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SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

AdMKH Adipoz Kaynakli Mezengimal Kok Hiicre

AK Alizarin Kirmizisi

ALG Aljinat

ALP Alkalen fosfataz

ALP/VK Alkalen fosfataz / Von Kossa

AM Alcian Mavisi

BAG Biyoaktif Cam

bFGF Bazik Fibroblast Blyume Faktori
BG Biyocam

BMP Kemik Morfojenik Proteinler
DMSO Dimetilsulfoksit

EGF Epidermal Blyime Faktori

FBS Fotal Sigir Serumu

GAG Glikozaminoglikan

H202 Hidrojen Peroksit

HA Hidroksiapatit

HA/TCP Hidroksiapatit/Trikalsiyum Fosfat
HCI Hidroklorik Asit

IL-6 Interlokin 6

ITS Insiilin-Transferrin-Selenyum Pirtivat
KiSKH Kemik iligi Kékenli Mezensimal Kok Hiicre
Kol Kollajen tip |

LIF Losemi Inhibitor Faktorii

MEM Minimum Essential Medium Eagle
MKH Mezensimal Kok Hiicre

oC Osteokalsin

ON Osteonektin

PBS Fosfat Tamponlu Tuz Solusyonu
PCL Poliaprolakton

PFA Paraformaldehit

PGA Poli glikolik asit

PLGA Polilaktik glikolik asit



PVA Polivinil Alkol

SEM Taramal1 Elektron Mikroskobu

SrBG Strontium Katkili Biyoaktif Cam

TGF-p1 Transforme Edici Buyume Faktorii Beta-1
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OZET
Yuksek Lisans Tezi
Cift Fazh Iskele Uretimi ve Kok Hiicre ile Uyumu
Canan TURKOGLU

Celal Bayar Universitesi
Fen Bilimleri Enstitisi
Biyoloji Anabilim Dah

Damisman: Dog. Dr. Feyzan OZDAL KURT

Kok hiicre i¢in kaynak olarak kemik iligi stromal hiicreleri ve yag dokusu
siklikla kullanilmakta ve farklilagma siiregleri belirtecler esliginde incelenmektedir.
Mezengimal kok hiicre kendini yenileme kapasitesi olan, bircok yone farklilagabilen,
etik problemleri olmayan, doku miihendisligi ve rejeneratif tip i¢in bir kaynak olarak
her gecen gun daha 6nemli hale gelen hicresel tedavi igin bir secenektir. Kemik ve
kikirdak dokusu iskelet sistemindeki rolii nedeniyle insan ve hayvan sagliginda,
ozellikle yara onarimi ve iyilesmesinde yer aldig1 patolojik olaylarda 6nemlidir. Bu
amacla hicre-biyomalzeme kullanimi ve kikirdak-kemik dokular gibi farkl
yapilardaki dokularin bulundugu organlarda tek fazli iskelelerin kullanimi basariy
azaltmaktadir. Bu nedenle ¢alismada, ¢ift fazli hem kemik hem de kikirdak doku
uyumu olan iskele gelistirilmesi amaclanmistir.

Calismada mezensimal kok hiicreler kemik iligi ve yag dokusundan elde
edilmistir. Her bir kok hiicre eldesi ve kiiltiirli i¢in ayr1 protokoller uygulandiktan
sonra immunositokimyasal analiz ile mezensimal kok hiicre karakterizasyonu
yapilmistir. Daha sonra osteojenik ve kondrojenik farklilastirma ortamlar1 ile her bir
kok hiicre kaynagindan kemik ve kikirdak Oncii hiicrelerine farklilastirilma
saglanmistir. Farklilastirma silireci tamamlandiktan sonra kemik Oncii hiicrelerinde
osteonektin ve osteokalsin, kikirdak oncii hiicrelerinde kollajen-1I ve Sox-9
dagilimlar1 immunositokimyasal analiz ile incelenmistir. Kiiltiir ¢alismalar1 ile eg
zamanl olarak kemikle entegrasyonun olacagi bolge icin 45S5 biyocam ve sodyum
aljinat kullanilarak, {i¢ boyutlu bir yazici ile iiretimine baglanan iskele, kikirdak
entegrasyonu icin, her bir katmanda biyocam oran1 azaltilip hidrojel orani arttirilarak
en Ust katmanda mineralsiz hidrojel yapisina gececek sekilde Tretilmistir.
Farklilagtirilan hiicreler iiretilen c¢ift fazli 45S5 biyocam iskeleler {izerine damla
damla ekilerek hucrelerin iskele icine homojen dagilimi saglanmistir.

Calismanin sonucunda kemik iliginden elde edilen kok hiicrelerin yag
dokusundan elde edilen kok hiicrelere gore ¢ogalma ve farklilasma potansiyellerinin
daha yiiksek oldugu gorilmistiir. Farklilasmanin 7. gunde basladigi 14. glnden
sonra artis gosterdigi belirlenmistir. Cift fazli doku iskelesi ile yapilan testlerde
herhangi bir delaminasyona rastlanmamistir. Doku iskelesinin kemik ve kikirdak
yoniinde farklilastirilan kok hiicreler ile basarili bir uyum sagladigi goriilmiistiir. 3
boyutlu basilmis iskelelerden mevcut klinik problemlerin ¢éziimii igin islevsel ve
uygulanabilir ¢ézlimler sunma potansiyeli beklenmektedir. Gelistirilen iskeleler ile
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hiicre etkilesme mekanizmalarinin anlagilmasi, klinik rutin tedavide etkin kemik ve
kikirdak olusumu yoniinden biiyilk 6nem tasimaktadir. Ayni zamanda, insan ve
veteriner hekimliginde kok hiicresi uygulamalarmin diger tedavi yontemlerine
alternatif oldugu da g6z oniine alinmalidir.

Anahtar Kelimeler: Cift fazh iskele, kok hiicre, kemik, kikirdak, doku
miihendisligi.

2017, 71 sayfa



ABSTRACT
M.Sc. Thesis

Biphasic Scaffold Production and
Compliance with Stem Cells

Canan TURKOGLU

Celal Bayar University
Graduate School of Applied and Natural Sciences
Department of Biolgy

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Feyzan OZDAL KURT

Bone marrow stromal cells and fat tissue are often used as a source of stem
cells and differentiation processes are examined with markers. Mesenchymal stem
cell is an option for cellular therapy that has self-renewal capacity, is distinguishable
in many respects, carries no ethical problems, and is becoming increasingly
important as a source for tissue engineering and regenerative medicine. Bone and
cartilage tissue is important for pathological events in wound healing and healing due
to its role in human and animal health, especially in the skeletal system. For this
purpose, it has been found that the use of single-phase skeletons in the organs where
cell-biomaterials are used and that the tissues of different structures such as cartilage-
bone tissues reduce the success. For this reason, it aims to develop a dual-phase
scaffold with both bone and cartilage tissue adaptation.

In the study, mesenchymal stem cells were obtained from bone marrow and
fat tissue. After applying separate protocols for each stem cell culture and culture,
mesenchymal stem cell characterization was performed by immunocytochemical
analysis. Later, osteogenic and chondrogenic differentiation media were provided to
distinguish bone and cartilage precursor cells from each stem cell source. After the
differentiation process, osteonectin and osteocalcin in bone precursor cells and
collagen-11 and Sox-9 distributions in cartilage precursor cells were examined by
immunocytochemical analysis. Simultaneously with the cell culture studies, scaffold
production was optimized. The scaffolds were started to be produced with a three-
dimensional printer using 45S5 bioglass and sodium alginate for the layer to be
integrated with the bone and continued layer by layer with reduced bioglass and
increased hydrogel amount until pure alginate layer that is intended to integrate with
cartilage. The differentiated cells were seeded on the biphasic 45S5 biocompatible
scaffold produced, and the cells were distributed homogeneously on the scaffold.

As a result of the study, the bone marrow stem cells were found to have
higher proliferation and differentiation potentials than the stem cells obtained from
fat tissue. It was determined that the differentiation increased exponentially after the
14th day, which started on the 7th day. No delamination was found in the tests made
with biphasic tissue scaffolds. Tissue scaffolds allow for the assembly of
differentiated stem cells in the direction of bone and cartilage. It has been shown that
they provide the expected performance in tissue skeleton production and
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determination of their compatibility with stem cells. It is expected that 3D printed
scaffolds can be used to solve existing clinical problems and have potential to
provide feasible solutions. Understanding of cell interactions with the enhanced
scaffold is of great importance for effective bone and cartilage formation in clinical
routine treatment. It should also be noted that stem cell applications are an alternative
to other methods of treatment in human and veterinary applications.

Keywords: Biphasic scaffold, stem cells, bone, cartilage, tissue engineering.
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1. GIRIS

Destek dokunun bir c¢esidi olan kikirdak dokusu kondrosit adi verilen
hiicrelerden, matriks denilen zemin maddesinden ve fibrillerden olusmaktadir.
Kikirdak olusumunu gergeklestiren oncii hiicrelere kondroblast adi verilmektedir.
Erigskin hiicrelerinde hasarli kikirdak dokunun onarimi smirhidir ve yavas
ger¢eklesmektedir. Kan damarlarinin olmamasi, kondrositlerin hareketsizligi ve zor
cogalmalar1 kikirdak onarimini sinirlayan faktorlerdendir. Ancak hasarli dokuda
hlcreler bozulmadan kaldiginda doku yenilenmesinin gergeklestigi goriilmiistiir.
Destek dokularin bir diger c¢esidi kemik dokusudur. Kemik doku hiicreler, zemin
maddesi ve fibrillerden olusmaktadir. Sert yapili ve dayanikli olan kemik doku
eriskin bireylerde de yikilip yeniden yapilan, yara onarimi ve iyilesmesi yiiksek,
canli ve dinamik bir dokudur. Kemik olusumu (osteogenez), intramembrandz ve
endokondral kemiklesmeyle gergeklestirilir. Kemik dokusu olma yoniinde
kosullanmis ancak farklilasmamis hiicrelere osteojenik hiicreler denilmektedir.
Osteojenik hiicreler erigkinlerde hareketsiz iken, yaralanma ve defekt tamirinde
aktifleserek mitozla ¢ogalmaktadirlar. Boliinen bu hiicrelerin bir bolimii kemik

yapimindan sorumlu osteoblastlara dontismektedir [1].

Osteokondral tedavi amagli son yillarda destek biyomateryallerin kullanimi
s0z konusudur. Kok hiicrelerin implant destekleyici materyallerle birlestirilmesi hem
kemik iyilesmesini hem de olusan kemigin daha kaliteli olmasin1 saglamaktadir [2].
Osteokondral doku miihendisliginde karsilasilan 6nemli problemlerden biri kemik ve
kikirdak bolgelerinde ilgili doku olusumu ve biitiinlesmesini saglayacak iskele
ozelliklerinin birbirinden farkli olmasidir. Kemik hiicrelerinin tutunma ve gelisimi
i¢cin biyocam, hidroksiapatit gibi mineral igerikli, daha yiiksek sertlige ve elastik
modiile, yiiksek gozeneklilik ve gozenek biiyiikliigiine sahip iskeleler en basarili
uygulamalar1 saglarken, kikirdak doku miihendisligi calismalarinda aljinat,
hyaluronik asit gibi hidrojel yapisinda, su tutma Ozellikleri yiiksek, daha diisiik
gozenekli doku iskeleleri tercih edilmektedir. Son yillarda 6zellikle ¢ift katmanh
iskeleler ve kullanimi konusunda arastirmalar bulunmaktadir. Cift-fazli iskelelerde
amac¢ kemik gelisimi i¢in optimize edilmis bir iskele ile kikirdak igin optimize

edilmis bir iskelenin bir arada iiretimi ve kullanimidir [3].



Biyobozunur malzemelerin hiicre uyumu kadar doku uyumu da énemli olup,
dokunun normal yapisina katilmasi, kimyasal ve mekanik olarak uyum saglamasi ve
gerekli durumlarda angiogenetik agidan da desteklenmesi 6nemlidir. Hali hazirda in
vitro ve hatta in vivo kullanilmakta olan biyomalzemeler olmasina ragmen, her bir
biyomalzemenin kok hiicreler ile uyumlulugu ve farkli kaynaklardan elde edilen kok
hiicrelerin ~ farkli  biyomalzemeler  iizerindeki  davramiglar1  degiskenlik

goOsterebilmektedir [4].

Otolog kok hiicre uygulamalar1 rejeksiyon problemi olugturmayan ve kontrol
edilebildigi  takdirde istenilen  fonksiyonu yapmak {izere  hiicrelerin
yonlendirilebildigi bir tedavi seklidir. Bu ¢alismada doku ile uyumlu fakat kok hiicre
canliligint devam ettirebilen ¢ift fazli 45S5 biyocam iskeleler iiretilmis, kemik iligi
ve yag dokusundan elde edilen mezensimal kok hicreler ile uyumu, kemik ve

kikirdak 6ncii hiicrelerine farklilastirma potansiyelleri incelenmistir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Kok Hicre

2.1.1. Kok Hiicrenin Tarihcesi ve Tanimi

Kendini yenileyebilen, farkli hiicrelere doniisebilme yetenegine sahip
(potensi), klon yani koloni olusturabilen (klonalite) farklilasmamis hiicrelere “kok
hiicre” denilmektedir [5]. Bir dokuya ait kok hicre, fonksiyonel olarak
farklilasmamis ve potansiyel olarak heterojen hiicre olup, kendini sinirsiz
yenileyebilir ve 6zellesmis hiicreler ve doku tipleri olusturabilir. Kok hiicrelerin
sonsuz ¢ogalma yetenegi ve bircok farkli hiicre tipine farklilasabilme &zelligi bu
hlcreleri benzersiz yapar. Uzun zaman dilimleri boyunca bdlinebilme, kendini
yenileyebilme yetenegine ve yiiksek telomeraz aktivitesine sahiptir [6]. Kok hiicreler
aldiklar1 uyarilara gore farkli hiicre tiplerine doniisebilme potansiyeline sahip
hiicrelerdir. Hasarl1 dokuya verildiklerinde hedef dokuyu yenileyebilirler [7]. Kok
hlcreler ¢ok farkli kaynaklardan elde edilebilmektedir. Genellikle embriyonik ve
somatik kok hiicreler olmak Uzere iki gruptan elde edilir. Ancak embriyodan elde

edilen kok hiicreler etik a¢idan oldukga tartismalidir [8].

Tarih boyunca insanoglu hastaliklara c¢are bulmak icin ¢esitli yollar
aramislardir. Hasarli doku ve organlarin tamiri i¢in kok hiicre uygulamalarinda ilk
adimi Prof. Dr. Siireyya Tahsin Aygiin 1950-1960°11 yillarda plesanta ve kordon kani
hiicrelerinde ¢esitli ¢alismalar yaparak atmistir. 1967 yilinda embriyonel karsinoma
hiicrelerinin kiiltiire edilmesiyle bir¢ok karsinoma hiicre dizisi tanimlanmistir. 1998
yilinda insan emriyonik kok hiicrelerinin kiiltiir ortaminda ¢ogaltilmasi ile kok hiicre
caligmalar1 ve kok hiicre temelli tedavi arastirmalari hiz kazanmustir [7].

