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OZET

MEZENKIMAL KOK HUCRELERIN OSTEOJENIK
FARKLILASMASININ BOR KATKILI HAp-KAPLI KITOSAN DOKU
ISKELELERINDE INCELENMESI

inci SHIKHALIYEVA
Yiksek Lisans, Biyomuhendislik Anabilim Dali
Tez Danismani: Prof. Dr. Menemse GUMUSDERELIOGLU

Temmuz 2015, 122 sayfa

Sunulan tez g¢alismasinin amaci, osteoinduktif 6zellige sahip bor katkil
hidroksiapatit kapli kitosan (B-HAp/kitosan) doku iskeleleri Gzerinde iki farkh
kaynaktan elde edilen (kemik iligi ve yag dokusu) mezenkimal kok hucrelerin in

vitro osteojenik farklilasma potansiyellerinin incelenmesidir.

Tez calismasinin ilkk asamasinda dondurarak-kurutma yontemiyle 100 um gézenek
capina sahip kitosan doku iskeleleri hazirlanmistir. Ardindan hazirlanan bu
iskeleler, mekanik ve biyoaktif 6zelliklerini arttirmak amaci ile mikrodalga enerjisi
yardimi ile yapay vucut sivisi (10xSBF) ve bor katkili yapay vucut sivisi (B-SBF)
kullanilarak sirasiyla HAp ve B-HAp ile kaplanmigtir. Calismanin sonraki
asamasinda, adipoz doku ve kemik iliginden mezenkimal kok hicre izolasyonu
gerceklestiriimistir. Hlcre canhligi Presto Blue analizi ile, hicre morfolojisi
F-aktin/DAPI ve kristal viyole boyamalari ile incelenmistir. Hulcrelerin saglikli
olduklari ve multipotensi 0Ozelliklerini kaybetmedikleri senesens boyamasi ile

gosterilmigtir. Mezenkimal kok hucrelerin multipotensi 6zelliklerini incelemek igin



calismalar, buyume ve farklilasma ortami olmak Uzere iki farkh kosulda
yuratulmastar. Oil Red O boyamasi ile hidcrelerde yag doku farklilagmasini
gOsteren hicre ici yag damlaciklari belirlenmistir. Osteojenik farklilasmanin
gOstergesi olan matris mineralizasyonu alkalin fosfataz-von Kossa (ALP/VK)
boyamasi ile goOsteriimis ve zamanla mineralize nodullerin g¢ogaldigl tespit
edilmistir. Kondrojenik farkllagsma, Safranin O/Fast Green boyamasi ile
gOsterilmistir. Adipoz kokenli mezenkimal kok hucrelere 6zgu yuzey belirtecleri
akig sitometrisi analizi ile belirlenmigtir. Boylece, ¢alismada kullanilacak kemik iligi
(KiMKH) ve adipoz kokenli mezenkimal kok hucrelerin (AKH) karakterizasyonu

tamamlanmistir.

Tez calismasinin son agsamasinda, izole edilen mezenkimal kok hucrelerin
B-HAp/kitosan doku iskeleleri Gzerindeki Ureme ve osteojenik farklilasmasinin
incelenmesi icin durgun kosullarda in vitro hlcre kaltir calismalari yurataimastar.
Doku iskeleleri Uzerinde hucre canhhgr ve Uremesi MTT (3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-
2,5-difeniltetrazolyum bromdr) analizi, hicrelerin morfolojik 6zellikleri ise taramali
elektron mikroskobu (SEM) ile degerlendirilmistir. Hlcrelerin osteojenik farkllasma
belirtecleri olan kollajen tip |, RunX2, osteonektin ve osteopontin gen ifadeleri
gercek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR) ile tespit edilmigtir. AKH’ler
ile elde edilen sonuglar bor katkili hidroksiapatit kapli kitosan doku iskelesinin bu
hicrelerin yapismasini, ¢cogalmasini ve farklilasmasini destekledigi yonundedir.
KiIMKH ile yapilan c¢alismalarin sonuglari AKH’lerinki ile karsilastirildiginda

KiMKH’lerin iskelelere daha az sayida tutunduklari gérulmastur.

Sonug olarak sunulan tez calismasinda bor katkil HAp'in 6zellikle AKH’lerin doku
iskeleleri Uzerinde Ureme ve osteojenik farklilasma potansiyelini 6nemli derecede

etkiledigi gorulmustar.

Anahtar Kelimeler: Bor, kitosan, hidroksiapatit, mezenkimal kok hucreler, kemik

doku muhendisligi.



ABSTRACT

DEVELOPMENT INVESTIGATION OF OSTEOGENIC
DIFFERENTIATION OF MESENCHYMAL STEM CELLS
ON BORON CONTAINING HAp-COATED CHITOSAN SCAFFOLDS

inci SHIKHALIYEVA
Master of Science, Bioengineering Division
Supervisor: Prof. Dr. Menemse GUMUSDERELIOGLU

July 2015, 122 pages

The aim of the present study is to investigate in-vitro osteogenic potential of
mesenchymal stem cells, isolated from two different sources (bone marrow and
adipose tissue), on boron doped hydroxyapatite (HAp) coated chitosan

(B-HAp/chitosan) scaffolds with osteoinductive properties.

In the first part of the study, chitosan scaffolds, which have approximately 100 ym
pore diameter, were prepared by freeze-drying technique. In order to enhance the
mechanical and bioactive properties of the scaffolds, they were coated with HAp
and B-HAp through the aid of microwave energy by using 10xSBF (simulated body
fluid) and boron containing 10xSBF (B-SBF). In the following part of the study,
mesenchymal stem cells were isolated from adipose tissue and bone marrow.
The cell viability was evaluated by Presto Blue analysis, cell morphology was
investigated by F-actin/DAPI and crystal violet staining. The cells aging and
maintenance of multipotency of the cells were visualized by senescence staining.

Intracellular fat droplets which show adipogenic differentiation were demonstrated



by Oil Red O staining. Matrix mineralization which shows osteogenic differentiation
was visualized by alkaline phosphatase-von Kossa (ALP-VK) staining and it was
detected that mineralized nodules were getting increased by time. Differentiation
into the chodrogenic lineage was demonstrated by Safranin O/Fast Green
staining. Specific surface markers of adipose derived mesenchymal stem cells
(AdMSCs) were demonstrated by flow cytometry analysis. Thus, isolation and
characterization studies of bone marrow stem cells (BMSCs) and AdMSCs used in

this study were completed.

In the last part of this study, the proliferation and osteogenic differentiation of
AdMSCs and BMSCs on chitosan, HAp/chitosan and B-HAp/chitosan scaffolds
were investigated by in vitro cell culture studies, under static conditions.
Cell viability and proliferation were analyzed by MTT (3-(4,5-dimethylthiazoyl-2-yl)-
2,5-diphenyltetrazolium bromide) assay and morphological examination was done
with scanning electron microscopy (SEM). Osteogenic differentiation markers,
collagen type |, RunX2, osteonectin and osteopontin expression levels of the cells
were determined using real time polymerase chain reaction (RT-PCR). The results
showed that boron doped HAp coated chitosan scaffolds supported
adhesion, proliferation and differentiation of AMSCs. The results of cell culture
studies showed that there were fewer BMSCs attached onto the scaffolds
compared with AMSCs.

Keywords: Boron, chitosan, hydroxyapatite, mesenchymal stem cells, bone tissue

engineering.
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1. GiRiS
Hastalikli veya hasarli organ/dokularin onariimasi igin gereken malzemelerin
yeterince uygun olmamasi ve organ/doku nakli sikintisi, doku muhendisligi
yaklagimlarinin one ¢ikmasina neden olmaktadir. Doku muhendisligi i¢in hucreler
ve doku iskelelerinin tek baglarina kullanilmasinin yani sira ikisinin
kombinasyonunu iceren c¢esitli yaklasimlar da mevcuttur. En yaygin olarak
kullanilan, istenilen dokuyu olusturabilecek islevsellige sahip hlcrelerin uygun bir
malzemeden hazirlanan doku iskeleleri ile birlestiriimesiyle elde edilen hibrid
sistemlerdir. Bu yaklagimda, hasarl bolgeye implante edilmek Uzere biyouyumlu
ve biyobozunur veya emilebilir doku iskeleleri Uretiimekte ve iskeleler uygun
hiicreler ile bir araya getirilmektedir. implantasyon sonrasi hiicrelerin gogalmasi ve
hicre digi matris Uretmesiyle es zamanli olarak doku iskelesi bozunmakta ve
dokuyu terk etmektedir, yeni olusan igslevsel doku ile de doku kaybi/hasari

giderilmektedir [1].

Kemik, kendiliginden iyilesme ve yara dokusu olusturmadan rejenere olabilme
yetenegine sahip bir doku olsa da, bu rejenerasyon buyuk hasar ve kayiplarda
yetersiz kalabilmektedir. Kemik doku muhendisliginin hedefi, dogal kemigin
yapisinl ve rejenerasyon surecini iyi bir sekilde taklit edebilmek ve U¢ boyutlu
tastyici Gzerinde yeterli miktarda mineralize doku elde edebilmektir. ideal kemik
dolgu malzemesi, kemigin defekt icine blylimesine olanak saglayacak
osteokonduktif bir matris, osteogenezin gerceklesmesi igin canli hicreler ve

hucreleri uyaracak osteoinduktif ajanlar icermelidir [2].

Dogal yapida katyonik bir polisakkarit olan kitosanin, lizozomal enzimlerin etkisi ile
parcalanabilmesi, yikim UrlGnlerinin zararli monomerler icermemesi nedeniyle
fizyolojik olarak guvenilir olmasi, distk immunojenite gostermesi, kemik matrisi
iceriginde bulunan glikozaminoglikanlara benzerligi, bu polimerin kemik doku
muhendisligi ¢galigmalarinda kullanimini elverigli kilmaktadir [3]. Ancak kitosanin
kirilgan dogasi ve yetersiz biyoaktivitesi nedeniyle kullanimi kisitlanmaktadir [4].
Biyoaktivitesini arttirmak amaciyla doku muhendisligi  uygulamalarinda
hidroksiapatit (HAp) ile modifiye edilen kitosan iskeleler kullanilabilmektedir [5].
Kemik yapisinin %60 oraninda HAp ve %20 oraninda da kollajen fiber icerdigi

bilinmektedir. Kemik mineralinin kimyasal ve kristal yapisina 6nemli dlgide



benzerlik gosteren, biyouyumlu, osteokonduktif ve osteoinduktif olan HAp doku

iskelesi malzemesi olarak sikga kullaniimaktadir.

Kemik doku muhendisliginin dnemli bilesenlerinden olan htcrelerin elde edilmesi
icin uygun bir hucre kaynagina ihtiya¢ duyulmaktadir. Kendini yenileyerek yuksek
¢ogalma ve farklilasma potansiyeline sahip olan kok hicreler kemik doku
mihendisliginde ©6nemli bir hiicre kayna@i olarak yer almaktadir. Ozellikle,
mezenkimal kok hicrelerin (MKH) hipo-immunolojik olmalari sayesinde hastanin
immun sisteminden kagabilmeleri onemli avantaj saglamaktadir. Bu nedenle kemik
doku muhendisligi calismalarinda MKH’lerin en 6nemli kaynagi olan kemik iligi ve
adipoz dokudan elde edilen hucreler siklikla tercih edilmektedir [6]. Cesitli
calismalarda kemik iligi ve adipoz dokudan elde edilen MKH’ler in vitro ve in vivo
kemik doku muhendisligi uygulamalarinda kullaniimis ve c¢arpici sonuglar elde

edilmistir.

Kemik iligi MKH’lerin kullanimi oldukca yaygin olmasina ragmen kemik iliginden
elde edilen hicrelerin miktari, farklilagsma potansiyelleri ve yasam sureleri dondrtin
yas! ile ters orantilidir. Ustelik, kemik iliginden MKH elde edilmesi invaziv bir
islemdir [7]. Bu nedenlerden dolayl son yillarda MKH izolasyonu igin alternatif
kaynak olan adipoz doku tercih edilmektedir. Adipoz dokudan az zamanda,
nispeten daha az invaziv bir sekilde ve miktarca daha c¢cok MKH elde
edilebilmektedir [8].

Bor elementinin osteogenez ve kemik metabolizmasinda dnemli bir rol oynadigi
bilinmektedir. Ayni zamanda, belirli miktarlarda beslenme yolu ile alinan bor,
bircok metabolik yolda gérev almaktadir. Bor eksikliginde kemik rejenerasyonu ve

gelisiminin olumsuz etkilendigi ve kemik kaybi riskinin arttigi bilinmektedir [9].

Literatlr incelendiginde borun hicreler Gzerine etkisinin arastirildi§i cok az sayida
¢alisma bulundugu gorulmustir [10-14]. Bu c¢alismalarin birkaginda, borun
2-boyutlu  kultirlerde mezenkimal kok hulcreler Uzerine dogrudan etkisi
incelenmektedir [10, 11]. ilgili literatiirde dzellikle borun, adipoz kékenli MKH’ler
uzerindeki etkisini inceleyen 2-boyutlu ve 3-boyutlu bir kultir calismasina

rastlanmamigtir.



Sunulan tez calismasinin amaci, kemik doku rejenerasyonunu destekleyecek
Ozelliklere sahip olan bor katkili hidroksiapatit (B-HAp) kapl kitosan doku iskeleleri
ile kemik iligi ve adipoz kokenli mezenkimal kdk hicrelerin etkilesiminin ve
osteojenik  farkllasmalarinin  incelenmesidir. Bu hedef dogrultusunda
gergeklestirilen galismalar 3 ana baslik altinda sunulmustur. ilk olarak gézenekli
kitosan doku iskeleleri dondurarak-kurutma yontemi ile Uretilmis ve kitosanin
yetersiz biyoaktivitesini arttirmak amaciyla mikrodalga destekli biyomimetik
yontem [15] kullanilarak HAp ve B-HAp ile kaplanmistir. ikinci bélimde kemik ilii
(KiMKH) ve adipoz kokenli (AKH) MKH izolasyonu yapilmis ve hucrelerin
karakterizasyonlari tamamlanmistir. Son bolimde ise AKH ve KiMKH’lerin kitosan,
HAp/kitosan ve B-HAp/kitosan doku iskeleleri Uzerindeki Greme davraniglari ve
osteojenik farkhlagsmalari hicre kultir calismalari ile belirlenmigtir. Konu ile ilgili
literatlr bilgileri, tez kapsaminda gerceklestiriien c¢alismalar ve elde edilen

sonuglar devam eden bolimlerde sunulmustur.



2. GENEL BILGILER

Bu bdlumde, sunulan tez calismasinin temelini olusturan konularla ilgili olarak
literatiirde yer alan bilgiler 5 ana baslik altinda dzetlenmistir. ilk bélimde kemik
doku muhendisligine yer veriimis ve kemik doku muhendisliginde kullanilan
hucrelerden bahsedilmistir. Ardindan kemik doku muhendisliginde genis kullanima
sahip olan kék hiicrelerden bahsedilmistir. Uglingli bélimde tez ¢alismasinda iki
farkh cesidi kullanilan mezenkimal kok hudcrelerin (kemik iligi mezenkimal kok
hicreler (KiIMKH) ve adipoz kdkenli mezenkimal kdk hicreler (AKH) ) ozellikleri,
izolasyonu, karakterizasyonu ve kullanim alanlari detayli bir sekilde agiklanmistir.
Doérdincl bolimde, kemik doku hasarlarinin tedavisi igin kullanilan doku iskeleleri
ve Uretim yontemleri anlatiimistir. Son bélimde ise kemik doku muhendisliginde
kullanilan biyosinyaller, 6zellikle de bor minerali hakkinda temel literatur bilgileri

verilmigtir.
2.1. Kemik Doku Miithendisligi ve Kullanilan Hiicreler

Kemik; koruma, hareket, organlara destek, kan Uretimi, mineral depolanmasi,
homeostaz ve kan pH dizenlemesi gibi insan fizyolojisinin énemli fonksiyonlarinda
anahtar rol oynayan ve cesitli 6ncul hicrelere (mezenkimal, hematopoetik) ev

sahipligi yapan dikkat ¢ekici bir organdir.

Kemik, yeniden yapilandirma ve kendiliginden yenilenme gibi Ustlin o6zelliklere
sahiptir. Kemik dokusu, kemik hicreleri olan osteoblast, osteoklast ve osteositler
tarafindan saglanmis homeostazin dinamik bir denge durumunda bulunmaktadir
(Sekil 2.1).

Kemigin yuksek rejenerasyon kapasitesi, Ozellikle geng¢ insanlarda, kiriklarin
¢ogunlugunun buyuk mudahele gerektirmeden iyilesmesine olanak saglamaktadir.
Ancak, osteogenez imperfekta, osteoartrit, osteomiyelit ve osteoporoz gibi
hastaliklar, travmatik yaralanmalar, ortopedik ameliyatlar ve primer tumor
rezeksiyonlari, buylk kemik hasarlari veya bosluklarina neden olmaktadir. Bu gibi
durumlarda, kemik defektinin boyutuna bagh olarak, enfeksiyon ve diger gesitli
nedenlerden dolay! yarali ya da hastalikli kemigin kendini tamir etmesi mumkun
degildir [16, 17].
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Sekil 2.1. Kemik dokusunda bulunan hicreler.

Genel olarak kemik rejenerasyonu asagidaki basamaklardan olusmaktadir:

1.0steogenez; Kemik iyilesmesinin tim agamalarinda gorulir ve hicre transferi ile

kemik olusturma kapasitesini ifade eder.

2.0steoindiiksiyon; Kemik olusumunun uygun malzemeler (osteoinduktif) ile
desteklenmesidir. Osteoindiktif malzemeler, kok hucrelerin osteoblastlara
farkhlasmalarini ve sonrasinda kemik olusturmalarini saglayan malzemelerdir. Bu
malzemelerin en iyi bilineni demineralize kemik matrisidir (DBM). DBM biyolojik
aktif sitokinlerle birlikte mezenkimal kok hucrelerin ¢gogalmasini, osteoblastik ve

kondroblastik farklilasmasini uyarir.

3.0steokondtiiksiyon; MKH ve osteoblastlar gibi kemik yapici hucrelerin
uremelerini  destekleyerek, kemigin U¢ boyutlu yapisinin  olugsmasi igin

osteokonduktif malzemelerin saglanmasidir.

4.0Osteopromosyon; Kemik iyilesmesi ve rejenerasyonunun biyolojik ve mekanik
kolaylastirici faktorlerin etkisi ile saglanmasidir. Ornegin, PRP (Platelet ydniinden
zenginlestirilmis plazma) icerdigi TGF-3 (dénustlrict blyume faktért), PDGF
(kan plateletlerinden kodken alan buyume faktori), VEGF (vaskuler endotel
bayume faktort) ve IGF (insulin-benzeri buyime faktor) gibi faktorlerle boyle bir
etki saglamaktadir [18, 19].



