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OZET

Bashk: Wharton Jeli Kokenli Mezenkimal Kok Hiucrelerin  (iWJ-

MKH’lerin) Immiinomodulatuvar Ozellikleri

Amacg: Bu tez c¢alismasinin amaci, hem potensi hem de allojenik
kullanimlari ile 6n plana ¢ikmis olan iWJ-MKH'lerin immunosupresif etkinligini
artirmak i¢in immiinregiilasyonda gorev alan matur miRNA-181a’y1 transfekte
etmek ve transfeksiyonun etkisini, in vitro bagisiklik sistemi modeli olan insan

pan T hicre modelinde analiz etmektir.

Yodntem: Bu tez ¢calismasinda miRNA transfekte iWJ-MKH’lerle ko-kultiir
sonrasi T hiicre yaniti; canlilik ve proliferasyon (CCK8), apoptosis (AnnexinV-PlI
yontemi) ve hiicre siklusu degisimi (flow sitometrik hiicre siklusu analizi), anti-
ve pro-inflamatuar sitokinler (TGF-betal, IL-6, TLR-4 ve STATL), regilatuar T-
hlcre (Treg) (CD4+CD25+Foxp3+), T-bet ve T hiicre belirte¢/gen ekspresyonlari
(CD3,CD4, CD45, CD4+CD8 ve CD69) uzerindeki etkisi analiz edildi.

Bulgular: PHA-M ile aktive edilmis T Ilenfositlerinde faz konstrat
mikroskopu ile belirgin ve canlilik orani yiiksek koloni olusturma yetenekleri
gosterildi. Hem miRNA transfekte edilmis hem de edilmemis iWJ-MKH’lerin 4.
giinde apoptotik etki gostermedigi iistelik apoptozun azaldig: tespit edildi. Hiicre
siklusu analizinde 4. giinde yalniz T hiicreleri ile karsilastirdigimizda MKH’ler ile
ko-kultur edilen T hiicrelerinde proliferasyon ve apoptozun azaldigi ve miRNA
transfekte MKH’ler ile ko-kultir edilenlerde ise proliferasyonun azaldigi ve
apoptozun arttigi (¥*p<0.05) belirlendi. Her iki ko-kdltir grubunda da T hiicre
belirteclerini eksprese eden T hiicre %’sinin azaldigi belirlendi. TGF-beta gen
ekspresyonu azalmigken kokiiltiir besiyerindeki hem MKH hem Treg’den
sekreyonunun artti1 ve Tbet hiicre populasyonunun artmasina ragmen salgisi olan
IFN-gama sekreyonunun ise azaldigi belirlendi. MKH’lerde miRNA
transfeksiyonunun, T hicre proliferasyon, apoptoz ve Treg ve T-bet

populasyonunu arttirdig1 gézlemlendi.

Sonug: miR-181a transfeksiyonunun MKH’lerin immunsupresif etkilerini
IL-6, STAT-1 ve DUSP5 genleri ve TGF-beta ve IFN-gama sitokinleri yoluyla
diizenledigi sonucuna varildi. Bu proje TUSEB A2 31858 nolu projesi ile

desteklenmistir.



Anahtar Kelimeler: Wharton Jeli, Mezenkimal kok hiicre, Imminosupresyon
mikroRNA-181a.



ABSTRACT

Title: Immunomodulatory Properties of Wharton Jelly-derived Mesenchymal
Stem Cells (iIWJ-MSCs)

Objective: The aim of this thesis is to transfect mature miRNA-181la
involved in immunoregulation to increase the immunosuppressive efficacy of
IWJ-MSCs, which have come to the forefront with both their potency and
allogeneic use, and to analyze the effect of transfection in the human pan T cell

model, an in vitro immune system model.

Methods: In this thesis, T cell response after co-culture with miRNA
transfected iWJ-MKC:s; viability and proliferation (CCKS8), apoptosis (AnnexinV-
Pl method) and cell cycle change (flow cytometric cell cycle analysis), anti- and
pro-inflammatory cytokines (TGF-betal, IL-6, TLR-4 and STAT1), regulatory T-
cell (Treg) (CD4+CD25+Foxp3+), T-bet and T-cell marker/gene expressions
(CD3, CD4, CD45, CD4+CD8 and CD69) were analyzed..

Results: PHA-M activated T lymphocytes were shown to be capable of
forming distinct and highly viable colonies by phase-constrate microscopy. Both
miRNA-transfected and non-miRNA-transfected iWJ-MSCs did not show
apoptotic effect on day 4 and apoptosis was decreased. In cell cycle analysis,
proliferation and apoptosis were decreased in T cells co-cultured with CCPs and
proliferation was decreased and apoptosis was increased (*p<0.05) in those co-
cultured with miRNA transfected CCPs compared to T cells alone on day 4. The
percentage of T cells expressing T cell markers decreased in both co-culture
groups. While TGF-beta gene expression was decreased, its secretion from both
MSCs and Tregs in coculture medium increased and IFN-gamma secretion
decreased despite the increase in Thet cell population. It was observed that
miRNA transfection increased T cell proliferation, apoptosis and Treg and T-bet
populations in CRCs.

Conclusion: It was concluded that miR-181a transfection regulates the
immunosuppressive effects of CCPs through IL-6, STAT-1 and DUSP5 genes and
TGF-beta and IFN-gamma cytokines. This study was financially supported by
grants (YL A2 31858) Turkish Institutes of Health (TUSEB).



Keywords: Wharton Jelly, Mesenchymal Stem cell, immunosupression,
mikcoRNA-181a
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1. GIRIS VE AMAC

Immiinolojik  hastaliklarda; proinflamatuar sitokinlerin ~ dolasimdaki
seviyelerindeki ani akut artisindan kaynaklanan “sitokin firtinas1” ve yasadigimiz
COVID-19 pandemisinde de tecriibe edildigi gibi oliimciildiir. MKH ile yapilan
preklinik ¢alismalar, MKH'lerin asir1 immun yanitlarin tedavisinde klinik faz
calismalarin yapilmasin1 ve GvHD'nin tedavisinde kullaniminin yolunu agmustir.
Sitokin firtinasi: ciddi sorunlara neden olabilen abartili bir bagisiklik tepkileri
dizisidir. Bagisiklik sistemi, enfeksiyonlarla savagmaniza yardimci olan birgok
farkli bilesen igerir. Sitokinler olarak bilinen sinyal molekiilleri araciligiyla
birbirleriyle iletisim kuran birgok farkli hiicre tiirlinii icerir. Bilim adamlari,
sitokin firtinasinin baslamasina neden olabilecek karmasik nedenler agini anlamak
icin hala calisiyorlar. Birkag farkli altta yatan saglik sorunundan kaynaklanabilir;
genetik sendromlar (6rnegin ailesel hemofagositik lenfohistiyositoz (HLH)
(Sieni., vd 2014), enfeksiyon baz1 enfeksiyon tiirleri; influenza A virtst (D'Elia
vd., 2013), otoimmiin hastaliklar (Still hastaliginda, sistemik juvenil idiyopatik
artritte (JIA) ve lupusta) ortaya cikabilir. Sitokin firtinasi bazen belirli tibbi
tedavilerin bir yan etkisi de olabilir. Ornegin, bazen CAR-T tedavisi (kimerik
antijen reseptort T hicreleri) olarak bilinen bir 16semi tedavisinden sonra ortaya
cikmistir. Diger immiinoterapi tiirleri de bazen yan etki olarak sitokin firtinasina
neden olmustur (Schulert vd., 2015). Diger nedenler: Sitokin firtinasi, bir organ
veya kok hiicre nakli aldiktan sonra oldugu gibi diger tibbi durumlarda da ortaya
cikabilir. AIDS gibi bagisiklik sistemini etkileyen kosullar gibi bazi kanser tiirleri

de sitokin firtinas1 sendromuna neden olabilir (Wang vd., 2017).

MKH’lerin in vivo bagisik baskilayict etkileri, ilk kez maymunlarda
gosterilmistir (Bartholomew vd., 2002). Ardindan klinik denemeler baslamig
ornegin bir ¢alismada MKH’ler HLA 06zdes (identikal) hematopoietik kok
hicrelerle birlikte nakledildiklerinde akut ve kronik GVHD nin (graft versus host
disease) azaldigi gozlenmistir (Tyndall, 2007). Lee ve ark. (Lee vd., 2002),
standart bagisik baskilayici tedavi ile birlikte HLA-haploidentikal babasindan
MKH ve periferik kan kok hicre nakli alan akut l6semi hastasinda, hizli bir
engrafman oldugunu ve nakilden sonra 31 aya kadar higbir akut veya kronik
GVHD olmaksizin yasadigini rapor etmistir. Benzer olarak, akut lenfositik 16semi

(ALL) nedeniyle allojenik hematopoetik kok hiicre (HKH) nakli sonrasi bagirsak,



deri ve karacigerdeki tedaviye direngli GVHD’li 9 yasindaki erkek cocuga
haploidentikal MKH’ler kullanilmistir. Annesinden yapilan nakil sonrast gocugun
GVHD bulgular: ve iliskili klinik patoloji bulgulari iyilesmistir (Le vd., 2004).
Son olarak, yakin zamanda yayimlanan iki ayr1 raporda MKH’lerin GVHD’nin
tedavisi ve/veya onlenmesinde oldukc¢a olumlu sonuclart bildirilmistir (Ball vd.,
2007; Fang vd., 2007). Fang ve ark’nin (Fang vd., 2007) yaptiklar1 bir ¢alismada,
15 yasinda akut miyeloid 16semi (AML) ve 12 yasinda akut lenfoblastik 16semi
(ALL) hastas1 iki ¢cocukta kan transfiizyonu sonrasi siddetli akut GVHD gelismis

ve ilag tedavisinde yanit alinamamastir.

MikroRNAlar veya miRNAlar, gen ekspresyonunu post-transkripsiyonel
olarak kontrol eden 19-25 nukleotid uzunlugunda kisa molekillerdir. mMRNA’larin
3-translasyona ugramayan bolgeleriyle (UTR untransled region) baz eslesmesi
yapip; yikimimni saglar veya translasyona ugramalarini engellerler (Anfossi vd.,
2018). Gen ekspresyonunu duzenleyerek miRNA'lar, proliferasyon, apoptoz,
farklilasma, go¢ ve ilag direnci gibi gesitli nemli biyolojik islevleri diizenlerler.
miRNA-181, miRNA-181a, miRNA-181b, miRNA-181c ve miRNA-181d'yi
iceren miRNA-181 ailesine aittir (Yingxue vd., 2019). Olgun T hcrelerinde artan
miRNA-181a ekspresyonunun peptit antijenlerine duyarliligini arttirdigina,
olgunlasmamis T hiicrelerinde mMiRNA-181a ekspresyonunu inhibe etmenin
duyarliligi azalttigini ve hem pozitif hem de negatif se¢cimi bozdugunu
gozlemlemisler (Qi-JingLi vd., 2007).

Yaptigimiz veritaban1 taramalarinda Onerilen projenin konusuna benzeyen
yalnizca Liu ve ark.’nin ¢alismasina rastlayabildik. Bu ¢alismada pre- miRNA-
181a transfekte edildikten sonra MKH’lerin cevabi kisa siireli bir ko-kiltir ile
analiz edilmis ve bir kolit hayvan in vivo modelinde kullanilmis ancak miRNA-
181a transfeksiyonunun etkileri yeterince analiz edilerek degerlendirilmemistir.
Temel olarak bu ¢alismada pre- miRNA-181a’nin hedef geni olarak farkli genler
analiz edilerek MKH’ler iizerindeki endojen diizenleyici rolii analiz edilmistir.
2012 yilinda yapilan bu ¢alismada heniiz miRNA-181a’nin daha az sayida hedef
genleri bilindigi i¢in giiniimiizde bilinen hedef gen ya da sinyal yolaklar1 analiz
edilmemistir. Bu sayede 0Ozgiin bir yaklagim ile Onerilen projede immun
hastaliklarin tedavisinde kullanilacak MKH lerin immunsupressif etkinliginin

modifikasyonuna yonelik olarak ilk kez matir miRNA-181a-5p mimiginin



kullanildigi ve dolayistyla T hucrelerinin duyarliligini arttirmak iizere CD4
geninin hedeflendigi bir gen terapisi protokolinin kanitlarinin sunulmasi
hedeflenmistir. Bu amag¢ dogrultusunda insan gobek kordonu insan Whaton jeli
kokenli mezenkimal kok hucrelerin (iWJ-MKH) izolasyonu ve karakterizasyonu
gerceklestirilmistir. Periferik kandan izole edilmis, T lenfositlerin karakterizasyon
gerceklestirilmis ve daha iyi bir in vivo ortami taklit edebilmek icin PHA-M
mitojeni ile aktive edilerek kulturlenmistir. iIWJ-MKH’lerin immunomodulatuvar
etkisini arttirmak amaciyla miRNA-181 ailesinden olan miRNA-181a transfekte
edilmistir. iWJ-MKH ve T lenfosit etkilesimini in vitro olarak belirlemek i¢in ko-
kaltard (birlikte kualtdr) yapilmistir. Ko-kiiltiir sonrasi Kiltire edilmis T
hicrelerinin ve birlikte kiiltiire edilmis T lenfositlerinin salgiladiklari sitokin,
apoptoz, hicre dongust siklusu, yizey belirtecleri acgisindan karsilastirilarak
miRNA-181a’nin T lenfosit Gzerinde immunomodulatuvar etkisi olup olmadigi

arastirilmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1.Immun Hastahklari ve Hiicresel Tedavi Y aklasimi

Immun hastaliklar1 veya bozuklugu immun cevabin azalmasi nedeniyle ortaya
cikan bazi hastaliklar: Immun yetmezligi, alerji, bazi kanser tiirleri ve otoimmun
hastaliklari icerir (Pac vd., 2016).

Immun yetmezligi kompleman sistem, fagositler ve lenfositlerde olusan
kusurlar veya yoklugundan kaynaklanmaktadir (Notarangelo vd., 2009). immun
yetmezligi birincil veya ikincil olarak siniflandirilmaktadir. Birincil bagisiklik
yetmezligine, T hiicresi, B hiicresi, hem T hiicresi hem de B hcresi eksikligine,
kompleman, fagosit ve immiinoglobulin A eksikligi neden olmaktadir. T hucre
yetmezligine bagli olarak DiGeorge sendromu, kronik mukokutandz kandidiyaz,
hiper-immunoglobulin M sendromu ve interlokin-12 reseptor; B lenfosit eksikligi
nedeniyle Bruton agammaglobulinemi hem t hem de b lenfositlerinin eksikligi
durumunda Wiskott-Aldrich sendromu ve Major Histo-uyumluluk Kompleksi
eksikligi yaranmaktadir. Kompleman eksikligine yol agan primer immin
yetmezlikler arasinda kalitsal anjiyoddem, C3 eksikligi, membran atak kompleksi
eksikligi ve fagosit eksikligine kronik grantlomat6z hastalik ve I6kosit adezyon
eksikligi sendromu neden olur. Bagisiklik yetersizliginin ikincil nedenleri
arasinda AIDS’e neden olan HIV gibi bir sira viral enfeksiyonlar, steroidler, besin

eksikligi ve obezite yer alir.

Bat1 Ulkeleri basta olmak tizere son 50 yilin global problemi haline gelmis
alerjik hastaliklar arasinda 6zellike egzama (atopik dermatit), besin alerjileri ve
astimin goriilme sikligi ¢arpict bigcimde artmustir. Alerjik hastaliklar kronik
hastaliklarin en yaygin nedenlerinden biridir. Alerjik hastaliklar yardime1 T
hicrelerinin (Th2) cevresel ve besin antijenlerine verdigi yetersiz immun tepkime
olarak tanimlanir. Th2’in aktivasyonu IL-4, IL-5, IL-13 interlokinlerinin
salgilanmasinna ve Ozellikle de alerjenlere karsin IgE’nin (retimine neden olur.
Alerjik fenotipin korunmasina yardimci olan interferon (IFN)-y yoluyla Thl
aktivitesinin inhibe edilmesi, Th2 sitokin yanitlariin indiiksiyonu saglayan
Th1/Th2 dengesinin stabilitesi, GATA-3 (Th2) ve T-bet (Thl) transkripsiyon
faktorleri tarafindan yonetilir (Eslami vd., 2020).



Diinya saglik Orgiitiiniin kanser arastirmalari ajansmin tim kanser tdrlerini
iceren GLOBACAN veritaban1 sonuglarina gére 2018 yilinda diinya ¢apinda en
sik teshis edilen 15 kanser tirtinden biri olan ve mortalite agisindan 11. sirada yer
alan  l6semi  hematopoezis siirecinde olusan  karsilikli  kromozomal
translokasyonlar, kromozomal silmeler, mutasyonlar gibi genetik hasarlar ve ayni
zamanda epigenetik degisiklikler nedeniyle hiicrelerin kontrol disi ¢ogalmasi ile

gorulen immun bozuklugudur (Jordan vd., 2020).

Immun sistemi, patojenlere ve kanser hiicrelerine saldirmak ile viicuda zarar
gelmesini 6nlemek arasinda surekli bir denge kurmalidir. Bu dengenin bozulmasi
durumunda yaranan bozukluklar, bagisiklik sisteminin kendi dokularina saldirdigi
otoimmin hastaliklara neden olabilir. Genellikle ¢ogu arastirma edinsel
bagisikligin roliine odaklanmis olsa da, otoimmiin hastaliklarin gelisiminde hem
dogustan gelen hem de edinsel bagisikligin rol oynadigi gorilmektedir
(Zhernakova vd., 2009).

Otoimmun hastaliklarin  goriilme sikligi diinya c¢apinda artmaya devam
etmektedir (Brauer vd., 2016). Otoimmun hastaliklara yonelik yapilan
arastirmalarin hedefi daha efektli tedavi yontemi gelistirmektir. Uygulanan tedavi
yontemleri hastaligin semptomlarini hafifletse bile spesifik degildir ve uzun sure
etki etmemektedir. Genellikle otoimminitenin  kesin  bir  patogenezi
bilinmemektedir ama romatid artrit (RA) gibi baz1 hastaliklar: destekleyen genetik
polimorfizmler, antijen sunumu, sitokin duzeylerindeki dengesizlik ve lenfosit
aktivasyonunun diizenlenmesinin anahtar rol oynadigini1 gostermektedir (Chijioke
vd., 2018).

Gunimuzde otoimmun hastaliklarin tedavisinde hormon replasman: ve anti-
inflammatuar tedaviler gibi semptomik ve fonksiyonel miudahalelerle birlikte
immunsupressif ilaglar da kullanilmaktadir. Otoimmun hastaliklarin tedavisinde
kullanilan mevcut ilaglar arasinda Siklosporin (sitokin gen transkripsiyon
inhibitorl) gibi immiin baskilayici ilaglar, Azatioprin (purin sentezi inhibitori)
gibi anti-metabolit ilaclar ve Belimumab (B hiicresine karsi insan monoklonal
antikoru aktive edici faktor) gibi biyolojik ilaglar yer alir. Otoimmun hastaliklari
tedavi etmek amaciyla gelistirilen baska bir yaklagim yolu olan hicresel terapinin,
daha az toksik oldugu ve bagisiklik toleransinin yeniden saglanmasina yardimci

olmay1 hedefleyebilecegi varsayilmaktadir (Ferreira vd., 2019). Otoimmun
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hastaliklarin tedavisi lizerine yapilmis ¢esitli hiicre bazli tedavi yaklasimlar
sonucu Breg ve Treg hucreleri, duzenleyici dendritik hucreler (DC'ler),
mezenkimal kok hicreler, monositler ve makrofajlar dahil olmak {izere ¢esitli
bagisiklik hiicrelerinin, otoimmun hastaliklarda iltihaplanma ve semptomlari

hafiflettigi gosterilmistir (Farbod vd., 2022).

Bagisiklik hastaliklart igin MSCT'nin ilk klinik raporu, 2004 yilinda 16semi
hastas1 bir ¢oguga allojenik hematopoietik kok hiicre nakli (HSCT) sonrasi
steroide direncli ciddi akut graft-vers-host hastaligi (GVHD) olusumuna karsin
yapilan aragtirmalara aittir (Le vd., 2004).

Immiin ve inflamatuar hastaliklar icin mezenkimal kok hiicre tedavisi
(MSCT) populer olmaya devam etmekte ve immunsupresant ilaglara gére daha az
toksik olmasi nedeniyle klinik endikasyonlarin daha da genislemesine yol
acmaktadir (Li vd., 2021).

2.2. Kok Hucreler ve Kaynaklar:

Kok hicreler, asimetrik olarak boéliinen, farklilagabilen ve kendi-kendini
yenileyen hiicrelerdir. Kok hiicrelerin siniflandirilmast  kaynagina veya
farklilagma potensiyeline bagli olarak degismektedir. Potensine gore kok hicreler:
tim hicre tlrlerine farklilasabilen totipotent, her ii¢ germ tabakasina
farklilagabilen pluripotent ve bu hiicrelerden daha az farklilasabilen ve kendi-
kendini yenileme kapasitesine sahip multipotent, birka¢c hicre tiriine
farklilasabilen 6rnegin T ve B hiicrelerine farklilasabilen oligo veya unipotent kok

hicreler.

Kaynagina gore embriyonik ve yetiskin kokenli olan stromal hiicrelerden
totipotent hcreler zigot, pluripotent hicreler embriyonik ve bu hicrelerin
farklilasmasiyla her 3 germ tabakasini olusturan multipotent hiicreler (Aleksandra
vd., 2019).

2.2.1. Mezenkimal koék hicreler

Mezenkimal kok hucreler (MKH'ler) ilk olarak 1991 yilinda Arnold Caplan
tarafindan resmi olarak mezenkimal kok hiicreler olarak tanimlanmistir (Caplan
Al 1991). Ancak 0 zamandan bu yana mezenkimal stromal hiicreler, tibbi sinyal
hicreleri, ilik stromal hiicreleri, mezodermal kok hiicreler ve multipotent stromal

hiicreler Onerileri ile tartisilmaya devam edilmistir. Ortak olan ise MKH'lerin
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kisaltilmig halidir. Su anda MKH'ler olarak adlandirdigimiz sey aslinda
Friedenstein ve meslektaslar1 tarafindan 1968 gibi erken bir tarihte tanimlanmistir
(Friedenstein AJ vd., 1968), ancak 2008 yilinda Uluslararast Hiicresel Terapi
Dernegi (ISCT) tarafindan yayinlanan tanitim metnine kadar siniflandirildiklar
kriterler; plastik ylizeye yapisma (adherent), hematopoetik hiicrelerinden farkli
olarak CD73, CD90 ve CD105 gibi spesifik ylizey belirteclerinin ekspresyonu ve
CD34, CD45, CD11b veya CD14, CD79a veya CD19 ve HLA-DR belirteclerinin
yoklugu, her li¢ germ tabakasina; adiposit, osteoblast ve kondrosit farklilasma

potensiyaline sahip olan hiicreler olarak tanimlanmustir.

