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TESEKKUR

Yiiksek lisans egitimim siiresince yakin ilgi, destek ve yonlendirmelerini
benden esirgemeyen tez danismanim Saym Dog. Dr. Betiil CELEBI SALTIK a sayg],
sevgi ve tesekkiirlerimi sunarim. Ayn1 zamanda bu siirecte, Hacettepe Universitesi
Eczacilik Fakiiltesi Farmasotik Mikrobiyoloji Anabilim Dali Laboratuvarlari’ ndan
yararlanmami saglayan yardimci danismanim Sayin Dr. Ogr. Uyesi Didem KART’ a
calismalarima katkilarindan dolay sevgi ve siikranlarimi sunarim. Tez siiresi boyunca
egitimime katki saglayan Kok Hiicre Bilimleri Anabilim Dali’ ndaki saygideger
hocalarima, idari personele ve bu siireci birlikte paylastigimiz boliimdeki biitiin
arkadaslarima sevgilerimi ve tesekkiirlerimi sunarim.

Tesekkiirlerimin en biiyiiglinii, hayatimimn her aninda maddi ve manevi
destegini benden bir an dahi esirgemeyen, egitim siirecim boyunca her tiirlii sikintida
yanimda olan sevgili annem Sevil CANKIRILI’ ya, sevgili babam Ertugrul
CANKIRILI’ ya ve benimle birlikte tez yazma siirecini paylasan sevgili ablam Merve
SERTESEN’ e sonsuz sevgi ve tesekkiirlerimi sunarim. Bu ¢alismay1, hayatimin her
alaninda sevgisini ve her tiirlii destegini hissettigim sevgili aileme ithaf ediyorum.

Bu tez calismasi kapsaminda verdikleri maddi destekten dolayr Hacettepe
Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi’ ne (Proje No: TYL-2019-
17802) ve proteom analizlerindeki yardimlaridan dolay1 Kog¢ Universitesi

Translasyonel Tip Arastirma Merkezi Proteomiks Laboratuvari’ na tesekkiir ederiz.
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OZET

Cankirili, N.K., insan Gobek Kordon Veni CD146+ Hiicrelerin ve Bu Hiicrelerden Elde
Edilen Matriks Proteinlerinin In Vitro Biyofilm Modellerinde Degerlendirilmesi, Hacettepe
Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Kok Hiicre Programm Yiiksek Lisans Tezi, Ankara,
2019. Yaralarin tedavilerinde antimikrobiyal etkileri olan hiicrelerin veya hiicrelerden arindirilmig
deseliilerize matrikslerin yara bolgesine uygulanmasi son yillarda dikkat ¢ekmektedir. Bu tez
caligmasinin amaci, antimikrobiyal etkiye sahip olabilecegi diisiiniilen CD146+ kok hiicrelerin ve
bu hiicrelerden elde edilen ekstraseliiler matriks proteinlerinin (deseliilerize matriks) in vitro
biyofilm modellerinde degerlendirilmesidir. Bu tez ¢aligmasi kapsaminda, CD146+ kok hiicrelerin
karakterizasyonu; hiicre yiizey belirteclerinin tayini ve farklilasma analizleriyle, deseliilerize
matriksin karakterizasyonu; histolojik/immiinfloresan boyamalar ve proteom analizleri ile
belirlendi. CD146+ kok hiicrelerin, biyofilm olusumuna katkisini gézlemleyebilmek igin,
Pseudomonas (P.) aeruginosa ve Staphylococcus (S.) aureus bakterileri ile ko-kiiltiirleri yapilarak
hiicre canlilik ve proliferasyonlar1 WST-1, Annexin V/PI ve kristal viyole ile degerlendirildi. Ayni
zamanda CD146+ kok hiicrelerin, olas1 antimikrobiyal etkilerinin gézlemlenmesi amaciyla disk
diflizyon yontemi kullanildi. CD146+ kok hiicrelerin ve deseliilerize matriks proteinlerinin
biyofilm olusumuna etkileri damlamali akis modelinde test edilerek biyofilm olusumunda gorev
alan genlerin ekspresyon seviyeleri kantitatif reverse transkriptaz-PZR y6ntemiyle belirlendi. Elde
edilen veriler sonucunda; CD146/105+ kok hiicrelerin adipojenik yonde farklilasabildigi ancak
osteojenik  farklilagma  kapasitelerinin ~ bulunmadigi  saptandi.  Deseliilerize =~ matriks
karakterizasyonu, DAPI ve Masson-Trikrom boyamalar1 ile tayin edildikten sonra proteom
analizleriyle matriks bilesenlerinde kollajen, glikoprotein, proteoglikan ve biiylime faktorleri
saptandi. Bakteri + hiicreli/deseliilerize kiiltiirlerde, bakterilerin proliferasyonlarini arttirdiklari
gozlemlendi. P. aeruginosa ve S. aureus kullanilarak tasarlanan biyofilm modelinde, deseliilerize
yapinin P. aeruginosa biyofilm olusumunu anlaml olarak azalttig1, S. aureus igin ise hiicreli gruba
kiyasla deseliilerize grupta anlamli bir fark bulunmadigi belirlendi. Gen ekspresyon analizi
sonuglarina gore, P. aeruginosa biyofilm ile iligkili genlerden rhIR ve LasR igin anlamli azalim
saptanmig olup, bu biyofilm hiicre sayim sonuglarini destekler niteliktedir. S. aureus’ un tutunma
genleri olan icaADBC genlerinin hepsi deseliilerize grupta yiiksek oranda eksprese edilmistir. Bu
tez caligmasi, hedeflenen amag dogrultusunda insan kaynakli fetal kok hiicrelerin ve onlardan elde
edilen matriks proteinlerinin klinik uygulamalarda 6nemini ortaya koyan ilk ¢aligmadir.

Anahtar kelimeler : CD146+ hiicreler, kok hiicreler, biyofilm, ekstraseliiler matriks proteinleri,

Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, gébek kordonu.

Bu tez calismasinin gergeklestirilmesinde verdikleri maddi destekten tiirii Hacettepe Universitesi
Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi’ ne (Proje No: TYL-2019-17802) tesekkiir

ederiz.
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ABSTRACT

Cankirith, N.K, Evaluation Of Human Umbilical Cord Vein CD146+ Cells and Matrix
Proteins Obtained from These Cells on In Vitro Biofilm Models, Hacettepe University
Graduate School of Health Sciences Master of Stem Cell Sciences, Ankara, 2019. In the
treatment of wounds, the application of cells or decellularized matrices with antimicrobial effects
to the wound area has attracted attention in recent years. The aim of this thesis is to evaluate
CD146+ stem cells and extracellular matrix proteins derived from these cells (decellularized
matrix) which are thought to have antimicrobial effect in in vitro biofilm models. In this thesis, the
characterization of CD146+ stem cells was evaluated by determination of cell surface markers and
differentiation analyzes and characterization of decellularized matrix was done with
histological/immunofluorescence staining and proteome analysis. To observe the contribution of
CD146+ stem cells to biofilm formation, cell viability and proliferation were evaluated by WST-
1, Annexin V/Pl and crystal violet by co-culture with Pseudomonas (P.) aeruginosa and
Staphylococcus (S.) aureus bacteria. Disc diffusion method was also used to observe possible
antimicrobial effects of CD146+ stem cells. The effects of CD146+ stem cells and decellularized
matrix proteins on biofilm formation were tested in a drip flow model and expression levels of the
genes involved in biofilm formation were determined by quantitative reverse transcriptase-PCR
method. As a result of the data obtained; it was determined that CD146/105+ stem cells could
differentiate in adipogenic direction but they did not have osteogenic differentiation capacity. The
characterization of the decellularized matrix was determined by DAPI and Masson’ s Trichrome
staining, followed by proteome analysis to identify collagen, glycoproteins, proteoglycan and
growth factors as matrix components. P. aeruginosa and S. aureus bacteria increased their
proliferation capacity when they were cultured in stem cells and decellularized matrices. In the
designed biofilm model by using P. aeruginosa and S. aureus, it was determined that the
decellularized matrices significantly reduced the formation of P. aeruginosa biofilm, but there
were no significant differences with S. aureus in the decellularized group compared to the cellular
group. According to the results of gene expression analysis, significant decrease was found for
rhiR and LasR among P. aeruginosa biofilm related genes that supports cell counting results. All
of the icaADBC genes, which are the attachment genes of S. aureus, were highly expressed in the
decellularized group. This thesis is the first study that demonstrates the importance of human stem
cells and matrix proteins obtained from them, for clinical applications.

Key words: CD146+ cells, stem cells, biofilms, extracellular matrix proteins, Pseudomonas

aeruginosa, Staphylococcus aureus, umbilical cord.

We thank Hacettepe University Scientific Research Projects Coordination Unit (Project No: TYL-
2019-17802) for their financial support in the realization of this thesis.
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1. GIRIS

En biiyilk koruyucu organ olan deri, i¢ ortam ile dis ortam arasindaki
mikrobiyal, kimyasal ve termal tehlikelere karsi bir bariyer gorevi gorerek viicudu
koruma altina alir [1]. Yanma, kimyasal hasar, yatak yaralari, enfeksiyon durumlari ve
tilser gibi gesitli sebeplerden dolayr deride yaralar meydana gelmektedir [2]. Yara
iyilesmesi; inflamasyon/homeostaz, re-epitelizasyon ve yara bdlgesinin yeniden
yapilanmasi asamalarin1 kapsayan dinamik siireclerden meydana gelmektedir. Yara
tyilesmesi siirecindeki uzun siiren inflamatuar faz, yavaslayan hiicre proliferasyonu ve
yetersiz re-epitelizasyon kronik yaralarin olusmasina neden olmaktadir. Kronik yara
durumuna ilerleyisin altinda yatan mekanizmalarin tam olarak aydinlatilmasi, yara
tedavilerinin gelistirilerek daha kisa siirede ve etkili bir sonuca ulagilmasina olanak
saglayacaktir. Yara tedavilerinde geleneksel tedaviler olarak, otolog deri greftleri,
allojenik deri nakli ve gesitli sentetik iskeleler kullanilmaktadir [3]. Ancak bu
yontemlerin immiinolojik red, donér eksikligi ve hastalik tagima gibi sinirlamalardan
dolay1 kullanimi kisithidir [4]. Bu nedenle, dokuya 6zgii farklilagsma yetenegi ve diger
hiicre gruplarina kiyasla kolay ulasilabilir olan, yara bdlgesinde rejeneratif ve
immiinmodulatuar 6zellikler gosteren Mezenkimal Kok Hiicre’ ler (MKH), hiicresel
tedavilerde dikkat ¢ceken bir hiicre grubu haline gelmistir [5].

Mezoderm kokenli MKH” ler, kendilerini yenileme, adiposit, osteosit ve
kondrositlere farklilasma yetenekleri olan igsi, fibroblast benzeri hiicrelerdir [6].
MKH’ ler, yara iyilesmesi sirasinda graniilasyon dokusu ve ekstraseliiler matriks
(hiicre dis1 matriks) olusumuna katki saglayarak siireci hizlandirici bir etki gosterirler
[7]. Ekstraseliiler matriks yapisi tiim doku ve organlarin yapisinda bulunan, hiicreler
ve mikro c¢evreleri arasinda iletisim kurulmasina olanak saglayan ve herhangi bir yara
durumunda yeniden modellemeyi destekleyerek mikrogevrenin diizenlenmesinde
gorev alan ags1 yapidaki bir ara maddedir [8]. MKH’ lerin antimikrobiyal etkileri,
Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa), Staphylococcus aureus (S. aureus) ve
Escherichia coli (E. coli) kaynakli yara enfeksiyon modellerinde ¢aligilmistir [9, 10].
Ancak MKH?’ lerin atasi olarak bilinen CD146+ kok hiicrelerin antimikrobiyal etkileri
ile ilgili literatiirde heniiz bir ¢alisma bulunmamaktadir. Kan damarlarini ¢evreleyen
vaskiilarize dokularda bulunan perisit olarak da adlandirilan CD146+ kok hiicreler,

biiyiik ¢ekirdekli, dar sitoplazmali fibroblast benzeri hiicrelerdir ve plasenta, gébek



kordonu ve kemik iligi gibi kaynaklardan elde edilmektedirler [11]. CD146+ kok
hiicrelerin, CD73, CD90, CD105 hiicre yiizey belirte¢lerine ve ayni zamanda
multipotansiyel farklilasma yeteneklerine sahip olmalari nedeniyle MKH’ lerin in vivo
es degerleri oldugu varsayilmaktadir [12]. CD146+ kok hiicrelerin sentezledikleri
ekstraseliiler matriks proteinleri (EMP) ile ilgili yapilan bir ¢alismada, ekstraseliiler
matriksin yapisinda kollajen, glikozaminoglikan (GAG), proteoglikan ve inflamasyon
proteinlerinin varlig1 ortaya koyulmustur [13]. Son yillarda, hiicrelerin deseliilerize
edilmesi ile elde edilen EMP bazli dogal iskelelerin, yara bolgesine uygulanmasi ile
ilgili ¢aligmalar hiz kazanmis durumdadir [14-16]. Desecliilerizasyon islemiyle,
hiicrelerin salgiladiklar1 kollajen, fibronektin, elastin, GAG gibi ekstraseliiler matriks
bilesenlerinin korunarak maksimum oranda hiicrenin uzaklastirilmasi amaglanir [17].
Deseliilerize iskeleler, ekstraseliiler matriks ile yerlesik hiicre popiilasyonlar
arasindaki etkilesimi korur ve yara iyilesmesine destek saglayan ekstraseliiler matriks
yapisinin yenilenmesine olanak saglayarak yara iyilesmesi siirecine katkida bulunurlar
[18]. Bunlara ek olarak, mikro ¢evreyi destekleyen hiicrelerden arindirilmis
deseliilerize iskeleler ve iizerlerinde gelistirilen kok hiicre birliktelikleri yara
rejenerasyonunda etkili bir tedavi yontemi olarak dikkat g¢ekmektedir [19].
Deseliilerize iskele ile kombine edilmis insan gobek kordonu CD146+ kok hiicreleri
diyabetik fare yara modelinde yara bolgesine uygulanmis ve bu birlikteligin farede re-
epitelizasyonu arttirarak yara iyilesmesini destekledigi bulunmustur [20].

Bu yiiksek lisans tezi kapsaminda, insan gobek kordonundan elde edilen,
antimikrobiyal etkiye sahip olabilecek CD146+ kok hiicrelerin ve bu hiicrelerden elde
edilen ekstraseliiler matriks proteinlerinin in vitro biyofilm modellerinde
degerlendirilmesi amaciyla asagidaki hipotezler kurulmus ve test edilmistir.

Hipotez 1. Insan gdbek kordonundan elde edilen CD146+ kok hiicreler
deseliilerize edilerek ekstraseliiler matriks proteinleri elde edilebilir ve bu hiicrelerin

antimikrobiyal etkileri olabilir.
Hedefler

- CD146+ kok hiicre kiiltiirii ve karakterizasyonu
- CD146+ kok hiicrelerin deseliilerizasyonu

- CD146+ kok hiicrelerin antimikrobiyal etkilerinin degerlendirilmesi



Hipotez 2. Yaralardan siklikla izole edilen P. aeruginosa ve S. aureus standart
ATCC suslari, CD146+ kok hiicreler ve deseliilerize ekstraseliiler matriks yapilari

tizerinde biyofilm olusturabilir.
Hedefler

- P. aeruginosa ve S. aureus ATCC suslarinin CD146+ kok hiicreler ile ko-
kiiltiiri ve hiicre-hiicre etkilesimlerinin degerlendirilmesi,

- Damlamal1 akis reaktor sistemi kullanilarak CD146+ kok hiicrelerin ve
deseliilerize matriksin iizerinde biyofilm olusumunun degerlendirilmesi.

Bu hipotezlerin test edilmesi amaciyla kullanilan insan gobek kordonu
kaynakli kok hiicre drnekleri, Hacettepe Universitesi Girisimsel Olmayan Etik Kurulu’
nun “GO 18/446-22” no’ lu Hacettepe Universitesi Kadin Hastaliklar1 ve Dogum
Anabilim Dali’ndan komplikasyon gelismeyen, normal gelisim siirecini tamamlamig
sezaryen dogum sonrasi bebeklerden elde edildi (n=3). Hipotezlerin test edilmesi

amaciyla yapilan ¢aligmalar asagida sematize edilmistir (Sekil 1.1-1.3).

/ Masson-Trikrom Boyama

CD146+ Kok Hiicreler — DAPI Boyamasi

\

Proteomiks Analizi

Sekil 1.1. CD146+ kok hiicrelerin karakterizasyonu.

/ Hiicre Kiiltiirii

CD146+ Kok Hiicrelerden Osteojenik ve Adipojenik

Deseliilerizasyon i§lemi ' Farkhilasma Analizi

\ Akim Sitometri ile Hiicre Yiizey
Belirtec Analizi

Sekil 1.2. Deseliilerizasyon islemi ve ekstraseliiler matriks karakterizasyonu.
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2. GENEL BILGILER
2.1. Derinin Yapis1 ve Ozellikleri

Deri, insan viicudunu kaplayan en biiyiik organdir ve insan viicudu ile ¢evre
arasinda koruyucu bir bariyer gérevi gorerek viicudu patojenlere karsi korur [21].
Bununla birlikte, mikrobiyal, termal, mekanik ve kimyasal etkilerin tehdidi altindadir.
Insan derisi temel olarak, epidermis, dermis ve hipodermis de denilen dermo-
epidermal tabakadan olusmaktadir [22]. Derinin dis tabakasini Olusturan epidermis,
cildin su kaybin1 6nleyen, viicudu bakteri, viriis ve parazit enfeksiyonlarindan koruyan
ayn1 zamanda mekanik yaralanmalara kars1 direng saglayan onemli bir tabakasidir.
Epidermis tabakasindaki ana hiicre grubu Kkeratinositlerdir. Keratinositler, bazal
tabakadan epidermis tabakasina dogru gog¢ ettikleri esnada katmanlar dizisi
olustururlar. Bu katmanlar yukaridan asagiya dogru; stratum corneum, stratum
granulosum, stratum spinosum ve bazal tabaka olarak siralanmaktadir (Sekil 2.1).
Epidermis tabakasinda bulunan diger hiicreler, melanositler, merkel hiicreleri ve
langerhans hiicreleri gibi immiin sistem hiicreleridir. Dermis olarak adlandirilan ikinci
kisim ise, kollajen, elastin ve diger yapisal molekiillerin yapiminda rol alan dermisin
ana hiicre grubunu olusturan fibroblastlardan meydana gelmektedir. Dermis, fiziksel
ve islevsel olarak iki katmandan olusur. Bunlar; stratum papillare ve stratum
reticulare’ dir. Dermis, mekanik yaralanmalara karsi yapisal destek saglamasinin
yaninda, hiicreler ve ekstraseliiler matriks arasindaki dinamik etkilesimi ve hiicre
davranigin1 etkileyerek hiicre kaderinin Dbelirlenmesinde rol oynar [23]. Yag
hiicrelerinin bulundugu tabaka olan hipodermis ise, kas dokusu ile deri katmanlarini
birbirinden ayirmaktadir.

Derinin en 6nemli 6zelliklerinden biri, ufak ¢apli yaralanmalarda kendi kendini
yenileyebilme yeteneginin olmasidir [5]. Derideki bozukluklar, yaniklar, kronik
iilserler cildin orijinal seklini ve fonksiyonunu bozarak yara olusumuna sebep olur.
Deride bir hasarin meydana gelmesiyle birlikte, biiyiime faktorleri ve sitokinler
salinarak yara iyilesmesi siirecini baglatirlar. Normal yara iyilesmesi siirecindeki bir
aksaklik, biiyiik ¢apli yaniklar, kapanmayan diyabetik yaralar gibi epidermis ve

dermisi etkileyen tam kalinliktaki yaralarda deri kendini yenileyememektedir. Bu



noktada, yara olusumu ve iyilesmesi siire¢lerindeki mekanizmalarin iyi anlagilmasi

uygun tedavi yontemlerinin gelistirilmesine olanak saglayacaktir.

Langerhans hiicreleri

Stratum corneum
/ . .
Stratum granulosum | EPIDERMIS

Dermal Stratum spinosum

fibroblast

Kan damarlar: Yag bezleri

Melanosit
hiicreleri

Kil folikiilii

Adiposit HIPODERMIS

Sekil 2.1. Derinin katmanlar1 [24].

