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OZET

Bashk: insan Gébek Kordonundan Kollajenin Ekstraksiyonu, Karakterizasyonu

ve Hiicreler Uzerindeki Etkisinin Incelenmesi.

Amag: Bu projenin amaci, insan doku kaynakli kolajenin hiicresel proliferasyon
ve etkilesimler iizerindeki etkilerini incelemektir. {1k olarak, insan gdbek kordonundan
elde edilen hiicrelerden arindirilmis hiicre dis1 matris (dECM) ve kolajen matriksinin
striiktiirel 6zellikleri analiz edilmis, ardindan mezenkimal kok hiicreler (MKH) ve
ticari olarak edilen insan karaciger kanseri hiicre hatti, HepG2, bu matriks {lizerine

ekilip hiicresel biiyiime kinetikleri degerlendirilmistir.

Yéntem: insan gobek kordonundan Wharton jeli, sadece deterjan (Det-Kol) ve
ek olarak enzimatik metotlarla (Enz-Kol) hiicresizlestirildikten sonra tuzla ¢oktiirme
yoluyla kolajen ekstraksiyonu gergeklestirilmistir. Kolajen yapisi karakterizasyonu
tamamlandiktan sonra hiicreler, kolajen matriksine ekilerek 3 boyutlu (3B) kiiltiir

ortaminda incelenmistir.

Bulgular: Hiicresizlestirme sonrasi yapilan histolojik ve immiinofloresan
boyamalar ile DNA miktar tayini analizleri, hiicre ¢ekirdeklerinin gruplar arasinda
farklilik gosterdigini ortaya koymustur. Enz-Kol grubunda belirgin hiicre azalmasi
gozlenirken, kolajen yapisinin kismen korundugu belirlenmistir. SEM ve FTIR
analizleri, yapmin gozenekli ve lifli bir morfolojiye sahip oldugunu gostermis; FTIR
sonuglarinda Amide A, 1, II ve III gruplarinin varligr tespit edilmistir. Canli/6li
boyama ve proliferasyon analizleri ise tiim gruplarda yiiksek hiicre canlilig1 oldugunu

ve Enz-Kol grubunda daha yiiksek proliferasyon gozlendigini gostermistir.

Sonug: Hiicresizlestirme etkinligini degerlendirmek amaciyla yapilan analizler
sonucunda, Enz-Kol kolajen grubunun belirlenen kriterlere en uygun sonuglart verdigi
goriilmistiir. Kolajen karakterizasyonu incelendiginde, Orneklerin hem yiizey
morfolojisi hem de kimyasal bilesimi agisindan kolajen yapisina uygun ozellikler
sergiledigi tespit edilmistir. Elde edilen veriler dogrultusunda, Enz-Kol grubunun

hiicreler iizerinde daha olumlu etkiler gosterdigi sonucuna varilmustir.

Anahtar kelimeler: Wharton jeli, kolajen, hiicrelerden arindirilmis hiicre dis1 matris,

mezenkimal kok hiicreler, HepG2.



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, 11 and Il 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. GIRIS VE AMAC

Uzunlugu ve c¢apr yaklasik 40 ve 1,5 cm olan gobek kordonu, plasentayi
gelismekte olan fetlise baglayarak beslenmesini ve oksijenlenmesini saglar. Gobek
kordonu stromast Wharton jeli (WJ) adi verilen jelatinimsi madde igerir. Gobek
kordonu esnekliginin saglanmasi, WJ'nin ana rolii, fetal gelisim sirasinda gobek
damarlarina uygulanan burulma ve basing gerilmelerine karsi direngtir (Pennati,
2001). Koruyucu roliine ek olarak, Wharton jeli, zengin bir mezenkimal stromal hiicre
ve biiyiime faktorii kaynagidir ve 6nemli miktarda kolajen, hyaluronik asit ve gesitli
glikozaminoglikanlar gibi hiicre dis1 matriks (ECM) bilesenleri igerir (Nanaev et al.,
1997; SoboleWski et al., 2005). Immiinolojik ayricalikli statiisii sayesinde Wharton
jeli, zor iyilesen yaralar icin allogreft olarak giivenilir bir segenek sunar. Bu
dogrultuda, taze veya kriyoprezervan Wharton jeli yamalari, cilt grefti prosediirlerinde
ve osteomiyelit ile komplike olmus ayak ve diyabetik iilserlerin tedavisinde
kanitlanmis onarict etkileriyle klinik uygulamalarda kullanilmistir (Caputo et al.,
2016). Biyomekanik, immiinolojik ve biyokimyasal 6zelliklerin bu kadar cazip bir
kombinasyonu, Wharton jelini rejeneratif tip alaninda ¢ok yonlii bir aday malzeme

yapmaktadir (Dubus et al., 2022).

Belirtildigi tizere hiicre dis1 matriks en iyi kolajen kaynaklarindan biri olarak
bilinmektedir. Insan dokusundan elde edilen tam ECM, dogal matriksler i¢in ideal bir
kaynak olabilir. Bu agidan, patolojik olmayan tibbi prosediirlerden elde edilen plasenta

ve gobek kordonu gibi dokular degerli bir tedarik saglamaktadir.

Bircok faydaya sahip olan Wharton jelinden ECM'yi izole etmek igin
farkli enzimatik yontemler kullanilmaktadir (Dan et al., 2017). ECM'den kolajen
¢ikarmak i¢in asidik veya enzimatik hidroliz metodu kullanilabilmektedir (Engel &
Furthmayr, 1987).

Kolajen hiicre dig1 matrikste en bol bulunan protein yapilardan biri olmakla
beraber doku miihendisligi ve rejeneratif tip alanlarinda yaygin olarak ¢alisilmaktadir.
Amino asit monomerlerinden oln kolajen, daha ¢cok memelilerde bulunan ve yaygin
olarak dagilan fonksiyonel proteindir. Cesitli kolajen tipleri vardir. Yaygin tipleri tip
L, II, IIT ve V olmak tizere birgok kolajen tiiri vardir. Bunlar arasinda kolajen tip I,
laboratuvar g¢aligmalarinda en yaygin olarak kullanilanidir (Maher et al., 2022).

Kolajenler, diisiik immiinojenisiteleri nedeniyle genellikle ilag tasiyicilari, doku


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

miithendisligi malzemeleri, emilebilir cerrahi siitlirler, dolgu malzemeleri ve yara
pansumanlar1 olarak kullanilir. Ayrica, bunlar ultraviyole i1sinlama, A-1s1nlama ve

termal gapraz baglama gibi fiziksel modifikasyonlar yoluyla kolajen jelleri olusturmak

i¢in kullanilabilabilmektedir (Yang et al., 2023).

Kolajen, proteoglikanlar, glikozaminoglikanlar, glikoproteinler ve cesitli
biiyiime faktorleri ile birlikte hiicre dig1 matriksi olusturur. Farkli insan dokularindan
ECM hidrojelleri elde edilebilir, bunlar fizikokimyasal ve biyolojik 6zelliklerine gore
birbirinden farklidirlar. Bu dokulardan cilt, kemik, yag gibi kolajen kaynakli dokulari
gosterebiliriz (PatraWalla et al., 2023).

Rylander ve arkadaslari tarafindan, kolajen konsantrasyonu, pH ve sicakliga
dayali olarak kolajen hidrojellerinin kapsamli karakterizasyonu gergeklestirilmis ve bu
parametreler ile kolajen gozenekligini ve mekanik 6zelliklerini lizerine c¢alisilmistir
(Zuniga et al., 2021). Bu galismay1 baz alarak ekstrakte edecegimiz kolajen igin,
Fourier Doniistimlii Kizilotesi Spektroskopisi (FTIR), Taramali Elektron Mikroskobu
(SEM) gibi karakterizasyon metotlar1 kullanilmaistir.

Diger taraftan, bugiine kadar, mezenkimal kok hiicrelerin (MKH) hastalik
tedavisindeki potansiyelini aragtirmak amaciyla yiizlerce klinik calisma kaydedilmistir
(Zhou et al., 2016). MKH'lerin tedavilerde kullanimina iliskin karsilagilan en biiyiik
zorluklardan biri, MKH'leri fenotiplerini, 6zelliklerini ve islevlerini koruyarak
kiiltiirde etkin bir sekilde genisletmenin yollarini1 bulmaktir. MKH'lerin cogalmasi i¢in
hiicre kiiltiirii prosediirleri gereklidir, ancak bu siire¢ kaginilmaz olarak kiiltiirdeki
hiicrelerin 6zelliklerini degistirebilecek faktorlere maruz birakmaktadir. Bu sorunu
asmak i¢in, arastirmacilar kiiltiir kosullarin1 optimize etmeye yonelik ¢esitli stratejiler
gelistirmistir; bunlar arasinda biiyiime faktorleri veya ECM proteinlerinin eklenmesi
yer almaktadir. ECM yalnizca yapisal bir destek saglamakla kalmaz, ayn1 zamanda
MKH faaliyetlerini diizenlemek i¢in fiziksel, mekanik ve kimyasal ipuglar1 da saglar.
Kolajen MKH'lerin gelisimi i¢in potansiyel ECM proteinlerinden biri oldugu i¢in
ilerici tedavi stratejilerinin gelistirilmesine katkida bulunacagi goriilmektedir (Zhou et
al., 2016).

Bu tez c¢alismasi, insan gobek kordonundan eclde edilen Wharton jelinden
hiicrelerden arindirilmis hiicre dis1 matris (lECM) ve sonrasinda kolajenin MKH ve

karaciger karsinom hiicre hatti olan HepG2 hiicrelerinde canlilik, hiicresel



proliferasyon, vb. gibi 6zellikleri tizerindeki etkilerini sistemik bir bigimde arastirmay1
amaglamaktadir. Bu baglamda, deneylerde oOncelikle insan gobek kordonundan
deterjan ve enzimler kullanilarak dECM elde edilip kolajen matriksine doniisiimii
gerceklestirilmistir. Elde edilen matriksin morfolojik ve biyokimyasal 6zellikleri

spektroskopik ve mikroskopik analizlerle detayli bir sekilde incelenmistir.

Daha sonrasinda, mezenkimal kok hiicrelerin bu kolajen matriksine ekilmesi ve
hiicre-matriks etkilesimlerinin, hiicresel biiyiime kinetigi belirlenmesi amaciyla ¢esitli
biyolojik tekniklerle incelenmesi yapilmistir. Bu degerlendirme siireci, mezenkimal
kok hiicrelerin doku matriksi igindeki konumlandirilmas: ve hiicre proliferasyon
stirecindeki roliiniin daha iyi anlasilmasina katki saglayacaktir. Bu g¢aligma, doku
miihendisligi ve regeneratif tip alanlarindaki temel arastirmalara yeni bir bakis agis1
getirmeyi ve ilerici tedavi stratejilerinin gelistirilmesine katkida bulunmay1

hedeflemektedir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Biyomateryallerin Tanimi ve Onemi

Biyomalzemeler alani, ortaya ¢ikisindan bu yana siirekli geliserek yeni fikirler
ve liretken alt dallar olusturmustur. Giiniimiizde biyomalzemeler, biyolojik tepkileri
kontrol etmeyi ve iyilestirmeyi hedefleyen yiizey modifikasyonlari, sinyal grubu
immobilizasyonu, kontrollii ila¢ ve hiicre tasiyicilart ile biyolojik olarak ilham alan
malzemeleri kapsamaktadir. Ayrica, karmasik 3 boyutlu yapilar tasarlanarak doku
miithendisligi ve biyoMEM’ler (biyolojik mikro-elektromekanik sistemler) gibi ileri

teknolojiler gelistirilmistir (Ratner & Bryant, 2004).
2.2. Kolajen ve Ozellikleri

Biyomalzemelerin, dogal kolajen bazli hiicre dis1 matriksi taklit ederek hiicre
iskeleleri yerine islev gérmesi amaglanmaktadir. Doku miihendisliginde kullanilan bu
malzemelerin bilesimi ve Ozellikleri, doku yenilenmesi ve kolajen miihendisliginin
basarisin1 belirleyici rol oynamaktadir. Kolajenin yapisi, tipleri ve farkli bag
dokularindaki (kemik, kikirdak, tendon, deri, kornea) islevleri ile tip I kolajeni taklit
eden nanofibriler sistemler ve sentetik peptitlerdir (Sekil 2.1.). Ayrica, geleneksel
kolajen bazli biyomalzemelerin kullanim1 ve yeni tasarimlarin gelistirilmesi, doku
miihendisliginde ileri biyoteknolojik iirinlerin olusumunu desteklemektedir (Cen et
al., 2008).

Sekil 2. 1. Kolajenin fibriler yapisi (voonkacollagen.com 2025).

Kolajen, omurgali canlilarda en bol bulunan ve farkl: tipleriyle genis bir protein
ailesini olusturan temel yapisal proteindir (Shoulders & Raines, 2009). Giiniimiizde
mekanik ve biyolojik 6zellikleri birbirinden farkli yaklasik yirmi kolajen tipi

tanimlanmustir. Bazi kolajen tiirleri, yalnizca belirli dokularda bulunur; 6rnegin tip 11



kolajen esas olarak kikirdak dokusunda yer alir (Zhang et al., 2003). Tip I, 1l ve 1l
kolajenler, dokulara ¢ekme dayanikliligi kazandiran fibrillerin ana bilesenlerini
olustururken; Tip IV, VII, IX, X ve XII gibi tipler, bazal lamina yapilarinda veya
fibrillerle iliskili ag benzeri yapilarda bulunur (Tablo 2.1.).

Kolajenler yalnizca mekanik dayanikliliktan sorumlu degildir; ayn1 zamanda
hiicrelerin ylizeylere baglanmasi, yayilmasi ve farklilasmasi iizerinde de belirleyici bir
rol oynar (Prasad et al., 2002). Bu etkilesimler, hiicre davraniglarini yonlendirerek

doku organizasyonunun olugsmasina katki saglar (Keely et al., 1995).

Tablo 2.1. Kolajen tiplerinin yapisal 6zellikleri ve kaynaklar1 (Chuaychan, 2016;
Mayne, 1993)

Tip Molekiil Yapisi Kaynak

I [al(D2][a2(D)] Deri, kemik, tendon, baglar ve interstisyel
dokular

II [al(1D)s] Omurlar arasi disk, kikirdak, camsi cisim

I [al1(1D)s] Kardiyovaskiiler damar, rahim, deri, kas

A% [al(V)][a2(V)][a3(V)] Tip I'e benzer sekilde, hiicre kiiltiirleri, fetal
dokular; tip I ile iliskilidir

XI [al(XD][02(XD)][a3(XI)] Kikirdak, omurga kikirdagi ve kemik
minesi

Kolajenlerle birlikte, glikozaminoglikanlar (GAG’ler) da hiicre dis1 matrikste
Oonemli bir yer tutar. GAG’lar, siilfat gruplar1 igerebilen tekrarlayan disakkarit
birimlerinden olusan dogal polisakkarit zincirleridir. En yaygin GAG tiirleri arasinda
stilfatlanmis kondroitin, keratan ve dermatan siilfatlar ile siilfatlanmamis hyaluronan
bulunur. Hiicre ve bazal membranlarla daha cok iliskili olan heparan siilfatlar ise bir
diger 6nemli GAG grubunu olusturur. Hyaluronan disindaki tiim GAG’ler, protein
omurgalarina kovalent olarak baglanarak proteoglikan adi verilen kompleks yapilar

meydana getirir.



Kolajen bazli biyomalzemeler, deri, kemik, kikirdak ve sinir dokusu (Jafari et
al., 2020) gibi alanlarda kullanilarak, rejeneratif tip alaninda umut verici sonuglar elde
edilmesini saglamaktadir. Bu biyomalzemeler, sadece yapisal destek saglamakla
kalmaz, aym1 zamanda hiicre etkilesimlerini yoOnlendirerek iyilesme siireclerini
hizlandirabilir. Kolajen, biyolojik uyumlulugu sayesinde doku miihendisligi
uygulamalarinda genis bir kullanim alanina sahiptir ve gelecekte bu alandaki.
gelismeler, tibbi tedavi ve iyilesme siireglerinde 6nemli bir yer tutacaktir (Parenteau-
Bareil et al., 2010). ECM’nin kolajen kismi, yalnizca yapisal destek saglamakla
kalmaz, ayn1 zamanda dokularin su alimmi da sinirlar. Kolajenin kolajenaz gibi
enzimlerle pargalanmasi su ig¢erigini artirirken, kolajenin igerigi tip I kolajen, GAG’lar
ve hidroksiapatit gibi mineral bilesenlerden olusur. Kolajen tip I, {i¢ sarmal zincirden
olusan cubuk benzeri bir yapiya sahiptir; her bir zincir yaklasik 1020 amino asit
kalintis1 igerir, toplam molekiiler agirlig1 yaklasik 300 kDa, uzunlugu 280 nm ve ¢ap1
1,4 nm’dir (Gelse et al., 2003; Schrieber & Gareis, 2007; Sorushanova et al., 2021).
GAG’lar, ECM’de bulunan wuzun, dallanmamis ve polidispers polisakkarit
zincirleridir. Normalde D-glukuronik asit (GIcCUA) veya L-iduronik asit (IdoUA) ve
D-glukozamin (GlcNAc) veya D-galaktozamin (GalNAc) kalintilarindan olusan
tekrarlayan disakkarit iiniteleri igerirler. Tek GAG olan hyaluronan (HA)
stilfatlanmamis ve basit bir yapiya sahipken, diger GAG’lar kondroitin siilfat (CS),
dermatan siilfat (DS), heparan siilfat (HS) ve keratan siilfat (KS) gibi cesitli
biyosentetik modifikasyonlara ugrar. Bu modifikasyonlar, stilfatlanma, epimerizasyon
ve de-asetilasyon gibi yollarla zincire eklenir ve GAG’larin biyolojik islevlerini
belirler. Keratan stilfat (KS), diger GAG’lara kiyasla daha az bulunur ve iironik asit
yerine galaktoz icerir. Kondroitin siilfat A/C ve dermatan siilfat (CS B) disakkaritleri
stilfatlanma konumlartyla farklilik gosterir ve bu heterojen yapi, GAG’larin spesifik
islevlerini saglar. Heparin (Hep) ve heparan stilfat (HS) ise giiclii negatif ytikli ve
yiiksek siilfatlanma derecesine sahip GAG’lardir, fakat ECM’de daha az bol
bulunurlar (Sekil 2.2.). GAG’lar, kolajen ile birlikte ECM’de dokularin su tutulumunu,
viskoelastik 6zelliklerini ve biyomekanik dayanikliligini diizenler. Bu sayede doku

saglhigi ve fonksiyonunun korunmasinda kritik rol oynarlar (Tush et al., 2019).
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Sekil 2. 2. GAG'larin disakkarit tekrarlayan birimlerinin yapilari. (Tush et al., 2019).

