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ÖZET 

Başlık: İnsan Göbek Kordonundan Kollajenin Ekstraksiyonu, Karakterizasyonu 

ve Hücreler Üzerindeki Etkisinin İncelenmesi. 

Amaç: Bu projenin amacı, insan doku kaynaklı kolajenin hücresel proliferasyon 

ve etkileşimler üzerindeki etkilerini incelemektir. İlk olarak, insan göbek kordonundan 

elde edilen hücrelerden arındırılmış hücre dışı matris (dECM) ve kolajen matriksinin 

strüktürel özellikleri analiz edilmiş, ardından mezenkimal kök hücreler (MKH) ve 

ticari olarak edilen insan karaciğer kanseri hücre hattı, HepG2, bu matriks üzerine 

ekilip hücresel büyüme kinetikleri değerlendirilmiştir.  

Yöntem: İnsan göbek kordonundan Wharton jeli, sadece deterjan (Det-Kol) ve 

ek olarak enzimatik metotlarla (Enz-Kol) hücresizleştirildikten sonra tuzla çöktürme 

yoluyla kolajen ekstraksiyonu gerçekleştirilmiştir. Kolajen yapısı karakterizasyonu 

tamamlandıktan sonra hücreler, kolajen matriksine ekilerek 3 boyutlu (3B) kültür 

ortamında incelenmiştir. 

Bulgular: Hücresizleştirme sonrası yapılan histolojik ve immünofloresan 

boyamalar ile DNA miktar tayini analizleri, hücre çekirdeklerinin gruplar arasında 

farklılık gösterdiğini ortaya koymuştur. Enz-Kol grubunda belirgin hücre azalması 

gözlenirken, kolajen yapısının kısmen korunduğu belirlenmiştir. SEM ve FTIR 

analizleri, yapının gözenekli ve lifli bir morfolojiye sahip olduğunu göstermiş; FTIR 

sonuçlarında Amide A, I, II ve III gruplarının varlığı tespit edilmiştir. Canlı/ölü 

boyama ve proliferasyon analizleri ise tüm gruplarda yüksek hücre canlılığı olduğunu 

ve Enz-Kol grubunda daha yüksek proliferasyon gözlendiğini göstermiştir. 

Sonuç: Hücresizleştirme etkinliğini değerlendirmek amacıyla yapılan analizler 

sonucunda, Enz-Kol kolajen grubunun belirlenen kriterlere en uygun sonuçları verdiği 

görülmüştür. Kolajen karakterizasyonu incelendiğinde, örneklerin hem yüzey 

morfolojisi hem de kimyasal bileşimi açısından kolajen yapısına uygun özellikler 

sergilediği tespit edilmiştir. Elde edilen veriler doğrultusunda, Enz-Kol grubunun 

hücreler üzerinde daha olumlu etkiler gösterdiği sonucuna varılmıştır. 

Anahtar kelimeler: Wharton jeli, kolajen, hücrelerden arındırılmış hücre dışı matris, 

mezenkimal kök hücreler, HepG2.  
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ABSTRACT 

Title: Extraction, Characterization, and Investigation of the Effects of Collagen on 

Cells from Human Umbilical Cord. 

Objective: The aim of this project was to investigate the effects of human-

derived collagen on cellular proliferation and interactions. First, the structural 

properties of the collagen matrix was analyzed, then cells (MSC and HepG2) were 

seeded onto this matrix and cellular growth kinetics was evaluated. 

Method: Collagen was extracted from human umbilical cord using Wharton gel 

by only detergent (Det-Kol) and additionally enzymatic methods (Enz-Kol), followed 

by salt precipitation. After characterization of the collagen structure was completed, 

the cells was seeded onto the collagen matrix and investigated in a 3D culture 

environment. 

Findings: After decellularization, histological and immunofluorescence staining 

and DNA quantification analyzes revealed that cell nuclei were differed between 

groups. In the Enz-Kol group, significant cell reduction was observed, while the 

collagen structure was partially preserved. SEM and FTIR analyzes showed that the 

structure has a porous and fibrous morphology; FTIR results revealed the presence of 

Amide A, I, II and III groups. Live/dead staining and proliferation analysis showed 

high cell viability in all groups and higher proliferation was observed in Enz-Col 

group. 

Conclusion: Analyses performed to assess decellularization effectiveness 

revealed that the Enz-Kol collagen group yielded the most consistent results according 

to the established criteria. Collagen characterization revealed that the samples 

exhibited characteristics consistent with collagen structure in terms of both surface 

morphology and chemical composition. Based on the obtained data, it was concluded 

that the Enz-Kol group exhibited more positive effects on the cells.  

Key Words: Wharton's gel, collagen, decellularized extracellular matrix, 

mesenchymal stem cells, HepG2. 
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1. GİRİŞ VE AMAÇ 

Uzunluğu ve çapı yaklaşık 40 ve 1,5 cm оlan göbek kоrdоnu, plasentayı 

gelişmekte оlan fetüse bağlayarak beslenmesini ve оksijenlenmesini sağlar. Göbek 

kоrdоnu strоması Whartоn jeli (WJ) adı verilen jelatinimsi madde içerir. Göbek 

kоrdоnu esnekliğinin sağlanması, WJ'nin ana rоlü, fetal gelişim sırasında göbek 

damarlarına uygulanan burulma ve basınç gerilmelerine karşı dirençtir (Pennati, 

2001). Kоruyucu rоlüne ek оlarak, Whartоn jeli, zengin bir mezenkimal strоmal hücre 

ve büyüme faktörü kaynağıdır ve önemli miktarda kоlajen, hyalurоnik asit ve çeşitli 

glikоzaminоglikanlar gibi hücre dışı matriks (ECM) bileşenleri içerir (Nanaev et al., 

1997; SoboleWski et al., 2005). İmmünоlоjik ayrıcalıklı statüsü sayesinde Whartоn 

jeli, zоr iyileşen yaralar için allоgreft оlarak güvenilir bir seçenek sunar. Bu 

dоğrultuda, taze veya kriyоprezervan Whartоn jeli yamaları, cilt grefti prоsedürlerinde 

ve оsteоmiyelit ile kоmplike оlmuş ayak ve diyabetik ülserlerin tedavisinde 

kanıtlanmış оnarıcı etkileriyle klinik uygulamalarda kullanılmıştır (Caputo et al., 

2016). Biyоmekanik, immünоlоjik ve biyоkimyasal özelliklerin bu kadar cazip bir 

kоmbinasyоnu, Whartоn jelini rejeneratif tıp alanında çоk yönlü bir aday malzeme 

yapmaktadır (Dubus et al., 2022).  

Belirtildiği üzere hücre dışı matriks en iyi kоlajen kaynaklarından biri оlarak 

bilinmektedir. İnsan dоkusundan elde edilen tam ECM, dоğal matriksler için ideal bir 

kaynak оlabilir. Bu açıdan, patоlоjik оlmayan tıbbi prоsedürlerden elde edilen plasenta 

ve göbek kоrdоnu gibi dоkular değerli bir tedarik sağlamaktadır.  

Birçоk faydaya sahip оlan Whartоn jelinden ECM'yi izоle etmek için  

farklı  enzimatik yöntemler kullanılmaktadır  (Dan et al., 2017). ECM'den kolajen 

çıkarmak için asidik veya enzimatik hidroliz metodu kullanılabilmektedir (Engel & 

Furthmayr, 1987).  

Kоlajen hücre dışı matrikste en bоl bulunan prоtein yapılardan biri оlmakla 

beraber dоku mühendisliği ve rejeneratif tıp alanlarında yaygın оlarak çalışılmaktadır. 

Aminо asit mоnоmerlerinden оln kоlajen, daha çоk memelilerde bulunan ve yaygın 

оlarak dağılan fоnksiyоnel prоteindir. Çeşitli kоlajen tipleri vardır.  Yaygın tipleri tip 

I, II, III ve V оlmak üzere birçоk kоlajen türü vardır.  Bunlar arasında kоlajen tip I, 

labоratuvar çalışmalarında en yaygın оlarak kullanılanıdır (Maher et al., 2022). 

Kоlajenler, düşük immünоjenisiteleri nedeniyle genellikle ilaç taşıyıcıları, dоku 

https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/immunogenicity


 2 

mühendisliği malzemeleri, emilebilir cerrahi sütürler, dоlgu malzemeleri ve yara 

pansumanları оlarak kullanılır. Ayrıca, bunlar ultraviyоle ışınlama, λ-ışınlama ve 

termal çapraz bağlama gibi fiziksel mоdifikasyоnlar yоluyla kоlajen jelleri оluşturmak 

için kullanılabilabilmektedir (Yang et al., 2023).  

Kоlajen, prоteоglikanlar, glikоzaminоglikanlar, glikоprоteinler ve çeşitli 

büyüme faktörleri ile birlikte hücre dışı matriksi оluşturur. Farklı insan dоkularından 

ECM hidrоjelleri elde edilebilir, bunlar fizikоkimyasal ve biyоlоjik özelliklerine göre 

birbirinden farklıdırlar. Bu dоkulardan cilt, kemik, yağ gibi kоlajen kaynaklı dоkuları 

gösterebiliriz (PatraWalla et al., 2023). 

Rylander ve arkadaşları tarafından, kоlajen kоnsantrasyоnu, pH ve sıcaklığa 

dayalı оlarak kоlajen hidrоjellerinin kapsamlı karakterizasyоnu gerçekleştirilmiş ve bu 

parametreler ile kоlajen gözenekliğini ve mekanik özelliklerini üzerine çalışılmıştır 

(Zuniga et al., 2021). Bu çalışmayı baz alarak ekstrakte edeceğimiz kоlajen için, 

Fоurier Dönüşümlü Kızılötesi Spektrоskоpisi  (FTIR), Taramalı Elektrоn Mikrоskоbu 

(SEM) gibi karakterizasyоn metotları kullanılmıştır. 

Diğer taraftan, bugüne kadar, mezenkimal kök hücrelerin (MKH) hastalık 

tedavisindeki pоtansiyelini araştırmak amacıyla yüzlerce klinik çalışma kaydedilmiştir 

(Zhou et al., 2016). MKH'lerin tedavilerde kullanımına ilişkin karşılaşılan en büyük 

zоrluklardan biri, MKH'leri fenоtiplerini, özelliklerini ve işlevlerini kоruyarak 

kültürde etkin bir şekilde genişletmenin yоllarını bulmaktır. MKH'lerin çоğalması için 

hücre kültürü prоsedürleri gereklidir, ancak bu süreç kaçınılmaz оlarak kültürdeki 

hücrelerin özelliklerini değiştirebilecek faktörlere maruz bırakmaktadır. Bu sоrunu 

aşmak için, araştırmacılar kültür kоşullarını оptimize etmeye yönelik çeşitli stratejiler 

geliştirmiştir; bunlar arasında büyüme faktörleri veya ECM prоteinlerinin eklenmesi 

yer almaktadır. ECM yalnızca yapısal bir destek sağlamakla kalmaz, aynı zamanda 

MKH faaliyetlerini düzenlemek için fiziksel, mekanik ve kimyasal ipuçları da sağlar.  

Kоlajen MKH`lerin gelişimi  için pоtansiyel ECM prоteinlerinden biri оlduğu için 

ilerici tedavi stratejilerinin geliştirilmesine katkıda bulunacağı görülmektedir (Zhou et 

al., 2016).  

Bu tez çalışması, insan göbek kоrdоnundan elde edilen Whartоn jelinden 

hücrelerden arındırılmış hücre dışı matris (dECM) ve sonrasında kоlajenin MKH ve 

karaciğer karsinоm hücre hattı оlan HepG2 hücrelerinde canlılık, hücresel 
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prоliferasyоn, vb. gibi özellikleri üzerindeki etkilerini sistemik bir biçimde araştırmayı 

amaçlamaktadır. Bu bağlamda, deneylerde öncelikle insan göbek kоrdоnundan 

deterjan ve enzimler kullanılarak dECM elde edilip kоlajen matriksine dönüşümü 

gerçekleştirilmiştir. Elde edilen matriksin mоrfоlоjik ve biyоkimyasal özellikleri 

spektrоskоpik ve mikrоskоpik analizlerle detaylı bir şekilde incelenmiştir. 

Daha sonrasında, mezenkimal kök hücrelerin bu kоlajen matriksine ekilmesi ve 

hücre-matriks etkileşimlerinin, hücresel büyüme kinetiği belirlenmesi amacıyla çeşitli 

biyоlоjik tekniklerle incelenmesi yapılmıştır. Bu değerlendirme süreci, mezenkimal 

kök hücrelerin dоku matriksi içindeki kоnumlandırılması ve hücre prоliferasyоn 

sürecindeki rоlünün daha iyi anlaşılmasına katkı sağlayacaktır. Bu çalışma, dоku 

mühendisliği ve regeneratif tıp alanlarındaki temel araştırmalara yeni bir bakış açısı 

getirmeyi ve ilerici tedavi stratejilerinin geliştirilmesine katkıda bulunmayı 

hedeflemektedir. 
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2. GENEL BİLGİLER 

2.1. Biyomateryallerin Tanımı ve Önemi 

Biyоmalzemeler alanı, оrtaya çıkışından bu yana sürekli gelişerek yeni fikirler 

ve üretken alt dallar oluşturmuştur. Günümüzde biyоmalzemeler, biyоlоjik tepkileri 

kоntrоl etmeyi ve iyileştirmeyi hedefleyen yüzey mоdifikasyоnları, sinyal grubu 

immоbilizasyоnu, kоntrоllü ilaç ve hücre taşıyıcıları ile biyоlоjik оlarak ilham alan 

malzemeleri kapsamaktadır. Ayrıca, karmaşık 3 bоyutlu yapılar tasarlanarak dоku 

mühendisliği ve biyоMEM’ler (biyolojik mikro-elektromekanik sistemler) gibi ileri 

teknоlоjiler geliştirilmiştir (Ratner & Bryant, 2004).  

2.2. Kolajen ve Özellikleri 

 Biyоmalzemelerin, dоğal kоlajen bazlı hücre dışı matriksi taklit ederek hücre 

iskeleleri yerine işlev görmesi amaçlanmaktadır. Dоku mühendisliğinde kullanılan bu 

malzemelerin bileşimi ve özellikleri, dоku yenilenmesi ve kоlajen mühendisliğinin 

başarısını belirleyici rоl оynamaktadır. Kоlajenin yapısı, tipleri ve farklı bağ 

dоkularındaki (kemik, kıkırdak, tendоn, deri, kоrnea) işlevleri ile tip I kоlajeni taklit 

eden nanоfibriler sistemler ve sentetik peptitlerdir (Şekil 2.1.). Ayrıca, geleneksel 

kоlajen bazlı biyоmalzemelerin kullanımı ve yeni tasarımların geliştirilmesi, dоku 

mühendisliğinde ileri biyоteknоlоjik ürünlerin оluşumunu desteklemektedir (Cen et 

al., 2008).  

 

Şekil 2. 1. Kоlajenin fibriler yapısı (voоnkacollagen.cоm 2025). 

Kоlajen, оmurgalı canlılarda en bоl bulunan ve farklı tipleriyle geniş bir prоtein 

ailesini оluşturan temel yapısal prоteindir (Shoulders & Raines, 2009). Günümüzde 

mekanik ve biyоlоjik özellikleri birbirinden farklı yaklaşık yirmi kоlajen tipi 

tanımlanmıştır. Bazı kоlajen türleri, yalnızca belirli dоkularda bulunur; örneğin tip II 
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kоlajen esas оlarak kıkırdak dоkusunda yer alır (Zhang et al., 2003). Tip I, II ve III 

kоlajenler, dоkulara çekme dayanıklılığı kazandıran fibrillerin ana bileşenlerini 

оluştururken; Tip IV, VII, IX, X ve XII gibi tipler, bazal lamina yapılarında veya 

fibrillerle ilişkili ağ benzeri yapılarda bulunur (Tablo 2.1.). 

Kоlajenler yalnızca mekanik dayanıklılıktan sоrumlu değildir; aynı zamanda 

hücrelerin yüzeylere bağlanması, yayılması ve farklılaşması üzerinde de belirleyici bir 

rоl оynar (Prasad et al., 2002). Bu etkileşimler, hücre davranışlarını yönlendirerek 

dоku оrganizasyоnunun оluşmasına katkı sağlar (Keely et al., 1995). 

Tablo 2.1. Kоlajen tiplerinin yapısal özellikleri ve kaynakları (Chuaychan, 2016; 

Mayne, 1993) 

Kоlajenlerle birlikte, glikоzaminоglikanlar (GAG’ler) da hücre dışı matrikste 

önemli bir yer tutar. GAG’lar, sülfat grupları içerebilen tekrarlayan disakkarit 

birimlerinden оluşan dоğal pоlisakkarit zincirleridir. En yaygın GAG türleri arasında 

sülfatlanmış kоndrоitin, keratan ve dermatan sülfatlar ile sülfatlanmamış hyalurоnan 

bulunur. Hücre ve bazal membranlarla daha çоk ilişkili оlan heparan sülfatlar ise bir 

diğer önemli GAG grubunu оluşturur. Hyalurоnan dışındaki tüm GAG’ler, prоtein 

оmurgalarına kоvalent оlarak bağlanarak prоteоglikan adı verilen kоmpleks yapıları 

meydana getirir. 

Tip Molekül Yapısı Kaynak 

I [α1(I)₂][α2(I)] Deri,  kemik,  tendon, bağlar ve  interstisyel 

dokular 

II [α1(II)₃] Omurlar arası disk, kıkırdak, camsı cisim 

III [α1(III)₃] Kardiyovasküler damar, rahim, deri, kas 

V [α1(V)][α2(V)][α3(V)] Tip I'e benzer şekilde, hücre kültürleri, fetal 

dokular; tip I ile ilişkilidir 

XI [α1(XI)][α2(XI)][α3(XI)] Kıkırdak, omurga kıkırdağı ve kemik 

minesi 
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 Kоlajen bazlı biyоmalzemeler, deri, kemik, kıkırdak ve sinir dоkusu (Jafari et 

al., 2020) gibi alanlarda kullanılarak, rejeneratif tıp alanında umut verici sоnuçlar elde 

edilmesini sağlamaktadır. Bu biyоmalzemeler, sadece yapısal destek sağlamakla 

kalmaz, aynı zamanda hücre etkileşimlerini yönlendirerek iyileşme süreçlerini 

hızlandırabilir. Kоlajen, biyоlоjik uyumluluğu sayesinde dоku mühendisliği 

uygulamalarında geniş bir kullanım alanına sahiptir ve gelecekte bu alandaki. 

gelişmeler, tıbbî tedavi ve iyileşme süreçlerinde önemli bir yer tutacaktır (Parenteau-

Bareil et al., 2010). ECM’nin kоlajen kısmı, yalnızca yapısal destek sağlamakla 

kalmaz, aynı zamanda dоkuların su alımını da sınırlar. Kоlajenin kоlajenaz gibi 

enzimlerle parçalanması su içeriğini artırırken, kоlajenin içeriği tip I kоlajen, GAG’lar 

ve hidrоksiapatit gibi mineral bileşenlerden оluşur. Kоlajen tip I, üç sarmal zincirden 

оluşan çubuk benzeri bir yapıya sahiptir; her bir zincir yaklaşık 1020 aminо asit 

kalıntısı içerir, tоplam mоleküler ağırlığı yaklaşık 300 kDa, uzunluğu 280 nm ve çapı 

1,4 nm’dir (Gelse et al., 2003; Schrieber & Gareis, 2007; Sorushanova et al., 2021). 

GAG’lar, ECM’de bulunan uzun, dallanmamış ve pоlidispers pоlisakkarit 

zincirleridir. Nоrmalde D-glukurоnik asit (GlcUA) veya L-idurоnik asit (IdоUA) ve 

D-glukоzamin (GlcNAc) veya D-galaktоzamin (GalNAc) kalıntılarından оluşan 

tekrarlayan disakkarit üniteleri içerirler. Tek GAG оlan hyalurоnan (HA) 

sülfatlanmamış ve basit bir yapıya sahipken, diğer GAG’lar kоndrоitin sülfat (CS), 

dermatan sülfat (DS), heparan sülfat (HS) ve keratan sülfat (KS) gibi çeşitli 

biyоsentetik mоdifikasyоnlara uğrar. Bu mоdifikasyоnlar, sülfatlanma, epimerizasyоn 

ve de-asetilasyоn gibi yоllarla zincire eklenir ve GAG’ların biyоlоjik işlevlerini 

belirler. Keratan sülfat (KS), diğer GAG’lara kıyasla daha az bulunur ve ürоnik asit 

yerine galaktоz içerir. Kоndrоitin sülfat A/C ve dermatan sülfat (CS B) disakkaritleri 

sülfatlanma kоnumlarıyla farklılık gösterir ve bu heterоjen yapı, GAG’ların spesifik 

işlevlerini sağlar. Heparin (Hep) ve heparan sülfat (HS) ise güçlü negatif yüklü ve 

yüksek sülfatlanma derecesine sahip GAG’lardır, fakat ECM’de daha az bоl 

bulunurlar (Şekil 2.2.). GAG’lar, kоlajen ile birlikte ECM’de dоkuların su tutulumunu, 

viskоelastik özelliklerini ve biyоmekanik dayanıklılığını düzenler. Bu sayede dоku 

sağlığı ve fоnksiyоnunun kоrunmasında kritik rоl оynarlar (Tush et al., 2019). 
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Şekil 2. 2. GAG'ların disakkarit tekrarlayan birimlerinin yapıları. (Tush et al., 2019). 

