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ETiK BEYAN

Bu tez ¢caligmasinin; akademik Kural ve etik ilkelere bagli kalinarak hazirlandigini, ¢alismada
yararlanilan ve bu g¢alisma triinii olmayan biitiin bilgiler i¢in kaynak yayinlara atifta

bulunulmus oldugunu beyan ederim.

Melisa Bastug



OZET
Yiiksek Lisans Tezi

Plasenta-Kaynakli Mezenkimal K&k/Stromal Hiicrelerin izolasyonu, Cogaltilmasi ve

Biyokompozitler Uzerindeki Davranislarinin Incelenmesi
Melisa Bastug
Ankara Universitesi Biyoteknoloji Enstitiisii

Prof. Dr. A. Eser El¢in

Bu calismanin amaci plasenta kaynakli mezenkimal kok hiicrelerin hiicresizlestirilmis kemik
hidrojelinde, osteojenik ve standart vasatlarda kiiltiirlendiginde osteojenik farklilagsma
potansiyellerinin incelenmesidir. Oncelikle steril kosullarda temin edilen plasentanin amniyotik
zarindan enzimatik ve fiziksel sindirim yontemleri kullanilarak mezenkimal kok hiicre (MKH)
izolasyonu yapilmistir. izolasyonu gerceklestirilen ve ¢ogaltilan hiicrelerin mezenkimal kok hiicre
oldugu mikroskobik goriintiileme, CFU ve akim sitometri analizleri ile belirlenmistir. Amniyotik zar
(AZ)-MKH’lerinin karakterizasyonu yapildiktan sonra hiicre ¢ogalma verimliligine bakilmistir. AZ-
MKH’lerin yiizeyinde cogaltilacaglt biyokompozit substratlarin hazirlanmasi igin, sigir femur
kemiginin hiicresizlestirilmesi sonucunda deseliilerize kemik matriksi (DKM) hidrojeli elde
edilmistir. Hiicresizlestirme verimliliginin anlasilmasi i¢in, islem goren dokulardaki DNA varligi,
kolajen igerigi ve GAG miktar1 belirlenmistir. Hiicresizlestirme verimliligi tespit edilen ve
jellestirilen substratlarin, SEM ve FTIR analizleri ile karakterizasyon ¢alismasi yapilmigtir. Kan
plazmasi temel alinarak hazirlanan sentetik viicut sivist (SVS), DKM jel yapilari ile 8 giin boyunca
inkiibe edilerek biyomineralizasyon saglanmistir. Tez ¢alismasinin son adiminda ise hazirlanan
substratlar tizerine AZ-MKH’leri ekilmis ve hiicrelerin 0., 7., 14., ve 21. giinlerde SEM goriintiileri,
canlilik analizi, ALP ve Ca?" miktar tayinlerini igeren analizler gergeklestirilmistir. SEM bulgular
biyokompozit substratlara AZ-MKH’lerin tutunabildigi substratlar oldugunu ortaya koymustur.
Metabolik aktiviteye dayali hiicre canliligi, ALP ve Ca?' analizlerinin sonuglari, DKM'lerdeki
hiicrelerin canlilik oranlarinin SVS ile islem goren DKM'lerdekine gore daha yiiksek oldugunu

ortaya koymustur.
2022, 105 sayfa

Anahtar kelimeler: Plasenta-kaynakli mezenkimal kdk hiicreler, amniyotik zar, deseliilerize kemik

matriksi, rejeneratif tip, doku miihendisligi.



ABSTRACT
M.Sc.Thesis

Isolation and Expansion of Placenta-Derived Mesenchymal Stem/Stromal Cells and

Evaluation of Their Properties on Biocomposites
Melisa BASTUG
Ankara University Biotechnology Institute

Prof. Dr. A. Eser ELCIN

The aim of this study was to investigate the osteogenic differentiation potential of placenta-derived
mesenchymal stem cells on biocomposite substrates based on decellularized bone when cultured
under standard and osteogenic conditions. Firstly, mesenchymal stem cells (MSCs) were isolated
from the amniotic membrane (AM) of the placenta, which was taken under sterile conditions, using
enzymatic and physical digestion methods. Microscopic imaging, CFU, and flow cytometry analyses
demonstrated that the isolated and proliferating cells were mesenchymal stem cells. Substrates based
on set hydrogels obtained as a result of decellularization of bovine femur bone were prepared for
seeding of AM-MSCs. In order to understand the decellularization efficiency of the hydrogel, the
presence of DNA, collagen content, and the amount of GAG were examined. The characterization
of the set decellularized bone matrix (DBM) was determined by SEM and FTIR analyses. The
biomineralization of DBM gels was carried out via processing in simulated body fluid (SBF; based
on blood plasma) for 8 days, In the last step of the study, AM-MSCs were seeded on the sterilized
substrates, and were evaluated using cell viability, SEM, ALP, and Ca?* quantification analyses at
designated time points (0, 7, 14, and 21 days). SEM findings revealed that the biocomposite
constructs were suitable substrates for adherence of AM-MSCs. The results from the cell viability
based on metabolic activity, ALP and Ca?" analyses revealed that the cell viability rate on DBM was
higher than that in SBF-treated DBM.

2022, 105 pages

Keywords: Placenta-derived mesenchymal stem cells, amniotic membrane, decellularized bone

matrix, regenerative medicine, tissue engineering.
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1. GIRIS

Memeli canlilarin organ veya dokularinda meydana gelen herhangi bir hastalikta; fonksiyon
kaybinda ya da travmatik durumlarda kendisini yenileyebilme potansiyelleri sinirlidir. Son
yillarda doku veya organ hasarlarmin tedavi edilebilmesi igin rejeneratif tip, doku
miihendisligi ve kok hiicre gibi yeni alanlar birlestirilerek c¢alisilmalara baslanmustir.
Bilindigi gibi kok hiicreler kendisini yenileyebilme potansiyeline sahip olan ve &zel
kosullarda spesifik hiicre tiplerine farklilasabilen hiicrelerdir. Tedavi amacgh ¢alisilacak kok
hiicreler yetiskin kok hiicreler olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Yetiskin kok hiicre taniminda
olan mezenkimal kok hiicreler (MKH) hasarli dokulara go¢ edebilmekte, kendisini

yenileyebilmekte ve dogal iyilesme siirecini tetikleyebilmektedir.

Mezenkimal kok hiicreler adipoz doku, kemik iligi, plasenta, amniyotik zar, amniyotik siv1
gibi birgok farkli kaynaktan izole edilebilmektedir. Tedavi amacl kok hiicre kaynagi olarak
uzun yillar kemik iligi mezenkimal kok hiicreler kullanilmistir. Ki-MKH’lerin
kullanimindan kaynaklanan dezavantajlar, farkli dokulardan elde edilen kok hiicrelere
yonelinerek giderilmeye c¢alisilmistir. Tabii ki elde edilme kaynagina bagli olarak
mezenkimal kok hiicre 6zelliklerinde bazi kiigiik farkliliklar oldugu bilinmektedir. Yapilan
calismalarda plasentadan elde edilen MKH’ler karsimiza ¢ikmaktadir. Plasenta, anne ile
fetiis arasinda besin, gaz ve atik aligverisini diizenleyen bir yiizii anneye doniik (maternal)
bir yiizii fetiise doniik (fetal) olan gecici bir organdir. Dogum sirasinda viicuttan atilan
plasenta ile ilgili caligmalarda canlilara zarar verilmedigi i¢in gerekli izinler alinmak
suretiyle etik problemlerle karsilasiilmamaktadir. Plasenta baslica iki boliime ayrilmaktadir.
Birinci bolim endometriyuma gomiilii olan maternal yiizey ve ikinci boliim ise fetiis ile
plasentay1 baglayan ve gobek kordonunun da bulundugu fetal yiizeydir. Son yillarda,
plasenta hiicrelerinden elde edilen MKH’ler doku mithendisligi ve rejeneratif tip kapsaminda

artan diizeyde ilgi gérmeye baslamigstir.

Doku miihendisligi, kaybedilen ya da hasarli doku ya da organlarin gérevlerini listlenecek
yeni doku veya organ benzeri yapilarin olusturulmasi temeline dayanir. Kemik, kikirdak,
deri gibi dokularin yenilenmesini ya da hasarlarinin onarilmasini hedeflemektedir. Kemik
belirli sinirlar iginde kendisini yenileyebilen dinamik bir dokudur. Viicutta 6ne ¢ikan ilk
gorevi mekanik destek saglamaktir. Ancak komplikasyonlar biiyiikk boyutlara ulastiginda
kemigin kendisini yenileyebilme potansiyeli yetersiz kalmaktadir. Kemik doku miihendisligi

ise bu asamada devreye girmektedir. Kemikte meydana gelebilecek herhangi bir bozuklukta



kullanilmak tizere ¢ok cesitli sentetik veya dogal biyomalzemeler gelistirilmektedir. Bu
calismada, biyolojik dokularin hiicrelerinden arindirilmasi temeline dayali deseliilerizayon
yontemi ile biyoaktif bilesimi korunmus deseliilerize kemik matriksine dayali biyokompozit
substratlar hazirlanmis ve plasenta kokenli amniyotik zar MKH’leri ile etkilesimleri ele
alinmistir. Kemik hasar veya kayiplarinda kullanim potansiyeli bulunan bu tiir yeni hiicre-

substrat etkilesimlerinin incelenmesi rejeneratif tip agisindan 6nem tagimaktadir.



2. KURAMSAL TEMELLER
2.1. KOKHUCRELER VE KOK HUCRE TiPLERI

Kok hiicreler, kendisini yenileyebilen ve gesitli 6zellesmis hiicre tiplerine farklilagabilen
hiicrelerdir. Kok hiicrelerin bir kism1 6zellesmis belirli bir hiicre tipine farklilasirken bir
kism1 da baslangicta sergiledikleri karakteristik 6zelliklerini stirdiiriirler. Kokenlerine gore

kok hiicreler genel olarak Yetiskin kok hiicre ve Embriyonik kok hiicre olarak iki tipe ayrilir.

Kok hiicreler, ¢esitli yaralanma veya hastaliktan sonra yenileyici tip ve doku rejenerasyonu
i¢cin potansiyel kaynak olarak kabul edilirler. Bu kapasitenin yan1 sira kok hiicreler, insan

hastaliklarini tedavi etmek i¢in terapdtik potansiyele de sahiptirler.

Kok hiicreler, adipoz doku, plasenta, gobek kordonu, kemik iligi gibi bir¢cok doku ya da
organda bulunmaktadir (1-5). Kok hiicreler yeni doku ve hiicreleri olusturabilme
potansiyelleri agisindan totipotent, pluripotent ve multipotent olmak tiizere 3 gruba
ayrilmaktadir (6-9). Farklilasma potansiyeli agisindan, EKH'ler pluripotent ve yetiskin kok
hiicreler multipotent karakterlidir. Bu 6zelliklerinden rejeneratif tip ve doku

miihendisliginde faydalanilmaktadir.

2.1.1. EMBRIYONIiK KOK HUCRE

Organizmay1r meydana getiren tim hiicreler zigotun sahip oldugu embriyonik kok
hiicrelerden kaynaklanmaktadir (10,11). Embriyonik kok hiicreler, totipotent karakter
sergileyen ve embriyonik gelismeler asamalarindan gastrulasyon sirasinda olusan
blastosistin i¢ hiicre kitlesinden meydana gelmektedir. Embriyonik kok hiicrelerin aldigi
boliinme sinyalleri hiicresel farklilasmanin baslamasiyla birlikte azalmaktadir. Kendisini
siirs1z yenileyebilme potansiyelleri hiicre farklilagsmasi sirasinda kaybolmaktadir. Boliinme
ve farklilagsma sinyalleri hiicrelere genler tarafindan iletilmektedir. Bu sinyaller sayesinde
EKH’ler yeni dokularin olusturabilmekte ve {i¢ embriyonik germ katmanina (ektoderm,
endoderm ve mezoderm) farklilasabilmektedir (6). EKH’ler, embriyonik (i¢ hiicre kitlesi)
ve ekstra-embriyonik dokularin (amniyon kesesi ve plasenta) olusturulmasindan da

sorumludur (12).



Farklilasan ve Ozellesmis hiicre haline gelen EKH’ler ise, yetiskinlikte viicudun ¢esitli
bolgelerine dagilmaktadir. Bu hiicreler genellikle aktif rol oynamamalarma karsin ihtiyag

duyulmasi halinde hem farklilasabilmekte hem de kendisini yenileyebilmektedir (13-15).
2.1.2. INDUKLENMIS PLURIPOTENT KOK (iPS) HUCRE

Son yillarda adin1 EKH’lerinin alternatifi olarak duyuran indiiklenmis pluripotent kdk hiicre
(iPS) hiicreleri, farklilasmasi1 ger¢eklesmis yani yetiskin hiicrelerin tekrar embriyonik kok
hiicrelere farklilasmasi igin programlanmasina dayanmaktadir (16). Hiicrelerin yeniden
programlanmasinin tiim mekanizmalart hala tamamen aydinlatilamamistir (17). Ancak
Oct3/4, Sox2, c-Myc ve KlIf4 gibi embriyonik kok hiicre transkripsiyon faktorlerinin
programlamada etkisi oldugu Takahashi ve ekibi tarafindan gosterilmistir. iPS olarak
isimlendirilen bu hiicrelerin embriyonik kok hiicre belirteglerini ifade ettigi ayn1 zamanda
da benzer davranislar sergiledigi goriilmiistiir. Son yillarda, aragtirmacilar tarafindan bu
farklilagsma faktorleri ile ilgili yapilan c¢aligmalarda Takahashi faktorleri yerine baska
faktorlerde kullanilmaktadir (18,19).

2.1.3. HEMATOPOIETIK KOK HUCRE

Hematopoietik kok hiicreler (HKH), viicutta yeni kan hiicrelerinin olusumundan sorumlu
olan hiicre gruplaridir. Kirmizi kan hiicreleri, pihtilasma faktorleri, megakaryositler,
bagisiklik sistemi hiicreleri HKH’lerden tiirevlenmektedir. Embriyodaki hematopoez, aort-
gonad-mezonefroz bolgesinde olusmaya baglayarak daha sonrasinda fetal karacigere
gecmektedir. Hematopoez fetal karacigerden sonra, organizmanin kemik iliginde meydana

gelmektedir (20).
2.1.4. YETiSKiIN KOK HUCRE

Yetigkin kok hiicreleri de kendisini yenileyebilme ve sinirli da olsa farklilagma potansiyeline
sahiptir. Ancak bazi calismalar yetigkin kok hiicrelerinin de farkli hiicre tiplerine
farklilasabildigini gostermistir. Ornegin, ndral kok hiicreler kan ve kas dokusu
olusturabilmektedir. Deri kok hiicrelerinin de noron, glia, diiz kas ve adipositlere

farklilasabildigi goriilmektedir (21,22).



En c¢ok c¢alisan kok hiicreler, mezenkimal o6zellik gosterebilen hiicrelerdir. Hem
izolasyonlarmin kolay olmast hem de kiiltiir kosullarinda birgok farkli soya

farklilagabilmeleri bu hiicreleri klinik ¢alismalarda kullanighi hale getirmistir (23-25).
2.1.5. MEZENKIMAL KOK HUCRE VE KAYNAKLARI

MKH’ler “Uluslararasi Hiicresel Terapi Dernegi (International Society for Cellular

Therapy)” tarafindan 6nerilen, standart olarak 3 6zellik ile karakterizedir (26). Bunlar;

1. Adipojenik,  kondrojenik,  osteojenik,  norojenik  ve  kardiyojenik
farklilagabilmesi (27)

2. CD73+, CD90+, CD105+, CD34-, CD11b-, CD45- yiizey belirteglerine sahip

olmas1

3. Hematopoietik kok hiicrelerden farkli olarak plastik hiicre kiiltiir kaplarina

tutunma ve koloni olusturabilmesidir (28).

MKH'ler, kemik iligi, adipoz doku, kas doku ve periferik kan bircok farkli kaynak
kullanilarak izole edilebilmektedir. Bu kaynaklarin bazilarindan elde edilen MKH’lerin
izolasyonu ve c¢ogaltilarak elde edilen miktarlari klinik uygulamalari icin yeterli
gelmemektedir. Bu yiizden alternatif mezenkimal kok hiicre kaynaklarina ihtiyag
duyulmaktadir. Gobek kordonu kani (GBK), gobek kordu (GK), plasenta, amniyotik sivi
(AS), amniyotik zar gibi kaynaklar arastirmacilar tarafindan ilgi odagi olmustur. Farkli
kaynaklardan gelen MKH'ler spesifik in vitro kosullar altinda kiiltiirlendiginde kemik,
kikirdak, yag, kas, sinir ve karacigerin de dahil oldugu farkli soylara farklilagsma
potansiyellerini koruyabildikleri bulunmustur (29-35). Boylece ¢esitli kaynaklardan elde
edilen MKH potansiyelleri arastiriimaktadir.

