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Onsoz
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Ozet

Fare Embriyonik Kok Hiicrelerinin Hiicreler Aras1t Madde Yogunlugunun

Degistirilerek Farkhlastirilma Siireclerinin Arastirilmasi

Doku formunu olusturan hiicresel bilesenlerin siirekliligi ve 6zellesmesi hem
yetiskin hem de gelismekte olan organizmalarda 6nemli iglemlerdir. Pluripotent
embriyonik kok hiicreler, primitif organizmanin i¢ hiicre kiitlesinden elde edilir. Bu
hiicrelerin farklilasmasi kademeli olarak gerceklesir ve hiicrelerin pluripotent
ozellikleri giderek azalir. Hiicreler, hem hiicre i¢i hem de hiicre dis1 sinyalleri siirekli
olarak alirlar, boylelikle i¢c metabolik aktivitelerini diizenlerler. Nis, kok hiicrelerin
farklilasmanin en 6nemli belirleyicilerinden biri olarak bilinir ve in vitro kosullarda in
Vvivo ekstra seliiler matriks (ESM) modelini taklit etmek i¢in kullanilan bir¢ok hidrojel
vardir. En yaygin olarak kullanilan hidrojellerden biri matrijeldir. Bununla birlikte,
kok hiicrenin farklilagsma kapasitesi i¢in matrijelin katkist ve bu hidrojelin protein
konsantrasyonu hakkinda literatiirde smirli bilgi vardir. Farklilasmayr molekiiler
seviyede tespit etmek ve ayirt etmek igin, evre-spesifik embriyonik antijen 1 (stage
specific embryonic antigen 1=SSEA-1) ve Octamer-Binding Transcription Factor %
(Oct3/4) olarak adlandirilan embriyonik kok hiicre belirtegleri kullanilir. SSEA-1
belirteci, diferansiye olmamis fare embriyonik kok hiicre (fEKH) tanimlamasinda
kullanilir. Osteopontin (OPN = SPP1), farklilasmada osteojenik belirte¢lerden biridir
ve osteoblastik hiicrelerde eksprese edildigi bilinmektedir. Caligmamizda, hiicre
dongiisii ve immiinofloresan (IF) boyamalar araciligiyla fEKH kapasitesi ve
farklilasma kabiliyeti manipiile edilerek siirecin gelistirmesi amaglandi. Ug farkli
konsantrasyon (2, 4, 6 mg/ml) ve ii¢ zaman noktasina odaklanildi (giin 1, 3, 6). Kok
hiicre kimligini ve osteoblastik farklilasmay1 gézlemlemek i¢in sirayla SSEA-1 ve
OPN proteinlerine 6zel boyamalar yapildi. fEKH’lerin kok hiicre 6zelliklerinin, hiicre
dongiistii ve IF ile gosterilen ekstraseliiler matriks protein konsantrasyonuna bagh
olarak degistigi sonucuna varildi. Gelecekteki ¢aligmalarda, in vitro olarak kok hiicre
farklilasmasindaki ilerlemeler ile rejeneratif tip alaninda hiicre-doku bazinda
replasman altyapisi saglanacaktir. Dahasi, ekstraseliiler matriks ile fEKH etkilesimleri,
ortak sinyal yollar1 kullandiklari i¢in karsinogenez, epitelyal mezenkimal gegis (EMT)

ve fibrotik bag doku kokenli mekanizmalari da aydinlatabilir.



Anahtar Kelimeler: Fare Embriyonik K6k Hiicresi; Matrijel; Bazal Membran;

Diferansiyasyon; Hiicre Dongiisii



Abstract

Investigation of The Differentiation Course of Mouse Embryonic Stem Cell

Depending on The Extracelular Matrix Concentration

Maintenance and specification of the cellular components with constitution of
the tissue form are important processes in both in the adult and developing organisms
Pluripotent embryonic stem cells are obtained from the inner cell mass. Differentiation
of embryonic stem cells gradually occurs and pluripotency of the cells progressively
decreases. Cells continuously receive both intracellular and extracellular signals, in
this way, regulate the inner metabolic activity. Niche of the stem cells are known to be
one of the most important determinants for the differentiation and there are several
hydrogels used for mimicking the extracellular matrix (ECM) pattern in vivo in in vitro
conditions. One of the most widely used hydrogels is matrigel. However, there is
limited knowledge about the additive effect of the matrigel and its protein
concentration for differentiation capacity of the stem cell. To detect and distinguish
differentiation at molecular level, there are several embryonic stem cell markers as
stage-specific embryonic antigen 1 (SSEA-1) and Oct3/4. SSEA-1 markers are used
in the mouse undifferentiated embryonic stem cell identification. OPN is one of the
osteogenic markers in differentiation, and known to be expressed in osteoblastic cells.
Our study aimed to improve our ability to manipulate the mouse Embryonic Stem Cell
(mESC) capacity and differentiation capability via cell cycle, immunofluorescence
(IF). We selected three different concentrations (2, 4, 6 mg/ml) and focused on three
time points (day 1, 3, 6). To observe stem cell identity and osteoblastic differentiation,
we stained SSEA-1 and osteopontin (OPN=SPP1), respectively. We concluded that
the characteristics of the mESCs vary due to ECM protein concentration, shown by
cell cycle and IF. In future studies, improvement the knowledge about stem cell
differentiation in vitro will be the groundwork of the cell-tissue replacement in the
field of regenerative medicine. Moreover, mESC interactions with ECM may shed
light upon the carcinogenesis, epithelial mesenchymal transition (EMT) and fibrotic

connective tissue based mechanisms, since they use common signaling pathways.

Key Words: Mouse Embryonic Stem Cell; Matrigel; Basement Membrane;

Differentiation; Cell Cycle
iii



Icindekiler

(@75 TR I
ADSTIFACT .. ii
TADIOIAT LESTESE. ...ttt vii
NS (S o B ) TP PRSPPI IX
GFATIKIEE LISTEST ....ivviueieeie sttt Xiii
Simgeler ve Kisaltmalar LiSteSi .......cccvviviriiiiiieiieiiie e Xiv
1510 5115 TSP TST 1
€ 12 13T 1
BOLUM L.ttt 3
2. GENEL BILGILER ....c..cotiitiiiiiiiiteieeiei i 3
2.1. Genel Kavramlariyla Embriyoloji......c.eeeicciieeieiiiee et 3
2.2. [0 0] o] 1Y/o] Lo 11 6 =T oSSR 3
2.3. Kok Hicre Tanimi ve Ortaya CIKISI ..ueeeiecveeeeeiieeeeeiieeeceiieeeeereeeesevte e e ssveeesssaveeas 7
2.4, Epitelyal ve Mezenkimal Gegis (EMT) ve Farkhlasma .........ccccoceeeeeiieeeeciieeeennen. 9
2.5. EMbriyonik BElIrtECIEN......veee e ettt 11
2.5.1. Embriyonik Kok Hiicre Belirtegleri ......ocuveeeiciieiiiiiieeeccieee e 11
2.5.2. Embriyonik Kok Hiicre Calismalart .......ccueeeevciieeiiiiiieeceec e 13

2.6. Mezenkimal Kok Hiicre ve Belirtegleri........ooucuveeeeeciieeeeiiee et 14
2.6.1. Mezenkimal KOk HUCre Taniml .o...ooeeeieeieeneeniene et 14
2.6.2. Mezenkimal Kok Hiicre Belirtegleri.....ccoouveeeiieccciieeeeee e, 14
2.6.3. Mezenkimal Kok Hiicre Calismalari.......c..eeevciveeiiiiieeeciieee e 15

2.7. OSTEOPONTIN oo 16
2.8. HUcre DONGUSU EVIEIEIT coveeeiieeeee ettt e e e e e e eee s 17
2.8.1. Kok hiicrelerde hiicre dONGUSU .....ccecevvviiieeee e 17

2.9. HUcreler Arasi Madde ........oceeviiiiiiiieeeeeeesee e e e 20



2.9.1. Hicreler Arasi Maddenin Tanimi ve Bag Dokusu ile iliskilendirilmesi........... 20

2.9.2. Y N Y I = 1V -T2 0 DO 21
2.9.3. Deneysel Hidrojeller ve in vivo uygulamalar.........cccceecveeiiiiieeecccieee e, 22
110 511 5 (OSSO 31
3. GEIEC V& YOMEEIM Loutiiiiiiiiieiie sttt sttt sttt sttt ettt et e bt esee et eesbeeennee e 31
3.1. (DL a1V CT (U] - o USRI 31
3.2. HUCIE KUIEUPU .ottt e e e 31
3.3. Huicre Besi Yeri Hazirlama ......ooeoeeeeiieieeeeeseeeeeeeeee et 31
3.4. [ LU0 30X o o - T TSSO T TR 32
3.5. HUCIE DONAUIMIA. cciiiiiiiiieiie ettt ettt et sttt e sab e s sat e st e s beeesareesneeesares 33
3.6. HUcrelerin Pasajlanmash........eeecieciieeeieiieeeeciieeeesiree et e e s sire e e s ssareee s ssveeeeeeanes 33
3.7. Hicre Sayisinin ve Canliliginin Belirlenmesi........coccvieeieciiieiecieeecccieee e 35
3.8. Hucrelerin Faz-Kontrast GOrintllenmesi ......ccccceevervieeiieeneeneenieeieeee e 36
3.9. Hucreler Arast Maddenin Hazirlanmasi .........cooeeeieiiiiniieeneeniceicec e 37
3.10. Fosfat Tamponlu Salin / Fosfat dengeleme Soltisyonu (PBS) Hazirlanmasi....... 37
3.11. Matrijelin AIKOtIaNMasT......coociiiiiiiiee e e 37
3.12. Matrijel ile Ylzey Kaplamas! ......ccocciieeiciiiiieeccieee ettt e e et e e e 38
3.13. Hicrelerin Matrijel Kaplanmis Yizeye Ekilme SUreci.....ccccceeecveeeieciieeccciieeeens 40
3.14. Fare embriyonik kok hiicrelerin imminofloresan ¢alismasinda sabitlenmesi igin
paraformaldehit sollsyonunun hazirlanmas ......c..eeevecieeiiciie e, 43
3.15. Fare embriyonik kok hiicrelerin hiicre donglsi analizi ¢calismasinda
sabitlenmesi/tespitlenmesi igin %70’lik etanol soliisyonunun hazirlanmasi..................... 43
3.16. KUullanilan YONtEMIEr ......coouei e e 43
3.16.1.  IMMUNOFlIOresan BOYamMa......cccevivieeuiiereeeteeeereeeeseeeese et etee e s s e reens 43
3.16.2. imminofloresan Boyamalarin GOrintilenmesi.........cceeveveveveeeveeevesverennan. 45
3.16.3.  Hucre DONGUSU ANALIZi ..veeeeeeeeeciiieeee et 45
3.17. ANALIZIET e 46



3.17.1. imminofloresan boyama analizleri ........c.cccceeveeveeeeveeeeeeeeeceee e 46

3.17.2.  Hiicre DONGUSU @N@liZiueecccueeeeieiiee ettt et 47
BOLUM IV .ottt ettt 49
4. BULGULAR. ...ttt ne e 49

4.1. Faz-Kontrast GOruntllemeler ..o 49
4.2. immiinofloresan GOrUNTUIEMEIET ..........cevriiiriririrre e 57
4.3. HUCEE DONGUSTU . e s e s s e e s e s e e e e e s e e e e e e e e e e e e e e e e e e e nennnns 61
BOLUM V .. 70
0. TARTISMA ...t be e eeaneeas 70
BOLUM V1 ..ottt 73
6. SONUC VE ONERILER ........cocootiiiieiieteteiseseesisisies st es s en s 73
BOLUM VIL..cooiiiiiiiiistieiis ettt 74
7. KAYNAKLAR Lot 74
BOLUM VIIL ..ottt -1-
8. EKLER. .. e -1-
8.1. Koloni yapilari igin Uygulanan istatistik Tablolar .........ccccceveeieeeevciicninenns -1-

8.1.1.  TanimlayiCl IStatiStiKIEr .......ooeieviieeeieieeeteecteee et -1-

8.1.2. istatistiksel Alan Karsilastirmast........cceeeverierereeeereeeeeeeeeeee e -3-

8.1.3. istatistiksel Cevre Karsilastirmasi.......c.coeeveuievereeeeiseieeeeeeee et -5-

8.1.4. istatistiksel En-Boy Orani Karsiastirmas!..........cceeeeeveeeeeeeiieceeeeeseeeneeenans -7-

8.1.5. istatistiksel Yuvarlaklik Karsilastirmast.......ccevevereeveeeeeeeieeeeeeeeeereeeevenens -8-
1210 3101, 5 GO -9-
0. OZGECMIS oottt sttt ettt s s s s st s ettt st sesesens -9-

Vi



Tablolar Listesi
Tablo 1: Siklin ve siklin bagimli kinazlar ile hiicre i¢indeki fonksiyonlar1 (78) ....... 19
Tablo 2: Matrijel igerigindeki bazal membran bilesenleri (91) ......ccccevvviviiiiiiinenne, 26
Tablo 3: Bazal membran uygulanan hiicre ve dokularin farklilagmasi (91) .............. 27

Tablo 4: Matrijel ve Kartrijel ile bazal membranda ¢ogunlukla bulunan kolajen tip I
proteini ile laminin I glikoproteinin tabaka yiizeyinde, biyoreaktérde ve in vivo

tiimor icersinde farklilagsma kapasitesi (100) .........cccvrverieiiiiiieiieieseseee e 29
Tablo 5: Deney gruplari. HD: hiicre dongiisii, I[F: immiinofloresan boyama............ 31

Tablo 6: Hiicre analizatdr cihazi ile hiicre sayimi ile hemositometre ve goriintiileme

ile yapilan sayim Kargilagtirmast ........c.ceeovrreiieiineiicsi e 36
Tablo 7: Matrijel Kartsim tabloSU.........c.cooviiiiiiiiiiiiicissee e 40
Tablo 8: Deney agamalarinda kullanilan kimyasallar............ccccooeiiiiiniinicniicnn. 47
Tablo 9: Deney agamalarinda kullanilan cithazlar ..., 48

Tablo 10: 3. giinde 4 mg/ml matrijel izerinde fEKH’lerinin koloni yapilar1 i¢in

yapilan tanimlayici istatistikler (Alan, ¢cevresi en-boy orani ve yuvarlaklik)......... -1-

Tablo 11: 3. giinde 6 mg/ml matrijel tizerinde fEKH’lerinin koloni yapilar1 i¢in

yapilan tanimlayici istatistikler (Alan, ¢cevresi en-boy orani ve yuvarlaklik)......... -2-

Tablo 12: 6. giinde 4 mg/ml matrijel tizerinde fEKH’lerinin koloni yapilar1 i¢in

yapilan tanimlayici istatistikler (Alan, ¢evresi en-boy orani ve yuvarlaklik)......... -2-

Tablo 13: 6. giinde 6 mg/ml matrijel iizerinde fEKH’lerinin koloni yapilari i¢in

yapilan tanimlayici istatistikler (Alan, ¢evresi en-boy orani ve yuvarlaklik)......... -2-
Tablo 14: Alan degerleri i¢in karsilagtirmali F-teSt .........cccooveiviiiniiiiiee, -3-
Tablo 15: Alan degerleri i¢in karsilagtirmali t-t€St ........cccovvieiiiiiiie, -4 -
Tablo 16: Cevre degerleri i¢in karsilagtirmali F-teSt.........coooevviiiiiiiiieen, -5-



Tablo 17: Cevre degerleri igin karsilagtirmalt t-t€St...........cccovrviiiiiiiieiiie -6-

Tablo 18: En-boy degerleri igin karsilagtirmali F-teSt ..........c.cccevviviniveveiiiiienns -7-
Tablo 19: En-boy degerleri igin karsilagtirmali t-teSt ...........cccovvervivinriere i -7-
Tablo 20: Yuvarlaklik degerleri i¢in karsilastirmali F-teSt...........ccoooevviiiiiiennnnen, -8-
Tablo 21: Yuvarlaklik degerleri i¢in karsilagtirmali t-teSt.........ccccoevvviiiiiiiinnnnnen, -8-

viii



Sekiller Listesi
Sekil 1: Spermatogonyum ve oosit olusumu sonrasi zigot olusumu ..........cccoceveerinenns 4

Sekil 2: Fertilizasyon sonrasi oositsin boliinmesi sonucu 2, 4, 8 hiicreli yapilarin

olugmasi ve daha sonra yapinin hizli boliinmeler sonucunda morula ve erken

blastosist agamalarinin sematik OStEIIMI .....cvevveerieeiiiieiieie e 5
Sekil 3: Kok hiicrelerin farklilasma kapasitelerine gore siniflandirilmast................... 5)
Sekil 4: Kok hiicrelerin farklilasma kaynaklarina gore siniflandirilmasi .................... 6
Sekil 5: 2000°1i yillara kadar embriyonik kok hiicrelerin gelisimi (19)........cccccvevenee. 7

Sekil 6: LIF molekiilii iki farkli yolaktan fare embriyonik kok hiicrelerin

(fEKH'lerin) boliinmesini ve kendini yenilemesini saglar (29). .......c.ccovvvvvrinieinnnne 8
Sekil 7: EMT asamalarinda belirteg olarak kullanilan molekiiller (44)............c........ 10

Sekil 8: Embriyonel gelisim doneminde aktiflesen EMT ile ilgili yolaklar (42)....... 11

Sekil 9: Hiicre dONGUST (17) «.vvevveiieeiieiiie et 17
Sekil 10: Mekanik karaktere gore hiicre kaderinin belirlenmesi (106)...................... 28
Sekil 11: Hiicre agma asamasinda kullanilan su banyosunun fotografi..................... 32
Sekil 12: Santrifll] CINAZI......cccciiiiiieii 33

Sekil 13: Hiicre sayimi i¢in kullanilan soliisyon prensibi (A ve C) ve kullanilan

SOITSYON (B) 1ttt ettt e e 35
Sekil 14: Faz-kontrast goriintiileme i¢in kullanilan aydinlik alan mikroskobu ......... 36
Sekil 15: Matrijel kaplamasi asamasinda ¢alisma ortami ...........ccccoceevieeiieiiiecnnenne. 38
Sekil 16: Matrijel ekimi (A) sematik ve (B) fotograflanmig goriintiisii..................... 39

Sekil 17: Yiizeydeki hidrojelin esit olarak yayilmasi i¢in kullanilan ¢alkalayici ...... 39

Sekil 18: Hiicre sayimi ve canlilik ile hiicre dongiisiinde kullanilan Muse cihazi..... 40



Sekil 19: Hiicre analizatdrii cihazindan alinan 6rnek sayim ve canlilik sonucu........ 41

Sekil 20: Hiicre ekilme siirecinde ¢alisma ortami..........cccceeeeeiiiieeesiiieressseneeessnnen 41
Sekil 21: Matrijel polimerlesmesinden sonra hiicre ekimi.........ccoccvvvvvieiiieiiiinnnnnnn. 42
Sekil 22: Matrijel kaplamasi olmadan hiicre ekimi ........cocccvvvviiiiiiiiiiiiicniice, 42
Sekil 23: Immiinofloresan boyama prosediirii ............coceeveverereeeeeeeeeeeeee e, 44
Sekil 24: Hiicrelere vorteks esliginde soguk etanol eklenmesi...........cccevvveeiiieennnn. 46
Sekil 25: Ornek hiicre dOngiisii SONUG tADIOSU ........cuvveveverrceereieiee et 47

Sekil 26: Stok matrijel soliisyonunun 1:1, 1:2 ve 1:3 fEKH besi yeri ile seyrelttikten
sonra kaplama yapilip, fEKH’lerin yiizeye ekilmesi sonrasindaki 1. giin faz-kontrast

MIKTOSKOP OTUNTESTL. ...veivvievie ittt 49

Sekil 27: Stok matrijel soliisyonunun 1:1, 1:2 ve 1:3 fEKH besi yeri ile seyrelttikten
sonra kaplama yapilip, fEKH’lerin yiizeye ekilmesi sonrasindaki 3. giin faz-kontrast

MIKIOSKOP GOTUNLIST. ...ve.vveveeiieeeie ittt sttt 50

Sekil 28: Stok matrijel solisyonunun 1:1, 1:2 ve 1:3 fEKH besi yeri ile seyrelttikten
sonra kaplama yapilip, fEKH’lerin yiizeye ekilmesi sonrasindaki 6. giin faz-kontrast

MIKroSKOp OTUNTUSTL .....vveviiiiiici s 51

Sekil 29: Matrijelin fEKH besi yeri ile seyreltilerek 2, 4, 6 mg/ml protein
konsantrasyonundaki kaplamanin yapilmasindan ve matrijelin polimerizasyonundan
sonra, fEKH’lerin yiizeye ekilmesini takip eden 1. giin faz-kontrast mikroskop

GOTUNETSTLL et vvee ettt ettt et esa e e sh bt e e bt e e e bb e e s sbb e e e bneeenbeeeanes 52

Sekil 30: Matrijelin fEKH besi yeri ile seyreltilerek 2, 4, 6 mg/ml protein
konsantrasyonundaki kaplamanin yapilmasindan ve matrijelin polimerizasyonundan
sonra, fEKH’lerin yiizeye ekilmesini takip eden 3. giin faz-kontrast mikroskop

GOTUNETSTLL +e ettt ettt et e e s e e sk e e e b b e e e b b e e e bb e e e ne e e snneeanes 53

Sekil 31: Matrijelin fEKH besi yeri ile seyreltilerek 2, 4, 6 mg/ml protein

konsantrasyonundaki kaplamanin yapilmasindan ve matrijelin polimerizasyonundan



sonra, fEKH’lerin yiizeye ekilmesini takip eden 6. giin faz-kontrast mikroskop

GOTUNTUSTLL 1.1ttt t ettt e e e s e e e e e e e e s s b e e e e e asbe e e e e s nnn e e e s annreeeeaa 54
Sekil 32: Hiicrelerin farkli konsantrasyondaki matrijel {izerinde 1. giinleri. ............. 95
Sekil 33: Hiicrelerin farkli konsantrasyondaki matrijel {izerinde 3. giinleri. ............. 95
Sekil 34: Hiicrelerin farkli konsantrasyondaki matrijel iizerinde 6. giinleri. ............. 95

Sekil 35: fEKH’lerin kaplama yapilmayan yiizey lizerindeki OPN protein
ITATBIENMEST ...t 58

Sekil 36: fEKH’lerin kaplama yapilmayan yiizey lizerindeki SSEA-1 protein
IFAdEIBNMEST ... 58

Sekil 37: fEKH’lerin 2 mg/ml protein kaplamasi tizerindeki OPN protein
IFAdEIENMEST ... 59

Sekil 38: fEKH’lerin 2 mg/ml protein kaplamasi tizerindeki SSEA-1 protein

RO ENIMIEST ..ottt e e e e e e e e e e e e e e e e e e eaeanens 59

Sekil 39: fEKH’lerin 4 mg/ml protein kaplamasi tizerindeki OPN protein

AT ENIMIEST ettt e e e e et e e e e e e e e, 59

Sekil 40: fEKH’lerin 4 mg/ml protein kaplamasi {izerindeki SSEA-1 protein

AT ENIMIEST ...t e e e e e e e et e e e e e e e e e, 60

Sekil 41: fEKH’lerin 6 mg/ml protein kaplamasi iizerindeki OPN protein
IFAdEIBNMEST ..., 60

Sekil 42: fEKH’lerin 6 mg/ml protein kaplamasi tizerindeki SSEA-1 protein
IFAEIBNMEST ..., 60

Sekil 43: Kaplama yapilmayan kontrol yiizeyi tizerinde 1 giin inkiibe edilen
hiicrelerin hiicre dongiisii 6rnek popiilasyon grafigi, faz dagilimi1 ve DNA igerigi

010 1 PSPPSR 62

Sekil 44: 2 mg/ml protein yiizey lizerinde 1 giin inkiibe edilen hiicrelerin hiicre

dongiisti 6rnek popiilasyon grafigi, faz dagilimi ve DNA igerigi profili.................... 62



Sekil 45: 4 mg/ml protein yiizey lizerinde 1 giin inkiibe edilen hiicrelerin hiicre

dongiisti 0rnek popiilasyon grafigi, faz dagilimi ve DNA igerigi profili.................... 63

Sekil 46: 6 mg/ml protein yiizey lizerinde 1 giin inkiibe edilen hiicrelerin hiicre

dongiisti 6rnek popiilasyon grafigi, faz dagilimi ve DNA igerigi profili.................... 63

Sekil 47: Kaplama yapilmayan kontrol yiizeyi lizerinde 3 giin inkiibe edilen
hiicrelerin hiicre dongiisii 6rnek popiilasyon grafigi, faz dagilimi ve DNA igerigi
010 LSRR 64

Sekil 48: 2 mg/ml protein ylizey iizerinde 3 giin inkiibe edilen hiicrelerin hiicre

dongiisii 6rnek popiilasyon grafigi, faz dagilimi ve DNA igerigi profili.................... 64

Sekil 49: 4 mg/ml protein ylizey iizerinde 3 giin inkiibe edilen hiicrelerin hiicre

dongiisti 6rnek popiilasyon grafigi, faz dagilimi ve DNA igerigi profili................... 65

Sekil 50: 6 mg/ml protein ylizey tizerinde 3 giin inkiibe edilen hiicrelerin hiicre

dongiisti 6rnek popiilasyon grafigi, faz dagilimi ve DNA igerigi profili................... 65

Sekil 51: Kaplama yapilmayan kontrol yiizeyi tizerinde 6 giin inkiibe edilen
hiicrelerin hiicre dongiisii 6rnek popiilasyon grafigi, faz dagilimi1 ve DNA igerigi

010 LSS 66

Sekil 52: 2 mg/ml protein yiizey lizerinde 6 giin inkiibe edilen hiicrelerin hiicre

dongiisii 0rnek popiilasyon grafigi, faz dagilimi ve DNA igerigi profili.................. 66

Sekil 53: 4 mg/ml protein yiizey lizerinde 6 giin inkiibe edilen hiicrelerin hiicre

dongiisii 6rnek popiilasyon grafigi, faz dagilimi ve DNA igerigi profili................... 67

Sekil 54: 6 mg/ml protein yiizey lizerinde 6 giin inkiibe edilen hiicrelerin hiicre

dongiisii 0rnek popiilasyon grafigi, faz dagilimi ve DNA igerigi profili................... 67

xii



Grafikler Listesi

Grafik 1: fEKH’lerin matrijel tizerindeki koloni alan grafigi..........cccccceeeviveieinnnen. 56
Grafik 2: fEKH’lerin matrijel iizerindeki koloni ¢evre grafigi........ccccoecvvviiiveeiinnnne, 56
Grafik 3: fEKH’lerin matrijel iizerindeki koloni yuvarlaklik grafigi...........cccccevvnne. 56
Grafik 4: fEKH’lerin matrijel iizerindeki koloni en-boy orani grafigi .............cue..... 57

Grafik 5: fEKH’lerin kaplama yapilmayan yiizey ile 2, 4, ve 6 mg/ml protein
kaplamas: lizerindeki 1, 3, ve 6 giin inkiibasyounundan sonraki GO/G1 fazi hiicre

AONGUST ANALIZI. .ottt reeeeee e 68

Grafik 6: fEKH’lerin kaplama yapilmayan yiizey ile 2, 4, ve 6 mg/ml protein
kaplamasi tlizerindeki 1, 3, ve 6 giin inkiibasyounundan sonraki S fazi hiicre dongiisii

AN T ZI e 68

Grafik 7: fEKH’lerin kaplama yapilmayan yiizey ile 2, 4, ve 6 mg/ml protein
kaplamas: tizerindeki 1, 3, ve 6 giin inkiibasyounundan sonraki G2/M faz1 hiicre