Glinimizde MKH olarak adlandirdigimiz hiicreler ilk kez 1960'larin
sonlarinda kemik iliginde tanimlanmis olsa da (Friedenstein vd., 1968), aslinda
hem yetiskin hem de fetiis kaynakli bir ¢ok dokuda; yag dokusunun stromal
vaskiiler fraksiyonundan (YVF) elde edilen adipoz kaynakli MKH'ler (Tsuji vd.,
2014), gobek kordonu kani (umblikal kord), plasenta kaynakli MKH'ler, gébek
kordonunu ¢evreleyen bag dokusu Wharton's jeli kaynakli MKH'ler hem
arastirmalarda hem de tedavide en ¢ok kullanilan MKH kaynagi olmaya devam

etmektedir.
2.2.2. MKH'lerin rejeneratif potansiyeli

Baslangicta MKH'lerin hemapoetik hicreler igin yalnizca destekleyici bir
rol oynadigina inaniliyordu (Majumdar vd., 1998). Ancak daha sonra ¢ok ¢esitli
patolojik durumlarda islev bozuklugu varliginda faydali koruyucu, rejeneratif ve
immunomodiilator etkiler gosterdikleri kesfedilmistir. Kardiyovaskiiler, bagisiklik
ve enfeksiyon, dermatolojik ve yara iyilesmesi, kas-iskelet sistemi ve norolojik
gibi ¢ok gesitli sistemleri ve siiregleri etkileyen kosullarda kullanimlari igin klinik
calismalar halen devam etmektedir (Harrell vd.,2019; Jovic vd., 2022). Yukarida
listelenen ve bir hiicreyi hiicre olarak tanimlamak igin kriter olarak kullanilan
ozelliklerin disinda MKH’ler, dogrudan hicre tedavisi olarak ya da htcre urtinleri
tarafindan aktive edilen yollar hakkinda &grenilen bilgilerden yararlanarak
terapotik faydalar sunmak icin ideal bir konuma sahip olmalarini saglayan cesitli

oOzelliklere sahiptir.

[k olarak, MKH'ler transport veya yaralanma bdlgesine dogru gd¢ etme ve

yerlesme kapasitesine sahiptir (Yagi vd.,2010). in vivo MKH'lerin nislerini terk



edip hasar alanlarina ulagmak i¢in kan dolagimina girebildigine dair kanitlar vardir
(Seppanen vd., 2013) ve sistemik olarak verildiginde dissal olarak uygulanan

hiicrelerin ¢ogu bir hasar bolgesine lokalize olacaktir.

Ikinci bir énemli 6zellikleri de ¢ok fonksiyonlu olmalaridir. MKH’lerin
karakteristigi olarak kullanilan (adiposit, osteoblast ve kondrosit) yonunde degil,
ayn1 zamanda kardiyomiyositler (Szaraz vd., 2017), tenositler (Wang vd., 2005)
ve hematopoezleri destekleyen stromal hiicreler (Zhao vd., 2016) gibi gesitli hiicre
tiplerine, ozellikle de mezenkimal soydan olanlara farklilasabilirler. In vitro
ortamda, belirli kosullar altinda, noral hicreler (George vd., 2019) ve
keratinositler (Dos Santos vd. 2019) dahil olmak Uzere endodermal soy
hlcrelerine ve hepatositler ve pankreatik beta hicreleri (Chen vd., 2004) dabhil

olmak tizere endodermal soy hiicrelerine farklilasma yetenegi de gostermislerdir.

Aslinda, kanitlar, uygulamayi takiben, uzun vadeli hiicre naklinin son
derece sinirli oldugunu gostermektedir (Toh vd., 2018; Park vd., 2015), bu da
MKH tedavisinde gozlemlenen kalici ve onarici etkilere Oncelikle parakrin
yoluyla aracilik edilmesi olasiligini artirmaktadir (Kinnaird vd., 2004). MKH'ler
hem hiicre dis1 vezikiillere (EV) bagli hem de kapsullenmemis; proteinler,
Ozellikle sitokinler, kemokinler ve trofik faktorlerin yani sira mRNA'lar ve

miRNA'lar gibi nukleik asit Grtnlere sahiptir (Munoz-Perez vd., 2021).

MKH’lerin salgiladig1 faktorlerin aracilik ettigi en sik kullanilan
mekanizmalardan biri immiinomodiilator islevdir. MKH'ler inflamasyon ve
immiin aktivasyon fiizerinde baglama bagli etkiler gosterebilir ve immun
aktivitenin hem aktivasyonuna hem de baskilanmasina aracilik ettikleri
gosterilmistir (Augello vd., 2007, Ho vd., 2015). T-hiicresi aktivasyonunu ve
proliferasyonunu baskiladiklari, inflamatuar sitokin ekspresyonunu modiile
ettikleri ve otoimmiin yanitlar1 hafiflettikleri gosterilmistir (Augello vd., 2007,
Lopez-Santalla vd., 2015). Ayrica, akcigerler, bobrekler hasarinda ve sepsis
sirasinda immanosupresif etki gosterdikleri belirlenmistir (Ho vd., 2015;
Parekkadan vd., 2007).

Ayrica MKH’lerin, norolojik hastaliklari daha iyi anlamak igin olusturulmus
modellerden biri olan ve beyin felci veya inme olarakta bilinen hastalik modeli

Uzerinde yapilan pre-klinik aragtirma sirasinda anti-enflamatuar 6zellikler de



gostermislerdir (Feng vd., 2020). Buna karsilik, MKH'lerdeki toll benzeri resepttr
(toll-like receptor) aktivasyonu pro-inflamatuar bir fenotiple iliskilidir (Duffy vd.,
2011; Romieu-Mourez vd., 2009).

2.2.3.MKH tedavisi ile ilgili zorluklar ve kisitlamalar

Genel olarak MKH'lere 6zgii uyarilar vardir ve bazilar1 daha spesifik olarak
hiicre terapisi olarak dogrudan uygulama konseptine atfedilebilir. ilk olarak,
MKH'lerin sahip oldugu 6zellik ve etki glcindeki yiksek derecedeki degiskenlik,
donériin saglik durumu, cinsiyeti, yas ve genetik 6zelliklerine baghdir (Zhou vd.,
2021). Ayn1 zamanda ayni dondrden defalarca kez izole edilmis MKH'lerde de
degiskenlik olduguna dair raporlar bulunmaktadir (Mastrolia vd., 2019). Bu
degiskenlik kendisini sadece dondr ve alict arasinda degil aym1 ortmada
kiiltirlenmis MKH’ler arasinda da gostermektedir (Mabuchi vd., 2021). Bu
heterojenlik hcrelerin klonal proliferasyonunda da gézlenmistir (Costa vd.,
2021). Bu terapOtik frlinlerin eldesini zorlastirmaktadir. Bu duruma karsin
allojenik hiicreler kullanilabilir. Otolog (tedaviyi alan Kisinin kendi hiicreleri)
veya allojenik (farkli bir donérden) arasindaki se¢im gesitli faktorlere baglidir (Li
vd., 2021). Otolog MKH’lerin avantaji donériin kendi hiicreleri oldugu ig¢in
immun red riskini ortadan kaldirmasidir. Bu durum ozelliklede hassas veya
hiperreaktif immun sistemine sahip kisiler i¢in 6nemlidir (Petrus-Reurer vd.,
2021). Buna ragmen dondr igin bu hicrelerin izolasyonu, kilturlenmesi,
cogaltilmasi zaman talep eden ve pahali bir siirectir (Mastrolia vd., 2019). Ayrica,
belirli hastaliklar1 olan kisilerde (genetik bozukluklar veya ileri yas gibi), otolog
MKH'lerin kendileri de islevsellikleri veya rejeneratif kapasiteleri agisindan risk
altinda olabilir (Kapetanos vd., 2021; Samsonra vd., 2021).

Diger yandan allojenik MKH’ler saglikli dondrlerden elde edilebilir ve
gerekli oldugu durumlarda kullanilabilecek ‘hazir {irin’ seklinde cogaltilabilir
(Lynggaard vd., 2022). Bu tedavi siirecini ve tedavi maliyetini diistirmektedir.
Genel olarak diisiik immunojeniteye sahip, yani giiclii bir immun yanita neden
olmadiklar1 i¢in MKH’ler tedavi amach uygulanabilir (Ryan vd., 2005). Ama
allojenik nakil zamani 6zellikle tekrarlanan uygalama zamani donor i¢in immun
yanit potansiyel risk olusturmaktadir (Nauta vd., 2006). Ayrica, allojenik
MKH'lerin uzun sireli nakli kisitli olabilir (Ankrum vd., 2010) ve teorik olarak

istenmeyen hiicresel doniisiim veya hastalik bulasma riski tasiyabilir, ancak bu

9



risklerin mevcut kalite kontrol standartlari ile genellikle diisik oldugu

distiniilmektedir (Baranovskii vd., 2022).
2.2.4.Wharton jeli kokenli mezenkimal kok hiicreler

Multipotent kok hicreler olarak adlandirilan kok hiicreler, pluripotent kok
hicrelere gore daha smirlt bir plastisiteye sahip olup ve yalnizca belirli bir hiicre
tipi araligina farklilagabilir. Mezodermal ektodermal ve endodermal yonde
farklilasabilen bu kok hiicreler yetigkinlerde akciger, kas, yag dokusu, kemik iligi,
deri ve hatta beyin dahil hemen hemen tim dokularda bulmaktadir. Multipotent
kok hiicrelerden biri olan mezenkimal Uluslararas1 Hiicresel Terapi Derneginin
Onerdigi kilavuza gore bir hiicrenin mezenkimal kok hiicre (MKH) olarak
tamimlanmasi i¢in hematopoietik belirteclerden olan CD34 ve CD45 gibi hiicre
yuzeyi molekullerinin negatif CD73, CD90 ve CD105 gibi ylzey belirteclerinin
pozitif olmasi, diisiik seviyelerde MHC smif I ve kostimiilator CD40, CD80 ve
CD86'y1 eksprese etmesi, MHC sinif 11 molekiillerinin ekspresyonundan yoksun
olmasi, plastik yilzeye yapisma (adherent), mezodermal kokenli adiposit,
osteoblast ve kondrosit yoniinde farklilasabilen ve spesifik immunomodulatuvar

Ozellikler sergileyen kok hiicre grubudur.

Embriyo kokenli bu multipotent MKH’ler amniyotik sivi, plasenta, gobek
kordonu, gébek kordonu kaninda bulunmaktadir (Margit vd., 2023).

IWJ-MKH'ler, immiin baskilama ve immun diizenleme yeteneklerine gore
diger MKH’lerden farklilik gosterirler. Kemik iliginden (Ki-MKH’ler) izole
edilen MKH’lerden farkli olarak iWJ- MKH'ler Interlokin (IL)-10, déniistiiriicii
bayume faktori-p (TGF-p) ve MKH'lerin immiunosupresif kapasitesinin dnemli
belirteclerinden olan interldkin-6 (IL-6) ve vaskiiler endotelyal biyiime faktorind
(VEGF) eksprese ederler. Ek olarak T lenfositler, ¢cok diisiik insan 16kosit antijeni
(HLA) smif I ekspresyonu sergiler ve HLA-DR'den yoksundurlar. Ek olarak,
alloantijenlere kars1 efektor yanitlarinin baskilayan T hiicrelerinin (Treg) indukler.
IWJ-MKH’lerin T hiicreler iizerinde immun diizenleme kapasitesi salgiladiklar
hepatosit blylme faktori (HGF), prostaglandin E2 (PGE2), TGF-B1 ve
indoleamin 2 3-dioksijenaz (IDO)’ya baghdir (Luigi vd., 2019). Nicola ve ark.’nin
yaptig1 bir calismada insan kemik iligi kokenli mezenkimal kok hiicrelerin (iKI-
MKH) ve iWJ-MKH’lerin in vitro olarak bir mitojenle aktive edilmis T hiicreler
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uzerindeki etkisi karsilastirilildiginda, iWJ-MKH’lerin T hiicre proliferasyonunun
iKi-MKH’lere gore daha fazla baskiladigin1 g6zlediler. Fernanda Vieira Paladino
vd., yapmis oldugu calismada ise IFN-y ile priming sonucu Treg hicrelerini de

indiikleyebildigini gosterdiler (Fernanda vd., 2019).
2.3.Immun Sistem ve T Lenfositler

Bagisiklik sistemi ciltte, dokularda ve kan gibi viicut sivilarinda bulunan
mikroplarla ve yabanci maddelerle savasir. Bagisiklik sistemi iki boélimden
olusur: Dogustan gelen (genel) bagisiklik sistemi ve edinsel (6zellesmis)

bagisiklik sistemi.

Dogustan gelen bagisikligin dort tip savunma bariyerinden olustugu
diistiniilebilir: anatomik (deri ve mukoza), fizyolojik (sicaklik, disik pH ve
kimyasal aracilar), endositik ve fagositik ve inflamatuar. Dogustan gelen
bagisiklik patojenlere karsi, smirli sayidaki bagisiklik hicrelerinin, patojenle
iliskili molekiiler modeller (PIMM'ler) olarak bilinen, ortak yapilar1 paylasan cok
cesitli patojenleri tespit etmesine ve bunlara hizli bir sekilde yanit vermesine izin
veren model tanima reseptorlerine (PRR'ler) dayanir. Bunlarin 6rnekleri arasinda
viral enfeksiyon sirasinda iretilen ¢ift sarmalli ribonikleik asit (RNA) ve
lipopolisakkaritler (LPS) gibi bakteriyel hiicre duvari bilesenleri bulunur. Bu
bagisiklik sisteminin en 6nemli islevi sitokin ve kemokin iiretimi yoluyla immun
hicrelerinin  inflamasyon veya enfeksiyon olan bdlgelere toplanmasini
saglamasidir. Bakteriyel enfeksiyon sirasinda erken yanit olarak salinan temel
inflamatuar sitokinler sunlardir: timoér nekroz faktorii (TNF), interlokin 1 (IL-1)
ve interlokin 6 (IL-6). Bu sitokinler, patojenlerin uzaklastirilmasi igin hiicrelerin
toplanmasini ve lokal inflamasyonu baslatmak igin kritik bir dneme sahiptir.
Fagositler (makrofajlar ve notrofiller), dendritik hicreler, mast hcreleri,
bazofiller, eozinofiller, dogal o6ldiiriici (NK) hiicreler ve dogustan gelen lenfoid
hiicreler gibi ¢ok sayida hiicre, dogustan gelen bagisiklik tepkisinde rol oynar.
Notrofiller bakteri ve mantar patojenlerin yok edilmesine yardimci olan graniiller
ve enzimleri icerir. Uzun émurli makrofajlar gibi dentritik hucrelerde T hicreleri
icin antijen sunarak patojenlerin 6lumine yol agar. Dogustan gelen ve adaptif
immun sistemi arasinda haber verici gorevi tagir. Mast hiicreleri ve bazofiller her
ikisi de astim ve alerjik hastaliklarda goriildiigli gibi akut inflamatuar yanitlarin

baslatilmasinda etkilidir. Ayn1 zamanda "nébetgi hiicreler” olarakta bilinen Mast
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hlcreleri enfeksiyon veya yaralanmalara yanit olarak erken sitokin Greticileridir.
Eozinofiller, fagositik 6zelliklere sahip grantlositlerdir ve genellikle gesitli alerjik
dokularin ve parazitlerin fagositoz yoluyla yok edilmesinde 6nemli bir rol oynar.
IFN-y sitokinin en 6nemli kaynagi olarak bilinen dogal dldiiriict hiicreler viriisle
enfekte olmus hiicreleri ve kanser hiicrelerini salgiladiklari perforin ve granzimler
yoluyla oldirmektedir (Jean S. Marshall vd., 2018). Innate lenfoid hiicreler
(ILH'ler) hiicresel stress sirasinda hizli bir sekilde ¢esitli mediatorler sagilayarak
yanit veren, genellikle mukozal ve bariyer ylizeylerinde ikamet eden hiicrelerdir.
Hicre ici ve hiicre dis1 patojenlerin, helmintlerin yani sira kronik inflamatuvar ve
otoimmiin hastaliklarinda CD4+THI1, Th2, ve Thl7 hucreleri gibi sitokin
indlkleme 6zelligi olan ILC’lerin ILC1, ILC2, ve ILC3 ii¢ simiflar1 bilinmektedir
(Keith vd., 2019).

Adaptif bagisiklik sistemi dogustan gelen bagisiklik sitemi ile desteklenir ve
patojenlerin ortadan kaldirilmasinda dogustan gelen bagisiklik sistemi yetersiz
kaldig1 durumlarda kritik 6neme sahiptir. Edinsel bagigiklik sisteminin hiicreleri
timusta olgunlasan antijene 6zgu T hicreleri ve antikor iireten kemik iliginde
olusan B hiicrelerini igerir. Primer lemfoid organlar olan timus ve kemik iliginde
olusumunu tamamlayan T ve B hicreleri ikincil lemfoid organlardan olan lenf
nodiilleri ve dalaga gegerek dolasimdaki antijenleri yakalarlar. Immun tepki,
homeostasis ve hastaliklara karst bellek olusumu ve onarimi T hiicrelerine
baghidir. T hiicreleri, patojen, timor ve ¢cevreden gelen gesitli antijenleri tanima ve
aynt zamanda immunolojik hafizay1 ve kendi kendine toleransi koruma
potansiyeline sahip bir reseptorii eksprese eder. T lenfositleri olgunlasma, secilim
ve daha sonra dolasima gegmek i¢in timusa go¢ eden bu progenitor hiicrelerin
timusda gelismesi, progenitorlerdeki trombosit selektin glikoprotein 1'in timik
epitel Gzerindeki yapisma molekiili P-selektin ile etkilesimi ile desteklenir.
Timusda CD4+ ve CD8+ koreseptor ekspresyonu olmayan kemik iliginden gelen
progenitorler, CD4+CDS8+ ¢ift pozitif (DP double positive) timositleri olusturmak
icin T htcresi reseptéri (TCR) yeniden diizenlemesine tabi tutulur. Bu yeniden
diizenleme strecinde kendi peptit MHC kompleksleri igin yiiksek afiniteye sahip
TCR tasiyan timositler apoptoza (negatif se¢im) maruz kalirken, diisiik afiniteye
sahip THR tastyanlar hayatta kalir ve olgun T hiicrelerine farklilasir (pozitif

se¢cim). Yeniden diizenlenmeye tabi tutulmus DP hiicreler dolasimda naiv T
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hicresi CD45RA+CCR7+ fenotipini sergileyen CD4+ veya CD8+ hiicrelerine
dontigiirler. Yeni gelismis Treg CD4+CD25+ olarakta bilinen hiicreler Foxp3

transkripsiyon faktori eksprese etmektedir.
2.3.1.T hicresi ve TCR kompleksi
2.3.1.1. T hucresinin geligimi

Bir savunma mekanizmasi olarak, immune sisteminin etkinligi, yabanci
veya vicuta 6zgii olup olmamasindan bagimsiz olarak antijenleri ayirt etme
yetenegine baghdir. Bu islev immun cevabin temel tasi olan timosit veya T
lenfosit tarafindan gergeklestirilir. Timus mikro ortami, stromal hiicre tiirlerinden
olan kortikal ve medaller epitel hucreleri, makrofajlar, dendritik hticreler ve
mezenkimal fibroblastlardan olusan karmasik bir agdir. Tim bu hicreler T
hicrelerinin gelisim, eliminasyon ve farklilasmasinda 6nemli rol oynar (Manley
vd., 2003). Fetal karaciger ve kemik iligi kokenli progenitorlerinden kaynaklanan
T hiicreleri gelisimlerini tamamlamak i¢in timusun dis katmanindan korteks ve
medullaya dogru goc¢ eder (Francisco vd., 2010). T hiicre farklilasmasi [
seleksiyon, negative ve pozitif seleksiyon denilen t¢ kontrol noktas: tarafindan

yonetilir.
2.3.1.2. p seleksiyon

Timik kok hiicreler embriyonik gelisim asamasinda farkli hematopoetik
bolgelerden kaynaklanir. Hematopoezis embriyonik gelisimde fetal karaciger
yetiskin bireylerde kemik iliginde gergeklesmektedir. Ilk T hiicre soyu timusta
Lin' ckit+ IL7R+ CD41o olarak bilinmektedir (Ashton-Rickardt vd., 1994). Bu
hlcreler timusa gecerken CD4 ekspresyonunu durdurarak CD44 eksprese etmeye
baglar ve CD4 ve CDS8 eksprese etmeyen ¢ift negative (DN) pro-timositler olarak
anilir (H vd., 1993). Timositler CD44 ve CD25 ekspresyonuna bagl alt boliimleri
olusturur. En biiyiik olgunlasmamis hiicre populasyonu CD44+CD25- (DN1)’dir.
DN1 pro-timositleri CD44+CD25+ (DN2) pro-T hicrelerine dontigiir. 1L-17
regulasyonu ile CD44 downregilasyonu ve TCR B, y ve & zincir genlerinin
yeniden duzenlenmesi yoluyla pre-T lenfositler CD44-CD25+ (DN3)
farklilasmasi baslar. Bu rearranjman sonucu yd TCR tasiyan T hicrelerin
olusumunu tamamlamak i¢in timusu terk ederek lenf nodiillerine go¢ eder. af

TCR tasiyan T lenfositler en yaygin olarak gortlen CD4+ veya CD8+ T
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hicreleridir. Rekombinaz aktive edici genler (RAG) RAG1 ve RAG2 proteinleri
TCR rearranjmani ve B zincir transkripsiyonunda énemli rola sahiptir ve yaklasik
30 degisken (V), 2 sabit (C), 10 gen birlesim (J), 2 farklilik geni (D) ifade eden
(VDJC) boliimlerinden olusmaktadir. a zinciri D boliimiinden yoksun olan kiigiik
zincirdir.18 TCR o zincirinin rearranjmani pre-T hiicre (pTa) CD44-CD25-
(DN4) T hicre gelisiminin ilk Onemli kontrol noktasidir. pTa-hilcreleri
rearranjman P zinciri ve CD3 sinyal kompleksini (y, {, € ve & zincirlerini igerir)
eksprese eder (Schatz vd., 1989).

