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Sunulan tez ¢alismasinda, UV 15181 ile indiiklenmis ve indiiklenmemis adipoz ve kemik
iligi tlirevli mezensimal kok hiicre (MKH) eksozomlarinin iki ve ii¢ boyutlu yara
modellerindeki iyilesme potansiyelleri tartisilmistir. Bu amagla, adipoz doku kaynakli
(AK) ve kemik iligi kaynakli (KI) MKH’ler iizerinde farkli dozlarda (10, 25, 50, 100 ve
200 mJ/cm?) UV-B uygulamasi yapilmistir. Hiicre canliligi analizi icin MTT ydntemi ve
hiicre éliimiinii gdstermek igin Akridin Turuncusu / Propidyum Iyodiir ikili boyama
yontemi kullanilmistir. Yapilan bu analizler sonucunda hiicreler lizerinde toksik olmayan
en uygun UV-B dozunun 25 mJ/cm? oldugu tespit edilmistir. Segilen UV-B dozunun
uygulandigr ve uygulanmadigi MKH’lerden eksozom izolasyonlar1 yapilmistir. Elde
edilen eksozomlarin ¢esitli yontemlerle karakterizasyonlar1 gergeklestirilmis, ardindan
icerdikleri biiyiime faktorleri ve sitokin (IL-6, PDGF-BB, VEGF-A, TGF-B)



seviyelerinin tespiti icin Elisa analizleri ger¢eklestirilmistir. In vitro iki ve ii¢c boyutlu yara
modellerinin olusturulmasi i¢in, 6ncelikle insan keratinosit (HaCaT) ve insan fibroblast
(HDF) hiicre hatlar1 cogaltilmistir. Iki boyutlu yara modeli olusturmak igin fibroblast ve
keratinosit hiicreleri ko-kiiltlirlendikten sonra ‘¢izik yara modeli’ olusturulmus ve elde
edilen eksozomlarin farkli dozlari (1, 5 ve 10 pg/ml) yara modeline uygulanmaistir. Hiicre
proliferasyonu takibi i¢in 12, 24, 36 ve 48. saatlerde Alamar Blue analizi, yara kapanma
miktar1 analizi i¢in ise inverted mikroskop ile ¢ekilen fotograflar lizerinden Image J
programi kullanilarak OSlgiimler yapilmistir. Cizik testi sonuglarmma gére AKMKH
eksozomlarindan yara iyilesme analizlerindeki en etkin dozun 10 pg/ml, KIMKH
eksozomlarinda ise 5 pg/ml oldugu sonucuna varilmistir. Son olarak, ii¢ boyutlu yara
modeli i¢in, transwell sistemde ‘Hava-Sivi Araylizii’ yontemi ile once deri modeli
sonrasinda yaralar olusturulmustur. Ug boyutlu yara modellerine uygulanan eksozom
dozlari, ¢izik yara modeli sonuglarindan elde edilen dozlar olmustur. Bu modelde
iyilesme asamalarinin incelenmesi i¢in histolojik kesitlerden Image J ile rastgele alinan
Olclimlerden iyilesme oranlari elde edilmistir. Sonuglar iki boyutlu modeli destekler
nitelikte bulunmustur. Ozellikle UV’li AKMKH eksozomlarmin 10 pg/ml dozunda en
yiiksek yara kapanmasi gozlenirken, negatif kontrol grubunda en diisiik yara kapanma

orani gézlenmistir.

Sonug olarak, UV-B ile indiiklenen MKH eksozomlarinin hem iki boyutlu hem de ii¢
boyutlu in vitro yara modellerinde iyilesme iizerindeki potansiyellerinde artis oldugu
gorilmistir. UV 1s1&min MKH eksozomlar1 iizerindeki etkilerinin daha detayl
incelenmesi i¢in molekiiler diizeyde analizler ile yara iyilesmesindeki etkisinin

incelenebilmesi i¢in in vivo deneyler yapilmasi bu alandaki ¢caligmalara 1s1k tutacaktir.

Anahtar Kelimeler: Mezensimal kok hiicre, eksozom, UV 15181, HaCaT, HDF, ¢izik

testi, ic boyutlu yara modeli, Hava-S1v1 Arayiizii Kiiltiiri
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The presented thesis discusses the healing potentials of UV light-induced and uninduced
adipose and bone marrow-derived mesenchymal stem cell (MSC) exosomes in two- and
three-dimensional wound models. For this purpose, different doses of UV-B (10, 25, 50,
100, and 200 mJ/cm?) were applied to MSCs originating from adipose tissue (AD) and
bone marrow (BM). MTT method was used for cell viability analysis and Acridine orange
/ Propidium iodide dual staining method was used to show cell death. As a result of these
analyses, it was determined that the most suitable non-toxic UV-B dose on cells was 25
mJ/cm?. Exosome isolations were made from MSCs to which the selected UV-B dose
was applied or not. The exosomes obtained were characterized by various methods, and

then ELISA analyses were performed to determine the growth factors and cytokine (IL-



6, PDGF-BB, VEGF-A, TGF-B) levels they contain. Firstly, human keratinocyte
(HaCaT) and human fibroblast (HDF) cell lines were amplified to create in vitro two- and
three-dimensional wound models. After co-culturing the fibroblast and keratinocyte cells
to create a two-dimensional wound model, a 'scratch wound model' was created and
different doses (1, 5, and 10 pg/ml) of the obtained exosomes were applied to the wound
model. For cell proliferation monitoring, Alamar Blue analysis at 12, 24, 36, and 48 hours,
and for wound closure analysis, measurements were made on photographs taken with an
inverted microscope using the Image J program. According to the results of the scratch
assay, it was concluded that the most effective dose in wound healing analyses from
ADMSC exosomes was 10 pg/ml, and 5 pg/ml in BMMSC exosomes. Finally, for the
three-dimensional wound model, first, the skin model and then the wounds were created
with the 'Air-Liquid Interface’ method in the transwell system. The exosome doses
applied to the three-dimensional wound models were the doses obtained from the scratch
wound model results. In this model, recovery rates were obtained from measurements
taken randomly with Image J from histological sections to examine the healing stages.
The results were found to support the two-dimensional model. In particular, the highest
wound closure was observed at 10 pg/ml of UV-induced ADMSC exosomes, while the

negative control group had the lowest wound closure rate.

In conclusion, it was observed that UV-B-induced MSC exosomes have increased
potential for healing in both two-dimensional and three-dimensional in vitro wound
models. In order to examine the effects of UV light on MSC exosomes in more detail,
molecular level analyses and in vivo experiments to examine its effect on wound healing

will shed light on the studies in this field.

Keywords: Mesenchymal stem cell, exosome, UV light, HaCaT, HDF, scratch assay,

Three-dimensional wound model, ALI Culture
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1. GIRIS

Deri, temel olarak iic katmandan olusan viicudun en biiyiik organidir. Ust katmanda
keratinosit katmani olan epidermis, orta katmanda, bir ekstraseliiler matriks elemani olan
kollajence zengin dermis tabakasi, en alt katmanda ise yag dokudan olusan bir hipodermis
tabakas1 yer almaktadir [1]. Derinin organizma biitiinliigii agisindan bir¢ok 6nemli gorevi
bulunmaktadir. Dis darbelere karst koruma, termal diizenleme, duyusal algilama,
hemostazi saglama bunlardan sadece birkacidir. Bu sebeple ciltte olusan yaralar hayati
Oonem tastyabilmektedir. Cilt yaralari; mekanik travmalar, dolagim problemleri, cerrahi
miidahaleler, yaslanma gibi sebeplerle olusabilir. Tedavileri ise olduk¢a maliyetli ve uzun

stireli olabilmektedir [2, 3].

Yara iyilesmesi; cesitli biiylime faktorleri, hiicreler ve hiicre dis1 ortam gibi birden fazla
etkenin rol aldig1 karmasik ve koordineli bir siirectir. Yara iyilesmesi i¢in yapilan farkli
calismalarla birlikte en ¢ok dikkat ¢eken mezengimal kok hiicreler (MKH) ile tedavi
yaklagimlarinin oldugu gézlenmistir [4]. MKH’ler; cesitli biiylime faktorleri, sitokinler,
kemokinler ve ekstraseliiler vezikiiller salgilayan, farklilasma kapasitesine sahip
multipotent kok hiicrelerdir. MKH lerin klinik uygulamalardaki potansiyelinin, daha ¢ok

salgiladiklar1 ekstraseliiler vezikiillerden olan eksozomlar oldugu gosterilmektedir [5].

Eksozomlar; endositotik yolla olusan, tipik olarak yuvarlak ve 30-200 nm ¢apa sahip
vezikiillerdir. Salgilandiklar1 hiicrenin 6zelliklerini yansitmalariyla bilinirler. Hiicreler
arast iletisimde rol almalar1 sebebiyle bircok rejeneratif siirecte aktif olarak yer
almaktadirlar [6]. Eksozomlarin MKH’lere gore bir¢ok avantaji bulunmaktadir. Nano
boyutta oluslarindan kaynakli biyomolekiil veya ila¢ tasinimindaki kolayliklar, daha
diisik immiin yanit olusturmalari, ¢ekirdekten yoksun oluslari, daha stabil bir yap1
gostermeleri ve daha kolay iiretime sahip olmalar ile ¢alismalardaki kullanimlar1 6n

plana ¢ikmaktadir [7].

UV 15181; kanser terapileri, sedef ve atopik dermatit gibi c¢esitli cilt hastaliklarinin
tedavilerinde kullanilan bir 151k ¢esididir. UV 1518min ¢esidi ve maruziyet siiresi tedavi
uygulamalarinda kritik bir noktadir. UV 1s181na fazla maruziyet viicutta ciddi hasarlara
sebep olmaktadir [8, 9]. MKH’lerin UV 1s1gmin yol ac¢tig1 hasarlara kars1 koruyucu ve
tyilestirici bir potansiyelde oldugu, caligmalar tarafindan gosterilmektedir [9, 10].

Yapilan cesitli calismalarda, UV 1s18ina maruz birakilan MKH’lerin koruyucu ve

1



tyilestirici salgi maddelerini daha fazla salgiladiklar1 ve bununla birlikte potansiyellerinde

artig gorilmustiir [9-11].

Literatiir incelendiginde UV 15181 ile indiiklenen MKH eksozomlarinin yara
tyilesmesindeki etkilerinin arastirildigina dair bir ¢alismaya rastlanmamaistir. Bu bilgiye
dayanarak yapilan bu tez ¢alismasi kapsaminda; UV-B 15181 ile indiiklenmis ve
indiiklenmemis adipoz doku ve kemik iligi kokenli MKH’lerden eksozom izolasyonu
yapilmistir. Izole edilen eksozomlarin karakterizasyonu yapildiktan sonra biiyiime
faktorii ve sitokinler acisindan potansiyelleri incelenmistir. iki ve {i¢ boyutlu in vitro yara
modelleri olusturulmus ve elde edilen eksozomlarin farkli konsantrasyonlarinin yara

iyilesmesi lizerindeki etkileri incelenerek karsilagtirilmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Deri

Deri, insan viicudunun en biiyiik organidir ve viicudu dis ortamdan ayirarak bir bariyer
gorevi gérmektedir [12, 13]. Insan derisinin temel gorevleri arasinda; viicudu fiziksel ve
kimyasal etkilere kars1 koruma, viicut 1sisinin diizenlenmesine katki, hormon sentezi,
bagisiklik islevi ve duyusal algilama gibi 6zellikler bulunmaktadir [12-14]. Deri, ii¢ ayr1
tabakadan olusmaktadir. Epitel dokusundan olusan epidermis en dis tabakayi, bag
dokusundan olusan dermis orta tabakayr ve deri alti tabakasi olarak adlandirilan
hipodermis ise en i¢ tabakayr olusturmaktadir. Epidermis, keratinosit hiicrelerinin
cekirdeksizlesmesi ve yassilagmasi sonucu olusmaktadir ve keratinositler bu durumda
“korneosit” adinm1 almaktadir [12, 13]. Epidermiste keratinosit hiicrelerinin yani sira
Langerhans hiicreleri, merkel hiicreleri ve melanositler gibi hiicreler de yer almaktadir
[14]. Epidermisin kalinlig1 yaklasik 10-20 uM civarindadir [13] ve “stratum corneum”,
“stratum lucidum”, “stratum granulosum”, “stratum spinozum” ve “stratum bazale”
olmak tiizere bes farkli katmani bulunmaktadir [15]. “Stratum lucidum” tabakasi viicutta
yalnizca avug i¢i ve ayak tabaninda, derinin en kalin oldugu bolgelerde yer almaktadir
[16]. “Stratum corneum” tabakasi viicudu dig patojenlere karsi koruma goérevini
iistlenmesinden otiirli epidermisin en 6nemli katmanidir. Bu yapinin biitiinliigii kil, ter
gozenekleri gibi yapilar nedeniyle kesintiye ugramaktadir [12, 14, 15] (Sekil 1). Bu
katmanlarin “stratum corneum” ve “stratum lucidum” kisimlar1 6lii tabakadir, diger ii¢
katman ise epidermisin canli katmanlaridir. “Stratum corneum” tabakasi “tugla-har¢”
yapisina benzetilir; tugla kismi1 korneositleri, har¢ kismi ise korneositler arasindaki

lipitleri ifade etmektedir [12, 17].
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Epidermis, bazal membran araciligiyla dermise baglanmaktadir [15]. Dermis; 1-4 mm
kalinliginda lifli ve elastik yapili bir dokudur [13]. Dermis, papiller ve retikiiler dermis
olarak iki alt tabakaya ayrilmaktadir. Papiller tabaka; gevsek bag dokusundan, retikiiler
tabaka ise siki ve yogun bag dokusundan meydana gelmektedir [14, 15, 18]. Dermis, Sekil
1’de de gosterildigi gibi esas olarak ekstraseliiler matriksten (ESM) olusur, bunun yani
sira kollajen ve elastin lifleri, lenf damarlari, sinir uglari, mast hiicreleri, kan damarlari,
fibroblastlar, kil folikiilleri, salgi ve bosaltim bezleri, bagisiklik hiicreleri gibi bir¢ok
yapinin bir araya gelmesiyle olusan bir yapidir [12-15]. Lifli ve elastik yapisindan dolay1
cildi mekanik etkilere karsi koruma, epidermisin beslenmesini saglama, ter bezleri
sayesinde 1s1 diizenlenmesinde gorev alma, bagisiklik hiicreleri sayesinde ise immiin

yanit olusturmak gibi bir¢ok isleve sahiptir [14, 17, 18].

Dermisin altinda bulunan ve derinin en alt tabakasi olan hipodermis ise daha da gevsek
bir bag doku ve yag dokudan olusmaktadir. Hipodermisin kalinlig1 cinsiyet, beslenme
gibi ozelliklere gore degisiklik gostermektedir. Yapisinda oldukga fazla kilcal damar ag1
bulunmaktadir [19]. Bulundurdugu yag doku sayesinde cilde mekanik olarak destek
saglayarak cildi fiziksel darbelere kars1 korumaktadir. Ayni1 zamanda yalitim ve enerji

depolamasi saglamaktadir [14, 17].



2.1.1. Deride Yaralanma

Yara olusumu, cildin normal doku ve fonksiyonunu kaybetmesidir [20, 21].
Yaralanmalar, dis faktorler (yanma, darbe alma gibi), cerrahi miidahaleler ve c¢esitli
hastaliklarin (diyabet, obezite, damar hastaliklar1 gibi) sonucunda olusabilmektedir [3,
14, 21]. Yaralanmalar, iyilesme siireleri ve nedenlerine gore akut ve kronik olarak ikiye
ayrilabilir. Akut yaralar, nispeten kisa bir siire icerisinde cildin yeniden anatomik ve
fizyolojik 6zelliklerini kazanmasidir [14]. Kronik yaralarda ise siire¢ tekrarlayabilmekte
ve ¢ok daha uzun bir zaman alabilmektedir. Bunun yani sira cilt normal anatomik ve
fizyolojik biitiinliigiinii saglayamamaktadir [3]. Genellikle kronik yaralar diyabet ve
obezite gibi hastaliklarla iliskilendirilmektedir [14]. Cilt yaralandiktan hemen sonra
hasar1 ortadan kaldirmak i¢in yara iyilesmesi siireci baslamaktadir. Bu olduk¢a 6nemli
bir evrimsel mekanizmadir [22]. Cilt daha fazla hasar olusumunu, kan kaybini, sivi
kaybini ve enfeksiyonu onleyerek hayatta kalmak i¢in olduk¢a karmasik ve dinamik bir
siire¢ olan yara iyilesme siirecine girmektedir. Bu siiregte bircok farklt mekanizma,
biliylime faktorleri, enzimler, birgok hiicre tipi, hiicreler arasi yollar ve aracilar etkili

olmaktadir (Sekil 2.2 ve 2.3) [22, 23].
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2.1.2. Deri Yara iyilesme Siiregleri

Yara iyilesme siireci hemostaz, inflamasyon, proliferasyon ve yeniden sekillenme

asamasi olmak tizere dort asamada incelenmektedir (Sekil 2.4) [24, 25].

2.1.2.1. Hemostaz: Cilt yaralandiktan hemen sonra hemostaz siireci, bolgeye ¢cok sayida
trombositin akin etmesiyle baglamaktadir. Trombositler aktive olarak graniillerini serbest
birakir ve pihtilasma kaskadini baslatir. Olusan pithti bolgeye goc¢ edecek 1okositler,
notrofiller, keratinositler ve fibroblastlar i¢in iskele gérevi goriir [24, 25]. Ayn1 zamanda
kan kaybinin Onlenmesi i¢in ¢evredeki kan damarlarinin 5-10 dk siirecek
vazokonstriksiyonu gergeklesir [25]. Trombositler ¢ok sayida sitokin ve kemokin
salgilayarak; anjiyogenezi baglatmakta, kollajen sentezini uyarmakta ve bolgeye ozellikle
notrofil, makrofaj akis1 baglamaktadir. Boylelikle bir sonraki asama olan inflamatuar faz

baslamis olur [24, 25].

