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Mezenkimal kok hiicreler (MKH), belirli gevresel kosullar altinda osteoblast,
kondrosit, miyosit ve adiposit gibi o6zellesmis hiicre tiplerine farklilasabilme
yetenekleri sayesinde doku miihendisligi ve rejeneratif tipta 6nemli bir yere sahiptir.
MKH’ler, kemik iligi, adipoz doku ve gobek kordonu basta olmak tizere viicuttaki
pek cok dokudan izole edilebilmektedir. Izole edildigi bolgeye gore karakteristik
farkliliklar gosterebilen MKH’ler, temel olarak inflamasyon, yara iyilesmesi,
enfeksiyon ve ¢esitli organ ve dokulardaki dejenerasyon ile iliskili hastaliklarin klinik

caligmalarinda kullanilmaktadir.

Gobek kordonu mezenkimal kok hiicreleri (GKMKH), diger yetiskin mezenkimal kok
hiicrelere kiyasla uzun siire in vitro farklilasma potansiyelini koruyabilmesi, diisiik
immiinojenik yanit gostermesi ve tiimorojenik olmamasi nedeniyle doku

miihendisligi alaninda giderek daha yaygin bir sekilde kullanilmaktadir.

GKMKH’lerin klinik ¢alismalarda kullanilabilmesi igin biiyiik 6l¢ekli hiicre
aretimine ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu amacgla mikrotasiyict destekli biyoreaktor
sistemleri gelistirilmistir. Bu sistemlerde, Kkiiltiiriin gereksinimine gdre uygun
ozelliklere sahip polimerler kullanilarak {retilmis olan  mikrotastyicilar

kullanilmaktadir.



Sunulan tez ¢alismasi kapsaminda, mikrotasiyic1 tiretiminde kullanilmak iizere
biyouyumlu ve biyobozunur olmasinin yanisira iyi mekanik dzellikleri nedeniyle ipek
fibroin (SF) polimeri segilmistir. Mikrotasiyicilarin iiretimi i¢in emiilsiyon haline
getirilmis faz ayrimi yontemi kullanilmistir. Bu yontem ile %2,5, %3,5, %4,5 ve %5,5
olmak tizere 4 farkli ipek fibroin konsantrasyonuna sahip mikrotastyict iretimi
gerceklestirilmistir. Uretilen mikrotastyicilarin karakterizasyonu kapsaminda g¢ap
Olctimleri gerceklestirildiginde %2,5, %3,5, %4,5 ve %5,5 SF mikrotasiyicilarin ¢ap
boyutlar1 siras1 ile 277 pum, 213 pm, 226 pum ve 234 pum olarak ol¢ililmiistiir.
Piirtizliiliik bakimindan karsilastirildiklarinda ise %2,5 SF mikrotasiyicilarda piiriizli
bir yilizey gézlenmezken, %3,5 SF mikrotasiyicilarin son derece piiriizlii bir yiizeye

sahip oldugu goriilmiistiir.

Uretilen mikrotasiyicilar ile statik kiiltiir gerceklestirilmistir. MTT analizlerinde
%2,5, %3,5 ve %4,5 SF mikrotasiyicilarin 7. giin absorbans degerleri birbirine yakin
bulunmustur. En disiik absorbans degeri %5,5 SF mikrotasiyicilar ile yapilan

kiiltirde elde edilmistir.

Dinamik kiltir c¢alismalar1  ylizey topografisinin GKMKH tutunma ve
cogalmasindaki etkisini belirlemek amaciyla %2,5 ve %3,5 SF mikrotasiyicilar ile
yapilmistir. Dinamik kiiltiirde, %3,5 SF mikrotasiyicilarin daha homojen bir hiicre
dagilimi sagladigi belirlenmistir. MTT analizlerinde %3,5 SF mikrotasiyicilar ile elde
edilen absorbans degeri, 3. ve 7. giinlerde %2,5 SF mikrotasiyicilara kiyasla yaklasik

6 kat daha yiiksek bulunmustur.

Statik ve dinamik kiiltiirlerden sonra gergeklestirilen akis sitometrisi analizleri,
mikrotastyicilarin yiizeyinde ¢ogalan hiicrelerin yiizeyden kaldirildiktan sonra Kok

hiicre 6zelliklerini koruduklarini gdstermistir.

Bu arastirma, herhangi bir kaplama veya kolajen, jelatin gibi ek malzemeler
kullanilmadan, tamamen dogal ipek fibroin polimeri ile iretilen mikrotasiyicilarin
dinamik kiiltirde GKMKH'lerin ¢ogalmasi tizerindeki etkisini inceleyen ilk ¢alisma

olma ozelligi tasimaktadir.

Anahtar Kelimeler; ipek fibroin; Mikrotasiyici; Gébek kordonu mezenkimal kok

hiicreleri; Doku miihendisligi
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Mesenchymal stem cells (MSCs) play a significant role in tissue engineering and
regenerative medicine due to their ability to differentiate into specialized cell types such
as osteoblasts, chondrocytes, myocytes, and adipocytes under specific environmental
conditions. MSCs can be isolated from many tissues in the body, primarily bone marrow,
adipose tissue, and umbilical cord. Depending on their source of isolation, MSCs exhibit
characteristic differences and are mainly used in clinical studies related to inflammation,

wound healing, infection, and various degenerative diseases affecting organs and tissues.

Umbilical cord-derived mesenchymal stem cells (UC-MSCs) are increasingly used in the
field of tissue engineering due to their ability to maintain in vitro differentiation potential
over extended periods compared to other adult MSCs, their low immunogenic response,

and non-tumorigenic nature.

Large-scale cell production is required for the clinical use of UC-MSCs. For this purpose,
microcarrier-supported bioreactor systems have been developed. In these systems,
microcarriers produced using polymers with appropriate properties based on the needs of

the culture are utilized.
Within the scope of this thesis, silk fibroin (SF) polymer was selected for microcarrier

production due to its biocompatibility, biodegradability, and favorable mechanical

properties. The emulsified phase separation method was used for the production of



microcarriers. Using this method, four different SF concentrations—2.5%, 3.5%, 4.5%,
and 5.5% (w/v) were used to fabricate the microcarriers. As part of the characterization,
size measurements showed that the diameters of 2.5%, 3.5%, 4.5%, and 5.5% SF
microcarriers were 277 um, 213 um, 226 um, and 234 um, respectively. In terms of
surface roughness, no surface irregularities were observed in the 2.5% SF microcarriers,

while the 3.5% SF group exhibited significantly rough surfaces.

Static culture was performed using the produced microcarriers. MTT analysis showed
that the absorbance values on day 7 for 2.5%, 3.5%, and 4.5% SF microcarriers were
similar, whereas the lowest absorbance value was recorded for the 5.5% SF group.

To evaluate the effect of surface topography on UC-MSC attachment and proliferation,
dynamic culture studies were conducted using 2.5% and 3.5% SF microcarriers. The 3.5%
SF microcarriers demonstrated more homogeneous cell distribution under dynamic
conditions. MTT analysis revealed that absorbance values obtained with 3.5% SF
microcarriers on days 3 and 7 were approximately six times higher than those of 2.5% SF

microcarriers.

Flow cytometry analyses conducted following static and dynamic cultures confirmed that
the cells proliferating on the surface of the microcarriers retained their stem cell

characteristics after being removed from the surface.

This study is the first to investigate the effect of entirely natural silk fibroin-based
microcarriers, produced without the use of any coating or additional materials such as

collagen or gelatin, on the proliferation of UC-MSCs under dynamic culture conditions.

Keywords: Silk fibroin; Microcarrier; Umbilical cord-derived mesenchymal stem cells;

Tissue engineering
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1 GIRIS

Doku miihendisligi, 1980'lerde 1. V. Yannas ve John F. Burke'iin, genis ¢apli deri
kayiplarinin onarimina yonelik yapay deri gelistirme ¢aligmalariyla temelleri atilan bir
alandir. Giinlimiizde ise kok hiicre temelli yaklagimlar sayesinde rejeneratif tipta 6nemli
bir tedavi alternatifi sunmaktadir [1,2]. Kok hiicrelerin belirli kosullar altinda osteoblast,
kondrosit, miyosit ve adiposit gibi belirli bir hiicre tipine farklilagabilme yetenegine sahip
olmasi hasar gérmiis doku ve organlarin tedavisinde bu hiicrelerin kullanilabilmesine

olanak saglamaktadir [3].

Embriyonik kok hiicre (EKH), indiiklenmis pluripotent kok hiicre (iPKH) ve mezenkimal
kok hiicre (MKH) olmak iizere {i¢ ana tip kok hiicre bulunmaktadir. Embriyonik ve
indiiklenmis kok hiicreler, tiimoér olusumu (teratomlar gibi) ve genetik farkliliklar
nedeniyle immiin sistem tarafindan reddedilme olasiligi gibi risk faktorleri
barindirmaktadir. Ayrica bazi etik kisitlamalardan dolay1r mezenkimal kok hiicreler kadar
yaygin bir kullanima sahip degillerdir [4,5]. MKH’ler, multipotent 6zellik gésteren ve
diger iki tip kok hiicreye kiyasla daha kolay izole edilebilen ve manipiile edilebilen

hiicrelerdir. Bu nedenle, en sik ¢alisilan kok hiicre tipidir [6].

Kok hiicrelerin  doku miihendisliginde kullanimi1 bu hiicrelerin yiiksek sayida
iiretilebilmesi gerekliligini de dogurmaktadir. Geleneksel tek tabakali hiicre iiretim
yontemi bu konuda yetersiz kalmaktadir. Bunun en biiyiik sebebi ylizey alaninin kisith
olmasidir. Mikrotasiyicili biyoreaktdr sistemleri bu problemi agmak igin etkili bir

yaklasim sunar.

Mikrotasiyicilar 3 boyutlu sekillerinin verdigi avantajla kok hiicrelerin farklilagmadan,
doku miihendisliginde gereksinim duyulan miktarlarda iiretilmesi i¢in gerekli yiizey
alanimi saglar [7]. Sentetik veya dogal polimerlerden tiretilebilen mikrotasiyicilar, {iretim
stireglerindeki farkliliklar ile sekil, boyut ve ylizey kaplamalar: gibi hiicre tutunmasini ve

cogalmasini etkileyebilecek 6zellikler bakimindan uygun hale getirilebilirler [8].

Sunulan tez ¢alismasinda ucuz, biyobozunur ve biyouyumlu olmasi nedeniyle
mikrotasiyict liretiminde ipek fibroin polimeri tercih edilmistir. Literatiirde MKH’lerin

ipek fibroin mikrotastyicilar ile kiiltiire edildigi farkli caligmalar bulunmaktadir. Fang ve
1



ark. stronsiyum igeren %2,5 (w/v) ipek fibroin mikrotasiyici ile kemik iligi kaynakli
MKH kiiltiirasyonunu gercgeklestirmistir. Calisma sonucunda hiicrelerin mikrotasiyicilara
tutunup yayilmasinin diginda mikrotasiyicilarda bulunan stronsiyumun kék hiicrelerin
osteojenik farklilasma kapasitesini artirdigi rapor edilmistir [9]. Orfei ve ark. tarafindan
gerceklestirilen baska bir ¢alismada, %1 (w/v) sodyum aljinat/ %2 (w/v) ipek fibroin
mikrotastyicilar kullanilmis ve bu mikrotasiyicilarla adipoz doku ve kemik iligi MKH’ler
cogaltilmistir. Calismada her iki hiicre tipinin de mikrotasiyicilara tutundugu, cogaldigi
ve yiiksek canlilik gosterdigi belirtilmistir [10]. Ipek fibroinin kaplama olarak kullanildig
bir ¢alismada ise Perteghella ve ark. insan adipoz kdkenli MKH’leri ipek fibroin kapl
aljinat mikrotastyicilarda ¢ogaltmistir. Kiiltiiriin 7. giiniinde hiicrelerin mikrotasiyicilar

tamamen kapladigi ve 6lii hiicre goriilmedigi belirtilmistir [11].

Literatiirde yapilan tiim bu caligsmalar, ipek fibroin bazli mikrotastyicilarin hiicre
tutunmasi, c¢ogalmast ve farklilasma potansiyelini destekleyerek MKH kiiltir

sistemlerinde kullanilmaya uygun oldugunu gdstermektedir.

Tez ¢aligmasinda kullanilan GKMKH’lerin ipek fibroin mikrotasiyicilarda iiretilmesine
dair bir ¢alisma olmamasina karsin jelatin, dekstran, polistiren gibi farkli polimerlerden
tiretilmis mikrotastyicilar ile biiylik 6lgekli GKMKH iiretimine yonelik caligsmalar
bulunmaktadir [12-14] . Zhao ve ark. tarafindan yapilan ¢alismada GKMKH’lerin jelatin
yapili CultiSpher-G mikrotasiyicilar ile ¢ogaltilmasi amaglanmistir. Calismada
karigtirmali kap biyoreaktor kullanilmis ve 55 dakika 40 rpm’de karistirma, 5 dakika
durdurma periyodu ile ¢alistlmistir. Kiiltiiriin 7. giiniinde baglangica gore 2,5 kat daha
fazla hiicre elde edilmistir. Ayrica hiicrelerin kokliiliik 6zelliklerinin korunmaya devam
ettigi belirtilmigtir [12]. Dimetilaminoetil gruplari iceren dekstran yapili bir mikrotagtyict
olan Cytodex 1 ile yapilmis olan bir ¢alismada Sion C. ve ark.,, GKMKH’leri 7 giin
boyunca kiiltiire etmislerdir. Hiicreler, mikrotasiyicilar iizerinde basarili bir sekilde
cogaltilmig ve artan hiicre sayisina bagli olarak agregasyon olusmustur. Bu durumu
Oonlemek i¢in hiicrelerin mikrotasiyicilar arasinda go¢ etme yetenegini kullanarak
kiiltliriin 1. gliniinde ortama yeni mikrotagiyicilar eklenmis ve mikrotasiyici basina diisen

hiicre sayisinin sabit kalmasi saglanmistir [13].



1)

(2)

Sunulan tez ¢alismast GKMKH’lerin ipek fibroin mikrotasiyicilart {izerinde kok hiicre
ozelliklerini kaybetmeden yiiksek kapasitede ¢ogaltilmasin1 amaglamaktadir. Bu amaca
yonelik olarak GKMKH’lerin dinamik kiiltiiriinde ipek fibroine daha etkili bir sekilde
tutunabilecegine ve saglikli bir morfolojide yayilma gosterebilecegine dair bir hipotez
olusturulmustur.

Hipotezimizi destekleyebilmek amaciyla; gobek kordonu mezenkimal kdk hiicrelerinin
statik ve dinamik kiltiir ortamlarinda ipek fibroin mikrotasiyicilari iizerine tutunmalari
ve yayilimlar1 karsilastirilmistir.

Dinamik kiiltiirde kullanilan ipek fibroin yogunlugunun kok hiicrelerin tutunmasi ve

cogalmasindaki etkileri degerlendirilmistir.



2 GENEL BILGILER

Bu béliimde tez calismasina ait genel bilgiler zetlenerek sunulmustur. {1k kisimda kok
hiicrelerin doku miihendisligindeki kullanim alanlar1 anlatilmistir. Daha sonra
mezenkimal kok hiicreler (MKH) {izerine Ozellestirilerek bu hiicrelerin doku
miithendisligindeki 6nemi aciklanmistir. Ardindan tez caligmasinda gobek kordonu
mezenkimal kok hiicreleri ile ilgili literatiir bilgisine yer verilmistir. Daha sonra bu
hiicrelerin biiyiik 6l¢ekte liretimi igin kullanilan yontemler ve tez ¢alismasinin da temelini
olusturan mikrotastyicilardan bahsedilmistir. Mikrotasiyicilar ile ilgili iretim yontemleri,
tiretimde kullanilan sentetik ve dogal polimerlerin ardindan tez ¢alismasinda kullanilan
ipek fibroinden bahsedilmistir. Son olarak ipek fibroin ile mikrotasiyici iiretimi hakkinda

bilgi verilmistir.

2.1  Doku Miihendisliginde Kok Hiicre Yaklasimi

Doku miihendisligi; canli ve fonksiyonel hiicrelerin laboratuvar ortaminda dogru
malzemeler ile birlestirilerek, biyoloji, mithendislik, tip bilimlerinin prensipleri ile hasar
gormiis veya fonksiyonelligini yitirmis doku ve organlarin tedavi edilmesine olanak
saglayan ¢ok disiplinli bir alandir [3]. Doku miihendisliginin temelinde olan 3 ana
element; hiicre, doku iskelesi ve biyosinyaldir. Genel yaklasimda,kok hiicreler
cogaltildiktan sonra ilgili dokuyu olusturmasini saglayacak kosullarda bir iskele iizerine
ekilir ve hiicreler kendi hiicre dis1 matrislerini (extracellular matrix, ECM) iiretir ve

sinyalizasyonu baslatarak hedef hiicreye farklilasir ve doku tiretimi saglanmis olur [2].