2.2. Yara Olusumu

Deri yaralari, fiziksel bir hasar, akut travma, genetik faktorler ve yanik vb. gibi
cesitli nedenlerden dolay1 deri biitiinliigiiniin bozulmasi ile sonuglanan travmatik bir
durumdur. Yara iyilesmesiyle, hasar goren dokunun bitiinligiiniin saglanmasi,
homeostatik dengenin yeniden kurulmasi ve fizyolojik stabilitenin saglanmasi
hedeflenmektedir [25]. Yara iyilesmesi siireci; 1) inflamasyon ve homeostaz, 2) re-
epitelizayon, 3) dokunun yeniden modellenmesi olmak {izere li¢ temel asamadan
olusmaktadir. Yaralanma sonrasinda, yara bolgesinde bulunan noétrofil ve mast
hiicreleri, vazodilatasyonu saglayarak ilk inflamatuar yaniti olustururlar [26].
Inflamatuar faz esnasinda, yara bolgesi gegici bir matriks gorevi goren fibrin ile
kapatilir, dolasimdaki bagisiklik hiicreleri tarafindan 6lii doku temizlenir ve bdylece
enfeksiyon Onlenmis olur [26]. Yara bolgesindeki fibroblastlardan koken alan
miyofibroblastlar, yara bolgesinde kasilma baglatarak bazal keratinositlerin yilizey

tabakasina dogru go¢ etmelerini ve terminal farklilasmalarini saglar [27, 28]. Ayni



zamanda, platelet kokenli biliyiime faktorii (PDGF) ve transforme edici biiyiime
faktorii (TGF-P) gibi sinyaller ile fibroblastlarin ve keratinositlerin yara bolgesine
gocii saglanir. Cogalan fibroblastlar, graniilasyon dokusunu olusturmak icin kollajen
tip I ve kollajen tip III salgilayarak anjiyojenezi desteklerler. Bu siiregte fibronektin,
laminin ve ekstraseliiler matriks proteinlerinin de salinimi artar. Son adimda ise
fibroblastlar ve keratinositler, yeniden modellemeyi indiiklemek amaciyla bozuk
ekstraseliiler matrisi pargalayan matriks metalloproteinazlart (MMP) salgilarlar.
Ekstraseliiler matriksin par¢alanmasi ile agiga ¢ikan bazik fibroblast bitytime faktorii
(bFGF) ve vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii (VEGF) gibi ¢oziiniir biiylime

faktorleri, yara iyilesmesini hizlandiran biyomolekiillerin aktive olmasini saglar [29].
2.2.1. Kronik Yaralar

Uzun siirede iyilesme gosteren ya da iyilesemeyen kronik yaralar, uzun
inflamatuar faz, gecikmis hiicre proliferasyonu, epigenetik degisiklikler, zayif re-
epitelizasyon ve bozulmus anjiyojenez ile karakterizedir [30]. Kronik yaralar; tam
kalinliktaki yaralar, bacak iilserleri, yatak yaralar1 ve diyabetik yaralar gibi ¢esitli yara
tiplerini kapsamaktadir. Olagan siiresinde iyilesen yaralarda bulunan nétrofillerin
etkileri, yaralanmadan itibaren ti¢ giin i¢inde azalmaya baslar. Ancak kronik yaralarda,
notrofil aktivasyonu siirekli olarak devam eder ve bu da MMP artisina sebep olur.
MMP seviyesindeki bu artig, doku inhibitoriiniin gérevini yerine getirememesine
neden olarak bozulmanin artigina sebep olur [31]. Boylece, iyilesmeyi hizlandiracak
olan matriks birikimi engellenecek ve matriks kaynakli biiyiime faktorlerinin
salmiminin azalmasiyla birlikte yaranin kroniklesme siirecine girisi ger¢eklesecektir
[31]. Kroniklesme siirecine gidisin sebepleri tam olarak anlagilamamakla birlikte,
stirekli inflamasyon hali ve bakteriyel enfeksiyonlar gibi olumsuzluklardan dolay1 yara

iyilesme siirecini basariyla gerceklestiremedikleri diisiiniilmektedir [21].
2.2.2. Yara Mikrocevresi ve Mikroorganizmalar

Yara iyilesmesi siirecinde, i¢ ve dis ortam arasinda siirekli dinamik degisim ve
etkilesim s6z konusudur. Yara bolgesinde kalici homeostazin saglanabilmesi igin,
hiicreler ve mikrogevre arasindaki bu etkilesimin tam olarak anlasilmasi

gerekmektedir. Yara mikrogevresindeki mikroorganizmalar, 6zellikle de canli ve



cansiz ortamlara tutunabilen mikroorganizma topluluklarindan olusan biyofilmler,
iyilesme siirecini 6nemli derecede olumsuz etkilemektedir [32]. Saglikli bir insanin
deri mikrobiyotasi, bircok mikroorganizmanin birlikteligini i¢ceren dengeli, canli bir
ekosistemden olusmaktadir [33]. Bu dengenin bozulmasi durumunda, yaralar ve
enfeksiyonlar meydana gelmektedir. Yapilan c¢aligmalarda, hastalik etkeni olan
mikroorganizmalarin doku ve organlarda c¢ogalmasiyla ortaya cikan enfeksiyon
durumunun, doku grami basma 10° ten fazla mikroorganizma bulundurmasi
sonucunda olusabilecegi bildirilmektedir [25].

Enfeksiyonlu yara bolgesine ilk kolonize olan bakteriler, tiremeleri i¢in gerekli
optimum pH degeri 7.0 olan Gram pozitif Stafilokok tiirleridir. Sonrasinda ise,
tiremeleri i¢in daha genis pH araligina sahip olan Pseudomonas aeruginosa ve
Enterococcus faecalis tiirleri yara bolgesine kolonize olmaktadir. Yara yiizeylerinde
biyofilm olusumuna yol agan bu bakteriler, iyilesme siirecindeki fonksiyonel
hiicrelerin ve inflamatuar cevabin degisimine yol acarak yaranin kronik bir hal
almasini tetikleyebilmektedir [34]. Bu bakterilerden Staphylococcus aureus; insan
derisinin normal flora iiyesi olup, deri yiizeyinde bulunan yaralara veya deri ile temas
halinde bulunan kateter, viicuttaki iltihabin ya da herhangi bir sivinin gegisini saglayan
sant gibi yabanci cisimlere kolayca tutunarak kronik enfeksiyonlara sebep olmaktadir
[35, 36]. Kronik yara olusumunda bu bakteriler; ortamin pH’ sini, laktat miktarini
degistirerek, sitokin ve MMP’ lerin isleyisinin bozulmasina yol acar ve devaml

inflamasyon dongiisiine sebep olurlar [37, 38].
2.3. Biyofilmlerin Olusturulmasi

Biyofilmler, birbirlerine ve tutunduklar1 ylizeye geri doniisiimsiiz sekilde
baglanan, protein, lipit, su, polisakkarit ve niikleik asit bilesenlerinden olusan, matriks
yapist i¢ine gdmiilii halde bulunan, serbest olarak dolagan mikroorganizma ortakliklar
olarak bilinirler. Gram negatif (-) bakterilerin matriks yapilart anyonik 6zellikte olup,
bu 6zellik sayesinde kalsiyum-magnezyum gibi katyonik bilesikler ile saglam ¢apraz
baglar olustururlar. Gram pozitif (+) bakterilerin birgogunun matriks yapilari ise
katyonik yapidadir [39]. Gram (+) ve Gram (-) bakterilerin 6zellikleri Tablo 2.1’ de,

hiicre duvar yapisi ise Sekil 2.2” de verilmistir.



Tablo 2.1. Gram (+) ve Gram (-) bakterilerin 6zellikleri.

Gram (+) Bakterilerden S. aureus

Gram (-) Bakterilerden P. aeruginosa

Hiicre Duvar Yapisi : Peptidoglikan
Teikoik asit
Lipoteikoik asit

Hiicre Duvar Yapisi : Peptidoglikan
Fosfolipidler
Lipoproteinler

Peptidoglikan ———»

Sitoplazma /

membrani

Sitoplazma

Hiicresel sekil . Kiiresel sekilli | Hiicresel Sekil : Cubuksu, silindirik
Dis zar Yok Dis zar : Var
Gram (1) Gram (-)

<+—— Plazma membrani
Periplazmik bosluk
Peptidoglikan

Lipopolisakkarit

Adezin
Fibronektin baglayic1 protein

Elastin baglayic1 protein

Kollajen baglayici protein

Sekil 2.2. Gram (+) ve Gram (-) bakterilerin hiicre duvar yapilari [40].
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Biyofilm yapisinda, mikrokolonilere oksijen ve besinlerin difiizyonunu
saglayan kanallar bulunmakta olup, bu kanallar ayn1 zamanda mikrokolonileri
birbirinden ayirmaktadir. Biyofilmler; 1s1 degisimi, pH, ozmotik stres ve
antimikrobiyal ajanlardan kagma @ibi mikroorganizmaya zarar verebilecek bir¢ok
etkene karst mikroorganizmalari koruyan bir yap1 saglamaktadir. Biyofilm olusumunu
ve ylizeye tutunmasini etkileyen faktorler; bakterinin hiicre duvar yapisi, bakteri
sayis1, bakterinin Gram (-) veya Gram (+) olmasi, ortamdaki oksijen ve besin maddesi
yogunlugu, ortamin sicakligi ve pH’ 1 olarak siralanabilir [41]. Yapilan ¢alismalarda
en sik karsilasilan biyofilm olusturan bakteriler, Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococcus aureus, Enterococcus spp, Alcaligenes spp, Bacillus spp. olarak
bildirilmektedir [42]. Biyofilm olusum basamaklar1 genel olarak 5 ayr1 fazda
gerceklesmektedir. Bunlar; tutunma, ¢ogalma, baglanma, olgunlasma ve ayrilma
fazlardir (Sekil 2.3).

Yiizeyin piriizlilagi, hidrofilik-hidrofobik yapisi, matriks tiretimi, sicaklik,
iyonik denge, pH diizeyi gibi faktdrler mikroorganizmalarin yilizeye tutunmasin
etkilemektedir [43]. Bakterilerin biiyiikk bir kismi Gram (-) 6zellikte oldugu igin,
tutunma esnasinda yiizey ile mikroorganizma arasinda olusan itme kuvvetine karsi
koyabilmekte ve bu sayede daha iyi tutunma saglanmaktadir. Doniisiimlii baglanma
sirasinda bakteriler ekstraseliiler matriks tireterek, zayif baglarim kuvvetli kalici
baglara donligmesini ve boylece daha stabil bir yap1 olusmasini saglarlar. Doniistimsiiz
baglanma saglandiktan sonra, bakteri sayisinin artmasina paralel olarak, bakteriler
tarafindan iretilen ekstraseliiller matriks {iretimi yogunlasir ve bu iiretim
mikroorganizmalarin birlikteligini kuvvetlendirerek biyofilm ile iligkili antimikrobiyal
direncin olusmasin1 saglar. Biyofilm yapisinin gelismesiyle birlikte, bakteriler
olgunlagmaya baslar ve bu esnada yap1 incelenecek olursa besin ve atik iirlinlerin
degisimini saglayan kanallar ve belirgin bosluklar gozlemlenir [44]. Koloni
olusumundan ti¢-dort glin sonra baglayan ayrilma agamasinda, hiicreler baglandiklar
yiizeyden ayrilarak dagilmaya baslarlar [45]. Bu ayrilma, sivi mekanik kuvvet ya da

genetik faktorlerden kaynakli olabilmektedir.
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Planktonik Formlar
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Sekil 2.3. Biyofilm olusum basamaklar1 [46].

Yiizeylere tutunma sonrasinda biyofilm olusturan mikroorganizmalarda bazi
fenotipik degisimler meydana gelmektedir. Bu degisimlerin, biyofilm olusumu
esnasinda rol oynayan genetik faktorler ve degisen gen ekspresyonu seviyelerinden
kaynakli olabilecegi yapilan ¢aligmalarla ortaya koyulmustur [47-49]. Gen ekspresyon
seviyelerindeki degisimlerin degerlendirilmesi amaciyla yapilan Polimeraz Zincir
Reaksiyonu (PZR) analizleriyle, quorum sensing (QS), hiicre adezyonu, strese karsi
verilen yanit ile iligkili bir¢ok genin biyofilm olusumu ile baglantili oldugu
bulunmustur [48, 50].

Gram (-) bakteriler flagella, fimbria, pili gibi hiicre eklentileri sayesinde temas
ettikleri yiizeye basarili bir sekilde tutunurlar [51]. Gram (-) bir bakteri olan P.
aeruginosa, tip IV pili sayesinde yiizeylere tutunur. Tip IV pili fimbrial bir iplik¢ik
olusturmak i¢in, PilQ tarafindan sekrete edilen tek bir protein iinitesinden olusan PilA
tarafindan olusturulur (Sekil 2.4). PilA ve PilQ’ nun sentezi, algR tarafindan regiile
edilen kisa peptit dizisi molekiilleri (preplin) araciligiyla gergeklestirilmektedir [52].
P. aeruginosa’ nin yiizeye yapismasi ile ilgili yapilan bir ¢alismada, P. aeruginosa’
nin yiizeye tutunmay arttirmak igin ekstraseliiler matriksin ana polimerik maddesi
olan lipopolisakkarit bilesimini degistirebilecegi ve boylece farkli biyolojik
malzemelerin yiizeylerine tutunabilme ve biyofilm olusturabilme o6zelligini

arttirabilece@i gozlenmistir [53]. P. aeruginosa’ nin tutunma, bir araya gelme,
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olgunlasma ve sonrasinda gelisen biyofilm olusum siirecinde gerekli
ekzopolisakkaritler olan Psl ve Pel, P. aeruginosa PAOL’ in geninde sirasiyla PslA ve
PelA genleri tarafindan kodlanmaktadir [54]. Glikoz ve galaktoz bakimindan zengin
olan Psl gen ailesinde yer alan PslA, biyofilm olusumu i¢in gerekli bir UDP-glukoz
tastyici protein olarak tanimlanmistir [55]. Psl biyofilm matriksinin periferinde yer
alarak, planktonik hiicrelerin biyofilme yapismasini saglamaktadir [56, 57]. Sekonder
haberci molekiil olan siklik-dimerik-guanosin monofosfat (c-di-GMP), biyofilm
olusumu esnasinda baglanma ve birikme siireglerinde gorev alir [58]. c-di-GMP’ nin
PelD sitozolik i¢ zar proteininde baglanma bolgesinin bulunmasi, Pel sentezi ve
dolayistyla biyofilm olusumuyla iligkilendirilmektedir. Bu nedenle, biyofilm
olusumunun engellemesi lizerine yapilan ¢aligmalarda c-di-GMP’ nin hedeflenmesi

tizerine ilgi artmis durumdadir [59, 60].

Gram (-) Pseudomonas aeruginosa’ nin Yiizeye Tutunmasi

Tip IV pili
PilQ

Fimbrial iplikcik
) ) olusumu

PilA

\/

algR ile regiilasyon

Sekil 2.4. Pseudomonas aeruginosa’ nin yiizeye tutunma sirasinda gelistirdigi fimbrial
iplik¢ik olusumu.

Bakteri hiicrelerinin yiizeye ilk tutunma asamasinda olusan slaym tabaka
(vyapiskan tabaka) sonraki agamalarda hiicrelerin ¢evresinde koruyucu bir tabaka
gorevi gorerek antimikrobiyal ajanlara karsi korunmaya olanak saglamaktadir.
Polisakkarit yapidaki bu slaym tabakanin ana bilesenlerinden biri olan ve ica
operonlari tarafindan sentezlenen polisakkarit hiicreler arasi1 adezin (PIA), S.aureus

biyofilm olusumlarinin temel sebebi olarak bilinmektedir [61]. N-asetil glukozamin’
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den olusan PIA ekzopolisakkariti, S.aureus hiicreleri arasinda anyonik teikoik asitler
ve lipoteikoik asitlerle elektrostatik etkilesimler kurarak hiicrelerin birbirine
yapismasint saglar [62]. ica operonu, diizenleyici icaR ve biyosentezden sorumlu
icaAADBC’ den olusmaktadir. icaA ve icaD, ekzopolisakkarit sentezinde énemli bir rol
oynayan N-asetil glukozamin transferaz aktivitesine sahip enzimi kodlamaktadir [63].
icaC gen tirlinii ise, poli-N-asetilglukozamin polimerinin bakteri hiicre yiizeyine
tasinmasini saglarken icaB gen tiriinii bu molekiilii deasetile etmektedir [64]. Gram (+)
bir bakteri olan S. aureus' un hiicrelere tutunmasi, hiicrelerdeki alfaSbetal integrinler
ile bakterilerdeki fibronektin baglayici proteinler (FNnBP) olan adeziv yiizey
molekiillerini tantyan mikrobiyal yiizey bilesenleri arasinda gerceklesir [65, 66]. FnBP
baglayici proteininin, FNBPA ve FnBPB olmak iizere iki izoformu bulunmaktadir [67,
68]. Bu Fn izoformlari, amino-terminal tutunma sinyali ile birlikte fibrinojen/elastin
ve fibronektin i¢in tekrarli baglanma bolgelerini igermektedir (Sekil 2.5A). A alani,
fibrinojen ve elastinin baglanmasini saglayarak Fn baglanmasini destekler [69, 70]. B
alan1 ise, fibronektin ve elastin baglanmasi icin tekrar kisimlarindan olusur. C
terminalinde, peptidoglikan baglayict motif (LPXTG) ve hiicre duvarina baglanan
FnBP bulunur. Ozetle S. aureus, FnBP’ ler ile 6zellikle de FN ve alfaSbetal
integrinlerin etkilesimleri ile hiicrelere yapisirlar. Integrin kiimelenmeleri sonucu

FAK, PI3K ve Akt sinyal yolaklari tetiklenerek hiicrelere entegre olurlar (Sekil 2.5B).
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A.
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. \ I J
utunma Y Y LPXTG
sinyali
Baglanma Fibronektin baglanma
Fibrinojen/Elastin tekrar bolgesi
B.
S. aureus
FnBPB
Fibronektin
alfaSbetal I
Hiicre PI3-K
Akt
FAK

Sekil 2.5. S. aureus’ un hiicrelere tutunma mekanizmasi. A) FnBP izoform yapisi. B)
Tutunma esnasinda kullanilan sinyal yolaklari [71].

Quorum sensing adi verilen bakterilerin ¢evreyi ve birbirlerini algilamalarini
saglayan haberlesme sistemi biyofilm olusumunda biiyiik 6nem tasir. P. aeruginosa’
da tanimlanmus ti¢ farkli QS sistemi bulunmaktadir. Bunlar; las sistemi (lasRl) [72],
rhl sistemi (rhIRI) [73], pgs sistemi (las+rhl)’ dir [74]. Ortama salinan bu QS sinyal
molekiilleri, biyofilm olusumu ve antibiyotiklere karsi direng gelisiminin kontroliinii
saglamaktadir [75]. P. aeruginosa’ da bu sistem ekzotoksin A ve elastin gibi
ekzoenzimlerin sentezini kontrol ederek biyofilm olusumu iizerine etki gosterir [76].
Las sistemi, lasR ve lasl genleri tarafindan kodlanan, transkripsiyonel aktivator
proteini lasR ve otoindiiktér sentaz enzimi lasl' dan olusmaktadir. lasl” nin
transkripsiyonu, lasR’ ye baglanmada onemli gorevi olan N-(3-oxododecanoyl)-L-

homoserine lactone’ nun (otoindiktor-111 olarak bilinir) sentezi ile lasl enziminin
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olusmasini saglar [77]. P. aeruginosa sayisinin artmasi ile birlikte otoindiktor-111
miktarinda da bir artig olur ve bu da otoindiktor-1II" {in spesifik hedef proteini olan
lasR’ ye baglanarak biyofilm ile ilgili genlerin transkripsiyonunu tetikler. Bu genler,
elastaz B (lasB), ekzotoksin A (toxA), alkalin proteaz (aprA) ve lasA proteaz (lasA)
enzimlerinin sentezinde goérev alan genleri igerir [78]. Las sisteminin aktivasyonu,
bagka bir otoindiiktor N-biitiril-homoserin laktonunun iretilmesini indiikleyerek rhl
sisteminin aktive olmasini saglar. Rhl sistemi, transkripsiyonel aktivator proteini rhiR
ve N-biitiril-homoserin lakton sentezini yapan rhll’ dan olugmaktadir [75]. Rhl sistemi,
biyofilm igerigindeki sivi dolu kanallarin korunmasini saglayan ve rhamnolipit adi
verilen amfifilik biyo-yiizey maddelerinin olusumundan sorumludur [79]. Ugiincii
algilama sistemi 2-heptyl-3-hidroksi-4-kinolonunu kullanan pgs sistemi, duragan
biiylime evresinin baglamasi esnasinda rhl bagimli {irlinlerin sentezinden gorevlidir
[80]. Pgs sisteminin las ve rhl sistemiyle birlikte ¢alistiginin diisiiniilmesinin sebebi,

2-heptyl-3-hidroksi-4-kinolonu sentezinin lasR ile iliskili olmasidir [81].
2.3.1. Damlamah Akis Reaktor Sistemi

Giliniimiizde yaygin olarak kullanilan mikroplak bazli yontemler, plak
cukurlar1 igerisine yerlestirilen materyaller iizerinde biyofilmlerin olusturulmasina
olanak saglayan, sisteme disaridan ya da igeriden verilebilecek sivi akisini engelleyen
in vitro kapali modellerdir [82]. Mikroplak temelli yontemlerin, biyofilmi hedef alan
birgok farkli ¢alisma igin elverigli olmalarina ragmen, plak ¢ukurlari igerisinde sivi
sirkiilasyonunun olmamasi bu yontem i¢in dnemli bir dezavantaj olusturmaktadir.
Mikroplak temelli yontemlerin aksine ortamda devamli bir sivi sirkiilasyonunun
bulundugu ve American Society for Testing and Materials (ASTM) kurumu tarafindan
onaylanmus ticari biyofilm reaktor sistemleri biyofilm yontemleri i¢in kullanilmaktadir
[83]. Bu reaktor sistemlerinde, lireme igin gerekli besinleri igeren lireme vasatinin
devamli/yar1 devamli olarak ortama eklenebilmesi ve atik {riinlerin devamli/yar
devamli ortamdan uzaklastirilabilmesi gibi faktorler sayesinde deney ortami kosullari
statik sistemlere oranla daha stabil kalabilmektedir. Damlamali akis reaktor sistemi bu
yontemlerden biri olup bu sistemde; iireme vasatinin ve bakteri slispansiyonunun

sirkiilasyonu i¢in gerekli bir pompa, biyofilm ortamina taze lireme vasati temini
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saglamak i¢in baglanmis boru sistemi ve atiklarin ortamdan uzaklastirilmasi amaciyla
kullanilacak ikinci bir boru sistemi bulunmaktadir (Sekil 2.6).

