat adipojenik farklilasmanin olmadigini rapor

etmislerdir.
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Ki-MKH’lerin hem in vitro hem de in vivo olarak T hiicre proliferasyonunu
baskiladigin1 ve Graft versus host hastaliginin tedavisi ic¢in kullanildigini bildiren
caligmalar mevcuttur (Le Blanck and Ringden, 2004). Bununla birlikte, kemik iliginin
toplanmasi invazif bir prosediirdiir ve yeterli hiicre elde etmek i¢in hiicre kiiltiirii
birkac hafta siirer. Plasentadan elde edilen MKH’ler daha kolay kiiltiire edilebilir ve
klinik uygulama 6ncesi test edilebilir. Bununla birlikte, kemikiliginden ve plasentadan
tiiretilen MKH'lerin immiin modiilasyon agisindan ayni 6zelliklere ve potansiyele
sahip olup olmadig1 arastirilmaya devam edilmektedir. Yakin zamanda yapilan bir
calismada, plasenta MKH'lerinin, ayni dondrden umbilikal kord tiirevi MKH’lere
kiyasla, T hiicre proliferasyonunun in vitro baskilanmasinda daha etkili oldugu rapor
edilmistir (Talwadekar, Kale and Limaye, 2015). Yine ayni calismada, plasenta
MKH'leri tarafindan immiin modiilasyonun, IL-10 ve TGF-beta'nin salgilanmas1 ve
diizenleyici T-hiicrelerinde (Tregs) bir artigla kismen diizenlendigi bildirilmistir.
GVvHD olan fare modelinde PL-MKH’ler in vivo ortamda transplante edildiginde,
aktive edilmis T hiicrelerinin sitokin sekresyonunu (IL-12, TNF-alfa ve IFN-y) inhibe
ettigi ve farelerin hayatta kalma siiresini uzattig1 gosterilmistir (Jang et al., 2013). Ki-
MKH’lerin ve PL-MKH'erin immiinomodiilator o6zellikleri daha oOnce farkl
arastirmacilar tarafindan karsilastirilmis olsa da, bunlar birbiriyle celisebilen farkli
raporlarla sonuclanmistir (Mattar and Bieback, 2015). Bunlardan bazilar, KI-
MKH’lerin ve PL-MKH'lerin benzer immiinmodiilator 6zelliklerini rapor etmislerdir
(Barlow et al., 2008), bazilar1 ise PL-MKH'lerin daha iyi immiinsiipresyon 6zellikleri
oldugunu bulmuslardir (Li et al., 2014), bazilar1 da Ki-MKH'lerine kiyasla PL-
MKH'leri tarafindan sadece zayif immun baskilamanin yapildigim1 géstermislerdir
(Heo, Choi, Kim and Kim, 2016). Guo ve ark. (2015) yaptiklar1 bir ¢caligmada periferik
kan lenfositlerini KI-MKH’leri ile ko-kiiltiir yapmislar ve fitohemagliitinin (PHA) ile
stimiile etmislerdir. Bu calismay1 4 farkli grup olusturarak yiiriitmiislerdir: (1) Ki-
MKH + lenfosit + PHA etkilesimli kiiltiir grubu, (2) KI-MKH + lenfosit + PHA
etkilesimsiz kiiltiir grubu, (3) Lenfosit + PHA pozitif kontrol grubu ve (4) Lenfosit
olan negatif grup. Yaptiklar1 ¢alisma sonucunda, pozitif kontrolde diger gruplara
oranla lenfosit proliferasyonun daha fazla oldugu goézlenmistir (Guo et al., 2015).
Castro-Manrreza ve Montesinos (2014) tarafindan vyiiriitiilen bir ¢alismada KI-MKH,
gobek kordonu kaynaklt MKH ve PL-MKH’lerin T-hiicre proliferasyonundaki etkileri
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aragtirilmigtir. KI-MKH ve gébek kordonu kaynakli MKH’lerin T-hiicrelerin klonal
ekspansiyonunu baskilandigi, ancak PL-MKH’lerin hi¢bir baskilama olusturmadigi
gozlenmistir (Castro-Manrreza and Montesinos, 2014). Bu ¢alismada yazarlar ayrica,
farklilasma kapasitelerine bakildiginda KIi-MKH’lerin adipojenik farklanma
kapasitesinin PL-MKH’lere oranla daha yiiksek oldugunu tanimlamislardir. Lee ve
ark.’nin (2012) yapmis oldugu calismada gobek kordonu kanindan elde edilen
lenfositlerle Ki-MKH’leri, PL-MKH’leri ve adipoz dokudan elde edilen MKH’ler ko-
kiiltiire edilmistir. Bu MKH’ler 2x10%, 4x10%, 1x10* ve 2x10* oranlarinda DMEM-
F12’li kiiltiir ortaminda ekilmislerdir. Calismanin sonunda yazarlar tiim kok hiicre

gruplariin immiinomodiilator 6zelliklerinin oldugunu gérmiislerdir (Lee et al., 2012).