2.2.1. Biyomedikal uygulamalarda kullamim alanlar:

Doku miihendisligi ve rejeneratif tip, hasarli veya hastalikli dokularin yerine
islevsel doku ve organlar gelistirmeyi amaglamaktadir. 20. yilizyilin basindan beri
hiicreler izole edilip kiiltiirlense de, bu kiiltiirler genellikle 2B yapida kalmigtir. Oysa
¢ok hiicreli organizmalar, yapisal biitiinliiglin yan1 sira islevsel sinirlarin ve mikro
ortamlarin olusumu i¢in 3B bir ¢ergeveye ihtiya¢ duyar. Bu nedenle, hiicre biyolojisi
ile malzeme biliminin entegrasyonu ve hiicrelerin 3B ortamlarda biiyiitiilmesi
gereklidir. Son yillarda doku miihendisligindeki ilerlemeler, hiicre davranisini
yonlendiren biyomalzemelerin gelistirilmesi ve hiicrelerin  biyolojik olarak
parcalanabilir 3B iskelelerle birlestirilerek yeni dokularin olusturulmasina
dayanmaktadir (Hussey et al., 2018). Biyomalzemeler, tipta, 6zellikle implantlar,
protezler, doku miihendisligi ve ila¢ tasima sistemlerinde vazgecilmez bir yer
tutmaktadir. Avrupa Biyomalzemeler Toplulugu'na gore biyomalzemeler, organ
fonksiyonlarini iyilestirmek veya tedavi etmek i¢in viicuda yerlestirilebilen, biyolojik
uyumlu malzemelerdir. Bu malzemeler, hem sentetik hem de dogal kdkenli olabilir ve
viicut tarafindan kabul edilmelerini saglayan cesitli 6zelliklere sahip olabilirler

(Oleksy et al., 2023).



2.3. Doku Miihendisliginde Ekstraseliiler Matriks

ECM, hiicrelerin ¢evresini saran, doku yapisinin temelini olusturan biyolojik bir
yapidir. Insan kaynakli ECM kullanimi, doku miihendisliginde énemli bir yéntemdir.
Bu matriksi elde etmek igin, insan dokularindan hiicreler ¢ikarilir, bdylece dogal ECM,
biyolojik uyumluluk saglayan bir malzeme olarak kullanilabilir. ECM, viicudun dogal
iyilesme siireclerini destekler, bu nedenle yara iyilesmesi ve doku onarmmi gibi
uygulamalarda yaygin olarak kullanilir (Chen & Liu, 2016). Doku miihendisligi
iskeleleri, hiicrelerle etkili bir sekilde etkilesime girebilmek i¢in dogal ECM yapisal
ve biyokimyasal 6zelliklerini taklit edecek sekilde tasarlanmaktadir. ECM; kolajen,
fibronektin, laminin ve proteoglikan gibi ¢ok sayida makromolekiil icerir ve bu
bilesenler araciligiyla biyolojik aktivitesini siirdiiriir (Sekil 2.3.). Ozellikle ECM
tizerindeki belirli protein dizileri, integrin adi verilen hiicre yiizeyi reseptorleri
tarafindan taninarak hiicre adezyonunu ve sinyal iletimini baslatir. Bu etkilesimler,
hiicre davranislarini, farklilasmay1 ve gen ekspresyonunu dogrudan etkileyen karmasik
biyokimyasal yollar1 harekete gecirir. Dolayisiyla, belirli bir dokuda bulunan ECM
proteinlerinin bilesimi, o dokudaki hiicrelerin morfolojisi ve fonksiyonunun

belirlenmesinde kritik bir rol oynamaktadir (Place et al., 2009).
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Sekil 2. 3. Ekstraselliiler matriks yapisi ve bilesenleri (OpenStax Biology 2025).

2.4. Wharton Jeli ve Yapisal Ozellikleri

Insan gobek kordonu, invaziv olmayan elde edilisi, yiiksek hiicre verimi ve
mezenkimal stromal hiicrelerle benzer fenotipi nedeniyle hiicre tedavisinde 6nemli bir

kaynak haline gelmistir. Klinik ve klinik 6ncesi ¢alismalarda yaygin olarak



kullanilmakta, terapotik potansiyeli giderek daha fazla vurgulanmaktadir (Davies et
al., 2017). Dogum sonrasi gelisimi destekleyen bu dokular genellikle tibbi atik olarak
degerlendirilir. Ancak bu dokulardan kok hiicre elde etmek, terapotik agidan degerli
hiicrelere ulagsmak ic¢in glivenli ve invaziv olmayan bir yontemdir. Bu kaynaklar
arasinda amniyon, amniyotik sivi, gdbek kordonu kani, plasenta, gobek kordonu
damarlar1 ve Wharton jeli (gobek kordonu dokusu) yer alir (Taghizadeh et al., 2011).
Plasentali memelilerde gobek kordonu, plasentay:1 fetiise baglayarak besin ve gaz
aligverisini saglar. Insanlarda dogumda yaklasik 45-60 cm uzunlugunda ve 1-2 cm
kalmhigindadir. Ug¢ damardan (bir toplardamar, iki atardamar) olan bu yapi, mukoid
bag dokusu olan Wharton jeli (WJ) ile ¢evrilidir ve tek katli amniyotik epitel ile
kaplanmustir (Sekil 2.4.). Wharton jeli damarlar1 destekler, kivrilmay1 dnler ve damar
dis1 ya da sinir ag1 icermez. Tiirler arast yapisal farkliliklar nedeniyle, gobek
kordonundan hiicre izolasyonunda kullanilan yontemler hiicre popiilasyonlarinda
degiskenlik olusturabilir. Wharton Jeli, insan gébek kordonunda damarlar1 ¢evreleyen
mukoid bag dokusudur ve kordonun yapisal biitiinliigiinii koruyarak damarlarin
biikiilmesini onler. Hiicre agisindan zengin bu doku, mezenkimal stromal hiicrelerin
(MSC) o6nemli bir kaynagi olarak doku miihendisligi ve rejeneratif tipta biiyiik ilgi
gormektedir (Davies et al., 2017).

>

Vein Wharton's Jelly

Umbilical Cord

Sekil 2. 4. Gobek Kordonu Kesiti: Damarlar ve Wharton Jeli (Watson et al., 2015)

2.4.1. Wharton jeli tabanh ekstraseliiler matriks

Son yillarda, gébek kordonunun bir pargasi olan hiicresizlestirilmis Wharton
jeli (dW1J) kaynakli ekstraseliiler matriksin, doku miihendisliginde iskele materyali
olarak kullanilabilecegi gosterilmistir (Beiki et al., 2017; Jadalannagari et al., 2017).
Gobek kordonu damarlarini ¢evreleyen mukoid bir bag dokusu olan Wharton jeli,
kolajenler, GAG’ler (Franc et al., 1998) ile insiilin benzeri biiytime faktorii-1 (IGF-1)
ve trombosit kaynakli biiyiime faktorii (PDGF) gibi gesitli biiytime faktorleri agisindan
zengin bir ECM bilesenidir (BankoWski et al., 1996). Yapilan c¢alismalar, dWJ’den

elde edilen iskelelerin biyouyumlu o6zellikte oldugunu ve hiicre yapismasi,



penetrasyonu, biiylimesi ile c¢ogalmasini destekleyen uygun mekanik 6zellikler
sergiledigini ortaya koymustur (SoboleWski et al., 2005). Hiicre dig1 matriks temelli
hidrojeller, rejeneratif tipta biyouyumlu ve doku yenilenmesini destekleyici 6zellikleri
nedeniyle yaygin sekilde kullanilmaktadir. Anlatildig1 iizere Wharton jeli, insan gobek
kordonunda yer alan ve ECM agisindan zengin, jel benzeri bir dokudur. Hayvansal
kaynakli ECM’lere gore daha ince fibril yapisina sahip olan WJ-ECM, daha diisiik
sertlik, azalmis gecirgenlik ve daha az sinerez gosterir. Ayrica hemostatik 6zellikleri
giiclidiir, oksidatif stresi azaltir ve makrofajlarda anti-inflamatuar bir yanit1 destekler.
In vivo olarak yiiksek biyouyumluluk ve diisiik immiin yanit gdstermesi, WJ-ECM’yi
rejeneratif tip, hiicre kiiltiirii ve yara iyilesmesi uygulamalari i¢in siirdiiriilebilir ve
klinik agidan degerli bir biyomalzeme haline getirmektedir (Lavrand et al., 2025;
Penolazzi et al., 2020). Ozellikle damar doku miihendisliginde, mezankimal kok
hiicrelerin endotelyal hiicrelere doniisiimiinii kolaylagtirarak fonksiyonel damar
yapilarmin olusumuna katki saglar. Dogal ve biyouyumlu bir kaynak olmasi, toksik
kimyasallar kullanilmadan elde edilebilmesi ve anti-inflamatuar etkileriyle WJ-ECM,
rejeneratif tip uygulamalarinda giivenli ve etkili bir biyomateryal olarak 6nemli bir

potansiyel tasimaktadir (Dan et al., 2017).
2.4.2. Uretim yontemleri ve isleme siirecleri

Hiicre dig1 matriks, hiicreleri ¢evreleyen ve onlara yapisal destek saglayan
protein, polisakkarit ve diger biyopolimerlerden olusan karmasik bir agdir. Viicutta
doku biitiinliigiinti, elastikiyeti ve dayaniklilig1 korur. Genellikle dogal dokulardan
enzimatik veya kimyasal islemlerle hiicrelerin uzaklastirilmasi (hiicresizlestirme)
yoluyla elde edilir. ECM, doku miihendisligi ve rejeneratif tipta, hiicrelerin tutunmasi
ve yeni doku olusumunu destekleyen biyolojik bir iskele olarak kullanilir. Ancak
yapay olarak iiretilen ECM’lerin biyomekanik ozellikleri, dogal ECM kadar etkili
olamayabilmektedir (Tush et al., 2019).

Hiicresizlestirme, dokudaki hiicreleri ve niikleer materyali (DNA ve RNA)
cikarirken, ECM’nin dogal yapisin1 ve bilesenlerini koruma islemidir. Bu sayede
kolajen, elastin, proteoglikanlar ve GAG’ler gibi yapilar dokunun mekanik ve
biyolojik islevini siirdiiriir. Islem genellikle yikama, durulama ve sterilizasyon
asamalarini igerir; yikamada deterjan veya enzimlerle hiicreler parcalanir, durulamada
arttk maddeler temizlenir ve sterilizasyonda antijenik bilesenler uzaklagtirilir.

Hiicresizlestirilmis ECM, ya tam bir organ iskeleti ya da saflagtirilmis doku formunda
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elde edilir ve kok hiicrelerin ¢cogalmasi ve farklilagmasi i¢in uygun bir mikro ortam
saglar. Bu yontem, organ yapisinin korunmasini saglayarak yeniden hiicrelestirme ve

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

Hiicresizlestirme, dokulardaki  hiicrelerin ve niikleer materyalin
uzaklastirilmasi islemi olup, ECM’nin dogal yapisin1 korumay1 amaglar. Bu siirecte
kullanilan genel yontemler fiziksel, kimyasal ve enzimatik olarak siniflandirilabilir.
Fiziksel yontemler, ani dondurma, dogrudan basing, sonikasyon ve ¢alkalama gibi
tekniklerle hiicre zarlarin1 pargalayarak hiicre lizisine yol acar; ECM’nin ii¢ boyutlu
mimarisi genellikle korunur. Kimyasal yontemler ise alkali ve asitler, non-iyonik,
iyonik ve zWitteriyonik deterjanlar, tri(n-biitil)fosfat (TBP) ve hipotonik/hipertonik
cozeltilerle hiicresel materyali uzaklastirir; baz1 kimyasallar, 6zellikle GAG ve bazi
proteinler lizerinde kismi etkiler gdsterebilir. Enzimatik yontemler tripsin veya
niikleazlar kullanarak hiicreleri ve DNA/RNA’y1 parcalar; dogru siire ve
konsantrasyonla ECM’nin kolajen ve lifli yapist korunabilir. Hiicresizlestirme
sirasinda proteaz inhibitorleri eklenerek ECM’nin proteolitik hasari dnlenir, ayrica
antibiyotikler kullanilarak kontaminasyon riski azaltilir. Tiim bu adimlarin amaci,
dokunun dogal mekanik ve biyokimyasal ozelliklerini koruyarak, hiicresiz fakat
biyolojik olarak islevsel ECM elde etmektir (Gilbert et al., 2006; Kalyuzhnaya et al.,
2020)

2.4.3. Biyomedikal uygulamalarda kullanim alanlar

Wharton's Jelly kaynakli ECM, ¢ok ¢esitli biyomedikal uygulamalar i¢in giiclii
bir temel sunmaktadir. Bu alanlar, doku miihendisligi, yara iyilesmesi, kok hiicre
tedavileri ve diger yenilik¢i tedavi yontemlerini icermektedir. WJ ECM'nin biyolojik
ve biyomekanik 6zellikleri, hiicresel etkilesimleri ve doku entegrasyonunu optimize
ederek, gelecekteki tedavi yaklasgimlarinin sekillenmesinde 6nemli bir rol
oynamaktadir. Biyomedikal uygulamalarda kullanim alanlarina bazi 6rnekler gosterile
bilir: Wharton’s Jelly kaynakli ECM, vaskiiler doku miihendisliginde 6nemli bir
alternatif olarak one c¢ikmaktadir. Vaskiiler hastaliklar, bat1 diinyasinda dnde gelen
6liim nedenlerinden biridir ve vaskiiler greftler, bu hastaliklarin tedavisinde 6nemli bir
rol oynamaktadir. Ancak, mevcut sentetik greftler cogu zaman iyilesme siireglerinde
zorluklarla karsilagsmaktadir. WJ tlirevli ECM, vaskiiler greft uygulamalarinda
miikemmel iyilesme 6zellikleri gostermistir. Yapilan hayvan deneyleri, WJ-ECM'nin

erken kilcal penetrasyon ve tam endotelizasyon gibi histolojik 6zelliklerle, normal kan
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damarlarina benzer bir iyilesme sagladigin1 ortaya koymustur. Bu ozellikler, WJ-
ECM nin biyoinertlik ve biyobozunurluk gibi kritik 6zelliklerini sergileyerek vaskiiler
doku miihendisliginde umut verici bir malzeme kaynagi oldugunu gostermektedir

(Bakhtyar et al., 2018).

Deri yaralanmalarinin tedavisinde de WJ-ECM kullanimi potansiyel
tasimaktadir. Cilt ikameleri, yara iyilesmesinde énemli bir yere sahiptir, ancak mevcut
ikameler ¢ogu zaman sinirlt dondr kaynaklari, enfeksiyon riski veya uyumsuzluk gibi
sorunlar yasar. WJ tiirevli ECM, 6zellikle cilt yenilenmesi konusunda biiyiik bir umut
vadetmektedir. Biyolojik ve bilesimsel Ozellikleri nedeniyle, WJ-ECM'nin tam
kalinliktaki cilt yaralarinda biyomimetik bir iskele olarak kullanilmasi, yara iyilesme
stirecini hizlandirabilir. Dondurarak kurutulmus WJ-ECM'den f{iretilen siingerimsi
iskeleler, fibroblastlarin baglanmasini, penetrasyonunu ve ¢ogalmasini iyilestirerek

yara iyilesmesini hizlandirabilir (Bakhtyar et al., 2018).

Eklem kikirdagi hasarinin tedavisi, tibbi bir zorluk teskil etmektedir. Kikirdak,
siirli rejenerasyon kapasitesine sahip bir dokudur ve bu nedenle doku miihendisligi
uygulamalari bu tiir yaralanmalarin tedavisinde 6nemli bir yer tutmaktadir. WJ-ECM,
kikirdak hiicrelerinin biiyiimesini, cogalmasini ve farklilasmasini destekleyerek eklem
kikirdagimmin yenilenmesinde kullanilabilecek bir biyomimetik iskele olarak umut
vermektedir. WJ-ECM, &zellikle kondrositlerin diizenlenmesinde rol oynayan ECM
bilesenleri igerdigi i¢in, kikirdak doku miihendisligi uygulamalarinda etkili bir ¢oziim

olabilir (Gupta et al., 2021).

Kemik doku miihendisligi, doku miihendisliginin 6nemli bir dalidir ve basarili
bir tedavi i¢in uygun hiicre kaynaklari, iskeleler ve biiylime faktorlerinin bir arada
kullanilmas: gerekmektedir. Wharton Jeli tiirevi ECM, kemik doku miihendisliginde
de 6nemli bir yer tutmaktadir. WJ-ECM, tip I kolajen gibi kemikle benzer bilesenler

igerdiginden, kemik dokusunun rejenerasyonunu tesvik edebilir.

Wharton Jeli kaynakli ekstraseliiler matriks, biyomedikal uygulamalarda genis
bir potansiyele sahiptir. Vaskiiler, deri, kikirdak ve kemik doku miihendisligi gibi
alanlarda W1J tiirevli ECM kullanimi, doku iyilesmesini ve rejenerasyonunu
hizlandirmak ve iyilestirmek igin etkili bir yontem sunmaktadir. Ayrica, WJ-ECM'nin
biyouyumlulugu, biyobozunurlugu ve igerdigi biyoaktif molekiiller, bu malzemenin

doku miihendisliginde onemli bir alternatif oldugunu kanitlamaktadir. Gelecekteki
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aragtirmalar, WJ-ECM’nin bu alanlardaki uygulamalarin1 daha da gelistirebilir ve

biyomedikal tedavi alaninda devrim yaratabilir (Gupta et al., 2021).
2.5. Kok Hiicreler ve Kaynaklar

Kok hiicreler, rejeneratif tibbin ¢esitli uygulamalarinda yaygin olarak
kullanilmaktadir. Kok hiicrelerin farkli kaynaklardan (Tablo 2.2.) elde edilmesine
yonelik gelistirilen yenilik¢i yontemler, hiicre tabanli tedaviler i¢in yeni alternatifler
sundugunu distindiirmektedir (Hipp & Atala, 2008). Kok hiicreler, iki temel 6zellige
sahiptir: farkli hiicre tiplerine farklilagsabilme yetenegi ve kendilerini yenileyebilme
kapasitesi. Tki ana kok hiicre tiirii bulunmaktadir: Embriyonik kok hiicreler ve eriskin
kok hiicreler. Embriyonik kok hiicreler (ESC), blastosistin i¢ hiicre kiitlesinden elde
edilir ve tiimor olusumu riski tasiyabilir; ayrica insan ESC’lerinin kullanimi etik ve
yasal tartismalara yol agmaktadir. Buna karsilik, eriskin kok hiicreler, 6zellikle
mezenkimal kok hiicreler (ayr1 bir baglik altinda incelenmistir), bu tiir etik ve yasal

sorunlar agisindan daha giivenli ve uygulanabilir bir kaynaktir (Ding et al., 2011).

Embriyonik kok hiicreleri, preimplantasyon blastosistten i¢ hiicre kiitlesi
kullanilarak tiiretilir ve i germ tabakasina farklilasabilme yetenegine sahiptir, yani
pluripotenttirler. Fare ES hiicreleri besleyici fibroblastlarla kiiltiirde farklilasmadan
cogaltilabilirken, insan ES hiicreleri temel fibroblast biiylime faktorii ile
matrigel/laminin {izerinde kiiltiir gerektirir. Insan ES hiicreleri, teratom testi ile
pluripotentliklerini dogrular ve SSEA-3/4 antijenlerini ifade eder. ES hiicreleri,
embriyonik gelisim, pluripotensi ve hiicre soyunu in vitro incelemek i¢in 6nemli
arastirma araglaridir. Insan ES hiicreleri terapétik kullanim icin hayvansiz sistemlerde
yetistirilmektedir. Somatik niikleer transfer yoluyla insan ES hiicreleri tiretmek teknik
olarak miimkiin olsa da etik ve pratik kisitlar nedeniyle sinirlidir (Rippon & Bishop,
2004).