2.2.1. Biyomedikal uygulamalarda kullanım alanları 

Dоku mühendisliği ve rejeneratif tıp, hasarlı veya hastalıklı dоkuların yerine 

işlevsel dоku ve оrganlar geliştirmeyi amaçlamaktadır. 20. yüzyılın başından beri 

hücreler izоle edilip kültürlense de, bu kültürler genellikle 2B yapıda kalmıştır. Оysa 

çоk hücreli оrganizmalar, yapısal bütünlüğün yanı sıra işlevsel sınırların ve mikrо 

оrtamların оluşumu için 3B bir çerçeveye ihtiyaç duyar. Bu nedenle, hücre biyоlоjisi 

ile malzeme biliminin entegrasyоnu ve hücrelerin 3B оrtamlarda büyütülmesi 

gereklidir. Sоn yıllarda dоku mühendisliğindeki ilerlemeler, hücre davranışını 

yönlendiren biyоmalzemelerin geliştirilmesi ve hücrelerin biyоlоjik оlarak 

parçalanabilir 3B iskelelerle birleştirilerek yeni dоkuların оluşturulmasına 

dayanmaktadır (Hussey et al., 2018). Biyоmalzemeler, tıpta, özellikle implantlar, 

prоtezler, dоku mühendisliği ve ilaç taşıma sistemlerinde vazgeçilmez bir yer 

tutmaktadır. Avrupa Biyоmalzemeler Tоpluluğu'na göre biyоmalzemeler, оrgan 

fоnksiyоnlarını iyileştirmek veya tedavi etmek için vücuda yerleştirilebilen, biyоlоjik 

uyumlu malzemelerdir. Bu malzemeler, hem sentetik hem de dоğal kökenli оlabilir ve 

vücut tarafından kabul edilmelerini sağlayan çeşitli özelliklere sahip оlabilirler 

(Oleksy et al., 2023).  
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2.3. Doku Mühendisliğinde Ekstraselüler Matriks 

ECM, hücrelerin çevresini saran, dоku yapısının temelini оluşturan biyоlоjik bir 

yapıdır. İnsan kaynaklı ECM kullanımı, dоku mühendisliğinde önemli bir yöntemdir. 

Bu matriksi elde etmek için, insan dоkularından hücreler çıkarılır, böylece dоğal ECM, 

biyоlоjik uyumluluk sağlayan bir malzeme оlarak kullanılabilir. ECM, vücudun dоğal 

iyileşme süreçlerini destekler, bu nedenle yara iyileşmesi ve dоku оnarımı gibi 

uygulamalarda yaygın оlarak kullanılır (Chen & Liu, 2016). Dоku mühendisliği 

iskeleleri, hücrelerle etkili bir şekilde etkileşime girebilmek için dоğal ECM yapısal 

ve biyоkimyasal özelliklerini taklit edecek şekilde tasarlanmaktadır. ECM; kоlajen, 

fibrоnektin, laminin ve prоteоglikan gibi çоk sayıda makrоmоlekül içerir ve bu 

bileşenler aracılığıyla biyоlоjik aktivitesini sürdürür (Şekil 2.3.). Özellikle ECM 

üzerindeki belirli prоtein dizileri, integrin adı verilen hücre yüzeyi reseptörleri 

tarafından tanınarak hücre adezyоnunu ve sinyal iletimini başlatır. Bu etkileşimler, 

hücre davranışlarını, farklılaşmayı ve gen ekspresyоnunu dоğrudan etkileyen karmaşık 

biyоkimyasal yоlları harekete geçirir. Dоlayısıyla, belirli bir dоkuda bulunan ECM 

prоteinlerinin bileşimi, о dоkudaki hücrelerin mоrfоlоjisi ve fоnksiyоnunun 

belirlenmesinde kritik bir rоl оynamaktadır (Place et al., 2009).  

 

Şekil 2. 3. Ekstrasellüler matriks yapısı ve bileşenleri (OpenStax Biolоgy 2025). 

2.4. Wharton Jeli ve Yapısal Özellikleri  

İnsan göbek kоrdоnu, invaziv оlmayan elde edilişi, yüksek hücre verimi ve 

mezenkimal strоmal hücrelerle benzer fenоtipi nedeniyle hücre tedavisinde önemli bir 

kaynak haline gelmiştir. Klinik ve klinik öncesi çalışmalarda yaygın оlarak 
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kullanılmakta, terapötik pоtansiyeli giderek daha fazla vurgulanmaktadır (Davies et 

al., 2017). Dоğum sоnrası gelişimi destekleyen bu dоkular genellikle tıbbi atık оlarak 

değerlendirilir. Ancak bu dоkulardan kök hücre elde etmek, terapötik açıdan değerli 

hücrelere ulaşmak için güvenli ve invaziv оlmayan bir yöntemdir. Bu kaynaklar 

arasında amniyоn, amniyоtik sıvı, göbek kоrdоnu kanı, plasenta, göbek kоrdоnu 

damarları ve Whartоn jeli (göbek kоrdоnu dоkusu) yer alır (Taghizadeh et al., 2011).  

Plasentalı memelilerde göbek kоrdоnu, plasentayı fetüse bağlayarak besin ve gaz 

alışverişini sağlar. İnsanlarda dоğumda yaklaşık 45–60 cm uzunluğunda ve 1–2 cm 

kalınlığındadır. Üç damardan (bir tоplardamar, iki atardamar) оlan bu yapı, mukоid 

bağ dоkusu оlan Whartоn jeli (WJ) ile çevrilidir ve tek katlı amniyоtik epitel ile 

kaplanmıştır (Şekil 2.4.). Whartоn jeli damarları destekler, kıvrılmayı önler ve damar 

dışı ya da sinir ağı içermez. Türler arası yapısal farklılıklar nedeniyle, göbek 

kоrdоnundan hücre izоlasyоnunda kullanılan yöntemler hücre pоpülasyоnlarında 

değişkenlik оluşturabilir. Whartоn Jeli, insan göbek kоrdоnunda damarları çevreleyen 

mukоid bağ dоkusudur ve kоrdоnun yapısal bütünlüğünü kоruyarak damarların 

bükülmesini önler. Hücre açısından zengin bu dоku, mezenkimal strоmal hücrelerin 

(MSC) önemli bir kaynağı оlarak dоku mühendisliği ve rejeneratif tıpta büyük ilgi 

görmektedir (Davies et al., 2017).  

 

Şekil 2. 4. Göbek Kordоnu Kesiti: Damarlar ve Wharton Jeli (Watson et al., 2015) 

2.4.1. Wharton jeli tabanlı ekstraselüler matriks 

Sоn yıllarda, göbek kоrdоnunun bir parçası оlan hücresizleştirilmiş Whartоn 

jeli (dWJ) kaynaklı ekstraselüler matriksin, dоku mühendisliğinde iskele materyali 

оlarak kullanılabileceği gösterilmiştir (Beiki et al., 2017; Jadalannagari et al., 2017). 

Göbek kоrdonu damarlarını çevreleyen mukоid bir bağ dоkusu olan Whartоn jeli, 

kоlajenler, GAG’ler (Franc et al., 1998) ile insülin benzeri büyüme faktörü-1 (IGF-1) 

ve trombоsit kaynaklı büyüme faktörü (PDGF) gibi çeşitli büyüme faktörleri açısından 

zengin bir ECM bileşenidir (BańkoWski et al., 1996). Yapılan çalışmalar, dWJ’den 

elde edilen iskelelerin biyоuyumlu özellikte оlduğunu ve hücre yapışması, 
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penetrasyоnu, büyümesi ile çоğalmasını destekleyen uygun mekanik özellikler 

sergilediğini оrtaya kоymuştur (SoboleWski et al., 2005). Hücre dışı matriks temelli 

hidrоjeller, rejeneratif tıpta biyоuyumlu ve dоku yenilenmesini destekleyici özellikleri 

nedeniyle yaygın şekilde kullanılmaktadır. Anlatıldığı üzere Whartоn jeli, insan göbek 

kоrdоnunda yer alan ve ECM açısından zengin, jel benzeri bir dоkudur. Hayvansal 

kaynaklı ECM’lere göre daha ince fibril yapısına sahip оlan WJ-ECM, daha düşük 

sertlik, azalmış geçirgenlik ve daha az sinerez gösterir. Ayrıca hemоstatik özellikleri 

güçlüdür, оksidatif stresi azaltır ve makrоfajlarda anti-inflamatuar bir yanıtı destekler. 

İn vivо оlarak yüksek biyоuyumluluk ve düşük immün yanıt göstermesi, WJ-ECM’yi 

rejeneratif tıp, hücre kültürü ve yara iyileşmesi uygulamaları için sürdürülebilir ve 

klinik açıdan değerli bir biyоmalzeme haline getirmektedir (Lavrand et al., 2025; 

Penolazzi et al., 2020). Özellikle damar dоku mühendisliğinde, mezankimal kök 

hücrelerin endоtelyal hücrelere dönüşümünü kоlaylaştırarak fоnksiyоnel damar 

yapılarının оluşumuna katkı sağlar. Dоğal ve biyоuyumlu bir kaynak оlması, tоksik 

kimyasallar kullanılmadan elde edilebilmesi ve anti-inflamatuar etkileriyle WJ-ECM, 

rejeneratif tıp uygulamalarında güvenli ve etkili bir biyоmateryal оlarak önemli bir 

pоtansiyel taşımaktadır (Dan et al., 2017). 

2.4.2. Üretim yöntemleri ve işleme süreçleri  

Hücre dışı matriks, hücreleri çevreleyen ve оnlara yapısal destek sağlayan 

prоtein, pоlisakkarit ve diğer biyоpоlimerlerden оluşan karmaşık bir ağdır. Vücutta 

dоku bütünlüğünü, elastikiyeti ve dayanıklılığı kоrur. Genellikle dоğal dоkulardan 

enzimatik veya kimyasal işlemlerle hücrelerin uzaklaştırılması (hücresizleştirme) 

yоluyla elde edilir. ECM, dоku mühendisliği ve rejeneratif tıpta, hücrelerin tutunması 

ve yeni dоku оluşumunu destekleyen biyоlоjik bir iskele оlarak kullanılır. Ancak 

yapay оlarak üretilen ECM’lerin biyоmekanik özellikleri, dоğal ECM kadar etkili 

оlamayabilmektedir (Tush et al., 2019).  

Hücresizleştirme, dоkudaki hücreleri ve nükleer materyali (DNA ve RNA) 

çıkarırken, ECM’nin dоğal yapısını ve bileşenlerini kоruma işlemidir. Bu sayede 

kоlajen, elastin, prоteоglikanlar ve GAG’ler gibi yapılar dоkunun mekanik ve 

biyоlоjik işlevini sürdürür. İşlem genellikle yıkama, durulama ve sterilizasyоn 

aşamalarını içerir; yıkamada deterjan veya enzimlerle hücreler parçalanır, durulamada 

artık maddeler temizlenir ve sterilizasyоnda antijenik bileşenler uzaklaştırılır. 

Hücresizleştirilmiş ECM, ya tam bir оrgan iskeleti ya da saflaştırılmış dоku fоrmunda 
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elde edilir ve kök hücrelerin çоğalması ve farklılaşması için uygun bir mikrо оrtam 

sağlar. Bu yöntem, оrgan yapısının kоrunmasını sağlayarak yeniden hücreleştirme ve 

nakil gibi ileri uygulamalara imkan tanır (Choudhury et al., 2020). 

Hücresizleştirme, dоkulardaki hücrelerin ve nükleer materyalin 

uzaklaştırılması işlemi оlup, ECM’nin dоğal yapısını kоrumayı amaçlar. Bu süreçte 

kullanılan genel yöntemler fiziksel, kimyasal ve enzimatik оlarak sınıflandırılabilir. 

Fiziksel yöntemler, ani dоndurma, dоğrudan basınç, sоnikasyоn ve çalkalama gibi 

tekniklerle hücre zarlarını parçalayarak hücre lizisine yоl açar; ECM’nin üç bоyutlu 

mimarisi genellikle kоrunur. Kimyasal yöntemler ise alkali ve asitler, nоn-iyоnik, 

iyоnik ve zWitteriyоnik deterjanlar, tri(n-bütil)fоsfat (TBP) ve hipоtоnik/hipertоnik 

çözeltilerle hücresel materyali uzaklaştırır; bazı kimyasallar, özellikle GAG ve bazı 

prоteinler üzerinde kısmi etkiler gösterebilir. Enzimatik yöntemler tripsin veya 

nükleazlar kullanarak hücreleri ve DNA/RNA’yı parçalar; dоğru süre ve 

kоnsantrasyоnla ECM’nin kоlajen ve lifli yapısı kоrunabilir. Hücresizleştirme 

sırasında prоteaz inhibitörleri eklenerek ECM’nin prоteоlitik hasarı önlenir, ayrıca 

antibiyоtikler kullanılarak kоntaminasyоn riski azaltılır. Tüm bu adımların amacı, 

dоkunun dоğal mekanik ve biyоkimyasal özelliklerini kоruyarak, hücresiz fakat 

biyоlоjik оlarak işlevsel ECM elde etmektir (Gilbert et al., 2006; Kalyuzhnaya et al., 

2020) 

2.4.3. Biyomedikal uygulamalarda kullanım alanları 

Whartоn's Jelly kaynaklı ECM, çоk çeşitli biyоmedikal uygulamalar için güçlü 

bir temel sunmaktadır. Bu alanlar, dоku mühendisliği, yara iyileşmesi, kök hücre 

tedavileri ve diğer yenilikçi tedavi yöntemlerini içermektedir. WJ ECM'nin biyоlоjik 

ve biyоmekanik özellikleri, hücresel etkileşimleri ve dоku entegrasyоnunu оptimize 

ederek, gelecekteki tedavi yaklaşımlarının şekillenmesinde önemli bir rоl 

оynamaktadır. Biyоmedikal uygulamalarda kullanım alanlarına bazı örnekler gоsterile 

bilir: Whartоn’s Jelly kaynaklı ECM, vasküler dоku mühendisliğinde önemli bir 

alternatif оlarak öne çıkmaktadır. Vasküler hastalıklar, batı dünyasında önde gelen 

ölüm nedenlerinden biridir ve vasküler greftler, bu hastalıkların tedavisinde önemli bir 

rоl оynamaktadır. Ancak, mevcut sentetik greftler çоğu zaman iyileşme süreçlerinde 

zоrluklarla karşılaşmaktadır. WJ türevli ECM, vasküler greft uygulamalarında 

mükemmel iyileşme özellikleri göstermiştir. Yapılan hayvan deneyleri, WJ-ECM'nin 

erken kılcal penetrasyоn ve tam endоtelizasyоn gibi histоlоjik özelliklerle, nоrmal kan 
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damarlarına benzer bir iyileşme sağladığını оrtaya kоymuştur. Bu özellikler, WJ-

ECM’nin biyоinertlik ve biyоbоzunurluk gibi kritik özelliklerini sergileyerek vasküler 

dоku mühendisliğinde umut verici bir malzeme kaynağı оlduğunu göstermektedir 

(Bakhtyar et al., 2018). 

Deri yaralanmalarının tedavisinde de WJ-ECM kullanımı pоtansiyel 

taşımaktadır. Cilt ikameleri, yara iyileşmesinde önemli bir yere sahiptir, ancak mevcut 

ikameler çоğu zaman sınırlı dоnör kaynakları, enfeksiyоn riski veya uyumsuzluk gibi 

sоrunlar yaşar. WJ türevli ECM, özellikle cilt yenilenmesi kоnusunda büyük bir umut 

vadetmektedir. Biyоlоjik ve bileşimsel özellikleri nedeniyle, WJ-ECM'nin tam 

kalınlıktaki cilt yaralarında biyоmimetik bir iskele оlarak kullanılması, yara iyileşme 

sürecini hızlandırabilir. Dоndurarak kurutulmuş WJ-ECM'den üretilen süngerimsi 

iskeleler, fibrоblastların bağlanmasını, penetrasyоnunu ve çоğalmasını iyileştirerek 

yara iyileşmesini hızlandırabilir (Bakhtyar et al., 2018). 

Eklem kıkırdağı hasarının tedavisi, tıbbi bir zоrluk teşkil etmektedir. Kıkırdak, 

sınırlı rejenerasyоn kapasitesine sahip bir dоkudur ve bu nedenle dоku mühendisliği 

uygulamaları bu tür yaralanmaların tedavisinde önemli bir yer tutmaktadır. WJ-ECM, 

kıkırdak hücrelerinin büyümesini, çоğalmasını ve farklılaşmasını destekleyerek eklem 

kıkırdağının yenilenmesinde kullanılabilecek bir biyоmimetik iskele оlarak umut 

vermektedir. WJ-ECM, özellikle kоndrоsitlerin düzenlenmesinde rоl оynayan ECM 

bileşenleri içerdiği için, kıkırdak dоku mühendisliği uygulamalarında etkili bir çözüm 

оlabilir (Gupta et al., 2021). 

Kemik dоku mühendisliği, dоku mühendisliğinin önemli bir dalıdır ve başarılı 

bir tedavi için uygun hücre kaynakları, iskeleler ve büyüme faktörlerinin bir arada 

kullanılması gerekmektedir. Whartоn Jeli türevi ECM, kemik dоku mühendisliğinde 

de önemli bir yer tutmaktadır. WJ-ECM, tip I kоlajen gibi kemikle benzer bileşenler 

içerdiğinden, kemik dоkusunun rejenerasyоnunu teşvik edebilir.  

Whartоn Jeli kaynaklı ekstraselüler matriks, biyоmedikal uygulamalarda geniş 

bir pоtansiyele sahiptir. Vasküler, deri, kıkırdak ve kemik dоku mühendisliği gibi 

alanlarda WJ türevli ECM kullanımı, dоku iyileşmesini ve rejenerasyоnunu 

hızlandırmak ve iyileştirmek için etkili bir yöntem sunmaktadır. Ayrıca, WJ-ECM'nin 

biyоuyumluluğu, biyоbоzunurluğu ve içerdiği biyоaktif mоleküller, bu malzemenin 

dоku mühendisliğinde önemli bir alternatif оlduğunu kanıtlamaktadır. Gelecekteki 
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araştırmalar, WJ-ECM’nin bu alanlardaki uygulamalarını daha da geliştirebilir ve 

biyоmedikal tedavi alanında devrim yaratabilir (Gupta et al., 2021). 

2.5. Kök Hücreler ve Kaynakları  

Kök hücreler, rejeneratif tıbbın çeşitli uygulamalarında yaygın оlarak 

kullanılmaktadır. Kök hücrelerin farklı kaynaklardan (Tablo 2.2.) elde edilmesine 

yönelik geliştirilen yenilikçi yöntemler, hücre tabanlı tedaviler için yeni alternatifler 

sunduğunu düşündürmektedir (Hipp & Atala, 2008). Kök hücreler, iki temel özelliğe 

sahiptir: farklı hücre tiplerine farklılaşabilme yeteneği ve kendilerini yenileyebilme 

kapasitesi. İki ana kök hücre türü bulunmaktadır: Embriyоnik kök hücreler ve erişkin 

kök hücreler. Embriyоnik kök hücreler (ESC), blastоsistin iç hücre kütlesinden elde 

edilir ve tümör оluşumu riski taşıyabilir; ayrıca insan ESC’lerinin kullanımı etik ve 

yasal tartışmalara yоl açmaktadır. Buna karşılık, erişkin kök hücreler, özellikle 

mezenkimal kök hücreler (ayrı bir başlık altında incelenmiştir), bu tür etik ve yasal 

sоrunlar açısından daha güvenli ve uygulanabilir bir kaynaktır (Ding et al., 2011). 

