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OZET

Kondrosit Hiicrelerinin Elektrospinleme Y 6ntemi ile elde edilmis Biyomalzeme

Uzerinde Kultiirii ve Karakterizasyonu

OZDEMIR, Ozlem
Kirikkale Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisu
Biyomiihendislik Anabilim Dali, Ylksek Lisans tezi
Danisman: Prof. Dr. Mustafa TURK
AGUSTOS 2017, 144 sayfa

Kikirdak dokusu smirli iyilesme kapasitesi sahiptir. Bu calismada; HEMA ile
aminoasit monomerleri ile birlestirilerek elektroegirme yoOntemiyle nanofiber
iiretilmesi, nanofiberler lizerinde kondrositleri kiiltiirii, karakterizasyonu ve kikirdak
doku miihendisligi agisindan degerlendirilmesi amaglandi. Isil polimerizasyon ile
PHEMA'’dan dretilen nanofiberler diisiik molekiil agirlikli kitosan polimeri ile
kaplandi ve 4S-PEG polimeri ile c¢apraz baglandi. Antikor ve aminoasit
immobilizasyonuyla her ikisinin de nanofibere baglanip baglanmadigi FTIR ile
belirlendi. SEM ile 260nm-390nm fiber ¢aplari, FTIR ile antikor ve aminoasitlerin
polimerler (zerindeki bag titresimleri g6zlemlendi. Kiiltiire edilen tavsan
kondrositleri CD44 antikoru kullanilarak flow sitometri ile belirlendi. Hem nanofiber
Uzerine hem de diiz hiicre kiiltiirinde ekimi yapilan kondrositlerin Anexin V FITC
yontemiyle 5.,10. ve 15.giinler sirasiyla; %12.72 apoptoz ile %9.09 nekroz, %10.81
apoptoz ile %6.75 nekroz , %6.25 apotoz ile %7,81 nekroz olarak belirlendi.
Kondrositlerin metabolik aktiviteleri Alamar mavisi ile hicrenin 5.Gun %78.95;
10.Gun %74.93, 15.Giin %81.58 oranlarinda giin sayisi ile hiicrelerde olan artisa
bagl arttig1 belirlendi. Kollajene baglanan ekstraseliiler matriksi diizenleyen GAG
miktart 5,10 ve 15.giinlerde sirasiyla; 12,45ug/ml, 18,09ug/ml, 24,16pug/ml belirlendi
ve GAG/DNA orani ile DNA miktar tayini yapildi. Matriks gelisim proteini olan



COMP miktar1 hiicre canliligma bagli olarak 5,10 ve 15.giinler sirasiyla 10,13;
16,94; 13,19 olarak ifade edildi. Kollajen tip 1l immunohistokimyasal boyamalarla (¢
boyutlu kiiltiir ortaminda 5.giin %4.81, 10.giin.%13,90 ve 15.giin%17.51 oranlarinda
iki boyutlu kiltlir ortamima gore boyanma orani fazla oldugu gozlemlendi. CD44
immuinofloresan teknigi ile kondrositlerin nanofiber (zerinde diz hiicre kultlriine
gore biraz daha fazla 1s1ma yaptig1 belirlendi. Toluidin mavisi ve hematoksilen-eozin
boyamasi ile iki ve ii¢ boyutlu kiiltiir ortaminda ¢ekirdek ve sitoplazma boyanmalari
belirlendi. RT-PCR relatif degerlerinin Mann Whitney U testi ile anlamli farklilik
bulunmadigindan  kollagen tipl, kollajenTipll, sox9, agrecann genlerinin
ekspresyonlarinin referans gene gore cp degerleri karsilastirildi ve az da olsa artigi
ifade edildi.Sonu¢ olarak; 4S-PEG c¢apraz bagli PHEMA-Kitosan nanofiberlerin

kondrojenik potansiyeli korumada faydali olacag: diisiiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: PHEMA, 4S-PEG, Kitosan, Nanofiber, Kondrosit, Doku

muhendisligi, Biyopolimerler



ABSTRACT

Culture and Characterization of Chondrocyte Cells on Electrospinned Biomaterials

OZDEMIR, Ozlem
Kirikkale University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of bioengineering, Master Thesis
Supervisor: Prof. Dr. Mustafa TURK
August 2017, 144 pages

Cartilage tissue has limited capacity of healing. In this study; it was aimed to produce
nanofibers by electrospinning by combining with HEMA and amino acid monomers,
culture chondrocytes on nanofibers, characterize, and evaluate by with respect to
cartilage tissue engineering.With thermopolymerization,the nanofibers produced
from PHEMA were coated with low molecular weight chitosan polymer and cross-
linked with 4S-PEG polymer.Antibody and amino acid immobilization were
determined by FTIR, which resulted in being linked to the nanoporous.Binding of
antibodies and amino acids on polymers were observed with SEM (260nm-390 nm
fiber diameters) and FTIR. Cultured rabbit chondrocytes were characterized by flow
cytometry using CD44 antibody.Chondrocytes seeded on nanofibers as well as on
regular cell culture were analyzed by Anexin V FITC method at the 5th, 10th, and
15th days: %9.19 necrosis with %12.72 apoptosis, %6.75 necrosis with %10.81
apoptosis and %7.81 necrosis with %6.25 apoptosis, respectively.Alamar blue cell
metabolic activity of chondrocytes were %78.95 at Day 5, %74.93 at 10th day, and
81.58% at 15th days that indicates the metabolic activity rates increases over the
time. The amount of GAG regulating the collagenous extracellular matrix were 12.45
pg/ml, 18.09 pg/ml, and 24.16 pg/ml at the Sth, 10th and 15th days, respectively. The
DNA amount was determined and the GAG/DNA ratio was also determined. The
amount of COMP, the matrix development protein, were %210.13, %16.94, and
%13.19 at the 5th, 10th and 15th days, respectively. Immunostaining intensity ratios



of type Il collagen were %4.81, %13.90, and %17.51 at the 5th day, 10th and 15th
days. The intensity was higher in three dimensional culture compared to two
dimensional culture. In immunofluorescence technique, chondrocytes were slightly
more immunoreactive for CD44 on nanofibers than on the flat-cell culture. Toluidine
blue and hematoxylen-eosin staining revealed nuclear and cytoplasmic staining in
two- and three-dimensional culture media. In RT-PCR analyses, except that of type |
collagen the expressions of collagen type Il, Sox9, and Agrecann genes increased but
the by the Mann Whitney U test did not reveal statistical significance.As a result; 4S-
PEG cross-linked PHEMA-chitosan nanofibers are thought to be useful in

chondrogenic potential protection to some degree.

Key words: PHEMA, Chitosan, 4S-PEG, Nanofiber, Chondrocytes, Tissue
engineering, Biopolymers
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1. GIRIS

Seyrek bir hicre populasyonuna sahip bir avaskiler doku olan artikuler
kikirdak, ¢esitli biiytime faktorleri tarafindan diizenlenen ekstraseliiler matriks
(ECM) ile sarilmistir (Holland ve ark. , 2003). Bu nedenden dolayi, kondrositleri ve
biiytime faktorii iletimini igeren doku miihendisligi stratejileri, eklem kikirdak
lezyonlarinin tedavi siirecinde iyilestirmeye yonelik yardimer olabilmektedir(Doku
mithendislignde o6nemli bir hedef haline gelen biiylime faktorleri diisiik
konsantrasyonlarda proliferason ve matriks {retimi gibi hiicresel islevleri
duizenlemektedir. Ozellikle biytime faktorii olan sitokinler bu konuda érnek olarak
gosterilebilmektedir (Chen ve ark., 2006 ve Jackson ve ark., 1999).

Kikirdak temel olarak eklem hareketi ve agirlik tagima aktivitelerinde agr1 ve
hareket kaybin1 6nlemek i¢in kemik uglari arasinda bir yastik gibi davranmaktir (Kim
ve ark., 2011).

Kikirdak doku, tipinde yaralanmalar ve hastaliklar nedeniyle cesitli
dejeneratif hastaliklar sikca gozlenmektedir. Bu amag dogrultusunda ¢esitli ortopedik
ve hiicreye dayali teknikler gelistirilmistir. Ancak gerekli olan tedavi tam olarak
gerceklestirilememektedir (Zhao ve ark., 2013).

Cesitli dogal ve sentetik malzemeler potansiyel hiicre tasiyicilart olarak veya
kikirdak tamiri i¢in terapotik ajanlar olarak incelenmektedir (Spiller ve ark., 2011
Kock ve ark., 2012).

Bu yizden doku mihendisligiyle son yillarda laboratuvar ortaminda Ug-
boyutlu biyobozunur ve biyouyumlu polimerik yapilarin ve kikirdak dokusunun
tiretimi i¢in ¢alisilmaktadir. Farkli yapilardaki ve Ozellikteki polimerik malzemeler
test edilerek belirlenen dogrultusunda kullanilmaktadir ve Kkiltlr sartlar1 bu
uygulamalara gore optimize edilmektedir.

Kikirdagin tamiri zordur buylizden, semptomatik kikirdak lezyonlarinin
eklem agrisi ile yas ortalamasinin artmasiyla birlikte tedavi edilmesi adina asir1 bir

talep olusturulmaktadir.



Bu tezde hasar gormiis kikirdagi onarma yoluna gitmek yada rejenerasyonu
icin bir tedavi yolu aranirken bir yandan dakikirdagin biyokimyasal yapisini,
fonksiyonunu ve dokunun gelisimini anlamlandirabilmek igin birgok yararli
calismalar yapilmustir.

Baslangicta meniskiisiin korelmis bir yapi olarak tanimlanmistir fakat diz
eklemi 6mri ve isleyisi adina olduk¢a 6nemlidir. Bazi1 arastirmacilar bu durumun
cesitli y1l araliklarinda arastirmiglardir. Bu aragtirmacilar sirasiya; 1948’de Fairbank,
1982°de Burr ve Radin, 1988’de Arnoczky ve digerleri, 1897°de Sutton, 1992’de
Arnoczky, 1992°de Spilker vedigerleri, 1998-2001°’de Roos ve digerleri, 2000°de
Rodkey, 2006’da McDermott and Amis‘dir.

Meniskis, sinovyal sivimin  femoral kondillerdeki c¢evredeki eklem
kikirdagina diizgiin bicimde dagilimini ve eklem beslenmesini saglamaktadir.
Meniskiis yirtigr giiniimiizde en yaygin yaralanmalar olmakla birlikte yas arttik¢a
cesitli spor faaliyetleri veya normal doku dejenerasyonu sonucu da olusabilmektedir
(Holland ve ark., 2003).

Kas-iskelet sistemi rahatsizliklarinda neden olarak meniskiis yaralanmalari
kabul goérilmektedir (Chen ve ark., 2006).

Meniskls uyumu artirarak tibiofemoral eklem boyunca yiik aktarmakla
gorevliyken eklem kikirdagindaki stresin ve yiikiin azaltilmasini saglamak birinci
gorevleri arasindandir. Fonksiyonel 6zelliklerinin bir sonucu olarakgdsterilen genc
ya da yagl hastalarda hasar ve yaralanma egilimi oldugu bilinmektedir.

Cesitli yontemler meniskiis yirtiklarinin tedavisi igin gelistirilmistir. Bir¢ok
yontemde c¢esitli yonlerden eksikliklerin oldugu bilinir ve doku miihendisligi
bunlarin giderilmesi icin gb6zde bir ¢ozim olarak gorilmektedir. Travmanin
derecesine bagli olarak, meniskis tamiri, meniskal transplantlar, meniskisektomi
gibi gesitli tedavi yontemleri allogreftler-otogreftler ile bu yaralanmalar1 tedavi
etmek amagli kullanilabilecektir (Jackson ve ark., 1999).

Kullanilmas1 amaglanan ¢esitli biyomateryaller meniskiis yaralanmalarinda
tedavi amaci dogrultusunda uygun ideal malzemenin belirlenmesi igin hayvan

modelleri iizerinde arastirlima yapilmistir.
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Hasarli meniskiisleri iyilestirebilen biyolojik doku ile degistirme amaglanarak
yutritilen bu ¢alismada, biyolojik olarak uyumlu ve parcalanabilir nanofiberlerden
olusan iskelelerle ¢aligmalar yapilmasi1 ongoriilmiistiir.

Bisceglie’nin  1930’da ilk olarak sentetik malzeme kullanimina tiimor
hiicrelerini  polimerik memran iizerine ekerek domuzun karin bosluguna
yerlestirilmesi ile baglamistir (Bisceglie ve ark., 1993).

Hidrofilik polimerler potansiyel biyouyumlu materyal olarak aragtirtlmistir.

(Ratner ve ark., 1976). Yiikli olmayan polimerlerde su ile etkilesim oncelikle su ve
hidrofilik gruplar arasindaki hidrojen bagindan kaynaklanmaktadir. Bu sinifta en gok
calisilan polimerler arasinda PHEMA vyer almaktadir (Wichterle ve ark., 1960;
Wichterle ve ark., 1971). PoliHEMA (polihidroksietil metakrilat), yuksek
biyouyumluluga sahip oldugundan biyolojik uygulamalarda en c¢ok kullanilan
polimerlerden biridir. PHEMA polimerinin, mekanik olarak dayanikliligi ve kanla
uyusabilirligi oldukga yiiksektir. Metil ve diger alkil metakrilatlarin sentezi oldukca
iyi bilinmektedir. Sentez sirasinda iki yontem kullanilmaktadir. Bunlar, disik
sicaklikta radikal polimerizasyon ve eter solvent i¢inde anyonik polimerizasyondur
(Fox ve ark., 1958; Fox ve ark., 1962).
Bu tez ¢alismamizda, HEMA monomerini kullanarak radikal polimerizasyon sonucu
PHEMA polimerini elde ettik. PHEMA tabanli kompozit nanofiberlerin elde
edilmesi ve gelistirilmesi, farkli konfigiirasyonlarda elde edilerek dayanikliligi, hucre
canliligin1 ve yapisal 6zellikliklerini koruyup korumadigimi belirlemek amaglanarak
doku miihendisligi yaklasimi ile potansiyeli arastirilmistir.

Kitosanin pozitif ylizey yiikii ve biyouyumluluk, hiicrenin biyimesini etkin
bir sekilde desteklemesini sagladigi bilindiginden dolay1 ilk once elde ettigimiz
phema nanofiberi Kitosan ile kaplama yoluna gidildi.

PEG'ler, biyouyumluluk ve minimum toksisite ve suda veya diger yaygin
solventlerde iyi ¢ozlnirligii nedeniyle siklikla kullanim igin  seg¢ilmistir.
Calismamizda PEG ‘in dort kollu ¢esidi olan hemen hemen ayni1 yap1 ve 6zelliklere
sahip 4S-PEG tiyesini kullandik.

Kompozit nanofiber olusturmak i¢cin PHEMA, Kitosan ve 4SPEG kullanildi.
Elde edilen kompozit nanofiberlere kondrosit ekimi yapilarak nanofiberlerin doku

miihendisligindeki potansiyeli in vitro kosullarda arastirild. Ilerleyen zamanlarda in



vitro arastirtlmalar sonucu e¢lde edilen nanofiber yapisi in vivo ¢alismalarla
desteklenecektir. Karakterizasyon i¢in SEM ve FTIR analizleri yapildi.

PHEMA nanofiberi, dayanikliligini daha fazla artirmak ve daha kuvvetli
polimerik malzeme yapmak amaciyla dogal polimer olan kitosan ile kaplama yapildi.
Farkli zaman araliklarinda yapilacak inkiibasyon siirelerindeki degredasyonu en aza
indirmek icin ise biyouyumlulugu daha once ¢esitli makalelerden arastirilmis ve
dogrulanmis olan 4S-PEG polimeri ile hazirlanan ¢o6zelti icerisine konularak
modifiye olarak hazirlandi. Hazirlanan nanofibere once fiziksel ve kimyasal
karakterizasyonuna  bakildi ardindan  primer  hiicre  kiiltiri ile elde
edilenkondrositlerin nanofiberler {izerine kiiltiirii yapilarak biyokimyasal, morfolojik
ve molekiiler biyolojik 6zellikleri arastirilmaktadir.

Teknoloji sinirlamalari, aragtirma zorluklar1 ve gelecekteki egilimler ile ilgili
diger konular da bir¢ok makalede oldugu gibi asagida belirtilen makalede ele
alinmaktadir. Acik literatiirde belirtildigi tizere elektrospinleme teknigini kullanarak
cok ince liflere basariyla biikiilmistiir. Elektrospinning prosesinin potansiyel olarak
umut verici olmasi ve literatiirde yillardir varligini siirdiirmesine ragmen, giinlimuzde
siirl olarak calisilmaktadir.

Kim ve ark. (2005)yilinda sulu etanolden elektrospinleme ile PHEMA
elyaflarinin hazirlanmasinda ¢ozelti viskozitesi ve molekiil agirlig1 arasindaki iliskiyi
aragtirmislardir. Elektrospinning isleminde ultraviyole 15181 uygulayarak PHEMA'nin
ayn1 anda polimerlesmesini ve ¢apraz baglanmasini basarmiglardir.

Bir diger arastirmaya gore Deitzel ve ark. (2001), gii¢ yasasi iligskisine gore
polimer konsantrasyonunun artmasiyla lif ¢apinin arttigini saptamislardir. Capi
etkileyen en dnemli parametrelerden biri ¢ozelti viskozitesi olarak belirlenmistir ve
hazirlanan ¢ozeltinin yiksek vizkoziteli olmasinin fiber ¢apiin yiiksek olmasina
neden oldugu ifade edilmistir (Bergshoef ve ark., 1999).

Bu calismada, elektrospinleme ile polimer nanofiberlerin Gretimi, yapisi
fiziksel ve kimyasal karakterizasyonu uygulamalart ile ilgili aragtirmalar {izerine bir
inceleme yapildi. Elektrospinning ile ilgili en 6énemli parametrelerden birinin biri
fiber ¢ap1 oldgu daha Onceki ¢alismalardan bilindigi {izere biz ¢alismamizda kati
polimeri uygun ¢ozicii iginde ¢oziindigiinde, ¢Ozelti viskozitesi polimer

konsantrasyonu ile orantili olmasi gerektigine dikkat ettik. BOylece, polimer



konsantrasyonu dengeli oldugu takdirde nanofiber c¢aplarinin istenilen boyutta
oldugu tespit edildi.

Annexinler protein ailesine mensupturlar. Mevcut olan geleneksel testlerle
karsilagtirildiginda, Annexin V testi hassas ve kolay gergeklestirilmektedir. Bununla
birliktehiicre membraninn normalde i¢ kisminda bulunan ancak apoptoz ile hiicre
yuzeyine ¢ikan fosfotidilserine baglanma 6zelligi gostermektedir. Annexin V testi,
hiicre zan biitiinliiglinlin kaybedilmesinden 6nce erken apoptoz fazlarini saptama
imkan: sunmaktave hiicre dongiisii ile iliskili olarak apoptotik 6liime ait kinetik
Olcumlerine izin vermektedir. Annexin V testinde iki 6liim sekli vardir. Bu iki hicre
O0lim sekli arasindaki fark, apoptozun baslangic asamalarinda hiicre zarinin
bozulmadan kalmasi, nekroz meydana geldigi anda hiicre zar1 biitlinliigiinii
kaybetmekte ve sizint1 yapmasidir(Vermes ve ark. , 1995).

Alamar Blue testi ise, dogru zaman-mesafe Ol¢limleri saglar, yuksek
hassasiyet ve dogrusalliga sahiptir, hiicre lizisi igermediginden 6l¢lim sonrasi
fonksiyonel testlerde ve farkli hiicre modelleri ile kullanilabilir ve 6l¢eklenebilir
oldugu icinicin ideal bir yontemdir.

Kollogen tip 11, SOX9, Aggrecan gen ekspresyonlar1 hedef ve referans gen
karsilastirilmalariyla Real Time PCR cihazinda tespit edildi.

Kikirdak doku, devamli olarak bazi gerinim ve gerilimkuvvetlerinin etkisi
altindadir. Bu sebeple laboratuvar ortaminda doku miihendisligiyaklasimi ile iiretilen
rejenere kikirdak doku, dogal kikirdak doku ile tam bir uyumgosterememektedir. Bu
nedenle meniskiis yaralanmalar1 sinirli iyilesme gostermektedir. Elektroegirme
yontemiyle elde edilen biyomalzemeler kullanilarak yapilan doku miihendisligi
yaklagimlart meniskiis tedavisinde umut vaat etmektedir. Bu ¢alismada
biyouyumlulugu iyilestirilmis nanofiberlerin sentezi ve kondrosit izolasyonu ile
birlikte nanofiberlerin kondrojenik potansiyeli ve meniskiis yaralanmalarindaki

tedavi edici etkisinin arastirilmasi amag¢lanmustir.



1. 1. Kikirdak Anatomisi ve Islevleri

Iskelet sisteminin kikirdaklart embriyonun mezoderm tabakasindan
olusmaktadir. Gelisimin dordiincii haftasinin sonunda progenitor hicreler, mezenkim
adi verilen bag dokusunu olusturmak flizere toplanmaktadir. Mezenkimal kok
hicrelerden meydana gelmekte olan kikirdak gelisimi, besinci haftada
baslarkenkemik yapisi ve mezenkim iskele olarak diizenlenmektedir (Hall ve ark. ,
1987).

Kikirdak doku, normal bag dokusundan dayanikli ve daha esnektir.
Organlarin bazilarinin iskeletini, kemiklerin eklem yuzeylerini ve fotal iskeletin
biiyiik bir kismimi olusturur. Kikirdak esas olarak interstisyel sivi ve capraz baglh
ekstraselliler matriks (ECM) molekiillerinden olusmaktadir (Hutson ve ark., 2011).

Olusan ve gelisen kikirdak doku asamasina kondrogenez adi verilmektedir.
Ekstraseluler matriks, doku i¢inde siki bir kivamda bulunmaktadir(Sekil 1). kikirdak
dokusuna, mekanik zorlamalar karsisinda sekil bozukluklarina olmamasi igin
gereken esnekligi ekstraseliiler matriks saglamaktadir(Vacanti ve ark. , 1997).
Kemiklerin eklemleinde siirtiinmeye dayamikli bir sertlik olusturmaktadir. Bu
durumda neden iskele gorevi grdiigiinii aciklamaktadir.

Embriyonun mezoderm tabakasindan gelisen kikirdak, kondrositlerden
olusurken, lakiin adi verilen oluklara yerlesir ve fibr6z bag dokusu ile sarili lifli kilif
olan perikondriyum metabolizma igin gereklidir. Kikirdagin %95’ten fazlasi
ekstraseliler matriksten olusmaktadir. Ekstraselller matriks icerisinde kondrositler
lakiin adi verilen bosluklarda tek veya grup halinde bulunabilirken kondronlari
olustururlar (Akay, 2006). Mikroskopik goriintiisii ovoid ya da yuvarlaktir.
Sitoplazmasi agikrenkte ve fazla mitokondri icermektedir. Gen¢ kondrositlerin yani
sira yaslandikca yaglanir ve protein sentezinde aktivasyonu diismektedir (Hall ve ark.
, 2005; Akay, 2006). Kondrositler her daim ekstraseltler matriks Uretimi igin
gereklidirle r(Green, 1977)



Sekil 1.1. Tek Tek ve ya Grup Halinde Bulunan Kondrositler(https://www.
studyblue. com/notes/note/n/a-p-lab-exam-2-histology/deck/12110656)

Kikirdagin direngli olmasinin nedenleri olarak ekstraseliiler matriksin
biikiileilir ve hafif kat1 yapida olmasi goserilmektedir. Perikondrium kapilerlerden ve
eklem sinoviyal sivisindan difiizyonla besin alimimi gergeklesrilen ve damar agi
bulunmayan kikirdak doku kan, lenf kapilerleri ile sinir hicrelerini de binyesinde
barindirmaz. Avaskiler dokularin tamamindakan kapillerinin olmamasindan dolayi,
metabolik aktivite dustktir ki bu da solunumun diisiik oksijen oranlarinda
yaptiklarim1 gostermektedir. Buytizden kikirdak dokusu daimakendini kolaylikla
yenileyip tamir edemez halde bulunur (Reinholz ve ark. , 2003).

Bu sebepleekstraseliler ~ matriksin  yapisi, kondrositlerin  yasamini
strdirebilmesi igin dénemli olan ekstraseliiler matriksteki glikozaminoglikanlarinin
tip II kollagenin oraninin fazlalig1 ve ayn1 zamanda ¢evrilenmis yapisindaki bag doku
kan damarlarinin kondrositler arasinda madde diflizyonuna etkisi ¢cok énemlidir. Bu
dadoku canliliginin devamliligi saglanmaktadir. Kollojen lif ag1 molekiiler gerilmeye
kars1 direngli oldugundanfazla miktarda hidratlanmis proteoglikan kiimeleri olarak
gorev yapmaktadirlar. Proteoglikanlarinkopma dayanimlar1 ¢ok zayiftir be sebeple

sinoviyal eklemlerdekiyle ayni hareket halindedir. Bunun nedeni kikirdagi agirlik



tasirken uygun hale getirmektir. Fetal iskeletin ve ¢ogu kemigin biiyiime ve
gelisiminde kilit noktas1 olan kikirdak daima bu 6zelligini korumaktadir. Kalan
matriksin %15-20 arasikollajen ile gerilme direncini saglarken, %2-10 oraninda
proteoglikanlar ile esnekligi saglamaktadir (Ross ve ark. , 2013)

Kikirdak doku eklemdeki hareketi kolaylagtirmak bir yana yumusak dokulari
korur ve desteklik gorevi saglamaktadir. Daha emriyodayken ergenlikteki kemiklerin
biiyliylip gelismesini saglamak i¢in iskelet sisteminde bu gorevi listenerek yardimci
olmaya ¢alisir. Solunum sisteminde; trakea, brons gibi hava yollar1 yapilarinin
kapanmalarini1 6zellikle 6nlemektedir (Vinatier ve ark. , 2009).