Hastalikli ya da yaralh kemik dokularini tedavi etmek igin u¢ temel yaklagim
bulunmaktadir:
1. Taze izole veya kulture edilmis hucrelerin implantasyonu; 2. In vitro olarak

hazirlanmis hicre-iskele implantasyonu; 3. In situ doku rejenerasyonu [20].

Kemik doku rejenerasyonu esnasinda hucrelere tutunabilecekleri uygun bir
cevrenin saglanmasi gereklidir. Hicre disi matris (ECM) in-vivo'da bu iglevi yerine
getirmektedir. Bu nedenle, doku muhendisligi yaklagsiminda da ECM iglevini taklit
edebilecek sistemlerin  (doku iskelelerinin) gelistiriimesine caligiimaktadir.
Hucreler, buyume faktorleri ile gegici ECM islevini yapan sentetik malzemelere
(doku iskeleleri) yerlestirilerek hasarli bolgelere implante edilmektedir. Yeni kemik

olusunca gegcici iskele bozunmakta ve vicut tarafindan emilmektedir [1].

Blyuk kemik hasarlarinin tedavisinde kullanilabilecek greft materyaller, otolog
kemik (hastanin kendisinden alinan), allojenik kemik (bir dondrden alinan),
demineralize kemik matrisi ve ayni zamanda metal, seramik, polimer ve kompozit
gibi genis bir yelpazede biyomalzemeler olabilmektedir. Genellikle, altin standart
olarak kabul edilen tedavi yontemi otogreft kullanimidir. Bu yaklasimda hastanin
kendi vicudunun yuk tagiyici olmayan kismindan (tipik olarak bu kolay erisebilen
iliaktir) kemik alinarak hasarl boélgeye yerlestiriimektedir. Hastanin kendi kemigi,
badisiklik sistemi tarafindan reddedilme ve hastaliga bagli komplikasyon gibi
durumlarn ortadan kaldirmakta ve kemik olusturan hudcrelerin dogrudan implant
bdlgesine go¢ etmesini saglamaktadir. Ayrica, otolog kemik greftleri, osteoinduktif
buyime faktorlerinin etkisi ile mezenkimal kok hucrelerin osteojenik hucrelere

farkhlasmalarini uyarmaktadirlar [21].

Genel olarak doku miihendisliginde iki temel yaklasim vardir: 1. implantasyon
oncesi uygun iglevselligi saglamak Gzere in vitro geligtirilen yapilarin kullanildigi ex
vivo doku muhendisligi; 2. Doku onarimi ve yenilenmesi igin yapilarin in vivo
ortamda olgunlasmaya birakildi§i in vivo doku mihendisligi. Her iki yaklasim igin
de Uc¢ ana bilesen gerekmektedir: uygun doku iskelesi, duyarli hulcreler ve
biyosinyal molekulleri. Boylece, en klasik tanimiyla doku muhendisligi, hucre
kaynagi ve Ug-boyutlu doku iskelesi kombinasyonunun kullaniimasi ile dejenere

dokunun onarimi, yenilenmesi ve rejenerasyonunu hedeflemektedir [22].



Kemik doku muhendisliginin klinikte uygulanabilir bir yaklagsim haline gelebilmesi
icin ¢alismalar, uygun hucre (uygun hucre segimi, immuan  yanit kontroll),
iskele (farkh tasarimli, kimyasal bilesenli ve rezorpsiyon oranli iskeleler test
edilmeli), implant kosullari (serumsuz ortam kullanimi dahil olmak Uzere hicre
kaltur ortamlari optimize edilmeli; biyoreaktorler gelistiriimeli ve kullaniimalr),
cerrahi iglemler ve hasta takibine (klinik protokoller dogrulanmali ve standardize

edilmeli) iligskin konularda yogunlagsmaktadir [23].

Doku muhendisligi igin temel hicre kaynaklari zenojenik, allojenik ve otojenik
hucreleri icermektedir. Her kategori, hicrenin kok hlcre (embriyonik veya yetigkin)
veya daha farklilasmis - ileri etaptaki hlcre olmasina goére ayrilabilir. Doku
muahendisligi c¢alismalarinda kullanilan temel hicre kaynaklarn Cizelge 2.1'de

gOsterilmigtir.

Cizelge 2.1. Doku muhendisliginde kullanilan temel hicre kaynaklari.

Deneysel caligmalar Preklinik galismalar Klinik galigmalar
" Otolog = Otolog = Otolog

. Allojenik = Allojenik

. Zenojenik = Zenojenik

= Olumsuzlestiriimis
= Non-transforme klonal
= Sarkoma

Buglne kadar yapilan ¢alismalar ile, kemik onarimi ve yenilenmesinin uyariimasi
icin, mezenkimal kok hucreler, embriyonik kok huacreler (EKH), uyariimis
pluripotent kék htcreler (uPK hcreleri), insan dis kdk hicreleri gibi gesitli hlicre
tipleri belirlenmistir [24]. Multipotent mezenkimal progenitdr hicreler gibi cesitli
yetiskin hucre hatlari basarili sekilde kemik ve kikirdak doku muhendisligi
yaklagimlari icin kullaniimistir. Ayrica, genetik olarak degistiriimis diger kemik ve
kikirdak hicre hatlari (sarkoma hadcreleri, 6lumsuazlestiriimis  hucreler,
dondsturdlmemis klonal hicre hatlar) gelistiriimis ve gesitli ortamlarda hicrelerin
in vitro davraniglarini degerlendirmek icgin kullaniimistir. Kondro-osteoprogenitor
Ozellikleri olan hucreler periost, kemik iligi, dalak, timus, iskelet kasi, adipoz doku,

deri, retina, dis pulpasi da dahil olmak Gzere bir¢ok dokudan izole edilmistir [25].
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Kemik matrisini hemen uretmeye basladigindan ve otolog olabilme kapasitesinden
dolayr primer osteoblast onculi hucreler o6zellikle klinik uygulamalar igin en
avantajli hucre tipi olarak sayilabilir, fakat in vitro olarak sinirl g¢ogalma
kapasitelerinden dolayr bu hucrelerin kemik doku muahendisliginde kullanimi
sinirlanmigtir. Bu hicreler, kemik parcaciklarindan enzimatik ekstraksiyon ile elde
edilebilmekte ve in vitro kultlirlerde ¢ogaltilabilmektedir. Dogrudan primer
osteoblastlarin kullanimi yerine osteoblastlara farkhlastirilmis MKH kullanimi daha
cok tercih edilmektedir [26].

2.1.1. Hucre Hatlar

In vitro olarak hicre-biyomalzeme etkilesimlerinin incelenmesi igin ¢esitli
osteoblastik hucre hatlari geligtiriimigtir. Bu hucreler kolaylikla buytyup ¢ogalabilen
ancak kendi sinirlamalari olan hicrelerdir. Spontan timoérlerden tiretilen
osteosarkoma hucre hatlari in vitro olarak kolaylikla yetigtiriimekte ve sonsuz
cogalabilmekte, fakat normal bir fenotip sergilememektedir. Ayrica, normal
farkhlastirilmis insan osteoblastlari ile karsilastinldiginda osteosarkoma hucreleri
cesitli hormon ve sitokinlere anormal tepki gdstermektedir. Ornek olarak; insan
osteosarkoma hucresi olan MG-63 osteoblast benzeri hicreler gdsterilebilir.
Bu Ozelliklerin asilmasi i¢in Harris ve ark. [27] insan osteoblast hucrelerine
oldukca benzeyen stabil olarak transfekte edilmis insan fetal osteoblastik hucre
hattt (hFOB 1.19) gelistirmistir. MC3T3-E1 (fare kalvaryal fibroblastlarindan
klonlanmis hticre hatti), SAOS-2, UMR-106 gibi diger hlcre hatlari da kemik doku
muhendisliginde yaygin olarak kullaniimaktadir, ancak ¢aligmalar igin hucre

secerken turler arasi farkhliklar gz 6nande bulundurulmalidir [28].
2.1.2. Ko-kulturler

Osteoblastlarin endotel hicreler veya osteoklast gibi diger hucreler ile ko-kulturleri
biyomimetik ortam saglamakta ve hicre-hucre iletisimi dogal kemik olugsumuna
0zgu olan sinyal yollarini aktive etmektedir. Bu da mineralize matrisin gogalmasina
ve tek bagina yapilan osteoblast kulturu ile karsilastirildiginda, kemik dokusunun
daha iyi vaskuilarize olmasina neden olmaktadir. Kyriakidou ve ark. [29] tarafindan
yapilan ¢alismada osteoblastlarin endotel hicrelerin gogdalmasini artirdigi ve ayni
zamanda endotel hucrelerin de osteoblastarin blyumesini artirdigi, ancak

farklilagmalarini azalttigr gosterilmigtir.


http://jbc.sagepub.com/search?author1=K.+Kyriakidou&sortspec=date&submit=Submit

Kok hacreler ise kendini yenileyerek surekli bir hicre kaynagi saglayan ve
osteojenik olarak farklilagabilme 6zelliklerinden dolayr kemik doku muhendisliginde

genis kullanima sahip olan hicrelerdir [26].

Sunulan tez calismasi farkl kokenli kok hicreler ile gergeklestirildigi icin devam

eden bolimde kok hucrelere ait daha detayli bilgilere yer verilmistir.
2.2. Kok Hiicreler

Geleneksel olarak kdk hicre, kendini yenileme, gesitli hiicre tiplerine dénusebilme
ve klon olusturma yetenegine sahip farklilasmamis hicre olarak tanimlanmaktadir.
Kok hucreler vicutta bulunan 200°den fazla hicre tipi igin progenitor olarak kabul
edilen ilkel hucrelerdir. Kendini yenileme potansiyeli, hicrenin farklilasmama
ozelligini koruyarak sayisiz hucre dongulerinden gegcme yetenegi anlamina gelir.
Potensi, kok hicrelerin farkli potansiyellerini anlatmak icin kullanilan bir kavramdir.
Yumurta ve sperm hucresinin birlesmesi ile olusan zigot, tek basina bir
organizmayl meydana getirebilecek genetik bilgiye ve guce sahiptir. Boyle bir
potansiyele sahip ilk embriyonik hicreye totipotent hucre denir. Dollenmeyi takip
eden ilk 4-5 gln icerisinde bu hticreler, ayni glice sahip olup her biri tek basina bir
organizma meydana getirebilme yetenedindedirler. Yaklasik besinci gundeki
blastokistin i¢ hicre kitlesi de (embriyonik kdk hicreler) vicuttaki tim hucrelere
donlUsebilme yetenegine sahiptir; ancak bu hicreler tek baslarina bir organizmayi
olusturamazlar. Bu nedenle bu hucrelere pluripotent hicre adi verilir. Bu
asamadan sonra hucreler daha 6zel fonksiyonlara sahip olmakta ve erigkin kok
hdcrelerini olusturmaktadirlar. Daha 06zellesmis olan bu kok hucreler ise
multipotent hdcre olarak siniflandiriimaktadir. Unipotent kok hicreler ise sadece
bir tip hicre Uretebilmekte ama kendini yenileme 6zelligine sahip oldugundan

dolayi kék hiicre olmayan hicrelerden ayirilabilmektedir [30, 31].
2.2.1. Tarihge

Kemik iliginde hematopoetik olmayan hucrelerin varligi ilk kez Alman patolog
Cohnheim tarafindan 130 yil énce gbézlemlenmistir. Cohnheim’in ¢alismalari, yara
iyilesmesi igleminin normal bir pargasi olan ve kollajen liflerini depolayan
fibroblastlarin kaynaginin kemik iligi olabilme olasihigini arttirmistir. Kemik iliginin
stromal bolgesi sinirlarinda bulunan mezenkimal kok hicreler ilk olarak

Friedenstein ve Petrakova [32] tarafindan 6ncl bir calismada tespit edilmistir.
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Bu calismada, sigan kemik iliginden kemik olusturan progenitor hucreler izole
edilmistir. Butin kemik iligi plastik kaplara yerlestiriimis ve yapismayan hucreler 4
saat sonra uzaklastiriimig, boylece hematopoetik hucrelerin ¢ogu atiimistir.
Yapisan hdcrelerin goérinltrde heterojenik olduklarini, fakat daha siki yapisan
hdcrelerin igsi formda ve 2-4 huicre igceren odaklar olusturduklarini, ayrica bu
hacrelerin 2-4 gun arasinda inaktif olduklarini, sonradan hizla g¢ogalmaya
basladiklarini belirtmislerdir. Friedenstein ve Owen bu hcreleri osteojenik kok

hicre veya kemik iligi stromal kdk hlcre olarak adlandirmiglardir. [33].

Friedenstein’in gozlemleri 1980’ler boyunca diger gruplar tarafindan devam
ettirilmis ve Friedenstein yontemi ile izole edilen hucrelerin multipotansiyel 6zellige
sahip olduklari ve osteoblast, kondrosit, adiposit ve hatta miyoblastlara
farkhlasabildikleri ortaya ¢ikmistir. Caplan [34] kemik ve kikirdak dénudsimuinin
MKH aracihgi ile gerceklestigini ve c¢evre kosullarinin MKH farkhilagsmasini
uyarmak icin kritik onem tasidigini belirtmistir. 1990’larda MKH’in miyojenik
farkhlasmasi gosterilmis, Pittenger ve ark. [35] tarafindan yetiskin insan MKH’in
bircok farkli hicreye farklilagsabilme potansiyelini koruyarak kolonilere
cogaltilabildikleri belirtilmigtir. Daha sonra 1990’larin sonlarinda Kopen ve ark. [36]
MKH’in ektoderm kokenli dokuya farkilasma kapasitesini gostermiglerdir.
Yirmibirinci yuzyilin baslarinda yapilan in vivo calismalar MKH’in endoderm
kokenli hicrelere ve kardiyomiyositlere farklilastiklarini ve ventrikiler miyositlerin

MKH'’ler ile ko-kulturlerinin kardiyomiyosit farkhlasmasini uyardigini géstermistir.

Son 20 yilda MKH’ler bircok doku ve organdan izole edilmigtir. Ayrica, belli
uyaranlar varhiginda MKH’lerin inanilmaz transdiferansiyasyon kapasitesine sahip

olduklari da gésterilmistir [37].
2.2.2. Kok Hiicre Cesitleri

Pluripotent hlcrelerden en iyi bilineni, blastokistten elde edilen embriyonik kok
hacrelerdir (EKH). Bunlardan baska epiblast kdk huacreleri (EpiKH), embriyo
karsinoma hiicreleri (EKaH) ve ilkel cinsiyet hiicreleri (ICH) ve bundan tiretiimis
olan embriyonik germ hucreleri (EGH) diger pluripotent hucrelerdir [38].
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2.2.2.1. Embriyonik Kok Hucreler

EKH’ler pluripotent hucrelerdir ve U¢ germ tabakasinin herhangi bir hlcresine
farkhlasma yetenegine sahiptir, ancak bu hucreler tropoektoderm olmadan yeni
embriyo Uretemez. Bununla birlikte, EKH’leri farkh yapan o6zelliklerinden biri de
uzun sure kultur icerisinde farkhlagsmamis halde kalabilme yetenekleridir. Ayrica
EKH’ler yuksek telomeraz duzeyine sahiptirler ve bu da onlarin yetiskin kok
hiucrelere gore daha dayanikli olmalarini saglamaktadir. Boylece, EKH hem
terapotik doku rejenerasyonu, hem de ara¢ olarak gen tedavisi i¢in oldukga

uygundur [39].

EKH’lerin osteojenik hucrelere farklilagmasini gosteren ¢alismalar bulunmaktadir.
Bir yandan bu hulcrelerin in vitro sinirsiz blyume potansiyeli, erisebilirligi ve
genetik manipulasyon kolayligi kemik doku muhendisligi i¢in avantaj saglarken,
diger taraftan kiltdr sirasinda ve transplantasyonda, timorojenik farklilasma gibi
bir risk tagimaktadirlar [26]. Bilindigi gibi embriyonik kok hucreler hayvanlara
implante edildikten sonra teratoma ve teratokarsinomalara yol acabilmekte ve bu
yanlis gelisen potansiyel EKH’lerin klinik kullanimi igin buylk bir problem teskil
etmektedir. Ustelik transplante edilen EKH’ler organlarda normal islevlerini
sergileyemeyebilir ve immun yanita neden olabilirler [40]. Ayrica, insan embriyonik
kok hlcelerinin kullanimini etkileyen etik sorunlar da klinik uygulamayi sinirlayan

problemlerden biridir [41].
2.2.2.2. Uyariimig Pluripotent Kok Hiicreler

Uyarilimis pluripotent kok hicreler (uUPK hicreleri) dogal olarak pluripotent olmayan
hicreden bir dizi spesifik gen ifadesinin indlksiyonu ile yapay olarak tlretilmis
pluripotent kok hticrelerdir. uPK hcreleri ilk kez 2006 yilinda fare fibroblastlarinda
Oct4, Sox2, KIf4, ve Myc transkripsiyon faktérlerinin yeniden programlanmasi yolu
ile elde edilmigtir ve dusuk verimli de olsa, somatik hicrelerin embriyonik kdk
hdcrelerin - bulundugu pluripotent dlizeye getirilebilecedi gosterilmistir [42].
Yaklasik bir yil sonra ayni yéntem kullanilarak farklilastiriimis insan somatik
hicreleri uPK hucrelerine donustiralmis [43] ve ayni yil farkli transkripsiyon
faktorleri kullanilarak insan hdcre dizileri olusturulmustur [44]. Arastirmalar insan
uPK hucre 6zelliklerinin insan EKH 6zelliklerine benzer oldugunu gostermis ve bu

benzerligin sadece morfoloji, gen ekspresyonu ve yuzey antijenleri agisindan degil
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ayni zamanda in vitro farklilasma potansiyeli ve pluripotensi 6zellikleri agisindan
da oldugu belirlenmistir. Ancak, onkogenlerin entegre olmasi nedeni ile tumor
olusumu Ozel dikkat ve arastirma gerektirmektedir. Buna ek olarak, kemik doku
muhendisliginde kullanilmak tzere klinik olarak guvenli uPK hucreleri Uretmek igin
viral olmayan induksiyon yontemlerinin geligtiriimesi buyuk onem tasimaktadir
[24].