2.1.2.2. inflamatuar Faz: Bu asama hemostaz asamas1 devam ederken baslamaktadur.
Oncelikle bdlgeye nétrofiller gelir ve 2-5 giin boyunca burada kalirlar. Notrofiller TNF,
IL-6 ve IL-1 salgilayarak VEGF ve IL-8’1 uyarir, inflamatuar yanit1 giiclendirirler [25].
Notrofiller iyilesmenin bu asamasinda olduk¢a Onemli olan enfeksiyon i¢in fazlaca
antimikrobiyal madde salgilarlar. Yara olusumundan yaklasik 2-3 giin sonra bolgeye
makrofajlar da akin eder ve bu faz tamamlanana kadar bolgede kalirlar. Makrofajlar TGF,
FGF, VEGF ve PDGF gibi biiyiime faktorlerini salgilayarak yara iyilesmesinde ve
onariminda, hiicre cogalmasinda, inflamasyonda etkili olmaktadir. Bu faz enfeksiyonla
miicadele asamas1 oldugundan, yara iltthaplanmasinda herhangi bir kesinti veya uzama
(i¢ haftadan uzun) olursa yara kroniklesebilir veya daha ciddi yara izi olusabilir. Yara
bolgesi yabanci cisimlerden, hasarli ve enfekte dokulardan arindirildiginda sona ermekte

ve proliferatif faz baglamaktadir [24, 25].

2.1.2.3. Proliferatif Faz: Yaralanmadan yaklasik 3-10 giin sonra baglamaktadir [25]. Bu
faz; epitelizasyon, anjiyogenez ve graniilasyon dokusu olusumu seklinde ii¢ ayr1 fazdan
olugmaktadir. Epitelizasyon, keratinositler ile saglanir. Kil kokleri ve apokrin bezlerin
kok ampullerindeki epitel kok hiicreler farklilasarak keratinositlere destek olmaktadir [24,
25]. Bu islem yaranin enfeksiyon ve kuruluktan korunmasi i¢in yiizeyinin kapatilmasini
saglamaktadir. Epitelizasyon devam ederken ¢esitli biiylime faktorleri (VEGF, PDGF,

bFGF ve serin proteaz trombini) mevcut damarlarin endotel hiicrelerindeki reseptorlere



baglanarak hiicre i¢i sinyal yolaklarini aktive etmekte ve anjiyogenezin baslamasini
saglamaktadirlar [25]. Anjiyogenez tamamlanmadan graniilasyon dokusu olusmaya
baslamaktadir. Bu asamada ¢ok fazla fibroblast etkin rol almaktadir. Fibroblastlarin yani
sira graniilositler, makrofajlar, kilcal damarlar ve kollajen tip III bu asamada gorev
almaktadir. Bu fazin sonlarina dogru fibroblastlar miyofibroblastlara farklilagir ve
sonrasinda apoptoza ugrayarak bolgeden wuzaklagtirilir. Graniilasyon dokusunu
olusturmadaki amag yara bolgesinde kalan kusurlu kisimlar1 bu doku ile doldurmaktir.
Tim siiregler birbiri ile ortiistiigii gibi yine bu asama bitmeden yara iyilesmesinin son

asamasi olan yeniden sekillenme fazi baslamaktadir [24, 25].

2.1.2.4. Yeniden Sekillenme Asamasi: Yara iyilesmesinin son asamasidir. Bu asama
yaralanmadan sonra yaklasik 21. giinde baslar ve sonlanmasi aylar hatta yillar siirebilir.
Asil degisiklik tip III kollajen yerine tip I kollajenin gegmesidir. Bu sayede yara dokusu
cok daha dayanikli bir hale gelmektedir. Graniilasyon doku olusumu hiicrelerin apoptoza
ugramasi ile sonlandigindan bu asamada yara dokusu aseliiler (hiicresiz) ve avaskiiler
(damarsiz) hale gelmektedir. Bu sebeple ciddi bir yaralanma sonucu deride bulunan kil
folikiilleri ve ter bezlerinin olusumu ve gelisimi yok olmaktadir [24, 25]. Tim bu

asamalar sonucu olarak “skarlasma” meydana gelmekte ve yara izi olusmaktadir [22].
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Sekil 2.4. Yara iyilesme asamalarinin sematize edilmis hali [26].

Tim bu asamalarda anlatilan iyilesme siirecleri, yara tiiriiniin ve ciddiyetinin digsinda
kisinin yas1, metabolik aktiviteleri, cinsiyeti ve ila¢ kullanma durumuna gore degisiklik
gosterebilmektedir. Yara tedavisi olduk¢a maliyetli ve ciddi sonuglar dogurabilir [3].
Amerika Birlesik Devletleri’nin yara tedavileri i¢in her yil 25 milyar dolar harcadig:
tahmin edilmektedir [ 14]. Hem hastanin refah1 hem de yiiksek maliyetlerden dolay1 daha

etkili ve yeni yara tedavileri gelistirmek énemlidir.

2.2. Kok Hiicreler ve Siniflandirilmalar:

Kok hiicreler; kendini yenileyebilen, bir organizmanin tiim hiicre tiplerine farklilagsma
ozelligi gosteren ve bu 6zelliklerinden dolay1 tedavilerde siklikla kullanilan hiicrelerdir
[27, 28]. Kok hiicre arastirmalarinin tarihi 1800’lerin ortalarinda baglamistir ve
1900’lerde ise bazi hiicrelerin kan hiicrelerini iiretmesinin kesfiyle ilk kez “kok hiicre”
terimi kullanilmigtir [27]. Kok hiicreler ‘embriyonik kok hiicreler’ ve ‘yetiskin kok

hiicreler’ olarak ikiye ayrilmaktadir. Dogum sonrasi bir organizmadan elde edilen tiim



kok hiicreler ‘yetiskin kok hiicre’ kategorisinde yer alir. Siniflandirilmalart Sekil 2.5’te
de sematize edildigi gibi asagida anlatilan farklilasma potansiyellerine gore

yapilabilmektedir [27, 28].

Totipotent Kok Hiicreler: Bir organizmanin tiim hiicre tiplerine doniisebilme 6zelligi
gosteren kok hiicreleridir. Sperm ve yumurtanin birlesmesiyle olusan zigot, totipotent kok

hiicreye 6rnek verilebilir.

Pluripotent Kok Hiicreler: Embriyonun, endoderm, mezoderm ve ektoderm

tabakalarindan doku olusturma potansiyeline sahip kok hiicrelerdir.

Multipotent Kok Hiicreler: Yakin iliskide oldugu bir hiicre ailesine farklilasma
potansiyeli olan kok hiicrelerdir. Ornegin; mezensimal kok hiicre (MKH)’ler ve
hematopoetik kok hiicreler 6rnek (HKH) verilebilir. HKH’ler, kemik iliginde bulunan ve
yapisik olmayan kan hiicrelerinin yapimini saglayan dnciil hiicrelerdir. Bu iki kok hiicre
tirii  multipotent kok hiicrelerin en ¢ok bilinen ve ¢alisilanlaridir. MKH’ler
kemik, kikirdak, tendon ve kas tamirinde, endokrinolojik ve kardiyolojik amagl klinik
arastirmalarda siklikla kullanilmaktadir. HKH’ler ise yine en fazla kardiyoloji
calismalarinda olmakla birlikte, karaciger, diyabet ve ndrolojik hastaliklar gibi tedavi

alanlarinda siklikla kullanilmaktadirlar [29].

Oligopotent Kok Hiicreler: Sadece birkag hiicre tiirline farklilasabilen kok hiicrelerdir.

Ornek olarak yetiskin lenfoid ve myeloid kék hiicreler verilebilir.

Unipotent Kok Hiicreler: Yalnizca kendi tiirtinden tek bir hiicre tipine farklilasabilen
kok hiicrelerdir. Progenitdr hiicreler olarak da adlandirilirlar. Ornek olarak yetiskin kasi

kok hiicreleri verilebilir [28, 29].
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Sekil 2.5. Kok hiicrelerin farklilagma yolaklari [30].
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2.2.1. Mezensimal Kok Hiicreler

Multipotent kok hiicreler sinifina dahil olan MKH’lerin varligina dair ilk ¢aligma 1970°te
Friedenstein ve ark. tarafindan yapilmistir [31]. Bu ¢alismada kisaca; farelere transplante
edilen kemik iliginin osteojenik hiicreleri olusturdugu ayni zamanda fibroblastik hiicre
morfolojisi sergiledigi gozlenmistir, bu da kemik iliginin hematopoetik kok hiicreler
disinda osteojenik Onciiller igerdigini de gdstermis ve ‘osteojenik kok hiicreler’ adini
almistir. Yapilan farkli calismalarda MKH’ler bir¢ok farkli isimle ifade edilmektedir.
Dokularin bag doku bdlgelerinde bulunan yetiskin kok hiicreler olduklarindan ‘stromal
kok hiicreler’ olarak da adlandirilmaktadirlar. Glintimiizde ise stromal kok hiicre terimi
yerine MKH kullanilmaktadir. Bu ifadeyi ilk kabul eden ve kullanan kisi ise Al Caplan
(1991) olmustur [32].

1999°da Pittenger ve ark., kemik iligi hiicrelerini osteojenik hiicrelere doniistiirmenin
yani sira adipositlere ve kondrositlere de farklilagtirmislardir [33]. Yapilan tim
caligmalarin sonucunda; ylizeye yapisma 6zelligi gosteren, in vitro kiiltiirde ¢ogalabilen,

kendi kendini yenileme kapasitesine sahip, uygun biiyiime faktorii ve kosullar altinda
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mezodermal dokulara (osteositler, adipositler ve kondrositler) farklilasma kapasitesi
gosteren hiicrelere ‘MKH” denir. MKH’ler ayni zamanda, kardiyomiyositler, hepatositler

ve noronlar gibi mezodermal olmayan dokulara da farklilasabilmektedirler.

MKH’ler CD45, CD34, CDI14, CD80, CD86 ve CD40 gibi molekiilleri eksprese
etmemesine karsin, degisken seviyelerde CD105, CD73, CD44, CD90, CD71, gangliosid
GD2 ve CD271 ve monoklonal antikor STRO-1’1 ifade etmektedirler. MKH’ler bu
belirtegleri izole edildikleri kaynak ve tiire baglh olarak farkli seviyelerde ifade
etmektedirler [32]. Ornegin; insan MKH’lerinde CD belirteglerinden CD105, CD73 ve
CD90 molekiillerinin ifadesi akis sitometri dlglimiine gore %95 ve tlizeri, CD45, CD14,
CD34, CD19 ve HLA II’ nin ifadesi %2 ve daha asag1 seviyelerdedir [34].

MKH’ler ilk olarak kemik iliginden izole edilmis olsalar da bir¢ok farkli dokudan da
izolasyonlar1 yapilabilmektedir. Bu dokular arasinda; adipoz doku, gobek kordonu,

periferik kan ve iskelet kas1 gibi dokular bulunmaktadir [35].

MKH’lerin potansiyel terapotik etkileri uzun yillardir ¢alisilmis ve ¢alisiilmaya devam
etmektedir. Klinik alandaki yiliksek terapotik potansiyellerinden dolayr siklikla
kullanilmaktadirlar. Anti-inflamatuar ve immiin modiilator etkileri, ayn1 zamanda bol
miktarda biliylime faktorii ve sitokin salgilamalar1 dolayisiyla diger hiicre tiplerinden

ayrilmaktadir [36].

Adipoz kokenli mezensimal kok hiicreler (AKMKH) ve kemik iligi kokenli mezensimal
kok hiicreler (KIMKH) uygun biiyiime faktdrleri ve kosullar altinda kas hiicrelerine,
adipositlere, kondrositlere ve osteoblastlara farklilagsmaktadirlar. AKMKH’ler yiiksek
terapotik potansiyelli oluslari ile klinik tedavilerde siklikla kullanilmaktadir [33]. Bu tez
kapsaminda da MKH’lerden, AKMKH ve KIMKH’ler kullanilmustir.
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2.3. Ultraviyole (UV) Isig1

UV 15181, foton dalga boyuna bagli olarak ii¢ ¢esittir. UV-A en uzun dalga boyuna (315 -
400 nm), UV-B orta (290 - 320 nm) ve UV-C ise en kisa dalga boyuna sahip (100 - 280
nm) UV sigidir (Sekil 2.6).

GUNES

E Ultra-viyole Goruntr 151k Infrared
315

700 Dalga Boyu (nm)

Sekil 2.6. UV isinlart spektrumu.

Ortam 1518110 %90-95° ini UV-A, %5-10" unu ise UV-B enerjisi olusturmaktadir. UV-C
ise cogunlugu ozon tabakasi tarafindan emilmekte ve atmosfere ulasamamaktadir. UV-A
1sinlar1 deride dermis tabakasina kadar, UV-B 1sinlar1 ise epidermis tabakasina kadar giris

yapabilmektedir (Sekil 2.7) [37].
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Sekil 2.7. UV 1sinlarinin deriye niifuz etme dereceleri.

UV 15181, biyoteknoloji alaninda hiicreler iizerinde uyarici olarak siklikla kullanilan bir
kaynaktir. UV 1s1ginda dalga boyu ne kadar kisa olursa o kadar yiiksek bir enerji
yaymaktadir. Hiicreler lizerinde uyarici olarak kullanilan UV 1sinlarinin enerjisi; 1§18in

¢esidi, uygulama siiresi ve mesafesiyle degismektedir [37].

2.3.1. UV Isizn ve Kok Hiicrelerin Tliskisi

UV 1s18ina asirt maruz kalindiginda; eritem ve glines yamigi gibi akut etkiler veya
fotoyaslanma ve kutandz tiimorler gibi kronik etkiler gostererek cilt hasarina neden
olabilmektedir. UV 1518min etkisi; 15181in dalga boyu, tiirii, maruz kalma siiresi gibi

etkenlere baglidir [8].

UV isinlar ile tedavi giiniimiizde siklikla kullanilan bir yontemdir. Kanser terapilerinde
kullanilan UV 1sinlamasi ile saglikli dokulara zarar vermeden istenilen bolgede etki
saglamak hedeflenir. Tedaviden sonraki siirecte doku rejenerasyonunda daha ¢ok kok
hiicreler rol oynamaktadir [38]. Kok hiicrelerin pluripotent 6zellikleri, yiiksek ¢ogalma
ve kendini yenileme yetenekleri, onlar1 doku hasar1 ve yaralanmasinin tedavisinde etkili

kilmaktadir [39]. Yapilan bir ¢alismada, atopik dermatit gibi deri hastaliklarinin
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tedavisinde MKH’lerin terapotik etkisinin iizerinde durulmustur [9]. Ayni zamanda
atopik dermatit gibi hastaliklarin tedavisinde UV 15181 kullaniminin olumlu etkisinin

MKH’lerin UV maruziyeti ile artan potansiyele sahip olabilecegi vurgulanmistir [9].

Yapilan bir ¢alismada, AKMKH’lerin insan fibroblastlarina uygulanan UV-B 1s18inin
zararli etkilerini tersine ¢evirdigi, bununla birlikte dermisin kalinlagmasi ve tip | kollajen
seviyesinin artmasint sagladigr gosterilmistir [9]. MKH’ler fibroblast hiicrelerini UV
hasarma kars1 koruyarak, deride UV 1sinlar1 maruziyeti ile kollajen seviyesini artirarak

ciltte olusan fotoyaslanma etkilerini azaltmaktadirlar [9, 10].

Literatiirdeki bagka bir ¢calismada, UV 1s181ina maruz birakilan fibroblast ve MKH’lerden
kok hiicrelerin fibroblastlara karsi daha dayanikli oldugu ve ayni zamanda kok hiicre

ozelliklerini korudugu gosterilmistir [11, 40].

MKH’ler UV-B'nin sebep oldugu cilt hasarinin onarilmasinda goérev almaktadirlar.
Yapilan bir ¢alismada insan MKH’lerinin, dermal fibroblastlara kiyasla UV-B'ye kars1
daha direngli oldugu gosterilmistir. Ayni ¢alismada UV-B’nin MKH’lerin iizerinde
morfolojik degisikliklere neden olmadig1 ancak dermal fibroblastlarin go¢ etmeyle ilgili

yeteneklerinde azalmalara sebep oldugu da gosterilmistir [11].

2.4. Eksozomlar

In vitro g¢ogaltilan hiicreler ve tiim biyolojik sivilar farkli boyutlarda vezikiiller
salgilamaktadir. Bu vezikiiller kesfedildiklerinden bugiine kadar cesitli isimler almistir,
giinimiizde ise genel bir isim olarak ekstraseliller vezikiiller (EV) olarak
adlandirilmaktadirlar [41]. EV’ler hiicreden salinim mekanizmalarina ve boyutlarina gére
mikrovezikiiller, apoptotik cisimcikler ve eksozomlar olarak iice ayrilmaktadir (Sekil
2.8). Mikrovezikiiller, hiicrelerin plazma zarimin direkt disa dogru tomurcuklanmasi
yoluyla salinirlar ve boyutlari ise 100-1000 nm arasinda degismektedir. Apoptotik
cisimcikler ise hiicrenin geg¢ apoptoz evresinde hiicre pargalanmasi ile salinirlar, boyutlari
50-5000 nm arasinda degisebilmektedir. EV’lerin son iiyesi olan eksozomlar 30-200 nm
arasinda degisen boyutlarla en kiiciik boyuta sahiptir [41-43]. Eksozomlarin kesfi ilk
olarak Trams ve ark. tarafindan 1980°1i yillarda olmustur. 2007 yilina kadar eksozomlarin

hiicre disina yok edilmek iizere ¢ikarilan atiklar oldugu diistiniilmiistiir fakat Valadi ve
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ark. tarafindan yapilan bir calismada eksozomlarin ¢esitli niikleik asitler tasidigi ve
bunlarin alict hiicrelerdeki davraniglart modifiye edebilecegi gosterilmistir. Ayni
zamanda eksozomlarin hastaliklarin tan1 ve teshisinde de rol alabilecegi de ayni

arastirmacilar tarafindan gosterilmistir [44].

C Nikleer ® /’ /. Sitoplazmik v /O Membran proteinleri 0 Endozomal
proteinler

£ materyal ve reseptérler proteinler

X

Apoptotik cisimeikler Mikrovezikuller Eksozomlar

Sekil 2.8. Ekstraseliiler vezikiillerin sematize edilmis hali [45]. MVC: Multivezikiiler

cisimcikler

Eksozomlar kan, idrar gibi ¢ogu viicut sivisindan ve neredeyse tiim hiicrelerden
salgilanan vezikillerdir [46]. Eksozomlarin salimim mekanizmasi endostotik yol ile
gerceklesmektedir. Hiicre zarinin ige dogru tomurcuklanmasi ile olusan erken endozomal
yapilar hiicre igerisinde ¢esitli yapilarla birleserek (RNA, DNA, proteinler gibi) geg
endozomal yapilara doniisiirler. Ge¢ endozomlar da plazma zarindan ige dogru kivrilarak
cok sayida kiigiik membran vezikiilleri olustururlar ve bu yap1 “multivezikiiler cisimcik
(MVC)” adim alirlar. MVC’ler hiicrede farkli metabolik yollar sergileyebilir fakat
ekzositoz yoluyla icerigini sitoplazmadan hiicre dig1 ortama salgilamasiyla ¢ok

potansiyelli “eksozomlar” olusmaktadir (Sekil 2.9).
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Sekil 2.9. A. Eksozomlarin hiicrede olusum mekanizmasi ve hiicre disina salinmasi. B.