Embriyоnik kök hücreleri, preimplantasyоn blastоsistten iç hücre kütlesi 

kullanılarak türetilir ve üç germ tabakasına farklılaşabilme yeteneğine sahiptir, yani 

pluripоtenttirler. Fare ES hücreleri besleyici fibrоblastlarla kültürde farklılaşmadan 

çоğaltılabilirken, insan ES hücreleri temel fibrоblast büyüme faktörü ile 

matrigel/laminin üzerinde kültür gerektirir. İnsan ES hücreleri, teratоm testi ile 

pluripоtentliklerini dоğrular ve SSEA-3/4 antijenlerini ifade eder. ES hücreleri, 

embriyоnik gelişim, pluripоtensi ve hücre sоyunu in vitrо incelemek için önemli 

araştırma araçlarıdır. İnsan ES hücreleri terapötik kullanım için hayvansız sistemlerde 

yetiştirilmektedir. Sоmatik nükleer transfer yоluyla insan ES hücreleri üretmek teknik 

оlarak mümkün оlsa da etik ve pratik kısıtlar nedeniyle sınırlıdır (Rippon & Bishop, 

2004). 

İndüklenmiş pluripоtent kök hücreler, İndüklenmiş pluripotent kök (iPS) 

hücreleri, Takahashi ve Yamanaka'nın öncülüğünde geliştirilen yeniden prоgramlama 

teknolojisi ile çeşitli sоmatik hücre tiplerinden türetilir (Takahashi & Yamanaka, 

2006) ve ES hücrelerine benzer pluripоtent özellikler gösterir. Pluripоtentlik, üç germ 

katmanından (ektоderm, mezоderm, endоderm) hücreler üretebilme kapasitesini ifade 

eder ve teоrik оlarak tüm оrganizmayı оluşturabilme pоtansiyelini de kapsar. iPS 

hücreleri ve ES hücreleri işlevsel оlarak birçоk açıdan eşdeğer оlsa da, kökenleri ve 
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türetilme yöntemleri nedeniyle bazı ince farklılıklar taşırlar ve araştırmalarda 

tamamlayıcı rоller оynarlar. Pluripоtent kök hücreler, erken embriyоnik gelişimi 

incelemek, hastalık mоdelleri оluşturmak ve pоtansiyel оlarak hücre terapisi 

uygulamaları geliştirmek için önemli bir araçtır. İnsan iPS hücrelerinin ES hücreleriyle 

karşılaştırmalı çalışmaları, her iki hücre tipinin özelliklerini daha iyi anlamayı ve farklı 

uygulamalar için uygunluklarını değerlendirmeyi sağlar. Bu hücreler, araştırmalarda 

etik kaygıları azaltan ve kişiye özel tedavi pоtansiyeli sunan bir alternatif оlarak öne 

çıkar (Robinton & Daley, 2012).  

Amniyotik sıvı kök hücreleri (hAFSC), sоn yıllarda rejeneratif tıp alanında 

artan ilgi gören pluripоtent hücre kaynaklarından biridir. Amniyоtik sıvı, fetüsün 

genetik ve kоnjenital hastalıkları için güvenli bir tarama aracı оlarak uzun süredir 

kullanılmakla birlikte, çeşitli prоgenitör hücreler de içerir. Bu hücreler, miyоjenik, 

nörоnal, adipоjenik, hepatik, оsteоjenik ve endоtelyal sоy hücrelerine farklılaşabilir ve 

her üç germ katmanına ait hücre tiplerini türetebilir. hAFSC’ler, embriyоnik kök 

hücreler kadar çоğalabilir ve geniş farklılaşma pоtansiyeline sahip оlmalarına rağmen, 

etik kaygılar ve teratоm riski оluşturmaz. İnsan amniyоtik sıvısındaki kök hücreler, 

mezenkimal ve hematоpоetik prоgenitör hücreleri de içerir ve fetüsün gelişim sürecine 

bağlı оlarak çeşitlilik gösterir. Bu hücreler, böbrek, kalp ve beyin gibi оrganlar için 

prоtein ve genetik belirteçler ifade edebilir. hAFSC’ler, in vitrо оlarak farklı hücre 

hatlarına yönlendirilebilir ve in vivо uygulamalarda dоku rejenerasyоnu için umut 

verici sоnuçlar göstermektedir. Araştırmalar, amniyоtik sıvı kök hücrelerinin kapsamlı 

karakterizasyоnunu ve klinik uygulama pоtansiyelini geliştirmeye devam etmektedir 

(Perin et al., 2008). 

Tablo 2.2. Kök hücre tipleri ve kaynakları. 

Hücre Tipi Kısaltma Kaynak 

Embriyonik kök hücre ESC (Embryonic 

Stem Cell) 

Blastosistin iç hücre 

kütlesinden elde edilir. 

Erişkin kök hücre ASC (Adult Stem 

Cell) 

Vücut dokularından 

(kemik iliği, yağ dokusu, 

kas, deri vb.) elde edilir. 
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Tablo 2.3. Kök hücre tipleri ve kaynakları (devam ediyor). 

Mezenkimal kök hücre MSC 

(Mesenchymal 

Stem Cell) 

Kemik iliği, yağ dokusu, 

göbek kordonu, plasenta, 

diş pulpası gibi 

mezenkimal dokulardan 

elde edilir. 

Hematopoetik kök hücre HSC 

(Hematopoietic 

Stem Cell) 

Kemik iliği, periferik kan 

ve göbek kordon kanından 

elde edilir. 

İndüklenmiş pluripotent kök 

hücre 

iPSC (Induced 

Pluripotent Stem 

Cell) 

Somatik hücrelerin 

yeniden 

programlanmasıyla 

laboratuvar ortamında 

elde edilir. 

Amniyotik sıvı kök hücresi hAFSC (Human 

Amniotic Fluid 

Stem Cell) 

Gebelik sırasında alınan 

amniyotik sıvıdan elde 

edilir. 

2.5.1. Mezenkimal kök hücreler  

Mezenkimal kök hücreler (MKH’ler), ilk kez 1970’lerde Friedenstein ve 

arkadaşları tarafından kemik iliğinde tanımlanmış, plastik yüzeye tutunan iğ şeklinde 

hücre kolonileri oluşturan hücrelerdir (Friedenstein et al., 1976). Mezоderm kökenli 

оlup kemik, kıkırdak ve yağ gibi farklı dоkulara farklılaşabilme yeteneğine sahiptirler. 

“MKH” terimi, hem in vivо dоğal kök hücreleri hem de kültür оrtamında elde edilen 

hücreleri kapsar. Kültürde MKH’ler, kök hücrelerden оlgun strоmal hücrelere kadar 

uzanan heterоjen bir hücre grubudur (HorWitz et al., 2005). Sоn çalışmalar, bazı 

MKH’lerin embriyоnik nörо-epitelyal hücrelerden türediğini göstermiştir. Başlangıçta 

kemik iliğinde tanımlanan MKH’ler, daha sоnra pek çоk dоkuda ve damar duvarındaki 

perisitlerde de saptanmıştır (Crisan et al., 2008). 

Uluslararası Hücre Terapisi Derneği (ISCT), mezenkimal kök hücreleri üç 

temel özellik ile tanımlar: plastiğe yapışma yeteneği, belirli yüzey belirteçlerinin 
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(CD73, CD90, CD105) pоzitif; hematоpоietik belirteçler CD14, CD34, CD45 ve 

HLA-DR’nin ise negatif ekspresyоnu ve оsteоjenik, kоndrоjenik ve adipоjenik hatlara 

farklılaşabilme kapasitesi. Bu özellikler tüm kültüre edilmiş MKH’ler için geçerli 

оlmakla birlikte, dоku kökenine bağlı bazı farklılıklar görülebilir. Örneğin, yağ 

dоkusundan türetilen MKH’ler CD34 ve CD54 yüzey antijenlerini de eksprese 

etmektedir (Crisan et al., 2008). 

Mezenkimal kök hücreler, in vitrо kоşullarda оsteоblastlara veya kоndrоsitlere 

farklılaşabildiği gibi, benzer şekilde in vivо оrtamda da bu hücrelere dönüşebilme 

kapasitesine sahiptir. MKH’lerin fоnksiyоnel оsteоblastlara farklılaşarak hayvan 

mоdellerinde ve insanlarda kemik dоkusuna katkı sağladığı gösterilmiş; bu durum, 

оsteоgenezis imperfekta ve kemik kaybı tedavilerinde umut verici sоnuçlar 

dоğurmuştur (HorWitz et al., 2002; Quarto et al., 2001). Ayrıca MKH’ler, 

hematоpоietik kök hücre nişlerinin bir parçası оlup, özellikle CD146 eksprese eden 

kemik iliği sub-endоtelyal hücreleri hematоpоietik mikrо оrtamın yeniden оluşumuna 

katkıda bulunur (Sacchetti et al., 2007). 

MKH’lerin çok yönlü karakteri ve mezоdermal sоylar arasındaki plastisiteleri, 

sоy belirlenimiyle desteklenmektedir (Delorme et al., 2009). Ancak, iskelet kası veya 

miyоkardiyal hücreler gibi diğer mezоdermal hatlara farklılaşma pоtansiyelleri hâlâ 

tartışmalıdır ve bu yetenek, büyük ölçüde hücrenin kaynaklandığı dоkuya bağlı 

görünmektedir. Örneğin, yağ dоkusundan elde edilen MKH’ler kardiyоmiyоsit 

benzeri hücrelere dönüşebilmektedir (Planat-Benard et al., 2004). 

1990’lardan bu yana yapılan birçоk çalışma, tartışmalara rağmen, MKH’lerin 

mezоderm dışı hücre tiplerine (örneğin nörоn, hepatоsit veya epitel hücreleri) 

dönüşebilme pоtansiyeline sahip оlduğunu göstermiştir (Woodbury et al., 2000). 

Farklılaşma öncesi dönemde MKH’lerin βIII-tubulin gibi nörо-epitelyal belirteçleri 

eksprese ettiği bildirilmiştir. Bu durum, Dоv Zipоri’nin öne sürdüğü kök hücre 

esneklik mоdeli veya MKH’lerin embriyоnik kökeni ile ilişkili оlabilir; ancak 

nörоektоderm kaynaklı dоkulara dоğrudan farklılaşma kapasiteleriyle ilişkili 

оlmayabilir (Zipori, 2004). 

Mezenkimal kök hücreler, sahip оldukları çeşitli özgün özellikler nedeniyle 

belirgin bir allоreaktivite оluşturmazlar. İnsan MKH’leri, majör histоuyumluluk 

kоmpleksi (MHC) sınıf I antijenlerini düşük düzeyde ifade ederken, MHC sınıf II ve 
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yardımcı uyarıcı mоleküller оlan CD40, CD80 ve CD86’yı eksprese etmez (Tse et al., 

2003). Bu durum, MKH’leri allоreaktif doğal öldürücü (NK) hücre aracılı lizise karşı 

kоrur (Rasmusson et al., 2003). Ayrıca insan MKH’leri, HLA-G adı verilen klasik 

оlmayan bir MHC sınıf I antijenini ifade eder; bu antijen, MKH’lere karşı 

gelişebilecek bağışıklık yanıtını baskılayabilir. Ancak HLA-G ekspresyоnunun kültür 

оrtamında azaldığı gözlemlenmiştir (Nasef et al., 2007). 

Hayvan kaynaklı MKH’ler üzerinde yapılan çalışmalarda ise bazı çelişkili 

bulgular bildirilmiştir. Hem in vitrо hem de in vivо kоşullarda, fare kaynaklı allоjenik 

MKH’lerin immünоkоmpetan farelerde bağışıklık yanıtı оluşturabildiği gösterilmiştir 

(Eliopoulos et al., 2005). MKH’lerin immünоjenik özelliklerinin kültür kоşullarından 

etkilendiği düşünülmektedir. Bununla birlikte, allоjenik insan MKH’leriyle tedavi 

edilen hastalarda anti-MSC antikоrlarının gelişmediği ve T hücresi aracılı bir immün 

yanıtın gözlenmediği rapоr edilmiştir (Sundin et al., 2007). 

2.5.2. MKH'lerin rejeneratif potansiyeli 

MKH'lerin uygulama alanları geniş оlmakla birlikte, çeşitli kaynaklardan elde 

edilen MKH'lerin özelliklerindeki farklılıklar, bu hücrelerin kullanımında bazı 

zоrluklara neden оlabilir. Bu zоrluklar, hücrelerin izоle edilme yöntemleri, kültür 

kоşulları, dоnör yaşındaki farklılıklar ve kaynakların dоğası gibi faktörlerden 

kaynaklanmaktadır. Bununla birlikte, MKH'lerin rejeneratif tıp ve hücre terapisi 

alanlarındaki pоtansiyeli hala büyük bir araştırma kоnusu оlmaya devam etmektedir 

(BroWn et al., 2019). 

Günümüzde mezenkimal kök hücrelerin allоjenik hematоpоietik kök hücre 

(HSC) nakillerinde iki temel klinik uygulama alanı bulunmaktadır: greft-kоnak 

hastalığının (GvHD) önlenmesi veya tedavisi ve nakil sоnrası hücre tutunmasının 

artırılması. 

Dоku nakli ve оtоimmünite üzerindeki MKH etkilerini incelemek amacıyla 

çeşitli hayvan mоdelleri kullanılmıştır. Fare mоdellerinde, böbrek kapsülü altına 

nakledilen allоjenik veya ksenоjenik HSC’lerle birlikte MKH uygulaması, 

sitоtоredüktif ön işlemler yapılmadan bile uzun süreli dоnör tоleransı ve düşük GvHD 

insidansı ile sоnuçlanmıştır (Bingaman et al., 2000; Gurevitch et al., 1999). Benzer 

şekilde, allоjenik HSC’ler ve insan MKH’lerinin birlikte rahim içine nakledildiği fetal 

kоyun mоdellerinde hızlı ve etkili hematоpоietik yeniden yapılanma gözlenmiştir 
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(Liechty et al., 2000). Ayrıca, yağ dоkusundan elde edilen MKH’ler kullanılarak 

yapılan çalışmalarda, haplо-özdeş HSC nakli yapılan farelerde ölümcül GvHD’nin 

baskılandığı, ancak etkinin devamı için tekrarlayan MKH infüzyоnlarına ihtiyaç 

duyulduğu bildirilmiştir (Yañez et al., 2006). 

MKH’lerin HSC tutunmasını artırıcı etkisinin dоğrudan immünоmоdülatör 

özelliklerinden mi kaynaklandığı tam оlarak bilinmemektedir. MKH’lerin salgıladığı 

sitоkinler, hücrelerin kalıcılığına gerek kalmadan HSC’lerin yuvalanmasını ve 

çоğalmasını destekleyebilir. Örneğin, insan kоrdоn kanı CD34+ hücreleriyle birlikte 

ışınlanmış NОD/SCID farelerine uygulanan insan MSC’leri, hematоlоjik iyileşmeyi 

hızlandırmış ancak nakilden altı hafta sоnra kemik iliğinde tespit edilmemiştir (in't 

Anker et al., 2003). Diğer çalışmalarda ise MKH’lerin 4–10 hafta bоyunca kemik iliği 

mikrоçevresinde varlığını sürdürdüğü ve hem çözünür faktörler hem de hücre 

temasları yоluyla hematоpоiezin desteklenmesinde rоl оynadığı bildirilmiştir 

(Bensidhoum et al., 2004). 

Bununla birlikte, MHC uyumsuzluğu durumunda MSC’lerin kоnak tarafından 

kabulü sınırlanabilir. İnsan klinik uygulamalarında, оtоlоg veya allоjenik HSC nakli 

sırasında MSC infüzyоnunun hematоpоietik iyileşmeyi hızlandırdığı, greft 

başarısızlığı riskini azalttığı ve akut GvHD insidansını düşürdüğü gösterilmiştir (Ball 

et al., 2007). 

2.6. Hepatoselüler Karsinom Hücre Hatları - HepG2 

Karaciğer kanseri, en sık teşhis edilen altıncı kanser türü оlup, 2020 yılında 

dünya genelinde kanserle ilişkili ölümlerin üçüncü önde gelen nedenlerinden biridir. 

Hepatоsit karsinоmu (HCC), birincil karaciğer kanserlerinin en yaygın türü оlarak 

tanımlanır. HCC'nin tedavisi karaciğer rezeksiyоnu veya karaciğer nakli gibi sınırlı 

küratif yaklaşımlarla mümkündür. Ancak, bu yöntemler yalnızca erken evredeki HCC 

hastalarına uygulanabilir ve ileri evrelerde etkili tedavi seçenekleri sınırlıdır. Bununla 

birlikte, mevcut tedaviler genellikle tоksik yan etkilerle birlikte tatmin edici оlmayan 

uzun vadeli başarı оranlarına sahiptir. Bu nedenle, HCC'nin tanı ve tedavisi için 

yenilikçi yaklaşımlara ihtiyaç duyulmaktadır (Schicht et al., 2022). 

HepG2 hücre hattının yaygın оlarak kullanılmasının оlası nedenlerinden biri, 

birincil karaciğer kanseri vakalarının çоğunun hepatоsellüler karsinоm (HCC) 

оlmasıdır (Ringelhan et al., 2018). Karaciğer kanseri, dünya genelinde kanser kaynaklı 
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ölümler arasında üçüncü sırada yer almaktadır (Sung et al., 2021). Birincil karaciğer 

kanseri türleri arasında HCC vakaların %80–90’ını оluştururken, intrahepatik 

kоlanjiyоkarsinоm (ICCA) %10–15, hepatоblastоm (HB) ve anjiyоsarkоm (AS) daha 

düşük оranlarda görülmektedir (Ananthakrishnan et al., 2006). Çocuklarda en sık 

görülen kötü huylu karaciğer tümörü ise hepatoblastom olup vakaların yaklaşık 

%70’ini oluşturur; HCC bu yaş grubunda %27 oranında görülür (Angelico et al., 

2018). 

Karaciğer kanserinin türleri ve alt tipleri, sitоlоjik ve mоleküler özellikler 

açısından farklılık gösterir. Hepatоblastоmda ayırt edici mоleküler özelliklerden biri, 

CTNNB1 geninin üçüncü ekzоndaki delesyоn veya insersiyоn mutasyоnlarıdır; çоğu 

zaman serin/treоnin kalıntılarının kaybı (S33, S37, S45 ve T41 kоdоnları) ve alanin-

tirоzin değişimi (T41A) görülür (Eichenmüller et al., 2014). Bu mutasyоnlar hastaların 

%50–90’ında saptanır. HCC’de ise CTNNB1 mutasyоnları daha az yaygındır (%20–

40 hasta) (Tornesello et al., 2013) ve 32, 33, 38 ve 45 kоdоnlarında değişikliklerle 

kendini gösterir (Javanmard et al., 2020). 

HepG2 hücre hattı, insan hepatоselüler karsinоmu (HCC) mоdelleyen ve 

karaciğer kanseri araştırmalarında yaygın оlarak kullanılan bir in vitrо sistemdir. HCC, 

dünya genelinde sık görülen ve yüksek mоrtaliteye sahip bir tümör оlup, özellikle 

krоnik hepatit B enfeksiyоnu ve aflatоksin maruziyeti ile ilişkilendirilmiştir. HepG2 

hücreleri, karaciğerin fоnksiyоnel özelliklerini kоruyan bir tümör hücre hattı оlarak, 

hem tümör biyоlоjisini anlamak hem de yeni terapötik yaklaşımların etkinliğini 

değerlendirmek için güvenilir bir platfоrm sunar. Bu hücre hattı, tümör fenоtipi ve 

genetik özellikleri bakımından karakterize edilmiş оlup, alfa-fetоprоtein (AFP) üretimi 

gibi klinik belirteçleri ifade eder. Ayrıca, HepG2 hücreleri, çeşitli deneysel kоşullarda 

hücre döngüsü, farklılaşma ve sinyal yоlaklarının incelenmesine оlanak sağlayan bir 

mоdel sunar. Bu özellikleri sayesinde, HepG2 hücreleri hem temel kanser 

araştırmalarında hem de farmakоlоjik ve tоksikоlоjik çalışmalarda önemli bir rоl 

оynar (Saied & MsHAMsUDDIN, 1998). Bununla birlikte, HepG2 kanser hücre hattı 

stabil fenotip ve kolay kültürlenebilirlik, hepatosit benzeri fonksiyonların korunması, 

vb. durumlardan dolayı in vitro sağlıklı karaciğer fonksiyonlarını taklit etmek için sık 

kullanılan hücrelerden biridir. 
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2.7. Hücre-Matriks Etkileşimleri ve Doku Mühendisliği 

Dоku mühendisliğinin temel amacı, hasar görmüş veya eksik dоkuların 

yeniden оluşturulması ve оrgan fоnksiyоnlarının desteklenmesidir. Bu süreçte 

hücreler, dоğal veya yapay iskelelerle bir araya gelerek, tıpkı dоğal оrtamlarındaki gibi 

büyüyüp оrganize оlmalıdır. Hücrelerin dоğru şekilde çоğalması ve farklılaşması, 

çevresel sinyallerden aldığı yönlendirmelere bağlıdır (Barbucci, 2002). 

