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Bu ¢alisma “Farkli hiicre tiplerinin fotobiyomodiilasyon ve askorbik asit varliginda hiicre
tabakas1 olusturma potansiyellerinin incelenmesi” baslikli Lisansiistli Tez Projesi (FYL-
2020-18707) kapsaminda Hacettepe Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri

Koordinasyon Birimi tarafindan desteklenmistir.

Gergeklestirilen tez calismasi kapsaminda farkli morfolojik yapilara sahip hiicrelerle
polikromatik 1s1ik kaynagi (600-1200 nm dalga boyunda) ve askorbik asit (vitamin C, VC)
varliginda hiicre tabakasi elde edilmesi amaglanmigtir. Bu amagla iig tiir hiicre secilmistir.
Bu hiicreler; insan gobek kordonu kaynakli mezenkimal kdk hiicreleri (GK-MKH), insan
dermal fibroblast hiicreleri (BJ) ve insan keratinosit epitel hiicreleri (HS2) dir. Calismanin
ilk kisminda GK-MKH’lerin karakterizasyon ¢alismalar1 tamamlanmis ve bu hiicrelerden
hiicre tabakasi elde edebilmek i¢in kiiltlir ortamina 20 pg/mL VC eklemesi yapilmistir.
Daha sonra bu hiicreler i¢in uygun olan fotobiyomodiilasyon (PBMT) parametreleri
belirlenerek (20 cm mesafe, 2 dk ve giin asir1 uygulama) hiicre tabakalar1 tiretilmistir.

Sonugta VC grubunda 5-7. giinler arasi, PBMT ve PBMT+VC gruplarinda 6-7. giinler



arasinda hiicre tabakalari elde edilmistir. Daha sonra elde edilen bu hiicre tabakalarina ait
karakterizasyon calismalar1 yapilmistir. Karakterizasyon calismalarinda hiicre
tabakalarmin hiicre dig1 matriks (ECM) yapasi, hiicre morfolojisi, ¢ekirdek yapisi ve farkli
gen ifade diizeyleri incelenmistir. Bu kapsamda yapilan immiinofloresan ve
Hematoksilen-Eozin (H&E) boyama sonuglari en yogun ¢ekirdek yapisinin PBMT+VC
grubuna ait oldugunu gostermektedir. Makroskobik ve mikroskobik gézlemler de en kalin
ve opak hiicre tabaka yapisinin, PBMT+VC grubuna ait oldugunu gostermistir. Gergek
zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR) analiz sonuglarma gore VC ve PBMT
varligt ECM yapisini arttirmis, kok hiicre gen ifadelerini anlamh diizeyde etkilememis,
fakat PBMT osteojenik gen ifade diizeylerini (OCN, RUNX2) arttirmistir. BJ fibroblast
ve HS2 hiicre hatt1 i¢in de karakterizasyon ¢alismalart yapilmistir. BJ fibroblast hiicre
hatt1 ile hiicre tabakasi elde edebilmek igin kiiltiir ortamina 60 pg/mL vitamin C eklemesi
yapilmis ve bu hiicreler igin uygun olan PBMT parametreleri belirlenerek (20 cm mesafe,
5 dk ve giin asir1 uygulama) hiicre tabakalar tiretilmistir. Bu hiicre hatt1 icin PBMT
grubunda hiicre tabakasi elde edilemezken, VC ve PBMT+VC grubunda 6-7. giinlerde
elde edilen hiicre tabakalar1 arasinda oOzellikler agisindan anlamli farkliliklar
gozlemlenmemistir. HS2 hiicre hatt1 ile hiicre tabakasi elde edebilmek icin kiiltiir
ortamina 20 pg/mL vitamin C eklemesi yapilmis ve bu hiicreler i¢in uygun olan PBMT
parametreleri belirlenerek (20 cm mesafe, 5 dk ve giin asir1 uygulama) hiicre tabakalari
tiretilmistir. Bu hiicre hatt1 icin VC grubunda 8.glin ve PBMT+VC grubunda 8-9.giin
giinlerde hiicre tabakasi elde edilmistir. Elde edilen hiicre tabakalar1 arasinda

makroskobik ve mikroskobik incelemeler sonucu anlamli farklilar gézlemlenmemistir.

Sonug olarak caligilan 3 farkli hiicre tipinde de vitamin C varliginda etkin bir sekilde
hiicre tabakalar1 elde edilebilmistir. Polikromatik 1sikla yapilan fotobiyomodiilasyon
uygulamasinin ¢alisilan kosullarda hiicre proliferasyonunu arttirici etkiye sahip oldugu,
GK-MKH’ler ile HS2 hiicrelerinde ise tek basina tabaka olusumunu saglayabildigi, ayrica
GK-MKH’lerde osteojenik farklilagmada etkili oldugu goriilmustiir. Elde edilen veriler

klinik uygulamalar i¢in umut vaat etmektedir.

Anahtar Kelimeler: Hiicre Tabakalari, Dermal Fibroblast, Epitel Hiicre, Mezenkimal
Kok Hiicreleri, Fotobiyomodiilasyon, Askorbik Asit
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This study was funded by Hacettepe University Scientific Research Projects Coordination
Unit (BAP) graduate project entitled "Examination of the potential of different cell types
to form cell sheet in the presence of ascorbic acid and photobiomodulation™ (FYL-2020
18707).

In this study, it is aimed to investigate the formation of cell sheets in the presence of
ascorbic acid and polychromatic light (600-1200 nm) with cells in different
morphologies. For this purpose, three types of cells have been selected, human umbilical
cord-derived mesenchymal stem cells (HUC-MSCs), human dermal fibroblast cells (BJ)
and human keratinocyte epithelial cells (HS2). In the first part of the study,
characterization studies of HUC-MSCs were performed. Then, in order to obtain a cell

sheets from these cells, 20 ug/mL vitamin C (VC) was added to the culture medium, the



appropriate photobiomodulation (PBMT) parameters were determined and cell sheets
were obtained at 5-7 days in VC group and 6-7 days in PBMT and PBMT+VC groups.
In characterization studies, the extracellular matrix (ECM) structure, cell morphology,
nucleus structure and different gene expression levels of cell sheets were examined. In
this context, immunofluorescence and Hematoxylin-Eosin (H&E) staining results and
macroscopic/microscopic observations showed that the thickest and opaque cell sheet was
obtained in the PBMT+VC group. Real-time polymerase chain reaction (RT-PCR) results
showed that while VC and PBMT are causing to increase of ECM, they did not
significantly affect stem cell gene expressions. However, PBMT upregulates osteogenic
genes (OCN, RUNX2) expression levels. Hydroxyproline assays results were also
regulated upwards in the presence of VC and PBMT. The similar studies were also carried
out for BJ fibroblasts and HS2 cells. While no cell sheets were obtained in the PBMT
group for the BJ fibroblast cell line, no significant differences were observed between the
cell sheets obtained in the VC and PBMT+VC group on the 6th-7th days. RT-PCR and
hydroxyproline assay results also supported that ECM increased in the presence of VC
and PBMT. In the VC and PBMT+VC group for the HS2 cell line, the cell sheets were
obtained in the 8th-9th days.

In conclusion, cell sheets could be obtained effectively in the presence of vitamin C for
different cell types. Photobiomodulation with polychromatic light was found to have an
increasing effect on cell proliferation at the studied conditions. Photobiomodulation
provided sheet formation in HUC-MSCs and HS2 cells, and it was also effective in
osteogenic differentiation in HUC-MSCs. The results are promising for clinical

applications.

Keywords: Cell Sheets, Dermal Fibroblast, Epithelial Cell, Mesenchymal Stem Cells,

Photobiomodulation, Ascorbic Acid
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1. GIRIS

Rejeneratif tibbin temel amaci, insan viicudunun ¢esitli doku ve organlarinin nasil
onarilacagini, iyilestirilecegini veya yenilenebilecegini belirlemektir. Basarili doku
rejenerasyonunu tetiklemek icin dogal veya sentetik malzemelerden yararlanilir, ancak
dogal malzemeler i¢in olas1 konak inflamatuar reaksiyonlari, sentetik malzemeler i¢in ise
siirli biyoaktivite ve biyouyumluluk gibi dezavantajlar soz konusudur. Ayrica yetersiz
hiicre gbcli ve uzun bozunma siirecleri, son yirmi yilda arastirmacilart bu yontemlere
alternatif olarak gelistirilen ve "Hiicre tabaka miihendisligi" adi verilen, iskelesiz doku
mithendisligi yaklasgimina yoneltmistir. 1990’1 yillarin baslarinda ilk defa Okano ve
grubu tarafindan gelistirilen hiicre tabaka teknolojisi, doku miihendisliginin “bottom-up”
yaklagimlarindan biridir. Bu yaklasimda hiicre kiiltiir kaplar1 sicaklik duyarli bir polimer
olan poli N-izopropilakrilamid (PIPAAm) ve kopolimerleri ile kaplanmaktadir. Bu
polimer ve kopolimerleri diisiikk kritik ¢ozelti sicakliginin (lower critical solution
temperature-LCST) iistiindeki sicakliklarda hidrofobik 6zellik gostermektedir ve hiicreler
37°C sicaklikta kiiltiir kabinin yiizeyine tutunabilmektedirler. Bu sicakligin altindaki
sicakliklarda ise polimerik ylizey hidrofilik 6zellik kazanmakta ve polimer zincirlerinin
sismesi sonucu olugan mekanik etkiyle hiicreler tabaka halinde yiizeyden kalkmaktadir.
Sicaklik duyarli yiizeylerin kullanildig1 bu yontemde, proteolitik enzimlerin kullanimina
gerek kalmaksizin hiicreler yiizeyden kaldirilabilmektedir. Ayrica ylizeyden kalkan bu
tabakalarin hiicre-hiicre baglantilari, ECM yapisti ve hiicre-ECM baglantilari
korunmaktadir. Hiicrenin bazal bélgesinde korunan yogun ECM yapisi tabakanin yeni bir
kiiltiir kab1 yiizeyine, baska bir hiicre tabakasi iizerine, biyomalzeme yiizeylerine ya da
dogrudan canli doku {izerine etkili bir sekilde yapismasini saglamaktadir. Hiicre tabaka
miithendisligi kornea, karaciger, periodonsiyum, kalp ve akciger gibi farkli doku ve
organlarin rejenerasyonunun saglanmasinda kullanilmaktadir [1]. Hiicre tabakalarinin
elde edilmesinde sicaklik duyarl kaplarin kullaniminin diginda alternatif yontemler de
gelistirilmistir. Bunlar: manyetik katyonik lipozomlar (magnetite cationic liposomes-
MCLs) ve polielektrolitlerin kullanimi, kiiltlir kaplarinin sicaklik duyarli hidrojeller ve
laminin-5 ile kaplanmasi olarak siralanabilir. Sicaklik duyarli kaplar ve yukarida bahsi
gecen metotlar uygulanmasi zor olan, zaman ve malzeme tiiketimi agisindan da verimli
olmayan yontemlerdir. Bu nedenle hiicre tabakalarinin elde edilmesi i¢in literatiirde basit,
kolay uygulanabilir ve maliyeti ¢ok yiiksek olmayan yontemler gelistirilmistir. Bu

yontemler arasinda hiicre ortamlarina deksametazon ve L-askorbik asit (Vitamin C)
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eklenmesi, yliksek hiicre ekim yogunlugu ve hiicre kiiltiir ortamlarinin yiiksek serum
icermesi Ornek olarak verilebilir [2-4]. Suda ¢6ziinebilen bir vitamin tiirii olan vitamin C
insan saglig1 i¢in 6nemli bir bilesendir. Vitamin C, kollajen ve diger ECM bilesenlerinin
biyosentezinde dnemli rol almaktadir ve insan viicudundaki bir¢ok biyolojik reaksiyonda
kofaktor olarak gorev yapmaktadir. Kimyasal adi Askorbik asit olan vitamin C
antioksidan olarak gorev yapmakta, boylelikle hiicre dis1 reaktif oksidanlari ndtralize
etmekte ve serbest radikal hasarlarina karsi hiicre membranin1 korumaktadir. Ayrica
hiicre ¢ogalmasini ve DNA sentezini artirici rol oynamaktadir. Bir¢ok calismada askorbik
asitin ECM {iretimi, hiicre ¢ogalmasi ve farklilasmasi {izerine etkisi degerlendirilmistir.
Vitamin C uyarimiyla hiicre tabakasi eldesi sirasinda COL1, integrin 1 ve fibronektin
gibi ECM elemanlarinin iiretildigi ve bu siire¢ boyunca korundugu gosterilmistir [4-6].
Yukarida siralanan tiim 6zellikler kiiltiir ortamlarina vitamin C’nin eklenmesinin hiicre
tabakalarinin elde edilmesinde etkili ve diger yontemlere kiyasla daha kolay bir yontem

oldugunu ortaya koymaktadir [7].

Fotobiyomodiilasyon tedavisinin hiicre canlilifi, ¢ogalmasi, go¢ii ve farklilasmasini
saglayarak doku rejenerasyonu iizerinde 6nemli etkinliginin oldugu son yillarda yapilan
caligsmalarla ortaya konulmustur. Ayrica bu uygulamanin ECM elemanlarinin sentezinin
artmasinda da 6nemli etkiye sahip olabilecegi belirtilmistir [8,9]. Hiicre tabakalarinin elde
edilmesinde ECM elemanlarinin sentezinin artmasi 6nemlidir. Kiiltiir kaplarindaki
hiicrelerin artan ECM miktarlari ile korunan hiicre-hiicre baglantilart hiicrelerin yiizeyden

kalkmasina etki eden 6nemli bir faktordiir.

Gergeklestirilen tez calismasi1 kapsaminda 3 farkli hiicrenin (gébek kordonu mezenkimal
kok hiicresi, GKM-KH, insan dermal fibroblast hiicre hatt1, BJ ve epitel morfolojiye sahip
insan keratinosit hiicre hatti, HS2) vitamin C ve 1s18in (600-1200 nm dalga boyu
araliginda polikromatik 151k) ayr1 ayr1 ve birlikte kullanildig1 kosullarda hiicre tabakasi
olusturma potansiyelleri arastirilmistir. Bu amacgla ilk olarak tiim hiicrelerin
karakterizasyon calismalar1 yapilmistir. Ardindan hiicrelerin fotobiyomodiilasyon ve
vitamin C varliginda hiicre tabakas1 olusturma kosullar1 belirlenmistir. Elde edilen hiicre
tabakalar1 goriiniim, fiziksel yapi, ECM proteinleri ve hidroksiprolin miktar1 agisindan
degerlendirilerek hiicre Ozelliklerinin ve yapilan uygulamalarin (Vitamin C ve 151k

uygulamasi) hiicre tabakalarinin olusumuna etkisi belirlenmeye ¢alisilmistir.



2. GENEL BILGILER

Bu boélimde, gerceklestirilen tez caligmasinin konusu hakkinda genel bir literatiir
bilgisine yer verilmistir. Literatiir bilgisi genel olarak iki kisimda ele almmustir. ilk
kisimda hiicre tabaka miihendisligi hakkinda bilgi verilmistir. Daha sonra hiicre
tabakalarmin elde edilmesinde kullanilan alternatif metotlardan, doku miihendisligindeki
uygulamalarindan ve bu uygulamalarin avantaj ve dezavantajlarindan bahsedilmistir.
Ikinci kisimda ise fotobiyomodiilasyon tedavisinden, kullanilan 1sitk kaynagmin
Ozelliklerinden ve uygulama yonteminden bahsedilerek farkli hiicreler tizerindeki etkileri

ayrintilt bir sekilde agiklanmustir.
2.1 Hiicre Tabaka Miihendisligi

1990’11 yillarin baslarinda ilk defa Okano ve grubu tarafindan gelistirilen hiicre tabaka
teknolojisi, hasarli doku hiicrelerinin yenilenmesine yonelik iskelesiz bir yaklasimdir
[10]. Bu teknoloji ile cesitli doku miihendisligi uygulamalari yaygin bir sekilde
arastirilmaktadir. Hiicre tabakalarmin eldesinde sicaklik duyarli kiiltir kaplar
kullanilmaktadir. Hiicreler, yiizeyi poli (N-izopropilakrilamid) (PIPAAm) ile kapli bu
kiltiir kaplarinda tripsin, kollajenaz ve dispaz gibi proteolitik enzimlerin kullanimina
gerek kalmadan hiicre-hiicre baglantilar1 ve ekstraseliiler matriks (ECM) yapist korunarak
tabaka halinde yiizeyden ayrilmaktadir. PIPAAm, hiicre kiiltlirii ylizeylerine entegre
edildiginde degisen sicaklikla sisme/bliziigme davranisi gosterir ve sicakliga duyarl
tersinir 6zellikleri nedeniyle hiicrelerin islevlerinin korunmasina olanak saglar [10].
Sicakliga duyarh kiiltiir kaplar1 birkag farkli sekilde hazirlanabilir, ancak en yaygin olani
N-izopropliakrilamid (IPAAm) monomerinin bir kiiltiir kabina eklenmesi ve elektron
1511 (EB) ile polimerlestirilmesidir [11,12]. PIPAAm kaplamanin 20-30 nm kalinhiginda

olmast istenir, 30 nm'den biiyiik degerler hiicre yapismasini engeller (Sekil 2.1).



Elektron isimasi
Hiicrenin Hiicrenin
tutundugu alanlar tutunamadig alanlar
IPAAM
monomer | polimerizasyon
. '? —  ————— 20—30nmi

Kovalent baglanma

PIPAAM kaph TCPS

TCPS

Sekil 2.1 Sicaklik duyarli polimerik kiiltiir kaplarinin elde edilmesi [13].

PIPAAm'in farkli sicakliklara maruz kaldiginda hidrofobik ve hidrofilik nitelikleri, bu
polimeri bir kiiltlir yilizeyine kaplamak i¢in uygun kilmaktadir. PIPAAm diisiik kritik
cozelti sicakligl olan 32°C iizerindeki sicakliklarda hidrofobiktir ve hiicrelerin yilizeye
tutunabilmeleri i¢in uygundur, ancak diisiik kritik c¢ozelti sicakliginin altindaki
sicakliklarda hidrofiliktir [10]. Hiicreler 37°C'de kolayca yiizeye tutunabilme ve
cogalabilme yetenegine sahip olduklarindan bu sicaklikta kiiltiir kabina ekilir ve
kiiltirlenirler [11]. Hiicreler g¢ogalip kiiltiir kabmin yiizeyini tamamen kapladiginda
sicaklik 20°C'ye diisiiriillerek PIPAAm kaplamanin hidrofilik hale gegmesi ve polimer
zincirlerinin aralarina su molekiillerini alarak genislemis bir polimer tabakasi olustururlar
[13]. Genisleme sirasinda olusan mekanik etkiyle hiicrelerin tabaka halinde kiiltiir kabinin
ylizeyinden zarar gormeden ayrilmasini saglanir [10]. Sonugta tripsin, kollajenaz ve
dispaz gibi proteolitik enzimlerin kullanimina gerek kalmadan hiicre-hiicre baglantilari
ve ECM yapist korunarak hiicre tabakalari elde edilir. Ayrica hiicrelere ait biiyiime
faktorleri, iyon kanallar1 ve reseptorleri de korunarak ylizeyden bir biitiin halinde
kaldirilmis olur. Sekil 2.2 sicaklik duyarli hiicre kiiltiir kaplart ile geleneksel yontem

arasindaki farki gostermektedir.
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Sekil 2.1 Sicaklik-duyarl: hiicre tabaka teknigi (A) ile klasik hiicre ylizeyden kaldirma
yonteminin (B) karsilagtirmasi [14].

2.2 Hiicre Tabakalarinmin Elde Edilmesinde Kullanilan Alternatif Yontemler

Hiicre tabakalarinin elde edilmesinde pek ¢ok farkli yontem kullanilmaktadir. Bunlardan
bazilari; yilizey altin kaplama, fibrin matriks kaplama, manyetik nanopartikiiller ve kiiltiir
ortamina vitamin C eklemesidir. Altin kapli yiizeylerde altin-tiolat baglarinin olusumu,
hiicre tabaka elde edilmesinde etken olarak rapor edilmistir [15,16]. Arg-Gly-Asp
peptitlerinin alkanetiyol molekiillerine kovalent baglanmasiyla elektro-duyarli bir hiicre
tabaka ayirma sistemi gelistirilmis ve bu hiicre tabakasinin ayrilmasinda, elektrik
stimiilasyonu kullanilarak altin yiizeyinden peptitlerin salimi gergeklestirilmistir. Bu
ylizey modifikasyonu ile fibroblast hiicre tabakalarinin yiizeye 10 dakikalik —1.0 V
elektrik potansiyeli uygulanma sonucunda hizli bir sekilde yiizeyden kalktig1 goriilmiistiir
[17]. Itabashi ve arkadaglar1 [18], trombin ile karistirilmig fibrinojen monomerleri ile
hazirlanan polimerize fibrin kapl kiiltiir kaplar1 iizerinde sigan kardiyomiyositlerini
kiiltiirlemislerdir. Fibrin, intrinsik proteaz tarafindan sindirildigi i¢in, hiicre tabakasi,
polimerize fibrin tabakasindan kolayca ayrilabilir. Bu sekilde kiiltlirlenen
kardiyomiyositler ile 4 giin i¢inde bir miyokardiyal hiicre tabakasi olusturulmustur.

5



Manyetik olarak etiketlenmis hiicrelerin miknatislarla toplanabildigi ve biyouyumluluk
gosterdigi bilinmektedir. Hiicre tabakalarinin elde edilmesinde, manyetik olarak
etiketlenmis hiicreler, ultra diisiik tutunma saglayacak yiizeylere ekilir ve ylizeyin altina
bir miknatis yerlestirilir. Hiicrelerin belirli bir siire kiiltiirlenmesinden sonra, miknatis
cikarilarak hiicre tabakasinin ylizeyden ayrilmasi saglanir. Bu dis kuvvet sayesinde kiiltiir
yiizeyinde olusan hiicre tabakasinin kalinlig1, ekilmis hiicre sayis1 degistirilerek istenilen
degerlere ayarlanabilir. Hiicre tabakalarinin elde edilmesi 3B dokularin iiretilmesi
acisindan onemlidir, bu nedenle, olusturulan hiicre tabakalarinin kalinligini kontrol etme

yetenegi, bu yontemin avantaji olarak gosterilmektedir.

Sunulan tez ¢alismasinda kullanilan yontem olmasi nedeniyle asagida vitamin C ile hiicre

tabaka elde edilmesine ayrintili yer verilmistir.