AONGUSTL ANATIZI. .t ne e 69

Xiii



%

AFP

AKM

ATCC

BM-40
Osteonektin=SPARC

BSA

CD

cdk

cdk4

cdk6

CO2

DAPI

DAX1

DIA

DMEM

DMSO

DNA

Simgeler ve Kisaltmalar Listesi

: Yiizde isareti

. Eksi isareti

: Art1 isareti

: Biiyiiktiir isareti

: Alfa fetoprotein

: Atomik kuvvet mikroskopisi

: American Type Culture Collection

: Secreted Protein Acidic And Cysteine Rich=

: S1gir Serum Albumini (Bovine Serum Albumine)
: cluster of differentiation

: Siklin bagimli kinazlar

: Siklin bagimli kinaz 4

: Siklim bagimli kinaz 6

: Karbondioksit

: 4',6-diamidino-2-phenylindol

: Nuclear Receptor Subfamily 0 Group B Member 1
: Diferansiyasyonunu inhibisyon aktivitesi

: Dulbecco's Modified Eagle's medium

: Di-metilsilokzan

: Deoksiriboniikleik asit

Xiv



ECM
EDTA
EHS
EKH

EMT

transition)
ERK
ESM
ESRRB
FAK
FBS
fEKH
FGF
FITC
Gl

G2
GFP
gp140
ar

HCG
HD

HLA

- Extracellular matrix

: Etilendiamin tetraasetik asit
: Engelbreth-Holm-Swarm

: Embriyonik kok hiicre

: Epitelyal mezenkimal gecis (epithelial mesenchymal

: Extracellular regulated kinases

: Ekstra seliiler matriks

: Estrogen Related Receptor Beta

: Focal adhesion kinase

: Fotal sigir serumu (fetal bovine serum)

: Fare embriyonik kok hiicre

: Fibroblast biliylime faktorii (fibroblast growth factor)
: Fluorescein isothiocyanate

: Hiicre dongiisiindeki G1 (gap 1) faz1

: Hiicre dongiisiindeki G2 (gap 2) fazi

: Yesil floresan protein (green flourescence protein)
: HIV-1/Clade B

: Gram

: Human Koryonik Gonadotropin Hormon

: Hiicre dongiisii

: Human leukocyte antigen

XV



IF : Immiinofloresan boyama

INK4 : Siklin bagiml1 kinaz inhibitor ailesi

IPS : Indiiklenmis pluripotent kok hiicre (induced pluripotent stem
cell)

JAK : Janus Kinase

KCI : Potasyum kloriir

KH2PO4 : Potasyum di hidrojen fosfat

kPa : Kilo paskal

LIF : Losemi inhbitor faktorii (leukemia inhibitory factor)
M : Mitoz fazi

M : Molar

mESC : Mouse Embryonic Stem Cell

mg > Miligram

mg/ml : Bir mililitrede bulunan miligram miktar1
miRNA : Mikro RNA

ml : Mililitre

mm : Milimietre

N : Normal

Na;HPO4 7H20 : 7 sulu sodyum fosfat di bazik

NaCl : Sodyum kloriir

NaOH : Sodyum hidroksit

NASA : National Aeronautics and Space Administration

XVi



°C
Oct4
OPN
PBS
PCNA
PFA
pH
PSF
Rb
RIF1
rMSC
RNA

rpm

SALL4
Sox?2

SPARC
Osteonektin=BM-40

SPP1

SSEA-1
antigen 1)

SSEA-3

: Derece

: Octamer-Binding Transcription Factor 4
: Osteopontin

: Tuzlu Fosfat Tamponu (phosphate buffered saline)
: Proliferating cell nuclear antigen

: Paraformaldehit

: Power of Hydrogen

: Point spread function

: Retinoblastoma

: Replication Timing Regulatory Factor 1
: Rheasus mezenkimal kok hiicre

: Riboniikleik asit

: Rotation per minute

. Sentez fazi

: Spalt Like Transcription Factor 4

: Sex Determining Region Y-Box 2

: Secreted Protein Acidic And Cysteine Rich=

: Osteopontin

. Evre-spesifik embriyonik antijen 1 (stage specific embryonic

. Stage-specific embryonic antigen 3

XVii



SSEA-4
STAT3
TBX3
TCL1
TGF-B
uv
VSMC
Wnt
ZEB
ZFP281

ZIC3

: Stage-specific embryonic antigen 4

: Signal transducer and activator of transcription 3
: T-Box Protein 3

: T-Cell Leukemia/Lymphoma 1A

: Transforming growth factor-f3

: Ultra viyole (morétesi) 1s1n

: Vaskiiler diiz kas hiicresi

: Wingless-Type MMTYV Integration Site Family

: Zinc finger E-box-binding

> Zinc Finger Protein 281

: Zinc Finger Protein ZIC 3

xviii



BOLUM I
1. GIRIS

Doku, hiicre ve hiicre disinda bulunan maddeden meydana gelmektedir ve
hiicreler aras1 madde igerisinde bolca kolajenle birlikte dokudan dokuya varligi ve
konsantrasyonu farklilik gosteren makro molekiillerden olusmaktadir. Hiicreler arasi
madde doku igerisinde bulunan hiicreler tarafindan sentezlenmekte olup, hiicrelerin
atiklarim1  ortamdan uzaklastirarak, hiicreler tarafindan olusturulan salgilar
yonlendirir, ayrica besin tasiyan sividan gelen molekiilleri hiicrelere aktarir. Hiicreler
arast maddedeki molekiiller hiicreler tarafindan taninabilir ve reseptorler araciligiyla

hiicre sinyal yolaklarinda aktiflesmeye neden olabilir (1).

Laboratuvar ¢aligsmalarinda, in vivo kosullari in vitro ortamda saglayabilmek
adma bir¢ok bilesik hiicreler aras1 madde olarak kullanilmaktadir. Bu ¢alismalarin
bazilarmin kokeninde ise hiicrelerin go¢li, invazyonu, yara iyilesmesindeki

mekanizmalari ve ayrica diferansiyasyon kapasitelerinin arastirilmasi yatar.

Embriyonik kok hiicreler hizli boliinme kapasitesine sahipken pluripotensi
ozellklerini korurlar. Kok hiicreler ¢alismalarda kaynaklarina gore bir¢ok kdkenden
olabilirken embriyonik kok hiicreler mezenkimal ve IPS hiicreler disiiniildiigiinde
farklilagsma kapasitesi en yliksek olan embriyonik kok hiicreler 6nemli bir noktadadir.
Bu hiicreler, hiicre transplantasyon tedavilerinde klinik c¢alismalarda 6nemli

potansiyele sahiptir ve bunun alt tabanini olusturacak ilgiler temel bilimle saglanabilir

2).

Hiicreler aras1 madde olarak c¢aligsmalarda yaygin kullanilan ve bazal membran
igeriginin izolasyonu ile elde edilen matrijel literatiirlerde bir¢ok noktada
kullanilmistir; fakat fEKH'lerin diferansiyasyon kapasitesini belirlemek amaciyla ve
buna ek olarak farkli konsantrasyonlarda hiicreleri ne yonde etkileyebilecegi ile ilgili
literatiir bilgisi bulunmamaktadir. Embriyonik kok hiicreler disaridan aldiklari sinyal
dogrultusunda diferansiyasyon kapasitesini korur ya da diferansiye olur; bircok
calisma besi yeri igerisindeki molekiiler konsantrasyonu degistirerek istenilen yone

dogru hiicrelerin diferansiyasyonunu saglamaya ¢alismistir (3).



fEKH'leri, ¢evresel kosul ve ara madde uygulamasiyla farklilasma yoniinde
etkilenebilir. Bu tezde ama¢ minimum degisimle farklilastirmayr saglamak; boylece
hiicredeki kapasiteyi ortaya ¢ikarmaktir, bir diger deyisle, fEKH hattinin ekildigi
ortamdaki yogunluga bagli olarak embriyonik kok hiicrelerin farklilagsma
kapasitelerinin ne oldugunu ortaya koymaktir. Caligma 2 boyutlu ortam ile 2.5 boyutlu
ortamin kiyaslamasi seklinde olup, gelecek c¢aligmalarda 3 boyutlu olarak
tasarlanabilecek projelere oOnciilikk yapacaktir. fEKH'ler farkli konsantrasyondaki
hiicreler aras1 maddeden (matrijelden) aldiklar1 sinyaller dogrultusunda hem
morfolojik hem immiinofloresan yontemi ile kok hiicre belirteci ve osteoblastik

degisim hem de hiicre dongiisiindeki farklilik ortaya ¢ikarilmistir.



BOLUM 11
2. GENEL BILGILER
2.1. Genel Kavramlariyla Embriyoloji

Embriyoloji, tek bir hiicreden organizmaya kadar gegen siirede gerceklesen

hiicresel, molekiiler ve yapisal etmenleri inceler (4).
Hayat dongiisii alt1 temel siiregten meydana gelir, bunlar:

1. Fertilizasyon

2. Yariklanma

3. Gastrulasyon

4. Organogenez

5. Metamorfoz

6. Gametogenezdir (5).

Embriyoloji alanina yaklagim anatomik, deneysel ve genetik ¢aligmalar olarak
siniflandirilabilir. Anatomik c¢aligmalar diger ¢alisma gruplarma veri saglar (5).
Embriyonik kok hiicre ¢alismalart hem temel bilim c¢aligmalarinda hem de klinik ve
miihendislik ¢alismalarinda biiyilk 6nem tagimaktadir. Temel bilimde yapilan
calismalarin klinik yansimalart uzun vadeli olsa da yeni bilgilerin agiga ¢ikarilmasi,
time varimda Onemlidir. Embriyonik kok hiicrelerin tiim viicut hiicrelerine
doniisebilme kapasitesi hiicre-doku degisim terapilerinde en 6nemli kullanilabilir aday

olmaktadir (6).
2.2. Embriyolojik Siire¢

Kok hiicrelerin olusmasi i¢in hayat dongiisiiniin ilk agsamasi olan fertilizasyonun
gerceklesmesi gerekir. Memeli organizmada sadace germ hiicreleri mayoz gecirir.
Erkekte spermatogonya, diside oogonya belirli asamalar1 gegirdikten sonra sirasiyla

spermatozoon ve oosit hiicrelerine doniisiir. Organizmanin meydana gelmesi igin



gerceklesen ilk olusum spermatazoon ve oositin bir araya gelerek zigotu

olusturmasidir (4).

Mitoz Mitoz
4 Mayoz I Mavoz |

Mayoz i Mavoz 1 Uv

Sekil 1: Spermatogonyum ve oosit olusumu sonrasi zigot olusumu

(Kromozom sayilar1 insana uygun sekilde belirtilmistir.)

Fertilizasyon sonucu diploid oosit olusur ve zigot olarak adlandirilir (Sekil 1).
Zigot hiyerarsik sistemde en yukaridaki kok hiicredir (7) ve mitotik bolinmelerle
blastomerleri olusturur. Zigotik boliinmeler sonucu olusan 8 ayri hiicre totipotent
hiicredir (4,8,9). Totipotent hiicreler tiim hiicre tiplerine farklilagsma kapasitesine sahip
kok hiicrelerdir. Bu hiicreler, organizmayi olusturacak her tiirli hiicre tiirline
dontigebilmektedir (9). Blastomer yapisini olusturan bu hiicreler yaklasik 3 giin

boyunca totipotent hiicrelerdir (9).

Hiicreler organizma bazinda kok hiicreler, farkli farklilagsma siirecindeki somatik
hiicreler ve germ hiicreleri olmak tizere ti¢ farkli kategoride siralanabilir (7,10). Kok
hiicreler boliinme sonucunda olusan hiicrelerde hem kendi yedegini hem de
farklilasacak hiicreyi olusturabilirler (3). Bu durum kanser gelisiminde de kanser kok
hiicrelerin (tiimor baslatici hiicrelerin) olusumunu desteklemektedir ve buna dayali
olarak kok hiicre ¢alismalar1 kanser ¢alismalarinin alt yapisini olusturabilmektedir

(10,11).
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Sekil 2: Fertilizasyon sonrasi oositsin boliinmesi sonucu 2, 4, 8 hiicreli yapilarin
olusmasi ve daha sonra yapinin hizli bliinmeler sonucunda morula ve erken blastosist

asamalarinin sematik gosterimi

Zigotun arka arkaya hizli bir sekilde boliinmesiyle totipotent 2, 4 ve 8
blastomerli embriyo olusur (Sekil 2). Sonraki boliinmelerle, morula evresi ve blastosist
evresi ile hiicreler totipotent Ozelliklerini pluripotent seviyesi diizeyine indirerek
kararlanir ve farklilagmis olurlar. Blastosist yapisinda i¢ yiizeyde bulunan ve ig¢ hiicre
kiitlesi olarak adlandirilan hiicreler embriyonik kok hiicredir (7,8,12). Hiicre kiiltiirii
calismalarinda, bu hiicreler koken alinarak embriyonik kok hiicre calismalar
yapilmaktadir (10). Tek hiicrenin boliinerek 8 hiicreye ulagsmasiyla olusan hiicreler es
hiicrelerdir ve farklilasmamistir (4). Bu hiicrelerin izolasyonu ile 8 hiicrenin
birbirinden ayrilmasi ve tek tek kullanilmasi embriyonik kok hiicre kaynagin

olusturur (4).

Doku bazinda ise yetiskin kok hiicreler bulunmakta ve bu hiicreler sinirli sayida

fakat birden fazla hiicreye farklilasabilmektedir, bu hiicreler multipotent hiicrelerdir.

Kok hiicrelerin siniflandirilmasi farklilasma kapasitelerine gore ve kaynaklarina

gore iki sekilde siniflandirilabilirler.

K&k Hiicrelerin Farklilasma Kapasitesine Gore
Siniflandiriimasi

Totipotent P \ s

Sekil 3: Kok hiicrelerin farklilagma kapasitelerine gore siniflandiriimasi



Kok hiicrelerin farklilagsma kapasiteleri totipotent, pluripotent, multipotent
olarak siniflandirilmaktadir (Sekil 3). Fertilizasyon sonrasi insanda yaklasik 4 giin
hiicreler totipotent 6zellige sahiptir ve her hiicre yeni bir organizma olusturabilme
kapasitesine sahiptir. Herhangi bir uyarim ile hiicrelerin birbirinden ayrilmasi tek
yumurta ikizlerini bu sekilde meydana getirir (7). Besinci giinden itibaren hiicreler
pluripotent hale gecer. Hiicre kiitlesi kiiresel bir yap1 olusturmustur. Bu yapidaki her
hiicre pluripotent O6zellikleri sebebiyle her dokuya farklilagabilme kapasitesine
sahiptir, fakat yapidan ayrilirlarsa tam bir organizma olusturamazlar. Pluripotent
hiicrelerin blastosist yapisindan ayirip farkli ortam kosularinda tutuldugunda 200°den
fazla hiicre ¢esidine doniistiigli belirtilmistir (8,13). Hiicreler daha sonraki asamada
pluripotent karakterden multipotent karaktere doniisiirler. Bu hiicreler yetigkin kok
hiicrelerdir ve belirli sayida hiicre tipine déniisebilirler. Ornegin, derinin bazal
kisminda bulunan hiicreler yukariya dogru degiserek farkli tipte hiicrelere

fenotiplenirler (8).

Kok Hucrelerin Kaynaklarina Gore
Siniflandiriimasi

Fotall Kok

Hucre

Embriyonel

Yetiskin Kok

HucresI

Kok Hucre

Sekil 4: Kok hiicrelerin farklilasma kaynaklarina gore siniflandirilmasi

Kok hiicreler kaynaklarina gore ise embriyonel, yetiskin ve fotal (kordon kani)
kok hiicreler olarak smiflandirilirlar (Sekil 4) (8). Embriyonel kok hiicreler daha
oncede belirtildigi gibi blastosist asamasinda yapidan ayrilarak elde edilir ve deneysel
olarak kullanilir (14). Embriyonik kok hiicrelerin telomer uzunlugu somatik hiicrelere
gore fazladir (15,16). Telomerler, kromozomlarin ug¢ bolgelerinde bulunan, tekrarl
niikleotid sekansina sahip heterokromatin yapidaki kodlama yapmayan bolgelerdir. Bu
alanlar, hiicre boliinmesi sonucunda kromozomlarin kisalmasini engellerken ayni

zamanda kromozomlarin birbiri ile birlesmesini engeller (17).



2.3. Kok Hiicre Tanim ve Ortaya Cikisi

Kok hiicrenin genel tanimi, sinirsiz boliinme yetenegine sahip, 6zellesmis olgun
hiicre tiplerinin gelismesine kaynak olan hiicre olarak belirtilebilir (7,16). Kok
hiicreler dokularin ve organlarin olusumu igin gereken temel hiicrelerdir. “Omnis
cellula e cellula” Rudolph Virchow’un sézleriyle her hiicre kendine benzeyen bir
baska hiicreden meydana gelir ve bu durum kok hiicre ¢alismalarina rejeneratif tip
acisindan bakildiginda 6zetleyici bir tanimlama olmustur (18). Kok hiicre terimi ilk
olarak bitki c¢alismalarinda karsimiza c¢ikmakla beraber bitkilerin meristem

bolgesinden yeni bir olusum gergeklestigini anlatmak igin kullanilmustir (7).

1981 Fare embriyonik kdk hiicre hattinin saptanmasi

1985 Embriyonik kdk hiicrenin yiksek seviyedeki organizma
gelisimindeki kapasitesinin gosterilmesi

1987 Homolog rekombinasyon ile embriyonik kok hiicrede hedefli
mutasyon yapilabilmesi

1988 Losemi inhibitor faktori embriyonik kék hiicre kiltirinin
diferansiyasyonunu diizenlemesi

1989 Homolog rekombinasyonlailk canli kimerik fare Gretilmesi
1990 Fare embriyonal karsinom hiicrelerinde Oct4 {in saptanmasi
1998 Yiksek verimli gen yakalama metodolojisinin agiklanmasi
2000 Fare embriyonik kok hiicrelerin yonlendirmelerle vasculer
oncu, néron ve pankreas adacik benzeri hiicrelere farklandiriimasi

Sekil 5: 2000’11 yillara kadar embriyonik kok hiicrelerin gelisimi (19)

Deneysel kok hiicre calismalari ise, 1960’11 yillarda hematopoietik kok
hiicrelerin kesfi ile baglamis ve kemik 1ligi kaynakli mezenkimal kok hiicre ¢alismalari
ile devam etmistir (8). Embriyonik kok hiicre 1981 yilinda iki bagimsiz ¢alisma grubu
tarafindan (20,21) fEKH’ler blastosistin i¢ hiicre kiitlesinden izole edilmis ve tekrarl
bir sekilde boliinmesi saglanmistir (Sekil 5) (21). Blastosistin i¢ hiicre kiitlesini saran
ve dis kisitmda bulunan kisim trofoektodermdir. Trofoektoderm hiicreleri ileriki
sathalarda plasentay1 olustururken, i¢ kiicre kiitlesi gelisecek embriyodaki yapiy

olusturmaktadir (4).

1991 yilinda Matsui ve arkadaglar1 primordiyal germ hiicrelerini fare kokenli
izole etmistir (22). Daha sonra primordiyal germ hiicre ile ilgili calismalar hizlanmis
ve diger organizmalarda bulunan germ hiicrelerinin izolasyonu ve bu hiicrelerle ilgili

olan calismlara devam edilmistir. Ornegin, sigirlarda birgok embriyonel pluripotensi
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ile ilgili arastirilma yapilmistir (23-25). Inek embriyolarinin pluripotent dzelligi 1994
yilinda gosterilmesine ragmen (26) 2001 yilina kadar inek embriyonik kdk hiicre
tiretimi yapilmamustir (27). 1990’11 yillarda sinir kok hiicreleri tespit edilmis ve diger
dokularda da varliklar1 bulunmustur. Hayvan deneyleri ¢calismalarinda kok hiicrelerin

uzun vadeli beklenti insanlar i¢in biitiin bir organ ve/veya uzuv olusturulabilmesidir.

Devamli kendini yenileme Ozelligi hem kok hiicrelerde hem de kanser
hiicrelerinde ortaktir, fakat ortak mekanizma kullanip kullanmadiklar1 heniiz belli
degildir. Kendini yenileyebilme 6zelligini tetikleyen i¢ ve dis mekanizmalar kismi
olarak bilinmektedir. /n vitro ortamda tetiklemek ve diferansiyasyonu ertelemek
amaciyla fEKH besi yerine genellikle LIF eklenir (Sekil 6), boylece hem LIF reseptorii
hem de gp140 yoluyla JAK/STAT yolag: aktiflenir (28,29).

Jak-Stat
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Sekil 6: LIF molekiilii iki farkli yolaktan fare embriyonik kok hiicrelerin (FEKH'lerin)

boliinmesini ve kendini yenilemesini saglar (29).

JAK/STAT vyolaginin aktiflenmesi sonucu ise STAT3 dimerlesir ve kendi
kendini yenileme karakterine 6zel genleri aktifler. Insan embriyonik kok hiicresi ise
fEKH'lerinden farkli olarak LIF ilavesine bagli olarak degil biiyiime faktorlerinin
etkisine ve FGF ile TGFb yolag: etkisiyle kok hiicre karakterini devam ettirmektedir
(30-32). fEKH'leri LIF eksikliginde de koloniler olusturmakta, bu da hem igsel hem
dissal mekanizmalarda bagka molekiillerin ve olaylarin 6nemini ortaya ¢ikarmaktadir
(33). Bu asamada JAK/STAT yolaginin kendini yenileme mekanizmasindaki roliiniin
aydinlatilmasinin 6nemli oldugu diistiniilmektedir (29). Diferensiyasyon kapasitesinin
igsel mekanizmalarda Nanog, Oct4 ve STAT3 molekiilleriyle ilgili oldugu da
bilinmektedir (34-37).



Rejeneratif tip arastirmalarinda bazi organizmalarin nasil kendini yeniledigi
merak konusudur ve kok hiicrelerin bu alanda kullanilmaya ¢ok yatkin bir materyal
oldugu bilinmektedir; embriyonik ve mezenkimal kok hiicrelerin yaninda IPS
hiicrelerde kullanlarak birgok konu iizerinde (ovaryal organoidler (38), otoimmiin
hastaliklar (39), diyabet (40) vb.) birgok farkli arastirmalar yapilmaktadir. Kok
hiicrelerin karakteristigine gore hiicreler ayn1 doku kaynakli ya da diger dokulara
dontstiiriiebilmesi  olasiliklt  ¢aligmalar  siirmektedir. Omurgasiz  canlilarda
rejenerasyon daha siklikla karsilasilan bir durumken, yiiksek omurgali canlilarda bu

durum ¢ok kisithidir (7).

Kok hiicreler simetrik ve asimetrik olarak boliinebilirler. Hiicrelerin bu boliinme
karakteristigi, onlarin kaynak kok hiicrelerinin azalmamasini, ayni zamanda
farklilasabilecek hiicrelerin meydana gelmesini saglar. Simetrik boliinmede kok
hiicreler kendilerine es iki yeni hiicre ya da farklilasacak iki yeni hiicre meydana
getirirken, asimetrik boliinme sonucu olusacak hiicrelerden biri kok hiicre kaynagi

hiicre olarak kalir, digeri ise farklilasir (3).

Asimetrik boliinme durumunda organlarda yetiskin kok hiicre kaynaginin
bulunmasinin yaninda, dokularin yenilenmesi de saglanmis olur (7). Kok hiicreler
igerisinde bulunmadiklart ortamlarin hiicrelerine de farklanabilirler, bu da onlarin
plastisite 6zelliklerini gostermektedir. Kok hiicrelerin sonsuzlugu, JAK/STAT sinyal
yolaginin aktif olmast ile beraber TGF-f, ve Notch sinyal yolaklariin aktivatorlerinin
transkripsiyonel olarak aktif olmasi, biiyiime faktorlerini ve hiicreler arasi maddeyi
hissededebilmeleri, hiicre dongiisinde G1 fazinda takilmalar1 ya da dongiide
ilerlemeleri, strese kars1t direngli olup DNA tamiri, protein katlanmalari,
ubikitininasyon ve detoksifikasyon mekanizlarinin iyi olmasi, kromatin
modellemesinde DNA helikazlar iizerinden DNA metilasyonu ve histon deasetilasyon
mekanizlarint  kullanmalar1 ve translasyonun Vasa tipi RNA helikazlar ile

gerceklestirmelerine dayandirilmaktadir (7).
2.4. Epitelyal ve Mezenkimal Geg¢is (EMT) ve Farklilagsma

Hiicrelerin hiicrelerden meydana geldigi yaklasik olarak 165 yildir bilinse de

(41,42) hiicre-hiicre ve hiicre-hiicre dig1 bolge arasindaki etkilesimin sonuglari giincel
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aragtirma konularindandir. Epitelyal karakteri terk edip mezenkimal karaktere gegis

diistincesi ilk defa Elizabeth Hay tarafindan 1980°lerde savunulmustur (43).

Epitelyal Fenotip Ara Gegig Fenotipi Mezenklmal Fenotip
Epitelyal - MeEenkimaI
hiicreler ' O ’ O @) | () ‘ m%% - hiicreler
E-kaderin Smdekan 5
Sitokeratin MUC1 FTS’ye baglanma proteini FAP Snail
Z0-1 Dezmoplakin Kademellolarakepltelyal FSP-1 Slug
Laminin al (IV) kolajen belirteglerin azalarak mezenkimal N-kaderin ETS
Entaktin miR200 ailesi belirteglerin kazanilmasi Vimentin SIP1
Fibronektin a-SMA
B-katenin Twist
OB-kaderin Soosekoid
o5B1 integrin LEF-1
Sindekan-1 FOXC2
miR10b miR21

Sekil 7: EMT asamalarinda belirteg olarak kullanilan molekiiller (44)

EMT siirecinde polarize olmus ve bazal membran iizerine oturmus olan epitelyal
hiicreler biyokimyasal degisimlerle mezenkimal ve fibroblastik hiicre fenotipine
doniisiir ve migrasyon kapasitesini ylikselterek invazif hale gelir, ayrica apoptoza karsi
direncli hale gelerek ESM bilesenlerini daha fazla tiretir (44). Embriyonik gelisim i¢in
gerekli olan bu siirecte hiicreler, hiicre-hiicre bilesimindeki komponentleri kaybeder
ve hiicre iskelet sistemini yeniden diizenler (Sekil 7) (45), E-kaderin ve alfa-kaderin
ekspresyon diizeyi azalirken, N-kaderin, vimentin ve fibronektin ekspresyonunu artirir
ve hipoksik ortam nedeniyle metastaz indiiklenir (41,44,46,47); ESM komponentlerini
yikarak hareketli hale gecerler (41).

Malign kanserin ilerlemesi i¢in EMT nin ger¢eklesmesiyle beraber invazif
karakterin kazanilmasi durumu gergeklesir (41). EMT ayrica diger bir¢ok patolojik
stirecte de goriilen bir durumdur (41,45).
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Sekil 8: Embriyonel gelisim doneminde aktiflesen EMT ile ilgili yolaklar (42)

EMT siiresince Ozellikle TGF-B, Wnt ve Notch olmak iizere bir¢ok yolak
etkilidir (Sekil 8). EMT siirecini tetikleyici transkripsiyon faktorlerinin biiyiik
bolimiinii Snail, ZEB ve TWIST proteinleri kontrol eder (41,48). EMT embriyonik
gelisim, yara iyilesmesi, organ gelisimi ve kanser ilerlemesi ile ilgili bir siiregtir
(41,46,49). Gelisimsel siirecte epitelyal hiicrelerin polaritelerini kaybetmesi ve
baglanti komplekslerinin yeniden olusturulmasi gerceklesir. Ornegin bu durum
tiibiilogenez, meme bezinin dallanmasi, gastrulasyon, bobrek ve damak gelisiminde
gerceklesir (41,46). EMT siirecinde olan hiicreler belirli proteinleri daha fazla
sentezlerler ve bu proteinler EMT belirteci olarak kullanilmaktadir (Sekil 7) (44).