2.1.5.1. Plasenta Mezenkimal Kok Hiicreleri

Plasenta dokusu giiniimiizde dogumdan sonra atik halini almaktadir ve bu kaynagin yillardir
degerlendirilmemesi bir kayip olarak goriilmektedir. Plasental dokulardan elde edilen birgok
kok hiicre vardir ve bunlarin ¢ogu mezodermal kokenlidir. Amniyon mezenkimal kok
hiicreler (AMKH), koryon mezenkimal kok hiicreler (KMKH), koryonik villi mezenkimal
kok hiicreler (KV-MKH) ve desidua mezenkimal kok hiicreler (DMKH) olarak
siiflandirilmaktadir (36). Plasenta mezenkimal kok hiicreleri “Uluslararast Hiicresel Terapi

Dernegi (International Society for Cellular Therapy)” tarafindan 6nerilen mezenkimal kdk

5



hiicrelerin sahip olmasi gereken 3 6nemli 6zellige de sahiptir (37). Plasenta mezenkimal kok
hiicreleri (P-MKH) mezenkimal kok hiicre yiizey belirteglerine sahiptir, kiiltiir kab1 yiizeyine
yapisabilir, adipojenik, kondrojenik ve osteojenik dokulara farklilasma potansiyeline de

sahiptir (35). P-MKH, kemik, yag, kikirdak, kas ve endotele de farklilasabilmektedir (38).

2.2.  PLASENTANIN GELISIiMi

Plasenta, maternal ve fetal organizmanin kendi aralarinda beslenme, gaz ve hormon
aligverisine izin veren, annenin endokrin, immiin ve metabolik fonksiyonlarini embriyonun
avantajina olacak sekilde yonlendiren gegici bir organdir. Plasenta gelisimi, gastrulasyondan
once, erken embriyolojik siirecte baslamaktadir. Memelilerde embriyonik gelisimin
saglanmasi i¢in blastosistin maternal organizmaya implantasyonu gerekmektedir. Bu

implantasyon sonucu plasenta olugsmaktadir (39).

Doéllenmeden yaklasik bes giin sonra morula rahme ulasir. Bu asamada morula yerini
blastosite (trofoblast hiicreleri, blastos6l ve ig¢ hiicre Kitlesi) birakir. Blastosite pluripotent
potansiyele sahiptir. Blastositin yiizeye yakin olan hiicreleri plasenta ve gobek kordonu dahil
olmak iizere ekstraembriyonik yapilart meydana getirmek i¢in trofoblast haline gelmektedir.
I¢ hiicre kitlesi (embriyoblast), endometriyuma implantasyondan hemen 6nce ya bir iist
katmana (epiblast ve hipoblast) ya da bir alt katmana (ilkel endoderm) farklilasmak igin
hiicresel degisiklikler ge¢irmektedir. Boylece i¢ hiicre kitlesinden embriyonik kok hiicreler

gelismektedir (40-42).

Blastositin trofoblast hiicreleri 2 tip hiicreyi olusturmaktadir. Bunlardan ilki sinsitrofoblast
hiicreleridir. Bu hiicreler uterin duvarini isgal ederek yapay bir organ gibi burada biiyiimeye
baslamaktadir. insan plasentast ise epitel kok hiicre olan sitotrofoblastlarm farklilasmasi ile
olugsmaktadir. Sitotrofoblastlar tiimor hiicreleri gibi yayilma politikasi izleyerek uterusu
istila etmektedirler. Uterusa yeteri kadar gomiilen sitotrofoblastlar, isgal etme politikalarini
durdurmaktadirlar. Bu siirecte  sitotrofoblastlar asamalar halinde farklilagmaya

baglamaktadir (43).

Farklilagan hiicreler endovaskiiler invazyonun bir sonucu olarak plasentaya maternal kan
akigin1 baslatmak ve damar ¢apini biiyiik 6lgiide genisletmek lizere uterus arteriyollerinin
endotel ve kas astarlarinin yerini almaktadir (44,45). Trofoblastlar kan damarlarini
olusturmak icin akin ettiklerinde, kan akisi anneden bebege dogru kolay bir sekilde

gerceklesmektedir. Zamanla biiylimesini siirdiiren plasentanin fonksiyonu her zaman agirligi



ile dogru orantili olmamaktadir. Plasentanin histomorfolojisi eninde sonunda dengeye

ulagmaktadir (46,47). Plasentanin olgunlagmis (full-term) yapis1 (Sekil 2.1.) gosterilmistir.

Gobek kordonu
\ Koryonik damarlar

| Koryonik tabaka

—

Maternal kan damarlari — Bogluk

Sekil 2.1. Plasenta sematik gosterimi (48)

2.3. PLASENTANIN KISIMLARI

Plasenta yapist geregi hem maternal organizmayla hem de fetiisle baglanti kurmaktadir.
Boylece plasentanin iki farkli ylizeyi olugsmaktadir. Bu yiizeyleri kendi igerisinde kategorize

etmek de miimkiin olmaktadir. Plasenta baslica su kisimlara (Cizelge 2.1.) ayrilabilir:

Cizelge 2.1. Plasentanin Boliimleri

Koryonik Bolim Desidual Bolim

Amniyotik Boliim




2.3.1. FETAL YUZEY

Fetal yiizey baslica amniyon ve koryon olmak {izere iki ana bdliimden olugmaktadir.
Amniyon, koryona bagli olup ince ve elastik yapiya sahip olan cenin zaridir. Amniyotik

tabaka kendi icerisinde 3 kisimdan olusur;

1. Epitel hiicrelerin kapladig: epitelyal tek tabaka
2. Aseliiler ara katman
3. MKH agisindan zengin olan ve koryona yakin yerlesmis tabakadir (49).

Koryon ise dis katmanda yer almaktadir. Ayrica trofoblastik, koryonik ve mezenkimal
dokular1 da icermektedir. Koryon ve amniyon katmanlar1 gebeligin ilk trimesteri boyunca
ayr1 iki doku halinde bulunmaktadir. ikinci trimesterde ise birbirine kaynasmaktadirlar. Bu
iki katmanin arasinda ise zona spongiosa tabakasi bulunmaktadir. Amniyon ve koryon
birlikte i¢i amniyotik sivi ile dolu olan amniyon kesesini olusturarak ve fetal ortamin

korunmasini saglamaktadir (50).

Fetal Kok Hiicre
Amniyotik sivi ‘Wharton’s jelly Plasenta Amniyotik membran
Embriyonik Kok Hiicre Yetiskin Kok Hiicre
Projenitor Hiicre
Pluripotent Pluripotent-Multipotent Multipotent Unipotent

Sekil 2.2. Kok hiicre farklilagmasi, pluripotent kok hiicreden baslar ve unipotent progenitor
kok hiicreye kadar devam eder. Fetal kok hiicrelerin embriyonik kok hiicreler ile yetiskin
kok hiicreler arasinda yeni bir sinif oldugu diisiiniilmektedir (50)

Farkli ¢aligma gruplari amniyondan ve koryondan kok hiicre izole edilebildigini
gbstermistir. In vitro kosullar altinda ise AMKH’lerinin her 3 germ tabakasindan olan

hiicrelere (Sekil 2.2.) farklilagabildigi goriilmistiir (51).
Baslica fetal yiizey kok hiicre gruplari;

1. Insan amniyon mezenkimal kék hiicreleri (AMKH) (52)
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2. Amniyotik zar mezenkimal kok hiicreleri (53)

3. Insan amniyotik epitel hiicreleri (AEH) (54)

4. Insan koryonik mezenkimal kok hiicreleri (KMKH) (31)
5. Insan koryonik trofoblastik hiicreler (KTKH) (55)

2.3.1.1. Amniyotik Zar (AZ) Kok Hiicreleri

Amniyotik zar, fetal zarin i¢ tabakasinin biiyiik kismin1 meydana getirmektedir ve herhangi
bir vaskiiler dokusu bulunmamaktadir. AZ, embriyonik epiblast hiicrelerinden tiirevlenir ve

AZ kok hiicreleri fiziksel ve enzimatik sindirim yoluyla elde edilmektedir (56).

Amniyotik zar kok hiicreleri (AZKH) baslica, amniyotik epitel hiicreleri (AEH) ve
amniyotik zar mezenkimal kok hiicreleri (AZ-MKH) olmak tizere iki tip kok hiicre
icermektedir. Her iki kok hiicre tipinin de ortaya ¢ikmasi embriyonun pregastrulasyon
asamasina denk gelir. Her {i¢ germ tabakasindan da kdken almalarina ragmen ¢ogunlukla
epitelyal olduklar1 goriilmektedir. AMKH’ler kalin bir bazal zar (kolajen ve laminden) altina
yerlesmistir. Bu bazal laminada kolajen I, kolajen III ve fibronektin bulunmaktadir. AZ’da
mezenkimal kok hiicre ve nadiren makrofajlar goriilmektedir. AMKH'ler, yag dokusu,
kemik ve kikirdak gibi mezenkimal soylara farklilagabilmektedir ve anjiyojenik

potansiyelleri bulunmaktadir (51,57,58).
2.3.1.2. Amniyotik Epitel Hiicreleri (AEH)

Insan amniyotik epitel hiicreleri (AEH), d6llenmenin sekizinci giiniinde amniyoblasttan
olugmaktadir ve amniyonun i¢ tabakasinda yer almaktadir. Amniyotik epitel (AE) hiicreleri
amniyotik siviyla temas halinde bulunan ve kiibik seklindeki epitel hiicrelerdir. AE’ler

amniyotik mezoderm ile baglant1 kurabilecegi bir bazal laminaya baglanmaktadir.

AEH'lerin salgiladig: faktorlerin dogustan ve adaptif bagisiklik sistemleri tizerinde etkili
oldugu literatiirde gosterilmistir. Yapilan mRNA analizleri, AEH'lerin makrofaj gb¢iinii
inhibe ettigini ve MIF iirettigini ortaya ¢ikarmistir. Bu nedenle, insan AEH'leri hiicresel
tedaviler i¢in degerli bir kaynak olabilir (59-61). AEH lerin glial ve néronal kok hiicrelere
farklilasarak asetilkolinin, katekolaminler, sinir biiylime faktorii ve norotrofin-3 ifade ettigi
gosterilmistir. Ayrica AEH’lerin hepatojenik farklilasmasi sonrasinda iire salgilamaya

basladigr gozlemlenmistir. Boylece farklilasmis hiicreler, cesitli enzimlerin ve spesifik
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mitokondriyal amino asit tagiyicilarinin ifade ederek karacigere oOzgii bir islevi

gerceklestirilmistir (61,62).

Koryonik ve amniyotik kok hiicreler mezenkimal belirtecler (CD105, CD73, CD90, CD29)
i¢in pozitif iken hematopoietik belirtegler (CD14, CD34 ve CD45) i¢in negatiftirler (63).
Bazi1 AKH’lerin ise pluripotent kok hiicre belirteglerini ifade ettigi gosterilmistir. Ayrica
MHC simf I antijenlerinin ¢ok diisiik ifade edilirken MHC sinif II antijenlerini ifade

etmemektedir. Boylece hiicreler immiinomodiilator 6zellik kazanmaktadirlar (30,64,65).

2.3.2. INSAN KORYONIK MEZENKIMAL KOK HUCRELERI (KMKH'LER)

Gebeligin tigiincii li¢ aylik doneminde (li¢iincii trimester) plasenta olugsmaktadir. Bu agsamada
gelisen yapilar; koryonik villus, koryonik plaka, amniyon ve maternal yiizey olmaktadir. En
erken elde edilebilecek fetal materyal, hamileligin ilk ii¢ ayinda olugan koryonik villus tiirevi

hiicreler (KVKH) olmaktadir (66,67).

Koryonik mezenkimal hiicreler (KMH'ler) hamilelik sirasinda koryonik villuslardan
(koryonik villus kok hiicreler -KVKH) (66,68) ya da plasentadan (69) izole edilmistir.
Koryonik villus tiirevli kdk hiicreler ve plasenta kok hiicreleri terimleri birbirinin yerine
kullanilabilmektedir. Ciinkii her ikisinin de immiinofenotipi benzerlik tasimaktadir. Ornegin
ikisi de mezenkimal belirtegler (CD73, CD90, CDI10) icin pozitiftir ve onemli bazi
pluripotens belirtegleri (OCT4, SOX2, SSEA4, REX-1, GATA-4) i¢in de pozitif oldugu
goriilmektedir. Ekspresyon seviyesinin ise kemik iliginden tiiretilen MKH'lere yakin oldugu
goriilmiistir. MHC sinif I antijenlerinin ¢ok diistik ifade ettikleri icin ve MHC simif II’y1
ifade etmedikleri igin bu hiicreler de immiinomodiilator etkiye sahiptir (30,63,64,66,68).

Koryonik villuslardan elde edilen KMKH'lerin in vitro deneylerde adipojenik, kondrojenik,
osteojenik ve noral farklilasma potansiyeli yiiksektir (47,70,71). Arakawa ve grubunun
yaptig1 calismada ise KVKH'larin in vitro kosullar altinda iskelet kasi hiicrelerine
farklilasabildigi gosterilmistir. KVKH’lar etkin bir sekilde distrofin pozitif miyotiipler
olusturmustur (72).

Sonug olarak ise amniyon ve koryon tiirevi mezenkimal hiicrelerinin birbirine benzedigi
goriilmektedir. KVKH’lerinin diger kok hiicrelere gore en O6nemli avantaji yiiksek bir
miyojenik potansiyele sahip olmasidir. Diger bir dnemli avantaj ise fetal hiicrelerin teratom
olusturmamas: ve diger hiicre popiilasyonlarindan daha az immiinojenik reaksiyon

olusturmasidir. Boylece nakiller igin uygun adaylar haline gelebilirler (62,73).
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2.3.3. INSAN KORYONIK TROFOBLASTIK HUCRELER (KTKH'LER)

Plasentasinin ilk fetal hiicresi, villoz ve ekstravilloz trofoblastlarini olusturmak igin, ortaya
cikan sitotrofoblastlardir. Sitotrofoblastlar ¢ok asamali bir farklilasma meydana
getirmektedirler. Plasenta trofoblast hiicreleri farklilasirken iki yol izlemektedir. Bu
yollardan ilki implantasyon yapan ekstravilloz sitotrofoblastlar hiicreleridir. Ikincisi ise cok

cekirdekli villoz sitotrofoblastlar hiicreleridir (40,74).

Villoz trofoblastlar, koryonik villuslar1 kaplayarak, maternal ve fetal organizma arasindaki
gaz ve besin aligverisinin gerceklesmesini saglar. Ekstravilloz trofoblastlar ise uterus
duvarinin derinliklerine (miyometriuma kadar) yayilirlar ve dogrudan uterusta koryonik
villuslarin  sabitlenmesiyle iliskilendirilmektedirler. Ayrica ekstravilloz trofoblastlar,
annenin yeni hiicreleri reddetmesinin 6nlemek igin HLA-G gibi spesifik HLA antijenlerini
ifade etmektedir (75,76).

2.3.3.1. Amniyotik Sivi (AS) Kok Hiicreleri

Amniyotik sivi, embriyogenezde gerekli besinlerin tedarik edilmesi ve desteklenmesi icin
koruyucu bir yap1 olarak gorev almaktadir. Prenatal tan1 i¢cin uzmanlarin sik¢a bagvurdugu
yontemlerin baginda amniyosentez gelir. Amniyotik sivida yer alan kok hiicreler (ASKH) ii¢
germ tabakasindan tlirevlenen heterojen bir gruba aittir. Bu hiicreler epitel kokenlidir ve
kaynaklarinmi gelisen embriyodan ya da amniyotik zarin i¢ yiizeyinden alirlar. ASKH’leri
morfolojileri, bliylimeleri ve biyokimyasal karakterlerine gore 3 gruba ayrilir. Amniyotik
stvinin kaynagiyla ilgili gergekler belirsizligini korumaktadir. Amniyotik sivinin kaynagi ise

hem insan amniyotik epitel hiicreleri (IAEH) hem de trofoblastlar olabilmektedir (77).

