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ONSOZ

Kikirdak doku miihendisliginde tasarlanacak doku miihendisligi iirliniiniin
kikirdak dokuya cok yakin 6zellikler gostermesi beklenmektedir. Kikirdak dokunun
tasariminda hiicre-ECM yogunluk farklari nemlidir. Bu tez ¢alismasinda tig-boyutlu
hiicre kiiltiirii ortaminda insan umbilikal kord mezenkimal kok hiicreleri — ECM

yogunluk farklarinin kondrojenik farklilasma tizerine olas1 etkileri incelenmistir.
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1. GIRIS

Doku miihendisligi caligsmalari hasarlanmis dokuyu iyilestirebilmek veya
kaybedilen doku yerine dogal dokuya benzer bir doku koymay: hedeflese de dogal
dokuyu taklit edebilmede yetersiz kalmaktadir. Doku miihendisligi tiriinlerinin dogal
doku ozellikleri gosterebilmesi i¢in uygun mikro ¢evre tasarlanmalidir. Bu mikro
cevrenin tasariminda hiicrelerden, ¢oziiniir faktorlerden ve biyomateryallerden
yararlanilmaktadir. Birgok farkli disiplinin ortak caligmasi ile kikirdak yenilenmesi
ve onarimi i¢in kikirdak doku miihendisligi {iriinleri gelistirilmistir. Kikirdak doku,
kondrositlerden, zengin bir hiicre dis1 matriks (ECM) ve kollajen liflerinden olusur.
Kikirdak dokusunun kan besleme sisteminin Ve innervasyonun olmamasi,
kondrositlerin diisiik metabolik aktivitesi ve yiiksek ECM yogunlugu nedeniyle kendi
kendini iyilestirebilme yetenegi sinirlidir. Bu nedenle kikirdak doku miihendisligi ile
tasarlanacak kikirdak dokuya ihtiya¢ duyulmaktadir. Klinikte hasarli kikirdak doku
onarimi ve yenilenmesi i¢in bir¢cok farkli tedavi yontemi kullanilmaktadir. Klinikte
siklikla kullanilacak kikirdak doku miihendisligi iirtinlerinin gelistirilebilmesi i¢in

hiicre tipi, kiiltiir yontemi ve mikro ¢evrenin optimizasyonu gerekmektedir.

Son yillarda kikirdak doku miihendisliginde hiicre kaynadi olarak
ulagilabilirligi, ¢ogaltilabilmesi ve depolanmasi gibi sebeplerle mezenkimal kok
hiicreler umut vaat etmektedir. Ozellikle perinatal kaynakli mezenkimal kok hiicreler
yiiksek hiicre verimi ve ekstra cerrahi isleme thtiyag duyulmamasi sebebiyle 6nemli
kok hiicre kaynagi olarak kabul edilmektedir. Insan umbilikal kord mezenkimal kok
hiicreleri diger yetiskin kaynaklardan elde edilen mezenkimal kok hiicreler ile
kiyaslandiginda disiik immiinojenitesi, kisa amplifikasyon siiresi, non-invaziv
izolasyon yontemleri ve etik erisim gibi istiinliikkleri nedeniyle 6ne c¢ikmaktadir

(Baksh ve ark., 2007; Li ve ark. 2015; Troyer ve ark., 2008).

Tasarlanan kikirdak doku miihendisligi iirlinlerinde siklikla iki boyutlu kiiltiir
yontemleri kullanilsa da dogal dokunun ortamini taklit etmede yetersiz kalmistir. Bu

nedenle ii¢ boyutlu kiiltiir yontemleri ile hiicreler ve tasarlanan mikro cevrenin



etkilesimi dogal dokuya benzer doku elde edilebilmesini kolaylastirmistir. Ug
boyutlu kiiltlir yontemleri hiicrelerin ti¢ boyutlu yapilarin1 korumasini saglayarak
bliylimelerini, birbirleri ile temas etmelerini, sinyallesmelerini ve farklilasmalarini
kolaylastirdig1 bilinmektedir (Cukierman ve ark., 2022; Joseph ve ark., 2018). Ug
boyutlu kiiltiir yontemleriyle iskelesiz mikro dokular iretilebilmektedir. Doku
miithendisliginde iskelesiz ii¢ boyutlu kiiltiir yontemleri ile dogal kaynaklardan elde
edilen biyoaktif polisakkaritler kullanilarak dogal dokuya ait mikro ortam taklit
edilmeye calisilmaktadir. Polisakkaritler biyouyumluluklari, biyobozunur yapilari,
kontrol edilebilir biyolojik aktiviteleri, diisiik toksisite diizeyleri, hidrojel
olusturabilmeleri ve diisiik liretim maliyetleri nedeni ile tercih edilmektedir (Ullah ve
ark., 2019). Deniz kaynaklarindan elde edilen polisakkaritler fizikokimyasal
ozellikleri sebebiyle tip alaninda 6zellikle tercih edilmektedir (Ghanbarzadeh ve ark.,
2018). Son yillarda Rhodophyta kirmizi deniz yosunu tiirlerinden elde edilen
siilfatlanmis lineer polisakkarit olan k-karragenan immiinomodiilator, antitimor,
antiviral, antioksidan, antikoagiilan 6zellikleri nedeniyle biyomedikal uygulamalarda

one ¢ikmistir (Kuznetsova ve ark., 2020; Jafari ve ark., 2022).

Kikirdak doku miihendisligi alaninda ¢ok sayida ¢alisma bulunmasina ragmen
bu kapsamda {ig-boyutlu hiicre kiiltiirii yontemi ile umbilikal kord mezenkimal kok
hiicre kullanimima dayali smirli sayida g¢alisma mevcuttur. Umbilikal kord
mezenkimal kok hiicrelerinin 3B kiiltiir ortaminda hiicre-ECM yogunluk oranina
baglt olarak in vitro sartlarda kondrojenik farklilasma potansiyeli incelendi.
Plasentanin 5 farkli anatomik bdlgesinden mezenkimal kok hiicre izolasyonu
yapilarak immiinofenotipik karakterizasyonlart yapildi. UK-MKH’lerinin {i¢li soya
farklilagtirma, CFU olusumu, biiyiime egrisi, ¢ogalma egrisi ve in vitro migrasyon
analizleri yapildi. 5 farkli anatomik bdolgeden izole edilen MKH’lerin sferoid
olusturabilme potansiyelleri incelendi. UK-MKH’lerinin 3B kiiltiir sonras1 CFU

olusturabilme kapasitesi degerlendirildi.

3B kiiltiir yontemiyle iki farkli kiiltiir ortaminda UK-MKH’lerinin sayist sabit
tutularak x-karragenan farkli konsantrasyonlarinda sferoidler hazirlandi. Elde edilen

hiicre-ECM yogunluk farki ile hazirlanan sferoidlerin ¢ap olgtimleri, dairesellikleri,



rastgele birlesebilme yetenekleri ve histokimyasal boyamalar ile kondrojenik

farklilagsma potansiyelleri degerlendirildi.

1.1. Doku Miihendisligi Yaklasimlari

Doku miihendisligi ilk olarak Langer ve Vacanti tarafindan 1990’11 yillarin
basinda tanimlanmistir. Langer ve Vacanti “miihendislik ve yasam bilimleri
ilkelerinin multidisipliner yaklasimla uygulanarak doku fonksiyonunu eski haline
getirebilen, saglikli halin korunmasini1 saglayan veya ilgili dokuyu iyilestirebilen
biyolojik tiriinlerin gelistirilmesine yonelik alan” olarak tanimlamislardir (Langer ve
Vacanti, 1993). Doku miihendisligi, islevsiz dokular1 restore etmek ve yasam
beklentisini arttirmak amaciyla bir organ/doku kaybi veya yetmezligi yasayan
hastalar1 tedavi edebilmek i¢in biyoloji, miithendislik ve tip ilkelerini kullanarak yeni

stratejiler gelistiren multidisipliner bir yenileyici tip alanidir (Zhao ve ark., 2022).

Doku miihendisligi alani, doku onarimi ve organ naklinde uygulanan mevcut
geleneksel tedavilerin sinirlamalarint ve basarisizliklarini giderebilmek icin ortaya
¢ikmistir. Doku miihendisligi ¢aligmalarinin  temel amact in vitro ortamda
fonksiyonel dokularin iiretilmesi ve daha sonra bu dokularin hastaya nakledilmesi
veya dokularin yerinde onarilmasi ve ilgili dokunun yenilenmesi i¢in viicudun dogal
yenilenme siireglerinin uyarilmasiyla bu sinirlamalarin ve basarisizliklarin {istesinden
gelinmesidir. Bunun i¢in, iskeleler, farkli kaynaklardan elde edilen hiicreler, biiyiime
faktorleri, nano tip, gen terapisi ve birgok bagka teknigin de yer aldigi multidisipliner
yaklagimlar kullanilmaktadir (Olson ve ark., 2011; Salgado ve ark., 2013; Jafari ve
ark., 2022).

Doku miihendisligi ve rejeneratif tipta hazirlanacak iirliniin iglevini tam

anlamiyla gerceklestirmesi i¢in uygun hiicre mikro ¢evresi dnemlidir. Hiicre mikro



cevresi; hiicrelerden, ¢oziiniir faktorlerden ve hiicre dis1 matriks (ECM) veya doku
miithendisliginde kullanilan hiicre mikro g¢evresine benzer biyomateryallerden
olusmaktadir. Doku miihendisligi ve rejeneratif tipta hiicrelere mekanik destek
saglayan ve doku onarmmini tesvik eden iskeleler olusturmak i¢in hem sentetik
polimerler hem de dogal olarak tiiretilmis biyomakromolekiiller kullanilmaktadir

(Chiang ve ark., 2021).

Doku miihendisligi yaklasimlarindan birisi olan hiicre tedavilerinin (kok
hiicre/kisiye 6zel hiicre), yarali/hastalikli organ ve dokularin rejenerasyonu ve
onarimi i¢in terapotik stratejilerde onemli bir potansiyele sahip oldugu gosterilmistir.
Giiniimiizde hiicre tedavilerinden en ¢ok tercih edileni ise mezenkimal kok hiicre
(MKH) tedavileridir. Dogrudan hiicre enjeksiyonlarinin, implantasyon sonrasinda
zay1f hiicre sagkalimi ve yetersiz lokalizasyonu ile karakterize edildigi ve MKH'lerin
sekretomunun yararl etkilerini savunan son veriler géz oniine alindiginda, hiicre dis1
matriks (ECM) sentezini ve birikimini artiran yontemler ile ilgili calismalar daha ¢ok

ilgi gérmektedir (De Pieri ve ark., 2020).

Doku miihendisliginde elde edilecek iiriinlin dogal yapiya en yakin 6zellikte
olmast ve en yiiksek faydayr saglamasi beklenmektedir. Bugiine kadar bu alanda
bir¢ok ¢aligma yapilmis olmasina ragmen daha iyi doku miihendisligi {iriinlerinin
gelistirilmesine duyulan ihtiyag hala devam etmektedir. Kikirdak dokunun tamiri,
yenilenmesi ve tedavi edilmesi i¢in hiicre yapist ve mikro ¢evresinden dolayir bu
konu da ¢ok fazla ilerleme kaydedilememistir. Bu tez calismasinda kikirdak doku
miihendisligi i¢in yeni bir yaklasim gelistirerek, klinikte tedavi amacgh uygulamaya
yonelik hiicre tipinin ve 3B kiiltiir yonteminde kullanilacak biyoaktif molekiiliin

belirlenmesi amaglanmustir.



1.2. Kikirdak Doku Miihendisligi Yaklasimlari

Kikirdak dokusunun kendi kendini iyilestirme kapasitesi sinirhdir. Bu
smirlihigim sebebi kan besleme sisteminin olmamasi, innervasyonun olmamasi,
kondrositlerin diisiik metabolik aktiviteye ve yiiksek ECM yogunluguna sahip
olmasidir. Eklemlerde meydana gelen kikirdak yaralanmalar1 genellikle kikirdak
kusurlarina yol agar. Kikirdak dokusunda gergeklesen hasar ileri yaslarda ve hasarin
izerinden uzun zaman ge¢cmesiyle bile geri doniisii olmayan kusurlara yol agabilir.
Bu nedenle, eklem kikirdaklarinda meydana gelen yaralanmalarin nasil hizli ve etkili
bir sekilde onarilacagi, kikirdak rejenerasyonunun nasil desteklenecegi ve eklem

fonksiyonunun nasil restore edilecegi tip alanindaki 6nemli sorunlardan biridir (Yang
ve ark., 2022).

Biyoloji ve mithendislik alanlarinin ¢ok-disiplinli olarak mevcut teknolojilerini
kullanmalar1 sonucunda kikirdak yenilenmesi ve onarimi i¢in doku miihendisligi
tirtinleri gelistirilebilir hale gelmistir. Kikirdak doku miihendisligi alanindaki dikkat
¢eken ilk c¢alismalardan olan Cao ve arkadaslar1 tarafindan 1997 yilinda
gercgeklestirilmis olup ineklerden alinan kondrositleri biyolojik olarak parcalanabilen
kulak seklinde tasarladiklar1 polimer iskeleye tohumlayarak fare derisinin altina
yerlestirmisgler ve yeni kikirdak olusumunu goézlemlemislerdir (Cao ve ark., 1997).
Son 30 yilda kusurlu kikirdak onarimi ve yenilenmesi iizerine klinikte kullanim igin
cok sayida tedavi yontemi ve biyolojik olarak uyumlu kikirdak doku miihendisligi
tiriinleri gelistirilerek uygulanmaya calisilmistir. Hala tam basar1 saglanamamaistir.
Kikirdak doku miihendisligi iriinlerinin iiretimi i¢in uygun hiicre tipi seg¢imi,
biyouyumlu iskeleler ve uygun mikro c¢evre segilerek yeni kikirdak doku

miithendisligi tirlinleri tretilebilir (Guo ve ark., 2023).

Kikirdak doku miihendisligi i¢in kondrositler, fibroblastlar, kok hiicreler ve
genetigi degistirilmis hiicreler kullanilmis fakat en uygun hiicre kaynagi hala
belirlenememistir. Son yillarda kikirdak onarimi i¢in doku miihendisligi teknolojisi

ile birlikte kullanilan mezenkimal kok hiicre kaynaklart umut verici bir yaklasim



olarak kabul edilmektedir. Bazi ¢aligmalarda MKH tedavisinin sonuglari incelenmis
ve MKH'lerin, minimum dondér alan morbiditesi ve minimal invazif enjeksiyonlar
yoluyla uygulama kolaylig1 gibi ek avantajlarla birlikte giivenli ve etkili oldugu
gosterilmistir (Nejadnik ve ark., 2010; Wong ve ark., 2013). Kikirdak onariminda
MKH'lerin kanitlanmig bazi terapdtik etkilerine ragmen, hiicre temelli MKH
tedavileri, hiicrenin kaynagi, ulasilabilirligi, ¢ogaltilmasi, depolanmasi ve hastalara
uygulanacak tedavi sirasinda optimal hiicre potansiyelini ve canliligini korumada
zorluklar yasanmaktadir. Bu nedenle mevcut hiicre kaynaklarimin ve kullanilan
yontemlerin bu siiregleri olumlu yonde degistirecek sekilde diizenlenmesi

gerekmektedir.

Doku miihendisligi ile iiretilen kikirdak dokusunun yiik tasima kapasitesinin
siirli olmasi klinikte kullanimini zorlagtirmaktadir. Hiicre-ECM yogunlugu, iiretilen
kikirdak dokusunun mekanik o6zelliklerini belirlemektedir (Khoshgoftar ve ark.,
2013). ECM’nin mevcut fiziksel Ozellikleri hiicrenin tiim davramigini etkiledigi
bilinmektedir. Bu nedenle doku miihendisligi bakimindan hiicre-ECM yogunlugunun

diizenlenmesi dokunun fonksiyonlarint siirdiirebilmesi i¢in hayati dneme sahiptir.

Doku miihendisliginde biyomalzeme olarak insan viicudundaki ana yapisal
proteinler ve bunlarin tiirevleri kullanilmaktadir. Kollajenler ve kollejenler ile bir
araya gelen glikoproteinler biyomalzeme olarak siklikla tercih edilmektedir. (Benny
ve ark., 2016). Doku benzeri yapimnin olusturulmasinda kullanilan biyomalzemeler
oldukg¢a dnemlidir. Dokunun dogal yapisinda bulunan glikoproteinlerin biyomalzeme
olarak tercih edilmesi basar1 oranini artirmaktadir. Ekstraselliiller matriks olarak
kullanilan aktif biyomalzemeler, hiicresel islevlerin gerceklestirilebilmesi igin gerekli
fiziksel ortam1 saglar ve dokunun ihtiyaci olan molekiillerin hiicrelere veya hasarli

dokuya iletilmesine olanak saglar (Jafari ve ark., 2022).



1.3. Kikirdak Doku

Kikirdak; kemikler, go6giis kafesi, intervertebral diskler, kulak ve
burun arasindaki eklemlerde bulunabilen saglam ve viskoelastik bir bag dokusudur.
Sikistirma kuvvetlerine karsi direnglidir, ancak yine de esneyebilir. Kikirdak bol
ECM
olusmaktadir. ECM, kondrositler tarafindan iretilir (Brittberg, 2010; Gahunia ve

Pritzker, 2020). Kikirdak doku avaskiiler, anoral, non-lenfatik ve hidratli bir iskelet

miktarda icerisine gomiilii halde bulunan kondrosit hiicrelerinden

dokusudur (Boyan ve ark., 2018; Eschweiler ve ark., 2021; Gahunia ve Pritzker,
2020; Kelly ve ark., 2019). Kikirdak doku genellikle perikondrium adi verilen fibroz
bir bag dokusu tabakas ile kaplanmistir (Gillis, 2019).

Kikirdak doku, molekiiler bilesenlerine bagh olarak 3 sinifa ayrilir. Bunlar;
hiyalin, elastik ve fibroz kikirdaktir. Hiyalin kikirdak, kikirdagin baskin seklidir ve
genellikle iskelet sistemi ile iliskilidir. Cizelge 1.1 de kikirdak doku g¢esitlerinin

ozellikleri karsilagtirilmistir.

Cizelge 1.1. Kikirdak doku cesitlerinin 6zellikleri

Kikirdak
itleri
Cesitleri Hiyalin kikirdak | Elastik Kikirdak Fibroz kikirdak
Ozellikler
Damar Icermez Icermez Icermez
Perikondriyum
(D1s fibroz tabaka, ig . ..
kondrojenik tabaka, kan Cevrili Cevrili Yoktur
damarlarr)
Kondrositlerin - . . - . .
TRRETIAL Tip Il kollajen Tip Il kollajen Tip | kollajen
Intervertabral diskler, dizin
Bulundug Burun, larinks, Dis kulak, epiglot, artikiilerdiskleri, mandibula,
ulundugu yer trakea, brons isitme kanallarinda sternoklavikular eklemler,
simfizis pubis
Goriiniim Seffaf Seffaf Opak




1.3.1. Eklem Kikirdaginin Yapisi

Eklem kikirdagi, ii¢ boyutlu bir kollajen ag1 tarafindan sinirlanan negatif yiiklii
hidrofilik proteoglikanlardan olusan zengin bir hiicre dis1 matrise gomiilmis nispeten
diisiik kondrosit yiizdesine (%2-5) sahiptir. Negatif yiiklii proteoglikanlar, pozitif
yiiklii kollajen fibrilleri i¢indeki su molekiillerini baglayabilen ve boylece jel iginde
yiiksek bir ozmotik basing olusturan biiyiik agregatlar olusturma yetenegine sahiptir.
Eklem kikirdaginin benzersiz biyolojik ve biyomekanik 6zellikleri, kollajen liflerinin
mimarisine, bliyiik molekiiler agirliga sahip ¢oziinen proteoglikanlarin bilesimine ve
ECM ile kikirdak fonksiyonunu ve homeostazi koruyan kondrositler arasindaki

etkilesimlere baglidir (Gahunia ve Pritzker, 2020).

Eklem kikirdagi yaralanmalari akut veya kronik yaralanmalar sonucunda
gelisebilir. Travmaya bagl eklem kikirdagi yaralanmalarinin goériilme sikligi her
gecen giin artmaktadir. Buna ek olarak doku da iltihaplanma, asinma kaynakli hasar
olusumu ve dejeneratif degisiklikler gibi ¢esitli nedenlerle de kikirdak dokuda hasar
gelismektedir. Eklem kikirdagi hasarlar1 genellikle yogun agri ve sisme ile
karakterizedir. Eklem kikirdagindaki hasarin boyutu maruz kaldigi travmanin
siddetine ve derinligine bagli olarak uzun silirede ya da kisa silirede ortaya

cikmaktadir.

1.3.2. Eklem Kikirdagimin Tabakalari

Kikirdak yiizeyinden subkondral kemige morfolojik olarak 4 farkli kikirdak
tabakas1 gozlemlenir. Bu tabakalar onlar1 olusturan makromolekiiller sebebiyle
karmasik ve heterojen bir yapiya sahiptir. Sekil 1.1 de gosterildigi gibi yiizeyel
tabaka, gecis (orta) tabakasi, radyal (derin) tabaka ve kalsifikiye tabakadan olusur.
Radyal ve kalsifiye tabaka arasinda "tidemark" olarak adlandirilan bir geg¢is zonu

bulunmaktadir (Brittberg, 2010).



. ]— Yiizeyel Tabaka

— Gegis (Orta) Tabaka

2 — Radyal (Derin) Tabaka
h - . - . -
\ \ =— Tidemark
— Kalsifikiye Tabaka
) . * )

— Subkondral kemik

Sekil 1.1. Eklem kikirdag:i tabakalari (Brittberg, 2010 makalesinden modifiye edilerek
Tiirk¢e’ye gevrilmistir.)

- Yiizeyel Tabaka: "Lamina splendens" adi verilen hiicresiz ince bir fibril
tabakasidir ve kondrositleri tamamen g¢evreler. Bu ince tabaka eklem boslugu ile
bitisiktir ve altindaki kondrositler kikirdak ylizeyine paralel sekilde diiz veya
elipsoidal formdadir. Eklem kikirdaginin yaklasik %10-20’sini olusturmaktadir.
Kollajen fibrilleri eklem yiizeyine paralel sekilde ve yogundur. Bu tabaka alt
tabakalarin korunmasi ve siirdiiriilebilmesi i¢in ¢ok sayida kondrosit ve sikica
paketlenmis kollajen fibrilleri igerir. Eklem sivist ile temas halindedir. Kikirdagin
maruz kaldig1 gerilme ve sikistirma gibi kuvvetlere direnmesini saglayan gerilme

ozelligine sahiptir (Brittberg, 2010; Gahunia ve Pritzker, 2020).

- Gecis (Orta) Tabaka: Uzun ekseni kikirdak yilizeyine dik olacak sekilde
yuvarlak veya dikdortgen olan daha biiyiik kondrositler kollojen lifleri arasinda
rastgele bir dagilim gosterirler. Eklem kikirdaginin %40-60’1n1 olusturur. Yiizeyel
tabakayla temasi olan bdlge ince kollajen fibrilleri ile kikirdak yiizeyine paralelken;
radyal tabaka yilizeyine degen kismi ise kalin kollajen fibrilleri ile genellikle dik
stitunlar seklinde yerlesmistir (Brittberg, 2010; Gahunia ve Pritzker, 2020).

- Radyal (Derin) Tabaka: Kondrositler ge¢is tabakasinda bulunanlara kiyasla
daha biiyiiktiir ve yuvarlaktir. Eklem kikirdaginin %20-30’unu olusturur. Kollajen

liflerinin radyal sekilde diizenlenmesi sebebiyle siitunlar seklinde diizenlenirler.



Kollajen demetlerinin en kalin oldugu bolgedir. Kalsifikasyonda yer alan alkalen
fosfatazin bu tabakadaki kondrositler tarafindan sentezlendigi disiiniilmektedir.
Yiiksek proteoglikan icerigi nedeniyle sikistirma kuvvetlerine karsi en biiyiik direnci
saglamaktan sorumludur (Brittberg, 2010; Gahunia ve Pritzker, 2020; Sophia Fox ve
ark. 2009).

- Tidemark: Kalsifikiye tabaka ile radyal tabaka arasinda 2-5 pm kalinliginda
yogun bazofilik kalsifikiye bir ¢izgi seklinde goriiliir. Dinamik bir yapiya sahiptir.
Radyal tabakadaki kollajen fibrilleri bu gecis bolgesine kadar uzanmaktadir.
Olgunlasmamis kikirdakta goriilmez. Dalgali goriiniime sahip olmasmin sebebi

maruz kaldig1 mekanik kuvvettir (Brittberg, 2010; Gahunia ve Pritzker, 2020; ).

- Kalsifikiye Tabaka: Tidemark ve subkondral kemik arasinda yer alan bu
tabaka 100-250 um kalinhiginda kikirdagin kemige sikica tutunmasini saglayan
tabakadir. Bu tabakanin kalinligi kikirdagin maruz kaldigr yiike bagli olarak
degiskenlik gostermektedir. Kondrositler yuvarlak, en kii¢iik boyutlu, az sayida ve
hipertrofiktir. Kondrositler yogun sekilde kire¢lenmis matrikse gomiilii halde
bulunurlar. Bu tabakadaki kondrositler alkalen fosfataz sentezi yaparlar. Bu
tabakada kalsiyum depolanir. Kikirdagin sinoviyal sivi araciligiyla beslenmesini ve
kemik doku ile alig-verisi saglar (Brittberg, 2010; Eschweiler ve ark., 2021; Gahunia
ve Pritzker, 2020).

1.3.3. Kikirdak Doku Hiicreleri (Kondrositler):

Kondrositler, eklem kikirdaginda bulunan tek hiicre tipidir. Kondroblastlar,
salgiladiklar1 hiicre dis1 matriks i¢inde olusturduklari lakiinler (bosluklar) i¢cinde tekli
ya da grup halinde kondrositlere doniisiirler. Kondrositler mezodermden kaynaklanir
ve eklem kikirdaginin zonal bolgelerine bagl olarak sekil, sayr ve boyut olarak
degisiklik gosterir (Eschweiler ve ark., 2021). Ust katmanda hiicreler diiz ve yatay
konumda, daha derin katmanlarda ise genellikle yuvarlak ve dikey konumda
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hizalanmislardir (Brittberg, 2010; Sophia Fox ve ark. 2009). Kondrositler ECM’nin
tiretilmesi ve siirekliliginin saglanmasindan sorumludurlar (Kelly ve ark., 2019).
Kondrositler anaerobik bir ortamda bulunmalar1 sebebiyle diisik metabolik
aktiviteye sahiptirler. Kondrositler; eklem kikirdaginin mikro anatomik, mikro
mekanik ve metabolik olarak aktif fonksiyonel birimleridir. Yaralanma, yaslanma
veya hastalik sebebiyle normal eklem kikirdaginin homeostazinin bozulmasi
kondrositlerin yapisini etkiler. Olgun kikirdagin yapisi incelendiginde kondrositlerin
periselliiler ortam1 (matriks ve kapsiil) dokunun homeostazinin korunmasinda kritik
role sahiptir (Gahunia ve Pritzker, 2020). Kondrositler sinirli replikasyon
potansiyeline sahiptir ve bu durum herhangi bir hasar durumunda iyilesme
kapasitesini sinirlandirmaktadir. Kondrositlerin hayatta kalabilmek i¢in optimal bir

kimyasal ve mekanik ortama ihtiyaci vardir (Sophia Fox ve ark. 2009).

