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1.GIRIS

1.1. Eklem Kikirdag

Eklem kikirdagi, ozellesmis bir hiyalin kikirdak tliriidir ve eklemlerin
olusumunu saglayan kemiklerin uglarint Orterek viicuttaki hareketlerin agrisiz bir
sekilde gerceklesmesine olanak saglar. Kikirdaklar yapi olarak damardan, sinir
aglarindan ve lenflerden yoksundur. Hareketli eklemlerde bulunan hiyalin
kikirdaklarda, hiicre ¢esidi olarak, sadece kikirdak kiitlesinin %]1-10’unu olusturan
kondrositler yer almaktadir. Geri kalan kismin %20-25’ini biiyiik molekiiller, kalan
kismini ise su kaplamaktadir. Bunun haricinde kikirdak yapisi kolajen ve proteoglikan
yapidaki proteinlerden meydana gelir (Sophia Fox ve ark., 2009; Eschweiler ve ark.,

2021; Gillis, 2019). Kikirdagin yapisal bilesimi Cizelge 1.1.’de verilmistir.

Kondrositler kikirdagin yapisinda bulunan hiicre tipidir. Bu hiicreler lakiin adi
verilen yapilarin i¢inde bulunurlar. Aktif hiicrelerdir. Farkli kikirdaklarda ve de
kikirdagin farkli tabakalarinda kondrosit sayist degisim gosterebilir. Kondrositler
ECM’yi olusturur ve devamliligini saglarlar, bunun igin ise 6zel bir mikro gevre

yaratirlar (Eschweiler ve ark., 2021)

Kikirdagin  yapisinin  biiyiikk bir kismint ekstraseliller matriks (ECM)
olusturmaktadir. ECM kondrositleri korur ve kikirdak yapisi i¢in biiyiik 6nem arz eder.
ECM yapisinda kolajen, proteoglikanlar, diger proteinler ve su bulunur. Eklem
kikirdaginin ana kolajeni, kolajen II’dir. Kolajen II, fibril bir ag olusturur,
proteoglikanlardan olusan agregatlar1 bu agin i¢ine alir ve bu da ekleme gerilime
dayanma giicii saglar. Bunun haricinde, tip X kolajen, yapisal olarak destek saglar, tip
VI kolajen ise tip 1I’nin olusturdugu aga kondrositlerin tutunmasina yardimci olur. Tip
IX fibrillerin arasindaki iletisimi saglar. Tip XI ise fibril olusurken ¢ekirdeklenmeye

yardimci olur. Proteoglikan yapilarinda ise kondrotin siilfat I olarak da adlandirilan



agrekan vardir. ECM’deki osmozu ayarlar (Stampoultzis ve ark., 2021; Sabir ve ark.,
2017; Medvedeva ve ark., 2018).

Cizelge 1.1. Eklem kikirdag: yapisal yiizdelik icerigi (Eschweiler ve ark., 2021)

Eklem Kikirdak Bileseni Yiizdelik Deger
Kondrositler 1-10%
Su 70-80%
Kolajen 12-14%
Tip Il 10-12%
Tip IX ~1%
Tip XI ~1%
Proteoglikan 7-9%
Hiyaliironik asit-proteoglikan agregatlar 6-8%
Diger proteoglikanlar ~1%
Mineral materyaller <4%
Matriks proteinleri <1%

Kikirdagin fizikokimyasal yapisina bakildiginda ECM’nin biiyiik bir rolii
oldugu goriilmektedir. Iyonlarin degisimi, kikirdak dokusuna giren su veya diger
molekiillerin kontrolii maktrikse bagimhidir. Eklem kikirdaginin iyon degisim
mekanizmasini anlayabilmek i¢in Maroudas’in c¢alismalart oncii olmustur: 1968
yilinda yayimlanan arastirma makalesinde kikirdagin sabit yiik yogunlugunun eklemin
yiizeyinden uzaklastik¢a arttig1, santimetrede 6-8 X 108 mho iletkenligi bulundugu ve
degisen basinglarda s1vi akisinin akinti potansiyelinin 1 atm’de 4,8-6,0 x 10 volt
arasinda degistigini bulmustur. Bu ¢alismalar1 yaparken matriks negatif yiikli
oldugundan dolay1 elektrolit soliisyonlarinda Donnan esitliginden yararlanilmistir.
(Maroudas, 1968):



;katyon)zkatyon — (Cjanyon)zanyon (l)
katyon Qanyon

a=soliisyondaki iyonun aktivite kofaktorii, a = kikirdaktaki iyonun aktivite kofaktori,
z= iyonun degerligi; ve elektronétrallik durumu, yani,
Zkatyonfkatyon = Zanyon éanyon + CThareketsiz anyon (2)

C= kikirdaktaki molar konsantrasyon

Sekil 1.1. Donnan Esitligi

Kikirdak dokunun biiyiimesi iki farkli sekilde gerceklesebilmektedir: interstisyel
biiylime seklinde adlandirilan ¢esidinde kikirdak kiitlesi i¢ginde mitoz boliinme ile yeni
kikirdak olusumunu kapsar. ECM yapimi bu biiylime ile saglanir. Diger cesidi ise
apozisyonel biiyiimedir ve perikondriumdaki progenitor hiicrelerin yeni kondroblastlar
olusturmasina denir. Hiicrelerde ekstraselliiler matriks olusmaya basladiktan sonra bu

iki siire¢ koordineli devam eder (Sophia Fox ve ark., 2009).

1.1.1. Kikirdak Yapisi

Kikirdak yapisal olarak 4 farkli tabakada incelenir. Bunlar sirasi ile yiizeyel
tabaka, gecis tabakasi, derin ya da radyal tabaka ve kalsifiye tabakadir. Radyal ve
kalsifiye tabaka arasinda tidemark adi verilen bir gegis bolgesi bulunmaktadir
(O’Conor ve ark., 2013; Goldring ve ark., 2006).

Yiizeyel tabaka: En ince tabakadir, eklem kikirdaginin %10-20 sini olusturur. Tip I
ve |11 kolajen fibrilleri, elipsioid yapida hiicreler vardir. Hiicreler diger tabakalara gore
daha kiiciiktiir ve az oranda sinoviyal siv1 vardir. Kolajen konsantrasyonu yiiksektir
ve fibriller sikidir. Proteoglikanlar ¢ok az orandadir. Daha igerideki tabakalar
darbelerden ve daha biiyiik molekiillerden korur. Ornegin antikorlara kars: bir bariyer
olusturur. Bu da kikirdak igine zararli olabilecek molekiillerin gegigini engeller.

Kikirdak herhangi bir germe stresine maruz kaldiginda bu tabaka ile karsilasir.



Gecis Tabakasi: Kikirdagin %40-50 sini olusturur. Buradaki hiicre yogunlugu azdir.
Tip II kolajen ¢ogunlugundan olusan bir agin igerisine gdémiilli az sayida kondrositten
olusmaktadir. Bu tabakadaki kondrositler elipsten ziyade daha yuvarlak bir yapiya
sahiptir. Kondrositler tek ya da kiimelenmis sekilde durabilir. Agrekan miktar
fazladir, bu da su tutma kapasitesini arttirir. Baski ile gelen strese karsi ilk direnci bu

tabaka saglar.

Radyal (derin) tabaka: Kikirdagin %30-40 11 olusturur. Derin tabakada da hiicre
yogunlugu azdir ve kolajen fibrilleri rastgele dagilmis haldedir. Kolajen fibrilleri
radyal bigimdedir. Bu tabakada agrekan miktar1 ¢ok yogundur, su miktart azdir. Bu
kisimdaki kondrositler kolajen fibrilleri ile paralel sekilde konumlanmistir ve ekleme
dik gelmektedir. Strese kars1 en yogun direnci radyal tabaka olusturur ¢ilinkii ekleme

dik sekilde konumlanan fibriller direng saglar.

Tidemark: Kalsifiye olan kikirdak ile derin tabaka arasindaki dinamik bir yapidir ve

bu iki bolge arasinda gegis saglar. Derin tabakadaki kolajen lifleri bu yapiya uzanir.

Kalsifiye tabaka: Bu bélgede kalsiyum depolanir ve ¢ogunlugunda kolajen X
bulunur. Hiicreler yogun degildir, boyut olarak ¢ok kiigiiklerdir. Kondrositler artik
hipertrofik hale ge¢mistir. Bulundurulan kalsiyum sayesinde radyal tabaka ve
subkondral kemik arasinda gecis saglanir. Kikirdagin sinoviyal siv1 ile beslenmesi ve
kemikten gecis olmamasina yardimer olur (Patel ve ark., 2015; Eschweiler ve ark.,
2021).
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Sekil 1.1.1. Artikiiler kikirdak bolgeleri (Medvedeva ve ark., 2018)
Artikiiler yiizey

Yiizeyel tabaka

Orta (gecis)

Kolajenik yap1 o

Derin tabaka

Kalsifiye alan

" Subkondrol
kemik laminasi

Kondrosit Tidemark

Sekil 1.1.2. Artikiiler kikirdak kesitinde bdlgelerin gosterimi (Eschweiler ve ark., 2021)



1.1. Kondrogenez

Kolajen I, IIT ve V ifade eden yogunlasmis mezenkim dokusundan kikirdak
olusum siirecine kondrogenez denir. Mezenkim bilyiik ¢ogunlukla mezodermin
farklilasmasindan meydana gelen ilk bag dokusu hiicreleridir. Bu hiicrelerin biiyiik bir
boliinme ve farklilagma yetenegi mevcuttur. Bu sayede bag dokuyu olustururlar.
Kondrogenezin ilk asamasinda mezenkimal hiicrelerin birbirine yaklasarak agregatlar
olusturmasi1 gozlenir. Sonrasinda hiicreler transkripsiyon faktorii olan SOX-9’un
(SRY-kutu transkripsiyon faktorii 9) ifade edilmesiyle kondroblastlara farklilasirlar.
Bu sirada tip II kolajen ve agrekan salimi da gergeklesir. Kondroblastlar kikirdagin
yapisinin biiyiik bir kismini da olusturan kikirdak matriksini salgilarlar (O’Conor ve

ark., 2013; Goldring ve ark., 2006)

Salgilanan matriks miktarinin artmast sonucunda kondroblast hiicreleri
birbirlerinden uzaklasirlar. Matriks ile tamamen cevrelendiklerinde lakiinlerin igine
yerlesirler ve hiicreler kondrosit yapisina ulasir. Lakiinler yeni olusturulmus matriks
ile etkilesim halinde degillerdir ve yapilarinda hiicre disi sivi bulundururlar.
Kondrojenik alanin ¢evresinde bulunan mezenkimal doku ise perikondriyumu
olusturur (Goldring ve ark., 2006; O’Conor ve ark., 2013; Michigami, 2013; Pitsillides
ve ark., 2011).

1.2.1. Molekiiler Diizeyde Kondrogenez

Kondrogenez pek ¢ok molekiil tarafindan diizenlenmekte ve denetlenmektedir.
Bunlardan bazilar1 ekstraseliiler ligandlar, ¢ekirdek reseptorleri, transkripsiyon
faktorleri, adezyon molekiilleri ve matriks proteinleri seklinde siralanabilir. Bunlarin
haricinde, kikirdak iskeletin gelisimi biyomekanik gligler tarafindan da
etkilenmektedir. Bu gii¢ler kikirdagin yalnizca sekil, rejenerasyon ve yaslanmasin
diizenlemezler, ayn1 zamanda kikirdak igindeki hiicre ile ekstraseliller matriks
arasindaki etkilesimleri de degistirebilirler. Kondrogenezi yonlendiren birkag ana

protein grubu bulunmaktadir;



e Kemik morfojenik proteini (BMP) olarak gecer ve embriyonik donemde olan
kondrogenezde yogunlasma ve hiicrelerin farklilasmasini belirlemede rolii olan
bir bliylime faktoriidiir.

e Noggin ise gelisimsel bir protein olarak mezenkimal hiicrelerin farklilasmasini
onler ve ayni zamanda mezenkimal hiicrelerin yogunlagmasini engeller, bu
sayede de kondrogenezi durdurmada rol oynar.

e Sonic hedgehog (Shh), L-Sox5, Sox6, Sox9 aktivasyonunu diizenler. Pozitif
geri bildirim dongiisti seklinde galisirlar. BMP ekspresyonu da bu dongiiyii
destekler. Sox9 ekspresyonu BMP ekspresyonunu indiikler bunun sayesinde
de kondrositler ¢ogalir ve farklilagir. L-Sox5 ve Sox6, Col2al ve Colla2
genlerini aktiflestirirler ve ayn1 zamanda ileri evre kondrosit belirteci olan
Cbfal’in ekspresyonunu engellerler.

e Indian hedgehog (lhh) ise prehipertrofik kondrositlerde ifade edilir. Kondrosit
proliferasyonunu stimiile eder ve kondrosit olgunlasmasinda rolii vardir

(Pitsillides ve ark., 2011; Gillis, 2019; O’Conor ve ark., 2013; Michigami,
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1.3. Kikirdak Hasarlar

Kikirdak hasarlar1 birgok farklt seviyede ve tiirde olabilmektedir ve
gerceklestiginde hastalarin hayat standartlarini biiyiik oranda diistirmektedir. Hareketli
eklemlerdeki hasarlardan en yaygin olami dizlerde goriilmektedir. Kikirdak hasar
gordiiglinde hareketlerin agrisiz ve kolayca yapilmasi miimkiin olmaz ve eklem yiizeyi
diiz bir hale gelir. Yiizeydeki kikirdak hasarli oldugu i¢in de kemikler siirtiinme yaratir
bu da en kiiciik harekette bile hastaya aci verir, genellikle kikirdak hasarlarinin

semptomlari arasinda sislik de bulunmaktadir.

Kikirdak hasarlarinda onarim yaniti yetersiz kalmaktadir. Yapisal olarak
kikirdak, fazla miktarda gii¢lii ve tekrarlayan stres yaratici faktori tolere edebilir. Fakat
eklem kikirdagi damarlardan, sinir uglarindan ve lenflerden yoksun bir yapidir.
Onarim, kondrositlerin lakiinler igerisinde bulunmasi, olgunlagsan kondrositlerin
cogalma yeteneginin azalmasina ve de yarali bolgelere hareket edememeleri nedeniyle
de kisitlanir. Bu sebeplerden dolay1 viicuttaki diger yapilarin aksine kikirdak bolgeleri
hasar aldiginda hizli bir sekilde onarim saglamasi1 miimkiin degildir. Olusan hasar
perikondriyum tabakasinda ise kikirdagin diger kisimlarinda meydana gelen hasarlara
kiyasla onarim daha fazla gerceklesir, ¢linkii perikondriyum tabakasinda pluripotent
progenitor hiicreler bulunmaktadir. Fakat, bu bolgedeki hasarlar bile kendi kendine

tamamen iyilesme gosteremeyebilir (Patel ve ark., 2015).

1.3.1. Artritler

Osteoartrit progresif ve geri dondiiriilemeyen bir kikirdak dejenerasyonu
hastaligidir. Halk arasinda kireclenme olarak bilinir. Diinya ¢apinda yaklasik 630
milyon kisi bu hastaliktan muzdariptir ve bu saymin giderek artacagi diisiiniilmektedir.
Osteoartrit herhangi bir eklemde meydana gelebilmesine ragmen en sik dizde gorliir.
Bu hastalikta kikirdak kalinligir azalir, yapist bozulur ve bu da altindaki kemigi
etkileyerek peri artikiiler kemik olusumu ve subkondral skleroz gézlenmesine sebep

olur. Bozulan kikirdak ve kemik yapist kisinin hareket ederken agri duymasina,



sigliklere ve hareket kisitliligina neden olarak yasam kalitesini biiyiik oranda diistiriir

(Pitsillides ve ark., 2011; Freitag ve ark, 2016).

Osteoartrit  etkisinin, genetik ve mekanik faktorlerle ilgili oldugu
distiniilmektedir, fakat en Onemli faktorlerden birisi yastir. Yas ile beraber
ekstraseliiler matriksin yapisindaki makromolekiillerin (6rn: kolajen, proteoglikan)
degisime ugradigi ve bunun sonucunda da ECM’nin 06zelliklerinin farklilastig
diistiniilmektedir. Kikirdagin sagligi ve devamliligi i¢in ECM biiyiik 6nem arz eder.
Ayni zamanda cevresel faktorler ve yas ile kondrositlerin yapis1 da degisir. Hepsi
distintildiigiinde osteoartrit birgok sebebe bagli olarak tetiklenen karmasik bir hastalik
olarak karsimiza ¢ikar. Osteoartrit i¢in heniliz bir ilag tedavisi bulunamamistir

(Bartolotti ve ark., 2021).

1.4. Kikirdak Hasarlarinda Giincel Tedaviler

Tedaviler ve tedavilerdeki basar1 defektin lokalizasyonu, biiytikliigi ve sekli ile
iligkilidir. Ayn1 zamanda hastanin fiziksel durumu ve yas1 da iyilesme yanitinda
onemli bir etkendir. Hasarlar genellikle kikirdak dejenerasyonundan kaynaklanir. Spor
esnasinda meydana gelen hasarlar ¢ogunlukla bolgeseldir, bu da tedavi yanitini olumlu
yonde etkiler. Hasarlar ¢ogunlukla cerrahi teknikler ile tedavi edilir (Stampoultzis ve
ark., 2021). Cerrahi teknikler;

Bunlardan biri mikrokirik yontemidir. Kemik 1iligi uyarimma bagh
gerceklestirilen yontemde subkondral kemikte kiigiik delikler olusturulur. Bu
mikrokiriklarin kemik iligini uyararak kok hiicre ve biiylime faktorlerinin hasarl
bolgede toplanarak kikirdak olusumunu tetiklemesi amaclanir. Genis lezyonlarda
uygulanabilirligi vardir. Ne yazik ki olusan kikirdak tamamaiyla eskisini taklit edemez

ve fibroz/hiyalin kikirdak arasi bir yap1 olusur (Freitag ve ark., 2016).



Mozaikplasti, ayn1 zamanda osteokondral greft olarak geger. Hastanin kendi
viicudundan minimal yiik tagiyan bolgesinden kemik ile beraber kikirdak greftleri
alimir ve hasarli olan bolgeye yerlestirilir. Derin kikirdak defektlerinde uygulanir.
Enfeksiyon olugsma ve dondrde komplikasyon goriilme olasiligi vardir, bu nedenle risk

icerir (Freitag ve ark., 2016).

Otolog kondrosit implantasyonu (OKI) ise eklem kikirdagindan kondrosit
izolasyonu ile uygulanir. Bu izolasyon igin yiik binmeyen bélgelerdeki kondrositler
tercih edilir. In vitro ortamda izole edilen kondrositler ¢ogaltilir ve hastaya implante
edilir. Yontemin, hiicre farklilasma durumu veya donorlerden yeterli ve saglikli hiicre

almmamamasi gibi zorluklar1 vardir (Makris ve ark., 2015; Freitag ve ark., 2016).

Uygulanan tedaviler kisa siireli olarak hastalarin hareketlerinde rahatlama
saglasa ve mental olarak motive etse bile ne yazik ki sonuglar uzun siire kalici
olamamaktadir. Bunun yani sira yan etkileri de fazladir. Arastirmacilar mevcut

dezavantajlardan dolay1 kikirdak hasarlari icin doku miithendisligine yonelmislerdir.

1.5. Doku Miihendisligi

Doku miihendisliginin temelini, biyolojik dokulardaki hiicreler, biyolojik
molekiiller ve biyomalzemeler olusturmaktir. Amag¢ hasarli olan dokuyu yeniden
yapmak veya hasarli kismi in vivo sartlarda ayni1 verimlilikte islev gosterecek sekilde
yenilemektir. Ara¢ olarak hiicreler, iskeleler ve yardimci biyomolekiiller birlikte
kullanilir. Doku miihendisligi disiplinler arasi bir alandir. Arastirmalar sirasinda tip,
biyoloji, kimya, fizik, malzeme miihendisligi ve daha bir¢ok alanin bilgilerinden
faydalanilir. Ayrica kok hiicre ¢aligmalar1 alan1 da doku miihendisligine siklikla katki

saglar (Rami Mhanna ve Anwarul Hasan, 2017).