2.2.2.3. Yetigkin Kok Hiicreler

Erken embriyo gelisimini tamamlamis bir organizmada bulunan multipotent kok
hicreler yetiskin kék hicreler (YKH) olarak adlandirilmaktadir. Yetigkin
organizmadaki ¢ogalan ve gecici hucrelerin 6ncusu olan bu hicreler hasarlanan
dokularin yenilenmesinde goérev alir. Bu hucreler bazen somatik kék hicreler,
bazen de dokuya 6zgl kok hucreler olarak da isimlendirilir. Yetigkin kdk hlcrelere
0zgu olan plastisite kavrami Ferrari ve ark. [45] yaptidi calisma ile ortaya ¢cikmistir.
Bu calismada, farede kemik iligi kdkenli miyojenik progenitorlerin dejenere kas
tamirinde kullanimi anlatilmistir. Plastisite, bir huicrenin kendi kimligini bir organdan

diger organa gecirme yetenegi olarak adlandirilmaktadir [39].

Gunumuzde Uzerinde en c¢ok calisilan YKH tipleri hematopoetik kdk htcreler
(HKH), mezenkimal kok hiucreler (MKH), noral kdk hicreler (NKH), dis pulpasi kdk
hicreleri ve endotel kok/6ncu hlcreleridir. Bunlar disinda beyin, kalp, karaciger,
akciger, pankreas, go6z, burun, kulak gibi organlarda da yetigkin kok hucreler
bulunmaktadir [38].

Dis Pulpasi Kok Hiicreleri

Bugline kadar, bes farkh insan dis kok/progenitér hicresi izole edilmis ve
karakterize edilmistir: dis pulpasi kok hucreleri (DPKH), sit disi kok hucreleri
(SDKH), periodontal ligament kdk hicreleri (PDLKH), apikal papilla kdk htcreleri
(APKH) ve dental folikiil &ncli progenitdér hicreleri (DFOH). Bu post-natal
populasyonlar kendini yenileme kapasitesi ve c¢oklu farklilagsma potansiyeli gibi
mezenkimal kék hiicre nitelikleri tagimaktadir [46]. ik dis kok hiicresi Grontos ve
ark. [47] tarafindan insan pulpa dokusundan izole edilmis ve postnatal dental
pulpa kok hicresi olarak adlandiriimigtir. Dental pulpa kok hucreleri mezenkimal
kok hucre populasyonudur. Bu hucrelerin odontoblast benzeri hlcrelere, pulpa

fibroblastlarina, endotel hiicrelere, adipositlere ve ndral-benzeri hicrelere
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farkhlasma potansiyeline sahip olduklari ortaya ¢ikmistir. Daha sonra DPKH’lerin
osteojenik, kondrojenik ve miyojenik olarak farkhlasabildikleri bulunmustur.
Deksametazon, gliserolfosfat ve inorganik fosfat varhiginda DPKH’lerin
odontoblast-benzeri hlicrelere farklilasabildikleri ve alkalin fosfataz enzimi ifade
edebildikleri gdozlemlenmigtir. Bu farklilagsmaya kollajen matrisinin depolanmasi ve

mineralizasyonu da eglik etmektedir [48].

DPKH’larin, osteojenik ortamda basarili bir bicimde osteojenik farklilastigi
gOsterilmigtir. Ayrica, DPKH’lerin farelere in vivo nakli ile osteosit igeren kemik
dokusu olusturulmustur. Son kemik doku muhendisligi ¢galismalari, DPKH’lerin Ug
boyutlu iskeleler ile bir kombinasyon halinde kullanilabilme potansiyelini

gOstermigtir [24].

Hematopoetik Kok Hiicreler

Kemik iliginde kok hucrelerin iki ana g¢esidi bulunmaktadir: HKH ve MKH. Yetigkin
kemik iligi kokenli HKH’ler eritrosit, trombosit ve beyaz kan hucreleri de dahil
olmak Uzere tum kan hucreleri igin prekursor olarak kabul edilmektedir. Buna ek
olarak, HKH’ler fibrosit ve endotelial prekirsor hicrelerine de doénudsmektedir.
Olgun kirmizi kan hicreleri ve onlarin progenitorleri hari¢, hematopoetik hicrelerin
ortak Ozellikleri CD45 yuzey belirtecini ifade etmeleridir. HKH kendini yenileme
kapasitesi ve pluripotensi ile karakterize edilmektedir. HKH’ler kemik iligi aspirati

ve kordon kani Unitelerinden izole edilebilmektedir [49-51].
2.3. Mezenkimal Kok Hiicreler (MKH)

MKH’ler, o6zellikle bulunduklari dokulari olusturan hucrelere farklilasabilme ve
onlara has olan kendilerini yenileyebilme yeteneklerinden dolayi, hicre bazli
tedaviler icin potansiyel hucre kaynagi olarak buyuk heyecan ve umut vaat
etmektedirler. Cocuklarda osteogenez imperfekta tedavisi uygulamalari,
hematopoetik geri kazanim ve kemik doku rejenerasyonu stratejileri dahil olmak
uzere hucresel terapétik stratejilerin birgok tipinde etkinlik gdsteren MKH’ler
kolaylikla bir kok hicre kaynagi olarak kabul edilebilir. Daha da onemlisi, bu
hacreler, hastalarin kendilerinden dogrudan elde edilebilmekte, boylece allojenik
dokunun immun reddi ile ilgili komplikasyonlari ortadan kaldirmaktadirlar.
Farkhlasmamis hicreler olarak karakterize edilen, mezodermal farklilasma

potansiyeline ve yuksek ¢ogalma kapasitesine sahip olma gibi 6zelliklerinden
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dolayr birgok yetiskin dokuda bulunan MKH’ler klinik uygulamalarda doku
hasarlarinin rejenerasyonu icin tercih edilen bir kok hicre kaynagi olmaktadir.
Yetigkin dokularda bulunan MKH’ler bir kdk hlcre populasyonunu temsil ederek
izole edilebilmekte, kulturde c¢ogaltilabilmekte, in vivo ve in vitro olarak
tanimlanabilmektedir. MKH’ler adiposit, osteosit ve kondrositlere kolayca
farkhlasabilmekte,  kdlturde  embriyonik veya  hematopoetik  hucreleri
destekleyebilmektedirler. Ayrica, endotel, noral, diz kas, iskelet miyoblastlar ve
kardiyak miyosit hucrelerinin fenotipik 6zelliklerini ifade edebildiklerine dair

calismalar bulunmaktadir [52, 53].

Rejeneratif tip ve doku muhendisliginde kullanilabilme potansiyelinden dolayi
MKH’ler buyuk ilgi uyandirmaktadir. Mezenkimal kdk hicrelerin terapdtik degerini
gOsteren hem Kklinik oncesi, hem de klinikte birgok calismalar bulunmaktadir.
Kemik iliginin toplam cekirdekli hicrelerinin ktuguk bir bolimund temsil eden bu
hicreler, standart hicre kultira teknikleri kullanilarak kultire edilebilir ve

cogaltilabilirler [54].
2.3.1. MKH izolasyonu

MKH’in en blyuk avantaji hastalardan dogrudan alinabilmeleri ve boylece allojenik
dokulardan kaynaklanabilecek immun reddin ve enfeksiyonun ortadan kalkmasidir.
Ancak MKH’lerin tedavide kullanilabilmesi ig¢in hucrelerin belirli sayilarda
cogaltimasi gerekmektedir [55]. MKH’ler genel olarak kemik iliginden elde
edilirler. insanda genellikle iliak kanattan alinan kemik iligi aspiratindan elde
edilirler. Ayrica tibia ve femurlardan ya da torasik ve lumbar omurgadan da elde
edilebilirler. Buylk hayvanlarda benzer bdlgelerden alinirken, kemirgenlerde ise
daha c¢ok tibia ve femurlardan alinirlar. Toplam ilik hlcreleri arasinda oldukca
dusUk sayida bulunmalarina karsin, standart hicre kualtur teknikleri kullanilarak
cogaltilabilirler. Kemik iliginden elde edilen gekirdekli hicrelerin, geng¢ erigkin
dénemde 1/10,000, eriskinde 1/250,000'i ve 80 yasindan sonra da 1/2,000,000'i
ancak MKH'dir. Kemik iliginin iliak kanattan aspirasyonu veya kemik iligi
biyopsilerini takiben yogunluk gradyan santrifijlemesinden sonra kemik iligi
mononuklear katmanindan kemik iligi mezenkimal kdk hicreler (KiIMKH) elde
edilir. Kemik iligi kok hucreleri yuzeye bagimh olma 6zelliklerine gore, plastige
yapisan mezenkimal kok hucreler ve yapismayan hematopoetik kok hucreler
olarak ikiye ayriimaktadir. MKH’in bu 6zelligi kullanilarak FBS ve besi ortami ile
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hlcre kultur flasklarinda 48-72 saat 37°C sicaklikta, %5 CO: iceren inkUbatorlerde
inkiibe edilirler. Bu sure sonunda sUpernatan ve plastige yapismayan hucreler
uzaklastiriir. Geriye kalan plastide yapismis hicreler kiltlire edilmeye devam
edilir. Hlcreler flask tabaninin %75'ini kaplayinca tripsinizasyon yapilarak yapisan
hucrelerin yizeyden ayrilmasi saglanir. Daha sonra hucreler flask ytzeylerine taze
besi ortamlari ile ekilir. Pasaj sonrasi yeterli sayida hucre elde edilir. Kullanima
hazir hale gelen hicreler daha sonra galisiimak Uzere dondurularak -80°C ile
-196°C’de (sivi azot) saklanir. Kemik iliginin alinmasi i¢in mevcut yontemler,
Ozellikle birkag millitreden daha bluyuk hacimlerde donoér igin nispeten sakincal ve
agrili olabilmektedir. Bu nedenle mezenkimal kok hucreler i¢in alternatif kaynaklar

aranmaktadir.

Adipoz doku da stromal vaskuler fraksiyonda (SVF) multipotent MKH populasyonu
bulundurmaktadir. Adipoz kokenli kok hicreler dokudan liposaksin veya
abdominolastik yontem ile elde edilebilmektedir. Hucre fraksiyonunu izole etmek
icin en sik kullanilan yéntem homojenizasyon, enzimatik pargalanma ve
diferansiyel santrifigasyon, ardindan hicrelerin SVF pelletinden ayiriimasini
icermektedir. Kok hucre kaynagi olarak adipoz dokunun avantajlarindan biri, hiicre
toplama sirasinda minimal morbidite ile kolay erisebilirligidir. Ayrica, buyuk
miktarlarda elde edilebilen adipoz doku, kemik iligi aspiratlari ile kiyaslandiginda
daha c¢ok sayida kok hucre saglamaktadir. Fibroblast benzeri koloniler igin
klonojenik deneyler sonucu cekirdekli hucrelerin %1-3’Gnin AKH oldugu tespit
edilmigtir, bu da kemik iliginin 100-500 kati kadar yuksektir [56-58]. MKH’lerin

kemik iligi ve adipoz dokudan izolasyonu sematik olarak Sekil 2.2’de gosterilmistir.
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Sekil 2.2. MKH izolasyonunun sematik gosterimi.
2.3.2. MKH Karakterizasyonu

Hucresel tedavilerde kullanilacak kok hicre o6zelliklerine yodnelik kriterler su
sekildedir: 1. Plastige yapisma; 2. Standart farklilasma kosullarinda in vitro
osteoblast, adiposit ve kondrositlere farklilasma; 3. Kok hicre populasyonunun
2%95 CD105, CD 73 ve CD90 yuzey belirteclerini ifade etmesi ve <%2 CDA45,
CD34, CD14 ya da CD11b, CD79a ya da CD19 ve HLA class Il ifade
etmemesidir [59]. Bununla birlikte, hucreler bu kriterlere uygun olsalar dahi,
sonuglar yapay in vitro gbézlemlere dayandiklarindan dolayl yapilan birgok
arastirma  klinik uygulamalar icin tamamen vyararli olamamistir. Ozellikle
immunolojik belirtecler icin yapilan in vitro kdltir g¢alhsmalari MKH’lerin
immunofenotiplerinin bu klltirlerde yapay olarak degismesi nedeniyle in vivo daki

davraniglarini yansitmada yetersiz kalmaktadir [60].
2.3.2.1. MKH Farklilagmasi

MKH’nin multipotent 6zelligini tanimlamak igin bu hicrelerin in vitro ortamda en az
u¢ farkh hicre serisine (genellikle adiposit, osteosit ve kondrosit) farklilagsmasinin

gOsterilmesi gerekmektedir.
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Osteojenik Farklilasma

MKH’lerin osteojenik uyarimi i¢in oncelikle hlcrelerin kultir kabinda neredeyse
%70-80 yogunluga ulasmasi beklenir. Osteojenik farklilagsmayi uyarmak igin
kullanilan klasik ydntem [-gliserolfosfat, askorbik asit ve deksametazon ile
hicreleri ortalama 3-4 hafta kiltire etmektir. Bunlara ek olarak vitamin D3,
TGF-B3 ve BMP de kullanilabilir. Bu bilesenlerin bulundugu tek tabaka kultirde
hicreler, alkalin fosfataz (ALP) aktivitesinin regulasyonu ve kalsiyum agisindan
zengin mineralize hlcre digi matris depolamasiyla osteoblastik morfoloji

gostermektedirler [54].

Sentetik glukokortikoid olan deksametazonun kok hicre farklilagsmasinda
transkripsiyon etkinligini artirdigi dusunulmektedir. Ayrica deksametazon RunX2
bagdimli genin ifadesinin artirlmasinda rol oynayarak osteojenik farklilagsmayi
uyarir. Ancak deksametazonun ylksek dozlari osteoblastik etkinligi baskilar ve
glukokortikoide bagli osteoporozu ortaya ¢ikartir. Deksametazonun Kkollajen
sentezine negatif etkisi hlicre ¢gogalmasini olumsuz yonde etkiler. Bu etki ortama
askorbik asit eklenmesi ile ortadan kaldinlir [61, 62]. Walsh ve ark. [63] MKH’leri
deksametazonun 10 pM - 1 yM arasindaki dozlarinda inkibe etmis ve kritik

derigimin 10 nM oldugunu belirlemigslerdir.

Askorbik asit veya C vitamini kollajen sentezinde kofaktér olarak goérev yapar,
hicre dongusi ve mitoz ile iligkili genlerin ifadesini artirir. Askorbik asitin
dezavantaji kultur ortamlarinda hizlica bozunarak sabit dizeyde tutulamamasidir.
Bu nedenle kultir kosullarinda daha uzun sure etki gOsterebilen
askorbik asit 2-fosfat kullanimi tercih edilir. Askorbik asitin kullanim dozu
50-500 uM arasindadir [64].

Kalsiyum ve fosfat iyonlari hlcreler arasi matrisin mineralizasyonu icin oldukga
onemlidir. Enzimatik olarak alkalin fosfataz (ALP) tarafindan hidrolize edilen
B-gliserofosfat inorganik fosfat kaynagi olarak gérev yapar. Ayrica 3-gliserofosfat
matris minerallerinin yapiminda, laktat olusumunda, ALP etkinliginde, protein ve
fosfolipid sentezinin artmasinda 6nemli rol oynar ve bdylece osteojenik
farklilagmayi uyarir. In vitro osteojenik farklilagsma igin kullanilan B-gliserofosfat
dozu 5-10 mM arasindadir [65].
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MKH’ler osteoblastlara farklilagirken fibroblast benzeri yapilardan kubik sekle
donugurler ve hucreler arasi matris elemanlarindan 06zellikle tip | kollajeni
sentezlerler. Daha sonra c¢okuntu ve noduller olusturarak kemiklesmenin
baslangicini ortaya c¢ikarirlar. Osteojenik farklilasma Alizarin kirmizisi ve von
Kossa boyama yontemleri ile gosterilebilir. Artan ALP’ye bagh olarak kalsiyum
birikimleri de ortaya c¢ikar. ALP’nin enzim etkinligi ve kalsiyum artigi kolorimetrik
analizler ile dlgulebilir [62]. Osteojenik farklilasma sirasinda kemige iligskin genlerin
ifadesi artmaktadir. Bunlarin basinda osteorix (Osx), kollajen tip | a-1 (KOL-la-1),
osteokalsin (OCN) ve kemik sialoprotein (BSP) gelir. Genellikle TGFB1, RunX2,
ALP, KOL-la-1 ve BMP2 osteoblastik farklilasmanin erken belirtecleri olarak kabul
edilirken, osteonektin (ON) ve osteopontin (OPN) daha ileri sureclerde
ifade edilir [66].

Adipojenik Farklilasma

Adipojenik  farklilasmayl  etkinlestirmek igin MKH’ler  deksametazon,
izobutilmetilksantin (IBMX), insulin ve indometazin ile kultire edilmelidir. Bunlara
ek olarak tiroid hormonu olan T3, askorbik asit-2-fosfat ve bazik FGF de

kullanilabilir.

IBMX varhdinda MKH’ler buyuk lipit vakuolleri olugturan adiposit haline
gelmektedirler. MKH’lerin adipojenik farklilasmasi, nikleer reseptor, transkripsiyon
faktord, peroksitom cogaltici ve aktive edici reseptéor (PPAR-y) ve yagl asit

sintetazi tarafindan induklenmektedir [67].

MKH’nin adipojenik uyarimi i¢in 6ncelikle hucrelerin kiltir kabinda neredeyse tam
yogunluga ulasmasi gerekir. MKH yag hiicresine dénusurken fibroblastik formunu
kaybederek kuresellesir ve buylimeye baslar. Sitoplazmada yad damlaciklari
ortaya cikar, fibronektin, laminin ve kollajen tip I, Ill, IV, V ve VI gibi hicre digi

matris proteinlerinin sentezi gergeklesir [68].

Adipojenik farklilagmayi gostermek igin 1s1k mikroskobu ile goéruntilemek tzere Oil

Red O boyamasi yapillir.
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Kondrojenik Farklilasma

Kondrojenik farklilagsma, G¢ boyutlu kaltirde (pelet), deksametazon, askorbik asit
ve TGF-B super ailesinin bir Uyesinin bulundugu bir ortamda etkinlesmektedir.
Hucreler bu ortamla muamele edildiginde hizlica fibroblastik morfolojilerini
kaybetmekte, kuresel bicime donusmekte ve kikirdaga 6zel bir sira hucre disi
matris bilesenlerini ifade etmeye baslamaktadir. Bu, glikozaminoglikanlarin hizh
sentezini ve hucre morfolojisinde buyuk degisiklikleri icermektedir. Hucreler
kollajen tip I'nin olusturdugu agsi ve bol miktarda matris ile c¢evrelenir. Bu
olusumlar Alcian mavisi, Toluidin mavisi ve Safranin O gibi histokimyasal boyalar
ile gosterilir. Ayrica, kondrojenezin erken doneminde kondroitin sulfat
sulfasyonunun dizeninde degisiklikler gdzlemlenmektedir. Erken kdilttirde 4- ve 6-
sulfath tlrlerin orani nerdeyse esitken, 8 glin sonra kondroitin-6-sulfat orani dort
kat ylksek olmaktadir. TGF-p1, TGF-B2 ve TGF-B3 bu suregleri indukleme
yetenegine sahiptirler, ancak kondrojenezi etkinlestirmekte TGF-B2 ve TGF-33,
TGF-B1’den daha etkilidir. Bu etki izoformlarin kemikteki miktari, kirk kallus
olusumu ve yara iyilestirmedeki rolleri ile ilgili olabilmektedir. Farklilagsma sirasinda
TGF-B3 varhginda MKH’ler agregan, link protein, fiboromodulin, kikirdak oligomerik
matris proteini, dekorinin, tip Il kollajen ve kondroaderin, yani normal eklem

kikirdak matrisinin tim bilesenlerini sentezlemektedir [69].
2.3.2.2. MKH Ylzey Belirtegleri

Kok hucreler, belirli bir doku iginde genellikle gok dusuk bir konsantrasyonda
bulunmaktadirlar. Onlari diger hiicre populasyonlarindan ayirt etmek i¢in her hicre

tipine gore farkl olan ylzey belirteclerinden yararlaniimaktadir [70].