2.1.2.K6k Hucrenin Genel Ozellikleri

2.1.2.1. Kendini Yenileme

Kok hicrelerin kendini yenilemesi organizmanin yagsami siiresince sayilarini
korumak iizere ¢ogalmalarini ifade etmektedir. Kok hiicrelerin kendini yenilemesi
somatik hucrelerdeki mitozdan farkli olarak hiicrenin farklilasmadan g¢ogalmasi
anlamina gelir. Hiicrenin kendini yenilemesi iki ana mekanizma ile kontrol edilir. Bu
mekanizmalar proto-onkogenler yani uyaricilar ve tiimor baskilayicilar yani
sinirlayicilardir. Bu mekanizmalar disaridan, hiicre nisinden hiicresel veya hiicre dist

etmenlerden aldiklar1 uyarilara gore diizenlenirler. Uyaric1 ve smirlayict faktorler
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arasindaki dengesizlikler timor hiicrelerinin olugsmasina neden olmaktadir. Kok
hiicreler i¢in sinirsiz ¢ogalma yetenegine sahip hiicrelerdir demek dogru bir tanim
degildir. Bunun yerine kok hiicreler ileri derecede kendini yenileyebilen hiicrelerdir
demek daha dogrudur [5].

2.1.2.2. Farklilasma

Kok hiicrelerin farklilasma yetenegi ile ilgili bu kavram kokliilik olarak da
tanimlanmaktadir. Kok hiicrelerin farklilasma yetenekleri birbirinden farklidir. Bazi
kok hiicreler birden fazla hiicre tipine doniisebilirken bazilar1 ise sadece tek bir hiicre
tipine doniisebilirler. Kok hiicrelerin farklilagmasinda en 6nemli etken epigenetik
mekanizmalardir. Kemik iligi hematopoetik kok hiicreleri farklilasmanin en iyi
orneklerindendir. Aldiklar sinyaller ile kemik ve kikirdak basta olmak iizere birgok
hiicre tipine doniisebilirler [5]. Farklilasma 6zelliklerine gore kok htcreler totipotent,

pluripotent, multipotent ve unipotent olmak tizere 4 gruba ayrilir (Sekil 2.1.) [9].

Totipotens Pluripotens Multipotens Bi/Unipotens
(Zigot) (EKH) (Gastrula, YKH) (Somatik Hiicreler)

38 doku Ektoderm —

olusumu ) / P
2 — e - ®5 Endoderm o . olole
8.0 T~ Mezoderm — e

Pluripotens genlerin ifadelenmesi
+ y Acik kromatin e > -
Soy potansiyeli

Soya dzgl genlerin ifadelenmesi
DNA metillenmesi +

Sekil 2.1.: Kok hiicrelerin farklilagsma 6zelliklerine gore siniflandirilmasi [10].

Totipotent Kok Hucre: Dollenme meydana geldiginde olusan hiicre (zigot)
totipotent kok hicredir. 2-16 hicreli embriyo (2-3. gunler) ve morula evresindeki
embriyo (4.giin) totipotent kok hiicre olarak tanimlanmaktadir [5]. TUm organ ve
dokulara farklilasma 06zelligi olan hiicrelerdir. Bu hiicreler tiim organizmay: tek

basina meydana getirebilecek genetik bilgiye ve yetenege sahiptir [9].

Pluripotent Kok Hucre: Dollenmeden sonraki 5. gunden itibaren blastula

asamasinda olusan blastosist kiiresinin igindeki hiicrelere pluripotent kok hiicre



denilmektedir. Bu hicreler endoderm, mezoderm, ektoderm hucrelerine
farklilasabilirler [5].

Multipotent Kok Hucre: Embriyonun 16. giinden sonraki gelisim

asamalarindaki hiicrelere denir. Bulunduklar1 organa 6zgii hiicrelere doniisebilir [5].

Unipotent Kok Hicre: Multipotent kok hiicre ve bu hiicrelerin bolinmesi ile
olusmus bir hiicre tipine doniigsebilen hiicrelerdir [9].

2.1.2.3. Klonite

Klonite yani koloni olusturma kok hiicrelerin temel 6zelliklerindendir. Bir
hlcreden birgcok hiicre meydana gelebilmektedir. Hiicre tiremesi olarak tanimlanan
klonite klon igerigi ve hiicrelerin ireme hiz1 ile belirlenir. Hiicrelerin canli kalmasi,
cogalip pasajlanmalar1 ve dondurulup ¢ozdiiriilmeleri gerekmektedir. Bu dlgiitler
klonitenin temel 6zellikleridir [5].

2.1.3. Kok Hiicre Cesitleri

Kok hiicreler elde edilme sekillerine gore embriyonik kok hiicreler ve
embriyonik olmayan kok hiicreler olmak iizere 2 gruba ayrilmaktadir. Embriyonik
kok hiicrelerin etik problemlerinden dolayr giiniimiizde daha ¢ok embriyonik
olmayan (somatik) kok hiicrelere ait ¢alismalar olup, heniiz tiim hiicre tiirleri elde
edilememektedir. Ait olduklari dokularin hiicre tiirleri disinda farkli hiicre tiiriine
doniistiiriilebilseler de viicuttaki tiim hiicreler somatik kok hiicresinden elde
edilememektedir. Ginlimuzde beyin, kemik iligi, kan, iskelet kasi, deri, sindirim
sistemi, dis, gbz ve pankreas gibi birgok organdan somatik kok hicreleri tespit
edilebilmistir [11]. Somatik kok hiicre uygulamalar kisinin kendisinden alinmasi
nedeniyle rejeksiyon problemi olusturmayan ve kontrol edilebildigi takdirde istenilen
gorevi yapmak {lizere hiicrelerin yonlendirilebildigi ve hiicresel tedavi amagh
kullanilmas1 en muhtemel hiicre tiiriidiir.

2.1.3.1.Embriyonik Kok Hucreler

Pluripotent 0zellikteki kok hticrelerdir. Blastosist icindeki hicre kitlesindeki
hiicrelerden elde edilirler. Bu hiicreler tek baslarina tiim organizmay1 olusturamazlar.
Ancak tiim hiicre tiplerine doniisebilirler. 1981 yilinda fare blastosistinden ilk defa
embriyonik kok hiicreler elde edilmistir. 1998 yilinda ise Thomson ve ark. tarafindan
ilk insan embriyonik kok hiicresi elde edilmistir. insan embriyonik kok hiicreler ile

etik geregince pek ¢ok alanda calisma yapilamamaktadir. Fare embriyonik kok



hiicreler ile yapilan c¢alismalar bazi kronik hastaliklarin tedavisinde kullanilma

potansiyellerini otaya koymustur [12].

Gunumuzde embriyonik kok hucreler fertilizasyon tedavisi goren bireylerin
ihtiyag fazlast embriyolarindan ve istemli sonlandirilmis gebeliklerden elde

edilmektedirler (Sekil 2.2.) [9].

-G

Totipotent Blastosit Fetus

hicreler + *

lchiicre R
L]
kitlesi ©©®

\ germ hucreleri

Pluripotent kok hiicrelerinin|
in vitro kulturu

Primordiyal

Sekil 2.2.: In vitro ortamda embriyonik kok hiicre kiiltiiriiniin olusturulmasi [9].

2.1.3.2. Embriyonik Olmayan Kok Htcreler

Somatik kok hiicreler olarak da ifade edilen eriskin kok hiicreler embriyo
gelisimi tamamlandiktan sonraki kok hiicreleri tanimlar. Hematopoetik kok hiicreler,
mezensimal kok hiicreler, noral kok hiicreler, bagirsak kok hiicreleri ve endotel kok
hiicreleri en fazla calisilan erigkin kok hiicre tipleridir. Multipotent ve unipotent

ozellikteki kok hiicrelerdir. Erigkin kok hiicreler dogrudan farklilagamazlar [1].

Rejeneratif tip hasarli dokulari onarmak i¢in kok hiicreleri kullanan ¢ok
sayida teknolojik yontemleri igeren bir arastirma gelisen disiplinler arasi bir konudur.
Ozellikle, mezensimal kok hiicreler (MKH) rejeneratif tipta harika bir aractir. Ciinkii
onlarin  timor  gelistirme  Ozelligi  yoktur, bagisiklik  kazandirma  ve
immiinomodiilasyon yani sira anti-inflamatuar islevleri gerceklestirme yetenegine

sahiptirler. Cok sayida c¢alismada, doku tamirinde MKH rolii ve allogenetik
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bagisiklik tepkilerindeki modiilasyon aragtirilmistir. Farkli kaynaklardan elde edilen
MKH'ler benzersiz rejeneratif potansiyele sahiptir; kendilerini yenileyebilir ve
kondrositlere, osteoblastlara, adipositlere, kardiyomiyositlere, hepatositlere,
endotelyal ve noronal hiicrelere farklilasabilirler. MKH’ler yarali hiicrelerin
iyilestirilmesi ve enflamasyonun durdurulmasini saglayan birden fazla biyoaktif
molekilun salgilanmasi yetenegine sahiptir [11].

2.1.4. Mezensimal Kok Hducrelerin Osteoblast ve Kondroblasta
Farkhilastiriimasi

Bircok hucre tipine farklilasabilen, in vitro ¢ogalma 6zelligine sahip, plastik
yiizeylere yapigsmalariyla tanimlanan MKH’ler ilk olarak Friedenstein ve ark.
tarafindan 70’li yillarda tanimlanmistir. Friedenstein ve ark.’lart kemik iliginde
hematopoetik kok hiicrelerin disinda plastik yiizeye yapisan, multipotent ve kendi
yenileme 6zelligi tagiyan bu hiicre grubunu tanimlamistir. Kemik iligi, yag dokusu,

gobek kordonu stromasi mezengimal kok hiicre kaynaklarinin basinda gelmektedir

[5].

MKH’ler kiiltiir ortami igerigine eklenen serum ve blyume faktorlerinin
etkisi ile farkli hiicre tiplerine doniisebilme yetenegine sahiptirler. Osteojenik
farklilastirma i¢in kullanilan biiylime faktorleri deksametazon, askorbik asit ve f-
gliserofosfatdir. Kondrojenik farklilasma ic¢in ise deksametazon, askorbik asit,
transforme edici blytme faktoru B-1 (TGF-B1) ve instlin-transferrin-selenyum (ITS)
kullanilmaktadir [5].

Mezensimal kok hiicreler yerel hiicre popiilasyonlari, salgi molekiilleri ve
hiicre yiizey molekiillerini igeren mikro ¢evre nisinde bulunmaktadir. Mikro ¢evre
Notch, Wnt, Hedgehog sinyal yolaklarini, hiicre ve hiicre ekstraselliiler matriksini,
kaderin ve integrinleri etkileyen bilesenler icermektedir. Bu bilesenler hiicre
dongusu, proliferasyonu ve transkripsiyon faktorleri tizerine etki eder. MKH’lerin
kendini yenilemeye devam edebilmesi i¢in apoptozdan ve farklilagsma sinyallerinden
kaginmas1 gerekir. Hiicre nigi bunu dengeleyen bir bilesendir. MKH’lerin kendini
yenilemesi i¢in gerekli sinyal yolaklart ERK1/2, MAPK ve PI-3K olarak
tanimlanmakla beraber sinyal molekilleri ve transkripsiyon faktorleri tam olarak
belirlenmemistir. Epidermal biiyiime faktorii EGF, PI-3K sinyal yolagini inhibe eder
ve MKH’lerde yiiksek seviyelerdeki ekspresyonu ile osteojenik farklilasmay1 uyarir.



P1-3K kaskadinin MAP kinazlar tarafindan uyarilmasinin ardindan, EGF’in yan1 sira
bazik fibroblast buyime faktort (bFGF), 16semi inhibitor faktori (LIF), interlokin 6
(IL-6), Wnt, Smad ve Stat3 de farklilasma ve hiicre yenilenmesini diizenler.
MKH’lerin salgiladiklar1 bazi1 faktorler hiicreleri kendiliginden farklilagsmaya
yonlendirir. Kemik morfojenik faktorleri (BMP) ve bFGF osteojenik farklilagsma,
TGF-p kondrojenik farklilagsma i¢in gerekli faktorlerdir [13].

2.1.5. Mezensimal Kok Hiicre Kaynaklari

Kemik iligi, yag dokusu, gébek kordonu stromasi mezensimal kok hicre
kaynaklarmin basinda gelmektedir. Kemik iligi kaynakli mezensimal kok hiicreler
klinikte en yaygin kullanilan kok hiicrelerdir. Kemik iliginde mezengimal kok
hicreler ve hematopoetik kok hiicreler bulunmaktadir. Mezensimal kok hiicrelerin
plastik ylizeylere yapigsma potansiyellerinin fazla olmasi kemik iligi kaynakh
mezengimal kok hiicrelerin ayrigtirilmasinda en 6nemli unsurdur. Besi ortam
degistirilirken hematopoetik kok hiicreler yapismayan hiicreler oldugu igin kiiltiir
ortamindan uzaklasirken mezensimal kok hiicreler kiiltiir kabinda kalir ve bu sekilde
izole edilmis olurlar. Hayvanlarda kemik iligi mezensimal kok hiicre eldesi kemik
metafizel uglarinin kesilerek, kemigin iginden besi ortami akitilip yikanmasiyla
gerceklestirilir. Insan kemik iligi mezensimal kok hiicreleri 60-80 defa, fare kemik
iligi mezensimal kok hiicreleri ise 100 defadan fazla boliiniip ¢ogalabilirler. Kordon
kan1 mezensimal kok hiicreleri kemik iliginin alternatifi olarak diisiiniilmektedir.
Kordon kani mezensimal kok hiicreleri kemik 1iligi ve yag dokusuna gore kiiltiir
ortaminda daha hizli ¢ogalirlar. Yag dokusu kaynakli mezensimal kok hiicreler
multipotent 6zellikte, plastik ylizeye yapisma potansiyeli yiiksek hiicrelerdir. Yag
doku kaynakli kok hiicreler veya adipoz kokenli kok hiicrelerin kiiltiir ortamindaki
cogalma hizi elde edilen bireyin yasiyla ters orantilidir. Mezensimal kok hiicrelerin
ayrnminda yiizey reseptorleri araciligiyla pozitif ve negatif belirtecler
kullanilmaktadir. Mezensimal kok hiicrelerin hepsinde ortak olan pozitif belirtecler
CD44, CD90, CD105, CD166, negatif belirtecler ise CD14, CD31, CD34, CD45’dir
[5].

2.1.6. Kok Hiicrelerin Klinikte Uygulama Alanlar:

Kok hiicreler organ ve doku nakli, sinir sistemi hastaliklari, miyokard
infarktiisii, kemik ve kikirdak hastaliklari, seker hastaligi, kanser ve immiin
hastaliklar gibi pek c¢ok alanda klinik uygulamalarda kullanilmaktadir (Sekil 2.3.)
Guniimuzde organ ve doku nakillerinde doku reddi 6nemli bir sorundur. Otolog kok
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hicre uygulamalar: ile doku uyusmazligi sorunu ortadan kaldirilabilmektedir. Sinir
sistemi hastaliklarinin ¢gogunda tam olarak tedavi edici yontemler gelistirilememistir.
Parkinson, Alzheimer, multipl skleroz, norodejeneratif hastaliklar ve travmatik sinir
kesileri sinir sistemi hastaliklarinin basinda gelmektedir. Embriyonik kok hiicrelerin
norona farklilagtirilmasi ile sinir sistemi hastaliklarinin tedavisi miimkiin olabilir.
Gecmis yillarda yapilan bir ¢alismada Parkinson hastaliginin tedavisinde alinan
basarili sonuglar gelecek calismalara zemin hazirlamaktadir. Miyokard infarktiisii
cok ciddi bir hastalik olup 6nemli kayiplara sebep olmaktadir. Kok hiicrelerin hasarli
dokuya verilmesi ile kalp dokusunun kendini yenileyebilecegi disiiniilmektedir.
Kemik ve kikirdak doku hasarlarinin tedavisinde hali hazirda kullanilmakta olan bir
yontem olan kok hiicre temelli tedavi ilizerinde bir¢ok calisma yapilmaktadir.
Osteoartrit gibi dejeneratif eklem hastaliklart kikirdak yontine farklilastirilmis kok
hiicrelerin hasarli dokuya verilmesi ile tedavi edilebilmektedir. Seker hastalig
tedavisinde basarili sonuglar alinmis, ancak bazi riskler sebebiyle klinik kullanimi
yayginlasmamistir. Otolog kok hiicre uygulamalari kanser ve immiin hastaliklarin

tedavisinde immiingenetik agidan avantajh bir yontemdir [9].