Eksozomlarin TEM mikroskop goriintiisii [47].
Eksozomlar salindiktan sonra hedef hiicreye girisleri {i¢ farkli yol ile olmaktadir:

1-Reseptor-ligand etkilesimi: Salinan eksozomun zarindaki transmembran proteinleri

ile alic1 hiicre zarindaki reseptdrlerin direkt etkilesimi ile gerceklesmektedir.

2-Membran fiizyonu: Salinan eksozomun hedef hiicrenin zarindan dogrudan fiizyon

yoluyla hiicrenin sitoplazmasina girisiyle ger¢eklesmektedir.

3-Endositoz: Hedef hiicrelerin eksozomlar1 aktif bir siiregle i¢ine almasidir. En ¢ok
calisilan endostotik yolaklar, makropinositoz, fagositoz, klatrin bagimli endositoz ve

kaveolin aracili endositozdur [47].

Eksozomlar kiiciik, yuvarlak yapili endozomal vezikiillerdir. Goriintiileri en net bigimde
transmisyon elektron mikroskobu (TEM) ile gézlenmektedir (Sekil 2.9). Eksozomlar lipit
cift katmanli yapiya sahiptir, herhangi bir organel igermezler ve sitozol oranlari ise
oldukca diisiiktiir. Sitoplazma ve zarlarinda ¢esitli ve bol miktarda proteinler (1s1 soku
proteinleri (Hsc70), tetraspaninler (CD81, CD63, MHC I, MHC II, niikleik asitler (DNA,
RNA), enzimler (ATPaz), mRNA, miRNA ve lipitler (kolesterol, sfingomiyelin)
bulundururlar. Eksozomlar salindiklar1 hiicre kaynaklarina gore spesifik protein ve

niikleik asitler de salgilayabilmektedirler [48]. Hiicre-hiicre temasi olmadan bu 6zellikleri
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sayesinde hiicreler aras1 iletisimde oldukca etkili rol oynamaktadirlar. Ornegin bagisiklik
hiicrelerinin salgiladigi eksozomlar, antijen sunumuna katilarak anti-inflamatuar 6zellik
sergilemektedir. Timor hiicreleri eksozomlar ise, kanserli hiicrenin genetik bilgisini
tasidigindan saglikli hiicrelerde aktivite degisikligi ve tiimor hiicrelerini artiran bir mikro
ortam olusturabilmektedirler. Eksozomlarin bu gibi cesitli ozelliklerinden dolay1
hastaliklarin teshis ve tedavilerinde siklikla kullanilmakta ve kullanimlari da zaman

icinde artmaktadir [43].

2.4.1. MKH’lerden Elde Edilen Eksozomlar

MKH’lerden elde edilen eksozomlar ilk olarak fare iskemi/reperfiizyon modelinde 2010
yilinda calisilmistir [49]. Daha sonraki calismalarda cesitli hastalik modellerinde de
denemeler yapilmistir. MKH eksozomlarinin diger hiicrelere gore (6rnegin; miyoblastlar,
insan embriyonik bobrek hiicre dizisi) daha yiiksek miktarda salim yaptig1 gosterilmistir.
MKH eksozomlari, yalnizca tiim eksozomlarin ortak ylizey belirteg¢lerinden olan CD81,
CD9 gibi molekiillerin yaninda MKH’lere 6zgii CD44, CD29 gibi belirtegleri de ifade
etmektedirler [50].

MHK eksozomlar1 ve diger kaynaklardan elde edilen eksozomlar arasinda, saklama
kosullari, izole edilmeleri, morfoloji ve boyut agisindan bir farklilik bulunmamaktadir.
Bunun yanmi sira MHK’lerden salinan eksozomlarin diger kaynaklardaki eksozomlara

gore potansiyel acidan daha verimli olduklari ¢esitli kaynaklarda belirtilmektedir [51].

Terapotik  etkinlikleri  acisindan  MHK’ler ve  salgiladiklart  eksozomlari
karsilastinlldiginda MKH eksozomlarinin daha avantajli  bir konumda oldugu
goriilmektedir. Bunu destekleyici birkag 6zellik su sekildedir; kok hiicrelerin terapotik
potansiyellerinin tiimiinli eksozomlar da gostermektedir, MKH eksozomlari, MKH’lere
gore daha yliksek verimli niikleik asitlere sahiptir, bagisiklik acisindan MKH’ler immiin

reddi olusturabilirken eksozomlarda boyle bir durum s6z konusu degildir [50].

Yapilan calismalar, MKH’ler tarafindan iiretilen biiylime faktorlerinin, sitokinlerin ve
diger biyoaktif faktorlerin, salgiladiklar1 eksozomlarda ve mikro-pargaciklarda da

bulunabilecegini gostermektedir [52, 53].
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Hayvan modellerinde MKH eksozomlarmin kullanimi, bagisiklik diizenleyici,
onarim/rejenerasyon ve anti-inflamatuar 6zellikler gostermektedir. Bu oOzellikler ile
bagisiklik hastaliklari, kanserler, norolojik ve kalp hastaliklar1 gibi birgok alanda hiicresiz
tedavi uygulamalarinda MKH eksozomlariin kullanimi 6nerilmektedir [54]. MKH
eksozomlari, onarimda da etkili rol aldigindan kozmetik sektoriinde de sikca

kullanilmaktadir [52, 54].

2.5. in Vitro Yara Modelleri

Yara iyilesme ¢alismalari, kronik yara ve iilserler gibi uzun bir siire¢ ve maliyet gerektiren
yara bi¢imlerinden dolay1 olduk¢a 6nem kazanmaktadir. Yara ve yara onarim modelleri;
yeni terapotiklerin denenmesi, biyobelirteclerin belirlenmesi ve doku onariminin

mekanizmasini inceleyebilmek i¢in gereklidir [55, 56].

Yara iyilesme ¢aligmalarinda in siliko, in vivo, in vitro ve ex vivo gibi ¢esitli modeller
kullanilmaktadir. Hesaplamali model olarak da adlandirilan in siliko modeller yara
iyilesme siireglerini anlamak ve tasarlamak i¢in avantajli olsa da biyolojik ortamda
deneme yapilana kadar teorik olarak kalmaktadirlar. In vivo modeller insan derisine en
yakin deneme ortamini sunan modellerdir, dezavantajlar1 ise etik sorunlar ve yiiksek
maliyetleridir. Ex vivo modeller, canli ortaminda ¢alismay1 sunan modellerdir fakat bir
etkinin aninda ve kisa vadeli olusu dezavantajlarindan biri olmaktadir. in vitro yara
modelleri hiicre i¢i ve hiicreler arasi iliskinin incelenebildigi uygun modellerdir [55-57].

In vitro yara modelleri iki (2B) ve ii¢ boyutlu (3B) olarak ayrilmaktadir (Sekil 2.10).
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Sekil 2.10. In vitro yara modellerinin olusturulmasi i¢in kullanilan yontemlerin sematik

gosterimi [56].

2.5.1. iki Boyutlu (2B) in Vitro Yara Modelleri

2B in vitro yara modellerinde, hiicrelerin tek tabakali veya birlikte, ortak sekilde
kiltirlenmesi (ko-kiiltiir) ve Sekil 2.11°deki yontemlerle yara olusturularak incelenmesi
yer almaktadir. Bu yontemler arasinda; ¢izik olusturulmasi, damgalama, termal yaralama,
elektrik ile yaralama ve lazer 15181 kullanilarak optik yaralama yer almaktadir. Cizik ile
yaralama; pipet ucu gibi sivri bir alet kullanilarak hiicrelerde yara olusturulmasidir.
Damgalama yontemi; konfluent hiicreler iizerine bir damga kalib1 yerlestirerek manuel
veya otomatik kuvvet uygulanarak damganin kapladigi alandaki hiicrelerin ortamdan
uzaklastirilmasidir. Termal yaralama; genellikle sicaklik ayarli bir damgalama aleti
kullanilarak yapilmakta ve deri yanik modellemesi i¢in kullanilmaktadir. Elektrik ile
yaralamada; hiicrelerin bulundugu plakanin altina bir elektrot yerlestirilerek ve yliksek

bir akim darbesi uygulanarak olusturulmaktadir. Optik yaralamada ise; hiicreler iizerine
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dogrudan lazer 1s1nlar1 uygulanarak gergeklestirilmektedir. Bu yontemlerde ortak olarak
yara takibi, yara olusturulduktan sonra alandaki 6lii hiicrelerin uzaklagtirilmasi ve hiicre
gocliniin  gozlenmesi bi¢iminde gerceklestirilmektedir. Bu modellerde c¢ogunlukla
fibroblast ve keratinosit hiicreleri kullanilmaktadir. Tek tabakali kiiltiirde ¢ogaltilan
hiicrelerde pipet ucu ile ¢izik olusturularak incelenen yara modeline ‘cizik testi’ adi

verilmektedir [56, 58].

Sekil 2.11. 2B in vitro yara modellerinin sematik gosterimi [58].

2.5.2. U¢ Boyutlu (3B) In Vitro Yara Modelleri

2B kiiltiir ortaminda, hiicreler ile ESM iligkisi ve/veya hiicre sinyal mekanizmalar1 gibi
stireclerin incelenmesine olanak olmamasi sebebi ile 3B yara modellerinin in vitro
caligmalarda 6ne ¢iktig1 goriilmektedir. 3B in vitro yara modelleri ‘organotipik’ kiiltiir

olarak da bilinmektedir.

Fibroblast ve keratinositlerin tek tabakali kiiltiirlerinin transwell (gbzenekli bir zar ile
ayrilmis iki hazneden olusan bir sistem) sistemler aracilifiyla etkilesiminin gozlenmesi

de 3B model dahilindedir [56].

Bir diger 3B yara modeline 6rnek olarak fibroblastlarin tip I kollajen jel icerisine

gomiilerek kiiltiirlenmesi ve hiicre dis1 matriksin de etkisinin incelenmesi verilebilir.
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Daha gelismis 3B yara modeline 6rnek olarak; transwell sistemler kullanilarak
fibroblastlar, kollajen jeller icine gomiilerek kiiltiirlenmekte ve modele keratinositler de
dahil edilmektedir. “Hava-siv1 arayiizii” denilen bir yontem ile kollajen ile birlikte
ekilmis olan fibroblastlarin iist kismina keratinositler de kiiltiirlenerek transwell sistemde
keratinositlerin iizeri agikta birakilmakta ve besiyeri ile besleme transwell’in digindan

gerceklestirilmektedir [59].

Bu tez calismasi1 kapsaminda in vitro yara modeli olarak 2B yara modeli i¢in ‘cizik testi’
tercih edilirken, 3B yara modeli i¢in de kollajen jel ile olusturulmus olan ‘Hava-sivi

araylizii’ yontemi tercih edilmistir.
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3. DENEYSEL CALISMALAR

Bu boliimde, tez ¢alismasi kapsaminda yapilan tiim deneyler 6zetlenmistir (Sekil 3.1).
Calismada oncelikle hiicrelere uygulanacak UV-B dozu belirlenmistir. Belirlenen UV-B
dozu AKMKH ve KIMKH’lere uygulanmustir. UV-B ile indiiklenen ve indiiklenmeyen
AKMKH ve KIMKH siipernatantlarindan eksozom izolasyonlar1 yapilmistir. Elde edilen
eksozomlarin karakterizasyon deneylerinden sonra Elisa analizleri ile eksozomlarin
bliylime faktorii ve sitokin igerikleri incelenmistir. 2B ve 3B yara modellerinde iyilesme
etkisinin incelenebilmesi i¢cin HaCaT ve HDF hiicre hatlar1 kullanilmistir. 2B modelde
‘cizik testi’ yontemi ile yara modeli olusturularak belirlenen eksozom dozlar1 uygulanmis
ve iyilesmenin takibi icin hiicre proliferasyonu ve yara kapanmasinin 6l¢iim analizleri
gerceklestirilmistir. 3B model olusumu i¢in kollajen jel kullanilarak hava-sivi arayiizii
yontemi ile deri modeli olusturulduktan sonra yaralar olusturulmustur. 3B yara
modellerine, 2B yara iyilesmesinde en etkili eksozom dozlarinin uygulamasi yapilmis ve

yara iyilesmesinin takibi i¢in histolojik analizler gerceklestirilmistir.

A
O
Qe
a)@@%@ T
W e -
g
— — ] 5
R =, —
\ T
AKMKH ve KIMKH’lerin AKMKH ve KIMKH’lere UV-B A. 2B ve B. 3B yara
gogaltilmasi uygulamasi ve eksozom modellerinin olusturulmast,
izolasyonu eksozomlarin uygulanmast

Sekil 3.1. Tiim deneysel calismalarin akis semasi.
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3.1. Kimyasal Maddeler
Tez ¢alismasinda kullanilan kimyasal madde ve malzemeler asagida verilmistir.

Fosfat tampon ¢ozeltisi  (Phosphate Buffered Saline: PBS) (P4417- 50TAB,
SigmaAldrich, Almanya), Penisilin/ Streptomisin (P/S) (Katalog no: 3810-74-0
SigmaAldrich, Almanya), Fetal Sigir Serumu (FBS) (Katalog no: S1810- 500, Biowest
ABD), Dulbecco’s Modified Eagle Medium/ Nutrient Mixture F-12 (DMEM- F12)
(Katalog no :L0092-500, Biowest,ABD), Defined K-SFM Keratinocyte Serum Free
Medium (Lot No: 2193049), Gibco), %0.25 Tripsin-EDTA (Katalog no: 9002-07-
7,Sigmadldrich, Almanya), Dimetil siilfoksit (DMSO) (Katalog no: DZ2650,
SigmaAldrich, Almanya), 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide
(MTT) (Katalog no: 298-93-1, SigmaAldrich, Almanya), Alamar Blue (Lot No: 2359501,
Invitrogen), izopropil alkol (Katalog no: 109634, Merck Milipore), Akridin orange (A0)
(Katalog no: 65-61-2, SigmaAldrich, Almanya), Propidyum iyodiir (PI) (Katalog no:
25535-16-4, SigmaAldrich, Almanya), paraformaldehit (Katalog no: 30525-89-4, Merck
Milipore), tripan mavisi (Katalog no: L 6323, Biochrom AG, Almanya), Allantoin
(Katalog no: 97596, SigmaAldrich, Almanya), Sican Kuyrugu Tip I Liyofilize Kollajen
(Lot No: 032022-2, Bugamed, Tiirkiye), RBC soliisyonu (Katalog no: 00-4333-57,
Invitrogen), Deksametazon (Katolog no: 2392-39-4, Sigmadldrich, Almanya), Insiilin
(Katalog no:19278, SigmaAldrich, Almanya), Indometazin (Katalog no: 53-86-1,
SigmaAldrich, Almanya), BCA protein test kiti (ab207002, Abcam), Entellan (Katalog
no:107961, Merck Millipore), Rat IL-6 Clia Kit (Katalog no: E-EL-R0015, Elabscience),
TGF-p1 ELISA Kit (Katalog no: E-EL-0162, Elabscience), VEGF-A ELISA Kit (Katalog
no: E-EL-R2603), PDGF-BB ELISA Kit (Katalog no: ERA49RB).

3.2. Sican AKMKH ve KIMKH’lerinin izolasyonu ve Kiiltiirii

AKMKH ve KIMKH hiicreleri laboratuvarimizda énceden izole edilmis olup uygun
kosullarda kullanilmaya hazir bi¢imde sivi azotta (-196°C) saklanmistir. *Bu ftez
calismast kapsaminda onceden izole edilmis ve uygun kosullar altinda depolanmis
hiicreler kullanimustir (Kullanilmis olan hayvanlar Hacettepe Universitesi Deney
Hayvanlar: Etik Kurulu’ndan 22.06.2021 tarihli 2021/05-05 karar numarastyla alinan
onay ile temin edilmistir). Onceki calismalarda uygulanan izolasyon basamaklart

kisaca asagida verilmistir.
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AKMKH ve KIMKH izolasyonu i¢in Wistar albino siganlar kullanilmistir. Etik kurallara
uygun sekilde eter inhalasyonu ile 6tenaziye alinan hayvanlarda steril kosullar altinda
flank ve gonadal adipoz dokular1 toplanmistir, akabinde arka ekstremitelerinde deri ve
kas insizyonunu takiben tibia ve femur {izerinde bulunan tiim kas tabakalar
uzaklastirilmistir. Nazikce bu kemikler kesilerek viicuttan ¢ikarilmustir. Izole edilen
adipoz ve kemik dokular; i¢inde yiiksek oranda antibiyotik igeren tasima besiyeri (%4
P/S igeren DMEM/F12) igerisine alinmistir. Tiim adipoz doku parcalar1 laminar kabin
icinde tagima besiyeri igeren petri kaplarinda steril bir makas yardimiyla 4-5 mm olacak
sekilde parcalara boliinmiistiir. Tasima besiyeri i¢ginde olan kemik dokulardan ise kalan
kas ve bag dokular temizlenmistir. Cikarilan kemiklerin metafiz bdlgeleri
uzaklastirildiktan sonra iglerindeki kemik ilikleri 5 ml’lik enjektdr yardimiyla %4
oraninda P/S igeren tagima besi ortamina alinmistir. 24 kuyucuklu kiiltiir kaplarina alinan
adipoz doku pargalarinin {izerine birer damla primer besiyeri (%20 FBS ve %2 P/S iceren
DMEM/F12) eklenmis ve etiivde 15 dk inkiibasyona birakilmistir. 15 dk inkiibasyon
sonrasinda doku kurumayacak sekilde doku cevresini kaplayacak kadar primer besiyeri
eklenmis ve dokular 24 saat boyunca 37°C’de ve %5 CO2-%95 O>’de standart kiiltiir
kosullarinda inkiibe edilmistir. 24 saatin sonunda her kuyucuga 500 pL primer besiyeri

eklenerek standart kiiltiir kosullarinda inkiibasyona devam edilmistir.