Fenotipik olarak MKH’ler bir dizi ylzey belirteglerini ifade etmektedir. Ancak
bunlarin higbiri onlara 6zgl degildir. Genellikle, vyetiskin insan MKH’leri
hematopoetik yuzey belirtecleri olan CD45, CD34, CD14 ve CD11 ifade
etmemektedirler. Ayni zamanda, es uyarici molekuller olan CD80, CD86, CD40 ve
yapisma molekulleri olan CD31 (platelet/endotel hicre yapisma molekult
[PECAM] -1), CD18 (l6kosit fonksiyonu ile iligkili antijen-1 [LFA-1]) ya da CD56
(n6ronal hicre yapisma moleklli-1) da ifade etmemektedirler. Ancak, CD105
(SH2), CD73 (SH3/4) , CD44, CD90 (Thy-1), CD71 ve Stro-1, ve yapisma
molekulleri olan CD106 (vaskular hiicre yapisma molekulid [VCAM]-1), CD166
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(aktif 16kosit hacre yapisma molekult [ALCAM]), hicreler arasi yapigsma molekulu
(ICAM)-1, ve CD29 ifade edebilmektedirler. Diger canli turlerinden elde edilen
MKH’ler, insan hlcrelerinde bulunan ytzey belirteglerinin aynisini her zaman ifade
etmemektedirler. Ornegin, insan ve sigan MKH'leri lzerinde CD34 ifadesi
gOzlemlenirken, bazi kaynaklarda kemirgen hucreleri Uzerinde degisken CD34
ifadesi oldugu belirtiimigtir. Genel olarak, batin MKH’lerin hematopoetik belirte¢
CD45 ve endotel hticre belirteci CD31’den yoksun olduklari kabul edilmistir. Doku
kaynagi, izolasyon ve Kkdiltivasyon yontemlerinin farkliliklari ve elde edildikleri
turlerin cesitliliginden kaynakli olarak birgcok yuzey belirtecinin degisken ifadesi
g6zlemlenmektedir. Ornegin, insan adipoz dokusu, islenmis lipoaspirat (PLA)
hicreleri adi verilen multipotent kok hiucre kaynagidir ve kemik iligi MKH’leri gibi in
vitro olarak birgok farkli hicre hattina farklilagabilmektedirler. Ancak, belirli
belirteclerin ifadesinde bazi farkliliklar mevcuttur: CD49d, PLA hucreleri yluzeyinde
ifade edilirken MKH’lerde yoktur. Kanda bulunan mezenkimal 6ncu hucreler
(BMPCs) kemik iligi MKH’leri ile benzer belirtecleri ifade etmekte ve ayni sekilde
osteoblast ve adipositlere farkllasabilmektedirler. Kanda dolasan mezenkimal
oncu olan ve dokulara go¢ edebilen bu hicreler, fibrositlerden ayri bir populasyon
olarak gorulmektedirler. Fibrositler CD45 ve CD34 ifade etmekte ve miyoblastlara
farkhlasabilmektedirler, oysa kan kdkenli mezenkimal éncl hicreleri CD34 negatif

olarak gorulmuslerdir [33].

Stro-1’in non-hematopoetik progenitor insan kemik iligi hucreleri antikoru oldugu
tespit edilmistir. SB-10 antikorunun da farklilasmamig MKH’leri ile ilgili bir antijenle
reaktif oldugu gdsterilmistir. Bu antijen, htcrelerin osteojenik farklilasma yoluna
girmesi ve ALP’nin ifadesi ile kaybolmaktadir. SB-10 antijeni, CD166 (aktif I0kosit-
hicre yapisma moleklli - ALCAM) olarak tanimlanmis ve tam mekanizmasi belli
olmasa da, osteojenik farklilagmanin ilerlemesinde rol oynadigi dusunulmektedir.
SH-2 antikoru, TGF-B endoglin reseptorut (CD105) Uzerindeki bir epitop ile
reaksiyona girmektedir. Baskin olarak endotel hucreleri ile iligkili olmasina ragmen
CD105 insan MKH’leri igin immunomanyetik se¢cme yonteminde kullaniimigtir.
SH-3 ve SH-4 antikorlari membrana bagh ekto-5a-nikleotidazin Gzerinde bulunan
farkh epitoplari tanimaktadirlar. SH-2 gibi bu antikorlar da hematopoetik hicreler
ve osteositlerle reaksiyona girmemektedirler [54]. Majumdar ve ark. [71]

MKH’lerin, hlcre-hucre baglanmasinda ve hiucre-ECM etkilesimlerinde onemli
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potansiyeli olan hucre yapisma molekullerini buyuk bir spektrumda ifade ettiklerini
tespit etmistir. MKH’ler yuksek oranda a1, a5, 1, dusik oranda o2, a3, a6, aV,
B2, B4 ifade etmekte ve al, a4, B2 integrinlerini ifade etmemektedirler. insan
MKH’leri HLA-ABC ifade etmekte ve HLA-DR ifade etmemekte, ancak HLA-DR
interferon-y ile muamele sonrasi aktif hale gelmektedir. Bogenrieder ve Herlyn’in
[72] cahsmalarinda MKH’ler integrin ifadelerinin  hasarli  bdlgelerle
etkilesebilecegini ve  06zellesmis matris molekilllerini  baglamada  rol

oynayabilecegini belirtmislerdir.

Yeni izole edilmis SVF (stromal vaskiiler fraksiyon) AKH (CD31-, CD34*-, CD45,
CD90*, CD105, CD146°), endotel (progenitdr) hucreleri (CD31*, CD34*, CD45,
CD90*, CD105, CD146%), vaskuler diz kas hicreleri veya perisitler
(CD31, CD34*-, CD45:, CD90*, CD105,CD146%*), ve hematopoetik hicrelerde
(CD45*) bulunan heterojenik hiicre populasyonu icermektedir. llerleyen
pasajlardaki AKH’ler ile karsilastirildiginda, yeni izole edilmis SVF hucreleri ve
erken pasaj AKH’ler ylksek seviyede CD117 (c-kit), insan I6kosit antijeni-DR
(HLA-DR) ve CD34 gibi kok hlcre ile baglantili belirtegleri, daha disik seviyede
CD73, CD90, CD105, CD166, CD13, CD44, CD63, CD29 (B1 integrin) ve stromal
hucre belirtegleri ifade etmektedir. AKH'in ilerleyen pasajlarinda CD34 ifadesinin
dlsusu tam olarak bilinmese de, CD34 ifadesinin kultirde 20 hafta boyunca
muhaza edilebildigine dair calismalar bulunmaktadir. Ustelik, yapilan calismalar
CD34* AKH’in daha ylUksek c¢ogalma kapasitesine sahipken, CD34- AKH’lerin
yapisma oOzelliklerinin daha iyi oldugunu gostermistir. AKH’lerin, KiMKH ve
perisitlerle birgok ortak ylzey belirtegleri bulunmaktadir. AKH tarafindan ifade
edilen perisit belirtegleri, diiz kas B-aktin, trombosit tlrevli bliylime faktora (PDGF),
reseptor-p ve reseptor-b ve néro-glial proteoglikan 2 iken, AKH ve KiMKH’in ortak
belirtecleri ise CD13, CD29, CD44, CD58 ve CD166 olarak belirlenmistir [73].

Yapilan bir galismada AKH, KiMKH ve UCB-kokenli MKH’lerin ifade ettikleri yluzey
belirtecleri karsilastiriimistir. Bitiin hdcreler, endoglin reseptéri olan CD105,
hicre disi matris proteini CD90, ylzey enzimi ekto-59-nlkleotidaz CD73, aktive
I6kosit hucre yapisma molekuli CD166, B-integrin CD29 ve hiyallronat reseptori
CD44 ifade etmistir. Hematopoetik hicre kontaminasyonu gozlemlenmemis ve
akis sitometrisi analizinde lipopolisakarid reseptori CD14, I6kosit ortak antijeni
CD45 ve endotel hiicre belirteci CD31 gibi hematopoetik belirtecler negatif sonug
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vermigtir. Hematopoetik progenitor hdcre belirteci olan CD34 ifadesi yuzdeleri
farklihk gostermigtir: KIMKH 9%2.16+£2.48, UCB-kokenli MKH 9%710.52+10.58,
AKH %10.37+£8.37. Akis sitometrisi analizi CD117 (c-kit) belirtecinin degerlendirme
icin karmasik bir belirte¢ oldugunu goéstermistir. AKH %98.11+3.06 tam pozitif,
KiMKH ve UCB-kokenli MKH pozitif-negatif arasi boyama gostermistir [74].

MKH’nin en dnemli avantaji bu hucrelerin hipo-immunojenik olmalari ve hastanin
immun sisteminden kagabilmesidir. Bu da MKH’leri bagisiklik sistemi reddi riski
tasiyan allojenik tranplantasyon igin uygun hale getirmistir. MKH’ler énemli doku
uygunluk kompleksi olan MHC sinif | molekullerini diguk oranda ifade etmekte
(en duslk fetal, yetiskinlerde daha fazla), MHC sinif || molekullerini ise hucre
yuzeylerinde ifade etmemektedir. Ayrica farkllasma sonrasi da MKH’ler

non-immunojenik kalmaya devam etmektedirler [22].
2.3.3. MKH Kaynaklari

Gunumuzde kok hdcrelerin vicudumuzdaki farkh dokularda bulundugu
bilinmektedir. Farkli kaynaklardan elde edilen MKH’ler birgcok biyolojik &zellikleri
paylasmakta, fakat bazi farkliliklar barindirmaktadirlar. MKH kaynagdi kemik iligi,
adipoz doku, sac folikulleri (kdkleri) ve subkutan kafa dokusu gibi yetiskin dokular,
periodontal ligament, timus ve dalak, plasenta, gobek kordon kani, fetal kemik iligi
gibi dogum oOncesi dokular, kan, akciger ve karacigerdir. Hematopoetik hlcreler
gibi MKH’ler de periferal kanda bulunmaktadir. Kemik iligi doku homeostazinda yer
alan mezenkimal kaynak gorevi gormektedir ve MKH’lerin sirkilasyonunu da
desteklemektedir [75].

Kern ve ark. [7] kemik iligi, adipoz doku ve gbébek kordonundan MKH izolasyonu
gerceklestirmis ve bu hucrelerin morfolojisini, izolasyon basari oranini, koloni
frekansini, blyime potansiyelini, coklu farklilasma kapasitelerini ve immuin
fenotiplerini karsilastirmistir. Bu kaynaklardan elde edilen MKH’lerin morfoloji ve
immun fenotipleri ile ilgili anlaml farklihklar gézlenmemistir. Kemik iligi ve adipoz
doku kokenli MKH’lerde izolasyon basari orani %100 iken, kordon kani kdkenli
MKH’lerde %63 olarak goérulmustir. En ylksek koloni frekansi AKH’lerde, en
dusuk ise kordon kani MKH’lerde olmustur. Ancak, kordon kani MKH’leri daha
uzun kultire edilme ve ylksek ¢ogalma kapasitesine sahipken, KiMKH’leri en

dusuk kulture edilme ve ¢ogalma kapasitesi gostermistir. Kemik iligi ve adipoz
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kokenli MKH’lerin aksine kordon kani MKH’leri adipojenik farklilagsma kapasitesi
gostermemig, ancak hepsi osteojenik ve kondrojenik farklilagma gostermistir [7]
Farklilasma potansiyelleri in vivo deneyler kullanilarak dental pulpadan izole
edimis MKH’lerin, KiMKH’leri ile ayni kosullarda buyudttlip nakledildiklerinde,

kemikten ¢ok, dentine farklilagsma egilimi oldugu gosterilmistir [76].

Stanko ve ark. [77] tarafindan yapilan ¢alismada kemik iligi, adipoz doku, dental
pulpa ve kordon kani kdkenli MKH’ler karsilastiriimistir. Bu dokulardan izole
edilmis MKH’lerin gen ekspresyonunda farkhlik gézlemlenmemistir. Dental pulpa
MKH’de ise KiMKH’ne oranla E-kaderin, GSC, Sox2 gibi genlerin ifadesi yuksek,
Sox17, Oct3/4 ise diisiik olarak gérulmustir. liging bir sekilde, kemik iligi ve adipoz
kokenli MKH’lerde pasaj ilerlemesi ile osteojenik farklilasma potansiyelleri disls

gOsterirken, dental pulpa MKH’lerde artis gortlmustar.
2.3.3.1. Kemik iligi Mezenkimal K6k Hiicreleri

Kemik iligi stromal hicreleri yasam boyu kemik déngustunden sorumludur. Kemik
iligi yiksek cogalma yetenegi ve farklilasma kapasitesine sahip olan MKH kaynagi

olarak en ¢ok kullanilan doku olarak kabul edilmistir (Sekil 2.3.).

Ayrica, nispeten basit olan aspirasyon proseduru kullaniimaya bagladiktan sonra
kemik iligi erisilebilen bir osteojenik hiicre kayna@i olmustur. Ustelik, bu ydntem
kalvarium, periost ya da trabekuler kemikten biyopsi ile osteojenik hucre alinmasi

ile karsilastirildiginda daha az invazivdir [78].
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Sekil 2.3. Kemik iligi MKH’lerin bir¢ok farkh hlicre hattina farklilagsma potansiyeli.

Kemik iligi, 6nemli rejeneratif fonksiyonlari gergeklestiren vicuttaki birgok kemigin
merkezi boslugunda bulunan singerimsi bir dokudur. Kemik iliginin iki tarG vardir:
kirmizi ilik ve sari ilik. Kirmizi iligin hematopoetik dokusunda hemotopoez yani kan
hlcrelerinin Uretilmesi gerceklesmektedir. Kemik iligin stromasi sari ilik icermekte
ve hemotopoez ile ilgili olmayan butiin dokulardan olugmaktadir. Bu dokular kan
damarlari olan sinusoidler, adipositler, osteoblastlar ve fibroblastlari icermektedir

[70]. Kemik iligi sematik olarak Sekil 2.4’te gosterilmistir.

Kemik iligi hicrelerinin %0.01’ini gekirdekli hicreler olugturmaktadir. Bu miktarin
%0.002'ini ise kemik iligi mezenkimal kok hucreleri olusturmakta, bu da kemik
iliginin HKH’lerden 10 kat daha az miktarda KiMKH igerdigini gostermektedir [49].
Kemik iliginin iki ayri kdk hicre sistemi icerdigi kabul edilmistir: CD45* HKH ve
CD45  MKH. HKH’ler CD45 gibi CD34, CD133, CD117 yuzey belirteglerini ifade

etmektedirler.
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Sekil 2.4. Kemik iliginin sematik gosterimi.

MKH’ler kemik iligi stromasinda bulunan daha karmasik htcrelerdir. Ayrica adipoz
dokudan, gébek kordon kaninda, farelerde hatta karaciger, akciger ve bobreklerde
de bulunmaktadirlar. MKH’ler fibroblast benzeri morfoloji ile karakterize edilmekte
ve STRO-1, CD90 ve CD106 gibi belirtecleri ifade etmekte, ancak CD34, CD45 ve
CD133 belirteclerini ifade etmemektedirler. Yapilan ilk ¢alismalarda MKH’lerin saf
osteojenik olduklari dugunulmekte olmasina ragmen daha sonra onlarin
osteoblast, adiposit ve kondrosit gibi bag dokusu htcrelerine farklilasabildikleri

gOsterilmigtir [70].

Kemik iligi, multipotent MKH’ler i¢cin ana kaynak olsa da kemik iliginden bu
hicrelerin elde edilmesi invaziv bir islemdir ve elde edilen MKH’lerin miktari,
farkhlasma potansiyalleri ve maksimum yasam sureleri dondrin yasi arttikca
dismektedir. Bu nedenlerden dolayr MKH izolasyonu igin alternatif kaynaklar

aranmaktadir [7].

Kemik iligi stromasinin kalturleri %0.01’den daha az oranda MKH igerdiklerinden
dolayi kulturlerde sifirinci ve Gglincl pasajlar arasinda heterojen olan hicreler ileri
pasajlarda saflasir ve ancak bu asamada tanimlanirlar. Bu sure¢ kiltir ortaminda

bulunan istenmeyen hucrelerin uzaklagsmasi icin gerekli olan suredir [38].
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KiMKH’leri birgok hastaligi tedavi etmek igin guglu bir aday olarak kabul
edilmektedir. Oncll klinik ¢alismalar, KiMKH nérolojik bozukluklar tizerine yararli
etkileri oldugunu gostermistir. KIMKH sinirin yeniden olusumunu kolaylastirmakta,
diyabetik ndropati ve multipl sklerozu iyilestirmekte, felg sonrasi fonksiyonel

iyilesmeye yardimci oldugu dusunulmektedir [79].

Kemik iligi aspiratlari tarafindan uretilen hucre kolonilerinin sayisi kemik iliginde
MKH sikhgini belirlemek icin kullanilabilmektedir. Birgok calismada bu koloni
olusturan fibroblast birimi (CFU-F) in vivo KiMKH frekansinin yasa bagl
degisikligini test etmek icin kullanilmigtir. Ayrica calismalarda “geng¢” ve “yasl”
KiIMKH arasinda immunofenotipler, proliferasyon, farkhlasma, bagisiklik-
moddullasyon kapasiteleri, gen ifadesi, go6¢ ve yapisma potansiyelleri
kargilastiriimistir. 2006 yilinda Sethe ve ark. [80] bu calismalarin ¢ogunu
kapsayan ve elde edilen cgeligkili sonuglari inceleyen ve yorumlayan bir ¢alisma
yayinlamistir. Sonug olarak, ¢alismalarin gogunda insan ve kemirgenlerde CFU-F
sikhginda kemik iliginin biyolojik yasi ile bir dugus oldugu bildiriimistir. Daha
sonraki calismalar da bu yorumlara katiimis ve bu durumun senesense olan

yuksek duyarlilik ile ilgili olabilecegini ileri surmuslerdir.