Kok Hiicre Arastirmalarinin Klinik Potansiyeli

llag gelistiriimesi ve Gelisme ve gen kontrold igin
toksisite testleri ‘ ’ arastirmalar

Pluripotent kdk hicrelerin
in vitro kiitdra

v

Tedavi amactyla hiicre ve
dokularin farklilagmast

\/

= gt

Kemik iligi Sinir hiicreleri Kalp kasi hicreleri Pankreas adacik
hiicreleri

Sekil 2.3.: Kok hiicrelerin klinikte kullanim alanlar [9].
2.2.Kemik Doku

Kemikte yara iyilegmesi tiim insanlar i¢in bir problemdir. Kemik grafti, kirik

lyilesmesi ve tiimor cerrahisinde biiylik hacimli kaplama iglemleri i¢in her gegen giin



artan bir sekilde yeni teknolojilere ihtiya¢ duyulmaktadir. Doku miihendisliginin son
zamanlarda ilgi duydugu alanlardan biri de biiyiik kemik kayiplarinin tamirinde kok
hiicrelerin kullanimidir. Bu alan kiiltiirde yasatilan ve yonlendirilen hiicrelerin yarali
bolgelere ulastirilmasi avantajini kullanabilmekte ve 6rnegin kemik iligi stromal
hiicreleri osteoblast prekiirsiirii  haline getirilip kemikte yara iyilesmesinde
kullanilabilmektedir. Bu amagla kullanilan sentetik implantlar verildikleri dokular ile
iliski icerisine girmekte ve bu nedenle birgok sorun ortaya cikmaktadir. Bu
sorunlarin engellenmesi i¢in kok hiicre, biyomateryal ve biiyiime faktorleri gibi
araglar ile doku miihendisligi yeni ¢oziimler iiretmektedir. Ornegin kirik iyilesmesi
ve genis ¢apli kemik defeklerinde kok hiicre ile sorun ¢oziilmeye ¢aligilmaktadir [14,
15]. Bu amagla implant maddeleri olarak kullanilan biyomateryaller ve matriks
molekiilerinin  goérevi kemik iligi stromal hiicreleri i¢in osteoblastlara
dontigebilecekleri ve mineralize doku olusumunu saglayabilecekleri bir ortam
olusturmalaridir. Daha da O6nemlisi osteoblast prekirsorlerinin implant yiizeyine
adezyonu yani tutunmalarinin saglanmasidir. Bu materyallerin komposizyonlarinda
yapilan degisiklikler farkli etkilere neden olmaktadir [16]. Ayrica adezyon
molekiilleri de bu maddelerle farkli sekillerde etkileserek hiicre yonlendirmesini

degistirebilmektedir [17].

Doku miihendisliginin son yillarda kullandig1 bagka bir arag ise polimerize
mikroyapilar olup hiicreye benzer sekilde yiizeysel oOzellikler igcermektedir.
Osteoblast biiylimesi i¢in ideale yakin bir ylizeysel ortam olusturmaktadir.
Osteoindiksiyon icin ise biyoseramikler veya kemik morfojenik protein (BMP) gibi
protein eklenmelerine ihtiya¢ vardir. Son zamanlarda polimerize nano yapilar
gelistirilmektedir [18, 19]. Elektro-egirme yontemi ile tiretilen nanofibroz materyalin
kok hiicre ve osteoblastlar1 ii¢ boyutlu yapilandirilan yiizeyler ile daha etkin
yonlendirebildigi gosterilmistir [20].

Kemigin kaynamasi veya hasarinin tamirinde esas rol oynayan hiicreler
pluripotent etkiye sahip mezensimal kok hiicrelerdir. Kemik uglarinin temas ettigi,
kirik bolgesinin kanlanmasinin bozulmadigt kosullarda kirigin olusumundan itibaren
sekillenen hematom ve yangisal cevap bu hiicrelerin bu bélgeye goc etmesini,
cogalmasini, farklilasarak osteoblastlara doniismesini saglamakta ve sonug olarak

kirik problemsiz olarak iyilesmektedir. Mezensimal kok hiicreler kas, yag dokusu ve
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sinovyumdan da elde edilebilir. Fakat kemik iligi mezensimal kok hicre yoninden
daha yogun bir igerige sahip olup elde edilmesi daha kolaydir [21, 22]. KOk hucreler
yara iyilesmesi siirecinde {irettikleri kollajen, laminin ve fibronektin gibi matriks
molekiilleri ile olusturduklar1 3 boyutlu ortamda istenilen doku miihendisligi etkisini
gosterir. Bu etkiyi gostermede biyomateryalin besin maddeleri, biyume faktorleri ve
metabolitleri olduk¢a pordéz olan ortamlarinda hiicreye aktarabildigi ve olusan

gevresel dengenin hiicreyi korudugu gosterilmistir [23].
2.3.Kikirdak Doku

Kikirdakta kalsifikasyon yine ekstraselliiler olarak ve 0zellikle de biytk kan
damarlarinin dokuya girigine yakin iri kondrositlerin bulundugu bolgede meydana
gelmektedir. Kikirdaktaki kalsifikasyon, kalsiyum biriktirdikleri, lipit ve ALP ihtiva
ettikleri gozlenen hiicrelerin membranlarindan meydana gelen ve c¢ogunlukla
“matriks vezikiilleri” olarak adlandirilan vezikiiller tarafindan olusturulur. Bu
vezikiillerin kikirdak hiicrelerinden kalsifikasyonu baslatmak iizere mi salindigi
yoksa Olen hiicrelerin artiklart m1 olduklar1 tam olarak kesinlesmemistir. Kikirdak
dokusundaki kalsifikasyon ve ossifikasyon, slingerimsi veya periosteal kemik olmak
tizere olusan dokulardakinden daha dolayli bir olay olarak goriinmektedir. Bununla
beraber kikirdak dokusu i¢inde kemik olusabilmesi ig¢in matriks vezikiillerinin

gerekli olup olmadig: bilinmemektedir [24].
2.4.Biyomateryal

Biyomalzemelerin temel 6zellikleri biyolojik sistemlerle etkilesiminde uyum
saglayabilen ve yan etki olusturmayan malzemeler olmasidir. Bu temel 6zellikler
biyouyumluluk olarak da tanimlanmaktadir. Her gegen gun onemi ve uygulama
alanlar1 artan biyomalzemeler, hasarli organ ya da dokularin islevlerini yerine
getirmek veya desteklemek amaciyla kullanilmakta olup klinik potansiyelleri
oldukca yuksektir. Giliniimiizde yeni bir kavram olmasina ragmen biyomalzemeler
tarithin ¢ok eski donemlerinden beri kullanilmaktadir. Bunun en giizel 6rnekleri Misir
mumyalarinda bulunan yapay go6z, burun ve dislerdir. Dis hekimliginde altin
kullanim1 2000 y1l 6ncesine, bronz ve bakir kemik protezlerin kullanimi milattan
oncesine dayanmaktadir. 19. yiizyil ortalarina kadar bakirin zehirleyici etkisine

ragmen yerine kullanilacak bir alternatifi olmadig1 i¢i kullanilmis ve bu dénemden
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sonra biyomateryal calismalari hiz kazanmistir. Insanlardan kullamilan ilk materyal
1938 yilinda gelistirilmis ve kemik defektlerinde kullanilmistir. Plaka ve vida olarak
kullanilan bu materyal metal igeriklidir. 1960’11 yillara kadar kullanilan bu
materyalin biyouyumlu olmadigi anlasilmistir. Ilerleyen yillarda biyomateryal
gelistirmeye yonelik caligmalar hiz kesmeden devam etmistir. Kalsiyum ve fosfat
iceren kemik dokusunun cam, seramik ve cam seramikleri ile uyum saglayacagini
diisiinen Hench biyocam (45S5-Bioglass®) ve hidroksiapatit (HA) gibi biyoaktif
seramikleri iiretmistir. Hench ve arkadaglar1 4S55 biyocam adi verilen biyoaktif
malzemeyi gelistirmis ve 1972 yilinda yaptiklari ¢aligma ile bu konuda 6nemli bir

adim atmuslardir [4].

Biyouyumluluk: Biyouyumluluk, biyomalzemelerin performanslarini ifade
etmektedir. Biyouyumluluk, malzemenin viicut ile uyum saglamasi yani toksik etki
gostermemesi olarak tanimlanmaktadir [4].

2.4.1. Biyomateryal Cesitleri

4 grup altinda toplanan biyomalzemeler metaller, seramikler, polimerler ve
kompozitlerdir. Uygulama yapilacak bolgeye gore biyomalzemeleri sert dokuya
uygulanacak biyomalzemeler ve yumusak dokuya uygulanacak biyomalzemeler

olarak da siniflayabiliriz [4].

Celikler, kobalt ve alagimlari, dental amalgam, altin, nikel-titanyum
alagimlari, titanyum ve titanyum alagimlari metal biyomalzemlerdendir.
Biyouyumlulugu zayif, doku yapisindan daha sert, asinma ve alerjik tepkiler
olusturma dezavantajlar1 nedeniyle biyomalzeme olarak kullanimindan daha c¢ok
biyomedikal {iriinlerin kaplanmasinda kullanilirlar. Seramik biyomalzemeler
alimina, zirkonya, kalsiyum-fosfat seramikler, cam ve cam seramiklerdir. Polietilen,
poliuretan, politetrafloroetilen, poliasetal, polimetilmetakrilat, polietilenteraftalat,
silikon kauguk, polistlfon, polilaktik asit ve poliglikolik asit polimer yapidaki
biyomalzemelerdir. Lif, film, jel, boncuk, nanopartikiil gibi farkli bigimlerde
tiretilebilmeleri sayesinde ¢esitli alanlarda kullanilabilirler. Basma dayanimlarinin
zay1f olmas1 ve toksik etki olusturmalar1 dezavantajlaridir. Bir diger dezavantaj ise
sterilizasyonlar1 sirasinda polimer yapiin bozulmasidir. Kompozitler birden fazla

biyomalzeme tiiriiniin birlikte kullanimiyla olusturulan biyomalzemelerdir [4].
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Biyoaktif seramikler kemik dokusuna baglanabilen implant yiizeylerinin
kaplanmasinda kullanilan seramiklerdir. Hidroksiapatit (HA) ve biyoaktif camlar
(BAG) bu grupta yer alan seramiklerdir. 45S5 biyocam biyoaktif camlarin en
bilinenlerindendir ve yapisinda %45 SiO,, %24,5 CaO, %6 P20s, %24,5 NaO
bulundurmaktadir. Cam yiizeyinde olusan hidroksikarbonat apatit tabaka ile kemige
baglanir [25].

Biyocam 45S5 kemik tamirini uyaran biyoaktif bir implant materyaldir. Sulu
bir ortamda, bu malzeme, hidroksiapatit ve/veya hidroksikarbonat apatitten yapilmis
bir yiizey tabakasinin olusumu ile sonug¢lanan bir dizi reaksiyonlara maruz kalmistir.
Biyocam 45S5 hem kemik hem de yumusak bag dokusunu birbirine baglar ve yiliksek
biyoaktif indeks gosterir. Hali hazirda hem kemik hem de dis implantlar1 icin
biyocam protez cihazlar kullanilmaktadir. Ciinkii bu cihazlar dis ve viicut ¢evresinde
bulunan sert dokular ile benzerliklere sahiptir [26, 27]. 45S5 biyocam vicut
stvilarina  daldirildiginda, camin yiizeyinde hidroksil karbonat apatit tabakasini
biriktirebilme 6zelligine sahip bir silika-tabanli biyoaktif camdir [28].

2.4.2. Cift Fazh iskele

Calismada tretilmesi planlanan cift-fazli iskelelerde amag, kemik gelisimi
icin optimize edilmis bir iskele ile kikirdak i¢in optimize edilmis bir iskelenin bir
arada Uretimi ve kullanimidir. Piyasaya ¢ikmus iki tane Gift-fazli tirtin bulunmaktadir.
Bunlardan ChondroMimeticTM, kollajen ve GAG-fosfat katmanlarindan, TrufitTM
ise PLGA/PGA (Polilaktik glikolik asit / Poli glikolik asit) katmanlarindan
olusmaktadir. Halen faz II ¢alismalar1 devam eden iirlinler de mevcuttur. Ancak iki
katmanl {irlinlerin ¢gogunlugunda bir fazdan digerine gecis ani oldugu i¢in araylizde
kullanim sirasinda stres yogunlagmasi olmakta ve dolayisiyla delaminasyon riski ok
yuksektir [29, 30, 31]. Bu nedenle onerilen ¢alismada kemikten kikirdaga asamali
gecis saglayacak, tek parca iiretilecek bir iskele tasarimi diisiiniilmiistiir [32, 33, 34,
35]. Bu tasarimda kemikle entegrasyonun olacagi bolge i¢in 45S5 biyocam ve
sodyum aljinat ile, E.U. Biyomiihendislik Béliimii’nde mevcut olan ii¢ boyutlu,
eritilmis malzeme yigma (fused deposition modelling — FDM) yontemine dayali bir
yazicimin (Ultimaker2) laboratuvarda modifikasyonu sonucu elde edilecek eklemeli
tretim cihaz1 kullanilarak iiretimine baglanacak iskele, her bir katmanda biyocam
orani azaltilip hidrojel oran arttirilarak en iist katmanda mineralsiz hidrojel yapisina
gececek sekilde tasarlanmistir. Toplam gozeneklilik oraninin %90’ 1n iizerinde olmasi

hedeflenmektedir. Kikirdak entegrasyonu igin, ilgili mikrocevreyi basariyla taklit
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ettigi bilinen aljinat bazli hidrojeller kullanilacak ve bu hidrojellerin Ca*? iyon
degisimi ile fiziksel capraz baglanmasi ile yapi stabilize edilecektir [36, 37]. Onerilen
iskele yapisinin farkli katmanlar1 yapistiracak bir mekanizmaya gerek duymadan,
fizyolojik kemik-kikirdak arayiiziiniin karmasik uzaysal mikroyapisini daha iyi taklit
ederek basarili bir doku mithendisligi tirinine olanak saglamasi beklenmektedir.
Iskele iiretiminde biyocam igeriginin yani sira gdzeneklilik oran1 ve gozenek
bliytikliiglinde de agsamali degisim oranlar1 denenecektir.