Insanlik tarihinin basindan beri viicuttaki hasarli organlar1 yenileyebilme

hayali vardir. Antik Misir kiiltiiriinde 6liimden sonraki yagam igin viicut pargalarinin
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biitin olarak korunarak gomiilmesine dikkat edilmesi insan anatomisi ile
ilgilendiklerini gostermektedir. Diger kiiltiirlerde de viicut pargalarini degistirebilmek
ya da tamir etmeye yonelik ornekler bulunmustur. Insanligin bu hayaline
yaklasabilmesi ise canli dokularla g¢alisabildikten sonra gergeklesmistir. Modern
zamanlara gelindiginde, 1993 yilinda Massachusetts Teknoloji Enstitiisii’'nden (MIT)
kimya miihendisi Prof. Robert Langer ve Harvard Universitesi Tip Fakiiltesi’nden
cerrah Prof. Joseph Vacanti’nin ortak calismasi ve basarisi ile hiz kazanmustir.
Giiniimiizde daha basit yapida olan ve nispeten ince viicut par¢alarinin 6rnegin deri,
kemik, kikirdak hasarlar1 gibi ticari iirlinleri bulunmaktadir. Mesane, kan damarlari,
trake gibi daha kompleks yapilar da olusturulmustur. Olusturulan yapilarin
damarlanma, hiicre yogunlugu ve igsel akislart konusunda eksiklikler bulunmaktadir.
Viicuttaki doku ve organlarin hasar tedavisi ile ilgili calismalarin hizi dokunun
karmagiklik seviyesine gore degisim gosterebilmektedir. Kalp ve karaciger dahil
olmak iizere bir¢ok doku ile ilgili caligmalar son hiz devam etmektedir (VVacanti, 2006;
Berthiaume ve ark., 2011).

Biyomalzemeler dogal veya sentetik olabilirler. Olusturulan biyomalzeme viicut
ile uyumlu ve biyobozunur olan hasarli dokunun yerine gegebilecek malzemedir.
Hiicre kaynag1 olarak yetiskin kok hiicreler, baska kaynaklardan izole edilen kok
hiicreler, indiiklenmis pluripotent kok hiicreler veya otolog hiicreler kullanilabilir.
Ayni1 zamanda dokunun mikrogevresini taklit etmesi ic¢in kullanilabilecek farkli
biiyiime faktorleri, mekanik uyaranlar veya kiiciik molekiiller eklenebilir. Hiicrelerin
ve yardimci molekiillerin tutunup istenilen sekilde ¢ogalmasi i¢cin dokudan dokuya
degisen ozelliklerde farkli iskeleler veya 3B yapilar kullanilmaktadir. Elde edilen yap1

hastanin hasarl1 bolgesine nakledilmektedir.
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Hiicre artisi ve manipiilasyonu
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Sekil 1.5. Doku miihendisligi yaklasimi (Moreira-Teixeira ve ark., 2011)

1.5.1. Kikirdak Doku Miihendisligi

Kikirdak insanlarin hareketlerini acisiz ve kolayca gergeklestirmesini saglayan,
dokular1 koruyan ve eklemlere kaygan bir yiizey saglayarak islev gormelerine
yardimei1 olan hayati bir dokudur. Dokunun damarsiz ve sinir igermeyen ag yapisindan
otlirli hasar yanit1 diisiiktiir ve giincel tedaviler yetersiz kalmaktadir. Bu nedenle
kikirdak doku miihendisligi 1977 yilinda Green tarafindan tanimlanmis bir
biyoteknolojik alan olarak ortaya ¢ikmistir. Amaci kikirdak hasarlarini
engelleyebilmek i¢in yapay kikirdak veya muadilini ireterek dogal kikirdagin
islevlerini in vivo sartlarda saglayabilmesidir. Ik klinik uygulamalar 1994 yilinda
gergeklestirilmistir (Patel ve ark., 2015).
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Kikirdak doku miihendisliginin ilerleme hizini yavaslatan birkag temel problem
vardir. Bunlar;
1) Segilen hiicre tipinin yanlis ve fazla ¢ogalmasi sonucu istenilen kikirdak yerine
kemik dokusunun olusmast,
2) Uretilen kikirdak igeriginin dogal kikirdagmki ile ayni olamamasi ve islevini
saglayamamasi,
3) Uzun donem etkilerinin ve dayanikliliginin bilinmemesi,
4) Calisilan hiicre tiplerinin teratom olusturmasi,
5) Otolog olmayan kok hiicreler ile ¢alisildiginda hastanin immiin yanit verme riski,
6) Hasta profilinin (yas, yasam stili, defektin biiytikliigii ve yeri gibi) birgok faktore
bagli olarak kisitli olmas, kisiden kisiye onemli farkliliklar gostermesi,
7) Hasta bazinda sonug¢ alindigi icin ortak gecerli bir prosediir belirlenememesi
sayilabilir (Bartolotti ve ark., 2021).

1.6. Makromolekiiler Kalabaliklasma

Makromolekiiler kalabaliklasma (MMK), bir in vitro modelleme kavrami olup
hiicre kiiltiiriinde ekstraselliiler matriksin roliinii g6z Onilinde bulundurarak
olusturulmus ve hiicrelerin in vivo mikrogevrelerini en iyi sekilde taklit edebilmek
amaci ile tasarlanmistir. Geleneksel hiicre kiiltiiriine kalabaliklastirici adi verilen
kimyasal olarak etkisiz makromolekiillerin, c¢ogunlukla polisakkaritlerin, ilave
edilmesi ile uygulanir (Tsiapalis ve ark., 2021). Bu kalabaliklastiricilardan bazilari
fikol, dekstran, karegenan vs. olarak siralanabilir. Okaryotik hiicre kiiltiirinde MMK
ilk kez 1978 yilinda farkli glikozaminoglikanlarin DNA sentezine olan etkisinin
arastirilmasi i¢in kullanilmigtir (Tsiapalis ve ark., 2021).

Hiicrelerin in vivo ortamlar 6zii itibari ile kalabalik bir yapiya sahiptir. Sitozolik
ortamdaki kalabaliklik hali E. coli’den (Escherichia coli) insanlara kadar evrimsel
olarak korunmustur (Benny ve ark., 2017). Hiicrelerin yasayip biiylidiigii ortamdaki
bu kalabalik yapi, dislanmis hacim etkisine sebep olmaktadir. Bir molekiiliin kapladig:

alanda bagka bir molekiiliin bulunamayacagi olgusuna ve bu nedenle de diger
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molekiillerin kaplayacagi alanin kisith olmasina dislanmis hacim etkisi adi
verilmektedir (Tsiapalis ve ark., 2021b; Gaspar ve ark, 2019). Bu etkinin gergeklesen
reaksiyonlarin Kinetigi ve proteinlerin molekiiler birlesmelerindeki roli biiytktiir
(Satyam ve ark., 2016). MMK uygulandigi zaman dislanmis hacim etkisi sayesinde
hiicrelerin geleneksel hiicre kiiltiiriine gore biiyiliyebilecekleri daha kisitli bir alanlar
olur ve bu da onlari in vivo sartlardaki davranislarini gostermeye iter. Geleneksel hiicre
kiiltiriinde eklenen serum orani genellikle %5 ila %20 arasinda degismektedir ve bu
da ¢6ziinen madde konsantrasyonu olarak 4-16 mg/mL’ye denk gelmektedir. Fakat bu
oran 80 mg/mL ¢ozinen konsantrasyonuna sahip olan kaninkine bile
yaklasamamaktadir (Satyam ve ark., 2016). Peng ve Raghunath’tan olusan ekip,
MMK’den dolay1 olusan konsantrasyon artisinin hiicre kiiltiirlinde ekstraselliiler

matriks cogalmasina yol agtigini gostermislerdir (2010).
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Sekil 1.6. Makromolekiiler kalabaliklasma

Geleneksel hiicre kiiltiiriinde ekstraseliiler matriksin olusumu, yani hiicrenin in
vivo sartlardakine yakin davranis gostermesi, fazlasiyla yavas ger¢eklesmektedir. In
vitro sartlarda iiretilmeye ¢aligilan bir kan damarmin kiiltiir siiresi yaklasik 196 giin
olarak belirlenmistir (Kumar ve ark., 2015). Siirenin uzamasi ile hiicre oliimleri,
fenotip degisiklikleri, fenotip kayiplar1 ve kontaminasyon riski biiyilk oranda
artmaktadir. Bunun yani sira elde edilecek veriler i¢in gereken yiiksek maliyetler

karsilanamamakta, karsilanabilse bile sonuglar tatmin edici olmamaktadir. MMK
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kullanim1 ile zenginlestirilen ECM, hiicre-ECM etkilesimlerinin gergeklesmesine
olanak saglamaktadir. Bu sayede kolajen yapimi ve depolanmasi pro-kolajenden
kolajene gecisin hizlanmasiyla ¢ok daha kisa siirede gerceklesmektedir. Pro-
kolajenden kolajene doniistim hizinin da ortamin yogunluk oraniyla orantili oldugu,
kalabalik ortamlarda pro-kolajen C- ve N- proteinazlarin enzimatik reaksiyon hizi
arttig1 i¢in daha hizl gergeklestigi disiiniilmektedir (Tsiapalis ve ark., 2021b; Gaspar
ve ark., 2019). Lareu ve ark.’nin ¢alismalarinda belirttigine gore ayni sayida hiicre
ekilerek biiyiitiilen fibroblastlarda kontrol ile MMK ilave edilen (100 pg/mL dekstran
stilfat) 6rneklerin ayn1 oranda kolajen depolama siiresi 4 haftadan 2 giine indirilmistir

(Lareu ve ark., 2007; Graceffa ve Zeugolis, 2019).

Makromolekiiler kalabaliklasmanin  ekstraselliiler matriks depolanmasi
haricinde de bircok etkisi kanitlanmistir: Son yillarda birgok calisma kok hiicre
farklilasmasini hizlandirdigi ve farkli hiicre tiplerine dogru yonlendirdigini
gostermistir. Ficoll 70 kDa ve Ficol 400 kDa kullanilarak hazirlanan kokteylin
supramolekiiler birlesmeyi hizlandirdig1 ve kemik iligi MKH’lerinde ECM birikimini
arttirdigl gorillmistir (Zeiger ve ark., 2012). Ayrica fikoliin varligi osteojenik ve

adipojenik degisimi de yonlendirmistir (Patrikoski ve ark, 2017).

1.6.1. Kalabaliklastiricilar

Makromolekiiler kalabaliklastirma amaci i¢in kullanilan molekiiller yiikleri,
pH’lar1 ve polidispersiteleri agisindan gesitlilik gosterir. Bu makromolekiiller, MMK
kavramu ilk ortaya ¢iktiginda kimyasal olarak etkisiz olarak tanimlanmis olsalar da,
sonralart bunun aksi kanitlanmistir. Kalabaliklastiricilar farkli 6zelliklerine gore
siniflandirilabilir. Ornegin siilfatlanma durumlar:

«Siilfatlanmamis polisakkaritlere 6rnek olarak Heparin, hiyaliironik asit ve fikol
verilebilir.
«Siilfatlanmis polisakkaritler ise dekstran siilfat, deniz yosunu polisakkaritleri

karagenan, fukoidan igerir.
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*Sentetik polimerler: poli (etilen glikol), poli (sodyum-4-stiren siilfonat) ve poli

(vinilpirolidon)’dur (Tsiapalis ve ark., 2021b).

Cizelge 1.6.1. Kalabaliklastiric1 polisakkaritler
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Bunun haricinde yiiklerine gére ayrim da yapilmaktadir: Kalabaliklastiricilardan
bazilar1 negatif yiiklii iken bazilar1 nétraldir (Cigognini ve ark., 2016). Negatif yiiklii
kalabaliklastiricilar (polianyon sodyum poliakrilat, fikol gibi) elektrostatik itmeyi
arttirir ve bu da DNA’nin daha kompakt bir hale gelmesine yol agar. Daha kompakt
hale gelen DNA’nin stabilitesi artar ve boylece erime noktasi yiikselir (Tsiapalis ve
ark., 2021). Kalabaliklastiricilar lineer ya da kompakt yapiya sahip olabilir. Eger
makromolekiillerin konsantrasyonu, boyutu ve molekiil agirligr arttirilirsa DNA’ya

daha az kullanilabilir alan kalacagi icin DNA’nin mobilitesi kisitlanir.

Bazi kalabaliklastiricilar kokteyl halinde yani ayni makromolekiiliin farkl
agirhiktaki tiirleri karistirilarak kullanilabilir. Ornegin, fikol hem 70 kDa hem de 400
kDa olant kullanilmaktadir. Degiskenlere ve deneyin amacina gore uygun
makromolekiil belirlenmelidir (Benny ve ark., 2017). Bir arastirmada kalabaliklastiric
ozelliklerinin etkilerini gozlemleyebilmek i¢in hidrodinamik yarigap, yik ve
polidispersite farklarina bakilmistir. Bu ¢alismada kalabaliklastirici olarak karagenan,
fikol ve dekstran siilfat kullanilmigtir. Bunlar farkli molekiil agirliklarinda (70, 400,
100 kDa Fikol ile 10, 100 ve 500 kDa dekstran siilfat) ya da farkli kokteyl
karisimlarindaki etkileri gézlemlenmistir. Deneyin sonucunda ise fibroblast
kiiltiriindeki ekstraselliiler matriks depolanmasindaki farkliliklar incelenmistir. Fikol

ve dekstran siilfat kokteyl olarak verildiginde polidispersitelerini arttirdiklar: igin
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kolajen I depolanmasinda daha iyi sonug alinmigtir. Karagenan ise zaten negatif yiikli
ve polidispersitesi yiiksek oldugu igin tek basina onlardan iyi sonug vermistir. Bu
arastirmanin sonucunda hiicre kiiltiirinde kullanilacak MMK’larin polidispersitesi
yiiksek ve yiikii negatif olunca ECM depolama kapasitesinin arttigi gézlemlenmistir

(Gaspar ve ark., 2019).

Bagka bir c¢alismada ise, karagenanin literatiirdeki ECM depolanmasi
konusundaki olumlu sonuglarindan yola ¢ikilarak, deniz yosunu ailesindeki diger
siilfatlanmis polisakkaritlerin MMK sartlarindaki tepkilerini incelenmistir. Burada bu
polisakkaritlerin ekstraseliiler matriks depolama ve adipoz mezenkimal hiicreleri farkli
hiicre tiplerine yonlendirebilme dereceleri karsilastirilmistir. Sonug olarak, karagenan,
fukoidan, galaktofukan ve ulvan ECM depolanmasini arttirmistir (kolajen 1 ve kolajen
V miktarlarin1). Kondrogenez icin bakildiginda ise galaktofukan ve fukoidan en iyi

sonucu vermistir (de Pieri ve ark., 2020).

1.6.2. Karagenan (CRG)

Kirmizi deniz yosunlarindan Rhodophyceae’nin ekstraselliiler matriksinden elde
edilen karagenan, birgok farkli alanda kullanilan bir polisakkarittir (Necas ve
Bartosikova, 2013). ilk kez 1837 yilinda ekstrakte edilmistir (Liu ve ark., 2015).
Kullanim alanlarina bakildiginda ise gida sektdriinde kivam verici ve diizenleyici
ozelliklerinden yararlamldigi  goriilmektedir. Ornegin, pudinglerin  kivami
ayarlanirken veya siizme peynirin yapist degistirilirken i¢lerine karagenan ilave edilir.
Ayn1 zamanda sosis yapiminda ve diisiik yagli hamburger etlerinin iiretiminde de
kullanilir (Campo ve ark., 2009). Ilag sektdriinde ise daha uzun siireli ilag salimu, ilag
gelistirilmesi, pH’a veya sicakliga duyarl ila¢ formiilasyonlarinin gelistirilmesi gibi
hedefler i¢in kullanilir. Doku miihendisliginde ise biyomateryal yapisi ve jel olusturma
kapasitesi ile one ¢ikmaktadir (Yegappan ve ark., 2018). Gida sektoriindeki
kullanimlarindan yola c¢ikilan arastirmalarda karagenanin kolit ile iligkili oldugu

stipheleri dogdugu i¢in bazi tiiketiciler siipheli yaklagsmaktadir (Guo ve ark., 2022).
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Kimyasal yapi olarak D-galaktoz ve D-anhidrogalaktoz igeren uzun lineer
zincirlerden ve ester siilfatlardan meydana gelir. Siilfatlar1 anyonik yapili olup,
genellikle Na*, K* ve Ca?" ile nétral hale getirilir. Yapisinda %15 ila 40 ester siilfat
bulunmaktadir ve karagenanlar 100 kDa’nun tlizerinde bir agirliga sahiptir (Liu ve ark.,
2015). Karagenanlar potasyum kloriirde ¢6ziinmelerine gore farkl alt tiirlere ayrilir ve
bu alt tiirlerinin farkli yapisal ve fonksiyonel Ozellikleri bulunmaktadir. Alt1 adet
degisik formu: Iyota (i)-, Kappa (j)-, Lambda (k)-, Mu (I)-, Nu (m)- ve Teta(h)
karagenan seklindedir. Farkli karagenan c¢esitleri degisik yosun alt tiirlerinden

ekstrakte edilir (Campo ve ark., 2009).

Sektorlerde en ¢ok kullanilan karagenan alt tiirleri kappa, iyota ve lambdadir.
Antiviral ve antitiimdr 6zellikleri biyolojik etkileri arasindadir. Genel yapist itibari ile
negatif yiiklii anyonik siilfatlanmis bir polisakkarit olan karagenanin viriisteki veya
hiicre ylizeyindeki pozitif yiiklerle etkilesime girerek viriisiin konaga saldirmasini
engelledigi ve antiviral Ozelliginin bu sekilde calistigt disiiniilmektedir.
Arastirmalarda kanin pihtilagsmasini engelledigi ve istenmeyen immiiniteye yol actigi

gibi etkileri de kaydedilmistir (Liu ve ark., 2015).
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Sekil 1.6.2. Karagenan alt tiirleri
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Doku miihendisligindeki jel olusturma yetenekleri igin kappa (k) ve iyota (1)
karagenan kullanilir bu jeller sicaklik degisimi ile eski haline geri donebilir yapidadir.
Lambda karagenan jel olusturamaz (Necas ve ark., 2013). Kappa ve iyotanin yapisinda
bulunan anhidrat kopriilerin jellesme yapilarina katki sagladigi diistiniilmektedir. CRG
jelleri 50°C’ye yakin sicakliklarla olusur, 80-90 °C’de ise tekrar erirler (Liu ve ark.,
2015) CRG’lar suda ¢oziniir, viskoz sivi soliisyonlar olustururlar. Genellikle
konsantrasyon arttik¢a vizkozite de artar, sicaklik artinca ise azalir. Diisiik pH’larda
ve yliksek sicaklikta biitiin fonksiyonelligini kaybedebilirler (Popa ve ark., 2015). K-
karagenan sicak suda ¢oziilebilirken A-karagenan ise soguk suda da ¢oziinebilir.
Spesifik olarak kikirdak doku miihendisligine katkisi ise yapida yer alan siilfat
gruplarinin kikirdak ekstraselliiler matriksinin sGAG gruplarina benzemesindendir

(Popa ve ark, 2015).

1.7. Plasenta

Hamilelik esnasinda ilk gelisen ve fetal yapilar arasinda en biiyiik olani
plasentadir. Embriyonun dis katmani olan trofoektoderm tabakasindan gelisen
plasenta, fetiis ile maternal uterus arasinda elektrolitlerin, antikorlarin, su, aminoasit,
glikoz, vitamin, serbest yag asidi gibi besinlerin iletilmesini saglar. Ayn1 zamanda
CO», 02 gazlarinin aligverisini, tirik asit, tire ve bilirubinin atilmasini miimkiin kilar.
Plasenta gelisimi hamilelik doneminde ii¢ ay igerisinde yavas gelisir, sonrasinda uteriis

gelisimi ile paralel devam eder.