Kikirdak doku hiicresi olan kondroblastlar embriyogenez sirasinda mezenkimal
kok hiicrelerden kokenlenir. Kondrogenez, mezenkimal hiicre alimi ve goci,
progenitorlerin yogunlasmasi ve kondrosit farklilagsmasi ve olgunlasmasini igeren ve
endokondral ossifikasyon sirasinda kikirdak ve kemik olusumuyla sonuglanan iskelet
gelisiminin en erken asamasidir (Goldring ve ark., 2006). MKH’ler bir araya gelerek
once kondrogenez merkezleri olusturarak kondroblastlara farklilagirlar. Bu merkezler
ECM ile ¢evrili kondroblastlardan olusur. Kondroblastlarin ¢gogalmalari/biiylimeleri
mitozla gergekleserek kardes hiicrelerle izogen gruplart olusmaktadir. Bu olay ayni
bosluk/lakiin i¢inde ger¢eklesmektedir. Bir siire sonra kondroblast hiicreleri
kondrosit hiicrelerine doniisiir. Kikirdak dokusu i¢cinde damar olusumu olmadigi i¢in
besin aligverisi ECM de difiizyonla ger¢eklesmektedir. Kondrositler ¢ok aktif olarak
boliinmemelerine ragmen besinsel gereksinmelere sahiptirler. Ihtiyag duyduklar:

proteoglikan gibi molekiillert ECM de sentezlerler.
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1.3.4. Kikirdak Doku Ekstraselliiler Matriks Yapisi

Hiicre disi matriksin (ECM), gelisim siirecinde ve hastaliklarin ortaya
¢ikmasinda hiicre ve doku davranigini 6nemli diizeyde etkiledigi bilinmektedir (Rape
ve ark., 2015). ECM, tiim dokularda hiicreler tarafindan sentezlenen ve hiicre
yapismasi, cogalmasi, goc¢ii ve farklilasmasi dahil olmak {izere 6nemli biyokimyasal
ve biyofiziksel siirecleri yonlendiren dinamik bir mikro gevresel bilesendir. ECM,;
fibroz proteinler, glikoproteinler, proteoglikanlar, biiyiime faktorleri ve sitokinlerden
olusan karmasik bir mikro-ortamdir (Yoo ve ark., 2022). ECM'nin sentezi ve yeniden
modellenmesi (degradasyon/sentez donglisii) morfogenez, yara iyilesmesi ve doku
bakiminda ¢ok dnemlidir. Boylece, biyokimyasal sinyallesme ile birlestirilen ECM,
mekanik ve mimari/topografik isaretler gibi biyofiziksel 0Ozellikler ve hiicre

davranigina iliskin degerli bilgiler saglar (Lobo ve ark., 2016).

Kikirdak doku ECM'si, kiig¢lik molekiiler agirliga sahip iyonlara ve temel
olarak kollajen tip II ve proteoglikanlardan olusan makromolekiiler bilesime sahip
doku sivisindan olugan esnek bir jel olarak tanimlanabilir (Gahunia ve Pritzker,
2020; Gillis, 2019). Su eklem kikirdaginin en ¢ok bulunan bilesenidir. Suyun en
biiyiilk kismi1 matrisin gozenekli yapisinda, bir kismu kollajen fibrilleri i¢indeki
intrafibriler bosluklarda ve en az kismi da hiicre i¢i bosluklarda yer alir. Kikirdak
dokunun tabakalar1 derinlestikce su miktar1 azalir. Doku igindeki suda sodyum,
kalsiyum, klor ve potasyum gibi inorganik iyonlar ¢oziiniir. Su kikirdak ve eklem
yiizeyindeki hareketi kolaylastirirken iginde ¢oziinen inorganik iyonlarin
kondrositlere taginmasini ve dagitilmasimi saglar. Kikirdagin maruz kaldigi basinci

tolere edebilmesine yardimci olur (Sophia Fox ve ark. 2009).

Kollajen lifleri, kikirdagin yapisindan sorumludur ve ECM'deki kolajenin %90
- 95 kollajen tip II'den olusur. Ayrica, kollajen tipleri I, IV, V, VI, IX ve XI,
proteoglikan agregatlar1 ile i¢ ice gegmis fibriller ve liflerin c¢ergevesinin
olusturulmasinda yer alirlar. Kollajen tip IX lifleri araciligiyla yiiksek oranda ¢apraz

baglanirlar. Kollajen, kikirdaga giiciinii ve gerilme sertligini verir (Brittberg, 2010;
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Eschweiler ve ark., 2021; Umlauf ve ark. 2010). ECM de kollajene ek olarak bulunan
proteinler; fibronektin, laminin, tenasin, kondronektin, kikirdak oligometrik matris
proteini (COMP) ve kikirdak matris glikoproteinidir (CMGP) (Gahunia ve Pritzker,
2020).

Proteoglikanlar, kikirdagin 1slak agirligmin %5 ila %10'unu olusturan biiyiik
protein-polisakarit molekiilleridir. Hidrofilik yapiya sahiptirler. Keratan siilfat ve
kondroitin siilfat zincirleri ¢ekirdek proteinine kovalent bag ile baglanir. Hyaliironik
asit zincirine bir baglanti proteini araciligiyla ¢ekirdek proteinine baglanan
proteoglikanlar biiyiik agregatlar olustururlar. Proteoglikan kiimelerinin tiim
bilesenleri kondrositler tarafindan sentezlenir. Proteoglikanlar konsantrasyonlari
kikirdak tabakalarinda farkli yogunluktadir. Orta tabakada en yiiksek, yiizeysel
tabakada en diisiik konsantrasyon sahiptir (Brittberg, 2010; Eschweiler ve ark.,
2021). Proteoglikanlar, kikirdaga elastikiyetini ve direncini verir (Brittberg, 2010).
Proteoglikanlar ve kollajen birbirleri ile capraz baglanarak kollajen fibrilleri
arasindaki mesafeyi kisaltirlar (Eschweiler ve ark., 2021). Kikirdak dokuda yaygin
olarak biiyiik kiimeler olusturabilen agrekan, sindekanlar ve versikan gibi
proteoglikanlar ve kiime olusturmayan biglikan, decorin, fibromodulin, lumican ve

perlecan bulunur (Gahunia ve Pritzker, 2020; Umlaof ve ark. 2010).

1.3.5. Eklem Kikirdag: Tedavisinde Kullanilan Cerrahi Prosediirler

Giliniimiizde kikirdak kusurlarini onarmak i¢in konservatif ve cerrahi tedaviler,
eklem i¢i enjeksiyon, eklem replasmani, mikrokirik, kemik iligi stimiilasyonu
onarimi ve kikirdak nakil yontemleri kullanilmaktadir. Klinikte kikirdak hasari
onariminda ¢esitli yontemler terapdtik bir rol oynasa da, bunlarin sinirlamalar1 da
vardir. Yaralanan kikirdak hangi tedavi uygulanirsa uygulansin orijinal halini geri

kazanmasi zordur (Yang ve ark., 2022).
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1.3.5.1. Drilleme (Delme) ve Mikrokirik Yontemi: Drilleme ve mikrokirik
yontemleri ayn1 mantiga sahip iki yontemdir. Eklem kikirdaginda 1-2,5 cm?’lik
delikler agilarak piiriizlii yiizey olusturulur. Deliklere dolan kemik iligi kan pihtilari
kemik iligi mezenkimal kok hiicrelerini ve bliylime faktorlerini igerir. Kemik iligi
mezenkimal kok hiicreleri ve ortamda bulunan biiylime faktorlerinin etkisiyle
kondrositlere farklilasarak kusurlu kikirdagi onarabilir. Bu yontem giliniimiizde en
yaygin kullanilan yontem olsa da uzun siireli tedavi etkinliginin az olmasi1 ve geng
hastalarda daha etkili sonuglar vermesi nedeniyle klinikte kullanimini

siirlandirmaktadir (Erggelet ve ark., 2016).

1.3.5.2. Osteokondral Transplantasyon (OCT): Nakledilen kikirdagin
kaynagimna gore osteokondral otolog transplantasyon ve osteokondral allogreft
transplantasyonu olarak ayrilabilir. Osteokondral otolog transplantasyon, cerrahi
iyilesme siiresinin kisa olmasi ve immiin red yagsanmamasi nedeniyle tercih edilebilir
olsa da saglikli kikirdak doku kaynaginin smirli olmasi nedeniyle biiyiik kikirdak
hasarlarinda kullanilamamaktadir. Osteokondral allogreft transplantasyonu daha az
cerrahi travmaya neden olacagi i¢in biiyiik kikirdak hasarlarinin onariminda tercih
edilebilir. Hem taze hem de donmus allogreftler kullanilabilmektedir. Allogreft
osteokondral transplantasyonun hastalik bulas riski, verici kaynaklarinin yetersiz
olmasi, transplante edilecek dokunun korunmasi ve maliyetlerinin yiiksek olmasi

klinikte kullanimini kisitlamaktadir (Guo ve ark., 2023).

1.3.5.3. Otolog/Allojenik Kondrosit Implantasyonu (ACI): Eklem
yiizeyinin agirlik tagimayan bolgelerinden kondrositler toplanarak in vitro kiiltiir
ortaminda cogaltilir ve kikirdagin kusurlu alanlarina implante edilir. Bu, alanin
onarilmasinda etkili bir yontemdir. Yontemin ilk uygulandigi zamandan giiniimiize
daha ¢ok doku miihendisligi teknikleriyle bir araya getirilerek uygulanmaktadir. Ilk
olarak hiicre implantasyonlar1 ile baslamig, daha sonra kollajen membranlar gibi
malzemelerle birlestirerek uygulanmaya devam edilmistir. Bu yontemde hiicre ve
malzemelerin birlestirilmesiyle hasarli kikirdak bolgesi ortiiliir ve hiicre kaybi

onlenmis olur.
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ACI yonteminin gelismis versiyonu ve giiniimiizde daha sik tercih edilen
“Matriks Kaynakli Otolog Kondrosit Implantasyonu (MACI)” kikirdak hasarmin
tedavisi i¢in doku miihendisligi yOntemlerinden "hiicre-iskele yapilar1" temelli
kikirdak onarim teknigidir. Hastanin saglikli kikirdak dokusundan kondrositleri
alinarak hiicreler cogaltilir ve iskele iizerine tohumlanir. Elde edilen doku
mihendisligi {iriinii ikinci bir ameliyat ile hastaya implante edilir. Bu yontemler,
travma olusumunun az olmasi, pratik ve bulas riskinin az olmasi nedeniyle tercih
edilmektedir. Yontemin dezavantajlari; iki ameliyat gerektirmesi, uzun iyilesme
stireleri gerektirmesi, yasl hastalarda tedavi oraninin diisilk olmasi ve yiiksek

maliyetli olmasidir (Makris ve ark., 2015; Guo ve ark., 2023).

Gilintimiizde kullanilan bir bagka otolog kondrosit implantasyon ydntemi ise
kondrosferlerin ~ kullanimidir.  Kondrosferler — saglikli  eklem  kikirdagindan
kondrositlerin toplanarak in vitro kosullarda ¢ogaltilmasi ve 3 boyutlu (3B) sferoidler
seklinde hazirlanarak eklem kikirdagi hasarlarinin onarimi i¢in implante edilmesine
dayanmaktadir. Kondrosferler, Temmuz 2017°de femoral kondil ve diz patellasinin
10 cm®ye kadar olan semptomatik eklem kikirdagi hasarlarinda kullammi igin
ruhsatlandirilmistir. Diger yontemler ile kiyaslamalarini iceren caligmalar heniiz

devam etmektedir (Armoiry ve ark., 2019).

1.3.5.4. Otolog Matriks Kaynakh Kondrogenez (AMIC): Tek bir ameliyat
ile kikirdagin kusurlu bélgesinin c¢ikarilip temizlenmesi ve bolgede mikrokirik
olusturarak hasarli kikirdak bolgesinin onarilmasina dayanan hiicresiz bir yontemdir.
Yontemin etkinligini artirmak i¢in mikrokirik olusturulan bolgeler bilyiime faktorleri
ile desteklenir. Buna ek olarak son yillarda otolog serum veya trombosit yoniinden
zengin plazma 1ile birlestirilmis implant matriksleri de enjekte edilmektedir.
Mikrokirik ve otolog kondrosit implantasyonuna gore daha avantajli goriinse de bu
yontemde kullanilacak iiriin ¢esidi azdir ve klinik kullaniminda uzun siireli takip

sonuglarina ihtiya¢ vardir (Benthien ve ark., 2011; Guo ve ark., 2023).
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1.4. insan Plasentasi

Plasenta; embriyonik ve fetal gelisim igin gerekli, ayn1 zamanda hayatta
kalmay1 kolaylastiran énemli immiinolojik 6zelliklere sahip, gecici, dinamik ve ¢ok
yonlii bir organdir (Lobo ve ark., 2016). Plasenta gebeligin devami ve fetiisiin
gelisimi i¢in tek fetomaternal baglantiyr saglamaktadir. Zigotun olusumuyla birlikte
gebeligin ilk haftalarinda hizli ve dinamik bir sekilde gelisen ekstra embriyonik
dokulardan olusur (Kojima ve ark., 2022). Bu nedenle fetiis ile ayn1 genetik
Ozelliklere sahiptir. Plasenta temel olarak blastokistin duvarini  olusturan
trofektoderm ve bu yapinin altinda bulanan ekstra embriyonik mezoderm doku
kaynaklarindan meydana gelir. Trofektoderm yapisinda bulunan trofoblastlardan
oncelikle plasentanin epitelyal ortiisii ve koryonik yapilar1 gelisir. Ekstra embriyonik
mezoderm yapisindan ise fibroblastlar, vaskiiler ag ve yerlesik makrofaj popiilasyonu

gelisir (Burton ve ark., 2015).

Insan plasentasi ortama 22 cm capinda, 2,5 cm kalmliginda, 500 g agirhginda
ve yaklasik 15 m? yiizey alanina sahip diskoid bir organdir (Plitman Mayo, 2018).
Sekil 1.2. de gosterildigi gibi insan plasentasi amniyon, koryon ve desidua’dan
olusan hem fetal hem de maternal dokulardan olugmaktadir. Amniyon ve koryon
fetal kokenli iken, desidua maternal kokenlidir. Insan plasentasi anne ve fetiis
arasinda dinamik bir temas bolgesi gorevi gorlir. Hem kendisinin hem de fetiisiin
hizli biiyimesini destekleyen biyosentetik gereksinimleri karsilayarak gebelikte
merkezi bir metabolik rol iistlenir. Plasentanin iki yiizeyinden biri fetiise bakan ve
gobek kordonunun tutundugu koryonik plaka, digeri ise maternal endometriuma
bitisik olan bazal plakadir. Bu iki plaka arasinda koryonik plakanin derin ylizeyine
bagl koryon villuslar bulunur. Her villus, bag doku merkezinde bulunan fetal kan
damarlar1 ve hofbauer hiicreleri olarak adlandirilan ¢ok sayida makrofaj igermektedir
(Fisher, 2000). Birgok koryon villus govdesinden ¢ikintilar yaparak 1-3 ¢cm g¢apinda
loblar seklinde dallanmig 30-40 villus agaci olusur (Burton ve ark., 2015). Dallanmig
villus agaglart intervilloz boslukta anne kami iginde yiizer. Yeniden sekillenmis

maternal spiral arterlerden gelen anne kani uterus damarlariin agikliklarina akmadan
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ve plasentadan ¢ikmadan Once intervilloz bosluktan akar ve villoz agaglar1 arasindan
stiziiliir. Villoz agacin hiicresel bariyerinde anne ve fetlis kani arasinda besinlerin,
gazlarin ve atik triinlerin degisimi gergeklesir (Burton ve ark., 2015; Dusza ve ark.,
2023).

Plasenta fetal gelisim boyunca insan simbiyozunun essiz bir 6rnegidir. Plasenta
rahim duvarina baghdir ve gébek kordonu yoluyla fetiis i¢in yasam destek sistemidir.
Gebeligin siirdlriilmesi i¢in gerekli olan maternal fizyolojik adaptasyon ve
embriyonik immiinolojik kabul (Kojima ve ark., 2022) ile birlikte fetal bobrek,
solunum, hepatik, gastrointestinal, endokrin ve bagisiklik sistemleri olarak birgok
organin {stlendigi gorevleri yerine getirmektedir (Guttmacher ve ark., 2014).
Maternal ve fetal dolasimin birbirine karismaz ve besinlerin, gazlarin (oksijen ve
karbondioksit) ve atik metabolik tiriinlerin temel degisimi plasentada gergeklesir.
Plasenta bu temel degisimleri gerceklestirebilmek icin yilizey alan1 genis ve maternal
- fetal dolagimi ayiran ince bir interhemal membrana sahiptir (Burton ve ark., 2015).
Plasenta hem fetiisiin varlig1 ve bilylimesi hem de annenin sagligi i¢in hayati 6neme
sahiptir (Strebeck ve ark., 2022). Buna ek olarak son yillarda yapilan birgok ¢alisma
plasenta gelisiminin bebegin genel sagligi tizerine de 6nemli katkilarinin oldugunu

gostermeye devam etmektedir (Guttmacher ve ark., 2014).

Anneye ait bagisiklik hiicreleri gebelik stiresi boyunca iki farkli alanda fetiisiin
antijenleri ile temas eder. Bunlardan ilki 5-6 giin sonra maternal-fetal arayiiz ve
utero-plasenta dolagimi ile baglar. Digeri ise 9 haftalik gebelikten sonra villuslar
arasinda bulunan intervilloz bosluklarda maternal kanin dolarak yikanmasiyla
gerceklesir. Fetiise karsi zararli immiin hasarlarin olusmamasi i¢in annenin immiin
sisteminde diizenlemeler gerceklesir. Bu degisim plasentanin farkli anatomik
bolgelerinde bulunan farkli hiicre tipleri ve degisen sayilari ile saglanmaktadir (Bai
ve ark., 2022). Plasenta ¢ok sayida hiicre tipi ve doku yapisi icermektedir. Temel
olarak trofoblast hiicreleri, endotel hiicreleri, bagisiklik hiicreleri, fibroblastlar, kok
hiicreler, damar aglari, zarlar gibi bir¢ok yapidan olusmaktadir (Gohner ve ark.,
2014; Wu ve ark., 2018).
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Sekil 1.2. Insan plasentas1 ve koryon villuslarin sematik gosterimi (Dusza ve ark., 2023
makalesinden modifiye edilerek Tiirk¢e’ye ¢evrilmistir.)

Insan embriyosunun gelisim siirecinde ve gebeligin siirdiiriilebilmesi igin
plasentanin varlig1 zorunludur. Embriyo ve fetlisten 6nce olugsmaya baglayan plasenta
gelisiminin biiylik bir kismi gebeligin ilk yarisinda gerceklesmektedir. Saglikli
devam eden bir gebelikte plasentanin 6mrii yaklasik 9 aydir. Bu nedenle diger insan
organlarinda tamamlanmasi gereken bircok silire¢ aylar hatta yillar igerisinde
gelisimine devam ederken plasentada bu siire¢ gebeligin ilk yarisinda
gerceklesmektedir (Fisher, 2000). Gebeligin sonlanacagi 9. aya gelindiginde bu
organ gorevini tamamladigi i¢in Omriiniin sonuna gelmistir. Ancak plasentanin
dogumdan bir siire sonra da hala canliligin1 korudugunu ve kordon kesilene kadar

bebegi beslemeye devam ettigi bilinmektedir (Gohner ve ark., 2014).

Term plasenta dokusunda ekstraselliiler matriks proteinleri, sitokinler, besinler
ve hiicreler yoniinden zengin kaynaklar oldugu bilinmektedir (Dalziell ve ark., 2022).

Bir¢ok plasenta dogumdan sonra atilmaktadir. Fakat plasentadan alinan amniyotik
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membran uzun yillardir allogreft olarak da kullanilmaktadir. Ozellikle son yillarda
hem plasentadan kok/progenitor hiicrelerin izolasyonu igin hem de hiicre dig1 matris
(ECM) ig¢in verimli bir kaynak olarak goriilmektedir (Lobo ve ark., 2016). Doku
miithendisligi c¢alismalarinda kullanilan insan term plasentalar1 genellikle dogum
sonrasinda bagis yapan anneler tarafindan karsilanmaktadir (Gohner ve ark., 2014).
Doku miihendisliginde plasentadan elde edilen hiicre, ECM ve biyoaktif molekiiller
ile olusturulan kombinasyonlar doku ve organlarin olusumunu diizenlemektedir

(Lobo ve ark., 2016).

Plasenta dokusunun hem fetal hem de anne kaynakli mezenkimal kok hiicreleri
barindirdig1 bilinmektedir. Plasenta kaynakli kok hiicreler ile yapilan ilk uluslararasi
calismaya gore fetal plasentanin 4 bolgesi ayirt edilebilmektedir. Bunlar; amniyotik
epitel, amniyotik mezenkimal, koryonik mezenkimal ve koryonik trofoblastik doku
bolgeleridir. Bu nedenle plasentadan izole edilen kok veya progenitor ozellik
gosteren en az 4 farkli hiicre popiilasyonu izole edilebilir. Bu hiicreler; insan
amniyotik epitel hiicreleri (hAEC), insan amniyotik stromal hiicreler (hAMSC),
insan koryonik mezenkimal stromal hiicreleri (hCMSC) ve insan koryonik
trofoblastik hiicreleri (h\CTC) olarak adlandirilmaktadir (Parolini ve ark., 2008; Hass
ve ark., 2011).

1.5. Kok Hiicreler

Kok hiicreler, gelisimin ilk asamalarindan yasamin sonuna kadar bulunan
farklilagsma potansiyeline sahip hiicrelerdir. Kok hiicreleri diger hiicrelerden ayiran
temel o6zellikleri; kendi kendini yenileme, birgok farkli hiicre tipine farklilasabilme
ve tek bir hiicreden koken almalaridir. Bu o6zelliklerinin yani sira kok hiicreler
asimetrik boliinme o6zellikleri sayesinde hem farkli fizyolojik sartlarda farkli
Ozelliklere sahip hiicreler hem de yeni bir kdk hiicre iiretebilirler. Yeni kok
hiicrelerin iiretilmesiyle kok hiicre havuzu korunmus olur (El¢in ve ark., 2015). Kok

hiicreler, bir dokunun olusumu ve mevcut dokunun onarmmini saglayan parakrin
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faktorlerin salgilanmasi da dahil olmak iizere bircok benzersiz 6zellik ve yetenege
sahiptir. Bu benzersiz 6zellikleri sebebiyle rejeneratif tip ve doku miihendisliginde

uygulanan hiicre bazli tedaviler i¢in umut vaat etmektedirler (Kim ve ark., 2023).

Kok hiicreler temel olarak iki farkli sekilde siniflandirilabilir (Sekil 1.3).
Bunlardan ilki farklilasma yeteneklerine gore totipotent, pluripotent, multipotent ve
unipotent olarak siniflandirilmaktadir. Digeri ise elde edilen kaynaga gore
embriyonik ve yetiskin kok hiicreler olarak smiflandirilirlar. Kok hiicrelerin

gosterdigi ozellikler elde edilen kaynaga gore farkliliklar gosterebilmektedir.

KOK HUCRE
v | '
Farkhlasma Yeteneklerine Gore Elde Edilen Kaynaga Gore
' ! | ' ' ‘ l '
Totipotent Pluripotent Multipotent Unipotent Embriyonik Yetiskin

Sekil 1.3. Kok hiicrelerin siniflandirilmasi. (Chowdhury ve ark., 2021 modifiye edilmistir.)

1.5.1. Farkhlasma Yeteneklerine Gore Kok Hiicreler

Totipotent kok hiicreler, maksimum farklilagma potansiyeline sahip kok
hiicrelerdir. Embriyo ve ekstra-embriyonik soy da dahil olmak iizere ii¢ germ
tabakasinda (endoderm, mezoderm ve ektoderm) yer alan tiim hiicrelere boliinme ve
farklilagsma yetenegine sahiptirler. Sperm ve yumurtanin dollenmesiyle olusan zigot
totipotent hiicreye drnektir. Olugan blastomer yapisi biitlin bir organizmaya doniligme

potansiyeline sahiptir.

Pluripotent kok hiicreler, ii¢ germ tabakasinda yer alan tiim hiicrelere
farklilasma yetenekleri olmasina ragmen plasenta gibi ekstra embriyonik soylara
farklilagsamazlar. Blastokist yapis1 yaklasik dollenmeden 4-5 giin sonra pluripotent
hale gelmektedir. Bir baska pluripotent hiicre ise yapay yollarla somatik hiicrelerden

uretilen ve islevleri pluripotent kok hiicrelere benzeyen uyarilmis pluripotent kok
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hiicrelerdir. Uyarilmis pluripotent kok hiicrelerde embriyonik kok hiicre 6zellikleri

gostermektedir.

Multipotent kok hiicreler, belirli soylardan hiicreler iiretebilen kisith
farklilasma potansiyeline sahip kok hiicrelerdir. Kisitli farklilasma yetenekleri
sebebiyle yetiskin kok hiicreler olarak kabul edilmektedirler. En iyi temsilcileri
hematopoietik kok hiicreler ve mezenkimal kok hiicrelerdir. Hematopoietik kok
hiicreler tim kan hiicrelerine (kimizi, beyaz kan hiicreleri ve trombositler)
farklilasabilirler. Mezenkimal kok hiicreler (MKH’ler) tiim doku ve organlarda az
sayida da olsa mevcut olduklari bilinmektedir. Glintimiizde MKH’ler kemik iligi, yag

doku, dis 6ziitii ve plasenta gibi dokulardan elde edilebilmektedir.

Unipotent kok hiicreler, en kisith farklilasma potansiyeline sahip, sadece
bulunduklar1 doku ve organa 6zgii hiicre tipini olusturabilen kok hiicrelerdir (kas kok

hiicreleri gibi).

1.5.2. Elde Edilen Kaynaga Gore Kok Hiicreler

Embriyonik kok hiicreler, embriyonun i¢ hiicre kiitlesinden tiiretilen viicudun
tiim somatik hiicrelerine farklilagabilen ve sinirsiz kendini yenileme potansiyeline
sahip pluripotent kdk hiicrelerdir. insan embriyonik kok hiicreleri blastokistlerin ig
hiicre kiitlesinden ve gebeligin erken donemlerinde kaybedilen fetiislerden
tiiretilebilir. Ancak giiniimiizde tartismali etik sorunlar ve transplantasyon sonrasi
teratom olusum riski embriyonik kok hiicrelerin klinik ¢aligmalarda kullaniminm

engellemistir.

Yetiskin kok hiicreler, dogum sonrasinda veya yetiskin doku ve organlarda
dokularin korunmasi ve onariminda gorev alan kok hiicrelerdir. Yetiskin kok
hiicreler doku veya organda bulunan nisleri i¢inde uzun siireler boyunca uykuda

kalabilirler. Gerekli durumlarda kendilerini yenileyebilir ve farklilasmasi gereken
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hiicre tipine farklilagabilirler. Yetiskin kok hiicreler multipotent 6zellige sahiptirler.
Doku igerisindeki sayilart degismekle birlikte kan, yag, beyin, kas, deri ve kornea
gibi hemen hemen tiim dokularda bulunurlar. Yetiskin kok hiicreler gelisim
kokenlerine gore endodermal, mezodermal ve ektodermal olarak siniflandirilabilirler.
Endodermal kokenli kok hiicrelere gastrointestinal sistem kok hiicreleri, mezodermal
kokenli kok hiicrelere hematopoietik kok hiicreler ve mezenkimal kok hiicreler,
ektodermal kokenli kok hiicrelere deri ve nodral kok hiicreler o6rnek verilebilir

(Chowdhury ve ark., 2021).

Yetigkin ve embriyonik kok hiicreler klinik kullanim i¢in karsilastirildiginda,
yetiskin  kok hiicrelerin  simirli soy farklilagma kapasitesine sahip olduklari
goriilmektedir. Ancak elde edilme siirecinin daha az etik kisitlamaya sahip olmasi,
red oranmin diisiik olmasi, eldesinin daha kolay ve siirdiiriilebilir olmasi nedeniyle
giiniimiizde tercih edilen kok hiicre kaynaklaridir. Aynm1 zamanda yetiskin kok
hiicrelerin temin edilme silirecinde hastalar icin tehdit olusturabilecek diizeyde
ornegin alinmasi kaygilari da devam etmektedir. Giiniimiizde klinik kullanim i¢in
yetiskin kok hiicre kaynaklarindan siklikla mezenkimal kok hiicreler tercih

edilmektedir.