Preklinik ¢alismalar igin hayvan modelleri gelistiriimis ve bu amagla KiMKH’leri
sican, fare, kedi, kdpek, babun, tavsan, domuz, kegi, koyun ve insan gibi birgok

memeliden basarili sekilde izole edilmistir [81, 82].
2.3.3.2. Adipoz Kokenli Mezenkimal Kok Hiicreler

Yag doku son derece 6zellesmis bag dokusudur. Memelilerde yag doku ug farkli
sekilde bulunmaktadir: beyaz yad doku, kahverengi yag doku ve kemik iligi yag
dokusu. Beyaz ve kahverengi yag dokusu vicudu yalitmak ve yumusak tutma
gOrevini Ustlenir ancak her ikisinin de farkli iglevleri vardir. Kahverengi yag dokusu
yuksek damarlanmadan dolayi rengini almis ve buna uygun olarak adlandiriimigtir.
Kahverengi yag dokusu vucutta 1s1 kaynagi olarak goérev yapmaktadir. Yaslanma
sureci gergeklegirken kahverengi yag dokusu gitgide yerini beyaz yag dokusuna
birakir. Bu dokunun esas iglevi, vucut igin enerji kaynagi saglamaktir. Yag
dokusunun primer hlcre bileseni adiposit olarak adlandirilan hucrelerdir. Olgun
adipositler adipoz dokunun hicre popullasyonunun sadece %40-60’Ini

olusturmaktadir. Olgun adipositlerin sitoplazmasi yaklasik %90 lipid icermektedir.
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Adipoz dokuda bulunan diger hucre bilesenleri stromal-vaskuler hucreleri olan
yumusak kas hdcreleri, endotel hacreler, fibroblastlar, kan hucreleri ve
preadipositlerdir. iskelet kasi ve kemik iligi gibi diger hiicre kaynaklar ile
karsilastirildiginda adipoz kdkenli kdk hicrelerin elde edilmesi daha az invaziv ve

daha az zaman alan bir islemdir [8, 83, 84].

Adipoz dokudan kollajenaz parcalanmasi ile izole edilen plastige uyumlu huicre
populasyonunu tanimlamak igin cesitli isimler kullaniimis ve bu farkl isimlerin
kullanimi literatirde Onemli kargasaya yol ac¢mistir. Uluslararasi Yag Doku
Uygulamasi Teknolojileri Derneg@i bu sorunu gidermek igin izole edilmis, plastige
uyumlu multipotent hdcre populasyonunu tanimlamak igin “adipoz-kokenli kok
hicre” (AKH) terimini kabul etmistir [85].

AKH’ler terapdétik uygulamalar icin umut vaat eden, multipotent 6zellikte ve adipoz
dokunun parcalanmasi sonucu izole edilen mezenkimal kok hicre
populasyonudur. Pargalanma sonucu eritrosit, I16kosit, endotel ve mezenkimal gibi
heterojen hcreler iceren stromal vaskuler fraksiyon (SVF) olusmaktadir. Farkh

calismalarda SVF hicrelerinin CD34"* ifadesinin %80’den %3.5’a kadar degistigi
belirtilmigtir [86, 87].

2.3.4. MKH Kullanimi

Tedavi edilmesi zor hastaliklar olan dejeneratif ve ilerleyici hastaliklarda MKH
kullanimi sik sik gundeme gelmektedir. Hicresel tedavilerde otojenik yada
allojenik kok hucrelerin lokal yada sistemik olarak uygulanmasi s6z konusudur.
MKH’in ¢esitli alanlarda tedavi uygulamalari bulunmaktadir (Sekil 2.5). Bu
uygulama alanlari igerisinde kardiovaskuler sistem hastaliklari, miyokart infarkti,
periferik arter hastaliklari, akciger fibrozisi, spinal kord yaralanmalari, dermatolojik
hastaliklar, kas iskelet sistemi ve periferik sinir hastaliklari en yaygin olanlaridir
[88].

MKH’lerin osteosit oncu hucreleri oldugu bilinmektedir. Bu o6zelligi ile MKH
osteogenez imperfekta ve fibroz displazi gibi iskelet hastaliklari tedavisinde
kullanilmaya uygun gorulmustar. Klinik 6ncesi ¢aligmalarda, hayvan modellerine

nakledilen MKH’lerin alici kemik ve kaslara entegre oldugu gdézlenmigtir.
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Sekil 2.5. MKH’lerin kullanim alanlari.

Hastalara saflastiriimis allojenik MKH’ler enjekte edilmis, hlicreler hasta kemigine
entegre olmus ve burada osteoblastlara c¢ogalarak total kemik mineral
yogunlugunun artmasini saglamigtir [89]. Enfeksiyon, tiumar, travma, yetersiz kan
dolasimi veya post-enfeksiyon sonucu olarak ortaya g¢ikan buyuk kemik hasarlari
oldukga 6nemli problemlerdendir. Bu gibi durumlarda, MKH’in kemik hasarlarinin
tedavisinde kullanimi dénerilmektedir. Granero-Molto [90] tarafindan yapilmis fare
modelinde sistematik uygulama sonrasinda KiMKH’lerin rejenerasyonu baglatmak
uzere kirik bolgesine dogru hareket ettiklerini gostermistir. Ayrica, bu hicrelerin
kirik bolgesinde doku iyilesmesini uyardidi, lokal ve sistemik inflamasyon
miktarinin azalmasina aktif olarak katkida bulundugu goértlmustir. MKH’lerin kirik
bolgesinde kemik hucrelerine farklhlastigi ve parakrin faktorler yardimiyla

angiogenezi uyardigi gézlemlenmistir [91].

Gongalves [92] MKH’in distrofin eksikligini tamamlayabildigini, Nemeth ve ark. [93]
ise MKH’in makrofaj aktivitesinin modulasyonu ile model hayvanlarinin sagkalim
oranini arttirdigini belirtmigtir. Bu nedenlerden dolayi, bu hucrelerin Duchenne

muskuler distrofi (DMD) igin terapoétik uygulamada kullanilabilece@i ongorulmastar.
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Kikirdak rejenerasyonu ve doku muhendisliginde de MKH kullanimi yuksek
potansiyel gostermis ve basarili olmustur. Kikirdak hasarlarinin onariminda
MKH’lerin kullanildigi cerrahi stratejilerden biri subkondral kemigin mikro kirik
olusturma yontemidir. Bu teknik, MKH da dahil olmak Uuzere kemik iligi
elemanlarinin yara bdlgesine gogunu saglamaktadir. Sonug olarak, yara dokusu
olsa bile gelismis onarim yaniti olusturulmaktadir. Ayni zamanda MKH’ler hicresel
tedavilerde dogrudan farklilasmamis veya in vitro kikirdaga farkhlasmis sekilde
(tastyicl matrisle ya da matrissiz) ortak alana enjeksiyon yolu ile kullaniimaktadir.
Kemik ve kikirdak dokularinin onariminin yani sira MKH’ler tendon, ligament gibi

diger kas-iskelet dokularinin onariminda da kullanilabilmektedir.

Bircok MKH naklinin belirgin malin (kéti huylu) transformasyon olusturmamasina
ragmen aksini disundiren kanitlar da olmustur. Rubio ve ark. [94] standart kisa
sureli (6-8 hafta) in vitro kultirlerin glvenli gérindigini, ancak uzun doénemli
kilturlerde (4-5 ay) MKH’lerin spontan transformasyona ugrayabildiklerini isaret
etmiglerdir. MKH’lerin bagisiklik sistemini baskilama yetenegdi bu hicreleri kanser
gibi hastaliklarin tedavisinde kullanima yoneltmektedir. Murin melanoma tumor
modeli kullanilarak MKH hatti (C3H10T1/2) ve B16 melanoma hcrelerinin deri alti
ko-transplantasyonunun MKH’lerin B16 hucrelerinin  buylimesini destekledigi
g6zlemlenmistir. Ancak, tumaora tesvik edici bu etki sigan MKH hatti (MPC1cE) ile
sican kolon karsinoma hdicrelerinin jelatin matrislerinde ko-kultarli sirasinda
gorulmemigtir. Boylece, MKH'’in tumor hucrelerinin bliyumesini onleyici etkisi

gozlemlenmistir [22].

Klinik kullanim icin MKH’leri oldukga 6nemli kilan 4 6zellik bulunmaktadir:
1. doku yaralanmasi sonrasinda damar (intravendz) icine enjekte edildiginde
inflamasyon bdlgesini bulma yetenegi; 2. cesitli hicre tiplerine farkhlasma
potansiyeli; 3. inflamasyonu inhibe eden ve yarali hicrelerin kurtarilmasini
uyarabilen bir¢cok biyolojik aktif molekuli salgilama yetenedi; 4. immunojenite

eksikligi ve immunomodulatér fonksiyonlarini gergceklestirme yetenegi [95].
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Gen Tedavisi

Gen tedavisi, en genel tanimiyla, hicresel bir islevi degistirmek amaciyla genetik
bilgiyi tasiyan nukleik asitlerin (DNA veya RNA) hicrelere aktarimidir. Doku
muhendisliginde hdcrelerin  ¢ogalmasini, farklilasmasini ve matris sentezini
uyaran, ayrica dokuda meydana gelen bazi katobolik sureglerin ve inflamasyonun
durdurulmasina yonelik biyosinyal molekullerin  kaltir ortamina eklenmesi
gerekmektedir. Yapilan g¢alismalar, biyosinyal molekillerin rekombinant molekdiller
halinde kultur ortamina verilmesi yerine, hucrelere gen terapi yontemiyle
aktariimasinin yumusak doku yenilenmesi, kemik olugsumu, kikirdak ve kemik
iyilesmesi gibi rejeneratif sureglerin gerceklesmesi icin daha etkili oldugunu

gOstermektedir [96].

Genellikle gen tedavisinde kullanilan iki strateji vardir: viral transdiksiyon ve
nonviral transfeksiyon ve her iki strateji in vivo ve ex vivo gergeklestirilebilir. Kemik
ve kikirdak dokusu muhendisliginde en ¢ok uygulunan gen terapi 6rnegi MKH’lerin
BMP genleri ile transdiksiyon/transfeksiyonudur. BMP’ler MKH’lerin osteojenik
farkhlasma regullasyonu ve kemik olusumu sirasinda kemik matrisi Uretiminde
onemli rol oynamaktadir. Buyume faktorlerinin kisa yarilanma surelerinin
ustesinden gelmek icin MKH’ler in vitro ve in vivo surekli protein ekspresyonu igin
BMP genleri ile transfekte edilir [51].

2.4. Kemik Doku Miihendisliginde Doku iskeleleri

Kemik en yaygin nakledilen dokulardan biridir ve dunyada her yil 2.2 milyon kemik
grefti uygulanmaktadir [97]. Travma, tUmor, deformite, dejenerasyon ve yaslanan
nifus sadece cerrahinin ilerleyisine degil, ayni zamanda kemik implantlarinin
geligtirimesine de neden olmustur. Geleneksel gbézenekli sentetik iskeleler metal,
polimer, seramik ya da kompozit biyomalzemelerden yapilmakta ve tasarimlarinda
dogal hucrelerin ve dogal dokunun 6zellikleri dikkate alinmamaktadir. Bu nedenle,
bu sentetik iskeleler genellikle onlari ¢cevreleyen hastanin doku ve hicreleri ile iyi
entegre olamamakta, bu da mekanik uyumsuzluk, olumsuz cerrahi sonuglari ve

diger olumsuz 6zelliklere neden olmaktadir.

ideal doku iskelesi, hiicre disi matrisi miimkiin oldugu kadar taklit etmelidir. Dogal
dokularda bulunan hicre disi matris hdcre yapismasi, c¢ogalmasi ve

farklilagmasini desteklemektedir. Doku iskeleleri de hastanin hicreleri ile etkilesim
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sirasinda hicre ve doku davraniglarinin dizenlenmesi ve kontrolu i¢in avantajli
baglanma noktalari olusturmali, uygun biyokimyasal ve nano/mikro-6lgekli ylizey
topografilerine sahip olmalidir [98]. Buna ek olarak, iskeleler ayni zamanda
biyouyumlu olmali, ev sahibi dokunun entegrasyonunu saglamak igin biyobozunur
olmali, dogal kemikte bulunan makro yapilara benzer yapilara sahip olmal ve
kemigin ¢ok boyutlu hiyerarsik yapisini taklit etmelidir. Fiziksel ve kimyasal olarak
biyomimetik olmanin yani sira, ideal doku iskelesi zamansal ve mekaniksel olarak
kontroll bir sekilde biyoaktif molekulleri (6rnegin, hicre disi matris Gretimi ve doku
entegrasyonu icin BMP, TGF-B ve digerleri) veya ilaglari (6rnegin, sepsis veya
kanser rekurrensi gibi istenmeyen biyolojik yaniti onlemek igin antibiyotikler,

sisplatin vs.) salim yetenegine sahip olmalidir.

Sonug olarak sentetik kemik doku iskelesi: 1. Hasarli bdlgeye gecici mekanik
destek saglamali, 2. Osteoid birikimi i¢in bir substrat olarak iglev gdstermeli, 3.
Vaskularizasyon ve kemik buyumesi igin gézenekli bir mimarisi olmali, 4. Kemik
hicresinin iskele igine goc¢inu tesvik etmeli, 5. Osteojenik farklilagsmayi
desteklemeli (osteoindiiksiyon), 6. iskele-hasta doku entegrasyonuna yoénelik
hicresel aktiviteyi artirmali (osteointegrasiyon), 7. Kemik gelisimi i¢cin kontrolll bir
sekilde bozunarak ylUk transferini kolaylastirmali, 8. Toksik olmayan bozunma
arGnleri  dretmeli, 9. Aktif kronik inflamatuar yanit tesvik etmemeli,
10. Biyoaktivitesini kaybetmeden sterillenebilmeli ve 11. lyilesmeyi hizlandirmak
ve patolojiyi dnlemek igin kotrolli bir sekilde biyoaktif molekul veya ilaglari tasiyip
salabilmelidir [17, 97].

2.4.1. Biyomalzeme Segimi ve Ozellikleri

Kemik doku rejenerasyonu icin glincel biyomalzemeler genel olarak organik ve
inorganik malzemeler olarak siniflandirilabilmektedir. Bu malzemeler, hem dogal
olarak elde edilmekte, hem de sentetik bilesenlerden olusabilmektedir.
B-trikalsiyum fosfat, hidroksiapatit (HAp) ve biyoaktif camlar gibi inorganik
malzemeler, kemigin kendi inorganik elementlerinin yapi ve bilesenlerine
benzerliklerinden dolayr kemik doku muhendisliginde uzun zamandir tercih
edilmektedir. inorganik biyomalzemelerin avantajlari, osteokondiiktif olmalari ve
basinca karsi dayanikhliklaridir. Bu malzemelerin en 6nemli eksikligi ise kirilgan

dogaya sahip olmalaridir.
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inorganik malzemelere alternatif olarak dogal olarak meydana gelen ya da
kimyasal olarak sentezlenebilen organik polimerler gosterilebilir. Dogal
kaynaklardan elde edilen biyopolimerlerden bazilari hiyalironik asit, sellloz, ipek,
aljinat ve kitosandir. Genel olarak, bu polimerler kendi yapilari igcinde hicre
yapisma ve gocunu saglayan biyouyumluluk ile karakterize edilmektedirler.
Dogal kaynakli polimerlerin en 6nemli dezavantajlari, igleme ve saflastirma
zorluklari ve immunojenite ile ilgili kaygilar yaratmalaridir. Sentetik olarak elde
edilen organik materyaller, organik ve inorganik bilesenler igeren kemik dokusunun
mekanik Ozelliklerine sahip olabilmektedir [16]. Cizelge 2.2'de kemik doku

muhendisliginde biyomalzemelerin 6zellikleri daha ayrintili olarak agiklanmistir.

Biyopolimerler

Biyobozunur polimerler kemik doku muhendisliginde sik¢a kullaniimaktadir. Bu
polimerlerin en dnemli avantaji vucut tarafindan emilmeden once fonksiyonel 6mri
boyunca doku blyumesi ve bigimlenmesini desteklemesidir. Kollajen, kitosan ve
hiyaluronik asit gibi dogal polimerler dusuk immunojenik potansiyele sahiptir.
Sentetik polimerler, kontrol edilebilen biyobozunma oranlari, kolayca Uretilebilme
ve sekillendirilebilme gibi avantajlara sahiptir. Hem dogal, hem de sentetik
polimerler biyobozunur olduklarindan dolayi rejeneratif tip igin doku iskelesi olarak
kullanilabilmektedir [99].

Seramikler

Kemik doku muhendisliginde seramiklerin doku iskelesi olarak oncelikli kullanim
nedeni biyouyumluluktur. Kemigin kompozit yapisini taklit etmek amaciyla, dogal
ve sentetik polimerlerden uUretilen doku iskeleleri, alimina, zirkonyum, kalsiyum
fosfat ve biyocam gibi biyoseramiklerle bir arada kullaniimis ve doku iskelelerinin
yapisina katilan biyoaktif seramiklerin doku iskelelerinin osteokonduktif 6zelligini
arttirdigi  belirtilmistir [100]. Birgcok mevcut seramikten en sik kullanilanlar
kalsiyumfosfat (CaP) gruplari olan HAp ve trikalsiyum fosfat (TCP)’lardir. HAp ve
TCP oktakalsiyum fosfat biyoaktif yapida biyoseramikler olup kemige yuksek
oranda baglanma kapasitesine sahiptirler. Metal ve polimerlere gore seramikler,

yuksek sertlik degerleri nedeniyle ¢ok disuk asinma oranlarina sahiptir [1].
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Cizelge 2.2. Kemik doku muhendisliginde kullanilan biyomalzemelerin 6zellikleri.