[k olusumu blastokist evresinde baslar. Blastokist evresinde (fertilizasyondan
yaklagik 5 giin sonra) i¢ hiicre kitlesi ve trofoblast bulunmaktadir. Plasenta trofoblast
kismindan, fetiis ve fetal membranlar ise i¢ hiicre kitlesinden gelisir. Fertilizasyondan
sonraki 6. Giin civarinda implantasyon, yani blastokistin zona pellusidadan ayrilarak
uterusun endometriyum tabakasina tutunup onunla birlesmesi ani gercgeklesir.
Implantasyon gergeklesmez ise hamilelik devam edemez. Implantasyon oldugunda
trofoblast hiicreleri endometriyal hiicrelerle bagi koparmaya yardimci olan

sitotrofoblastlara ve birden fazla ¢ekirdege sahip olan sinsitiyotrofoblast hiicrelerine
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farklilagirlar ve sinsitiyotrofoblastlar insan koryonik gonadotropin hormonu artisina
sebep olur. Bu iki hiicre grubu da koryonun bir pargasidir ve koryon tabakasi
plasentay1 olusturur. Sitotrofoblast hiicreleri primer koryonik villi kismini olusturur.
Sonrasinda ekstra-embriyonik mezodermden sekonder villi, sekonder embriyonik
mezodermin geligmesinden ise {igiinciil koryonik villiler olusur. Bu yapilar geliserek
koryonik villi halini alir ve fetiis ile anne arasindaki metabolik gecisleri saglarlar.
Metabolik gegislerin saglandigi bu ortama ise plasental bariyer ismi verilir ve bu alis
verisin en yogun oldugu zaman 27-40. haftalar arasindadir. Plasental bariyer hamilelik
stiresince incelir. Fakat bu bariyer fazla segici bir bariyer olmadigindan dolay1 anneden
bebege zararli olabilecek maddelerin (viris, ilag¢ vs.) gecisine engel olamaz. Fetal
ylizey koryonik tabaka ile, maternal yiizey ise desidua basalis ile gevrilidir. Koryonik
damarlar umbilikal kord ¢evresinde birlesirler. Amniyon tabakasi ise koryonu kaplar

(Turco ve ark., 2019; Herrick ve Bordoni, 2022).
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Sekil 1.7. Plasenta kisimlar
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1.8. Kok hiicreler

Kok hiicreler insan viicudunda mevcut bulunan diger hiicre tiplerinden,
kendilerini yenileyebilme ve farkli Ozellesmis hiicre tiplerine farklilagabilme
Ozellikleri, diger bir deyisle asimetrik boliinebilme ve 6zellesmemis hiicreler olma,
Ozellikleri ile ayrilirlar. Kok hiicreler ana kaynaklar1 bakimindan embriyonik kok
hiicreler ve yetiskin kok hiicreler olarak iki gruba ayrilabilirler (Elgin ve ark., 2015).
Farklilasabilme yeteneklerine gore ise bu hiicreleri totipotent, pluripotent, multipotent
ve unipotent olmak iizere siralayabiliriz. Totipotent olarak adlandirilan hiicreler 4 li
blastomer hiicreleridir; biitlin bir yapiyl, organizmamizi sifirdan olusturabilme
yetenegine sahiptirler. Totipotent hiicreler gibi biitiin bir organizmay1 gelistirmeye
yetenegi olmayan fakat birden fazla farkli hiicre tiplerine doniisebilenlere ise
pluripotent hiicreler denir. Bu tip hiicreler fertilizasyon sonrasinda blastosist
asamasindaki hiicrelerdir, yaklasik olarak 5. Giin ile 2. Hafta arasinda zigot bu
asamada olur. Erigkin bireylerde gozlemlenen 6zellesmis hiicreleri ise multipotent
sinifindadir ve bunlar sadece belirli hiicrelere doniisebilirler. Sadece tek bir hiicre

tipine farklilagabilenler ise unipotent hiicrelerdir (Elgin ve ark., 2015).
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Sekil 1.8. Kok hiicre 6zellikleri (Elgin ve ark., 2015)
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Yetiskin kok hiicreler, adin1 aldig1 tizere yetiskin donérlerden alinan ve viicudun
¢ok farkli kisimlarindan izole edilebilen ve 6zellesmemis hiicrelerdir. Yetigkin kok
hiicreler i¢in, mezenkimal kok hiicreler ve kandan elde edilen hematopoetik kok
hiicreler 6rnek olarak verilebilir. Yetiskin kok hiicreler embriyonik kok hiicrelere
nazaran daha az hiicre tipine farklilasabilirler, multipotent 6zellige sahiptirler (Brown

ve ark., 2019).

Embriyonik kok hiicreler yumurta sperm tarafindan dollendikten sonra blastosist
evresinde iken hiicre i¢ kitlesinden izole edilen pluripotent 6zellige sahip hiicrelerdir.
[lk olarak 1981 yilinda Gail Martin ve arkadaslari tarafindan fare embriyosundan elde
edilmistir. Insan embriyosundan yapilan ilk izolasyon ise 1998 yilin1 bulmustur. Bu
haldeki blastosistler hiicre alinmak amaci1 ile toplanmadig1 ve kendi haline birakildig
zamanlarda geliserek insan1 olusturmaya devam ettigi i¢in embriyonik kok hiicrelerin
kullanim1 Diinya ¢apinda etiksel kaygilar yaratmig ve aragtirmalar i¢in kullanimi
yasaklanmistir. Embriyonik kok hiicreler pluripotent olduklarindan insanlarin gelisim
asamalarindaki degisimler veya hastaliklarin kaynagini ve ilerleyisini izleyebilmek

acisindan ¢ok 6nemli kaynaklardir (Liu ve ark., 2020).

Embriyonik kok hiicrelerin kullaniminin yasaklanmasindan sonra olugan bosluk
2006 yilinda Yamanaka, Takahashi ve ekibi tarafindan indiiklenmis pluripotent
hiicrelerin bulunmasi ile doldurulmaya calisilmistir. Bu hiicreler yetiskin kok
hiicrelerden izole edilip ekibin buldugu ve sonrasinda Yamanaka faktorleri olarak
adlandirilan transkripsiyon faktorleri ile muamele edildiginde ayni embriyonik kok
hiicreler gibi pluripotent 6zellik kazanarak yeniden programlanan hiicrelerdir. Orijinal
Yamanaka faktorleri ise sirasiyla Sox2, Klf4, Oct3/4 ve c-Myc olarak gegmektedir.
Sox2 (SRY-box transcription factor 2) kendini yenileme ve hiicrenin sonraki
davraniglarin1 belirleme ve yapisint korumada, Klif4 (Kriippel-like factor 4)
proliferasyon ve farklilasmada, Oct4 (Octamer-binding transcription factor 4)
gelismenin ilk evrelerinde ve cMyc ise ¢ogalma biiyiime ve farklilasmada rol oynar.
Bu “yeniden programlama” teknolojisi ile kisiye Ozgii kok hiicre iiretimine
baslanmistir (Takahashi ve ark., 2006; Liu ve ark., 2020).
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1.8.1. Mezenkimal Kok Hiicreler

1976 yilinda kemik iliginden izole edilen 6rnekle bulunan ve multipotent yapiya
sahip olan mezenkimal kok hiicrelerin arastirmalarda kullanimi artarak devam
etmistir. Bunun nedenleri arasinda birgok farkli kaynaktan izole edilebilmeleri,
cogaltilabilmeleri ve gerekli kosullar saglanarak uzun siire saklanabilmeleri ve bunun
da tekrar tekrar kullanima olanak saglamasi sayilabilir. Ayrica birgok farkli kaynaktan
izole edilebildikleri i¢in diisiik invaziflikte prosediirlerle elde edilmeleri miimkiindiir.
Calismalarda allojenik etkiler goriilmemistir ve giivenli olduklar1 kanitlanmustir.
Embriyonik kok hiicrelerin aksine etik acidan problemli degillerdir. MKH’ler
yaslanma ile ortaya ¢ikan hastaliklarda biiylimelerinin ve farklilasmalarinin hizli ve
yogun olmasindan otiirli tercih edilmektedirler. Ayni zamanda ortopedik hastaliklarin
tedavisinde, GvHD’de, norolojik rahatsizliklarda olumlu katkilart olmaktadir. Bir
hiicrenin mezenkimal kok hiicre oldugunun kanitlanabilmesi icin birkac sarti
saglamasi gerekmektedir:

a. Plastik bir ylizeye yapisabilme

b. Ozellesmis farkli hiicre tiplerine farklilasabilme

c. Koloni olusturabilme

d. Immiin fenotiplendirmelerinde CD73, CD90, CD105 gibi yiizey belirteclerine
sahip olma ve CD14, CD19, CD34 ve CD45 belirteglerini gdstermeme.

Mezenkimal kok hiicreler kemik iligi, yag dokusu, periferik kan, gobek kordon
kani, eklem sivist membrani, siit digler, menstriiasyon kani, amniyon sivist gibi
viicudun c¢ok c¢esitli bolgelerinden/sivilarindan izole edilebilmelerine ragmen
arastirmalarda kullanilacagi zaman 6nemli olan kisimlardan biri homojen bir hiicre
popiilasyonu elde edebilmektir. Elde edilen kaynaklar degistikce MKH olma
ozellikleri saglansa da genetik imzalarinda ve proliferasyon hizi, hiicre biiyiikliigii,
deney materyali ile uyumu/etkilesimi gibi konularda farkliliklar gostermektedirler.
Mezenkimal kok hiicreler degisik hiicre soyuna farklilagmalarinin yami sira
salgiladiklar1 faktorler (parakrin faktorler gibi) etkiler de gosterirler. Bu sayede anti-
enflamatuar, anti-apoptotik ve immiin diizenleyici sinyaller gonderebilirler (Kangari
ve ark., 2020; Chamberlain ve ark., 2007; Beane ve ark., 2012).
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Sekil 1.8.1. Mezenkimal kok hiicre kaynaklar

1.8.1.1. Plasenta Kaynakh Mezenkimal Kok Hiicreler

Mezenkimal kok hiicre kaynaklarini ¢esitlendirmek, iyilestirmek ve dondre daha
az zarar verecek sekilde izole etme arayisinda perinatal kaynakli kok hiicreler
kesfedilmistir. Bu kok hiicre kaynaklarindan son yillarda artarak kullanima sahip olan

bir grup ise plasenta kaynakli mezenkimal kok hiicrelerdir.

Plasenta kaynakli mezenkimal kok hiicreler ayn1 zamanda ekstra embriyonik
kok hiicreler olarak adlandirilirlar. Plasenta, gébek kordonu, fetal membranlar, insan
amniyon s1vis1 ve insan gobek kordonu kanindan izole edilen kok hiicreler bu sinifa
dahildir. Geleneksel olarak sezaryen dogum yapmis hastalarin atik olacak plasentalari
alinir ve buradan kok hiicreler elde edilir. Plasental kok hiicreler mezenkimal kok
hiicre 6zelligi gostermelerine ragmen embriyonik kok hiicrelerin ¢ogalmasina yakin

bir ¢ogalma hizina da sahiptirler. Immiin 6ncelikli, hizli ¢cogalan ve multipotent
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plastisiteye sahip hiicrelerdir (Li ve ark., 2012; Chamberlain ve ark., 2007; Hsu ve ark,
2011; Malek, 2012).

Plasental kok hiicreler fetal veya maternal olarak ayrilabilirler. Fetal kisimlar
amniyon, koryonik villi ve Wharton jolesidir. Maternal kisimlar ise koryon
bolgesindedir; bunlarin en disinda fetal membran, plasentanin ana bolgesi ve plasental
desidii bulunur. Amniyotik sivi, amniyotik membran, koryonik membran, koryonik
villi, desidiie ve plasentanin ana kismindan ayr1 ayr1 kok hiicre tiplerini izole etmek
miimkiindiir. Bu hiicreler biyobankacilikta, okiiler hastaliklarda, kardiyovaskiiler, kas-
iskelet ve norolojik hastaliklarin arastirilmasida kullanilmislardir. Ornegin, Wang ve
arkadaslarinin  raporladigit 2015 tarihli arastirmada plasental kok hiicreler
miyelomeningosel hastaliginin tedavisi i¢in fetal donemdeki kuzularda denenmis ve
norolojik olarak olumlu yonde etkiledigi bulunmustur (Wang ve ark., 2015). Kikirdak
hasarlarinda ise doku miihendisligi ¢ercevesinde hiicre tipi olarak gitgide yayginlagan
bir kullanim alanina sahiptirler. Cesitli biyomateryaller ile kullanimlarinda kikirdak
hasarlarini azaltmada olumlu etkiler gézlenmistir (de la Torre ve ark., 2021; Hsu ve
ark., 2011; Li ve ark., 2012).

Bu tez galigmasinda, plasental kaynakli bir kok hiicre olan amniyotik membran
mezenkimal kok hiicreleri izole edildikten sonra karakterize edilmis ve bu hiicrelerin
makromolekiiler kalabaliklagma uygulanmig ortam sartlarinin = kondrojenik

farklilasmasina etkileri incelenmistir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Gereg

Hiicre kiiltiirii ¢alismalar1 boyunca deneylerin tiimii laminer akisa sahip olan
steril kabininin (Nuaire, Class Il, Plymouth, ABD) igerisinde gerceklestirilirken
hiicreler 37 °C, %5 CO2 ve %95 nem igeren Heracell 240 model (Thermo Scientific,
Waltham, ABD) inkiibatorde tutuldu. Hiicreler steril doku kiiltiir kaplarinda (Corning,
ABD) ¢ogaltildi, besiyeri olarak MEM-a (Minimum Essential Medium- o) (Sigma,
ABD) ve besiyerine katki saglamak amaci ile L-Glutamin, P/S ve FBS (Biological
Industries, Kibbutz Beit-Haemek, Israil) eklendi. Hiicrelerin gelisiminin incelenmesi
ve fotograflanmasi ise faz kontrast mikroskobu (Primovert, Zeiss, Almanya) ve ona
eklenen Nikon marka TS100 (Tokyo, Japonya) fotograf makinesi ise gergeklestirildi.
Pasaj atlatilirken ise tripsin (Sigma, St. Louis, MO, ABD), Etilendiamintetraasetik asit
(EDTA) (Sigma, St. Louis, MO, ABD), santrifiij (Beckman Coulter, Allegra X-15R
CA, ABD) ve TC20 otomatik hiicre sayma cihaz1 (Bio-rad, California, ABD)
kullanildi.

Calismalar boyunca kullanilan kimyasallar Hidroklorik asit (HCI), Metanol
(CH30H), sodyum kloriir (NaCl), sodyum hidroksit (NaOH), glutaraldehit, KH2POa,
ve NaaHPO4 Sigma-Aldrich’ten temin edildi (St. Louis, MO, ABD).

Mezenkimal kok hiicrelerin karakterizasyon c¢alismalarinda; akim sitometri
calismasi i¢in FCM cihaz1 (Beckman Coulter Navios, CA, ABD) ve Kaluza programi
kullamildi. Uclii soya farklilastirma ¢alismalarinda besiyeri olarak DMEM-LG
(Dulbecco's Modified Eagle Medium- Low Glucose) ve DMEM-HG (Dulbecco's
Modified Eagle Medium- High Glucose) (Lonza, Basel, isvicre) besiyerleri kullanildi.
Besiyeri katkis1 olarak L-askorbik asit 2 fosfat (Sigma, St. Louis, MO, ABD), B-
gliserofosfat (Sigma, St. Louis, MO, ABD), deksametazon (Sigma, St. Louis, MO,
ABD), 3-izobiitil-1-metilksantin (IBMX) (Sigma, St. Louis, MO, ABD), azasitidin
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(Sigma, St. Louis, MO, ABD), insan insiilini (Sigma, St. Louis, MO, ABD) ve
indometazin (Fluka, Buchs, Isvigre) eklendi. Ayrica BMP-6 (Peprotech, Londra,
Ingiltere), TGFB-3 (Peprotech, Londra, Ingiltere) ve ITS, insiilin-transferrin-selendz
asit (BD, Bioscience) kullanildi. Oil red O, von Kossa, alizarin kirmizi, alsiyen mavisi
Sigmadan temin edildi (St. Louis, MO, ABD).

Deneylerde makromolekiiler kalabaliklastirici olarak x-karagenan (Sigma, St.
Louis, MO, ABD) eklendi, sterilizasyonu UV (ultraviyole) 254 nm dalga boyunda
gerceklestirildi. Protein miktar tayini Lowry metodu ile belirlendi. Burada kullanilan
kimyasallar: NaxCOs, Na-K tartarat, NaOH, Cu>SO4.5H>0, Folin-Ciocalteau ¢ozeltisi,
NaCl, Triton-X 100, deoksikolik asit, sodyum dodesil siilfat (SDS) Sigma’dan (St.
Louis, MO, ABD) temin edidi. Proteaz inhibitér kokteyl tableti Sigma-Aldrich’ten
saglandi (St. Louis, MO, ABD). Ticari kolajen tip I, asetik asit Sigma’dan (St. Louis,
MO, ABD) alind1. Genis aralikli protein belirteci (j449) (Amresco, Solon, Ohio,USA)
kullanild1. Jeller Imagelab (Biorad, Calfornia, ABD) ile goriintiilendi.

2.2. Plasenta Kaynakh Kok Hiicrelerinin Eldesi

Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurulu tarafindan verilen, 09.07.2020
tarinli ve 17-410-20 karar numaral etik kurul onay:1 g¢ergevesince Etlik Ziibeyde
Hanim, Kadin Hastaliklar1 Egitim ve Arastirma Hastanesi’nde 38-40. haftalarinda
saglikli bir sekilde sezaryen dogum yapan ve bilgi onam formunu imzalayan
hastalardan steril sartlarda elde edilmis olan plasentalar laboratuvarda uygun
kosullarda pargalara ayrilarak -80 °C’de saklandi. Bu tez ¢alismasi i¢in 3+ hastadan
izole edilerek saklanan amniyotik membran dokularini igeren kapakli kaplar -80 °C’de
dondurucudan ¢ikartilarak, 37 °C’ye ayarlanmis olan su banyo igerisine alindi ve
¢ozdiiriildii. Doku pargalar1 ¢oziildiigiinde zaman kaybedilmeden MEM-a besiyeri
(Minimum Essential Medium- a) (Sigma, ABD) iceren 15 mL’lik falkonlara alind1 ve
200 g’de 5 dakika santrifiij edildi. Siipernatan atildi ve pellet %5 FBS, %1 P/S ve %1
L-Glutamin igeren MEM-a ile karistirildi. Sonrasinda bu doku pargalar1 T-75 kiiltiir
kaplarma ekilerek 37°C, %5 COz igeren inkiibatdrde gelismesi igin birakildi. Ug giin
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bekletilen parcalardan hiicre kiiltiir kabinin plastik ylizeyine yapigmamis olanlar
uzaklastirildi. Onbes giin sonrasinda invert (faz-kontrast) mikroskopta, doku

parcalarinin ¢evresinden hiicre gelistigi gozlendi ve fotograflandi.

2.3. Amniyotik Membran Kok Hiicrelerin Pasajlanmasi

Deneyler boyunca, hiicreler bulunduklari kabmn yiizeyinin  %80-90’1m1
kapladiklarinda taze bir sekilde hazirlanan %0,25 tripsin, 1 mM EDTA igeren ve PBS
icinde ¢oOzdiiriilen soliisyon kullanilarak bir sonraki pasaja gecirildi. Bunun igin
besiyeri i¢indeki hiicreler besiyerlerinden uzaklastirildi, ardindan iki kere PBS ile
yikandi. Sonrasinda kabin hacmine uygun olan oranda tripsin-EDTA soliisyonu
eklenerek hiicre kiiltiir kaplar1 5 dakika inkiibatorde (37°C, %5 CO2) bekletildi.
Siirenin sonunda kabin yanina hafif¢e vurularak hiicrelerin zeminden iyice kalkmasi
saglandi1 ve faz-kontrast mikroskop ile hiicrelerin durumu kontrol edildi. Hiicrelerin
kalktigindan emin olunduktan sonra hizli bir sekilde kaplara besiyeri konularak
tripsin-EDTA’nin etkisi durduruldu ve hiicreler 50 mL’lik falkonlarda toplandi.
Mikroskopta tekrar kontrol edilerek kaplarda hiicre kalmadigina emin olundu. 200
g’de 5 dakika santrifiij yapildi. Siipernatan atildi. Tiipte kalan pellet besiyeri ile

pipetlenerek ¢oziildii. Sonrasinda hiicreler uygun kaplara ekildi.

2.4. MKH Kiiltiiriinde Kullanilan Cozeltiler

2.4.1. Fosfat Tamponlu Tuz Soliisyonu Cozeltisi (PBS) Hazirlanmasi

Hiicre kiiltiiriinde hiicrelerin osmoza ugramalarin1 engellemek ve uygun pH’a
sahip stabil bir sollisyon olusturabilmek i¢in PBS ¢dozeltisi hazirlanip deneyler
boyunca kullanildi. PBS (10x) stok olarak hazirlandi. 10x PBS hazirlamak igin hassas
tartida 1.8 mM KH2PO4 (1,44 g), 137 mM NaCl (90,9 g) ve 10 mM NazHPO4 (5,28 g)
teker teker tartilarak 1 L’lik erlene aktarildi. Uzerlerine 700 mL H2O eklendikten sonra

erlenin agz1 aliiminyum folyo ile kapatilarak manyetik karistiricida ¢6ziinene kadar
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karigtirildi. Tamamen ¢oziildiigiinden emin olduktan sonra pH metre yardimi ile
¢ozeltinin pH’1 7,4’¢ ayarlandi, sonrasinda ¢ozelti hacmi 1 L’ye tamamlanarak
sakland1. Deneyler esnasinda hazirlanan 10Xx’lik stok ¢6zelti 1x’e seyreltildikten sonra
otoklav cihazinda 121°C’de steril edilerek kullanildi.