AS’den izole edilen kok hiicre popiilasyonlariin iki alt popiilasyon olusturduguna dair
yapilan ¢aligmalar vardir. Bu hiicreleri morfolojilerine goére yuvarlak sekilli (RS) AS -
MKH'ler ve diiz SS - AS - MKH'ler olarak gosterilmistir. RS - AS - MKH'lere kiyasla
CD90’1 daha yiiksek ifade edebildigi, proliferasyonunun daha fazla oldugu ve farklilasma
potansiyelinin fazla oldugu gosterilmistir. Proteomik analizin kullanilmasiyla, iki
popiilasyon arasinda farkli sekilde ifade edilen 25 protein oldugu gosterilmistir. Bu farkh
ifade edilen proteinler iki hiicre tipinin ¢ogalma, go¢ ve farklilasma 6zelliklerindeki neden
farklilik gosterdigini agiklayabilir. SS - AS - MKH'ler ve RS - AS - MKH'ler arasinda
vimentin, galectin, gelsolin ve prohibitin gibi proteinler farkli sekilde ifade edilmektedir.

Ancak bu proteinlerin higbiri MKH'lerde yiiksek oranda ifade edilmemektedir (78).
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MKH'leri AS'den izole ederken dikkat edilmesi gereken bazi parametreler su sekildedir;

1. Nakledilen kok hiicrelerin hasarli dokulara basarili bir sekilde go¢ edebilmeli ve

onarim saglayabilmelidir,

2. Hiicrelerin gociinii diizenleyen ve hasarli dokuyu onarmasini saglayan bazi

molekiilleri ifade etmeleri gerekmektedir. Bu molekiiller arasinda,

a. Hiicre gocii i¢in kilit molekiillerden olan VLA-5 integrini [a5 (CD49e) ve Bl
(CD29)]

b. Adhezyon molekiilii olan CD44’{in ifadesi bulunmaktadir (78).

Amniyotik stvida bulunan hiicrelerinin ¢ogunlugu kiiltiir kosullarinda kiiltiir kab1 ylizeyine
yapisma ve ¢ogalma davranisi sergilemez. Amniyotik s1vidaki canli hiicre popiilasyonlari su

sekilde gruplandirilabilir;

1. Rutin kiiltiir kosullarinda baglanan hiicreler
a. Boliinen, koloni olugturan hiicreler
b. Rutin olarak kullanildiginda ¢ogalmayan hiicreler

2. Rutin kiiltiir kosullarinda baglanmayan hiicreler

Amniyotik sivida bulunan canli hiicre popiilasyonlarindan 1a ve 1b gruplariyla ilgili yeterli
aragtirma hala yoktur. Bu hiicre gruplarinin arastirilmasi ve fetal anomali ile iliskisi olup

olmadigina bakilmasi gerekmektedir (79).

Amniyotik sivi igerisinde bulunan, baglanan ve koloni olusturabilen kok hiicreler 3 ana

gruba ayrilmistir;

1. Epiteloid E-tipi hiicreler

2. Amniyotik siviya 6zgii olan AF-tipi hiicreler

3. Fibroblastik yapiya sahip F-tipi hiicreler
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AF tipi ve E-tipi hiicreler amniyotik siv1 kiiltiirlerinin ilk asamasinda goriilmektedir. Ancak
kiiltiir devam ederken bu hiicre tiplerinin sayis1 onemli oranda diigsmektedir. F tipi hiicreler

her amniyosentezden elde edilememektedir. Genellikle geg ortaya ¢ikmaktadirlar (79).

Amniyotik sivida yer alan;

1. E-tipi hiicreler fetal deri ve idrardan,

2. AS-tipi hiicreler fetal zarlardan ve trofoblastlardan,

3. F tipi hiicreler ise fibroz bag dokusu ve dermal fibroblastlardan tiirevlendigi

diistiniilmektedir (80-82).

AS tipi hiicreler ise Ostrojen iiretebilmekte iken F-tipi hiicreler hormon tiretemez. Bu yiizden
AS-tipi hiicrelerin trofoblasttan kaynaklandig: diisiiniiliirken F-tipi hiicrelerin mezenkimal
dokudan koken aldig1 kabul géren bir goriistiir. Ayrica her iki hiicre tipide HLA Simif I (HLA
ABC) ylizey antijenlerini ifade edebilir ancak HLA Sinif II (HLA-DR) ylizey antijenlerini
ifade edemez. Hem AS- hem F-tipi hiicreler fibroblastik goriintii olusturabilmektedir ancak
baskin bulunanin AS-tipi hiicre oldugu goriilmektedir. AS tipi hiicreler keratin ve vimentini

beraber ifade etmektedirler (56,83).

Nadri ve grubunun yaptig1 calismada ise AS -MKH'ler kolayca izole edildigi ve uygun kiiltiir
kosullar altinda kemik iligi-MKH'lerine kiyasla daha hizli biiyiidiigii gosterilmistir. Buna
ek olarak Sun ve grubunun yaptig1 ¢caligmada ise, iskele iizerine tohumlanan ve osteojenik
indiikleyici ortama maruz birakilan AS-MKH’lerinin, in vivo implantasyonundan sonra
kemik olusturabildikleri ve pre-klinik caligmalar i¢in degerli bir kaynak olabilecegi
gosterilmistir (84,85).

2.3.4. PLASENTANIN MATERNAL YUZEYi

2.3.4.1. Desidual Bazalis Kokenli Mezenkimal Kok Hiicreler

Desidual kok  hiicreler (DKH), hamilelik sirasinda, genellikle blastosistin
implantasyonundan sonra ortaya ¢ikan bir hiicre sinifidir (86). Progesterona yanit olarak
endometrial kok fibroblastlar farklilasmaya baslar (desidualizasyon) ve periarteriolar
bolgede subepitelyal olarak baslar. Memeli canlilarda trofoblastlar maternal dokuyu isgal

etmeye bagladiktan sonra endometriyal kok hiicreler tarafindan desidua olusturulmaktadir.
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Kadinlarda menstriiel siklusun orta-ge¢ sekretuar fazinda endometriyal stromal hiicreler
desidual hiicrelere farklilagsmaktadir. Maternal-fetal arayiiziin maternal bileseni olan
desidual doku, stromal hiicrelerden, glandiiler hiicrelerden ve Il6kositlerden meydana

gelmektedir (87,88).

Memeli desidual dokusunun esas gorevi embriyonun implante olmasini ve yerlesmesini
saglamaktir. Desidua dokusunun diger bir gorevi de trofoblast isgalini sinirlandirmak igin
bariyer gorevi gormektir. Desidua, trofoblast gogii, invazyonu i¢in gereken molekiillerin
(baglayict protein-1 [IGFBP1], insiiliin benzeri biiyiime faktorii [IGF], fibronektin vb.),
desidual ECM’nin degistirilmesini saglayan MMP’lerin salgilanmasini1 degistirmektedir
(89-91). Desidua hiicreleri ¢ok sayida sitokin sentezini tetikler, interlokin-6 (IL-6),
interlokin-8 (IL-8), makrofaj koloni uyarici faktor, makrofaj inflamatuar protein- 1o ve timor
nekroz faktorii-a 6rnek verilebilir. Trofoblastlar tarafindan tiretilen {iriinler ile endometrial
stromal hiicreleri, proinflamatuar sitokinler, kemokinler ve anjiyojenik faktorler tiretmek
icin indiiklenmektedir. MMP ve TIMP salgilanmasiyla beraber trofoblast istilasi
diizenlenmektedir. Desidua s6z konusu istilayr durdurmak icin ise bazi molekiilleri

salgilayarak (IL1B ve IGF2 vb.) TIMP3 ve IGFBP1 ifadesini inhibe etmektedir (92,93).

Endometrium aylik olarak yeniden sekillenme gecirmektedir ve ¢ok dinamik bir yapiya
sahiptir. Ancak endometriumun esas degisimi gebeligin baslamasiyla miimkiin olmaktadir.
Endometriyumda diger bir 6nemli olayda stromanin desidualizasyonudur. Fibroblast benzeri
predesidual stromal hiicreler (predsh) bu asamada morfolojik ve biyokimyasal degisiklikler
gecirmektedir. Decidualizasyon olay1 adet dongiisiiniin luteal faz1 sirasinda meydana gelir
veya gebeligin gergeklesmesi durumunda ise korpus luteum tarafindan salinan yumurtalik
hormonlar1 tarafindan diizenlenmektedir. Desidualize hale gelen hiicreler artik

sitoplazmalarinda desmin eksprese eder ve prolaktin salgilamaya baslar (86,87,94,95).

1990’1 yillarda kok hiicrelerin, endometriumun rejeneratif 6zellik kazanmasindaki ana
kaynak oldugu diisiiniilmiistiir. Ancak 2001’den sonra yapilan c¢alismalar bu hiicrelerin
izolasyonu iizerinde durulmustur. Insan endometriyumundan k&k hiicrelerin izole
edilebildigini ve osteojenik, miyojenik, adipojenik ve kondrojenik farklilagma kapasitesine
sahip oldugunu gostermistir (2,96-98). Yapilan baz1 ¢alismalarda desidua kok hiicrelerinin
fibroblast benzeri bir morfoloji sergiledikleri ve mezenkimal kok hiicre belirteglerini ifade
ederken hematopoietik hiicrelerin belirteglerini ifade etmedikleri goriilmiistiir. Bu hiicrelerin
CD34 ifadesinin olmadig1 ve HLA-DR ifade eden hiicrelerin ise yiizdesinin olduk¢a diisiik
oldugu gosterilmistir (96,99).
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2.3.5. GOBEK KORDONU (GK)

MKH kaynag1 olan gébek kordonunda ise, gobek kordonu veni ve gébek kordonu arterleri
cevreleyen bag dokusu bulunmaktadir. Bu bag dokusu Wharton'un jolesidir. Wharton'un
jolesi ve gobek kordonu da mezenkimal kok hiicresi (GK-MKH) bakimindan zengin bir
kaynaktir (100). Gobek kordonu ve kord kani diger yontemlere kiyasla daha invaziv bir
yontemdir. Bebege ve anneye bir zarar gelmemektedir. Ancak GK’nin MKH kaynagi olarak
kullanilmasi hala tartigmalara sebep olmaktadir (101). Gobek kordonuyla ilgili yapilan
calismalarin sayilar artttkca MKH kaynagi olarak kullanilip kullanilamayacagi netlik

kazanacaktir.
2.4. REJENERATIF TIP VE DOKU MUHENDISLIGI

Rejeneratif tip, dogumsal kusurlarin, hastaliklarin, travmaya maruz kalmis ya da yaslanma
nedeniyle, bozulmus olan hiicrelerin, dokularin veya organlarin onarimi, degistirilmesi veya
yenilenmesini saglayan multidisiplener arastirma ve klinik uygulama alanidir. Rejeneratif
tip kendi i¢inde birgok teknolojik yaklasimi (Sekil 2.3.) birlestirmektedir. Viicutta hasar
gormiis bolgelerin onarimi veya yenilenmesi i¢in kok hiicreler kullanilmaktadir. Kok
hiicrelerin go¢ etme potansiyeli sayesinde hasarli bolgelere ulasarak dokunun yenilenmesine

katki saglamaktadir (102).

Coziiniir
Molekiiller }

::> ( Rejeneratif

Gen
Terapisi

Sekil 2.3. Rejeneratif tip yaklagimlari, ¢oziinebilir molekiillerin kullanimini, gen terapisini,
kok hiicre terapisini ve biyokompozitlerin kullanimini igerebilir (103)

15



2.4.1. REJENERATIF TIP TARIHI

Rejeneratif tibbin baglangici 1950'lerin sonlarina kadar uzanmaktadir. 1950’lerde kalp
yetmezliginin Oniine ge¢mek i¢in hayvan modellerinde kalp nakilleri denenmistir. Bu siireci

takiben insanlarda ilk kalp nakli 1967’de gergeklestirilmistir (104).

Bilim adamlar1 dondr organ eksikligi, greftlerin basarisiz olmasi ve c¢esitli etik kaygilar
tasimasi nedeniyle rejeneratif tip igin farkli uygulamalar gelistirilmektedir. Ornegin, tiim
organin yerine yenisini takmak yerine hiicreleri ve belirli 6zelliklere sahip dokulari
nakletmeye odaklanmaktadir. Geleneksel tibbin yetersiz kaldigi ve tedavi edilemeyen
hastaliklar i¢in (kalp yetmezligi, norolojik rahatsizliklar, oto immiin hastaliklar, multip

skleroz) kok hiicreler (EKH, iPS, MKH) tedavi etme potansiyeline sahiptir (105,106).

Rejeneratif tip igin ¢alisilan alanlarin  basinda deri sorunlari gelmektedir. Deri
yaralanmalarinda mevcut tedaviler yeterli degildir ve agir bir ekonomik yiikii de beraberinde
getiren diinya ¢apinda bir sorun teskil etmektedir (107). Cilt yaralanmalari igin gelistirilen
doku miihendisligi iirlinleri kusurlarin hizli bir sekilde ortiilmesini, hastanin agrilarinin
azaltilmasmi ve rutin hayatinda kisinin kendisinin uygulayabilecegi kolaylikta olmasi
beklenmektedir. Buna ek olarak iltihaplanmaya ve yeni yaralarin agilmasina sebep
vermemelidir. Hasarl1 dokuyu yenilenmeye tesvik etmelidir. Uygulanan deri greftleri estetik
bir goriintliye sahip, kisinin deri rengine uygun, darbelere kars1 dayanikli olmali ve toksik
etki yaratmamalidir (108,109). Bu konuda basariya ulasip ticari olarak satilan iiriinler

bulunmaktadir. Bunlar hiicresiz yapay veya biyolojik kaynakli malzemelerdir.

2.5.  REJENERATIF TIP (YENILEYICI TIP) UYGULAMALARI

2.5.1. REJENERATIF TIPTA (YENILEYICi TIPTA) KOK HUCRELERIN
KULLANIMI

Rejeneratif tip alaninda kullanilan kok hiicreler, kemik iligi kok hiicreleri (KIKH),
mezenkimal kok hiicreler (MKH), embriyonik kok hiicreler (EKH), dokuya 6zgii progenitor
kok hiicreler, gobek kordonu kok hiicreleri (GKKH) olarak siralanabilir. Kok hiicrelerle ilgili
caligmalarin sayilarin artmasiyla, tedavisi olmayan hastaliklarda kok hiicre kullanimi umut
vermektedir. Mezenkimal kok hiicreler hem hasar goren bolgeye goc ettigi icin hem de
kuvvetli bir immiin yanit olusturmadig icin rejeneratif tip alaninda kullanimi i¢in uygun

olmustur (110).
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Yapilan bazi kok hiicre tedavisi ¢aligmalarinda, farelerde meydana getirilen enfarktiis hasari
sonrasinda kalp fonksiyonunu iyilestirebildigi gosterilmistir. Bilindigi iizere yetiskin kok
hiicreler kalbi yenileyememekte ve yeni kardiyomiyositler liretememektedir. Bu iyilestirme
fonksiyonu sadece canli hiicrelerin, 6lii hiicre kalintilarinin temizlenmesini saglamasi i¢in
dogal bagisiklik tepkisini indiiklediginden olmaktadir. Boylece kalbe kiiciik bir iyilestirici
fayda sagladigi bulunmustur (111).

MKH’ler ile ilgili baska ¢alismalarda kardiyovaskiiler hastalik tedavisi i¢in de énemli rol
oynamaktadir. Farklilagmaya ek olarak MKH'lerin kardiyovaskiiler progenitor hiicrelere
onciiliik ettigi disiiniilmektedir. MKH'den tiiretilmis hiicre dis1 vezikiillerin kardiyomiyosit
otofajisini ve anjiyogenezi artirdigi, hiicre apoptozunu azalttigi, coklu mikroRNA'lar
(miRNA'ler) araciligiyla hiicrenin hayatta kalma sinyal yolagmi etkinlestirdigi
goriilmektedir. Son zamanlarda, genetik modifikasyonlar1 ve biyolojik materyallerin
kullanilmast hatta kombinasyonlarinin olusturulmasi ile MKH'lerin terapdtik etkilerini

arttirmak icin gesitli stratejiler gelistirilmistir (27).
2.6. DOKU MUHENDISLIGI

1976’da Avrupa Biyomalzeme Dernegi'ne (ABD) gore biyomateryaller, 'biyolojik
sistemlerle etkilesime girebilen ve tibbi cihazlarda kullanilan cansiz malzeme' olarak
tanimlanmistir. Daha sonrasin da ise ABD'nin tanimi 'viicudun herhangi bir organim
dokusunu veya bir fonksiyonunu tedavi etmek veya degistirmek icin biyolojik sistemlerle
arayliz olusturun materyaller olarak degistirilmistir (112). 1994 yilinda Robert Langer ilk
defa doku miihendisligi ismini kullanmigtir (113). Bu yeni ¢alisma alanin en 6nemli

arastirmacilar1 arasindadir.

