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OZET

insan Gobek Kordonu Stromasinda Telosit Benzeri Hiicrelerin Tanimlanmasi

Bu calismada, insan gdbek kordonu stromasinda, mezenkimal stroma hiicreleri (MSH) disinda, daha
once farkli organlarda tanimlanmis interstisiyel hiicre tiirii olan telositlerin varligi arastirilmustir.
Telositler, uzun ve ince uzantilariyla, hiicreler arasi iletisim ve doku organizasyonunda rol oynadigi
diistiniilen hiicrelerdir. Gobek kordonu stromasinda bu hiicrelerin varliginin saptanmasi, hem kok
hiicre nisinin daha iyi anlagilmasina hem de yenileyici tipta potansiyel hedeflerin tanimlanmasina
olanak saglayabilir. Bu baglamda; telosit benzeri hiicreler, daha onceki ¢alismalarda tanimlanmis
0zglin molekiiler belirtegler ve iyi tamimlanmis MSH belirtecleriyle karsilastirmali olarak analiz
edilmistir. Arastirmada, saglikli sezaryen dogumlardan elde edilen 16 gdbek kordonu Ornegi
kullanilmig; doku kesitleri rutin histolojik boyamalarin yani sira, molekiiler isaretlenerek siiper
¢oziinlirliiklii  konfokal mikroskobu, ince kesitler gegirimli elektron mikroskobu (TEM) ile
incelenmistir. Gobek kordonu Orneklerinin hiicre kiiltiirleri yapilmis; akim sitometri deneyleri
gerceklestirilmis, ayrica hiicreler molekiiler isaretlenerek siiper ¢oziiniirliiklii konfokal mikroskobunda
ve taramali elektron mikroskobunda (SEM) incelenmistir. Rutin histolojik incelemeler sonucu elde
edilen bulgular; ince ve uzun sitoplazmali telosit benzeri hiicrelerin 6zellikle yiizeyel intervaskiiler
stromada (IVS) ceplerin etrafinda ve perivaskiiler stromada (PVS) yogunlastigin1 gdstermistir. ince
kesitler TEM’de incelendiginde yogun kollajen sentezleyen daha genis ve kiigiik sitoplazmali stroma
hiicrelerinin yan sira ¢ok ince ve uzun sitoplazmali telosit benzeri hiicreler izlenmistir. Hiicre kiiltiirii
islemleri sonrasinda iki farkli hiicre popiilasyonunun biiyiime dinamiklerinin de birbirlerinden farkli
oldugu ve ozellikle SEM’de yapilan gbzlemlerle hiicrelerin birbirleriyle ve kendi aralarinda temas
edebildigi bulunmustur. ince uzantili telosit benzeri hiicreleri floresan ile aktive edilmis hiicre
ayrigtirma (FACS) yontemi ile ayristirarak alt kiiltiirlerini yapmak amaciyla literatiirde telosit
belirtegleri olarak yer alan CD34, PDGFR-a ve c-Kit isaretlemeleri akim sitometri deneylerinde tek ve
ikili olarak kullanilmig; fakat anlamli sayida pozitif hiicre elde edilememistir. Gobek kordonu
kesitlerinin ve kiiltiir hiicrelerinin siiper ¢oziiniirliiklii konfokal mikroskobu gozlemlerinde ise hiicreler
giiclii vimentin ve F-aktin pozitif izlenirken farkli yogunluklarda a-SMA (a-diiz kas aktini), a-aktinin
ve sitokeratin pozitif izlenmistir. MSH belirtegleri hem daha genis ve kiigiik sitoplazmali hem de ince
ve uzun sitoplazmali telosit benzeri hiicrelerde pozitif bulunmustur. Telosit hiicre belirte¢lerinden
CD34 gobek kordonu kesitlerinde oldukga zayif pozitiflik gosterirken kiiltiir hiicrelerinde negatif
bulunmustur. PDGFR-a (Trombosit Kaynakli Biiyiime Faktorii Reseptorii-a) kesitlerde ozellikle
yiizeyel 1VS’deki ceplerin etrafindaki ince ve uzun sitoplazmali telosit benzeri hiicrelerde ve
kiiltiirdeki ince ve uzun sitoplazmali hiicrelerin de uzantilarinda pozitif izlenirken; c-Kit ise hiicre zar1
ve sitoplazmada noktasal pozitif izlenmistir. Son olarak caveolin-1 daha genig ve kiiciik sitoplazmali
stroma hiicrelerinde ve ince ve uzun sitoplazmali telosit benzeri hiicrelerde farkli yogunluklarda
ifadeye sahip bulunmustur ve pozitifliginin de Golgi aygiti ve endoplazma retikulumu (ER) iligkili
oldugu izlenmistir. Ayrica sonuglar qRT-PCR ile dogrulanmustir. Elde edilen bulgular, insan gobek
kordonu stromasinda telosit benzeri hiicrelerin ilk kez tanimlanmasiyla literatiire bir katki sunmakta
ve kok hiicre mikronisinin hiicre g¢esitliligine 151k tutmaktayiz. Ayni zamanda, MSH’ne eslik eden yeni
bir hiicre tipinin varligi, mikrogevrenin potansiyel biyolojik rollerini yeniden degerlendirme
gerekliligini glindeme getirmektedir.

Anahtar Sozciikler: Interstisiyel hiicre, gébek kordonu stromasi, mezenkimal stroma hiicresi, telosit



SUMMARY

Identification of Telocyte-Like Cells in the Stroma of the Human Umbilical Cord

In this study, the presence of telocytes —an interstitial cell type previously identified in various
organs— was investigated in the stroma of the human umbilical cord, alongside mesenchymal stromal
cells (MSCs). Telocytes are characterized by their long and slender extensions and are thought to play
arole in intercellular communication and tissue organization. Identifying the presence of these cells in
umbilical cord stroma could contribute to a better understanding of the stem cell niche and aid in the
identification of potential targets in regenerative medicine. In this context, telocyte-like cells were
analyzed in comparison with unique molecular markers identified in previous studies and well-
established MSC markers. In this study, 16 umbilical cord samples obtained from healthy cesarean
deliveries were used. Tissue sections were examined through routine histological staining, as well as
with molecular markers using super-resolution confocal microscopy and ultrathin sections with
transmission electron microscopy (TEM). Cell cultures were established from the umbilical cord
samples; flow cytometry analyses were conducted, and molecularly labeled cells were further
examined under super-resolution confocal and scanning electron microscopy (SEM). The findings of
routine histologic examinations showed that telocyte-like cells with thin and long extensions were
concentrated around stromal clefts in the superficial intervascular stroma (1VS) and in the perivascular
stroma (PVS). When thin and long sections were examined in TEM, stromal cells with larger and
smaller cytoplasm synthesizing dense collagen as well as telocyte-like cells with very thin and long
extensions were found. Following cell culture, differences in the growth dynamics of these two
populations were observed. SEM analysis indicated that these cells were capable of forming contacts
with each other and within their own populations. To isolate and subculture fine-extended telocyte-
like cells using fluorescence activated cell sorting (FACS), single and double staining for telocyte
markers described in the literature -CD34, PDGFR-0, and c-Kit— was performed in flow cytometry,
however, a significant number of positive cells could not be obtained. In super-resolution confocal
microscopy observations of both cryosections and cultured cells, strong positivity for vimentin and F-
actin was noted, along with varying intensity levels of a-SMA (a-smooth muscle actin), a-actinin, and
cytokeratin. MSC markers were positive in both stromal cells with larger and small cytoplasm and
telocyte-like cells with thin and long extensions. CD34, a telocyte cell marker, was weakly positive in
umbilical cord cryosections and negative in cultured cells. PDGFR-o. (Platelet Derived Growth Factor
Receptor-a) was positive in cryosections, especially in telocyte-like cells with thin and long
extensions around the stromal clefts in the superficial 1VS and in the extensions of the cells with thin
and long extensions in culture, while c-Kit exhibited punctate positivity in the cell membrane and
cytoplasm. Finally, caveolin-1 was found to be expressed at different intensities in stromal cells with
larger and smaller cytoplasm and in telocyte-like cells with thin extensions, and its positivity was
associated with the Golgi apparatus and endoplasmic reticulum (ER). Furthermore, the results were
validated by gRT-PCR. As a result of the findings, the study makes a unique contribution to the
literature in terms of the first identification of telocyte-like cells in human umbilical cord stroma and
sheds light on the cell diversity of stem cell microniches. At the same time, the presence of a new cell
type accompanying MSC raises the need to re-evaluate the potential biological roles of the
microenvironment.

Keywords: Interstitial cell, mesenchymal stem cell, telocyte, umbilical cord stroma
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ONSOZ
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pm Mikrometre
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SEKILLER

Gobek kordonu enine kesitinin genel yapisi.

Gobek kordonu stromasimdan ayristirilan  hiicrelerin - farkli  morfolojik
ozellikleri.

Gobek kordonunun embriyolojik gelisimi.

Gobek kordonu biyobelirteglerinin gébek kordonu kesitlerindeki ve kiiltiir
iGK-MSH’deki immiinfloresan isaretleme farkliliklar1.

Gobek kordonu biyobelirteglerinin ifadelerinin in situ ve in vitro kiltir
ortamlarinda kargilagtirilmas.

Telositin temel yap1 6zellikleri.

Metilen mavisi boyanmis kesitlerde telosit goriiniimii.

Insan dermisinden alian kesitlerde telositlerin goriintiisii.

Telositleri tanimlamak i¢in kullanilan belirteglerin tek ve ikili immiinfloresan
isaretlemeleri.

Telositlerin etlkilesime girebilecegi hiicreler, bu etkilesimde rol oynayan
hiicresel iiriinler ve katki sunduklar1 biyolojik siiregler.

Telositlerin komsu hiicre ve dokularla etkilegimi.

Plasenta koryon villusunun koryon bdlgesinde mezenkim dokusu iginde
telositler.

Caligsmada kullanilan gere¢ ve yontemlerin sematik dzeti.

Isik mikroskopi.

Gegirimli elektron mikroskopi.

Eksplant iGK-MSH kiiltiirii.
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1. GIRIS

1.1 Gobek Kordonu

Gobek kordonu (funiculus umbilicalis), fetiisiin gelisimi sirasinda plasenta ile fetiis
arasindaki yasamsal baglantiy1 saglayan bir yapidir. Prenatal donemde embriyo ve fetiisiin
gelisimini saglar. Embriyolojik olarak embriyon dist mezoderm kokenli olan bu yapi,
gebeligin erken donemlerinden itibaren besin, oksijen ve atik maddelerin tasinmasinda kritik
bir rol oynar (Sadler, 2020). Ortalama 50-60 c¢cm uzunlugunda ve yaklagik 1-2 ¢m g¢apinda

olan gobek kordonu doguma kadar islevlerini siirdiiriir (Sanchez-Trujillo vd., 2022).

Gobek kordonu iki gobek kordonu arteri ve bir gébek kordonu veni barindirir. Bu
damarlar onlar1 destekleyen ve koruyan jelatinéz bir madde olan hyaluronik asit, su, kollajen
ve mukopolisakkarit agisindan oldukga zengin, Wharton jolesi ad1 verilen bir bag dokusu ile
cevrilidir (Chughtai vd., 2022; Jain vd., 2019; Makarchuk, 2023; Moore vd., 2020). 1656
yilinda Ingiliz anatomist Thomas Wharton (1614-1673) tarafindan ilk kez tanimlanan bu bag
dokusu giiniimiizde gobek kordonu stromasi olarak adlandirilir. Stroma, gébek kordonu
arterlerini ve gobek kordonu venini mekanik baskiya ve sikismaya karsi koruyarak fotal
gelisim i¢in yagsamsal 6nem tasiyan kesintisiz kan akigin1 saglamaktadir (Katsura vd., 2021;
Trivedi vd., 2020).

Fizyolojik rollerinin yani sira, goébek kordonu yenileyici tipta da biyik ilgi
gormektedir; ¢iinkii mezenkimal stroma hiicreleri (MSH) agisindan zengin bir kaynaktir. Bu
hiicreler, cesitli hiicre tiplerine doniisebilme potansiyeline sahiptir ve bazi hastaliklarin
tedavisinde kullanilmaktadir (Can vd., 2017) . Gobek kordonundan bu hiicrelerin toplanmasi
ve kullanilmasi (Can ve Balci, 2011), hiicre bazli tedaviler ve doku miihendisligi alanlarinda
yeni imkanlar sunmaktadir (Li, 2024; Polchow vd., 2012).

Gobek kordonunun yapisal ve islevsel ozellikleri, fetiisiin saglikli gelisimi agisindan
kritik bir 6neme sahiptir ve dogum 6ncesi izlemde detayli sekilde incelenmesi gereken bir
yap1 olarak degerlendirilmektedir. Fetiisiin gelisimini besin ve gaz degisimi yoluyla
destekleyen yasamsal bir yap1 olmanin yani sira, tibbi arastirmalar ve potansiyel tedaviler
icin degerli bir kok hiicre kaynagidir. Gobek kordonunun biitiinliigii ve islevselligi, saglikli
bir gebelik siireci i¢in kritik dneme sahiptir. Devam eden arastirmalar, hem klinik hem de
terapotik baglamlarda gobek kordonunun kullanim alanlarini kesfetmeye ve bu konuda

literatiire katkiya olanak saglamaktadir.



1.1.1 Gobek Kordonu Mikroanatomisi ve Histolojisi

Gobek kordonu, gebelik doneminin sonunda genellikle 50-60 cm uzunluguna ve 1-2
cm c¢apina ulagir; ancak gebelik yasi ve patolojik durumlar gibi faktorlere bagl olarak bu
degerler degisiklik gdosterebilir (Sanchez-Trujillo vd., 2022). Yapisi, hamilelikte fetiisiin
pozisyon degisimlerini karsilayabilecek esneklik ve dayanikliliktadir (Larsen, 2020).

Gobek kordonunu; gobek kordonu epiteli, stroma ve iki arter bir ven olmak iizere
kan damarlart olacak sekilde ti¢ ana doku bileseninden olusur. Stroma ise subamniyotik
stroma (SAS), intervaskiiler stroma (IVS) ve perivaskiiler stroma (PVS) olmak iizere ii¢ ana
histolojik boélgeye ayrilir (Sekil 1.1) (Can ve Balci, 2011). G6ébek kordonu damarlarmin
yapisinda tunika intima (endotel ve altindaki dar bag dokusu) ve tunika media (vaskiiler diiz
kas hiicrelerinin yogun tabakalar1) bulunur ancak belirgin bir tunika adventisya ve dis elastik
lamina bulunmaz (Can ve Karahuseyinoglu, 2007; Corrao vd., 2013; Davies vd., 2017;
Nanaev vd., 1997).

Gobek kordonu damarlari, saat yoniiniin tersine spiral dongiiler halinde diizenlenir
(Erkan vd., 2024). Gobek kordonu arterleri, fetiisten plasentaya oksijenlenmemis kani
tagirken, gébek kordonu veni plasentadan fetiise oksijenlenmis kan tasir. Bu diizenleme,
besin ve atik degisimini saglayarak fotal bilylime ve gelisimi destekler (Sanchez-Trujillo vd.,
2022; Sherer vd., 2021). Gobek kordonu arterleri genellikle daha kiiciik ¢apa sahipken,
gbbek kordonu veni daha genis ¢apa sahip olup gobek kordonunun merkezine daha yakin bir
konumda bulunur (Bimpong vd., 2019). Stromanin temel fonksiyonu damar biitiinligiinii ve

kan akisinin diizenlenmesi ve damarsal stabiliteyi saglamasidir (Sarugaser vd., 2005).

Sekil 1.1: Gobek kordonu enine kesitinin genel yapisi. SAS: Subamniyotik stroma, IVS:
Intervaskiiler stroma, PVS: Perivaskiiler stroma. Ol¢iim ¢ubugu: 300 pm (Coskun ve Can, 2015).



Gobek kordonu epitel ile kaplidir ve bu epitel kordon stromasini dis ortamdan
koruyucu bir kilif gérevi goriir. Gobek kordonu epitelinin tek katmanli degil, belirgin ¢ok
katmanli bir epitel ile ortiilii oldugunu; bu epitelin benzersiz yapisal 6zelliklerini ve belirli
proteinlerin bollugunu 2024 yilinda yaptigimiz ¢alismada ayrintili sekilde tanimladik (Erkan
vd., 2024). Insan gébek kordonu epiteli; iyi gelismis, kesintisiz bir bazal membran iizerinde
tek, ¢ift veya ¢ok katmanli hiicrelerden olusan siirekli bir tabaka halinde bulunur. Epitel
hiicreleri, tek siradan 4-5 hiicre sirasina kadar degisen bir tabakalanma sergileyerek gelismis
bir bazal membran iizerinde konumlanir. Bu epitel hiicreleri, kimyasal ve mekanik uyarilara
yamit vererek degisiklik gosterebilir ve fetiisiin gelisimi sirasinda amniyon sivisiyla kordon

kani arasinda aktif tasimay1 kolaylastirabilir (Erkan vd., 2024).

Bu tabakanin altinda, glikozaminoglikanlar (GAG’lar), kollajen (tip I ve tip 1lI
agirlikli), hyaluronik asit ve stroma hiicreleri agisindan zengin olan embriyonik miikoz bag
dokusu yapisinda stroma bulunur (Sobolewski vd., 2002). Bu jelatinimsi madde;
proteoglikanlar, GAG’lar ve mukopolisakkaritler agisindan zengin bir hiicreler arasi
maddeden olusur. Bu benzersiz bilesim, yalnizca kordonun yapisal biitiinligiini
desteklemekle kalmaz, ayni zamanda gobek kordonu damarlari igindeki kan akigini
diizenlemede ve damar biitinliigiiniin korunmasinda da rol oynar (Damasceno ve Lima,
2013; Sarugaser vd., 2005; Sgambati vd., 2007; Stefanska vd., 2020). Mezoderm kokenli
stroma; damarlar1 sikigmaya karsi yastiklama gorevi gorerek onlarin biitlinliigiinii korur
(Shivakumar vd., 2015). Ozellikle de mekanik baskilara karsi damarlar1 koruyarak fetiisiin
dolagim sisteminin siirekliligini saglamada 6nemli rol oynar (Gil-Kulik vd., 2022; Sgambati
vd., 2007).

Stroma insan gébek kordonu mezenkimal stroma hiicreleri (IGK-MSH) agisindan
olduk¢a zengindir (Davies vd., 2017). Bu hiicreler genellikle 6kromatik ¢ekirdege sahip,
hiicre uzantilari telositlere gore daha kisa ve kalin olan ve olduk¢a yogun kollajen sentezi
gercgeklestiren hiicrelerdir. Bu hiicreler ile ¢evredeki hiicre dis1 matriks arasindaki etkilesim;
kan akiginin diizenlenmesi ve besin degisimi, bagisiklik yaniti agisindan biiylik 6nem tasir ve
gobek kordonu ile fetiisiin genel sagligina katkida bulunur (Sobolewski vd., 2002;
Vanterpool vd., 2016). iGK-MSH yetiskin dokularindan elde edilen (kemik iligi vb.)
MSH'ne kiyasla daha yiiksek proliferasyon kapasitesine sahiptir ve pasajlama siirecinde
yapilart daha uzun siire sabit kalmaktadir (Guenther vd., 2022). iGK-MSH; kondrositler,
adipositler ve osteositler de dahil olmak tizere gesitli hiicre tiirlerine farklilasabilirler (Can ve

Karahuseyinoglu, 2007; Karahuseyinoglu vd., 2007). Bu kok hiicrelerin iyilesmeyi tesvik



etme ve doku rejenerasyonunu destekleme yetenegi, gobek kordonu stromasmin klinik

uygulamalar agisindan 6nemini daha da vurgulamaktadir (Weiss vd., 2006).

Stromada yer alan bu hiicreler yogun kollajen demetlerin arasinda uzantilari olan,
ancak birbirleriyle temas etmeyen miyo/fibroblast yapisindadir. Hiicreler ozellikle gobek
kordonundaki damarlar c¢evresinde (PVS) cok daha yogun bulunurken, yiizey epitelinin
altindaki bolgelerde (SAS) daha seyrektir. Genel olarak hiicre yogunlugu her zaman SAS’da
IVS ve PVS’ye gore daha diisiiktiir (Gauthier-Fisher vd., 2019). Stroma hiicreleri fusiform
veya yildizs1 sekle sahip olup, uzun hiicreler arasi1 baglanti ¢ikintilar igerir. Hiicreler arasi

bosluklarda ise kollajen lif demetleri bulunur.

Gobek kordonu stromasindaki bu hiicrelerin dokudan ¢ikartilarak kiiltiir ortaminda
cogaltilmasiyla giliniimiiziin yenileyici tipta en ¢ok kullanilan allojenik MSH popiilasyonlar
elde edilir (Can ve Karahuseyinoglu, 2007). G6bek kordonunun enzimatik ya da mekanik
olarak pargalanmasiyla eksplant hiicre kiiltiiri yéntemiyle izole edilmeleri miimkiindiir (Can
ve Karahuseyinoglu, 2007; Coskun ve Can, 2015). Kiiltir ortaminda lamellipod ve
mikrospike yapilariyla, sitoplazmada vezikiil aktivitesi yogun izlenen hiicrelerdir. Bu
hiicreler MSH belirtegleri olan CD73, CD90 ve CD105 gibi belirtegleri ifade ederler (Can
ve Karahuseyinoglu, 2007; Karahuseyinoglu vd., 2007). CD73 (ecto-5'-nucleotidase)
hiicrelerin adenosin metabolizmasinda rol oynar, immiinregiilasyona katki saglar ve MSH'in
yiizeyinde pozitif olarak ifade edilir. CD90 (Thy-1) gelisimsel siireglerde, hiicre-hiicre
etkilesiminde ve hiicre farklilasmasinda rol oynayan bir yiizey glikoproteinidir. CD105
(endoglin) ise vaskiiler gelisim ve anjiyogenezde Onemli bir rol oynayan ylizey
glikoproteinidir. CD105, hem MSH’de hem de damar endotel hiicrelerinde pozitif olarak
ifade edilir. Yapilan bir calismada Blanco-Elices (2022) tiim stroma hiicrelerinin CD73 igin
pozitif oldugunu; ancak CD105 igin yalnizca diisiik bir oranda pozitiflik gosterdigini ve
ifadeleri agisindan bolgeler arasinda anlaml bir fark bulunmadigini tespit etmistir (Blanco-

Elices vd., 2022).

Gobek kordonu hiicrelerinin izolasyonu ve sindirimine yonelik ¢esitli protokollerde
ortak nokta, kollajenaz igeren ¢ozeltilerin kullanimidir (Can ve Karahuseyinoglu, 2007). Tip
| kollajenaz, stroma hiicrelerinin izolasyonunda yaygin olarak tercih edilirken, hyaluronidaz
ile birlikte kullanimi, matrikste bol bulunan hyaluronik asitin par¢alanmasini kolaylastirarak
izolasyon siiresini kisaltir. Ancak kollajenazin uygulama siiresi kritiktir; 6zellikle kollajenaz
ve hyaluronidaz kombinasyonu kullanildiginda, hiicre zarmin zarar gérme riski
bulunmaktadir. Bu durum, hiicrelerin kiiltiir kaplarina yapigsmasimi engelleyebilir ve hatta

hiicresel hasara neden olabilir. Tip II kollajenaz, klostripain aktivitesi nedeniyle daha giiclii



bir etkiye sahiptir. Doku homojenizasyon siiresi, kullanilan enzimlerin konsantrasyonuna ve
maruz kalma siiresine bagli olarak 30 dakika ile 16 saat arasinda degisir. Sindirilen dokunun

70-100 pm gozenekli filtrelerden siiziilmesi onerilir (Can ve Karahuseyinoglu, 2007).

Arastirma ekibimizin 20 yili askin siiredir yapmis oldugu doku i¢i ve in vitro
gozlemler burada bulunan hiicrelerin gerek doku kompartmanlarina gore (stromanin farkli
alanlar1) gerekse kiiltiir kosullarindaki degiskenlere gore heterojen hiicre popiilasyonlarinda
olustugunu ortaya koymustur (Can ve Karahuseyinoglu, 2007; Coskun ve Can, 2015;
Karahuseyinoglu vd., 2007). Grubumuz tarafindan heterojen hiicre popiilasyonu konusunda
tip-1 ve tip-2 olmak iizere iki farkli miyofibroblast tanimlanmistir (Coskun ve Can, 2015).
Tip-1 hiicreler genellikle genis sitoplazma ve miyofibroblast 6zelliginde gozlemlenirken tip-
2 hiicreler fibroblastoid fenotipte gozlemlenmistir. Bu hiicreler ince, uzun goérinimli
hiicreler olarak gozlenmis olup eksplant veya enzimatik yontemle yapilan hiicre ayristirma
ve bilylitme yaklasimlarina gore farkli oranlarda ortaya ¢ikmaktadir. Enzimatik ayristirma ile
elde edilen kiiltirlerde baslangicta tip-1 ve tip-2 hiicreleri birlikte gézlemlenirken, sonraki
pasajlarda tip-1 hiicreleri azalarak neredeyse tamamen kaybolmustur. Eksplant kiiltiirlerinde
yalnizca tip-2 fibroblastoid hiicreler bulunmus ve tiim pasajlar boyunca fenotiplerini
korumustur. Tip-1 hiicreleri miyofibroblast tipinde ozellikler gostererek enzimatik olarak
izole edilen erken kiiltiirlerde baskinken, fibroblastoid hiicreler eksplant kiiltiirleme
yontemiyle siirekli olarak elde edilmistir. iIGK-MSH'in izolasyonu ve kiiltiire edilmesi, dogal
halleriyle kiyaslandiginda fenotipik bir degisim gergeklesmistir (Coskun ve Can, 2015).
Karahiiseyinoglu (2007) tip-1 hiicreleri genislemis filopodyumlara sahip, asir1 ince ve stres
lifleri agisindan zengin hiicreler; tip-2 hiicreleri ise fusiform sekilde, uzun sitoplazmik
uzantilara sahip olarak tanmimlamigtir (Karahuseyinoglu vd., 2007). Tim hicrelerin
mezodermal kokenli hiicre belirteci olan vimentin ifade ettigi, bir epitel hiicresi belirteci olan
sitokeratin ifadesinin ise yalnizca tip-1 hiicrelerinde smirl oldugu goriilmiistiir. Bu durum,
kiiltiir ortaminda gdzlenen tip-1 hiicrelerin gébek kordonu stromasindaki perivaskiiler

hiicrelere karsilik gelebilecegini diisiindiirmektedir (Karahuseyinoglu vd., 2007).

Bagka bir ¢aligmada ise Can ve Balc1 (2011) izolasyon ve kiiltiir siireci sonrasinda ilk
giinde iGK-MSH’nin, fibroblast benzeri morfoloji gosterdigi gostermistir. Uzun siireli
pasajlarda (5. pasaj ve sonrasi) ise genis sitoplazmaya sahip yap1 korunmustur (Can ve Balci,
2011).

Guenther (2022) gébek kordonu hiicrelerinin kiiltiir kosullarinda zaman igerisindeki
morfolojik gériniimlerini karsilastirmistir (Guenther vd., 2022). Hiicre kiiltiriinde, eksplant

kiiltiir hiicreleri; kiiglik tiggen/yildiz, biiylik yassi hiicre iskeletine sahip, uzun uzantilara



sahip, kiiciik yuvarlak ve ¢ok kiiciik parlak hiicreler gibi farkli yapilarda gorilmiistiir. Uzun
stireli kiiltiir sonrasi ise; ¢ok kii¢iik hiicreler ¢ogalmaya baglamis veya sferoidler olusturmus
ya da tekil hiicreler, ciftler veya hiicre agregatlar1 halinde kiiltiir siipernatanlarinda kalmistir.
[k olarak eksplanttan hiicre tomurcuklanmasi olduktan sonra farkli morfolojilere sahip
hiicreler gézlemlenmistir; kii¢iik ticgen/yildiz, biiyiik yassi hiicre iskeletine sahip, uzun ve
ince yapili, kiigiik yuvarlak ve ¢ok daha az sayida kiigiik, parlak yuvarlak hiicreler eksplant
kiltirde gorilmustiir. Alt1 hafta sonra 3. pasajda ise hiicre bilesiminde farkliliklar
olusmustur. Biiyiik yassi veya uzun hiicreler baskin hale gelmistir. Kiiclik yuvarlak veya
iicgen hiicreler biiylik 6lgiide kaybolmustur. Kiiciik parlak hiicrelerin sayisi artmistir ve
biiylik hiicrelere yapisik goriinmiislerdir. Bazi biiylik hiicreler stres lifleri sergileyerek
miyofibroblast benzeri bir morfoloji gostermektedir. On iki hafta sonraki uzun siireli kiiltiir
hiicreleri, daha biiyiik yassi veya uzamis hiicreler baskin hale geldik¢e daha homojen bir
popiilasyon olusturmustur. Bu hiicre popiilasyonunda 5-7 um capindaki ¢ok kiiciik hiicreler
hizla ¢ogalmis, 20-80 um capinda sferoidler olusturmus ve tek hiicreler, ¢ift hiicreler veya
hiicre agregatlar1 olarak kiiltiir siipernatantinda kalmaya devam etmistir. Bu kiiltiir sonuglari,
gobek kordonu dokusundan elde edilen hiicrelerin hem morfolojik ¢esitliligini

vurgulamaktadir (Guenther vd., 2022).

Gobek kordonu stromasindan ayristirilan hiicrelerin - sekil 6zellikleri asagida

Ozetlenmistir (Sekil 1.2) (Coskun ve Can, 2015; Guenther vd., 2022).



(1)

(2)

P Uzun, uzunlamasina sekilli

- Belirgin bir hticre Iskeleti; buyiik ve duz sekilli

- Kuguk tiggen/yildiz sekilli
= Kuguk yuvarlak sekilll
[ Kuguk yuvarlak sekilll, fakat biraz daha buytk

Sekil 1.2: Gobek kordonu stromasindan ayristirilan hiicrelerin farkli morfolojik ozellikleri. (1)
Gobek kordonundan ayristirilan hiicreler genis ve yassi sitoplazmaya sahip miyofibroblast 6zelliginde
gbzlemlenen tip-1 hiicreler ve fibroblastoid yapida tip-2 hiicreler olarak isimlendirilmistir. Olgiim
cubuklari: 50 um (Coskun ve Can, 2015). (2) Guenther (2022) tarafindan tanimlanan ve beg farkli
morfolojide izlenen hiicreler. Olgiim gubuklari: 100 pm, alt orta 50 um (Guenther vd., 2022).

1.1.2 Gobek Kordonunun Embriyolojik Gelisimi

Gobek kordonu genel olarak baglanti sapi, vitellin kanal (ductus omphaloentericus)
ve allantoisi i¢eren karmasik bir siiregle gelisir. Gebeligin ilk bes haftasinda vitellus kesesi
sap1 ve allantois kanallarmnin birlesmesiyle olusur (Hagen-Ansert, 2023). Gebeligin tgiincii
haftasinda allantois, vitellus kesesinden divertikiil olarak geliserek baglanti sapma dogru
uzanir (Pal vd., 2008). Gebeligin dordiincti haftasinda, embriyonun kraniokaudal
kivrimlanmasi ile baglanti sap1 uzar ve ilkel gébek kordonu sekillenir (Carlson, 2019).

Amniyon, baglant1 sap1 ve vitellus kesesinin ¢iktig1 ilkel gobek halkasi disinda embriyoyu



tamamen saracak sekilde genisler. Bu donemde, endodermal arka bagirsagin bir uzantisi olan
allantois olusur ve baglanti sap1 i¢ine dogru uzanir (Heil ve Bordoni, 2025). Dordiincii
haftanin sonunda, vitellus kesesinin bir divertikiilii olan allantois, gébek kordonunun
gelisiminde kritik rol oynar; damarlarin olusumuna katkida bulunur (Pal vd., 2008).
Allantoisin ¢evresinde gelisen damarlar farklilagarak iki gdbek kordonu arteri ve bir gobek

kordonu veninden olusan gobek kordonu damarlarini meydana getirir (Gupta vd., 2017).

Dordiincii ile sekizinci haftalar arasinda, amniyon sivisindaki artig baglant1 sapiin
uzamasina yol agar ve vitellus kesesi baglant1 sap1 i¢inde sikisarak vitellin kanali olusturur.
Amniyon boslugunun genislemesi, amniyon ile koryonun temas etmesine ve bu iki katmani
orten ekstraembriyonik mezodermin kaynagmasina neden olur. Bunun sonucunda gobek
kordonu, baglant1 sapi ile vitellin kanaliin amniyonla ¢evrili birlesik yapisi, amniyon sivisi
icinde serbest sekilde yiizer hale gelir (Heil ve Bordoni, 2025). Bu donemde gébek kordonu;
gobek kordonu arterleri, gobek kordonu veni, allantoisi ve vitellin damarlarini igerirken,
gebeligin ilerleyen asamalarinda vitellin damarlari ve allantois geriler; gobek kordonu

damarlari ise besin aligverisini saglayan ana yapilar olarak kalir (Moore vd., 2020).

Gobek kordonu stromasi ise embriyo gelisiminin erken donemlerinde, 6zellikle 13.
giin civarinda embriyon digt mezoderm hiicrelerinden ve bu hiicrelerin salgiladig: hiicre dist
matriksten gelisir ve gebelik siiresince damarlarin agik kalmasini saglar; koruyucu ortam
olarak hizmet eder (Karahuseyinoglu vd., 2007). Embriyo amniyon kesesi tarafindan
cevrelendikten sonra kese gdobek kordonu iizerine katlanir; zamanla gdbek kordonunun
tamamint Orter ve ona sikica yapisir (Lockwood vd., 2022). Bagirsaklar, karin bosluguna
kiyasla daha hizli biyiidiigii i¢in yaklasik yedinci haftada proksimal gébek kordonu igine
fitiklasir ve bu durum yaklasik onuncu haftaya kadar devam eder (Hagen-Ansert, 2023).
Embriyonun biiyiimesiyle gobek kordonu da fizyolojik olarak uzamaya devam eder ve bu
uzama, fetiisiin hareketliligini destekleyen esneklik ve islevsel biitiinligii saglar (Donlon vd.,
2002). Birinci trimesterin sonunda, gobek kordonu genellikle 50-60 cm uzunluga ulasarak
tam iglevsel hale gelir ve anne ile fetiis arasinda besin ve atik degisimini etkin bir gekilde
saglar (Donlon vd., 2002; Gupta vd., 2017). Ayrica dogum zaman geldiginde vitellin kanali
ve allantois genellikle tamamen gerilemistir (Heil ve Bordoni, 2025). Gobek kordonunun
embriyolojik gelisimi asagida dzetlenmistir (Sekil 1.3) (Davies vd., 2017; Moore vd., 2020;
Sadler, 2020).
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Sekil 1.3: Gobek kordonunun embriyolojik gelisimi. Gebeligin ilk haftalarinda ilkel gébek kordonu
yapist olusur ve bu donemde gdobek kordonunun genel yapisinin enine kesitinde gobek kordonu
arterleri, gébek kordonu veni, allantois ve vitellin kanal bulunur (A ve B). Onuncu haftaya kadar
bagirsaklarin proksimal gobek kordonu igine fitiklagsmasi gergeklesir ve amniyon gobek kordonunu
orter; bu donemde gobek kordonunun genel yapisininin enine kesitinde ise ilk haftalardaki yapilara ek
olarak bagirsak kivrimi ve dig tarafinda da amniyon yapisi goriilebilir (C ve D) (Sadler, 2020).
Gebeligin 20. haftasindaki embriyo; amniyon boslugunun belirgin sekilde genisler, koryoamniyon zar
olusur ve vitellis kesesi zamanla kiigiilerek kaybolur (E) (Moore vd., 2020). Gebeligin son
donemindeki gobek kordonunun genel yapisi; plasentanin yiizeyindeki epitel kilifindan ve altindaki
stromadan olusan; amniyon zari ve fetiis ile plasenta arasinda besin aligverigini saglayan gdbek
kordonu yapist izlenir. Histolojik kesitinde vitellin kanal ve allantoisin tamamen gerilemis oldugu
goriilebilir ve gdbek kordonunun genel yapist yiizey epitelinin altinda yer alan SAS, IVS, PVS ve
g0bek kordonu arterleri ve gobek kordonu veninden olugsmaktadir (F) (Davies vd., 2017).

1.1.3 Gobek Kordonu Stromasimin Yapisi ve Biyobelirtecleri

Gobek kordonu stromasi, fotal gelisimi destekleyen oOnemli bir bag dokusu
bilesenidir ve hiicre yapisi, hiicresel farklilasma potansiyeli ve hiicre disi bilesenleri
acisindan birgok biyobelirteg icerir. iIGK-MSH, in vitro kosullarda immiinmodiilator ve
rejeneratif 6zelliklere sahip oldugu icin, bu biyobelirtegler hem tanisal hem de terapotik

amagclarla 6nemlidir (Wang vd., 2004).

Gobek kordonu stromasi ile iligkili biyobelirtecler, MSH'nin kimligini ve

islevselligini tamimlayan gen ifadelerini ve bir dizi hiicre/hiicre dis1 proteinleri igerir. Gobek



kordonuna ait biyobelirtegler Can ve Karahiiseyinoglu (2007) derlemesinde 6zetlenmistir
(Can ve Karahuseyinoglu, 2007) (Cizelge 1.1).

Cizelge 1.1: Gobek kordonunda pozitif ve negatif ifadeli biyobelirtegler (Can ve Karahuseyinoglu,

2007).

Biyobelirtec¢
CD10 (nétral endopeptidaz)

CD13 (aminopeptidaz N)
CD14 (lipopolisakkarit reseptorii)
CD29 (integrin 1)

CD31 (PECAM-1) (trombosit

endotel hiicre yapisma molekiilii-1)

CD33 (sialik asit baglayici
immiinglobulin iliskili lektin)

CD34 (sialik asit i¢eren miisin)

CD38 (ADP-ribozil siklaz 1)

CD44 (HCAM) (homing ile iligkili
hiicre adezyon molekiilii)
(hyaluronik asit reseptorii)

CD45 (tiim 16kositlere 6zgii antijen)

CD49b (integrin a2)
CD49c (integrin a4)
CD49d (integrin a3)
CD49%e
CD51 (integrin a5)
CD54 (ICAM-1) (hiicreler aras1
adezyon molekiilii-1)
CD56 (noral hiicre adezyon
molekiilii)

CD73 (ekto-5"-niikleotidaz)

CD90 (Thy-1)

CD105 (endoglin)

+ + + + +

-[+2

Referans Calismalar
(Lund vd., 2007; Weiss vd., 2006)

(Lu vd., 2006; Lund vd., 2007; Lupatov vd.,
2006; Weiss vd., 2006; Wu vd., 2007)
(Karahuseyinoglu vd., 2007; Lu vd., 2006; Lund
vd., 2007; Weiss vd., 2006)

(Fu vd., 2006; Kadivar vd., 2006; Lu vd., 2006;
Wang vd., 2004; Weiss vd., 2006; Wu vd., 2007)
(Baksh vd., 2007; Kadivar vd., 2006; Lu vd.,
2006; Lund vd., 2007; Weiss vd., 2006; Wu vd.,
2007)

(Weiss vd., 2006)

(Baksh vd., 2007; Conconi vd., 2006; Fu vd.,
2006; Kadivar vd., 2006; Karahuseyinoglu vd.,
2007; Lu vd., 2006; Lund vd., 2007; Lupatov vd.,
2006; Sarugaser vd., 2005; Wang vd., 2004;
Weiss vd., 2006; Wu vd., 2007)
(Conconi vd., 2006; Lu vd., 2006)

(Fu vd., 2006; Kadivar vd., 2006;
Karahuseyinoglu vd., 2007; Lu vd., 2006; Lund
vd., 2007; Lupatov vd., 2006; Sarugaser vd.,
2005; Wang vd., 2004; Weiss vd., 2006; Wu vd.,
2007)

(Baksh vd., 2007; Conconi vd., 2006; Fu vd.,
2006; Kadivar vd., 2006; Karahuseyinoglu vd.,
2007; Lu vd., 2006; Lund vd., 2007; Lupatov vd.,
2006; Sarugaser vd., 2005; Wang vd., 2004;
Weiss vd., 2006; Wu vd., 2007)
(Lupatov vd., 2006; Weiss vd., 2006)
(Weiss vd., 2006)

(Weiss vd., 2006)

(Baksh vd., 2007; Weiss vd., 2006)

(Fu vd., 2006; Wang vd., 2004; Weiss vd., 2006)
(Conconi vd., 2006; Kadivar vd., 2006; Lupatov
vd., 2006)

(Weiss vd., 2006)

(Fu vd., 2006; Kadivar vd., 2006;
Karahuseyinoglu vd., 2007; Lu vd., 2006; Lund
vd., 2007; Sarugaser vd., 2005; Wang vd., 2004)

(Baksh vd., 2007; Conconi vd., 2006; Lu vd.,
2006; Lund vd., 2007; Lupatov vd., 2006;
Sarugaser vd., 2005; Weiss vd., 2006; Wu vd.,
2007)

(Conconi vd., 2006; Fu vd., 2006; Kadivar vd.,
2006; Karahuseyinoglu vd., 2007; Lu vd., 2006;
Lupatov vd., 2006; Sarugaser vd., 2005; Wang
vd., 2004; Weiss vd., 2006)
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CD106 (VCAM-1) (vaskiiler hiicre

a
adezyon molekiilii-1) 7 2005; Wu vd., 2007)
(Baksh vd., 2007; Lund vd., 2007; Lupatov vd.,
CD117 (c-Kit) -[+2 2006; Mitchell vd., 2003; Sarugaser vd., 2005;
Wu vd., 2007)
CD123 (interlokin-3 reseptorii) - (Sarugaser vd., 2005)
CD133 (prominin-1) - (Weiss vd., 2006)
SRR (GUIALE L)) (s el + (Baksh vd., 2007)
hiicre adezyon molekiilii)
CD166 (ALCAM) (aktive olmus . .
lenfosit I(n'icre adeg}fon molekiilii) * (Kadivar vd., 2006; Lu vd., 2006)
CD235a (glikoforin A) - (Sarugaser vd., 2005)
HLA-1 + (Conconi vd., 2006; Weiss vd., 2006)
(Kadner vd., 2004; Lu vd., 2006; Lund vd., 2007;
HLA-DR (MHC simuf II) - Lupatov vd., 2006; Sarugaser vd., 2005; Weiss
vd., 2006; Wu vd., 2007)
HLA-DP (MHC sinif II) - (Lund vd., 2007; Sarugaser vd., 2005)
HLA-DQ (MHC sinif II) - (Lund vd., 2007; Schoenberg ve Moore, 1958)
(Lu vd., 2006; Lund vd., 2007; Lupatov vd.,
HLA-A, B, C (MHC smif I) d 2006; Sarugaser vd., 2005; Wu vd., 2007)
HLA-G (MHC smuf I) - (Sarugaser vd., 2005)
STRO-1 - (Baksh vd., 2007; Sarugaser vd., 2005)
Otcr;rr;:k(r?;(st?;;irfzi%é%;m -[+ (Sarugaser vd., 2005; Weiss vd., 2006)
Nanog + (Carlin vd., 2006; Weiss vd., 2006)
SSEA-4 (evreyfe_ 0zgii embriyonik ) (Sarugaser vd., 2005)
antijen-4)
Sox-2 (SRY-box-2) + (Carlin vd., 2006; Weiss vd., 2006)

(Lu vd., 2006; Lupatov vd., 2006; Sarugaser vd.,

@ Referanslar arasinda celiskili sonuglar bulunmaktadir. Kisaltmalar; HLA: Insan 16kosit antijeni; MHC: Major
histokompatibilite kompleksi.

iIGK-MSH; CD29, CD44, CD73, CD90, CD105 ve CD166 gibi belirtecleri ifade
ederken (Dominici vd., 2006), CD34 ve CD45 gibi hematopoietik belirtegler agisindan
negatiftir (Arufe vd., 2011; Chon vd., 2013). CD14, CD19, HLA-DR belirtegleri de negatiftir
(Baksh vd., 2004). Bu belirtegler, MSH'in gbbek kordonu dokusundan ayristirilmasi
acisindan Onemlidir. Ayrica, OCT3/4 ve SSEA-4 gibi transkripsiyon faktorlerinin
ifadelerinin, bu hiicrelerin pluripotent dzelliklerini desteklemektedir (Arufe vd., 2011). PVS
hiicreleri ise CD146, NG-2 (Noral/Glial Antijen-2) ve PDGFR-f biyobelirteglerini ifade eder
(Crisan vd., 2009; Crisan vd., 2008).