Vitamin C uygulamasi

Kimyasal ad1 askorbik asit olan vitamin C insan viicudunun iiretemedigi suda ¢6ziinebilir
temel antioksidanlardan biridir. Vitamin C nin kapsaml1 bir sekilde incelenmesinin ana
sebeplerinden biri insan viicudunda en bol protein olan ve hiicre dis1 matrisin bilesimi,
yapist ve biyomekanik ozellikleri iizerinde giiclii bir etkiye sahip olan kollajen
proteinlerinin uygun sekilde katlanmasi ve birikmesi i¢cin 6nemli bir rol oynamasindan
kaynaklanmaktadir. Askorbik asitin diger bir 6nemli gorevi ise, prokollajen i¢indeki lizin
ve prolin aminoasitlerinin hidroksilasyonunu saglamasidir. Bu kimyasal reaksiyon
gerceklesmezse, prokollajen ¢apraz-baglar yaparak normal kollajen fibrilini olugturamaz.
Bu nedenle, askorbik asit bag dokusu olusumu ve yaralarin iyilesmesinde 6nemli bir rol
oynar. Bu oOzellikleri sayesinde hiicre tabaka miihendisliginde kullanilmaktadir. Bu
anlamda gerceklestirilen ilk calisma L’Heureux ve ark., insan fibroblast ve diiz kas
hiicrelerini kullanarak vitamin C eklenen kiiltiir ortamindan hiicre tabakasi elde
edilmesiyle gergeklesmistir [19]. Kiiltiir ortamina vitamin C eklenmesinin bu hiicrelerin
hiicre dis1 matriks yapisini arttirdig1 ve bdylelikle hiicrelerin yiizeyden bir biitiin olarak
kaldirilabildigi rapor edilmistir. Naughton ve ark., [20] tarafindan yapilan ¢alismada 3B
fibroblast kiiltiirli olustururken kiiltiir ortamina ekledikleri vitamin C’ nin lizin ve prolin
amino asidinin hidroksilasyonunu saglayarak mRNA ve kollajen sentezini arttirdigini
belirtmislerdir. Wei ve arkadaslarmin yaptigi bir baska calismada [21] ise, ¢esitli
konsantrasyonlarda vitamin C ile periodontal ligament kok hiicreleri kiiltlir edilmistir.
Vitamin C, hiicre matriksi {iretimini artirabildiginden, hiicrelerin vitamin C’nin 20

ug/mL’den biiylik oldugu konsantrasyonlarda hiicre tabakasi yapilarini olusturdugu rapor
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edilmistir. Ancak, daha diisiik konsantrasyonlarda (0.0, 5.0 veya 10.0 pg/ml) tabaka

olusumunun olmadig1 bildirilmistir.
2.3 Hiicre Tabaka Teknolojisinin Doku Miihendisligindeki Uygulamalari

Doku ve organ rekonstriiksiyonu icin hiicre tabakasi hazirlama yontemleri, tek hiicre
tabakasi implantasyonunu, iskele implantasyonu ile birlestirilmis hiicre tabakalarin1 ve
cok katmanli hiicre tabakasi implantasyonunu igerir. Tek hiicreli tabaka implantasyonu
kornea epiteli [23-25], periodontal bag [26,27] ve deri [29] dokusunu onarmak igin
kullanilmistir. Iskelelerle birlestirilmis hiicre tabakalari, kemik ve kikirdak olusturmak
icin kullanilmistir. Cok katmanl hiicre tabakasi implantasyonu esas olarak miyokard, diiz

kas, karaciger ve diger 3B dokular i¢in kullanilmistir.

Sekil 2.3 te hiicre tabakalarinin tiirleri ve kullanildiklar1 doku miithendisligi uygulamalari

sematize edilmistir.

Hiicre tabaka tiirleri Uygulamalar
" Kornea

——————— Mezenkimal olmayan kék hiicre tabakalan | > Periodantal doku
-  Akciger hava kapakgigi

|  Plevral kusur

L  iskemik miyokardiyum

———> Periodontal rejenerasyon
L, Miyokardiyal enfarktis

———— Mezenkimal kok hiicre tabakalari
.,  Kikirdak defektleri

-,  Kemik defektleri

I »  Kinkiyilesmesi

L » Kemikimplant arayiizii

Hiicre tabakalari

——»  ACLrekonstriiksiyonu
» Tendon-Kemik iyilegmesi

——  Diger kok hiicre tabakalan
|, Miyokardiyal enfarktiis

I » Kronik iskemik yaralanma

—— Okiiler ylizey onarim
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2.3.1 Hiicre tabaka tekniklerinin farkl hiicrelerle uygulamalar:

Kornea onarimmi

Kornea nakli klinik kornea onarimi i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir. Bununla birlikte,
transplantasyon reddinin komplikasyonlart ve dondr smirlamalari, daha genis
uygulamasint kisitlamaktadir. Doku mihendisligi yontemleri bu tiir problemlerin
tistesinden gelebilir [22]. Yang ve arkadaslarinin yaptig1 bir calismada [23] ilk olarak, bir
proteolitik enzim kullanilarak otolog kornea epitel hiicreleri elde edilmistir. Ardindan,
fibrin jel, kollajen jel veya amniyon ile birlestirilmis kornea epitel hiicreleri kornea
stromasina nakledilerek dikislerle tutturulmustur. Bununla birlikte, implantasyon
bolgesinde inflamatuar reaksiyonlarin komplikasyonlari, diisiik kornea seffafligi ve
kornea opasitesi gibi istenmeyen durumlarla karsilagilmistir. Bu kaygilarla ilgili olarak,
okiiler uygulamalar i¢in tasiyict kullanmamanin daha iyi bir yaklasim olacagi
diisiiniilerek hiicre tabakalar1 gelistirilmistir. Nishida ve arkadaslarinin yaptig1 bagka bir
calismada [24], kornea epitel hiicre tabakalarinin olusturulmasi i¢in, otolog limbal epitel
hiicreleri izole edilerek 37°C'de sicakliga duyarl kiiltiir yilizeylerinde inkiibe edilmistir.
Daha sonra, sicakligin 30 dk boyunca 20°C'ye diisiiriilmesiyle, biriken ECM ile epitel
hiicre tabakalar1 kolaylikla manipiile edilebilmis ve konak¢i kornea stromasina
nakledilebilmistir. Bes dk sonra, nakledilen hiicre tabakasinin, dikis gerektirmeden tiim
korneay1 kaplayabildigi ve piiriizsiiz bir yiizey olusturabildigi rapor edilmistir. Tsai ve
arkadaglar1 [25], amniyotik membran iizerinde kiiltiirlenen otolog epitel hiicre
tabakalarini, 6 hastada hasarli bir goziin soyulmus kornea yiizeyine implante etmistir.
Ardindan, 2-4 giin sonra, 6 goziin timiinde kornea ylizeyinin tamamen yeniden
epitelizasyonunun gergeklestigi  goriilmiistiir. Okiiler yiizey kornea epiteli ile
kaplandiginda implantasyondan 1 ay sonra korneanin netliginin diizeldigi rapor
edilmistir. Nishida ve arkadaglari [27] tarafindan yapilan bir diger ¢alismada, otolog oral
mukozal epitel hiicreleri sicakli§a duyarl hiicre kiiltiirii kaplar iizerinde kiiltirlenmis ve
olusturulan hiicre tabakalar1 soyulmus kornea yiizeylerine (her hasta i¢in 1 goz) siitiir
kullanilmadan implante edilmistir. Tedavi edilen 4 goziin tiimiinde kornea ylizeyleri 1
hafta icinde tamamen yeniden epitelize olmustur. Kornea seffafligi restore edilerek
ameliyat sonras1 gorme keskinliginin 4 gézde de belirgin bir sekilde arttig1 bildirilmistir.
Ortalama 14 aylik takip siliresi boyunca tiim kornea yiizeylerinin seffaf kaldigir ve

herhangi bir komplikasyonun gelismedigi rapor edilmistir.



Periodontal membran onarimi

Geleneksel hiicreler, yapi iskeleleri ve biiytime faktorleri, periodontal doku kusurlarinin
onarimindaki gelismelere Onemli Ol¢lide katkida bulunmugstur. Bununla birlikte,
periodontal doku rejenerasyonunun karmasikligi ve kusurlarin 6zgiilliigii nedeniyle, doku
miithendisliginin periodontal doku onarimina uygulanmasi simdiye kadar sinirl kalmistir.
Hiicre tabaka teknikleri bu alanda biiyiik potansiyele sahiptir. Flores ve arkadaslar1 [28],
sicaklik duyarli kiiltiir kaplar1 kullanarak osteojenik ortamda kiiltlirlenen ¢ok katmanli
insan periodontal bag (PDL) hiicre tabakalarini elde ederek, bu tabakalari immiin
yetersizligi olan farelerin deri altina implante etmistir. Implante edilen hiicre
tabakalarinin biiyiik bir kismi, 6 hafta sonra yeni olgunlasmamis sement benzeri doku
olusumu gostermistir. Iwata ve arkadaslari [29] tarafindan yapilan ¢alismada, kopeklerde
tic duvarli periodontal defektlere sahip dis kok yiizeylerine poliglikolik asit ile
desteklenen ii¢ katmanli PDL hiicre tabakalari implante edilmistir. Kemik defektleri
gozenekli P-trikalsiyum fosfat (B-TCP) ile doldurulmustur. Hiicre tabakasinin
transplantasyonu, iyi yonlendirilmis kollajen lifleri ile baglanan yeni kemik ve sement
rejenere ederken, kontrol grubunda sadece sinirli kemik rejenerasyonunun gozlemlendigi
bildirilmistir.

Akciger hava kapakcig

Pulmoner hava kagag1 genellikle kardiyotorasik ameliyatlarda meydana gelir ve bu da
hastalarin yasam kalitesini diisliriir. Mevcut yontemler, intraoperatif hava kagaklarinin
kapatilmasinda etkisiz olan ¢esitli biyolojik ve sentetik dolgu malzemelerin kullanimini
icermektedir. Buna karsilik, pulmoner hava kacagi kalic1 olarak kapatilamaz ve dolgu
malzemeleri akciger hareketinin kisitlanmasina neden olabilmektedir  [30].
Biyomiihendislik tabanli hiicre tabaka teknikleri hava sizintilarin1 dinamik bir sekilde
aninda ve kalict olarak kapatabilir ve fibrin yapistirict gibi 6nceki malzemelerle
karsilastirildiginda postoperatif niiks olmaksizin solunumla ilgili kapsamli doku
kasilmasi ve genislemesine izin verir. Kanzaki ve arkadaslarinin ¢aligmasi [30], bir
domuz modelinde plevral defektlerin kapatilmasinda otolog dermal fibroblast
tabakalariin etkilerini incelemistir. Dermal fibroblast tabakasinin transplantasyondan 4
hafta sonra plevral yiizeyde kalarak kalici kapanma sagladigi bildirilmistir. Dermal
fibroblast tabakasinin, mekanik ventilasyon nedeniyle akciger hacmindeki degisikliklere

de duyarli oldugu rapor edilmistir. Takip siiresi boyunca hava kacaginin tekrar



gozlenmedigi ve bu nedenle, fibroblast hiicre tabakalarinin pulmoner hava kacaginin

onariminda gelecekteki klinik uygulamalar i¢in uygun olabilecegi rapor edilmistir.

Yapayv damar calismalari

Katmanl1 hiicre tabakalarin1 kullanarak bir vaskiiler ag1 yeniden yapilandirmak, 3B doku
mithendisligi yaklasiminda sikc¢a yapilan bir istir. Dokudaki endotel hiicrelerin birlikte
kiiltiirlemesinin, in vitro vaskiiler ag olusumuna sebebiyet verdigi ve transplantasyonun
ardindan in Vvivo neovaskiilarizasyonun desteklendigi gosterilmistir. Asakawa ve
arkadaslar1 tarafindan yapilan bir calismada, insan gobek damari endotel hiicreleri
(HUVEC'ler), normal insan dermal fibroblastlari ile ko-kiiltiir yapilarak, sicaklik duyarli
kiiltiir kaplarinda gogaltilmistir [31]. Konfokal mikroskop ile yapilan gézlemler, damar
oncesi aglarm, dogal bir mikro damar sistemine benzer tiip yapilari olusturdugunu

gostermistir.

Mivokardival doku miithendisligi

Miyokardiyal doku miihendisligi, ciddi kalp yetmezligi olan hastalar i¢in en umut verici
tedavilerden biridir. Bununla birlikte, tek hiicreli siispansiyon enjeksiyonlari ile yetersiz
hiicre gogii, hiicre kaybi1 ve konvansiyonel doku miihendisligi ile yap1 iskelesinin
bozunmasina bagli inflamatuar reaksiyonlar nedeniyle sinirlamalar s6z konusudur. Yapay
iskele olmadan 3B fonksiyonel dokular olusturmak i¢in katmanli miyokardiyal hiicre
tabakalarmin kullanilmast miyokardiyal doku miihendisliginde umut verici bir
yaklasimdir Shimizu ve arkadaslari [32] katmanli kardiyomiyosit tabakalari arasinda
elektriksel iletisimin kurulabilecegini ve ayn1 zamanda bu hiicre tabakalarinin 3B olarak
tiretilen miyokardiyal dokulardan daha iistiin olabilecegi bildirmistir. Bununla birlikte, in
vivo olarak katmanli kardiyomiyosit tabakalar1 uzun bir hayatta kalma, makroskopik
pulsasyon ve dogal kalp dokusunun karakteristik yapilarini gostermistir. Shimizu ve
arkadaslarinin yaptig1 bir baska c¢alismada [33] ii¢ katmanli yenidogan sigan
kardiyomiyosit tabakalar1 toplanmis ve bunlar tekrar tekrar 1, 2 veya 3 giinliik araliklarla
sicanlarin deri alti dokusuna implante edilmistir. Ust iiste binen iki greft tamamen
senkronize olmus ve tiim doku 1 ve 2 giinliik araliklarla nekroz olmadan hayatta
kalabilmeyi basarmistir. Cok adimli transplantasyon ve iyi organize edilmis bir
mikrovaskiiler ag ile ~1 mm kalinliginda bir miyokard olusturmustur. Ayrica, cerrahi
olarak baglanabilen bir arter ve ven {lizerinde fonksiyonel ¢ok katmanli greftin

tiretilmesinin ardindan damarlar yoluyla greft perfiizyonu saglanmstir.
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2.3.2 Hiicre Tabaka Tekniklerinin Mezenkimal Kok Hiicrelerle Uygulamalari

Mezenkimal kok hiicreler (MKH) doku miihendisligi alaninda yaygin olarak
kullanilmaktadir ve umut verici bir hiicre kaynagi olarak gosterilmistir. Mezenkimal kok
hiicreler, ¢ok sayida hiicre ve hiicre dis1 matriks ile hiicre tabakalarinin olusumuna katk1

saglayabilir ve cesitli alanlarda doku onarimi ve yenilenmesi icin faydali olabilir.

Periodontal rejenerasyon

Tsumanuma ve arkadaglar1 [34] bir kopek ciddi hasar (tek duvarli kemik i¢i hasar)
modelinde hiicre kaynaklari arasindaki farkliliklar1 karsilastirmak igin ti¢ tip mezenkimal
dokudan tiiretilmis hiicre (periodontal bag, alveolar periosteum ve kemik iligi) kullanarak
hiicre tabaka nakli gergeklestirmistir.  Poliglikolik asit ile desteklenen her hiicre
kaynagindan ¢ katmanli hiicre tabakalari, otolog olarak nakledilmistir. Tek duvarl
kemik i¢i defektler bir B-TCP ve kollajen karisimi ile doldurulmustur.
Transplantasyondan 8 hafta sonra tiim gruplarda yeni olusan sement ve iyi yonlendirilmis
PDL lifleri ile periodontal rejenerasyon ve alveolar kemik rejenerasyonu tespit edilmistir.
En yiiksek kemik ve periodontal rejenerasyon miktar1 PDL tabaka grubunda ortaya

cikmugtir.

Kardiyak doku rejenerasyonu

Mezenkimal kok hiicreler, hayvan modellerinde kardiyak doku onarimi igin ve klinik
olarak hiicre siispansiyon sistemlerini uygulamak i¢in yaygin olarak kullanilmistir.
Miyahara ve arkadaglar1 [35] sicaklik duyarli kiiltiir kaplar1 kullanarak yag dokusundan
tiretilen MKH tabakalarin1 elde etmis ve bunlar1 siganlarda hasarli miyokardiyuma
implante etmistir. Implante edilen tabakalar yavas yavas biiyiiyerek yeni olusmus
damarlar, farklilagmamis hiicreler ve birka¢ kardiyomiyosit igeren kalin bir tabaka
olusturturmustur. MKH tabakasinin skar bolgesindeki duvar incelmesini tersine ¢gevirerek

miyokard enfarktiislii sicanlarda kalp fonksiyonunu iyilestirdigi rapor edilmistir.

Kikirdak entegrasyonu ve onarimi icin MKH tabakalari

Yaralanan kikirdak, kendi kendine sinirl iyilesme kapasitesi nedeniyle, genellikle tedavi
edilmediginde daha fazla dejenerasyona yol agan, kendini otomatik olarak zor onarabilen
bir dokudur. Kikirdagin kalict iyilesmesini ve biyomekanik yeterliligini saglamak i¢in
kikirdak entegrasyonu 6nemlidir. Mezenkimal kok hiicre tabakalari, implant ve konak
kikirdagi arasinda devamliligi saglayabilen ¢ok sayida hiicre ve hiicre dist matriks

saglayabilir, boylece biitiinlestirici kikirdak onarimini gelistirebilir. Qi ve arkadaslari [36]
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tavsan modelinde kikirdak kusurlarinin entegrasyonunu ve onarmmini gelistirmek igin
MKH yiiklii iki katmanlt poli- (laktik-ko-glikolik asit) (PLGA) yapr iskelelerine MKH
tabakasini dahil ederek etkilerini aragtirmistir. Implantasyondan 6 ve 12 hafta sonra,
MKH tabaka igeren PLGA/MKH grubu, diger gruplara kiyasla 6nemli 6l¢lide daha fazla
hiyalin kikirdak ve daha yiiksek histolojik skorlar gostermistir. Ek olarak, MKH
tabakasiyla desteklenmis PLGA/MKH grubu, onarilan kikirdak ile ¢evreleyen normal

kikirdak ve subkondral kemik arasinda en iyi entegrasyonu saglamistir.

Kemik rejenerasyonu icin MKH tabakalari

MKH'ler, kemik rejenerasyonunda olumlu rolleri olan hiicrelerdir. Geleneksel doku
mithendisligi yaklasiminda kullanilan c¢esitli iskeleler iizerine siispanse halde ekilen
MKH’lerin yiizeye tutunma oranlar1 istenilen seviyelerde degildir. Daha once
gerceklestirilen bir calismada, cesitli malzemelerle birlestirilen siispanse haldeki
MKH’lerin kemik kusurlariin tedavisinde yeterli olmadig1 ve kusurlarin tekrar olustugu
bildirilmistir [37]. Hiicre tabaka teknigi yiiksek verimli hiicre iletimi saglayabilir ve hiicre
yilizeyindeki adezyon molekiilleri ve hiicre-hiicre etkilesimleri bozulmadan kalir. Ayrica,
mineralize katmanli hiicre tabakasina bagli osteoblastlar, kemik matrisinin in Vvivo

birikimini taklit edebilir.

Gao ve arkadaglar1 tarafindan yapilan ¢alismada, tavsanlarda uzun kemik rejenerasyonu
(5 mm cap ve 1.5 mm duvar kalinlig1) i¢in ¢ok katmanli kemik iligi stromal hiicre
tabakalar1 tiibiiler mercan yap1 iskeleleriyle birlestirilmistir. Boylelikle, dogal kemige
benzer sekil ve yapiya sahip kortikal kemik olusturulmustur. Yeni olusan kemikler

endokondral kemiklesmeye benzer bir sekildeydi.

2.3.3 Doku onarmmi icin diger kok hiicre tabakalari ve uyarilmis pluripotent kok

hiicre tabakalari

Diger kok hiicre tiirleri yetiskin dokulardan elde edilebilir ve hiicre tabakalari
olusturabilir. Miyokard enfarktiisii i¢in kardiyak kok hiicre tabakalar1 ve kas kok hiicre
tabakalart umut vericidir. Sekiya ve arkadagslar [38], kronik miyokard enfarktiisiiniin fare
modelinde kastan tiiretilen kok hiicre (MDSC) tabakasini nakletmislerdir. MDSC tabaka
implante edilmis fareler, diger gruplara kiyasla sol ventrikiil (LV) genislemesinde bir
azalma ve siirekli LV kontraksiyonu sergilemistir. MDSC tabakas1 hizali miyotiipler
olusturmus ve 6nemli aritmik olaylar olmaksizin kronik enfarktiislii miyokardin daha iyi

islevsel iyilesmesini saglamistir. Kok hiicre tabakalarinin transplantasyonu da iskemik
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kardiyomiyopati i¢in umut verici bir terapdtik stratejidir. Bununla birlikte, nakledilen
bolgedeki potansiyel iskemi bir problem olmaya devam etmektedir. Endotelyal
progenitor hiicreler (EPC'ler), enjekte edilen alanda anjiyogenezi indiikleyebilir. Bu
nedenle, Kamata ve arkadaslarinin [39] c¢alismasinda, intramiyokardiyal EPC
enjeksiyonu ile kardiyak kok hiicre tabakasi, 4 hafta boyunca sol koroner arter etrafina
bir ameroid konstriktdr yerlestirilerek olusturulan kronik iskemik yaralanma modelinde
degerlendirilmistir. Progenitér hiicre enjeksiyonu ile kardiyak hiicre tabaka
implantasyonu, artan kilcal damar sayis1 ve iskemik epikardium veya endokardyumda
azalmis kardiyak fibrozis ile iskemik epikardiumda ©Onemli fonksiyonel iyilesme
saglamistir. Embriyonik kok hiicreler (ESC'ler), eriskin kok hiicreler i¢in dondr bolgesi
morbiditesi sinirlamast olmaksizin tiim doku miihendisligi rejenerasyonu ve indiiklenmis
farklilagsma i¢in en iyi potansiyel aday hiicreleri olarak kabul edilmektedir. Matsuura ve
arkadaslar1 [40], 3B siispansiyon ve kardiyak fibroblastlarla ortak kiiltiiriin ardindan fare
embriyonik sap1 (ES) hiicrelerinden tlirevlendirilmis kardiyomiyosit tabakalari
olusturmustur. Hiicre tabakalarindaki kardiyomiyositler kendiliginden ve senkron olarak
atim yapmustir. Bu tiir ES tiirevli kardiyak hiicre tabakalar1 biyomiihendislik miyokard
gelisimi i¢in umut verici bir ara¢ olabilir. Zhang ve arkadaslar1 [41], santrifiijleme
yontemini kullanarak limbal kok hiicre eksikligi olan tavsanlarda okiiler ylizey
rekonstriiksiyonu i¢in ESC tabakalarini kullanmistir. Hiicre tabakasi naklinin, tedavi
edilen hayvanlarin %75'inde okiiler yiizeyin yeniden ingsasini kolaylastirdigi bildirilmistir.
ES hiicreleri stroma ile dogrudan temas halindeyken kornea epitel hiicrelerine
farklilagmaya gitmis ve bdylece kornea doku miihendisligi i¢in hiicre kaynagi gorevi
gorebilmistir. Bununla birlikte, etik sorunlar, immiinolojik ret ve teratom olusumu riski
[39] gibi ESC'ler ile iliskili olan ve daha kapsamli uygulamalarindan once ¢6ziilmesi

gereken birkag kilit sorun vardir.

Kardiyak kok hiicre tabakalari, kas kok hiicre tabakalar1 ve ESC'lerle karsilastirildiginda,
iPS hiicrelerinin bagaril1 bir sekilde uyarilmasi ve izolasyonu yeni bir umut saglar. iPS
hiicreleri, bir hastanin kendi somatik hiicrelerinden olusturulabilir ve ayn1 zamanda,
kisisellestirilmis bir terapiye yol agan birden fazla tiire farklilasma potansiyeline sahiptir.
Indiiksiyonu takiben farklilasmis iPS hiicre tabakalari, doku rejenerasyonunda genis capta
arastirilmistir. Kito ve arkadaslari ¢iplak fare modelinde iskemik arka uzuvlari onarmak
icin fare iPS hiicresinden tiiretilmis Flk-1(+) hiicre tabakalarmi kullanmistir.