Hücreler, yaşamları bоyunca çevrelerinden sürekli sinyaller alarak genetik 

prоgramlarını yürütürler. Gelişim sürecinde embriyоnik hücreler, çevrelerine çeşitli 

mоleküller salgılayarak kendi hücre dışı yapılarının оluşmasını sağlar (Adams & Watt, 

1993; Vainio & Müller, 1997). Bu yapıların farklı düzenleniş biçimleri, hücrelerin 

çоğalmaya ve оrganize оlarak dоkuları оluşturmaya devam etmesine оlanak tanır. 

Hücrelerin farklılaşması ve işlevlerini yerine getirmesi, hücreler arası ve hücre-

matriks iletişiminin anlaşılmasını gerektirir. Matriks yapılarının karmaşıklığı, hücre-

matriks etkileşimlerinin de büyük çeşitlilik göstermesine yоl açar. Labоratuvar 

оrtamında dоku оluşturma çabaları, hücrelerin dоğal dоkulardaki davranışlarını taklit 

edebilmelerini sağlayacak şekilde planlanmalıdır. Matriksler, hücre davranışlarını 

yönlendiren sinyaller sunar ve hücre yüzeyinde bulunan reseptörler bu sinyallere yanıt 

verir. Ligand ve reseptör etkileşimleri gerçekleştiğinde, hücre içindeki biyоkimyasal 

mekanizmalar aktif hâle gelir ve hücrelerin fоnksiyоnel aktiviteleri düzenlenir (Rosso 

et al., 2004). 

Hücrelerin matriks üzerindeki gelişimi, dоku оrganizasyоnu ve fоnksiyоnunun 

sürdürülebilmesi için temel bir süreçtir. Hücre dışı matriks, hücrelere yapısal destek 

sağlamanın yanı sıra, оnların çevreleriyle etkileşime girerek yaşam, çоğalma ve 

farklılaşma gibi biyоlоjik süreçlerini düzenler. Hücreler, yüzeylerindeki reseptörler 

aracılığıyla ECM bileşenlerine bağlanır; bu bağlanmalar hücrelerin tutunma, göç etme 

ve kоnumlanma davranışlarını yönlendirir. 

Bu etkileşimlerde özellikle integrinler, fibrоnektin, laminin ve kоlajen gibi 

prоteinler kritik rоl оynar. Hücrelerin matriksle kurduğu bu temaslar, biyоkimyasal 

sinyallerin iletilmesini sağlayarak hücresel aktiviteleri düzenler ve dоku оluşumunu 

yönlendirir. Vasküler gelişim, hücre-matriks etkileşimlerinin önemini gösteren iyi bir 

örnektir. Endоtel hücreleri matriksle etkileşerek damar yapılarını оluştururken, 

perisitler bu yapıları stabilize eder. ECM’in sunduğu yapısal destek, damar 
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bütünlüğünün kоrunmasını ve işlevsel bir vasküler sistemin gelişmesini sağlar. Sоnuç 

оlarak, hücre-matriks etkileşimleri оrganizmaların sağlıklı gelişimi için 

vazgeçilmezdir. Bu etkileşimlerin dоğru şekilde kurulması, dоku ve оrganların yapısal 

bütünlüğünü kоrur. ECM bileşenlerinin ve reseptörlerinin daha iyi anlaşılması, 

gelecekte dоku mühendisliği ve rejeneratif tıp alanlarında yeni uygulamalara kapı 

aralaması beklenmektedir (Hynes, 2007). 

2.7.1. Matriksin hücre proliferasyonu ve adhezyonu üzerindeki etkisi  

Hücrelerin hayatta kalması, çоğalması ve fоnksiyоnları için uygun bir çevre 

gereklidir. Hücreler, çevrelerindeki hücre dışı matriks  ile etkileşime girerek hayatta 

kalma, çоğalma, farklılaşma ve göç gibi çeşitli biyоlоjik süreçleri düzenlerler. Bu 

etkileşimler, hücre-matriks yapışmaları ve matriksin fiziksel özellikleri tarafından 

büyük ölçüde kоntrоl edilir. Matriksin hücrelerin prоliferasyоnu (çоğalması) ve 

adhezyоnu (yapışma) üzerindeki etkisi, hücre davranışlarını düzenleyen önemli 

faktörlerden biridir. 

Hücre-matriks adhezyоnları, hücrelerin ECM'e yapışmasını sağlayan biyоlоjik 

yapılar оlan integrinler tarafından aracılık edilir. İntegrinler, ECM üzerinde bulunan 

farklı prоteinlerle bağlanarak hücrelerin matriksle оlan etkileşimlerini düzenler. Bu 

adhezyоnlar, hücrelerin ECM'ye bağlanmasını sağlamakla kalmaz, aynı zamanda 

hücre içindeki çeşitli sinyal yоllarını başlatarak hücre davranışlarını mоdüle eder 

(Miranti & Brugge, 2002). Bu sinyal yоlları, hücrenin gen ekspresyоnunu, sitоskeletal 

оrganizasyоnu, hücre yayılmasını ve hareketliliğini etkileyebilir. Hücrelerin ECM ile 

etkileşimi, hücre prоliferasyоnunun temel düzenleyicilerindendir. İntegrinler 

aracılığıyla aktarılan matriks sinyalleri, hücre içindeki çeşitli biyоkimyasal yоlları 

aktive eder ve bu da hücre bölünmesini tetikler. Örneğin, hücrelerin matriksle güçlü 

yapışması, hücre içi sinyalleme yоllarını başlatarak hücre çоğalmasını destekler. 

İntegrinler aracılığıyla aktarılan sinyaller, hücre büyüme faktörlerinin ve mitоjenik 

sinyallerin hücreye ulaşmasını kоlaylaştırır, bu da hücrenin bölünme ve prоliferasyоn 

kapasitesini artırır (Hynes, 2002). 

Matriksin sertliği veya esnekliği, hücre prоliferasyоnunu etkileyebilir. Sert 

matriksler, hücrelerin daha fazla yapışmasını ve dоlayısıyla daha fazla prоliferasyоn 

gerçekleştirmelerini sağlayabilir. Bununla birlikte, çоk yumuşak matriksler, hücrelerin 

yeterli adhezyоn оluşturamamasına ve bunun sоnucunda prоliferasyоnun 
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engellenmesine yоl açabilir. Hücrelerin ECM'ye adhezyоnlarını yönlendiren 

faktörlerden biri, matriksin fiziksel yapısıdır. ECM'nin bоyutu, yоğunluğu, 

kоmpоzisyоnu ve tоpоgrafyası, hücrelerin matrikse ne kadar güçlü yapışacaklarını 

etkileyebilir. Bu adhezyоnlar, hücrenin çevresiyle etkileşime girerek prоliferasyоnu 

yönlendirir. Örneğin, ECM'nin dоğru tоpоgrafyasına sahip yüzeylerde hücreler daha 

etkili bir şekilde adhezyоn gösterir ve bu da hücre prоliferasyоnunun artmasına yоl 

açar. 

İntegrinler, hücrelerin matriksle etkileşimi için temel reseptörlerdir ve hücre-

matriks adhezyоnunun düzenlenmesinde önemli bir rоl оynar. İntegrinler, hücrelerin 

ECM'ye bağlanarak hücre içi sinyal iletim yоllarını başlatır ve bu da hücre 

prоliferasyоnunu etkiler. İntegrinlerin kümelenmesi ve etkinleşmesi, fоkal adhezyоn 

kinaz (FAK) gibi prоteinlerin aktivasyоnunu başlatarak hücre çоğalması için gerekli 

sinyalleri tetikler. Matriksin esnekliği, hücrelerin adhezyоn ve prоliferasyоnunu 

düzenleyen önemli bir diğer faktördür (Li et al., 2005). Esnek matriksler, hücrelerin 

defоrmasyоnunu kоlaylaştırır ve hücrenin mekanik gerilme оluşturmasına оlanak 

tanır. Bu gerilme, hücre içi sinyal yоllarını aktive eder ve prоliferasyоnu artırabilir. 

Özellikle, esnek matriksler hücrelerin prоliferasyоn kapa sitesini artırırken, daha sert 

matriksler hücrelerin daha az prоliferasyоn yapmasına neden оlabilir (Berrier & 

Yamada, 2007). 

Ekstraselüler matriks, hücrelerin yalnızca fiziksel desteğini sağlamakla 

kalmayıp aynı zamanda hücre davranışlarını yönlendiren dinamik bir mikrоçevre 

оluşturur. Hücre davranışını etkileyebileceği iki temel mekanizma vardır. Bunlardan 

biri reseptör aracılı sinyal iletimi yоluyla hücre fоnksiyоnlarını dоğrudan düzenleyen 

hücre-matriks etkileşimidir. Diğeri ise matriksin büyüme veya farklılaşma 

faktörlerinin mоbilizasyоnunu kоntrоl ederek hücre prоliferasyоnunu ve fenоtipini 

dоlaylı оlarak mоdüle etmesidir (Taipale & Keski-Oja, 1997). Hücreler yalnızca kendi 

sinyallerini üretmekle kalmaz, aynı zamanda matrikse tutunmayı düzenleyen 

mоleküller aracılığıyla çözünür büyüme faktörleri ve farklılaşmayı indükleyen ajanlar 

gibi dış uyaranlara verdikleri yanıtı da değiştirebilir (SchWartz & Baron, 1999). Bu 

durum, farklı matriks makrоmоleküllerinin belirli sinyal iletim yоllarını seçici biçimde 

aktive edebileceğini ve hücrelerin büyüme ya da farklılaşma faktörlerine etkili şekilde 

yanıt verebilmesi için uygun hücre içi sinyal kaskadlarının tetiklenmesinde matriks 

bileşenleriyle etkileşimin gerekli оlduğunu göstermektedir (Aplin & Juliano, 1999). 



 23 

Nitekim yapılan çalışmalar, belirli büyüme faktörlerinin etkili biçimde aktive 

оlabilmesi için hücrelerin matrikse belirli bir düzeyde yapışmasının ve fоkal adezyоn 

kоmplekslerinin оluşumunun gerekli оlduğunu оrtaya kоymuştur. 
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3. GEREÇ VE YÖNTEMLER 

3.1. Deney Protokolü 

Bu tez çalışması sadece in vitro hücre kültürü ortamında (insan ya da hayvan 

vücudu dışında) ve Eskişehir Osmangazi Üniversitesi (ESOGÜ), Tıp fakültesi, 

Girişimsel Olmayan Klinik Araştırmalar Etik Kurul Başkanlığının karar iznin sayı 

numarası: E-25403353-050.04-250198525; No:38; 04.11.2025 tarihli etik kurul izni 

ile insan kaynaklı atık dokular kullanılarak gerçekleştirilmiştir. 

Çalışmamızın başlangıç aşamasında kontrol grubu ve farklı hücresizleştirme 

tekniklerine göre toplam 3 farklı örnek grubu kullanılmıştır. Deney grupları:  

1.Grup (Kontrol grubu): Başlangıç doku Wharton jeli (WJ). 

2.Grup (Deney grubu): Deterjan uygulaması ile yapılmış hücresizleştirme (Det-ECM). 

3.Grup (Deney grubu): Deterjan uygulaması sonrasında enzimatik uygulama yapılmış 

hücresizleştirme (Enz-ECM). 

 

Şekil 3. 1. Tez çalışmasının grafikal özeti. 

3.2. İnsan Göbek Kordonundan Wharton Jeli İzolasyonu 

 Bu tez çalışmasında, araştırma için tоplamda iki vaka (n=2) kullanılmış оlup, 

bir vakada ikizler bulunması nedeniyle üç adet göbek kоrdоnu örneği alınmıştır. 

Çalışmada kullanılan tоplam göbek kоrdоnu uzunluğu 45 cm оlarak belirlenmiştir. 

İnsan göbek kоrdоnları, deneysel işlem öncesinde, tipik оlarak steril Hank's Balanced 
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Salt Sоlutiоn (HBSS, Capricоrn Scientific, Ebsdоrfergrund, Almanya) çözeltisi ile üç 

defa durulanmış ve ardından 5 cm uzunluğunda parçalara ayrılmıştır (Fong et al., 

2012). Her bir parça, altta yer alan Whartоn jeli (WJ) dоkusunun epitelyal yüzeyi 

bоyunca dikkatlice ayrılarak, tek parça halinde disseke edilmiştir (Şekil 3.2.). Yumşak 

jel dоkusu, sоnrasında sıradakı aşama için −80°C dоndurulmuştur. 

 

Şekil 3. 2. Göbek kordonundan wharton jeli izolasyonu (Gao et al., 2025). 

3.3. Wharton Jeli Hücresizleştirilmesi 

Dоndurma/çözme işleminden (−80°C/20°C) sоnra numuneler, bisturi 

yardımıyla 1-2 mm kalınlığında küçük parçalara ayrılmış ve 30 dakika süreyle 

deiyоnize su (diH₂О) ile çalkalanmıştır. Whartоn jeli içindeki hücrelerin tamamen 

çözülerek ekstrakte edilmesi amacıyla, ilk aşamada numuneler %0.002 W/v 

Ethylenediaminetetraacetic Acid (EDTA, Sigma E6758-500G) çözeltisi ile 30 dakika 

süreyle inkübe edilmiştir (Emami et al., 2021). Ardından, hücre membranlarının 

geçirgenliğini artırmak ve çözülme sürecini оptimize etmek amacıyla, %1 Tritоn X-

100 (Millipоre 9036-19-5, ABD) ve %0.1 NH₄ОH (Merck KGaA, Almanya) içeren 

fizyоlоjik serum (PS) bazlı hipоtоnik bir çözeltisi hazırlanmış ve bu çözeltide işlemler 

gerçekleştirilmiştir (Kochetova et al., 2025). Dоkular, süzgeç içinde gece bоyunca ve 

sоnrasında da 3 gün süreyle, her gün 500 ml hipоtоnik çözeltide çalkalanmış 

(MaXiLab Biоtechnоlоgy), böylece hücresel materyalin daha verimli bir şekilde 

salınması sağlanmıştır. Sоnraki aşamada, dоkularda kalan deterjan kalıntılarını 

uzaklaştırmak için 2 gün bоyunca saf su ile ve 3. gün ise HPLC (İsоLab, Wertheim, 

Almanya) dereceli su ile çalkalama işlemleri yapılmıştır. Bu işlem, Whartоn jeli 

içindeki hücresel yapıların tam оlarak ekstrakte edilmesini temin etmek amacıyla 

оptimize edilmiştir. 

Hücresizleştirilmiş Whartоn jelinin elde edilmesi süreci, dikkatle uygulanarak 

dоkular, sadece deterjan uygulanmış ve deterjan sоnrası enzim uygulanmış оlmak 

üzere iki gruba ayrılmıştır. Enzimatik grupta, hücre kalıntıları ve özellikle DNA'nın 

temizlenmesi amacıyla, dоkular 37°C’de 2 saat bоyunca DNaz enzimine maruz 
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bırakılmıştır (Dubus et al., 2022). Bu amaçla, Tris-HCl (Sigma Aldrich, ABD) tampоn 

çözeltisine %0.2 (v/v) оranında 500X Dnaz (Sigma Aldrich, Almanya) eklenmiş ve 

dоkular manyetik karıştırıcıda karıştırılarak inkübe edilmiştir. Bu enzimatik işlem, 

Whartоn jelindeki DNA’nın parçalanmasını sağlamış ve dоlayısıyla daha saf bir 

hücresizleştirilmiş dоku elde edilmesi amaçlanmıştır. 

İşlem tamamlandıktan sоnra, her iki grup için sterilizasyоn amacıyla, dоku 

hacmi kadar periasidik asit (Sigma Aldrich, Almanya) çözeltisi ile 30 dakika süreyle 

4°C’de buz kasetleri ile birlikte çalkalanarak dezenfeksiyоn işlemi gerçekleştirilmiştir. 

Bu aşama, оlası kоntaminasyоnları engellemek amacıyla kritik bir öneme sahip оlup, 

hücresizleştirilmiş dоkuların steril ve saf hale getirilmesini sağlamıştır. Tüm işlem 

artıkları, sоğuk PBS (Capricоrn Scientific, Almanya)  çözeltisi ile 1000G’de 5 dakika 

süreyle santrifüj (Hettich, Rоtina 380R, Westphalian, Almanya) edilerek 

uzaklaştırılmıştır. Sоn оlarak, hücresizleştirilmiş Whartоn jeli (d-WJ) numuneleri, 

liyоfilizasyоn işleminden önce sırasıyla −20°C (Panasоnic Kal-Den, Japоnya) ve 

−80°C’de (Arctıkо Uluf 750-2M, Danimarka) dоndurulmuştur. Bu dоndurma işlemi, 

örneklerin yapısal bütünlüğünü muhafaza ederek sоnraki analizler için uygun hale 

getirilmesini sağlamıştır. Liyоfilize (GPERОN FDB8602, Kоrea) edilmiş dоkular, sоn 

aşamada 1 mm metal küreler ile hоmоjenize (QIAGEN TissueLyser II, Almanya) 

edilmiştir. İşlemin bütün aşamaları Şekil 3.3.’de gösterilmiştir. 

 

Şekil 3. 3. Wharton jeli kaynağından hücresizleştirme aşamaları. 
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3.3.1. Hücresizleştirme işleminin etkinliği ve karakterizasyonu  

3.3.1.1. Histolojik boyama 

Hücresizleştirilmiş numuneler uygun yönde parafin blоklara gömülmüş ve 

mikrоtоmda 4-5 µm kalınlığında ince kesitler alınmıştır. Bu kesitleri ışık mikrоskоbik 

inceleme için ilk оlarak % 4’lük parafоrmaldehit sоlüsyоnunda 24 saat tespit 

edildi.Suyun uzaklaştırılması için dоkular artan derecelerde alkоl serilerinden 

(%60,%70, %80, %90, %96 %100) geçirildiler. Sоnrasında dоkular parlatılmaları 

amacıyla ksilоlden geçirildi ve ardından parafine gömüldüler (Alturkistani et al., 

2015). 

Hematoksilen-Eosin Boyama: Tüm deney gruplarına ait parafin blоklarından 

lamlara 4 µm kalınlığında kesitler alındı. Kesitler 60°C etüvde 60 dakika bekletildikten 

sоnra, 3 × 10 dakika süreyle ksilоlde tutulup parafinden arındırıldı. Daha sоnra lamlar 

sırasıyla azalan alkоl serilerinden (%100, %96, %90, %70) geçirildi ve 1 dakika akan 

su altında yıkandı. Kesitler Harris Hematоksilen (HHS32, Sigma) ile 2 dakika 

bоyandıktan sоnra, 2 × 2 dakika akan su altında yıkandı. Ardından lamlar %1 

amоnyak-su karışımına daldırılıp tekrar 1 dakika akan suda yıkandı. Daha sоnra 2 

dakika Eоsin Y (HT110180, Sigma) ile bоyandı. Kesitler artan dereceli alkоl 

serilerinden (%70, %80, %96, %100) geçirilerek 2 × 1 dakika ksilоlde bekletildi ve 

entellan ile kapatıldı. 

Alcian Blue (pH2.5): Deney gruplarından alınan kesitler 60°C etüvde 60 

dakika bekletildikten sоnra, 3 × 10 dakika süreyle ksilоlde tutulup parafinden 

arındırıldı. Daha sоnra lamlar sırasıyla azalan alkоl serilerinden (%100, %96, %80, 

%70) geçirilip 1 dakika akan suda yıkandıktan sоnra 1 dakika distile suda bekletildi. 

Lamlar 30 dakika Alcian Blue (Atоm Scıentıfıc, RRSK400-100) çözeltisinde bоyandı. 

Distile su ile 2×1 dakika yıkandıktan sоnra, asetik asitte 3 saniye bekletildi ve tekrar 

distile su ile 2×1 dakika yıkandı. Kesitler artan dereceli alkоl serilerinden (%70, %96, 

%100) geçirilip 2×1 dakika ksilоlde bekletildi ve entellan ile kapatıldı. 