Damlamali sivi akis reaktorii ile biyofilmler, az miktarda sivi besiyeri
inokiilimleri ile devamli temas halinde bulunan egimli slaytlarin iizerinde
olusturulurlar. Yapilan ¢alismalarda bu cihaz, bakteriyel biyofilmlerdeki heterojenite
caligmalarinda, biyofilm plagmin kaldirilmasinda, gii¢lii firgalamanin etkisini
degerlendirmede, bakteriyofajlar araciligi ile biyofilm olusumlarinin azaltilmasinda ve
cesitli antimikrobiyal ajanlarin ve materyallerin etkinliginin degerlendirilmesinde
kullanilmustir [83, 84]. ASTM tarafindan onaylanmis standart test yonteminde (ASTM
standart metot E2647-08) damlamali akis reaktorii kullanilarak P. aeruginosa
biyofilmlerinin gelistirilmesi Onerilmektedir [85]. Biyofilmlerin insan hiicreleri
tizerindeki etkilerini arastiran ¢alismalar, biyofilmlerin farkli inflamatuar yanitlart
indiikleyebilecegini ve insan hiicre hatlarinda apopotozu aktive edebilecegini
gostermistir [86, 87]. Ward ve arkadaslarinin [88] yaptig1 calismada, patojen
mikroorganizmalar1 barindiran yara modelini yara iizerine taklit etmek i¢in yara
tizerine devamli bir akis saglanarak biyofilm olusumu saglanmistir. Biyofilmlerden
salian faktorlerin varliginda, baslangi¢c asamasinda iyilesme tetiklense de ilerleyen
zamanlarda MKH’ lerin rejeneratif kapasitesini azalttigit ve kismen apoptozu

indiikledigi goriilmistiir [88].
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Sekil 2.6. Damlamali siv1 akis reaktor sistemi. A) Kapali sisteme genel bakis. B)
Materyalin koyuldugu bdlme sistemi.

2.3.2. Biyofilmler, Yaralar ve Tedavi Yontemleri

Canli ve cansiz yiizeylere tutunabilen mikroorganizma ortakliklar1 olarak da
tanimlanan biyofilmler; kalp enfeksiyonlari, yaralar, c¢esitli medikal aletler ve
cogunlukla da akciger enfeksiyonlari ile baglantili enfeksiyonlar basta olmak tizere
bircok kronik enfeksiyon durumu ile iliskilendirilmektedirler. Kronik yaralarin major
sebepleri arasinda biyofilmler bulunmaktadir. Kronik yaralarin %90’ 1 cilt, oral
mukoza veya ¢evreden bulasan bakteri ve mantar topluluklarindan olugsmaktadir [89].
Biyofilmleri olusturan mikroorganizmalarin, konak immiin sistemine, antibiyotiklere
ve biyositlere planktonik formlarina oranla ¢ok daha toleransli olmalar1 biyofilm ile
iligkili enfeksiyonlar1 ciddi 6l¢iide problemli bir siire¢ haline getirmektedir. Buna
ornek olarak yapilan bir calismada, sistemik antibiyotiklerin idrarda bulunan

planktonik bakterileri 6ldiirdiigii ve hastada kateter ile iliskili bakteriliri baslama
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oranin1 azalttif1 ancak yliksek doz uygulanmadigi takdirde biyofilmde bulunan
bakterileri eradike edemediginin gosterilmesi verilebilir [83]. Mikroorganizmalar
tizerinde kullanilan antibiyotiklerin, biyofilm bakterilerinin yiizeye geri doniisiimlii
sekilde baglandiklar1 birinci basamakta etkili olduklari, fakat ikinci basamakta
gerceklesen geri doniisiimsiiz baglanma esnasinda, mikrokolonilerin olusmasi
dolayisiyla da biyofilm durumunun gelismesi ile biyofilm hiicrelerinin antibiyotiklere
kars1 direng gosterdigi yapilan ¢alismalar ile ortaya koyulmustur. Antibiyotiklerin,
biyofilm olusturan bakterilere kars1 gosterdigi minimum inhibisyon konsantrasyonu
(MIK) ve minimum bakterisidal konsantrasyonu (MBK) degerler ile planktonik
formlarin degerleri karsilastirildiginda, biyofilm hiicrelerinin 100 kattan daha yiiksek
oranda MIK ve MBK degerlerine sahip oldugu gézlenmistir. Biyofilmlerde gdzlenen
bu yiiksek toleransin nedenleri arasinda; antibiyotiklerin biyofilm yapist icine tam
penetre olamamasi, biyofilm hiicrelerinin azalmig metabolik aktivite gostermeleri,
persister hiicrelerin varligt ve biyofilm hiicrelerinin spesifik direng genlerinin
ekspresyonlari gibi faktorler diistiniilmektedir.

Biyofilm olusturabilen bakteriler, konvansiyonel antibiyotik tedavilerine kars1
azalmis duyarlilik sergiledikleri igin bu hiicrelere etkili olabilecek alternatif yollara
ihtiya¢ duyulmaktadir [90, 91]. Bu noktada, dogal ya da sentetik antimikrobiyal
peptidlerin (AMP) etkili olabilecegi diistiniilmektedir. AMP’ lerin bakteriyostatik etki
(bakteriyi 6ldiirmeksizin biiylime ve liremesini yavaslatma veya durdurma yetenegi)
degil de bakterisidal etki (bakterileri fiziksel ya da kimyasal etkiyle o©ldiiren)
gostermeleri nedeniyle, bakterilerin AMP' lere direng gostermeleri zordur [92-97]. Bu
ozellikleri sebebiyle AMP’ ler, giinimiizde uygulanan antibiyotik tedavilerine karsin
umut veren bir yaklasim olusturabilir. Dogal ve sentetik yapida farkli AMP tipleri
bulunmakta olup, sentetik AMP’ lerin iiretme ve saflagtirilma maliyetlerinin yiiksek
olmasi1 6nemli bir dezavantaj olusturmaktadir [98]. Bu nedenle sentetik yapiya kiyasla
dogal AMP’ lerin kullanilmasi antibiyotik tedavisinin yanina yardimci alternatif
ajanlar olarak oOnerilmektedir. Harman ve arkadaglarinin [99], MKH’ lerin cilt
yaralarinda bulunan Gram (-) ve Gram (+) bakterilerin tiremeleri tizerindeki etkilerini
degerlendirmek amaciyla yaptiklari ¢alismada; MKH’ lerin, kismen AMP’ leri
salgilayarak bakteri hiicre zarlarini1 depolarize ettigini ve ayn1 zamanda Escherichia

coli ve S. aureus’ un g¢ogalmasini inhibe ettigini gozlemlemislerdir. MKH’ lerin
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antimikrobiyal aktivite goéstermeleri, kronik kutandz yaralarin tedavisinde
kullanilabilirliklerini ortaya ¢ikarmaktadir.

Normal yara iyilesmesi siirecindeki bir aksaklik veya biiyiik ¢apli yaniklar,
kapanmayan diyabetik yaralar gibi epidermis ve dermisi etkileyen tam kalinliktaki
yaralarda deri kendini yenileyememektedir. Bu durumlarda, dogal veya sentetik
iskeleler (biyomalzemeler) kullanilarak yara iyilesmesi saglanmaya calisilmaktadir.
Klinik uygulamalara yonelik iiretilecek olan deri es degerleri, immiinojenik, toksik ve
asir1 inflamasyona neden olmamali ve ayn1 zamanda biyobozunur, derinin fiziksel-
mekanik Ozelliklerini yerine getiren, doku onarimini destekleyen ve yarayi
enfeksiyonlara karsi koruyan 6zellikte olmalidir. Bu 6zelliklerin yaninda, maliyetinin
diisiik olmasi, hizli iiretilebilir, uygulanabilir ve uzun kullanim siiresine sahip olmasi
biiyiik avantaj saglayacaktir. Yara iyilesmesine yonelik malzemelerin {iretimi tizerinde
calisan deri doku miihendisligi, dermisi taklit eden biyobozunur matriks yapilarinin
gelistirilmesi ve sonrasinda bu yapilar {izerinde hiicrelerin gelistirilmesi esasina
dayanan doku miihendisligi uygulamasidir [21].

Giiniimiizde yapilan deri grefti uygulamalarinin kisitlamalarindan bazilari;
donorde alinan bolgeye zarar vermesi, deride pigmentasyon uyusmazligi yaratmasi,
deri kasilmalar1 gibi yasam Kkalitesini etkileyen smirlamalardir. Ancak doku
miihendisligi ¢alismalari ile kok hiicre bazli terapotik tedavilerin gelistirilmesi, tek
bagma deri grefti uygulamalarin eskisi kadar tercih edilmemesine sebep olmustur
[100]. MKH’ ler, vaskiilarizasyonu indiikkleme yetenegi, giiclii parakrin sinyallerle
birlikte farklilasmay1 saglamasi, anjiyogenezi desteklemesi gibi 6zellikleriyle yara
iyilesmesi siirecine katkida bulunmaktadir [101-103]. Ozellikle diyabetik hastalarda
yaralarin ge¢ kapanmasi veya kapanmamasi s6z konusu oldugundan yara bolgesine
kok hiicre uygulanmast ile, hiicre proliferasyonunun ve gogiiniin uyarildigi, bdylece

graniilasyon dokusunun olustugu ve re-epitelizasyonun giiglendigi goriilmistiir [104].
2.4. Mezenkimal Kok Hiicreler

Kok hiicreler, farklilasmamis, kendilerini yenileyebilen ve gesitli hiicre
tiplerine farklilasma kapasiteleri olan hiicrelerdir [105]. Bu 6zelliklerinden dolay1 kok
hiicreler, doku miihendisligi uygulamalarinda heyecan verici bir hiicre grubu haline

gelmistir. Kok hiicreler, farklilasma kapasitelerine gore; totipotent, pluripotent ve
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multipotent hiicreler, elde edildikleri yere gore ise; embriyonik, fetal ve erigkin kok
hiicreler olarak siiflandirilirlar. Embriyonik kok hiicreler, pluripotent 6zellikte olup
ve li¢ germ yapragma donlisme yetenegine sahiptirler. Fetal kok hiicreler, fetiis
dokularindan elde edilirler ve pluripotent-multipotent ara sathada kalmis hiicrelerdir.
Erigkin kok hiicreler, multipotent olup, bulunduklari dokuda ¢ogalarak hasar sz
konusu oldugunda rejenerasyonu saglamaktadirlar. Kok hiicreler genel olarak, kemik
iligi, gobek kordon kani, periferik kan, kemik, kas ve dental pulpa gibi hiicre
kaynaklarindan elde edilmektedirler.

Kok hiicre tiplerinden biri olan MKH' ler, kendi kendini yenileme ve
multipotansiyel farklilasma 06zelliklerine sahip olan kok hiicrelerdir. MKH’ ler
mezoderm tabakasindan kaynaklanip adiposit, osteosit, kondrosit ve miyoblast gibi
mezoderm kokenli olan diger hiicre soylarina farklilasabilirler [6, 106]. MKH’ ler
1970’ lerde Friedenstein ve arkadaslar tarafindan, kemik iligi kiiltiir kabina yapisan
ve koloni olusturan fibroblast benzeri hiicreler olarak izole edilmis, daha sonra bu
hiicreler, Caplan tarafindan “mezenkimal kok hiicreler” olarak tanimlandirilmistir
[107, 108]. MKH’ ler ayn1 zamanda kordon kani [109], gébek kordonu [110], adip6z
doku [111], amniyon sivist [112], plasenta [113] ve deri [114] gibi birgok fetal
dokudan [115] izole edilebilirler. Bu hiicrelerin en belirgin ozellikleri soyle
siralanabilir; plastik yiizeye tutunan, kendi kendini yenileme kabiliyetine sahip, 1gsi-
fibroblast benzeri gorlinlimde, CD73, CD90 ve CD105 hiicre ylizey belirteglerini ifade
eden, in vitro ortamda adiposit, kondrosit ve osteositlere farklilagabilen hiicrelerdir
[116]. MKH’ lerin oranlari, bulunduklari doku tipine gore farklilik gostermekle
birlikte, yapilacak deneysel ¢alismalar ve klinik uygulamalarin 6ncesinde in vitro
olarak c¢ogaltilmalart gerekmektedir. MKH’ ler, in vitro g¢ogaltilma siireglerinde
cogalma ve farklilasma Ozelliklerini koruyabilen dayanikli hiicrelerdir. Kemokin,
sitokin, biliylime faktorleri gibi biyoaktif faktorler salgilamalari, antiapoptatik,
antiinflamatuar ve antianjiojenik 6zellikleri sayesinde hasarli doku tamirinde 6nemli
roller oynayarak ilgi ¢eken bir hiicre grubu haline gelmistir [10].

Mezenkimal kok hiicrelerin, ilerleyen pasajlarda yaslanma belirtileri
gosterebilmesi, hiicrelerin kalitesinin diismesi Ve immiin sistem tizerindeki diizenleyici
etkisinin istenen yonde olmamasi gibi kullanimimi kisitlayan 6zellikleri de

bulunmaktadir. Ayn1 zamanda, MKH’lerin tedavi amaciyla kullanilmas: sirasinda
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uygulanmasi gereken ideal doz, siire ve uygulama bolgesi gibi 6nemli noktalarin belirli
bir protokole tam olarak oturtulmamasi kullanimini sinirlandiran diger 6zelliklerdir
[117]. MKH’ ler ile yapilan tedaviler, atesli reaksiyonlar, genetik manipiilasyon,
kromozomal anormalilikler, malign transformasyon ve enfeksiyonal komplikasyonlar
gibi riskleri igerebilir [118-120]. Bu risklerinden dolayr, MKH’ lerin iiretiminde ve
tedavi araci olarak kullanilmasi asamalarinda kontrollii ilerlenmelidir.

Yapilan ¢alismalarda, MKH’ lerin antiapoptatik 6zelliklerinin doku hasar1 ve
hiicre 6liimiinti azaltmasinin yaninda [121, 122], implantasyon sonrast MKH’ lerin
apoptoza ugrayarak diisiik hayatta kalma orani gosterdigi goriilmiistiir. MKH’ lerin
etkinligini ve yasayabilirligini arttirmak amaciyla mikrogevresinde 6n sartlandirma
yapilmasi, MKH’ leri zorlayici kosullara hazirlayarak daha yiiksek bir hayatta kalma
orani saglar [123, 124]. Gram (-) bakterilerin ylizey bileseni olan endotoksinin, MKH
mikrogevresinde on sartlandirma etkeni olarak kullanilmasit MKH apoptozunu bir
miktar inhibe ettigi yapilan ¢alismalarda ortaya koyulmustur [125, 126]. Bunun
yaninda endotoksinin, immiin sistemi uyararak hiicre dliimiine yol agabilecegi ve

endotoksik soka neden olabilecegi rapor edilmistir [125, 126].
2.4.1. Mezenkimal Kok Hiicrelerin Antimikrobiyal Ozellikleri

Mezenkimal kok hiicreler, yara mikro ¢evresini diizenleme, konak¢t immiin
yanitlarint modiile etme, stromal hiicre kaynakli faktor-1 (SDF-1) ve vaskiiler
endotelyal biiyiime faktorii (VEGF) gibi parakrin faktorleri serbest birakma yoluyla
yara iyilesmesi siirecine katilan multipotent projenitor hiicrelerdir [127-130]. Ayni
zamanda MKH’ ler, ekstraseliiler matriksi salgilayarak doku morfogenezinin
diizenlenmesinde immiinmodulatuar etki gosterirler. MKH’ lerin antimikrobiyal
ozellikleri, en ¢ok kemik iligi kaynakli hiicreler ve bakteriler ile yapilan in vitro
calismalarla elde edilmistir. Kemik iligi (Ki) kaynakli MKH’ lerin (Ki-MKH),
uyartlmis ve uyarilmamis MKH kiiltiirlerinde LL-37 [9, 10] ve hepcidin [131]
araciligiyla antimikrobiyal ektilerini gosterdikleri bulunmustur. Bu AMP’ lerden LL-
37’ nin, MKH kiiltiiriinde, P. aeruginosa, S. aureus, E. coli, S. pneumonia' nin
gelisimini engelleyici bir etki gosterdigi goriilmiistiir [9, 10]. Ayn1 zamanda, MKH’
lerin bakteriler ile Kko-kiiltiirleri sonrasinda bakteriyel biiyiimeyi inhibe ettigi

bulunmustur [9]. KI-MKH’ leri, ¢oziilebilir faktdrler yoluyla patojen biiyiimesini
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inhibe edip, immiin hiicrelerin antimikrobiyal etkilerini arttirarak patojen etkisini
azaltirlar [132]. MKH’ lerin konakg1 tizerine yaptiklari etkiler; inflamatuar kemokin
ve sitokin uyariminin azalmasi, immiinregiilator 6zelliginin azalmasi, proinflamatuar
hiicrelerin hasarli bolgeye gdciiniin azalmasi olarak siralanabilir [132]. inflamatuar
sitokinlerin uyarilmasi ile MKH” ler, gesitli patojenlere kars1 antimikrobiyal faktorler
salgilayarak imminsiipresif etki gosterirler [133]. MKH’ lerin AMP’ ler vasitasiyla
gosterdikleri antimikrobiyal etkilerini arttirmak ig¢in Onerilen metodlar arasinda;
biiylime faktorleri, sitokinler ve ultraviyole B 1sinina maruz birakmak bulunmaktadir
MKH? lerin antimikrobiyal potansiyeli, bulasici hastaliklar ve 6zellikle deri hasarlar:
icin terapotik bir yaklagim yaratmaktadir.

Mezenkimal kok hiicrelerin, LL-37, lipokalin-2 ve beta-defensinler gibi AMP’
leri salgiladiklari yapilan g¢alismalarla gosterilmektedir [10, 134, 135]. Birkag
caligmada ise, MKH’ ler tarafindan salgilanan antimikrobiyal molekiillere maruz
kalma sonrasinda fagositozun artmasiyla birlikte notrofil ve monositlerin 6ldiriicti
ozelliklerinin de arttig1 ve kanda bakteri bulunmasi durumunda 6liimciil sonuglara yol
acan sepsiste iltihabik durumu baskiladigi goriilmistir [9, 136, 137]. Toll benzeri
reseptor agonistleri (TLR) ve sitokinler ile MKH’ lerin 6nceden aktivasyonunun,
antimikrobiyal 6zellikler iizerine etkileri incelenmis ve TLR3 ligandlar1 ile MKH
aktivasyonunun, nétrofil sagkalimin arttiran faktorlerin salgilanmasini indiikledigi
gorilmiistiir [138-140]. Kronik implant enfeksiyonlarinda TLR ile aktive olan MKH’
ler ve es zamanli olarak antibiyotik tedavisinin etkisini anlamak igin yapilan bir
calismada, MKH’ lerin sistemik olarak antibiyotiklerle birlikte verilmesinin kronik
implant enfeksiyonlarinda enfeksiyon durumunu kontrol altima aldigi bunu da
dogrudan ya da dolayli olarak antibakteriyel ve immiinolojik mekanizmalar tizerinden
gerceklestirdigi gozlemlenmistir [141].