Son yillarda, c¢esitli hastaliklarda terapotik stratejiler ileriye dogru biiyiik bir
adim atmistir; bunlarin arasinda rejeneratif tip potansiyeli olan kok hiicre temelli
tedaviler ve immiinolojik bozukluklarin tedavisi giderek daha fazla ilgi gormektedir.
(Li ve ark., 2015)

1.5.3. Mezenkimal Kok Hiicreler

Mezenkimal kok hiicreler (MKH'ler); kendilerini yenileme 6zelliine sahip,
Ozellesmis hiicrelere farklilasabilen, viicut icinde veya laboratuvar ortaminda uygun
kosullar altinda bir¢ok farkli hiicre tipine dontisebilen multipotent hiicrelerdir. Bir¢ok

yetiskin dokusu, travma, hastalik veya yaslanma sonrasinda yenilenme kapasitesine
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sahip kok hiicre popiilasyonlar1 igerir. Hiicreler, doku i¢inde veya kok hiicre
rezervuart gorevi goren diger dokularda bulunabilir. MKH'ler, yetiskin dokulardan
(6r. yag doku, periferik kan, dis 6zii ve kemik iligi gibi) veya perinatal dokulardan
(6r. plasenta, umbilikal kord, wharton jeli gibi) izole edilebilirler (Hass ve ark.,
2011).

Gliniimiizde mezenkimal kok hiicrelerin izolasyonunun farkli kaynaklardan
yapilabildigi bilinmektedir. Ilk olarak Friedenstein ve ark. tarafindan kemik iligi
kaynakli kok hiicre izolasyonlar1 yapilmistir (Friedenstein ve ark., 1976). Kemik
iliginin yanisira adipoz doku (Kern ve ark. 2006), periferal kan (Kassis ve ark. 2006),
kalp (Garikipati ve ark. 2018), mens kani (Gargett ve Medusa 2010), plasenta (In't
Anker ve ark., 2004), gobek kordonu kani (Kern ve ark. 2006) gibi ¢ok farkli
kaynaklardan mezenkimal kok hiicrelerin elde edilebilmesi miimkiindiir. Yapilan
calismalarda izole edilen mezenkimal kok hiicrelerin proliferasyon ve ¢oklu soya
farklilagabiliyor olmalar1 bir¢ok hastaligin tedavisinde kullanilmasi i¢in umut vaad

etmektedir.

Uluslararas1 Hiicresel Terapi Dernegi'nin Mezenkimal ve Doku Kok Hiicre
Komitesi, insan MKH'sini tanimlamak i¢in minimal kriterler 6nermektedir. Bu
kriterlerden ilki standart kiltir kosullarinda tohumlandiklarinda plastik yiizeye
yapisabilmelidir. Ikincisi CD73, CD90 ve CD105'i ifade etmeli ve hematopoietik
hiicre serilerine 6zgiin yiizey belirtecleri olan CD45, CD34, CD14 veya CD11b,
CD79a veya CD19 ve HLA-DR yiizey belirteglerinin ifadesinden yoksun
olmalidir. Ugiinciisii ise in vitro kosullar altinda en az osteojenik, adipojenik ve
kondrojenik soylara farklilasabilmelidir (Castrechini ve ark., 2010; Dominici ve ark.
2009; Sensebé ve ark. 2010). Bunlara ek olarak koloni olusturabilme yetenekleri de
mezenkimal kok hiicre karakterizasyonunda kullanilmaktadir (Castrechini ve ark.,
2010).

MKH'lerin kok hiicre 6zelliklerini kaybetmeden uzun siireli ex vivo olarak

cogaltilabilmesi klinik uygulamalarin yapilabilirligi i¢in 6nemlidir. Son yillarda
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mezenkimal kok hiicreler; kendini yenileme ve farklilasma potansiyelleri,
immiinomodiilatér ve parakrin 6zellikleri ve major histokompatibilite kompleksi
(MHC) smf II molekiillerinden yoksun olmalar1 géz oniine alindiginda, kok hiicre
esasli doku miihendisligi ve yenileyici tip alanindaki klinik arastirmalar i¢in ¢ekici
bir kaynak olarak goriilmektedir (Caplan 2009; Li ve ark.,, 2015; Li, 2022,
Venugopal ve ark., 2022).

MKH’lerin izole edildigi dokunun konumuna, dondr sagligina ve bunlarin
kaynagina bagl olarak farkli 6zellikler gosterdigi kanitlanmistir (Wang ve ark.
2016). Onceki calismalar farkli doku kaynaklarindan ve ayni dokunun farkli
bolgelerinden izole edilen MKH’ler arasinda proliferasyon ve gen ekspresyonu
acisindan 6nemli farkliliklar oldugunu gostermistir (Koltsova ve ark., 2021; Wu ve
ark., 2018). Hatta gevresel etkiler ve sitokinler gibi faktorlerden de etkilendikleri
bilinmektedir. Bu nedenle doku miihendisligi ve rejeneratif tip alaninda hiicresel
tedavi kaynagi olarak kullanilacak MKH kaynaginin nereden ve hangi kosullarda

izole edildigi 6nemlidir.

Mezenkimal kok hiicreler bir¢ok hiicresel tedavi, rejeneratif tip ve inflamatuar
hastalik i¢in klinik deneylerde kullanilmaktadir. Mezenkimal kok hiicrelerin klinik
deneylerinin sonuclarinin degerlendirilmesi iizerine yapilan bir analizde hiicresel
uriindeki degiskenligin biiyiik olasilikla terapdtik etkinligi etkiledigi gosterilmistir.
Hiicresel tirlindeki degiskenligin dondr farkliliklarindan, tiretim uygulamalarindan ve

doku kaynagi sebebiyle yasanabilecegi belirtilmistir (Mendicino ve ark., 2014).

1.5.4. Perinatal Kaynakh Kok Hiicreler

Insan plasentas: yiiksek hiicre verimi ve ekstra cerrahi isleme ihtiya¢ olmadan
elde edilebiliyor olmasi nedeniyle 6nemli bir kok hiicre kaynagi olarak kabul edilir.

Dogum sonrasinda atik olarak kabul edilen perinatal dokularin yetiskin dokularla
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kiyaslandiginda daha yiiksek oranda mezenkimal kdk hiicre igerdikleri bilinmektedir.
Bu temel 6zellige ek olarak farkli avantajlar1 da mevcuttur. Bunlar; elde edilirken
ilave bir invazif islem gerektirmemesi, korunmus immiin baskin fenotipi, gelismis in
vitro sag kalim, yiiksek proliferasyon oranlari ve yiiksek engrafman kapasiteleri
olarak bilinmektedir (Naeem ve ark., 2022). Son yillarda perinatal dokulardan elde
edilen mezenkimal stromal/kok hiicrelerin stiin 6zellikleri, erisim kolayligi ve
minimum etik kaygilar nedeniyle kok hiicre kaynakli tedavilerin klinik uygulamalar1
i¢in potansiyel kaynak haline gelmistir (Teoh ve ark., 2023). Plasenta dokusuna doku
miithendisligi agisindan bakildiginda doku ve organ olusumunu diizenleyen hiicreler,
ECM ve biyoaktif molekiiller arasindaki etkilesimler agisindan da Onemli bir
kaynaktir (Lobo ve ark., 2016). Plasentanin farkli anatomik bolgelerinde bulunan
hiicre tipleri ve sayilar1 degiskenlik gostermektedir. Ayn1i zamanda farkli anatomik
bolgelerinden elde edilen mezenkimal kok hiicreler, doku kokenleri, biyolojik
aktiviteleri ve farklilasma potansiyelleri bakimindan farkliliklar gostermektedir.
Plasentadan elde edilen mezenkimal kok hiicreler doku miihendisligi ve yenileyici tip

icin siirekli ve sinirsiz kaynak sunmasi nedeniyle dnemlidir.

Kok hiicreler hemen hemen tiim doku ve organlarda perivaskiiler nis iginde
bulunurlar (Asatrian ve ark., 2015). Plasentanin farkli anatomik kisimlarinin da kok
hiicre yoniinden zengin oldugu bilinmektedir. Perinatal kaynakli mezenkimal kok
hiicre, endotelyal kok/progenitor hiicreler ve hematopoietik kok hiicrelere ek olarak
cesitli embriyonik veya prematiire hiicre popiilasyonlarini da barindirmaktadir (Hass
ve ark., 2011). Plasenta kaynakli mezenkimal kok hiicreler multipotent hiicrelerdir.
Perinatal kaynakli kok hiicreler plasentanin fetal ve maternal kisimlarindan amniyon,
koryon, umbilikal kord (gobek kordonu), kordon kani, amniyon zari ve sivisi gibi
farkli dokulardan izole edilebilmistir (In't Anker ve ark., 2004; Mihu ve ark.,
2008; Parolini ve ark., 2008; Patel ve ark., 2014; Shafiee ve ark., 2015; Vellasamy ve
ark., 2012). Plasentanin farkli boliimlerinden izole edilen mezenkimal kok hiicrelerin

de farkl 6zellikler gosterdigi bilinmektedir.
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Perinatal kaynakli mezenkimal kok hiicrenin yetiskin kaynaklardan elde edilen
mezenkimal kok hiicreler ile kiyaslandiginda daha iistiin 6zelliklere sahiptir (Hass ve
ark., 2011; Naeem ve ark., 2022). Yapilan c¢alismalarda perinatal kaynakli
(plasental/gobek kordon kan1 gibi) mezenkimal kok hiicrenin kemik iligi veya adipoz
kaynakli mezenkimal kok hiicreye gore proliferatif kapasite, yasam siiresi,
farklilasma potansiyeli, rejeneratif potansiyeli ve hipo-immiinojenite gibi {istiin hiicre

ozellikleri bulunmustur (Hass ve ark., 2011; Khalifeh Soltani ve ark., 2019).

1.5.4.1. Umbilikal Kord Kok Hiicreleri ve Ozellikleri

Embriyonun biiylimesi ve yasamini devam ettirebilmesi i¢in hayati dneme
sahip olan umbilikal kord (gobek bagi) term gebelikte yaklagik 50-60 cm
uzunlugunda, ven ve arterden olusan kan damarlart ve onlar1 gevreleyen bag
dokusundan olusmaktadir. Bu kan damarlari wharton jolesinden (bag dokusundan)
sarmal seklinde gecerek fetal ve plasentanin yerlestigi bolge arasinda 10-11 sarmal
yapar. Umbilikal kord gebelik siiresi boyunca gebeligin devamini saglar. Dogumla

birlikte gérevi son bulur, ancak feto-plasental birimin en 6nemli bilesenidir.

Insan umbilikal kord mezenkimal kok hiicreleri (UK-MKH) yetiskin kok hiicre
kaynaklarindan biridir. Diger MKH izole edilen doku kaynaklar1 ile
kiyaslandiginda diisiik immiinojenisite, kisa amplifikasyon siireleri, yiiksek
proliferayon oranlari, non-invaziv izole yontemleri, in vitro kiiltiir ortaminda
kolaylikla manipiile edilebiliyor olmasi ve etik erisim gibi istiinliikleri sebebiyle
hiicre temelli tedaviler igin umut verici bir kaynaktir (Baksh ve ark. 2007; Li ve ark.,
2015; Li ve ark., 2017; Troyer ve Weiss, 2008; Venugopal ve ark., 2022)

Insan kaynakli umbilikal kord mezenkimal kék hiicrelerini tanimlamak icin;
plastige yapisma, CFU-f olusturma, spesifik yiizey belirteglerini ifade etme, iiglii

soya farklilagabilme o6zelliklerinin gosterilmesi ve fetal kaynakli olduklarinin
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kanitlanmasi: gerekmektedir. Umbilikal kord’tan izole edilen mezenkimal kok
hiicrelerin pasaj 2-4’deki spesifik yiizey belirtegleri; CD90, CD73 ve CD105 pozitif,
CD45, CD34, CD14 ve HLA-DR negatif olmalidir (Parolini ve ark., 2008).

Birgok arastirmaci insan umbilikal kord’undan izole ettikleri mezenkimal kok
hiicrelerin ex vivo ¢ogaltilmasi ve karakterizasyonu i¢in farkli yontemler kullanmis
ve diger kaynaklardan elde edilen mezenkimal kok hiicrelerle karsilagtirmali
caligmalarim1 yapmiglardir. Yeni izole edilmis ve erken pasajlardaki umbilikal kord
kaynakli mezenkimal kok hiicrelerin erken pasajlarinin tiimdrijenik olmadigi,
immiin-modiilasyon ve farklilagma potansiyellerinin yiliksek oldugu kanitlanmistir.
UK-MKH’lerinin diger doku kaynaklarindan izole edilen mezenkimal kok hiicrelere
kiyasla daha ilkel oldugu diistiniilmektedir. Dusza ve ark. (2023) UK-MSC'lerinin
daha yiiksek proliferatif kapasiteleri, daha diisitk immiinojeniteleri ve daha giiglii
¢ozlinlir tolerojenik faktorler iiretimi nedeniyle immiinomodiilasyon igin {istiin
potansiyele sahip hiicreler oldugunu bulmustur. Yetiskin kok hiicre kaynaklarindan
izole edilen mezenkimal kok hiicreler ile kiyaslandiklarinda UK-MKH’lerinin
izolasyonu i¢in herhangi bir ekstra invaziv prosediire ihtiya¢ duyulmamaktadir. Bu

nedenle hiicre temelli tedaviler i¢in umut verici bir hiicre kaynagidir.

1.6. Hiicre Kiiltiiri

Hiicre kiiltlirti; bir dokudan hiicrelerin ¢ikarilarak yapay bir ortamda
biiyiitiilmesi olarak tanimlanabilir. Hiicre kiiltiirii yapilacak hiicreler dogrudan
dokudan eksplant kiiltiir yontemiyle, enzimatik veya mekanik yollar ile izole
edilebilirler. Daha onceden bu ydntemlerle izole edilerek hiicre hatti olusturulan
hiicreler de kullanilabilir (Antoni ve ark., 2015). Hiicre biyolojisi, doku mithendisligi
calismalari, doku morfolojisi, hastalik mekanizmalari, ila¢ arastirma ve gelistirme

caligmalar1 gibi alanlarda yaygm olarak kullanilan in vitro bir yontemdir. /n vitro ve
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In vivo hiicre kiiltiirii yontemleriyle birgok ¢alisma yapilmis ve bilim diinyasina farkli

bakis agilar1 kazandirmistir.

Hiicre kiiltiiriinde hiicrelerin ¢ogalmasi igin olusturulan yapay ortam; uygun bir
yiizey, temel besin kaynagi (amino asitler, karbonhidratlar, vitaminler, mineraller),
biiyiime faktorleri, hormonlar, uygun pH, optimum nem, sicaklik (37°C) ve yeterli
gaz miktari1 (O2 ve CO2) saglamalidir. Hiicreler olusturulan bu yapay ortamda
giinlerce veya haftalarca biyiitiilebilirler (Antoni ve ark., 2015; Joseph ve ark.,
2018). Bu yapay ortamin degiskenleri degistirilerek hiicrelerin tepkisel degisimleri

gozlemlenebilmektedir.

iki boyutlu (2B) hiicre kiiltiir yontemleri uzun yillardir kullanilmaktadir,
Giiniimiizde de gelistirilerek birgok ¢alismada kullanilmaya devam edilse de
hiicrelerin dogal ortamini tam olarak yansitmamaktadir. Fakat, hiicre davranisinin
gbzlemlenmesi ve mevcut mekanizmalarinin kesfedilmesi igin in vivo ortami daha iyi
taklit edebilecek ti¢-boyutlu (3B) hiicre kiiltiirii yontemlerine ihtiyag duyulmustur.
Sekil 1.4 de 2B ve 3B hiicre kiiltiir modelleri sematik olarak gosterilmistir.

2B hiicre kiiltiirti modeli 3B hiicre kiiltiirii modeli

Sekil 1.4. 2B ve 3B hiicre kiiltiir modellerinin sematik gésterimi. Bu sekil BioRender.com
kullanilarak hazirlandi.
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1.6.1. 2 Boyutlu Hiicre Kiiltiirii

Iki boyutlu hiicre kiiltiirii calismalarinin temeli 1885 yilinda Roux tarafindan
civciv embriyolarin noéral plakasindan canli hiicre izole edilmesi ve PBS iginde
birka¢ giin yasayabildiklerini géstermesiyle baslamistir (Jedrzejczak-Silicka, 2017).
2B hiicre kiiltiirii yonteminde hiicrelerin beslenmesini ve biiyiimesini saglayacak
onemli degisiklikler yapilmistir. Geleneksel 2B hiicre kiiltiiriinde hiicreler tipik
olarak cam veya polistiren gibi diiz yiizeyler iizerinde tek tabaka halinde, besiyeri
ortaminda ve viicut 1sisinda (37°C) kiltiir kaplar1 i¢inde ¢ogaltilmaktadir. Besiyeri
ortami i¢in kullanilan standart besin maddeleri olsa da ¢ogaltilacak hiicrenin
gereksinimlerini karsilayacak maddeler de eklenebilir. Hiicreler kiiltiir kabinin
tamamina yakinint doldurdugunda hiicre yaslanmasi ve kontaminasyonun
engellenmesi i¢in hiicreler kiiltiir kabinin yiizeyinden kaldirilarak bir miktar hiicre
yeni bir kiiltiir kabina tohumlanir. Bu isleme "alt kiiltir" ya da “pasajlama”
denilmektedir. Pasajlama yapilarak hiicrenin biiytimesi devam ettirilir. Pasajlama da

hiicre biiytimesi log fazina ulagstiginda azalmaya baslar ve hiicre cogalmasi durur.

1.6.2. 3 Boyutlu Hiicre Kiiltiirii

In vitro hiicre kiiltiiri deneylerinde canli doku ve organlarin fizikokimyasal ve
biyolojik islevlerini taklit edebilecek hiicre bazli yontemlerin kullanilabilmesi igin
2B tek tabakali hiicre Kkiiltlir yonteminden 3B hiicre kiiltiir yontemlerinin
gelistirilmesi gerekmistir. U¢ boyutlu hiicre kiiltiirii 1906 yilinda Harrison tarafindan
sinir liflerinin kokenini arastirdigi bir calisma ile gelistirmistir. Harrison kurbaga
embriyosundan doku pargalarini alarak cam lamel {izerinde lenf soliisyonu igerisine
yerlestirmis ve cukur cam lam {izerine ters ¢evirerek eksplant doku parcasini asili
damlada tutarak sinir liflerinin viicut disindaki hiicrelerden bagimsiz biiyiime ile
gelistigini  gézlemlemistir (Harrison, 1906). Harrison’in bu kesfiyle birlikte

hiicrelerin viicut disinda tutulabildigi ve belirli bir siire boyunca da takip
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edilebilecegi gozlemlendi. Yillar iginde bu temel yontemin iizerine farkli teknikler

gelistirilerek 3B kiiltiir yontemleri gelistirildi.

3B kok hiicre kiltlirii sistemleri, hiicreler ile hiicre dis1 matriks (ECM)
arasindaki in vivo sartlarda gergeklesen karmasik etkilesimleri daha iyi taklit
edebilecek bir yontem olarak goriilmistiir. 3B ortamda in vitro sartlarda hiicrelerin
biiyiidiigi, ¢cogaldigi, farklilastigi ve birbirleriyle ve hiicre dis1 matriks ile etkilesime
girdigi bilinmektedir (Zhang ve ark., 2016). 3B kiiltiir modeli ile yapilan ¢aligmalar
incelendiginde hem fizyolojik hem de biyolojik bir¢ok mekanizmanin anlasilmasini
kolaylastirdigr goriilmiistir. Fizyolojik olarak in vivo ortamin daha iyi taklit
edilebildigi ve hiicrelerin birbiriyle etkilesiminin gézlemlenebildigi kesfedilmistir.
Genel hiicre fonksiyonu, in vivo uygunluk, hiicre sayisinin takibi, canlilik, morfoloji,
proliferasyon, farklilagma, uyaranlara kars1 yanit, timdr hiicrelerinin ¢evre dokulara
gocli ve istilasi, anjiogenez uyarimi, bagisiklik sisteminden kaginma, ilag
metabolizmasi, gen ekspresyonu ve protein sentezi gibi bir¢ok biyolojik

mekanizmanin anlasilmasinda 6nemli katkilar saglamistir (Antoni ve ark., 2015).

3B hiicre kiiltiirti deneyleri yapilirken hiicre ortami, bir hiicrenin in vivo
ortamin1 taklit edecek sekilde manipiile edilebilir ve hiicreden hiicreye etkilesimleri,
timorojenik ozelliklerini, ilag kesfini, metabolik profil olusturulmasini, kok hiicre
aragtirmalarin1 ve diger hastalik tiirleri hakkinda daha dogru veriler saglayabilir. 3B
hiicre kiiltiirti, organoidlerin kullanim1 yoluyla organ davranislarinin incelenmesini
saglayabilir (Jensen ve ark., 2020) ve 2B hiicre kiiltiirii sistemleri ve hayvan
deneyleri arasinda bir gegis basamagi olarak degerlendirilebilecektir (Kim ve ark.,
2023; Jensen ve Teng, 2020). 3B kiiltlir sistemlerinin ilerleyen yillarda daha ¢ok
gelistirilmesiyle hayvan deneylerine olan ihtiyacin bile ortadan kalkabilecegi
ongoriilmektedir. Bu nedenle 3B hiicre kiiltiirii, hiicre biyolojisi, rejeneratif tip,
kanser arastirmalar1 ve ilag g¢aligmalart i¢in Onemli bir yontem olarak dikkat

¢ekmektedir.
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3B hiicre kiiltiir yontemleri hiicrelerin 3 boyutlu fiziksel sekillerini koruyarak
bliylimesi, daha iyi hiicre-hiicre temasi, hiicreler arasi sinyallesme aglarina,
hiicrelerin karmagik yapilara farklilasmasini saglayan gelisimsel stireglerin de

kolaylagsmasini saglar (Cukierman ve ark., 2002; Joseph ve ark., 2018).

3B hiicre kiiltiirii yontemlerini temel olarak iskele tabanli ve iskele icermeyen

yontemler olarak ikiye ayirabiliriz.

- iskele Tabanh 3B Hiicre Kiiltiir Yontemleri

Orijinal doku da yer alan ECM yapisi taklit edebilecek mekanik 6zellikleri
tagiyan, hiicrelerin bir araya gelebilecegi, ¢ogalabilecegi ve go¢ edebilecegi ECM
benzeri iskeleler kullanilir. Iskele tabanli yontemlerde hazirlanan iskelenin
fizikokimyasal o6zellikleri T{izerine tohumlanan hiicrelerin farklilasma siirecini
belirler. Iskeleler hem dogal hem de sentetik malzemelerden iiretilmektedir. Iskele
yapiminda ECM’nin dogal bileseni olan fibrin, kollajen ve hyaluronik asit gibi dogal
malzemeler ya da dogal kaynaga sahip ipek, jelatin ve alginat gibi malzemelerde
kullanilabilir (Awad ve ark., 2004; Dhaliwal, 2012; Gerecht ve ark., 2007; Willerth
ve ark., 2006). Iskele sentezinde polimerler, biyoaktif camlar ve peptitler gibi
sentetik malzemelerde kullanilmaktadir (Gunatillake ve Adhikari 2003; Xiang ve
ark., 2006). Iskelenin tasariminda biyouyumluk, biyoaktivite, biyobozunurluk,
mekanik tepki ve iskele mimarisi 6nemli parametrelerdir (Dhaliwal 2012; Joseph ve
ark., 2018). Iskeleler hiicrelerin tutunmasi, malzemeyle etkilesime gegebilmesi,
bliylimesi ve hayatta kalabilmesi i¢in gerekli besin ve gazlarin alimim

kolaylastiracak sekilde tasarlanmalidir.

Iskelenin hazirlanmasi igin sizdirma, eriyik kaplama, gaz kopiirmesi, elyaf
yapistirma, dondurarak kurutma, elektroegirme, elyaf ag, porojen ligi ve mikro

kaliplama yontemleri kullanilabilmektedir (Joseph ve ark., 2018).
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- Iskele icermeyen 3B Hiicre Kiiltiir Yontemleri

Iskele igermeyen 3B hiicre kiiltiirii cok sayida hiicrenin bir araya gelmesiyle
agregatlar olusur ve bu agregatlara "sferoid" denilmektedir. "Sferoid" terimi ilk
olarak 1970'lerde Sutherland ve ark. tarafindan Cin hamster: V79 akciger hiicrelerini
karigtirmali  kaplarda ¢ogalttiklarinda hiicresel formda hiicre agregatlarinin
olustugunu gozlemlemislerdir (Sutherland ve ark., 1971). Bu ilk kesiften sonra farkli

hiicre ve yontemlerle kiiresel formda hiicre agregatlar1 hazirlanmistir.

Sferoidler hiicre adezyon molekiillerinin, ECM proteinlerinin ve integrinlerin
kompleks homojen ve heterojen baglanmasiyla olusur (Kim ve ark., 2023). 3B
sferoidler; in vivo dokuyu birgok yonden taklit edebilir, kiiresel yapilar1 nedeniyle
hiicre-hiicre ve hiicre-ECM etkilesimlerine izin verir, hiicrelerin bir araya gelerek
kendi ECM’lerini iiretmelerine olanak saglar, in vivo dokudakine benzer sekilde
gelisen difiizyon ile besinlerin alinmasini ve atilmasini saglar (Breslin ve O’Driscol,
2013). Sferoidlerin biyiikligii kullanilan hiicre tipi ve sayisina gore degiskenlik
gostermektedir. Sferoidler hazirlanirken hedeflenen dokuya en yakin oOzellikleri
gosterebilecek sekilde tasarlanmalidir. Isik floresanst ve konfokal mikroskop
kullanilarak goriintiilenebilir ve analizlerinin yapilabiliyor olmasi diger 3B kiiltiir

yontemlerine kiyasla biiyiik avantaj saglamaktadir (Joseph ve ark. 2018).

Iskele icermeyen 3B Kkiiltiir yontemlerinin temelini asili damla ydntemi
olusturmaktadir. Asili damla yonteminde hiicreler hiicre kiiltiir kabinin kapaginda
tam kiiltiir ortami igerisinde asil1 halde kiiltiirlenir. Kiiltiir kabi icerisine uygun nemli
ortami saglamasi i¢in PBS ya da tam kiiltlir ortam1 eklenir. Asili halde hiicrelerin
bulundugu kapak hizli ve dikkatli sekilde kiiltiir kabinin {izerine ters gevrilerek
kapatilir. Asili halde duran hiicreler kisa bir siire sonra bir araya gelmeye baslar ve
damlacigin u¢ kisminda 3B kiireler olusur (Bartosh ve ark., 2010). 3B kiirelerin
boyutu ve olusum siiresi hiicre tipi, sayisi ve ortam kosullarmma bagli olarak
degiskenlik gostermektedir. Sferoidler birka¢ farkli hiicre bir araya getirilerek de

hazirlanabilir (Hsiao ve ark., 2012; Sano ve ark., 2020). Giiniimiizde asili damla
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kiltiirti teknigi farkli ticari tiriinler gelistirilerek daha kolay uygulanabilir formlar
kazanmustir. Pellet kiiltiir, yuvarlak veya V-sekilli tabanli diisiik baglanma yiizeyine
sahip mikro kiiltir kaplari, mikro doku kaliplar1 ve dondiiriicii siseler iginde

hazirlanabilir (Rimann ve Graf-Hausner, 2012).

Sferoidlerin mikroskobik incelemesinde; bdliinen ¢ok sayida hiicre igeren bir
dis bolge, yetersiz beslenen ve oksijenlenen ve az sayida mitoz boliinme bulunan bir
ara bolge ve merkezi bir nekroz bolgesi gozlemlenmektedir (Edmondson ve ark.,
2014).

