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Oz
Amag: Mezenkimal kok hiicreler (MKH), rejeneratif, immunosupresif, non-immunojenik, anjiyojenik, antiapoptotik
ve antiinflamatuvar ozellikleri sayesinde hem preklinik arastirmalarda hem de kilinikte onem tasimaktadir.
MKH’lerin immunosupresif fonksiyonlarmin kesfi, otoimmiin hastaliklarda patojenik immun yanit1 diisiirmek igin
yeni terapdtik arag olarak arastirmalara konu olmustur. Plasenta, gobek kordonu ve amniyon sivisi; kemik iligi ve
yag kokenli MKH’lere gore non-invazif eldesi ve pluripotensi kapasitesiyle avantajli kok hiicre kaynaklar
arasindadir. Bu ¢alismada immiin yanitlarin incelenmesi i¢in in vitro bir model kullanilarak insan amniyotik sivi
kokenli MKH’lerin (1AS-MKH), fitohemagliitinin ile aktive edilmis T-hiicreleri (PHA-T hiicreleri) lizerindeki
etkisini; hiicre proliferasyonu, apoptoz, sitokin diizeyleri ve regiilatuar T hiicre (Treg) farklilagsmasi agisindan analiz
edilmesi amaglandi.
Gereg ve yontem: Periferik kandan immunoseleksiyon yontemi ile izole edilen T-hiicreleri karakterize edilip PHA
ile uyarildiktan sonra, iAS-MKH’ler ile insertler kullanilarak indirekt yolla 4 giin ko-kiiltiir (transwell) edildi. Kiiltiir
sonrasinda PHA-T-hiicreleri flow sitometri ve ELISA ile hiicre canlilig1 ve proliferasyon, sitokin diizeyleri, Treg-
farklilagmas1 ve apoptotik agidan analiz edildi.
Bulgular: iAS-MKH'lerin; in vitroda ko-kiiltiir edildikleri PHA-T hiicrelerinin sitokin profilini degistirerek, canlilik
ve proliferasyonu azaltarak ve apoptoz ve Treg farklilasmasini indiikleyerek immunosupresif etki gosterdigi
gozlendi.
Sonug: Erken dénemde (prenatal-natal) ve non-invazif tekniklerle eldesi ve atik bir doku olmasi seklinde avantajlart
olan amniyon sivisindaki bu kok hiicrelerin, immunosupresif etkileri oldugu ve ileriye yonelik olarak daha ayrimntili
analizlerle ve in vivo ¢aligmalarla desteklenmesi gerektigi sonucuna varildi.
Anahtar Kelimeler: insan Amniyon Sivisi, Mezenkimal K&k Hiicre, Immunosupresyon.

Abstract
Aim: Mesenchymal stem cells (MSCs) are important in both preclinical researchs and clinical studies due to their
regenerative, immunosuppressive, non-immunogenic, angiogenic, antiapoptotic and antiinflammatory properties.
The discovery of the immunosuppressive property of MSCs has been the subject of recent researches as a new
therapeutic tool for reducing the pathogenic immune response in autoimmune diseases. Harvesting stem cells from
placenta, umbilical cord and amniotic fluid compared with bone marrow and fat-derived MSCs is non-invasive and
its pluripotency capacity is another advantage. In this study we used an in vitro model to study immune response of
human amniotic fluid derived mesenchymal stem cells (hA-MSCs) on phytohemagglutinin (PHA) activated T cells
in respect of cell viability, proliferation, apoptosis, cytokine levels and regulatory T cell (Treg) differentiation.
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Materials and methods: T cells were isolated from blood by immunoselection and it was characterized and
indirectly co-cultured (transwell) using inserts for 4 days. After culture, PHA-T cells were analyzed by flow
cytometry and ELISA for cell viability and proliferation, cytokine levels, Treg differentiation and apoptotic analysis.
Results: It was observed that the PHA-T cells co-cultured with hA-MSCs in vitro showed an immunosuppressive
effect by altering the cytokine profile, decreasing viability and proliferation, and inducing apoptosis and Treg

differentiation.

Conclusion: It was concluded that these stem cells in the amniotic fluid, which has the advantage of being a waste
tissue and obtained by prenatal in a non-invasive method in early period, have immunoregulatory effects and should

be further researched in invivo studies.

Keywords: Human Amnion Fluid, Mesenchymal Stem Cell, Immunosuppression.

1. Giris

Mezenkimal kok hiicreler (MKH), viicudun farkli
dokularindan izole edilebilen multipotent/pluripotent
hiicrelerdir.  Uygun mikrogevrede bu hiicreler;
mezodermal kokenli Kardiyomiyosit, kondroblast ve
osteoblast, endodermal hepatosit wve ektodermal
noronlara farklilagabilmektedir. 1Ilk olarak, kemik
iliginden elde edilmis olsa da; giiniimiizde adipoz doku,
kordon kani, plasenta, gdbek kordonu, amniyon sivisi,
periferik kan, dermis bag dokusu ve iskelet kasindan
izole edilebilmektedir. Belirtilen dokulardan izole edilen
hiicreler, her ne kadar MKH grubuna ait hiicreler olsalar
da hiicresel farklilasma potansiyelleri, gen ekspresyon
profilleri, yiizey belirtegleri ve boliinebilme sayilari
bakimindan farkliliklara sahiptir. Bu  6zellikler
MKH’leri hiicresel replasman tedavisinde
kullanilabilecek tek hiicre grubu yapmaktadir [1-4].