Alman kemik iligi dokular1 bisturi ucu ile olabildigince kiiciik pargalara ayrilmistir.
Santrifiij tliplerine alinan dokular pipetleme ile homojenize edildikten sonra MKH’lerin
kan hiicrelerinden ayrilmasi i¢in 1200 rpm’de 10 dk siireyle santrifiij edilmistir. Kok
hiicrelerin, kan hiicrelerinden daha 1y1 ayrilabilmesi i¢in 100x RBC (red blood cell lysis
buffer) soliisyonu kullanilmistir. Santrifiij sonunda elde edilen pelet 1:9 oraninda RBC
sollisyonu ve PBS ile siispanse edilerek 10 dk boyunca buz igerisinde bekletilmistir. 10
dk sonunda tekrar yikama gergeklestirilmistir. Santrifiij islemlerinin sonunda elde edilen
pelet, %2 oraninda P/S ve %20 FBS iceren DMEM-F12 i¢inde siispanse edilerek alti
kuyucuklu kiiltiir kaplarma ekilmistir. Kiiltiir kaplar1 37°C’de ve %5 CO2’de standart
kiiltiir kosullarinda inkiibe edilmistir. Ilk besiyeri degisikligi iki giin sonrasinda
gerceklestirilmistir. Elde edilen MKH’ler {i¢ kez pasajlanarak, 1., 2. ve 3. pasajlarda

kademeli olarak dondurulmus ve en son sivi azotta saklanmastir.
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3.2.1. Sican AKMKH ve KIMKH’lerinin Karakterizasyonu

MKH’ler deneylerden once immiin boyama ydntemi ile karakterize edilmistir. Bu
hiicrelere 6zgii pozitif ve negatif isaretleyici [CD90(+), CD105(+), CD29(+), CD44(+)
ve CD45(-)] molekiilleri ile standart immiin boyama yontemleri kullanilarak

isaretlenmistir.

Yapilmis olan boyama yontemi kisaca asagida verilmistir:

- AKMKH ve KIMKH’lerin 12 kuyucuklu kiiltiir kaplarina ekimleri yapilmistir.
- Inkiibasyon sonrasinda besiyerleri ortamdan uzaklastirilmustir.

- Soguk metanol ile 5 dk boyunca fiksasyon ger¢eklestirilmistir.

- Yikama isleminden sonra %10 engelleyici serum ile 20 dk inkiibe edilmistir.

- Yikama isleminin ardindan hiicreler isaretleyicilere 6zgili primer antikorlar ile bir saat

boyunca oda sicakliginda karanlik ortamda inkiibe edilmistir.

- Inkiibasyondan sonra primer antikor soliisyonlar1 uzaklastirilarak hiicreler sekonder

antikor ile 45 dk boyunca inkiibe edilmistir.

- Inkiibasyon isleminden sonra sekonder antikor ortamdan uzaklastirilarak hiicreler
inverted mikroskop (Olympus IX70 Inverted Mikroskop, Japonya) araciligiyla

goriintiilenmistir.

3.2.2. Sican AKMKH ve KIMKH’lerinin Farklilasma Potansiyellerinin Incelenmesi

AKMKH VE KIMKH’lerin adipojenik farklilasma potansiyellerini incelemek igin gesitli
bliylime faktorleri takviye edilmis besiyeri kullamilmistir. Kisaca, besiyerinde 12
kuyucuklu kiiltiir kaplarina ekimleri yapilan hiicrelerin %80 yogunluga ulasmalarinin
ardindan besiyerleri icerisine adipojenik yonde farklilasma uyarimi icin: 107 M
deksametazon, 5 pg/mL insiilin, 60 uM indometazin, 500 pM 3-izobiitil-1-metilksantin
ilavesi yapilmistir. Farklilagtirma besiyeri 28 giin boyunca iki glinde bir degistirilmistir.
Farklilagtirma protokoliiniin sonunda; adipojenik farklilasmanin goériintiilenmesi i¢in Oil

Red O boyamasi yapilmistir.
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3.3. UV-B’nin Uygun Dozunun Tespiti

AKMKH ve KIMKH’ler %10 FBS ve %1 P/S iceren DMEM-F12 besiyeri i¢inde 96
kuyucuklu kiiltiir kaplarina ekilerek inkiibe edilmistir (1x10* hiicre/kuyucuk).
Inkiibasyonu takip eden 24. saatte hiicrelerin iizerlerinden besiyerleri uzaklastirilmis ve
hiicrelerin {izerini kapatacak sekilde steril PBS eklenmistir. UV-B uygulamasi yapilirken
96 kuyucuklu kiiltiir kabinin kapag acik olacak sekilde uygulama yapilmistir. Hiicrelere
secilen bes farkli UV-B dozu 6zel olarak tasarlanmis kutuya yerlestirilen Philips PL-S
9W/01 ampulii ile uygulanmistir. Bu dozlar; UV-B kaynaginin hiicrelere olan uzakliginin
sabit tutularak, uygulama siiresinin degistirilmesi ile ayarlanmistir. UV kaynagindan
gelen 15181 ylizeye uyguladig enerji, UV uygulama siiresi ile degismektedir [60]. Bu
dogrultuda UV-B kaynagi ve hiicreler arasindaki mesafe 16 cm olacak sekilde
hesaplanmis ve hiicrelere asagidaki gibi siire ve bu siirelere karsilik gelen dozlarda

uygulama yapilmaistir:

1. doz: 10 mJ/cm? (6.8 sn)
2. doz: 25 mJ/cm? (17 sn)
3. doz: 50 mJ/cm? (34 sn)
4. doz: 100 mJ/cm? (68 sn)
5. doz: 200 mJ/cm? (136 sn)

Farkli dozlarda UV-B enerjisine maruz birakilmis AKMKH ve KIMKH’lerde MTT
canlilik analizi yapilmistir. Ayn1 zamanda hiicrelerin UV-B’ye maruz birakilmalar ile
olusabilecek apoptoz ve nekrozun incelenebilmesi i¢in Akridin Turuncusu

(AT)/Propidium Iyodiir (PI) ¢ift boyama yontemi kullanilmustir.

3.3.1. Hiicre Canlilik Analizi

AKMKH ve KIMKH’ lere farkli dozlardaki UV-B uygulamasinin ardindan hiicrelerin
tizerinde olan PBS uzaklagtirilmis ve %10’ luk MTT soliisyonu igeren serumsuz besiyeri
kuyucuklara eklenerek 4 saat boyunca 37°C, %5 CO; ortaminda inkiibe edilmistir. 4
saatin sonunda hiicrelerin iizerinden MTT soliisyonu uzaklastirilmis ve izopropil alkol
eklenmistir. 570 nm’de ELISA okuyucu (uQuantTM, BiotekW Instruments Inc, ABD)

cihazinda absorbans okutulmustur.
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3.3.2. AT/Pi Boyamasi

Farkli dozlarda UV uygulamasi yapilmis AKMKH ve KIMKH? lerin 12 saat inkiibasyonu

sonunda AT/PI boyamas1 yapilmistir. Kisaca boyama yontemi asagida verilmistir:

12 saat sonunda hiicreler ilizerindeki besi ortamlar1 uzaklastirilmistir. 1:1 oraninda
hazirlanmis olan AT/PI boyast ile hiicreler 1-2 dk boyunca boyaya maruz birakilmustir.
Hiicreler PBS ile iki defa yikanmistir. Yikama islemi sonunda 460-490 nm dalga boyunda

mikroskop altinda inceleme yapilmis ve hiicrelerin fotograflari ¢ekilmistir.

3.4. UV-B Uygulanmis ve Uygulanmamis AKMKH ve KIMKH’lerden Eksozom

izolasyonu, Karakterizasyonu ve I¢erik Analizleri

3.4.1. AKMKH VE KiMKH’lerden Siipernatant Eldesi ve Eksozom izolasyon

Asamalan

Svi azottan c¢ikarilan AKMKH ve KIMKH’ ler 37°C’lik sicak su banyosunda
cozdiiriildikten sonra 800 rpm’de 5 dk santrifiij edilmistir. Santrifiij sonunda
kryotiiplerden {ist faz uzaklastirilmis ve hiicre peleti %10 FBS ve %1 P/S iceren DMEM-
F12 igerisinde siispanse edilmistir. UV-B uygulamasi yapilmayacak hiicreler slispanse
edildikten sonra 75 cm? kiiltiir kaplarina ekilmistir. 24 saat inkiibasyondan sonra hiicreler
PBS ile yikanarak iizerlerine serumsuz DMEM-F12 besiyeri konularak 48 saat 37°C’de
ve %5 COz’de inkiibe edilmistir.

UV-B uygulamasi yapilacak hiicreler ise; 6 kuyucuklu kiiltiir kaplarina 1x10°
hiicre/kuyucuk olacak sekilde ekilmistir. 24 saat inkiibasyon sonrasinda hiicreler
tizerinden besiyeri uzaklastirilmis ve hiicrelerin yiizeyini kaplayacak kadar PBS
eklenmistir. 6 kuyucuklu kiiltiir kabinin kapagi agilarak UV-B’nin belirlenen en uygun
dozu hiicrelere uygulanmistir. Hiicrelerin iizerinden PBS soliisyonlar1 uzaklagtirilarak
serumsuz DMEM-F12 besiyeri konulmus ve 48 saat boyunca 37°C’de ve %5 CO>’de
inkiibe edilmistir (Sekil 3.2). 48 saat sonunda UV-B uygulanmis ve uygulanmamis
hiicreler tizerinden toplanan serumsuz besiyerleri 15 ml’lik tiiplere alinarak eksozom

izolasyonuna kadar -80°C’de muhafaza edilmistir.
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16 cm
PBS
p—- > — .
Z 48 saat
Besiyerinin kaldirilarak MKH'lerin UV-B 151 Hiicrelerin iizerine serumsuz
PBS ile degistirilmesi ile indiiklenmesi besiyeri eklenerek etiive

kaldirilmasi

Sekil 3.2. AKMKH ve KIMKH’lere UV-B uygulanmasi ve inkiibasyon asamalarmin

sematik gdsterimi.

UV-B uygulamas1 yapilmis ve yapilmamis olan AKMKH ve KIMKH’lerinden toplanmig
ve -80°C’de muhafaza edilen siipernatantlar izolasyondan bir giin once 4°C’ye
cikartlmistir. Eksozom izolasyonu i¢in yiiksek hizli ultrasantrifiij cihazi (Thermo
Scientific™, Sorvall™ WX+ Ultracentrifuge Series) kullanmilmistir. Kisaca asagidaki

basamaklar takip edilerek izolasyon gergeklestirilmistir:

Hiicre siipernatantlari, sogutmali santrifiij cihazinda (Thermo Scientific™, Megafuge™
16 Centrifuge Series) 4°C’ de, 300 g’ de 15 dk boyunca santrifiij edilmistir.
Stipernatantlar toplanarak 2000 g’ de 20 dk boyunca santrifiij edilmistir. Hiicre
slipernatantlar1 toplanarak ultrasantrifiij tiiplerine alinmis ve 4°C’ de, 30 dk boyunca
10.000 g (9.800 rpm)’de santrifiij edilmistir. Ust kisimda kalan siipernatantlar alimarak
yeni santrifiij tliplerine konulmustur ve 100.000 g’de 2 saat santrifiij edilmistir.
Stipernatantlar toplanip uzaklastirilmistir. Tiipler birka¢ saniye vortekslenmis ve 1 mL
PBS ile siispanse edilerek tim eksozom peletleri toplanmistir. Toplanan eksozom
peletleri yeni bir ultrasantrifiij tlipine aktarilmistir, 2 saat 100.000 g’de santrifiij
edilmistir. Siipernatant uzaklastirilmis, pelet 200 pL. PBS i¢inde siispanse edilerek -
80°C’de muhafaza edilmistir. Eksozom izolasyonlar1 Ankara Universitesi Kok Hiicre

Enstitlisti’'nde gerceklestirilmistir.
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3.4.2. Eksozomlarin Karakterizasyon Analizleri
3.4.2.1. Akis Sitometri Analizi

UV-B uygulamas1 yapilmis ve yapilmamis olan AKMKH ve KIMKH lerin eksozomlari
icin toplam dort grupta, eksozom ylizey belirtegleri olan CD81 ve CD9 antikorlarinin
boyamasi yapilmis ve akis sitometri cihazinda (NOVOCYTE, ACEA Biosciences)
okumalar1 gerceklestirilmistir. Bu analizler Ankara Universitesi Kok Hiicre Enstitiisii’nde

gergeklestirilmistir.
Ug giin siiren protokol kisaca asagidaki basamaklari takip ederek uygulanmistir:
1. giin:

- 5 puL karboksil lateks boncuklar tizerine 25 pL PBS eklenerek 15.000 rpm’de 10 dk
santrifiij edilmistir. Santrifiij sonunda siipernatant uzaklastirilmistir. Pelet iizerine 10 pL
CD81 antikoru (Purified anti-mouse/rat CD81 Antibody, Biolegend) ve 12,5 uL. PBS
eklenerek 30 dk boyunca 4°C’de karistiricida tutulmustur. PBS ile miktar 125 pL’ye

tamamlanarak gece boyu 4°C’ de karistiricida birakilmaistir.
2. giin:

- Karnstiriciddan alinan CD81 bagh lateks boncuklar, 15.000 rpm’de 10 dk santrifiij
edilmistir. Santrifiij sonunda siipernatant uzaklastirilmis ve pelet {izerine igerisinde %5
BSA (Bovine Serum Albumin) bulunan, 250 puLL PBS eklenmis ve 4 saat 4°C’ de
karistiricida tutulmustur. Bu islemin sonunda 15.000 rpm’de 10 dk santrifiij edildikten
sonra siipernatant uzaklastirilarak 50 pL %1 BSA eklenmistir. Her bir grup 6rnek i¢in
‘boyanan-stain’ ve ‘boyanmayan-unstain’ olarak ikiser tiip hazirlanmistir. Tiiplerin her
birine 1 pL. CD81 bagh lateks boncuklar ve grubuna goére 1 pg eksozom Ornegi
konulmustur. Tiipler PBS ile 50 pL’ye tamamlanarak 30 dk karistiricida tutulmustur. 30
dk sonunda tiipler tekrar PBS ile 500 puL’ye tamamlanarak gece boyu 4°C’de karistiricida

birakilmustir.
3. giin:

- Karistiricidan alinan tiipler 10.000 rpm’de 5 dk santrifiij edilmistir. Her tiipe 50 uL PBS
eklenmistir. “Stain” etiketli olan tiiplere 2 pL FITC-CD9 (FITC anti-rat CD9 Antibody,
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Cat n0:206505, Biolegend) eklenmistir. “Unstain” etiketli tliplere ise herhangi bir ekleme
yapilmamistir. Karanlik ortamda 2 saat boyunca 4°C’de karistiricida inkiibe edildikten

sonra 100 uL PBS eklenerek akis sitometri cihazinda okuma yapilmistir.

3.4.2.2. Dinamik Isik Sa¢cilimi (DIS) Analizi

UV-B uygulanmis ve uygulanmamis AKMKH ve KIMKH siipernatantlarindan elde
edilen eksozom Orneklerinde DIS cihaz1 (Zetasizer Nano-S, MALVERN) ile
eksozomlarmn boyut analizleri Hacettepe Universitesi Kimya Miihendisligi Boliimii’nde

yapilmistir. Asamalar kisaca asagidaki verilen basamaklar takip edilerek yapilmistir:

Eksozom Ornekleri sonikator-vorteks asamasindan gegirilerek 1:100 oraninda
seyreltilmistir. 10 puL eksozom 6rnegi, 990 uL PBS i¢inde siispanse edilmistir. DIS analiz
programinda eksozomlar i¢in olan ‘refractive index (RI)> = 1.38 ve ‘absorption
coefficient (k)’ =0.01 degerleri programa kaydedilmistir. PBS i¢indeki 1 mL’lik eksozom

ornekleri DIS cihazi kiivetine aktarilarak cihazda okuma yapilmistir.

3.4.2.3. Transmisyon Elektron Mikroskop (TEM) Analizi

UV-B uygulanmis ve uygulanmamis AKMKH ve KIMKH’ lerden elde edilen eksozom
orneklerinin Yiiksek Kontrastlt Transmisyon Elektron Mikroskobu analizleri, Orta Dogu
Teknik Universitesi Merkez Laboratuvarinda hizmet alimi kapsaminda yapilmustir.
Analizden bir giin 6nce, drneklerden 10 pL alinarak 6zel TEM gridlerine yerlestirilmis
ve bir glin boyunca kurumalar1 beklenmistir. Kuruyan orneklerden ertesi giin TEM

gortntiileri farkli objektiflerde alinmistir.

3.4.2.4 Nanopartikiil izleme Analizi (NiA)

UV-B uygulanmis ve uygulanmamis AKMKH ve KIMKH?’ lerden elde edilen eksozom
orneklerinin NIA analizleri, Hacettepe Universitesi Ileri Teknolojiler Uygulama ve

Aragtirma Merkezi biriminde hizmet alim1 kapsaminda gerceklestirilmistir.
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3.4.3. Eksozomlarin Miktar Tayini

UV-B uygulamasi yapilmis ve yapilmamis AKMKH ve KIMKH’ lerden izole edilen
eksozomlarin konsantrasyon miktar tayinleri BCA protein test kiti ile yapilmistir. Yontem

kisaca agagidaki protokole uygun sekilde yapilmstir:

Kitten ¢ikan reaktifler 25:25:1 (A:B:C) oraninda karistirilmistir. BSA  standart
konsantrasyonlar1 seri diliisyonlar seklinde hazirlanmistir. 96 kuyucuklu kiiltiir kabina,
hazirlanmis olan BSA standart konsantrasyonlar1 ve 1:20 diliie edilen (25 pL eksozom +
475 uL PBS) eksozomlar iiger tekrarli ve 150’ser puL olarak kuyucuklara eklenmistir.
BSA standartlar1 ve 6rneklerin oldugu kuyucuklarin {izerine 150°ser uL. BCA reaktifi
ilave edilmis ve 30 sn hafifce sallanarak karismasi saglanmistir. Karanlik ortamda,
37°C’de 2 saat inkiibe edilmistir. inkiibasyonun ardindan 96 kuyucuklu kiiltiir kab1 oda
sicakligina getirilmis ve kuyucuklarda kabarcik olmadigindan emin olunarak 562 nm’de
mikroplate okuyucuda (Epoch Microplate Spectrophotometer) absorbans degerleri

Olclilmiistiir.