Implantasyonu takiben, Doppler kan akisi ve kilcal yogunluk analizleri, iskemik arka
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uzuvlarin revaskiilarizasyonunun hizlandigimi ve Flk-1(+) hiicre tabakasinin iskemik
dokuda VEGF ve bFGF ekspresyonunu da arttirdigini gostermistir [42]. Farklilagtirilmig
iPS hiicre tabakalarinda da doku miihendisligi vaskiiler greftlerin yapimi igin
incelenmistir. Siddetli kombine immiin yetmezlik/bej disi farelerin alt vena kavasina 0.8
mm ¢apinda poliglikolik asit-poli-I-laktid ve poli (I-laktid-ko-epsilon-kaprolakton) iceren
bir iskeleye sarilmig iPS hiicre tiirevi damar hiicre tabakalar interpozisyon greftleri olarak
yerlestirilmistir. Onuncu haftada histolojik degerlendirme ile endotelizasyon ve diiz kas

aktin ve kalponin pozitif hiicreler igeren bir i¢ tabaka gozlenmistir [43].
2.4 Hiicre Tabaka Teknolojisinde Avantajlar ve Stmirlamalar

Hiicre tabaka teknikleri biyolojik olarak parcalanabilen yapi iskeleleri kullanmadan elde
edilebilmesi nedeniyle doku miihendisligi uygulamalarinda yeni yaklagimlar saglamakla
birlikte bir¢ok avantaj ve dezavantaji da beraberinde getirebilmektedir [44-46].
Geleneksel doku miihendisligi yonteminde kullanilan hiicre siispansiyonlari, yap1
iskeleleri ve biiylime faktorlerindeki kisitlamalar belirli alanlardaki uygulamalari
simnirlandirmaktadir. Hiicre tabakasi teknigi, bu tiir dezavantajlarin {istesinden
gelebilmektedir. Bu teknikte kiiltiire edilmis hiicreler, hiicre hasara ve farklilagmis
fenotiplerin kaybina neden olabilen tripsin veya dispaz gibi proteolitik enzimler
kullanilmadan bozulmamis tabakalar halinde yiizeyden kaldirilabilmektedir [47-48].
Ayn1 zamanda hiicre dis1 matriks, iyon kanali, biiylime faktorii reseptorleri, neksin ve
diger onemli hiicre ylizeyi proteinleri bozulmadan tek bir tabaka halinde elde edildigi i¢in
de bir avantaj saglamaktadir. Hiicre dis1 matriks hiicre tabakalarinin bazal yiizeyinde
mevcut oldugu icin, dogrudan uygun dokuya nakledilebilir veya st {iste konularak ti¢
boyutlu doku benzeri yapilar olusturulabilir [49]. Tek hiicreli siispansiyon enjeksiyonlari
kullanilirken hedef bolgede yalnizca kiigiik bir hiicre yiizdesi ile nemli bir hiicre kayb1
vardir. Bununla birlikte dokular hasar gordiigiinde, enjekte edilen hiicreler, konakci
mimarisinin yok edildigi yerlere baglanamayabilir. Buna karsilik, biriken ECM'leri ile
hiicre tabakalari, minimum hiicre kaybiyla yiizeyi kaplayarak konak dokulara ve hatta

yara bolgelerine tutunabilir.

Ancak, hiicre tabaka teknikleri ile ilgili baz1 sorunlar halen devam etmektedir. Tek hiicre
tabakasi incedir ve bu nedenle, daha kalin hiicre tabakalar1 olusturmak icin genellikle
katman katman {ist iiste bindirilmesi gerekebilir. Bununla birlikte, yetersiz beslenme veya
hipoksi nedeniyle c¢ok katmanli hiicre tabakalarmin ortasinda nekrotik bolgeler

olusabilmektedir. Ek olarak, in vivo potansiyel iskemi, hiicre tabakasinin hayatta
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kalmasini sinirlayabilir. Bir ¢alismada, hipoksi 6n tedavisinin implante edilen MKH'lerin
hayatta kalma oranini artirabilecegini ve in vivo olarak anjiyogenezi destekleyebilecegini
gostermistir [50]. Bu nedenle, hipoksi ile 6n isleme tabi tutulmus hiicre tabakalart, in vivo
olarak daha 1yi hayatta kalma oranlarina ve iyilestirilmis terapotik etkinlige sahip olabilir.
Ayrica doku miihendisligi uygulamalarinda 6nemli bir yeri olan uyarilmis pluripotent kok
(iPS) hiicre ve tiirevlerinden elde edilen hiicre tabakalarinin incelenmesi i¢in daha genis

arastirma ve uygulamalara ihtiya¢ vardir [45].
2.5 Fotobiyomodiilasyon Tedavisi

Fotobiyomodiilasyon tedavisi, lazerler, 1s1k yayan diyotlar (LED'ler) ve goriiniirden
kizilotesi spektruma kadar genis bantli plazma ark gibi iyonlastirict olmayan 1s1k
kaynaklarmi kromoforlarla etkilesime girmek ve farkli dokularda fotokimyasal ve
fotofiziksel reaksiyonlar tetiklemek i¢in kullanan termal olmayan bir terapidir [51]. Bu
islem, agrimin hafifletilmesi, immiinomodiilasyon, yara iyilesmesi ve doku
rejenerasyonunun desteklenmesi gibi pek ¢ok faydali terapotik sonuglari beraberinde
getirmektedir. Fotobiyomodiilasyon (PBMT) terimi arastirmacilar ve uygulayicilar
tarafindan diisiik seviyeli lazer tedavisi (LLLT) olarak da adlandirilmaktadir [52]. Isik,
Sitokrom C oksidaz tarafindan emildiginden, mitokondri i¢inde adenozin trifosfat (ATP)
tiretimini artirmak icin elektron tagima zincirini uyarir. Doku hasar gordiigiinde hiicrede
ATP iiretimi bozulur ve bu da koruyucu bir mekanizma olarak hiicrenin metabolizmasin
yavaglatir. PBMT, normal hiicresel fonksiyonun geri kazanilmasma yardimci olan
oksidatif siireci geri yiikklemeye yardimci olur. ATP'ye ek olarak, lazer uyarimi ayrica
serbest nitrik oksit (NO) iiretir ve reaktif oksijen tlirlerini (ROS) modiile eder. NO, giiclii
bir vazodilatér ve bircok fizyolojik siirecte yer alan Onemli bir hiicresel sinyal
molekiiliidiir. ROS'un, inflamatuar yanit dahil olmak {izere bircok 6nemli fizyolojik
sinyal yolunu etkiledigi gosterilmistir. Artan NO ve gelistirilmis ROS seviyeleri birlikte,

daha hizli sinyallesme i¢in bir ortam saglayarak inflamasyonun azalmasina neden olur.
2.6 Fotobiyomodiilasyon Mekanizmalari

Birgok hiicresel molekiiliin, 151811 ¢esitli dalga boylarini absorbe edebildigi gosterilmistir.
Gortiniir kirmiz1 151k ve yakin kiziltesi radyasyon ile fotobiyomodiilasyonda, kanitlar
birincil hiicresel fotoalicilarin, mitokondriyal elektron tasima zincirinde islev goren
karmagik bir protein olan sitokrom c oksidazin merkezleri oldugunu gostermektedir

[53,54]. Sitokrom ¢ oksidaz, mitokondriyal elektron tasima zincirinde birim I'V'tiir. Bir
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elektronu (dort sitokrom c molekiiliiniin her birinden) tek bir oksijen molekiiliine
aktararak iki molekiil su iiretir. Ayn1 zamanda, gerekli olan dort proton, mitokondriyal
membran boyunca yer degistirir ve ATP sentaz enziminin ATP'yi sentezlemesi igin
thtiya¢c duydugu bir proton gradyani tiretir. Sitokrom c¢ oksidazin iki hem merkezi (a ve
a3) ve iki bakir merkezi (Cu a ve Cu g) vardir. Bu metal merkezlerin her biri oksitlenmis
veya indirgenmis halde bulunabilmekle beraber farkli absorpsiyon spektrumlarina
sahiptirler, boylelikle sitokrom ¢ oksidaz 15181 NIR (near infrared) bolgesinde (950 nm'ye
kadar) iyi emebilir [55]. Sitokrom c¢ oksidazin PBMT iizerine ana hedefi kirmizi/NIR
dalga boylarinin yaygin kullanimini ile agiklanabilir, ¢iinkii daha uzun dalga boyuna sahip
kirmiz1/NIR 151k kaynagi hemoglobin tarafindan daha iyi emilen mavi veya yesil 1siktan
cok daha iyi bir doku penetrasyonuna sahiptir. Sitokrom c oksidaz tarafindan saglanan
foton absorpsiyonunun enzim aktivitesinin, oksijen tiiketiminin ve ATP iiretiminin
artmasina neden oldugunu tam olarak aciklayan en popiiler teori, inhibitor olarak etki
gosteren nitrik oksitin (NO) foto-ayrismasina dayanmaktadir [56]. NO, hem ve Cu
merkezlerine kovalent olmayan bir sekilde bagli oldugundan ve oksijeni 1:10 oraninda
rekabetci bir sekilde bloke ettiginden, nispeten diisiik enerjili bir foton NO'yu disari

atabilir ve daha fazla hiicresel solunumun gergeklesmesine izin verebilir [58].

Fotobiyomodiilasyon terapisinin mekanik etkileri birincil (1s1k maruziyeti sirasinda) ve

ikincil (1s18a maruz kaldiktan sonra) olmak iizere ikiye ayrilabilir.

Birincil Etkiler

Birincil etkiler, 1s1kla uyarma tizerine foto alicida meydana gelen dogrudan fotokimyasal
degisimi ifade eder. Birincil etkiler 1s18a bagimlidir ve yalnizca hedef doku 1518a maruz
kaldiginda ortaya ¢ikar. En az {i¢ farkli birincil etkiyi destekleyen mevcut kanitlar
bulunmaktadir. ilk ve en énemli birincil etki, solunum zinciri bilesenlerinin redoks
degisikligidir. LLLT, sitokrom oksidazin indirgenmesini veya oksidasyonunu
indiikleyebilir. Redoks durumundaki bu degisiklikler, hiicresel cevaplar i¢in doz yaniti
ile iligkilidir [58]. Sitokrom oksidazin redoks durumundaki degisiklikler, elektron
akisindaki degisiklikleri icerir. LLLT, sitokrom oksidaz varliginda sitokrom ¢
oksidasyonunu arttirir, oksijen tiiketiminde ve mitokondriyal membran potansiyelinde
artisa neden olur ve mitokondriyal gegirgenligi aktive eder [53]. Tim bu olaylar,
mitokondriyal elektron tasima zincirindeki hizlandirilmis elektron akist ile
iliskilendirilmistir. Ikinci olas1 birincil etki, dogrudan fotodinamik etki yoluyla tek

(single) oksijen ve bir elektron oto-oksidasyonu yoluyla siiperoksit iyonu dahil olmak
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tizere serbest radikallerin tiretilmesidir. Bu etkinin 6nemi, reaktif oksijen tlirlerinin sadece
solunumun yan {irlinlerine zarar vermeleri degil, ayn1 zamanda hiicresel sinyallesmede
onemli bir role sahip olmalaridir. LLLT'nin ii¢lincii birincil etkisi ise elektrik veya hafif
salinimlara dayali olarak sogurucu kromoforun lokalize gegici 1sitmasidir [53]. Bu etki
daha az karakterize edilmistir ve Onerilen diger iki birincil etkiyi tamamladigina
inanilmaktadir. Bu tlir salimimlarin etkisinin daha genel oldugu ve su dahil hedef
dokudaki tiim molekiilleri etkiledigi goriilmektedir. LLLT, hidrojen baglarini
giiclendirebilir ve rezonans molekiiller arasi enerji aktarimi nedeniyle hizli enerji
aktarimlarina izin veren biiylik boyutlu hidrojen bag1 aglarini indiikleyebilir. Bu nedenle,
LLLT, 1st transferi olmadan elektron pompalamasini destekleyen mekanizmalari

indiikleyen dengesiz elektrik dalgalanmalarina neden olabilir [59].

ikincil Etkiler

LLLT'nin ikincil etkileri, birincil etkilerin bir sonucu olarak ortaya ¢ikar ve hiicresel
homeostaz1 degistiren bir dizi biyokimyasal reaksiyonu igerir [60,61]. Ikincil etkiler,
ikinci habercilerin aktivasyonunu, ardindan enzim fonksiyonu ve gen ekspresyonunun
modiilasyonunu igerir. Ikincil etkiler, 1513a maruz kaldiktan saatler ve hatta giinler sonra
meydana gelebildikleri ve giiclendirilmis makro etkilerle sonuglanan sinyal yollarinin
aktivasyonunu igerdigi i¢in ayirt edicidir. Kademeli reaksiyonlarin bir pargasi olarak
meydana geldikleri i¢in ikincil etkiler pleiotropik olma egilimindedir. LLLT,
mitokondriden ¢ekirdege giden, geriye dogru norotransmisyon (retrograd sinyal) yolunu
aktive eder. Bu sinyal yolu, foto-alicilari iceren mitokondriden ¢ekirdege bilgi gondererek
strese kars1 adaptif tepkileri indiikler ve daha sonra gen ekspresyon seviyelerini
degistirerek yanit verebilir. Bu yolun ilk asamasinin, NAD/NADH oraninda ve
mitokondriyal zarlar arasi potansiyelde bir artig, nitrik oksidin sitokrom oksidazdaki
baglanma bolgesinden ayrilmasi ve ATP havuzunun modifikasyonu oldugu one
stiriilmiistiir. ATP'deki kiiciik degisiklikler bile hiicresel metabolizmay1 degistirir. ATP,
intraseliiler alana dogru kalsiyum akimlarini ve hiicre i¢i depolardan kalsiyum salinimini
indiiklemek i¢in P2 reseptorlerini (P2X ve P2Y) aktive eder. ATP'deki degisiklikler
ayrica kinazlarin aktivasyonu ile siklik adenosin monofosfat seviyelerini de degistirir. Bu
ikincil etkilerin sonuclari, mitojenik sinyallesmeyi, yiizey molekiilii ekspresyonunu,
inflamatuar redoks durumlari ve apoptozu diizenleyen proteinlerin ekspresyonunu

etkileyen gen ekspresyonundaki degisiklikleri igerir [61].
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Yukarida bahsedilen bilgilerin 6zeti olarak; fotobiyomodiilasyon tedavisi, hiicre ici
pleiotropik etkilerin bir dizisi ile sonuglanir. Isik, sitokrom oksidazdaki kromoforlar
tarafindan emilir ve redoks durumunda degisikliklere neden olur. Enzimlerin
mitokondriyal i¢ zardaki redoks reaksiyonu, hizlandirilmis elektron akisini, NADH
tiiketimini azaltir ve mitokondriyal zar potansiyelinde artisa neden olur. Bu degisiklikler,
ATP sentezini kolaylastirir ve serbest radikallerin olusumunu arttirir. Artan ATP,
kalsiyum salinimin1 ve siklik adenosin monofosfat (cAMP) olusumunu indiikleyen
kinazlarin aktivasyonuna izin verir. Kalsiyum, cAMP ve serbest radikaller ikincil
haberciler olarak hareket ederler ve niikleer diizeyde farkli metabolik yolaklar1 aktive
edebilirler. Hiicre ortamina bagl olarak, bu hiicresel degisiklikler uyarlanabilir ve klinik
iyilesmeyi tesvik edebilir. Fotobiyomodiilasyon tedavisinin hiicre i¢i etki mekanizmalari

Sekil 2.4’te belirtilmistir.
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I:> | Sitokrom Oksidaz Redoks Degisikligi
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|
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|
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I cAMP Ekspresyonu

ﬂ Mitojenik Sinyal
ﬂ Yiizey Molekiilli Ekspresyonu
ﬂ Enerji metabolizmasi
l inflamasyon

1 Apoptoz

Sekil 2.3 Diisiik seviyeli 151k tedavisinin (LLTT) hiicre igi etki mekanizmalari.

2.7 Farkh Hiicre Tiirleri Uzerinde Fotobiyomodiilasyonun Etkisi

Fotobiyomodiilasyon tedavisinin (PBMT'nin) ¢esitli hiicre hatlarinin proliferasyonu ve
protein Uretimi tizerindeki etkilerine dair birgok ¢alisma vardir [62]. Bu ¢alismalar, bu
etkilerin hem 1sinlama parametrelerine hem de hiicre tipine bagli oldugunu
gostermektedir. Ornegin, enerji yogunlugu, kiiltiirlenmis hiicrelerin hiicre biiyiimesini
etkileyen Onemli bir faktor olarak belirtilmistir. Diger tiim 1simmlama parametreleri
sabitlenerek gili¢ yogunlugunun, insan digeti fibroblastlarinin biiylimesi tizerindeki etkisi
incelenmistir. Sonucta glic yogunlugunun hiicre biiyiimesini ters orantili bir sekilde

etkiledigi sonucuna varilmigtir [63]. Ayni1 hiicre tipini kullanan Damante ve arkadaslari
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[64], farkli dalga boylarinin protein tretimi tzerindeki etkisini gOstermistir.
Arastirmacilar iki farkli dalga boyunu (660 ve 780 nm) test ederek kiziltesi lazerle tedavi
edilen gruplarda bFGF (temel fibroblast biiylime faktorii) iiretiminin 6nemli 6l¢iide daha
yiiksek oldugunu bildirmislerdir. Onemli olan diger PBMT parametresi, 1sinlama say1si
ile ilgilidir. Meneguzzo ve arkadaslar1 [65], birden fazla 1isinlamada ve bir kerede hiicre
kiiltiirlerine uygulanan ayni toplam enerjinin etkisini karsilastirmistir. Coklu 1smlama
uygulanan gruplar, tek 1sinlama uygulanan gruplardan 6nemli 6l¢iide daha ytiksek hiicre
biiyiimesi ile sonuglanmistir. Ayrica, besin eksikligi altinda biiyiitilen cok sayida
1sinlanmis hiicrenin hiicre biiyiimesi, hiicrelerin ideal beslenme kosullar1 altinda
blyiitiildiigli pozitif kontrol grubuna benzerlik gostermistir. Arastirmacilar, c¢oklu
isinlamali  PBMT'nin hiicresel biiylime {izerinde daha etkili oldugu sonucuna
varmislardir. Eduardo ve arkadaglar tarafindan yapilan baska bir ¢alismada hiicre tipi ve
lazer 1sinlama parametrelerinin 6nemli bir PBMT faktorii oldugu gosterilmistir [66].
PBMT'nin farkli dalga boylar1 ve giicleri ile beslenme agisindan yetersiz kosullar altinda
kiiltiirlenen epitel hiicrelerinin biiylime {izerindeki etkisi incelenmistir. Arastirmacilar,
gozlemlenen hiicre biiyiimesi iyilesmesinin 1simlama sayisi ile dogru orantili oldugu
sonucuna varmislardir. Aymi zamanda, bu c¢alismada uygulanan aymi 1smmlama
parametrelerinin, NIH-3T3 fibroblastlar1 [67] ve sigan kalvaria osteoblast benzeri
hiicreler [68] gibi diger hiicre tiplerinde de diizenli hiicre biiyiime iyilesmesi sagladig:
bildirilmistir. Kiiltiirlenen hiicrelerin PBMT'ye tepkisinin analizinde dnemli olan diger
bir husus, bazi deneysel kosullarla ilgilidir. PBMT, patolojik siire¢lerin varliginda veya
yara iyilesmesi sirasinda stresli durumlara maruz kalan hiicrelerin ideal metabolik
kosullarini eski haline getirebilir. Bu nedenle, ideal yetistirme kosullar1 altinda biiyiitiilen
ve muhafaza edilen hiicrelerin 1sinlanmasi, metabolizmalarinda, ¢gogalma hizinda veya
Ornegin protein iiretme kabiliyetinde dikkate deger degisikliklere yol agmamustir.
PBMT'nin kiiltiirdeki hiicreler iizerindeki etkilerini daha iyi gozlemlemek i¢in, bazi
aragtirmacilar kiltiir ortamindaki fetal sigir serumu miktarin1 azaltarak stresli bir
durumun indiiklenmesi olan bir yontem benimsenmislerdir [67,69,70]. Hiicrelerin gesitli
sitotoksik maddelerle ve hatta viriisle temasi, hiicre stresine neden olabilir ve hiicre
proliferasyon hizinda 6nemli bir azalmaya yol agabilir. Arastirmalara gore, deksametazon
[71] gibi kortikosteroidlerin ve endodontik dolgu macunlari [72] veya dis beyazlatma
ajanlar1 [67] gibi dis materyalleri tarafindan salinan maddelerin kullanimi birgok farkli

hiicre tipinde strese neden olabilmektedir. Tiim bu ¢alismalarda, ideal beslenme kosullar1
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altinda yetistirilen ayn1 hiicrelerin biiyiime hiz1 6zelliklerinin tamamini veya bir kismini

geri kazanabilen PBMT parametrelerini belirlemek miimkiin olmustur.

Hou ve arkadaslar1 [73], 635 nm dalga boyuna sahip bir diyot lazer kullanarak kemik
iliginden tiiretilen mezenkimal kok hiicrelerin ¢ogalma hizini iyilestirmek i¢in PBMT
uygulamasi yapmistir. Isinlanmayan gruplarla karsilastirildiginda, isinlanmis grupta
onemli Ol¢iide daha yiliksek hiicre proliferasyon orani bulmuglardir. Fekrazad ve
arkadaslar1 [74], PBMT'in MKH'ler lizerindeki etkisi iizerine bir inceleme yayinlayarak
PBMT'nin olumlu etkilerini dogrulamistir. Ayrica arastirmacilar, hiicre proliferasyonunu
artirmak icin en uygun dozlar1 (0.7-4 J cm™) ve dalga boylarin1 (600 ila 700 nm)

belirlemislerdir.
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3. DENEYSEL CALISMALAR

Bu kisimda tez caligmasi sirasinda kullanilan malzemeler ve gergeklestirilen deneysel
calismalar detayli bir sekilde aciklanmistir. Deneysel c¢alismalar ii¢ boliime ayrilarak
incelenmistir. Ilk boliimde gdbek kordonu mezenkimal kok hiicrelerin (GK-MKH)
karakterizasyon c¢alismalar1 yapilmistir. Karakterizasyon c¢alismasi tamamlanan
hiicrelerden hiicre tabakalar1 elde edebilmek icin Oncelikle deneysel gruplar
belirlenmistir. Hiicreler 151k ve vitamin C uygulamasi olmayan grup (kontrol), sadece
vitamin C uygulamasi olan grup (VC), sadece 151k uygulamasinin yapildigi grup (PBMT)
ve hem 151k hem de vitamin C uygulamasinin oldugu grup (PBMT+VC) olmak tizere dort
gruba ayrilmigtir. Daha sonra bu gruplar i¢in en uygun fotobiyomodiilasyon kosullar1 ve
vitamin C konsantrasyonu belirlenerek hiicre tabakalar1 elde edilmistir. Sonrasinda ise bu
hiicre tabakalarina ait karakterizasyon caligmalar1 yapilmistir. Tez ¢alismasinin ikinci
boliimiinde BJ insan dermal fibroblast hiicre hattina ait karakterizasyon caligsmalari
tamamlanmis ve bu hiicreler icin fotobiyomodiilasyon kosullari, grubumuzda yapilan
daha 6nceki caligsmalar temel alinarak belirlenmistir. Daha sonra bu hiicreler i¢in uygun
vitamin C konsantrasyonu ve hiicre ekim yogunlugu belirlenerek hiicre tabakalar1 elde
edilmis ve karakterizasyon c¢aligmalar1 tamamlanmistir. Son boliimde ise HS2 insan
keratinosit hiicre hattina ait karakterizasyon caligmalarina yer verilerek hiicre tabaka

eldesi ve karakterizasyonu i¢in yapilan ¢aligmalar agiklanmistir.