1. 2. Perikondrium

Kikirdagi saran ve cevresindeki dokularla ara madde olusturan kapsiil
seklinde siki bag dokudan olanbir kilif vardir ki buna perikondriyum adi
verilmektedir (Junqueira ve ark., 1986).

Perikondriyum dista gevsek dokuya sahipken ve bu gevsek doku sinir ve
damarlarla kusanmisken, igte kikirdakla Ozdeslesmistir (Kierszenbaum ve ark.,
2012). Fibroblast igeren dis tabaka fibroz, mezensimal hiicrelerden olusan i¢ tabaka
ise kondrojenik tabaka olarak anilmaktadir. Bu durumda kondrojenik hucreler
kondroblastlara, hiicre dis1 matrisin gogunu sentezleyen kondroblastlar ise kondrosit
haline gelmektedir (Soleimani ve ark. , 2011).

Hiyalin kikirdak ve c¢ogu kikirdakta bulunan lifli perikondriyum eklemde
bulunmaz. Tip I kollajen ve fibréz lif iceren perikondriyum farklilasmasiyla aktiflesir
ve kikirdak onarimimi gerceklestirir. Vaskiiler bir zemin olusturdugu 6ngoriilerek
avaskiiler dokunun besin ihtiyaglarin1 gidermeyi saglamak baslica neden olarak
gosterilmektedir (Junqueira ve ark. , 1986; Paulsen ve ark. ,2010).

Perikondriyumun avaskiler oldugunu belirtilen kaynaklara gore beslenme ve
atiklarin  ortamdan uzklagtirllmas1 farkli bir bag dokudan gerceklestigi
sOylenmketedir (Leeson ve ark., 1988). Baska bir kaynakta ise, fibroz tabakave kan

damarlariin varhigr dile getirilmektedir (Gartner ve ark., 1997). Eger bir kikirdak



doku perikondriyuma sahip degilse beslenme sinoviyal sividan oldugu bilinmektedir

(Mescher ve ark., 2010).

1. 3. Ekstraseliler matriks

Ekstraseltler matriks, hicrenin temel bileseni olmakla birlikte, yapisal ve
mekanik destek saglarken hiicre davraniglarini diizenlemektedir (Rosso ve ark., 2004;
Daley ve ark., 2008). Cokca makromolekdili bir araya getiren ekstraseluler matriks
biyofiziksel ve biyokimyasal 0zelliklere sahiptir. (Kadler ve ark. , 2007; Debelle ve
ark., 1999). Hiicrenin arka tabaninda jel benzeri yapida olamakla birlikte polisakkarit
olan glikozaminoglikan ve proteoglikalar bakimindan géz dolduracak zenginliktedir
(Griffith ve ark., 2006). Kollagen, proteoglikanlardan, glikoproteinlerden olusan ve
etrafin1 ¢evreleyen ekstraseliiler matriks bulunduran kondrositler kikirdagin temel
hicreleridir(Ross ve ark., 2010).

Kondrositler, matris molekiillerini diizenleyerek doku yapisini korumakla
sorumlu olsa da, saglikliyken anabolik (matriks treten) ve katabolik (matriks yikici)
denge s6z konusudur (Mueller ve ark., 2011). Ekstraselliiler matriks esnek kati
kivamli vejolemsidir (Soleimani ve ark., 2011). Matriks, kikirdaga esneklik verip
dokunun mekanik etkilere kars1 dayanikli olmasin1 saglamaktadir (Junqueria ve ark.,
2011).

Ara madde ve fibrillerden ibaret olan kikirdak ekstraseliiler matriksi i¢in
kollojen tip Il karakteristik Ozelliktedir. Ayni zamanda bu fibril yaplar kikirdak
farkliliklarina gére kollojen tip I, tipll ve elastik fibriller olarak belirtilir. Dokunun
yapisinda varolan ara madde ise; kikirdak sivisi, glikozaminoglikanlar,
proteoglikanlar, proteoglikanagregatlari, glikoproteinler’den meydana gelmektedir.

Kollojen fibriller ve glikozaminoglikanlarin yan zincirlerinde elektriksel
baglarin olusmasi ile birlikte, negatif yUkli glikozaminoglikan zincirlerine
proteoglikanlarin 6z proteinlerinin baglanmasi kikirdak doku yapisindaki kollojen ve
elastik liflerin dayanakli ve jole kivaminda olmasimin nedenleri arasinda

gosterilmektedir (Junqueria ve ark., 1986).



Ekstraseluler matriksin kondroblast ve kondrositteki transmembrandaki
proteinlere baglanma bolgelerine baglanma alanlar1; kondronektin, kollojen yapidaki
fibronektin ve kondrotin 4-6 siilfat’tir. Bu durumda da hicrelerin amorf matriks ve
fibroz elemanlara tutunmasini saglamaktadir (Gartner ve ark. , 1997). Besin
maddelerini ¢ozmesi gereken sudifiizyon ile perikondriyumdan kikirdagin en dip
boélgelerine ulasmak zorunda oldugundan serbest su ortamda yoktur ve ekstraseliiler
martriks az da olsa kalinlik géstermektedir (Junqueria ve ark., 1986).

Kondrositleri cevreleyen ekstraselliler matriks; Tek tek her bir kondrositi
cevreleyen periselliler matriks, periselliler matriksini ya da bir tek hicreyi
cevreleyen teritoriyal matriks, kikirdak dokunun ¢ok biiyiikk kismini olusturur ve
dokuyu koruyarak yapisal 6zelliklerini veren interteritoriyal matriksten olusmaktadir.
Periselliiler matriksin disi ¢ok fazla Tip Il kollajen az miktarda proteoglikan
bulundurmaktadir. Teritoriyal matriks de asir1 miktarda kondroidin stilfat bulundurur.
Ayrica perisellller ve teritoriyal matriks, kondrositlerin interteritoriyal bdlgeye
yapismasinive hiicreleri hasardan koruyup ve mekanik olan sinyallerin hiicrelere

gitmesini saglamaktadir (Mescher ve ark. , 2010).

1. 4. Kikirdak Cesitleri

Hiyalin, elastik ve fibroz olmak Uzere yapisal ayrimlari olan kikirdak bag
doku olmakla birlikte yumusak dokuyu desteklemekle de gorevlidir. Diizglin yapili
ve esnek olmasindan dolayir eklem ylizeyleri kaygan ve dis darbelere dayanikli
olmasimi saglar. Eklemlerin hareket yetenegini kolaylastirmasimnin yaninda, uzun
kemiklerin olusumunda ve gelisim asamalarinda dogum 6ncesi ve sonrasi1 onemli rol
oynamaktadir(Murathanoglu, 1996).

Matriks yapisini glikozaminoglikanlar, proteoglikanlar tip 11 kollajen lifleri ve
yapigkan proteinlerden olusan matriksli hiyalin kikirdak, benzer sekilde elsatik lifli
matriksten olusan elastik kikirdak, bunun yaninda yine hiyalin kikirdaga benzerlik

gosteren fibroz kikirdak bulunmaktadir.
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1. 4. 1. Hyalin Kikirdak

Hiyalin kikirdak, farklilik olarak homojen ve amorf matriksten ayirt edilebilir.
Matriksi oldukca seffaf, camsi goriiniimdedir ve igine kondrositlerin yerlestigi
lakiinler bulunmaktadir. Sinoviyal eklemlerin kayganlastirilmasini saglar ve tiim
giicii alt tabakadaki kemige verir. Tyilesme sinirhidir ancak ¢ogu kiside yaslanmayla

ortaya ¢ikan bozunmalar bulunan eklem kikirdagidir (Gartner ve ark. , 1997).

Sekil 1.2. Hiyalin kikirdak  gorintisii(https://www.  delinetciler.
org/showthread. php?t=160572 )

1. 4. 2. Elastik Kikirdak

Hiyalin kikirdak kadar dayanikli olmayangokca elastik iplik iceren ve tip 1l
kollojen bulunduran elastik kikirdak; sarimsi renkte ve kolaylikla ayirt edilebilir.

Vicudumuzdaki tiip seklinde organlarin igindeki bosluklar1 sarar ve elastiklik katar.
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Sitoplazmalarinda hiyalin kikirdaga gore dahaaz lipid ve glikojen bulunmaktadir.
Bunun yani sira az miktarda GAG ve diger bilesenleri igermektedir. Perikondriyumu
bulunan elastik kikirdakta kondrosit miktar1 daha fazladir. Ostaki borusunda, kiiglik
dilde, kulak kepgesinde ve burun kanatlarinda bulunmaktadir (Hollander ve ark.,
1996).
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Sekil 1.3. Elastik kikirdak ( van gieson-volhef, X4)

1. 4. 3. Fibroz Kikirdak

Basinglara dayanikli bag dokunun diizensiz siki bir ag olusturmasi sonucunda
meydana gelmektedir. Intervertebral disklerlerde, eklemlerde ve tendonlara
baglandiklar1 bolgelerde, omurgalarda, kasik kemiginin yapisinda gorilmektedir.
Hiicreler dokunun yiizde ikilik kismimi meydana getidiginden ¢ok gelismis oldugu
anlagilmaktadir. Fotal dokuda goriilen bu kikirdak hiicre ¢ok yogunken yas
ilerledikce hucrelerde azalma olmaktadir (Meyer ve ark., 2006; Tigli., 2009).

Fibroz kikirdak orjinal eklem kikirdag: ile ayni 6zellikleri tasimayan fibroz

kikirdakeklem kikirdagi hasarlarinda sinirli da olsa iyilestirme gostermektedir
(Senkoylii ve ark., 2004).
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Fibr6z kikirdak dokuda testosteron, somatotropin ve tiroksin gibi hormonlar
ve bazi maddeler kikirdak biiytimesini artirirken; ostradiol, hidrokortison, kortison
ise kikirdak biiylimesini engelleyenlerden oldugu bilinmektedir (Nejdet Simsek ).

Fibroz kikirdak hiicreleri tek tek ve ikigerli gruplar halinde bulunmaktadir.
Yapisinda bulunan c¢ok miktarda tip I kollajenden dolay1r hematoksilen eozin
boyamasi ile asidofilik boyanmaktadir. Perikondriyumu belirgin olmayan fibréz

kikirdak Ayrca amorf maddesi azdir. Ayrica meniskiis en belirgin fibréz kikirdak

seklidir.

Fibroz Kilardak

Sekil 1.4. Fibroz kikirdak yapist

https://www.emaze.com/@aqoqwzff/ba%c4%9eve-destek-doku)
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Sekil 1. 5. A. Hiyalin kikirdagin sematik gosterimi. B. Elastik kikirdagin
sematik gosterimi C. Fibroz kikirdagin sematik gosterimi

(Tagl, 2009).

1. 4. 3. 1. Meniskus

Meniskdisler yarimay seklinde her iki diz ekleminde iki adet medial ve lateral
kisminda konumlanmis halde bulunmaktadir. Fibrokartilaj yapidadir ve femoral
kondillerin alt bolgesinde lateral ve medial tibia kenarinda yerlesik haldedirler
(http://www. drdenizdogan. com/2014/05/diz-anatomisi. html). Ust kismi konkav
seklinde olmalarinin sebebi femoral kondillere uyum saglamak olmakla birlikte alt
kisim diizdiir (Bahgecioglu., 2011). Dize gelen yiik dagilimini saglayip dengeler ve
eklem sabitleyicisi olarak gorevin yapmaktadir (Yoldas., 2008).
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Sekil 1. 6. Meniskiis yapisi(http://www.kayserikent.com/site/page.asp?dsy id=9891)

Meniskislere fibrokartilajin6z yapida demelerinin sebebi iki tiirliide lif ve
baglardan olusmasi sonucu ortaya c¢ikan oOzelliklerle eklemsel kikirdak yapisini
gostermesidir. Kollogen liflerden c¢ok yiksek oranda ekstraseliler matriks
olugmaktadir. Kollogen lifler enine bir sekilde yayilir ve ¢ekim kuvvetini ters yonde
etkileyecek mikrofibrilleri olustururken, matriksin kalin kisimlar1 proteoglikanlardan
meydana gelmektedir. Agrecann glikozaminoglikanlardan olusan en Onemli
proteoglikandir (Baker., 2010).

1. 5. Kondrosit ve Kondroblastlarin Histofizyoloji

Ayni hiicrenin iki farkli evresi olarak kabullenilen kikirdak dokusunda aktif
olarak ekstraseliiler matriks ureten, gen¢ kikirdak hiicrelerini kondroblastlar, olgun
kikirdak hiicrelerini ise kondrositler olarak adlandirilmaktadir (Soleimani ve ark.,
2011).
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Embriyonun besinci haftasinda mezenkimal hicrelerin kondroblastlara
farklilasmaya baslar ve boylelikle kikirdak dokusu olusmaktadir. Kondroblastlar hilal
seklinde olup belirgin ¢ekirdek¢cik ve Okromotik c¢ekirdege sahiptir.
Sitoplazmalarinda paralel ve yassilagmig sisternalari bulunan endozplazmik
retikuluma sahiptir. Dagimik mitokondrili olan kondroblastlarda glikojen agregatlari
ve lizozom ile birlikte ekstraseliller matriks i¢inde sitoplazmada ¢ikintilar
gorulmektedir. Periselluler matriks gorilmemektedir. Ekstraselller matriksi
basladiktan sonra gegici olarak kondroblastlarda gérev yapan gap junction ad1 verilen
interselliiler balantilar yok olmaktadirlar. Bu sayede kondroblastlarin boliinme
yetenekleri kaybolur ve metabolik aaktiviteleri diismektedir. Bu durumdaki
kondroblastlara kondrosit ad1 verilmektedir. Eger kondrosit olgunlagmis ise ¢ok fazla
glikojen ve lipid yapisi igerirken daha bilyiik ve yuvarlak sekle sahiptir ve goriilmesi
az da olsa silyum yapilar1 bulunmaktadir. Birden fazla veya bir tane ¢ekirdekgigi ve
cok belirgin olan ¢ekirdegi bulunmaktadir. Sitoplazmasi hiicre i¢i ve hiicre disi
sidirimden sorumlu golgiyle ve graniler endoplazmik retikulumla doludur ve
kondroblastlara oranla ¢ok fazla mitokondri, lizozom, pigment granilleri ve ara

filament olarak adlandirilan vimentini igermektedir (Mescher ve ark., 2010).

Sekil 1.7. Hiicrelerin sematik gosterimi. A. Mezenkimal hucrelerin gdésterimi, B.
Oval kondroblastlar, C. Kondroblastlar kondrosit olusumu d. Lakiinlerdeki
kondrositler (Junqueira ve ark. , 1993).

16



Ekstraseliiler matriks i¢inde sindirime ugrayan besin endositoz ile hiicre i¢ine
alinir ve lizozimal vakuolde sindirimi tamamlanmis olmaktadir (Kato., 1988).

Hucre- hiicreler aras1 madde iliskisinde hiicreler aras1 maddenin gen ifadesini
uyaran ve fonksiyonlarmi diizenleyenintegrin gibi yuzey reseptorleri onemlidir.
Integrin ailesi; tip 1l ve VI kollajen, fibronektin, vibronektin ve osteopontindir,

laminin olarak ifade edilmektedir (Guilak ve ark., 1999).

1. 6. Kikirdak Dokusunun Gelisim Asamalari

Kikirdakta ekstraseliiler matriksin sentezindemetakromotik matriks salgilayan
kondroblastlar oldukca fazla gorev almaktadir. interstisyel ve apozisyonel olmak
tizere iki farkli gesit gelisim devam etmektedir. Eger kondrosit hiicreleri mitoz
boliinmeyle ¢ogaliyorsa isterstisiyel biyime meydana gelmektedir. Ve interstisiyel
bliylime ergenlikten oOnce c¢ocukluk doneminde gergeklesmektedir. Kikirdak
gelisiminin ilk donemlerinde matriks icten disa dogru genisler ve interstisyel biiyiime
ortaya c¢ikar (Junqueira ve ark., 1993).

Ikinci olarak ise aposizyonel biiyiime tipi vardir. Bu blyime tipinde ise
perikondriyumdaki hiicreler farklilasir ve ilerleyen yas donemlerinde ortaya
cikmaktadir. Fakat eklem kikirdaginda perikondriyum bulunmadigi i¢in apozisyonel
bliylime de goriilmediginden dolay1 hasar goren ve yipranan matriks kikirdagin i¢
tarafindan temin edilmektedir (Junqueira ve ark., 1993). Kompleks bir sekilde
gerceklesen biiylime temel madde sentezi ve kollojen lifler ile olmaktadir (Saglam.,
2001).

1. 7. Kikirdak Dokuda Ortaya Cikan Rahatsizhklar
Eklem bolgelerinde olugan hasarlar bireylerin yasam kalitesini zorlamaktadir.

Ilerleyen yasla birlikte kikirdak kendi kendini sinirli 6lgiide tamir etmektedir. Bu

sirada Once bag sonra kikirdak doku olusmaktadir(Reinholz ve ark. , 2003). Hasarli
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dokuyapisinda perikondriyum bulunuyorsa 6nce kondroblastlar oraya gider ve bu
sayede yenilenme meydana gelmektedir (Junqueira ve ark., 1993).

Kikirdaktaki hasarlar arasindakireglenme, eklem yipranmasi(artroz), eklem
iltihabi(arterit), meniskiis yirtigivs. yer almaktadir (Angel ve ark., 2003).

Meydana gelen hasarlar bazen travmatik sebepler bazende patalojik sebepler
sonucu kaynaklanmaktadir. Olusan hasarlarin tedavileri ortopedik ve ya estetiksel

ameliyatlardan ziyade transplantasyon asamalar1 da kullanilan yontemler arasindadir

(Angel ve ark., 2003).

1. 8. Doku Miihendisligi

Amerikan Ulusal Bilim Vakfi ile doku mithendisligi kavramiilk defa 1988 “de
so6z konusu olmustur. Vacanti ve Langer 1993’te doku miihendisligi alanindaki
gelismeleri degerlendirmislerdir. Sonu¢ olarak ise doku ve organ isleyislerini
onamak ve tamir etmek amaci dogrultusunda kullanilmistir (Chapekar., 2000).Doku
miithendisliginde temel prensip, bagis¢ilar ile alicilar ile olan anlagmazliklarin
ortadan kaldirmaktir. Bu sayede, hiicreler bir iskele {izerinde dogal bir doku
olusturmak {izere kiiltiir edilir ve daha sonra hastalarin kusur boliimiine olusan
dokular yerlestirilir. Baz1 vakalarda, hiicrelerle birlikte bir iskelet veya iskelecanli
olarakdogrudan implante edilir ve konak¢inin viicudu, yeni dokular olusturmak i¢in
bir biyoreaktor olarak calismaktadir. Doku miihendisliginde uygun iskeleler, yeni
dokularin yerini almasmi desteklemek i¢in biyolojik olarak pargalanabilir ve
biyolojik olarak emilebilir olmak durumundadir. Kullanilan iskeleler hastaya uygun

yapida olmak zorundadir (Akman., 2007).
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Sekil 1. 8. Doku miihendisligi yalagimi

(http://www. turkcadcam. net/rapor/otoinsa/uyg-medikal. html )

Ayrica bu yaklasim ile sentetik ve olmayan biyomalzemeler {izerine
tohumlanan hiicreler ile onarim sekli ifade edilmektedir (Spector., 2006).

Iskele, biiyiime faktorleri ve kullanilacak hiicre doku miihendisligini meydana
getiren baslica parametrelerdendir. {1k 6nce hiicre kaynag: belirlenir ve uygun hiicre
alinarak cogaltilmasi1 saglanir. Ardindan bu hiicreler i¢in kullanilacak olan uygun
biyomalzeme iiretimi gerceklestirilir. Uretilen biyomalzeme in vivo olarak uygun

bolgelere monte edilir.
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Doku kiiltiiri Implantasyon

Sekil 1.9. Hasarli bélgeye yerlestirililen implant modeli (Senkoyli ve
Korkusuz., 2004)

Implantasyon yapildiktan sonra hasar etrafindaki hiicreler biyomalzemey
dogru, biyomalzemedeki hiicreler ise dokuya ilerleyerek matriks Gretimini
gerceklestirmektedirler (Thomson ve ark., 1995).

Biyomalzemeler, blyltme faktorleri vs. nakedilebilir organ ve doku Gretimi

adma ¢ok iyi olanaklar saglamaktadirlar (Vacanti ve Vacanti., 1997).

1. 9. Kikirdak Doku Miihendisligi ve Kullanilan Hiicrelerin Uretimi

1977 yilinda ilk kez Green tarafindan ortaya sunulan kikirdak doku
mithendisligi hiicrelerin hasarli bolgeye gonderilmesi ve dokunun kendini
yenileyebilme sorununu gidermeyi kapsayan biyoteknoloji alamidir (Green., 1977).
1984 yilinda ise Brittberg ve ark. Klinikte uygulanan sonuglarini bildiri halinde
ortaya koymuslardir (Brittberg ve ark., 1994).

Yaralanma asamasindan sonraki nekroz avaskuler dokuda vaskuler
dokulardaki tamir ve inflamasyon siirecinin farkliliklarindan dolayr meydana
gelmektedir. Bu sebeple kikirdak doku miihendisliginde ¢esitli yaklagimlar soz
konusudur. Buyume faktorleri veya sitokinler kullanilir ve kondrojenik farklilasma

kontrol edilmesi adina, hucrelerin 3-boyutlu yapilarla desteklenmesi ve iyilesmesi
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gerceklesene kadar matriksin  defekt bdlgesinde kalmasi ifade edilmektedir.
Konak¢imnin immdan sisteminin hicreleri reddetmesi 6nlenmek amaciyla immiin
sistemi baskilayici etkenler kullanilmalidir (Stock ve Vacanti., 2001).

Cesitli blytme faktorleri, kemik ve kikirdak gelisimiyle dogru orantilidir. Bu
durumda kikirdak asamasindaki doku gelisimi durdurulamazsa kemiklesme s0z
konusu olmasini saglamaktadir.

Doku mihendisligi ile son zamanlarda tiretimi gergeklestirilen kikirdak doku,
gunumuizde gegerli olan tedavilere alternatif olarak gelistirilmektedir. Bu asamada in
vitro ortamda g¢ogaltilan kikirdak hiicresi transplantasyonu ilk alternatif, ¢ boyutlu

kiiltiir ortaminda tiretilen biyomalzeme olan polimer modelidir (Elgin., 2004).

1. 9. 1. Otolog Huicre

Ik defa hasarli dokularin tamiri veya o alana nakli olan otolog hiicre nakli
calismalar1 1968 yilinda baslamis ancak yiizde kirk oraninda seyretmistir. Sebebi ise
ekstraseliler matriks Uretimine kadar gecen surecteki zorluklar olarak
gosterilmektedir. 1987 yilinda ise Isvigre’de kodrosit hiicre izolasyon ¢alismalart
yapilmistir. Cesitli ¢alismalar devam ettirilmektedir (Anonim, 1999).

1. 9. 2. Model Olarak Hicre-Polimer

Freed ve arkdaslari tarafindan 1994 yilinda hiicre nakillerinde kullanilmak
icinasirt  gozeneklilige sahip materyal kullanimi adina hiicre-polimer modeli
meydana getirilmistir (Freed ve ark., 1994). Bu hiicre polimer modeli dogal ve
sentetik olan biyobozunur destek mteryali ile gergeklestirilmektedir (Elcin ve Elgin.
, 2006).
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Invitro ortamda elde edilen kondrositler icin kendi matrikslerini
tiretebilecekleri polimer modeli yapili destek materyali son derece 6nemli oldugu
bilinmektedir (Temenoff and Mikos., 2000).

Calismalarda iki boyutlu kiltirde G¢ boyuta gore hiicrelerin dediferansiye

olduklar1 gbzlemlenmistir (Furukawave ark., 2003).

1. 10. Kikirdak Doku Miihendisligi ve Polimerik Biyomalzemeler

Biyomalzemeler, biyouyumluluk, biyobozunurluk ve makanik dayaniklilik
Ozelliklerine sahipken 6te yandan iskele-doku yaklasimimi saglayacak ardindan da
hicresel etkilesimleri izeleyebilecek uygun sartli sinyalleri olusturabilmektedir
(Segura., 2004). Suanki kosullarda klinik yada deneysel olarak 4 farkli cesit
biyomalzemenin ¢alisilmasi s6z konusudur.