2.4.2. Tam Vasat Besiyeri

Hiicrelerin bliyiiylip gelisme ortamini saglamak amaciyla MEM-o besiyeri
(Minimum Essential Medium-a) (Sigma, ABD) tam vasat seklinde hazirlandi ve
deneyler boyunca kullanildi. Hesaplamalar yapilarak %5 FBS (Biological Industries,
ABD), %1 P/S, %1 L-glutamin total hacimle orantilanarak eklendi. Hiicrelerin
olumsuz etkilenmemesi i¢in kullanilmadan 6nce oda sicakligina getirilmesine 6zen

gosterildi.

2.5. Amniyotik Membran MKH Karakterizasyon Calismalari

2.5.1. Faz Kontrast Mikroskobu ile Goriintiileme

Hiicrelerin takibi, goriintiilenmesi ve fotograf ¢ekimleri faz kontrast mikroskobu
(Primovert, Zeiss, Almanya) ve Nikon marka TS100 (Tokyo, Japonya) fotograf
makinesi ile gergeklestirildi.

2.5.2. Hiicrelerin Biiyiime Egrisi

Hiicrelerin biiyiimelerini takip edebilmek ve hizin1 yorumlayabilmek amaci ile
AZ-MKH’lerden olusan karma pasaj 2 hiicreleri 3 tekrarli olarak calisildi. Her
kuyucukta 5x 10* hiicre olacak sekilde 6 kuyucuklu kiiltiir kaplarina (Corning, ABD)
ekim yapilip 37°C, %5 CO; sartlarina ayarl inkiibatorde inkiibe edildi. Tk ekim

yapilan saat kaydedildi. 48 saat sonrasinda hiicrelere tripsinizasyon islemi uygulandi,
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TC20 otomatik hiicre sayim cihazi (Bio-rad, ABD) ile hiicreler sayildi, kaydedildi ve
bir sonraki pasaja gecirildi. Ayn1 iglem 48 saat araliklarla, hiicre plato fazina gecene

kadar tekrarlandi ve egri olusturuldu (Lange-Consiglio ve ark., 2013).

2.5.3. Proliferasyon Analizi

Tez deneylerinde kullanilacak olan P5 ve P6 hiicrelerinin proliferasyon hizini
gozlemlemek amaci ile 6 kuyucuklu kiiltiir kaplarina (Corning, ABD) her kuyucukta
2 x 10*hiicre olacak sekilde 3 tekrarl olarak hiicreler tripsinizasyon islemi ile ekildi.
Ekilen hiicreler saat olarak kaydedildi. O saatin {izerinden hesaplanarak 3, 6 ve 9.
Giinlerde tripsin yapilarak hiicreler TC20 otomatik hiicre sayim cihazi (Bio-rad, ABD)

kullanilarak sayildi. P5 ve P6 ayrica hesaplanarak egri olusturuldu.

2.5.4. Uclii Soya Farkhlastirma

Mezenkimal kok hiicreler en az 3 farkli soya farklilagabilmelidir. Bu
Ozelliklerini  gosterebilmek amac1 ile Uglii soya farklilagma analizleri

gerceklestirilmistir:

Osteojenik farklhilagsma tripsinizasyon ile pasaj 5’e getirilen AZ-MKH’larin
Lab-Tek 8 odacikli slaytlara (Corning, ABD) her kuyucukta 1,0 x 10* hiicre olacak
sekilde ekildi. Ekilen hiicreler 48 saat MEM-a besiyerinde ¢ogaltildi ve %50’den
yiiksek yogunluga ulasildiginda osteojenik farklilagsma i¢in 6zel olarak hazirlanan
besiyerine gecildi. Besiyeri olarak diisiik glikoz iceren DMEM besiyerine ek olarak,
108 M deksametazon, 50 pg/mL L-askorbik asit 2 fosfat, 10 mM p-gliserofosfat, %5
FBS, %1 P/S ve %1 L-Glutamin eklendi. Her kuyucuga 500 pL osteojenik farklilagma
besiyeri eklenerek besiyerleri giin asir1 yenilendi. Zaman noktast 21 giin olarak
belirlendi ve bu noktalarda hiicreler tespit edildi. Tespit i¢in kuyucuklar soguk metanol
ile 5 dakika muamele edildi, sonrasinda metanol dokiildii ve havada kurumaya

birakildi. Osteojenik farklilasmanin gozlemlenebilmesi icin tespit edilen hiicreler
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Alizarin Kirmizisi ile boyandi. Alizarin kirmizis1 (%2) deiyonize suda ¢oziildiikten
sonra amonyum hidroksit yardimi ile pH=4,3 ayarland1 ve hazir hale getirildi. Tespit
edilmis olan drnekler %70 etil alkol ile yikandi, deiyoinize su ile durulandi ve taze
hazirlanan alizarin kirmizisi ile 5 dakika muamele edildi. Siire sonunda 6nce deiyonize
su, sonrasinda ise %70’lik etil alkol ile durulamasi yapildi ve 151k mikroskobunda
goriintiilendi. Ayn1 zamanda osteojenik farklilagmay1 tanimlayabilmek ve Kalsifiye

olmus alanlar1 gosterebilmek i¢in von Kossa boyamasi uygulandi.

Adipojenik farkhilagsma i¢in Lab-Tek 8’li Cember Slaytlara (Corning, ABD)
her kuyucukta 1,0 x 10* hiicre olacak sekilde pasaj 5 AZ-MKH ekildi. Hiicreler 48 saat
MEM-a besiyerinde inkiibe edildi ve sonrasinda adipojenik farklilasmaya yardimci
olacak besiyerine ge¢ildi. Besiyeri olarak ytiksek glikoz igeren DMEM besiyerine 0,45
mM 3-izobiitil-1-metilksantin (IBMX), 0,2 mM indometazin, 107" mM deksametazon,
10 uM insan insiilini, %5 FBS, %1 L-Glutamin ve %1 Pen-Strep eklenerek kullanildi.
Her kuyucuga 500 uL adipojenik farklilasma besiyeri eklenerek besiyerleri giin asir1
yenilendi. Zaman noktas1 21 giin olarak belirlendi ve bu noktalarda hiicreler tespit
edildi. Tespit i¢in kuyucuklar soguk metanol ile 5 dakika muamele edildi, sonrasinda
metanol dokiildi ve havada kurumaya birakildi. Adipojenik farklilagmanin
gbzlemlenebilmesi i¢in tespit edilen hiicreler %0,5’lik Oil Red O boyasi ile boyandi

ve biriken yaglar 151k mikroskobu ile goriintiilendi.

Kondrojenik farkhlasma gozlenebilmesi igin mikrokiitle yontemi kullanildi:
pasaj 5 AZ-MKH hiicreleri 1,5°Iuk ependorf tiipiine 1,0 X 10° hiicre olacak sekilde
ekildi. Uzerlerine ise kondrojenik degisime katki saglayacak besiyeri eklendi: Besiyeri
igerigi olarak yiiksek glikoz iceren DMEM’e %1'lik ITS ¢6zeltisi (5 pg/mL insiilin, 5
ug/mL transferrin, 5 ug/mL selendz asit), 50 ng/mL L-askorbik asit 2 fosfat, 107 mM
deksametazon, 10 ng/mL TGF-f3, 50 ng/mL BMP-6 kullanildi. 35 giiniin sonunda
hiicreler dondurularak kriyostat cihazinda kesitleri alindiktan sonra Alsiyen mavisi ile

boyandi. Alsiyen mavisi protokolii kisim 2.6.2.’de agiklanan sekilde uygulandi.
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2.5.5. Akim Sitometri Analizi

Hiicrelerin immiinfenotiplendirmesinin yapilabilmesi i¢in akim sitometri cihazi
olarak A.U. Tip Fakiiltesi Hematoloji BD’ndaki, Beckman Coulter Navios FCM
kullanildi. Bu kapsamda pasaj 1 AZ-MKH hiicreleri %80 bolluga ulastiklarinda
tripsinizasyon iglemine tabi tutuldu, tripan mavisi ile TC20 otomatik hiicre sayma
cihazinda hiicreler sayilarak 5 mL’de 1,0 X 10° hiicre olacak sekilde ayarland: ve
Cizelge 2.5.7°de ayrintilandirilan antikorlara bakildi. Bunun i¢in 6ncelikle hiicre
stispansiyonu 300 g’de 5 dakika santrifiij edildi, stipernatan ayrildi, 10 mL %1 BSA
iceren PBS icerisinde ¢6ziildii ve santrifiij tekrarlandi. Ardindan siipernatan iginde
yaklagik 1 mL siv1 birakilacak sekilde dikkatlice bosaltildi. Santrifiij tiiplerine 100 uL.
hiicre siispansiyonundan eklendikten sonra her antikordan 5 pL olacak sekilde ayri
tiiplere eklendi. Tiipler vortekslendi ve 20 dakika 1sik almayan ortamda inkiibe edildi.
Siire sonunda siispansiyon 1,5 mL PBS ile muamele edildi, ardindan 250 g’de 10
dakika santrifiij edilerek yikandi. Yikamadan sonra siipernatan uzaklastirildi, 500 pL
taze PBS eklendi ve cihazda okumasi yapildi. Verilerin analizi Kaluza (Beckman

Coulter) ile gerceklestirildi.

Cizelge 2.5.5. Akim sitometri analizinde kullanilan yiizey belirtegleri ve floresan boyalari

Yiizey Belirtecleri Isaretlendigi Floresan Boyalar
CD133 PE

CD73 PE

CD29 FITC
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2.5.6. Koloni Olusturabilen Birim (CFU-f) Analizi

AZ-MKH hiicrelerinin karakterizasyonu kapsaminda pasaj 5 hiicrelerinin koloni
olusturabilme kapasiteleri incelendi. Bu kapsamda 6 kuyucuklu kiiltiir kaplarina
(Corning, ABD) ii¢ tekrarli olacak sekilde 2,5 x 104, 5 x 10* ve 1 x 10° hiicre ekildi ve
haftada 2 kere besiyeri degisimi yapilmasi haricinde 14 giin boyunca bir muamelede
bulunulmadi. 14 giiniin sonunda hiicreler PBS ile yikanarak besiyerinden arindirildi
ve %2,5’luk gluteraldehit ile 5 dakika muamele edilerek sabitlendi. Sonrasinda
%0,5’lik kristal viyole boyasi ile 30 dakika muamele edildi ve 151k mikroskobunda

goriintlilendi.

2.6. Deney Tasarim

2.6.1 Makromolekiiler kalabahklasma

Iki boyutlu hiicre kiiltiiriinde makromolekiiler kalabaliklasmanin = AZ-
MKH’lerin  kondrojenik  farklilagmasina etkisinin incelenmesi amaglandi.
Makromolekiiler kalabaliklastirict olarak k-karagenan (Sigma, ABD) kullanild:.
Karagenan, kullanilacak miktarlarda hassas tartida tartildiktan sonra 4 saat boyunca
UV lambasi altinda laminer akish kabin igerisinde Sekil 2.6.1.’de gosterilen sekilde
sterilize edildi. Her besiyeri degisim giiniinde kullanilacak olan karagenan porsiyonlari
taze olarak hazirlandi. 50, 100, 250 ve 500 pg/mL konsantrasyonlarinda olacak sekilde
toz halindeki steril karagenan porsiyonlar1 gereken miktardaki MEM-o besiyeri ile
karistirildi. Ekleme yapildiktan sonra karagenanli besiyeri i¢eren 50 mL’lik falkonlar

20 dakika boyunca inkiibe edilerek karagenanlar ¢ozdiiriildii.

Pasaj 5’e getirilen AZ-MKH’ler 6 kuyucuklu kiiltiir kaplarina her kuyucukta 7,0
x 10° hiicre olacak sekilde ekildi. Hiicrelerin tutunmast i¢in 48 saat boyunca tam vasat
MEM-a besiyerinde inkiibe edildi. 48 saat sonrasi 0. Giin olarak kabul edilerek MMK
etkisi baglatildi: 50 mL'lik falkonlara hazirlanan karagenanlar her konsantrasyon igin

3 tekrarli olacak sekilde kuyucuklara ilave edildi. Her kuyucuga toplamda 2 mL olarak
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sekilde Cizelge 2.6.1.’de belirtilen gruplara gore besiyerleri ilave edildi. MMK
eklenmeyen grup kontrol grubu olarak belirlendi. Standart vasat olarak %5 FBS, %1
P/S ve %1 L-Glutamin iceren MEM-a kullanilirken kondrojenik vasat igin yiiksek
glikoz igceren DMEM %1'lik ITS ¢ozeltisi (5 pg/mL insiilin, 5 pg/mL transferrin, 5
ug/mL selendz asit), 50 ug/mL L-askorbik asit 2 fosfat, 107 mM deksametazon, 10
ng/mL TGF-B3, 50 ng/mL BMP-6 katkisi ile kullanildi. Besiyeri degisimleri haftada
iki kere olacak sekilde gergeklestirildi. Her besiyeri degisiminde MMK igeren
besiyerleri steril karagenanlar ile taze olarak hazirlandi. Makromolekiiler
kalabaliklagsmanin etkileri 0, 3, 7, 14 ve 21. giinlerde incelendi.

Sekil 2.6.1. k-Karagenan sterilizasyon iglemi
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Cizelge 2.6.1. Deney Gruplari

Vasat Tiirii MMK Konsantrasyon

Kontrol

50 pg/mL CRG
Standart Vasat 100 pg/mL CRG
250 pg/mL CRG
500 pg/mL CRG
Kontrol

50 pg/mL CRG
Kondrojenik Vasat 100 pg/mL CRG

250 pg/mL CRG
500 pg/mL CRG

2.6.2. Histokimyasal Boyama

Alt1 kuyucuklu kiiltiir kaplarina ekilen ve Cizelge 2.6.1°’de gosterilen deney
gruplar1 belirtilen zaman noktalarinda besiyerlerinden arindirildi, PBS ile iki kere
yikandi, %2,5 gluteraldehit her kuyucuga 1 mL olacak sekilde ilave edildikten sonra

parafilm ile kapatilarak saklanma amaci ile +4°C’deki buzdolabina kaldirildi.

Mayer’in hematoksilen boyasi hazirlandi: 1,27 M potasyum (50 g), 0,0033 M
hematoksilen (1 g), 0,001 M sodyum iyodat (0,2 g), 0,0048 M sitrik asit (1 g),
deiyonize su (1 L) igerisinde ¢oziildii ve sisenin 151k almamasina 6zen gosterildi. Eozin
hazirlanirken ise ilk olarak stok soliisyonu 10 gram eozin tartilarak deiyonize su (200
mL), %95 etanolde (800 mL) ¢oziildii. Stok soliisyonundan 250 mL alindi, 750 mL
%80’1ik etanol (750 mL) ve glasiyel asetik asitte (5 mL) ¢6ziildii.

Boyama yapilacagi zaman kiiltiir kaplart ¢ikarildi, %2,5’luk gluteraldehit
bosaltildi ardindan distile su ile yikandi. 1 mL hematoksilen eklendi, 10 dakika
bekletildi, boya bosaltildi. Distile su ile durulandi. %95’lik etanolde 5 dakika muamele
edildi, ardindan 1 mL eozin her kuyuya eklendi ve 3 dakika bekletildi. Siire sonunda
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boyalar kuyulardan alindi ve kuyular %95°lik etanol ile yikandiktan sonra havada

kurumaya birakildi. Goriintiilemeler 151k mikroskobu ile gergeklestirildi.

Alsiyen mavisi ile boyama islemi stlfatlanmis glikozaminoglikanlari
gbzlemleyebilmek amaci ile yapildi. Bunun igin alsiyen mavisi 8GX (%1), %3’lik
asetik asit ile ¢oziildi. pH’1 2,5’a ayarlandiktan sonra boyamalar ger¢eklestirildi:
Bunun igin fikse edilen ornekler %2,5 glutaldehitten distile su yardimi ile
arindirildiktan sonra 1 mL alsiyen mavisi ile 10 dakika muamele edildi. Sonrasinda 5
dakika niikleer hizli kirmizi boyasi ile 5 dakika boyandi. Su ile boyalardan
uzaklagtirlldt ve havada kurutuldu. Goriintiilemeler 151k mikroskobu ile

gerceklestirildi.

2.7. Hiicre Migrasyon Testi

Yara iyilesmesi testi olarak da adlandirilan analiz, hiicrelerin migrasyon hizi
Ol¢iimiine olanak saglar. Bu test i¢in 3 tekrarli olmak tizere 12°li kuyucuk kiiltiir
kaplarma kuyu basina 1,0 X 10° pasaj 2 karma kiiltiir AZ-MKH ekildi. Her kuyuya 2
mL olacak sekilde standart vasat MEM-a veya makromolekiiler kalabaliklastirici
iceren MEM-a 50 pg/mL, 100 pg/mL, 250 pg/mL ve 500 pg/mL’lik
konsantrasyonlara sahip olacak sekilde eklendi. Hiicrelerin kabin yiizeyini %80-90
oraninda kaplayana kadar beklenildi ve sonrasina 200 pL’lik pipet ucu kullanilarak
kabin altinda bastan sonra diiz bir ¢izgi ¢ekilerek bir nevi suni yara olusturuldu. Faz
kontrast mikroskopta hiicrelerin go¢ etme, yarayi iyilestirme hizin1 gozlemlemek
amaciyla fotograflar cekildi. Yaranin kapanma hizi Cizelge 2.7.°de belirtilen

noktalarda 6lgiildii ve Image] ile hesaplandi (Zeiger ve ark., 2012).

ImageJ hesaplamalar1 esnasinda “Woundhealingtool” (Suarez-Arnedo ve ark.,
2020) isimli makrodan yararlanilmistir. Bu test i¢in 6zellikle gelistirilmis olan ImageJ
aleti fotograf yiiklendigi zaman suni yaranin alanini hesaplamaktadir. Fakat bazi

orneklerde kontrast yeterli diizeyde olmadigi zaman “Woundhealingtool” saglikli
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calisgamamaktadir. Bu Orneklerde fotograf Imagel’ye yiiklendi, 8-bit’ cevrilerek
Log3D filtresi ((Sage ve ark. 2005) uygulanarak arka plani kalabalik olan fotograftaki
hiicrelerin belirginlesmesi saglandi. Sonrasinda ise kontrast ayarlamasi yapildi,
“Woundhealingtool”un ¢alisabilmesi i¢in eger kontrast tam olarak orijinal fotograf ile
eslesecek sekilde ayarlanamadi ise fir¢a secenegi kullanilarak aradaki bosluklar
manuel olarak dolduruldu. Boylece fotografin alan1 Sekil 2.7.°de gosterildigi gibi

dogru bir sekilde hesaplanda.

Cizelge 2.7. Migrasyon testi zaman noktalari

| Zaman Noktalar1 0. saat 12. saat l 24. saat l 48. saat | 72. saat ‘

Sekil 2.7. Migrasyon deneyi ImagelJ alan hesaplamasi. Orijinal fotograf, ImageJ ile
hesaplanan alan (soldan saga)

2.8. Koloni Olusturma Birimi Analizi

Mezenkimal kok hiicrelerin koloni olusturabilme kapasitesi ve MMK’nin buna
olan etkileri incelendi. izole edilip ¢ogaltilan pasaj 5 insan amniyotik zar mezenkimal
kok hiicreleri Corning’in 6 kuyucuklu kiiltiir kaplarina ti¢ tekrarli olacak sekilde kuyu
basina 10.000 hiicre olarak ekildi. MEM-a tam vasat besiyeri veya MEM-a tam vasat
besiyerinin 50 ug/mL, 100 pg/mL, 250 ug/mL ve 500 ug/mL’lik konsantrasyonlara
sahip MMK katkili formlart her kuyucugun tizerine 2 mL olacak sekilde eklendi ve 14
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giin boyunca, ii¢ giinde bir besiyeri degisimi haricinde herhangi bir islem yapilmadan
bekletildi.

Belirlenen siirenin sonunda kuyucuklar temizlenmesi i¢in iki defa PBS ile
yikandi. PBS ile yapilan ikinci yikamanin sonucunda PBS rengi seffaf oldugu icin
besiyerinin uzaklastirildigindan emin olundu ve her bir kuyucugun {izerine 1 mL
olacak sekilde %2,5’lik glutaraldehit eklendikten sonra 5 dk bekletilerek hiicrelerin
sabitlenmesi saglandi. Kuyucuklarin diplerine degmemek sarti ile %2,5luk
gluteraldehit pastor pipeti ile uzaklastirildi ve havada kurumaya birakildi. Koloni
sayilarinin gozlenebilmesi i¢in sabitlenen hiicreler %0,5°lik kristal viyole boya 30
dakika ile boyandi. Boyanin fazlasi deiyonize su ile yikanarak temizlendi. Isik

mikroskobunda goriintiilendi. CFU-f frekansi sekil 2.8.’de verilen sekilde hesaplandi.