Stromanin ekstraseliiler matriks bilesimi, gébek kordonu stromasinin bir diger kritik
yoniidiir. Bu matriks; kollajen, hyaluronik asit, dekorin, versikan, GAG'lar ve proteoglikanlar
olmak {izere ekstraseliiler matriks bilesenlerini igerir ve bu bilesenler, gdbek kordonu
stromasiin benzersiz mekanik &zelliklerine ve biyolojik islevlerine katki saylayabilecek
Ozelliktedir (Jurewicz vd., 2012). Bu bilesenlerin varligi, sadece yapisal bir bitiinliik
saglamakla kalmaz, ayn1 zamanda hiicresel davranislari; 6zellikle de hiicre ¢ogalmasini ve

farklilasmasini etkiler. Ornegin, ekstraseliiler matriks bilesenlerinin dinamikleri; gobek
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kordonundaki vaskiiler diiz kas hiicrelerinin farklilasmasini diizenlemekte ve hiicresel
sinyalizasyon ile ekstraseliiller matriks kompozisyonu arasindaki etkilesimi saglamaktadir

(Nandadasa vd., 2015).

Diger bir taraftan stroma kollajen tip I, I1l, IV ve VI igerir ve bu sayede mekanik
destegin yani sira hiicre adezyonunu diizenler. IVS’de kalin demetler halinde kollajen lifleri
oldukga fazlayken elastik lifler gobek kordonunda bulunmaz. Kollajenin kimyasal veya
organik c¢oziiciilere karst son derece diisiik c¢oziniirliige sahip olmast GAG’lar ve
proteoglikanlarla giiglii iyonik baglar olusturdugunu ve bu sayede stromaya yiiksek derecede
mekanik dayaniklilik kazandirdigin1 gostermektedir (Can ve Karahuseyinoglu, 2007).
Kollajen liflerinin bolgesel dagilimi ilk kez Nanaev (1997) tarafindan tanimlanmistir
(Nanaev vd., 1997). Subamniyotik ve intervaskiiler bolgelerde, damar duvarlarinda kollajen

tip L, 11 ve VI’nin bulundugu gosterilmistir (Nanaev vd., 1997).

Gobek kordonu hiicrelerinin kollajen profilleri ilerleyen yillarda pek ¢ok ¢alismada
ayrintilandirilmistir. Tip IV kollajen, hem gobek epitelinin bazal membraninda hem de SAS
hiicrelerinin dis laminasinda tespit edilirken, tip VII kollajen sadece son dénem kordon
epitelinin bazal kisminda sinirl olarak bulunur. Ozellikle tip I ve tip 111 kollajenlerin IVS’de
ve arter duvarinda en fazla bulunan formlar oldugu belirlenmistir (Can ve Karahuseyinoglu,
2007). Blanco-Elices (2022) ise PVS’de tip IIl ve IV kollajen diizeylerinin gobek
kordonunun diger stromalarina gore en yiiksek oldugunu raporlamistir (Blanco-Elices vd.,
2022).

Gobek kordonu stromasinda belirli proteinlerin ve sinyal molekiillerinin varligi da
incelenmigtir. Gobek kordonu stromasi, hiicresel biiylime ve farklilasma siireclerini
diizenleyen gesitli biiyiime faktorlerini igerir. Ornegin, insiilin benzeri biiyiime faktorii (IGF)
ve transformasyon biiyiime faktorii-beta (TGF-p) ifadesinin, iGK-MSH'nin farklilasmasinda
onemli roller oynadigi gosterilmistir (Chon vd., 2013; Fernandez-Pernas vd., 2016; Fong vd.,
2014). VEGF (vaskiiler endotelyal biiylime faktorii) ise damar gelisimini destekler
(Sarugaser vd., 2005). HGF (hepatosit biiyiime fakt6rii) doku yenilenmesini ve
immiinmodiilasyonu destekler (Weiss vd., 2006). Bu biiyiime faktorleri, sadece hiicrelerin
yasamint ve proliferasyonunu tesvik etmekle kalmaz, ayn1 zamanda farklilasma

potansiyellerini de etkiler (Fernandez-Pernas vd., 2016).

Ge (2024) insan gobek kordonu yiizey epiteli hiicrelerini (iGK-EH) ve iGK-MSH
proteomiks diizeyinde inceleyerek terapotik potansiyellerinin karsilagtirilmayi amaglamistir
(Ge vd., 2024). iGK-EH epitel hiicrelerine 6zgii, kaldirim tagi benzeri bir morfolojiye
sahipken, iIGK-MSH igsi bir goriiniime sahiptir. iGK-EH epitel belirtegleri olan CD324,
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CD326 tasirken, iGK-MSH mezenkimal belirtegler olan CD90, CD73, CD105 ifade eder.
iIGK-MSH; hiicre dis1 matriks organizasyonu, kollajen lif organizasyonu, hiicre yapismasi ve
anjiyogenez ile iliskili proteinlerde zenginlesmistir. iIGK-EH ise keratinizasyon, hiicre-hiicre
yapigsmasi ve epidermis gelisimi ile iligkili proteinleri daha fazla ifade eder. Her iki hiicre tipi
de anjiyojenik potansiyel ve antioksidan 6zelliklere sahiptir, ancak iGK-EH daha yiiksek
antioksidan kapasite gosterir (Ge vd., 2024).

Can ve Karahiiseyinoglu’nun (2007) yayinladiklar1 derlemede de ele alindig: iizere
yapisal incelemeler, immiinhistokimyasal analizler ve in vitro fonksiyonel aragtirmalarin,
SAS, IVS ve PVS arasindaki hiicre yogunlugu ve ozelliklerinde belirgin farkliliklar
oldugunu ortaya koymustur (Can ve Karahuseyinoglu, 2007). Bu durum, s6z konusu
bolgelerin farkli embriyolojik kaynaklardan tliremis olabilecegi disiincesini glindeme
getirmektedir. Hiicre yogunlugu, SAS’da diisiik diizeydeyken, PVS’de en yiiksek diizeye
ulasir. Ayrica, 1VS hiicrelerinin, PVS hiicrelerine kiyasla daha uzun oldugu ve daha fazla
sitoplazmik uzantiya sahip oldugu bildirilmistir. IVS’de yer alan myofibroblast yapisindaki
hiicrelerin, g¢evreleyen damarlarin diiz kas hiicrelerinden tiiredigi veya mevcut fibroblast
popiilasyonundan farklilasmis olabilecegi one siiriilmektedir (Can ve Karahuseyinoglu,
2007). Ayrica SAS, 1VS ve ven ve arterlerin PVS bélgelerindeki hiicrelerin fenotipik olarak
birbirlerinden farkli oldugunun yani sira perivaskiiler hiicrelerin proliferatif aktivitesinin

daha fazla oldugu uzun zaman 6nce belirtilmistir (Sarugaser vd., 2005).

Gobek kordonunda pozitif ifadeye veya negatif ifadeye sahip bu biyobelirteclerin
yani sira o-aktinin ve F-aktin (filamentoz aktin) ifadeleri de gobek kordonu igin 6nem
tagimaktadir. F-actin hiicre iskeletinin temel bilesenlerinden biri olan aktin proteinlerinin
polimerize halidir. a-aktinin ise aktin filamanlarin1 ¢apraz baglayan bir proteindir ve hiicre
iskeletinin organizasyonunda rol alir. a-aktinin, mezenkimal hiicreler, fibroblastlar ve diiz
kas hiicrelerinde pozitif olarak bulunur. Immiinéfloresan isaretlemelerde gobek kordonu
stromasinda ifadelenen vimentin, mezodermal kokenli hiicrelerde bulunan; sitokeratinler ise
ekto-/endodermal kokenli epitel hiicrelerinde bulunan bir protein grubudur. Vimentin tim
IVS ve PVS’de esit olarak dagilim gosterirken sitokeratin epitel hiicrelerinde en giiglii
boyanma, PVS hiicrelerinde yogun boyanma, IVS hiicrelerinde ise ¢ok az boyanma veya
boyanmama sergilemistir (Karahuseyinoglu vd., 2007). Miyojenik bir ara filaman proteini
olan desmin ifadesi; vimentin ile benzerlik gosterirken; a-SMA 6zellikle PVS’de ve 1VS’de
daha fazla pozitif bulunmustur. Kiiltiirii yapilmis iGK-MSH’de vimentin ifadesi gosterilmis;
sitokeratin ifadesi ise yalnizca tip-1 hiicrelerde bulunmustur. Desmin ifadesi hiicrelerin

hicbirinde goriilmemis; a-SMA ifadesi ise yalnizca erken pasajdaki kiiltiir hiicrelerinde
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pozitif bulunmustur, sonraki pasajlarda ise ifadesi gozlemlenememistir (Karahuseyinoglu
vd., 2007). Doku kesitlerindeki tiim stroma hiicrelerinde yaygin desmin pozitifliginin tersine
kiiltiir hiicrelerinde ifade eksikliginin muhtemelen izolasyon teknikleri ve/veya kiiltiir
kosullar1 nedeniyle desmin sentezinin azaldigin1 c¢agristirmaktadir (Sekil 1.4)

(Karahuseyinoglu vd., 2007).

Vimentin Sitokeratin

Gobek Kordonu
Kriyokesitleri

Kiiltiirde
iGK-MSH

Sekil 1.4: Gobek kordonu biyobelirteglerinin gobek kordonu kesitlerindeki ve kiiltir iGK-
MSH’deki immiinfloresan isaretleme farkhiliklari. Ol¢iim cubuklari: 20 um (Karahuseyinoglu vd.,
2007).

Gobek kordonu stroma hiicrelerinde orta diizeyde intrasitoplazmik glikojen, lipid
damlaciklar ve prokollajen igeren salgi graniilleri, dilate ER sarniglaryla iyi gelismis bir
ER’nin varligi ve ¢ok sayida mitokondriyon ve iyi gelismis Golgi aygitinin varligi dikkat
¢eker (Takechi vd., 1993). Kollajen sentezinde yer alan bir enzim olan prolil-4-hidroksilazin
gosterilmesiyle gébek kordonu stroma hiicrelerinin kollajen ve diger matriks bilesenlerinin
sentezinden birincil olarak sorumlu oldugu gosterilmistir. Stroma hiicrelerinin yiizeyleri esas
olarak tip IV kollajen, laminin ve heparan siilfath proteoglikandan olusan bir dig lamina ile
kaplidir. Laminin, ekstraseliiller matriksin onemli bir bilesenidir ve hiicrelerin yapigmasi,
farklilasmasi, go¢ii ve sinyal iletimi gibi birgok biyolojik siirecte kritik rol oynar. Laminin,
hiicrelerin bazal membranlarinda ve epitel hiicreleri ¢evresinde pozitiftir. Stroma
hiicrelerinde myositlere 6zgii hiicre iskeleti filaman1 olan desmin de bulunur ve bu da bu
hiicrelerin fibroblast veya diiz kas hiicresi yerine gercek miyofibroblastlar oldugu fikrini
desteklemistir. Aktin, miyozin, desmin ve miyofibroblastlarin bir belirteci olan diiz kas
aktini gibi kontraktil proteinler stroma hiicrelerinde farkli sekilde ifade edilirler (Can ve

Karahuseyinoglu, 2007). Yukaridaki bulgulara baglh olarak, bu hiicrelerin hem lif sentezi

14



hem de organize hiicre iletisimi ve kasilmasiyla ilgili 6zgiin islevler sergilediklerinden s6z
etmek miimkiindiir. Stroma hiicreleri tarafindan ifade edilen diger bir ilging ara filaman ise
temel olarak endoderm ve ektoderm kaynakli epitel hiicrelerinde ifade edilen sitokeratindir
(Can ve Karahuseyinoglu, 2007). Nanaev (1997), stroma hiicrelerinde belirgin bir sitokeratin
ifadesi saptamazken, epitelde bu proteinin varligin1 belirlemistir (Nanaev vd., 1997). Buna
karsin, Can ve Karahiiseyinoglu (2007) perivaskiiler bolgedeki hiicrelerin sitokeratin
filamentleri agisindan giiclii  bir pozitiflik gosterdigini rapor etmistir (Can ve

Karahuseyinoglu, 2007).

Gobek kordonu damarlarinin media tabakasinda bulunan diiz kas hiicreleri ve
stromada bulunan miyofibroblastlar da dahil olmak iizere damar duvari boyunca uzanan
birgok perivaskiiler hiicre tipinin perisitlerle yakin iliskilere sahip oldugu diistiniilmektedir.
Bu hiicreler, biiyliyen ve olgunlasan damar sistemi boyunca hiicre fenotiplerinin siirekliligini
temsil edebilir. iImmiinofenotipik olarak perisitler, damarlarin subendotel katmanlarindaki
anatomik yerlesimleri ve CD146 (MCAM), trombosit kaynakli biiylime faktorii reseptorii-f3
(PDGR-B, CD140b), alkalin fosfataz (AP), G protein sinyallesmesinin diizenleyicisi (RGSY),
a-diiz kas aktin (a-SMA), desmin ve CD271 gibi belirteclerden en az birinin ifadesi ile
tanmimlanir. Yoklugu ise sirasiyla endotel ve hematopoietik belirtegler olan CD31, CD34 ve
von Willebrand faktorii (VWF) ve CD144 veya CD45'tir. Adventisiyel hiicreler ise CD34
pozitif, CD31, CD146 ve CD45 iginse negatif olarak tanimlanir (Corselli vd., 2012).
PVS’den izole edilen hiicreler; SAS, IVS ve epitelden arindirilarak kiiltiire alindiginda, uzun
sitoplazmik uzantilara sahip fibroblast benzeri bir goriiniime sahip olup, 100-300 pum'ye

kadar buyiirler (Gauthier-Fisher vd., 2019).

Perisitler viicutta veniiller, kapillerler ve arterioller boyunca endotel hiicrelerini saran
kontraktil hiicreler olarak tanimlanmustir. Perisitler gébek kordonunun PVS’sinda yer alan
hiicrelerdir ve NG2, desmin, CD146, a-SMA ve PDGFR-B belirtegleri agisindan pozitiftirler
(Gauthier-Fisher vd., 2019). Endotel ve hematopoetik hiicrelerin belirtegleri olan CD31,
CD34, von Willebrand faktorii (VWF), CD144 ve CD45 perisitlerde bulunmaz. Perisitlerin
sadece homeostaz diizenleyicileri olarak degil; ayn1 zamanda bulunduklar1 dokularin onarimi
igin bir hiicre kaynagi olarak da islev gordiikleri diisiiniilmektedir. In vitro ortamda
adventisya hiicrelerinin perisit benzeri hiicre fenotipi kazanabilmesiyle adventisyadaki
hiicrelerin perisit 6nciillerinin kaynagi olabilecegini diisiindiirmektedir. Adventisya hiicreleri
CD31, CD45 ve CD146 belirteclerini ifade etmezler. CD146’nin IVS ve PVS arasindaki

ifade farki perivaskiiler hiicrelerin endotel hiicrelerine yakinligina atfedilmistir. Term gébek
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kordonunda CD34 ve CD144 sadece endotel hiicre katmanini isaretlemekte olup, PVS ve
IVS bu belirtegler agisindan negatiftir (Gauthier-Fisher vd., 2019).

Yaymlanmis hiicre ayristirma protokolleri; epitel, IVS ve damarlarin dahil edilip
edilmemesi, enzimatik sindirim veya eksplant kiiltiir yontemlerine gore degismektedir.
Schugar (2009) kollajenaz sindiriminin, MSH ile iliskili belirtegleri (CD44, CD105, CD73,
CD90) ifade eden izole edilmis hiicrelerin oranimi artirdigini, ancak damar hiicreleri ile
iliskili belirteglerin (CD34, CD144 ve CD146) oranini azalttigin1 gostermistir (Schugar vd.,
2009). Bu immiinfenotip farkliliklari, 1-3 hafta boyunca kiiltiirde devam etmis ve sadece
kollajenaz ile izole edilen popiilasyon, in vitro ortamda osteojenik ve kondrojenik olmak
tizere farkli hatlara farklilasma yetenegi géstermistir (Schugar vd., 2009). Bagka bir
calismada ise hiicreler ii¢ farkli stroma bdlgesinden izole edilmistir. IVS hiicreleri, CD29,
CD44 ve CD73 ve CD24 ve CD108 gibi, MSH'ni ayirmaya yardimc1 olan isaretleyicilerin
arttirilmus ifade diizeylerini gostermistir. Ilging bir sekilde, bu galismada, tiim bdlmelerden
izole edilen hiicrelerin %90"ndan fazlasi perisitle iligskili CD146 isaretleyicisi ile pozitiftir ve
IVS ve PVS'de arttinlmis ifade diizeyleri izlenmistir (Subramanian vd., 2015). Bu
belirteclerin in situ ve in vitro ifadelenmeleri asagida 6zetlenmistir (Sekil 1.5) (Gauthier-
Fisher vd., 2019).
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Sekil 1.5: Gobek kordonu biyobelirteclerinin ifadelerinin in situ ve in vitro Kkiiltiir ortamlarinda
karsilastirilmasi (Gauthier-Fisher vd., 2019).

Sonu¢ olarak, gébek kordonu stromasinin biyobelirtecleri; hiicresel belirtegler,
genetik imzalar, ekstraseliiler matriks bilesenleri ve salgilanan faktorlerden olusan genis bir
yelpazeyi kapsamakta olup, bu benzersiz dokunun islevsel 6zelliklerini tanimlamaktadir.
Gobek kordonu stromasinin molekiiler ve hiicre biyolojisine yonelik devam eden
arastirmalar, fotal gelisimi anlamamizi derinlestirmekle kalmayip, ayn1 zamanda rejeneratif
tip alaninda yenilik¢i terapotik uygulamalarin  Oniinii  agmaktadir. Gobek kordonu

biyolojisinin karmasikliklarin1 ¢6zmeye devam ettikce, bu biyobelirteglerin tanimlanmasi ve
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karakterizasyonu hem klinik uygulamalar1 hem de bilimsel bilgiyi ilerletmede kilit rol

oynayacaktir.
1.2 Telositler

Telositler, ilk kez 15 yi1l 6nce kesfedilmis, interstisyel dokuda bulunan ve tipik uzun,
ince sitoplazmik uzantilar1 (telopodlar) ile ¢evre doku ve hiicrelerle etkilesime giren bag
dokusu hiicreler olarak tanimlanmistir (Popescu ve Faussone-Pellegrini, 2010). Bu hiicreler,
“telopod”lar1 ile tamimlanir ve kok hiicreler, bagisiklik hiicreleri ve endotel hiicreler de dahil
olmak iizere komsu hiicrelerle kapsamli hiicresel iletisim ve etkilesim saglarlar (Gevaert vd.,
2012; L. Li vd., 2014; Popescu ve Faussone-Pellegrini, 2010). Olusan bu hiicresel iletisim
aglar1 sayesinde doku homeostazi, yenilenme ve Yyenileyici siireglerde Onemli roller
iistlenirler (Cretoiu ve Popescu, 2014). Yapisal ve islevsel 6zellikleri sayesinde telositlerin
doku homeostazi, rejenerasyon ve hastalik siire¢lerinde 6nemli bir diizenleyici unsur oldugu

gosterilmistir (Cretoiu vd., 2012).

"Telosit" terimi, Popescu ve Faussone-Pellegrini tarafindan yapilan 6ncii ¢alismada
resmi olarak benimsenmis ve bu hiicreler, uzun ve ince sitoplazmik uzantilar (telopodlar)
iceren Ozgiin yapisal ozellikleriyle tanimlanmigtir (Faussone Pellegrini ve Popescu, 2011;
Huwait, 2020). Popescu ve ekibi tarafindan ilk olarak tanimlanan telositler, fiziksel yapilar
temel alinarak "telosit" olarak isimlendirilmistir. Bu terim, Yunanca "telos" (amag, son veya
tamamlanma) kelimesinden tiiretilmistir. En yalin tanmimyla, telositler "telopodlara sahip
hiicreler" olarak ifade edilmektedir (Xiangdong ve Cretoiu, 2016). Zamanla bu hiicrelerin
diger interstisyel hiicrelerden farkli 6zgiin yapisal ve fonksiyonel 6zelliklere sahip oldugu

fark edilince Cajal hiicreleri "telosit" adini almistir (Huwait, 2020).

Telositlerin elektron mikroskopisi ile detaylandirilan morfolojik yapilari, telositlerin
fibroblastlardan ve diger mezenkimal hiicrelerden farkli benzersiz 6zelliklere sahip oldugunu
gostermistir  (Gherghiceanu ve Popescu, 2011). Fonksiyonel olarak; kok hiicre nisi
organizasyonuna katkida bulunmalari, hiicresel sinyallesme siireclerinde yer almalari ve
doku rejenerasyonunu desteklemeleri nedeniyle telositler; kardiyak, pulmoner,
gastrointestinal ve sinir sistemlerinde kritik roller oynayabilir (Manetti vd., 2014). Son
yillarda yapilan c¢alismalar, telositlerin patofizyolojik siireclerde; &zellikle inflamasyon,
fibrozis ve kanser mikrogevresinin diizenlenmesinde onemli bir diizenleyici unsur
olabilecegini ortaya koymus, bu da onlari potansiyel terapotik hedefler haline getirmistir
(Smythies, 2015). Bu hiicrelerin sahip olduklart 6zellikler, hem fizyolojik hem de patolojik

stireclerde onemli gorevler almalarini saglamakta olup, Ozellikle yenileyici tip alaninda
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terapotik potansiyelleri lizerine daha fazla arastirma yapilmasini gerektirmektedir (Varga vd.,
2019).

1.2.1 Telositlerin Tarihcesi

Telositlerin kesfi, hiicre biyolojisi ve histolojinin gelisimiyle paralel olarak ilerleyen
bir siire¢ olup, bilim diinyasinda biiyiik ilgi uyandirmistir. Bu hiicrelerin kesfi, 21. yiizyilin
baslarina dayanir ve arastirmacilar, bu hiicrelerin benzersiz yapisal ve islevsel 6zelliklerini
fark etmeye baslamustir. Ilk olarak 2010 yilinda tamimlanan telositler, morfolojik
benzerlikleri ve histolojik yapilar1 nedeniyle baslangigta “Cajal benzeri interstisyel hiicreler”
(intestitial Cajal-like cells) (ICLC) olarak adlandirilmistir. Bu hiicreler, ilk kez 1911 yilinda
memeli gastrointestinal sisteminde tanimlanan Cajal interstisyel hiicreleriyle (intestitial Cajal
cells) (ICC) benzer ozellikler gostermektedir (Wang vd., 2016). Ispanyol ndroanatomist
Santiago Ramon y Cajal, (1852-1934) 19. yiizyilin sonunda gastrointestinal sistemde ve
diger memeli dokularda 6zel bir hiicre tipi olan “néoral interstisyel hiicre”yi metilen mavisi
vital boyama ve/veya Golgi impregnasyon yontemi kullanarak raporlamistir. Bu hiicrelerin,
sinir uclari ile diiz kas hiicreleri arasinda yer aldig1 ve interstisyumda diiz kas hiicreleri ve
sinir lifleriyle i¢ ice gegmis sekilde bulundugu belirtilmistir (Xiangdong ve Cretoiu, 2016).
Cajal, bu hiicrelerin sitoplazmik siirecleri arasinda bir akson yapisi ayirt edememis olmasina
ragmen, onlar1 olasi yardimer noronlar olarak degerlendirmistir. Bu tiir hiicreler ilerleyen
yillarda genellikle interstisyel Cajal hiicreleri (ICC) olarak adlandirilmistir (Popescu,
Ciontea, vd., 2005). Cajal benzeri interstisyel hiicrelerin iireter, mesane, vas deferens, fallop
tiipili, kan damarlari, lenf damarlari, pankreas, prostat gibi dokularda bulundugu 2005 yil
oncesinde rapor edilmistir. Taxi ve ¢aligma arkadaslar1 1960’11 yillarda gegirimli elektron
mikroskobu (TEM) kullanarak elde ettikleri ince yap1 diizeyindeki kanitlarla, interstisyel
Cajal hiicrelerinin (ICC) ndéronlardan, Schwann hiicrelerinden, diiz kas hiicrelerinden,
fibroblastlardan ve makrofajlardan farkli, yeni bir hiicre tiirii oldugunu ortaya koymuslardir
(Xiangdong ve Cretoiu, 2016). Ciontea (2005) gebe ve gebe olmayan kadinlarin
miyometriyumlarinda Cajal benzeri interstisyel hiicrelerin varhgmi c-Kit (CD117)
pozitiflikleriyle gostermis ve diiz kas ve sinir hiicreleriyle temas halinde oldugunu ve kilcal
damarlarla bir ag yapisi olusturdugunu gostermislerdir (Ciontea vd., 2005). Bu ¢alismada bu
hiicreleri ayirt etmede bu hiicrelerin interstisiyumda bulunmasinin, metilen mavisi ile vital
boyanmanin ve ¢ok sayida monoliform uzun uzantilarin 6nemli kriterler oldugunu

vurgulamiglardir (Popescu, Andrei, vd., 2005).

Popescu (2005) bir dizi yontem ve immiin belirte¢ kullanarak insan tuba uterinasinda

bu hiicrelerin varligini ortaya koymustur (Popescu, Ciontea, vd., 2005). Telositlerin diger
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organlardaki varlig1 hakkinda ise 2000’li yillarda birgok makale yayinlanmistir. Ozellikle
Popescu ve Cretiou tarafindan bu hiicreler pankreasta, meme bezinde ve miyokard
interstisyumunda gosterilmistir. Ayrica, insan ve sican uterusunda da var olduklar

bulunmustur (Cretoiu vd., 2006).

Telositler 2010 yilinda Faussone-Pellegrini ve Bani’nin yaptig1 iki ¢alismada yer
bulmustur (Bani vd., 2010; Faussone-Pellegrini ve Bani, 2010). Arastirmacilar kalpteki
kardiyomiyositler ve telositler arasindaki iligkiyi inceledikleri ¢alismalarinda yetiskin kalpte,
kardiyomiyositlerle ve subepikardiyal kardiyojenik nislerdeki kalp kok hiicreleriyle yakin
iliski icinde bulunan bir stroma hiicre popiilasyonunun varligini géstermistir. Parankima
hiicrelerini saran uzun sitoplazmik uzantilara sahip bu hiicreler i¢in “telosit” terimini
kullanmiglardir. Pellegrini ¢alismasinda stroma hiicreleri arasinda, daha énce Cajal benzeri
interstisyel hiicreler olarak tanimlanan ve uzun, ince uzantilari (telopod) nedeniyle son
zamanlarda telositler olarak adlandirilan 6zel bir hiicre popiilasyonundan sz etmistir (Bani

vd., 2010; Faussone-Pellegrini ve Bani, 2010).

Sonraki yillarda Gherghiceanu ve Popescu’nun insan meme bezlerinde Cajal benzeri
interstisyel hiicrelerin varligimi arastirmak amaciyla yaptigi c¢alismada bu hiicreleri
tanimlayan birka¢ standart olusturmuslardir. Hiicre hacminin yaklasik %2,5 kadarmin
kaveola yapisindan, %10’unun mitokondriyon ve %?2-3’tiniin de ER, ara filaman ve
mikrotiibiil yapisindan olustugunu raporlamiglardir. Hiicrelerin birbirlerine ve hedef
hiicrelere (sinir hiicreleri, kilcallar, immiinreaktif hiicreler) “stromal sinaps” birimleriyle
yakin temas kurdugunu gormiislerdir. Hiicrelerin iki veya daha fazla uzun ve monoliform
(boncuk dizisi, dizi halinde) uzantilara sahip oldugunu gostermislerdir. Bu hiicrelerin
sitoplazmik uzantilarin1 kullanarak birbirleriyle temas halinde olduklar ii¢ boyutlu bir ag

yapisini ortaya koymuslardir (Gherghiceanu ve Popescu, 2005).

Telositlerin  tanimlanmasi, 6zellikle CD34 belirteci kullanilarak  yapilan
immiinhistokimyasal caligmalar sayesinde miimkiin olmustur. Bu teknik, telositlerin diger
hiicrelerden ayirt edilmesini saglamis ve bu hiicrelere yonelik bilimsel ilgiyi artirmistir
(Diaz-Flores, Gutierrez, Garcia, Gonzalez-Gomez, Carrasco, vd., 2020; Rosa vd., 2019). Bu
yaklagim, telositlerin farkli organlardaki dagilimini ve doku homeostaz1 ile rejenerasyon
stireglerindeki potansiyel rollerini aragtirmaya yonelik ¢aligmalari tegvik etmistir (Kondo ve

Kaestner, 2019).

Telositler {izerine yapilan arastirmalar, bu hiicrelerin patolojik durumlarla da iliskili
olabilecegini gostermektedir. Telosit fonksiyonlarindaki bozukluklarin ¢esitli hastaliklara yol

acabilecegi fikri, "telositopatiler" kavraminin ortaya ¢ikmasini saglamistir. Telositopatiler,
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telosit popiilasyonlarindaki islevsel bozukluklarla tanimlanan hastaliklar1 ifade etmektedir.
Bu yeni arastirma alani, telositlerin hem normal kosullardaki hem de hastalik durumlarindaki
Oonemini vurgulamakta ve rejeneratif tipta potansiyel terapotik hedefler olarak

degerlendirilmelerini saglamaktadir (Varga vd., 2019).

Sonug olarak, telositlerin tarihi; baslangigta ICLC olarak tanimlanmalari, "telosit"
terimiyle kabul edilmeleri ve farkli dokulardaki gesitli rollerinin kesfi ile sekillenmistir.
Aragtirmalar, bu 06zgilin interstisyel hiicrelerin karmasikligini giderek telositlerin hiicre
biyolojisi ve vyenileyici tip alanlarinda 6nemli bir arastirma odagi haline gelmesini

saglamaktadir.
1.2.2 Telositlerin Morfolojik Ozellikleri

2005 yilinda Popescu (Popescu, Ciontea, vd., 2005) ve ekibinin tellositleri tuba
uterinada tanimladig1 c¢alismada bu hiicrelerin genel morfolojik goriintimlerine iligkin
sonuglar da yer almistir (Popescu, Ciontea, vd., 2005). Bunlardan ilki bu hiicrelerin dokuda
sadece stromada bulunuyor olmasi ve sinir demetleri, epitel hiicreleri, diiz kas hiicreleri veya
kilcal damarlar gibi hedefleriyle yakin temas halinde olmalaridir. Sayilar1 1’den 5’e kadar
olabilecek fakat sikca 2-3 sayida gozlemlenen ve uzunluklari onlarca pm’den yiizlerce
um’ye uzayabilecek uzantilardan; sitoplazmik siireclerin  varligindan s6z etmistir.
Telositlerin sekli degiskenlik gosterebilir; hiicre govdeleri fusiform, liggen veya oval
sekillerde bulunabilir ve telopodlart araciligiyla oluklu baglantilar iizerinden birbirleriyle
aglar olusturabilirler (Abd-Elhafeez ve Soliman, 2017; Luesma vd., 2021). Bu sitoplazmik
uzantilarin - genellikle monoliform bir goriiniim sergiledigini ortaya koymustur. Bu
uzantilarda mitokondriyon ve kalsiyum iyon kanallarin1 barindiran genislemis bolgelerin
varhi@indan da soz etmistir. Kesintili bazal lamina ve temas halinde olduklari hiicrelerle
oluklu baglant1 birimleri araciligiyla etkilesimde olduklar1 bulunmustur. Mitokondriyonlarin
bu hiicrelerin hacminin %5-10’unu, ER’nin %1-2’sini ve kaveola yapisinin %2-4’{int
olusturdugunu hesaplamislardir. Hiicre iskeleti elemanlarinda ara ve ince filamanlara ve
mikrotiibiillere rastlanirken miyozin kalin filamani rapor edilmemistir (Popescu, Ciontea,

vd., 2005).

Kostin ve Popescu (2009) miyokardiyumdaki interstisyel Cajal benzeri hiicrelerin
(telositlerin) ince yapisini tanimlamak igin yaptigi ¢alismada bu hiicrelerin yapisal
ozelliklerini benzerlik ve farkliliklart agisindan fibroblast ve interstisiyel Cajal hiicrelerle

karsilastirmustir (Cizelge 1.2) (Kostin ve Popescu, 2009).
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Cizelge 1.2: interstisyel Cajal hiicreleri, telositler ve fibroblastlarin morfolojik benzerlik ve
farkhiliklar1 (Kostin ve Popescu, 2009).

Genel ozellik

Cekirdek (Kromatin)

Mitokondriyon

Organel

ER

Golgi aygiti

Say1

Uzunluk

Kalinhk

Profil

Dallanmalar

Hiicre iskeleti
Hiicre
filamanlari
Uzantilar

Kaveola

Ca' iyon kanallar

interstisyel Cajal

Hiicreleri

ig bigiminde ve biiyiik
boyutlu hiicreler. Oval
hiicre yapisi, ¢ekirdek ve

genis sitoplazma

Oval, 6kromatin

Cok fazla, sitoplazmanin

her yerine dagilmis

Uzunlamasina yayilmig
graniilsiiz ER ve birkag
tane graniillii ER

sisternasi

Orta boyda

>2

Degisken (pm)

Hiicre gévdesinden
baslangigta kalin,
ardindan kademeli olarak

incelme

I ice gegen

Birkag

Hiicre iskeleti filamanlari

Cok

Kesfedilmemis

Telositler
(interstisyel Cajal
Benzeri Hiicreler)

Armut, ig, licgen veya
yildiz hiicre sekli;
¢ekirdek ve az miktarda
sitoplazma
Oval, heterokromatin
veya 0kromatin
Hiicre hacminin %5-
10'unu kaplar;
periniiklear sitoplazmada
birkag tane bulunur ve
genellikle uzantilarin
genislemelerinde yer
alir.
Graniilsiiz ER hiicre
hacminin <%1'ini
olusturur, graniilliit ER
(~%1-2) igerir. ER
genellikle hiicre
uzantilarinin
genislemelerinde yer
alir.
Kiigiik
2-5
Uzun (onlarca ila
yiizlerce pm)
Cok ince (~0.2-0.4 um).
Hiicre govdesinden
baglayarak aniden
incelme. Moniliform bir
goriiniimle diizensiz ¢ap:
genislemeler, ince dar

segmentlerle, yer alir.

Labirent

Cok sayida

Mikro ve ara filamanlar

Cok sayida (~%2

sitoplazmik hacim)

Kaveola, ER ve

Fibroblastlar
(in situ)

Pleomorfik (fenotipik
heterojenite) hiicre
govdesi, ¢ekirdek ve
genis sitoplazma
Oval, cogunlukla

Okromatin

Cok sayida

Graniilsiiz ER yok,
graniillii ER belirgin
(hiicre hacminin %8-

12)

Belirgin

Genellikle 2

Kisa (um)

Kalm bir ¢ikisin
ardindan kademeli

incelme

Uggenimsi

Belirlenmemis

Avra filamanlar

Neredeyse yok

Kesfedilmemis
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Mikrovezikiiller Belirlenmemis
Bazal lamina Kesintili
. c-Kit (CD34 ile es
Ozel belirtecler

yerlesim)

Birbirleriyle ve/birlikte

diiz kas hiicreleri ve sinir
Hiicre baglantilari .
hiicreleriyle arasinda

mitokondriyonlardan
olusur. Uzantilarin
genislemelerinde yer

alir.
Var

Degisken; genellikle
kesintili

CD34 (c-Kit ile degisken

es yerlesim)

Sikea birbirleriyle ve diiz
kas hiicreleriyle oluklu
benzeri baglantilar; sinir
uglar ve kilcal

damarlarla yakin bir

Belirlenmemis

Yok
Ozel bir belirteg yok
(6rnegin; vimentin

pozitif)

Farkli hiicrelerle

yakin temaslar1 yok

komsuluk. Baglayici
oluklu baglantilar
hiicreler ve

immiinreaktif hiicrelerle

‘stromal sinapslar'

Telositler Cajal benzeri hiicreler degildir; ciinkii diger tiim interstisyel hiicrelerden,
¢ok ince (1s1tk mikroskobunun ¢oziniirlik smirinin altinda), son derece uzun (onlarca-
yiizlerce mikrometreye kadar) ve moniliform bir goriiniime (bir¢ok genisleme igerir) sahip
olan, hiicre govdesi uzantilari telopodlar1 ve kaveola yapilar igerirler (Gherghiceanu vd.,
2010).

Giliniimiizde ise telositleri ayirt ederken kullanilan 6zgiin morfolojik ozellikler

asagida 6zetlenmistir.

Telositlerin morfolojik yapilari, bu hiicrelerin islevsel rollerini anlamada 6énemli bir
temel olusturur. En belirgin yap1 6zelliklerinden birisi uzun ve ince sitoplazmik uzantilar
olan telopodlarin varligidir. Telopodlar, telositlerin temel yapisini yansitir ve onlarin
cevresindeki doku mikrogevresi ile olan etkilesimlerini belirler. Telopodlar, iki ana
segmentten olusur: genislemis boliimler (podomlar) ve ince segmentler (podomerler).
Podomerlerin ortalama ¢apt 0,1 £ 0,05 pm (min: 0,003 pum, maks: 0,24 pum) olarak
Olciilmiistiir. Podomlar, telopodlarin siskin kisimlarini temsil ederken, podomerler ise ince,
silindirik uzantilardir (Manetti vd., 2014; Rosa vd., 2022). Telopodlar; mitokondriyon ve ER
barindirir ve hiicre zar1 boyunca kaveola yapilar dikkati g¢ekicidir. Sitoplazmanin ince
pargalar1 podomere gore daha genislemis Ca*? giris—¢ikis kanallarimi iceren podomlari igerir.
Ayni1 zamanda mitokondriyon, graniillii ve graniilsiiz ER ve kaveloalar igerir. Podom ve
podomerlerin gdriiniimii sayesinde telopodlarin kendilerine 6zgii “ipte boncuk goriinimii”

olusur. Hiicre uzantilarinin kalinligi ortalama 0,2 um’dir (min: 0,03 um; maks: 0,24 um) ve
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ti¢ boyutlu bir ag yapisi olusturan labirent benzeri bir organizasyona sahiptir (Xiangdong ve
Cretoiu, 2016). Yukarida tanimlanan telosit goriiniimiine ait ¢izim asagida verilmistir (Sekil
1.6). Xiangdong ve Cretoiu (2016) telositleri kesitlerde metilen mavisiyle gostermis, podom
ve podomerleri belirtmistir (Sekil 1.7) (Xiangdong ve Cretoiu, 2016).

Telopod

Sekil 1.6: Telositin temel yap1 6zellikleri. Telositlere 6zgii uzun ince telopod yapisi ve bu yapidaki

genislemis bolgeler (podom) ve ince boliimler (podomer) gosterilmistir. Olgiim gubugu: 100 pm.

N

) Podomer

Sekil 1.7: Metilen mavisi boyanmis kesitlerde telosit goriiniimii (Xiangdong ve Cretoiu, 2016).

Podom ve podomer yapisi telopodlarin moniliform bir goriinlime sahip olmasina yol
acar ve telositlerin ayirt edici 6zelligi haline gelir (Dawidowicz vd., 2015; Mazzoni vd.,
2019). Telopodlarin uzunlugu birkag yiiz mikrometreye kadar ulasabilir ve hiicreler arasi
baglantilarin kurulmasinda énemli rol oynar. Telopodlar kendi aralarinda ii¢ boyutlu bir ag
olusturacak sekilde dallanarak, telositlerin ¢evredeki hiicrelerle baglanti kurmalarina ve
hiicreler arasi iletisimi diizenlemelerine olanak tanir (Alunno vd., 2015). Telopodlar;
telositlerin diiz kas hiicreleri, endotel hiicreleri ve bagisiklik hiicre tipleri ile baglanti
kurmasimi saglar (Manetti vd., 2014). Bu yapisal 6zellik, telositlerin interstisyel hiicrelerle
olan etkilesimini ve doku igerisindeki roliinii anlamada 6nemlidir. Telopodlar, genellikle bir
hiicrede 1-5 adet bulunur. Bu sayi, hiicrenin bulundugu dokuya ve fonksiyonel ihtiyacina

gore degisebilir (Xu vd., 2019). Baz1 6zel aksonlar hari¢ viicuttaki en uzun hiicresel
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uzantilardir. Telopodlar, dendritik bir ag seklinde dallanarak, telositlerin komsu hiicreler ile
etkilesim kurmalarina olanak tanir. Telopodlarin olusturdugu bu ii¢ boyutlu ag, hem yapisal
destek saglar hem de hiicresel sinyalizasyonu diizenler. Telositlerin telopodlarindaki iki veya
daha fazla kola dallanma ozelligi genis bir hiicresel ag olusumunu destekler ve {iist iiste
gelme ozellikleri, doku mikrogevresinde bir labirent yapisi olusturarak, doku biitiinliigii ve
fonksiyonel stabilite i¢in 6nemli bir katki saglar (Alunno vd., 2015; Dawidowicz vd., 2015;
Hussein ve Mokhtar, 2018). Bu dallanma, telositlerin ¢ok sayida hiicre ile etkilesimde
bulunmalarina, hiicreler arasi iletisimi artirarak yapisal biitiinligii saglamalarina ve hasar
sonrasli iyilesme stireglerinde aktif rol almalarina imkan verir (Li vd., 2019; J. Liu vd., 2016;
T. Liu vd., 2016).

Telositlerin hiicre gévdesi genellikle kiiciik olup, oval veya iicgen seklinde olabilir.
Hiicre govdesi, telositin en kiigiik kismidir ve genellikle telopodlarin uzunlugu ile
kiyaslandiginda, bu kiiciik boyut telositlerin ayirt edici Ozelliklerinden biridir. Hiicre
govdesinde yer alan gekirdek, telositlerin islevsel durumunu yansitan heterokromatik bir
yapiya sahiptir. Cekirdek, hiicre hacminin yaklasik %25-30'luk bir boliimiinii kaplar (Bani
vd., 2010; Li vd., 2019; T. Liu vd., 2016). Mitokondriyonlar, hiicre hacminin yaklagik
%2’sini olusturur. Kiicilk Golgi aygitt ve ER, hiicre hacminin %1-2’sinden azdir. Bu
organeller, telositlerin metabolik islevlerini destekler ve onlarin hiicresel sinyalizasyon
stire¢lerine katilmalarini saglar (Bani vd., 2010; Xu vd., 2019). Telositler ¢ok sayida ara
filaman igerir. Hiicre zarinda kaveloa bulunur ve bazal lamina kesintilidir. Kaveloalar, hiicre
hacminin %2-3iinii olusturur. Telositlerin kii¢iik hiicre govdesi, uzun telopodlariyla

karsilagtirildiginda, bu hiicre tiiriniin ayirt edici bir 6zelligidir (Bani vd., 2010).

Dokulardaki telositleri gézlemlemek ve tanimlamak amaciyla bir takim boya tiirleri
kullanilir. Ik caligmalarda hiicre kiiltiirlerinde telositlerin varligim dogrulamak icin en
yaygin kullanilan yontemlerden biri 6zgiin olmayan metilen mavisi vital boyamasidir. Bunun
yani sira, zamanla telositlerin kristal viyole ve giimiis emdirme boyalarina kars1 belirgin
afinite gosterdigi belirlenmis, ancak bu boyama teknikleri nadiren tercih edilmisgtir.
Mitokondriye yiiksek afinite gdsteren Janus yesili B ve MitoTracker green gibi vital boyalar,
telositlerin canliliginin degerlendirilmesi ve mitokondriyonlarinin yani sira telopod

yapilarinin izlenmesi amaciyla uygulanmistir (Xiangdong ve Cretoiu, 2016).