Biyomalzeme

Avantajlan

Dezavantajlan

SIk Kullanilanlar

Kullamim Alanlan

BiyoPolimerler

esneklik

diisik yogunluk

adheziv dzellikleri
implantasyonu kolaylastinr

zamanla parcalanma
elastiklik ve viskoelastiklik
azellikleri kullamimlarnn
sinirlamaktadir

ECM yapisina olan benzerlik
yiksek bivouyumiuluk

disik mekanik dayamim
imminojenite

Kitosan, fibrin, kollgjen,
aljinat, jelatin, ipek

cerrahi iplikler,

kan daman protezleri,

yapay tendon ve baglar (teflon,
PET), burun, kulak,

elmacik kemigi,

hiicre transplantasyon

Dogal .
& bivobozunuriuk islerne zorlugu uygulamalar,
patojen aktarm riski etken madde salim sistemi
kontrol edilebilir fiziksel biyouyumlu oclmamalar FLA, PGA, PLGA, PEG, Dlar;‘_'k kullamlabllme.l:teler_
* dzellikler saf, katkr maddeleri icermeyen hidrojeller, PVC, Teflon ::E:T'Lk '::c'lg"_:_ n;laddﬂlrl;_F‘Mtr;ﬂA],
Sentetik kolay iglenebilirlik polimer bulma zorlugu (safsizlik) | (PTFE) ataterler (Te an,poliure n,
Fabrikasyonlar kolay yapay kalp (pelidretan), lensler
PMMA
cesitlilik i )
modifikasyona uygun yap
yuksek dayamm islenme zorlugu titanyum , ortopedik birlestiriciler,
yiksek karozyon direnci yiksek elastisite maddlo Ti-Ni alasimlar, alimina, diz implantlar
Metaller yiksek asinma direnci disiak bivouyumluluk paslanmaz celik, (titanyum, alimina),

kolay sterillenshilmeleri

yiksek yogunluk
biyolojik ortamda korozyona
ugramalar

Co-Cr alasimlan

eklemler (titanyum),
kalp kapakoiklan
(paslanmaz gelik)

BivoSeramikler

iyi bivouyumiuluk
inerttirler

yiksek korozyon direnci
yiksek mekanik dayamim

disik mekanik dzellikleri
disik esneme dzellikleri
yiksek yogunluk
fabrikasyon zorlugu
biyobozunur dzellikte
clmamalar

Hap, kalsiyurn fosfatlar
glumina, zirkonya, cam ve
cam seramikler

kalca protezleri,

dis implantlarn,

derialti sistemler,
kemikte alusan sekil
bozukluklan tedavisinde

Kompozitler

bivouyumluluk
inerttiler

korozyona dayanikh
yiksek gerilme direnci

fabrikasyon zorlugu

Hap/Kitosan

kalp kapakoiklan,
diz kapag implantlan
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Kompozitler
Doku muhendisligi uygulamalarinda HAp ile modifiye edilen kitosan, doku iskelesi

malzemesi olarak yaygin bir sekilde kullaniimaktadir. Kitosan ve turevlerinin
biyouyumlu, biyobozunur ve kaliplanabilir oldugu ve hicre yapigmasini

destekleyen kimyasal bilesime sahip oldugu gorulmustar [5].

Kemik doku muhendisliginde kullanilan malzemeler arasinda HAp ve onun
tlrevleri, 6rnegin B-trikalsiyum fosfat (B-TCP), MKH’in osteojenik indlksiyonu igin
en yaygin kullanilan doku iskelesi malzemesidir. Birden fazla malzemeden olusan
kompozit iskelelerin, fiziksel ve biyolojik olarak tek malzeme bazl iskelelerden
daha ustun oldugu bilinmektedir. Bunun nedeni, kompozitlerin 6zelliklerinin gesitli

malzemeleri farkl oranda karistirarak programli olarak degistirilebilmesidir [22].

Kitosan-Hidroksiapatit

Kitosan biyobozunurlugu, biyouyumlulugu, antibakteriyal 0zelligi ve vyara
iyilesmesinde gorev almasi sayesinde doku muhendisligi uygulamalarinda 6ne
¢cikan bir biyomalzemedir. Kitosanin doku muhendisliginde kullaniimasinin en
onemli nedenlerinden biri de kolaylikla islevsellestirilebilmesidir. Kitosanda
bulunan reaktif primer aminler ve primer/sekonder hidroksil gruplari, peptid veya
amino asitler gibi yan gruplarin eklenmesi igin uygundur, bu da kitosanin doku
muhendisligi uygulamalari i¢in optimize edilmesinde 6nemli rol oynamaktadir.
Ayrica kitosan ve turevleri yeni doku olusumu ile toksik ve inflamatuar etki
yaratmayarak bozunduklarindan kompozit iskeleler igin oldukg¢a cazip adaylardir
[101, 102].

Hidroksiapatit, Cai0(POa4)s(OH)2 kimyasal yapisina sahip olup, kemik doku
uygulamalarinda siklikla kullanilan bir biyoseramiktir. Hidroksiapatit, dogal kemik
yapisinda bulunan kalsiyum mineral formundadir ve mikemmel biyouyumluluga
sahiptir. Ayrica hidroksiapatit, ylksek biyoaktif ve osteokonduktif ozelliklere
sahiptir [103]. Tang ve ark. [104] dogal HAp ve kitosan kompozitinin mikemmel
osteokonduiktiflige ve iyi bir doku biyouyumluluguna sahip oldugunu géstermis ve
yapay kemik implantlari ve destek malzemeleri icin bu kompozitleri dnermigtir.
Jayabalan ve ark. [105] kalsine HAp nanopartikulleri iceren nanokompozitlerin

hem biyouyumlu hem de osteouyumlu olduklarini géstermistir.

34



Ayrica, HAp kompozitleri kemik greft malzemelerinin biyouyumluluk ve mekanik
Ozelliklerinin iyilesmesini saglamaktadir. Swetha ve ark. [106] kitosan, jelatin ve
nHAp (nano) iceren kitosan-jelatin iskeleleri hazirlamigtir. nHAp varhidinda bu

iskelelerin osteoblastik hlicre yapisma ve yayllmasini arttirdigi gosterilmistir.

Zang ve ark. [107] elektroegirme yontemi ile yapilmig dogal mineralize
nanofiberlerin yapisal 6zelliklerine sahip nanokompozit HAp/kitosan nanofiberleri
hazirlamistir. Bu kompozit fiberler, HAp'in mikemmel osteoiletkenligine bagh
olarak kitosan doku iskelelerine gére énemli dlgide kemik olusumunu uyarmigtir.
Bu da hucre ¢ogalmasi, mineral birikimi ve morfoloji gozlemleri ile kanitlanmigtir.
Biyokompozitlerin nHAp icermeleri, osteoblastlarin erken donemlerde
cogalmasinda, ge¢ donemlerde ise farklilagsmasinda etkili olmustur. Sonug olarak,
bu fiberlerin kemik doku muahendisligi uygulamalari igin blyUk bir potansiyel

icerdigi vurgulanmistir.

2.4.2. Fabrikasyon Yontemleri

ideal kemik doku iskeleleri belirtilen ézelliklerde olmalidir: 1. hiicrelerin tutunmasi,
iskele derinligine go6¢ edebilmesi ve c¢ogalmasi igin birbirilerine baglantili
gbzenekler; 2. oksijen ve besinlerin doku iskelesinin derinliklerine kadar
ulagabilmesi ve atik Urunlerin kolayca uzaklasabilmesini saglayacak godzenek
yapisl; 3. hlcre yapismasi ve ¢ogalmasi igin yuksek afinite ve biyouyumluluk; 4.
hasar bdlgesine uygun sekle sahip olmasi; 5. uygun mekanik guc¢ ve
biyobozunurluk. ideal kemik doku iskelesi tiretimi icin gesitli fabrikasyon yéntemleri

gelistiriimektedir. Bu yontemler ile ilgili bilgiler Cizelge 2.3'de 6zetlenmistir.
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Cizelge 2.3. Kemik doku iskelesi Uretim yontemleri.

AVANTAJLARI

DEZAVANTAJLARI

Gizeneklilik

%

Kullamlan
Polimerier

¥ yilksek gizenekli vap Kollajen,
poncurarak v yiiksek baglantih gozeneker . ] v kilgilk gozenek capi fl’ga::g“;":n <90 kitosan, aljinat,
»  gizenek boyutunun dondurma orani ile kotroli FLGA
. + makro yapinin kontoli . .
Eriyik = pal - , v amorf almayan polimerler igin yiksek
Kaliplama v Egﬁﬁgﬁmk ve gizensk boyutunun bagimsiz isleme sicakiigi A0-500 pm = 80 PLGA
Membran i m_akm yapinin kqnlmlﬂ . :’ g:.‘:llgll:lj Eunlli?nkaunzfglgsglﬁlm a5l
Laminasyonu Egﬁﬁgﬁmk ve gizensk boyutunun bagimsiz v tiretim siresinin uzunluﬁuu 30-300 pm = 85
v [ozenekler arasi zayif baglanti
oy |7, o boyutara gzenk ap .
v yilksek gizenekilik 30-300 pm 20-50 PLLA
Parcacik v ayarlanabilir kristalinite uzaklasmamasi =~
Uzaklastirma v sinirh membran kahnhg)
+  mikro yapinin kantrolinde yetersiz
v" biyoaktif ajanlarla etkilesime uygun olmasi
¥ yilksek gizenekli vap v digik drefim verimi Sentetil
Faz Aynmi | avarlanabilir sekil, biyakiik ve mekanik ozellik v farkil boyutlarda gézenek elde =200um =97 biyopolimerier
etmek icin elverigsiz olmasi
v cdzicd uzaklastirma problemi
v yilksek gizenekilik Dekstran
Uc-boyutiu ¥ kolay igleme ) v toksik organik chzicdlerin kullanimi ilatin. aqaroz
Bask Teknigi |+ viksek yidzey alani, hacim oran v Kiigiik gbzenek cap 45-150 ym = B0 Jaljinat: F'EII_LA .
(3-DF) v gizenekler aras| yiksek badlant ¥ zayif mekanik dayamm PLG A: i
v farkh polimerleri isleyebilme
v duglkmalyet - N v organik goziicdlerin kullanimas|
Elekiro-Egirme ﬁ Egﬁri;ag?tﬁlg::ﬁrenke”r' gjuﬁf::;ﬁfni"g:;ﬁig'ik ozellik v Uc-boyutlu yapilann Uretiminde FEO, kollajen
v dizenlenmig nancfiber dretimi elverissiz simas
Eriterek v yilksek gizenekilik v' yiksek igleme sicakligi PCL,
Birikin ¥ y[_]_ksel-: yizey alanl_, hacim orani ¥ smnh_sawda pqlimer icin uygun PCLHAp,
Modellemasi | ¥ 902enekler arasi yuksek baglanti v frkli yonlerde gozenek olugturma =130 4877 PCLTCP,
(FDM) v clzicd kullanmi gerehtulrmez kisith ) PET/FET
v gizenek boyutunun bafimsiz kontroli v farkh geometride dretim zorludgu
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2.5. Kemik Doku Muhendisliginde Biyosinyaller

Doku rejenerasyonu stratejileri genellikle 3 kategoride incelenmektedir:
1. Hucrelerin ilgili dokuya dogrudan enjeksiyonu veya sistematik dolasimi;
2. Ug-boyutlu bir doku yapisi olusturmak tizere hicrelerin iskele ile kombinasyonu
sonras! implantasyon; 3. Hlcre migrasyonu, bayumesi ve farklilagsmasini uyaran
kigcuk molekul agirlikli ilag, protein ve oligonukleotidler gibi sinyal molekullerin
doku iskelelerinden salimi. Bu sinyal molekulleri su sekilde gruplandiriimistir:
1. Hicre bélinmesini uyaran mitojenler, 2. Birgok islevi olan ancak genellikle
¢ogalmayi uyaran ozellikleri ile tanimlanan blyume faktorleri, 3. Doku yapisinin

olusumunu kontrol eden morfogenler [19].

Blyume faktorleri, biyolojik ortamda spesifik hlicresel yanitlara cevap veren,
¢6zunlr yapidaki sinyal polipeptidlerdir. Bliytime faktoru sinyali ile alinan hicresel
tepki, spesifik hlicre kimelerinin canlihdi, migrasyon uzerinde kontrold, farklilagsma
veya ¢ogalmasi gibi birgok hicre islemine neden olabilir. Buyume faktorlerinden
TGF-B super ailesinin memelilerde 30’dan c¢ok Uyesi bilinmektedir. Bunlardan,
TGF-izoformlari, kemik morfogenetik proteinler (BMP), buyime farkhlasma
faktorleri (GDF), aktivinler, inhibinler ve anti-Mullerian hormonu (AMH)

tanimlanmistir [108].

Kemik doku muhendisligi icin iskelelere ytklenmis kemik morfogenetik proteinleri
(BMP-2 ve BMP-7) gibi bliyume faktorleri hiicre farklilasmasi ve doku buylimesini
uyarmaktadir. TGF-B, MKH'In potansiyel kemotaktik uyaricisidir ve MKH,
preosteoblast, kondrosit ve osteoblast hucrelerinin ¢cogalmasini artirmaktadir. Ayni
zamanda kollajen, proteoglikanlar, osteopontin, osteonektin ve alkalin fosfataz gibi
hicre disi matris protenlerinin  Uretimini de indlklemektedir. Biyosinyal
molekdllerinin yani sira, kemik iyilesmesi ve rejenerasyonu surecinde cesitli
elementler de yer almaktadir. Bu elementlerden kemik doku muhendisligi igin

buyuk 6nem tagidigr dugunulenlerden biri de Bor'dur [14, 109].
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2.5.1. Bor

Bor, organizmalarda 6nemli bir mikrobesleyicidir ve osteogenezde buyuk bir rol
oynamaktadir. Besinle alinan bor steroid hormonlarin, kalsiyum, magnezyum ve
vitamin D gibi cesitli mikrobesinlerin metabolizmasini, ayni zamanda birgok
metabolik enzimin aktivitesini etkilemektedir. Bor, steroid hormonlar ile etkileserek
kalsiyum kaybinin ve kemik demineralizasyonunun 6nlenmesine katilir. Ayrica bor,
vitamin D eksikligi olan hayvanlarda buyumeyi uyarir ve vitamin D eksikliginden
dolayi ortaya ¢ikan mineral metabolizmasindaki olumsuzluklari hafifletir. Sican ve
civcivlerde bor takviyesinin kemik gucunu arttirdigi gorulmasgtur. Bor, plazma lipid
seviyesinin ve beyin fonksiyonlarinin geligsiminde de rol oynamaktadir. Ustelik
borun gesitli metabolik faaliyetlere etkisi bilinmektedir. Diger besin maddeleri ile
etkilesiminin yani sira borun, borik asit seklinde siganlarda kemik yapisi ve
kalinligini guglendirdigi gosterilmistir. Dogada bor, borik asit ve borat olarak
bulunmakta ve besinsel olarak meyve, sebze ve baklagiller tlketilerek vicuda
alinabilmektedir [13, 110].

Borun insan ve memeli metabolizmasindaki roli ve mekanizmasi tam olarak
bilinmemektedir. Ancak, borun optimal saglik i¢in gerekli oldugu ve ayni zamanda
embriyogenez, kemik blyumesi, immun ve psikomotor fonksiyonlarda hayati rol
aldigi siganlarda gosterilmistir [111]. Ayrica, bordan yoksun beslenmede hem
kemik, hem de dis buyumesinin etkilendigi bilinmektedir. Nielsen ve ark. [112]
siganlarin beslenmesindeki, gunlik 3 mg/kg olan borun (borik asit formunda)
eksikliginde kemik hacim fraksiyonunun onemli derecede azaldigini gostermigtir.
Bor eksikliginde anormal kemik blylimesi ve bozuk gelisme oldugu bilinmektedir.
Bunlar disinda, borik asit periodontal inflamasyonun azaltimasinda ve alveolar

kemik kaybinin engellenmesinde rol oynamaktadir [9].

Hakki ve ark. [13] borik asitin MC3T3-E1 fare osteoblastik hicre hattinin hucre
¢ogalmasini, mineralizasyon duzeyini ve kollajen tip I, osteokalsin gibi kemik
buayumesi ile ilgili mRNA duzeyini arttirdigini belirtmistir. Ayrica, hucre sagkalim

oraninin 1000 ng/mL borik asit muamelesinde azaldigi bulunmustur.

Grubumuz tarafindan daha o6nce vyapilan c¢alismalarda borun, MC3T3-E1
preosteoblastik hicre hattinin farklilasmasi Uzerine etkileri degerlendirilmistir.

ilk calismada bor-katkili nanopartikiil yikli kitosan doku iskeleleri kullaniimis ve
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elde edilen bulgular ile borun osteoinduktif bir ajan olarak kullanilabilecedi
gOsterilmigtir [113]. Diger bir galismada ise, mikrodalga destekli biyomimetik
yontemle Uretilen bor katkili hidroksiapatit kapli kitosan doku iskelelerinin,
hicrelerin farklilagsmasini destekledigi ve mineralizasyonunu arttirdigi belirlenmistir
[114]. Sonug¢ olarak, bor katkil doku iskelelerinin kemik doku muhendisligi

uygulamalari i¢in uygun biyomalzemeler olabilecedi dusunulmustar.

Son zamanlarda birgok calisma borun kemik doku muihendisligi i¢in biyosinyal
molekull olarak kullaniima potansiyeline sahip oldugu gdsterilmistir. Gorustovich
ve ark. [115] sigan tibiasinin intramediller kanalina implante edildiginde bor ile
modifiye edilmis 45S5 biyoaktif camlarin partikullerinin 45S5 camlara gore kemik

olusumunu daha ¢ok gelisgtirdigi gorulmustur.

Borat biyoaktif camlarin in vitro hicre gogalmasinin ve farklilagmasinin yani sira in
vivo doku infiltrasyonunu da destekledigi gdsterilmistir. Ayrica, kemik enfeksiyonu
tedavisinde borat biyoaktif camlarin ilag salim sistemleri i¢in kullanilabilecedi de
bilinmektedir. Borat biyoaktif camlarla ilgili en blylk endise ise ¢ozelti icinde

(BO3)* gibi serbest bor iyonlarinin toksik etkisinin olma ihtimalidir [116].

Ying ve ark. [10] borun, borik asit seklinde farklh konsantrasyonlarinin
(0,1, 10, 100 ve 1000 ng/mL) insan KiMKH uzerine etkisini incelemistir. Kaltur
boyunca 1, 10 ve 100 ng/mL borik asit gruplarinda kontrole gére hicre sayisinda
hafif bir digts gorulmus, ayrica 1000 ng/mL borik asit konsantrasyonunda kontrole
gore KiIMKH sayisi anlaml sekilde azalmistir. KiMKH’lerin ALP aktivitesinde 1
veya 1000 ng/mL konsantrasyonlarinda kontrole gobre anlamli bir fark
gOrulmemistir. 1 ve 10 ng/mL borik asitle muamele edilmis gruplarda kontrole gore
kalsiyum birikimlerinde artis gorilmts, 100 ve oOzellikle 1000 ng/mL
konsantrasyonlarinda kalsiyum birikimlerinde anlamli sekilde azalma gorulmustar.
doérduncu ve yedinci gunlerde ALP ve OCN ifadesinin 10 ve 100 ng/mL borik asitle
kilture edilen KiMKH’lerde olduk¢a yuksek oldugu belirlenmigtir.