Kok hiicre; farkli hiicre tipine farklilasabilen ve kendini yenileyebilen hiicrelerdir [15].
Uc ana kok hiicre cesidi bulunmaktadir; embriyonik kok hiicreler (EKH), mezenkimal
kok hiicreler (MKH) ve indiiklenmis pluripotent kok hiicreler (iPKH). Bu hiicreler elde
edilme yontemleri ve farklilasma yetenekleri ile birbirinden ayrilmaktadir. Kok
hiicrelerin farklilasma yetenegi doku miihendisligi ile tedavi edilebilen doku ¢esidinin

artmasinda biiyiik rol oynamaktadir [16].



Embriyonik kok hiicreler, 3 tip kok hiicre arasinda en fazla farklilasma yetenegine sahip
olan pluripotent hiicrelerdir. Bu hiicreler 5-7 glnliik blastokistlerin trofektoderm
tabakasiin ayristirilarak i¢ hiicre kitlesinin izolasyonu ile elde edilir. Embriyonik kok
hiicrelerin, kaynagi dolayisiyla insan viicudundaki biitiin hiicrelere farklilasma yetenegi
bulunur. Ancak her ne kadar yiiksek bir potansiyele sahip olsalar da bu hiicreleri elde
etmek i¢in bir embriyonun kullaniliyor olmasi etik bir karmasaya sebep olmaktadir
[5,17]. Giiniimiizde embriyonik kok hiicrelerin kullanildigi yaklasik 20 klinik ¢alisma
bulunmaktadir. Bu klinik ¢alismalar ¢cogunlukla g6z hastaliklari tizerine olmakla birlikte

norolojik, kardiyolojik hastaliklar, diyabet vs. hastaliklari iizerine de ¢alisilmaktadir [18].

Idelson ve ark. tarafindan gdz hastaliklari {izerine yapilan bir calismada, retinal epitelyum
hiicrelerinin fonksiyonunu kaybetmesi ile sonu¢lanan yasa bagli makular dejenerasyon
(sar1 nokta) hastaliginda insan embriyonik kok hiicreleri retinal epitelyum hiicrelerine
farklilastirilmig ve farelere transplante etmistir. Calisma sonucunda retinal epitelyumun
tyilestigi ve hiicrelerin immiin yanit gelistirmeden canliliklarint devam ettirdigi

belirtilmistir [19].

Indiiklenmis pluripotent kok hiicreler (IPKH), kisaca pluripotent hiicrelere doniistiiriilen
somatik hiicreler olarak aciklanabilir. Embriyonik kok hiicrelerde pluripotent 6zelligin
korunmasini saglayan genlerin (Oct3/4, Sox2, KlIf4 ve c-Myc) belirlenmesinden sonra
somatik hiicreler bu transkripsiyon faktorleri ile transdiiksiyona ugratilmistir. iPKH’ler
hastalik modellemelerinde ve hastalikla ilgili anormal fenotiplerin geri ¢evrilmesinde
kullanighidir ancak pluripotent kok hiicrelere transkripsiyon faktorlerini entegre etmek
icin en tercih edilen yontem viriislerin kullanimidir. Bu yontemin kullanilmasi tiimor
olusturma riskini ortaya ¢ikardigindan pluripotent kok hiicrelerin doku miihendisliginde

kullanimi yaygin degildir [20,21].

Indiiklenmis pluripotent kok hiicrelerle yapilan ¢aligmalar 2018 yilindan itibaren artis
gostermistir. 2020 yilinda Schweitzer ve ark. tarafindan ilk defa idiyotik parkinson
hastasinin beynindeki putamen bolgesine otolog iPKH kokenli dopaminergik progenitor
hiicreler implante edilmistir. Oncesinde farelerde yapilan ¢alismada hiicrelerin immiin
yamt olusturmadigi belirtilmistir. Implantasyondan sonra hastaligin semptomlarinda

iyilesme gozlenmistir [22].



EKH ve iPKH hiicrelerinin disinda doku miihendisliginde en sik kullanilan hiicreler
mezenkimal kok hiicrelerdir (MKH). Multipotent 6zellik gosteren bu hiicreler
izolasyonunun daha kolay olmasi, farklilasma ve proliferasyon kapasitelerinin daha sinirl
olmasi nedeniyle tiimdr olusturma riskinin daha az olmasi, immiinmodiilator 6zelliklere
sahip oldugu i¢in bagisiklik sistemini baskilayarak allojenik nakillerde daha iyi tolere
edilmesi ve etik agidan daha kabul edilebilir olmas1 sebepleriyle literatiirde daha fazla

calismada kullanilmaktadir [23].

Sunulan tez ¢alismasinda da MKH’ler ile ¢alisildigindan asagida bu hiicrelere ait daha

detayl1 aciklamalara yer verilmistir.

2.2  Mezenkimal Kok Hiicreler (MKH)

Mezenkimal kék hiicreler; Farkli dokulardan izole edilebilen hematopoetik olmayan
stromal hiicrelerin alt grubudur. Multipotent 6zellik gosterdigi i¢in EKH veya iPKH’lerin
aksine elde edildigi kaynak dokunun ayni germ tabakasindaki 6zellesmis hiicrelerine
farklilasabilir [24]. Uluslararas1 Hiicresel Tedavi Dernegi’nin multipotent mezenkimal

kok hiicrelerin tanimlanmasinda belirli kriterleri bulunmaktadir. Buna gore;

Standart kiiltiir kosullarinda hiicreler ylizeye tutunmalidir.

Kok hiicre yilizeyinde CD105, CD73 ve CD90 gibi ylizey belirteglerine sahipken CD45,
CD34, CD14 veya CD11b, CD79alfa veya CD19 ve HLA-DR gibi yiizey belirteclerine
sahip olmamasi gerekmektedir.

Osteoblastlara, adipositlere ve kondrositlere farklilasabilmelidir [25].

Mezenkimal kok hiicrelerin osteoblastlara, adipositlere ve kondrositlere farklilagabilme
yetenegi, ¢esitli dokular etkileyen hastaliklarin klinik arastirmalarinda yaygin olarak
kullanilmasinin en 6nemli nedenlerinden biridir. MKH tabanli klinik ¢calismalar, 6zellikle
iltihaplanma, yara iyilesmesi, enfeksiyon ve dejenerasyon ile iligkili hastaliklara
odaklanmakta olup, kemik ve sinir sistemi gibi hastaliklarinda yaygin olarak
uygulanmaktadir (Sekil 2.1). GvHD ve Crohn hastali§i gibi otoimmiin bozukluklarda
bagisiklik tepkilerini diizenleme kapasitesine sahip olan MKH'ler, ayni zamanda
rejeneratif tipta yara iyilesmesini ve fonksiyonel diizelmeyi destekleyerek 6nemli bir rol

istlenmektedir [26].
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Sekil 2.1. Mezenkimal kok hiicre temelli tedaviler kapsaminda klinik ¢alismalara konu

olan bazi hastaliklar. ([26] den degistirilerek).

Mezenkimal kok hiicreler birgok farkli kaynaktan elde edilebilir. Kemik iligi, adipoz
doku ve gobek kordonu en sik tercih edilen 3 kaynaktir. Kemik iligi mezenkimal kok
hiicreleri, kemik iligi biyopsisi yapildiktan sonra hematopoetik kok hiicrelerden ayrilarak
izole edilir. Bu hiicreler, ilk kesfedilen mezenkimal hiicreler olmustur. Alexander
Friedenstein yaklasik 140 yi1l 6nce kemik iligi hiicrelerini diisiik yogunlukta ve serum
iceren ortamda kiiltiire ettikten iki hafta sonra fagositik olmayan, yiizeye bagl fibroblast

hiicrelerin gogalmaya basladigint gozlemlemistir [27].

Adipoz doku mezenkimal kok hiicreleri temelde beyaz yag dokusundan veya kahverengi
yag dokusundan elde edilir. Kahverengi yag dokusu viicutta beyaz yag dokusundan ¢ok
daha az bulunur ancak miyojenik farklilagsmaya daha yatkindir. Beyaz yag dokusundan

izole edilen hiicrelerin izole edildigi bolgeye gore dzellikleri farkli olabilir [28].

Gobek kordonu mezenkimal kok hiicreleri (GKMKH), Wharton jolesinden enzimatik
veya doku eksplanti yontemiyle izole edilir. Bu {i¢ kaynak (kemik iligi, yag doku,
Wharton j6lesi) arasindan en fazla hiicrenin elde edilebildigi kaynaktir. Cogalma hizi ve

immiin yanit diizenleme 6zellikleri bakimindan da daha avantajli hiicrelerdir.



Bu bolgelerin diginda mezenkimal kok hiicreler dis pulpasindan, plasentadan, amniyotik
stvidan, anne siitinden ve endometriyumdan elde edilebilir [29]. Bu farkli kaynaklardan

elde edilen hiicrelerin immiinfenotip 6zellikleri birbirinden farklilik gosterebilir.

Sozii edilen kaynaklar arasinda en sik ¢alisilan MKH, ilk kesfedilen ve en iyi karakterize
edilen oldugu igin, kemik iligi mezenkimal kdék hiicreleridir. Ote yandan, yapilan
caligmalardan klinige gegen calisma sayist oranina bakildiginda (terapotik yakinlik
endeksi) gobek kordonu kok hiicreleri ile yapilan caligmalarin daha hizli ilerledigi
goriilmektedir. Gobek kordonu ve kemik iligi mezenkimal hiicrelerinin morfoloji,
farklilasma potansiyeli ve immiinfenotip bakimindan benzerlik gostermesi ve gobek
kordonu mezenkimal hiicrelerin izolasyonunda invaziv yontemlerin kullanimina gerek
duyulmamasi, dolayisiyla hiicrenin izolasyonunun daha kolay olmasi bahsedilen

terapotik yakinlik endeksinin daha yiiksek olmasinin nedenidir. [29].
2.3  Gobek Kordonu Mezenkimal Kok Hiicreleri (GKMKH)

Insan gobek kordonu, bebegin gelisiminde annenin plasentasina baglanarak embriyonun
besin ve oksijen almasini saglayan, 50 cm’e kadar uzayabilen bir dokudur. Gobek
kordonundan mezenkimal kok hiicre eldesi genellikle anne ve fetiis arasindaki iki yonli
besin ve oksijen akisini saglayan mukuslu bag dokusu olan Wharton jolesi bolgesinden
yapilsa da kordon astar1 ve perivaskiiler bolgeden de mezenkimal kok hiicre izolasyonu

yapilabilmektedir [30].

Kemik iligi mezenkimal kok hiicreleri ilk kesfedilen ve en iyi karakterize edilen hiicre
olmast bakimindan uzun yillar altin standart olarak kabul edildi, gobek kordonu
mezenkimal hiicrelerinin doku miihendisligindeki potansiyeli ve avantajlar1 kesfedildikge
bu anlayis degismeye baslamistir [31]. Gobek kordonu kok hiicreleri bebek dogduktan
sonra kullanim dig1 kalan yapidan elde edildigi i¢cin embriyonik kok hiicrelerdeki etik
problemlerle karsilagilmamaktadir. Ayrica, kemik 1iligi hiicrelerinin izolasyonunda
oldugu gibi invaziv bir islem gerektirmemesi nedeniyle, dondr acisindan agrili veya

travmatik bir siire¢ s6z konusu degildir [32].

GKMKH’lerin, diger yetiskin mezenkimal kok hiicrelere kiyasla in vitro farklilasma

potansiyelini daha uzun siire korudugu bilinmektedir. Bunun disinda diisiik immiinojenik
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cevap saglamasi, tiimorojenik olmamasi ve dondr bulmanin daha kolay olmasi ile birlikte
doku miihendisliginde giderek daha fazla tercih edilmektedir[33]. GKMKH’lerin 6ne
cikan ozelliklerinden biri de immiin yanit1 diizenleyebilme yetenekleridir. Mekanizma
hala tam olarak aydinlatilmamus olsa da Indolamin 2,3-dioksijenaz (IDO) salgilayarak T
hiicrelerinin apoptozunu ve hiicre dongiisiinin durmasimi saglayabildikleri ayrica

fenotiplerini degistirerek T hiicre aktivasyonunu baskilayabildikleri bilinmektedir [34].

Literatirde GKMKH’lerin norolojik hastaliklarda, kardiyovaskiiler hastaliklarda,
karaciger kayiplarinda, ortopedik hastaliklarda ve okiiler hastaliklarda kullanimi {izerine

calismalar bulunmaktadir.

Norolojik alan i¢in omurilik yaralanmasit ornek olarak verilebilir, Albu S. ve ark.
tarafindan 2021 yilinda faz %2 agsamasi tamamlanan ¢alismada omurilik yaralanmasi olan
10 hastada noroplastik ve ndrorejeneretif siirecleri baslatarak yaralanmanin sebep oldugu
motor ve duyusal fonksiyonlarindaki kaybin azaltilmasi i¢in 10 x 108 GKMKH
intraretekal olarak hastalara transplante edilmis ve 6 ay sonunda dermatom igne batmasi
hissiyatinda, mesane maksimum kapasitesinde ve mesane hiperaktivitesinde artislar

gozlenmistir [35].

Kardiyovaskiiler caligmalara 6rnek olarak Wei Z. ve ark. tarafindan yapilan ¢alisma 6rnek
olarak verilebilir. Bu calismada mini domuzlarda akut miyokard enfarktiisii modeli
olusturulmus ve iskemik bolgedeki 9-10 bolgeye direkt enjeksiyon ile GKMKH
transplantasyonu gerceklestirilmistir. Alt1 hafta sonra hiicrelerin hayatta kaldigi ve
kardiyomiyositlere ve endotelyal hiicrelere farklilastigi gozlenmistir. Bunun disinda
transplantasyon sonrasinda apoptozu ve fibrozu azaltarak ventrikiiller fonksiyonu

iyilestirdigi gézlenmistir [36].

GKMKH’lerin klinik uygulamalarda giderek daha fazla kullanilmasi, ihtiya¢ duyulan
hiicre miktarinda artisa neden olmaktadir. Bu dogrultuda, kok hiicrelerin biiyiik dlgekli

iiretimini saglamak amaciyla cesitli liretim stratejileri gelistirilmektedir.



2.4 Kok Hiicrelerin Biiyiik Olcekte Uretimi

Kok hiicreler {izerine yapilan ¢alismalarin artmasi, kullanim alanlarinin genislemesi ve
onaylanmis tedavilerin artmasi ile daha fazla sayida hiicre {iretimi gereksinimini
beraberinde getirmektedir (Cizelge 2.1). Ornegin kalp yetmezligi hastalig1 icin hasta
basina 10° hiicre gereksinimi bulunmaktadir. Yillik olarak alinmasi gereken dozlar da
diisiiniildiigiinde tek bir hasta i¢in y1llik toplamda 1012 hiicre gerekmektedir[37]. Yiizey
alan1 kisitinin yaninda ihtiya¢ duyulan is giicliniin de 6nemli 6l¢ilide fazla oldugu hiicre
kiiltiirti flasklari, doner siseler ve bolmeli flasklar gibi geleneksel yontemler yeterli sayida
hiicre iiretimi i¢in etkili olmamaktadir. Bu durum biiyiik dlgcekte kok hiicre tiretimi

calismalarinin ana nedenini olusturmaktadir.

Cizelge 2.1. Bazi hastaliklarin tedavisi igin gerekli olan hiicre sayilar1 ([34,38] den

degistirilerek).
Kullanilan hiicre Hastahk Hiicre sayisi
Kemik iligi mezenkimal Greft-versus-konak hastaligi 1-2 x 10° hiicre/kg
kok hiicresi viicut agirligi
Gobek kordonu Crohn hastaligi 1x108 hiicre /kg viicut
mezenkimal kok hiicresi agirligy
Gobek kordonu Siddetli ve direncli sistemik lupus 1x10° hiicre /kg viicut
mezenkimal kok hiicresi eritematozus agirligi
Prochymal® (Kemik Miyokard enfarktiisii 0,5 x 10°, 1,6 x 10°
iligi mezenkimal kok veya 5 x 108 hiicre/kg
hiicresi) viicut agirhig

Gilintimiizde, kok hiicrelerin biiyiik 6l¢ekli tiretimi i¢in mikrotasiyici tabanli biyoreaktor
sistemleri kullanilmaktadir. Mikrotastyicilar, hiicreler i¢in adezyon yiizeyi saglarken ayni
zamanda siispanse halde kiiltiire edilmelerine olanak tanimaktadir. Geleneksel kiiltiir
yontemleriyle kiyaslandiginda bu sistemler daha az alan gereksinimi ile daha yliksek
hiicre verimi sunarak iiretim kapasitesini artirmaktadir. Ayrica, pH, ¢oziinmiis oksijen ve
glikoz-laktat seviyeleri gibi kritik parametrelerin gergek zamanli izlenmesi ve kontrolii
miimkiin olmakta, otomasyona dayal1 yapisi sayesinde is giicii ihtiyac1 azalmaktadir [7].