Sentetik organik veya inorganik sirasiylapolietilen glikol, alifatik poliesterler,
hidroksiapatit vs. seklinde olmakla birlikte;dogal organik ve ya inorganik: sirasiyla
kitosan, jelatin, hyaluronik asit, kollajen, mercan hidroksiapatiti vs.’dir.
Biyomalzemelerin vucut igerisine girmeden dnce birtakim 6zellikleri bulundurmalari

s0z konusudur (Elgin ve Elgin., 2004).

e Mekanik Dayanim:Uretimi gergeklestitrilen polimerik biyomalzeme mekanik
etkilerden etkilenmede dogal sartlar altinda pargalanma gergeklesmelidir.

e Biyobozunurluk:Elde edilecek biyomalzeme vuciida girdiginde tahmini
zaman araliginda dogal yollarla parcalanmaya ugramalidir. Belirlenen bu
zaman araliginda hiicreler ihtiya¢ duyduklar1 ekstraseliiler matrikslerini
sentezleyebileceklerdir.

e Biyouyumluluk:Polimerik biyomalzeme viicuttayken higbir yan etkisi ters
reaksiyon olmamali ve uygun dokular i¢in inert bir yapiya sahip olmalari
gerekmektedir. Ayni zamanda pargalanma gergeklesirken girdigi vucuda

toksik etki yapmamalidir.
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o Yuksek Gozeneklilik Yapisi:Elde edilen polimerik yapidaki biyomalzeme
belirli hiicrelerin o alana yerlesmesi ve tutunmasi adina gerekli olan
gozeneklilige sahip olmak durumundadir.

e Uygun Yiizey:Soyle ki elde edilen kondrosit hucreler o6zelliklerini
kaybetmemeleri icin bir yiizeye tutunmak zorundadirlar. Bu nedenden 6tlr(
hazirlanan polimerik yapinin uygun O6zellikte olmasi temel sartlardandir.

Yapisi boyle olan polimerlere‘biyopolimerler’ denilmektedir.

Bir biyomateryal, viicudun herhangi bir dokusunu, organini veya fonksiyonunu
degerlendirmek, tedavi etmek, arttirmak veya degistirmek igin biyolojik sistemler ile
ara yiiz olusturmayr amacglayan bir materyal olarak tanimlanabilmektedir.
Biopolimerler biyomalzemelerin en basinda gelmektedir. Bozulma 6zelliklerine gore,
biyopolimerler biyolojik olarak parcalanabilir ve biyolojik olarak bozunmayan
biopolimerler olarak simiflandirilabilmektedir. Biyolojik olarak iiretilmis ve sentetik
biyolojik olarak bozunabilir biyopolimerler ortaya ¢ikmistir (Tibbith ve ark., 2009).
Polisakaritler ve protein tipik biyolojik biyopolimerlerken, alifatik poliesterler ve
polifosfoester sentetik biopolimerlerdir. Biyolojik olarak bozunabilir polimerler

kaynaga gore dogal veya sentetik polimerler olarak siniflandirilabilir.

1. 10. 1. Sentetik Polimerler

Biyolojik olarak tiiretilen biyolojik olarak bozunabilir polimerlere kiyasla,
sentetik biyolojik olarak parcalanabilir polimerlerin kimyasal olarak modifiye
edilmis ve islevsellestirilmesi daha kolay olmaktadir. Sik sikkullanilan sentetik
polimerlerin 6rnekleri arasinda poli (etilen glikol), poli(N-isopropylacrylamide-ko-
akrilik asit, poli (2-hidroksietil metakrilat), poli (laktit-co-etilen oksit-co-fumarat) ve
kendi kendine toplanan peptidler bulunmaktadir(Tibbit ve ark., 2009). Sentetik
biyopolimerler, biyomedikal uygulamalar i¢in asagida siralanan nedenlerle elverisli
alternatifler haline gelmektedir;
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o Biyolojik olarak tiretilen parcalanabilir polimerler daima biyouyumluluk
gostermektedir.

e Biyolojik olarak pargalanabilir olan tum polimerlere kimyasal degisiklikler
yapmak oldukga zor bir kistasdir.

e Eger kimyasal degisiklik yapilcaksa bu polimerin tim 06zelliklerini

degismesine sebep olacaktir.

1.10. 1. 1. 4S-PEG

Her bir kolun terminal hidroksil daha sonra bir glutaril-siksinimidil ester

bagli dort kollu polietilen glikol polimeri olan 4S-PEG hizla jellesme 6zelligine
sahiptir.
PEGlIer, genel yapt HO'nun diolleridir. Iki hidroksil u¢ grubu, metiloksil, karboksil,
amin, tiyol, azid, vinil stlfon, asetilen veya akrilat gibi diger islevsel gruplarla
tirevlendirilebilir, simetrik veya asimetrik olurken, polieter omurgasi oldukca
kimyasal olarak inerttir (Stuart., 1999).

PEG, biyomedikal uygulamalar i¢cin en yaygin kullanilan malzemelerden

biridir biyomalzemeler igin tartismasiz standart haline gelmistir.
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Sekil 1. 10. 4S-PEG Molekiiler Yapisi
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1.10. 1. 2. PHEMA

HEMA sec¢imi benzersiz sisme Ozelligine ve iyi oksijen gecirgenligine
dayanmaktadir. PHEMA biyolojik olarak uyumlu Ozellikleri nedeniyle, kigik
molekdller, yiiksek gegirgenlik ic¢in kullanilmaktadir. Yuksek hidrofiliklik vekan
proteinleri, kan hiicrelerinin yapismasina direng saglamaktadir. Mduhendislik

uygulamalari i¢in olduk¢a uygundur.

1. 10. 2. Dogal Polimerler

Hiicre proliferasyonu ve biinyelerinde bulundurmak amaciyla dogal kaynakl
bozunabilir ~ polimerler ~ doku  rejenerasyonunu  desteklemek  amaciyla
kullanilmaktadir. Dogal polimerler, ekstraseliiler matrikse benzeme o6zelligiyle,
tokssisitesinin olmamasi1 olduk¢a avanatajli oldugu bilinmektedir (Mano ve ark.,
2007).

Umut verici arastirmalara tanidiklik eden c¢esitli dogal polimerler doku
miihendisligi ¢lismalar1 ve onarimi i¢in son derece genis bir alana sahiptir. Genellikle
pargalanabilir dogal polimerlerden yapilmis kikirdak implanti, iskele Uzerinde veya
iginde farklilasmay1 ve ¢ogalmay1 hizlandiran hiicreler veya bilyime faktorleri igin
kullanilmaktadir. Fiziksel ve kimyasal degisimler implantlarin biyoaktivitesini,
dayaniklig: gibi belirli (hidrojen baglama, elektrostatik etkilesimler, vb.) etkilesimleri
rol model almaktadir. Ne yazik ki ¢ogu dogal polimer mekanik bakimdan zayif
oldugu i¢in tiim klinin gereksinimleri karsilayamamaktadir.

Dogal polimerler protein-temelli ve Kkarbohidrat-temelli olmak (zere
smiflandirilabilmektedir. Kullanimi yaygin olan dogal polimerler kollajen, kollojen-
GAG ile jelatin ve kollojen hiyaluronikasit oldugu bilinmektedir (Grande ve ark.,
1997). Elastin, kollajen ve fibrin protein esasli olduklari, hiyalronik asit, dekstran,
kitosan ve alginat polisakkarit bazli olduklar1 bilinmektedir (Tibbitt., 2009).
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1. 11. Kikirdak Doku Onarimu i¢in Proteinler

Aminoasitlerin peptit baglar1 ile bir araya gelmesi sonucu proteinler meydana
gelmektedir. Yumusak ve sert dokularin insan viicudundaki temel bileseni oldugu
bilindiginden yakin ge¢miste ve giiniimiizde protein temelli biyomalzemeler doku

miihendisligi ve ila¢ salim sistemleri uygulamalari adina arastirilmaktadir.

1.11. 1. Kollajen

Kollajen, viicuttaki ekstraseliller —matriksiolusturan proteinken eklem

kikirdaginda, kuru agirligin% 90" capraz baglh lifler seklinde olan Il tipi kollajenden
olusur, diger kollajen tiirlerinin olusumuna yardimci olurken kondrositlerle veya
biyomolekdllerle temas halindedir. Ticari kollajen ag veya siinger izole edilir ve
enzimatik isleme ve tuz-asit ekstraksiyonu ile hayvan dokusundan armdirilmaktadir.
Hem tip I hem de II kollajen iskeletleri kikirdak doku olusumunu
kolaylastirmaktadir.  Bununla  birlikte, tip 1  kollajen,  kondrositlerin
dediferansiyasyonunu indikleyebilme 0zelligine sahip bir faktérdir (Parenteau-
Bareil ve ark., 2010).
Yamaokavearkadaslart (2006) yilindakollajen tip 1 hidrojel igine gomiilmiis
kondrositlerin fotal bovin serumla hizli ¢ogaldigini ve bol miktarda kollajen II ve
glikozaminoglikan (GAG) {irettigini 6ne siirmislerdir (Yamaoka ve ark., 2006).Bir
tavsan modelinde tip I kollajen hidrojellerine diizenli olarak verilmesi, kemik iligi
kokenli mezensimal kok hiicrelerden kondrojenik farklilagsmayr gostermistir
(Rutherford ve ark., 2003). Sonu¢ olarakHiicre-kollajen etkilesimi matriks miktarini
ve hiicre gogalmasini arttirdig tespit edildi.

Doku miihendisligi igin yiiksek oranda gozenekli siinger iskeleleri, hem
proteinler hem de polisakaritler igin dondurarak kurutma olarak adlandirilan

liyofilize yontemiyle hazirlanmistir (Lee ve ark., 2008).
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Luve arkadaslar1 (2010)yilinda sablon partikdlleri olmayan dondurularak kurutulan
kollajen siingerinin homojen kikirdak olusumunu desteklemedigini bildirmislerdir
(Lu ve ark., 2010).

Kollajen, aldehitler, karbodiimidler ve izosiyanatlar gibi geleneksel ¢apraz
baglayicilarla birlikte bunun yaninda genipin ve transglutaminaz gibi daha az zehirli

dogal capraz baglayicilarla kimyasal olarak ¢apraz baglanabilmektedirler.

1.11. 2. Jelatin

Jelatin, genellikle hayvan kaynakli kollajen i¢in bir endise yaratan ¢ok daha
diisiik antijenik ozellik gostermektedir. Saf jelatin, mekanik dayanikliliginin zayif
oldugundan kikirdak doku miihendisligi icin iskele olarak kismen de olsa
kullanilmaktadir.

Yapilan literatiir ¢calismalarinda in vitro uygulamalarda genipin ile ¢apraz
baglanmis jelatin hidrojellerde kondrositlerin jelatin {izerine ekimi ve kiiltiirii
glutaraldehitle ¢apraz bagli hidrojellerden daha iyi oldugunu gosterilmistir. Ayni
zamanda kollajen ve glikozaminoglikan igin hiicre ekiminden yaklagik dokuz giin
sonra kondrojenez tespit edilmistir (Lien ve ark., 2008). Jelatinli iskelelerde gézenek
boyutu ve gozenekli yapilar, hiicre yapismasi, farklilagmasi ve biiylimesi ig¢in

onemlidir ( Lien ve ark., 2009).

1.11. 3. Fibrin

Ipek kozalari, &riimeek aglari, ipek proteinlerinin fibrillerine dayanan dogal
bilesikleridir. Globuler proteinlere nispeten, ipek proteinleri ve Kkollajenler,
mikemmel mekanik ozelliklere sahip lifli proteinlerdir. Insanlar ipek kurtcuklari
yetistirmistir ve ipeklerini tekstil ve kagit olarak binlerce yildir kullanmistir (Hardy
ve Scheibel., 2010). Doku miihendisliginde ipek esasli yara pansuman ve iskeleleri

oldukca fazla yayilim gostermislerdir (Altman ve ark., 2003). Fibroin proteinleri
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agirlikli olarak antiparalel B-yaprakta glisin, amino asitlerve serinden olusmaktadirlar
(Kim ve ark., 2005). Mukemmel mekanik 6zellik, kikirdak doku miihendisligi igin
biyolojik uyumluluk ve biyolojik ¢ozunebilirlik iskeleler adi altinda oldukga iyi
kullanilmaktadir (Wang ve ark., 2005).

1. 11.4. Elastin

Bag dokusu bileseni olan Elastin, viicudun neredeyse her organinda bulunur.

1. 12. Polisakkaritler

Polisakkarit temelli polimerler arasinda Nisasta, hiyaluronikasit, aljinat,

kitosan yer almaktadir.

1. 12. 1. Kitosan

Kitosan, selillozdan sonraki dogadaki en bol biyopolimer olan ve
kabuklularin kabuklarinda ve mantar duvarlarinda bulunan, deasetillenmis bir kitin
trevi. (1-4) bagh 2-asetamit-2-deoksi-bD-glikopiranoz ve 2-amino-2-deoksi-bD-
glikopiranoz kalintilarindan olusan bir ikili heteropolisakkarittir (Feng ve ark., 2009).

Kitosan, molekiiler agirlik ve deasetilasyon derecesine bagli olarak ¢esitli
fiziko-kimyasal ve biyolojik 6zellikler sergilemektedir. Asetilasyon derecesi, toplam
birim sayisina gore N-asetil-D-glukozamin birimlerinin oranini temsil eder ve kitin
ve kitosan arasinda ayrim yapabilmek icin kullanilabilir. Kitosan molekiil agirlig: 10,
000 ile 2 milyon Dalton arasinda degisebilir. Polimerin asidik ortamda
cozilmesinden sonra, amino gruplart protonlanmis hale gelir ve molekiili pozitif

yukli hale getirir (Senel ve MsClue., 2004). Kitosanin katyonik yapisi nedeniyle,
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anyonik glikozaminoglikanlar, proteoglikanlar ve diger negatif yiiklii molekiiller ile
etkilesime girer. Cok sayida sitokin ve biiyiime faktorli glikozaminoglikanlarla
baglantili oldugu igin, kitosanglizosaminoglikanlar kompleksi iceren bir iskeletin

biiyiime faktorlerini daha etkin bir sekilde tasimasi beklenir (Muzzarelli., 2009).

1. 13.iskeleler

Dogal ve sentetik polimerlerin yani sira hidrojeller ve biyomimetik polimerler
de biyopolimerler arasinda yer almaktadir. Ayrica hidrojellerin yan1 sira siingerler ve

agsi fibroz yapilar da kullanilan iskele tiplerindendir.

1. 13. 1. Hidrojeller

Cok yiiksek derecede su tutabilen ¢apraz baglanmis polimerlerin tiimiine
hidrojel adi1 verilmektedir. Polimerik hidrojeller (% 60-90 su ile gapraz baglanmis
polimer aglar), kikirdak doku miihendisligi i¢in iskele olarak miikemmel adaylar
haline gelmistir (Melrose ve ark. , 2008; Balakrishnan ve Banerjee., 2011).Yumusak
madde olarak bilinen polimer hidrojelleri, kimyasal yapi, bilesim, organizasyon,
biyolojik islevsellikleri, parcalanabilirlik ve mekanik &zellikler, sirtinme ve
yaglama da dahil olmak iizere hidrojel greftlerin performanslarin1 optimize etmek
icin birkag kritik 6zelligin ayn1 anda ince manipiile edilmesini saglamaktadir (Gong.,
2006).

Kikirdak doku miihendisligi ve onarimi igin proteinler (kollajen, jelatin,
fibroin ve fibrin) ve polisakaritler (kitosan, hiyalironik asit, aljinat ve agaroz vb.)

dahil olmak iizere bircok bozunabilir dogal polimer hidrojeli bulunmaktadir.
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1. 14. iskele Hazirlama Yontemleri

1. 14.1. Elektroegirme

Elektrospinning, egirme islemini yiiriitmek ve ¢ozeltilerden polimer lifleri
tiretmek i¢in tek bagina elektriksel kuvveti kullanan bir tekniktir. Geleneksel
mikrometre ¢apinda lif dreten diger tekniklerin aksine elektrospinning

nanometregapina sahir lifler tiretmektedir(Li ve ark. , 2009; Su ve ark. , 2009).

1. 14. 2. Lif(Fiber) Baglama

Iskele malzemeleri olarak kullanilan lifler genis yiizey ve hacim alani
sagladig i¢in tercih edilmektedir. Mikos ve ark. 1996 yilinda rejenere bagirsak, kan
damarlar1 ve tireterler i¢in boru sekilli iskele hazirlamak amaciyla alternatif bir fiber
baglama yontemi gelistirilmislerdir. Bu teknikte, dokunmamis bir PGA ags1 yapilari
donen bir teflon silindire baglanmaktadir. Iskele plakalari PLLA veya PLGA
soliisyonlartyla piskiirtiiliir ve PGA liflerinin ¢apraz noktalarii birbirine baglayan
ince bir tabaka olusturulmaktadir. Kisacas1 PGA lifleri kiirek seklinde hizalanarakbir
PLLA, Metilen kloriir ¢ozeltisi ile¢ozdiiriilmeye birakilmaktadir. Cozlcunin
buharlagtirilmasindan sonra, PLLA-PGA kompozit her iki polimerin erime
sicakliginin tizerinde 1sitilir. Poli (L-laktik asit) sogumadan sonra segici ¢oziinme ile
uzaklastirilir ve PGA liflerinin ¢apraz noktalarinda fiziksel olarak birlesme

gercekleserek ilk caplarint dorudugu goriilmekedir (Lu ve ark., 1996).
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1.4. 3. Gazla kdpukleme

Harris ve ark. 1998 yilinda organik solventlerin ve yiiksek sicakliklarin
kullanilmasimi onleyen yiiksek basingli bir gaz teknigi kullanarak poli (laktik-ko-
glikolik asit) (PLGA) icerisinden ylksek oranda gozenekli matrislerin imalati igin bir
teknik anlatmislardir. Polimer ornekleri 48 saat boyunca yiiksek basingli CO, gazina
maruz birakilmistir. Daha sonra gaz basincini ortam basincina indirgeyerek bir
termodinamik istikrarsizlik olusturulmustur. BOylece polimer icindeki CO;
miktariin  gézeneklerinin  ¢ekirdeklenmesine ve Dbiiylimesine yol ag¢tigini
gbzlemlemislerdir. CO; ortamdan uzaklastirildiginda gézenek boyutunun degistigi
kanisina ulasilmigtir (Harris ve ark., 1998).

Bunlarin yani sira dondurarak kurutma (liyofilizasyon), faz ayrimi ve ¢oziicii tanecigi

uzaklastirilmasi yontemleri de kullanilan iskele hazirlama yontemleri arasindadir.

1. 15. Biyomimetik Polimerler

Dogal dokularin benzeri ve ya taklidi olarak ifade edilenpolimerlere
biyomimetik polimerler adi verilmektedir (Furukawa ve ark., 2003).Biyomimetik
polimerler dogal dokular1 taklit ederler, sinyal proteinleri polimerle 6zdeslestirirler,
baglanmayr kolaylastirip  biyomolekiilleri tanimlmayi kolaylastirmaktadirlar.
Biyomimetik olarak trikalsiyum fosfat ve hidroksiapatit iskeleleri 6rnek olarak
verilebilir (Chang ve ark., 2004; Wang ve ark., 2008).

1. 16. Kikirdak Doku Miihendisligindeki Hiicreler

Kikirdak doku miihendisliginde kondrosit, kok hiicre ve fibroblastlarin
Ozellikleri arastirilarak kullanilma ¢alismalart siirdiiriilmiistiir.  Ancak en cok
kullanilan ve ilk akla gelen hiicreler kondroblast ve kondrositlerdir. Fakat bazen

kismen ¢ogaldiklari i¢in farklilasma evresinde sorunlar ortaya ¢ikarabilmektedir. Bu
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nedenle iki boyutlu kiltir ortaminda kondrositler bir gerileme yasayarak
karakteristik morfolojilerini yok edip fibréz yapilara doniisebilmektedir (Giannoni ve
Cancedda., 2006). Bunun yaninda kondrositlerdeki kismi ¢ogalmadan dolay1
fibroblast ve kok hiicreler kullanima uygun hale gelmistir (Kessler ve Grande., 2008;
French., 2004).

Kikirdak doku miihendisliginde kullanilabilecek hiicrelerin asirt boliinme
kabiliyetinin olmasinin gerektigi bilinmektedir. Beyin, gobek kordonu kemik iligi vs.
’den elde edilebilen kok hiicrelerde farklilagmamis asir1 boliinebilen hiicrelerdir. Kk
hiicreler embriyonik ve yetigkin olarak ayrilir ve emriyonikler ilgili organdaki
hlcrelere, yetiskinler ise ¢ok fazla hiicreye donlismektedirler. En 6nemlisi de
kondrosit, adiposit, osteosit gibi hiicrelere doniisebilmesidir (Zuk., 2001). Kikirdak
hasarinda kok hiicrelerde elde edilen dokularperiostum (Fukumoto., 2003), sinovyum
ve kas (Sakaguchi., 2005; Adachi., 2002) s6z konusudur.

1. 17. Doku Huicre Kltari

Hiicrelerin ¢ogalmalar1 ve fenotiplerinin devamlilig1 igin iki onemli kiiltiir
teknigi vardir. Bunlar; Statik (Petride) ve Dinamik (biyoreaktorlerde) kiltir
teknikleridir.

1. 17. 1. Statik Teknik

Kollogenaz ile enzimatik ayrisim gergeklestirilen kikirdak doku f6tal bovin
serum, besiyeri ve antibiyotik bulunan ortamla birlikte viicut sicakligina yakin
derecede olan inkiibatdrlerde inkubasyona birakilmaktadir. Boylece besin maddeleri

ortama verilerek atiklar uzaklagtirilmaktadir (Senkdylii., 2001).
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1. 17. 2. Dinamik Teknik:

Uc boyutlu kiiltiir ortamlarinda gerceklestirilen tekniktir. (Emin ve ark.,
2004). Oksijenve besin diflizyonu biyoreaktdr yardimiyla saglanabilmektedir.
Spinner flask, mikrotasiyici-destekli reaktorler, perflizyon kiltir sistemi ve doner-
duvarli biyoreaktorler dinamik kultlr reaktorleri icin 6reneklendirilebilmektedir
(Darlig ve Athanasiou., 2003). Dinamik kiiltiir; U¢ boyutlu ortami desteklerken
matriks salimimin1 hizlandirmaktadir. Ayrica besin maddelerinin alinimi verilimi

oldukga kolay gergeklesmektedir (Vunjak ve ark., 1999).

1. 18. Buyume Faktorleri

Farklilasma ve metabolik aktivitede énemli yeri olan biyime faktérlerinden
ilk olan somatemedinlerdir. Insiilin benzeri bu biiyiime faktorii metabolik aktiviteyi
hizlandirdig1 belirlenmistir. ayn1 zamanda farklilasmayida artirdigi bilinmektedir.
Diger bir biiyiime faktorii olan (FGF), kondrosit faktorii (CGF), kikirdaktan ¢ikarilan
faktor(CDGF)’ii  kikirdakta uyarma gorevini {stlenmektedir. Proteoglikanlari
uyararark onlarin pargalanmasini saglayan TGF-betal doniistiirme biiylime faktorii

kikirdakta en fazla bulunanidir (Doral ve ark., 2007).

33



2. MATERYAL VE METOD

2. 1. Materyal

RPMI 1640 ( Biological Industries, 1627513 ), MSC Attachment Solution
Xeno Free ( Biological Industries, 1629575 ), N-(3-Dimethylaminopropyl)-N-
ethylcarbodiimide hydrochloride ( Sigma Aldrich, 040M17411V), Trypsin EDTA
Solution ¢ (Biological Industries, 1646917), Foetal Bovine Serum(Biological
Industries, 1624434), Pen-Strep Solution (Biological Industries, , 1703092), N-
Hydroxysuccinimiide(Aldrich, MKBG7914V), Histostain Plus Broad Spectrum(
Invitrrogen, 16666262A), 4arm PEG (Jenkem Technology, ZZ243P102), High pure
RNA Isolation kit (Roche, 11828665001), DNA Isolation kit( SNPure Genomic
1504/001), aceticacid(Sigma aldrich, SZBC1160V), Ammonium peroxodisulfate
(Merck, K42478301), L-Phenilalanine(sigma aldrich, MKBT4681V), L-
Cystein(sigma aldirich, STBF6660V), L-Histidine(sigma aldrich, MKBQ7783V), L-
Asparticacid(sigma aldrich, BCBN7700V), 2-Hydroxyethyl methacrylate(aldrich,
STBF6205V), Annexin V-FTIC Apoptosis detection kit(Enzo, 01071616), Calcium
chloride-2-hydrate(Reidel-de Haen, 12022), Sodium dihydrogen phosphate
dihydrate(Merck), EDTA(Amresco, 1340C449), Di-sodium  hyrrogen
phospate(Merck), Alamar blue(invitrogen).