2.5. Embriyonik Belirtecler
2.5.1. Embriyonik Kok Hiicre Belirtecleri

Embriyonik kok hiicre belirtecleri genellikle hiicrelerin pluripotensi ve kendini
yenileme Ozelliklerinin diizenlenmesi igin gerekli olan transkripsiyon faktorlerdir.
miRNA’larin giincel hale gelmesinden sonra ise embriyonik kok hiicreye 6zel miRNA
sekanslart  bulunmaya c¢alisilmaktadir (50), fakat belirteg¢ olarak heniiz

kullanilmamaktadir.

Pluripotent embriyonik kok hiicrelerin karakterizasyonu ve izolasyonu

asamasinda embriyonik kok hiicre belirtegleri ihtiyact duyulmustur. Embriyonik kok
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hiicreler kendilerine has transkripsiyon faktorler, yiizey belirtegleri, yolak bagiml
belirtegler ve lektin-peptid belirtegler olarak siralanabilir (51). Transkripsiyon
faktorlerinden en bilinen belirtecler Oct4, Sox2, NANOG, ESRRB, TBX3, TCL1,
NAC1, DAX1, SALL4, ZFP281, RIF1 ve ZIC3 molekiilleridir ve bu molekiller kendi

ekspresyonlarini ve diger ilgili gen ekspresyonlarini diizenlemektedir (52).

Embriyonik kok hiicrelerin boyutlar1 diger hiicrelere gére daha kiigiik olmakla
birlikte sitoplazma ¢ekirdek orani yiiksektir. Embriyonik kok hiicreler tutunduklar
yiizey iizerinde ‘embriyoid body’ olarak isimlendirilen kolonileri olusurur. Hizl
boliinme ve diferansiyasyon kapasitesi ile kanser hiicrelerinin davranissal 6zelliklerini
de sergilerler. Embriyonik kok hiicrelerin diger hiicrelerden ayirt edilebilmesi ve
ayristirilmast i¢in molekiiler bazda bazi tanimlamalar yapilmistir. Ornegin SSEA-1 ve
Oct4 ifadelenmesi embriyonik kok hiicre varligini gostermektedir (34). Bu molekiiller
genellikle immiinolojik tekniklerle gosterilse de akis sitometrisi ile de hiicrelerin

ayrigtirtlmasi saglanmaktadir (8).
2511. Oct%

Embriyonik kok hiicrenin Oct-4 ifade etmesi o hiicrenin pluripotensi 6zelligini
korudugunu gostermektedir ve hiicre sayist arttikga i¢ kisimda kalan germ
hiicrelerinde ifadelenme stirerken genellikle periferal kisimdakiler ekspresyonu
kaybedebilir (7,53).

2.5.1.2. SSEA-1

Bazi hiicre hatlarinin gosterdigi lizere insan embriyonik kok hiicresi ile fEKH'S
esit olarak embriyonik kok hiicre karakterini gdstermezler. Ornegin insan embriyonik
kok hiicresi diferansiyasyon sirasinda trofoblast hiicreleri tarafindan tiretilen AFP ve
HCG’yi eksprese eder. Fakat, fEKH'lerinin genellikle ekstraembriyonik seriye
doniismedigi diisiiniilmektedir. Insan embriyonik kok hiicresi embriyonik gelisim
safhasina bagli olarak diferansiyasyondan dnce SSEA-3, SSEA-4, tiimor ret antijen
TRA-1-60 ve TRA-1-81 ylizey antijenlerini, farklilasmak iizere SSEA-1 genini
eksprese ederken, fEKH'leri farklilagmak {izere sadece SSEA-1 genini eksprese eder.
Ayrica LIF’e duyarlilik kapsaminda insan embriyonik kok hiicresi LIF molekiiliine

anlamli bir yanit vermezken ve ilgili reseptoriin varligi diisiik seviyedeyken,
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fEKH'sinin in vitro ortamda diferansiye olmamasit LIF molekiiliiniin takviyesine

baglanmistir (7).
2.5.2. Embriyonik Kok Hiicre Calismalari

Embriyonik kok hiicre ¢aligmalarinda diferansiyasyon kapasitesi ¢aligmasi iki
boyuttaki ¢alismalarla sinirhidir. Ug boyutlu kok hiicre ¢alismalarinda ise ko-kiiltiir
uygulamasi ¢alismalar1 yeni yeni baslamustir. Insan ya da miirin embriyonik kok
hiicreleri pasaj sonrasi farklilasmadan rutin olarak biliylimeleri i¢in firmalarca onerilen
bir tabaka (feeder layer) yiizeyine ekilmektedir (7). In vitro ortamda ise embriyonik
kok hiicreler sadece i¢ hiicre kiitlesinde bulunmakta ve ektoderm, mezoderm,
endoderm olmak tizere ii¢ Onciil germ tabakasina dontismektedir (7). Ardindan 6nciil
hiicreler somatik hiicrelere doniiserek organizmayir meydana getirmektedir. Kiiltiir
ortaminda embriyonik kok hiicreler belirlenen optimal ortamda biiyiitiiliir ve simetrik
boliinerek farklilasmadan kalir. Hiicrelerin boliinmesi, telomer uzunlugunu telomeraz

geninin aktivitesi sayesinde degistirmez (7).

Embriyonik hiicrelerin feeder yiizey olmaksizin farklilasmamasi igin ¢esitli
denemeler yapilmistir. Bunun 6nciilerinden Austin Smith 1988 yilinda bufalo sican
karaciger hattinda bulunan polipeptid faktorli, embriyonik kok hiicre
diferansiyasyonunu inhibisyon aktivitesi (DIA), bulundugunu savunmustur. Ayrica bu
protein sekansinin insandaki LIF ile es oldugu belirtilmis ve diferansiyasyonu
durdurmak i¢in benzer reseptorlere baglandiklart savunulmustur (54). Embriyonik kok
hiicrelerin in vitro biyiitiilmesi sirasinda bu faktériin kullanilmamasi durumunda
pluripotensi belirteci olan SSEA-1 proteinin ekspresyonunun azaldigi belirlenmistir
(54).

2.5.2.1. Embriyonik Kok Hiicrelerin Klinik Alanda Kullanimi

Insan embriyonik kok hiicrelerin klinik ¢alismalarda kullanilmasi etik kurallar:
geregi yapilmamaktadir. Gegtigimiz yillarda planlanan insan embriyonik kok hiicresi

kaynakli ¢alismalarin baglatilmasi ertelenmistir (55).
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2.6. Mezenkimal Kok Hiicre ve Belirtecleri
2.6.1. Mezenkimal Kok Hiicre Tanim

Mezenkimal kok hiicreler kendini yenileme kapasitesine sahip, multipotent 6ncii
hiicreler olup mezodermal orijinli olan adiposit (56,57), osteosit (58,59) ve
kondrositlere (60,61) doniisebilmektedir. Genellikle kemik iliginden izole edilirler,
bunun yaninda adiposit doku (62), plasental doku (63), amniyotik siv1 (63) ve gobek
kordonu (64) kaynakli olarak da elde edilebilirler (65). Mezenkimal kok hiicre tanimi
iki farkl1 sekilde yapilmaktadir. ilk tanima gore postnatal, kendini yenileyebilir ve
multipotent hiicrelerdir ve iskeletal sistemindeki hiicrelere doniisebilir. Klonojenik
oncii hiicreler memeli kemik iligindeki perivaskiiler hiicrelerdir. Bu hiicrelerin in vivo
transplantasyonu minyatiir kemik yapilarinin olusumunu gerceklestirmistir. Ikinci
tanimlama ise mezenkimal kok hiicreler, kok hiicre ya da mezenkimal hiicre olmak
zorunda degildir. Bu hiicreler ayni zamanda multipotent stromal hiicreler (66),
mezenkimal stromal hiicreler, ya da medikal sinyal hiicreleri (63) olarak da
adlandirilmaktadir. Bu tanimlamalardaki ¢atismalar bir ortak noktada birlesmektedir.
Mezenkimal kok hiicre bag dokusu elemanlari olan hiicrelere diferansiye olabilir (63).
Bu hiicrelerin kiiltiirleri yapilabilir ve immiinolojik hastaliklarda tedavi ajani olarak
kullanilma c¢alismalar1 yapilmaktadir. Ayrica farkli hastaliklarda (otizm, idrar
tutamama ve diger bir¢ok hastalik) aday tedavi ajan olarak denemeler slirmektedir,

fakat sonuglandirilmis bir gelisme bulunmamaktadir (67).
2.6.2. Mezenkimal Kok Hiicre Belirtecleri

Mezenkimal kok hiicrelerin hematopoetik hiicrelerden ayrimi ilkel olarak
yilizeye yapisma kapasitelerine gore yapilmaktadir. Mezenkimal kok hiicreler yiizeye
yapisirken, hematopoetik karakteristiginden olay1 diger hiicreler yiizmektedir (67).
Mezenkimal kok hiicrelerin segiliminde belirteg olarak bir¢ok molekiil belirlenmistir.
Mezenkimal kok hiicrelerinin belirlenmesinde hiicre-yiizey belirte¢ ekspresyonunun
uyumlu olmasi tavsiye edilir; popiilasyonun %95’den fazlas1 CD105, CD73 ve CD90
eksprese etmeliyken %2’sinden fazlas1 CD45, CD34, CD14 ya da CD11b, CD79a ya
da CD19 ve HLA sinif 2 eksprese etmemesi gerekir (66). Bunlarin disinda genellikle
mezenkimal kok hiicreler Stro-1 pozitiftir (68).
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Mezenkimal kok hiicrelerin yerlesimi ve diferansiyasyonu, transplantasyon
histoloji ve sonrasinda yapilan mikroskobik go6zlemlere dayanarak takip ve
diferansiyasyon belirtecine gore belirlenir. Bunun icin hiicreler ¢esitli etiketlerle

boyandiktan sonra (6rnegin GFP) transplante edilir ve yerlesimi takip edilir (69).
2.6.3. Mezenkimal Kok Hiicre Calismalar:

Cesitli kaynaklardan izole edilen kok hiicreler yag, kemik ve kikirdak
hiicrelerine doniisebilme kapasitesine sahip hiicrelerdir ve in vitro kosullarda kiiltiire
edildikten sonra kimyasal olarak indiiklenir ve istenilen yukarida belirtilen hiicre tipine
doniistiiriilebilir. Bu 6zelligi nedeniyle mezenkimal kdk hiicreler klinik oncesi ve
klinik vakalarda kullanilabilecek terapotik ajan olarak goriilmektedir ve birgok
hastalikta tedavi yontemleri gelistirilmeye c¢alisilmaktadir. Mezenkimal kok
hiicrelerden mezenkimal kdkenli olmayan hiicrelerin eldesi (6rnegin noral sistem) de
caligmalar arasindadir (63). Mezenkimal kok hiicre kullaniminda iki ana problem
bulunmaktadir. Bunlardan ilki genel mezenkimal kok hiicre belirteclerinin spesifik

olmamasi, ikincisi ise hiicre takip molekiillerinin ve ajanlarinin giivenilirliginin

kuskulu olmasidir (69).
2.6.3.1. Mezenkimal Kok Hiicrelerin Klinik Alanda Kullanim

Mezenkimal kok hiicreler kendini yenileyebilme o6zelliginin yan1 sira
multipotent 6zellige sahiptir. Mezenkimal kaynakli hiicrelerin yani sira endodermal ve
ekzodermal kaynakli hiicrelerin (hepatosit, noron, kardiyomiyosit gibi) eldesi i¢in
kullanilabilir (65). Mezenkimal kok hiicrelerin lenfositlerle etkilesimi sonucu ortaya
¢ikan immiin baskilayict ve antiinflamatuvar etkileri klinik acidan kullanilmak
istenmektedir. Kemik kiriklari, osteolitik kemik tiimorii cerrahisi veya osteonekroz
sonrasinda siklikla goriiliir. Bu baglamda, otolog ya da allojenik mezenkimal kok

hiicreler ile kemik dokusu mithendisligi yaygin olarak gelistirilmistir (58).

Mezenkimal kok hiicrelerden adiposit hiicrelerine diferansiyasyon klinik agidan
yanik tedavilerinde biiylik 6nem tagimaktadir, ¢iinkii tedavi asamasinda yumusak doku
eldesi zorlu bir siiregtir (56). Adipoz dokudan elde edilen mezenkimal kok hiicreler ise
hem adipoz dokunun kolay ulasilabilirliginden, hem de invazif karakterin minimum

olmasindan dolay1 daha avantajhidir, ayrica oncii hiicre sayis1 yiiksektir (62). Adipoz
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kaynakli mezenkimal kok hiicrelerin belirtegleri tiire gore degisebilmektedir ve

literatiirde belirtilmistir (62).
2.7. Osteopontin

O-glikozile yapisal fosfoprotein olan osteopontin (OPN) ¢esitli dokularda
sentezlenir ve viicut sivilarina salinir. Ayrica kalp, bobrek, akciger, kemik, beyin,
gastrointestinal sistem, eklemler, karaciger ve yag dokusunda hasar ve enflamasyona
cevap olarak yiiksek ifadelenir (70) ve korneal iltihaplanma ve onarim sirasinda
dokularda da bol miktarda eksprese olan bir matriks glikofosfoproteinidir (71).
Ayrica, artan OPN ifadesi, artmis hiicre mobilizasyonu, sagkalim ve aktivite ile
iligkilendirilmistir (72). OPN’nin dokularda aktif hale gelmesiyle fiziksel zorluklarin
azalmasi1 sonucunda hiicrenin seklini dinamik olarak yeniden sekillendirmeye yetecek
yetenegi, go¢ davranislart icin Onemlidir gibi goriinmektedir. Hiicre iskeletinin
diizenlenmesiyle belirlenen hiicre sertligindeki degisimi kanser hiicrelerinin metastatik
ozelliklerini etkileyen bir Ozelliktir. Hiicre sertligindeki azalmasi desmosomal
proteinleri sifreleyen genlerdeki N-terminal mutant hiicrelerindeki artan yara
iyilesmesi hiziyla dogru orantilidir. Bu ¢alismalar gostermistir ki hiicre sertligi ile

hiicre hareketi arasinda siki bir iligki vardir (73).

OPN integrin bl, FAK ve ERK yollakriyla rtMSC'lerin Young Modiilsiinii
azaltir. Young modiiliis ile karakterize edilen hiicre sertligindeki degisimin hiicre
migrasyon davramigindaki degisimi bulunmustur. Hiicrenin gogii iizerindeki bilinen
diizenleyici fonksiyonunun FAK yolaklarinin aktivasyonu ile iliskili oldugu
bulunmustur. VSMC'leri OPN ile tedavi etmek, OPN'ye bagli VSMC'lerin
migrasyonuna aracilik eden FAK'in fosforilasyonuna neden olabilir (74). OPN'nin
cesitli hiicrelerde ERK'in fosforilasyonunu ve aktivasyonunu indiikleme kabiliyeti
belirlenmistir. Prostat kanseri hiicrelerinde artmis OPN ekspresyonu ERK
aktivasyonuna neden oldugu belirlenmistir (75). Buna ek olarak, OPN, ERK'nin
fosforilasyonu yoluyla vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii ekspresyonunu arttirmis
ve ERK inhibitorii, kismen OPN ile indiiklenen insan gobek kordonu endotel hiicresi

hareketliligi, proliferasyonu ve tiip olusumunu inhibe ettigi diisiintilmiistiir (76).
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Ayrica calismalarda OPN ve hiicre iskeleti iligkisi gosterilmek iizere, OPN'e
maruz birakilan rtMSC'ler ile kontrol grubu arasinda aktin sitoskeleton diizenlemesinin
farki gézlenmistir. Bu sonug¢ ise OPN'nin hiicre sertligini azaltma tizerindeki etkisini

desteklemistir (74).
2.8. Hiicre Dongiisii Evreleri
2.8.1. Kok hiicrelerde hiicre dongiisii

Hiicre dongiisti, hiicre icindeki siklin ve siklin bagimli kinaz molekiillerinin
periyodik olarak belirli kurallar halinde aktiflestirilip susturulmasi cercevesinde
gerceklesen bir siirectir ve amag¢ tam olarak DNA dizisini kopyalayip yavru hiicre

meydana getirerek hiicre sayisini artirmaktir (17).
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Sekil 9: Hiicre dongiisti (17)

Hiicre dongiisii interfaz ve M fazini igerir. Interfaz G1, S ve G2 fazlarimi kapsar
ve her bir fazda mitoz faz1 i¢in gerekli olacak olan molekiiller iiretilir. Hiicrenin
boliinebilmesi i¢in gerekli molekiillerin sentezlenmesi ve ayrica genetik materyalin
sentezlenerek iki katina ¢ikarilmasi, boylece boliinmede genetik materyalce es iki

hiicre olusturulmasi saglanmaktadir (Sekil 9) (17).

Bir hiicre boéliindiikten sonra biiylime ve yeniden boliinmeye karar vermesi
asamasina kadar G1 fazinda kalacaktir. Hiicrelerin bu faz asamasinda kalma siiresi
hiicre tipine gore degismektedir. Hiicrelerin biyolojik aktiviteleri mitoz asamasina
gore yiiksektir. Bu asamada protein sentezi ile birlikte organel sayist da artmaktadir.

G1 fazinda, hiicrenin mitojenik ve biiylimeyi Onleyici sinyalleri biitlinlestirdigi ve
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hiicre dongiisiiniin ilerlemesine, durmasina veya ¢ikisina karar verdigi aciktir. Hem
maya hem de memeli hiicrelerinde G1 fazinda Onemli bir kontrol noktasi
belirlenmistir. Mayadaki baslangi¢c ve memeli hiicrelerindeki sinirlama olarak anilan
bu nokta, hiicrenin DNA replikasyonuna ve hiicre dongiisiinii tamamlayabilecegine

karar verdigi noktadir 1-3 (17).

Hiicre donglisiinde DNA eslenmesi S fazinda gerceklesir ve zaman olarak hiicre
dongiisiiniin neredeyse yarisini kapsar. S fazt memelilerde yaklasik olarak 12 saat siirer
(17). S fazmin sonucunda genetik materyal iki katinda ¢ikmis, kromozomlar replike
edilmistir. Replikasyon ve esleme asamasi genetik materyalin mutasyona en acik

oldugu siiregtir (17).

G2 fazinda hiicre igerisinde hizli protein sentezi devam etmektedir. Bu proteinler
mitoz asamasinda kullanilmak {izere tiretilmektedir. Daha sonra M fazi baslar. Bu faz
asamasinda kromozomlarin segregasyonu ve mitoz gerceklesir ve sona dogru sitokinez
baslar. Bu faz memelilerde yaklasik 1 saat siirer (17). Bu asama alt fazlara boliinmiis
ve genetik materyalin lokalizasyonu ve yogun hale gelme siireci faza gore farklilik
gostermektedir. Alt fazlar profaz, metafaz, anafaz ve telofaz olarak ayrilmaktadir.
Profaz siirecinde niikleus membrani dagilir, kromozomlar yogunlasir (77). Niikleus
membrant degrede olur ve kromozomlar yogunlasarak kardes kromatidler halinde 1§
iplik¢iklerine tutunurlar. Metafaz asamasinda krmozomlar metafaz ¢izgisi olarak
adlandirilan hiicrenin ortasinda dizilirler ve anafaz kismina ge¢ildiginde kromozomlar

kutuplara gekilirler (17).

Hiicreler, boliinme asamasindan sonra tekrar dongiiniin baslangicina ge¢mis
bulunurlar. Hiicreler bazi durumlarda dinlenme asamasina yani GO asamasina geger.
Ayrica bu faza sessizlik (quiesence) fazi da denir. Senesens igerisinde olan hiicreler de
GO fazinda bulunmaktadir. Sinir hiicreleri boliinmeyen/nadir boliinen hiicreler olarak
bilinirken GO fazinda olan hiicrelerdir. Hizli boliinen hiicreler (6rnegin hepatositler ve

epitel hiicreleri) GO fazina girmeden direk G1 fazina girer (17).

Hiicre dongiistindeki kontrol noktalart hem normal hiicrelerde hem de saglikli
olmayan hiicrelerde 6nemli bir aragtirma noktasidir. Bu nedenle DNA hasarina yol

acan ajanlar, mikrotiibiil inhibitorleri, antimetabolitler, topoizomeraz inhibitorleri
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tizerinden c¢alisan terapotik ilaglar hiicre dongiisii kontroliinde kontrol noktalarinin
etkinliginin diizenlenmesi ile birlikte hiicre kaderini etkileyen biiyiime ve apoptotik

mekanizmalar tetiklenebilir (77).

Her siklin, siklin kutusu (cylin box) ad1 verilen sekansa sahiptir ve bu bolgeleri
siklin bagimli kinazlar1 (cdk) aktive eder. Siklinler sadece hiicre dongiisiinii degil ayni
zamanda transkripsiyonel regiilasyonu, DNA hasar tamiri, diferensiyasyon gibi
stireclerde de gorevlidir (Tablo 1) (78). Siklin bagimli kinazlarin fosforilasyonu kinaz
aktivitesini olumlu ya da olumsuz etkileyebilir (78). Siklinlerin ubikuitinlenerek
degredasyonunun  saglanmasi,  hiicre  dongiisinde  onemli  asamalarin

gerceklestirilmesini saglar (78).

Tablo 1: Siklin ve siklin bagimli kinazlar ile hiicre i¢indeki fonksiyonlar (78)

Siklinler ilgili Siklin Bagimh Kinazlar (cdk) Fonksiyonlar

A cdk1(cdc2), cdk2 S faza girig ve gegis
Yiizey bagimli biytime

B1,B2 cdkl G2 fazindan cikis
Mitoz

C cdk8 Transkripsiyonel regllasyon
GO dan S fazina gecis

D1, D2, D3 cdk4, cdk6 GO dan S fazina gegis

E cdk2 G0/G1dan S fazina gecis

F ? G2 dan M fazina gegis

Gl1, G2 cdk5 DNA hasarina cevap

H cdk? cdk aktivasyonu
Transkripsiyonel regtlasyon
DNA tamiri

| ?

K ? Transkripsiyonel regtlasyon

cdk aktivasyonu

T1, T2 cdk9 Transkripsiyonel regtlasyon

D-tipi siklinler hiicrenin GO fazindan ¢ikarak hiicre dongiisiine girmesini tetikler
(77). D siklinlerin degredasyonu diger siklinler gibi inisli ¢ikish degildir ve etkinlikleri
biiyiime faktorlerine dayanmaktadir ve cdk4 ve cdké ile etkilesip aktive ederler. G1
kontrol noktasinda en 6nemli proteinlerden biri olan Retinoblastoma (Rb) ve Rb ilgili
proteinleri siklin D’nin primer substratidir. Hiicre dongiisiindeki fazlara gore siklinler
ve siklin bagimli kinazlarin aktif halde bulunmaktadir (Tablo 1) (77).

Siklin bagimli kinaz inhibitorii olarak calisan proteinlerden biri p21°dir ve p21
hem cdk4 ile hem de PCNA ile etkilesime girer. Hiicre dongiisiinii siklin-siklin bagimli

kinaz komplekslerini inaktive ederek ve PCNA proteinine baglanip DNA sentezini
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inhibe ederek durdurur. p21 geninin olmadigi durumda hiicre G1 kontrol noktasinda
DNA hasari olsa bile hiicre dongiisiine devam eder (34). p27 ve p57, p21 gibi siklin-
siklin bagimli kinaz kompleksler iizerinden ¢aligir (36-38). INK4 protein aileside (p16,
pl5, p18, p19) hiicre dongiisiinde gorev alan inhibitorlerdir; siklin D ile cdk4 ve cdk6

proteinleri ile etkilesime girerler (78).

Embriyonik kok hiicrelerin boliinme hizlari yiiksektir. Fare ve insan embriyonik
kok hiicrelerinin diferansiyasyon agamasinda G1 fazini arttirdigi goriilmiistiir, bu bilgi
de embriyonik kok hiicrelerin kisa G1 fazda olmasi pluripotent karakterinin ayirt edici
ozelligidir (79). Rb, G1 kontrol noktasinda G1 fazindan S fazina gegiste gorevlidir,
hiicrenin S fazma hazir olup olmadigin1 kontrol eder ve Rb’nin cdk’lar ile
fosforilasyonu sonucunda aktifligini kaybederek hiicrenin S fazina gegmesi saglanir.
Embriyonik kok hiicrelerde Rb genellikle inaktif halde bulunur ve hiicre D-siklinlere

ve cdk inhibitorlerine kars1 da yanit vermez (78).
2.9. Hiicreler Aras1 Madde

2.9.1. Hiicreler Arasi Maddenin Tamimi ve Bag Dokusu ile

Mliskilendirilmesi

Hiicreler arast maddeler olarak in vitro ve ex vivo ¢alismalarda hidrojeller
kullanilmaktadir. Hidrojeller fibrin ya da alginat gibi dogal maddeler olabilmekle
birlikte sentetik hidrojellerde (6rnegin Poli-etilen glikol) varligini siirdiirmekte ve
gelisime agik bir konu olarak gilinlimiizde belirmektedir. Hidrojeller, icerigindeki
degisen su miktarina ve ¢esitli fiziksel kimyasal olaylara bagli olarak capraz aglar
olusturan yapilar halindedir. Hidrojeller, su bazli malzemelerdir ve tasarlanmalari
biyofiziksel ve biyokimyasal olaylara dayanir. Bu malzemeler siringa ve kateterler
aracigiliyla minimum invazif tekniklerle kullanilacak sekilde tasarlanmaktadir.
Hidrojel yapilar1 enjekte edildigi siire boyunca akisa izin verebilecek sekilde,
enjeksiyondan sonra ise kisa siirede jel formuna donecek sekilde tasarlanmaktadir
(80).

Desenli cam yiizeyler, elastomerik filmler, hidroksiapatit seramikler ve fibriler
koptikler de dahil olmak iizere, bir dizi biyolojik-sistematik sistem gelistirilmistir.

Bununla birlikte, hidrojeller hiicre kiiltiirii icin en umut verici se¢enek olarak ortaya
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cikmistir, ¢iinkii dogal ekstraseliiler matrikslerin belirgin elementlerini taklit ederler,
mekanigi birgok yumusak dokununkine benzer ve hiicrenin adhezyonunu ve protein

tutulmasini destekleyebilirler (81).

Hiicrelerin transmembran proteinler araciligiyla ekstraseliller matriksle
etkilesime gegmesi, hiicre i¢i sinyallerin degisimini, fosforilasyon ve defosforilasyon
ile (82) ve hiicre iskeletinin farkli organize olmasi ile sonuglanir (83,84). Ekstraselliiler
matriks igerisinde diizenleyici olarak bir¢ok protein bulunmaktadir ve bunlardan
bazilar1 trombospondin 1 (85) ve 2 (86), SPARC, osteonektin, BM-40 (87,88) ve OPN
(89,90) dir.