MKH’lerin immunoregiilatuvar etki mekanizmalarini
amaglayan caligmalarda MKH’lerin, T hiicreleri ile
indirekt ko-kiiltiir (transwell kiiltiir) edildiginde,
antiinflamatuvar etki veya tolerant fenotipi tesvik etmek
i¢in dendritik hiicreler (DH), efektor T hiicreleri ve
dogal oldiriicii (NK) hiicrelerinin sitokin salgilama
profillerini degistirdigi bildirilmistir. Arastirmacilar T
hiicreleri ve NK hiicreleri gibi hiicrelerden salinan
interferon-y ve monositlerden salinan interlokin-1 (IL-1)
gibi sitokinler ile MKH’lerin aktive oldugunu ve bu
hiicrelerin interlokin-10 (IL-10) ve interlokin-6 (IL-6)
gibi sitokinleri ve transforme edici biiytime faktori-f
(TGF-B), hepatosit Dbiiyime faktori-p (HGF-p),
indolamin 2,3 dioksijenaz (IDO), prostaglandin E2
(PGE2), insan 16kosit antijen-G (HLA-G) ve nitrik oksit
(NO) gibi ¢oziinen faktorleri salgilayarak inhibitor
etkide bulunduklarini tespit etmistir [5-8]. Suva ve ark.
aktive T hiicrelerin in vitro kosullarda allojenik
MKH'’lere sikica baglandigini, 4 saat icerisinde onlarin
altina goc ettigini (transmigrasyon) ve yaklasik 60 saat
stireyle orada kaldiklarin1 saptamislardir [9]. Bu gog,
MKH-T hiicre temasinin MKH’lerden kaynaklanan
inhibitdr ya da stimiilator sinyal molekiillerinin etkinligi
icin gerekli oldugunu gostermektedir. MKH’lerin T
hiicre etkilesimini saglayan vaskiiler hiicre adezyon
molekiilii-1 (VCAM-1:CD106), intraselliiller adezyon
molekiili-2 (ICAM-2:CD102) ve lenfosit fonksiyon
antijeni-3 (LFA-3) gibi bazi adezyon molekiillerini
sentezlediginin gdsterilmesi, MKH-T hiicre temasinin
nasil gergeklestigini agiklamaktadir [10].

Ik kesfedilen MKH kaynag1 olmas1 ve uzun bir siire tek
MKH kaynagi sanilmasinin da etkisiyle, hakkinda en

uzun siire ve en c¢ok arastirma yapilan kok hiicreler,
kemik iligi kaynakli MKH’lerdir. Ancak elde
edilmelerindeki zorluklar nedeniyle baska kaynaklar
aragtirlldiginda plasenta ve amniyon sivisi, non-invazif
eldesi ve pluripotensi kapasitesi ile dikkat ¢ekmistir.
Amniyotik sivi, gelisen fetustan koken alan embriyonik
ve ekstraembriyonik doku kaynakli g¢esitli progenitor
hiicreleri igermektedir [1-4, 11,12]. Calismalardan elde
edilen verilere gore iAS-MKH’lerin, olduk¢a genis
multipotansiyel ve/veya pluripotansiyel dzelliklere sahip
oldugu ve erigkin kdk hiicreler ile embriyonik kok
hiicreler arasinda bir yerde tamimlanabilecegi
gozlenmistir. iAS-MKH’lerin, ¢ok sayida farkli hiicre
tipine farklilasabildigi, kolay elde edilebildigi ve

¢ogaltilabildigi, timor olusumuna neden
olmayabilecegi, yenidogan g¢ocuk i¢in  genetik
uyumluluga sahip olabilecegi ve eger tedavide

kullanilacaklar ise doku reddi sansinin azalacagim
gosteren bulgular elde edilmistir. iAS-MKH’leri, tim
embriyonik germ tabakalarim1 kapsayacak sekilde
adipojenik, osteojenik, miyojenik, endotelyal, nérojenik
ve hepatik farklilagsma potansiyeline sahip oldugundan,
rejeneratif tip i¢in genis bir potansiyele sahiptir [13-31].
Bu c¢alismada iAS-MKH’lerin  immunosupresif
etkisinden sorumlu  hiicresel immun yanitlarin
molekiiler mekanizmalarimi belirlemek igin bir in vitro
model kullanarak, iAS-MKH’lerin fitohemagliitinin
(PHA) ile aktive edilmis T hiicrelerinin tizerindeki
etkisini hiicre canliligi, proliferasyon, apoptoz, sitokin
diizeyleri ve Treg farklilagmasi agisindan analiz etmeyi
amagladik. Ayn1 zamanda immunolojik hastaliklarin
etiyolojisi ve patogenezinde rol oynayan
mekanizmalarin aydinlatilmasi ile ilgili ¢aligmalara
katki saglamay1 hedefledik.

2. Gereg ve Yontem

Bu c¢alismada, daha Once baska bir arastirma icin
(ESOGU Klinik Arastirmalar Etik Kurulu 80558721-
237/05.08.2015 say1 ve tarihli izni ve ESOGU-BAP
201541E01 no’lu projesi kapsaminda) izole edilip,
karakterizasyon analizleri tamamlanip dondurulmus ve
saklanmig olan iAS-MKH’ler kullanildi. Bu hiicreler
¢oziildiikten sonra canlilik ve proliferasyon ve ylizey
belirtegleri agisindan immunofenotipik olarak analiz
edildi. Tlaveten calismada kullanilacak ikinci hiicre tipi
olan ve daha once yapilan bir caligmada (Kocaeli
Universitesi Girisimsel Olmayan Klinik Arastirmalar
Etik Kurulu izni ve TUBITAK 1088291 nolu proje)
negatif immunoseleksiyon kiti (Human Peripheral
Blood Pan-T Cells, Stem Cell Technologies,
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Vancouver, Canada) ile izole edilip karakterizasyonu
tamamlandiktan sonra dondurularak saklanmis olan T
hiicreleri, canlilik ve proliferasyon ve yiizey belirtecleri
acisindan immunofenotipik olarak analiz edildi.