2. 2. Metod

2.2.1. HEMA’nin Polimerizasyonu ve Karakterizasyonu

Yaptigimiz calismada ilk olarak monomer formunda olan HEMA’nin 1sil
polimerizasyon islemidir. Bunun i¢in polimerizasyon baslatict olarak 0, 12 gr
Amonyum persiilfat (APS) tartilip balonjojenin igerisine konuldu. Uzerine % 66’11k,
90 ml etanol c¢ozeltisi (suda) eklendi. Manyetik karistiricida iyice ¢Oziinmesi
beklendi. Coziinmenin ardindan 12 ml HEMA karisima ilave edildi. Balonjoje, daha

onceden 70 °C ‘ye kadar 1sitilmis su banyosunun igine yerlestirilerek geri sogutucu
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yardimiyla polimerizasyon islemi baslatildt Chuang ve Chiu, 2012).U¢ saat sonra
polimerizasyon tamamlanmis oldu ve elde edilen polimer yaklagik 2 L distile su igine
aktarilarak ¢oktiiriildii (Sekil 2.1). Elde edilen kati polimer il nce -20°C “de 1 saat
bekletildi ve daha sonra tamamen kurutmak amaciyla liyofilizatorde 6, 11 bar ve -60
°C “de liyofilize edildi.

CH [ CH, }
3 Amonyum persulfat
> H,C C
! 70°c| Etanol I- 2 J n
C=—=0 o=
O O
CH, CH,
CH2 CH2
%) (é:)
Makromer
AN =

Sekil 2.1. HEMA (Hidroksietil metakrilat)’mn 1s1l polimerizasyonu

Elektroegirme islemi igin igerisinde aminoasit bulunan PHEMA c¢o6zeltisi
hazirlandi. Bunun icin ilk 6nce 0, 1’er mg Aspartik asit, Fenilalanin ve L-Histidin
tartilip 10 ml ultra saf suda ¢ozdiiriildi. COzeltinin tGzerine 7 ml daha ultra saf su
eklendi. Bu karisimin iizerine 33 ml saf etanol eklendi. Boylece 50 ml %66°1ik etanol
(suda)’de aminoasitlerin ¢ozeltisi elde edilmis olur. Liyofilize edilerek kurutulmus ve
havanda doviilerek toz haline getirilmis olan PHEMA’dan 1, 75 gr tartilip beherdeki
cozeltiye eklendi. Uzerine hazirlamis oldugumuz %66°lik aminoasitli etanolden ve
formik asitten 1:1 oraninda 5ml olacak sekilde eklendi ( Huanga ve ark. , 2003).Bir

saat sonra aminoasitli PHEMA c¢ozeltisi elektrospining yapilmak {izere hazir hale
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getirildi. Olusan ¢6zelti elektrospining sistemindeki siringa pompasina aktarildi.
Alliminyum levhaya 15 cm mesafede ve akis hiz1 10 pl/dk olacak sekilde 25 kV da
elektrospining gerceklestirildi.

2.2.2. PHEMA Nanofiberinin Kitosan Polimeri ile Kaplanmasi ve 4S-PEG ile

Capraz Baglanmasi

Elektrosipining ile elde edilen PHEMA nanofiberinin Gzeri kitosan polimeri
ile kaplanildi ve 4S-PEG ile capraz baglama reaksiyonu gergeklestirildi. Kisaca,
kitosan polimeri (Diisiik molekiiler agirlikli, Sigma-aldrich EC222-311-2) 0, 15 g
tartilip % 50 glasiyal asetik asit ¢ozeltisinde (distile suda) ¢ozdirildiu. Ardindan
aliminyum folyo iizerinde spinlenmis olarak bulunan pHEMA nanofiberin iizerine
10 pl/dk akis hizi, 15 cm mesafe ve 25 kV’da kitosan polimeri elektrospinleme
yapildi. Daha sonra elektroegirme yontemi ile 15 cm mesafede ve akis hizi 10 pl/dk
olacak sekilde 25 kV da elde edilen kitosan ile kaplanmis PHEMA nanofiberi
toplamda ImM konsantrasyonda hazirlanan 4S-PEG (4arm PEG Succinimidyl
Glutaramide, MW 10000) ¢ozeltisi igerisinde ¢apraz baglanmak tlizere 24 saat
37°C’de bekletildi. Ardindan ¢alkalamali su banyosunda bir gece boyunca PHEMA
nanofiberi yikamaya birakildi. Yikama isleminin ardindan nanofiberlerin kurutma ve
laminar flow kabinde UV 1s1m1 altinda sterilizasyon iglemi her iki yiiz i¢in 1’er saat

olacak sekilde gergeklestirildi.

2.2.3. Antikor Immobilizasyonu

Antikor immobilizasyonu igin, oncelikle PBS (Phosphate Buffer Saline)
buffer kullanildi. PBS(Phosphate Buffer Saline)buffer, asagida belirtilen sekilde
hazirlanir:

Bir beherde 10 mM, 50 ml (distile suda) Na,HPOQO, ile 0, 15 M, 50 ml (distile suda)
KCI hazirlanip manyetik karistirict yardimiyla karistirildi. Bagka bir beherde 10 mM
50 ml (distile suda) NaH,PO, ile 0, 15 M, 50 ml (distile suda) KCIl hazirlanip
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karistirildi. Son olarak, bu iki ¢6zelti birbirine eklenip manyetik karistirict yardimiyla
iyice homojen hale gelmeleri beklendi.

PBS Buffer hazirlandiktan sonra, 10 mM PBS Buffer iginde 5 mM NHS (N-
hidroksisuksinimid) ve 2 mM EDAC (1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) karbodiimid
hidroksiklorid) karistirildi. Bu karisimin pH’ 1 5, 5’a ayarlandi. Bu sekilde antikor
immobilizasyonu igin gerekli solisyon (EDAC/NHS soliisyonu) hazirlanmis olur.
(Sandhna ve ark. , 2010).

Ardindan EDAC/NHS soliisyonundan 5 ml almarak 0, 2 um’lik filtreden
gecirilerek steril edildi ve bu 5 ml steril soliisyonun iizerine 100 pl CD44(LifeSpan
BioSciences, Inc., LS-C13435-100)antikordan ilave edildi. Karisim ¢alkalayici
etivde, oda sicakliginda 35 rpm’de, 30 dk inkiibe edildi.

Ardindan nanofiberler tiizerine antikor eklenmesi yapilmadan Once
aminoasitlerin ¢ozlinmesi igin gereken asidik tampon hazirlanir. Bunun tampon 0, 23
M NaCH3;COO. 3H,0 (sodyum asetat trihidrat), 50 ml distile suda hazirlanda.
Uzerine 2 M asetik asitten 0, 144 ml eklendi. Son olarak, karisimin toplam hacmi
distile su ile 200 ml’ye tamamlandi. Bu sekilde tampon hazirlanmis oldu. Bu
tampona 200°’er mg fenilalanin, aspartikasit, L-Histidin ve Sistein eklendi.

Tampondaki aminoasitlerin manyetik karistiricida iyice ¢éziinmesi beklendi.

2.2.4. 4S-PEG ile Capraz Bagh PHEMA-Kitosan Nanofiberi Uzerine
Antikor/aminoasit Eklenmesi

Oncelikle elde edilen PHEMA nanofiberleri 10x10 mm boyutlarinda olacak
sekilde bistiiri ile kesilerek 12 kuyucuklu kiiltiir plagimmin kuyucuguklarina
yerlestirildi ve UV altinda 1’er saat olacak sekilde her iki yiizeyi de steril hale
getirildi. Hazirlanan EDAC/NHS soliisyonundan alinan 5ml igine 100ul CD44
antikoru eklendi. Ug seri halinde bu islem yapildi. Daha sonra kiiltiir plag1 flow kabin
igerisine alindi ve EDAC/NHS soliisyonundan 1’er ml alinip kuyucuklardaki
nanofiberlerin Gzerlerine eklendi. iki saat boyunca kiiltiir plag: calkalayici etiivde,
tekrar oda sicakliginda 35 rpm’de, inkibe edildi. Sire sonunda EDAC/NHS

soliisyonu pipet yardimiyla ortamdan atildi. Ardindan nanofiberler {izerine
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aminoasitlerin bulundugu asidik tampondan 100’er ul eklendi. 2 saat, etiivde inklbe
edildi. 2 saat sonra tiim kuyucuklardaki sivilar pipetle atildi. Boylelikle nanofiberler

kondrosit ekimi i¢in hazir hale getirilmis oldu.

2.2.5. Hicre Kultard

2.2.5. 1. Primer Kondrosit Kultlru

Aseptik sartlarda tavsandan kikirdak doku alindi. Daha sonra alinan doku
bistiiri yardimiyla ¢ok kii¢iik parcalara ayrildi. Ardindan dokular 15ml’lik falkon tiip
icerisinde 1mg/ml olacak sekilde hazirlanan kollejenaz tip II enzimi ile muamele
edildi. 37°C ‘de CO; ‘li etiivde 24 saat inklbasyona birakildi. Ertesi giin dokular
1200 rpm’de 10 dk santrifiij edildi ve siipernatant atildi. Dokudan ayrilan ve izole
edilen hiicrelerden elde edilen pellet kismima %1 antibiyotik( Penicillin-
streptomycin), %20 FBS ( Fotal Bovin Serum) ve %79 RPMI 1640 igeren hazir
besiyeri ilave edilerek 25cm? kiiltiir flasklarina ekim yapildi. Haftada iki kez besiyeri
degisimi yapilarak elde edilen hiicrelerin ¢gogalmasi gézlemlendi. Yaklasik 4 haftada
flask ylizeyini tamamen kapladigi ve ¢ogaldigi goriilen hiicreler, flask icerisindeki
vasat besiyeri atilarak 1x PBS ile yikandi ve ardindan Tripsin-EDTA enzimi
eklenerek 37°C’de CO, ‘li etiivde 4 dakika inkiibasyona birakildi. Inkiibasyonun
ardindan flask yiizeyinde tutunmus halde olan hiicrelerin ylizer durumda oldugu 151k
mikroskobunda bakilarak gézlemlendi. Daha sonra yizer halde olan tripsin-hiicre
stispansiyonuna hazir RPMI 1640 hazir besiyerinden eklenerek 2500 rpm’de 2dk
santirij yapildi. Siipernnatant atilarak pellet kismma béliinecek flask sayisi
belirlenrek hazir besiyeri eklendi ve bdylece hiicrelerin daha fazla ¢ogalmalari i¢in

yapilan pasaj islemi gergeklestirildi.
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2.2.6. Kondrositlerin Flow Sitometri ile Ayrilmasi

Kondrositlerin Uzerine yikama amagcli olarak 2 ml PBS (Phosphate Buffer
Saline) konuldu. Birkag saniye sonra (PBS flask yuzeyiyle yeterli siire temas ettikten
sonra) PBS de pipetle ¢ekilip alindi. Flask icindeki kondrositlere 1 ml Tripsin EDTA
eklendi ve 4 dakika boyu 37 °C, %5 CO., li etlivde inkiibe edildi. 4 dakika sonra 2 ml
besiyeri flaska eklendi ve karigimin tamami santrifiij tiipline aktarildi. Tripsin EDTA
nin etkisiyle ylizeyden kalkan hiicreler 2500 rpm de 2 dakika siireyle santrifiij edildi.
Santrifiijiin ardindan siipernatant atildi. Uzerine 1 ml RPMI 1640 hazir besiyeri
eklendi. Pipetleme ile hiicrenin iyice homojen olmasi saglandi. Ardindan hiicrenin
bulundugu siispansiyondan ve Trypan blue (Sigma Aldrich) soliisyonundan 10’ar ul
alimarak ependorf tiipe aktarildi. Tekrar pipetleme yapildiktan sonra karigimdan
pipetle 10 pl ¢ekilip sayma lamina konuldu. Cell Counter cihazinda hiicre sayma
islemi gerceklestirildi. Canli hiicre konsantrasyonu 1,6x10° hiicre/ml olarak tespit
edildi. Sayma islemi bittikten sonra hiicre bulunan tiipe tekrar 2 ml besiyeri hazir
besiyeri eklenerek tekrar 2500 rpm de 2 dakika santrifiij yapildi. Yikama islemi igin
3’er ml 1x PBS(Phosphate buffer saline) eklenerek 2 kez 2500 rpm de 2 dk santrifiij
yapildi. Santrifiijiin ardindan siipernatant atild1 ve kalan pellete hafifce vuruldu.

Primer antikor olarak kondrosit ylzey reseptori olan CD44 (LifeSpan
BioSciences, Inc. , LS-C13435-100) ve sekonder antikor olarak ise goat anti rabbit
(Thermo Fisher Scientific, A-11008, Alexa flour 488 nm), flow sitometri icin
kullanima hazirlandi. Sirastyla 40 pl ve 20ul antikor eklendi. Once CD44 sonra da
Goat anti rabbit sekonder antikoru, dagilmis hiicre pelletine eklendi ve 20’ser dakika,
oda sicakliginda, karanlikta inkiibasyona birakildi. Stre sonunda tipe 1,5 ml lizing
soliisyonu eklendi ve tekrar 20 dakika, oda sicakliginda, karanlikta inkiibe edildi. 20
dakikanin sonunda flow sitometri (BD FacsAria Il) cihazinda 488 nm (Alexa flour

icin)’ de okuma yapildi.
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2.2.7. Hiicrelerin Elektrospinleme Yéntemi ile Uretilmis 4S-PEG ile capraz
bagh Phema-Kitosan Nanofiberler Uzerinde Kultiiri

Yaptigimiz ¢alismamizin bu asamasinda; elektrospinleme ile elde edilen 4S-
PEG ile capraz bagli PHEMA nanofiberleri iizerine primer kondrosit hiicre kiiltiirii
yapild1 ve elde edilen bu nanofiberlerin kikirdak doku miihendisligi uygulamalari
icin uygun olup olmadigi arastirildi.

[k olarak kondrosit ekimi igin flask igerisindeki vasat besiyeri atilarak 1X
PBS ile yikandi ve ardindan tripsin-EDTA ile muamele edilerek flask yizeyinden
kaldirilan hiicreler, 2500 rpm’de 2 dk santrif(lj edildi. Sonra supernatant atilarak 1 ml
hazir besiyeri (RPMI 1640) igerisinde hiicre sayim cihazi ile hiicre sayimi yapildi.
Sayim sonucunda hiicre konsantrasyonunun 2. 000. 000 hiicre/ml oldugu
goriilmiistiir. Stspanse haldeki hiicreli besiyerinden her bir kuyucuktaki nanofiber
icin 150. 000 hiicre/ml olacak sekilde hesaplanarak pipet ile alindi ve lizerine 1ml
hazir RPMI besiyeri eklenerek tekrar 2500 rpm ‘de 2 dk santrifiij yapildi. Ancak
hiicre ekiminden 6nce UV altinda steril edilen nanofiberlere hiicre yapistirma
medyumundan 200’er pl ilave edilerek 30 dk CO;’li etiivde inkiibasyona birakildi.
Ardindan santrifuj edilen hicrelerden siipernatant atildiktan sonra hiicre pelletinin
tizerine 600 pl FBS (Fotal Bovin Serum) eklendi. Kiiltiir plagindaki nanofiberlerin
her birinin tlizerine 50’ser pl serum-hiicre karisimindan eklendi. Kiiltiir plag: iki saat
boyunca 37 °C de inkibe edildi. Iki saat sonunda hiicre ekilmis olan her bir
nanofiberin tizerine 250 ‘ser ul hazir besiyeri eklendi. Kondrosit ekili nanofiberler

SEM ile goriintiilenmek i¢in hazirlandi.

2. 2. 8. 4S-PEG ile capraz bagh Phema-Kitosan Nanofiberler kiiltiire edilmis

kondrositlerin taramal elektron mikroskop (SEM)incelemesi

Aminoasitli-antikorlu nanofiberler iizerine ekilmis olan kondrositler rutin
taramali elektron mikroskop i¢in hazirlandi. Orneklere altin kaplama yapilarak
taramal1 elektron mikroskobu (SEM) ile kondrositlerin nanofiber yuzeyine tutunup
tutunmadiklar1 ve genel morfolojik yapilar1 incelendi. Taramali Elektron

Mikroskopta farkli biiyiitmelerde nanofiberlerin yiizeyi ve genel olarak morfolojisik

40



yapilar incelendi ve karar verilmis olan biiyiitmede nanofiber yiizeyine tutunmus

olan hicreler géruntulendi.

2. 2. 9. Glikozaminoglikan Miktarimin Ol¢iimii (GAG Tayini)

Glikozaminoglikan 6l¢iimii i¢in 12 kuyucuklu kiiltiir plagina 5., 10 ve 15 .
glinler igin 4S-PEG c¢apraz bagli pHEMA-kitosan nanofiber (zerinekondrosit ekimi
yapildi. Kiiltiir plaginda bulunan nanofiberlerdeki hiicrelere, ilk dnce soguk PBS
(Ix)’te 2 kez yikama yapildi. Daha sonra(30ul EDTA+ 30ul sodyum odhavanodat+
30ul PMSF+ 45ul Proteaz Inhibitér Kokteyl+3ml RIPA Lizis Buffer ) stok
solisyonundan her bir kuyucuga 750 pl lizis soliisyonu eklendi ve hiicre kazima
aparatiyla hiicreler kazima iglemi yapilarak nanofiber ile birlikte herbir giin i¢in ayr1
ayrt 15ml’lik falkon tiipe konuldu.10 dk calkalamali etiivde soguk ortamda
calkalama islemi gercgeklestirildi. Ardindan falkon tiipler 30 dk sonikator (130 watt,
20 kHz) islemine tabii tutularak parcalama islemi gergeklestirildi. Falkon tlpteki
karisim 2 ml’lik ependorf tiipe alind1 ve 15. 000 rpm’de 20 dk santrifiij yapildi.
Santrifiijden sonra siipernatant kismi alinarak GAG Olglimii asagidaki sekilde

gergeklestirildi:

Cizelge 2. 1. GAG tayini icin belirlenen standart oranlar

STANDART (ug/ml) ORNEK (ug/ml) PBE(mI)
0. 00 pg/ml 0.0 ul 50. Oul
1. 25pg/ml 2. 5ul 47.5ul
2. 50 pg/ml 5. Ol 45. Opl
5. 00 pg/ml 10. Opl 40.0 pl
7.50 pg/mi 15. Oul 35.0 ul
10. 00 pg/ml 20. Ol 30.0 pl
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e Her giin igin 2’ser tekrarli 6lgiim yapilmak iizere 48 kuyucuklu kiiltiir plagina
200’er pl dimetil metilen mavisi (DMMB) eklendi.

e Ardindan 6rnek ve kondrotin siilfati seyrelmek icin PBE buffer (100 mM
Na;HPO4,+5 mM  EDTA, 1x) 50ul’ye tamamlanacak sekilde eklendi.
Standartlarda da Ornek mitar1 kadar kondroitin siilfat ve {izeri 50ul’ye
tamamlanacak sekilde PBE eklenerek hazirlandi.

e Glikozaminoglikan oldugu takdirde gozle goriilen morarma goriildiigiinde 525

nm’de ELISA cihazinda okutma islemi gergeklestirildi.

Kondrositlerde GAG tayini yapilirken, nanofiber Uzerine ekili hiicrelerden protein
izole edildikten (5., 10. ve 15. giin) sonra proteinler -80°C’de muhafaza edildi ve 5. ,
10. ve 15. giiniin 6rnekleri ayni anda GAG tayini yapildi. Bu sebeple tek bir standart

ile tim kondrositlerin GAG miktar1 belirlendi.

2.2.10. Nanofiber Uzerine Ekilmis Hiicrelerden Dna izolasyonu Ve Dna

Miktarmin Olgiilmesi
2.2.10.1. DNA izolasyonu:

DNA izolasyonu ic¢in 12 well plate 5, 10 ve 15. gunler icin 4S-PEG ile capraz
bagli PHEMA-kitosan nanofiberi {izerine kondrosit ekimi yapildi. Ardindan ekim
yapilan nanofiberlere sirasiyla DNA izolasyon islemi SN-PURE marka DNA
Izolasyon Kiti ( SnPURE ) ile gerceklestirildi. DNA izolasyonu asamalar1 su
sekildedir:

12 kuyucuklu kiiltiir plagindaki nanofiberlere ekilmis olan hiicrelere, ilk dnce
soguk PBS (1X) ile 2 kez yikama yapildi. Daha sonra 750l lizis solisyonu (1x)
eklendi ve hiicre kazima aparatiyla hiicreler kazima iglemi yapilarak nanofiber ile
birlikte 15 ml’lik falkon tlpe konuldu. 10 dk ¢alkalamali etiivde soguk ortamda
calkalama islemi gergeklestirildi. Ardindan falkon tiipler 2-3 dk sonikator (130 watt,
20 kHz) islemine tabii tutularak pargalama islemi gerceklestirildi. Tamamen
homojen bir hale gelen hiicre ekili nanofiber karisitmindan 200ul alinarak 1, 5 mI’lik

ependorf tiipe alindi. Ependorf tlpun Uzerine kitte bulunan solusyon B3 (liziz
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buffer)‘ten 200 ul ve 25ul Proteinaz-K eklendi. 70 °C ‘de 20 dk inkibe edildi.
Ependorf bu siirec icerisinde 5 dk araliklarla hafifce vorteks edildi. Inkiibasyondan
sonra ependorf tiipiin lizerine 210ul %99, 5’luk etil alkol eklendi ve vorteks
yapilarak yeni kolona aktarildi. Ardindan yeni kolona aktarilan kariggm 11. 000
rpm’de 1dk santrifiij yapildi. Toplama tiipii temizi ile degistirildi. Kolon igerisine
500ul solisyon WB (wash buffer) eklendi. 11. 000 rpm 1 dk santrifiij yapildi.
Toplama tiipii temizi ile degistirildi ve kolona 600ul soliisyon B5(wash buffer)
eklendi. 11. 000 rpm’de 1 dk santrifiij yapildi. Toplama tiipii bosaltild1 ve tekrar 11.
000 rpm’de 1 dk bos bir halde santrifiij yapildi. Daha sonra kolon temiz 1, 5 ml’lik
ependorf tiipe almir ve igerisine Onceden 70°C’de 5 dk 1sitilmis olan eliisyon
sollisyonundan 150 pl eklendi. 11. 000 rpm ‘de 1 dksantrifiij yapildi ve DNA eliisyon
solisyonu ile birlikte ependorfa aktarilmis oldu. DNA bir yila kadar -20°C ‘de

saklanabilir hale getirildi.

2. 2.10. 2. DNA Miktar Tayini

Elde edilen DNA’nin Qubit 2. 0 Fluorometer Cihazi ile Qubit Assay Kit
dsDNA &l¢iimii asagidaki sekilde gergeklestirildi. Ik once her bir 6rnek ve standart
igin 200ul ( 1ul dsDNA HS Reagent + 199ul dsDNA HS Buffer ) olacak sekilde
working soliisyonu hazirlandi. 1 6rnek+ 2 standart, toplam 3 tiip icin gerekli working
solisyonu ((1ul x 3) dsDNA HS Reagent + (199 ul x 3) buffer) hazirlandi. Ardindan
kiicik PCR tiiplerine 20ul o6rnek + 180ul working soliisyonundan eklendi.
Standartlar1 hazirlamak i¢in ise (10ul standart 1 + 190 pl working soliisyonu) ve
(standart 2 + 190ul working soliisyonu) olacak sekilde 2 standart hazirlandi. Qubit
cihazinda standartlar ile kalibrasyon yapildiktan sonra DNA miktar tayini sirasiyla

okutma yapilarak gergeklestirildi.

43



2.2.11. Real Time Per ile Kollagen Tip I, Tip Ir, Agrecann Ve Sox9

Ekspresyonlarin Kondrositler Uzerinde Degerlendirilmesi

Gergek zamanli kantitatif PCR metodunda olusan iiriin miktariyla reasksiyon
boyunca olusan {iriin miktariyla orantilidir. Ve kullanilan floresan boya sybr green
1s1mastyla sinyal izlenerek bu oran anlasilmaktadir.

Real time PCR c¢alismasi hicrelerin  fenotipik 6zelliklerini  yani
kondrojenikpotansiyeli O0lgmek amaciyla kondrositler hem iki boyutlu kiiltiir
ortaminda hem de ti¢ boyutlu kiiltiir ortaminda ekim yapildi. . Kollogen tip 11, SOX9
ve agrecann faktorleri kondrojenik yazilimlarimi belirlemek amaciyla kullanildi.
Kollogen tip lise kondrojenik yazilimin olmadigimi belirlemek i¢in kullanilan
faktordr.

Yaptigimiz ¢alismada; 5. , 10. ve 15. giinlerde farkli zaman araliklarinda
inkiibasyona birakilarak hem iki boyutta hem ii¢ boyutta kondrositlerin ekiminin
yapilma sebebi her iki ortamda da fenotipik 6zelliklerini belirlemektir. kollagen tip
I1, Tip I, SOX9 ve agrecann genlerinde 5. , 10. Ve 15. giinlerdeki ekspresyon tayini
yapildi. Kullanilan genlerle kiyaslanmak amaciyla referans bir gen olan GADPH
kullanildi.

Real time PCR analizi i¢in 5. , 10. ve 15. giinlerde 6 kuyucuklu kiiltiir plagina
2x10%ve iki boyulu kiiltiir ortamina ekim yapilan kondrositler ilk once her
inkiibasyon siiresinin ardindan hiicre kazima aparatiylakuyucuk igerisinden polimer
ile birlikte kuyucuk igerisine yayilim yaparak cogalan hiicreler kazinarak 30 dk
sonikator (130 watt, 20kHz)’de pargalandi ve 3500 rpm’de 10 dk santrifiij yapilarak
pellet kismi baz alindi ve igerisine 200pl 1x PBS eklenerek RNA izolasyonu igin

hazirlandi.