Kok hiicrelerin  biyoreaktdr ortaminda siirdiiriilebilirliginin  saglanabilmesi i¢in,
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karistirma hizi, karigtirict tipi ve kesme kuvveti gibi parametrelerin, hiicrelerin

istenmeyen farklilagsmasini tetiklemeyecek sekilde optimize edilmesi gerekmektedir [39].

Zhang ve arkadaglari, Cytodex 3 mikrotasiyicilari kullanarak gergeklestirdikleri GKMKH
tiretimini, hesaplamalara dayali akis dinamigi analizleri ile 200 mL hacimli karistirmal
kap biyoreaktdrden 1.5 L hacimli biyoreaktdre dlgek biiyiitme yontemiyle aktarmiglardir.
Kiiclik 6lgekli karigtirmali kap biyoreaktor kiiltiirasyonunda, 50 mm capinda biiyiik
kanatl ¢ark tipi bir karistirici kullanilarak 45 rpm hizinda karistirma saglanmistir. Yedi
giinlik kiiltiirasyon siirecinin sonunda hiicre yogunlugu, baslangigtaki 1,35 x 10°
hiicre/mL degerinden 8,76 % 10° hiicre/mL'ye yiikselmistir. Hiicre proliferasyonunun
basarili bir sekilde saglandigi bu siiregte, kesme kuvveti ve akig karakteristiklerinin 6lgek
biiylitilen 1.5 L biyoreaktérde de korunabilmesi amaciyla gerekli hesaplamalar
gergeklestirilmistir. Bu dogrultuda, 600 mL c¢alisma hacmine sahip, eliptik tabanli bir
biyoreaktor ve 60 mm ¢apinda, 45° ag¢ili fil kulagi ¢ark tipi bir karistirict kullanilmistir.
Kesikli beslemeli bir strateji izlenen kiiltiir siirecinin yedinci giintinde 27,3 x 10°
hiicre/mL'lik hiicre yogunlugu elde edilerek, karistirmali kap biyoreaktor sistemine

kiyasla 3,1 kat daha yiiksek hiicre verimi saglanmistir [37].

Calkalamali biyoreaktorlerde GKMKH’ler ile yapilan baska bir calismada, Silve ve ark.
jelatin mikrotasiyicilar olan Cultispher-S mikrotasiyicilar kullanarakk 2 L ¢alkalamali
biyoreaktorde kiiltiirasyon gergeklestirmislerdir. Altiyliz mL ¢alisma hacminde calisilan
biyoreaktor 24 rpm’de 4 °’lik bir ¢alkalama ile ile kullanilmigtir. On giinliik kiiltiirasyon
siiresi sonunda 1,7 X 10* hiicre/mL olan baslangig hiicre says1 25,6 kat artarak 4,3 x 10°
hiicre/mL olarak elde edilmistir [40].

Bahsedilen c¢alismalarda oldugu gibi, 6l¢ek biiyilitme siirecinde calisilan hiicre tipi ve
arastirmanin amacina baglh olarak farkli biyoreaktor ve karistirict tipleri tercih
edilebilmektedir. Karistirmali tank biyoreaktor ve galkalamali biyoreaktor disinda,
hollow, sabit yatakli biyoreaktor gibi farkli biyoreaktor tipleri bulunmaktadir ve her

birinin farkli avantajlar vardir (Sekil 2.2).

11



Her bir sistemin kendine 0zgii ¢alisma prensipleri bulunmaktadir. Karigtirmali tank
biyoreaktorlerde, hiicreler biiyiime yiizeyi saglayan mikrotasiyicilara tutunarak kiiltiire
edilir ve homojen bir besin dagilimi saglanir. Calkalamali biyoreaktorlerde ise dalgali
hareket, kiiltiir sivisinda akiskanlik olusturarak etkili besin ve gaz transferine katkida
bulunur. Hollow fiber biyoreaktorlerde, membran araciligiyla gergeklesen difiizyon
stireci sayesinde hiicre bolmesindeki atik molekiiller siirekli olarak uzaklastirilirken,
besinler diizenli olarak saglanir. Sabit yatakli biyoreaktorlerde ise kok hiicreler,
immobilize bir iskele yapi {lizerine ekilir ve belirli araliklarla besin ve havalandirmaya
maruz birakilarak kiiltiire edilir. Bu sistemler, hiicre ¢ogalmasini optimize etmek ve
hedeflenen iiretim siireglerine uygun kosullar1 saglamak i¢in tercih edilmektedir [38].
Optimizasyonlar1 saglamak icin hiicreler genellile kiiciik hacimli karistirmali kap
biyoreaktorlerde ¢ogaltildiktan sonra biiyiik 6lcekli iiretime gecilmektedir. Karistirmali
kap biyoreaktorlerin manipulasyonunun kolay olmasi, inkiibator igerisinde proses
edilebildigi igin ¢ozlinmiis oksijen ve pH gibi hiicre ihtiyaglarini gidermek i¢in ekstra bir
sisteme gerek duyulmamasi ve ucuz bir yontem olmasi dolayisi ile daha biiyiik hacimde
bir biyoreaktdre gecilmeden Once kiiltiir sartlar1 karistirmali kap biyoreaktorlerde

optimize edilir (Sekil 2.2) [41].

Orlam girisi i C
A Sensdrler B

-

z )
5 =
=-as - = -
- *
- e -

O C} 0, ve besmler

. Hollow fiber biyoreakter

Orlam qikist

Karigtirmali tank biyoreaktar

D

Ortam
sirinzlasyonu

[ | .

Sabit yatakl biyoreaktsr i\ Kansurmali kap biyorcaktor

Sekil 2.2. Farkli biyoreaktor tipleri A) Karistirmali tank biyoreaktor, B) Calkalamali
biyoreaktor, C) Hollow fiber biyoreaktor, D) Sabit yatakli biyoreaktor, E) Karistirmal
kap biyoreaktor ([38]’den degistirilerek)
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Biyoreaktorlerin tutunarak-¢ogalan hiicre iiretiminde kullanlabilmesi i¢in hiicrelerin
adezyon ylizeyi saglayan mikrotastyicilar izerinde kiiltiire edilmesi, biyoreaktor i¢cindeki
hiicre biiyiimesi ve verimliligi agisindan kritik bir rol oynamaktadir. Mikrotasiyici se¢imi,
hiicrelerin tutunma kapasitesini, proliferasyon oranlarini ve kiiltiir ortamindaki mekanik
streslere dayanikliligini dogrudan etkileyerek oOlgek biiylitme siirecinin basarisini

belirlemektedir [42].
2.5 Mikrotasiyicilar

Mikrotasiyicilar, ylizeye tutunarak ¢ogalan hiicrelerin biyoreaktorlerde siispanse ortamda
kiiltiire edilebilmesini saglayan 100-400 um capindaki ve karigtirma sirasinda siispanse
halde kalmalarini saglayan yogunluktaki mikrokiirelerdir. Bir gram mikrotasiyici 15 adet
T-75 flaskin sagladigi yilizey alanini saglayabilmektedir. Pasaj sayisinin azalmasi ile de
hiicrelerde  pasaj  arttitkca  goriilebilecek  morfolojik  bozukluklarin  Oniine
gecilebilmektedir. Bu sayede alan tasarrufunun yaninda besiyeri, serum ve is giicii

gerekliligini azaltarak tiretim maliyetini de diistirmektedir [43].

[k mikrotasiyic1 1967 yilinda A. L. van Wezel tarafindan kullanilmistir. Wezel, DEAE-
Sephadex AS50 mikrotasiyicilari ile tavsan embriyonik deri hiicrelerini ve insan
embriyonik akciger hiicrelerini siispanse kiiltiirde iiretmeyi bagarmistir. Bu ¢alisma
sonrasinda mikrotagtyicilarin, viral asi iretiminde ve memeli hiicrelerinin biyolojik
triinlerin tiretiminde kullanimi yaygimlasmistir [44]Mikrotasiyicilar kok hiicrelerin
yiiksek miktarda tiretimi i¢in elverisli bir sistemdir. Literatiirde ticari veya ticari olmayan
farkli mikrotastyicilar ile kok hiicre kiiltlirasyonunun yapildigi birgok ¢alisma
bulunmaktadir (Cizelge 2.2). Cizelge 2.3’te bu ticari mikrotasiyicilar ve 06zellikleri

listelenmistir.
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Cizelge 2.2. Kok hiicrelerin mikrotasiyicilar ile kiiltiirasyonunun yapildigi bazi ¢alismalar ([45]’den degistirilerek.).

Kullanilan hiicre = Mikrotasiyici Amag Besiyeri Sonug
Insan ] Bu hiicrelerin mikrotasiyicida iiretimi
] ] Kemik hiicresine High glucose DMEM +
periosteumundan Cultispher S ¢ogalma verimini artirmis ve [46,47]
farklilagma 10% FBS/HPL )
tiiretilen hiicreler kemige farklilasma saglanabilmistir.
Kemik iligi
PNIPAM agilanmig Hicreler kokliiliik 6zellikleri korunarak
mezenkimal kok Hiicre ¢ogalmasi MEM a + 10% FBS [47]
mikrotasiyicilar gogaltilmistir.
hiicreleri
Bu mikrotasiyicilar ile hormonlar ve
Fare kemik iligi ] ) o biiyiime faktorlerine ihtiya¢ duyulmadan
k-kazein konjuge Osteojenik
mezenkimal kok DMEM hiicrelerin osteojenik farklilagmasi [48]
agaroz mikrokiireleri farklilasma
hiicreleri saglanabilmistir.
. Onceden vaskiilarize
Insan amniyotik 4 haftalik kiiltiirden sonra yiiksek canliliga sahip
. edilmis modiiler
mezenkimal kok CultiSpher S DMEM + 10% FBS hiicreler, kemik dokusuna farklilasarak mikro dokular [49]

hiicresi

kemik dokusu

uretimi

olusturmustur.
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Cizelge 2.2. Devami

Kullanilan

Mikrotasiyici Amacg Besiyeri Sonug¢ Kaynak
hiicre
Calisma hem 24 kuyucuklu plate ile hem de spinner flask ile
yliriitilmiistiir ve dinamik kiiltiirde hiicre canliliginin 1,5 kat
HS2 PHEMA-g-PNIPAAmM Hiicre DMEM + daha fazla oldugu goriilmiistir. Morfolojik gozlem [50]
keratinosit mikrotastyict ¢ogalmasi 10% FBS  yapildiginda hiicrelerin mikrotasiyic1 yiizeyine etkili bir
sekilde tutundugu ve keratinosit hiicre 6zelliklerini korudugu
gbzlenmistir.
) Her mikrotastyici grubu hiicre tutunmasi ve proliferasyonu
] ~ Hiicresiz domuz dermal .
Adipoz kokenli o konusunda basarili olmus ve %93 lizerinde canlilik
. matrisi, ince bagirsak Yumusak doku DMEM + o o o _
mezenkimal o ) gostermistir. Enjeksiyon sonrasi yara iyilesmesi sirasiyla [51]
submukozasi ve jelatin rejenerasyonu 10% FCS . o
hiicreler hiicresiz domuz dermal matrisi, ince bagirsak submukozasi ve

tirevli mikrotastyicilar

jelatin mikrotastyicilarda daha iyi seviyede goriilmiistiir.
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Cizelge 2.3. Ticari mikrotastyicilar ve fizikokimyasal 6zellikleri ([43] den degistirilerek).

Yiizey
. . Mikrotasiyici Yogunluk
Isim Uretici Boyut (um) alani Gozeneklilik Materyal
sayisi (g1) (g ml-Y)
(cm?g?)
Amersham Ikame edilmis N,N-
Cytodex 1 Biosciences, 147-248 4400 4.3x10° 1.03 - dimetilaminoetil gruplart
Isveg igeren dekstran matrisi
Amersham N,N,N trimetil-2
Cytodex 2 Biosciences, 135-200 3300 4.1x10° 1.04 - hidroksiaminopropil
Isveg Dekstran matriksi
) SoloHill, Modifiye edilmis
Hillex 150-210 350 5.0x10° 1.10 - o
ABD polistiren
Plastic SoloHill, Denatiire kolajen ile
150-210 380 4.5x10° 1.02-1.04 -
coated ABD kaplanmis plastik
. Nunc, -
Biosilon ] 160-300 255 5.1x10* 1.05 - Polistiren
Danimarka
Glass- SoloHill,
150-210 380 4.5x10° 1.02-1.04 - Cam kapl plastik
coated ABD
Amersham
Cytodex 3 Biosciences, 141-211 2700 3.0x10°8 1.04 - Dekstran
Isveg
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2.6 Mikrotasiyic1 Uretiminde Kullanilan Malzemeler ve Uretim Yontemleri

Mikrotastyicilarin tasariminda dogal hiicre ortamini taklit edecek sekilde fiziksel ve
kimyasal ozellikler, boyutlar, dayaniklilik ve biyouyumluluk gibi 6zellikleri dikkate
alinmalidir. Bu tasarim siireci, polimer se¢iminden baslar ve en uygun iiretim yénteminin

secilmesi seklinde ilerler [52].

Mikrotasiyicilarda kullanilan malzemeye ve iiretim yontemine gore ylizey topografisi
degismektedir. Yiizey topografisi bakimindan gézenekli ve gbozeneksiz olarak iki tip
mikrotasiyici tretilebilir. Gozeneksiz yapiya sahip mikrotasiyicilarda hiicreler sadece
ylizeye tutunabildigi yiizey alani sinirli kalmaktadir ve hiicre sayisindaki artis istenilen
diizeyde olmamaktadir. Gozenekli mikrotasiyicilarda ise hiicreler hem i¢ kisma hem de
ylizeye tutunabilmektedir. Baglantili agik gozenekler hiicrelerin gé¢ etmesi ve yiiksek

sayilara ulasabilmeleri i¢in tercih edilmektedir [53].

Insan dis pulpas1 kok hiicreleri ile yapilan ¢alismada iki farkli yiizey topografisine sahip
Poli(L-laktik asit)-blok-poli(L-lizin) yapili mikrotasiyicilar kullanilmigtir, bunlardan biri
icten baglantili gozeneklere sahip slingerimsi yapida iken digeri gozeneksiz diiz bir
ylizeye sahip mikrotasiyici olmustur. Dokuz giinliikk bir kiiltiir sonucunda gozenekli
mikrotasiyicida proliferasyonun daha hizli oldugu ve odontojenik farklilagmay1 gosteren

gen ekspresyon seviyelerinin daha yiiksek oldugu goriilmiistiir [54].

Cizelge 2.5°te gozenekli mikrotasiyict liretiminde kullanilan yontemler, avantajlar1 ve

dezavantajlar1 ile birlikte verilmistir.

17



Cizelge 2.4. Gozenekli mikrotasiyici iiretim yontemleri ([53,55]” den degistirilerek).