3B hiicre kiiltiirii sistemleri, kok hiicrelerin belirli islevlerine, biiylimesine ve
stireglerine (0rnegin, embriyogenez, morfogenez ve organogenez) rehberlik etmeye
yardimct olan benzersiz 6zelliklere sahiptir. Kiiresel formdaki kok hiicre sferoidleri,
kok hiicre ozelliklerini koruyarak kendi kendini yenileme, bir¢cok farkli soya
farklilasabilme ve protein salgilayabilme gibi kapsamli yeteneklerinden dolay1 doku
miithendisligi ve rejeneratif tip alanlarinda 6nemli bir potansiyele sahiptir (Kim ve

ark., 2023).

1.6.3. 2B ve 3B Hiicre Kiiltiiriiniin Karsilastirilmasi

2B hiicre kiltiiri; hiicrelerin seklini, islevini ve dis uyaranlara tepkisini
yonlendiren dogal mikro ortamlarinda kritik hiicre-hiicre ve hiicre matriks
etkilesimlerinden yoksun in vivo bilyiimesinden ¢ok uzaktir. Bu durum in vitro test
sistemlerinin prognostik kapasitesini gelistirmek i¢in daha gergek¢i ve tahmine
dayal1 3B hiicre kiiltiirii modellerinin gelistirilmesini saglamistir. Hiicreleri 3B olarak
kiiltiirlemek; hiicre morfolojisi, etkilesimleri ve dokuya 6zgii mimarisinin dogal

dokulara daha ¢ok benzedigi in vivo durumu daha dogru bir sekilde 6zetlemektedir.
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3B kiiltiirde hiicreden hiicreye temaslar ve doku ortamina benzeyen hiicreler
arast sinyallesmeyi saglar. Ayn1 zamanda 3B kiiltlir yontemi ile hazirlanan kiltiir
ortamlarinda kok hiicrelere dogal hiicre nisini taklit edebilecekleri de gosterilmistir

(Kaminska ve ark., 2021).

2B kiiltiirler gegmiste ve giiniimiizde birgcok hastaligin tedavisi i¢in kullanilmis
ve kullanilmaya devam etmektedir. Ancak 2B kiiltiirde c¢ogaltilan hiicrelerin
degisken hiicre metabolizmalar1 ve yogun protein ekspresyonu gibi fizyolojik
kosullarin1 farklilastirabilecek in vitro mikro ortam degisikliklerine ¢ok agiktirlar.
Ayn1 zamanda in vivo ortam kosullarini bire bir taklit edemezler. 3B kiiltiir
ortamlarinda hiicre-hiicre etkilesimleri ve hiicre-ekstraselliiler matriks etkilesimleri
gibi in vivo mikro ortamin kosullarinin daha iyi taklit edilebilecegi goriilmistiir.
Hiicre agregatlari, sferoidler ve organoidler gibi 3B kiiltiir esasina gore iiretilen
mikro dokular in vivo ortamdaki hiicreler gibi hareket ederek hiicrelerin iglevleri ve
biiylimeleri ile ilgili bilgiler sunarlar (Kim ve ark., 2023). Cizelge 1.2 de 2B ve 3B

hiicre kiiltlir yontemlerinin kiyaslamasi yer almaktadir.
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Cizelge 1.2. 2B ve 3B hiicre kiiltiir yontemlerinin kiyaslamasi

ve uzun bir sekle
sahiptirler.

(kiireleri) olustururlar.

Onemli 2B Hiicre Kiiltiirii 3B Hiicre Kiiltiirii Referanslar
Ozellikler
Hiicreler diiz bir yiizeyde . . . Costa ve ark., 2016;
tek katmanl biiyliyiip Hiicreler dggal sekillerini ve Edmondson ve ark.,
Hiicre enislevebildikler icin diiz biiyiimelerini koruyarak ¢ok 2014; Jensen ve ark.,
Morfolojisi genisiey ¢ katmanl1 hiicre agregatlar 2020; Joseph ve ark.,

2018; Laghans ve
ark., 2018

Hiicre — Hiicre

Hiicreden hiicreye temas

In vivo ortamdakine benzer
hiicre-hiicre temasi ile
hiicreler arasi iyon
degisimleri, kiigiik

Costa ve ark., 2016;

Jensen ve ark., 2020;

Joseph ve ark., 2018;
Laghans ve ark.,

farklilagma gosterir.

Temasi kenarlar ile sinirlidir. I . 2018; Li ve Cui,
molekiillerin transferi ve ) .
elektrik akimi yoluyla iletisim 2014; Ravi ve ark.
kurabilirler 2015; Soares ve ark.,
' 2012
Cok katmanli bir yap1 olmast
nedeniyle tiim katmanlar ayn1
Hucrelgr kiiltiir or.tammdan oran"de.t. besin ve buy_umew . Costa ve ark., 2016:
.. . ayn1 miktarda besin ve faktorii alamazlar. Ornegin; .
Hiicrelerin A g . P Jensen ve ark., 2020;
S biiyiime faktorii alirlar. Bu ¢ekirdekteki hiicreler '
Besiyerine . . ; Joseph ve ark., 2018;
L durum hiicrelerin ayni ortamdan daha az besin ve
Maruziyeti . . A - o Laghans ve ark.,
hiicre déngiisiinde oksijen alabilirler. Ancak bu o -
. A A 2018; Li ve Cui, 2014
olmalaria olanak saglar. durum in vivo ortamdaki gibi
gereken miktarda besini
almalarimi da saglayabilir.
Kullanilan hiicre tipine ve 3B Jensen ve ark., 2020%
- kiiltiir yontemine bagli olarak ‘]OS?ph ve ark., 2018
Hiicre Hiicreler in vivo ortamdan Kim ve ark.,2003;
< - daha hizli ya da daha yavas
Cogalmasi daha hizli cogalirlar. S g . Laghans ve ark.,
cogalabilirler. Cogalmalari in . -
. . . 2018; Ravi ve ark.
Vivo ortama benzer sekildedir.
2015
Hiicre Hiicreler 3B kiiltiir Hiicreler uygun sekilde Costa ve ark., 2016;
gy yontemine gore daha zayif farklilagmistr. Jensen ve ark., 2020;

Laghans ve ark., 2018

Protein / Gen

Protein ve gen ifade
profilleri, in vivo

Protein ve gen ifade profilleri,
in vivo hiicrelerdeki seviyelere

Costa ve ark., 2016;
Jensen ve ark., 2020;
Joseph ve ark., 2018;

yontemine kiyasla daha
ucuzdur.

vitro’dan in vivo’ya gegisinde
hayvan deneyleri basamagini
ortadan kaldirabilir.

ifadesi modellerle kiyaslandiginda akindir Laghans ve ark.,
farklilik gésterir. yaxindir. 2018; Ravi ve ark.
2015
. . . Mekanik uyaranlara tepki Costa ve ark., 2016;
UM:rI;?Ir;;I:’a yae'fg?r' ké{“:ﬂg?ﬂ?""' iyidir. Yer ¢ekimini in vivo Jensen ve ark., 2020;
yTe Ki deﬁe irﬁle ecmezler ortamdaki gibi Li ve ark., 2016; Ravi
P yimiey ' deneyimleyebilirler. ve ark. 2015
2B hiicre kiiltiir yontemlerine

Biiviik 8lcekli calismalar kiyasla daha pahali ve daha Costa ve ark., 2016;
; nﬁB hficre lfiil tgr uzun zamana ihtiyag¢ vardir. Jensen ve ark., 2020;

Maliyet ¢ Ancak yapilan aragtirmanin in Laghans ve ark.,

2018; Ravi ve ark.
2015

Kullanim ve
Analiz

Tekrarlanabilir ve uzun
stiredir kullanildig1 igin
kolayca yorumlanabilir.
Uzun siireli kiiltiirler i¢in
daha idealdir.

Deneyleri tekrarlamak maliyet
ve siire sebebiyle zor olabilir.
Verileri yorumlamakta
zorlanilabilir.

Jensen ve ark., 2020
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1.7. Doku Miihendisliginde Kullanilan Polisakkaritler

Polisakkaritler, yapisal olarak glikozit baglarina sahip homo veya hetero
monosakkaritler ve iironik asitlerden olusan, tiim canli organizmalar i¢in hayati biyo-
makromolekiillerdir (Ullah ve ark., 2019). Polisakkaritler glikozidik olarak bagh
seker artiklarindan olusan maddelerin yanisira amino asitlere, peptitlere, proteinlere,
lipidlere ve diger yapilara kovalent baglarla baglanan polimerik sakkarit yapilarini
iceren biyo-makromolekiilleri de bulundururlar (D’Ayala ve ark., 2008; Ullah ve
ark., 2019). Polisakkaritler; insanlar, hayvanlar, deniz yosunlari, bitkiler, mantarlar
ve bakteriler dahil olmak iizere farkli bircok dogal kaynaktan elde edilen
karbonhidrat polimerleridir (Ullah ve ark., 2019; Jafari ve ark., 2022). Literatiirde
polisakkaritlerin antioksidan, antitiimor, antimikrobiyal, anti-obezite, hipolipidemik,
antidiyabetik ve hepato-koruyucu olmak iizere birgok 6zelligi oldugu gosterilmistir
(Ullah ve ark., 2019).

Biyolojik polimer esasli biyomalzemeler fiziksel, kimyasal ve biyolojik
Ozellikleri nedeniyle doku miihendisligi alaninda umut verici adaylardir (Jafari ve
ark., 2022). Polimerik biyomalzemeler, dogal dokularin fizyolojik mikro ortamini
taklit eden en yaygin biyomalzemeler olarak kabul edilmektedir (Freedman ve ark.,
2019). Biyoaktif polisakkaritlerin ve bunlardan iretilen tiirevlerinin doku
miithendisligi alaninda hiicre farklilagmasi, hiicrenin yeniden sekillenmesi, hiicre
cogalmasi, hiicre adezyonu gibi konulardaki tip arastirmalarinda kullanilmasi
dokularin yenilenebilirligini ve hiicresel biiylimenin tanimlanmasini saglamstir.
Doku miihendisligi uygulamalarinda kitosan, kitin, kondroitin siilfat, aljinat, seliiloz,
nisasta, hiyaliironik asit gibi biyoaktif polisakkaritler biyomalzeme olarak
kullanilmaktadir (Ullah ve ark., 2019).

Polisakkaritler kontrol edilebilir biyolojik aktiviteleri, biyobozunur olmalari,
diisiik toksisite, biyouyumluluk, hidrojel olusturabilme yetenekleri ve diisiik tiretim
maliyetlerinden dolay1 doku miihendisligi alaninda 6nemli bir yere sahiptir (Khan ve
ark., 2013; Ullah ve ark., 2019). Polisakkarit esasli biyomalzemeler O6zellikle
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kikirdak doku yenilenmesi, hiicrelerin immobilizasyonu igin jel yapimi, ilag
calismalari, kozmetik sektorii, gida sektorii ve tip alaninda kullanilmaktadirlar
(D’Ayala ve ark., 2008; Jafari ve ark., 2022). Tip, eczacilik ve temel bilim
caligmalarinda biyomalzeme olarak kullanilan dogal polisakkaritlerin birgogu deniz
yosunlarindan ve deniz canlilarindan elde edilmektedir (Kuznetsova ve ark., 2020;
Jafari ve ark., 2022). Deniz kaynaklarindan elde edilen baslica polisakkaritler
aljinatlar, agarlar ve karragenanlardir. Ustiin fizikokimyasal 6zellikleri nedeniyle
gida, ilag ve kozmetik sektdrii gibi bir¢ok sektdrde kullanilmaktadirlar
(Ghanbarzadeh ve ark., 2018). Son yillarda ¢ok yonlii biyolojik ozelliklere sahip

olmasi nedeniyle karragenanlar biiyiik ilgi gérmektedir.

1.7.1. Karragenan

Karragenanlar, Rhodophyceae ailesinden Rhodophyta kirmizi deniz yosunu
tirlerinin hiicre duvarlarinda ve hiicreler arast1 matrikslerinde bulunan bir
polisakkarittir (Kloareg ve Quatrano, 1988; Ghanbarzadeh ve ark., 2018).
Karragenanlar, doniisiimlii olarak a-(1,3) ve B-(1,4) glikozidik baglarla baglanan
ortak bir D-galaktoz kalintilarindan olusan tekrar eden disakkarit birimine dayanan
stilfatlanmis lineer polisakkaritlerdir (Kuznetsova ve ark., 2020). Siilfat ester
gruplariin sayisina ve konumuna ve a-bagli galaktozda 3,6-anhidro halkasinin
olusumuna gore siniflandirilirlar. Buna gore, Sekil 1.5 de gosterilen ticari olarak en
¢ok kullanilan ii¢ karragenan tipi: k-, 1- ve A-karragenanlardir (Chauhan ve Saxena,
2016; Ghanbarzadeh ve ark., 2018).
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s HO 0,50
k—karragenan 1-karragenan

/ 0S0;,

A—karragenan

Sekil 1.5. Ug tiir karragenan’m kimyasal yapilar1. Kappa (), iota (1) ve lambda () formlari
(Ghanbarzadeh ve ark., 2018).

Karragenanlar, 100-1000 kDa arasinda degisen molekiil agirligina sahip
stilfatlanmis lineer biyopolimerlerdir. Karragenanlar karragenaz enzimleri sayesinde
daha diisiik molekiiler agirlikli oligosakkaritlere parcalanarak biyoaktif karragenan

tirevli oligasakkaritler de elde edilebilmektedir (Chauhan ve Saxena, 2016).

Son yillarda {istiin  fizikokimyasal ve biyolojik Ozellikleri sebebiyle
biyoteknolojik  ve  biyomedikal  uygulamalarda  kullanimlar1  artmuastir.
Biyouyumluluklar1 ve biyobozunurluklarina ek olarak yiiksek molekiil agirliklari,
emiilsifiye etme, kalinlagtirma, jellestirme ve stabilize etme yetenekleri nedeniyle
ozellikle gida, ilag ve kozmetik sektorlerinde bir¢ok endiistriyel uygulamada
kullanilmaktadirlar (Chauhan ve Saxena, 2016; Ghanbarzadeh ve ark., 2018).
Immiinomodiilatdr, antitiimdr, antiviral, antioksidan, antikoagiilan &zellikleri gibi
biyolojik ozellikleri nedeniyle karragenanlar biyomedikal uygulamalarda 6n plana
cikmuistir (Kuznetsova ve ark., 2020; Jafari ve ark., 2022). Bu 6zelliklerine ek olarak
hiicresel ortami kalabaliklastirmak i¢in kullanilan molekiiller arasinda karragenan
molekiiliiniin en kisa silirede en yliksek ECM birikimini sagladigi gosterilmistir.
Negatif yiikli olmast ve polidispersitesine bagli olarak ECM birikimini
arttirmaktadir (De Pieri ve ark., 2020).
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2. GEREC ve YONTEM

Bu tez calismasinda, Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurulu’nun
09.07.2020 tarih ve 17-410-20 say1li onay1 kapsaminda, Etlik Ziibeyde Hanim Kadin
Hastaliklar1 Egitim ve Arastirma Hastanesi’nden saglikli ve goniillii katilimcilardan

alinarak -80 °C’ye kaldirilmis plasenta dokular1 kullanildi.

2.1. Cahsmada Kullamlan Cihazlar

Laminer akish steril ¢alisma kabini (Nuaire, Class Il, Plymouth, MA, ABD);
eksplantlarin islenmesi, hiicre kiiltiirii ile ilgili besiyeri degistirme, tripsinleme ve

benzeri tiim islemlerde kullanildi.

Karbondioksitli Inkiibatér (Heracell 240, Thermo Scientific, Waltham, MA, ABD);
37 °C, %5 CO2 ve %95 nem sartlarina ayarlanmis olup hiicre kiiltiirlerinin idame

ettirilmesinde kullanildi.

Invert (Faz Kontrast) Mikroskop (Primovert, Zeiss, Jena, Almanya) ve baglantil
Dijital Fotograf Makinesi (Nikon TS100, Tokyo, Japonya); hiicre kiiltiirlerinin

diizenli takip edilmesi ve fotograflanmasinda kullanildi.

Sogutmali Santrifiij (Beckman Coulter, Allegra X-15R, Brea, CA, ABD); hiicre

kiiltlirlerinin pasajlanmasi ve yikama islemlerinde kullanildi.

Otomatik Hiicre Sayim Cihazi (TC20, Bio-Rad, Hercules, CA, ABD); hiicre

kiiltiirlerinin sayim iglemlerinde kullanildi.

Akim Sitometri Cihazt (FCM, Beckman Coulter Navios, Brea, CA, ABD) ve

verilerin islenmesinde Kaluza programi kullanildi.

Damla Spektrofotometre Cihazi (NanoDrop One, Thermo Scientific, Waltham, MA,
ABD); kii¢iik hacimli spektrofotometrik 6l¢iimlerde kullanildi.
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Multi-mod Mikroplaka Okuyucu (SpectraMax® M5, Molecular Devices, ABD);

spektrofotometrik 6l¢iimlerde kullanildu.

2.2. Tamponlar ve Cozeltiler

2.2.1. Fosfat Tamponlu Tuz Cozeltisi (PBS) (10X)

PBS hiicre kiiltiiri ortamimin pH’smi diizenlemek i¢in kullanilan tampon
cozeltisidir (Gibco, ABD). 800 mL distile su igerisinde 1.8 mM KH2POs (1,44 ),
137 mM NaCl (90,9 g) ve 10 mM NaxHPO4 (5,28 g) eklenerek karistirict yardimiyla
tamamen ¢0ziinmesi saglandi. C6ziinme tamamlandiktan sonra pH 7,4’e ayarlanarak
toplam hacim 1 L’ye tamamlandi. PBS 10X stok c¢ozeltisi olarak hazirlandi ve
calismalarda 1X’e distile su ile seyreltilerek kullanildi. Hiicre izolasyonu ve kiiltiir
asamalarinda kullanilan PBS otoklavlanarak 4-8 °C’de muhafaza edilir. Hazirlanan

¢ozelti 4 hafta icinde kullanildu.

2.2.2. % 0.05 Tripsin-EDTA Cozeltisi

Tripsin-EDTA ¢ozeltisi hiicrelerin kiiltiir kaplarindan kaldirilip pasajlanmasi
icin kullanilmig olup, %0,25 tripsin ve 1mM EDTA PBS (pH: 7.4) igerisinde
¢ozdiriilerek hazirlandi. Hazirlanan stok ¢ozelti 4-8 °C’de 1 hafta ya da

porsiyonlanarak -40 °C’de 4 hafta muhafaza edildi.
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2.2.3. FBS (Fetal Sigir Serumu — Is1 Inaktive)

Ticari olarak satin alinan FBS (Biological Industries, Kibbutz Beit Haemek,
Israil), kullanim kilavuzunda belirtilen sekilde inaktiflestirildikten sonra kullanildi.

50 mL’lik falkon tiiplerde porsiyonlanarak -40 °C de saklandi.

2.2.4. Tripan Mavisi (TM)

Ticari olarak satin alman tripan mavisi boyast (Sigma, ABD) bir

hemositometre (Bio-Rad) ile canli hiicrelerin sayiminda kullanildi.

2.2.5. Standart MEM-a (Minimum Essential Medium Eagle) Tam Kiiltiir

Ortaminin Hazirlanmasi

MEM-a besiyeri (Biological Industries) igerisine %10 FBS (Biological
Industries), %1 penisilin-streptomisin (pen-strep) (Gibco), %1 L-glutamin (Lonza)
ve %1 anti-fungusit eklendi. Pasaj 1’den sonra tam kiiltlir ortamina anti-fungusit
eklenmedi. Hazirlanan tam kiltiir ortami +4 °C’de muhafaza edildi. Calisma

oncesinde besiyerinin oda sicakligina gelmesi i¢in beklenildi.

2.2.6. Standart DMEM:F12 (Dulbecco's Modified Eagle's Medium
(DMEM) and Ham's F-12 Nutrient Mixture) Tam Kiiltiir Ortaminin

Hazirlanmasi

DMEM:F12 (Dulbecco's modified eagle's medium and Ham's F-12 nutrient
mixture) besiyeri (Biological Industries) igerisine %10 FBS (Biological Industries),

%1 penisilin-streptomisin (pen-strep) (Gibco) ve %1 L-glutamin (Lonza) eklendi.
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Hazirlanan tam kiltiir ortam1 +4 °C’de muhafaza edildi ve ¢alismadan Once oda

sicakligina gelmesi igin beklendi.

2.2.7. Adipojenik Farkhlastirma Tam Kiiltiir Ortami

DMEM-HG (Yiksek glikozlu DMEM) besiyeri (Biological Industries)
icerisine %10 FBS (Biological Industries), %1 penisilin-streptomisin (pen-strep)
(Gibco), %1 L-glutamin (Lonza), 1 uM dekzametazon, 0,5 mM 3-izobiitil-1-
metilksantin (IBMX), 10 puM insan insiilini, 0,2 mM indometazin eklendi. Bu
adipojenik farklilagtirma tam kiiltiir ortam1 kullanilmadan hemen Once taze olarak

hazirlandi.

2.2.8. Osteojenik Farkhlastirma Tam Kiiltiir Ortanm

DMEM-LG (Diisiik glikozlu DMEM) besiyeri (Biological Industries) icerisine
%10 FBS (Biological Industries), %1 penisilin-streptomisin (pen-strep) (Gibco), %1
L-glutamin (Lonza), 10 mM dekzametazon, 50 uM L-askorbik asit ve 10 mM B-
gliserofosfat eklendi. Osteojenik farklilagtirma tam Kkiiltiir ortami kullanilmadan

hemen Once taze olarak hazirlandi.

2.2.9. Kondrojenik Farkhlastirma Tam Kiiltiir Ortanm

DMEM-HG (Dulbecco's modified Eagle's medium — High Glucose) besiyeri
(Biological Industries) igerisine %5 FBS (Biological Industries), %1 penisilin-
streptomisin (pen-strep) (Gibco), %1 L-glutamin (Lonza), 50 uM dekzametazon, 50
ug/ml L-askorbik asit, 40 pg/mL prolin, 100 pg/mL sodyum piriivat, %1 ITS, %1
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esansiyel-olmayan amino asit karisimi ve 10 ng/mL TGF-B3 eklendi. Kondrojenik

farklilagtirma tam kiiltiir ortami kullanilmadan hemen 6nce taze olarak hazirlandi.

2.3. Plasentanin Temin Edilmesi

Bu tez caligmasinda kullanilan plasentalar Etlik Ziibeyde Hanim Kadin
Hastaliklar1 Egitim ve Arastirma Hastanesi’nden 38-40 haftalik, herhangi bir
komplikasyonu bulunmayan ve saglikli sezaryen dogum yapan gebelerden,
bilgilendirilmis goniilli onam formu alinarak temin edildi. Biitlinliigli bozulmamis
plasenta sezaryen sonrasinda steril torba igerisine aseptik sartlarda aktarildi.
Ameliyathaneden teslim alinan plasenta yaklagik olarak yarim saat igerisinde +4 °C
sicaklik sartlarinda laboratuvara ulastirildi. Calismalarda anatomik diseksiyonu

yapilarak uygun kosullarda -80 °C’ye kaldirilan doku parcalar1 kullanildi.

2.4. Plasentanin Anatomik Diseksiyonu

Insan term plasenta laboratuvara getirildikten sonra aseptik sartlar altinda
etrafindaki kan ve kan pihtilar1 uzaklastirilana kadar steril PBS (pH:7.4) ile 5-6 kez
yikandi. Plasentanin anatomik yapisina dayali olarak Sekil 2.1°de gosterilen doku

bolgelerinden diseksiyon iglemi yapildi.
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Fetal Ylzey UK-MKH

Umbilikal
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Membran AM-MKH
Koryon
Plaka
KP-MKH
Koryon
Villus KV-MKH
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Sekil 2.1. Insan plasentasmnin farkli anatomik kisimlarindan hiicre izolasyonunun sematik
diyagrami. Bu sekil BioRender.com kullanilarak hazirlandi.

2.4.1.  Umbilikal Kord (Gobek Bag)

Umbilikal kord dokusu plasentaya bagli kismin yaklasik 1 cm {izerinden
kesildikten sonra steril bir petri kabma alindi. Dokunun iizerindeki kani
uzaklastirmak igin %1 penisilin-streptomisin (Gibco, Thermo, Waltham, MA, ABD)
ve %1 fungusit iceren PBS (pH: 7,4) ile defalarca yikands. iki arter, bir ven ve yiizey
dokular1 ¢ikarildiktan sonra steril petri igerisinden bistiiri yardimiyla yaklagik 0,5

cm’lik pargalara boliindii.

2.4.2.  Amniyotik Membran

Amniyotik membran, alttaki koryondan nazik¢e ayrilarak ¢ikartildi (Sekil 2.2).
Ardindan ayrilan amniyotik membran %1 penisilin-streptomisin (Gibco, ABD) ve
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%1 fungusit igeren PBS (pH:7.4) ¢ozeltisi ile yikandi. Steril petri i¢erisinden bistiiri
yardimiyla 0,5 - 1 cm’lik parcalara boliindii.

2.4.3. Koryon Plaka

Plasentanin fetal yiizeyinden amniyotik membran ayrildiktan sonra umbilikal
korda en yakin bolgeden koryonik plak disekte edildi ve steril bir petri kabina alindu.
Uzerindeki kani uzaklastirmak icin %1 penisilin-streptomisin (Gibco, ABD) ve %1
fungusit igeren PBS (pH:7.4) ile yikandi. Umbilikal kord’un iizerindeki kan ve kan
pihtilar1 uzaklastirildiktan sonra steril petri igerisinden bistiiri yardimiyla 0,5 - 1

cm’lik parcalara boliindii.

2.44. Koryon Villiis

Plasenta dokusunun yaklasik 0,5 cm derinliginden umbilikal korda en yakin
bolgeden ve plasentanin maternal yiizeyinden (desidua) > lcm uzakliktan koryon
villiislarindan disekte edildi ve steril bir petri kabna alindi. Uzerindeki kam
uzaklastirmak i¢in %1 penisilin-streptomisin (Gibco, ABD) ve %1 fungusit iceren
PBS (pH:7.4) ile yikandi. Kan ve kan pihtilar1 uzaklastirildiktan sonra steril petri

igerisinden bistiiri yardimiyla 0,5 - 1 cm’lik pargalara boliindii.

2.45. Desidua Bazalis

Plasentanin maternal ylizeyinin merkez noktasindan 0,5 cm derinliginde
desidua bazalis dokusu disekte edildi ve steril petri kabina alind1. Uzerindeki kam

uzaklastirmak i¢in %1 penisilin-streptomisin (Gibco, ABD) ve %1 fungusit iceren
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PBS (pH:7.4) ile yikandi. Kan ve kan pihtilar1 uzaklastirildiktan sonra steril petri

igerisinden bistiiri yardimiyla 0,5 - 1 em’lik pargalara boliindii.

2.5. Plasentadan Mezenkimal Kok Hiicre izolasyonu

Insan term plasentasindan umbilikal kord, amniyotik membran, koryon plak,
koryon villiis, desidua bazalis veya kan damarlar1 gibi makroskobik olarak ayirt
edilebilen farkli bolgelerden doku eksplantlarindan mezenkimal kok hiicre
izolasyonu yapilabilmektedir. Literatiirde mezenkimal kdk hiicre izolasyonu igin
enzimatik sindirim ya da eksplant kiiltiir yontemleri kullanilmaktadir. Eksplant kiiltiir
yontemi kolay, hizli, ilave ayirma islemine gerek kalmadan ve diisitk maliyetle hiicre
izolasyonu yapmaya imkan tanimaktadir. Ayn1 zamanda proteolitik enzimlerin neden
olabilecegi potansiyel hiicresel hasar da Onlenebilmektedir. Eksplant kiiltiir
yonteminde eksplant doku parcalarina bagli olan ekstraselliiler matriks ve hiicresel
bilesenler doku parcasindan go¢ eden hiicrelerin biiylimesine katkida bulunacak
maddeleri salgilayarak izolasyonun hiicreler {izerinde olusturdugu stresi azaltmakta
ve hiicrelerin fizyolojik ortamlarinda elde edilmelerine olanak saglamaktadir. Sekil
2.2’de gosterilen 38-40 haftalik insan term plasentasindan fetal ve maternal dokular
iceren diseksiyonu yapilan dokulardan eksplant kiiltlir yontemi ile mezenkimal kok
hiicre izolasyonu yapildi. UK-MKH (n=4), AM-MKH (n=4), KP-MKH (n=3), KV-
MKH (n=3) ve DB-MKH (n=3) farkli biyolojik kopya ile hiicre havuzu olusturularak
alt kiiltiirler1 yapildi.
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Sekil 2.2. Plasentadan eksplant kiiltiir yontemiyle mezenkimal kok hiicre izolasyonu semasi.
Bu sekil BioRender.com kullanilarak hazirlandi.