Telositler, gegirimli elektron mikroskobu (TEM) kullanilarak goriintiilenebilir ve bu
sayede kendilerine 6zgili hiicresel Ozellikleri ortaya konulabilir. Diisiik biiyiitmeli TEM
telositlerin diger ¢evresel hiicrelerden belirgin sekilde ayirt edilmesine izin vermez. Yiiksek

biiylitmeli TEM ise ince yap1 ayrintilarini ortaya koyar, ancak gozlem alanini ciddi sekilde
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sinirlandirarak tam bir telositin goriintii alanina sigmasini zorlastirir. Bu nedenle, tam bir
telositin ince yap1 detaylarini elde etmek igin bir dizi yiiksek ¢oziiniirlikli goriintiiniin
birlestirilmesi gerekir. Yine de, telositlerin tanimlanmasi igin en giivenilir yontem hala
TEM'dir. TEM goriintiilerinde yapilan 6l¢iimlere gore, hiicre gévdesinin ortalama boyutlart
9,39 £ 3,26 um olup, minimum 6,31 pm, maksimum 16,42 pum olarak belirlenmistir
(Popescu ve Faussone-Pellegrini, 2010). Telositlerin insan dermisindeki varliginin
arastirildig1 ¢alismalardan elde edilen TEM goriintiileri asagida verilmistir (Sekil 1.8) (Bei,
Wang, vd., 2015; Ceafalan vd., 2012).

Sekil 1.8: insan dermisinden alinan kesitlerde telositlerin goriintiisii (Bei, Wang, vd., 2015) (A).
Sitoplazma yapay renklendirilmistir ve mast hiicreleriyle iligkisi gosterilmistir (Ceafalan vd., 2012)

(B). Olgiim ¢ubuklari: 2 pm.

TEM'e ek olarak, taramali elektron mikroskobu (SEM) da telositleri incelemek igin
kullanilmaktadir (H. Li, S. Lu, vd., 2014). SEM, telopod aglarmin ve diger hiicrelerle olan

etkilesimlerinin gozlemlenmesini saglar (Hussein ve Mokhtar, 2018), telosit aglarinin ii¢
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boyutlu mimarisini belirlemek ve ekstraseliiler vezikiilleri (EV'ler) analiz etmek icin
kullanilmigtir (D. Cretoiu, 2016; Cretoiu vd., 2014).

Interstisiyel hiicrelerin basinda gelen fibroblastlar ile telositler arasinda bir takim
yap1 ve islev farki bulunur. Bunlardan ilki fibroblastlarin ¢ekirdekleri 6kromatik; telositlerin
¢ekirdeginin ise heterokromatik olmasi; Golgi aygitinin fibroblastlarda belirgin ve gelismis
olmasina karsin telositlerde kiigiik ve inaktif olmasidir. Fibroblastlarda yogun bir kollajen
sentezi s0z konusuyken telositlerin kollajen sentezledigine iliskin herhangi bir bilgi
bulunmamaktadir. Telositlerde kaveola (hiicre zar1 girintileri) gozlemlenirken fibroblastlar
boyle bir yapiya sahip degildir. Mitokondriyonlar telositlerde hiicre hacminin %2’sini
olustururken fibroblastlar icin literatiirde bu konuya iliskin herhangi bir sayisal veri
verilmemistir. ER yogun kollajen senteziyle iliskilendirilerek fibroblastlarda hiicre hacminin
%5-12’sini olustururken telositlerde ER, hiicre hacminin %1-2’sinden azdir. Son olarak,
telositlerin ince ve uzun goriiniimlii hiicre uzantilart 200-1000 pm uzunlugundayken
fibroblastlar telositlere gore daha kisa ve daha kalin uzantilara sahiptir ve filopodialariin
uzunlugu genellikle 20-30 pm’dir (Kang vd., 2015; Wong vd., 2014). Ayni zamanda
telositlerin fibroblast kiiltiirleriyle zamana bagli analizleri, telositlerin bazi ekstraseliiler
matriks proteinlerini fibroblastlardan ii¢ kat fazla ifade gdsterdigini ortaya koymustur.
Telositler hizla uzantilarin1 yayarken, fibroblastlar uzanti olusturma kapasitesi acisindan
disiik ozellik sergilemektedir (Niculite vd., 2015). Telosit ve fibroblast hiicrelerinin yapisal
farkliliklar1 asagida verilmistir (Cizelge 1.3) (Kang vd., 2015).

Cizelge 1.3: Telosit ve fibroblast hiicrelerinin yapisal farkhiliklar1 (Kang vd., 2015).

Telosit Fibroblast

o= S

So S

Hiicre Govdesi
ipte Boncuk \
Gériiniimlii Telopod

Cekirdek Tipi
Golgi Aygit1
Mitokondriyon

Endoplazma Retikulumu
Hiicre Uzantilar1

Hiicre Zarinda Kaveola Yapis1

Kollajen Sentezi

Hetero/Okromatik
Kiigiik
Hiicre hacminin %2’si

Hiicre hacminin %1-2’sinden az
200-1000 pm

Var

Bilinmiyor

Okromatik
Gelismis
Degisken (Genellikle %10-20’si)
Hiicre hacminin %5-12’si
Kisa ve kalin 20-30 um
(Wong vd., 2014)
Yok
Var
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Sonug olarak, telositlerin morfolojik 6zellikleri; uzun ve ince telopodlar ile kiigiik
hiicre gévdesi ve bu yapilar arasindaki etkilesimlerden olusur. Telositler, bu morfolojik
oOzellikleri sayesinde, hiicreler arasi iletisimi saglar, doku onarimi ve yenilenmesinde rol
oynar ve dokularin homeostazim1 korur. Telositlerin sahip oldugu bu yapilar ve bunlarla
iliskili islevsel roller, gesitli organlarda yasamsal roller {istlenmelerini saglar. Bu nedenle,
telositlerin 6zelliklerinin anlagilmasi, dokulardaki yap1 ve islev biitiinliigiiniin korunmasi i¢in

onemlidir (Manetti vd., 2013; Sanches vd., 2024) .
1.2.3 Telositlerin Biyobelirtecleri

Cesitli dokularda tanimlanan telositler belirli immiinfenotipik belirtecleri ile ayirt
edilir. Asagida, telositlerle yaygin olarak iligkilendirilen baslica biyobelirtegler ele alinmistir.
Biyobelirtegler, bir hiicrenin kimligini ve islevini belirlemeye yardimci olan 6zgiin proteinler
veya molekiillerdir. Telositlerin biyobelirtegleri, diger hiicre tiplerinden ayirt edilmelerini
saglamak amaciyla yapilan immiinhistokimyasal ve molekiiler biyoloji calismalariyla
belirlenmistir. Telositlerin biyolojik o6zelliklerini anlamak i¢in immiinfenotipleri ve

biyobelirtegleri lizerine yapilan ¢alismalar biiyiik 6nem tasir.

Telositlerle ilgili yapilan ilk yayinlarda arastirmacilar telositleri yapi ve sekilleriyle
tanimlarken, daha sonraki ¢alismalarda ikili ya da {iglii belirteclerin pozitifligini gostererek
hiicreleri dokuda gostermislerdir. ilk olarak doku kesitlerinde gosterilen ve daha sonra
dokularin enzimlerle sindirilmesi sonrasinda kiiltiirlerde de tanmimlanip izole edilmeye
baslanan telositlerin FACS (floresan ile aktive edilmis hiicre ayristirma) ya da MACS
(manyetik ile aktive edilmis hiicre ayristirma) yontemi ile ayristirtlmasi gergeklestirilmistir
(Bojin vd., 2011; Li vd., 2016).

Telositlerin  tanimlanmasinda yapisal Ozellikler temel alinsa da, oOzgilin
immiinhistokimyasal belirtecler de bu hiicrelerin varligint dogrulamak amaciyla kullanilir.
Ancak, telosite 6zgili bir immiinhistokimyasal belirte¢ heniiz tespit edilememistir. Farkli
organlarda ve ayni organin ¢esitli dokularinda bulunan telositler, degisen protein profilleri
sergiler (Xiangdong ve Cretoiu, 2016). Telositleri diger interstisyel hiicrelerden ayirt etmek
igin yaygin olarak kullanilan belirtegler CD34, PDGFR-a ve c-Kit’tir (Zani vd., 2018). Bu
belirteclerin ifadesi, telositlerin kendilerine 6zgii yapisal 6zellikleriyle bir araya geldiginde,

bu hiicrelerin farkli dokularda tanimlanmasimi kolaylastirir.

Telositlerin en énemli biyobelirteglerinden biri CD34’tiir. CD34, hematopoetik kok
hiicrelerde, endotel Onciisii hiicrelerde ve bazi fibroblast alt gruplarinda da bulunan bir

transmembran glikoproteindir. Kemik iligindeki hematopoetik kok hiicrelerde ve bazi
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endotel hiicrelerinde pozitif olarak ifade edilir. Telositlerin CD34 pozitif oldugu
immiinhistokimyasal ¢alismalarla gosterilmis ve bu 6zellikleri nedeniyle de MSH’den ayirt
edilir (Nicolescu ve Popescu, 2012). Bu glikoproteinin telositlerde bulunmasi, bu hiicrelerin
interstisyel ve vaskiiler mikroortamlardaki rollerine isaret etmektedir (Manetti vd., 2014).
Yapilan c¢aligmalar, gastrointestinal —sistemin mukoza ve submukozasinda ve
miyokardiyumda telositlerin CD34 ifade ettigini gostermistir (Z. Zhu vd., 2023). CD34
ifadesi, telositlerin interstisyel boslukta yer alan diger hiicre tiplerinden ayirt edilmesini
saglamaktadir (Diaz-Flores, Gutierrez, Garcia, Gonzalez-Gomez, Carrasco, vd., 2020;
Manetti vd., 2013; Manetti vd., 2014). Ayn1 zamanda telosit kiiltliriinii sinirlayan bir diger
faktor, CD34 immiin boyamanin pasaj sayisiyla azalmasi ve telositlerin yapisinin zamanla
degismesidir. Bu nedenle, her yeni deney ig¢in birincil kiiltiirlerin yeniden kurulmasi
gerekmekte olup, bu da in vitro deneyleri kullanigsiz hale getirir (Sanches vd., 2024). CD34
gobek kordonunda ¢ogunlukla damarlarin endotel hiicrelerinde de ifade edilir. Eksplant veya
enzimatik yontemle ayristirtlan hiicrelerde yontem fark etmeksizin iGK-MSH’de ifadesine

rastlanmamistir (Zhang vd., 2018).

Telositler, trombosit kaynakli biiyiime faktorii reseptorleri (PDGFR-a ve PDGFR-f3)
bakimindan zengindir. Hiicresel bliylime ve gelisimle iligkili sinyal yolaklarinda gorev alan
bu reseptorler, telositlerin tanimlanmasinda ©nemli belirteglerdir. Bu reseptorler,
fibroblastlar ve  MSH gibi diger hiicrelerle olan iligkilerinin anlagilmasinda 6nemlidir
(Gherghiceanu ve Popescu, 2011). PDGFR sinyali, telositlerin stroma hiicreleriyle
etkilesimini diizenler ve doku homeostazina katkida bulunur. PDGFR-B; fibroblastlar, MSH,
perisitler, endotel hiicreleri ve miyofibroblastlarda pozitif olarak ifade gosterir. PDGFR-p;
doku iyilesmesi, fibrozis, anjiyogenez ve damar stabilizasyonu gibi siireclerde 6énemli rol
oynar. Gobek kordonundaki PDGFR yerlesimleri de o6zellikle damarlarin g¢evresindeki
ifadelerini karsilastirmak igin arastirilmustir (Fujii-Tezuka vd., 2021). PDGFR-a, hiicre
biiylimesi ve gelisimi ile iligkili hiicresel sinyal yolaklarinda gorev alan 6énemli bir belirtectir.
Bag dokusu fibroblastlari, PDGFR-a'y1 ifade eden hiicrelerin baginda gelir. Bag dokusunun
yapisal ve onarici hiicreleri olan fibroblastlar, doku iyilesmesi, fibrozis ve yara iyilesmesi
gibi siireglerde PDGFR-a'nin aktivasyonuna ihtiya¢ duyar. PDGFR-a, ayn1 zamanda damar
endoteli hiicrelerinde de pozitiflik gdsterir. Anjiyogenez siirecinde, yeni damar olusumu ve
damar stabilizasyonu i¢gin PDGFR-f ve PDGFR-a arasinda etkilesimler dnemlidir. Ayrica
MSH; PDGFR-a pozitif hiicrelerdir ve kemik iligi, adip6z doku ve gobek kordonunda
bulunur. PDGFR-a'min 6zellikle telositlerde ifade edilmesi, bu hiicrelerin doku onarimi ve
rejenerasyon siireglerine katilimini da desteklemektedir (Xu vd., 2021). PDGFR-o ifade

eden telositler, gastrointestinal sistemde ve kalp gibi gesitli dokularda tanimlanmis olup,
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ozellikle doku onarimi ve rejenerasyon siireclerinde 6nemli roller iistlendikleri gosterilmistir
(Aleksandrovych ve Gil, 2021; Bahar Halpern vd., 2020; Vannucchi vd., 2013). PDGFR-a
ile CD34'in ortak ifadesi, dokularda telositlerin tanimlanmasin1 daha da kolaylagtirmaktadir.
Bu da telositleri diger interstisyel hiicrelerden ayirt etmeye ve molekiiler ozelliklerini

detaylandirmaya yardime1 olur (Xu vd., 2021).

Mezenkimal hiicrelerin bir belirteci olan ara filaman proteini olan vimentin,
telositlerde de giiglii sekilde ifade edilir. Vimentin pozitifligi, telositlerin mezenkimal stroma
kokenli oldugunu gosterir ve dokunun yapisal biitiinliigiiniin korunmasina ve mekanik
stabilitesinin saglanmasina katkida bulunur (Ahmed ve Hussein, 2023; Kondo ve Kaestner,
2019; Sanches vd., 2024; Varga vd., 2018). Mezenkimal hiicrelerin belirteci olan bu ara

filament proteini, CD34 ile birlikte telositlerin tanimlanmasinda siklikla kullanilmaktadir.

Caveolin-1 hiicre zarinda bulunan “kaveola” adi verilen kiigiik ¢ukurcuklarin ana
yapisal proteini olan bir hiicre zar1 proteindir. Adipositler, damarlarin i¢ yilizeyinde bulunan
endotel hiicreleri, kan damarlarindaki diiz kas hiicreleri, glomeriiler filtrasyon ve bdbrek
tiibiillerindeki hiicreler caveolin-1 pozitif hiicrelerdir. Ornegin; fare mesanesindeki endotel
hiicreleri, diiz kas hiicreleri, epitel hiicreleri ve epitel altindaki bag dokusu hiicreleri gibi
cesitli hiicre tiirlerinde ifade edilir. Hiicrede sinyal iletiminde ve vezikiil tagmiminda rol
oynayan bir protein olup, telositlerin 6zellikle telopodlarinda yiiksek oranda bulunur. Bu
proteinin varligi, telositlerin hiicreler arasi iletisimde rol oynadigimi destekleyen onemli
bulgudur (Smythies ve Edelstein, 2014). Ayrica iGK-MSH de caveolin-1 ifade eder (Shu
vd., 2024).

Bir bagka telosit biyobelirteci olan c¢-Kit (CD117), bir tirozin kinaz reseptori olup
hematopoetik sistemde yer alan bazi kok hiicrelerde ve mast hiicrelerinin yiizeyinde ifade
edilir. Ornegin, kemik iliginde c-Kit pozitifligi, dzellikle hematopoetik kdk hiicrelerin ve
oncii hiicrelerin belirlenmesinde ©6nemlidir. Miyokardiyumdaki yerlesik kardiyomiyosit
onciisii kok hiicrelerin belirtecidir. Her telosit popiilasyonu c-Kit ifade etmese de, 6zellikle
gastrointestinal sistem, iireme sistemi ve fibrozis durumlariyla iliskili telosit gruplarinda bu
belirtecin varlig1 gosterilmistir (T. Liu vd., 2016; Othman vd., 2016). Telositlerde c-Kit’in
varlig1, bu hiicrelerin hiicresel sinyalizasyonda ve diger hiicrelerle etkilesiminde rol
oynadigimi diistindiirmektedir (Xu vd., 2021; Z. Zhu vd., 2023). iGK-MSH ve gobek

kordonu damarlarimin diiz kas hiicreleri de c-Kit ifade ederler (Montiel-Eulefi vd., 2009).

Diiz kas hiicrelerinin belirteci olan a-SMA (a-diiz kas aktini), bazi durumlarda
telositlerde de ifade edilir. Ozellikle dokunun yeniden sekillenmesi ve fibrozis siirecleri ile

iliskili telositlerde a-SMA ifadesinin arttig1 gézlenmistir (Sanches vd., 2024; Valente vd.,
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2024). Ayrica aktin filamanlarin1 ¢apraz baglayan a-aktininin varligi telopodlarda
gosterilmistir. F-aktin (filamentoz aktin), telositlerin uzun telopod yapilarinda yogun olarak

bulunur ve bu uzantilarin dinamik yapisini saglar (Gherghiceanu ve Popescu, 2012).

Son ¢aligmalar, 6zellikle miyometriyum gibi dokulardaki telositlerin T-tipi kalsiyum
kanallarin1 ifade ettigini gostermektedir. Bu durum, telositlerin kas kontraksiyonlari ve

hiicresel sinyalizasyon gibi islevlere sahip olabilecegini ortaya koymaktadir (Cretoiu vd.,
2020; L. Zhu vd., 2023).

Telositler, bagisiklik sisteminin inflamatuvar yanitlarin1 diizenleyen TGF-f, IL-6 ve
IL-10 gibi sitokinleri salgilayabilirler (Zhang vd., 2020). TGF-$ sinyal yolaklarinda rol
oynarlar ve doku rejenerasyonu siirecinde diizenleyici olarak islev goriirler (Zheng vd.,
2018). Inflamatuvar bagirsak hastaliklarinda telosit yogunlugunda azalma oldugu bildirilmis
olup, bu durum telositlerin doku homeostazindaki roliinii desteklemektedir (Shoshkes-

Carmel, 2024).

Bununla birlikte, CD34 yiizey proteini, kan ve lenf damarlarinin immatiir endotel
hiicrelerinde de bulundugundan diisiik biiytitmeli goriintiilemelerde CD34 ifadesine sahip
lenfatik hiicreler telosit olarak yanlis tanimlanabilir (Sanches vd., 2024). Bu sorunu asmak
icin ikili immiinfloresan boyamalar kullanilir. Ancak CD34'e ek olarak hangi belirtecin
kullanilacagi konusunda arastirma gruplari arasinda farkliliklar vardir. Ornegin, CD31;
telositleri diger CD34 pozitif hiicrelerden ayirmak i¢in kullanilmigtir; ¢iinkii telositler CD31
negatif, endotel hiicreleri ise CD31 pozitiftir (Manetti vd., 2013). Ote yandan, telositler
PDGFR-a pozitif olup, bu ozellikleri onlar1 insan gastrointestinal kanalindaki diger CD34-
pozitif hiicrelerden ayirmada faydali olmustur (Vannucchi vd., 2013). Ancak PDGFR-a
belirteci bazi fibroblast popiilasyonlariyla da iligkilidir (Sanches vd., 2024). Telositlerin
immiinfloresan isaretlemeleri CD34/Vimentin, CD34/PDGFR- ve CD34/PDGFR-a ortak
pozitifligi sergiler. Ancak, endotel hiicrelerinin de CD34 ve PDGFR-a pozitif oldugu
bilinmektedir. Bu nedenle, CD34 veya PDGFR-a immiin boyamasinin endotel hiicrelere
Ozgii bir belirteg (6rnegin, CD31) ile kombinasyonu, telositlerin tanimlanmasina yardimci
olabilir. Bu hiicreler CD34+/CD31- ve PDGFR-0+/CD31- boyamalarla da tanimlanabilir
(Xiangdong ve Cretoiu, 2016). Fibroblastlarla karsilastirildiklarinda; fibroblastlar yalnizca
vimentin ve PDGFR-f pozitiftirler. Ote yandan, hiicre iskeleti ile iliskili olan miyozin-14 ve
periplakin proteinleri, fibroblastlara kiyasla telositlerde daha yiiksek protein ifadesi
gostermektedir (Y. Zheng, D. Cretoiu, G. Yan, S. M. Cretoiu, L. M. Popescu, ve X. Wang,
2014). Bu bulgular, fibroblastlarla karsilastirildiginda telositlerin hiicre iskeletini modiile
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eden belirli proteinleri kodlayan genleri daha yiiksek diizeylerde ifade ettigini gdsteren gen

ifade verileriyle de ortiismektedir (Zheng vd., 2013).

Telositler hem yap1 hem de immiintiplendirme olarak perisitlerden farklidir. Primer
kiiltiirdeki telositler CD34, a-SMA hafif pozitif iken, perisitler CD34 negatif, ancak a-SMA
pozitiftir (Bei, Zhou, vd., 2015). Ayrica, akim sitometri yOntemi, in vitro kosullarda
telositlerin  fenotipini belirlemek ve farkli telosit alt tiirlerini ayirt etmek igin
kullanilmaktadir. Birincil kiiltiirdeki kardiyak telositlerin %64’iiniin CD117/CD34 ortak
pozitif oldugu saptanmig ve bu durum, kemik kaynakli MSH, kardiyak fibroblastlar ve
kardiyomiyositlerle kiyaslandiginda onemli farklilik olarak belirlenmistir (Xiangdong ve
Cretoiu, 2016). Bei ve Zhou (2015) caligmasinda telositleri isaretlemek i¢in kullandigi
immiinfloresan goériintiiler asagida verilmistir (Sekil 1.9) (Bei, Zhou, vd., 2015).

Vimentin

CD CD34+Vimentin+DAPI CD34-+PDGFR-B+DAPI

Sekil 1.9: Telositleri tanimlamak icin kullamilan belirteclerin tek ve ikili immiinfloresan

isaretlemeleri. Ol¢iim cubugu: 50 um (Bei, Zhou, vd., 2015).

Gilintimiizde yiiksek verimli molekiiler teknikler (6rnegin, genomik, proteomik ve
sekretomik analizler) araciligiyla molekiiler veriler de telositleri diger hiicrelerden ayirt
etmek icin tamamlayict olarak kullanilmaktadir (Sanches vd., 2024). Biyik o6lcekli

molekiiler teknikler olan tek hiicreli RNA sekanslamasi son zamanlarda telosit islevlerini
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degerlendirmek i¢in kullanilmaya baslanmistir. Telositin alt popiilasyonlarmin varliginin
degerlendirilmesi bu yontemle miimkiindiir. Bu c¢aligmalar, telositlerin farkli dokulardaki
dagilimini, diger hiicre tiirleriyle iligkilerini ve olast rollerini anlamak agisindan Gnemini
korumaktadir (Sanches vd., 2024). Onceki calismalarda, proteom analizleri telositleri
fibroblastlar ve mikrovaskiiler endotel hiicreleriyle karsilastirarak, hiicre tipleri arasinda
biiyiik protein farkliliklart oldugunu gostermektedir (Sun vd., 2014; M. Zheng vd., 2014).
Ilging bir sekilde, telositler hiicre iskeleti ve hiicre zariyla ilgili daha fazla protein iiretirken,
fibroblastlar ise ekstraseliiler matriks ile iliskili daha fazla protein tiretmektedir. Bu bulgular,
telositlerin biliylik miktarda ekstraseliller matriks proteini iiretmemelerine ragmen,
fibroblastlar gibi diger stroma hiicrelerinde tiretimini tesvik edebilecegini gostermektedir.
Ornegin; akcigerde transkriptom analizi gerceklestirilmistir (Zheng vd., 2013). Bu analizle,
telositlerde; fibroblastlar ve kok hiicrelerle karsilastirildiginda bir¢ok genin farkli diizeyde
ifade edildigi ortaya ¢ikmistir. Telositler fibroblastlarla kiyaslandiginda, hiicresel sinyal
iletimi, dokunun yeniden yapilanmasi ve anjiyogenez ile ilgili genleri daha yiiksek
diizeylerde ifade eder. Ayrica telositlerde fibroblastlara kiyasla, MSH belirteglerinden CD90
ifadesi daha ytiksektir. Bu protein, ¢esitli hiicre tiplerinde hiicre-hiicre yapismasi ve hiicreler

arast iletisim ile iligkilidir (Sanches vd., 2024).

Sonug olarak telositler, CD34, PDGFR-a, c-Kit, vimentin, nestin ve a-SMA gibi
Ozgiin biyobelirteglerle tanimlanabilen hiicrelerdir. Bu belirtecler, yalnizca telositlerin ¢esitli
dokulardaki varligint dogrulamakla kalmayip, ayn1 zamanda doku biitiinliigiiniin korunmasi,
onarim sliregleri ve hiicreler arasi iletisim gibi islevlerine iligkin 6nemli bilgiler sunar.
Telositlerin immiinfenotipik profili, onlarin fizyolojik ve patolojik siire¢lerdeki rollerini daha
iyi anlamak icin ileri arastirmalar gerektirmektedir. Telositlerin biyobelirtegleri ve
immiinfenotipik O6zellikleri iizerine yapilan arastirmalar, bu hiicrelerin yenileyici tip ve

inflamatuvar hastaliklar agisindan potansiyel rollerini anlamak i¢in kritik &neme sahiptir.
1.2.4 Telositlerin Mikrocevredeki Islevleri

Telositler, hiicre dis1 matriks i¢inde konumlanan ve telopodlar araciligiyla genis bir
hiicresel iletisim ag1 olusturan interstisyel hiicrelerdir (Popescu ve Faussone-Pellegrini,
2010). Bu hiicrelerin yapisal ve islevsel 6zellikleri, mikrogevrede kritik roller tistlenmelerine
olanak tanir. Telositler, hiicreler arasi sinyal iletimi, doku homeostazinin diizenlenmesi, kok
hiicre niglerinin korunmasi ve immiin yanitin modiilasyonu gibi bir dizi biyolojik siirecte
gorev almaktadir (Cismasiu ve Popescu, 2015; Rosa, Marini, vd., 2021; Rosa, Romano, vd.,
2021).
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Telosit terimi Pellegrini’nin 2010 yilinda yayinladigi ¢alismasinda kullanilmaya
basglandiktan sonra arastirmacilar bu hiicrelerin gelismekte olan kalbe yerleserek kalbin
morfogenezinde rol oynayip oynamadigi arastirilmistir. Calisma, gelismekte olan kalpte
kardiyak telositlerin varligini arastirmay1 ve onlarin kalbin gelisimi sirasinda miyokardin
mimari organizasyonuna katkida bulunan destekleyici hiicreler olarak roliinii daha iyi
anlamak i¢in ipuglar1 saglamay1 amaglamistir. Biiyiiyen kardiyomiyositleri sikica saran genis
bir telopod ag1 olusturan bu hiicreler ve in vitro ortamda kardiyomiyosit kiimelerinin
agregasyonuna katkida bulunmustur. Arastirmacilar, telositlerin, iskemi hasarindan sonra
miyokardin onarimini ve rejenerasyonunu artirmaya yonelik terapotik stratejilerin yeni ve
olasi bir hedefi olabilecegini one siirmiistiir (Faussone-Pellegrini ve Bani, 2010). Ayrica,
telopodlar siklikla miyokardiyal kapiller ve sinir uglari ile yakin iliskiler kurar, bu da
aralarinda bir iligkinin oldugunu gosterir. Endokardiyum, kan—kalp bariyeri veya daha dogru
bir ifadeyle kan—miyokard bariyeri olarak kabul edilebileceginden, telositlerin bu bariyeri

olusturmada 6nemli rol oynayabilecegi diisiiniilmektedir (Gherghiceanu vd., 2010).

Telositler ve telopodlari; kardiyomiyositlere, kan damarlarina ve sinir uglarina ¢ok
yakin yerlesimlerinden dolay1 hiicreler arasi iletisimde rol oynarlar. Ayrica, telopodlar daha
genis mesafelerde hiicre iletisimini miimkiin kildiklari ii¢ boyutlu bir ag olusturarak en az iki
gbrev yerine getiriyor olabilir: kii¢iik sinyal molekiillerinin parakrin ve/veya jukstakrin
salgilanmas1 ve mikrovezikiillerin salmimi. Bu da komsu hiicreler arasinda Onemli
makromolekiillerin (6rnegin, proteinler, ikinci haberciler veya RNA’lar) transferinde rol
oynar. Telositlerin son derece uzun telopodlart ve onlart hiicre dist matrikse baglayan
tutunma plaklar1 sayesinde, mekanoreseptor/transformasyon islevi gormeleri beklenir
(Kostin, 2010). Telositler, kardiyak yenilenmede kilit rol oynayan hiicrelerdir. Bu islev,
telositlerin kemirgen ve insan kalplerinde subepikardiyal niglerde varligini gdsteren

calismalara dayanmaktadir (Gherghiceanu ve Popescu, 2010).

Oncii ¢alismalardan sonra yapilan arastirmalar telositlerin mikrogevrelerdeki ve
niglerdeki islevlerinin olduk¢a fazla oldugunu goéstermistir. Telositlerin temel islevlerinden
biri de hiicreler arasi sinyal iletimine katilmlaridir. Bu hiicreler; yakin g¢evredeki
fibroblastlar, endotel hiicreleri, kok hiicreler, bagisiklik hiicreleri ve diiz kas hiicreleri ile
dogrudan veya dolayli olarak etkilesime girerek cesitli sinyal iletim mekanizmalarini
diizenler (Cretoiu vd., 2020). Hiicre disi matriks i¢inde stratejik olarak konumlanmis
olmalari, komsu hiicrelerle genis iletisim aglar1 kurmalarina olanak tanir. Telositler, EV’ler
(ekzozomlar ve ektozomlar) salgilayarak sinyal molekiilleri, biiyiime faktorleri ve

mikroRNA’lar tasirlar. EV’ler araciligiyla sinyal molekiilleri ve mikroRNA'lar ile yakindaki
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hiicrelerin davraniglarini etkileyebilirler (Cismasiu ve Popescu, 2015; Cretoiu ve Cretoiu,
2016; S. M. Cretoiu, 2016b). Bu parakrin sinyal iletim mekanizmasi, telositlerin
proliferasyon, diferansiyasyon ve apoptoz siireglerini diizenlemesini saglar (Cismasiu ve
Popescu, 2015). Ayni zamanda uzun telopodlari sayesinde yakin hiicrelerle dogrudan fiziksel
temas kurabilir. Hiicreler arasi oluklu baglantilar ve nanokanal benzeri yapilar araciligiyla
iyon ve kiiclik molekiillerin transferini saglayarak, doku mikrogevresinde koordineli bir
sinyal iletim ag1 olusturur (Klein vd., 2021). Geleneksel olarak telosit islevlerini incelemek
icin kullanilan yontemler arasinda telositlerin diger hiicrelerle birlikte kiiltlire edilmesi, ex
vivo analizlerin yapilmasi ve telositlerden elde edilen kosullandirilmig ortamin in vitro
testlerde kullanilmasi yer almaktadir (Sanches vd., 2024). Telositlerin ¢gevredeki hiicrelerle

iletisimi asagida verilmistir (Sekil 1.10) (Cretoiu vd., 2016).
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Sekil 1.10: Telositlerin etkilesime girebilecegi hiicreler, bu etkilesimde rol oynayan hiicresel

iiriinler ve katki sunduklari biyolojik siiregler (Cretoiu vd., 2016).

Sinyal iletim o6zelliklerinin yani1 sira, telositlerin doku yapisinin korunmasinda
onemli rol oynadig1 diisiiniilmektedir. Bu hiicreler, hiicre dis1 matriks organizasyonuna
katkida bulunarak fibroblastlar ve kok hiicreler gibi diger hiicre tiirlerinin diizenlenmesini ve
islevlerini etkilemektedir (Cretoiu vd., 2020; Rosa, Marini, vd., 2021). Ornegin, kardiyak

dokuda telositlerin kardiyomiyosit onciillerine destek saglayarak bu hiicrelerin hayatta
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kalmasini ve farklilagmasini tesvik eden bir nis olusturdugu gésterilmigtir (Gherghiceanu ve
Popescu, 2010; Popescu ve Faussone-Pellegrini, 2010; Popescu vd., 2010). Hiicre dist
matriksin yenilenmesi icin telositler, matriks metalloproteinazlar ve diger enzimleri
salgilayarak hiicre dis1 matriksin dinamik yapisini diizenler; bu da doku onarimi ve yeniden
yapilanma siireglerini destekler (Cretoiu vd., 2020). Ayni zamanda bag dokusundaki
fibroblastlar ve kok hiicrelerle de etkilesim i¢indedirler. Telositler, fibroblastlarin etkinligini
diizenleyerek asir1 skar dokusu iiretimini 6nleyebilir. Ayrica kdk hiicre nisleri ile etkilesime
girerek, bu hiicrelerin proliferasyonunu ve farklilasmasini diizenleyebilir (Manetti vd., 2014).
Diger taraftan hipoksik kosullarda, telositlerin endotel hiicreleri ile etkilesime girerek
anjiyogenezi destekledigi gosterilmistir (Gherghiceanu ve Popescu, 2010). Bu durum,
iskemik dokularda damar olusumunu tesvik ederek rejenerasyonu hizlandirabilir
(Gherghiceanu ve Popescu, 2010). Bu 6rnekler, telositlerin doku onarimi ve

rejenerasyonunda oynadigi kritik rolii vurgulamaktadir.

Ayrica arastirmalar telositlerin  bulundugu mikrogevrelerde dogrudan kollajen
sentezledigine dair kesin bir kanit sunmamaktadir; ancak kollajen sentezini dolayli olarak
diizenleyebildigine dair kanitlar vardir. Telositler; telopodlar araciligiyla ve cesitli biiyiime
faktorleri salgilayarak fibroblastlarin kollajen iiretimini arttirabilirler ve hiicre dis1 matriksin

homeostazini korumak igin parakrin sinyaller génderebilirler (Niculite vd., 2015).

Telositlerin bagisiklik gbzetimi ve immiin yanitta da rol oynadig: bilinmektedir. Bu
hiicreler, makrofajlar ve lenfositlerle iletisim kurarak proinflamatuar veya antiinflamatuar
tepkileri  yonlendirebilir. Ozellikle, sitokinler ve kemokinler aracihgiyla bagisiklik
hiicrelerinin gogiinii diizenleyebilir, immiin yanitt modiile edebilir ve doku homeostazina
katkida bulunabilirler (Alunno vd., 2015; Quaye Mensah, 2023). Sistemik skleroz,
inflamatuar bagirsak hastaliklar1 ve diger otoimmiin bozukluklarda telosit kaybinin hastaligin
siddetlenmesiyle iligkili oldugu gosterilmistir. Bu durum, telositlerin immiin toleransin
korunmasindaki roliinii ortaya koymaktadir. Mikrogevredeki degisiklikleri, Ozellikle
hormonal dalgalanmalar1 algilayabilmeleri, telositlerin farkli dokularda diizenleyici hiicreler

olarak iglev gordiigiinii ortaya koymaktadir (Othman vd., 2016).

Telositler, doku mikrogevresinin ihtiyaglarina gore rollerini uyarlayabilirler.
Caligmalarda telositlerin kok hiicreler ve oncii kok hiicre nisindeki destekleyici bir
interstisyel ag olusturdugu goriilmiistiir (Gherghiceanu ve Popescu, 2010). Ornegin, fibrozis
veya sistemik skleroz gibi patolojik durumlarda telosit kaybi; doku rejenerasyonunun
bozulmasi ve kok hiicre niglerinin islevinin degismesi ile iliskilendirilmistir (Manetti vd.,

2014). Telositler; kok hiicre nislerinin  mikroyapisini  destekleyerek, bu hiicrelerin
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proliferasyon ve farklilasmasini ydnlendirmektedir. Ozellikle sinir sistemi, kalp ve dolasim
sistemi ve treme sisteminin organlarinda telositlerin kok hiicrelerle dogrudan etkilesim
kurdugu ve bu hiicrelerin sagkalimini artirdig belirlenmistir (Urban vd., 2016). Bu bulgular,
telositlerin yalnizca normal fizyolojik siiregler i¢in degil, ayn1 zamanda doku hasar1 veya
stres durumlarinda doku biitiinliglinin  korunmasinda da kritik rol oynadigim
gostermektedir. Ozellikle kardiyak rejenerasyonda, telositlerin kok hiicrelerin  yasam
alanlarinm1 diizenleyerek yeni hiicre olusumunu uyardigi gosterilmistir. Bu durum, telositlerin
rejeneratif tipta potansiyel terapotik hedefler olarak degerlendirilmesini saglamaktadir
(Varga vd., 2019). Telositlerin iletisimde oldugu hiicreler ve bu iletisimle gorev aldiklar
bazi biyolojik siirecler asagida verilmistir (Sekil 1.11) (Xiangdong ve Cretoiu, 2016).
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Sekil 1.11: Telositlerin komsu hiicre ve dokularla etkilesimi (Xiangdong ve Cretoiu, 2016).

Telositlerin ¢esitli hastaliklarin patogenezine katildigi ve "telositopatiler” olarak
adlandirilan, telosit islev bozukluguyla ile iliskili durumlarin tanimlandigi gosterilmistir.
Telositlerin patolojik siireglerdeki rollerine iligskin aragtirmalar, bu hiicrelerin kaybinin doku
rejenerasyonunu olumsuz etkiledigini ve bazi hastaliklarin gelisiminde Onemli faktor
olabilecegini gostermektedir. Dolayisiyla, telositler; hiicre biyolojisi, patoloji ve yenileyici
tip alanlarinda giderek daha fazla ilgi goren bir arastirma alani haline gelmistir (Varga vd.,
2018; Varga vd., 2019).

Sonug olarak, telositler mikrogevre igcinde ¢ok yonli roller iistlenmekte olup,
mikrogevrede hiicreler arasi iletisimi kolaylastirma, doku biitiinliigiinii koruma, bagisiklik

yanitlarii diizenleme ve kok hiicre niglerini destekleme gibi ¢ok ¢esitli biyolojik siireclerde
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gorev almaktadir. EV’ler araciligiyla sinyal iletimi saglamalari; fibroblastlar, endotel
hiicreleri ve kok hiicrelerle dogrudan etkilesime girmeleri ve bagisiklik yanitlarimi modiile
etmeleri, bu hiicrelerin mikrogevredeki temel diizenleyici unsurlardan biri oldugunu ortaya
koymaktadir. Bu benzersiz ozellikleri ve biyolojik plastisiteleri, telositleri hem normal
kosullarda hem de ¢esitli hastaliklarin patofizyolojisinde 6nemli hiicresel bilesenler haline

getirmektedir.
1.2.5 Telositlerin Doku Dagilimlar:

Telositlerin ¢esitli dokularda tanimlanmalari, bu hiicrelerin farkli fizyolojik ve
patofizyolojik siireglerde Onemli iglevlere sahip oldugunu gostermektedir. Yaygin bir
dagilima sahip olan telositler; kalp, akciger, gastrointestinal sistem, tireme organlar1 ve pek
¢ok organin bag dokusunda bulunur (Cretoiu ve Popescu, 2014; T. Liu vd., 2016; Sohn vd.,
2024; Tang vd., 2022; Vannucchi vd., 2013; Wang, Song, vd., 2020; Wang, Xiao, vd., 2020).

Popescu (2005) (Popescu, Ciontea, vd., 2005) bir dizi yontem ve immiinbelirteg
kullanarak insan tuba uterinasinda bu hiicrelerin varligini ortaya koyduktan sonra ilerleyen
yillarda aragtirmalar telositlerin farkli organlarda bulundugunu gosterdik¢e bu hiicrelerin
doku homeostazinin korunmasinda yaygin bir rol oynadiklar1 6ne siriliir (Sanches vd.,
2017; Zheng, Bai, vd., 2012a, 2012b; Y. Zheng, X. Chen, vd., 2014; Y. Zheng, D. Cretoiu,
G. Yan, S. M. Cretoiu, L. M. Popescu, H. Fang, vd., 2014; Zheng, Zhu, vd., 2012). Ornegin,
miyokarddaki telositler dokunun organizasyonunda goérev alarak kardiyak onci hiicrelerin
gelisimini ve siirdirilebilirligini destekleyen "hemsire hiicreler" (nurse cellls) olarak islev
gormektedir (Bani vd., 2010; Zhou vd., 2014). Calismalar, telositlerin "hemsire hiicreler"
gibi davranarak kok hiicre nislerini destekledigini ve hasarli dokularin onarimi ile
rejenerasyonuna katkida bulundugunu 6ne siirmiistiir (Varga vd., 2019; Yu vd., 2015). insan
viicudunda telositlerin bulundugu sistemler ve bu sistemlerdeki telositlerin iglevleri agagida

ayrintilandirilmstir.

Telositler gastrointestinal sistemde agirlikli olarak submukozada yer almakta olup
kan damarlari, sinir lifleri ve gangliyonlari g¢evreleyen bir ag olusturur. Bu stratejik
konumlanma, onlarin diiz kas hiicreleri ve enterik ndronlar da dahil olmak tizere gesitli hiicre
tipleriyle etkilesime girmesine olanak tanimakta ve bdylece bagirsak motilitesinin ve

homeostazinin diizenlenmesine katkida bulunmaktadir (Vannucchi vd., 2013).

Telositler kardiyovaskiiler sistemde, miyokardiyumda ve perikardiyal dokuda yer
almakta olup kardiyomiyositler, fibroblastlar ve diger interstisyel hiicrelerle baglanti kurarak

kalbin yapisal biitiinliigiinii ve islevselligini desteklemektedir (Zhou vd., 2014; Zhou vd.,
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2015). Kardiyomiyositler ve diger interstisyel hiicrelerle baglantilar kurarak vaskiiler ve
immiin sistemlerden gelen sinyallerin biitiinlestigi bir agin olusumuna katki sagladigi
gosterilmistir. Bu da telositlerin normal/hastalikli durumlarda komsu hiicrelere diizenleyici
makromolekiilleri (RNA'lar, proteinler veya mikroRNA'lar) tasiyan EV’ler gondererek
hiicreler aras1 parakrin/jukstakrin sinyallesmede kritik rol iistlendigi goriisiiniin
kuvvetlenmesine neden olmustur (Fertig vd., 2014; Zhou vd., 2015). Kalpteki telositlerin
varlig1; bu hiicrelerin hasar sonrasi kardiyak onarim siireglerini destekleyebilecegini
diistindiirmektedir (Tang vd., 2022; Zhou vd., 2015). Ayrica, kardiyovaskiiler sistemdeki
telositler, endotel hiicreleri ve perisitlerle etkilesim halinde olup damar duvarlarmin
biitlinliigiiniin korunmasinda ve anjiyogenez siireglerinde Onemli roller iistlenmektedir

(Manetti vd., 2014).

Telositler tireme sisteminde erkek ve disi gonadlarda gézlenmistir. Testiste, Leydig
hiicrelerinin ¢evresinde ve peritiibiiler dokuda aglar olusturarak lokal hormonal ortamin
diizenlenmesi ve spermatogenezin desteklenmesinde rol oynadiklar1 disiiniilmektedir
(Marini vd., 2018). Ovaryumda ise telositlerin kontraktil mekanizmalarin diizenlenmesinde
yer aldigi ve hormonal degisimlere duyarli sensor hiicreler olarak islev gordiigii One

stirilmektedir (Mazzoni vd., 2019).

Bununla birlikte, telositler deride dermis tabakasinda tanimlanmis olup doku onarim
stireclerine katildiklar1 diisiiniilmektedir (Ceafalan vd., 2012). Dermisteki telositler;
fibroblastlar, mast hiicreleri ve bag dokusu elemanlariyla etkilesim iginde bulunurlar
(Manetti vd., 2013). Telositlerin azalmasinin sistemik skleroz gibi fibrotik durumlarla iligkisi
gosterilmis ve doku homeostazindaki 6nemleri vurgulanmigtir (Manetti vd., 2013; Manetti
vd., 2014).

Bugiine telositlerin doku dagilimlarina iliskin yapilan calismalar asagida

Ozetlenmistir (Cizelge 1.4) (Zhang vd., 2023).

Cizelge 1.4: Telositlerin doku dagilimlar: ve yerlesimlerinin arastirnldigi ¢alismalar (Zhang vd.,
2023).