2.6.1. BiYOLOJIK KAYNAKLI BiYOMALZEMELER

Biyolojik malzemeler sentetik malzemelere gore hiicrelerin iskeleye yapigmasini ve
farklilasmasin1 daha iyi desteklemektedir. Ayrici biyolojik stiregler igerisinde bozunurlar.
Boylece konak¢inin kendi hiicre dis1 matriksi zaman igerisinde olusarak biyokompozitin

yerini alabilmektedir. Biyolojik malzemelerin ise iki onemli dezavantaji vardir;

1. Tekrarlanabilir ve homojen tiretimleri zordur

2.Zay1f mekanik ozelliklere sahiptirler.
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Bu konuda yapilan aragtirmalarda tek faza sahip iskelelerin kendi aralarinda karakterizasyon
calismalarinda dezavantajlar1 vardir. Tek fazli iskelelerin dezavantajini azaltmak igin ¢ok
sayida agmaya sahip olan biyokompozitlerin gelistirilmesi saglanmaktadir. Arastirmacilar
bazilar1 sentetik ve biyolojik malzemeleri birlestirirken kimi arastirmacilar da seramigi
polimer bazli yapi iskelelerine dahil etmeye calisarak hedef dokuya benzer yapilar
olusturmuslardir. Ikili yapilarla baz1 problemlerle Karsilasilsa bile doku benzeri yapilari
meydana getirerck bu problem asilmaya c¢alisilmistir; biyouyumluluk, biyolojik olarak

pargalanabilirligi veya her ikisiyle de ilgili sorunlarla hala ¢6ziim aranmaktadir (114,115).

2.6.2. KEMiK DOKU MUHENDISLIiGi

Doku miihendisliginin amaci bir dokunun tedavi edilmesine yardimci olmak ya da hasarli
dokunun yerini alacak yeni bir doku iiretebilmektir. Doku miihendisligi ile iiretilen bir
malzemenin tizerine hiicre ekilerek onun dokuya benzer bir hale gelmesi hedeflenmektedir.
Kemik doku miihendisligi alani i¢cin hem dogal kemik bileseni kullanilabilirken hem de
biyomimetik (seramikler, kompozitler vb.) malzemeler kullanilabilmektedir. Kemik
allogreftleri ve otogreftleri yerine kemik doku miihendisligi ile daha verimli materyallerin

tasarlanmasi amaglanmaktadir (116).
2.6.3. KEMIK YAPISI

Kemik kan damarlari vasitasiyla beslenen sert dokudur. Iskelet sisteminin ana unsurunu
meydana getirmektedir. Insan iskelet sistemi toplamda 206 kemige sahiptir. Bu kemikler
belirli bir diizen icerisinde yerlesir. Kemik organik ve inorganik bilesenlerden olugsmaktadir.
Inorganik matriks igerisinde magnezyum fosfat, hidroksiapatit, sodyum kloriir ve su
bulundurmaktadir. Organik matriksinde ise biiyiik miktarda kolajen ve kolajen6z olmayan
proteinleri barindirmaktadir. Kemik esnekligini organik kisimdan alirken sertligini
inorganik matriksten almaktadir. Kemik baslica iki kisma ayrilmaktadir. Bunlardan ilki
kompakt kemik iken ikincisi siingerimsi kemik dokudur. Kemigin siingerimsi ve kompakt

kemik goriiniimii Sekil 2.4.’te verilmistir (117).
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Kirmizi kemik 11181
Sari kemik 1lig1

Stingerimsi kemik
doku

Kikirdak doku

Kan damarlar

Sekil 2.4. Kemigin yapis1 (118)

Kemik yapis1 geregi igerisindeki hiicreler siki bir sekilde birbirine baglanmaktadir. Kemigin
ylizeyini kaplayan hiicreler osteoblastlardir. Bunlar epitik karakterli hiicrelerdir.
Osteoblastlar protein sentezini gerceklestiren hiicrelerdir. Bu protein sentezi sayesinde hiicre
dis1 matriks olusmaktadir. Kemik matriksi biiyiidiik¢e osteoblastlarin etrafini sarar ve bunun
sonucunda osteositler meydana gelmektedir. Béylece bu hiicreler matriksin igerisine gomiilii
halde kalir (119).

2.6.4. KEMIK EKSTRASELULER MATRIKSi (ECM)

Kemik, osteoklastlarin ve osteoblastlarin vasitasiyla kendisini yenileyebilmektedir. Saglikli
bir iskelet sistemi igin kemigin yeniden modellenmesinin siirekli devam etmesi
gerekmektedir. Bu siiregte meydana gelen dengesizlikler ise osteoporoz gibi kemik kaybina
sebep olan hastaliklara yol agmaktadir. Osteoklastlar hematopoietik kok hiicrelerden koken
alirken osteoblastlar mezenkimal kok hiicrelerden koken almaktadir. Osteoklastlar,
osteoblastlar vasitastyla diizenlenmektedir. Osteoblastlar kemigi olusturan hiicrelerdir ve
ECM’nin sekillenmesini saglarlar. ilerleyen siirecte osteoblastlar ya apoptoza ugrar ya da
osteositlere farklilasarak ECM’ye gomiiliirler. Kemik ECM’si olduk¢a karmasik bir olusum
stirecine sahiptir. Hidroksiapatit kristalleri tip-1 kolajen iizerinde birikmektedir. Osteositler
tarafindan MEPE (matris ekstraseliiler fosfoglikoprotein), DMP1 (dentin matrix protein 1),
SIBLING (Small integrin-baglayici ligand-bagli glikoprotein) proteinlerini osteositler
sentezlemektedir. Kemik 100’den daha fazla ECM proteini icermektedir. Kemigin dayanikli

olmasinda ve mineralize yapisinin korunmasinda oldukg¢a énemlidir (120).
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2.6.5. HIDROJELLER

Jeller, kat1 ya da s1v1 fazin arasinda bir forma sahip olan maddelerdir. Bu maddeler ¢apraz
bagl polimerlerden ya da uzun zincirli molekiiller vasitasiyla elde edilmektedir. Kullanilan
kimyasallara ve ortam kosullarina bagli olarak jellerin kivamlar1 siviya ve katiya yakin
sahip olmalarindan gelmektedir. Bilinen en eski jel tanim1 Herman tarafindan yapilmstir.
Hermans jellerin 3 onemli 6zelliginden bahsetmistir. Buna gore, kati bir madde sivi
igerisinde tamamen ¢oziinebilmelidir. Daha sonrasinda uygulanan mekanik kuvvete karsi
kat1 faz davranisi sergileyerek direng gostermelidir. Sistem kendi kendisine uzama hareketi
yapmalidir. Jellerin hidrojel 6zellik gosterebilmesi i¢in hidrofilik gruplar1 (-OH, -COOH, -
NH2, -COOR) biinyesinde barindirmasi gerekmektedir. Hidrojeller esnek olmalar1 ve
yapilarinda bol miktarda su tagimalari nedeniyle canli dokuyla benzerlik gostermektedir

(121).

Cizelge 2.2. Hidrojellerin siniflandirilmasi

Homopolimer

Kopolimer

Coklu polimer

I¢ ice gegmis ag yapili (IPN)
Notral (iyonik olmayan)
Iyonik hidrojeller

Hidrojellerin Hazirlanma Yontemi

Hidrojellerin Yan Gruplan

Amorf

Yari kristalin
Hidrojen bagl
Fiziksel ¢apraz bagl
Kimyasal ¢apraz bagh

Hidrojellerin Fiziksel Yapilar:

Hidrojellerin Capraz Baglanmalar

Dogal

Hidrojel Kaynaklar .
e Sentetik

e Biyolojik olarak bozunabilen

Hidrojellerin Kimyasal Kararhklar: . )
Biyolojik olarak bozunmayan

Hidrojellerin Su Tutma Kapasiteleri Diigiik sisme
Orta sisme
Yiiksek sisme

Stiper-absorbans
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Hidrojeller ise ti¢ boyutlu yapisini koruyan ve suyla daha siskin hale gelmis malzemelerdir.
Hidrojeller dogal kaynakli, sentetik, ve hibrit (dogal ve sentetik malzemelerin karistirilmast)
olabilmektedir (122). Hidrojelleri ¢apraz baglanma sekillerini gore fiziksel ve kovalent
jellerdir olarak ayirabilmektedir. Hidrojeller ¢capraz baglanmalar1 kovalent ve iyonik baglar
ile gergeklesmektedir. Zayif baglardan olan hidrojen ve Van der Waals kuvvetleri ile ¢capraz
baglantilar kurulabilmektedir (123). Cizelge 2.2. de hidrojellerin siiflandirilmasi detayli

olarak acgiklanmuistir.
2.6.6. VUCUT SIVILARI

Viicutta bulunan suyun ve su igerisinde ¢oziinmiis olan elektrolitlerin olusturdugu sivinin
tamamina viicut sivilart denmektedir. Insanlarin viicut sivilar1 agirliklarinin yarisindan
fazlasin1 meydana getirmektedir. Viicut sivilart hiicre i¢i ve hiicre dig1 viicut sivilart olarak
ikiye ayrilmaktadir. Potasyum iyonunun ¢ogu hiicre igerinde bulunmaktadir. Daha az bir
kismu ise hiicre diginda kalmaktadir. Béylece sodyum iyonu ve adenozin trifosfataz (ATPaz)
ile hiicre i¢i ve hiicre dis1 elektrolit dengesi saglanmaktadir. Hiicre dis1 sivilar hiicre igi
sivilara gore cok daha cesitlidir. Icerisinde oksijen, sodyum, kloriir, aminoasit, glikoz gibi
besinleri, gazlari ve atiklar1 da tasimaktadir. Viicut sivilart kan damarinda ve hiicre igerisinde
bulunmaktadir. Buna ek olarak kan damari ve hiicre arasinda kalan boslukta da viicut sivisina
rastlanmaktadir. Viicut sivilari, kan, kan plazmasi, hiicre i¢i sivilar, idrar, beyin omurilik
s1visi, gozyast sivisi, seréz bosluklardaki sivilar, ter, siit, sindirim sistemi sivilar1 olarak

gruplandirilmaktadir (124).
2.6.7. SENTETIK VUCUT SIVILARI

Sentetik viicut sivilar1 (SVS) inorganik iyon igerigi bakimindan hiicre dis1 stvilarla benzerlik
gosteren ve organik bilesenler barindirmayan sivilardir. SVS tasarlanirken insan kan
plazmas1 baz alinmistir. Ancak bazi iyonlarin konsantrasyonu bakimindan degiskenlik
gosterebilmektedir. SVS kemik gibi biyolojik biyomalzemelerin yiizeyinde hidroksiapatit
olusumunun arttirilmasi1 i¢in kullanilmaktadir. SVS’ye maruz kalan malzemelerin
yiizeylerindeki Ca-P dengesi degismektedir. FTIR, X 1s1n1, SEM goriintiileri Ca-P yapisinin
SVS’den etkilendigini gostermektedir (125).
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2.6.8. BIYOMALZEMELERIN OZELLIKLERI

2.6.8.1. Biyouyumluluk

Biyouyumluluk, bir malzemenin belirli bir fizyolojik durumda uygun bir tepki ile
performans gosterme yetenegini ifade eder (126). Biyokompozitlerin genellikle konak
dokulara uyum gosterdigi bilinmektedir. Biyokompozitler i¢in biyouyumluluk kavrami
oldukga onemli ise de, bu kavram biyokompozitlerin evrimlesmesiyle beraber zaman
igerisinde degismektedir. Biyokompozitler, doku miihendisligi, invazif sensorler, ilag
verme, gen transfeksiyon sistemleri, tibbi nanoteknoloji uygulamalar1 ve biyoteknoloji gibi
alanlarda kullanilmaktadir. Biyokompozitlerin iiretimi giderek daha cesitli alanlarda ve
karmasik sistemler ile yapilmaktadir. Bu alanlarda biyokompozitlerin kullanimlarinin ilk
Kriteri biyouyumlu olup olmamalaridir. 1940 ile 1980 arasindaki yillarda ilk nesil implante
edilebilir cihazlar1 gelistirilen ve kullananlar, biyolojik olarak en iyi performansi sunan
ancak kimyasal olarak en az reaktif olan malzemeleri gelistirmeyi hedeflemislerdi. Siireg
icerisinde kullanilan malzemeler ve onlardan beklenen 6zellikler degismeye baslamistir.
Gilinlimiizde materyaller se¢ilirken, toksik olmayan, immiinojenik yanit ve trombojenite
olusturmayan, kanserojen olmayan, tahris edici etkisi bulunmayan vb. parametreler dikkate
alinmaktadir (127).

2.6.8.2. Biyobozunurluk

Doku miihendisligi ile elde edilen greftlerin baglica amaci implante edildikleri dokularin ya
da hiicrelerin yerini almasidir. Zaman igerisinde iskeleler hiicrelerin kendi ECM’sini
olusturmasina izin verir. Bu siirece biyobozunma ya da yeniden modellenme denmektedir.
Biyobozunma sonucunda ortaya c¢ikan yan irilinler kesinlikle toksik etkiye sahip
olmamalidir. Diger organlarla etkilesime girerek herhangi bir zarara yol agmadan viicuttan

atilabilmelidir (128,129).

2.6.8.3. Mekanik Ozellikler

Greftler, implante edilecekleri bolgeye gore tasarlanmaktadir. Ornegin nakledilecegi
bolgenin mekanik 6zelliklerini tagimasi ve cerrahi operasyonlara dayanabilir yapida olmasi
gerekmektedir. Ozellikle kardiyovaskiiler ve ortopedik uygulamalarda yeterli mekanik

Ozelliklere sahip olan iskeleleri tiretmek karsilasilan en ciddi sorunlardandir. Boylesi dokular
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igin tretilen iskelelerin implante edildikleri andan itibaren yeniden modellemeye kadar

gerekli mekanik biitiinliige sahip olmasi beklenmektedir (130).

2.6.8.4. Iskele Tasarim

Doku miihendisligi icin kullanilan iskelelerin hiicrelere uygun olarak tasarlanmasi
onemlidir. Cilink{i hiicresel penetrasyon ve besinlerin yap1 i¢indeki hiicrelere ulasmasi,
hiicreler tarafindan olusturulan ECM’nin yeterli difiizyonu saglayabilmesi icin birbirine
baghi ve gozenekli bir yapida olmasi gerekmektedir. Doku miihendisliginin 6nemli
konularindan birisi de, iskele bozunmasi sonucu olusan yan iriinlerin diger doku veya
organlarla etkilesime girmeden atilmasini saglamaktir (131). Iskeleler tasarlanirken diger bir
onemli noktada gdzeneklerin boyutu olmaktadir. Iskelelerin yiizeylerinde baglanma
peptitleri veya kimyasal gruplar yer alabilmektedir. Hiicreler bu gruplari taniyarak iskelelere
tutunabilmektedir. Dogal malzemelerden elde edilen iskeleler s6z konusu ligandlara
sahiptirler. Ancak sentetik malzemeler kullanilarak sentezlenen iskeleler i¢in ligandlar
sonradan dahil edilmektedir. Sentezlenen iskelelerdeki gozenek boyutuna bagli olarak
hiicrelerin yapiya gd¢ etmesi degiskenlik gostermektedir. Yeterli gdzenek biiyiikliigiine
sahip olan iskelelerde hiicre gogii daha basarili ilerlemektedir ve hiicreler iskele igindeki

ligandlara baglanabilmektedirler (132).
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3. GEREKCE ve AMAC

Kemik olduk¢a dinamik bir yapiya sahip ve hasar aldiginda kendisini ¢ogunlukla iz
birakmadan yenilebilmektedir. Ancak biiylik 0Olgekli doku kayiplarinda ve/veya
birlestirilemeyen kiriklarda bu yenilenme istenilen diizeyde gergeklesmemektedir. Kemikte
tiimdr, biiyiik lezyonlar, enfeksiyon gibi durumlarda ise kritik boyut asildiginda klinik bir
miidahale gerekmektedir. Kritik boyutun asildigi durumlarda tedavi olarak otojen, allojenik
veya ksenojenik kemik grefti nakilleri yapilabilmektedir. Boylece rejeneratif tip

yontemlerine ve kemik doku miihendisligi ile hazirlanan kemik yapilarina talep artmaktadir.