5 farkli anatomik bolgeden alinarak yaklasik 0,5 - 1 cm’lik pargalara boliinen
dokular yasanabilecek herhangi bir kontaminasyonu engellemek i¢in 50 mL’lik
falcon tiip i¢inde %1 penisilin/streptomisin (P/S), %1 anti-fungusit, %1 iyodiir igeren
PBS ile seri santrifiijleme iglemleri ile yikandi. Yikama islemi 3 kez tekrarlandi.
Doku parcalari kandan ve istenmeyen artiklardan uzaklastirildiktan sonra 75 cm?’lik
yatik kiiltiir kaplarma (T75) aktarildi. Kiiltiir kaplaria aktarilan doku pargalarinin
(eksplantlarin) tizerine tam kiiltiir ortami eklendi. Tam kiiltlir ortami1 olarak umbilikal
kord, koryon plak, koryon villus ve desidua bazalis icin DMEM:F12, %10 FBS, %1
P/S, %1 L-Glu, %1 anti-fungusit kullanilirken, amniyotik membran i¢in a-MEM,
%10 FBS, %1 P/S, %1 L-Glu, %1 anti-fungusit kullanildi. Mezenkimal kok
hiicrelerin doku pargalarindan gog¢ etmesi ig¢in %5 COz’e ayarli inkiibatérde 37°C'de
kiiltiirlendi. 75 cm?lik yatik kaplar1 ilk 2 giin hareket ettirilmeden inkiibatorde
bekletildi. Iki giiniin sonunda tam kiiltiir ortam1 degistirilerek tutunmayan doku
parcalar1 uzaklastirildi. Haftada 2 kez taze tam Kkiiltliir ortam1 degisimi yapilarak
hiicre biiylimesinin durumu gozlemlendi. 10-14. giinde doku parcalarinin

ceperlerinde mezenkimal kok hiicre benzeri hiicrelerin ortaya cikist ve kiiltiir kabina
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tutunmalar1 goézlemlendi. Hiicreler, ~21-30. giinler arasinda %70-80 yogunluga
ulastiginda alt kiiltiire gecildi. Alt kiiltiir asamasinda, eksplant kiiltiir i¢indeki doku
pargalar1 PBS ile yikanarak uzaklastirildi ve % 0,05 tripsin-EDTA tampon ¢ozeltisi
ile hiicreler kaldirilarak 15 mL’lik falcon tiipler igerisinde toplandi. umbilikal kord,
koryon plak, koryon villus ve desidua bazalis dokularindan izole edilen hiicreler
1500 devir/dakika’da 11 dk, amniyotik membran dokusundan izole edilen hiicreler
200xg’de 5 dk santrifiij yapilarak siipernatan atildi. Hiicre pelleti dokuya 6zgii taze
tam kiiltlir ortam1 ile homojen olacak sekilde pipetlendi. Hiicreler T-75 yatik kiiltiir
kabina tohumlandi. Sonrasinda %70-80 yogunluga ulasan hiicrelerin ileri pasajlarina

devam edildi.

2.6. Mezenkimal Kok Hiicre Ekspansiyonu, Pasajlama, Dondurma ve

Cozme

Eksplant kiiltiir yontemi ile izole edilen hiicrelerin ekspansiyonu haftada 2 kez
besiyeri degistirilerek devam ettirildi. Pasajlamadan dnce T-75 kiiltiir kab1 i¢indeki
hiicrelerin yogunlugu, morfolojileri ve herhangi bir kontaminasyon olup olmadig:
invert mikroskop ile kontrol edildi. Pasaj1 yapilacak T-75 kiiltiir kab1 %70’lik etanol
ile dekontamine edilerek laminer kabin igerisine alindi. T-75 kiiltiir kab1 i¢indeki
besiyeri atildi ve tam kiiltlir ortaminin uzaklastirilmasi i¢in PBS ile yikandi. % 0,05
tripsin-EDTA ¢ozeltisi ile hiicreler kaldirilarak 15 mL’lik falcon tiipler igerisine
toplandi. Umbilikal kord, koryon plak, koryon villiis ve desidiia bazalis MKH’leri
1500 devir/dakika hizda 11 dk, amniyotik membran MKH’leri 200 g’de 5 dk siireyle
santrifiij yapilarak silipernatan atildi. Hiicre pelleti taze tam kiiltiir ortam1 ile homojen
olacak sekilde pipetlendi. Hiicreler T-75 yatik kiiltiir kaplarina tohumlanarak
pasajlama islemleri yapildi. Ug-boyutlu kiiltiir ¢alismalarinda umbilikal kord
MKH’leri 3-5. pasajlarda, koryon plak, koryon villiis ve desidiia bazalis MKH’leri 4.
pasajda, amniyotik membran MKH’leri ise 4-6. pasajlarda kullanildi.

48



Dondurma islemi i¢in erken pasajlardaki hiicrelere (2-3. pasajlar) tripsinleme
yapildi. Elde edilen hiicre pelleti laminer kabin igerisinde buz iizerine alind1 ve FBS
icerisinde homojen olacak sekilde pipetlendi. 1,8 mL’lik kriyojenik tiiplere 1-5x10°
hiicre/mL olacak yogunlukta alind1. Uzerine %10 DMSO eklendi ve 1-2 kez hafifce
alt ist edilerek hizlica -80 °C sicakliktaki dondurucuya alindi ve uzun siireler

boyunca muhafaza edildi.

Calismada, kriyojenik tiiplerde -80 °C sicaklikta muhafaza edilen plasentanin 5
farkli anatomik bolgesine ait doku pargalart kullanildi. Hiicre ve doku pargalarini
¢dzme islemi i¢in onceden 37 °C sicakliga 1sitilan su banyosu kullanildi. Islemde,
Ornegin tamamen ¢oziinmesi degil buzunun hafifce erimesi (yaklasik 1dk) beklendi.
Kriyojenik tiipler %70’lik etanol ile dekontamine edildikten sonra laminer kabin
icerisine alind1 ve dnceden oda sicakligina getirilmis olan 10 mL tam vasat icerisine
alindi. Hiicrelerin yapisinin korumasi icin kriyojenik tiipler i¢ine eklenen DMSO
santrifiij edilerek ortamdan uzaklastirildi. Daha sonra siipernatan uzaklastirilarak
doku pargalar1 T-75 yatik kiiltiir kabina steril pens yardimiyla yerlestirildi. Doku
pargalarinin yerlerinin oynamamasina dikkat edilerek 8 mL taze tam besiyeri eklendi.
37°C'de ve %5 CO2 ortam kosullarinda inkiibasyon baglatildi. 48 saat sonra besiyeri
degistirilerek tutunmayan doku parcalar1 uzaklastirildi. Haftada 2 kez taze tam kiiltiir
ortami ile besiyeri degisimi yapildi. 10-14. giinde doku parcalarinin etrafinda
mezenkimal kok hiicre benzeri hiicrelerin ¢ikist ve Kkiiltiir kabina tutunmalari
gozlemlendi. 21-30. giinler arasinda %70-80 yogunluga ulagan eksplant kiiltiir
icindeki doku parcalar:1 PBS ile yikanarak uzaklastirildi ve % 0,05’lik tripsin-EDTA
¢ozeltisi ile hiicreler kaldirilarak 15 mL’lik falcon tiip igerisine toplandi. Umbilikal
kord, koryon plak, koryon villiis ve desidiia bazalis MKH’leri 1500 devir/dakika
hizda 11 dk, amniyotik membran MKH’leri 200 g’de 5 dk siireyle santrifiij yapilarak
siipernatan atildi. Hiicre pelleti taze tam besiyeri ile homojen olacak sekilde
pipetlendi. Hiicreler T-75 kiiltiir kabina tohumlandi. Sonrasinda %70-80 yogunluga

ulasan hiicrelerin pasajlanmasiyla devam edildi.
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2.7. Hiicre Sayim

Hiicre sayimlar1 pasajlama, 2B ve 3B deney asamalarinda Bio-Rad TC20
otomatik hiicre sayim cihazi (hemositometre) ile yapildi. Hiicre siispansiyonlari
homojen olacak sekilde pipetlendikten sonra Ornekten 10 puL almip 10 pL tripan
mavisi ¢ozeltisi ile karistirildi ve hemositometre slaytina yiiklenerek sayimi yapildi.
TC20 otomatik hiicre sayim cihazt 1 mL’deki hiicre sayisini hesaplamaktadir.

Okunan hiicre sayisinin yogunluk durumuna gore diliisyon yapilarak sayimlar tekrar
edildi.

2.8. Mezenkimal Kok Hiicre Karakterizasyonu

2.8.1. Mikroskop ile Goriintiileme

Plasentanin 4 farkli anatomik bdlgesinden (amniyotik membran (n=4), koryon
plak (n=3), koryon villus (n=3) ve desidua bazalis (n=3)) eksplant kiiltiir yontemiyle
izole edilen MKH’ler P4’e kadar ¢ogaltild1 ve deneylerde P2-4 kullanildi. Umbilikal
kord dokusundan (n=4) eksplant kiiltiir yontemiyle izole edilen UK-MKH’leri P5’e
kadar ¢ogaltildi ve deneylerde P3-5 kullanildi. Eksplant kiiltiir sonras1 ilk yapilan
tripsinizasyondan sonra izole edilen hiicrelerden havuzlanmis allojenik kiiltiirler elde
edildi. Hiicrelerin alt kiiltiirline havuzlanmis hiicreler ile devam edildi. Amniyotik
membrandan izole edilen MKH’lerin ¢ogaltilmasinda digerlerinden farkli olarak %5

FBS kullanild.

Plasentanin 5 farkli anatomik bdlgesinden (umbilikal kord, amniyotik
membran, koryon plak, koryon villiis ve desidua) eksplant kiiltiir yontemi ile izole

edilen MKH’lerin invert mikroskop (T1-SM, Nikon) ile fibroblastik morfolojileri
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gozlemlendi ve gorintiler Nikon Coolpix P5100 marka fotograf makinesi

kullanilarak alind.

2.8.2. Immiinofenotipleme ve Hiicre Canhligi Analizi

Hiicre yiizey belirteglerini tanimlamak igin kullanilan floresan aktiflesmis
hiicre ayirma temelli immiinfenotipik karakterizasyon deneyleri Ankara Universitesi
T1p Fakiiltesi Hematoloji Anabilim Dali’ndaki Beckman Coulter Navios FCM cihazi
ile yapildi. Immiinfenotipik karakterizasyon igin Cizelge 2.1°de listelenen

mezenkimal kok hiicre yiizey belirtecleri segildi.

Cizelge 2.1. Akim sitometri analizi i¢in se¢ilen mezenkimal kok hiicre yiizey belirtegleri

Pozitif Belirtecler Negatif Belirtecler
Yiizey Antijeni Yiizey Antijeni
CD29 CDh31
CD73 CD34

CD90 LIN
CD105 HLA-DR

Insan term plasentasinin 5 farkli anatomik bélgesinden (umbilikal kord,
amniyotik membran, koryon plak, koryon villiis ve desidiia) izole edilen MKH’lerin
T-75 yatik kiltiir kaplarindaki yogunlugu ~% 80’e ulastiginda mezenkimal kok
hiicre ekspansiyonunda ayrintili olarak anlatildigi sekilde her dokudan elde edilen
MKH’ye 6zgii yontem ile tripsin islemi yapildi ve hemositometre ile hiicre sayimlari
gerceklestirildi. UK-MKH P2 ve P4, AM-MKH P2 ve DB-MKH P3, KV-MKH ve
KP-MKH P1 hiicreleri ile immiinfenotiplendirme yapildi. Her dokudan izole edilen
mezenkimal kok hiicre igin 5 mL tampon ¢ozelti igerisinde 1x10° hiicre olacak
sekilde siispanse edilerek 300g°de 5 dk santrifiijleme yapildi. Siipernatan atilarak
pellet 1 mL tampon ¢ozeltisi ile homojen olacak sekilde karistirildi. Seyreltilen hiicre

siispansiyonundan antikor boyamasi i¢in tiiplere 100’er pL eklendi. Hiicrelerin
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tizerine ise 5 pL kadar florokrom igaretli hedefe spesifik anti-insan -CD29, -CD31, -
CD34, -CD73, -CD90, -CD105, -LIN (lineage spesifik isaretleyicileri igeren kokteyl)
ve -HLA-DR monoklonal antikorlar1 (Cizelge 2.1) eklenerek vorteks ile karigtirildi.
Boyama i¢in hiicreler oda sicakliginda 20 dk inkiibasyona birakildi. Ardindan
yikama soliisyonu ile 300g de 5 dk santrifiij edilerek 2 kez yikandi. Tiipteki son
hacim 200 pL olacak sekilde hiicreler hiicre yikama tamponu (% 0,1 sodyum azid ve
% 0,5 BSA) ile siispanse edildi. Siispanse edilen hiicreler Beckman Coulter Navios
FCM akim sitometri cihazina yerlestirilerek uygun ayarlarda okuma yapildi. Elde

edilen veriler Kaluza yazilimi ile analiz edildi.,

2.8.3. UK-MKH’lerin Uclii Soya Farklilastirilmasi

MKH'ler bircok farkli doku kaynagindan izole edilebilen, uygun kiiltiir
kosullarinda farkli soylara farklilagabilen hiicre popiilasyonlaridir. Umbilikal kord
kaynakli mezenkimal kok hiicrelerin adipojenik, osteojenik ve kondrojenik
farklilasmasin1 indiikleyecek farkli Gzelliklerde tam kiiltiir ortamlar1 hazirlandi.
Farklilastirma deneyleri, 8-bolmeli lamlarda ve 4. pasajdaki UK-MKH’leri
kullanilarak gerceklestirildi. Kontrol gruplar1 i¢in standart tam kiiltiir ortanu

(DMEM:F12) kullanild.

2.8.3.1. Adipojenik Farkhilastirma

Adipojenik farklilastirma icin her 8-bolmeli slaytlara 2x10* sayisinda hiicre
ekildi. Adipojenik farklilastirma tam kiiltiir ortami i¢in, DMEM-HG besiyeri
(Biological Industries; Bl) igerisine %10 FBS (BI), %1 penisilin-streptomisin (pen-
strep) (Gibco), %1 L-glutamin (Lonza), 1 uM deksametazon, 0,5 mM 3-

izobutilmetil-ksantin, 10 uM insiilin, 0,2 mM indometasin eklendi. Tam kiiltiir
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ortami 48 saatte bir degistirildi. UK-MKH’ler 21 giin boyunca %5 CO: igeren
inkiibatoriinde 37°C'de inkiibe edildi. 21. giin sonunda tam kiiltiir ortam1 alinarak
kuyucuklar 2 kez steril PBS ile yikandi. Kuyucuklarda bulunan hiicreler soguk
metanolde 5 dk bekletilerek tespit edildi. Adipojenik farklilasmanin kanit1 olarak
hiicre i¢inde biriken yag damlaciklarinin birikimini gorebilmek icin Oil Red O
boyamas1 yapildi. Invert mikroskop (Imager.Z2, Zeiss) ile boyanmalar gézlemlendi

ve goriintiileri alindu.

2.8.3.2. Osteojenik Farkhlastirma

Osteojenik farklilastirma icin hiicreler, her 8-blmeli slaytlara 2x10* hiicre/cm?
yogunlukta ekildi. Osteojenik farklilastirma tam kiiltiir ortami i¢in; DMEM-LG
besiyeri (Biological Industries) igerisine %10 FBS (BI), %1 penisilin-streptomisin
(pen-strep) (Gibco), %1 L-glutamin (Lonza), 10 mM deksametazon, 50 uM L-
askorbik asit, 10 mM B-gliserofosfat eklendi. Tam kiiltiir ortami 48 saatte bir
degistirildi. UK-MKH’ler 7, 14 ve 21 giin boyunca %5 CO: iceren inkiibatdrde
37°C'de inkiibe edildi. 7., 14. ve 21. giin sonunda tam kiiltiir ortam1 alinarak hiicreler
soguk metanol ile tespit edildi. Osteojenik farklilasmanin kanit1 olarak hiicre iginde
kalsiyum birikimini gorebilmek i¢in von Kossa ve alizerin kirmizisi boyamalari
yapildi. Invert mikroskop (Imager.Z2, Zeiss) ile boyanmalar gdzlemlendi ve

goriintileri alind.

2.8.3.3. Kondrojenik Farkhilastirma

Kondrojenik farklilastirma icin 2 mL eppendorf tiipii icerisine 5x10° kadar
hiicre ekilerek pellet kiiltiir yapildi. Kondrojenik farklilagtirma tam kiiltiir ortami
iciny DMEM-HG (Dulbecco's modified Eagle's medium — High Glucose) besiyeri
(Biological Industries) igerisine % 5 FBS (Bl), %1 penisilin-streptomisin (pen-strep)
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(Gibco), %1 L-glutamin (Lonza), 50 uM deksametazon, 50 ug/ml L-askorbik asit, 40
pg/mL prolin, 100 pg/mL sodyum piruvat, %1 ITS, %1 esansiyel olmayan amino asit
cozeltisi ve 10 ng/mL TGF-B3 eklendi. Tam kiiltlir ortam1 48 saatte bir degistirildi.
UK-MKH’ler 35 giin boyunca %5 CO> inkiibat6rii ortaminda 37°C'de inkiibe edildi.
Hiicreler soguk metanolde 5 dk bekletilerek tespit edildi. Kondrojenik farklilagsmanin
kanit1 olarak ekstraselliiler matrikste bulunan glikozaminoglikanlari gézlemlemek
i¢in alsiyen mavisi ile boyandi1 invert mikroskop (Imager.Z2, Zeiss) ile boyanmalar

gozlemlendi ve goriintiileri alindi.

2.8.4. UK-MKH CFU (Koloni Olusturabilen Birim) Olusumu

2.8.4.1. 2B Kiiltiir ile CFU Olusumu

UK-MKH’ler 100, 1000, 10000 hiicre olmak iizere ii¢ farkli hiicre yogunlugu 6
kuyucuklu kiltiir kaplarma (Corning) iki tekrarli olarak ekildi. Standart tam kiiltiir
ortaminda pasajlama islemi yapilmadan 14 giin boyunca kiiltiir stirdiirtildii. 14 giin
sonunda 6 kuyucuklu kiiltiir kab1 2 kez PBS ile yikanarak besiyeri uzaklastirildi.
Hiicrelerin ylizeye sabitlenmesi i¢in soguk metanol eklenerek 5 dakika bekletildi.
Hiicrelerin olusturduklart kolonilerin histokimyasal olarak goézlemlenmesi i¢in
kiltirler % 0,5 kristal viyole ile boyandi. Koloni olusumu invert mikroskop

(Imager.Z2, Zeiss) ile boyanmalar gézlemlendi ve goriintiileri alindi.

2.8.4.2. 3B Kiiltiir Sonras1 CFU Olusumu

UK-MKH’lerin sferoidlerine tripsinleme islemi uygulanarak 10000 hiicre 6
kuyucuklu kiiltiir kabina (Corning) iki tekrarli olarak ekildi. Standart tam kiiltiir

ortaminda pasajlama islemi yapilmadan 14 giin boyunca kiiltiir siirdiirtildii. 14 giin
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sonunda 6 kuyucuklu kiiltiir kab1 2 kez PBS ile yikanarak besiyeri uzaklastirildi.
Hiicrelerin ylizeye sabitlenmesi i¢in soguk metanol eklenerek 5 dakika bekletildi.
Hiicrelerin olusturduklar1 kolonilerin histokimyasal olarak gdézlemlenmesi igin
kiltirler % 0,5 kristal viyole ile boyandi. Koloni olusumu invert mikroskop

(Imager.Z2, Zeiss) ile boyanmalar gézlemlendi ve goriintiileri alindi.

2.9. Histokimyasal Boyamalar

2.9.1. Kristal Viyole Boyamasi

CFU olusumunun belirlenmesi i¢in farkli konsantrasyonlarda 6 kuyulu kiiltiir
kaplarina 2 tekrarli olarak ekilen UK-MKH’leri 14. giin sonunda soguk metanol ile
sabitlendi. Her kuyuya oda sicakliginda % 0,5’1lik kristal viyole eklenerek 10 dk
bekletildi ve boya arindirilana kadar deiyonize su ile yikandi. Histokimyasal olarak
hiicrelerin  olusturduklar1 koloniler invert mikroskop (Imager.Z2, Zeiss) ile

boyanmalar gozlemlendi ve goriintiileri alindi.

2.9.2. Oil Red O Boyamasi

Stok Oil Red O boyasinin hazirlanmasi i¢cin 100 mL izopropanol alkol i¢inde
0,5 g Oil Red O su banyosu i¢inde ¢ok 1sitilmadan ¢ozdiiriildii. Oil Red O galigma
soliisyonunu 30 ml stok soliisyondan alinarak iizerine 20 ml distile su eklenerek
seyreltildi. 10 dk karistirildiktan sonra Whatman filtre kagidindan siiziilerek koyu
renkli sise icerisinde muhafaza edilir. Boyama yapilacak 6rneklerin iizeri kaplanacak
sekilde Oil Red O calisma soliisyonu ile kaplandi ve 15 dk boyamaya birakildi.
%6011k izopropanol ile durulanarak kurutuldu. Oil Red O boyamasi adipojenik
farklilasma da yag damlaciklarini gézlemlemek igin kullanildi. Boyamalar invert

mikroskop (Imager.Z2, Zeiss) ile boyanmalar gézlemlendi ve goriintiileri alindi.
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2.9.3. Alizarin Kirmizis1 Boyamasi

50 mL distile su icerisinde 1 g Alizarin kirmizis1 ¢ozdiiriilerek boyamadan
Once taze olarak hazirlanir. Tespit edilen hiicreler yaklasik 1 dk % 70’lik etanol de
bekletildi ve distile su ile durulandi. Orneklerin iizeri kaplanacak sekilde 5 dk
Alizarin kirmizisi ile boyandi. Distile su ile yikandi. Alizarin kirmizis1 boyamasinda
Ca tuzlarinin birikimi turuncu-kirmizi renkte boyanir. Alizarin kirmizis1 boyamasi
osteojenik farklilasma da Ca birikimini gozlemlemek icin kullanildi. Boyamalar
invert mikroskop (Imager.Z2, Zeiss) ile boyanmalar gozlemlendi ve goriintiileri

alindi.

2.9.4. Von Kossa Boyamasi

Von Kossa boyamasi i¢in hiicreler 5 dk soguk metanol ile sabitlendi. Tespit
edilen hiicreler 2 kez distile su ile yikandi. UV 15181 altinda oda sicakliginda %1
giimiis nitrat soliisyonu ile boyandi. 2 kez distile su ile yikandi. Reaksiyona girmeyen
giimiis nitratin uzaklastirilmasi i¢in 1 dk % 5 sodyum tiyosiilfat ile muamele edilip, 2
kez distile su ile durulandi. 5 dk niikleer fast red (niikleer kirmizisi) soliisyonu ile
boyandi. 2 kez distile su ile durulandi. Dehidrasyon i¢in dereceli alkollerden
gecirildi. 2-3 kez ksilenden gecirildi. Von Kossa boyamasi ile Ca tuzlariin birikimi
siyah, ¢ekirdek kirmizi ve sitoplazma pembe boyanir. Von Kossa boyamasi
osteojenik farklilasma da Ca birikimini gozlemlemek icin kullanildi. Boyamalar
invert mikroskop (Imager.Z2, Zeiss) ile boyanmalar gozlemlendi ve goriintileri

alindi.

2.9.5. Alsiyen Mavisi Boyamasi

%3’liik glasiyel asetik asit cozeltisi ile %]1°lik Alsiyen mavisi (pH: 2.5)
hazirlandi. Tespit edilen hiicreler 3 dk boyunca % 3’liikk glasiyel asetik asit
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cozeltisinde bekletildi. 65 °C’de 1sitilmig Alsiyen mavisi boyast ile 10 dk inkiibe
edildi. Akan musluk suyunda boya durulandi. 5 dk niikleer hizli kirmizi soliisyonu ile
inkiibe edildi. 3 kez distile su ile durulandi. Dereceli alkollerden gecirilerek
kurutuldu. 2-3 kez ksilenden gegirildi. Ekstrasiilliler matriks igindeki
glikozaminoglikanlar mavi renkte, ¢ekirdek kirmizi renkte boyanir. Alsiyen mavisi
boyamasi kondrojenik farklilasma da GAG’lar1 gézlemlemek i¢in yapildi. Boyamalar
invert mikroskop (Imager.Z2, Zeiss) ile boyanmalar gozlemlendi ve goriintiileri

alindi.

2.9.6. Pikro-sirius Kirmzis1 Boyamasi

100 ml doymus sulu pikrik asit ¢ozeltisi i¢cinde 0.1 g sirius kirmizisi
¢ozdiiriildii. 100 ml distile su i¢ine 0.5 ml asetik asit ekleyerek asitli su hazirlandu.
Cekirdeklerin boyanmasi i¢in 8 dk hematoksilen ile boyandi ve akan musluk suyunda
yikandi. Pikro-Sirius boyasi ile 1 saat inkiibe edildi. 2 kez asitli su ile yikandi. 3 kez
%100 etanolden gegirilerek kurutuldu. Ekstrasiilliiler matriks i¢indeki kollajen lifleri
kirmizi renkte, c¢ekirdek kahverengiye yakin bir renkte boyanir. Pikro-sirius
boyamasi kondrojenik farklilasma da kollajenleri gozlemlemek i¢in yapildi.
Boyamalar invert mikroskop (Imager.Z2, Zeiss) ile gozlemlendi ve goriintiileri

alindi.

2.10. Biiyiime Egrisi

Kiiltiirlenen hiicreler genellikle, gecikme, log ve plato fazi olmak iizere ii¢
asamada tanimlanan karakteristik model ile biiyiitiiliir. Biiylime egrisi, hiicrelerin
cogalma kabiliyetlerinin analiz edilmesi ve karsilastirilmasi i¢in kullanilmaktadir
(Baghaban Eslaminejad ve ark., 2008). Biiyiime egrisi i¢in P1 asamasinda bulunan
UK-MKH’ler kullanildi. UK-MKH (5x10° hiicre/kuyu) 6 kuyucuklu kiiltiir kaplarina
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(Corning, USA) 2 tekrarl olarak ekildi ve %5 COz inkiibatorde (HERAcell 1501) 37
°C'de inkiibe edildi. Her 48 saatte bir tripsinleme yapilarak hiicre sayimi
gerceklestirildi. Deney, hiicreler plato fazina ulasana kadar devam edildi. 12 giin

boyunca takip edildi. Hiicre sayimindan elde edilen veriler ile bliyiime egrisi ¢izildi.

2.11. Cogalma Egrisi Analizi

Farkl1 pasajlardaki UK-MKH’lerin ¢gogalma kabiliyetlerinin analiz edilmesi ve
karsilastirilmasi i¢in kullanildi. Deneylerde kullanilan 3-5. pasajlardaki UK-
MKH’leri 20.000 hiicre/mL konsantrasyonda 24 kuyucuklu kiiltiir kaplarina 2
tekrarlt olarak ekildi ve %5 CO2 iceren inkiibatorde (HERAcell 150i) 37 °C'de
inkiibe edildi. Besiyeri haftada iki kez degistirildi. Ug farkli zaman noktasinda (96,
144 ve 192. saatler) farkli kuyucuklara ekilen hiicreler %0,05 tripsin-EDTA ¢o6zeltisi

ile tripsinleme yapildiktan sonra hiicre sayimi1 gergeklestirildi.