2.9.2. Matrijel Kavramm

Matrijel, temel olarak laminin, tip 1V kolajen ve entaktin ve proteoglikanlar ve
biiylime faktorleri de dahil olmak iizere cesitli diger bilesenlerden olusan Engelbreth-
Holm-Swarm (EHS) fare sarkom tiimorlerinden izole edilerek elde edilen temel
membran tiirevi bir hidrojeldir (Tablo 2). Matrijel, kolajen ve diger dogal hidrojellerin
sundugu pek ¢ok avantaji sunar ve genellikle hiicre gogii, anjiyojenez ve timor
gelisimini incelemek i¢in kullanilmaktadir. Matrijelin 6nemli dezavantajlar1 arasinda
mekanik ve biyokimyasal 6zellikler bakimindan tiimorijenik orijinli olmasi, cesitli

bilesim igermesi ve alimdan alima degiskenlik i¢germesi bulunur (80).

Bazal membran proteinlerinin EHS tiimorlerinden steril bir sekilde izole edilerek
jel halinde kullanilabilen matrijel, ylizey kaplamasi ve 3 boyutlu ortam olusturmay1
destekleyerek hiicre morfogenezi, diferansiyasyonu ve bilyiimesine yardimet olur (91).
EHS tiimorii benign tiimordiir ve fare igerisinde hizli biiyiir, fazla miktarda bazal
membran bileseni sunar (91). Tiimo6r malignitesini 6l¢mek igin ¢ogunlukla kullanilan
boyden kemotaksis ¢cemberleri porlu ylizeyin amniyon, kolajen tip IV ve matrijel

kaplamasiyla gergeklestirilmektedir.

Mekanik biyoloji toplulugu i¢in 6zel ilgi, hiicresel tepkileri saptamak ig¢in
sertlestirilebilen, yumusatilmig ya da tersine sertlestirilebilen ve yumusatilmis
mekanik olarak dinamik hidrojellerdir. Bu mekanik olarak dinamik yiizeyler mekanik

dozlamanin hiicre davranisina etkisinin arastirtlmasina olanak tanir (80).
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EHS tiimor dokusu hiicre ve serumdan tiiretilmis proteinlerden arindirilmak igin
% 20 NacCl ile yikanir ve biiyiik 6l¢iide matriks igeren elde, 2 M fiire ile ekstre edilerek
protein-protein etkilesimi kirilir. Santrifiijden sonra, viskoz siipernatant PBS igerisinde
sogukta diyaliz edilir. Ortaya ¢ikan soliisyon 37°C'ye 1sitildiginda kuvvetli berrak bir
jel olusur (91). Steril bir madde elde etmek igin, ekstrakte litre basina bes mililitre
kloroform ilavesi yapilir ve bir sonraki diyaliz asamasinda kloroformdan arindirilir.

Bu materyal daha sonra John Hassell tarafindan Matrijel olarak adlandirilmigtir (91).

Matrijelin stok soliisyonu, besi yerinde 10-15 mg/ml protein icerecek sekilde
hazirlanmaktadir. Matrijel dondurulmus halde saklanmakta, gece boyunca +4°C’de
bekletildiginde sivi hale gegmektedir. Jel hale gelmesi i¢in ise 24-37°C’de 30 dakika
inkiibe edilmesi gerekmektedir ve tekrar donduruldugunda sivi hale gegmemektedir
(91). Hiicreler jel haline gelmis yiizey lizerine ekilebildigi gibi, soliisyon halinde
karistirilarak jellesme de saglanabilir (91).

2.9.3. Deneysel Hidrojeller ve in vivo uygulamalar

Hiicre bazli galigmalar i¢in uygulanan standart prosediirler hiicrelerin diiz bir
yiizeyde, fizyolojik olmayan kosullardaki katilikta polistren ya da cam yiizey lizerinde
gerceklestigi bilinmektedir. Bu kosullarda yapilan caligmalar kolayligindan ve
uygulanabilirliginden 6tiirli daha ¢ekici olsa da hiicreleri in vivo kosullara gére farkli
davranislar sergileyebilir. Ornegin in vivo kosullarda bdyle olmamasina ragmen,
hiicreler standart prosediir uygulandiginda daha diiz ve uzanmis bir morfoloji
sergilemesine, hatta baz1 deney tasarimlarinda uygulanan ilag niteligindeki maddeye
kars1 farkli cevap vermesine ve hatta diferansiyasyona bagl fenotipinde degisimlere
rastlanmistir (81). Organoid teknolojisi hiicre kiiltiiri ve ksenograf ¢alismalarin ara
modelidir ve birgok kanser tiirlinii modellemek i¢in (6rnegin kolorektal, prostat ve
pankreatik) kullanilmaktadir. Bu metod ile kanser hiicrelerinin 3 boyutlu ortama gegisi
ve adaptasyonu standart hiicre kiiltiiriinden farklidir. Hiicrelerin organoid tasarimda
hiicre matriks ve hiicre etkilesimleri in vivo kosullardakine daha benzerdir. Bu
organoid tasarim ile standart teknigi karsilastiran birgok aragtirma bulunmakta, bu
tasarimla olusturulan deney tasarimlarinin in vivo cevaplara daha yakin oldugu
gosterilmistir (92). Standart hiicre kiiltiirti kosullar1 2 boyutlu olarak isimlendirilmekte

olup, hiicreler sadece iist kisimdan sinyal alabilmekte, fakat organoid metod ile
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hiicreler tiim ¢evresi/ylizeyi boyunca disaridan sinyal alabilmektedir (81). Ayrica bu
yontem kisiye 6zel tedavi segeneginin 6n denemelerini olusturmaktadir. Boylece
organoid teknolojisi ile tasarlanmis deneyler hem daha spesifik yanit vermekte, hem
de kisiye 0Ozgli tedavilerde uygulanabilecek ilacin yanitini en uygun sekilde

belirlemede uygun olabilmektedir (92).

Hidrojellerin hiicre davranisin1 diizenleyen temel olaylar1 agiga ¢ikaran bir dizi
hiicre olusumunda yararlt oldugu kanitlanmistir ve geleneksel hiicre kiiltiirlemesi ile
miimkiin olmayan ¢esitli hiicre tiplerinin gelismesi ve yoneltilmesi i¢in aract olmustur.
Farkli deneylerde, EKH’ler tipik olarak konvansiyonel kiiltiirde birka¢ giin i¢inde
kendiliginden farklilastiklar1 halde hidrojel kiiltiirlinde daha karmasik bir yanit
gostermislerdir. Hiicreler pluripotensi belirteclerini hidrojel dinamigine bagl olarak
LIF eklentisi olmadigi durumda, hiyaliinorik asit eklentisinde (93) ve diger

glikozaminoglikanlarin (94) eklentisinde gostermislerdir (91).

llag taramasmin modelleri olarak hidrojel kullanan calismalarda, Kati,
kolajenden zengin substratlar iizerine yetistirilen hiicreler, yumusak alt tabakalar
tizerindeki hiicrelerden ¢ok kemoterapilere kars1 daha fazla direng gdstermislerdir.
Hiicrenin davranisindaki mekanik etki arastirmalarinda, sert substratlarda yetisen
akciger fibroblastlar1 miyofibroblast farklilagsmasina ugramis ve daha sonra yumusak
yiizeye gectiginde kasilma fenotipini korumuslardir. Hiicrelerin ge¢gmisteki mekanik
ortamlarin bellegini korudugu ihtimalini ortaya c¢ikaran bu c¢alisma sonraki
denemelerde yanlilik yaratabilir (95). Bunlar hidrojel kiiltiir platformlarinin
kullanildig: birka¢ 6rnek olmasina ragmen, hiicresel sonuglarin bu sistemlerde standart

kiiltiire gore oldukga farkli olabilecegi aciklik getirmislerdir (96).

Hidrojel olusumu, s1v1 6ncii ¢ozeltilerin, hidrojel bilesenlerini birlestirmek i¢in
fiziksel (kovalent olmayan) veya kimyasal (kovalent) ¢capraz baglama kullanilarak elde
edilebilen kati maddelere gecisini icerir. Peptit veya protein bazli sistemlerin
cogunlugu fiziksel ¢apraz baglama silireciyle olusturulur, Ornegin, kolajen
hidrojellerinde, ¢oziinen fibriller arasindaki etkilesimler zamanla lif ve ag baglantisina
doniistir. Peptid hidrojelleri genellikle amfifilik veya jelasyon esnasinda b-tabakalari
gibi supramolekiiler yapilara kendiliginden yerlesebilen diger tamamlayici sekanslarla

islenir (97). Diger dogal malzemeler yiik etkilesimleri yoluyla bir araya getirilebilir;
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ornegin iki degerlikli katyonlar, anyonik alginat polimerlerin jellesmesini indiikler.
Sentetik polimerler ayrica fiziksel ¢apraz baglanmay1 saglamak icin ¢esitli islevsel

gruplarla modifiye edilmistir (98).

Zincir halinde olusan polimerizasyon i¢in hidrojel icerisinde reaktif gruplarin
(akrilatlar, metakrilatlar veya akrilamitler gibi) kovalent reaksiyonunu indiiklemek
gibi ¢esitli uyaranlar (6rnegin, redoks baslatma veya foto-baslatma) hedef alinabilir
(99). Bu gibi preparatlarda hiicrelerle birlikte kullanilacagi zaman, hiicrenin 6limiinii
en aza Iindirgemek ve genel olarak hiicresel fonksiyonunu korumak igin
polimerizasyon siirelerini kisaltmak ve toksik olmayan baslaticilar kullanmak
onemlidir. Fotopolimerizasyon yoluyla {iretilen serbest radikallerin hiicrelere,
ozellikle de hassas primer hiicre tiplerine zarar verdigi bildirilmistir. Bu nedenle, hiicre
tipleri i¢in uygun capraz baglanma prosediirlerini aragtirmak onemlidir. Alternatif
olarak, kademeli biiylime polimerizasyonu, karistirma iizerine dogrudan reaksiyona
giren iki veya daha fazla hidrojel dnciisii kombine edildiginde olusur. Belki de bu tipin
hidrojel olusumu i¢in en yaygin reaksiyonu, ¢cok fonksiyonlu monomerler ve ¢apraz
baglayicilar arasindaki Michael tipi ilave reaksiyonudur. Yine, polimerizasyon
zamaninin ve reaktiflerin, hiicre kapsiillenmesinin hiicreye uygun bir sekilde olusacak
sekilde tasarlanmas1 6nemlidir. Her iki kimyasal ¢apraz baglama 6rneginde, jelatin,
kapstilleme islemi sirasinda hiicrelerin ¢okelmesini 6nlemek icin yeterince hizli olmasi

gereklidir (100).

Hidrojellerin mekanik, sisme, por boyutu ve bozunum dahil olmak iizere
karakterize edilebilmesi icin gesitli 6zellikleri vardir. Ticari kitleri satin alirken veya
belirli hidrojel tariflerini izlerken, bunlar zaten bilinebilir ve her kullanici tarafindan

karakterize edilmesi gerekmez (92).

Iki boyutlu hidrojel film mekanigi tipik olarak, drnegin yiizeyinde tarama
yapmak ic¢in kullanilan mikron boyutlu konsol proplari nedeniyle hiicre dlgeginde
substrat mekanik Ozelliklerini 6lgmek i¢in en uygun teknik olan atomik kuvvet
mikroskopisi (AKM) ile degerlendirilir. Sikistirma veya ¢ekme testi gibi sirasiyla bir
materyali iterek veya g¢ekerek toplu mekanik 6zellikler saglayan veya baska tarama
yontemleri, 3 boyutlu hidrojellerin mekanik Ozelliklerini karakterize etmek igin

kullanilabilir (92).
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Teknik olarak jelasyon zamani ve kayma modiilii gibi zamana bagli 6zellikler,
hidrojel olusum hizin1 veya bir malzemenin jellesme sonrasi rahatlama kabiliyetini
karakterize etmek i¢in kesilme kuvvetlerinin uygulandigi reoloji kullanilarak 6l¢iiliir.
Bir bagka 6nemli hidrojel 6zelligi, hidrojel i¢ine alinan su veya tampon miktar1 olarak
tanimlanan sisme Ozelligidir ve O6lgmek icin basit bir ozelliktir. Polimer aginin
hidrofilitesinin yani sira bagil capraz baglanma dengesinin bir gostergesidir, daha sert

aglar tipik olarak daha diislik sisme gosterirler.

Hidrojelin ag boyutu veya molekiiler por o6zelligi tipik olarak nanometre
Olcegindedir ve matriks boyunca besin dahil tiim molekiillerin akisini etkileyebilir.
Diisiik sisme ve daha yiiksek modiiliis daha kiigiik molekiiler por boyutuna isaret
ettiginden hidrojel sisme davranisi ve mekanik oOzellikler iligkilidir. Hidrojelin
bozunmasi, mekanik ve zamanla sisme karakterinde degisime neden olabilir ve bu

hiicrenin hareketinde, yayilma ve cekis kuvveti olusumu gibi hiicre davraniglarim

etkiler (91).

Hidrojel, hiicre kiiltiiriinden 6nce, gama veya mikrop oldiiriicii UV 1s1nlamasi,
etilen oksit maruziyeti, dnceden olusturulmus hidrojellerin etanol ile muamele
edilmesi veya yogun karbon dioksit gazi sterilizasyonu kullanilarak sterilize edilebilir.
Hiicrenin kapsiillenmesi agsamasinda ise oncii soliisyonlar hidrojel olusumundan 6nce
sterilize edilmelidir. Bu, ya filtreleme yoluyla (eger ¢ozeltiler ¢ok yapiskan degilse)
ya da c¢ozeltinin ya da kuru polimerin mikrop o6ldiiriici UV radyasyonuyla
gerceklestirilebilir. Biitiin bu yaklasimlar etkili olmakla birlikte, hidrojelin fiziksel
Ozelliklerini bozmayan, denatiire etmeyen veya bagka sekilde baska bir yontemi
degistirmeyecek bir teknigi segmek icin dikkatli olmak gerekir. Ornegin, uzun UV
uygulamasi, kKolajeni denatiire edebilir ve islevsel hidrojellerde peptit pargalanmasina
neden olabilir, 6rnegin gama 1sinlamasi alginati degrede edebilir. Ticari hidrojel Kiti
bilesenleri tipik olarak Onceden sterilize edilmis olarak saglanir veya spesifik

sterilizasyon talimatlari igerebilir (91).

Kolajen, dogal dokularin birincil organik bilesenidir ve insan viicudundaki
tanimlanmis 29 kolajen tipinin yaklasik %90' fibrillerden olugmaktadir. Tip I kolajen
en sik goriilen tiptir ve bir¢ok dokunun temel yapisal bilesenidir. Her dokuda yiiksek

oranda bulunmasi nedeniyle kolajen odakl ¢alisma gekici olmustur. Kolajen Il ve 111
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tipleri ve glikozaminoglikanlar gibi diger bilesenler de dahil edilebilirken, kolajen
hidrojel cogunlukla tip I kolajenden olusur. Kolajen ile ayn1 amino asit dizisine sahip,
fakat ticlii sarmal karaktere sahip olmayan jelatin de yaygin bir sekilde kullaniln bir
hidrojel malzemedir. Hidrojel olarak kullanilan kolajen genellikle asit veya pepsin ile
coziinmiis tip I kolajen soliisyonlarindan tiiretilmekte, siklikla fare kuyruk
tendonundan elde edilmektedir. Bu diisiik pH'l1 soliisyonlar spontan fibrilogenezis ve

jelasyonu 6nlemek igin diistik sicaklikta depolanir (101).

Kolojen hidrojeller hiicre veya kiiltiir ortam1 varliginda olusabilecek kolajen
fibril kendi kendine ¢aprazlama baslatmak i¢in sicakligi ve pH'" ylikseltmek suretiyle
olusturulur. Jellesme fizyolojik kosullar altinda yaklasik 30 dakika i¢inde ve esnek
bicimde kaliplanabilen sekillerde olusur. Sicaklik, hidrojel mimarisini 6nemli
derecede etkilemektedir; daha diisiikk jelasyon sicakliklari, daha biiyiik fibrillerin

olusumuna neden olur (102).

Kolajen hidrojel mekanigi kolajen konsantrasyonu ile belirlenir, ancak bu, bu
ozelliklerin bagimsiz kontroliinii sinirlayan yapiskan ligand yogunlugundaki
degisikliklere baghdir. Kolajen fibrillerin bozunabilirligini esasli olarak degistiren
kapsamli kimyasal ¢apraz baglanma olmaksizin daha sert sertlik (>1 kPa) olan kolajen

hidrojelleri iiretmek de zordur (91).
Kolajen igeren hidrojellerden en 6nemlisi bilesiklerden birisi de matrijeldir.

Tablo 2: Matrijel igerigindeki bazal membran bilesenleri (91)

Bazal Membran Bilesenleri

Bol Bulunan Proteazlar Blylme Faktorleri | Diger Proteinler
Bilesenler o MMP-2 - TGFB « Amilaz
* Laminin * MMP-S * FGF o Transferin
* Tip IV kolajen * URuOkinaz * EGF « Klusterin
» Perlekan (Heparan | * Doku spesifik * PDGF
stlfat proteoglikan) plazminojen « IGF
* Nidejen/Entaktin aktivatord

|
Hiicrelerin molekiiler sinyallesmeler dogrulrusunda hiicreler arasi madde ile

etkilesim calismalarindan biri 1975 yilinda yapilmis, laminin yiizeye epitelyal,
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endoteliyal ve tiimor hiicresi yapisirken, fibroblast hiicresinin yapismadigi

goriilmiistiir (91,103).

Hiicre tipine bagl olarak matrijel varligina karsi cevap farklidir (Tablo 3)
Ornegin endotel hiicresi matrijel yiizeyine bir saat iginde tutunup yapismis ve
uzanmistir, bir giin sonra ise hiicreler liimen morfolojisini gosteren yapilar

olusturmustur (91,104).

Tablo 3: Bazal membran uygulanan hiicre ve dokularin farklilasmasi (91)

Hiicre/eksplant Cevap

Hiicre hatlan

Prostat® Asinar olusumu, bezler

Tiikiiriik? Asinar olusumu, amilaz Gretimi

Meme epiteli® Kanal ve limen olusumu, yiiksek kazein

MDcCK?

Pankreas®

Schwann hiicreleri?
intestinal hiicreler?

Kemik hiicreleri

Polarize kist

Asinar diferansiyasyonu
Diferansiyasyon
Diferansiyasyon

Kanalikil olugumu

Primer hiicreler

Sertoli

Hepatositler?
Kondrositler
Endotelyal hiicreler?
Endometriyal hiicreler

Ovidukt epiteli

Kolumnar epitelyum

Diizenli morfoloji, alblimin tretimi
Kikirdak olugumu

Kapiller tiipler ve limen
Kolumnar epitelyum, bezler

Siliar hiicreli tiipler

Doku eksplantlan

Noral krest
Dorsal kdk gangliasi
immatiir folikiller

Aortik halka

Uzantilar
Miyelin dretimi ile uzantilar
Kil biytimesi

Damar uzantilan

Oockinetez (zigot) Malarya parazitinin sporogenik gelisimi

aPrimer ve hiicre hattini temsil eder

Kanser calismalar1 i¢in farelere enjekte edilen tiimor hiicreleri sadece tlimor
hiicrelerinin enjeksiyonu ile matrijel ve timor karisimi enjeksiyonuna gore daha
basarisizdir. Normalde farede biiyiitiilemeyecek olan tiimor tipleri, matrijel karsimi
icinde enjekte edildiginde tiimor olusumu gerceklesmistir. Benzer olarak biyopsi
sonucu elde edilen tiimor hiicreleri de farelerde daha kolay tiimor olusumunu

saglamistir. Ayni zamanda, tiimor hiicreleri matrijel icerisinde daha hizli bliylimiistiir
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(91,105). Ayrica matrijel ile metastatik kansere sahip olan hastadan alinan 9-20 ml

kan karistirildiginda da nude farede tiimor olusunu gergeklestirmistir (91).
Embriyonik Kok Hiicrelerin Farkhlastirilmasi icin Kullanilan Yontemler

Hiicreler disaridan gelen sinyallerle birlikte kendi i¢indeki etkilesimi diizenleyip
diferansiyasyon kapasitesini sekillendirmektedir. Bu asamalarda digsaridan gelen
simyallerin in vitro kosullar altinda biyokimyasal, biyofiziksel ve mekanik olarak
gergeklestirerek ¢alismalar yiiriitiilmekte ve hiicrelerin kapasitelerini ¢alismanin amaci

yoniine ¢ekebilmektedir.

Mekanik Yiiksek Diferansiyasyon
Karakterler Potansiyeli

kati a Osteogenez
kiiciik ' (Kemik)
hicre
boyutu
‘ yuksek | Kondrogenez
5 2 akiskanlk (Kikirdak)
Diferansiye
olmamis . ,
= 2 yumusak
kok huicre biyik Adipogenez
hiicre ' (vag)
boyutu

Sekil 10: Mekanik karaktere gore hiicre kaderinin belirlenmesi (106)

Embriyonik kok hiicrelerin disaridan aldiklari ilk molekiiler sinyal hiicreler arasi
madde kaynaklidir, bu nedenle nis, kok hiicrenin farklilasmasini yonlendirmek igin
onemli bir kaynaktir (Sekil 10). Hiicreler aras1 madde, hiicreye desteklik saglarken,
ayn1 zamanda biiyiime faktorlerini ve sitokinleri barindirdigi i¢in biyolojik sinyaller
de ireterek hiicrenin farklilasma kapasitesini belirler (100). Deborah Philp ve
arkadaglari, embriyonik kok hiicrelerin istenilen yonde farklilagsmasini saglamak igin
Rhesus maymun embriyonik kok hiicrelerini farkli matriks ile biiyiiterek hiicrelerin
diferansiyasyon kapasitesini arastirmiglardir. Aragtirmacilarin kullandig stok matrijel
11-13 mg/ml konsantrasyonda olup, kartrigel i¢in kullandiklart karisimda tip 1 kolajen
3 mg/ml, laminin 1 mg/ml’dir. Deney asamasinda ise 2.0, 1.0, 0.5, 0.25 mg/ml besi
yeri igerisine ya da feeder yiizeye eklemek icin, 11-13 mg/ml matrijel yiizey
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olusturmak i¢in kullanan arastirmacilar, kartrijeli 5.6 mg/ml konsantrasyonda
kullanmiglardir. Kartrijel i¢in buzagi dizi kiigiikk pargalara ayrilip sivi azotta
bekletildikten sonra ezilip tuz, iire ve guanidine maruz birakilip diyaliz agamasindan
sontra DMEM besi yerinde ¢oziilmiistiir. Calisma NASA tarafindan desteklenen
biyoreaktor ile olusturuldugunda diferansiyasyon kapasitesi morfolojik olarak
tablodaki (Tablo 3) gibi olmustur. Bazal membran karakterindeki matrijeli ve kendi
olusturduklart kartrjeli karsilagtirmig, matrijelin  immatur glandular/epitelyal
farklilasmasini saglamistir. Kartrijel ise hiicreleri olgun ve kalsifiye olmus kikirdak

hiicrelerine donmesi saglanmistir (Tablo 4) (100).

Tablo 4: Matrijel ve kartrijel ile bazal membranda ¢ogunlukla bulunan kolajen tip I
proteini ile laminin I glikoproteinin tabaka yilizeyinde, biyoreaktorde ve in vivo timor

igersinde farklilagsma kapasitesi (100)

Farkli ekstraseliiler matriks bilegenlerinin maymun embriyonik kék hiicre diferansiyasyonuna in vivo
ve in vitro etkisi

Matriks Tek katman (Monolayer) Biyoreaktor In vivo
Diferansiyasyon yok Diferansiyasyon yok Belirlenemedi
Kolajen | Diferansiyasyon yok Yapiimadi Yapiimadi
Laminin-I Diferansiyasyon yok Diferansiyasyon yok Yapilmadi
Matrijel immatiir bezler Cok sayida immatiir Belirlenemedi
bezler
Kartrijel Diferansiyasyon yok Kikirdak nodiilleri Kikirdak nodiilleri

in vivo test edilen hiicreler tek katman ve biyoreaktor kiiltiirlerden elde edilmistir.

11. giinde Rhesus maymun embriyonik kok hiicreleri matrijel ylizeyinde tiibiiler
yapilar olusturmuslardir. Arastirmacilar bu asamada olusan bu yapidan hiicreleri
koparmanin zor oldugunu belirtmis kiimelenme dolayisiyla goriintiillemenin
zorlastigint bu nedenle hiicreleri kesit alarak hematoksilen eozin boyamayla

goriintiilemiglerdir (100).

Embriyonik Kok Hiicrelerin Farkhilastirilmasinda Kullanilan Hiicreler Arasi

Maddeler

Bazal membran bilesenleri gelismekte olan embriyoda belirgin olarak
sentezlenir ve iki hiicreli sathada laminin eksprese edilirken, gastrulasyonda belirgin
bir bazal membran gozlenmektedir. Kok hiicrelerin temas ettigi ilk hiicreler arasi

madde bazal membran oldugundan, bu bilesenin kok hiicre farklilasmalari iizerinde
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onemli bir etkisi vardir (91). 1988 yilinda yayimlanan ¢alismada matrijel noral krest
hiicrelerinin ¢ikinti olusumunu fazlalastirdigi goriilmiistiir. Bu ¢alismadan sonra
matrijelin diferansiyasyon kapasitesini de degistirebilecegi diisiiniiliip, diferansiye
olmayan embriyonik kok hiicreler tizerinde matrijel kullanimi baglamistir. Embriyonik
kok hiicreler standart olarak feeder fare fibroblast hiicreler lizerinde kiiltiirlenmektedir,
fakat bu durumda fare endojen viriisii nedeniyle kontaminasyon riski bu metodun
uygulanim ve sonuglarinda tereddiit olusturmaktadir. Buna karsin, insan embriyonik
kok hiicrelerinin fare fibroblast besiyeri igerisinde matrijel {izerinde Kkiiltiirlendigi
goriilmistiir. Yetiskin kas dokusundaki kas fiberlerinden izole edilen ve matrijel
tizerinde kiiltiirlenen kararlanmis kok hiicrelerin miyositlere ve ayni zamanda
osteoblast ve adipositlere diferansiye oldugu goriilmiistiir. Ayn1 zamanda matrijel
icerigindeki glikoproteinlerden biri olan laminin iizerinde kiiltiire edilen kok
hiicrelerin noral hiicrelere diferansiye edildigi belirtilmistir (91). Matrijel tizerinde

kiiltiire edilen maymun blastosist kok hiicresi bez benzeri yapilar olusturmustur (91).
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BOLUM III
3. Gerec ve Yontem
3.1. Deney Gruplari

Deney dizaym1 fEKH’lerin hiicreler arasi madde konsantrasyonuna verdigi
tepkiyi 6lgme amagli oldugu i¢in hiicreler arast madde olarak ti¢ farkli konsantrasyon
denendi. Ayrica bu ii¢ konsantrasyon 1., 3. ve 6. giin olacak sekilde calismalar
siirdiiriildii. immiinofloresan boyama drnekleri 3. ve 6. giinii olacak sekilde hazirland
(Tablo 5).

