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ONSOZ

Veteriner Hekimligi alaninda, kdpeklerde kemik kiriklar1 ve hastaliklarinin
tedavisi icin mezenkimal kok hiicre ile birlikte biyomateryal kullanimui ile ilgili
caligmalar smirhidir. Kemik doku ile uyumlu biyomateryallerin tire 06zgi
mezenkimal kok hiicre ile birlikte kullanimi sonucunda kopeklerde ortopedik
hastaliklarin tedavisinin standartlastirilabilecegi ve tedavi basarisinin arttirilabilecegi
diisiiniilmektedir. Bu amag i¢in kemik doku miihendisli§ine uygun iki biyomateryal
tizerinde mezenkimal kok hiicre iiretilerek hiicrelerin materyaller {izerinde kemige

farklilasma kapasiteleri karsilagtirilmistir.

Doktora egitimim boyunca kendimi gelistirmemde ve bu tez c¢alismasini
tamamlamamda biiyiik katkisi olan danisman hocam Ankara Universitesi Veteriner
Fakiiltesi Histoloji-Embriyoloji Anabilim Dali Ogretim Uyesi Prof. Dr. Asuman
OZEN’e, tez calismam boyunca benden yardimlarimi esirgemeyen Ankara
Universitesi Veteriner Fakiiltesi Histoloji-Embriyoloji Anabilim Dali Ogretim Uyesi
Prof. Dr. Alev Giirol BAYRAKTAROGLU’na ve Ankara Universitesi Veteriner
Fakiiltesi Histoloji-Embriyoloji Anabilim Dali Arastirma Gorevlisi Dr. Ahmet
CEYLAN’a, Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi Histoloji-Embriyoloji Anabilim
Dalindaki ve tez izleme komitesindeki degerli hocalarima, laboratuvar imkanlarini
bana sunarak tezin hazirlanmasmma hem maddi hem manevi katki saglayan hocam
Ankara Universitesi Biomedikal Miihendisligi Boliimii Dr. Ogr. Uyesi Agelya
YILMAZER AKTUNA’ya ve Yeditepe Universitesi Genetik ve Biyomiihendislik
Boliimii Biyoteknoloji doktora programi &grencisi dostum Ezgi Irem BEKTAS
TAS’a, Hacettepe Universitesi Biyomiihendislik Bolimi Ogretim Uyesi Prof. Dr.
Halil Murat AYDIN’a ve BMT Calsis firmasina tesekkiirii bir borg bilirim.

Tez galigmam siiresince yanimda olduklarin1 ve bana olan giivenlerini hep
hissettiren Ibrahim Taha CINAR’a, Pmar CINAR’a, Halenur SAHIN
MAHMUTOGULLARI’na ve Emine BIRCAN’a, ne kadar tesekkiir etsem az olacak
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olan ablam Nurcihan KARABUDAK’a, bundan 6nce oldugu gibi bundan sonra da
destegi ile yanimda olacagina emin oldugum annem Sefika OZGENC’e ve nasil
tesekkiir edecegimi bilemedigim babam Tevfik Sinan OZGENC’e tiim igtenligimle
tesekkiir ederim.

Projenin yiiriitilmesine mali destek saglayan Ankara Universitesi Bilimsel
Arastirma Projeleri Miidiirliigiine ve doktora egitimim boyunca bana 2211-A Genel
Yurt Ici Doktora Bursu veren TUBITAK Bilim Insan1 Destekleme Daire

Baskanligina tesekkiir ederim.
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1.  GIRIS

1.1. Kok Hicre

Canli viicudunu olusturan hiicreler ii¢ temel gruba ayrilir. Bunlar germ
hiicreleri, somatik hiicreler ve kok hiicrelerdir. Somatik hiicreler, canliy1 olusturan
hiicrelerin biiylik kismint olusturan farklilagmis durumdaki hiicrelerdir. Germ
hiicreleri, bir organizmanin gamet olusturmasina olanak veren sperm ve yumurta
hicreleridir (Bongso ve Richards, 2004). Kok hicreler ise bir canlinin viicudunda ya
da laboratuvar ortaminda farklilasmadan boliinmeye devam ederek kendini
yenileyebilen, gerektiginde farklilasarak baska hiicre tiplerine doniisebilen hiicrelerdir
(Bongso ve Lee, 2005).

Kok hiicre terimi ilk kez Rus histolog Alexander Maximow tarafindan 1908
yilinda kullanilmistir. Maximow, kok hiicreleri kandaki hiicresel elemanlarin atasi
olarak tanimlamistir (Can, 2014). Kok hiicre calismalar1 kemik iligi nakilleri ile
baslamistir. Becker ve ark. (1963), fare kemik iligi hiicrelerinin nakil sonrasi
kendilerini yenileme kapasitelerinin oldugunu tanimlamislardir. Evans ve Kaufman
(1981), ayrica onlardan bagimsiz olarak Martin (1981), fare embriyosundan
embriyonik kok hiicre elde etmistir. Bu ¢alismalar1 takiben 1998 yilinda Thomson ve
calisma arkadaslar ilk insan embriyo kék hiicre serilerine ulasmislardir. Ulkemizde
ilk kok hiicre ¢alismalari Prof. Dr. Siireyya Tahsin Aygiin tarafindan 1950-1960 yillar
arasinda gergeklestirilmistir. Aygiin kok hiicrelerin amniyotik sivida, plasentada ve
kordon kaninda var oldugunu ve bu hiicrelerin yardimiyla insan Omriiniin

uzatilabilecegini belirtmistir (Sahin ve ark., 2005 ve Simsek, 2012).



1.1.1. Kok Hicrelerin Genel Ozellikleri

Kok hiicrelerin  kokliiliikk (potensi), farklilasma (plastisite) ve kendini
yenileyebilme (self-renewal) olmak iizere baslica ii¢ temel 6zelligi vardir (Tekeli ve
ark., 2016).

Kokliilik, kok hiicreleri diger hiicre tiplerinden ayirt eden molekiiler ve
hiicresel ozellikleri tanimlamak igin kullanilan bir terimdir. Potensi, her ¢ germ
yapragina ve bunlarin tiirevlerine farklilasma yetenegi olarak tanimlanir. Bu tanima
gore pluripotent 6zelligi gergek anlamda tasiyan hiicre grubu, embriyonik kok hicreler
ve bu hiicrelerin bazi tiirevleridir (Can, 2014; Cavaleri ve Schoéler, 2009 ve Tekeli ve

ark., 2016).

Kok hiicrelerin pluripotensi 6zelliklerini etkileyen birtakim i¢ ve dis etkenler
vardir. I¢ etkenler, dis etkenlerle uyarilan veya hiicrede yapisal olarak bulunan Oct4
(octomer-binding transcription factor), Sox2 (Sry-box containing gene) ve Nanog
transkripsiyon faktorleri ve bunlarla iligkili proteinlerdir. Oct4, embriyoda gen
aktivasyonundan sonra ifadesi artan ve blastokistin olusmasiyla ifadesi azalan bir
transkripsiyon faktoriidiir. Oct4’in embriyonik kok hticrelerin kendini yenilemesi ile
dogrudan iliskili oldugu gosterilmistir (Niwa ve ark., 2000). Sox2 ise Oct4 gibi
implantasyon oncesi ifade edilen ve embriyonik kok hicrelerin trofoektoderm
yoniinde farklilasmasini saglayan bir gendir (Masui ve ark., 2007). Nanog ise gé¢unt
tamamlamis olan cinsiyet hiicrelerinde goriilen, implantasyon sirasinda ifadesi artan
ancak hemen sonrasinda ifade diizeyi diisen bir transkripsiyon faktdriidiir. Nanog’un
ifadesi azaldiginda embriyonik kok hiicreler hipoblast hiicrelerine farklilagir
(Chambers ve ark., 2007). Kok hiicrelerin pluripotensi 6zelliklerini etkileyen dig
etkenler ise embriyo fibroblastlar1 ve sitokinler, biiyliime faktorleri, aktivin/Nodal
mekanizmasi, PI3K/Akt (fosfatidilinositol 3-kinaz/serin treonin kinaz) sinyal yolu gibi
faktorler sayilabilir (Can, 2014).



Kok hiicrelerin farklilagsma 6zelligi, 6zellesmemis hiicrelerin 6zellesmis
hiicrelere doniisiirken gegirdikleri bir dizi degisim olarak tanimlanir. Kok hiicreler tek
bir hiicreden birden fazla hiicre tipine farklilasma yetenegine sahiptir. Kok hiicreler
farklilasma kapasitelerine gore totipotent, pluripotent, multipotent ve unipotent kok
hiicreler olarak ayrilirlar. Tek bir hiicrenin, ekstraembriyonik membranlar da déahil
olmak {iizere bir organizmadaki tiim farkli hiicreleri olusturma yetenegi totipotent
olarak tanimlanmaktadir. Zigotun, ayni zamanda 2 ve 4 hiicreli evreden izole
blastomerlerin totipotent 6zellige sahip oldugu bilinmektedir. Hucre boéltinmeleri
devam ettikce totipotent hiicreler farklilasmaya baslayarak blastokist denilen i¢i bos
hiicre grubunu olustururlar. BlastoKistin i¢ tabakasinda bulunan ve yaklasik 200 hiicre
cesidine doniisebilen bu hiicrelere pluripotent hiicreler denir. Bu hiicreler ayni
zamanda embriyonik kok hiicreler olarak da adlandirilmaktadir. Erken gelisim
donemlerinde bulunan pluripotent hiicreler farklilagsmalar gecirerek eriskin bireylerde
bulunan 6zel hiicre gruplarina dontisiirler. Bu hiicre grubu tek bir doku veya hiicreye
farklilagsmak tlizere programlanmistir ve multipotent kok hiicreler olarak isimlendirilir.
Sadece tek bir hiicre grubuna sahip kok hiicrelere ise unipotent kdk htcreler denir
(Bongso ve Lee, 2005 ve Mitalipov ve Wolf, 2009).

Kok hcrelerin farklilasma 6zelligi ile baglantili olarak, geriye farklilagma
(dediferansiyasyon) ve oOteye farklilasma (transdiferansiyasyon), farklilagsma
teriminden tiireyerek baska anlamlar kazanmis kavramlardir. Geriye farklilagma
(dediferansiyasyon), farklilasma siirecini tamamlamis veya farklilagmakta olan bir
hiicrenin erken gelisim evrelerindeki seviyesine geri donmesidir. Oteye farklilasma
(transdiferansiyasyon) ise farklilagsmasin1 tamamlamis bir hiicrenin baska bir olgun

hiicreye dogrudan farklilagmasi olarak tanimlanir (Can, 2014).

Kok hiicrelerin bir diger 6zelligi olan kendini yenileme, kdok hiicrelerin
yasamlart boyunca sayilarimi korumak ic¢in heniiz farklilasmamisken g¢ogalmalari
olarak tanimlanir. Kendini yenileyebilme ayn1 zamanda bdliinmeden 6nceki hiicrenin
karakterini tagtyan en az bir hiicre olusturma yetenegi olarak da agiklanir. Kok hiicreler
ya simetrik boliinerek logaritmik olarak cogalirlar ya da asimetrik boliiniirler.

Asimetrik boliinme cevre asimetrisi ve boliinme asimetrisi olmak iizere iki sekilde



gerceklesebilir. Cevre asimetrisiyle boliinme sonucu olusacak iki yavru hiicreden biri
kok hiicre olmay1 siirdiiriir. Diger yavru hiicrenin farklilagip farklilasmayacagi cevre
faktorlerinin etkisiyle ya da rastgele belirlenir. Bolinme asimetrimesinde ise bélinme
sonucu olusacak iki hiicreden biri daima ana hiicrenin tiim 6zelliklerini tasirken, digeri

determinasyon siirecine girerek kalici olarak farklilagir (Can, 2014 ve Sell, 2004).

1.1.2. Elde Edildikleri Kaynaklara Gére Kok Hucreler

Kok hiicreler elde edildikleri kaynaga gore embriyonik kok hiicreler ve
embriyonik olmayan kok hiicreler olmak iizere ikiye ayrilir. Embriyonik kok hiicreler,
embriyonun erken gelisim siirecinde blastokistin i¢ hicre kitlesinden elde edilen
hiicrelerdir. Embriyonik olmayan kaynaklardan elde edilen kok hiicreler ise yetiskin
kok hucreleri, fetal kok hacreleri, kadavra kok hicreleri, gobek kordonu ve
plasentadan elde edilen kok hucreler olarak gruplandirilir (Can, 2014).

1.1.2.1. Embriyonik Kok Hucreler

Embriyonik kok hiicreler, memelilerde implantasyon oOncesi gelisim
asamalarindan olan blastokistin i¢ hiicre kitlesinden elde edilen 6zel pluripotent kok
hiicrelerdir  (Smith, 2001). Bu hiicreler farklilasmaksizin boliinebilme ve
uyarildiklarinda farklilasarak ii¢ embriyonik germ yapragmin tiirevlerini olusturma
Ozelliklerine sahiptir. Embriyonik kok hiicrelerin 6zellikleri G¢ bolimde incelebilir.