Cahsmalar Telositlerin Doku Dagilimlar: ve Yerlesimleri
(Irene Cantarero vd., 2011) Kan damarlarinin endotel yiizeyinde
(H. Li, H. Zhang, vd., 2014) Kemik iliginde kiigiik kan damarlar1 ve/veya kilcal damarlarin
yakininda
(Cretoiu vd., 2012; Cretoiu Kolonda mukoza, submukoza, muskularis ve subepitel
vd., 2013) bolgelerinde
(Irene Cantarero vd., 2011) Duodenum mukoza kriptlerinin hemen altindaki lamina propriada
(Gherghiceanu vd., 2010; Endokardiyumda subendotel tabaka, endokard endoteli ile
Gherghiceanu ve Popescu, kardiyomiyosit demetleri arasinda
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2011, 2012)
(Popescu vd., 2010)

(Ciontea vd., 2005; Ullah vd.,
2014)

(Chen vd., 2013; Rusu,
Nicolescu, vd., 2012)
(Bosco vd., 2013; Nicolescu,
2016; Padhi vd., 2013;
Popescu, Hinescu, vd., 2005)
(Luesma vd., 2013)

(S. M. Cretoiu, 2016a; Cretoiu
vd., 2013; Popescu, Ciontea,
vd., 2005)
(Dawidowicz vd., 2015)
(Hinescu vd., 2007; Matyja
vd., 2013; Pasternak vd.,
2014)
(Gherghiceanu vd., 2010;
Kostin, 2010; Mitrofanova
vd., 2018; Popescu ve
Faussone-Pellegrini, 2010)
(Yang vd., 2014)
(YYang, Liu, vd., 2015)

(Cretoiu vd., 2012)

(L. Livd., 2014; Qi vd., 2012;
Zheng, Zhu, vd., 2012)
(Xiao vd., 2013)
(Popescu, Gherghiceanu, vd.,
2011; Popescu, Manole, vd.,
2011; Zheng vd., 2011)
(Mou vd., 2013; Popescu,
Andrei, vd., 2005; Radu vd.,
2005)

(Popescu vd., 2012)

(Hinescu vd., 2008)

(Alunno vd., 2015)
(Bani vd., 2010; Faussone-
Pellegrini ve Bani, 2010;
Kostin, 2010; Kostin ve
Popescu, 2009; Manole vd.,
2011; Suciu, Nicolescu, vd.,
2010)

(Horn vd., 2012)
(Diaz-Flores vd., 2013)
(Popescu, Hinescu, vd., 2005)
(Nicolescu vd., 2012)
(Bosco vd., 2015; Suciu vd.,
2007; Suciu, Popescu, vd.,
2010)

(Hinescu vd., 2011)
(Corradi vd., 2013)
(Gevaert vd., 2012)
(Popescu, Manole, vd., 2011;
Suciu vd., 2012)

Epikardiyumda subepikard alani ve kardiyomiyositlerin yakin
¢evresinde

Endometriyumda stromada; bazal ve fonksiyonel tabakalarda

Ozofagus mukozanin lamina propriasinda, submukoza, kas
tabakasi ve adventisyada

Ekzokrin pankreasta sekresyon yapan asiniler, ekzokrin epitel
kanallari, sinirler ve damarlar yakininda

Gozde limbus, sklera ve uveada
Uterusta mukoza ve kas tabakasinda, diiz kas lifleri arasinda
Fascia lata kollajen liflerin arasinda

Safra kesesinde muskularis propria ve safra kanallarinda

Kalpte endokardiyum, epikardiyum, miyokardiyum ve sinoatriyal
diigiimde

Kalp kapakeiklarinda
[leumda lamina propriada
Jejunumda epitel tabakasmin altindaki lamina propriada ve
muskularis mukozada

Bobrek korteksindeki tiibiiller ve damarlar ¢evresinde

Karacigerin Disse araliginda

Akcigerde bronsioller, alveoler kanallar ve interstisyel alanlarda

Meme bezinde epitel dis1 bolgelerde

Meninksler ve koroid pleksusda kok hiicrelere yakin bolgelerde
Mezenterde kilcal damarlar, sinir demetleri, adipositler ve diger
interstisyel hiicreler arasinda
Mindr tiikiiriik bezlerinde salgi ve bosaltim kanallar1 i¢inde

Miyokardiyumda insan kalp interstisyel hiicrelerinin etrafinda

Miyometriyumda interstisyumda
Noromiiskiiler igciklerin i¢ ve dis kapsiillerinde
Pankreas ekzokrin bezlerinde
Parotis bezlerinde cesitli caplarda kanallarin ¢evresinde

Plasentada villus ve trofoblast bazal membraninda
Parietal plevrada

Prostat stromasinda
Renal pelvis lamina propriasinda

Iskelet kaslarinda kas interstisyumunda
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(Rusu, Mirancea, vd., 2012) Deride dermis tabakasinda
(Chang vd., 2015) Dalakta kirmizi pulpada
(Rusu, Jianu, vd., 2012) Trakea ve bronslarda; t{gkea' ve akciger stromasinda, diiz kas
ifleri arasinda
(YYang, Ahmad, vd., 2015) Testiste peritiibiiler hiicrelerin dig tabakasinda
(Rusu vd., 2016) Trigeminal ganglionda néron-glia {initelerinin ¢evresinde
(Gil vd., 2009; Koleda vd.,
2012; Zheng, Zhu, vd., 2012)
(Zheng, Zhu, vd., 2012) Mesanede lamina propriada

Ureterde lamina propriada

1.2.5.1 Plasenta Telositleri

Suciu ve Popescu (2010) c¢alismalarinda telositlerin plasentadaki varligi
gosterilmistir (Suciu, Popescu, vd., 2010). Bu ¢alismada aragtirmacilar, telositlerin plasenta
stromasinda uzun, ince telopod uzantilar sayesinde hiicreler arasi iletisimde onemli roller
iistlendigini ortaya koymuslardir (Suciu, Popescu, vd., 2010). Bu 6ncii ¢alisma, daha sonraki
aragtirmalara temel olusturmus ve telositlerin plasenta islevlerindeki roliinii anlamak i¢in
yeni arastirma alanlarinin  oniinii agmustir. Ozellikle telositlerin  vaskiiler tonusun
diizenlenmesi, hiicresel rejenerasyon ve plasentadaki stres yanitlar1 gibi siireglerde aktif rol
oynayabilecegi hipotezi, bu kesiften sonra yogun sekilde arastirilmaya baslanmistir.
Telositlerin hiicresel iletisim, doku homeostazi ve muhtemelen vaskiiler fonksiyonlarin
diizenlenmesi gibi O6nemli roller iistlendikleri c¢esitli dokularda, ozellikle de plasentada

gbzlemlenmistir (Bosco ve Diaz, 2016; Janas vd., 2018).

Suciu (2010), plasenta villuslarmin kor bolgesindeki mezenkim dokusunda
telositlerin varligimi ilk kez gostermesinin yani sira, bu hiicrelerin plasenta damarlari,
bagisiklik hiicreleri ve stromal bilesenlerle etkilesim iginde oldugunu da ortaya koymustur.
Telositlerin &zellikle koryon villuslarinda, diiz kas hiicreleri ve stromal myofibroblastlar
arasinda konumlandig1 ve plasenta mikroyapisinin korunmasina katki sagladigi belirlenmistir
(Bosco ve Diaz, 2016; Suciu, Popescu, vd., 2010). Bu konumlari, hiicreler arasi
sinyallesmeyi kolaylastirmalarina ve dokunun yapisal biitiinliigiinii korumalarina olanak
tanimaktadir. Plasenta telositleri de kok hiicre benzeri 6zelliklerini gosteren ve yenileyici
potansiyelleri oldugunu diisiindiirten CD34, c-Kit, caveolin-1 gibi belirtecleri ifade ederler
(Sekil 1.12) (I. Cantarero vd., 2011; Janas vd., 2018; Suciu, Popescu, vd., 2010). Ayni
zamanda bu telositlerin mezoderm kokenli oldugu, vimentin pozitif hiicrelerin varligiyla
kanitlanmigtir. Bu nedenle, telositlesin biiyiik olasilikla sekonder ve tersiyer villuslarda
bulunan mezenkimal hiicrelerden farklilasarak gelistigi one siriilmiistiir (Xiangdong ve
Cretoiu, 2016). Ayrica, genis telopod uzantilar1 sayesinde endotel hiicreleri ve bagisiklik

hiicreleri de dahil olmak iizere ¢evresindeki hiicrelerle {i¢ boyutlu bir ag olusturarak hiicreler
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aras1 etkilesimlerini artirirlar ve bdylece vaskiiler ve immiin yanitlan etkileyebilirler ve

plasenta dolagiminin diizenlenmesine katki saglarlar (I. Cantarero vd., 2011).

Sekil 1.12: Plasenta koryon villusunun koryon bélgesinde mezenkim dokusu icinde telositler.
TEM goriintiisiinde telositlerin diiz kas hiicrelerine (DKH) komsu yerlesimi. (A) Toluidin mavisi ile
boyanmis kesitlerde telositler ve telopodlar (oklar) (B). c-Kit, vimentin ve caveolin-1 ile
immiinfloresan isaretlenmis telositler (C). Olgiim cubuklar: 2 um (A), 5 um (B ve C) (Suciu,
Popescu, vd., 2010).

Aragtirmalar, telositlerin besin taginimi ve kan akisinin diizenlenmesi gibi islevlerde
kritik rol oynayabilecegini 6ne siirmektedir. Bu hiicrelerin, plasenta damarlarinin diiz kas
hiicrelerinin kontraktilitesine katkida bulunarak elektriksel uyarilar {ireten ve vaskiiler tonusu
diizenleyen “pacemaker hiicreler” olarak islev gorebilecegi diistinilmektedir. Ayrica,
telositlerin hipoksik kosullar gibi ¢evresel faktorlere veya plasenta sagligini etkileyen diger
stres faktorlerine yanit olarak onarim ve rejenerasyon siireclerine de dahil olabilecegi

belirtilmektedir (Nizyaeva vd., 2018).

Sonug olarak, plasenta telositleri, interstisyel mikrogevrenin 6nemli bir bileseni olup,
hiicresel iletisim, doku homeostazi ve vaskiiler diizenleme gibi bir¢ok temel iglevde rol
alarak koryon villuslarin yapisinin kritik bir bileseni olarak degerlendirilmektedir. Benzersiz

ozellikleri ve stratejik yerlesimleri, bu hiicrelerin hem normal fizyolojide hem de plasenta
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kaynakli hastaliklar baglaminda ¢ok yonlii roller iistlenebilecegini diisiindiirmektedir.
Telositlerin iglevlerinin daha iyi anlasilmasi, plasenta gelisimi ve hastalik mekanizmalarina

yonelik yeni aragtirma alanlari sunmaktadir.

Ozetle, telositler bazi organlarin stromasinda tanimlanmis, ince uzun uzantilara
(telopod) sahip, kendine oOzgli morfolojik ve islevsel oOzellikler tasiyan hiicrelerdir
(Gherghiceanu ve Popescu, 2010). Telositlerin varligi ve olas1 fonksiyonlar1 1.2.3 ve 1.2.4°te
detaylandirildig1 tizere, farkli organlardaki kok hiicre nislerinin bir pargasi olduklart
literatiirde belirtilmis olup kok hiicrelerin aktivitesinin diizenlenmesi ve kok hiicre niginin
sekillendirilmesinde rol oynadigi ve bu sayede doku yenilenmesine katkida bulundugu
gosterilmistir (Gherghiceanu ve Popescu, 2010). Plasenta gibi fétal bir dokuda telositlerin
varlig1 gosterilmis olmakla birlikte (Suciu, Popescu, vd., 2010); 6zgiin yapisi, immiinolojik
avantajlar1 ve allojenik kok hiicre kaynagi olma potansiyeli nedeniyle klinik uygulamalarda
siklikla tercih edilen fotal gobek kordonu stromasinda bu hiicrelerin varligina dair literatiirde

herhangi bir dogrudan kanit bulunmamaktadir.

1.1.1°de bahsedildigi iizere yapilan ¢alismalar, gobek kordonu stromasinda ve kiiltiir
ortaminda yer alan hiicrelerin morfolojik ve fenotipik Ozelliklerine gore heterojen bir
popiilasyon olusturdugunu gostermektedir. Arastirma grubumuz, bu hiicreler arasinda tip-1
ve tip-2 olmak fizere iki farkli hiicre yapisi tanimlamustir. Tip-1 hiicreler genis sitoplazmali
ve miyofibroblastik 6zellikte, tip-2 hiicreler ise daha ince ve uzun goriiniimlii fibroblastoid
fenotipte bulunmustur (Coskun ve Can, 2015). Baska bir ¢alismada da gébek kordonundan
elde edilen hiicrelerin kiiltiirde farkli morfolojik yapilarda goriildiigii ve kiiltlir siireci

boyunca bu gesitliligin dinamik bir sekilde degistigi izlenmistir (Guenther vd., 2022).

Bu baglamda, insan gobek kordonunda heterojen hiicre popiilasyonuna sahip
stromanin yapisinda yer alan, ince uzantilara sahip telosit benzeri hiicrelerin var oldugu
hipotezi benimsenmistir. Bu hipotez dogrultusunda; s6z konusu hiicrelerin morfolojik,
histolojik ve immiinfloresan yoOntemlerle tanimlanmasi, doku igindeki dagilim ve
sikliklariin ~ belirlenmesi, ayrica farklt stroma yapilarinin igindeki konumlarinin
degerlendirilmesi ve bunun sonucunda da gobek kordonu stromasinin hiicre ¢esitliligine dair
yeni verilerin elde edilmesi amaglanmistir. Ayn1 zamanda, telosit benzeri hiicrelerin gobek
kordonu gibi fotal bir dokudaki varliginin ilk kez gosterilmesi, bu 6zel hiicre tipinin
gelisimsel siireglerdeki roliine iligkin yeni arastirmalara zemin hazirlayabilecektir. Diger bir
taraftan ¢aligma, giiniimiizde yenileyici tipta ¢ok kullanilan iGK-MSH’nin gelisimi ve
cevredeki diger hiicrelerle olan iligkilerinin belirlenmesi acgisindan kok hiicre ve yenileyici

tip alanina 6nemli bir katki saglama potansiyeli de tasimaktadir.
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2. GEREC VE YONTEM

Bu ¢alisma Ankara Universitesi Insan Arastirmalar1 Etik Kurulu tarafindan 12 Ekim
2023 tarihinde 109-598-23 karar numarasi ile onaylanmis (Ek-1. Etik Kurul Karari) ve
Ankara Universitesi Bilimsel Arastirmalar Projeleri Koordinatérliigii tarafindan TYL-2024-

3343 numarastyla desteklenmigtir.

Gobek kordonu stromasinda telosit benzeri hiicrelerin tanimlanmasini amaglayan
calismamizda 16 adet gobek kordonu 6rnegi kullanilmistir. Asagidaki sekilde gosterildigi
iizere kullanilan yontemler gobek kordonu kesitleri ve izole edilmis stroma hiicrelerini

kapsamakta ve es zamanl kullanilmig farkli teknikleri icermektedir (Sekil 2.1).

Kriyokesit Almmas1 Immiinfloresan isaretleme
ve ve 3B Siiper Coziiniirliiklii
Isik Mikroskopi Konfokal Mikroskopi

iGK-MSH Kiiltiirii
ve Akim Sitometri Analizi

Gegirimli Elektron

Stereomikroskopi Mikroskopi

qRT-PCR

Sekil 2.1: Cahsmada kullanilan gere¢ ve yontemlerin sematik 6zeti. Gobek kordonu kesitleri ve

izole edilmis stroma hiicrelerini kapsayan ve es zamanli kullanilmig farkl teknikler.

2.1 Gobek Kordonlarinin Toplanmasi, Fikse Edilmesi ve Kesitlerin Alinmasi

Ankara Universitesi Kadin Hastaliklar1 ve Dogum Anabilim Dali'nda 16 bebegin
gbbek kordonlari, 38 haftalik (+/- 2 hafta) 20-35 yas aras1 gebelerden onaylar1 alinarak (Ek-
2. Bilgilendirilmis Onam Formu) sezaryen teknigiyle komplikasyonsuz tekil dogumlarda
plasentadan 20 cm uzakta, kordonun proksimal tigte birinden elde edildi (Coskun ve Can,
2015). Uzunlugu 12 cm olan kordonlar, dogumdan sonraki 4 saat iginde hacimce %1
penisilin-streptomisin (Capricorn Scientific, PS-B, Almanya), %1 amfoterisin-B (Capricorn
Scientific, AMP-B, Almanya) ve %1 L-glutamin (Capricorn Scientific, GLN-B, Almanya)
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iceren tasima sollisyonu Leibovitz-15 (Capricorn Scientific, L15-XA, Almanya) iginde

laboratuvara tagindi ve asagidaki amaglar i¢in diseke edildi:

i. Biradet 2 cm'lik gébek kordonu doku pargasi stereomikroskopik goriintiileme igin
kullanildi.

ii. Ug adet 1 cm'lik parca paraformaldehit (PFA) ile fikse edilip immiinfloresan
isaretleme ve rutin histolojik boyamalarin yapildig1 ardisik dondurulmus kesitler i¢in
kullanildi.

iii.  Iki adet 1 cm'lik parga glutaraldehit (GA) ile fikse edilip ardistk TEM analizi igin
hazirlandu.

iv. ki adet 1 cm'lik parca qRT-PCR analizleri igin Eppendorf tiip iginde -80 °C’de
depoland.

v. Bir adet 5 cm’lik parca ise FACS islemi ve SEM analizi i¢in eksplant kiiltiir

amaciyla kullanildi.
Bu amaglar dogrultusunda kullanilan yontemler agsagida detaylandirilmstir.

2.2 Stereomikroskopi ve Isik Mikroskopi

Stereomikroskopi incelemesi i¢in doku bloklart steril Dulbecco’s PBS (D-PBS)
(Capricorn Scientific, PBS-1A, Almanya) ile yikandi ve ardindan episkopik aydinlatmali
stereomikroskop altinda (Nikon, Japonya) incelendi ve goriintii kaydi yapildi. Bu inceleme,
tim orneklerin yiizey topografyasi ve makroskopik ozellikleri, ozellikle gdbek damarlari

dikkate alinarak normal goriiniime sahip oldugunu dogrulamak amaciyla yapildu.

Her kordondan yaklagik 1 cm kalinliginda ii¢ doku 6rnegi alindi ve 4 °C'de 48 saat
boyunca %3,5 (agirlik/hacim) paraformaldehit (PFA) (EM Grade, 19200, Fransa) ile fikse
edildi. Ornekler daha sonra PBS'de (Bioshop, PBS404.100, Kanada) iki kez yikand1 ve
%0,01 PFA igeren 1,2 M siikroz (Sigma Aldrich, 7903, Almanya) ¢ozeltisinde 3 giin
boyunca bekletildi. Sonrasinda Cryomatrix® (Fisher Scientific, 6769006, ABD) iginde -25
°C'de dondurulmus bloklar hazirlandi. Dondurulmus bloklar kriyomikrotom (Shandon,
Ingiltere) kullanilarak ortam ve o6rnek sicakliklar1 -25-26 °C’ye ayarlanarak 10-14 pm
kalmliginda kesildi ve poli-L-lisin (Sigma Aldrich, P8920, Almanya) soliisyonuyla
kaplanmig (distile su ile 1:10 oraninda hazirlanan soliisyonda lamlar 20 dakika 37 °C
inkiibatorde bekletildi ve oda sicakliginda kurutuldu) lamlara alindi. Dondurulmus kesitler,
standart hematoksilin-eozin (HE), mallory azan (MA), masson trikrom (MT) ve periyodik
asit-schiff (PAS) boyalar1 ile boyand: (Sekil 2.2). Kesitler daha sonra aydinlik alan
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mikroskobu (Axiolmager) (Zeiss, Almanya) kullanilarak x2,5, x20 ve x40 objektiflerle
gozlemlendi ve goriintiilendi. Tekil ve karo goriinti kiimeleri Axiocam 503 renkli kamera ve
hiicre dl¢timleri alman goriintiiler iizerinde Zen Blue (2.3 pro) yazilimi kullanilarak yapildi.
Alinan goriintiiler Adobe Photoshop® (ver. 2022) programi kullanilarak yeniden
yapilandirildi

2.2.1 Hematoksilin-Eozin Boyamasi

Boyanacak kriyokesitler dncelikle PBS’te yikandiktan sonra 45 saniye hematoksilin
boyasinda (2 L distile su igerisine 200 g Kal(SO4), bekletildi, kaynatildi ve 100 mL %100
alkoliin i¢ine 10 g HTX (Sigma Aldrich, H-9627, Almanya) eklenerek ve suya alindi.
Ocaktan alinan ¢ozeltiye 5 g civa oksid (Merck, 21908-53-2, Almanya) eklendi. Soguk su
banyosunda karisim sogutuldu, lizerine 4 mL %100’liik glasiyel asetik asit eklendi ve
stizillerek siseye alindi) batirildi. Boya fazlaligi akana kadar musluk suyuna tutulan
kriyokesitler 3 dakika da eozin boyasinda (1 L distile su icerisinde 10 g Eosin Y (Isolab,
17372-87-1, Almanya) ¢oziildii ve tizerine 2 mL %100’liikk glasiyel asetik asit eklendikten
sonra stiziilerek hazirlandi) bekletildi. Ardindan dehidrasyon islemine gegildi. Bir dizi etanol
(%75 ve %96) ile dehidrasyon isleminden sonra %100 alkolde 2 dakika ve ardindan en az 30
dakika da ksilolde bekletildikten sonra Entellan® (Merck, 107961, Almanya) kullanilarak

preparatlar 18x18 mm lamellerle kapatildi ve gozleme hazir hale getirildi.

2.2.2 Mallory Azan Boyamasi

Boyanacak kriyokesitler oncelikle PBS’ten gegirildikten sonra 1 saat 60 °C’de
Azokarmin G (Sigma Aldrich, A1091, Almanya) soliisyonunda (250 mL suda 250 mg
Azokarmin G karistirildiktan sonra tizerine 5 mL %100’likk glasiyel asetik asit eklenerek
hazirlandi) bekletildi. Sogumaya birakilan kesitler distile su iceren salede calkalandi. Boya
akintis1 bitene kadar %1 anilin alkole (100 mL %96°lik alkol i¢ine 1 mL s1v1 anilin eklenerek
hazirlandi) batirildi. %1 asetik alkole (100 mL %96’lik alkol igine 1 mL %100’lik glasiyel
asetik asit eklenerek hazirlandi) batirilip ¢ikarilan kesitler disitile suya batirild1 ve sonrasinda
%5 fosfotungusitik asit (Sigma Aldrich, P4006, Almanya) soliisyonunda (100 mL distile
suya 5 g fosfotungusitik asit eklenerek hazirlandi) 30 dakika bekletildi. Sonrasinda Haunden
Homes Blue soliisyonunda (%0,25 anilin mavisi (Sigma Aldrich, B8563, Almanya) ve %1
Orange G (Sigma Aldrich, 861286, Almanya) (0,5 g anilin blue ve 2 g Orange G 100 mL
distile suda 170 °C’de sitilarak ¢oziildii ve iizerine 8 mL %100’lik glasiyel asetik asit
eklendi. Kullanmadan 6nce bu soliisyon distile su ile 2 kat sulandirildi) yarim saat bekletilen

kriyokesitler distile su ile yikandi. Bir dizi etanol (%75 ve %96) ile dehidrasyon isleminden
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sonra %100 alkolde 1 dakika bekletildi ve en az 30 dakika ksilolde bekletildikten sonra

Entellan® kullanilarak 18x18 mm lamellerle kapatildi ve gdzleme hazir hale getirildi.
2.2.3 Masson Trikrom Boyamasi

Boyanacak kriyokesitler dncelikle PBS’ten gecirildikten sonra 1 saat 56 °C etiivde
Bouin soliisyonunda (75 mL pikrik asit, 25 mL formaldehit ve 5 mL %100’lik glasiyel
asetik asit ile hazirlandi) bekletildi. Sar1 renk akana kadar musluk suyunda yikandi. Distile
suya batirildiktan sonra Weiger’in demirli hematoksilin soliisyonunda (100 mL %95 alkoliin
icerisine 1 g hematoksilin eklendi. Ayr1 bir beherde 95 mL distile su i¢ince 4 mL demir
klorid (ag) (Merck, 7705-08-0, Almanya) ¢ozeltisi ve 1 mL konsantre HCI eklendi ve bu iki
soliisyon karigtirtlarak hazirlandi) 10 dakika bekletildi. Boya akincaya kadar musluk suyuna
tutuldu. Sonrasinda distile suda bekletildikten sonra lamlar Biebreich Scarlet Asit Fuksin (90
mL %21 Biebrich Scarlet (aq) (Sigma Aldrich, 4196-99-0, Almanya) soliisyonu, 10 mL %1
asit fuksin (aq) (Sigma Aldrich, 3244-88-0, Almanya), 1 mL %100’lik glasiyel asetik asit
eklendi) soliisyonunda 15 dakika bekletildi. Lamlar distile suda bekletildikten sonra
fosfomolibdik asit soliisyonunda (200 mL distile su igerisine 5 g fosfomolibdik asit (Sigma
Aldrich, 51429-74-4, Almanya) eklenerek hazirlandi) 5 dakika bekletildi. Sonrasinda anilin
mavisi soliisyonunda (100 mL distile suya 2,5 g anilin mavisi (Sigma Aldrich, 28631-66-5,
Almanya) eklendi, karistirildi ve tizerine de 2 mL %100’lik glasiyel asetik asit eklenerek
hazirland1) 5 dakika bekletildi. Kriyokesitler distile su ile yikandi. Sonrasinda asetik suda
(100 mL distile su ile 1 mL %100°liik glasiyel asetik asit karistirilarak hazirlandi) 3-5 dakika
bekletilen kesitler %95 ve %100 alkolde ikiser dakika bekletildi. En az 30 dakika da ksilolde
bekletildikten sonra Entellan® kullanilarak 18x18 mm lamellerle kapatildi ve gézleme hazir

hale getirildi.

2.2.4 Periyodik Asit-Schiff Boyamasi

Periyodik asit soliisyonu i¢in 1 g periyodik asit (Sigma Aldrich, 375810, Almanya)
200 mL distile suda ¢oziildii. Schiff soliisyonu igin kaynayan 200 mL distile suya 1 g bazik
fuksin (HiMedia, GRM 1089-1006, Hindistan) eklendi ve soliisyon karigtirilarak sogumaya
birakildi. Soliisyonun sicakligi 50 °C’ye geldiginde tizerine 2 g potasyum metabisiilfit (JT
Baker, 2960-01, ABD) eklendi ve sogumaya birakildi. Soguyan ¢6zeltiye 2 mL HCI (Merck,
1.01834, Almanya) eklendi ve 2 g da aktif komiir eklenerek karistirldi. Uzeri aliiminyum
folyo ile kapatilarak 1 gece +4 °C’de bekletildi. Ertesi giin kriyokesitler PBS’e batirildiktan

sonra 10 dakika periyodik asit soliisyonunun igine birakildi ve sonrasinda 1-2 kez distile
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sudan gecirildi. Sonrasinda siiziilmiis olan Schiff soliisyonunda 15 dakika bekletildikten
sonra boya akintis1 gecene kadar distile suda calkalandi. Ikiser dakika sirasiyla %96 ve

%100’liik alkollerde bekletilen kriyokesitler en az 30 dakika da ksilolde bekletildikten sonra

Entellan® kullanilarak 18x18 mm lamellerle kapatild: ve gozleme hazir hale getirildi.

Sekil 2.2: Isik mikroskopi. Gozlemler igin kesitlerin alindig1 kriyomikrotom (A) kullanilarak 10-14
pm gobek kordonu kriyokesitleri alindi (B). Hematoksilin-eozin boyamasi sonrasi kesitler ksilolde
bekletildi (C). MA boyanmis gobek kordonu kesit 6rnegi (D).

2.3 Geg¢irimli Elektron Mikroskopi (TEM)

Gegcirimli elektron mikroskobunda yapilacak gézlemler i¢in, her kordon 6rneginden
(n=16) ii¢ farkli stroma bdlgesini (SAS, IVS, PVS) kapsayan iicer adet doku blogu (her biri
birkag mm? boyutunda) ve telositlerin bulundugu pozitif kontrol doku 6rnegi olarak bir adet
sican bagirsagi 6rnegi filtre edilmis %2,5 GA (50 mL 0,2 M fosfat tamponu, 20 mL %70
paraformaldethit, 10 mL %25°’lik GA (EM Sciences, 16400, Ingiltere) ve 20 mL saf su
kullanilarak hazirlandi) ile 2 saat fikse edilerek ilk tespit islemi yapildi. Daha sonra bloklar
0,1 M fosfat tamponu (1:1 distile su ile hazirlandi ve siiziildi.) ile {i¢ kez on beser dakika
yikandi ve ardindan filtre edilmis 0,1 M fosfat tamponunda %1 OsOs ¢ozeltisi (1:1 0,2 M
fosfat tamponu ve %2’lik OsO4 (EM Sciences, 19110, ingiltere) ile hazirland1) kullanilarak 2
saat rotorda karanlik ortamda postfikse edilerek ikinci tespiti uygulandi. Bloklar; 0,1 M
fosfat tamponunda li¢ kez on beser dakika yikandiktan sonra filtre edilmis %70 etanolde
90,05 uranil asetat ve %1 fosfotungusitik asit ¢ozeltisinde (50 mL %70 etil alkol igerisine
250 mg uranil asetat (EM Sciences, 22400-1, ingiltere) ve 500 mg fosfotungusitik asit
konarak hazirlandi) rotorda 1 saat karistirildi ve +4 °C'de bir gece bekletildi. Ertesi giin her
biri ikiser kez yirmiser dakika bir dizi etanol (%70, %96 ve %100) ile dehidrasyona alidnd:
ve ardigik olarak propilen oksit (Merck, S36092, Almanya) i¢inde (20 dakika iki kez) ve
araldit/propilen oksit (1:1) ¢ozeltisi iginde 1 saat bekletildi. Ardindan &rnekler, araldit
¢Ozeltisine (10 mL araldit 600 S (Sigma Aldrich, 10951, Almanya), 10 mL dodesen-1-
ilsiiksinik anhidrit (DDSA) (Sigma Aldrich, 443271, Almanya), 0,3 mL benzil dimetilamin
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(BDMA) (Sigma Aldrich, 185582, Almanya), 1,5 mL dibiitil ftalat (DBF) (Sigma Aldrich,
524980, Almanya) karistirilarak hazirlandi) gegirilerek rotorda oda sicakliginda 1 saat ve 40
°C'de 1 saat ile karistirildi. Sonrasinda iginde dokularin bulundugu Eppendorf tiiplere kapagi
acik ve dik bir sekilde vakum islemi uygulandi. Ardindan, blok kabi igerisine konan
dokularin tizerine araldit konarak gomiilmesi sagland1 ve 70 °C'lik etiivde polimerizasyonu

sagland1. Islem sonunda bloklar etiivden ¢ikarilarak sogumaya birakildi.

Bloklardan ultramikrotom (Leica, Ultracut, R Almanya) ile cam veya elmas bigaklar
kullanilarak alinan 1 pm kalimligindaki yari ince kesitler toluidin mavisi-azur 1l (Sigma
Aldrich, 89640, Almanya) ile boyandi. Ince kesit almak icin blok yiizeyini se¢mek iizere
aydinlik alan mikroskobu ile incelendi. TEM gozlemi i¢in 151k mikroskobu altinda uygun
alanlar igaretlendi ve ultraince kesitler bu alanlardan alindi. Ayrica yar1 ince kesitler siiper
¢ozliniirliikli konfokal mikroskobu (Zeiss, LSM880, Almanya) ile foton c¢oklayici tiip
(PMT) dedektorii kullanilarak yiiksek ¢oziintirliklii goriintiiler kaydedildi. Bu mikroskoptaki
incelemelerde x40 objektifi ve 1.5-2.6 zoom faktorii kullanildi.

Ince yapinin gézlenmesi amaciyla alinan 50-70 nm kalinliginda ultraince kesitler 3
mm ¢apta 200 mesh’lik bakir gridlere alindi. Distile suyla 1-2 dakika yikandi. Sonrasinda 45
dakika %8’lik uranil asetat soliisyonu kullanilarak boyandi. Distile suyla 1-2 dakika ve 0,1 N
NaOH ile yikandi. Ikinci boyama i¢in %0,7 kursun sitrat (Serva, 15158, Almanya)/%0,9
sodyum sitrat (Pol-Aura, 03.04.6132, Polonya) soliisyonunda 20 dakika bekletildi.
Sonrasinda 0,1 N NaOH ile ve sonrasinda da distile su ile 1-2 dakika yikandi. Hazirlanan
gridler TEM’de (Hitachi, HT7800, Japonya) incelendi (Sekil 2.3). Tekil ve ¢oklu goriintiiler
19 MB dijital kamera ile kaydedildi. Hiicre dl¢iimleri alinan goriintiiler iizerinde yapildi.
Alman goriintiller Adobe Photoshop (ver. 2022) programi kullanilarak yeniden
yapilandirildi.
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Sekil 2.3: Gegirimli elektron mikroskopi. Gobek kordonunun ii¢ farkli stroma bélgesinden (SAS,

IVS, PVS) doku diseksiyonlari yapildi (A). Aralditte bekletilmis ve vakumlanmis &rnekler araldite
gomildi (B ve C). Bakir gride alinan kesitler grid kutusuna alindi (D). Yari ince kesitlerden 151k
mikroskobunda ultraince kesitler i¢in uygun alanlarin segildi (E). TEM (F). Ultraince kesitler TEM’de
incelendi (G).

2.4 iIGK-MSH Kiiltiirii

IGK-MSH Kkiiltiiriine ait deneylerin yapilmasindaki amaglar 6ncelikle telosite 6zgii
belirtegler kullanilarak kiiltiir ortaminda g¢ogaltilmig stroma hiicrelerinin akim sitometri
kullanarak miktarin1 saptadiktan sonra FACS cihaziyla izolasyonuydu. Ayrica hem telosite
hem de iIGK-MSH’ne 6zgii bir dizi antikorun fikse edilmis kiiltiir hiicrelerindeki ifadesini
immiinfloresan igaretleme yontemi kullanarak incelemekti. Hiicre 6lgtimleri kiiltiir iglemleri

sirasinda alinan goriintiilerde yapildi.

2.4.1 iGK-MSH Eksplant Kiiltiiriiniin Yapilmasi, Pasajlanmasi ve

Dondurulmasi

Gobek kordonu doku pargalart 6rnekleri eksplant hiicre kiiltiiri islemi igin 5 cm
uzunlugunda kesildikten sonra steril tasima soliisyonu Leibovitz-15 ortaminda diseke edildi.
Iki arteri ve veni laminar akish kabin altinda steril cerrahi makas ve disli penset seti
kullanilarak ayrnstirildi. Geriye kalan epiteli ve stromay: i¢eren doku parcasi hacimce %20
fetal sigir serumu (FBS) (Serena, S-FBSP-EU-025, Almanya) ve %1 PS, AMP ve L-
Glutamin igeren 10 mL DMEM High Glucose (Capricorn Scientific, DMEM-HA, Almanya)
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kiiltir mediyumunda (DMEM High Glucose biitin iGK-MSH kiiltiirii deneylerinde kiiltiir
mediyumu olarak kullanild1) 50 mL’lik santrifiij tlipii igerisine alinarak makas yardimiyla 1-
2 mm*liik kiigiik pargalara kesildi. Ardindan parcalanan doku 200g’de 10 dakika santrifiij
(Hettich, Universal 16, Singapur) edildi, tstteki siipernatant atildi. Doku pargalarinin oldugu
cokelti {izerine her bir flask i¢in 10 mL %20 FBS iceren kiiltir mediyumu eklenerek
resiispande edildi ve 75 cm?®lik flasklara (Sarstedt, 83.3911.002, Almanya) aktarild:.
Eksplant kiltiir flasklar1 37 °C %5 CO igeren inkiibatérde (Sanyo, MCO 18AC, Japonya)
18-20 giin ¢ogalmaya birakildi (Sekil 2.4). Doku pargalarinin yapisip yapismadigi ve hiicre
cogalmasinin nasil ilerledigi Hoffman modiilasyon kontrast mikroskobunda (Olympus,
Japonya) kontrol edildi. Flasklarin kiiltiir mediyumlar1 yaklasik 5 giin araliklarla yenilendi.
Hiicreler %90 ¢ogalma yogunluguna ulastiginda flasklardaki kiiltiir mediyumu aspire edildi,
flasklar D-PBS ile yikanip aspire edildi. Uzerine 3 mL tripsin-EDTA (Capricorn Scientific,
TRY-3B, Almanya) eklenerek inkiibatérde 8 dakika bekletildi. Yapismuis hiicrelerin kalktig1
mikroskop altinda gozlemlendikten sonra flasklara 6 mL %20 FBS iceren kiiltiir mediyumu
eklendi ve bu sayede enzim inhibe edildi. Flasklardaki slispansiyon 50 mL’lik santrifiij
tiplerine aktarildi ve 200g’de 10 dakika santrifiij edildi. Siire sonunda siipernatant aspire
edildikten sonra ¢okelti her bir flask i¢in 20 mL %20 FBS igeren kiiltiir mediyumu eklenerek
resiispande edildi ve 175 cm?lik flasklara (Sarstedt, 83.3912.002, Almanya) aktarild:.
Hiicrelerin ¢ogalma yogunlugu birkag giin arayla kontrol edildi ve kiiltir mediyumlari
yenilendi. Hiicrelerin mikroskop altinda %90 c¢ogalma yogunluguna ulastiklari
gozlemlendiginde flasklardaki kiiltiir mediyumu aspire edildi, flasklar D-PBS ile yikanip
aspire edildi. Uzerine 6 mL tripsin-EDTA eklenerek inkiibatorde 8 dakika bekletildi.
Yapismus hiicrelerin kalktigi mikroskop altinda gézlemlendikten sonra flasklara 12 mL %20
FBS igeren kiiltir mediyumu eklendi ve bu sayede enzim inhibe edildi. Flasklardaki
siispansiyon 50 mL’lik santrifiij tiiplerine aktarildi ve 200g’de 10 dakika santrifiij edildi.
Siire sonunda siipernatant aspire edildikten sonra ¢okelti her bir 175 cm? flask igin 1620 pL
%20 FBS igeren kiiltlir mediyumu ile resiispande edildi. Siispansiyonlar kriyoviallere
(Sarstedt, 72.379, Almanya) aktarildiktan sonra iizerlerine 180 pL (hacimce %10 olacak
sekilde) dimetilstilfoksit (DMSO) (Sigma Aldrich, D4540, Almanya) yavas yavas
damlatilarak eklendi ve kriyovialler Mr. Frosty® (Nalgene, 5100-0036, ABD) igerisinde 1.
pasajda dondurularak -80 °C’ye kaldirildi. Birkag giin sonra hiicreleri ilerleyen deneyler igin
uzun zaman saklamak amaciyla -196 °C olan siv1 azot tankina yerlestirildi (Can & Balci,
2011).
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Sekil 2.4: Eksplant iGK-MSH Kkiiltiirii. Gobek kordonu pargasi (5 cm) L-15 soliisyonu igerisinde

laminar kabine alindi (A). Gobek kordonunun 5 cm’lik pargasi eksplant kiiltiir i¢in ayrildi (B). Ayrilan
par¢a damarlarinin ¢ikarilmasi igin diseke edildi (C ve D). Flasklara eksplantlar ekildi (E).

Eksplantlardan hiicre ¢ikisi Hoffman modiilasyon kontrast mikroskobunda gozlemlendi (F).
2.4.2 iIGK-MSH Enzimatik Kiiltiirii

Gobek kordonu stroma hiicrelerinin immiinfloresan isaretlenmeleriyle antikor
ifadelerinin eksplant ve enzimatik kiiltiire gore degisip degismedigini gdzlemlemek amaciyla
enzimatik hiicre kiiltiirii denendi. Gobek kordonu disseke edilmeden oOnce daha once
literatiirde belirtilen (Can ve Karahuseyinoglu, 2007) (Coskun ve Can, 2015) hacimce
yuizdeler kullanilarak 4 farkli enzim kullanilarak enzim karisimi hazirlandi: FBS igermeyen
kiiltiir mediyumunda 50 mL’lik santrifiij tiipii icerisine toplam hacim 40 mL olacak sekilde
hacimce %2’lik 800 puL dispaz (Sigma Aldrich, D4693, Almanya), hacimce %0,2’1ik 80 uL
kollajenaz tip-11 (Sigma Aldrich, C6885, Almanya), hacimce %0,2’lik 80 pL hyaluronidaz
(Sigma Aldrich, H3884, Almanya) ve hacimce %0,1’lik 40 pL kollajenaz tip-1 (Sigma
Aldrich, C0130, Almanya) eklenerek hazirlandi. Kullanilmak tizere +4 °C’ye kaldirild1.

Gobek kordonu 6rnekleri hiicre kiiltiirii islemi ic¢in Leibovitz-15 ortaminda diseke
edildi. iki arteri ve veni laminar akish kabin altinda steril makas ve disli penset seti
kullanilarak ayristirildi. Geriye kalan doku pargasi bistiiri ve makas kullanilarak kiiciik
pargalara ayristirildi, 6nceden hazirlanan enzim karisiminin igerisine alind1 ve 37 °C’deki

sicak su banyosunda sallanarak sindirilmesi saglandi. iki saat sonunda santrifiij tiipiiniin
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icindeki doku pargalart ayr1 bir santriflij tiipiine alindiktan sonra siispansiyon 200g’de 10
dakika santrifiij edildi. Enzim karigimindan olusan siipernatant tiipe alindiktan sonra ¢okelti
10 mL %20 FBS iceren kiiltiir mediyumu eklenerek resiispande edildi ve 75 cm®lik flaska
aktarildi. Enzim karisimi ve doku pargalarini igeren santrifiij tiipli yine aymi sekilde 37
°C’deki sicak su banyosunda sallanarak bekletildi. Bir saat sonunda santrifiij tiipliniin
icindeki doku pargalar1 ayr1 bir santrifiij tiipiine alindiktan sonra siispansiyon 200g’°de 10
dakika santrifiij edildi. Enzim karisimindan olusan siipernatant doku pargalarinin bulundugu
tiipe alindiktan sonra ¢okelti 10 mL %20 FBS igeren kiiltiir mediyumu eklenerek resiispande
edildi ve 75 cm®lik flaska aktarildi. Bu iki flask 2. saat ve 3. saat olarak etiketlendikten
sonra 37 °C %5 CO2 igeren inkiibatorde yaklasik 1 ay c¢ogalmaya birakildi. Hiicre
cogalmasinin nasil ilerledigi Hoffman modiilasyon kontrast mikroskobunda belli araliklarla

kontrol edildi.

Enzim karisiminda bulunan hyaluronidazin hiicre zarlarina zarar verebilecegi
diistiniilerek diger 3 farkli enzimle hazirlanan enzim karisimiyla protokol tekrarlandi. FBS
icermeyen kiiltiir mediyumunda 50 mL’lik santrifiij tiipii igerisine toplam hacim 45 mL
olacak sekilde hacimce %2’lik 900 pL dispaz, hacimce %0,2’lik 80 uL kollajenaz tip-11 ve
hacimce %0,1°lik 45 pL kollajenaz tip-1 eklenerek hazirlandi. Kordon pargalar1 37 °C’deki
sicak su banyosunda sallanarak sindirildi (Sekil 2.5). Dort saat sonunda santrifiij tiipiiniin
icindeki doku pargalar1 ayr bir santrifiij tiipline alindi ve siispansiyon 200g’de 10 dakika
santrifiij edildi. Enzim karisimindan olusan siipernatant doku pargalarinin bulundugu tiipe
alindiktan sonra ¢okelti 10 mL %20 FBS igeren kiiltiir mediyumu eklenerek resiispande
edildi ve 75 cm?lik flaska aktarildi. Flask 37 °C %5 CO; igeren inkiibatorde yaklasik 1 ay

cogalmaya birakildi. Hiicre ¢cogalmasi Hoffman modiilasyon kontrast mikroskobunda belli

araliklarla kontrol edildi.

Sekil 2.5: Enzimatik iGK-MSH Kiiltiirii. Gobek kordonu L-15 soliisyonu igerisinde hiicre kiiltiiriine
alindi (A ve B). Enzimatik kiiltiir i¢in gobek kordonunun damarlar1 ¢ikarildiktan sonra kiigiik
pargalara diseke edildi (C).
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2.4.31VS ve SAS’dan Eksplant Hiicre Kiiltiirii

Gobek kordonu stromasinda bulunan ince uzun uzantilara sahip telosit benzeri
hiicrelerin gdbek kordonundaki farkli stroma kiiltiirlerinde miktarlarinin =~ degisip

degismeyecegini gézlemlemek amaciyla iki farkli kiiltiir denendi.