Tablo 5: Deney gruplari. HD: hiicre dongiisii, IF: immiinofloresan boyama

1. Giin (HD) Kaplama olmayan

3. Giin (IF ve HD) 2 mg/ml matrijel

6. Giin (IF ve HD) 4 mg/ml matrijel

6 mg/ml matrijel

3.2. Hiicre Kiiltiirii

Calismada, firmadan satin alinan fEKH'si kullanildi. Hiicre kiiltiirii ¢alismalari
Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dalina ait olan Molekiiller Embriyoloji
laboratuvarinda gerceklestirildi ve deneyler laminar kabin igerisinde yapildi. Laminar
kabin igerisine alinan tiim materyaller %70’lik etanol ile sterilize edildi ve her ¢calisma

baslangici ve sonunda UV 15181 ile laminar kabin sterilizasyonu tamamlandi.
3.3. Hiicre Besi Yeri Hazirlama

fEKH kiiltiirii ‘serum ve antibiyotik igeren fare embriyonik kok hiicre biiylime
besi yeri ile fare embriyonik kok hiicresi serumsuz antibiyotikli tam biiylime besi
yerine fare embriyonik kok hiicresine 6zel FBS %10 oranda karistirilacak sekilde

hazirlanan besi yeri ile gerceklestirildi.
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3.4. Hiicre A¢ma

Hiicre acilmadan 6nce sicak su banyosu 37°C’ye ayarlandi. Laminar kabinde
hiicrenin ekilecegi flaska taze kiiltiir besi yeri eklendi ve hiicre ekimine hazir olmasi
icin, 1s1 ve gaz dengesini saglamak amaciyla 37°C, %5 CO: olan inkiibatore

yerlestirildi.

Sicak su banyosu (Sekil 11) 37°C’de dengelendikten sonra Onceden
dondurulmus kriyo tiipler -80°C’den alinarak su banyosuna getirildi. Kriyo tiip
icerisinde ¢dziinmenin baslamasi icin tiip yarisi su i¢inde olacak sekilde hafifce
sallanarak yaklagik 2 dakika bekletildi. Yarisindan fazlasi ¢oziinen kriyo tiip laminar

kabine alinmadan 6nce %70’lik etanol ile sterilize edildi.

Sekil 11: Hiicre agma asamasinda kullanilan su banyosunun fotografi

37°C’de 1s1tilan 9 ml kiiltiir besi yeri igerisine ¢oziinen hiicre soliisyonu yavasca
eklendi. Toplamda yaklasik 10 ml olan soliisyon 5 dakika, 1000 rpm’de santrifiij edildi
(Sekil 12). Santrifiij sonrasi siipernatant atildi ve hiicreler kiiltiir besi yeri ile tekrar
¢oziindii ve 5 dakika 1000 rpm’de santrifiij edildi. Bu iki santrifiij agamasiyla hiicreler
kriyo protektan olan DMSO dan kurtarilmis oldu. Ikinci santrifiijden sonra siipernatant
atild1 ve hiicreler 1 ml kiiltiir besi yerinde pipetlenerek ¢6ziildii ve 6nceden 1sitilan

kiiltiir besi yeri igerisine (flask icerisine) ekildi.
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&>

eppendorf

Centrifuge 5804 R

Sekil 12: Santrifiij cihazi

24 saat sonra, (DMSO’dan tamamen arindigindan emin olmak amaciyla) kiiltiir
besi yeri degistirildi. Kiiltiir besi yeri her iki giinde bir degistirildi ya da taze besi yeri
eklemesi yapildi. Hiicreler yiizeyi %80 kapladigi zaman pasajlama yapildi. Hiicreler
deneylerde ikinci pasajdan sonra kullanildi. Embriyonik kok hiicre olmalari sebebiyle

hiicreler sadece pasaj 3-6 arasinda kullanildi.
3.5. Hiicre Dondurma

fEKH'leri %80-90 olacak sekilde flask yiizeyini kapladiginda pasaja hazir hale
geldiler ve pasajlar arasi bu siire yaklasik 7 giin silirdii. Pasaj 6 sonrasi hiicrelerin
morfolojileri degisti, hiicreler uzamaya basladi, bu nedenle deneylerde kullanilmadi.
Hiicre dondurma igin, hiicreler normal pasaj prosediiriinde oldugu gibi dnce var olan
kiltlir besi yerinin atilmasi, daha sonra kalint1 halindeki serumun uzaklastirilmasi igin
serumsuz (yikama) besi yerine maruz birakilmasi ve ardindan tripsin-EDTA ile 3-5
dakika, 37°C, %5 CO: olan inkiibatore yerlestirilmesiyle devam etti. Yiizeyden ayrilan
hiicreler santrifiij edildi ve pellet fEKH'sine 6zgii olan dondurma besi yeri ile

karistirild1 ve -80°C’ye kaldirildi.
3.6. Hiicrelerin Pasajlanmasi

Hiicreler her pasajdan 6nce mikroskop altinda goriintiilendi. Yiizey kaplamasi

%80-90 oldugunda hiicreler pasajlandi.

Kullanilmadan o6nce, tripsin-EDTA soliisyonu, fEKH besi yeri ve yikama i¢in
kullanilan serumsuz besi yeri +4°C’den oda sicakligmna ¢ikarildi. fEKH'ler,

kendilerine 6zgii, diferansiyasyonu onleyen flasklar {izerinde biiyiitiildi. Biiyiikliik
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olarak T75 flasklar kullanildi. Pasaj i¢in mikroskop altindaki gézlemden sonra flask,
laminar kabinete alind1 ve igerisindeki besi yeri aspire edilerek uzaklastirildi. Yikama
icin yaklagik 3 ml serumsuz besi yeri kullanildi, boylece flask igerisindeki serum
ortamdan uzaklastirildi. Daha sonra fEKH'lerin ylizeyden ayrilmasi i¢in flask igerisine
2 ml tripsin-EDTA soliisyonu konuldu ve ¢alkalandi, yaklasik 1,5 ml tripsin-EDTA
sollisyonu aspire edildi. Flask, tripsin aktivasyonunun maksimum olmasi igin
inkiibatore kondu ve 5 dakika inkiibe edildi. Bu siire zarfinda yeni ¢ikarilan flask
igerisine 10 ml taze fare embriyonik besi yeri eklendi ve (1s1-gaz dengesi saglanmasi
i¢in) inkiibatore kaldirildi. Hiicrelerin kaldirma asamasindan sonra kullanilacak 15 ml

falkon tiip hazirlandi.

Inkiibasyon sonrasi hiicreler daha yuvarlak sekilli olup, cogunlugu tripsin
icerisinde asili haldeydi. Kimyasal olarak yiizeyden ayirmanin yani sira hiicreler
gerektiginde mekanik olarak, flaskin sag, sol ve alt yiizeyine hafif¢e vurularak da
kaldirildi ve mikroskop altinda gozlendi. Hiicrelerin tripsine fazla maruz kalmasi
hiicreleri kotii etkilemektedir. Flask laminar kabinete alindi ve tripsin etkisini
durdurmak i¢in 2 ml serum igeren besi yeri flaska eklendi. Toplamda yaklasik 3 ml
olan flask igerisindeki soliisyon 5 ml’lik pipet ile yaklagik 10 kez bas ¢ek yapildi,
bdylece mekanik kuvvet ile ylizeye halen tutulan hiicrelerin de kaldirilmasi saglandi.
Soliisyon toplandi ve daha 6nceden cikarilan 15 ml falkon tiipe aktarildi. Flask
mikroskop altinda gézlendi ve icerisinde bir miktar daha hiicre toplulugu oldugu
goriildii. Bu hiicreler yaklagik 5 ml lik besi yeri ile tekrar bas ¢ek yapilarak yikandi ve
falkon tiipe eklendi. Yikama sonrasinda flask ylizeyinde kalan hiicre sayisinin
minimum (neredeyse hi¢) olmast saglandi. Falkon tiip 1000 rpm, 5 dakikaya ayarli

santrifiije yerlestirildi ve uygun denge ile santrifiij edildi.

Santrifiij sonrasi, {ist faz aspire edildi ve falkon tiipiin dibinde bulunan pellet
hafif darbelerle kalan soliisyon ile ¢6ziildii. Daha sonra 1 ml yeni fare embriyonik besi
yeri ile pellet homojen bir sekilde ¢oziildii. Belirlenen miktar kadar daha once
inkiibatore yerlestirilen flask igerisine eklendi ve esit sekilde dagilim igin X-Y
koordinatlarinda hareket ettirildi ve mikroskop altinda kontrol edildikten sonra

inkiibatore yerlestirildi. Kalan hiicre deneyler i¢in sayildi ve bu dogrultuda kullanildi.
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3.7. Hiicre Sayisinin ve Canhih@inin Belirlenmesi

Hiicre sayisinin belirlenmesi i¢in dncelikle hemositometre denendi. Bunun igin
1 ml i¢inde ¢6ziinmiis hiicre soliisyonu i¢erisinden 10 mikrolitre alindi1 ve 90 mikrolitre
besi yeri ile karigtirlldi. Bu karisima 1:1 oraninda tripan mavisi eklendi ve
hemositometreye yiiklendi. Hiicreler mikroskop altinda sayildi. Sayim olarak hiicreler
belirlenebildigi halde, tripan mavisinin yarattifi kontrast nedeniyle canlilikla ilgili
kesin veri elde edilemedigi i¢in hiicre analizator cihazi ve hiicre sayim ve canlilik kiti
de hiicre sayimi igin kullanildi (Sekil 13). Bunun i¢in besi yerinde ¢oziilmiis 1 ml
hiicreden 20 mikrolitre alind1 ve 380 mikrolitre kit i¢erisindeki soliisyon vorteks ile
karistirildi. Karisim prosediiriin 6nerdigi gibi 5 dakika oda sicakliginda ve karanlikta
bekletildi. Bu 5 dakikalik inkiibasyondan sonra soliisyon tekrar vorteks ile karistirildi.
Karigim hiicre analizator cihazi ile hiicre sayim ve canliligi programiyla yiiritiildi.
Bunun sonucunda karisimdaki mililitre bazinda hiicre sayis1 ve canliligi belirlendi.
Hiicre sayis1 ve canlilifin belirlenmesi kit igerisinden eklenen soliisyondaki iki farkli
floresan boyanin birisinin sadece canli hiicreleri boyarken digerinin 6lii olan hiicreleri
boyamasiyla gergeklesti (Sekil 13). Hiicre canlilik tespiti i¢in diger metodlarla
kullandigimiz metod Tablo 6’da karsilastirilmistir.

Hiucreler tipe eklenir

Canli hiicreler Canli hiicreler

o) @
Debri P o Debri = ",'
Oli hucreler Ol hiicreler

Tahmini Boyama Modeli ve Hiicre Boyutu

> AN
g © © @
Debri ve niikleus Canli Olen hiicre Oli hiicre

barindirmayan hicre
hiicre

Hicre Disik Yiksek Orta-Yiksek Yiiksek
Boyutu

Cekirdek Negatif Yiksek Yiiksek Yiksek
boyamasi

Canlihk Negatif Negatif Orta Yiksek

boyamasi

Sekil 13: Hiicre sayimi igin kullanilan soliisyon prensibi (A ve C) ve kullanilan
soliisyon (B)
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Tablo 6: Hiicre analizator cihazi ile hiicre sayimi ile hemositometre ve goriintiileme

ile yapilan sayim karsilagtirmasi

Muse Hiicre Analizatorii

Manuel Hemositometre

Otomatik goriintilleme
bazh sayim cihazi

Ornek formu Tap bazh Lam bazh Lam bazl

Boyama tipi Floresan boya Tripan mavisi Tripan mavisi
Kullanicibias derecesi Minimal Belirgin bias -

Hiicre sayisinda Farkhlik yok Hicre sayisi Sayim yapilan hiicre
degiskenlik konsantrasyona sayisi belirgin degil,

bagimlidir ve 6rnekten
ornege degisebilir

konsantrasyon bagimli

Sayim yapilan hiicre
saylsl

Daha yiiksek hiicre sayisi,
yuksek istatistiksel anlam

Daha az hiicre

Daha az hiicre

Veri elde siresi

1-2 dakika

Manuel sayim dolayisiyla
daha yavas

Yaklasik 1 dakika

Ornek okuma/analizde
esneklik

Boyama sonrasi rnegi
okutmak icin daha yiiksek
esneklik

Ornekler boyamanin
hemen ardindan analiz
edilmelidir

Ornekler boyamanin
hemen ardindan analiz
edilmelidir

Veri alimi

Dosya aliminda kolaylik,
tekrarlanabilir analiz

Manuel kayit, okuma
sonrasi okumanin kaybi

3.8. Hiicrelerin Faz-Kontrast Goriintulenmesi

Dosya aliminda kolayhk

fEKH'leri pasaj Oncesi ve sonrasi da dahil olmak tiizere belirli araliklarla

deneysel olarak go6zlemlendi ve fotograflandi (Sekil 14). Bunun i¢in inverted

mikroskop kullanildi. Bu mikroskopta 1sik kaynagi yukarda olup, objektifler

hiicrelerin altindadir. Hiicrelerin faz kontrast olarak 1., 3. ve 6. giin fotograflar1 ¢ekildi.

Sekil 14

Faz-kontrast goriintiileme icin kullanilan aydinlik alan mikroskobu

36



3.9. Hiicreler Arasi1 Maddenin Hazirlanmasi

Hiicreler arasi madde olarak matrijel soliisyonu kullanildi. Stok soliisyon
alikotlanarak -80°C’de saklandi. Belirli sayida marijel alikot bir giin 6ncesinden buz
icerisine +4°C’ye ¢ikarildi. Caligmanin yapilacagi giin inkiibatorde, inkiibasyon

asamasina kadar matrijel ile olan kisimda buz tizerinde gergeklestirildi.

3.10. Fosfat Tamponlu Salin / Fosfat dengeleme Soliisyonu (PBS)

Hazirlanmasi

Stok soliisyon olarak PBS 10X olacak sekilde hazirlandi. Bunun i¢in asagidaki
malzemeler hassas terazide 1000 ml distile su icerisinde manyetik karistiricida

¢Oziildii.

-80 gr NaCl

-25,6 gr Na2HPO4 7H20
-2 gr KCI

-2 gr KH2PO4

Soliisyon pH 7.4 olacak sekilde ayarland1 ve filtrelendi. Oda sicakliginda

kimyasal dolabinda saklandi.

Kullanim i¢in hazirlanan 10X PBS stok soliisyonundan 100 ml alind1 ve 900
ml distile su ile karistirildi, filtrelendi. Boylece kullanima hazir 1X pH 7.4 PBS

hazirlanmis oldu.
3.11. Matrijelin Alikotlanmasi

Matrijel alikotlanmasi i¢in Oncelikle -80°C’de bulunan stok matrijel bir giin
oncesinden buz igerisinde +4°C’ye ¢ikarildi. Buz igerisine mikrotiipler yerlestirildi ve
sogumaya birakildi. Ayn1 zamanda kullanilacak tip uglar1 buza yakin olacak sekilde
sogumaya birakildi. Soguma sonras1 matrijel sollisyononu her sogutulan mikrotiipe,
sogutulmus tip uglartyla yaklasik 200 mikrolitre matrijel eklenerek, alikotlar halinde -
80°C’de saklandi.
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3.12. Matrijel ile Yiizey Kaplamasi

Kullanimdan bir giin 6nce, matrijel alikotlar, -80°C’den buz igerisinde +4°C’ye

cikarildi. Matrijel kaplamasi iki farkli deney tasarimi i¢in farkli uygulandi.

Immiinofloresan boyamas igin 6 kuyucuklu plate kullanildi. Her bir kuyucuk
icerisine 3 adet 15 mm lamel kondu. Lamelleri yerlestirmek i¢in pens ve ucu kirllmig

igne ucu kullanild: (Sekil 15).

e ——

| Yikama besi yeriA fEKH besi yeri

Sekil 15: Matrijel kaplamasi asamasinda ¢alisma ortami

Lamellerin her birine seyreltilmis (Tablo 7) 15 mikrolitre matrijel yayildi. Bunun
icin matrijel lamel {izerine noktalar halinde kondu ve tip ucuyla dagitild1 (Sekil 16).
Tiim lameller kaplandiktan sonra buz {izerinde calkalayict (Sekil 17) tizerine kondu.
Yaklasik on dakika calkalayici iizerinde bekletildikten sonra 6 kuyucuklu plate iizeri
etanol ile sterilize edildi ve %5 CO2, 37°C olan inkiibatore matrijel polimerizasyonu
i¢in yerlestirildi ve polimerizasyon i¢in gegerli olan siire zarfinda fEKH'leri pasajlandi
ve hiicre sayimi yapildi. Polimerizasyon siiresi yaklasik 30 dakika siirdii. (Matrijel

iirlin olarak soguk ortamda s1v1, sicak ortamda polimerlesme ile kat1 hale geger.)
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Sekil 16: Matrijel ekimi (A) sematik ve (B) fotograflanmis goriintiisii

Hiicre dongiisiiniin belirlenmesi igin hiicre sayisinin yiiksek tutulmasi gerekti,
fakat konsantrasyon degisikligi nedeniyle herhangi bir etki yaratmamak i¢in hiicre
sayis1 yilizey genisligiyle orantili olarak artirildi. Daha acik belirtmek gerekirse,
immiinofloresan ile hiicre dongiisii i¢in kullanilan hiicre sayis1 mililitre bazinda ayni
uygulandi, fakat yiizey alam1 genisledigi icin hiicre sayist da artmis oldu. Hiicre
dongiisiiniin belirlenmesi i¢in her deney diizeneginde bir konsantrasyon denemesi igin
ikiser kuyucuk kullanildi. Yiizey alani ile dogru orantili olarak her kuyucuga 78,4
mikrolitre matrijel noktalar halinde kondu. Matrijel kaplamasi yapmadan once 6
kuyucuklu plateler buz lizerinde bir siire bekletildi, boylece matrijelin ylizeyde
yayilmas1 daha kolay ve hizli oldu. Tiim kuyucuk ylizeyinin kaplandigina emin
olundugunda 6 kuyucuklu plate buz iizerinde yaklasik on dakika yiizeyin diiz olmasi
icin ¢alkalayicida inkiibe edildi. Daha sonra polimerizasyon i¢in %5 CO2, 37°C olan
inkiibatore yaklasik 30 dakika beklemek tizere yerlestirildi. Polimerizasyon siiresince

fEKH'leri pasajland1 ve hiicre sayimi yapildi.

1

Sekil 17: Yiizeydeki hidrojelin esit olarak yayilmasi i¢in kullanilan ¢alkalayici
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Tablo 7: Matrijel karisim tablosu

Protein Konsantrasyonu

Matrijel miktan

Besi yeri miktari

Toplam

9.3 mg/ml 100 mikrolitre 0 mikrolitre 100 mikrolitre

4.65 mg/ml 50 mikrolitre 50 mikrolitre 100 mikrolitre

3.1 mg/ml 33.3 mikrolitre 66.6 mikrolitre 100 mikrolitre

6 mg/ml 64.5 mikrolitre 35.5 mikrolitre 100 mikrolitre

4 mg/ml 43 mikrolitre 57 mikrolitre 100 mikrolitre

2 mg/ml 21.5 mikrolitre 78.5 mikrolitre 100 mikrolitre
3.13. Hiicrelerin Matrijel Kaplanmis Yiizeye Ekilme Siireci

Inkiibator igerisinde birakilan matrijelin polimerlesme zamani pasaj ve sayim

islemlerinin sonuna denk gelecek sekilde bir planlama yapildi. Hiicreler sayim igin

hiicre sayim1 boliimiinde anlatildigi gibi hazirlandi ve cihaza (Sekil 18) yerlestirildi.

Cihaz mililitre i¢erisindeki canlilik yiizdesini ve hiicre sayisini ekraninda belirtti (Sekil

19). Bu veriler cihazda depolandi.

Sekil 18: Hiicre sayimi ve canlilik ile hiicre dongiisiinde kullanilan Muse cihazi.
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Home Assay Seftings Run

Options

)10 05.09.2016 mesc

Viable Cells / mL
Viability %
Total Cells / mL

Total Viable Cells
in Original Sample

Total Cells
in Original Sample

Dilution Factor:

Original Volume:

SicUE S Sample Info B

Clean 4

=[-8

9.73E+06
97.40 %
9.99E+06

9.73E+87

9.99E+607

20.00

10.00 mL

Plots »—

[ Finish |

(

Next Run

1

Sekil 19: Hiicre analizatorii cihazindan alinan 6rnek sayim ve canlilik sonucu

Laminar Kabin

Sekil 20: Hiicre ekilme siirecinde ¢alisma ortami

- P

Hiicre sayis1 belirlendikten sonra mililitrede 10° hiicre olacak sekilde hiicre

soliisyonu besi yeri ile seyreltildi.

Inkiibatérden alinan matrijel kaph

lamellere/kuyucuklara seyreltilmis hiicre soliisyonu eklendi (Sekil 20) ve ylizey

41



dagilimi esit olmasi igin X-Y koordinatlarinda hareket ettirildi (Sekil 21). Daha sonra
ornekler mikroskop altina kontrol edildi ve inkiibatore kaldirildi.

Sekil 21: Matrijel polimerlesmesinden sonra hiicre ekimi

Kontrol olarak matrijel kaplamasi olmadan hiicrelerin direk olarak lamel {izerine

ekildi ve matrijel kaplamasi olan 6rneklerle ayni kosullarda yetistirildi (Sekil 22).

Sekil 22: Matrijel kaplamasi olmadan hiicre ekimi
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3.14. Fare embriyonik kok hiicrelerin immiinofloresan calismasinda

sabitlenmesi i¢cin paraformaldehit soliisyonunun hazirlanmasi

Paraformaldehit (PFA) ile yapilan g¢alismalar tartim disinda ¢eker ocak
icerisinde gergeklestirildi. Tartim sirasinda koruyucu maske kullanildi. 4 gr
paraformaldehit terazide olgiildii ve erlen igerisindeki 100 ml 1X PBS igerisine
eklendi. Erlen sicakligt 60°C’yi geg¢meyecek sekilde hazirlanan 1siticida
paraformaldehit ¢okeltisi ¢oziinene kadar ara ara ¢alkalanarak beklendi. Az miktarda
cokelti kaldiginda igerisine birkag damla 1IN NaOH eklendi ve soliisyonun
seffaflagsmasi saglandi. Soliisyon pH 7.4 olacak sekilde ayarlandi ve filtrelendi. 50 ml
lik falkon tiiplere paylastirildi ve tiiplerin agiz kismi parafilm ile kapatilarak +4°C’de,
%4’liik PFA kullanilmaya hazir halde bekletildi. immiinofloresan boyamasi hazirlik

asamasinda hiicrelerin sabitlenmesi/tespit edilmesi (fiksasyonu) i¢in kullanildi.

3.15. Fare embriyonik kok hiicrelerin hiicre dongiisii analizi
calismasinda sabitlenmesi/tespitlenmesi icin %70’lik etanol

soliisyonunun hazirlanmasi

%2100 (absolut) etanol soliisyonunu, distile su ile seyreltilerek %70’lik etanol
hazirlandi ve -20°C’de saklandi. Bu soliisyon hiicre dongiisii analizinde kullanilan

hiicrelerin fiksasyonunda kullanildi.
3.16. Kullanilan Yontemler
3.16.1. Immiinofloresan Boyama

Immiinofloresan boyama igin 6ncelikle fEKH'ler pasajlandi ve hiicrelerin
sayistyla birlikte canliligina bakildi. Hiicre sayis1 mililitrede 10° adet olacak sekilde
hiicre soliisyonu seyreltildi. 6 kuyucuklu plate igerisine yerlestirilen ve matrijel
kaplanan ylizey iizerine 100’er mikrolitre seyreltilmis hiicre kondu ve hiicrelerin
tutunmasi i¢in yaklasik 4 saat inkiibatdrde bekletildi. Kontrol grubu icin hiicreler
kaplama yapilmamis lamel iizerine ekildiler. 4 saat sonunda kuyucuklar 1’er ml taze
besi yeri ile dolduruldu. Hiicreler 1., 3. ve 6. giin hiicreler %4 PFA ile sabitlendi.
Boyama yapilana kadar +4°C’ye yerlestirildi ve Sekil 23’deki protokol izlendi.
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Fiksasyon Permeabilizasyon Bloklama

o PBS 1X PBS le X Pjs 1XPBSle
- icinde -
icinde mmmp 3kez 5 dakika mm—-p | o5 3kez 5 dakika mm—p
beklemelerle e beklemelerle
%4 PFA yikama Triton yikama

X100

DAPligeren
1X PBSile 1X PBSile kapama
‘ 3kez 5 dakika - - 3kez 5 dakika - solisyonuile
beklemelerle beklemelerle kapama
antikor yikama antikor yikama islemive

gorintileme

Sekil 23: Immiinofloresan boyama prosediirii

Boyamanin yapilacagi giin hiicreler +4°C’den ¢ikarildi, 1X PBS igerisinde
¢Oziinmiis %0.25 Triton X100 icerisinde 15 dakika bekletildi. Bu asama hiicre zariin
gecirgenligini artirdi. Tritonun fazla maruziyetinden kurtulmak i¢in 15 dakika sonunda
hiicreler 3 kez 5 dakika araliklarda 1X PBS ile yikandi. Antikora baglanma
kapasitesinde spesifik olmayan baglanmalar1 engellemek ic¢in hiicreler 1X PBS
igerisinde hazirlanmis %1°lik BSA (Bovine Serum Albumin) de 1 saat bekletildi. Daha
sonra diiz yiizeye parafilm kaplandi ve lameller parafilm yiizey iizerine yerlestirildi.
OPN ve SSEA-1 proteinlerine spesifik birincil antikorlar kullanildi. OPN birincil
antikoru 1/100 olacak sekilde SSEA-1 birincil antikoru 1/50 olacak sekilde 1X PBS
icerisinde hazirlanmis %1 lik BSA ile seyreltildi. Parafilm kapli yiizey 1slatilmis gazli
bez iizerinde (antikorlarin kurumasini engelleyecek nemli ortam saglanabilmesi i¢in)
kopiik kutu igerisine yerlestirildi ve bir gece +4°C’de bekletildi. Ertesi giin oda
sicakligina alinan lameller 6 kuyucuklu plate igerisine kondu ve birincil antikorunun
uzaklastirilmasi i¢in 3 kez 5 dakika araliklarda 1X PBS ile yikandi. Bu asamadan sonra
calismalar karanlik ortamda gerceklestirildi. Ikincil antikorlar, birincil antikorlara
uygun olarak, OPN igin tavsana kars1 iiretilen ve SSEA-1 i¢in fareye karsi iiretilen
antikora baglanacak sekilde secildi. ikincil antikor FITC, 1/100 olacak sekilde 1X PBS
icerisinde hazirlanmis %1°lik BSA ile seyreltildi. Daha sonra diiz yiizeye parafilm
kapland1 ve lameller parafilm yiizey iizerine yerlestirildi. Her lamel {izerine 100

mikrolitre ikincil antikorlar eklendi ve parafilm kaph ylizey islatilmis gazli bez
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tizerinde kopiik kutu igerisine yerlestirildi. Kutu oda sicakliginda 1 saat bekletildi. Bu
stirecin sonunda lameller 6 kuyucuklu plate icerisine alindi, ikincil antikorunun

uzaklastirilmasi i¢in 3 kez 5 dakika araliklarda 1X PBS ile yikanda.

Boyama islemi kapatma iglemi ile devam etti. Bunun i¢i lamlar etiketlendi ve
her birine birer damla DAPI igeren kapama soliisyonu damlatildi. Lameller hiicre
kaplamasi soliisyon tarafina gelecek sekilde kapatildi ve lizerine hafif¢ce basilarak fazla
soliisyonun uzaklastirilmasi saglandi. Yaklasik bir saat, +4°C’de bekletildi ve kapama
sollisyonunun kurumasi saglandi. Uzun siireli saklama i¢in lamel c¢evresi oje ile

kapatildi ve karanlik kutu igerisinde +4°C’de tutuldu.
3.16.2. immiinofloresan Boyamalarin Gériintiilenmesi

+4°C’de tutulan ornekler oda sicakligina getirildi, boylece cam yiizeylerdeki
bugulu goériintii engellendi. Goriintiiler 10X, 20X ve 40X objektiflerle ve kismi olarak
100X objektif ile Olympus BX50 mikroskop ile goriintiilendi.