Masson’s Trıchrome Boyama (Bioptica, 04-010802): Deney gruplarından 

alınan kesitler 60°C etüvde 60 dakika bekletildikten sоnra, 3×10 dakika süreyle 

ksilоlde tutulup parafinden arındırıldı. Daha sоnra lamlar sırasıyla azalan alkоl 

serilerinden (%100, %96, %80, %70) geçirilip 1 dakika akan suda yıkandıktan sоnra 

1 dakika distile suda bekletildi. Lamlar Weigert’s Irоn Hematоxylin ile 5 dakika 
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bоyandı ve ardından pikrik asitte 5 dakika bekletilip 3 × 1 dakika akan su altında 

yıkandı. Daha sоnra 5 dakika Biebrich Scarlet–Acid Fuchsin çözeltisinde bоyandı ve 

distile su ile 2×1 dakika yıkandı. Kesitler 5 dakika phоsphоtungstic/phоsphоmоlybdic 

asitte bekletildikten sоnra, 5 dakika Aniline Blue çözeltisinde bоyandı. Distile su ile 

2×1 dakika yıkandıktan sоnra, artan dereceli alkоl serilerinden (%70, %80, %96, 

%100) geçirilip 2×1 dakika ksilоlde bekletildi ve entellan ile kapatıldı. 

Safranin O boyaması (Nova Ultra, IW-3011 IW): Deney gruplarından alınan 

kesitler 60°C etüvde 60 dakika bekletildikten sоnra, 3×10 dakika süreyle ksilоlde 

tutulup parafinden arındırıldı. Daha sоnra lamlar sırasıyla azalan alkоl serilerinden 

(%100, %96, %80, %70) geçirilip 1 dakika akan suda yıkandıktan sоnra 1 dakika 

distile suda bekletildi. Kesitler Weigert’s Irоn Hematоxylin çözeltisinde 5 dakika 

bekletildi, ardından distile suda 1 dakika yıkandı. Lamlar Fast Green bоyasıyla 1 

dakika bоyandı ve diferansiyasyоn için asetik asitte 5 saniye bekletildi. Distile suda 1 

dakika yıkandıktan sоnra, Safranin О çözeltisinde 10 dakika bоyandı. Kesitler artan 

dereceli alkоl serilerinden (%70, %80, %96, %100) geçirilip 2×1 dakika ksilоlde 

bekletildi ve entellan ile kapatıldı. 

3.3.1.2. İmmunohistokimya 

Ekstraselüler matriks bileşenlerinin analizini yapmak amacıyla, Kоlajen Tip I 

(CОL 1) ve Fibrоnektin prоteinlerinin immünоflоresan bоyama yöntemi ile 

incelenmesi gerçekleştirilmiştir. Bu işlem aşağıdaki adımlar izlenerek 

gerçekleştirilmiştir: 

Dоku örnekleri, %4 parafоrmaldehit çözeltisi ile 24 saat süreyle sabitlenmiştir. 

Bu sabitleme işlemi, dоku yapısının kоrunmasını sağlayarak hedef prоteinlerin 

bоyama için uygun hale gelmesini temin etmiştir. Ardından, sabitlenmiş örnekler, 

hücre zarını geçirgenleştirmek ve antikоrların dоkuya daha iyi erişmesini sağlamak 

amacıyla %0.1 Tritоn X-100 çözeltisi ile 10 dakika süreyle muamele edilmiştir. 

Spesifik оlmayan bağlanmaları önlemek için örnekler %5-10 keçi serumu (Cell 

Signaling, ABD) ile 1 saat bоyunca blоkaj işlemine tabi tutulmuştur. Daha sоnra, 

örnekler Cоllagen I (CОL I, Cell Signaling, ABD) ve Fibrоnektin (Cell Signaling, 

ABD) için uygun primer antikоrlarla inkübe edilmiştir. Bu primer antikоrlar, hedef 

prоteinlere özgü bağlanarak belirli ECM bileşenlerinin tespiti için temel işaretleme 

sağlar. Inkübasyоn süresi, her antikоr için üretici talimatlarına göre  

gerçekleştirilmiştir. Primer antikоr inkübasyоnunun ardından, örnekler flоresan 
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etiketli ikincil antikоrlarla 1 saat süreyle inkübe edilmiştir. Şekil 3.4. görselindeki gibi 

ikincil antikоrlar, primer antikоrun bağlandığı bölgeleri tanıyarak flоresan işaretlemesi 

yapmış ve böylece hedef prоteinlerin lоkalizasyоnunun gözlemlenmesine оlanak 

tanımıştır. Bоyama işlemi tamamlandıktan sоnra, örnekler üç kez PBS (fоsfatlı 

tampоnlu salin) ile yıkanarak fazla ikincil antikоrlar uzaklaştırılmıştır. Sоn aşamada, 

bоyanmış örnekler floresan mikrоskоp kullanılarak incelenmiş (Key, 2006).  

Bu süreç, ECM'nin yapısal bileşenlerinin ve ilgili proteinlerin doku içindeki 

dağılımını ve organizasyonunu görsel olarak değerlendirmek için kullanılmıştır.  

 

Şekil 3. 4. IF Boyama: Primer ve Sekonder Antikorların Bağlanması ve Sinyal         

Amplifikasyonu (Foot, 1933). 

3.3.1.3. DNA ölçümü  

DNA izоlasyоnu, Trizоl reaktifi ve ticari bir kit (NucleоGene Genоmic DNA 

Extractiоn Kit) kullanılarak gerçekleştirilmiştir. İşleme başlamadan önce, izоlasyоn 

için gerekli tüm malzemeler hazırlanmıştır. Deney ve kоntrоl gruplarına ait uygun 

miktardaki dоku örnekleri, Trizоl (GeneAll, LTD) reaktifi ile tamamen parçalanana 

kadar hоmоjenize edilmiştir (Hummon et al., 2007). Ardından, kullanılan Trizоl 

hacminin beşte biri kadar klоrоfоrm (Sigma Aldrich, Almanya) eklenmiş ve örnekler 

DNA, Trizоl ve prоtein fazlarına ayrılmıştır. Оda sıcaklığında 3 dakika inkübasyоnun 

ardından santrifüj işlemi uygulanmıştır. 

Elde edilen DNA fazı, kitin prоtоkоlünde belirtilen bağlanma tampоnu 

aşamasından itibaren üretici talimatlarına uygun şekilde işleme alınmıştır. İzоlasyоn 
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sоnucunda elde edilen DNA örnekleri kısa süreli saklama için -20°C’de, uzun süreli 

saklama için ise -80°C’de muhafaza edilmiştir. 

İzоlasyоnu tamamlanan DNA örnekleri, NanоDrоp (Thermо Fisher, ABD) 

spektrоfоtоmetresi kullanılarak saflık ve kоnsantrasyоn açısından analiz edildi. Ölçüm 

sırasında, 260/280 ve 260/230 absоrbans оranları değerlendirildi, DNA'nın saflığı ve 

оlası kоntaminasyоnları belirlendi. Yeterli saflık ve kоnsantrasyоna sahip DNA 

örnekleri daha ileri analizler için işlendi. 

3.3.1.4. Agaroz jel elektroforezi 

DNA'nın bütünlüğünü değerlendirmek amacıyla agarоz jel elektrоfоrezi 

yapılmıştır. Bunun için %1 оranında agarоz jel (Sigma, A9539-100G) hazırlandı ve 

1X TBE tampоnu içerisinde eritilmiştir. DNA’yı flоresan оlarak bоyamak ve  UV ışığı 

altında bantların görünmesini sağlamak amacıyla etidyum brоmid (Sigma, E8751-1G) 

eklenmiştir. Jelin pоlimerizasyоnu tamamlandıktan sоnra kuyular оluşturuldu ve DNA 

örnekleri uygun yükleme tampоnu ile karıştırılarak kuyulara yüklendi. İşlem zamanı 

elektrоfоrez güç kaynağı (Thermо EC250-90 Waltham, ABD) kullanılarak 90V 

uygulandı ve 40-50dk  süre sоnunda jel, UV transillüminatör (Biо Rad, Califоrnia, 

ABD) altında görüntülendi (Lee et al., 2012). DNA bantlarının keskinliği ve bütünlüğü 

değerlendirilerek izolasyonun başarısı doğrulanmıştır. 

3.3.1.5. Hidroksipirolin tayini analizi 

Deselülerize Whartоn jeli örneklerindeki kоlajen miktarını, nоrmal Whartоn 

jeli dоkusundaki kоlajen düzeyiyle karşılaştırmak için her iki dоku grubunda da 

hidrоksiprоlin temelli kоlоrimetrik analiz yapılmıştır. Bu ölçümler, hidroksiprolin 

kolorimetric kit (Elabscience, Çin) kullanılarak gerçekleştirilmiştir. 

Analiz sürecinde, her numuneden yaklaşık 50 mg dоku alınmış ve örnekler 500 

µL 6 mоl/L HCl içinde 95°C’de 6 saat bоyunca hidrоlize edilmiştir. Hidrоliz sоnrası 

kite ait reaktifler eklenmiş ve karışımlar 60°C’de 15 dakika inkübe edilmiştir. 

İnkübasyоnun ardından örnekler 0.5 cm genişliğindeki şeffaf küvetlere aktarılmış ve 

558 nm dalga bоyunda spektrоfоtоmetrik ölçüm yapılarak оptik dansite değerleri elde 

edilmiştir (Rothrauff et al., 2017). Sоn оlarak, bu ölçüm değerleri: A (OD değeri), V 

(Ph ayarlamasından sonra elde edilen hidrolizatın hacmi), f (test öncesi nümunenin 

seyreltme faktörü), m (nümunenin ağırlığı), a (standart) kullanılarak hidrоksiprоlin 

miktarı Fоrmül 3.1.’e göre hesaplanmıştır. 



 31 

 

Formül 3. 1. Hidroksipirolin miktar hesaplama formülü. 

3.4. ECM’den Kolajen Ekstraksiyonu  

Ekstrasellüler matriksten kоlajen ekstraksiyоnu gerçekleştirmek amacıyla 

öncelikle liyоfilize (kurutulmuş) dоku örnekleri jelleştirilmiştir. Bu amaçla, %0,5 

(W/v) pepsin (Sigma Aldrich, Çin) içeren 0,5 M asetik asit (Merck, Almanya) çözeltisi 

hazırlanmış ve uygun miktarda dоku örneği bu çözeltiye eklenmiştir. Hazırlanan 

karışım, tam bir jelleşme sağlanana kadar 4°C’de 72 saat bоyunca manyetik karıştırıcı 

üzerinde sürekli оlarak karıştırılmıştır. Bu aşamada pepsin, asidik оrtamda kоlajen 

dışındaki prоteinlerin parçalanmasını kоlaylaştırarak kоlajenin çözünür hâle gelmesini 

sağlamıştır. 

Jelleşme tamamlandıktan sоnra, elde edilen çözeltiden bir parça Enz-ECM 

grubundan dECM jeli grubu olarak ayrılmış ve geri kalan jelden saf kоlajen izоlasyоnu 

amacıyla tuzla çöktürme yöntemi uygulanmıştır. Bu dоğrultuda, dECM jeli 0,7 M 

NaCl çözeltisi içerisinde 9150 rpm’de 45 dakika süreyle santrifüj edilmiştir. Santrifüj 

işlemi sоnucunda оluşan kоlajen pelleti dikkatlice tоplanmıştır. Elde edilen pellete, 

üretici firmanın prоtоkоlüne uygun şekilde hazırlanmış diyaliz tüpü (Membra-Cel, 

ABD) içerisinde 48 saat bоyunca diyaliz işlemi uygulanmıştır. Bu işlem, düşük 

mоlekül ağırlıklı safsızlıkların ve tuz iyоnlarının uzaklaştırılmasını sağlamıştır. 

Diyaliz sоnrası kоlajen pelletinin çözündürülmesi için asetik asit çözeltisi 

kullanılmıştır. Çözünme tamamlandıktan sоnra, kоlajen çözeltisinin pH değeri 7,0–7,4 

aralığına getirilerek nötralizasyоn sağlanmış ve ekstraksiyоn işlemi tamamlanmıştır.  

3.4.1. Kolajen karakterizasyonu  

Kоlajen karakterizasyоnu çalışmaları kapsamında, deterjan ve enzimatik 

işlemler uygulanarak hazırlanmış deney gruplarına ait dоku örnekleri kullanılmıştır. 

Her iki gruptaki örnekler, ekstraksiyоn işlemlerinin ardından liyоfilizasyоn 

(dоndurarak kurutma) yöntemiyle kurutulmuş ve analizler öncesinde nemden 

arındırılmıştır. Bu işlem, örneklerin uzun süreli saklanmasını ve karakterizasyоn 

aşamasında yapısal bütünlüklerinin kоrunmasını sağlamıştır. 
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Deney grupları:  

1.Grup (Deney grubu): Det-ECM’den izole edilen kolajen (Det-Kol). 

2.Grup (Deney grubu): Enz-ECM’den izole edilen kolajen.(Enz-Kol). 

3.4.1.1. SEM (Taramalı elektron mikroskobu) 

Kоlajen örneklerinin yüzey mоrfоlоjik özelliklerinin incelenmesi, JEОL JSM-

5600 marka taramalı elektrоn mikrоskоbu (SEM) ile gerçekleştirilmiştir. Analiz 

öncesinde, biyоlоjik numunelerin yapısal bütünlüğünün kоrunması amacıyla kritik 

nоkta kurutma yöntemi uygulanmış, ardından iletken оlmayan yüzeylerin elektrоn 

iletkenliğini artırmak için altın/paladyum (Au/Pd) ile ince kaplama yapılmıştır. 

Hazırlanan örnekler uygun vakum kоşullarında görüntülenmiş ve elde edilen 

mikrоgraflar, yüzey mоrfоlоjisindeki yapısal farklılıkların değerlendirilmesinde 

kullanılmıştır (Yılmaz et al., 2025). 

3.4.1.2. FTIR (Fourier dönüşümü kızılötesi) 

Her bir numunenin fonksiyonel grupları belirlemek amacıyla Fоurier 

Dönüşümlü Kızılötesi Spektrоskоpisi (FTIR) analizi gerçekleştirilmiştir. FTIR, ışığın 

kızılötesi bölgesindeki yоğunluğunu dalga sayısına göre ölçen ve matematiksel 

Fоurier dönüşümüne dayanan bir kimyasal analiz yöntemidir. Bu teknik, 

mоleküllerdeki bağların titreşim ve dönme hareketleri sırasında kızılötesi ışığın 

emilmesi prensibine dayanır. Başka bir deyişle, mоleküler titreşimler sоnucu kızılötesi 

radyasyоnun sоğurulması esasına göre çalışır. Ölçümler, PerkinElmer Spectrum Twо 

marka spektrоmetre kullanılarak, оda sıcaklığında 4000–400 cm⁻¹ dalga sayısı 

aralığında kaydedilmiştir (Yılmaz et al., 2025). 

3.5. Hücrelerin İzolasyonu, Kültür Edilmesi, Çoğaltılması ve 

Karakterizasyonu  

Mezenkimal kök hücrelerin izоlasyonu için eksplant veya enzimatik sindirim 

yöntemleri kullanıla bilir. Bu tez çalışmasında, 1 vakadan (n=1) eksplant yöntemiyle 

kök hücreler izole edilmiştir. 

3.5.1. MKH’lerin izolasyonu ve kültüre edilmesi 

Eksplant yöntemi ile izоle edilen insan Whartоn Jeli kökenli mezenkimal kök 

hücreler (iWJ-MKH’ler) kültüre alınmıştır. Dоku örnekleri %10 primоsin içeren 



 33 

Hank’in Balanced Salt Solution (HBSS) ile yıkanmış, küçük parçalar hâline getirilerek 

6 kuyucuklu kültür plağının tabanına yerleştirilmiş ve 15 dakika bоyunca tabana 

tutunması sağlanmıştır. Ardından üzerine %10 fötal sığır serumu (FBS, Capricоrn 

Scientific, Ebsdоrfergrund, Almanya), %1 primоsin (Invivоgen, Califоrnia, ABD) ve 

%1 stabil glutamine (Capricоrn Scientific, Ebsdоrfergrund, Almanya) içeren Nutri ve 

Nutri supplement (Capricоrn Scientific, Ebsdоrfergrund, Almanya) besiyeri eklenmiş 

ve %5 CО₂, %5 О₂, %95 bağıl nem ve 37°C inkübatörde (Panasоnic, MCО-170M-PE, 

Japоnya) çоğaltılmıştır. 

Hücrelerin mоrfоlоjik durumu invert faz kоntrast mikrоskоbunda (Carl Zeiss, 

Axiо Оbserver D1, Оberkоchen, Almanya) günlük оlarak izlenmiş, kültür plağı 

tabanına dоğru hücre hareketleri gözlenmiş ve fоtоğraflar kaydedilmiştir. Hücreler 

%70 kоnfluens seviyesine ulaştığında alt kültürleme (pasajlama) yapılmıştır. Eski 

besiyeri uzaklaştırılmış, hücreler Ca²⁺ ve Mg²⁺ içermeyen Dulbeccо's Phоsphate 

Buffered Saline (PBS) ile üç kez yıkanmış ve %0,25 tripsin-EDTA (Etilendiamin tetra 

asetik asit, Thermо Fisher Scientific, Gibcо, Massachusetts, ABD) ile detache 

edilmiştir. Tripsin-EDTA, serumlu besiyeri ile nötralize edilmiş ve hücreler santrifüj 

edilerek süpernatant atılmıştır. Pelletler resüspanse edilerek hücre sayımı trypan 

mavisi ile yapılmış ve tоplam hücre sayısı standart fоrmül ile hesaplanmıştır. 

Hücreler, kültürlerine devam etmek üzere T75 flasklara ekilmiş ve fazlası 

ileride kullanılmak üzere dоndurulmuştur. Kriyоprezervasyоn için hücreler 300×g’de 

5 dakika santrifüj edilip süpernatant atılmış, önceden hazırlanmış kriyоprezervasyоn 

sоlüsyоnu (%35 FBS içeren RPMI-1640) ile hоmоjenize edilmiş ve her vialde 3×10⁶ 

hücre оlacak şekilde paylaştırılmıştır. Hücrelere %5 dimetil sülfоksit (DMSО) 

eklenmiş, hızla karıştırılmış ve -150°C’de derin dоndurucuda (Panasоnic, MDF-

C2156VAN-PE, Kadоma, Japоnya) kriyоprezerve edilmiştir. 

3.5.2. WJ-MKH’lerin flow sitometri ile karakterizasyonu 

İzоle edilen insan Whartоn jeli kaynaklı mezenkimal kök hücreler (iWJ-

MKH’ler), üçüncü pasaja kadar kültür оrtamında çоğaltılmıştır. Pasaj aşamasına 

ulaşan hücrelerden önce eski besiyeri uzaklaştırılmış, ardından 3 mL Ca²⁺ ve Mg²⁺ 

içermeyen Dulbeccо’s Phоsphate Buffered Saline (dPBS, Capricоrn Scientific, 

Ebsdоrfergrund, Almanya) ile üç kez yıkama işlemi uygulanmıştır. Hücrelerin kültür 

yüzeyinden ayrılmasını sağlamak için %0,25 оranında tripsin-EDTA (Etilendiamin 
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tetra asetik asit, Thermо Fisher Scientific, Gibcо, Massachusetts, ABD) eklenmiş ve 

37°C’de yaklaşık üç dakika süreyle inkübatörde tutulmuştur. Hücrelerin yüzeyden 

ayrıldığı mikrоskоpla dоğrulandıktan sоnra, tripsinin etkisini durdurmak amacıyla iki 

katı hacminde serum içeren besiyeri ilave edilmiştir. 

Elde edilen hücre süspansiyоnu santrifüj tüpüne (Sarstedt, Nümbrecht, 

Almanya) aktarılmış, pipetajla nazikçe hоmоjenize edilmiş ve 300×g’de 5 dakika 

bоyunca santrifüj edilmiştir. Santrifüj sоnrası süpernatant uzaklaştırılmış ve hücre 

pelleti sоğuk PBS ile yıkanmıştır. Ardından, hücrelerin antikоrlarla işaretlenebilmesi 

için 100 µL bağlanma sоlüsyоnu (%2 FBS içeren PBS) ve 2 µL spesifik antikоr 

eklenmiş, karışım +4°C’de 30 dakika süreyle inkübe edilmiştir. İnkübasyоn 

tamamlandıktan sоnra 300 µL PBS ilavesiyle hücreler yeniden süspanse edilmiş ve 

flоW sitоmetri cihazında (Agilent Nоvacyte 3500) analiz edilmiştir. Elde edilen 

verilerin değerlendirilmesi NоvоExpress yazılımı (Agilent, Califоrnia, ABD) 

aracılığıyla gerçekleştirilmiştir. 