Kemiklerde olusan biiyiik hasar veya kayiplar i¢in Kemik doku miihendisligi yaklasimlari
timit vaat etmekte olup, biyolojik olarak istenilen zaman iginde yikilabilen ve gozenekli
iskeleler veya kemige benzer yapilar tasarlanmaktadir. Tasarlanan kemik benzeri yapilara
hiicreler tutunup g¢ogalabilmekte, hiicreler ile etkilesime giren kemik iskelesinin daha
sonrasinda doku restorasyonunu ve vaskiilarizasyonu desteklemesi beklenmektedir. Doku
miihendisliginde iskele tabanli veya organ benzeri yaklasimlarin amaci kemigin kendisini
yenilemesi i¢gin tesvik edilmesine dayanmaktadir. Ancak s6z konusu iskelelerin ya da organ
benzer yapilarin konakc¢iya aktarildiktan sonra inflamatuar yanit olusturma riski de

mevcuttur.

Bu tez calismasinda, plasentadan elde edilen amniyotik zar-kokenli mezenkimal kok
hiicrelerin, sigir femur kemiginden elde edilen biyolojik hidrojeller ile (uygun sartlarda
jellestirilmesi ve modifiye edilmesi sonrasi) kemik dokuya farklilagabilme potansiyelinin
incelenmesi amaglanmigtir. Bu amag dogrultusunda ise sigir femur kemiginden elde edilen
ECM’ler ¢esitli islemlerden gegirilerek elde edilen biyokompozitlerin iizerine belli oranlarda

AZ-MKH ekilmis ve hiicrelerin kemik hiicrelerine farklilasma durumlari incelenmistir.,

Bu kapsamda, sigir femur kemiginin siingerimsi kisminda ilk olarak demineralize ve
deseliilerize kemik matriksi elde edilmesi, ayrica DKM sentetik viicut sivisi- ile muamele
edilerek akigkan hidrojelin mineralizasyonunun saglanmasi, sonrasinda fizyolojik sicaklikta
jellesebilen ve kemik doku yenilenmesine uygun ii¢-boyutlu gozenekli bir iskele yapisi
olusturulmas1 hedeflenmistir. Ikinci adimda farkli formlardaki iskelelerin amniyotik zardan
elde edilen MKH ile standart vasat ve osteojenik vasat iceren farkli hiicre kiiltiirii
kosullarinda ¢ogalma durumlar1 ve osteojenik farklilasma durumlarinin incelenmesi

hedeflenmistir.
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4. MATERYAL ve YONTEM

4.1.

Bu ¢alisma i¢in Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurulu tarafindan 09.07.2020 tarih

PLASENTANIN TEMIN EDIiLMESI

ve 17-410-20 karar nolu etik kurul onay1 alinmstir. Etlik Ziibeyde Hanim, Kadin Hastaliklar

Egitim ve Arastirma Hastanesi’nde sezeryan dogum yapan kadinlardan bilgilendirilmis
goniillii onam formu almmustir. Saglikli 38 ila 40 haftalik sezeryan dogumlardan aseptik
cerrahi kosullarda elde edilen plasenta steril torba igerisinde teslim alinmis ve en kisa siirede

(1 saat) laboratuvara ulastirilarak +4 °C’de bekletilmistir. Calismaya dahil olma ve olmama

kriterleri Cizelge 4.1.”de verilmistir.

Cizelge 4.1. Calismaya dahil edilecek drneklerin belirlenmesi

Calismaya Dahil Edilme Kriterleri

Calismaya Dahil Edilmeme Kriterleri

Kisinin  ¢alismaya katilmayr  kabul

etmemesi

Kiginin calismaya katilmayi1 kabul etmis
olmas1
Kisinin herhangi bir hastaliga sahip

olmamasi

Bulasic1 bir hastalik tagimasi

Plasentanin sezaryen dogum sonrasinda

alinmig olmasi

Dogumsal bir anomalinin olmasi

Hamileligin 38-40 haftalik olmasi

4.2.

PLASENTADAN KOK HUCRE iZOLASYONU VE COGALTILMASI

4.2.1. MATERNAL DOKUNUN DIiSEKSIYONU (MD)

Plasenta diseksiyon i¢in laminar akisli kabin igerisine (Labconco) alindi. Sekil 4.1.°de

plasentanin diseksiyon icin belirlenen kismi

0,5 cm kalinhiginda parcalar kesildi. Doku parcalarinin nemli kalmasi i¢in diseksiyon

gosterilmistir. Plasentanin maternal tarafindan
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sirasinda HBSS igeren steril petri kabina yerlestirildi. 50 mL'lik steril tiip (Corning) igerisine
yaklasik 10 g doku koyuldu.

Sekil 4.1. Plasentanin maternal ylizeyinden doku pargalarinin ¢ikarilmasi

4.2.2. KORYONIK TABAKANIN (KT) DISEKSIYONU

Amniyotik zart plasentanin fetal yiizeyinden (amniyotik kese degil) mekanik olarak
cikarildi. Koryonik plakadan 0,5 cm derinliginde ~1 cm genisliginde pargalar (Sekil 4.2.)
kesildi. Koryonik plakayi, plasentanin kenar kismindan uzakta, gébek kordonuna en yakin
bolgeden hasat edildi. Doku pargalarini diseksiyon sirasinda HBSS igeren steril petri kabina
yerlestirildi ve nemli kalmasi saglandi. Kesilmis doku pargalart 50 ml’lik bir tiipiin igine, 10

ml ¢izgisine kadar (~10 g doku) koyuldu.

Sekil 4.2. Plasentanin fetal ylizeyinin goriniimii
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4.2.3. KORYONIK VILLUS (KV) DISEKSIYONU

KT’nin ¢ikarildig1 plasenta dokusundan ~0,5 cm daha derine inildiginde KV dokusu elde
edildi. Yine, plasentanin kenarindan uzak, gobek kordonuna en yakin bdlgeden (Sekil 4.2)
KV dokusu alindi. Doku pargalarin1 diseksiyon sirasinda HBSS iceren steril petri kabina
yerlestirildi ve nemli kalmasi saglandi. Kesilmis doku pargalar1 50 ml’lik bir tiipiin igine, 10

ml ¢izgisine kadar (~10 g doku) koyuldu.
4.2.4, AMNIYOTIK ZAR (AZ) DISEKSIYONU

Amniyotik zardan biiyiik bir parca kesilerek (Sekil 4.3.) ayrildi. Ayrilan doku fiziksel
sindirim i¢in HBSS igeren steril petri igerisine alindi ve makas yardimiyla pargalandi.
Kesilmis doku pargalarini 50 ml’lik bir tiipilin igine, 10 ml ¢izgisine kadar (~10 g doku)
koyuldu.

Sekil 4.3. (A) Amniyotik zarin goriiniimii (B) Amniyotik zarin ¢ikarilmasi

4.3. MEZENKIMAL KOK HUCRE iZOLASYONU

Ug farkli 50 ml tiip i¢inde ~10 g MD, KP ve KV dokusu oldugundan, her tiipe yaklasik 40
ml HBSS eklendi ve dokuyu yikamak icin tiip tekrar tekrar ters cevrildi (~10 saniye
tekrarlandi). Siipernatant bosaltild1 ve doku kandan arinincaya kadar bu yikama adimini 2-3
kez tekrarlandi. Doku pargalari (en az sivi transferi ile) 10 cm'lik steril petri kabina tekrar
aktarildi. Doku parcalar steril makas veya nesterle yaklasik 1-5 mm®¥liik ince pargalara
kiyildi. Kolajenaz tip 1 (Thermo Scientific, 17100017) 100 u/ml, DNAz-1 (Thermo
Scientific EN0521) 1.5 pg/ml ve Dispaz (Sigma D4818) 2,4 u/ml, steril filtreden (Corning,
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431219) gegirilerek serum icermeyen DMEM (Lonza, BE12-707F) igerisine eklendi ve
pargalama cozeltisi taze bir sekilde hazirlandi. Doku {izerine 1:1 oraninda taze hazirlanmis
parcalama ¢ozeltisi eklendi (6rn.10 ml doku {izerine 10 ml pargalama ¢6zeltisi). Tiiplerdeki

dokular 37°C'de 1-2 saat parcalama ¢ozeltisi ile inkiibe edildi.

4.3.1. P-MKH’LERIN ALT KULTUR YAPILMASI

Parcalama ¢ozeltisi ile elde edilen par¢alanmis doku pargalari explant kiiltiir olarak T75
kiiltiir kaplarma ekildi. 14 giin siireyle takip edildi ve her 2 giine bir besiyeri degistirildi. 14
giin sonunda explant kiiltiir tripsin-EDTA ile kaldirilarak santrifiij yapildi. Boylece biiyiik
doku parcalar1 uzaklastirildi. Doku parcalarinin tamamen uzaklastirilmasi ise pasaj 2’de

saglandi.
4.3.2. PBS (FOSFAT TAMPONLU TUZ SOLUSYONU) COZELTISi

PBS ortamin pH’sini diizenleyen bir tampon ¢ozeltidir. 300 ml deiyonize su igerisine 0,36 g
KH2POg4, 22,5 g NaCl ve 1,32 g NaH2PO4 eklendi ve son hacim 500 m1’ye tamamlandi. PBS
pH 7,4 olarak ayarlandi. PBS 5X stok ¢dzeltisi olarak hazirlandiktan sonra deiyonize su ile

seyreltilerek kullanildi. Hiicre kiiltiirii igin kullanilan PBS, 121 °C’de otoklavda steril edildi.

4.3.3. TRIPSIN-EDTA SOLUSYONU VE FETAL SIGIR SERUMU (FBS)

Tripsin-EDTA ticari olarak satin alindi ve porsiyon yapilarak kullanildi. Stok ¢ozeltisi -40
°C’de saklandi. FBS hem hiicrelerin biiylimesini desteklemesi hem de tripsin gibi enzimlerin
inaktivasyonu i¢in kullanildi. Ticari olarak satin alinan 500 ml’lik stoklardan (Biological

Industries) 50 ml’lik porsiyonlara boliinerek kullanildi. Stoklar -80 °C’de saklandi.
4.3.4. TRIPAN MAVISI (TM)

Ticari olarak satin alinan tripan mavisi (Bio-Rad) hemositometre (Bio-Rad) ile hiicre sayimi
yapilmasinda kullanildi. Boyama islemi i¢in 10 ul tripan mavisi 10 pl 6rnek ile karigtirildi.

Karisim slaytlara yiiklendi ve hiicre sayimi1 yapildi.
4.3.5. HUCRELERIN DONDURULMASI

Hiicreler tripsin ile kaldirilip santrifiij yapildiktan sonra siipernatant atildi. Serum ve hiicre

ornekleri artik buzun igerisine alind1 ve ¢alismaya soguk kosullar altinda devam edildi.
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Santrifiij tiipiiniin dibinde kalan pellet ise serum ya da tam vasat besiyeri i¢erisinde ¢oziildii.
Dondurma tiiplerinin i¢ine 1350 ul serum ve hiicre karisimi eklendikten sonra %10°u kadar
DMSO yavasc¢a eklendi. Dondurma tiip kisa bir siireligine alt tist edildikten sonra hizli bir
sekilde -80 °C’ye kaldirildu.

43.6. MEM-A (MINIMUM ESSENTIiAL MEDIUM EAGLE) TAM VASAT
BESIYERININ HAZIRLANMASI

Ticari satin alinan MEM-a besiyeri (Biological Industries) tam vasat haline getirildi. Toplam
MEM-a hacminin %10’u FBS (Biological Industries), %1 penisilin-streptomisin (pen-strep)
(Gibco), %1 L-glutamin (Lonza) ve %1 anti-fungal eklendi. Hazirlanan besiyeri +4 °C’de

saklandi. Calismaya baslamadan yarim saat 6nce oda 1sinda bekletilerek 1sitildi.

4.3.7. OSTEOJENIK FARKLILASTIRMA BESIYERININ HAZIRLANMASI

MEM-a. besiyerinin toplam hacminin %10 FBS, %1 pen-strep, %1 L-glutamin, %1 anti-
fungal, 10 mM dexamethasone, 50 uM L-askorbik asit 2 fosfat, 10 mM B-gliserofosfat

eklenerek elde edildi.
4.3.8. ADIPOJENIK FARKLILASTIRMA BESIYERININ HAZIRLANMASI

MEM-a besiyerinin toplam hacminin %10 FBS, %1 pen-strep, %1 L-glutamin, %1 anti-
fungal, 1 uM dexamethasone, 0,5 mM 3-Isobutyl-1-methylxanthine, 10 uM insan insiilin,

0,2 mM indomethocin eklendi.
4.3.9. KARDIYOJENIK FARKLILASTIRMA BESIYERININ HAZIRLANMASI

50 ml MEM- a besiyerine %10 FBS, %1 pen-strep, %1 L-glutamin, %1 anti-fungal ve %10

5-azetidin eklendi.
4.4, PLASENTA MEZENKIMAL KOK HUCRE KARAKTERIZASYONU
4.4.1. MIKROSKOBIK GORUNTULEME

Hiicre kiiltiiriine alinan plasenta MKH’lerinin invert mikroskop (T1-SM, Nikon) ile her

pasajda fotograflar ¢ekildi.
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4.4.2. AZ-MKH’LERIN UCLU-SOYA FARKLILASTIRILMA CALISMALARI

Mezenkimal kok hiicrelerin, adipositler, osteoblastlar ve kardiositlere farklilagmasini
indiiklemek i¢in  farklilasmay1 destekleyen besiyerleri hazirlandi.  Hiicrelerin
farklilagtirilmasi i¢in ise pasaj 3 tercih edildi. Hiicrelerin gogaltilmasi igin 8 kuyucuklu

chamber slayt kullanildi. Kontrol kiiltiirleri MEM-alfa (Lonza) besiyerinde genisletildi.

4.4.2.1. Osteojenik Farklilasma

Osteojenik farklilastirma icin, 5 x 10* hiicre/cm? yogunlugundaki hiicreler ticari slaytlara
ekildi. %50 yogunluga ulasan hiicrelerde osteogenezi indiiklemek i¢in besiyeri, cesitli
farklilagtirma ajanlar1 (Sigma'dan) ile desteklendi. Osteojenik indiiksiyon i¢in 10 M
deksametazon, 10 mM B-gliserofosfat ve 50 mg\ml askorbik asit kullanildi. Osteojenik
farklilastirma ig¢¢in 400 pl besiyeri kullanildi ve her 48 saatte bir tazelendi. 21 giin sonra
(veya hiicreler ayrilmaya basladiginda) soguk metanol ile hiicreler tespit edildi. Hiicrelerde
kalsiyum birikiminin histokimyasal olarak tespit etmek i¢in ise Alizarin Kirmizis1 ve Von

Kossa boyamasi yapildi. Isik mikroskobu ile goriintiiler alindi.

4.4.2.2. Adipojenik Farkhlasma

Adipojenik farklilasma icin, 5 x10* hiicre, 8 kuyucuklu chamber slayt (Corning) iizerine
ekildi. Adipojenik farklilastirma igin besiyerine, indometasin (10 mM), 3-izobutilmetil-
ksantin (0.5 mM), deksametazon (1 uM) ve insiilin (10 ug/mL) eklendi. Besiyeri her 48
saatte bir tazelendi. Hiicreler 21 giin inkiibe edildi. Inkiibasyonu takiben hiicreler PBS ile 2
kez yikandi ve onceden sogutulmus metanolde 5 dakika bekletilerek tespit edilmeleri
sagland1. Hiicre i¢i yag damlacik birikimlerinin histokimyasal tespiti i¢in Sudan siyahi

boyamasi yapildi. Hiicrelerin 151k mikroskobik goriintiileri alindi.
4.4.2.3. Kardiyojenik Farklilasma

Kardiyojenik farklilasma icin 5 x 10* hiicre 8 kuyucuklu chamber slayt (Corning) iizerine
ekildi. 10 ml farklilagtirma besiyerine 50 pl azatidin eklendi. Kardiyojenik farklilagma igin
hiicreler 1 giin siireyle farklilastirma besiyerinde tutuldu. Soguk metanol ile tespit edilen

hiicreler Mayer in hematoksilen eozin boyasi ile boyandi. Isik mikroskobunda goriintiilendi.