.. D . Partikiil Boyut
Yontem Ol¢eklendirilebilirlik Gerekli Ekipman Maliyet artikit Boyutu
Emiilsiyon Kolayca biiyiitiilebilir, M ik Kanik Diisiik
o anyetik veya mekani lisii Genis bovut arali
Olusturma/Coziicii diisiik viskoziteli o cniy boyut araligl
karistirict maliyetli
Buharlastirma ¢oOzeltiler ile sinirh
Emiilsiyon Haline .
o Kolayca biiyiitiilebilir, ] ]
Getirilmis Faz Ayrimi1 . o Manyetik veya mekanik Diisiik Genis boyut aralig1
] diisiik viskoziteli o
ile Dondurarak o karistirict maliyetli
¢ozeltiler ile smirl
Kurutma
Diisiik viskoziteli Biiviik mikrot
Ekstriizyon- o Diistik Hyui mikrotasiytet
cozeltiler ile sinirly, Siringa o boyutunda dar aralik
Katilagtirma o maliyetli
iiretim miktar1 ¢ok az
Ornek pompast, siv1 tespit ve Viiksek
. N . . . ukse Dar boyut aralig
Mikroakigkanlar Uretim miktar1 az kontrol sistemi, mikroakigkan o ar boyut araligl
o . maliyetli
G1p sistemi
Kolayca biiyiitiilebilir, Viiksek
: ukse is boyut aralig
Piiskiirterek Kurutma sinirli polimer grubuna Sprey kurutucu livetl: Genis boyut aralig:
. maliyetli
uygulanabilir,
] Siringa pompasi, yiiksek voltajli ticiik mi
Elektrostatik . s p pasL,y ! Yiiksek Kigiik mikrotastyici
Uretim miktar1 az elektrik alani, topraklama ve o boyutunda dar aralik
Piiskiirtme maliyetli

mikrotagiyici toplama cihazi
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2.6.1 Sentetik Polimerlerden Uretilen Mikrotastyicilar

Mikrotasiyict iiretiminde sentetik polimer kullanimi ile istenilen mekanik 6zelliklere
sahip daha kararli mikrotasiyicilar iiretilebilmektedir. Sentetik polimerlerin kimyasal yap1
ve molekiil agirhigr gibi o6zelliklerinin ayarlanabilir olmasi mikrotasiyic1 olarak
kullaniminda hiicre tutunmasini, gogalmasini ve biyobozunurlugunun hiicrenin 6zelligine
uygun olarak degistirebilmesini saglar. Ayrica mikrotasiyicilarin ylizey topografisi ve
hidrofobisitesi de hiicre yapismasi ve cogalmasinda kritik bir rol oynar. Sentetik
polimerler genellikle hidrofobiktir ve uygun hiicre yapismasi i¢in yapiskan ligandlari
konjuge etmek i¢in islevsel kimyasal gruplardan yoksundur. Bu nedenle, yiizey genellikle
fibronektin veya kolajen gibi proteinlerle modifiye edilerek hidrofilik bir yiizey
olusturmalar1 saglanir [56]. Poli(laktik-ko-glikolit asit) (PLGA), polistiren siilfonat,
polialilamin, poli(hidroksietil metakrilat), poliakrilamid ve poliiiretan, mikrotastyici

tiretiminde kullanilan sentetik polimerler grubundadir [57].

2.6.2 Dogal Polimerlerden Uretilen Mikrotasiyicilar

Sentetik polimerlerin iretim tekrarligi ve belirlenebilir mekanik 6zellikleri agisindan
daha avantajli olmasina karsin dogal polimerlerin elde edilmesi daha diisiik maliyetlidir,
biyouyumluluk seviyeleri daha yiiksektir ve bu polimerler hiicrelerin adezyonu ve
proliferasyonunda daha iyi performans gosterirler [58]. Dogal polimerlerden kitosan,
dekstran, aljinat, jelatin, kollajen, poli (L-lizin) ve ipek mikrotasiyici iiretiminde genis bir

uygulama alanina sahiptir.

Tez ¢alismasinda kullanilan ipek fibroin yine biyouyumlu ve biyobozunur bir yap1 olarak
hiicre cogalmasini ve kok hiicrelerde hiicre farklilagmasini desteklemektedir. Ayrica ipek
fibroin viicut i¢cin Onemli olan 18 aminoasit icerir. Bu durum ipek fibroin
mikrotasiyicilarin lizerinde ¢ogaltilan kok hiicrelerin direk olarak hedef bolgeye enjekte
edilebilmesinin éniinii agmaktadir. Ipek bocegi kozasindan elde edilebildigi icin ucuz bir
polimerdir. Bu avantajlarindan dolay: tez ¢alismasinda GKMKH’lerin ¢ogaltilmasi i¢in

ipek fibroin mikrotastyicilar tercih edilmistir [9].
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2.7  Ipek Fibroinin Yapisi ve Fiziksel Ozellikleri

Ipek bécegi, Kuzey Cin'e dzgii bir bocektir ve su anda ipek iiretiminde en ¢ok kullanilan
tirdiir. Evcillestirilmis ipek boceginin en yaygin tiirli Bombyx mori'dir. Literatiirde ipek
ile yapilan ¢alismalarin ¢ogunda Bombyx mori kozalarinin kullanildigi bildirilmektedir
bu kozalardan elde edilen ipek, 1,3 g/mL yogunluga sahip olmakla birlikte 4,8 GPa
mekanik dayanimu ile dogadaki en giiclii fiberdir. ipek, fibroin ve serisin olmak iizere iki
ana yapidan olugsmaktadir. Fibroin ipegin %72-81’ini olustururken kalan %19-28°1ik yap1
fibroini saran serisinden olusmaktadir (Sekil 2.6) [59,60].

Fibroin

Sekil 2.3. Ipegin yapisi [61]

Ipek, doku miihendisliginde biyomalzeme olarak kullanilmak icin kritik 6zelliklere
sahiptir. Biyouyumludur, ¢ok yavas bozulur, kimyasal olarak modifiye edilebilir ve
sterilizasyonu kolaydir. Ayrica partikiil, film ve membran gibi farkli yapilar olusturabilir.
Fiziksel olarak bakildiginda ¢ok hafif bir materyal olmasina karsin olduk¢a giigliidiir,
elastikligi ve termal stabilitesi yliksektir. Bu 6zellikleri mikrotasiyict olarak kullanimina

olanak saglamaktadir [62].
2.8  Ipek Fibroin Mikrotasiyic1 Uretimi

Literatiirde ipek fibroin ile farkli yontemler kullanilarak mikrotasiyict iiretimi
gerceklestirilmistir ancak yalnizca ipegin kullanildig1 ¢alisma sayis1 oldukg¢a azdir.
Genellikle aljinat, jelatin, kalsiyum fosfat, kitosan ve pullulan ile birlikte kullanilarak

iretimler gergeklestirilmistir [58].
20



Wang L, ve ark. tarafindan yapilan ¢alismada saf ipek kullanilarak elektrospreyleme ve
dondurarak kurutma metodu kullanilarak mikrotasiyic1 iiretimi gergeklestirilmistir.
Kullanilan parametrelerin mikrotasiyic1 boyutunda nasil bir farkliliga yol agtigimi
gozlemleyebilmek icin deney, farkli ipek yogunluklarinda, farkli voltajlarda ve farkl akis
hizlarinda gergeklestirilmistir. Bunun sonucunda ipek yogunlugu ve akis hizi arttikca
olusan mikrotasiyici ¢ap1 artarken voltajin artmasiyla mikrotasiyici ¢capinin kii¢tldiigi

gbzlenmistir [63].

Literatiirde ipek fibroin mikrotasiyicilar farkli kok hiicrelerin ¢ogaltilmasi igin
kullanilmistir. Ornegin, insan adipoz kok hiicrelerinin ipek fibroin kapli aljinat
mikrotastyicilar {izerinde kiiltiire edildigi bir calismada 3. giinde hiicrelerin
mikrotastyicilarin ylizeyini neredeyse tamamen kapladigi ve 14 giinliik kiiltiir siiresi
sonunda %90 hiicre canlilig1 elde edildigi goriilmiistiir. Uretim sirasinda hiicrelerin
farklilasma potansiyellerinin ve metabolik aktivitelerin korundugu bildirilmistir [64].
Fibroin kapl aljinat mikrotastyicilarin kullanildig1 bir baska calismada ise insan kemik
iligi mezenkimal kok hiicrelerinin, mikrotasiyict yiizeyini 3.giinden itibaren kaplamaya
basladiklar1 ve 8. giinde diisiik 6liim oran1 ve korunmus metabolik aktivite ile birlikte

yiizeyi tamamen kapladigi gézlenmistir [65].

Cizelge 2.5°te literatiirde ipek kullanilarak {iretilen mikrotasiyicilarda kok hiicre

kiiltiirasyonunun yapildig1 bazi ¢aligmalar verilmistir.
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Cizelge 2.5. Ipek mikrotastyici139arla yapilan bazi kék hiicre calismalari [55].

Gozenek .
Hiicre Kiiltiirii ~ Polimer Matris Metot Sekil Boyut Olusturma (;B(z)zel;ltzk Stabilizasyon
Islemi y
. Yagda (petrol eteri)
Sigan kemik . o
iligi kaynakh >odyum aljinat su (SA, SF 2:1) 2543+ Buzkistali -, 055 Mutlak etanol
mezenkimal (SA) / Ipek fibroin emiilsiyonu ile Kiiresel 50 0’ m (-20°C) ve ’ m ’ (9%99,5 viv)
Kok hiiore (SF) mikrotastyict  birlestirilmis faz S liyofilizasyon H '
ayrimi
Kemik iligi 0 . Yagda (petrol eteri) s
kaynakli %2,5 (W) Tpek Py emiilsiyonu ) Buz kristali 20+5 Mutlak etanol
. fibroin o a S Kiiresel - (-20°C) ve
mezenkimal . ile birlestirilmis faz N um (%99,5 vIv)
el 1o mikrotagiyici liyofilizasyon
kok hiicre ayrimi
Dis faz oleik
asit/metanol/S-pan
. 80 (73:25:2) - I¢ faz Buz iizerinde
0,
Sican /05 (wiv) ipek SFIG Kiire 342+33  bekletmek ve 2
mezenkimal fibroin / jelatin . . livofili pum Metanol
KoK hiicre mikrotastyict sollisyonlarinin akig benzeri pm iyofilizasyon
odaklama
cihazindan
_ gegcirilmesi
Adlpo; VF %1 (w/v) sodyum  Aljinat mikrotasiyi- Kiiresel
kemik iligi - .
Kékenli aljinat/ %2 (w/v) cilarin SF sekil, 462,97 £ i i Etanol
mezenkimal Ipek fibroin ¢Ozeltisinde pliriizsiiz 160,25 pm
K6k hiicre mikrotasiyici karistirtlmasi ylizey

22



Literatiirde ipek fibroin mikrotasiyicilar ile GKMKH hiicrelerinin kiiltiirasyonuna ait bir ¢alisma
bulunmamaktadir. Buna karsin GKMKH’lerin ipek fibroin iskelelerde ¢cogaldigi bilinmektedir.
Millan-Rivero ve ark. tarafindan yapilan ¢alismada elektro egirme ile tiretilmis 1 cm ¢apindaki
ipek fibroin iskelelerin iizerine 24 kuyucuklu hiicre kiiltiirii kabinda 4 x 10* hiicre/kuyucuk
ekilmistir. On giin sonunda hiicrelerin iskele ilizerinde yayildigi, fibroblast morfolojilerini
korudugu ve gozeneklere dogru gog ettikleri belirtilmistir. Uretilmis olan GKMKH’ler ile kapli
ipek fibroin iskeleler, derilerinde 10 mm c¢apinda tam kat deri yarasi olan farelere transplante
edilmis ve 3 hafta sonunda yaranin tamamen iyileserek yeni deri olusumunun gergeklestigi

belirtilmistir [66].

GKMKH’lerin ipek fibroin iskeleler iizerinde ¢ogalmasi biiyiik dlgekte ipek mikrotastyicilar
iizerinde ¢ogalabilecegini de gostermektedir. Bu amagla tez ¢alismasinda GKMKH’lerin ipek

fibroin mikrotasiyicilarda kiiltiirasyonu gerceklestirilmistir.



3 DENEYSEL CALISMALAR

Bu boliimde tez calismasi kapsaminda kullanilan malzemeler ve deneysel ¢alismalarin
yontemleri hakkinda bilgi verilmistir. Tez ¢alismasi iki ana kisimdan olusmaktadir. ilk
kisimda ipek fibroin mikrotastyicilarin liretim yontemi ve karakterizasyon ¢alismalarina
yer verilmistir. Bu kisimda ipek fibroin (SF) konsantrasyonuna bagli olarak

mikrotasiyicilarin ylizey topografilerindeki degisim detayli olarak incelenmistir.

Tez c¢alismasinin ikinci kisimda ise GKMKH’larin farkli  konsantrasyonlardaki
mikrotasiyicilar tizerinde in-vitro hiicre kiiltiirii calismalar: statik ve dinamik kosullarda
gerceklestirilmis, hiicrelerin mikrotasiyicilar lizerindeki tutunma, ¢ogalma ve kokliiliik

ozelliklerini koruma potansiyelleri incelenmistir.
3.1 Kullanilan Malzemeler
Tez galigmasinda kullanilan malzemeler Cizelge 3.1° de verilmistir.

Cizelge 3.1. Deneysel ¢alismalarda kullanilan malzemeler.

Malzeme Firma Katalog Numarasi Ulke
Bombyx mori kozalarr Koza Birlik A.S. ) Tiirkiye
Sodyum karbonat iama- -
y Sigma-Aldrich 13418 Almanya
(Naz COs3)
LiBr Sigma-Aldrich 746479 Almanya
Yilan derisi diyaliz
membrani (3.5 K Thermo Fisher 68035 AB.D
MWCO)
Petrol Eteri Tekkim Lab TK.150370.01000 Tiirkiye
Span-80 Sigma-Aldrich S6760 Almanya
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Cizelge 3.1. Deneysel ¢alismalarda kullanilan malzemeler (Devam).

Metanol (%99,9 V/v) Iso-Lab 1.06009.2511 Tirkiye
Mutlak etanol (%99.5 .
( Iso-Lab 9200262500 Tirkiye
(VIv)
DMEM/ F12 Multicell 319-085-CL Kanada
Fetal Bovine Serum
Cegrogen A0500-3210 Almanya
(FBS)
L-glutamin Cegrogen K0100-670 Almanya
Penisilin/Streptomisin
P Cegrogen P0100-790 Almanya
(P/S)
Capricorn
Tripsin/EDTA p B TRY-3B Almanya
Scientific
Gibco Thermo
TrypLe N 12604013 AB.D
Fisher Scientific
Capricorn
D-PBS p ” PBS-1A Almanya
Scientific
Bovin Serum Albumin Capricorn
P BSA-1S Almanya
(BSA) Scientific
DMSO Applichem A3672 Almanya
Tripan mavisi Sigma-Aldrich T8154 Almanya
GA (%25 v/v) Sigma-Aldrich G-6257 Almanya
HMDS Sigma-Aldrich 999-97-3 Almanya
70 um hiicre siizgeci (BD
" gect{ Biosciences 352350 A.B.D.
Falcon™)
Triton X-100 Acros Organics 215682500 Almanya
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Cizelge 3.1. Deneysel ¢alismalarda kullanilan malzemeler (Devam).

Alexa Fluor® 488
- . . . A.B.D.
Phalloidin Konjuge F- Cell Signaling CST 8878S
Aktin Antikoru
DAPI Invitrogen D-1306 A.B.D.
Kalsein AM Sigma-Aldrich 56496 Almanya
PE Fare Anti-insan
BD Bioscience 550257 AB.D
CD73
PE Fare Anti-Insan
BD Bioscience 555596 AB.D
CD90
CD45 FITC BD Bioscience 345808 AB.D
APC Anti-Insan CD105
Biolegend 323208 AB.D
APC Anti-insan CD34 Biolegend 343510 AB.D
PE Anti-Insan human
Biolegend 33606 A.B.D
CD34
FITC Anti-Insan CD105 Biolegend 323203 AB.D
FITC Fare Anti-insan
i0cC AB.D
CD73 BD Bioscience 561254
APC Fare Anti-Insan
insci AB.D
CD45 BD Bioscience 555485

26



3.2 Ipek Fibroin Mikrotasiyicilarin Uretimi ve Karakterizasyonu

3.21

ipek Fibroin (SF) Cézeltisinin Hazirlanmasi

Tez calismalarinda kullanilan ipek fibroin ¢ozeltisinin eldesinde Rockwood ve ark.
tarafindan gelistirilen protokol izlenmistir [67]. Ozetle, Bombyx mori kozalarinin i¢indeki
ipek bocegi cikarildiktan sonra kozanin temiz kisimlari kiiciik pargalar halinde 5 g olacak
sekilde kesilmistir. Daha sonra bu pargalar kaynamakta olan 0,02 M Na>COs3 ¢ozeltisine
eklenerek 30 dakika stire ile kaynatilmistir. Bu kaynama ile birlikte ipegin yapisindaki
serisin uzaklastirilmis ve kozalar dagilmistir. Siire sonunda kozalar 1 L ultra saf su
icerisinde 20 dakikalik bekleme periyotlari ile birlikte 3 kez yikanmistir. Elde edilen
fibroin ekstrakti kuru agirlik tartimi igin bir gece ¢eker ocak igerisinde kurutulmustur.
Kuru agirhik tartildiktan sonra ekstrakt, agirliginin 4 katt hacminde 9,3 M LiBr ¢ozeltisi
icerisinde 60°C’de 4 saat boyunca jellesmeye birakilmistir. Jellesme tamamlandiktan
sonra ipek ¢ozeltisi diyaliz membranina aktarilmis ve 48 saat boyunca ultra saf suda
diyalize tabi tutulmustur (Sekil 3.1).

ipek
kozalan ]

; AN 9 3 M LiBr
{ \"'\ cozeltns:
\ 1 L saf ]

w}:

£ -9

Kaynamakta olan \\\% =g |
0,02 M Na,CO; Tk
cozeltisi p: N

Jellesmis
ipek cozeltisi

Diyaliz membranina
aktarilmis ipek¢ozeltisi

Sekil 3.1. Ipek ¢dzeltisinin iiretim semas1 (Biorender.com ile ¢izilmistir).
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3.2.2 1Ipek Fibroin Mikrotasiyicilarin Uretimi

Ipek fibroin mikrotastyicilari iiretiminde laboratuvarimizda daha énceden yapilan bir tez
calismasinda optimize edilmis olan emiilsiyon faz ayrimi ile dondurarak kurutma yéntemi
kullanilmistir [57]. Bu yontemde, 0,175 mL Span-80 (lipofilik emiilgatér), 10 mL petrol
eteri (yag fazi-O) icerisinde manyetik karistirma ile 20 dk boyunca 850 rpm’de
karistirtlmistir. Agirlikea %2,5, 3,5, 4,5 ve 5,5 (w/v) ipek sulu ¢ozeltisi (su fazi-W)
karistirma devam ederken damla damla yag fazina eklenmistir. Bir gece 6nceden -80 °C’
de sogutulmus 50 mL petrol eteri igerisine aktarilan bu karistm 1 gece -80 °C’ de
bekletilmistir. Sonrasinda olugsmus olan ipek fibroin mikrotasiyicilar siiziilerek petrol
eterinden uzaklastirilmis ve liyofilizatorde (Christ, Germany) 1 gece kurutulmustur (Sekil

3.2).