2.12. In Vitro Migrasyon Testi

Migrasyon testi molekiiler ve hiicresel mekanizmalarin hiicre gbcli slirecine
katkisin1 degerlendirmek igin kullanilan in vitro bir tekniktir (Bobadilla ve ark.,
2019). In vitro migrasyon testi, in vitro hiicre gdcii diizeyini belirlemek igin
kullanilan, kolay, diisiik maliyetli ve iyi gelistirilmis bir yontem olarak kabul
edilmektedir. Temel adimlar, bir hiicre tek tabakasinda "¢izik" olusturmayi, bu ¢izigi
kapatmak i¢in baslangigta ve hiicre gecisi sirasinda diizenli araliklarla goriintiilerinin
alinmasini ve hiicrelerin geg¢is oranini 6lgmek i¢in goriintiilerin karsilastiriimasiyla
degerlendirilir. Hiicre gocii tekli hiicrelerin veya hiicre kiimelerinin bir konumdan
digerine hareketini igermektedir. Hiicre-matriks ve hiicre-hiicre etkilesimlerinin
hiicre migrasyonu iizerindeki etkilerini gozlemlemek icin uygun bir yontemdir

(Liang ve ark., 2007; Bobadilla ve ark., 2019).
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In vitro migrasyon testi i¢in P4 asamasinda bulunan UK-MKH’ler kullanildi.
UK-MKH (10° hiicre/kuyu) 35 mm kiiltiir kaplaria (Corning, USA) 2 tekrarli olarak
ekildi. 37 °C'de ve %5 CO2’e ayarl inkiibatorde (HERAcell 1501) 48 saat inkiibe
edildi. Hiicrelerin yogunlugu tam bolluga (%90-100) ulastiginda 200 pL’lik
mikropipet ucu yardimiyla kuyucugun bir ucundan diger ucuna kadar diiz bir ¢izgi
cekildi. Bu ¢izgi c¢ekildikten sonra zeminden kalkan hiicreleri ortamdan
uzaklastirmak i¢in kuyucuklar 1 defa PBS ile yikandi. Taze tam Kkiiltiir ortami
eklenerek 0, 6, 12, 24 ve 48. saatlerde incelemeler yapildi. Goriintiiler invert
mikroskop (T1-SM, Nikon) ile gozlemlendi ve goriintiiler Nikon Coolpix P5100
marka fotograf makinesi kullanilarak alindi. Migrasyon hizi tim zaman noktalar i¢in
ImageJ yazilimi kullanildi. Yara kapanma yiizdesinin belirlenmesi i¢in Sekil 2.3 de
gosterilen formiil kullanilmistir. Ag; ilk Olgiilen yara alani, Ay zaman noktasinda

kalan yara alanu.

Yara kapanma yiizdesi (%) = (Ao- At) / Ao x 100

Sekil 2.3. Yara kapanma ylizdesi formiilii

2.13. MKH’lerin Iki-Boyutlu (2B) Kiiltiirii

Insan term plasentasinin 5 farkli anatomik bdlgesinden (umbilikal kord,
amniyotik membran, koryon plak, koryon villiis ve desidiia) izole edilen MKH'ler
calismada kullanilacak pasajlara kadar T-75 yatay kiiltiir kaplarinda 2B olarak
cogaltildi. Caligmalarda kullanilmak {izere belirlenen pasajlara gelen hiicreler
toplanarak MKH karakterizasyonu ve 3B sferoid kiiltiirlerin hazirlanmasi igin

kullanildi.
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2.14. MKH’lerin U¢-Boyutlu Kiiltiirii (Sferoid Kiiltiir)

Bu tez c¢alismasinda “Sferoidler” veya “Homojen {iig-boyutlu mikro doku
kiimeleri”, Bartosh ve ark. 2014°de belirtilen asili damla yontemine gore olusturuldu.
3B kiiltiir calismalarinda; UK-MKH’ler i¢in Pasaj 3-5, AM-MKH’ler i¢in Pasaj 4-6,
KP-MKH’ler i¢in Pasaj 4, KV-MKH’ler i¢in Pasaj 4 ve DB-MKH’ler i¢in ise Pasaj 4

hiicreleri kullanild.

3B Kkiiltiirlerin hazirlanmasinda hiicreleri elde etmek i¢in insan term
plasentasinin 5 farkli anatomik bdolgesinden (umbilikal kord, amniyotik membran,
koryon plak, koryon villiis ve desidiia) izole edilen MKH'ler 2B kiiltiirde %70-80
hiicre yogunluguna ulagtiginda tripsinleme islemi yapilarak kaldirildi ve 35 pL tam
kiiltiir ortamu igerisinde 5x10% hiicre olacak sekilde (damla basma ~50.000 hiicre) 90
mm c¢apli steril petrilerin kapak i¢lerine Sekil 2.4 de gosterildigi gibi esit araliklarla
asilt damlalar seklinde aktarildi. Ortamin nemliligi i¢in, her bir petrinin tabanina 15
mL steril PBS ilave edildi. i¢ taraflarinda asil1 damlalar tastyan petri kapaklari, PBS
iceren petriler iistiine dikkatlice kapatildi ve 72 saat boyunca 37 °C'de ve %5 CO2
iceren inkiibatorde (HERAcell 150i) inkiibe edildi. 72 saatin sonunda elde edilen
hiicresel agregatlar petri kapagi yaklasik 10-20 derece agiyla tutularak bir pipet
yardimiyla toplandi. Toplanan hiicre agregatlar1 150 pl standart tam kiiltlir ortam
kullanilarak poly-HEMA kaplanmis 96 kuyulu kiiltiir kaplarina her kuyuda tek hiicre
agregati olacak sekilde aktarildi.
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Sekil 2.4. MKH’lerin ii¢-boyutlu sferoid kiltiiriinde asili damla yontemi uygulamasinin
sematik gosterimi. Bu sekil BioRender.com kullanilarak hazirlandi.

2.15. 3B Kiiltiir Deney Gruplarinin Belirlenmesi

Hiicre-ECM  yogunluk farkinin kondrojenik farklilasma iizerine etkisini
gozlemlemek iizere Cizelge 2.2 de gosterildigi gibi 2 farkli tam kiiltiir ortam1 ve 4
farkli k-karragenan konsantrasyonu ile 8 grup olusturuldu. Deney gruplari, hiicre—
ECM yogunluk orami farkini olusturmak i¢in sferoidlerdeki hiicre sayisi sabit
tutularak x-karagenan’in orami degistirilmek suretiyle olusturuldu. x-karragenan
konsantrasyonlar1 0, 50, 100 ve 250 ng/mL olarak belirlendi. Zaman noktalar1 olarak
ise, her konsantrasyon i¢in 0, 7, 14, 21, 28, ve 35. giinler belirlendi.
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Cizelge 2.2. Deney gruplari.

Gruplar Standart Tam Kiiltiir Ortamn | Kondrojenik Tam Kiiltiir Ortam

Zaman Kontrol | 50 100 250 | Kontrol 50 100 250
Noktalar 0 pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | 0 pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml

0. Giin

7. Giin

14. Giin

21. Giin

28. Giin

3S. Giin

2.16. Poli-HEMA Kaplamasi

3B kiiltiir deneylerinde sferoidlerin yiizeye tutunmasini engellemek igin kiiltiir
kaplarinin yiizeyi poli-HEMA ile kaplandi. 0,6 g poli-HEMA (Sigma-Aldrich) 20
mL % 95’lik etanol i¢inde gece boyunca 37°C sicaklikta karistirilarak ¢ozdiirtildii.
Kiiltir kaplarinin yiizeyleri poli-HEMA ile kaplanmasi i¢in, poli-HEMA stok
¢ozeltisi, 96-kuyulu kiiltliir kaplarinin her bir kuyusuna 50 pL, 48-kuyulu kiiltiir
kaplarinin her bir kuyusuna 150 pL ve 6-kuyulu kiiltiir kaplarinin her bir kuyusuna
1,5 mL olacak sekilde aktarildi. poli-HEMA’nin tiim yilizeyi kaplamasi i¢in kaplar
cevrilerek yayilma saglandi. Kaplar gece boyunca kurumaya birakildi ve daha sonra
kullanimdan hemen 6nce PBS (pH:7.4) ¢ozeltisi ile 2 kez yikandi (Min ve ark.,
2021). Poli-HEMA kaplamalar1 kullanimdan kisa siire dnce yapilarak, kurumanin

Oniine gecildi.
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2.17. Sferoidlerin Cap Olciimii

Plasentanin 5 farkli anatomik bolgesinden izole edilen MKH’lerden ayni hiicre
sayisinda ayni kosullarda hazirlanan sferoidler 72 saat sonrasinda morfolojik olarak
sekil ve boyut (¢ap, alan ve gevre) yoniinden degerlendirildi. 3B sferoidlerin
morfolojik parametrelerinin ¢ap (R), alan (A) ve ¢evre (C) Ol¢iimleri i¢in Imagel
yazilimi kullanildi. Sekil 2.5’de gosterilen formiil ile sferoidlerin dairesellikleri
hesaplandi. Mikrometre cinsinden ifade edilen Ol¢limler igin referans olarak her
gorlintiinlin ¢ubuk boyutu ile belirlendi. Sonuglar ortalama + standart hata olarak
ifade edildi. Asili damla yontemiyle elde edilen 5 adet sferoid rastgele 6lgiildi.
Yapilan degerlendirmelerden sonra tez ¢alismasinin UK-MKH’leri ile yapilmasina

karar verildi.

F dairesellik = 4nA / C?

Sekil 2.5. F dairesellik hesaplama formiilii.

UK-MKH’leri ile hazirlanan yiiksek yogunluklu 3B sferoidler asili damla
yontemiyle olusturuldu. Tiim konsantrasyonlar icin elde edilen sferoidler O, 7, 14, 21,
28 ve 35. giinlerde invert mikroskop (T1-SM, Nikon) ile gézlemlendi ve goriintiiler
Nikon Coolpix P5100 marka fotograf makinesi kullanilarak fotograflandi. 3B
sferoidlerin tim zaman noktalarindaki Sekil 2.6 da gosterilen morfolojik
parametrelerin Glgtimleri i¢in ImageJ yazilimi kullanildi. Sekil 2.5°de gosterilen
formiil ile sferoidlerin dairesellikleri hesaplandi. Asili damla yontemiyle elde edilen
10-18 adet sferoid rastgele 6lgiildii. Deneyler, tiim gruplar i¢in 4 farkli donérden elde
edilen karma kiiltiiriin ti¢ biyolojik kopyas1 seklinde gergeklestirildi (n=3) (Cortes ve
ark., 2021; Stuart ve ark., 2017).
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Uzunluk

Genislik

Sekil 2.6. Sferoid cap Olgiimlerinin gosterimi. Bu sekil BioRender.com kullanilarak
hazirlandu.

2.18. Sferoidlerin Rastgele Birlesmesinde Fiizyon Deneyleri

Biiyiik dokular1 olusturmak icin yap1 taslari olarak goriilen sferoidlerin rastgele

birlesme kapasiteleri iki yontem kullanilarak test edildi.

2.18.1. Ciftlerin Fiizyonu

Asili damla yontemiyle olusturulmus 2 adet sferoid poli-HEMA kapli 96-
gozlii kaplarin kuyucuklarina aktarildi. Her kuyucuga 2 sferoid olacak sekilde
dikkatlice yerlestirildi ve 200 pL besiyeri eklendi. Ciftlerin flizyonu deneyi tiim
konsantrasyonlar i¢in 3 dondrden elde edilen karma kiiltiirden {i¢ biyolojik kopya
seklinde gerceklestirildi (n=3). 15 ciftin (¢ift sferoidin) goriintiileri 0, 2, 4, 6, 8, 10,
24, 48, 72, 96 ve 168 saatlik kiiltiirler sonrasinda analiz edildi. Birlesmis sferoid
ciftlerinin Sl¢iimleri Sekil 2.7 de gosterildigi gibi arasindaki aci, ikili uzunluk, ikili

genislik ve temas uzunlugu ImagelJ kullanilarak 6lgiildii (De Moor ve ark., 2020).
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Sekil 2.7. Cift flizyon testinde 6l¢iilen morfolojik parametrelerin sematik gosterimi. Bu sekil
BioRender.com kullanilarak hazirlandi.

2.18.2. Coklu Sferoidlerin Fiizyonu

Coklu sferoidlerin bir makro doku olusturmak iizere birlesme kapasitesini
degerlendirmek i¢in asili damla yontemiyle olusturulan 4 adet sferoid poli-HEMA
kapli 48-1i kabin kuyucuklarina aktarildi. Her kuyucuga 4 sferoid olacak sekilde
dikkatlice yerlestirildi ve 2 ml besiyeri eklendi. Coklu flizyonun takibi i¢in
goriintlileri 0, 2, 4, 6, 8, 10, 24, 48, 72, 96 ve 168 saatlik kiiltiirden sonra analiz
edildi. Coklu sferoidlerin 6lgtimleri Sekil 2.8 de gosterildigi gibi toplam uzunluk,
toplam genislik ve ¢evresi ImageJ yazilimi kullanidi. Sonuglar, ortalama + standart
hata olarak ifade edildi. Coklu flizyon deneyinde tiim konsantrasyonlar igin 3
donorden elde edilen karma kiiltiirden ii¢ biyolojik kopya seklinde gergeklestirildi
(n=3).(Cortes ve ark., 2021; Stuart ve ark., 2017; De Moor ve ark., 2020)
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Sferoidlerin Toplam
Genigligi

..............................

Sferoidlerin
Toplam
Uzunlugu

Sekil 2.8. Coklu sferoidlerin degerlendirmesinde 6l¢iilen morfolojik parametrelerin sematik
gosterimi. Bu sekil BioRender.com kullanilarak hazirlandi.

2.19. Histokimyasal Analizler

Tiim grup ve zaman noktalarina ait sferoidler toplanarak 15 dakika boyunca %
4’liikk paraformaldehit (PFA) icinde sabitlendi. Ornekler, onbes dakika sonrasinda iki
kez PBS ile yikandi. Yikama isleminden sonra %7,5’lik siikroz ¢ozeltisi eklendi ve
gece boyunca inkiibe edildi. Ertesi giin oncelikle %15°’lik siikroz ¢ozeltisi i¢ine alinip
15 dk beklendi ve daha sonra %30 siikroz ¢ozeltisi ile degistirildi. Takiben sferoidler,
donmus doku 6rnegi (OCT Sakura Tissue-Tek, Alphen aan den Rijn, Hollanda)
ortamina gomiildii ve -80 °C sicakliktaki dondurucuya kaldirildi. Sferoidler, 20-30
um kalinliktaki kesitler elde etmek igin kriyostat kullanilarak kesildi. Lizin kapli cam
mikroskop slaytlarinda kesitler alindi ve boyama yapilana kadar -20 °C'de muhafaza
edildi.
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3. BULGULAR

3.1. Plasentanin Anatomik Diseksiyonu

Plasentanin fetal yiizeyinden umbilikal kord, amniyotik membran ve koryon
plak, maternal ylizeyinden koryon villus ve desidua bazalis kisimlarindan doku

pargalar1 alind1.

3.2. Plasentadan Mezenkimal Kok Hiicre izolasyonu

Eksplant kiiltiir yontemi ile plasentanin 5 farkli anatomik bolgesinden
(umbilikal kord, amniyotik membran, koryon plak, koryon villus ve desidua bazalis)
MKH izolasyonlar1 yapildi. UK-MKH (n=4), AM-MKH (n=4), KP-MKH (n=3),
KV-MKH (n=3) ve DB-MKH (n=3) farkl1 biyolojik kopya ile olusturulan havuzdan
alt kiltirleri kullanildi. Sekil 3.1 de eksplant kiiltiirlerin faz-kontrast mikroskop

goriintlileri goriilmektedir.
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Umbilikal Kord
Eksplanti

Koryon Villiis
Koryon Plak Eksplanti

Eksplant:

.

M\ '[5e'sid.uav‘
Eksplanti

Amniyotik Membran
Eksplant:

Sekil 3.1. (A) Umbilikal kord (B) Amniyotik Membran (C) Koryon plak (D) Koryon villiis
(E) Desidua bazalis eksplant kiiltiirlerinin faz-kontrast mikroskobu goriintiisii. Olgek ¢ubugu

= 150 pm.
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3.3. Mezenkimal Kok Hiicre Karakterizasyonu

3.3.1. Mikroskop ile Goriintiileme

Plasentanin tiim dokularindan izole edilen MKH’lerin hiicre morfolojilerinin
fibroblastik yapida oldugu faz kontrast mikroskobik inceleme ile gézlemlendi (Sekil
3.2 ve Sekil 3.3). Hiicreler de alt kiiltiir genislemesi sirasinda kendiliginden

farklilagsma gozlemlenmedi.

Sekil 3.2. Plasenta kaynakli mezenkimal kok hiicrelerin farkli pasajlardaki faz-kontrast
mikroskobu gériintiisii (A) AM-MKH P3. (B) KP-MKH P3. (C) KV-MKH P1. (D) DB-
MKH P3. Olgek ¢ubugu = 150 pm.
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Sekil 3.3. Umbilikal kord kaynakli mezenkimal kok hiicrelerin farkli pasajlardaki faz-
kontrast mikroskobu goriintiisii (A) UK-MKH PO — Eksplant kiiltiir. (B) UK-MKH P1. (C)
UK-MKH P2. (D) UK-MKH P3. (E) UK-MKH P4. (F) UK-MKH P5. Olgek ¢ubugu = 150
pm.

3.3.2. immiinofenotip ve Hiicre Canhlig1 Analizi

Umbilikal kord dokusundan izole edilen mezenkimal kok hicrelerinin

immiinofenotip profilini hem P2 hem de P4 de belirlemek icin akim sitometri ile
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analiz yapildi. Her iki pasajdaki UK-MKH’lerinin; CD73, CD90, CD105 ve CD29
MKH yiizey belirteglerini yiiksek oranda ifade ettikleri, diger yandan CD34, CD31,
CD133, LIN (CD3, CD14, CD19, CD45), HLA hematopoietik kok hiicre yiizey
belirteglerini ifade etmedikleri tespit edildi (Sekil 3.4).
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Sekil 3.4. Akim sitometri ile UK-MKH’lerinin yiizey belirteclerinin ifadesi.

Amniyotik membrandan izole edilen mezenkimal kok hiicrelerinin
immiinofenotip profilini belirlemek i¢in P2 hiicreler akim sitometri ile analiz edildi.
AM-MKH’lerinin; CD73, CD90, CD105 ve CD29 MKH yiizey belirteglerini yiiksek
oranda ifade ettikleri, diger yandan CD34, CD31, CD133, LIN (CD3, CD14, CD19,
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CD45), HLA hematopoietik kok hiicre yiizey belirteglerini ifade etmedikleri tespit

edildi (Sekil 3.5).
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Sekil 3.5. Akim sitometri ile AM-MKH’lerinin ylizey belirteglerinin ifadesi.

Koryon plak dokusundan

T T
10' 10% 10°

CD73 PE

izole edilen mezenkimal kok hicrelerinin

immiinofenotip profilini belirlemek i¢in P1 hiicreler akim sitometri ile analiz edildi.
KP-MKH’lerinin; CD73, CD90, CD105 ve CD29 MKH yiizey belirteglerini yiliksek
oranda ifade ettikleri, diger yandan CD34, CD31, CD133, LIN (CD3, CD14, CD19,
CD45), HLA hematopoietik kok hiicre yiizey belirteglerini ifade etmedikleri tespit

edildi (Sekil 3.6).

72



[Ungated] [Ungated] o [A] [Ungated]
1000 000-] 3 T 1 . 3 — —
1% BD X4 | A+ 99.65% OIAW-+: 95.02%] [AW++:
10.00% 1 0.00%
800 800 102
1024
6001 6001 " hd
E 2 & 10" E ]
Qa BA a B 4 IO‘_AJ
400 400 o 8 3
10° ol
il - 10°
. :AX--: . . ] AW+-:
BE 0.00% AX+-: 0.35% AW--: 4.98% 0.00%
T T i) | 1
9 00 10 e o e 10 10° 100 102 10 © 10 e 1o
FS INT 7AADPC5.5 CD29 FITC CD34APC
- [Ungated] - - [BF] . [Ungated] [Ungated]
" IAY-+: 93.15% AY++: IAV-+: 98.93% AV++: " 4B1+: 97.51% Bl++: 0.00% O 1AU-+: [AU++: 73.00%
1.87% 1.07% ' 24.33% |
102 104 102 10
: e | 2
‘§ mq} o 10 § 04 E 10"
a ] =) =)
8 8 S 8
10° 10° 10° 10°
AY--: 4.98% 7 i AV _ I AU ‘
0.00% JAV==-0:00% 0.00% Bl--: 2.49% | [BI+-: 0.00% 11.78% AU+-: 0.89%
10° 10' 10% 10° tb” nl)‘ |(I)= 10° ,(',o ,'0| .('): 10 160 |(|)1 |})Z 10°
CD133PE DRECD LINA750 €D90 PC5.5
s [Ungated] [Ungated]
AZ-+ AZ++: 86.65% 13BB-+: 95.25%) BB++:
19.50% e 1.48%
1074 10°
o
= o
T =
z 10'+4 o 10
f=) o~
© 8
1074 10°
Do AZ+-: 0.89% e i
ot B i ol BB--: 3|.26%]| 10.00%
10° 10 10? 10° 100 10' 102 10°
CD105PC7 CD31PB

Sekil 3.6. Akim sitometri ile KP-MKH’lerinin yiizey belirteclerinin ifadesi.

Koryon villus dokusundan

izole edilen mezenkimal kok hiicrelerinin

immiinofenotip profilini belirlemek i¢in P1 hiicreler akim sitometri ile analiz edildi.
KV-MKH’lerinin; CD73, CD90, CD105 ve CD29 MKH ylizey belirteclerini yiiksek
oranda ifade ettikleri, diger yandan CD34, CD31, CD133, LIN (CD3, CD14, CD19,
CD45), HLA hematopoietik kok hiicre yiizey belirteglerini ifade etmedikleri tespit

edildi (Sekil 3.7).
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Sekil 3.7. Akim sitometri ile KV-MKH’lerinin yiizey belirteglerinin ifadesi.

Desidua bazalis dokusundan izole edilen mezenkimal kok hiicrelerinin
immiinofenotip profilini belirlemek i¢in P3 hiicreler akim sitometri ile analiz edildi.
DB-MKH’lerinin; CD73, CD90, CD105 ve CD29 MKH yiizey belirteglerini yiiksek
oranda ifade ettikleri, diger yandan CD34, CD31, CD133, LIN (CD3, CD14, CD19,
CD45), HLA hematopoietik kok hiicre yiizey belirteglerini ifade etmedikleri tespit
edildi (Sekil 3.8).
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Sekil 3.8. Akim sitometri ile DB-MKH’lerinin yiizey belirteglerinin ifadesi.

3.3.3. UK-MKH’lerin Uclii Soya Farkhlastirilmasi

UK-MKH’leri farkli indiiksiyon kosullar1 altinda coklu soya farklilasma
potansiyelini dogrulamak igin adipojenik, osteojenik ve kondrojenik farklilasma
acisindan incelendi. Coklu soya farklilastirma deneylerinde P4 UK-MKH’leri
kullanildi.
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UK-MKH’lerin adipojenik farklilasma potansiyelleri adipojenik tam kdiltiir
ortaminda kiiltiirlendikten sonra Oil Red O boyamasi yapilarak lipit damlaciklarinin
biriktigi ve adipositlere farklilastigi goriildii. Oil Red O boyamasinda adipojenik
farklilastirilmis hiicrelerin turuncu-kirmizi Oil Red O boyandigi goriildi. Sekil 3.9
da adipojenik nesile farklilagmis hiicrelere ait lipit damlaciklarini igeren vakiioller
oklar ile gosterildi. UK-MKH’leri sadece standart tam kiiltiir ortaminda negatif

kontrol olarak kiiltiirlendiginde limit damlaciklarinin birikimi gézlemlenmedi.

Sekil 3.9. UK-MKH’lerin adipojenik farklilasma potansiyelinin Oil Red O histokimyasal
boyamasi. Ol¢ii gubugu = 100 um.

UK-MKH’lerin osteojenik farklilagma potansiyelleri osteojenik tam kiiltiir
ortaminda kiiltiirlendikten sonra Alizarin kirmizisi ve von Kossa boyamalari
yapilarak osteoblastlara farklilasmaya tesvik ettigi goriildii. Sekil 3.10°daki 151k
mikroskobu goriintiilerin mineralize kalsiyum birikimleri (oklar) hiicrelerin kiiltiir
zamanina bagimli olarak kademeli sekilde osteojenik yonde farklilastiklari
gostermektedir. UK-MKH’leri sadece standart tam kiiltlir ortaminda negatif kontrol
olarak kiiltlirlendiginde Alizarin kirmizis1 ve von Kossa boyamalarinin negatif

oldugu goriildii.
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Alizarin Kirmizisi

7. Giin

14. Giin

21. Giin

Sekil 3.10. UK-MKH’lerin osteojenik farklilasma potansiyelinin alizarin kirmizisi ve von
Kossa histokimyasal boyamalari. Olg¢ii gubuklari = 100 pm.

UK-MKH’lerin kondrojenik farklilagma potansiyelleri 3B pellet kiiltiir
kondrojenik tam kiiltlir ortaminda 35 giin kiiltlirlendikten sonra ¢ok katmanli hiicre
peletinin hiicre dis1 matris agisindan zengin bir morfoloji gelistirdigi goriildii. Sekil
3.11°deki 151k mikroskobu goriintiilerinde alsiyen mavisi ile boyanmis hiicre disi
matrikste biriken glikozaminoglikanlar ve proteooglikanlar goézlemlendi. UK-
MKH’leri sadece standart tam kiiltiir ortaminda negatif kontrol olarak

kiltiirlendiginde alsiyen mavisi boyamasinin negatif oldugu belirlendi.
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Alsiyen Mavisi

Sekil 3.11. UK-MKH’lerin kondrojenik farklilasma potansiyelinin Alsiyen mavisi
histokimyasal boyamas1. Ol¢ii cubugu = 100 um.

Bu bulgular bu tez ¢alismasinda kullanilan UK-MKH’lerinin tipik MKH c¢oklu soy

potansiyeli 6zelligine sahip oldugunu gostermistir.

3.3.4. UK-MKH CFU (Koloni Olusturabilen Birim) Olusumu

MKH’lerin mezenkimal kok hiicre olduklarini dogrulamak ve popiilasyon i¢indeki
kok/progenitor hiicrelerin frekansini belirlemek icin koloni olusturabilme kapasiteleri
incelendi. UK-MKH’lerinin koloni olusturma kapasitelerinin belirlenmesi amaciyla
farkli hiicre yogunluklarinda (25.000, 50.000 ve 100.000) 2 tekrarli olarak ekimi
yapilarak 14 giin sonunda kristal viyole ile boyandi. UK-MKH’lerinin hiicre
yogunlugunun artistyla birlikte koloni olusma potansiyellerinin arttigt ve her hiicre
yogunlugu i¢in sayilamayacak kadar ¢ok koloni olusumu gozlemlenmistir. (Sekil 3.12 ve
Sekil 3.13).
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. 25.000 S 50000 ' 100.000

Sekil 3.12. Kristal viyole ile boyanmis UK-MKH’lerin koloni-olusturma yatkinlik
deneyi (klonojenisite; CFU) koloni goriintiileri.

: CFU
50.000 / em?

Sekil 3.13. UK-MKH’lerin koloni-olusturma yatkinlik deneyi (klonojenisite; CFU).
25000, 50000 ve 100000 hiicre/cm? yogunluklarinda ekilmis hiicrelerin kristal viyole
ile boyanmus 151k mikroskobu gériintiileri. Olgii gubuklart = 100 um.