Gobek kordonu orneklerinin eksplant hiicre kiiltiirii islemi i¢in 5 ecm kesildikten
sonra steril tasima soliisyonu Leibovitz-15 ortaminda diseke edildi. Iki arteri ve veni laminar
akigh kabin altinda steril makas ve digli penset seti kullanilarak ayristirildi. Geriye kalan
epitel ve altindaki stromadan olusan parca Onceden icinde parafin dondurulmus ve
ultraviyole (UV) 1s18a maruz birakilmis cam petri iizerine toplu ignelerle sabitlendi. Digli
penset ve bistiiri kullanilarak VS kazindi; 10 mL kiiltiir mediyumunda 50 mL’lik santrifiij
tiipii igerisine almarak makas yardimiyla 1-2 mm®liik kiigiik parcalara kesildi (Sekil 2.6).
Geriye kalan epitel ve altindaki SAS ayr1 bir 10 mL kiiltiir mediyumunda 50 mL’lik santrifiij
tiipii ierisine alinarak makas yardimiyla 1-2 mm®liik kiigiik parcalara kesildi. Bu islemler
iic farkli gobek kordonu &rnegi icin tekrarlandi. Tkiser VS ve SAS doku pargasini igeren
santrifiij tiipleri 200g°de 10 dakika santrifiij edildi. Siire sonunda istteki siipernatant atildi.
Doku pargalarinin oldugu ¢okelti iizerine her bir flask i¢in dérder mL %20 FBS iceren kiiltiir
mediyumu eklenerek resiispande edildi ve 25 cm®lik flasklara aktarildi. Her bir santrifiij
tipl icin lger adet flask kullanildi. Eksplant kiiltiir flasklari 37 °C %5 CO: igeren
inkiibatérde 18-20 giin ¢ogalmaya birakildi. Doku pargalarinin yapisip yapismadigi ve hiicre
cogalmasinin nasil ilerledigi Hoffman modiilasyon kontrast mikroskobunda kontrol edildi.
Hiicrelerin ¢ogalma yogunlugu arttiginda flasklardaki kiiltiir mediyumu aspire edildi, flasklar
D-PBS ile yikanip aspire edildi. Uzerine 2 mL tripsin-EDTA eklenerek inkiibatorde 8 dakika
bekletildi. Yapismus hiicrelerin kalktig1 mikroskop altinda gozlemlendikten sonra flasklara 4
mL %20 FBS igeren kiiltiir mediyumu eklendi. Flasklardaki siispansiyon 50 mL’lik santrifiij
tiiplerine aktarildi ve 200g°de 10 dakika santrifiij edildi. Siire sonunda siipernatant aspire
edildikten sonra ¢okelti her bir flask i¢in 10 mL %20 FBS igeren kiiltiir mediyumu eklenerek
resiispande edildi ve her santrifiij tiipii 2 adet 75 cm?lik flasklara aktarildi. Hiicrelerin
¢ogalma yogunlugu birka¢ giin arayla kontrol edildi ve kiiltiir mediyumlar1 yenilendi.
Hiicrelerin mikroskop altinda ¢ogalma yogunlugunun arttig1 gozlemlendiginde flasklardaki
kiiltiir mediyumu aspire edildi, flasklar D-PBS ile yikamp aspire edildi. Uzerine 4 mL
tripsin-EDTA eklenerek inkiibatorde 8 dakika bekletildi. Yapismig hiicrelerin kalktigi
mikroskop altinda gozlemlendikten sonra flasklara 8 mL %20 FBS iceren kiiltiir mediyumu
eklendi ve bu sayede enzim inhibe edildi. Flasklardaki siispansiyon 50 mL’lik santrifiij

tiiplerine aktarildi ve 200g°de 10 dakika santrifiij edildi. Siire sonunda siipernatant aspire
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edildikten sonra her 2 adet 75 cm?lik flask 1 kriyovialde dondurulmak {izere hiicre
dondurma islemine gecildi. Cokeltilerin iizerine 1620 pL. %20 FBS igeren kiiltiir mediyumu
eklenerek resiispande edildi ve siispansiyonlar kriyoviallere aktarildiktan sonra {izerlerine
180 uL (hacimce %10 olacak sekilde) DMSO yavas yavas damlatilarak eklendi ve
kriyovialler Mr. Frosty® icerisinde 1. pasajda dondurularak -80 °C’ye kaldirildi. Birkag giin
sonra hiicreler ilerleyen deneyler i¢in uzun zamanl saklama amaciyla -196 °C olan s1vi azot

tankina yerlestirildi (Can & Balci, 2011).

Sekil 2.6: Gobek kordonundan IVS ve SAS hiicre Kkiiltiirii. Gobek kordonu L-15 soliisyonu
igerisinde hiicre kiiltiiriine alind1 (A). Gébek kordonunun 5 cm’lik parcasi IVS ve SAS hiicre kiiltiirii
icin ayrildi (B). Gobek kordonu damarlari ¢ikarildi (C). Parga 6nceden i¢inde parafin dondurulmus ve
UV’lenmis cam petri iizerine toplu ignelerle sabitlendi (D). Disli penset ve bistiiri kullanilarak 1VS
kazindi (E). Pargalar kiiltiir mediyumunda 50 mL’lik santrif{ij tiipii igerisine alinarak cerrahi makas

yardimiyla 1-2 mm?®liik kiiciik pargalara kesildi (F).

2.4.4 iGK-MSH’nin Calcein AM ile isaretlenmesi ve Goriintiilenmesi

Sivi azottan alinan bir adet kontrol olgusu (1. pasaj) kriyoviali -196 °C’deki sivi
azottan 37 °C’deki su banyosuna alind1 ve 1-2 dakika beklendikten ve ¢oziildiikten sonra 8
mL %10 FBS ve %1 PS, AMP ve L-Glutamin igeren kiiltir mediyumuna hafifce
damlatilarak alindi ve 200g°de 10 dakika santrifiij edildi. Siire sonunda kiiltir mediyumu
aspire edildi ve ¢okelti tizerine 45 mL %10 FBS ve %1 PS, AMP ve L-Glutamin igeren
kiiltiir mediyumu eklenerek resiispande edildi. Siispansiyondan 20 mL alinarak 75 cm?lik 2
adet flaska aktarildi ve flasklar 37 °C %5 CO; igeren inkiibatore kaldirildi. Yaklagik 8-10
saat sonra hiicrelerin yapismasindan sonraki ¢ogalmayi gozlemlemek amaciyla bir flask

inkiibatorde JuLI® canli hiicre kay1t cihazma (Nanogentek, JuLl Br&FI Station FGSC, Kore)
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alind1 ve faz kontrast mikroskobunda ¢ogalma yogunlugu goriintiileri ¢ekildi ve 18 saatlik
bir video kaydi alindi. Hiicrelerin birbiriyle iletisimlerini gézlemlemek amaciyla tam olarak
yapisgip ¢ogalma yogunluklarinin 2-3 giin sonra bir miktar daha artmasinin ardindan uzun
ince hiicrelerin oldugu alandan ¢ogalma yogunlugunun tamamen arttig1 72 saatlik bir video

kaydi alindi.

Hiicreleri floresan isaretleyip goriintii almak adina 1,5 pM’lik Calcein AM (Corning,
354216, Ingiltere) soliisyonu hazirlandi. Stok Calcein AM ¢ozeltisinden 18 pL almarak 10
mL FBS icermeyen ¢ozeltisi igerisine eklendi ve aliiminyum folyoya sarilarak +4 °C’ye
kaldirild1. Ikinci flaskta bulunan hiicrelerin gogalma yogunlugu biraz daha arttiktan sonra
flasktaki kiiltiir mediyumu aspire edildi, flasklar 2 kez D-PBS ile yikanip aspire edildi.
Sonrasinda flaska 10 mL Calcein AM iceren FBS icermeyen ¢ozeltisi eklendi ve 37 °C %5
CO; igeren inkiibatérde 100 dakika bekletildi. Siire sonunda kiiltiir mediyumu aspire edildi
ve 2 kez D-PBS ile yikanip aspire edildi. Flaska %20 FBS igeren kiiltiir mediyumu eklendi
ve inkiibatérdeki JuLI® cihazinin yesil floresan protein (GFP) modiilii kullanilarak uzun ince
hiicrelerin floresan goriintiileri alind1 (Sekil 2.7). Sonrasinda flasklar 2.4.1’deki protokole

uygun olarak hiicre kaldirma ve dondurma iglemleriyle donduruldu ve sivi azota kaldirildi.

Sekil 2.7: iGK-MSH’nin hiicre kayit cihazinda (JuLI®) goriintiilenmesi. Faz kontrast (A) ve
Calcein AM isaretlenerek goriintiilendi (B).

2.4.5 iGK-MSH’nin immiinofloresan isaretleme I¢in Fiksasyonu

Iki adet 24 kuyucuklu kiiltiir kabr igerisine 48 adet poli-L-lizin kaplannis cam lamel

kondu ve UV 1s1g8a maruz birakildi. Sonrasinda sivi azottan alinan bir adet kontrol olgusu (1.
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pasaj) kriyoviali -196 °C’deki siv1 azottan 37 °C’deki su banyosuna alindi ve 1-2 dakika
beklendikten ve ¢oziindiikten sonra 8 mL hacimce %10 FBS ve %1 PS, AMP ve L-Glutamin
igeren kiiltir mediyumuna hafifce damlatilarak alind1 ve 200g°de 10 dakika santrifiij edildi.
Siire sonunda kiiltiir mediyumu aspire edildi ve ¢okelti {izerine 48 mL %10 FBS ve %1 PS,
AMP ve L-Glutamin iceren kiiltiir mediyumu eklenerek resiispande edildi. Her bir kuyucuga
birer mL olacak sekilde hiicrelerin ekimi saglandi. Hiicreler (2. pasaj) inkiibatore kaldirildi
ve 4 giin sonra kontrol edildi. Hiicrelerin Hoffman modiilasyon kontrast mikroskobunda %90

¢ogalma yogunluguna ulastiklar1 goriildiigtinde cam lamellerin fiksasyonu yapildi.

Ilk olarak kiiltiir mediyumu aspire edildi ve kuyucuklar ikiser kez D-PBS ile yikandi.
Ucgiincii kez D-PBS konduktan sonra ¢eker ocagin altinda islemlere devam edildi. Her
kuyucuktan D-PBS aspire edildikten sonra birer mL %3,5 PFA kuyucuklara kondu. Kiiltiir
kabinin kapagi kapatildi ve bir rocker ilizerinde yavasga 20-25 dakika sallandirildi. Siire
sonunda PFA aspire edildi ve ikiser kez PBS azide ile yikandi. Ugiincii kez kuyucuklara birer
mL PBS azide eklendi. Kuyucuklarin aralarindaki bolmelere distile su konarak nemli ortam
korundu ve buharlagma engellendi. Kiiltiir kabinin kapagi kapatildiktan sonra selofan bant ile

hava almayacak sekilde bantlanarak saklamak icin +4 °C’ye kaldirildu.

2.4.6 iGK-MSH’de Telositlere Ozgii Belirtecler Kullamlarak Akim Sitometri

Analizlerinin Yapilmasi

iGK-MSH’de telositlere 6zgii belirte¢ler kullanilarak bu hiicre popiilasyonunun
ylizdesinin akim sitometriyle saptanmasi ve hiicrelerin FACS islemi ile ayristirilmasi
amaglandi. Akim sitometri deneyleri toplam 3 kez tekrarlandi. Bu ti¢ deney sematik olarak
ozetlendi (Sekil 2.8). Kullanilan antikorlar; kullanim kulavuzlarinda yer alan akim sitometri
icin Onerilen diliisyonlara uygun diliie edildi. Biitiin deneylerde CD34 antikoru (Abcam,
ab762, Birlesik Krallik) fare kaynakli oldugu i¢in ikincil antikoru olarak FITC GaM
(Floresan izotiyosiyanat Goat-anti-Mouse) (Calbiochem, 401244, ABD) ve PDGFR-o
(Abcam, ab203491, Birlesik Krallik) ve c-Kit (CD117) (Finetest, FNab01726, ABD)
antikorlar1 da tavsan kaynakli oldugu i¢in ikinci antikorlar1 olarak Cy3 GaRb (Siyanin-3
Goat-anti-Rabbit) (Jackson Immunoresearch, 11-165-045, Birlesik Krallik) kullanildi.
Birincil antikorlardan CD34 ve c-Kit (CD117) stoktan 1:500 diliisyonlarda PDGFR—a ise
stoktan 1:200 diliisyonda hazirlanarak kullanilda.

Biitiin akim sitometri islemleri Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Onkoloji
Anabilim Dali’ndan hizmet alim ile yapildi. Ornekler BD FACS Canto 11 (Becton

Dickinson, ABD) cihazi ve FlowJo (Becton Dickinson, ABD) yazilimi kullanilarak analiz
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edildi. Ilgili antikorlarin pozitiflik yiizdeleri izotipik kontrole (negatif kontrol) ve

otofloresana gore belirlendi.

IIk akim sitometri deneyinde birincil antikorlar ikili analiz edildi. Oncelikle sivi
azottan alinan bir adet kontrol olgusu (1. pasaj) kriyovial -196 °C’deki sivi azottan 37
°C’deki su banyosuna alind1 ve 1-2 dakika beklendikten ve eridikten sonra 8 mL hacimce
%10 FBS ve %1 PS, AMP ve L-Glutamin igeren kiiltiir mediyumuna hafif¢e damlatilarak
alind1 ve 200g°de 10 dakika santrifiij edildi. Siire sonunda kiiltiir mediyumu aspire edildi ve
¢okelti tizerine 40 mL %20 FBS ve %1 PS, AMP ve L-Glutamin igeren kiiltiir mediyumu
eklenerek resiispande edildi. Siispansiyondan 20 mL almarak 2 adet 175 cm? flaska ekildi.
Hiicreler %80 ¢ogalma yogunluguna ulastiginda flasklar bir kez D-PBS ile yikandi ve aspire
edildikten sonra {lizerine 6 mL Tryple (Gibco Thermo Scientific, 12604013, ABD) eklenip 37
°C’de 8 dakika inkiibe edildi. Siire sonunda hiicrelerin kalktig1 mikroskopta gézlemlendikten
sonra enzim iizerine 12 mL %20 FBS iceren kiiltir mediyumu eklenerek inhibe edildi.
Hiicreler santrifiij tliplerine toplandiktan sonra 200g’de 10 dakika santrifiij islemi
gergeklestirildi. Santrifiij sonrasinda kiiltir mediyumu aspire edildi ve iizerine 1 mL FBS
icermeyen kiiltiir mediyumu eklendi ve restispande edildi. Hiicre siispansiyonu birincil
antikorlarmn oldugu 15 mL’lik santrifiij tiiplerine 400’er pL ve izotipik kontroliin yapilacagi
santrifiij tlipiine ise 200 pL olacak sekilde paylastirildi ve her santrifiij tiipii toplam 500 pL
olacak sekilde toplam hacimleri FBS igermeyen kiiltiir mediyumu kullanilarak tamamlandi.
Akim sitometri islemi igin hiicre stispansiyonunun tizerine birincil antikor uygulamasi igin
ilk 15 mL’lik santriftij tipiine 1 pL CD34 ve 2,5 uL PDGFR—o; diger 15 mL’lik santrifiij
tiiptine ise 1 pL CD34 ve 1 uL c-Kit (CD117) birincil antikorlar1 eklendi ve oda sicakliginda
30 dakika inkiibe edildi. Siire sonunda 200g’de 10 dakika santrifiij edildi ve siipernatant
atild1 ve ¢okeltiler 500 pL FBS igermeyen kiiltiir mediyumu Kkullanilarak resiispande edildi.
Siispansiyonlarin tizerine ikincil antikorlar; 1 pL FITC GaM ve 0,75 uL Cy3 GaRb eklendi.
Uciincii tiipteki izotipik kontrole ise yine bu iki ikincil antikor eklendikten sonra karanlkta
(aliiminyum folyoya sarilarak) oda sicakliginda 30 dakika inkiibe edildi. Santrifiij tliplerine
5-10 dakikada bir hafifce vurarak karigmasimi saglandi ve inkiibasyon siiresi boyunca
laminar kabinin ve hiicre kiiltiirii laboratuvarinin isiklari kapali tutuldu. Siire sonunda
santrifiij islemi gergeklestirildikten sonra siipernatant aspire edildi ve 500 uLL FBS igermeyen
kiltiir mediyumu kullanilarak tekrar yikandi. Tekrar santrifiij edildi ve ¢okeltilerin iizerine
200 pL FBS icermeyen kiiltir mediyumu eklendikten sonra santrifiij tiipleri aliiminyum
folyoya sarilarak buz akiileriyle analiz i¢in Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Onkoloji

Anabilim Dali Temel Onkoloji Laboratuvari’na gotiiriildii.
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Akim sitometrinin ikinci deneyinde birincil antikorlarin inkiibasyon siiresi arttirildi,
ikincil antikor diliisyonu 1/4 oraninda seyreltilerek 1/2000 olacak sekilde yapildi ve
isaretlenmemis (unstained) hiicre stispansiyonu da analiz edildi. Hiicreler ilk deneyde oldugu
gibi Tryple kullanilarak kaldirildiktan ve enzim inhibe edildikten sonraki 36 mL’lik hiicre
siispansiyonu 4 adet 15 mL’lik santrifiij tiipiine 2 tanesine on ikiser mL ve diger 2 tanesine
de altisar mL olacak sekilde bolustiiriildii. Santriftij tiipleri 200g’de 10 dakika santrifiij
edildi. Santrifiij sonunda kiiltir mediyumlar: aspire edildi ve birincil antikorlarin olacagi
(santrifiij oncesi 12 mL hiicre silispansiyonu igeren) santrifiij tiiplerine birincil antikor
karisimlar1 (500 pL FBS i¢ermeyen kiiltiir mediyumu kullanilarak Eppendorf tiiplerinde
uygun diliisyonlarinda 6nceden hazirlandi ve dogrudan ¢okelti lizerine konarak resiispande
edildi) eklendi. Ik santrifiij tiipiine 1 pL CD34 ve 2,5 uL PDGFR—a ve ikincisinde de 1 pL
CD34 ve 1 puL c-Kit olacak sekilde ¢okeltiler 500 uL kiiltiir mediyumu-antikor karisimi ile
resiispande edildi. Isaretlenmemis ve izotipik kontrol santrifiij tiiplerine de 500 pL FBS
icermeyen kiiltir mediyumu eklendi. Santrifiij tiipleri oda sicakliinda 50 dakika inkiibe
edildi. Siire sonunda 200g°de 10 dakika santrifiij edildi ve siipernatant atild1. Isaretlenmemis
grup hari¢ diger 3 santrifiij tiiplindeki biitiin ¢okeltilerin iizerine ikincil antikor karisimlart
(500 pL FBS igermeyen kiiltir mediyumu kullanilarak Eppendorf tiiplerinde 1:2000
oraninda 6nceden hazirlandi ve dogrudan ¢okelti iizerine konarak resiispande edildi) eklendi.
Ikincil antikor koktelleri 500 uL FBS icermeyen kiiltiir mediyumunda 0,250 pL FITC GaM
ve 0,188 uL Cy3 GaRb antikorlarini igeriyordu. Isaretlenmemis gruba ait santrifiij tiipiindeki
¢okelti ise 500 puL FBS igermeyen kiiltir mediyumu kullanilarak resiispande edildi. Santrifiij
tiipleri karanlikta (aliiminyum folyoya sarilarak) oda sicakliginda 30 dakika inkiibe edildi, 5-
10 dakika aralarla bir hafif¢e vurarak karigmasini saglandi ve inkiibasyon siiresi boyunca
laminar kabinin ve hiicre kiiltiirii laboratuvarinin isiklart kapali tutuldu. Santrifiij islemi
gerceklestirildikten sonra siipernatant aspire edildi ve 100 yL FBS ig¢ermeyen Kkiiltiir
mediyumu kullanilarak tekrar yikandi, siispansiyonun 10 pL’si lama yaymak icin ayrildi.
Stispansiyonun tizerine 410 pL daha FBS igermeyen kiiltir mediyumu eklendi. Hiicre
stispansiyonu (500 pL) tekrar santrifiij edildi. Siipernatantlar aspire edildikten sonra
¢okeltilerin tizerine 200 pL FBS icermeyen kiiltir mediyumu eklendikten sonra santrifiij
tiipleri aliiminyum folyoya sarilarak buz akiileriyle analiz icin Hacettepe Universitesi Tip

Fakiiltesi Onkoloji Anabilim Dal1 Temel Onkoloji Laboratuvari’na gotiiriildi.

Son akim sitometri deneyinde ise kullanilan birincil antikorlar hiicre
sispansiyonlarinda ikili degil tek tek analiz edildi. Hiicreler 6nceki deneylerde oldugu gibi
Tryple kullanilarak kaldirildiktan ve enzim inhibe edildikten sonraki 36 mL’lik hiicre

stispansiyonu 6 adet 15 mL’lik santrifiij tiiptine her birine altisar mL olacak sekilde
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boliistiiriildii. Santrifiij tiipleri 200g°de 10 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonunda kiiltiir
mediyumlar: aspire edildi ve birincil antikorlarin olacagi 3 adet santrifiij tiipiine birincil
antikor karisimlart (500 pL FBS ig¢ermeyen kiiltir mediyumu kullanilarak Eppendorf
tiplerinde uygun diliisyonlarda 6nceden hazirlandi ve dogrudan ¢ozelti iizerine konarak
resiispande edildi) eklendi. Ilk santrifiij tiipiine i¢inde 1 pL CD34 antikoru olan 500 pL
kiltir mediyumu-antikor karigimi, ikincisine i¢inde 2,5 pL PDGFR—a antikoru olan 500 puL
kiltir mediyumu-antikor karigimu ile ve tiglinciisiine de i¢inde 1 uL c-Kit antikoru olan 500
nL kiiltiir mediyumu-antikor karisimi eklenerek ¢ozeltiler resiispande edildi. Isaretlenmemis
ve izotipik kontrollerin olacagi santrifiij tiiplerine de 500 pL FBS icermeyen Kkiiltiir
mediyumu eklendi. Santrifiij tiipleri oda sicakliginda 50 dakika inkiibe edildi. Siire sonunda
santrifiij tiipleri 200g’de 10 dakika santrifiij edildi ve siipernatantlari aspire edildi.
Isaretlenmemis grup hari¢ diger 5 santrifiij tiipiindeki biitiin ¢okeltilerin iizerine ikincil
antikor karisimlari (500 pL FBS igermeyen kiiltiir mediyumu kullanilarak Eppendorf
tiplerinde 1:2000 oraninda onceden hazirlandi ve dogrudan c¢okelti tizerine Kkonarak
reslispande edildi) eklendi. CD34 birincil antikorunu igeren santrifiij tiiptine FITC GaM
ikincil antikoru, PDGFR-a ve c—Kit antikorlarini igeren santrifiij tiipiine Cy3 GaRb ikincil
antikoru, izotipik kontroller i¢in bir ¢okeltinin iizerine FITC GaM ikincil antikoru, diger bir
¢Okeltinin tizerine Cy3 GaRb ikincil antikoru eklendi. Her bir ilgili santrifiij tiipd i¢in ikincil
antikor karigimlar1 500 puL. FBS i¢ermeyen kiiltiir mediyumunda 0,250 pL FITC GaM ve
500 pL FBS igermeyen kiiltiir mediyumunda 0,188 pL. Cy3 GaRb antikorlarini igeriyordu.
[saretlenmemis gruba ait olan santrifiij tiipiindeki ¢okelti ise 500 pL FBS icermeyen kiiltiir
mediyumu kullanilarak restispande edildi. Santrifiij tiipleri karanlikta (aliminyum folyoya
sarilarak) oda sicakliginda 30 dakika inkiibe edildi. Santrifiij tipleri aralarda 5-10 dakikada
bir hafif¢ce vurarak karigmasini saglandi ve inkiibasyon siiresi boyunca laminar kabinin ve
hiicre kiiltiirii laboratuvarinin 1siklart kapali tutuldu. Siire sonunda santrifiij islemi
gergeklestirildikten sonra siipernatant aspire edildi ve 100 pL FBS igermeyen kiiltiir
mediyumu kullanilarak tekrar yikandi, siispansiyonun 10 pL’si lama yaymak i¢in ayrildi.
Siispansiyonun tizerine 410 pL daha FBS igermeyen kiiltir mediyumu eklendi. Hiicre
stispansiyonu (500 pL) tekrar santrifiij edildi. Stipernatant aspire edildikten sonra ¢okeltilerin
iizerine 200 pL FBS icermeyen kiiltir mediyumu eklendikten sonra santriflij tiipleri
aliiminyum folyoya sarilarak buz akiileriyle analiz icin Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi

Onkoloji Anabilim Dali Temel Onkoloji Laboratuvari’na gotiiriildii.
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Antikor isaretlemeleri
Birincil Antikorlar

izotipik Kontrol

Antikor isaretlemeleri
Birincil Antikorlar

Birincil Antikorlar Ikincil Antikorlar Birincil Antikorlar

(D34 (1:500) (D34 (1:500) FITC GaM (1:500) CD34 (1:500) CD34 (1:500)
+ + + + +
PDGFR-a (1:200) cKit (1:500) Cy3 GaRb (1:500) PDGFR-a (1:200) c-Kit (1:500)

(30 dakika oda sicakhig) (30 dakika oda sicakligr) (30 dakika oda sicakhgn)
Ikincil Antikorlar

FITC GaM (1:2000)

Ikincil Antikorlar
FITC GaM (1:2000)

Ikincil Antikorlar
FITC GaM (1:500)

Ikincil Antikorlar
FITC GaM (1:500)

izotipik Kontrol isaretlenmemis

Ikincil Antikorlar
FITC GaM (1:2000)
+
Cy3 GaRb (1:2000)

(50 dakika oda sicakligi) (50 dakika oda sicaklign) (30 dakika oda sicakhgn)

+ + + +
Cy3 GaRb (1:500) Cy3 GaRb (1:500) Cy3 GaRb (1:2000) Cy3 GaRb (1:2000)
(30 dakika oda sicakli@) (30 dakika oda sicakh@r) (30 dakika oda sicakligi) (30 dakika oda sicakhgn)

(1)

(2)

Antikor isaretlemeleri

Ikincil Antikor Ikinc

FITC GaM (1:2000)

Birincil Antikor
cKit (1:500)
(50 dakika oda sicakhign)

Birincil Antikor
PDGFR-a (1:200)
(50 dakika oda sicaklign)

Birincil Antikor
CD34 (1:500)
(50 dakika oda sicakhign)

Ikincil Antikor

Cy3 GaRb (1:2000)
(30 dakika oda sicakligr)

(3)

Ikincil Antikor
Cy3 GaRb (1:2000)
(30 dakika oda sicakhg)

Ikincil Antikor
FITC GaM (1:2000)
(30 dakika oda sicaklign)

izotipik Kontroller

isaretlenmemis

il Antikor

Cy3 GaRb (1:2000)
(30 dakika oda sicakhgr) (30 dakika oda sicakhgr)

Sekil 2.8: Akim sitometri deneyleri. Toplam {i¢ kez tekrarlanan akim sitometri deneylerinin sematik

gosterimi.

2.4.6.1 Akim Sitometri Orneklerinin Konfokal Mikroskopta incelenmesi

Akim sitometride gbzlemlenen &rneklerin protein

ifadesinin ayrica

siiper

¢Oziiniirlikkli konfokal mikroskobunda incelenmesi ve karsilagtirilmast amaglanarak yayma

preparatlar hazirland1.
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Ikinci ve iigiincii akim sitometri deneylerinde son santrifiijden once her bir tiipteki
isaretli ya da isaretsiz hiicre siispansiyonlarindan 10 pL ayr bir Eppendorf tiipe alindi ve
tizerine 90 pL %3,5 PFA ¢ozeltisi eklenip resiispande edildi. Sonrasinda 5-10 dakika oda
sicakliginda fiksasyonu i¢in beklendikten sonra Eppendorf tiipler 200g°de 10 dakika santrifiij
edildi. Santrifiij sonunda siipernatant ¢ekildi ve ¢okelti lizerine 10 uL. PBS ve 10 uL de
Hoechst 33258 igeren kapatma mediyumu (5 mL gliserol (Sigma Aldrich, G5516, Almanya),
5 mL PBS, 250 mg azide (Sigma Aldrich, S8032, Almanya) ve 10 uL Hoechst stok ile
hazirlandi) eklenerek resiispande edildi. Her bir Eppendorf tiiptindeki 20 uL fikse edilmis ve
cekirdekleri isaretli hiicre siispansiyonlari lamlara alindiktan sonra 18x18 mm lamellerle
kapatildi, tirnak cilasiyla cergevelendi ve siiper ¢oziniirlikli konfokal mikroskobunda

gozlemlemek amacryla +4 °C’ye kaldirildi.
2.5 Taramah Elektron Mikroskopi (SEM)

Taramali elektron mikroskobu igin 2.4.5’te verildigi tizere hiicreler 24 kuyucuklu
kiltir kabinin 12 kuyucugundaki yuvarlak cam lameller iizerinde ¢ogatildi. Cogalma
yogunluklar1 %90’a ulastiginda kiiltiir mediyumu aspire edildi ve kuyucuklar 2 kez D-PBS
ile yikandi. Kuyucuklara 200 pL %2,5 glutaraldehit soliisyonu eklendi ve 30 dakika oda
sicakliginda fikse edildiler. Siire sonunda 2 kez on beser dakika 0,1 M Sorenson tamponunda
yikandi. Sonrasinda OsOa stok ¢ozeltisi (%1°lik OsO.) ile 0,2 M Sorenson tamponu 1:1
oraninda sulandirilarak filtre edildi ve oda sicakliginda 30 dakika post fiksasyon yapildi.
Sonrasinda ornekler 2 kez on beser dakika 0,1 M Sorenson tamponuyla yikandi. Sirasiyla
%30, %50, %75 ve %95 etanol serilerinde birer kez on beser dakika bekletildi. En son 2 kez
15’er dakika %100 etanolde bekletildi. Sonrasinda 12 cam lamelin 4 tanesi 6nce 1:1 saf
etanol+hekzametildisilazan (HMDS) (Fluka Analytical, 52620, Almanya) karisiminda 5
dakika tutuldu, daha sonra HMDS i¢inde kendiliginden buharlagana kadar 3-5 dakika
bekletildi. Ornekler karbon kapli (Carbon adhesive tabs; EM Sciences, 77825-12, Ingiltere)
aliiminyum tutacaklara (stab) (Aluminum mount; EM Sciences, 75191, Ingiltere)
yerlestirildi. Staba tutturulan Ornekler Sputter Coater kaplama cihazinda (EMITECH,
K550X, Ingiltere) nce 10 dakika vakum altinda tutuldu ve daha sonra 15 nm kalinhiginda (2
dakika 15 mA akim) altin-paladyum ile kapland: (Sekil 2.9). Ornekler 15 kEV'de, yiiksek
vakum modunda, sekonder elektron dedektorii kullanilarak taramali elektron mikroskobunda
(LEO 438 VP SEM, ingiltere) incelendi. Hiicre 6lgiimleri alman gériintiiler iizerinde yapildi.
Tek (2 MB) ve birlestirilmis dijital goriintiiler, Adobe Photoshop (ver. 2022) yazilimimin

otomatiklestirme 6zelligi kullanilarak yapilandirildi. Fikse edilmis diger cam lamellerin
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bulundugu kiiltiir kabinin kuyucuklarinin aralarindaki bélmelere distile su konarak nemli

ortamda bantlanarak +4 °C’de sakland.

Sekil 2.9: Taramal elektron mikroskopi. Ornekler karbon kapli ve aliiminyum tutacak (stab) ve
cam lamellere tutturuldu (A ve B). Ornekler vakumla altin-paladyum ile kapland: (C) ve taramali

elektron mikroskobunda incelendi (D).

2.6 Antikorlar, Immiinfloresan Isaretleme ve Siiper Coziiniirliiklii Konfokal

Mikroskopi

Immiinofloresan isaretlemelerde hem telositlere dzgii hem de gobek kordonu stroma
hiicrelerine 6zgii bir dizi antikorun fikse edilmis hiicre kdltiirii hiicrelerindeki ve gdobek
kordonu kesitlerindeki ifadesinin siiper ¢oziiniirliiklii konfokal mikroskobunda incelenmesi

amaglandi. Hiicre 6lgtimleri alinan goriintiiler lizerinde yapildi.

Immunofloresan ¢ift etiketleme prosediirleri, %3,5 PFA ile fikse edilmis
dondurulmus kesitler ve cam lamellerdeki hiicreler iizerinde bir dizi birincil ve ikincil
antikor (Cizelge 2.1) kullanilarak gerceklestirildi. Cekirdek i¢in Hoechst 33258 (1 mg/mL,
1:1 PBS/gliserol montaj ortaminda) kullanildi. Tiim antikorlar PBS'de belirtilen diliisyon
oraninda seyreltildi ve aksi belirtilmedikge nemli bir odacikta inkiibe edidi. ilk olarak,
birincil antikorun bulunmadigi veya uygun doku ve/veya doku bileseninin kullanildigi
pozitif ve negatif kontrol &rnekleri test edildi. Immiinofloresan isaretlemeler yapilirken
bloklama ¢ozeltisi (10 mL PBS igerisinde 0,2 g sigir serum albiimin (BSA) (Bioshop,
ALBO001.50, Kanada) ¢oziildii. Bu soliisyondan 799 pL alindi, iizerine 200 pL. normal kegi
serumu (NGS) (Sigma Aldrich, G9023, Almanya) ve 1 pLL Tween-20 (Biorad, 170-6531,
Birlesik Arap Emirlikleri) eklenerek hazirland1 ve +4 °C’ye kaldirildi) kullanildi. On alt1
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farkli gobek kordonunda, pozitif kontrol olarak kullanilan dokularda ve cam lamellerdeki

hiicrelerde uygulanan immiinfloresan isaretleme protokolleri 2.6.1 ve 2.6.2°de verilmistir.

Floresan olarak etiketlenmis 6rnekler, Zeiss LSM-880 konfokal sistemi kullanilarak
incelendi ve kaydedildi. Floresan prob tiirlerine bagh olarak birden fazla lazer hatti (405,
488, 533 ve 633 nm) kullanildi. Her protein i¢in lazer ve tarama parametreleri referans
histogramina gore ayarlandi ve sabit tutuldu. Airyscan® dedektorii ile x10 (kuru) ve x40 (su
immersion) objektiflerle 1.8-2.2 zoom faktorii kullanildi. Z-ekseni gorintiilerinin hacmi
otomatik olarak hesaplandi ve tiim optik kesit kiimesi i¢in ayni sekilde hizalandi. Zen Desk
yaziliminin (ver. 2.3) 3B modiilii, Z-ekseni goriintiilerini analiz etmek i¢in kullanildi. On
kesit, on altt farkli gobek kordonu &rneginden analiz edildi. Tim kesitlerden temsilci
alanlarin (3-6) koordinatlar1 elektronik olarak kaydedildi ve ardindan her alandan ondan
altmisa kadar ardisik optik kesit (0.19-1 pm araliklarla) bir araya getirilerek 12-15 pm
kalinliginda 3B bilesik ¢ift kanal goriintiileri olusturuldu (Sekil 2.10). Alinan goriintiiler
Adobe Photoshop (ver. 2022) kullanilarak yapilandirildi.

Cizelge 2.1: iImmiinofloresan isaretlemelerinde kullamlan birincil antikorlar, ikincil antikorlar

ve boyalar.
Antikor Kaynak Marka Katalog # Diliisyon Hiicre Doku Bloklama
IF IF Cozeltisi?
Anti-a-Aktinin Fare Sigma A5044 1:100 + - Negatif
Anti-a-SMA Fare Sigma A5228 1:100 + - Negatif
Anti-Caveolin-1 Tavsan Finetest FNab01313 1:100 + + Farksiz
Anti-CD34 Fare Abcam ab762 1:100 + + Pozitif
Beckton- .
Anti-CD34 Fare . 550390 1:100 + + Pozitif
Dickinson
1:100 ve .
Anti-CD34 Tavsan Thermo PA585917 + + Pozitif
1:500

Birincil Anti-CD34 Tavsan Abcam ab81289 1:100 + + Pozitif
Antikorlar Anti-CD73 Fare Abcam ab54217 1:100 + + Pozitif
Anti-CD90 Fare Abcam ab225 1:100 + + Pozitif
Anti-CD105 Fare Abcam ab11414 1:100 + + Pozitif
Anti-c-Kit (CD117) Tavsan Finetest FNab01726 1:100 + + Farksiz
Anti-Laminin Fare Sigma L8271 1:100 + + Pozitif
Anti-Pansitokeratin Fare Sigma C2562 1:100 + + Pozitif
Anti-PDGFR-a Tavsan Abcam ab203491 1:100 + + Farksiz
Anti-Vimentin Fare Finetest FNab09410 1:100 - + Farksiz
Anti-Vimentin Fare Sigma V6630 1:100 - + Farksiz

FITC GaM Keci Calbiochem 401244 1:100 + + -

ikincil
i Cy5 GaM Kegi Zymed Lab 81-6516 1:100 - +
Antikorlar
FITC GaRb Kegi Abcam ab6717 1:200 - + -
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Jackson

Cy3 GaRb Kegi 11-165-045 1:100 + +
Imm.
Amanita X i
FITC Phalloidin . Sigma P5282 1:10 A + Negatif
phalloides
o Amanita . .
Boyalar 633 Phalloidin . Invitrogen A22284 1:100 + + Negatif
phalloides
Molecular
Hoechst 33258 - 33258 1:1000 + +
Probes

Sekil 2.10: Siiper ¢oziiniirliiklii konfokal mikroskopi. Z-ckseninde goriintii toplama ozelligi
kullanilarak her alandan ondan altmisa kadar ardigik optik kesit (0.19-1 pum araliklarla) bir araya
getirilerek 12-15 pm kalinhiginda 3B bilesik ¢ift kanal goriintiileri olusturuldu (A). IF isaretlenmis

gobek kordonu kesitlerinin siiper ¢oziiniirliiklii konfokal mikroskobunda incelendi (B).

2.6.1 Gobek Kordonu ve Pozitif Kontrol Doku Kesitlerinde immiinofloresan

Isaretleme

Pozitif kontrol kriyokesitleri olarak anti-laminin antikoru i¢in fare bdbregi, anti-
sitokeratin antikoru i¢in fare kill1 derisi, anti-vimentin antikoru igin fare bagirsagi, anti-CD34
ve anti-c-Kit (CD117) antikorlar1 i¢in fare kemik iligi, anti-caveolin-1 ve anti-a-SMA
antikorlar i¢in fare mesanesi, anti-PDGFR-a ve anti-a-aktinin antikorlar: icinse fare dili
kriyokesitleri kullanildi. Bu dokularin fiksasyonu ve kesit alinmasi 2.2.’de verilen fiksasyon
prosediiriine uygun yapildi. Pek cok antikorun uygun boyanip boyanmadigr gobek

kordonunun kendisinde de kontrol edildi (internal kontrol).

2.2’de fikse edilip kriyomikrotomda kesilen 16 olgudan aliman gobek kordonu

kriyokesiti ve pozitif kontrol dokular kriyokesitlerinin etrafi antikor uygulamalarindan énce
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hidrofobik PapPEN® (Patolab, Tiirkiye) kullanilarak gercevelendi. Kesitlerin {izerine dnce
PBS, sonra bloklama ¢6zeltisi damlatildi ve nemli bir ortamda +4 °C’de 1 saat bekletildi.
Stire sonunda kesitlerin iizerindeki ¢ozelti aspire edildi ve kesitlerin iizerine birincil
antikorlart kesit yiizeyini kaplayacak kadar kondu. Birincil antikorlar 37 °C’de inkiibatorde
(Biolab, Singapur) 3 saat inkiibe edildi. Siire sonunda birincil antikorlar kesit yiizeyinden
aspire edildikten sonra kesitler 3 kez 5’er dakika PBS’le yikandi. Ikincil antikorlar kesitlere
damlatildiktan sonra 37 °C’de 2 saat inkiibe edildi. Siire sonunda tekrar 3 kez 5’er dakika
PBS’le yikama yapildi ve kesitlerin iistine 20 pL Hoechst 33258 iceren kapatma
mediyumlart damlatildi. Kesitler 18x18 mm lamellerle kapatildi, tirnak cilasiyla

cercevelenerek konfokal mikroskobunda gozlemlemek amaciyla +4 °C’ye kaldirildi.

Negatif antikor kontrollerinin yapilacagi gébek kordonu kriyokesitleri nemli ortamda
bloklama ¢6zeltisinde +4 °C’de 1 saat bekletildi. Bloklama ¢ozeltisi ¢ekilip kesitlere ikincil
antikorlar damlatildi ve 37 °C’de 2 saat inkiibe edildi. Siire sonunda tekrar 3 kez 5’er dakika
PBS’le yikama yapildi ve kesitlerin iistiine Hoechst i¢eren kapatma mediyumu konarak

yukaridaki prosediire uygun kapatildi.

Ikili immiinfloresan isaretlemeler icin ise yukaridaki antikor ve yikama adimlari
aynen uygulandi. Bloklama c¢ozeltisi, ilk birincil antikor uygulamasi ve ikincil antikor
uygulamasindan sonraki yikama islemi ardindan cam lamellerin iizerine ikinci birincil
antikor damlatilarak yine 3 saat dakika inkiibe edildi. Siire sonunda tekrar 3 kez 5’er dakika
PBS’le yikama yapildi ve Kkesitlerin iizerlerine uygun diliisyonlarinda ikinci ikincil
antikorlar1 damlatilarak 37 °C inkiibatorde 2 saat inkiibe edildi. Siire sonunda tekrar 3 kez
5’er dakika PBS’le yikama yapildi ve kesitlerin {istiine Hoechst igeren kapatma mediyumu

konarak yukaridaki prosediire uygun kapatildi.

Ikili immiinfloresan isaretlemelerin negatif kontrollerinin yapilacag1 kriyokesitler
nemli ortamda bloklama ¢ozeltisinde +4 °C’de 1 saat bekletildi. Bloklama ¢6zeltisi gekilip
kesitlere ilk ikincil antikor damlatildi ve 37 °C’de 2 saat inkiibe edildi. Siire sonunda tekrar 3
kez 5’er dakika PBS’le yikama yapildi ve kesitlerin tizerlerine uygun diliisyonlarinda ikinci
ikincil antikor damlatilarak 37 °C inkiibatdrde 2 saat inkiibe edildi. Siire sonunda tekrar 3
kez beser dakika PBS’le yikama yapildi ve kesitlerin istine Hoechst iceren kapatma

mediyumu konarak yukaridaki prosediire uygun kapatildi.

633 Phalloidin (F-actin) (1:100 PBS iginde diliie edilerek) boyamas: igin
kriyokesitlerin tizerine damlatilarak sadece 40 dakika oda sicakliginda karanlikta bekletildi,

ikiger kez 3 dakika PBS’le yikandi ve yukaridaki kapatma prosediiriine uygun kapatildi.
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FITC Phalloidin (F-actin) boyamasi i¢in metanol ¢6zeltisindeki ve %1 DMSO igeren
0,2 mg/mL FITC Phalloidin stok boyamasindan 10 pL alindi. Boya kurutulduktan sonra
(metanol i¢inde ¢ozlinmiis Phalloidin’den metanol uzaklastirildiktan sonra) iizerine 100 pL
PBS eklenerek (1:10 PBS iginde diliie edilerek) resiispansiyon yapildi. Dort farkli gobek
kordonu 6rneginin iizerine damlatilarak 1 saat oda sicakliginda karanlikta bekletildi, 1 kez 2

dakika PBS’le yikand1 ve yukaridaki kapatma prosediiriine uygun kapatildu.