Indiiklenmis pluripotent kok hiicreler, indiiklenmis pluripotent kok (iPS)
hiicreleri, Takahashi ve Yamanaka'nin 6nciiligiinde gelistirilen yeniden programlama
teknolojisi ile gesitli somatik hiicre tiplerinden tiiretilir (Takahashi & Yamanaka,
2006) ve ES hiicrelerine benzer pluripotent 6zellikler gosterir. Pluripotentlik, {i¢ germ
katmanindan (ektoderm, mezoderm, endoderm) hiicreler iiretebilme kapasitesini ifade
eder ve teorik olarak tiim organizmay1 olusturabilme potansiyelini de kapsar. iPS

hiicreleri ve ES hiicreleri islevsel olarak bircok acidan esdeger olsa da, kdkenleri ve
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tiretilme yontemleri nedeniyle bazi ince farkliliklar tasirlar ve arasgtirmalarda
tamamlayic1 roller oynarlar. Pluripotent kok hiicreler, erken embriyonik gelisimi
incelemek, hastalik modelleri olusturmak ve potansiyel olarak hiicre terapisi
uygulamalar1 gelistirmek i¢in 6nemli bir aragtir. Insan iPS hiicrelerinin ES hiicreleriyle
karsilagtirmali caligmalari, her iki hiicre tipinin 6zelliklerini daha iyi anlamay1 ve farkl
uygulamalar i¢in uygunluklarini degerlendirmeyi saglar. Bu hiicreler, arastirmalarda
etik kaygilar1 azaltan ve kisiye 6zel tedavi potansiyeli sunan bir alternatif olarak 6ne

¢ikar (Robinton & Daley, 2012).

Amniyotik sivi kok hiicreleri (hAFSC), son yillarda rejeneratif tip alaninda
artan ilgi goren pluripotent hiicre kaynaklarindan biridir. Amniyotik sivi, fetiisiin
genetik ve konjenital hastaliklar1 icin giivenli bir tarama araci olarak uzun siiredir
kullanilmakla birlikte, cesitli progenitdr hiicreler de icerir. Bu hiicreler, miyojenik,
ndronal, adipojenik, hepatik, osteojenik ve endotelyal soy hiicrelerine farklilasabilir ve
her li¢ germ katmanina ait hiicre tiplerini tiiretebilir. hAFSC’ler, embriyonik kdk
hiicreler kadar ¢ogalabilir ve genis farklilasma potansiyeline sahip olmalarina ragmen,
etik kaygilar ve teratom riski olusturmaz. insan amniyotik sivisindaki kok hiicreler,
mezenkimal ve hematopoetik progenitor hiicreleri de igerir ve fetiisiin gelisim siirecine
bagli olarak ¢esitlilik gosterir. Bu hiicreler, bobrek, kalp ve beyin gibi organlar i¢in
protein ve genetik belirtegler ifade edebilir. hAFSC’ler, in vitro olarak farkli hiicre
hatlarina yonlendirilebilir ve in vivo uygulamalarda doku rejenerasyonu i¢in umut
verici sonuglar gostermektedir. Arastirmalar, amniyotik s1vi kok hiicrelerinin kapsamli
karakterizasyonunu ve klinik uygulama potansiyelini gelistirmeye devam etmektedir

(Perin et al., 2008).

Tablo 2.2. Kok hiicre tipleri ve kaynaklart.

Hiicre Tipi Kisaltma Kaynak
Embriyonik kok hiicre ESC  (Embryonic | Blastosistin ~ i¢  hiicre
Stem Cell) kiitlesinden elde edilir.
Eriskin kok hiicre ASC (Adult Stem | Viicut dokularindan
Cell) (kemik iligi, yag dokusu,
kas, deri vb.) elde edilir.
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Tablo 2.3. Kok hiicre tipleri ve kaynaklar1 (devam ediyor).

Mezenkimal kok hiicre MSC Kemik iligi, yag dokusu,
(Mesenchymal gbbek kordonu, plasenta,
Stem Cell) dis pulpasi gibi
mezenkimal dokulardan
elde edilir.
Hematopoetik kok hiicre HSC Kemik iligi, periferik kan
(Hematopoietic ve gobek kordon kanindan
Stem Cell) elde edilir.
Indiiklenmis  pluripotent kok | iPSC (Induced | Somatik hiicrelerin
hiicre Pluripotent ~ Stem | yeniden
Cell) programlanmastyla

laboratuvar ortaminda

elde edilir.
Amniyotik s1v1 kok hiicresi hAFSC (Human | Gebelik sirasinda alinan
Amniotic Fluid | amniyotik sividan elde
Stem Cell) edilir.

2.5.1. Mezenkimal kok hiicreler

Mezenkimal kok hiicreler (MKH’ler), ilk kez 1970’lerde Friedenstein ve
arkadaslari tarafindan kemik iliginde tanimlanmuis, plastik yiizeye tutunan ig seklinde
hiicre kolonileri olusturan hiicrelerdir (Friedenstein et al., 1976). Mezoderm koékenli
olup kemik, kikirdak ve yag gibi farkli dokulara farklilasabilme yetenegine sahiptirler.
“MKH” terimi, hem in vivo dogal kok hiicreleri hem de kiiltiir ortaminda elde edilen
hiicreleri kapsar. Kiiltiirde MKH’ler, kok hiicrelerden olgun stromal hiicrelere kadar
uzanan heterojen bir hiicre grubudur (HorWitz et al., 2005). Son ¢alismalar, bazi
MKH’lerin embriyonik ndro-epitelyal hiicrelerden tiiredigini gostermistir. Baglangicta
kemik iliginde tanimlanan MKH’ler, daha sonra pek ¢cok dokuda ve damar duvarindaki

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

Uluslararas1 Hiicre Terapisi Dernegi (ISCT), mezenkimal kok hiicreleri iig

temel Ozellik ile tanimlar: plastige yapisma yetenegi, belirli yilizey belirteglerinin
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(CD73, CD90, CD105) pozitif; hematopoietik belirtegler CD14, CD34, CD45 ve
HLA-DR nin ise negatif ekspresyonu ve osteojenik, kondrojenik ve adipojenik hatlara
farklilasabilme kapasitesi. Bu 6zellikler tim kiiltiire edilmis MKH’ler i¢in gegerli
olmakla birlikte, doku kokenine bagli bazi farkliliklar goriilebilir. Ornegin, yag
dokusundan tiiretilen MKH’ler CD34 ve CDS54 yiizey antijenlerini de eksprese
etmektedir (Crisan et al., 2008).

Mezenkimal kok hiicreler, in vitro kosullarda osteoblastlara veya kondrositlere
farklilasabildigi gibi, benzer sekilde in vivo ortamda da bu hiicrelere doniisebilme
kapasitesine sahiptir. MKH’lerin fonksiyonel osteoblastlara farklilasarak hayvan
modellerinde ve insanlarda kemik dokusuna katki sagladigi gosterilmis; bu durum,
osteogenezis imperfekta ve kemik kaybi tedavilerinde umut verici sonuglar
dogurmustur (HorWitz et al., 2002; Quarto et al., 2001). Ayrica MKH’ler,
hematopoietik kok hiicre nislerinin bir pargasi olup, 6zellikle CD146 eksprese eden
kemik iligi sub-endotelyal hiicreleri hematopoietik mikro ortamin yeniden olusumuna

katkida bulunur (Sacchetti et al., 2007).

MKH’lerin ¢ok yonlii karakteri ve mezodermal soylar arasindaki plastisiteleri,
soy belirlenimiyle desteklenmektedir (Delorme et al., 2009). Ancak, iskelet kasi veya
miyokardiyal hiicreler gibi diger mezodermal hatlara farklilasma potansiyelleri hala
tartismalidir ve bu yetenek, biiylik dl¢lide hiicrenin kaynaklandigr dokuya bagl
goriinmektedir. Ornegin, yag dokusundan elde edilen MKH’ler kardiyomiyosit
benzeri hiicrelere doniisebilmektedir (Planat-Benard et al., 2004).

1990’lardan bu yana yapilan birgok ¢aligma, tartismalara ragmen, MKH’lerin
mezoderm dis1 hiicre tiplerine (6rnegin noron, hepatosit veya epitel hiicreleri)
doniisebilme potansiyeline sahip oldugunu gostermistir (Woodbury et al., 2000).
Farklilasma oncesi donemde MKH’lerin BIII-tubulin gibi noro-epitelyal belirtegleri
eksprese ettigi bildirilmistir. Bu durum, Dov Zipori’nin 6ne siirdiigii kok hiicre
esneklik modeli veya MKH’lerin embriyonik kokeni ile iliskili olabilir; ancak
noroektoderm kaynakli dokulara dogrudan farklilasma kapasiteleriyle iliskili
olmayabilir (Zipori, 2004).

Mezenkimal kok hiicreler, sahip olduklar1 ¢esitli 6zgiin 6zellikler nedeniyle
belirgin bir alloreaktivite olusturmazlar. insan MKH’leri, major histouyumluluk

kompleksi (MHC) smif I antijenlerini diislik diizeyde ifade ederken, MHC sinif II ve
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yardimci uyarict molekiiller olan CD40, CD80 ve CD86’y1 eksprese etmez (Tse et al.,
2003). Bu durum, MKH’leri alloreaktif dogal 6ldiiriicti (NK) hiicre aracili lizise karsi
korur (Rasmusson et al., 2003). Ayrica insan MKH’leri, HLA-G adi verilen klasik
olmayan bir MHC smif I antijenini ifade eder; bu antijen, MKH’lere karsi
geligebilecek bagisiklik yanitini baskilayabilir. Ancak HLA-G ekspresyonunun kiiltiir
ortaminda azaldig1 gozlemlenmistir (Nasef et al., 2007).

Hayvan kaynaklit MKH’ler {izerinde yapilan ¢alismalarda ise bazi geliskili
bulgular bildirilmistir. Hem in vitro hem de in vivo kosullarda, fare kaynakli allojenik
MKH’lerin immiinokompetan farelerde bagisiklik yaniti olusturabildigi gosterilmistir
(Eliopoulos et al., 2005). MKH’lerin immiinojenik &zelliklerinin kiiltiir kosullarindan
etkilendigi diisliniilmektedir. Bununla birlikte, allojenik insan MKH’leriyle tedavi
edilen hastalarda anti-MSC antikorlarinin gelismedigi ve T hiicresi aracili bir immiin

yanitin gozlenmedigi rapor edilmistir (Sundin et al., 2007).
2.5.2. MKH'lerin rejeneratif potansiyeli

MKH'lerin uygulama alanlar1 genis olmakla birlikte, ¢esitli kaynaklardan elde
edilen MKH'lerin o6zelliklerindeki farkliliklar, bu hiicrelerin kullaniminda bazi
zorluklara neden olabilir. Bu zorluklar, hiicrelerin izole edilme yontemleri, kiiltiir
kosullari, dondr yasindaki farkliliklar ve kaynaklarin dogasi gibi faktorlerden
kaynaklanmaktadir. Bununla birlikte, MKH'lerin rejeneratif tip ve hiicre terapisi
alanlarindaki potansiyeli hala biiyiik bir arastirma konusu olmaya devam etmektedir

(BroWn et al., 2019).

Glinlimiizde mezenkimal kok hiicrelerin allojenik hematopoietik kok hiicre
(HSC) nakillerinde iki temel klinik uygulama alani bulunmaktadir: greft-konak
hastaliginin (GvHD) 6nlenmesi veya tedavisi ve nakil sonrasi hiicre tutunmasinin

artirilmasi.

Doku nakli ve otoimmiinite iizerindeki MKH etkilerini incelemek amaciyla
cesitli hayvan modelleri kullanilmistir. Fare modellerinde, bobrek kapsiilii altina
nakledilen allojenik veya ksenojenik HSC’lerle birlikte MKH uygulamasi,
sitotorediiktif 6n islemler yapilmadan bile uzun siireli donér toleransi ve diisiik GVHD
insidansi ile sonu¢lanmistir (Bingaman et al., 2000; Gurevitch et al., 1999). Benzer
sekilde, allojenik HSC’ler ve insan MKH’lerinin birlikte rahim igine nakledildigi fetal

koyun modellerinde hizli ve etkili hematopoietik yeniden yapilanma gdzlenmistir
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(Liechty et al., 2000). Ayrica, yag dokusundan elde edilen MKH’ler kullanilarak
yapilan c¢aligmalarda, haplo-6zdes HSC nakli yapilan farelerde 6liimciil GvHD nin
baskilandigi, ancak etkinin devami ig¢in tekrarlayan MKH infiizyonlarina ihtiyag

duyuldugu bildirilmistir (Yafiez et al., 2006).

MKH’lerin HSC tutunmasini artirict etkisinin dogrudan immiinomodiilator
Ozelliklerinden mi kaynaklandig1 tam olarak bilinmemektedir. MKH’lerin salgiladig:
sitokinler, hiicrelerin kaliciligina gerek kalmadan HSC’lerin yuvalanmasini ve
cogalmasmm destekleyebilir. Ornegin, insan kordon kam CD34+ hiicreleriyle birlikte
1sinlanmig NOD/SCID farelerine uygulanan insan MSC’leri, hematolojik iyilesmeyi
hizlandirmis ancak nakilden alt1 hafta sonra kemik iliginde tespit edilmemistir (in't
Anker et al., 2003). Diger ¢alismalarda ise MKH’lerin 4—10 hafta boyunca kemik iligi
mikrocevresinde varligini siirdiirdiigiic ve hem ¢oziiniir faktérler hem de hiicre
temaslar1 yoluyla hematopoiezin desteklenmesinde rol oynadigr bildirilmistir

(Bensidhoum et al., 2004).

Bununla birlikte, MHC uyumsuzlugu durumunda MSC’lerin konak tarafindan
kabulii smirlanabilir. insan klinik uygulamalarinda, otolog veya allojenik HSC nakli
sirasinda  MSC inflizyonunun hematopoietik iyilesmeyi hizlandirdigi, greft
basarisizligi riskini azalttigi ve akut GvHD insidansini diistirdiigii gosterilmistir (Ball

etal., 2007).
2.6. Hepatoseliiler Karsinom Hiicre Hatlar1 - HepG2

Karaciger kanseri, en sik teshis edilen altinci kanser tiirii olup, 2020 yilinda
diinya genelinde kanserle iligkili 6liimlerin tigincii 6nde gelen nedenlerinden biridir.
Hepatosit karsinomu (HCC), birincil karaciger kanserlerinin en yaygin tiirii olarak
tanimlanir. HCC'nin tedavisi karaciger rezeksiyonu veya karaciger nakli gibi siirh
kiiratif yaklasimlarla miimkiindiir. Ancak, bu yontemler yalnizca erken evredeki HCC
hastalarina uygulanabilir ve ileri evrelerde etkili tedavi secenekleri sinirlidir. Bununla
birlikte, mevcut tedaviler genellikle toksik yan etkilerle birlikte tatmin edici olmayan
uzun vadeli basar1 oranlarina sahiptir. Bu nedenle, HCC'nin tam1 ve tedavisi ig¢in

yenilik¢i yaklagimlara ihtiya¢ duyulmaktadir (Schicht et al., 2022).

HepG?2 hiicre hattinin yaygin olarak kullanilmasinin olas1 nedenlerinden biri,
birincil karaciger kanseri vakalarmin g¢ogunun hepatoselliiler karsinom (HCC)

olmasidir (Ringelhan et al., 2018). Karaciger kanseri, diinya genelinde kanser kaynakli
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oliimler arasinda tiglincii sirada yer almaktadir (Sung et al., 2021). Birincil karaciger
kanseri tiirleri arasinda HCC vakalarin %80-90’1n1 olustururken, intrahepatik
kolanjiyokarsinom (ICCA) %10-15, hepatoblastom (HB) ve anjiyosarkom (AS) daha
diisiik oranlarda goriilmektedir (Ananthakrishnan et al., 2006). Cocuklarda en sik
goriilen kotii huylu karaciger tiimorii ise hepatoblastom olup vakalarin yaklasik
%70’ini olusturur; HCC bu yas grubunda %27 oraninda goriiliir (Angelico et al.,
2018).

Karaciger kanserinin tiirleri ve alt tipleri, sitolojik ve molekiiler 6zellikler
acisindan farklilik gosterir. Hepatoblastomda ayirt edici molekiiler 6zelliklerden biri,
CTNNBI geninin tiglincii ekzondaki delesyon veya insersiyon mutasyonlaridir; cogu
zaman serin/treonin kalintilarinin kaybi (S33, S37, S45 ve T41 kodonlar1) ve alanin-
tirozin degisimi (T41A) goriiliir (Eichenmiiller et al., 2014). Bu mutasyonlar hastalarin
%50-90’1nda saptanir. HCC’de ise CTNNB1 mutasyonlar1 daha az yaygindir (%20—
40 hasta) (Tornesello et al., 2013) ve 32, 33, 38 ve 45 kodonlarinda degisikliklerle

kendini gosterir (Javanmard et al., 2020).

HepG2 hiicre hatti, insan hepatoseliiler karsinomu (HCC) modelleyen ve
karaciger kanseri aragtirmalarinda yaygin olarak kullanilan bir in vitro sistemdir. HCC,
diinya genelinde sik goriilen ve yiiksek mortaliteye sahip bir timor olup, 6zellikle
kronik hepatit B enfeksiyonu ve aflatoksin maruziyeti ile iligkilendirilmistir. HepG2
hiicreleri, karacigerin fonksiyonel 6zelliklerini koruyan bir tiimdr hiicre hatt1 olarak,
hem tiimdr biyolojisini anlamak hem de yeni terapdtik yaklasimlarin etkinligini
degerlendirmek i¢in gilivenilir bir platform sunar. Bu hiicre hatti, tiimor fenotipi ve
genetik 6zellikleri bakimindan karakterize edilmis olup, alfa-fetoprotein (AFP) iiretimi
gibi klinik belirtecleri ifade eder. Ayrica, HepG2 hiicreleri, ¢esitli deneysel kosullarda
hiicre dongiisii, farklilagma ve sinyal yolaklarinin incelenmesine olanak saglayan bir
model sunar. Bu 0Ozellikleri sayesinde, HepG2 hiicreleri hem temel kanser
arastirmalarinda hem de farmakolojik ve toksikolojik ¢alismalarda 6nemli bir rol
oynar (Saied & MsHAMsUDDIN, 1998). Bununla birlikte, HepG2 kanser hiicre hatti
stabil fenotip ve kolay kiiltiirlenebilirlik, hepatosit benzeri fonksiyonlarin korunmasi,
vb. durumlardan dolay1 in vitro saglikli karaciger fonksiyonlarini taklit etmek igin sik

kullanilan hiicrelerden biridir.
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2.7. Hiicre-Matriks Etkilesimleri ve Doku Miihendisligi

Doku miihendisliginin temel amaci, hasar gormiis veya eksik dokularin
yeniden olusturulmasi ve organ fonksiyonlarmin desteklenmesidir. Bu siiregte
hiicreler, dogal veya yapay iskelelerle bir araya gelerek, tipki dogal ortamlarindaki gibi
bliyliyiip organize olmalidir. Hiicrelerin dogru sekilde cogalmasi ve farklilagmasi,

cevresel sinyallerden aldig1 yonlendirmelere baghidir (Barbucci, 2002).

Hiicreler, yasamlar1 boyunca c¢evrelerinden siirekli sinyaller alarak genetik
programlarini yriitlirler. Gelisim siirecinde embriyonik hiicreler, ¢evrelerine g¢esitli
molekiiller salgilayarak kendi hiicre dis1 yapilarinin olugmasini saglar (Adams & Watt,
1993; Vainio & Miiller, 1997). Bu yapilarin farkli diizenlenis bigimleri, hiicrelerin

¢ogalmaya ve organize olarak dokular1 olusturmaya devam etmesine olanak tanir.