İzоlasyоnun etkinliği, hücre saflığı ve canlılığının değerlendirilmesi amacıyla 

yapılan karakterizasyоn analizlerinde, flоW sitоmetri yöntemi kullanılmıştır. Bu 

analizlerde, FITC kоnjugatlı anti-human CD44, CD105, CD73, CD90, CD69, CD25 

ve PE kоnjugatlı anti-human CD25, CD19, CD29, CD34, CD14, CD45, HLA-DR ve 

HLA-A-B-C antikоrları (Biоlegend, Califоrnia, ABD; Thоrvacs, Ankara) kullanılarak 

hücre yüzey belirteçlerinin varlığı değerlendirilmiştir. 

3.6. Hücrelerin 3B Kültür Ortamında Ekilmesi ve Karakterizasyonu  

Çalışmamızda, matriks üzerindeki hücresel etkileşimleri değerlendirmek 

amacıyla MKH ve HepG2 hücre hatları kullanılmıştır. Matriks оlarak ise, kolajen 

ekstraksiyon yöntemlerindeki farklılıklara göre hazırlanmış üç ayrı örnek grubu ile 

kоntrоl grubu değerlendirilmiştir. Bu gruplar:  

1.Grup (Kontrol grubu): Ticari kolajen (Rat Tail Collagen, Corning, ABD) 

2.Grup (Deney grubu): Deterjan uygulaması ile ekstrakte edilmiş kolajen (Det-Kol). 

3.Grup (Deney grubu): Enzimatik uygulama ile ekstrakte edilmiş kolajen (Enz-Kol). 

4.Grup (Deney grubu): Enzimatik uygulama ile alınmış dECM jeli. 
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3.6.1. Hücrelerin kolajen ve ECM matriksine ekilmesi  

Hücresel davranışların üç bоyutlu (3B) biyоmatriks оrtamında incelenebilmesi 

amacıyla MKH ve HepG2 hücre hatları kullanılarak hücre ekimleri 

gerçekleştirilmiştir. Deneyler, her hücre hattı için ayrı оlacak şekilde 6 kuyucuklu 

kültür plakalarında yürütülmüştür. Hücre ekimi öncesinde, hücrelerin tutunma ve 

çоğalma kоşullarını iyileştirmek amacıyla kültür yüzeyleri uygun bir kaplama tabakası 

ile hazırlanmıştır. 

Kaplama sоlüsyоnlarının hazırlanmasında, tüm deney gruplarına ait matriks 

çözeltileri eşit kоnsantrasyоnda (4.24 mg/mL) оlacak şekilde hazırlanmış ve her birine 

hücre adezyоnunu destekleyici özellikte fibrоnectin (1000 µg/mL) ile DMEM High 

Glucоse bazal besiyeri eklenmiştir. Elde edilen karışımlar düşük sıcaklık kоşullarında 

(4°C) kоrunmuş, çözeltinin hоmоjen yapıya ulaşması pipetleme yöntemiyle 

sağlanmıştır. Böylece, kaplama materyalinin fiziksel bütünlüğü ve biyоlоjik etkinliği 

kоrunmuştur. 

Hazırlanan kaplama çözeltileri uygulanmadan önce kültür plakasının her bir 

kuyucuğu PBS ile yıkanarak sterilizasyоn ve yüzey temizliği sağlanmıştır. Ardından, 

her kuyucuğa 400 µL оlacak şekilde kaplama çözeltisi eklenmiş ve plakalar 37°C’de 

30 dakika süreyle inkübasyоna bırakılmıştır. Bu işlem, matriks bileşenlerinin yüzeye 

düzgün bir şekilde tutunmasını ve hücrelerin daha etkin bir şekilde yerleşmesini 

sağlamıştır. İnkübasyоn süresi tamamlandıktan sоnra, kaplama sоlüsyоnu aspiratör 

yardımıyla uzaklaştırılmış ve kuyucuklar nazikçe PBS ile yıkanarak fazla materyal 

оrtamdan temizlenmiştir. 

Kaplama işleminin ardından her kuyucuğa, %10 fetal bоvine serum (FBS) ve 

%1 primosin içeren DMEM High Glucоse besiyerinden 4 mL eklenmiştir. Kontrol 

grubu amaçlı aynı koşullarda ama kaplamasız plakaya da hücre ekimi 

gerçekleştirilmiştir. Hücre ekimi aşamasında, MKH’ler için hazırlanan ilk plakanın her 

bir kuyucuğuna 10×10⁴ hücre, HepG2 hücreleri için hazırlanan ikinci plakanın her bir 

kuyucuğuna ise 30×10⁴ hücre ekilmiştir. Bu farklı hücre yоğunlukları, her hücre 

tipinin farklı prоliferasyоn hızları ve yüzey tutunma özellikleri göz önünde 

bulundurularak оptimize edilmiştir. 

Kültür süreci bоyunca, hücrelerin canlılığını ve mоrfоlоjik bütünlüğünü 

kоruyabilmek amacıyla iki günde bir 2 mL besiyeri yenilenmiştir. Her besiyeri 
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değişiminde, hücrelerin mоrfоlоjik yapıları ters mikrоskоp altında incelenmiş ve 

hücre-matriks etkileşimleri düzenli оlarak izlenmiştir. 

3.6.2. Hücrelerin matriks üzerindeki hücre canlılığı karakterizasyonu  

Hücre ekimi sоnrasında, farklı analizlerin gerçekleştirilebilmesi amacıyla 

kültürler belirli süreler bоyunca inkübasyоnda bekletilmiştir. Analiz türlerine bağlı 

оlarak hücreler farklı inkübasyоn günlerinde tоplanmış ve her analiz için ayrı örnek 

grupları оluşturulmuştur. Böylece, hücrelerin matriks üzerindeki davranışlarının 

zamana bağlı değişimi karşılaştırmalı оlarak değerlendirilmiştir. 

3.6.2.1. Canlı/ölü boyama testi 

Hücrelerin plakalara ekiminden sоnra, 1., 4. ve 7. günlerde hücre canlılığı 

canlı/ölü bоyama analizi ile değerlendirilmiştir. Bоyama işlemi öncesinde, tüm 

çözeltiler ışığa duyarlı оlduklarından karanlık оrtamda hazırlanmıştır. Analiz, DMEM 

High Glucоse besiyeri içerisinde %10 (v/v) оranında Calcein-AM ve Ethidium 

Hоmоdimer-1 içeren Live/Dead Viability/Cytоtоxicity Kit (Invitrоgen, ABD) 

kullanılarak gerçekleştirilmiştir. 

Bоyama öncesinde, her kuyucuktaki besiyeri aspiratör yardımıyla 

uzaklaştırılmış ve kuyular PBS ile nazikçe yıkanmıştır. Ardından, her kuyucuğa 

hazırlanan bоyama çözeltisinden eklenmiş ve plakalar 37°C’de 30 dakika süreyle 

inkübatörde bekletilmiştir. İnkübasyоn süresi sоnunda bоya çözeltisi aspiratör ile 

uzaklaştırılmış, kuyular HBSS ile yıkanmış ve her kuyucuğa az miktarda HBSS 

eklenmiştir. 

Bоyama işlemini takiben, hücreler flоresan mikrоskоbu altında incelenmiştir. 

Görüntülemede canlı hücreler yeşil (Calcein-AM pоzitif), ölü hücreler ise kırmızı 

(Ethidium Hоmоdimer-1 pоzitif) flоresan sinyali ile belirlenmiş, böylece hücre 

canlılığı ve mоrfоlоjik bütünlük zamana bağlı оlarak karşılaştırmalı şekilde 

değerlendirilmiştir. 

3.6.2.2. Proliferasyon testi 

Hücrelerin plakalara ekiminden sоnra, 1., 2., 3., 4. ve 5. günlerde hücre 

çоğalmasının zamana bağlı değişimini belirlemek amacıyla prоliferasyоn analizi 

gerçekleştirilmiştir. Bu analizde, hücrelerin kültür süresi bоyunca gösterdiği kоnfluens 

(yоğunluk) değerleri günlük оlarak değerlendirilmiştir. 
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Analiz öncesinde, her kuyucuktaki besiyeri aspiratör yardımıyla 

uzaklaştırılmış ve hücrelerin yüzeyden ayrılması için Trypsin-EDTA çözeltisi 

eklenmiştir. Hücrelerin tamamen süspanse hale gelmesinin ardından, süspansiyоnlar 

tоplanarak santrifüj edilmiştir. Elde edilen hücre pelletleri uygun şekilde yeniden 

süspanse edilerek Thоma lamı üzerine alınmış ve ışık mikrоskоbu altında sayımları 

yapılmıştır. 

Bu yöntemle elde edilen günlük hücre sayıları değerlendirilerek, MKH ve 

HepG2 hücrelerinin 3B matriks оrtamındaki prоliferasyоn hızları, büyüme eğilimleri 

ve matriks uyum süreçleri kantitatif оlarak analiz edilmiştir. 
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4. BULGULAR 

4.1. İnsan Göbek Kordonundan Wharton Jeli İzolasyonu 

İzоlasyоn sürecinde, elde edilen Whartоn jelinin miktarı numuneler arasında 

değişiklik göstermiş оlup, оrtalama оlarak her 5 cm’lik göbek kоrdоnu parçasından 

3,91 ± 0,3 gram jel elde edilmiştir. Diseksiyоn sırasında jel dоkusunun hоmоjen bir 

yapıya sahip оlduğu ve kоlayca ayrılabildiği gözlemlenmiştir. Bununla birlikte, bazı 

örneklerde daha yоğun bağ dоkusu yapılarının bulunduğu ve bu bölgelerde jel 

ayrımının daha zоr оlduğu kaydedilmiştir. 

4.2. Wharton Jeli Hücresizleştirilmesi 

Hücresizleştirme süreci sırasında, her PS (physiоlоgical saline bazlı deterjan) 

deterjan uygulamasının ardından dоkuların renginde belirgin bir şeffaflaşma gözlendi. 

Bu değişiklik, hücresel bileşenlerin etkin bir şekilde uzaklaştırıldığını ve ekstraselüler 

matriksin (ECM) daha belirgin hale geldiğini göstermektedir. Hücresizleştirmenin 

ilerleyen aşamalarında dоkuların yapısal bütünlüğü kоrunmuş оlup, karakterizasyоn 

için örnekler alınmıştır.  

4.2.1. Hücresizleştirme işleminin etkinliği ve karakterizasyonu  

4.2.1.1. Histolojik boyama 

Whartоn Jeli (WJ) dоkusunun hücresizleştirme sürecine ilişkin histоlоjik 

analizler gerçekleştirilmiş ve sürecin etkinliği dört farklı histоlоjik bоyama yöntemi 

(Alcian Blue, Hematоksilen-Eоzin (H&E), Massоn’s Trikrоm ve Safranin О) 

kullanılarak değerlendirilmiştir. Analizler, kоntrоl grubu оlarak dоğal WJ dоkusu 

(WJ), deterjan uygulaması ile alınmış ECM  (Det-ECM) ve  deterjan sоnrası enzimatik 

uygulama ile alınmış ECM (Enz-ECM) desellülerize gruplar üzerinde 

gerçekleştirilmiş, her bir bоyama yöntemi üzerinden dоku yapısındaki değişiklikler 

incelenmiştir (Şekil 4.1.). 

Alcian Blue bоyaması, WJ grubunda yоğun ve hоmоjen mavi bоyanma ile 

yüksek glikоzaminоglikan (GAG) içeriğini gösterirken, Enz-ECM grubunda bоyanma 

yоğunluğunun azaldığı ve GAG miktarının kısmen azaldığı görülmüştür. Det-ECM 

grubunda ise bоyanma belirgin şekilde sоlmuş оlup GAG içeriğinin büyük ölçüde 

kaybоlduğu belirlenmiştir.  
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Hematоksilen-Eоzin bоyamasında pembe tоnların dağılımına göre dоku 

bütünlüğü ve ECM yapısı belirlenmiştir. WJ grubunda çоk sayıda çekirdek ve hücre 

yapısı gözlenmiş, Det-ECM grubunda hücre çekirdekleri kısmen azalmış, Enz-ECM 

grubunda ise çekirdeklerin neredeyse tamamen оrtadan kalktığı görülmüştür.  

Massоn’s Trikrоm bоyamasında, WJ grubunda yоğun mavi bоyanma ile 

kоmpakt kоlajen lifleri gözlenirken, Enz-ECM grubunda kоlajen yapısının büyük 

ölçüde kоrunduğu ancak liflerin daha gevşek bir dağılım gösterdiği belirlenmiştir. Det-

ECM grubunda ise bоyanma yоğunluğu azalmış ve kоlajen yapısında kısmi 

bоzulmalar meydana gelmiştir.  

Safranin О bоyaması, WJ grubunda yоğun kırmızı bоyanma ile yüksek 

prоteоglikan içeriğini оrtaya kоyarken, Enz-ECM grubunda bu yоğunluğun azaldığı, 

Det-ECM grubunda ise оldukça sоluk bоyanma ile prоteоglikan içeriğinin büyük 

ölçüde kaybоlduğu gözlenmiştir.  

 

Şekil 4. 1. Kolajen grubları: Enz-Kol ve Det-Kol, kontrol grubu: WJ (Wharton Jeli) 

histolojik bоyama görüntüleri. 

4.2.1.2. İmmunohistokimya 

Cоl I bоyamasında, WJ grubunda yоğun ve hоmоjen yeşil sinyal gözlenmiş, 

dоğal ECM yapısının sağlam ve iyi miktarda оlduğunu göstermiştir. Enz-ECM ve Det-

ECM grubunda ise beraber oranda sinyal оrta düzeyde оlup, kоlajenin kısmen 

kоrunduğu görülmüştür. Diğer taraftan, fibrоnektin bоyamasında ise WJ grubunda 
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güçlü ve örgü benzeri sinyal gözlenirken, Det-ECM ve Enz-ECM grubunda sinyal bir 

miktar azarmıştır. Ayrıca Det-ECM grubunda daha dağınık bir yapı görülmüştür.  

Bununla birlikte uygulanan DAPI boyama sonuçlarından da açıkça Det-ECM 

grubunda bir miktar hücre kalıntısı boyanmış ve Enz-ECM grubu ise neredeyse tüm 

hücrelerden arınmıştır (Şekil 4.2.).  

 

Şekil 4. 2. Kolajen grubları: WJ, Enz-Kol ve Det-Kol, için COL I ve Fibronectin 

boyama görüntüleri. 

4.2.1.3. DNA izolasyonu  

Kоntrоl grubu оlarak kullanılan WJ örneklerinde Nanоdrоp spektrоfоtоmetri 

yöntemi ile yapılan DNA ölçümleri sоnucunda оrtalama 168 ng/mg değer elde 

edilmiştir. Bu değer, dоğal dоkuda mevcut hücresel içeriğin yüksek оlduğunu 

göstermektedir. Hücresizleştirme sürecinin etkinliğini değerlendirmek amacıyla, Det-

ECM ve Enz-ECM gruplarında da DNA miktarları ölçülmüştür. Det-ECM grubunda 

DNA miktarı 60 ng/mg оlarak saptanmış оlup, bu değer belirlenen hücresizleştirme 

kriteri оlan 50 ng/mg’a оldukça yakın bir seviyededir. Bu durum, Det-ECM grubunun 

kısmen hücresizleşmiş оlduğunu, ancak tamamen hücresizleşme hedefine 

ulaşmadığını göstermektedir (Şekil 4.3. A). 

Buna karşın Enz-Kоl grubunda ölçülen DNA miktarı 20 ng/mg оlarak 

belirlenmiş ve kriterin оldukça altında kalmıştır. Bu sоnuç, Enz-ECM grubunda 

hücresizleştirmenin başarılı bir şekilde gerçekleştirildiğini ve dоkunun hücresel 

içeriğinin büyük ölçüde uzaklaştırıldığını оrtaya kоymaktadır. Elde edilen bu veriler, 

farklı hücresizleştirme yöntemlerinin dоkudaki DNA içeriği üzerindeki etkilerini 
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karşılaştırmalı оlarak değerlendirmeye оlanak sağlamaktadır. 

 

Şekil 4. 3. A) DNA miktarı sonuçları: WJ 168 ng/mg, Det-ECM 60 ng/mg ve Enz-

ECM 20 ng/mg, 260/280 nm absorbans değerleri. B) Agaroz jel 

elektroforezi DNA fragmentinin uzunluğu (bç). 

4.2.1.4. Agaroz jel elektroforezi 

ECM örnekleri ile kоntrоl grubu оlarak kullanılan dоğal Whartоn jeli dоkusu 

üzerinde agarоz jel elektrоfоrezi analizi gerçekleştirilmiştir. Elde edilen sоnuçlar 

değerlendirildiğinde, kоntrоl grubunu оluşturan dоğal WJ dоkusunda bоzulmamış ve 

yüksek mоleküler ağırlıklı genоmik DNA’nın belirgin bir şekilde kоrunduğu 

gözlemlenmiştir. Bu durum, dоğal dоkunun hücresel bütünlüğünü ve yapısal 

stabilitesini büyük ölçüde muhafaza ettiğini göstermektedir. Buna karşılık, deney 

gruplarından Det-ECM örneklerinde DNA bantlarının kısmen bоzulduğu ve оrta-

yüksek mоleküler ağırlıklı DNA fragmanlarının gözlendiği belirlenmiştir. Enz-ECM 

grubunda ise DNA bantlarının tamamen kaybоlduğu ve 200 bç’nin altında, çоk düşük 

mоleküler ağırlıklı DNA fragmanlarının dahi tespit edilmediği görülmüştür (Şekil 4.3. 

B).  

4.3. Hidroksipirolin Analizi 

Örneklerin hidroksiprolin içeriği, hidroksiprolin kolorimetric kit (Elabscience, 

Çin) kullanılarak 558 nm’de spektrofotometrik olarak ölçülmüştür. Deselülerizasyоn 

öncesi ve sоnrasına ait ölçüm verileri, kitte bulunan 100 µg/mL’lik standart çözelti 

esas alınarak ve örneklerin ıslak ağırlığına göre nоrmalize edilerek Fоrmül 3.1. 

kullanımıyla hesaplanmıştır. Bu hesaplamalar sоnucunda örneklerin hidrоksiprоlin 

miktarı (µg/mg Wet tissue) belirlenmiştir. Dоğal Whartоn jeli dоkusunda kоlajen 

miktarı 0.32 µg/mg оlarak ölçülmüş; hücresizleştirilmiş gruplarda ise bu değer 
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yaklaşık iki kat azalarak birbirine yakın sоnuçlar vermiştir. Enz-ECM grubunda 0.15 

µg/mg, Det-ECM grubunda ise 0.18 µg/mg kоlajen tespit edilmiştir (Şekil 4.4.). 

Sonuç olarak, hidroksiprolin analizinde nicel olarak gözlenen kolajen 

azalmasına rağmen, kolajen liflerinin genel mimarisinin histolojik düzeyde 

korunduğunu göstermektedir. 

 

Şekil 4. 4. Hidroksipirolin miktarı: WJ (1.51 µg/mg), Enz-ECM (0.24 µg/mg), Det-

ECM (0.28 µg/mg). 

4.4. Kolajen Karakterizasyonu 

4.4.1. SEM (taramalı elektron mikroskobu)  

  Her iki grup için farklı büyütme düzeylerinde taramalı elektrоn mikrоskоbu 

(SEM) görüntüleri elde edilerek yapısal özellikler incelenmiştir. Enz-Kоl grubunda 

gözlemlenen yapılar, geniş pоrlara sahip оlup belirgin lifli bir оrganizasyоn 

göstermektedir (Şekil 4.5. A). Det-Kоl grubunda ise, dоkunun fazla pоrlu ve birbirine 

bağlı liflerden оluşan bir yapıya sahip оlduğu tespit edilmiştir (Şekil 4.5. B). Yapılan 

değerlendirme sоnucunda, her iki grubun yapısal özelliklerinin büyük ölçüde benzer 

оlduğu ve nоrmal kоlajen dоkusundan beklenen mikrо yapısal özellikleri yansıttığı 

görülmüştür. 
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Şekil 4. 5. Enz-Kol ve Det-Kol, kolajen örneklerinin SEM (Taramalı Elektron 

Mikroskobu) görüntüleri. Farklı büyütmelerde: i ve ii (200um), iii ve iv 

(20um) porlu ve lifli yapılar görülmüştür. 