3.1 Tez Calismas1 Kapsaminda Kullanilan Deneysel Malzemeler

Hiicre kiltiirli ¢alismalart sirasinda kullanilan gobek kordonu mezenkimal kok hiicreler,
Ankara Doku Biyoteknoloji Kok Hiicre, Biyobanka ve Doku Miihendisligi
Laboratuvarindan, BJ dermal fibroblast hiicre hatt1 Adnan Menderes Universitesi, Tip
Fakiiltesi, Histoloji ve Embriyoloji Ana Bilim Dali, Prof. Dr. Mehtap Kili¢’in
laboratuvarindan ve HS2 insan keratinosit hiicre hatt: Ege Universitesi, Biyomiihendislik

Béliimii, Prof. Dr. Ismet Deliloglu Giirhan’in laboratuvarindan temin edilmistir.

Deneysel caligmalar sirasinda kullanilan DMEM ve F12 nin 1:1 karisimi olan
DMEM/F12 ve Dulbecco modifikasyonu yiiksek glikoz (DMEM-High glucose) besi
ortamlar1 ile fetal sigir serumu (FBS), Dulbecco fosfat tampon ¢6zeltisi (DPBS),
penisilin-streptomisin ve Capricorn Scientific (Almanya) firmasindan satin alinmistir.
Tripsi/EDTA  (%0.01 Tripsin/10 mM EDTA) ¢ozeltisi Sigma-Aldrich (ABD)

firmasindan temin edilmistir. Gobek kordonu mezenkimal kok hiicrelerin biiylime ortami
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icerisine eklenmesi gereken Nutristem MSC XF Supplement Mix, Dr. Zeydanli Hayat
Bilimleri Tic. Ltd. Sti (Ankara) firmasindan satin almmistir. Hiicrelerin canlilik
analizlerinin belirlenmesi i¢in gergeklestirilen analizlerde kullanilan MTT (3-[4,5-
dimetiltiyazol-2-il]-difeniltetrazolyum bromiir) tuzu AppliChem (ispanya) tedarik
edilmistir. Dimetil siilfoksit (DMSO) ve izopropanol Sigma-Aldrich (ABD) firmasindan,
hidroklorik asit (%37, v/v) Merck (Almanya), firmasindan temin edilmistir. Kullanilan
25, 75, 175 cm?’lik flasklar ve 96, 24, 12, 6 gozlii hiicre kiiltiir kaplar1 (TCPS) Greiner
(Almanya) firmasindan satin alinmistir. Hiicreleri fikse etmek i¢in kullanilan
paraformaldehit, Sigma-Aldrich (Almanya) firmasindan satin alinmustir. Hiicreleri
morfolojik olarak inceleyebilmek igin temin edilen Tripton X-100 Merck (Almanya)
firmasindan, Sigir serum albiimini (BSA) Sigma-Aldrich (ABD), Alexa fluor 488
phalloidin Life Technologies (ABD) firmasindan, 4’-6- diamidino-2-fenilindol (DAPI)
ve gluteraldehit Sigma Aldrich (ABD) firmasindan satin alinmistir. Alizarin red ¢ozeltisi
Thermo Fischer Scientific (ABD) sirketinden temin edilmistir. GK-MKH’lerin kemik
hiicrelerine farklilastirilmasinda kullanilan, deksametazonve B-gliserol fosfat Sigma
(Almanya) sirketinden satin alinmistir. Hiicreleri morfolojik incelenmesinde kullanilan
kristal viyole BDH (ABD), aseton ve metanol ise Sigma-Aldrich (ABD) sirketinden satin
alimmistir. Hiicre tabakalarinin {iretiminde kullanilan L-askorbik asit-2 fosfat Cayman
Chemical (ABD) sirketinden satin alinmistir. RNA izolasyonu i¢in kullanilan Trizol® ve
RNAeasy kit Qiagen (ABD) sirketinden temin edilmistir. cDNA sentezi i¢in, cDNA
reverse transkripsiyon kit Applied Biosystems (ABD)sirketinden satin alinmigtir. RT-
PCR deneylerinde kullanilan, 5X Hot FIREPol EvaGreen qPCR mix plus Solis Biodyne
(Estonya) firmasindan satin alinmistir. Hematoksilen&eozin boyalar1 ve ksilen Sigma-
Aldrich  (Almanya) firmasindan temin  edilmistir.  Hiicre  tabakalarinin
karakterizasyonunda kullanilan COL1A1, integrin beta 1 ve fibronektin Cell Signaling

Technology (ABD) firmasindan temin edilmistir.

Yukarida bahsedilen malzemelerle gerceklestirilen tiim deneysel ¢alismalarin Ozeti

Cizelge 3.1°de gosterilmistir.
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Cizelge 3.1 Deneysel caligmalar sirasinda gerceklestirilen calismalarin 6zeti.

Gerceklestirilen Calismalar Yapilan Analizler

. Fotobiyomodulasyon Grubu (PBMT)

. Fotobiyomodilasyon+VC Grubu (PBMT+VC)

1.Hiicre Karakterizasyonu . MTT Analizi

O Gébek Kordonu Mezenkimal K6k Hiicre . Hemositometrik Sayim

. BJ FibroblastHiicre Hatti . Kristal Viyole Boyama

. HS2 Hiicre Hatti . F-aktin/DAPI Boyama

2. On Hiicre Kiiltiirii Calismalan . cm?‘ye ekilecek hiicre sayisinin belirlenmesi

. Kontrol Grubu . ideal VC konsatrasyonunun belirlenmesi

. Vitamin C Grubu (VC) . Fotobiyomodiilasyon parametrelerinin optimize

edilmesi

MTT Analizi

Hicre kaldirma denemesi

3. Hiicre Tabaka Calismalari .
3.1 Gobek Kordonu Mezenkimal Kok Hiicre o
0 Ekim yogunlugu: 5x10* hiicre/cm?

. Vitamin C konsatrasyonu: 20 pg/mL

MTT analizi

Hicre tabakasi kaldirma galismasi

Kiiltir sresi: VC grubu: 5-7 glin
PBMT grubu: 7 giin

PBMT+VC grubu:7 giin

O Fotobiyomodilasyon parametresi: 20 cm 2 dk
3.2 BJ Fibroblast Hiicre Hatti .
. Ekim yogunlugu: 1x10° hiicre/cm? A

. Vitamin C konsatrasyonu: 60 pg/mL

MTT analizi
Hucre tabakasi kaldirma ¢alismasi

Kiiltir stiresi: VC grubu: 6-7 glin

+ BJ FibroblastHicre Hatti

+ HS2 Hicre Hatti

. Fotobiyomodiilasyon paremetresi: 20 cm 5 dk PBMT-VC grubu: 7 giin

3.3 HS2 Hiicre Hatti . MTT analizi

. Ekim yogunlugu: 5x10* hiicre/cm? . Hiicre tabakasi kaldirmacalismasi

. Vitamin C konsatrasyonu: 60 pg/mL A Kiiltiir stiresi: VC grubu:8-9 giin

. Fotobiyomodilasyon paremetresi: 20 em 5 dk PBMT grubu 10-11 giin
PBMT+VC grubu 8-9 giin

4. Hiicre Tabakalarinin Karakterizasyonu . F-aktin/DAPI Boyama

+ Gobek Kordonu Mezenkimal K6k Hiicre . RT-PCR

Hidroksiprolin Analizi
Alizerin Red
Hematoksilen Eozin boyama

immiinohistokimyaboyama
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3.2 GK-MKH’lerin Karakterizasyon Calismalari

Gobek kordonundan izole edilen hiicreler%88 DMEMF12, %10 (v/v) FBS, %1 (v/v) L-
glutamin %1 (v/v) P/S ve %0.1 Nutristem MSC XF Supplement Mix igeren besi ortami
icerisinde 37°C sicaklikta ve %5 CO2 igeren inkiibatorde kiiltiire edilmistir. Hiicrelerin
dondurularak saklanmasi isleminde ise dondurma ortami olarak %10 (v/v) DMSO ve
%90 (v/v) serumlu ortam kullanilmistir. Karakterizasyon g¢alismalarinda tigiincii pasaj
hiicreleri kullanilmistir. Hiicrelerin morfolojilerini gézlemlemek ve canlilik analizlerini
belirlemek icin cm?’ye ekilecek hiicre sayis1 5000 olarak belirlenmistir. Alt1 gozlii hiicre
kiiltir kaplarina ekilen hiicreler on giin boyunca kiiltiirlenmistir. Bu siire boyunca ortam
degisimi yapilmamistir. Tez kapsaminda steril ortam gerektiren tiim deneyler laminer

akisl kabin (Bioair, Type II Laminer Akis Kabini, Italya) igerisinde gergeklestirilmistir.

MTT analizi ve hemositometrik hiicre sayimi hiicrelerin canlilik analizini belirlemek i¢in
kullanilmistir. Bu analizlere gore hiicrelerin 6zgiil ireme hizi ve ikilenme siiresi

logaritmik tireme fazinda Esitlik 3.1 kullanilarak hesaplanmistir.
dx/dt = pux (3.1)
Esitlikte x hiicre sayisini, p 6zgiil tireme hizini, t ise zamani gostermektedir.

MTT analizi i¢in belirlenen hiicre gruplar tizerindeki biiyiime ortami uzaklastirilmis, her
bir 6rnege 600 ulL serumsuz kiiltiir ortam1 ve 60 uL. MTT ¢ozeltisi (2.5 mg/mL, PBS
igerisinde) ilave edilmistir. MTT ¢ozeltisi 151k ile etkilesime girdigi igin islemler karanlik
ortamda gerceklestirilmistir. ilavenin ardindan hiicreler 3 sa boyunca 37°C’deki
inkiibatorde kiiltiire edilmistir. Inkiibasyonun ardindan MTT soliisyonu hiicreler
tizerinden uzaklastirilmis ve her bir géze 0.04 M HCl igeren 400 pL izopropanol ¢ozeltisi
eklenmistir. Canli hiicrelerin mitokondrisi varliginda MTT ¢ozeltisi suda ¢ézlinmeyen
mor renkli formazan kristallerine doniismektedir. Bu kristaller izopropil alkol/HCI
karisimi ile ¢oziilerek elde edilen mor renkli ¢ozeltinin absorbans degeri belirlenir.
Cozeltinin absorbans degeri hiicre canliligiyla dogrudan ilgilidir. Doksanalt1 gozlii kiiltiir
kaplarina her bir gézden 200 pL alinarak 570 nm dalga boyunda 690 nm referans
degeriyle mikroplaka okuyucuda (Asys UVM 340, Avusturya) absorbans degeri
belirlenmigtir. MTT testi sonucu absorbans degerlerine karsilik zaman grafigi ¢izilerek
bliyiime egrisi olusturulmustur. Hemositometrik hiicre sayimi i¢in belirlenen hiicre
gruplart iizerinden biiylime ortami atilmis ve hiicrelerin iizerine %0.25°lik (v/v)

tripsin/EDTA eklenerek 5 dk inkiibatérde bekletilmistir. Siire sonucunda enzim
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aktivasyonu saglanmis ve hiicreler yilizeyden kaldirilmistir. Yiizeyden kaldirilan
hiicrelerin Canliliklarini belirleyebilmek icin i¢in tripan mavisi ile boyama yapilmaistir.
Neubauer lam1 kullanilarak gergeklestirilen sayim sonucu 6lii hiicreler boyayi hiicre i¢ine
aldiklar1 icin mavi renkte gozlemlenirken, canli hiicreler parlak ve sar1 renkte
gozlemlenmistir. Elde edilen veriler 1s181nda hiicre sayisina karsilik zaman grafigi elde
edilmis ve tiim veriler degerlendirilerek gobek kordonu mezenkimal kok hiicreler icin

0zgil iireme hiz1 ve ikilenme siiresi hesaplanmustir.

Hiicrelerin morfolojik yapilar1 incelemek amaciyla kristal viyole ve immiinofloresan
boyama yapilmistir. Bu analizlerin yapilacagi giinlerde hiicreler fikse edilmistir.
Fiksasyon islemi i¢in hiicreler lizerindeki biiyiime ortami atilmis ve DPBS ile iki kez
yikama yapilmistir. Fiksasyon islemi igin hiicreler 4°C’ de 20 dk boyunca 1:1 (v/v)
aseton-metanol ¢ozeltisine tabi tutulmustur. Daha sonra hiicrelerin tizerine %0.5’lik (w/v)
kristal viyole ¢ozeltisi ilave edilmis ve 30 dk boyunca oda kosullarinda bekletilmistir. Bu
islemin ardindan musluk suyu ile hiicrelere zarar vermeden yikama yapilmistir. Yikama
sonunda hiicreler invert mikroskop (Olympus 1X71, A.B.D) altinda incelenmistir.
Immiinofloresan boyama yénteminde hiicre ¢ekirdegin goriintiillenmesi i¢in DAPI ve
hiicre sitoplazmasindaki aktin filamentlerinin goriintiilenmesi i¢in Alexa Fluor 488
Phalloidin konjuge anti-F-aktin antikoru kullanilmistir. Bu analizin yapilacagi giinlerde
hiicreler iizerindeki kiiltlir ortami uzaklastirilarak PBS ile 2 kez yikama yapilmistir. Daha
sonra hiicreler oda sicakliginda %4 (v/v) paraformaldehit ile 20 dk muamele edilerek
fiksasyon yapilmistir. Fiksasyonun ardindan 3 kez PBS ile yikama yapilmis ve hiicre zar
gecirgenliginin arttirilmast igin %0.1 (v/v) Triton X-100 (PBS igerisinde) ile 10 dk
muamele edilmistir. Bu islemin ardindan %1 (w/v) BSA ¢ozeltisi (PBS i¢inde) ile 3 kez
yikama yapilmis, %1 (v/v) Alexa Fluor 488 Phalloidin konjuge anti-F-aktin antikoru BSA
¢oOzeltisi ile karanlikta 20 dk ve %0.1 (v/v) DAPI igeren BSA ¢ozeltisi ile karanlikta 5 dk
oda sicakliginda inkiibe edilmistir. Siire sonunda antikor ¢ozeltisi uzaklastirilarak BSA
cozeltisi ile 3 kez yikanmistir. Ardindan floresan mikroskop (Olympus IX71, A.B.D) ile

goriintiileme yapilmustir.

3.3 Fotobiyomodiilasyonda Kullanilan Itk Kaynagmm Ozelligi ve Uygulama

Yontemi

Fotobiyomodiilasyon uygulamasinin hiicre aktivitesi ve fonksiyonlar1 {izerindeki
etkisinin incelenmesi amaciyla led ve lazer 1silarmin kullanimi yaygindir. Sunulan tez

calismasinda bu kaynaklardan daha farkli olarak yakin kizilétesi dalga boyunda 1s1ma
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yapan polikromatik bir 1s1k kaynagi kullanmilmistir (COLLAGENTEX, Tanses
Technologies, Kanada). Bu 151k kaynaginda, farkli elementlerle katkilandirilmis kuartz
plazma ark lambas1 600 nm ile 1200 nm dalga boylar1 arasindaki 1sinlarin gegisine izin
veren filtre ile islevsellestirilmistir. Isik kaynagi 650 W ¢ikis giicline ve lambanin dis
yiizeyinden 1 cm uzaklikta ortalama 130 mW/cm? ¢ikis yogunluguna sahiptir. FDA’dan
insan uygulamalart i¢in onay almig bu cihaz ile grubumuzda ¢ok sayida in-vitro ve in-
vivo caligma gergeklestirilmistir [8,9,75]. Plazma ark 1s1ik kaynagiin fotografi Sekil

3.1°de gosterilmistir.

(b)

Sekil 3. 1 Tez kapsaminda kullanilan 151k kaynagiin goriintiileri: (a) genel goriintiisii.

(b) uygulama sirasinda ¢ekilmis fotografi.

Fotobiyomodiilasyon uygulamasi 6ncesinde, 151k kaynaginin tiim yiizeyleri %70 etanol
ile temizlenmis ve masa yiiksekligi ayar diigmesi ile istenilen seviyeye getirilmistir.
Hiicreler fotobiyomodiilasyon uygulamasina hazir hale geldikten sonra zaman degeri,
uygulama siiresinden 3 dk daha fazla olacak sekilde secilerek cihaz ¢alistirilmistir. Kiiltiir
ortami1 igerisinde bulunan fenolik bilesikler, serum ve protein yapilari 151k ile etkilesime
girerek yapilar1 bozulacagindan dolay1r uygulama sirasinda hiicreler iizerindeki kiiltiir

ortami uzaklastirilmig ve yerine uygun sicakliga 1sitilmis PBS konulmustur. Uygulama
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sonrasi hiicreler iizerinden PBS uzaklastirilmis ve %50 taze ortam olacak sekilde kiiltiir

ortami tekrar eklenerek inkiibatorde kiiltiire edilmistir.

3.3.1 GK-MKH’ler ile Fotobiyomodiilasyon Calisma Kosullarinin Belirlenmesine
Yonelik On Calismalar

Plazma ark 151k kaynag1 hem elektromanyetik spektrumun goriiniir dalga boyunu hem de
kizil ve kizildtesi 1sinlart igerdigi igin yiiksek seviyelerde enerji olusturabilmektedir. Bu
duruma paralel olarak uygulama sonucu sicaklik artist gézlemlenmektedir. Calisma
kosullarinin ilk hedefi 151k kaynaginin kullanilmasiyla meydana gelen sicaklik artisinin
minimum seviyeye indirilmesidir. Clinkii hiicreler tizerindeki yliksek sicaklik farkliliklar
hiicrelerin metabolik aktivitelerini degistirebilmekle beraber istenilmeyen sonuglar1 da
dogurabilmektedir. Bu nedenle gobek kordonu mezenkimal kok hiicreler icin gesitli
mesafe ve siirelerden uygulama Oncesi ve sonrasinda PBS ortamimin sicakliklar
belirlenmigtir. Cizelge 3.2°de cesitli mesafe ve siirelerde belirlenen sicaklik artislar
verilmistir. Cizelge 3.2°de goriildiigii tizeri uygulama 6ncesi PBS sicakligi ile uygulama
sonras1t PBS sicaklig1 arasindaki fark 20 cm mesafe ve 1 dk siire kosullarinda en az
seviyededir. Bununla birlikte sadece sicaklik farki temel alinarak gergeklestirilen bir
calisma tam anlamiyla dogru sonuglar vermeyecektir. Uygulanan 1s1k siiresinin bu
hiicreler iizerinde yeterli olup olmadigini anlamak ve hiicrelerin bu duruma verecegi
cevaplar1 degerlendirmek adina iki tane ara deger kosulu belirlenmistir. Bu kosullar,
hiicreleri diisiik seviye de strese sokarak ikincil sinyal yolaklarini aktive etmeye yonelik
olarak belirlenmistir. Boylelikle hiicrelerin  mitokondriyal sinyalizasyonu ve
proliferasyonu arttirmasi beklenmistir. Sicaklik farkindaki 5-6°C'lik degisikliklerin
hiicreleri diisiik seviyede strese sokabilecegi ongoriilerek 15 cm mesafe ve 3 dk uygulama
stiresi ile 20 cm mesafe ve 3 dk uygulama siiresi, ara deger kosullar1 olarak belirlenmistir.
Daha sonra belirlenen bu ii¢ kosulda PBS sicakliklarinin da artirilmasi gerektigi
diistiniilmiis ve uygulama oncesi PBS sicakligi arttirilarak yeniden dl¢tim yapilmistir. Bu

Olctimlere ait sonuclar Cizelge 3.3 te belirtilmistir.

Sonugta 12-gbzlii polistiren hiicre kiiltiir kaplarinda ¢ogaltilan hiicre gruplarina 15 cm
mesafeden 3 dk, 20 cm mesafeden 3 dk ve 20 cm mesafeden 1 dk boyunca giin asir1 151k
uygulamasi yapilmig ve hiicrelerin bu kosullara verecegi cevabi degerlendirebilmek i¢in

MTT analizinden yararlanilmistir.
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Cizelge 3.1 Fotobiyomodiilasyon Kosullarinin Belirlenmesine Yo6nelik On Calismalar

Mesafe Stre Oda sicakhigi PBS sicakligi Uygulama sonrasi

(cm) (dk) (°c) (°C) PBS sicakligi
(°C)

10 5 55 . i

10 3 25 27 36,5

15 7 25,5 27,5 40,5

15 3 25 27 34

15 2,5 55 5y s

20 > 24 27 37

20 3 25 27 o

20 2,5 75 27 33

20 2 Z5 27 31

20 1 - 27 )

Cizelge 3.3 PBS Sicaklig1 Arttirildiktan Sonraki Elde Edilen Veriler

Mesafe Stre Oda sicakhigs PBS sicakhig: Uygulama sonrasi
(cm) (dk) (°C) (°C) PBS sicakligi
(°c)
= 3 25 32 36,5
20 3 25 32 36
20 2 _ 35 37
20 1 25 35 36,5
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3.4 GK-MKH’lere Ait Hiicre Tabakalarmin Uretimi ve Karakterizasyon

Cahismalar
3.4.1 Hiicre Tabakalarimin Elde Edilmesi

Ug farkli hiicre tipinde de hiicre tabakalarmin iiretilmesi igin askorbik asit (AA), yani
vitamin C uygulamasi (VC) ile 1s1k uygulamasinin (PBMT) ayr1 ayr1 ve bir arada
kullanilmasina karar verilmistir. Hiicre tabakalarinin iiretilmesi asamasinda tigiincii ve
dordiincii pasajlarda gébek kordonu mezenkimal kok hiicreleri kullanilmistir. Hiicreler;
kontrol (vitamin C ve 151k uygulanmayan), sadece vitamin C uygulanan (VC), sadece 151k
uygulanan (PBMT) ve her iki etkinin bir arada oldugu (PBMT+VC) dort gruba
ayrilmistir. Hiicre tabakalarinin elde edilmesinde gerceklestirilen ¢alismalar su sekilde
ozetlenebilir: doygunluga erisen hiicreler 75 cm?lik hiicre kiiltiir kaplarindan
tripsin/EDTA  kullamlarak kaldirilmis ve hiicre saymmi yapilmistir. Hiicreler 5x10%
hiicre/cm? yogunlukta 12 gozlii kiiltiir kaplarma ekilmistir. Ekimden 1 giin sonra VC’li
ve PBMT+VC’li gruplarin kiiltiir ortami 20 pg/mL vitamin C konsantrasyonu igeren
ortam ile degistirilmis, kontrol ve PBMT’li grubun kiiltlir ortamina vitamin C eklemesi
yapilmamistir. Tiim gruplarda giin asir1 ortam degisimi yapilarak DPBS uygulamasi ile
hiicre tabakalar1 yiizeyden kaldirilmaya ¢alisilmistir. VC’li grupta 5-7. giinde, PBMT’li
ve PBMT+VC’li grupta 7. glinde hiicre tabakalar1 yilizeyden biitiin halinde kaldirilmistir.