2.1 Coziilen iAS-MK- ve T-hiicrelerinin flow
sitometrik analizi

iIAS-MK ve T-hiicreleri analiz edilmek istenen ylizey
belirteglerine uygun fluorescein isothiocynate (FITC)-
ve phycoerythrin (PE)-konjuge monoklonal antikorlari
ile sirasiyla CD29, CD90, CD54 ve HLA-A, B, C
(MHC class 1), CD45, RT1B, HLA-DR, DP, DQ (MHC
class Il) ve CD3 (TCR T-hiicre reseptorii) antikorlar ile
isaretlendikten sonra flow sitometride (FACS Calibur,
BD Biosciences, San Diego, USA) okutuldu. Cell Quest
programinda (BD Biosciences, San Diego, USA) analiz
islemleri gerceklestirildi.

2.2 T-hiicrelerinin uyarilmasi ve WST-1 analizi ile
uyarilmanin dogrulanmasi

T hiicreleri, soliisyon kiiltiir flasklarma %10 FBS, 100
U/ml penicillin, 0.1 mg/ml streptomycin ve 200 mM

glutamax (Invitrogen/GIBCO) igeren RPMI-1640
besiyerinde (Invitrogen/GIBCO) ekildi. Besiyerine
uyarmak amaciyla 10 pg/ml mitojen PHA

(Invitrogen/GIBCO) eklenerek 24 saat boyunca inkiibe
edildi. Kontrol grubu i¢in (uyarilmamis T hiicreleri)
hiicreler gerekli miktarda, aym kiiltiir kosullarinda
ekildi ve PHA Dbesiyerine eklenmedi. T hiicre
uyarilmasmin teyit edilmesi igin WST-1 2-(4-
lodophenyl)-3-(4-nitrophenyl)-5-(2,4-disulfophenyl)-
2H-tetrazolium  (WST)-1; Roche Diagnostics,
Mannheim, Germany! | analizine almak tizere kiiltiiriin
sonunda, her bir kuyucukta uyarilmis (PHA-T hiicreleri)
ve uyartmamig (kontrol grubu) T hiicreleri,
1x105/kuyucuk ve her bir kuyucukta 200 ul
besiyeri/medyum olan 96-kuyucuklu petrilere (BD
Labware), her bir gruptan 3 kuyucuk olacak sekilde
(n=3) ekildi. Her bir kuyucuktaki besiyerine 10 pl
WST-1 eklendi. 37°C ve %5CO02’te, 4 saat karanlikta
inkiibe edildi. Orneklerin optik dansite (OD) degerleri,
mikroplaka enzyme-linked immunosorbent assay
(ELISA) okuyucuda (BIOTEK ELx808IU, Winooski,
Vermont, USA) 480 nm dalga boyunda 6l¢iildii.

2.3 IAS-MKH’ler ile PHA-T hiicrelerinin indirekt
ko-kiiltiir/transwell deneyleri

PHA-T hiicreleri 6-kuyucuklu petrilerde yalmz (kontrol)
ya da iAS-MKH’ler ile 1:1 oraninda indirekt yolla
(MKH-T hiicre temasi olmaksizin) ko-kiiltiir (transwell
kiiltlir) edildi. Ayn1 besiyerini kullanan iki hiicre kiiltiirti
odacig1 elde etmek amaciyla 2 odacik, 0.4 pum por
caplarina sahip olan yari-gegirgen bir membran olan
transwell insertler (kiltir ara bdlmeler) (BD
Biosciences) kullanilarak birbirinden ayrildi. Oncelikle
iAS-MKH’ler, 6-kuyucuklu petrilere 3x105/kuyucuk
hiicre olacak sekilde ekildi ve yapigsmasi igin 24 saat
inkiibe edildi. 24 saat sonra, kuyucuklardaki iAS-
MKH’lerin iizerine 0.4 pum c¢apinda porlara sahip
membranlar igeren transwell insertler yerlestirildi.
Insertlerin iizerine esit sayida (1:1 oraminda) PHA-T
hiicreleri ekildi ve 4 giin siireyle inkiibe edildi. Yalnizca
uyarilmis T hiicresi igeren kuyucuklara (kontrol grubu,

n=3) esit sayida T hiicresi eklendi. Her deney grubu i¢in
4 giinliik ko-kiiltiirlin sonunda, analizin tiiriine gore T
hiicreleri ya da besiyerleri WST-1 ve kaspaz-3 analizleri
icin ELISA ve flow sitometri ydntemlerine uygun
olarak toplandi. Toplanan 6rnekler, analizin tiiriine gore
degerlendirilmek tizere taze ya da daha sonra analiz
edilmek icin uygun kosullarda dondurularak saklandi.
Her deney 3 kez tekrarlandi.

Indirekt ko-kiiltiir/transwell sonras1 analizler

PHA-T hiicre canlilik ve proliferasyon analizleri
WST-1. iAS-MKH’ler ile transwell kiiltiir sonrasi
4.giinde T hiicrelerinin canlilignt ve proliferasyon
analizleri WST-1 kiti (Roche Diagnostics) kullanilarak

yapildi. WST-1 analizi yukarida anlatildigi gibi
gerceklestirildi.

Flow Sitometri. iAS-MKH’ler ile transwell kiiltiir
sonrast  4.giinde T  hiicrelerinin  canlilifn  ve

proliferasyonunu  belirlemek igin CD4 ve CDS§
antikorlar1 ve onlarin izotipik kontrollerinin ekspresyon
yiizdeleri flow sitometride (FACS Calibur, BD
Biosciences) okutuldu. Cell Quest programinda (BD
Biosciences) analiz iglemleri gergeklestirildi.