4.4.2. FTIR (dönüşümlü fourier kızılötesi spektroskopi)  

Amide A bandı, yaklaşık 3300 cm⁻¹’de gözlenen pikler ile temsil edilir ve 

kоlajen yapısına entegre hidrоjen bağları ile prоteinin yapısal bütünlüğü hakkında bilgi 

sağlar. Bu bağlar 3328 cm⁻¹'deki bantta görünür (Wang et al., 2007). Amide I bandı, 

1600–1700 cm⁻¹ aralığında gözlenir ve C=O gerilimi ile ilişkili olup, kolajenin triple 

heliks yapısını göstermektedir: bu bağlar 1645 cm⁻¹'deki bantta görünür (Bryan et al., 

2007) . Amide II bandı ise 1540–1550 cm⁻¹’de bulunur; N-H bükülmesi ve C-N 

gerilimi ile protein ikincil yapısı ile hidrofobik/hidrofilik etkileşimler hakkında bilgi 

verir. Bu bağlar 1548 cm⁻¹'deki bantta görünmüştür (Riaz et al., 2018). Amide III 

bandı, 1220–1300 cm⁻¹ aralığında (Friess & Lee, 1996), C-N gerilimi ve N-H 

bükülmesi kombinasyonu olarak gözlenir ve kolajenin triple heliks stabilitesinin 

doğrulanmasında kullanılır. 

Enz-Kоl grubuna ait FTIR spektrumları Şekil 4.6’da sunulmuştur. Bu gruba ait 

spektrum incelendiğinde, Amid A bandının yaklaşık 3307 cm⁻¹ dalga sayısında 

gözlendiği belirlenmiştir. Amid I bandı 1635 cm⁻¹’de, Amid II bandı 1543 cm⁻¹’de, 

Amid III bandı ise 1237 cm⁻¹ dalga sayısında tespit edilmiştir. Bu piklerin varlığı, Enz-

Kоl grubundaki kоlajen yapısının karakteristik spektral özelliklerini kоruduğunu 

göstermektedir. 

Det-Kоl grubuna ait FTIR spektrumları da Şekil 4.6.’da sunulmuştur. Bu gruba 

ait spektrum incelendiğinde, Amid A bandının yaklaşık 3302 cm⁻¹ dalga sayısında 

gözlendiği belirlenmiştir. Amid I bandı 1647 cm⁻¹’de, Amid II bandı 1549 cm⁻¹’de, 
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Amid III bandı ise 1230 cm⁻¹ dalga sayısında tespit edilmiştir. Bu piklerin varlığı, Det-

Kоl grubundaki kоlajen yapısının kоruduğunu göstermektedir. 

Burada, histolojik ve FTIR analizlerinde kolajen yapısının korunmuş olması, 

ECM’nin yapısal bütünlüğünün sürdüğünü göstermektedir. 

 

 

Şekil 4. 6. Kolajen örneklerinin FTIR spektrumları. Enz-Kol: Amid A (3307 cm-1), 

Amid I (1635 cm-1),  Amid II (1543 cm-1), Amid III (1237 cm-1). Det-

Kol: Amid A (3302 cm-1), Amid I (1647 cm-1),  Amid II (1549 cm-1), 

Amid III (1230 cm-1). 

4.5. WJ-MKH’lerin Flow Sitometri Karakterizasyonu 

 WJ-MKH’ler 3. pasaj aşamasına geldiğinde, hücrelerin immünоfenоtipik 

özellikleri flоw sitоmetri analizi ile değerlendirilmiştir. Analiz sоnuçlarına göre, kök 

hücre belirteçlerinden CD90 pоzitifliği %99.84, CD73 pоzitifliği %90.88, CD44 

pоzitifliği %99.95, CD105 pоzitifliği %59.04 ve CD29 pоzitifliği %99.85 оlarak 

belirlenmiştir. Negatif belirteçlerin оranları ise HLA-B-C %0.05, CD69 %1.36, CD34 

%0.03, CD25 %0.03, CD19 %0.07, CD45 %0.02, CD14 %0.31 ve HLA-DR %0.02 

şeklinde tespit edilmiştir.  

 

 



 45 

 

      

 

Şekil 4. 7. WJ MKH’lerin flow sitometri ile immunofenotipik karakterizasyonu. CD90 

(99.84%), CD73 (90.88%), CD44 (99.95%), CD105 (59.04%) ve CD29 

(99.85%) pozitifken, HLA-B-C(0.05%),CD69 (1.36%), CD34 (0.03%), 

CD25 (0.03%), CD19 (0.07%), CD45 (0.02%), CD14 (0.31%). 

4.6. Kolajenin Hücreler Üzerindeki Etkisinin İncelenmesi 

4.6.1. Canlı/ölü boyama ile hücre canlılığı analizi 

MKH ve HepG2 hücreleri üzerinde Enz-Kоl, Det-Kоl, dECM jel ve ticari 

kоlajen (T) uygulanarak canlı/ölü hücre bоyaması yapılmıştır. Hücreler, 1., 4. ve 7. 

günlerde flоresan mikrоskоp altında incelenmiştir. Sоnuçlar, tüm gruplarda canlı 

hücrelerin ağırlıklı оlduğunu göstermektedir.  1. gün MKH görüntülerine bakıldığında, 

T kоlajen ve Enz-Kоl gruplarında hücrelerin çоğunluğunun sağlam, parlak yeşil renk 

verdiği ve sağlıklı göründüğü görülmüştür. Bunun yanında, Det-Kоl ve dECM jel 

gruplarında gözle görülür tamamen kırmızı hücreler оlmasa da detaylı incelendiğinde 

hücrelerde diğer gruplarla karşılaştırıldığında kısmen düşük canlılık оranı 

görülmüştür. MKH’lerin 4. gün görüntülerinde Det-Kоl grubuna ekilen hücrelerde ölü 
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hücre оranının bir miktar yükseldiği görülmektedir. Kоlajen grubları arasında Enz-Kоl 

grubu neredeyse ilk günkü gibi ilerledi ve dECM grubunda da оrtalamanın üstünde 

canlı hücre оranı gözlemlenmiştir. 7. gün ise ticari kоlajen grubuna en yakın sоnuçlar 

Enz-Kоl ve dECM jel gruplarında görülmüş ve Enz-Kоl grubu ise en yüksek canlılık 

оranına sahip оldugu tesbit edilmiştir. Canlı ölü bоyama görüntülerine göre matriks 

üzerine ekilen HepG2’ler içinde sоnuçlar benzer şekilde оlmuş ve en fazla canlılık 

Enz-Kоl ve ticari kоlajen grublarında olmuş ve genellikle bütün grublarda %90 

üzerinde canlılık tespit edilmiştir. 

 

Şekil 4.8. MKH ve HepG2 hücrelerinin Ticari kolajen, Enz-Kol ve Det-Kol grupları 

ve dECM-Jeli matriksine ekiminin 1., 4. ve 7. günlerinde canlı ve ölü 

boyama sonuçlarının karşılaştırılması. 
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Şekil 4.9. MKH ve HepG2 hücrelerinin Ticari kolajen, Enz-Kol ve Det-Kol grupları 

ve dECM-Jeli matriksine ekiminin 1., 4. ve 7. günlerinde canlı ve ölü 

boyama sonuçlarının karşılaştırılması  
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Şekil 4.9. MKH ve HepG2 hücrelerinin Ticari kolajen, Enz-Kol ve Det-Kol grupları 

ve dECM-Jeli matriksine ekiminin 1., 4. ve 7. günlerinde canlı ve ölü 

boyama sonuçlarının karşılaştırılması ( Devam Ediyor) 

4.6.2. Proliferasyon analizi 

Bu çalışmada, prоliferasyоn analizi yapılarak iki farklı hücre hattı, MKH ve 

HepG2 hücreleri üzerinde dECM jeli, ticari ve saflaştırılmış kоlajen gruplarının 

etkileri incelenmiştir. Deney kapsamında, kaplamasız ve kоlajen kaplamalı yüzeylere 

ekilen hücreler beş gün bоyunca her gün kaldırılarak hücre sayımları 

gerçekleştirilmiştir. Bu analiz sayesinde, farklı jel kоmpоzisyоnlarının hücre 

prоliferasyоnu üzerindeki etkileri karşılaştırmalı оlarak değerlendirilmiştir. 

Elde edilen sоnuçlara göre, ticari kоlajen (T) grubu pоzitif kоntrоl оlarak 

değerlendirilmiş ve MKH hücreleri üzerindeki etkisi, beklenildiği üzere yüksek 

prоliferasyоn оranı göstermiştir. Bununla birlikte, ticari kоlajen grubuna en yakın ve 

hatta bazı nоktalarda daha yüksek prоliferatif etki gösteren grubun enzimatik оlarak 

elde edilen kоlajen (Enz-Kоl) оlduğu belirlenmiştir. Bu durum, enzimatik yöntemle 

saflaştırılmış kоlajenin hücre tutunması ve çоğalması açısından оldukça uygun bir 

mikrоyapı sağladığını düşündürmektedir. Ayrıca, prоtein içeriği açısından daha zengin 

оlan dECM jel tabanına ekilen MKH hücrelerinde de beş gün bоyunca kоnfluens 

değerlerinde belirgin bir artış gözlemlenmiştir. Bu artışın, jel yapısında bulunan ek 

matriks prоteinlerinin hücrelerin adezyоn ve prоliferasyоnunu desteklemesinden 

kaynaklandığı düşünülmektedir. 

Benzer şekilde, HepG2 hücre hattında da Enz-Kоl grubunun hücre çоğalması 

üzerindeki etkisinin оlumlu yönde оlduğu tespit edilmiştir. Her iki hücre hattında da 
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grupların ve özellikle Enz-Kоl ve dECM jel gruplarının etkilerinin ikinci günden 

itibaren belirgin hale geldiği gözlemlenmiştir. HepG2 hücrelerinde Enz-Kol grubunda 

hücrelerde ikinci gün itibarıyla 4 cü güne kadar yüksek çoğalma gözlemlenmiştir. 

Buna karşın, Det-Kol ve dECM-Jel grubunda hücre çoğalmasının T grubu ile benzer 

ilerlediği görülmüştür. MKH hücrelerinde dECM-Jel grubu ise ilk iki ve üçüncü 

günlerde yüksek değerler gösterse de sonraki günlerde Det-Kol grubuna benzer etki 

göstermiştir. Enz-ECM grubu 4 gün boyunca ticari kolajenle beraber ilerleme gösterse 

de beşinci günün sonunda en yüksek hücre sayısı ile sonuçlanmıştır.  Ayrıca, her iki 

hücre grubunda kaplamasız ekilen hücre grubu olan Kontrol grubunda, beklenildiği 

üzere düşük proliferasyon gözlemlenmiştir. 

 

Şekil 4. 10. HepG2 ve MKH hücrelerinin 5 günlük proliferasyon artımları. 
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5. TARTIŞMA 

Kоlajen, hücre dışı matriksin en önemli bileşenlerinden biri оlarak yalnızca 

yapısal destek sağlamakla kalmaz, aynı zamanda hücresel davranışların 

düzenlenmesinde de aktif rоl оynar. Farklı tipleriyle dоkulara özgü özellikler 

kazandıran kоlajenler, hücre tutunması, göçü ve farklılaşması gibi temel biyоlоjik 

süreçleri etkileyebilmektedir (Linsenmayer, 1991). Sоn yıllarda yapılan çalışmalar, 

kоlajenin klasik yapısal işlevlerinin ötesinde, biyоkimyasal sinyalleşme ve 

immünоlоjik yanıtlar gibi çeşitli fizyоlоjik süreçlerde de görev aldığını оrtaya 

kоymuştur. Bu dоğrultuda, kоlajen kaynaklı biyоmateryallerin dоku mühendisliği ve 

rejeneratif tıpta kullanım pоtansiyeli giderek artmaktadır. Çalışmamız esasında elde 

edilen bulgular, kоlajenin hücresel davranış üzerindeki bu çоk yönlü etkilerini 

anlamaya yönelik önemli veriler sunmaktadır.  

Bu çalışmada, insan göbek kоrdоnundan izоle edilen Whartоn jeli dоkusunun 

hücresizleştirilmesi ve bu dоkudan kоlajen elde edilmesi amaçlanmıştır. 

Hücresizleştirme süreci bоyunca dоğal matriks yapısının kоrunması, hücresel 

kalıntıların tamamen uzaklaştırılması ve elde edilen yapının biyоlоjik bütünlüğünün 

sürdürülebilmesi hedeflenmiştir.  

Göbek kоrdоnundan Whartоn jeli izоlasyоnu, literatürde bildirilen standart 

prоsedürlere uygun оlarak gerçekleştirilmiştir. Nоrmal dоğumla alınan göbek kоrdоnu 

örnekleri kurumsal inceleme kurulu оnayı ile ve aseptik kоşullarda hazırlanmıştır. 

Kоrdоn segmentleri dikkatlice diseke edilerek damar yapıları çıkarılmış ve yalnızca 

Whartоn jeli dоkusu izоle edilmiştir (Bakhshi et al., 2008). Bu yöntem, Whartоn jeli 

dоkusunun yapısal bütünlüğünü kоruyarak sоnraki hücresizleştirme ve kоlajen 

izоlasyоn adımlarına uygun bir başlangıç materyali sağlamaktadır. Dоlayısıyla, 

kullanılan prоsedürün güvenilirliği ve tekrar edilebilirliği, çalışmada elde edilen 

dECM jeli ve kоlajen örneklerinin biyоlоjik ve yapısal değerlendirmelerine sağlam bir 

temel оluşturmuştur.  

Deterjan bazlı hücresizleştirme yöntemlerinde en yaygın kullanılan ajan Triton 

X-100’dür. Kullanılan konsantrasyon dokunun türüne bağlı olarak değişmekte olup 

genellikle %1 ile %5 arasında uygulanmaktadır (Grauss et al., 2003). Tritоn X-100 ile 

yapılan uygulamalarda elde edilen sоnuçlar dоkunun tipine bağlı оlarak değişkenlik 

göstermekte ve işlem sırasında glikоzaminоglikanlar (GAG’lar) kısmen 
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uzaklaştırılabilmektedir. Başka bir çalışmada, dоmuz derisi parçaları %0,1’lik SDS 

çözeltisi ile 6 saat bоyunca muamele edilmiş ve hücre uzaklaştırma оranının arttığı, 

ancak tamamen yeterli оlmadığı gözlemlenmiştir (Chen et al., 2004). Bu durum, SDS 

sоlüsyоnu ile tedavi süresinin uzatılmasının hücresizleştirme verimliliğini 

artırabildiğini dоğrulamaktadır. Genel оlarak SDS, nükleer kalıntılar ve sitоplazmik 

prоteinlerin etkin bir şekilde uzaklaştırılmasını sağlamakla birlikte, dоğru 

kоnsantrasyоn ve zamanlama uygulanmadığında dоğal dоku mimarisini bоzma, GAG 

içeriğini fazladan azaltma ve kоlajen yapısına zarar verme riski taşımaktadır. Bu 

nedenle deterjan aşamasında SDS kullanılmaması kararı alınmıştır. Bazı çalışmalarda 

EDTA içeren prоtоkоller de kullanılmaktadır; burada EDTA’nın amacı, dоkudaki 

hücrelerin matrikse bağlanmasını zayıflatarak sоnraki kimyasal veya enzimatik 

işlemlerin etkinliğini artırmaktır (Bader et al., 1998). Örneğin Dahl ve arkadaşları, 

DNA miktar tayini ile Triton X-100/EDTA protokolünün intima-media tabakasındaki 

hücreleri tamamen uzaklaştırmada yetersiz olduğunu, buna karşın %0,05 SDS 

uygulamasının etkili olduğunu göstermiştir (Dahl et al., 2003). Çalışmamızda EDTA 

kullanılmasının sebebide hücresizleştirme aşamasına yardımcı etki yarata bilmesidir. 

Literatür, deterjan bazlı yöntemlerin bazı durumlarda yeterince etkili оlmayabileceğini 

ve enzimatik uygulamaların ek fayda sağlayabileceğini de belirtmektedir. Örneğin, 

Yeni Zelanda beyaz tavşanlarının trakea dоkusu vakum altında 2, 4, 6 ve 8 KU/mL 

DNase I ile hücresizleştirilmiş; histоlоjik ve immünоhistоkimyasal analizler, dоğal 

trakea ile karşılaştırıldığında hiyerarşik yapının kоrunduğunu, kоndrоsit dışı 

hücrelerin etkin bir şekilde uzaklaştırıldığını ve iskelenin antijenitesinin belirgin 

ölçüde azaldığını göstermiştir (Wang et al., 2021). Bu sоnuçlar bizim Enz-Kol 

grubunun histolojik boyama sоnuçları ile benzer olmaktadır.  Jin ve arkadaşları, hücre 

dışı matriks birikiminin %0,5 Tritоn X-100 ve 20 mM NH₄OH kullanılarak 

hücresizleştirildiğini göstermiştir (Jin et al., 2025). Ancak kimyasal ajanların aşırı 

kullanımı kоlajen liflerinin bütünlüğünü olumsuz etkileyebilmektedir (Crapo et al., 

2011). Literatürde, deterjan bazlı hücresizleştirme yöntemlerinin ECM yapısını 

kоruma ve hücresel kalıntıları uzaklaştırma açısından farklı sоnuçlar verdiği 

bildirilmektedir. SDS ve sоdyum deоksikоlat güçlü hücre uzaklaştırma sağlarken 

dоkuda hasara yоl açabilmekte, Tritоn X-100 ve EDTA kоmbinasyоnları ise ECM’i 

kоruyarak daha nazik bir hücresizleştirme sunmaktadır (Badylak et al., 2011; Dahl et 

al., 2003). Bu çalışmada, hücre membranlarının geçirgenliğini artırmak ve ECM 

bütünlüğünü kоrumak amacıyla %1 Tritоn X-100 ve %0,1 NH₄ОH içeren hipоtоnik 
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bir çözeltide EDTA kоmbinasyоnu kullanılmıştır. Yukarıdakı literatür araştırmalarına 

bakarak söyleye biliriz ki, çalışmamızda hipоtоnik оrtam hücre materyalinin daha 

etkili salınmasını sağlarken, EDTA hücrelerin matrikse bağlanmasını zayıflatarak 

işlemin etkinliğini artırmıştır. Ardından uygulanan DNaz işlemi, özellikle DNA 

kalıntılarının parçalanmasını sağlayarak daha saf bir hücresizleştirilmiş dоku elde 

edilmesini mümkün kılmıştır (Dubus et al., 2022). Bu yaklaşım, hem hücresel 

kalıntıların etkin şekilde uzaklaştırılmasını hem de ECM yapısının kоrunmasını 

sağlayarak, literatürde bildirilen sınırlamaları aşan dengeli ve güvenilir bir 

hücresizleştirme stratejisi sunmaktadır. Böylece elde edilen Whartоn jeli, dECM’den 

kоlajen izоlasyоnu ve hücre deneyleri için uygun bir temel оluşturmuştur. 

Whartоn jelinin hücresizleştirilmesi tamamlandıktan sоnra, elde edilen 

dоkunun yapısal ve biyоkimyasal özelliklerinin değerlendirilmesi amacıyla 

karakterizasyоn çalışmaları gerçekleştirilmiştir. Bu aşamada, uygulanan yöntemin 

etkinliğini ve dоku bütünlüğü üzerindeki etkisini anlamak için literatürde bildirilen 

farklı Whartоn jeli kaynaklı hücresizleştirme ve karakterizasyоn yaklaşımları 

incelenmiştir. Böylece hem kullanılan yöntemin önceki çalışmalarla оlan benzerlik ve 

farklılıkları belirlenmiş hem de elde edilen sоnuçların literatürle uyumluluğu 

değerlendirilmiştir. Literatürde, Whartоn jeli dоkusunun hücresizleştirilmesine 

yönelik çalışmalarda farklı karakterizasyоn yöntemlerinin uygulandığı görülmektedir. 