] ipek sulu ¢ozeltisi L
&y (su faz1-W) \. Buz kristali
/ o o) iceren SF
Span-80 (lipofilik AR ® 3 mikro tagiyica
emiilgator) N ( \) o,
S N )

<-, N &6 RS
Petrol eteri J
—
(ag an-0) S _J\ — ey — .
‘ -80 °C’ de
sogutulmus petrol
eteri
: %  Mikrotasiyicilarin
s ”j siiziilmesi

Kurutulmus SF /)ondurarak
mikrotasiyici " Kkurutma

Sekil 3.2. Ipek fibroin mikrotasiyicilarin iiretim semas: (Biorender.com ile
cizilmistir).

3.2.3 lipek Fibroin Mikrotasiyicilarin Stabilizasyonu

Mikrotastyicilarin stabilizasyonu i¢in daha dnceden laboratuvarimizda gerceklestirilen
protokol uygulanmistir [55]. Liyafilizatérden aliman mikrotasiyicilar kiigiik parcalar
seklinde Falkon tiipe alindiktan sonra %9011k (v/v) metanol ¢6zeltisinde +4 °C’de 1 saat
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bekletilmis ve 3 kez PBS (pH:7.4) ile yikanmigtir. Yikama sonunda stabilizasyonu

tamamlanan mikrotasiyicilar liyafilizatore alinarak 1 gece kurutulmustur.
3.2.4 ipek Fibroin Mikrotasiyicilarin Karakterizasyonu

Ipek fibroin mikrotastyicilarin morfolojik dzelliklerini incelemek igin invert mikroskop
(Olympus IX73, A.B.D.) ve taramali elektron mikroskobu (SEM, GAIA3, Tescan, Czech
Republic) kullanilmistir. SEM analizi 6ncesi mikrotasiyicilar elektriksel iletkenligi
saglamak amaciyla altin-paladyum karisimiyla kaplanmistir. Invert mikroskopta elde
edilen goriintiiler kullanilarak Image J programinda mikrotasiyici ¢ap1 ve piiriiz boyutu
Olctimleri gergeklestirilmistir. Mikrotastyici ¢apinin 6l¢timii i¢in 100 mikrotasiyict, pliriiz

boyutu i¢in 20 mikrotastyic1 degerlendirilmistir.

3.3  Hiicre Kiiltiirii Cahismalar1

Tez c¢alismasinin bu kisminda SF mikrotasiyicilar {izerinde ¢ogaltilan gobek kordonu
mezenkimal kok hiicrelere (GKMKH) ait statik ve dinamik hiicre kiiltiirli ¢aligmalarina

yer verilmistir.
3.3.1 GKMKH Karakterizasyonu

Tez calismasinda kullanilan 3. pasajdaki gobek kordonu mezenkimal kok hiicreleri (Doku
Biyoteknoloji A.S.) ; %10 (v/v) FBS, %1 (v/v) antibiyotik karisimi (100 birim/mL
penisilin—100 pg/mL streptomisin) ve %2 (v/v) L-glutamin i¢eren Dulbecco’s Modified
Eagle’s Medium/F12 (DMEMEF/12) besiyerinde %5 (v/v) CO2 - %95 (v/v) hava karisiml
inkiibatér kullanilarak (Panasonic, Japonya) 37°C’de Kkiiltiire edilmistir. Istenilen
yogunluga ulasan hiicreler tripsinizasyonla yiizeyden kaldirilip santrifiijlenmis ve ekim
oncesi hiicre kiiltiir ortaminda tekrar siispanse edilmistir. Ekim yogunlugu 4x10°

hiicre/cm?

olarak belirlenmis ve 7 giin boyunca devam ettirilen kiiltiirde hiicrelerin
besiyeri her 3 giinde bir tazelenmistir. GKMKH’ne ait karakterizasyon c¢alismalar1 daha
once laboratuvarimizda gerceklestirildigi i¢in tez ¢aligmasi kapsaminda tekrarlanmamaig
olup, hiicreler i¢in canli/6lii boyama ve hiicre morfolojisinin takibi i¢in 151k mikroskobu

ile goriintiileme ve F-aktin/DAPI boyama analizleri ger¢eklestirilmistir [68].
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3.3.1.1 Canly/dlii Boyama

Canli/6lii boyama analizi i¢in Kalsein AM ve Etidyum Homodimer-1 (EthD-1) boyalari
kullanilmistir. Hiicreler, Ca™ ve Mg*? igeren DPBS (DPBS+) ile iki kez yikandiktan
sonra 1 uM Kalsein AM ve 1 uM EthD-1 boyalar1 ile DPBS+ igerisinde karanlikta 30 dk
inkiibe edilmistir. Siire sonunda hiicreler, DPBS+ ile iki kez daha yikandiktan sonra

Olympus IX73 floresan mikroskobu ile goriintiillenmistir.
3.3.1.2 F aktin/DAPI Boyama

Immiinofloresan gériintiilemeler i¢in F-aktin/DAPI boyama analizi gerceklestirilmistir.
Yirmi dort gozlii kuyucukta bulunan hiicreler, besiyeri uzaklastirildiktan sonra PBS ile
iki kere yikanmistir. Daha sonra hiicreler, kuyucugu kaplayacak miktarda (350 pL) %4
paraformaldehit (PFA) eklenerek 10 dakika +4°C’de karanlikta fikse edilmistir.
Fiksasyon sonrasi PFA uzaklastirilmis ve iki kere 1x PBS ile yikama yapilmistir.
Ardindan hiicre zar1 gegirgenligini artirmak i¢in kuyucuklara 300 pL %0,1 (v/v) Triton-
X-100 igeren PBS eklenerek 10 dakika inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonras1 Triton-X-
100 ¢ozeltisi uzaklagtirilmis ve hiicreler %1 (w/v) BSA iceren PBS (PBS/A) ile 3 kez
yikanmistir. Icerisinde 1:100 Alexa Fluor 488 Phalloidin (v/v) / 1:1000 DAPI (v/v) boya
karisimi bulunan ¢o6zelti karanlik bir ortamda kuyucuklara eklenmis ve 30 dk
inkiibasyona birakilmigtir. Inkiibasyon sonrasi hiicreler, PBS/A ¢ozeltisi ile 3 kez
yikanarak goriintiilenmeye hazir hale getirilmistir. Ornekler, floresan mikroskop ile

goriintiilenmistir.
3.3.2 ipek Fibroin Mikrotasiyicilarin Sterilizasyonu ve Sartlandiriimasi

SF mikrotastyicilar sartlama oncesi sterilizasyon i¢in kuyucuk basina 1 mg olacak sekilde
tartildiktan sonra 50 mL’lik Falkon tiipe alinmis ve 1 saat boyunca %70 (v/v) etanolde
calkalayici iizerinde bekletilmistir. Etanol uzaklastirildiktan sonra 3 kere steril DPBS
¢ozeltisi ile yikanan mikrotasiyicilar 45 dakika boyunca UV altinda bekletilmistir.
Sterilizasyon sonras1 mikrotasiyicilar %20 (v/v) serum iceren DMEM/F12 besiyerinde
bir gece bekletilerek sartlanmistir. Sartlamada serum proteinlerinin mikrotastyici

ylizeyine adsorplanmasi ile hiicre tutunmasinin artirilmasi amaglanmistir.
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3.3.3 Statik Hiicre Kiiltiirii Calismalari

Gobek kordonu mezenkimal kok hiicreleri P3’te acilarak bir pasaj ilerlettikten sonra (P4)
mikrotastyici kiiltiiriinde kullanima hazir hale getirilmistir. Kuyucuk basina (1,9 cm?)
1,6x10° hiicre kullanilmistir. Hiicre-mikrotastyici etkilesimini artirmak i¢in hiicreler, 50
mL Falkon igerisindeki sartlanmis mikrotasiyicilarin {izerine eklenmis ve calkalamali
karistiricida 6 saat boyunca 37°C’de 75 rpm’de ¢alkalanarak inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonrasi besiyerinden 1 mL alinarak 24 gozlii kuyucuklara 1 mg/mL

mikrotasiyici olacak sekilde ekim yapilmistir.
3.3.3.1 Optik Goriintiileme

Mikrotasiyicilar hiicre kiiltlirii ¢alismasmin 3. ve 7. gilinlinde 151k mikroskobu ile

goriintiilenmistir.
3.3.3.2MTT Analizi

Hiicrelerin mikrotasiyicilar tizerindeki canliliklarinin kantitatif tayini i¢in kiiltiiriin 3. ve
7. giinlerinde 3-[4,5-dimetiltiazol-2]-difeniltetrazolyum bromiir (MTT) analizi
yapilmistir. MTT hiicrelerin mitokondriyal rediiktér enzimleri ile tepkimeye girdiginde
mor formazan kristallerine doniismektedir. Olusan formazan kristalleri ¢ozdiiriilerek
absorbans degeri ile canlilik belirlenmektedir [69]. MTT analizi i¢in hiicrelerin
tizerindeki besiyeri uzaklastirildiktan sonra her bir goze 600 puL serumsuz besi ortami ve
60 uL MTT cozeltisi (2,5 mg/mL PBS) eklenerek 37°C’deki CO: etiiviinde 3 saat
boyunca inkiibe edilmistir. U¢ saat sonunda ortam tekrar uzaklastirilmis ve olusan
formazan kristallerini ¢6zmek icin 400 L. DMSO ile pipetaj yapilmistir. Daha 1y1 bir
¢coziinme saglamak i¢in mikrotastyicilar 2 mL’lik Eppendorf tiiplerine alinmis ve 2 dk
boyunca vortekslenmistir. Kristallerin ¢oziinmesiyle ortaya ¢ikan mor renkli ¢ozeltiden
200 pL alinarak 96 kuyucuklu kiiltlir kaplarina aktarilmis ve 690 nm referans olmak
tizere, 570 nm’de mikroplaka okuyucu (Asys UVM 340, Avusturya) ile spektrofotometrik

olarak ¢ozeltilerin optik yogunluklar1 belirlenmistir.
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3.3.3.3 Canly/Olii Boyama

Mikrotasiyict tizerindeki canli ve 6lii hiicrelerin goriintiilenmesi igin kiiltiliriin 3. ve 7.
glininde Bolim  3.3.3.1’de  detaylandirilan  sekilde  canli/6li  boyamasi

gergeklestirilmistir.
3.3.3.4 F-aktin/DAPI Boyama

Mikrotasiyict ilizerindeki hiicrelerin morfolojik tayini icin Bolim 3.3.3.2°de

detaylandirilan sekilde F-aktin/DAPI boyamasi gergeklestirilmistir.
3.3.3.5 SEM Analizi

Calismanin 3. ve 7. gliniinde hiicrelerin mikrotasiyiciya tutunma ve yayilma profilleri
taramali elektron mikroskobu analizi ile incelenmistir. SEM analizi 6ncesi hiicrelerin
besiyeri uzaklastirilmis ve PBS ile 3 kere yikama yapilmistir. Yikama sonras1 350 pL
%2,5 glutaraldehit (GA) eklenerek 20 dk karanlikta ve +4°C’de inkiibasyona birakilarak
fikse edilmistir. Fiksasyon sonrasi 3 kere PBS ile yikanan 6rnekler analize kadar +4°C’de
PBS igerisinde bekletilmistir. SEM analizinden 24 saat 6nce fikse edilen Ornekler
sirastyla %30 (V/V), %40 (v/v), %50 (v/v), %60 (v/v), %70 (viv), %80 (v/v), %90 (v/v)
ve %100 (v/v) etanol serilerinden gegirilerek susuzlastirma islemi gerceklestirilmistir.
Son asamada hiicreli mikrotasiyicilar hekzametildisilazan (HMDS) ile 5 dakika oda
sicakliginda inkiibe edilmistir. Mikrotasiyicilarin stamplara yerlestirilebilmesi i¢in 70 um
hiicre stizgeci kullanilmigtir. Mikrotasiyicilar altin-paladyum karisimi ile kaplanarak
SEM analizi i¢in hazir hale getirilmistir. SEM analizi icin GAIA3 (Tescan, Czech
Republic) cihazi kullanilmistir.

3.3.4 Dinamik Hiicre Kiiltiirii Calismalari

Dinamik hiicre kiiltiiri c¢alismalar1  karistirmali  kap biyoreaktdr igerisinde
gerceklestirilmistir. Dinamik kiiltiir i¢in 30 mg olarak tartilan mikrotastyicilar,
karistirmali  kap biyoreaktdr igerisinde Bolim 3.3.2°de detaylandirildigi gibi
sartlandiktan sonra sartlama besiyeri uzaklastirilmistir. Boliim 3.3.1°de bilesimi verilmis
taze besiyeri hiicreler ile karistirmali kap biyoreaktore eklenmistir. Ekim sonras1 30 mL
hacimde 4 saat boyunca 2 dakika karistirma, 20 dakika durdurma periyodu ile hiicre

tutunmasinin artirtlmast amaglanmigtir. Uygulama sonrasi biyoreaktdorde hacim 100
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mL’ye tamamlanarak 15 rpm karistirma hizinda karistirllmistir. Sekil 3.3°te dinamik
hiicre kiiltlirii ¢aligmalarinda kullanilan karigtirmali kap biyoreaktor semasina yer

verilmistir.

~ Uzerine hiicre
tutunan

gozeneki

mikrotasiyic

Sekil 3.3. Dinamik hiicre kiiltiirii ¢caligmalarinda kullanilan karistirmali kap biyoreaktor

semas1 (Biorender.com ile ¢izilmistir).

Karigtirmali kap biyoreaktoriinde 7 gilin kiiltiire edilen hiicrelerle Bolim 3.3.3°te
detaylandirilan MTT ve SEM analizleri ile Boliim 3.3.1°de agiklanan canli/6lii boyama

ve F-aktin/DAPI boyama analizleri gerceklestirilmistir.
3.3.5 Hiicrelerin Mikrotasiyici Yiizeyinden Kaldirilmasi

Mikrotastyicilara tutunmus olan hiicrelerin ylizeyden kaldirilmasi igin %0,25 tripsin/0,53
mM EDTA soliisyonu ve TripLe olmak tizere iki farkli enzim ¢ozeltisi denenmistir.
Hiicrelerin tlizerindeki besiyeri uzaklastirildiktan sonra gruplardan birine 1 mL %0,25
tripsin/0.53 mM EDTA soliisyonu, digerine 1 mL TripLe eklenerek 10 dakika 37°C’de
inkiibasyon gerceklestirilmistir. Inkiibasyon sonrasi pipetajla birlikte hiicrelerin
ylizeyden kalkmasi desteklenmistir. Yiizeyden ayrilan hiicreler 70 pm’lik filtrelerden
gegirilmistir. Sayim i¢in 1:1 oraninda PBS igerisinde ¢oziilmiis %0,4 (w/v) tripan mavisi

cozeltisi ile seyreltilen hiicreler Neubauer Lami kullanilarak sayilmistir.
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3.3.6 Akis Sitometrisi Analizi

Mikrotastyict ile kiiltiirasyonu yapilan GKMKH’nin kokliiliik 6zelliklerinin korunup
korunmadiginin belirlenmesi i¢in dinamik kiiltiir calismalari sonras1 %2,5 SF ve %3,5 SF
mikrotasiyicilar yiizeyinden kaldirilip tekrar ekilen hiicreler ile akis sitometrisi analizi
gerceklestirilmistir.