Bunlar:

+ Implantasyondan 6nceki evre embriyosundan elde edilmeleri,

* Uzun sire inkube edildiklerinde farklilasmadan ¢ogalabilme &zelliklerinin
olmasi,

» Uzun siire inkiibe edilseler bile her ii¢ embriyonik germ yapraginin tiirevlerini

olusturma yetenegini strdirmeleridir (Thomson, 1998).



Embriyonik kok htcreler, sinir hiicresi ve kalp kas1 gibi yasamsal 6nemi fazla
olan hiicreleri olusturma kapasitesine sahiptir. Ayrica embriyonik kok hiicrelerin tip 1
diyabet, santral sinir sistemi hastaliklari, Alzheimer, Parkinson, osteoartrit ve
miyokard infarktiisii gibi hastaliklarda tedavi potansiyeli vardir. insan embriyonik kok
hlcrelerinin in vitro kemik, kikirdak, kas, bagirsak epiteli, noéron ve diger hiicre
tiplerine farklilastig1 bilinmektedir. Hayvan modellerinde embriyonik kok hiicrelerden
elde edilmis kardiyomiyositlerin, néronlarin, mast hiicrelerinin ve insulin salgilayan
hiicrelerin transplantinin basarili oldugu, bu hiicrelerin nakledildikleri dokuda yasadigi

goriilmustiir (Karagahin, 2012 ve S6kmensiier, 2007).

Embriyonik kok hiicrelerin tedavide kullanimlarini sinirlayan  birtakim
sorunlar mevcuttur. Hiicrelerin farklilasmasi sirasinda teratom olusturma etkisi hentiz
cozlilememistir (Hentze ve ark., 2007). Embriyonik kok hucrelerin laboratuvar
ortaminda farkli hiicrelere farklilasma potansiyeli bilinse de bu doniistimde rol
oynayan molekiiler mekanizmalar ac¢ik degildir. Hiicrelerin tedavi amagh
kullanimlarindan 6nce farklilasma mekanizmalarinin detayli olarak arastirilmasi ve

immun tolerans sorununun giderilmesi gereklidir (Tiirksen, 2005).

1.1.2.2. Embriyonik Olmayan Kok Hucreler

Embriyonik kokenli olmayan kok hiicreler yetiskin kok hiicreleri, fetal kok
hlcreler, kadavradan elde edilen kok hucreler ve gébek kordonu ve plasentadan elde

edilen kok hiicreler olmak tizere siniflandirilir (Bongso ve Lee, 2005).



1.1.2.2.1. Yetiskin Kok Hiicreler

Bir doku ya da organda bulunan heniiz farklilasmamis, kendini yenileyebilen,
icinde bulundugu doku veya organin hiicre tiplerine farklilagabilen hiicrelere yetiskin
kok hiicreler denir. Bu hiicrelerin baslica gorevleri hasarli dokular1 tamir etmek ve
saglikli dokularin devamliligini saglamaktir. Viicuttaki kok hiicrelerin sayisi yas
ilerledik¢e azalir. Bu nedenle viicudun kendini yenileme yetenegi yas ilerledikce

yetiskin kok hiicrelerin sayist ile orantili olarak azalir (Caplan, 2008).

Glinlimiizde lizerinde en ¢ok arastirma yapilan yetiskin kok hiicre tiirleri
hematopoetik kok hiicreler, mezenkimal kok hicreler, endotel kok hicreleri, noral kok

hiicreler ve bagirsak kok hiicreleridir.

1.1.2.2.1.1. Hematopoetik Kok Hucreler

Hematopoez, kan kok hiicrelerinin tiretimi, ¢ogalmast ve periferik kan
hiicrelerine farklilagmasi olarak tanimlanir. Hematopoetik kok hiicreler mezodermden
koken alir ve embriyoda kemik iligi, karaciger ve vitellus kesesi gibi hematopoetik
bolgelerde bulunur. Eriskinde kemik iliginden, periferal kandan ve kordon kanindan
izole edilebilir. Kemik iligi hematopoetik, endotelyal ve mezenkimal kokenli kok
hicreleri icerir. Hematopoetik kok hicrelerin  kendilerini yenilemeleri, hicre
siklusunun GO evresinde kalmalari, tiremeleri, farklilagsmalar1 ve dolagima girmeleri
gibi olaylar kemik iligindeki nis ad1 verilen 6zel mikrogevrelerde gerceklesir. Kemik
iligindeki hematopoetik kok hiicreler pluripotent 6zelliktedir ve en az 10 farkl
(eritrosit, eozinofil, notrofil, monosit/makrofaj, bazofil, trombosit, mast hicreleri,
dendritik hiicreler, B ve T lenfositler) hiicre tipini olusturur (Bongso ve Lee, 2005;

Pinho ve Frenette, 2019 ve Ural, 2006).



1.1.2.2.1.2. Mezenkimal Kok Hicre (MKH)

Mezenkimal kok htcreler, kiiltiir kabinin yiizeyine tutunan, uyarildiklarinda
birgok farkli hiicre tipine farklilasma yetenegine sahip, tek bir kok hiicreden koloniler
olusturabilen multipotent kok hiicrelerdir (Caplan, 1991). Fridenstein ve ark., (1966)
tarafindan fare kemik iligi stromasi nakli yapilmis ve stromanin kemik, yag, kikirdak
ve retikulum hiicrelerine doniisebildigi gosterilmistir. Bu ¢alisma ile kemik iliginde
hematopoetik hiicrelerden baska bir grup kok hiicrenin varligr ilk kez ortaya
koyulmustur. Daha sonra bu hiicre grubunun fibroblastlarin 6nciisii kok hiicreler
oldugu gosterilmistir (Fridenstein ve ark., 1970). MKH’lerin in vitro ortamda tek bir
koloni haline getirilerek osteojenik, kondrojenik ve adipojenik farklilastiriimas1 1999

yilinda gergeklestirilmistir (Pittenger ve ark., 1999).

MHK’lerin kemik iliginden izolasyonundan sonra bircok dokudan
ayristirtlmasi gerceklesmistir. MKH’ler 6zellikle ¢ok sayida damar bulunduran bag
dokusuna sahip dokulardan izole edilmektedir. Gliniimiizde yetiskin MKH’ler, kemik
(Bruder ve ark., 1997), periost (Nakahara ve ark., 1991), periferik kan (Fernandez ve
ark., 1997), tendon (Young ve ark., 1998), iskelet kas1 (Williams ve ark., 1999), dis
pulpasi (Gronthos ve ark., 2000), dermis (Young ve ark., 2001), sinovial s1v1 (De Bari
ve ark., 2001), yag dokusu (Zuk ve ark., 2001), gébek kordonu (Romanov ve ark.,
2003), kil folikiili (Jahoda ve ark., 2003), kikirdak (Alsalameh ve ark., 2004),
periyodondal ligament (Seo ve ark., 2004), akciger (Sabatini ve ark., 2005), dalak
(Krampera ve ark., 2007), endometriyum (Schwab ve Gargett, 2007), intervertebral
disk (Risbud ve ark., 2007), menstriial kan (Cui ve ark., 2007), pankreas (Gallo ve
ark., 2007), timus (Krampera ve ark., 2007), g6z (Polisetty ve ark., 2008), retina
(Covas ve ark., 2008) ve fallop tupu (Jazedje ve ark., 2009) gibi doku ve organlardan

elde edilmistir.

Yag dokudan MKH’lerin elde edilebilecegi gosterilmistir (Zuk ve ark., 2001).
Yag doku kaynakli kok hiicreler direkt yag dokusunun eksizyonu ve pargalanmasi

sonrasi (eksplant kiiltiir metodu) veya lipoaspirat materyallerinin kollajenaz enzimi ile



parcalanmasi sonrasi kiiltiire edilerek ¢ogaltilmasiyla elde edilir (Jurgens ve ark.,
2008). Yag dokudan izole edilen mezenkimal kok hiicrelerin (Y-MKH), izole
edildikleri yag kaynagina gore farklilasma kapasiteleri farklilik gostermektedir.
Inguinal bolgedeki yag dokudan izole edilen mezenkimal kok hiicreler; abdominal,
perirenal ve omental bolgedeki yag dokulardan izole edilen mezenkimal kok hiicrelere
gore daha yiiksek farklilasma kapasitesine sahiptir (Marx ve ark., 2015). Yag dokudan
elde edilen mezenkimal kok hiicreler giiniimiizde bilimsel arastirmalarda en ¢ok
kullanilan kemik iligi kaynakli mezenkimal kok hiicrelerle benzer morfoloji, fenotip
ve diferansiyasyon yetenegine sahiptir (Tognarini ve ark., 2008). Mezenkimal kok
hiicrelerin yag dokudan kemik iligine kiyasla 50 kat fazla izole edilebildigi
bilinmektedir. Bir gram yag dokudan yaklasik 5.000 kok hiicre izole edilebilirken, 1
ml kemik iligi aspiratindan 100 ila 1.000 hiicre izole edilebilmektedir (Via ve ark.,
2012). Ayrica Y-MKH’lerin kemik iliginden elde edilen mezenkimal kok hiicrelerden
(KI-MKH) daha fazla osteojenik farklilasma potansiyeline sahip oldugu bildirilmistir
(Correia ve ark., 2012 ve Marx ve ark., 2015). Kemik iligi kaynakli mezenkimal kok
hiicrelerin agrili izolasyonunun aksine, Y-MKH izolasyonu hastalarin konforu
acisindan daha avantajlidir (Romagnoli ve ark., 2014). Y-MKH’lere deri altina
yapilacak yag aspirasyonu ile kolaylikla erisilebilmektedir. Ote yandan, Y-MKH’ler
hastanin kendi yag dokusundan izole edildigi i¢cin embriyonik kok hiicrelere kiyasla
etik ve politik a¢idan sorunu yoktur (Dai ve ark., 2016 ve Sandor, 2012). Tim bu
avantajlar1 ' Y-MKH’leri giiniimiizde kemik iliginden sonra c¢ok tercih edilen

mezenkimal kok hiicre kaynaklarindan biri yapmaktadir.

MHK’ler embriyolojik kdkeni farkli bir¢cok doku ve organdan elde edilebilir.
Bu durum MKH’lerin karakterizasyonunda tutarsiz sonuglara yol ac¢mustir.
Uluslararasi Hiicresel Tedavi Dernegi 2008 yilinda Mezenkimal ve Doku Kok Hiicre

Komitesi tarafindan belirlenen MHK 6l¢iitlerini yayimlamistir. Buna gére MKH’ler;

o Standart kiiltiir kosullarinda plastige yapisarak tireme 6zelliginde olmali,

o Osteojenik, kondrojenik ve adipojenik farklilagsma 6zelligine sahip olmali,

o CD 73, CD 90 ve CD 105 yizey antijenlerini ifade etmeli, CD 34, CD 45, CD
14 veya CD 11b, CD 19 veya CD 79 ve HLA class Il agisindan ise negatif olmalidir



(Dominici ve ark., 2006).

Yayimlanan bu kriterler, MKH karakterizasyonu i¢in altin standart olarak
kabul edilse de gunimizde hiicrelerin izole edildigi hayvan tiiriine ve izole edilen
kaynaga gore degismek iizere bircok pozitif ve negatif belirte¢ bulunmaktadir. Ki-
MKH i¢in CD 44, CD 73, CD 90, CD 105, CD 106 pozitif; buna karsin CD 14, CD 34
ve CD 45 negatif olarak kabul edilmektedir. Y-MKH i¢in ise CD 9, CD 13, CD 29,
CD 44,CD 54,CD 73, CD 90, CD 105, CD 106, CD 117, CD 140b, CD 146, CD 166
ve HLA | belirtecleri pozitif iken CD 11b, CD 14, CD 19, CD 31, CD 34, CD 45, CD
79 alfa, CD 133 ve CD 144 ifadeleri negatif olarak kabul edilir (Morikawa ve ark.,
2009; Romanov ve ark., 2005 ve Wilson ve ark., 2019).

Mezenkimal kok hiicreler, kardiyovaskiiler hastaliklar, Crohn hastaligi,
sistemik lupus akut miyeloblastik [6semi, romatoit artrit, oto-immun ensefalomyelitis,
diyabet, multiple skleroz gibi bir¢ok hastaligin tedavisinde kullanilmaktadir (Lee ve
ark., 2004). Ancak mezenkimal kok hucrelerin en yaygin olarak ortopedi ve
travmatoloji alaninda, 6zellikle kemik, kikirdak ve tendon hastaliklarinin tedavileri

icin doku mithendisligi ¢alismalarinda kullanilmaktadir (Caplan, 2008).