3.4. Bilyiime Egrisi

UK-MKH’leri i¢in biiylime egrisi olusturuldu. Elde edilen biiyiime egrisi
incelendiginde, gecikme fazinin ¢ok kisa siirdiigii ve P3’te log fazina ulastig tespit
edildi. P6’dan sonra hiicre ¢ogalmasmin azaldig1 ve P8’de ise plato fazina ulastigi
belirlendi (Sekil 3.14). P3, 4 ve 5 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
olmamasi log fazinin devam ettigini gostermektedir. P6 sonrasindaki pasajlarda log
faz1 ile iligkili pasajlarla istatistiksel olarak anlamli bir azalma gézlemlendi. Bu

sebeple deneylerde P3-5 tercih edildi (p<0.05).

79



1.5%10°- ' % '

1.0x10°-

5.0x10%

Hiicre sayisi (hiicre/ml)

0.0

P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8
Pasaj

Sekil 3.14. UK-MKH’lerin biiyiime egrisi grafigi

3.5.  Cogalma Egrisi Analizi

P3, P4 ve P5 UK-MKH’lerin ¢ogalma kabiliyetleri analiz edildiginde P4’iin en

yiksek ¢ogalma kapasitesine ulastigi belirlendi (Sekil 3.15). 3 farkli pasaj igin

belirlenen zaman noktalarinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik tespit

edilmemistir (p<0.05).
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Sekil 3.15 UK-MKH’lerin ¢ogalma egrisi grafigi
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3.6. In Vitro Migrasyon Testi

UK-MKH’lerinin P4 hiicreleri ile in vitro migrasyon testi yapilmistir. in vitro
migrasyon testi ile hiicrelerin migrasyon ve proliferasyonundan etkilendigini goz
onilinde bulundurarak 6, 12, 24 ve 48 saat sonra kapanma ylizdelerini karsilastirdik
(p<0.05). Sonuglar Sekil 3.16 ve Sekil 3.17 de sunulmustur. Buna gore, hiicre
migrasyonunun 6. saatte bagladig1 ve 24. saatten sonra yara alaninin hizla kapanarak

yiizde yiiz oraninda kapanmanin gergeklestigi tespit edildi.

24. Saat

Sekil 3.16. UK-MKH’lerin in vitro migrasyon isik mikroskobu goriintiisii
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Sekil 3.17. UK-MKH’lerin in vitro migrasyon grafigi

3.7. MKH’lerin U¢-Boyutlu Kiiltiirii (Sferoid Kiiltiir)

Plasentanin 5 farkli anatomik bdlgesinden izole edilerek P4’e kadar alt kiiltiirii
yapilan MKH’lerden ayni hiicre sayisinda ayni kosullarda sferoidler hazirlandi.
Hazirlanan sferoidler; kullanilan hiicrenin ¢ogalma potansiyeli ve morfolojik olarak
sekil ve boyutlart yoniinden degerlendirildi. Asili damla yontemiyle 72 saat sonunda
toplanan tiim sferoidlerin diizensiz sekilli kiiresel form kazandigi gézlemlendi (Sekil
3.19). 24 saat sonra alinan ol¢timlerde ise, sferoidlerin daireselliklerinin tiim hiicre
tipleri i¢in birbirlerine ¢ok yakin oldugu tespit edildi (Sekil 3.18). Sferoidlerin
ortalama gap Ol¢iim degerleri Cizelge 3.1°de, ¢ap grafigi Sekil 3.18 de gosterilmistir.
Sekil 3.19 da plasentanin farkli anatomik bolgelerinden izole edilen mezenkimal kok

hiicreler ile hazirlanan sferoidler gosterilmistir.
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Cizelge 3.1. Plasentanin farkli anatomik bolgelerinden izole edilen MKH’lerden hazirlanan
sferoidlerin ortalama ¢ap Ol¢timleri

Plasetanin Farkli Anatomik Bolgelerinden Sferoidlerin Ortalama Cap
izole Edilen MKH Olciimleri
UK-MKH 620.72 £24.26 um
AM-MKH 493.06 £26.65 pm
KP-MKH 434.01 £ 15.89 pm
KV-MKH 481.20 £4.98 um
DB-MKH 455.05+£16.31 pm
A B
1.2+
800y = AV
KP-MKH
ThE 200 [/I/I\!—%
DBMKH =
2
o 0.6+
=
= 034
0.0 T T T T T
Plasenta kaynakli MKH’ler UK AM KP KV DB

Plasenta kaynakh MKH’ler

Sekil 3.18. Plasenta kaynakli mezenkimal kok hiicrelerden elde edilen sferoidlerin cap ve

dairesellik grafigi (A) Sferoidlerin kiire ¢apinin degerlendirilmesi (B) sferoidlerin
daireselliginin degerlendirilmesi.

UK-MKH c¢ogalma kapasitesi bakimindan one c¢ikmasi ve elde edilen

sferoidlerin formlar1 géz Oniine alinarak c¢alismanin devaminda UK-MKH’leri ile

deneylere devam edilmesine karar verildi.

UK-MKH KV-MKH KP-MKH DB-MKH

Sekil 3.19. Plasentadan izole edilen MKH’lerden hazirlanan sferoidler
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3.8. 2B ve 3B UK-MKH CFU (Koloni Olusturabilen Birim) Olusumu

UK-MKH’lerinin CFU olusum deneyi i¢in hem 2B hem de 3B Kkiiltiir sonrasinda
elde edilen hiicrelerden iki farkli hiicre yogunlugunda ekimler yapildi. 2B kiiltir ve 3B
kiiltiir sonras1 UK-MKH koloni olusturabilme kapasiteleri kiyaslandiginda 3B kiiltiir
sonrast UK-MKH’lerin koloni olusturabilme kapasitesinin 2B kiiltiir UK-MKH’lere gore

onemli 6l¢iide azaldig: goriildii (Sekil 3.20).

2B
10.000/cm?

2B 3B
10.000/cm?

25.000/cm?

3B
25.000/cm?

Sekil 3.20. 2B ve 3B UK-MKH’lerin koloni-olusturma yatkinlik deneyi (klonojenisite;
CFU). 10000 ve 25000 hl'icre:‘(cm2 yogunlugunda ekilmis hiicrelerin kristal viyole boyanmig
151k mikroskobu goriintiileri. Ol¢ii ¢ubuklart = 100 pm.
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3.9. Sferoidlerin Cap Ol¢iimii

Asilt damla yontemi ile hem standart tam kiiltiir ortaminda hem de kondrojenik
tam kiiltiir ortaminda farkli x-Karragenan konsantrasyonlarinda sferoidler hazirland1
ve inkiibatérde kiiltiire alindi. 72 saatlik inkiibasyon sonunda olusan sferoidler
topland1 ve poli-HEMA kapli 96 kuyulu kiiltiir kaplarina aktarildi. Tiim zaman
noktalar1 i¢in ¢ap Olclimleri ve dairesellikleri degerlendirildi. Standart tam kiiltiir
ortaminda hazirlanan sferoidlerin artan kiiltiir siiresiyle daha yuvarlak ve kompakt bir

form kazandiklar1 gozlemlendi (Sekil 3.21).

0 ug/ml 50 ug/ml 100 ug/ml 250 ug/ml

0. Giin

7. Giin

14. Giin

28. Giin

21. Giin
I |

35. Giin

Sekil 3.21. Standart tam kiiltiir ortamindaki 35 giinliik kiiltir siiresi boyunca sferoidlerin
caplart ve kiiresellikleri. Ol¢ek cubugu 100 pm.
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Elde edilen sferoidlerin ortalama ¢ap degerleri hesaplandi ve ¢ap dl¢ciim grafigi
hazirlandi. Standart tam kiiltiir ortaminda hazirlanan sferoidlerin ortalama c¢ap
degerlerinin zamana bagimli olarak daha kompakt bir yap1 kazandigi gozlemlendi
(Sekil 3.22). Standart tam Kkiiltiir ortaminda 35. giiniin sonunda en yiiksek cap

degerinin 100 pg/ml x-karragenan konsantrasyonuna sahip grupta oldugu

gozlemlendi.

- 0 pg/ml

Il 50 ng/ml
B 100 pug/m1
B 250 pg/mi

Cap (pm) .
- 58888

Q A NG N o® o

Zaman (giin)

Sekil 3.22. Standart tam kiiltiir ortamindaki 35 giinliik kiiltiir siiresi boyunca sferoidlerin ¢ap
Olclim grafigi

Standart tam kiiltiir ortaminda hazirlanan sferoidlerin tiim konsantrasyonlar

icin daireselliklerinin sabit kaldig1 belirlendi (Sekil 3.23).

1.29 @ 0 pg/ml
=2 0.0 “®= 50 pg/ml
3 ] @~ 100 pg/ml
o
E 0.6+ “®= 250 ug/ml
a

0.3+

0.0 T

7 14 21 28 35

Zaman (giin)

o=

Sekil 3.23. Standart tam kiiltiir ortamindaki 35 giinliik kiiltiir siiresi boyunca sferoidlerin
dairesellik grafigi

Kondrojenik tam kiiltiir ortaminda hazirlanan sferoidlerin artan kiiltiir siiresiyle

daha yuvarlak ve kompakt bir form kazandiklar1 gozlemlendi (Sekil 3.24).
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Sekil 3.24. Kondrojenik tam kiiltiir ortamindaki 35 giinliik kiiltiir stiresi boyunca sferoidlerin
caplar ve kiiresellikleri. Olgek ¢ubugu 100 pm.

Kondrojenik tam kiiltiir ortaminda hazirlanan sferoidlerin ortalama cap
degerlerinin standart tam kiiltiir ortaminda hazirlananlara kiyasla daha biiyiik cap
degerine sahip oldugu ve zamana bagiml olarak daha kompakt bir yap1 kazandig:
gozlemlendi (Sekil 3.25). Kondrojenik tam kiiltiir ortaminda 35. giiniin sonunda en
yiiksek ¢ap degerinin 250 pug/ml x-karragenan konsantrasyonuna sahip grupta oldugu

gozlemlendi.
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Sekil 3.25. Kondrojenik tam kiiltiir ortamindaki 35 giinliik kiiltiir siiresi boyunca sferoidlerin
cap Ol¢ciim grafigi

Kondrojenik  tam  kiiltlir ~ ortaminda  hazirlanan  sferoidlerin  tiim

konsantrasyonlar i¢in daireselliklerinin sabit kaldig1 belirlendi (Sekil 3.26).

1.2

“®= 0pg/ml
“®- 50 pg/ml
-
% 0.94 “®- 100 pg/ml
g ®- 250 pg/ml
5 0.6
)]
0.3~
0.0

0 7 14 21 28 35

Zaman (giin)

Sekil 3.26. Kondrojenik tam kiiltiir ortamindaki 35 giinliik kiiltiir siiresi boyunca sferoidlerin
dairesellik grafigi

Standart ve kondrojenik tam kiiltiir ortaminda hazirlanan sferoidlerin tiim
konsantrasyonlar i¢in daireselliklerinin sabit kaldigi ve 28 - 35. giinlerde
baslangigtan daha biiyiik ve kompakt yapida olduklar1 gézlemlendi. Kondrojenik tam
kiiltiir ortaminda hazirlanan sferoidlerin standart tam kiitlir ortaminda hazirlanan
sferoidlere kiyasla daha gevsek yapida oldugu ve 35. giin de birbirlerine yakin
dairesellikler gosterdigi gézlemlendi (Sekil 3.27).
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Standart Kondrojenik

Tam Kiiltiir Ortam Tam Kiiltiir Ortanm
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Sekil 3.27. Standart ve kondrojenik tam kiiltiir ortaminda x-karragenan’in farkli
konsantrasyonlar1 kullanilarak elde edilen sferoidlerin 35 giinlik kiiltlir boyunca
daireselliklerini gosteren heat-map grafikleri.

3.10. Sferoidlerin Rastgele Birlesmesinde Fiizyon Deneyleri

Asili damla yontemiyle olusturulan sferoidlerin zamana bagimli olarak rastgele
birlesme  kapasiteleri ile  biiyilkk  dokulart  olusturabilme  potansiyelleri
gozlemlenmistir.  Hasarli  bolgeye  aktarildiklarinda  ortamdaki  dokuyla

biitiinlesebilecegi goriilmiistiir.

3.10.1. Ciftlerin Fiizyonu

Asili damla yontemiyle olusturulan sferoidler toplandi ve zamana bagimli
olarak rastgele birlesme potansiyellerini gézlemlemek i¢in birbirlerine yakin olacak
sekilde 96 kuyulu kiiltiir kaplar1 i¢inde giftler olusturuldu. Her kuyu da 2 sferoid
olacak sekilde 6 tekrarli olarak yerlestirildi. Sferoidlerin flizyon kinetigi ters
mikroskop ile 0, 4, 8, 12, 24, 48, 72, 96 ve 168. saatlerde takibi yapilarak analiz
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edildi. Temas uzunlugu, kiireler arasi a¢1, ikili uzunluk ve ikili genislik Sl¢iimleri De
Moor ve ark. (2020) tarafindan agiklanan yonteme gore ImageJ de dl¢iilmiistiir. Tim
konsantrasyonlarda temas uzunluklarinin ve kiireler arasindaki aginin zamanla arttigi

ve ikili uzunluk ve genisligin azaldig1 gézlemlenmistir.

Standart tam kiiltiir ortaminda 0, 50 ve 100 pg/ml x-karragenan
konsantrasyonlarinda hazirlanan sferoidlerin 48. saatte bliylik oranda kaynastigi,
fakat 250 pg/ml x-karragenan konsantrasyonunda hazirlanan sferoidlerin 72. saatte
bu kaynagmayi gerceklestirebildigi gozlemlendi. 96. saate sferoidlerin tek bir
kiiremsi form aldig1 goriildi. 168. saat sonunda kaynasma noktalarinin morfolojik

olarak ayirt edilemedigi tamamen kaynagmis sferoidler gozlemlendi (Sekil 3.28).
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Sekil 3.28. Standart tam kiiltiir ortaminda sferoid ¢iftlerinin fiizyonu. Olgek ¢ubugu 100 pm.

Kondrojenik tam kiiltiir ortaminda 0, 50, 100 ve 250 pg/ml k-karragenan
konsantrasyonlarinda hazirlanan sferoidlerin k-karragenan miktarinin artisiyla
fiizyonlarmin  daha yavas gerceklestigi gozlemlendi. Tim «x-karragenan
konsantrasyonlarinda 48. saatte biiyiik oranda kaynastigi, 72. saatte tek bir kiiremsi
form kazandiklar1 gozlemlendi. 168. saat sonunda kaynasma noktalarinin morfolojik
olarak ayirt edilemedigi tamamen kaynasmis sferoidler gozlemlendi. 168. Saat
sonunda 0l¢iilen ¢ap degerlerinin tiim konsantrasyonlarda birbirine ¢ok yakin oldugu

gbzlemlendi (Sekil 3.29).
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Sekil 3.29. Kondrojenik tam kiiltiir ortaminda sferoid giftlerinin fiizyonu. Olgek ¢ubugu 100
pm.

Standart tam kiiltiir ortaminda hazirlanan sferoidlerin 12. saatte, kondrojenik
tam kiltir ortaminda hazirlanan sferoidlerin 24. saatte aralarindaki a¢inin hizla
bliylimeye bagladig1 ve 72. saate birlesmenin tamamen gerceklestigi gozlemlenmistir
(Sekil 3.30 A). Her iki kiiltiir ortaminda hazirlanan sferoidlerin temas uzunluklarinin

12. saatten sonra hizla artarak 72. saate en iist seviyeye ulastig1 goriilmistiir (Sekil

3.30 B).
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Sekil 3.30. Standart ve kondrojenik tam kiiltiir ortaminda sferoid ciftlerinin fiizyon 6lgiim
grafikleri. (A) Sferoidlerin toplam uzunluk (um), (B) ikili geniglik (um), (C) temas uzunlugu
(um), (D) sferoidler arasi ag1 (°) ve (E) sferoidlerin toplam g¢evresi. Morfolojik parametreler
Image J yazilimi kullanilarak 6l¢iildi (n = 6).
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Kondrojenik tam kiiltlir ortaminda hazirlanan sferoidlerin toplam uzunlugunun
ve genisliklerinin standart tam kiiltiir ortaminda hazirlanan sferoidlere kiyasla biiyiik
oldugu ve zamana bagimli olarak standart tam kiiltiir ortamindaki sferoidlerin 72.
saatte, kondrojenik tam kiiltiir ortamindaki sferoidlerin 96. saatte kompakt ve
yuvarlak form kazandiklar1 gozlemlendi (Sekil 3.30 C ve Sekil 3.30 D). Sferoidlerin
cevresinin standart tam kiltiir ortaminda zamana bagimli olarak azaldigi,
kondrojenik tam kiiltiir ortaminda 12. saate kadar artig gosterdigi ve 12. saatten sonra
azaldig1 gozlemlendi (Sekil 3.30 E).

Sferoidler arasindaki aginin standart tam kiiltiir ortaminda 72. saatten sonra,
kondrojenik tam kiiltiir ortaminda 96. saatten sonra 180°’ye yaklastig1 gézlemlendi
(Sekil 3.31 A). Her iki kiltir ortaminda hazirlanan sferoidlerin de temas
uzunlugunun 48. saatten sonra en st seviyeye ulasti@i ve xk-karragenan
konsantrasyonunun artmasi ile temas uzunluklarimin artisginin  daha yavas
gerceklestigi gozlemlendi (Sekil 3.31 B). Her iki kiiltiir ortaminda da sferoidlerin
toplam uzunluklarinin kisalarak toplam genislige yaklastigi ve 48. saatten sonra
kompakt ve yuvarlak form kazandiklar1 gézlemlendi (Sekil 3.31 C ve Sekil 3.31 D).
Ayni sekilde her iki kiiltiir ortaminda sferoid ¢evrelerinin 24. saatten sonra azalarak

daha yuvarlak form kazandig1 gézlemlendi (Sekil 3.31 E).
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Sekil 3.31. Standart ve kondrojenik tam kiiltiir ortaminda x-karragenan’in farkli
konsantrasyonlarindan elde edilen sferoid ¢iftlerinin flizyonlarinin heat-map grafikleri. (A)
Sferoidlerin toplam uzunluk (um), (B) ikili genislik (um), (C) temas uzunlugu (um), (D)
sferoidler arasi ag1 (°) ve (E) sferoidlerin toplam gevresi.

95



3.10.2. Coklu Sferoidlerin Fiizyonu

Asili damla yontemiyle olusturulan sferoidlerin zamana bagimli olarak
kaynagma potansiyellerini gozlemlemek icin birbirlerine yakin olacak sekilde 96
kuyulu kiiltiir kaplarina her kuyu da 4 sferoid olacak sekilde 6 tekrarli olarak
yerlestirildi. Sferoidlerin flizyon kinetigi ters mikroskop ile 0, 4, 8, 12, 24, 48, 72, 96
ve 168. saatlerde takibi yapilarak analiz edildi.

Ikili uzunluk, ikili genislik ve toplam gevre dlgiimleri ImageJ de yapildi. Tiim
konsantrasyonlarda ikili uzunluk, ikili genislik ve toplam g¢evrenin zamana bagimli
olarak azaldig1 gozlemlendi. Her iki kiiltiir ortaminda 0, 50, 100 ve 250 pg/ml k-
karragenan konsantrasyonlarinda hazirlanan sferoidlerin k-karragenan miktarinin
artistyla flizyonlarinin daha yavas gerceklestigi gézlemlendi. 48. saatte kaynagsmanin
tamamen gerceklestigi ve ilerleyen saatlerde daha kiiremsi form kazanmaya basladig
gozlemlendi. 168. saat sonunda kaynagma noktalarinin morfolojik olarak ayirt
edilemedigi tamamen kaynasmis sferoidler gozlemlendi (Sekil 3.32 ve Sekil 3.33).
Flizyon deneyleri sirasinda birbirine tamamen temas etmeyen sferoidlerin donerek ilk

bulundugu noktadan farkli bir noktadan temas ettigi gozlemlendi.
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Sekil 3.32. Standart tam kiiltiir ortaminda ¢oklu sferoidlerin fiizyonu. Olgek ¢ubugu 250 pm.
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Sekil 3.33. Kondrojenik tam kiiltiir ortaminda ¢oklu sferoidlerin fiizyonu. Olgek ¢ubugu 250
pm.

98



Kondrojenik tam kiiltlir ortaminda hazirlanan sferoidlerin toplam uzunlugunun
ve genisliklerinin standart tam kiiltiir ortaminda hazirlanan sferoidlere kiyasla biiyiik
oldugu ve zamana bagimli olarak standart tam kiiltiir ortamindaki sferoidlerin 72.
saatte, kondrojenik tam kiiltiir ortamindaki sferoidlerin 96. saatte kompakt ve
yuvarlak form kazandiklar1 gozlemlendi (Sekil 3.34 A ve Sekil 3.34 B). Sferoidlerin
cevresinin standart tam kiiltiir ortaminda 12. saate kadar artig gosterdigi ve 12.
saatten sonra azaldigi, kondrojenik tam kiiltiir ortaminda zamana bagimli olarak

azaldig1 gozlemlendi (Sekil 3.34 C).
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Sekil 3.34. Standart ve kondrojenik tam kiiltiir ortaminda ¢oklu sferoidlerin fiizyon 6lgliim
grafikleri. Sferoidlerin (A) toplam uzunluk (um), (B) toplam genislik (um) ve (C) toplam
cevresi morfolojik parametreler Image J yazilimi kullanilarak dl¢iildii. ( n = 6).

Her iki kiiltiir ortaminda da sferoidlerin toplam uzunluklarinin kisalarak toplam
genislige yaklastigi ve 48. saatten sonra kompakt ve yuvarlak form kazandiklari

gbzlemlendi (Sekil 3.35 A ve Sekil 3.35 B). Aym sekilde her iki kiiltiir ortaminda
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sferoid cevrelerinin 24. saatten sonra azalarak daha yuvarlak form kazandigi

gozlemlendi (Sekil 3.35 C).
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Sekil 3.35. Standart ve kondrojenik tam kiiltiir ortaminda x-Karragenan’in farkl
konsantrasyonlarindan elde edilen ¢oklu sferoidlerin fiizyonlarinin heat-map grafikleri.
Sferoidlerin (A) toplam uzunluk (um), (B) toplam genislik (um), ve (C) toplam gevresi.

3.11.  Histokimyasal Analizler

Kondrojenik tam kiiltiir ortaminda hazirlanan sferoidlerden kesitler alinarak
pikrosirius kirmizisi ve alsiyen mavisi boyamalar1 yapilmistir. Pikrosirius kirmizisi
boyamasi ile ECM’deki kollajen aglari, alsiyen mavisi boyamasiyla da negatif yiiklii
proteoglikanlar boyanmaktadir.
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72 saat sonunda toplanan sferoidler 0. giin olarak kabul edilmistir. 0. giinde -
karragenan’in konsantrasyonu arttik¢a alsiyen ile maviye boyanan kisimlarin arttigi
ve Dbu boyanan alanlarin biyoaktif polisakkarit olan «x-karragenan oldugu
diisiiniilmektedir. Zamana bagimli olarak glikozaminoglikan miktarlarina
bakildiginda zamanla hiicreler arasinda bulunan k-karragenan’in hiicreler tarafindan
metabolize edilerek ve dokuya ait GAG yapilarinin olusumu gozlemlendi. Tiim x-CR
konsantrasyonlar1 ve zamana bagimli olarak kollajen aglarinin ve negatif yiikli
proteoglikanlarin miktar1 artmistir. Zamana bagimli olarak tiim sonuglar Sekil 3.36,

Sekil 3.37, Sekil 3.38 ve Sekil 3.39 de gosterilmistir.

0. Giin
50 pg/mL k-CR

0. Giin 23
100 pg/mLK-CR 8 3 250 pg/mL x-CR

Sekil 3.36. 0. giin kondrojenik tam kiiltiir ortaminda hazirlanan sferoidlerin Alsiyen mavisi
ve Pikrosirius kirmizist (A-B & PSR) boyamalari.
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7. Giin = S 7. Giin
0 pg/mL k-CR : 50 pg/mL x-CR

7. Giin
250 pg/mL k-CR

Sekil 3.37. 7. giin kondrojenik tam kiiltiir ortaminda hazirlanan sferoidlerin Alsiyen mavisi
ve Pikrosirius kirmizist (A-B & PSR) boyamalari.

14. Giin L gm0 ||| 14.6in
0 pg/mL x-CR ; : — || 50 pg/mL k-CR

14. Giin
100 pg/mL k-CR

Sekil 3.38. 14. giin kondrojenik tam kiiltiir ortaminda hazirlanan sferoidlerin Alsiyen mavisi
ve Pikrosirius kirmizist (A-B & PSR) boyamalari.
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21. Giin ; 21. Giin
0 pg/mL k-CR 50 pg/mL k-CR

| 21.Giin
250 pg/mL k-CR

Sekil 3.39. 21. giin kondrojenik tam kiiltiir ortaminda hazirlanan sferoidlerin Alsiyen mavisi
ve Pikrosirius kirmizisi (A-B & PSR) boyamalari.
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4. TARTISMA

Bu tez calismasi kapsaminda {ig-boyutlu hiicre kiiltiirii ortaminda insan
plasenta kaynakli umbilikal kord mezenkimal kok hiicreleri ile hiicre disi matriks
yogunlugunun in vitro sartlarda kondrojenik farklilasma durumuna olas1 etkilerinin
arastirtlmasit hedeflenmistir. Bu kapsamda plasentanin bes farkli anatomik
bolgesinden eksplant kiiltiir yontemi ile mezenkimal kok hiicre izolasyonlari
yapilmistir. Literatiir taramasi, hiicrelerin ¢ogalma potansiyelleri ve ideal sferoid
olusturabilme gibi Ozellikleri degerlendirilerek umbilikal kord mezenkimal kdok
hiicreleri ile tez deneylerinin yapilmasina karar verilmistir. UK-MKH’lerin
mezenkimal kok hiicre karakterizasyonu icin immiinofenotiplendirme ve hiicre
canliligr analizi, iglii soya farklilastirma ve koloni olusturabilme potansiyeli
incelenerek MKH karakterizasyonu yapilmistir. UK-MKH’lerinin biiylime ve
cogalma egrisi analizleri yapilarak proliferasyon potansiyeli, in vitro migrasyon testi
ile de hiicrelerin go¢ hizi gézlemlenmistir. Tezin deneylerinde 3B kiiltiir ortaminda
hiicre sayisi1 sabit tutularak hiicre-ECM yogunluk fark: i¢in x-karragenan’in 4 farkl
konsantrasyonunda ve iki farkl kiiltiir ortaminda (standart ve kondrojenik tam kiiltiir
ortami) sferoidler hazirlanmistir. Kondrojenik farklilasma icin her iki kiiltiir
ortaminda ve 4 farkli konsantrasyonda hazirlanan sferoidlerin morfolojik 6l¢iimleri,

flizyon deneyleri ve histokimyasal boyamalar1 incelenmistir.