2.5.Tezin Amaci

Yag dokudan elde edilen kok hiicrelerin performans olarak daha etkili oldugu
bilinmektedir. Kemik iliginden elde edilen mezensimal kok htcrelerin kolay elde
edilebilirligi, cogalma ve farklilagsma yoniinden de iyi oldugu bilinmesi iizerine proje
kapsaminda iki farkli dokudan kok hiicre eldesi amaglanmistir. Elde edilen kok
hicrelerin farklilasma potansiyellerinin incelenmesi ve {iiretilen ¢ift fazli iskele ile

uyumlarmin belirlenmesi hedeflenmistir.

Planlanan yeni iskele ile kemik iligi ve yag dokusundan elde edilecek olan
mezensimal kok hiicrelerin kemik ve kikirdak oncii hiicrelerine farklilagtirilmasindan

sonra iskeler ile hiicrelerin uyumu in vitro olarak analiz edilecektir.

(Calismada doku rejenerasyonunu hedefleyen hiicreli ve hiicresiz, biyoaktif
ozellikli, biyobozunur ve biyouyumlu biyomalzemelerin ve doku miihendisligi
tirlinlerinin gelistirilmesi ve ilerleyen asamalarda klinik ¢alismalarinin da yapilmasi

amaclanmaktadir.
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3. MATERYAL VE YONTEMLER
3.1. Materyal

3.1.1. Deney Hayvani
Calismada kemik iligi ve yag dokusu eldesi i¢in Manisa Celal Bayar
Universitesi Deney Hayvanlar1 Laboratuvari’ndan temin edilen 1 adet sican
kullanilmistir.
3.1.2. Solusyonlar
1. Primer besi ortami:
MEM Alpha Modification (Capricorn Scientific, Lot No: CP15-1157)
%15 Fetal Bovine Serum (Capricorn Scientific, Lot No: CP14-1114)
%1 L-glutamin (Gibco, Lot No: 1230909)
%71 Penisilin-steptomisin (Gibco, Lot No: 1780182)
%1 Gentamisin (Capricorn Scientific, Lot No: CP15-1393)
%0,1 Amfoterisin-B (Capricorn Scientific, Lot No: CP15-1023)

2. Fosfat tamponlu tuz soltisyonu:
1 tablet PBS (Sigma, P4417)
200 ml Distile su

3. %0,0075’lik Kollejenaz tip I soliisyonu:
0,0075 ml Kollejenaz tip I (Sigma, C0130-500MG, Lot No: 080M1539V)
100 ml Ca*?2 ve Mg*? icermeyen PBS (Biological Industries, Cat: 02-023-1A)

4. %4°liikk Paraformaldehit (PFA) solisyonu:
100 ml PBS
4 gr Paraformaldehit (Merck, A.B.D)

5. Triton x-100 solUsyonu:
10 ml Triton x-100 (AppliChem., Lot No: 4L.003808)
10 ul PBS

6. %3 Hidrojen Peroksit (H202) sollisyonu:
90 ml Methanol
1 ml %37’lik H20:
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7. Osteojenik Farkhlastirma Ortami:
50 ml primer besi ortami igerisine;
50 pg/ml Askorbik asit,
10"® M Deksametazon

10 mM B-gliserofosfat

8. Kondrojenik Farkhlastirma Ortami:
50 ml primer besi ortami igerisine
2,5 pg/ml TGF-p1
%1 ITS-A (Gibco, Cat. N0:51300-044, Lot No: 759771)
5 mM Askorbik asit

10" M Deksamatazon

9. MTT soliisyonlar:
5 mg/ml stok solliyon:
50 gr MTT (Sigma, M5655)
10 ml PBS
MTT kullanma soliisyonu:
Stok soliisyon besi ortam ile 1/10 oraninda diliie edilerek kullanma soliiyonu

hazirlanir.

10. ALP/VK (Alkalen fosfataz/Von Kossa) boyama soliisyonlari:
%10 notral formalin:

0,065 gr Na,HPO4 (0306, J. T. Baker, Hollanda)

0,04 gr NaH2P0O4.H20 (5266437, Merck, Almanya)

1 ml %37,5’luk stok formalin (1.04002.2500, Merck, Almanya)

9 ml Distile su
Taze substrat soltsyonu:

5 mg Naphthol AS-MX fosfat (Sigma, N4875, A.B.D) + 200 pul N,N DMF
(D4551, Sigma, A.B.D)

25 ml 0,2 M Tris HCI (A2264.010, Applichem, Almanya)

25 ml Distile su

30 mg Fast Red Violet LB Salt (Sigma, F3381)

Hepsini karistirip daha sonra 0,45°lik filtre ile siizliyoruz.
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0,2 M Tris HCI solUsyonu:
554 ul %37,5’luk stok HCI1
1,61 gr Tris
100 ml Distile su
%2,5 luk giimiis nitrat soliisyonu:
0,25 gr Gilimiis nitrat (Sigma, 209139)
10 ml Distile su

11. Alizarin Kirmzis1 boyama soliisyonlari:
%1°lik stok alizarin kirmizisi soliisyonu:

0,10 gr Alizarin kirmizisi

10 ml Distile su
Alizarin kirmizis1 Kullanma soltisyonu:

%1°lik stok soliisyon distile su ile1/10 oraninda dillie edilerek hazirlanir.
%70’lik etanol:

70 ml %98’lik stok etil alkol

30 ml Distile su

12. Alcian Mavisi boyama soliisyonlari:
%1°lik stok alcian mavisi solisyonu:

0,10 gr Alcian mavisi

10 ml Distile su
0,1 N HCI solisyonu:

83 pl %37’lik stok HC1

10 ml Distile su

13. Biyocam solusyonlar:
%50 Biyocam:

0,4 gr aljinat

0,2 gr biyocam 45S5

20 ml ultrapur su
%40 Biyocam:

0,4 gr aljinat

0,16 gr biyocam 45S5

20 ml ultrapur su
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%30 Biyocam:
0,4 gr aljinat
0,12 gr biyocam 45S5
20 ml ultrapur su
%20 Biyocam:
0,4 gr aljinat
0,08 gr biyocam 45S5
20 ml ultrapir su
%010 Biyocam:
0,4 gr aljinat
0,04 gr biyocam 45S5
20 ml ultrapur su
%2 Sodyum aljinat:
0,4 gr alijant

20 ml ultrapur su

14. 0,5 M CacCl2 soliisyonu:
8,32 g CaCl,
150 ml ultrapur su

15. SEM tamponlari:

0,1 M kakodilat (C0250, Sigma, A.B.D) ile tamponlanmis, %2,5’luk
glutaraldehit (8.20603.1000, Merck, A.B.D) soliisyonu.

0,1 M kakodilat (C0250, Sigma, A.B.D) ile tamponlanmis, %0,2’lik 0zmiyum

tetroksit soliisyonu.
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3.2. Yontemler

Calisma plan1 2 asamada gerceklestirilmistir. ilk asamada sican kemik iligi ve

yag dokusundan kok hiicreler elde edilmis, elde edilen kok hiicreler osteoblast ve

kondroblastlara

farklilagtirllip ~ karakterizasyonlari

gerceklestiriglmisti

r. Ikinci

asamada ise kok hiicre eldesi ve farklilasmayla es zamanli olarak ¢ift fazli doku

iskelesi

Uretilmis ve karakterizasyonu yapilmistir. Son olarak osteojenik ve

kondrojenik farklilastirilmis kok hiicreler iskele iizerine ekilmis ve hiicrelerin iskele

tizerinde tutundugu gézlemlenmistir (Sekil 31.).
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Sekil 3.1.: Calisma planinin sematik gdsterimi.



Bu ¢aligmanin hiicre kiiltiirii asamalar1 Manisa Celal Bayar Universitesi, Tip
Fakultesi,  Histoloji-Embriyoloji ~ AD, Hucre  Kiiltirii  Laboratuvarinda
gerceklestirilmistir. Deney hayvanlari, Celal Bayar Universitesi Deney Hayvanlari
Uygulama ve Arastirma Merkezi (CBU-DEHAM) iinitesinden temin edilmistir. Bu
onay bazinda calismada toplam 1 denek kullanilmistir. Calismanin ¢ift fazli iskele
liretimi asamas1 Ege Universitesi, Muhendislik Fakiiltesi, Biyomuhendislik Bolimd,
Hayvan Huicre Kiltirii ve Doku Muhendisligi Laboratuvarinda yapilmastir.

3.2.1. Kemik 1ligi ve Yag Dokusundan Kok Hiicre Eldesi

Calismada farkli dokulardan elde edilen mezensimal kok hiicrelerin
farklilasma potansiyellerinin degiskenlik gdstermesi ve farkli biyomalzemeler ile
uyumlarmin ayn1 olmamasindan dolayi, cift fazli iskelenin kok hiicrelerden hangisi
ile daha uyumlu oldugunun anlagilmasi agisindan iki farkli dokudan kok hiicre eldesi
icin 1 hayvan kullanilmistir.

3.2.1.1. Kemik iliginden Kok Hiicre Eldesi

Sicanin  deney hayvanlart etik kurul yOnergesine uygun olarak
ketamin/ksilazin anestezisi altinda servikal dislokasyon yapilarak yasami
sonlandirilmistir. Viicudun dig yilizeyinin dezenfeksiyonu i¢in hayvan bir pens ile
kuyrugundan tutulup derin bir kap igerisindeki alkole tamamen daldirilip, 5 dakika
bekletilmistir. Alkol banyosundan ¢ikartilan sigan ameliyat bezi Uzerine sirt1 alta
gelecek sekilde yerlestirilmistir (Sekil 3.2). Her iki arka bacak derisi steril makas,
pens ve bisturt yardimiyla sirayla siyirilip, ayaklari kesilerek uzaklagtirilmistir.
Bacaklar steril bir petri kabina yerlestirilerek, laminar hava akis kabini igerisine
alimarak kemikler iizerindeki kaslar steril pens ve makas yardimiyla ayrilarak
uzaklastirilmustir (Sekil 3.3A.). Tibia ve femur kemikleri g¢ikartilarak primer besi
ortami [o-MEM + %15 f6tal sigir serumu (FBS) + %1 penisilin-streptomisin + %1
gentamisin + %1 L-glutamin + %0,1 amfoterisin B] igine alinmistir. Steril makas
yardimiyla kemiklerin metafizel uglar1 kesilerek ve insulin enjektorii ile kemik iligi
bosluguna primer besi ortami verilerek, icerisinde 5 ml primer besi ortam1 bulunan
tip igerisine almmistir. Hiicre siispansiyonu pipetleme ile saglandiktan sonra 5
dakika 1000 rpm’de santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasi slipernatant atilarak tekrar
taze 5 ml besi ortami ilave edilerek 2 kez yikama yapilmistir. Santrifiij sonunda
stipernatant dokdlerek elde edilen hiicreler ayni tiipe toplanmis ve besi ortami ile
siispanse edilerek 25 cm? yiizeyli hiicre kiiltiir kabinda 37°C’de ve %5 CO2’li

inkiibatore kaldirilmistir. Hiicrelerin iiremesine gore 2-3 giinde bir besi ortami
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degistirilerek hiicrelerin iiremesi 24-48 saat araliklarla inverted faz kontrast
mikroskopta gézlenmistir. Besi ortami kemik iligi stromal kok hiicrelerin kiiltiir kabi
ylizeyine tutunmasini saglar iken, hematopoetik hiicreler ylizen hiicreler oldugundan
her besi ortam1 degisiminde kiiltiir ortamindan uzaklastirilmasi saglanmistir. Kok
hicre kultdrd, hicreler %80 konfluent oluncaya kadar devam ettirilmistir [38].
Konfluent olan hiicrelerden pasaj yapilarak hiicrelerin ¢ogaltilmasi saglanmis ve
hiicreler 3. pasajda deneylerde kullanilmak amagli dondurularak stoklanmistir.

3.2.1.2. Yag Dokudan Kok Hiicre Eldesi

Kemik iliginin alindig1 hayvandan retroperitoneal yag dokusu steril PBS
bulunan petri igerisine alinmistir (Sekil 3.3B). Doku mekanik disseksiyon amaci igin
her yikamada steril makas ile 1 cm’lik kiiclik parcalara ayrilmistir. Yikama
isleminden sonra dokular, Ca*?> ve Mg* icermeyen PBS igerisinde hazirlanan
%0,075’lik kollajenaz tip I bulunan petriye alinarak ve steril bistiiri ile kiguk
pargalara ayrilmistir. Doku 6rnekleri 15 ml’lik santrifiij tiiplerine alinarak iizerine 3
ml %0,075’1ik kollajenaz tip I soliisyonundan ilave edilmistir. Calkalamali su
banyosunda 60 dakika bekletilen 6rnekler iizerine kollajenazi notralizasyon i¢in 5 ml
steril Ca*? ve Mg*? iceren PBS eklenip, 1800 rpm’de 10 dakika santrifiij edilmistir.
Bu islem iki kez daha tekrarlanmistir. Yikamalardan sonra siipernatant atilarak ve
pellet lizerine 1 ml primer besi ortamindan [a-MEM + %15 fotal sigir serumu (FBS)
+ %1 penisilin-streptomisin + %1 gentamisin + %1 L-glutamin + %0,1 amfoterisin
B] ilave edilmistir. Her bir denekten elde edilen hiicreler ayni tiipe toplanarak ve
pipetleme isleminden sonra hiicreler 25 cm? yiizeyli hiicre kiiltiir kabinda 37°C’de ve
%5 CO2’li inkiibatore kaldirilmistir. Her 3 giinde bir besi ortamu degistirilerek %80
konfluent oluncaya kadar kiiltiire devam edilmistir [39]. Konfluent olan hiicrelerden
pasaj yapilarak hiicrelerin ¢ogaltilmasi saglanmis ve hiicreler 3. pasajda deneylerde

kullanilmak amagli dondurularak stoklanmaistir.
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Sekil 3.2: Servikal dislokasyon ile yasami sonlandirilan siganin {ist derisi kesildi.

Sekil 3.3: Sigandan elde edilen femur ve tibia kemikleri (A) ve ayni Sigandan elde

edilen retroperitonel yag dokusu (B).
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3.2.1.3. Hiicrelerin Pasajlanmasi

Hiicrelere inverted faz kontrast mikroskopta bakilarak %80 konfluent olunca
pasajlanmistir. Hiicre kiiltiiriinde kullanilmis besi ortami bosaltilmistir. 25 cm?’lik
kiiltiir kabindaki hiicreler 3 ml PBS ile yikandiktan sonra %0.251ik tripsin/EDTA
(Gibco, 25200-056) soliisyonundan 3 ml kiiltiir kabina eklenmis ve kiiltiir kabi etiive
kaldirilip 5-10 dakika (hiicreler yuvarlaklasincaya kadar) beklenmistir. Siire sonunda
kiiltiir kabinda bulunan hiicrelere tripsin/EDTA’nin zarar verici etkisini inhibe etmek
icin ayn1 miktarda FBS iceren primer besi ortami eklenmistir. Daha sonra pipetleme
ile hiicrelerin tamami santrifiij tliplerine alinarak, 1000 rpm’de 5 dakika santrifij
edilmistir. Santrifiij sonunda slipernatant uzaklastirilarak, pellet 5 ml kiiltiir ortamu ile
yikanmistir. Thoma laminda hiicre sayist tespit edilerek, kiiltiir kaplarina istenilen
yogunlukta hiicre iliremesi icin ekilmesi gereken hiicre sayist hesaplanarak, 25
cm?’lik kiiltiir kabi igin 5 ml primer besi ortami konulmus ve kiiltiir kaplarina
hesaplanan miktar ekilmistir. Kiiltiir kaplart 37°C’de ve %5 CO2’li etlvde inkibe
edilmistir (Sekil 3.4.).

command panol Mo Filtre count ?
o0g I % — T centrifuge
e ‘ isolate & -
[l ® mmulwnouv
- | T S— | -
002 . L _ggu ® |vontiation
. émon
watch : tubes 1500 rpm
80 % confluence m I |
oot door [T seed

Sekil 3.4.: Kiiltiirde hiicre pasaji1 akis semasi.