Hiicrelerin farklilasmasi ve iglevlerini yerine getirmesi, hiicreler arasi ve hiicre-
matriks iletisiminin anlagilmasini gerektirir. Matriks yapilarinin karmasikligi, hiicre-
matriks etkilesimlerinin de biiylik cesitlilik gostermesine yol acar. Laboratuvar
ortaminda doku olusturma ¢abalari, hiicrelerin dogal dokulardaki davraniglarini taklit
edebilmelerini saglayacak sekilde planlanmalidir. Matriksler, hiicre davraniglarini
yonlendiren sinyaller sunar ve hiicre yilizeyinde bulunan reseptorler bu sinyallere yanit
verir. Ligand ve reseptor etkilesimleri gerceklestiginde, hiicre igindeki biyokimyasal
mekanizmalar aktif hale gelir ve hiicrelerin fonksiyonel aktiviteleri diizenlenir (Rosso

et al., 2004).

Hiicrelerin matriks tizerindeki gelisimi, doku organizasyonu ve fonksiyonunun
stirdiiriilebilmesi i¢in temel bir siirectir. Hiicre dis1 matriks, hiicrelere yapisal destek
saglamanin yani sira, onlarin cevreleriyle etkilesime girerek yasam, g¢ogalma ve
farklilasma gibi biyolojik stireglerini diizenler. Hiicreler, ylizeylerindeki reseptorler
araciligryla ECM bilesenlerine baglanir; bu baglanmalar hiicrelerin tutunma, go¢ etme

ve konumlanma davraniglarini yonlendirir.

Bu etkilesimlerde 6zellikle integrinler, fibronektin, laminin ve kolajen gibi
proteinler kritik rol oynar. Hiicrelerin matriksle kurdugu bu temaslar, biyokimyasal
sinyallerin iletilmesini saglayarak hiicresel aktiviteleri diizenler ve doku olusumunu
yonlendirir. Vaskiiler gelisim, hiicre-matriks etkilesimlerinin 6nemini gosteren iyi bir
ornektir. Endotel hiicreleri matriksle etkileserek damar yapilarini olustururken,

perisitler bu yapilar1 stabilize eder. ECM’in sundugu yapisal destek, damar
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biitiinligliniin korunmasini ve islevsel bir vaskiiler sistemin gelismesini saglar. Sonug
olarak, hiicre-matriks etkilesimleri organizmalarin saglikli  gelisimi igin
vazgecilmezdir. Bu etkilesimlerin dogru sekilde kurulmasi, doku ve organlarin yapisal
bitiinliigiinii korur. ECM bilesenlerinin ve reseptorlerinin daha iyi anlasilmasi,
gelecekte doku miihendisligi ve rejeneratif tip alanlarinda yeni uygulamalara kap1

aralamasi beklenmektedir (Hynes, 2007).
2.7.1. Matriksin hiicre proliferasyonu ve adhezyonu iizerindeki etkisi

Hiicrelerin hayatta kalmasi, cogalmasi ve fonksiyonlart i¢in uygun bir ¢evre
gereklidir. Hiicreler, ¢evrelerindeki hiicre dis1 matriks ile etkilesime girerek hayatta
kalma, ¢ogalma, farklilasma ve go¢ gibi ¢esitli biyolojik siirecleri diizenlerler. Bu
etkilesimler, hiicre-matriks yapismalari ve matriksin fiziksel 6zellikleri tarafindan
biiytik olgtide kontrol edilir. Matriksin hiicrelerin proliferasyonu (g¢ogalmasi) ve
adhezyonu (yapisma) tiizerindeki etkisi, hiicre davranislarini diizenleyen Onemli

faktorlerden biridir.

Hiicre-matriks adhezyonlari, hiicrelerin ECM'e yapismasini saglayan biyolojik
yapilar olan integrinler tarafindan aracilik edilir. integrinler, ECM iizerinde bulunan
farkli proteinlerle baglanarak hiicrelerin matriksle olan etkilesimlerini diizenler. Bu
adhezyonlar, hiicrelerin ECM'ye baglanmasin1 saglamakla kalmaz, ayn1 zamanda
hiicre icindeki cesitli sinyal yollarni baslatarak hiicre davraniglarint modiile eder
(Miranti & Brugge, 2002). Bu sinyal yollari, hiicrenin gen ekspresyonunu, sitoskeletal
organizasyonu, hiicre yayilmasini ve hareketliligini etkileyebilir. Hiicrelerin ECM ile
etkilesimi, hiicre proliferasyonunun temel diizenleyicilerindendir. Integrinler
araciligryla aktarilan matriks sinyalleri, hiicre i¢indeki gesitli biyokimyasal yollar
aktive eder ve bu da hiicre béliinmesini tetikler. Ornegin, hiicrelerin matriksle giiglii
yapismasi, hiicre ici sinyalleme yollarin1 baglatarak hiicre ¢ogalmasini destekler.
Integrinler araciligiyla aktarilan sinyaller, hiicre biiyiime faktorlerinin ve mitojenik
sinyallerin hiicreye ulasmasini kolaylastirir, bu da hiicrenin bdliinme ve proliferasyon

kapasitesini artirir (Hynes, 2002).

Matriksin sertligi veya esnekligi, hiicre proliferasyonunu etkileyebilir. Sert
matriksler, hiicrelerin daha fazla yapismasini ve dolayisiyla daha fazla proliferasyon
gerceklestirmelerini saglayabilir. Bununla birlikte, ¢cok yumusak matriksler, hiicrelerin

yeterli adhezyon olusturamamasina ve bunun sonucunda proliferasyonun

21



engellenmesine yol agabilir. Hiicrelerin ECM'ye adhezyonlarini yonlendiren
faktorlerden biri, matriksin fiziksel yapisidir. ECM'nin boyutu, yogunlugu,
kompozisyonu ve topografyasi, hiicrelerin matrikse ne kadar giiglii yapisacaklarini
etkileyebilir. Bu adhezyonlar, hiicrenin ¢evresiyle etkilesime girerek proliferasyonu
yonlendirir. Ornegin, ECM'nin dogru topografyasina sahip yiizeylerde hiicreler daha
etkili bir sekilde adhezyon gosterir ve bu da hiicre proliferasyonunun artmasina yol

agar.

Integrinler, hiicrelerin matriksle etkilesimi icin temel reseptorlerdir ve hiicre-
matriks adhezyonunun diizenlenmesinde énemli bir rol oynar. integrinler, hiicrelerin
ECM'ye baglanarak hiicre i¢i sinyal iletim yollarin1 baslatir ve bu da hiicre
proliferasyonunu etkiler. Integrinlerin kiimelenmesi ve etkinlesmesi, fokal adhezyon
kinaz (FAK) gibi proteinlerin aktivasyonunu baslatarak hiicre ¢ogalmasi icin gerekli
sinyalleri tetikler. Matriksin esnekligi, hiicrelerin adhezyon ve proliferasyonunu
diizenleyen 6nemli bir diger faktordiir (Li et al., 2005). Esnek matriksler, hiicrelerin
deformasyonunu kolaylastirir ve hiicrenin mekanik gerilme olusturmasina olanak
tanir. Bu gerilme, hiicre i¢i sinyal yollarin1 aktive eder ve proliferasyonu artirabilir.
Ozellikle, esnek matriksler hiicrelerin proliferasyon kapa sitesini artirirken, daha sert
matriksler hiicrelerin daha az proliferasyon yapmasina neden olabilir (Berrier &
Yamada, 2007).

Ekstraseliiler matriks, hiicrelerin yalnizca fiziksel destegini saglamakla
kalmayip aym1 zamanda hiicre davraniglarini yonlendiren dinamik bir mikrogevre
olusturur. Hiicre davranigini etkileyebilecegi iki temel mekanizma vardir. Bunlardan
biri reseptdr aracili sinyal iletimi yoluyla hiicre fonksiyonlarini dogrudan diizenleyen
hiicre-matriks etkilesimidir. Digeri ise matriksin biiyime veya farklilasma
faktorlerinin mobilizasyonunu kontrol ederek hiicre proliferasyonunu ve fenotipini
dolayli olarak modiile etmesidir (Taipale & Keski-Oja, 1997). Hiicreler yalnizca kendi
sinyallerini {iretmekle kalmaz, ayni zamanda matrikse tutunmay1 diizenleyen
molekiiller aracilifiyla ¢oziliniir biiyiime faktorleri ve farklilasmay: indiikleyen ajanlar
gibi dis uyaranlara verdikleri yanit1 da degistirebilir (SchWartz & Baron, 1999). Bu
durum, farkli matriks makromolekiillerinin belirli sinyal iletim yollarini se¢ici bigimde
aktive edebilecegini ve hiicrelerin biiylime ya da farklilagma faktorlerine etkili sekilde
yanit verebilmesi i¢in uygun hiicre i¢i sinyal kaskadlarinin tetiklenmesinde matriks

bilesenleriyle etkilesimin gerekli oldugunu gostermektedir (Aplin & Juliano, 1999).
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Nitekim yapilan caligmalar, belirli biiylime faktorlerinin etkili bigimde aktive
olabilmesi igin hiicrelerin matrikse belirli bir diizeyde yapismasinin ve fokal adezyon

komplekslerinin olusumunun gerekli oldugunu ortaya koymustur.
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3. GEREC VE YONTEMLER

3.1. Deney Protokolii

Bu tez ¢alismasi sadece in Vvitro hiicre kiiltiirii ortaminda (insan ya da hayvan
viicudu disinda) ve Eskisehir Osmangazi Universitesi (ESOGU), Tip fakiiltesi,
Girigimsel Olmayan Klinik Arastirmalar Etik Kurul Baskanliginin karar iznin sayi
numarast: E-25403353-050.04-250198525; No0:38; 04.11.2025 tarihli etik kurul izni
ile insan kaynakli atik dokular kullanilarak gergeklestirilmistir.

Calismamizin baslangic asamasinda kontrol grubu ve farkli hiicresizlestirme

tekniklerine gore toplam 3 farkli 6rnek grubu kullanilmistir. Deney gruplari:
1.Grup (Kontrol grubu): Baslangi¢ doku Wharton jeli (WJ).
2.Grup (Deney grubu): Deterjan uygulamasi ile yapilmis hiicresizlestirme (Det-ECM).

3.Grup (Deney grubu): Deterjan uygulamasi sonrasinda enzimatik uygulama yapilmisg
hiicresizlestirme (Enz-ECM).

Jellestirme *

: o I
vl
dECM Jeli

- e MKH

< >

Enzimatik hilcresizlestirme E  Coktarme -
- » TN Fustlme \ e

w Ekstraselliiler matriks Enz-Kol
(ECM)

-y VW Hep G2
L ;

Ekstraselliler matriks Det-Kol
(ECM)

Sekil 3. 1. Tez calismasinin grafikal ozeti.

3.2. Insan Gébek Kordonundan Wharton Jeli Izolasyonu

Bu tez ¢aligmasinda, aragtirma i¢in toplamda iki vaka (n=2) kullanilmis olup,
bir vakada ikizler bulunmasi nedeniyle ii¢ adet gobek kordonu 6rnegi alinmistir.
Calismada kullanilan toplam gobek kordonu uzunlugu 45 cm olarak belirlenmistir.

Insan gobek kordonlari, deneysel islem &ncesinde, tipik olarak steril Hank's Balanced
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Salt Solution (HBSS, Capricorn Scientific, Ebsdorfergrund, Almanya) ¢ozeltisi ile ii¢
defa durulanmis ve ardindan 5 cm uzunlugunda pargalara ayrilmistir (Fong et al.,
2012). Her bir parga, altta yer alan Wharton jeli (WJ) dokusunun epitelyal yiizeyi
boyunca dikkatlice ayrilarak, tek par¢a halinde disseke edilmistir (Sekil 3.2.). Yumsak

jel dokusu, sonrasinda siradaki asama i¢in —80°C dondurulmustur.

Sekil 3. 2. Gobek kordonundan wharton jeli izolasyonu (Gao et al., 2025).

3.3. Wharton Jeli Hiicresizlestirilmesi

Dondurma/¢ézme isleminden (—80°C/20°C) sonra numuneler, bisturi
yardimiyla 1-2 mm kalinliginda kiigiik pargalara ayrilmis ve 30 dakika siireyle
deiyonize su (diH:0) ile ¢alkalanmistir. Wharton jeli i¢indeki hiicrelerin tamamen
¢oziilerek ekstrakte edilmesi amaciyla, ilk asamada numuneler %0.002 W/v
Ethylenediaminetetraacetic Acid (EDTA, Sigma E6758-500G) ¢ozeltisi ile 30 dakika
slireyle inkiibe edilmistir (Emami et al., 2021). Ardindan, hiicre membranlarinin
gecirgenligini artirmak ve ¢dziilme siirecini optimize etmek amaciyla, %1 Triton X-
100 (Millipore 9036-19-5, ABD) ve %0.1 NH.OH (Merck KGaA, Almanya) i¢eren
fizyolojik serum (PS) bazli hipotonik bir ¢ozeltisi hazirlanmis ve bu ¢ozeltide islemler
gerceklestirilmistir (Kochetova et al., 2025). Dokular, siizgeg iginde gece boyunca ve
sonrasinda da 3 giin siireyle, her giin 500 ml hipotonik ¢dzeltide calkalanmis
(MaXiLab Biotechnology), bdylece hiicresel materyalin daha verimli bir sekilde
salinmas1 saglanmistir. Sonraki asamada, dokularda kalan deterjan kalintilarini
uzaklastirmak icin 2 giin boyunca saf su ile ve 3. giin ise HPLC (isoLab, Wertheim,
Almanya) dereceli su ile galkalama islemleri yapilmigtir. Bu islem, Wharton jeli
icindeki hiicresel yapilarin tam olarak ekstrakte edilmesini temin etmek amaciyla

optimize edilmistir.

Hiicresizlestirilmis Wharton jelinin elde edilmesi siireci, dikkatle uygulanarak
dokular, sadece deterjan uygulanmis ve deterjan sonrasi enzim uygulanmis olmak
tizere iki gruba ayrilmistir. Enzimatik grupta, hiicre kalintilar1 ve 6zellikle DNA'nin

temizlenmesi amaciyla, dokular 37°C’de 2 saat boyunca DNaz enzimine maruz
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birakilmistir (Dubus et al., 2022). Bu amagla, Tris-HCI (Sigma Aldrich, ABD) tampon
cozeltisine %0.2 (v/v) oraninda 500X Dnaz (Sigma Aldrich, Almanya) eklenmis ve
dokular manyetik karistiricida karistirilarak inkiibe edilmistir. Bu enzimatik islem,
Wharton jelindeki DNA’nin parg¢alanmasini saglamis ve dolayisiyla daha saf bir

hiicresizlestirilmis doku elde edilmesi amag¢lanmistir.

Islem tamamlandiktan sonra, her iki grup igin sterilizasyon amaciyla, doku
hacmi kadar periasidik asit (Sigma Aldrich, Almanya) ¢ozeltisi ile 30 dakika stireyle
4°C’de buz kasetleri ile birlikte calkalanarak dezenfeksiyon islemi gerceklestirilmistir.
Bu asama, olasi kontaminasyonlari engellemek amacrtyla kritik bir 6neme sahip olup,
hiicresizlestirilmis dokularin steril ve saf hale getirilmesini saglamistir. Tiim islem
artiklar1, soguk PBS (Capricorn Scientific, Almanya) ¢ozeltisi ile 1000G’de 5 dakika
stireyle santrifiij (Hettich, Rotina 380R, Westphalian, Almanya) edilerek
uzaklastirilmistir. Son olarak, hiicresizlestirilmis Wharton jeli (d-WJ) numuneleri,
liyofilizasyon isleminden once sirasiyla —20°C (Panasonic Kal-Den, Japonya) ve
—80°C’de (Arctiko Uluf 750-2M, Danimarka) dondurulmustur. Bu dondurma islemi,
orneklerin yapisal biitiinliigiinli muhafaza ederek sonraki analizler i¢in uygun hale
getirilmesini saglamistir. Liyofilize (GPERON FDB8602, Korea) edilmis dokular, son
asamada 1 mm metal kiireler ile homojenize (QIAGEN TissueLyser II, Almanya)

edilmistir. Islemin biitiin asamalar1 Sekil 3.3.’de gosterilmistir.

Wharton Jeli DI H,O+EDTA+PS PS 3.Gin PS Ultra saf su HPLC su

Liyofilizasyon =~ ¢—————  Perasedik Asit =~ ¢——————————  Tris HCl + DNaz

Liyofilizasyon ———  Perasedik Asit

Sekil 3. 3. Wharton jeli kaynagindan hiicresizlestirme asamalari.
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3.3.1. Hiicresizlestirme isleminin etkinligi ve karakterizasyonu

3.3.1.1. Histolojik boyama

Hiicresizlestirilmis numuneler uygun yonde parafin bloklara gémiilmiis ve
mikrotomda 4-5 pm kalinliginda ince kesitler alinmistir. Bu kesitleri 151k mikroskobik
inceleme icin ilk olarak % 4’liikk paraformaldehit soliisyonunda 24 saat tespit
edildi.Suyun uzaklastirllmasi i¢in dokular artan derecelerde alkol serilerinden
(%60,%70, %80, %90, %96 %100) gegirildiler. Sonrasinda dokular parlatilmalari
amaciyla ksilolden gegirildi ve ardindan parafine gomiildiiler (Alturkistani et al.,
2015).

Hematoksilen-Eosin Boyama: Tiim deney gruplarina ait parafin bloklarindan
lamlara 4 pm kalinliginda kesitler alindi. Kesitler 60°C etiivde 60 dakika bekletildikten
sonra, 3 % 10 dakika siireyle ksilolde tutulup parafinden arindirildi. Daha sonra lamlar
strastyla azalan alkol serilerinden (%100, %96, %90, %70) gecirildi ve 1 dakika akan
su altinda yikandi. Kesitler Harris Hematoksilen (HHS32, Sigma) ile 2 dakika
boyandiktan sonra, 2 x 2 dakika akan su altinda yikandi. Ardindan lamlar %]l
amonyak-su karigimima daldirilip tekrar 1 dakika akan suda yikandi. Daha sonra 2
dakika Eosin Y (HT110180, Sigma) ile boyandi. Kesitler artan dereceli alkol
serilerinden (%70, %80, %96, %100) gecirilerek 2 x 1 dakika ksilolde bekletildi ve

entellan ile kapatildi.

Alcian Blue (pH2.5): Deney gruplarindan alinan kesitler 60°C etiivde 60
dakika bekletildikten sonra, 3 x 10 dakika siireyle ksilolde tutulup parafinden
arindirildi. Daha sonra lamlar sirasiyla azalan alkol serilerinden (%100, %96, %380,
%70) gecirilip 1 dakika akan suda yikandiktan sonra 1 dakika distile suda bekletildi.
Lamlar 30 dakika Alcian Blue (Atom Scientific, RRSK400-100) ¢ozeltisinde boyandi.
Distile su ile 2x1 dakika yikandiktan sonra, asetik asitte 3 saniye bekletildi ve tekrar
distile su ile 2x1 dakika yikandi. Kesitler artan dereceli alkol serilerinden (%70, %96,
%100) gecirilip 2x1 dakika ksilolde bekletildi ve entellan ile kapatildi.