CFU-f frekansi= (Koloni sayis1 / Ekilen hiicre sayis1) x 100

Sekil 2.8. CFU-f frekans hesaplama formiili.

2.9. Kolajen I¢erigi Belirlenmesi

2.9.1. Protein Miktar Tayini

Makromolekiiler kalabaliklagma i¢in belirlenen deney gruplari her kapta 0,35 x
10° hiicre olacak sekilde T-25 kiiltiir kaplarina AZ-MKH pasaj 5-6 karma kiiltiirii
eklendi; hiicrelerin tutunmasi ve yeterli yogunluga ulagsmasi beklendi. MMK ’nin ilave
edildigi zaman 0. Giin olarak kabul edildi ve 0, 7, 14, 21. giinlerde hiicreler
tripsinizasyon ile kaldirildi. 1,5 mL’lik ependorf tiiplerine aktarildi. RIPA lizis ve
ekstraksiyon tamponu 25 mM Tris-HCI (ph:7,6), 150 mM NaCl, 1ImM EDTA, %1
Triton X-100, %1 deoksikolik asit, %0,1 SDS ve %0,1 NaOH ve proteaz inhibitorii
eklenerek hazirlandi. Hiicre siispansiyonu ile RIPA lizis ve ekstraksiyon tamponu 1:1

hacim oraninda olacak sekilde buz tizerinde eklendi, vortekslendi ve +4 °C’de buzun
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tizerinde 30 dakika inkiibe edildi. Siire sonunda tiipler tekrar vortekslendi ve 15 dakika

boyunca 4 °C’de buz {izerinde tutuldu.

Toplam protein miktar tayini i¢in Lowry metodundan yararlanildi: Protein

standardi, sigir serum albiimin (BSA) proteininin 10 mg/mL olarak seyreltilmesi

tizerinden hazirlandi. Folin-Lowry metodu i¢in gerekli soliisyonlar Cizelge 2.9.1.’de

belirtilen oranlarda hazirlandi. Hazirlanan C soliisyonu RIPA lizis tamponu ile

hazirlanan 6rnekler ve protein standardi bilesenleri ile 1:3 oraninda karistirilarak 15

dakika 25°C’de inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda érneklere Folin-Ciocalteau

belirteci ilave edildi, ornekler vortekslendi ve 45 dakika 25°C’de inkiibe edildi. Siire

sonunda 660 nm dalga boyunda spektrofotometre cihazi yardimi ile okunan 6rneklerin

absorbans degerleri elde edildi.

Cizelge 2.9.1. Lowry metodu bilesenleri

Soliisyon Adi Kimyasal Miktar
Na2COs3 209
NaOH 59
A Soliisyonu Na-K tartarat 169
dH20 1L
Cu2S04.5H20 49
B Soliisyonu
dH20 100 mL
A soliisyonu 50 mL
C Soliisyonu
B soliisyonu 50 mL
Folin-Ciocalteau Belirteci Folin-Ciocalteau ¢ozeltisi 0,3mL
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2.9.2. SDS-PAGE

Deney gruplar1 belirlenen zaman noktalarinda (0, 7, 14 ve 21. Giin) kolajen
miktarlarmin oran1 SDS-PAGE yontemi ile belirlendi. Bunun i¢in 6rneklerin kolajen
proteini igerikleri, BSA protein standardi ile karsilastirilarak bulundu ve her kuyucuga
10 ug protein yiiklendi. Protein standart belirteci olarak ticari kolajen tip 1 iireticinin
protokoliine gore, 0.1 M asetik asitte 3 saat ¢ozdiiriilerek %0,1’lik soliisyon haline
getirildi. Soliisyonun %10’luk miktar1 kadar kloroform ile birlestirilerek +4°C’de gece

boyunca inkiibe edildikten sonra hazir hale getirildi ve kullanildi.

-80°C’de saklanan sigan kuyruklarindan kolajen izolasyanu gergeklestirildi:
Rajan ve ark. protokolii diizenlenerek uygulandi (2007): Buna gore sigan kuyruklari
derilerinden steril klempler ile arindirildi ve kolajen lifleri ¢ikartildi. Bu lifler PBS ile
yikandiktan sonra %70 izopropanol ile 5 dakika muamele edildi. Sonrasinda
hazirlanan 0.02 N asetik icerisine alinarak +4°C’de 72 saat manyetik karistirict
yardimu ile inkiibe edildi ve kullanima hazirlandi. Ayrica, high range (J449) protein

belirteci de karsilastirma yapmak amaci ile yiiklendi.

Cizelge 2.9.2. SDS-PAGE jel igerikleri

Cozeltiler %7,5’luk Ayirma Jeli %4°liik Toplayici Jel
Distile Su 7,28 mL 9mL
%30 Bis-Akrilamit 3,75 mL 1,98 mL
1.5 M Tris-HCI (pH: 8,8) 3,75 mL
0.5 M Tris-HCI (pH: 6,8) - 3,78 mL
%10 SDS 150 pL 150 uL
%10 Amonyum Persiilfat 75 uL 75 uL
TEMED 7,5uL 15 uL

SDS-PAGE islemini gergeklestirebilmek igin gereken %7,5’luk ayirma jeli ve
%4’liik toplayici jel Cizelge 9.2.2°de verilen oranlarda hazirlandi. Oncesinde %7,5’lik
ayirma jeli hazirland1 ve elektroforez tankina hizlica dokiildii. Jelin diizgiin bir sekilde

esit olarak donmasi i¢in lizerine izopropil alkol eklendi. Ayirma jelinin donduguna
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emin olunduktan sonra izopropil alkoliin fazlasi bosaltildi ve hazirlanan %4’lik
toplayict jel elektroforez tankindaki yerine dokiildi. Bundan hemen sonra
kuyucuklarin olugabilmesi igin tarak takildi. Toplayici jel donduktan sonra RIPA lizis
ve ektraksiyon tamponu ile elde edilmis olan protein 6rnekleri igin jel hazir hale geldi.
Ornekler 95 °C’de 5 dakika boyunca Laemmli numune tamponu (1 M Tris-HCI
(pH:6,8) (6 mL), %10 SDS (2 mL), %100 gliserol (1 mL), B-merkaptoetanol (267 uL),
Bromofenol mavisi (2,5 mg) (1:1) ile muamele edildi. Her kuyucuga 10 pL 6rnek
yiiklenerek 70 V’da jel yiiriitiildii. Jel elektroforez tankinin ¢alisabilmesi icin igine
dokiilecek olan kosturma tamponu (pH:8,3), 25 mM Tris baz1 (3,025 gram), 200 mM
glisin (14,4 gram) ve %0,1 SDS (1 g) tartilip 1 litre deiyonize suda ¢oziilerek

hazirlandi.

Jelin yilirlimesi tamamlandiktan sonra ayr1 kaba alinarak boyama ¢ozeltisi ile
boyandi. Cozelti ise 1,2 gram Coomassie brilliant blue, %50°lik metanol (454 mL) ve
glasiyel asetik asitin (46 mL) ¢ozdirulip Whattman no.1 kagittan siiziilmesi ile
hazirlandi. Boyama ¢dozeltisinde 2 saat bekletildikten sonra jel boya uzaklastirma
¢ozeltisi (%5 metanol, %7,5 glasiyel asetik asit) ile 72 saat boyunca oda sicakliginda
karistirilarak inkiibe edildi. Siire sonunda fazla boyadan arinmis olan jelin goriintiileri

Biorad’in Imagelab programi araciligr ile alindi.

2.10. Istatistiksel Analizler

Aksi belirtilmedikge ¢alismalar {ig tekrarli gergeklestirildi ve Graphpad Prism 8
sistemi kullanildi. Tek yonlii varyans analizi (ANOVA) uygulandi ve ardindan gruplar

arast degisimler Post-Hoc testlerinden Tukey ile tamamlandi, p degerinin anlamli

olabilmesi i¢in 0,05 ten kiigiik olma sart1 aranda.
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3. BULGULAR

3.1. Faz Kontrast Mikroskop ile Goriintiileme

Tez caligmasi1 kapsaminda hiicre kaynagi olarak amniyotik membrandan izole
edilen mezenkimal kok hiicreler kullanildi. Pasaj 1’de plasentadan izole edilerek, -
80°C’de saklanmakta olan ve deneyler kapsaminda ¢ozdiiriilen doku pargalarindan
hiicreler yaklagik olarak 15 giin sonrasinda elde edilmeye baslandi. Pasaj 1’den
itibaren hiicreler kiiltiir kaplarinin yaklasik %80’1 veya daha fazlasini kapladiklarinda
tripsinizasyon islemine maruz birakilarak bir sonraki pasaja gecirildi. Pasajlar
ilerledikge hiicrelerin morfolojik yapisinin yuvarlak morfolojisinden uzaklasip
uzayarak fibroblastik bir yapiya dondiigii gozlendi. Hiicreler, mezenkimal kok
hiicrelerin karakteristik 6zelliklerinden olan plastik yilizeye yapisabilmeyi ve faz

kontrast mikroskobu ile gbzlenen igsi yapiyi biitlin pasajlarda basar ile saglandi.
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Pasaj 5

Pasaj 6

Sekil 3.1. AZ-MKH’lerin faz-kontrast mikroskobu ile gekilen pasaj goriintiileri (P1-P6). Olgii

cubuklar= 20 pm.

3.2. Biiyiime Egrisi Analiz Bulgular

Biiylime egrisi analizi amniyotik zar MKH’larin pasaj sayilarina gore

gelisimlerini anlayabilmek amaci ile yapildi. Bu amagla AZ-MKH’lar 6’11 hiicre kiiltiir
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kaplarma 5,0 x 10* hiicre olacak sekilde ekildikten sonra 48 saatlik periyodlarda
tripsinizasyon islemine tabi tutularak pasaj atlatildi. Pasaj 2 AZ-MKH’leri ile
baslatilan deney hiicreler plato fazina ulasana kadar siirdiiriildii. Hiicre sayilarinin
pasaj numaralari ile eslestirilerek olusturulan egri Sekil 3.3’te verildi. Buna gore
cogaltilan hiicreler pasaj 2 - pasaj 6 arasinda daha yavas (inkiibasyon fazi) boliindii,
pasaj 6 - pasaj 9 arasinda ise akselerasyon fazina gegerek hizlandiklar1 goriildii. Pasaj
9’dan Pasaj 13’e kadar logaritmik fazda devam eden hiicreler, pasaj 13’ten sonra plato

fazina gecis yapti.

2000000

1500000 —

1000000 —

Hucre Sayilar

500000 —

0

rrrrrrrr1r1rr1r T T T T 1T T
012345678 91011121314151617181920

Pasaj Numaralari

Sekil 3.2. AZ-MKH biiyiime egrisi (P2-P17)

3.3. Proliferasyon Analizi Bulgular

Makromolekiiler kalabaliklasma deneylerinde kullanilmak {izere se¢ilen pasaj 5
ve pasaj 6 AZ-MKH’larmn proliferasyon hizlarin1 anlayabilmek ve karsilastirabilmek
amact ile proliferasyon analizi yapildi. Hiicreler her kuyucukta 2,0 x 10* olacak sekilde

6 kuyucuklu kiiltiir kaplarina ekilerek 3, 6 ve 9. giinlerde tripsinizasyon islemi ile
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sayildi ve veriler grafige aktarildi. Grafige gore pasaj 5 ve pasaj 6 AZ-MKH
hiicrelerinin proliferasyon hizlar arasinda belirgin bir fark gdzlenmedi. iki pasajda da
0 ve 3. Ginler arasindaki zaman araliginda hiicreler daha yavas ¢ogalirlarken, 3.

giinden sonra proliferasyon hizlar artt1, 9. giinde de bu hizin siirdiirdiigii goriildii.
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% 100000 —
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Sekil 3.3. AZ-MKH proliferasyon egrisi (P5-P6)

3.4. Uclii Soya Farkhlasma Gériintiileri

Amniyotik membrandan izole edilen kok hiicrelerin mezenkimal kok hiicre
oldugunun belirlenebilmesi amaciyla yapilan {iclii soya farklilastirma analizinde
hiicreler osteojenik, adipojenik ve kondrojenik olmak tizere karakterize edilerek 11k
mikroskobunda goriintiilemeleri yapildi. Osteojenik farklilagma 21. giinde Alizarin
kirmizis1 ve von Kossa boyalari, adipojenik farklilasma 21. giinde Oil Red O boyas1
ve kondrojenik farklilagma ise 35. giinde Alsiyen mavisi ile boyanarak analiz edildi.
Sekil 3.4.1.’de gosterilen oklarin isaret ettigi alanlar Alizarin kirmizis1 ve von Kossa
ile boyanan hiicrelerdeki kalsiyum birikime isaret etti. Oil red O boyamas: ise

kirmizi/turuncu renkte lipit iceren vakiielleri boyayarak AZ-MKH’larin adipojenik
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farklilagsmaya gittigini gosterdi. Mikrokiitle yontemi ile gerceklestirilen kondrojenik

farklilagma ise alsiyen mavisinin hiicreyi mavi renge boyamasi ile sSGAG birikiminin

olduguna ve hiicrelerin kondrojenik yapiya gittigine isaret etti.

_

Sekil 3.4.1. AZ-MKH’lerin osteojenik farklilasmasi deneyi ile ilgili histokimyasal
boyamalarm 151k mikroskobu goriintiileri. AZ-MKH hiicrelerinin osteojenik nesile
farklilagmasinin bir isareti olarak kiiltiirde olusan kalsiyum birikimlerinin (oklar) Alizarin
kirmuzi (iistte) ve von Kossa (altta) boyalari ile boyanmasi. Olgii gubuklari = 100 pm.

Oil Red O e PA X || Alsiyen Mavisi

Sekil 3.4.2. AZ-MKH’lerin adipojenik ve kondrojenik farklilasmasi deneyleri ile ilgili
histokimyasal boyamalarin 11tk mikroskobu gériintiileri. Ol¢ii cubuklar1 = 100 pm. Ustte,
hiicrelerin adipojenik farklilagsmasini gosteren Oil Red O boyamasi gosterilmekte olup, oklar
adipojenik hiicrelere ait lipit damlaciklarini isaret etmektedir. Altta, pellet kiiltiirdeki
hiicrelerin kondrojenik farklilasmasini gdsteren Alsiyen mavisi boyamasi verilmektedir.
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3.5. Akim Sitometri Bulgulari

Amniyotik membrandan izole edilen kok hiicrelerin mezenkimal kdk hiicre

oldugunu dogrulamak amaci ile akim sitometri kullanilarak immiinfenotiplendirme

yapildi. Karakterizasyon i¢in kullanilan yiizey belirtegleri Cizelge 3.5’te, sonuglar ise

Sekil 3.5’te verilmistir. Akim sitometri bulgularinda, mezenkimal kok hiicre ylizey
belirtecleri olan CD105, CD90, CD29 ve CD73 yiiksek diizey ifadesi gozlenirken
CD133, CD34, CD31 ve LIN yiizey belirteclerinin ifade edilmedigi ortaya ¢ikti. HLA-
DR %2,09 ile ¢ok diisiik bir diizeyde ifade edildi.

Cizelge 3.5. Amniyotik membran MKH akim sitometri belirtegleri ve ifade edilme oranlari

Yiizey Belirteci Pozitiflik Durumu Pozitiflik Orani (%)
CD29 FITC Pozitif 99,67
CD105 PC7 Pozitif 99,35
CD90 PC5.5 Pozitif 99,90

CD73 PE Pozitif 99,82
CD31PB Negatif 0,62
CD34 APC Negatif 0,52
HLA-DR ECD Negatif 2,09
CD133 PE Negatif 0,61
LIN A750 Negatif 0,33
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3.6. Koloni Olusturabilen Birim (CFU-f) Analizi

Amniyotik membran mezenkimal kok hiicrelerin koloni olusturabilme
kapasitelerinin belirlemek amaciyla kuyucuk basina 25.000, 50.000 ve 100.000 hiicre,
3 tekrarli olacak sekilde ekildikten 14 giin sonra kristal viyole ile boyanarak
fotograflandi ve koloniler gosterildi. Bir koloni en az 50 hiicreden meydana gelecek
sekilde belirlendi. Gruplarin hepsinde koloni olusumu gergeklesti. Hiicre sayisi

arttikga (25.000°den 100.000’e) koloni sayilarinda dogru orantili artis gozlendi.

—~ 25.000 AZ MKH ] 50,000 AZ MKH ¥ 100.000AZMKH

25000 AZ MKH [ 50.000 AZ MKH / ‘ 4
| | cocmazin I 100,000 AZ

e - o,

Sekil 3.6. AZ-MKH koloni olusturabilen birim (CFU-f) analiz sonuglar1. Kristal viyole ile
boyanmig 25.000, 50.000, 100.000 (soldan saga).
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3.7. Makromolekiiler Kalabahklasma Faz Kontrast Mikroskop
Goriintiileri

Makromolekiiler kalabaliklasmanin  hiicrelerin  morfolojileri  lizerindeki
etkilerini gézlemlemek amaci ile standart vasat MEM-a ve kondrojenik vasat igeren
50 ug/mL, 100 ug/mL, 250 pg/mL ve 500 pg/mL konsantrasyonlarinda k-karagenan
kalabaliklastiric1 i¢eren gruplar ve kontrol gruplari (0 pg/mL CRG) 3, 7, 14 ve 21.
giinlerde faz-kontrast mikroskobu ile goriintiilendi. Hiicrelerin fibroblastik

morfolojilerinde bozulma veya degisim gozlenmedi.
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3. glin 7. glin 14. giin 21. giin

sv
0 pg/mL CRG

sv
50 pg/mL CRG

sV
100 pg/mL CRG

sV
250 ug/mL CRG

sV
500 pg/mL CRG

KV
0 pg/mL CRG

KV
50 ug/mL CRG

KV
100 pg/mL CRG

KV
250 pg/mL CRG

KV
500 pg/mL CRG

Sekil 3.7. Makromolekiiler kalabaliklastirma faz kontrast mikroskop goriintiileri. Olgii
cubuklart =20 pm
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3.8. Histokimyasal Boyamalar

Makromolekiiler kalabaliklasmaya tabi tutulan gruplar arasindan secilen gruplar
hiicre morfolojisi i¢in hematoksilen-eozin ve siilfatlanmis glikozaminoglikan
miktarlarii belirleyebilmek i¢in alsiyen mavisi ile boyandi. Gruplar, 3. giiniin
kalabaliklastirict iceren hem standart vasat hem de kondrojenik vasat iceren biitiin
gruplart oldu. Ayni zamanda 7. giinde hiicrelerin yapist gézlenmek istenildigi igin 7.
giin kontrol ve 100 ng/mL MMK igeren SV ve KV gruplar1 boyandi. Alsiyen mavisi
i¢in ise 21. Giline ait hem standart vasat hem de kondrojenik vasat 6rneklerinin biitiin
konsantrasyonlar1 secildi. Ornekler 151k mikroskobu ile fotograflandi. Hematoksilen
boyast hiicrelerin ¢ekirdegini koyu mavi/mor renkte boyarken, sitoplazmalari ise eozin
tarafindan kirmizi/pembe arasi bir renk ile boyamasi beklenir. 3. giine ait deney
gruplarinin hem standart vasat hem de kondrojenik vasat ile muamele edilen gruplari
H&E ile boyanarak ¢ekirdeklerinde morumsu/koyu mavi bir renk gézlendi. Kirmizi
renk ile boyanan kisimlar sitoplazmalara ise isaret etti. 7. gline ait 6rneklerden 100
pg/mL CRG iceren standart vasat ve kondrojenik vasat orneklerinde de H&E
boyamalar1 ayni sekilde mavi/mor g¢ekirdek ve pembe sitoplazma olacak sekilde

boyandi. Orneklerin hiicre yapisinin bozulmad: ve morfolojileri korundu.