Kikirdak doku miihendisligi yontemleriyle kikirdak doku hasarlarimin onarim
icin secgilecek hiicre kaynaginin, biyomateryallerin ve sinyal faktorlerini hasarl
bolgeye ileten yaklasimlarin gelistirilmesi gereklidir. Segilecek hiicre kaynaginin
kolay ulasilabilir ve ¢ogaltilabilir olmasi1 onemli bir parametredir. Bu nedenle
dogumdan sonra atik olarak kabul edilen plasenta dokularinin doku miihendisligi ve
rejeneratif tip alanindaki kullanimi son yillarda artmistir. MKH’lerin farkli kiiltiir
ortamlarinda hiicrenin farklilasmasini saglayan biyoaktif molekiilleri tireterek salma
kapasitelerine ek olarak bagisiklik tepkisinin modiilasyonu rejeneratif tip ve hiicre
temelli tedavilerde kullanilabilmesi i¢in yiiksek beklentiler olusturmustur (Caplan ve

Sorrell, 2015). Plasenta dokularindan MKH izolasyonunda ekstra invaziv bir
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prosediire ihtiyag duyulmamasi, immiin diizenleyici 6zellikleri ve zengin MKH
icermesi nedeniyle hiicre bazli tedaviler i¢cin dnemli bir kaynaktir. Plasenta ayni
zamanda iy1 bir ECM kaynagidir.  Plasentanin fetiis kokenli mezenkimal kok
hiicreler barindirdigi bilinen umbilikal kord dokusundan izole edilen UK-MKH’leri
yetiskin kok hiicre kaynaklarindan biridir. Diger MKH izole edilen doku kaynaklar
ile kiyaslandiginda diisiik immiinojenitesi, non-invaziv izole ydntemleri, in
vitro kiiltiir ortaminda kolaylikla ¢ogaltilabiliyor olmasi ve etik erisim gibi
iistlinliikleri sebebiyle hiicre temelli tedaviler i¢in umut verici bir kaynaktir. Perinatal
kaynakli mezenkimal kok hiicrelerin incelendigi bir calismada UK-MKH’lerinin
diger perinatal kaynaklit MKH’lere kiyaslandiginda proliferatif potansiyelinin yiiksek
oldugu ve bir¢ok parakrin faktorii daha yiiksek oranda salgiladig: gosterilmistir (Wu
ve ark., 2018). UK-MKH’lerinin iyi karakterize edilmis yetiskin MKH (kemik iligi
MKH gibi) kaynaklarina alternatif mezenkimal kok hiicre kaynagi olabilecegi
diistiniilmektedir. Bonab ve ark. (2006) kemik iligi mezenkimal kok hiicrelerinin in
vitro yaslanmasini belirlemek tizere yaptiklar1 ¢alisma da MKH'lerin in vitro hiicre
kiiltiir ortamina alinmasiyla birlikte yaslanmanin bagladigini ve kok hiicre
ozelliklerini zamanla kaybettiklerini gostermislerdir. Bu nedenle MKH’lerin
deneysel ve klinik caligmalarda erken pasajlarin kullanilmasinin avantajli olacagini
sOylemiglerdir. Bu bilgiler 1s18inda UK-MKH’lerinin klinikte hiicre bazli tedavi

yontemleri ile bir¢ok hastaligin tedavisinde kullanilabilecegi diisiiniilmektedir.

Calismada 3-4 farkli dondrden temin edilen ve eksplant kiiltiir i¢in uygun
kosullarda saklanan plasenta dokular1 kullanilmistir. Plasentanin fetal yiizeyinden
umbilikal kord, amniyotik membran ve koryon plak, maternal yiizeyinden ise koryon
villus ve desidua bazalis bdlgelerinden alinan doku pargalar: literatiirde belirtilen
uygun tam kiiltiir ortaminda cogaltilmis ve deneyler igin kullanilmistir. izole edilen
tim hiicrelerin fibroblast benzeri morfolojide ve plastige tutunarak cogalabildigi
gozlemlenmistir. MKH’ler ile daha oOnce yapilan calismalarda farkli MKH
kaynaklarmin farklilagma potansiyeli, proliferasyon yetenegi ve gen ekspresyonu
gibi ozelliklerinin farkliliklar gosterdigi bilinmektedir. Wang ve ark. (2016) fetal
kemik iligi (F-KI-MKH), yag dokusu (AD-MKH) ve wharton jolesinden (WJ-MKH)
izole ettikleri MKH’lerin 15 gen ekspresyon diizeylerini kiyasladiklarinda W1J-
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MKH’lerindeki ekspresyon diizeyleri ile AD-MKH’ler ile benzerken, F-Ki-
MKH’leri ile farkli oldugunu gdstermislerdir. Ayni dondriin plasentasinin umbilikal
korda yakin ve uzak olacak sekilde iki farkli noktadan doku Ornekleri alarak
mezenkimal kok hiicre izolasyonlar1 yapmuslar ve izole ettikleri MKH’leri erken ve
ge¢ pasajdaki Ozelliklerini incelemislerdir. Bu ¢alisma sonucunda erken pasajlardaki
farkliliklar az iken, gec pasajlarda 6nemli farkliliklar oldugunu gézlemlemislerdir

(Koltsova ve ark., 2021).

UK-MKH’lerinin mezenkimal kok hiicre karakterizasyonunda Uluslararasi
Hiicresel Tedavi Dernegi (ISCT) tarafindan tanimlanan minimum kriterlere uygun
olarak MKH 0Ozelliklerini  gostermistir. UK-MKH’lerinin  plastik  yiizeye
tutunabildigi, MKH yiizey belirtegleri yoniinden pozitif oldugu, coklu soya
farklilasabildikleri ve koloni olusturabildikleri gozlemlenmistir. Eksplant kiiltiir
yontemiyle izole edilen hiicreler 10-14 giin sonra doku pargalarinin etrafinda
gozlemlenmistir. Hiicrelerin alt kiiltiirleri yapildiginda hiicre morfolojilerinin P1’den
itibaren ig seklinde ve fibroblast benzeri morfoloji sergiledikleri gozlemlenmistir

(Sekil3.4).

Eksplant kiiltiir yontemiyle izole edilen mezenkimal kok hiicreler ileri
pasajlarda cogaltilarak immiinofenotiplendirmeleri yapilmustir. Izole edilen tiim
hiicrelerin immiinofenotiplendirme ve canlilik analizinde 7AAD ylizey belirteciyle
canlt hiicreler belirlenmistir. CD73, CD90, CDI105 ve CD29 MKH yiizey
belirteglerinin ifade edildigi, CD34, CD31, CD133, LIN, HLA hemapoietik kok
hiicre yiizey belirteglerinin ifade edilmedigi belirlenmistir. Hem fetal hem de
maternal MKH’lerin benzer fenotipik 6zellikler ve ¢oklu soya farklilagma potansiyeli
gostermelerine ragmen fetal kaynakli MKH’lerin daha ¢ok genisleme kapasitesine
sahip oldugu bilinmektedir (Wu ve ark., 2018). Wu ve ark. (2018) farkli perinatal
dokulardan izole ettikleri MKH’lerin biyolojik 6zellikleri acisindan ayn1 olmadigini
ve ISCT kriterlerine uygun olarak benzer ylizey belirteclerine sahip olsalarda yiizey
belirteglerinin ifade edilme oraminin degistigini gdzlemlemislerdir.  izolasyonu

yapilan 5 farkli MKH nin Uluslararas1 Hiicresel Tedavi Dernegi (ISCT) tarafindan
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Onerilen kriterleri karsiladigini gostermektedir (Domonici ve ark., 2006; Koltsova ve
ark., 2018; Sensebé ve ark., 2010).

Kok hiicre 6zelligi gosterdigini tanimladigimiz 5 farkli MKH istenen pasajlara
cogaltilarak sferoid olusturma potansiyellerinin gbzlemlenmesi i¢in ayni sayida
uygun tam kiiltiir ortami1 igerisinde 3B sferoidleri hazirlanmistir. Tiim hiicrelerden
hazirlanan sferoidlerin daireselliklerinin birbirlerine ¢ok yakin oldugu ve en biiyiik

cap degerine UK-MKH’lerinin sahip oldugu gozlemlenmistir.

Literatiirden edindigimiz bilgiler, UK-MKH’lerinin mezenkimal kok hiicre
ozellikleri ve siirdiiriilebilir 3B kiiltiirlerin hazirlanabilmesi i¢in ilerleyen deneylere

UK-MKH’leri ile devam edilmesine karar verilmistir.

UK-MKH’leri 3 farkli hiicre yogunlugunda (25.000, 50.000 ve 100.000)
ekilerek 14 giin sonunda koloni olusturabilme kapasiteleri incelendiginde hiicre
sayisinin artmastyla birlikte olusan koloni sayisinin da arttigr gozlemlenmistir.
25.000 hiicre/cm? hiicre ekimi yapilan kuyucuklarda dahil olmak iizere
sayilamayacak kadar ¢ok hiicre kolonisi gozlemlenmistir. Farkli kaynaklardan izole
edilen MKH'lerin koloni olusturabilme yeteneklerinin énemli farkliliklar gosterdigi
bilinmektedir (Koltsova ve ark., 2018; Surdo ve ark., 2013; Musorina ve ark., 2019;
Szepesi ve ark., 2016).

Mezenkimal kok hiicrelerin ¢oklu soya farklilasma yetenekleri onemli bir
ozellikleridir. Coklu soya farklilagma yetenekleri temel 6zellikleri olmasina ragmen
MKH’lerin farklilasmas1 ¢ogunlukla dondre, izole edildigi dokunun kaynagina, izole
edilme yontemine, proliferatif kapasitesine, ilerleyen pasajlar ile birlikte gerceklesen
hiicre yaslanmasma ve in vitro kiultir kosullarina bagli olarak degisiklik
gostermektedir. MKH’ler multipotent hiicreler olsalarda tim MKH’ler ayn1 hiicresel
soylara farklilasamazlar. izole ettigimiz UK-MKH’lerinin osteojenik, adipojenik ve
kondrojenik soylara farklilasmasi sirayla kalsiyum birikintileri, yag damlaciklar1 ve

glikozaminoglikanlardan zengin ECM yapist ile gosterilmistir. Adipojenik kiiltiir

107



ortami iginde 21 gilin boyunca kiiltiirlenen hiicrelerde adipojenik farklilasmay1
gosteren yagdan zengin vakuollerin birikimi goézlemlenmistir. UK-MKH’lerinin
adipojenik, osteojenik ve kondrojenik soylara uygun sekilde farklilagtig
gosterilmistir. Bu deneyler, izole edilen UK-MKH Kkiiltiiriiniin, kontrollii bir sekilde,
coklu soylara farklilasacagini gostermistir. Sonuglarimiz literatiir ile uyumludur
(Secco ve ark. 2008). UK-MKH’leri, iyi yayilmis bir morfolojiye sahip kiiltiirde
cogalma yetenekleriyle, yiizeylerinde tutarli yiizey belirteglerinin varligi ve
kontrollii in vitro kosullar altinda ¢oklu mezenkimal soylara farklilasmalar1 ile

karakterize edildi.

UK-MKH’lerinin proliferasyon yetenegi, biiyiime ve cogalma egrileri analiz
edilerek incelenmistir. Biiylime egrisi analizinde P2’den P8’e kadar alt kiiltiiriinde
gecikme fazinin kisa oldugu ve P3’te log fazina ulastigi, P6’dan sonra ise hiicre
¢ogalmasinin azaldig1 gézlemlenmistir. Bu veriler 1s18inda ¢ogalma egrisi analizi i¢in
P3, P4 ve P5 UK-MKH’leri kullanilmistir. P3, P4 ve P5S UK-MKH’lerinin zamana
bagli olarak ¢ogalma kabiliyetleri analiz edildiginde en yiiksek ¢cogalma kabiliyetinin
192. saatte P4’te oldugu gozlemlenmistir. Pasajlar ilerledik¢e biiylime hizinin arttigi

ve siirenin kisaldig1 gézlemlenmistir.

Hiicre-matriks ve hiicre-hiicre etkilesimlerinin hiicre migrasyonu iizerindeki
etkilerini gézlemlemek i¢in UK-MKH’lerinin P4’iin hiicreleri ile in vitro migrasyon
testi yapilmistir. Hiicre migrasyonunun 6. saatte bireysel hiicre gecisleriyle basladig
ve 24. saatten sonra hiicre kiimelerinin gogiiyle yara alaninin hizla kapanarak 48.

saatte ylizde yiiz oraninda kapanmanin gergeklestigi tespit edildi.

2B hiicre kiiltirii modellerinde hiicrelerin in vivo kosullari tam anlamiyla taklit
edemedigi ve elde edilen sonuglarda istenen basariya ulasilamadigi goriilmektedir.
3B kiiltiir yontemleriyle in vivo kosullarin en iyi taklit edilecegi yontemler segilerek
gercek doku yenilenmesinden s6z edebiliriz. 3B kiiltiir ¢aligmalari, 2B kiiltiir ve
hayvan deneyleri arasinda bir basamak olabilecek potansiyeldedir. Gelistirilen 3B

kiiltir modelleri ile elde edilen sonuglarin daha basarili oldugu goriilmektedir.

108



Kikirdak doku miihendisligi alaninda ¢ok sayida ¢alisma bulunmasina ragmen bu
kapsamda ti¢-boyutlu hiicre kiiltiirii yontemi ile perinatal kaynakli mezenkimal kdk

hiicre kullanimina dayali sinirl sayida ¢alisma mevcuttur.

Dogal kikirdak dokusunu taklit edebilen fizikokimyasal ve biyolojik 6zelliklere
sahip biyoaktif polisakkaritler ile farkli doku miihendisligi {iriinleri hazirlanabilir.
Iskeleler, hidrojeller gibi hizli ve kolay iiretilebilecek polisakkaritler giiniimiizde
siklikla kullanilmaktadir. Kullanilan bu biyoaktif polisakkaritlerin yeni kikirdak
olusumunu tesvik ettigi veya sagladig1 literatiirde gosterilmistir. Biyoaktif
polisakkaritler ile ¢oklu soya farklilasma 6zelligine sahip mezenkimal kok hiicreler
ile birlestirilmeleriyle dogal kikirdak dokusunu taklit edebilecek doku miihendisligi

urunleri hazirlanabilir.

Mezenkimal kok hiicre karakterizasyonlart tamamlandiktan sonra 3B kiiltiir
calismalarina gec¢ilmistir. Asili damla yontemi ile ortamdaki ECM yogunlugunu
taklit etmesi i¢in  biyoaktif polisakkarit olan x-karragenan’in  farkh
konsantrasyonlarinda sferoidler hazirlanmistir. Deneyler standart ve kondrojenik tam
kiiltiir ortaminda 4 farkli k-karragenan konsantrasyonu hazirlanarak olusturulmustur.
Hiicre-ECM  yogunluk farki olusturularak ideal konsantrasyon belirlenmeye
calistlmistir. Tiim kiiltiir ortam1 ve konsantrasyonlarda hazirlanan sferoidlerin
kondrojenik farklilagma iizerine etkileri morfolojik 6l¢timleri, metabolik analizler ve

histokimyasal boyamalarla incelenmistir.

Plasenta kaynakli hiicrelerden hazirlanan organoidlerin uzun siireli
kiltlirlerinin devam ettirilebildigi, kiiltiir ortaminda bulunan hormonlara kars1 duyarlh
oldugu ve canli bir doku olusturmak icin hiicrelerin farklilasabildigi gosterilmistir.
Hazirlanan organoidlerin 1 yildan uzun siire biyiitiilebildigi ve siiresiz olarak

dondurularak saklanabilecegi belirtilmistir (Sheridan ve ark., 2020).

Son yillarda kikirdak doku miihendisliginde kikirdak onarimi ve rejenerasyonu

icin hiicre temelli tedaviler popiler olmustur. Ancak farkli hiicre kiiltiir
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yontemleriyle hazirlanan kondrositlerin orijinal kikirdak dokusuna goére daha az
dayanikli yapilar sergiledikleri bilinmektedir. 2B kiiltiir yontemleriyle cogaltilan
hiicrelerin kondrojenik farklilagsma egilimi gosterdigi ¢alismalar vardir. 2B kiiltiir ile
elde edilen kondrositlerin orijinal kikirdak dokusunun yapisindaki hiicre-hiicre ve
hiicre-ECM etkilesimlerini taklit etmede basarisiz oldugu goriilmektedir. Orijinal
kikirdak dokusunu en iyi taklit edebilecek kiiltiir yontemlerinin 3B kiiltiir yontemleri
oldugu diistiniilmektedir (Gionet-Gonzales ve Leach, 2018). Bu nedenle 2B kiiltiir
ortaminda ¢ogaltilan hiicreler 3B yap1 iskeleleri, membranlar ve hidrojeller ile
birlestirilerek kikirdak doku yapisi taklit edilmeye ¢alisiimaktadir. 3B mikro dokular;
pelet kiiltiirii, dondiiriicii sise kiiltliri, asili damla yontemi gibi yontemler ile
hazirlanabilir. Pelet kiiltiir ve dondiiriicli sise yontemleri ile elde edilen sferoidlerin
boyutlarmin degisken oldugu bilinmektedir. Asili damla yonteminde ise elde edilen

sferoidler diger iki yonteme kiyasla daha stabildir.

Gliniimiizde kikirdak hasari tedavisinde siklikla tercih edilen ACI veya MACI
yontemlerinde kullanilan hiicre veya hiicre malzeme kombinasyonlart yerine
biyoaktif polisakkaritler ve birgok hiicrenin bir araya gelerek olusturduklari
sferoidlerin kullanilmasinin daha iyi sonuglar elde edilecegini diisiiniiyoruz. Hiicresel
mikro doku yapilarinin olusturulmas1 i¢in sferoidler hazirlanirken biyoaktif
polisakkarit olan k-karragenan’in sferoid olusumundan 6nce ortama eklenmesiyle
dogal ECM yapist taklit edilmeye g¢alisilmistir. Hiicre-ECM yogunluk fark: i¢in k-
karragenan 50, 100 ve 250 pg/ml konsantrasyonlarda kullanilmistir. Ortamda x-
karragenan miktar1 arttikca sferoid capinin biyldiigi ve daha gevsek yapili
sferoidler olusturdugu gozlemlenmistir. 35. giinde sferoidlerin daha kompakt bir yap1
kazanarak caplarinin birbirine daha yakin oldugu gozlemlenmistir. Sferoid ¢aplari
literatiirde farkli hiicre ve yontemlerle elde edilen sferoidler ile kiyaslandiginda ¢ap

olarak biiytlik olduklar1 gozlemlenmistir.

Ortama eklenen biyoaktif polisakkaritin in vitro kiiltiir kosullarinda hiicre dis1
matriks birimini onemli 6l¢iide artirdigir gbzlemlenmistir. Bu elde edilen sonucun
literatiir ile de uyumlu oldugu goriilmiistiir (Cortes ve ark., 2021; De Moor ve ark.,
2020; Stuart ve ark., 2017; De Pieri ve ark., 2020). Literatirde ortamin
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kalabaliklasmas1 i¢in kullanilan polisakkaritlerin kiiltiir siiresini  kisalttigr ve
farklilasmay1 hizlandirdigr gosterilmistir  (Benny ve ark., 2016). Allojenik
mezenkimal kok hiicre kaynaklarindan firetilen iskelesiz kondrosferlerin hasarl
kikirdak dokuya basit cerrahi girisimler ile uygulanarak daha hizli tedavi
saglanabilecegi distiniilmektedir. Literatiirde iskelesiz kondrosferlerin kullanimin

gelecekte artacagi ongoriilmektedir (Guo ve ark., 2023).

Sferoidlerin in vitro ortamda ikili ve ¢oklu fiizyon deneyleri yapilmustir. iki
sferoid 96 kuyulu kiiltiir kab1 i¢inde bir araya getirilerek kikirdak mikro doku
fizyonu gerceklestirebildigi gozlemlenmistir. Sferoidlerin ¢ift flizyonu bir¢ok
aragtirmaci tarafindan gosterilmistir. Flizyonun ilk 24 saati boyunca ikili uzunluk ve
genislik Olclimlerinde azalmanin oldugu, ilerleyen dlgiimlerde ise genisligin artarak
uzunluga yaklastig1 ve ikili sferoidlerin sikilasarak daha kompakt kiiresel bir yap1
kazandig1 goriilmiistiir. 4’1l fiizyon deneylerinde ilk 48 saat boyunca toplam uzunluk
ve genislik Olciileri azaldi. 48 saat sonraki dl¢timlerde kiiresel bir yap1 kazandiklar

gbzlemlendi.

Tiim konsantrasyonlarda hazirlanan sferoidler kollajen iceriginin belirlenmesi
i¢in pikro-sirius kirmizi ile ve glikozaminoglikan yapilarinin belirlenmesi igin ise
alsiyen mavisi ile boyanmistir. Glikozaminoglikan igeriginin ve kollajen liflerinin

zamana bagimli olarak arttig1 gozlemlenmistir.
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5. SONUC VE ONERILER

Doku miihendisligi ve rejeneratif tip hasarli veya islevsiz dokular1 restore
etmek ve yasam beklentisini arttirmak amaciyla bir organ veya doku kaybi veya
yetmezligi yasayan hastalari tedavi edebilmek i¢in umut verici bir alandir. Doku
miihendisligi irlinlerinin yerine konulacagi dokuya en yakin fizikokimyasal ve
biyolojik 06zelliklere sahip olabilmesi i¢in doku mihendisligi iirtinlerinin
gelistirilmesine ihtiya¢ vardir. Doku miihendisligi yontemleri ile iiretilen iirliniin
dogal dokuya en yakin oOzellikte ve yiiksek biyouyumluluk gostermesi
gerekmektedir. Doku miihendisliginde kullanilan biyomalzemeler ile kok hiicrelerin
birlestirilmesiyle ~biyouyumlulugu arttirdigi  diistiniilmektedir. MKH  doku
mihendisligi uygulamalarinda kullanimi son derece yaygin olup MKH’lerin
kondrojenik  farklilasabilme yeteneklerinden yararlanilarak ti¢-boyutlu doku

miihendisligi Uirtinleri tasarlanabilmektedir.

UK-MKH’leri kok hiicre temelli tedaviler i¢in uygun bir aday olarak
goriilmektedir. UK-MKH izolasyonu i¢in donér, uygun izolasyon yontemi, biiyiik
Olcekli cogaltilmasi ve hiicre bankaciligi i¢in 6nemli avantajlar sunmaktadir. Bugiine
kadar preklinik ve klinik birgok ¢alismada UK-MKH’lerinin etkinligi ve giivenligi
test edilmistir. UK-MKH’lerinin klinikte kullanilabilmesi i¢in dondr segim
kriterlerinin, transplante edilecek optimal dozun, saklanma kosullarinin ve klinikte

giivenle kullanilmasi ile ilgili siireclerin standardize edilmesine ihtiyag¢ vardir.

3B doku miihendisligi {irlinlerinin 2B kiiltiir {irtinlerinden daha basarili
sonuclar trettigi diisliniilmektedir. Kikirdak dokusunun kan besleme sisteminin ve
innervasyonunun bulunmamasi, kondrositlerin gorece diisiik metabolik aktivitesi ve
yiiksek ECM yogunlugu nedeniyle kendi kendini yenileme yetenegi sinirhidir.
Mevcut kikirdak dokusunu destekleyebilecek fonksiyonel bir kikirdak dokusu
tasarlamak amaciyla hiicre-ECM  yogunluk farklar1 O6nemlidir. Hiicre-ECM
yogunlugu iretilen kikirdak dokusunun mekanik Ozelliklerini de belirlemektedir.

Mevcut literatiir incelendiginde kikirdak doku miihendisligi i¢in kullanilan birgok
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doku miihendisligi iiriinii olmasina ragmen kikirdak dokusunun fiziksel iglevlerini
tam anlamiyla yerine getirebilecek bir doku mihendisligi iiriinii konusunda
eksiklikler mevcuttur. Orijinal kikirdak dokuya en yakin doku miihendisligi tirtiniinii
hazirlayabilmek i¢in bazal besinlerin, hiicre yogunlugunun, kiiltlir ortaminin, kiiltiir
yonteminin, mekanik kuvvetlerin, biiylime faktorlerinin ve sitokinlerin MKH
farklilagmasi iizerinde onemli etkileri vardir ve bunlarin klinikte kullanim igin

standartlastirilmis kiiltiir kosullar1 gerekmektedir.

Bu caligmada temel hiicre kaynagi olarak tercih ettigimiz UK-MKH’leri,
gelecekte kok hiicre temelli klinik uygulamalar icin biiyiik potansiyele sahiptir. Bu
tez calismasinda 3B hiicre kiiltiirii ortaminda UK-MKH — ECM yogunlugunun
kondrojenik farklilagmasi iizerine etkilerinin arastirilmasiyla kondrojenik 6zellik
gosteren kondrosferler elde edilmistir. Flde edilen 3B kondrosferler ile kikirdak
dokusundaki hiicre davranislari gézlemlenebilir ve mevcut mekanizmalari

kesfedilmesine olanak saglayabilir.
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OZET

Hiicre-ECM Yogunluk Oranimin U¢ Boyutlu Kok Hiicre Kiiltiirlerinin
Kondrojenik Farkhlagsmasina Etkisinin Arastirilmasi

Doku miihendisligi islevsiz dokular1 restore etmek ve yasam beklentisini arttirmak
amaciyla bir organ veya doku kaybi veya yetmezIligi yasayan hastalari tedavi edebilmek igin
umut verici bir tedavi yaklagimi olmustur. Doku miihendisliginde elde edilecek {iriiniin dogal
yaptya en yakin Ozellikte olmasi ve en yliksek faydayi saglamasi beklenmektedir.
Mezenkimal kok hiicrelerin (MKH) doku miihendisligi uygulamalarinda kullanimi son
derece yaygin olup MKH’lerin kondrojenik farklilasabilme yeteneklerinden yararlanilarak
tig-boyutlu (3B) doku miihendisligi tiriinleri tasarlanabilmektedir. Mevcut kikirdak dokusunu
destekleyebilecek fonksiyonel bir kikirdak doku tasarlamak amaciyla dokunun mekanik
Ozelliklerini belirleyen hiicre-ECM yogunluk farklar1 6nemlidir. Calismada tig-boyutlu hiicre
kiiltliric ortaminda insan plasenta kaynakli umbilikal kord mezenkimal kok hiicre — ECM
yogunlugunun kondrojenik farklilagmasi {izerine etkileri arastirildi. 3B kiiltiir ortaminda
hiicre sayist sabit tutularak hiicre-ECM yogunluk farki i¢in x-karragenan’in 4 farkl
konsantrasyonunda ve iki farkl kiiltiir ortaminda (standart ve kondrojenik tam kiiltiir ortami)
sferoidler hazirlandi. Kondrojenik farklilasma i¢in her iki kiiltiir ortaminda ve 4 farkh
konsantrasyonda hazirlanan sferoidlerin morfolojik dl¢timleri, fiizyon deneyleri ve
histokimyasal boyamalari incelendi. Calisma sonucunda 3B kiiltiir yontemiyle hazirlanan
sferoidlerin kondrojenik farklilagsma gosterdigi tespit edildi.

Anahtar Sozciikler: Hiicre Dis1 Matriks, k-karragenan, Kondrojenik Farklilagsma,
Mezenkimal Kok Hiicre, 3B kiiltiir
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SUMMARY

Investigation of the Effect of Cell-ECM Density Ratio on Chondrogenic
Differentiation of Three-Dimensional Stem Cell Cultures

Tissue engineering has been a promising approach to restoring dysfunctional tissues
and increasing life expectancy in treating patients experiencing organ or tissue loss or
failure. However, the product obtained in tissue engineering is expected to be closest to the
natural structure and will provide the highest benefit. Using mesenchymal stem cells (MSCs)
in tissue engineering applications is extremely common, and three-dimensional tissue
engineering products can be designed by utilizing the chondrogenic differentiation abilities
of MSCs. Cell-ECM density differences, which determine the tissue's mechanical properties,
are important to design a functional cartilage tissue that can support the existing cartilage
tissue. In this study, the effects of umbilical cord mesenchymal stem cell — ECM density on
chondrogenic differentiation investigated in a three-dimensional cell culture medium.
Spheroids were prepared at four different concentrations of k-carrageenan and in two
different culture mediums (standard and chondrogenic complete culture medium) for the
cell-ECM density difference by keeping the cell number constant in the 3D culture medium.
Morphological measurements, fusion experiments and histochemical staining of spheroids
prepared in both culture media and at four different concentrations for chondrogenic
differentiation examined. As a result of the study, it determined that spheroids prepared by
the 3D culture method showed chondrogenic differentiation.

Keywords: Extracellur Matrix, x-carragenan, Chondrogenic Differentiation, Mesenchymal
Stem Cell, 3D Culture
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