2.6.2 Cam Lamellerdeki Gobek Kordonu Hiicrelerinde immiinofloresan

Isaretleme

Cam lamellerdeki hiicreler 2.4.5’teki gibi kiiltire ve fikse edildikten sonra faz
kontrast mikroskobunda yiiksek ¢ogalma yogunluguna sahip kiiltiirler se¢ildi. Nemli ortam
yaratilan bir cam veya plastik kapta parafilm kaplanmis yiizeye cam lameller koyuldu.
Hiicrelerin oldugu yiizeyin tizerine 30 pL bloklama ¢ozeltisi damlatildi ve 30 dakika oda
sicakligina birakildi. Siire sonunda cam lamellerin tizerindeki ¢ozelti ¢ekildi ve tizerlerine
uygun dilisyonlarinda 30 pL birincil antikorlar damlatilarak 37 °C inkiibatorde 90 dakika
inkiibe edildi. Siire sonunda cam lameller PBS soliisyonuna 3-5 kez batirilip ¢ikarildi. Cam
lameller ilgili ikincil antikorlar1 uygun diliisyonlarinda 30 pL olacak sekilde damlatilarak
yine 37 °C inkiibatorde 90 dakika inkiibe edildi. Siire sonunda cam lameller PBS
sollisyonuna 3-5 kez batirilip ¢ikarildi. Lamlarin iizerine 10 pl. Hoechst 33258 iceren
kapatma mediyumlar1 damlatildi. Cam lameller {izerine kapatilarak penset yardimiyla hafifce
bastirilarak fazla soliisyon filtre kagidiyla alindi. Cam lameller etraflarina 6nce dort damla
sonra da tamamen tirnak cilasiyla ¢ercevelendi ve konfokal mikroskobunda gézlemlemek

amaciyla +4 °C’ye kaldirldz.

Negatif antikor kontrollerinin yapilacagi cam lameller nemli ortam yaratilan bir cam
veya plastik kapta parafilm kaplanmis yiizeye kondu. Hiicrelerin oldugu yiizeyin tizerine 30
uL bloklama ¢ozeltisi damlatildi ve 30 dakika oda sicakligina birakildi. Siire sonunda cam
lamellerin tizerindeki soliisyon g¢ekildi ve iizerlerine uygun dilisyonlarinda 30 pL ikincil
antikorlar damlatilarak 37 °C inkiibatérde 90 dakika inkiibe edildi ve 3-5 kez PBS’e batirilip

cikarilarak yikandiktan sonra yukaridaki kapatma prosediiriine uygun kapatildi.

Ikili immiinfloresan isaretlemeler igin ise yukaridaki antikor ve yikama adimlari
aynen uygulandi. Bloklama ¢6zeltisi, ilk birincil antikor uygulamasi ve ikincil antikor
uygulamasindan sonraki yikama islemi ardindan cam lamellerin {izerine 30 puL diger birincil
antikor damlatilarak yine 90 dakika inkiibe edildi. Siire sonunda cam lameller 3-5 kez PBS’e

batirtlip ¢ikarilarak yikandi ve tizerlerine uygun diliisyonlarinda 30 pL ikincil antikorlart
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damlatilarak 37 °C inkiibatorde 90 dakika inkiibe edildi ve 3-5 kez PBS’e batirilip

c¢ikarilarak yikandiktan sonra yukaridaki kapatma prosediiriine uygun kapatildi.

Ikili immiinfloresan isaretlemelerin negatif antikor kontrollerinin yapilacagi cam
lameller nemli ortam yaratilan bir cam veya plastik kapta parafilm kaplanmis yiizeye
koyuldu. Hiicrelerin oldugu yiizeyin tizerine 30 uL bloklama ¢o6zeltisi damlatildi ve 30
dakika oda sicakligina birakildi. Siire sonunda cam lamellerin {izerindeki soliisyon ¢ekildi ve
tizerlerine uygun diliisyonlarinda o6ncelikle ilk birincil antikorolarin ikincil antikoru
damlatilarak 37 °C inkiibatorde 90 dakika inkiibe edildi ve 3-5 kez PBS’e batirilip
cikarilarak yikandi. Sonrasinda cam lamellerin istiine ikinci birincil antikorlarin ikincil
antikoru damlatildi ve 37 °C inkiibatorde 90 dakika inkiibe edildi. Siire sonunda 3-5 kez
PBS’e baturlip ¢ikarilarak yikandiktan sonra yukaridaki kapatma prosediirine uygun

kapatildi.

633 Phalloidin (F-actin) boyamasi i¢in cam lameller tizerine boya damlatildiktan
sonra sadece 20 dakika oda sicakliginda karanlikta bekletildi, 3-5 kez PBS’e batirilip
¢ikarildi ve yukaridaki kapatma prosediiriine uygun kapatildi. Sadece bir birincil antikor,
onun ikincil antikoru ve phalloidin boyamasinin kombine edilmesiyle ve sonrasinda kapatma

prosediiriine uygun kapatilmasiyla da preparatlar hazirlandi.

FITC Phalloidin (F-actin) boyamasi i¢in metanol ¢6zeltisindeki ve %1 DMSO igeren
0,2 mg/mL FITC Phalloidin stok boyamasindan 5 pL alindi. Boya kurutulduktan sonra
tizerine 30 uL PBS eklenerek resiispansiyon yapildi. Cam lamelin {izerine damlatilarak 30
dakika oda sicakliginda karanlikta bekletildi, 3-5 kez PBS’e batirilip ¢ikarild1 ve yukaridaki

kapatma prosediiriine uygun kapatildu.

2.7 gRT-PCR

Iki adet 1 cm'lik gdbek kordonu pargasi arterleri ve bir veni cikarildiktan sonra
epiteli, IVS ve SAS bélgelerini igerecek sekilde QRT-PCR analizleri igin Eppendorf tiipleri
icinde -80°C’ye kaldirildi. qRT-PCR deneylerinde 15 gdbek kordonu 6rnegi kullanildi ve
caligmanin basinda rastgele olarak ti¢ gruba ayrildi. Her bir grup igerisindeki bireylere ait
ornekler, esit hacimlerde karistirilarak birer havuz olusturuldu. Bu ydntemle, her gruptan
birer havuz olmak iizere toplamda {i¢ biyolojik havuz 6rnegi (n=3) elde edildi ve ii¢ teknik
tekrar kullanildi. qRT-PCR analizleri, bu ii¢ biyolojik 6rnek iizerinde yiiriitiildii. Her havuz,
bagimsiz bir biyolojik tekrar olarak degerlendirildi (Sekil 2.11).
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15 goébek kordonu 6rnegi

RO TAL

Tamamen rastgele 3 grupta paylasildi.

LA TIT U LT

v"&i"%"i\i‘

1. Biyolojik Ornek 2. Biyolojik Ornek 3. Biyolojik Ornek

RNA izolasyonundan sonra 3 biyolojik 6rnek elde edildi ve her biyolojik drnek icin 3 teknik tekrar kullanildi.

Sekil 2.11: qRT-PCR deneylerinde kullanilan érnekler. 15 gobek kordonu 6rnegi rastgele 3 gruba
paylastirildiktan sonra her grup icin bes 6rnek havuz yapildi ve ii¢ biyolojik 6rnek elde edildi. Her
biyolojik 6rnek igin ise ti¢ teknik tekrar kullanildi.

Deneylere baslarken yaklagik 10-30 mg doku RNaz i¢ermeyen Eppendorf tiipe
alind1. Uzerine 1 mL Trizol eklendi ve sonikatér (DLAB, D-160, Cin) ucu %20-30 giicte 10-
20 saniye iiger kez tiipe daldirildi. Bu islemler buz {izerinde yapildi. Doku tamamen
pargalanip homojen bir ¢ozelti elde edildiginde oda sicakliginda 5 dakika inkiibe edildi.
Tiiplere 200 pL kloroform eklendi ve iyice galkalanip 15 saniye vortekslendi. Oda
sicakliginda 5 dakika inkiibe edildikten sonra 4 °C’de 12000g°de 15 dakika santrifiijlendi
(Thermo Scientific, Servall Legend Micro 21R, ABD). Elde edilen ¢ozeltide list faz RNA,
orta faz DNA ve alt faz protein ve organik atiklar icermekteydi. Ust faz (RNA) (yaklasik 500
uL) baska bir Eppendorf tiipiine alindiktan sonra iizerine esit hacimde soguk saf izopropanol
eklendi. Cozelti 20 °C'de 10 dakika bekletildikten sonra 4 °C’de 12000g°de 10 dakika
santrifiijlendi. Santrifiij sonrasi1 dipteki beyaz RNA ¢okelti {izerine 1 mL %75 soguk saf
etanol eklendi ve kisa bir siireligine vortekslendi. Cozelti 4 °C’de 75009°de 5 dakika
santrifiijlendi. Etanol dikkatlice dokiildiikten sonra ¢okelti ortam 1sisinda 5-10 dakika
kurutuldu. Kuruyan ¢okelti 20-50 uL. RNaz icermeyen su ile resiispande edildi. RNA

ornekleri -80 °C'de uzun siireli saklandi.

Orneklerde RNA miktar1 dl¢iimii ve kalite kontrolii i¢in spektrofotometrik 6lciim

cihazi NanoDrop® (BioSpec, NanoSpektrofotometre, ABD) kullanildi. Cihazda RNA modu
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secildi ve bos okuma i¢in 1-2 pL RNaz icermeyen su damlatildi. Sonrasinda 1-2 pL. RNA
ornegi yiiklendi ve dlgiim yapildi. Olgiimler sonucunda konsantrasyon (ng/uL), A260/A280
orani (~1,8-2,1 degeri RNA saflig1 i¢in uygun olarak belirlendi) ve A260/A230 oran1 (>1,8

degeri organik kontaminasyon diisiikliigii agisindan uygun olarak belirlendi) elde edildi.

Daha sonra cDNA sentezi i¢in toplam RNA miktarinin esit olmasi gerekliligi goz
oniinde bulundurularak 1000 ng olacak sekilde her ornekten ne kadar alinacagi hesaplandi.
CDNA sentezi i¢cin RNA sablonlar1 ve Siiper RT qPCR karisimi (Medchem, HY-K0510A,
ABD) buz iizerinde ¢oziindikten sonra nazikge ve karistigindan emin olana kadar
karistirildi. Buz tizerindeki tiipe 5 pL Siiper RT qPCR karisim1 ve toplam RNA miktarmin
1000 ng’ma denk gelecek kadar érnek eklendi. Tiim tiiplerin son hacmi 20 pL olana kadar
RNaz icermeyen su eklendi. Bilesenleri iyice karistirildiktan sonra kisa bir siire santrifiyj ile
tilp dibine ¢oktiiriildii. Thermocycler cihazina (Biorad, CFX96 Real-Time System, Birlesik
Arap Emirlikleri) tiipler yerlestirildikten sonra sirasiyla 25 °C’de 5 dakika, 55 °C’de 15
dakika ve 85 °C’de 2 dakika programiyla ¢alistirildi ve inkiibe edildi. Sonrasinda karisimin
tizerine 80 pL RNaz igermeyen su eklenerek -20 °C’ye kaldirildi.

gRT-PCR deneyleri i¢in her 6rnek i¢in toplam 10 pL’lik reaksiyon karigimi sirasiyla
5 pL EvaGreen Master Mix (Bio-Rad, SsoFast EvaGreen Supermix, Birlesik Arap
Emirlikleri), 0,5 pL ileri (forward) (F) primer (10 uM), 0,5 uL geri (reverse) (R) primer (10
uM), 2 uL ¢cDNA ve 2 pL RNaz igermeyen su konarak (iiglii teknik tekrarla) hazirlandu.
gRT-PCR deneylerinde analiz edilen her belirtec i¢in kullanilan primerler agsagida verilmistir
(Cizelge 2.2). Ardindan qRT-PCR deneyleri igin termal dongii programinda (Biorad, CFX96
Real-Time System, Birlesik Arap Emirlikleri) cihaz ayarlart yapildi: 95 °C’de 2 dakika 1
dongii ile DNA denatiirasyonu, 95 °C’de 10-15 saniye denatiirasyon, 58-60 °C’de 15-30
saniye 40 dongii ile primer baglanmasi, 72 °C’de 20-30 saniye uzama ve sinyal toplama
asamalar1 gergeklestirildi. Son olarak erime egrisi analizi i¢in 60 °C’den 95 °C’ye kadar (0,5

°C/saniye artig ile) 1 dongii gergeklestirildi.

Cizelge 2.2: qRT-PCR deneylerinde kullanilan primerler.

Erime Primer
No Gen Primer Sekanslarn 5°— 3’ Sicakh@ Uzunlugu
(°C) (baz)
1 CD90 F TTCTCTCCTCCAGGAACACGAT 60,56 22
NM_001311160.2 | R CTGGTCACCTTCTGCCCTC 59,70 19
5 CD34 F AGTGTCTACTGCTGGTCTTGG 59,38 21
NM_001025109.2 | R TCCACCGTTTTCCGTGTAATAAG 59,00 23
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CD105 F CGGGTCTCAAGACCAGGAAG 59,75 20
3 NM_0001184 R TCAATCCCTCAGAGGCTTCAC 59,44 21
cD73 F TGGCTCCTCTCAATCATGCC 59,82 20

4 NM_ 0012048132 R TGGATTCCATTGTTGCGTTCA 58,77 21
PDGFR-a F AAGAGATCATTGGAGGCCGTG 60,13 21

> NM_0013478282 R ACAGCCTAAGACCAGGAACG 59,39 20
Vi F GGACCAGCTAACCAACGACA 59,97 20

®  NM_0033805 R AAGGTCAAGACGTGCCAGAG 59,97 20
g CDUT(EKiy F AACCAAGGCCGACAAAAGGA 60,11 20
NM_001093772.2 R ACAGGTAGTCGAGCGTTTCC 59,76 20

o Caveolin-1 F TTCCAACACGTAGCTGCCCT 61,76 20
NM_001172895.1 R AACTGTGTGTCCCTTCTGGT 58,79 20
10 GAPDH F TGCACCACCAACTGCTTAG 57,98 19
NM_001289745.3 R GATGCAGGGATGATGTTC 52,81 18

Daha sonra gRT-PCR iiriiniinii degerlendirmek igin agaroz jelde yiiriitme islemi
gerceklestirildi. i1k olarak %2’lik jel i¢in 2 g agaroz 100 mL Tris-asetat-EDTA tamponunda
mikrodalga firinda tamamen eriyene kadar 1sitildi. Hafifge soguduktan sonra iizerine 7 pL
Red Safe® (Intron Biotechnology, 21141, ABD) niikleik asit boyama ¢ozeltisi eklendi ve
cozelti kaliba dokiildiikten sonra tarak yerlestirildi. Oda sicakliginda 20-30 dakika donmasi
ve katilagsmasi beklendi. Elektroforez igin jel dokme islemi sonunda tarak ¢ikarilds, jel tanka
yerlestirildi ve tizerine Tris-asetat-EDTA tamponu dokiildii. Her {iriin i¢in 5 pL qRT-PCR
iriinii ve 1 plL ylkleme boyasi (master mix igeriyorsa eklenmedi) karistirildi ve her bir
kuyucuga 3 pL olacak sekilde DNA basamak Ornekleri yiiklendi. 150 V’da 30-45 dakika
siiresince bandin yeterince ayrilmasi gozlenene kadar elektroforez deneyi gercgeklestirildi.
Son olarak orneklerin degerlendirilmesi amaciyla goriintiileme sistemi (Biorad, ChemiDoc

MP Imaging System, Birlesik Arap Emirlikleri) kullanilarak jel goriintiisii alindi.

Son olarak 8 hedef genin (vimentin, CD34, c-Kit, PDGFR-a, caveolin-1, CD73,
CD90 ve CD105) ifade diizeyleri degerlendirildi. ifade diizeylerini normalize ederken
GAPDH (Gliseraldehid 3-Fosfat Dehidrogenaz) referans (housekeeping) gen olarak
kullanildi. Ug biyolojik tekrar; iiger teknik tekrarla kullanildi. QRT-PCR reaksiyonlari, her
ornek i¢in hedef ve referans genler agisindan ayri ayr gergeklestirildi. Her havuz 6rneginde
gRT-PCR cihaz1 tarafindan belirlenen Ct (cycle threshold) (esik dongiisii) degerleri
kaydedildi. Kaydedilen Ct degeri, PCR amplifikasyon egrisinin belirli bir esige ulastigi
dongii sayisini ifade etti. Her havuz 6rneginde, hedef genlerin Ct degerleri ile referans gen
olan GAPDH'nin Ct degerleri belirlendi ve formiile gore ACt hesaplandi (ACt=Ctneder
gen—CtearpH). Bu islem, her hedef genin ifade diizeyinin referans gene goére normalize

edilmesini sagladi. Hesaplanan ACt degerleri, her gen i¢in 3 biyolojik tekrardan elde edilen
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sonuglarin ortalama =+ standart sapma (SS) biciminde gosterilmesiyle sunuldu. Hedef
genlerin ifade diizeyleri 2“Y formiilii kullanilarak hesaplandi. istatistiksel anlamlilik analizi
yapilmadi ve veriler yalnizca tanimlayici istatistik kapsaminda degerlendirildi. Y ekseni,
genler aras1 genis dinamikli ifade farkliliklarin1 gorsellestirmek amaciyla logaritmik skala
(log scale) olarak ayarlandi. Her gen i¢in siitun grafikleri ¢izildi ve barlar ortalama ACt + SS
degerlerini temsil etti. Y ekseni ise log 6lgeginde gosterildi. Bu sayede logaritmik bir

sistemde genlerin ifade diizeyleri oranlanabildi.
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3. BULGULAR

3.1 Stereomikroskopi ve Isik Mikroskopi Sonuclar:

Caligmada 16 farkli bireyden alinan gobek kordonu &rneklerinin makroskobik
Ozelliklerini degerlendirmek igin gerceklestirilen stereomikroskop incelemesi sonucunda
kordon kesitlerinde herhangi bir yapisal anormallik saptanmadi. Kordonlarin enine kesitleri
krem-beyaz parlak rengindeki stromasinin i¢ine gémilii iki arter ve bir ven yapisi ortaya

koydu (Sekil 3.1A).

Diisiik biiylitmeli HE boyali 6rneklerde gobek kordonunun yiizey epiteli ve farkli
stroma bolgeleri tanimland1 (Sekil 3.1B). HE, MA, MT ve PAS boyali kesitlerde yiizey
epiteli ve altindaki SAS (Sekil 3.1C, F, G ve J), SAS’1n altinda yer alan yiizeyel IVS ve
stromadaki cepler izlendi (Sekil 3.1C, F ve G). Iki arter ve bir ven kendine 6zgii intima ve
media tabakalariyla tanimland1 (Sekil 3.1D, E, G, H ve |). Damar duvarinin etrafinda
adventisya tabakasina karsilik gelen PVS, derin IVS ve yiizeyel IVS izlendi (Sekil 3.1D, E
ve G). PVS daha sik yerlesmis stroma hiicreleriyle diger tabakalardan ayrildi. Kollajen
liflerin yogunlugu MA ve MT boyamalarinda mavi boyanmis izlendi (Sehil 3.1F-H).
Damarlarin duvarindaki diiz kas lifleri ise kirmizi-mor boyanmis izlendi (Sekil 3.1F-H). Bu
boyamalar yiizeyel 1VS’de stroma hiicrelerinin arasinda bulunan ve adeta kollajen

demetleriyle ¢evrilmis olan cepleri de ortaya koydu (Sekil 3.1C ve E-G).

Stroma hiicrelerinde glikojen birikiminin varligini test etmek icin PAS boyal
kesitler analiz edildi (Sekil 3.11-K). Yiizey epitelinde ve stroma hiicrelerinde PAS boyamasi
ve glikojen varlig1 belirgin sekilde izlendi (Sekil 3.1J ve K).

HE boyali kesitlerde yiiksek biiyiitmeler ayrmntili incelendiginde yiizeyel 1VS’deki
ceplerin etrafini cevreleyecek sekilde dizilen (Sekil 3.2A), derin IVS’de ve PVS’de (Sekil
3.2B ve C) yer alan ince sitoplazmik uzantilara sahip telosit benzeri hiicreler izlendi. Daha
yiksek biiylitmeli gézlemler stromadaki cepleri ¢evreleyen bu hiicrelerin ince uzantilariyla
diger stroma hiicrelerinden ayirt edilebildigini ortaya koydu (Sekil 3.2D ve E). ince
uzantilara sahip telosit benzeri hiicrelerin ¢ekirdekleri kiigiik ve yassi sekildeyken diger
stroma hiicrelerinin ¢ekirdekleri daha yuvarlak ve oval sekilli, sitoplazmalari ise daha kiigiik

ve genis olarak izlendi (Sekil 3.2F).
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Hematoksilin-Eozin

Yiizey Epiteli ve SAS

Arter Duvari ve PVS

Sekil 3.1: Stereomikroskopi ve 151k mikroskopi gozlemleri. Gobek kordonunun enine kesiti IVS’de
gomiili iki kiigiik ¢apli arter (kirmizi daireler) ve bir venin (mavi daire) varligini ortaya koydu (A).
HE boyali kesitler diisiik biiytitmede distan ige doku mimarisini gosterdi (B). Yiksek bityiitmede HE
boyal kesitlerde yiizey epiteli, SAS ve yiizeyel IVS, cepler (C), arter duvari, PVS (D), ven duvari,
PVS ve derin IVS (E) izlendi. MA (F ve G) ve MT (H) boyanmis kesitler gobek kordonundaki yogun

kollajen demetlerini ve arter ve ven duvarlarinin yapisindaki diiz kas liflerini ortaya koydu. PAS
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boyali kesitler (I-K), yogun glikojen ve diger polisakkaritleri igeren stroma hiicrelerini gosterdi.
Olgiim ¢ubuklari: 1000 um (A, B ve 1), 200 um (D-H ve K), 100 um (C), 50 um (J).

Sekil 3.2: HE boyal kesitlerde telosit benzeri hiicre gozlemleri. Diisiik biiyiitmeler SAS’da (A) ve
PVS’de (B ve C) ve yiiksek biiyiitmeler de SAS’da yer alan ceplerin etrafin1 ¢evreleyen (D ve E)
yassi ¢ekirdeklere (F) ve ince uzantilara sahip telosit benzeri hiicrelerin (ok baslari) varligini ortaya
koydu. Olgiim cubuklari: 50 pm.

Isik  mikroskobunda stroma hiicrelerinin  yiiksek biyiitmede ve yiiksek

¢ozlinlirlikteki goriintiilerini elde etmek igin toluidin mavisi boyanmig yart ince kesitler
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kullanildi. SAS’da (Sekil 3.3A), yiizeyel iVS’de (Sekil 3.3B), derin iVS’de (Sekil 3.3C ve
D) ve PVS’de (Sekil 3.3E) kollajen demetleri arasinda yer alan ince uzantilara sahip telosit
benzeri hiicreler dikkati ¢ekiciydi. Bu hiicrelerin uzantilar1 hiicreye mekik seklini vermekte
olup govdesinden ¢ikan uzantilar ¢ekirdegin her iki yoniine dogru uzanmaktaydi. Yar ince
kesitler tizerinde yapilan uzunluk 6l¢iimlerine gore hiicrelerin ortalama uzunluklarinin 92,46
um (min: 48,93 pum; maks: 120,08 um; SS: 27,54 um) oldugu saptandi. Telosit benzeri
hiicrelerin aralarinda daha kii¢iik ve genis sitoplazmaya sahip diger stroma hiicreleri de
izlendi (Sekil 3.3A ve D). Telositlerin varligi kontrol dokusu olarak sigan bagirsaginin
submukoza tabakasinda da izlendi (Sekil 3.3F). Sigan bagirsagi yari1 ince kesitlerinde yapilan
uzunluk Ol¢limlerine gore hiicrelerin ortalama uzunluklarinin 124,6 pm (min: 110,72 pm;

maks: 140,25 pm; SS: 14,85 um) oldugu saptandi.
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Sekil 3.3: Toluidin mavisi boyal Kkesitlerde telosit benzeri hiicre gozlemleri. SAS’da (A), ylizeyel
IVS’de (B), derin IVS’de (C ve D) ve PVS’de (E) kollajen demetleri arasinda yer alan ince ve uzun

sitoplazmali telosit benzeri hiicreler (ok baslarr) ve daha kiigiik ve genis sitoplazmaya sahip stroma
hiicreleri (oklar) izlendi. Telositler bir kontrol amaciyla sigan bagirsaginin submukoza tabakasinda da

(ok baslari) (F) izlendi. Ol¢iim ¢ubuklari: 10 pm.

3.2 Geg¢irimli Elektron Mikroskopi (TEM) Sonuglari

TEM gozlemlerinde ilk olarak stromada yogun kollajen sentezleyen kiigiik ve genis
sitoplazmaya sahip hiicreler ve stromadaki kollajen demetlerinin enine ve boyuna kesitleri

izlendi (Sekil 3.4A-D). Kollajen demetlerinin arasinda ince ve uzun sitoplazmali telosit
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benzeri hiicreler de dikkati ¢ekti (Sekil 3.4C). Kiiciik ve genis sitoplazmaya sahip stroma
hiicrelerinin bazilarinda farkli yogunluklarda lipid igerigini diisiindiiren inkliizyonlar izlendi
(Sekil 3.5A-E). Hiicrelerde zengin ER sarniglari ve kollajen sentezinde goérev alan
geniglemis ER sarniglar1 izlendi (Sekil 3.5B-E). Gobek kordonunda makrofaj hiicresi
olmadigindan hiicre i¢inde kollajen demetlerinin ortadan kaldirilmasi amaciyla fagositoz
gbrevinin stroma hiicreleri tarafindan gerceklestirildigi dikkati ¢ekiciydi (Sekil 3.5F).

Dolayisiyla stromada azalan kollajen lif miktarina kosut olarak ekstraseliller sivi

matriksinden zengin bir stroma izlendi (Sekil 3.5F).

Sekil 3.4: Gobek kordonu stroma hiicrelerinin diisiik bityiitmeli (x2-4K) TEM go6zlemleri.
Stromada yogun kollajen sentezleyen hiicreler, kollajen demetlerinin (oklar) enine ve boyuna Kkesitleri
(A-D) ve ince uzantilara sahip telosit benzeri hiicreler (ok basi) (C) izlendi. C: cekirdek. Olgiim
gubuklart: 2 pm.
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Sekil 3.5: Gobek kordonu stroma hiicrelerinin yiiksek biiyiitmeli (x4-12K) TEM gozlemleri.

Stroma hiicrelerinde farkli yogunluklarda bulunan inkliizyonlar (*) (A-E) izlendi. Hiicrelerdeki zengin
ER sarniglar1 (siyah ok baslari) ve genislemis ER sarniglari (beyaz ok baslar) (B-E) izlendi.
Kollajen demetlerinin stroma hiicresince fagosite edildigi dikkati ¢ekiciydi (beyaz ok) (F). C:

cekirdek. Olgiim gubuklart: 1 pm.

Kiigiik ve genis sitoplazmaya sahip stroma hiicrelerinin yani sira stromada ince
uzantilara sahip telosit benzeri hiicreler izlendi (Sekil 3.6A-D). TEM’de telosit benzeri
hiicrelerin birlestirilmis panoramik goriintiilerinde ¢ekirdegi de barindiran tam boya yakin

hiicrelerde (Sekil 3.6A ve E gibi) uzunluk 6l¢timleri yapildi. Bazi hiicrelerin ise tam boyu
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hakkinda kesin bir kaniya varilamadi (Sekil 3.6B-D gibi). Kontrol dokusu olan sigan
bagirsaginin ince kesitleri TEM’de incelendiginde yar1 ince kesitlerde oldugu gibi

submukoza tabakasinda telositler izlendi (Sekil 3.6E). Bu hiicrelerde uzantilarmn en dar

sitoplazma alan1 62 nm olarak 6lciildii.

Sekil 3.6: Ince uzantilara sahip telosit benzeri hiicrelerin TEM gozlemleri. Birlestirilmis
panoramik goriintiileri (A-D). Sigan bagirsagi submukozasinda yer alan telositin panoramik goriintiisii

(E). C: cekirdek. Olgiim gubuklart: 3 um (A ve B), 1 um (C-E).

TEM gozlemleri sonucunda daha kiigiikk ve genis sitoplazmaya sahip stroma
hiicreleri ve ince ve uzun sitoplazmali telosit benzeri hiicrelerinin arasindaki en 6nemli

farkin hiicre uzunlugunun hiicre kalinligmma orami oldugu izlendi. Yapilan Ol¢iimler
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sonucunda ince ve uzun sitoplazmali telosit benzeri hiicrelerin uzunluk/kalinlik oraninin
32,38 (min: 21,68; maks: 51,86; SS: 10,83) oldugu saptandi (Sekil 3.7A). Daha genis ve
kiiciik sitoplazmaya sahip stroma hiicrelerinde ise bu oranimn 3,60 (min: 1,96; maks: 5,43; SS:
0,94) oldugu saptand (Sekil 3.7B).

a/a'=a"
b/b'=b"

Sekil 3.7: TEM gozlemlerinde izlenen iki farkli hiicre tipinde hiicre uzunlugu/kalinhg:
olgiimleri. Ince uzantil telosit benzeri hiicreler (A) ve daha genis ve kiiciik sitoplazmaya sahip

hiicrelerde (B) hiicre uzunlugu/kalinlig: saptandi.

Stromada yer alan ince ve uzun sitoplazmali telosit benzeri hiicreler daha yiiksek
biiylitmelerde incelendiginde kaveola yapilari (Sekil 3.8A), kesintili eksternal lamina (Sekil
3.8A, D ve E) ve yer yer EV’ler (Sekil 3.8A, D ve F) izlendi. Iki hiicre arasinda fiziksel
etkilesimlerin oldugu izlendi. interseliiler mesafenin yaklasik 30 nm’ye kadar indigi 6lciildii
(Sekil 3.8B). Hiicre uzantilarinin en dar sitoplazma alani1 143,72 nm (min: 71,8 nm; maks:
220,82 nm; SS: 54,5 nm) oldugu saptandi. Baz1 6l¢iim 6rnekleri 82 nm, 114 nm ve 151 nm
olarak gosterildi (Sekil 3.8C, E ve F).
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Sekil 3.8: ince uzantilara sahip telosit benzeri hiicrelerin yiiksek biiyiitmeli (x4-12K) TEM

gozlemleri. Kaveola yapilari (beyaz ok baslarr) (A), kesintili eksternal lamina (beyaz ok) (A, D ve
E) ve EV’ler (siyah ok baslari) (A, D ve F) izlendi. Bu 6rneklerde interseliiler mesafe 6l¢timii 30 nm

(B); baz1 hiicrelerde uzantilarin en inceldigi yerlerden genislik 6lgtimleri sirasiyla 82 nm, 114 nm ve

151 nm (C, E ve F) olarak 6lgiildii. Ol¢iim gubuklari: 1 pm.
3.3 iIGK-MSH Kiiltiirii Sonuglari

iIGK-MSH kiiltiirinde (Po) eksplantlardan hiicre ¢ikisinin yaklasik 5-6. giinlerde
basladigi, 10-11. giinde yogunlastig: izlendi (Sekil 3.9A). Hiicre yogunlugunun arttig1 zaman

diliminde (13-15. giinler) kiigiik ve genis sitoplazmaya sahip stroma hiicreleri ve ince ve
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uzun sitoplazmali telosit benzeri hiicrelerden olusan heterojen hiicre popiilasyonu dikkati
cekiciydi (Sekil 3.9C ve E). Hiicre yogunlugu %90’a ulastiginda (18. giin) (Sekil 3.9G) P1’e
gecildi ve 28. glinlinde hiicre yogunlugu %90’1n tlizerinde gozlemlendi (Sekil 3.9H). Bu

pasaj siiresince de genis sitoplazmali stroma hiicrelerinin yani sira ince ve uzun sitoplazmali

telosit benzeri hiicreler varliklarini siirdiirdii (Sekil 3.9B-F).

Sekil 3.9: Po ve P1 iGK-MSH Kkiiltiirii gozlemleri. Py (A, C, E ve G) ve Pi’de (B, D, F ve H)
cogalma yogunlugunun artisi siiresince kiiciik ve genis sitoplazmaya sahip stroma hiicreleri (beyaz ok
baslar1) ve ince ve uzun sitoplazmali telosit benzeri hiicreler (siyah ok baslari) izlendi. T: zaman

(giin). Olgiim ¢ubuklar1: 20 pum.

Akim sitometri deneyleri i¢in dondurulmus olan iGK-MSH ¢6ziildiikten sonra (P2) 5

giin kiiltiire edildi. Hiicre yapismasinin basladigi 12. saatten 96. saate kadar (Sekil 3.10A-1)
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heterojen hiicre popiilasyonlart izlendi. Bu hiicre popiilasyonunda mekik bigimli, ince
uzantilara sahip telosit benzeri hiicreler izlendi (Sekil 3.10A-1). Kiiltiire hakim olan genis
sitoplazmal1 stroma hiicreleri ile telosit benzeri hiicrelerin yer yer birbirleriyle temas ettigi de
dikkati ¢ekiciydi. Birlestirilmis goriintiiler tizerinde yapilan uzunluk 6lgiimlerinde telosit
benzeri hiicre boylarinin ortalama uzunluklarinin 604,69 um (min: 276,27 yum; maks: 1380
um; SS: 339,7 um) oldugu saptandi. 120. saatte hiicreler yaklasik %80 cogalma
yogunluguna ulast1 (Sekil 3.10J) ve ardindan akim sitometri ile hiicre oranlarmin tespiti

islemleri gergeklestirildi.
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Sekil 3.10: Akim sitometri deneyleri 6ncesinde P, iGK-MSH Kiiltiirii gozlemleri. ince uzantilara

sahip telosit benzeri hiicreleri (siyah ok baslari) (A-1) ve daha genis ve kiigiik sitoplazmaya sahip ve
uzun uzantilart olmayan stroma hiicrelerinden (beyaz ok baslari) (A-D ve G-l) olusan heterojen
hiicre popiilasyonu izlendi. 5. giin sonunda ¢ogalma yogunlugu yaklagik %80’¢ ulast: (J). T: zaman
(saat). Olgiim gubuklari: 50 um (A-1), 20 um (J).

Gobek kordonu stroma hiicrelerinin biyobelirteg ifadelerinin eksplant ve enzimatik

kiiltiire gore degisip degismedigini gdzlemlemek amaciyla yapilan enzimatik hiicre kiiltiirii

84



deneylerinde ¢ogalma yogunlugunda basariya ulagilamadi. Haftalar siiren kiiltiir sonunda

flasklarda sadece 3-4 stroma hiicresine rastlandi (Sekil 3.11A ve B).

Sekil 3.11: Enzimatik iGK-MSH Kkiiltiirii gozlemleri. Uzun siireli kiiltir sonunda ¢ogalma
gerceklesmedi ve ancak birkag hiicre izlendi (A ve B). Ol¢iim gubuklari: 20 um.

Gobek kordonu stromasinda bulunan telosit benzeri hiicrelerin gobek kordonunun
farkli bolgelerinden alman doku parcalarinin kiiltiirlerinde miktarlarmin ~ degisip
degismedigini gozlemlemek amaciyla SAS ve [VS’nin ayri eksplant kiiltiirleri
gerceklestirildi. Her iki stroma kiiltiiriinde de eksplanttan hiicre ¢ikisi siireglerinde hem
kiiglik ve genis sitoplazmaya sahip stroma hiicreleri hem de ince ve uzun sitoplazmali telosit
benzeri hiicreler izlendi (Sekil 3.12A ve B). Sonug olarak her iki kaynaktan elde edilen

kiiltiirlerin arasinda telosit benzeri hiicre lehine bir farkin olmadigi saptandi.

ivs

Sekil 3.12: SAS ve iVS’nin ayr1 eksplant iGK-MSH Kiiltiirii gozlemleri. SAS (A) ve IVS (B)
eksplantlarindan hiicre ¢ikisi siireglerinde kiiglik ve genis sitoplazmaya sahip stroma hiicreleri (beyaz
ok baslar1) ve ince ve uzun sitoplazmali telosit benzeri hiicreler (siyah ok baslari) izlendi. Olgiim

cubuklari: 20 pm.

Son olarak, iIGK-MSH kiiltiiriinde dondurma-¢ozme sonrasi hiicre yapigmasinin
gbzlemlenmesi baslangi¢ an1 (To) olarak kabul edildi ve ¢ogalma yogunlugunun %80°e kadar
ulastig1 72 saatlik canli kayit alindi1 (Sekil 3.13A-F). Ayrica kiiltiir siirecinin 18. saatinde
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Calcein AM isaretli iGK-MSH faz kontrast+floresan kanallarda izlendi (Sekil 3.13C).
Onceki hiicre kiiltiirii gdzlemlerimizle uyumlu olarak, dondurma-¢ézme sonras: hiicrelerin

ilk 18 saatte (Sekil 3.13A-C) fenotipik olarak daha kiiciik ve genis sitoplazmali stroma

hiicreleri ile ince ve uzun sitoplazmali telosit benzeri hiicreler olmak {izere iki yone ayrildigi

ve bu fenotipleri 72 saate kadar korudugu izlendi (Sekil 3.13D-F).

Sekil 3.13: iGK-MSH’nin 72 saatlik canl kayit gozlemleri. Dondurma-¢6zme sonrast hiicre
yapismasi anindan ¢ogalma yogunlugunun %80’e kadar ulastig1 72 saatlik canli kayit alind1 (A-F). 18.
saatte Calcein AM isaretli iGK-MSH faz kontrast+floresan kanallarda izlendi (C). Ilk 18 saatte daha
kiigiik ve genis sitoplazmali stroma hiicreleri (oklar) ve ince ve uzun sitoplazmal telosit benzeri
hiicrelerden (ok baslar) olusan heterojen hiicre popiilasyonu izlendi (A-C). Hiicrelerin fenotiplerini

72 saate kadar korudugu izlendi (D-F). T: zaman (saat). Olgiim gubuklari: 100 pm.
3.4 Taramah Elektron Mikroskopi (SEM) Sonuglari

Cogalma yogunlugunun >%80 oldugu SEM o6rneklerinde ince uzantilara sahip telosit
benzeri hiicreler izlendi (Sekil 3.14A). Ilging bicimde, bu hiicreler daha genis sitoplazmaya
sahip olan stroma hiicrelerine yukaridan temas ediyor sekilde bulundu (Sekil 3.14A ve B).
Telosit benzeri hiicrelerin birbirleriyle de temas ettigi izlendi (Sekil 3.14C). Genis
sitoplazmaya sahip hiicrelerinin ise yogun bigimde yan yana, ug uca ve 6zellikle ince nano
uzantilar (~200 nm kalinliginda) yoluyla birbirleriyle temas halinde olduklar1 dikkati
cekiciydi (Sekil 3.14D).
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Sekil 3.14: Gobek kordonu stroma hiicrelerinin SEM gozlemleri. ince uzantilara sahip telosit
benzeri hiicrelerin (ok baslari) ¢ogalma yogunlugunun >%80 oldugu bolgede (A), genis sitoplazmaya
sahip stroma hiicreleriyle yakin temasta (A ve B) ve birbirleriyle temasta (*) (C) oldugu izlendi. Genis
sitoplazmaya sahip stroma hiicrelerinin nano uzantilar yoluyla birbirleriyle temasi (oklar) (D) dikkati

cekti. Olgiim cubuklari: 20 pm.
3.5 Akim Sitometri Sonuc¢lari

Akim sitometri deneylerinin amaci hiicre kiiltiirii sliresince gbzlenmis telosit benzeri
hiicreleri FACS ile ayristirmak ve bu hiicrelerin alt kiiltiiriinii yapmakti. Bu yiizden akim
sitometri deneyleri fikse edilmemis canli iGK-MSH’de gergeklestirildi. Akim sitometrinin
ilk deneyinde pozitif olmayan hiicre popiilasyonuna [izotipik kontrol (FITC+Cy3)] gore
kapilar belirlendi. Bu kapilar CD34+PDGFR-a ve CD34+c-Kit ikili antikor isaretlemeleri
orneklerine uygulandiginda izotipik kontrollere goére anlamli sayida hiicrenin izole
edilmedigi saptand1 (Sekil 3.15). Ikinci akim sitometri deneyinde ise isaretlenmemis 6rnegin
otofloresanina ve pozitif olmayan hiicre popiilasyonuna [izotipik kontrol (FITC+Cy3)] gore
kapilar belirlendi. Bu kapilar CD34+PDGFR-a ve CD34+c-Kit ikili antikor isaretlemeleri
orneklerine uygulandiginda izotipik kontrollere gore anlamli sayida hiicrenin izole
edilmedigi saptand: (Sekil 3.15). Ugiincii akim sitometri deneyinde ise isaretlenmemis
ornegin otofloresanina ve pozitif olmayan hiicre popiilasyonlarina [izotipik kontroller (FITC)
ve (Cy3)] gore kapilar belirlendi. Bu kapilar CD34, PDGFR-o ve c-Kit tekli antikor

isaretlemeleri orneklerine uygulandiginda ilk iki deneyde oldugu gibi izotipik kontrollere
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gore anlamli sayida hiicrenin izole edilmedigi saptandi (Sekil 3.15). Anlaml sayida hiicre

elde edilemedigi i¢in FACS deneyleri gergeklestirilemedi ve alt kiiltiir deneyleri yapilamadi.
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Sekil 3.15: Akim sitometri deney sonuclari. Toplam ii¢ kez tekrarlanan akim sitometri deneylerinin

isaretlenmemis, izotipik kontrol, ikili ve tekli antikor isaretlemeleri orneklerindeki sonuglari. Her {ig
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deneyde de antikor isaretlemeleri 6rneklerinde anlamli sayida hiicrenin izole edilmedigi saptandi ve

FACS deneyleri gergeklestirilemedi.
3.6 Akim Sitometri Orneklerinin Konfokal Mikroskopi Sonuclari

Akim sitometrinin ikinci (Sekil 3.16A-D) ve iigiincti (Sekil 3.16E-J) deneyindeki
Orneklerden yayma preparatlar hazirlanarak konfokal mikroskopta incelendi ve antikor
pozitifliklerinin akim sitometri sonuclariyla karsilastiriimasi amaglandi. Ikinci akim sitometri
deneyindeki ikili antikor isaretlemeleri CD34/c-Kit (Sekil 3.16A) ve CD34/PDGFR-a. (Sekil
3.16B), izotipik kontrol (FITC GaM+Cy3 GaRb) (Sekil 3.16C) ve isaretlenmemis (Sekil
3.16D) orneklerinin hepsi FITC ve Cy3 kanallarinin her ikisi i¢in de negatif izlendi. Akim
sitometri sonuglariyla celisebilecek herhangi bir farkin olmadig: saptandi. Ugiincii akim
sitometri deneyindeki tekli antikor isaretlemeleri CD34 (Sekil 3.16E), c-Kit (Sekil 3.16F) ve
PDGFR-a (Sekil 3.16G), izotipik kontrol (FITC GaM) (Sekil 3.16H) ve izotipik kontrol
(Cy3 GaRb) (Sekil 3.161) ve isaretlenmemis (Sekil 3.16J) 6rneklerinin hepsi FITC ve Cy3
kanallarimin her ikisi i¢in de negatif izlendi. Akim sitometri sonuglariyla gelisebilecek

herhangi bir farkin olmadigi saptandi.
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CD34 + c-Kit CD34 + PDGFR-a

isaretlenmemis

Deney #2

PDGFR-a

Deney #3

H izotipik Kontrol (FITC GaM) [ izotipik Kontrol (Cy3 GaRb) isaretlenmemis

Sekil 3.16: Akim sitometri orneklerinin konfokal mikroskopi gézlemleri. Ikinci akim sitometri
deneyindeki 6rneklerin yaymalar1 (A-D): CD34/c-Kit (A), CD34/PDGFR-a (B), izotipik kontrol
(FITC GaM+Cy3 GaRb) (C) ve isaretlenmemis (D) &rnekler negatif izlendi. Uciincii akim sitometri
deneyindeki 6rneklerin yaymalari (E-J): CD34 (E), c-Kit (F), PDGFR-a (G), izotipik kontrol (FITC
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GaM) (H), izotipik kontrol (Cy3 GaRb) (I) ve isaretlenmemis (J) drnekler negatif izlendi. Kirmiz:
Cy3, Yesil: FITC, Mavi: Hoechst. Olgiim ¢ubuklari: 20 pm.

3.7 immiinofloresan isaretleme Sonuclar

Immiinofloresan isaretlemeler icin oncelikle negatif kontrol gdzlemleri yapildi.
Gobek kordonu doku kesitlerinde yapilan negatif kontrol immiinfloresan isaretlemelerinde
FITC GaM (Sekil 3.17A), Cy5 GaM (Sekil 3.17B), FITC GaRb (Sekil 3.17C) ve Cy3 GaRb
(Sekil 3.17D) tamamen negatif izlendi. Kiiltiir hiicrelerinde yapilan negatif kontrol
immiinfloresan isaretlemelerinde ise FITC GaM (Sekil 3.17E) ve Cy3 GaRb (Sekil 3.17F)

tamamen negatif izlendi.