Alsiyen mavisi sGAG gruplarin1 yapisindaki bakir sayesinde mavi renge
boyayarak hiicrelerin kondrojenik farklilagsmaya gittigine isaret eder. 21. giine ait
orneklerin hepsinde sSGAG birikimi belli bir oranda mavilik ile gozlendi. Kondrojenik
vasat igeren gruplarin tiimiinde standart vasata gore daha fazla alsiyen mavisi
boyamasi yani mavi renk oraninda daha fazla yogunluk goriildii. Standart vasat
gruplarinda MMK igeren gruplarda mavilik kontrol grubuna oranla daha fazla
gozlendi. Ozellikle 250 pg/mL ve 500 pg/mL karagenan igeren deney gruplarinda hem
standart vasat hem de kondrojenik vasatta alsiyen mavisi diger gruplara oranla daha
fazladir. Karagenanin yogunlugu arttirildigr zaman alsiyen mavisinin boyadigi mavi
bolgelerin arttigi, 500 pg/mL kalabaliklastiric1 iceren grupta iyice belirginlesti ve
kondrojenik vasat iceren 500 pg/mL karagenanli grup ise deney gruplari icerisinde

stilfatlanmis GAG birikiminin en yogun oldugu grup olarak gozlendi.
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3.Giin - 8V (H&E) 3.Gun - KV (H&E)
Kontrol 0 ug/mL CRG Kontrol 0 pg/mL CRG

Sekil 3.8.1. AZ-MKH’lerin standart vasat (SV) ve kondrojenik vasat (KV) sartlarinda 0 pg/mL
CRG konsantrasyonunun 3.giin kiiltiirlerinin H&E boyanmig 1s1k mikroskobu gériintiileri
Olg¢ii cubuklari= 100 pm.

3.Gun - SV (H&E) 3.Gun - KV (H&E)
50 pg/mL CRG 50 pg/mL CRG

Sekil 3.8.2. AZ-MKH’lerin standart vasat (SV) ve kondrojenik vasat (KV) sartlarinda 50
pg/mL CRG konsantrasyonunun 3.giin Kiiltiirlerinin H&E  boyanmus 15tk mikroskobu
goriintiileri Ol¢ii cubuklari= 100 pm.
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3.Giin - SV (H&E) 3.Giin - KV (H&E) [
100 pg/mL CRG 100 pg/mL CRG :

Sekil 3.8.3. AZ-MKH’lerin standart vasat (SV) ve kondrojenik vasat (KV) sartlarinda 100
pg/mL CRG konsantrasyonunun 3.giin Kiiltiirlerinin H&E boyanmis 1s1k mikroskobu
goriintiileri Olcii gubuklari= 100 um.

3.Giun - SV (H&E) 3.Giin - KV (H&E)
250 pgth CRG 250 ug/mL CRG =

Sekil 3.8.4. AZ-MKH’lerin standart vasat (SV) ve kondrojenik vasat (KV) sartlarinda 250
pg/mL CRG Kkonsantrasyonunun 3.giin Kiltirlerinin H&E boyanmis 1sitk mikroskobu
goriintiileri Olgii gubuklari= 100 um.
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3.Gun - SV (H&E) 3.Gun - KV (H&E)
500 ug/mL CRG 500 pg/mL CRG ‘

Sekil 3.8.5. AZ-MKH’lerin standart vasat (SV) ve kondrojenik vasat (KV) sartlarinda 500
pg/mL CRG konsantrasyonunun 3.giin Kiiltiirlerinin H&E boyanmis 1s1k mikroskobu

goriintiileri Olcii gubuklari= 100 um.
7.Gin - SV (H&E) 7.Gan - KV (HE)
Kontrol 0 uglml CRG Kontrol 0 pg/mL CRG

Sekil 3.8.6. AZ-MKH’lerin standart vasat (SV) ve kondrojenik vasat (KV) sartlarinda 0 pg/mL
CRG konsantrasyonunun 7.giin Kiltirlerinin H&E boyanmis 1tk mikroskobu goriintiileri
Olgii gubuklari= 100 pm.
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7.G0n - KV (H&E).
100 pg/mL CRG | 100 yg/mL CRG

Sekil 3.8.7. AZ-MKH’lerin standart vasat (SV) ve kondrojenik vasat (KV) sartlarindal00
pg/mL CRG Kkonsantrasyonunun 7.giin Kiltirlerinin H&E boyanmis 1sitk mikroskobu
goriintiileri Olgii gubuklari= 100 pum.

21.Giin - SV (Alc. B.)
Kontrol O pgimL CRG '

P SRR N L e

| 21.Giin - KV (Alc.B) |\

Sekil 3.8.8. AZ-MKH’lerin standart vasat (SV) ve kondrojenik vasat (KV) sartlarinda 0 pg/mL
CRG konsantrasyonunun 21.giin kiiltiirlerinin alsiyen mavisi boyanmus 1sik mikroskobu
goriintiileri Ol¢ii cubuklari= 100 pm.
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| 21.6un - KV (Alc.B)
~| 50 pg/mL Cl

Sekil 3.8.9. AZ-MKH’lerin standart vasat (SV) ve kondrojenik vasat (KV) sartlarinda 50
pg/mL CRG konsantrasyonunun 21.gin Kiiltiirlerinin  alsiyen mavisi boyanmis 151k
mikroskobu gériintiileri Ol¢ii cubuklari= 100 pm.

Sekil 3.8.10. AZ-MKH’lerin standart vasat (SV) ve kondrojenik vasat (KV) sartlarinda 100
pg/mL CRG konsantrasyonunun 21.giin Kiiltiirlerinin alsiyen mavisi boyanmis 1s1k
mikroskobu gériintiileri Olgii gubuklari= 100 pm.
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21.Gun - SV (Alc. B)) 4 21.Gun - KV (Alc. B.)
250 pg/mL CRG % 250 pg/mL CRG

Sekil 3.8.11. AZ-MKH’lerin standart vasat (SV) ve kondrojenik vasat (KV) sartlarinda 250
pg/mL CRG konsantrasyonunun 21.gin Kiiltiirlerinin  alsiyen mavisi boyanmis 151k
mikroskobu gériintiileri Ol¢ii cubuklari= 100 pm.

21.Giin - SV (Alc.B.) 21.Gin - KV (Ale. B.)
500 pg/mL CRG e . 4 500 pg/mL CRG

Sekil 3.8.12. AZ-MKH’lerin standart vasat (SV) ve kondrojenik vasat (KV) sartlarinda 500
pg/mL CRG konsantrasyonunun 21.gin kiiltiirlerinin  alsiyen mavisi boyanmis 151k
mikroskobu gériintiileri Ol¢ii cubuklari= 100 pm.

3.9. Hiicre Migrasyon Testi Bulgulari

Makromolekiiler kalabaliklastirici konsantrasyonlarinin hiicrelerin
davraniglarina etkilerini incelemek amaci ile migrasyon testi yapildi. 3 tekrarli olacak
sekilde 12 kuyucuklu kiiltiir kaplarina pasaj 2 AZ-MKH’lar ekildi. Besiyeri katkist
olarak standart vasat MEM-a’ya 50 ug/mL, 100 pg/mL, 250 ug/mL ve 500 pg/mL

konsantrasyonlarinda k-karagenan kalabaliklastirict olarak ilave edildi ve hiicrelerin
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kapanma hizlarini inceleyebilmek amaci ile 200 uL’lik pipet ucu ile suni yara
olusturuldu. 0. Saat, 12. Saat, 24. Saat, 48, saat ve 72. Saatlerinde faz kontrast
mikroskobunda goriintiillemeler yapildi (Sekil 3.7). Image] yazilimi kullanilarak
yaralarin boyutlarini belirlendi ve 0. saate gore degisimleri hesaplandi, bu sonuglar

Graphpad Prism 8 kullanilarak grafige (Sekil 3.7.1) dokiildii.

Buna gore, 12. Saatte kontrol (K) grubu ve MMK gruplar1 arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir fark (p > 0,05) bulunmadi. 24. Saate gelindiginde ise kontrol grubu,
50 pg/mL, 250 pg/mL MMK arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
yakalanmazken (p > 0,05), kontrol ile 100 pg/mL ve kontrol ile 500 pg/mL gruplar
arasinda istatistiksel olarak anlamli (p < 0,05) bir degisim gozlemlendi. 48. Saatte
gruplar arasindaki farklar artmaya basladi: K ile 50 pg/mL MMK i¢in anlamli bir fark
gozlenemezken, K (0 pg/mL MMK) ile 100 pg/mL MMK icin p<0,05; K ile 250
pg/mL MMK i¢in p<0,0001 ve K ile 500 pg/mL i¢in p<0,0001 diizeylerinde anlaml1
farklar bulundu. 72. Saatte ise K, 50 pg/mL MMK ve 100 pg/mL MMK arasinda
anlamli bir degisim yakalanmadi, 250 pg/mL ve 500 ug/mL MMK arasinda (p<0,05)
istatistiksel olarak fark gorildii.
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Kontrol 50 ug/mL 100 pg/mL 250 pg/mL 500 pg/mL

0. Saat

12. Saat

24. Saat

48. Saat

72. Saat

Sekil 3.9.1. Migrasyon testi faz-kontrast mikroskop gériintiileri. Olgii gubuklari= 20 um.
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Sekil 3.9.2. Migrasyon analizi sonuglar1. * Istatistiksel olarak anlamli bir fark ifade etmektedir
(*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001, n=3).

3.10. Koloni Olusturma Birimi Analiz Bulgular:

Standart vasat ile gelistirilen AZ-MKH hiicreleri her kuyucukta 10.000 hiicre
olacak sekilde 6 kuyucuklu kiiltiir kaplarina 3 tekrarli olarak ekildi. Kalabaliklastirici
eklenen gruplarin koloni olugturma biriminin degigimini gézlemleyebilmek amaci ile
CFU-f analizi yapildi. 14. giinde kristal viyolet boyamasi ile CFU-f sayilar1 incelendi.
Istk mikroskobu ile fotograflandi. CFU-f frekansi sekil 2.8.’deki formiile gore
hesaplandi, bunun i¢in koloniler sayildi, ortalamasi alind1 ve Sekil 3.10.2.’de grafige
dokiildii. Sekil 3.10.1.’deki 151k mikroskobu fotograflarinda MMK igeren gruplarda
kontrol grubuna goére daha az kristal viyole boyas1 goriildii. CFU-f frekanslarina gore
hiicrelere kalabaliklastirici  eklendigi zaman hiicrelerin  koloni olusturabilme
kapasiteleri biiyiik oranda diiserek anlamli bir fark (p < 0,001) yakalandi. Karagenan
konsantrasyonlarindaki degisimlerde ise 250 ng/mL MMK iceren grup, 500 pg/mL
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MMK igeren gruba gore daha az koloni olusturdu (p < 0,05). Diger MMK
konsantrasyonlari arasinda anlamli bir fark yakalanamadi. Karagenan eklenen

gruplarin hepsinde ve kontrol grubunda koloni olusumu gézlendi.

Fovm oo

100 pg/mL CRG L 250 pg/mL CRG

500 pg/mL CRG

Sekil 3.10.1. CFU-f analizi sonuglari. Kontrol (0 pg/mL), 50 pg/mL, 100 pg/mL, 250 pg/mL
ve 500 ug/mL. MMK igeren gruplar.
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Sekil 3.10.2. CFU-f analiz sonuglar1 grafigi. (*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001,
****n<0,0001, n=3).

3.11. Kolajen Miktar1 Analiz Bulgular:

MMK uygulamasinin 7, 14 ve 21. giin standart vasat ve kondrojenik vasat igeren
deney gruplarinin toplam protein miktarlarina ve kolajen I oranlarina olan etkisini
belirleyebilmek amaglandi. Bunun igin, 10 mg/mL BSA’nin seyreltilmesi ve
spektrofotometrede 660 nm dalga boyunda absorbanslarinin 6l¢iilmesi ile standart egri
¢izildi. Deney gruplarinin toplam protein degerleri ise BSA standart egrisine oranla

belirlenerek grafige dokiildii. Graphpad Prism 8 yazilimda tek yonli ANOVA ve
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ardindan Tukey testi ile analizleri yapildi. Toplam protein miktarlari belirlendikten
sonra kolajen | miktarlarinin analiz edilebilmesi i¢in SDS-PAGE analizi
gergeklestirildi. Her kuyuya 10 pg protein yiiklendi. Standart olarak sican
kuyrugundan izole edilen kolajen, ticari kolajen tip I ve genis aralikli protein belirteci
(j449) kullanildi. Jeller Imagelab programi ile Sekil 3.11.3., Sekil 3.11.4. ve Sekil
3.11.5.’te gosterildi.

Sekil 3.11.2°de gosterilen toplam protein miktar grafigine bakildiginda, 14. giin
standat vasat ile muamele edilen 6rneklerin tiimii, 7. ve 21. glin 6rneklerinin hem
standart hem kondrojenik vasat igeren orneklerinden istatistiksel olarak anlaml (p <
0,0001) diizeyde fazla protein icerdi. Bu fark kondrojenik vasat igeren 14. giin
orneklerinde gozlenmedi. Gilin bazinda degerlendirildiginde, 0. giin 6rnegi ile 7. giin
SV kontrol grubu arasinda kayda deger bir fark goriilmedi. 7. giin SV kontrol grubuna
gore, makromolekiiler kalabaliklastirict igeren 7. giin SV 50, 250 ve 500 pg/mL ve KV
50, 250 pg/mL MMK igeren gruplar ile anlamli olarak (p < 0,0001) toplam protein
miktar1 artis1 gergeklesti. Ayrica kondrojenik vasat 100 pg/mL grubu da digerlerine
nazaran daha diisiik miktarda olsa da (p = 0,0002) bir artis goriildii. 14. Giin 6rnekleri
degerlendirildiginde, SV kontrol grubu ile SV 50 pg/mL haricindeki tiim gruplar
arasinda anlamli bir artis belirlendi (p < 0,0001). 21. giin 6rnekleri arasindaki
gruplarda diger giinlere oranla makromolekiiler kalabaliklasmanin etkisi azalmis
olarak goriildii: SV kontrol grubu ile anlamli bir fark yakalanan tek grup KV 50 ug/mL
(p = 0,0007) oldu. Toplam protein miktarlar1 ele alindiginda, 7. giinde MMK
gruplarinin ¢gogunda (SV 50 pg/mL, KV 100, 500 pg/mL hari¢) kontrol grubuna gére
protein miktar1 artarken, 14. giin standart vasatlarda gozle goriiniir bir artis elde edildi;
fakat 14. giin kondrojenik vasat igeren grupta ayni artis yakalanmadi. 21. giine
gelindiginde orneklerde, 14. giine kiyasla toplam protein miktarlarinda diistis goriildii

fakat MMK etkisi ile gruplar arasinda belirgin bir fark gézlenmedi.

Kolajen I depolama miktarlar1 7, 14 ve 21. Giinlerde hem standart hem de
kondrojenik vasattaki orkneklerde incelendi: Sekil 3.11.3., Sekil 3.11.4. ve Sekil
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3.11.5.°te gosterilen kolajen I bantlar1 incelendiginde 7. Giin 6rneklerinin SV ve KV
orneklerinde belirgin bir bant gozlenmedi. 14. Giin ve 21. Giine gelindiginde ise
gruplarin hepsinde kolajen bantlar1 goriildii. En yogun kolajen bantlar1 standart vasat
14. Giin 500 pg/mL MMK igeren grup ve kondrojenik vasat 14. giin kontrol ve 50
pg/mL MMK gruplarinda goriildii. Karagenan konsantrasyonlari arasinda gozle

goriiniir bir kolajen bant yogunluk farki goriilmedi.

2.5

y= 0,0002x + 0,0701
R%= 0,9907

Absorbans Degerleri (660 nm)

0 5000 10000
BSA Konsantrasyonu (ug/mL)

Sekil 3.11.1. BSA standart egri grafigi
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Sekil 3.11.2. Lowry Metodu ile belirlenen toplam protein miktar: sonuglar *Istatistiksel
olarak anlamli bir fark ifade etmektedir (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001,;
n=3).
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0 50 100 250 500 0 50 100 250 500
Kol 1sigan o) ¢ Protein 0.gtn ugimL pgimL pgiml pgimL  pg/mL pgimL  pgimL pgimL ugimL ugimL
kuyrugu belirteci CRG CRG CRG CRG CRG CRG CRG CRG CRG CRG

200,000 kDa

116,250 kDa
97,400 kDa

66,200 kDa

39,200 kDa

Sekil 3.11.3. SDS-PAGE 7. Giin (SV, KV) jel goriintiileri. Standart olarak sican kuyrugundan
izole edilen kolajen 1, ticari kolajen tip 1 ve j449 genis aralikli protein belirteci kullanildi.
Aradaki bosluk farkli jelleri belirtmek i¢in birakildi.

14. giin
o 50 100 250 500 ° 50 100 250 500
Kol 1 sican Kol 1 Protein ug/mL pgimL pgimL pg/mL HgimL Hg/mL Hg/mL pglmL Hg/mL Protein pg/mL
kuyrugu belirteci CRG CRG CRG CRG CRG CRG CRG CRG CRG belirteci CRG

200,000 kDa
116,250 kDa

97,400 kDa

66,200 kDa

39,200 kDa

Sekil 3.11.4. SDS-PAGE 14. Giin (SV, KV) jel goriintiileri. Standart olarak sican kuyrugundan
izole edilen kolajen 1, ticari kolajen tip 1 ve j449 genis aralikli protein belirteci kullanildi.
Aradaki bosluk farkl jelleri belirtmek i¢in birakildi.
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21. giin

o 50 100 250 500 o 50 100 250 500
Kollsigan Protein ngimL pg/mL  pgimL pg/mL pg/mL pgimL  pgimL  pgimL pg/mL pg/mL
kuyrugu belirteci CRG CRG CRG CRG CRG CRG CRG CRG CRG CRG

200,000 kDa

116,250 kDa
97,400 kDa

66,200 kDa

39,200 kDa

Sekil 3.11.5 SDS-PAGE 21. Giin (SV, KV) jel goriintiileri. Standart olarak sican kuyrugundan
izole edilen kolajen 1, ticari kolajen tip 1 ve j449 genis aralikli protein belirteci kullanildi.
Aradaki bosluk farkli jelleri belirtmek i¢in birakildi.
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4. TARTISMA

Bu tez ¢alismasi, kok hiicre tedavilerinin 6nemli bir pargasi olan in vitro hiicre
kiltirtt modellerinin  kikirdak doku miihendisligi alanindaki kullanimina katki
saglamay1 amaglamaktadir. In vitro hiicre kiiltiirii modelleri, hastaliklarin gelisiminin
ve yapisinin anlasilmasi, hiicre biyolojilerinin incelenmesi, mevcut ve yeni ilaglarin
test edilmesi, doku miihendisligi gibi alanlarda ¢alismalarin in vivo fazina gegilmesi
oncesindeki bilgi birikiminin elde edilmesi i¢in ele alinmasi zorunlu bir platformdur.
Kritik 6neme sahip olan bu modeller geleneksel yaklagimlar ile incelendiginde,
ekstraselliiler matriksin rolii yeterince dikkate alinmadigindan in vivo mikrogevre ile
yeterince benzerlik yakalayamama gibi bir sinirlama gostermektedir. Hiicreler in vivo
sartlarda kalabalik bir ortamda biiyliylip gelismelerine ragmen, in vitro sartlarda bu
ortam saglanamamakta, ekstraselliiler matriks yeterli hizda gelisememekte ve bu da
hiicrelerin dogal gelisim siirecini gosterememesine sebep olmaktadir. Makromolekiiler
kalabaliklagsma, in vivo hiicre/doku yapisinda, higbir makromolekiiliin ¢ok fazla
bulunmamasi kaydi ile kalabalik bir ortam olmasi gergegine dayanir ve in vitro hiicre
kiiltlirii ortamina etkisiz oldugu diisiiniilen makromolekiillerin eklenmesi ile dislanmis
hacim etkisi olusturarak ortami dogal mikrocevreye yaklastirmayr amacglar. Bu
calismada, sezaryen dogumlarda atik olarak siniflandirilan fakat embriyonik kok
hiicrelerin ¢ogalma hizina yakin bir ¢ogalma hiz1 gosterebilen, multipotent, immiin
ayricalikli olan plasenta kaynakli mezenkimak kok hiicreler (Li ve ark., 2012;
Chamberlain ve ark., 2007; Hsu ve ark, 2011; Malek, 2012) hiicre kaynag: olarak
belirlenmis ve bu hususta amniyotik membrandan izole edilen kok hiicreler
kullanilmigtir. Bu hiicrelerin makromolekiiler kalabaliklasma ortaminda kondrojenik
farklilasmaya etkileri gézlemlenmistir. Calismanin ilk bolimiinde, AZ-MKH’leri
biiylime egrisi, akim sitometri, koloni olusturma potansiyeli gibi analizler ile
karakterize edilmis; ¢alismanin ikinci boliimiinde ise bu hiicrelere iki boyutlu hiicre
kiiltiirii ortaminda, MMK olarak secilen karagenan cesitli konsantrasyonlarda ilave
edilerek makromolekiiler kalabaliklasan bir ortam olusturulmustur. Bu ortamda
standart vasat besiyeri ve kondrojenik vasat besiyeri seklinde iki farkli bliylime ortami

hazirlanmis ve hiicrelerin kondrojenik farklilasmasindaki etkileri morfolojik inceleme,
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migrasyon testi ve koloni olusturma kapasitesi, histokimyasal boyamalar, kolajen

miktar1 analizleri gibi ¢esitli yontemler ile ele alinip yorumlanmustir.