3.4.4. Eksozomlarda Biiyiime Faktorii ve Sitokin Analizleri

Eksozomlar izole edildikten ve karakterizasyonlar1 yapildiktan sonra UV-B uygulamasi
yapilmis ve yapilmamis eksozomlardan biiyiime faktorii ve sitokin analizleri yapilarak
karsilastirma yapilmistir. IL-6 analizi i¢in Rat IL-6 Clia Kit, TGF-B i¢in TGF-B1 Elisa
Kit, VEGF-A i¢in Rat VEGF-A Elisa Kit ve PDGF-BB i¢in Rat PDGF-BB Elisa Kit
kullanilmistir. Tiim Elisa deneyleri iiretici firmanin talimatlari dogrultusunda yapilmistir.
Elde edilen “standart egri” grafigi ile belirlenen denklemlerden orneklerin absorbans

degerleri hesaplanarak tiim grafikler olusturulmustur.

3.5. “Cizik testi” Yontemi ile Yara Modeli Olusturulmasi
3.5.1. Insan Keratinosit (HaCaT) ve Insan Fibroblast (HDF) Hiicre Hatlarinn

Cogaltilmasi ve Biiyiime Egrisinin Olusturulmasi

HDF hiicreleri %10 FBS ve %1 P/S iceren DMEM-F12 besiyeri icerisinde, HaCaT
hiicreleri ise %10 FBS ve %1 P/S igeren keratinosit besiyeri icerisinde 75 cm? hiicre

kiltir kaplarina ekimleri yapilmistir. Hiicreler %80-85 yogunluga ulastiklarinda,
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tizerlerindeki besiyeri uzaklastirilmistir. Kiiltlir kabinin yiizeyini kaplayacak miktarda
PBS ile yikama yapilmistir. Daha sonra hiicreler tizerine %0.25 Tripsin-EDTA soliisyonu
eklenerek ylizeyden ayrilmalar1 saglanmistir. Yiizeyden ayrilan hiicrelerin iizerine tripsin
inaktivasyonu icin %10 FBS iceren besiyeri eklenmistir. Siispanse haldeki hiicreler
toplanarak 15 ml’lik santrifiyj tiiplerine alinmis ve 800 rpm’de 5 dk santrifiij edilmistir.
Olusan hiicre peleti lizerindeki siipernatant uzaklastirilmis, pelet taze besiyeri ile siispanse

edilerek hiicrelerin yogunluguna gore yeni kiiltiir kaplarina ekimleri yapilmistir.

Ko-kiiltiir metodunda kullanilacak hiicrelerin ikilenme zamanlarinin belirlenebilmesi i¢in
biiyiime egrisi grafigi ¢ikarilmistir. Grafigi olusturmak i¢in her iki hiicre hattinin da 96
kuyucuklu kiiltiir kaplarina 5x10° hiicre/kuyucuk seklinde ekimleri yapilmistir. ilk hiicre
sayimi1 hiicre ekiminden dort saat sonra gerceklestirilmis olup t0 olarak kabul edilmistir
ve 10 giin siire ile her 24 saatte bir hiicre sayimi gerceklestirilmistir. Diger hiicreler
sayilacaklar1 giine kadar iki giinde bir besiyeri degistirilerek inkiibe edilmistir. Hiicre
sayimi i¢in tripan mavisi ile boyama yontemi kullanilmistir. Hiicrelerin sayimdan 6nce
tripsin ile muamele edilerek bulunduklari hiicre kiiltiir kabindan kalkmalar1 saglanmaistir.
Hiicreler yiizeyden kalktiktan sonra 1:1 oraninda tripan mavisi ile siispanse edilerek
neubayer laminda 1sik mikroskobu (Leica Microsystems, DM300) ile hiicre sayimi

gerceklestirilmistir. Her bir sayim {i¢ tekrarli olacak sekilde yapilmistir.

3.5.2. “Cizik Testi” Yontemi ile Olusturulan Yara Modeline Eksozomlarin

Uygulanmasi ve Yara lyilesme Potansiyelinin incelenmesi

Biiylime egrisi olusturulan ve ikilenme zamanlari bulunan HDF ve HaCaT’lar 24
kuyucuklu kiiltiir kaplarima %10 FBS ve %1 P/S iceren DMEM F-12 besiyeri ile
ekilmistir. ilk olarak HDF hiicreleri kuyucuk basina 2x10* hiicre olarak ekilmis, ekimi
takip eden 24. saatte HaCaT’lar yine kuyucuk basma 2x10* hiicre olacak sekilde
HDF’lerin iizerine ekilmislerdir. HaCaT’larin ekiminden 24 saat sonra hiicreler
kuyucuklarda konfluent hale gelmislerdir. Konfluent haldeki hiicrelerde ‘¢izik testi’ yara
modeli olusturmak i¢in hiicreler lizerindeki besiyerleri uzaklastirilmadan 200 pL’lik pipet
ucu ile ¢izik olusturulmustur. Cizik olusturulduktan sonra 6lii hiicrelerin uzaklastirilmasi
icin hiicreler PBS ile yikanmistir. Negatif kontrol grubu i¢in FBS icermeyen DMEM F-

12 kullanilmistir. Pozitif kontrol grubu i¢in yara iyilesmesinde yaygin olarak kullanilan
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bir kimyasal olan allantoin (0,5 pg/ml) kullanilmistir [61]. Eksozomlar; UV’li ve UV’siz
AKMKH ve KIMKH gruplarmin her biri igin ii¢ farkl1 doz (1, 5 ve 10 pg/ml) seklinde

denenmistir.

HDF ile HaCaT’larin ko-kiiltiirli ve yara modeli sonrasi deney gruplar1 olusturulduktan
sonra hiicre gogiiniin goriintiilenmesi i¢in 12, 24, 36 ve 48. saatlerde fotograf ¢ekimi
inverted mikroskop ile yapilmistir. Es zamanli olarak hiicre proliferasyonunu gézlemek
icin Alamar Blue testi kullanilmistir. Gruplarda kuyucuklardaki besiyerleri igerisine %10
oraninda Alamar Blue uygulanarak 12 saat boyunca inkiibe edilmistir. Sonrasinda
hiicreler {izerindeki soliisyon toplanarak 96 kuyucuklu kiiltiir kabina aktarilmis ve iki

farkli dalga boyunda (570 nm ve 620 nm) okuma yapilmustir.

3.6. U¢ Boyutlu (3B) Deri Yara Modelinin Olusturulmasi ve Analizleri

3B deri modelinin olusturulmasi ig¢in liyofilize “sican kuyrugu tip I kollajeni”
kullanilmistir. Model, ti¢ katmandan olusturulmustur (Sekil 3.3). Birinci katman:
‘aseliiler kollajen tabakas1’ i¢in; 0.006 g liyofilize kollajen, 250 uL 9%0.1 asetik asit (AA)
igerisinde ¢ozdiiriilmiistiir. Jel kivamina gelen kollajen iizerine sirasiyla 125 uLL. 10X PBS,
30 uL sodyum bikarbonat (NaOH), 125 uL distile su ve 470 uLL FBS-DMEM F-12 (1:1)
eklenerek pipetaj yapilmistir [Gibco by life technologies, Collagen I Rat Tail]. Hazirlanan
stok kollajen soliisyonundan transwell i¢erisine 150 pL ekilmistir. Ekim yapildiktan sonra
1-2 saat 37 °C’de laminar kabinde jellesme i¢in beklenmistir. Etiive kaldirilmadan 6nce
jel tizerine 100 pL %10 FBS’li DMEM F-12 besiyeri ilave edilmistir. 24 saat
inkiibasyondan sonra ikinci katman i¢in, ilk katman i¢in hazirlanan jel yine ayni sekilde
hazirlanmis bu defa her transwell icin 1x10° HDF, kollajen jel igerisine ilave edilmistir.
Bir giin 6nce ekilen birinci katman tizerindeki besiyeri uzaklastirilarak hazirlanan HDF’1i
kollajen jel 75 pL olacak sekilde birinci katman iizerine dikkatlice ekilmistir. Ekimden
sonra kiiltiir kab1 hareket ettirilmeden laminar kabin igerisinde 1-2 saat bekletildikten
sonra jel lizerine 100 uL ve transwellerin dis kuyucuguna 1,5 ml olacak sekilde %10
FBS’li DMEM F-12 besiyeri eklenerek etiive kaldirilmistir. Bu asamadan sonra jel
katmanlar1 7 giin boyunca etiivde inkiibe edilmistir. Bu siirecte her iki giinde bir transwell
icindeki ve disindaki besiyeri, %10 FBS’li DMEM F-12 ile degistirilmistir. 7. giin

transwell i¢i ve disindaki besiyeri uzaklastirilarak jellerin orta kismina dikkatlice 50 puL
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icerisinde HaCaT’lar (2x10° hiicre/transwell) %5 FBS iceren keratinosit besiyeri
[(GIBCO, Keratinosit SFM (1X)] ile ekilmistir. Kiiltiir kab1 hareket ettirilmeden laminar
kabin igerisinde bir saat bekletilerek hiicrelerin tutunmasi saglanmistir. Transwell’in i¢
ve dis kismina %5 FBS igeren keratinosit besiyeri konularak etiive kaldirilmistir. HaCaT
ekimini takip eden 7 giin boyunca iki giinde bir besiyerinin FBS oran1 azaltilarak (%S5,
%2, %0) besiyeri degisimi yapilmistir. 14. giinde modeller hava-sivi arayiiziine alinmistir.
Bunun i¢in transwell i¢cindeki besiyeri tamamen uzaklastirilmis, dis kuyucuktaki besiyeri
miktar1 500 pL %35 FBS’li keratinosit besiyeri ile degistirilmistir. Yara modeli
olusturulacak olan deney gruplarmin 21. giine kadar iki giinde bir besiyeri degisikligi
yapilmustir.

—»  Dis kuyucuk

— > Besiyeri

bttty Transwell sistem
3. Katman: HaCaT g———————————

=" 2. Katman: Kollajen + HDF
1.Katman: Aseliiler kollajen tabakas! — mt— e o SO

——t—» Besiyeri

Sekil 3.3. 3B deri modelinin sematik gosterimi.

3.6.1. 3B Deri Modelinin Olusturulmasi ve Incelenmesi

Deri modellerinin olusumunun ve gelisiminin incelenebilmesi i¢in 7, 14 ve 21. giinlerde
dokular fikse edilerek histolojik boyama yapilarak inverted mikroskop ile goriintiileme
yapilmustir. Histolojik boyama i¢in olusturulan 3B deri dokular1 %10’ luk formaldehit
soliisyonu igerisinde 1-2 saat bekletilerek fikse edilmistir. Fiksasyondan sonra 30 dk
distile su ile yikama yapildiktan sonra dokular alkol serisine alinmis ve sirasiyla agagidaki

basamaklardan gecirilmistir.
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1- %70’lik alkolde 1 saat

2- %380’lik alkolde 1 saat

3- %90’lik alkolde 1 saat

4- %95’lik alkolde 1 saat

5- %95’lik alkolde 1 saat

6- %100’lik alkolde 1 saat

7- %100’k alkolde 1 saat bekletilmistir.

Alkol serileri sonrasinda seffaflagtirma iglemi i¢in bir saat oda sicakliginda ksilol
icerisinde bekletilmistir. Dokular parafine alinarak 60-65°C’de yaklasik bir saat
bekletilmistir. Parafin degisimi yapilarak yarim saat daha bekletilmis ve dokular doku
gomme kasetine gomiilerek 4°C’de bir gece bekletilmistir. Parafine gomiilii olan
dokulardan mikrotom (Leica RM2125RT) yardimiyla 5-10 um’lik kesitler alinmistir.
Alman kesitler 45°C’lik sicak su banyosunda lam {iizerine alinarak etiketlemeleri
yapilmustir. Sonrasinda rutin hematoksilen-eozin (H&E) boyama yontemi ile dokular

boyanmistir. Boyama sonunda preperatlar entellan yardimi ile kapatilmistir.

3.6.2. 3B Deri Modelinde Yaramin Olusturulmasi, Eksozom Uygulamas1 ve

Iyilesmenin Histolojik Olarak incelenmesi

3B deri modelleri olusturulduktan sonra (inkiibasyonunun 21. giinii) yara modeli
olusturulmustur. Deri modelleri transweller icinden steril bir pens ile nazikce
cikarildiktan sonra alt1 well kuyucuguna alinmistir (Sekil 3.4-A). Deri modelleri tam orta
kismindan steril dermatolojik biyopsi punch aleti (2mm-Dahlhausen) ile yaralanmistir
(Sekil 3.4-B). Yara olusturulan deri modelleri, daha oncesinden ‘yara destek kollajeni
(HDF igeren kollajen)’ olarak kiiltiirlenmis jellerin iizerine alinmistir (Sekil 3.4-D). Yara
modelleri igin AKMKH ve KIMKH eksozomlarinin uygulanacag: gruplara sirasiyla
“cizik testi” sonuclarina gore belirlenen 10 pg/ml ve 5 pg/ml dozlar serumsuz besiyeri
icerisinde  uygulanmustir.  Besiyeri uygulamasi  sadece transwell disindan
gerceklestirilerek “hava sivi arayiizii” kiiltiirine devam edilmistir (Sekil 3.4-E). Yara
iyilesmelerinin analizleri, yaray1 olusturduktan sonraki 3. ve 7. giinlerde yapilmistir. 7
giinliik yara iyilesmesi takibi i¢in 4. giin dokularin besiyeri tazelenmistir. 3. ve 7.

giinlerde, yontem 3.6.1°de aciklandig gibi doku fiksasyonu ve H&E boyama yapilarak
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incelenmistir. Goriintiilerde katmanlar ve iyilesme yara bdlgelerinde hiicrelerin

infiltrasyonu ile tespit edilmistir.

Sekil 3.4. 3B deri yara modelinin olusturulma asamalari. A. Dermatolojik punch yardimi
ile yaranin olusturulmasi. B. Punch ile ¢ikarilan doku parc¢asinin uzaklastirilmasi. C. Deri
modelinde olusturulmus yara modeli. D. Olusturulan deri yara modelinin iyilesmesinin
takip edilmesi i¢in HDF’li kollajen jel iizerine yerlestirilmis goriintiisii. E. Eksozomlarin

yara modellerine uygulanmasi.
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3.7. istatistiksel Analiz

Bu tez ¢alismasindaki tiim istatistiksel analizler Graphpad Prism 5 (GraphPad Software
Inc., San Diego, CA, USA) yazilim programi ile gerceklestirilmistir. Farkli gruplar
arasindaki karslastirmalar Tek Yonli Varyans Analizi (ANOVA) ile yapilmis ve p

degerinin 0,005 ten kiiciik oldugu durumlar anlamli kabul edilmistir.
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4. SONUCLAR

41. AKMKH ve KIMKH Cogaltilmasi, Karakterizasyonu ve Farklilasma
Potansiyellerinin Incelenmesi

AKMKH’lerin yag dokularindan ayrilmasi1 Sekil 4.1 A’da ve pasajlanmasi sonucunda
elde edilen morfolojik goriintiileri Sekil 4.1 B ve C’ de verilmistir. KIMKH’ler izolasyon

sonrasinda elde edilen morfolojik goriintiisii ise Sekil 4.1 D’ de verilmistir.

Sekil 4.1. A. AKMKH’lerin primer izolasyonunun ikinci giinii (x10 biiyiitme), B ve C.

AKMKH’lerin pasaj iki goriintiileri (sirastyla x4 ve x10 biiyiitme), D. KIMKH lerin pasaj
iki gbriintiisii (x4 biiylitme)

MKH’lerin adipojenik hiicrelere farklilasma potansiyelleri incelenmistir. Adipojenik
farklilasma kapasitesi; ndtral lipid vakuollerinin Oil-red O boyanmasi ile hiicrelerdeki
birikimi gosterilerek incelenmistir (Sekil 4.2). Adipojenik farklilasma potansiyelleri

hiicrelerin yag damlaciklarinin kirmizi boyanmasi ile tespit edilmistir.
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Sekil 4.2. MKH’lerin adipojenik farklilasma potansiyelleri. A. ve B. AKMKH kontrol
gruplari, C. Oil-Red O boyama ile yag damlaciklarinin gozlenmesi.

MKH’lerin karakterizasyonu i¢in immiin boyama yontemi sonuglarina gore, bu hiicrelere
0zgl pozitif ve negatif isaretleyici [CD90(+), CD105(+), CD29(+), CD44(+) ve CD45(-
)] molekiillerin floresan boyama sonucunda ifade edildigi goriilmiistiir. Hiicreler

boyanma sonucunda floresan aydinlatma ile inverted mikroskopta goriintiilenmistir.

4.2. UV-B’nin Uygun Dozunun Bulunmasi
4.2.1 MTT Analizi

AKMKH ve KIMKH’lerin MTT sonuglar1 degerlendirildiginde 25 mJ/cm? UV-B doz
uygulamasinin en yiiksek hiicre canliligi gosterdigi goriilmiistiir. AKMKH’lerde 10
mJ/ecm? UV-B dozunda bir diisiis gdzlenmis olup bu diisiisiin anlamli derecede oldugu
bulunmustur (*; p < 0,05). KIMKH’lerde hiicre canlilifinda istatistiksel olarak anlamli
diisiis 200 mJ/cm?’ de gozlenmistir (***; p < 0,001) (Sekil 4.3 ve 4.4).
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Sekil 4.3. AKMKH’lere UV-B’nin farkli doz uygulamalarindan sonra % canlilik
analizleri. UV gruplar1 kontrol grubuna gore kiyaslanmustir. Istatistiksel olarak

anlamlilik: *; p < 0,05
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Sekil 4.4. KIMKH’lere UV-B’nin farkli doz uygulamalarindan sonra % canlilik
analizleri. UV gruplar1 kontrol grubuna gore kiyaslanmustir. Istatistiksel olarak

anlamlilik: ***; p < 0,001
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4.2.2 AT/Pi Boyamasi

Yapilan AT/PI boyamalarina gore AKMKH ve KIMKH’lere yapilan 25 mJ/cm? UV-B
doz uygulamasinda, MTT sonuglarini1 destekler nitelikte diger UV-B dozlarina kiyasla
daha az olii hiicrelerin oldugu goriilmiistiir. Oklarla gosterilen hiicrelerde PI boyasinin
hiicre zar1 parcalandigi icin hiicrenin igine girerek Olii hiicrelerin turuncu oldugu
gosterilmistir (Sekil 4.5 ve 4.6). Elde edilen sonuglara gore 6zellikle hiicre canliliginda
ve sayisinda diisiisiin olmadig1 doz olan 25 mJ/cm?’nin en uygun doz olduguna karar

verilerek tiim deneyler bu doz kullanilarak devam edilmistir.