Boylece, butlin calismalar goz ontunde bulundurularak bor katkili doku iskelelerinin
osteojenik farkhlasmayi uyarabilme potansiyeline sahip oldugu ve kemik doku
muhendisliginde hdcre bazli yapilarin osteojenik kapasitesini arttirmak i¢in umut

verici bir yaklasim olabilecegi dusunulebilir [10].
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3. DENEYSEL CALISMALAR

Sunulan tez calismasi kapsaminda, kemik doku rejenerasyonunda kullaniimak
uzere dondurarak-kurutma yontemiyle kitosan doku iskeleleri uretilmigtir. Daha
sonra bu doku iskeleleri, hidroksiapatit (HAp) ve bor katkili hidroksiapatit (B-HAp)
ile kaplanarak kompozit doku iskeleleri elde edilmigtir. Calismanin ikinci
asamasinda kemik iligi ve adipoz dokudan mezenkimal kdk hucre izolasyonu
gercgeklestirilmistir. Ardindan doku iskelelerinin kemik doku muhendisligindeki
kullanim potansiyellerini arastirmak ve kok hicre — doku iskelesi etkilesimlerini
g6zlemlemek amaciyla in vitro hdcre kualtir calismalari gergeklestirilmigtir.
Karakterizasyonlari tamamlanan adipoz kokenli mezenkimal kok huacre (AKH) ve
kemik iligi mezenkimal kdk htcreleri (KiIMKH) ile durgun kosullarda htcre kalttr
¢alismalari yuratulmads ve in vitro kemik doku olusumuna yonelik bulgular elde
edilmistir. Bu bolumde tez calismasi kapsaminda gerceklestiriien deneysel

calismalara ait ayrintil bilgilere yer verilmistir.
3.1. Kullanilan Malzemeler

Doku iskelesi Uretiminde kullanilan %75-85 deasetilasyon derecesine sahip
kitosan Sigma (Almanya) firmasindan alinmistir. Kitosani ¢ézmek icin kullanilan
asetik asit Riedel de Haen (A.B.D.) ve doku iskelelerinin stabilizasyonu igin
kullanilan etanol (%96) Colony Sugar Mills (Pakistan) firmasindan satin alinmigtir.
Yapay vicut sivisi (SBF) hazirlanmasinda kullanilan tuzlardan sodyum klorar
(NaCl), potasyum klorur (KCI), kalsiyum klorur dihidrat (CaCl2.2H20), magnezyum
klorir hekzahidrat (MgCl2:6H20) ve sodyum dihidrojen fosfat monohidrat
(NaH2P0O4°H20) Merck (Almanya) firmasindan, borik asit (HzBO3) BDH Chemicals
Ltd (ingiltere) firmasindan, sodyum hidroksit (NaOH), sodyum bikarbonat
(NaHCO3) ve 2,2-dihidroksi indan-1,3-dion (Ninhidrin) Merck (Almanya)

firmasindan temin edilmistir.

Hiicre kiiltir calismalarinda kullanilan AKH ve KiMKH’leri, Hacettepe Universitesi
Tip Fakiltesi Deney Hayvanlari Arastirma ve Yetistirme Unitesi'nden alinan 2-5
aylk erkek Sprague-Dawley sicanlardan izole edilmistir. Bu asamada, Hacettepe
Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu'ndan alinan 2015-32 karar
numarall izin ¢ergevesinde ¢alismalar yuratalmastir [Ek-1]. Hucrelerin

cogaltilmasi ve kulturunde kullanilan  Minimum Essential Medium Alpha
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Modification (a-MEM) Biochrom (Almanya), Dulbecco fosfat tampon ¢ozeltisi
(DPBS) ve gentamisin Lonza (isvigre), Tripsin/EDTA (%0.01 tripsin/10 nM EDTA),
fetal sigir serumu (FBS) ve penisilin-streptomisin (P/S) Sigma (Almanya),
amfoterisin-B ise Hyclone (A.B.D.) firmalarindan satin alinmistir. Farkhlasma
calismalari igin kullanillan [-gliserol fosfat, L-askorbik asit, deksametazon,
3-izobutil-1-metilksantin (IBMX), insulin, indometazin ve TGF-B3 Sigma (Almanya)
firmasindan temin  edilmistir.  Hlcre canlihldinin  takibinde  kullanilan
3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-difenilterazolyum bromuar (MTT), Presto Blue, isopropanol
ve HClI (%37) Sigma (Almanya) firmasindan satin alinmistir. Hucre
karakterizasyonu calismalari icin kullanilan kristal viyole BDH Chemicals Ltd.
(ingiltere), fast green, safranin O, aseton, methanol ve gluteraldehit Sigma
firmasindan (Almanya), hekzametildisilazan (HMDS) ve formalin  Merck’den
(Almanya) satin alinmigtir. Hucre morfolojilerini gostermek amaciyla kullanilan
4',6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) ve Alexa Fluor 488 Phalloidin konjuge F-aktin
antikoru ve hucrelerden RNA izolasyonunda kullanilan Trizol Invitrogen (A.B.D.)
firmasindan satin alinmistir. Fibronektin Sigma (Almanya) firmasindan temin

edilmigtir.
3.2. Doku iskelelerinin Uretimi

Dondurarak-kurutma yoéntemi ile hazirlanan kitosan doku iskeleleri Uzerine bor
katkili hidroksiapatit kaplama yapilmig ve ayni kosullarda hidroksiapatit kaplama
da yapilarak iki tir kompozit iskele elde edilmigtir. Calismada 3 farkl doku iskelesi
hazirlanmistir. Bunlar 1. Kitosan 2. HAp/kitosan ve 3. B-HAp/kitosan olup asagida

uretimleri hakkinda ayrintili bilgi verilmigtir.
3.2.1. Kitosan Doku iskelelerinin Uretimi

Oncelikle 0.2 M asetik asit gozeltisi kullanilarak %2'lik (w/v) kitosan
(%75-85 deasetilasyon derecesi) ¢ozeltisi hazirlanmistir. Elde edilen ¢ozelti,
safsizliklarindan arindiriimak Uzere filtreden gegcirilmis ve 24-g6zIUu Petri kaplarina
(isvigre) dokilerek -20°C’de dondurulmustur (1-2 giin). Bu asamadan sonra
kitosan doku iskeleleri, liyofilizatér (Christ, Almanya) kullanilarak -80°C’de
“dondurarak-kurutma” islemine tabi tutulmustur (4-5 gin). Bu yontemde iskeleler
icerisindeki buz kristalleri liyofilize edildiginden, i¢sel baglantilara sahip gézenekli

bir yapi elde edilmigtir. Elde edilen kitosan doku iskelelerinin stabilizasyonu igin
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iskeleler, %96’lik (v/v) etanol ¢ozeltisi igerisinde 2 gun, %70’lik (v/v) etanol ¢ozeltisi
icerisinde ise 1 saat bekletilmistir. Hucre kultir c¢alismalar icin iskeleler

2 mm x 9 mm boyutlarinda kesilmistir.

3.2.2. B-HAp/kitosan ve HAp/kitosan Kompozit Doku iskelelerinin Uretimi

Biyomimetik yontemle HAp/kitosan ve B-HAp/kitosan kompozit doku iskelelerinin
uretilmesi icin 10xSBF ve bor katkilh 10xSBF (B-SBF) ¢ozeltileri hazirlanmis ve
kitosan doku iskelelerinin kaplanmasi mikrodalga enerjisi yardimi ile saglanmistir.
10xSBF insan kan plazmasindaki kalsiyum ve fosfat iyon derisimlerinin 10 katina
sahiptir ve bdylece Ca/P c¢ekirdeklenmesi daha hizli gerceklesmektedir.

Cizelge 3.1’de galisma kapsaminda hazirlanan 10xSBF ¢ozelti recetesi verilmigtir.

Cizelge 3.1. 10XSBF ¢ozelti recetesi ( toplam hacim 1L).

Bilesenler Ekleme siras1 | Miktar (g) Derisim (mM)
NaCl 1 58.443 1000.00

KCI 2 0.373 5.00
CaCl2e2H20 3 3.675 25.00
MgCl2+6H20 4 1.016 5.00
NaH2PO4°H20 5 0.250 3.62

NaHCOs 6 0.084 10.00

10xSBF ¢ozeltisinin hazirlanmasi igin sirasiyla ilk bes tuz 800 mL ultra saf su
icinde ¢b6zulmus ve daha sonra hacim ultra saf su ile 1 L'ye tamamlanmigtir.

Hazirlanan bu stok ¢dzelti ¢oktlirme 6ncesine kadar 4°C’de saklanabilir.

B-SBF ¢ozeltisinin hazirlanmasi igin 1 L ultra saf suda 10 g borik asit ¢oézilmustir.
B-SBF pH’sinin ¢okelme pH araliginda olmasi ¢ok onemlidir. Bu dengenin
bozulmamasi igin 10 M NaOH eklenmistir. Ardindan Cizelge 3.1.’de belirtilen ilk
bes tuz bu ¢ozelti igerisinde sirasiyla ¢ozunmusgtur. Hazirlanan bu stok ¢ozelti

kaplama dncesine kadar 4°C’de saklanabilir.

Kaplama 6ncesi 2 mm x 9 mm boyutlarinda kesilmis kitosan iskeleler secgilen SBF
stok ¢Ozeltisi icerisinde vakum etuvinde (Thermo Scientific, Lindberg Blue, ABD)
¢cOkturtlmustir. Daha sonra 100 mL SBF igerisine NaHCOs ilave edilmis ve
7 iskele/100 mL SBF olacak sekilde doku iskeleleri SBF ¢ozeltisine konulmustur.
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Kitosan doku iskelelerinin, HAp ve B-HAp ile kaplanmasi i¢in uygun kosullar
grubumuz tarafindan daha Onceden yapilan c¢alismalar kapsaminda
belirlenmistir [15, 114]. Hazirlanan iki tir SBF ile yapilan kaplamalarda mikrodalga
(Milestone, italya) uygulamasi ayni kosullarda gerceklestirilmistir. HAp ve B-HAp
kaplama 600 W ve her biri 30 saniyelik 9 tekrar (30sx9) olarak ve bu islem 4 defa

tekrarlanarak kaplama yapilmistir.

Her bir kaplama sonrasinda istenmeyen fazlar, 3 dk %96 (v/v) etanol, 2x3 dk ultra
saf su ile yikanarak uzaklastiriimis ve doku iskeleleri tekrar SBF ortamina alinarak
diger kaplamaya gecilmistir. Son kaplamanin ardindan 15 dk etanol ve 2x15 dk
ultra saf su ile ylkama yapilarak tum doku iskeleleri -20°C’de dondurulmus ve
liyofilizatorde kurutulmustur. Sekil 3.1°de dondurarak-kurutma yontemi ile
hazirlanan kitosan doku iskelelerinin mikrodalga enerjisi yardimiyla HAp ve B-HAp

ile kaplama islemi sematik olarak gosterilmigtir.

Tuzlar  200mLsu  NaHCO,

|

=

800mL 1L !100”@2
‘—‘"‘ -
10 x SBF i
H80,  NaOH Tuzlar  NaHCO, —

CT o
L/

B-SBF B-HAp/kitosan

Sekil 3.1. HAp/kitosan ve B-HAp/kitosan doku iskelesi Uretiminin gsematik
gOsterimi.
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3.3. Hucre Kultur Galigmalar

Hucre kultir calismalarinda, adipoz kokenli mezenkimal kok hucreler (AKH) ve
kemik ilgi mezenkimal kok hucreler (KiMKH) olmak Uzere iki farkli hicre

kullanilmistir.
3.3.1. Mezenkimal Kok Hiicre izolasyonu

Gunumuzde, kok hucrelerin izolasyonu igin birgok farkh yaklagim bulunmaktadir.
izolasyon yéntemi belirlenirken éncelikle hiicre kaynagdinin tipi, yani hangi dokudan

izole edilecegine dikkat edilmelidir.

Izolasyondan dnce dokularin taginmasi igin PBS igerisinde %0.4 (v/v) P/S igeren
tasima ortami hazirlanmistir. izolasyon sirasinda kullanilacak bitin malzemeler
otoklav yardimiyla sterillenmigtir. Calismada kullanilan AKH ve KiMKH’lerin
izolasyonu icin 2-5 aylik erkek Sprague-Dawley sicanlar periton bodlgesinden
yapilan ketamin/ksilazin (2:1) karisimi anestezik ile uyutulmustur. Dis yuzey
sterilizasyonunun saglanmasi igin sican %70’lik (v/v) etanol ile silinmis ve steril
cerrahi Ortu Uzerine sirt Ustu yatirilan sigan el ve ayaklarindan sabitlenmigtir. Karin
alt bolgesinden steril pens ile tutularak sivri uglu makas ile sigcan derisi
kaldinlmigtir. Ardindan subkutan yaglar temiz pens yardimi ile tasima ortami
bulunan tldpe alinmistir. Karin bodlgesi acgildiktan sonra ovaryum etrafindaki
gonodal yaglar ve bobrek arkasi yag dokulari, tagsima ortami bulunan tuplere
alinmistir. Yag dokulari alindiktan sonra, arka bacaklar vicuda baglandigi
bdlgeden epifizlere zarar veriimeden cgikartilmigtir. Eklem bdlgesinden ayaklari
kesilmis ve kemikler mUmkin oldugu kadar makas yardimi ile kaslardan
temizlenmistir. Kemikler tasima ortami bulunan tipe alinmistir. Kemik dokusu

tasima ortami igerisinde 4°C’de bekletilebilmektedir (1-2 saat).
3.3.1.1. Adipoz Kokenli Mezenkimal Kok Hiicre izolasyonu (AKH)

Tasima ortami igerisinde bulunan yag dokulari yeni tuplere aktarilmis ve 2 kere
calkalanarak PBS (pH:7.4) ile ykanmistir (yikama Petri kaplarinda da
yapilabilmektedir). Doku pargalari Petri kaplari igerisinde pens ve bistlri yardimi
ile daha kuglk pargalara ayrilmistir. Kiigik doku parcgalari pens yardimi ile %0.075
(w/v) kollajenaz (PBS iginde) igeren tuplere alinmigtir. Dokularin pargalanmasi igin
1 saat boyunca %5 CO: etuvinde 37°C’de bekletilmigtir. Bekleme sirasinda

3 kere 15-20 dk araliklarla alinip vortekslenmistir. Bir saat sonra tupler etiuvden
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alinmig ve kollajenaz etkisini inhibe etmek igin tupe PBS eklenmigtir (kollajenaz
miktarinin yaklasik 2 kati). Enzimatik islem sonucunda heterojen bir hicre
populasyonu suspansiyon halinde elde edilmektedir. Hlucre pelletini ayirmak igin
tip 1800 rpm’de 5 dk santrifljlenmigtir. Santriflij sonrasinda supernatan atilmis,
hacreler ortamla dagitiimig ve 1000 rpm’de 5 dk santrifUjlenmistir. Bu yikama
islemi bir kere daha tekrarlanmistir. Sipernatan dokulup, besi ortami ile hicreler
toplandiktan sonra 0.70 um filtreden gecirilmistir. Ardindan 1000 rpm’de 5 dk
santrifijlenmistir. Sipernatan uzaklastirilmig, htcreler 5 mL ortam ile dagitilarak
25 cm?lik flasklara aktariimistir. Kiltlirasyona 37°C’de %5 CO: etiiviinde (Heraus

Instruments, Almanya) devam edilmistir.
3.3.1.2. Kemik iligi Mezenkimal Kok Hiicre izolasyonu (KiMKH)

Tasima ortaminda bulunan kemikler tekrar PBS (pH:7.4) ¢ozeltisi iceren Petri
kabina aktarilarak 2 kere yikanmigtir. Femur ve tibia kemikleri ayriimistir.
Ardindan, kemikler steril makas ve bisturi yardimi ile Gzerinde kazima islemi
yapilarak kas tabakasindan olabildigince temizlenerek PBS iceren baska bir Petri
kabina aktarilmistir. Daha sonra, insulin enjektorleri hiucre kultir ortami ile
doldurularak hazirlanmistir. Kemikler hemostat yardimi ile tutularak epifiz uclar
makas ile kesilmigtir. Epifiz ucu kesilen kemigin ilik boslugundan insulin enjektoru
icerisindeki hucre kultir ortami basingla akitiimigtir. Tum kemik iliginin alinmis
oldugundan emin olununcaya kadar iglem devam ettirilmistir. Tum kemik ilikleri
ayni tipe toplanmis ve 1000 rpm’de 5 dk santrifuj edilmigtir. Santiflj islemi sonrasi
supernatan dokulerek hucreler besi ortami ile sUspanse edilmis ve tekrar
1000 rpm’de 5 dk santrifljlenmistir. Stpernatan dokilmus ve bir Gst basamaktaki
yikama iglemi tekrarlanmistir. Ardindan huacreler 5 mL ortam ile dagitilarak
25 cm?lik flasklara aktariimigtir. Kiltlire edilen hiicreler, %95 nem ve %5 CO:2
iceren inkubatorde tutulmustur. Steril ortam gerektiren tum islemler laminer akis
kabininde (Bioair, Type Il Laminer Akis Kabini, italya) gergeklestiriimistir. Her
pasajda stok yapilmak Uzere hucreler dondurulmustur. Beginci pasajda hucrelerin

karakterizasyonu gergeklestirilmistir.
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3.4. Hucre Karakterizasyonu

Hucrelerin canlihgi ve metabolik aktiviteleri Presto Blue analizi ile belirlenmigtir.
Hucre canlihldinin yani sira hicre morfolojisinin takibi igin kristal viyole ve
F-aktin/DAPI boyamalari yapilmigtir. Hucrelerin yaslanma periyoduna girip

girmedigi senesens kiti kullanilarak analiz edilmigtir.
3.4.1. Presto Blue Analizi

izole edilen AKH ve KiMKH'lerin canliigi ve mitokondriyal aktiviteleri kultir
suresinde farkh zamanlarda yapilan Presto Blue analizi ile belirlenmigtir. Bunun
icin hicreler 24-gozIi Petri kaplarina 5000 hiicre/cm? olacak sekilde ekilmistir.
Kdltaran 1., 3., 5., 7., 9., 11., 13., 15., 17., ve 19. gunlerinde kultir ortami
cekildikten sonra her bir goze 50 pL Presto Blue ve 450 pL besi ortami eklenmigtir.
Hucreler 2 saat 37°C’de inklibe edildikten sonra renk degistiren ortamdan 200 pL
alinip 96-gozIu kaltur kaplarina aktariimig, optik yogunluk 600 nm referans olmak
uzere 570 nm’de mikroplaka okuyucu (Asys UVM 340) ile belirlenmigtir. Hucreler
Uzerinde kalan Presto Blue ¢ozeltisi uzaklastirildiktan sonra 1 kez steril PBS ile
yikama yapilmis, hicreler Uzerine taze besi ortami eklenerek kultire devam

edilmigtir.
3.4.2. F-aktin/DAPI Boyamasi

F-aktin/DAPI boyamasi igin 4-g6zIU kaltir kaplarina besinci pasajdaki htcreler
ekilmistir. Hucreler yuzeyi kapladiktan sonra Uzerlerindeki besi ortami
uzaklastirimis ve PBS ile 2x5 dk yikama yapilmigtir. Yikama sonrasi %4 (v/v)
formalin (PBS igerisinde) ile 20 dk fiksasyon islemi gergeklestirilmistir. Fiksasyon
sonrasi 3x5 dk PBS ile yilkama yapilmistir. Ardindan, membran gecirgenligini
saglamak icin hiacreler %0.1 (v/v) Triton X-100 ile (PBS ile hazirlanmigtir) 10 dk
muamele edilmis ve %1 (w/v) sigir serum albimin (BSA) iceren PBS (PBS-A) ile
3x5 dk yikama yapilmistir. Ardindan huacreler %1 (w/v) PBS-A ¢ozeltisi igerisinde
hazirlanmis Alexa Fluor 488 Phalloidin konjuge F-aktin antikoru (%1’lik, v/v) ve
1/1000 oraninda DAPI ile 30 dk oda sicakliginda karanlikta inkibe edilmistir.
islemi takiben 3 kez PBS-A ile yikama yapimistir ve floresan mikroskobu