Calismanin ilk boliimii licten fazla dondrden alinarak izole edilmis ve uygun
kosullarda saklanmis olan amniyotik membranlarin ¢ozdiirtilmesi, onlardan karma
(havuz) kok hiicre kiiltiirlerinin elde edilmesini ve bu kok hiicrelerin
karakterizasyonun yapilmasini kapsamaktadir. Amniyotik membrandan elde edilen
hiicrelerin mezenkimal kok hiicre niteligi gostermesi beklenmektedir. Mezenkimal
kok hiicreler plastik yiizeye yapisabilme, belli yiizey belirteclerini tiimiinii veya 6nemli
boliimiinii ifade edebilme, en az ii¢ farkli soya doniisebilme ve kendi aralarinda hiicre
kolonileri olusturabilme yetenegi gibi gereklilikleri karsilamalidirlar. Calismada
hiicreler doku pargalarindan ¢ogaltilmislardir; yani eksplant kiiltliir yontemi ile kok
hiicreler elde edilmistir. Bu yontem uygulanirken ilk basta minimum miktarda besiyeri
eklenerek doku pargalarinin yiizeye yapistigindan emin olunmustur. Belirli zaman
araliklan ile faz kontrast mikroskobunda takibi yapilan kiiltiir kaplarinin 15. giin ve
sonrasinda doku pargalarinin hemen yanindan hiicre trettigi gézlenmistir. Pasajlar
hiicreler yeterli bolluga (~80%) ulastiklarinda sonraki pasajlara gecilmistir. Pasajlar
arasinda hiicre dinamigi ve morfolojik bakimdan bazi farklhiliklar gézlemlenmistir:
Oncelikle ilk pasajlarda hiicrelerin kap yiizeyini kaplamasi ¢ok daha uzun siireler
almig, hiicreler daha yuvarlak morfolojide ve kii¢iikk boyutlarda tespit edilmistir.
Pasajlar ilerledikge, hiicrelerin belirgin bir sekilde uzadiklari, boyutlarinin bitytidiigii
ve daha hizli ¢ogalmaya basladiklar1 belirlenmistir. Mezenkimal kok hiicrelerin

ozelliklerinden birisi olan igsi yapiy1 sergilemislerdir (Brown ve ark., 2019)

AZ-MKH’larin boliinme hizlarini ve pasajlardaki davranislarini inceleyebilmek
amaciyla, biiyiime egrisi ve proliferasyon hizi analizleri gergeklestirilmistir. Biiylime
egrisi pasaj 2’den itibaren tripsinleme ile kaldirilan hiicrelerle baslatilmis, hiicrelerin
bliylime dongiisiinde plato fazina geldigine kanaat getirildiginde sonlandirilmistir.
Sekil 3.2.°deki egri incelendiginde, hiicrelerin pasaj 2 ile 6 arasinda daha yavas
boliindiikleri, yani inkiibasyon fazinda olduklari, pasaj 6’dan 9’a kadar akselerasyon
fazinda devam ettikleri ve pasaj 9 ile 13 arasinda ise logaritmik fazda olduklar

goriilmiistiir. 13. pasajdan sonra ise plato fazinda gerileme dikkat g¢ekmistir.
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Calismada, AZ-MKH’lerin en verimli pasajlarinin, pasaj 7 ile pasaj 13 arasinda
gozlendigi ifade edilebilir. Pasaj 13’teki yiiksek orandaki artis ve pasaj 16’daki kii¢iik
azalisin ise deneysel hata pay1 gergevesinde oldugu diistiniilmektedir. Calismada AZ-
MKH’lerin 5 ve 6. pasajlar1 kullanilacak oldugundan dolayi, bu pasajlardaki ¢ogalma
hizlar1 proliferasyon analizi ile incelenmistir. Proliferasyonlarindaki degisimleri
izleyebilmek igin, pasajlar 3, 6 ve 9. Giinlerinde tripsinleme sonrasi sayilarak
degerlendirmeleri saglanmistir (Ishige ve ark., 2009). Pasaj 5 ve pasaj 6’daki
hiicrelerin cogalma hizlar1 arasinda anlamli bir fark gdzlenememistir. Iki pasajda da 0
ve 3. giinler arasindaki zaman araliginda daha yavas ¢ogalirlarken, 3. giinden sonra
proliferasyon hizlar1 artmis, 9. giinde de bu hiz devam etmistir. Lange-Consiglio ve
arkadaglarinin gerceklestirdigi bir ¢calismada P1, PS5 ve P10 AZ-MKH’larin biiyiime
egrisi olusturulmustur: P5’in biiyiimesi P1 ve P10’a gore daha hizli gergeklesmistir.
Alviano ve arkadaslar1 ise P3 AZ-MKH’lerin proliferasyonunu incelemis ve en hizli
artisgin 7. ve 15. Giinler arasinda oldugunu gozlemlemislerdir. Ghasemzadeh ve
arkadaslar ise, pasaj 3 AZ-MKH’lerini giinliik olarak hiicre sayimi ile incelemisler ve
2. Giinden 5. giine hizl1 bir artis1 ve sonrasinda plato fazina gecisi raporlamislardir
(Alviano et ve ark, 2007; Lange-Consiglio ve ark., 2013; Ghasemzadeh ve ark. 2018).
Amniyotik membran ile yapilan c¢alismada elde edilen kok hiicrelerin farkh
donorlerden ve farkli yontemler ile izole edilip saklandigr goz Oniine alindiginda
calismalarda kullanilan hiicrelerin biliylime hizlar1 ve davraniglarinin ayni olmamasi
anlagilabilmektedir. Literatiirde yer alan diger ¢alismalarda da pasaj 5, pasaj 6’daki
hiicrelerin bulundugu zaman noktalarinda biiylime hizlarindan yola ¢ikilarak
pasajlarin verimliligi gbz Oniine serilmistir. Bu tez c¢alismasinda, makromolekiiler
kalabaliklastiric1 etkilerinin - AZ-MKH’lerin hiicreler yaslanmadan, multipotent
ozellikleri gosterirken ve erken pasajlarinda gozlenmek istenmesinden dolay: deneyler
i¢cin pasaj 5 ve pasaj 6 hiicrelerinin uygun olacagi diisliniilerek bu grup hiicreler ile

calismalar stirdiirilmiistir.

Mezenkimal kok hiicre 6zelligine sahip oldugu kabul edilen hiicrelerin ii¢ farklt
soya farklilasabilmesi beklenmektedir. Elde edilen hiicrelerde bu o&zelligi
gosterebilmek amaciyla, AZ-MKH hiicreleri osteojenik, adipojenik ve kondrojenik

olmak tizere ii¢ farkli hiicre soyuna yonelik farklilastirilmistir. Osteojenik farklilasma
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21 giin boyunca takip edilerek alizarin kirmiz1 ise boyanan hiicreler ile belirlenmistir.
Hiicrelerin 151k mikroskobunda incelenmesi sonucunda katyonik kalsiyuma baglanan
bir histokimyasal boya olan alizarin kirmizisi yardimi ile kalsiyum birikimleri
gozlenmistir. Osteojenik farklilasmay1 gosterebilmek adina ayni zamanda 21 giliniin
sonunda von Kossa boyamasi ile kalsifiye olmus alanlar gosterilerek osteojenik
farklilagsmaya gidildigi tekrar gosterilmistir. Sekil 3.4.1.’de oklarla isaretlenen alanlar
kalsiyum birikimlerine isaret etmektedir. Adipojenik farkilasma ise 21 giinliik bir
zamanda incelenmis ve lipit i¢eren vakiioller Oil Red O boyanmasindan sonraki
goriintliilenmesi ile kirmizi/turuncu renk ile tespit edilmistir. Kondrojenik farklilasma
icin daha uzun siireli (35 giin) mikrokiitle kiiltiirii hazirlanmus, siire sonunda ise kesiti
alinarak alsiyen mavisi ile boyanmistir. Alsiyen mavisi boyamasi sonucunda kikirdak
proteoglikanlart mavi renk ile boyanarak gézlenmistir, bu da kondrojenik farklilagma
esnasinda gerceklesen sGAG birikminin bagar1 ile saglandigini gostermektedir.
Sonuglarin literatiir ile uyumlu oldugu belirlenmistir (Diaz-Prado, Muifios-Lopez,
Hermida-Gomez, Rendal-vazquez, ve ark. 2010; Lange-Consiglio ve ark., 2013b; Ma
ve ark., 2019).

Akim sitometri analizi, hiicrelerin 6l¢timlerinin bir siv1 igerisinde ilerlerken
yapilmasi temeline dayanmaktadir. Bu yontem kullanilarak hiicrelerin DNA, RNA
igerigi, boyutlari, apoptoza ugrama durumlar1 gibi bir¢cok 6zelligi belirlenebilir. Bu
calismada akim sitometri hiicrelerin immiinfenotipik 6zelliklerine 151k tutmustur. Akis
halinde iken ayrilan ve amaca uygun spesifik olarak florokoromlar ile igaretlenen
hiicreler Beckman Coulter Navios FCM cihaz1 lazerlerinin 6niinden gegerken bu
floresan 1s1malara gore ayrilarak sayisal veriler haline doniistiiriliir. Elde edilen
mezenkimal kok hiicrelerin karakterizasyonunu destekleyecegi icin secilen antijenler,
literatlirde tanimlanmis bulunan MKH belirtegleri olan CD29 (99,67%), CD105
(99,35%), CD90 (99,90%) ve CD73 (99,82%)’1i kapsamaktadir ve bu belirteglerin
%99’un iizerinde ifade edildikleri, sonug olarak ¢calismada kullanilan hiicrelerin MKH
karakterini isptlamaktadir (Diaz-Prado ve ark., 2010, Nogami ve ark.,2012). Ayrica,
hiicrelerin beklendigi sekilde hematopoetik kok hiicre belirteclerinden CD34’i
(0,52%), CD31°1 (0,61%) ve CD1331i (0.61%) ifade etmedikleri belirlenmistir (He ve
ark., 2020; Koike ve ark., 2014). HLA-DR (insan 16kosit antijeni- antijen D ilintili)
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(2,09%) yiizey belirtecinin ¢ok diisiik diizeyde ifade edilmesi ise, AZ-MKH’lerin
klinik ¢aligmalar igin biiyiik bir risk tagimadiginin bir isareti olabilir (Ma ve ark.,
2019).

Hiicrelerin ekildikleri yiizeyde belirli bir silire sonra koloni olusturabilmeleri
onlarin hayatta kalabilme ve boliinerek kendilerini yenileyebilme 6zelliklerini gosterir.
Bir koloni en az 50 hiicreden meydana gelir. Yapilan deneyde farkli hiicre
yogunluklarindaki AZ-MKH’lerin koloni sayilari, kristal viyole boyasi ile boyanarak
karsilastirilmistir. Literatiirde raporlandigi gibi, AZ-MKH’lerin incelenen her iig
yogunlugunda da koloniler gozlenmistir (Lange-Consiglio ve ark. 2013; Ma ve ark.,

2019). Hiicre sayisi arttik¢a koloni sayisinda da dogru orantili bir artis goriilmiistiir.

Calismanin ikinci kisminda karakterizasyonu tamamlanan amniyotik membran
mezenkimal koék hiicrelerinin makromolekiiler kalabaliklasma etkisi ile kondrojenik
farklilagsmasi incelenmistir. Kalabaliklastirici olarak negatif yiike sahip ve siilfatlanmis
bir polisakkarit olan karagenan tercih edilmistir. Karagenananin alt tiirleri arasindan
ise k-karagenan doku mihendisligi calismalarinda kullanilmasi, besiyeri katkisi
olmaya uygun bir aday olmasi nedeniyle literatiir ile uyumlu olarak seg¢ilmistir (De
Pieri ve ark., 2020). 2B hiicre kiiltiiriine besiyeri katkis1 olarak 0 pg/mL, 50 pg/mL,
100 pg/mL, 250 pg/mL ve 500 pg/mL olacak sekilde eklenmistir. Konsantrasyonlar,
farkli MMK oranlarinin 6n denemelerde uygulanmasi sonrasinda hiicreler ile olan
etkilesimlerine gore belirlenmistir (Gaspar ve ark., 2019). Bir grup standart vasat ile
digeri ise kondrojenik vasat ile muamele edilmis ve etkileri belirlemek amaciyla
morfolojik inceleme, migrasyon durumu, koloni olusturabilme analizi, histokimyasal

boyamalar, kolajen miktar analizleri yapilmistir.

Makromolekiiler kalabaliklasmanin hiicrenin davranislarina etkilerini incelemek
amaciyla, faz kontrast mikroskobu ile diizenli goriintiilemeler, yara iyilesmesi testi
olarak da adlandirilan migrasyon testi ve koloni olusturabilme analizi
gerceklestirilmistir: Standart ve kondrojenik vasat igeren, Cizelge 2.6.1.°de

ayrintilandirilan deney gruplarinin faz kontrast mikrograflari, literatiir ile uyumlu
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olarak MMK varliginin hiicrelerin morfolojisine belirgin bir etkisinin olmadigi ve
hiicrelerin igsi yapilarini koruduklari gériilmiistiir (Kumar ve ark. 2015, Gaspar ve ark.
2019, Graceffa ve Zeugolis 2019). Migrasyon analizinde ise, AZ-MKH’ler
bulunduklar kiiltiir kap zemininin %80-90’1n1 doldurduklar1 zaman 200 uL’lik pipet
ucu ile olusturulan suni yaranin (¢izigin) kapanma hizinin degisimini standart vasat
iceren deney gruplarinda (kontrol, 50, 100, 250 ve 500 upg/mL MMK)
gozlemleyebilmek i¢in karagenan besiyerine ilave edilmis ve bu an 0. saat olarak kabul
edilmistir. Go¢ etme siireleri ise 0, 12, 24, 48 ve 72. Saatlerdeki Olglimlere gore
kargilastirilmistir. 0. Saatte ¢izikteki acgikligin fotografinin ¢ekildigi noktalar
isaretlenmis ve her bir zaman noktasinda gruplarin ayni noktadan fotograflar1 alinarak
alan karsilastirilmasi yapilmastir. 0. Saatteki agiklik alan1 %100 kabul edilmis ve diger
zaman noktalarindaki alanlarin oranlart ise 0. Saatteki acikliktaki degisime
oranlanarak belirlenmistir. Alanlarin dogru sekilde belirlenebilmesi igin, boliim
2.7.°de ayrintilandirilan sekilde ImageJ programi ile hesaplanmis, ardindan Graphpad
Prism 8 programinda tek yonli ANOVA ve Tukey testi ile analizleri
gerceklestirilmistir. Buna gore, 12. Saatte kontrol (K) grubu ve MMK gruplari arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark (p > 0,05) bulunamamuistir. 24. Saate gelindiginde
ise kontrol grubu, 50 pg/mL, 250 ug/mL MMK arasinda istatistiksel olarak anlaml
bir fark yakalanmazken (p > 0,05), kontrol ile 100 pg/mL ve kontrol ile 500 pg/mL
gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli (p < 0,05) bir degisim gozlemlenmistir.
48. Saate gelindiginde ise gruplar arasindaki farklar artmaya baglamistir: K ile 50
ng/mL MMK i¢in anlamli bir fark gézlenemezken, K (0 pg/mL MMK) ile 100 pg/mL
MMK i¢in p<0,05; K ile 250 pg/mL MMK ig¢in p<0,0001 ve K ile 500 pg/mL igin
p<0,0001 diizeylerinde anlamli farklar bulunmustur. 72. Saatte ise K, 50 pg/mL MMK
ve 100 ng/mL MMK arasinda anlamli bir degisim yakalanmazken, 250 pg/mL ve 500
ug/mL MMK (p<0,05) istatistiksel olarak fark gostermistir. Sonuglarin tamami
incelendiginde, makromolekiiler kalabaliklasma besiyeri bulunmayan grupta
migrasyonun en hizli oldugu, makromolekiiler kalabaliklastirict miktarinin artmasiyla
migrasyon hizinin diistiigii goriilmiistiir. Baglangi¢ anindan sonra 24. Saatte farklar
bulunmasina karsin, en biiyilk degisimler 48. Saatte ger¢eklesmistir. 78. Saate
gelindiginde kontrol grubu migrasyonunu (yara kapanma hali) tamamlarken 50 pg/mL
ve 100 pug/mL MMK olan gruplarda nerede ise bu gruba yetismistir. Literatiir
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incelendiginde, MMK ile migrasyonun farkli sonuglar gosterdigi ¢alismalar oldugu
goriilmektedir: Zeiger ve arkadaslari1 (2012) tarafindan yapilan ¢alisma, 62,5 mg/mL
fikol kalabaliklastirict MKH’lere eklenerek gergeklestirilmis ve MMK bulunan
grubun daha yavas migrasyon gerceklestirdigi (p < 0,001) géstermistir. Baska bir
caligmada ise (De Pieri ve ark. 2022), adipoz kdkenli MKH’lere 50 pg/mL karagenan
eklenmis ve ilk 24 saatte MMK olan grubun kontrole kiyasla daha hizli kapandig1 (p
< 0,05), 48. Saatte ise esitlenerek biitiin yaranin (¢izigin) kapandig: rapor edilmistir.
Ayni c¢aligmada, migrasyon deneyi i¢in 0zel olarak tasarlanan ve ortasinda boslugu
bulunan hiicre kiiltiir kaplar1 ile yapilan deneyde ise, MMK bulunmayan grupta
(kontrol) olusturulan ¢izigin 48. ve 72. Saatte (p < 0,05) daha hizli kapandigi
gozlenmistir. De Pieri ve ekibinin ¢alismasinda el ile olusturulan deney grubunda
kontrol grubu 24 saat icerisinde kapanirken otomatize edilmis bir yontem
kullandiklarinda MMK ’nin yara kapanma hizin1 diisiirdiigiinii kaydetmislerdir. Sonug
olarak hem bu tez ¢alismasinda hem de diger kaynaklarda kalabaliklastiric1 eklendigi
zaman migrasyon hizinin diistiigii sonuglar kaydedilmistir. Migrasyon hizinin diigmesi
ise kalabaliklasan ortamda ECM miktarinin da artmasi ile hiicrelerin go¢ etmesinin
zorlastig1 diistiniilmektedir. Sonuglarda belirlenen kapanma hizi farkliliklarinin ise,
hiicre tipinden, kalabaliklastirici  ¢esidinden, kullanilan  kalabaliklastirici
konsantrasyonundan veya uygulanan protokollerdeki kiigiik farkliliklardan

kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir.