Doku Kesitleri

A FITC GaM CysGaM f C FITC GaRb

Kiltiir Hiicreleri
E FITC GaM

Sekil 3.17: Negatif kontrol immiinfloresan isaretlemelerin konfokal mikroskopi gozlemleri.
Doku kesitlerinde yapilan negatif kontrollerde FITC Gam (A), Cy5 GaM (B), FITC Garb (C) ve Cy3
GaRb (D) tamamen negatif bulundu. Kiiltiir hiicrelerinde ise FITC GaM (E) ve Cy3 GaRb (F)
tamamen negatif izlendi. Kirmizi: Cy3, Yesil: FITC, Sari: Cy5, Mavi: Hoechst. Olgiim ¢ubuklari: 20

pm.
3.7.1 Doku Kesitlerinde immiinofloresan Isaretleme Sonuglar

Kullanilan antikorlarin 6zgiinliigiinii ve ¢alistigini test etmek icin yapilan pozitif
kontrollerde hiicre iskeleti proteinleri; vimentin fare bagirsagmmin bag dokusundaki
mezenkimal hiicrelerde (Sekil 3.18A), a-SMA fare mesanesindeki diiz kas tabakasinda yer
alan kas hiicrelerinde (Sekil 3.18B), a-aktinin fare dilindeki ¢izgili kaslarin Z ¢izgisinde
(Sekil 3.18C) ve sitokeratin fare killi deri epitelinde (Sekil 3.18D); reseptdr ve hiicre yiizeyi
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molekiilleri; PDGFR-a fare dilinin epitel alt1 bag dokusu boyunca (Sekil 3.18E), c-Kit fare
kemik iliginin hematopoetik kok hiicrelerinde (Sekil 3.18F), CD34 fare kemik iliginin
hematopoetik kok hiicreleri ve mast hiicrelerinde (Sekil 3.18G), CD105 insan gdbek
kordonu veninin endotel hiicrelerinde (Sekil 3.18H) ve caveolin-1 fare mesanesinin
epitelinde ve altindaki bag dokusunda (Sekil 3.181); ekstraseliiler matriks proteini olan
laminin ise fare bobregindeki tiibiillerin bazal membraninda (Sekil 3.18J) yerlesimin ve
miktarin biyolojik yapryla uyumlu oldugu izlendi; bu da s6z konusu antikorlarin boyama

prosediiriimiizle ¢alistigini gosterdi.

Hiicre iskeleti Proteinleri

Vimentin B a-SMA : Sitokeratin
fMesane Mukozasi it fKill Deri Epiteli

fBagirsagi

PDGFR-a c-Kit ¢ CD34
fDili fKemik iligi * fKemik iligi

Ekstraseliiler
Matriks Proteini

Caveolin-1
fMesanesi

Sekil 3.18: Pozitif kontrol immiinfloresan isaretlemelerin konfokal mikroskopi gozlemleri.
Kullanilan antikorlarim 6zgiinliigiinii ve ¢aligtigini test etmek i¢in yapilan pozitif kontrollerde vimentin
fare bagirsaginin bag dokusundaki mezenkimal hiicrelerde (A), a-SMA fare mesanesindeki diiz kas
tabakasinda yer alan kas hiicrelerinde (B), a-aktinin fare dilindeki ¢izgili kaslarin Z ¢izgisinde (C),
sitokeratin fare killi deri epitelinde (D), PDGFR-a fare dilinin epitel alt1 bag dokusu boyunca (E), c-
Kit fare kemik iliginin hematopoetik kok hiicrelerinde (F), CD34 fare kemik iliginin hematopoetik
kok hiicreleri ve mast hiicrelerinde (G), CD105 insan gobek kordonu veninin endotel hiicrelerinde

(H), caveolin-1 fare mesanesinin epitelinde ve altindaki bag dokusunda (I) ve laminin ise fare

92



bobregindeki tiibiillerin bazal membraninda (J) yerlesimin ve miktarin biyolojik yapiyla uyumlu
oldugu izlendi; bu da séz konusu antikorlarin boyama prosediiriimiizle calistigini gosterdi. i: Insan, f:

Fare. Kirmizi: Cy3, Yesil: FITC, Mavi: Hoechst. Olgiim ¢ubuklari: 20 pm.

Gobek kordonu kesitlerinde hiicre iskeleti proteinleri ve ekstraseliiller matriks
proteininin yerlesimi ve dagilimini gozlemlemek amaciyla yapilan immiinfloresan
isaretlemelerde ilk olarak IVS’den alinan vimentin pozitif ii¢ boyutlu birlestirilmis (15-19
optik kesit=7 pum kalinlik) goriintiilerde stromadaki hiicrelerin farkli diizeylerde vimentin
pozitif oldugu dikkati ¢ekiciydi (Sekil 3.19A-D). Yaklasik 0,2 mm? IVS alaninda uzun
sitoplazmik uzantilari, yassi ve/veya kiigiik ¢ekirdekleri olan telosit benzeri stroma hiicreleri
kuvvetli vimentin pozitif iken daha yuvarlak ve oval sekilli ¢ekirdeklere sahip stroma
hiicrelerinin zayif vimentin pozitif olduklar1 izlendi (Sekil 3.19A ve B). Daha yiiksek
biiyiitmelerde ise ince ve uzun sitoplazmali telosit benzeri hiicrelerin giilii vimentin pozitif
oldugu izlendi (Sekil 3.19C ve D). Diiz kas hiicrelerinin belirteci olan a-SMA ise internal
kontrol olarak arter duvarinin kas tabakasinda pozitif (Sekil 3.19E), yiizey epitelinde ise
negatif (Sekil 3.19F) izlendi. SAS’da (Sekil 3.19F) ve 1VS’de hem ince ve uzun
sitoplazmali telosit benzeri hiicrelerde hem de daha genis sitoplazmaya sahip stroma
hiicrelerinde pozitif oldugu izlendi (Sekil 3.19G ve H). Aktin baglayici protein olan a-
aktinin ise internal kontrol olarak arter duvarinin kas tabakasinda negatiflik sergiledi (Sekil
3.191). a-aktinin IVS’de genis sitoplazmaya sahip stroma hiicrelerinde pozitif izlendi (Sekil
3.19J). Ince uzantilara sahip telosit benzeri hiicrelerde giiclii ve noktasal pozitiflik izlendi
(Sekil 3.19K ve L). Ayrica yiizey epiteli, SAS ve 1VS’den alman temsili alanlarda
sitokeratin filamanlarinin hiicre i¢i dagilimlar izlendi (Sekil 3.19M ve N). Buna gore yiizey
epitelinin ozellikle en iist tabakasindaki yassi hiicreler kuvvetli pozitifken SAS’da yer alan
stroma hiicrelerinde zayif pozitiflik ve yer yer negatif boyanmalar dikkati ¢ekti (Sekil
3.19M). Benzer sekilde IVS’den alinan kesitlerde bazi hiicreler sitokeratin pozitif izlenirken
cogu hiicre de negatif izlendi (Sekil 3.19N). Ekstraseliiler matriks proteini olan laminin ise
internal kontrol olarak yiizey epitelinin alt tabakasindaki hiicrelerde siirekli bir kilif olarak
izlendi (Sekil 3.190). IVS’deki hiicrelerde ise pozitif oldugu dikkati cekti (Sekil 3.19P).
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Hiicre iskeleti Proteinleri

Vimentin - . Vimentin \ . Vimentin Vimentin

a-actinin a-actinin \ & a-actinin

Sitokeratin ) Laminin

Sekil 3.19: Gobek kordonu Kkesitlerinde hiicre iskeleti proteinleri ve ekstraseliiler matriks
proteininin yerlesimi ve dagiiminin konfokal mikroskopi gozlemleri. IVS’de yer alan ince ve
uzun sitoplazmali telosit benzeri hiicrelerin (ok baslar1) giiclii ve genis sitoplazmali stroma
hiicrelerinin (oklar) zayif vimentin pozitivitesi (A-D) izlendi. a-SMA arter duvarmnin kas tabakasinda
pozitif (E), yiizey epitelinde negatif (F), SAS’da (F) ve IVS’de hem ince ve uzun sitoplazmali telosit
benzeri hiicrelerde (ok baslar1) hem de daha genis sitoplazmaya sahip stroma hiicrelerinde (oklar)
pozitif (G ve H) izlendi. a-aktinin arter duvarinin kas tabakasinda negatif (1), IVS’de genis
sitoplazmaya sahip stroma hiicrelerinde (oklar) pozitif izlendi (J). ince uzantilara sahip telosit benzeri
hiicrelerde (ok baslari) giiclii ve noktasal pozitiflik izlendi (K ve L). Yiizey epitelinde giiglii
sitokeratin pozitifligi (M) izlenirken SAS’da (M) ve IVS’de stroma hiicrelerinin bazilar1 zayif pozitif

bazilar1 ise tamamen negatif (N) izlendi. Laminin yiizey epitelinin en alt tabakasinda (O) ve 1VS’deki
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stroma hiicrelerinde (P) pozitif izlendi. Yesil: FITC, Mavi: Hoechst. Ol¢iim ¢ubuklari: 50 um (A-B, D
ve M-N), 20 um (C, E-L ve O-P).

Hiicre i¢inde yaygin bulunan F-aktin filamanlar1 gerek arter duvari (Sekil 3.20A ve
C) gerekse tim stroma hiicrelerinde kuvvetli pozitif olarak izlendi (Sekil 3.20A-E). Hiicre
seklinin ve birim alandaki hiicre yogunlugunun anlasilmasina yardimci olan F-aktin
isaretlemesi PVS’de (Sekil 3.20A ve C) sik yerlesimli ve genis sitoplazmali hiicrelerde yer
alirken 1VS ve SAS’da daha ince uzantilari olan telosit benzeri stroma hiicrelerinin yapisinda

bulunuyordu (Sekil 3.20B ve D-F).

F-aktin
i i i i i Ylzey
ArterDuvari | PVS | Derin VS | Yiizeyel IVS ! SAS ! Epiteli
y AN

Yizey Epiteli ve SAS

Yuzeyel ve Derin IVS i C Arter Duvari ve PVS

Derin iVS

Sekil 3.20: Gobek kordonu Kesitlerinde F-aktin filamanlarin yerlesimi ve dagilhiminin konfokal
mikroskopi gozlemleri. F-aktin filamanlari arter duvarinda (*) (A ve C) ve tiim stroma hiicrelerinde
(A-F) pozitif izlendi. PVS’de (A ve C) sik yerlesimli ve genis sitoplazmali hiicrelerde yer alirken
yiizeyel IVS, derin IVS ve SAS’da daha ince uzantilari olan telosit benzeri stroma hiicrelerinde (B ve

D-F) pozitif izlendi. Yesil: FITC, Mavi: Hoechst. Olgiim ¢ubuklari: 50 pm.
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Hiicre ylizeyi molekiilleri ve MSH belirteglerinin (CD73, CD90 ve CD105) gébek
kordonu kesitlerindeki immiinfloresan ifadeleri incelendiginde stromadaki ince ve uzun
sitoplazmal1 telosit benzeri (Sekil 3.21A-C) ve daha genis sitoplazmali stroma hiicreleri
(Sekil 3.21D-E) ozellikle CD73 ve CD105 agisindan kuvvetli pozitif, CD90 agisindan ise
daha seyrek noktasal pozitif bulundu.

Mezenkimal Stroma Hiicresi Belirtecleri

Sekil 3.21: Gobek kordonu kesitlerinde mezenkimal stroma hiicresi belirteclerinin yerlesimi ve
dagiliminin konfokal mikroskopi gozlemleri. Stromada bulunan ince ve uzun sitoplazmal telosit
benzeri hiicrelerin (A-C) ve daha genis sitoplazmali stroma hiicrelerinin (D-E) CD73 ve CD105
belirteglerini kuvvetli pozitif ifade ettigi izlenirken, CD90’1 daha seyrek ve noktasal pozitif ifade ettigi
izlendi. Yesil: FITC, Mavi: Hoechst. Olgiim ¢ubuklari: 20 pm.

Baz1i mezenkimal hiicrelerin, 6zellikle de telositlerin, tanimlanmasinda siklikla
kullanilan bir hiicre yiizeyi glikoproteini CD34’iin gobek kordonu kesitlerindeki ifadesi
incelendiginde farkli antikorlarla (fare, tavsan) elde edilen sonuglara gore CD34 yiizey
epitelinde (Sekil 3.22A ve B) ve stromanin tamaminda zayif pozitif (Sekil 3.22A-D) olarak
bulundu. Internal kontrol olarak gdbek kordonu veninin damar duvari tamamen negatif,

endoteli ise giiclii pozitif izlendi (Sekil 3.22E).
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CD34

Yizey Epitelive SAS B B Yizey Epiteli ve SAS B C Yizeyel IVS

Derin iVS  E Ven Endoteli ve Kas Tabakasi

*

Sekil 3.22: Gobek kordonu kesitlerinde CD34’iin yerlesimi ve dagiliminin konfokal mikroskopi
gozlemleri. Yiizey epitelinde (*) (A ve B) ve stromanin tamaminda zayif pozitiflik (A-D); gobek

kordonu veninin damar duvarinda (3%) negatiflik ve ven endotelinde ise giiclii pozitiflik (ok baslari)

izlendi (E). Yesil: FITC, Mavi: Hoechst. Ol¢iim ¢ubuklari: 50 pm (A-C) ve 20 um (D ve E).

Hiicre yiizeyinde bulunan trombosit kaynakli biiylime faktorii reseptorii olan ve
telositleri diger interstisyel hiicrelerden ayirt etmek ig¢in yaygin olarak kullanilan
belirteglerden PDGFR-a gobek kordonu kesitlerinde stromada yer alan tiim hiicrelerin hiicre
zarinda ve sitoplazmasinda kuvvetli pozitif bulundu (Sekil 3.23A-D). Yiizeyel iVS’de
bulunan cepleri ¢evreleyecek sekilde dizilmis olan ve kollajen demetlerin arasinda yer alan
ince ve uzun sitoplazmali telosit benzeri hiicrelerde bulundugu izlendi (Sekil 3.23A ve B).
Bunun yani sira stromanin diger bolgelerinde yer alan ince ve uzun sitoplazmali telosit

benzeri hiicreler de pozitif izlendi (Sekil 3.23C ve D).
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Sekil 3.23: Gobek kordonu kesitlerinde PDGFR-a’nin yerlesimi ve dagilimimin konfokal

mikroskopi gozlemleri. Yiizeyel 1VS’deki cepleri cevreleyecek sekilde dizilmis olan ve kollajen
demetlerin (oklar) arasinda [A ve B (DIC gériintiileme)] ve stromanin diger bdlgelerinde yer alan ince
ve uzun sitoplazmali telosit benzeri hiicrelerin hiicre zarinda ve sitoplazmasinda pozitiflik izlendi (C

ve D). Kirmizi: Cy3, Mavi: Hoechst. Olgiim ¢ubuklari: 20 um (A-C) ve 5 um (D).

Hiicre ylizeyinde bulunan reseptor kinaz proteini olan ve telositleri diger interstisyel
hiicrelerden ayirt etmek icin yaygin olarak kullanilan belirteglerden c-Kit gobek kordonu
kesitlerinde internal kontrol olarak arter duvarinda test edildi ve diiz kas hiicreleri kuvvetli
pozitif bulundu (Sekil 3.24A). Ardindan yiizeyel IVS’de cepleri saran ve kollajen demetlerin
arasinda yer alan ince uzantilara sahip telosit benzeri hiicreler pozitif bulundu (Sekil 3.24B

ve C). Hem yiizeyel hem de derin 1VS’de ¢ok ince ve uzun sitoplazmali telosit benzeri

98



hiicrelerde c-Kit pozitifligi daha biiyiik biiyiitmelerde gosterildi (Sekil 3.24D ve E). Pozitif
boyanmanin hem hiicre zarinda hem de sitoplazmada noktasal olarak yayildigi izlendi (Sekil

3.24F).

c-Kit (CD117) -
Yizeyel Vs [ CEE 5

GK Arter Duvari

Yiizeyel iVS Derin ivs fF Derin IVS

Sekil 3.24: Gobek kordonu kesitlerinde c-Kit’in yerlesimi ve dagilimimmin konfokal mikroskopi
gbzlemleri. Arter duvarinda diiz kas hiicreleri kuvvetli pozitif izlendi (A). Yiizeyel IVS’de cepleri
saran ve kollajen demetlerin arasinda yer alan ince uzantilara sahip telosit benzeri hiicreler pozitif
bulundu [B ve C (DIC goriintiileme)]. Yiiksek biiyiitmelerde hem yiizeyel hem de derin IVS’de ¢ok
ince ve uzun sitoplazmali telosit benzeri hiicrelerde c-Kit pozitifligi izlendi (D ve E). c-Kit
pozitifliginin hem hiicre zarinda hem de sitoplazmada noktasal olarak yayildig1 dikkati ¢ekiciydi (F).
Kirmizi: Cy3, Mavi: Hoechst. Olgiim gubuklart: 50 pm (B-D), 20 um (A ve E) ve 5 um (F).

Son olarak bir hiicre zarinda ve sitoplazmada bulunan paketleme proteini olan ve
telositleri diger interstisyel hiicrelerden ayirt etmek i¢in siklikla kullanilan belirteglerden
birisi olan caveolin-1 yiizey epiteli hiicrelerinde ¢ok zayif noktasal pozitiflik gosterdi (Sekil
3.25A). SAS’da bazi hiicrelerde kuvvetli bazi hiicrelerde zayif ve bazi hiicrelerde de
tamamen negatif izlendi (Sekil 3.25A). Yiizeyel 1VS’de ise ceplerin etrafin1 gevreleyen
kollajen demetlerinin arasinda yer alan ince ve uzun sitoplazmali telosit benzeri hiicrelerin
bircogunda kuvvetli pozitiflik izlendi (Sekil 3.25B ve C). Bu pozitifliklerin bazilarinin genis

sitoplazmali stroma hiicrelerinin zarinda yogunlastigi; aralarindaki bazi hiicrelerin ise
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tamamen negatif oldugu izlendi (Sekil 3.25B-E). Derin iVS’de genis sitoplazmali hiicrelerin
biiyiik boliimiinde pozitiflik; bazilarinda ise negatiflik izlendi (Sekil 3.25F). internal kontrol
olarak arter duvarindaki diiz kas hiicrelerinde kuvvetli pozitivite izlenmesinin yani sira

PVS’de bazi hiicrelerde pozitiflik izlenirken, ¢ogu hiicre negatif bulundu (Sekil 3.25G).

Caveolin-1

Y Derinivs B G PVS ve Arter Duvari

Sekil 3.25: Gobek kordonu Kesitlerinde caveolin-1’in yerlesimi ve dagilimimin konfokal
mikroskopi gozlemleri. Yiizey epiteli hiicrelerinde ¢ok zayif noktasal pozitiflik (*) izlendi (A).
SAS’da kuvvetli pozitif, zayif pozitif ve tamamen negatif hiicreler dikkati ¢ekiciydi (A). Yiizeyel
IVS’de ise ceplerin etrafim g¢evreleyen kollajen demetlerinin arasinda yer alan ince ve uzun
sitoplazmali telosit benzeri hiicrelerin birgogunda kuvvetli pozitiflik izlendi [B ve C (DIC
goriintiileme)]. Baz1 genis sitoplazmali stroma hiicrelerinin zarinda yogunlasan pozitiflik (ok baslar);
ve bazi hiicrelerde de tamamen negatiflik (oklar) izlendi (B-E). Derin IVS’de ise genis sitoplazmali
hiicrelerin bazilarinda pozitiflik (ok baslari); bazilarinda ise negatiflik izlendi (oklar) (F). Arter
duvarindaki diiz kas hiicrelerinde kuvvetli pozitivite goriilmesinin (*) yan sira PVS’de bazi hiicreler
pozitifken (ok baslari), bazi hiicreler de negatif bulundu (oklar) (G). Kirmizi: Cy3, Mavi: Hoechst.
Olgiim ¢ubuklari: 50 um (A ve B), 20 um (C, D, F ve G) ve 10 pm (E).

Son olarak telosit benzeri hiicreleri diger hiicrelerden ayirt etmek amaciyla
literatiirde yer alan ikili immiinfloresan isaretlemeler yapildi (Sekil 3.26). Ara filaman
proteini olan vimentin biitiin hiicrelerde gii¢lii pozitif izlenirken (Sekil 3.26A-C) PDGFR-a

genis sitoplazmali stroma hiicrelerinin hiicre zarinda ve sitoplazmasinda, ince ve uzun
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sitoplazmal1 telosit benzeri hiicrelerin ise uzantilarinda pozitif izlendi (Sekil 3.26A). c-Kit
ise ince ve uzun sitoplazmali telosit benzeri hiicrelerin zarinda ve sitoplazmasinda noktasal
pozitif olarak izlendi (Sekil 3.26B). Caveolin-1 genis sitoplazmali stroma hiicrelerinin hiicre
zarinda ve bazi hiicrelerde de periniikleer sitoplazmada pozitif bulundu (Sekil 3.26C). CD34
ikili boyamalarinda ise CD34 biitiin hiicrelerde negatif bulundu (Sekil 3.26D-F). PDGFR-a
genis sitoplazmali stroma hiicrelerinin hiicre zarinda (Sekil 3.26D); c-Kit de ince ve uzun
sitoplazmal1 telosit benzeri hiicrelerin ve genis sitoplazmaya sahip stroma hiicrelerinin
zarinda ve sitoplazmasinda noktasal pozitif bulundu (Sekil 3.26E). Son olarak
CD34/caveolin-1 ikili boyamasinda caveolin-1 genis sitoplazmaya sahip stroma hiicrelerinin

periniikleer sitoplazmasinda pozitif izlendi (Sekil 3.26F).

ikili isaretlemeler

A Vimentin+PDGFR-a

>

CD34+c-Kit

CD34+Caveolin-1

Sekil 3.26: Gobek kordonu Kesitlerinde ikili isaretlemelerin yerlesimi ve dagiliminin konfokal
mikroskopi gozlemleri. Vimentin biitiin hiicrelerde giiclii pozitif (A-C); PDGFR-a genis sitoplazmali
stroma hiicrelerinin hiicre zarinda ve sitoplazmasinda, ince ve uzun sitoplazmali telosit benzeri
hiicrelerin ise uzantilarinda pozitif (A); c-Kit ince ve uzun sitoplazmali telosit benzeri hiicrelerin
zarmda ve sitoplazmasinda noktasal pozitif (B); caveolin-1 ise genis sitoplazmali stroma hiicrelerinin
hiicre zarinda ve bazilarinin da periniikleer sitoplazmasinda pozitif izlendi (C). CD34 ikili
boyamalarinda ise CD34 biitiin hiicrelerde negatif (D-F); PDGFR-a genis sitoplazmali stroma
hiicrelerinin hiicre zarinda pozitif (D); c-Kit ince ve uzun sitoplazmali telosit benzeri hiicrelerin ve

genis sitoplazmaya sahip stroma hiicrelerinin zarinda ve sitoplazmasinda noktasal pozitif (E),

101



caveolin-1 genis sitoplazmaya sahip stroma hiicrelerinin periniikleer sitoplazmasinda pozitif bulundu

(F). Karmuzz: Cy3, Yesil: FITC, Mavi: Hoechst. Olgiim ¢ubuklari: 20 pm.
3.7.2 Kiiltiir Hiicrelerinde immiinofloresan Isaretleme Sonuclar

iGK-MSH (P,) fikse edildikten sonra immiinfloresan isaretlemeleri yapildi. Hiicre
iskeleti proteinlerinden ve mezenkimal kok hiicrelerin en 6nemli belirteglerinden vimentin
hem kiiciik ve genis sitoplazmali hem de ince ve uzun sitoplazmali telosit benzeri hiicrelerde
kuvvetli filamentdz pozitif izlendi (Sekil 3.27A-C). F-aktin filamanlar1 ise hem birim
alandaki hiicre yogunlugunun anlasilmasina yardimei oldu (Sekil 3.27D) hem de kiigiik ve
genis sitoplazma hiicrelerinde ve ince ve uzun sitoplazmali telosit benzeri hiicrelerde
filament6z yapida izlendi (Sekil 3.27E). a-SMA ise iki hiicrede de kuvvetli pozitif izlendi;
daha kiigiik ve genis sitoplazmaya sahip stroma hiicrelerinde daha giiglii filament6z bir
pozitiflik gosterirken (Sekil 3.27F) ince ve uzun sitoplazmali telosit benzeri hiicrelerde daha
az filamentoz pozitiflik gosterdi (Sekil 3.27G). Aktin baglayici protein a-aktinin ise hem
daha kiigiik ve genis sitoplazmaya sahip stroma hiicrelerinde hem de ince ve uzun
sitoplazmal1 telosit benzeri hiicrelerde hem hiicre zarinda hem de sitoplazmada kuvvetli
filamentdz pozitif izlendi; fokal adezyon bolgelerinde ve hiicrelerin nanouzantilarinda da
pozitif bulundu (Sekil 3.27H-J). Sitokeratin filamanlarinin dagilimi incelendiginde ise daha
genis ve kiiciik sitoplazmaya sahip stroma hiicrelerinin bazilarinin sitoplazmasi ve hiicre zar1
filamentdz pozitif izlenirken bazilar1 da negatif izlendi (Sekil 3.27K). Ince uzun uzantih
telosit benzeri hiicrelerin bazilarinda &zellikle uzun uzantilarinda pozitiflik izlenirken
bazilar1 da negatif izlendi (Sekil 3.27L). Ekstraseliiler matriks proteini olan laminin ise
negatif izlendi (Sekil 3.27M).

Hiicre yiizeyi molekiilleri ve MSH belirteglerinin (CD73, CD90 ve CD105) kiiltiir
hiicrelerindeki immiinfloresan ifadeleri incelendiginde 6zellikle CD73 ve CD90 agisindan
hiicrelerin sitoplazmasinda kuvvetli noktasal pozitif, CD105 agisindan da daha seyrek
noktasal pozitif bulundu (Sekil 3.28A-C). Hiicre yiizeyi glikoproteini CD34 ise biitiin
hiicrelerde negatif izlendi (Sekil 3.28D). Hiicre zarinda ve sitoplazmada bulunan paketleme
proteini caveolin-1 hem daha genis ve kii¢iik sitoplazmaya sahip stroma hiicrelerinde hem de
ince ve uzun sitoplazmali telosit benzeri hiicrelerde kuvvetli pozitif bulundu (Sekil 3.28E).
Daha genis ve kiigiik sitoplazmali stroma hiicrelerinin sitoplazmasinda ve hiicre zarinda
noktasal pozitiflik izlenirken (Sekil 3.28F) ince ve uzun sitoplazmali telosit benzeri
hiicrelerde kuvvetli noktasal pozitifligin yani sira ozellikle periniikleer sitoplazma pozitif
izlendi (Sekil 3.28G). Ayn1 zamanda caveolin-1 ifadesinin neredeyse her hiicrede Golgi
aygit1 ve ER ile iligkili pozitiflige sahip oldugu da dikkati ¢ekiciydi (Sekil 3.28E-G). Hiicre
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ylizeyinde bulunan reseptor kinaz proteini c-Kit ise ¢ekirdekte de yerlesimli bulundugundan
yanlig boyanmis izlendi (Sekil 3.28H). Telositleri diger interstisyel hiicrelerden ayirt etmek
icin yaygin olarak kullanilan belirteglerden PDGFR-o hem daha genis ve kiigiik
sitoplazmaya sahip stroma hiicrelerinde hem de ince ve uzun sitoplazmali telosit benzeri
hiicrelerde pozitif bulundu (Sekil 3.28I). Daha genis ve kiiciik sitoplazmaya sahip stroma
hiicrelerinin  6zellikle sitoplazmasinda noktasal pozitiflik izlenirken ince ve uzun
sitoplazmal1 telosit benzeri hiicrelerin de uzun uzantilarinin kuvvetli pozitif oldugu dikkati

cekiciydi (Sekil 3.28J).

Hiicre iskeleti Proteinleri

. Vimentin Vimentin

<. a-aktinin a-aktinin

Sitokeratin Sitekeratin

Sekil 3.27: Kiiltiir hiicrelerinde hiicre iskeleti proteinleri ve ekstraseliiler matriks proteininin

yerlesimi ve dagilminin konfokal mikroskopi gozlemleri. Vimentin biitiin hiicrelerde giiglii
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filamentoz pozitif izlendi (A-C). F-aktin’in biitiin hiicrelerdeki kuvvetli pozitifligi dikkati ¢ekiciydi (D
ve E). a-SMA daha kiigiik ve genis sitoplazmaya sahip stroma hiicrelerinde daha giiglii filament6z bir
pozitiflik (F); ince ve uzun sitoplazmali telosit benzeri hiicrelerde daha az filament6éz pozitiflik
gosterdi (G). a-aktininin tim kiiltiir hiicrelerinin hem hiicre zarinda hem de sitoplazmasinda giiglii
filamentoz pozitif izlendi (H-J). Sitokeratin bazi hiicrelerde filament6z giiglii pozitiflik gosterirken
bazilarinda ise negatif oldugu dikkati ¢ekiciydi (K ve L). Laminin hiicrelerde negatif izlendi (M).
Daha genis ve kiigiik sitoplazmali stroma hiicreleri (oklar) ve ince ve uzun sitoplazmal telosit benzeri

hiicreler (ok baslari) gosterildi. Kirmizi: Cy5, Yesil: FITC, Mavi: Hoechst. Olgiim ¢ubuklari: 20 pm.

Hiicre Yiizeyi Molekiilleri ve Reseptor Proteinler
[ osfB”

Caveolin-1

¥ »

PDGFR-a

Sekil 3.28: Kiiltiir hiicrelerinde hiicre yiizeyi molekiilleri ve reseptor proteinlerin yerlesimi ve
dagiliminin konfokal mikroskopi gozlemleri. CD73 ve CD90 hiicrelerin sitoplazmasinda kuvvetli
noktasal pozitif, CD105 de daha seyrek noktasal pozitif bulundu (A-C). CD34 biitiin hiicrelerde
negatif izlendi (D). Caveolin-1 hem daha genis ve kiiciik sitoplazmaya sahip stroma hiicrelerinde hem
de ince ve uzun sitoplazmali telosit benzeri hiicrelerde Golgi aygiti ve endoplazma retikulumu iligkili
pozitif bulundu (E). Daha genis ve kiigiik sitoplazmali hiicrelerde noktasal pozitiflik izlenirken (F)
ince ve uzun sitoplazmali telosit benzeri hiicrelerde bu noktasal pozitifligin yan1 sira giiglii periniikleer
pozitiflik izlendi (G). Cekirdekte de pozitif bulunan c-Kit’in yanlis boyadigi izlendi (H). PDGFR-a
hem daha genis ve kiigiik sitoplazmali stroma hiicrelerinde hem de ince ve uzun sitoplazmali telosit

benzeri hiicrelerde noktasal pozitif bulundu (I). Ince uzantili telosit benzeri hiicrelerin uzantilarinin

104



pozitif oldugu dikkati ¢ekiciydi (J). Daha genis ve kiigiik sitoplazmali stroma hiicreleri (oklar) ve ince
ve uzun sitoplazmali telosit benzeri hiicreler (ok baslari) gosterildi. Kirmizi: Cy3, Yesil: FITC, Mavi:

Hoechst. Olgiim cubuklar: 20 pm.

Son olarak telosit benzeri hiicreleri diger hiicrelerden ayirt etmek igin kiiltiir
hiicrelerine literatiirde yer alan ikili immiinfloresan isaretlemeler yapildi (Sekil 3.29).
Vimentin biitiin hiicrelerde giiglii pozitif izlenirken (Sekil 3.29A-C) PDGFR-a hiicrelerin
ozellikle sitoplazmasinda noktasal pozitif izlendi (Sekil 3.29A). c-Kit ise hem daha genis ve
kiigiik sitoplazmaya sahip hem de ince ve uzun sitoplazmali telosit benzeri hiicrelerin
sitoplazmasinda noktasal pozitif olarak bulundu (Sekil 3.29B). Caveolin-1 genis sitoplazmali
stroma hiicrelerinin periniikleer sitoplazmasinda pozitif bulundu (Sekil 3.29C). CD34 ikili
boyamalarinda ise CD34 biitiin hiicrelerde negatif bulundu (Sekil 3.29D-F). PDGFR-a genis
sitoplazmali stroma hiicrelerinin sitoplazmasinda gii¢lii noktasal pozitif izlendi (Sekil
3.29D). c-Kit yanlis boyanmis bulundu (Sekil 3.29E). Caveolin-1 ise genis sitoplazmaya

sahip stroma hiicrelerinin periniikleer sitoplazmasinda gii¢lii pozitif izlendi (Sekil 3.29F).

ikili Isaretlemeler

Vimentin+c-Kit

Vimentin+PDGFR-a

Vimentin+Caveolin-1

CD34+PDGFR-a

CD34+c-Kit

CD34+Caveolin-1

Sekil 3.29: Kiiltiir hiicrelerinde ikili isaretlemelerin yerlesimi ve dagihminin konfokal
mikroskopi gozlemleri. Vimentin biitiin hiicrelerde giiglii pozitif (A-C); PDGFR-a hiicrelerin
sitoplazmasinda noktasal pozitif (A); c-Kit hem daha genis ve kiigiik sitoplazmaya sahip hem de ince

ve uzun sitoplazmali telosit benzeri hiicrelerin sitoplazmasinda noktasal pozitif (B); caveolin-1 genis
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sitoplazmali stroma hiicrelerinin periniikleer sitoplazmasinda pozitif (C) izlendi. CD34 ikili
boyamalarinda ise CD34 biitiin hiicrelerde negatif (D-F); PDGFR-a genis sitoplazmali stroma
hiicrelerinin sitoplazmasinda giiglii noktasal pozitif (D); c-Kit yanlis boyanmis (E), caveolin-1 genis
sitoplazmaya sahip stroma hiicrelerinin periniikleer sitoplazmasinda giiglii pozitif (F) bulundu.

Kirmizi: Cy3, Yesil: FITC, Mavi: Hoechst. Olgiim cubuklari: 10 pm.

3.8 gRT-PCR Sonuclari

15 oOrnekten yapilan RNA oOrnekleri havuzunun 3 biyolojik tekrarmin

spektrofotometrik cihazdaki miktar 6l¢iim sonuglari elde edildi (Cizelge 3.1).

Cizelge 3.1: RNA o6rneklerinin cDNA sentez reaksiyonu icin miktar 6l¢iimii sonugclari.

Niikleik Asit 1000 ng’a Denk .
. Kit Karisimi . RNaz I¢cermeyen
Ornek # Konsantrasyonu Gelen Ornek Toplam
(nL) . Su (uL)
(ng/pL) Miktar (uL)
Toplam Gébek
. 263,37 5,00 3,80 11,20 20,00
Kordonu Ornegi-1
Toplam Gébek
. 319,45 5,00 3,13 11,87 20,00
Kordonu Ornegi-2
Toplam Gébek
363,44 5,00 2,75 12,25 20,00

Kordonu Ornegi-3

gRT-PCR iriinlerinin agaroz jel goriintiilemesi yapildiginda sekiz hedef genin
hepsinde bant izlendi. Bant kalinliklarinin gen ifade diizeylerine gore farklilik gostermesi

sonucu CD34’iin diger genlere gore daha az ifadeye sahip oldugu goriildii. (Sekil 3.30).

Vimentin CD105 CD73 CD34 Caveolin-1 CD90 PDGFR-a

Sekil 3.30: qRT-PCR deneylerindeki hedef sekiz genin agaroz jel goriintiisii. Hedef genlerin

hepsinde bant izlendi ve bant kalinliklarinin ifade diizeylerine gore degiskenlik gosterdigi goriildii.
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Agaroz jel gorintilleme sonuglardan emin olmak igin qRT-PCR sonuglarinin
tanimlayici analizlerle sunulmasina karar verildi. Hedef genler i¢cin qRT-PCR deneylerinde
elde edilen Ct degerleri GAPDH geninden elde edilen Ct degerlerine gore normalize edildi
ve tiim genler igin 202V degerleri hesapland1 (Cizelge 3.2). Ayrica her bir grup igin standart
sapma degerleri de hesaplandi; biyolojik tekrarlar arasinda standart sapmanin genelde diisiik
oldugu ve o6rnekler arasinda tutarlilik oldugu goriildii. Bu sekiz hedef genin birbirlerine gore
ifade miktarim kiyaslamak amaciyla sadece tamimlayict olarak analizler yapildi ve genler
arast genis dinamikli ifade farkliliklarini gorsellestirmek amaciyla grafikteki y ekseni
logaritmik skala (log scale) olarak ayarlandi (Sekil 3.31). Logaritmik sistemde genlerin ifade
diizeyleri karsilastirildiklarinda vimentinin diger yedi hedef gene gore ¢ok daha fazla ifade
edildigi; PDGFR-a ve c¢-Kit’in ifade diizeyinin CD73, CD90, CD105 ve caveolin-1 ifade
diizeylerinden fazla oldugu ve CD34’iin ise diger biitiin genlerle kiyaslandiginda oldukc¢a az
ifade edildigi goriildii.

Cizelge 3.2: qRT-PCR deneylerindeki hedef olan sekiz genin ii¢ biyolojik tekrardaki hesaplanan

20ACH degerleri.

Ornek # Vimentin CD73 PDGFR-a  Caveolin-1 c-Kit CD34 CD90 CD105

Toplam
Gobek
1,1858 0,00352 0,04489 0,00195 0,03446 0,00021 0,00494 0,00194
Kordonu
(")rnegi-l
Toplam
Gobek
1,4438 0,00294 0,05115 0,00296 0,06093 0,00038 0,00208 0,00192
Kordonu
Ornegi-2
Toplam
Gobek
1,30003 0,00301 0,03417 0,00128 0,03125 0,00015 0,0058 0,00105
Kordonu
Ornegi-3
Ortalama 1,30988 0,00316 0,04340 0,00206 0,04221 0,00025 0,00427 0,00164

Standart

Sapma 0,12928 0,00032 0,00859 0,00085 0,01629  0,00012  0,00195  0,00051
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Sekil 3.31: gRT-PCR deneylerindeki hedef olan sekiz genin GAPDH’ye normalize edilmis ifade
diizeyleri. Ug biyolojik tekrarin (n=3) ortalama ACt£SS degeri olarak gosterilmistir. Y-ekseninde gen

ifade diizeylerindeki farklarin daha iyi gorsellestirilebilmesi i¢in logaritmik 6l¢ek kullanilmigtir.
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4. TARTISMA

Bu caligmada ilk goézlemlerde tespit ettigimiz telosit benzeri hiicrelerin ileri
tanimlanmastyla fotal bir doku olan gébek kordonu stromasinin temel yapisini aydinlatmaya
katki saglamayi amagladik. Morfolojik olarak telosite benzer hiicrelerin dagilimint ve
sikligin1 belirlemeyi ve molekiiler olarak bu hiicreleri tanimlamay:1 hedefledik. Onceki
caligmalarda bir fotal kaynakli doku olan plasentada telositlerin varligimin gdsterilmis
olmasint g6z Oniinde bulundurarak (Suciu, Popescu, vd., 2010) diger bir fétal doku olan
gbbek kordonunda varliklarinin ilk kez gosteriliyor olmasi temel amacimizdi. Calismamizda
gobek kordonu stromasindaki hiicrelerin heterojenitesi ve daha 6nce de tanimlanmig farkli
tiplerdeki stroma hiicrelerinin varligi goz Oniinde bulunduruldugunda telosit benzeri
hiicrelerin bu stromada yer aliyor olabilecegi ihtimalini degerlendirdik. Su ana kadar elde
ettigimiz sonuglar goézlemledigimiz hiicrelerin telositlerle ortak bir¢ok fenotipik ve

morfolojik 6zellige sahip oldugunu kanitladi.

Normal gebelik sonrasi elde edilen 16 farkli gobek kordonu 6rneginde telosit benzeri
olarak tanimladigimiz hiicreler, stromada yaygin olarak bulundu ve bu hiicrelerin tipik, uzun,
ince, moniliform uzantilari, hem 151k mikroskobu hem de elektron mikroskobu ile tespit
saptandu. i1k olarak 151k mikroskopi diizeyinde genis ve kalin kesitlerde yapilan gdzlemlerde
HE incelemeleri sonucunda ¢ok ince uzantilara sahip hiicrelerin gébek kordonu stromasinda
yaygin bulunan kollajen demetleri arasinda ve dzellikle PVS’de ve yiizeyel IVS’de yer alan
ceplerin etrafin1 ¢evreliyor sekilde bulundugu izlendi. Bu daha genis ve kiigiik sitoplazmaya
sahip stroma hiicrelerinden farkli olduklarini ortaya koyan ilk gézlemdi ve bu ince ve uzun
sitoplazmal1 telosit benzeri hiicrelerin stromadaki cepleri sinirliyor ve dolayisiyla yapimina
katiliyor olabilecegini diistindiirdii. Ancak interstisyel alanlarda bulunan fibroblastlar temel
olarak kollajen ve hiicre dis1 matriks {iretiminden sorumluyken telositler {i¢ boyutlu aglar
olusturarak hiicreler arasi iletisimde daha fazla rol oynadigindan (Bei, Zhou, vd., 2015)
gobek kordonu stromasindaki miyofibroblastlar tarafindan iiretilen kollajenlerin etrafini
cevreleyerek hiicre iletisiminde rol aldiklar1 diisiiniildii. Onceki ¢aligmalarda VS
hiicrelerinin, PVS hiicrelerine kiyasla daha uzun ve daha fazla sitoplazmik uzantiya sahip
oldugu bildirilmistir (Can ve Karahuseyinoglu, 2007). HE gozlemlerimizde 1VS’de oldugu
kadar PVS’de de ince ve uzun sitoplazmali telosit benzeri bulmus olmamiz literatiirden
farklilik gosterdi. Diger taraftan hiicrelerin PVS’de daha yogun, SAS’da ise daha seyrek
oldugunu diger calismalarla uyumluydu (Gauthier-Fisher vd., 2019). MT ve MA
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boyamalarint kullanarak gobek kordonunun kollajen agisindan oldukga zengin bir doku
oldugunu gosterdik. PAS boyanmis kesitler yogun glikojen ve diger polisakkarit birikiminin
daha kiigiik ve genis sitoplazmaya sahip hiicrelerde ve yiizey epitelinde yogunlastigini
gosterdi. Toluidin mavisi boyanmis yari ince kesitlerde ise ince ve uzun sitoplazmali telosit
benzeri hiicrelerin kollajen demetlerinin arasinda yerlesmis oldugu dogrulandi. Bu gézlemler
sonucunda ince sitoplazmali ve uzantili telosit benzeri hiicrelerin mekik seklinde oldugu ve
ince uzantilarinin hiicre ¢ekirdeginden iki yana dogru uzandig: literatiirle uyumlu bulundu
(Kostin ve Popescu, 2009). Daha 6nce bagirsak duvarinin submukozasinda tanimlanmig olan
telositlerin (Shoshkes-Carmel, 2024; Vannucchi vd., 2013) sekillerine uygun olarak bagirsak
yar1 ince kesitlerinde de telositler izlendi. Sonug olarak genis ve kalin kesitlerde yapilan
histolojik incelemelerde telosit benzeri hiicrelerin ince uzantilara ve dar sitoplazmaya sahip
oldugu ve genellikle gobek kordonu stromasinda yer alan kollajen demetlerinin arasinda

yerlesmis oldugu goriildii.