30



4.4.3. AZ-MKH’LERININ KOLONI OLUSTURABILEN BiRiM CALISMASI

PMKH’ler 100, 1000, 10000 hiicre/cm? olmak iizere ii¢ farkli hiicre yogunlugu 6 kuyucuklu
kiiltiir kaplaria (Corning) iki tekrarl olarak ekildi. Standart besiyerinde pasajlama islemi
yapilmadan 14 giin boyunca kiiltiir stirdiiriildii. 14 giin sonunda 6 kuyucuklu kiiltiir kab1 2
kez PBS ile yikanarak besiyeri uzaklastirildi. Soguk metanol ekleyerek 5 dakika bekletildi
ve hiicrelerin ylizeye sabitlenmesi saglandi. Hiicrelerin olusturduklar1 kolonilerin
histokimyasal olarak gdzlemlenmesi igin ise kiiltiirler %0,5 kristal viyole ile boyandi. Koloni

olusumu 151k mikroskobunda goriintiilendi.
4.4.4. AZ-MKH AKIM SITOMETRi-IMMUN FENOTIPLEME CALISMALARI

P-MKH'’leri tripsin ile 5 dakika boyunca 37°C karbondioksitli inkiibatdrde inkiibe edildi.
Tripsin aktivasyonunun durdurulmas: i¢in serum eklendikten sonra 340 g’de 5 dakika
santrifiij edildi. Siipernatant uzaklastirildi ve hemositometre ile hiicre sayimi yapildi.
4,5x10° hiicre/ml olacak sekilde serum igerisinde seyreltme yapildi. Seyreltilen hiicre
siispansiyonu boyama i¢in tiiplere 100 pl eklendi. Bdylece her tiipe 200.000-300.000 hiicre
konuldu. Hicrelerin {izerine ise 3-5 pl kadar boyali antikor eklendi. Hiicreler oda
sicakliginda inkiibasyona birakildi. CD45, CD11b, CD44 ve CD29 monoklonal antikorlari
(fluoresan izotiyosiyanat konjiige edilmis) ve CD31, CD73, CD106, TER114, CD90, Sca-1
monoklonal antikorlart (Cizelge 4.2.) kullanildi. Boyama isleminden sonra ise hiicreler
FACSCanto II cihazinin yikama soliisyonu (%2 serum igeren) ile 2 kere yikandi. Yikama
islemi bittikten sonra hiicreler 340 g ile 5 dakika santrifiije edildi ve siipernatant
uzaklastirildi. Tiipteki son hacim 200 pl olacak sekilde hiicreler akim tamponu (%0,1
sodyum azid ve %0,5 BSA) ile siispanse edilerek sabitlendi. Siispanse edilen hiicreler
FACSDiva (BD Biosciences, San Jose, CA, ABD) analiz programu ile tarandi.

Cizelge 4.2. Akim sitometri analizi i¢in secilen mezenkimal ve hematopoetik kok hiicre
ylizey belirtecleri listelenmistir

CD105 LINA 750
CD73 HLA-DR
CD90 CD34
CD29 CD31
CD133
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4.45. AZ-MKH’LERININ KATLANMA SURESINIiN BELIRLENMESI

Katlanma siiresi, hiicrelerin ¢ogalma kabiliyetlerinin analiz edilmesi ve karsilastirilmasi i¢in
kullanilmistir. Katlanma siiresi i¢cin P3 asamasinda bulunan AZ-MKH’ler kullanildi. AZ-
MKH (5x10° hiicre/kuyu) 6 kuyucuklu kiiltiir kaplarma (Corning, USA) 2 tekrarli olarak
ekildi ve %5 CO: inkiibatorde (HERAcell 150i) 37 °C'de inkiibe edildi. Besiyeri haftada iki
kez degistirildi. AZ-MKH'nin triplikatlari, %0,05 tripsin-EDTA kullanilarak hiicrelerin %80
yogunluga ulagma siiresine gore pasajlandi. Her pasajdan once tripan mavisi kullanilarak
hiicre sayimlar gerceklestirildi. Her pasajdan sonra yaklasik 5x10° AZ-MKH, 6 kuyucuklu
kiiltiir kaplarina ekildi. Hiicreler %70-80 yogunluga ulastiginda ise tekrar tripsin yapildi ve
tripan mavisi ile boyanarak sayildi. Tripan mavisi ile boyanan hiicrelerin sayimi hiicre sayim
cihazinda (BIO-RAD) yapildi. “Patterson formiilii [Td = Tlg2/lg (Nt/N0)] kullanilarak iki

katina ¢ikma siiresi belirlendi.

NOT: Td iki katina ¢ikma stiresi (saat), t hiicrelerin NO'dan Nt'ye (saat) cogalmasi i¢in gecen

stiredir ve N hiicre sayisidir.

4.4.6. HISTOKIMYASAL BOYALAR

4.4.6.1. Kristal Viyole Boyamasi

Yiizeye yapisik hiicreler i¢in IHC World %0,5 kristal viyole boyamasi kullanildi. Yiizeye
yapisik hiicreler 2 kez soguk PBS ile yikandiktan sonra tespit edilmesi i¢in soguk metanol
kullanildi. Soguk metanolde 10 dakika bekletildikten sonra metanol pipet yardimiyla
uzaklastirildi. Pipet ucunun yiizeye degmemesine dikkat edildi. Oda sicakliginda bulunan
%0,5’lik kristal viyole boyasi eklenerek 10 dakika bekletildi. Kristal viyole boyasi
uzaklastirilip hiicreler boyadan armincaya kadar deiyonize su ile yikama yapildi. Faz-

kontrast mikroskop ile fotograflart (Sekil 4.4.) ¢ekildi.
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Sekil 4.4. Kristal viyole ile boyanan hiicrelerin makroskobik goriintiisii

4.4.6.2. Alizarin Kirmizis1 Boyamasi

2 gram alizarin kirmizis1 boyas1 100 ml deiyonize su igerisinde ¢oziildii. Ornekler %70 ‘lik
alkol ile yikand1 ve deiyonize su ile alkol kalintilar1 uzaklagtirildi. Alizarin kirmizis1 boyasi
damlatilarak 5 dakika bekletildi ve alkol ile yikama yapildi. Isik mikroskobu ile
fotograflandi.

4.4.6.3. Sudan Siyah1 Boyamasi

Boyama yapilacak Ornekler, 60 °C etiivde 1sitilmis Sudan siyahi boyasi ile 10 dakika
bekletildi. Deiyonize su ile durulandiktan sonra Nuclear Fast Red soliisyonu ile 5 dakika
bekletildi. Musluk suyu ile slaytlar durulandi. Mikroskobik goriintiileri alind1. Lipidler siyah

mavi boyanirken ¢ekirdekler kirmizi renk ile boyandi.

4.4.6.4. Von Kossa Boyamasi

Boyamasi yapilacak ornekler deiyonize su ile yikandi. %1 giimiis nitrat soliisyonu ile
muamele edilerek en az 1 saat UV 15181n altinda bekletildi. Slayt deiyonize su ile durulandi.
Reaksiyona girmeyen giimiis nitratin uzaklastirilmasi i¢in ise %5 sodyum tiyosiilfat ile
yikandi. Deiyonize su ile kalan kimyasallar uzaklastirildi. Niikleer hizli kirmizi ile 5 dakika
boyunca ornekler boyandi. Deiyonize su ile yikanan 6rnekler dereceleri alkolden gegildi ve
ksilen ile temizlendi. Von Kossa boyasi ile Ca birikimleri siyah-kahverengi, ¢ekirdek kirmizi

ve sitoplazma pembe goriildii.
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4.4.6.5. Hematoksilen Eozin Boyamasi

Boyama igin hazirlanan 6rnekler deiyonize su ile yikandi. Ornekler hematoksilenle 10
dakika boyandi. Musluk suyu ile duruland: ve asit alkolde bekletildi. Alkol musluk suyunda
durulandi. Eozin ile 1 dakika boyandi. Musluk suyu ile durulandi ve boya uzaklastirildi.

Boyanan 6rneklerin 151k mikroskobik goriintiisii alindi.

45. BIiYOKOMPOZITLERIN HAZIRLANMASI
45.1. SIGIR FEMUR KEMIiGINDEN DOKU ORNEKLERININ TOPLANMASI

Taze olarak alman sigir femur kemigi kasaptan alindiktan sonra kullanildi. Sigir femur
kemiginin siingerimsi kemik dokusu kompakt kemikten (Sekil 4.5.) ayristirildi. Ayristirilma

isleminden sonra doku 6rnekleri PBS ile yikandi.

Sekil 4.5. Sigir femur kemiginin genel yapisinin gosterimi
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45.2. KEMIK DOKUNUN DESELULERIZASYON VE DEMINERALIZASYON
ISLEMi

Stingerimsi kemik dokulari 0.5 N HCI asit ¢ozeltisi ile oda sicaklifinda 24 saat boyunca
karistirictya birakildi. 24 saat icerisinden birden fazla HCI degisimi yapildi. Kemik dokular:
seri deiyonize su yikamalarina maruz birakilarak asitten tamamen uzaklastirildi. Yikama
isleminden sonra yaglarin uzaklastirilmasi i¢in kemik dokular1 metanol-kloroform (1:1) ile
oda sicakliginda 1 saat muamele edildi. Toplanan kemik dokusu 6nce metanol ile daha sonra

saf su ile yikanarak temizlendi. Kimyasallardan tamamen arindirilan kemik dokusu liyofilize
edildi.

Deminerilizasyon islemi tamamlanan kemik dokusu deiyonize su ile yikandiktan sonra PBS
icerisinde hazirlanmis olan %0,05 tripsin- %0,02 EDTA ¢ozeltisi ile 37 °C’de %5 CO2’de
24 saat muamele edildi. Demineralize kemik dokusu siiziildiikkten sonra %1 penisilin-
streptomisin igeren PBS soliisyonunda +4 °C’de 24 saat inkiibatérde ¢alkalandi.
Demineralize kemik dokusu tekrar siiziilerek -20 °C buzdolabina kaldirilarak donmasi
saglandi. Donma islemi gergeklesen kemik dokusu liyofilizatorde (Sekil 4.6.) kurutuldu.
Liyofilize edilerek tamamen kurutulan siinger doku makas yardimiyla oldukga kiigiik

pargalara kesildi.

Sekil 4.6. Sigir femur kemiginden ECM hidrojel elde edilmesi (A)Siingerimsi kemik
dokunun lipid ve minerallerinden arindirmasi igin enzim ile inkiibasyonu (B) Elde edilen
DKM nin liyofilizatérde kurutulmasi
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45.3. DKM’NIN JELLESTIRILMESI

Jellestirme icin 21 pl HCI asit ve 25 mg pepsin 25 g DKM f{izerine eklendi. 3 giin siireyle

manyetik karistirici lizerinde ve soguk kalmasi saglanarak jel haline getirildi.
45.4. DKM’NIN JELLESTIRILMESI VE LiYOFILIiZE EDILMESI

Akiskan hidrojel haline getirilen DKM’lerin 24 kuyucuklu kiiltiir kaplarina dokiimii yapildi.
Her bir iskelenin ¢ap1 6-7 mm yiiksekligi 4-5 mm olacak sekilde ayarlandi. Dokiim islemini
takiben 6rnekler 37 °C etiivde 40 dk boyunca bekletildi (Sekil 4.7.). Setlenen 6rnekler -80

°C igerisinde 2 saat bekletildikten sonra liyofilizator ile kurutuldu.

Sekil 4.7. (A) Kurutulan kemik ECM’nin 12 kuyucuklu kiiltiir kaplari igerisindeki géfﬁntﬁsﬁ
(B) ECM’nin yandan goriiniimii (C) ECM’nin {stten gériiniimii

46. SVS (SENTETIK VUCUT SIVISI) HAZRLANMASI

500 ml deiyonize su polietilen behere alinir. Beherin tizeri stre¢ film ile kapatilir. Deiyonize
suyun 1s1sinin 36,5 °C olmasi gerektigi i¢in etlivde uygun 1siya gelene kadar bekletilir. Isis1
ayarlanan deiyonize su manyetik karistiricinin iizerine Sekil 4.8.”deki gibi yerlestirilir. SVS

icerigi ayrintili olarak Cizelge 4.3. ve Cizelge 4.4.’te verilmistir.
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Polietilen Beher (i¢inde Manyetik Balik

olmalr)
Su Kab1 (Isty1 Sabit Tutmak igin

Manyetik Karistirict

Sekil 4.8. SVS hazirlanirken 1sinin muhafaza edilmesi i¢in kurulan diizenek

Cizelge 4.3. SVS ve insan kan plazmasindaki 1yon konsantrasyonu (mM)

Iyon Sentetik Viicut Sivisi Kan Plazmasi
Na* 142.0 142.0

K* 5.0 5.0

Mg?* 1.5 1.5

Ca** 2.5 2.5

CI 148.8 103.0

HCO* 4.2 27.0

HPOs* 1.0 1.0

SO4* 0.5 0.5

Cizelge 4.4. SVS icerisine kimyasallarin eklenme sirasi

Sira Kimyasal Miktar
1 NaCl 7.996 g
2 NaHCOs 0.350 g
3 KCI 0.224 g
4 KzHPO4-3H20 0.228 g
5 MgClz-6H20 0.305¢g
6 1M-HCI 40 mL

7 CaCl, 0.278 g
8 Na2SO4 0.071 g
9 (CH20H)3CNH> 6.057 g
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4.7. DKM’NIN SVS iLE BIYOMINERALIZASYONUNUN ARTTIRILMASI

Kurutulmus DKM 6 kuyucuklu kiiltiir kab1 igerisinde lizerine SVS eklendi. DKM, SVS
icerisinde 8 gilin boyunca tutuldu ve her 3 giinde bir tazelendi. Bdylece DKM’nin

biyomineralizasyonunun arttirilmasi saglandi.

4.8. BIYOKOMPOZIT KARAKTERIZASYONU
4.8.1. TARAMALI ELEKTRON MiKROSKOBU (SEM) GORUNTULEME

Hicreli biyokompozitler %2,5 gluteraldehit ile tespit edildi. Tespit edilen drnekler deiyonize
su icerisinde 5 dakika bekletilerek yikandi. Islem 2 kere tekrarlandi. Yikanan &rneklerin
tizerine %70’1lik alkol eklendi ve yarim saat alkol icerisinde bekletildi. Fazla alkol
uzaklastirildiktan sonra ise orneklerin kurutulmasi saglandi. SEM analizinden 6nce hafif
nemli olacak sekilde kalmas1 gerekir. Ornekler analiz igin yiiksek ¢oziiniirliiklii altin ile
kapland1. Hiicreli biyokompozitlerin analizi i¢in taramali elektron mikroskobu (ZEISS EVO
40) kullanild.

4.8.2. FOURIER DONUSUMLU KIZILOTESI SPEKTROSKOPISI (FTIR)

FTIR analizleri i¢in numuneler 600-4000 cm™ araliginda FTIR spektrometre (Shimadzu
IR Affinity) ile analiz edilmistir.

4.8.3. GAG (GLIKOZAMINOGLIKAN) ANALIZI

Siilfath  GAG igerigi analizlerinde, kondroitin-6-siilfatin kullanildigi standart egri
olusturuldu. Dimetilmetilen mavisi (DMMB) boyamasi ile iiretici talimatlarina gore sGAG

igerikleri belirlendi.
4.8.4. DNA ANALIZI

Numuneler liyofilize edildi ve Proteinaz K (Roche Diagnostics, Indianapolis, IN) ile gece
boyunca enzimatik olarak sindirildi. DNA i¢eriginin belirlenmesi Picogreen boyasi tahlil Kiti
(Molecular Probes, Inc., Eugene, ABD) iireticinin talimatlarina gére uygulandi. Hiicre
sayist, MSC'leri i¢in hiicre basina ortalama 5.6 pg DNA degeri kullanilarak DNA miktar

analiz edildi.
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4.9. HUCRE- BIYOKOMPOZIT ETKILESIiMi
4.9.1. DENEY TASARIMI

Deney i¢in DKM ve SVS ile biyomineralizasyonu arttirilmis DKM iskelesi kullanilmastir.
Her deney grubu iki tekrarli olarak yapilmistir. Ik grup standart vasat ile kiiltiire edilirken
ikinci grup ise osteojenik vasat (Cizelge 4.5.) ile kiiltiire edilmistir. Boylece SVS kullanilan
ve kullanilmayan malzemenin hem hiicre tutma kapasitesine hem de osteojenik farklilasmay1

destekleme potansiyeline bakilmustir.