2.3.1.3. Pozitif seleksiyon

B seleksiyon asamasini basari ile gegen pTa hiicreler pozitif secime tabi
tutulur. Sadece TCR P zincirini eksprese eden pTo hiicrelerinde a zincirinin
rearranjmant ile cift pozitif (DP) hem CD4 hem de CDS8 eksprese eden DP
hiicrelerine doniisiir (Dominick vd., 2002). Kortikal epitelyal hiicrelerle pozitif
seleksiyon gergeklesir. Bu siiregte timositler kendi-MHC tanimakla yikimller.
Bu hiicreler sadece peptide bagli MHC sinif I ve sinif II molekiillerini eksprese
etmekle kalmaz, ayni zamanda hayatta kalma faktorleri salgilar ve diger
dokulardaki MHC+ epitel hicrelerinin saglamadigi 6zellesmis etkilesimleri saglar
(Noble vd., 2000). Sonug olarak, DP timositlerinin ¢cogunlugu TCR eksprese eder,
ancak farklilasma gerceklesmez ve yiiksek diizeyde RAG eksprese eder. Bu
seleksiyonu basart ile gegmelerini saglayacak bir TCR kompleksi Uretmeye
calisirken birkag tur zincir rearranjmanina maruz kalabilirler (Liu vd., 2000).
Pozitif secici sinyaller alan TCR'ler genellikle 6z MHC peptitlerine diisiik
affiniteyle baglanma kabiliyetleriyle karakterize edilir. Pozitif secilime takiben,
DP T hiicreleri hemen CD4 veya pozitif hiicrelerine doniismez. Pozitif segilim
geciren DP hucreleri, CD69'un upregille RAG pretein kompleksinin downregiile
eder. CD69 ckspresyonu DP gelisiminin  CD4+ veyCD8+ yo6ninde
farklilasmasindaaki sonunca asamadir. Bu siiregte CD69 ekspresyonu devam
etmekte olup, timositler ve kortikal epitel hiicreleri arasindaki TCR-MHC
etkilesimleri yoluyla dretilen sinyallerin strdurtlmesi gereken uzun bir surecin
sonuna isaret eder. Ortalama yasam stiresi yaklasik 3-4 giin olan DP timosit
popilasyonu, timustaki hicrelerin biyik bir ¢ogunlugunu olusturur. Bu yasam
stiresini steroid transkripsiyon faktoru RORy ve WNT sinyal yolag ile iliskili
TCF-1 ve LEF-1 gibi transkripsiyonel faktorlerle regule edilir. Bu faktorler BCL-
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XL ekspresyonunu kontrél eder. Nihayetinde bu siiregler y& T hiicreleri, off
zincirli CD4 ve CD8 hiicreleri ve dogal oldiiriict hicreler (NK) hiicrelerden

olusan hiicre ¢esitliligine yol agar.
2.3.1.4. CDA4+ alt populasyonu

[k kez Mosmann ve Coffman tarafindan kesif edilmis aktive olmus CD4+ T
hlcrelerinin farkli biyolojik islevi ve karakteristik sitokin 0retimi yapan T
yardimci (Thl, Th2, Th9, Thl7), folikiiler yardimci hiicreler (Tth), regulator T
hlcreleri (Treg) populasyonlar1 var. Hicreici bakteri, virus, mantar ve I1L-12, IL-
18, IFN-y sitokin salimlariyla STAT1 aktivasyonu gerceklesir ve transkripsiyon
faktoru olan T-bet ve IL-12R ekspresyonu ile Thl hiicrelerinin aktivasyonu bagslar
(Todd N. Eagar vd., 2023). IL-4, IL-5, ve IL-13 sitokinlerini salgilayan Th2
lenfositleri makrofajlarin antifungal yanitini azaltir. Salgilanan IL-4 makrofajlarin
farklilasmasmi da saglamaktadir (Allison vd., 2019). Interlokin-4 (IL-4),
Interlokin-9 (IL-9) ve doniistiiriicii bilyiime faktorii-p (TGF-p) CD4+T
hicrelerinin Th9 hicrelerine farklilasmasini indiikler. TGF-p indiiklemesi sonucu
Th2 hiicreleri Th9 hiicrelerine doniisebilmektedir. Yapilan g¢alismalar sonucu
farklilasmanin ilk asamalarinda Th2 hiicreleri tarafindan 1L-4 ve IL-9
salgilanmas1 gdzlemlenmistir. Interlokin-2 (IL-21) and timor nekroz faktori-o
(TNF-a) Th9 hiicrelerinin  farklilasma, sagkalim ve proliferasyonunu
desteklemektedir. Th9 tumor nekroz faktoriu reseptor2-sinyal dondistiiriicii ve
transkripsiyon aktivatori 5 (TNFR2-STATS5) ve aktive edilmis B hiicrelerinin
nikleer faktor kappa hafif zincir arttiricist (NF-kB) sinyal yolaklari ile aktive
oluyor. Th9 hucreleri IL-9 ile epitelyal hicreleri stimule ederek kemokin reseptor
6 (CCR6) ligandi olan C-C motifli kemokin ligand 20 (CCL20) uretiyor ve bu da
antijen sunan hucrelerin CD8+ hiicrelerinin tiimor bolgesinde toplanmasini
sagliyor. Th9 hiicreleri tarafindan salgilanan IL-9 bronsial epitelyal hiicrelerinde
cesitli kemokinlerin salgilanmasini eozinofiller ve mast hiicreleri gibi bagigiklik
hicrelerinin  artmasina ve siddetli solunum iltihabina aracilik ederek
desteklemektedir. 1L-9 IL-4 aracili B hiicre farklilagmasi ve immunoglonilin E
(IgE) ekspresyonu, aktive olmus T lenfositlerinin ve mast hucrelerinin
proliferasyonu arttirarak alerjik inflamasyonun olusumunu tesvik eder (Jing vd.,
2019). Diger T lenfosit populasyonunu olusturan hiicrelerden farkli olarak B

hicrelerinin affinitesine etkisi ile bilinen Tfh’lerin farklilasmasi i¢in ¢ok asamali,
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cok faktorlii bir siire¢ gerekmektedir. Dogal oldiiriicii hiicrelerin (DC) naif
CD4+’1 primingi sonucu bolinen CD4+ hicreleri boliinemenin ilk asamasinda C-
X-C motifli kemokin reseptorii 5 (CXCR5) eksprese olursa Thf yoéninde
farklilagma baslar. Farklilasmanin ikinci asamasi T hiicrelerinin lenf bezinin
interfolikiler veya T-B sinir1 boliminde antijene 6zgi B hiicreleri ile etkilesimi
sonucu gelisir. Ik Tfh hiicreleri B hiicreleri tarafindan CXCRS5 eksprese edilmesi
ve C-C kemokin reseptor 7, P-selektin glikoprotein ligandi 1 (PSGL1)’in
downregiile edildigi i¢in B hiicreleri ile birlikte lokalize olurlar. Tfh hiicre
farklilasmasinin {iglincli asamasi lenf nodiillerinin merkezi germinal (GC)
bolgesinde ger¢eklesmektedir. Kanonikal olarak salgilanan Tth hiicre molekdlleri
C-X-C motifli kemokin 13 (CXCL13), IL-21, ve IL-4’tiir. CXCR5hiPD1hiBcl6hi
CD4 T hicreleri olarakta bilinen Tfh hiicrlerinde CXCR5’in yiiksek, C-X-C
kemokin reseptor tip 4 (CXCR4), sfingozin 1 fosfat 1 reseptor receptor type 4
(S1IP1R) ve PSGL1 diisik oranda ecksprese edilir. Her ii¢ asamanin da
gerceklesmesi i¢in Bcel6 gereklidir ve siklikla Tfh ana diizenleyici transkripsiyon

faktori olarak anilir.
2.3.2. TCR kompleksi

T hiicrelerinin antijen sunan hiicreler tarafindan antijenleri tanimlamasi ve
buna karsin viicut savunma mekanizmasinin gerceklesmesi TCR kompleksi ile
alakadardir. TCR'nun antijen peptit ile karsilasmast sonucu plazma zari,
sitoplazma ve cekirdekteki karmasik bir dizi molekiiler degisiklik nedeniyle T
hicreleri aktive olur ve efektor fonksiyonlarini gergeklestirmek igin klonal

biiylime ve farklilagmaya ugrar.

Insan genomu iki farkli heterodimer olusturan: TCRa/TCRB veya
TCRyY/TCRS dort TCR geni olan TCRa, TCRP, TCRy, and TCRo eksprese eder.
Olgun T hucrelerinin biylk bir kismi TCRa ve TCRp izoformlarint eksprese
ederken, yaklasik (0.5-5%) gibi ¢ok kiiciik bir kism1 TCRy, ve TCRo eksprese
eder. Buna ragmen her iki heterodimer de CD3 9, vy, € ve { zincirlerinden olusan
protein komplekslerini icerir ve bu proteinler kovalent olmayan hidrofobik
etkilesimler yoluyla TCR ile birlesir TCR zincirleri hiicre dis1 bolge,
transmembran bolgesi ve daha kisa bir sitoplazmik kuyruktan olusur. Hiicre disi
bolge, degisken bir immiinoglobulin benzeri (V) alani, sabit bir immiinoglobulin

benzeri (C) alan1 ve baglanti peptidini igerir. of ve yd izoformlar sabit C alan1 ve
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baglant1 peptidi agisindan 6nemli yapisal farkliliklar gosterir ve bu durum ayni
zamanda TCR komplekslerinin birlesimine, yiizey sekline ve yiikk dagilimima da
yansir. Ancak her iki komplekste CD3 proteinlerinin (¢ dimeri, d¢ ve ve

heterodimerleri ve {{ homodimerleri mevcuttur.

T hiicre sinyal aktivasyonu bu kompleksle alakadar olup aktivasyonu bir kag
saniye strmektedir. Bu siire¢ LCK, FYN ve ZAP-70 gibi ¢esitli PTK'lerin katilim1
ile gerceklesmektedir. Tim SRC kinaz ailesi yuksek dizeyde korunmus
duzenleyici alanlar (SH3 ve SH2), bir protein tirozin kinaz alan1 (SH1), bir C-
terminal kuyrugu ve zayif sekilde korunmus bir N-terminal bolgesi (SH4 alani)
igerir. SH4 alani, SFK'lerin membrana sabitlendigi bir miristoilasyon bolgesi
igerir. PTK’lar T hiicresi gelisimi ve CD3 iizerinde tirozin fosforilasyonu yoluyla
TCR sinyallemesinin aktivasyonu i¢in 6énemli sinyal bilesenleridir. CD3 proteinin
sitosolik kuyrugu her iki tarafinda keysin/izoleysin bulunan triozin kalintis1 ve
aromatik amino asit igeren immdinoreseptor tirozin temelli aktivasyon motifleri
(ITAM) sahiptir. CD39, y ve ¢ zincirlerinin her biri bir ITAM igerirken, her CD3(
zinciri ¢ ITAM icerir. TCR aktivasyonu icin, ITAM'lerdeki tirozin kalintilarinin,
LCK ve bir dereceye kadar FYN tarafindan baslatilan fosforilizasyonu gerekir
(Kinjal vd., 2021).

2.3.2.1. T hucre aktivasyonu sinyal yolaklarz

In vivo olarak transkripsiyonel faktérlerin aktivasyonu ile gergeklesen TCR
aktivasyonunun (g ana sinyal yolagi var: MAPK, NF-kB ve kalsiyum yolaklaridir.
Immun hiicre gelisim ve islevinde rol oynayan NF-kB sinyal yolag: ayn1 zamanda
sitokin ve kemokin ekspresyonlarinin transkripsiyonel diizenlenmesi yoluyla
bagisiklik tepkisinin modilasyonunda da kritik éneme sahiptir (Hyunju vd.,
2014).

MAP kinaz yolagi, TCR uyarimu ile indiiklenen ana yolaklardn biridir ve T
hiicresi yanitlarinda anahtar rol oynarlar. Ozellikle ERK yolu, 6nemli MAP kinaz
yollarindan biridir. ERK yolunun, Th2 farklilasmasi da dahil olmak Uzere T
hicresi aktivasyonu ve farklilasmasinin diizenlenmesinde dnemli bir rol oynadigi
bildirilmektedir (Keishi vd., 2011).

Antijenin T hiicre TCR’e baglanmas1 Ca*? mobilizasyonunu tetikler ve etkili

T hicresinin aktivasyonu, anerji, gen ekspresyonu, hareketlilik, sinaps olusumu,
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sitotoksisite, gelisim ve farklilasma i¢in gereklidir. Antijenin TCR’ye baglanmasi
TCR/CD3 kompleksinin sitozolik kisminin lenfosit protein kinaz (LCK)
tarafindan immiinreseptor tirozin bazli aktivasyon motiflerin fosforilizasyonunu
tetikler. Bu, bir dizi kinazin ve Substratlarinin aktivasyonuyla ligasyona ve
dolayisiyla fosfolipaz C-y'min (PLC-y) aktivasyonuna Yol acar. PLC-y
aktivasyonu, T hucrelerinde Ca2+ hiicre membranindan gecerek hicre igine
girmesine ve hicre ici Ca2+ dlzeyinin yaklasik ~500 nM yiikselmesi sonugta T

hiicre aktivasyonuna yol agmaktadir (Elsie vd., 2018).

Ozellikle bazi immun hastaliklarmi ve kanseri daha iyi tamimlayip tedavi
yontemi olusturmak i¢in genetik modifikasyon teknigiyle T lenfosit olusturularak
hastaliklarin in vitro modellenmesi yapilmaktadir. Non-Hodgkin lenfoma (NHL),
multipil myeloma (MM), kronik lenfositik 16semi (KLL), hastaliklarinda ilk kez
transgenik kimerik antijen reseptor T (CAR-T) tedavisi bu modelleme teknigi
kullanilarak klinik olarak g¢alisilmistir. Kimerik antijen reseptorleri: monoklonal
antikorun (mAb) antijene baglanma alani, T lenfosit transmembran ve hiicreigi
sinyalleme alani olan CD3( zincirini igeren tasarlanmis bir reseptordiir. Edinilmis
bagisiklik tepkisinin énemli bir asamas1 T hiicresi aktivasyonudur. Immun tepki
icin sitotoksik T hiicresinin yan1 sira CD4+T hcresi aktivasyon da gereklidir.
Aktive edilmis CD4+T hiicreleri ¢ogalabilir, farklilasabilir, sitokin salgilayabilir,
hedef hiicreleri oldiirebilir ve diger efektor gorevleri gerceklestirebilir. Klinik
olarak uygulanabilir konvansiyonel T hiicresi in vitro stimulasyonu icin anti-CD3
ve anti-CD28 antikorlarin1 gerektirmektedir. En iyi alternatiflerden biri olan
kirmizi barbunya fasulyesinden tiretilen fitohemaglitinin (PHA) TCR/CD3
kompleksine baglanarak anti-CD3 antikorlar1 tarafindan tetiklenen tiim hiicre igi
aktivasyon olaylarini taklit ederek T lenfosit bolinmesi ve metabolik aktivasyonu
stimule eder. Yaklasik 3 haftadan bile kisa bir siire i¢in kiiltiire edilebilen CD8+T
hicreler 1L-15 ve PHA ile birlikte kiltiir(i sonras1 bu siire 90 giine kadar artmistir.
(Gamze vd., 2023).
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2.4.miRNA’larin Immune Sistemindeki Rolii

2.4.1.miRNA’larin biyosentezi ve biyolojik islevi

Mikro RNA (miRNA) ilk kez Hardvard Universitesi biyologlar tarafindan
nematod C. elegans ile yapilan bir ¢alisma sirasinda bulunmustur (Lee vd., 1993).
Su anda insanlarda, potansiyel olarak insan genomunun %30'undan fazlasini hedef
alan 1000'den fazla miRNA tanimlanmistir (Griffiths-Jones vd., 2008).
MikroRNA'lar veya miRNA'lar, genlerin intron, ekzon veya intergenik
bolgelerinde bulunan diziler tarafindan kodlanan, 19-25 niikleotid uzunlugunda
kisa molekdillerdir. Transkripsiyon sonrasi protein kodlayan genlerin gen
ekspresyonunu kontrol etmekle tanimlanir. miRNA'lar gen ekspresyonunu
diizenleyerek proliferasyon, apoptoz, farklilasma, migrasyon, immune tepki ve

ilag direnci gibi 6nemli biyolojik islevleri diizenlerler.

miRNA'larin biyogenezi, hiicre ¢ekirdeginde baslayan birkag adimi igerir ve
koordineli bir kirpma ve kesme sireci ile sitoplazmada sonlanir (Sekil 2.4) (Kim,
2005). Bu adim, intergenik veya intragenik DNA dizilerinin, RNA tarafindan
transkripsiyonu ile baslar ve birincil miRNA olarak bilinen bir ila t¢ kilobaz (kb)
uzunlugunda bir dizi olusturan polimeraz II (Cai vd., 2004; Lee vd., 2004). Daha
sonra, Drosha enzimi ve RNA baglayici protein Pasha (DiGeorge sendromu kritik
bolge 8 olarak da bilinir) birincil miRNA'y1 daha kisa bir pre-miRNA olarak
adlandirilan 70-100 niikleotidlik kok-dongii yapr dizisi (Denli vd., 2004; Gregory
vd., 2004; Han vd., 2004; Landthaler vd., 2004). Exportin-5 pre-mirRNA'y1
sitoplazmaya tasir (Bohnsack ve ark., 2004; Lund ve ark, 2004; Yi vd., 2003) ve
burada 14-24 ¢ift sarmalli olgun uzunluguna boéliiniir. 2 Dicer adli bir enzim
tarafindan oligonikleotid (Bernstein vd., 2001; Hutvagner vd., 2001). Dicer cift
iplikcik daha sonra iki tek iplik¢ige ayrilir. Iplikgiklerden biri olgun bir sarmala
doniisiir. miRNA molekili RNA ile indiklenen susturma kompleksine veya
RISC'ye dahil olur. Bu kompleks sunlari yapabilir mRNA ile tamamlanarak

protein translasyonunu inhibe eder (Knight ve Bass, 2001).
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Sekil 2. 1. mi-RNA’larin biyosentezi (Jinmeng Liu vd., 2022).

Bazi  miRNA'lar  alisilmadik  derecede  yiiksek  veya  disiik
konsantrasyonlarda Uretilir ve sonu¢ olarak mMRNA hedeflerine daha fazla veya
daha az kapsamli olarak baglanabilir. Bu diizensizlik, tiimdr belirtegleri olarak
tanimlanan protein seviyelerindeki bir degisikligin  Olgilebildigi  timor
gelisiminde rol oynar (Lu vd., 2005). miRNA aktivitesinin derecesi, hedef mRNA
konsantrasyonunun farklilasma veya gelisim gibi fizyolojik bir olay sirasinda
veya cevresel ortamdaki degisikliklerin bir sonucu olarak degismesi durumunda
da degisebilir (Arvey vd., 2010).

miRNA'larin gen ifadesinin diizenlenmesindeki rolii, onlar1 hem fizyolojik
hem de patolojik hemen hemen her biyolojik fonksiyonda anahtar oyuncular
haline getirir (O'Connell vd., 2010). Toll benzeri reseptorler (TLR), patojen
yapilarini taniyan, dogustan gelen bagisiklik tepkilerini tetikleyen ve antijene
0zgl immun cevabi baglatan bir protein sinifidir (Eskan vd., 2008; Hajishengallis
vd., 2006; Hirao vd., 2009; Kawai ve Akira, 2010; Medzhitov vd., 1997). TLR'ler
transmembran bolgesinde veya hiicrelerin sitoplazmasinda eksprese edilen bir
grup proteindir ve belirli mikrobiyal kaliplar1 tanir (Kopp vd., 1999). Ornegin
TLR4 bakteriyel lipopolisakkariti (LPS) tanir (Medzhitov vd., 1997). Mikrobiyal

uyarim iizerine TLR4, inflamatuar siireci baglatan sitokinleri ve/veya kemokinleri
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uretmek icin hicreyi tetikleyen bir dizi downstrem sinyali gonderir (Shimazu
vd.,1999). miRNA'lar inflamasyon, metabolizma ve yara iyilestirilmesinde 6nemli
bir post-transkripsiyonel duzenleyici olarak gorilmektedir (Van vd., 2012).
Inflamasyonun kilit diizenleyicileri olan miRNA'lar, TLR4 yolag: aktivasyonu
yoluyla inflamatuar uyaranlara verilen homeostatik yanitlarla (Xie vd., 2013) ve
miRNA'larin inflamatuar yanit1 bastirdig1 veya inflamatuar tetikleyicileri azalttig
bakteriyel enfeksiyona verilen ¢esitli TLR aracili bagisiklik yanitlariyla
iliskilendirilmistir (Case vd., 2011; Liu vd., 2009).

2.4.2.miRNA-181a ve periferik T lenfositleri

miRNA'lar, seed region (miRNA'nin mRNA'ya baglanmasi igin gereklidir)
disinda yalnizca birkag niikleotid igin farklilik gosteren birkag liyeden olusan
aileler halinde organize edilebilir. miRNA ailesi (yeleri genellikle belirli
kromozomal bolgelerde toplanir ve iki veya daha fazla kopya halinde bulunabilir.
Diger diizenleyici kodlamayan RNA'lara benzer sekilde, miRNA'lar sinirh
mekansal-zamansal lokalizasyondan her yerde olmasa da daha yaygin dagilimlara
kadar degisen farkli ekspresyon modelleri sergiler. Cok sayida deneysel kanit,
miRNA'larin temel biyolojik suregleri dizenledigini ve islev bozukluklarinin hem
gelisimsel siirecler hem de olgun dokularin/organlarin homeostazi iizerinde zararl
etkileri olabilecegini gdstermektedir. Insan genomunda miR-181 ailesi dért farkli
5p uglu olgun formdan olusur: (a) miR-181a-5p; (b) miR-181b-5p; (c) miR-181c-
5p ve (d) miR-181d-5p. Bu dort olgun miR-181 formu, agagidaki alti farkli 6ncii
(stem-loop) dizisinden dretilir: olgun miR-181a-5p'min iki 6zdes kopyasini
meydana getiren pre-mir-181al ve pre-mir-181a2; olgun miR-181b-5p'nin iki
ozdes kopyasin1 meydana getiren pre-mir-181b1 ve pre-mir-181b2; olgun miR-
181c-5p'yi meydana getiren pre-mir-181c ve olgun miR-181d-5p'yi olusturmak
tizere islenen pre-miR-181d (Alessia vd., 2020).

miR-181 ailesinin hedef genleri bagisiklik tepkisi ve enflamasyonun
dizenlenmesinde yapilan ¢aligmalarla 6nemini vurgulamaktadir (Tablo 2.1.) (Xie
vd., 2011).
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Tablo 2.1. miR-181a hedef genleri

mMiRNA

Hedef gen

Gen uriin fonnksiyonu

MiRNA-181a

Dusp5/6

T hcre reseptori (TCR)
sinyallemesinin ve
aktivasyoun
diizenlenmesi; T
yardime1
subpopulasyonunun

farklilagsmasi

IL-6

Akut ve kronik
enflamasyon ve b hiicre
olgunlagmasi; Th

farklilasmasti

STAT-1

Sitokin  araghi  sinyal
yolagi; LPS aragh sinyal
yolagi

TGFB1

Adaptif immun yaniti,
kolajen  biyosentezinin
regulasyonu, kemotaksis,
fibroblast  migrasyonu,
odontogenezis
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Tablo 2.1. miR-181a hedef genleri (Devam ediyor)

CCLS8 Immun tepki,
enflamasyon tepki,
kemokin aktivitesi,

fosfolipaz aktivasyonu

IL-6 Sitokinlerin sagilanmasi,
negatif regtlasyon,
kolejan biyosentezi, akut
inflamatuar yanit, Th17

farklilagsmasi

miRNA-181b MMP9 IL-1 ve LPS’e hiicre
yaniti, makrofaj
farklilagmasi, apoptoz ve
anjiyogenezin

regulasyonu

TGFB1 Adaptif immun tepki,
kolajen biyosentezi,
kemotaksis, fibroblast
migrasyonu, th17

farklilagmast

IL-2 Antijen ve mitojen
miR-181c aktivasyonuna kars1 T

hiicre sitokin Uretimi

SOCS1 Sitokin aracilt sinyal
yolagi JAK-STAT
yolagiin negative

regulasyonu
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Tablo 2.1. miR-181a hedef genleri (Devam ediyor)

miRNA-181d MMP9 LPS ve IL1%e kars1
immun yanit, markrofaj
farklilagsmasi,
anjiyogenez ve

apoptozun regiilasyonu

T hiicre populasyonunda, miR-181a/b-1 en belirgin sekilde, miR-181c/d
daha diisiik seviyelerde, miR-181a/b-2 ise hi¢ eksprese edilmedigi tespit
edilememektedir. Bu nedenle, miR-181a/b-1'in dogrudan silinmesi muhtemelen
en fizyolojik islev kaybi modelini temsil ederken, miR-181a'min ektopik
ekspresyonu onemli o6lgiide diger miR-181 ailesi Uyelerinin hedeflerini de
etkileyebilir. In vitro olarak aktive olmus CD4+ ve CD8+ hiicreleri miR-181a'nin
ekspresyonunu kaybeder, bu da bellek ve naif T hiicrelerinde miR-181a'nin daha
diisiik ekspresyonuna neden olur. Dahasi, miR-181a bir organizmanin O&mrii
boyunca T hicrelerinde dinamik olarak ifade edilir ve yasin artmasiyle
ekspresyon seviyeleri giderek azalir. ilk kez 2007 yilinda Li ve arkadaslari
tarafindan miR-181a'nin bir TCR sinyal modiilator islevine sahip oldugu
belirlenmistir. Olgun T hiicrelerinde miR-181a ekspresyonunun ektopik olarak
artmasi, peptit antijenlerine karsi artan hassasiyetin yani sira Lck ve Erk'in bazal
fosforilasyon seviyelerinin artmasiyla sonuglanmistir. Benzer sekilde, miR-
181a'nin antagomirler yoluyla inhibisyonu TCR duyarhiligimi azaltmistir. TCR
sinyallemesinin  dizenlenmesindeki rollyle uyumlu olarak, TCR sinyal
aktivasyonunda yer alan SHP-2, PTPN22, DUSPS5 veya DUSP6 gibi fosfatazlarin
miRNA-181a’nin hedefi olarak bilinmektedir (Li vd., 2007).