Kistik fibréz, kistik fibroz transmembran iletkenlik diizenleyici geninin
mutasyona ugramasi sonucu epitel hiicre membraninda sodyum ve kloriir iyonlarinin
dengesizligine yol agarak pulmoner enfeksiyon ve gastronintestinal tikanikliga neden
olan kalitsal, oliimciil bir rahatsizliktir [142, 143]. MKH’ ler, anti-inflamatuar,
antimikrobiyal ve antiapoptatik 6zellikte biyoaktif molekiiller salgilamasi nedeniyle
solunum yolu hastaliklarinda {izerinde arastirmalar yapilan bir hiicre grubu haline

gelmistir [144, 145]. Bununla ilgili yapilan bir ¢alismada, kistik fibr6z hastasi fareler
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P. aeruginosa ile enfekte edilmis ve MKH ile tedavi edilmesinin ardindan sag kalimi
takip edilmistir [10]. MKH”’ ler ile tedavinin, LL-37 miktarindaki artis ile bakteriyel
yiikii azalttigi goriilmiistiir [10]. LL-37’ nin, bakteri hiicre duvarini yumusatarak
antimikrobiyal molekiillere karsi hassasiyeti arttirma yoluyla etkisini gosterdigini

yapilan ¢alismalar ile ortaya koyulmustur [146].
2.5. CD146+ Kok Hiicreler

On dokuzuncu yiizyilda, Fransiz aragtirmaci Charles-Marie Benjamin Rouget,
“Rouget” hiicreleri olarak isimlendirilen kiiclik kan damarlariyla iligkili olan hiicre
popiilasyonunu bulunmus, yirminci yiizyilda ise, Alman Bilim Adami Karl Wilhelm
Zimmerman bu hiicreleri perivaskiiler bir konumda bulunmasindan dolayi “perisitler”
olarak adlandirmistir [147]. Perisit kelimesindeki “peri” etraf anlamina gelmekte ve
kan damarini ¢evreleyen hiicreyi tanimlayan “kytos™ hiicre kelimesinden tiiremektedir
[148]. Perisitler (CD146+ kok hiicreler), kan damarlarini gevreleyen biitiin vaskiilarize
dokularda bulunurlar ve endotel hiicrelerini ¢evreleyerek onlarla parakrin sinyaller ve
uzantilar yoluyla iletisim kurarlar [149]. CD146+ kok hiicrelerin bulunduklar: doku ve
organlardaki oranlari, morfolojilerine, molekiiler belirteglerine, plastisitelerine ve
dagilimlarina gore farklilik gosterebilir [150]. Biiyiik c¢ekirdekli, fibroblast benzeri
hiicreler olarak tanimlanan bu hiicreler kalp, deri, kemik iligi, goz, plasenta ve gobek
kordonu kaynaklarindan elde edebilirler [11]. Ancak fetal dokular disinda CD146+
kok hiicrelerin elde edilebilecegi diger kaynaklar, miktarlarinin az olmasi ve belirgin
bir izolasyon prosediiriiniin bulunamamasindan dolayr rutin ¢aligmalara uygun
degildir. Bu nedenle son zamanlarda, insan gobek kordonu yiiksek miktarda MKH
icermesi nedeniyle CD146+ kok hiicrelerin izolasyonu igin dikkat ¢ekici bir kaynak
haline gelmektedir. MKH’ ler, Wharton'’s Jelly igine gomiilii halde bulunan iki arter
bir veni kapsayan bag dokuda bulunmaktadirlar [151]. Gobek kordonu kaynakli
CD146+ kok hiicrelerin, yiiksek miktarlarda elde edilebilmesi, dogum sonrasinda
kolay temin edilebilir olmasi1 ve hazir bir otolog hiicre greftine olanak saglamasi
bakimindan biiyiik avantajlar saglamaktadir.

Son zamanlarda, MKH' lerin in vivo olarak bir perivaskiiler nis iginde
bulundugunu gosteren ¢alismalar artmis durumdadir [147]. MKH' lerin vaskiiler bolge

yakininda bulunmasi, bu hiicrelerin viicuttaki ¢ogu dokudan izole edilebilmesine
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olanak saglamaktadir. CD146+ kok hiicrelerin, MKH’ ler ile ayni hiicre yiizey
belirteglerini (CD73, CD90, CD105) ifade etmeleri ve MKH’ ler gibi multipotansiyel
farklilagsma kapasitesine sahip olmalar1 gibi 6zellikleri dolayisiyla MKH' lerin in vivo
muadilleri olduklar1 varsayilmistir [12]. CD146+ kok hiicreler anjiyojenezi
desteklerken ayni zamanda kan damarlarinin korunmasinda &nemli rol istlenen
endotel hiicrelerle siki iletisim halindedirler [152].

Yapilan bir ¢calismada CD146+ kok hiicrelerin gébek kordonundan eldesi igin,
kan kollajenaz ile muamele edilmis belirli bir siire inkiibe edildikten sonra MACS ile
CD146+ kok hiicreleri izole edilmistir [153]. Ayn1 zamanda CD146+ kok hiicrelerin
eldesi icin, dispaz ile enzimatik yikim, mekanik ayristirma ve eksplant kiiltiir gibi
izolasyon yontemleri de kullanilmaktadir [154]. MKH kaynaklarindaki diisiik
projenitor hiicre orani, proliferatif kapasiteleri agisindan insan gobek kordonu CD146+
kok hiicrelerini alternatif bir mezenkimal projenitor hiicre kaynagi haline getirmistir
[155, 156]. Bu noktada, insan gobek kordonu CD146+ kok hiicrelerin, alloreaktif
olmamasi ve immiinstipresif etki gdstermesi onlar1 allojenik uygulamalar i¢in ideal bir
hiicre grubu haline getirmistir [157]. Yara iyilesmesi tlizerine Zebardast ve
arkadaglarinin yaptigi bir c¢alismada [158], insan gobek kordonu CDI146+ kok
hiicrelerin fibrin ile yaralara verilmesinin kutanéz dokunun yeniden yapilanmasinda
onemli etkileri oldugu goériilmustiir [158].

Yakin zamanda, CD146+ kok hiicrelerin sentezledikleri ekstraseliiler matriks
proteinlerinin proteom analizleri ¢aligilmistir. CD146+ kok hiicreler tarafindan
sentezlenen ekstraseliiler matriksin yapisal kollajenlerden, glikoproteinlerden,
proteoglikanlardan, anjiyojenik ve inflamasyon proteinlerinden olustugu Brown ve
arkadaglarinca [13] gosterilmistir. Bunun yaninda, CD146+ kok hiicreler tarafindan
sentezlenen bu proteinlerin, endotel tip olusumunu, notrofil adezyonunu,
polarizasyonu ve kemotaksisi destekledikleri bulunmustur [13]. Bu 6zellikleri
nedeniyle, CD146+ kok hiicrelerden elde edilen deseliilerize matriks proteinlerinin,
fizyolojik yapiy1 daha iyi temsil edebilme ve doku rejenerasyonuna daha etkili bir
sekilde cevap verebilme potansiyeli mevcuttur.

Hiicre bazli tedavilerin en Onemli sinirlamalarindan biri, hiicrelerin yara
bolgesine verilmesi noktasidir [159]. Yapilan c¢alismalar ile hiicrelerin, uygun

polimerik ya da sentetik iskeleler vasitasiyla yara bolgesine uygulanmasi hiicre
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proliferasyonunda artisa sebep oldugu ortaya koyulmustur [160]. Bu amagcla, yara
iyilesmesini desteklemek i¢in gesitli iskeleler ve biiylime faktorleri kullanilmis olup,
en efektif sonu¢ dokularin yapisindan tiiretilen biyolojik yapi iskeleleri ile elde
edilmistir [161].

2.6. Ekstraseliller Matriks, Doku Miihendisligi Uygulamalar1 ve

Deseliilerizasyon Islemi
2.6.1. Ekstraseliiler Matriks Yapisi

Tiim doku ve organlar, hiicre ve ekstraseliiler matriks bilesenlerinin bir arada
bulundugu ags1 formdaki ekstraseliiler matriks yapisindan meydana gelmektedir.
Ekstraseliiler matriks yapisindaki kollajen, yapisal proteinler, laminin, elastin,
fibronektin ve proteoglikanlar seklinde proteinlere kovalent baglanan GAG’ lar gibi
makromolekiillerden dolayi; hiicrelere yapisal destek saglama, hiicresel siirecleri
(cogalma, farklilasma, migrasyon vb.) diizenleme, hiicrelerin nis ortamina verecegi
yanitin diizenlenmesi ve herhangi bir yara/hasar durumunda yeniden modellemeye
olanak saglayan bir mikrogevre ortami saglar [8, 14, 162]. Ekstraseliiler matriksler
yapilarina gore; dokular aras1 matriksler ve hiicreler aras1 matriksler olmak tizere iki
gruba ayrilabilirler. Dokular aras1 matriksler, hiicrelerin etrafini1 ¢evrelerken, hiicreler
arast matriksler hiicreler ile siki iletisim halindedir. Parankim ve bag dokular1 arasinda
bulunan bazal membran, parankimal hiicreleri birbirine baglayan bir ara tabaka gorevi
gordiigii icin hiicreler aras1 matrikse 6rnek olarak verilebilir. Bazal membran temel
olarak, epitel hiicrelerin yapismasini saglayan laminin ve yapi stabilizasyonunu
destekleyen kollajen tip IV agindan meydana gelmektedir [163].

Brown ve arkadaslar1 tarafindan yapilan bir ¢alismada, perisit ekstraseliiler
matriks yapisinda kollajen IV, trombospondin, MMP2, tenaskin-C ve fibronektin gibi
birgok pro-anjiyojenik protein tanimlamistir [13]. Perisit ekstraseliiler matriks yapis,
bu iceriginden dolay1 hastaliklarin tedavisinde potansiyel bir ara¢ haline gelmektedir.
Ayn1 zamanda TGF-beta ile perisitlerin aktive edilmesi, perisitlerden ekstraseliiler
matriks birikimini saglayarak EMP’ nin yeniden modellemesini destekledigi
bulunmustur [164]. Genel bir bakis olarak perisitlerin salgiladiklar1 ekstraseliiler
matriksin, inflamatuar kosullarda ve yara iyilesmesi siireglerinde hizlandirici bir etkiye

sahip oldugu goriilmektedir.
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2.6.2. Doku Miihendisligi Uygulamalari

Otogreft ve allogreft gibi tedavi yontemlerinde, sinirli temin edilme ve patojen
aktarimui gibi riskler i¢erdigi i¢in istenilen verim alinamamaktadir [165]. Bu nedenle,
doku miihendisliginin temel amaci olan, hasarli doku ve organlarin yeniden yapilanma
stirecini destekleyen “iskele” adi verilen yapilar her gecen giin dikkat cekmektedir.
Doku miihendisligi ¢alismalari ti¢ 6nemli temel prensibe dayanir: 1) dokuyu olusturan
hiicreler, 2) hiicrelere yapisal destek saglayan iskeleler, 3) hiicrelerin davraniglarindan
sorumlu hiicre-matriks etkilesimleri. Kok hiicreler, doku homeostazinin saglanmasi,
metabolizma, hiicre biiyiimesi ve onarimu siireglerinde gerekli EMP’ nin salgilanmasi
ve ayni zamanda doku-organ yenilenmesi i¢in yardimci hiicreler olarak islev
gorebilirler [166]. EMP yapilari, dokuda hiicrelerin bir arada tutunmasi, hiicresel
davranis ve fonksiyonlarinin diizenlenmesi, konak ile biitiinlesmeyi desteklemesi,
minimum immiin yanitin olusturulmasi ve doku ve yara iyilesmesi siire¢lerindeki
onemli gorevleri ile doku miihendisligi ¢alismalarinin 6nemli bilesenlerinden biri
olmustur. EMP temelli biyoiskeleler, viicut iginde parcalanarak matriksin yeniden
sekillenmesini saglar ve bdylece hasar gérmiis dokularin rejenerasyonunu
hizlandirirlar [167, 168].

2.6.3. Deseliilerizasyon islemi

Biyoiskelelerin iiretim yontemlerinden biri olan deseliilerizasyon metodu, en
¢ok kullanilan yontemlerin basinda gelmektedir [169, 170]. Deseliilerizasyon islemi,
EMP’ de bulanan kollajen, elastin, GAG’ lar gibi dogal bilesenlerin korunarak,
hiicresel igeriklerin ve antijenlerin uzaklastirilmasi ve boylece kalan EMP’ nin
mekanik biitiinliigline, biyolojik aktivitesine, yabanci cisim reaksiyonu ve immiin red
olasiligina kars1 en az hasar1 hedefleyen bir yontemdir [17, 171, 172]. EMP’ nin yapist,
her bir dokuya 6zgli olmakla birlikte, kollajen, laminin, elastin, fibronektin ve
vitronektin gibi proteinleri i¢erir. Ayn1 zamanda, hiicreler ve EMP arasindaki iletisimi
saglayan proteoglikanlar, biiylime faktorleri, GAG’ lar, ¢apraz baglanmis lifler ve
yeniden modelleme proteazlarini da igermektedir [173]. Deseliilerizasyon islemi
yapilirken dikkat edilmesi gereken en Onemli nokta, maksimum seviyede hiicre
kalintilarimin  uzaklastirilmast ve EMP bilesenlerinin zarar gormemesidir. Bu

asamadaki basari, yap1 malzemelerinin in vivo implantasyonu sonrasinda konak doku
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cevabinin belirlenmesinde ¢ok onemlidir. Bu amagla implantasyon igin tercih edilen
deseliilerize edilmis EMP’ den olusan iskeleler disinda kullanilan sentetik iskeleler,
baslangigta giiclii bir destek saglamakla birlikte ilerleyen siireclerde inflamatuar yanit
olusturarak birlesmeyi ve emilimi zorlastirir. Emilebilir sentetik malzemeler, zamanla
kronik iltihap durumu olusturabilecegi i¢in zayif klinik sonuglar verir [174].

Doku deseliilerizasyonu i¢in kullanilan baglica yontemler; fiziksel, kimyasal
ve enzimatik islemlerdir. Fiziksel islem olarak sonikasyon, mekanik stres, basing,
dondurma, ¢6zme vb. gibi yontemler kullanilmaktadir. Hiicre zarin1 bozan bu islemler
tek basina deseliilerize etmek i¢in yeterli olamayabilecegi i¢in kimyasal yontemlerle
desteklenmelidir. Kimyasal islem olarak, alkali/asit, Triton X-100, sodyum dodesil
stilfat (SDS), sodyum deoksikolat, etilendiamin tetra asetik asit (EDTA), etilen glikol
tetra asetik asit (EGTA), hipotonik ve hipertonik ¢6zeltiler uygulanmaktadir (Tablo
2.2). Hiicreler arasi ve ekstraseliiler matriks baglantilarinin bozulmasini saglayan
enzimatik islemlerde, DNaz-1, tripsin, kollajenaz, niikleaz gibi ajanlar
kullanilmaktadir (Tablo 2.2). Kullanilan deseliilerizasyon yontemleri hiicre yapisina
zarar veren cesitli kimyasallar1 icermektedir. Bu kimyasallarin islem uygulandiktan
sonra yiiksek konsantrasyonlarda kalmasi, hiicrelerde toksik etki gosterir ve doku
yenilenmesi siireglerinde bir iskele gorevi gormesini engellemektedir. Bu asamadaki
basari, malzemelerin in vivo implantasyonunda konak cevabini etkileyecegi igin,
uygulama sonrasi seri yikamalar ile kimyasallarin uzaklastirilmast saglanmalidir.
Deseliilerize dokularin DNA igerip i¢germedigini kontrol etmek i¢in, PZR, PicroGreen
analizleri, taramali elektron mikroskobu (SEM) analizi, histolojik ve immiinfloresan

boyamalar gibi analiz yontemleri kullanilabilir [175].
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Fiziksel Yontemler Kaynaklar
Sonikasyon [171]
Mekanik kuvvet [172, 173]
Basing [174]
Dondurma-Coézme [175-177]

Kimyasal Yontemler
Alkali/asit
Amonyum Hidroksit
Iyonik Olmayan deterjanlar; Triton X-100
Iyonik Deterjanlar;

Sodyum dodesil siilfat (SDS)
Sodyum deoksikolat
Zwitteriyonik Deterjanlar; EDTA, EGTA
Hipotonik ve hipertonik ¢ozeltiler
Triton X-200
Biyolojik Yontemler
Enzimler;

Tripsin, kollajenaz, niikleaz,
DNaz-1
Endoniikleazlar

Ekzonitikleazlar

[172, 178, 179]
[180, 181]
[179, 182]
[182-184]

[185, 186]
[187-189]
[190-192]
[181, 193]

[187, 188, 194]

[180, 181]

[186, 192, 195]
[17]

2.6.4. Deseliilerize Yapi iskeleleri ve Kullanim Alanlar

Ekstraseliiler matriksten olusan bir iskele, {izeri hiicreler ile kaplanarak

hiicrelerin {i¢ boyutlu ortamda biiylimesine olanak saglayan fiziksel ve yapisal bir

destek gorevi goriir. Yapilan caligmalarda, deseliilerize

iskelelerin, c¢oziilebilir

biyoaktif peptitler gibi implantasyon sonrasinda, rejenerasyonda goérev alan sinyal

yollarini etkiledigi goriilmiistiir [18]. Deseliilerize iskelelerin kok hiicrelerle birlikte

kullanilmast, kok hiicrelerin ¢ogalma, olgunlasma ve baglanma asamalarindaki uzun

stireli kiiltiirden kaynakli EMP bilesenlerinin bozulmasina sebep olabilmekle birlikte
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projenitdr hiicre popiilasyonlarinin farklilasma durumlarimi da etkileyebilmektedir
[176, 177]. Bu nedenle kok hiicrelerin fonksiyonlarini bozmayacak, sinyal iletimini ve
kok hiicre mikrogevresini taklit edecek deseliilerize iskeleler tasarlayabilmek
Oonemlidir.

Deseliilerize doku ve organlardan elde edilen biyolojik iskeleler, hayvan 6n-
klinik ¢alismalarinda ve insan klinik uygulamalarinda basarili bir sekilde
uygulanmaktadir (Sekil 2.7) [178]. Yara bolgesine uygulanan deseliilerize iskeleler,
bolgeyi enfeksiyon ve su kaybindan koruyarak olusabilecek agriy1 azaltir ve yaranin
iyilesmesini hizlandirir [179]. Bu iskeleler, yaniklar, diyabetik yaralar veya travma
yaralar1 tedavilerinde kullanilabilir. Ekstraseliiler matriksin elde edildigi dokunun
kokeni, deseliilerizasyon yontemi, iskelenin sterilizasyonu, EMP’ nin yapisi ve
bilesimi iskelenin implantasyonundan sonra konak doku yanitinda ¢ok Onemlidir.
Iskelelerin, yapisal destek saglayarak matrikste rejeneratif siiregleri indiikleyip
implantasyon sonrast daha az inflamasyon ve skar olusumu ile birlesmeyi
kolaylastirmas1 beklenmektedir [180, 181]. Bu iskelelerin klinikte kullanilabilmesi
icin en Onemli kriter, malzemenin yaraya yapisarak derinin iglevini stimiile
edebilmesidir [182]. Malzemenin yara ylizeyine tam olarak yapismasi i¢in, yara ile
malzeme arasinda 6dem olusmasini 6nlemek ve boylece bakteri hiicresi ¢cogalmasin
engellemek gerekmektedir. Tasarlanacak olan iskele, su buhar1 tagimasini
kolaylastirmali, bakteriyel bir bariyer gorevi gormeli ve iyilesme siirecini desteleyecek
nitelikte olmalidir. Tiim bu 6zellikleri yerine getirebilmesi i¢in ek calismalara ihtiyag

vardir.
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Hiicre kiiltiri Ekstraseliiler matriks  Deseliilerize ekstraseliiler matriks

Deseliilerize matriks iizerinde
hiicrelerin gelistirilmesi

Hastaya implantasyon l

Sekil 2.7. Deseliilerize ekstraseliiler matrikslerin eldesi ve klinik kullanimi [183].