Analiz i¢in %2,5 SF mikrotasiyicilardan kaldirilan hiicrelerde FITC anti-insan CD105,
FITC anti-insan CD73, PE fare anti-insan CD90, APC fare anti-insan CD45 ve PE anti-
insan CD34 antikorlar1 kullanilmistir. Yiizde 3,5 SF mikrotasiyicilar ile gergeklestirilen
kiiltiiriin akis sitometrisi analizi i¢in PE fare anti-insan CD73, PE fare anti-insan CD90,
APC anti-insan CD105, APC anti-insan CD34, CD45 FITC antikorlar1 kullanilmastir.
Yiizeyden kaldirilan hiicreler akis sitometrisi analizi i¢in her bir tiipte 3x10° hiicre olacak
sekilde bolinmiistiir. Hiicreler, akis tamponu (%5 PBS+%0,1 sodyum azid) ile
yikanmistir. Yikama sonrasi 2000 rpm’de santrifiijlenerek siipernatan uzaklastirilmistir.
Daha sonra her bir antikordan 5 uL eklenmis ve akis tamponu ile hacim 100 uL’ye
tamamlanmistir. Kontrol grubu hiicreler 100 pLL PBS ile tekrar siispanse edilmistir.
Karanlikta 30 dk inkiibe edilen hiicreler akis sitometrisi cihazindan (BD FACS ARIA 1,

A.B.D.) gegirilerek analiz tamamlanmustir.
3.4  Istatistiksel Analiz

Deneysel ¢alismalar kapsaminda elde edilen veriler, GraphPad Prism v9.3.0 (GraphPad
Software, A.B.D.) programi kullanilarak istatistiksel a¢idan degerlendirilmistir. Her
deney grubu i¢in 3 paralel 6rnek ile ¢alisilmis ve ortalama + standart sapma degerleri ile
sunulmustur. Gruplar arasindaki farkliliklarin tespit edilebilmesi i¢in iki yonlii varyans
analizi (Two-way ANOVA) yontemi kullanilmis ve p degerinin 0,05’ten kiiciik oldugu

durumlar anlaml1 kabul edilmistir.
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4 SONUCLAR VE TARTISMA

Sunulan tez c¢alismasina ait tiim deneysel c¢alismalara ait sonuglara ve literatiirle

karsilastirmali olarak tartigsmalara bu baslik altinda yer verilmistir.
4.1  1Ipek Fibroin Mikrotasiyicilarin Uretimi ve Karakterizasyonu

Ipek fibroin mikrotasiyicilarin iiretiminde kullanilan ipek konsantrasyonu, yiizey
puriizliligiini ve sayisin etkileyen bir etmendir [55]. Bu nedenle tez ¢alismasinda 4
farkli (%2,5 (W/v), %3,5 (W/v), %4,5 (w/v) ve %5,5 (w/v)) ipek konsantrasyonu (SF)
denenmistir. Ilk olarak, sicaklik, karistirma hiz1 ve siiresi sabit tutularak %2,5 (w/v) SF
mikrotastyicilar iretilmistir. Ancak alinan SEM goriintiileri incelendiginde %2,5 SF
konsantrasyona sahip mikrotasiyicilarda yiizeyin oldukg¢a piiriizsiiz bir yap1 sergiledigi
goriilmiistiir. Bunun lizerine SF konsantrasyonu degistirilerek bu degisimin ylizey
puriizliiliigiine olan etkisi incelenmistir. Sekil 4.1°de bu kapsamda c¢esitli SF
konsantrasyonunda iiretilen mikrotastyicilara ait farkli biiyiitmedeki SEM goriintiilerine

yer verilmistir.

Sekil 4.1. Cesitli SF konsantrasyonlarinda {iretilen mikrotasiyicilara ait farkli
biiyiitmelerdeki SEM goriintiileri

100 pm 100 pm

50 pm 50 pm 50 pm

%2,5 %3,5 %4,5 %S5,5
SF Konsantrasyonlari

Sekil 4.1°de sunulan mikrotasiyicilara ait SEM goriintiileri incelendiginde piiriizliliigiin,

SF konsantrasyonu %3,5 (w/v) ve %4,5 (w/v)’a c¢ikarildiginda daha fazla oldugu
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goriilmektedir. SF konsantrasyonu ve piiriizliiliik arasindaki bu dogru orant1 %5,5 (w/v)
SF mikrotastyicilarda da gozlenmistir. Yiizde 2,5 (w/v) SF mikrotastyicilara kiyasla
%3,5, %4,5 ve %S5,5 SF mikrotasiyicilarda homojen piiriizliiliige sahip bir yap1

gozlenmistir.
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%25SF  %35SF  %4,5SF  %S55SF %3,5 SF %4,5 SF %5,5 SF
SF Konsantrasyonu (%w/v) SF Konsantrasyonu (%w/v)

Uretilen mikrotasiyicilarin ¢ap ve ortalama piiriiz boyutlar: Image J yazilim ile 8l¢iilmiis
ve SF konsantrasyonu ile bu parametreler arasindaki iliski Sekil 4.2°de verilmistir.

Artan SF konsantrasyonlarinda iiretilen mikrotasiyicilara ait ortalama cap degerleri
yaklasik olarak sirasityla 277 pm, 213 um, 226 pm ve 234 um olarak 6l¢iilmiistiir. SF
konsantrasyonu %3,5 (w/v) degerine ¢ikarildiginda mikrotasiyici ¢ap degerinde yaklasik
%23 diisiis gozlenmistir. Konsantrasyon %4,5 ve %5,5 (w/v) degerlerine yiikseltildiginde
ise %2,5 (w/v) SF mikrotastyicilara kiyasla bu diisiis sirasiyla yaklasik olarak %18 ve
%15 olarak hesaplanmistir. SF konsantrasyonu ile ortalama mikrotasiyict boyutlar

arasinda dogrusal bir iligki saptanmamustir.

Sekil 4.2. Farkli konsantrasyonlarda iiretilen mikrotasiyicilarin A) Cap degerleri, B)
piiriz boyutlart (%2,5 SF mikrotasiyicilarda piiriizlii ylizey gozlenmedigi igin piiriiz

boyutlarini igeren grafikte yer almamustir).

Mikrotasiyicilarin ortalama piiriiz boyutlart %3,5 (w/v), %4,5 (w/v) ve %5,5 (w/v) SF
mikrotastyicilarda sirastyla 7,39 pm, 5,82 pm ve 2,78 um olarak 6l¢iilmiistiir.

4.2 Hiicre Kiiltiirii Calismalar:

Tez caligmasmnin bu kisminda mikrotasiyicilarla etkilestirilecek gobek kordonu
mezenkimal kok hiicrelerin (GKMH) morfolojik  6zelliklerinin  incelendigi
karakterizasyon ¢aligmalarina, piiriiz boyutlarinin hiicre tutunma davranisina olan etkisini
incelemek i¢in 4 farkli SF konsantrasyonunda hazirlanan mikrotasiyicilar ile
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gerceklestirilen statik hiicre kiiltiirii ¢alismalarina ve statik hiicre kiiltlirii ¢alismasi
sonuclarina gore belirlenen dinamik hiicre kiiltiirli ¢aligmalar1 ve ileri analiz sonuglarina

yer verilmistir.

4.2.1 Gobek Kordonu Mezenkimal Kok Hiicrelerin Karakterizasyonu

Gobek kordonu mezenkimal kok hiicrelerinin morfolojilerini incelemek icin 1s1k
mikroskobu gozlemleri, canli/6lii ve F aktin/DAPI boyamalar1 gergeklestirilmistir. Farkl

bliyiitmelerde ¢ekilen 151k mikroskobu goriintiilerine Sekil 4.3°te yer verilmistir.

3. giin

7. giin

10x

Biiyiitmeler
Sekil 4.3. GKMKH’ne ait 3. ve 7. giinde farkli biiylitmelerdeki 1sik mikroskobu

goriintiileri.

Sekil 4.3 teki 151k mikroskobu goriintiileri ile GKMKH 'nin literatiir ile uyumlu bir sekilde
fibroblast benzeri uzun, igsi bir morfolojide oldugu saptanmistir. Hiicrelerin

canliliklariin belirlenmesi ve morfolojilerinin incelenmesi i¢in kiiltiiriin 3. ve 7.
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giinlerinde canli/6lii ve F aktin/DAPI boyama gergeklestirilmis ve boyama sonuglart Sekil

4.4’te sunulmustur.

Canly/Olii F aktin/DAPI

20x

10x

4x

3. giin 7. giin 3. giin 7. giin
Sekil 4.4. GKMKH’lerin 3. ve 7. giin canli/olii ve F-aktin/DAPI boyama goriintiileri
(Canli/6lii boyamalarinda yesil ve kirmizi renkler sirasiyla canli ve Ol hiicreleri
gostermektedir. F-aktin/DAPI boyamalarinda yesil ve mavi sirasiyla hiicre iskeletini ve

cekirdegini gostermektedir).

Sekil 4.4’te verilen canli/6lii boyama goriintiilerinde hiicrelerin biiyiik ¢ogunlugunun
canli oldugu gozlenmistir. Hiicre iskeleti ve c¢ekirdeginin ikili boyamasinin
gerceklestirildigi F-aktin/DAPI boyama analiz sonuglarina gore hiicrelerin sitoplazmik
iskelet yapisinin iyi organize oldugu ve aktin filamentlerinin saglikli hiicre morfolojisinde
oldugu tespit edilmistir. Ayrica hiicrelerin ¢ekirdek biitiinliigiiniin korundugu ve herhangi

bir anormal ¢ekirdek morfolojisinin olusmadig1 belirlenmistir.

Hiicrelerin ikilenme siireleri ve 6zgiil iiriime hizlarmin tespit edilmesi i¢in gerekli
calismalar daha Once laboratuvarlarimizda gerceklestirilen bir tez c¢alismasinda
yiriitiildigli i¢in analizler tekrarlanmamis ancak ilgili tez calismasinda elde edilen
GKMKH’ne ait hiicre sayisi-zaman grafigi ve MTT- zaman grafigi Ek-1de, kristal viyole
boyama goriintiileri Ek-2’de sunulmustur [68]. Yapilan ¢alismada elde edilen veriler
1s13inda GK-MKH’lerin 6zgiil iireme hiz1 0,023 sa, ikilenme siiresi ise yaklasik 32 sa

olarak belirlenmistir. Bu bulgular literatiirde verilen degerler ile uyumludur [70,71].
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Ek-1 ve Ek-2’deki analiz sonuglari goz 6niinde bulunduruldugunda bu tez ¢aligmasi
kapsaminda kullanilan GKMKH hiicrelerinin literatiire sunulan hiicrelerle benzer

Ozelliklerde oldugu saptanmustir.
4.2.2 Statik Hiicre Kiiltiirii Calismalari

Bolim 3.3.2°de belirtilen yontemlerle sterilizasyon ve sartlandirma islemleri
gerceklestirilen mikrotastyicilarla Boliim 3.3.3’te detaylandirilan yontemle statik hiicre
kiltiirii kosullarinda hiicre ekimi gerceklestirilmistir. Ekim sonras1 kiiltliriin 3. ve 7.

giinlerinde 151k mikroskobunda alinan goriintiilere Sekil 4.5°te yer verilmistir.
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10x

20x

%2,5 SF %3,5 SF

3. giin 7. giin

3. giin 7. gun

Sekil 4.5. Cesitli konsantrasyonlardaki ipek mikrotasiyicilar {izerinde cogalan
GKMKH’lerin 3. ve 7. giin 151k mikroskobu goriintiileri (Sar1 oklar tutunmus ve
yayilmis hiicreleri isaret etmektedir).



Sekil 4.5’te verilen 151k mikroskobu goriintiileri incelendiginde mikrotasiyicilarin opak
yapilarindan dolay1 4x biiylitmelerde tutunan ve yayilan hiicrelerin net bir sekilde
gozlenemedigi belirlenmistir. Ancak 10x ve 20x biyiitmede gergeklestirilen
goriintiilemelerde tutunan hiicreler gozlenebilmistir. Sonucglarda hiicrelerin  biitiin
mikrotastyicilara tutunmadii ve tutunan hiicrelerin mikrotasiyicilar1 kaplamadig:
sOylenebilmektedir. Dinamik kiiltiirde ortamin siirekli olarak karistiriliyor olmasinin

hiicre-mikrotasiyici etkilesimini artirarak tutunmayi artiracagi dngoriilmiistiir.

Optik mikroskop goriintiilemeleri GKMKH’lerin ipek mikrotasiyici ylizeyine yalnizca
siirli diizeyde tutundugunu gostermektedir. Bununla birlikte, mikrotasiyicilarin opak
yapist, 151k mikroskobu ile hiicrelerin adezyon ve yayiliminin belirlenmesini
zorlagtirmaktadir. Ayrica, statik kiiltiir kosullarinda 24 g6zIi hiicre kiiltiirii kaplarinda
gerceklestirilen deneylerde, hiicrelerin biiyiik oranda kiiltiir kab1 ylizeyine tutundugu
tespit edilmistir. GKMKH’lerin ipek mikrotasiyicilarla etkilesimi degerlendirildiginde,
hiicrelerin ipek fibroin yiizeylere tutunma ve yayilma yeteneklerinin bulundugu

gbzlemlenmistir.
423 MTT Analizi

Farkli SF konsantrasyonlar1 ile elde edilen mikrotasiyicilarin yiizeyinde c¢ogalan
hiicrelerin canliliklarinin belirlendigi MTT analizi sonucu Sekil 4.6’da sunulmustur.
Baslangig hiicre yogunlugu: 1,6 x10° hiicre/mL’dir. TCPS yiizeyinde ¢ogalan hiicrelerin
absorbans1 7. giin 1,78 olarak dlgiiliirken mikrotasiyict ylizeylerinde en yiiksek deger

%2,5 SF mikrotasiyicilarda (0,378) goriilmiistiir.
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Sekil 4.6. ipek mikrotasiyicilarla gergeklestirilen 7 giinliik statik hiicre kiiltiiriine ait MTT
analizi sonuglari (istatistiksel anlaml1 farkliliklar n=3, **p<0,01 ve ****p<0,001, farkli

konsantrasyonlardaki mikrotasiyicilar karsilastirildiginda).

Sekil 4.6’da verilen MTT analizi sonuglarina bakildiginda 3. giinde %2,5 SF (w/v)

*kkk

mikrotastyicilarla karsilastirildiginda p<0,001 istatistiksel anlamliligiyla en yiiksek
absorbans degerleri %3,5 SF (w/v) mikrotasiyicilarda elde edilmistir. Ayn1 gruplarda
ilerleyen giinlerde absorbansa bagl canlilik artiginda istatistiksel anlamlilik sadece %2,5
SF (w/v) ve %4,5 SF (w/v) gruplarinda saptanmustir (****p<0,001). Kiiltiiriin 7. giiniinde
gruplar karsilastirildiginda en yiiksek canlilik degeri 3. giine kiyasla yaklasik %136 artigla
sadece %2,5 SF (w/v) mikrotasiyicilarda tespit edilmistir. Bu degeri %86’ lik artisla %4,5
SF (w/v) grubu takip etmis, %5,5 SF (w/v) grubunda %4,5 SF (w/v) grubuna kiyasla

****p<0,001 istatistiksel anlamliligiyla %38 azalma gozlenmistir.
4.2.4 F aktin/DAPI Boyamasi

Mikrotastyicilar {izerinde ¢ogalan hiicrelerin, hiicre iskeleti ve ¢ekirdeklerindeki
morfolojik degisimleri incelemek amaciyla F aktin/DAPI boyamas1 gergeklestirilmistir.
Boyama sonuglarina Sekil 4.13’te yer verilmistir. Hiicre iskeletinin goriintiilenebilmesi
i¢in filamentoz aktin (F aktin) probu olan Alexa Fluor 488 Phalloidin kullanilmis ve hiicre

iskeletinde bulunan aktin filamentlerinin yesil renkte floresan gdriintiilemesi
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saglanmistir. Hiicre c¢ekirdegindeki DNA ipliklerine baglanarak mavi floresan

goriintiileme DAPI ile gerceklestirilmigtir.
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Sekil 4.7. Cesitli konsantrasyonlardaki ipek mikrotasiyicilar {izerinde c¢ogalan
GKMKH’lerin 3. ve 7. giin F aktin/DAPI boyama goriintiileri (Sar1 oklar tutunmus ve
yayilmis hiicreleri isaret etmektedir. Yesil ve mavi sirasiyla hiicre iskeletini ve

cekirdegini gostermektedir).