Sonrasinda, telosit benzeri hiicrelerin ince yapilarini tanimlamak amaciyla kullanilan
ve en giivenilir yontem olan TEM’den yararlandik (Popescu ve Faussone-Pellegrini, 2010).
Oncelikle yiiksek bilyiitmeli TEM incelemeleri kullanarak ince yapi ayrintilarini ortaya
koymay1 amagladik ve ince sitoplazmali ve uzantili telosit benzeri hiicrelerin tam boya yakin
gozlemi i¢in de bu yiiksek biiyiitmeli gozlemlerimizde elde ettigimiz goriintiilerin
birlestirilmis panoramik mikrograflarini kullandik. TEM incelemeleri bize daha kiigiik ve
genis sitoplazmaya sahip stroma hiicrelerinin ve ince ve uzun sitoplazmali telosit benzeri
hiicrelerin farklarmni agik¢a ortaya koydu. Ilk olarak stromada yer alan ve yogun kollajen
sentezleyen daha kiiciik ve genis sitoplazmaya sahip stroma hiicreleri ve bu hiicrelerin
sentezledikleri kollajen demetlerinin enine ve boyuna kesitleri agik¢a goriildii. Bu hiicrelerin
sentezledikleri kollajen demetleriyle iligkileri agik¢a izlendi ve kollajen senteziyle iliskili
zengin ER sarniglar1 bulundu. Daha 6nce literatiirde fibroblastlar i¢in hiicre gévdesinin %5-
12°sini ER’lerin olusturdugu bilgisi yogun kollajen sentezinin oldugu gobek kordonu
stromasindaki kiigiik ve genis sitoplazmali hiicredeki gozlemlerimizle dogruland: (Kang vd.,
2015). Bu hiicrelerde farkli yogunluklarda ve g¢ogunlukla periyodik ¢izgilenmelere sahip
inkliizyonlarin lipid tanecigi oldugu izlenirken ince ve uzun sitoplazmali telosit benzeri
hiicrelerde bu inkliizyonlar hi¢ izlenmedi. Birlestirilmis panoramik goriintiilerde daha 6nce
literatiirde tanimlanmis telosit morfolojisine uygun olarak mekik bi¢imli ve ¢ok ince
uzantilar izlenebildi. Toluidin mavisi boyanmis yar1 ince kesitlerde oldugu gibi telositler i¢in
pozitif oldugunu bildigimiz bagirsak dokusunun submukozasinda telositler incelenebildi ve
morfolojisinin gobek kordonu stromasindaki ince ve uzun sitoplazmali telosit benzeri

hiicrelere benzerligi dikkati ¢ekiciydi. Ayrica gébek kordonunun farkli stroma bolgelerindeki
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yiiksek biiylitmelerde yer alan telositlere 6zgii kaveola yapilar1 ve kesintili bazal lamina
literatiirle uyumluydu (Xiangdong ve Cretoiu, 2016). TEM gozlemleri ince ve uzun
sitoplazmali telosit benzeri hiicrelerin hiicre uzunlugu/kalinligi oraninin daha kii¢iik ve genis
sitoplazmaya sahip hiicrelerinkinin 9 kati oldugunu ortaya koydu. Bu da gobek kordonu
stromasinda yer alan hiicrelerin heterojen popiilasyonlardan olustugunu dogruladi. Diger
taraftan ince ve uzun sitoplazmali telosit benzeri hiicrelerin sitoplazma uzantilari en ince
bolgesinde dlgiildiiglinde ortalama 0,143 pum olarak bulundu ve bu da literatiirde uzantilarin
kalinlig1 igin belirtilen 0,2 pm degeriyle uyumluydu (Xiangdong ve Cretoiu, 2016). Son
olarak ince ve uzun sitoplazmali hiicrelerin yiiksek biiylitmeli TEM gozlemlerinde
uzantilarda EV’lerin varlig1 izlendi. Bu da literatiirde yer alan telositlerin komsu hiicrelere
diizenleyici makromolekiilleri tasiyan EV’ler gondererek hiicreler arasi parakrin/jukstakrin
sinyallesmede kritik rol tistlendigi goriisiinii dogrulad1 (Cismasiu ve Popescu, 2015; Cretoiu
ve Popescu, 2014; Fertig vd., 2014). Bu gozlem sonucunda ince ve uzun sitoplazmali telosit
benzeri hiicrelerin hem birbirleriyle hem de daha kiiciik ve genis sitoplazmaya sahip diger
stroma hiicreleriyle iletisimde olduklar1 6ngdriisiiyle uyumluydu. TEM gozlemlerinde bu
hiicrelerin kollajen sentezledigine iliskin herhangi bir kanit elde edilemedi; bu da bu
hiicrelerin daha kii¢lik ve genis sitoplazmaya sahip hiicrelerin sentezledigi kollajen demetleri
arasina yerlesmis oldugunu veya stroma hiicrelerinin kollajen sentezledikten sonra ince ve
uzun sitoplazmali telosit benzeri hiicre morfolojisi sergiledigini diisiindiirdii. Daha once
literatiirde tipki gdobek kordonu gibi kollajen agisindan zengin bir yapi olan dermis
tabakasinda telositlerin kollajen demetlerinin etrafinda yerlestigi gosterildiginden elde
ettigimiz sonuglar telosit benzeri hiicrelerin yerlesimi acisindan onceki c¢aligmalarla da
uyumluydu (Ceafalan vd., 2012). Ayrica ¢aligmalar telositlerin kollajen demetlerinin sentez
verimliligini arttirmada onemli bir role sahip olduklarini belirttiginden (Chen vd., 2021);
kollajen demetleri ile yakin iliskiler igerisinde bulunan ince uzantilarinin hiicre dis1 matriks
sentez dongiisiinde etkin rol oynayabilecegi de 6zellikle kollajen agisindan oldukga zengin

olan gobek kordonu stromasi i¢in diisiiniilebilir.

TEM gozlemleri sonrasinda gobek kordonunda hiicre kiiltiirii  islemleri
gergeklestirildi. Bu hiicre kiiltiirii islemleri sonucunda 6nceki gézlemlerimizle uyumlu olarak
kiiglik ve genig sitoplazmaya sahip stroma hiicreleri ve ince ve uzun sitoplazmali telosit
benzeri hiicreler olmak {izere iki farkli hiicre popiilasyonu izlendi. Daha dnceki ¢aligmalar
gobek kordonu kiiltiir hiicrelerinin heterojen yapisina deginmistir (Ranjbaran vd., 2018). Bu
caligmalar homojen bir iGK-MSH popiilasyonu elde etmek i¢in en uygun yontemin heniiz
belirlenmedigini ve iGK-MSH’nin tek katman olusturarak kiiltirde hizla gogaldigini,

ilerleyen pasajlarda da morfolojik olarak degiskenlik gosterdiklerini vurgulamistir (Batsali
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vd., 2013). Literatiirde gobek kordonu stromasinin heterojenligiyle ilgili yapilan ¢alismalar
arasinda Coskun ve Can’mn (2015) genis sitoplazmali, genis filopodyumlara sahip
miyofibroblast 6zelliginde tip-1 ve daha ince ve uzun goriiniimlii fibroblastoid fenotipe sahip
tip-2 olmak tizere iki farkli hiicre ¢esidi tanimladig1 ¢aligma da bulunmaktadir (Coskun ve
Can, 2015). Elde ettigimiz bulgulara dayanarak tanimladigimiz iki farkli hiicre popiilasyonu
bu caligmayla benzerlikler tagimaktadir. Calismamizdaki goézlemlerimiz sonucunda
tarafimizca izlenen iki farkli hiicre popiilasyonunun birbirlerinden farkli biiyiime
dinamiklerine sahip olduklar1 ve genellikle ince sitoplazmali ve uzun telosit benzeri
hiicrelerin kiiltiir kaplarina yapisma ve ¢ogalma siirecinde daha erken davrandiklar1 bulundu.
Baska bir c¢aligmada Guenther (2022), kiiltiir siiresince hiicrelerin goriiniimlerini
karsilastirmig; gobek kordonu hiicrelerinin morfolojik agidan zengin ve degisken bir yap1
sergiledigini ortaya koymustur (Guenther vd., 2022). Eksplant kiiltiiriin basinda kiigiik tiggen
veya yildiz hiicreler, biiylik yassi hiicreler, ince uzun uzantili hiicreler, kiigcliik yuvarlak
hiicreler ve parlak hiicreler olmak iizere bes farkli morfolojide hiicre tipi tanimlanmustir.
Zamanla, kiiltiirde biiylik yass1 ve ince ve uzun sitoplazmali hiicreler baskin hale gelirken
kiigiik hiicrelerin orani azalmistir. Uzun siireli kiiltiirlerde biiyiik hiicrelerden olugan daha
homojen bir popiilasyon olusmustur (Guenther vd., 2022). Calismamizda da kiiltiir siirecinde
izlenen farkli yapisal 6zelliklere sahip hiicrelerden olusan heterojen popiilasyon ve farkli
¢ogalma dinamikleri bu gozlemlerle benzerlikler tagimaktadir. Diger taraftan kiiltlir
deneylerinde ince ve uzun sitoplazmali telosit benzeri hiicrelerin yapist ve sekli
incelendiginde TEM ve rutin histolojik gozlemlerde oldugu gibi hiicreler dar sitoplazmali,
olduke¢a ince ve uzun uzantili olarak ve mekik sekilli izlendi. Telositlere 6zgii oldugu 6ne
stirilen yer yer genislemis sitoplazma bélimleri olan podomlar ve ince segmentler olan
podomerler bizim ince ve uzun sitoplazmali telosit benzeri kiiltiir hiicrelerinde de izlendi
(Manetti vd., 2014; Rosa vd., 2022). Bu hiicrelerin ortalama uzunluklarinin 604,69 pm
oldugu 6l¢iildii ve bu da daha 6nce literatiirde belirtilen hiicre uzantilari igin 2001000 um
degeriyle uyumluydu (Kang vd., 2015). Kiigiik ve genis sitoplazmaya sahip stroma
hiicrelerinin telosit benzeri hiicrelere gore daha kisa ve kalin uzantilar1 olan filopodialarin

uzunlugu literatiirle uyumlu olarak genellikle 20-30 pum idi (Wong vd., 2014).

TEM'e ek olarak SEM de telositleri incelemek igin siklikla kullanilan bir yontemdir
(H. Li, S. Lu, vd., 2014). Literatiir SEM’in, telositlerin ince uzantilarinin ve diger hiicrelerle
olan etkilesimlerinin gozlemlenmesine olanak kildigim1 (Hussein ve Mokhtar, 2018), telosit
aglarmin dokunun ii¢ boyutlu mimarisini belirlemekte kullanildigint (D. Cretoiu, 2016;
Cretoiu vd., 2014) belirtmektedir. Literatiide yer alan bilgilere uyumlu olarak cam lameller

tizerinde kiiltiire ettigimiz gobek kordonu kiiltiir hiicrelerini SEM’de inceledigimizde ince
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uzantilara sahip telosit benzeri hiicrelerin daha genis sitoplazmaya sahip olan stroma

hiicrelerine ve birbirlerine temas ettigini, iletisim halinde olduklarini gézlemledik.

Bazi ¢aligmalarda telositler FACS yontemi ile ayristirilabilmistir (Bojin vd., 2011; Li
vd., 2016). Calismamizda gerceklestirdigimiz akim sitometri deneylerindeki esas amag ikili
isaretlemeler kullanarak telosit oldugunu diisiindiigiimiiz hiicreleri FACS ile ayristirmak ve
bu hiicrelerin alt kiiltliriinii yapmakti; bu yilizden akim sitometri deneylerinde fikse
edilmemis canli iGK-MSH kullandik. Literatiirde yer alan bilgiler telositleri diger interstisyel
hiicrelerden ayirt etmek i¢in yaygin olarak kullanilan belirteglerin CD34, PDGFR-a ve c-Kit
oldugunu vurgular (Zani vd., 2018). Ancak akim sitometri deneylerimizde hem
CD34/PDGFR-a ve CD34/c-Kit ikili isaretlemelerde hem de CD34, PDGFR-a ve c-Kit tekli
antikor isaretlemelerinde anlamli sayida hiicre edemedigimiz icin telosit oldugunu
diistindiigiimiiz hiicreleri gobek kordonundaki diger stroma hiicrelerinden ayristiramadik ve
alt kiiltirlerini de yapamadik. Anlamli sayida isaretli hiicre elde edilememis olmasi konfokal
mikroskopta incelenen yayma preparatlar ile de dogrulandi. Bunun sonucunda akim sitometri
deneylerinde elde edilen bulgularin farkli dokulardaki telositlerin aym belirtegleri ifade
etmiyor veya ancak fikse edildiginde ayni belirtegleri ifade ediyor olmasindan

kaynaklanabilecegi sonucuna varilabilir.

Caligmada rutin histolojik boyamalar, elektron mikroskobu, akim sitometri ve kiiltiir
gozlemleri sonucunda elde edilen sonuglarin; gobek kordonu kesitlerinde ve kiiltiir
hiicrelerindeki immiinfloresan isaretlemelerle dogrulanmasi amaglandi. ilk olarak ara
filaman proteini olan vimentin ifadesi incelendi ve hem ince ve uzun sitoplazmali telosit
benzeri hiicrelerin sitoplazmasinda hem de daha kiigiikk ve genis sitoplazmali stroma
hiicrelerinde vimentin pozitif izlendi. Vimentin; fibroblastlar, endotel hiicreleri ve doku
makrofajlar1 dahil olmak {izere hemen hemen her bag dokusu hiicresinde bulundugundan
ayirt edici degildir. Literatiirde yer alan bilgilerle uyumlu olarak c¢aligmamizda da giiclii
vimentin pozitifligini gosterdigimiz telosit benzeri hiicrelerin mezenkimal stroma kokenli
oldugunu gosteren ¢aligmalar vardir (Ahmed ve Hussein, 2023; Kondo ve Kaestner, 2019;
Sanches vd., 2024; Varga vd., 2018). Daha 6nceki bulgular gébek kordonundaki hiicrelerin
hem in situ hem de in vitro vimentin pozitifligini gosterdiginden sonuglarimiz literatiirle
uyumludur (Gauthier-Fisher vd., 2019). Ayn1 zamanda yass1 ve/veya kiigiik ¢ekirdekleri olan
telosit benzeri stroma hiicreleri kuvvetli vimentin pozitif iken daha yuvarlak ve oval sekilli
cekirdeklere sahip stroma hiicrelerinin zayif vimentin pozitif olduklari izlendiginden bu ifade
farkinin iki hiicre tipinin Ozellikle yapisini ayirt etmede kullanilabilecegi sonucuna

varilabilir.
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Hiicre iskeletinin temel bilesenlerinden biri ve aktin proteinlerinin filament6z hali
olan F-aktin gobek kordonu kesitlerinde yaptigimiz gozlemlerde hiicre sekilleri ve
yogunluklarin1 anlamamiza yardimer oldu. Incelemelerimiz sonucunda F-aktin isaretlemesi
PVS’de sik yerlesimli ve genis sitoplazmali hiicrelerde yer alirken IVS ve SAS’da daha ince
uzantilar1 olan telosit benzeri stroma hiicrelerinin yapisinda izlendi. Kiiltiir hiicrelerinde ise
hem de genis sitoplazmali hiicrelerde hem de ince ve uzun sitoplazmali telosit benzeri
hiicrelerde filament6z yapida izlendi. Yapilan c¢alismalarda F-aktin fibroblastlarda da
belirgindir ve hiicre govdesinde stres lifleri olusturdugu gortilmiistir (Collin vd., 2012).
Telositlerinse ince ve uzun telopod yapilarinda ise yogun bulunur ve uzantilarin dinamik
yapisini saglar (Gherghiceanu ve Popescu, 2012). Vimentin igaretlemelerimizde oldugu gibi
F-aktin isaretlemesi de hiicre sekillerini ortaya koymaya yardimci olmus ve her iki hiicre

tipinde de pozitifligi literatiirle uyumlu olarak degerlendirilmistir.

Aktin baglayici protein olan o-aktinin ise gdbek kordonu kesitlerinde IVS’deki genis
sitoplazmali stroma hiicrelerinde pozitif; kiiltiir hiicrelerinde ise hem hiicre zar1 hem de
sitoplazmada giiglii ve filament6z olarak izlendi. Doku Kesitlerindeyse ince ve uzun
sitoplazmal1 telosit benzeri hiicrelerin noktasal pozitif oldugu dikkati cekiciydi. Kiiltiir
hiicrelerinde de bu tip hiicrelerin ince uzantilar1 pozitif izlendi. Calismamizda literatiirde o-
aktininin  telositleri tamimlamada ayirt edici bir belirtec olmadigi bilgisiyle
iligkilendirebilecek; hem ince ve uzun sitoplazmali telosit benzeri hiicrelerde hem de genis

ve kiigiik sitoplazmaya sahip stroma hiicrelerinde pozitif sonuglar elde edildi.

Diiz kas hiicrelerinin belirteci olan a-SMA ifadesi gdbek kordonu kesitlerinde
SAS’da ve 1VS’de hem ince ve uzun sitoplazmal telosit benzeri hiicrelerde hem de daha
genis sitoplazmaya sahip stroma hiicrelerinde; kiiltlir hiicrelerinde ise her iki tip hiicrede,
ancak genis sitoplazmaya sahip stroma hiicrelerinde daha gii¢lii filamentdz pozitiflige sahip
olarak bulundu. Literatiirde yer alan bilgilere gore ozellikle miyofibroblast fenotipine
doniismiis olan fibroblastlar giiclii a-SMA ifadesi gosterirken (Hinz, 2007); ozellikle diiz
kaslarla iliskili alanlarda yer alan bazi telosit alt poptilasyonlar1 a-SMA pozitif olsa da bu
ifade telositlerin ¢ogunda yoktur (Liu vd., 2019; Rosa vd., 2019; Rusu, Manoiu, vd., 2018).
Ayni zamanda gobek kordonu stromasinda uzun sitoplazma uzantilarina sahip fibroblast
benzeri ve a-SMA pozitif perisit hiicreleri de tamimlanmistir (Bei, Wang, vd., 2015;
Gauthier-Fisher vd., 2019). Diger fotal bir doku ornegi olan plasentada ise telosit
hiicrelerinin  a-SMA  pozitif oldugu ve kasilma o6zelliklerine sahip olabilecegi One
stiriilmiistiir. Ancak bu ifade hiicre boyunca homojen dagilim goéstermis ve diiz kas

hiicrelerine 6zgii stres lifleri bulunamadigindan telositlerle arasindaki fark ortaya konmustur
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(Suciu, Popescu, vd., 2010). Elde edilen biitiin bu sonuglar telositleri miyofibroblastlarla
karsilagtirmak igin yapilacak ¢aligmalar i¢in ek bulgular sunabilir ve 6nem tagiyabilir.
Literatiirde yer alan bu bilgiler goz oniinde bulunduruldugunda gézlemledigimiz a-SMA
pozitif telosit benzeri hiicrelerin perisit olabilecegi veya daha énce TEM sonuglarinda da
bahsedildigi gibi miyofibroblast tipteki stroma hiicrelerinin sonradan ince uzun telosit

benzeri bir fenotipe donistiigii ve a-SMA pozitifliklerini koruduklar: diigiiniilebilir.

Caligmamizda inceledigimiz diger bir belirte¢ hiicre iskeleti proteini olan ve epitel
hiicrelerine 6zgii sitokeratindi ve gébek kordonu kesitlerinde internal kontrol olarak yiizey
epitelinde pozitifken SAS’da yer alan stroma hiicrelerinde zayif pozitiflik ve ¢ogunlukla
negatif boyanma dikkati ¢ekti. Daha onceki c¢aligmalar da sitokeratin ifadesinin hiicreler
arasinda degiskenlik gosterdiginden soz ettiginden sitokeratin sonuglarimiz literatiirle
uyumluydu (Garzén vd., 2014). Gobek kordonu stromasinin heterojenliginden bahseden
onceki ¢alismalarda sitokeratin ifadesinin genis sitoplazmali ve miyofibroblast 6zelligindeki
tip-1 hiicreleriyle sinirli oldugu ve sonuglarimizla uyumlu olarak bazi hiicrelerde ¢ok az
boyanma bazilarinda ise tamamen negatiflik oldugu izlenmistir (Karahuseyinoglu vd., 2007).
Kiiltlir hiicrelerinde yaptigimiz incelemelerde ise daha genis ve kiigiik sitoplazmaya sahip
stroma hiicrelerinin bazilarinin sitoplazmasi ve hiicre zar1 filamentéz pozitif izlenirken
bazilar1 da negatif izlendi. Ince uzun uzantili telosit benzeri hiicrelerin bazilarinda &zellikle
uzun uzantillarinda pozitiflik izlenirken bazilar1 da negatif izlendi. Kiiltiir hiicrelerinde
sitokeratin pozitif olan hiicrelerin eksplant kiiltiir yonteminde dokunun yiizey epitelinden
gelen hiicreler olabilecegi diistiniilebilir. Literatiirde yer alan ¢alismalarda telositlerin epitel
kokenli olmadig1 i¢in sitokeratin ifadesine bakilmamis olsa da ¢aligmamizda telosit benzeri

hiicrelerin bazilarinin 6zellikle uzantilarinda zayif pozitiflik izlenebildi.

Bir ekstraseliiler matriks proteini olan laminin ise gdzlemlerimizde IVS’deki stroma
hiicrelerinde pozitif, kiiltiir hiicrelerinde ise negatif bulundu. Literatiirde yer alan ¢aligmalar
telositlerin ekstraseliiler matriks iiretiminde fibrobastlar kadar aktif rol oynamadigindan
laminini smirlt ve zayif diizeyde ifade ettigini belirtmektedir (Maxia vd., 2018; Suciu vd.,
2012). Fibroblastlar ise bag dokusunun temel ekstraseliiler matriks iiretiminden sorumlu
hiicreleridir ve laminin ifadesi fibroblastlarda oldukg¢a belirgin ve gii¢lidiir (Theocharis vd.,
2016). Elde ettigimiz sonuglar literatiirde yer alan bu bilgileri karsilayabilmeye yeterli
olmamustir; dzellikle de kiiltiir deneylerinde laminin ifadesi saptanamadigindan ince ve uzun
sitoplazmali telosit benzeri hiicrelerde ve daha genis ve kiigiik sitoplazmali stroma

hiicrelerinde ifade farkliliklar1 bulunamamistir.
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iGK-MSH; CD73, CD90 ve CD105 mezenkimal hiicre belirteclerini ifade eden
hiicrelerdir (Dominici vd., 2006; Ranjbaran vd., 2018). Hem in situ hem de in vitro
kosullarda bu hiicrelerin CD73, CD90 ve CDI105 ifadeleri gosterilmistir (Gauthier-Fisher
vd., 2019). Goézlemlerimiz sonucunda gobek kordonu kesitlerindeki ince ve uzun
sitoplazmali telosit benzeri ve daha genis ve kiigiik sitoplazmali stroma hiicreleri 6zellikle
CD73 ve CD105 agisindan kuvvetli pozitif, CD90 agisindan da daha seyrek noktasal pozitif
bulundu. Kiiltir hiicrelerinde ise 6zellikle CD73 ve CD90 ag¢isindan hiicrelerin
sitoplazmasinda kuvvetli noktasal pozitiflik, CD105 agisindan ise daha seyrek noktasal
pozitiflik bulundu. Kesitlerdeki ve kiiltiir hiicrelerindeki bu ifade farkliliklar1 hiicrelerin in
vitro ortamda farkli ifade profilleri sergiliyor olmasindan kaynaklaniyor olabilir. Literatiirde
yer alan bir ¢alismaya gore gdbek kordonundaki tiim stroma hiicrelerinin CD73 igin pozitif
oldugunu; ancak CD105 i¢in yalnizca diisiik bir oranda pozitiflikten soz edilebilir (Blanco-
Elices vd., 2022). Literatiirde telositlerin CD73 ifadesiyle ilgili bir bilgi bulunmamaktadir.
Plasentada telositlerin tanimlandig1 c¢alismada ve telosit alt kiiltiirlerini inceleyen baska
caligmalarda kiiltiirlenmis telositlerin CD90" ifade etmedigi bulunmustur (Sanches vd.,
2020; Suciu, Popescu, vd., 2010). Baska bir ¢calismada ise telositlerin fibroblastlardan daha
fazla CD90 ifadesine sahip oldugu belirtilmistir (Sanches vd., 2024). Sonuglarimizda kiltiir
hiicrelerinde ince ve uzun sitoplazmali veya genis sitoplazmal1 hiicreler fenotipik olarak tam
ayirt edilememis olsa da CD90’mn biitiin hiicreler tarafindan ifade edildigi izlenmistir.
Literatiirde yer alan bazi ¢aligmalar telositlerin CD105 ifadesine sahip oldugunu soylerken
(Bojin vd., 2011; Dobra vd., 2018; Rusu, Mogoanta, vd., 2018); negatifliginden s6z eden
calismalar da bulunmaktadir (Sukhacheva vd., 2021). Ozellikle gobek kordonu kesitlerinde
ince ve uzun sitoplazmali telosit benzeri hiicrelerin giiglii noktasal CD105 pozitif oldugunu
ortaya koyabildigimiz goz oOniinde bulunduruldugunda sonuglarimizin telositlerin CD105
pozitif oldugu c¢alismalarla uyumlu oldugu soylenebilir. Telositlerin mezenkimal kékenli
oldugu goz oniinde bulunduruldugunda bu hiicrelerin MSH belirteglerini ifade etmesi
anlaml ve tutarlidir (Ahmed ve Hussein, 2023; Kondo ve Kaestner, 2019; Sanches vd.,
2024; Varga vd., 2018).

Literatiirde yer alan bilgilere gore telositlerin tanimlanmasi ve diger interstisyel
hiicrelerden ayirt edilmesi 6zellikle CD34 belirtecinin kullanmildigi immiinhistokimyasal
caligmalar sayesinde miimkiin olmustur (Diaz-Flores, Gutierrez, Garcia, Gonzalez-Gomez,
Carrasco, vd., 2020; Rosa vd., 2019). Bir¢ok dokuda CD34 pozitif telositler tanimlanmistir
(Diaz-Flores, Gutierrez, Garcia, Gonzalez-Gomez, Diaz-Flores, vd., 2020; Diaz-Flores vd.,
2014; Zhou vd., 2010). Diger bir fotal doku olan plasentada telositlerin %70 oraninda CD34
ifadesine sahip oldugu rapor edilmistir (Suciu, Popescu, vd., 2010). Buna karsin gobek
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kordonu stromasindaki hiicreler CD34 negatiftir (Can ve Karahuseyinoglu, 2007; Ranjbaran
vd., 2018); ancak bazi doku tiplerindeki fibroblastlarda (6rn. dermal fibroblastlar) zayif
CD34 pozitifligi gézlemlenebilir (Driskell vd., 2013). Telosit benzeri hiicreleri tanimlamak
amaciyla gobek kordonu kesitlerinde yaptigimiz immiinfloresan isaretlemelerde oldukca
zayif CD34 ifadesi izlendi ve ve bu ifadenin genellikle ince ve uzun sitoplazmali telosit
benzeri hiicrelerde oldugu goriildi. Kiiltir hiicrelerinde ise akim sitometri sonuglariyla
uyumlu olarak CD34 ifadesi bulamadik. Literatiirde CD34 ifadesinin pasaj sayistyla azaldig:
ve telosit yapisinin zamanla degistigi bildirilmistir (Sanches vd., 2024). Bu a¢idan kesitlerde
buldugumuz zayif pozitifligi kiiltiir hiicrelerinde bulamamig olabiliriz. Elde ettigimiz
sonuglarla telositleri ayirt etmek amaciyla hiicrelerde CD34 ifadesinin gobek kordonu igin
kullanilabilecek bir yontem olamayacagi sonucuna vardik. Akim sitometri sonug¢larimizda
oldugu gibi bu durum daha once literatiirde de s6z edildigi tizere farkli dokulardaki
telositlerin ayn1 belirtegleri ifade etmiyor oldugu anlamina gelebilir (Xiangdong ve Cretoiu,
2016). Literatiirde telositlerin prenatal ve postnatal farkliliklar1 hakkinda ¢ok az bilgi
bulunmaktadir. Calismalar erken embriyo asamalarinda telositlerin CD34 ifade etmedigini
ve daha cok MSH ve fibroblast benzeri hiicre profilinde oldugunu ifade ederken postnatal
donemde CD34 pozitif bir fenotipe sahip olduklarini dnermektedir (Faussone-Pellegrini ve
Bani, 2010). Gobek kordonu kesitlerinde ve kiiltiir hiicrelerinde buldugumuz CD34
negatifligi gobek kordonunun f6tal bir doku olmasindan dolayi telositleri tanimlamak igin

yetersiz kalmus olabilir.

Telositleri diger interstisyel hiicrelerden ayirt etmek amaciyla kullanilan diger bir
belirteg de PDGFR-a’dir (Zani vd., 2018). Yapilan ¢aligmalar telositlerin doku homeostazi
ve hasara yanit siireglerinde 6nemli rol oynayan PDGFR-a ifade ettigini gostermektedir
(Marini vd., 2017; Pawlicki vd., 2019; Rusu vd., 2017; Vannucchi vd., 2013; Xu vd., 2019).
Telositlerdeki bu ifadenin stroma mikrogevresindeki diger hiicrelerle etkilesimi agisindan
onemli oldugu vurgulanmigtir (Vannucchi vd., 2013; Xu vd., 2021). Ancak fibroblastlar da
PDGFR-a pozitif olabilir (Ivey vd., 2019; Sanches vd., 2024). Kiiltiir hiicrelerinin PDGFR-a
gdzlemlerinde elde ettigimiz sonug literatiirde yer alan bu bilgileri destekleyecek nitelikte
olup hem daha genis ve kiigiik sitoplazmaya sahip stroma hiicrelerinde hem de ince ve uzun
sitoplazmal1 telosit benzeri hiicrelerde pozitif bulundu. Sonuglarimiz boyali kesitlerdeki
aydimlik alan gdzlemlerimizle uyumlu olarak yiizeyel IVS’deki cepleri gevreleyecek sekilde
dizilmis olan ve kollajen demetlerin arasinda yer alan ince ve uzun sitoplazmali telosit
benzeri hiicrelerde PDGFR-a pozitifligi izlendi. Bu hiicrelerin 6zellikle uzantilarinin

kuvvetli pozitif oldugu dikkati ¢ekiciydi.
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Daha 6nce yapilan ¢aligmalarda fibroblastlarin c-Kit (CD117) negatif; telositlerin ise
pozitif oldugu belirtilmis ve telositleri diger interstisyel hiicrelerden ayirmada Cajal benzeri
interstisyel hiicreleri tanimlama siirecinden baglayarak c-Kit ifadesinin de 6nemli oldugu
vurgulanmistir (Abd-Elhafeez ve Soliman, 2017; Ciontea vd., 2005; Kostin ve Popescu,
2009; Pawlicki vd., 2019; Soliman, 2024). Diger bir fotal doku olan plasentadaki telositlerin
de c-Kit ifade ettigi gosterilmis ve Ozellikle trofoblast hiicrelerinde ve kan damarlari
etrafinda ince uzantilara sahip hiicrelerde c-Kit pozitif izlenmistir (Suciu, Popescu, vd.,
2010). Literatirde gobek kordonunda iGK-MSH’de c-Kit ifadesine dair pozitifligini ve
negaitfligini gosteren degisken sonuglar bulunmustur (Can ve Karahuseyinoglu, 2007). Elde
ettigimiz sonuglarda internal kontrol ve literatiirle uyumlu olarak arter duvarindakii diiz kas
hiicreleri pozitif bulundu (Montiel-Eulefi vd., 2009). Ayn1 zamanda hem yiizeyel 1VS’de
kollajen demetlerin arasinda hem de derin 1VS’de ¢ok ince ve uzun sitoplazmali telosit
benzeri hiicrelerin zarinda ve sitoplazmasinda giiglii c-Kit pozitifligi izlendi. Elde edilen bu
sonuglar literatiirde telositlerin diger hiicrelerden ayirt edici olarak c-Kit ifadesine sahip

oldugunu dogrular nitelikteydi.

Literatiide yer alan bilgiler hiicrede sinyal iletiminde ve vezikiil taginiminda rol
oynayan bir protein olan ve fibroblastlarda hiicre iskeleti diizenlenmesinde gorev alan
caveolin-1’in telositlerin telopodlarinda yiiksek oranda bulundugunu ve bu sayede
telositlerin hiicreler arasi iletisimde rol oynadigini destekler niteliktedir (Smythies ve
Edelstein, 2014). Fotal doku olan plasentada telositleri tanimlamak amaciyla yapilan
caligmada telositlerin caveolin-1 ifadesine sahip oldugu bulunmustur (Suciu, Popescu, vd.,
2010). iGK-MSH’de de caveolin-1 ifadesi gosterilmistir (Shu vd., 2024). Calismamizda
gdbek kordonu kesitlerinde bu proteininin yerlesimi ve dagilimini inceledigimizde diger pek
¢ok belirtecin immiinfloresan gdzlemlerinde oldugu gibi yiizeyel IVS’de yer alan cepleri
¢evreleyen ince ve uzun sitoplazmali telosit benzeri hiicrelerin birgogunda kuvvetli pozitiflik
bulurken derin IVS’de ve PVS’de yer alan genis sitoplazmali stroma hiicrelerinin bazilarmin
zarinda yogunlasan pozitiflik bazilarinda ise tamamen negatiflik bulduk. Kiiltiir hiicrelerinde
yaptigimiz gozlemler sonucunda ise caveolin-1’in neredeyse her hiicrede Golgi aygit1 ve ER
ile uyumlu pozitiflige sahip oldugu izlendi. Daha genis ve kiiglik sitoplazmali stroma
hiicrelerinin sitoplazmasinda ve hiicre zarinda noktasal pozitiflik izlenirken ince ve uzun
sitoplazmal1 telosit benzeri hiicrelerde kuvvetli noktasal pozitifligin yam sira 6zellikle
periniikleer sitoplazma pozitif izlendi. Caveolin-1 ifadesi bize hem iGK-MSH hem de telosit
benzeri hiicrelerde ifadeye sahip oldugundan bu hiicreleri tanimlamada ayirt edici

olmadigini; ancak her iki hiicrede perintikleer sitoplazmada Golgi aygiti ve ER uyumlu
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pozitifliginin yami sira telosit benzeri hiicrelerin ince uzantilarinda da noktasal pozitiflik

gosterdiginden bu iki farkli hiicre tipindeki yerlesiminin farklilik gosterdigi sdylenebilir.

Son olarak bu ¢alismada telosit benzeri hiicrelerin ayirt edilmesine yonelik olarak,
literatiirde yaygin sekilde kullanilan ikili immiinfloresan isaretleme yontemleri uygulandi ve
telositlerin tanimlanmasinda siklikla basvurulan vimentin, ¢alismamizda tiim hiicrelerde
giiclii pozitiflik gosterdi. Ancak bu belirteg, fibroblastlar da dahil olmak {izere birgcok
mezenkimal hiicrede pozitif oldugundan, telositlerin ayirt edilmesinde tek basina yeterli
degildi. Bu nedenle literatiirde CD34, PDGFR-a, c-Kit, caveolin-1 gibi ek belirtegler ile
kombinasyonlar tercih edilmistir (Bei, Zhou, vd., 2015; Rosa vd., 2020). Calismamizda ise
CD34’iin kullamldig: biitiin ikili isaretlemelerde CD34 tiim hiicrelerde negatif bulunmus
olup, bu durum telositlerin CD34 kullanilarak tanimlanmasinda uygun bulunmamistir.
Calisgmamizda CD34'iin negatif saptanmis olmasi, telositlerin klasik immiinfenotipinden
sap1s veya Onceki sonuglarimizda da degindigimiz gibi kiiciik ve genis sitoplazmaya sahip
stroma hiicrelerinin sonradan ince uzun bir yap1 kazanabildigi ihtimalini de
diisiindiirmektedir. Sonu¢ olarak, ¢alismamizda kullanilan ikili immiinfloresan isaretleme
yontemleri telosit benzeri hiicrelerin tanimlanmasinda degerli bilgiler sunmus, ancak bazi
belirteglerin 6zgiilliigli konusunda literatiirde belirtilen uyarilarla da Ortiistiigli gorilmistiir.
Bu baglamda, telositlerin daha giivenilir sekilde tanimlanabilmesi i¢in ¢oklu belirteg
kombinasyonlart ve ileri goriintiileme yontemleriyle desteklenen analizlerin gerekliligi bir
kez daha ortaya konmustur. Genel olarak elde ettigimiz hem tekli hem de ikili
immiinfloresan isaretleme sonuglari doku kesitlerinde ve in vitro kiiltiir hiicrelerinde biiytiik
olgtide ortiismekteydi. Kiiltiir hiicrelerinde ifade eksikliginin izolasyon teknikleri ve/veya
kiiltiir kosullarindan kaynaklaniyor olabilecegi soylenebilir (Karahuseyinoglu vd., 2007).
Elde edilebilecek celigkili bulgular ise benzer hiicre popiilasyonlarinda zaman iginde
gergeklesebilecek fenotip degisimleri, farkli hiicre alt popiilasyonlarinin incelenmis olmasi

ya da kullanilan tekniklerdeki farkliliklarla agiklanabilir (Suciu, Popescu, vd., 2010).

Caligmada verilerimizi dogrulamak amaciyla yaptigimiz qRT-PCR dl¢limlerinde
vimentinin diger 7 hedef gene gore ¢ok daha fazla ifade edildigi goriildii ve bu da gdbek
kordonu stromasinda yer alan tiim hiicrelerin mezoderm kaynakli oldugunu ve gobek
kordonu kesitlerindeki ve kiiltiir hiicrelerindeki kuvvetli vimentin ifadesini dogruladi. qRT-
PCR o6lgiimlerinde PDGFR-a ve ¢-Kit’in ifade diizeyinin CD73, CD90, CD105 ve caveolin-
1 ifade diizeylerinden fazla oldugu goriildi. Bu sonuglar, ozellikle immiinfloresan
sonuglarimizda bazi hiicrelerde daha yiiksek, bazi hiicrelerin ise daha diisiik diizeydeki

caveolin-1 ifade etmesiyle dogru orantiliydi ve hiicreden hiicreye ifadesinin farklilik
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gosterdigini dogruladi. CD34’{in ise qRT-PCR deneylerinde immiinfloresan gézlemlerimizi
dogrular nitelikte diger biitiin genlerle kiyaslandiginda oldukga diisiik ifade edildigi goriildii.
Literatiirde yer alan ¢alismalardaki qRT-PCR sonuglari telositlerin vimentin, CD34 ve c-Kit
belirteglerini ifade ettigini vurgulamaktadir (Aschacher vd., 2021; Qi vd., 2024; Yang vd.,
2023). Calismamizda telositleri ayristiramadigimiz i¢in elde ettigimiz sonuglar1 dogrudan bu
caligmalarla iligskilendirmekten ¢ok gobek kordonu stromasinda yapilan qRT-PCR
analizleriyle iliskilendirmek daha dogru olabilir. Ozellikle yiizey belirteclerinin incelendigi
caligmalarda qRT-PCR ile CD34 negatif;, CD73, CD90 ve CD105 ifadeleri ise pozitif
bulunmustur (Ali vd., 2015). Elde ettigimiz sonuglar bu verilerle uyumludur. Sonug olarak,
elde edilen biitiin qRT-PCR sonuglari immiinfloresan sonug¢larimizi dogrular niteliktedir ve

gen ifade diizeylerinin protein ifade diizeylerine uygun oldugunu gostermistir.

Ozetle; tez galismasi kapsaminda yapilan ¢ok yonlii analizler, insan gébek kordonu
stromasinda telosit benzeri hiicrelerin varligim ve yapisal 6zelliklerini ortaya koymustur.
Histolojik boyamalar, elektron mikroskobu incelemeleri, hiicre kiiltiirii ¢aligmalar1 ve
immiinfloresan isaretlemeler sonucunda, gobek kordonunun heterojen bir hiicre
popiilasyonuna sahip oldugu; bu popiilasyonun 6zellikle ince ve uzun sitoplazmali telosit
benzeri hiicreler ile daha kiigiik ve genis sitoplazmali stroma hiicreleri igerdigi izlenmistir.
Telositlerin tanimlanmasinda altin standart olarak kullanilan elektron mikroskobu ile bu
hiicrelerin ince yapilart tanimlanirken, kiiltiir deneyleri ise hiicreler arasi iletisim ve biiyliime
dinamiklerini ortaya koymustur. Immiinofloresan bulgular, CD34 belirtecinin bu hiicreleri
tanimlamada tek basina yeterli olmadigini gdstermis; buna karsin PDGFR-a, caveolin-1, c-
Kit ve MSH’ye 6zgii belirteclerin kullanimiyla telosit benzeri hiicrelerin ayrimi daha belirgin
hale gelmistir. Calismamizda kullanilan biitiin yontemler telosit benzeri hiicrelerin
tanimlanmasina katki saglamig ve higbiri tek basina tam olarak yeterli olamamistir. Sonug
olarak c¢alisma, insan gobek kordonu stromasinda telosit benzeri hiicrelerin ilk kez
tanimlanmasi agisindan literatiire 6zgiin bir katki sunmakta ve kok hiicre mikronisinin hiicre

cesitliligine 151k tutmaktadir.
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5. SONUC VE ONERILER

Bu tez caligmasinin temel amaci insan gobek kordonu stromasinda telosit benzeri
hiicrelerin varligin1 arastirmak ve yapisal Ozelliklerini ayrintili incelemekti. Histolojik
boyamalar, elektron mikroskobu gézlemleri, hiicre kiiltiirii deneyleri ve MSH ve telositlere
Ozgii belirteglerle yapilan immiinfloresan isaretlemeler sonucunda gobek kordonunda farkli
fenotipik 6zelliklere sahip hiicre tiplerinden olusan heterojen bir hiicre popiilasyonu izlendi.
Bu popiilasyon daha kiigiik ve genis sitoplazmaya sahip stroma hiicreleri ve ince ve uzun

sitoplazmali telosit benzeri hiicrelerden olusmustu.

Bu calismada elde edilen bulgular dogrultusunda genis ve kalin kesitlerde bu
hiicrelerin varlig1 dogrulandiktan sonra, elektron mikroskobu ile yapilan gozlemler sayesinde
hiicrelerin ince yapilar1 detayli olarak tanimlandi. Heterojen popiilasyondaki hiicrelerin
birbirleriyle iligkisini ortaya koyabilen hiicre kiiltiirii deneylerinde ise hiicre tiplerinin farkli
biiylime dinamiklerini ortaya koydu; birbirleriyle ya da diger hiicre popiilasyonuyla
iletisimleri izlendi. Akim sitometri deneylerinde anlamli sayida pozitif hiicre elde
edilemedigi i¢in FACS islemi gerceklestirilemedi ve telosit benzeri hiicrelerin alt kiiltiirleri
yapilamadi; bu da bu hiicreler i¢in farkli dokularda farkli izolasyon yontemlerinin
gerekliligini ortaya koydu. Bulgular, gébek kordonu kesitlerinde ve kiiltiir hiicrelerinde
yapilan immiinfloresan isaretlemeler ve qRT-PCR verileri ile desteklendi. Literatiirde
telositleri tamimlamak i¢in siklikla kullanilan belirteglerden CD34’iin gobek kordonu
stromasinda bu hiicrelerin varligimi gdstermek icin yeterli olmadig:1 bulunsa da PDGFR-a,
caveolin-1, c-Kit ve MSH’ye 6zgii belirteglerle iki hiicre tipi arasindaki ifade farklilik ve
benzerlikleri izlendi. Bu durumun farkli dokulardaki telositlerin ayni belirtegleri ifade

etmiyor olmasindan kaynaklaniyor olabilecegi sonucuna varildu.

Gobek kordonunda telosit benzeri hiicrelerin varligimi ortaya koyan ve kdk hiicre
niginin hiicre ¢esitliligine katki saglayan bu bulgular 1s181nda, telositlerin embriyolojik
donemdeki fizyolojik islevlerinin daha ayrintili olarak arastirilmasi, ileride yenileyici tip ve
doku miihendisligi gibi alanlarda yeni uygulamalarn oniinii acabilir. Ozellikle gdbek
kordonunun dogum sonrasi biyolojik bir hiicre kaynagi olarak degerlendirilmesi, telosit
benzeri hiicre igerigi sayesinde yeni hiicresel tedavi yaklasimlarina katki saglayabilir.
Ayrica, telositlerin daha 6nemli sekilde tanimlanabilmesi i¢in, yalnizca bu hiicrelere 6zgi
belirteglerin varligina odaklanan; gen, mikroRNA ve sekretom profillerini inceleyen ileri
diizey molekiiler ¢alismalar hem hiicresel yapilarin daha iyi anlagilmasina hem de literatiire

yeni yaklagimlar kazandirilmasina katki saglayacaktir.
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Bu formun imzal bir kopyas bana verilecekeir.
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