3.2.1.4. Hicrelerin Sivi Azotta Stoklanmasi

Elde edilen hiicrelerin 6zelliklerini degistirmeksizin uzun siireli saklanmasi
amaglanmistir. Hiicrelerin pasajimi yaptiktan sonra, siispanse hiicre kiiltiirlerinin
canlilik orani ve hiicre yogunlugu belirlenmistir. Hiicre siispansiyonu santrif(j
tiipiine aktarilarak, {izerine 5 ml serumlu besi ortam1 eklenerek, 1000 rpm, 5 dakika

santrifiij edildikten sonra siipernatant dokiilmiistiir. Santrifiij tiipiiniin i¢indeki hiicre
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sedimentini hafif parmak vuruslari ile homojenize ettikten sonra uygun miktarda
soguk dondurma vasati (%90 fotal sigir serumu + %10 Dimetil silfoksit (DMSO),
ilave edilmistir. Monolayer kiiltiirler i¢in: hiicrenin bilinen pasaj orani géz Oniine
almarak 1 ampulde 1 kiiltiir kabina yetecek miktarda hiicre olacak sekilde, her ampul
icin 1 ml dondurma vasati ilave edilmistir. Dondurma ortami igerisinde homojenize
edilen hiicre siispansiyonu, dnceden {iizerlerini uygun kalemle etiketlemis ve buz
tizerindeki sehpaya dizmis oldugumuz ampullere konulmustur. Ampulleri, vidali
kapaklarini sikica kapattiktan sonra polistiren kopiik kutuya yerlestirerek -80°C derin
dondurucuda 1 gece bekletildikten sonra ampuller derin dondurucudan alinarak sivi

azot tankina transfer edilmistir.

3.2.2. Elde Edilen Kok Hiicrelerin Karakterizasyonlari

Kemik iligi ve yag dokusundan elde edilen mezensimal kok hicrelerin
karakterizasyonlar1 i¢in kiiltiirlere MKH igin pozitif CD90 ve negatif CD45
immunositokimya protokolii uygulanmistir. Bu amag ile proteinlere karsi antikorlari
kullanilarak immunositokimyasal olarak tayin edilmistir. Ornekler PBS’de
hazirlanmis %4’liik paraformaldehid (PFA) solisyonu (pH 7,4) ile fikse edildikten
sonra 3 defa 5’er dakika PBS ile yikanmistir. Daha sonra triton x-100 solusyonu ile 5
dakika inkiibe edildikten sonra yukarida tarif edilen sekilde yikama islemi yapilmis
ve %3 hidrojen peroksit (H20.) ile 30 dakika beklenmistir. 1 saat bloklama serumu
ile inkiibe edilen hiicreler yikanmadan sadece serumun alinmasindan sonra anti-
CD90 (Santa Cuz, sc-53456, Lot: FO816) ve anti-CD45 (Abcam, ab10558, Lot No:
GR269008-1) antikorlar1 ile biitiin gece inkiibe edilmistir. Yikama isleminden sonra
“biotinlayted anti-mouse/antihumant” konjuge edilmis streptavidin-horsedish
peroksidaz soliisyonlar1 ile 30 dakika boyanmistir (85-9043, Zymed Histostain Kit
San Fransisco, A.B.D). Her bir ikincil antikor 3 defa 5 dakika PBS ile yikanmustir.
Immunreaktiviteleri goriiniir halde saptamak amaciyla diaminobenzidin (DAB, 00-
2020, Zymed, San Fransisco, A.B.D) ile 5 dakika boyanmistir. Primer antikorun
yerine PBS konarak negatif kontrolleri yapilmistir. Distile su ile yilkama isleminden
sonra kapatma solusyonu (00-8030, Histomount mounting solution, Sanfransisco,
ABD) ile kapatilmigtir [38].

3.23. Farkh Kaynaklardan FElde Edilen Kok Hiicrelerin

Farkhlastirilmasi
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Her bir farkli kaynaktan elde edilen kok hiicreler osteoblastik farklilagma igin
osteojenik farklilastirma ortaminda, kondrojenik farklilasma i¢in ise kondrojenik
farklilastirma ortaminda kiiltiire edilmistir. Osteojenik farklilastirma ortami primer
besi ortamina 50 pg/ml askorbik asit, 10®M deksametazon ve 10 mM B-gliserofosfat
eklenerek hazirlanmigtir. Kondrojenik farklilastirma ortami ise primer besi ortamina
2,5 ug/ml TGF-B1, %1 Insulin-Transferrin-Selenium-Sodium Piruvat (ITS-A, Gibco,
Cat. N0:51300-044, Lot No: 759771), 5 mM askorbik asit, 10'M deksametazon

eklenerek hazirlanmistir [5].

Farklilagtirma ortamina alinan her bir farkli kok hiicre konsantrasyonu MTT
analizi icin  1x10* hiicre/ml olacak sekilde 96 gozli kiltir kaplarima,
immunositokimyasal ve histokimyasal analizler icin ise 3x10* hiicre/ml olacak
sekilde 24 g6zl kultlr kaplarma 3 tekrarli olacak sekilde pasajlanmistir. 1. grup
kontrol grubu olup, her bir kdk hiicre grubu icin kendi besi ortaminda devam
edilmigtir. 2. grup osteojenik grup olup, her bir kok hiicre grubu osteojenik
farklilagtirma besi ortaminda kiiltiire edilmistir [38]. 3. grup kondrojenik grup olup,
her bir kok hiicre grubu kondrojenik farklilastirma besi ortaminda kiiltiire edilmistir
[40]. Farklilasma ortamindaki hiicrelerin ¢ogalma yetenegi 1, 3, 7, 14 ve 21. giinlerde
MTT yontemi ile spektrofotometrik olarak Sl¢iilmiistiir. Hiicre karakterizasyonlar
immunositokimyal ve histokimyasal yontemler ile degerlendirilmistir.

3.231. MTT

Kemik ve kikirdak oncli hiicresine farklilastirilan hiicreler mitokondrial
fonksiyonlari, dolayisiyla canli hiicre yogunlugu kolorimetrik bir test yontemi olan
MTT testi ile belirlenmistir. Bu test, sar1, suda ¢oziinebilen MTT boyasinin aktif
mitokondrilerdeki elektron akimi yoluyla mor formazan iiriinlerine doniismesini
Olcmektedir. MTT denemesi, 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium
bromid’in mor renkli formazan iiriinlerinin azalmasi hiicre yasama ve ¢ogalmasinda
fikir vermektedir. 5 mg/ml olacak sekilde PBS icersinde MTT (M5655, Sigma,
A.B.D) stok soliisyonu hazirlanmistir. Bu stok soliisyon, hiicre besi ortami ile 1/10
oraninda seyreltilerek kullanma soliisyonu hazirlanmistir. Hiicreler MTT kullanma
solusyonu ile 4 saat karanlikta inkiibe edilmistir. Daha sonra soliisyon
uzaklagtirildiktan sonra kiiltiir kabinin her goziine dimetilsiilfoksit (DMSO, D2650,
Sigma, A.B.D) eklenmistir. Formazan tuzlart DMSO ile ¢6ziilerek ve absorbans 570
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nm’de spektrofotometre (UNICAM, Uv visible Spektrofotometre, Ingiltere) de
Olgtilmistiir [38].

3.2.3.2. Iimmunositokimyasal Yéntem

Kiiltiirlere kikirdak farklilagmasi igin kollajen 1l ve Sox-9 tanimlama
faktorleri, osteoblast farklilasmasi i¢in ise osteonektin ve osteokalsin
immunositokimya protokolii uygulanmistir. Bu amag ile proteinlere kars1 antikorlari
kullanilarak immunositokimyasal olarak tayin edilmistir. Ornekler PBS’de
hazirlanmis %4’likk paraformaldehid soliisyonu (pH 7,4) ile fikse edildikten sonra 3
defa 5’er dakika PBS ile yikanmistir. Daha sonra triton x-100 solusyonu ile 5 dakika
inkiibe edildikten sonra yukarida tarif edilen sekilde yikama islemi yapilmis ve %3
hidrojen peroksit (H20) ile 30 dakika beklenmistir. 1 saat bloklama serumu ile
inkiibe edilen hiicreler yikanmadan sadece serumun alinmasindan sonra anti-
osteonektin (Santa Cruz, sc-73472, Lot No: FO816) ve anti-osteokalsin (Santa Cruz,
sc-365797, Lot No: A2617), anti-kollajen Il (Santa Cruz, sc-52658, Lot No: K1716)
ve anti-Sox-9 (Biorbyt, Cat. No: orb186234) antikorlar1 ile biitiin gece inkiibe
edilmistir. Yikama igsleminden sonra “biotinlayted anti-mouse/antihumant” konjuge
edilmis streptavidin-horsedish peroksidaz soliisyonlar1 ile 30 dakika boyanmuistir (85-
9043, Zymed Histostain kit San Fransisco, A.B.D). Her bir ikincil antikor 3 defa 5
dakika PBS ile yikanmustir. Immunreaktiviteleri goriiniir halde saptamak amaciyla
diaminobenzidin (DAB, 00-2020, Zymed, San Fransisco, A.B.D) ile 5 dakika
boyanmistir. Primer antikorun yerine PBS konarak negatif kontrolleri yapilmistir.
Distile su ile yikama isleminden sonra kapatma solusyonu (00-8030, Histomount
mounting solution, Sanfransisco, ABD) ile kapatilmistir [38].

3.2.3.3. Histokimyasal Ydntemler

3.2.3.3.1. Alkalen Fosfataz / Von Kossa (ALP/VK) Boyamasi:

Hucreler 24 g6zli kiiltiir kaplarinda inkiibe edilerek, alkalen fosfataz (ALP)
aktivitesi ve nodiilli alanlar gozlenmistir. Kiiltiir kaplarindaki besi ortami
uzaklastirilarak, soguk PBS ile yikanmistir. Daha sonra %10’luk soguk ndtral
formalin tamponda 15 dakkika fikse edilmistir. Siire sonunda tim tampon
uzaklastirilarak ve bir kere distile su ile yikanarak, 15 dakika distile suda
birakilmistir. Daha sonra taze substrat (Naphthol AS MX-PO4, N,N-
Dimethylformamide (DMF), Tris-HCI pH 8.3, Red Violet LB salt, distile su) ile
kiltiir kaplar1 45 dakika inkiibe edilmis, ardindan 4 kez distile su ile yikanmistir. Son
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olarak 9%2,5’luk giimiis nitrat ile 30 dakika boyanmig, biitiin giimiis nitrati
uzaklastirmak amaciyla 3 kez distile su ile yikanmistir. Giimiis nitrat tamamen
uzaklagtirildiktan sonra mikroskop altinda incelenerek kurumaya birakilmistir.
Tutunan hiicrelerde ALP enzim aktivitesinin oldugu alanlarin kirmizi, mineralize
nodiillii alanlarin kahverengi veya siyah boyandig1 gozlenmistir [16].

3.2.3.3.2. Alizarin Kirmiz1 (AK) Boyamasi:

Farklilagan hiicrelerin kalsiyum igeriginin belirlenmesi i¢in AK boyamasi
yapilmistir. AK’smin %1°lik stok soliisyonu distile su ile hazirlanmis ve bu soliisyon
distile su ile 1/10 diliie edilerek kullanilmigtir. Kiiltiir kabindaki besi ortam1 dikkatli
bir sekilde uzaklastirilarak hiicreler %70’1lik soguk etanol ile oda sicakliginda 1 saat
inkiibe edilmistir. Siire sonunda alkol dikkatlice uzaklastirilarak 5 dakikalik siirelerle
2 defa distile su ile yikanmustir. Suyu uzaklastirip hiicreleri kaplayacak sekilde AK’s1
eklenerek 30 dakika inkiibe edilmistir. Daha sonra AK’s1 alinip 4 defa distile su ile
yikanarak mikroskop altinda incelenmistir. Kalsiyum birikimi olan alanlar kirmizi
kahverengi boyanmis olarak gézlenmistir [16].

3.2.3.3.3. Alcian Mauvisi ile Boyama:

Kondrojenik farklilastirma besi ortami icerisinde kiiltlire edilen hiicrelerden
besi ortami ¢ekilmistir. Kiiltiir kab1 Ca*2, Mg*? igermeyen PBS ile 2 kez yikanarak
kiiltiir ortaminin tamamen uzaklastirilmasi saglanmistir. Hiicrelerin {izerine 500 pl
%4’liik paraformaldehit ile 30 dakika fiksasyon yapilmistir. Inkiibasyon siiresi
sonunda paraformaldehitin tamamen uzaklasmasi i¢in 3 kez Ca*?, Mg*? icermeyen
PBS ile yitkanmigtir. Kiiltiir kabina %1 alcian mavisi solisyonu eklenerek, 30 dakika
karanlikta inkiibe edilmistir. %1 alcian mavisi soliisyonu 0.1N HCI ile hazirlanip,
¢ozelti karanhkta saklanmistir. Ornekler 0.IN HCI ile 3 kez yikanmistir.
Notralizasyon icin distile su ilave edilmistir. Kuyucuklarin kurumasini engellemek
icin az miktarda distile su eklenerek gozlem yapilmistir. Kondrojenik birikim olan
alanlar mavi boyanmis olarak gozlenmistir [41].

3.2.4. Cok Katmanh Doku Iskelelerinin Uretimi

Mevcut 3 boyutlu yazici eritilmis malzeme yigma yontemiyle ¢alismaktadir.
Bu yontemde polimerin yiliksek sicaklik ile eritiliyor olmasi hidrojel yapisini
bozabilir. Bu sebeple polivinil alkol (PVA) filament (Esun, 3D filament PVA)
kullanarak kalip hazirlanmis, biyocam ve sodyum aljinat katmanlar1 bu kalip igine
enjeksiyon yontemi ile basilmistir [42, 43]. Cihazin CAD programi (Autodesk
Inventor) ile alt yiizeyde 150 um gozenek biiyiikliigii ile baslanip her iki katmanda
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bir gézenek c¢api azalarak 50 pm’ye inecek sekilde baski programi hazirlanmistir
(Sekil 3.5.). Kemik ile entegrasyonu hedeflenen alt ylizeyde biiyiik ve baglantili
gbzenekler hem kemik hicrelerinin kendi kollajen ekstrasellliler matrislerini
olusturmalarina, hem de implantasyondan sonra hizla damarlanma saglanmasina
destek olmustur. Hazirlanan program kullanilarak 3 boyutlu yazicida PVA kalip
bastlmustir (Sekil 3.6., 3.7., 3.8.). iskele kalibinin toplam hacmi 1500 ul oldugu igin
kaliba her bir konsantrasyondan 250 ul enjekte edilmistir. Yogunlugu en fazla olan
en alta ¢okecegi icin kaliba aktarirken en yiiksek konsantrasyon olan %50
biyocamdan baslanmistir. Daha sonra %50, %40, %30, %20, %10 biyocam ve son
olarak sodyum aljinat olmak iizere sirastyla her bir katmandan 250 pul olacak sekilde
kaliba enjekte edilmistir (Sekil 3.9., 3.10.). Her bir yogunluk enjekte edildikten sonra
1000 rpm’de 25°C’de 2 dakika santrifiij edilmistir (Sekil 3.11.). Son konsantrasyon
enjekte edildikten sonra kaliplar 37,5°C’lik etiiviin iginde bulunan 0,5 M CaCl»
¢oOzeltisinin i¢ine alinarak 12 saat kaliplarin erimesi i¢in inkiibe edilmistir (Sekil
3.12.). 0,5 M CaCl; ¢ozeltisi iginde PVA kaliplar erirken ayni1 zamanda iskelelerin
capraz baglanmasi saglanmistir. Capraz baglanmasi tamamlanan iskeleler %70 etil
alkol ile 20 dakika steril edilmistir. Daha sonra steril ultrapur su ile yikanarak alkol
iskele lizerinden uzaklastirilmistir. Sterilizasyonu tamamlanan iskeleler steril CaCl;

cozeltisi iginde saklanmustir [44].
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Sodyum Aljinat
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Sekil 3.5.: Uretilen doku iskelesinin sematik ¢izimi.