3.4.2. Hiicre Tabakalarimin Karakterizasyon Calismalari
3.4.2.1 immiinofloresan Boyama

Yiizeyden kaldirilan hiicre tabakalarmin yeni bir kiiltiir kabina aktarildiktan sonraki
morfolojilerini inceleyebilmek i¢in immiinofloresan boyama yontemi kullanilmigtir. Elde
edilen hiicre tabakalarina ait g¢ekirdek yapilart DAPI, hiicre iskeletindeki aktin
filamentleri ise Alexa Fluor 488 Phalloidin konjuge anti-F-aktin antikoru ile boyanmustir.
Bu yontemde hiicre tabakalar1 iic defa PBS ile yikanmis ve oda sicakliginda %4
paraformaldehitte 20 dk inkiibe edilmistir. Siire sonunda fiksasyon c¢ozeltisi
uzaklastirilmis ve {i¢ defa PBS ile yikama yapilmistir. Hiicre tabakalarma ait zar
gecirgenligini arttirmak amaciyla %0.2 (v/v) PBS iginde ¢6ziinen Triton X-100 10 dk
boyunca hiicre tabakalar1 ile muamele edilmistir. Bu islemin ardindan %21 (w/v) BSA
¢ozeltisi (PBS iginde) ile 3 kez yikama yapilmis, %1 (v/v) Alexa Fluor 488 Phalloidin
konjuge anti-F-aktin antikoru BSA ¢ozeltisi ile karanlikta 20 dk ve %0.1 (v/v) DAPI
iceren BSA c¢ozeltisi ile karanlikta 5 dk oda sicakliginda inkiibasyon yapilmistir.
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Inkiibasyonun ardindan antikor ¢ozeltisi uzaklastirilarak BSA ¢ozeltisi ile 3 kez
yikanmustir. Ardindan karanlik ortamda floresan mikroskop (Olympus 1X71, A.B.D) ile

goriintiileme yapilmustir.

3.4.2.2. Immiinohistokimya

Yiizeyden kaldirilan hiicre tabakalarinin  hiicre dist  matriks  degisimlerinin
gbzlemlenebilmesi ve reseptor bilesenlerinin analiz edilmesi i¢in immiinohistokimya
boyamalar1 yapilmistir. Bu yontemde hiicre tabakalar1 yiizeyden kaldirildiktan sonra yeni
bir kiiltiir kabina aktarilarak ii¢ kez PBS ile yikanmis ve oda sicakliginda %4
paraformaldehitte 20 dk inkiibe edilmistir. Siire sonunda fiksasyon ¢ozeltisi
uzaklastirilarak ti¢ kez PBS ile yikama yapilmistir. Hiicre tabakalarinin zar gegirgenligini
arttirmak amaciyla PBS igerisinde ¢oziinen %0.2 (v/v) Triton X-100 ile 10 dk muamele
edilmistir. Hiicre tabakalarini bloklama i¢in %10 (v/v) ke¢i serumu kullanilmis ve 1 saat
oda sicakliginda inkiibe edilmistir. Siire sonunda keci serumu uzaklastirilarak %1 BSA’l
cozeltide (PBS i¢inde) 5 dk ara ile 3 defa yikama islemi gergeklestirilmistir. Daha sonra
%1 BSA ¢ozeltisi igerisinde seyreltilen primer antikorlar (monoklonal tavsan anti-insan
tip I kollajen 1:200, monoklonal tavsan anti-insan fibronektin 1:800 ve monoklonal
tavsan anti-insan integrin,1:200) eklenmistir. Ornekler 1 saat 37°C’de inkiibe edildikten
sonra %1 BSA’l1 ¢ozeltide 5 dk ara ile 3 defa yikama islemi gerceklestirilmistir. Daha
sonra BSA’l1 ¢6zeltide hazirlanan sekonder antikorlar (1/500 oraninda, Alexa Fluor 555
ve Alexa Fluor 488) ile karanlikta ve oda kosullarinda 1 saat inkiibasyon yapilmistir.
Inkiibasyon sonucu sekonder antikorlar uzaklastirilarak BSA’l1 ¢ozelti ile 3 defa yikama
yapilmis ve %0.1 (v/v) oraninda DAPI eklenerek oda sicakliginda 5 dk inkiibasyon
yapilmustir. Sonrasinda BSA’l1 ¢ozelti ile ii¢ kez yikama yapilarak floresan mikroskop

altinda inceleme yapilmistir.

3.4.2.3 Gerg¢ek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PCR) Analizi

Hiicrelerin hiicre dist matriks elemanlarii, kok hiicre ve osteojenik farklilasma
belirteclerini gen ekspresyonu diizeyinde belirlemek i¢in RT-PCR analizi yapilmistir.
Kiiltiirlin 7.glinlinde hiicre tabakalar1 analiz giiniine kadar —80°C’de muhafaza edilmistir.

Kullanilan primerler Cizelge 3.4 de verilmistir.

RNA Izolasyonu

Kiiltiiriin 7. giliniinde toplanan orneklerden Qiagen RNeasy® Mini Kit ile RNA

izolasyonu yapilmistir. Uygulanan basamaklar su sekilde 6zetlenebilir:
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Analiz giinii —80°C’den ¢ikarilan ornekler oda sicakligina geldikten sonra her
birini iizerine 500 uL. TRIzol® eklenmis 10 dk bekletilmistir.

Siire sonunda orneklerin lizerine faz ayriminin gerceklesmesi icin 100 pL
kloroform eklenmis ve 6rnekler dikkatli bir sekilde 20 defa alt iist edilmis ve oda
sicakliginda 3 dk beklenmistir.

Daha sonra orneklere 4°C’de 10 dk boyunca 13,000 rpm’de santrifiijlenme
yapilmis ve iist kisimda bulunan faz yeni bir Eppendorf tiipe aktarilmistir.
Eppendorf tiipene aktarilan sivi faz ile ayn1 miktardaki %70’lik (v/v) etanol
RNeasy spin kolona aktarilmig ve 13,000 rpm’de 15 s santrifiij edilerek eppendorf
tiiptin alt kisminda biriken sivi dokiilmdistiir.

Kolon iizerine 350 uL. RW1 ¢ozeltisi eklenmis ve 13,000 rpm’de 15 s santrifiij
edildikten sonra tiipiin altinda kalan siv1 kisim dokiilmiistiir.

Daha sonra tekrar 350 uLL RW1 ¢ozeltisi spin kolona eklenmis ve 13,000 rpm’de
15 s santrifiij edilmistir.

Eppendorf tiipiin altinda kalan s1v1 kisim uzaklastirildiktan sonra spin kolona 500
uL RPE (RPE ¢ozeltisi kit i¢erisinde konsantre bir sekilde gelmektedir ve 4 hacim
%100 etanol eklenerek ¢alisma ¢ozeltisi hazirlanmistir) ¢ozeltisi eklenerek 13,000
rpm’de 15 s santrifiijle islemi gerceklestirilmistir.

Tiipiin altinda toplanan siv1 atilmistir ve spin kolona tekrar 500 uL. RPE ¢ozeltisi
eklenerek 13,000 rpm’de 2 dk santrifiij yapilmistir.

Son kisimda ise spin kolonda yikama ¢ozelti kalmamasi i¢in toplama tiipii atilarak
spin kolon yeni bir santrifiij tlipiine yerlestirilmistir ve 13,000 rpm’de 1 dk
santrifiij edilmigtir.

Islem sonras1 spin kolon yeni bir Eppendorf tiip igerisine yerlestirilerek membran
tizerine 30 uL RNase-DNase i¢cermeyen steril su eklenmis ve 13,000 rpm’de 1 dk
santrifiij yapilmistir. Bu sayede spin kolon membraninda tutunan RNA, su ile
membrandan yikanarak santifiij tiiplinde toplanmaigtir.

RNA’nin konsantrasyonu ve saflagtirllma orant Nanodrop (Thermoscientific
2000c, A.B.D) ile belirlenmistir. izole edilen RNA’lar analiz giiniine kadar 80°C
bekletilmistir.
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cDNA Sentezi

Applied Biosystem, High Capacity cDNA Reverse Transcription Kiti kullanilarak
gerceklestirilen CONA sentezinde, reaksiyonlarin gergeklesmesi igin Applied Biosystems
SimpliAmp Thermal Cycler (ThermoFisher Scientific, ABD) cihaz1 kullanilmustir.
cDNA sentezi i¢in gerekli olan reaksiyonlar, 25°C’de 10 dk, 37°C’de 120 dk ve 85°C’de
5 dk kosullarinda gergeklestirilmistir.

RT-PCR Analizi

5xHot Fire Pol® Eva Green® gPCRMix Plus ya da 5xHot Fire Pol® Eva Green® gPCR
supermix (SolisBioDyne, Estonya) Kkiti kullanilarak gerceklestirilen analizde,
LightCycler® Nano Instrument (Roche, Isvigre) cihazi kullanilmistir. Bu analize ait
kosullar, aktivasyon basamagi 95°C’de 600 sn, denatiirasyon basamagi 95°C’de 15 s,
primerlerin yapisma sicakligi 57 ve 60°C’de 30s ve uzama basamagi 72°C’de 20 s olacak
sekilde 45 dongii olarak uygulanmustir. Referans gen (Housekeeping gene) olarak S-Aktin
kullanilmistir. Yapilan analizin sonuglar1 bagil gen ifadesi olarak verilmistir. Tiim veriler
9-AACT

metoduna gore hesaplanmis, sonuglar kontrol grubunun katlar1 seklinde

verilmistir.

Cizelge 3.4 RT-PCR analizinde kullanilan primer dizileri.

Genler Forward Primer Reverse Primer
B-AKTIN 5'-GTGCTATGTTGCCCTAGACTTCG-3' 5'-GATGCCACAGGATTCCATACCC-3'
COL1A1 5'-TCCTGCCGATGTCGC-3' 5'-CAAGTTCCGGTGTGACTCGTG-3'
COL3A1 5'-CTTCTCTCCAGCCGAGCTTC-3' 5'-CCAGTGTGTTTCGTGCAACC-3'
CX43 5'-TCAAAGTGGCCCAGACTGAC-3' 5'-CCGTGCTCTTCAATCCCGTA-3'
ALP 5'-GGAGATGGTATGGGCGTCTC-3' 5'-GGACCTGAGCGTTGGTGTTA-3'
OPN 5'-CACTTTCACTCCAATCGTCCCTAC-3' 5'-ACTCCTTAGACTCACCGCTCTTC-3'
OCN 5'-CTTTCTGCTCACTCTGCTG-3' 5'-TATTGCCCTCCTGCTTGG-3'
RUNX2 5’'-GCATGGCCAAGAAGACATCC-3' 5'-CCTCGGGTTTCCACGTCTC -3'
oCT4 5'-TGGAGAAGAGAAGCTGG-3' 5'-TCGGCCTGTGTATATCCC-3'
SOX2 5’-TGCAGTACAACTCCATGAC-3' 5'-GGGAGGAAGAGGTAACCA-3'
NANOG 5’ -TGTCTTCTGCTGAGATGGC-3' 5’-GGAAGTGGGTTGTTTGCCT-3'
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3.4.2.4 Hidroksiprolin Analizi

Vitamin C ve fotobiyomodiilasyon uygulamasinin, hiicre tabakalarindan sentezlenen
kolllajen miktarinda bir farklilia sebebiyet verip vermedigini anlamak ig¢in
hidroksiprolin analizinden yararlanilmistir. Prolin aminoasidin hidroksilasyonu sonucu
olusan hidroksiprolin, kollajen ¢apraz bag yapisina katilan 6nemli bir aminoasittir. Bu
analiz, dokunun alkali hidrolizi ile yapisindaki hidroksiprolinin dl¢iilmesine baz alir.
Ornekler analiz giiniine kadar -80°C’de bekletilmistir. Hidroksiprolin kiti ile
gerceklestirilen analiz kiiltiiriin 7.giintinde yapilmistir. Analiz asagida belirtilen sekilde

gerceklestirilmistir.

¢ Konsantrasyon farkina sebebiyet vermemek i¢in -80°C’den ¢ikarilan 6rneklerden
fazla PBS pipet yardimiyla uzaklastirilmistir.

¢ Soguk buz bloklar lizerinde olan 6rneklere 100 pL distile su eklenmis ve 1 dk
sonikatorde par¢alanmistir.

< Daha sonra drnekler iizerine 100 pL 6N HCl asit eklemesi yapilmistir. Orneklerin
agz1 sikica kapatilarak 3 saat boyunca 120°C’de inkiibe edilmistir.

% Inkiibasyon sonucunda drnekler +4°C’de 10,000 rpm’de 10 dk santrifiijlenmistir.

¢ Hidroksprolin standardi kitte belirtilen oranlara gore konulduktan sonra her bir
ornekten 10 uL alinarak 96’1 kiiltiir kabina konulmustur.

% Ornekler 1.5 saat boyunca 60°C’de vakumlandiktan sonra érnek basma 6 pL
kloramin T konsantrat ve 94 puL oksidasyon tamponu konulmustur.

% Bu iselm sonrasinda her bir 6rnege 50 uL. DMAB konsantresi ve 50 puL perklorik
asit isopropanol eklenerek 60°C’de 90 dk bekletilmistir. (DMAB konsantresi
1siktan etkilendigi i¢in 6rnekler alliminyum folyo ile kapatilmigtir.)

% Orneklerin 560 nm dalga boyunda mikroplaka okuyucuda (Asys UVM 340,
Avusturya) optik yogunlugu belirlenmistir.

3.4.2.5. Osteojenik Farkhilasmanin Belirlenmesi

Gobek kordonu mezenkimal kok hiicreler ile elde edilen hiicre tabakalarmin matriks
mineralizasyonunun belirlenmesi i¢in Alizarin red boyamasi yapilmistir. Kiiltiiriin
7.giiniinde kaldirilan hiicre tabakalari tripsinize edilerek ekim yapilmis ve hiicreler L-
askorbik asit, deksametazon ve [B-gliserofosfat icerekli osteojenik ortamda 21 giin

boyunca kiiltiire edilmistir. 21. gilinde hiicreler fikse edilerek Alizarin red boyamasi
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yapilmistir. Fiksasyon igsleminin ardindan hiicrelere Alizarin red ¢ozeltisi (%2’°1ik, w/v)
eklenmis, karistiricida ve oda sicakhiginda 1 saat boyunca inkiibe edilmistir.
Inkiibasyonun ardindan ¢ozelti uzaklastirilmis ve distile su ile 3 kez yikama yapilmistir.
Elde edilen goriintiiler 151k mikroskobu altinda incelenmistir. Osteojenik farklilasma

deneyinin sematik gosterimi Sekil 3.2°de gosterilmistir.

10mM 50 mM L-askorbik 108M
B-gliserol fosfat asit deksametazon
<O =4
s
@
aauvf\.\‘
21 Q(In ,IG\M

Sekil 3.2 Gobek kordonu mezenkimal kok hiicrelerin osteojenik farklilagsma kapasitesinin

belirlenebilmesi i¢in yapilan deneysel caligmanin sematik gosterimi.

3.4.2.6. Hemotoksilen&Eozin (H&E) Boyama

Hiicre tabakalarinin histolojik a¢idan incelenmesi amaciyla Hematoksilen&Eozin (H&E)
boyama yapilmistir. Hiicre tabakalar1 ¢ok hassas yapida olmalarindan dolayi literatiirde
yer alan genel boyama protokolii kullanilmamistir. Hiicre tabakalar1 yiizeyden
kaldirildiktan sonra fikse edilmeden Tissue-Tek® boyama ¢ozeltisine gomiilmiis ve sivi
azotta dondurularak 1 gece -80°C’de bekletilmistir. Daha sonra 6rneklerden mikrotom ile

5 um’lik kesitler alinmastr.

H&E Boyama

Kesit alinan lamellere uygulanan islemler asagida 6zetlenmistir.

% Alman kesitler 1 dk siire boyunca 2 defa mutlak etanole birakilmustir.
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X/
L X4

30 s boyunca %95’lik (v/v) etanole birakilan kesitler, %70’lik (v/v) lik

etanole aliarak yine 30 sn bekletilmistir.

1dk siire ile Deiyonize suda birakilmustir.
Hematoksilen boya ¢ozeltisinde 10 dk bekletilmistir. (%0.4 liik asetik asit
eklemesi yapilmistir.)

1 dk musluk suyunda birakilmstir.

30 s boyunca asit alkole muamele edilen kesitlerden asit musluk suyu ile
uzaklastirilmistir.

Lameller, bir litre distile su icerisinde 2 g sodyum hidrojen karbonat ile 20 g
magnezyum siilfat iceregine sahip Scott’s tamponuna 10 defa hizli bir sekilde
batirilip ¢ikarilmistir (Kesitlerin rengi mor-mavi renge doniistir).
Kesitler hizl1 bir sekilde musluk suyuna tabi tutulmustur.
1 dk siire ile Eozin ¢ozeltisine birakilmistir.
1 dk siire ile mutlak etanole birakilmistir.
1 dk siire ile %95°lik (v/v) etanole birakilmistir.
1 dk siire ile %95’lik (v/v) etanole birakilmistir.
1 dk siire ile mutlak etanole birakilmistir.
1 dk siire ile mutlak etanole birakilmistir.

Ksilene hizlica batirilip ¢ikartilmistir. (Kapatma ¢ozeltisinin ¢oziinmesi igin)

Islemlerin ardindan Kesitlerin {izerine kapatma ¢dzeltisi damlatilarak iizeri lamel ile

kapatilmis ve kurumaya birakilmistir. Kesitler kuruduktan sonra mikroskop altinda

incelenmistir.

3.5 BJ Fibroblast Hiicre Hattimin Karakterizasyon Calismalari

BJ insan dermal fibroblast hiicre hatlarina ait biiylime ortami %88 DMEM (yiiksek
glikoz), %10 (v/v) FBS, %1 (v/v) L-glutamin, %1 (v/v) P/S’dir. Hiicreler bu biiyiime
ortaminda 37°C’de sicaklikta ve %5 CO: igeren inkiibatorde kiiltiire edilmislerdir. BJ

insan dermal fibroblast hiicre hattinin dondurularak saklanmasi i¢in gerekli ortam %10

(v/v) DMSO ve %90 (v/v) serum seklindedir. Karakterizasyon c¢aligsmalarinda on

dordiincii pasaj hiicreleri kullanilmistir. Hiicreleri morfolojik olarak incelemek i¢in faz

kontrast goriintiileme, kristal viyole ve immiinofloresan boyama yontemi kullanilmistir.
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Bu analizler i¢in 24 gézlii kiiltiir kaplarina hiicreler 8000 hiicre/cm? olacak sekilde ekilmis
ve 14 giin boyunca kiiltiire devam edilmistir. Hiicrelerin canlilik analizlerini belirlemek
amaciyla MTT analizi ve hemositometrik hiicre sayim1 yonteminden yararlanilmistir. Bu
analizlere ait protokoller “3.2 GK-MKH’lerin Karakterizasyon Caligsmalari” bashgi

altinda ayrintili olarak agiklanmistir.

3.6 BJ Fibroblast Hiicre Hatt1 ile Hiicre Tabakas1 Uretimi

Hiicre tabakalarinin elde edilmesinde kullanilan BJ dermal fibroblast hiicre hatt1 14.
pasajda kullanilmistir. Hiicreler; kontrol, VC’li, PBMT ve PBMT+VC’li olmak {izere
dort gruba ayrilmistir. Hiicre tabakalarinin elde edilmesinde gergeklestirilen ¢alismalar
su sekilde 6zetlenebilir: doygunluga erisen hiicreler 75 cm?’lik hiicre kiiltiir kaplarindan
tripsin/EDTA  kullamlarak kaldirilmis ve hiicre saymmi yapilmistir. Hiicreler 1x10°
hiicre/cm? yogunlukta 12 gozlii kiiltiir kaplarma ekim islemi gerceklestirilmis ve ertesi
giin VC’li ve PBMT+VC’li gruplarin kiiltiir ortam1 60 pg/mL vitamin C konsantrasyonu
iceren ortam ile degistirilmis, kontrol ve PBMT’li gruba vitamin C eklemesi
yapilmamustir. Isik uygulamasi 20 cm mesafeden 5 dk ve giin asir1 olarak yapilmistir. Isik
uygulamasinin yapildigi giinler yar1 yariya taze besi ortamui ile ortam degisimi yapilmistir.
Daha sonra DPBS uygulamasi ile hiicre tabakalari yiizeyden kaldirilmaya ¢aligilmistir.
VC’li ve PBMT+VC’li grupta 7. giinde hiicre tabakalar1 ylizeyden biitiin halinde
kaldirilmistir. Bu hiicre hattinda kontrol ve PBMT’11 grupta bir kalkis gozlemlenmemistir.

3.7 BJ Fibroblast Hiicre Tabakalarimin Karakterizasyon Calismalari

VC ve PBMT+VC ile elde edilen hiicre tabakalarin ylizeyden kaldirilip bagka bir yiizeye
aktarildiktan ~ sonraki  morfolojik  incelemeleri i¢in  immiinofloresan  ve
Hematoksilen&Eozin boyama yapilmistir. Hiicre dis1 matriks genlerinin expresyonu RT-
PCR analizi ile belirlenmistir. Elde edilen hiicre tabakalarinin kollajen igerikleri
hidroksiprolin analizi ile belirlenmistir. Bu analizlerin protokolleri ‘3.4.2 Hiicre

Tabakalarinin Karakterizasyon Calismalar1’ baghigi altinda ayrintili olarak agiklanmustir.
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3.8 HS2 Keratinosit Hiicre Hattimin Karakterizasyon Calismalari

Insan keratinosit hiicre hatt1 HS2’lerin kiiltiir ortam1 % 94 DMEM: F12, %5 (v/v) FBS,
%1 (v/v) P/S seklindedir. Bu biiyiime ortami icerisinde 37°C’de, %5 CO2 igeren
inkiibatorde kiiltiire edilen hiicrelerin dondurularak saklanmasi i¢in gerekli kosullar ise

%5 (v/v) DMSO, %95 (v/v) serumlu ortam seklindedir.