TCR aktivasyonu agisindan periferik T hicreleri ve timositler
karsilagtirildiginda son derecede farkli sonuglar gozlemlenmistir. Yiksek afiniteli
periferik T lenfositlerinde miRNA-181a’nin daha diisiik ekspresyona sahip oldugu
bilinmektedir. Yaslanmaya bagli olarak immun sistemi bir dizi temel degisiklige
ugrar. Bu degisiklikler enfeksiyonlara karsi hassasiyetin artmasina neden olur. T
hiicre kompartiman1 yaslanma sirasinda énemli degisikliklere ugrar. Ik olarak,

timus atrofiye maruz kalarak daha gocukluk dOoneminden baglayarak naif T
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hicrelerinin  Uretimini azaltir. Buna bagli olarak, yetigkin insanlarda,
hematopoezis naif T hiicresi havuzunu koruyan ana mekanizmadir. Yaglanma
sirasinda, hematostatik proliferasyon bir dereceye kadar azalir ancak uzun siireler
boyunca korunur. TCR ¢esitliliginde azalma ol masina ragmen TCR repertuarinda
onemli "bosluklar” yaratacak Olgtide degildir. T hiicresi populasyonundaki yapisal
degisiklikler yash bireylerde sinirli T hiicresi yanitlarina yol acabilir. Ozellikle,
sitomegaloviriis (CMV) enfeksiyonunda goriildiigii gibi ‘memory inflation’ yani
cok sayida efektor bellek T hicresinin periferik dokularda biriktigi bir siireg
ggriilmekte olup, baz1 diisiik seviyeli kalic1 virlis enfeksiyonlarinda gézlemlenir

(Zigtara vd., 2013).

T hicrelerinde yasa bagli olusan bu degisikliklerin her birinin islevsel
sonuglar1 yalnizca kismen anlasilmistir. Hiicre i¢i T hiicresi islevinde yasa bagl
degisiklikler de bildirilmistir. Bu nedenle, yapilmis bir in vitro faare deneyinde
uzun 6marlt naif CD4 T hicreleri daha az IL-2 iiretmistir ve insanlarda, yaslh
bireylerden alinan 6rneklerde naif CD4 T hiicreleri TCR uyarimima daha az yanit
vermis ve azalmig MAP kinaz aktivitesi sergilemistir. Bu bireylerde DUSP6
ekspresyonundaki artim olmasina ragmen miR-181a ekspresyonu azalmistir, bu
da miR-181a ve hedefi DUSP6 araciligiyla TCR aracili Erk sinyalinin
diizenlendigini diisiindiirmektedir. Hem miR-181a'nin ektopik ekspresyonu hem
de DUSP6'min susturulmasit CD4 T hiicrelerinin TCR aktivasyon duyarliligin
artirirken, miR-181a'nin inhibisyonu T hiicre aktivasyonunu azaltmstir. Ozellikle,
miR-181a'nin Ptpn22 ve SHP-2 gibi diger tipik fosfataz hedefleri yash bireylerde
etkilenmeden kalmistir ve bu da duruma bagli hedeflemeye isaret etmektedir.
Artan yagsla birlikte miR-181a ekspresyonunun giderek azalirken kordon kanindan
tiretilen CD4 T hcrelerinde miR-181a ekspresyonu yiksek oldugu goriilmiistiir.
miR-181a/b-1 yoksun fare modelinde periferik T hiicrelerinde miR-181a'nin
regiilasyonundaki  degisikliklerin  degerlendirilmesi sonucu miR-181a/b-1
yoklugunda, efektor T hiicrelerinin verimsiz farklilagsmasi ve ¢ogalmasi nedeniyle
lenfositik koriomenenjit viriisime (LCMV) karst yanit olusumunda gecikme
belirlenmistir. Bellek CD8 T hiicreleri iiretilmis olsa da, bu hiicrelerin immun
yanitinda da benzer sekilde kusurlar olmustur. Bat1 Nil viriisii ile enfekte olmus
geng ve yagl hastalar arasinda yapilmig baska bir ¢aligmada bulgular TCR sinyali
ve miR-181a/b-1 islevi arasindaki mekanik bir baglantiyla periferik T
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hicrelerinde miR-181a/b-1 kaybi DUSP6'nin upregiilasyonu ve Erk'in sinirh
fosforilasyonu ile sonuglanmistir. Yapilan ¢alismalar sonucu diisiikk bir diizeyde
ekprese olan miR-181a aktivasyon {iizerine daha da azalip periferik T hiicre
¢ogalmasi ve bellek T lenfosit islevinde 6nemli rol oynadigi belirlenmistir (Todd

vd., 2023).
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3. GEREC VE YONTEMLER

3.1. Kullamlan Kimyasal Maddeler
Fetal Bovine Serum (FBS)

Primocin

Stabil Glutamine

RPMI-1640

Dulbecco's phosphate buffered saline

Tripsin-EDTA

MagniSort™ human T cell enrichment
kit

Phytohemagglutinin (M Form)
FITC anti-human CD44

FITC anti-human CD90

FITC anti-human CD73

FITC anti-human CD105

PE anti-human CD25

PE anti-human CD19

PE anti-human CD29

27

FBS-12A, Capricorn Scientific,
Ebsdorfergrund, Almanya

. ant-pm-2, Invivogen, California,
ABD

STA-B, Capricorn Scientific,
Ebsdorfergrund, Almanya

RPMI-A, Capricorn Scientific,
Ebsdorfergrund, Almanya

PBS-1A, Capricorn Scientific,
Ebsdorfergrund, Almanya

25200056, Thermo  Fisher
Scientific, Gibco, Massachusetts,
ABD

8804-6810-74,
ThermoFisher,
ABD

invitrogen by
Massachusetts,

: 10576015, Thermo Fisher Gibco,
Massachusetts, ABD

: 338804 , Biolegend, California,
ABD

: 19-04400-10, PluriSelect, Leipzig,
Almanya

:344016, Biolegend, California,
ABD
323204, Biolegend, California,

ABD

BSA-1S, Biolegend, California,
ABD

302208, Biolegend, California,
ABD
:303004, Biolegend, California,
ABD



PE anti-human CD34

PE anti-human CD14

PE anti-human HLA-DR

PE anti-human HLA-A-B-C

PE / Cyanine 7 mouse IgG1, k Isotype

PE / Cyanine 7 anti-human CD105

FITC anti-human CD69

PE anti-human CD45

FITC anti-human CD25

PE mouse IgG1 k

Brilliant violet 711 anti-human CD8

PE anti-mouse/rat/human FOXP3

Brilliant violet ant-human T-BET

FITC anti-human CD3

APC/Cyanine 7 anti-humann CD4

APC Annexin V kit

. 343506,

ABD

301806,
ABD

307606,
ABD

311406,
ABD

. 400126,
ABD

323218,
ABD

310904,
ABD

. 304008,
ABD

Biolegend,

Biolegend,

Biolegend,

Biolegend,

Biolegend,

Biolegend,

Biolegend,

Biolegend,

California,

California,

California,

California,

California,

California,

California,

California,

: T-H25-100, Ankara, Turkiye

400114,
ABD

. 344734,
ABD

320008,
ABD

. 644819,
ABD

Biolegend,

Biolegend,

Biolegend,

Biolegend,

California,

California,

California,

California,

: 31706, Cankaya, Ankara

: 317418, Biolegend, California,
ABD
: 20-6410-KIT, TONBO, California,
ABD
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: 10008351, Cyman Chemical,

Propidium iodide solution Michigan, ABD
Recombinant human FGF : 571506, Biolegend, California,
ABD

: 328108, Biolegend, California,

FITC anti human CD90 antibody ABD

. . : Invitrogen by ThermoFisher,
MagniSort™ human T cell enrichment Massachusetts, ABD

kit

3.1. Kullamilan Cihazlar

Telstar Biovanguard, Tokyo,
Japonya

Laminar air flow-class Il

CO,/02- ¢ok gazli incubator :  Panasonic ~ MCO-170M-PE,
Kadoma, Japonya

-150°C derin dondurucu . Panasonic MDF-C2156VAN-PE,
Kadoma, Japonya

Floresan atagmanh inverted : Carl Zeiss Axio Observer DI,

arastirma mikroskobu Oberkochen, Almanya

Flow Sitometri : Agilent Novacyte 3500,
Kaliforniya, ABD

gRT-PCR : QIAGEN Rotor-GeneQ, Hilden,
Almanya

i . : THERMO FISHER SCIENTIFIC
Thermal Cycler PCR sistemi APPLIED BIOSYSTEMS
SimpliAmp, Massachusetts, ABD

Floresan atasmanl aragtirma : Leica DM2500, Wetzlar Almanya
Mikroskobu
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Isik mikroskobu

Otomatik pipet seti

Masaiistii sogutmali santrifiij

Calkalamal1 su banyosu

Sarjli pipetor

Kit saklama dolabi (+4/-20°C)

Spektrofotometre (Nanodrop-one)

Florometre (Qubit-4)

Sitosantrifij

Bilgisayar

: Kern, OBL-12/0OBL-13, Balingen,
Almanya

Eppendorf, Research® plus,
Hamburg Almanya

: Hettich Rotina 380R, Westphalian,
Almanya

JeioTech BS-11, Seul, Gilney
Kore

: Rainin PX-100 EU, Kaliforniya,
ABD

Panasonic
Kadoma, Japonya

: THERMO FISHER SCIENTIFIC,
Massachusetts, ABD

: THERMO FISHER SCIENTIFIC
INVITROGEN, Massachusetts,
ABD

: THARMAC CellSpin 1, Limburg
an der Lahn, Almanya

MPR-414F-PE,

: Lenovo Ideapad 310, Cin
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3.2. Deney Protokolt

Bu tez calismasi sadece hiicre kiltlirii ortaminda (insan ya da hayvan
viicudu disinda) ve Eskisehir Osmangazi Universitesi (ESOGU), Tip fakiiltesi,
Klinik arastirmalar Etik Kurul Baskanliginin karar iznin sayr numarasi: E-
80558/21-050.99-41223; No:21 10.11.2022 tarihli etik kurul izni ile insan
kaynakl1 dokulardan izole edilerek gergeklestirilmistir.

3.2.1. Deney gruplan

Calismamizda, mezenkimal kok  hiicrelerin  immunomodulatuvar

ozelliklerinin incelenmesi i¢in 3 farkli hiicre grubu kullanilmigtir. Bu gruplar:
Deney gruplari:
1. Grup (Kontrol grubu): Yalnizca uyarilmig T hiicresi

2.Grup (Deney grubu): Uyarilmis T hiicresi+iWJ-MKH indirekt Ko-

Kiiltiirii Indirekt Ko-Kiiltlir Sistemi: Dogrudan Olmayan birlikte kiiltiir sistemi:

3. Grup (Deney grubu): indirekt Uyarilmis PHA-T hiicresi + miRNA-181a
transfekte edilmis WJ-MKH (miRNA-181a-iWJ-MKH)

3.2.2. Hucrelerin izolasyonu, kiiltiir edilmesi, ¢cogaltilmasi ve

karakterizasyonu
3.2.2.1. IWJ-MKH’lerin izolasyonu ve kilttre edilmesi

Bu tez caligmasinda 3 vakadan (n=3) eksplant yada enzimatik sindirim
yontemi ile izole edilip primer Kkiiltiire alinan ve 3. pasajda karakterize edilen
insan Wharton Jeli kokenli mezenkimal kok hiicreler (iWJ-MKH’ler) kullanildi.
Eksplant kaltir icin oncelikle doku %10 Primocine igeren Hank’in dengeli tuz
cozeltisi (HBSS) sollisyonu ile yikandi ve dokudan kiigiik kesitler alinarak 6 well
kiiltiir plaginin tabanina konularak 15 dakika tabana tutunmasi icin beklenildi.15
dakika sonra tizerine %10 fotal sigir serumu (FBS, Capricorn Scientific,
Ebsdorfergrund, Almanya), %1 primocin (Invivogen, California, ABD) ve %1
stabil glutamine (Capricorn Scientific, Ebsdorfergrund, Almanya) iceren Nutri ve
Nutri supplement (Capricorn Scientific, Ebsdorfergrund, Almanya) besiyerinde,
%5 CO2, %5 02 ve %95 bagil nemde ve 37°C inkiibatorde (Panasonic, MCO-
170M-PE, Kadoma, Japonya) cogaltildi. Caligmada kullanilacak olan insan
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Wharton jeli mezenkimal kok hucreler (IWJ-MKH) Wharton jeli dokusundan
izole etmek igin %0.75 oraninda Collgenase tip | (Col tip 1) kullanildi. Oncelikle
12 mL PBS icerisinde 0.09 g Col tip | ¢ozulerek 5 dakika su banyosunda
bekletildikten sonra 0.22um’lik filtreden geg¢irildi. Doku pargasi 2 kez %10
Pencilin/Streptomicine  (Pen/St) igeren HBSS iginde yikanip kandan
arindirildiktan sonra damarlarindan ayiklanarak Col tip I enzimi eklenerek 15
dakikada bir durumu kontrol edilerek 1 saat boyunca su banyosunda birakildi. 1
saat sonunda enzim 1:1 oraninda FBS eklenerek inaktive edildi ve 300xg’de 5
dakika santriftj yapildiktan sonra hicreler; %10 fétal sigir serumu (FBS,
Capricorn Scientific, Ebsdorfergrund, Almanya), %1 primocin (Invivogen,
California, ABD) ve %1 stabil glutamine (Capricorn Scientific, Ebsdorfergrund,
Almanya) iceren Nutri ve Nutri supplement (Capricorn Scientific,
Ebsdorfergrund, Almanya) besiyerinde, %5 CO2, %5 02 ve %95 bagil nemde ve
37°C inkubatorde (Panasonic, MCO-170M-PE, Kadoma, Japonya) ¢ogaltildi.

IWJ-MKH’lerin giinliik olarak yapilan invert faz kontrast mikroskobik (Carl
Zeiss, Axio Observer D1, Oberkochen, Almanya) morfolojik analizlerinde
eksplant yoluyla izole edilenlerde eksplanttan hiicre kiiltiir plaginin tabanina
dogru hiicre hareketleri ve enzimatik yolla izole edilenlerde ise hiicreler hiicre
tutunmalar1 kontrol edildi, morfolojik analizler yapildi ve fotograf cekildi.
Hucrelerin durumu her giin faz konstrant mikroskobu ile gézlemlendi ve hicreler
kiltiir sirasinda kiiltiir kabinin %70 oraninda hiicre yogunluguna sahip oldugu
zaman alt kiiltiirleme yapildi (pasajlandi). Bunun igin eski besiyeri ¢ekilerek 3 mL
Cat+2 ve Mg+2 icermeyen Dulbecco's Phosphate Buffered Saline (dPBS,
Capricorn Scientific, Ebsdorfergrund, Almanya) ile 3 kez yikama yapilarak eski
besiyeri uzaklastirildi. Ardindan %0.25 tripsin-EDTA (Etilendiamin tetra asetik
asit, Thermo Fisher Scientific, Gibco, Massachusetts, ABD) eklendi. U¢ dakika
inkibatorde bekletildikten sonra mikroskopta hiicrelerin kalktigi belirlenerek,
tripsin-EDTA’y1 notralize etmek igin tripsin miktariin en az iki kati kadar serum
iceren besiyeri eklendi. Hiicre solisyonu santrifiij tuptne (Sarstedt, Nimbrecht,
Almanya) alinarak mikropipet ile nazik¢ce homojenize edildi. 300xg’de 5 dakika
boyunca santrifuj (Hettich, Rotina 380R, Westphalian, Almanya) edildi. Santrifij
sonrasinda siipernatant atildi. Bu islem iki kez daha yapildi. Son asamada hucre

sayimmi igin pellet 1 ml besiyeri ile resiispanse hale getirildi. Igerisinden 20 ul
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alinarak 200 ul’lik kapakli konik tabanl tiipe aktarildi. Uzerine 1:1 oraminda
tripan mavisi eklenerek Thoma laminda 151k mikroskobu (Kern, OBL-12/OBL-13,
Balingen, Almanya) altinda sayildi. Yapilan sayim ile elde edilen sonug asagidaki
formiil ile hesaplanarak hiicre sayisi elde edildi. Toplam hiicre sayis1 = 16 biiyiik

karedeki hiicre sayis1 x 10,000 x diliisyon faktorii

Sonraki asamada birlikte ve kontrol grupu kilturlerinde kullanilmak iizere
iWJ-MKH hiicreleri 7x10° hiicre/flask olacak sekilde T75 flasklara ekilerek
kiltiirlerine devam edildi. Hiicre pelletinin kalan kismi ilerideki ¢alismalarda
kullanilmak tizere donduruldu. Bunu igin hiicreler 300xg’de 5 dakika boyunca
santriflij edildi. Santrifiij sonrasinda siipernatant atildi ve hiicre pelletine daha
once hazirlanip 2-8°C’de bekletilmis olan kriyoprezervasyon soliusyonu (%35
FBS iceren RPMI-1640 besiyeri) ile mikropipet yardimiyla hizla homojenize hale
getirildi. Hizla her kriyovialde 3x108 hiicre olacak sekilde viallere paylastirildi ve
her bir kriyoviale %5 dimetil sllfoksit (DMSQO) pipetaj yapilmadan eklendi.
Hiicrelerin homojenize olmasi i¢in kriyoviallerin dig kismindan el ile tabanina
yakin nazikg¢e vuruldu. Hizla, dondurma isleminden Once kriyoprezervasyon kayit
defterinde belirlenmis olan yerine ulastirilarak -150°C’de derin dondurucuya
(Panasonic MDF-C2156VAN-PE, Kadoma, Japonya) yerlestirildi ve

dondurularak saklandi (kriyoprezerve edildi).
3.2.2.2. iIWJ-MKH’lerin immunofenotipik karakterizasyonu

3.2.2.2.1. IWJ-MKH’lerin flow sitometri ile immunofentotipik
karakterizasyonu

Izole edilmis iWJ-MKH’ler iigiincii pasaja kadar ¢ogaltild1 ve pasaji gelince
eski besiyeri cekilerek 3 mL Ca+2 ve Mg+2 icermeyen Dulbecco's Phosphate
Buffered Saline (dPBS, Capricorn Scientific, Ebsdorfergrund, Almanya) ile 3 kez
yikama yapilarak eski besiyeri uzaklastirildi. Ardindan %0.25 tripsin-EDTA
(Etilendiamin tetra asetik asit, Thermo Fisher Scientific, Gibco, Massachusetts,
ABD) eklendi. Ug dakika inkiibatorde bekletildikten sonra mikroskopta hiicrelerin
kalktig1 belirlenerek, tripsin-EDTA’y1 nétralize etmek igin tripsin miktarinin en
az iki kat1 kadar serum igeren besiyeri eklendi. Hiicre soliisyonu santrifiij tiipline
(Sarstedt, Niimbrecht, Almanya) alinarak mikropipet ile nazikge homojenize
edildi. 300xg’de 5 dakika boyunca santriftij (Hettich, Rotina 380R, Westphalian,
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Almanya) edildi. Santrifiij sonrasinda silipernatant atildi ve hiicre pelleti soguk
PBS ile yikandi. Hiicre pelleti tizerine 100 pL baglanma soliisyonu (%2 FBS
iceren PBS) ve 2 uL ilgili antikor eklenerek, 30 dakika boyunca +4°C’de inkibe
edildi. Inkiibasyon sonrast 300 uL PBS eklenerek flow sitometri cihazinda
(Agilent Novacyte, 3500) okutuldu. NovoExpress software (Agilent, CA, ABD)
programinda analiz islemleri gerceklestirildi. Izolasyonun verimliligi (saflig1 ve
canlilik) agisindan ilgili antikor ile isaretlenerck flow sitometri analizi ile
karakterizasyon islemleri yapildi. Izolasyon yonteminin  verimliligini
degerlendirmek icin FITC anti-human CD44 (Biolegend, California, ABD), FITC
anti-human CD105 (Biolegend, California, ABD), FITC anti-human CD73
(Biolegend, California, ABD), FITC anti-human CD 90 (Thorvacs Cankaya,
Ankara), PE anti-human CD25 (Biolegend, California, ABD), PE anti-human
CD19 (Biolegend, California, ABD), PE anti-human CD29 (Biolegend,
California, ABD), PE anti-human CD34 (Biolegend, California, ABD), PE anti-
human CD14 (Biolegend, California, ABD), PE anti-human HLA-DR
(Biolegend, California, ABD), PE anti-human HLA-A-B-C (Biolegend,
California, ABD), FITC anti-human CD69 (Biolegend, California, ABD), FITC
anti-human CD25 (Biolegend, California, ABD), PE anti-human 45 (Biolegend,
California, ABD), antikorlar1 kullanildi.