Sekil 3.6.: 3 boyutlu yazicida PVA kalip basimu.
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Sekil 3.7.: PVA kalip.

Sekil 3.8.: Biyocam ve sodyum aljinat basimi i¢in hazrlanan PV A kaliplar.
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Sekil 3.9.: Farkli konsantrasyonlarda hazirlanan biyocam 45S5 ve sodyum aljinat
cozeltileri. %0 biyocam igermeyen sodyum aljinat konsantrasyonunu, %10, %20,
%30, %40 ve %50 ise farklt miktarlarda biyocam igeren konsantrasyonlari ifade

etmektedir.

Sekil 3.10.: Farkli konsantrasyonlardaki iskele katmanlarinin kaliba enjeksiyonu.
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Sekil 3.11.: Her bir konsantrasyonun enjeksiyonundan sonra santrifiij edilen kaliplar.
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Sekil 3.12.: Enjeksiyon isleminden sonra kaliplar 37,5°C’lik etiiviin i¢inde bulunan
0,5 M CaCl> ¢ozelti igine alinmustir.

3.2.5. Doku Iskelelerine Hiicre Ekimi

Iskeleler 12 saat besi ortaminda sartlandirilmistir. In vitro kemik veya
kikirdak yoniinde farklilastirilmig hiicreler tripsin ile flask yiizeyinden kaldirilarak,
stispansiyon icindeki hicreler iskelelere ekilmistir. Kikirdak ve kemige
farklilagtirilan hiicrelerin biiylime egrileri eldesi sonrasinda ayni cogalma evresinde
olduklar1 donemde iskeleler iizerine toplam 3x10* hiicre/cm® yogunlukta olacak
sekilde birlikte ekilmistir. Hiicrelerin homojen dagilmasi i¢in iskelenin yatay
yerlestirilip hiicre silispansiyonunun biitiin iskele i¢ine damla damla verilerek
emildiginden emin olunmustur (Sekil 3.13.). 24 saat nemli inkibator icinde hicre

tutunmasi beklenmistir [45].

Sekil 3.13.: Besi ortami ile 12 saat sartlandirilan doku iskelelerine hiicre ekimi.
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3.2.6. Doku Iskeleleri icinde Hiicre Karakterizasyonu

Uygulanacak butlin parametreler etkisiyle htcrelerin ¢ boyutlu iskeleler
lizerinde tutunmalar1 ve alacaklar1 morfolojiler, iskele yiizeyinde ve iginde taramali
elektron mikroskopisi ile gézlenmistir [45].

3.2.6.1. Taramah Elektron Mikroskobu (SEM)

Hiicre ekili iskeleler, 0.1 mol/l sodyum kakodilat ile tamponlanmis %2,5’lik
glutaraldehit soliisyonu igine yerlestirilerek buz tizerinde 30 dakika bekletilmistir.
Daha sonra érnekler, sodyum kakodilat tamponu icinde 30 dakika yikandiktan sonra,
0,1 mol/l sodyum kakodilat ile tamponlanmis %?2’lik ozmiyum tetroksit i¢inde
postfiksasyon siirecine tabi tutulmustur. Bu siire¢ sonunda, distile su ile iki kez 5’er
dakika yikanan ornekler, alkol serisi iginde (%35, %50, %70, %85, %95 ve %100)
5’er dakika dehidrate edilerek kurutma amaci ile 5 dakika hekzametildisilazan
(Sigma, 52619, A.B.D) soliisyonu i¢ine konulmustur. 30 dakika sire ile
havalandirilarak kurutulduktan sonra piring tasiyicilar lizerine yerlestirilen 6rnekler
yaklasik 200 A kalinliginda altin ile kaplanarak SEM’da incelenmistir [38].

Yukarida anlatilan sekilde sabitlenen doku iskelelerinin yiizeyleri iizerinde
taramal: elektron mikroskobu (SEM) ile hiicre morfolojileri goriintiilenerek ve hiicre
tutunmasinin saglandigi ger¢eklenmistir.

3.2.7. Istatistik

Calismada 3 tekrarl kiiltiir sonuglar1 analizleri Graphpad Istatistik programi
kullanilarak tek yonliit ANOVA analizi ile yapilmistir. Ortalama ve standart sapmalar
karsilastirilarak bulunan degerler az anlamli (p<0,05), anlamli (p<0,01), cok anlamh

(p<0,001) veya anlamsiz (p>0,05) olarak degerlendirilmistir [46].
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA
4.1. Bulgular

41.1. Sican Kemik iliginden ve Yag Dokusundan Mezensimal Kok

Hucrelerin Eldesi ve Kalturd

Sicandan elde edilen KISKH ve AdMKH’ler kiiltir kabma tutunma
ozellikleri ile siispanse olarak iireyen hematopoetik kok hiicrelerden besi ortaminin
degistirilmesi ile uzaklastirildilar (Sekil 4.1.). Hiicreler besi ortaminda 24 giin

boyunca kultire edildiler.
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Sekil 4.1.: Sican KISKH (A, C, E) ve AAMKH’lerinin (B, D, F) 7.giin (A, B), 14.
gin (C, D) ve 24 gun (E, F) ters faz-kontrast mikroskopta morfolojik olarak
gorintdleri. Kiltirde her iki hiicrede ilk baslangigta morfolojik olarak benzer
ozellikler gosterdiler. AUMKH’ler KISKH’lere gore daha ince igsi yap: sergilerken
hiicreler cogaldikca AAMKH’ler yiizeye mekik seklinde daha fazla yayildi.
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4.1.2. Elde Edilen Kok Hucrelerin Karakterizasyonu
Elde edilen KISKH ve ADMKH’lerin karakterizasyonlar1 i¢in pozitif markir
CD90 ve negatif markir CD45 ile immunosSitokimyasal analizleri yapildi. Analiz

sonunda kemik iligi ve yag dokusu mezensimal kok hiicrelerinin basarili bir sekilde

elde edildigi goriildii (Sekil 4.2.).

A B
C D
E F

Sekil 4.2.: Sican KiSKH (A, C, E) ve AdMKH’lerinin (B, D, F) kontrol (A, B),
CD90 (C, D), ve CD45 (E, F) immunositokimyasal boyanmalarinin 1sik mikroskop
goruntdleri. Her iki hiicre grubunda da yiiksek oranda CD90 pozitifligi bulunurken

negatif markir CD45’te boyama bulunmadi.
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4.1.3. Farkh Kaynaklardan FElde Edilen Kok Hiicrelerin
Farkhilastiriimasi

Her bir farkli kaynaktan elde edilen kok hiicreler osteojenik ve kondrojenik
farklilastirma ortamlara alindi. Hiicrelerin konsantasyonu 3x10* hiicre/ml olacak
sekilde pasajlanmistir. Hucrelerin 7. glnden itibaren osteoblast ve kondroblasta
farklilasma gosterdigi gozlemlendi (Sekil 4.3. (E, F), 4.4. (E, F)). Farklilastiktan
sonra osteojenik hucreler kiibik ve kondrojenik htcreler ise epiteloidal morfoloji ile
tanimland1 (Sekil 4.3., 4.4.). Osteojenik medium etkisinde hiicreler koloni seklinde
tireme gosterdi. Kontrol olarak primer besi ortamindaki hiicreler ise fibroblast

morfolojilerini 14 gunluk kilttrde surdirdukleri gozlendi (Sekil 4.3. (J), 4.4. (J)).

Adezyon ve tutunma bakimindan kiiltiire ayn1 miktarda hiicre ile baslanarak
sican KISKH’lerinin ve AAMKHlerinin yasama kabiliyeti ve ¢ogalmasi, 21 giin igin
osteojenik ve kondrojenik medyum varliginda ve yoklugunda MTT testi kullanilarak
tanimlandi. 7. giinde baslayan hiicre ¢cogalmasi 14. ve 21. giinde katlanan sekilde
hiicre sayis1  (p<0.001) &nemli artis gosterdi (Sekil 4.5.). KISKH’lerin
AdMKH’lerine gére anlamli bir sekilde daha fazla ¢ogaldiklar1 goruldi.

KiSKH’lerin AdMKH’lerinden biraz daha artmis osteoblastik morfoloji
gosterdigi gozlendi. Kondrojenik farklilasma acisindan anlamli bir farklilik

g6zlenmedi.
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Sekil 4.3.: AdMKH’lerin kontrol (A, D, G, J), osteojenik (B, E, H, K) ve
kondrojenik (C, F, I, L) farklilagsma siirecinde 5. (A, B, C), 7. (D, E, F), 9. (G, H, I)
ve 14. (J, K, L) gun ters faz-kontrast mikroskopta morfolojik gortnttleri. Hicrelerin
7. ginden itibaren osteoblast ve kondroblasta farklilagma gosterdigi gozlemlendi (E,
F). Farklilastiktan sonra osteojenik hiicreler kiibik ve kondrojenik hiicreler ise
epiteloidal morfoloji ile tanimlandi. Kontrol olarak primer besi ortamindaki hiicreler

ise fibroblast morfolojilerini 14 gunluk kultirde surdirdukleri gozlendi (J).
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Sekil 4.4.: KISKH’lerin kontrol (A, D, G, J), osteojenik (B, E, H, K) ve kondrojenik
(C, F, I, L) farklilagma surecinde 5. (A, B, C), 7. (D, E, F), 9. (G, H, I) ve 14. (J, K,
L) gun ters faz-kontrast mikroskopta morfolojik gorintileri. Hicrelerin 7. giinden
itibaren osteoblast ve kondroblasta farklilasma gosterdigi gozlemlendi (E, F).
Farklilagtiktan sonra osteojenik hiicreler kiibik ve kondrojenik hiicreler ise epiteloidal
morfoloji ile tanimlandi. Kontrol olarak primer besi ortamindaki hiicreler ise

fibroblast morfolojilerini 14 giinlik kilttrde sirdirddkleri gézlendi (J).
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Sekil 4.5.: MTT yontemi ile 1, 3, 7, 14 ve 21. giinlerde farklilasma ortamindaki
hicrelerin cogalma yetenegi incelendi. 7. giinde baglayan hiicre ¢ogalmasi 14. ve 21.

giinde katlanan sekilde hiicre sayist (p<0.001) 6nemli artig gosterdi.

4.1.4. immunositokimyasal Yontem

Kiiltiirlere kikirdak farklilagmasi igin kollajen II ve Sox-9, osteoblast
farklilasmasi igin ise osteonektin (ON) ve osteokalsin (OC) tanimlama faktorleri
immunositokimyal yontem ile incelendi. Kontrol besi ortamindaki hiicreler daha ¢ok
fibroblastik morfoloji ile osteonektin, osteokalsin, kollajen Il ve Sox-9 i¢in zayif
immunreaktivite  gdstermislerdir. KISKH ve  AdMKH’lerin  osteojenik
farklilasmasinda ON, kondrojenik farklilasmasinda da Sox-9 pozitifliginin daha
yilksek oldugu gozlendi. 14. giine kadar farklilagmada artis go6zlenmistir.
Osteoblastik hiicrelerin koloni olusumu gosterdigi saptanmustir (Sekil 4.6., 4.7., 4.8.,
49.,4.10,4.11.,4.12.,4.13)).
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Sekil 4.6.: 7. giin KISKH kontrol grubu (A, C, E) ve osteojenik olarak farklilastirilan
grubun (B, D, F) kontrol (A, B), ON (C, D), OC (E, F) immunositokimyasal
boyamalarinin 10X blyitmede ¢ekilmis goriintiileri. Farklilagmanin 7. giinde
basladigi ON ekspresyonunun daha fazla oldugu gozlemlenmistir. Kontrol

gruplarinda boyanma gézlenmemistir.
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Sekil 4.7.: 7. gin AdMKH kontrol grubu (A, C, E) ve osteojenik olarak
farklilagtirilan grubun (B, D, F) kontrol (A, B), ON (C, D), OC (E, F)
immunositokimyasal boyamalarinin 10X  biiyiitmede ¢ekilmis goriintiileri.
Farklilasmanin 7. gilinde basladigt ON ekspresyonunun daha fazla oldugu

gozlemlenmistir. Kontrol gruplarinda boyanma gézlenmemistir.
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Sekil 4.8.: 14. gin KISKH kontrol grubu (A, C, E) ve osteojenik olarak
farklilastirnllan grubun (B, D, F) kontrol (A, B), ON (C, D), OC (E, F)
immunositokimyasal boyamalarinin 10X biyitmede ¢ekilmis goriintiileri. 14. ginde
farklilasmanin siddetli atris gosterdigi goriilmiistiir. ON ekspresyonunun daha fazla

oldugu gozlemlenmistir. Kontrol gruplarinda boyanma gézlenmemistir.
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Sekil 4.9.: 14. gin AJMKH kontrol grubu (A, C, E) ve osteojenik olarak
farklilagtirilan grubun (B, D, F) kontrol (A, B), ON (C, D), OC (E, F)
immunositokimyasal boyamalariin 10X blyutmede ¢ekilmis goriintiileri. 14. gunde
farklilasmanin siddetli atrig gosterdigi goriilmiistiir. ON ekspresyonunun daha fazla

oldugu gozlemlenmistir. Kontrol gruplarinda boyanma gézlenmemistir.
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Sekil 4.10.: 7. gin KISKH kontrol grubu (A, C, E) ve kondrojenik olarak
farklilagtirillan grubun (B, D, F) kontrol (A, B), kollajen-Il (C, D), Sox-9 (E, F)
immunositokimyasal boyamalarmin 10X buyitmede ¢ekilmis goriintiileri.
Farklilagmanin 7. giinde basladigi Sox-9 ekspresyonunun daha fazla oldugu

gbzlemlenmistir. Kontrol gruplarinda boyanma gézlenmemistir.
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Sekil 4.11.: 7. guin AdMKH kontrol grubu (A, C, E) ve kondrojenik olarak
farklilastirillan grubun (B, D, F) kontrol (A, B), kollajen-Il (C, D), Sox-9 (E, F)
immunositokimyasal boyamalarimin 10X biyltmede ¢ekilmis goriintiileri.
Farklilasmanin 7. giinde basladigi Sox-9 ekspresyonunun daha fazla oldugu

gozlemlenmistir. Kontrol gruplarinda boyanma gézlenmemistir.
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Sekil 4.12.: 14. gin KISKH kontrol grubu (A, C, E) ve kondrojenik olarak
farklilastirillan grubun (B, D, F) kontrol (A, B), kollajen-Il (C, D), Sox-9 (E, F)
immunositokimyasal boyamalarinin 10X biyitmede ¢ekilmis goriintiileri. 14. ginde
farklilasmanin siddetli atrig gosterdigi goriilmiistiir. Sox-9 ekspresyonunun daha

fazla oldugu gozlemlenmistir. Kontrol gruplarinda boyanma gozlenmemistir.
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Sekil 4.13: 14. gin AAMKH kontrol grubu (A, C, E) ve kondrojenik olarak
farklilagtirilan grubun (B, D, F) kontrol (A, B), kollajen-1l (C, D), Sox-9 (E, F)
immunositokimyasal boyamalariin 10X blyutmede ¢ekilmis goriintiileri. 14. gunde
farklilasmanin siddetli atris gosterdigi goriilmiistiir. Sox-9 ekspresyonunun daha

fazla oldugu gozlemlenmistir. Kontrol gruplarinda boyanma gozlenmemistir.
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4.1.5. Histokimyasal Yontemler

Alkalen Fosfataz / Von Kossa (ALP/VK) Boyamasi: Tutunan hicrelerde
ALP enzim aktivitesinin oldugu alanlarin kirmizi, mineralize nodiillii alanlarin
kahverengi/siyah boyandig1 gozlendi (Sekil 4.14., 4.15). ALP/VK boyamasinda 7.
giinde osteojenik farklilasmada bir artis gézlenirken, 14. giinde kolonilerin boyandig:

saptanmistir.