Biyolojik iskelelerin kullanimiyla ilgili Song ve arkadaslarinin [184] yaptigi
bir calismada, yara yamasi olarak insan amniyotik zar1 kullanilmig ve iyilesme {izerine
etkisi degerlendirilmistir. insan amniyotik zar1, epitel tabakasi, bazal tabaka ve bag
doku tabakasini iceren yart saydam bir zardir [185]. Deseliilerize edilmis amniyotik
zar, kollajen tip I, I ve IV, laminin, fibronektin ve ¢esitli biiytime faktorlerini igerir
[186, 187]. Insan amniyotik zarmin tercih edilmesinin sebebi, amniyotik zarmn
deseliilerize formunda bulunan lamininin, kollajen IV ile birleserek EMP iskelesini
olusturmas1 ve bdylece deseliilerize formun biyolojik olarak daha uyumlu bir yap1
olusturmasidir [188]. Ayni zamanda deseliilerize edilmis amniyon zart, hiicre ve doku
yenilenmesinde gorev alan, keratinosit bliylime faktorii (KGF), epidermal biiylime
faktorli (EGF), hepatosit biiyiime faktorii (HGF), bFGF ve TGF gibi ¢esitli biiylime
faktorlerini igerir [189, 190]. Song ve arkadaslar1 [184], amniyotik zar1 deseliilerize
etmis ve sigan yara modelinde yaray1 kaplayacak sekilde uygulamistir. Deseliilerize
amniyotik zarin, proliferasyon sirasinda VEGF ekspresyon seviyesini arttirarak

vaskiilarizasyonu destekledigi ve deri yenilenmesini hizlandirdig1 goriilmiistiir. Ayni
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zamanda deseliilerize formun, yaranin biiziilmesi ve EMP’ nin yeniden sekillenmesini
saglayan diiz kas alfa aktin seviyesini arttirdigi gozlenmistir [184]. Elde edilen
sonuglara bakilarak deseliilerize edilmis amniyon zarinin, yiiksek toleransli ve diisiik
maliyetli olmasiyla birlikte erken dénem deri yenilenmesi asamalarinda umut veren
bir yara yamasi oldugu diisiiniilebilir.

Milan ve arkadaslarinin [20] yaptig1 bir diger ¢alismada, insan gobek kordonu
perivaskiiler hiicreleri ile birlikte deseliilerize yap1 iskelelerinin, diyabetik fare yara
modelinde, terapétik etkileri incelemek istenmis ve in vivo olarak yara bdlgesine bu
iskele implante edilmistir [20]. Perivaskiiler hiicrelerin, deseliilerize yap1 iskelesine
baglanmasini kontrol etmek igin taramali elektron mikroskobu analizi ve histolojik
boyama yapilmis ve perivaskiiler hiicrelerin iskeleye baglandigi gorilmiistiir.
Perivaskiiler hiicre kapli deseliilerize yap1 iskelesinin, vaskiiler endotelyal biiyiime
faktori-2 (VEGFR-2) ekspresyonu yoluyla graniilasyon dokusu olusumunu, epitel
rejenerasyonu ve anjiyogenezi arttirdigi, diyabetik farelerde tam kalinliktaki yaralarin
iyilesmesini hizlandirdigi gozlenmistir. Deseliilerize yap1 iskeleleriyle tedavi edilen
gruplarda yapilan Masson-Trikrom boyamast ile, yara iyilesmesinin bir belirteci olan
kollajen birikimin artt1g1 goriilmiis ve boylece diyabetik yaralardaki yara olusumunun
azaltilabilecegi ongodriilmiistiir [191]. Ttiim bu verilerin 1s181nda, insan gobek kordonu
perivaskiiler hiicreleri ile kapli deseliilerize yapi iskelelerinin, diyabetik fare yara
lyilesmesinde, re-epitelizasyonu ve graniilasyon dokusunun olusumunu arttirdig
goriilmiistiir. Bu ¢aligma, perivaskiiler hiicre kapli deseliilerize yap1 iskelelerinin
parakrin etkilerle yara iyilesmesini ve anjiyogenezi destekledigini gosteren ilk calisma
olma niteligini tagimaktadir.

Deseliilerize iskelelerin s6z konusu avantajlar1 yaninda, klinik uygulamalarda
kullanimin1 sinirlayan bazi durumlar bulunmaktadir. Deseliilerizasyon sonrasinda
kullanilan kimyasallarin uzaklastirilmasi, yara iyilesme siirecini etkilemekle birlikte,
bu basamaklarin etkilerini degerlendirmek i¢in bir standart gelistirilmemistir. Ayni
zamanda biyomalzemeler, otolog veya allojenik dokulardan tiiretildigi igin, viriis ve
patojen kaynakli komplikasyonlara neden olabilir. Iskelenin dokuya tam olarak
implantasyonu birka¢ ay1 bulabilecegi i¢in bu siirecte iskelenin hiicresel bilesimi ve

iskele parametreleri ¢ok iyi anlasilmalidir [192, 193].
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3. GEREC VE YONTEM

Bu tez calismasi kapsaminda, Hacettepe Universitesi Girisimsel Olmayan
Klinik Arastirmalar Etik Kurulu’nun “GO 18/446-22” no’ lu karariyla alinan insan
gobek kordonu oOrneklerinden izole edilen ve dondurulan CD146+ kok hiicreler
kullanild1 (n=3). Bu teze ait deneyler, Hacettepe Universitesi Kok Hiicre Arastirma ve
Uygulama Merkezi Laboratuvarlar1 ve Eczacilik Fakiiltesi Farmasotik Mikrobiyoloji
Anabilim Dal1 Laboratuvarlar1 kullanilarak, Kok Hiicre Bilimleri Anabilim Dali Tezli

Yiiksek Lisans Programi kapsaminda gerceklestirildi.
3.1. CD146+ Kok Hiicre Kiiltiirii ve Karakterizasyonu

Bir onceki doktora tezi kapsaminda, Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi
Kadin Dogum Poliklinigi’'nde, komplikasyon gelismeyen sezaryen dogum sonrast,
normal gelisim siiresini tamamlamis bebeklerden elde edilen ve -196°C azot tankinda
muhafaza edilen insan gobek kordon veni orneklerinden izole edilen CD146+ kok
hiicreler, bu tez calismas1 kapsaminda kullanildi. Gobek kordonu 6rnekleri tig-dort
santimetrelik pargalar halinde kesildi ve lanset yardimiyla ven etrafinda bulunan
Wharton Jelly ve arterler uzaklastirildi (Sekil 3.1A). PBS ile yikamanin ardindan ven
pargalarinin iki ucu ameliyat ipligi ile baglandi ve kollajenaz ile 37°C’ de 18 saat
inkiibe edildi (Sekil 3.1B-3.1C). Kollajenaz ile inkiibasyon sonucu elde edilen hiicre
stispansiyonlari, CD146+ liklerine gére manyetik aktive hiicre ayirma (MACS) ile
ayrilmislardir [194]. Azot tankindan ¢ikarilan kryo viyallerdeki hiicreler, 37°C” deki
su banyosunda kii¢lik bir buz kiitlesi kalana kadar ¢6zdiiriildii. Daha sonra CD146+
kok hiicreler, toplam hacim 10 mL olacak sekilde perisit biiylime besiyerinin (PGM,
Promocell, Germany) igerisine aktarildi. 15 mL’ lik santrifiij tiiplerinde 1500 rpm’ de
5 dakika santrifiij edildi (Eppendorf 5810R, rotor A-4-62) ve santrifiij sonrasi
stipernatan atildi. Pellet {izerine 1 mL PGM eklenerek pellet ¢ozdiiriildii ve Y4
sulandirma yapilarak hiicre canliligi tripan mavisi (Invitrogen, Canada) ile tespit
edildi. 100 mm petrilere ve T75 hiicre kiiltiir kaplarina ekilen perisit hiicreleri 37°C’
de %5 CO- igeren inkiibatorde muhafaza edildi. Haftada iki kere kiiltiirdeki hiicrelerin
besiyerleri degistirildi ve %80-85 konfulense ulasan hiicreler TrypLE (Gibco, USA)

soliisyonu ile yilizeyden kaldirild1 ve Pasaj 3’ e gelene kadar pasajlamalar yapildi.
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Sekil 3.1. CD146+ hiicrelerin insan gobek kordonundan enzimatik yikim ile izole
edilmesi. A) Gobek kordonu pargalarimin Wharton Jelly ve arterlerden
uzaklastirilmasi. B) Ven pargalarinin iki ucunun ameliyat ipligi ile
baglanmasi. C) Ven parcalarinin kollajenaz ile 18 saat inkiibe edilmesi
[195].

3.1.1. Akim Sitometri ile CD146+ Kok Hiicrelerin Yiizey Belirte¢ Analizi

Pasaj 3’ e gelen insan gobek kordon veni CD146+ kok hiicrelerin hiicre ylizey
belirtegleri akim sitometri ile incelendi. Anti-insan CD146 fitoeritrin (PE) ve anti-
insan CD105 allofikosiyanin (APC) (perivaskiiler hiicreler igin), anti-insan CD31
floresein izotiyosiyanat (FITC) (endotel hiicreleri igin), anti-insan CD45 peridinin
Klorofil proteini (PerCP), anti-insan CD38-APC ve anti-insan CD34-PE (hematopoetik
kok hiicreler i¢in) kullanildi. Tiim antikorlar Becton Dickonson firmasindan temin
edildi. CD146+ kok hiicreleri (2,5x10° hiicre/mL) FACS tamponu ile siispanse edildi.
Siispanse edilen hiicreler 1500 rpm’ de santrifiij edilerek ¢oktiiriildii. Daha sonra
hiicreler floresan-konjuge anti-insan antikorlari ile isaretlendi. Bu antikorlarla birlikte
hiicreler 30 dakika karanlikta oda sicakliginda inkiibe edildi. Izotip kontrolii olarak da

IgG1-PE, IgG1-FITC ve IgG1-APC kullanildi ve hiicreler FACS tamponu ile ti¢ kere
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yikandiktan sonra FACSAccuri (Becton, Dickinson, USA) ile 6l¢iim yapildi. Data
analizleri ise BD CSampler software (Becton Dickinson, USA) programinda yapildi.

3.1.2. Adipojenik ve Osteojenik Farklhilasma Kapasiteleri
Adipojenik Farklilasma

Ucgiincii pasaja gelen CD146+ kok hiicreleri, alt1 kuyucuklu kiiltiir kaplarina
1x10° hiicre/kuyucuk olacak sekilde ekildi. %80-85 konfluense ulasan hiicrelerin
lizerine adipojenik farklilasma besiyeri [Dulbecco's modified Eagle's medium
(DMEM-LG), %10 FBS (Gibco), 1 uM deksametazon (Sigma), 5 ug/mL insulin
(Santa Cruz Biotechnology), 500 pg/mL izobiitilmetilksantin (IBMX, Applichem,
Germany ), 60 uM indometasin (Sigma, Saint Louis), %1 penisilin/streptomisin
(Sigma, USA) ] eklendi. Kontrol kuyucuklarina ise DMEM-HG (Termos Fisher
Scientific, UK) eklendi. Tiim hiicre gruplar1 21 giin boyunca 37°C’ de %5 CO2
kosulunda inkiibe edildi ve haftada 2 kere taze hazirlanan besiyerleri ile besiyeri
degisimi yapildi. Hiicre farklilasmasi siireci, kiiltiiriin ilerleyen giinlerinde inverted
151tk mikroskobu ile kontrol edildi. 21. giiniin sonunda adipojenik farklilagmanin
belirlenmesi i¢in Oil red-O boyamasi yapildi. Bu dogrultuda kontrol ve adipojenik
farklilasma kuyucuklarindan besiyerleri uzaklastirildi ve hiicreler bir kez fosfat
tamponlu salin (PBS, Sigma) ile yikandi. Yikama sonrasinda, hiicrelerin fiksasyonu
icin 1 mL/kuyucuk %3,7 formaldehit (Merck, Germany) ile 37°C’ de 20 dakika
muamele edildi. Fiksasyon isleminden sonra kontrol kuyucuklart ve adipojenik
farklilasma yapilan kuyucuklar 1 kez PBS ile yikandi ve birer mL Oil red-O eklenerek
10 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi. 10 dakikanin sonunda hiicrelerin tizerinden
boya uzaklastirildi ve 2 kez 2 mL distile su ile tim kuyucuklar yikandi. Kontrol ve
adipojenik farklilasma kuyucuklarindaki hiicreler arasindaki morfolojik fark inverted

151k mikroskobu ile goriintiilendi (Olympus CKX41, Japonya).
Osteojenik Farklilasma

Uciincii pasajdaki CD146+ hiicreleri, alt1 kuyucuklu kiiltiirii kaplarma 5x10%
hiicre/kuyucuk olacak sekilde ekildi. %80-85 konfluense ulasan hiicreler, osteojenik
farklilasma besiyeri [DMEM-LG, %10 FBS, 10”7 M deksametazon (Sigma), 0,2 mM
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askorbik asit (Sigma) ve 10 mM [-gliserofosfat (Sigma)] ile 21 giin boyunca 37°C’ de
%S5’ lik CO2 kosulunda inkiibe edildi. Haftada iki kere taze hazirlanan besiyerleri ile
besiyeri degisimi yapildi. Hiicre farklilasmasi siireci, Kiltiiriin ilerleyen giinlerinde
inverted 1s1k mikroskobu ile kontrol edildi. 21 giinliik hiicre farklilasmas1 sonunda
osteojenik farklilagsma analizi Alizarin Kirmizis1 boyamasi ile yapildi. Bu dogrultuda,
kontrol ve farklilagma kuyucuklarindaki besiyerleri uzaklastirilarak PBS ile yikandi.
Yikama sonrasinda, hiicrelerin fiksasyonu i¢in 1 mL/kuyucuk %3,7 formaldehit
(Merck, Germany) ile 37°C’ de 20 dakika muamele edildi. Fiksasyonun ardindan
kuyucuklar 1 kez PBS ile yikandi ve birer mL Alizarin Kirmizis1 eklenerek oda
sicakliginda 10 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda hiicrelerin iizerinden
boya uzaklastirildi ve 2 kez 2 mL distile su ile tiim kuyucuklar yikandi. Kontrol ve
osteojenik farklilasma kuyucuklarindaki hiicreler arasindaki morfolojik fark inverted

151k mikroskobu ile goriintiilendi.
3.2. Deseliilerizasyon Islemi ve Ekstraseliiler Matriks Karakterizasyonu

Insan gobek kordonu veni CD146+ kok hiicreleri, 100 mm petri ve sekiz
kuyucuklu plaklarda yedi giinliik kiiltiirinden sonra, hiicreler tarafindan sentezlenen
matriks tabakas1 PBS ile ii¢ kez yikandi. PBS ile yikamanin sonrasinda, 2x102 M
amonyum hidroksit (Sigma) ve %0,5 triton X-100 (Sigma) ile muamele edilerek 37°C’
de 10 dakika inkiibe edildi. DNA rezidiilerini elimine etmek i¢in, 180 U/mL DNaz-1
(Sigma) ile 37°C' de 1 saat muamele edildi. Ug kez PBS ile yikamanin ardindan, DNA'

s1z deseliilerize matriks tabakasi elde edildi.
3.2.1. Histolojik Boyama

Hiicreli gruplardaki matriks yapisi1 ve deseliilerize edilen gruplardaki matriks
yapisi, Masson Trikrom Kiti (GBL, Tiirkiye) kullanilarak histolojik boyama
degerlendirildi. 100 mm petri ve sekiz kuyucuklu plaklardaki hiicreler, PBS ile
yikandiktan sonra %3,7 formaldehit ile 37°C° de 20 dakika inkiibe edildi. Uretici
firmanin talimatlar1 dogrultusunda boyama adimlar1 su sekilde gerceklestirildi: 100
mm petri ve sekiz kuyucuklu plaklardaki hiicreler lizerine 5 damla A. Weigert demirli
hematoksilin ve B. Weigert demirli hematoksilin damlatild1 ve hafif¢e ¢alkalanarak

boyalarin birbirine karigsmasi saglandi. 10 dakikalik inkiibasyondan sonra boyalar
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uzaklastirilarak 1 saat boyunca oda sicakhiginda &rnekler kurutuldu. Inkiibasyon
sonrasinda, 10 damla C. Pikrik asit alkolik ¢ozeltisi damlatildi ve 4 dakika sonra boya
uzaklagtirilarak distile suyla yikama yapildi. Yikama yapildiktan sonra, 10 damla D.
Gelincik kizili fuksin ¢ozeltisi damlatildi ve 4 dakika sonra boya uzaklastirilarak
distile suyla yikandi. Son adimda ise, 10 damla E. Fosfomolibdik asit ¢ozeltisi ile 10
dakika muamele edildi ve boya uzaklastirildiktan sonra ornekler inverted 1sik

mikroskobu ile goriintiilendi.
3.2.2. Immiinfloresan Boyama

Hiicreli gruplardaki matriks yapist ve matriksin hiicrelerden arindirilmis
formunu goriintiilemek amaciyla, DAPI (AppliChem) cekirdek boyamasi yapilarak
mikroskop goriintiileri ¢ekildi (Leica CTR6000). 100 mm petri ve sekiz kuyucuklu
plaklardaki hiicreler, PBS ile yikandiktan sonra %3,7” lik formaldehit ile 37 °C’ de 20
dakika inkiibe edildi. Fiksasyon isleminden sonra hiicreler 2 kez PBS ile yikand1 ve 5
dakika %0,2 triton/PBS ile permeabilize edildi. Permeabilizasyon sonrasinda hiicreler,
2 kez %0,05 Tween (Sigma)/PBS soliisyonu ile yikand1 ve %5 FBS ile 30 dakika
blokaj islemine tabi tutuldu. Blokaj isleminden sonra hiicreler ve deseliilerize matriks
1 saat siireyle 37 °C’ de DAPI (%5 BSA/FBS) boyasiyla isaretlenmesi i¢in inkiibe
edildi. Floresan boya ile isaretlenen hiicreler, floresan mikroskobu (Leica CTR6000)

ile goriintiilendi.

3.2.3. Deseliilerize Matriks Yapisindaki Proteinlerin Tayini-Proteom

Analizi

Deseliilerize edilen gruplarin (n=2) matriks yapilarindaki protein tayini igin
nLC MS/MS kullanilarak proteom analizi Kog Universitesi Proteomiks Laboratuvari’
nda gergeklestirildi. Proteinlerin sindirimi daha once tarif edildigi gibi yapildi [196].
Kisaca, deseliilerize matriks proteinleri 8 M {ire, 50 mM amonyum bikarbonat ve
proteaz inhibitdr tabletleri igeren bir tamponda liziz edildi. Ultrasonifikasyon
sonrasinda, lizatlar 14000 g' de 4° C' de 45 dakika santrifiij edildi ve siipernatanlar
toplandi. Protein 6rnekleri, Dithiothreitol ile indirgenip, iyodoasetamid kullanilarak
alkillendi. Tripsin eklenmesinden oOnce ornekler, 50 mM amonyum bikarbonat

kullanilarak sekiz kat seyreltildi ve gece boyunca tripsin ile inkiibe edildi. Ardindan,
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%10 formik asit ile asitlendirme sonucu reaksiyon durduruldu ve sindirilen peptitler
kat1 faz ekstraksiyonu (SPE) kullanilarak tuzdan arindirildi. Sindirilen peptitler,
orbitrap kiitle spektrometresi (Q Exactive Orbitrap HF, Thermo Scientific) ile
birlestirilmis C18 nano-akis ters faz HPLC' de (Dionex Ultimate 3000, 3500 RSLC
nano, Thermo Scientific) 90 dakikalik gradyanlarla analiz edildi. MS1 i¢in tarama
parametreleri; 120 000 ¢oziiniirlik; AGC 3e6; Max IT 100 ms; Tarama araligi: 375-
1400 m/z ve MS2 i¢in; 30 000 ¢ozinirlik; AGC: 1e5; Max IT: 60 ms; Top 20;
Izolasyon araligi: 1,2 m/2; NCE:26. Ham datalar, Sequest arama motoru ve insan
Uniprot veri tabanit (Release 2015) kullanilarak Thermo Scientific Proteome

Discoverer 2.3 yaziliminda iglendi.
3.3. CD146+ Kok Hiicreler ve Ekstraseliiler Matriks-Bakteri Ko-Kiiltiirii

Sekiz kuyucuklu plaklardaki hiicreli ve deseliilerize gruplar iizerinde
gerceklestirilen hiicre canliligi tespiti, kontrol ve tizerlerinde Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853 ve Staphylococcus aureus ATCC 29213 suslari kiiltiire edilen gruplarda
analiz edildi. Hiicre proliferasyonu tayini i¢in WST-1 Cell Proliferation Assay Kit,
(Cayman Chemical, USA) ve kristal viyole (Sigma) kullanildi [197]. Ayn1 zamanda,
Annexin 'V Dead Cell Apoptosis Kit (Invitrogen, USA) ile canlilik tespiti
gerceklestirildi. Hiicreli ve deseliilerize gruplar iizerinde gergeklestiren analiz ve

boyama gruplar1 Tablo 3.1° de gosterilmektedir.