3.2.2.2.2. i\WJ-MKH’lerin immunofloresan isaretleme ile immunohistokimyasal

karakterizasyon

IWJ-MKH’lerde adiponektin, ostenektin ve osteopontin proteinlerinin
ekspresyon durumunu belirlemek icin immunofloresan (iF) isaretleme ile
karakterizasyon islemleri yapildi. Bunun i¢in fikse edilmis iWJ-MKH’ler Ca2+ ve
Mg2+ iceren PBS ile 2-3 kez yikandi. Cover Slipler 6 well’in her bir
kuyucugundan ¢ikarilarak tizerine % 0.1 Triton-X-100 eklendi ve 15 dakika
inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra hiicreler 2-3 kez PBS ile yikandi. %10 Goat
serum igeren PBS ile 20 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyonun bitiminde hiicreler
Uzerine adiponektin, osteonektin ve osteopontin primer antikorlari ile gece boyu
+4°C'de inkiibe edilerek antikorlarin antijene baglanmasi saglandi. Ertesi giin
hiicreler oda sicakliginda PBS ile ii¢ kez yikanarak baglanmayan primer antikorlar
uzaklastirildi. Primer antikorlara uygun olarak secilen Alexa Flour-488 (yesil)

(Cell Signaling Technology, Massachusetts, ABD) ve Alexa Flour-594 (kirmizi)
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(Cell Signaling Technology, Massachusetts, ABD) sekonder antikorlar ile iki saat
boyunca oda sicakliginda inkiibe edildi. inkiibasyon sonunda hiicreler (i¢ kez PBS
ile yikanarak sekonder antikor uzaklastirildi. Hicreler en son nikleus belirteci
olan DAPI ile boyanarak floresan mikroskopta (CARL ZEISS AXIO
OBSERVER D1, Almanya) goruntulendi.

3.2.2.3. iIWJ-MKH’lerin farklilagma yoluyla karakterizasyonu ve

farklilasmanin karakterizasyonu

Bir baska karakterizasyon analizi olarak hiicreler farklilastirma kiiltiir
ortamina alindi ve WJ-MKH’ler kemik ve adipoz hiicre hatlarina farklilagtirmak
lizere uygun siirelerde kiiltiir edildi. Farklilagtirma sonrasinda adipojenik hiicreler
Oil red-O boyasi, osteojenik hiicreler Alirazin red boyasi ile gosterilerek elde

edilen hiicrelerin MKH karakterinde olduklar1 dogrulanacaktir.

Adipojenik Farkhlasma: izole edilmis iWJ-MKH’ler iiciincii pasaja kadar
cogaltildr ve pasaji gelince eski besiyeri ¢ekilerek 3 mL Ca+? ve Mg+?2 icermeyen
Dulbecco's Phosphate Buffered Saline (dPBS, Capricorn Scientific,
Ebsdorfergrund, Almanya) ile 3 kez yikama yapilarak eski besiyeri uzaklastirildi.
Ardindan %0.25 tripsin-EDTA (Etilendiamin tetra asetik asit, Thermo Fisher
Scientific, Gibco, Massachusetts, ABD) eklendi. Ug¢ dakika inkiibatorde
bekletildikten sonra mikroskopta hiicrelerin kalktig1 belirlenerek, tripsin-EDTA’y1
notralize etmek igin tripsin miktarinin en az iki kat1 kadar serum iceren besiyeri
eklendi. Hicre solisyonu santriflij tlpine (Sarstedt, Numbrecht, Almanya)
alimarak mikropipet ile nazik¢e homojenize edildi. 300xg’de 5 dakika boyunca
santrifij (Hettich, Rotina 380R, Westphalian, Almanya) edildi. Santrif(j
sonrasinda slipernatant atildi ve hiicre pelleti 6 well plakalarin her kuyucuguna
15x104 sayida hiicre ekilerek kiiltiire alindi. Kiiltiire alinan hiicrelerin kiiltiir
sirasinda kiiltiir kabinin %70 oraninda hiicre yogunluguna sahip oldugu zaman
IWJ-MKH’leri; i¢inde %10 FBS, 0.5 mM isobutyl-methylxanthine, 10-6 M
dexamethasone, 10 pg/ml insulin, 200 pM indomethacin ve 1% penisilin-
streptomisin bulunan DMEM F12 kiiltir medyumunda iki hafta kilttre edildi ve
kiiltiir sonrasi hiicre i¢i biriken lipidler, Oil-Red-O histolojik boyamasi yapilarak
pozitifligi mikroskobik incelemelerle gosterildi. Ayrica adipojenik farklilagma
sonrasinda MKH hiicrelerinde adiponectin antikoru ile isaretlenerek ekspresyon

seviyeleri kontrol grubu ile karsilastirildi. Bunun i¢in adipojenik yonde
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farklilagmis hucreler (zerine PBS eklenerek 2 dakika boyunca yikandi.
Yikamadan sonra hiicreleri fikse etmek amaciyla iizerine %4 paraformaldehid
eklendi, 15 dakika inkiibe edildi ve PBS eklenerek 2 dakika inkibe edildi.
Inkiibasyondan sonra dH.O eklendi ve 2 dakika inkibasyon sonunda %60
izoproponal eklenerek 5 dakika inklbe edildi. PBS ile yikama yapildiktan sonra

immunofloresan isaretleme igin bekletildi.

Osteojenik Farkhlasma: izole edilmis iWJ-MKH’ler iiciincii pasaja kadar
cogaltild1 ve pasaji gelince eski besiyeri gekilerek 3 mL Ca+2 ve Mg+2 icermeyen
Dulbecco's Phosphate Buffered Saline (dPBS, Capricorn Scientific,
Ebsdorfergrund, Almanya) ile 3 kez yikama yapilarak eski besiyeri uzaklastirildi.
Ardindan %0.25 tripsin-EDTA (Etilendiamin tetra asetik asit, Thermo Fisher
Scientific, Gibco, Massachusetts, ABD) eklendi. Uc¢ dakika inkiibatorde
bekletildikten sonra mikroskopta hiicrelerin kalktig1 belirlenerek, tripsin-EDTA’y1
notralize etmek igin tripsin miktarinin en az iki kat1 kadar serum igeren besiyeri
eklendi. Hicre solisyonu santrifj tlplne (Sarstedt, NiUmbrecht, Almanya)
alinarak mikropipet ile nazikge homojenize edildi. 300xg’de 5 dakika boyunca
santrifiij (Hettich, Rotina 380R, Westphalian, Almanya) edildi. Santrif(j
sonrasinda siipernatant atildi ve hiicre pelleti 6 well plakalarin her kuyucuguna
15x104 sayida hiicre ekilerek kiiltiire alindi. Kiiltiire alinan hiicrelerin kiiltiir
sirasinda kiiltiir kabinin %70 oraninda hiicre yogunluguna sahip oldugu zaman
IWJ-MKH’leri; i¢inde %10 FBS, 100 nM dexamethasone, 0.05 uM ascorbate-2-
phosphate, 10 mM B-glycerophosphate, %1 penisilin- streptomisin iceren DMEM
F12 kultur medyumunda 4 hafta boyunca kiiltire edildi. Ayrica osteojenik
farklilasma Alizarin Red-S ile boydi ve bu histolojik boyamanin pozitifligi
mikroskobik incelemelerle gosterildi. Farklhilasmis ve farklilasmamis MKH
hlcrelerinde  osteonektin  ve osteopontin  proteinleri, immunofluoresan
isaretlenerek belirlendi. Bunun i¢in osteojenik yonde farklilasmis hiicreler iizerine
PBS eklenerek 2 dakika boyunca yikandi. Yikamadan sonra hiicreleri fikse etmek
amaciyla tizerine %70 ethanol eklendi, 5 dakika inkiibe edildi ve PBS eklenerek

yikama yapildiktan sonra immunofloresan isaretleme i¢in bekletildi.
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3.2.3. T hucre aktivasyonu i¢in PHA-M (mitojen) hazirlanmasi

Sivi seklinde olan Phytohemagglutinin (M form) PHA-M (Thermo Fisher
Gibco Massachusetts, ABD) ticari olarak satin alindi. (PINAR CETINALP
DEMIRCAN vd., 2011) ve PHA-M kendi protokoliinde 6nerildigi gibi 20 puL/ml
olacak sekilde 2 mL’lik ependorlarda 140 pL stoklanarak -20 C’e konuldu.

3.2.4. Insan periferik kanindan pan T hiicrelerin izolasyonu ve aktivasyonu

Hemsire gézetimi altinda toplanmis periferik kan i¢ duvari piiskiirtiilerek
kurutulmus K2EDTA ile kaplanmuis tiipe aktarilarak dncelekle kandaki kalsiyumu
uzaklastirarak veya selatlayarak pihtilasma engellendi. Tupdeki kan 1:1 oraninda
%2 fotal sigir serumu (FBS, Capricorn Scientific, Ebsdorfergrund, Almanya)
iceren Ca+2 ve Mg+2 icermeyen Dulbecco's Phosphate Buffered Saline (dPBS,
Capricorn Scientific, Ebsdorfergrund, Almanya) ile dilie edilerek 8 ml
kan/%2FBS+PBS karisimi pastor pipetle yayma yontemi kullanilarak 4 ml Ficoll
lizerine yayildiktan sonra 800xg’de 20 dakika 24°C sicaklikta santrifiijlendi.
Santrifiij sonras1 ‘Buffy coat’ kismi toplandi %2FBS+PBS karisimi ile resiispanse
edildikten sonra sayim yapildi. Sayim sonrasi hiicreler 450xG’de 5 dakika 24 °C
santrifiijlendi. Santrifiij sonrasi pellet MagniSort™ Human T cell Enrichment Kit
(Invitrogen by ThermoFisher, Massachusetts, ABD) protokoliine uygun olarak
hiicreler negetif seleksiyona alindi. Oncelikle 18.200.000 hiicre 1 ml
%2FBS+PBS icinde resiispanse edilerek 12 x 75mm, 5ml tiipe alindi. Uzerine
200uL’e MagniSort™ Enrichment Antibody Cocktail eklendi ve 5 kez vortex
yapilarak oda sicakliginda 10 dakika inkiibe edildi. 10 dakika bitiminde {izerine
3ml %2FBS+PBS eklenerek 300xg’de 5 dakika santrifiij yapildi. Santrifiij
sonrasinda siipernatant atildi ve 1 ml %2FBS+PBS igerisinde reslspanse edildi.
200 pL MagniSort™ Negative Selection Beads eklenerek 5 kez vortex yapildi ve
oda sicakliginda 5 dakika inkiibe edildi. Inklbasyon sonrasinda 1 ml
%2FBS+PBS eklenerek 3 kez pipetaj yapildi ve magnet i¢cinde oda sicaklifinda 5
dakika inkube edildi. Hiicreler.tiip magnetten ¢ikarilmadan yeni 12 x 75mm, 5
ml’lik tiipe alindi. Hiicreler tlizerine 1 ml %2FBS+PBS eklenerek 300xg’de 5
dakika santrifij yapildi. Hiicreler 4 giin boyunca kiiltiire edilmek iizere siispanse
kiltlir icin kullanilan T75 flasklara ekilerek ve %10 fotal sigir serumu (FBS,
Capricorn Scientific, Ebsdorfergrund, Almanya), %1 primocin (Invivogen,

California, ABD) 140 uL PHA-M (Thermo Fisher Gibco Massachusetts, ABD) ve
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%1 stabil glutamine (Capricorn Scientific, Ebsdorfergrund, Almanya) iceren
RPMI-1640 (Capricorn Scientific, Ebsdorfergrund, Almanya) besiyerinde, %5
CO2, %5 02 ve %95 bagil nemde ve 37°C inkiibatérde (Panasonic, MCO-170M-

PE, Kadoma, Japonya) kiltirlerine devam edildi.

3.2.4.1. Izole edilen T hiicrelerinin flow sitometrik immunofenotipleme ile

karakterizasyonu

Izolasyon sonrasi hiicre pelleti soguk PBS ile yikand, hiicre pelleti iizerine
100 pL baglanma soliisyonu (%2 FBS igeren PBS) ve 2 pL ilgili antikor
eklenerek, 30 dakika boyunca buz iizerinde inkiibe edildi. inkiibasyon sonrasi1 300
uL PBS eklenerek flow sitometri cihazinda (Agilent Novacyte, 3500) okutuldu.
NovoExpress software (Agilent, CA, ABD) programinda analiz islemleri
gerceklestirildi. Izolasyonun verimliligi (saflig1 ve canlilik) agisindan ilgili antikor
ile isaretlenerek flow sitometri analizi ile karakterizasyon islemleri yapildi.
izolasyon yonteminin verimliligini degerlendirmek icin FITC anti-human CD3
(Biolegend, California, ABD), APC/Cyanine7 anti-human CD4 (Biolegend,
California, ABD), PE anti-human CD45 (Biolegend, California, ABD), Brilliant
violet 711 anti-human CD8 (Biolegend, California, ABD) ve FITC anti human
CD69 (Biolegend, California, ABD) antikorlar1 kullanildi.

3.2.4.2. Aktive edilen pan T hicrelerinin flow sitometri ile aktivasyonunun

dogrulanmast

Periferik kandan izole edilmis ve kiiltiir ortamina alinmis T hiicrelerinin
aktivasyonu ve T hiicrelerin kolanal cogalmasi her giin faz kontrast 151k
mikroskobu altinda kontrol edildi ve flow sitometri ile CD69 FITC anti human
CD69 (Biolegend, California, ABD) antikoru kullanilarak belirlendi.

3.2.4.3. Pan T hucrelerinin aktivasyonunun canlilik ve proliferasyon analizi

dogrulanmasi

T hiicrelerinde PHA-M sitotoksik/proliferatif etkisinin degerlendirilmesi
icin CCK-8 (cell counting kit 8) analizi gergeklestirildi. CCK-8 yontemi; hiicre
canliliginin  ve metabolik aktivitesinin  belirlenmesinde kullanilan  bir
spektrofotometrik yontemdir. Bu yontemde CCKS8 tetrazolyum tuzu, hicresel

dehidrojenazlar tarafindan doku kiiltiirii ortaminda ¢6ziinebilen turuncu bir
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formazan iiriiniine indirgenir. Uretilen formazan miktar1 canli hiicre sayisiyla

dogru orantilidir ve 460 nm'deki absorbansla 6l¢iiliir ve proliferasyonu belirlenir.

T hiicreler 100 ul. RPMI-1640 besiyeri icerisinde kuyucuk basina 1x105
hlcre olacak sekilde 96 kuyucuklu kiiltiir kaplarmin 12 kuyucuguna ekildi ve 6
kuyucuga hiicre ekimi sonrast PHA-M eklendi ve inklbatorde bir giin boyunca
inkiibe edildi. Ertesi giin her bir kuyucuga 10uL CCK-8 eklendi. Hiicreler 4 saat
boyunca inkiibatdrde inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda 96 kuyucuklu kiiltiir kabi
orbital karistirict ile 1 dakika homojenaz hale getirildi. Inkiibasyon sonunda

absorbans degerleri 450 nm dalga boyunda monokromator sistemli mikroplaka

okuyucuda (BIOTEK ELx808IU, Vermont, ABD) belirlendi.
3.2.5. iIWJ-MKH’lere miR-181a transfeksiyonu ve dogrulanmasi

miR-181a 50ul nuclease free su kullanilarak 100nM olacak sekilde
stoklandi. 13x106 sayida hiicreye 990 V 40ms 1 pulse degerlerinde, miR-181a
transfekte edildi. Transfeksiyondan sonra hticreler T75 flasklara ekilerek ve %10
fotal sigir serumu (FBS, Capricorn Scientific, Ebsdorfergrund, Almanya), %1
primocin (invivogen, California, ABD) ve %]l stabil glutamine (Capricorn
Scientific, Ebsdorfergrund, Almanya) iceren RPMI-1640 (Capricorn Scientific,
Ebsdorfergrund, Almanya) besiyerinde, %5 CO2, %5 Oz ve %95 bagil nemde ve
37°C inkibatoérde (Panasonic, MCO-170M-PE, Kadoma, Japonya) kdltirlerine
devam edildi. miR-181a’nin transfeksiyonu, transfeksiyon oncesi ve sonrasi qRT-
PCR ile dogrulandi. Bunun i¢in 6ncelikle 1.8x106 sayinda hiicre 6 well plakaya
ekildi. Hucrelerin durumu her giin faz konstrant mikroskobu ile gézlemlendi ve
hiicreler kiiltiir sirasinda kiiltlir kabinin %70 oraninda hiicre yogunluguna sahip
oldugu zaman alt kiiltiirleme yapildi (pasajlandi). Bunun i¢in eski besiyeri
cekilerek 3 mL Ca+2 ve Mg+2 icermeyen Dulbecco's Phosphate Buffered Saline
(dPBS, Capricorn Scientific, Ebsdorfergrund, Almanya) ile 3 kez yikama
yapilarak eski besiyeri uzaklastirildi. Ardindan  %0.25  tripsin-EDTA
(Etilendiamin tetra asetik asit, Thermo Fisher Scientific, Gibco, Massachusetts,
ABD) eklendi. Ug dakika inkibatérde bekletildikten sonra mikroskopta hiicrelerin
kalktig1 belirlenerek, tripsin-EDTA’y1 nétralize etmek i¢in tripsin miktarinin en az
iki kat1 kadar serum iceren besiyeri eklendi. Hiicre solusyonu santriflij tuptine
(Sarstedt, Niimbrecht, Almanya) alinarak mikropipet ile nazikge homojenize

edildi. 300xg’de 5 dakika boyunca santrifiij (Hettich, Rotina 380R, Westphalian,
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Almanya) edildi. Santriflij sonrasinda siipernatant atildi. MKH’ler iiretici firmanin
protokolii izlenerek Qiagen miRNeasy Tissue/Cells Advanced Mikro kit (Qiagen,
Hilden, Almanya) kullanilarak total RNA izolasyonu yapildi. Elde edilen

RNA'’larin konsantrasyonlari 6l¢iildii.
3.2.6. IWJ-MKH ve T hicrelerin indirekt birlikte kultire edilmesi

Her kuyucuga 3x10° sayisinda olacak sekilde 7 adet 6 well plakaya iWJ-
MKH’ler ekildi. Ekimden 24 saat sonra her kuyucuga indirekt ko-kaltlr
olusturmak icin insert membran (Greiner bio-one, Kremsmuenster (Austria) CAT:
657641 6 well 0.4um transparent) tizerine PHA-M ile aktive edilmis T hiicreleri
her kuyucuga 3x10° sayida hiicreler PRMI-1640 (Capricorn Scientific,
Ebsdorfergrund, Almanya ) %10 fotal sigir serumu (FBS, Capricorn Scientific,
Ebsdorfergrund, Almanya), %1 primocin (Invivogen, California, ABD) ve %]
stabil glutamine (Capricorn Capricorn Scientific, Ebsdorfergrund, Almanya)
iceren kultir medyumu icinde ekildi.

3.2.7. mir-181a transfekte edilmis iWJ-MKH ve T hiicre birlikte

kiltlirlenmesi

Her kuyucuga 3x10° sayisinda olacak sekilde 7 adet 6 well plakaya iWJ-
MKH’ler ekildi. Ekimden 24 saat sonra her kuyucuga indirekt ko-kiltir
olusturmak i¢in insert membran (Greiner bio-one, Kremsmuenster (Austria) CAT:
657641 6 well 0.4um transparent) Uzerine PHA-M ile aktive edilmis T hiicreleri
her kuyucuga 3x105 sayida hiicreler PRMI-1640 (Capricorn Scientific,
Ebsdorfergrund, Almanya ) %10 fotal sigir serumu (FBS, Capricorn Scientific,
Ebsdorfergrund, Almanya), %1 primocin (Invivogen, California, ABD) ve %1
stabil glutamine (Capricorn Capricorn Scientific, Ebsdorfergrund, Almanya)

iceren kaltur medyumu iginde ekildi..
3.2.8. Ko-Kkiiltiir (birlikte kiiltiir) sonrasi analizler

3.2.8.1. Ko-kiiltiir sonrast T hiicrelerinin apoptozunun Annexin-Pl ile flow

sitometrik analizi

MKH ve miRNA transfekte MKH’ler ile ko-kiltlir edilmis T hiicrelerinin
apoptozuna MKH ve miRNA transfekte MKH’lerin etkisini degerlendirmek i¢in
APC Annexin V apoptoz kiti (Tonbo, California, ABD) ve PE Propidium iyodur
(PI, Cayman Chemical, Michigan, ABD) kullanildi. Boylece ko-kiiltiir edilmis T
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lenfositlerinin apoptozu analiz edildi. Bunun i¢in; hiicrelerin Annexin V/P1 analizi
tiretici firmanin protokolii izlenerek gerceklestirildi. iWJ-MKH’ler ve miR-181a
transfekte edilmis iWJ-MKH’ler ile ko-kultir edilmis T hiicreleri ve kontrol grubu
olarak T75 flaskta kiiltiire edilmis yalniz T hiicreleri 450xg’de 5 dakika boyunca
santrifiij edilerek hiicre pelleti olusturuldu ve soguk PBS (Thermofisher,
Massachusetts, ABD) ile yikandi. Hiicre pelleti iizerine 400 pL baglanma
soliisyonu, 5 uL Annexin ve 1 pL Pl boyalarindan eklenerek 15 dakika siiresince
oda sicakliginda karanlikta inkiibe edildi. Siire sonunda 300 pL baglanma
soliisyonu eklenerek flow sitometri cihazinda (Agilent Novocyte 3500, California,
ABD) okutularak NovoExpress software (Agilent, CA, ABD) ile analiz islemleri
gerceklestirildi.

3.2.8.2. Ko-kiiltiir sonrast T hiicrelerinin proliferasyon ve apoptozunun cell

cycle analizi ile flow sitometrik analizi

MKH ve miRNA transfekte MKH’ler ile ko-kiiltiir edilmis T hiicrelerinin
apoptozuna MKH ve miRNA transfekte MKH’lerin etkisini degerlendirmek igin
cell cycle analizi yapildi. miR-181a transfekte edilmis iWJ-MKH ve iWJ-MKH
hiicreleri ile birlikte kiiltiire edilmis T hicreleri ve kontrol grubu olarak T75
flaskata kiiltiire edilmis T hiicreleri toplanarak 450xG’de 5 dakika santrifiij
yapildi. Santrifiijden sonra pellet iizerine %80 ethanol eklenerek +4°C 15 dakika
inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra -20°C inkiibe edildi. 4 giiniin sonunda 18 ml
dPBS eklenerek 600xG’de 8 dakika boyunca santrifiijlendi. Her 6rnege 50uL
RNAase soluation eklendi. Bunun icin 200ug/ml seklinde stoklanmis RNAase
soluation’dan 70 pL alinarak 280uL dPBS igerisinde diliie edildi. RNAase
soluation eklendikten sonra 37°C 15 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra
her 6rnege 200uL Pl eklendi. Bunun icin 70 pl Pl Gzerine 1330 pL dPBS
eklenerek diltie edildi. PI eklendikten sonra hiicrler 30 dakika boyunca 37°C
inkiibe edildi. 30 dakika sonra her bir 6rnegin iizerine 250uL dPBS eklenerek
flow sitometri cihazinda (Agilent Novacyte, 3500) okutuldu. NovoExpress

software (Agilent, CA, ABD) programinda analiz iglemleri gergeklestirildi.
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3.2.8.3. Ko-kiiltiir sonrast T hiicrelerinin flow sitometri ile immunofenotipik

karakterizasyon

MKH ve miRNA transfekte MKH’ler ile ko-kiiltiir edilmis T hiicrelerinin ve
kontrol grubu olarak T75 flaskata kultire edilmis T hiicreleri toplanarak
450xG’de 5 dakika santrifiij yapildi. Pellet iizerine 100 uL baglanma sollsyonu
(%2 FBS iceren PBS) ve 1 pL ilgili antikor eklenerek, 30 dakika boyunca
+4°C’de inkiibe edildi. Inkiibasyon sonras1 400 pL PBS eklenereck flow sitometri
cihazinda okutuldu. NovoExpress software programinda analiz islemleri
gerceklestirildi.izolasyonun verimliligini degerlendirmek igin FITC anti-human
CD3 (Biolegend, California, ABD), APC/Cyanine7 anti-human CD4 (Biolegend,
California, ABD), PE anti-human CD45 (Biolegend, California, ABD), Brilliant
violet 711 anti-human CD8 (Biolegend, California, ABD) ve FITC anti human
CD69 (Biolegend, California, ABD), PE anti-mouse/rat/human FOXP3
(Biolegend, California, ABD), Brilliant violet ant-human T-BET(Biolegend,
California, ABD) antikorlar1 kullanildi.