2.2.11.1. RNA izolasyonu

RNA izolasyonu Roche RNA Izolasyon kitindeki protokol takip edilerek
yapildi. Bu protokol dogrultusunda Hiicre kiiltiirii otaminda hazirlanan 200ul PBS
icerisindeki kondrossit Orneklerinin her birine ayr1 ayr1 400ul Lysis Binding

Buffer’dan eklendi ve 15sn corteks yapildi. Daha sonra drnekler igerisinde filtreli
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tiipler olacak sekilde kt igerisinde bulunan koleksiyon tiiplerine alindi. Her tlpu
maksimum hacmi 700ul olacak sekilde ayarlandi ve 15sn 8000g’de santrifiij yapildi.
Alt kismina ¢6ken kisim atilarak filtreli kisim tekrar kolleksiyon tiipiine alindi. Her
bir ornek icin 6nceden ¢zounmesi icin bekletilen DNase I ve DNase Inubation
Buffer’dn sirastyla 10ul ve 90 pl alinarak filtreli tiiplere ilave edilerek 15dk da oda
sicakhiginda inkiibasyona birakildi. Inkiibasyonun ardindan wash buffer 1
solisyonundan 500 pl iist rezervuar kismina eklenir ve 15sn 8000g’de santrifj yapildi
ve ¢Oken kisim atildi. Rezervuar kismina 500 pl wash buffer II soliisyonundan
eklendi eklendi 15sn 8000g’de santrifiij yapild: ve dip kisim atildi. Ardindan tekrar
rezervuar kismima wash buffer II konularak 2dk maksimum g hizinda santrifuj
yapild1 ¢oken kisim atilarak rezervuar bos bir sekilde tekrar santrifuj yapildi. Filtreli
rezervuar kismi 2ml’lik ependorf tiiplere alinir ve {lizerine 70 plelution buffer eklenir
ve 1dk 8000 g’de santrifuj yapildi ¢oken kismin RNA oldugu nanodrop (MSP
Touch-200 Micro Spectrophotometer Operation Manual Version 1. 0)cihazi ile

Ol¢tim yapilarak tespit edildi.

2.2.11. 2. cDNA izolasyonu

Elde edilen RNA larin ardindan cDNA’ya ¢evirme islemi First Strand cDNA
Synthesis kitinin protokoliine uygun bir bigimde gergeklestirildi. Oncelikle her bir
ornekten 0, 2 ml’lik ependorflara 20, 8 ul konuldu ve tizerine kitteki oligo-dT’ten 2
pl eklendi. Hazirlanan ornekler 10dk 65°C ‘de bekletildi. Sonra cDNA sentez
kitindeki malzemeler ile mix hazirland1. First Strand cDNA Synthesis kitine gore
mix asagidaki gibi hazirland1 ve her bir 6rnegin iizerine 17, 2 ul olavak sekilde

paylastirildz. ;
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Cizelge 2.2. First Strand Cdna Synthesis Kit Icerigine Gére Hazirlanan Soliisyon

Miktarlari.
10 x Reaksiyon buffer 64 pl
dNTPs 32 ul
H20 16 pl
RNase-inhibitorii 8.0yl
Revers transkriptaz 17,6 pl

Hazirlanan 6rnekler PCR cihazinda 100°C, 85°C 5 dk, 55°C 30 dk olan
programa konuldu. Ardindan &rneklerreal time PCR igin primerler ile birlikte
hazirlanama islemine baslandi. Real Time PCR i¢in LightCycler® 480 SYBR Green
| Master(Roche 04707516001) kiti kullanildi ve her bir 6rnek i¢in primerlerin oldugu
mix asagidaki sekilde hazirlandi. Kullandigimiz kollogen tip 1, kollagen tip I, SOX9,
agrecan ve GADPH primerlerinin dizilimleri( PZR Biotech )asagidaki gibidir.

Kolajen Tip Il Forward ( CAACAACCAGATCGAGAGCA)
Kolajen Tip 1l Reverse( CCAGTAGTCACCGCTCTTCC)
Kolajen Tip | Forward (CAATCAGCCTCTCAGAACA)
Kolajen Tip | Reverse (TCGGCAACAAGTTCAACATC)
Aggracan Forward ( GCTACGGAGACAAGGATGAGTTC)
Aggrecan Reverse (CGTAAAAGACCTCACCCTCCAT)
SOX9 Forward ( GGCTCCGACACCGAGAATAC)

SOX9 Reverse (TCCGGGTGGTCTTTCTTGTG)

GADPH Forward ( TCACAATCTTCCAGGAGCGA)
GADPH Reverse ( CACAATGCCGAAGTGGTCGT)
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Cizelge 2.3. Real Time PCR I¢in Lightcycler® 480 SYBR Green | Master Kit

Icerigine Gore Hazirlanan Soliisyon Miktarlar

Sybr green 80 pl

H20 32 ul

Primerler 5, 5 reverse + 5, 5 forward
Tag DNA polimeraz 1l

MgCl 4ul

Sonra LightCycler® 480 Multiwell Plate 96, white kitinden bir tane alind1 ve
icerisindeki kuyucuklara 5 6rneklerden hazirlanan primerlerin bulundugu mix’ten 15
pl, 6rneklerden 5 pl alindi kuyucuklara eklendi ve 95°C-59°C-72°C’de sirastyla 10
dk — 15 dk — 20 dk ayarlanarak Real time PCR ( LightCycler®480 I1, Roche)cihazina
plate yerlestirildi.

2.2.12.Comp(Cartilage Oligomeric Matrix Protein) Tespiti Ve

Konsantrasyonunu Belirleme

Eklem hasar1 veya metabolizmast i¢in bir parametre olarak kikirdak

oligomerik matris proteini (COMP) kullanildi ve giin giin degisimine bakildi.

2.2.12.1. Ornek Hazirlama

Uzerinde hiicre ekili bulunan polimerler, (kiltiiriin 5., 10. ve 15. giinlerinde)
falkona alinarak PBS (Phosphate Buffered Saline) ile 3 kez yikama yapild.
Yikamadan sonra 30 dk(130 watt, 20 kHz) sonike edildi polimer ve hiicre
parcalanmasi saglandi. Ornekler 15 dakika 3000 rpm’de santrifiij edildi. Santrifiijden

sonra supernatant -80°C’ de daha sonra kullanilmak i¢in muhafaza edildi.
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2.2.12.2. Uygulama

Test kit protokoliine gore yapildi. Ornekler -80°C’den alindi ¢dzdiiriildii.
Kitin i¢inde bulunan 96 kuyucuklu 6zel pleytin kuyucuklarina 100’er pl 6rnekler ve
100’er ul standartlardan eklendi. iki kuyucuga da, kontrol icin 100’er ul sadece PBS
eklendi. Sonra 6rneklere, 10’ar pl balans soliisyonu eklendi. Kontroller disinda 6rnek
ve standartlarin bulundugu kuyucuklara 50’ser ul de konjugat eklendi. 96 kuyucuklu
pleyt aliminyum folyo ile kapatilip 37°C’ de 1 saat inkiibe edildi.

Inkiibasyondan sonra yikama kuyucuklar kitte bulunan yikama soluisyonu ile
5’er kez yikand1 ve kuyucuklarin tamamen kurumasi beklendi.

Kuyucuklar kuruduktan sonra tiim kuyucuklara 50’ser pul substrat A ve 50’ser
ul substrat B eklendi. Pleyt, karanlik ortamda, 37°C’de 15 dakika inklbe edildi.
Sonra tiim kuyucuklara 50’ser pl durdurma soliisyonu eklendi ve pipetaj yapildi.

Tiim asamalardan sonra ELISA spektrumunda, 450 nm’de optik yogunlugu 6l¢iildii.

2.2.13. Nanofiber Uzerine Ekili Olan Kondrosit Hucrelerinin Annexin V

Yontemi ile Canhhigimi Belirleme

12 kuyucuklu kiiltir plagina 5. , 10. Ve 15. Gun olmak tzere 4S-PEG ile
capraz bagli PHEMA- Kitosan nanofiberi yerlestirildi. Nanofiberin her iki yuzeyi de
UV 1smi altinda steril edildi. Ardindan Nanofiberler iizerine 1x10*/ml olacak sekilde
kondrosit ekimi yapildi. Ertesi giin ilk olarak hiicre ekili nanofiber PBS(1x) ile
yikandi. Ardindan Binding Buffer (4x) distile su ile dilue edilir (1x) ve 100’er ul her
kuyucuga eklendi. Uzerine 1, 5 ul Annexin V-FITC soliisyonundan ilave edildi ve 10
dk oda sicakliginda inkiibasyona birakildi. inkiibasyonun ardindan her bir kuyucuga
tekrar 100’er pl binding buffer damlatildi. Bunun ardindan 2’ser pl PI (20 ug/ml)
eklenir ve 10 dk oda sicakliginda inkiibasyona birakilir. Inkiibasyonun sonunda

floresan atagmanli inverted mikroskopta apoptoz-nekroz orani belirlendi.
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2.2.14. Kondrosit Canlihgim Belirlemek I¢in Alamar Blue Testi

48 kuyucuklu kiltir plagmma 4S-PEG ile ¢apraz bagli PHEMA-Kitosan
nanofiberi yerlestirilir. Ardindan iizerine RPMI 1640 ( %89 RPMI+ %10 FBS+ %1
Penicillin-Streptomicin) hazir besiyeri ile her bir nanofiber iizerine 1ml siispanse
besiyeri i¢inde sayim cihazi ile sayimi yapilarak 3x10*/ml kondrosit hiicresi gelecek
sekilde ekim yapildi. Ertesi gin kuyucuklardaki besiyeri atildi ve her bir kuyucuga
100’er ul fenol redsiz DMEM ( %89 Fenol redsiz DMEM+ %10 FBS + %1
Penicillin-Streptomicin) hazir besiyerinden konuldu. Uzerine 10’ar ul Alamar Mavisi
solusyonundan eklenir. 3, 5-4 saat COy’li etiivde inkiibasyona birakildu.
Inkiibasyonun ardindan alamar mavisi soliisyonu ¢ekilemden her bir kuyucuga 50’ser

ul DMSO eklenir ve 570nm ve 600 nm’de ELISA okuyucuda okutma yapildi.

2.2.15. Immiinhistokimyasal

Kikirdak dokunun olusumunda salgilanan ekstraseliiler matriks bileseni olan
kollojen tp I1( NBP’-33343, Novus) molekuliini belirlemek i¢in yapildi. Bunun
nedeni ise kondrosit varligini kanitlamak i¢in kullanilan bilesenin kollojen tipIl
oldugunun bilinmesidir.

Kondrosit hiicreleri ekilmis 4S-PEG c¢apraz bagli PHEMA-Kitosan nanofiberi kulttr
plagmin kuyucugundan alinarak dondurmali mikrotomdaki stap’a damlatilan doku
dondurma medyumu iizerine yerlestirildi. Ardindan 1 gece tamamen donmasi i¢in
bekletildi. Ertesi gin 20°C’de 3 mikron kalinliginda kesitler alinarak adeziv lam
lizerine alinan kesit pargalart yerlestirildi. Lam (zerindeki nanofibere ilk 6nce PBS
ile yikama yapildi. PBS atildi. Ardindan 100 ‘er pl protein blocking soliisyonu
damlatildi ve 10 dk beklendi. Seyreltilen primer antikorlardan(Collagen Tip 11 1:100
) 100°er pl eklendi. 1 saat beklendi. 1 saat sonra 3 kez 5’er dk arayla PBS ile yikama
yapildi. Yikamanin ardindan ortam pastor pipetle atildi. Lam Gzerindeki tum
orneklere 100’er pl sekonder antikor eklenerek 10 dk beklendi. Sekonder antikor
pipetle atilarak 3 kez 5’er dk arayla PBS ile yikama yapildi. Daha sonra 100 ‘er ul
HRP- Streptavidin damlatildi ve 10 dk beklendi. 10 dk sonra 3 kez 5‘er dk arayla
PBS ile yikama yapildi. PBS pipetle atildi. 100’er ul DAB Kromojen (1 ml DAB
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Quanto Substrate + 1 damla DAB Quanto kromojen) 6rneklerin Uzerine eklendi.
Kahverengi boyanma gorilene kadar beklendi.

Boyanma goriildiikten sonra PBS ile 3 kez 5 ‘er dk arayla yikama yapild1 ve
ortam pipetle atildi. Ardindan her bir 6rnek {izerine 150’ser pl hematoksilen
damlatilarak 2 dk beklendi. Sonra da PBS ile 5-6 kez yikama yapildi. Son olarak 1s1k
mikroskobunda fotograf ¢ekildi.

2. 2. 16. Immiinositokimyasal

Kondrosit ekilmis olan kiiltiir plagindaki her bir kuyucuk ilk énce tzerine %
4’liikk paraformaldehitten 100 ‘er pl eklenerek 1 saatlik fiksasyon islemi baslatildi. 1
saat sonunda paraformaldehit ortamdan atilarak 10 dk PBS (phosfate buffer saline)
ile yikama yapildi. PBS pipetle ortamdan atildi. Ardindan kuyucuklara %3’liik
metanollii hidrojen peroksitten 100 ‘er ul damlatilir ve 15 dk beklendi. 3 kez 5’er dk
arayla PBS ile yikama yapildi. PBS atildi. Kiiltlir kuyucuklarma 100 ‘er pl protein
blocking soliisyonu damlatildi ve 15 dk beklendi. Negatif kontrol yapilan kuyucuklar
hari¢ diger tiim kuyucuklara yikama yapilmadan, seyreltilen primer antikorlardan
kollajen tip 11 (1:100)’den 200‘er pl eklendi. 1 saat beklendi. 1 saat sonra 3 kez 5’er
dk arayla PBS ile yikama yapildi. Yikamanin ardindan ortam pipetle atild1 ve negatif
kontrol de dahil tiim kuyucuklara 100’er pl sekonder antibody eklenerek 30 dk
beklendi. Sekonder antibody pipetle atilarak 2 kez 5’er dk arayla PBS ile yikama
yapildi. Kuyucuklara 100 ‘er ul HRP- Streptavidin eklendi ve 20 dk beklendi. 20 dk
sonra 2 kez 5 ‘er dk arayla PBS ile yikama yapildi. PBS pipetle atildi. 150’ser pl
DAB Kromojen (1 ml DAB Quanto Substrate + 1 damla DAB Quanto kromojen)
kuyucuklara eklendi. Kahverengi boyanma gorulene kadar beklendi.

Boyanma gorildikten sonra PBS ile 2 kez 5 ‘er dk arayla yikama yapilir ve
ortam pipetle atildi. Ardindan her bir kuyucuga 200’er ul hematoksilen damlatilarak
2 dk beklendi. Sonra da PBS ile 5-6 kez yikama yapildi. Ortama 200’er pl PBS
eklenip ve 151k mikroskobunda fotograf ¢ekildi.

50



2.2.17. Nanofiber Uzerine EKili Olan Kondrosit Hiicrelerinde Hematoksilen-
Eozin Boyama

12 kuyucuklu kiiltiir plagina 4S-PEG ile ¢apraz bagli PHEMA-Kitosan her iki
ylizeyide UV 1sm1 altinda steril edildikten sonra yerlestirildi ve hem nanofiber
uzerine hem de kontrol amagli nanofiber bulunmayan kuyucuklara 5. , 10. Ve 15.
giinler i¢in kondrosit ekimi yapildi. Kontrol kuyucuklar ilk 6nce %3, 7’°lik formalde
1 saat oda sicakliginda bekletilerek sabitlendi. Rutin sabitleme isleminden sonra
alkol serilerinden gecirilerek dehidre edildi. Alkol serilerinden sonra 5dk
hematoksilende bekletildi ve distile su ile yikama yapildi. Yikamanin ardindan
kuyucuklara eozin damlatildi ve 2, 5 dk bekletildi. Eozinden sonra tekrar distile su ile
yikama yapildi ve 11k mikroskobunda incelendi. Daha sonra 5., 10. Ve 15. glnlerin
hiicre ekili nanofiber boyamasi i¢in ise dondurmali mikrotomdaki stabin {izerine
doku dondurma medyumu (invitrogen, Bioblock) siiriildii. Uzerine hiicre ekilmis 4S-
PEG ile ¢apraz bagli PHEMA nanofiberden bir parca alinarak yerlestirildi. Ardindan
1 gece tamamen donmasi i¢in -20°C’de bekletildi. Ertesi giin 4-5um kalinliginda
kesitler alinarak adeziv lam {izerine alinan kesit parcalari yerlestirildi. Kesit
pargalarinin tizerine hematoksilen damlatilip ve 5 dk beklendi. PBS (1x) ile lam
tizerindeki kesite yikama yapildi. Daha sonra eozin damlatilarak 2, 5 dk bekletildi ve
tekrar PBS (1x) yikama yapildi ve fikse etmek i¢in gliserin damlatilip lamelle

kapatilarak 151k mikroskobunda incelendi.

2. 2. 18. Nanofiber Uzerine Ekili Olan Kondrosit Hiicrelerinde Toluidin Blue

Boyama

12 kuyucuklu kiiltiir plagina 5. , 10. ve 15. giin olacak sekilde 4S-PEG ile
capraz bagli PHEMA-Kitosan nanofiberi her iki ylizeyide UV 1511 altinda steril
edildikten sonra yerlestirildi ve hem nanofiber iizerine hem de kontrol amagh
nanofiber bulunmayan kuyucuklara kondrosit ekimi yapildi. Kontrol kuyucuklari ilk
once %3, 7’lik formalde 1 saat oda sicakliginda bekletilerek sabitlendi. Rutin

sabitleme isleminden sonra alkol serilerinden gegirilerek dehidre edildi. Alkol

o1



serilerinden sonra 1-2 damla Toluidin Blue damlatilarak 1 dk bekletildi ve distile su
ile yikama yapildi. Isik mikroskobunda incelendi. Hiicre ekili nanofiber boyamasi
icin ise dondurmali mikrotomdaki stabin {iizerine doku dondurma medyumu
(Invitrogen, Bioblock) striildii. Uzerine hiicre ekilmis 4S-PEG ile ¢apraz bagh
PHEMA nanofiberden bir parga alinarak yerlestirildi. Ardindan 1 gece tamamen
donmasi igin -20°C’de bekletildi. Ertesi gin 4-5um kalinhiginda kesitler alinarak
adeziv lam tiizerine alinan kesit parcalar1 yerlestirildi. Kesit pargalarinin {izerine
Toluidin Blue damlatilip ve 1dk bekletildi. PBS(1x) ile lam tizerindeki kesite yikama
yapildi. Daha sonra fikse etmek icin gliserin damlatilip lamelle kapatilarak 11k

mikroskobunda incelendi.

2.2.19. Immiinofloresan Teknigi

Kondrositlerin polimer yiizeyindeki varligi immiinofloresan teknigi ile tespit
edilmek Uzere bu amacla, FITC ile isaretli anti-rabit CD44 antikorunun baglanip
baglanmadi gozlemlendi. Hem ikis boyutlu kiiltir ortaminda hemde ii¢ boyutlu
kiiltiir ortaminda analiz yapildi ve inverted floresan atagmanli mikrokopta FITC
filtresinde goruntilendi.

Ilk dnce Nanofiber iizerine ekimi yapilan hiicreler -20C’de Kriyostat ta bir
saat bekletilerek 3 mikron kalinliginda kesit alindiktan sonra % 4 paraformaldehit
icerine konularak 20 sn bekletildi ve fikse edilmis oldu. Sonra FITC isaretli CD44
rabbit antikoru 1:250 oraninda dilue edildikten sonra lam ve normal kiiltiir plagi
tizerine 10 mikrolitre olacak sekilde ilave edildi. 1 saat oda sicakliginda inkiibasyona
birakildi. Bir saat sonra LeicaDM6000 Inverted flouresan atagmanli mikroskopta

FITC filtresinde 151ma ypan hiicreler 10x biiylitmede goriintiilendi.
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3. BULGULAR

3.1. Primer Kondrosit izolasyonu

Yapilan primer kondrosit izolasyonunda hiicreler yaklasik bir hafta icinde
koloni olusturmus ve bir buguk hafta igerisinde de konfluent olmuslardir. Mikroskop

gortintiileri Sekil 3. 1’de gosterildi.
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Sekil 3.1. Kikirdak dokudan izole Edilen Kondrositler ( Bar=200 pum, 10x bilyiitme,
LeicaDM6000 Inverted Mikroskop ile goriintiilendi) A- Tavsandan alinan
kikirdak doku B-Kiiclik parcalara ayrilan kikirdak dokudan dokiilen

kondrositler C-Kondrositlerin birinci pasaj goruntisu

3.2. 4S-PEG ile Capraz Bagh PoliHEMA-Kitosan Nanofiberinin Flow

SitometriKimyasal Karakterizasyonu

Kondrosit yiizey marker:1 olan CD44 (LifeSpan BioSciences, Inc. , LS-
C13435-100) ile yapilan flow sitometri sonuglarina gore, % 45 oraninda kondrosit

oldugu belirlendi. Hem CD44 ile muamele edilen hem de muamele edilmeyerek
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kontrol olarak kullanilan kondrositlerin flow sitometri cihazindan alinan o6l¢iim
sonuglart verildi. 20 dk inkiibasyona birakilan CD44 antikoru bulunan kondrositler

de boyanma goriildi ve kondrosit varligi tespit edildi.

Experiment Kame: CD 44 COND
Specimen Mame: Specimen_001
Tube Mame: CL44 BOYASIZ COND
Record Date: Qct13, 2016 11:59:42 PM
F0OP: YASAR
GUID: 160385¢c-b839-40cfhBa2-9f571 5cf13fd

S5C-A  Alexa Fluor 488-A
Population #Events %Parent Mean Mean
[l 21 Events 10,000 [z 25,220 97
W ri al 0z 256,626 11,637
P2 25 0z 252 856 10,100

ecimen_001-CD44 BOYASIZ COND ~Sheumen, IO CL42 BOVAAIZ LOND

L

(x 1,000)

Count
SSC-A

|§|u| y IllfﬂI . I]?DI L IZIEDI . IZ?DI

P1

10? w*
Alexa Fluor 488-A 10 10 10 10
Alexa Fluor 488-A

-Ill‘z T T T 11Ir0 T T T T1IIT] T ||||||||S T
a

Sekil 3.2. CD44 marker: ile muamele edilmeyen kondrosit boyamasi
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Experiment Mame: CD 44 COND
Specimen Mame:  Specimen_001
Tube Mame: CD44 BOYALI COND
Record Date: Cct14, 2016 12:01:55 AW
FOP: TASAR
GUID: a101e09e-253f-4f1 7-af61-Bad40ebbdcde

S5C-A Alexa Fluor 488-A
Population #Events Y% Parent Mean Mean
B A Events 10,000 A 25,661 11,871
M1 4,546 455 54,864 25,337
[ 4,574 458 52,727 23,090

Specimen_001-CD44 BOYALI COMND

Specimen_001-CO44 BOYALI COND

Y

(x 1,000

A

Count
S5C-A

NP

i

10 0
Alexa Fluor 488-A

Alexa Fluor 488-4

Sekil 3.3. ilk primer antikor olarak CD44, sonra sekonder antikor olarak Alexa flour
isaretli goat anti-rabbit antikor ile muamele edilen ve boyanan

kondrositlerin flow sitometri analizi

3.3. 4S-PEG ile Capraz Bagh PoliHEMA-Kitosan Nanofiberinin FTIR Kimyasal

Karakterizasyonu

FTIR analizi, molekiillerdeki fonksiyonel gruplarin titresimleriyle ilgili
emilim bandlarinin tanimlanmasina dayanmaktadir. 4S-PEG ile c¢apraz bagh
PoliHEMA-Kitosan nanofiberinin FTIR spektrumu, FTIR spektrofotometresi
(Bruker Vertex 70V) kullanilarak 400-4000 cm™dalga boylarinda spektrumlar
alinarak analiz yapildi. Nanofiber ornekleri sirasiyla polihema, polihema-kitosan,
aminoasitli ve CD44 antikorlu 4S-peg capraz bagli polihema-kitosan nanofiberleri ile
4S-peg capraz bagli polihema-kitosan nanofiberleri olarak ATR ile FTIR

spektrumuna bakildi.
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3.3.1. PoliHEMA Nanofiberinin FTIR Karakterizasyonu

PoliHEMA nanofiberine ait FTIR spektrumunda hidroksil grubuna ait bag
titresimi band1 3426 cm™, C=0 ester grubu bag titresimi 1718 cm™pozisyonunda, C-
O (karbonil) grubuna ait bag titresimleri, 1372 cm™ ve 1153 cm™ pozisyonu olarak
belirlendi. Karakteristik CH, gerilme bag titresim bandi 1452 cm™ pozisyonu

seklinde gortildii.
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Sekil 3.4. PHEMA FTIR Spektrumu
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3.3.2. Kitosan FTIR Karakterizasyonu

FTIR spektrumuna gore kitosana ait OH bag titresimi literatiir taramsina gore
3429 cm™ pozisyonunda iken bizim sonucumuzda 3364 cm™ pozisyonunda
gézlemlendi. Yogun CH gerilme bag titresimi 2874 cm™ pozisyonunda belirlendi.
Giiglii amidI ve amid IT bag titresimleri sirasiyla 1656 cm™ ve biraz daha giiglenmis
1589 cm™pozisyonunda gériildii. C-H gerilme bag titresimi 1417 cm™ pozisyonunda

ve C-O-C asimetrik bag titresimi 1314 cm™pozisyonunda gozlemlendi

Transmittance [%)]
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Sekil 3.5. Kitosan’a ait FTIR spektrumu
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3.3.3. PoliHEMA-Kitosan Nanofiberinin FTIR Karakterizasyonu

Nanofibere ait FTIR spektrumunda kitosana aitOH bag titresimi 3430 cm™
pozisyonu ile belirlendi. CH bag titresimi 1380 cm™ iken 1395 cm™ pozisyonuna
yiikselerek giiclendigi goriildii. C-O bag titresimi 1080 cm™ pozisyonundan 1075 cm®
! pozisyonuna az da olsa inerek zayiflama gdzlemlendi. 2800 cm™ ve 3000 cm™
yogun absorbsiyon bantlari olan C-H bag titresimi 2889 c¢cm™ pozisyonu olarak
belirlendi. PoliHEMA ‘ya ait CH, diizlem dis1 biikiilme bag titresimi 1453 cm™ ve C-
O gerilme bag titresimi 1158 cm™ olarak belirlendi. PoOliHEMA OH bag titresimi
3339 cm™ iken2950 cm™olarak gozlemlenerek bag titresiminde azalma oldugu

belirlendi.
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Sekil 3.6. Kitosan-poliHEMAFTIR Spektrumu
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3.3.4. 4S-PEG FTIR Karakterizasyonu

Bu spektrumlara gére PEG’inC-H bag titresimine ait iki tepe noktasi goriildii.
Bunlar sirastyla 2882 cm™ pozisyonunda ve giiglenmis 1466 cm™ pozisyonu olarak
belirlendi. OH bag titresimi 1359 cm™pozisyonunda tespit edildi. 4S-PEG C-O
(karbonil) bag titresimi 1102 cm™ve 1738 cm™pozisyonunda gézlemlendi.