1.1.2.21.3. Diger Yetiskin Kok Hiicreleri

Hematopoetik ve mezenkimal kok hiicrelerin yaninda iskelet, dolasim,
sindirim, sinir ve iireme sistemindeki kok hiicreler ve ayni zamanda kanser kok

hiicreleri de giiniimiizde iizerinde siklikla calisilan yetigkin kok hiicrelerdir.



1.1.2.2.2. Fetal Kok Hucreler

Fetiislerin organlarinda bulunan primitif hiicre tipleridir. Bu hiicreler fetiisiin
kan, kemik iligi, karaciger, pankreas, bobrek ve beyin gibi dokularindan izole
edilebilmektedir. Fetiis kan1 zengin bir hematopoetik kok hiicreden kaynagidir ve
buradaki kok hiicreler kordon kani ve erigkin kemik iligi kok hiicrelerine gore daha
hizli gogalmaktadir. Fetal kok hiicreler sonsuz sayida boliinme ve kendilerini yenileme
Ozelligine sahiptir. Fetiis kok hiicreleri pluripotent yapida olup gerekli kosullar
saglandiginda kas, sinir, karaciger hiicresi gibi degisik hiicre tiirlerine
dontisebilmektedir. Glinlimuzde birtakim kalitsal hastaliklar fetal kaynakli kok hiicre
nakilleri ile tedavi edilmeye ¢alisilmaktadir. Ancak fetal kok hiicre galismalarinda da
embriyonik kok hiicre ¢aligmalarinda oldugu gibi etik sorunlarla karsilasilmaktadir

(O’Donoghue ve Fisk, 2004).

1.1.2.2.3. Kadavra Kok Hicreleri

Kadavralar genellikle organ nakilleri icin tercih edilirler ancak kadavralardan
ayni zamanda hematopoetik, mezenkimal ve noral kok hicrelerin izole edilebilecegi
bilinmektedir. Kadavra kokenli hiicrelerden izole edilen kok hiicrelerin ¢ogalma

hizlari, kadavralarin yasiyla ters orantilidir (Valente ve ark., 2014).

1.1.2.2.4. Gobek Kordonu ve Plasentadan Elde Edilen Kok Hiicreler

Prindull ve ark., (1978) tarafindan insan gobek kordonu kanindaki kok
hiicrelerin varligr ilk kez ortaya koyulmusur. Gobek kordonu kanindan hematopoietik
kok hiicreler 1982°de izole edilmis ve ilk gobek kordon kan1 transplantasyonu 1988
yilinda yapilmistir. Gobek kordonu stromasindan elde edilen kok hiicreler, Wharton
jelinden, perivaskiler alandan, subamniyotik membrandan izole edilebilmektedir (Lee

ve ark., 2004; Nagamura-Inoue, 2014 ve Puranik ve ark., 2012).
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Plasenta dogum sonrasi atilacak bir doku oldugu i¢in erisilebilirligi yiliksek bir
kok hiicre kaynagidir. Ayni zamanda plasentadan izole edilen kdk hiicreler igin etik
kaygilar azdir. Kemik iliginden izole edilen kok hiicreler ile plasentadan elde edilen
kok hiicreler arasinda anlamli bir fark bulunmamaktadir. Bu 6zellikleri nedeniyle
altenatif bir kok hiicre kaynagi olabilecegi diisiiniilmektedir (Barlow ve ark., 2008 ve
Brooke ve ark., 2009).

1.2. Kemik Doku Miihendisligi ve Biyomateryaller

Kemik doku miihendisligi, dogal kemigin yapisini ve iyilesme siirecini taklit

edebilecek yeni bir materyal tasarlamakla ilgilenen bilim dalidir.

Biyomateryaller ile ilgili calismalar giinlimiizden yaklasik 2000 yil 6nce
Cinliler ve Romalilarin dokularin tamirinde tung¢ ve bakir kullanmasiyla baglamistir.
Biyomateryal kullanim denemeleri enfeksiyonla sonuglandigi i¢in 19. yiizyila kadar
biyomateryal ¢alismalarinda kayda deger bir gelisme gerceklesmemistir. Aseptik
cerrahi yontemlerin kesfi ile birlikte doku tamirinde biyomateryal kullanimi
denemeleri artmistir (Kiimbiiloglu ve Oral, 2013). 1800’li yillarda gergeklestirilen
birgok basarisiz biyomateryal denemesinin ardindan, Philip Wiles tarafindan 1938
yilinda paslanmaz ¢elikten olusan ilk kalca protezi uygulamas: basariyla
gerceklestirilmistir. Sonraki yillarda titanyum implantlar bulunmus ve bu materyal ilk

kez Branemark ve ark., (1969) tarafindan uygulanmustir.

Kemik, kendi kendine iyilesme ve skar dokusu olusturmadan rejenere olabilme
yetenegine sahip bir doku olsa da bu rejenerasyon her zaman tam olarak
gerceklesememektedir. Biiylik defektler ve ¢ok parcali kiriklarda kemigin
rejenerasyon kapasitesi yetersiz kalmaktadir. Bunun gibi vakalarda kemik
defektlerinin ¢esitli biyomateryaller ile doldurulmasi, kemigin iyilesmesinin
hizlandirilmas1 ve iyilesme siirecine yapisal ve mekanik destek saglanabilmesi

acisindan biiyiik dSnem tasimaktadir (Huri ve ark., 2010). Ug boyutlu biyomateryaller,
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molekiiler biiyiime faktorleri ve hiicre dis1 matriksleri bir araya getirerek hiicre
cogalmast saglar. Bunun yaninda hiicrelerin canli kalma orani ve farklilagmasi igin

dokularin veya organlarin biiyiimesini diizenleyen mikro c¢evreyi meydana

getirmektedir (Dai ve ark., 2016 ve Mravic ve ark., 2014).

Ideal kemik dolgu malzemesi, kemigin hasarli bolgeyi dolduracak sekilde
biiyiimesine olanak saglayacak osteokondiiktif bir yapida olmali ve osteogenezisin
gerceklesmesi i¢in canlt ostejenik hiicreler igermelidir. Ayrica kemik dolgu
malzemesi, dokunun rejenerasyon hizina uygun, ayarlanabilen bir degredasyon hizina
ve ekstraselluler matriks olusumu igin yeterli alan saglayacak gozenekli yapiya sahip
olmalidir (Arahira ve Todo, 2016 ve Kiimbiiloglu ve Onur, 2013).

Biyomateryaller dogal ve sentetik biyomateryaller olmak iizere iki gruba ayrilir.

1.2.1. Dogal Biyomateryaller

Son yillarda dogal icerikli biyomateryaller, biyobozunurluk ve biyouyumluluk
ozelliklerinin fazla olmasi ve bununla beraber diisiik toksisiteye sahip olmalari
nedeniyle bilim insanlarinin dikkatini ¢ekmektedir. Dogal biyomateryallerin bu
avantajli 6zelliklerinin yaninda hiicre yapismasini ve kemigin yeniden sekillenmesini
tesvik edici oOzellikleri de vardir. Dogal biyomateryaller bu olumlu 6zelliklerinin
yaninda, mekanik olarak zayif olmalari, diisiikk kimyasal stabiliteye sahip olmalari,
enfeksiyon riskine sentetik biyomateryallere gore daha agik olmalar1 gibi bazi
dezavantajlara da sahiptir (Kim ve ark., 2011; Puppi ve ark., 2010 ve Sarkar ve ark.,
2013).

Kemik dokusu miihendisliginde en ¢ok kullanilan dogal biyomateryaller,

kollajen, jelatin, aljinat, kitosan, ipek, fibrin ve hyaluronik asittir.

Kollajen, yapist dogal kemik dokusuna benzedigi i¢cin kemik doku

12



miihendisliginde yaygin olarak kullanilan dogal bir polisakkarittir. Bir ekstraselller
matriks elemani olan kollajen, dokulardaki tiim hiicrelerle etkilesime girer. Kollajenin
hiicrelerle biyolojik olarak uyumlu oldugu ve viicut tarafindan absorbe edilebildigi
bilinmektedir. Ayrica kollajen, farkli tlirler arasinda kullaniminda bile minimal
diizeyde bagisiklik reaksiyonu vermektedir ve toksik degildir. Kollajen igerikli
biyomalzemeler tabaka formunda, jel formda ya da gozenekli formda Uretilebilirler.
Bu avantajlarina ragmen kollajen zayif mekanik o6zellikler gosterir. Kollajenin
bozulma oranmin kontrol edilmesi zordur, bu nedenle kemik doku miihendisligi
uygulamalar1 i¢in mekanik Ozelliklerinin yukseltilmesi ve kimyasal stabilitesinin
arttirilmasi gerekmektedir. Kollajen igeren bir biyomateryali daha gucli hale getirmek
icin veya viicutta absorbe olma oraninin degistirmek igin kollajen bagka
biyomateryallerle ¢capraz baglanabilir. Giiniimiizde kollajen, protez implantlarinda ve
kemik de dahil olmak iizere bir¢ok organin doku miihendisliginde kullanilmaktadir

(Malafaya ve ark., 2007 ve Rodrigues ve ark., 2003).

Jelatin, kollajenin kismi hidroliz ile denatiirasyonuyla {iretilen bir
biyopolimerdir. Jelatin; lizin, arginin, glutamik ve aspartik asit, l6sin, izolosin,
metiyonin, valin, glisin, prolin ve hidroksiprolin aminoasitlerini igerir (Elzoghby,
2013). Bu amino asit dizileri, materyale hiicre tanmabilirligi, cogalmasi ve
farklilagtirilmasinda avantaj saglar. Ayrica jelatin, iyi derecede biyouyumluluga,
fizyolojik ortamlarda degrede olabilme ve suyu absorbe edebilme kapasitesine
sahiptir. Bu ozellikler jelatini farmasdtik amaclar icin ve sert doku miihendisligi i¢in

kullanimina uygun hale getirir (Santoro ve ark., 2014 ve Sowmya ve ark., 2013).

Aljinat, kahverengi alglerden izole edilen ve Laminaria hyperborea, Laminaria
japonica, Laminaria digitata, Ascophyllum nodosum ve Macrocystispyrifera'yi igeren
bir anyonik biyomateryaldir. Aljinat, biyouyumlu, dokuda immin reaksiyona yol
agmayan ve toksisitesi diisiik bir materyaldir (Lee ve Mooney, 2012 ve Yang ve ark.,
2011).

Kitosan, alkalin ¢6zeltisi veya kitin deasetilaz (hidrolitik bir enzim) varliginda

Kitinin N-asetilasyonu ile Uretilen bir biyomateryaldir. Yiksek absorpsiyon
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kapasitesine sahip olmasi, biyouyumlu, biyobozunur, esnek ve gozenekli olmasi, ayni
zamanda toksik olmamasi kitosanin avantajlarindandir. Ancak mekanik dengesizlik ve
fiziksel zayiflik gibi baz1 dezavantajlar1 da vardir. Kitosanin hidroksiapatit kristalleri,
biyoseramikler veya biyocam ile karistirilmast mekanik Ozelliklerini iyilestirir.

Kitosan genelikle doku miihendisligi uygulamalarinda ve farmasotik amaclar igin
kullanilir (Anitha ve ark., 2014 ve Shi ve ark., 2006).

Ipek, c¢esitli boceklerden ve o&riimceklerden elde edilen dogal bir
biyomateryaldir. ipek biyomateryallerinin yiiksek esneklik kapasitesi, fazla yiik tasima
yetenegi, yiikksek gerilimlere kars1 dayanimi, diizenlenebilir biyobozunma 6zellikleri
ve termal stabilitesi bu materyalleri doku miithendisligi uygulamalari i¢in uygun hale
getirir. Ipek bdcegi kozasinin ipligi olan Bombyxmori ve orimcekten elde edilen
Nephila clavipes doku miihendisligi uygulamalarinda kullanilan en yaygin
biyomateryallerdir (Hardy ve Scheibel, 2010 ve Wang ve ark., 2006).

Fibrin, kanin pihtilasma siirecinde yer alan lifli bir proteindir. Trombin,
yaralanma sonucunda fibrin proteini olusturmak i¢in fibrinojenin polimerizasyonunu
baslatir. Fibrin makrofajlara, notrofillere fiziksel destek saglayarak ve fibroblastlarin
yaralanma bolgesinden ge¢mesine izin vererek doku yenilenmesi sirasinda iskele
gorevi goriir. Fibrin; integrinler, bliylime faktorleri ve ayn1 zamanda fibronektin,
fibulin, trompospondin gibi ekstraselliller maktiks elementleri i¢in baglanma
bolgelerine sahiptir. Bu yilizden kok hiicrelerin farklilasmasi, anjiyogenez
stimiilasyonu ve kok hiicre iletimi i¢in bir iskele olarak kullanilir. Fibrin kontrol
edilemeyen bir sekilde bozunmaya yatkin olsa da biyouyumlu olmasiyla,
manipiilasyon kolayligiyla ve hizli polimerizasyon kapasitesiyle doku miihendisligi

icin umut verici bir biyomateryaldir (Brown ve Barker, 2014 ve Zhou ve Xu, 2011).