Kalabaliklastirilan ortamlardaki hiicrelerin verecekleri tepkiyi gozlemlemek
amaci ile yapilan baska bir deney ise deney gruplarinin koloni olusturabilme
potansiyellerini incelemek igin yapilmistir. Standart vasat ile biiyiitiilen hiicreler her
kuyucukta 10.000 hiicre olacak sekilde ekildikten sonra 0 pg/mL (kontrol), 50 pg/mL,
100 pg/mL, 250 pg/mL ve 500 ng/mL karagenan igerigi ile 14 giin boyunca inkiibe
edilmistir. Stire sonunda 151k mikroskobunda goriintiilemeler yapilarak ve CFU-f
frekans1 hesaplanarak analizleri yapilmistir. Bu analizlere gore kalabaliklastirici
eklendigi zaman hiicrelerin koloni olusturabilme kapasiteleri biiylik oranda diiserek
anlamli bir fark (p < 0,001) yaratmistir. Karagenan konsantrasyonlarindaki
degisimlerde ise 250 pg/mL MMK igeren grup, 500 pg/mL. MMK igeren gruba gore

daha az koloni olusturmustur (p < 0,05). Fakat diger konsantrasyonlar arasinda
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anlamli bir fark yakalanamamistir. Karagenan eklenen gruplarin hepsinde koloni
olusumu goézlenmistir, bu da makromolekiiler kalabalik ortamda hiicrelerin kendini
yenileyebilmeye devam ettigini gostermektedir. Kristal viyole boyasi yardimiyla
gozlenen hiicreler ve olusturduklar1 koloniler incelendiginde hepsinde hiicreler igsi
yapilarini koruyabilmekte ve ¢ogalmaya devam edebilmektedirler. Literatiirde kemik
iligi MKH hiicreleri ve fikol kokteyli uygulanarak yapilan bir CFU-f deneyinde MMK
eklendigi zaman koloni olusturabilme kapasitelerinde artis goriildiigii raporlanmistir
(Hui Li ve Celeste Loe, 2010). Fikol ve Perkol kullanilan ve osteojenik farklilasmanin
incelendigi baska bir calismada ise Fikol eklenen grubun koloni olusturma
kapasitesinin Perkol eklenen gruba gore anlamli bir sekilde (p< 0,01) daha fazla
oldugu bulunmustur (Chang ve ark., 2009). Calisma hiicre kiiltiirtine eklenen
molekiillerin her birinin farkli etkiler yaratabilecegini gostermektedir. Gronthos ve
arkadaslar1 tarafindan yapilan bagka bir ¢alismada, kemik iligi hiicreleri farkli
ekstraselliiler matriks glikoproteinleri (kolajen I, kolajen Ill, kolajen 1V, fibronektin,
laminin, vitronektin) ile kaplanarak koloni olusturma kapasiteleri hakkinda
yorumlamalarda bulunmuslardir. Calismada kontrol grubu olarak %20 FBS igeren
hiicre grubu kullanilmistir. Kontrole gore degerlendirildiginde laminin ile kaplanan
grubun kontrolden fazla oldugu fakat kolajen I ve kolajen III ile kaplanan gruplarda
anlamli derecede (p< 0,05) az koloni olusturdugu gozlenmistir (Gronthos ve ark.,
2001). Herhangi bir etki uygulanmayan grupla diger calismada oldugu gibi farklar
bulunmustur. Bu sonuglarin  farkliliginin  hiicre tipi, deney diizene8i ve
kalabaliklastirict  farkliligi  gibi  faktorlerle agiklanabilecegi diistintilmektedir.
Karagenanin koloni olusturma kapasitesini azalttig1 ama konsantrasyonlarinn arasinda
belirgin bir fark olmadig: goriilmiistiir. Makromolekiiler kalabaliklagmanin hiicrelerin
davranigina genel etkileri incelendiginde morfolojilerinde gozle goriiliir bir degisim
yaratmamasina ragmen hem hiicrelerin gé¢ etme hizin1t hem de koloni olusturma

kapasitelerini azaltmistig1 gézlenmistir.

Histokimyasal analizler i¢in hematoksilen-eozin ve alsiyen mavisi boyalari tezin
amacina uygun olmasi agisindan secilmis ve hem kontrol hem de makromolekiiler
kalabaliklastiric1 igeren deney gruplari (gizelge 2.6.1.) boyanmistir. Hematoksilen

boyasi hiicrelerin ¢ekirdegini koyu mavi/mor renkte boyarken, sitoplazmalari ise eozin
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tarafindan kirmizi/pembe arasi bir renk ile boyanmistir. 3. giine ait deney gruplarinin
hem standart vasat hem de kondrojenik vasat ile muamele edilen gruplar1 basarili bir
sekilde H&E ile boyanmustir: Cekirdeklerinde morumsu/koyu mavi bir renk
gozlenirken, kirmizi rengi boyanan kisimlar sitoplazmalara isaret etmektedir. 7. giine
ait Orneklerden 100 pg/mL CRG igeren standart vasat ve kondrojenik vasat
orneklerinde de H&E boyamalar1 ayni sekilde basari ile siirdiiriilmiistiir, bu da
orneklerin hiicre yapisinin bozulmadigina ve morfolojilerinin korunduguna isaret
edebilmektedir. Literatiirde, 50 pg/mL askorbik asit uygulanan mezenkimal kok
hiicrelerin ECM iretimi i¢in kullanilmasi amaci ile yapilan bir calismada da
hematoksilen ve eozin uygulanmis ve 10. Giin ornekleri dahil c¢ekirdek ve
sitoplazmalar1 gosterilebilmistir (Kittaka ve ark., 2015). Bununla beraber mezenkimal
kok hiicrelerin hiicre kiiltiiriine baska bir makromolekiil katildiginda H&E
boyamasmin basarili bir sekilde yapilabildigi desteklenmistir. Alsiyen mavisi,
ekstraselliiler matrikste bulunan proteoglikanlara baglanabilen ve siilfatlanmis
GAG’lart mavi renge boyayarak birikimlerini gosteren bir boyadir. Boya suda
coziinebilen ve katyonik yapr gosteren sekildedir, kondrojenik farklilasmanin
gosterilmesinde alsiyen mavisi tercih edilmektedir. Deney gruplarinin 21. giin
orneklerinin hem standart vasat hem de kondrojenik vasat ile gelistirilen gruplari,
biitiin kalabaliklastirici konsantrasyonlari ile birlikte alsiyen mavisi ile boyanmistir.
Kondrojenik vasat igceren gruplarin tlimiinde standart vasata gore daha fazla alsiyen
mavisi boyamasi yani mavi renk oraninda daha fazla yogunluk gozlenmistir. Standart
vasat gruplarinda MMK igeren gruplarda mavilik daha fazla goriilmektedir. Ozellikle
250 pg/mL ve 500 pg/mL karagenan iceren deney gruplarinda hem standart vasat hem
de kondrojenik vasatta alsiyen mavisi ile daha yogun olarak gozlenmistir. Karagenanin
yogunlugu arttirildig1 zaman alsiyen mavisinin boyadig1 mavi bélgelerin arttig1 500
ng/mL kalabaliklastirict iceren grupta iyice belirginlesmistir, kondrojenik vasata sahip
olan 500 ug/mL karagenan igeren grup ise deney gruplari i¢erisinde siilfatlanmis GAG
birikiminin en yogun oldugu grup olarak karsimiza g¢ikmaktadir. Karagenanin
makromolekiiler kalabaliklastirict olarak diger polisakkaritler ile karsilastirildigi bir
literatiirde de alsiyen mavisi ile boyama sonucunda MMK’nin sGAG miktarinm
artidigi gozlenmistir (De Pieri ve ark., 2020). Buna karsit olarak, Patrioski ve

arkadaglarinin adipoz MKH kullandiklari ¢aligmalarinda alsiyen mavisi boyamalarinin
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standart vasatta daha belirgin oldugu raporlanmigtir (2017). Alsiyen mavisi
analizlerinden yola ¢ikarak MMK’nin sGAG birikimini arttirdigi ve De Piere ve
arkadaslarinin  ¢aligmalar1 ile uyumlu oldugu, Patrioski ve arkadaslar1 ise
caligmalarinda standart vasatta daha fazla birikim gordiigiinden dolayr ise onlarla
celistigi goriilmektedir. Bu farkliliklarin deney tasarimina, kullanilan kalabaliklastirict
tiiriine ve konsantrasyonuna, hiicre tipine, alsiyen mavisi boyama protokoliine gore
degisim gosterebilecegi diisiinlilmektedir. Histokimyasal analizlere bakildiginda
hiicrelerin genel yapisinin saglikli bir sekilde devam ettigi ve kondrojenik

farklilagsmaya isaret edebilen sGAG birikiminin basari ile gerceklestigi goriilmiistiir.

Kikirdak yapisinin 6nemli bir kismini olusturan (~%90) ekstraselliiler matriks
elemanlardan olan proteinlerin artisin1 gézlemleyebilmek, hiicrelerin kondrojenik
farklilasmasindaki ~ degisimleri  anlamlandirabilmek  ve  makromolekiiler
kalabaliklasmanin deney grubuna etkilerini gdzlemlemek agisindan Onem
tasimaktadir. Bu nedenle tez ¢alismasinda deney grubunun 7, 14 ve 21. Giin 6rnekleri
secilerek oncesinde toplam protein analizi, ardindan SDS-PAGE yontemi kullanilarak
kolajen miktar1 analizleri gerceklestirilmistir. Toplam protein miktarini belirlemek i¢in
BSA diliisyonlari olusturulmus, Lowry yontemi ile spektrofotometrede 660 nm dalga
boyunda okumalar1 yapilarak absorbans degerleri belirlenmistir. Deney gruplarinin
toplam protein miktar1 standart egriye oranla hesaplanarak kaydedilmistir. Graphpad
Prism 8 yazilimda tek yonlit ANOVA ve ardindan Tukey testi ile analizleri yapilmistir.
Buna gore, 14. giin standat vasat ile muamele edilen 6rneklerin timii, 7. ve 21. giin
orneklerinin hem standart hem kondrojenik vasat igeren Orneklerinden istatistiksel
olarak anlamli (p < 0,0001) diizeyde fazla protein icermektedir. Diger yandan bu fark
kondrojenik vasat iceren 14. giin Orneklerinde gdzlenmemistir. Giin bazinda
degerlendirildiginde, 0. giin 6rnegi ile 7. giin SV kontrol grubu arasinda kayda deger
bir fark goézlenmemistir. 7. giin SV kontrol grubuna gore, makromolekiiler
kalabaliklastirict igeren 7. giin SV 50, 250 ve 500 png/mL ve KV 50, 250 pg/mL MMK
iceren gruplar ile anlamli olarak (p < 0,0001) toplam protein miktar1 artis
gerceklesmistir. Ayrica kondrojenik vasat 100 pg/mL grubu da digerlerine nazaran
daha diisiik miktarda olsa da (p = 0,0002) bir artis gostermistir. 14. Giin 6rnekleri
degerlendirildiginde, SV kontrol grubu ile SV 50 pg/mL haricindeki tim gruplar
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arasinda anlamli bir artis belirlenmistir (p < 0,0001). 21. giin ornekleri arasindaki
gruplarda diger giinlere oranlar makromolekiiler kalabaliklagmanin etkisi azalmig gibi
gorinmektedir. Zira, SV kontrol grubu ile anlamli bir fark yakalanan tek grup KV 50
ug/mL (p = 0,0007) olmustur. Toplam protein miktarlar1 ele alindiginda, 7. giinde
MMK gruplarmin ¢ogunda (SV 50 pg/mL, KV 100, 500 pg/mL harig) kontrol grubuna
gore protein miktari artarken, 14. giin standart vasatlarda gozle goriiniir bir artis elde
edilmistir; fakat 14. giin kondrojenik vasat iceren grupta ayni artis yakalanamamustir.
21. giine gelindiginde 6rneklerde, 14. giline kiyasla toplam protein miktarlarinda diisiis

belirlenmis, fakat MMK etkisi ile gruplar arasinda belirgin bir fark yakalanamamustir.

Makromolekiiler kalabaliklasmanin 6nemli etkilerinden birinin pro-kolajeni,
kolajen I’e doniistimiinii prokollajen N- ve C- proteazlarinin aktivitesini arttirarak
hizlandirmak oldugu kanitlanmistir (Lareu ve ark., 2007; Satyam ve ark., 2014).
Gaspar ve ark. tarafindan gergeklestirilen bir ¢calismada, farkli kalabaliklastiricilarin
kolajen I depolama oranlar1 karsilastirildiginda polidispersitesi ve negatif ylikii sebebi
ile en ¢ok karagenanin basarili oldugu gozlenmistir (2019). Bu ¢alismada da farkli
karagenan konsantrasyonlar1 yardimi ile kabaliklastirilmis olan AZ-MKH hiicrelerinin
Kemik iligi MKH ve kalabaliklastirict olarak 100 pg/mL CRG konsantrasyonu ile
calisilan bir literatiirde kolajen I artis1 7. giin ve 14. giinde de kontrol grubuna gore
artig ile gozlenmistir (Graceffa ve Zeugolis, 2019). Bu ¢alismada 100 pg/mL MMK
iceren grubun diger konstantrasyonlara kiyasla bariz bir farki goriilmemistir.
Karagenan, fukoidan, galaktofukan ve kolajen I depolama miktarlar1 7, 14 ve 21.
Giinlerde hem standart hem de kondrojenik vasattaki Orkneklerde incelenmistir.
Kolajen I’1 karsilastirabilmek ve yiiriiyen jellerde belirleyebilmek amaci ile 3 adet
standart segilmistir. ilk olarak ticari kolajen tip I kisim 2.9.2’de agiklandig1 iizere izole
edilmistir. Bunun haricinde dondurulmus si¢an kuyruklarindan kolajen izole edilerek
(2.9.2) jelde yiirutiilmiistiir. Ayrica, genis aralikli protein belirteci (j449) protein
kDa’larinin kesin olarak belirlenebilmesi agisindan standart olarak eklenmistir. Jeller
genis aralikli protein belirtecinin bantlar1 asag1 inene kadar yiiriitiilmiistiir. Kolajen I
bantlar1 incelendiginde 7. Giin 6rneklerinin SV ve KV orneklerinde belirgin bir bant
goriilmemistir. 14. Giin ve 21. Giine gelindiginde ise gruplarin hepsinde kolajen

bantlar1 gézlenmektedir. En yogun kolajen bantlar1 standart vasat 14. Giin 500 pg/mL

80



MMK igeren grup ve kondrojenik vasat 14. giin kontrol ve 50 pg/mL MMK
gruplarinda belirlenmistir. Kolajen birikimi 7. Giinde gozlenemezken zaman ilerdikce
birikim saglanmis bu da ECM yogunlugunun artigin1 gostermistir. 14. giine
ilerledikten sonra hem kondrojenik hem de standart vasat igeren gruplarda kolajen
birikimi gozlenmis ve bu bantlar 21. giinde de korunmustur. Karagenan
konsantrasyonlari arasinda stabil devam eden bir kolajen biriktirme kapasite degisimi
gorilmemistir. Ulvan isimli denizyosunlarindan izole edilen bazi polisakkarit
kalabaliklastiricilarin karsilastirildigr bir bagka ¢alismada kolajen I depolanmalarinin
her kalabaliklastiricida farkli konsantrasyonlarda daha etkili oldugu goriilmiistiir.
Ornegin, fukoidanin 500 pg/mL olarak eklendigi grup 10. Giinde en fazla kolajen
depolamasini yaparken, ulvan i¢in hem 250 pg/mL hem de 500 pg/mL
konsantrasyonlar1 digerlerine gore basarili bulunmustur. Ayrica ulvanin 50 pg/mL
konsantrasyonu MMK eklenmeyen kontrol grubu ile kolajen I depolamasi konusunda
anlamli bir fark yakalayamamistir (De Pieri ve ark., 2020). Literatiirdeki bu ¢caligsmalar
MMK ve en etkili konsantrasyonlar1 konusunda bir fikirbirligine varilamadigini ve bu

konuda daha fazla galigma gerektigini isaret etmektedir.
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5. SONUC ve ONERILER

Bu tez ¢alismasi kapsaminda in vitro hiicre modellemelerine ECM’nin in vivo
mikrogevredeki biiyiik 6nemi géz Oniine alinarak yaklagilmigtir. Makromolekiiler
kalabaliklagma olarak adlandirilan ve in vivo hiicre nisinin birgok farkli makromolekiil
ile ¢evrili ve kalabalik olduguna olgusu ile harekete gecilmistir. Bu kapsamda farkli
donorlerden elde edilen amniyotik zar MKH’lar1 bagarili bir sekilde izole edilmis ve
cesitli galigmalar ile karakterizasyonu saglanmistir. Makromolekiiler kalabaliklasma
etkisi icin negatif yiikke sahip olan karagenan hiicre kiiltiiriine cesitli
konsantrasyonlarda eklenerek standart vasat ve kondrojenik vasat olmak lizere iki
kosuldaki etkileri incelenmistir. Incelemelerin sonucunda MMK’nin hiicre
morfolojisinde degisim yaratmadigi fakat hiicrelerin go¢ etme ve CFU-f olusturma
yetisini azalttigt gozlenmistir. Ayrica histokimyasal analizler 1s183inda sGAG
birikiminin MMK igeren gruplarda daha ¢ok oldugu belirlenirken biitiin guplarin
kondrojenik farklilasmaya yoneldigi gozlenmistir. Sonug olarak, AZ-MKH’larin
makromolekiiler kalabaliklasma ortaminda standart ve kondrojenik vasatlardaki

etkileri gozlenmistir.

llerideki calismalar icin, kikirdak ECM’sini olusturan elemanlarin detayl
analizlerinin yapilmast MMK’nin spesifik etkilerini anlamlandirmak ve literatiirii

zenginlestirmek agisindan yararl olacaktir.
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OZET

Plasental Kok Hiicrelerin Makromolekiiler Kalaballkk Ortamda Kondrojenik
Farkhlasmasinin Incelenmesi

Kok hiicre tedavilerinin yenileyici tibba yonelik uygulamalar1 giindeme geldiginden
beri biiyiik bir umut vadetmesine karsin hayal edilen noktaya heniiz ulagilamamustir.
Nedenleri incelendiginde mevcut in vitro modellerin in vivo kok hiicre nigine yeterli
benzerligi saglayamadigi ve hiicre dis1 matriksin (ECM) roliiniin istenilen diizeyde ele
alinmadig1r goriilmektedir. Bu nedenle tez ¢alismasi kapsaminda makromolekiiler
kalabaliklagsma yaklagiminin, yani hiicre kiiltiirii ortaminin in vivo nise benzetilmesi
amactyla biiylik molekiillerin eklenmesi suretiyle kalabaliklagtirilmasinin etkileri
incelenmistir. Bu etkiyi saglamak iizere negatif yiiklii stilfatlanmais bir polisakkarit olan
karagenan kalabaliklastirict olarak kullanilmistir. Bir plasental kok hiicre tiirii olan
amniyotik zar mezenkimal kok hiicreleri (AZ-MKH’leri) izole edildikten sonra,
morfolojik inceleme, biiylime egrisi analizi, proliferasyon analizi, CFU-f olusturma
kapasitesi, akim sitometri analizi, ii¢lii soya farklilastirma yontemleri ile kapsamli
olarak karakterize edilmistir. Daha sonra, standart biiyiime ve kondrojenik vasat
sartlar1 olmak tizere iki farklh kiiltiir ortaminda ve ¢esitli MMK konsantrasyonlari
kullanilarak ~ AZ-MKH’lerinin  kiiltiirleri  siirdiiriilmiistir.  Makromolekiiler
kalabaliklasmanin ve kiiltiir sartlarinin etkileri faz kontrast mikroskopi analizleri,
migrasyon testi, CFU-f analizi, histokimyasal boyamalar ve protein miktar analizleri
gerceklestirilerek karsilagtirllmistir. Sonug olarak histokimyasal analizler, AZ-MKH
hiicrelerinin MMK kosullar1 altinda gelisebildigini ve standart vasat ortaminda bile
kondrojenik yonde farklilasabildigini ortaya koydu. Ayrica, makromolekiiler kalabalik
ortamin hiicrelerin migrasyon ve CFU-f olusturma kapasitesini azalttigi da bulundu.
Bildigimiz kadariyla bu ¢alisma, MMK’larin AZ-MKH’lere olan etkilerinin
incelendigi ilk ¢alismadir.

Anahtar Sozciikler: makromolekiiler kalabaliklagma, plasental kok hiicre, amniyotik
zar mezenkimal kok hiicreleri, ekstraselliiler matriks, kondrojenik farklilagma
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SUMMARY

Investigation of Chondrogenic Differentiation of Placental Stem Cells in
Macromolecular Crowding Environment

Although stem cell treatments for regenerative medicine have been promising since
they were brought to the agenda, the dreamed point has not been reached yet. When
the reasons are examined, it is seen that in vitro models cannot adequately mimic the
in vivo stem cell niche and the role of the extracellular matrix (ECM) has not been
adequately considered. For this reason, the effects of the macromolecular crowding
(MMC) approach, which is the crowding of the cell culture medium by adding
macromolecules to simulate the in vivo niche, were investigated within the scope of
the thesis. Carrageenan, a negatively charged sulfated polysaccharide, was used as a
crowding agent to achieve this effect. Amniotic membrane mesenchymal stem cells
(AM-MSCs), a type of placental stem cell, were first isolated and then extensively
characterized by morphological examinations, growth curve analysis, proliferation
analysis, CFU-f generating capacity, flow cytometry, and trilineage differentiation
analysis. Next, cultures of AM-MSCs were maintained under two different culture
conditions, i.e. standard growth and chondrogenic media conditions, and using various
concentrations of MMC. The effects of macromolecular crowding and culture
conditions were compared by performing phase contrast microscopy analysis,
migration test, CFU-f analysis, histochemical staining and protein amount analysis. In
conclusion, histochemical analyses revealed that AM-MSCs were able to proliferate
under MMC conditions and differentiate into chondrogenic lineage even in the
standard medium conditions. In addition, it was found that the macromolecular
crowding environment reduces the capacity of cells to migrate and generate CFU-f.
To our knowledge, this is the first study to examine the effects of MMCs on AM-
MSCs.

Keywords: macromolecular crowding, placental stem cells, amniotic membrane
mesenchymal stem cells, extracellular matrix, chondrogenic differentiation
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