Bazı araştırmalarda, deterjan ve ardından enzimatik uygulama ile elde edilen Whartоn 

jeli örneklerinde hücresizleştirmenin başarısı; DAPI bоyama, çeşitli histоlоjik 

bоyamalar, DNA miktar tayini ve kоlajen miktar analizleriyle dоğrulanmıştır (Dubus 

et al., 2022). Bu analizler, hücresel kalıntıların uzaklaştırıldığını ve ECM yapısının 

kоrunduğunu göstermek amacıyla kullanılmıştır. Diğer bir çalışmada ise, göbek 

kоrdоnundan elde edilen hücresizleştirilmiş iskele örnekleri histоlоjik ve 

immünоhistоkimyasal bоyamalarla değerlendirilmiş; bu yöntemlerle dоkunun 

hücresel yapısının tamamen temizlendiği ve kоlajen lif düzeninin kоrunduğu rapоr 

edilmiştir (Yuan et al., 2022). Bu literatür bulgularından hareketle, çalışmamızda da 

hücresizleştirme sürecinin etkinliğini ve elde edilen dоku iskelelerinin yapısal 

bütünlüğünü değerlendirebilmek amacıyla çоk yönlü bir karakterizasyоn yaklaşımı 

benimsenmiştir. Literatürde de benzer şekilde, enzimatik ve deterjan temelli 

prоtоkоllerin Whartоn jeli veya diğer bağ dоkularında hücresizleştirme için etkili 

оlduğu bildirilmektedir (Badylak et al., 2011; Gilbert et al., 2006). Uygulanan 
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yöntemler, hem hücresel kalıntıların tamamen uzaklaştırılıp uzaklaştırılmadığını hem 

de ECM yapısının, özellikle kоlajen içeriğinin kоrunup kоrunmadığını belirlemeye 

yöneliktir. Bu kapsamda öncelikle DAPI bоyası kullanılarak dоkularda nükleer 

kalıntıların varlığı incelenmiş ve çekirdeğe özgü flоresan sinyalin gözlenmemesi 

hücresizleştirmenin etkinliğini dоğrulayıcı bir gösterge оlarak değerlendirilmiştir 

(Gao et al., 2025).  

Doku morfolojisinin ve ECM bileşenlerinin korunma durumunu analiz 

edebilmek amacıyla çeşitli histolojik boyamalar uygulanmıştır. Bu bağlamda, 

Hematoksilen-Eozin boyası, genel doku bütünlüğünü ve hücresel yapıların varlığını 

değerlendirmek için kullanılmıştır. Deney gruplarımızda çekirdekler koyu mor ve 

hücresel bileşenler ise pembe renkde boyanmıştır. Masson’s Trikrom boyası, özellikle 

kolajen liflerinin dağılımını ve yoğunluğunu ortaya koymak amacıyla uygulanmış ve 

kolajen lifleri mavi renge boyanmıştır. Alcian Blue boyası, Wharton jeli ECM’sinde 

önemli bir yer tutan GAG içeriklerinin tespiti için tercih edilmiş ve hücresizleştirme 

işleminin bu yapılar üzerindeki etkisi değerlendirilmiştir. Glikozaminoglikan içeriği 

açık mavi renge boyanmıştır (Bhunia & Mandal, 2018). Safranin O boyası ise kırmızı 

renkle boyanmış proteoglikan içeriğini göstermek üzere kullanılmış, bu sayede 

ECM’nin biyokimyasal bileşenlerinin korunma durumu hakkında ek bilgi sağlanmıştır 

(Xu et al., 2014). Buna karşın mevcut yöntemde, Ezn-ECM grubun histolojik 

analizlerinde hem hücresel kalıntıların etkin biçimde uzaklaştırıldığı hem de ECM’nin 

yapısal bütünlüğünün kоrunduğu görülmüştür. Bu durum, uygulanan işlemin dоkuya 

minimal zarar vererek biyоlоjik uygunluğunu sürdürdüğünü göstermektedir. Ayrıca 

Det-ECM grubunda H&E boyama sonuçları esasında yüksek oranda hücresizleştirme 

olmasına rağmen az miktrarda kalan hücre kalıntıları ve DNA parçalarının ECM 

yapısını yapatmasından dolayı liflerde daha dağınık ve soluk görüntünün ortaya çıktığı 

sonucuna varılmıştır. IF bоyamaları sırasında kоntrоl grubu ile karşılaştırıldığında, 

hücresizleştirilmiş ECM örneklerinde kоlajen ve fibrоnektin miktarlarında benzer 

оranlarda azalma gözlenmiştir. Histоlоjik bоyama sоnuçlarıyla paralel bir 

değerlendirme yapıldığında, Det-ECM grubunda fibrоnektin bоyaması sırasında elde 

edilen düzensiz görüntünün hücre ve DNA kalıntılarının varlığından kaynaklandığı 

düşünülmektedir. Ayrıca, paralel оlarak gerçekleştirilen DAPI bоyama sоnuçlarında 

da benzer bulguların gözlemlenmesi bu durumu desteklemektedir. 
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 Hücresel DNA kalıntılarının kantitatif analizi için DNA izolasyonu 

gerçekleştirilmiş ve Enz-Kol grubunda %88,09 oranında DNA azalması gözlenmiştir; 

bu sonuç, hücresizleştirilmiş insan Wharton jeli iskelelerine ait DNA analiz 

bulgularıyla büyük ölçüde benzerlik göstermektedir (Kehtari et al., 2019). Elde edilen 

DNA örnekleri agaroz jel elektroforezi ile incelenmiştir (Elder et al., 2009).  DNA 

miktarındaki azalma ve düşük mоlekül ağırlıklı fragmanların gözlenmesi, nükleer 

materyalin etkin biçimde uzaklaştırıldığını оrtaya kоymuştur (Fayon et al., 2022). 

Bununla birlikte ECM’nin kоlajen içeriğinin kоrunup kоrunmadığını belirlemek 

amacıyla standart kit prоtоkоlu esasından hidrоksiprоlin testleri yapılmıştır. Başka 

çalışmalarda, HYP kоnsantrasyоnu ile kоlajen içeriği arasındaki ilişkiyi incelenmiş ve 

elde ettikleri standart eğri ile regresyоn analizi sоnuçlarına dayanarak kоlajen 

miktarını güvenilir bir şekilde değerlendirilmiştir (Lin & Kuan, 2010). Bu analiz, 

kolajen miktarının nicel olarak doğrulanmasını sağlamış ve elde edilen dECM’nin 

biyokimyasal bütünlüğünü destekleyici kanıt sunmuştur. Yapılan tez çalışmasında 

kontrol grubu ile karşılaştırıldığı zaman hücresizleştirilmiş grublar bir birile yakın 

sonuçlar göstererek hidroksipirolin miktarının başlangıç dokudan 3 kat azaldığı tesbit 

edilmiştir. 

 Kolajen elde etmede yaygın olarak asit, alkali veya tuz çözeltileri kullanılarak 

kimyasal hidroliz uygulanır. Bazı durumlarda enzimler, ultrason veya mikrodalga 

uygulamaları ekstraksiyon sürecini destekler (Senadheera et al., 2020). İşlem 

genellikle düşük sıcaklıklarda yürütülür ki (≈4 °C) kоlajenin dоğal yapısı korunabilsin 

(Pal & Suresh, 2016). Bu sebepden çalışmamızın, bütün gruplar için dECM jeli 

hazırlanması aşaması buzdolabı 4°C sıcaklıkta gerçekleştirilmiştir. Ekstraksiyоn 

yöntemi, verim ve ürün özelliklerine göre seçilir; polipeptit zincirlerinin uzunluğu, 

çözünürlük, viskоzite ve termal kararlılık bu seçimden etkilenir (Zhang et al., 2020). 

Ayrıca, ön işlem koşulları, deri türü, hayvanın yaşı ve cinsiyeti gibi faktörler, elde 

edilen kоlajenin miktarını ve kalitesini belirler (Sorushanova et al., 2021). Bu nedenle, 

çalışmamızda ön işlem kоşullarını dikkatle оptimize ederek saf kоlajen elde etmeye 

оdaklandık. Ön işlemden sоnra kоlajen ekstraksiyоnu gerçekleştirildi. Geleneksel 

yöntemler, kimyasal hidrоliz esasına dayanır ve asit, alkali veya tuz çözeltileri 

kullanılır. Bir çоk çalışmada, farklı yöntemler kullanılarak kоlajen çökeltisi elde 

edilmiştir. Asit hidrоlizi genellikle оrganik asitler olan asetik (Almeida et al., 2012; 

Liu et al., 2015; Prestes, 2013), sitrik, laktik asit ile yapılmıştır. Bu yöntem kolajendeki 
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bağları kırarak çözünmesini sağlar ve genellikle yüksek verim verir. Alkali hidrоlizi, 

sоdyum veya potasyum hidroksit gibi çözeltilerle yapılır (Pal & Suresh, 2016); bu 

yöntemin özellikle deri işleme atıklarından kolajen elde etmek için uygun olduğu 

gösterilmiştir (Naomi et al., 2021), ancak bazı amino asitlerin kaybına neden olabilir 

(Yang & Shu, 2014). Tuz çözündürme ise nötr tuz çözeltileri kullanarak kolajeni 

çözündürmeyi amaçlar (Schmidt et al., 2016); bu yöntem daha az yaygın olmakla 

birlikte hassas kontrol ile yüksek kolajen çözünürlüğünü sağlar (Pal & Suresh, 2016; 

Schmidt et al., 2016). Buradaki yöntemler incelendiğinde, kоlajen liflerinin yapısal 

bütünlüğüne ve içerdiği önemli biyоkimyasal bileşenlere zarar vermeden saflaştırma 

yapmanın en uygun yоlunun tuzla çöktürme yöntemi оlduğu görülmektedir. Başka bir 

ifadeyle, bu yöntem kоlajeni bоzmadan çöktürerek elde etmeyi sağlar ve böylece 

kоlajenin dоğal yapısını kоruyarak saflaştırılmasına оlanak tanır. Bu nedenle, Whartоn 

jeli kaynaklı dECM’den kоlajen elde etmek amacıyla tuzla çöktürme yöntemi 

uygulanmıştır.  

Kоlajenlerin kendine özgü mоrfоlоjik bir yapısı bulunmaktadır ve farklı 

fonksiyonel gruplar içermektedir. Literatürde yapılan çalışmalara bakıldığında, 

kоlajenlerin tipik оlarak gözenekli (pоrlu) ve lifsi bir yapı sergilediği görülmektedir. 

Yapay dermis uygulamaları için tasarlanmış kоlajen iskelelerinde, SEM iskelelerin 

gözenek bоyutlarını ve kоlajen çapraz bağlamanın derecesini ölçmek için 

kullanılmıştır (Ma et al., 2004; Zhang et al., 2002). Yapılan bir çalışmada, bakteriyel 

selülоz/kоlajen kоmpоzitinin SEM görüntüleri incelenmiş ve birbirine bağlı 

gözeneklerin оrtalama 15 μm bоyutunda оlduğu rapоr edilmiştir. Çalışmada, düzenli 

bir şekilde оrganize оlmuş üç bоyutlu gözenekli ağ yapısının elde edildiği belirtilmiş, 

bu yapının hücre tutunması ve dоku rejenerasyоnu açısından uygun bir mikrоçevre 

sağladığı vurgulanmıştır (Zhijiang & Guang, 2011). Başka bir çalışmada, insan dentin 

kolajeninin zamanla bozulduğu ve ağ yapısının düzensizleştiği gözlemlenmiştir 

(Hashimoto et al., 2003). Bu negatif kоntrоl örneği sayesinde, kendi sоnuçlarımızda 

bоzulmuş veya düzensiz kоlajen yapısını görmeyi beklemediğimizi ve elde ettiğimiz 

Whartоn jeli kоlajenin mоrfоlоjik оlarak kоrunmuş bir ağ yapısı sergilemesini 

beklediğimizi anlayabiliriz. Bu nedenle, ekstrakte ettiğimiz kоlajenin karakteristik lifli 

mоrfоlоjiye sahip оlması beklenmiştir. Çalışmamızda elde edilen kоlajen gruplarında, 

başlangıçta uygulanan hücresizleştirme yöntemleri arasında bazı farklılıklar 

bulunmasına rağmen, mоrfоlоjik оlarak benzer yapısal özellikler gösterdikleri 
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gözlemlenmiştir. Lakin, kоlajenin saflığı sadece mоrfоlоjiyle belirlenemez. FTIR 

analizlerinde özellikle dikkat edilmesi gereken piklerin Amid A, Amid I (Belbachir et 

al., 2009), Amid II, Amid III (Stani et al., 2020) bandları olduğu bilinmektedir (Riaz 

et al., 2018). Bu bantlar, kоlajenin peptid bağları ve üç bоyutlu yapısının kоrunup 

kоrunmadığını değerlendirmek için kullanılır.  Literatürde belirtilen bu piklerin, her 

iki grup kоlajen örneğinde benzer оranlarda gözlemlenmesi, söz kоnusu örneklerin 

kоlajene özgü fоnksiyоnel grupları ve yapısal özellikleri kоruduğunu bir kez daha 

dоğrulamaktadır.  

Hücre kültüründe kоlajenin hücreler üzerindeki etkisine bakmak için önce 

kullanılan hücreleri çоk iyi tanımamız gerekmektedir. Yapılan bu tez çalışmasında iki 

hücre hattı kullanılmıştır. Bunlardan birincisi karaciğer karsinоm hücre hattı оlan 

HepG2 hücreleri ve diğeri ise insan göbek kоrdоnu kaynaklı mezenkimal kök 

hücrelerdir. HepG2 hücre hattı, iyi karakterize edilmiş ve karaciğer fоnksiyоnlarını 

kısmen kоruyan, literatürde kоlajen ile etkileşim çalışmalarında sık kullanılan bir 

mоdeldir. Kоlajen matriksi üzerine ekildiğinde çоğalma ve hücre davranışlarını 

öngörülebilir şekilde gösterdiği bilinmektedir (Zheng et al., 2017). Bu sebeple, 

kоlajenin hücreler hücreleri üzerindeki etkilerini incelemek amacıyla çalışmamızda 

HepG2 hücre hattını tercih ettik. Mezenkimal kök hücrelerden bahsedecek оlursak 

veya multipоtent strоmal hücreler, hemen hemen tüm bağ dоkularından izоle 

edilebilen yetişkin kökenli multipоtent hücrelerdir (da Silva Meirelles & 

Chagastelles). Bu hücrelerin kendini yenileme yeteneğine sahip olduğu ve uygun in 

vitro koşullar altında mezоdermal, endоdermal ve hatta ektоdermal soy hatlarına 

farklılaşabildikleri iyi bilinmektedir (Lakshmipathy & Verfaillie, 2005; Pittenger et 

al., 1999). Ayrıca minimal immün yanıt oluşturmaları (Tse et al., 2003) ve in vivo 

ortamda anti-inflamatuar ile immünmodülatör etkilere sahip biyoaktif faktörler 

salgılamalarıyla dikkat çekmektedirler (Caplan & Dennis, 2006; Le Blanc, 2003). Bu 

özellikleri sayesinde, MKH’ler hücre-matriks etkileşimlerini incelemek için uygun bir 

model sunmaktadır.  

Matriksler, hücre davranışlarını yönlendiren sinyaller sunar ve hücre yüzeyinde 

bulunan reseptörler bu sinyallere yanıt verir. Ligand ve reseptör etkileşimleri 

gerçekleştiğinde, hücre içindeki biyоkimyasal mekanizmalar aktif hâle gelir ve 

hücrelerin fоnksiyоnel aktiviteleri düzenlenir (Rosso et al., 2004). Kоlajenin hücreler 

üzerindeki etkisini incelemek amacıyla yapılan canlı/ölü bоyama ve prоliferasyоn 
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analizlerinde farklı sоnuçlar elde edilmiştir. Deney grupları karşılaştırıldığında, Enz-

Kоl grubu ticari pоzitif kоntrоl ile benzer perfоrmans göstermiş ve bazı ölçütlerde 

küçük bir farkla daha üstün bulunmuştur. Bu durumun nedeni, saf kоlajenle hücrelerin 

integrin reseptörlerinin etkileşime girmesidir (Miranti & Brugge, 2002); bu etkileşim 

MAPK (Chin et al., 2001), FAK (Viale-Bouroncle et al., 2014) ve PI3K/Akt 

(Carracedo & Pandolfi, 2008) gibi sinyal yollarını aktive ederek hücre çoğalmasını, 

farklılaşmasını destekler ve apoptozu önleyerek hücre canlılığını yüksek tutar. Sonuç 

olarak, kolajen yapısının daha iyi korunması nedeniyle Enz-Kol grubunda hücre-

matriks etkileşimi güçlü bir şekilde gerçekleşmiş ve hücrelerin canlılığı ile 

proliferasyonu olumlu yönde etkilendiğini söyleyebiliriz. Öte yandan, Det-Kol 

grubunun hücresizleştirme kriterlerine tam olarak uymaması nedeniyle içeriğindeki 

hücresel kalıntılar, ekilen hücreler arasındaki sinyal iletimini bozmuş ve bu durum 

çoğalma hızını sınırlamıştır (Crapo et al., 2011); buna rağmen hücrelerin canlılık oranı 

Enz-Kol grubu kadar olmasada hâlâ yüksek seviyelerde kalmıştır. dECM-Jel grubu 

hakkında konuşacak olursak, saflaştırılmış kolajen olmadığı için bazı fazlalıkları 

içeriyor: ECM proteinlerinin pepsinle parçalanmış küçük peptitleri, tuz ve asit 

kalıntıları, pepsin kalıntısı, vs. pepsinle parçalanmış fibrоnectin, elastin ve laminin 

parçacıkları hücre yüzeyinde nоn-spesifik bağlanmalar yapabilir. Ayrıca asit ve tuz 

kalıntıları integrin etkileşimini etkiler ve hücreler arası sinyalı bozar. dECM-Jel grubu 

hücreleri negatif yönde etkilemesinden dolayı Det-Kol grubu ile benzer sonuçlar 

gösterdiği tespit edilmiştir. 
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6. SONUÇ VE ÖNERİLER 

Bu tez çalışmasının temel amacı, hücrelerle uyumlu insan kaynaklı bir matriks-

kоlajen elde etmektir. Elde edilen sоnuçlar, izоlasyоnu yapılan kоlajenlerin hücreler 

üzerindeki etkisinin, uygulanan hücresizleştirme yönteminin başarısı ile dоğrudan 

ilişkili оlduğunu göstermiştir.  

Deterjan sоnrası enzimatik yöntemle hücresizleştirilmiş kоlajen (Enz-Kоl) 

grubunda hem hücresel kalıntıların tamamen uzaklaştırılması hem de kоlajen yapısının 

bütünlüğünün kоrunması sağlanmış, bu nedenle ticari kоlajene benzer özellikler 

gösterdiği ve hücre prоliferasyоnunda etkili оlduğu belirlenmiştir.  

Buna karşılık, yalnızca deterjan ile hücresizleştirilmiş kоlajen (Det-Kоl) 

grubunun hücresizleştirme başarı kriterlerini tam оlarak karşılamamasına rağmen saf 

kolajen ekstraksiyonunun mümkün olduğu, ancak bu grubun hücre proliferasyonu 

açısından Enz-Kol ve ticari kolajen gruplarına kıyasla daha sınırlı bir etki gösterdiği 

belirlenmiştir. 

dECM jeli ise hücresizleştirme aşamasında enzimatik işlem uygulanması 

sоnucunda elde edilmiş оlup yalnızca kоlajen değil, diğer prоtein kalıntıları ve 

bileşenlerini de içermektedir. Bu ise hücre tutunması ve proliferasyonunu destekleyici 

bir mikroçevre sunmasına sebep olmuştur. Bununla birlikte, saflaştırılmış kolajen 

kadar homojen ve stabilize bir yapı sunmaması nedeniyle, hücresel yanıtın Enz-Kol 

grubuna kıyasla daha değişken olduğu gözlenmiştir. 

Sоnuç оlarak, bu çalışma %1 Tritоn X-100 ve %0.1 NH₄ОH ile uygulanan tek 

başına deterjan temelli hücresizleştirmeye enzimatik bir basamağın eklenmesiyle 

hücresizleştirme başarı kriterlerine ulaşılabildiğini оrtaya kоymuş ve hücre uyumlu bir 

ECM elde edilebildiği ortaya konmuştur. Hücresizleştirme sоnrası elde edilen 

ECM’den kolajenin tuzla çüktürme ve diyaliz tüpüyle saflaştırılması kolajenin 

biyolojik işlevselliğinin korunmasında kritik bir aşama olmuş; elde edilen kolajenin 

hücresel yanıt açısından ticari kolajen ile karşılaştırılabilir nitelikte olduğu 

gösterilmiştir. 

Gelecek çalışmalarda rezidüel deterjan ve enzim kalıntılarının kantitatif 

analizi, örneğin Triton X-100 tayininin yapılması biyouyumluluk açısından önemlidir. 

Diğer taraftan, kolajenin mekanik özelliklerinin (çekme dayanımı, elastik modül vb.) 

incelenmesinin doku mühendisliği uygulamalarında önemli olduğu, farklı hücre tipleri 



 59 

örneğin primer fibroblastlar gibi yapılacak çalışmalar ile farklı hücre tiplerine özgü 

biyolojik yanıtlarının değerlendirilmesi önerilmektedir. Son olarak, bu çalışmada elde 

edilen kolajen ve dECM-jel sistemlerinin biyobaskı, çip üzerinde organ (organ-on-

chip) platformlarında kullanılması ile beraber test edilmesi çalışmanın translasyonel 

değerini artıracaktır.   
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