Cizelge 4.5. Hiicre tohumlanan DKM iskelesinin standart vasat ve osteojenik vasat ile
incelenmesi

Giinler DKM- DKM- SVS+DKM SVS+DKM
Standart Osteojenik Standart Vasat | Osteojenik
Vasat Vasat Vasat
0 giin
7 giin
14 giin
21 giin

4.9.2. DKM ISKELESINE AZ-MKH TOHUMLANMASI iCiN YAPILAN HUCRE
KULTUR CALISMALARI

DKM kemik doku miihendisligi ¢alismalari i¢cin elde edilmis dogal bir iskeledir. AZ-
MKH’lerinin kemik doku iskelesindeki davraniglarinin incelenmesi ve osteojenik
farklilasma potansiyellerinin arastirilmasi i¢in hiicre kiiltiiri ¢aligmalar1 yapildi. Plasenta
dokusundan basarili bir sekilde izole edilen mezenkimal kok hiicrelerin pasaj 3’te hiicre
karakterizasyonu calismalar1 yapildi. Karakterizasyonu takiben 3 farkl kisiden alinan AZ-
MKH’leri karma kiiltiir haline getirildi. Birbirine uyum saglayabilmeleri i¢in ise 1 pasaj daha
atlatildi. Orneklerin iskele iizerine tohumlanmasi igin pasaj 4 secildi. Tohumlanmadan dnce

ylizeye yapisik hiicreler tripsin-EDTA ile ylizeyden kaldirilarak pellet haline getirildi.
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4.9.3. DKM’NIN STERILiZASYONU

DKM ve SVS+DKM fizerine hiicre tohumlanmasi yapilmadan 6nce sterilizasyonu yapildi.
Sterilizasyon i¢in 6rnekler 24 kuyucuklu kiltiir kaplari i¢erisinden ¢ikarildi ve laminar akish
kabin igerisinde steril 12 kuyucuklu kiiltiir kaplar1 icerisine alindi. DKM ve SVS ile
muamele edilmis DKM saf alkol icerisinde 2 saat bekletildi. 2 kez, steril PBS icerisinde 30
dakika, UV altinda bekletildi. iskelelerin sterilizasyonundan sonra etrafinda s1vi kalmamasi

gerektigi i¢in tiim s1vi uzaklastirildi.

4.9.4. PLASENTA KAYNAKLI MEZENKIMAL KOK HUCRELERIN DKM
ISKELESINE TOHUMLANMASI

AZ-MKH’ler SVS+DKM ve DKM’ye 5x10° hiicre olacak sekilde tohumlandiktan (Sekil
4.9.) sonra yaklagik 2 saat besiyeri eklenmeden beklenmis ve polimerin hiicre salimi
engellenmistir. Besiyeri eklendikten sonra 36 saat hiicrelerin yilizeye tutunmalari icin
beklenmis ve 0. giin analizi i¢in 6rnek toplanmistir. Tohumlamadan 2 giin sonra besiyeri

MEM- o tam vasat ve osteojenik farklilastirma besiyeri ile degistirildi.

Sekil 4.9. Hiicre tohumlandiktan sonra DKM iskelesinin goriintiisii

4.9.5. HUCRE CANLILIGI (ALAMAR MAVISi) ANALIZi

Hiicre-biyokompozit etkilesiminin hiicrelerin canlilig1 tizerindeki etkisinin anlasilmasi igin
alamar mavisi analizi yapilmistir. Belirlenen zaman noktalarinda deney gruplarinin
besiyerleri tamamen uzaklastirildi. Steril filtreden gecirilen PBS ile 2 kere yikandi. Alamar
mavisi analizi igin ortamin karanlik olmasi saglandi. Ornek sayisi hesaplanarak alamar

mavisi ve serum igermeyen besiyeri (1:9) hazirlandi.

40



Sekil 4.10. (A) Alamar ile inkiibe edilen deney grubu (B) Alamar ile inkiibasyondan sonra
toplanan besiyeri

Karisimdan 1 ml alinarak deney grubunun tizerine eklendi. En az 4 saat boyunca ornekler
inkiibasyona birakildi. Alamar mavisi iceren besiyerleri 4 saat sonrasinda analiz i¢in steril
eppendorf tiiplerine (Sekil 4.10.) toplandi. Cihazin 6rnekleri okumasi i¢in besiyeri deiyonize
su ile sirasiyla 1:4 oraninda seyreltildi. 80 ul deiyonize su 96’lik siyah kuyularin igerisine
alindiktan sonra {izerine 20 pl alamar mavisi iceren besiyeri eklendi. Ornekler

spektrofotometre cihazina yerlestirildi ve analizleri yapildi.
4.9.6. ALP MIKTARI TAYINI

ALP analizi i¢in BioAssay Alkaline Phosphatase Assay Kit (Cizelge 4.6.) kullanildi. ALP
analizi i¢in 96 kuyucuklu kiiltiir kab1 kullanildi. Kuyucuklardan birsine 200 ul deiyonize su
ve digerine 200 pl tartrazin eklendi. Diger kuyucuklara ise 5 ul 6rnek ve lizerine 195 pl
calisma soliisyonu eklendi (Sekil 4.11.). Her bir kuyucukta son hacim 200 pl olmal.
Ornekler 0. dakika ve 4. dakikada spektrofotometrede 405 nm dalgaboyunda 6l¢iildii.

Sekil 4.11. ALP analizinin goriintiisii
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Cizelge 4.6. ALP miktar tayini kitinin igerigi

Calisma Miktar Soliisyonu
Assay Buffer 200 pl

Mg Acetate 5ul

pNPP 2 ul

4.9.7. Ca?>* MIKTARI TAYINi

Ca** Miktar1 Tayini i¢in BioAssay Ca Assay Kit kullanildi. Kit protokolii takip edilerek
standartlar ve ¢alisma soliisyonu (Cizelge 4.7.) hazirlandi. Deiyonize su ile farkli seyreltme
oranlarinda () olacak sekilde standartlar hazirlandi. Calisma soliisyonu i¢in ise %50 Reaktif

A ve %50 Reaktif B karigimi elde edildi.

Cizelge 4.7. Standartlarin seyreltme oranlari

Standartlarin Hazirlanmasi Ca?* Miktar1 (mg/dl)
100 pl standart + 0 pl H20 20

80 ul standart + 20 ul H20 1

60 ul standart + 40 ul H20 6

40 pl standart + 60 ul H20 12

30 pl standart + 70 pul H20 8

20 ul standart + 80 ul H20 6

10 pl standart + 90 ul H20 4

0 ul standart + 100 ul H20 2
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Seyreltilerek elde edilen standartlar1 ve drnekleri ayr1 kuyucuklara 5 pl (Sekil 4.12.) eklenir.
Uzerine 200 pl calisma soliisyonu eklenir. Ol¢iim 612 nm dalgaboyunda yapildi. NOT: Ca?*
miktar tayini i¢in kitin onerdigi formiil kullanildi: mg/dlca= (ODornex-ODkor)/SLOPE

Sekil 4.12. Ca?* miktar tayini goriintiisii
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5. ARASTIRMA BULGULARI
51. PLASENTA MEZENKIMAL KOK HUCRE KARAKTERIZASYONU
5.1.1. PLASENTANIN KISIMLARININ GENEL GORUNTUSU

Hiicre kiiltiirine alinan plasenta MKH’lerinin invert mikroskop (T1-SM Nikon) ile
izolasyondan sonra her pasajda (Sekil 5.1.) fotograflari ¢ekilerek takip edildi. Hiicreler basta
yuvarlak bir morfoloji sergilerken zaman igerisinde fibroblast benzeri goriintii olusturmaya
bagladi. Tam olarak fibroblast benzeri goriintiiniin elde edilmesi ise ilerleyen pasajlarda

mumkun oldu.

PO

P1

Sekil 5.1. AZ-MKH farklilagmasinin 151k mikroskobu goriintiileri
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5.1.2. AZ-MKH UCLU-SOYA FARKLILASMA (OSTEOJENIK, ADIPOJENIK
KARDIYOJENIK) HISTOKIMYASAL BOYAMALARI

Sekil 5.3. AZ-MKH osteojenik farklilagmasinin Alizerin kirmizis1 boyamasi ile gosterimi.
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Sekil 5.4. AZ-MKH’lerin adipojenik farklilagsma potansiyelinin sudan siyahi boyasi ile
gosterimi. Lipidler siyah renk iken ¢ekirdekler kirmizi renk olarak goriilmektedir.

-

— ) ~—
Ve -,'& -1 N : e e

Sekil 5.5. AZ-MKH’lerinin kardiyojenik farklilasma potansiyeli hemotoksilen eozin boyasi
ile gosterildi. Kardiyomiyosit benzeri hiicre formasyonlar1 pembe renk olarak goriilmekte.
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5.1.3. COLONY FORMING UNIT (CFU) OLUSUM GORUNTUSU

AZ-MKH’lerinin koloni olusturma kapasitesinin belirlenmesi i¢in farkli yogunluklarda ekim
yapildi. Ug farkli grup i¢inde AZ-MKH’leri basarili bir sekilde koloni (Cizelge 5.1.)
olusturabildi. Mikroskobik goriintiisiiyle (Sekil 5.6.) koloni olusturabildigi ve grafikle de

(Sekil 5.7.) koloni sayilart gosterildi.

Sekil 5.6. CFU olusumunun mikroskobik gorunumu

Cizelge 5.1. AZ-MKH'lerinin olusturduklari koloni sayilar

75 750 7500

78 780 7800
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AZ-MKH CFU GRAFIGi

9000

8000 ® 100 Hiicre
7000
6000
5000
4000
3000
2000
1000

0 I

= 1000 Hiicre

® 10000 Hiicre

Koloni Sayisi

Sekil 5.7. AZ-MKH’lerin 100, 1000 ve 10000 hiicre/cm? yogunlukta olusturabildigi koloni
sayist.

5.1.4. AKIM SITOMETRI-IMMUN FENOTIPLEME CALISMALARI

Plasentadan izole edilen mezenkimal kok hiicrelerin hepsi yiiksek diizeyde MKH
belirteclerini (CD73, CD90, CD105 ve CD29) ifade ediyorken, hemapoietik kok hiicre
belirteclerini (CD34, CD31, CD133, LIN, HLA) ifade etmemektedir (Cizelge 5.2., Sekil
5.8.).

Cizelge 5.2. AZ-MKH akim sitometri ¢alismasinin sonuglari

CD34 APC . NEGATIF
CD133PE . NEGATIF

CD73PE 99.94 POZITIF

CD29FITC POZITIF
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Sekil 5.8. AZ-MKH'lerin akim sitometri sonuglarinin toplu gosterimi.

5.1.5. KATLANMA SURESI SONUCLARI

Katlanma siiresi analizi (Cizelge 5.3.) hiicrelerin ve popiilasyonun poliferasyon potansiyelini
belirlemektedir. AZ-MKH’leri Pasaj 3’ten 7’ye (n=3 ornek) kadar alt kiiltlir yapilmistir.

Katlanma siiresi ortalama 45 saat olarak bulunmustur (Sekil 5.9.).

Cizelge 5.3. Pasaj sayisina gore AZ-MKH’lerinin katlanma siiresi

P3 36,47
P4 43,75
PS 50.95
P6 52,07
P7 57,66
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AZ-MKH KATLANMA SURESI
60

N
o

N
o

Katlanma Siiresi (saat)

P3 P4 P5 P6 P7
Pasaj Sayis1

Sekil 5.9. AZ-MKH’lerin katlanma siirelerini gosteren grafik.

5.1.6. AMNIYOTIiK ZAR MKH BUYUME EGRiSi SONUCLARI

AZ-MKH’leri 10° hiicre/cm2 yogunlukta ekildi. Her 24 saatte bir hiicre miktar1 (Cizelge
5.4.) tekrar sayildi. Hiicrelerin kiiltiir kabinin yiizeyini tamamen kaplamasi i¢in 120 saat

gectigi (Sekil 5.10.) belirlendi.

Cizelge 5.4. Saatlik olarak AZ-MKH’lerinin artig miktar1

0.saat 10°

24. saat 1,07 x 10°
48.saat 1,46 x 10°
72. saat 2,38 x 10°
96. saat 2,8x10°
120.saat 3,7x10°
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AZ-MKH BUYUME EGRIiSi

Hiicre Miktar1 10°

0 24 48 72 96 120

Zaman (Saat)

Sekil 5.10. AZ-MKH miktarinin saatlik artis1

5.2. KEMIiIK DOKUNUN HUCRESIZLESTIRiLME VERIMLILIGi
5.2.1. TARAMALI ELEKTRON MiKROSKOBU (SEM) GORUNTULERI

DKM’nin yiizey morfolojisi SEM analizi ile incelendi. Ayrica SVS ile muamele edilen

DKM’nin mineralizasyonunun arttigi ve yiizeyi kaplamaya bagladigi da belirlendi (Sekil
5.11. ve Sekil 5.12.).
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EHT =20.00 kV Mag= 100 X

4 s |
-_a:i A ié-i‘l = *d?&

EHT = 15.00 kV Mag= 2.00K X

Sekil 5.12. SVS ile inkiibe edilmis DKM nin SEM goriintiisii
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5.2.2. GAG (GLIKOZAMINOGLIKAN), DNA, KOLAJEN iCERiGi SONUCLARI

DKM hidrojellerinin hiicresizlestirilmesinin verimliliginin anlasilabilmesi i¢in DNA, GAG

ve kolajen igerigi (Sekil 5.13.) tespit edildi.

* % * e
100 + 100 4 100 -

80 80 1 80

60 4 60 s 60

40 - 40 - 40

20 204 20 A

04

DNA Icerigi (%) GAG Igerigi (%) Kollajen Igerigi (%)
Sekil 5.13. DNA, GAG ve kolajen igeriginin yiizde olarak grafigi

5.2.3. FOURIER DONUSUMLU KIZILOTESI SPEKTROSKOPiSi (FTIR)
SONUCLARI

DKM hidrojelinin kimyasal karakterizasyonunun saglanmast i¢in FTIR analizi (Sekil 5.14.)

gerceklestirildi.

Gegirgenlik

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000

Sekil 5.14. DKM hidrojelinin FTIR spektrumu.
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5.3. HUCRE- BIYOKOMPOZIT ETKILESIMI

5.3.1. HUCRE CANLILIGI (ALAMAR MAVIiSi) ANALiZi SONUCLARI

Cizelge 5.5. Dort deney grubu igin hiicre canliligi sonuglari

0 1080,13 1080,13 300,555 300,555
7 709,755 1255,1 209,52 619,34
14 1091,86 1309 179,5 1534
21 5646 618 669 680
ALAMAR ANALIZI
7000

—~ 6000

e

c

o 5000

D

,‘é 4000

L)

» 3000

S

S 2000

2

el | T

DKM SV SVS SV DKM OV SVS oV Kontrol

20.GUN m7.GUN m14.GUN m21.GUN

Sekil 5.15. Hiicre tohumlanan deney gruplari sol bastan sirasiyla, deseliilerize kemik
matriksi standart vasatta, SVS ile muamele edilmis DKM standart vasatta, DKM osteojenik
vasat ve SVS ile muamele edilmis DKM osteojenik vasatta 0, 7, 4 ve 21. giinlerde analiz
edilmistir. Veriler ortalama =+ SD olarak ifade edilir; (n=3)
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5.3.2. AZ-MKH’LERININ DKM UZERINDEKI SEM GORUNTULEMELERI (0G,
7G, 14G)

-‘ X = ¢ ‘.‘.
0 7 A
e |

WD =125 mm EHT = 15.00 kV Mag= 200K X

Sekil 5.16. AZ-MKH tohumlanan DKM'nin standart vasat 1. giin SEM goriintiisii

EHT = 16.00 kV Mag= 200K X

Sekil 5.17. AZ-MKH tohumlanan DKM'nin standart vasat 7. giinde SEM goriintiisii
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WD= 80mm EHT = 15.00 kV Mag= 200K X

5\.1‘ b
Y o P~ -_ i

V- =

10 um EHT = 15.00 kV Mag= 2.00 K X
p—

Sekil 5.19. AZ-MKH tohumlanan DKM'nin osteojenik vasat 14. giinde SEM goriintiisii
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EHT = 15.00 kV Mag= 2.00K X

Sekil 5.21. AZ-MKH tohumlanan SVS-DKM'nin standart vasat 7. giinde SEM goriintiisii
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EHT = 15.00 kV Mag= 1.00 K X

EHT =15.00 kV Mag= 200K X

Sekil 5.23.AZ-MKH tohumlanan SVS-DKM'nin osteojenik vasat 14. giinde SEM goriintiisii
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5.3.3. ALP MIiKTARI TAYINi

Her 2 giine bir besiyeri degistirilen drneklerin segilen giinlerde (0, 7, 14, 21, 28) besiyeri

toplanarak analizler i¢in -80 °C’de saklanmustir. Analiz igin ALP kiti kullanilmistir. Kitin

protokolii uygulanarak t1 (0. dakika) ve t4 (4. dakikada) absorbans (405 nm) 6l¢timii (Sekil

5.24.) alimmustir. Protokol takip edilerek ALP miktar1 (Cizelge 5.6.) hesaplanmustir.