Hyaluronik asit bir glikozaminoglikandir ve ekstraselliiler matrikste bulunan
ana elementlerden biridir. Hidrofilik olmasi, biyouyumluluk ve biyobozunurluk
ozelliklerinin yiiksek olmasi gibi avantajlar1 ile doku miihendisligi alaninda kullanilan

bir dogal bir biyomateryaldir (Lam ve ark., 2014).
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1.2.2. Sentetik Biyomateryaller

Sentetik biyomateryaller; metalik biyomateryaller, seramikler ve polimerler

olmak Uzere (i¢ ana baslikta incelenir.

1.2.2.1. Metalik Biyomateryaller

Metalik biyomateryaller kemik kiriklar1 ve hastaliklarinin tedavisinde yaygin
olarak kullanilan bir biyomateryal tiiriidiir. Kas ve iskelet sisteminin biyomekanik
Ozelliklerine uyumlu, giigli metalik baglar iceren ve kristal yapida olan bir
materyallerdir. Ancak bu biyomateryaller sert yapida olduklar1 i¢in dokuya uyumlari
yok denecek kadar azdir. Bunun yaninda korozyona ugradiklar1 ve alerjik doku
reaksiyonlarina neden olabilecek yapiya sahip olduklart i¢in kemik kiriklar1 ve

hastaliklarinin tedavisinde kullanimlar1 smirlidir (Ozkurt ve Tabak, 2011).

Korozyon, metallerin vicutta istenmeyen kimyasal reaksiyonlara girerek
oksijen, hidroksit ve diger bilesikleri olusturacak sekilde bozunmasidir. Metalik
biyomateryaller korozyon sonucunda zayiflar ve korozyon iriinleri hiicrelere ve
dokulara toksik etki yapar. Bu yiizden doku miihendisliginde kullanilacak metalik
biyomateryallerin serum, tlkurik ve tampon cozeltiler icinde denemelerin yapilmasi

gerekmektedir (Alvarez ve Nakajima, 2009).

Metalik biyomateryaller kemik protezi ve kemik yenileme malzemesi olarak
ortopedik alanda kullanilmasmin yaninda dis implantlarinda ve kalp damar
cerrahisinde de kullanilmaktadir. Paslanmaz ¢elikler, titanyum ve titanyum alagimlari,

altin, nikel, tantal, magnezyum ve kobalt metalik biyomateryallerdendir.

Kemik kiriklarinin tedavisinde kullanilmaya baslanan ilk metalik biyomateryal
paslanmaz gelik 6zelliginde olan vanadyum c¢eligidir. Giinlimiizde kullanan paslanmaz

celik ASTM 316L c¢eligidir. Paslanmaz c¢elik, glinlimiizde diger metalik
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biyomateryallere gore daha diisiik maliyetli ve kolay elde edilebilir olmasi nedeniyle
ortopedik cerrahide plaklarda, vidalarda, kal¢a civilerinde daha sik kullanilmaktadir
(Navarro ve ark., 2008).

Titanyumun biyomateryal olarak kullanimi 1930’lu yillarda baslanmistir.
Titanyum elde edilmesi ve biyomateryal haline getirilmesi zor bir metaldir. Bu
dezavantajina ragmen fiziksel ve kimyasal olarak bircok avantaja sahiptir. Diger
metalik biyomateryallerden hafif bir yapiya sahip olmasi ve yiiksek biyouyumluluga
ve diisiik korozyon riskine sahip olmasi bu avantajlarin en Onemlilerdir. Ayrica
titanyum manyetik bir materyal olmadigindan MR (magnetik rezonans) uygulamasi
icin uygundur. Kemik doku ile iyi derecede baglanabilen titanyum kemik kirik ve
hastaliklarinin tedavisinde tercih edilmektedir (Alvarez ve Nakajima, 2009 ve Niiomi,
1998).

Kobalt doku miihendisliginde kobalt-krom-molibden alasimi ve kobalt-
nikelkrom-molibden alagimi halinde kullanilir. Kobalt-krom-molibden alasimi dis
hekimliginde ve yapay eklemlerin iiretiminde kullanilmaktadir. Kobalt-nikelkrom-

molibden alagimi ise yeni bir malzeme olup yine eklem iiretiminde kullanilmaktadir.

Altin ve altin alasimlar1 korozyon direnci yuksek materyallerdir ve uzun

omiirliidiirler. Genellikle dis tedavilerinde kaplama malzemesi olarak kullanmilirlar

(Pasinli, 2004).

Tantal, diger metalik biyomateryallerden iistiin fiziksel ve mekanik 6zelliklere
sahiptir. Yiiksek gozeneklilik oranina ve fiziksel olarak yiik tasiyabilecek
dayanikliliga sahiptir. Ayrica hayvan modelleriyle yapilan caligmalar sayesinde
biyouyumlu oldugu bilinmektedir (Bobyn ve ark., 1999 ve Hacking ve ark., 2000).
Gozenekli tantal, yeni bir materyal olmasina ragmen, ilk klinik veriler ve preklinik
caligmalar tantalin geleneksel ortopedik metalik biyomateryallere alternatif olarak

kullanimini desteklemektedir (Adams ve ark., 2005 ve Meneghini ve ark., 2008).
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1.2.2.2. Seramikler

Biyomateryal alanindaki Onemli gelismelerden biri, kemik Yyerine
biyoseramiklerin  kullanimi olmustur. Seramikler, kalsiyum fosfat igerikli
biyomateryaller ve biyoaktif camlar olarak siniflandirilir. Kalsiyum fosfat seramikleri,
30 yili agkin bir siiredir kemiklerin inorganik bilesimi ile benzerlik gosterdigi i¢in
sentetik kemik greftlerin yerine kullanilmaktadir. Kalsiyum fosfat igeren
biyomateryallere 6rnek olarak hidroksiapatit kristalleri (HA), oktakalsiyum fosfat,
kalsiyum fosfat, o-trikalsiyum fosfat (a-TCP) ve p-trikalsiyum fosfat (B-TCP)
sayilabilmektedir (Takahashi ve ark., 2005).

Hidroksiapatit bir cesit kalsiyum fosfat birlesenidir ve istenilen sekil ve
kivamda elde edilebilen bir biyomateryaldir. Osteokondiiktif 6zelliginin fazla olmasi
ve kemik morfojenik proteinine baglanma kapasitesinin yiiksek olmast HA’nin sahip
oldugu avantajlardandir. Ancak bu biyomateryalin dokuda degrede olma siiresi ¢ok
uzundur. Bu yiizden diger seramik biyomateryallerle birlikte kullanim1 daha yaygindir

(Tomin ve ark., 2002).

Beta-trikalsiyum fosfat (B-TCP), kemik kiriklarinin ve hastaliklarinin
tedavisinde kullanimiin uygunlugu agisindan en ¢ok incelenen biyoseramiktir.
Kalsiyum fosfat icerikli biyomalzemeler dokme, granil, toz veya kaplama formunda
uretilebilir (Takahashi ve ark., 2005).

Cok sayida in vivo ve in vitro degerlendirmede, B-TCP’nin miikemmel
biyouyumluluga ve osteokondiiktiviteye sahip oldugu; ayni zamanda mezenkimal
hiicrelerin farklilasmasint ve ¢ogalmasini destekledigi gosterilmistir (Cao ve
Kuboyama, 2010; Ebrahimi ve ark., 2017; Seo ve ark., 2012 ve Tebyanian ve ark.,
2019). B-TCP, hizli biyobozunma ozelligine ve biiyiime faktorleri igin yiiksek
afiniteye sahiptir. Bunlar da osteoindiiktiviteyi etkileyen 6zelliklerdir. Ayrica B-TCP,
diger materyallerle karsilagtirildiginda serum proteinleri i¢in ¢ok yiiksek adsorpsiyon

kapasitesine sahiptir (Xiaoming ve ark., 2011). B-TCP igerikli materyaller gbzenekli
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yapida ya da toz formunda hazirlanir. Kemige farklilasan hiicreler, seramik
malzemenin gozenekleri icerisinde ¢ogaldig1 icin gdzenekli implantlar kemik doku

miihendisligi i¢in yapi iskeleti olarak kullanilmaktadir (Bose ve ark., 2012).

Biyoaktif cam; silikon dioksit, disodyum oksit, kalsiyum dioksit ve pirofosfat
bilesiklerinin degisen oranlarda bir araya getirilmesiyle olusturulan bir materyaldir.
Doku tarafindan rezorbe olabilen ya da olamayan formlar1 mevcuttur. Osteokondiiktif
ve osteoindiiktif yapida olan bu materyal daha ¢ok dental tedavilerde kullanilmaktadir

(Schepers ve ark., 1993 ve Turunen ve ark., 1997).

1.2.2.3. Polimerler

Polimerler elverisli 6zelliklerinden dolay1 doku miihendisligi uygulamalari i¢in
yaygin olarak kullanilmaktadir. Dogal biyomateryallerin aksine sentetik polimerler,
doku iskelesinin istenen Ozelliklerine gore kimyasal veya mekanik olarak
uyarlanabilir. Sentetik polimerlerin islenebilir olmasi, polimerin degrede olma
stiresinin, fiziksel ve mekanik 6zelliklerinin kontrol edilebilir olmasina olanak saglar.
Ayrica materyale fonksiyonel gruplar (karboksil, hidroksil, amino vb.) veya peptit
dizileri (integrin / heparin baglayici peptitler) eklenmesi materyalin Uzerine hiicre
yapismasini destekler. Kemik dokusu miihendisliginde kullanilan senterik polimerler

poliesterleri, poliliretanlari, polianhidritleri ve polifumaratlar icerir (Wang ve ark.,

2010).

Poli laktik asit (PLA) ve tirevleri, poli glikolik asit (PGA), poli laktik-
coglikolik asit (PLGA), poli-kaprolakton (PCL) yaygin olarak bilinen ve arastirilan

sentetik poliesterlerdir.

PLA, seker, patates ve misir gibi yenilenebilir kaynaklarin monomerlerinden
sentezlenen bir biyopolimerdir. PLA ayrica poli 1-laktik asit (PLLA), poli d-laktik asit
(PDLA) ve poli 1, d-laktik asit (PLDLA) gibi birgok farkli formda bulunur

(Armentano ve ark., 2013) PLA ¢evre dostu ve biyouyumlu bir polimer olmasina
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karsin, molekiiler agirligi nedeniyle kirilganlik, hidrofobiklik ve yavas biyobozunma
gibi baz1 dezavantajlara sahiptir (Rasal ve ark., 2010). Bu fiziksel, termal ve mekanik
yetersizliklerin Ustesinden gelmek icin PLLA genellikle PCL ile kemik doku
miihendisligi ve potansiyel ortopedik uygulamalarda kullanilmak tizere birlestirilir.
PLLA ve PCL in vivo kemik doku miihendisligi uygulamalarinda herhangi bir zarara
neden olmadan kullanilabilen Amerikan Gida ve Ilag Dairesi (FDA) onayl

biyomateryallerdir.

PCL, 1930'larin basinda sentezlendiginden beri bir¢cok ¢alisma ve uygulamada
kullanilmistir (Woodruff ve ark., 2010). PCL hidrofobik, biyouyumlu ve yari kristalize
bir sentetik polimerdir. Bakteriler ve mantarlar PCL'yi bozabilirken, PCL insan veya
hayvan viicudunda hizli bir sekilde bozunamaz ¢iinkii memeliler PCL yikimi i¢in
uygun enzimlere sahip degildir. PCL'min biyolojik bozulma oraninin polimerin
uzunluguna, enzimlerin varligina ve malzemenin baslangic molekiil agirligina bagh

oldugu kanitlanmistir (Dash ve ark., 2012 ve Woodruff ve ark., 2010).

Polilretanlar (PUR), kemik dokusu miihendisligi i¢in uygun olabilecek sert,

biyouyumlu ve kararl bir polimerdir (Anderson ve ark., 1998).

Polianhidritler, biyolojik olarak pargalanabilirligi ve biyouyumlulugu
nedeniyle genis c¢apta incelenen bir biyopolimer smifidir. Polianhidritler, ylzey
asindirma oOzelliklerinden dolay: ilag verme uygulamalar1 i¢in ideal polimerlerdir.
Ancak mekanik olarak zayif malzemeler olduklart i¢in ortopedik uygulamalar igin
uygun bir polimer tiiri degildir. En kapsamli incelenen polianhidrit, poli
karboksifenoksi propan-sebasik asit (PCPP-SA)'tir. PCPP-SA, hizla ¢oziinen,
bozunma iiriinleri toksik olmayan ve biyouyumlu olan kristal yapili bir polimerdir. Bu
polimer, kontrollii ve lokalize bir ilag dagitim araci olarak kullanilir ve FDA onayimna

sahiptir (Gunatillake ve Adhikari, 2003 ve Nair ve Laurencin, 2007).