Transmittance [%0]
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Sekil 3.7. 4S-PEG ‘e ait FTIR spektrumu
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3.3.5. Aminoasitsiz ve Antikorsuz 4S-PEG ile Capraz Bagh PoliHEMA-
Kitosan Nanofiberinin Karakterizasyonu

Kitosana ait OH bag titresimi 3429 cm™ iken 3372 cm®
pozisyonunayiikseltgendigi goriildii. C-H bag titresimine ait 1380 cm™ pozisyonu
1389 cm™ pozisyonuna yiikseltgenerek giiclenmistir. Kitosana ait goriilmesi beklenen
1569 cm™ pozisyonundaamid I bag titresimi kismen zayif olarak ta olsa 1542 cm™
pozisyonunda goruldu.

PoliIHEMA ‘ya ait 1716 cm™ deki C-O bag titresimi ve yine C-O ester
grubuna ait bag titresiminin 1162 cm™pozisyonunda gozlemlenmesi beklenirken
sirastyla 1710 cm™ ve hafif giicli 1158 cm™ pozisyonunda C-O bag titresimleri
goruldu.

PEG polimerine ait 2876 cm™ve 1456 cm™ pozisyonundaki iki tepe noktas
bulunanC-H bag titresimi 1452 cm™ ve hafif giiclii 2882 cm™ pozisyonunda C-H bag
titresimi goriildii. Son olarak 4S-PEG ‘e ait FTIR spektrum oOlciimlerimizde elde
ettigimiz sonuglara gére 1061 cm™ C-O gerilme titresim bagi gériilmiistiir. Bizim
sunucumuza gore 4S-PEG ‘e ait C-O bag titresimi 1024 cm™ olarak gdzlemlendi. C-
O bag titresimi 1242 cm™ pozisyonu gériilen PEG FTIR spektrumuna gore elde

ettigimiz sonuclar dogrultusunda bu pozisyon 1250 cm™ olarak tespit edildi.
Y
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Sekil 3.8. Aminoasitsiz ve CD44 antikoru olmadan 4S-PEG ile Capraz Bagh
PoliHEMA-Kitosan Nanofiberinin FTIR spektrumu

3.3.6. Aminoasitlerin Karakterizasyonu

3.3.6.1. Histidin FTIR karakterizasyonu

Bu spektrumar dogrultusunda 922 cm™ ve 979 cm™ pozisyonu belirlendi.
Benzen halkasina ait bag titresimi 1086 cm™ pozisyyonunda ve731 cm™ CH,
salimimini ortaya koyan bant tespit edildi. Bunlarin diginda tim pigle histidine ait

0zgii pigler oldugu ifade edildi.
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Sekil 3.9. Histidin aminoasitine ait FTIR spektrumu

3.3.6.2. Fenilalanin FTIR karakterizasyonu

Bu spektrumlara gére OH bg titresimi 3031 cm™ gucli C-H bag titresimi
2963 Cm‘l, C-C bag titresimi 1957 cm'l, 1074 cm™ benzen halkasi, COO gerilme bag

titresimi 1494 cm™ ve C-C bag titresimi 1153 cm™ pozisyonlarmda belirlendi.

Bunlarin diginda tiim pigle fenilalanine ait 6zgii pigler oldugu ifade edildi.
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Sekil 3.10. Fenilalanine ait FTIR spektrumu

3.3.6.3. Aspartikasit FTIR karakterizasyonu

551 cm™- 1540 cm™ aras1 bantlar1 diger histidin ve fenilalanin aminoasitleri
ile molekdiler yapilarinin benzerligiden de kaynakli sebeple ortiismektedir.
Bunlarin disinda C-O bag titresimine ait 1567 cm™-1597 cm™ aras1 pozisyonlar
belirlendi. 1675 cmve 1705 cm™pozisyon araliklarinda bag titresimleri

gozlemlendi. Bunlarin diginda tim pigle aspartik asite ait 6zgii pigler oldugu ifade
edildi.
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Sekil 3.11. Aspartikasite ait FTIR spektrumu

3.3.7. Aminoasitli ve Antikorlu 4S-PEG ile Capraz Bagh PoliHEMA-Kitosan

Nanofiberinin Karakterizasyonu

Elde ettigimiz sonuglara gére PoliHEMA ’ya ait FTIR spektrumuna gére 1716
cm™pozisyonunda goriilmesi beklene C-O ester bag titresimi ve 1453 cm'l
pozisyonunda goriilmesi beklenen CH, bag titresimi sirasiyla 1719 cm™ ve
giiclenmis 1488 cm™ pozisyonu olarak gozlemlendi. C-O bag titresimine ait 1161 cm’
ve 1076 cm™ pozisyonuna ait bag titresimleri sirastylazayiflamis 1151 cm™ve 1074
cm™ pozisyonuolarak belirlendi.

Literatiir taramalarma gore kitosana ait OH bag titresimine ait 3429 cm™
pozisyonu aynen sonuclarimizda griilmiistiir. C-O-C bag titresimine ait 1310 cm™

pozisyonu bilinirken bizim sonucumuzda o bag titresimine ait pozisyon
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giiclenmis1341 cm™ olarakbelirlendi. Amid I ‘e ait bag titresimi ortadan kaybolmus
onun yerine amidIl bag titresimi gorilmiistir. 1560 cm™ pozisyonunda goriilmesi
beklenen amid II bag titresimi hafif giiglenmis 1569 cm™ olarak gériildii. Kitosana ait
1589 cm™ pozisyonundaki NH, bag titresimi tamamen ortadan kayboldugu
g6zlemlendi.

4S-PEG ve PEG polimerlerinin kimyasal yapisinin benzemesinden dolay1
sonuglatimizda PEG polimerine ait bag titresimleri de gozlemlendi. 3416 cm™
pozisyonunda olan OH bag titresimi zayiflamis olarak 3402 cm™ pozisyonunda
goriildu. 2882 cm™ pozisyonunda C-H bag titresimi olarak bilinen bant 2885 cm™
olarak goriildii. 4S-PEG ‘e ait 1735 cm™ pozisyonunda goriilmesi beklenen C-O bag
titresimi giiglenmis bant olarak1810 cm™ pozisyonunda gériildii. Ayrica 4S-PEG
spektrumuna ait 1061 cm™ poisyonundaki C-O gerilme bag titresimi indirgenerek
zayif 1022 cm™ pozisyonunu gésterdi.

Ekledigimiz aminoasitlere gore literatiirdeki fenilalanine ait 1957 cm™
pozisyonundaki C-C bag titresimine ait pozisyon giiglenmis olarak 1986 cm™ olarak
goruldi. Bunlarin yani sira ayri ayr1 FTIR spektrumlarina baktigimiz aminoasitler ile
sonuglarmizi kiyaslandiginda 849 c¢cm™ pozisyonundaki NHz bag titresimi hem
histidin hem fenilalaninden geldigi goriildii. Ayn1 FTIR spektrumuna gore aspartik
asit ve histidinden gelen C-O-C bag titresimine ait 1246 cm™ pozisyonu gériildi. Bag
titresimleri fenilalanin, histidin ve aspartikasit aminoasitlerinin iiciinde de 650 cm™
ile 988 cm* araligindabelirli titresimler gozlemlendi. Bu bag titresimleri iig
aminoasitin bulundugu nanofiber yapisinin FTIR spektrumunda 650 cm™-966 cm’
laraliginda belirlendi.

CD44 antikoruna ait C-C bag titresimi diger tiim gruplardan farkli olarak 1488 cm™
pozisyonunda belirlendi.
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Sekil 3.12. 4S-PEG ile ¢apraz Baglh PoliHEMA-Kitosan Nanofiberinin icerisinde
bulunan polimerlere, aminoasitlere ve CD44 kondrosit yiizey reseptorine

ait bag titresimleri asagida sekilde verildi.

3.4. 4S-PEG ile Capraz Bagh PoliHEMA-Kitosan Nanofiberinin Hicre Kaltura
Isik Mikroskop GOruntuleri

Kondrosit hiicreleri sinirli pasaj yapilmasi gerekmektedir Pasaj sayisi arttikca
kondrositler iki boyutlu kiiltiir ortainda (monolayer) de-diferansiye olup fibroblast
karakteristigi gosterdigi bilinmektedir. Bu nedenle kondrositlerin kondrojenik
Ozelliklerini tekrar geri kazanabilmeleri igin 3 boyutlu ortamda yani polimer Uzerine
ekim yapilarak fenotiplerini koruduklari bilinmektedir.

Yapilan calismada farkli zaman araliklariyla takip edilen polimer iizerine

ekimi yapilmigskondrosit hiicreleri 5. giinden 15. gline kadar takip edildi ve bu farkli
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zaman araliklar1 boyunca kendi morfolojik yapilarina doniismeye ¢aligmalar1 yani re-

diferansiye olmalar1 beklenmistir ve 15. glinlik stre¢ igerisinde re-diferansiyasyon

gozlemlendi. Kikirdak dokudan primer hiicre kiiltiirii sonucu elde edilen
kondrositlerin  4S-PEG ile c¢apraz Baghh PoliHEMA-Kitosan Nanofiber
tzerindekimikroskop gorintdleri Sekil 3. 12. *degosterilmistir.

Sekil 3.13. 4S-PEG ile capraz Bagli PoliHEMA-Kitosan Nanofiberinin (zerine
kondrosit ekimi 5. gun 1sik mikroskop goriintiisii. Tam morfolojisi
gorilen kondrositler siyah oklar ile, heniiz fenotipik 06zelligini
kazanmamis olan kondrositler beyaz oklar ile gosterilmistir.

(Bar=200pum-10x bilyiitme, LeicaDM6000 Inverted Mikroskop ile

goriintiilenmistir. )
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Sekil 3.14. 4S-PEG ile capraz Bagli PoliHEMA-Kitosan Nanofiberinin (zerine
kondrosit ekimi 10. giin 151k mikroskop goriintiisii. Yuvarlak
morfolojiye sahip kondrositler beyaz oklar ile gosterilmistir.

(Bar=200um-10x biiyitme, LeicaDM6000 inverted Mikroskop ile

goriintiilenmistir).
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Sekil 3.15. 4S-PEG ile capraz Bagli PoliHEMA-Kitosan Nanofiberinin (zerine
kondrosit ekimi 15. giin 151k mikroskop gorintiisii. Yuvarlak
morfolojiye sahip kondrositler oklar ile gosterilmistir. (Bar=200pum-
10x buyiitme, LeicaDM6000 Inverted Mikroskop ile goriintiilenmistir).

3.5. 4S-PEG ile capraz Bagh PoliHEMA-Kitosan Nanofiberinin SEM
Gorantuleri

Her bir nanofiberhazirlanirken ilk 6nce soguk 1X PBS ile yikandi%?2, 5’lik
gluteraldehitte 30 dk bekletildi ve ardindan 10 dk kurutulduktan sonra SEM analizi
icin altin kaplandi. Ardindan altin kapl 6rnekler stap lizerine konuldu ve mikroskopa

yerlestirilerek goriintiilere bakildi.
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3.5.1. PoliHEMA Nanofiberinin SEM goérunttsu

1 m KIRIKKALE

Sekil 3.16. A)(1, 500x buyutme, ( Scanning Electron Mikroscope ile
goriintiilenmistir. B) PoliHEMA Nanofiberinin SEM ile ¢aplarinin
gorunttsd ( 18, 000 X buyutme Scanning Electron Mikroscope ile

gorlintiilenmistir).

3.5.2. PoliHEMA - Kitosan Nanofiberinin SEM goruntusui

Asagidaki PHEMA-Kitosan nanofiberinde, kitosanin poliHEMA fiber
yiizeyini farkli boyutlarda olacak sekilde kapladigi SEM analizi ile gosterildi.
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Sekil 3.17. PoliHEMA - Kitosan Nanofiberinin SEM gorunttsi(5, 000X biydtme,

Scanning Electron Mikroscope ile goriintiilenmistir).

3.5.3. 4S-PEG Capraz Bagh PoliIHEMA - Kitosan Nanofiberinin SEM

goruntasu

Asagida 4S-PEG Capraz Bagli PoliHEMA - Kitosan Nanofiberinin SEM
goriintiisii  verilmistir. Fiziksel olarak ¢apraz baglanmanin gerceklestigini fiber

yapisindaki bozunmalardan anlamaktayiz.
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1@k ey KIRIKKALE

Sekil 3.18. 4S-PEG Capraz Bagli PoliHEMA - Kitosan Nanofiberinin SEM
goruntast (3, 000 X buyitme, Scanning Electron Mikroscope ile

goruntalendi).

3.5.4. Kondrosit Ekili 4S-PEG Capraz Bagh Antikorlu ve Aminoasitli
PoliHEMA - Kitosan Nanofiberinin SEM Goéruntusu

Elde ettigimiz SEM goriintiilerine gore hiicreler ylizeye oldukea iyi tutunmus
gorinmektedirler. Ancak bu buyitmede nanofiber ¢ap yapist goriinmemektedir.
Ayrica kondrosit hiicrelerinin lakiin igerisinde bulunmalarindan dolay1 diger doku
hicrelerinde oldugu gibi nanofiberin yiizeyinin tamamina esit sayilacak sekilde

yayilmadig1 gézlemlendi.
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%438 50Am - KIRikkate . X588 um |/ KIRTKKALE

Sekil 3.19. A-B) Kondrosit ekili 4S-PEG Capraz Bagli PoliHEMA - Kitosan
Nanofiberinin SEM (Scanning Electron Microscope) goruntisi(
400X ve 500X buyutme )

3.6. Glikozaminoglikan Degerlendirilmesi

Hucre ylzeyinde ve ekstraseliler matrikste bol miktarda bulunan GAG’lar
kollojene baglanarak ekstraseliller matriks yapisin1  belirlemektedir.  Biz
calismamizda kollojeni baglayan ve kuvvetli bir ag olusumunu saglayan stilfatlanmis
olan ve proteoglikan kiimelerini olusturan kondrotin siilfat ile GAG miktarini
belirlemis oldu. GAG’ 1n bulundugu kiiltiir ortaminda mor renk goriildii.

Kondrositlerin ekili oldugu nanofiber yapilarindaki GAG miktarlari temel
olarak Enobakhare ve ark. (1996) 1n kullandig1 metot takip edilerek yapildi). ELISA
cihazinda 525 nm’de 6l¢iim yapilarak absorbans degerlerine karsi ¢izilen standart

grafigi ve belirlenen zaman noktalarina kars: grafikleri asagida verildi.
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Sekil 3.20. Nanofiber iizerine ekilen kondrositlerdeki GAG tayini i¢in hazirlanan
standart grafigi

Farkli zaman araliklarinda nanofiber Gzerine ekili kondrosit hicreleri

tarafindan salinan toplam siilfatlanmis glikozaminoglikan (GAG) miktarina ait
grafikler asagida verildi.
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Sekil 3.21. Nanofiber (zerine ekilen kondrositlerdeki 5. giin GAG konsantrasyon

hiicre sayis1 grafigi

Nanofiber {izerine ekili hiicrelerin sayisinda artis hozlemlenirken GAG

miktarinda da artis g6zlEmlendi.
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Sekil 3.22. Nanofiber Uzerine ekilen kondrositlerdeki 10. gin GAG konsantrasyon

hiicre sayis1 grafigi

Kondrosit ekiminin 6 ve 7 giiniinde paralel giden GAG miktar1 8. glinden

itibaren hiicre sayst ile birlikte arttig1 gozlemlendi.

30,000 -

25,000

20,000
15,000 -
M gag kons
10,000 -
- I
0,000 -
5000

10000 15000 20000

GAG Konsantrasyonu (pg/ml)

2500

Hiicre Sayisi

Sekil 3.23. Nanofiber Uzerine ekilen kondrositlerdeki 15. giin GAG konsantrasyon

hiicre sayis1 grafigi
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Sekil 3.24. Tiim zaman araliklarinin birlikte bulundugu GAG konsantrasyon grafigi

Zaman aralig1 arttik¢a hiicre sayisinda ve GAG miktarinda dogru orantili bir
sekilde artis medyana geldi. Kondrosit ekili nanofiberlerde GAG tayini yapilirken,
nanofiber Uzerine ekili hiicrelerden protein izole edildikten (5., 10. ve 15. guin) sonra
proteinler -80°C’de muhafaza edildi ve 5., 10. ve 15. giiniin 6rnekleri ayn1 anda
GAG tayini yapildi. Bu sebeple tek bir standart ile tiim kondrositlerin GAG miktari
belirlendi. Kiiltiire etme siiresince hiicrelerden salinan GAG miktarinda belirgin bir
artisin meydana geldigi gorlilmistiir. 5. giin GAG miktar1 12, 45 pg/ml, 10. gun
GAG miktar118, 09 pg/ml, 15. giin GAG miktar1 24, 16 pg/ml olarak belirlendi.
Yanigiin sayis1 arttik¢a hiicre sayisinda artis meydana geldigi i¢inglikozaminoglikan
(GAG) miktar1 attig1 gozlemlendi. Ayrica R? degeri inkiibasyon giinlerinde diisiik bir
egri gosterirdigi icin GAG miktarinin yiiksek oldugu yorumu yapildi.

3.7. DNA Miktar Tayin Sonucu

Kondrosit hicreleri 5. , 10. ve 15. Giin olmak kosuluyla farkli siirelerde
kiiltire edilmistir. Elde edilen sonuglar tabloda gosterilmistir. DNA miktar1 giin

gectikce artmig ve en biiyiik artig 10. gin ile 15. giin arasinda gergeklesmistir.
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Zamana karsi hiicre sayisinda azalmalarin oldugu tespit edilmistir. Fakat bununla
birlikte GAG/DNA orani, 10. giinde en yiiksek degerine ulagmistir. Bu degerlere
gore 5. glinden 10. giine kadar kondrojenezin hizla arttig1, 10. glinden 15. giine kadar

ise yavasladig1 yorumu yapilabilir.

Cizelge 3.1. 4S-PEG ile ¢apraz baglh PHEMA-Kitosan nanofiberi lzerine kultlre
edilen 6x10° kondrositin 5. , 10. ve 15. giinlerdeki DNA miktarlar

5. Gln 10. Gln 15. GUn

175, 7 ng/ml 189, 7 ng/ml 313, 7 ng/mi

Cizelge 3.2. 4S-PEG capraz bagli PHEMA-Kitosan nanofiberi Gzerine kiltlre edilen
2x10* adet kondrosit hiicresinin 5. , 10. ve 15. gunlerdeki GAG ve DNA
miktarlar1 ile GAG/DNA oranlari

GAG MIKTARI | DNA MIKTARI | GAG/DNA
ORANI
5. GUN 12, 45 pg/ml 5, 92 ng/ml 21, 03x10% ng/ng
10. GUN 18, 09 pg/ml 6, 31 ng/ml 28, 67x10° ng/ng
15. GUN 24, 16 pg/ml 10, 53 ng/ml 22, 94x10° ng/ng

3.8. Kikirdak Oligomerik Matris Proteini COMP Belirlenmesi

Matriks gelisiminde 0Ozellikle kollajen liflerinin sentezinde 6nemli rol
oynayan COMP proteini kikirdak dokuda bol miktarda bulunmaktadir. Ancak COMP
molekiiliiniin matriks igerisindeki miktarinda bir azalma olmasi durumunda erken

donemde eklem hastaligiolan osteoartritgdzlenmektedir.
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Bizim c¢alismamizda COMP konsantrasyonunda en iyi artisin 10. Ginde
gerceklestigi gorildi. Bunun sebebi olarak ise hiicre canliligi bagl olarak 15. Giinde,
10. Gune oranla daha diisiik seviyede oldugu gozlemlendi. Calismamizda, COMP’un

ekspresyonu (izerine konsantrasyon ve zamana bagl etkiler gosterdi.

Cizelge 3.3. 4S-PEG capraz bagli PHEMA-Kitosan nanofiberine yapilan COMP
uygulamasina ait standartlar, konsantrasyon ve absorbans degerleri

asagida verildiBu degerler ELISA kitinde bulunan standartlar ve 450

nm’ de okunan absorbans degerleri

Standartlar COMP konsantrasyonu (ng/ml) Absorbans (450 nm)
A 0 1,818
1 1,647
2,5 1,316
5 1,116
10 0,701
25 0,14
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COMP Standart Grafigi
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Sekil 3.25. COMPkitinde bulunan standart soliisyonlarin igerigine gore hazirlanan

COMP standart grafigi

Yukarida verilen COMP standart grafigine gore kontrol grubu ve nanofiber

grubu degerlendirildi

Cizelge 3.4. 4S-PEG PHEMA-Kitosan nanofiberi Uzerine ekilen kondrositlerin 5. ,
10. Ve 15. Gun drneklerinin ortalama absorbans

5. giin 10. guin 6rnekleri 15. guin érnekleri
ornekleri
Ortalama absorbans 1,2125 0,6455 1.164
degerleri

ELISA’da okumasi gerceklestirilen absorbans degerleri verildi. Bu degerler
dogrultusunda hem Ornek hem konrol grafikleri c¢ikarildi ve iki grup arasi

karsilagtirma yapildu.

Olgiilen &rneklerin absorbans degerlerine bakilarak, standart grafigindeki
egim dogrusunun formiiliine gore, her bir 6érnegin COMP (Cartilage Oligomeric
Matrix Protein) i¢erigi ng/ml cinsinden hesaplanip asagidaki grafikte gosterildi(Sekil

3. 25).
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Farkli zaman araliklarina gore degerlendirilen COMP konsantrasyonu 5.
Glinde hiicre sayisinda ¢ok fazla artis olmadigindan dolayr COMP miktarinda fazla
bir artis gozlemlenmedi. Ardindan 10. Giine bakildiginda ise hiicre yogunlugu artt1
ve COMPmiktarinda en yiiksek artisin oldugu belirlendi. !5. gunde ise hiicrelerde
canlilik kaybi oldugu goz Oniine alindiginda COMP miktarinda 10. Gune oranla

azalma meydana geldigi ifade edildi.

Gulinler-COMP Konsantrasyonu
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Sekil 3. 26. 4S-PEG PHEMA-Kitosan nanofiberi (zerine ekilen
kondrositlerin 5. , 10. Ve 15. Gin o6rneklerinin COMP

konsantrasyon grafigi

Farkli zaman araliklarindaki COMP konsantrasyon sonuglarina gore sirasiyla
5. Giin 10. 13, 10. Giin 16. 94, 15. Giin 13. 19 gosterildi.

Asagida COMP miktar1 nanofiber grubunun karsilastirilacagi kontrol grubu
verildi. Kontrol grubunda yine nanofiberle paralel olarak 10. Giinde en iyi sonuca

ulasildig1 belirlendi.
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Kontrollerde COMP Konsantrasyonu
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Sekil 3.27. Kontrol olarak ekimi yapilan kondrositlerin 5. , 10. Ve 15. Gin

orneklerinin COMP konsantrasyon grafigi

Farkli zaman araliklarindaki COMP konsantrasyon sonuglarina gore sirasiyla
5. Gun kontrol 10. 03, 10. Gun kontrol 15. 74, 15. Gun kontrol 12. 75 gosterildi.