Sekil 4.5. AKMKH’lerin farkli dozlarda UV-B uygulamalar1 sonrast AT/PI boyama
goriintiileri. A. Kontrol grubu, B. 10 mJ/cm?, C. 25 mJ/cm?, D. 50 mJ/cm?, E. 100 mJ/cm?,
F. 200 mJ/cm? (x10 biiyiitme)
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Sekil 4.6. KIMKH’lerin farkli dozlarda UV-B uygulamalar1 sonrast AT/PI boyama
goriintiileri. A. Kontrol grubu, B. 10 mJ/cm?, C. 25 mJ/cm?, D. 50 mJ/cm?, E. 100 J/cm?,
F. 200 mJ/cm? (x10 biiyiitme)

4.3. UV-B Uygulanmis ve Uygulanmams AKMKH ve KIMKH’lerden Eksozom

izolasyonu, Karakterizasyonu ve icerik Analiz Sonuclar:
4.3.1. Eksozom Izolasyonu

Yapilan eksozom izolasyonu sonucunda, PBS i¢inde siispanse halde olan eksozomlarin
miktar analizi BCA kiti (ABCAM, ab207002) kullanilarak Ol¢iilmiistiir. Elde edilen

miktarlar Cizelge 1°de verilmistir:
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Cizelge 1: AKMKH ve KIMKH siipernatantlarindan izole edilen eksozom

konsantrasyonlari.
Siipernatant Gruplarn Elde Edilen Konsantrasyon

UV’siz AKMKH Siipernatanti 411. 6 pg/ml (2.000.000 hiicre
slipernatant)

UV’li AKMKH Siipernatanti 557.93 ug/ml (2.400.000 hiicre
stipernatanti)

UV’siz KIMKH Siipernatant: 362.8 pg/ml (2.000.000 hiicre
slipernatanti)

UV’li KIMKH Siipernatant: 370.8 pg/ml (2.400.000 hiicre
slipernatanti)

4.3.2. Eksozomlarin Karakterizasyon Sonuclari
4.3.2.1. Akis Sitometri Analizi

Akis sitometri analiz sonuglarina gore (Sekil 4.7); UV’siz AKMKH eksozomlar1 %92,27,
UV’li AKMKH eksozomlart %91,93, UV’siz KIMKH eksozomlar1 %92,20 ve UV’li
KIMKH eksozomlar1 ise %92,06 FITC-CD9 antikoru ile boyanmistir. Bu sayede
AKMKH ve KIMKH’lerden elde edilen eksozomlarin tipik eksozom yiizey belirteci olan
CD9 ve CD81’u eksprese ettigi dogrulanmustir.
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Sekil 4.7. Akis sitometri analiz sonuglari. A. UV’siz AKMKH eksozomlari, B. UV’li
AKMKH eksozomlari, C. UV’siz KIMKH eksozomlari, D. UV’li KIMKH eksozomlart.
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4.3.2.2. DIS Analiz Sonuclari

Yapilan DIS analizleri sonucunda ortalama partikiil boyutlari, UV’siz AKMKH’lerin
305.2 nm, UV’li AKMKH’lerin 204.8 nm, UV’siz KIMKH’lerin 58.77 nm ve UV’li
KIMKH’lerin 205.5 nm oldugu gériilmiistiir (Sekil 4.8).

Diam. (nm) %intensity  Width (nm) Diam. {nm) t%Number  Width (nm)
A Z Average (nm): 4828 Peakt: 3052 100 58.38 B Z-Average (nm): 5705 Peak 1. 2043 100 26.08
PDE 0457 Peak2 0 0 0 POl 0564 Peakz 0 0 0
Intercept: 0.1891 Peak3: 0 0 0 Intercept: 0.9099 Peak3: 0 0 0
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Sekil 4.8. A. UV’siz AKMKH’lerin DIS 6l¢iim sonucu, B. UV’li AKMKH’lerin DIS
dl¢iim sonucu, C. UV’siz KIMKH’lerin DIS 6l¢iim sonucu, D. UV’li KIMKH’lerin DIS

Ol¢lim sonucu.

4.3.2.3. TEM Analiz Sonuclari

AKMKH ve KIMKH’lerden elde edilen eksozomlarin TEM mikroskop goriintiileri Sekil
4.9’da verilmistir. Sonuglara gore elde edilen eksozomlarin yaklagik 100-300 nm boyut

araliginda olduklar1 ve tipik yuvarlak goriintii sergiledikleri gézlenmistir.

46



Sekil 4.9. UV’li ve UV’siz AKMKH ve KIMKH eksozomlarinin TEM gériintiileri. A-B.
UV’siz AKMKH eksozomlar1. Olgek ¢ubuklari; sirastyla 100 nm ve 50 nm’dir. C-D.
UV’li AKMKH eksozomlar1. Olgek cubuklar; sirastyla 100 nm ve 200 nm’dir. E-F.
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UV’siz KIMKH eksozomlari. Olgek cubugu 100 nm’dir. G-H. UV’li KiMKH
eksozomlar1. Olgek ¢ubugu; 100 nm’dir.

4.3.2.4. NIA Sonuclan

NiA sonuclar1 asagidaki grafiklerde gosterilmistir. Sonuglara gore siispansiyon
icerisindeki eksozomlarin boyut ortalamalari, UV’siz AKMKH’lerin 150.7 nm, UV’li
AKMKH’lerin 101.5 nm, UV’siz KIMKH’lerin 147.4 nm ve UV’li KIMKH’lerin ise
132.3tiir (Sekil 4.10).
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Sekil 4.10. AKMKH ve KIMKH eksozomlarinin NIA analiz sonuglari. A. UV’siz
AKMKH, B. UV’li AKMKH, C. UV’siz KIMKH, D. UV’li KIMKH

4.3.3. Eksozomlarin Biiyiime Faktorii ve Sitokin Analiz Sonugclar:

UV’li ve UV’siz AKMKH ve KIMKH eksozomlarinin biiyiime faktorii ve sitokin

igerigindeki degisimlerin karsilastirilmasi i¢in Elisa analizleri yapilmistir.
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IL-6, TGF-B ve VEGF-A sonuglarina gore AKMKH ve KIMKH eksozomlarinin UV-B
ile indiiklenenleri, indiiklenmeyen gruplarina gore daha yiiksek miktarda sitokin salinimi
gostermisti. AKMKH eksozomlari, KIMKH’lerden elde edilen eksozomlar1 ile
kiyaslandiginda, AKMKH’ nin hem UV’li hem de UV’siz eksozomlarindan salinan IL-6,
TGF-B ve VEGF-A miktarlarinin daha yiiksek oldugu gozlenmistir.

IL-6 sonuglara gore; UV’li AKMKH eksozomu grubundaki artisin UV’siz KIMKH
eksozomu grubuna gore istatistiksel anlamda farkli oldugu bulunmustur (###; p< 0,001).

VEGF-A analiz sonuglaria gore; UV’siz AKMKH grubuna gore kiyaslama yapildiginda
UV’li AKMKH grubundaki artigin istatistiksel olarak anlamli oldugu goriilmistiir (*; p<
0,05). UV’li ve UV’siz KIMKH gruplarindaki diisiisiin ise UV’siz AKMKH grubuna
gore istatistiksel olarak anlamli oldugu bulunmustur (***; p< 0,001). Bunlarin yan1 sira
UV’li AKMKH grubundaki artis, UV’li KIMKH grubuna gore istatistiksel olarak anlaml1
bulunmustur (###; p< 0,001).

TGF-B sonuglarina gore; AKMKH gruplarimm KIMKH gruplarina gore de yiiksek
seviyelerde TGF-B salgiladiklar1 gdzlenmistir. UV’li AKMKH ve KIMKH gruplarmin
ise UV’siz gruplarma gore daha yiikksek TGF-B salgiladiklar1 gdzlenmistir. UV ’siz
AKMKH grubuna gore kiyaslama yapildiginda, UV’li AKMKH grubundaki artig ve
UV’li KIMKH grubundaki diisiis istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (*; p< 0,05, **;
p< 0,01). Ayn1 zamanda UV’li AKMKH grubundaki artis ise UV’li KIMKH grubuna
gore istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (###; p< 0,001).

PDGF-BB sonuglarma bakildiginda; UV’siz KIMKH grubundan veri almamamustir.
UV’li ve UV’siz AKMKH ve UV’li KIMKH gruplarindaki sonuglar ise yaklasik olarak
birbirine benzerdir. Istatistiksel olarak analiz yapildiginda gruplar arasinda herhangi

anlamli bir farklilik bulunmamastir.
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Sekil 4.11. UV’li ve UV’siz AKMKH ve KIMKH eksozomlarmin biiyiime faktorii ve
sitokin analiz sonuglari. A. IL-6 analiz sonuglari, B. VEGF-A analiz sonuglari, C. TGF-
B analiz sonuglari, D. PDGF-BB analiz sonuglari. UV’siz AKMKH grubuna gore
istatistiksel olarak anlaml farklilik; *; p< 0,05, ** p< 0,01, *** p< 0,001), UV’siz
KIMKH grubuna gore istatistiksel olarak anlamli farklilik; ++; p< 0,01, UV’li AKMKH
ve UV’li KIMKH grubu arasindaki istatistiksel farklilik; ## p< 0,001. I1L-6
sonuglarmdaki UV’li AKMKH ve UV’siz KIMKH grubu arasindaki istatistiksel farklilik;
##, p< 0,001.

4.5. “Cizik Testi” Yontemi ile Yara Modeli Olusturulmasi, Eksozomlarin

Uygulanmasi ve Yara Iyilesme Potansiyelinin incelenmesi
4.5.1. HaCaT ve HDF Hiicrelerinin Biiyiime Egrilerinin Elde Edilmesi

Sekil 4.12°de verilen biiyiime egrisi grafiklerine gore HaCaT ve HDF hiicrelerinin 10 giin
icindeki canli hiicre sayilarindaki degisim goriilmektedir. Hiicrelerin sayilarini iki katina
cikarma siireleri asagida verilen “popiilasyon ikilenme zamani (PIZ)” formiilii ile

hesaplanmistir (Formiil 1). Formiile gére hesaplanan HaCaT hiicrelerinin ikiye katlanma
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zamani 10,5 saat olarak, HDF hiicrelerinin ikiye katlanma zamani ise 48 saat olarak

belirlenmistir.
Piz !
- [3,32 x(mgn-fagru)] (Formiil 1)
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Sekil 4.12. A. HaCaT’larin biiyiime egrisi grafigi. B. HDF’lerin biiylime egrisi grafigi.
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HaCaT’larda 6. giline kadar hiicre biiylime egrisinde artis gdozlenmis ve en yiiksek canli
hiicre sayisinin oldugu giin 6. giin olarak belirlenmistir. 6. glin sonras1 durgunluk fazina
geemistir. HDF’ler ise 5. giine kadar artis gostermisler ve en yiiksek hiicre sayisina 5.
giinde ulagsmislardir.

4.5.2. “Cizik Testi” Yara Modelinin Olusturulmasi

HaCaT ve HDF’lerin biiylime egrisi grafikleri olusturulup popiilasyon ikiye katlanma

zamanlar belirlendikten sonra, bu bilgiler dogrultusunda 6nce HDF’lerin daha sonra

HaCaT’larin ekimi yapilarak konfluent olan 2B kiiltiirde yara modeli olusturulmustur

(Sekil 4.13).

Sekil 4.13. HaCaT ve HDF’ler ile olusturulan ko-kiiltiir sonras1 ‘¢izik testi’ yontemi ile
olusturulan yara goriintiileri. A. Yara olusturulduktan hemen sonra. B. Yara
olusturulduktan sonraki 36. saatte hiicrelerin gdciliniin gozlendigi gorsel (Oklar, yara

bolgesine goc eden hiicreleri gostermektedir).

4.5.3. Yara lyilesme Potansiyelinin Incelenmesi

HaCaT ve HDF’lerin ko-kiiltlirii ile olusturulan yara modelinde, AKMKH ve
KIMKH’lere literatiirden de [62] yola ¢ikilarak belirlenen eksozom dozlarinin (1, 5 ve 10
pg/ml) uygulamasi yapilmistir. 12, 24, 36 ve 48. saat araliklarinda hiicre

proliferasyonunun incelenmesi i¢in Alamar Blue analizi, yiizde yara iyilesme miktarinin
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oOl¢iilebilmesi i¢in inverted mikroskop ile fotograf c¢ekilerek Image J programinda yara

iyilesmesi i¢in Ol¢iimler gergeklestirilmistir.

AKMKH eksozomlarinin ¢izik yara modelinde yapilan Alamar Blue analiz sonuglarina
gore (Sekil 4.14) pozitif kontrol gruplarindan olan allantoinin tiim saat araliklari igin
hiicre proliferasyonu artisinin diger gruplara gore istatistiksel olarak anlamli oldugu
bulunmustur (+++; p< 0,001). Bunun yani1 sira 12. ve 24. saatlerdeki UV’li 10 pg/ml
eksozom grubundaki hiicre proliferasyonu artiglarinin negatif kontrol (serumsuz besiyeri)
grubuna gore yiiksek deger verdigi fakat istatistiksel olarak anlamli olmadigi

gozlenmistir.

12. saat sonuglarina bakildiginda; negatif kontrol grubuna gore istatistiksel farklilik
yalnizca pozitif kontrol (allantoin ve %10 FBS) gruplarindaki hiicre proliferasyonu

artisinda gézlenmistir (***; p< 0,001).

24. saat sonuglarina bakildiginda; negatif kontrol grubuna gore kiyaslama yapildiginda
yalnizca allantoin grubundaki hiicre proliferasyonu artisi istatistiksel olarak anlamlidir

(***; p< 0,001).

36. saat sonuclarina gore; negatif kontrol grubuna gore kiyaslama yapildiginda allantoin
grubu ve eksozom gruplarindan UV’li 10 pg/ml eksozom grubundaki hiicre
proliferasyonu artiginin istatistiksel olarak anlamli oldugu bulunmustur. Ayn1 zamanda
eksozom gruplar1 arasindan, UV 1i 10 pg/ml grubundaki hiicre proliferasyonu artis1 UV’li

1 pg/ml grubuna gore istatistiksel olarak anlamli oldugu bulunmustur (#; p< 0,05).

48. saat sonuglaria bakildiginda ise; negatif kontrol grubuna gore istatistiksel analiz
yapildiginda, pozitif kontrol gruplarinin her ikisinde de, eksozom gruplarindan ise UV’li

5 ve 10 pg/ml gruplarindaki hiicre proliferasyonu artisinin anlamli oldugu goézlenmistir.
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Sekil 4.14. AKMKH UV’li ve UV’siz eksozom gruplarinin A. 12. saat, B. 24. saat, 36.
ve 48. saat Alamar Blue sonuglarinin grafikleri. (By: Besiyeri) Negatif kontrol grubu ile
istatistiksel anlamda farklilik; ***; p< 0,001. Allantoin grubu ile istatistiksel anlamda
farklilik; +++; p<0,001. UV’li 10 pg/ml eksozom grubuna goére anlamh farklilik; # p<
0,05.

KIMKH eksozomlarinin Alamar Blue verilerine gore (Sekil 4.15); tiim saatlerdeki
grafiklere gore UV’li ve UV’siz eksozom gruplar1 negatif kontrol (serumsuz besiyeri)
grubuna gore daha yliksek hiicre proliferasyonu gostermistir. Negatif kontrol grubuna
gore eksozom gruplarinda hiicre proliferasyonu artisindaki istatistiksel anlamlilik

yalnizca 36. saatte gdzlenmistir.

Tiim saat araliklarinda allantoin grubundaki hiicre proliferasyonu artisinin diger tiim
gruplara gore istatistiksel agidan anlamli oldugu bulunmustur (++; p< 0,01, +++; p<

0,001).

12, 24, ve 48. saatlerdeki %10 FBS grubundaki hiicre proliferasyonu artiginin ise tiim

gruplara gore istatistiksel anlamda farkli oldugu bulunmustur. 36. saatte ise, yalnizca
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UV’li 1 ve 10 pg/ml gruplarinda anlamlilik goézlenmistir (Grafikte semboller
gosterilmemistir).

36. saat sonuglarina bakildiginda; allantoin, %10 FBS, UV’li 5 pg/ml ve UV’siz 5 ve 10
png/ml eksozom gruplarindaki hiicre proliferasyonu artiginin serumsuz besiyeri grubuna
gore istatistiksel olarak anlamli oldugu goézlenmistir. Ayn1 zamanda UV’li 5 pg/ml
eksozom dozundaki hiicre proliferasyonu artisinin, UV’li 1 ve 10 pg/ml ile UV’siz 1

png/ml eksozom gruplarina goére anlamli oldugu gozlenmistir (#; p< 0,05, ##; p<0,01).
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Sekil 4.15. KIMKH UV’li ve UV’siz eksozom gruplarinin A. 12. saat, B. 24. saat, 36. ve

48. saat Alamar Blue sonuglarinin grafikleri. (By: Besiyeri) Negatif kontrol grubu ile
istatistiksel anlamda farklilik; *; p< 0,05, **; p< 0,01, ***; p<0,001. Allantoin grubu ile
istatistiksel anlamda farklilik; ++,; p< 0,01, +++; p< 0,001. UV’li 5 pg/ml eksozom
grubuna gore istatistiksel anlamda farklilik; # p< 0,05, ##; p<0,01.
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AKMKH eksozomlarinin ylizde yara iyilesme grafiklerine gore elde edilen sonuglarinin

(Sekil 4.16) Alamar Blue sonuglarini destekler nitelikte oldugu gozlenmistir.

12, 24, 36 ve 48. saatlerdeki tiim gruplardaki yara kapanma miktarindaki artisin negatif
kontrol (serumsuz besiyeri) grubuna gore istatistiksel olarak anlamli oldugu gézlenmistir

(**; p< 0,01, ***; p< 0,001), (Grafikte semboller gosterilmemistir).

Tiim saat araliklarinda, UV’li 10 pg/ml eksozom grubundaki yara kapanma miktar

allantoin grubundaki yara kapanma miktarina olduk¢a yakindir.