3.2.8.4. Ko-kiiltiir sonrast T hiicrelerinin hiicre proliferasyonu analizi

MKH ve miRNA transfekte MKH’ler ile ko-kiiltiir edilmis T hiicrelerinin
proliferasyonunu belirlemek icin Carboxyfluorescein succinimidyl ester (CFSE,
CellTrace CFSE Cell Proliferation Kit, Thermo Fisher, USA) kullanildi. Bunun
iciin 5SmM konsentrasyonunda stoklanmis CFSE 9 mL PBS icinde dilue edildi.
3x106 sayida hiicre 450xG’de 5 dakika boyunca santrifiijlendi. Pellet {izerene
diliie edilmis CFSE soliisyonu eklendi ve 10 dakika boyunca 37°C’de inkiibe
edildi. Boyanmamis hiicreleri ortamdan uzaklastirmak igin %1 oraninda FBS
iceren soguk dPBS kullanildi. 6 well’in 2 kuyusuna miR-181a transfekte edilmis
IWJ-MKH ve iWJ-MKH ekildi. 6 well’in 1 kuyusuna ve MKH’ler olan kuyulara
insert membran {izerine 1x106 sayida CFSE ile boyanmis T hiicresi PRMI-1640
(Capricorn Scientific, Ebsdorfergrund, Almanya) %10 fotal sigir serumu (FBS,
Capricorn Scientific, Ebsdorfergrund, Almanya), %1 primocin (Invivogen,
California, ABD) ve %1 stabil glutamine (Capricorn Capricorn Scientific,
Ebsdorfergrund, Almanya) iceren kaltir medyumu icinde ekildi. Kiltiriin 24, 48,
72, 96 saatlerinde 250.000 sayida T hiicre toplanarak flow sitometri ile analiz

edildi.
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3.2.8.5. Ko-kiiltiir sonrast sitokin diizeylerinin ELISA analizi

MKH ve miRNA transfekte MKH’ler ile ko-kiltlr edilmis T hiicrelerinin
bulundugu 24 saat ve 96 saat kiiltiir medyumu toplanarak 1000xG’de 10 dakika
boyunca santrifujlendi ve -20°C’de birakildi. Coziinmiis medyum Qubit-4
Flourometer (invitrogen, Massachusetts, ABD) cihazinda okutulazrak total
protein miktarlar1 hesaplandi. Human TGF-1B (Human Transforming Growth
Factor Beta 1, Elabscience, Istanbul, Tiirkiye) ve human IFN-y (human Interferon
gamma, Elabscience, Istanbul, Turkiye) kitleri kullanilarak iiretici firmann
protokoli izlenerek gergeklestirildi. 96 well’in kuyucuklarina 100uL 6rnekten
koyulup 90 dakika 37°C’de inkiibe edildi. Siv1 kisim atilarak 100pL Biotinylated
Detection Ab/Ag eklendi ve 1 saat boyunca 37°C’de inkiibe edildi. Sivi kismi
aspire edilerek 3 kere wash buffer ile yikandi ve 100 pL HRP Conjugate
eklenerek 30 dakika 37°C’de inkiibe edildi. HRP Conjugate ortmadan
uzaklastirmak i¢in 5 kere wash buffer ile yikandi. 90uL substrate reagent eklendi.
15 dakika 37°C’de inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda 50pL Stop Soluation
eklendi ve absorbans degerleri 450 nm dalga boyunda monokromator sistemli
mikroplaka okuyucuda (BIOTEK ELx8081U, Vermont, ABD) belirlendi.

3.2.8.6. Ko-kultlr sonrast T hiicrelerinin gRT-PCR yontemi ile DUSP5/6, IL-6,
STAT-1, TGFB1 ve TLR-4 gen ekspresyon analizi

MKH ve miRNA transfekte MKH’ler ile ko-kiiltiir edilmis T hiicrelerinde,
T hiicre reseptoru (TCR) sinyalleme aktivasyonuna neden olan DUSP5/6, T hicre
farklilagmasinada Onemli role sahip olan IL-6, sitokin aracli sinyal yolagi
aktivasyonunu gergeklestiren STAT-1, T hiicre migrasyonu ve immun yanita
neden olan TGFB1 ve T hicre aktivasyonuna neden olan TLR-4 genleri agisindan
karakterizasyonlar1 yapildi. Bu amagla, ilk olarak T lenfositlerinden Qiagen
miRNeasy Tissue/Cells Advanced Mikro kit (Qiagen, Hilden, Almanya)
kullanilarak total RNA izolasyonu yapildi. Elde edilen RNA’larin
konsantrasyonlart NanoDrop™ One® (THERMO FISHER SCIENTIFIC
Nanodrop-one, Massachusetts, ABD) cihazi ile Olculdi. cDNA sentezi (cCDNA
synthesis, ABT, Ankara, Tirkiye) dretici firmanin protokolii izlenerek
gerceklestirildi. Ardindan ilgili primerler kullanilarak RT2-PCR analizi yapildi ve

sonuglar 2-AACT formiilii kullanilarak istatistiksel olarak analiz edildi.
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3.2.9. Sitotoksisite analizi

Elde edilen sonuglar ortalama + standart sapma olarak sunuldu ve
istatistiksel analizler GaphPad Prism 9.3.1 yazilimi kullanilarak yapildi. Deney
siiresince gruplarin etkilesimli etkilerini degerlendirmek i¢in hem tek yonlii hem
de iki yonli varyans analizi (ANOVA) kullanildi. Anlamlilik diizeyleri gruplar
arasinda *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 ve ****p<0,0001 olarak gosterildi.
Ayrica, p<0,05 oldugunda farkliliklar %95 giiven araligi ile anlamli kabul edildi.

Real-time PCR analizinin istatistiksel degerlendirmesi icin, elde edilen Ct
degerlerinden AACt degerleri hesaplandi. Bu degerler, referans gen ile hedef gen
arasindaki kat degisimini (fold change) gostermektedir. Elde edilen verilerin
normal dagilim 6zelliklerini degerlendirmek igin Kolmogorov-Smirnov ve
Shapiro-Wilk testleri kullanildi. Daha sonra, ANOVA Tukey Post hoc testi ile

istatistiksel anlamliklar1 degerlendirildi.
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4. BULGULAR

4.1. Insan Wharton Jeli Kokenli Mezenkimal Kok Hiicrelerin (iWJ-

MKH’lerin) izolasyonu ve Kiiltiiri

izole edildikten sonra kiiltiire alman hiicrelerin ginlik invert faz kontrast
mikroskobik analizlerinde eksplant yoluyla izole edilenlerde ortalama 5. glinde
(Sekil 4.1 A) eksplantin ¢evresinde hiicrelerin %100 konfluent oldugu enzimatik
yolla izole edilenlerde (Sekil 4.1 D) ise ortalama 3.gunde hicrelerin tutundugu 4-
5.guinlerde Kkoloni olusturdugu (Sekil 4.1 C,F) 7.gunde (Figure 4.1 B,E) ise %40
konfluensiye ulastigi goriildii. Hucreler, ig ya da mekik seklinde yildiz sekilli
fibroblast-benzeri morfolojiye sahipti (Sekil 4.1).

Sekil 4.1. Kultire alindiktan sonra iWJ-MKH hicrelerinin erken ve ileri
pasajlardaki faz-kontrast mikroskop gériintileri. A: Izolasyonun 5.
gund. Eksplantin ¢evresinde %100 konfluent olan hicreler. B:
Eksplant yolla izole edilmis iWJ-MKH’lerin izolasyonun 5. guni (P
0). %40 konfluensiye ulasmis ig yada mekik seklinde yildiz sekilli
fibroblast-benzeri hicreler.C: Kilturin 3. ginu (P 3). D: Enzimatik
yolla izole edilmis iWJ-MKH’lerin izolasyonun 5. gunu (P 0). %40
konfluensiye ulagmis ig yada mekik seklinde yildiz sekilli fibroblast-
benzeri hucreler F: Kultirin 3. gund. Skala barlar: A=200 um,
B=500 pm, C=200 um, D=200 pm, E=500 pm, F=500 pum
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4.2. iWJ-MKH’lerin Iimmunofenotipik Olarak Karakterize

Edilmesi

4.2.1. iIWJ-MKH’lerin flow sitometri ile immunofenotipik karakterizasyonu

IWJ-MKH 3.pasaja geldiginde, kok hiicre belirtecleri flow sitometri ile
immunofenotipik analizi yapildiginda CD105 pozitifligi %692.23, CD90 pozitifligi
%100.00, CD73 %2100.00; CD44 %100.00, HLA-A-B-C %98.52, negatifligi
CD69 %0.13, CD45 %0.00, CD29 %99.97, CD34 %0.05, CD19 %0.02, HLA-DR
%0.00, CD14 % 0.02 olarak belirlendi.
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Sekil 4.2. 3.pasaj’da iWJ-MKH’lerin flow sitometri ile karakterizasyonu. CD90
(100%), CD73 (100%), HLA-B-C (98.52%), CD44 (100%), CD105
(92.23%), ve CD29 (99.97%) pozitif iken, CD69 (0.13%), CD34
(0.05%), CD25 (0.02%), CD19 (0.02%), CD45 (0.00%), CD (0.02%)
ve HLA-DR (0.00%) negatifdir. Histogramda hedef antikorlar mavi ve

izotip antikorlar (negatif kontrol) mor ile gosterilmistir.
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4.2.2. iIWJ-MKH’lerin immunofluoresan isaretleme ile immunofenotiplemesi

IWJ-MKH’lerin karakterizasyonu i¢in ilaveten B-aktin, fibronektin, c-FOS,
nestin, p-GAMA, a-SMA, vimentin antikorlar1 ile IF ile isaretlendiginde pozitif

oldugu belirlendi
. .
3 F G

Sekil 4.3. iWJ-MKH’lerin immunofloresan isaretleme (IF/IHC) ile

immunofenotipik karakterizasyonu. A: B-actin (Yesil) (Skala
bar=50.000pum), B: Fibronectin (Yesil) (Skala bar=500 pm), C: c-
FOS (Kirmizi) (Skala bar=50.000pm), D: Nestin (Yesil) (Skala
bar=50.000um), E: P-GAMA (Yesil) (Skala bar=50.000um), F:
A-SMA (Kirmizi) (Skala bar=50.000pm), G: Vimentin (Yesil)
(Skala bar=50.000um) IF isaretlenmesi. Hiicre cekirdekleri IF
analizlerde DAPI boyas1 (Mavi) ile isaretlenmistir.

4.2.3. iIWJ-MKH’lerin karakterizasyonu i¢in in vitro farklilasma analizleri

MKH’lerin farklilastirma karakterizasyonu igin mezoderm kokenli hiicrelere
farklilagabilme 0Ozelliklerinin gosterilebilmesi amaciyla hiicreler; adipojenik,
osteojenik farklilasma analizlerine alindiginda her iki tip hiicreye farklilagabildigi
belirlendi. Adipojenik indiiksiyon sonrasinda farklilasan iWJ-MKH’lerde nétral
yag damlaciklarinin Oil Red-O boyasi ile pozitifligi ve immunofloresan olarak
adiponektin pozitifligi gosterilmistir (Sekil 4.4 A, B, C). Osteojenik indiiksiyon
sonrasinda farklilagan iWJ-MKH’lerde mineral noduller Alizarin red S boyasi ile

pozitifligi ve immunofloresan olarak osteokalsin pozitifligi gosterilmistir.
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Sekil 4. 3. iIWJ-MKH’lerin immunhistokimyasal boyamalar ile karakterizasyon

deneyleri. Farklilagsmis hiicrelerin A: Adipojenik indiiksiyondan 20
giin sonra yag hiicrelerine doniismiis MKH’lerin zit-faz mikroskobik
goriiniimii (Olgek ¢ubugu =100.000 pm) B: Adipojenik farklilagmis
hiicrelerde notral yag damlaciklar1 Oil Red O boyasi (kirmizi) ile
gosterilmesi (Olgek cubugu =500 pum). C: iWJ-MKH’lerin adipojenik
farklilasmasinin immunofloresan isaretleme (IF/IHC) ile adiponektin
(yesil) pozitifligi gosterilmesi. (Skala bar: 500 pm) D: Osteojenik
indiiksiyondan 22 giin sonra olusan mineral nodiillerin zit-faz
mikroskobik gértntleri (Olgii ¢ubugu =200 um) E: Osteojenik
farklilasmis hiicrelerde mineral nodiillerin Alizarin Red S boyasi ile
gosterilmesi (kirmizi) (Olgek cubugu =500 pm). F: iWJ-MKH’lerin
osteojenik farklilasmasinin immunofloresan isaretleme (IF/THC) ile

osteokalsin (kirmizi) pozitifligi gosterilmesi. (Skala bar: 500 pum).

4.3. Insan periferik Kanindan T hiicrelerin (i-pan T-hiicreleri)

Izolasyonu, Kiilturii ve Karakterizasyonu

4.3.1. Insan periferik kanindan T hiicre izolasyonu ve Kkiiltiirii

Insan periferik kanindan tiim/pan T-hiicre izolasyonu, immunseleksiyon Kiti

kullanilarak negatif seleksiyon yoOntemiyle gergeklestirilerek kiiltiire alindi.

Kultirin 0. giind ve 24. saatinde invert faz kontrast mikroskobik analizlerinde T

hiicrelerin durumu goézlemlendi. 0.giinde yapilan analizlerde insan periferik
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kandan izole edilen T hucrelerinin invert mikroskoptaki incelemelerinde hticreler,
sollisyon kiiltiir ortaminda yuvarlak, hiicre ¢ekirdegi secilmeyen ve parlak ve
berrak goériinimleri ile vital T hicre morfolojisinde ve tek hiicre slspansiyonu
halinde izlenmekteydi (Sekil 4.5 A ve B). 24 saat boyunca PHA-M ile uyarilmig
pan T hiicrelerinin koloni olusturdugu, hiicre morfolojilerinin sabit olmadig,

degistigi ve yapilarinda sitoplazmik uzantilar olusturdugu goézlemlendi (Sekil

4.5.).

Sekil 4. 4. insan periferik kandan izole edilen uyarilmamis T hiicrelerinin ve
PHA-M ile 24 saat uyarilan T hiicrelerinin invert mikroskoptaki
analizi. A, B: T hicre morfolojisinde ve tek hiicre slspansiyonu
halinde izlenmekte. C, D, E: Uyarma sonrasinda hiicre morfolojilerinin
sabit olmadigi, degistigi ve yapilarinda sitoplazmik uzantilar (D
kirmizi ok ile gosterilmistir) olustugu goézlemlendi. Aktivasyonu
gosteren prolifere olan hiicreler saglikli sferik koloniler (E koloniler

mor kare igerisinde gosterilmistir) olusturdu. Skala barlar: A=50 um,
B=500 pm, C=500 um, D=100 pm, E=200 pm
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4.3.2.1nsan periferik kanindan izole edilen T hiicrelerinin flow sitometri ile

immunofenotipik karakterizasyonu

4.3.2.1. Insan periferik kanindan izole edilmis uyarimams T hiicrelerin flow

sitometri ile immunofenotipik karakterizasyonu

Periferik kandan izole edilen tim/pan T hucrelerinin hicre belirtecleri flow
sitometri ile immunofenotipik analizi yapildiginda CD4 pozitifligi %100.00, CD3
pozitifligi %699.98, CD45 pozitifligi %699.70, CD4+CDS8 pozitifligi %26.38, CD69
negatifligi %0.67 olarak belirlendi (Sekil 4.6).
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Sekil 4. 5. Periferik kandan izole edilen tim/pan T hucrelerinin flow sitometri ile
karakterizasyonu. CD3 (99.98%), CD4 (100%), CD4+CD8 (26.38%),
CD45 (99.70%), pozitif iken, CD69 (0.67%) negatifdir. Histogramda
hedef antikorlar mavi ve izotip antikorlar (negatif kontrol) mor ile

gosterilmistir.

4.3.2.2. Insan periferik kanindan izole edilmis uyarilmis T hiicrelerin flow

sitometri ile immunofenotipik karakterizasyonu

Periferik kandan izole edilen ve 24 saat boyunca PHA-M ile uyarilmis pan T
hicrelerinin hiicre belirtecleri flow sitometri ile immunofenotipik analizi
yapildiginda CD4 pozitifligi %100.00, CD3 pozitifligi %99.97, CD45 pozitifligi
%99.39, CD4+CD8 pozitifligi %32.63, CD69 pozitifligi %100.00 olarak
belirlendi (Sekil 4.7).
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Sekil 4. 6. Aktive edilen tiim/pan T hiicrelerinin flow sitometri ile dogrulanmasi.
CD3 (99.97%), CD4 (100%), CD4+CD8 (32.63%), CD45 (99.39%),
CD69 (100%) pozitifdir. Histogramda hedef antikorlar mavi ve izotip

antikorlar (negatif kontrol) mor ile gosterilmistir.

4.3.2.3. Insan periferik kanindan izole edilmis uyardmis T hiicrelerinin

uyarilmasinin dogrulanmas

Periferik kandan izole edilen ve 24 saat boyunca PHA-M ile uyarilmis pan
T hiicrelerinin uyarildigit CCK-8 testi ile canlilik ve proliferasyon agisindan ve
akim sitometri cihazinda ise %CD45 (%lenfosit), %CD3 ve %CD69 antikor
artiglariyla tespit edildi. Aktivasyondan sonra T hiicreleri; %CD3 ve
%Ilenfosit/CD45 agisindan aktive olmamis T hiicreleri ile benzer ekspresyon
ozelliginde iken %CD69 ekspresyonunda istatistiksel agidan 6nemli artig saptandi
(***p<0.001) (Sekil. 4.8.). Ilaveten uyarilma ©Oncesi ve sonrast T hiicre
immunofenotiplemesinde kullandigimiz spesifik belirtecler acgisindan da flow
sitometrik analiz yapildiginda, CD3 (99.97%), CD4 (100%), CD4+CD8 (32.63%),
CD45 (99.39%), CD69 (100%) pozitiflik belirlendi.

Periferik kandan izole edilen pan T hicrelerinin 24 saat boyunca PHA-M ile
yapilan aktivasyonu ayrica canlilik ve proliferasyon analizi CCK-8 ile dogruland.
Inaktive T hiicreleri ile karsilastirildiginda 24 saatlik aktivasyonun sonunda T
hiicrelerinin canlilik ve proliferasyonunda 6nemli diizeyde artis saptandi (Sekil

4.8.). Bir baska deyisle yapilan analizlerde, uyarilmamis pan T-hicrelerine gore

o1



uyartlmis pan T-hiucrelerinde PHA-M’in canlilik ve proliferasyonu arttirdigi
gozlendi (Sekil 4.9). Elde edilen sonuglar istatistiksel olarak anlamli bulundu
(***p<0.001). Uyarilma teyit edildikten sonra indirekt ko-kdltur i¢in dizenekler

hazirlandi.
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Sekil 4. 7 Aktive edilen pan T hiicrelerinin canlilik ve proliferasyon ile
aktivasyonunun dogrulanmasi. T hiicrelerinin 24 saat boyunca PHA-M
ile yapilan aktivasyonu ayrica canlilik ve proliferasyon analizi CCK-8
ile dogrulandi. CCK-8 testine gore insan periferik kandan izole edilen
ve PHA-M ile 24 saat uyarilan T hiicreleri, uyarilmamis T hiicreleri
(kontrol) ile karsilagtirildiginda canlilik ve proliferasyonlarinda artig

tespit edildi (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001).
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Sekil 4. 8. Aktive edilen pan T hucrelerinin flow sitometri ile aktivasyonunun
dogrulanmasi. Aktivasyondan sonra T hiicreleri; %CD3 ve
%lenfosit/CD45 agisindan aktive olmamis T hiicreleri ile benzer
ekspresyon 0zelliginde iken %CD69 ekspresyonunda istatistiksel

acidan 6nemli artig saptandi1 (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001)

4.3.3. iWJ-MKH’lere mir-181a transfekte edilmesi

Insan Wharton jolesnden izole edilmis MKH’lere mir-181a transfeksiyonu
ve bu transfeksiyonun verimliligini belirlemek icin qPCR yontemi ile hedef
miRNA diizeylerine bakildi. Literatiire dayanarak 25nM, 50nM, 100nM
konsentrasyonlarinda transfeksiyon gergeklestirilmis ve kontrol grubuna 24.ve 48.
saat araliklarinda qPCR uygulanmistir (Sekil. 4.10.). 48.saat ve 50nM
konsentrasyonundaki mir-181a diizeyinin trasnfeksiyon yapilmasi i¢in uygun

konsentrasyon oldugu belirlenmistir (Sekil. 4.11).
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Sekil 4. 9. Belirlenmis doz ile yapilan miR-181a transfeksiyonun qRT-PCR ile
dogrulanmasi. miR-181a tarnsfekte edilmis iWJ-MKH’lerin (miRNA
transfected MSC) transfekte edilmemis MSC (Non-transfected) ile
karsilastirdigimizda; transfeksiyonun basar1 ile gerceklestirildigi

g6zlemnendi (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001).
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Sekil 4. 10. miR-181a trasnfeksiyonunda qRT-PCR ile doz optimizasyon analizi.
miR-181a tarnsfekte edilmis iWJ-MKH’lerin transfekte edilmemis
(kontrol) ile karsilastirdigimizda;50nM konsentrasyondaki miR-181a
dozunun uygun oldugu tespit edildi (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001)
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4.3.4. Ko-kultiir sonrasi analizler

4.3.4.1. Ko-kiiltiir sonrast T hiicrelerinin apoptozunun Annexin-Pl ile flow

sitometrik analizi Annexin-P1 analizi

Ko-kiiltiir sonras1 pan T-hiicrelerinin canliliklar1 ve apoptotik aktivitelerini
degerlendirmek agisindan flow sitometri cihazi ile Annexin V/PI analizi yapildi.
AnnexinV-PI ile isaretlenen yalniz T hiicreleri (kontrol) ile karsilastirdigimizda;
ko-kiiltiirdeki T hiicre apoptoz azalisina baglh olarak indirekt kokiiltiir
deneylerindeki hem miRNA transfekte edilmis hem de edilmemis iWJ-MKH’lerin
4. glinde apoptotik etki gostermedigi tespit edildi. Hiicrelerin flow sitometri cihazi
ile gergeklestirilen Annexin V/PI analizi (Sekil 4.12) ve istatistiksel
degerlendirmeleri (Sekil 4.13) belirtilmistir.

miR co-culture T cell 96h ANX-PI C
IE1/E2
-
Q4-1 Q4-2 o
31.47% 0.01% -

<
Q43
~ {ot1.18% ¥

qqqqqqqq

3 10" 10% 105 107 1092

.3

Sekil 4. 11. MKH’lerle ve miRNA transfekte MKH’ler ko-kiiltiire edilmis T
hicrelerin  flow sitometri ile AnnexinV-Pl analizi. Pan T-
hiicrelerinin Annexin V/PI analizi ile canli (Q3), erken apoptoz
(Q4), gec apoptoz (Q2) ve nekroz (Q1) degerlerinin flow sitometrik
sonuglari. A: yalniz pan T-hiicrelerini %72.92 canlilik; B: MKH-T
hiicre kultiri %68.52 C: miRNA+MKH+T-hiicre %91.18 canlilik

orani belirlendi.
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Sekil 4. 12. MKH’lerle ve miRNA transfekte MKH’ler ko-kiiltiire edilmis T

4.3.4.2.

hicrelerin AnnexinV-PI ile analizi. AnnexinV-PI ile isaretlenen
yalniz T hiicreleri (kontrol) ile karsilagtirdigimizda; ko-kulttrdeki T
hiicre apoptoz azalisina bagli olarak indirekt ko-kiltir
deneylerindeki hem miRNA transfekte edilmis hem de edilmemis
iIWJ-MKH’lerin 4. glinde apoptotik etki gostermedigi tespit edildi
(*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001).