Masson’s Trichrome Boyama (Bioptica, 04-010802): Deney gruplarindan
alman kesitler 60°C etiivde 60 dakika bekletildikten sonra, 3x10 dakika siireyle
ksilolde tutulup parafinden arindirildi. Daha sonra lamlar sirasiyla azalan alkol
serilerinden (%100, %96, %80, %70) gegirilip 1 dakika akan suda yikandiktan sonra
1 dakika distile suda bekletildi. Lamlar Weigert’s Iron Hematoxylin ile 5 dakika
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boyandi ve ardindan pikrik asitte 5 dakika bekletilip 3 x 1 dakika akan su altinda
yikandi. Daha sonra 5 dakika Biebrich Scarlet—Acid Fuchsin ¢6zeltisinde boyandi ve
distile su ile 2x1 dakika yikand1. Kesitler 5 dakika phosphotungstic/phosphomolybdic
asitte bekletildikten sonra, 5 dakika Aniline Blue ¢ozeltisinde boyandi. Distile su ile
2x1 dakika yikandiktan sonra, artan dereceli alkol serilerinden (%70, %80, %96,
%100) gecirilip 2x1 dakika ksilolde bekletildi ve entellan ile kapatildi.

Safranin O boyamasi (Nova Ultra, IW-3011 IW): Deney gruplarindan alinan
kesitler 60°C etlivde 60 dakika bekletildikten sonra, 3x10 dakika siireyle ksilolde
tutulup parafinden arindirildi. Daha sonra lamlar sirastyla azalan alkol serilerinden
(%100, %96, %80, %70) gegirilip 1 dakika akan suda yikandiktan sonra 1 dakika
distile suda bekletildi. Kesitler Weigert’s Iron Hematoxylin ¢ozeltisinde 5 dakika
bekletildi, ardindan distile suda 1 dakika yikandi. Lamlar Fast Green boyasiyla 1
dakika boyand1 ve diferansiyasyon i¢in asetik asitte 5 saniye bekletildi. Distile suda 1
dakika yikandiktan sonra, Safranin O ¢dzeltisinde 10 dakika boyandi. Kesitler artan
dereceli alkol serilerinden (%70, %80, %96, %100) gecirilip 2x1 dakika ksilolde
bekletildi ve entellan ile kapatildi.

3.3.1.2. Immunohistokimya

Ekstraseliiler matriks bilesenlerinin analizini yapmak amaciyla, Kolajen Tip I
(COL 1) ve Fibronektin proteinlerinin immiinofloresan boyama yoOntemi ile
incelenmesi  gerceklestirilmistir. Bu islem asagidaki adimlar izlenerek

gerceklestirilmistir:

Doku 6rnekleri, %4 paraformaldehit ¢cozeltisi ile 24 saat siireyle sabitlenmistir.
Bu sabitleme islemi, doku yapisinin korunmasii saglayarak hedef proteinlerin
boyama i¢in uygun hale gelmesini temin etmistir. Ardindan, sabitlenmis ornekler,
hiicre zarin1 gegirgenlestirmek ve antikorlarin dokuya daha iyi erigmesini saglamak
amaciyla %0.1 Triton X-100 ¢ozeltisi ile 10 dakika siireyle muamele edilmistir.
Spesifik olmayan baglanmalar1 6nlemek i¢in 6rnekler %5-10 keg¢i serumu (Cell
Signaling, ABD) ile 1 saat boyunca blokaj islemine tabi tutulmustur. Daha sonra,
ornekler Collagen I (COL I, Cell Signaling, ABD) ve Fibronektin (Cell Signaling,
ABD) i¢in uygun primer antikorlarla inkiibe edilmistir. Bu primer antikorlar, hedef
proteinlere 6zgii baglanarak belirli ECM bilesenlerinin tespiti i¢in temel isaretleme
saglar. Inkiibasyon siiresi, her antikor i¢in {iretici talimatlarina gore

gerceklestirilmistir. Primer antikor inkiibasyonunun ardindan, Ornekler floresan
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etiketli ikincil antikorlarla 1 saat siireyle inkiibe edilmistir. Sekil 3.4. gorselindeki gibi
ikincil antikorlar, primer antikorun baglandig1 bolgeleri taniyarak floresan isaretlemesi
yapmis ve bOylece hedef proteinlerin lokalizasyonunun goézlemlenmesine olanak
tanimistir. Boyama islemi tamamlandiktan sonra, ornekler ii¢ kez PBS (fosfath
tamponlu salin) ile yikanarak fazla ikincil antikorlar uzaklastirilmigtir. Son asamada,

boyanmis 6rnekler floresan mikroskop kullanilarak incelenmis (Key, 2006).

Bu siireg, ECM'nin yapisal bilesenlerinin ve ilgili proteinlerin doku igindeki

dagilimin1 ve organizasyonunu gorsel olarak degerlendirmek i¢in kullanilmistir.

Ny
e

:
LA
A A

Sekil 3. 4. IF Boyama: Primer ve Sekonder Antikorlarin Baglanmasi ve Sinyal
Amplifikasyonu (Foot, 1933).

3.3.1.3. DNA élgiimii

DNA izolasyonu, Trizol reaktifi ve ticari bir kit (NucleoGene Genomic DNA
Extraction Kit) kullanilarak gerceklestirilmistir. Isleme baslamadan &nce, izolasyon
icin gerekli tiim malzemeler hazirlanmistir. Deney ve kontrol gruplarina ait uygun
miktardaki doku ornekleri, Trizol (GeneAll, LTD) reaktifi ile tamamen parcalanana
kadar homojenize edilmistir (Hummon et al., 2007). Ardindan, kullanilan Trizol
hacminin beste biri kadar kloroform (Sigma Aldrich, Almanya) eklenmis ve 6rnekler
DNA, Trizol ve protein fazlarina ayrilmistir. Oda sicakliginda 3 dakika inkiibasyonun

ardindan santrifiij islemi uygulanmistir.

Elde edilen DNA fazi, kitin protokoliinde belirtilen baglanma tamponu

asamasindan itibaren iiretici talimatlarma uygun sekilde isleme alinmistir. izolasyon
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sonucunda elde edilen DNA 6rnekleri kisa siireli saklama i¢in -20°C’de, uzun siireli

saklama i¢in ise -80°C’de muhafaza edilmistir.

[zolasyonu tamamlanan DNA &rnekleri, NanoDrop (Thermo Fisher, ABD)
spektrofotometresi kullanilarak saflik ve konsantrasyon agisindan analiz edildi. Ol¢iim
sirasinda, 260/280 ve 260/230 absorbans oranlar1 degerlendirildi, DNA'nin saflig1 ve
olast kontaminasyonlar1 belirlendi. Yeterli saflik ve konsantrasyona sahip DNA

ornekleri daha ileri analizler i¢in islendi.
3.3.1.4. Agaroz jel elektroforezi

DNAmm biitiinligiinii degerlendirmek amaciyla agaroz jel elektroforezi
yapilmistir. Bunun i¢in %1 oraninda agaroz jel (Sigma, A9539-100G) hazirland1 ve
1X TBE tamponu igerisinde eritilmistir. DNA’y1 floresan olarak boyamak ve UV 15181
altinda bantlarm goriinmesini saglamak amaciyla etidyum bromid (Sigma, E8751-1G)
eklenmistir. Jelin polimerizasyonu tamamlandiktan sonra kuyular olusturuldu ve DNA
ornekleri uygun yiikleme tamponu ile karistirilarak kuyulara yiiklendi. Islem zamani
elektroforez giic kaynagi (Thermo EC250-90 Waltham, ABD) kullanilarak 90V
uyguland1 ve 40-50dk siire sonunda jel, UV transilliiminatér (Bio Rad, California,
ABD) altinda goriintiilendi (Lee et al., 2012). DNA bantlarinin keskinligi ve biitiinliigi

degerlendirilerek i1zolasyonun basarist dogrulanmistir.
3.3.1.5. Hidroksipirolin tayini analizi

Deseliilerize Wharton jeli 6rneklerindeki kolajen miktarini, normal Wharton
jeli dokusundaki kolajen diizeyiyle karsilastirmak i¢in her iki doku grubunda da
hidroksiprolin temelli kolorimetrik analiz yapilmistir. Bu &lgimler, hidroksiprolin

kolorimetric kit (Elabscience, Cin) kullanilarak gerceklestirilmistir.

Analiz siirecinde, her numuneden yaklasik 50 mg doku alinmis ve 6rnekler 500
uL 6 mol/L HCl i¢inde 95°C’de 6 saat boyunca hidrolize edilmistir. Hidroliz sonras1
kite ait reaktifler eklenmis ve karigimlar 60°C’de 15 dakika inkiibe edilmistir.
Inkiibasyonun ardindan drnekler 0.5 cm genisligindeki seffaf kiivetlere aktarilmis ve
558 nm dalga boyunda spektrofotometrik dl¢iim yapilarak optik dansite degerleri elde
edilmistir (Rothrauff et al., 2017). Son olarak, bu 6l¢iim degerleri: A (OD degeri), V
(Ph ayarlamasindan sonra elde edilen hidrolizatin hacmi), f (test dncesi niimunenin
seyreltme faktérii), m (niimunenin agirligi), a (standart) kullanilarak hidroksiprolin

miktar1 Formiil 3.1.”e gore hesaplanmigtir.
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(AA-b) V
m

a

HYP (pg/mg) = x f

Formiil 3. 1. Hidroksipirolin miktar hesaplama formiilii.
3.4. ECM’den Kolajen Ekstraksiyonu

Ekstraselliiler matriksten kolajen ekstraksiyonu gerceklestirmek amaciyla
oncelikle liyofilize (kurutulmus) doku 6rnekleri jellestirilmistir. Bu amagla, %0,5
(W/v) pepsin (Sigma Aldrich, Cin) igeren 0,5 M asetik asit (Merck, Almanya) ¢ozeltisi
hazirlanmis ve uygun miktarda doku 6rnegi bu ¢ozeltiye eklenmistir. Hazirlanan
karigim, tam bir jellesme saglanana kadar 4°C’de 72 saat boyunca manyetik karigtirici
tizerinde siirekli olarak karigtirllmistir. Bu asamada pepsin, asidik ortamda kolajen
disindaki proteinlerin pargalanmasini kolaylastirarak kolajenin ¢6ziiniir hale gelmesini

saglamistir.

Jellesme tamamlandiktan sonra, elde edilen ¢ozeltiden bir par¢a Enz-ECM
grubundan dECM jeli grubu olarak ayrilmis ve geri kalan jelden saf kolajen izolasyonu
amaciyla tuzla ¢oktiirme yontemi uygulanmistir. Bu dogrultuda, dECM jeli 0,7 M
NaCl ¢ozeltisi igerisinde 9150 rpm’de 45 dakika siireyle santrifiij edilmistir. Santrifiij
islemi sonucunda olusan kolajen pelleti dikkatlice toplanmistir. Elde edilen pellete,
tiretici firmanin protokoliine uygun sekilde hazirlanmis diyaliz tiipii (Membra-Cel,
ABD) igerisinde 48 saat boyunca diyaliz islemi uygulanmistir. Bu islem, diisiik

molekiil agirlikli safsizliklarin ve tuz iyonlarinin uzaklagtirilmasini saglamistir.

Diyaliz sonras1 kolajen pelletinin ¢oziindiiriilmesi icin asetik asit ¢ozeltisi
kullanilmistir. C6ziinme tamamlandiktan sonra, kolajen ¢ozeltisinin pH degeri 7,0—7,4

araligina getirilerek notralizasyon saglanmis ve ekstraksiyon islemi tamamlanmistir.
3.4.1. Kolajen karakterizasyonu

Kolajen karakterizasyonu caligmalar1 kapsaminda, deterjan ve enzimatik
islemler uygulanarak hazirlanmis deney gruplarina ait doku ornekleri kullanilmistir.
Her iki gruptaki oOrnekler, ekstraksiyon islemlerinin ardindan liyofilizasyon
(dondurarak kurutma) yontemiyle kurutulmus ve analizler oncesinde nemden
arindirilmistir. Bu islem, 6rneklerin uzun stireli saklanmasin1 ve karakterizasyon

asamasinda yapisal biitiinliiklerinin korunmasini saglamistir.
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Deney gruplart:

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 (Taramali elektron mikroskobu)

Kolajen 6rneklerinin yiizey morfolojik 6zelliklerinin incelenmesi, JEOL JSM-
5600 marka taramali elektron mikroskobu (SEM) ile gerceklestirilmistir. Analiz
oncesinde, biyolojik numunelerin yapisal biitiinliigiiniin korunmas1 amaciyla kritik
nokta kurutma yontemi uygulanmis, ardindan iletken olmayan ylizeylerin elektron
iletkenligini artirmak i¢in altin/paladyum (Au/Pd) ile ince kaplama yapilmistir.
Hazirlanan Ornekler uygun vakum kosullarinda goriintiilenmis ve elde edilen
mikrograflar, yiizey morfolojisindeki yapisal farkliliklarin degerlendirilmesinde

kullanilmistir (Y1lmaz et al., 2025).
3.4.1.2. FTIR (Fourier doniisiimii kiziléotesi)

Her bir numunenin fonksiyonel gruplari belirlemek amaciyla Fourier
Dontigiimlii Kiziltesi Spektroskopisi (FTIR) analizi gergeklestirilmigtir. FTIR, 15181n
kizil6tesi bolgesindeki yogunlugunu dalga sayisina gore Olcen ve matematiksel
Fourier doniisiimiine dayanan bir kimyasal analiz yontemidir. Bu teknik,
molekiillerdeki baglarin titresim ve donme hareketleri sirasinda kizilotesi 1s18in
emilmesi prensibine dayanir. Bagka bir deyisle, molekiiler titresimler sonucu kizilGtesi
radyasyonun sogurulmasi esasina gore calisir. Olgiimler, PerkinElmer Spectrum Two
marka spektrometre kullanilarak, oda sicakliginda 4000400 cm™ dalga sayisi
araliginda kaydedilmistir (Y1lmaz et al., 2025).

3.5. Hiicrelerin izolasyonu, Kiiltiir Edilmesi, Cogaltilmasi ve

Karakterizasyonu

Mezenkimal kok hiicrelerin izolasyonu i¢in eksplant veya enzimatik sindirim
yontemleri kullanila bilir. Bu tez ¢caligmasinda, 1 vakadan (n=1) eksplant yontemiyle

kok hiicreler izole edilmistir.
3.5.1. MKH’lerin izolasyonu ve Kiiltiire edilmesi

Eksplant yontemi ile izole edilen insan Wharton Jeli kokenli mezenkimal kok

hiicreler (IWJ-MKH’ler) kiiltiire alinmistir. Doku ornekleri %10 primosin igeren
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Hank’in Balanced Salt Solution (HBSS) ile yikanmus, kii¢iik pargalar haline getirilerek
6 kuyucuklu kiiltir plaginin tabanina yerlestirilmis ve 15 dakika boyunca tabana
tutunmast saglanmistir. Ardindan iizerine %10 f6tal sigir serumu (FBS, Capricorn
Scientific, Ebsdorfergrund, Almanya), %1 primosin (Invivogen, California, ABD) ve
%1 stabil glutamine (Capricorn Scientific, Ebsdorfergrund, Almanya) iceren Nutri ve
Nutri supplement (Capricorn Scientific, Ebsdorfergrund, Almanya) besiyeri eklenmis
ve %5 CO2, %5 02, %95 bagil nem ve 37°C inkiibatorde (Panasonic, MCO-170M-PE,
Japonya) ¢ogaltilmistir.

Hiicrelerin morfolojik durumu invert faz kontrast mikroskobunda (Carl Zeiss,
Axio Observer DI, Oberkochen, Almanya) giinliikk olarak izlenmis, kiiltiir plag
tabanina dogru hiicre hareketleri gozlenmis ve fotograflar kaydedilmistir. Hiicreler
%70 konfluens seviyesine ulagtiginda alt kiiltiirleme (pasajlama) yapilmistir. Eski
besiyeri uzaklastirilmig, hiicreler Ca?*" ve Mg?" icermeyen Dulbecco's Phosphate
Buffered Saline (PBS) ile ii¢ kez yikanmis ve %0,25 tripsin-EDTA (Etilendiamin tetra
asetik asit, Thermo Fisher Scientific, Gibco, Massachusetts, ABD) ile detache
edilmistir. Tripsin-EDTA, serumlu besiyeri ile notralize edilmis ve hiicreler santrifiij
edilerek silipernatant atilmistir. Pelletler resiispanse edilerek hiicre sayimi trypan

mavisi ile yapilmis ve toplam hiicre sayis1 standart formiil ile hesaplanmastir.

Hiicreler, kiiltiirlerine devam etmek iizere T75 flasklara ekilmis ve fazlasi
ileride kullanilmak iizere dondurulmustur. Kriyoprezervasyon i¢in hiicreler 300xg’de
5 dakika santrifiij edilip siipernatant atilmis, dnceden hazirlanmis kriyoprezervasyon
soliisyonu (%35 FBS iceren RPMI-1640) ile homojenize edilmis ve her vialde 3x10°
hiicre olacak sekilde paylastirilmistir. Hiicrelere %35 dimetil siilfoksit (DMSO)
eklenmis, hizla karistirnllmis ve -150°C’de derin dondurucuda (Panasonic, MDF-

C2156VAN-PE, Kadoma, Japonya) kriyoprezerve edilmistir.
3.5.2. WJ-MKH’lerin flow sitometri ile karakterizasyonu

Izole edilen insan Wharton jeli kaynakli mezenkimal kok hiicreler (iWJ-
MKH’ler), tiglincii pasaja kadar kiiltiir ortaminda ¢ogaltilmistir. Pasaj asamasina
ulasan hiicrelerden 6nce eski besiyeri uzaklastirilmig, ardindan 3 mL Ca*" ve Mg*
icermeyen Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline (dPBS, Capricorn Scientific,
Ebsdorfergrund, Almanya) ile {i¢ kez yikama islemi uygulanmistir. Hiicrelerin kiiltiir

yiizeyinden ayrilmasimni saglamak i¢in %0,25 oraninda tripsin-EDTA (Etilendiamin
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tetra asetik asit, Thermo Fisher Scientific, Gibco, Massachusetts, ABD) eklenmis ve
37°C’de yaklasik ii¢ dakika siireyle inkiibatdrde tutulmustur. Hiicrelerin ylizeyden
ayrildigr mikroskopla dogrulandiktan sonra, tripsinin etkisini durdurmak amaciyla iki

kat1 hacminde serum igeren besiyeri ilave edilmistir.

Elde edilen hiicre siispansiyonu santrifiij tiipiine (Sarstedt, Niimbrecht,
Almanya) aktarilmis, pipetajla nazik¢ce homojenize edilmis ve 300xg’de 5 dakika
boyunca santrifiij edilmistir. Santrifiij sonras1 slipernatant uzaklastirilmis ve hiicre
pelleti soguk PBS ile yikanmistir. Ardindan, hiicrelerin antikorlarla isaretlenebilmesi
icin 100 pL baglanma soliisyonu (%2 FBS igeren PBS) ve 2 pL spesifik antikor
eklenmis, karisim +4°C’de 30 dakika siireyle inkiibe edilmistir. Inkiibasyon
tamamlandiktan sonra 300 uL PBS ilavesiyle hiicreler yeniden siispanse edilmis ve
floW sitometri cihazinda (Agilent Novacyte 3500) analiz edilmistir. Elde edilen
verilerin degerlendirilmesi NovoExpress yazilimi (Agilent, California, ABD)

araciligiyla gerceklestirilmistir.