Sekil 4.7°de verilen F-aktin/DAPI boyama sonuglari incelendiginde mikrotasiyicilarin da
boyay1 alarak renklendigi goriilmiistiir. Ancak hiicre iskeleti ve ¢ekirdegi mikrotasiyiciya
oranla daha giiclii bir floresan yaymaktadir. Dolayisiyla daha parlak olan alanlarin hiicre
oldugu belirlenmistir. Analiz sonras1 farkli fotograflar ilizerinden Image J yazilimi
kullanilarak mikrotasiyict ve mikrotasiyicilarin iizerinde tutunan hiicrelerin alanlari
Olciilmiistiir. Yapilan ol¢timler sonucu hiicrelerin 3. giinde artan konsantrasyondaki SF
mikrotastyicilara sirasiyla yaklasik %13, %50, %32 ve %30 tutunma davranisi gosterdigi
bulunmustur. Yapilan boyamalar sonucu hiicrelerin, statik kiiltiir kosullarinda
mikrotastyicilardan ziyade kiiltiir kab1 ylizeyine tutunma egiliminde oldugu g6z oniine
alindiginda, dinamik kiiltiir kosullarinda bu oranin artmasi beklenmektedir. Boyama
gorselleri MTT analiz sonuglariyla beraber degerlendirildiginde tez ¢alismasinin bundan
sonraki boliimlerinde %2,5 ve %3,5 (w/v) SF mikrotasiyicilarla devam edilmesine karar

verilmigtir.
4.25 Canl/Olii Hiicrelerin Goriintiilenmesi

Ipek mikrotastyic1 yiizeyindeki hiicrelerin canlilik takibinin kontrolii i¢in canli/6lii hiicre
boyamasi da gergeklestirilmistir. Boliim 3.3.1°de detaylandirildig1 gibi gergeklestirilen
bu boyamada kullanilan EthD-1, DNA’ya baglanmadan 6nce zayif floresan ozellik
gosteren bir molekiil olup, 6lii hiicrelerin zarar gérmiis ¢ekirdek zarindan gegerek cift
sarmalli DNA yapilarina baglanmakta ve kirmizi floresan altinda 1s1ma vermektedir.
Kalsein AM ise ester formunda, floresan olmayan bir boyadir. Hiicre igine girdiginde
esteraz enzimi tarafindan hidrolize ugramakta ve yesil floresan olan kalsein iiriiniini
olusturmaktadir. Boylece canli hiicreler yesil floresan ile gézlemlenebilmektedir. Tez
calismas1t kapsaminda gergeklestirilen canli/6lii boyama sonuglart Sekil 4.8’de

sunulmustur.
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Sekil 4.8. %2,5 ve %3,5 SF (w/v) konsantrasyonuna sahip ipek mikrotasiyicilar tizerinde
cogalan GKMKH’lerin 3. ve 7. giin canli/6lii boyama goriintiileri (Yesil ve kirmizi
renkler sirasiyla canli ve Olii hiicreleri gostermektedir. Sar1 oklar mikrotasiyicilar

tizerinde yayilma davranisi gosteren hiicreleri isaret etmektedir).

Sekil 4.8’de verilen canli/6lii boyama analizleri, GKMKH’lerin ipek mikrotasiyici
yiizeyine basariyla tutunup yayilabildigini ve biiyiik oranda canliliklarin1 koruduklarini
gostermistir. Daha piirizlii bir yilizey morfolojisine sahip %35 (w/v) SF
mikrotastyicilarin hiicrelerin tutunmasi i¢in daha uygun bir yiizey topografyasi sagladigi

belirlenmistir.
426 SEM Analizi

Hiicrelerin mikrotasiyict yiizeyine tutunma davranislarinin daha detayli incelenmesi
amaciyla SEM analizi gerceklestirilmistir. Statik hiicre kiiltiiri ¢caligmast sonucu alinan

SEM goriintiilerine Sekil 4.9°da yer verilmistir.
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Sekil 4.9. Statik hiicre kiiltiirii kosullarinda %2,5 ve %3,5 SF konsantrasyonuna sahip
mikrotastyicilar lizerinde ¢ogalan GKMKH’lerin 3. ve 7. SEM goriintiileri (Mavi ile

renklendirilmis olanlar tutunmus ve yayilmis hiicreleri isaret etmektedir).

Alman goriintiilerden GKMKH’larin mikrotagiyici yiizeyine tutunduktan sonra fibroblast
benzeri yayilma davranisi sergileyerek kendi yayilma morfolojilerine sahip olduklari

gozlenmistir.

Statik hiicre kiiltiirii ¢alisma sonuglar1 géz 6niinde bulunduruldugunda dinamik hiicre
kiiltiirii ¢aligmalarinin da %2,5 ve %3,5 (w/v) SF konsantrasyonunda hazirlanan

mikrotasiyicilarla gergeklestirilmesine karar verilmistir.

Dinamik Hiicre Kiiltiirii Calismalari

Dinamik hiicre kiiltiirli calismalarinda %2,5 ve %3,5 SF konsantrasyonlu mikrotasiyicilar

ile 100 mL hacimde, karistirmali kap biyoreaktor ile ¢calisilmistir. %2,5 SF ile yapilan ilk
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calismada karigtirma hizi, homojen bir karistirmay1 saglamasi agisindan 19 rpm olarak
belirlenmistir. Ancak bu karigtirma hizinda mikrotasiyicilarin morfolojik yapisinin
bozuldugu godzlenmistir. Morfolojisi bozulan mikrotasiyicilarin 1s1k mikroskobundaki

goriintiisii Sekil 4.10°da verilmistir.

Sekil 4.10. Karistirmali biyoreaktérde 19 rpm karistirma hizinda morfolojisi bozulmus

%2,5 SF mikrotastyicilarin 151k mikroskobu goriintiisii.

Mikrotasiyicilarin yapilarinin bozulmasi hiicre canliligini da etkileyecegi i¢in bu durumu
engellemek amaciyla karigtirma hizi 15 rpm’e diisiiriilmiistiir. Bu hizda, mikrotastyicilar
morfolojik yapilarin1 korumus ancak %2,5 SF mikrotasiyicilar biyoreaktoriin dibine
¢okmiis ve etkin bir homojen karistirma saglanamamistir. %3,5 SF mikrotasiyicilar ile
gerceklestirilen dinamik kiiltiirde ise, yogunluklarinin %2,5 SF mikrotasiyicilara kiyasla
daha az olmasi ve %3,5 SF mikrotasiyicilarin yogunluklarinin kiiltlir ortaminin
yogunluguna daha yakin olmasi nedeniyle mikrotasiyicilar besiyeri igerisinde asili kalmig

ve homojen bir karigtirma saglanmistir.

Bolim 3.3.2°de belirtilen yontemlerle sterilizasyon ve sartlandirma islemleri
gerceklestirilen mikrotastyicilarla Boliim 3.3.4 detaylandirilan yontemle dinamik hiicre
kiiltiirii kosullarinda hiicre ekimi gergeklestirilmistir. Ekim sonrasi kiiltiiriin 3. ve 7.

giinlerinde 151k mikroskobunda alinan goriintiilere Sekil 4.5’te yer verilmistir.
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Sekil 4.11. Dinamik kiiltirde %2,5 SF ve %3,5 SF konsantrasyonlardaki ipek
mikrotastyicilar iizerinde ¢ogalan GKMKH’lerin 3. ve 7. giin 151k mikroskobu goriintiileri

(Sar1 oklar tutunmus ve yayilmis hiicreleri isaret etmektedir).

Sekil 4.11°de verilen goriintilerde GKMKH’lerin %2,5 SF mikrotasiyicilara etkin bir
sekilde tutunamadigir gozlenmistir. Kiiltiiriin 3. giinlinde hiicrelerin mikrotastyicilara
tutunmak yerine besiyeri icerisinde yigin olusturduklar1 goriilebilmektedir. %3,5 SF
mikrotastyicilarda ise 6zellikle 7. giinde mikrotasiyicilara tutunarak mikrotastyicilarin
etrafin1 saran hiicreler goriilebilmektedir. Statik kiiltiir ile karsilastirildiginda hiicrelerin
daha iyi bir tutunma performans: sergilemesi karigtirmali kap biyoreaktdrde hiicre-
mikrotastyici etkilesiminin artmasi1 dogrultusundaki 6ngdriiyli dogrulamaktadir.

Isik mikroskobu analizinde yapilan gézlemlerin kantitatif olarak dogrulanmasi amaciyla

MTT analizleri gergeklestirilmistir.
43.1 MTT Analizi

%2,5 ve %3,5 SF konsantrasyonlari ile elde edilen mikrotasiyicilarin yiizeyinde ¢ogalan
hiicrelerin canliliklarinin belirlendigi MTT analiz sonucu Sekil 4.12’de sunulmustur.
Baslangic hiicre yogunlugu: 1,6 x10° hiicre/mL’dir. %25 SF ve %35 SF
mikrotastyicilarin yiizeyinde ¢ogalan hiicrelerin absorbans degerleri ise sirasi ile 0,124 ve

0,834 olarak elde edilmistir.
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Sekil 4.12 Ipek mikrotastyicilarla gergeklestirilen 7 giinliik dinamik hiicre kiiltiiriine ait
MTT analizi sonuglar1 (istatistiksel anlamli farkliliklar n=3, ****p<0,001, farkl

konsantrasyonlardaki mikrotasiyicilar karsilastirildiginda).

Sekil 4.12°de verilen MTT analizi sonuclarina bakildiginda 3. giinde %2,5 SF (w/v)
mikrotastyicilarla karsilagtirildiginda ****p<0,001istatiksel anlamliligiyla %3,5 SF
mikrotastyicilarda ~5 kat daha yiiksek absorbans elde edilmistir. 7. giindeki MTT analiz
sonuglarinda %2,5 SF (w/v) mikrotasiyicilarla karsilastirildiginda ****p<0,001istatiksel
anlamliligiyla %3,5 SF mikrotasiyicilarda 3. giindeki absorbans degerleri ile dogru
orantili olarak ~7 kat daha yliksek absorbans elde edilmistir. 3. ve 7. giinlerde %2,5 SF
mikrotasiyicilarda ¢ogalan hiicrelerin canlilik degerlerinde istatistiksel bir fark
gozlenmezken %3,5 SF mikrotastyicilarinda ¢ogalan hiicrelerde 3. glinden 7. giine %77

artis oldugu tespit edilmistir.
4.3.2 F aktin/DAPI Boyamasi

Dinamik kiiltiirde mikrotasiyicilar iizerinde ¢ogalan hiicrelerin, hiicre iskeleti ve
cekirdeklerindeki morfolojik degisimleri incelemek amaciyla F aktin/DAPI boyamasi

gergeklestirilmistir. Boyama sonuglarina Sekil 4.13’te yer verilmistir
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Sekil 4.13. Dinamik kiiltiirde, %3,5 SF ipek mikrotasiyicilar iizerinde ¢ogalan
GKMKH’lerin 3. ve 7. giin F aktin/DAPI goriintiisii (Yesil ve mavi sirasiyla hiicre

iskeletini ve ¢ekirdegini isaret etmektedir).



F aktin/DAPI boyama analizi, 151k mikroskobundan ve MTT analizlerinden alinan veriler
dogrultusunda sadece %3,5 SF mikrotasiyicilar i¢in gerceklestirilmistir. Boyama analizi,
GKMKH’lerin dinamik kiiltiirde %3,5 SF mikrotasiyicilar ilizerinde mikrotasiyici
yiizeyini kaplayacak sekilde proliferasyon gosterdigini ortaya koymaktadir. Ayrica da,
hiicrelerin ~ mikrotastyicilar1  birbirine  baglayarak  agregasyon  olusturdugu
gozlemlenmistir. Bu durum, mikrotasiyicilarin toplam yiizey alanini azaltarak hiicrelerin
daha homojen bir sekilde dagilmasini engelleyebilir. Ayrica, agregasyon olusumu hiicre-
hiicre etkilesimlerini artirsa da besin ve oksijen difiizyonunu kisitlayarak hiicrelerin uzun
vadeli canliligin1 ve farklilagma potansiyelini olumsuz yonde etkileyebilir. Bu nedenle,

dinamik kiiltiir kosullarinda agregasyonun minimize edilmesi gerekir.

4.3.3 Canly/Olii Hiicrelerin Goriintiillenmesi

%2,5 SF mikrotastyicilarda ¢ogalan hiicrelerin kiiltiiriin 7. giiniinde, %3,5 SF
mikrotastyicilarda c¢ogalan hiicrelerin kiiltiiriin 3. ve 7. giiniinde Bolim 3.3.1°de
detaylandirilan sekilde canli/6lii boyamalar1 gergeklestirilmistir. Boyama sonuglart Sekil

4.14’te verilmistir.
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Sekil 4.14. Dinamik kiiltiirde %2,5 SF konsantrasyonundaki ipek mikrotasiyicilar
tizerinde ¢ogalan GKMKH’lerin 7. giin ve %3,5 SF konsantrasyonundaki ipek
mikrotasiyicilar {lizerinde c¢ogalan GKMKH’lerin 3. ve 7. gilin canli/6lii boyama
goriintiisti (Sar1 oklar mikrotasiyicilarin {izerinde yayilma davranisi gosteren hiicreleri
isaret etmektedir. Yesil ve kirmizi renkler sirasiyla canli ve Oli hiicreleri

gostermektedir).

Sekil 4.14’deki fotograflardan goriildigl iizere, %2,5 SF konsantrasyonuna sahip
mikrotasiyicilarda hiicre tutunma orani oldukc¢a diisiik seviyede kalmistir. Buna karsin,
%3,5 SF mikrotasiyicilarda F aktin/DAPI boyama sonuglarini dogrular sekilde,
hiicrelerin mikrotasiyict ylizeyini biiyiik oranda kapladigi goézlemlenmistir. Ayrica,
birbirine baglanmis mikrotasiyicilarin bulundugu boélgelerde dahi hiicre canliliginin
yuksek seviyede oldugu belirlenmistir. Bu bulgular, GKMKH’lerin karistirmali kiiltiir
kabinda yiiksek canlilik oranlarini koruyabildigini ve mikrotasiyict yiizeyinde etkin bir

proliferasyon gdsterdigini ortaya koymaktadir.
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4.3.4 SEM Analizi

%3,5 SF mikrotasiyicilar ile gergeklestirilen dinamik kiiltiir sonrasinda hiicrelerin
tutunma profillerini daha iyi incelemek i¢in SEM analizi gergeklestirilmistir. Analiz

sonuclar1 Sekil 4.15°te verilmistir.

%3.5 SF

>
<~V

100 pm £ - 20 pm¢.

Sekil 4.15. Dinamik kiiltiirde %3,5 SF konsantrasyonundaki ipek mikrotastyicilar
tizerinde ¢ogalan GKMKH’lerin SEM goriintiisii (Mavi ile renklendirilmis bolgeler
tutunmus ve yayilmis hiicreleri isaret etmektedir).

Dinamik kiiltiirde elde edilen SEM goriintiileri, 6nceki boyama sonuglarin1 dogrulamakta
olup, hiicrelerin mikrotasiyicilar araciligiyla birbirine baglanmasini ve mikrotasiyic
yiizeyinde fibroblast benzeri morfolojide yayilim gdstermesini ayrintili bir sekilde ortaya
koymaktadir. Yapilan analizler, GKMKH’lerin dinamik kiiltiir kosullarinda ipek
mikrotasiyicilar  iizerinde Dbasariyla ¢ogaltilabilecegini  gostermektedir.  Ancak,
mikrotasiyici-hiicre etkilesimi sonucunda meydana gelen agregasyon, besin ve oksijen
diflizyonunu kisitlayarak daha biiyiik 6lgekli tiretimler i¢in potansiyel bir engel teskil
edebilir. Bu nedenle, biiyiik 6l¢ekli uygulamalarda hiicre dagilimini optimize etmek ve
agregasyonu minimize etmek amaciyla kiiltiir parametrelerinin dikkatlice optimize

edilmesi gerekmektedir.
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4.1. Hiicrelerin Mikrotasiyic1 Yiizeyinden Kaldirilmasi

Hiicrelerin mikrotastyict ylizeyinden kaldirilmasi igin iki enzim denenmistir. Tripsin,
hiicre kiiltiirlerinde sik tercih edilen ve hiicrelerin yiizeyden ayrilmasini saglayan
proteolitik bir enzimdir. TripLe ise hayvansal bir bilesik icermemek iizere modifiye
edilmis ve hiicreleri yiizeyden kaldirma asamasinda hiicre yapisinin korunmasini
saglayan bir enzimdir. Yiizeyden kaldirma islemi hem %25 hem de %3,5 SF
mikrotasiyicilarin dinamik kiiltiirlerinden sonra gergeklestirilmistir.