Ko-kiiltiir sonrast T hiicrelerinin proliferasyon ve apoptozunun cell

cycle analizi ile flow sitometrik analizi

MKH ve miRNA transfekte MKH’ler ile ko-kiltir sonrasti T hiicre

proliferasyonun flow sitometri ile analizi yapildiginda; yalmiz T hiicreleri
(kontrol) ile karsilastirildiginda, indirekt ko-kilturdeki iWJ-MKH’lerin 4. giinde

proliferatif etki gosterdigi gortldi (Sekil. 4.14 ve 4.15).
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Sekil 4. 13. MKH’lerle ve miRNA transfekte MKH’ler ile ko-kiiltiire edilmis T
hiicre hiicre siklusu flow sitometri analizlerinin karsilastirilmasi.
Hucre siklusu analizinde indirekt ko-kulttrdeki T hicrelerinin GO/G1
ve G2/M faz yiizdesi 4. ginde yalmiz T hiicreleri ile
karsilastirdigimizda MKH’ler ile ko-kultir edilen T hucrelerinde
proliferasyon ve apoptozun azaldigr (p<0.05) saptandi. Yalmz T
hiicreleri ile karsilastirdigimizda miRNA transfekte MKH’ler ile ko-
kiiltiir edilenlerde ise proliferasyonun azaldig1 ve apoptozun arttigi
belirlendi. miRNA transfekte edilmemis MKH’ler ile ko-kultir
edilen T hiicreleri ile karsilagtirdigimizda miRNA trasnfekte edilen
MKH’ler ile kokiiltiir edilen T hiicrelerinin proliferasyonu ve

apoptozunun arttig1 gézlemlendi (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001,).
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Sekil 4. 14. miRNA transfekte edilen ve edilmeyen MKH’ler ile ko-kultiire
edilmig T hiicrelerin flow sitometrik hiicre siklusu analizi. Hiicre
siklusu flow sitometri analizinde yalniz T hiicrelerinin 24. ve 96.
saatleri karsilastirildiginda 96. saatde hiicre siklusunun S fazinda
artis oldugu, miRNA trasnfekte edilen MKH’ler ile kokiiltiir edilen
T hucrelerinin 24.saatde 96.saate gore mitoz bolinmenin daha fazla
oldugu, MKH’ler ile ko-kultir edilen T hiicrelerinde 24.saatde G1,
96.saatde G2 fazinda artis oldugu belirlenmistir.

4.3.4.3. Ko-kiiltiir sonrast T hiicrelerinin flow sitometri ile immunofenotipik

karakterizasyon

MKH ve miRNA transfekte MKH’ler ile ko-kiiltiir sonrast T hiicre spesifik
belirtecleri kullanilarak yapilan flow sitometri analizi sonucunda yalniz T (kontrol
grubu) ile karsilagtirdigimizda CD4 (%12.07), CD69 (%2.79) oraninda kesin bir
diisiis belirlendi. Ek olarak 6zellikle immunosupresyonu baskilayan Treg hiicreleri
(CD4+CD8+FOXP3) ve Thl hiicreleri miRNA trasnfekte MKH’lerle ko-kultur
edilmis T hiicre popiilasyonunda artis oldugu belirlenmistir (Sekil 4.16-4.24).
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Sekil 4. 15. 24. saat boyunca MKH’lerle ko-kiiltiire edilmis T hiicrelerin flow
sitometri ile karakterizasyonu. CD3 (99.36%), CD4+CD8 (25.69%),
CD45 (97.56%), Treg (30.58%), Thl (31.26%) pozitif iken, CD4
(12.07%), CD69 (2.79%), negatifdir. Histogramda hedef antikorlar

mavi ve izotip antikorlar (negatif kontrol) mor ile gdsterilmistir.

Count (%)

Sekil 4. 16. 96. saat boyunca MKH’lerle ko-kiltiire edilmis T hticrelerin flow
sitometri ile karakterizasyonu. CD3 (36.44%), CD4+CD8 (%),
CD45 (0.45%), Treg (30.25%), Thl (20.83%) pozitif iken, CD4
(29.70%), CD69 (0.46%), negatifdir. Histogramda hedef antikorlar

mavi ve izotip antikorlar (negatif kontrol) mor ile gosterilmistir.
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Sekil 4. 17. 24. saat boyunca mir-181a transfekte MKH’lerle ko-kiiltiire edilmis T
hicrelerin flow sitometri ile karakterizasyonu. CD3 (30.98%), CD4
(23.17%), CD4+CD8 (29.29%), CD45 (48.47%), Treg (34.72%), Thl
(34.57%) pozitif iken, CD69 (1.45%), negatifdir. Histogramda hedef
antikorlar mavi ve izotip antikorlar (negatif kontrol) mor ile

gosterilmistir.
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Sekil 4. 18. 96. saat boyunca mir-181a transfekte MKH’lerle ko-kdilture edilmis T
hicrelerin flow sitometri ile karakterizasyonu. CD3 (61.02%), CD4
(77.02%), CD4+CD8 (26.09%), CD45 (7.66%), Treg (44.44%), Thl
(49.67%) pozitif iken, CD69 (1.45%), negatifdir. Histogramda hedef
antikorlar mavi ve izotip antikorlar (negatif kontrol) mor ile

gOsterilmistir.
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Sekil 4. 19. MKH’lerle ve miRNA transfekte MKH’ler ile ko-kultlre edilmis T
hiicrelerin flow sitometri analizlerinin karsilastirilmasi. MKH ve
miRNA transfekte MKH’ler ile ko-kultir sonrasi T hiicre flow
sitometrik analiz sonuglarinda; yalniz T hiicrelere kiyasla MKH’lerle
ko-kiiltiire edilmis CD3+, CD4+, CD45+, CD4+ ve CD8+ T-
hicreleri miRNA transfekte CD4+ T-hiicrelerin sayinda artis, yalniz
T hiicrelere kiyasla MKH’lerle ko-kiiltiire edilmis CD69 + T-
hicrelerinda azalma, miRNA transfekte CD69 T-hiicrelerin sayinda
keskin azalma belirlenmistir. (¥*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001).
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Sekil 4. 20. MKH’lerle ve miRNA transfekte MKH’ler ko-kiiltiire edilmis Treg ve
Th1 hicrelerin flow sitometri analizinin karsilastirilmasi. MKH ve
miRNA transfekte MKH’ler ile ko-kiiltiir sonras1 Treg ve Thl
hiicreleri karsilastirildiginda Treg hiicreleri Thl hiicrelerine kiyasla
hem MKH hemde miRNA transfekte hiicrelerde artis belirlendi.
(*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001).
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Sekil 4. 21. MKH’lerle ve miRNA transfekte MKH’ler ko-kiiltiire edilmis Thl

hiicrelerinin flow sitometri analizinin karsilastirilmasi. MKH ve
miRNA transfekte MKH’ler ile ko-kiiltiir sonras1 T hiicrelerin 24. ve
96. saat sonra yapilmis flow sonuclarina gére Thl hiicreleri en ¢ok
MIiRNA transfekte MKH’lerle ko-kiiltiire edilmis T hiicre
populasyonunda, en az MKH’lerle ko-kiiltire edilmis T
poplilasyonunda  belirlenmistir.  96.saat miRNA  transfekte
MKH’lerle ko-kultire edilmis T hiicre popilasyonunda 24.saat
miRNA transfekte MKH’lerle ko-kiltire edilmis T hiicre
popiilasyonuna kiyasla daha fazla Thl hiicrelerinin oldugu

belirlenmistir. (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001).
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Sekil 4. 23.
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TREG (CD4+CD25+FOXP3)

MKH’lerle ve miRNA transfekte MKH’ler ko-kiiltiire edilmis Treg
hiicrelerinin flow sitometri analizinin karsilagtirilmasi. MKH ve
miRNA transfekte MKH’ler ile ko-kiiltiir sonrast T hiicrelerin 96.
saat sonra yapilmis flow sonuglarina gore Treg hiicreleri MKH’lerle
ko-kultire edilmis T popiilasyonuna kiyasla miRNA transfekte
MKH’lerle ko-kiiltiire edilmis T hiicre populasyonunda, daha fazla
oldugu ve anlamli bir artis oldugu belirlenmistir. (*p<0.05,

**1<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001).
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* *% %

=3 MSC + T cell (24h)
= MSC +T cell (96h)
=3 miRNA+ MSC + T cell (24h)
Hl miRNA+ MSC + T cell (96h)

TREG (CD4+CD25+FOXP3)

MKH’lerle ve miRNA transfekte MKH’ler ko-kiiltiire edilmis Treg

hiicrelerin 24. ve 96. saat flow sitometri analizinin karsilastirilmasi.

MKH ve miRNA transfekte MKH’ler ile ko-kiiltir sonrasit T
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hiicrelerin 24. ve 96. saat sonra yapilmis flow sonuglarina gore Treg
hiicreleri en ¢ok miRNA transfekte MKH’lerle ko-kiiltiire edilmis T
hiicre populasyonunda, en az MKH’lerle ko-kiiltiire edilmis T
popiilasyonlarinda  belirlenmistir.  96.saat miRNA transfekte
MKH’lerle ko-kiiltiire edilmis T hiicre popiilasyonunda 24. saat
mMIiRNA transfekte MKH’lerle ko-kiiltire edilmis T hiicre
popiilasyonuna kiyasla daha fazla Treg hiicrelerinin oldugu

belirlenmistir (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001).

4.3.4.4. Ko-kaltar sonrast T hiicrelerinin hiicre proliferasyonu analizi

MKH ve miRNA transfekte MKH’ler ile ko-kultiir sonrast T hiicre

proliferasyonu 4 giin boyunca ko-kiiltiirlerden ornekler alinarak gergeklestirilen

CFSE ile flow sitometri analizi yapildiginda yalmiz (kontrol) grubuna kiyasla 96.

saat miRNA trasfekte MKH’lerle yapilmis ko-kiltiirde hiicre proliferasyon diger
24. ve 96 MKH ve miRNA transfekte MKH’ler ile ko-kiiltiir sonrasi T hiicre

poplilasyonu ile kiyaslandiginda daha anlamli oldugu belirlemistir (Sekil.

4.25).
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Sekil 4. 24. MKH’lerle ve miRNA transfekte MKH’ler ko-kiltlre edilmis T

hicrelerinin ~ CFSE  ile  hiicre  proliferasyonu  analizinin
karsilastirilmasi. MKH ve miRNA transfekte MKH’ler ile ko-kultir
sonras1 T hicre proliferasyonun CFSE ile flow sitometri ile analizi

yapildiginda; yalmz T hiicreleri (kontrol) ile karsilastirildiginda,
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indirekt ko-kulturdeki iWJ-MKH’lerin 4. giinde proliferatif etki

gosterdigi goriildii.
4.3.4.5. Ko-kiiltiir sonrasi sitokin diizeylerinin ELISA analizi

MKH ve miRNA transfekte MKH’ler ile ko-kiiltiir sonras1 iWJ-MKH’lerin
ortamdaki pro- ve anti-inflamatuar sitokinler olan IFN-gama ve TGF-B {izerine
etkisinin ELISA analizi edildiginde; 4.glinde kontrol grubuna kiyasla miRNA
transfekte MKH’ler ile ko-kiiltiir ortamindaki IFN-gama, MKH’lerle ko-kulttr
ortamindaki IFN-gama oranma kiyasla daha fazla oldugu, TGF-B sitokin
diizeyinin MKH’lerle ko-kiiltlir ortaminda daha fazla oldugu, kontrol grubunda ise

en az oldugu gortilmistiir (Sekil. 4.26 ve sekil. 4.27.).
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= MSC +Tcell
= miRNA+ MSC + T cell

IFN-y

Sekil 4. 25. MKH’lerle ve miRNA transfekte MKH’ler ko-kiltlire edilmis T
hicrelerinin salgi diizeylerinin karsilastirllmasi. MKH ve miRNA
transfekte MKH’ler ile ko-kiiltlir sonras1 iWJ-MKH’lerin ortamdaki
pro-inflamatuar sitokin olan IFN-gama U(zerine etkisinin ELISA
analizi. 4. glinde yalmiz yalmz T (kontrol) kiiltiir besiyeri ile
karsilastirdigimizda; MKH ve miRNA transfekte MKH+T hicre
ko-kultur besiyerinde IFN-gama sekresyon diizeylerinde hem MKH
hem de miRNA transfekte grupta azalma saptandi (*p<0.05,
*%p<0.01, ***p<0.001) (Deney 3 defa tekrarlandi).
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Sekil 4. 26. MKH’lerle ve miRNA transfekte MKH’ler ko-kiiltiire edilmis T
hiicrelerin salg1 diizeylerinin karsilastiriimasi. MKH ve miRNA
transfekte MKH’ler ile ko-kiiltlir sonras1 iWJ-MKH’lerin ortamdaki
anti-inflamatuar sitokin olan TGF-beta Uzerine etkisinin ELISA
analizi. 4. giinde yalniz yalmiz T hiicre (kontrol) kiiltiir besiyeri ile
karsilagtirdigimizda; MKH ve miRNA transfekte MKH+T hiicre
ko-kultir besiyerinde TGF-beta sekresyon diizeylerinde hem MKH
hem de miRNA transfekte grupta azalma saptandi (*p<0.05,
**p<0.01, ***p<0.001) (deney 3 defa tekrarlandr).

4.3.4.6. Ko-kiiltiir sonrast T hiicrelerinin gRT-PCR yontemi ile DUSP5/6, IL-
6, STAT-1, TGFB1 ve TLR-4 gen ekspresyon analizi

Yalniz kiiltiir edilen T hiicreleri ve MKH ve miRNA transfekte edilmis
MKH’ler ile ko-kiltir edilen T hicrelerinin antiinflamatuvar TGF-beta
ekspreyonu Real time PCR analizleri edildiginde; yalniz T hiicreleri (kontrol) ile
karsilagtirdigimizda her iki ko-kiltir grubunda da TGF-beta, IL-6 ve TLR-4 gen
ekspreyonunun azaldigi, STAT-1 ekspresyonunun ise MKH ile kiltur edilenlerde
azaldigi ancak miRNA transfekte MKH’lerde arttig1 belirlendi. Transfekte
edilmemisler ile karsilastirdigimizda, transfekte edilen MKH’ler ile ko-kiltlr
edilen T hucrelerinde IL-6 ekspresyonunda artis, TGF-beta ve TLR-4
ekspresyonunun ise benzer oldugu belirlendi (Sekil 4.28.-4.36).

66



= Tecell
= MSC + Tcell
— B miRNA+ MSC+ T cell

Relative Gene Expression

TGFp-1

Sekil 4. 27. MKH’lerle ve miRNA transfekte MKH’ler ko-kiiltiire edilmis T
hiicrelerin salg1 diizeylerinin karsilastirilmasi. Yalniz kiiltiir edilen,
MKH ve miRNA transfekte edilmis MKH’ler ile ko-kultr edilen T
hiicrelerinin anti-inflamatuvar TGF-beta ekspreyonunun 4. giin Real
time PCR analizleri ve karsilagtirilmasi. 4. giinde MKH’lerle ko-
kiiltire edilmis T hiicrelerde TGF-beta gen ekspresyonu en az,
yalmiz T hiicrelerde ise en fazla ekpresyona sahip oldugu

saptanmuistir.
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Sekil 4. 28. MKH’lerle ve miRNA transfekte MKH’ler ko-kiiltiire edilmis T
hiicrelerin salg1 diizeylerinin karsilastirilmasi. Yalniz kiiltiir edilen,
MKH ve miRNA transfekte edilmis MKH’ler ile ko-kultur edilen T
hiicrelerinin pro-inflamatuvar STAT-1 ekspreyonunun 4. gin Real
time PCR analizleri ve karsilagtirilmasi. 4. giinde MKH’lerle ko-
kiiltire edilmis T hiicrelerde STAT-1 gen ekspresyonu en az,
miRNA transfekte MKH’lerle ko-kiltire edilmis T hiicrelerde ise

en fazla ekpresyona sahip oldugu saptanmustir.

68



c * %%k

.9 1.5- I I

0 = Tcell

n % % %k %

et E MSC + T cell
o

I.Ix.l 1.0+ = miRNA+ MSC+ T cell
O

c

[

O 0.5+

o

2

-

i}

[7)

(14

IL-6

Sekil 4. 29. MKH’lerle ve miRNA transfekte MKH’ler ko-kiiltiire edilmis T
hiicrelerin salg1 diizeylerinin karsilastirilmasi. Yalniz kiiltiir edilen,
MKH ve miRNA transfekte edilmis MKH’ler ile ko-kulttr edilen T
hicrelerinin pro-inflamatuvar IL-6 ekspreyonunun 4.gln Real time
PCR analizleri ve karsilagtirilmasi. 4. giinde MKH’lerle ko-kulture
edilmig T hiicrelerde IL-6 gen ekspresyonu en az, yalniz kiiltiire
edilmis T hicrelerinde ise en fazla ekpresyona sahip oldugu

saptanmistir
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Sekil 4. 30. MKH’lerle ve miRNA transfekte MKH’ler ko-kiiltiire edilmis T
hiicrelerin salgi diizeylerinin karsilastirilmasi. Yalniz kiiltiir edilen,
MKH ve miRNA transfekte edilmis MKH’ler ile ko-kultr edilen T
hiicrelerinin pro-inflamatuvar TLR-4 gen ekspreyonunun 4. gin
Real time PCR analizleri ve karsilastirilmasi. 4. giinde MKH’lerle
ko-kiltiire edilmis T hiicrelerde miRNA transfekte MKH’lerle ko-
kiiltiir edilmis T hiicrelere kiyasla ekspersyon fazla, yalniz kiiltiire
edilmis T hiicrelerinde ise en fazla TLR-4 gen ekpresyona sahip

oldugu saptanmistir.
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Sekil 4. 31. MKH’lerle ve miRNA transfekte MKH’ler ko-kiiltiire edilmis T
hiicrelerin salgi diizeylerinin karsilastirilmasi. Yalniz kiltiir edilen,
MKH ve miRNA transfekte edilmis MKH’ler ile ko-kiltlr edilen T
hiicrelerinin anti-inflamatuvar DUSP-5 gen ekspreyonunun 4.gin
Real time PCR analizleri ve karsilagtirilmasi. 4. giinde MKH’lerle
ko-kultire edilmis T hiicrelerde DUSP-5 gen ekspresyonu
saptanmamig, miRNA transfekte MKH’lerle ko-kiiltiir edilmis T
hiicrelere kiyasla yalniz T hiicrelerde gen ekspersyonun daha fazla

oldugu belirlenmistir.
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Sekil 4. 32. MKH’lerle ve miRNA transfekte MKH’ler ko-kiltlre edilmis T
hiicrelerin salg1 diizeylerinin karsilastirilmasi. Yalniz kiiltiir edilen,
MKH ve miRNA transfekte edilmis MKH’ler ile ko-kiltlr edilen T
hiicrelerinin anti-inflamatuvar DUSP-6 gen ekspreyonunun 4.gin
Real time PCR analizleri ve karsilastirilmasi. 4. giinde MKH’lerle
ko-kiiltiire edilmis T hiicrelerde DUSP-6 gen ekspresyonu miRNA
transfekte MKH’lerle ko-kiiltiir edilmis T hiicrelere kiyasla fazla,
yalniz T hiicrelerde gen ekspersyona gore daha az eksprese oldugu

belirlenmistir.
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Sekil 4. 33. MKH ve miRNA transfekte edilmis MKH’ler ile ko-kultur edilen T
hicrelerinin DUSP5/6 ve TGF-beta gen ekspreyon duzeylerinin
karsilastirilmast. MiRNA transfekte ve transfekte edilmeyen
MKH’lerle ko-kiltir edilmis T hiicrelerinde, yalniz T hucrelerine
gore TGF-betal, DUSP5 ve 6 ekspresyon diizeylerinin azaldigi
belirlenmigtir. Transfekte edilmemisler ile karsilagtirdigimizda,
transfekte edilen MKH’ler ile ko-kiltir edilen T hicrelerinde 1L-6
ekspresyonunda artis, TGF-beta ve TLR-4 ekspresyonunun ise

benzer oldugu belirlendi.
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Sekil 4. 34. Yalniz T hiicreleri ve MKH ile ko-kulttr edilen T hiicrelerinin STAT-
1, IL-6 ve TLR-4 gen ekspresyon diizeylerinin karsilagtirilmasi Yalniz
T hicrelerinde her Gg¢ gen ekspresyonu MKH’lerle ko-kultiir edilmis
T hiicrelerine kiyasla daha fazla, MKH’lerle ko-kiiltiir edilmis T
hicrelerinde STAT-1 IL-6 ve TLR-4’c gore daha fazla eksprese

oldugu gozlemlenmistir.
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Sekil 4. 35. MKH ve miRNA transfekte edilmis MKH’ler ile ko-kiltir edilen T
hicrelerinin STAT-1, IL-6 ve TLR-4 gen ekspresyon duzeylerinin

karsilastirtlmasi. Yalniz T hiicreleri ile karsilastirildiginda, her ii¢
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gen ckspresyonun MKH’lerle ko-kiiltiir edilmis T hiicrelerinde
azalmigken MIRNA transfekte MKH’lerle ko-kiltur edilmis T
hlcrelerinde STAT-1 ekspresyonun arttigi, IL-6 ve TLR-4’lin ise

azaldig1 belirlenmistir.
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5. TARTISMA

Rejeneratif tibbin temel formu olan kok hiicre bazli tedaviler, gliniimiiz
bilim diinyasinda ve tip alaninda en buyuk ve en yetenekli yontem olarak kabul
edilmektedir (Drukker VD., 2006). Bu son ve ileri teknoloji tedavi yaklagimi, en
Oliimciil insan hastaliklar1 i¢in doniistiiriicli ve potansiyel olarak iyilestirici tedavi
secenekleri igin sinirsiz firsatlar yaratmistir (Ying VD., 2008). Mezenkimal kok
hicreler (MKH), bagisiklik sistemi ile ilgili patolojik durumlarda da klinik
kullanimi olan yetiskin kok hiicrelerdir. Hasarl1 bolgelere go¢ edebildikleri, birden
fazla hiicre tipine farklilasabildikleri ve bagisikligi diizenleyebildikleri i¢in gesitli
hastaliklarin tedavisinde cazip adaylardir. Ozellikle otoimmiin hastaliklar alaninda

mezenkimal kok hicre tedavisine yonelik beklentiler yiiksektir.