Izolasyonun etkinligi, hiicre saflig1 ve canliligiin degerlendirilmesi amaciyla
yapilan karakterizasyon analizlerinde, floW sitometri yontemi kullanilmistir. Bu
analizlerde, FITC konjugatli anti-human CD44, CD105, CD73, CD90, CD69, CD25
ve PE konjugatli anti-human CD25, CD19, CD29, CD34, CD14, CD45, HLA-DR ve
HLA-A-B-C antikorlar1 (Biolegend, California, ABD; Thorvacs, Ankara) kullanilarak

hiicre yiizey belirteclerinin varligi degerlendirilmistir.
3.6. Hiicrelerin 3B Kiiltiir Ortaminda Ekilmesi ve Karakterizasyonu

Calismamizda, matriks tzerindeki hiicresel etkilesimleri degerlendirmek
amacityla MKH ve HepG2 hiicre hatlar1 kullanilmistir. Matriks olarak ise, kolajen
ekstraksiyon yontemlerindeki farkliliklara gore hazirlanmis ii¢ ayr1 6rnek grubu ile

kontrol grubu degerlendirilmistir. Bu gruplar:

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

2.Grup (Deney grubu): Deterjan uygulamasi ile ekstrakte edilmis kolajen (Det-Kol).
3.Grup (Deney grubu): Enzimatik uygulama ile ekstrakte edilmis kolajen (Enz-Kol).

4.Grup (Deney grubu): Enzimatik uygulama ile alinmig dECM jeli.

34



3.6.1. Hiicrelerin kolajen ve ECM matriksine ekilmesi

Hiicresel davranislarin ii¢ boyutlu (3B) biyomatriks ortaminda incelenebilmesi
amaciyla. MKH ve HepG2 hiicre hatlarn1 kullanilarak hiicre ekimleri
gergeklestirilmistir. Deneyler, her hiicre hatt1 i¢cin ayr1 olacak sekilde 6 kuyucuklu
kiiltiir plakalarinda yiritiilmiistiir. Hiicre ekimi oncesinde, hiicrelerin tutunma ve
cogalma kosullarimi iyilestirmek amactyla kiiltiir yiizeyleri uygun bir kaplama tabakasi

ile hazirlanmustir.

Kaplama soliisyonlarinin hazirlanmasinda, tim deney gruplarina ait matriks
cozeltileri esit konsantrasyonda (4.24 mg/mL) olacak sekilde hazirlanmis ve her birine
hiicre adezyonunu destekleyici 6zellikte fibronectin (1000 pg/mL) ile DMEM High
Glucose bazal besiyeri eklenmistir. Elde edilen karisimlar diisiik sicaklik kosullarinda
(4°C) korunmus, ¢0Ozeltinin homojen yapiya ulagsmasi pipetleme yontemiyle
saglanmistir. Boylece, kaplama materyalinin fiziksel biitiinligii ve biyolojik etkinligi

korunmustur.

Hazirlanan kaplama ¢ozeltileri uygulanmadan once kiiltiir plakasinin her bir
kuyucugu PBS ile yikanarak sterilizasyon ve yiizey temizligi saglanmistir. Ardindan,
her kuyucuga 400 pL olacak sekilde kaplama ¢ozeltisi eklenmis ve plakalar 37°C’de
30 dakika siireyle inkiibasyona birakilmistir. Bu islem, matriks bilesenlerinin yiizeye
diizgiin bir sekilde tutunmasimi ve hiicrelerin daha etkin bir sekilde yerlesmesini
saglamugtir. Inkiibasyon siiresi tamamlandiktan sonra, kaplama soliisyonu aspirator
yardimiyla uzaklastirilmis ve kuyucuklar nazik¢ce PBS ile yikanarak fazla materyal

ortamdan temizlenmistir.

Kaplama isleminin ardindan her kuyucuga, %10 fetal bovine serum (FBS) ve
%1 primosin igeren DMEM High Glucose besiyerinden 4 mL eklenmistir. Kontrol
grubu amacglhh ayn1 kosullarda ama kaplamasiz plakaya da hiicre ekimi
gergeklestirilmistir. Hiicre ekimi agsamasinda, MKH’ler i¢in hazirlanan ilk plakanin her
bir kuyucuguna 10x10* hiicre, HepG2 hiicreleri i¢in hazirlanan ikinci plakanin her bir
kuyucuguna ise 30x10* hiicre ekilmistir. Bu farkli hiicre yogunluklari, her hiicre
tipinin farkli proliferasyon hizlar1 ve yiizey tutunma ozellikleri géz Oniinde

bulundurularak optimize edilmistir.

Kiiltiir stireci boyunca, hiicrelerin canliligin1 ve morfolojik biitiinliigiini

koruyabilmek amaciyla iki giinde bir 2 mL besiyeri yenilenmistir. Her besiyeri
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degisiminde, hiicrelerin morfolojik yapilar1 ters mikroskop altinda incelenmis ve

hiicre-matriks etkilesimleri diizenli olarak izlenmistir.
3.6.2. Hiicrelerin matriks iizerindeki hiicre canhihig karakterizasyonu

Hiicre ekimi sonrasinda, farkli analizlerin gercgeklestirilebilmesi amaciyla
kiiltiirler belirli siireler boyunca inkiibasyonda bekletilmistir. Analiz tiirlerine baglh
olarak hiicreler farkli inkiibasyon giinlerinde toplanmis ve her analiz i¢in ayr1 6rnek
gruplar1 olusturulmustur. Boylece, hiicrelerin matriks iizerindeki davranislarinin

zamana bagl degisimi karsilagtirmali olarak degerlendirilmistir.

3.6.2.1. Canli/6lii boyama testi

Hiicrelerin plakalara ekiminden sonra, 1., 4. ve 7. giinlerde hiicre canlilig
canli/6lii boyama analizi ile degerlendirilmistir. Boyama islemi Oncesinde, tiim
cozeltiler 1s18a duyarl olduklarindan karanlik ortamda hazirlanmistir. Analiz, DMEM
High Glucose besiyeri igerisinde %10 (v/v) oraninda Calcein-AM ve Ethidium
Homodimer-1 igeren Live/Dead Viability/Cytotoxicity Kit (Invitrogen, ABD)

kullanilarak gerceklestirilmistir.

Boyama oOncesinde, her kuyucuktaki besiyeri aspirator yardimiyla
uzaklastirllmis ve kuyular PBS ile nazik¢e yikanmistir. Ardindan, her kuyucuga
hazirlanan boyama ¢ozeltisinden eklenmis ve plakalar 37°C’de 30 dakika siireyle
inkiibatorde bekletilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda boya ¢ozeltisi aspiratdr ile
uzaklastirilmig, kuyular HBSS ile yikanmis ve her kuyucuga az miktarda HBSS

eklenmistir.

Boyama islemini takiben, hiicreler floresan mikroskobu altinda incelenmistir.
Gortintiilemede canli hiicreler yesil (Calcein-AM pozitif), 6li hiicreler ise kirmizi
(Ethidium Homodimer-1 pozitif) floresan sinyali ile belirlenmis, bdylece hiicre
canlilifi ve morfolojik biitiinlik zamana bagli olarak karsilastirmali sekilde

degerlendirilmistir.
3.6.2.2. Proliferasyon testi

Hiicrelerin plakalara ekiminden sonra, 1., 2., 3., 4. ve 5. giinlerde hiicre
cogalmasimin zamana bagli degisimini belirlemek amaciyla proliferasyon analizi
gergeklestirilmistir. Bu analizde, hiicrelerin kiiltiir siiresi boyunca gosterdigi konfluens

(yogunluk) degerleri giinliik olarak degerlendirilmistir.
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Analiz  Oncesinde, her kuyucuktaki besiyeri aspirator yardimiyla
uzaklastirilmig ve hiicrelerin ylizeyden ayrilmasi i¢in Trypsin-EDTA ¢ozeltisi
eklenmistir. Hiicrelerin tamamen silispanse hale gelmesinin ardindan, siispansiyonlar
toplanarak santrifiij edilmistir. Elde edilen hiicre pelletleri uygun sekilde yeniden
siispanse edilerek Thoma lam iizerine alinmis ve 151k mikroskobu altinda sayimlari

yapilmustir.

Bu yontemle elde edilen giinliik hiicre sayilar1 degerlendirilerek, MKH ve
HepG2 hiicrelerinin 3B matriks ortamindaki proliferasyon hizlari, biiyiime egilimleri

ve matriks uyum siiregleri kantitatif olarak analiz edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. insan Gobek Kordonundan Wharton Jeli izolasyonu

Izolasyon siirecinde, elde edilen Wharton jelinin miktar1 numuneler arasinda
degisiklik gostermis olup, ortalama olarak her 5 cm’lik gobek kordonu parcasindan
3,91 + 0,3 gram jel elde edilmistir. Diseksiyon sirasinda jel dokusunun homojen bir
yaptya sahip oldugu ve kolayca ayrilabildigi gézlemlenmistir. Bununla birlikte, bazi
orneklerde daha yogun bag dokusu yapilarinin bulundugu ve bu boélgelerde jel

ayriminin daha zor oldugu kaydedilmistir.
4.2. Wharton Jeli Hiicresizlestirilmesi

Hiicresizlestirme stireci sirasinda, her PS (physiological saline bazli deterjan)
deterjan uygulamasinin ardindan dokularin renginde belirgin bir seffaflagsma gozlendi.
Bu degisiklik, hiicresel bilesenlerin etkin bir sekilde uzaklastirildigini ve ekstraseliiler
matriksin (ECM) daha belirgin hale geldigini gostermektedir. Hiicresizlestirmenin
ilerleyen asamalarinda dokularin yapisal biitiinliigli korunmus olup, karakterizasyon

i¢in Oornekler alinmistir.
4.2.1. Hiicresizlestirme isleminin etkinligi ve karakterizasyonu
4.2.1.1. Histolojik boyama

Wharton Jeli (WJ) dokusunun hiicresizlestirme siirecine iligkin histolojik
analizler gerceklestirilmis ve siirecin etkinligi dort farkli histolojik boyama yontemi
(Alcian Blue, Hematoksilen-Eozin (H&E), Masson’s Trikrom ve Safranin O)
kullanilarak degerlendirilmistir. Analizler, kontrol grubu olarak dogal WJ dokusu
(W1J), deterjan uygulamasi ile alinmis ECM (Det-ECM) ve deterjan sonrasi enzimatik
uygulama ile alinmis ECM (Enz-ECM) deselliilerize gruplar iizerinde
gerceklestirilmis, her bir boyama yontemi tizerinden doku yapisindaki degisiklikler

incelenmistir (Sekil 4.1.).

Alcian Blue boyamasi, WJ grubunda yogun ve homojen mavi boyanma ile
yiiksek glikozaminoglikan (GAG) igerigini gosterirken, Enz-ECM grubunda boyanma
yogunlugunun azaldigi ve GAG miktarinin kismen azaldigi goriilmiistiir. Det-ECM
grubunda ise boyanma belirgin sekilde solmus olup GAG igeriginin biiyiik dlgiide
kayboldugu belirlenmistir.
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Hematoksilen-Eozin boyamasinda pembe tonlarin dagilimma gore doku
biitlinliigli ve ECM yapisi belirlenmistir. WJ grubunda ¢ok sayida ¢ekirdek ve hiicre
yapis1 gozlenmis, Det-ECM grubunda hiicre ¢ekirdekleri kismen azalmis, Enz-ECM

grubunda ise ¢ekirdeklerin neredeyse tamamen ortadan kalktig1 goriilmiistiir.

Masson’s Trikrom boyamasinda, WJ grubunda yogun mavi boyanma ile
kompakt kolajen lifleri gozlenirken, Enz-ECM grubunda kolajen yapisinin biiyiik
6lctide korundugu ancak liflerin daha gevsek bir dagilim gosterdigi belirlenmistir. Det-
ECM grubunda ise boyanma yogunlugu azalmis ve kolajen yapisinda kismi

bozulmalar meydana gelmistir.

Safranin O boyamasi, WJ grubunda yogun kirmizi boyanma ile yiiksek
proteoglikan igerigini ortaya koyarken, Enz-ECM grubunda bu yogunlugun azaldig,
Det-ECM grubunda ise olduk¢a soluk boyanma ile proteoglikan iceriginin biiyilik
Olciide kayboldugu gozlenmistir.

Alcian Blue Hematoksilen-eozin Masson's trikrom Safranin O

Det-ECM

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

histolojik boyama goriintiileri.

4.2.1.2. Immunohistokimya

Col I boyamasinda, WJ grubunda yogun ve homojen yesil sinyal gézlenmis,
dogal ECM yapisinin saglam ve iyi miktarda oldugunu gostermistir. Enz-ECM ve Det-
ECM grubunda ise beraber oranda sinyal orta diizeyde olup, kolajenin kismen

korundugu goriilmiistiir. Diger taraftan, fibronektin boyamasinda ise WJ grubunda
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giiclii ve Orgii benzeri sinyal gézlenirken, Det-ECM ve Enz-ECM grubunda sinyal bir
miktar azarmistir. Ayrica Det-ECM grubunda daha dagimik bir yap1 goriilmiistiir.
Bununla birlikte uygulanan DAPI boyama sonuglarindan da agik¢ca Det-ECM
grubunda bir miktar hiicre kalintis1 boyanmis ve Enz-ECM grubu ise neredeyse tiim

hiicrelerden armmustir (Sekil 4.2.).

wI Det-ECM Enz-ECM

Collagen |

Fibronectin

Sekil 4. 2. Kolajen grublari: WJ, Enz-Kol ve Det-Kol, i¢in COL | ve Fibronectin

boyama goriintiileri.

4.2.1.3. DNA izolasyonu

Kontrol grubu olarak kullanilan WJ 6rneklerinde Nanodrop spektrofotometri
yontemi ile yapilan DNA olglimleri sonucunda ortalama 168 ng/mg deger elde
edilmistir. Bu deger, dogal dokuda mevcut hiicresel icerigin yiiksek oldugunu
gostermektedir. Hiicresizlestirme siirecinin etkinligini degerlendirmek amaciyla, Det-
ECM ve Enz-ECM gruplarinda da DNA miktarlar1 6l¢iilmiistiir. Det-ECM grubunda
DNA miktar1 60 ng/mg olarak saptanmis olup, bu deger belirlenen hiicresizlestirme
kriteri olan 50 ng/mg’a olduk¢a yakin bir seviyededir. Bu durum, Det-ECM grubunun
kismen hiicresizlesmis oldugunu, ancak tamamen hiicresizlesme hedefine

ulagsmadigini gostermektedir (Sekil 4.3. A).

Buna karsin Enz-Kol grubunda Ol¢lilen DNA miktar1 20 ng/mg olarak
belirlenmis ve kriterin olduk¢a altinda kalmistir. Bu sonu¢, Enz-ECM grubunda
hiicresizlestirmenin basarili bir sekilde gergeklestirildigini ve dokunun hiicresel
igeriginin biiyiik 6lclide uzaklastirildigini ortaya koymaktadir. Elde edilen bu veriler,

farkli hiicresizlestirme yontemlerinin dokudaki DNA igerigi ilizerindeki etkilerini
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karsilagtirmali olarak degerlendirmeye olanak saglamaktadir.

Det Enz Kontrol*
200 ECM  ECM

150+

100+

ng\mg

50

Sekil 4. 3. A) DNA miktar1 sonuglari: WJ 168 ng/mg, Det-ECM 60 ng/mg ve Enz-
ECM 20 ng/mg, 260/280 nm absorbans degerleri. B) Agaroz jel
elektroforezi DNA fragmentinin uzunlugu (bg).

4.2.1.4. Agaroz jel elektroforezi

ECM ornekleri ile kontrol grubu olarak kullanilan dogal Wharton jeli dokusu
tizerinde agaroz jel elektroforezi analizi gerceklestirilmistir. Elde edilen sonuglar
degerlendirildiginde, kontrol grubunu olusturan dogal WJ dokusunda bozulmamis ve
yiiksek molekiiler agirlikli genomik DNA’nin belirgin bir sekilde korundugu
gozlemlenmistir. Bu durum, dogal dokunun hiicresel biitlinliglinii ve yapisal
stabilitesini biiyiik Ol¢lide muhafaza ettiini gostermektedir. Buna karsilik, deney
gruplarindan Det-ECM o6rneklerinde DNA bantlarinin kismen bozuldugu ve orta-
yiiksek molekiiler agirlikli DNA fragmanlarinin gézlendigi belirlenmistir. Enz-ECM
grubunda ise DNA bantlarinin tamamen kayboldugu ve 200 b¢’nin altinda, ¢ok diisiik
molekiiler agirliklit DNA fragmanlarinin dahi tespit edilmedigi goriilmustiir (Sekil 4.3.
B).

4.3. Hidroksipirolin Analizi

Orneklerin hidroksiprolin icerigi, hidroksiprolin kolorimetric kit (Elabscience,
Cin) kullanilarak 558 nm’de spektrofotometrik olarak dl¢tilmiistiir. Deseliilerizasyon
Oncesi ve sonrasina ait dl¢lim verileri, kitte bulunan 100 pg/mL’lik standart ¢ozelti
esas alinarak ve Orneklerin 1slak agirligina gore normalize edilerek Formiil 3.1.
kullanimiyla hesaplanmistir. Bu hesaplamalar sonucunda 6rneklerin hidroksiprolin
miktar1 (ug/mg Wet tissue) belirlenmistir. Dogal Wharton jeli dokusunda kolajen

miktar1 0.32 pg/mg olarak Olc¢lilmiis; hiicresizlestirilmis gruplarda ise bu deger
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yaklasik iki kat azalarak birbirine yakin sonuglar vermistir. Enz-ECM grubunda 0.15
ug/mg, Det-ECM grubunda ise 0.18 pg/mg kolajen tespit edilmistir (Sekil 4.4.).

Sonug¢ olarak, hidroksiprolin analizinde nicel olarak gozlenen kolajen
azalmasina ragmen, kolajen liflerinin genel mimarisinin histolojik diizeyde

korundugunu gostermektedir.

g
=)
]

-
[3,]
1

o
tn
1

Hidroksipirolin Miktari pg\mg
>
1

i
1
» é}x‘ &

00\' @oﬁ'

e
=
1

Sekil 4. 4. Hidroksipirolin miktari: WJ (1.51 pg/mg), Enz-ECM (0.24 pg/mg), Det-
ECM (0.28 ng/mg).

4.4. Kolajen Karakterizasyonu
4.4.1. SEM (taramal elektron mikroskobu)

Her iki grup i¢in farkli biiylitme diizeylerinde taramali elektron mikroskobu
(SEM) gortintiileri elde edilerek yapisal 6zellikler incelenmistir. Enz-Kol grubunda
gbzlemlenen yapilar, genis porlara sahip olup belirgin lifli bir organizasyon
gostermektedir (Sekil 4.5. A). Det-Kol grubunda ise, dokunun fazla porlu ve birbirine
bagli liflerden olusan bir yapiya sahip oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.5. B). Yapilan
degerlendirme sonucunda, her iki grubun yapisal 6zelliklerinin biiyiik 6l¢iide benzer
oldugu ve normal kolajen dokusundan beklenen mikro yapisal 6zellikleri yansittigi

gorilmistir.
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Sekil 4. 5. Enz-Kol ve Det-Kol, kolajen orneklerinin SEM (Taramali Elektron
Mikroskobu) goriintiileri. Farkli biiyiitmelerde: i1 ve ii (200um), iii ve iv

(20um) porlu ve lifli yapilar goriilmiistiir.