Tablo 3.1. Hiicreli ve deseliilerize gruplar iizerinde gergeklestirilen proliferasyon

analizleri.
WST-1  KRISTALVIYOLE  ANNEXIN V/PI

Hiicreli (Kontrol) + +

Hiicreli + S. aureus + + +
Hiicreli + P aeruginosa + + +
Deseliilerize + S. aureus + +
Deseliilerize + P. aeruginosa + +
8. aureus (Kontrol) + + +

P. aeruginosa (Kontrol) + + +
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WST-1 analizi i¢in kuyucuklardaki besiyeri ¢ekildi ve 200 pl kiiltiir besiyeri +
20 pl WST-1 karisimu, hiicre kiiltiirleri ve yalnizca besiyeri igeren (blank) kuyucuklara
eklenerek iki saat 37°C’ de %5 CO2 kosulunda inkiibe edildi. Sekiz kuyucuklu
plaklardaki bu karisim, 96 kuyucuklu plaklara plak basina 100 uL olacak sekilde
dagitildi ve mikroplaka okuyucusunda (Tecan) 450 nm dalga boyunda okundu. Kristal
viyole boyamasinda ise, 10 mL %4 formaldehit/distile su igerisine 0,5 mg Kristal
viyole eklendi ve boyanin karismasi i¢in hafifce ¢alkalandi. 20 dakika 37°C’ de %5’
lik COy’ de inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda boya &rnekler iizerinden cekildi ve
inverted 151k mikroskobu ile goriintiilendi. Annexin V/PI boyama igin tiretici firmanin
oOnerileri dogrultusunda, 6rneklerin iizerindeki besiyeri ¢ekildi ve dnce 1 kez soguk
PBS ile sonrasinda ise 1X Annexin Binding Buffer (ABB) ile yikandi. 5,2 mL ABB
tizerine, 100 pl annexin V (100 pL.> de 5 — 25 uL) ve 32 uL propidium iodide (100 pL’
de 1 — 2 pL) eklenerek her kuyucuga uygulandi ve oda sicakliginda 15 dakika inkiibe
edildi. inkiibasyonun ardindan, drnekler 1 kez ABB ile yikand: ve floresan mikroskobu
(Leica CTR6000) ile goriintiilendi. Annexin V/Pl boyamasinda canli hiicreler zayif
annexin V (yesil renkte) boyamasi gosterirken, apoptotik hiicreler daha yliksek
boyanma gostermektedir. Olii hiicreler ise hem annexin V hem de propidium iodide

(kirmiz1 renkte) ile gii¢lii boyama gostermektedir.
3.4. Antimikrobiyal Aktivitenin Belirlenmesi — Disk Difiizyon Testi

Disk diflizyon yontemi ile antimikrobiyal aktivitenin degerlendirilmesi
amaciyla Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 ve Staphylococcus aureus ATCC
29213 suslar1 kullanildi. Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 ve Staphylococcus
aureus ATCC 29213 suslar1 Mueller Hinton agar (Merck) besiyerine ekilerek giin asir
tiremeleri saglandi. Ertesi giin ireyen kiiltiirlerden Mueller Hinton siv1 besiyerine ekim
yapilarak dort-alt1 saat kadar daha etiivde inkiibe edildi ve sonrasinda koloni sayimlari
her iki mikroorganizma igin 0,5 MacFarland bulanikligi olarak ayarlandi [198].
CD146+ kok hiicrelerin  besiyeri ortamina Salgiladiklar1  biyomolekiillerin
antimikrobiyal etkilerini degerlendirmek amaciyla kiiltirin birinci ve yedinci
giinlerinde alinan besiyeri 6rnekleri {i¢ farkli dondr grubu iginde karsilastirildi. Negatif
kontrol olarak bos besiyeri kullanildi. Bu besiyerleri disklere emdirilerek bakteri

ekilmis petriler igerisine yerlestirildi ve 24 saat inkiibasyona birakildi. Ertesi giin
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disklerin etrafinda olusan inhibisyon zon c¢aplari milimetre cinsinden o6lgiilerek

antimikrobiyal aktiviteleri degerlendirildi.
3.5. Biyofilm Yontemi
3.5.1. Bakteriyel inokuliim Hazirlanmasi

P. aeruginosa ATCC 47085 ve S. aureus ATCC 35556 suslar1 Triptik Soy siv1
besiyerine (TSA, Merck) ekilerek, 24 saat boyunca 37°C’ de giin asir1 iiremeleri
saglandi. 24 saat sonunda iireyen kiiltiirler 5000 rpm’ de 5 dakika santrifiij edildi ve
sonrasinda 590 nm dalga boyunda spektrofotometrik 6lgiim yapilarak optik dansite
degeri 0,5 olarak ayarland1 ve son inokuliim miktarlar1 108 kob/mL olarak hazirlanmis

oldu.

3.5.2. Siirekli Damlamah Akis Biyofilm Reaktorii Kullanilarak Dinamik

Ortamda Biyofilm Modellerinin Gelistirilmesi

Deseliilerize matriks ve CDI146+ kok hiicreler iizerlerinde biyofilm
olusumunun degerlendirilmesi i¢in damlamali siv1 akis reaktor sistemi kullanildi.
Reaktorde bulunan egimli alanlara, iizerlerine hiicreli ve deseliilerize EMP tutturulmus
olan slaytlar yerlestirildikten sonra, son konsantrasyon miktar1 10 kob/mL olarak
hazirlanan mikrobiyal inokuliimler bu slaytlarin iizerine yerlestirilerek devamli temas
halinde bulunmalar1 saglandi. Bakteri inokuliimleri reaktoriin her kanalina ayr1 ayri
aktarildiktan sonra bu kanallara sivi akiglart rotasyonel doénen bir disk sayesinde
devaml1 olarak saglandi. Bu sistem sayesinde materyalin iizerinde siv1 bir biyofilm
yiizeyi olusumu saglandi. Ik olarak dort saatlik statik bir inkiibasyondan sonra
peristaltik pompa yardimiyla 0,82 mL/dk akis hiz1 ayarlanarak her bir slaytin {izerine
s1v1 inokuliimiin akis1 toplam 24 saat boyunca 37°C sicaklikta saglandi [85]. 10° agiyla
konumlandirilmig olan slaytlar iizerine besiyerinin damlamali akis1 siirekli saglanarak

slaytlar tizerinde olgun biyofilmlerin olusumu gerceklestirildi.
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3.5.3. Koloni Sayim

Damlamali akis reaktorii kullanilarak olusturulan biyofilm hiicrelerinin plak
sayim yontemi ile sayimi i¢in 24 saatin sonunda iizerinde biyofilm olusmus slaytlar
reaktoriin i¢inden steril kosullarda kaldirildi ve materyallere tutunmayan planktonik
hiicreleri ortamdan uzaklastirmak i¢in PBS ile yikama islemi yapildi. Sonrasinda
biyofilm olusumlari, slayt ylizeylerinden steril teflon hiicre kaziyici ile kazmnarak hiicre
kiimelerini homojenize bir sekilde ayristirmak igin vorteksleme ve sonikasyon
basamaklar1  gerceklestirildi  [199]. Ayrisma sonrasinda, biyofilm  hiicre
stispansiyonlar1 PBS i¢inde seri olarak seyreltildi ve Triptik Soy Agar besiyerine plak
ekim yontemiyle ekildi [85]. 24 saatlik inkiibasyon siiresinin ardindan, koloniler

mililitre bagina koloni olusturan birimler (kob/mL) olarak sayildi.
3.6. Biyofilm ile iligkili Genlerin mRNA Seviyelerinin Olgiilmesi
3.6.1. Biyofilmlerden Total RNA Ekstraksiyonu

S. aureus ve P. aeruginosa biyofilm hiicrelerinde aderans ile iligkili genlerin
ekspresyon seviyeleri kantitatif RT-PZR yontemi ile belirlendi. Biyofilm
hiicrelerinden mRNA ekstraksiyonunu yapabilmek amaciyla, matriks materyalleri
PBS i¢ine alind1 ve sonikasyon ve vorteksleme islemlerine maruz birakilarak tutunmus
olan hiicrelerin PBS i¢ine salmimi gergeklestirildi. Sonrasinda sivi hiicre
slispansiyonlar1 falkon tiipleri igine toplanarak santrifiijleme islemi ile peletin dibe
cokmesi saglandi. Biyofilm hiicre peletlerinden RNA ekstraksiyonunu saglamak i¢in
“Fast Start Essential DNA Probes Master” (Roche Life Science, Version 12, USA)
Kit> i kullanilarak firmanin Onerileri ¢ergevesinde protokole uygun olarak
gerceklestirildi. Santrifiij edilerek ¢oktiiriilen biyofilm hiicre pelet eldesinden 1mL
alind1 ve 1,5 mL’ lik ependorf tiiplerinde 2000 g’ de 5 dakika santrifiij edildi. Santrifiij
sonrasi elde edilen pelet, 10 mM 200 pL tris iginde siispanse edildi ve ortama final
konsantrasyonu 50 mg/mL olan 4 pL lizozim eklenerek 37 °C’ de 10 dakika inkiibe
edildi. Sonrasinda pelet tizerine 400 pL lizis tamponu eklendi ve iyice karistirilarak
hiicrelerin parcalanmasi saglandi. Ornek yeni bir santrifiij tiipiine aktarildi ve filtre
lizerinden pipetleme yapildi. Ornek 8000 g’ de 15 saniye santrifiij edilerek alta kisma

gecgen sivi uzaklastirildi ve 90 puL DNaz inkiibasyon tamponundan eklenerek oda
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sicakliginda bir saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda 500 pL yikama tamponu I’
den eklenerek 8000 g’ de 15 saniye santrifiij edildi. Toplama tipiindeki siv1 atilarak
islem 500 pL yikama soliisyonu 2 eklenerek tekrarlandi. 200 ul yikama tamponu Il
eklenerek iki dakika boyunca maksimum hizda (13.000 g) santrifiij edildi. Toplama
tiipl i¢inde bulunan filtre, 1,5 mL’ lik yeni santrifiij tiipline aktarildi ve 100 pL eliisyon
tamponu eklenerek 8000 g’ de 1 dakika santrifiij edildi. RNA igeren soliisyon Kantitatif
RT-PZR analizi i¢in kullanima hazir hale geldi.

3.6.2. cDNA sentezi ve Kantitatif Reverse Transkriptaz Polimeraz Zincir
Reaksiyonu (RT-PZR)

Ekstrakte edilen RNA konsantrasyonlar1 spektrofotometrik 6lglim cihazi
(NanoDrop ND1000) kullanilarak belirlendi. Olgiilen RNA miktarlar1 her rnek basina
100 ng/uL olacak sekilde belirlendi ve RNA ekstraktlart ¢cDNA sentez Kkiti
(Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit, Roche, USA) kullanilarak uygun
primerler vasitasiyla tek zincirli komplementer DNA (cDNA)’ya donustiirtildii. cDNA
eldesi i¢in kullanilan ajanlar, PZR tiiplerinde son hacim 20 pL olacak sekilde
ayarlandi. Reaksiyon karigimi hazirlandiktan sonra vortekslenip, es zamanl kantitatif
zincir reaksiyonunda; 25° C' de 10 dakika, 42° C' de 60 dakika, 99° C' de 5 dakika, 4°
C' de o (bir siklus) cihaza yerlestirildi.

3.6.3. cDNA’ larin Real-Time PZR Yontemi Kullanilarak Cogaltilmasi

Elde edilen cDNA’ lar es zamanli polimeraz zincir reaksiyon cihazinda
cogaltildi ve elde edilen 1s1malara gore esik degerleri belirlendi. Caligmada kullanilan
primerler literatiirden alinmis olup her bir deney kosulu icin 6zgiilliikleri erime egrisi
analizi ile belirlendi. S. aureus i¢in 16sRNA geni (Tablo 3.2), P. aeruginosa igin ise
proC referans geni (Tablo 3.3) olarak kullanildi. Test genleri igin ekspresyon verileri

referans gen seviyelerinin geometrik ortalamalarina gére normalize edildi.
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aureus i¢in kullanilan primer dizileri.

S. aureus Primer Sekansi (5°-3°)

Hedef Gen Forward Primer Reverz Primer
icaR TGCTTTCAAATACCAACTTTCAAG TGCTTTCAAATACCAACTTTCAA
A GA
icaA AAGCCAACGCACTCAATCAAGG GGATTACCTGTAACCGCACCAA
icaD ACCCAACGCTAAAATCATCG GCGAAAATGCCCATAGTTTC
icaB ATACCGGCGACTGGGTTTAT TTGCAAATCGTGGGTATGTGT
icaC CTTGGGTATTTGCACGCATT GCAATATCATGCCGACACCT
*16S rRNA | GGGACCCGCACAAGCGGTGG GGGTTGCGCTCGTTGCGGGA
Tablo 3.3. P. aeruginosa i¢in kullanilan primer dizileri.
P. aeruginosa Primer Sekansi (5°-3°)
Hedef Gen Forward Primer Reverz Primer
pslA (pa22) | CGCTCACGGTGATTATGTTC TACATGAACAACAGCAGGCA
pelA ACAGCCAGGTAATGGAC CTC AAGCTGTCCAGGGTATCGAG
(pa3064)
lasR ACGCTCAAGTGGAAAATTGG GTAGATGGACGGTTCCCAGA
lasl CTACAGCCTGCAGAACGACA ATCTGGGTCTTGGCATTGAG
rhiR AGGAATGACGGAGGCTTTTT CCCGTAGTTCTGCATCTGGT
*proC GGCGTATTTCTTCCTGCTGA CCTGCTCCACTAGTGCTTCG

*Referans gen

Calismada elde edilen ekspresyon degerleri dongii esik degerleri (Ct) baz

alinarak belirlendi. Elde edilen ekspresyon verileri ‘‘ekspresyon orani’’ hesaplanarak
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analiz edildi. Her deney kosulu i¢in ekspresyon orani asagida belirtilen Formiil 3.1." e
gore hesaplandi [200].

Ekspresyon oram = (Etest geni) ACPtest geni (kontrol- test) / (Ehousekeeping

geni) ACPhousekeeping geni (kontrol- test) (Formiil 3.1.)

Ekspresyon orani, gen ekspresyon oranindaki degisimi katsayr olarak bize
vermektedir. Ekspresyon oranindaki artis, azalis veya degisim bulunmamasi asagida
belirtilen parametreye gore belirlenmektedir:

Ekspresyon oran1 >2 ise ekspresyonda artis bulunmaktadir,

Ekspresyon orani <0,5 ise ekspresyonda azalig bulunmaktadir,

0,5 < Ekspresyon orani < 2 ise arada fark gozlenmemistir.
3.7. Taramah Elektron Mikroskop Analizi

Olgun biyofilm olusumlarindan sonra, slaytlar damlamali akis reaktoriinden
cikarilarak 1 mL tampon ¢ozeltisi ile yikand1 ve cam elmasla kesildi. Kesilen tiim
pargalar steril distile su ile yikandi ve %2 glutaraldehit (Sigma-Aldrich) ve 0,1 M
kakodilat i¢eren bir tampon ile muamelem edilerek 30 dakika boyunca fikse edildi.
Ornekler 10 dakika boyunca 0,2 M kakodilat ii¢ kez yikandiktan sonra seri etanol
(%30, %50, %70, %90, %100) soliisyonlarindan gegirilerek dehidrate edildi ve altin
kaplama yontemi kullanilarak altin paladyum ile kaplandi [201]. Tiim 6n hazirlik
islemleri yapildiktan sonra SEM’ de incelenmesi i¢in Orta Dogu Teknik Universitesi

Merkez Laboratuvarlart’ ndan hizmet alimi yapildi.
3.8. Verilerin Analizi

Istatiksel analizler SPSS Inc. yardimu ile farkli deney gruplari arasinda
karsilastirmalar yapilarak ve t-test, ANOVA, parametrik ve non-parametrik analiz

yontemleri kullanilarak yapildi. P degeri 0,05' ten kiiciik olan karsilastirmalar anlaml
olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR
4.1. CD146+ Kok Hiicre Kiiltiirii ve Karakterizasyonu

Insan gobek kordon veni kaynakli CD146+ kok hiicreler, iig-dért giin iginde
kiiltiir kab1 yiizeyine tutunmaya basladi. Pasaj tigte kiiltiiriin yedinci giiniinde gekilen
151k mikroskobu goriintiilerine gore, hiicreler %90-95 konfluense ulasmig olarak
gozlemlendi (Sekil 4.1). PGM ile kiiltiire edilen perisit hiicrelerinin morfolojik
goriintiileri, biiyiik, igsi uzantilar: olan, yogun fibroblast benzeri goriiniimde hiicreler

olarak tanimlandi (Sekil 4.1).

Sekil 4.1. Insan gébek kordon veni CD146+ kdk hiicrelerin PGM besiyeri ile kiiltiirleri
7.giin morfolojik goriintiileri.

4.1.1. Akim Sitometri ile CD146+ Kok Hiicrelerin Yiizey Belirte¢ Analizi

Pasaj 3’ te bulunan insan gébek kordon veni CD146+ kok hiicrelerinin sahip
olduklar1 hiicre yiizey belirtegleri, akim sitometri yontemiyle degerlendirildi. Elde
edilen verilere gore (Sekil 4.2); perivaskiiler hiicrelerin yiiksek oranda; CD146 (%69
+ 5,3, n=3) ve CD105 (%98 =+ 2,0, n=3) belirteglerini ifade ettikleri goriildii. Endotel
hiicre belirteci olan CD31 ekspresyonu diisiik oranda (%1,2 + 0,7, n=3) saptand (Sekil
4.2). Hematopoetik kok hiicre belirtegleri ise CD34 (%1,8 + 1,0, n=3), CD45 (%0,5 +
0,5, n=3) ve CD38 (%0,0 + 0,0, n=3) ¢ok diisiik oranda gozlemlendi (Sekil 4.2).
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Sekil 4.2. Pasaj iicteki CD146+ kok hiicrelerin akim sitometri ile hiicre yilizey
belirteglerinin tayini. A) Izotipler. B) CD146, CD105, CD31 ifade eden
hiicreler. C) CD45, CD38, CD34 ifade eden hiicreler.

4.1.2. Adipojenik ve Osteojenik Farklilasma Kapasiteleri

21 giin siireyle kiiltiire edilen CD146+ kok hiicrelerinin, adipojenik ve
osteojenik farklilagsma kapasiteleri, uygun farklilasma besiyerleri i¢inde, sirasiyla Oil
red-O ve Alizarin Kirmizis1 boyama metodlari ile belirlendi. Adipojenik farklilagsma
sonucu, kontrol gruplarina gore, CD146+ kok hiicrelerin sitoplamazlari iginde
adipojenik farklilasma belirtisi olan yag damlaciklariin olustugu goriildii (Sekil 4.3).
CD146+ kok hiicrelerin, osteojenik farklilagmalarinin kontrol gruplarina gore
degerlendirilmesi sonucunda, Alizarin Kirmizi ile boyanmasi beklenen kalsiyum

agregatlarinin nadiren ya da hi¢ olusmadig1 goriildii (Sekil 4.3). 21 giin boyunca
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DMEM-HG ile kiiltiire edilen kontrol gruplarinda adipojenik veya osteojenik
farklilasma gozlemlenmedi (Sekil 4.3).

Sekil 4.3. insan gobek kordon veni CD146+ k&k hiicrelerin adipojenik ve osteojenik
farklilasma kapasitelerinin Oil Red-O ve Alizarin Kirmizis1 boyama
metodlariyla belirlenmesi.

4.2. Hiicre Kiiltiirii Sonrasi Ekstraseliller Matriks Uretimi ve

Deseliilerizasyon islemi

4.2.1. Deseliilerizasyon Islemi ve Ekstraseliiler Matriks Protein

Karakterizasyonu

Yedi giin boyunca 100 mm petriler ve sekiz kuyucuklu plaklarda, PGM

besiyeri ile kiiltiire edilen insan gobek kordon veni CD146+ kok hiicrelerine
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deseliilerizasyon islemi uygulandi. Hiicreli ve deseliilerize edilmis gruplarda, matriks
varligini tespit etmek i¢in Masson Trikrom histolojik boyamas1 yapildi ve deseliilerize
edilen gruplarda hiicrelerden arindirilmis ekstraseliiler matriksin agsi yapisi net bir
sekilde gozlemlenmedi (Sekil 4.4). DAPI ¢ekirdek boyamasi ile, hiicreli ve
deseliilerize edilmis gruplarda hiicre ¢ekirdek varligi analiz edildi (Sekil 4.5). DAPI
boyamasi sonucunda, deseliilerize edilen gruplarda hiicreli gruplara kiyasla, ¢ekirdek

varlig1 bakimindan biiyiik bir azalma goriildii (toplam alanda sadece bir-iki ¢ekirdek).