2.4 PHA-T hiicrelerinde apoptoz analizi
Immunofloresan (IF) analizi. Hiicresel belirtegleri
tanimlamak i¢in PHA-T hiicreleri chamber slide’lara (8-
kuyucuklu kiiltiir lamelleri; BD Biosciences) ekildi ve
daha oOnce tanimlandigi gibi aktif kaspaz-3 ile
isaretlenerek IF olarak analiz edildi [32,33]. Kisaca IF
analizleri i¢in PHA-T hiicreleri soguk metanolde (Carlo
Erba Reactifs, Val-De-Reuil Cedex, France) fikse
edildi. %0,025 Triton X-100 (Merck, Darmstadt,
Germany) ile permeabilize edildikten sonra non-spesifik
IgG  baglanmalarint  baskilamak igin  PBS’te
(Invitrogen/GIBCO) hazirlanmis %1.5’luk normal goat
blok serumunda (Santa Cruz  Biotechnology,
Heidelberg, Germany) inkiibe edildi. Hiicreler
yikandiktan sonra biotin isaretli goat anti-rabbit 1gG
(Millipore, Billerica, MA, USA) ile inkiibe edildi ve
ardindan aktif kaspaz-3 primeri (anti-caspase 3-cleaved;
Millipore) ile bir gece inkiibe edildi. Ardindan uygun
fluorescein isothiocyanate (FITC)- ya da Texas Red-
(Santa Cruz) isaretli sekonder antikorlar ile inkiibe
edildi. Hiicreler tekrar yikandiktan sonra 4',6-diamidino-
2-phenylindole (DAPI, Santa Cruz) igeren kapatma
medyumu ile preparatlar lamel ile kapatildi. Herbir
deney icin rastgele secilmis alanlarda 500°er hiicre
sayildi. Bu islem ti¢ kez tekrarland1 (n=3). Apoptotik
hiicrelerin orani; apoptotik hiicre sayisi, toplam hiicre
sayisina  boliindiikten sonra 100 ile c¢arpilarak
hesaplandi.

2.5 PHA-T hiicrelerinin sitokin ekspresyon profili
2.5.1 Transwell Kkiiltiir supernatantlarimin ELISA
analizi. iIAS-MKH’ler ile transwell kiiltir edilen T
hiicrelerinin besiyerinden kiiltiiriin 4. giiniinde alinan
ornekler (supernatant/kondisyonel medyum), PHA-T
hiicrelerinden salgilanan sitokin (TGF-p ve IL-4)
diizeylerinin kantitatif tayini i¢in toplandi. Bu analizler
ELISA kiti (Invitrogen/GIBCO) ve ELISA okuyucu
(BIOTEK ELx808IU, Winooski, Vermont, U.S.A)
kullanilarak daha 6nce tanimlandig1 gibi gerceklestirildi

315



[32]. Sitokin diizeyleri monokromator —sistemli
mikroplaka okuyucu (BIOTEK ELx808IU, USA)
kullanilarak {iretici firmanmn o6nerileri dogrultusunda

olgiildii.
252 PHA-T hiicrelerinin Treg belitecleri
(CD4+CD25+Foxp3) acisindan flow sitometrik
analizi

IAS-MKH’ler ile transwell kiiltiir ve yalmz kiltir

sonrast PHA-T hiicrelerinden farklilasan Treg
hiicrelerinin yiizdesi, panel belirtegleri
[CD4+CD25+Foxp3] ile flow sitometride analiz

edilerek belirlendi. Hiicreler, belirlenen hiicre yiizey
belirteglerine 6zel -FITC, -PE ve PerCP konjuge
monoklonal antikorlar ve uygun izotip kontrolleri ile
oda 1sisinda, karanlikta 45 dk inkiibe edildi. Inkiibasyon
sonrast yikama soliisyonu (%0.1 sodyum azide iceren
PBS) eklendi ve 5 dk, 1300 rpm’de santrifiij edildi.
Hazirlanan hiicre siispansiyonlar1 flow sitometride
okutuldu ve analizi BD CellQuest software programi ile
yapildi.

2.6 istatistiksel degerlendirme

Her deney en az ii¢ kez tekrarlandi. Elde edilen veriler
ortalama £SD olarak degerlendirildi. Veriler, Student T-
test kullanilarak degerlendirildi. Calisma ve kontrol
gruplar1 arasindaki farklar i¢in anlamlilik diizeyi p<0.05
istatistiksel olarak anlamli sayildi.

3. Bulgular

Coziilen iAS-MK ve T hiicrelerinin dondurma sonrasi
toluidin blue ile canlilik analizleri yapildiginda
hiicrelerin swrastyla; %98.8 ve %97.8 oranlarinda
canlilik gosterdigi belirlendi. Yapilan immunofenotipik
analizlerde iAS-MKH’lerin tigiincii pasajda (P3) CD29
(%96.64), CD54 (%99.89), CD90 (%86.29), ve HLA-A,
B, C (MHC class I) (%74.88) agisindan pozitif
ekspresyon gosterirken; CD45 (%0.94), RT1B (%4.56),
HLA-DR, DP, DQ (MHC class II) (%0.74) agisindan
negatif oldugu; T hiicrelerinin ise %90.31 oraninda CD3
pozitif oldugu belirlendi (Tablo 1).

Tablo 1: iAS-MKH’lerin (liglincii pasaj, P3)
immunofenotipik 6zelliklerinin flow sitometrik analizi.

Antikor/Belirte¢c Adi :QS];le\gI;I;I’lerm
CD29 % 96.64

CD54 % 99.89

CD90 % 86.29

MHC | % 74.88

CD45 % 0.94

RT1B % 4.56

MHC 11 %0.74

CD3 % 90.31

Coziilen iAS-MKH’lerin invert mikroskopta yapilan
giinliitk morfolojik incelemelerinde, MKH hiicrelerine
0zgii fibroblastik ya da yildizs: sekilli hiicrelerin biiyiik
ve eksantrik yerlesimli bir niikkleusa sahip oldugu izlendi
(Sekil 1).

e

MR T 3 NI G S R LN = o
Sekil 1. Kiiltiirdeki iAS-MKH’lerin morfolojik
goriiniimleri. a- Pasaj (P) 0, 3.giin. b-iIAS-MKH’ler PO,
4.giinde genis, yassilasmis veya fibroblast-benzeri
morfoloji gosteriyordu. c- iIAS-MKH’ler PO, 7.giinde
%70  konfluensi  gdsteriyordu.  iAS-MKH’lerin
fibroblastik, igsi ve uzantili yapilart belirgin olarak
goriinmektedir. Skala bar: 100pm.