Elde edilen hiicre sayilarina ait grafik Sekil 4.16°da, ylizeyden kaldirilmis hiicrelerin 151k

mikroskobu goriintiileri ise Sekil 4.17°de verilmistir.

kkx 3. giin
*xk 7. giin

kkk

"l

Toplam Hiicre/Kuyucuk (x 104)
cun 8L BREEKR & &

%2,5 SF-Tripsin %2,5 SF-TripLE %3,5 SF-Tripsin
% SF Konsantrasyonu-Kaldirma Yoéntemi

Sekil 4.16. Dinamik kiiltiirde 7. glin sonunda 2 farkli enzimle gerceklestirilen
yiizeyden kaldirma islemi sonucunda ulasilan hiicre sayilar1 (Istatistiksel anlaml
farkliliklar n=3, ***p<0,001, farkli SF konsantrasyonu ve kaldirma yontemi

karsilastirildiginda)
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%2,5 SF- Tripsin ile Kaldirma %?2,5 SF- TripLe ile Kaldirma %3,5 SF- Tripsin ile Kaldirma

Sekil 4.17. Yiizeyden kaldirilmis hiicrelerin 1s1k mikroskobundaki goriintiisii (Sar1 oklar
kaldirilmis olan hiicreleri isaret etmektedir).

Elde edilen sonuglar incelendiginde, baslangic olarak 40 000 hiicre/kuyucuk kullanilan
%2,5 SF mikrotastyicilarda tripsin ve TripLe ile hiicre kaldirma sonrast sirastyla 4 x 10%
hiicre/kuyucuk ve 2 x 10* hiicre/kuyucuk sayilarina ulasilmistir. 7 giinliik kiiltiirasyon
sonucunda tripsin ile kaldirma yonteminde hiicre sayisinin degismemesi, TripLe ile
kaldirma yonteminde ise %50 diisiis olmasi hiicrelerin mikrotastyicilara etkin bir sekilde
tutunmadigimi gostermektedir. Ancak istatistiksel olarak %2,5 SF-Tripsin ve %2,5 SF
Triple gruplar arasinda anlamli bir fark goriilmemistir. Dinamik kiiltiirde yapilmis olan
boyama ve SEM analizleri de bu sonucu dogrulamaktadir. %3,5 SF mikrotasiyicilarda ise
baslangi¢ hiicre sayisinin fazla olmasi ile birlikte hiicrelerin mikrotastyicilara tutunmasi

sonucunda 7 giinliik kiiltiir siiresince hiicre sayisinin 2 katin tizerinde arttigi goriilmiistiir.
4.2.  Akis Sitometrisi Analizi

%2,5 SF mikrotasiyicilar ile yapilan statik kiiltiir sonrast ve %3,5 SF mikrotasiyicilar ile
yapilan dinamik kiiltiir sonrasi hiicrelerin akis sitometrisi analizi, Bolim 3.3.6’da
detaylandirlldig1 sekilde gergeklestirilmistir. Mikrotasiyict yiizeyinden kaldirildiktan

sonra tekrar ekilen hiicrelerin goriintiisii Sekil 4.18de verilmistir.

Kiiltiir kab1 yilizeyinde ¢ogaltilan GKMKH’lere ait akis sitometrisi analiz sonuglar1 Ek-
3’te verilmistir. Bu sonuglar daha dnce grubumuzda gergeklestirilen “Biyofiziksel ve
biyokimyasal uyaranlarla desteklenmis doku iskeleleri ile mezenkimal kok hiicrelerin

osteojenik farklilasmasinin incelenmesi” tezinden alinmistir [68].
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Sekil 4.18. Akis sitometrisi analizi 6ncesi A) %2,5 SF B) %3,5 SF mikrotasiyicilardan
kaldirilan ve TCPS’e ekilen GKMKH’lerin 7. giin 151k mikroskobu goriintiileri.

Sekil 4.18°de verilen 151k mikroskobu goriintiileri incelendigine hiicrelerin fibroblast
morfolojilerini gostermeye devam ettigi goriilmektedir. Hiicre yogunluguna bakildiginda
cogalmalarinin da normal seyrinde devam ettigi tespit edilmistir. Bu bulgular hiicrelerde
farklilasma olmadigina dair bir 6ngorii yapilmasini saglamaktadir. Akis sitometrisi

analizi ile bu sonuglar dogrulanmastir.

Hiicrelerin akis sitometrisi analiz sonuglar1 Sekil 4.19 ve 4.20’de, akis sitometrisi

sonuglarinin tablo ve grafige dokiilmiis hali ise Sekil 4.21°de verilmistir.
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Sekil 4.19. %2,5 SF mikrotasiyicilar ile yapilan statik kiiltiir sonrasi
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yiizeyinden kaldirilmis hiicrelere ait akis sitometrisi analizi (A: Kontrol grubu. B: CD34,
CD45, CD73, CD90 ve CD105 belirtecleri ile boyanmis hiicreler.)
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Sekil 4.20. %3,5 SF mikrotastyicilar ile yapilan dinamik kiiltiir sonrasi mikrotasiyici
yiizeyinden kaldirilmis hiicrelere ait akis sitometrisi analizi (A: Kontrol grubu. B: CD34,
CD45, CD73, CD90 ve CD10S5 belirtecleri ile boyanmis hiicreler.)
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Sekil 4.21. %2,5 SF mikrotasiyicilar ile gerceklestirilen statik kiiltiir ve %3,5 SF
mikrotastyicilar ile gerceklestirilen dinamik kiiltiir sonras1 yapilan akis sitometrisi analiz

sonuglart (A: Grafik, B: Tablo olarak gosterimi)

Gobek kordonu mezenkimal kok hiicrelerin kokliiliik 6zelliklerinin devam ettiginin
gostergesi olarak Uluslararasi Hiicresel Terapi Dernegi (ISCT) kriterlerine gore CD34 ve
CD45’in negatif veya diisiik seviyede eksprese edilmesi gerekirken CD73, CD90 ve
CD105 pozitif olmalidir. Analiz sonuglarina gore, %2,5 SF ve 3,5 SF grubu i¢in CD34
ekspresyon orani sirasiyla %0,30 ve %0,23 oraninda iken, CD45 belirte¢lerinin
ekspresyon seviyesi sirastyla %0,73 ve %0,51 olarak belirlenmistir. CD73, CD90 ve
CD105 belirteclerinin ekspresyon seviyesi her iki grup i¢in de %95 ilizeridir.  Akis
sitometrisi analizlerinde elde edilen sonuglarda hem statik hem de dinamik kiiltiir
sonrasinda hiicrelerin herhangi bir farklilagma yolagina girmedigi ve kok hiicre
ozelliklerini korudugu anlagilmaktadir
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5 YORUM

Sunulan tez caligmasinda gdébek kordonu mezenkimal kok hiicrelerinin ipek fibroin
mikrotastyicilar ile kiiltiirasyonu gerceklestirilerek karistirilmali kap biyoreaktorlerde

cogaltilmasi amacglanmastir.

Bu tez c¢alismasinda, ipek fibroinin ucuz, kolay erisilebilir ve biyouyumlu bir malzeme
olmasi, gobek kordonu kaynakli mezenkimal kok hiicrelerin cogaltilmasinda kullanilmak
iizere mikrotastyici iiretiminde tercih edilmesinde énemli bir rol oynamistir. Ipek fibroin
kullanilarak iiretilen mikrotasiyicilarda ipek konsantrasyonu ile yiizey topografisi
degistirilebilmektedir. Tez ¢alismasinda 4 farkli konsantrasyonda (%2,5, %3,5 %4,5,
%S5,5) ipek fibroin kullanilarak farkli yilizey piiriizliiliigline sahip mikrotasiyicilar

tiretilmis ve bu farkliligin GKMKH’lerin ¢ogalmasina etkisi statik kiiltiirde incelenmistir.

Grubumuzda daha 6nce caligsmis ve karakterizasyonu yapilmis ipek mikrotasiyicilarin,
kimyasal yapilari, termal Ozellikleri, yogunluk degerleri ve enzim varliginda
biyobozunurluk oranlari belirlenmistir [49]. Sunulan tez ¢aligmasi kapsaminda ise daha
once yapilan bu calismayr tamamlayacak sekilde mikrotasiyici ¢ap boyutlar: ile
pirtizliilik boyutlar1 yapilan SEM analizi ve ImageJ programi ile 20 adet mikrotasiyici
kullanilarak hesaplanmustir. Uretilen mikrotastyicilarin SEM goriintiileri incelendiginde
%2,5 SF mikrotastyicilarda diisiik yiizey piiriizliliigli gozlenmistir. Yiizde 3,5, 4,5 ve 5,5
SF mikrotasiyicilardaki piiriiz boyutlari sirasiyla 7,39 pm, 5,82 um ve 2,78 pum olarak
Ol¢iilmiistiir. Yiizde 3,5, 4,5 ve 5,5 SF mikrotastyicilarda piiriiz boyutunun azalmasi

polimer konsantrasyonunun artirilarak ¢6ziicli orani azaltilmasi ile iliskilendirilmistir.

Yiizde 2,5, 3,5, 4,5, ve 5,5 SF mikrotasiyicilar ile gerceklestirilen statik kiiltiir stiresince
yapilan MTT analizinde 3. giin alinan en yiiksek MTT degerinin %3,5 SF
mikrotastyicilarda olmasi, hiicrelerin %3,5 SF mikrotasiyicilara tutunma oraninin diger
mikrotasiyicilara kiyasla daha fazla oldugu yoniinde yorumlanmistir. Yapilan boyamalar
ile de en yiiksek hiicre canlilig1 %3,5 SF mikrotasiyici grubunda goriilmiis ve bu sonucun

MTT analiz elde edilen absorbans degerlerini destekledigi belirlenmistir.

Dinamik kiiltiirde %3,5 SF konsantrasyonlu mikrotasiyicilar ile gerceklestirilen 7 giinliik

kiiltiirasyonun 3. ve 7. giinlerinde %2,5 SF mikrotasiyicilarda ¢ogalan hiicrelerin canlilik
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degerlerinde %37 artis gozlenirken bu degerin %3,5 SF mikrotasiyicilarinda ¢ogalan
hiicrelerde %77 oldugu tespit edilmistir. Boyama ve SEM gériintiilerine bakildiginda
%?2,5 SF mikrotastyicilarda hiicrelerde tutunma ve yayilma davranisi gézlenmis ancak
etkin bir ¢cogalma gozlenememistir. Yiizde 3,5 SF mikrotasiyicilarda ise hiicrelerin
mikrotastyicilarin yiizeyinin biiylik bir cogunlugunu kapladig1 gozlenmistir. Bu durum,
ylizey pilrizliligliniin karistirmali ortamda hiicrelerin gogalmasia pozitif bir etkisi
oldugunu kanitlar niteliktedir. Dinamik Kkiltiir siiresince yapilan boyama ve SEM
sonuglaria bakildiginda hiicrelerin mikrotasiyicilara baglanarak agregasyon olusturdugu
gbzlenmistir. Mikrotastyict agregasyonu, hiicrelerin tutunabilecegi ylizey alanim
kisitlamakla birlikte hiicrelerin besin ve oksijen aliminda olumsuz bir etkiye neden
olmaktadir. Agresyonu Onlemek ic¢in karistirict hizi  hiicre tutunmasina ve
mikrotastyicinin  biitiinciil yapisina zarar vermeyecek seviyede artirilabilir. Tez
calismasinda 19 rpm’de gergeklestirilen karistirma hizinin mikrotastyici yapisini
bozdugu tespit edildigi i¢in hiz 15 rpm’e dislriilmistir. Daha yiliksek hizlarda
mikrotastyicinin yapisinin korumak i¢in dikey tekerlek veya biiyiik kanath cark tipi
karistiricilar kullanilabilir [37,72]. Literatiirde, GKMKH’lerin mikrotasiyicilar arasinda
gb¢ edebildigine dair ¢aligmalar bulunmaktadir. Olusan agregasyonu minimum diizeyde
tutmak icin hiicreler mikrotasiyicilara tutunmaya bagladiktan sonra ortama mikrotastyici
eklemesi yapilarak hiicrelerin gé¢ etmesi saglanabilir. Boylelikle mikrotastyici basina

diisen hiicre sayisi sabit tutulabilir [13].

Mikrotasiyict ylizeyinden kaldirilan hiicreler ile gerceklestirilen akis sitometrisi
analizlerinde, Uluslararas1 Hiicresel Terapi Dernegi (ISCT) kriterlerine uygun sekilde
CD34 ve CD45 belirtegleri diisiik seviyelerde ifade edilirken, CD73, CD90 ve CD105
belirtecleri yiiksek seviyede ifade edilmistir. Bu sonuglarla birlikte yapilan morfolojik

gbzlem hiicrelerin kokliiliik 6zelliklerini korumaya devam ettigini géstermektedir.

Gobek kordonu kok hiicrelerinin  klinikte kullaniminin yayginlasmasi ile birlikte
hiicrelerin biiyiik 6l¢ekte iiretilmesine dair yapilan ¢aligmalar da artmaktadir [37,40]. Bu
caligmalarda dekstran, polistiren, jelatin gibi polimerlerden {iretilmis c¢esitli
mikrotastyicilar kullanilmaktadir. Ipek fibroin, diger polimerlerle karsilastirildiginda
yiiksek mekanik dayanim ve termal stabiliteye sahip olmasinin yani sira, hiicre tipine

0zgl proteinlerle modifiye edilebilmesi ve kontrollii sekilde bozunabilmesi gibi kritik
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Ozellikleri bir arada sunan, kolay erisilebilir bir polimerdir. Ayrica, ipek fibroin
mikrotastyicilarin toksik etki olusturmayan ve viicuda enjekte edilebilecek sekilde
biyobozunur yapida olmalari, 6zellikle doku miithendisligi uygulamalar1 agisindan 6nemli

bir avantaj saglamaktadir [60].

Gelecekte, bu c¢alismada kullanilan ipek fibroin mikrotasiyicilarin farkli yiizey
modifikasyonlariyla zenginlestirilerek hiicre etkilesiminin artirilmas1t ve g¢esitli
biyoreaktor sistemlerinde iiretimlerinin karsilastirmali olarak degerlendirilmesi, bu
alanda ilerlemeye katki saglayabilecek onemli arastirma konulari arasinda yer almaktadir.
Ayrica, elde edilen mikrotasiyict sistemlerin preklinik diizeyde test edilmesi ve klinik
uygulamalara yonelik deneysel g¢aligmalara doniistiiriilmesi, bu alandaki ilerlemeyi

destekleyecektir.
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EKLER

EK-1 Gobek Kordonu Mezenkimal Kok Hiicrelerin;

e Hiicre Sayisi-Zaman Grafigi
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EK-2 Gobek Kordonu Mezenkimal Kok Hiicrelerin Kristal Viyole Boyama

Goriintiileri
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EK-3 Gobek Kordonu Mezenkimal Kok Hiicrelere Ait Akis Sitometrisi Sonuclari
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Gate Number %Total %Gated Gate Number %Total %¥Gated
All 24,132 98.76 100.00 All 24,435 100.00 100.00
AU-- 0 0.0 0.00 AV-- 0 000 0.00
AU-+ 24048 98.42 99.65 AV-+ 2 0.0 0.01
Als- 0 000 0.00 AVs- 0 000 0.00
AlUs+ 84 034 035 AVes 24,433 99.99 99.99
MKH 20012020 MKH 20012020
532 533
0 i ﬂ—. 10 m
T faxes Ty ares
w w w
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g 10' 10' ; 0
o AX*‘ A+~ S
Y ! 10y, Y-- AY+- W
PR T "R 8 e w0 w0 10
CD105PC7 CD45PC7

Gate Number %Total %Gated Gate Number %Total %Gated Gate Number %Total ¥Gated
All 24,435 100.00 100.00 All 22,038 73.46 100.00 All 22,038 73.46 100.00

AX-- 0 0.0 0.00 AY-- 0 000 0.00 AZ-- 0 000 0.00
AX -+ 0 0.00 0.00 AY-+ 22,008 73.36 99.86 AZ-+ 21,986 73.29 99.76
AXe- 24,353 99.66 99.66 AY+- 0 000 0.00 AZss 0 000 0.00

AXes 82 034 034 AY++ 30 0.10 0.14 AZ++ 52 017 0.24
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