12. saat sonuglarina bakildiginda; allantoin grubundaki yara kapanma miktarindaki artis,
eksozom gruplarindan UV’li 10 pg/ml grubu disindaki gruplara gore istatistiksel olarak
anlamhidir (++; p< 0,01, +++; p< 0,001). %10 FBS grubundaki yara kapanma
miktarindaki artis ise, eksozom gruplarindan UV’li 5 ve 10 pg/ml eksozom gruplari
disindakilere gore istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (#; p< 0,05, ##, p< 0,01, ###;
p<0,001).

UV’li 5 ve 10 pg/ml eksozom gruplarindaki yara kapanma miktar1 artiginin tiim eksozom
gruplaria gore istatistiksel acidan anlamli olduklar1 gozlenmistir (*; p< 0,05, **; p<

0,01, ***; p<0,001), (Grafikte semboller gosterilmemistir).

24. saat sonuglarina gore; allantoin grubundaki yara kapanma miktarindaki artis ise,
eksozom gruplarindan UV’li 5 ve 10 pg/ml eksozom gruplar1 disindaki gruplara gore
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (+; p< 0,05, +++; p< 0,001). %10 FBS
grubundaki yara kapanma miktarindaki artis ise, UV’siz eksozom gruplarinin tlimiine

gore istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (###; p< 0,001).

UV’li 5 ve 10 pg/ml eksozom gruplarindaki yara kapanma miktar artisi, tiim UV’siz
eksozom gruplarina gore istatistiksel acidan anlamli bulunmustur (*; p< 0,05, **; p<

0,01, ***; p<0,001), (Grafikte semboller gosterilmemistir).

36. saat sonuglarina bakildiginda; allantoin miktarindaki artigin, UV’li 10 pg/ml eksozom
grubu disindaki tiim eksozom gruplarindan istatistiksel olarak anlamli oldugu
gozlenmistir. %10 FBS grubundaki artisin ise UV’11 5 ve 10 pug/ml disindaki tiim eksozom
gruplarindan istatistiksel olarak anlamli oldugu gézlenmistir (++, ##; p< 0,01, +++, ###;
p<0,001).

UV’li 10 pg/ml eksozom grubundaki yara kapanma miktar1 artisitnin UV’li 5 pg/ml

eksozom grubu disindaki gruplara gore istatistiksel acidan anlamli oldugu gézlenmistir.
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UV’li 5 pg/ml eksozom grubundaki yara kapanma miktar1 artisinin ise UV’li 1 pg/ml
eksozom grubu disindaki gruplara gore istatistiksel agidan anlamli oldugu gézlenmistir

(*; p<0,05, **; p< 0,01, ***; p<0,001), (Grafikte semboller gdsterilmemistir).

48. saatteki sonuglara gore; allantoin ve %10 FBS gruplarinin yara kapanma
miktarlarindaki artisin, UV’ 1i 5 ve 10 pg/ml eksozom grubu disindaki tiim eksozom
gruplaria gore istatistiksel olarak anlamli oldugu gozlenmistir (+, #; p< 0,05, +++, ###;
p<0,001).

UV’li 5 ve 10 pug/ml eksozom gruplarindaki yara kapanma miktar1 artiginin tiim eksozom
gruplarina gore istatistiksel acidan anlamli olduklar1 gozlenmistir (*; p< 0,05, ***; p<

0,001), (Grafikte semboller gosterilmemistir).
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Sekil 4.16. AKMKH eksozomlarmin “cizik testi” yara modelinde 12., 24., 36. ve 48.
saatlerdeki yiizde yara iyilesme grafigi. Negatif kontrol grubu ile istatistiksel anlamda
farklilik; **; p< 0,01, ***; p< 0,001. Allantoin grubu ile istatistiksel anlamda farklilik;
++, p< 0,01, +++; p< 0,001. %10 FBS grubu ile istatistiksel anlamda farklilik; #; p<
0,05, ##, p< 0,01, ###; p< 0,001.
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Aym sekilde KIMKH eksozomlarmin yiizde yara iyilesme sonugclar (Sekil 4.17) Alamar
Blue testinden elde edilen verileri destekler niteliktedir. AKMKH eksozom sonuglarindan
farkli olarak KIMKH’lerde UV’li 5 pg/ml eksozom dozundaki yara iyilesme miktar:

diger eksozom dozlarina gore anlamli bi¢imde daha yiiksek bulunmustur.

Istatistiksel acidan 12, 24, 36 ve 48. saatlerdeki tiim gruplardaki yara kapanma
yiizdesindeki artigin negatif kontrol grubuna (serumsuz besiyeri) gore istatistiksel olarak

anlamli oldugu gozlenmistir (***; p< 0,001), (Grafikte semboller gosterilmemistir).

Yara iyilesme yilizdelerine bakildiginda tiim saat araliklarinda allantoin ve %10 FBS
gruplarindaki yara kapanma artisinin diger gruplardan daha fazla oldugu gozlenmistir.
Eksozom gruplarindaki yiizde yara iyilesmelerine bakildiginda ise, tiim saat araliklarinda
UV’li 5 pg/ml eksozom dozundaki artisin diger eksozom gruplarindan daha ytiksek

oldugu gozlenmistir.

12. saatteki allantoin grubunda gozlenen artigin, diger gruplara gore kiyaslandiginda
istatistiksel olarak anlamli oldugu gézlenmistir (+; p< 0,05, +++; p< 0,001). %10 FBS
grubundaki yara kapanma miktarindaki artigin ise, UV’siz 5 ve 10 pg/ml disindaki tiim
eksozom gruplarina gore istatistiksel agidan anlamli oldugu gozlenmistir (#; p< 0,05, ##;

p< 0,01, ###; p< 0,001).

UV’siz 5 pg/ml eksozom grubundaki artigin, UV’li 1 pg/ml eksozom grubuna gore

anlamli oldugu gozlenmistir (*; p< 0,05), (Grafikte semboller gosterilmemistir).

24. saat sonuclaria bakildiginda; pozitif kontrol gruplarindan olan allantoin grubundaki
yara kapanma artiginin, eksozom dozlarindan UV’li 5 pg/ml disindaki gruplara gore
istatistiksel olarak anlamli oldugu gozlenmistir (+; p< 0,05, ++; p< 0,01, +++; p< 0,001).
%10 FBS grubundaki artigin ise, UV’li 1 pg/ml ve UV’siz eksozom gruplarina gore
istatistiksel olarak anlamli oldugu gdzlenmistir (#; p< 0,05, ##; p< 0,01, ###; p< 0,001).

36. saat sonuclarma gore; allantoin grubundaki yara kapanma miktar1 artiginin,
istatistiksel olarak UV’li 10 ve UV’siz 1 ug/ml eksozom gruplarina gére anlamli oldugu
gozlenmistir (+; p< 0,05, +++; p< 0,001). %10 FBS grubuna gore artisin ise, eksozom
gruplarindan yalnizca UV’siz 1 pug/ml grubuna gore anlamli oldugu gdzlenmistir (#; p<

0,05).

UV’li 5 pg/ml eksozom grubundaki istatistiksel olarak anlamli artigin, UV’li 10 pg/ml ile
UV’siz 1 pg/ml eksozom gruplarina gore oldugu gézlenmistir (*; p< 0,05, ***; p<0,001),

(Grafikte semboller gosterilmemistir).
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48. saat verilerine gore ise; allantoin grubundaki yara kapanma miktarindaki artigin,
UV’li 1 ve 10 pg/mlile UV’siz 1 ve 5 pg/ml eksozom gruplarina gore istatistiksel olarak
anlamli oldugu gézlenmistir (++; p< 0,01, +++; p< 0,001). %10 FBS grubundaki yara
kapanma artisinin, UV’li 1 ve 10 pg/ml, UV’siz 1 ve 5 ug/ml eksozom dozlarina gore

anlamli oldugu gozlenmistir (#; p< 0,05, ##; p< 0,01).

KiMKH Eksozomlari - % Yara Iyilesme

100
90
80
70
60
50

% lyilesme

40
30
20
10

uv'lii 1 uVv'i 5 UV'li10 UV'sizl UV'siz5 UV'siz10 Allantoin % 10 FBS Serumsuz
pug/ml ug/ml pg/ml pg/ml pg/ml ug/ml Besiyeri

e=@==]). saat ==@==24, saat 36. saat 48. saat

Sekil 4.17. KIMKH eksozomlarinin “gizik testi” yara modelinde 12., 24., 36. ve 48.
saatlerdeki yiizde yara iyilesme grafigi. Negatif kontrol grubu ile istatistiksel anlamda
farklilik; ***: p< 0,001 (Grafikte istatistiksel semboller gosterilmemistir). Allantoin
grubu ile istatistiksel anlamda farklilik; +; p< 0,05, ++; p< 0,01, +++; p<0,001. UV’li
5 pg/ml-UV’li 10 pg/ml, UV’li 5 pg/ml-UV’siz 1 pg/ml gruplart arasindaki istatistiksel
anlamda farkhilik; * p<0,05, *** p<0,001 (Grafikte istatistiksel semboller

gosterilmemistir).
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4.6. 3B Deri Modelinin Olusturulmasi, Eksozom Uygulamasi ve Histolojik Analiz

Sonuglari

3B deri modelinin olusturulma asamalarindan Sekil 4.18’de gosterilen A gorseli; birinci
katman olan hiicresiz kollajen tabakasini gostermektedir. B gorseli ise; ikinci katman

olan, HDF ile kollajenin birlikte olusturuldugu tabakanin 21. giin mikroskop goriintiistinii

gostermektedir.

Sekil 4.18. Olusturulan deri modeli katmanlarinin mikroskop goriintiileri. A: Deri
modelinin aseliiler tabakasi (1. katman) B: Deri modelinin HDF ile kiiltiirlenmis tabakas1

(2. katman)

3B deri modeli olusumunun 7., 14. ve 21. giinlerindeki histolojik analizler sonrasinda
alinan goriintiilerde deri modelinin olustugu gézlenmistir. Sekil 4.18’de A ve B’ de ok ile
gosterilen kisimlarda tabakalagma ¢ok ince bir sekilde goriilmektedir. Bu tabakalagsma 14.
giin gorsellerinde (C ve D) 7. giine gore daha belirgin sekildedir. E’de goézlenen
tabakalagmanin ise hem fibroblastlar tarafindan olusturulan dermis hem de keratinositler
tarafindan olusturulan epidermis modeli sergiledigi goriilmektedir. Sekil 4.19°da F

gorselinde ise kollajen jel icerisine gomiilii fibroblastlar oklar ile gosterilmistir.
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Sekil 4.19. Olusturulan ii¢ boyutlu deri modelinin H&E boyama yapilmis mikroskop

goriintiileri. A, B: Modelin 7. giin alinan kesitlerinin boyama goriintiileri. C, D: Modelin
14. giin alinan kesitlerinin boyama goriintiileri. E, F: Modelin 21. giin alinan kesitlerinin

boyama goriintiileri (Oklar olusan katmanlar1 gostermektedir).
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Deri modellerine 21. giinde yara olusturulmus, eksozom uygulamalari yapilarak 3. ve 7.
giinlerde dokular fikse edilmis ve yara iyilesmesinin takibi i¢in histolojik analizler
gerceklestirilmistir. Dokular fikse edilmeden Once stereo mikroskopta incelemeler
yapilmustir. Stereo mikroskop gortintiileri Sekil 4.21°de verilmistir. Yara olusturulduktan
hemen sonra c¢ekilmis yara goriintiisiiniin Sekil 4.20°de 1-2 mm arasinda oldugu

goriilmektedir.

Sekil 4.20. Yara olusturulduktan hemen sonra cekilmis stereo mikroskop goriintiisii

(Olgek kagidindaki her bir kare 1 mm’dir).
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3.GUN 7. GUN

UV’siz AKMKH

UV’li KIMKH

UV’siz KIMKH

Sekil 4.21. 3. ve 7. gilinlerdeki 3B yara gruplarinin stereo mikroskop goriintiileri. Oklar
yara acikliklarinin oldugu bolgeleri gdstermektedir. (Olgek kagidindaki her bir kare 1

mm’dir).
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Stereo mikroskop goriintiilerine bakildiginda; tim gruplar icin 3. giinlerdeki yara
acikliklart 7. giin yara agikliklarina gore daha fazladir. Serumsuz besiyeri grubunda 7.
giindeki yara acikliginin diger gruplara gore daha fazla oldugu Sekil 4.21-A2’de
goriilmektedir. Allantoin grubunda ise 7. glinde yara tamamen kapanmistir (Sekil 4.21-
F2). 3. ve 7. giinlerde ¢ekilen fotograflara gore, UV’li AKMKH grubunda yara kapanma
oraninin UV’siz AKMKH grubuna gore daha fazla oldugu Sekil 4.21-B ve C’de
goriilmektedir. Aym sekilde UV’li KIMKH grubundaki yara kapanma oraninin da UV’siz
KIMKH grubuna gére daha fazla oldugu gozlenmistir (Sekil 4.21-D ve E).

Yara modellerinin stereo mikroskop fotograflari ¢ekildikten sonra fikse edilerek H&E
boyamalar1 gerceklestirilmistir. Yara modellerinin H&E boyama kesitlerinden ¢ekilen
fotograflar Sekil 4.22°de verilmistir. H&E boyama goriintiilerindeki yara agikliklari,

stereo mikroskop goriintiilerinde oldugu gibi birbirlerini desteklemektedir.

Serumsuz Besiyeri Allantoin UV’li AKMKH UV’siz AKMKH UV’li KIMKH UV’siz KIMKH

7. GUN

Sekil 4.22. Yara gruplarinin 3. ve 7. giinlerdeki H&E boyama goriintiileri. 3. giin 6lgekleri
strastyla; 50 pm, 50 um, 100 um, 50 pm, 500 pm, 200 um’dir. 7. giin 6l¢ekleri sirasiyla;
50 um, 100 um, 500 um, 100 um, 50 um, 100 um’dir.

Yara acikliklarindan nicel veriler elde edilebilmesi i¢in her grup i¢in 3 farkli kesitten elde
edilen fotograflardan, Sekil 4.23’te de gosterildigi gibi, Image J programinda 6l¢timler
alimmustir. Yara Ol¢iimleri, yara agikligi tam bir yuvarlak bi¢iminde oldugundan yara
yarigap1 dl¢iilmiistiir. Olgiilen kisim yaranin iyilesmeyen bdlgesinin yarigap: olmustur.

0. giin yara bolgesinin yarigapt kontrol grubu gibi diisiiniilerek tiim gruplardaki yara
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kapanma miktar1 hesaplanmistir ve Sekil 4.24°teki grafik elde edilmistir. Grafikte de
goriildiigli  gibi serumsuz besiyeri grubunda yara iyilesmesi neredeyse hig
gerceklesmemistir. En fazla yara iyilesmesinin goriildiigii grup 3. ve 7. giinlerde UV’li
AKMKH grubu olmustur. Istatistiksel anlamda kiyaslama yapildiginda ise tiim
gruplardaki yara kapanma miktar1 artisinin negatif kontrol grubu olan serumsuz

besiyerine gore anlamli oldugu gézlenmistir (***; p< 0,001).

ﬁ mage. —
Fille iE;it Image Process Analyze Plugins Window Help :
ojojc|ofl <[\ |Alo|n|d = s]o]x] | | |»

4 0. gun yara tim-06-06-23-1-6.1if (33.3%) -
9.44x7 11 inches (2040x1536); RGB; 12MB

Sekil 4.23. Yara olusturulduktan hemen sonra fikse edilen ve H&E boyamas1 yapilan

dokudan Image J programi ile yara 6l¢iimiiniin 6rnek gosterimi. (Biiyiitme: 4X)
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Sekil 4.24. 3B yara modellerinin yilizde yara iyilesme sonuglarini gdsteren grafik. Negatif
kontrol grubuna gore istatistiksel anlamda farklilik; ***; p<0,001.
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5. TARTISMA

Deride farkli sebepler ile olusarak iyilesmeyen yaralar, tim diinyada énemli bir saglik
sorunudur ve iyilesme silireclerinin zor olmasi sebebi ile tedavileri uzun ve ciddi
maliyetler gerektiren saglik problemidir. Son yillarda diinya ¢apinda akut ve kronik deri
yaralarindan muzdarip bir milyardan fazla insan oldugu bildirilmistir [63, 64]. Bu
sebeplerle rejeneratif tipta da oldugu gibi “deri yara iyilesme” ¢alismalar1 glinlimiizde
gittikce artmaktadir. Deri yara iyilesmesi, bir¢ok farkli hiicrenin ve bu hiicrelerden
saliman biiylime faktorii, sitokin ve ekstraseliiler vezikiiller gibi bir¢ok etkenin rol
oynadigi karmasik ve dinamik bir siirectir. Yara iyilesmesi ¢aligmalarinda, sahip olduklari
ozellikler sebebiyle MKH’ler siklikla kullanilmaktadir. MKH’lerin salgiladiklar1 bircok
sitokin ve bliylime faktorleri disinda ekstraseliiler vezikiiller ile de yara iyilesme
stireglerini 6nemli derecede destekledikleri bilinmektedir [65]. Yapilan g¢aligmalarda
MKH’lerin etkilerini 6zellikle salgiladiklari eksozomlar araciligiyla gergeklestirdigine
dair kanitlar bulunmustur [5, 6, 54]. MKH’lerin, kendi mikrogevreleri tarafindan regiile
edilebildigi caligmalarla gosterilmistir. Kim ve ark. tarafindan yapilan ¢alismada UV
1s1¢ma maruz kalmis MKH’lerin, deriyi UV hasarina karst korumak i¢in kollajen
seviyelerini arttirarak dermis kalinlasmasini sagladiklari gosterilmistir [9]. Bir baska
calismada ise diisiik doz UV’ye maruz birakilan MKH’lerin salgiladiklar1 IL-8
oranlarinin arttig1 gosterilmistir [38]. Literatiir incelendiginde UV ile indiiklenen MKH
eksozomlarinin potansiyellerinde meydana gelen degisimlerin ve ayni zamanda bu
eksozomlarin yara iyilesmesindeki etkilerine dair yapilan bir ¢alismaya rastlanmamaistir.
Bu bilgiler 1518inda tez ¢aligmasi kapsaminda UV-B ile indiiklenen MKH’lerden elde
edilen eksozomlarin potansiyelleri incelenerek, 2B ve 3B in vitro yara iyilesme

modellerindeki etkisi arastirilmistir.