Sunulan tez ¢calismasinda, Ki-MKH’lerin ve PL-MKH'lerin in vitro ortamda CD3+ T
hiicre proliferasyonu iizerine immiin baskilayici etkisi incelendi. L-PHA ile aktive
edilmis olan CD3+ T hiicreleri IL-2'nin varliginda farkli konsantrasyonlarda Ki-
MKH’lerle ve PL-MKH'lerle birlikte ko-kiiltiire edildi. KI-MKH’leri T hiicrelerle
birlikte diisiik oranlarda ko-kiiltiire edildiginde bile, T hiicre proliferasyonunu énemli
Ol¢iide inhibe etti. Bununla birlikte, PL-MKH’lerinin yiiksek konsatrasyonlarda

kullanildiginda T hiicre proliferasyonunu baskiladigi gézlemlendi.

PL-MKH'lerinin immiin baskilayic1 6zellikleriyle ilgili olarak daha once yapilmus,
birbiriyle c¢elisen calisma raporlart mevcuttur. Elde edilmis veriler arasindaki
farkliliklarin, plasental hiicrelerin elde edilmesinde kullanilan izolasyon ydntemi,
hiicre kdkeni (maternal veya fetal), hiicre popiilasyonunun safligi (karma veya tek bir
plasental tabakadan), hiicre kiiltiirii ortami, MKH'lerin 1sinlanmasi, sitokinlerin
kullanim1 ve kullanilan hiicrelerin konsantrasyon oranlart dahil olmak {izere kiiltiir

kosullari ile iliskili olabilecegini diisiinmekteyiz.

Sonug olarak, bu tez ¢alismasinda kemik iliginden ve plasentadan MKH’ler elde
edilerek akim sitometri yontemi ve adipojenik/osteojenik boyama teknikleri ile
karakterizasyonlar1 belirlendi. Ko-kiiltiir ortamlarinda T hiicre ekspansiyonunu
baskiladiklari i¢in her iki MKH tipinin de immiinomodiilatuar roliiniin oldugu, ancak
bu etkinligin KI-MKH’lerinde PL-MKH’lerine kiyasla daha yiiksek oldugu saptandh.
MKH  immiinmodiilasyonunda 1s1  sok protein 10’un  (Hspl0) rolii

immiinohistokimyasal boyama ve Western Blot yontemleriyle arastirildiginda, Hsp10
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sitozolde tespit edilmesine karsin, ¢esitli stres faktorleriyle indiikleme neticesinde
MKH'lerin sitozoldeki Hsp10’u dis ortama (slipernatanta) salgilamadiklart goriildii.
Bu nedenle MKH’lerin immiinmodiilasyonu baska mekanizmalarla gergeklestirmis
olabilecegi diisiiniildii. KI-MKH’leri homojen bir hiicre popiilasyonundan olusurken,
PL-MKH'lerinin, muhtemelen maternal hiicrelerle kontaminasyon sebebiyle kok
hiicreler yaninda daha olgun hiicre popiilasyonu icermesinden dolayr daha az
farklilasma kapasitesine sahip oldugu, bu nedenle de T-hiicreleri ile ko-kiiltiirlerinde
bagisiklik baskilanmasinda daha diisiik bir etkinlik gosterdigi diisiiniildi. Ki-
MKH’leri ve PL-MKH'leri kolay temin edilebilir olmalarindan ve in vitro ortamda
kolay biiyiimelerinden dolay1 klinik kullanimlar i¢in iyi birer aday olarak onerilebilir.
Literatiire bakildiginda fetal dokulardan izole edilen MKH’lerin farklilasma
kapasitelerinin ve immiinomodiilatuar etkilerinin KI-MKH’lere kiyasla daha diisiik
oldugu goriilmektedir. Bu tez ¢alismasindan elde ettigimiz veriler de aym
dogrultudadir. Calismamizda, PL-MKH kiiltiirlerinde en azindan iki farkli poptilasyon
tespit edilip, PL-MKH’lerin saf olmadig1 ve bundan dolay1 T-hiicre proliferasyonunu
baskilayici etkisinin diisiik oldugu ve farkilagmalarinda bir gecikme oldugu gosterildi.
Aym zamanda bu c¢alismada, Ki-MKH’lerin anlamli bir in vitro immiin baskilayici
etkisinin oldugu goézlemlenmesine karsin, bu immiinomodiilasyonda Hsp10’un
(ekstraselliiler ortamda tespit edilemediginden) bir roliiniin oldugu ispat edilemedigi
i¢cin, immiinomodiilatuar etkinin Hspl0 araciligi ile gerceklesmedigi diisiiniildii.
Ancak yine de intraselliiler Hsp10 aracili bagka yolaklar da bu immiinomodiilasyonda
gorev aliyor olabilir. Gelecekteki klinik ¢alismalarda MKH’lerin kullanimi igin,
MKH’lerin immiinomodiilatuar etki yolaklarinin daha detayli arastirilmasi ve PL-
MKH’lerin saflagtirilmas: i¢in yeni yontemlerin olusturulmasi yararli olacaktir

kanisinday1z.
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