Poli propilen fumarat (PPF), poli propilen fumarat-ko-etilen glikol (PPF ko-
EG) ve oligo poli etilen glikol fumarat (OPF) fumarat bazli polimer 6rnekleridir. Bu

malzemelerin her biri, ¢alisilacak dokuya gore 6zellestirilebilen farkl fiziksel ve
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kimyasal ozelliklere sahiptir. PPF, bu ii¢ fumarat bazli polimer i¢indeki en ¢ok

arastirilan biyopolimerdir (Sokolsky-Papkov ve ark., 2007).

Bu ¢alismada B-TCP ve B-TCP/kollajen (B-TCP/kol) iceren biyomateryallerin
uzerinde kopek Y-MKH’lerinin tutunmasi, ¢ogalmasi, uyumlulugu ve osteojenik
farklilagtirmast  bakimindan sahip olduklart  &zelliklerinin  karsilastirilmast
amaglanmaktadir. B-TCP ve kollajen kombinasyonu seklinde hazirlanan
biyomateryalin bahsi gecen 6zellikler yoniinden avantajli olacagi diisiiniilmektedir.
Calismada ayrica kopeklerden elde edilen Y-MKH’lerin fenotipik belirteglerinin
ortaya konulmast ve osteojenik gen ekspresyon belirteclerinin analiz edilmesi
amaclanmaktadir. Tiirkiye’de veteriner hekimligi ortopedi alanina ait rejeneratif
tedavide biyomateryal Uzerinde tlrlere 6zgli mezenkimal kok hicre Uretimi ve
kullanim1 ile ilgili yeterli calisma bulunmamaktadir. Kok hiicreler i¢in uygun
mikrogevreyi saglayabilecek biyomateryallerin karsilastirilmas: ileride yapilacak
biyomateryallerle ilgili c¢alismalara da veri saglayacaktir. Gelecekte bu
biyomateryaller kullanilarak kopeklerde kemik kiriklar1 ve hastaliklarinda tedavi
basarisinin  arttirilabilecegi  ve tedavi yoOntemlerinin standartlastirilabilecegi

disiiniilmektedir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Yag Doku Kokenli Mezenkimal Kok Huicre (Y-MKH) izolasyonu

Calisma icin etik raporu, “Ankara Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu” 2017-5-37 numarali karar1 ile alinmistir. Calismada 5 adet disi kdpek
kullanilmistir. Mezenkimal kok hiicre izolasyonu Ankara Universitesi Veteriner
Fakiiltesi Dogum ve Jinekoloji Anabilim Dalina ovariohisterektomi istegiyle getirilen
kopeklerin inguinal yag dokusu ile gergeklestirilmistir (Sekil 2.1). Kopeklerden alinan
1 cm?® boyutundaki yag doku steril tiip icerisinde Ankara Universitesi Veteriner
Fakiiltesi Histoloji Embriyoloji Anabilim Dali Hiicre Kiiltiirii Laboratuvarina
nakledilmistir. Mezenkimal kok hiicre izolasyonu i¢in eksplant kiiltiir yontemi tercih
edilmistir. Nakledilen yag doku laminar flow altinda Dulbecco's Modified Eagle
Medium (DMEM) (Lonza) soliisyonuna alinarak steril petri kabi iginde kiiclik
pargalara ayrilmistir. T25 flasklara yerlestirilen yag dokusu pargalar1 37°C sicaklikta,
%5 CO2’li inkiibatorde 20 dakika bekletilerek sonrasinda %20 Fetal bovine serum
(Biowest), %2 L-Glutamine, %1 Penicilin, Streptomycin, Amphotericin (Lonza) ve
%77 Dulbecco's Modified Eagle Medium (Lonza) iceren besi yeri eklenmistir. Ug
glinde bir besi yeri degisimi yapilmig ve hiicrelerin gelisimi inverted mikroskop

(Olympus Cx45) ile gézlemlenmistir (Zuk ve ark., 2001).
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Sekil 2.1. Ovariohisterektomi operasyonu sirasinda alinan yag dokusu.

2.2. Y- MKH Karakterizasyonu

Kopek Y-MKH’lerinin karakterizasyonu igin {iglii farklhilastirma ve akis

sitometrisi analizleri yapilmustir.

2.2.1.Uclii Farkhlastirma

Ucgiincii pasajin sonunda hiicreler tripsinize edilerek osteojenik, kondrojenik ve
adipojenik farklilagsma i¢in uyarilmistir. Bu farklilastirmalar i¢in 6 kuyucuklu plaklara

0.7 x 10° hiicre ekildikten sonra hiicrelerin bir giin tutunmalar1 beklenmistir.

2.2.1.1.  Osteojenik Farkhlastirma

Osteojenik farklillagtirma ic¢in tgilincli pasajin sonunda hiicreler Osteosit
farklilastirma besi yerinde (Sciencell) inkUbe edilmistir. 3 giinde bir besi yeri

degistirilen hiicreler 21 giiniin sonunda osteojenik farklilastirmanin gosterilmesi
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amactyla Von Kossa (Merck) ile boyanmistir. Bu amag igin, hiicreler %10 Formol
tespit soliisyonuyla 30 dakika boyunca tespit edilmistir. Distile suyla yikama
asamasinin ardindan 60 dakika Silver Nitrat boyasiyla UV 15181 altinda bekletilmistir.
Hiicreler tekrar yikandiktan sonra %1 sodyum tiyostilfat eklenerek invert mikroskop

(Olympus Cx45) ile osteojenik farklilastirma gosterilmistir (Csaki ve ark., 2007).

2.2.1.2.  Kondrojenik Farkhilastirma

Kondrojenik farklilastirma igin hiicreler kondrojenik farklilagtirma besi yeri
(Sciencell) kullanilarak inkUbe edilmistir. 3 giinde bir besi yeri degistirelen hiicreler
21 giiniin sonunda kondrojenik farklilagtirmanin gosterilmesi amaciyla Alcian Blue
(Millipore) ile boyanmistir. Bunun i¢in, hiicreler 30 dakika boyunca %10 Formol tespit
sollisyonuyla tespit edilmistir. Cesme suyuyla yikanma asamasinin ardindan Alcian
Blue boyast ile 30 dakika boyanmislardir. Tekrar ¢esme suyu ile yikanan hiicreler
%80, %96, %100 alkol olmak tzere dereceli alkollerden gegirilerek invert mikroskop
(Olympus Cx45) ile incelenerek kondrojenik farklilagsma gosterilmistir (Gimble ve
Guilak, 2003 ve Vieira ve ark., 2010).

2.2.1.3.  Adipojenik Farkhlastirma

Adipojenik farklilagtirma i¢in ise adipojenik farklilastirma besi yeri (Sciencell)
kullanilmistir. Farklilagtimanin gosterilmesi i¢in Oil Red-O (Sigma Aldrich) boyamasi
kullanilmistir. Bunun i¢in hiicreler 6nce %10 Formol ile tespit edilmis ardindan distile
su ile yikanmustir. %50 alkol ile yikama asamasini takiben hiicreler 20 dakika Oil Red
O boyasinda bekletilmistir. Tekrar %50 alkol ile yikanarak dekolore edilen hiicreler
son olarak distile su ile yikanmis ve invert mikroskop (Olympus Cx45) ile incelenerek

adipojenik farklilagtirma gosterilmistir (Zuk ve ark., 2002).
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2.2.2.  Akis Sitometrisi

Uclincli pasaja ulasan Y-MKH’ler tripsin (Sigma) kullanarak kaldirilip
phosphate buffered saline (PBS) ile ¢oziilerek hemositometre yardimiyla sayilmistir.
Akis sitometrisi tiiplerine 1x10° hiicre konulmus ve bu hiicreler 3’er kez %3 Bovine
serum albumin/PBS (BSA/PBS) soliisyonunda yikanmistir. Hiicre ¢okeltisinin %3
BSA/PBS solisyonunda ¢Ozulmesini takiben kok hucreler 0.1-10 pg/ml CD 29
(Chemicon), CD 34 (Novushbio), CD 44 (BD biosciences), CD 73 (Bioss), CD 81 (BD
biosciences), CD 90 (BD biosciences) ve CD 271 (BD biosciences) primer antikorlari
ile 30 dakika boyunca oda sicakliginda ve karanlikta inkiibe edilmistir. Hiicreler %3
BSA/PBS (Sigma) soliisyonunda yine 3er kez yikandiktan sonra santrifiij edilerek
coktiiriilmiistiir. Bu asamadan sonra unkonjuge primer antikorlar igin hucreler
sekonder antikor ile 30 dakika, +4°C de inkibe edilmis ve 3 kez %3 BSA/PBS
soliisyonunda yikanmalarinin ardindan ¢oktiiriilmistiir. Hiicre ¢okeltileri 1 ml %3
BSA/PBS soliisyonu igerisinde ¢ozuldikten sonra hiicre akis sitometrisi cihazinda
(BD Accuri Plus Flow Cytometer) analiz edilmistir (Vieira ve ark., 2010).

2.3. Biyomateryale Ekim

BMT calsis firmasindan temin edilen B-TCP ve B-TCP/kol yapili doku iskeleleri
(Sekil 2.2-A; Sekil 2.2-B) 24 kuyucuklu tabaklara yerlestirilerek UV 151k altinda
sterilize edilmistir. Sterilizasyonu takiben, 3. pasaja erisen kopek Y-MKH’leri
tripsinize edilerek 1.800 rpm’de 5 dakika boyunca santrifiijlenmistir. Hiicreler
hemositometre yardimiyla sayildiktan sonra her bir doku iskelesine her analiz igin
farkli sayida olmak iizere ekilmistir. Her bir kuyucuga 2 ml kiiltiir ortam1 eklenmeden
once hiicrelerin materyale yayilmasini ve yapigmasini saglamak i¢in 37°C'de 4 saat
siireyle inkiibe edilmistir. 4 saatlik inkiibasyon sirasinda, materyallerin kurumasini
onlemek icin her bir hicre iskelesine her 30 dakikada bir 20 ul besi yeri eklenmistir
(Sekil 2.2-C). Hiicre ekiminin ardindan biyomateryallerin lizerlerine besi yerleri

eklenerek 37°C sicaklikta, 5% COz igeren etiivde inkiibe edilmistir (Li ve ark., 2005).
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Sekil 2.2. A. B -TCP icerikli biyomateryal B. p -TCP/kol igerikli biyomateryal C. Hicre ekili biyomateryaller.

2.4. MTT (Canlilik Testi)

Hicrelerin B-TCP ve B-TCP/kol yapili doku iskeleleri tizerinde biiyiimesini ve
cogalmasini incelemek amaciyla 7., 14. ve 21. giinlerde kolorimetrik MTT testi
yapilmistir. 20.000 hiicre ekilmis doku iskeleleri, hacim olarak 10:1 oraninda
kanistirllmig distik glikozlu serumsuz besi yeri ve MTT reaktifi (Biovision) iceren
soliisyon (5 mg/mL) igerisinde 4 saat boyunca 37°C sicaklikta, %5 COz oranina sahip
olan etiivde bekletilmistir. Daha sonra, her bir doku iskelesi {izerine 100 pl %1’°lik
SDS eklenerek 37°C sicaklikta, %5 CO2 oranina sahip olan etiivde ve 1siksiz bir
ortamda 24 saat bekletilmistir. Cozeltiden 200 ul alinarak 96 kuyucuklu tabaga
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aktarilmigtir. Optik dansiteleri microplate okuyucuda (SpectraMax i3) 590 nm dalga
boyunda okunmustur (Brzoska ve ark., 2005 ve Ozdal ve ark., 2016).

2.5. Taramali Elektron Mikroskop (SEM)

B-TCP ve B-TCP /kol yapili doku iskeleleri tizerinde Y-MKH’lerin gosterilmesi
amaciyla yapilan analiz i¢in iki materyale de 250.000 hiicre ekilmistir. 37°C sicaklikta,
%5 COz igeren etlivde 2 glin inkiibasyonun ardindan biyomateryaller %5 gluteraldehit
icinde 4°C de, 24 saat boyunca tespit edilmistir. Distile su ile yikama isleminin
ardindan %35, %50, %75, %95 ve absolu alkollerde ikiser kez 15 dakika tutularak
dehidrasyon islemi gergeklestirilmistir. B-TCP ve B-TCP/kol yapili biyomateryaller 2
ml Hexamethyldisilazane (HMDS) iginde bekletildikten sonra desikatorde oda
sicakliginda kurumaya birakilmistir. Kuruyan biyomateryaller bakirla kaplanarak

taramal1 elektron mikroskopta (EVOS50 Zeiss) incelenmistir (Mygind ve ark., 2007).