Kontrollere gore COMP miktarinin  yiizde artisinin  gosterildigi
grafigebaktigimizda 5. Giin % artis miktar1 0. 997, 10. Giine gore artis miktar1 7. 64,
15. Giine gore artis miktar1 3. 45 olarak belirlendi. COMP konsantrasyonunda en iyi
artisgin 10. Giunde gergeklestigi goriilmektedir. 15. Giinde ise kontrol olarak ekimi
yapilan kondrosit hiicrelerinin zamana bagli olarakcanliliginda azalma oldugu
diistintildiigli i¢in 10. Giine oranla daha diisiik seviyede bir artis meydana geldigi

belirlendi.
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Kontrollere Gére Artis (%)
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Sekil 3.28. COMP’un kontrole gore artig grafigi

3.9. Annexin V ile Apoptoz-Nekroz Sonuglari

Annexin-V canlilik testi metodu ile apoptoz belirlenebilmektedir. Sekil 3.
26’dagosterildigi  gibi Annexin-v boyasi apoptotik hiicreleri membranlarindaki
antikorlar ile reaksiyonundan dolay1 apoptotik hiicreler yesil olarak gézlemlenmistir.
Nekrotik hiicrelerin tespiti i¢in ayrica propotiyum iodid (PI) boyasi kullanilmistir. Pl
boyasi 6lii hiicrelere ve plazma mebrani zarar gérmiis hiicrelere direk olarak girer ve
bu hiicrelerin gekirdeklerinin floresan 15181 altinda kirmizi goziikmesini saglar.
Bunun da nedeni hasarli ve 6lii hiicrelerin membranlarinin gecirgen olmasidir.

Yani kisaca;Olii Hiicreler: PI ile ¢ok iyi boyanir, Annexin V ile boyama zayiftir.
Canli Hiicreler: PI ile boyanmaz, Annexin V ile hafif silik boyanir. Ge¢ Apoptotik
hicreler:Pl ve Annexin V ile boyanabilir ancak ¢ok ge¢ evrelerde annexin V ile
boyama gergeklesmez. Erken Apoptotik Hicreler:Pl ile hic boyanmaz, Annexin V ile
1yi boyanur.

Asagida Nekrotik hiicrelerin ¢ekirdekleri kirmizi, saglikli ya da apoptotik
hiicrelerin ¢ekirdekleri yesil olarak farklt zaman araliklarinda gozlemlenen floresan
atagmanli inverted mikroskop goéruntdleri verildi. Annexin V ile boyanan hiicrelerin

nukleuslar1 parlak yesile boyanmaktadir.
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Sekil 3.29. Kondrositlerin kiitiiriin kontrol grubunun sirasiyla 5. , 10. Ve 15.

ginlerine ait  Annevin-V  FITC ile apoptoz  mikrograf
gorintdleri.(Bar=100um, biyltme 20X, Floresan atagmanli inverted
mikroskop Leica DM6000B ile gorintulendi). Annexin V ile boyanan ve
Parlak yesil olarak goriilen, ok yardimiyla belirtilen hiicreler apoptozu

ifade etmektedir.

Sekil 3.30. Kondrositlerin kiitiiriin sirastyla kontrol grubunun 5. , 10. Ve 15.

gunlerine ait propidyum iodid ile nekroz mikrograf gorunuleri

(Bar=100um, biyutme 20x ) Annexin V ile boyanan ve Parlak kirmizi
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olarak gorulen, ok yardimiyla belirtilen hiicreler nekrozu ifade

etmektedir.

Sekil 3.31. Nanofiber Gzerine ekilen kondrositlerin kitdirin 5. Glnlinde Annevin-V
ile canliliklarinin mikrograf goriinttleri(Bar=100um, blyltme 20X,
Floresan atagmanli inverted mikroskop Leica DMG6000B ile
gorintilendi) A)Annexin V ile boyanan ve Parlak yesil olarak goriilen,
ok yardimiyla belirtilen hicreler apoptozu ifade etmektedir. B)
Propidyum iodid ile boyanan ve kirmizi olarak goriilen ok yardimiyla

belirtilen hiicreler nekrozu ifade etmektedir.
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Sekil 3.32. Nanofiber lzerine ekilen kondrositlerin kutirin 10. Guninde Annevin-V
ile canliliklarinin mikrograf goérintileri(Bar=100m, biyutme 20X,
Floresan atagmanli inverted mikroskop Leica DM6000B ile gorintulendi
) C)Annexin V ile boyanan ve Parlak yesil olarak goriilen, ok yardimiyla
belirtilen hiicreler apoptozu ifade etmektedir. D) Propidyum iodid ile
boyanan ve kirmizi olarak goriilen ok yardimiyla belirtilen hiicreler

nekrozu ifade etmektedir.
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Sekil 3.33. Nanofiber lzerine ekilen kondrositlerin kitlrin 15. Guninde Annevin-V
ile canliliklarinin mikrograf goérintileri(Bar=100m, biyutme 20X,
Floresan atagmanli inverted mikroskop Leica DM6000B ile gorintulendi
) E)Annexin V ile boyanan ve Parlak yesil olarak goriilen, ok yardimiyla
belirtilen hicreler apoptozu ifade etmektedir. F) Propidyum iodid ile
boyanan ve kirmizi olarak goriilen ok yardimiyla belirtilen hiicreler

nekrozu ifade etmektedir.

Kontrol grubunda 5.giin %14,52 apoptoz ile 12,58 nekroz orani, 10.giin 12,34
apoptoz ile 8,75 nekroz orani, 15.glin % 8,40 apoptoz ile 9,02 nekroz oran
belirlendi.

Annexin V boyama sonucuna gore nanofiber lzerine ekili hlicrelerde 5. giin
%12, 72 apoptoz ile %9, 09 nekroz orani, 10. giin %10, 81 apoptoz ile % 6, 75
nekroz orani, 15. gun ise % 6. 25 apotpz ile %7, 81 nekroz orani belirlendi. kontrol
gruplarina gore 3 boyutlu kiiltiir ortaminda hiicre ¢cogalmasinda ve hiicre canliliginda

artis gézlendi.

3. 10. Alamar Blue Sonug

Elimizde olan protol dogrultusunda, Alamar blue boyasininylizde kag¢inin
rediiklendigi yani alamar mavisinde azalma oldugu , nanofiber olmadan kultir
plaginin kuyucuguna ekili hiicrelerin pozitif kontrol olarak kullanilarak, hem
nanofibere hiicre ekili kuyucuklarin hem de kontroller arasindaki farkin ifade
edilerek sitotoksisitesinin olglimii yapildi. Yapilan islemler ve elde edilen grafik,
asagida gosterildi.

Alamar Blue''ln uzun bir inkiibasyon periyodundan sonra bile hiicreler
tizerinde toksik etkileri olmadig1 ve ¢ok cesitli hiicre konsantrasyonlar1 iizerinde

dogrusal bir egri verdigi sOylenmektedir.
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Cizelge 3.5. 4S-PEG PHEMA-Kitosan nanofiberi lzerinde ekili olan kondrosit

hicrelerinin ve kontrollerin 5.

600 nm ‘deki ortalama degerleri

, 10. Ve 15. gin orneklerinin 570 ve

5. giin (570 | 5. gun | 10 giin | 10. giin | 15. giin | 15. giin

nm) (s00) (570 nm) (600 nm) (570 nm) (600 nm)
Ornekler 0,5045 0,2445 0,3865 0,178 1,75 1,35
Kontroller 0,51 0,122 0,545 0,28 3,413 3,499
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Sekil 3.34. Alamar blue yiizde rediiksiyon grafigi

Kontrollerin rediiksiyon oraninin % 100 oldugu durumda, 5. Giin 6rnegi
%78, 95; 10. Giin 6rnegi %74, 93; 15. Giin 6rnegi %81, 58 rediiksiyon oram
verildi(Sekil 3. 31). Sonuglara gore, 5.

, 10. ve 15. Gun Ornekleri arasinda, hiicre

canlilig1 agisindan 6nemli bir fark goriilmemektedir. Ayn1 zamanda tiim 6rneklerde

canliligin %70 {izerinde oldugu sonucuna da ulasildu.
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3. 11. Hematoksilen-Eozin Boyama Sonucu

Hematoksilen alkali pH’da bir boya maddesi olup hiicre cekirdegini ve
kalsiyum ¢okiintiilerini kirmiziya boyamaktadir. Eozin ise sitoplazma, protein
birikimi gibi yapilar1 pembeye boyadigi bilinmektedir. Kisaca c¢alismamizda,
kondrosit ekili 4S-PEG c¢apraz bagli PHEMA nanofiberinin hematoksilen-eozin
boyamas1 farkli zaman araliklarinda yapilmistir. Hducrelerin - gekirdek ve

sitoplazmalarinin boyandig1 gézlemlenmektedir.

Asagida 5. , 10. ve 15. giin igin hiicre ekimi yapilan nanofiberlere
hematoksilen-eozin boyama gorilmektedir. Hicrelerin sekilleri yuvarlak olarak
degerlendirilebilmektedir. Giin sayisi arttik¢a daha iyi boyanma goze ¢arpmaktadir.
5., 10. Ve 15. glnlerdeki hicrelerin nanofiber tzerine ekili ve gomili bir halde

olmasindan dolay1 boyama goriilmektedir.

Sekil 3.35. 4S-PEG ile ¢apraz bagli pHEMA nanofiberleri iizerinde ekilen

kondrositlerin Hematoksilen-Eozin boyamasindan sonra 1s1k mikroskop
gorintileri(Bar=200um, biyitme 10x, inverted mikroskop Leica
DMG6000B ile goruntilendi). A) kaltirin 5. , B) 10. , ve C) 15.
giinlerine ait fotograflar . Hematoksilen-eozin ile boyanan hiicreler ok

yardimiyla gosterildi.
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Ayrica kontrol amagl olarakboyamalarin karsilastirilmasi ig¢in 2-boyulu Kkaltir
ortamina Kondrosit ekilerek farkli zaman araliklarinda ( 5. , 10. , 15. gun)

hematoksilen eozin boyamalar1 yapildi.

Sekil 3.36. 4S-PEG ile capraz bagli pHEMA nanofiberleri iizerinde ekilen
kondrositlerin Hematoksilen-Eozin boyamasindan sonra 1s1k mikroskop
gorintileri(Bar=200umbilytitme 20X, Inverted mikroskop Leica
DMG6000B ile goruntilendi). A) kaltirin 5. , B) 10. , ve C) 15.
glinlerine ait fotograflar . Hematoksilen-eozin ile boyanan hicreler ok

yardimiyla gosterildi.

2-boyutlu kiiltiir ortamindaki hiicrelerde de hematoksilen eozin boyamasi
gozlemlendi ancak hiucre morfolojilerinin  fenotipik 06zelliklerini kaybetmeye
basladiklar1 sonucuna ulasildi. 3-boyutlu kiiltiir ortaminda bulunan kondrositlerin
morfolojilerinin  kendilerine has yapilarin1  yani yuvarliklarint  koruduklari

g6zlemlendi.
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3.12. Toluidin Blue Boyama Sonucu

Kondrositlerin GAG sentezlerini ve mitotik aktivitelerini belirlemek adina
toluden blue boyamasi yapilmistir. Bu boya bazik bir boyadir ve siilfat gruplarini
mavi renge boyamaktadir. Kondrositlerin  GAG sentezini ayirt etmek igin
kullanilmistir. Yapilan toluidin blue teknigi kondrositlerin GAG sentezini ayirt
etmek icin kullanilmistir. GAG sentezleyebilen hiicrelerin sitoplazmalarinin etrafinda

daha koyu mavi renkte gember olusmasi beklenmektedir.

Kontrol amagli nanofiber olmadan 5., 10. ve 15. giin i¢in hiicre ekimi yapilan
kuyucuklarda boyama tekniginin c¢alistig1 sitoplazmanin etrafinda olusan koyu mavi
renkli boyamalarin goriilmesiyle belirlenmistir. Asagida 2-boyutlu kiiltiir ortaminda
ekilen kondrositlerin toluidin blue boyamasina ait fotograflar verildi.

Sekil 3.37. 4S-PEG ile capraz bagli pHEMA nanofiberleri iizerinde ekilen
kondrositlerin Hematoksilen-Eozin boyamasindan sonra 1s1k mikroskop
gorintileri( Bar=200um, Bulyltme 20x, inverted mikroskop Leica
DMG6000B ile goruntulendi )A) kadltarin 5. , B) 10. , ve C) 15.
glinlerine ait fotograflar . Toluidin blueile boyanan hiicreler ok
yardimiyla gosterildi. Beyaz ok ile gosterilen boyamalar metakromotik

boyamalari ifade etmektedir.
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Boyamanin goriildiigii yerlerde metakromotik boyamalarada rastlandi. Bunun
yaninda hiicre morfolojilerinde degisme oldugu fenotipik 6zelliklerini kaybetmeye
bagladiklar1 gézlemlendi. Ayrica 5., 10. ve 15. gune ait nanofiber tzerine ekili ve
hapsolan hiicrelerin sitoplazma etrafindaki koyu mavi GAG boyanmasi
gorulmektedir. Toluidien boyamalar1 sonucunda kondrositlerin ¢cogalmaya basladigi,

GAG sentezine baslayarak kendi matrikslerini olusturmaya basladiklar1 gézlemlendi.

Asagida nanofiberler iizerine ekilmis olan hiicrelerdeki toluidin blue boyama

resimleri verildi.

Sekil 3.38. 4S-PEG ile ¢apraz bagli pHEMA nanofiberleri iizerinde ekilen kondrosit

hiicrelerinin toluidin blue boyamasindan sonra 1s1k mikroskop gortintuleri
(Bar=200um, biyitme 20x, inverted mikroskop Leica DM6000B ile
goruntilendi) A) kaltarin 5., B) 10. , ve C) 15. giinlerine ait fotograflar
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3.13. Immiinsitokimyasal Analiz

Asagida kondrosit hiicrelerinin farkli zaman araliklarina bagli olarak kollagen
tip 11 antikoruyla boyanmalar: verildi. Boyanma sonuglarina gore giin sayisi arttikca
kondrositlerin kendi morfolojilerini kazanmalarina bagli olarak kismen de olsa

kollogen tip II boyamasinin gergeklesmeye basladig1 goriildii.

Sekil 3.39. 4S-PEG ile capraz bagli pHEMA nanofiberleri lizerinde ekilen
kondrosit hiicrelerinin Immiinsitokimyasal analizi ile collagen
tip Il ile boyama sonrasindaisik mikroskop goriintiileri kiiltiiriin

5. giinii(Bar=200um, blyltme 20x, Inverted mikroskop Leica
DMG6000B ile gorintilendi)
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Sekil 3. 40. 4S-PEG ile ¢apraz bagli pHEMA nanofiberleri tizerinde ekilen kondrosit
hiicrelerinin Immiinsitokimyasal analizi ile collagen tip Il ile boyama
sonrasindaisik mikroskop goriintiileri kiiltiiriin 10. gunu(Bar=200um,
bilyiitme 20x, inverted mikroskop Leica DM6000B ile gériintiilendi).

Sekil 3.41. 4S-PEG ile capraz bagli pHEMA nanofiberleri tlizerinde ekilen
kondrosit hiicrelerinin Immiinsitokimyasal analizi ile collagen

tip Il ile boyama sonrasindaisik mikroskop goriintiileri kiiltiiriin
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15. gunu(Bar=200pum, biyutme 20x, Inverted mikroskop Leica
DM®6000B ile gorintilendi).

3.14. immiinhistokimyasal analiz sonucu

Imminohistokimya c¢alismalarimizda kollogen tip 1l (NBP2-33343,
Novus)’nin kondrositleri boyadigi bilinmektedir. Ancak c¢aligmamizda kondrosit
hicrelerinin nanofiber yuzeyinde sinirhh sayida goriilmesine ragmen boyama
gerceklesti. Boyamanin ardindan % kag¢ boyama oldugu ( Leica CTR6000) Inverted
mikroskopta yapildi.Asagida nanofiberin kollagen tip II boyamasina ait goriintiileri

verilmektedir.
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Sekil 3.42. 4S-PEG ile ¢apraz bagli pHEMA nanofiberleri iizerinde ekilen kondrosit
hiicrelerinin Immiinhistokimyasal analizi ile collagen tip 1l ile boyama

sonrasinda 151k mikroskop goriintiisti kontrol grubu

Yapilan kollogen tip II boyama sonucu nanofiber (zerinde ekili
kondrositlerde %8. 02 boyamanin gergeklestigi goriildi.
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Sekil 3.43. 4S-PEG ile ¢apraz bagli pHEMA nanofiberleri iizerinde ekilen kondrosit

hticrelerinin 5. giinde Immiinhistokimyasal analizi ile collagen tip II ile

boyama sonrasindaisik mikroskop goriintiisii ve yapilan analiz sonucu

Yapilan kollogen tip II boyama sonucu nanofiber {izerinde ekili
kondrositlerde % 4. 81 boyamanin gerceklestigi goriildi. Bu durumda nanofiber
uzerine ekili kondrositlerin henliz tam olarak re-diferansiye olmadiklari kanisina

varildi.
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Sekil 3.44. 4S-PEG ile ¢apraz bagli pHEMA nanofiberleri iizerinde ekilen kondrosit
hticrelerinin 10. giinde Immiinhistokimyasal analizi ile collagen tip II ile

boyama sonrasinda 151k mikroskop goriintiisii ve yapilan analiz sonucu

Yapilan kollogen tip II boyama sonucu nanofiber {iizerinde ekili
kondrositlerde % 13. 90 boyamanin gergeklestigi goriildii. Bu durumda nanofiber
iizerine ekili kondrositlerin zaman araliklar1 boyunca re-diferansiyonlarinin

gerceklestigi sonucuna ulasildi.
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Sekil 3.45. 4S-PEG ile ¢apraz bagli pHEMA nanofiberleri iizerinde ekilen kondrosit
hticrelerinin 15. giinde Immiinhistokimyasal analizi ile collagen tip II ile

boyama sonrasinda 151k mikroskop goriintiisii ve yapilan analiz sonucu

Yapilan kollogen tip II boyama sonucu nanofiber {izerinde ekili

kondrositlerde % 17. 51 boyamanin gergeklestigi goriildii. Bu durumda nanofiber

100



tizerine ekili kondrositlerin kendi morfolojilerini kazandiklar1 yani re-diferansiye
olduklar1 belirlendi.

Farkli zaman araliklarina gore gerceklestirilen kollogen tip II boyamalarinin
kontrole gore artig gostererek meydana geldigi belirlendi. Bunun sonucunda zaman

araliklartyla kondrositlerin kendi morfolojik yapilarina doniistiikleri saptandi.

3. 15. Polimer Zincir Reaksiyonu (Pzr) Kondrosit Fenotipinin Belirlenmesinden
Elde Edilen Sonuclar

Kondrosit fenotipinin belirlenmesi icin en 6nemli parametrelerden biri
kollojen tip 1, SOX9 ve aggrecan sentezinin belirlenmesidir. Bu durumun sonucunda
kondrositlerin 3-boyutlu kiiltiir ortaminda fenotiplerinin kaybedip kaybetmedikleri
anlasilacaktir.

Farkli zaman araliklarinda 3-boyutlu kiiltiir ortaminda tohumlanan
kondrositlerden ilk ©6nce m-RNA izole edildi. Daha sonra elde edilen
mRNA’lardankollogen tip I, kollogen tip IlI, SOX9, aggrecan ve GADPH(
housekeeping gen) ‘dan cDNA senteziyle karakterizasyonlarina bakildi.

Calisma sonucunda nanofiber Uzerine ekili hicrelerin diiz hicre kultirine
gore farkli zaman araliklarindaki inkiibasyon siirelerinde giin sayisi arttikca kismen
de olsa sentezlerde artig oldugu belirlendi. Sirasiyla amplifikasyon egrisine gore A
degeri GADPH referans genini, Bdegeri agrecann hedef genini, C degeri kollogen tip
I hedef genini, D degeri Kollogen tip II hedef genini ve E degeri ise SOX9 hedef

genini gosterdi.
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Sekil 3.46. Real Time PCR sonucu elde edilen Amplifikasyon Egrisi Grafigi

Gergek zamanli PCR analizinde target orani ne kadar diisiik olursa kullanilan
ornekte o kadar ¢ok Niikleikasit orani var demektir. Buna gore elde edilen hedef gen
ve referans gen sonuglarna gore; Genel itibariyle referan genin tim Orneklerde
birbirine yakin oldugu belirlendi. Agrecann primeri ile GADPH referans geni
kiyaslandiginda hedef gen ile referans gen oranlarinin ve saykil sayilarinin arasinda
cok fazla fark olmadigi goriildii. Kollogen | hedef genile GADPH referans
kiyaslandiginda hemen hemen ayni degerler goriildii ve spesifik bir baglanma
olmadig1 belirlendi. Kollogen II hedef gen ile GADPH referans gen kiyaslandiginda
maksimum referans gen 40. 00 ¢iktiginda hedef gendeki nanofibere ait 5. Ve 10.
giinlerdeki Orneklerincp degeri maksimum 31. 20 oraninda oldugu goriildii. Bu
durumda hedef gen hem diiz hiicre kultiirine gére hemde referans gene gore az da
olsa artig gosterdigibelirlendi. Son olarak SOX9 hedef gen ile referans gen
kiyaslandiginda 10. giin hari¢ diger giin araliklarinda nanofibere ait gilinlerde diiz

hiicre kiiltiiriine gére az da olsa referans gene kiyasla artig goriildii.
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Bar Target Mame TgtCp | Ref Cp Ratios ComMulii
Chart Pairing | Sample Name Targets References Mean Mean TgtRef = MNom Factor | Status
M |B1/A1 |5 agrecann gadph 34 66 38.38 1311 1"
B |B2AZ2 |5k agrecann gadph 35.20 40.00 27.79 il
HE B¥A3 |10 agrecann gadph 3249 32,72 11477 il
HE B4iAd |10k agrecann gadph 34.08 36.82 3622 il
M |BS/AS |15 agrecann gadph 3545 37.20 3.362 1"
B |BB/AE |15k agrecann gadph 35.81 37.27 2744 1"
H |C1A1 |5 kol 1 gadph 38.38 i} il
H |[C2AZ |5k kol | gadph 40.00 40.00 1.000 il
H |C3A3 |10 kall gadph 32.72 0 1M
B |C5/AS |15 kall gadph 40.00 37.20 | 0.1435 1"
B |CEBIAE |15k koll gadph 40.00 37.27T | 0.1505 1"
M |D1A1 |5 kolll gadph 31.20 38.38 144 6 1"
HE D2/AZ | Sk kel gadph 30.48 40.00 7421 il
E D3/A3 |10 kolll gadph MNT7 32.72 1.940 il
H D4iAd |10k kolll gadph 30.54 36.82 77.35 1M
M |D5/AS |15 kolll gadph 3211 37.20 3396 1"
E |D&/AE |15k kal I gadph 30.89 var 83.14 il
B |E1/A1 |5 s0x9 gadph 3547 38.38 7490 1M
M |E2A2 | Sk sox9 gadph 3460 40.00 4209 il
B E¥A3 |10 z0x9 gadph 40.00 32.72 | 645E-3 1"
M E4iAd4 |10k z0x9 gadph 34.45 36.82 5160 1"
B |ESAS |15 s0x9 gadph 3383 37.20 10.30 1M
H |EBIAE |15k sox9 gadph 34.09 var 9.071 il

Sekil 3.47. Real Time PCR hedef gen ve referans gen sonuglari

Agrecangen ve Collagen tip | i¢in Mann Whitney U testi yapild1 ve gruplarin
karsilagtirmali matriks degerleri( p < 0. 05) oranindabelirlendi. bu durumda c¢ok
anlamli bir fark olmadigi yorumu yapildi ve analiz Ct degerleri baz alinarak

degerlendirildi.
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Sekil 3.48. Agrecan ve Collagen tip | geni i¢in relative degerlerin karsilastirma
grafigi

SOX9 ve Collagen tip II genleri icin Mann Whitney U testi yapildi ve
gruplarin karsilagtirmali matriks degerleri( p < 0. 05) oranindabelirlendi. Bu durumda

cok biiylik bir fark olmadigi yorumu yapildi ve analiz Ct degerleri baz alinarak

degerlendirildi.
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Sekil 3.49. SOX9 ve Collagen tip Il geni i¢in relative degerlerin karsilagtirma grafigi
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3. 16. immunofloresan ile Cd44 Antikoru isaretlenmesi

Immiinofloresan boyama hem iki boyutlu kiiltiir ortaminda hem de ii¢ boyutlu
yani nanofiber tizerinde kiiltiir yapilan kondrositler {izerine gergeklestirildi. Floresan
boyama i¢in kondrosit yiizey markir1 olan CD44 FITC isaretli antikoru (NBP2-
22530F) kullanildi. Elde edilen sonuglar dogrultusunda FITC isaretli antikor olc

CD44 antikorunun kondrositler lizerinde 151ma yaptig1 belirlendi.