Cizelge 5.6. Deney gruplarinin 0, 7, 14 ve 21. Giinlerdeki ALP miktar1

77,817 77,817
32,005 71,541
22,592 50,204

30,123
33,260
74,365

20,395

90,000
80,000
70,000
60,000
50,000
40,000

ALP aktivitesi (1U/L)

30,000
20,000
10,000

0,000

Zamana Bagli ALP Aktivite Degisim Grafigi

Og 79 149 219

Zaman (giin)

m DKM SV
= DKM OV
mSVS SV
= SVS oV

Sekil 5.24. Zamana bagli ALP miktar1 degisimi.
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5.3.4. Ca* MiKTARI TAYINi

Her 2 giine bir deney gruplarmin besiyeri degistirildi. Orneklerin secilen giinlerde (0, 7, 14,
21, 28) besiyeri toplanarak analizler igin -80 °C’de saklanmistir. Besiyeri 3 farkli 6rnekten
toplanmigtir. Ca?" kitinin protokolii takip edilerek miktar tayini (Cizelge 5.7.) yapildi. 3
dakikalik oda kosullarinda inkiibasyondan sonra absorbans (612 nm) 6l¢iimii (Sekil 5.25.)
yapilmustir.

Cizelge 5.7. Belirlenen zaman noktalarinda Ca** miktarlari

4,646360512 3,896594814 3,115588878 2,272102468
5,074351765 3,896594814 3,50921587 3,206185567
4,290221806 4,858794127 3,846610434 2,272102468
4,902530459 3,777881912 3,746641674 1,606685411

Ca?* Miktarinin Zamana Bagli Degisimi

6
. 5
3
en
£ 4
g m DKM SV
g 3
§ = DKM OV
& 2 = SVS SV
O = SVS OV

1

0

0g 79 149 219
Zaman (glin)

Sekil 5.25. Zamana bagli Ca?* miktar1 degisimi.
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6. TARTISMA VE SONUC

Kok hiicreler kendisini yenileme ve farklilagma potansiyeline sahip olan hiicrelerdir. Bu
hiicreler embriyonik kok hiicreler gibi bir canliyi meydana getirememekte ise de,
mezodermal kokenli hiicre tiplerine (adiposit, osteosit, kondrosit vb.) farklilasabilirler (133).
Mezenkimal kok hiicreler farklt kaynaklardan elde edilebilmektedir. Elde edildikleri
kaynaga bagli olarak 6zellikleri da farklilik gostermektedir (134-138) .

Plasenta ise yeni bir mezenkimal kok hiicre kaynagi olarak arastirilmaktadir. Plasentanin
farkli bolgeleri bulunmakta olup bu bolgelerden mezenkimal kok hiicre elde
edilebilmektedir (139). Barlow ve arkadaslari, P-MKH ve kemik iligini biyolojik 6zellikleri
acisindan karsilagtirmistir. P-MKH’lerin kemik iligi kok hiicrelerine gore daha hizli
cogaldigini, MKH belirteglerini benzer sekilde ifade ettigini, fibroblastoid yapidaki hiicre
morfolojilerinin de benzerlik gosterdigini raporlanmistir (140). Bu tez c¢alismasinda,
Pelekanos ve arkadaglarinin plasenta kdkenli mezenkimal kok hiicre izolasyonu protokolii
uyarlanarak, enzimatik sindirim ve mekanik diseksiyon ile bagarili bir sekilde MKH
izolasyonu gerceklestirilmistir (2). Plasenta desidual bazalis, koryonik tabaka, koryonik
damarlar, gobek kordonu, amniyotik zar olarak bolgelere ayrilmistir. Bu bolgelerden izole
edilen MKH’lerin karakteristik 0Ozellikleri benzerlik gosterse bile bazi farkliliklar
igermektedir. Calismamizda kullandigimiz amniyotik zar kokenli MKH’lerin ¢ogalma ve
farklilagma potansiyelinin plasentanin diger bolgelerinden elde edilen MKH’lere gore daha
yiiksek oldugu gegmiste gosterilmistir (58). Amniyotik zar elde edilmesi diger kaynaklara
gore daha kolay olup, biyolojik bir atik olmasi nedeniyle etik problemlere yol agmamaktadir.
Amniyotik zarm kiiciik bir boliimiinden elde edilen doku pargasindan ayni1 miktarda kemik

iliginden elde edilen dokudan daha fazla mezenkimal kok hiicre elde edilebilmektedir (58).

Plasenta amniyotik zar kokenli mezenkimal kok hiicrelerin morfolojik 6zelliklerinin
gosterilmesi i¢in mikroskobik incelemeler farkli pasajlarda gerceklestirilmistir ve literatiir
ile  uyumlu morfolojiler gozlenmistir (141-143). Calismamizda gergeklestirilen
histokimyasal boyamalarda plasenta kaynakli mezenkimal kok hiicrelerin In't Anker ve
arkadaglarinin bildirdigi gibi adipojenik ve osteojenik mezodermal soylara farklilasma
potansiyeli bulundugu, literatiir ile uyumlu sekilde gosterilmistir (97,142). AZ-MKH’nin
kardiyojenik farklilasma potansiyeli oldugu histokimyasal boyamalar ile gosterilmistir
(144). Yine, AZ-MKH’lerin koloni olusturma kapasitesi (CFU) bulundugu literatiire uygun

sekilde gosterilmistir (145,146). Bundan sonra, MKH’lerin mezenkimal ve hematopoietik
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kok hiicre yiizey belirteglerini ifade etme durumuna bakilmistir. Sonuglar literatiir ile 6rtiisen
sekilde CD105, CD73, CD90, CD29 belirtegleri igin yiliksek oranda pozitif iken, LINA 750,
HLA-DR, CD34, CD31, CD133 gibi hematopoietik kok hiicre yiizey belirteclerinin ifadesi
bakimindan negatif olarak belirlenmistir (42,99,137,147,148).

Wu ve arkadaslarinin farkli kaynaklardan elde edilen MKH’lerin proliferasyon analizlerinde
ise, erken asamalarda AZ-MKH’lerin Ki-MKH’lerinden daha iyi bir ¢ogalma yetenegi
oldugu gosterilmistir (146). Bu tez kapsaminda ise AZ-MKH’lerinin hiicre poliferasyon
kabiliyetinin anlasilmasi i¢in katlanma siiresi ve biiyiime kinetigi analizleri yapilmustir.
Katlanma siiresi bulgularinda hiicrelerin 3. Pasajdan (P3) itibaren saglikli bir sekilde
cogaldig ve hiicrelerin kiiltiir kabini kaplama siiresinin kisaldig1 gézlenmistir. Bu ¢calismada
hiicrelerin katlanma siiresi 41 + 7,3 saat olarak belirlenmistir. Biiyiime kinetigi ¢alismasinda
ise, hiicreler giinliik olarak tripsin enzimi yardimu ile kiiltiir kab1 zemininden kaldirilarak
sayilmistir. Giinliik olarak hiicrelerin bilylimesi devam etmis ve literatiir ile eslesen sonuglar
belirlenmistir (149). Bu ¢alismada AZ-MKH’lerin, mezenkimal kok hiicrelerin sahip olmasi

beklenen belirgin 6zellikleri sergiledikleri gosterilmistir.

Ozellikle memeli doku veya organlarinin travma ya da fonksiyon kayb1 gibi durumlarda
yenilenme potansiyelinin diisik oldugu bilinmektedir. Bu bakimdan, son yillarda yeni
yaklagimlara ve doku greftlerine olan ilginin arttigi goriilmektedir. Bu kapsamda 6zellikle
dogal dokulardan (kemik, kikirdak, bagirsak vb.) elde edilen biyolojik greftler 6n plana
¢ikmaktadir (130,150,151).

“Hiicresizlestirme teknolojisi” ile biyolojik yapilarin dogal ECM formu korunarak iskele
olarak elde edilmeleri mimkiindiir. Dogal yapi1 iskeleleri, hiicrelerin tutunmasi ve
farklilagmasi i¢in kalip gdrevini tistlenebilmektedir. Dogal doku kaynakli bu tip yapilar ile
ilgili ciddi risk ise, antijenlerinden tamamen ayrilamama ihtimalidir. Diger yandan, uygun
yontemler ile biyoaktif ECM bilesimi biiyiik Ol¢lide korunarak dokuya ait kalintilarin
temizlenebildigi de bilinmektedir. Bu caligmada, biyolojik doku kaynagi olarak sigir
stingerimsi kemik dokusu kullanmilmistir. Siingerimsi kemik dokuda osteoprogenitdrler,
preosteoblastlar, osteoblastlar ve kok hiicreler gibi ¢esitli hiicre tipleri bulunmaktadir.
Calismamizda siingerimsi kemik dokunun kullanilmasinin baslica nedeni ise, kompakt
kemige gore daha gozenekli bir yapiya sahip olmasi ve buna bagli olarak gézenekli alandan

hiicrelerin uzaklastirilmasinin daha etkin bir sekilde gerceklestirilebilmesidir (8).
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Siingerimsi doku pargalarindan, ¢esitli asit karigimlari kullanilarak, biinyelerindeki lipidlerin
uzaklastirilmas: saglanmistir. Dokulardan lipidlerin uzaklastirilma isleminin ardindan
hiicresizlestirme islemi gergeklestirilmis ve fizyolojik kosullar (pH, sicaklik ve tuz
konsantrasyonu) altinda hidrojel formundaki DKM literatiir ile uyumlu olarak
olusturulabilmistir (152,153). Hiicresizlestirme verimliliginin anlagilmasi i¢in ise, DKM nin
DNA igerik analizleri yapilmistir. Doku veya organlardan elde edilen deseliilerize greftler
/yapt iskeleleri i¢in genel kabul géren DNA igerigi olan 50 ng/mg doku diizeyi (154)
calismada elde edilmis olup, DKM’nin DNA igerigi dogal kemik dokusuna gore yiizde

yetmis oraninda azaltilmistir.

Hiicresizlestirmenin verimliliginin anlagilmasi i¢in diger bir yontemde, siilfatlanmis GAG
ve kolajen igeriginin belirlenmesidir. Stilfatlanmis glikozaminoglikan zincirleri, protein
yapilarina baglanarak proteoglikanlari olusturan polisakkaritlerdir. Yapisinda bir amino
seker ve heksuronik asit iceren tekrarlayan disakkarit dizelerinden olusmaktadir. Kok
hiicrelerde ve diger tiim hiicre tiplerinde hiicre i¢i ve hiicre dig1 matrikste bulunur. GAG’larin
baslica gorevleri arasinda, hiicrelerin yapismasi, ¢ogalmasi ve farklilagsmasi gibi temel
hiicresel olaylar yer almaktadir (152). Bu tez ¢aligmasinda ise, SGAG igeriginin DKM’de
%55 oraninda korundugu belirlenmistir. Iskelenin kolajen igerigi ise %60 oraninda
korunabilmistir. Sonuglar, hiicresizlestirme verimliliginin literatiir ile uyumlu olarak

gerceklestirilebildigini gostermektedir.

Calismada, DKM’nin yiizey morfolojisi ve kimyasal yapist da incelenmistir.
Hiicresizlestirilmis siingerimsi kemik dokunun yiizey morfoloji 6zelliklerinin saptanmasi
icin SEM analizi yapilmistir. Alkol ile yikanan 6rnekler kurutulduktan sonra iletken bir alan
olusturmasi i¢in altin ile kaplanmistir. DKM’nin ve S-DKM’nin farkli biiylitmelerde
gortintiileri alinmigtir. DKM yapisinin SVS islemi sonrasinda mineralize kristal biriktirdigi
gosterilmistir. Demineralize ve deselliilerize dogal kemik dokusunun kimyasal olarak
karakterize edilmesi icin ise 400-4000 cm™ spektral arahginda FTIR spektral analizi
yapilmistir. Bu kapsamda, DKM hidrojelinde 1528 cm™ ‘de gozlenen pik Amid 111 grubunu,
2920 cm *de gozlenen pik Amid B grubunu ve 3300 cm™ ‘de gdzlenen pik Amid B grubunu
temsil etmektedir. Bunun yanisira, 1030 cm™ N-H biikiilmesi ve 1630 cm™ civarinda
karbonil gerilmesi goriilmiistiir. Bu spektral sonuglarin literatiir ile uyumlu oldugu

belirlenmistir.

DKM karakterize edildikten sonra in vitro sartlarda SVS ile inkiibe edilmistir. Inkiibasyon
37 °C sicakliga ayarli etiivde yiiriitiilmiis ve SVS, 3 giinde bir tazelenmistir. SVS ile hidrojel
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iskelelerin  biyomineralizasyonu, biyolompozit substratlarin kemik yenilenmesinde
potansiyel kullanimina yonelik olarak gergeklestirilmistir (155). DKM iskeleleri SVS ile 8
glin stireyle inkiibe edilmis, S-DKM ve DKM 6rneklerinin  SEM  goriintiileri

karsilastirildiginda biyomineralizasyonun literatiire benzer sekilde arttigi goriilmiistiir (155).

Rejeneratif tipta kullanilacak greftlerin veya doku miihendisligi iskelelerinin hiicreler igin
i¢in uygun ortamlar sunmasi beklenir. Hiicrelerin iskeleye tutunmasi, ¢ogalmasi ve istenilen
yonde farklilasmay1 saglamasi hedeflenir. Ayrica bu siiregte yapilar 6nemli bir immiin yanita

sebep olmamali, hiicreler tizerinde toksik etki ya da hemolitik etki olusturmamalidir (108).

Hidrojellerin karakterizasyon calismalarindan sterilizasyonu saglanarak tizerlerine hiicreler
tohumlanmistir. AZ-MKH’lerin iskelelere ilk tutunmasi igin yaklasik otuzalti saatlik bir
periyot beklenmistir. Bu siire sonrasinda vasat Ornekleri analizler i¢in toplanmaya
baslanmistir. Osteojenik indiiksiyon i¢in ilk 6rnekler 7 giin sonra toplanmistir. Hiicrelerin
iskele tizerindeki canlilik oranlarinin anlagilmasi i¢in Alamar mavisi analizi yapilmistir.
Osteojenik farklilasmanin gergeklesme diizeyinin belirlenmesi igin ise histokimyasal
boyamalar, ALP ve Ca?" miktar tayinleri gerceklestirilmistir. Boylece ¢alismada AZ-

MKH’lerin osteojenik farklilasma durumlar1 gosterilmistir.

Hidrojel iskelenin hiicreler tizerindeki toksik etki gosterme durumunun anlagilmasi igin ise
alamar mavisi ile hiicre canliligi analizi (0, 7, 14, 21. giin) yapilmistir. Hiicre canliliginin
DKM SV, DKM OV ve SVS OV ig¢in 14. giine kadar artt1g1 goriilmektedir. 21. glinde hiicre
cogalmasinda diislis olmasina ragmen canlilik korunmaya devam etmektedir. S-DKM
orneklerinin hiicre ¢ogalma diizeyinin bir miktar diisiik olmasinin nedeni olarak, SVS’nin
DKM’nin biyomineralizasyonunu arttirarak yiizeyini kaplamasi olarak degerlendirilmistir.

Boylece, hiicrelerin ¢ogalma hizinda yavaslama gergeklesmistir.

Histokimyasal boyamalar osteojenik farklilasmanimn varligini agikga gostermektedir.
Histokimyasal boyamalar i¢in ornekler ylizeye sabitlendikten sonra farkli boyalarla
boyanarak mineralize plaka seklindeki birikimler literatiir ile paralel sekilde gosterilmistir.
Hidrojellerin osteojenik farklilagsmasimnin verimliliginin belirlenmesine yonelik olarak
alkalin fosfatazin (ALP) miktar1 tayini yapilmistir. ALP osteoblast benzeri hiicrelerin
olustugunu gosteren erken belirteglerdendir. Ca?* birikimi ise osteoblast olgunlasmasini

gostermektedir. ALP ve Ca?" miktarma DKM ve S-DKM igin de incelenmistir (156).
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Introduction

The low regeneration potential of the human body hinders proper regeneration of tissues or
organs that have lost their function due to disease or trauma. Regenerative medicine
encompasses approaches to replacing or regenerating human cells, tissues, or organs to
restore normal function or rebuild healthy tissue [1,2]. The combined use of stem cell and
tissue engineering (TE) technologies has gained importance, especially in the last decade.
Studies with stem cells obtained from well-known sources such as bone marrow, adipose
tissue and placenta continue at full speed [2-4). The placenta is a reservoir of progenitors and
stem cells that can differentiate into different lineages and cell types [S). In particular, human
amniotic membrane-derived stem cells (hNAMSCs) are of interest for TE related to their high
regenerative potential and ease of propagation. TE focuses on combining stem cells with
extracellular matrix (ECM)-ike biomaterials possessing biological, mechanical and
architectural properties suitable for functional tissue reconstruction [3).

In this study, an in vitro bone TE approach was developed by utilizing the known osteogenic
differentiation properties of hAMSCs and bone-derived ECM-based biological scaffolds.
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