Bu hiicrelere ait karakterizasyon ¢alismalarinda yirmi dordiincii pasaj hiicreleri
kullanilmistir. Hicreleri morfolojik olarak inceleyebilmek icin kristal viyole ve
immiinofloresan boyama yonteminden yararlanilmistir. Bu islem i¢in gergeklestirilecek
analizlerde hiicreler 5000 hiicre/cm? olacak sekilde ekilmis ve 11 giin boyunca kiiltiire
edilmistir. Hiicrelerin canlilik analizlerini belirleyebilmek i¢in MTT analizi ve
hemositometrik hiicre sayim1 yonteminden yararlanilmistir. Bu analizlere ait protokoller
“3.2 GK-MKH’lerin Karakterizasyon Calismalar’” basligi altinda ayrintili olarak

aciklanmustir.
3.9 HS2 Hiicre Hatt1 ile Hiicre Tabakasi Uretimi

Hiicre tabakalarinin iiretilmesi i¢in HS2 hiicreleri yirmi dordiincii pasajda kullanilmistir.
Hiicreler; kontrol, VC, PBMT ve PBMT+VC’li olmak {izere dort gruba ayrilmistir.
Hiicreler 5x10* hiicre/cm? yogunlukta 12 gozlii kiiltiir kaplarma ekilmistir. Ertesi giin
VC’li ve PBMT+VC’li gruplarin kiiltiir ortam1 20 pg/mL vitamin C konsantrasyonu
iceren ortam ile degistirilmis, kontrol ve PBMT’li gruba vitamin C eklemesi
yapilmamistir. Tiim gruplarda glin asir1 taze besi ortami ile yari yariya degisim
yapilmistir. Daha sonra DPBS uygulamas: ile hiicre tabakalar yiizeyden kaldirilmaya
calisilmistir. Fotobiyomodiilasyon uygulamasi 20 cm mesafeden 5 dk olarak yapilmstir.
VC’li ve PBMT+VC’li grubunda ise 8-9.giin hiicre tabakalari yilizeyden biitlin halinde
kaldirilmistir.

3.10 HS2 Hiicre Tabakalarinin Karakterizasyon Calismalari

VC ve PBMT+VC ile elde edilen hiicre tabakalarinin bagka bir kiiltiir kanina aktarildiktan
osonraki morfolojik incelemeleri i¢in immiinofloresan boyama yapilmistir. Hiicre disi
matriks genlerinin expresyonu RT-PCR analizi ile belirlenmistir. Elde edilen hiicre
tabakalarinin kollajen igerikleri hidroksiprolin analizi ile belirlenmistir. Bu analizlerin
protokolleri ‘3.4.2 Hiicre Tabakalarinin Karakterizasyon Calismalar’’ basligi altinda

ayrintili olarak aciklanmustir.
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3.11 istatistiksel Analiz

Gergeklestirilen calismanin sonuglar1 istatistiksel acidan GraphPad Prism programi
kullanilarak degerlendirilmistir. Veriler 3-5 paralel 6rnek i¢in i¢in ortalama + standart
sapma degerleri ile belirtilmistir. Farkli ve ikiden fazla gruplarin istatistiksel olarak
karsilastirilmasi i¢in tek yonlii ANOVA ve Tukey post hoc testi kullanilmis ve p-

degerinin 0.05 den az oldugu durumlar anlamli kabul edilmistir.
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

Bu boliimde gergeklestirilen deneysel ¢alismalardan elde edilen sonuglar ii¢ boliimde

detayl1 bir sekilde agiklanmis ve tartigilmastir.

Ik boliimde gdbek kordonu mezenkimal kok hiicrelerin ¢alismalarina ait sonuglar yer
almaktadir. Oncelikle bu hiicrelere ait karakterizasyon ve optimum fotobiyomodiilasyon
parametrelerinin belirlenmesine yonelik ¢alismalara yer verilmistir. Ardindan vitamin C
ve fotobiyomodiilasyon varliginda hiicre tabaka caligmalarinin elde edilmesi ve elde

edilen hiicre tabakalarinin karakterizasyonlari ile ilgili bulgular degerlendirilmistir.

Ikinci béliimde BJ insan dermal fibroblast hiicre hatti ile yapilan ¢alismalarin sonuglarma
yer verilmistir. Oncelikle hiicre karakterizasyonu, ardindan da hiicre tabakalarinin eldesi

ve karakterizasyonu konusunda elde edilen bulgular sunulmus ve tartisilmistir.

Uciincii béliimde ise benzer calismalar HS2 insan keratinosit hiicreleri ile yapilmis ve

sonuclar karsilastirmali olarak tartisilmistir.
4.1 GK-MKH’lerin Karakterizasyon Calismalari

Gobek kordonu mezenkimal kok hiicreler; gobek kordonun etrafinda bulunan Wharton's
Jelly'nin (WJ) subkortikal endotelinde bulunur [76]. Buradan izole edilen hiicrelerin
karakterizasyon ¢aligsmalari i¢in yapilan flow sitometri analizleri, Doku biyoteknoloji kok
hiicre, biyobanka ve doku mihendisligi laboratuvar1 (Ankara) tarafindan
gerceklestirilmis ve sonuclar tarafimiza paylasilmistir. Bu ¢calismaya ait sonuglar Sekil 4.
1’de gosterilmistir. Calismanin sonuglart incelendiginde; CD73’lin pozitif oldugu,
CD34’1in negatif oldugu hiicre popiilasyonuna bakildiginda ¢ok yiiksek oranda CD73’{in
pozitif eksprese edildigi, CD34’lin ise neredeyse hi¢ eksprese edilmedigi goriilmektedir.
Bunun yani1 sira CD73’1in ve CD90’n1n pozitif oldugu hiicre popiilasyonuna bakildiginda
her iki yiizey belirtecinin de ¢ok yiiksek oranda eksprese edildigi goriilmektedir. CD34’lin
negatif, CD105’in pozitif oldugu hiicre popiilasyonunda ise ¢ok yiiksek oranda CD105’in
pozitif eksprese edildigi goriilmektedir. CD90’nin pozitif oldugu, CD 45’in negatif
oldugu hiicre popiilasyonu incelendiginde yiiksek oranda CD90’nin pozitif eksprese
edildigi goriilmiistiir. Uluslararas1 Hiicre Tedavileri Toplulugu (ISCT), mezenkimal kok
hiicrelerin tanimlanmasi i¢in ii¢ 6nemli Ozellik belirlemistir. Bu o6zellikler; kiiltiir
ortaminda plastige yapisabilir olmali, in vitro sartlarda yag, kemik, kikirdak hiicrelerine
farklilasabilmeli ve karakteristik hiicre yiizey belirteclerine (CD105+, CD73+, CD90+;
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CD45-, CD34-) sahip olmali seklinde siralanabilmektedir [77]. Bu bilgiler 1s1g¢inda elde

edilen verilerle literatiirdeki bilgilerin uyumlu oldugu goriilmistiir.

MKH 20012020 MKH 20012020
532 532
[BA] [Ungated]
108 : _—l
IAU-O l.ff: w’}'AV-b AV++
100 ks 1074 5
e : ¥
2 w0 : 10' : ‘
& 5"
14AU-- AU+ ¥IAV-- [AV+-
"~ a oy ol il g
10° 10 10 10 10 10' 10° 10
CD34FITC CD90 PC5.5
Gate Number %Total %Gated Gate Number %Total %Gated
All 24,132 98.76 100.00 All 24,435 100.00 100.00
AU-- 0 0.00 0.00 AV-- 0 0.00 0.00
AU-+ 24,048 98.42 99.65 AV-+ 2 0.01 0.01
AU+- 0 0.00 0.00 AV:+- 0 000 0.0
AUs+ 84 0.34 0.35 AV4+ 24,433 99.99 99.99
MKH 20012020 MKH 20012020 MKH 20012020
[ 532 533 533
Ungated] [BF] [BF]
1 —— o
AT JaXes T Javes -
o - ¢ ‘.”
= % ”
% 10 10'
3 - A 2
U - > -
10 E o mﬂ-iAY: AY +- 1 - AZ+-
R "R P A Sk
CD105PC7 CD45PC7 DRECD
Gate Number %Total %Gated Gate Number %Total %Gated Gate Number %Total %Gated
All 24,435 100.00 100.00 All 22,038 73.46 100.00 All 22,038 73.46 100.00
AX-~ 0 0.00 0.0 AY-- 0 0.00 0.00 AZ-- 0 0.00 0.0
AX-+ 0 0.00 0.0 AY-+ 22,008 73.36 99.86 AZ-+ 21,986 73.29 99.76
AX+- 24353 99.66 99.66 AY+- 0 0.00 0.00 AZ+- 0 0.00 0.00
AX++ 82 0.34 0.34 AY++ 30 0.10 0.14 AZ++ 52 0.17 0.24

Sekil 4.1 GK-MKH’lere ait flow sitometri analiz sonuglari

Bununla birlikte tez kapsaminda gergeklestirilen GK-MKH’lerin karakterizasyon
calismasinda hiicrelerin morfolojileri ve iireme kinetikleri incelenmistir. Ugiincii-
dordiincti pasajlardaki hiicrelerle gergeklestirilen c¢alismada hiicre morfolojilerinin
incelenmesi amaciyla faz kontrast goriintiileme, kristal viyole ve immiinofloresan

antikorlar ile boyama yapilmistir.
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GK-MKH’ler yiizeye bagimli olarak iireyen ve sitoplazmik uzantilari fibroblast benzeri
olan hiicrelerdir. Hiicrelerde ¢ekirdek ve mikroflament yapilarini gdzlemlemek icin
immiinofloresan boyama yapilmis ve ¢ekirdekler mavi, F-aktin filamentler yesil olarak
gozlemlenmistir. Kiiltiiriin 7. glinlinde aktin filamentleri yogun oranda gozlemlenmis,
hiicrelerin sitoplazmik uzantilar1 ise ayn1 yonde ve ¢ift kutuplu olarak goriilmiistiir. Bu

calismaya ait sonuglar Sekil 4.2°de gdsterilmistir.

Faz kontrast P3

Kristal Viyole P3

Sekil 4.2 Gobek kordonu mezenkimal kok hiicrelerin invert mikroskop [a (1.giin) ve b
(7.gtin), 20x], kristal viyole boyama [c (3.giin) ve d (7.giin) ,20x], F aktin (yesil), DAPI
(mavi) boyama goriintiileri [e (1.glin) ve f (7.giin), 20X].
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GK-MKH’lerin iireme kinetiklerinin incelenmesi i¢in hemositometrik sayim ve MTT

analizi yapilmistir. Bu analizlere ait grafikler Sekil 4.3’te belirtilmistir.

a . .. b i -
) Hiicre sayisi-Zaman Grafigi ) In(x)-Zaman Grafigi
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Sekil 4.3 Gobek kordonu mezenkimal kok hiicrelere ait (3. pasaj) a) Hiicre sayisi-zaman
grafigi, b) In(x)-zaman grafigi, c) MTT-zaman grafigi, d) SDS’li kristal viyole-zaman
grafigi.

Hiicrelerin iireme grafiklerinde goriildiigi gibi 0-1. gilin arasi hiicreler “lag” fazinda
(adaptasyon fazi), 2-6. giin arasi logaritmik fazda, 7-8. giinde duragan fazda ve 8.glinden
10 giine kadar “latel” (6liim) fazindadir. Hiicrelerin 6zgiil iireme hiz1 (p), logaritmik faz
temel alinarak hesaplanmistir. Grafigin egimi 6zgiil tireme hizin1 vermektedir. Bu veriler
1s131nda GK-MKH’lerin 6zgiil {ireme hiz1 0.023 sa?, ikilenme siiresi ise yaklasik 32 sa
olarak belirlenmistir. Bu sonugclar literatiirle uyumludur. Literatiirde yer alan ¢aligmalarda
gobek kordonu mezenkimal kok hiicrelerin ikilenme siiresinin yaklasik 30-35 sa
araliginda oldugu rapor edilmistir [78,79]. MTT-zaman grafigi incelendiginde hiicrelerin
8. giline kadar absorbans degerlerinin arttig1, yani proliferasyonunun arttigi, fakat 8.
giinden sonra absorbans degerlerinin azaldigi gozlemlenmigtir. SDS’li kristal viyole-
zaman grafiginde de MTT analiz sonuglariyla benzer sekilde 8. giine kadar absorbans

degerlerinde bir artis gozlemlenirken 8. giinden itibaren degerler azalis géstermistir.
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4.2 Fotobiyomodiilasyon Parametrelerinin Optimizasyon Calismalar:

Klinikte fotobiyomodiilasyon uygulamasi yara iyilesmesinin hizlandirilmasi igin, in vitro
uygulamalarda ise hiicre proliferasyonunun ve farklilagmasinin desteklenmesi amaciyla
kullanilmaktadir [80,81]. Sunulan tez ¢alismasi kapsamindaki amaglardan biri, plazma
ark 151k kaynaginin hiicre tabaka olusumunu nasil etkiledigini incelemektir. Bu nedenle
GK-MKH’lerin kullanilan 151k kaynaginin uygulama kosullarinda nasil etkilendigi
incelenmistir. Hiicreler 151k ve vitamin C uygulamasinin olmadigi (kontrol), sadece
vitamin C uygulamasinin oldugu (VC) ve 151k uygulamasinin ii¢ farkli kosulda (15 cm 3
dk, 20 cm 1 dk ve 20 cm 3 dk) uygulandigi gruplara ayrilmistir. Hiicrelerin tireme
davranis1 5 giin boyunca MTT analizi ile incelenmistir. MTT analizinin sonuglar1 Sekil
4.4°te godsterilmistir. Inceleme sonucunda bazi giinlerde anlamli farkliliklar olsa da hiicre
iiremesini engelleyen ya da apaptoza gitmesine neden olan belirgin bir fark
gozlemlenmemistir. Isik uygulamasinin yapilacagi mesafe, siire ve sicaklik kosullarinin
belirlenmesine temel olacak degerler Cizelge 3.2 ve Cizelge 3.3’te belirtilmistir. Bu
sonuglar incelendiginde vitamin C ve 151k uygulanan gruplarin kontrol grubuna gore
istatistiksel anlamlilikta olmamakla beraber daha fazla absorbans degerlerine ulastigi
goriilmektedir. Bununla birlikte 151k uygulanan gruplar kendi arasinda kiyaslandiginda
aralarinda istatistiksel olarak anlamli farkliliklar gozlemlenmemistir. Fakat en yiiksek
absorbans degeri 20 cm mesafe 1 dk siire kosulunda gézlemlenmistir. Bu sonuca en yakin
grup ise 20 cm mesafe ve 3 dk siire kosulundaki gruptur. Bu nedenle iki grup arasinda bir
ara deger belirlenmis ve 151k uygulamasinin 20 cm mesafe ve 2 dk uygulama kosulu ile

35°C’deki PBS ortaminda yapilmasina karar verilmistir.
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Sekil 4.4 Gobek kordonu mezenkimal kok hiicrelerin kontrol, VC ve 151k uygulamasinin
ti¢ farkli kosulda (15 cm 3 dk, 20 cm 1 dk ve 20 cm 3 dk) uygulandig: gruplara ait MTT-

zaman grafigi sonuclart.

Isik uygulamasi i¢in 20 cm mesafe ve 2 dk stire ile giin asir1 uygulama yapilmasina karar
verildikten sonra hiicreleri morfolojik olarak incelemek i¢in faz kontrast mikroskop
goriintiilerinden yararlanmilmistir. Bu ¢aligmaya ait gorseller Sekil 4.5’te gosterilmistir.
Besinci giin sonuglart incelendiginde kontrol grubunda hiicrelerin tam olarak yiizeyi
kaplamadiklar1 ancak VC ve PBMT grubunda yiizeyi tamamen kapladiklar1 gériilmiistiir.
Bu sonuglar hem vitamin C konsantrasyonunun hem de uygulanan 1s18in uygun kosullar

oldugu gostermektedir. Sonuglar MTT analizi sonuglar ile de paralellik gostermistir.
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Sekil 4.5 Gobek kordonu mezenkimal kok hiicrelerin, kontrol, vitamin C ve 1sik

uygulanan (20 cm,2 dk) gruplarina ait 1.ve 5. glinkii morfolojik goriintiileri (10x).

4.3 GK-MKH Tabakalarimnin Uretimi

GK-MKH’lerden hiicre tabakasi elde etmek igin 151k uygulamasi ve vitamin C takviyesi
ayr1 ayri ve birlikte kullanilmigtir. Calismalar, Boliim 3.4’te ‘GK-MKH ‘lere Ait Hiicre
Tabakalarmin Uretimi ve Karakterizasyon Calismalar1’ bashigi altinda da belirtildigi gibi

4 grup ile karsilastirmali olarak yiiriitiilmiistiir.
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Bunlar; 1sik ve vitamin C uygulamasi olmayan grup (kontrol), sadece vitamin C
uygulamasi olan grup (VC), sadece 151k uygulamasinin yapildig1 grup (PBMT) ve hem
151k hem de vitamin C uygulamasinin oldugu grup (PBMT+VC) olarak belirlenmistir.

Literatiirde vitamin C ile hiicre tabaka eldesinin farkli hiicre tiirleri i¢in arastirildigi
calismalar bulunmaktadir. Kiiltiir ortamina vitamin C ilave edilmesi hiicrelerin hiicre dis1
matriks (ECM) sentezini artirir. ECM sentezi, hiicre tabakasinin biitlinliigii ve hiicrelere
mekanik destegin saglanmasi agisindan 6nemlidir [82]. Bununla birlikte ECM ¢06ziiniir
faktorler ile hiicreler arasi etkilesimi diizenlenmesi acisindan da doku rejenerasyonunda
onemli bir rol almaktadir. Kiiltlir ortamina vitamin C eklenmesi ile elde edilen bagka bir
hiicre tabaka ¢alismasinda, dental pulpa, gobek kordonu ve kemik iliginden izole edilen
kok hiicreler kullanilmis ve elde edilen hiicre tabakalarinda sadece hiicre dis1 matriks ve
hiicreler aras1 etkilesimin degil aynt zamanda plazma membrani yakinindaki
mikrofilament ve ekzositoz vezikiil bolgelerinin de korundugu ve boylelikle yiiksek

hiicresel aktivitenin saglandigi rapor edilmistir [4].

Fotobiyomodiilasyon, diger bir deyisle 151k uygulamasi yapilarak hiicre tabaka elde
edilmesine yonelik literatiirde az sayida calisma bulunmaktadir. Pedroni ve ark.,
tarafindan yapilan bir ¢aligmada insan dental pulpa kok hiicreleri kullanilarak 660 nm
dalga boyuna sahip galyum aliiminyum arsenit diyot lazeri ile ¢alismalar
gerceklestirilmistir [83]. Calismanin sonuglari incelendiginde lazer 1518in hiicre tabaka
olusumuna miidahale etmedigi ancak insan dental pulpa kok hiicrelerinin osteojenik

farklilagmasinda etkili oldugu goriilmiistiir.

Sunulan tez ¢aligmasinda, yakin kizilétesi bolgede (600-1200 nm) polikromatik 151k veren
151k kaynag ile farkli morfolojilere ve kaynaklara sahip hiicrelerin tabaka olusturma
potansiyelleri incelenmistir. Vitamin C ve fotobiyomodiilasyon uygulamalari ile elde
edilen hiicre tabakalarimin kiiltiir kabinin ylizeyinden kaldirma dncesi ve kaldirma sonrasi
goriintiileri Sekil 4.6” da gosterilmistir. Vitamin C grubuna ait hiicrelerden 5-7. giinlerde,
PBMT ve PBMT+VC gruplarina ait hiicrelerden ise 6-7. giinlerde hiicre tabakas1 elde
edilmigtir. Makroskobik ve mikroskobik incelemelerde en kalin ve opak hiicre
tabakalarinin PBMT+VC grubunda oldugu gézlemlenmistir. Literatiirde hem 151k hem de
vitamin C uygulamasinin hiicre proliferasyonu {iizerinde etkili oldugu bilinmektedir
[84,85]. Bu hiicreler igin hem 151k hem de vitamin C uygulamasinin proliferasyonu

arttirdig1 ve hiicreler arasi baglantilart daha giiglii kildig1 sonucu ¢ikarilabilmektedir. Bu
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hiicre grubu icin VC ve PBMT gruplarn arasinda mikroskobik ve makroskobik

incelemeler sonucu anlaml farkliliklar gézlemlenmemistir.

Kaldirma oncesi Kaldirma sonrasi

PBMT

PBMT+VC

Sekil 4.6 Vitamin C, PBMT ve PBMT+VC gruplarina ait hiicrelerin kaldirma oncesi
(10x, bar 200 pm) ve kaldirma sonrasi (4x, bar 500 pm) invert mikroskop ve makroskobik

goriintiileri.
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4.4 GK-MKH Tabakalarinin Karakterizasyonu
4.4.1 immiinofloresan Boyama

Yiizeyden kaldirilan hiicre tabakalarinin morfolojilerini daha ayrintili gézlemleyebilmek
icin F aktin/DAPI boyamasi yapilmistir. Hiicrelerin F aktin filamentleri yesile,
cekirdekleri ise mavi renge boyanmistir. Kontrol grubu diger {i¢ grupla kiyaslandiginda
hem F aktin filamentlerinin hem de cekirdek sayisinin daha az oldugu net bir sekilde
goriilmektedir. Ozellikle PBMT+VC grubuna ait hiicre tabakalarinda F aktin
filamentlerinin daha ince, uzun ve igsi morfolojide oldugu goézlemlenmistir. Bununla
birlikte bu gruba ait ¢ekirdek sayis1 da diger gruplara kiyasla daha yogun
gozlemlenmistir. Ayrica kiiltiir ortamina vitamin C eklenmesinin kollajen sentezini
tetikledigi ve hiicre proliferasyonunu arttirdigi i¢in vitamin C grubu ve PBMT+VC
grubundaki hiicre tabakalarmin PBMT grubuna gore daha sikisik ve kalin olduklar

gozlemlenmistir.

F AKTIN DAPI F AKTIN/DAPI

Kontrol

VC

PBMT

200 um
-

PBMT+VC

Sekil 4.7 Gobek kordonu mezenkimal kok hiicrelere ait immiinofloresan boyama

goriintiileri (10X, bar 200um).
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4.4.2 immiinohistokimyasal inceleme

Kaldirilip bagka bir kiiltiir kabina aktarilan hiicre tabakalarmin protein yapilarini, ECM
bilesenlerini ve reseptorlerini analiz etmek i¢in immiinohistokimyasal inceleme
yapilmistir. Bu analizde tip 1 kollajen, fibronektin ve integrin proteinleri incelenmistir.
Bu proteinlerin incelenmesinin baslica sebebi hiicre disi matriks yapisinin temel
bilesenlerinin yapisini olusturmasindan kaynaklanmaktadir. Ozellikle tip 1 kollajen ECM
‘de en bol bulunan proteindir ve hiicre yiizeyleri, diger hiicre dis1 matris molekiilleri ve
biiyiime ve farklilagma faktorleri ile etkilesime girerek dokunun biitiinligiinii korumaya
yardimer olur [86]. Fibronektin, hiicreleri ECM'deki kollajen lifleriyle birlestiren ve
hiicrelerin ECM'den geg¢mesine izin veren glikoproteinlerdir. Fibronektinler, kollajen ve
integrinleri baglayarak hiicre iskeletini diizenlenmeye yardimci olur [87]. Integrinler ise
hiicreleri fibronektin ve laminin gibi ECM yapilarina ve diger hiicrelerin yiizeyindeki
integrin proteinlerine baglayan spesifik hiicre yiizey yapisma proteinleridir [88]. Sekil
4.8 hiicre tabakalarinin immiinohistokimyasal analizinin sonuglarini gostermektedir. Her
iic grupta da (VC, PBMT ve PBMT+VC) calisilan tiim proteinler (Tip 1 kollajen,
fibronektin ve integrin) icin pozitif reaksiyonlar gdzlemlenmistir. Bu proteinler
hiicrelerde oldugu kadar hiicre dis1 matrikste de gézlemlenmistir. Kontrol grubu her ii¢
grupla karsilagtirildiginda proteinlerin dagilimi ve boyama miktarlar1 arasinda anlamli bir
farklilik goriilmektedir. Bununla birlikte VC grubunun tip 1 kollajen miktar1t PBMT ve
PBMT+VC gruplarina gore bir miktar daha yogun goézlemlemistir. Fakat fibronektin ve
integrin proteinleri icin PBMT +VC grubunun VC ve PBMT gruplaria gore bir miktar
daha yogun oldugu gozlemlenmistir. Fibtonektin ve integrin proteinin dagilimi ve
boyanma miktar1 agisindan VC ve PBMT gruplar1 arasinda anlamli bir fark
gozlemlenmemistir. Bu sonuglar literatiirle uyumludur. Literatliirde vitamin C’nin
hiicredeki kollajen sentezinde etkili oldugu bildirlmistir [89]. Ayrica pedroni ve ark;
yaptig1 bir ¢alismada lazer 151k kaynaginin insan dental pulpa kok hiicreleri iizerinde

fibronektin ve integrin sentezini arttirdig1 rapor edilmistir [90].
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Kontrol

100 um 100 um

Sekil 4.8 Gobek kordonu mezenkimal kok hiicrelere ait immiinohistokimya boyamalari

Tip 1 kollajen Fibronektin integrin

VvC

PBMT

PBMT+VC

(20x). Kollajen ve integrin boyama i¢in sekonder antikor Alexa Fluor® 555 (kirmizi) ve

fibronektin boyama i¢in Alexa Fluor® 488 Konjugate (yesil) kullanilmigtir.