R 8
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Sekil 4.4. CD146+ kok hiicreli ve deseliilerize gruplarda Masson-Trikrom boyamasi.

CD146+ Kok Hiicreli DAPI Deseliilerize DAPI

Sekil 4.5. CD146+ kok hiicreli ve deseliilerize gruplarda DAPI boyamasi.



48

4.2.2. Deseliilerize Matriks Yapisindaki Proteinlerin Tayini-Proteom

Analizi

Deseliilerize edilen gruplarin matriks yapilarindaki protein tayini i¢in nLC
MS/MS kullanilarak proteom analizi Kog Universitesi Proteomiks Laboratuvar1’ nda
gerceklestirildi. Deseliilerize matriks yapisinda bulunan kollajen, glikoprotein,
proteoglikan ve biiyiime faktorlerinden olusan matriks proteinleri Tablo 4.1° de
gosterilmektedir. Deseliilerize matriks yapisinda; kollajen tip I, 111, 1V, V, VI, XII,
XVI, XVIII, glikoprotein olarak; fibronektin tip 11, fibrillin I-11, tenaskin-X, vimentin,
nidojen-I-I1, fibulin I-11, von Willebrand Faktor A, kaldesmon, periostin, vitronektin,
ekstraseliiler matriks protein I, laminin alt birimi gama I, fibrinojen beta zinciri,
proteoglikanlar; versikan, biglikan, bazal membrana 6zgii heparan siilfat proteoglikan
¢ekirdek proteini, bitylime faktorleri; biiytime faktorii beta kaynakli protein 1g-h3,
biiylime farklilasma faktorii XV, insiilin benzeri biiyiime faktori 11, transforme edici
bliylime faktorii beta I, epidermal biliylimek faktorii protein VII, fibroblast biiylime
faktori 11, insiilin benzeri bityiime faktorii mRNA-baglayici protein 11 bulundu (Tablo
4.1).
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Tablo 4.1. Deseliilerize matriks yapisindaki proteinlerin protecom analizleri.

Accession Description Coverage [%] Peptides PSMs Unique Peptides AAs MW [kDa] calc. pI
COLLAGENS
P12111 Collagen alpha-3(VI) chain 58 157 216 157 3177 343.5 6.68
COLG6A3
Collagen alpha-1(XII) chain
Q99715 COL12A1 26 62 70 62 3063 3329 5.53
Collagen alpha-1(VI) chain
P12109 COLG6A1 46 38 54 38 1028 108.5 543
P12110 Collagen alpha-2(VI) chain 29 27 37 27 1019 108.5 6.21
COL6A2
Collagen alpha-1(V) chain
P20908 COL5A1 16 17 24 17 1838 183.4 5.06
Collagen alpha-1(I) chain
P02452 COL1A1 15 17 23 17 1464 138.9 5.8
Collagen alpha-1(XVIII) chain
P39060 COL18A1 10 14 16 14 1754 178.1 6.01
Collagen alpha-2(IV) chain
P08572 COL4A2 8 10 13 10 1712 167.4 8.66
Collagen alpha-1(XVT) chain
Q07092 COL16A1 9 9 10 9 1604 157.7 7.84
Collagen alpha-2(V) chain
P05997 COL5A2 7 8 8 8 1499 144.8 6.46
Collagen alpha-1(III) chain
P02461 COL3A1 5 5 6 5 1466 138.5 6.61
Collagen alpha-1(IV) chain
P02462 COL4A1 5 6 7 6 1669 160.5 8.28
GLYCOFPROTEINS
P02751 Fibronectin 68 148 359 148 2386 262.5 571
P35555 Fibrillin-1 49 109 188 104 2871 312 4.93
P24821 Tenascin 53 102 156 102 2201 240.7 4.89
P08670 Vimentin 93 61 102 59 466 53.6 512
Q14112 Nidogen-2 28 31 37 30 1375 151.2 5.29
P35556 Fibrillin-2 FBN2 22 45 50 40 2912 314.6 4.86
P98095 Fibulin-2 FBLN2 28 21 27 21 1184 126.5 4.82
P23142 Fibulin-1 FBLN1 25 14 19 14 703 77.2 5.22
von Willebrand factor A
Q6PCBO VWAL 20 5 5 5 445 46.8 7.68
Q05682 Caldesmon CALD1 6 7 6 793 93.2 5.66
Q15063 Periostin 12 6 6 6 836 93.3 7.53
P04004 Vitronectin VIN 3 4 3 478 543 58
Extracellular matrix protein 1
Q16610 ECM1 31 9 9 9 540 60.6 6.71
Laminin subunit gamma-1
P11047 LAMC1 6 6 6 6 1609 177.5 512
P14543 Nidogen-1 3 2 2 1 1247 136.3 5.29
Fibronectin type III domain-
containing protein 3B
QS3EPO FNDC3B 4 3 3 3 1204 132.8 5.95
P22105 Tenascin-X TNXB 1 3 3 3 4242 457.9 517
P02675 Fibrinogen beta chain 3 2 2 2 491 55.9 8.27
PROTEOGLYCANS
P13611 Versican 11 29 41 29 3396 372.6 4.51
P21810 Biglycan 10 2 2 2 368 41.6 7.52
P98160 Basement membrane-specific 49 135 206 135 4391 468.5 6.51
heparan sulfate proteoglycan
core protein
GROWTH FACTORS
Transforming growth factor-
Q15582 beta-induced protein ig-h3 65 41 65 41 683 74.6 7.71
Growth/differentiation factor
Q99988 15 GDF15 62 13 16 13 308 341 9.66
Insulin-like growth factor 2
Q9Y6M1 IGF2BP2 14 5 6 4 599 66.1 8.46
Transforming growth factor
beta-1-induced transcript 1
043294 TGFBI1I1 14 4 4 4 461 498 7.03
Epidermal growth factor-like
Q9UHF1 protein 7 EGFL7 17 2 2 2 273 29.6 8.16
P09038 Fibroblast growth factor 2 9 3 3 3 288 30.8 11.18
FGF2
Insulin-like growth factor 2
mRNA-binding protein 3
000425 IGF2BP3 5 2 2 1 579 63.7 8.87

Coverage (%); tanimlanan peptidlerin kapsadigi protein dizilerinin yiizdesi, Peptides; tamimlanan peptid sayisi, PSM; peptid -
spektrum eglesmeleri sayisi, Unique Peptides; tanmimlanan benzersiz peptid sayisi, AAs; total amino asit uzunlugu, MW (kDa);

molekiiler agirlik, pl; izoelektrik noktasi
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4.3. CD146+ Kok Hiicreler ve Deseliilerize Matriks - Bakteri Ko-Kiiltiirii

Sekiz kuyucuklu plaklardaki hiicreli ve deseliilerize gruplar tizerinde, hiicre
profliferasyonlar1t WST-1 ve kristal viyole boyamasi ile canlilik testi, Annexin V/PI
immiinfloresan boyama ile analiz edildi. WST-1 testi sonucu elde edilen verilere gore,
CD146+ kok hiicre + bakteri grubunun, kontrol (hiicre ve bakteri) gruplaria kiyasla
daha yiiksek bir proliferasyon gosterdigi bulundu (Sekil 4.6). Bu da bakterilerin
hiicrelere tutunduklarini, ylizeyde c¢ogaldiklarim1 ve hiicrelerinde bakterilerin
tutunmasi i¢in uygun kosullar1 sagladigin1 gostermektedir. Sekil 4.7’ deki CD146+
kok hiicre + S. aureus (S.a) ve CD146+ kok hiicre + P. aeruginosa (P.a) kristal viyole
boyamasi sonucunda, hiicre yapisi net bir sekilde goziikmektedir. Hiicrelerin
tizerindeki bakterilerin ise kiiciik biiyiitmede net bir sekilde goziikmemekle birlikte
kiigiik koyu kiimeler halinde hiicre ylizeyine lokalize olduklar1 gozlemlendi.
Deseliilerize ekstraseliiler matriks yapisi lizerindeki bakterilerin goriintiilenmesi i¢in
daha yiiksek bir biiylitmede (40x) kullanilarak goriintiilemeler gergeklestirildi.
Deseliilerize Orneklerde, CD146+ kok hiicreli gruplara kiyasla daha az bakteri
kiimeleri goriildii (Sekil 4.8). Annexin / Pl boyama ile CD146+ kok hiicreler tizerinde
kiltiire edilmis S. aureus orneklerinde, CD146+ kok hiicreler canliliklarini korurken
az oranda bakteriyel apoptoz gézlemlenmis olup P. aeuruginosa ile ko-kiiltiir edilen
orneklerde, daha fazla bakteriyel apoptoz kiimeler halinde gézlemlenmektedir (Sekil
4.9). Deseliilerize ekstraseliiler matriks iizerinde kiiltiire edilen bakteriyel koloniler ile
ilgili canlilik tayini, malzemenin 1s1ma vermesinden dolayr net olarak floresan

mikroskobunda gézlemlenememistir (Sekil 4.10).
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CD146+ kok S.a Kontrol P.a Kontrol CD146+ kok CD146+ kok
hiicreler hucreler + S.a hicreler + P.a
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OD,;, Absorbans Degerleri

Sekil 4.6. Hiicre proliferasyon analizi. S.a: S. aureus, P.a: P. aeruginosa.

CD146+ Kok Hiicre + S.a CD146+ Kok Hiicre + P.a

Sekil 4.7. CD146+ kok hiicre + S. aureus ve CD146+ kok hiicre + P. aeruginosa
gruplarinda kristal viyole boyamasi. S.a: S. aureus, P.a: P. aeruginosa.
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Deseliilerize Matriks + S.a Deseliilerize Matriks + P.a

Sekil 4.8. Deseliilerize matriks + S. aureus ve deseliilerize matriks + P. aeruginosa
gruplarinda kristal viyole boyamasi. S.a: S. aureus, P.a: P. aeruginosa.

CD146+ Kok Hiicre + S.a CD146+ Kok Hiicre + P.a

Sekil 4.9. CD146+ kok hiicre ve bakteri ko-kiiltiirlerinde Annexin V/PI boyamasi.
S.a: S. aureus, P.a: P. aeruginosa.
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Deseliilerize Matriks + S.a Deseliilerize Matriks + P.a

Sekil 4.10. Deseliilerize gruplarda Annexin V/PI boyamasi. S.a: S. aureus, P.a: P.
aeruginosa.

4.4. Antimikrobiyal Aktivitenin Degerlendirilmesi

Hiicreli gruplardaki matriks yapilarinin antimikrobiyal —aktivitelerinin
degerlendirilmesi amaciyla yapilan disk difiizyon testinde, P. aeruginosa ve S. aureus
suslar1 kullanild1 ve aralarindaki fark incelendi. 24 saatlik inkiibasyonun ardindan,
inhibisyon zonlar dlgiilerek antimikrobiyal aktiviteleri degerlendirildi (Sekil 4.11A).
Kiiltiirdeki hiicrelerin sekresyonlarinin antimikrobiyal etkilerinin olup olmadigi, g
farkli deney grubu igin, steril besiyeri (kontrol), kiiltiiriin birinci ve yedinci giinlerinde
alinan besiyeri 6rnekleri kullanilarak arastirildi (Sekil 4.11B). Hem P. aeruginosa hem
de S. aureus’ da kontrol grubuna kiyasla kiiltiiriin birinci ve yedinci giinlerinde alinan
besiyeri Orneklerinin inhibisyon zonlari bakimindan herhangi bir fark gostermedigi

gbzlemlenmedi.
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Sekil 4.11. CD146+ kok hiicre conditioned medyumlari ile antimikrobiyal aktivitenin
degerlendirilmesi. A) P.a: P. aeruginosa. B) S.a: S. aureus.

4.5. Biyofilmlerin Olusturulmasi

CD146+ kok hiicrelerin ve deseliilerize edilen gruplardaki EMP’ lerin tizerinde
biyofilm olustulmasi amaciyla, ilk dort saat boyunca bakteriyel inokuliimler ile statik
ortamda inkiibe edilen slaytlar siire sonunda TSB besiyerinin damlamali olarak
akiginin saglanmasi ile 20 saat daha inkiibasyona devam edildi. 24 saatin sonunda TSA

besiyerlerine ekimleri yapilan hiicrelerin mililitredeki koloni sayimlar1 yapilarak
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aralarindaki logaritmik fark istatistiksel olarak degerlendirildi (Sekil 4.12). Elde edilen
verilere gore P. aeruginosa i¢in; deseliilerize edilen grupta kontrol grubuna (CD146+
kok hiicreli ko-kiiltiir) oranla mikrobiyal hiicre sayisinda istatistiksel olarak azalim
(6,9 +0,41 vs. 5,7 £ 0,15, n=3, p< 0,05) gozlendi. S. aureus i¢in bakildiginda, hiicreli
(6,7 £ 0,6, n=3) ve deseliilerize (5,7 + 1,25, n=3) gruplar arasinda anlamli bir fark

gozlemlenmedi.

u S.aureus u P.aeruginosa
8,0 - *

7,0 -
6,0 -
5,0 -
4,0 -

3,0 -

Logaritmik kob/mL

2,0

1,0 -

0,0 -
CD146+ kok hiicreler Deseliilerize grup

Sekil 4.12. Damlamali akis reaktor sistemi kullanilarak olusturulan biyofilmlerin
CD146+ kok hiicreler ve deseliilerize gruplar tlizerindeki etkileri. S.
aureus: Staphylococcus aureus, P. aeruginosa: Pseudomonas
aeruginosa.

4.6. S.aureus ve P.aeruginosa’ da Biyofilm ile iliskili Genlerin ifadesi

CD146+ kok hiicreli ve deseliilerize edilen gruplarda, P. aeruginosa ve S.
aureus’ un biyofilm ile iligkili genlerindeki ekspresyon farkliliklarin1 gézlemlemek
amaciyla es zamanli kantitatif polimeraz zincir reaksiyonu gergeklestirildi. Sekil 4.13°

de P. aeruginosa i¢in ¢alisilan genlerin ekspresyon sonuglar1 gosterilmektedir. P.
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aeruginosa i¢in rhIR ve LasR genlerinin seviyesinde anlamli bir azalma (2,0 (log2) £
0,53 ve 0,84 (logz2) + 0,04, n=3, p< 0,05) olup diger genlerdeki degisim anlamli1 olarak
gozlemlenmedi (Sekil 4.13). Azalim goézlenen rhIR ve LasR genleri biyofilm
olusumunun ilk basamagi olan tutunma ile ilgili genler olup biyofilm hiicrelerinin
sayimindan elde ettigimiz sonugclar ile tutarlilik gostermektedir. S.aureus i¢in ¢alisilan
tiim genlerin ekspresyon seviyelerinde istatistiksel olarak anlamli artiglar gézlemlendi
(icaA (6,4 (logz) + 0,06, n=3), icaB (6,5 (log2) £+ 0,02, n=3), icaC (7,2 (logz) + 0,07,
n=3), icaD (7,1 (log2) + 0,41, n=3), icaR (6,2 (logz) +0,007) p<0,05) (Sekil 4.14). Bu
genlerin hepsinin tutunma ile iligkili olmas1 bize S. aureus’ un deseliilerize edilen

gruba daha iyi tutundugunu diisiindiirmektedir.

o
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Rolatif katsayi degeri (log 2)
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2 |

Sekil 4.13. Hiicreli ve deseliilerize gruplar iizerinde olusturulan biyofilm modelinde
P. aeruginosa biyofilm ile iligkili genlerin mRNA seviyelerinin kantitatif
es zamanli polimeraz zincir reaksiyonu yontemi ile 6l¢iilmesi.
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Sekil 4.14. Hiicreli ve deseliilerize gruplar iizerinde olusturulan biyofilm modelinde S.
aureus biyofilm ile iliskili genlerin mRNA seviyelerinin kantitatif es
zamanli polimeraz zincir reaksiyonu yontemi ile 6l¢iilmesi.

4.7. Taramalh Elektron Mikroskobu Analizi

4.7.1. Hiicreli ve Deseliilerize Gruplarda Olusturulan Olgun Biyofilmlerin

Taramal Elektron Mikroskobu Analizi

CD146+ kok hiicreli ve deseliilerize slaytlar iizerinde olusturulan P.
aeruginosa ve S. aureus biyofilmlerinin taramali elektron mikroskobu goriintiileri
Sekil 4.15” de goriilmektedir. Gerek S. aureus gerekse de P. aeruginosa’ nin hiicreli
gruplar iizerinde yogun bir biyofilm tabakasi olusturdugu goriintiileri Sekil 4.15° de
verilmektedir. Kontrol grubuna kiyasla deseliilerize gruplarda, P. aeruginosa ve S.
aureus i¢in daha az biyofilm olusumu gézlemlendi. Bu goriintiiler, P. aeruginosa igin

elde edilen sayim sonuglarindaki anlamli azalimi destekler niteliktedir.
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A. CD146+ Kok Hiicreli Kontrol Deseliilerize Matriks Kontrol

B. CD146+ Kok Hiicre + P.a Deseliilerize Matriks + P.a

C. CD146+ Kok Hiicre + S.a  Deseliilerize Matriks + S.a

Sekil 4.15. CD146+ kok hiicreli ve deseliilerize gruplar {izerinde P. aeruginosa ve S.
aureus tarafindan olusturulan biyofilmlerin taramali elektron mikroskobu
goriintiileri. A) CDI146+ kok hiicreli kontrol ve deseliilerize kontrol
gruplari, B) P.a: P. aeruginosa, C) S.a: S. aureus. Scale bar = 1000x,
10.000x.
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5. TARTISMA

Bu tez ¢alismasi kapsaminda, insan gobek kordon veni CD146+ kok hiicreleri
kullanilarak bu hiicrelerin ve onlardan elde edilen EMP’ lerinin in vitro biyofilm
olusumuna katkilart ve CDI146+ kok hiicrelerin antimikrobiyal aktiviteleri
degerlendirildi. Ik olarak PGM ile Kkiiltiire edilen CD146+ k&k hiicrelerinde
gozlemledigimiz biiyiik fibroblast benzeri hiicre goriiniimiiniin, yapilan diger
calismalardaki morfolojik goriiniime benzer oldugu goriildii [153, 202]. Literatiirde ve
yapilan ¢aligmalarda da belirtildigi gibi [194], bu hiicrelerin perisit hiicrelerine 6zgii
hiicre yiizey belirteci olan CD146’ y1 ve CD105’ i yiiksek oranda ifade ettikleri
gozlemlendi. Bu hiicrelerin, adipojenik ve osteojenik farklilasma kapasitelerinin
degerlendirilmesi amaciyla yapilan boyamalar sonucunda; kontrol gruplarina kiyasla
adipojenik farklilasma gruplarinda yag damlaciklarinin olustugu, ancak osteojenik
farklilagsma gruplarinda kalsiyum kristalleri olusumunun ¢ok az oldugu gézlemlendi.
Benzer sonucu ekibimiz yaptig1 diger ¢alismalar ve makalelerde de sunmustur [194,
203]. Bulgularimizla paralel ¢aligmalar olsa da, perisit hiicrelerinin osteojenik
farklilasma kapasitesinin oldugunu gésteren ¢alisma sonuglari da bulunmaktadir [153,
202, 204]. Bulgulardaki bu farkliliklar, perivaskiiler hiicrelerin izole edilme
yontemleri, hiicre kiiltiir kosullart ve ¢esitli dis faktorlere bagl olarak ortaya ¢ikiyor
olabilmektedir [205-207].