3.16.3. Hiicre Dongiisii Analizi

Hiicre dongiisii analizi icin hiicreler 6 kuyucuklu plate igerisine direk olarak
kaplama yapilan matrijel iizerine hiicre konsantrasyonu mililitrede 10° hiicre olacak
sekilde ekildi. Kontrol grubu i¢in hiicreler ayn1 konsantrasyonda matrijel kaplamasi
olmadan eklendi. Hiicrelere 1., 3. ve 6. giin genel pasaj protokolii uygulandi. Her
kuyucuk i¢in yapilan pasaj ayri ornek olarak degerlendirildi. Yiizeyden kaldirilan
hiicreler 1000 rpm’de, 5 dakika santrifiij edildi. Daha sonra hiicreler iki kez 1X PBS
ile yikandi ve 1300 rpm’de, 10 dakika santrifiij edildi. Toplamda ii¢ santrifii
sonrasinda siipernatant uzaklastirildi ve her 6rnege -20°C’de saklanan %70’lik soguk
etanol soliisyonundan 1’er mililitre vorteks esliginde yavasga eklendi ve ornekler -

20°C’de bir gece bekletildi (Sekil 24-A).
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Sekil 24: Hiicrelere vorteks esliginde soguk etanol eklenmesi

Ertesi giin Ornekler 1300 rpm’de, 10 dakika santirifiij edildi. Etanolii
uzaklagtirmak iizere yapilan santrifiijiin ardindan hiicre pelleti 1X PBS’de ¢6ziinerek
1000 rpm ‘de, 10 dakika sanrifiij edildi. Santrifiij sonras1 siipernatant atildi ve pellet
200 mikrolitre hiicre dongiisii ajan1 (Sekil 24-B) eklendi ve vorteks yapildi. Hiicreler,
oda sicakliginda, 30 dakika karanlik ortamda bekletildi. Bu siire¢ sonunda 6rnekler

hiicre analizator cihazinda okutuldu.
3.17. Analizler

Calismada deneyler 3 kez tekrarlanarak istatistiksel olarak farklarin

belirlenmesi hedef alindi.
3.17.1. immiinofloresan boyama analizleri

Fotograflar1 ¢ekilen hiicreler ImageJ programi ile degerlendirildi. Bunun igin
fotograflar Imagel programinda acildi. Renk kaynakli herhangi bir sapma olmamasi
icin ornekler ‘Split Channels’ sekmesi ile renk kanallarina ayrildi ve FITC ile

etiketlenen proteinler baz alinacagindan yesil kanaldaki fotograflar se¢ildi.

Secilen fotograflarda arka plan 1s1masini gidermek i¢in ‘substract background’
sekmesi kullanildi ve ‘rolling ball radius’ 50 piksel olarak belirlendi ve tim
fotograflara uygulandi. Hiicrelerin zaman gegctikge koloni formlar1 olusturmasindan
otiirii fotograf ¢ekimleri iki farkli fazda netlik kazandi. Calisma farklilasma ve koloni

formlarindan ayrilan hiicrelere dogru yogunlasti ve bu gévdeden ¢ikan hiicrelere gore
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odaklama yapildi. Goriintiiniin daha net elde edilebilmesi i¢in 2 boyutlu ortama
uygulanabilecek genellikle z de goriintiilemede karsilasilan bulaniklik gidermek i¢in
kullanilan ‘deconvulution’ eklentisi belirlenmeye ¢alisildi. Bunun i¢in 6ncelikle nokta
yayilim fonksiyonu (point spread function (PSF)) elde edildi daha sonra ise hiicrelerin
PSF’ye gore dekonvoliisyon edilmesi saglandi ve hiicrelerin bu agmadan sonra protein

ifadelenmesi karsilagtirildu.
3.17.2. Hiicre Dongiisii analizi

Hiicre dongiisii analizinde hiicre dongiisii tablo olarak cihazdan ii¢ faz olarak
alind1. Hiicreler fazlarina gore G0/G1, S veya G2/M fazinda olarak belirlendi ve hiicre

analizator cihazindan degerler tablo halinde alindi (Sekil 25).

Assay

Home Settings

Options

v
005 kontrol 3.gun E E

E1ELE A Sample Info B

G0/G1 S G2/M Debris

% Gated 321 315 205 933

Mean

I A 3066.9 | 4071.9 | 5951.3 @ 396.5
ntensity

% CV 9.0 10.2 9.4 331.3

] Plots I:

I Finish | | I

Sekil 25: Ornek hiicre dongiisii sonug tablosu

Excel programiyla istatistiksel analizler t-test ile yapildi ve sonuglar %95

giivenilirlik araligina gore karsilagtirildi.

Deneyler siiresince kullanilan malzemeler ve cihazlar kullanim amagclar ile

birlikte Tablo 8 ve Tablo 9’da belirtilmistir.

Tablo 8: Deney asamalarinda kullanilan kimyasallar
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Kimyasal Kullanim Amaci

Mouse embryonic stem cell expansion media with
serum and antibiotics’ (LOT# 1412172302-01)
(CELPROGEN)

fEKH’lerin besi yeri ortami olarak kullanild,

free media with antibiotics’ (LOT#1412172301-01)
(CELPROGEN)

Mouse embryonic stem cell complete growth serum-

fEKH’lerin besi yeri ortami olarak kullanildi.

FBS for mESC (ATCC)

fEKH’lerin besi yerine serum ihtiyacini kargilamak igin
eklendi.

Matrigel (Corning)

fEHK’lerin diferansiyasyon kapasitelerini 6lgmek amaciyla
yizey kaplamasi icin kullanildi.

Tripsin-EDTA (Lonza)

fEKH'lerini flask ylizeyinden ayirmak igin kullanildi.Kiltiire
edilen adeziv hiicreleri flask ylizeyinden ayirmak igin
kullanilan kimyasal

Count&Viability kit (Milipore)

fEKH’lerin flask ylizeyinden ayrildiktan sonra, deneylerde
kullanilmak Gzere canliliginive sayisini belirlemek igin
kullanildi.

Cell Cycle kit (Milipore)

fEKH’lerin hiicre déngiistindeki degisimlerini belirlemek
amaciyla kullanildi.

Etanol (Merck)

Hiicre dénglisii degisimini belirlemek tizere yapilan
calismalarda fiksatif olarak kullanild.

DMSO fEKH’lerinden stok hiicre olusturmak lizere
kriyoprezervasyon icin kullanildi.
PBS Yikamalarda kullanilmak Gzere 10X hazirlanip daha sonra

distile su ile 1X olacak sekilde seyreltilip kullanild.

NacCl (JT Baker)

PBS hazirlamak igin kullanild.

Na2HPQ27H:z0 (JT Baker)

PBS hazirlamak igin kullanild.

KCl (Carlo Erba)

PBS hazirlamak icin kullanildi.

KH:PO4 (Carlo Erba)

PBS hazirlamak igin kullanildi.

Paraformaldehit (Merck)

Paraformaldehit hazilamak igin kullanildi.

Tablo 9: Deney asamalarinda kullanilan cihazlar

Gereg Kullanim Amaci

Laminar kabin (Esco,ABD)

Hiicre kiiltiirti ve sterilite gerektiren tim ¢aliymalar
kabin igerisinde gergeklestirildi.

inverted mikroskop (Shimadzu UV-
1208)

fEKH’lerin gozlemlenmesi ve gorintilenmesiigin
kullanildi.

Santriftij (Eppendorf 5804 R)

fEKH’nin pasaji sirasinda ve hicre déngustnin
belirlenmesiigin gergeklestirilen deneyler asamasinda
kullanildi.

inkiibatér (Binder, Germany)

fEKH’lerin yasama kosullarini (%5 CO, ve 37°C)
saglamak amaciyla kullanildi.

Su banyosu (Nive BM 402)

fEKH’lerinin ¢ozulmesi agamasinda kullanildi.

Muse Cell Analyzer (Milipore)

Huicre canliligi ve sayisinin belirlenmesinde ve hticre
donglsinin belirlenmesinde kullanildi.

Vorteks (Dragonlab, China)

Hiicre déngistnin belirlenmesi asamasinda ve
imminofloresan boyamada antikorlarin hazirlik
asamasinda kullanildi.

Floresan mikroskop (Qlympus BX
50, Japan)

immiinofloresan boyamalar gozlemlemek ve
goruntulemek igin kullamild.

Manyetik karistirici (Wisestir,
Germany)

Paraformaldehit ve PBS hazirlik agamasinda kullanildi.

Hassas terazi (Precisa, Switzerland)

Paraformaldehit ve PBS hazirlik agamasinda kullanildi.

Calkalayict Matrijel kaplamasinda yiizey dagilimini esitlemek
amaciyla kullanildi.
Buz makinasi Matrijel ile yapilan deneylerde kullanilan malzemelerin

dogutulmasi asamasinda ve matrijelin katilagmasini
énlemek amaciyla kullanildi.
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BOLUM IV
4, BULGULAR
4.1. Faz-Kontrast Goriintillemeler

fEKH’leri  yiizey  kaplamas1  yapilip  matrijelin  polimerizasyonu
gerceklestirildikten sonra esit miktarda yiizeylere ekildi. ilk denemeler stok
sollisyonun konsantrasyonuna bagimli sekilde gergeklestirildi ve hiicrelerin morfolojik

olarak yapilarina bakildi. Faz-kontrast fotograflar1 4X ve 10X objektifler ile ¢ekildi.

1. GUN

3.1 mg/ml matrijel 4.65 mg/ml matrijel 9.3 mg/ml matrijel

Sekil 26: Stok matrijel soliisyonunun 1:1, 1:2 ve 1:3 fEKH besi yeri ile seyrelttikten
sonra kaplama yapilip, fEKH’lerin yiizeye ekilmesi sonrasindaki 1. giin faz-kontrast

mikroskop goriintiisii.

Sekil 26°da goriildiigi gibi hiicreler 3.1 mg/ml protein kaplamasi iizerinde
koloni olusturmazken ve tek tek dagilim gosterirken, 4.65 ve 9.3 mg/ml protein
kaplamas: iizerinde koloniler olusturdu. Hiicrelerin koloniden formundan c¢ikislari

4.65 mg/ml protein kaplamasinda daha belirgindi.
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3.GUN

4.65 mg/ml matrijel 9.3 mg/ml matrijel

3.1 mg/ml matrijel

I

Sekil 27: Stok matrijel soliisyonunun 1:1, 1:2 ve 1:3 fEKH besi yeri ile seyrelttikten

sonra kaplama yapilip, fEKH’lerin yiizeye ekilmesi sonrasindaki 3. giin faz-kontrast

mikroskop goriintiisii.

Sekil 27°de goriildiigii gibi hiicreler 3.1 mg/ml protein kaplamasi lizerinde daha
kiigiik alanda koloni olustururken, 4.65 ve 9.3 mg/ml protein kaplamasi iizerinde
kolonilerin yiizeyi daha biiyiiktii. Hiicrelerin koloniden formundan ¢ikislart ise 3.1 ve
4.65 mg/ml protein kaplamasinda belirgin ve yaklasik iken 9.3 mg/ml protein

kaplamasi lizerinde ¢ok nadir gozlendi.
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6. GUN
3.1 mg/ml matrijel 4.65 mg/ml matrijel 9.3 mg/ml matrijel

Sekil 28: Stok matrijel soliisyonunun 1:1, 1:2 ve 1:3 fEKH besi yeri ile seyrelttikten

sonra kaplama yapilip, fEKH’lerin yiizeye ekilmesi sonrasindaki 6. giin faz-kontrast

mikroskop goriintiisii.

Sekil 28’de gortldigi gibi her li¢ kaplama konsantrasyonunda da hiicreler
koloni olusturdu, fakat koloniden ¢ikma durumu 9.3 mg/ml protein kaplamasinda

diger kaplamalara gore daha nadir gozlendi.

[k asama sonucuna gére hiicreler morfolojik olarak 3.1 ve 4.65 mg/ml protein
kaplamas: iizerinde daha fazla koloniden ayrilirlarken, 9.3 mg/ml hiicrelerde daha az
hiicre koloniden ayrildi. 3.1 ve 4.65 mg/ml protein kaplamasi lizerindeki hiicreler
benzer 6zellik gosterirken, 9.3 mg/ml protein kaplamasinda hem koloni ¢ikisi, hem de
hiicrenin yiizeye tutunmasi diger gruplara gore daha azdi. Bu sonuca gore hiicreler

daha sonraki asamalarda 2, 4 ve 6 mg/ml protein kaplamasi {izerine ekildi.
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1.GUN

4 mg/ml matrijel

2 mg/ml matrijel 6 mg/ml matrijel

Sekil 29: Matrijelin fEKH besi yeri ile seyreltilerek 2, 4, 6 mg/ml protein

konsantrasyonundaki kaplamanin yapilmasindan ve matrijelin polimerizasyonundan
sonra, fEKH’lerin yiizeye ekilmesini takip eden 1. giin faz-kontrast mikroskop

goruntisi.

Sekil 29°da goriildiigi gibi hiicreler 1. giin yiizey lizerinde ya tek hiicre halinde
ya da kiiglik gruplar halinde yapismis olarak goriintiilendi. 4 ve 6 mg/ml protein
kaplamasi iizerinde hiicreler yuvarlak hiicre formuna yakin halde bulunurken, 2 mg/ml

protein kaplamasi {izerinde bazi hiicreler polarize halde bulundular.
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3.GUN

4 mg/ml matrijel

6 mg/ml matrijel

2 mg/ml matrijel

Sekil 30: Matrijelin fEKH besi vyeri ile seyreltilerek 2, 4, 6 mg/ml protein

konsantrasyonundaki kaplamanin yapilmasindan ve matrijelin polimerizasyonundan
sonra, fEKH’lerin yiizeye ekilmesini takip eden 3. giin faz-kontrast mikroskop

goruntiisi.

Sekil 30°da goriildiigi gibi hiicreler 3. giin yiizeyde koloni formu olusturdu. 2
mg/ml protein kaplamasi lizerinde hiicreler diger kaplamalara gore daha kiigiik koloni
formlar1 olustururken, diger kaplamalardan farkli olarak 4 mg/ml protein kaplamasi

tizerindeki hiicreler koloni formundan ¢ikis yapmaya basladilar.

53



6. GUN

2 mg/ml matrijel 4 mg/ml matrijel -6 mg/ml matrijel

Sekil 31: Matrijelin fEKH besi yeri ile seyreltilerek 2, 4, 6 mg/ml protein

konsantrasyonundaki kaplamanin yapilmasindan ve matrijelin polimerizasyonundan
sonra, fEKH’lerin yiizeye ekilmesini takip eden 6. giin faz-kontrast mikroskop

goruntiisi.

Sekil 31°de goriildiigi gibi hiicreler 6. giinde 2 ve 4 mg/ml protein kaplamasinda
yiizeyi kapladi, 6 mg/ml’de ise yikamalar sonrasi yiizeyden kopan hiicreler fazlaydi. 2
mg/ml protein kaplamasinda hiicreler koloni formu olugturmazken, 4 ve 6 mg/ml’de
koloni formlar1 belirgindi ve 4 mg/ml protein kaplamasinda koloni formundan ¢ikan

hiicreler daha fazlaydi.
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Sekil 32: Hiicrelerin farkli konsantrasyondaki matrijel tizerinde 1. giinleri.

Koloni yapilarin olusumu ilk giin net olarak goriilemedi fakat hiicrelerin 1. giin
sonunda yiizeye tutunmasi gozlendi. Hatta matrijel varliginda yiizeye tutunma

ekimden 2 saat i¢inde gergeklesti fakat hiicrenin yayilimi belirgin degildi (Sekil 32).

6 mg/ml

Sekil 33: Hiicrelerin farkli konsantrasyondaki matrijel tizerinde 3. giinleri.

Koloni yapilarin olusumu 3. giin 4 ve 6 mg/ml protein kaplamasi lizerinde net

olarak goriildii (Sekil 33).

2mg/ml &8 L2

Sekil 34: Hiicrelerin farkli konsantrasyondaki matrijel tizerinde 6. giinleri.

Ekim sonras1 6. giinde 2 mg/ml protein kaplamasi tizerindeki hiicreler koloni

formu olusturmazken, 4 ve 6 mg/ml protein kaplamasi tizerindeki hiicreler belirgin
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sekilde bu yapilar1 olusturdu. Ayrica 6 mg/ml protein kaplamasi iizerindeki hiicresiz

yiizey alani diger kaplamalara gore daha fazladir (Sekil 34).

Grafik 1:

Grafik 2:

Grafik 3:
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4 mg/ml GUN3 6 mg/ml GUN 3 4 mg/ml GUN 6 6 mg/ml GUN 6
EN-BOY ORAN|

Grafik 4: fEKH’lerin matrijel Gizerindeki koloni en-boy orani grafigi

Koloni yapist incelendiginde 2 mg/ml protein kaplamada hiicreler koloni
formunu diger konsantrasyondaki kaplamalar kadar belirgin gerceklestirmedi. Hem 3.
hem de 6. giinlerde alan ve ¢evre degerlerine bakildiginda 6 mg/ml protein kaplamasi
4 mg/ml protein kaplamasina gore istatistiksel agidan farkli olarak yiiksekti (Grafik 1,
Grafik 2). Ayrica kolonilerin biiyiimesi giin bazinda gosterildi (Grafik 1, Grafik 2).
Koloniden ¢ikan hiicre sayilarinin 4 mg/ml protein kaplamasi iizerinde daha fazla
oldugundan 6 mg/ml kaplamada yuvarlaklik fazla iken, en boy orani daha diisiiktii
(Grafik 3, Grafik 4).

4.2. iImmiinofloresan Goriintiilemeler

fEKH’ler  yiizey  kaplamasi  yapilip  matrijelin  polimerizasyonu
gergeklestirildikten sonra esit miktarda yiizeylere ekildi. fEKH’ler OPN ve SSEA-1
spesifik primer antikorlar ile etiketlendi ve daha sonra primer antikora spesifik
sekonder antikorlarla floresan 151k altinda goriilebilecek seklini aldi. Tim hiicre
gruplar1 ayni protein i¢in yaklasik olarak ayni siire sinirlamasinda pozland: ve kalitatif
karsilagtirmalar yapildi. Koloni igeren goriintiilerde koloni disinda olan hiicrelere gore

karsilagtirma yapildi.

SSEA-1 ekspresyon diizeyi kaplama yapilmis ve yapilmamis yiizeylerde giin
bazinda azaldi. 2 mg/ml protein kaplamasi ve kaplama yapilmamis gruptaki hiicreler
karsilastirildiginda, 2 mg/ml protein kaplamasi iizerindeki hiicrelerde SSEA-1
ekpsresyonunun daha yiliksek oldugu goriildii. Genel olarak 2 ve 4 mg/ml protein
kaplamas tizerindeki SSEA-1 protein ekspresyon diizeyi ayn1 iken, 4 mg/ml protein

kaplamasinda fokal alanlarda daha yiiksek ekspresyon goriildii. 3. giin 2, 4, 6 mg/ml
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protein kaplamasi tlizerindeki hiicrelerin SSEA-1 seviyeleri benzerdi (Sekil 36, Sekil
38, Sekil 40, Sekil 42).

OPN ekspresyon diizeyleri 6.giin 3. giine gore 2 ve 6 mg/ml protein
kaplamasinda daha yiiksekti, fakat 4 mg/ml protein kaplamasi iizerinde 3. ve 6. giin
OPN ekspresyonlari1 benzerdi. Ayrica, 6. giinde 4 ve 6 mg/ml protein kaplama yapilmis
yiizey tizerindeki hiicrelerin OPN ekspresyon diizeyi benzerdi (Sekil 35, Sekil 37,
Sekil 39, Sekil 41).

Kaplama Yapilmayan Yiizeyde OPN

3.GUN

6. GUN

100pm

Sekil 35: fEKH’lerin kaplama yapilmayan yiizey tizerindeki OPN protein

ifadelenmesi

Kaplama Yapilmayan Yiizeyde SSEA-1

3.GUN

6. GUN

Sekil 36: fEKH’lerin kaplama yapilmayan yiizey lizerindeki SSEA-1 protein

ifadelenmesi
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2 mg/ml Protein Kaph Yiizeyde OPN

3.GUN

6. GUN

100pum

Sekil 37: fEKH’lerin 2 mg/ml protein kaplamasi ilizerindeki OPN protein

ifadelenmesi

2 mg/ml Protein Kapli Yiizeyde SSEA-1

3.GUN

6.GUN

Sekil 38: fEKH’lerin 2 mg/ml protein kaplamasi tizerindeki SSEA-1 protein

ifadelenmesi

4 mg/ml Protein Kapl Yiizeyde OPN

3.GUN

6. GUN

Sekil 39: fEKH’lerin 4 mg/ml protein kaplamasi tizerindeki OPN protein

ifadelenmesi
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4 mg/ml Protein Kaph Yiizeyde SSEA-1

3.GUN

6.GUN

Sekil 40: fEKH’lerin 4 mg/ml protein kaplamasi {izerindeki SSEA-1 protein

ifadelenmesi

6 mg/ml Protein Kapl Yiizeyde OPN

3.GUN

6. GUN

Sekil 41: fEKH’lerin 6 mg/ml protein kaplamasi tizerindeki OPN protein

ifadelenmesi

6 mg/ml Protein Kapl Yiizeyde SSEA-1

3.GUN

6. GUN

Sekil 42: fEKH’lerin 6 mg/ml protein kaplamasi tizerindeki SSEA-1 protein

ifadelenmesi
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4.3. Hiicre Dongiisii

fEKH’leri yiizey kaplamasi yapilip matrijelin polimerizasyonu gerceklestikten
sonra esit miktarda yilizeylere ekildi. Fazlar giin bazinda ve protein konsantrasyonu

bazinda karsilastirildi (Sekil 43-54) (Grafik 5-8).

Kontrol grubunun (yiizey kaplamasi olmayan grubun) karsilastirmalar
yapildiginda, sadece GO/G1 fazinda 1. ve 3. giinler arasinda fark yoktu, diger

karsilastirmalarda istatistiksel olarak fark gortildii.

3. giinde 2 ile 6 mg/ml protein kaplamasi lizerindeki hiicreler arasinda ve 4 ile 6
mg/ml protein kaplamasi iizerindeki hiicreler arasinda GO/G1 fazinda fark yoktur.

Kaplama yapilan diger yilizeylerde 3. giin GO/G1 fazinda fark vardir.
1. giin kontrol 1. giin 6 mg/ml arasinda GO/G1’de ve G2/M’de fark goriilmedi.

6. giin 2-4 mg/ml arasinda, 3. giin kontrol ile 2 mg/ml arasinda ve 3. giin 2

mg/ml ile 6 mg/ml arasinda S’de fark goriilmedi.

3. glin 2 mg/ml ile 4 mg/ml arasinda ve 1. giin 2 mg/ml ile 1. giin 4 mg/ml
arasinda G2/M de fark goriilmedi.

Tiim gruplarda 3. giinde S fazinda artis olurken, 6. giinde S fazinda diislis ve
GO0/G1 fazinda artig goriildii.

61



Kontrol 1. GUN

Poptlasyon Profili

G0/G1 S G2/M Debri

% kapil 56.9 10.5 303 243

Ortalama | 33433 | 4840.4 | 6140.5 | 6232.1

Isima

Hiicre Boyutu

% CV 8.7 7.7 8.5 70.7

o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

DNA igerigi

DNA igerigi

Sekil 43: Kaplama yapilmayan kontrol yiizeyi {izerinde 1 giin inkiibe edilen
hiicrelerin hiicre dongiisii 6rnek popiilasyon grafigi, faz dagilimi ve DNA igerigi

profili

2 mg/ml kaplama 1. GUN

Poptlasyon Profili

G0/G1 S G2/M Debri

“‘g % kapili 61.9 11.6 235 23.0
3
[=3]
y 2% Ortalama
5 o | 33144 | 48375 | 61131  4369.9
T

ki ' %Ccv | 88 7.7 67 | 1055

1 2 3 4 5 6 7 8 9 1

DNA icerigi

00 DNA igerigi profili
B

M2
201
E
S.15
z
A
0

T2 3 4 85 6 7 & 8 1w

DNA igerigi

Sekil 44: 2 mg/ml protein yiizey lizerinde 1 giin inkiibe edilen hiicrelerin hiicre

dongiisii 6rnek popiilasyon grafigi, faz dagilimi ve DNA igerigi profili



4 mg/ml kaplama 1. GUN

Popiilasyon Profili

G0/G1 S G2/M Debri

%kapill | 45 9.8 236 30.1

Ortalama | 33455 | 4839.3 | 6129.2 | 3670.9

Iima

Hucre Boyutu

% CV 8.5 7.7 6.8 123.2

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 1MW

DNA igerigi
Skala

0 DNA igerigi profili

GUIG 645
]
5 i—‘
o

T 2 3 4 & & 1t & 8 1

DNA icerigi

58
GIM 236

sayim

Sekil 45: 4 mg/ml protein yiizey lizerinde 1 giin inkiibe edilen hiicrelerin hiicre

dongiisti 0rnek popiilasyon grafigi, faz dagilimi ve DNA igerigi profili

6 mg/ml kaplama 1. GUN

Populasyon Profili

GO/G1 S G2/M Debri

2 %kapill | 556 | 115 | 306 | 330
)
[=4]
[T
5 Ortalama | 33856 | 4844.4 | 6186.0 | 46446
2 1gima

y - ' %CV | 85 77 66 99.8

0-

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 1

DNA igerigi

Skala

0 DNAigerigiprofili

GIG1556
s

. G2M 306
: ',.HL*,V,

LRI T M A JE M

DNA icerigi

Sayim

Sekil 46: 6 mg/ml protein yiizey lizerinde 1 giin inkiibe edilen hiicrelerin hiicre

dongiisii 6rnek popiilasyon grafigi, faz dagilimi ve DNA igerigi profili



Kontrol 3. GUN

Populasyon Profili

GO/G1 S G2/M | Debri

3
R %kaplll | 578 | 164 | 242 | 170
g
v 2
3 ortalama | 33706 | 4822.2 | 6106.0 | 5721.7
I L Igima

%CV | 88 73 68 | 765

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9

DNA icerigi

w00 DNA igerigi profili

GUG1 576
2 S 164
GaM 242
2
£
S8
&
&
ol

o 1 % 3 4 5 & 1 & & 4

DNA icerigi

Sekil 47: Kaplama yapilmayan kontrol yiizeyi lizerinde 3 giin inkiibe edilen
hiicrelerin hiicre dongiisii 6rnek popiilasyon grafigi, faz dagilimi ve DNA igerigi

profili

2 mg/mlkaplama 3. GUN

Poptlasyon Profili

GO0/G1 S G2/M Debri

%kapih | 513 16.4 296 41.0

Ortalama | 3505.9 | 4791.7 | 6172.4 | 4916.6

1sima

Hiicre Boyutu

% CV 8.2 7.6 7.0 94.4

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
DNA icerigi

0 DNA igerigi profili

o 1 2 3 4 & & 1 & & 1

DNA icerigi

Sekil 48: 2 mg/ml protein yiizey lizerinde 3 giin inkiibe edilen hiicrelerin hiicre

dongiisii 6rnek popiilasyon grafigi, faz dagilimi ve DNA icerigi profili
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Hucre Boyutu