4.4.3 Hematoksilen/Eozin Boyama

Gobek kordonu mezenkimal kok hiicrelerin 5 pm’lik yatay kesitler alinarak elde edilen
Hematoksilen&Eozin boyama fotograflar1 Sekil 4.9’da gdsterilmigtir. Hematoksilen
bazik bir boyadir ve bu nedenle hiicrenin asidik kisimlarini oksijenle tepkimeye girerek
mavi-mor renge boyar. Eozin ise asidik bir boyadir ve hiicrenin bazik kisimlarini
(sitoplazma ve protein birikimi olan kismi) pembe-kirmizi renge boyamaktadir. Bu
veriler 15181Inda VC, PBMT ve PBMT+VC gruplarina ait sonuglar kiyaslandiginda VC

grubunun ¢ekirdek yogunlugu diger iki gruba gore anlamli olmamakla birlikte daha
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yogun gozlemlenirken, PBMT+VC grubunun sitoplazma yogunlugu diger iki gruba gore
bir miktar daha yogun gdzlemlenmistir. Bu sonuglar daha Once gergeklestirilen
immiinofloresan ve immiinohistokimya boyama sonuclartyla da  benzerlik

gostermektedir.

PBMT+VC

_.ﬁ, —

Sekil 4.9 Gobek kordonu mezenkimal kok hiicrelerin yatay kesitlerine ait H&E
boyamalar1: 40x, bar 50um (Siyah oklar hiicrelere ait ¢ekirdek yapilarini géstermektedir.)

4.4.4 RT-PCR Analizi

Kiiltiiriin 7.glinlinde ECM, kok hiicre ve osteojenik belirteglerin gen ekspresyon diizeyini
belirlemek amaciyla RT-PCR analizi yapilmistir. ECM belirtegleri olarak; tip 1 ve tip 3
kollajen (COL1A1, COL3A), fibronektin ve gap junction (Cx43) genlerinin, kok hiicre
belirtecleri olarak; OCT4, SOX2 ve NANOG genlerinin, osteojenik belirte¢ olarak ise
ALP, OPN, OCN ve RUNX2 genlerinin bagil ifade diizeyleri incelenmistir. Analiz
sonuglar1 incelendiginde tim ECM elemanlarinin bagil gen ifadesinin kontrol grubuyla
kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli farklilik gosterdigi saptanmistir. RT-PCR
analiz sonuglart Sekil 4.10°da gosterilmistir. Analiz sonuglar1 incelendiginde 6zellikle
COL1ALl geninde VC grubu, tim gruplara gore daha yiiksek gen ifade diizeyine
ulagsmistir. Tip 1 kollajen sentezinde vitamin C’nin énemli bir rol aldig: literatiirde yer
almaktadir [91]. Dolayisiyla bu sonug literatiirle uyum igerisindedir. COL3A1 ve
fibronektin geninin ekspresyonu incelendiginde 1sik uygulanan gruplarin (PBMT ve
PBMT+VC), VC grubuna gore daha yliksek oranda eksprese edildigi gdzlemlenmistir.
Cx43 geni hiicreler aras1 baglantida gorev almakta olup, en yliksek gen ifade diizeyi
PBMT+VC grubunda gézlemlenmistir. Bu sonu¢ makroskobik olarak daha kalin ve opak
gbzlemlenen PBMT+VC grubuna ait hiicre tabakalarinin molekiiler diizeyde de benzer

sonuglar verdiginin kanitidir.
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Kok hiicre belirteclerinin bagil gen ifadesi OCT4 ve NANOG’da kontrol grubuna gore
azalmalarina ragmen istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamigtir. SOX2 geninde ise
kontrol grubu ile PBMT+VC gruplart arasinda anlamli farklilik varken VC ve PBMT
gruplarinin kontrol grubuna kiyasla bagil gen ifade diizeyi daha diisiik olmasina ragmen

istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunamamustir.

Osteojenik belirteclere bakildiginda ALP geninde kontrol grubuna gére VC, PBMT ve
PBMT+VC grubunda bagil gen ifade diizeyinde bir artig olmasina ragmen istatistiksel
olarak anlaml1 fark bulunamamistir. OCN ve RUNX2 genlerinin bagil gen ifade diizeyleri
incelendiginde ise VC ve PBMT+VC gruplarinin kontrol grubuna gore istatistiksel olarak
anlamli diizeyde bir artis bulunmustur. OPN geninin ekspresyonunda istatistiksel olarak
anlamli olmamakla birlikte VC ve PBMT+VC gruplarinda azalis, PBMT grubunda ise
artis gozlemlenmistir. Bu sonuglar literatiirdeki sonuclarla karsilastirildiginda bazi
farkliliklar gdzlemlenmistir. Ornegin Wei ve ark., [21] yaptig1 ¢alismada vitamin C
konsantrasyonunun farkli kok hiicreler iizerinde tabaka olusturma potansiyeli
incelenirken, vitamin C’nin hem OCT4, SOX2, NANOG gibi kok hiicre gen
ekspresyonlarini, hem de RUNX2, ALP, OCN gibi osteojenik markerlarin gen ifade
diizeylerini arttirdig1 rapor edilmistir. Pedroni ve ark., [83] yaptig1 baska bir ¢caligmada
lazer 151k kaynag1 ve vitamin C’nin OCT4 ve Mitofilin {izerindeki gen ifade diizeylerini
arttirdig1 rapor edilmistir. Bununla birlikte, Zhilong Li ve ark., [92] tarafindan yapilan bir
calismada mezenkimal kok hiicrelerin art arda pasajlanmasiyla morfolojik degisikliklere
ugradigi rapor edilmistir. ALP boyamasi ve ¢esitli analizlerle mezenkimal kok hiicrelerin
osteoblastlara spontan olarak farklilagtig1 ve bu farklilasmanin sonucu olarak kolajen tip
I, ALP, kemik sialoproteini (BSP), osteokalsin (OCN) ve osteopontin (OPN) gibi
osteogenez ile iligkili genlerin ekspresyonunun kademeli olarak arttigi, buna karsin kok
hiicre pluripotensi ve proliferasyonu ile iliskili genlerin ekspresyonun (Oct4, Sox2,
Nanog, REX1, CD133 ve TERT) belirgin sckilde azaldigi1 bildirilmistir. Elde edilen

sonuglar Zhilong Li ve ark., [93] tarafindan yapilan sonuglarla benzerlik gostermektedir.
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Sekil 4.10 Gébek kordonu mezenkimal kok hiicrelerin ¢alisilan tiim genlerine ait RT-

PCR sonuglar1. Istatistiksel olarak énemli farkliliklar sembollerle gdsterilmistir; n=>5,

* p<0.05, ** p<0.01 ve *** p<0.001. VC, PBMT ve PBMT+VC gruplari kendi aralarinda

ve kontrol grubu ile karsilastirilmistir.

4.4.5 Hidroksiprolin Analizi

Elde edilen hiicre tabakalarindan sentezlenen kollajen miktar1 hidroksiprolin analizi
tizerinden belirlenmistir. Kiiltiiriin 7.giiniinde fikse edilen hiicrelerden yapilan analizde
hidroksiprolin kiti kullanilmistir. Bu analizin sonuglar1 Sekil 4.11°de gosterilmistir.

Analiz sonuglar1 incelendiginde, Vitamin C (VC) ve 1sik uygulamasimin (PBMT)
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yapildig1 gruplarda, 151k ve vitamin C uygulamasimnin olmadig1 gruba goére (kontrol)
istatistiksel anlamlilik g6zlemlenmistir. Bununla birlikte hiicre tabakalarindan elde edilen
en yiiksek kollajen igerigine sahip olan grubun PBMT+VC grubuna ait olduguna karar

verilmistir.
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Sekil 4.11 Gobek kordonu mezenkimal kok hiicrelerin hidroksiprolin analizlerinin
sonuclar1. Istatistiksel olarak énemli farkliliklar sembollerle gosterilir; n=3; *p <0.05,

*1) <0.01 ve ***p < 0.001.

Sonuglar literatiirle uyumludur. Wei ve ark., yaptig1 bir ¢alismada [4] periodontal
ligament kok hiicreler ile muamele edilen vitamin C’nin; hiicre dis1 matriks, tip I kollajen,
fibronektin ve integrin B1 gibi hiicre belirteglerinin yiiksek oranda eksprese edildigi
bildirilmistir. Ottergo ve ark.,’nin [72] yaptigi bir ¢alismada ise 670 nm dalga boyundaki
galyum arsenit diyot lazer kullanilarak in vivo bir deney diizenegi hazirlanmistir. Siganlar
iizerinde yapilan deneyler sonucu tip 1 kollajen miktarinin lazer uygulanan grupta daha
yiiksek oldugu bildirilmistir [93]. Pedroni ve ark., tarafindan yapilan ¢alismada ise 660
nm dalga boyunda galyum arsenit diyot lazer kullanilarak insan dental pulpa kok hiicreleri
tizerinde lazer 11ininin etkisi arastirtlmis ve sonugta tip 1 kollajen ekspresyonunun lazer

1s1nl1 grupta kontrol grubuna gore artigin oldugu rapor edilmistir [83].
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4.4.6 Osteojenik Farklilasma

Gobek kordonu mezenkimal kok hiicrelerin osteojenik farklilasma kapasitelerinin ve
matriks mineralizasyonunun belirlenebilmesi i¢in alizerin red boyamas1 yapilmistir. Bu
calisma igin kiiltiir ortamina [-gliserol fosfat, L-askorbik asit ve deksametazon eklenmis
ve 21 giin boyunca hiicreler kiiltiire edilmistir. Deneysel gruplar asagidaki gibi

belirlenmistir.

X3

*

Proliferasyon ortaminda kiiltiire edilen hiicreler ile olusturulan kontrol grubu

X/
°

Osteojenik ortamda kiiltiire edilen hiicreler ile olusturulan kontrol grubu

X3

% Proliferasyon ortaminda kiiltiire edilen hiicreler ile olusturulan VC grubu

7
A X4

Osteojenik ortamda kiiltiire edilen hiicreler ile olusturulan VC grubu

X3

*

Proliferasyon ortaminda kiiltiire edilen hiicreler ile olusturulan PBMT grubu

X/
°

Osteojenik ortamda kiiltiire edilen hiicreler ile olugturulan PBMT grubu

Calisma sonuglar1 incelendiginde proliferasyon ortaminda kiiltiire edilen hiicreler ile
olusturulan kontrol grubu en az farklilagma gdsterirken, osteojenik ortamda kiiltiire edilen
hiicreler ile olusturulan PBMT grubu en fazla farklilasma gostermistir. Calismaya ait
sonuglar Sekil 4.12 de gosterilmistir. Pedroni ve ark., [83] tarafindan gerceklestirilen
calisgmada 660 nm dalga boyuna sahip galyum aliiminyum arsenit diyot lazeri kaynagi
kullanilarak fotobiyomodiilasyon uygulamas1 yapilmis ve sonucta lazer 151k kaynagi ile
muamele edilen grubun diger gruplara kiyasla osteojenik farklilasmasinin daha yiiksek
seviyede oldugu bildirilmistir. Elde edilen veriler literatiirdeki bu bilgiyle uygunluk

gostermektedir.
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Proliferasyon Ortami Osteojenik Ortam

Kontrol

PBMT

b)

N
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Alizarinred (OD 570nm/690nm)
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mkontrol PM & kontrolOM ®mVCPM m®mVCOM PBMTPM ®PBMTOM

Sekil 4.1 a) Hiicre tabakalarindan izole edilen GK-MKH'lerin Alizarin kirmizist
analizinin faz kontrast mikroskop goriintiileri (20x, bar 100um). b) Tim gruplardan
alman boyanin ortalama absorbansinin grafik gosterimi. Kontrol grubu proliferasyon
ortami (Kontrol PM); Kontrol grubu osteojenik ortam (kontrol OM); VC grubu
proliferasyon ortami (VC, PM); VC grubu osteojenik ortam (VC, OM), PBMT grubu
proliferasyon ortami (PBMT, PO) ve PBMT grubu osteojenik ortam (PBMT, OM).
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4.5 BJ Dermal Fibroblast Hiicrelerin Karakterizasyon Calismalar:

BJ insan dermal fibroblast hiicrelerinin karakterizasyon c¢alismasinda hiicrelerin
morfolojileri ve tireme kinetikleri incelenmistir. On doérdiincli pasajda gerceklestirilen
calismada hiicrelerin morfolojilerinin incelenmesi amaciyla faz kontrast goriintiileme,
kristal viyole ve immiinofloresan antikorlar ile boyama yapilmistir. Calismalar boyunca
hiicre kiiltiirli besiyeri icerigi; %87 DMEM High Glikoz, FBS (%10), Pen/Strep. (%1),
Sodyum Piruvat (%1), L-Glutamin (%1) olarak belirlenmistir. BJ dermal fibroblast
hiicreleri ylizeye bagimli olarak iireyen ve sitoplazmik uzantilar1 fibroblast morfolojide
olan hiicrelerdir. Hiicrelerde cekirdek ve mikroflament yapilarmin gozlemlemek icin
yapilan immiinofloresan boyamada c¢ekirdekler mavi, F-aktin filamentler yesil olarak
gozlemlenmistir. Sekil 4.13 BJ dermal fibroblast hiicrelerinin kiiltliriin 3.ve 10. giiniine
ait morfolojik goriintiilerini gdstermektedir. BJ dermal fibroblast hiicreleri 8000/cm?
olacak sekilde 18 giin boyunca kiiltiir ortam1 degistirilmeden inkiibe edilmistir. Hiicreler
10.glinde doygunluga tamamen ulasmistir ve bugiinden itibaren latel fazina (6liim fazina)
girmistir.

Hiicrelerin tireme kinetiklerinin incelenmesi i¢in hemositometrik sayim ve MTT analizi

yapilmistir. Bu analizlere ait grafikler Sekil 4.14° de gosterilmistir.

Hiicrelerin lireme grafiklerinde goriildiigi gibi 0-3.giin arasi hiicreler lag fazinda
(adaptasyon faz1), 3-10. giin aras1 logaritmik fazda, 10.giinden 18. giine kadar latel (6liim)
fazindadir. Hiicrelerin 6zgiil ireme hiz1 (i), logaritmik faz baz alinarak hesaplanmistir.
Bu veriler 151¢1inda BJ fibroblast hiicrelerin 6zgiil {ireme hiz1 0.0166 sa™ ve ikilenme siiresi
yaklasik olarak 42 sa hesaplanmstir. insan siinnet derisi BJ fibroblast hiicreler ile yapilan
bir calismada [94], hiicrelerin ikilenme siiresi yaklasik olarak 48 sa bulunmustur.

Dolayisiyla elde edilen sonuglar literatiirle uyumludur.
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Faz Kontrast

Sekil 4.2 BJ dermal fibroblast hiicre hattina ait invert mikroskop [a (3.gilin) ve b (10.giin),
20x], Kristal viyole boyama goriintiileri [¢ (3.giin) ve d (10.giin) ,20x], F aktin (yesil),
DAPI (mavi) boyama goriintiileri [e (1.giin) ve f (10.giin) ,20x].
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a) Hiicre sayisi-Zaman grafigi b) Inx-Zaman grafigi
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Sekil 4.3 BJ dermal fibroblast hiicrelerin 14. pasajdaki a) hemositometrik sayim sonucu
grafigi, b) hiicrelerin ikilenme siiresinin belirlenmesine yonelik Inx-zaman grafigi, c)
MTT analizi sonucu elde edilen hiicre iireme grafigi. (Istatistiksel olarak anlamli farklilik,

n=3, ayn1 giinde farkl1 gruplar i¢in * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001)

4.6 BJ Fibroblast Hiicre Hatti ile Hiicre Tabakalarimin Uretimi

BJ dermal fibroblast hiicrelerinden tabaka elde etmek i¢in 151k uygulamasi ve vitamin C
takviyesi kullanilmistir. Bu hiicre grubu ile ilgili hiicre tabakasi elde etmek igin cm?’ye
ekilecek hiicre sayis1 ve vitamin C konsantrasyonun belirlenmesine yonelik bir 6n ¢alisma
planlanmustir. {1k etapta cm?’ye 5x10% hiicre ekilerek 20 pg/mL vitamin C konsantrasyonu
ile hiicre tabakasi elde edilmeye calisilmigtir. Fakat en erken 17. giinde VC’li grupta hiicre
tabakalar1 elde edilebilmistir. Bu siire bir hiicre tabakas1 eldesi i¢in uzun bir siirectir. Bu
hiicrelerin ikilenme siiresi de gobek kordonu mezenkimal kok hiicrelere gore daha
uzundur. Ayni zaman da bu siirecte bu hiicrelerin kollajen sentezinin daha diisiik seviyede
oldugu kanisma varilmistir. Bu nedenle deney gruplari; 10° hiicre/cm? ve 40 pg/mL
vitamin C konstrasyonu, 10° hiicre/cm? ve 60 pg/ml vitamin C konstrasyonu, 1.5x10°
hiicre /cm? ve 60 pg/mL vitamin C konstrasyonu, 1.5x10°hiicre/cm? ve 80 pg/mL vitamin
C konstrasyonu olarak belirlenmistir. Tiim gruplarda 6-7.giinlerde hiicre tabakasi elde
edilebilmistir. Makroskobik ve mikroskobik gozlemlere de dayanarak 10° hiicre/cm? ve

60 pg/ml vitamin C konstrasyonu ideal parametreler olarak belirlenmistir. Tim
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calismalar 12 gozIli kiltir kabma ile gergeklestirilmis ve fotobiyomodiilasyon
parametreleri i¢cin 6n ¢aligmaya yapilmamistir. Fotobiyomodiilasyon ¢aligsma kosullarinin
verileri laboratuvar grubumuzda daha once gerceklestirilen deneysel sonuglar baz
alinarak degerlendirilmistir [8,9,75]. 20 cm mesafe 5 dk ve giin asir1 uygulama siiresi
(1.3.5.giinler) ile elde edilen vitamin C ve PBMT+VC grubuna ait hiicrelerden 6-7. giinde
hiicre tabakasi iiretilmistir. Her iki gruptan elde edilen hiicre tabakalarinda biiytikliik ve
kalinlik agisindan makroskobik ve mikroskobik incelemeler sonucu anlamli farkliliklar
gbézlemlenmemistir. Sekil 4.15 bu hiicre tabakalarina ait mikroskobik ve makroskobik

incelemeleri gostermektedir.

Kaldirma oncesi Kaldirma sonrasi

PBMT+VC

Sekil 4.4 BJ dermal fibroblast hiicre hatti ile elde edilen hiicre tabakalarinin kaldirma
oncesine (@, €), kaldirma sonrasina (b, d) ait invert mikroskop ve makroskobik (e, f)

goriintiileri. (20X, bar 100 pm ve 4X, bar 500 pm).
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4.7 BJ Fibroblast Hiicre Tabakalarimin Karakterizasyonu
4.7.1 immiinofloresan Boyama

Yiizeyden kaldirilan hiicre tabakalarinin morfolojilerini daha ayrintili gozlemleyebilmek
icin F aktin/DAPI boyamas1 yapilmistir. Hiicrelerin F aktin filamentleri yesile,
cekirdekleri ise mavi renge boyanmistir. Sekil 4.16 immiinofloresan boyamaya ait
sonuglar1 gostermektedir. Analiz sonuglart incelendiginde hem F aktin hem de DAPI
goriintiilerinde VC ve PBMT+VC gruplarinda kontrol grubuna gore belirgin bir yogunluk
gbzlemlenmistir. PBMT grubu hiicre tabakasi olusturmamasina ragmen kontrol grubuna

gore F aktin ve DAPI yapilar1 daha yogun gozlemlenmistir.

F AKTIN DAPI F AKTIN/DAPI

VC Kontrol

PBMT

PBMT+VC

Sekil 4.5 BJ dermal fibroblast hiicre hattina ait immiinofloresan goriintiiler (bar 100 pum,
20x).
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4.7.2 immiinohistokimya

BJ insan dermal fibroblast hiicre hatt1 ile iiretilen hiicre tabakalarinin bagka bir ylizeye
aktarildiktan sonraki protein yapilarini, ECM bilesenlerini ve reseptorlerini analiz etmek
icin immiinohistokimya boyamas1 yapilmistir. Tiim gruplarda c¢alisilan tip 1 kollajen ve
fibronektin i¢in pozitif reaksiyonlar gozlemlenmistir. Kollajen dagilimi incelendiginde
VC, PBMT ve PBMT+VC gruplarinin kontrol grubu ile arasinda anlamli farkliliklar
goriilmektedir. VC grubunun, PBMT grubuna gore daha fazla kollajen sentezlendigi
goriilmiistiir. Bunun yan1 sira, PBMT+VC grubunun tip 1 kollajen sentezi tiim gruplara
gore daha yogun gbzlemlenmistir. Fibronektin sentezinde kontrol grubu ile PBMT grubu
arasinda anlaml bir farklilik gézlemlenmemistir. Bunun yani sira tiim gruplar igerisinde
en yogun fibronektin sentezi VC grubunda gdzlemlenmistir. Bu ¢alismaya ait sonuglar
Sekil 4.17°de gosterilmistir. Gruplar kendi arasinda kiyaslandiginda vitamin C
muamelesinin kollajen ve fibronektin sentezini arttirmast beklenen bir durumdur. Bu
hiicreler iizerinde 151k uygulamasi kollajen ve fibronektin sentezini bir miktar arttirsa da

vitamin C kadar etkili olamamustir.
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Tip 1 kollajen Fibronektin

Kontrol

VC

PBMT

PBMT+VC

Sekil 4. 6 BJ insan dermal fibroblast hiicrelerine ait immiinohistokimya boyamalari (bar
100pm, 20x). Kollajen boyama i¢in sekonder antikor Alexa Fluor® 555 (kirmizi) ve
fibronektin boyama i¢in Alexa Fluor® 488 Konjugate (yesil) kullanilmigtir.
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4.7.3 Hematoksilen/Eozin Boyama

BJ dermal fibroblast hiicrelerin 5 um’lik yatay kesitler alinarak elde edilen Hematoksilen-
Eozin boyama fotograflar1 Sekil 4.18’de gosterilmistir. Boyama sonuglari incelendiginde
VC ve PBMT+VC grubunda cekirdek yapilari ve sayist agisindan anlamh fark
gozlemlenememis ancak PBMT+VC grubunda sitoplazmik kisimlarin daha yogun

boyandig1 goriilmiistiir.