Bir¢ok yetiskin dokusunda bulunan ve yetiskin kok hiicre olarak bilinen
mezenkimal kok hucreler her 3 germ tabakasina farklilagabilme 6zelligi sayesinde
pre-klinik ~ calismalarda  kullanilmaktadir.  MKH’lerin  izolasyon  ve
karakterizasyonunda bir ¢ok farkli metod kullanilmaktadir. Wharton jolesi kokenli
MKH’lerin izolasyonunda Trypsin enzimi kullanilarak hiicrelerin izolasyonu
gerceklestirilmistir (Negar Varaa, vd., 2019). lIzole edilmis hiicrelerin
karakterizasyonu icin flow sitometri ile analizi sonucunda CD44 (Cluster of
Differentiation 44, farklilasma kiimesi 44; bu bir yiizey proteinini ifade eder ve
bagisiklik sistemi ile iliskilidir), CD90, CD105 belirtecleri icin pozitif ve CD34
belirteci i¢in negatif oldugu gozlemlenmistir (Hager Abouelnaga vd., 2022).

Bu tez calismasinda biz de MKH izolasyonunda ozellikle per-Klinik
caligmalar i¢in uygulanan eksplant kultlriin yani sira enzimatik sindirim
yontemini de kullanarak izolasyonu gerceklestirdik. Bu c¢alismada elde edilen
morfolojik, immunofenotipik ve farklilastirma karakterizasyon bulgular; insan
gbbek kordonu Wharton jelinden izole edilen ve 3. pasajda bulunan mezenkimal
kok hcrelerin kultiir kabina tutundugunu, yildizimsi fibroblastik morfolojide
oldugunu, segilmis mezenkimal kok hiicre belirteclerini (CD29, CD44, CD73,
CD90, CD105, HLA-A-B-C/MHC smif I, B-ACTIN, FIBRONECTIN, C-FOS,
NESTIN, P-GAMA, A-SMA ve VIMENTIN antikorlar1 pozitif bulunurken
CD14, CD69, CD45, CD34, CD19 ve HLA-DR-DQ/MHC smif II negatif
bulundu) pozitif/negatif eksprese ettigini ve uygun besiyeri eklentileri ile

indiklendiklerinde adipo- ve osteo-jenik yonde farklilastigini ortaya koymaktadir
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(Karaoz et al., 2009). Bu ¢alisma i¢in Wharton jelinden izole edilen hiicreler,
mezenkimal kokenli mezenkimal kok hicre karakterinde olup Uluslararasi
Hiicresel Tedavi Dernegi (ISCT), Mezenkimal ve Doku Kok Hiicre Kurulu
kilavuzunda yer alan asgari gereksinimlerini karsilamaktadir (Dominici et al.,
2006).

Immun sistem hastaliklarin1 daha iyi anlamak igin in vitro olarak immun
sistem modellerinin olusturulmasi sonucu farkli dokulardan g¢esitli izolasyon
yontemleri denenmistir. Biz de deney protokolimizde immun sistemi in vitro
taklit etmek icin T hticrelerini sectik. T hticrelerini periferik kandan izole etmek
icin en yaygin izolasyon yontemi olarak kullanilan Ficoll-paque Plus Uzerine
yayma yOntemi ve arkasindan kit kullanarak el degmemis T hiicreleri elde etmeyi
saglayan negatif immunoseleksiyon yontemini kullanmay1 tercih ettik (Jinghua
Wang vd., 2018). izole edilen T hiicrelerinin izolasyon sonrasi safligini
degerlendirmek amaciyla flow sitometri cihazi kullanilarak T hiicre popiilasyonu
karakterizasyonu igin basta l6kosit belirteci olarak CD45, Thl, Th2, Th9, Thl7 ve
Treg hicrelerinin belirteci olarak CD4, TCR komlpeksinin en 6nemli proteini
olan CD3, Treg hicrelerinin spesifik yizey belirteci olan CD25 ve
transkripsiyonel faktér olan FOXP3 kullanilmasinin yani1 sira CXCR3, CCR4,
Cith2 (human) ve CCR6 gibi belirtegler de analiz edilmistir (Soroosh P. vd.,
2009). Biz de bu verilere dayanarak izole ettigimiz pan/tiim T hiicrelerin safligini
belirlemek igcin CD4, CD3, CD45, Treg hiicre belirteci (CD4+CD25+FOXP3) ve
Thl (CD4+ T-BET) kullandik. Gerek izolasyon sonrast T hiicrelerinin safligini
karakterize etmek icin gerekse ko-kiiltiir sonras1 bu belirtecleri kullandigimizda
bulgularimiz bu tez yazimi asamasina kadar yaymlanmis se¢kin makalelerdekine
benzer olarak deneylere devam etmek icin yeterli saflikta idi ve daha sonra
bahsedilecegi gibi MKH ile ko-kiiltiir sonras1 degisiklikleri ortaya koyacak
sekilde sonug verdi.

Immun sistem hastaliklar1 ile ilgili gesitli caligmalarda, aktive/stimiile
edilmis pan T hiicrelerinin davraniglarin1 daha iyi analiz edebilmek agisindan
simdiye kadar olusturulmus in vitro immun sistem modellerinde; T hiicrelerinin
stimiilasyonu i¢in g¢esitli sitokin ve mitojenler gibi farkli tipte aktivatorler
kullanilmaktadir. Michael Rade ve ark yapmis olduklart ¢alismada T hiicre
aktivasyonu icin Dynabeads human T-Activator CD3/CD28 (Gibco, 11132D)
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(Michael Rade vd., 2023), Sara De Biasi ve ekibinin ¢alismasinda ise I1L-2 sitokini
(Sara De Biasi vd., 2020) ve bu tez ¢alismasinda stimiilasyon igin tercih edilen
PHA mitojeni kullanilarak aktivasyon gerceklestirilmistir. Ozellikle CD8+ T
hiicreleri in vitro olarak yaklasik 3 hafta kiiltire edilebiliyorken, hiicre
metabolizmasini ve boliinmesini stimiile eden PHA-M kullanildiginda bu siirec,

90 gline kadar yukseltilebilmistir (Gamze Gulden vd., 2022).

Bilindigi gibi profesyonel antijen sunucu hiicreler (APC’ler), T hiicrelerine
antijen sunma konusunda 6zellesmis bagisiklik hiicreleridir. Baslica profesyonel
antijen sunan hucreler dendritik hucreler, makrofajlar ve B hicreleridir.
Profesyonel antijen sunucu hiicreler antijeni alir, isler ve 2. simf major
histokompatibilite kompleksi (MHC class II) ile birlikte bir kismini kendi
ylizeyine geri alir. T hiicreleri, olusan kompleksle etkilesime gegtiginde aktiflesir.
Aktin filamentleri (F-aktin), T hiicre aktivasyonunun gesitli asamalarinda kritik
bir rol oynar. Hem T hiicresi hem de T hucrelerine antijen sunan hticreler, bu iki
hiicre arasinda engel olusturan biiyiik glikoproteinlerden olusan bir tabaka olan
glikokaliks ile kaplhdir. Bu etkiye karsi koymak igin integrin bazli yapisma (T
hicresi iizerindeki lenfosit fonksiyonu ile iligkili antijen-1 -LFA-1- ile APC
uzerindeki ICAM-I arasinda) iki hiicrenin membranlarini birbirlerine 40 nm
yakinlagtirir. TCR'nin pMHC kompleksine baglanabilmesi icin T hcresi ve
APC'nin 15nm mesafede olmasi gerekir, integrin bazli LFA-1, hedef APC'ye
ulasan T hiicresinin aktin polimerizasyonuna baglh c¢ikintilarimin  (invaziv
psodopodya) olusumu i¢in bir baslangic noktasi saglar ve bdylece karsit
membranlar arasindaki mesafeyi azaltir. (Sudha Kumari vd., 2016). Faz kontrast
inverted mikroskop ile aktivasyon sonrasi1 T hiicrelerinde elde ettigimiz
sitoplazmik uzantilar kazanmasina yonelik morfolojik bulgularimiz, literatiir
bilgileri ile benzer ve aktivasyon sonrasi T hiicrelerinin aktivasyonunu dogrular
yondedir. CD69, membrana bagli tip I C-lektin reseptoridir. Stimilasyondan
sonra plazma membraninin yiizeyinde hizli bir sekilde ortaya ¢ikmasi nedeniyle
lenfosit aktivasyonunun klasiklesmis bir erken belirtecidir. CD69 ekspresyonu,
cogu lokositte aktivasyon sonrasi artmaktadir ve bu durum esas olarak aktive
edilmis lenfositlerin ve NK hiicrelerinin bir belirteci olarak yaygin
kullanilmaktadir (Danay Cibridn vd., 2019). Bu iki 6zellik kapsaminda aktivasyon

sonucu faz kontrast invert mikroskopu ile aktive olmus T hiicrelerindeki
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sitoplazmik ¢ikintilarin olusumuna yonelik morfolojik bulgularimiza ek olarak ve
flow sitometri cihazinda belirlenen CD69 ekspresyon diizeyindeki keskin artig; T
hiicrelerinin aktivasyonunun basari ile gergeklestirildigini ve literatir ile benzer

oldugunu gostermektedir.

Son 10 yilda MKH’ler, immunosupresif 6zellikleri nedeniyle 6zellikle doku
trasnplantasyonu ve immun hastaliklarda ila¢ kullanimina alternatif ya da yani
sira hiicresel tedavi yontemi olarak kullanilmaktadir. MKH’ler tarafindan
salgilanan ekstraselliiler vezikiillerde bulunan HGF, TSG-6, TGF-B, PGE2, IDO,
IL-10, NO, HO-1 veya HLA-G indirekt/hiicre temasi olmayan hiicre-hiicre
iletisiminde rol oynamaktadir. MKH’lerin T hiicreler tizerindeki etkisini daha iyi
anlamak amaciyla yapilan galismalarda olusturulan indirekt ko-kiltur deneyleri
sonucu, MKH’ler ortamdaki enflamasyonu baskilamis ve T hiicrelerini, Treg
hiicrelerine; makrofajlari, M2-makrofaja ve B hucrelerini ise regulator Breg
hlcrelerine farklilastirdigi goriilmistir (Adam G. Laing vd., 2019). Bu tez
caligmasinda T hiicreleri MKH’lerle ko-kiiltiir edildiginde MKH’lerin, T hucreleri
Uzerindeki etkisini 0zellikle ko-kiltirin 4.glnlinde, T hicrelerinden Treg
hiicrelerine farklilasmanin artisi, Th1 hiicre sayisindaki azalma ve aktive olmus T
hiicre belirteci olan CD69 ekspresyon diizeylerindeki keskin azalma seklinde

literatirr ile benzer olarak gergeklestirdigini belirledik.

mMIRNA-181a'nin hem T hiicreler hem de MKH’ler {izerinde eksprese olmasi
ve immunosupressif oOzellikleri nedeniyle 6zellikle immun sistem hastalik ve
bozukluklar1 ile ilgili c¢alismalarda dikkat c¢ekmistir. miRNA-181a’nin,
inflamasyondaki rolii genis capta arastirilmis ve T hiicre gelisimi ve makrofaj
aktivasyonunu diizenledigi oOne siriilmistiir. Protein tirozin fosfataz reseptor
olmayan tip 22 (PTPN22), PTPN11 (veya SHP2), cift 6zgllluklu fosfataz5/6
(DUSP5/6) ve T hiicre reseptoriinii hedef almaktadir. MiR-181a'nin MKH'lerin
immunosupresif ozelliklerinin ve proliferasyonunun negatif bir duzenleyicisi
oldugu gosterilmistir. MiR-181a, TGFp reseptorii 1 (TGFBR1) ve TGFBR iliskili
protein 1'i (TGFBRAP1) dogrudan hedef alarak TGF sinyal yolunun inhibisyonu
yoluyla insan gobek kordonu Wharton jeli (WJ)-MKH'lerinin ¢ogalmasini
onlemistir. Ayrica WJ-MKH'lerde miR-181a'nin asir1 ekspresyonu, kisa streli bir
kiiltiirde T hiicrelerinin ¢ogalmasini ve IL-6, vaskiler endotelyal blyime faktori

alfa (VEGFA) ve indolamin 2,3-dioksijenaz (IDO) salgilanmasini artirmistir
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(Yves-Marie Pers vd., 2018). Benzer olarak baska bir ¢alismada miRNA-181a’nin
ekspresyonu, TGF-B1/Smad sinyal yolagi aktivasyonu ile T hiicrelerinin Treg
yoniinde farklilagsmasini saglayarak immunomodulatuvar etki gostermistir (Yu
Wang vd., 2022). ilaveten baska bir ¢alismada miR-181a'nin coklu fosfatazlari
baskilayarak TCR aktivasyon esigini diisiirmek suretiyle klasik T hiicrelerinin,
Treg hiicrelerine farklilagsmasini kolaylastirdigi belirlenmistir (Chulwoo Kim vd.,
2021). miRNA-181a ekspresyonunun, T hiicre aktivasyonu ve farklilasmasi
Uzerindeki etkileri, yalnizca TCR sinyal giictini diizenlemekten daha karmasiktir.
Bilindigi gibi insan hiicreleri ile elde edilen veriler, miR-181a’nin hedef
genlerinden biri olan DUSP6'nin susturulmasi, muhtemelen TCR sinyal giiciinii
artirarak in vitro Thl farklilasmasina neden olurken, Chulwoo Kim wvd.’nin
farelerde yaptigi bir ¢alismada miRNA-181a/bl'in susturulmasinin, bir TH1
yanitinin inhibisyonunu destekledigi goriilmiistiir (Chulwoo Kim vd., 2021).
Calismamizda 4.giin miRNA transfekte MKH’lerle ko-kiiltire edilmis T
hicrelerinin flow sitometri sonuglarma goére hem Treg hicreleri hem de Thl
hiicrelerinin, transfeksiyon yapilmamis MKH’lerle ko-kiiltiire edilmis T
hiicrelerine gore fazla oldugunu gozlemledik. Calismamizda ilging bir sekilde
miRNA-181a ekspresyonunun DUSP-6 gen ekspresyonunu susturmasi gerekirken
eksprese olmasi1 ve negatif immunosupresyon gdstermesi sonucunda Thl hiicre
sayisinda artis olmustur. miRNA transfekte MKH’lerle kiiltiire edilmis T
hiicrelerde CD69 diizeylerindeki azalma, ortamda aktive T hiicre bulunmadiginin
ancak CD4+CD69-Treg hiicre olusumunun oldugunu ve bu durumun da
CD4+CD69+Treg hicrelerine gbre daha az immunosupresif etkiye neden
oldugunu gostermektedir. Ayrica artan CD4+ T hiicrelerinin Thl yoniinde

farklilasmasinin gergeklesmis olabilecegini de gostermektedir.

Bellek T hcreleri CD4+ veya CD8+ olabilir ve CD62L ve CCRY
ekspresyonuna, yiksek endotelyal venillere ve ikincil lenfoid dokulara gogu
saglayan reseptorlere bagli olarak merkezi hafiza (TCM) veya efektér hafiza
(TEM) alt kiimelerine ayrilir. TCM ve TEM fenotipleri esnek olabilir, ¢linki her
bir fenotipin digerine doniistiigli gézlemlenmistir; TCM proliferasyonu ve klonal
cogalmasindan kaynaklanan bazit TCM'lerin, TEM hiicre tiplerine doniistiigii ve
TEM'in CD4+ veya CD8+ T hiicresi aktivasyonunu takiben TCM'ye doniistiigii
gosterilmistir. TCM ve TEM, CD4+ veya CDS8+ olabilmesine ragmen, TCM
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fenotipi CD4+ alt kiimesinde daha yayginken, TEM fenotipi CD8+ alt kiimesinde
daha yaygindir (Gary R. Burleson vd., 2015). Artan CD4+ ekspresyon diizeyi, T
hlcrelerinin bellek T hiicrelerine farklilastigini géstermektedir ve bu durum yalniz
T hiicrelerine kiyasla miRNA transfekte MKH’lerle ko-kiiltiire edilmis T
hlcrelerinde apoptozun diisiik olmasinin nedenini agiklayabilir. Ayrica T
hiicreleri, antijeni tespit etmek ve yanit vermek i¢in protein tirozin fosfataz
CD45'e ihtiyag duyar ¢unki CD45, T hicre reseptdr (TCR) kompleksini fosforile
eden Src ailesi kinaz Lck'yi aktive eder. CD45, negatif diizenleyici kinaz Csk'ye
kars1 ¢ikarak Lck'yi aktive eder. Paradoksal olarak, CD45 ayni1 zamanda Lck'nin
etki ettigi TCR kompleksi igindeki ayni sinyal motiflerini defosforile ederek TCR
sinyalini baskilamakla da iligskilendirilmistir (Adam H. Courtney vd., 2019). Bu
da yaptigimiz flow sitometri analizi sonucu miRNA transfekte MKH’lerle ko-
kiiltire edilmis T hiicrelerinde, CD45 dizeyinin azalmasi ve aktivasyonun
gerceklesmemesi sonucu CD69 ekspresyonunun olmamasi da bellek hiicrelerine

farklilasmanin kanitidir.

Periferik T hucrelerinde miR-181a/b-1 kaybi, DUSP6'nin yukari
regiilasyonu ve Erk'in sl fosforilasyonu ile sonuglanmistir. Baska bir
calismada murid gammaherpesvirus 4 enfeksiyonu modelinde viral klirensin
tyilestigi (viral ylikiin azaltildig1) ve aktive CD8 T hiicrelerinde eszamanli bir artig
oldugu bildirilmistir. Bu belirgin tutarsizligin nedeni belirsizligini korumaktadir.
Bununla birlikte, ikinci caligmada pan-miR-181a/b-1 eksikligi olan fareler
kullanilmistir ve bu da dolayl etki olasiligini artirmaktadir. Bu ¢aligmalar birlikte
ele alindiginda, periferik T hiicrelerinde nispeten diisiik ekspresyon seviyelerine
ragmen, aktivasyon Uzerine daha da azalan miRNA-181a/b-1'in; viral enfeksiyon,
efektor T hiicresi geniglemesi ve bellek T hiicresi islevinin kontroliinde énemli bir
rol oynadigin1 gostermektedir (Zoe Grewers vd., 2020). Olgun miRNA'larin ve
miRNA mimik gibi yapay RNA tirlerinin ekspresyon seviyelerinin, gen
ifadesinde spesifik olmayan degisikliklere yol ac¢tig1 tahmin edilmektedir (Hyun
Yong Jin vd., 2015). Bu tez calismasinda transfekte ettigimiz miRNA-181a’nin
ekspresyonunun, T hiicrelerinde arttigi ancak DUSP-6’nin baskilanmadigini
belirledik. Toll benzeri reseptorler (TLR'ler), dogustan gelen bagisikliga aracilik
eden ve esas olarak patojenik mikroorganizmalarla iliskili molekiiler kaliplarin

taninmasinda rol oynayan bir patojenik kalip reseptorleri sinifidir. Sinyal
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molekdllerinin  transkripsiyon faktorlerinin, miRNA'larin  transkripsiyonel
aktivatorleri olarak hareket ederek TLR sinyal yolunda mikroRNA (miRNA)
ifadesinin diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynayabilecegi ve bunun da miRNA
ifadesini baslattigi gosterilmistir. Ayrica, mMiRNA'larin TLR sinyal yolu Gzerinde
karmasik ve ince diizenleyici etkileri vardir ve TLR sinyal yolunun inhibisyonu
asirt inflamatuar yanitlarin bastirilmasinda ¢ok oOnemlidir (Yixiao Tang vd.,
2021). Yaptigimiz c¢alismada benzer c¢alismalarda oldugu gibi nontransfekte
grupta biraz daha az olmak Uzere miRNA-181a transfekte grupta, TLR-4 gen
ekspresyonunda azalma ve Treg farklilasmasinda artis ile iWJ-MKH’lerin
immunosupresif etki gosterdigi ve inflamatuvar yanitin  baskilandigi
gorilmektedir. Bu bulguyu destekler nitelikte yaptigimiz ELISA analizleri
sonucunda her iki ko-kultir grubunda da pro-inflamatuvar sitokin olan IFN-y
salgist azalirken anti-inflamatuvar sitokin olan TGF-beta salgisinin arttig1 ve ayni
ko-kiiltiir ortaminda IFN-y salgisinin TGF-beta’ya kiyasla daha az oldugu
belirlendi. Transfekte grupta bu azalmanin daha az olduguna yonelik
bulgularimiz, yapilan bir ¢alismada elde edilen miRNA-181a’nin transkripsiyon
faktorii olan Id2'min ekspresyonunu baskilayarak CD8+ T hiicreleri tarafindan
IFN-y {retimini smirladigi yoniindeki bilgilerle paralellik gdstermemektedir
(Tiago Amado vd., 2020).

T-hiicrelerinde miR-181a artisi, DUSP5 ve DUSP6 da dahil olmak iizere
¢oklu tirozin fosfataz inhibisyonu ile sonug¢lanmistir (Svitlana Melnik vd., 2021).
Calismamizda non-transfekte MKH’lerle ko-kiiltiire edilmis T hiicrelerde DUSP-5
gen ekspresyonu saptanmamis iken, yalmiz T hiicreleri ile karsilastirildiginda
miRNA transfekte MKH’lerle ko-kiiltiir edilmis T hiicrelerinde Dusp-5 gen

ekspresyonunda artis belirlenmis olsa da istatiksel olarak anlamli bulunmamustir.
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6. SONUC VE ONERILER

Calismamizda miRNA-181a transfekte MKH’lerle ko-kiiliire edilmis T
hiicre popiilasyonunda Treg hiicrelerinin artisin1 belirledik. Ortamdaki inflamsyon
duzeyinin dengelenmesinde rolii olan Treg hiicrelerinin artigi, aktive T hicre
baskilanmasina neden oldu. Kimyasal olarak modifiye edilmis ¢ift sarmalli RNA
molekiili olan miRNA mimiklerin aktarimdan sonra endojenez gen
ekspresyonunda spesifik olmayan degisikliklere neden ola bilecegi icin Treg

hiicre artiminin yani sira Th1 farklilasmasi da gergeklesmistir.

Immunosupresif etkisi diger dokulardan izole edilen MKH’lere kiyasla fazla
olan iWJ-MKH’lerle yapmis oldugumuz calisgmada Treg hiicre diizeylerinde 4.
ginde 24 saatlik aktivasyonun ardindan yapmis oldugumuz flow sitometrik
sonuglara dayanarak Treg hiicre sayinda artis Thl hiicre sayisinda azalma oldugu
belirlendi. Bu da hiicresel tedavi acisindan iWJ-MKH’lerin kullanimini 6zellikle
doku ve organ implantasyonu ve immun hastaliklarin tedavisinde ilaclara kiyasla

daha kullanigh hale getirir.
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