Ko-kiiltiir ¢aligmalar1  Oncesinde, insan periferik
kanindan negatif immunomagnetik separasyon teknigi
ile izole edilen uyarilmamis T hiicreleriyle (Sekil 2),
PHA ile uyarilan T hiicrelerinin (Sekil 3), karsilastirmali
olarak WST-1 testi ile absorbans degerleri analiz
edildiginde; canlilik ve proliferasyonlarinda artig

(p>0.05) oldugu gozlendi (Sekil 4) (Deney 3 kez
tekrarlandr).

Sekil 2. Insan periferik  kanindan  negatif
immunomagnetik separasyon teknigi ile izole edilen
uyartlmamis T hiicrelerinin ko-kiiltiir Oncesi invert
mikroskoptaki goriintiisii. Skala bar: 50 pm.

Sekil 3. Ko-kiiltiir éncesi hazirlik igin insan periferik
kanindan izole edilip PHA ile 24 saat boyunca uyarilan
T hiicrelerinin invert mikroskoptaki  goriintiisii.
Uyarilma sonrasi sferik sekilli koloniler oluturan T
hiicrelerinin morfolojilerinin sabit olmadigi, degistigi ve
yapilarinda sitoplazmik uzantilar olustugu go6zlendi.

Skala bar: 20 pm
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Sekil 4. Ko-kiiltiir 6ncesinde, T hiicrelerinin PHA ile
uyarilmasmin dogrulanmasi i¢in WST-1 ile canlilik ve
proliferasyon analizi. WST-1 analizine gére periferik
kandan izole edilen ve PHA ile uyarilan T hiicrelerinin,
uyarilmamig T hiicreleri (kontrol) ile
karsilagtirildiginda, canlilik ve proliferasyonlarinda artis
(*p>0.05) tespit edildi (Deney 3 kez tekrarlandi).

Ko-kiiltiir ~ deneyinin sonunda (4. giin) yapilan
immunofenotipik analizde; yalmiz PHA-T hiicreleri
(kontrol), transwell kiiltiirdeki PHA-T hiicreleri ile
karsilagtirildiginda;  transwell  kiiltiirdeki PHA-T
hiicrelerinde ekprese olan CD4 ve CD8 % diizeylerinde,
direkt kiiltir yapilan PHA-T hiicrelerindekine gore
azalma (p>0.05) saptandi (Sekil 5) (Deney 3 kez
tekrarlandi).

L @ PHA-T hiicreleri

w Transwell
To

%

CcD4 cDs
Sekil 5. Ko-kiiltiir sonrasi, iAS-MKH’lerle transwell
kiiltiir edilen PHA-T hiicrelerinin, 4 giin flow sitometri

ile fenotiplerin tanimlanmast ve degisimleri. Ko-
kiiltiirtin 4. giinlinde iAS-MKH’lerle transwell kiiltiir
edilen PHA T-hiicrelerinde, yalmz kiltir edilenlere
gore CD4 ve CD8 ekspresyon seviyeleri belirgin sekilde
(n=3, ort£SD, *p>0.05) azaldi. (Deney 3 kez
tekrarlandi).

4. glinde immunofloresan yontemle aktif kaspaz-3
(kirmiz1) ile boyanan yalmz PHA-T hiicrelerinin
(kontrol) %40.74’tinde (p<0.01) apoptoz tespit edildi. 4.
giinde immunofloresan yontemle aktif kaspaz-3
(kirmiz1) ile boyanan transwell Kkiiltiirdeki PHA-T
hiicrelerinin  %73.26’sinda  (p<0.01) apoptoz tespit
edildi. (Sekil 6, 7 ve 8).

Sekil-6. Ko-kiiltiir sonrasi, aktif kaspaz-3 ile isaretlenen
yalmiz PHA-T hiicrelerinin apoptotik analizi. Ko-
kiiltirin 4. gliniinde aktif kaspaz-3 (kirmizi) ile
immunofloresan isaretlenen yalniz PHA-T hiicrelerinin
(kontrol)  %40.74’iinde  apoptoz  tespit  edildi.
Cekirdekler, DAPI ile isaretlendi (mavi). Skala bar: 100

pm.

Sekil 7. Ko-kiiltiir sonrasi, aktif kaspaz-3 ile isaretlenen
iAS-MKH’lerle transwells kiiltiiri yapilan PHA-T
hiicrelerinin apoptotik analizi. Ko-kiiltlirliin 4. giinlinde
aktif kaspaz-3 (kirmizi) ile immunofloresan isaretlenen
iIAS-MKH’lerle transwell kiiltiir edilen PHA-T
hiicrelerinin ise %73.26’sinda apoptoz tespit edildi.
Cekirdekler, DAPI ile isaretlendi (mavi). Skala bar: 100
pm.

@ PHA-T hiicreleri

w Transwell

Kaspaz-3

4. giin
Sekil 8. Ko-kiiltiir sonrasi, aktif kaspaz-3 ile isaretlenen
iIAS-MKH’lerle transwells kiiltiirii edilen ve edilmeyen

(kontrol) PHA-T hiicrelerinin apoptozunun
kargilagtirtlmasi. Ko-kiiltiiriin 4. giliniinde transwells
kiiltiir edilen PHA-T hiicrelerinde apoptoz, yalniz kiiltiir
edilenlere (kontrol) gore belirgin bir sekilde indiiklendi
(n=3, ort = SD, **p<0.01).