4 mg/ml kaplama 3. GUN

Populasyon Profili

2

5 6 7 8 9 1

4
DNA icerigi

3

G0/G1
%kapll | 488
Ortalama | 3418.5
151ma
% CV 9.0

0 DNA icerigi profili

GO/GT 488
s1a7
G2M 289

19.7

4831.9

73

G2/M

61234

7.0

Debri

49.7

3568.0

126.7

Sekil 49: 4 mg/ml protein yiizey lizerinde 3 giin inkiibe edilen hiicrelerin hiicre

dongiisii 6rnek popiilasyon grafigi, faz dagilimi ve DNA igerigi profili

Hicre Boyutu

6 mg/ml kaplama 3. GUN

Popdulasyon Profili

1

2

3 4 5 L] 7 8 9 10

DNA igerigi

G0/G1 S G2/M | Debri

% kapih 48.9 171 323 298
0::::'3 3448.0 | 4823.7 | 6183.8 | 4334.7
% CV 8.0 7.4 6.6 105.6

DNA igerigi profili

6 1 %z 3 & 5

GOG1439
5171
[SIEE

5 7 & 8

DNA igerigi

Sekil 50: 6 mg/ml protein yiizey lizerinde 3 giin inkiibe edilen hiicrelerin hiicre

dongiisii 6rnek popiilasyon grafigi, faz dagilimi ve DNA igerigi profili
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Kontrol 6. GUN

Popiilasyon Profili

G0/G1 S G2/M | Debri

% kapili 76.7 5.7 10.6 434

Ortalama | 31716 | 4889.5 | 6050.0 | 557.1

I5ima

Hucre Boyutu

% CV 72 76 6.6 375.9

0 1 2 3 4 5 6
DNA igerigi

o 1 2 3 4 5 & 7 & § 1

DNA icerigi

Sekil 51: Kaplama yapilmayan kontrol yiizeyi {izerinde 6 giin inkiibe edilen

hiicrelerin hiicre dongiisii 6rnek popiilasyon grafigi, faz dagilimi ve DNA igerigi
profili

2 mg/mlkaplama 6. GUN

Popilasyon Profili

GO/G1 s G2/M | Debri

3
= % kapill | 698 9.1 166 31.3
3
2 |
L o2g Ortalama
5 | 31925 | 4877.7 | €036.4 | 1730.2
g
kb ' % CV 7.8 71 6.7 202.1

o 1 2 3 4 5 & 7 8 9 10

DNA igerigi

00 DNA icerigi profili

GOG1696

20 GaM 156

o}
¢ 1 % & s & & 1 & & 1

DNA igerigi

Sekil 52: 2 mg/ml protein yiizey lizerinde 6 giin inkiibe edilen hiicrelerin hiicre

dongiisii 6rnek popiilasyon grafigi, faz dagilimi ve DNA igerigi profili



4 mg/mlkaplama 6. GUN

Popiilasyon Profili

G0/G1 S G2/M Debri

g & %kapili | 716 9.1 129 | 454
-
o
© |
§° O | 31866 | 48528 60693 | 10748
I

! %CV | 7.7 7.4 66 266.0

nU 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

DNA icerigi

> DNA igerigi profili

T2 03 4 5 6 i & § 10

bNA icerigi
Sekil 53: 4 mg/ml protein yiizey lizerinde 6 giin inkiibe edilen hiicrelerin hiicre
dongiisti 0rnek popiilasyon grafigi, faz dagilimi ve DNA igerigi profili

6 mg/mlkaplama6. GUN

Poplasyon Profili

CGO0/G1 S G2/M Debri

S e %kapli | 793 | 54 | 98 | 420
s |
[=a]
o I
5 - Oralma | 3216.1 | 4858.5 | 60362 | 943.8
=1 sima
I
T %CV | 73 7.2 66 | 2652

0 1 2 ¥ & 5T 18§

DNA icerigi

0 DNA igerigi profili

GOG1793
s54

. G2M 98

preTmn
T f 3 4 5 5 7 8 § 1w

DNA icerigi

Sekil 54: 6 mg/ml protein yiizey lizerinde 6 giin inkiibe edilen hiicrelerin hiicre

dongiisii 6rnek popiilasyon grafigi, faz dagilimi ve DNA igerigi profili
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Grafik 5: fEKH’lerin kaplama yapilmayan yiizey ile 2, 4, ve 6 mg/ml protein

kaplamasi lizerindeki 1, 3, ve 6 giin inkiibasyounundan sonraki G0/G1 faz1 hiicre

dongiisii analizi
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Grafik 6: fEKH’lerin kaplama yapilmayan yiizey ile 2, 4, ve 6 mg/ml protein
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BOLUM V
5. TARTISMA

fEKH’ler, pluripotensi 6zelligi nedeniyle bir¢ok arastirma konusunun
temelindeki agiga kavusmamis sorularin cevabi olarak goriilmekte ve sorularin
cevabini aramak i¢in temel materyal olarak kullanilmaktadir. fEKH’ler ile
gerceklestirilen arastirmalar etik kurul gerektirmez ve {izerinde ¢ok ¢alisildigi igin
literatiir kaynag1 yiiksek olan hiicre hatlarindandir. Kok hiicrelerin diferansiyasyon
kapasitesinin sinirlarinin - agiga ¢ikarilmasi bir¢ok patolojik olgunun tedavi
edilebilmesinin yani sira rejeneratif tip alaninda da onemli kapasiteye sahip bu
hiicrelerin tedavi ajan1 olarak kullanilma olasiligin1 artirmaktadir. Farklilasma
kapasitesinin agiga ¢ikarilmasi bir¢ok kimyasal ve fiziksel uyarim sonucu
gerceklestirilmistir. Kullanilan besi yerinin ve ekim yapilacak yiizeyin 6zelligi yine

bir¢ok arastirmanin konusu olmustur.

Kok hiicre diferansiyasyonunun minimum olmasi i¢in bir¢ok yilizey kaplamasi
yapilmakta ayrica feeder hiicre yiizeyi de kullanilmaktadir. Kok hiicreler asimetrik ve
simetrik boliinebilirler ve asimetrik bdliindiiklerinde bir stok hiicresi bir de diferansiye
olacak hiicreyi olustururlar. Embriyonik kok hiicreler viicuttaki tiim hiicrelere
donlisme potansiyeline sahip olduklarindan hiicre-doku degisim terapilerinde en
onemli kullanilabilir aday olmaktadirlar (6). Embriyo gelisiminde hala biiyiik
bilinmezlikler var olurken, embriyonik kok hiicre ¢alismalar1 da hizla ilerlemektedir.
Embriyonik  kok hiicreyi tanimlayict  belirtegler, izolasyon asamalarini
kolaylastirmaktadir. Kok hiicreler ayn1 zamanda kanser hiicreleriyle ortak yolaklar
paylastigindan yapilan kok hiicre calismalari kanser ¢aligsmalarina, kanser ¢alismalari
ise kok hiicre ¢aligsmalarina yol gosterici olmaktadir. ESM’nin kanser hiicrelerinde
etkilerinin miRNA ekspresyonundaki degisimi gosterilmistir (107) ve bu ¢aligmalar

fEKH'ler i¢in de ESM’nin 6neminin arastirilmasina yonlendirmektedir.

ESM birlesimini in vitro taklit edebilmek i¢in hidrojeller kullanilmaktadir.
Hidrojeller kok hiicre kaderini kontrol edebilir ve biyofiziksel ve biyokimyasal

sinyaller vasitasiyla islev goriir. Hidrojel temelli sinyaller, topografya, bozunma,
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mekanik ve yapisma gibi unsurlart igerebilir; bunlarin hepsi 3 boyutlu mikro

ortamlarda kok hiicre farklilasmasini etkilemistir (80).

Biz bu ¢alismamizda, kok hiicre belirteci olarak fEKH'lerde siklikla kullanilan
SSEA-1 protein ifadelenmesini belirleyici olarak kabul ettik. Diferansiyasyon belirteci
olarak ise OPN belirteci osteoblastik (mezenkimal) diferansiyasyon yol gosterici oldu.
Calismanin dayandig1 temel ‘dis sinyallerin embriyonik kok hiicrelerin davraniglarini
ve hiicre kaderini manipiile etmede bize yardimci olabilir mi ve biz hiicre disi
komponent olarak kullanilabilecek bazal membran bileseninin giiclinii deneysel olarak
gbzlemleyebilir miyiz?’ sorusuydu. Hiicreleri ekim sonrasi 1., 3. ve 6. giinlerde
sabitledikten sonra hiicrelerin morfolojik, immiinositokimyasal ve hiicre dongiisii
sonuglar1 degerlendirildi. Hiicreler 1. giin sonunda sabitlendiginde yikama asamalarina
maruz kaldiklarindan ylizeyde yikama sonrasinda ¢ok az hiicre kaldi, bunun ig¢in
immiinofloresan boyamalarda karsilagtirma yapabilmek i¢in elimizden ¢ok az hiicre
kaldi. Giin ve protein konsantrasyon degerleri arttik¢a hiicreleri ylizeyden enzimatik
olarak ayirmak zorlast1 ve 6. giin 6 mg/ml protein yiizeyindeki hiicreler normal pasaj

asamasindan daha uzun siire tripsine maruz birakildi.

Morfolojik olarak hiicreler kontrol ve 2 mg/ml protein kaplamasi yiizeyi
tizerinde benzer seyretti, 4 mg/ml protein kaplamasi yiizeyinde ise hiicreler 3. giin
koloni formundan ¢ikan hiicreler ile epitelyal morfoloji sergileyen hiicreleri olusturdu.

En belirgin degisim 4 mg/ml protein kaplamasinda 3. giinde gergeklesti.

Immiinofloresan goriintiilerine gore beklenen gibi kdok hiicre karakteri giin
gectikce azaldi, SSEA-1 protein ekspresyon seviyesi azaldi. OPN ekspresyonu ise 6.
giin 3. gline gore daha yiliksek seyretti ve 6. giin 4 ve 6 mg/ml kaplama yiizeyleri
arasinda benzer dzellik gosterdi. Immiinofloresan goriintiilerde galisma ile bagimsiz
olarak ayrica OPN protein 1simasinin boliinen hiicrede mikrotiibiiller {izerinde

yogunlastig1 goriildii.

Hiicre dongiisii analizine gore hiicreler 1. ve 3. giin benzer faz trendi gosterirken,
6. giin G0/G1 fazinda hiicre ylizdesi yiikseldi. Bu hiicrelerin artik pluripotent
ozelliklerini kaybederek G1 kontrol noktasina yakalandiklarini ve hiicre dongiisiiniin

uzadigini gosterdi.
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Bu ¢aligma ilk defa matrijel kaplamasi yapilmis yiizeylerde fEKH’lerinin kok
hiicre kapasitesini gostermek amaciyla SSEA-1 ile boyasin1 gosterdi. Ayrica farkl
protein konsantrasyonu iizerindeki hiicrelerin OPN ekspresyon diizeyini gdstererek
osteoblastik hiicre olusumu i¢in gerekli minimum dis etken ile osteogenezi olusturma

yonteminin temel arastirmasi oldu.

Hiicre biyologlari, materyal bilim arastirmacilar1 ve miihendisleri arasindaki
isbirligi i¢in kurulan diyaloglar yeni jenerasyon hidrojel sistemlerinin biyolojik
karmagikligin artmasiyla ilgili 6nemli zorluklarin iistesinden gelmeyi saglayacaktir

(80).
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BOLUM VI
6. SONUC VE ONERILER

fEKH'leri, ¢evresel kosul ve ara madde uygulamasiyla farklilasma yoniinde
etkilenebilir. Daha once yapilan ¢aligmalarda fEKH'si veya insan embriyonik kok
hiicresi kullanilmis olup, hiicreler aras1 madde olarak kullanilan matrijel yogunlugu

literatiirde belirtilmemistir.

fEKH'leri yiizey kaplamasi olmayan kontrol grubu ile 2, 4, 6 mg/ml protein
kaplamasi lizerine ekildi ve 1., 3., ve 6. giin karsilastirmalar yapildi. Hiicreler kok
hiicre kapasitesini gosterebilmek adina SSEA-1 ile IF boyanirken, osteoblastik
degisim i¢in OPN ile boyandi. Distan gelen sinyallerin hiicrenin hhiicre dongiisii

tizerinden etkisine bakmak i¢in ise hiicre dongiisii analizi yapildu.

fEKH'lerinin farkli konsantrasyondaki yiizeye verdigi cevap, hiicrelerin yiizeye
bagimli olarak degistirilibilecegini gosterdi. Hiicreler kaplama olmayan ve 2 mg/ml
protein kaplamasi olan ylizeyde ylizeyi kaplayarak genisleyip zaman gectikce
fibroblastik bir morfolojiye ge¢is yaparken, 4 ve 6 mg/ml protein kaplamas: iizerinde
koloniler olusturmay tercih etti. Sonug olarak; minimum dis etki maksimum degisim
4 mg/ml protein konsantrasyonu iizerine ekilen fEKH'lerinde goriildi ve matriks

protein konsantrasyonunun hiicreleri etkiledigi sonucuna varildi.

Bu calisma ileriki ¢aligmalara kaynaklik edecek olup hem temel bilim adina
organoid tasarimi i¢in hem de klinik agidan hiicre-doku tedavilerinde Onciiliik
edecektir. Bunun disinda ¢alismamiz embriyonik kok hiicre kaynakli oldugundan ve
bu hiicrelerin kanser hiicreleriyle bir¢ok ortak noktasi bulundugundan kanser ve

fibrosis mekanizmalarinin detaylandirilmasinda da katki saglayabilir.
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BOLUM VIII

8. EKLER

8.1. Koloni yapilar i¢in Uygulanan Istatistik Tablolar

Calisma gruplarinin birbirinden istatistiksel olarak farklt olup olmadigim

belirlemek icin f test ve t test yapildi. F test sonucunda eger f kritik degeri f degerinden

biiyiikse t test de varyanslar esit alindi (kirmizi ile belirtilenler); eger kiigiik ise t testler

esit olmayan varyanslar olarak islem yapild1 (sar1 ile belirtilenler). Genel degerleri

gostermek amaciyla tanimlayict istatikler tablosu olusturuldu. Bu islemler excel

programui ile gerceklestirildi.

8.1.1. Tammlayic: Istatistikler

Koloni yapilanmalarin analizi i¢in dncelikle Excel programi ile Tanimlayici

Istatistik yapild1 (Tablo 10, Tablo 11, Tablo 12, Tablo 13).

Tablo 10: 3. giinde 4 mg/ml matrijel lizerinde fEKH’lerinin koloni yapilari igin

yapilan tanimlayici istatistikler (Alan, ¢cevresi en-boy orani ve yuvarlaklik)

Alan (piksel)-3giin-4mg/mi Cevre (piksel)-3giin-4mg/mi En-Boy orant-3giin-4mg/ml Yuvarlakhk-3giin-4mg/mi
Ortalama 824,98 |Ortalama 116,96154 [Ortalama 1,34582 |Ortalama 0,76374
[Standart Hata 41,50871 Standart Hata 3,472786524 [Standart Hata 0,032530559 [Standart Hata 0,0176768
[Ortanca 785, Ortanca 115,992 E’\anca 1,30§ [Ortanca 0,766
Kip Kip #N/A ip 1,187 [Kip aNJA
[Standart Sapma 293,5109 [Standart Sapma 24,55630902 [Standart Sapma 0,230025792 [StandartSapma 0,1249941
Ornek Varyans 86148,63 |Ornek Varyans 603,0123124 [Ornek Varyans 0,052911869 [Ornek Varyans 0,0156235
Basikiik -0,23902 Basiklik -0,291569512 [Basikiik -0,656980513 [Basikiik -1,0565.
iCarpikiik 0,489088 [Carpikitk 0,271952617 [Carpikiik 0,525358605 (Carpikitk -0,02801
\Aralik Aralik 103,566 |Aralik 0,824 |Aralik 0,43
lEn Bayak [En Bayak 71,962 [En Biyuk 1,022 [En Bayik 0,54,
lEn Kgik En Kiigiik 175,524 [En Kuguk 1,844 [En Kagik 0,9
IToplam 41249 [Toplam 5848,077 [Toplam 67,291 [Toplam 38,1
Say Say Say Say
[En Bayak(1) En Bayak(1) 175,524 [En Bayuk(1) 1,844 [En Bayuk(1) 0,979
[En Kagik(1) En Kigiik(1) 71,962 [En Kuiguk(1) 1,022 [En Kagik(1) 0,542
|Guvenirlik Duzeyi(95,0%) 83,41487 Guvenirlik Duzeyi(95,0%) 6,978825807 |Guvenirlik Dizeyi(95,0%) 0,065372607 [Guvenirlik Dizeyi(95,0%) 0,0355229




Tablo 11: 3. giinde 6 mg/ml matrijel tizerinde fEKH’lerinin koloni yapilar1 igin

yapilan tanimlayici istatistikler (Alan, ¢evresi en-boy orani ve yuvarlaklik)

n Kuguk(1)
Eﬁvenirlik Diizeyi(95,0%)

Alan (piksel)-3giin-6mg/mi
Ortalama 1208,175
[Standart Hata 65,70634
(Ortanca 1191
Kip #N/A
[Standart Sapma 415,5635
Ornek Varyans 172693
Basiklik 0,954881)
iCarpikiik 0,740377
\Aralik 1981
[En Bayak
[En Kagiik 242
Toplam 4832
Say
[En Bayak(1) 242

132,903

Cevre (piksel)-3giin-6mg/ml
lama 136,946775
tandart Hata 3,569308087
nca 135,2885
ip #N/A
tandart Sapma 22,57428644
Ornek Varyans 509,598408
Basikiik 0,08130639!
Carpiklik 0,24978075.
Aralik 106,84
[En Biyak 88,8
En K¢tk 195,68
Toplam 5477,87
Say
[En Biyak(1) 195,68
[En Kaigiik(1) 88,8

(Givenirlik Dazeyi(95,0%)

7,21960705

Tablo 12: 6. giinde 4 mg/ml matrijel tizerinde fEKH’lerinin koloni yapilar1 igin

En-Boy oran-3giin-6mg/mi Yuvarlakiik-3giin-6mg/mi
lOrtalama 1,252325 (Ortalama 0,8117
[Standart Hata 0,026958144 Standart Hata 0,015924
iOrtanca 1,203 (Ortanca 0,83
Kip 1,088 [Kip 0,8
[Standart Sapma 0,170498272 [Standart Sapma 0,10071
Ornek Varyans lOrnek Varyans 0,010144;
Basiklik IBasiklik -0,4238!
ICarpikhik ICarpikhik -0,48050:
\Aralik \Aralik 0,41
En Biyik lEn Bayuk 0,5
En Kigiik lEn Kaigak 0,97
[Toplam Toplam 32,46
Say Say
En Bayik(1) lEn Bayiik(1) 0,97
En Kagik(1) Kiigik(1) 0,5
{Guvenirlik Dazeyi(95,0%) Gvenirlik Dizeyi(95,0%) _0,032211

yapilan tanimlayici istatistikler (Alan, ¢evresi en-boy orani ve yuvarlaklik)

Alan (piksel)-6giin-4mg/mi Cevre (piksel)-6giin-4mg/mi En-Boy orani-6giin-4mg/mi hk-6giin-4mg/mi
Ortalama 1368,125 [Ortalama 147,656755 [Ortalama 1,35435 (Ortalama 0,758975
[Standart Hata 92,9447 dartHata 8,406722244 [Standart Hata 0,037352624 [Standart Hata 0,01939¢
Ortanca 1287 [Ortanca 150,787 nca Ertznm 0,7615
Kip #N/A | [Kip #N/A ip ip 0,62

Sapma 587,8339 StandartSapma 53,1687799 Standart Sapma Standart Sapma 0,1226712
Ornek Varyans 345548,7 [Ornek Varyans 2826,919157 Ornek Varyans Ornek Varyans 0,0150482
Basiklik 0,641847 [Basikhk 0,700013827 Basiklik Basiklik -0,940861
Carpikhk 0,541347 [Carpikhk -0,49665369 ICarpikhk ICarpikhk -0,226494
Aralik 2 lAralik 237,291 Aralik IAralik 0,433
[En Bayak 118 [EnBayak 14,995 [En Bayuk lEn Bayak 0,529
En Kagik 2949 [En Kigak 252,286 [En Kagik IEn Kagak 0,962
[Toplam 54725 [Toplam 5906,2702 [Toplam [Toplam 30,359
Say [Say Say Say 409
[En Biyak(1) 2948 [En Bayik(1) 252,286 [En Biyuk(1) [En Biyak(1) 0,962
[En Kaigak(1) 118 [En Kagak(1) 14,995 [En Kagiik(1) [En Kaigak(1) 0,52
(Giivenirlik Diizeyi(95,0%) 187,9984 |Guvenirlik Diizeyi(95,0%)  17,00420075 (Guvenirlik Dizeyi(95,0%) |Gavenirlik Diizeyi(95,0%) 0,0392321
Tablo 13: 6. giinde 6 mg/ml matrijel lizerinde fEKH’lerinin koloni yapilari igin
yapilan tanimlayici istatistikler (Alan, ¢cevresi en-boy orani ve yuvarlaklik)

Alan (piksel)-6giin-6mg/mi Cevre (piksel)-6giin-6mg/mi En-Boy orant-6giin-6mg/mi Yuvarlakhk-6giin-6mg/mi
Ortalama 2514,4q [Ortalama 199,402854 [Ortalama 1,25136 [Ortalama 0,81388
Standart Hata 131,8135 [Standart Hata 7,490786963 Standart Hata 0,026387656 [Standart Hata 0,0145267
Ortanca 24335 nca 201,1705 nca 1,2225 (Ortanca 0,8175
Kip 2787 [Kip ip 1,073 Kip 0,885
Standart Sapma 932,062 [StandartSapma tandart Sapma 0,186588; tandart Sapma 0,1027193
Ornek Varyans 868739,§ [Ornek Varyans Ornek Varyans 0,034815419 [Ornek Varyans 0,0105513
Basikhik 10,19998 [Basikhk Basiklik 3,176735029 |Basiklik 0,6763606
iCarpikhk 2,223088 (Carpikhk Carpikhk 1,689725 ICarpikhk -0,886151
Aralik 6425 |Aralik Aralik 0,855 (Aralik 0,438
[En Bayuk [En Bayuk [En Byuk 1,034 [En Buyuk 0,52
En Kigik 7005 [En Kagak En Kigik 1,889 [En Kagik 0,9
[Toplam 125723 [Toplam Toplam 62, Toplam 40,6
say Say say Say
[En Biyaik(1) 7005 [En Buyak(1) [En Biiyuk(1) 1,889 [En Buyak(1) 0,9
[En Kugik(1) [En Kugiik(1) [En Kagik(1) 1,034 [En Kigiik(1) 0,52
Giivenirlik Diizeyi(95,0%) 264,889 irlik Diizeyi(95,0%) (Guvenirlik Dzeyi(95,0%) 0,05302798 |Givenirlik Diizeyi(95,0%)  0,02919

-2-



8.1.2. Istatistiksel Alan Karsilastirmasi
8.1.2.1. Koloni Yapilarimin Alani-F test

Tablo 14: Alan degerleri igin karsilastirmali F-test

F-Test Varyanslar igin iki Ornek F-Test Varyanslar icin iki Ornek

F-Test Varyanslar icin iki Ornek F-Test Varyanslar cin iki Ornek



8.1.2.2.

Koloni Yapilarinin Alani-t test

Tablo 15: Alan degerleri igin karsilagtirmali t-test

t-Test: Esit Varyanslar Varsayarak iki Ornek

t-Test: Esit Varyanslar Varsayarak iki Ornek

Alan-3.giin-4mg/ml  Alan-3.giin-6mg/ml

Alan-6.giin-4mg/ml  Alan-6.giin-6mg/ml|

Ortalama 824,98 1208,175||Ortalama 1368,125 2514,46
\Varyans 86148,63224 172693,0199| |Varyans 345548,6763 868739,5596
Gozlem 50 40| |Gozlem 40 50
Birikimli Birikimli

\Varyans 124503,5313 \Varyans 636870,8727

Ongoriile Ongoriile

n n

Ortalama Ortalama

Farki 0 Farki 0

df 88 df 88

it Stat -5,119443355 t Stat -6,771417666

P(T<=t) P(T<=t)

tek-uglu tek-uglu

it Kritik t Kritik

tek-uclu 1,662354029 tek-uglu 1,662354029

oo o

iki-uglu iki-uclu

it Kritik iki- t Kritik iki-

uglu 1,987289865 uglu 1,987289865

t-Test: Esit Varyanslar Varsayarak iki Ornek

t-Test: Esit Varyanslar Varsayarak iki Ornek

Alan-3.giin-4mg/ml  Alan-6.giin-4dmg/m!

Alan-3.giin-6mg/ml  Alan-6.giin-6mg/ml

Ortalama 824,98 1368,125
\Varyans 86148,63224 345548,6763
Gozlem 50 40
Birikimli

\Varyans 201110,0154

Ongoriile

n

Ortalama

Farki 0

df 88

it Stat -5,709429037

P(T<=t)

tek-uglu

it Kritik

tek-uclu 1,662354029

P(T<=t)

iki-uglu

it Kritik iki-

uglu 1,987289865

Ortalama 1208,175 2514,46
\Varyans 172693,0199 868739,5596
Gozlem 40 50
Birikimli

\Varyans 560264,3886

Ongoriile

n

Ortalama

Farki 0

df 88

t Stat -8,226880209

P(T<=t)

tek-uglu

t Kritik

tek-uglu 1,662354029

P(T<=t)

iki-uclu

t Kritik iki-

uglu 1,987289865




8.1.3.1.

8.1.3. Istatistiksel Cevre Karsilastirmasi

Koloni Yapilarinin Cevresi-F test

Tablo 16: Cevre degerleri i¢in karsilastirmali F-test

F-Test Varyanslar icin iki Ornek F-Test Varyanslar icin iki Ornek
Cevre-3.giin-6mg/ml  Cevre-3.giin-4mg/ml Cevre-6.giin-6mg/ml  Cevre-6.giin-4mg/ml

Ortalama 136,946775 116,96154| [Ortalama 199,402856 147,656755
\Varyans 509,5984088 603,0123128| |Varyans 2805,594467 2826,919157
Gozlem 40 50( [Gozlem 50 40
df 39 49| |df 49 39
F 0,845087893 F 0,992456562

P(F<=f) P(F<=f)

tek-uclu 0,295335646 tek-uglu 0,485503232

F Kritik F Kritik

iki-uclu 0,558632616 iki-uclu 0,608734983

F-Test Varyanslar igin iki Ornek

F-Test Varyanslar igin iki Ornek



8.1.3.2.

Koloni Yapilarinin Cevresi-t test

Tablo 17: Cevre degerleri igin karsilastirmali t-test

t-Test: Farkli Varyanslar Varsayarak iki Ornek

t-Test: Farkli Varyanslar Varsayarak iki Ornek

Cevre-3.giin-4mg/ml |

Cevre-3.giin-6mg/ml

Cevre-6.giin-4mg/mi |

Cevre-6.giin-6mg/m/

Ortalama 116,96154
\Varyans 603,0123128
Gozlem 50
Ongbriile

n

Ortalama

Farki 0
df 86
it Stat -4,013115055
P(T<=t)

tek-uglu 6,37628E-05
it Kritik

tek-uglu 1,662765449
P(T<=t)

iki-uglu 0,000127526
it Kritik iki-

uglu 1,987934206

136,946775
509,5984088
40)

Ortalama 147,656755
Varyans 2826,919157
Gozlem 40
Ongériile

n

Ortalama

Farki 0
df 84
t Stat -4,595617981
P(T<=t)

tek-uglu 7,5295E-06
t Kritik

tek-uglu 1,663196679
P(T<=t)

iki-uglu 1,5059E-05
t Kritik iki-

uglu 1,988609667

199,402856
2805,594467
50

t-Test: Esit Varyanslar Varsayarak iki Ornek

t-Test: Esit Varyanslar Varsayarak iki Ornek

Cevre-3.giin-4mg/ml!