Alizarin Kirmzis1 (AK) Boyamasi: Kalsiyum igerigi i¢cin AK boyamasinin
ALP/VK boyamast ile benzerlik gosterdigi saptanmistir. AK boyamasinda da
belirgin bir sekilde her iki hiicre grubunda da 14. giinde artis saptanmistir (Sekil
4.16.,4.17.).

Alcian Mavisi (AM) ile Boyama: Kondrojenik birikim olan alanlar mavi
boyanmis olarak gozlendi. Kontrol besi ortamindaki hiicrelerde herhangi bir
boyamaya rastlanmadi (Sekil 4.18., 4.19.). 14. giinde AM boyamasinin arttig1 her iki
hlcre grubunda da arttig1 gézlenmistir (Sekil 4.19.).
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Sekil 4.14.: KiSKH (A, B) ve AAMKH’lerin (C, D) kontrol (A, C) ve osteojenik (B,
D) farklilasma surecinde 7. giin ALP/VK boyamalarmin ters faz-kontrast
mikroskopta morfolojik goruntileri. ALP/VK enzim aktivasyonunun oldugu

gOriilmiistiir.

Sekil 4.15.: KISKH (A, B) ve AAMKH’lerin (C, D) kontrol (A, C) ve osteojenik (B,
D) farklilasma siirecinde 14.giin ALP/VK boyamalarinin ters faz-kontrast
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mikroskopta morfolojik goruntileri. ALP/VK enzim aktivasyonunda artig oldugu

gorilmiistir.

Sekil 4.16.: KISKH (A, B) ve AAMKH’lerin (C, D) kontrol (A, C) ve osteojenik (B,
D) farklilagsma surecinde 7. giin AK boyamalarinin ters faz-kontrast mikroskopta

morfolojik goruntuleri. AK boyamasinda az miktarda boyanma belirlenmistir.
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Sekil 4.17.: KiISKH (A, B) ve AAMKH’lerin (C, D) kontrol (A, C) ve osteojenik (B,
D) farklilagma sirecinde 14. giin AK boyamalarinin ters faz-kontrast mikroskopta

morfolojik goruntlleri. Her iki hiicre grubunda da 14. giinde artig saptanmistir.

Sekil 4.18.: KISKH (A, B) ve AAMKH’lerin (C, D) kontrol (A, C) ve osteojenik (B,
D) farklilagsma slrecinde 7. giin AM boyamalarinin ters faz-kontrast mikroskopta

morfolojik goéruntuleri. AM boyamasinda belirgin olarak boyanma goriilmiistiir.




Sekil 4.19.: KISKH (A, B) ve AAMKH’lerin (C, D) kontrol (A, C) ve osteojenik (B,
D) farklilasma siirecinde 14. giin AM boyamalarinin ters faz-kontrast mikroskopta
morfolojik goruntileri. Her iki hiicre grubunda da 14. giinde artis saptanmustir.

4.1.6 Cok Katmanh Doku Iskelelerinin Uretimi

45S5 biyocam cift fazli iskeleler basarili bir sekilde elde edildi (Sekil 4.20.).
Cift fazli iskelenin katmanlar1 arasinda ii¢ giin boyunca calkalamali banyoda
herhangi bir delaminasyona rastlanmamistir. SEM incelemeleri iskelenin mikro ve
makro gozenekli, hibrit bir mikro yapiya sahip oldugunu gostermistir. Uygulanan
sterilizasyon yonteminin iskelenin yiizey morfolojisinde bir degisiklige neden
olmadigi SEM goriintiileriyle gerceklendi (Sekil 4.21.).

Sekil 4.20.: Kaliplarin erimesinin ardindan elde edilen iskeleler.
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Sekil 4.21.: Non-steril materyallerin ylizey mofoljisi (A, B). Steril materyallerin
yuzey morfolojisi (C, D). Uygulanan sterilizasyon yoénteminin iskelenin yizey

morfolojisinde bir degisiklige neden olmadigi SEM goriintiileriyle belirlenmistir.

4.1.7. Doku Iskeleleri I¢inde Hiicre Karakterizasyonu

Uygulanacak butin parametreler etkisiyle hicrelerin ¢ boyutlu iskeleler
tizerinde tutunmalar1 ve alacaklar1 morfolojiler, iskele yiizeyinde ve i¢inde taramali
elektron mikroskopisi (SEM) ile gozlendi (Sekil 4.22., 4.23.). Cift fazli iskeleler
tizerine ekilen kondroblast ve osteojenik farklilagtirma yapilan hiicrelerin 7. ve 14.
ginde iskele yizeyine tutunduklart ve g¢ogaldiklart saptanmistir. Hiicrelerin

sitoplazmik uzantilar1 gézlenmistir.
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Sekil 4.22.: KISKH (A, B) ve AAMKH’lerin (C, D) osteojenik (A, C) ve kondrojenik
(B, D) farklilasma siirecinde 7. giin SEM goriintiileri. Doku iskelesi Uzerinde

hiicrelerin tutundugu gorilmiistiir.
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Sekil 4.23.: KISKH (A, B) ve AAMKH’lerin (C, D) osteojenik (A, C) ve kondrojenik
(B, D) farklilasma siirecinde 14. giin SEM goriintiileri. Doku iskelesi Uzerinde

tutunan hiicrelerin ¢ogaldiklar1 gorilmustiir.
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4.2. Tartisma

KiSKH ve AAMKH’ler kolay elde edilmeleri, kiiltiirde ¢ogaltilabilmeleri ve
bircok hiicreye farklilasabilme o6zelliklerinden dolayr ¢ok Onem kazanmis
hiicrelerdendir. MKH’lerin kemik ve kikirdak doku miihendisliginde de son

zamanlarda kullanimi hizla artmaktadir.

Mezensimal kok hiicrelerin kondrositlere farklilagmasinda mikrokiitle, pellet
ve siispanse veya yilizeye tutunan kiiltiir yontemleri olmak {izere farkli yontemler
kullanilmaktadir Mikrokiitle kiiltiir yOnteminin pellet kiiltiir yontemi ile
karsilagtirildigr bir ¢aligmada mikro kitle kultlr yontemi ile kondrosite spesifik
kollajen-1I markirinin daha homojen ve ¢ok oldugu gozlenmistir. Béylece mikro
kitle yonteminin in vitro kondrojenik ¢alismalar i¢in umut verici bir ara¢ oldugunu
gozlemlemislerdir [47]. Bir baska calismada pellet yontemi ile MKH’lerin

kondrojenik farklilastirllmasinda TGF-B’nin 6nemli oldugunu vurgulamislardir [48].

Sican kalvariasindan elde edilen MKH’lerde yiizeye tutunarak ¢ogalmislardir.
Kondrosite farklilagtirilan hiicreler kiiltiir kabinin yiizeyini tam kaplamadiginda
kondrosit fenotiplerinin tipik markirlarini eksprese etmezler. Fakat hiicreler ylizeyi
tam kapladiginda kartilaj matriks tarafindan ayrilan kondrositik hiicrelerin nodiilleri
sekillenmeye baglamistir. Hem nodiiller hem de aggregatlardaki matriks kollajen tip
I, XI ve aggrecan i¢in boyandi. Hiicreler farklilasmadan iki hafta sonra yiiksek
miktarda mineralizasyon gostermislerdir [49]. Bizim c¢alismamizda da farklilasma
ortaminda TGF-B varliginda 14. giinde kondroblastik farklilasmada nodiil olusumu

ile daha iyi kollajen-11 ve Sox-9 boyamasi gozlenmistir.

KISKH ve AAMKH Kkiiltiirlerinde osteojenik besi ortami etkisi ile epiteloid
morfoloji kazanan hiicrelerin ON ve OK ile boyanarak mineralizasyona bagladiklari
ve nodiil olusumu gosterdikleri saptandi. ON boyamasi her iki hiicre tiiriinde de biraz

daha belirgin boyandi.

Onceki calismalarda gdsterilen osteoblastik olan hiicreler epiteloid
morfolojide olup mineralize bir matriks etrafinda kemik hatt1 olusturmaktadirlar.
Onceki calismalarda yiiksek yogunluktaki kiiltiirlerde ON, ALP, OP, BSP ve OK

aktivitesi gozlenmistir [50, 51, 52]. Yapilan kiiltiir deneylerinde alinan sonuglar
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gostermektedir ki sican KISKH’leri ve AUMKH’ler heterojen bir karigim olup bunun
icersinde osteoblast markirlarini i¢eren bir kisim hiicre biiyiime faktorleri ilavesi ile
sinyal yolaklarinin aktive olmasi ile mineralize olmus nodiill formasyonunu
olusturmaktadir. Bu ¢alismalara benzer sekilde bizim ¢alismamizda osteojenik besi
ortami etkisi ile farklilastirilan KISKH’lerinde tutunma ve ¢ogalma AdMKH’lere
gore daha iyi gézlenmistir. Hiicreler yiizeyi tam kapladiginda daha iyi bir osteojenik

farklilasma ile ON ve OK seviyelerinde 14. giinde artis gézlenmistir.

Tek katmanli Kkiiltiirlerde olusan nodiiller, daha Onceki c¢alismalarda
tanimlanan asir1 kikirdak biiyiimelerine benzer bir morfolojik gériiniise sahiptir [53].
Kikirdak matriks unsurlarinin varligi, kollajen tip II, XI ve aggrecan'a karsi
antikorlarla immiinofloresan boyama ile gosterildi. Nodiiller arasindaki tek
tabakalardaki hicrelerde ise herhangi bir boyama gozlemlenmemistir. Nodillerdeki
hiicrelerin bir¢ogu kollajen tip X i¢in pozitif boyandi ve mineralizasyon sergiledi.
Bizim ¢aligmamizda da kikirdak matriks olusumu AM boyamalarla ve ayn1 zamanda

kollajen 11 ve Sox-9 pozitifligi immunusitokimyasal yontem ile gézlenmistir.

Calismalarda kiiltiir ortaminda gogalan hiicreler kiibik morfoloji sergilemistir.
Hiicreler kiiltiir kabina tutunduktan sonraki bir hafta icinde ve B-gliserofosfat ve
askorbik asit ile tedaviye baslandiktan sonra, kiiltiirlerde buyik o6lglide nodule
olusumu go6zlendi. Hiicreler c¢ogaldiktan sonra, birka¢c saat iginde agregatlar
olusturdu, bu da 2 hafta sonra yiiksek diizeyde minerallesmeye sebep oldu. Kiiltiire
TGF -B1 eklendiginde kikirdak markirlarini ekspresse ettigi bir¢ok calismada
gosterilmistir. Buna karsilik, TGF-B1 ilavesi ile, 107 M deksametazon varhginda
veya yoklugunda, tiim kemik iligi hiicre preparatlarinda kondrojenez baslattig
goriilmistiir. Kondrojenezin indiksiyonu, biriken hiicrelerin ALP aktivitesinde bir
artisa neden olmustur [54, 55]. Bizim ¢alismamizda da kondroblastik farklilasma

ortamina TGF-B1 ve ayni1 oranda deksametazon ilavesi ile farklilagsma saglanmistir.

Kopek kemik iligi ve yag dokusundan elde edilen MKH’ler CD90 yiizey
markiri i¢in pozitif ve CD45 yiizey markiri i¢in negatif ekspresyon gostermistir [56].

Bizim ¢alismamizda da benzer sonuglar bulunmustur.

Farkli kikirdak ve kemik tabakalarindan olusan c¢ift fazli sentetik doku

mithendisligi implantlar aragtirmalari artan bir sekilde devam etmektedir [57, 58, 59,
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60, 61, 62]. Cift fazli iskele hem mekanik hem de biyolojik 6zelliklerinden dolayi
osteokondral greftlerin yapiminda tercih edilir. Boyle iskeleler iistteki kikirdagi
destekleyerek bulundugu yerdeki kemik ile entegre olabilir. Sentetik ekstraselliiler
matriksin primer yapisal proteini olan kollajen tip I iskele yapimi igin dogal polimer
olarak ¢ok yaygin kullanilir. Osteoartrit veya hasar sonrasi iyilesme siirecinde
kikirdak dokunun tamir mekanizmas1 klinik olarak zordur. Duan ve ark. yaptigi
calismada tip I kollajen / glikozaminoglikan (Kol/GAG) ile gdzenekli titanyumdan
olusan cift fazli iskele gelistirilmis ve hayvan modelinde kemik ve kikirdaga ait
defektlerin tamirinde kemik iligi stromal kok hiicreleri ile birlikte etkili oldugunu
gostermislerdir. Cift fazli iskele kondral faz olarak Kol/GAG ve subkondral faz
olarak gozenekli titanyumdan olusur. Uzerine osteoblast iligi stromal kok hiicreleri
ekilen cift fazli iskelelerin kopek modelinde osteokondral defektlerin tamirinde

yiiksek bir potansiyel gosterdigi bildirilmistir [3].

Kok hiicrelerin implant destekleyici materyallerle birlestirilmesi hem kemik
iyilesmesine hem de olusan kemigin daha kaliteli olmasma yardim edecektir. Yag
doku ve kemik iliginden elde edilen kok hiicreler yiiksek pordz 3 boyutlu 45S5
biyocam iskelelerde osteoblasta farklilastirilarak incelendigi bir ¢alismada 2 ve 4
hafta sonra hiicre tutunmasi, canliligi, ALP aktivitesi ve osteojenik gen ekspresyonu
analiz edilmistir. Yag dokudan elde edilen kok hiicreler ile kemik iliginden elde
edilen kok hiicrelerin osteablasta farklilasma potansiyelleri ve farklilagtiktan sonra
iskeleler iizerindeki tutunmalar1 ve ¢ogalmalarinin daha fazla oldugu goriilmiistiir.
Ozetle yag doku kokenli kok hiicre ekili 45S5 biyocam iskelelerin kemik doku
miihendisligi uygulamalar i¢in ¢ok uygun oldugu bildirilmistir [2]. Sonu¢ olarak
farkli kok hiicre kaynaklariin iskeleler lizerindeki davranislart ve uyumunun farkh
olmasindan dolayi, yeni iskele modelleri gelistirilmesinde farkli kok hiicrelerin
analizlerinin yapilmasinin ileride klinik kullanim agisindan O6nemli oldugu

diistiniilmektedir.