Yalniz PHA-T (kontrol) ve transwell kiiltir PHA-T
hiicrelerinin IL-4 ve TGF-B ekspresyon seviyeleri 4.
glinde kantitatif olarak ELISA yontemiyle ol¢iildii.
Yalniz PHA-T hiicreleri IL-4 ve TGF-f sitokin
diizeyleri bakimindan kiyaslandiginda; yalmiz PHA-T
hiicrelerindeki I1L-4 (p<0.001) ve TGF-B (p>0.05)
seviyeleri transwell kiiltiirdeki PHA-T hiicrelerine gore
artis gosterdi (Sekil 9). (Deney 3 kez tekrarlandr).
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Sekil 9. Ko-kiiltiir sonrasi, yalmiz PHA-T hiicreleri
(kontrol) ile iAS-MKH’lerle transwell kiiltiir edilen
PHA-T hiicrelerinin siipernatan besiyerlerinde ELISA
analizi ile sitokin degisikliklerinin karsilastiriimasi. Ko-
kiiltiiriin 4. giiniinde transwells kiltiir edilen PHA-T
hiicrelerinde anti-inflamatuvar sitokinler olan IL-4
(***p<0.001) ve TGF-B (*p>0.05) salgisi, yalmz
(kontrol) kiiltiir edilenlere gore belirgin sekilde artti
(n=3, ort = SD, ***p<(0.001, *p>0.05). (Deney 3 kez
tekrarlandi).

PHA ile uyarilmis ve transwell kiiltiirdeki T hiicreleri,
flow sitometrik aktivasyon belirtecleri ile analiz edildi.
4. ginde yalmz PHA-T hiicreleri (kontrol) ile
karsilastirdigimizda; yalmz  PHA-T  (Kontrol) ve
transwell kiiltirdeki PHA-T hiicrelerinin Treg hiicre
(CD4+CD25+FoxP3) % ekspresyon diizeylerinde artis
(p>0.05) oldugu saptandi (Sekil 10). (Deney 3 kez
tekrarlandr).

70 w PHA-T hiicreleri

o * u Transwells
50
40
30
20
10
0 - |
CD4
Sekil 10. Ko-kiiltiir sonrasi yalmiz PHA-T hiicreleri

cD25 FoxP3

(kontrol) ile iAS-MKH’lerle transwell kiiltlir edilenT
hiicrelerinin flow sitometri ile Treg hiicre farklilasma
(CD4+CD25+FoxP3) analizi. Ko-kiiltiirin 4. giiniinde
transwell kiiltiirdeki T hiicrelerinin Treg belirteg
(CD4+CD25+FoxP3) ekspresyonu, yalmz PHA-T
hiicrelerine gore belirgin derecede artmisti (n=3, ort +
SD, *p>0.05). (Deney 3 kez tekrarlandi).

%o

4. Tartisma ve Sonu¢

Giintimiizde kok hiicreler, birgok hastaligin tedavisinde
kullanilmaya baglanmustir. Ozellikle insan kemik iligi
kaynakli  hematopoetik  kok  hiicreler, yillardir
hematolojik malignensilerin tedavisinde yaygin olarak
kullanilmaktadir. Ancak kemik iligi az miktarda ve
invazif yolla elde edilebildigi i¢in alternatif kok hiicre
kaynaklarmin bulunmast zorunludur. Dogum sonrasi
elde edilen insan amniyotik sivisi, elde edilmesi

sirasinda invazif bir girisim gerekmemesi, zaten
dogumdan sonra atilacak bir kaynaktan elde edilmesi ve
zengin bir kok hiicre kaynagi olmasi ile dikkat ¢eken
amniyon sivist kaynaklit MKH’lerin, siiflandirilmasi ve
terapOtik amacli kullanilabilmeleri i¢in biyolojilerinin
daha fazla arastirilmast gerekmektedir. Son yillarda,
iIAS-MKH’lerin (stromal) gelisimsel plastisitesi ve
terapotik potansiyeline olan ilgi biiylik oranda artmustir.
K&k hiicre kaynagi olarak amniyon sivisinin énemi; bol
miktarda, pratik ve otolog hiicre replasmani
yapilabilmesi agisindan ¢ekici bir dondr doku kaynag:
olmasidir. Cesitli ¢aligmalarla, amniyon sivisindaki
MKH’lerin, in vivo ve in vitro multipotent/pluripotent
gelisimsel bir plastisite gosterdigi belirlenmistir. Uygun
kiiltir kosullar1 saglanarak MKH’lerin osteoblast,
adiposit ve  kondrositlere  farklilasmak  {izere
indiiklenebildikleri pek ¢ok arastirma ile ortaya
koyulmustur. Amniyotik stvi, MKH’lerin yani sira
gelisen fetustan koken alan cesitli tipte hiicreler
icermektedir [1,2]. Bu heterojen populasyon iginde
adipoz, kas, kemik ve ndronal yonde farklilagsmis
hiicreler yer almaktadir [3,4,11,12]. Morfolojik olarak,
MKH’ler farklilasmamis doénemlerinde igsi sekilli ve
fibroblastlara benzer 6zellik sergilemektedir. Grzesiak
ve ark.’nmin (2011) yaptigi c¢alismada koyun adipoz
kokenli MKH’lerin, izolasyondan bir giin sonra
yuvarlak, eksantrik niikleuslu ve diigiik
niikleus:sitoplazma oranima sahip oldugu gosterilmistir

8.