4.4.2. FTIR (doniisiimlii fourier kizilotesi spektroskopi)

Amide A bandi, yaklasik 3300 cm "’ de gozlenen pikler ile temsil edilir ve
kolajen yapisina entegre hidrojen baglari ile proteinin yapisal biitiinliigii hakkinda bilgi
saglar. Bu baglar 3328 cm ''deki bantta goriiniir (Wang et al., 2007). Amide I bandi,
1600-1700 cm™* araliginda gozlenir ve C=0 gerilimi ile iligkili olup, kolajenin triple
heliks yapisin1 gostermektedir: bu baglar 1645 cm"'deki bantta goriiniir (Bryan et al.,
2007) . Amide II bandi ise 1540-1550 cm "’de bulunur; N-H biikiilmesi ve C-N
gerilimi ile protein ikincil yapisi ile hidrofobik/hidrofilik etkilesimler hakkinda bilgi
verir. Bu baglar 1548 cm 'deki bantta gértinmiistiir (Riaz et al., 2018). Amide Il1
bandi, 1220-1300 cm™ araliginda (Friess & Lee, 1996), C-N gerilimi ve N-H
biikiilmesi kombinasyonu olarak godzlenir ve kolajenin triple heliks stabilitesinin

dogrulanmasinda kullanilir.

Enz-Kol grubuna ait FTIR spektrumlar1 Sekil 4.6’da sunulmustur. Bu gruba ait
spektrum incelendiginde, Amid A bandinin yaklasik 3307 cm™ dalga sayisinda
gozlendigi belirlenmistir. Amid I band1 1635 cm "’de, Amid II band1 1543 cm "’de,
Amid Il bandi ise 1237 cm™ dalga sayisinda tespit edilmistir. Bu piklerin varligi, Enz-
Kol grubundaki kolajen yapisinin karakteristik spektral 6zelliklerini korudugunu

gostermektedir.

Det-Kol grubuna ait FTIR spektrumlari da Sekil 4.6.’da sunulmustur. Bu gruba
ait spektrum incelendiginde, Amid A bandinin yaklasik 3302 cm™ dalga sayisinda
gozlendigi belirlenmistir. Amid I band1 1647 cm "’ de, Amid II band1 1549 cm"’de,
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Amid III bandi ise 1230 cm™ dalga sayisinda tespit edilmistir. Bu piklerin varligi, Det-

Kol grubundaki kolajen yapisinin korudugunu gostermektedir.

Burada, histolojik ve FTIR analizlerinde kolajen yapisinin korunmus olmasi,

ECM nin yapisal biitlinliigiliniin siirdiiglinii géstermektedir.

Enz-Kol
Det-Kol

Transmitans (%)

3302

1549 1647

T T T T T T T T
500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000
Dalga sayisi (cm™)

Sekil 4. 6. Kolajen 6rneklerinin FTIR spektrumlari. Enz-Kol: Amid A (3307 cm-1),
Amid | (1635 cm-1), Amid Il (1543 cm-1), Amid Ill (1237 cm-1). Det-
Kol: Amid A (3302 cm-1), Amid | (1647 cm-1), Amid 1l (1549 cm-1),
Amid 111 (1230 cm-1).

4.5. WJ-MKH’lerin Flow Sitometri Karakterizasyonu

WJ-MKH’ler 3. pasaj asamasma geldiginde, hiicrelerin immiinofenotipik
ozellikleri flow sitometri analizi ile degerlendirilmistir. Analiz sonuglarina gore, kok
hiicre belirteglerinden CD90 pozitifligi %99.84, CD73 pozitifligi %90.88, CD44
pozitifligi %99.95, CD105 pozitifligi %59.04 ve CD29 pozitifligi %99.85 olarak
belirlenmistir. Negatif belirte¢lerin oranlar1 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
seklinde tespit edilmistir.
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Sekil 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 Hiicreler Uzerindeki Etkisinin Incelenmesi

4.6.1. Canly/6lii boyama ile hiicre canhihig: analizi

MKH ve HepG2 hiicreleri iizerinde Enz-Kol, Det-Kol, dECM jel ve ticari
kolajen (T) uygulanarak canli/6lii hiicre boyamas1 yapilmistir. Hiicreler, 1., 4. ve 7.
giinlerde floresan mikroskop altinda incelenmistir. Sonuglar, tiim gruplarda canli
hiicrelerin agirlikli oldugunu gostermektedir. 1. giin MKH goriintiilerine bakildiginda,
T kolajen ve Enz-Kol gruplarinda hiicrelerin cogunlugunun saglam, parlak yesil renk
verdigi ve saglikli goriindiigli goriilmiistiir. Bunun yaninda, Det-Kol ve dECM jel
gruplarinda gozle goriiliir tamamen kirmizi hiicreler olmasa da detayli incelendiginde
hiicrelerde diger gruplarla karsilastirildiginda kismen diisiik canliik  orani

gorilmiistiir. MKH’lerin 4. giin goriintiilerinde Det-Kol grubuna ekilen hiicrelerde 61t
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hiicre oraninin bir miktar yiikseldigi goriilmektedir. Kolajen grublar arasinda Enz-Kol
grubu neredeyse ilk giinkii gibi ilerledi ve dECM grubunda da ortalamanin istiinde
canli hiicre oran1 gozlemlenmistir. 7. giin ise ticari kolajen grubuna en yakin sonuglar
Enz-Kol ve dECM jel gruplarinda goriilmiis ve Enz-Kol grubu ise en yiiksek canlilik
oranina sahip oldugu tesbit edilmistir. Canli 6lii boyama goriintiilerine gére matriks
tizerine ekilen HepG2’ler i¢inde sonuglar benzer sekilde olmus ve en fazla canlilik
Enz-Kol ve ticari kolajen grublarinda olmus ve genellikle biitiin grublarda %90

tizerinde canlilik tespit edilmistir.

MKH 1
150
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mm Canli
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100+

50+

Sekil 4.8. MKH ve HepG2 hiicrelerinin Ticari kolajen, Enz-Kol ve Det-Kol gruplari
ve dECM-Jeli matriksine ekiminin 1., 4. ve 7. glinlerinde canli ve 6li

boyama sonuglariin karsilastirilmasi.
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Sekil 4.9. MKH ve HepG2 hiicrelerinin Ticari kolajen, Enz-Kol ve Det-Kol gruplari
ve dECM-Jeli matriksine ekiminin 1., 4. ve 7. glinlerinde canli ve 6lii

boyama sonuglarinin karsilastirilmasi
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Sekil 4.9. MKH ve HepG2 hiicrelerinin Ticari kolajen, Enz-Kol ve Det-Kol gruplari
ve dECM-Jeli matriksine ekiminin 1., 4. ve 7. glinlerinde canl1 ve 6lii

boyama sonuglarinin karsilastirilmasi ( Devam Ediyor)

4.6.2. Proliferasyon analizi

Bu caligsmada, proliferasyon analizi yapilarak iki farkli hiicre hatti, MKH ve
HepG2 hiicreleri iizerinde dECM jeli, ticari ve saflastirtlmis kolajen gruplarinin
etkileri incelenmistir. Deney kapsaminda, kaplamasiz ve kolajen kaplamali yiizeylere
ekilen hiicreler bes giin boyunca her gilin kaldirilarak hiicre sayimlari
gerceklestirilmistir. Bu analiz sayesinde, farkli jel kompozisyonlarinin hiicre

proliferasyonu tizerindeki etkileri karsilastirmali olarak degerlendirilmistir.

Elde edilen sonuclara gore, ticari kolajen (T) grubu pozitif kontrol olarak
degerlendirilmis ve MKH hiicreleri tlizerindeki etkisi, beklenildigi lizere yliksek
proliferasyon orani gdstermistir. Bununla birlikte, ticari kolajen grubuna en yakin ve
hatta baz1 noktalarda daha yiiksek proliferatif etki gosteren grubun enzimatik olarak
elde edilen kolajen (Enz-Kol) oldugu belirlenmistir. Bu durum, enzimatik yontemle
saflagtirillmis kolajenin hiicre tutunmasi ve ¢ogalmasi agisindan olduk¢a uygun bir
mikroyapi1 sagladigini diisiindiirmektedir. Ayrica, protein i¢erigi agisindan daha zengin
olan dECM jel tabanina ekilen MKH hiicrelerinde de bes giin boyunca konfluens
degerlerinde belirgin bir artis gozlemlenmistir. Bu artisin, jel yapisinda bulunan ek
matriks proteinlerinin hiicrelerin adezyon ve proliferasyonunu desteklemesinden

kaynaklandig: diistiniilmektedir.

Benzer sekilde, HepG2 hiicre hattinda da Enz-Kol grubunun hiicre ¢ogalmasi

tizerindeki etkisinin olumlu yonde oldugu tespit edilmistir. Her iki hiicre hattinda da
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gruplarin ve ozellikle Enz-Kol ve dECM jel gruplarinin etkilerinin ikinci glinden

itibaren belirgin hale geldigi gozlemlenmistir. HepG2 hiicrelerinde Enz-Kol grubunda

hiicrelerde ikinci giin itibariyla 4 cii giine kadar yiiksek ¢ogalma gozlemlenmistir.

Buna karsin, Det-Kol ve dECM-Jel grubunda hiicre ¢ogalmasinin T grubu ile benzer

ilerledigi gorilmiistir. MKH hiicrelerinde dECM-Jel grubu ise ilk iki ve tglincii

giinlerde yiiksek degerler gosterse de sonraki giinlerde Det-Kol grubuna benzer etki

gostermistir. Enz-ECM grubu 4 giin boyunca ticari kolajenle beraber ilerleme gosterse

de besinci giiniin sonunda en yiiksek hiicre sayis1 ile sonuglanmistir. Ayrica, her iki

hiicre grubunda kaplamasiz ekilen hiicre grubu olan Kontrol grubunda, beklenildigi

tizere diisiik proliferasyon gézlemlenmistir.
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Sekil 4. 10. HepG2 ve MKH hiicrelerinin 5 giinliik proliferasyon artimlari.
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5. TARTISMA

Kolajen, hiicre dis1 matriksin en 6nemli bilesenlerinden biri olarak yalnizca
yapisal destek saglamakla kalmaz, ayn1 zamanda hiicresel davraniglarin
diizenlenmesinde de aktif rol oynar. Farkli tipleriyle dokulara 6zgli ozellikler
kazandiran kolajenler, hiicre tutunmasi, gocii ve farklilasmasi gibi temel biyolojik
stirecleri etkileyebilmektedir (Linsenmayer, 1991). Son yillarda yapilan ¢alismalar,
kolajenin klasik yapisal islevlerinin Otesinde, biyokimyasal sinyallesme ve
immiinolojik yanitlar gibi cesitli fizyolojik siire¢lerde de gorev aldigini ortaya
koymustur. Bu dogrultuda, kolajen kaynakli biyomateryallerin doku miihendisligi ve
rejeneratif tipta kullanim potansiyeli giderek artmaktadir. Calismamiz esasinda elde
edilen bulgular, kolajenin hiicresel davranis lizerindeki bu c¢ok yonlii etkilerini

anlamaya yonelik onemli veriler sunmaktadir.

Bu caligmada, insan gobek kordonundan izole edilen Wharton jeli dokusunun
hiicresizlestirilmesi ve bu dokudan kolajen elde edilmesi amaglanmstir.
Hiicresizlestirme siireci boyunca dogal matriks yapisinin korunmasi, hiicresel
kalintilarin tamamen uzaklastirilmas: ve elde edilen yapinin biyolojik biitiinliigiiniin

stirdiiriilebilmesi hedeflenmistir.

Gobek kordonundan Wharton jeli izolasyonu, literatiirde bildirilen standart
prosediirlere uygun olarak gerceklestirilmistir. Normal dogumla alinan gébek kordonu
ornekleri kurumsal inceleme kurulu onay1 ile ve aseptik kosullarda hazirlanmistir.
Kordon segmentleri dikkatlice diseke edilerek damar yapilar ¢ikarilmis ve yalnizca
Wharton jeli dokusu izole edilmistir (Bakhshi et al., 2008). Bu yontem, Wharton jeli
dokusunun yapisal biitlinliiglinii koruyarak sonraki hiicresizlestirme ve kolajen
izolasyon adimlarima uygun bir baslangic materyali saglamaktadir. Dolayisiyla,
kullanilan prosediiriin gilivenilirligi ve tekrar edilebilirligi, calismada elde edilen
dECM jeli ve kolajen drneklerinin biyolojik ve yapisal degerlendirmelerine saglam bir

temel olusturmustur.

Deterjan bazli hiicresizlestirme yontemlerinde en yaygin kullanilan ajan Triton
X-100°diir. Kullanilan konsantrasyon dokunun tiiriine bagli olarak degismekte olup
genellikle %1 ile %5 arasinda uygulanmaktadir (Grauss et al., 2003). Triton X-100 ile
yapilan uygulamalarda elde edilen sonuglar dokunun tipine bagl olarak degiskenlik

gostermekte ve islem sirasinda glikozaminoglikanlar (GAG’lar) kismen
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uzaklagtirilabilmektedir. Baska bir ¢alismada, domuz derisi pargalar1 %0,1’lik SDS
¢ozeltisi ile 6 saat boyunca muamele edilmis ve hiicre uzaklastirma oraninin arttigi,
ancak tamamen yeterli olmadig1 gozlemlenmistir (Chen et al., 2004). Bu durum, SDS
soliisyonu ile tedavi siiresinin uzatilmasinin hiicresizlestirme verimliligini
artirabildigini dogrulamaktadir. Genel olarak SDS, niikleer kalintilar ve sitoplazmik
proteinlerin etkin bir sekilde wuzaklastirilmasini saglamakla birlikte, dogru
konsantrasyon ve zamanlama uygulanmadiginda dogal doku mimarisini bozma, GAG
icerigini fazladan azaltma ve kolajen yapisina zarar verme riski tasimaktadir. Bu
nedenle deterjan asamasinda SDS kullanilmamasi karar1 alinmistir. Bazi ¢aligmalarda
EDTA igeren protokoller de kullanilmaktadir; burada EDTA’nin amaci, dokudaki
hiicrelerin matrikse baglanmasin1 zayiflatarak sonraki kimyasal veya enzimatik
islemlerin etkinligini artirmaktir (Bader et al., 1998). Ornegin Dahl ve arkadaslari,
DNA miktar tayini ile Triton X-100/EDTA protokoliiniin intima-media tabakasindaki
hiicreleri tamamen uzaklastirmada yetersiz oldugunu, buna karsin %0,05 SDS
uygulamasinin etkili oldugunu gostermistir (Dahl et al., 2003). Calismamizda EDTA
kullanilmasinin sebebide hiicresizlestirme asamasina yardimci etki yarata bilmesidir.
Literatiir, deterjan bazli yontemlerin baz1 durumlarda yeterince etkili olmayabilecegini
ve enzimatik uygulamalarin ek fayda saglayabilecegini de belirtmektedir. Ornegin,
Yeni Zelanda beyaz tavsanlarinin trakea dokusu vakum altinda 2, 4, 6 ve 8 KU/mL
DNase I ile hiicresizlestirilmis; histolojik ve immiinohistokimyasal analizler, dogal
trakea ile karsilastirildiginda hiyerarsik yapinin korundugunu, kondrosit dist
hiicrelerin etkin bir sekilde uzaklastirildigin1 ve iskelenin antijenitesinin belirgin
Olgiide azaldigin1 gostermistir (Wang et al.,, 2021). Bu sonuglar bizim Enz-Kol
grubunun histolojik boyama sonuglari ile benzer olmaktadir. Jin ve arkadaslari, hiicre
dis1 matriks birikiminin %0,5 Triton X-100 ve 20 mM NH4OH kullanilarak
hiicresizlestirildigini gostermistir (Jin et al., 2025). Ancak kimyasal ajanlarin asiri
kullanimi kolajen liflerinin biitiinligiinii olumsuz etkileyebilmektedir (Crapo et al.,
2011). Literatiirde, deterjan bazli hiicresizlestirme yontemlerinin ECM yapisin
koruma ve hiicresel kalintilar1 uzaklastirma agisindan farkli sonuglar verdigi
bildirilmektedir. SDS ve sodyum deoksikolat gii¢lii hiicre uzaklastirma saglarken
dokuda hasara yol acabilmekte, Triton X-100 ve EDTA kombinasyonlari ise ECM’1i
koruyarak daha nazik bir hiicresizlestirme sunmaktadir (Badylak et al., 2011; Dahl et
al., 2003). Bu caligmada, hiicre membranlarinin gegirgenligini artirmak ve ECM

biitiinltiglinii korumak amaciyla %1 Triton X-100 ve %0,1 NH+OH iceren hipotonik
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bir ¢ozeltide EDTA kombinasyonu kullanilmistir. Yukaridaki literatiir arastirmalarina
bakarak soyleye biliriz ki, ¢caligmamizda hipotonik ortam hiicre materyalinin daha
etkili salinmasini saglarken, EDTA hiicrelerin matrikse baglanmasini zayiflatarak
islemin etkinligini artirmistir. Ardindan uygulanan DNaz islemi, o6zellikle DNA
kalintilarinin pargalanmasin1 saglayarak daha saf bir hiicresizlestirilmis doku elde
edilmesini miimkiin kilmigtir (Dubus et al., 2022). Bu yaklasim, hem hiicresel
kalintilarin etkin sekilde uzaklastirilmasini hem de ECM yapisinin korunmasini
saglayarak, literatiirde bildirilen smirlamalar1 asan dengeli ve giivenilir bir
hiicresizlestirme stratejisi sunmaktadir. Boylece elde edilen Wharton jeli, dECM’den

kolajen izolasyonu ve hiicre deneyleri i¢in uygun bir temel olugturmustur.

Wharton jelinin hiicresizlestirilmesi tamamlandiktan sonra, elde edilen
dokunun yapisal ve biyokimyasal Ozelliklerinin degerlendirilmesi amaciyla
karakterizasyon calismalar1 gerceklestirilmistir. Bu asamada, uygulanan yontemin
etkinligini ve doku biitiinliigli tizerindeki etkisini anlamak i¢in literatiirde bildirilen
farkli Wharton jeli kaynakli hiicresizlestirme ve karakterizasyon yaklasimlar
incelenmistir. Boylece hem kullanilan yontemin 6nceki ¢calismalarla olan benzerlik ve
farkliliklar1 belirlenmis hem de elde edilen sonuglarin literatiirle uyumlulugu
degerlendirilmistir. Literatiirde, Wharton jeli dokusunun hiicresizlestirilmesine
yonelik ¢aligmalarda farkli karakterizasyon yontemlerinin uygulandigi goriilmektedir.
Bazi aragtirmalarda, deterjan ve ardindan enzimatik uygulama ile elde edilen Wharton
jeli orneklerinde hiicresizlestirmenin basarisi; DAPI boyama, cesitli histolojik
boyamalar, DNA miktar tayini ve kolajen miktar analizleriyle dogrulanmistir (Dubus
et al., 2022). Bu analizler, hiicresel kalintilarin uzaklastirildigini ve ECM yapisinin
korundugunu gostermek amaciyla kullanilmigtir. Diger bir ¢aligmada ise, gobek
kordonundan elde edilen hiicresizlestirilmis iskele Ornekleri histolojik ve
immiinohistokimyasal boyamalarla degerlendirilmis; bu yontemlerle dokunun
hiicresel yapisinin tamamen temizlendigi ve kolajen lif diizeninin korundugu rapor
edilmistir (Yuan et al., 2022). Bu literatiir bulgularindan hareketle, calismamizda da
hiicresizlestirme stirecinin etkinligini ve elde edilen doku iskelelerinin yapisal
biitlinliigiinii degerlendirebilmek amaciyla ¢ok yonlii bir karakterizasyon yaklagimi
benimsenmistir. Literatiirde de benzer sekilde, enzimatik ve deterjan temelli
protokollerin Wharton jeli veya diger bag dokularinda hiicresizlestirme i¢in etkili

oldugu bildirilmektedir (Badylak et al., 2011; Gilbert et al., 2006). Uygulanan
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yontemler, hem hiicresel kalintilarin tamamen uzaklastirilip uzaklastiriimadigini hem
de ECM yapisinin, 6zellikle kolajen iceriginin korunup korunmadigini belirlemeye
yoneliktir. Bu kapsamda oncelikle DAPI boyasi kullanilarak dokularda niikleer
kalintilarin varlig1 incelenmis ve c¢ekirdeg§e 0zgii floresan sinyalin gdzlenmemesi
hiicresizlestirmenin etkinligini dogrulayict bir gosterge olarak degerlendirilmistir

(Gao et al., 2025).