Sekil 3.50. Kondrositlerin iki boyutlu kultir ortaminda 151k mikroskop
goruntusi(bar=200um, bilyldtme 10x, Floresan atagmanli inverted
mikroskop Leica DM6000B ile goéruntulendi) A-5. gln kondrosit
kaltdrd B-10. gin kondrosit kalttra C-15. gin kondrosit kilturd
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Sekil 3.51. Kondrositlerin iki boyutlu kiiltiir ortamindakullanilan FITC isaretli CD44
antikoru ile yapilan floresan boyama mikroskop goriintisu ( bar=200um,
blylUtme 10x, Floresan atagmanli inverted mikroskop Leica DM6000B
ile gorintllendi).Antikor 1s1mas1 ok ile gosterildi. A-5. giin kondrosit

kaltard B-10. gun kondrosit kaltirt C-15. gin kondrosit kilttrd

Sekil 3.52. Kondrositlerin 4S-PEG ¢apraz bagli PHEMA-Kitosan nanofiber tzerinde

kaltard sonucu mikroskop goruntusu ( bar=200um, blyitme 10x,
Inverted mikroskop Leica DMG6000B ile goriintilendi) A-5. giin

kondrosit kultiri B-10. giin kondrosit kalturi C-15. gin kondrosit
kaltara
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Sekil 3.53. Kondrositlerin 4S-PEG capraz bagli PHEMA-Kitosan nanofiber tzerinde

kiiltiiric sonucu kullanilan FITC isaretli CD44 antikoru ile yapilan
floresan boyama mikroskop gorintist. (Bar=200um, blyltme 10x,
Floresan atagmanli inverted mikroskop Leica DMG6000B ile
goruntilendi).Antikor 1s1mast ok ile gosterildi. A-5. gin kondrosit

kaltard B-10. gun kondrosit kaltirt C-15. giin kondrosit kiltird.
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4. TARTISMA

Kikirdak doku insan hayati boyunca siirekli stres altindadir ve bu nedenle
doku hasarma neden olmaktadir. Kikirdak doku, avaskiiler bir doku oldugu ig¢in
kikirdagin kendi kendine onarim i¢in ¢ok smirli bir kapasiteye sahip oldugundan
ihtiya¢ duyuldugunda biiyiime faktorlerine sahip olmamasi ile hasar sorunu daha da
kotiillesmektedir (Hunziker., 2002).

In vitro ortamda kikirdak dokudan izole edilen kondrositlerin 2-boyutlu kulttr
ortaminda varliklar1 inverted 151k mikroskobunda incelendiginde karakteristik olan
yuvarlak sekillerinin zaman icerisinde ovallestikleri yani fenotipik 6zelliklerini
kaybettikleri  g0zlemlenmistir.  2-boyutlu  kiiltiir — ortaminda  kondrositlerin
dediferansiye olduklar1 goriilmistiir. Bu nedenle destek malzemeinin 3-boyutlu
olarak secilmesi kondrositin gelisimi ve morfolojik 6zelliklerini koruyabilmesi i¢in
oldukca 6nemli bir unsurdur.

Furukawa ve ark., 2003 yilinda yaptig1 ¢calismaya istinaden 2-boyutlu invitro
kiitirde kondrositin fenotipik 06zelligini kaybettigi kanitlanmistir. Bu durumu
onlemek amaciyla 3-boyutlu invitro kiiltiir ortami i¢in, kondrositlerin kendi dogal
ortamlarina benzeyen yeni kiiltiir ortamlar1 gelistirilmeye baslanmistir (Frukawa ve
ark., 2003).

Rotter ve ark., 1998 yilinda yaptiklar1 bir ¢caligmayla kondrositin 3-boyutlu
invitro  kiiltiir ortaminda  kendi  ekstraseller =~ matrikslerini  olusturmaya
kikirdaklagsmaya basladiklarin1 gézlemlemislerdir (Rother ve ark., 1998).

Sentetik ve dogal biyomalzemeler iizerine yerlestirilen kikirdak hiicrelerinin uygun
buldukalr1 ortamlara baglanip gelistikleri ve bulunduklari polimerik yapiy1 yapay
ekstraselller matriks olarak benimsedikleri bilinmektedir.

Biyomalzemelerin bazi hasarli dokularin yerini almasi i¢in viicuda implante
edilmesi beklenmektedir. Arastirmalar gore, hiicrelerin ¢ogalmasini, farklilasmasini,
kimyasal ve fiziksel islevselliklerle yeni nesil bir biyomateryal gelistirildi. Bu
durumun, dokularin ve organlarin kontrollii olarak onarilmasina neden olabilecegi
diistiniilmektedir. Bu nedenle biyomalzemeler, rejeneratif tip ve doku

urtnleri in vitro olarak yeniden tiretmek i¢in kullanilabilirler.
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Sentetik biyolojik olarak pargalanabilir polimerlerin islevsellestirilmesi, bu
biyomalzemelerinuygulama kapsamini genislettigi ve biyomedikal alanindaki
ilerlemeleri biiyiik 6lglide tesvik ettigi diistiniilmektedir.

Gao ve ark., 2004 yilinda HEMA, poliliretanin metakrilik asit, akrilamid,
hidroksietil  metakrilat ~veya  N,N-dimetilaminoetil =~ metakrilat  asilama
polimerizasyonuyla modifiye edilmistir. Modifiye poliliretan iskeletlerinin in vitro
insan endotel hiicresi kilturleri, modifiye edilmemis kontrol matriksine kiyasla
gelismis hidrofiliklik ve endotel hiicre adezyonu gosterilmistir (Gao ve ark., 2004;
Mao ve ark., 2007).

Elektrospining geleneksel olarak lif {iretimi yapilan yontemlere gore daha iyi
sonu¢ vermekte ve maliyet olarak oldukga diisiik oldugu bilinmektedir. Literatiire
gore normal sartlar altinda sentetik polimerlerden fiber, Uretimi Usten asagi
puskirtmeyle olurken, calismamizda PHEMA c¢o6zeltisini soldan saga dogru
puskirtme yaparak nanofiber boyutunda lif tiretimini gergeklestirildi (Li ve ark.,
2009). Calismamizda PHEMA iizerine kitosan polimerini elektroegirme yaparak
daha verimli daha dayanikli bir polimer elde etme ¢aligmalar1 yapilda.

Kitosanin pozitif yiizey yiikii ve biyouyumluluk, hiicrenin biyimesini etkin
bir sekilde desteklemesini sagladigi bilinmektedir. Fakat sulu ortamda sadece asit
varliginda ¢ozilindiigiinden biyomedikal uygulamalar i¢in kullaniminda tereddiit
yasanmigtir. Bu nedenle bir¢ok aragtirmaci 6zelliklerini degistirme yoluna gitmistir
(Casimora ve ark., 2005 ).

Casimiro (2005) yilinda yaptig1 bir ¢alismaya gére homojen kosullar altinda
foto-polimerizasyon yaparak elde ettigi phema’y1 kitosan iizerine asilama yapmuistir.
Bu agilamanin varligint FTIR spektrumlar ile kanitlamistir. Ancak yaptigi ¢alismada
reaksionlarinin  verililigini destekleyen birka¢ Ozellige vurgulama yapmustir.
Bunlardan baglatic1 konsantrasyonu, baslangic monomer konsantrasyonu ve doz
oraninin etkisi olarak s6z edilmistir.

Plieva ve ark., 2006 yilinda yaptiklar1 caligmaya gOre serbest radikal
polimerlesme reaksiyonu polimer zincirlerini ¢apraz baglamak amaciyla baslatict
olarak Amonyum persiilfat kullanilmistir. Kullanilan baglatict miktarinin polimer

hizini etkiledigi bilinmektedir (Plieva ve ark., 2006).
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Calismamizda oOncelik olarak 1sil polimerizasyon ile HEMA monomerini
polimerizasyon i¢in baslatict olarak APS(Amonyum persilfat) kullanimiyla
polimerlestirereck PHEMA haline getirilereck 500 ml steril distile suda elde edilen
polimer ¢oktiiriilerek 1 giin liyofilizasyon islemine tabii tutuldu. Sonra 10 gr seffaf
kat1 bir madde elde edildi.

PHEMA, mekanik dayanimi, esnekligi, hidrofilikligi, biyouyumlulugu,
kimyasal ¢ok yonliiliigii ve tipta basarili bir sekilde kullanilan uzun ge¢mise sahip
olmasindan dolay1 sayisiz konfigiirasyonda kolayca imal edilebilecegi icin iskele
materyali olarak bir¢ok ¢alismada se¢ildi.

Martin ve ark.(2007) yilinda yaptigi ¢alismaya gore; PHEMA elyaflarin
olusturulmasi i¢in basariyla elektrospleme yapilacak hale getirdi. PCL ve PHEMA-g-
PANI'nin elektrospinning teknigi ile harmanlanmasiyla nanofiberler elde edildi.
PHEMA-g-PANI'nin PCL ile harmanlanmasi, biyolojik bozunabilirligi arttirdigi ve
PHEMA-g-PANI liflerinin egrilmesine yardimci olabilecegi ve ayrica nanofiber i¢in
bir destek malzemesi olarak islev gormesi nedeniyle tercih edildi. Cozlnirligi ve
biyolojik olarak pargalanabilir olmasi nedeniyle, bu harmanlar doku miihendisliginde
elektrostatik iskele gibi bir dizi biyomedikal uygulama potansiyeline sahip
oldugundan elektroegirme ile fibréz iskeletlerin yapisi ve morfolojisi taramali
elektron mikroskobu (SEM) kullanilarak aragtirilmustir (Pradna ve ark., 2007).

Bilindigi tlizere PHEMA nanofiberi asir1 derecede su emme yetenegi
oldugunu yaptigimiz calismalar sonucu bize kanitlamistir. Bunun nedeni olarak ta
poliHEMA molekiillerinin dallarinin ucundaki hidroksifonksiyonel grubunun suyu
emme ve sismeye neden olduguna inanilmaktadir. Bu nedenle biz ¢alismamizda
PHEMA nanofiberimizi kitosan gibi parcalanabilir dogal polimerle kaplama yaparak
modifiye edip ¢apraz baglayici olarak ta 4S-PEG’i kullanarak PHEMA nanofiberini
tyilestirme yoluna gidildi.

PEG'ler, biyouyumluluk ve minimum toksisite ve suda veya diger yaygin
solventlerde iyi ¢Oziiniirligii nedeniyle siklikla kullanim igin segildi. Kitosan ve
PEG'in iyi biyolojik aktiviteleri nedeniyle kombinasyonu, kompleks zarlarin
biyolojik o6zellikleri iizerinde faydali etkilere sahip olabilecegi c¢alismalardan

bilinmektedir (Wong ve Chu., 1998).
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Zhang ve ark., (2002) yilinda yaptiklari bir ¢alismaya gore kitosan farkli tipte
polietilen glikol (PEG ) ile harmanlanarak tiretilen bes ¢esit malzemenin 6zelliklerini
incelemislerdir. Yaptiklar1 caligmalarda hiicrelerin kiiltiirleri ve adsorbe edilen
proteinlerin miktarlar1 ve yapilari, farkli malzemeler tizerinde, PEG'in materyallerin
biyolojik uyumlulugunu etkili bir sekilde gelistirdigini gostermislerdir. Ayrica PEG
ile hiicre poliriferasyonu arttigi ve ¢ogaldigi belirlendi.

Elektroegirme  yontemiyle elde ettigimiz PHEMA  nanofiberini,
dayanikliligin1 daha fazla arttirmak amaciyla dogal polimer olan kitosan ile kaplama
yapilarak degredasyonu en aza indirmek i¢in ise 4S-PEG polimeri ile ¢apraz baglama
calismalar1 yapildi. Bu c¢alisma ile c¢apraz baglayici olan 4S-PEG’in aktif ester
gruplart ile hiicre ylizey proteinlerinin aminogruplarinin reaksiyona girmesi beklendi.
Ester bag titresimi 1305cm™ olarak gézlemlendi ve elde edilen nanofiberin hiicre
canliligina, proliferasyonuna, tutunmasina etkili oldugu gozlendi.

4S-PEG c¢apraz bagli PolIHEMA-Kitosan naofiberine yapmis oldugumuz
EDAC/NHS yo6ntemi ¢alismalarda karbodimiid grubu ile amino grubunu birbirine
baglamak amagli kullanild1 (Hermanson., 2010

EDAC/NHS ile yapmis oldugumuz antikor immobilizasyonunda kullanilan
polimerin karboksil grubu ile antikorun amin grubunu oda sicakliginda baglamaya
calisildi. Geri kalan ester gruplarinin ¢alisma sonrasinda ise etanolamin eklenmesi ile
ortadan kaybolmasi beklendi.

Hazirlanan nanofibere once fiziksel ve kimyasal karakterizasyonuna bakildi
ardindan primer hiicre kiltiirii ile elde edilen kondrositlerin nanofiberler iizerine
kiiltirii yapilarak histokimyasal, biyokimyasal, morfolojik ve molekdler biyolojik
ozellikleri aragtirildu.

Yapilan kondrositlerde pozitif kondrosit marker1 ayriminda CD44 ile yapilan
boyamada kondrosit varlig1 %45 oraninda tespit edildi.

Alamar blue kondrosit metabolik aktivitesi testinde yani, kondrositlerin
kontrol %100 kabul edildiginde polimere ekili hiicrelerde ¢ogalma meydana
gelmesiyle kontrol grubuna gore 10. glinde ¢ok azalma varken 15. glinde oran da
biraz artis meydana geldigi goriildii. Bu durumda 15. ginde polimerde metabolik

aktivitenin az da olsa artis oldugu ifade edildi.
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FTIR sonucuna gore;Budnyak ve ark., (2015) yilinda yaptiklar1 galismaya
gore Kitosana ait belirtilen FTIR spektrumlari ile yapilan ¢alisma sonucu elde edilen
kitosan spektrumlarinda OH, CH gerilme, C-O-C, NH;, deformasyon titresimi, CH

gerilme bag titresimleri ile Ortiistiigii belirlendi.

Nithya ve ark. (2013) yilinda yaptiklari ¢alismayla PHEMA FTIR
spektrumlart yapilan ¢alismada C-O, C=0, CH2, OH spektrumlarinin Ortiistiigii

goruldu.

Zendehdel ve ark., (2014) yilinda yapilan arastirmayla benzer olan 4S-PEG
FTIR spektrumlari OH, CH’a ait iki tepe noktasi, C-O karbonil gerilme bag
titresimlerinin Ortiistiigii ifade edildi. ayn1 zamanda ii¢ polimerin bulundugu FTIR

spektrumundaki C-O, OH, CH bag titresimleri literatiirle ortiistigii goriildi.

Aminoasitli, antikorlu, 4S-PEG c¢apraz bagli PHEMA-Kitosan nanofiberine
ait FTIR spektrumlarina ait bag titresim pigleri belirlendi ve literatiir ile Ortiistiigii
ifade edildi. Ayrica aminoasitlere ait pigler literatiirle uyustugu calismalarla
desteklendi.

SEM goruntulenmesi ile nanofiberin yleyi incenerek, lif caplarimin 260-

350nm arasinda degisim gosterdigi belirlendi. (Sekil 3.16).

Ruckh ve ark., (2010) yilinda lif igeren biyomalzemelerin nano ve yamikro
boyutta olmalarinin hiicrenin yayilimina ve adezyonuna katki saglandig tespit edildi.
4S-PEG c¢apraz baglaicisinin sitotoksisitesi oldukca diisiik oldugu bilinmektedir. Bu
yuzden galismamizda 4S-PEG polimerini kullanarak fiziksel kosullar altinda iiretilen
Kitosan kapli PHEMA nanofiberini degredasyonunu diistirmek amach c¢apraz
baglama yoluna gidildi.

Kitosan, toksik olmayan, alerjenik olmayan , biyolojik olarak uyumlu ve
biyolojik olarak pargalanabilir olmasi ve ayni zamanda hiicre ¢ogalmasini
hizlandirmasi gibi olumlu 6zelliklerinden dolay1 doku miihendisligi i¢in umut verici
bir polimerdir. Kitosan ve glikozaminoglikanlar (GAG) baz1 yapisal Ozellikleri

paylastiklar1 ¢alismalar arastirilarak belirlendi.
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Glikozaminoglikan sonucumuza goére 5., 10., 15. giinlerdeki GAG miktarin
artisinda kitosanin etkili oldugu diisiiniilmektedir (Sionkowska ve ark., 2004). GAG
miktarinda inkiibasyon siiresi arttikca nanofiber iizerine ekli olan hiicrelerde artis
gbzlemlendigi i¢in dogru orantili olacak sekilde GAG miktarinda da artig gozlemledi.
Bu duruma etkin olarak bir diger sebep olarak ise kitosan polimerinin etkili oldugu
diistliniildii.

Sionkowska ve ark., 2004 yilinda yaptig1 c¢alismaya gore Kitosanin hiicre
cogalmasimi olumlu ydndeetkiledigive glikozaminoglikanlar ile bazi yapisal
ozelliklerinin oldugu tespit edildi. Ozellikle iskelelerde belirgin etkileri tespit edildi.
Kitosan molekiil agirliginin sisme ve biyolojik bozunma 6zelliklerini ve hiicre
proliferasyonunu etkiledigi gosterilmistir (Thein-Han ve Kitiyanant.,, 2007).
Molekiiler agirligin azalmasi, su alimi oraninin diismesine ve ¢dziinme oraninin
diismesine neden olmustur (Oliveira ve ark., 2006)

DNA miktarina bakildiginda zamana bagl inkiibasyon siirelerinde belirlenen
DNA miktarlarinda giin sayis1 arttikga hiicre miktarina baglh olarak artis
g6zlemlendi.

Toluidin Blue sonuglarina gére, kondrositlerin nanofiber yiizeyindeicerisinde
¢ogaldiklar1, kendi matrikslerini olusturmaya baglamis olmakarinin gostergesinin ise
GAG sentezine baglamis olmalarinin neden oldugu belirlendi. 5., 10. ve 15. gine ait
nanofiber iizerine ekili ve hapsolan hiicrelerin sitoplazma etrafindaki koyu mavi
GAG boyanmas: gorildi. GAG’lar karboksil, hidroksil ve siilfatlarin  yan
zincirlerinden dolay1r tamamen negetif ylke sahiptirler. Bu nedenle sitoplazmadaki
tiim katyonlar1 bagladiklarindan dolay1 hiicrelerde sitoplazmadaki dengeyi saglamak
az miktarda da olsaartis gosterdikleri belirlendi. Ayrica hiicrelerin nanofiber igerisine
gomull olduklarindan dolayida az boyanma oldugu 6ngériildii. Ayrica toluidin blue
boyamasi i¢in kondtrol amagh 2-byutlu kiiltiir ortaminda da boyama islemi
gerceklestirildi. Boyama sonuglarina gore bazi metakromotik boyamalara rastlandi
ve kodrosit fenotipik 0zelliklerini kaybetmeye bagladigi gozlemlendi.

Hematoksilen-Eozin boyama sonuglarimiza gore, 2-boyutlu  kultlr
ortamindaki hiicrelerde de hematoksilen cozin boyamasi ¢ekirdek mavi, genel
sitoplazma pembe olarak goézlemlendi ancak hiicre morfolojilerinin fenotipik

ozelliklerini kaybetmeye basladiklar1 sonucuna ulasildi. 3-boyutlu kiiltiir ortaminda
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bulunan kondrositlerin morfolojilerinin kendilerine has yapilarini yani yuvarliklarini
koruduklar1 gdzlemlendi.

Immiinohistokimya analizi kollogen tip II boyamas1 nanofiber tizerinde farkli
zaman siireglerinde gergeklestirildi. Bu siiregler dogrultusunda zaman ilerledikce
kondrositlerin kendi morfolojik 6zelliklerine sahip oldugu gozlemlendi.
Immiinositokimya analizinde ise 2 boyutlu kiiltiir ortaminda ekimi yapilan hiicrelerin
kollogen tip II boyamalar1 kismen de olsa goriildii. Bunun sebebinin ise 2. boyutlu
kiiltir ortamindaki kondrositlerin zamanla pasaj sayisindan kaynaklanan fibroblast
yapilaria doniistiigii diistintildii.

Yaptigimiz 6nemli ¢alismalardan biri de karakteristik olan SOX9, Aggrecan
vekollogen tip Il ‘nin kondrosit fenotipi adina belirleme analizei olan gergek zamanl
kantitatif real time PCR ¢alismasi yapildi. Wong ve Medrano trafindan( 2005)
yilinda yapilan . ¢aligma sonucu elde edilen veriler amplifikasyon sirasinda saptanan
ve floresan 1sima yapilan esik degerinin dongii sayisina (Ct degeri ) gore
yapilabilecegi belirlendi. Yapilan bu tez calismasinda elde edilen veriler hedef gen
ve referans genin Ct oranlar1 baz alinarak degerlendirildi.

Farkli zaman araliklarinda olan inkiibasyon siireleri arttirildiginda kollogen
tip 11, SOX9 ve aggrecan hedef genlerinin referans gen olan GADPH genine gore az
da olsa ifadelenmesinin oldugu belirlendi. Kollogen tip I ifadelemesinde artis oldugu
saptanmadi. Normal sartlarda 3-boyutlu polimerik biyomalzeme (zerinde kdlture
edilen kondrositlerin diger hiicre proliferasyon analizlerinde fazla ¢gikmasina ragmen
real time PCR analizinde ¢ok biiyiik farkliliklar goriillmedi. Ancak yine de 4S-PEG
capraz bagli PHEMA-Kitosan nanofiberinin sitotoksik etkisinin olmadigi daha
onceki analizlerde ve ¢aligmalarda hem birlikte hem ayr1 ayr1 olarak belirlendi.
Yapilan analiz sonucunda nanofiber iizerine ekili olan kondrositlerin farkli zaman
araliklarindaki gen ifdesinde kontrol gruplarina oranla hedef genlerde referans gene
gbre az da olsa artis oldugu belirlendi. Bdylece kullanilan polimerik yap1 icin
hiicrelere sitotoksik etki yaparak zarar vermedigi anlasildi. Bir neden olarak
dakondrositleri farkli zaman araliklarinda farkli tavsanlardan elde ettigimiz
diistintiliirse, dondriin yasi, genetik faktorlerin analiz igin zorlu sonuglar dogurdugu

g6z Oniine alind1.
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Polimerik skafoldlarda besin ve oksijen miktar1 ¢6zelti miktarina bagl olarak
azalma gerceklesir. Diisiik miktarda hazirlanan polimerik scafolldlarda besin ve
oksijen miktarinda azalma goriilmektedir. Bu sebeple hiicre belirli bir sayiya
geldiginde kullanilan polimer ylizeyi yeterli gelmeyeegi icin besin ve oksijen
transferi diismesinebagli olarakta sentezlerde kismenbir artig oldugu diisiiniildii.

Marsich ve ark., (2012) yilinda yaptiklar1 c¢alismaya gore aljinat/laktozlu
modifiye edilmigkitosan biyomalzemesi iizerine ekilmis olan kondrositler de giin
sayist arttikca kollogen tip II, aggrecan sentezi goriilmiis ancak kollogen tip |
sentezine ulasildi. .

Cai ve arkadaslari, baglayici olarak PEG'yi kullanarak arginin-glisin-aspartik
asit (RGD) peptidi ile etiketlenmis bir biyopolimer esasli probu bildirdi. Probunin
vitro, ex vivo ve canli farelerde timor vaskiilatiiriiniin ¢ogunlugu tarafindan asirt
eksprese edilen integrini hedeflendigi gosterildi. QD705-PEG-RGD probunun
enjeksiyonundan alt1 saat gectikten sonra, maksimum fluoresan 1simanin oldugu
timor dokusunda goruldu.

Kullanilan biyomaleme de bulunan amin gruplart imminofloresan boyama
icin kullanilan kondrosit ylizey markir1 olarak FITC isaretli CD44 antikorunun her
iki kiiltir ortaminda da 1sima yaptigi gorildi. Polimerik biyomalzeme (izerinde
kismen de olsa 1s1ma oraninda artis belirlendi.

Rombouts ve Ploemacher., (2003), Karp ve Teo., (2009), Morikawa ve ark.,
(2009) yillarinda 3-boyutlu polimerik biyomalzeme yapilarinin biyouyumlulugunu
belirlemek ve anlamak adina hiicreler ile tohumlandirmislardir. Ayr1 olarak 2-
boyutlu tohumlanan hiicrelern yani sira 3-boyutlu ortamda tohumlanan hicrelerin
biyomalzeme iizerinde go¢ etmelerinin ve fenotiplerinin degistigi kendi morfoloji
ozelliklerine sahip olduklar1 gozlemlediklerini belirtmislerdir.

Hicreli — polimerik iskele yapili biyomalzemelerin  kikirdak doku
miithendisligi yaklasimlariyla varolan rejeneratif tedavilere gore daha iyi sonuglara ev
sahipligi yapacak yeni tedavilerle yerdegistirme {iriinii olarak kullanilabilecek
oldukea iyi bir potansiyeli gosterildi.

Sonu¢ olarak; sentetik polimer esasli malzemelerinbiyolojik olarak
parcalanabilir olmasiumut verici olmakla birlikte in vivo uygulamalarda da dikkat

cekmektedir. Bu nedenle, biyopolimerleri degistirmek i¢in uygun ve etkili sentetik
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stratejiler tasarlanarak, biyomedikal materyallerin ilerlemesinde 6nemli oldugu

gorulmektedir.
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