Tez calismas1 kapsamida MKH’lerden AKMKH ve KIMKH leri tercih edilmistir. Bu
kok hiicrelerden eksozom izolasyonlar1 yapilmadan 6nce uygun UV-B 151k dozuna karar
verilmistir. Karar verilen doz ile indiiklenen hiicrelerden eksozom izolasyonlar1 yapilarak
eksozomlarin karakterizasyonlar1 gergeklestirilmistir. Perez ve ark. yaptigir calismada,
MKH’ler UV-B’nin 25 ve 100 mJ/cm? dozlar ile indiiklenmis ve hiicresel potansiyelleri
incelenmistir. 100 mJ/cm? indiikleme dozunda MKH’lerin hiicresel hizlarinda ve
farklilasma kapasitelerinde azalma, ayni zamanda apoptotik hiicre sayisinda artig
gbzlenmistir. 25 mJ/cm? doz ile indiiklenmeleri sonucunda ise hiicresel potansiyellerinin

olumsuz etkilenmedigi gosterilmistir [11]. Laboratuvarimizda daha 6nceden yapilan bir
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bir ¢alismada, AKMKH’ler 100 mJ/cm? UV-A ile indiiklendikten sonra hiicrelerin
kendisi ve silipernatantlarinin yara iyilesmesi lizerindeki etkisi incelenmis ve UV’siz
AKMKH’lere gore yara kapanmasina etkisinin daha yiiksek oldugu gosterilmistir [66].
Bu tez ¢alismasi kapsaminda da, AKMKH ve KIMKH’ler artan dozlarda (10, 25, 50, 100
ve 200 mJ/cm?) UV-B 15181 ile indiiklenerek toksik olmayan dozu belirlemek iizere hiicre
canlilif1 ve apoptotik/nekrotik hiicre sayisi analizleri yapilmistir (Sekil 4.3-4, Sekil 4.5-
6). Hiicre canlilig1 analizleri sonucunda, AKMKH ve KIMKH’lerde en yiiksek hiicre
canlihg gosteren doz 25 mlJ/cm? olmustur. Apoptotik ikili hiicre boyama analiz
sonuclarina gore ise, nekrotik hiicre sayisinin en az oldugu dozun 25 mJ/cm? oldugu

gbzlenmistir. Bu sebeple en uygun dozun 25 mJ/cm? olduguna karar verilmistir.

Eksozomlarn, yiizey belirteclerinden olan tetraspanin molekiillerini (CD81, CD63, CD?9,
CD82) ifade ettikleri ve karakterizasyonlar1 icin kullanilabilecegi bir¢ok ¢alisma
tarafindan belirtilmektedir [44, 67, 68]. Bu tez ¢alismasi kapsaminda, UV’li ve UV’siz
AKMKH ve KIMKH eksozomlarinin akis sitometri karakterizasyon analiz sonuglarma
gore tlim gruplar i¢in en az %91,93 oranla CD9 ve CD81 molekiillerini eksprese ettikleri

gozlenmistir (Sekil 4.7).

Hoang ve ark. sunduklari makalede adipoz doku, kemik iligi ve gobek kordonu kokenli
MKH’lerinden elde ettikleri eksozomlarin TEM analiz goriintiilerine gére eksozomlarin
yuvarlak ve yaklasik 200 nm boyutlarinda oldugunu ifade etmislerdir [62]. Sunulan farkli
bir ¢alismada, sigan MKH’lerinden elde edilen eksozomlarin, TEM analiz sonuglarina
gore 40-300 nm araliginda oldugu belirtilmistir [69]. Yaptifimiz bu c¢alismada da
literatiiri destekler nitelikte, UV’li AKMKH eksozomlarinin yaklagik 100-300 nm
arasinda, UV’siz AKMKH eksozomlarinin yaklasik 50-300 nm arasinda, UV’li KIMKH
eksozomlarmnin 50-100 nm arasinda ve UV’siz KIMKH eksozomlarinin ise yaklagik 100-
200 nm arasinda oldugu gozlemlenmistir. Sonu¢ olarak UV’lenmis ve UV’lenmemis
MKH eksozomlarinin yaklasik 50-300 nm araliginda olduklar1 ve tipik yuvarlak bir
morfoloji sergiledikleri gozlemlenmistir. Gruplar arasinda boyut agisindan en biiylik
boyuta sahip olan grubun UV’li AKMKH, en kii¢lik boyuta sahip grubun ise UV’li
KIMKH’ler oldugu goriilmiistiir (Sekil 4.9).

Bir calismaya gore; eksozom karakterizasyonunda, TEM analizi i¢in eksozom hazirlig
asamasinda Ornekler cihaza kurutularak yerlestirildiginden boyutlarinda kiigiilme
yasanabilecegi ve yaklasik 40-150 nm boyutlar gozlenecegi ifade edilirken, DIS ve NIA

analizlerinde ise kurutma yapilmadan analiz edileceginden boyutlarin 100-200 nm
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araliginda olacagi soylenmektedir [70]. Dehnavi ve ark. yaptig1 calismada, MKH’lerden
elde edilen eksozomlarin DIS sonuglarina gore boyut araliklarinin 100-150 nm arasinda
oldugunu gostermislerdir [71]. Shamili ve ark. yaptig1 ¢calismada yine MKH’lerden elde
edilen eksozomlarin DIS analiz sonuglarina gore yaklasik 100 nm olduklar1 belirtilmistir
[72]. Bu tez ¢alismasinda da yapilan DIS analiz sonuglarina gore UV’siz AKMKH’lerin
305.2 nm, UV’li AKMKH’lerin 204.8 nm, UV’siz KIMKH’lerin 58.77 nm ve UV’li
KIMKH’lerin 205.5 nm boyutlara sahip oldugu goriilmiistiir (Sekil 4.8). DIS analizi
sonuglarinda, literatiirdeki sonuglara gére gozlenen daha biiylik boyuttaki 6lgiimlerin,
eksozomlarin siispansiyon igerisinde agrege olduklar1 ve daha biiyiik boyutta sonuglar

aldigimizi diisiindiirmiistir.

NIA, ¢ozelti igerisindeki 10-1000 nm aras1 nanopartikiillerin, lazer 15181 yardimiyla
cozeltideki brownian (s1v1 i¢erisindeki serbest hareket) hareketlerine gore cap dagilimi ve
boyut analizini gerceklestiren bir analiz yontemidir [73]. Yapilan bir calismada AKMKH
eksozomlarmnin NIA karakterizasyon analizine gére eksozom boyutlarinin %94.7’sinin
200 nm’nin altinda oldugu bulunmustur [52]. Bu tez ¢alismasindaki NiA parcacik boyutu
analiz sonuglarina gore ise UV’lenmis ve UV’lenmemis AKMKH eksozom boyutlarinin
sirasiyla 101,5 ve 150.7 nm oldugu goriilmiistiir. KIMKH eksozom boyutlar ise sirastyla
132,3 ve 147,4 nm olarak bulunmustur (Sekil 4.10). G6zlenen sonuglar literatiirde verilen

boyut araliklariyla benzerlik gostermistir.

Yara iyilesmesi siireglerinde IL-6, IL-1, TGF-B, VEGF, FGF, EGF ve PDGF gibi
bliylime faktorii ve sitokinlerin rol aldig1 ve kritik etkilere sahip olduklari ¢aligmalarda
belirtilmektedir [74-76]. Bir calismada MKH eksozomlarinin ¢esitli bliylime faktorleri ve
sitokinleri igerdikleri ifade edilmektedir [54]. Hoang ve ark. yaptig1 calismada, AKMKH,
KIMKH ve gdbek kordonu MKH (GKMKH)’lerden elde edilen eksozomlardaki gesitli
biiyiime faktorii ve sitokinlerin analizini yapilmistir. Elde ettikleri sonuca gore tiim
kaynaklardan elde ettikleri eksozomlarda VEGF-A ve PDGF’yi tespit etmislerdir. TGF-
B’yt AKMKH ve KIMKH eksozomlarinda belirleyememis yalmzca GKMKH
eksozomlarinda tespit etmislerdir [62]. Yapilan bu tez ¢alismasinda UV’li ve UV’siz
MKH eksozomlarindaki IL-6, TGF-B, VEGF-A ve PDGF-BB miktarlari
karsilastirilmistir. UV-B ile indiikklenmis AKMKH ve KIMKH’lerden elde edilen
eksozomlarin IL-6, TGF-B ve VEGF-A sonuglarina gore UV’li gruplarin UV sizlere gore
daha yiiksek seviyelerde oldugu gozlenmistir. Ayn1 zamanda AKMKH eksozomlarindaki
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sitokin ve biilyiime faktorii seviyelerinin KIMKH eksozomlarma gore daha yiiksek

seviyelerde oldugu gozlenmistir (Sekil 4.11).

Theerakittayakorn ve Bunprasert’in yaptigi ¢alismada HDF’lerin ikilenme zamanlarini
26 saat olarak bulmuslardir [77]. Zulfakar ve ark. yaptiklar1 ¢alismada ise HaCaT larin
ikilenme zamanini 22 saat olarak bulmuslardir [78]. Tez kapsaminda olusturulan in vitro
yara modeli i¢in HDF ve HaCaT hiicreleri kullanilmis ve model olusturulmadan dnce
hiicrelerin ikilenme zamanlariin belirlenebilmesi i¢in biiyiime egrisi grafikleri
olusturulmustur. Biiyiime egrisi grafiklerine gére HDF hiicrelerinin ikilenme zamani 48
saat bulunurken, HaCaT hiicrelerinin ikilenme zamani 10,5 saat olarak gdzlenmistir

(Sekil 4.12).

Yapilan ¢alismalarda MKH eksozomlarinin yara iyilesmesini destekledigi ve yara onarim
stiresini kisalttigina dair kanitlar bulunmustur. Shabbir ve ark. yaptig1 ¢alismada kronik
yara hastalarinda MKH eksozomlarinin fibroblast proliferasyonunu ve gociinii arttirdigi
gozlenmigtir. Ayni zamanda MKH eksozomlarinin yara iyilesmesinde etkili ERK,
STAT3 gibi yolaklar1 aktive ettigi ve IGF1 (insiilin benzeri biiylime faktorii-1), NGF
(sinir bliylime faktorii), HGF (hepatosit biiyiime faktorii) gibi biiylime faktorleri
salgiladig1r gozlenmistir [79]. Hoang ve ark. yaptigi ¢aligmaya gore, insan gobek
kordonundan, adipoz dokudan ve kemik iliginden izole edilen eksozomlar keratinosit ve
fibroblast ‘cizik testi’ yara modellerine uygulanarak yara iyilesme kapasiteleri
incelenmistir. Bu calismanin sonuglarina gore eksozomun kaynak hiicresi ve dozunun
yara iyilesme kapasitesinde etkili oldugu bulunmustur [62]. Yine yapilan baska ¢calismada
MKH eksozomlarinin oksidatif cilt hasar1 iizerindeki etkisi incelenmistir. H2O ile
uyarilan keratinositlere ve UV ile i1sinlanmig fare derisine MKH eksozomlari
uygulandiginda reaktif oksijen tiirleri olusumunun, DNA hasarinin, anormal kalsiyum
sinyalinin ve mitokondriyal degisikliklerin azaldig1 gézlenmistir [80]. Shabbir ve ark.
yaptig1 calismada da insan MKH’lerinden elde edilen eksozomlarin fibroblast ¢izik testi
yara iyilesme modelinde doza bagl bir artis gosterdigi bulunmustur. 0.1, 1 ve 10 pg/ml
eksozom dozlar1 uygulanan yara modellerinde en fazla yara kapanmasinin 10 pg/ml’de
oldugu goriilmiistiir [79]. Bu tez ¢alismasi kapsaminda da ¢izik testi analizlerinde % yara
iyilesme sonuglarma gore tiim zaman araliklar1 icin hem AKMKH hem de KIMKH
eksozomlarinin yara kapatma miktarlar1 negatif kontrol grubuna gore kiyaslandiginda
tim gruplar icin istatistiksel olarak anlamli derecede yara kapanmasini destekledigi

gbzlenmistir (**; p< 0,01, ***; p< 0,001). Alamar Blue sonuglarina gore ise AKMKH
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eksozomlarinin hiicre proliferasyonu artist icin 36. saatte UV’li 10 pg/ml eksozom
dozunda, 48. saatte ise UV’li 5 ve 10 pg/ml eksozom dozlarinda anlamli hiicre
proliferasyon artis1 gozlenmistir (*; p< 0,05, **; p< 0,01). KIMKH eksozomlarinin
Alamar Blue sonuglaria gore istatistiksel olarak anlamli hiicre proliferasyon artis1 UV’li
5 ng/ml, UV’siz ise 5 ve 10 pg/ml eksozom dozlarinda gozlenmistir (*; p< 0,05, **; p<
0,01, *** p<0,001). Bu sonuglara gére UV’lenmis MKH eksozomlarinin ¢izik testi yara
kapanmasinda UV’lenmemis MKH eksozomlarina goére daha etkili oldugu sonucuna

varilmustir (Sekil 4.14-15-16-17).

Yara iyilesme calismalarinda 3B modeller yara ortamini, hiicre-hiicre etkilesimlerini ve
hiicrelerin ESM ile olan etkilesimi ve migrasyon davranigini 2B modellere gore daha iyi
temsil ettigi icin bu alanda yapilan calismalar zamanla hiz kazanmistir [58]. 3B deri
modellerinde genellikle iki veya ii¢ katmanl bir yap1 s6z konusudur [81]. iki katmandan
olusan modellerde ilk katman fibroblastlarin gémiilii oldugu bir yap1 iskelesinden olusur
ve dermisi taklit ederken, ikinci katman ise epidermisi taklit eden keratinosit tabakasindan
olugmaktadir. Keratinositlerin, hava siv1 arayiiziinde olgunlastirilarak birka¢ katmandan
olusan gercek deri yapisini taklit etmesi amaclanir. Ug¢ katmandan olusturulan 3B
modellerde ise farkli olarak birinci katman hiicresiz bir yap1 iskelesinden olusarak, ikinci
katman olan dermis i¢in destekleyici bir yapr iistlenir. Ugiincii ve en iist katman ise yine
keratinositlerden olusan epidermis tabakasidir. 3B deri modellerinde kullanilan yap:
iskeleleri cesitlilik gostermektedir. Genellikle ESM eleman1 olan kollajen hidrojeli
kullanimi tercih edilirken, sentetik polimerler, hiicresizlestirilmis dermis ve
glikozaminoglikanlar da kullanilmaktadir [58, 82]. Bu tez caligmasinda olusturulan 3B
deri yara modeli icin, tip 1 kollajen kullanilarak {i¢ katmanli bir deri modeli
olusturulmustur. Ik katman icin kollajen hiicresiz bir sekilde olusturulmus ve ikinci
katman igin destek gorevi gdrmiistiir. Ikinci katman olarak HDF’lerle birlikte
olusturulmus kollajen jel dermisi taklit etmistir (Sekil 4.18). Son olarak ti¢lincii katmanda
HaCaT’lar hava s1v1 arayliziinde olgunlastirilmis ve epidermisi taklit etmistir. Olusturulan
deri modellerinin takibi i¢in 7, 14 ve 21. giinlerde histolojik analiz yapilarak H&E

boyamasi yapilmis ve olusturulan modellerdeki katmanlasma gozlenmistir (Sekil 4.19).

3B olusturulan deri modellerinde yara olusumu i¢in eksizyonel veya insizyonel yara
olusturulabilecegi bildirilmistir [83]. Bu tez calismasinda olusturulan 3B deri
modellerinde 2 mm’lik dermatolojik biyopsi punch aleti kullanilarak eksizyonel yara

olusumu tercih edilmistir. Yaralar olusturulduktan sonra “¢izik testi” sonuclarina gore
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belirlenen dozlar (AKMKH’ler igin 10 pg/ml, KIMKH’ler i¢in 5 pg/ml) uygulanmustir.
Eksozom uygulamalari serumsuz besiyeri iginde ve transwellin dis kismindan
gerceklestirilmistir. Yara olusturulan dokular, 6ncesinde kiiltiire edilen HDF ve kollajen
jelden olusan “yara destek kollajeni” iizerine yerlestirilmistir. Yara modelleri hava-sivi
araylziinde kiiltiire devam edilerek yara iyilesmeleri takip edilmistir (Sekil 3.4).
Wahabzada ve ark. yaptigi caligmada 3B deri yara modeli olusturulmus ve yara
tyilesmesini takip eden 5 ve 10. giinlerde histolojik analizler ger¢eklestirilmistir [84]. Bu
tez caligmasinda da yara olusumunu takip eden 3. ve 7. glinlerde dokular fikse edilerek
H&E boyamasi yapilmis ve yara agikliklar1 Image J programi kullanilarak 6l¢iilmiis ve

yiizde yara iyilesme degerleri hesaplanmistir (Sekil 4.24).

Sonug¢ olarak bu tez calismast kapsaminda UV-B ile indiikklenen AKMKH ve
KIMKH’lerden elde edilen eksozomlarin, in vitro yara iyilesme modellerindeki yara
kapatmasini arttirdigi sonucuna varilmistir. Yapilan biiyiime faktorii ve sitokin analizleri
sonucuna gore UV’lenmis gruplarin UV ’sizlere kiyasla daha yiiksek miktarlarda biiyiime
faktorii ve sitokin salimi yapmalar1 bu sonucu desteklemektedir. Ayni zamanda 2B ¢izik
testi yara modelindeki Alamar Blue ve % yara kapanma analizi sonuglarina gore de
AKMKH eksozomlarindan UV’li 10 pg/ml dozun, KIMKH eksozomlarinda ise UV’li 5
pg/ml dozun istatistiksel bir farklilik gostererek yara kapanmasina olumlu etkisinin
oldugu goriilmiistiir. 3B deri yara modellerindeki analizler ise ayni sekilde 2B model
sonuglarini destekler niteliktedir. Bunlarin yani sira, yapilan biiyime faktorii ve sitokin
analizleri, 2B ve 3B yara iyilesme analizlerine gore; AKMKH eksozomlarinin hem
biiyltime faktorii ve sitokin igerigi acisindan hem de yara iyilestirme potansiyeli agisindan
KIMKH eksozomlarina gére daha etkili oldugu gézlenmistir. UV 15181 ile indiiklenen
MKH eksozomlarinin yara kapanmasina olan destekleyici potansiyel etkilerinin daha
detayli incelenebilmesi i¢in molekiiler diizeyde ileri analizler ve in vivo hayvan

caligmalari ile desteklenmesi onerilmektedir.
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