3 boyutlu biyog¢oziinebilir poréz polimer ag olan iskele bir matriks ortami
olusturarak hiicrenin tutunmasini, yayilmasini, cogalmasini ve yasamasini saglayarak
tedavi amacgl kullanilmalarinda biiyiik avantajlar saglamaktadir. Bu iskele uygun
porozite ve biyouyumluluk ile iyi fiziksel ve mekaniksel bir ylizey olusturmaktadir.

Boylece hem hiicreye hem de verildigi dokuya 6nemli destek saglamaktadir. Bu
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iskeleler arasinda glikokalik asit ve laktik asite ¢dziinen polyester materyaller ile
hidrojel, kalsiyum fosfat, camlar ve kompozitler gibi diger materyaller
bulunmaktadir. Kalsiyum fosfat iskeleler, B trikalsiyum fosfat ve hidroksi apatit
icermekte olup dogal mineralize dokuya benzerler. Biyouyumlu ve osteokonduktif
olarak bilinirler. Dogal iskeleler, kollajen veya fibrin, kitosan veya
glikozaminoglikanlar gibi polisakkaritler ve aljinatlardir [63]. Hiicre tasiyici, hiicre
tedavisi veya doku rejenerasyonu icin belirli bir bolgedeki hiicrelerin 6zel bir doku
i¢gine taginmasi i¢in bir aragtir. Zeng ve ark. yaptig1 calismada, 45S5 biyocam (BG)
hiicre tasiyicilar olarak BG/ALG bilesik hidrojel boncuklar olusturmak icin aljinat
(ALG) kullanilmistir. Iyonlardan salinan davranis, boyutsal stabilite ve boncuklarin
in vitro biyoaktivitesi incelenmistir. BG/ALG boncuklar endotel hiicrelerinin
anjiyogenezisin yanisira mezengimal kok hiicrelerinin osteojenik farklilasmasini ve

cogalmasini destekledigi gosterilmistir [64].

Biyoaktif camlarin hidrokiapatit/trikalsiyuam fosfata (HA/TCP) olan
Ustiinliikleri, tstiin biyomekanik direncten ve kemik ile giiglii kimyasal baglarin
olugmasint saglamasindan kaynaklanir. Apatit ile birlesmis hallerinde kortikal
kemikten daha giicli oldugu bulunmustur. SiO2 eklenmesi ile asidik bir ortam
olusturarak doku sivist ile iliski kurmakta ve bir ag olusumu saglamaktadir.
Geleneksel biyoaktif camlar ile kontrollii salim yapanlar arasindaki en biiyiik fark
bunlarin tamamen ¢6zilinebilmeleridir. Bu camlar otograft uygulamasina benzer bir
sekilde biyouyumluluk gosterip 6zellikle artroplasti ¢aligmalarinda kullanilmaktadir
[65].

Kemik doku miihendisligi i¢in iretilen biyoaktif kompozit iskeleler, 45S5
biyocam veya strontium-katkili biyoaktif cam (SrBG) lar polikaprolakton (PCL) ile
birlestirilmis ve 3 boyutlu olarak imal edilmistir. Micro-CT analizler BG
parcaciklarini iskeleler boyunca homojen olarak tanimlamistir. Biyoaktif cam iceren
biitiin iskeleler PCL iskeleler ile karsilastirildiginda, erken hiicre farklilagsmasi ve
matriks mineralizasyonuna sebep olan iskeleler yizeyinde kalsiyum fosfat
¢okelmesinin daha fazla oldugu goriilmiistir. Bu sonuglar gostermektedir ki
PCL/45S5 ve PCL/SrBG kompozit bilesikler gelecekte kemik iskeleleri modellerinde
kullanilabilecek en olas1 potansiyele sahip iskelelerdir [66].
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Kikirdak hiicrelerinin ve kondrosite farklilagtirllmis kok hiicrelerin
biyomalzemeler (zerinde ya da implantasyondan sonra dediferansiye olup
fibroblastik ozellik gosterebildikleri farkli kaynaklarda verilmistir [67, 68]. Bu
sorunun en aza indirgenmesi i¢in kikirdak hiicrelerinin fenotipik o6zelliklerini
korumasint sagladigi bilinen ve yiiksek su tutma kapasitesi ile dogal kikirdak
ekstraseliiler matrisine benzeyen aljinat hidrojelleri 6zellikle segilmistir [69-70].
Kikirdak matriksinde bulunan proteoglikanlara bagli GAG yiiksek negatif yiikleri
sayesinde katyonik iyonlar1 ve suyu baglayarak kikirdak matriksinin yiiksek su
tutuculugunu ve basma dayanimini saglar [31]. Aljinat da benzer sekilde %60’a
varan su tutma ozelligine sahiptir [71]. Derin katmanda bulunan kalsifiye kikirdak
ise subkondral kemik ile mekanik uyumsuzluk olmasini engeller. Bu sebeple
iretilecek iskelenin alt katmanlarina inildik¢e artan oranlarda kemikle kimyasal ve
mekanik biyouyumlulugu arttiracak 45S5 biyocam bulunacaktir. Ayrica bu bolgede
subkondral kemik ile entegrasyonun en hizli sekilde saglanabilmesi ig¢in
damarlanmanin rahatga ilerleyebilecegi biiyiikk goézenek Olgiileri ve Ozellikle
baglantili (interconnected) ve dikey gozenek yapisi kullanilacaktir [72, 73]. Ug
boyutlu eklemeli tiretilecek iskelelerin sodyum aljinat jellerin kalsiyum iyonlar ile
fiziksel ¢apraz baglanmasi ardindan liyofilize edilmesi ile iiretim tamamlanacaktir.
Liyofilizasyon sayesinde jel katmanlarin i¢inde ¢6zgen sublimasyonuna baglt mikro
gozenekler olusacaktir. Bu iki asamali {iretim sayesinde hem makro- hem de
mezo/mikro-gozenekli, hiyerarsik bir mikroyap: elde edilecektir [37, 74]. Bu yap1
gozeneklilik oraninin ve su tutma kabiliyetinin artmasina hizmet edecektir. Cok
farkli calismalarla cesitli kaynaklardan alinan kok hiicrelerin farkli kompozitte
hazirlanmis iskeleler ile uyumu séz konusudur. Ozellikte hiicrelerin bu sekilde
klinikte kullanimi giiniimiizde son derece dnem kazanmistir. Bizim ¢alismamizdaki
cift fazli biyoiskelede hem kikardak hem de osteoblasta farklilastirilan hiicreler ile
uyumlu olmast énem kazandirmistir. Kemik ve kikirdak defektlerinde kullanilmasi
planlanan iskelenin in vitro analizlerinden sonra in vivo analizlerinin de yapilmasi

onemlidir.
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5. SONUC VE ONERILER

Elde edilen KISKH ve AdMKH’lerin immunositokimyasal analizleri
sonucunda CD90 pozitif ve CD45 negatif boyandigi gortilmustiir. MKH’lerin basarilt
bir sekilde elde edildigi belirlenmistir.

KISKH ve AAMKH’ler kontrol, osteojenik ve kondrojenik besi ortamlari ile
kiiltiire edilmistir. Hucrelerin 7. gunden itibaren osteoblast ve kondroblasta
farklilasma gosterdigi gozlemlendi. Kontrol olarak primer besi ortamindaki hiicreler
ise fibroblast morfolojilerini 14 giinliik kultiirde surdurdikleri gozlendi. KISKH’lerin
AdMKH’lerinden biraz daha artmis osteoblastik morfoloji gosterdigi gozlendi.

Kondrojenik farklilagma agisindan anlamli bir farklilik gozlenmedi.

KISKH ve AJMKH’lerin ayn1 miktarda hiicre sayisi ile baslatilan ve 21 giin
devam ettirilen kilturlerinde MTT yontemi kullanilarak 7. giinde baslayan hiicre
¢ogalmasinin 14. ve 21. giinlerde hiicre sayisinda (p<0.001) 6nemli artis gosterdigi
belirlenmistir. KISKH’lerin AdMKH’lerine gore anlamli bir sekilde daha fazla
cogaldiklar1 goriildii.

KISKH’lerinin ve AdMKH’lerin osteojenik farklilastirmalarinda 7. ve 14.
giinlerde ON ekspresyonun yliksek seviyelerde OC ekspresyonunun ise daha diisiik
seviyelerde oldugu goriilmiistiir. Kondrojenik farklilagtirmalarinda ise 7. ve 14.
gunlerde Sox-9 ekspresyonun yuksek seviyelerde kollajen-11 ekspresyonunun ise
daha diisiik seviyelerde oldugu goriilmiistiir. KISKH’lerin AAMKH’lere gore daha

belirgin farklilasma gosterdigi belirlenmistir.

KISKH ve AJMKH’lerin histokimyasal analizlerinde ALP/VK, AK ve AM
boyamalarinda benzer sonuglar goriildii. Osteojenik farklilasmay1 gosteren ALP/VK
ve AK boyamalarinda her iki hiicre grubunda da 7. giinlerde diisiik 14. giinlerde
yiiksek seviyelerde boyanma goriildii. Kondrojenik farklilasmayr gosteren AM
boyamasinda da ayni sonuglar goriildii. KISKH’lerin farklilasma potansiyellerinin

daha yiiksek oldugu belirlendi.

Cok katmanli doku iskelesinin {iretimi basariyla saglandi. Iskelede bir fazdan
digerine gegciste stres kirilmalarina rastlanmadi, iskele biitiinliigiiniin korundugu

goriildii. Iskele iizerinde yapilan denemelerde delaminasyona rastlanmadi. Kiiltiir
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ortaminda yapilan analizler sirasinda iskelenin yapisal biitlinliglini korudugu
goriildii.  Sterilizasyon yontemi basariyla wuygulandi ve iskelenin ylizey
morfolojisinde herhangi bir degisiklige neden olmadigi goriildii. Ayni zamanda
sterilizasyon yontemi uygulamasi sirasinda da delaminasyona rastlanmadi.
Uygulanan tiim yontem ve parametrelerin etkisi altinda doku iskelesinin kiiltiir

ortaminda calismaya elverisli oldugu goriilmiistiir.

Doku iskelesi iizerinde osteojenik ve kondrojenik farklilastirmalar1 yapilan
hiicrelerin tutundugu 7. ve 14. giinlerde SEM goriintiileriyle belirlenmistir. 14. glinde
hiicre sayisinda artis oldugu goriilmiistiir. Doku iskelesinin klinik uygulamalar i¢in

gelecek vaad eden hiicre ile uyumlu biyoaktif bir biyomateryal oldugu belirlenmistir.

Kok hiicreler ve uygulamalar1 son zamanlarda, tedavideki yararlari nedeniyle
onemli oldugu kabul edilen bir konudur. Kemik ve kikirdak dokusu iskelet
sistemindeki rolii nedeniyle insan ve hayvan sagliginda, 6zellikle yara onarimi ve
iyilesmesinde yer aldigi patolojik olaylarda Onemlidir. Bununla beraber kok
hiicrelerden farklilastirilan kikirdak veya kemik oOncii  hiicrelerinin in  vitro
uyumlulugunun in vivo olarak da devam etmesi yeni olusacak kikirdak veya kemik
yapisina katilmasi acgisindan oOnemlidir. Bu amagla kullanilan biyobozunur
malzemeler in vitro ortamda hiicrenin uyumunu saglamakta, hiicrenin

farklilasmasini, cogalmasini ve hatta canli kalmasini1 desteklemektedir.

Calismada, kiiltiir ortaminda kemik iligi ve yag dokusundan elde edilen kok
hiicrelerin osteoblast ve kondroblast oncii hiicrelerine farklilastirilarak, tiretilen g¢ift
fazli iskeleler tizerindeki davraniglari, farklilasma ve gogalma mekanizmalar1 ile bu
siirecte  hiicre davramisim1  etkileyen faktorler incelenmistir. KISKH’lerin
AdMKH’lere gore farklilasma ve cogalma potansiyellerinin daha yiiksek oldugu

gorilmiistiir.

Osteokondral doku miihendisliginde karsilagilan onemli problemlerden biri
kemik ve kikirdak boélgelerinde ilgili doku olusumu ve biitiinlesmesini saglayacak
iskele ozelliklerinin birbirinden farkli olmasidir. Bu ¢alismada 45S5 biyocam c¢ift
fazli iskelelerin kademeli gegis ile olusturulmasi, ¢ift fazli iskelelerin igeriginde
aljinat hidrojel olmasi, ayrica kemikten kikirdaga asamali gegis saglayacak tek parca

bir iskele iiretiminden dolayr diger ¢ift fazli iskelelerden farkli o6zelliklere sahip
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olmast saglanmigtir. Olusturulan bu ¢ift fazli iskele yapisinin hiicre tutunmasi ve

cogalmasini destekledigi goriilmiistiir.

Calismanin kemik ve kikirdak doku miihendisligi klinik uygulamalar: igin
Ozellikle timit vaad etmekle beraber, dogru kimyasal, mekanik ve mikro yapisal
Ozelliklere sahip osteo-kondral iskele Gretiminin ve bu iskelelerin Gzerinde kemik ve
kikirdak olusumunun hizlandirilmasi konusunda ihtiya¢ duyulan gelismeler igin

onemli bir adim oldugu diistiniilmektedir.

Calismada basaril1 bir sekilde elde edilen ¢ift fazl1 doku iskelelerin hiicre ile
uyumunda beklenen performansi sagladiklar1 goriilmistiir. Kemik-kikirdak defekt
tamirinde klinik denemelerinin gergeklestirilmesi yakin zamanda mevcut klinik
problemlerin ¢6ziimii i¢in islevsel ve uygulanabilir ¢oziimler sunma potansiyeli vaad
etmektedir. Klinik uygulamalarin basarili olmalari durumunda, 3 boyutlu iskeleler,
klinik rutin tedavide etkin kemik ve kikirdak olusumu yoniinden biiyiikk O6nem

tagiyacaktir.

Ulkemizin ekonomik kosullarinda oldukga pahali olan kemik veya kikirdak,
yara ve kiriklarinin sagaltim masraflarinin azaltilmasi, klasik yontemler ile tedavi
edilemeyecek kirik iyilesmelerine alternatif yontem sunulmasi ve iyilesme siiresinin
etkin hiicre grubu ve kompozit malzemeler ile kisaltilmasi beklenmektedir. Aym
zamanda, insan ve veteriner hekimliginde kok hiicre uygulamalarinin diger
yontemlere alternatif tedavi yontemi oldugu da g6z Oniine alinmalidir. Yeni
gelistirilen iskelelerin kullanilabilirliginin test edilmesi ile sadece kemik ve kikirdak
defektlerinde degil, diger dokularin tamirinde de kullanilabilecek olmasi {ilkemizin
ekonomik kosullarinda pahali olan tedavi masraflarini azaltmaya ve siireyi

kisaltmaya alternatif yontem olabilecegi diistiniilmektedir.
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