2.6. Alkalen Fosfataz (ALP)

Osteojenik farklilagma belirteglerinden biri olan ALP’yi gézlemlemek amaciyla
Alkaline Phosphatase Activity Colorimetric Assay Kiti (Biovision) kullanilmistir.
200.000 hiicre ekili biyomateryaller osteojenik besi yerinde inkibe edilerek ve 1., 7.,
14. ve 21. giinlerde PBS ile yikanmalarinin ardindan %10 Formaldehit soltsyonu
kullanilarak 5 dakika stireyle tespit edilmistir. Biyomateryaller distile su ile
yikandiktan sonra 45 dakika boyunca 151k icermeyen 37°C sicaklikta, %5 COz igeren
etiivde p-nitrofenil fosfat (p-NPP) soliisyonu boyanmistir. Stop soliisyonuyla
reaksiyonun durdurulmasinin ardindan mikroplate okuyucuda 405 nm dalga boyunda

okunmustur (Martinello ve ark., 2011 ve Ozdal ve ark., 2016).
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2.7. Von Kossa Boyamasi

Geg donem osteojenik farklilasmanin bir belirteci olan kalsiyum depozitlerini
gozlemlemek amaciyla biyomateryallere ekilmis Y-MKH’lere Von Kossa (Merck)
boyamasi1 yapilmistir. Hiicreler 21 gilin boyunca osteojenik besi yerinde biiylitiilmiis
ve 7., 14. ve 21. gunlerin sonunda %4 paraformaldehit tespit sollisyonuyla 30 dakika
boyunca tespit edilmistir. Distile suyla yikama asamasinin ardindan 60 dakika silver
nitrat boyastyla UV 15181 altinda bekletilmistir. Hiicre ekili materyaller tekrar
yikandiktan sonra %1 sodyum tiyosiilfat eklenerek mineralizasyon gosterilmistir

(Ozdal ve ark., 2016).

2.8. Real Time PCR (RT-PCR)

Osteojenik belirte¢ genlerin incelenmesi amactyla 21 giin boyunca osteojenik
farklilagsma besi yerinde bekletilmis olan hiicre ekili doku iskelelerine ters-transkriptaz

polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) analizi yapilmistir.

Osteojenik besi yeri inkiibasyonlarinin 7., 14. ve 21. giinlerinde RNA izolasyon
kiti kullanilarak (Thermo Genelet) total RNA izolasyonu uygulanmistir. Kitin
protokoliine gore hiicre ekini biyomateryaller 6rnekleri dnce PBS ile yikanmustir.
Materyallerin Gzerlerini kaplayacak sekilde (500 pl) Lysis Buffer eklenmis ve 10
dakika beklenmistir. Ardindan 300 pl %96 alkol eklenmistir. Karisim 1,5 ml’lik
tiiplere aktarilmis ve 1000 g’de 8 dakika santrifiij uygulanmistir. Biyomateryal
parcalarini icermeyen siipernatant spin kolona aktarilmistir ve 12 000 G’de 1 dakika
santriflij edilmistir. Yikama ve kurutma adimlarinin ardindan 100 pl RNaz icermeyen

su ile 12 000 G’de 1 dakika santrifiijlenerek RNA izolasyonu tamamlanmuistir.

Izolasyonu takiben RNA 6rnekleri cDNA’ya déniistiiriilmiistiir. Bu amag icin
iScript cDNA sentez kiti (BioRad) kullanilmis ve protokole uygun olarak cDNA eldesi

gerceklestirilmistir. Total hacim 6rnekler igin 20 pl olarak belirlenmistir. 4 pl 5x
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iScript Reaction Mix, 1 pl iScript Reverse Transcriptase ve 14 pl niikleaz icermeyen
su kullanilmis ve karistma 1 pl izole edilmis RNA o6rnegi eklenerek 20 upl’ye
tamamlanmistir. Hazirlanan karigimlar C1000 1s1 dongii cihazina (BioRad) konulmus
ve protokole uygun olarak sirasiyla 25°C’de 5 dakika, 46°C’de 20 dakika, 95°C’de 1
dakika bekletilerek cDNA eldesi ger¢eklestirilmistir.

Erime sicakliklarinin optimizasyonu icin ¢DNA’lar tasarlanan primerler
(Cizelge 2.1) kullanilarak 56°C, 57°C, 58°C, 59°C, 60°C ve 61°C’de PCR metoduyla

cogaltilmis ve agaroz jelde yiiriitiilmiistiir.

Cizelge 2.1. Calismada kullanilan primerlere ait diziler.

Gen ileri Primer Geri Primer
RUNX2 | CCCAGAAGGCACAGACA | CATCTGGCTCAGGTAGGACG
GAA
SPARC | TTCCTGTTGCCTGGCTCT GGTTCTGGCAGGGGTTTTCA
AA

ACTB | TCCATGAAACTACCTTCA | AACGCAACTAAAGTAACAGTCC
ACTCC

Runt-related transcription factor 2 (RUNX2) ve secreted protein acidic and
cysteine rich (SPARC) osteojenik belirte¢ genlerine 6zel primerler dizayn edilmis ve
QPCR Green Master Mix (Biotechrabbit) kullanilarak ters-transkriptaz polimeraz
zincir reaksiyonu yontemiyle goreceli gen ifadeleri tayin edilmistir. Bunun i¢in Kit
protokolii her 6rnek icin 10 pl master mix, 7,2 pl niikleaz igermeyen su, 0,4 pl ileri
primer, 0,4 pl geri primer ve 2 pl cDNA kullanilarak total hacim 20 pl’ye optimize
edilmis ve calisilmistir. Hazirlanan karisimlar RT-PCR cihazinda sirastyla 95°C’de 3
dk, 40 dongii tekrarlamak tizere 95°C’de 15 saniye, 60°C’de 30 saniye ile protokol

2-8ACt formiilii kullanilarak

tamamlanmigtir. Relatif gen ifadesi farkliliklar
hesaplanmistir. Degerlerin normalizasyonu i¢in beta aktin (ACTB) geni kullanilmigtir

(Martinello ve ark., 2011).
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3. BULGULAR

3.1.  Yag Doku Kokenli Mezenkimal Kok Hiicre (Y-MKH) izolasyonu

Kopeklerin inguinal bolgesinden, ovariohisterektomi operasyonu sirasinda
aliman yag dokularindan eksplant kiltir yontemi ile mezenkimal kok hicre
izolasyonlar1 yapilmistir. Flasklarin yiizeyine yapistirilan yag dokularin etrafinda 5.
giinde Y-MKH’ler gozlenmeye baslanmistir (Sekil 3.1). Y-MKH’lerin %80-90

oraninda konfluentlige ulagsmasi 3 hafta stirmistiir (Sekil 3.2).

F

Sekil 3.1. 5. giin yag doku etrafindaki Y-MKH’ler.
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Sekil 3.2. 3. hafta %80 konfluent mezenkimal kok hiicreler.

3.2. Y- MKH Karakterizasyonu

Kopek Y-MKH’lerinin karakterizasyonu igin tglii farklilastirma ve akis

sitometrisi analizleri yapilmistir.

3.2.1.  Ucli Farkhlastirma

Mezenkimal kok hiicre karakterizasyonu igin hiicreler kemik, kikirdak ve yag

dokuya farklilagtirilmastir.

Osteojenik farklilasma igin uyarilan hiicrelerde 9. giinden itibaren hiicre

kolonileri gbzlenmistir. Bu kolonilerin sayisi ikinci haftanin sonunda en yiiksek
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seviyeye ulagmistir. 14. glinde kemik farklilagsmasinin gosterilmesi amaciyla Von

Kossa boyamasi yapilmis ve olusan kalsiyum depozitleri gosterilmistir (Sekil 3.3).

Sekil 3.3. 14. gin Von Kossa boyamast.

Kondrojenik farklilagmada ise 2. haftada hiicrelerin morfolojilerinde
degisiklikler gozlenmeye baslamistir. 19. gilinde kikirdaklara 6zgli proteoglikan
salgilayan odaklarin varhigi goriilmistir. Bu sebeple 21. giinde kikirdak

farklilagmasini gosterilmesi amaciyla Alcian Blue boyamasi yapilmistir (Sekil 3.4).
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Sekil 3.4. 21. giin Alcian Blue boyamas.

Adipojenik farklilastirmada ise 14. giinden itibaren yag vakoulleri gbzlenmeye
baslanmistir. 21. giiniin sonunda Oil red O boyasi ile hiicrelerin sitoplazmalarindaki

yag vakoulleri boyanarak adipojenik farklilastirma gosterilmistir (Sekil 3.5).
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Sekil 3.5. 21. Giin Oil Red O Boyamast.

3.2.2. Akis Sitometrisi

Mezenkimal kok hiicre karakterizasyonu igin izole edilen hiicreler 7 farkli
antikorla analiz edilmistir. Bahsedilen ylizey antikorlarindan CD 44, CD 73, CD 81 ve
CD 90’ eksprese oldugu; CD 29, CD 34 ve CD 271’in ise eksprese olmadigi akis

sitometrisi analizi ile gosterilmistir (Sekil 3.6).
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3.3.  MTT (Canhlilik Testi)

Hucrelerin B-TCP ve B-TCP/kol yapili biyomateryallerin tizerinde btyimesini
ve ¢ogalmasini incelemek amaciyla 1., 7., 14. ve 21. giinlerde kolorimetrik MTT testi
yapilmistir. Absorbans degerlerini hiicre sayilarina doniistiirmek ig¢in bir kalibrasyon
egrisi ¢izilmistir. Kalibrasyon egrisine gore, B-TCP ve B-TCP/kol icerikli
biyomateryaller lizerinde ekili hiicre sayilar1 hesaplanmis ve ikinci bir siitun grafigi
(hiicre sayisi-giin) ¢izilmistir (Sekil 3.7). Iki materyal iizerindeki hiicrelerin sayisinda
1. giinden 14. giine dogru artis gézlenmistir. Ancak 21 giinde materyaller tzerindeki
tutunan hiicre sayilart azalmisgtir. Tiim gilinlerde B-TCP icerikli materyaldeki hicre
cogalmasi B-TCP/kol kombinasyonlu materyale gore yiiksektir. Kontrol amagli sadece
hiicre bulunan 6rneklerde yine hiicre ¢ogalmalar1 1. giinden 14. giine dogru artmig ve

21 giinde azalmstir.

MTT
800000

700000
600000

500000 # B-TCP

400000 B B-TCP/KOL

Huicre Sayisi

N \\"\\\\®

300000 .
z HUCRE

200000

100000

BN\

Zaman

Sekil 3.7. MTT hiicre sayisi-zaman grafigi.
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3.4. Taramal Elektron Mikroskop (SEM)

Hiicre ekimi yapilmig ve yapilmamig B-TCP ve [-TCP/kol igerikli
biyomateryaller ile yapilan taramali elektron mikroskobisi sonucunda materyallerin

genel ylizey karakteri fotograflanmistir.

B-TCP kontrol 6rneginde materyalin ylizey yapist ve materyalin gozenekli
yapisina tutunmus Y-MKH’ler hiicre ekili biyomateryalde gosterilmistir (Sekil 3.8;
Sekil 3.9).

B-TCP/kollajen icerikli biyomateryalin B-TCP icerikli materyale gore daha az
gbzenege sahip oldugu taramali elektron mikroskopla da gosterilmistir. Hiicre ekili B-
TCP/kollajen igerikli biyomateryalde ise kollajen yapisi ve Y-MKH’lerin yerlesimi
fotograflanmistir (Sekil 3.10; Sekil 3.11).

Mag= 300 X EHT= 500kV  EP Target=1.00e-001 mBar
Signal A= SE1 WD =20.0 mm Vacuum Mode = High Vacuum

Sekil 3.8. B-TCP kontrol.
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Mag= 500 X
Signal A= SE1

EHT = 5.00 kV
WD =20.0 mm

EP Target = 1.00e-001 mBar

Vacuum Mode = High Vacuum

Mag= 500K X
Signal A= SE1

EHT = 5.00 kV
WD =285mm

EP Target = 1.00¢-001 mBar

Vacuum Mode = High Vacuum

ZEISX

Sekil 3.10. B-TCP/kol kontrol.
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Mag= 150 K X EHT= 500kV  EP Target=1.00e-001 mBar

Signal A= SE1 WD=215mm Vacuum Mode = High Vacuum

Sekil 3.11. B-TCP/kol ve Y-MKH.

3.5. Alkalen Fosfataz (ALP)

Osteojenik farklilasmanin erken belirteglerinden biri olan alkalen fosfataz
aktivitesi analizi sonucunda B-TCP igerikli biyomateryalde ALP enzim aktivitesinin 1.
giinden 14 giine kadar arttig1 ancak 21. giinde ALP azaldig1 goriilmiistiir. B-TCP/kol
igerikli biyomateryalde ise aktivite 1. giinden 7. giine kadar artmis daha sonra
azalmaya baslamistir. B-TCP/Kol icerikli biyomateryal, B-TCP igerikli biyomateryale
gore 1. ve 7. ginde daha yuksek ALP aktivitesi gosterirken, 21. giinde B TCP/kol
icerikli biyomateryal B-TCP igerikli biyomateryale gore daha az ALP aktivitesi
gostermistir. 14. giinde ise iki materyalin ALP enzim aktiviteleri aynidir. Sadece hiicre
ekili kuyucuklardaki ALP aktivitesi ise yine 1. glinden 14. giline kadar artis gostermis,
21. giinde azalmistir (Sekil 3.12).
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Sekil 3.12. Alkalen fosfataz aktivitesi analizi.