Cevre-6.giin-4mg/ml

Cevre-3.giin-6mg/m|

Cevre-6.giin-6mg/ml

Ortalama 116,96154
\Varyans 603,0123128
Gozlem 50
Birikimli

\Varyans 1588,607391
Ongoriile

n

Ortalama

Farki 0
df 88
it Stat -3,630413833
P(T<=t)

tek-uglu

it Kritik

tek-uglu 1,662354029
el
iki-uglu

it Kritik iki-

uglu 1,987289865

147,656755
2826,919157
40,

Ortalama 136,946775
Varyans 509,5984088
Gozlem 40
Birikimli

Varyans 1788,050759
Ongoriile

n

Ortalama

Farki 0
df 88
t Stat -6,962713912
P(T<=t)

tek-uglu

t Kritik

tek-uglu 1,662354029
el
iki-uglu

t Kritik iki-

uglu 1,987289865

199,402856
2805,594467
50




8.1.4. Istatistiksel En-Boy Orami Karsilastirmasi

8.1.4.1. Koloni Yapilarinin

En-Boy Oram -F test

Tablo 18: En-boy degerleri igin karsilastirmali F-test

F-Test Varyanslar icin iki Ornek

F-Test Varyanslar icin iki Ornek
En-Boy Orani-6.giin-6mg/ml  En-Boy Orani-6.giin-dmg/ml

Ortalama 1,25136 1,35435]
Varyans 0,034815419 0,055808746
Gozlem 50 40|
df 43 39
F 0,623834456
P(F<=f) tek-uglu 0,058877076
F Kritik iki-uglu 0,608734983
F-Test Varyanslar igin iki Ornek F-Test Varyanslar icin iki Ornek
En-Boy Orani-3.giin-4mg/mi  En-Boy Orani-6.giin-4mg/ml En-Boy Orani-3.giin-6mg/ml|  En-Boy Orani-6.glin-6mg/m/
Ortalama 1,34582 1,35435| |Ortalama 1,252325 1,25136|
Varyans 0,052911865 0,055808746| (Varyans 0,029069661 0,034815419
Gozlem 50 40| |Gozlem 40 50|
df 49 39| [df 39 49
F 0,948092701 F 0,834965137
P(F<=f) tek-uglu 0,426089161 P(F<=f) tek-uglu 0,281964701
F Kritik iki-uglu 0,608734983 F Kritik iki-uglu 0,598632616

8.1.4.2. Koloni Yapilarinin

En-Boy Orani -t test

Tablo 19: En-boy degerleri i¢in karsilagtirmali t-test

t-Test: Esit Varyanslar Varsayarak iki Ornek

t-Test: Farkli Varyanslar Varsayarak iki Ornek

En-Boy Orani-3.giin-4mg/ml  En-Boy Orani-3.giin-6mg/m!

En-Boy Orani-6.glin-4mg/ml  En-Boy Orani-6.glin-6mg/ml

Ortalama 1,34582 1,252325| [Ortalama 1,35435 1,25136
aryans 0,052911865 0,029069661] |Varyans 0,055808746 0,034815419|
Gozlem 50 40| |Gozlem 40 50)
Birikimli Varyans 0,042345434 Ongorillen
Ongoriilen Ortalama Farki 0
Ortalama Farki 0 df 73
df 88 It Stat 2,251973716
It Stat 2,141799619 P(T<=t) tek-uglu 0,01366608
P(T<=t) tek-uglu t Kritik tek-uglu 1,665996224
It Kritik tek-uclu 1,662354029 P(T<=t) iki-uglu 0,027332159
P(T<=t) iki-uclu t Kritik iki-uclu 1,992997126
It Kritik iki-uglu 1,987289865
t-Test: Farkl Varyanslar Varsayarak iki Ornek t-Test: Farkli Varyanslar Varsayarak iki Ornek
En-Boy Orani-3.giin-4mg/ml ___En-Boy Orani-6.giin-4mg/m! En-Boy Orani-3.giin-6mg/ml __En-Boy Orani-6.giin-6mg/mi
Ortalama 1,34582 1,35435| [Ortalama 1,252325 1,25136
aryans 0,052911865 0,055808746| [Varyans 0,029069661 0,034815419|
Gozlem 50 40| [Gozlem 40 50
Ongorilen Ongorilen
Ortalama Farki 0 (Ortalama Farki 0
df 83 df 86
It Stat -0,172210607 t Stat 0,025580984
P(T<=t) tek-uglu 0,431845587 P(T<=t) tek-uglu 0,489825409
It Kritik tek-uglu 1,663420175 It Kritik tek-uglu 1,662765449
P(Te=t) iki-uglu 0,863691174 P(T<=t) iki-uglu 0,979650819
It Kritik iki-uglu 1,98895978 It Kritik iki-uglu 1,987934206




8.1.5. Istatistiksel Yuvarlakhk Karsilastirmasi

8.1.5.1.

Koloni Yapilarinin Yuvarlakhgi-F test

Tablo 20: Yuvarlaklik degerleri igin karsilastirmali F-test

F-Test Varyanslar igin iki Ornek F-Test Varyanslar igin iki Ornek

Yuvarlaklik-3.giin-6mg/ml  Yuvarlaklik-3.giin-4mg/ml Yuvarlaklik-6.giin-6mg/ml  Yuvarlakiik-6.giin-4mg/ml!
Ortalama 0,811725 0,76376| [Ortalama 0,81388 0,758975
\Varyans 0,010144102 0,015623533 \Varyans 0,010551251 0,01504823|
Gozlem 40 50| [Gozlem 50 40|
df 39 49| [df 49 39
F 0,64928348 F 0,701162231
P(F<=f) tek-uclu 0,082743582 P(F<=f) tek-uglu 0,119099981
F Kritik iki-uglu 0,598632616 F Kritik iki-uglu 0,608734983

F-Test Varyanslar igin iki Ornek F-Test Varyanslar igin iki Ornek

Yuvarlaklik-6.giin-4mg/ml  Yuvarlaklik-3.giin-4mg/ml Yuvarlaklik-3.giin-6mg/ml  Yuvarlakiik-6.giin-6mg/ml!
Ortalama 0,758975 0,76376| |Ortalama 0,811725 0,81388
\Varyans 0,01504823 0,015623533| [Varyans 0,010144102 0,010551251
Gozlem 40 50| [Gozlem 40 50
df 39 49| |df 39 49
F 0,963177155 F 0,961412281
P(F<=f) tek-uglu 0,455689966 P(F<=f) tek-uglu 0,453312025
F Kritik iki-uclu 0,598632616 F Kritik iki-uglu 0,598632616

8.1.5.2. Koloni Yapilarmin Yuvarlakhg-t test
Tablo 21: Yuvarlaklik degerleri igin karsilastirmali t-test

t-Test: Farkli Varyanslar Varsayarak iki Ornek t-Test: Farkli Varyanslar Varsayarak iki Ornek

Yuvarlaklik-3.giin-4mg/ml | Yuvarlaklik-3.giin-6mg/ml Yuvarlakhk-6.gin-4mg/mi | Yuvarlaklik-6.giin-6mg/m!

Ortalama 0,76376 0,811725| |Ortalama 0,758975 0,81388
aryans 0,015623533 0,010144102| [Varyans 0,01504823 0,010551251
Gozlem 50 40| |Gézlem 40 50)
Ongdriilen Ongériilen
Ortalama Farki 0 (Ortalama Farki 0
df 88 df 76
it Stat -2,015988954 it Stat -2,26572656
P(T<=t) tek-uglu 0,023425547 P(T<=t) tek-uglu 0,013157672
it Kritik tek-uclu 1,662354029 it Kritik tek-uglu 1,665151353
P(T<=t) iki-uglu 0,046851094 P(T<=t) iki-uclu 0,026315343
it Kritik iki-uclu 1,987289865 t Kritik iki-uglu 1,99167261
t-Test: Farkli Varyanslar Varsayarak iki Grnek t-Test: Farkli Varyanslar Varsayarak iki Ornek

Yuvarlakhk-3.giin-4mg/ml I Yuvarlaklik-6.giin-4mg/m! Yuvarlaklik-3.gin-6mg/ml  Yuvarlaklik-6.gin-6mg/ml

Ortalama 0,76376 0,758975| [Ortalama 0,811725 0,81388
aryans 0,015623533 0,01504823| |Varyans 0,010144102 0,010551251

Gozlem 50 40| |Gozlem 40 50)
Ongériilen Ongériilen
Ortalama Farki 0 Ortalama Farki 0
df 84 df 84
it Stat 0,182336804 it Stat -0,099975778
P(T<=t) tek-uclu 0,427878872 P(T<=t) tek-uglu 0,460300889
it Kritik tek-uglu 1,663196679 it Kritik tek-uglu 1,663196679
P(T<=t) iki-uglu 0,855757745 P(T<=t) iki-uclu 0,920601779
it Kritik iki-uglu 1,988609667 it Kritik iki-uclu 1,988609667




BOLUM IX
9. OZGECMIS

BERRIN OZDiL

KIiSISEL BILGILER

Dogum Tarihi: 01.07.1990
Dogum Yeri: Balikesir-Tiirkiye
Vatandashk: Tiirk

ILETiSIM

Adres: Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali
Bornova- Izmir Tiirkiye 35100

e-posta: ozdlberrin@gmail.com

Telefon: +90 505 748 95 83

GOREV

2015 Ekim/Devam

Ege Universitesi T1p Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali OYP Arastirma
Gorevlisi (35. Madde Uyarinca Gorevlendirme)

2015 Eyliil/Devam

Siileyman Demirel Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali
OYP Arastirma Gorevlisi

EGITIM

2015 Sonbahar/Devam

Ege Universitesi, [zmir, Tiirkiye Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali

Yiiksek lisans Not Ortalamas1 3.82/4.00

2013-2014 Bahar/Devam

Izmir Yiiksek Teknoloji Enstitiisii, izmir, Tiirkiye Molekiiler Biyoloji ve Genetik
Boliimii

Doktora Derecesi Not Ortalamasi 3.67/4.00

2013-2014 Sonbahar


mailto:ozdlberrin@gmail.com

Izmir Yiiksek Teknoloji Enstitiisii, Izmir, TiirkiyeMolekiiler Biyoloji ve Genetik

Bolumi
Yiksek Lisans Derecesi Not Ortalamasi 3.50/4.00
2009-2013

Izmir Yiiksek Teknoloji Enstitiisii, Izmir, TiirkiyeMolekiiler Biyoloji ve Genetik

Bolimu Lisans Derecesi Not Ortalamasi 3.45/4.00
2004-2008

Izmir Anadolu Ogretmen Lisesi, (Yabanci Dil Agirlikli), Izmir, Tiirkiye Not
Ortalamasi1 4.87/5.00

YAYINLAR

O

Duygu Calik Kocatiirk, Berrin Ozdil, Yasemin Adali, Sinan Hoca, Serra Kamer,
Giilperi Oktem, Cevik Giirel, Aysegiil Uysal, Hiiseyin Aktug. Radiosensitivity of
Glioblastoma Multiforme And Astrocytes Cell Lines in The Cell Signalling
Aspects (2017-manuskript International Journal of Radiation Biology dergisine
gonderildi)

Fatih Oltulu, Duygu Calik Kocatiirk, Yasemin Adal1, Berrin Ozdil, Eda Acikgoz,
Cevik Giirel, Aysegiil Uysal, Altug Yavasoglu, Giilperi Oktem, Hiiseyin Aktug.
Comparative molecular analysis of autophagy and mTOR pathways in mouse
embryonic stem cell, lung cancer and somatic fibroblast cell lines (2017-
manuskript RSC Molecular Biosystems dergisine gonderildi)

Berrin Ozdil, Cevik Giirel, Kubilay Dogan Kilig, Gékce Ceren Kuscu, Yasemin
Adali, Hiiseyin Aktug. Hiicre i¢i trafik ve hiicre davranis 6zellikleri (2017)
Aysegiil Uysal, Fatih Oltulu, Duygu Calik Kocatiirk, Berrin Ozdil. Deri ve Deri
eklerinin Embriyonik Gelisimi. Giincel Dermatoloji Dergisi (2016)

U. Horzum+, B. Ozdil+ and D. Pesen-Okvur*. Differentiation of normal and
cancer cell adhesion on custom designed protein nanopatterns. Nano letters (2015)
(+ es katki)

T. Oruc, B. Ozdil, Sevgi Onal and D. Pesen Okvur*. CAPE Inhibits Breast Cancer
Cell Invasion in 3 Dimensional Controlled in vitro Microenvironments (2015)
Journal of Cancer yayinina gonderildi

U. Horzum, B. Ozdil and D. Pesen-Okvur*. Step-by-step quantitative analysis of

focal adhesions. MethodsX 1 (2014) 56-59
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"~ B. Ozdil, S. Onal, T. Oruc and D. Pesen-Okvur*. Fabrication of 3D Controlled in
vitro Microenvironments. MethodsX 1 (2014) 60-66
U. Horzum, B. Ozdil and D. Pesen Okvur*. Micrometer Scale Spacing between
Fibronectin Nanodots Regulate Cell Morphology and Focal Adhesions. Materials
Research Express 1 (2014) 025402.

ARASTIRMA DENEYIMI

Bilimsel Arastirma Projesi (2016-2017)

-Ege Universitesi tarafindan fon saglanan ‘Fare Embriyonik Kok Hiicre, Akciger
Kanseri Ve Somatik Fibroblast Hiicre Kiiltiirii Hatlarinda Mtor, Map-kinaz Sinyal
Yolaklar1 ile Otofaji Ve Epitelyal Mezenkimal Gegisin (emt) Karsilastirmali
Molekiiler Analizi’ isimli projede lisansiistii aragtirmact

Yirtitiicti: Uzman Dr. Fatih Oltulu

Ege Universitesi, Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dal1, izmir, Tiirkiye

Enstitii Destekli Arastirma Projesi (Eyliil 2014-Ekim 2015)

-Izmir Yiiksek Teknoloji Enstitiisii tarafindan fon saglanan ‘Meme kanseri
hiicrelerinin ardigik intravazyon ve ekstravazyonunu tespit eden ¢ipiizeri labaratuvar’
isimli projede lisanstistii aragtirmact

Danigman: Dogent Dr. Devrim Pesen Okvur

CivM Lab, izmirYiiksek Teknoloji Enstitiisii, Izmir, Tiirkiye

Devlet Destekli Arastirma Projesi (Eyliil 2014-Ekim 2015)

-Tiirkiye Bilimsel ve Teknolojik Arastirma Kurumu (TUBITAK) tarafindan agilan
Teshis ve tedavi amacli,, hedefe yonlendiriebilen mikro/nanotasiyici sistemlerin
gelistirilmesi  (1003) c¢agrisiyla desteklenen projede lisansiistii arastirmact ve
danisman Danisman: Dogent Dr. Devrim Pesen Okvur CivM Lab, IzmirYiiksek

Teknoloji Enstitiisii, izmir, Tiirkiye (TUBITAK tarafindan destekli)

Devlet Destekli Arastirma Projesi (Haziran 2013-Agustos 2014)

-Tiirkiye Bilimsel ve Teknolojik Arastirma Kurumu (TUBITAK) tarafindan COST
Bioinspired Nanoteknolojileri projesi kapsaminda desteklenen ‘Nanometre Olgeginde
Yagisma: Goglis Kanseri Hiicreleri ve Normal Epitel Hiicreler’ baslikli projede

lisansiistii arastirmact Tez basghigi ‘Fibronektin arka plani iizerinde nanometre
-11 -



Ol¢eginde laminin desenleri tlizerinde hiicre yapigsmasi: Meme kanseri hiicreleri ve
normal meme epitel hiicrelerinin karsilastirilmast’
Yiiriitiicii Danisman: Dogent Dr. Devrim Pesen Okvur CivMs Lab, IzmirYiiksek

Teknoloji Enstitiisii, Izmir, Tiirkiye

Devlet Destekli Lisans Arastirma Projesi (Ocak-Haziran 2013)

-Tiirkiye Bilimsel ve Teknolojik Arastirma Kurumu (TUBITAK) tarafindan agilan
2209 Universite Ogrencileri Yurti¢i/Yurtdis1 Arastirma Projeleri Destekleme programi
desteklenen ‘3 Boyutlu Kontrolli Mikrogevrede Meme Kanseri Hiicre Gogiiniin
Kafeik Asit Fenetil Esteri Etkisiyle Degisimi’ baslikli projede lisans arastirmaci
(TUBITAK-BIDEB tarafondan desteklenmistir)

Lisans dereceli Yiiriitiicii: Tugce Oruc Danisman: Dogent Dr. Devrim Pesen Okvur

Sanayi Ortag: DUAG (Dogal Uriinler Arastirma Gelistirme)

Bitirme Projesi (2012-2013 Bahar)

3 boyutlu CivMs (Kontrollii in vitro Mikrogevrelerde) makrofajlar ile gogiis kanseri
hiicrelerinin etkilesimlerinin incelenmesi Danigsman: Dogent Dr. Devrim Pesen Okvur
CivM Lab, IzmirYiiksek Teknoloji Enstitiisii, Izmir, Tiirkiye (Marie Curie IRG

tarafindan desteklenmistir)

Erasmus Programi Destekli Yaz Staji (Haziran-Eyliil 2012)

-ADHD endotipinde sinir sistemi bazli olarak steroid siilfetaz (sts) enziminin
potansiyel diizenleyici etkisini inceleme projesinde arastirmaci stajer
Danisman: Dr. William Davies

-ZNF8044 geninin hafiza lizerindeki muhtemel roliiniin davranmigsal analizi ile
incelenmesi konusunda arastirmaci stajer Danisman: Dr. Trevor Humby

Cardiff Universitesi, Department of Psychology and Medicine Research Group of

Behavioral Neuroscience

Lisans Arastirma Projesi (2011 Yaz-2012 Bahar)

-Yumusak litografi yontemi ile 3 boyutlu kontrollii in vitro mikrogevreler (Controlled
in vitro microenvironments CivM) {iretimi

-Meme kanseri hiicrelerinin 3 boyutlu CivM igindeki gb¢iiniin incelenmesi

Danisman: Dogent Dr. Devrim Pesen Okvur
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Uygulamali Kuantum Arastirma Merkezi ve CivM laboratuvari, izmir Yiiksek

Teknoloji Enstitiisii, Izmir, Tiirkiye

Lisans Arastirma Projesi (2010 Yaz-2011 Bahar)

-Beta vulgaris subsp. Maritime bitkisinin abiyotik diren¢ mekanizmalarini incelemek,
manganez tolerans genlerini belirlemek ve karakterize etmek adli projede lisans
arastirmact Daniiman: Dogent Dr. H. Caglar KARAKAYA

Molekiiler Biyoloji Laboratuvari, Molekiiler Biyoloji ve Genetik Béliimii, Izmir

Yiiksek Teknoloji Enstitiisii, Izmir

DILLER
Tiirkce (Anadil), ingilizce (Akict), Japonca (Baslangic seviyesi), Almanca (Baslangic

seviyesi)

PROGRAM KULLANIMI
Microsoft Office (profesyonel), Image J (profesyonel), Adobe Illustrator CS2 (orta
derece), Adobe Photoshop CS2 (orta derece), EndNote (profesyonel), C programlama

(baslangig¢ seviyesi), Bioinformatikaraclari (orta decere)
LABORATUAR TEKNIKLERI

Hayvan (fare) Modeli

Damizlik kurulumu, Diseksiyon, Kosullandirma, Obje tanimlama (alisma ve edinim)

Histolojik Teknikler

Parafin gbmme ve Elektron mikroskobi i¢in takip, Kesit alma, Histolojik boyamalar

Hiicre Biyolojisi

3 Boyutlu hiicre kiiltiirii, Biyogiivenlik seviye 1 ve 2 hiicre kiiltiirii

Molekiiler Biyoloji

Spektrofotometrik 6l¢iimler, PZR (polimeraz zincir reaksiyonu), RNA izolasyonu,
Gergek zamanli PZR, Agaroz jel -elektroforez, TA Kklonlama, Bakteriyel
trasnformasyon Plasmid izolasyonu, Restriksiyon analizi, Bakteriyel hiicre kiiltiiri,

Agaroz jelden DNA ekstraksiyonu
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Biyokimya
SDS-PAGE(Poly-akrilamid Jel Elektroforezi), Protein Saflastirma (Afinite
Kromotografi), Protein tespiti (ELISA), Protein izolasyonu, Spotlama-gen

ifadelenmesinin belirlenmesi

Litografi
Elektron demeti litografisi (EDL ile protein desenlemesi), Foto-litografi (SU-8 ile UV
litografi, PDMS kalip olusturulmasi), Temiz oda kullanimi

SUNUMLAR, KURSLAR VE TOPLANTILAR

> ‘UFUK 2020°de TURKIYE’ projesi tarafindan diizenlenen ‘Ufuk 2020 Fikri
Miilkiyet Haklar1 Egitimi® katilim sertifikas1 Yasar Universitesi, Izmir, Tiirkiye
(07.07.2017)

» EMBO Courses & Workshops tarafindan diizenlenen 'Advances in stem cells and
regenerative medicine' isimli kongrede ' What is The Power of Compositional
Concentration of Matrix on The Mouse Embryonic Stem Cells?' baslikli poster
sunumu Berrin Ozdil, Giinnur Giiler, Eda Acikgdz, Duygu Calik Kocatiirk,
Hiiseyin Aktug Heidelberg, Almanya (23-26 Mayis 2017)

» EMBO Courses & Workshops tarafindan diizenlenen 'Advances in stem cells and
regenerative medicine' isimli kongrede 'Radiosensitivity of Glioblastoma
Multiforme Cell Line in Cell Signalling Aspects' baslikli poster sunumu Duygu
Calik Kocatiirk, Berrin Ozdil, Yasemin Adali, Sinan Hoca, Serra Kamer, Gilperi
Oktem, Cevik Giirel, Aysegiil Uysal, Hiiseyin Aktug Heidelberg, Almanya (23-26
Mayis 2017)

> Ege Univeristesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu Deney Hayvanlart Kullanim
Sertifikas kursu (80 saatlik) Sertifika Numaras1 2017/044, Izmir, Tiirkiye (20-31
Mart 2017)

> Tiirkiye Bilimler Akademisi tarafindan gerceklestirilen 'TUBA 3. Uluslararasi
Kok Hiicre Kursu: Hematolojik Onkolojide Inovatif Hiicresel Tedaviler' kursu
katilim, Antalya, Tirkiye (19-22 May1s 2017)

> Mugla Sitki Kogman Universitesi Tip Fakiiltesi Dekanligi ve Biyoetik Egitim ve
Uygulama ve Arastirma Merkezi (BIYOMER) tarafindan gerceklestirilen 'I. Kok

Hiicre ve Biyoetik Sempozyumu' katilim, Mugla, Tiirkiye (13 Mayis 2016)
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THED tarafindan diizenlenen'XIII. Uluslararast Katilimli Ulusal Histoloji ve
Embriyoloji Kongresi' diizenleme kurulu iiyesi ve 'Fare Embriyonik K6k Hiicresi,
Akciger Kanser Hiicresi Hatt1 ve Fibrobalst Hiicre Hattinda; VEGF ve NFKb
Ekspresyon Seviyelerinin Karsilastirmali Analizi' isimli poster sunumu Berrin
Ozdil, Cevik Giirel, Kubilay Dogan Kilig, Eda A¢ikgdz, Hiiseyin Aktug Izmir,
Tiirkiye (30 Nisan-03 Mayis 2016)

Manisa Celal Bayar Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii ve Tip Fakiiltesi
Histoloji ve Embriyoloji AD tarafindan diizenlenen ‘gamet biyolojisi makale
kaliibii 14. Toplantis1’ na katilim (21 Kasim 2015)

iBG-Izmir Yasam Bilimleri ve Saglik Proje Yarismasi’na ‘Normal ve kanserli
hiicre yapismasinin 6zel tasarimli protein nanodesenleri {izerinde ayirt edilmesi’
projesi ile katilim, Dokuz Eyliil Universitesi, izmir, Tiirkiye (9-10 Eyliil 2015)

II. Fiji—ImageJ ye giris kursunda &gretici, Izmir Yiiksek Teknoloji Enstitiisii,
[zmir, Tiirkiye (23 Mayis 2014)

I. Fiji-Image] ye giris kursunda asistan, izmir Yiiksek Teknoloji Enstitiisii, izmir,
Tiirkiye (2 May1s 2014)

II. Laboratuar Giivenligi kursunda katilime1, Izmir Yiiksek Teknoloji Enstitiisii,
[zmir, Tiirkiye (24 Subat2014).

ASCB (Amerikan Hiicre Biyolojisi Dernegi) yillik toplantis1 dahilinde
‘Differential Changes in Cell Shape on Nanopatterned Surfaces for Normal and
Cancer Cells’ baslikli poster sunumu Berrin Ozdil, Utku Horzum ve Devrim
Pesen Okvur, New Orleans, LA, ABD, Aralik 2013

XXV. Ulusal Biyokimya Kongresi dahilinde ‘EBF aracili kanser hiicresi gocii:
Kemotaksis, Haptotaksis veya makrofajlarla dogrudan temas m1?’ baglikli poster
sunumu Sevgi Onal, Berrin Ozdil, Tugce Oruc and Devrim Pesen Okvur, Kaya
Otel veKongre Merkezi, izmir, Tiirkiye (3-6 Eyliil 2013)

XXV. Ulusal Biyokimya Kongresi dahilinde ‘3 boyutlu kontrollii mikrogevrede
meme kanseri hiicre gociinlin Kafeik Asit Fenetil Esteri ile degisimi’ baslikli
poster sunumu Tugce Oruc, Berrin Ozdil, Sevgi Onal and Devrim Pesen Okvur,
Kaya Otel ve Kongre Merkezi, Izmir, Tiirkiye (3-6 Eyliil 2013)

Saglikta Inovasyon Universiteden Sanayiye Kongresi dahilinde ‘Microfluidic

Based LAB-ON-CHIPS that Mimic the in vivo Conditions of Metastasis’baslikl1
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poster sunumu Berrin Ozdil, Tugce Orug, Sevgi Onal ve Devrim Pesen Okvur, 9
Eyliil Universitesi, Izmir, Tiirkiye (12-14 Mayis 2013)

» Yogun Madde Fizigi Toplantis1 dahilinde ‘Optimization of UV Lithography of
SU-8 for Fabrication of 3D Microenvironments’ baslikli poster sunumu
Berrin Ozdil, Tugce Orug, Devrim Pesen Okvur, [zmir Yiiksek Teknoloji
Enstitiisii, Izmir, Tiirkiye (6 Nisan 2012)

» UKAM Temiz Oda Uygulamali Kursunda asistan, Uygulamali Kuantum
Arastirma Merkezi, Izmir Yiiksek Teknoloji Enstitiisii (29-30 Ocak 2013)

> Uluslararas1 katithmli izmir I. Otizm Kongresinde katilimci, Cesme Altmnyunus
Resort Hotel, izmir, Tiirkiye (25-28 Kasim 2012)

> TUBA II. K&k Hiicre Kursu ve VI. Kok Hiicre Sempozyumunda katilime1, Ankara
Universitesi Tip Fakiiltesi, Ankara, Tiirkiye (24-25 Haziran 2011)

» 37. Ulusal Hematoloji Kongresinde katilimci1, Ankara, Tiirkiye (19-21 Ekim 2011)

» Hematolojik Hastaliklara Molekiiler Yaklasimlar Sempozyumunda katilime1, Ege
Saglik Anemon Otel, Izmir, Tiirkiye (12 Mart 2011)
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