PBMT+VC

Non.?

Sekil 4.7 BJ fibroblast hiicrelerine ait H&E boyamalari: VC grubu dikey (a) ve yatay (b)
kesitleri, PBMT+VC grubu yatay (c) kesitleri gostermektedir. 40X, bar 50 um (Siyah

oklar hiicrelere ait ¢ekirdek yapilarini gostermektedir).

4.7.4 RT-PCR Analizi

Kiiltiiriin 7.glinlinde ECM belirteglerin gen expresyon diizeyini belirlemek amaciyla RT-
PCR analizi yapilmistir. Bu amagla hiicrelerin tip 1 kollajen (COL1AL1), Fibronektin ve
Laminin 5 gibi hiicre dis1 matriks elemanlari incelenmistir. Analiz sonuglari
incelendiginde tiim ECM elemanlarinin bagil gen ifadesi kontrol grubuyla
kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlaml farkliliklar g6zlemlenmistir. COL1A1 genine
bakildiginda en yiiksek ekspresyonun VC grubuna ait oldugu goriilmiistiir. Bunun yam
sira kontrol grubu ve PBMT grubu arasinda anlamlilik bulunamamigtir. PBMT+VC
grubunun ise kontrol grubu ile arasinda istatistiksel anlamlilik bulunmustur. Fibronektin
geni incelendiginde VC ve PBMT+VC grubunun kontrol grubuna gore anlamlilig
aynidir. Fakat PBMT grubu ile diger gruplar aras1 anlamli farkliliklar yoktur. Laminin 5
geninde ise PBMT+VC grubunun ekspresyonu diger gruplara goére en yiiksek
seviyededir. Bununla birlikte bu gruba ait istatistiksel anlamlilik, kontrol ve PBMT
gruplar1 arasindadir ve VC grubu ile arasinda istatistiksel anlamlilik bulunamamigtir. VC

grubunun da kontrol ve PBMT gruplariyla arasinda anlamli farkliliklar bulunmustur. Bu
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calismaya ait sonuglar Sekil 4.19°da gdsterilmistir. Bu hiicre hatti ile elde edilen RT-PCR
sonuclart vitamin C’nin hiicre dist matriks elemanlariin sentezini arttirdigini
gostermektedir. Ayrica tek basina 151k uygulanan gruplarda bu etki goriilmezken, vitamin

C ve 151k uygulanan gruplarda bu etki gozlemlenmistir.
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Sekil 4.8 BJ dermal fibroblast hiicreleri ile ¢aligilan tiim genlerine ait RT-PCR sonuglari.
Istatistiksel olarak onemli farkliliklar sembollerle gosterilmistir; n=35; *p<0.05,

**p <0.01 ve ***p<0.001. VC, PBMT ve PBMT+VC gruplar1 kendi aralarinda ve

kontrol grubu ile karsilagtirilmistir.

4.7.5 Hidroksiprolin Analizi

Elde edilen hiicre tabakalarindan sentezlenen kollajen miktar1 hidroksiprolin analizi
tizerinden belirlenmigstir. Kiiltiirtin 7.gilinlinde fikse edilen hiicrelerden yapilan analizde
hidroksiprolin kiti kullanilmigtir. Bu analizin sonuglar1 Sekil 4.20’de gosterilmistir.
Analiz sonuglar1 incelendiginde istatistiksel olarak en yliksek kollajen igerigine sahip olan
gruplar VC ve PBMT+VC grubuna aittir ve bu iki grup kendi arasinda istatistiksel olarak
anlamli degildir. Ayrica bu iki grubun istatistiksel olarak en ytliksek anlamliliklar1 PBMT
grubu iledir. PBMT ve kontrol gruplar1 arasinda ise anlamli farkliliklar bulunamamustir.
Bu sonuglar, RT-PCR analizi ve immiinohistokimya sonuglariyla da karsilastirildiginda

benzer verilerin elde edildigi gbzlemlenmistir.
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Sekil 4.9 BJ fibroblast hiicrelerine ait hidroksiprolin analizi sonuglari. Istatistiksel olarak

onemli farkliliklar sembollerle gosterilir; n = 3; *p <0.05, **p <0.01 ve ***p <0.001.

4.8 HS2 Insan Keratinosit Hiicrelerinin Karakterizasyon Calismasi

HS2 insan keratinosit hiicrelerinin karakterizasyon ¢aligmasinda hiicrelerin morfolojileri
ve lreme kinetikleri incelenmistir. Yirmi dordiincii pasajda gerceklestirilen ¢alismada
hiicrelerin morfolojilerinin incelenmesi amaciyla faz kontrast goriintiileme, kristal viyole
ve immiinofloresan antikorlar ile boyama yapilmistir. Calismalar boyunca hiicre kiiltiirti
besiyeri igerigi; DMEM F12, FBS (%5), Pen/Strep. (%]1) olarak belirlenmigstir. HS2
hiicreleri yiizeye bagimli olarak iireyen ve sitoplazmik uzantilar1 epitel morfolojide olan
hiicrelerdir. Hiicrelerde ¢ekirdek ve mikrofilament yapilarinin goézlemlemek i¢in yapilan
immiinofloresan boyamada ¢ekirdekler mavi, F-aktin filamentler yesil olarak
gozlemlenmistir. Sekil 4.21 HS2 keratinosit hiicrelerinin kiiltiiriin 3. ve 8. giiniine ait
morfolojik goriintiilerini gdstermektedir. HS2 hiicreleri 5000/cm? olacak sekilde 11 giin

boyunca kiiltiir ortam1 degistirilmeden inkiibe edilmistir.

Hiicrelerin iireme grafiklerinde goriildiigii gibi 0-3.giin aras1 hiicreler lag fazinda
(adaptasyon faz1), 4-9. giin arasi1 logaritmik fazda ve 10-11.gilinde latel (6liim) fazindadir.
Bu veriler 1s131nda HS2 Kkeratinosit hiicrelerin 6zgiil {ireme hiz1 0.0201 sa ve ikilenme

sliresi yaklagik olarak 34.4 sa hesaplanmustir. Bu sonuglar literatiirle uyumludur [79].
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Kristal Viyole Kristal: Viyole

Sekil 4.10 HS2 insan keratinosit hiicre hattina ait invert mikroskop [a (3.giin) ve b
(8.glin), 20x], F aktin (yesil), DAPI (mavi) boyama goriintiileri [c (3.gilin) ve d (8.gilin)
,20x], Kristal viyole boyama goriintiileri [e (3.giin) ve f (8.giin) ,20X].
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Hiicrelerin tireme kinetiklerinin incelenmesi i¢in hemositometrik sayim ve MTT analizi

yapilmistir. Bu analizlere ait grafikler Sekil 4.22° de gosterilmistir.

Hiicre sayisi-Zaman grafigi Hiicre Sayisi
a) V| gratig b)
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Sekil 4.11 HS2 insan keratinosit hiicre hattina ait ait (24.pasaj) a) hemositometrik sayim
sonucu elde edilen hiicre sayis1 zaman grafigi, b) Inx-zaman grafigi ¢) MTT analizi

sonucu elde edilen hiicre tireme grafigi.

4.9 HS2 Hiicre Hatt1 ile Hiicre Tabakalarimin Uretimi

HS2 insan keratinosit hiicrelerinden hiicre tabakasi elde etmek i¢in 151k uygulamasi ve
vitamin C takviyesi kullamlmistir. 12 gozlii kiiltiir kabina 5x10 hiicre/cm? olarak ekilen
hiicreler de kullanilan vitamin C konsantrasyonu 20 pg/mL olarak belirlenmistir.
Fotobiyomodiilasyon  parametreleri i¢cin 6n c¢alisma  gerceklestirilmemistir.
Fotobiyomodiilasyon ¢alisma kosullarinin verileri laboratuvar grubumuzda daha 6nce
gerceklestirilen deneysel sonuglar baz alinarak degerlendirilmistir [8,9,75]. 20 cm
mesafe,5 dk ve giin asir1 uygulama stiresi (1.3.5.giinler) ile elde edilen vitamin C ve
PBMT+VC grubuna ait hiicrelerden 8-9 giinde hiicre tabakasi tiretilmistir. Her iki gruptan
da elde edilen hiicre tabakalarinda biiyiikliik ve kalinlik acisindan makroskobik ve
mikroskobik incelemeler sonucu anlamli farkliliklar gézlemlenmemistir. Bu ¢alismaya

ait gorseller Sekil 4.23’te gosterilmistir. Bu hiicre grubundan elde edilen hiicre tabakalari
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gobek kordonu mezenkimal kok hiicrelerinden ve BJ insan dermal fibroblast

hiicrelerinden elde edilen tabakalara gore daha ince oldugu gézlemlenmistir.

Kaldirma Oncesi Kaldirma Sonrasi

VvC

PBMT+VC

Sekil 4.12 HS2 keratinosit hiicre hatt1 ile elde edilen hiicre tabakalarinin kaldirma
oncesine (a, €), kaldirma sonrasina (b, d) ait invert mikroskop ve makroskobik (e, f)

goriintiileri. (4x, bar 500 um).

4.10 HS2 Keratinosit Hiicre Tabakalarinin Karakterizasyonu
4.10.1 immiinofloresan Boyama

Yiizeyden kaldirilan hiicre tabakalarinin morfolojilerini daha ayrintili gézlemleyebilmek
i¢in F aktin/DAPI boyamas1 yapilmustir. Ozellikle VC ve PBMT+VC grubuna ait hiicre
tabakalarinda F Aktin filamentler ve g¢ekirdekler daha yogun gézlemlenmistir. Ayrica
kiiltlir ortamima vitamin C eklenmesi kollajen sentezini tetikledigi ve hiicre
proliferasyonunu arttirdigi i¢in vitamin C grubu ve PBMT+VC grubundaki hiicre
tabakalarinin PBMT ve kontrol grubuna gore daha sikisik ve kalin tabakalar oldugu

gozlemlenmistir.
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F AKTIN DAPI F AKTIN/DAPI

VC Kontrol

PBMT

PBMT+VC

Sekil 4.13 HS2 keratinosit hiicre hattina ait immiinofloresan goriintiiler (bar 100 um,
20X).

4.10.2 Immiinohistokimya

Kaldirilip bagka bir kiiltiir kabina aktarilan hiicre tabakalarinin protein yapilarini, ECM
bilesenlerini ve reseptorlerini analiz etmek i¢cin immiinohistokimya boyamas1 yapilmaistir.
Sekil 4.25 hiicre tabakalarinin immiinohistokimyasal analizinin sonuglarini
gostermektedir. Tiim gruplarda calisilan proteinler (fibronektin ve integrin) i¢in pozitif
reaksiyonlar gozlemlenmistir. Bu proteinler hiicrelerde oldugu kadar hiicre dig1 matrikste
de gozlemlenmistir. Kontrol grubu her ii¢ grupla karsilastirildiginda proteinlerin dagilimi
ve boyama miktarlar1 arasinda anlamli bir farklilik goriilmektedir. Bununla birlikte VC
ve PBMT+VC gruplar arasinda protein dagilimi ve boyama miktar1 agisindan anlamh

bir fark gézlemlenmemistir.
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Sekil 4.14 HS2 hiicrelerine ait immiinohistokimya boyamalari (bar 100um, 20x). Integrin
boyama i¢in sekonder antikor Alexa Fluor® 555 (kirmizi) ve fibronektin boyama igin

Alexa Fluor® 488 Konjugate (yesil) kullanilmistir.
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4.10.3 RT-PCR Analizi

Kiiltiiriin 9.glinlinde ECM belirteglerin gen expresyon diizeyini belirlemek amactyla RT-
PCR analizi yapilmistir. Bu amagla hiicrelerin tip 1 kollajen (COL1A1), Fibronektin ve
Laminin 5 gibi hiicre dist matriks elemanlari incelenmistir. Analiz sonuglari
incelendiginde COL1A1 geninde kontrol grubu ile PBMT+VC grubu karsilastirildiginda
anlamhi farkliliklar goézlemlenmistir. Ayni anlamlilik derecesi PBMT grubuyla
PBMT+VC grubu arasinda da gézlemlenmistir. Bu gende en yiiksek bagil gen ifadesi
PBMT+VC grubuna aittir. Fibronektin geni incelendiginde sadece PBMT+VC grubu ile
kontrol grubu arasinda anlamlilik gézlemlenmistir. VC grubunun bagil gen ifade diizeyi
kontrol ve PBMT gruplarina gore daha yiiksek ¢ikmasina ragmen aralarinda istatistiksel
anlamlilik bulunamamustir. Laminin 5 geninde ise en yiiksek bagil gen ifadesi PBMT+VC
grubuna aittir. PBMT+VC grubunun hem kontrol hem de PBMT grubuyla arasinda
istatistiksel farkliliklar vardir ve bu farkliliklar ayni diizeydedir. VC grubunun bagil gen
ifade diizeyi incelendiginde kontrol ve PBMT grubuna gére daha yiiksek oranda eksprese
edilmesine ragmen aralarinda istatistiksel anlamlilik bulunamamistir. Bu analize ait

sonuclar Sekil 4.26’da gosterilmistir.
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Sekil 4.15 HS2 hiicreleri ile calisilan tiim genlerine ait RT-PCR sonuglar1. Istatistiksel
olarak onemli farkliliklar sembollerle gosterilmistir; n=5. *p <0.05, **p<0.01 ve
*#%p <0.001. VC, PBMT ve PBMT+VC gruplar1 kendi aralarinda ve kontrol grubu ile

karsilastirilmistir.
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4.10.4 Hidroksiprolin Analizi

Elde edilen hiicre tabakalarindan sentezlenen kollajen miktar1 hidroksiprolin analizi
tizerinden belirlenmistir. Kiiltlirtin 9.gilinlinde fikse edilen hiicrelerden yapilan analizde
hidroksiprolin kiti kullanilmistir. Bu analizin sonuglar1 Sekil 4.27 de gosterilmistir. Analiz
sonuglar1 incelendiginde kontrol grubunun VC ve PBMT+VC gruplar ile istatistiksel
anlamlilikta oldugu goriilmiistiir. Bu analiz sonucu elde edilen hiicre tabakalarindan en
yiiksek kollajen igerigine sahip olan gurubun PBMT+VC grubu olduguna karar
verilmigtir. Bununla birlikte VC grubunun da kontrol grubu ile arasinda istatistiksel fark
bulunmustur fakat PBMT ve PBMT+VC gruplari arasinda bulunamamustir. Bu sonuglar
RT-PCR analizinin sonuglariyla da benzerdir. RT-PCR analiz sonucunda da COL1A1
geninde en yiiksek ekspresyon PBMT+VC grubuna aittir. Elde edilen veriler birgok
analizlerle desteklenmis ve pek ¢ok zaman benzer sonuglarla karsilasilmistir. Bu durum

gerceklestirilen tez calismasinin giivenilirligi agisindan da 6nemlidir.
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Sekil 4.16 HS2 hiicrelerine ait hidroksiprolin analizi sonuglari. Istatistiksel olarak dnemli

farkliliklar sembollerle gosterilir; n = 3. *p <0.05, **p <0.01 ve ***p <0.001.
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5. GENEL SONUCLAR

Sunulan tez ¢aligmasinda {i¢ farkli morfolojiye sahip hiicreler ile vitamin C ve 15181n (600-

1200 nm dalga boyu araliginda polikromatik 1s1k) ayr1 ayr1 ve birlikte kullanildig:

kosullarda hiicre tabakasi olusturma potansiyelleri incelenmistir. Bu amagla ilk olarak

tim hiicrelerin  karakterizasyon c¢aligmalar1 yapilmistir. Ardindan hiicrelerin

fotobiyomodiilasyon ve vitamin C varliginda hiicre tabakasi olusturma kosullari

belirlenmistir. Hiicreler; Kontrol, VC, PBMT ve PBMT+VC olmak {izere dort grupta

incelenmistir.

GK-MKH’ler igin ekim yogunlugu 5x10* hiicre/cm? ve kiiltiir ortamina eklenecek
vitamin C konsatrasyonu 20 pg/mL olarak belirlenmistir. Isik parametreleri
optimize edilerek bu hiicreler i¢in ideal kosullarin 20 cm mesafe ve 2 dk ve giin
asir1 uygulama stiresi olduguna karar verilmistir. Sonugta vitamin C varliginda 5-
7 giinde elde edilen hiicre tabakalar1 PBMT ve PBMT+VC varliginda 6-7 giinde
elde edilmistir. Elde edilen hiicre tabakalarindan en kalin ve opak goriiniim
PBMT+VC grubuna aittir. Ayrica bu hiicreler i¢in 151k uygulamasinin osteojenik
farklilagmada 6nemli bir rol aldig1 alizerin red boyamasi ve RT-PCR sonuglariyla
desteklenmistir. Ancak buradan elde edilen sonuglar 151k uygulamasinin hiicre
tabakalarmin olusum siiresine etki etmedigi yoniindedir. Bu durum su sekilde
aciklanabilir; birgok ¢alisma [80-82] vitamin C’nin hiicre metabolizmasi tizerinde
antioksidatif bir etkiye sahip oldugunu giéstermektedir. Bununla birlikte hiicredeki
metabolik  faaliyetler sirasinda iretilen serbest radikalleri ve reaktif
oksijen tiirlerini (ROS) temizledigi bilinmektedir [83]. Fotobiyomodiilasyon
tedavisi ise molekiiler diizeyde enerji akisin1 hizlandirarak hiicresel siiregleri
biyolojik olarak modiile edebilir. Bu biyolojik siiregler, hiicrelerde ve dokularda
serbest radikallerinin {iretilmesiyle saglanir [84]. Bu sonuglardan yola ¢ikarak
hem vitamin C uygulamasinin hem de fotobiyomodiilasyon tedavisinde kullanilan
151k kaynaklarinin hiicre metabolizmasi {izerinde olumlu etkilere sahip oldugu
bilinmektedir. Ancak hiicre metabolizmasi iizerinde zit mekanizmalarla bu
etkilere sahiptirler. Dolayistyla beraber kullanildiklarinda  etkilerinin

azalabilecegi ya da elimine olabilecegi diisiiniilmektedir.
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Insan dermal fibroblast hiicre hatt1, BJ hiicrelerin kollajen sentezinin bir miktar
daha diisiik olduguna karar verilerek ekilen hiicre sayis1 ve buna paralel olarak
vitamin C konsantrasyonu arttirilmistir. Hiicrelerin ekim yogunlugu 1x10°
hiicre/cm? ve vitamin C konsantrasyonu 60 pg/mL olarak belirlenmistir. Bu
hiicrelerde kontrol ve PBMT grubunda hiicre tabakasi elde edilemezken VC ve
PBMT+VC grubunda 6-7 giinde hiicre tabakasi elde edilmistir ve tabakalarin
makroskobik ve mikroskobik goriintiileri arasinda anlamli farkliliklar
gbzlemlenmemistir.

Epitel morfolojiye sahip insan keratinosit hiicre hatti, HS2 hiicrelerin ekim
yogunlugu 5x10* hiicre/cm? ve vitamin C konsantrasyonu 20 pg/mL olarak
belirlenmistir. Bu hiicreler ile PBMT grubunda 10. giinde, VC grubunda 8.giin ve
PBMT+VC grubunda 8-9.giinlerde hiicre tabakasi elde edilmistir ve hiicre
tabakalarin ~ makroskobik  gOriintiisii  arasinda  anlamli  farkliliklar
gozlemlenmemistir. Fakat bu hiicre hattindan elde edilen hiicre tabakalar1 BJ ve

GK-MHK ’lere kiyasla en ince olan gruptur.

Cizelge 5.1 Elde edilen hiicre tabakalarina ait veriler

Ozellikler GK-MKH Bl HS2
Ekim yogunlugu 5x10* hiicre/cm? 1x105 hlicre/cm? 5x10* hicre/cm?
VC konsantrasyonu 20 pug/mL 60 pg/mL 20 pg/mL
PAC 151k uygulama kosullari 20 cm 2 dk,glin asin 20 cm 5 dk,gtin asiri 20 cm 5 dk,giin asin
Hiicre tabakasi elde edilen VC,PBMT,PBMT+VC VC, PBMT+VC VC, PBMT PBMT+VC
grup
Hiicre tabakasi olusma siiresi VC grubu:5-7 giin VC grubu:6-7 giin VC grubu:8 giin
PBMT grubu:6-7 glin PBMT+VCgrubu: 7 giin PBMT grubu 10 giin
PBMT+VCgrubu: 6-7 giin PBMT+VCgrubu 8-9 giin
Hiicre tabakanin fiziksel Kalin ince Cokince
yapisi
Hiicre tabakalarinin Kolay Orta Zor

manipiilasyonu
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Tiim deneysel ¢aligmalarin sonucu elde edilen veriler 15181nda ii¢ farkli morfolojiye sahip
hiicreler ile vitamin C varliginda etkin bir sekilde hiicre tabakalar1 elde edilebilmistir.
Polikromatik 151k uygulamasi hiicre proliferasyonunu arttirict etkiye sahiptir ve GK-
MKH’ler ile tek basina tabaka olusumunu saglayabilmistir. Bununla birlikte doku ve
organlarimiz pek ¢ok farkli hiicre ile hiicreler aras1 maddenin bir araya gelmesiyle olusur.
Hiicre tabaka teknolojisinde de farkli hiicreleri bir arada kiiltiirlenmek ve daha kalin
tabakalar elde edebilmek klinik yaklasimlar icin 6nem arz etmektedir. Fakat vaskiiler
aglar olmadan kalinlik sinirlamalari (~40-80 um) s6z konusudur [31]. Literatiirde
vaskiilarize aglarin gelistirilmesi i¢in ortak kiiltiir hiicre tabakas1 yaklagimlari
onerilmistir [85,86]. Ornegin, insan miyoblast tabakalari ile kiiltiirlenen insan gdbek veni
endotel hiicrelerinin kilcal benzeri yapilar olusturdugu ve ¢iplak sicanlarin deri alti
dokularina transplantasyondan sonra neovaskiilarizasyonu ve greft sagkalimini
arttirdigini rapor edilmistir [87]. Bununla birlikte, kalin 3B hiicre tabakalarinin uzun
vadeli kiiltiirtinii desteklemek i¢in fonksiyonel olgun kan damarlarinin olusumu
gereklidir. Bu amagla, kiiltiir ortaminin stirekli olarak akitildig1 perfiizyon biyoreaktor
sistemleri, fonksiyonel bir damar aginin olusumuna ve 12 katmanl hiicre tabakalarinin
hayatta kalmasina izin veren sistemler olarak rapor edilmistir [88,89].

Tez c¢alismas1 kapsaminda elde edilen verilerin yukarida bahsedilen yaklasimlarla
desteklenmesi, calismanin daha ileri bir noktaya gotiiriilmesi ve klinik denemeler i¢in

umud vaad etmesi agisindan 6nemlidir.
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