3.6. Von Kossa Boyamasi

Von Kossa boyamasi sonucu B-TCP igerikli biyomateryalde 7. giinden 21.
giine dogru kalsiyum depozitleri miktar1 artmistir. Bu artig, 60 dakika UV 1s18a maruz
birakilma sonrasinda materyal iizerinde kahverengi boyanan alanlarin artmasiyla
gosterilmistir (Sekil 3.13. A, B, C). Ancak, B-TCP/kol igerikli biyomateryalin
biyodegredasyon 6zelligi yiiksek oldugundan 7. giinden sonra par¢alanma baslamis ve

kalsiyum depozitleri gosterilememistir (Sekil 3.13 D, E, F).
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Sekil 3.13. A. B-TCP, 7. glin; B-TCP, 14. gun; C. B-TCP, 21. giin D. B-TCP/kol 7 gin; E. B-TCP/ kol 14. gun; F.
B-TCP/ kol 21. gin.

3.7. Real Time PCR

Erime sicakliklarinin optimizasyonu i¢in cDNA’lar, tasarlanan primerler
kullanilarak ¢esitli sicakliklarda PCR metoduyla ¢ogaltilmis ve agaroz jelde
yuritiilmiistiir. Jel elektroforezi sonucunda RUNX2, SPARC ve ACTB genleri igin

tasarlanan primerlerin ortak optimum erime sicakliklar1 58°C olarak belirlenmistir.

RUNX2 ve SPARC osteojenik belirte¢ genleri icin B-TCP ve B-TCP/Kkol igerikli
materyallerin ve sadece hiicre bulunan grubun goreceli gen ifadeleri incelenmistir.
Tum gruplarda 7. gunden 21. gine dogru RUNX2 ve SPARC gen ifadeleri artig
gostermistir. RUNX2 geninin ifadesi -TCP/kol igerikli materyalde 7. giinde B-TCP
icerikli materyale gore yiiksektir ancak diger giinlerde gen ifadelerinde fark

gorilmemistir (Sekil 3.14). SPARC geninin ifadesi ise yine 7. giinde B-TCP/kol
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icerikli materyalde digerine gore yiiksektir. Ancak 14. ve 21. giinlerde B-TCP igerikli
biyomateryalde SPARC geninin ifadesi B-TCP/kol igerikli materyale gore yuksek
bulunmustur (Sekil 3.15).

RUNX2

] : 1
S ': %7. giin
g W14, gin
g
[ +21. glin
8

BTCP BTCP/KOL HUCRE

Sekil 3.14. RUNX2 goreceli gen ifadesi.
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Gareceli Gen ifadesi

BTCP

Sekil 3.15. SPARC goreceli gen ifadesi.
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.

BTCP/KOL

///7///*
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B14. gin

=21, gln
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4. TARTISMA

Bu caligmada 5 saglikli kopekten alinan yag dokulardan eksplant kiiltiir
yontemiyle MKH izolasyonlar gergeklestirilmistir. Karadz ve ark. (2017), tarafindan
yapilmis calismada oldugu gibi bu calismada da ilk MKH’ler yag doku parcalarinin
flasklara yerlestirilmesini takiben 5. giinde gozlenmis ve MKH’lerin %80-90
konfluentlige ulagsmasi 2-3 hafta zaman almistir. Calismalardaki MKH’lerin,
izolasyonu takiben ilk gozlendigi zaman bu g¢alismayla benzerlik gostermektedir.
Ancak MKH’lerin izolasyonu takiben ilk haftanin sonunda %80-90 konfluentlige
sahip oldugunu gosteren galismalar mevcuttur (Csaki ve ark., 2007; Nicpon ve ark.,
2014 ve Villatoro ve ark., 2015). Konfluentlige erisme zamanindaki farkliligin yag
dokusu alman hayvanin irkina, yasina ve yag dokunun alindigi bolgeye gore

degiskenlik gdstermesinden kaynaklandig: diisiintilmektedir.

MKH izolasyonlarindan sonra hiicrelerin karakterizasyonlar1 icin tgli
farklilastirma ve akis sitometrisi analizleri yapilmistir. Yapilan tigli farklilastirma
analizleri i¢in hiicreler kemik, kikirdak ve yag hiicrelerine farklilastirilmistir. Kemige
farklilagtirilan MKH’ler farklilastirma besi yerinin eklenmesinden 9 giin sonra
koloniler olusturmaya baslamis ve 14. ginde bu koloniler en yiksek seviyeye
ulagmustir. Kikirdaga farklilastirilan hiicrelerde 14. glinden sonra hiicre morfolojileri
degismis ve 19. giinde kikirdak dokuya 06zgii proteoglikan sentezleyen odaklar
gozlenmistir. Yag hiicrelerine farklilastirilan hiicrelerde ise ikinci haftanin sonunda
hicre sitoplazmalarinin iginde yag vakoulleri gozlenmeye baslamis ve 21. giinde bu
vakoullerin sayist artmistir. Kemige farklilagtirilmanin gosterilmesi i¢in hiicreler Von
Kossa boyasi ile, kikirdaga farklilastirmanin gosterilmesi i¢in Alcian Blue boyasi ile
ve yaga farklilagtirmanin gosterilmesi i¢in ise hiicreler Oil Red O boyasi ile
boyanmustir. Insan ve kopeklerde yapilan calismalarda MKH’lerin, izolasyonunu
takiben kemige, kikirdaga ve yaga farklilasma stireleri bu c¢alismanin verileriyle
benzerlik gostermektedir (Csaki ve ark., 2007; Park ve ark., 2009 ve Patrikoski ve ark.,
2013).
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Yapilan ¢alismada Y-MKH’lerin karakterizasyonu i¢in akis sitometrisi analizi
yapilmis ve izole edilen hiicreler CD 29, CD 34, CD 44, CD 73, CD 90, CD 81 ve CD
271 antikorlar1 yoniinden degerlendirilmistir. Buna gore, CD 44, CD 73, CD 81 ve CD
90 yapilan diger karakterizasyon ¢alismalariyla paralel olarak pozitif sonu¢ vermistir.
Calismamizda yapilan diger ¢alismalarla paralel sekilde CD 34 ve CD 271 negatif
sonug¢ vermistir (Marx ve ark., 2015; Schaffler ve Buchler, 2007; Screven ve ark.,
2014; Song ve ark., 2019 ve Villatoro ve ark., 2014). insan, atlar ve kedilerde yapilan
izolasyon ve karakterizasyon caligmalarinda CD 29 pozitif sonuglar vermistir
(Gronthos ve ark., 2001; Marx ve ark., 2015; Morikawa ve ark., 2009; Pittenger ve
ark., 1999; Romanov ve ark., 2005; Schéffler ve Biichler, 2007; Via ve ark., 2012 ve
Wilson ve ark., 2019). Bu ¢alismada CD 29 yiizey antijeni eksprese olmadigr dikkat
cekmistir. Marx ve ark. (2015) ve Screven ve ark. (2014) tarafindan yapilan kopek yag
dokusundan MKH izolasyonu ve karakterizasyonu calismalari bu calismada elde
edilen sonuglar1 desteklerken; Villatoro ve ark. (2014) ve Song ve ark. (2019)
tarafindan yine kopek yag dokusundan MKH izolasyonu ve karakterizasyonu ile ilgili
yapilan calismalar bu ¢alismadaki sonuglarla paralel degildir. Bu farkliligin hayvan
tirleri ve wrklar1 arasindaki farkliliktan meydana gelmis olabilecegi ve tiir spesifik

karakterizasyon galismalarinin daha ayrintili ¢alisilmasi gerektigi disiiniilmektedir.

Yapilan ¢aligmada B-TCP ve B-TCP/kol yapili biyomateryallere ekilen Y-
MKH’lerin tutunduklarini ve ¢ogaldiklarin1 géstermek amaciyla ekimden sonra 1., 7.,
14. ve 21. ginlerde MTT analizi yapilmistir. Hiicre ekili biyomateryallerde ve sadece
hicre bulunan kuyucuklarda uygulanan testin sonucunda ilk 14 giinde hicrelerin
sayilarinin arttig1 ve 21. giinde sayilarinin azaldigi gosterilmistir. Bu durum her iki
biyomateryalin de hicrelerin baglanmasi, yasamasi, ¢ogalmasi ve osteojenik
farklilasmasini destekledigini gostermektedir. Westhauser ve ark. (2019), insan kemik
iligi kokenli MKH’ler ve B-TCP igerikli bir biyomateryal ile yaptigi calismada,
MKH’lerin yasamasi ve osteojenik farklilagmasi i¢in uygun bir ortam olusturdugunu
gbstermistir. Insan MHK leri ve poli-kaprolakton-trikalsium fosfat kombinasyonu
seklinde hazirlanan bir biyomateryalle yapilan calismadaki hiicre canlilik testi

sonuglart bu calismayla uyum gostermektedir (Rai ve ark., 2010). At kemik iligi
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kokenli MKH’ler ve jelatin ile B-TCP iceren materyal ile ¢calisma yapan Seo ve ark.
(2012), hiicre ekili materyallere 1., 7. ve 14. gilinlerde canlilik testi uygulamis ve hiicre
sayisinin artis gosterdigini belirtmislerdir. Yapilan calismayla paralel sonuclar
gosteren basgka bir ¢alisma ise Takahashi ve ark. (2005), tarafindan B-TCP icerikli
biyomateryal iizerinde rat kemik kokenli MKH’ler ile yapilmistir. Calismadaki tiim
gruplarda hiicre ekimini takiben ikinci haftanin sonunda Y-MKH sayisindaki
azalmanin hiicrelerin dogru sekilde baglanip biiylimesi i¢in yer kalmadigindan

kaynaklandig1 diistiniilmektedir.

ALP, yeni kemik olusumu ve biiyiimesi i¢in osteoblastlar aktivitesinde artisi
ifade eder; bu nedenle osteojenik aktivite icin erken bir belirte¢ olarak kullanilir.
Alkalen fosfataz, p-nitrofenil fosfattan (pNPP) fosfatin ¢ikarilmasiyla p-nitrofenilat
olusumunu katalize eden bir enzimdir. Bu reaksiyonun sonucu olarak, p-nitrofenilat
¢ozeltiye sari renk verir ve rengin yogunlugu mikroplate okuyucuda 405 nm'de analiz
edilmistir. Yapilan ¢aligmada B-TCP ve B-TCP/kol yapili biyomateryallere Y-MKH
ekimi yapilmis ve ardindan 1., 7., 14. ve 21. giinlerde ALP aktivitesi dl¢iilmiistiir. B-
TCP icerikli biyomateryalde 1 giinden 14. gline kadar enzim aktivitesi artarken 21.
gunde aktivite azalmistir. B-TCP/kol yapili biyomateryalde ise ALP aktivitesi ilk hafta
artarken, ikinci haftadan itibaren azalmaya baslamistir. 1ki materyal
karsilastirildiginda 3-TCP/kol igerikli biyomateryalin 1. ve 7. gunlerde, B-TCP igerikli
biyomateryale gore daha yiiksek ALP aktivitesi gosterdigi, 21. giinde ise B-TCP/Kkol
icerikli biyomateryalin B-TCP materyaline gore daha az ALP aktivitesi gosterdigi
tespit edilmistir. Kontrol amacl sadece hiicre barindiran orneklerde ise aktivite ilk
ginden 14. gline kadar artarken 21. giinde azalmistir. Donzelli ve ark. (2007), sadece
kollajen igeren materyalde rat kemik iligi kokenli MKH’leri kemige farklilagtirmislar
ve ardindan 1., 7., 14., 21. ve 28. glinlerde ALP aktivitesini 6lgmiislerdir. Calismada
ilk 3 hafta enzim aktivitesinin siirekli artarak pik noktasina ulastigi ve 28 giinde
aktivitenin azaldigi gosterilmistir. Baska bir ¢alismada B-TCP gibi seramik
biyomateryal olan hidroksiapatit, insan MKH’leri ile birlikte kullanilmis ve kemige
farklilagmanin gosterilmesi i¢in 1., 7., 14. ve 21. giinlerde ALP aktivitesi degerleri
Olclilmiistiir. Calismanin sonucunda ilk giinden 14. giine kadar aktivitenin arttig1 ancak

21. giinde aktivitenin azaldig1 gosterilmistir (Mygind ve ark., 2007). Karadzic ve ark.
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(2015), tarafindan yapilan ¢aligmada ise hidroksiapatit temelli 5 farkli biyomateryal
tizerinde MKH’ler kemige farklilagtirilmig, 6. ve 14. giinde alinan okumalarla ALP
aktivitesinin arttig1 gosterilmistir. Insan ve ratlarda yapilan ALP analizi verilerinin

calismamizdaki veriler ile benzer oldugu goriilmiistiir.