[Ik kez Fridenshtein tarafindan kemik iliginden izole
edilen, kemik ve adipoz hiicrelerine farklilasan ve

fibroblastlara benzer hiicreler olarak tanimlanan
MKH’lerin, minimum karakteristik  6zelliklerinin
kemik, adiposit, hepatosit, kikirdak, sinir, kas

hiicrelerine farklilagabilen, multipotent Ozellikte ve
hematopoietik olmayan hiicreler oldugu rapor edilmistir
[1]. Fenotipik olarak MKH’ler CD29, CD73
(SH3/SH4), CD44, CD90, CD105, CD166 belirteclerini
eksprese ettikleri, fakat CD11b, CD14, CD31, CD45
hematopoetik belirtegcleri ve HLA-DR’yi eksprese
etmedikleri bildirilmistir [5]. Son zamanlarda yapilan
caligmalar, erigkin kok hiicrelerin proliferasyon ve elde
edildigi dokunun farklilasmis hiicrelerini olusturabilme
yeteneginin, daha Onceki diigiincelerin aksine, daha
esnek oldugu ve iligkili olmadig1 dokulardaki hiicreleri
de olusturabildigi gézlenmistir [13,14].

Caligmamizda daha Once karakterizasyon analizleri
yapilan ve MKH karakterinde oldugu belirlenen
hiicreler, dondurma-¢dézme prosediiriiniin  negatif
etkilerini elemine etmek i¢in, canlilik ve proliferasyon,
morfolojik ve immunofenotipik agidan analiz edildi.
Yapilan analizler sonucunda ¢6ziilen hiicrelerin hem
yiiksek oranda canlilik gosterdigi, hem de morfolojik ve
fenotipik 6zelliklerinin MKH karakterinde oldugu [34]
ve bu sonuglarin dondurma Oncesi analizler ile benzer
oldugu belirlendi. Calismada kullanilacak ikinci tip
hiicre olan T hiicrelerinin de ayn1 dogrulama analizleri
ile yliksek oranda canlilik ve T hiicre karakterinde
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olduklart [32,33] ve dondurma Oncesi analizleri ile
benzerlik gosterdigi belirlendi. Coziilen iAS-MK ve T
hiicrelerinin dondurma sonras: Toluidin blue ile canlilik
analizleri yapildiginda hiicrelerin sirasiyla %98.8 ve
%97.8 oranlarinda canlilik gosterdigi belirlendi. Yapilan
immunofenotipik analizlerde iAS-MKH’lerin {iglincii
pasajda (P3) CD29 (%96.64), CD54 (%99.89), CD90
(%86.29) ve HLA-A, B, C (MHC class 1) (%74.88)
acisindan  pozitif ekspresyon gosterirken; CDA45
(%0.94), RT1B (%4.56), HLA-DR, DP, DQ (MHC
class 1II) (%0.74) agisindan negatif oldugu; T
hiicrelerinin ise %90.31 oraninda CD3 pozitif oldugu
belirlendi. Sonugta, uyarilmamis T hiicreleri (kontrol)
ile karsilastirdigimizda, uyarilmig T hiicrelerinde
uyarilmaya bagl olarak proliferasyon artisi tespit edildi.
Boylece izole ettigimiz ve PHA ile uyardigimiz T
hiicrelerinin indirekt ve direkt ko-kiiltiir deneylerimizde
kullanilmaya hazir oldugunu belirlemis olduk.

Son yillarda yapilan ¢alismalar sonucunda MKH’lerin,
immun sistem hiicrelerinden dendritik hiicre (DH)
maturasyonunu, T hiicre, B hiicre ve NK hiicre
fonksiyonunu inhibe etme ve Treg hiicrelerini
indiikleme yoluyla, 6zellikle graft versus host hastalig
(GVHH) basta olmak {izere birgok immun hastaligi
Onleme/tedavi etme yetenegi ortaya c¢ikarilmistir. Birgok
farkli raporda, insan kemik iligi, adipoz doku, Wharton
jeli, kordon kani, plasenta ve amniyon sivisi kaynakli
MKH’lerin uyarilmig T hiicre yamitin1 baskiladigi
gosterilmistir [35]. Bu raporlara genel olarak bakarsak
farkli deney kosullarina bagli olarak farkli sonuglar elde
edilmistir. Bu calismada iAS-MKH’lerin
immunosupresif etkisinden sorumlu hiicresel immun
yanitlarin molekiiler mekanizmalarini belirlemek igin
bir in vitro model kullanarak, iAS-MKH’lerin
fitohemagliitinin ile aktive edilmis T hiicrelerinin
izerindeki etkisini; hiicre canliligi, proliferasyon,
apoptoz, sitokin diizeyleri ve Treg farklilagmasi
acisindan analiz etmeyi amagladik.

Elde ettigimiz olumlu sonuglara goére; iAS-MKH’lerin
fitohemagliitinin ile aktive edilmis T hiicreleri {izerinde
immunoregulatuvar etkileri olabilecegini diisiindiik. Bir
¢ok in vitro ve in vivo c¢alismada MKH’lerin
immunoregulatuvar etkisini; IFN-y, 1L-2, IL-12 ve
TNF-o gibi T helper 1 (Th1) kaynakli pro-inflamatuvar
sitokinlerin tiretimini inhibe ederek IL-4, IL-6, IL-10 ve
IL-13 gibi T helper 2 (Th2) kaynakli anti-inflamatuar
sitokinlerin iiretimini ve Treg hiicre farklilagsmasini ise
indiikleyerek gosterdigi bildirilmistir [36]. Bugiin hala
MKH’lerin immunoregulatuvar etki mekanizmasi tam
olarak aydmlatilamamis olsa da, muhtemelen hem
hiicre-hiicre kontagi hem de MKH’lerden salinan ve
parakrin etkili HLA-G, HGF-B, ICAM-1, IDO, IL-4, IL-
6, IL-10, IL-13, PGE2, TGF-B ve VCAM-1 gibi
coziinlir faktorlerle gerceklestigi bildirilmistir. Ayrica
bu faktorlerin T hiicre ve NK hiicrelerinden salinan
IFN-y, TNF-a, IL-1-a ve IL-1-B gibi sitokinler
tarafindan uyarilan MKH’lerden salgilandig1
belirlenmistir [37]. Sonuglarimizda iAS-MKH’lerin

PHA-T hiicre regulasyonunda; PHA-T hiicreleri ile
transwell kiiltir edilen iAS-MKH’lerindeki IL-4 ve
TGF-B sekresyon diizeylerinde artis saptandi. Ote
yandan, 4. giinde yalmiz PHA-T hiicre (kontrol) ile
kargilagtirdigimizda;  transwell  kdltiirdeki PHA-T
hiicrelerinde IL-4 (p<0.001) ve TGF-B (p>0.05)
sitokinlerinin sekresyon diizeylerinin arttig1 gézlendi.