Doku morfolojisinin ve ECM bilesenlerinin korunma durumunu analiz
edebilmek amaciyla g¢esitli histolojik boyamalar uygulanmistir. Bu baglamda,
Hematoksilen-Eozin boyasi, genel doku biitiinliigiinii ve hiicresel yapilarin varligini
degerlendirmek i¢in kullanilmistir. Deney gruplarimizda ¢ekirdekler koyu mor ve
hiicresel bilesenler ise pembe renkde boyanmistir. Masson’s Trikrom boyast, 6zellikle
kolajen liflerinin dagilimini ve yogunlugunu ortaya koymak amaciyla uygulanmis ve
kolajen lifleri mavi renge boyanmistir. Alcian Blue boyasi, Wharton jeli ECM’sinde
onemli bir yer tutan GAG igeriklerinin tespiti i¢in tercih edilmis ve hiicresizlestirme
isleminin bu yapilar tizerindeki etkisi degerlendirilmistir. Glikozaminoglikan igerigi
actk mavi renge boyanmistir (Bhunia & Mandal, 2018). Safranin O boyast ise kirmizi
renkle boyanmis proteoglikan icerigini gostermek {lizere kullanilmis, bu sayede
ECM’nin biyokimyasal bilesenlerinin korunma durumu hakkinda ek bilgi saglanmistir
(Xu et al., 2014). Buna karsin mevcut yontemde, Ezn-ECM grubun histolojik
analizlerinde hem hiicresel kalintilarin etkin bigimde uzaklastirildigi hem de ECM’nin
yapisal biitliinliigliniin korundugu goriilmiistiir. Bu durum, uygulanan islemin dokuya
minimal zarar vererek biyolojik uygunlugunu siirdiirdiigiinii gostermektedir. Ayrica
Det-ECM grubunda H&E boyama sonuglar1 esasinda yiiksek oranda hiicresizlestirme
olmasma ragmen az miktrarda kalan hiicre kalintilar1 ve DNA parcalarinin ECM
yapisini yapatmasindan dolayi liflerde daha daginik ve soluk goriintiiniin ortaya ¢iktig1
sonucuna varilmigtir. IF boyamalar1 sirasinda kontrol grubu ile karsilastirildiginda,
hiicresizlestirilmis ECM o6rneklerinde kolajen ve fibronektin miktarlarinda benzer
oranlarda azalma gozlenmistir. Histolojik boyama sonuglariyla paralel bir
degerlendirme yapildiginda, Det-ECM grubunda fibronektin boyamasi sirasinda elde
edilen diizensiz goriintiiniin hiicre ve DNA kalintilarinin varligindan kaynaklandigi
diistiniilmektedir. Ayrica, paralel olarak gergeklestirilen DAPI boyama sonuglarinda

da benzer bulgularin gézlemlenmesi bu durumu desteklemektedir.
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Hiicresel DNA kalintilarinin kantitatif analizi i¢cin DNA izolasyonu
gerceklestirilmis ve Enz-Kol grubunda %88,09 oraninda DNA azalmas1 gozlenmistir;
bu sonug, hiicresizlestirilmis insan Wharton jeli iskelelerine ait DNA analiz
bulgulariyla biiyiik 6l¢iide benzerlik gostermektedir (Kehtari et al., 2019). Elde edilen
DNA ornekleri agaroz jel elektroforezi ile incelenmistir (Elder et al., 2009). DNA
miktarindaki azalma ve diisiik molekiil agirlikli fragmanlarin gézlenmesi, niikleer
materyalin etkin bi¢gimde uzaklastirildigimi ortaya koymustur (Fayon et al., 2022).
Bununla birlikte ECM’nin kolajen igeriginin korunup korunmadigimi belirlemek
amaciyla standart kit protokolu esasindan hidroksiprolin testleri yapilmistir. Bagka
calismalarda, HYP konsantrasyonu ile kolajen igerigi arasindaki iligkiyi incelenmis ve
elde ettikleri standart egri ile regresyon analizi sonuglarina dayanarak kolajen
miktarmni giivenilir bir sekilde degerlendirilmistir (Lin & Kuan, 2010). Bu analiz,
kolajen miktarinin nicel olarak dogrulanmasini saglamig ve elde edilen dECM’nin
biyokimyasal biitiinliigiinii destekleyici kanit sunmustur. Yapilan tez ¢aligmasinda
kontrol grubu ile karsilastirildigi zaman hiicresizlestirilmis grublar bir birile yakin
sonuglar gostererek hidroksipirolin miktarinin baslangi¢c dokudan 3 kat azaldig1 tesbit

edilmistir.

Kolajen elde etmede yaygin olarak asit, alkali veya tuz ¢ozeltileri kullanilarak
kimyasal hidroliz uygulanir. Baz1 durumlarda enzimler, ultrason veya mikrodalga
uygulamalar1 ekstraksiyon siirecini destekler (Senadheera et al., 2020). Islem
genellikle diisiik sicakliklarda yiriitiiliir ki (=4 °C) kolajenin dogal yapis1 korunabilsin
(Pal & Suresh, 2016). Bu sebepden g¢alismamizin, biitiin gruplar igin dECM jeli
hazirlanmas1 asamasi buzdolabi 4°C sicaklikta gerceklestirilmistir. Ekstraksiyon
yontemi, verim ve iirlin 6zelliklerine gore secilir; polipeptit zincirlerinin uzunlugu,
¢oziinlirliik, viskozite ve termal kararlilik bu segimden etkilenir (Zhang et al., 2020).
Ayrica, On islem kosullari, deri tiirii, hayvanin yas1 ve cinsiyeti gibi faktorler, elde
edilen kolajenin miktarini ve kalitesini belirler (Sorushanova et al., 2021). Bu nedenle,
calismamizda 6n islem kosullarim1 dikkatle optimize ederek saf kolajen elde etmeye
odaklandik. On islemden sonra kolajen ekstraksiyonu gerceklestirildi. Geleneksel
yontemler, kimyasal hidroliz esasina dayanir ve asit, alkali veya tuz ¢dozeltileri
kullanilir. Bir ¢ok caligmada, farkli yontemler kullanilarak kolajen ¢okeltisi elde
edilmistir. Asit hidrolizi genellikle organik asitler olan asetik (Almeida et al., 2012;
Liu et al., 2015; Prestes, 2013), sitrik, laktik asit ile yapilmistir. Bu yontem kolajendeki
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baglar kirarak ¢oziinmesini saglar ve genellikle yiiksek verim verir. Alkali hidrolizi,
sodyum veya potasyum hidroksit gibi ¢ozeltilerle yapilir (Pal & Suresh, 2016); bu
yontemin Ozellikle deri isleme atiklarindan kolajen elde etmek i¢in uygun oldugu
gosterilmistir (Naomi et al., 2021), ancak bazi amino asitlerin kaybina neden olabilir
(Yang & Shu, 2014). Tuz ¢6ziindiirme ise notr tuz ¢ozeltileri kullanarak kolajeni
¢cozlindirmeyi amaglar (Schmidt et al., 2016); bu yontem daha az yaygin olmakla
birlikte hassas kontrol ile yiiksek kolajen ¢oziiniirliigiinii saglar (Pal & Suresh, 2016;
Schmidt et al., 2016). Buradaki yontemler incelendiginde, kolajen liflerinin yapisal
biitiinligiine ve icerdigi dnemli biyokimyasal bilesenlere zarar vermeden saflagtirma
yapmanin en uygun yolunun tuzla ¢oktiirme yontemi oldugu goriilmektedir. Baska bir
ifadeyle, bu yontem kolajeni bozmadan ¢oktiirerek elde etmeyi saglar ve boylece
kolajenin dogal yapisini koruyarak saflastirilmasina olanak tanir. Bu nedenle, Wharton
jeli kaynaklt dECM’den kolajen elde etmek amaciyla tuzla ¢oktiirme yontemi

uygulanmigtir.

Kolajenlerin kendine 6zgii morfolojik bir yapist bulunmaktadir ve farkl
fonksiyonel gruplar igermektedir. Literatiirde yapilan calismalara bakildiginda,
kolajenlerin tipik olarak gozenekli (porlu) ve lifsi bir yap1 sergiledigi goriilmektedir.
Yapay dermis uygulamalar i¢in tasarlanmis kolajen iskelelerinde, SEM iskelelerin
gozenek boyutlarim1 ve kolajen c¢apraz baglamanin derecesini 6lgmek igin
kullanilmistir (Ma et al., 2004; Zhang et al., 2002). Yapilan bir ¢alismada, bakteriyel
selilloz/kolajen kompozitinin SEM goriintiileri incelenmis ve birbirine bagl
gozeneklerin ortalama 15 pum boyutunda oldugu rapor edilmistir. Calismada, diizenli
bir sekilde organize olmus ii¢ boyutlu gézenekli ag yapisinin elde edildigi belirtilmis,
bu yapinin hiicre tutunmasi ve doku rejenerasyonu agisindan uygun bir mikrogevre
sagladig1 vurgulanmistir (Zhijiang & Guang, 2011). Bagka bir ¢calismada, insan dentin
kolajeninin zamanla bozuldugu ve ag yapisinin diizensizlestigi gozlemlenmistir
(Hashimoto et al., 2003). Bu negatif kontrol 6rnegi sayesinde, kendi sonuglarimizda
bozulmus veya diizensiz kolajen yapisin1 gérmeyi beklemedigimizi ve elde ettigimiz
Wharton jeli kolajenin morfolojik olarak korunmus bir ag yapisi sergilemesini
bekledigimizi anlayabiliriz. Bu nedenle, ekstrakte ettigimiz kolajenin karakteristik 1ifli
morfolojiye sahip olmasi beklenmistir. Calismamizda elde edilen kolajen gruplarinda,
baslangigta uygulanan hiicresizlestirme yoOntemleri arasinda bazi farkliliklar

bulunmasina ragmen, morfolojik olarak benzer yapisal ozellikler gosterdikleri
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gozlemlenmistir. Lakin, kolajenin safligi sadece morfolojiyle belirlenemez. FTIR
analizlerinde 6zellikle dikkat edilmesi gereken piklerin Amid A, Amid I (Belbachir et
al., 2009), Amid Il, Amid Il (Stani et al., 2020) bandlar1 oldugu bilinmektedir (Riaz
et al., 2018). Bu bantlar, kolajenin peptid baglar1 ve {i¢ boyutlu yapisinin korunup
korunmadigin1 degerlendirmek icin kullanilir. Literatiirde belirtilen bu piklerin, her
iki grup kolajen drneginde benzer oranlarda gozlemlenmesi, s6z konusu orneklerin
kolajene 0zgii fonksiyonel gruplar1 ve yapisal 6zellikleri korudugunu bir kez daha

dogrulamaktadir.

Hiicre kiiltiirlinde kolajenin hiicreler iizerindeki etkisine bakmak igin Once
kullanilan hiicreleri ¢ok iyi tanimamiz gerekmektedir. Yapilan bu tez ¢alismasinda iki
hiicre hatt1 kullanilmigtir. Bunlardan birincisi karaciger karsinom hiicre hatti olan
HepG2 hiicreleri ve digeri ise insan gobek kordonu kaynakli mezenkimal kok
hiicrelerdir. HepG2 hiicre hatti, iyi karakterize edilmis ve karaciger fonksiyonlarini
kismen koruyan, literatiirde kolajen ile etkilesim ¢alismalarinda sik kullanilan bir
modeldir. Kolajen matriksi iizerine ekildiginde ¢ogalma ve hiicre davraniglarini
ongoriilebilir sekilde gosterdigi bilinmektedir (Zheng et al., 2017). Bu sebeple,
kolajenin hiicreler hiicreleri iizerindeki etkilerini incelemek amaciyla ¢alismamizda
HepG2 hiicre hattin1 tercih ettik. Mezenkimal kok hiicrelerden bahsedecek olursak
veya multipotent stromal hiicreler, hemen hemen tiim bag dokularindan izole
edilebilen yetiskin kokenli multipotent hiicrelerdir (da Silva Meirelles &
Chagastelles). Bu hiicrelerin kendini yenileme yetenegine sahip oldugu ve uygun in
vitro kosullar altinda mezodermal, endodermal ve hatta ektodermal soy hatlarina
farklilasabildikleri iyi bilinmektedir (Lakshmipathy & Verfaillie, 2005; Pittenger et
al., 1999). Ayrica minimal immiin yanit olusturmalar1 (Tse et al., 2003) ve in vivo
ortamda anti-inflamatuar ile immiinmodiilator etkilere sahip biyoaktif faktorler
salgilamalartyla dikkat cekmektedirler (Caplan & Dennis, 2006; Le Blanc, 2003). Bu
ozellikleri sayesinde, MKH’ler hiicre-matriks etkilesimlerini incelemek i¢in uygun bir

model sunmaktadir.

Matriksler, hiicre davraniglarin1 yonlendiren sinyaller sunar ve hiicre yiizeyinde
bulunan reseptorler bu sinyallere yanmit verir. Ligand ve reseptor etkilesimleri
gerceklestiginde, hiicre i¢indeki biyokimyasal mekanizmalar aktif hale gelir ve
hiicrelerin fonksiyonel aktiviteleri diizenlenir (Rosso et al., 2004). Kolajenin hiicreler

tizerindeki etkisini incelemek amaciyla yapilan canli/6lii boyama ve proliferasyon
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analizlerinde farkli sonuclar elde edilmistir. Deney gruplar karsilastirildiginda, Enz-
Kol grubu ticari pozitif kontrol ile benzer performans gostermis ve bazi dlciitlerde
kiigiik bir farkla daha tistiin bulunmustur. Bu durumun nedeni, saf kolajenle hiicrelerin
integrin reseptorlerinin etkilesime girmesidir (Miranti & Brugge, 2002); bu etkilesim
MAPK (Chin et al., 2001), FAK (Viale-Bouroncle et al., 2014) ve PI3K/Akt
(Carracedo & Pandolfi, 2008) gibi sinyal yollarini aktive ederek hiicre ¢ogalmasini,
farklilasmasini destekler ve apoptozu onleyerek hiicre canliligini yiiksek tutar. Sonug
olarak, kolajen yapisinin daha iyi korunmasi nedeniyle Enz-Kol grubunda hiicre-
matriks etkilesimi giicli bir sekilde gergeklesmis ve hiicrelerin canliligr ile
proliferasyonu olumlu yénde etkilendigini sdyleyebiliriz. Ote yandan, Det-Kol
grubunun hiicresizlestirme kriterlerine tam olarak uymamasi nedeniyle icerigindeki
hiicresel kalintilar, ekilen hiicreler arasindaki sinyal iletimini bozmus ve bu durum
¢ogalma hizini sinirlamigtir (Crapo et al., 2011); buna ragmen hiicrelerin canlilik orani
Enz-Kol grubu kadar olmasada hala yiiksek seviyelerde kalmigtir. dECM-Jel grubu
hakkinda konusacak olursak, saflastirilmis kolajen olmadigi i¢in bazi fazlaliklari
iceriyor: ECM proteinlerinin pepsinle par¢alanmig kiiciik peptitleri, tuz ve asit
kalintilar1, pepsin kalintisi, vS. pepsinle parcalanmis fibronectin, elastin ve laminin
parcaciklari hiicre yiizeyinde non-spesifik baglanmalar yapabilir. Ayrica asit ve tuz
kalintilart integrin etkilesimini etkiler ve hiicreler arasi sinyali bozar. dECM-Jel grubu
hiicreleri negatif yonde etkilemesinden dolay1 Det-Kol grubu ile benzer sonuglar

gosterdigi tespit edilmistir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu tez ¢alismasinin temel amaci, hiicrelerle uyumlu insan kaynakli bir matriks-
kolajen elde etmektir. Elde edilen sonuglar, izolasyonu yapilan kolajenlerin hiicreler
tizerindeki etkisinin, uygulanan hiicresizlestirme yOnteminin basarist ile dogrudan

iliskili oldugunu gostermistir.

Deterjan sonrasi enzimatik yontemle hiicresizlestirilmis kolajen (Enz-Kol)
grubunda hem hiicresel kalintilarin tamamen uzaklastirilmasi hem de kolajen yapisinin
biitiinligliniin korunmas1 saglanmis, bu nedenle ticari kolajene benzer ozellikler

gosterdigi ve hiicre proliferasyonunda etkili oldugu belirlenmistir.

Buna karsilik, yalnizca deterjan ile hiicresizlestirilmis kolajen (Det-Kol)
grubunun hiicresizlestirme basar1 kriterlerini tam olarak karsilamamasina ragmen saf
kolajen ekstraksiyonunun miimkiin oldugu, ancak bu grubun hiicre proliferasyonu
acisindan Enz-Kol ve ticari kolajen gruplarina kiyasla daha sinirli bir etki gosterdigi

belirlenmistir.

dECM jeli ise hiicresizlestirme asamasinda enzimatik islem uygulanmasi
sonucunda elde edilmis olup yalnizca kolajen degil, diger protein kalintilar1 ve
bilesenlerini de igermektedir. Bu ise hiicre tutunmasi ve proliferasyonunu destekleyici
bir mikrogevre sunmasina sebep olmustur. Bununla birlikte, saflastirilmis kolajen
kadar homojen ve stabilize bir yap1 sunmamasi nedeniyle, hiicresel yanitin Enz-Kol

grubuna kiyasla daha degisken oldugu gézlenmistir.

Sonug olarak, bu ¢alisma %1 Triton X-100 ve %0.1 NH4OH ile uygulanan tek
basina deterjan temelli hiicresizlestirmeye enzimatik bir basamagin eklenmesiyle
hiicresizlestirme basar1 kriterlerine ulasilabildigini ortaya koymus ve hiicre uyumlu bir
ECM elde edilebildigi ortaya konmustur. Hiicresizlestirme sonrasi elde edilen
ECM’den kolajenin tuzla ¢iiktiirme ve diyaliz tiipiiyle saflagtirilmasi kolajenin
biyolojik islevselliginin korunmasinda kritik bir asama olmus; elde edilen kolajenin
hiicresel yanit agisindan ticari kolajen ile karsilastirilabilir nitelikte oldugu

gosterilmistir.

Gelecek calismalarda rezidiiel deterjan ve enzim kalintilarinin kantitatif
analizi, 0rnegin Triton X-100 tayininin yapilmasi biyouyumluluk acisindan énemlidir.
Diger taraftan, kolajenin mekanik 6zelliklerinin (¢ekme dayanimi, elastik modiil vb.)

incelenmesinin doku miithendisligi uygulamalarinda 6nemli oldugu, farkl: hiicre tipleri
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ornegin primer fibroblastlar gibi yapilacak caligmalar ile farkli hiicre tiplerine 6zgii
biyolojik yanitlarinin degerlendirilmesi 6nerilmektedir. Son olarak, bu ¢alismada elde
edilen kolajen ve dECM-jel sistemlerinin biyobaski, ¢ip iizerinde organ (organ-on-
chip) platformlarinda kullanilmasi ile beraber test edilmesi ¢calismanin translasyonel

degerini artiracaktir.
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