Von Kossa boyamasi, biyomateryaller iizerindeki kalsiyum birikintilerini
gostermek i¢in uygulanmistir. Bu yontemde, glimiis nitrat ¢ozeltisi, materyal i¢indeki
kalsiyum bilesikleri ile reaksiyona girerek giimiis tuzlarin olusturur. Giimiis tuzlari
UV 151k altinda indirgenir ve kalsiyum birikintileri goriiliir hale gelir. Indirgenmemis
giimiis sodyum tiyosiilfat kullanilarak wuzaklastirilir. Yapilan c¢alismada iki
biyomateryale de 7., 14. ve 21. giinlerde Von Kossa boyamas1 uygulanmis ve 3-TCP
igerikli biyomateryalde kalsiyum birikintilerinin 7 giinden 21. giine artis gosterdigi
tespit edilmistir. Zhou ve ark. (2012), poli laktik-koglikolik asit (PLGA) ve B-TCP
kombinasyonu seklinde hazirladiklar1 biyomateryalin {izerinde rat fibroblast
hlcrelerini kemige farklilastirmiglardir. Materyale 14. giinde Von Kossa boyamasi
yapmislar ve kalsiyum depositlerini gostermislerdir. Ancak B-TCP/kol iceren
biyomateryalin degredasyon yetenegi yiiksek oldugundan 7. giinden sonra materyal
¢Oziinmiis ve bahsedilen kalsiyum birikintileri materyal iizerinde gdsterilememistir.
Bu materyalin degredasyon kabiliyetinin yiiksek olmas1 igerdigi dogal bir
biyomateryal olan kollajenden kaynaklanmaktadir. Materyalin degredasyon
ozelliginin bu kadar yiiksek olmasi kemik doku miihendisligi i¢in bir dezavantajdir.
Donzelli ve ark. (2007), rat kemik iligi kaynakli MKH ve kollajen materyalini
kullanarak in vitro degresdasyon c¢alismasi yapmislardir. Kollajenin in vivo
caligmalarda kemik doku iyilesmesinden once ¢oziinebilecegini dngdrmiislerdir. Bu
caligmada kollajenin bu dezavantajini asmak igin kollajen, B-TCP ile kombinasyon
halinde kullanilmistir. Ancak bu kombinasyonun materyalin degredasyon 6zelligini
yeterince azaltamadigi goriilmiistiir ve degredasyon c¢alismalarina devam edilmesi

gerektigi diisiinilmektedir.

Runt-related transcription factor 2 (RUNX2), canlilarda RUNX2 geni
tarafindan kodlanan ve Core-binding factor subunit alpha-1 (CBF-alpha-1) olarak da

bilinen bir proteindir. RUNX2 osteoblast farklilasmasi i¢in temel bir transkripsiyon
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faktorudur (Komori, 2005). SPARC (Secreted protein acidic and cysteine rich) ayni
zamanda osteonektin veya bazal membran proteini 40 (BM-40) olarak da adlandirilir.
Kollajen tip I gibi fibril kollajenlerin ifadesi ile yakindan iliskili olan SPARC’1n
osteoblast farklilagsmasi sirasinda gen ifadesi artmaktadir (Rosset, 2016). Calismada [3-
TCP ve B-TCP/kol igerikli materyallerin ve ayn1 zamanda sadece hiicre bulunan
kontrol grubun RUNX2 ve SPARC osteojenik belirtecleri igin 7., 14. ve 21. giinlerde
real time PCR analizi ger¢eklestirilmistir. Her iki biyomateryalde ve kontrol grubunda
bahsedilen giinlerde genlerin ifadeleri artmistir. RUNX2 ve SPARC genlerinin
ifadeleri bahsedilen gunlerin hepsinde kontrol grubundan yiiksektir. Bu durum
materyallerin osteoindiktif kapasiteye sahip oldugunu gostermektedir. Westhauser ve
ark. (2019), insan Ki-MKH’ler ve B-TCP igerikli biyomateryal ile ¢alisma yapmuslar
ve RUNX2 gen ifadesinin 7. giinde pik yaptig1 ve 14. giinde azalip 42. giine kadar
yeniden arttigim1 gostermislerdir. Bu sonucu osteogenezin ge¢ evrelerinde heniz
farklilagsmamis olan osteoblastlarin aktivitelerine baglamislardir. Assaf ve ark. (2019),
insan kok hucreleri ile birlikte sadece kollajen ve sadece jelatin i¢eren iki biyomateryal
ve B-TCP, HA ve fibrin kombinasyonu seklinde hazirlanan baska bir biyomateryalin
kemige farklilasma kapasitelerinin karsilastirilmasi amaciyla RUNX2 ve SPARC gen
ekspresyon diizeylerini 6lgmiislerdir. Her lic biyomateryalde de bahsi gecen gen
ifadelerinin 7. glinden 14. giine arttigin1 ve sadece jelatin iceren materyalin digerlerine
gore daha yliksek gen ifadelerine sahip oldugunu gostermislerdir. Yapilan bu
calismada ise ilk gunlerde B-TCP/kol icerikli biyomateryalin RUNX2 ve SPARC gen
ifadelerinin B-TCP igerikli materyale gore daha yiiksek oldugu gosterilmistir. Bu
sonu¢ PB-TCP/kol igerikli materyalin digerine gore ilk haftada osteoindlktif

kapasitesinin daha yiiksek oldugunu gostermektedir.
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5. SONUC VE ONERILER

Yapilan ¢aligmada kopek yag dokusundan izole edilen mezenkimal kok
hiicreler, B-TCP ve B-TCP/kol igerikli biyomateryallerde iiretilmis ve kemige
farklilastirilmistir.  Materyallerin ~ yiizey  Ozellikleri  taramali  elektron
mikroskobunda incelenmistir. B-TCP ve B-TCP/kol icerikli biyomateryaller
tizerinde hiicre tutunmasini, cogalmasini ve kemige farklilagsma kapasitelerini test
etmek icin MTT, Alkalen fosfataz, Von Kossa ve RT-PCR analizleri yapilmustir.
Kopeklerde Y-MKH’lerin ¢ogalma, osteojenik farklilasma, canli kalma
kapasiteleri iki farkli biyomateryalde karsilastirilmistir.

Kopeklerden elde edilen Y-MKH’lerin fenotipik belirtegleri ortaya
konulmus ve bu hiicrelerin osteojenik gen ekspresyon belirteclerinin analizi
yapilmistir. Yapilan analizler sonucunda kopeklerde mezenkimal kok hiicrelerle
birlikte calisilan B-TCP/kol kombinasyonun, B-TCP’e gore, kopek Y-MKH
tutunma, ¢ogalma, uyumluluk ve osteojenik farklilastirma yeteneklerinin daha
fazla olduguna dair olan hipotez reddedilmistir. B-TCP/kol icerikli materyalin ALP
aktivitesinin diger materyale gore daha yiiksek olmasina ve bununla birlikte ilk
gunlerde osteojenik belirtec genleri olan RUNX2 ve SPARC gen ifadeleri
yoniinden B-TCP materyaline gore daha avantajli olmasina ragmen degredasyon
kapasitesinin istenen diizeyden yiiksek oldugu sonucuna varilmistir. B-TCP/kol
kombinasyonunun biyodegredasyon 6zelliginin ¢ok yiiksek olmasinin kemik doku
miihendisliginden ¢ok kikirdak doku miihendisligi alaninda ¢alisilmasina olanak
sagladig1 distiniilmektedir. Avantajlarina ragmen kollajenin zayif mekanik
ozellikler gosterdigi ve bozulma oranmin kontrol edilmesi zor oldugu
bilinmektedir. Bu nedenle kemik doku miihendisligi uygulamalar1 i¢in kollajen ile
kombinasyon halinde hazirlanan materyalin mekanik 6zelliklerinin ve kimyasal
stabilitesinin arttirilmasi i¢in veya absorbe olma oranini degistirmek igin B-TCP
iceren materyalle kombinasyonundaki oranlarinin iyilestirilmesi gerektigi ve

degredasyon caligmalarinin yapilmasi gerektigi diistiniilmektedir.
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OZET

Kopeklerde Yag Doku Kokenli Mezenkimal Kok Hiicrelerin -TCP ve B-TCP
/Kollajen i¢erikli Biyomateryallerde Kemige Farklilastiriimas:

Yetiskin kok hiicrelerden olan mezenkimal kok hiicrelerin, kemik, kikirdak, kas ve
yag dokusu gibi dzellikle destek dokulara farklilasabildigi bilinmektedir. Insanlarda
ortopedi ve travmatoloji alaninda da mezenkimal kok hiicreler 6zellikle kemik kiriklar1 ve
hastaliklarinin tedavisinde kullanilmaktadir. Giiniimiizde kemik kiriklarinin iyilestirilmesi
amaciyla mezenkimal kok hiicrelerin biyomateryal kombinasyonlari ile birlikte kullanimi
hakkinda yapilan arastirmalarin sayisi her gecen giin artmaktadir. Ancak Tiirkiye’de
Veteriner hekimligin ortopedi alanina ait rejeneratif tedavi calismalarinda biyomateryal
iizerinde tiirlere 0zgli mezenkimal kok hiicre kullanmiyla ilgili yeterli arastirma
bulunmamaktadir.

Yapilan bu ¢alismada kopeklerin yag dokusundan eksplant kiiltiir yontemiyle izole
edilen mezenkimal kok hiicrelerin Beta-trikalsiyum fosfat (B-TCP) ve B-TCP/kollajen (B-
TCP/kol) igerikli biyomateryallerde iiretilip kemige farklilastirilmas1 amaclannustir. Ug
boyutlu kemik dokunun ekstraselliiler matriksini taklit etmek amaciyla kullanilan 3-TCP
ve B-TCP/kol igerikli biyomateryaller tizerinde hiicre tutunmasini ve gogalmasini tespit
etmek i¢in canlilik testi (MTT) analizi yapilmistir. Biyomalzemelerin genel yiizey
Ozelliklerini gostermek i¢in taramali elektron mikroskobu kullanilmistir. Alkalen fosfataz
(ALP), Von Kossa ve RT-PCR analizleri kullanilarak B-TCP ve B-TCP/kollajen icerikli
biyomateryallerin osteoindiiktif kapasitesi test edilmistir. Kopeklerde yag dokusu kokenli
mezenkimal kok hucrelerin (Y-MKH) ¢ogalma, osteojenik farklilagsma, canli kalma
kapasiteleri iki farkli biyomateryalde karsilagtirilmisgtir.

Bu c¢alismanin sonucunda B-TCP/kol icerikli biyomateryalin alkalen fosfataz
aktivitesi ve osteojenik gen ekspresyonlar1 yoniinden B-TCP materyaline gore avantajli
olmasina ragmen degredasyon oOzelligi c¢ok yilksek olmasindan dolayr kemik doku
miihendisliginde kullanimi igin gelistirilmesi gerektigi diislintilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Biyomateryal, Kopek, Mezenkimal Kok Hicre, Osteojenik
Farklilagsma, Yag Doku.
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SUMMARY

Osteogenic Differentiation of Canine Adipose Derived Mesenchymal Stem Cells on -
TCP and p-TCP /Collagen Biomaterials

Mesenchymal stem cells are adult stem cells that have ability to differentiate into
osteogenic, chondrogenic, adipogenic and myogenic lineages. In the field of orthopedics and
traumatology, mesenchymal stem cells are used especially for the treatment of bone fractures
and diseases in humans. Today, the number of studies regarding the use of mesenchymal stem
cells in combination with biomaterials to treat bone fractures is increasing day by day.
However, there are not enough studies on the use of species spesific mesenchymal stem cells
on biomaterials in the research of orthopedic regenerative therapies in Veterinary Medicine in
Turkey.

The purpose of this study is to promote growth, proliferation and osteogenic
differentiation of mesenchymal stem cells that were isolated from the adipose tissue of canines
on B-TCP ve B-TCP /collagen biomaterials. MTT analysis was performed to test the cell
adhesion and proliferation on B-TCP and B-TCP /collagen biomaterials which were used to
mimic the extracellular matrix of three-dimensional bone tissue. Scanning electron microscope
analysis was performed to show general surface characters of B-TCP and B-TCP /collagen
biomaterials. The osteoinductive capacity of the B-TCP and B-TCP /collagen biomaterials
were determined by alkaline phosphatase and Von Kossa stainings, and RT-PCR analysis.
Beside these studies, the capacity of growth, proliferation and osteogenic differentiation of
adipose derived mesenchymal stem cells on two different biomaterials were compared.

As a result of this research, it is thought that although it is advantageous in terms of
alkaline phosphatase activity and osteogenic gene expression compared to B-TCP material, B-
TCP /collagen biomaterial should be developed because of its high degradation properties for
use in bone tissue engineering.

Keywords: Adipose Tissue, Biomaterial, Canine, Mesenchymal Stem Cell, Osteojenic
Differentiation.
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