In vitro calismalar antijen sunan hiicrelerin aktivasyonu
ve maturasyonu lizerinde MKH’lerin inhibitor etkisinin
JAK/STAT sinyallesmesini aktive ederek
gerceklestirebilecegini gostermistir [38]. Sonug olarak,
daha o6nce MKH’lerin PHA ile uyarilmis T hiicre
farklilasmasi, proliferasyonu, canliligi ve sitokin
salmimlar1 tizerine supressif etkisi bildirilmistir [39].
Caligmamizda iAS-MKH’lerin T hiicre supresyonunu;
PHA-T hiicrelerinden IL-lo, IL-2, IL-12B, IFN-y ve
TNF-a gibi pro-inflamatuvar sitokin ekspresyonunu
inhibe ederek, ayni zamanda T hiicre apoptozu, Treg

hiicre farklilagmast  ve IL-4 ve TGF-B
ekspresyonunu/sekresyonunu  arttirarak  sagladigini
izledik. Bulgularimiza dayanarak iAS-MKH’lerin

gosterdigi bu regulatuvar etkilerin, PHA-T hiicreleriyle
transwell kiiltiir edildiklerinde, MKH’lerden salgilanan
TGF-B1 ve IL-4 faktorleriyle gerceklestirilebilecegini
diisiindiik.

Immun yamtin dikkatli bir sekilde dengelenmesi;
immun efektér hiicrelerin gelisimini, gociinii ve
fonksiyonunu yonlendiren sitokinlerin hareketleriyle
saglanir. TGF-B, IL-6 veya IL-2'nin varlifina bagh
olarak Thl7 veya Treg hiicrelerinin farklilagmasin
destekleyebilir. Bu kosullarin her biri Th2 hiicrelerinin
geligimini baskilar. Aksine, IL-4 Th2 gelisimini tegvik
eder ve Th17 veya Treg farklilagmasini baskilar [40].
Cesitli aragtirmalarda Treg hiicrelerinin  otoimmun
hastaliklara  karsi  koruyucu oOzellikte olduklari
agiklanmustir [41]. In vitro ¢aligmalara gére MKH’lerin
Treg hiicre ekspresyonlarini/farklilagmalarini
indiikledigi MKH/T hiicre ko-kiiltiir sistemlerinde
bildirilmistir [42]. Bu ¢aligmada 4. giinde yalniz PHA-T
hiicreleri (kontrol) ile karsilastirdigimizda; yalniz PHA-
T (kontrol) ve transwell kiiltiirdeki PHA-T hiicrelerinin
Treg hiicre (CD4+CD25+FoxP3) % ekspresyon
diizeylerinde artis (p>0.05) oldugu saptandi.

Plumas ve ark. MKH’lerin, PHA ile uyarilan T hiicre
proliferasyon ve inhibisyonunu apoptozu indiikleyerek
gergeklestirdigini, ancak ayni etkiyi dinlenme halindeki,
aktiflenmemis hiicrelerde gostermedigini agiklamustir.
Bu arastirmacilar MKH varliginda aktive T hiicrelerinin
apoptototik bir mekanizma ile o&ldiiklerini karigik
lenfosit reaksiyon sisteminde tespit etmistir [43]. Bu
calismada, iAS-MKH’lerin PHA-T hiicre apoptozunu
o6nemli oranda indiikledigini (p<0.01) ve ilk 24 saatte
gergeklesen bu apoptozu iAS-MKH’lerin tetikledigini
transwell kiiltiir sisteminde tespit ettik. Hiicre-hiicre
kontagimmin  yanisira muhtemelen  6zellikle 1AS-
MKH’lerden salman HGF-B1, TGF-f1, ICAM-1,
VCAM-1, IL-4, IL-6, IL-6R IL-10 ve IL-13 gibi baz1
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molekiiler sinyallerin ve ¢oziiniir faktdrlerin PHA-T
hiicre apoptozunda rol oynadigini diisiinmekteyiz.
Deneylerimizin sonucu olarak, iAS-MKH’lerin PHA ile
uyarilmig T-hiicreleri iizerinde, MKH’lerde oldugu gibi,
immunoregulatuvar 6zellikler gosterdigini tespit ettik.
Dolayistyla gelecekte amniyon sivisi kaynakli kok
hiicrelerin, basta GVHH tedavisi olmak iizere tiim
otoimmun ve/veya alloimmunite hastalarinin
tedavisinde, rejeneratif tipta, doku/organ
miihendisliginde ve kemik iligi engraftmanlarinda
alternatif bir kaynak olabilecegini diisiinmekteyiz. MKH
karakteristiginde olmalar1 ve bunun sonucu olarak
immunoregulatuvar olmalari, immun hasarin
supresyonu ve modulasyonunda Onemli aktorler
olabilecekleri diisiincemizi desteklemektedir. Ancak bu
cok genis kapsamli ¢aligmamizin yeni yapilacak ilave
analizler igeren c¢aligmalarla desteklenmesi ve in vitro
kosullarda gergeklestirdigimiz ¢alismamizin in vivo
hayvan deney modellerinin yapilmasi1 gerektigi
diistincesindeyiz.
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