Deseliilerizasyon isleminde amagc; ekstraseliller matriks yapisinda bulunan
kollajen, elastin, fibronektin, GAG gibi dogal bilesenlerin korunarak hiicre yapisinin
ve kalintilarinin ortamdan uzaklagtirilmasidir. Literatiirde deseliilerizasyon islemi ve
karakterizasyonu ile 1ilgili c¢esitli calismalar bulunmaktadir. Bu tez c¢alismasi
kapsaminda gerekli literatiir incelemeleri yapilarak CD146+ kok hiicrelerin
deseliilerizasyonu igin ii¢ farkli protokol denendi. flk olarak; 2x102 M amonyum
hidroksit ile 10 dakika muamele edildi ve 120 kU/mL DNaz-1 ile inkiibe edildi. Ikinci
yontem olarak; %0,5 triton X-100 ve 20 mM amonyum hidroksit ve ardindan 180
U/mL DNaz-1 kullanildi. Literatiirden derlenen bu protokoller sonucunda deseliilerize
matriks eldesinin beklenen diizeyde olmamasi (Datalar gosterilmemistir) iizerine
ticlincii ve son olarak uygulanan protokol ile deseliilerize matriks yapisi elde edilmis
oldu. Bu protokolde, CD146+ kok hiicrelerinin deseliilerizasyon islemi igin, 2x102 M

amonyum hidroksit ve %0,5 triton X-100 karisimindan olusan bir muamele sonrasinda
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180 U/mL DNaz-1 ilave edilerek islem gergeklestirildi. Uyguladigimiz
deseliilerizasyon protokoliine benzer olarak Brown ve arkadaslarinin perisit hiicreleri
ile yaptiklar1 bir ¢alismada [13], 10 mM amonyum hidroksit ve %0,5 triton X-100 ile
muamele ettikten sonra 180 U/mL DNaz-1 ile 30 dakika 37°C' de inkiibe etmislerdir.
Elde ettikleri EMP’ nin karakterizasyonu i¢in, LC/MS-MS analizi, ve immunoblotting
analizlerini yapmuslardir [13]. Yapilan bir baska ¢alismada ise, hiicreler 2x102 M
amonyum hidroksit ile 10 dakika bir ¢alkaliyicida muamele edilmis, ardindan 3 kez
soguk PBS ile yikanarak DNaz-1 ile 30 dakika 37°C' de inkiibe edilmistir [208]. EMP
karakterizasyonu i¢in ise, taramali elektron mikroskobu analizi, western blot analizi,
Masson-Trikrom ve picrosirius red histolojik boyamasi1 yapmislardir [208]. Scherzer
ve arkadaglarinin yaptig1 bir diger ¢alismada, fibroblast hiicreleri PBS ile yikandiktan
sonra 50 mM amonyum hidroksit ve %0,05 triton ile oda sicakliginda 2 dakika bekletip
3 kez PBS ile yikanmis ardindan 20 U/mL DNaz-1 ile 37°C' de 1 saat inkiibe
etmiglerdir [209]. DAPI boyamasi ve western blot ile EMP karakterizasyonunu
gerceklestirmislerdir. Bu tez ¢alismasinda ise, yapilan diger calismalara benzer olarak
EMP karakterizasyonu i¢in, nLC/MS-MS analizi, Masson-Trikrom histolojik boyama
ve DAPI immiinfloresan boyamasi yapildi. Verilen literatiirlere benzer sekilde,
Masson-Trikrom boyamasi sonucu, hiicre yapisinin uzaklagtigi ancak hiicrelerin
sentezlemis oldugu ags1 yapidaki ekstraseliiler matriks yapisinin varligir gozlendi.
EMP, hiicresel siirecler (¢ogalma, farklilasma, migrasyon), hiicreler arasi etkilesim,
yapisal-mekanik destek saglama gibi konularda 6nemli gorevleri olan, hiicrelere ii¢
boyutlu bir ortam olusturan agsi bir yapidadir [210]. Bu tez galismasinda, 1s1k
mikroskobu ile yapilan morfolojik goriintiilemede, kontrol grubuna goére deseliilerize
grupta hiicre yapisi uzaklastirilmis (DAPI boyama sonucuna gore) ve bahsedilen agsi
EMP yapis1 (Masson-Trikrom boyama sonucuna gore) net bir sekilde goziikmektedir.

Deseliilerize matriks yapisindaki proteinleri belirlemek i¢in yapilan nLC/MS-
MS analizi sonucunda, literatiirde verilen ekstraseliller matriks proteinlerinden
kollajenler, glikoproteinler, proteoglikanlar ve g¢esitli biiyiime faktorleri bu tez
caligmasinda da tespit edildi. Tespit ettigimiz deseliilerize matriks proteinleri ile
benzer sonuglarin elde edildigi bir ¢alismada [211], ekstraseliiler matriksin ana
bilesenlerinden biri olan kollajen tiplerinden kollajen tip I, III, IV, V, VI, XII” ye ek
olarak bu tez ¢aligmasinda kollajen tip XVI ve XVIII bulunmustur. Ekstraseliiler
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matriks yapisinda bulunan kollajen, anjiyojenik 6zellikte olup hiicre adezyonunun
saglanmasinda 6nemli gorevleri vardir [211, 212]. Brown ve arkadaslarinin [211]
tespit ettigi glikoproteinlerden; fibronektin (%68), fibrillin (%49), tenaskin (%53),
fibulin, periostin, vitronektin, laminine ek olarak hiicre iskeletinin Gnemli
bilesenlerinden biri olan vimentin (%93), nidojen, von Willebrand Faktor A,
kaldesmon, ekstraseliiler matriks proteini I, fibrinojen bu tez ¢aligmasinda bulundu.
Brown ve arkadaslarinin [211] yaptig1 ¢alismayla benzer sekilde proteoglikan olarak;
versikan, biglikan, bazal membrana 6zgii heparan siilfat (%49) tespit edildi. Ayni
zamanda, biliylime faktorii beta kaynakli protein 1g-h3, biiylime farklilasma faktorii
XV, insiilin benzeri biiyiime faktorii II, transforme edici biiyiime faktorii beta I,
epidermal biiylimek faktorii protein VII, fibroblast biiylime faktori 11, insiilin benzeri
biiylime faktérii mRNA-baglayici protein Il bulundu. nLC/MS-MS analizi
sonucunda, deseliilerizasyon isleminin basariyla gergeklestirilerek hiicrelerin
uzaklastirildigi ayn1 zamanda CD146+ kok hiicrelerin sekrete ettikleri ekstraseliiler
matriks proteinlerinin zarar gérmedigi tespit edildi. Elde ettigimiz bu veriler yapilan
benzer ¢alismalar ile desteklendi.

CD146+ kok hiicrelerin biyofilm olusumuna katkisini degerlendirmek adina bu
hiicreler, yaralardan siklikla izole edilen P. aeruginosa ve S. aureus bakterileri ile
birlikte ko-kiiltiirlere edilerek WST-1, Annexin V/PI ve kristal viyole boyalar ile
boyandi. WST-1 sonuglarina gore, CD146+ kok hiicreler + bakterilerin ko-kiiltiire
edildigi grupta, kontrol hiicre ve kontrol bakteri gruplara kiyasla daha yiiksek bir
proliferasyon gozlemlendi. Bu da bize, hiicre ve bakteri birlikteliginden her iki
tarafinda negatif yonde etkilenmedigini géstermektedir. Hiicreli ve deseliilerize edilen
gruplarda yapilan kristal viyole boyamasi sonucunda, hiicreli gruplarda hiicrelere
tutunmus halde bulunan P. aeruginosa ve S. aureus bakteri yapilar1 kiigiik hiicre
kiimeleri seklinde goriildii. Deseliilerize gruplarda ise bu bakteriyel hiicre kiimeleri
nerdeyse hi¢ goriilmemis olup, calisma sonuglarimiz bize deseliilerize gruplarin
bakteriyel tutunma igin uygun yiizey kosullar1 saglamadigini diisiindiirmektedir.
CD146+ kok hiicrelerin sekrete ettikleri biyomolekiillerin P. aeruginosa ve S. aureus’
a karg1 antimikrobiyal aktivitelerini degerlendirmek amaciyla her ti¢ farkli grup i¢in,
kiltirtin birinci ve yedinci giinlerinde alinan besiyerleri disk difiizyon testi ile

karsilagtirildi. Kiiltiirtin birinci ve yedinci giinlerinde alinan besiyerlerinin, P.
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aeruginosa iizerinde inhibisyon ¢aplari bakimindan herhangi bir fark gézlenmedi ve
antimikrobiyal bir etkileri olmadig1 bulundu. S. aureus i¢in ise, kontrol grubunda 11
mm ve kiltiiriin yedinci giiniinde alinan kiiltiir besiyerinde inhibisyon ¢ap1 13 mm
olarak ol¢iildii. Aradaki bu fark anlamli bir farklilik ifade etmemekle birlikte kontrol
grubunda dahi olusan inhibisyon c¢aplarinin penisilin/streptomisin igeren kiiltiir
besiyerinden kaynakladigi diisiiniilmektedir. Dolayisiyla tasarlanmis deney
kosullarinda, hiicre sekresyonlarinin S. aureus ve P. aeruginosa iizerine herhangi bir
antimikrobiyal aktivite gostermedigi bulunmustur. Sutton ve arkadaslarinin [10]
yaptig1 bir ¢alismada, MKH” ler tarafindan iretilen biyomolekiillerin P. aeruginosa,
S. aureus ve Streptococcus pneumoniae bakteri kolonilerini azalttigt ve MKH
slipernatanlarinin antimikrobiyal ozelliklerinin bu bakterilerin neden oldugu
enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilan antibiyotiklerin etkinligini arttirabilecegi
onerilmistir [10]. Ancak ayni ¢alismada, siipernatanin antimikrobiyal etkisinin farkl
bakterilerin kullanilmasina bagli olarak degiskenlik gosterebilecegi de belirtilmektedir
[10]. MKH’ nin ortama salgiladigi LL-37 araciligiyla bakteri hiicre duvarinda olusan
bozulmalarin, antibakteriyel maddelere daha duyarli hale gelmesine yol agarak farkli
bakteriler lizerinde farkli antimikrobiyal etkiler olusturabilecegi literatlirde yapilan
caligmalar ile belirtilmektedir [146, 213]. Antimikrobiyal etkinin mikroorganizmalarin
Gram (+) velveya Gram (-) olusuna, MKH ve LL-37’ nin etkinligine bagl olarak
degiskenlik gosterebilecegi rapor edilmistir [10, 211]. Ayrica bu antimikrobiyal
etkinin, MKH” lerin kiiltiir kosullarina, farkli dondr ve bakteri tiiriine gére degiskenlik
gosterebilecegi yapilan ¢alismalar ile gosterilmektedir [10]. Calismamizda, CD146+
kok hiicre conditioned medyumlarin (hiicreler tarafindan besiyeri ortamina salinan
faktorler ile besiyeri bileseni), P. aeruginosa ve S. aureus iizerinde antimikrobiyal
etkilerinin gdzlenmemesi yukarida bahsedilen farkli deney kosullarindan
kaynaklanabilecegini diisiindiirmektedir.

Biyofilm olusumunun ilk asamasinda adezin proteinleri ile hiicrelerin ylizeye
tutunmasini saglamakta sonrasinda da ekstraseliiler matriks sentezleyerek olgun
biyofilmleri olusturmaktadir. Ekzopolisakkaritler, hiicre digina ve hiicre ylizeyine
baglanan proteinler/adezinler ve ekstraseliller matriks DNA’ sindan olusan
ekstraseliiler matriks, biyofilm kuru agirliginin %90’ nin1 olusturmaktadir [214]. Bu

ekstraseliiler matriks bilesenleri ortamda bulunma yogunluklarina ve biyofilm
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ortamina bagl olarak farklilik gosterebilir [214, 215]. Calismamizda akiskan modelde
olusturulan P. aeruginosa (p<0,05) ve S. aureus (p>0,05) i¢in biyofilm sonug¢larimizda
hiicreli ile deseliilerize ortam arasindaki gézlemledigimiz biyofilm hiicre sayilarindaki
farkliliklar yukarida bahsedilen faktorlerden kaynaklanabilir [214, 215]. Biyofilm
olusumu esnasindaki asidik pH ve pozitif yiikli proteinler, ekstraseliiler DNA ve
negatif yiiklii teikoik asit ve fosfolipitler arasinda elektrostatik etkilesim olusturarak
hiicrelerin yapismasini destekler [216, 217]. Bu gii¢lii elektrostatik etkilesim, S.
aureus’ un yiizeylere daha siki baglanmasimi saglayarak olgun biyofilmlerin
olusmasini destekler. S. aureus’ un farkli yilizeylere tutunmasmin altinda yatan
mekanizma/mekanizmalarin  aydinlatilmasinin = S.  aureus kaynakli yaralarin
tedavisinde yol gosterici olacag: diistiniilmektedir.

Riis ve arkadaslarinin yaptigi bir ¢alismada [218], adipoz kokenli kok hiicreler
deseliilerize edilmis ve ekstraseliiler matriks bilesenlerinin korunarak basarili bir
sekilde hiicresel bilesenlerin uzaklastirildigi bildirilmistir. Deseliilerize matriks
karakterizasyonu i¢in, immiinboyama, proteom analizi ve ekstraseliiler matriks ile
iligkili genlerin transkripsiyonel aktivitesine bakilmigtir [218]. Deseliilerize
ekstraseliiler matriksin, fibroblast ve endotel hiicrelerinin gelismesini destekledigi, bu
deseliilerize matriks yapilarinin yara iyilesmesi siireclerinde ve potansiyel bir
biyomateryal olabilecegini onermislerdir [218]. Choi ve arkadaglarinin yaptigi bir
diger ¢alismada [219], insan plasentasindan elde edilen hiicreler, SDS ve niikleazlar
kullanilarak deseliilerize edilmis ve ekstraseliiler matriks yapisinda bulunan biiyiime
faktorleri ve sitokinlerin korundugu bildirilmistir. Elde edilen deseliilerize matriks
yapist, sigan yara modeline in vivo olarak implante edilmis ve deseliilerize matriks ile
tedavi edilen grubun kontrol grubuna gore 28 giinliik iyilesme siiresince yara bolgesini
koruyarak iyi bir yapisma ve iyilesme ortami sagladigini bildirmislerdir [219].
Deseliilerize matrikslerin klinikte kullanilmasina yonelik yapilan bir ¢alismada [220],
cift katmanl deri esdegerleri (SASS) ve deseliilerize edilmis dermal matriksin (SASS-
DM) entegrasyonu hayvan yara modelinde degerlendirilmistir. Insan derisine gok
benzer olan SASS’ ler farklilagmis epidermis tabakasinin bazal katmaninda bulunan
epitel kok hiicrelerin korunmasini saglamakla birlikte iiretimi uzun zaman almaktadir.
Bu nedenle iiretimi daha hizli olan SASS-DM adi verilen keratinosit ve fibroblastlarin

tizerinde gelistirilebildigi bir yap1 gelistirilmistir. Bu iki deri esdegerinin, hiicresel
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farklilagmalari, histolojik durumlar1 ve entegrasyonu farelere aktarildiktan alt1 hafta
sonra yesil floresan proteini ve in vivo goriintiileme sistemi ile kontrol edilmistir [220].
Calisma sonunda Cloutier ve arkadaslar1 [220] , klinikte siklikla kullanilan SASS’ ler
ile SASS-DM’ lerin ii¢ boyutlu yapisinin birbirinize benzer oldugu ve boylece
deseliilerize matrikslerin yara tedavilerinde umut veren bir deri alternatifi oldugunu,
diger deri esdegerlerine gore iiretiminin daha kisa siireli olmasindan dolayr klinikte
hizli uygulanmas1 bakimindan avantajlar1 oldugunu bildirmislerdir. KI kaynakli
MKH?’ ler ile denatiire aseliiler dermal matriks (DADM) birlikteliginin derin yaniklar
icin iyi bir tedavi alternatifi olabilecegini test etmek icin yapilan bir calismada, DADM
tizerinde MKH’ ler gelistirilerek farelerin kutandz yaralarina implant edilmis ve bu
deri es degerinin deri rejenerasyonu tizerine etkisi degerlendirilmistir [221]. Histolojik
boyama, hiicre canlilig1 analizi ve taramali elektron mikroskobu analizi sonuglarina
gore, MKH’ lerin canliliklarini korudugu DADM-MKH deri es degerinin anjiyogenez
ve epitelizasyonu arttirarak yara iyilesmesini destekledigi goriilmiistiir [221]. Qi ve
arkadaglar1 c¢alisma sonunda [221], DADM-MKH derin yaniklarin tedavilerinde
kullanilabilecek alternatif bir tedavi araci olabilecegini onermislerdir.

El Masry ve arkadaslarinin [15] yaptig1 bir ¢alismada, sigan yara modelinde
deseliilerize perikardiyal kollajen matriks iizerine P. aeruginosa ve S. aureus
enfeksiyon modelinde uygulanmis olup kontrol gruplarina kiyasla yara iyilesmesi
degerlendirilmistir [15]. Deseliilerize gruplarda P. aeruginosa ve S. aureus hiicre
cogalmasi engellenmis ve yaranin tamamen kapandig1 gézlenmistir. Calisma sonunda,
deseliilerize matrikslerin yara iyilesmesini destekleyen bir yap1 sagladigi ve klinikte
kullanilabilecegi Onerilmistir [15]. Suhaeri ve arkadaslar1 [16] tarafindan yapilan
caligmada, insan akciger fibroblast kaynakli hiicrelerin deseliilerize edilmesi ile elde
edilen ekstraseliiler matriks ile antibakteriyel bir ajanin birlikteliginden olusan yara
yamasi iretilmeye c¢alisilmis ve bu yap1 hayvan modeli {izerinde degerlendirilmistir.
Sonug olarak, deseliilerize matriksin hiicre gociinii destekledigi ve hiicrelerle siki
baglantilar kurarak enfekte yaralarin tedavisinde umut verebilecek bir aday oldugu
Onerilmistir [16].

Hiicreli ve deseliilerize gruplar icin, P. aeruginosa ve S. aureus biyofilm hiicre
sayilarinda fark gézlenmis olup bu farkin altinda yatan mekanizma ¢alismamizda gen

diizeyinde incelenmistir. Bu amagla P. aeruginosa ve S. aureus’ un biyofilm ile iligkili
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bilinen genlerinin ekspresyon seviyeleri kantitatif PZR analizi ile belirlenmistir. P.
aeruginosa i¢in biyofilm olusumunun ilk asamasi olan tutunma basamagi ile iligkili
genlerden rhIR ve lasR’ nin mMRNA seviyelerinde anlamli azalim gézlenmis olup bu
azalim Dbiyofilm hiicre sayimindan elde ettigimiz sonuglar ile de tutarlilik
gostermektedir. P. aeruginosa ile ilgili diger genlerin seviyesinde anlamli bir
degisiklik gdozlemlenmemistir. S. aureus i¢in ise, tutunma basamagi ile iligkili olan ica
(A-D ve R) genlerinin mRNA ekspresyon seviyeleri hiicreli gruba kiyasla deseliilerize
edilen grupta daha fazla oranda istatistiksel anlamda artis gdstermistir (p<0,05).
Sonuglarimiz deseliilerize ortamin S. aureus’ un tutunmasina daha elverisli bir ortam
yarattigini diisiindiirmektedir. PZR yontemi ile edilen ica genlerinin hepsi tutunma ile
ilgili olmalarina ragmen biyofilm sayim sonuglarinda bu bulgularla paralel bir anlamli
bir artis gbézlenmemistir. S. aureus biyofilm olusumunun ilk asamasinda adezin
proteinleri ile hiicrelerin yiizeye tutunmasini saglamakta sonrasinda da ekstraseliiler

matriks sentezleyerek olgun biyofilmleri olusturmaktadir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu tez calismast kapsaminda, insan gobek kordonundan elde edilen,
antimikrobiyal etkiye sahip olabilecek CD146+ kok hiicreler ve bu hiicrelerden elde
edilen ekstraseliiler matriks proteinleri in vitro akiskan biyofilm modellerinde
degerlendirildi. MKH atasi olarak kabul edilen CD146+ kok hiicrelerinin
antimikrobiyal etkileri disk difiizyon testi ile degerlendirilerek, MKH’ lerin aksine bu
hiicrelerin tez kapsaminda tasarlanmis olan deney kosullarinda herhangi bir
antimikrobiyal etkilerinin olmadigi gozlemlendi. Ayni1 zamanda, CD146+ kok
hiicrelerin deseliilerizasyonu ile ilgili ¢esitli yontemler bu tez kapsaminda denendi ve
en uygun yontem bulunarak CD146+ kok hiicrelerin basarili bir sekilde
deseliilerizasyonu saglandi. Yaralardan siklikla izole edilen S. aureus ve P. aeruginosa
bakterilerinin laboratuvar suslari, deseliilerize yapi ile hiicreli yapi tizerinde damlamali
akis reaktor sistemi kullanilarak kiiltiirlendi ve biyofilm hiicre sayilar karsilagtirild.
P. aeruginosa’ nin biyofilm hiicre sayis1 deseliilerize gruplarda hiicreli gruplara
kiyasla azalim gosterdi. Calismamizda elde edilen deseliilerize matriks yapisinin, in
vitro ortamda P. aeruginosa iiremesini azaltmasi ilerde yapilabilecek detayli
caligmalar sonrasinda bu yapinin yara yamasi olarak kullanilabilecegi Onerisini
sunmaktadir. Ayn1 durum S. aureus icin gozlenmemis olup, deseliilerize matriks
yapisinin etkisinin bakteriyel tiire bagl olarak degiskenlik gdsterebilecegini ortaya
koymaktadir. Aym1 zamanda deseliilerize gruplar iizerinde klinik yara suslar
kullanilarak yapilabilecek hayvan deneyleri ile klinikte kullanima yonelik 6n

calismalar hizlandirilabilir.
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