(Olympus IX71, A.B.D) kullanilarak hicreler géruntulenmistir.
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3.4.3. Kristal Viyole Boyamasi

Kristal viyole boyamasi igin hicreler 6-gozli Petri kaplarina 5000 hiicre/cm?
olacak sekilde ekilmigtir. Hucreler yuzeyi kapladiktan sonra kultir kabinda bulunan
besi ortami uzaklastirimis ve PBS ile 2 kere yikama islemi gerceklestiriimistir.
Daha sonra 1:1 (v/v) oraninda aseton/metanol karisimi ile, 4°C’de 20 dk fiksasyon
islemi yapilmistir. Fiksasyon isleminin ardindan %20’lik (v/v) metanol ¢ozeltisinde
(PBS icinde) hazirlanan %0.5’lik (w/v) kristal viyole ¢ozeltisi hlcrelerin Gzerine
eklenmis ve 30 dk bekletilmistir. Son olarak boyanan hicreler akan suyun altinda

yikanmis ve optik mikroskop altinda morfolojik gozlem gergeklestiriimistir.
3.4.4. Senesens Boyamasi

Normal bliyime kosullarinda hicreler, lizozomda lokalize olan B-galaktosidaz
enzimi Uretmektedirler. Yaslanma sirasinda hucrelerin  lizozomal kutlesi
¢ogalmaktadir, bu da B-galaktosidazin daha yuksek bir seviyede Uretimine neden
olmakta ve senesens-iligkili B-galaktosidaz (SA-B-gal) olarak adlandiriimaktadir.
Bdylece yaslanmis hcrelerin tespiti lizozomal B-galaktosidaz aktivitesinin artis
dizeyi ile belirlenebilmektedir [117]. Senesens kiti (Abcam, ABD) kullanilarak
SA-B-gal pozitif hucreler mavi-yesil olarak boyanabilmekte ve optik mikroskopla

goruntulenebilmektedir.

Senesens tayini igin hicreler 24-gozIlli Petri kaplarina 5000 hiicre/cm? olacak
sekilde ekilmigtir. Hucreler ylzeyi kapladiktan sonra besi ortami uzaklastiriimis ve
PBS (pH:7.4) ile 1 kere yikama yapilmigtir. Ardindan her géze 250 L fiksatif
cOzelti eklenmis ve 10-15 dk oda sicakhginda bekletilmistir. Fiksasyon iglemi
sonrasi 2 kere PBS ile ykama vyapilmistir. Ardindan boyama ¢ozeltisi
hazirlanmistir. Hazirlanan karisim gozlere eklenmis ve 1 gece 37°C inkibe

edildikten sonra optik mikroskop ile gorintilenmistir.
3.4.5. AKH ve KiMKH’lerin Farklilagma Potansiyellerinin incelenmesi

Mezenkimal kok hcrelerin dnemli 6zelliklerinden biri in vitro ortamda birden fazla
hiicre serisine farklilagsabilmeleridir. Bu 6zelliklerinin belirlenmesi igin osteojenik,

adipojenik ve kondrojenik farklilagsma galismalari gergeklestirilmigtir.

47



3.4.5.1. Osteojenik Farklilagma

Osteojenik farklilasma igin 12-g6zlu Petri kaplarina pasaj 5’de olan AKH ve
KiMKH’ler 5000 hiicre/cm? olacak sekilde %10 FBS ve %1.2 antibiyotik (P/S,
amfoterisin, gentamisin) iceren a-MEM ile ekilmistir. Hicreler %70-80 doygunluga
ulastiklarinda besi ortamlari %10 FBS, %1.2 antibiyotik, 25 yM L-askorbik asit,
5 mM B-gliserol fosfat ve 10nM deksametazon iceren a-MEM'den olusan
osteojenik ortam ile degistirilmistir. Kontrol grubu olarak %10 FBS (v/v) ve %1.2
antibiyotik (P/S, amfoterisin-B, gentamisin) iceren a-MEM’de kiiltire edilmeye

devam edilen hacreler kullaniimigtir.

Osteojenik farklilagsma galismasi 28 gun devam ettirilmistir. Hlcrelerin ortami her
3-4 gunde bir yari yariya tazelenmigtir. Kuolturan 14. ve 28. gunlerinde

ALP/von Kossa boyamasi yapilmistir.
Alkalen Fosfotaz-von Kossa Boyamasi (ALP-VK)

Hucrelerin osteoblastik farklilasmasi ve kalsiyum birikimlerini gorintilemek Uzere
ALP/VK boyamasi yapilmistir. Osteoblastlar icin alkalin fosfotaz (ALP)
ekspresyonu erken farklilasma belirteci olarak kabul edilmektedir. ALP enzim
aktivitesinin  yuksek oldugu bdlgeler kdltur kaplarinda kirmizi olarak
boyanmaktadir. VK boyama osteoblastlarin ge¢ farkllasma asamasinda
mineralize nodullerin olusumunu goruntulemek icin yapiimaktadir.
Boyama sonrasinda farkhlasan hicreler kahverengi ya da siyah renkte
gorunarler [118, 119]. Boyama isleminde kullanilan ¢ozeltilerin bilesimleri
Cizelge 3.2’de verilmigtir. Calismada, belirlenen hucre kultir sireleri sonunda
hicreler Uzerindeki ortam uzaklastiriimis ve soguk PBS ile ylzey yikanmistir.
Ardindan %10’luk (v/v) soguk nétral formalin tamponunda 15 dk fiksasyon
yapiimigtir. TUm tampon uzaklagtirilarak, yuzey bir kere distile su ile yikanmis ve
15 dk distile suda bekletiimisgtir. Beklerken taze substrat hazirlanmis ve
filtrelenmigtir. Distile su uzaklastirildiktan sonra hazirlanan taze substrat eklenerek
45 dk oda sicakliginda inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonrasi yiizey 4 kez distile su
ile yikanmigtir. Distile su uzaklastirilarak % 2.5'luk (w/v) gimus nitrat ¢ozeltisi ile
30 dk oda sicakliginda inkiibe edilmistir. inkubasyon sonrasi giimis nitrat ¢dzeltisi

uzaklastirilarak 3 kez distile su ile yikama yapiimistir.
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Mineralizasyonun daha belirgin gorinmesi icin ornekler 5 dk UV 1g1g1 altinda

bekletilebilir. Ornekler 151k mikroskobu altinda incelenmistir.

Cizelge 3.2. ALP-VK boyamasinda kullanilan ¢ozeltiler.

Cozelti Bilesim Miktar
1L NazHPO, 169
%2.5 Glimlis nitrat ¢ozeltisi AgNOs 259
100 mL Distile su 100 mL
Naftol AS MX-PO4 0.005¢
N,N-Dimetilformamid 200 pL
Tris-HCI
25 mL
50 mL _
Red violet LB tuzu 0.03 g
Distile su 25 mL
Not:Naftol DMF icinde ¢éziiltir. Ardindan Tris-HCI ve distile su ilave edilir. Hazirlanan
karisima Red Violet LB tuzu eklenir. Kullaniimadan hemen 6nce filtrelenir.

3.4.5.2. Adipojenik Farklilagma

Adipojenik farklilagsma igin AKH ve KiMKH’ler 5000 hiicre/cm? olacak sekilde %10
FBS ve %1.2 antibiyotik (P/S, amfoterisin-B, gentamisin) iceren a-MEM ile
12-g6zlu Petri kaplarina ekilmistir. Hlcreler %90-100 doygunluga ulastiklarinda
besi ortamlari %10 FBS, %1.2 antibiyotik, 0.25 mM IBMX, 25 yM indometazin,
0.25 yM deksametazon ve 5 yM insulin a-MEM’den olusan adipojenik ortam ile
degistirilmistir. Adipojenik farklilasma g¢alismasi 20 gun devam ettirilmistir. Kontrol
grubu olarak %10 FBS ve %1.2 antibiyotik iceren a-MEM’de kiltire edilmeye
devam edilen hacreler kullaniimigti.  MKH’ler adipositlere farkhlasirken
sitoplazmalarinda yag damlaciklari olusmaktadir. Hucrelerin adipositlere
farklilagmalarinin incelenmesi ve yag birikimlerini goruntilemek Uzere kultlrdn

14. ve 20. gunlerinde Oil Red O boyamasi yapilimistir.
Oil Red O boyama

Oil Red O, trigliseridleri boyamak igin kullanilan, yagda ¢6zinen bir boya olan

lizokromdur. Boyama sonrasi yag damlaciklari kirmiziya boyanmaktadir.
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Stok ¢bzeltisi, 0.7 g Oil Red O 200 mL izopropanol iginde, 1 gece karistiricida
bekletilerek hazirlanmistir. Tamamen ¢6zundikten sonra 0.2 pm filtreden

gegirilerek 4°C’ye kaldiriimigtir.

Calisma c¢ozeltisi, 6 mL Oil red O stok ¢ozeltisi Uzerine 4 mL distile su eklenerek
ve oda sicakliginda 20 dk bekletilerek hazirlanmigtir. Kullaniimadan 6nce

0.2 um filtreden gegirilmistir.

Belirlenen hucre kuiltur sureleri sonunda hucreler uUzerindeki ortam tamamen
cekilmis ve hlcre yuzeyi PBS ile yikanmigtir (2 dk). Hicrelerin ylzeyini kapatacak
kadar %10 (v/v) formalin eklenerek (PBS igerisinde hazirlanmistir) 30 dk oda
sicakliginda bekletilmigtir. Fiksasyon sonrasi %10’luk (v/v) formalin cekilerek
distile su ile 1 kez yikama yapilmistir (2 dk). Yikama sonrasi hicrelerin ylzeyini
kapatacak kadar %60 (v/v) isopropanol (distile su icerisinde hazirlanmistir)
eklenerek 5 dk oda sicakliginda bekletilmigtir. Ardindan isopropanol ¢ekilerek Oil
red O galisma ¢oOzeltisi eklenmis ve 5-7 dk boyunca oda sicakliginda inkibe
edilmistir. inkiibasyon sonunda Oil red O calisma cozeltisi cekilerek distile su ile
hicreler iyice yikanmistir. En son 1 mL distile su eklenerek Oil Red O boyama isik

mikroskobu altinda incelenmistir.
3.4.5.3. Kondrojenik Farklilagma

Kondrojenik farklilasma icin AKH ve KiMKH’ler 2.5 x 10° hiicre/tiip olarak 15 mL’lik
tiplere %10 FBS ve %1.2 antibiyotik iceren a-MEM ile ekilmistir. Hicre pelletleri
olustugunda besi ortamlari %10 FBS ve %1.2 antibiyotik, 10" M deksametazon,
25 uM L-askorbik asit ve 10 ng/mL TGF-33 iceren a-MEM’den olusan kondrojenik
besi ortami ile degistiriimistir. Kondrojenik farklilasma calismasi 28 gun devam
ettirilmigtir. Kontrol grubu olarak %10 FBS ve %1.2 antibiyotik iceren a-MEM’de
kUlture edilmeye devam edilen hucre pelletleri kullaniimigtir. Her 3-4 glnde bir
tuplerdeki besi ortami yari yariya tazelenmistir. Kultirin 28. gund kondrojenik
farklilagmayi goérintilemek lzere 6rnekler alinmistir. Orneklerin her biri Tissue
Freezing Medium (Leica) igerisine gdmilmus ve sivi azotta 1-2 dk bekletilerek
dondurulmustur. Kesit alinana kadar -80°C saklanan ornekler kriyostat cihazi ile
8-10 um kalinhiginda kesilerek lam Uzerine alinmigtir. Kesitler boyamaya kadar
-80°C’de saklanabilir. Kikirdak farklilagsmasi Safranin O ve Fast Green boyalari ile

gOsterilmisgtir.
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Safranin O/Fast Green Boyamasi

Boyama igleminde kullanilacak ¢ozeltiler Cizelde 3.3’de siralanmistir.

Cizelge 3.3. Safranin O/Fast Green boyamasinda kullanilan ¢ozeltiler.

Cozelti
Distile su 250 mL
%21 Safranin O Safranin O 25¢g
Distile su 250 mL
%1 Asetik asit %70 Etanol 100 mL
Asetik asit 1mL
Formalin/Formaldehit 100 mL
%10 Nétral formalin tamponu NazHPO4 16 g
BIF) NaH2PO4 « H20 49
Distile su 1L

Ornekler -80°C’den alinarak %10’luk (v/v) NFT ile 10 dk oda sicakhginda
fiksasyon yapilmistir. Ardindan PBS ile 2 kere yilkama yapilmistir. Yikama sonrasi
%0.02 (w/v) Fast Green ile 2 dk muamele edilmigtir. Ardindan %1’lik (v/v) asetik
asite daldirihp 10-15 saniye tutulmustur. Sonra %1’lik (w/v) Safranin O ile 10 dk
muamele edilmistir. Daha sonra 3 kez distile su ile ylkama yapilmistir. Yikama
sonrasi ornekler 2 kere ksilene daldiriimistir. Ardindan ksilen bazli kapatici
(Richard-Allan Scientific™ Cytoseal™ XYL/Thermo Scientific) ile kapatilarak

mikroskop altinda incelenmistir.
3.4.6. Akig Sitometrisi Analizi

Karakterizasyon basamaginin son iglemi olarak tez kapsaminda kullanilan
dorduncu pasajdaki AKH’lere akis sitometrisi analizi yapiimistir. Analiz, Kocaeli
Universitesi Kok Hiicre ve Gen Tedavileri Arastirma ve Uygulama Merkezi’nde
(KOGEM) yaptiriimistir. Mezenkimal kok hiicrelerde bulunmasi ve bulunmamasi
gereken ylzey antijenlerinden bazilari pozitif antijenler CD90, CD73, CD105
ve negatif antijenler CD34, CD45, CD11b olarak belirlenmis ve akis sitometrisi

analizi ile varliklari gosterilmistir.
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3.5. Doku iskeleleri ile Yapilan Hiicre Kiiltiir Calismalari

Doku iskelelerinin kemik doku muhendisligindeki kullanim potansiyellerini
arastirmak ve MKH-iskele etkilesimlerini gozlemlemek amaciyla in vitro hucre
kiltir( calismalar gerceklestirilmistir. izole edilen AKH ve KiMKH énce flasklarda
cogaltilmig, kaltir ortami olarak %15 FBS, %1.2 antibiyotik (penisilin-streptomisin,
amfoterisin-B, gentamisin) iceren a-MEM besi ortami kullanilmigtir. Yeterli hucre
sayisina ulasildiginda pasaj 5’deki hlcreler iskelelere ekilmek Uzere yuzeyden

kaldirilmistir.
3.5.1. Doku iskelelerinin Sterilizasyonu

Calismada kullanilan 3 grup doku iskelesinin (kitosan, HAp/kitosan ve
B-HAp/kitosan) her biri ultra saf su ile hazirlanmis %70’lik (v/v) etanol igerisinde
vakum etuvunde ¢okturulerek 2 saat oda sicakliginda bekletilmistir. Ardindan doku
iskeleleri, yapidaki etanoli uzaklastirmak amaciyla sterii PBS ile 3x5 dk
yikanmistir. Yikama sonrasi doku iskeleleri kultlr kaplarina yerlestirilerek her iki
yuzeyi 45 dk UV 1s1g1 altinda bekletiimis ve boylece sterilizasyon islemi
tamamlanmistir. Hicre ekiminden 6nce steril edilen iskeleler %10 FBS, %1.2
antibiyotik iceren a-MEM sartlandirma ortami icerisinde serum proteinleri ile

etkilesmeleri igin 1 gece %95 nem ve %5 CO:2 igeren inkubatdrde tutulmustur.
3.5.2. Fibronektin immobilizasyonu

Hicre tutunmasini arttirmak amaci ile doku iskelelerine fibronektin (Fn)
immobilizasyonu yapilmistir. Hacre kultird g¢alismalari fibronektin  immobilize
edilen ve edilmeyen olmak Uzere iki grup iskele ile gergeklestirilmistir.

immobilizasyon isleminde kullanilan ¢ozeltiler asagida siralanmistir.

0.1 M MES cozeltisi

MES (4-Morpholineethanesulfonic acid sodium salt) 0.65¢

Ultra saf su 30 mL

2 mM EDC ve 5mM NHS cozeltisi

EDC (1-Ethyl-3-(3 dimethylaminopropyl) carbodiimide 0.00767 g
NHS (N-hydroxysuccinimide ester) 0.0115¢g
MES ¢ozeltisi 20 mL
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EDC ve NHS, proteinlerin karboksil gruplar ile reaksiyona girerek aktive
olmalarina neden olmaktadir. MES ¢ozeltisi ultra saf suda hazirlandiktan sonra
EDC/NHS bu ¢ozelti icerisinde ¢dzulmustir. Hazirlanan ¢ozelti laminar akisli kabin
icerisinde 0.20 p filtreden gegcirilerek sterillenmistir. 100 ug/mL Fn, EDC/NHS
iceren steril MES c¢ozeltisine eklenmis ve 20 dk oda sigakliginda cgalkalamal
inkiibatorde karigtinimistir. Ardindan hazirlanmig olan protein ¢ozeltisi, kitosan
yuzeyinde bulunan amino gruplari ile reaksiyonu gergeklestirmek Uzere iskele
basina 100 pL olacak sekilde, sterilizasyonu tamamlanmis doku iskelelerine ilave
edilmistir. Fn baglanmasi i¢in doku iskeleleri 4 saat oda sicakliginda laminar akisli
kabin igerisinde bekletiimigtir. 4 saat sonunda 8x5 dk steril PBS ile ylkama
yapimistir. Yikama sonrasi Fn baglanmis doku iskeleleri %10 FBS, %1.2
antibiyotik iceren a-MEM sartlandirma ortami igerisinde serum proteinleri ile

etkilesmeleri icin 24 saat %95 nem ve %5 CO:z2 iceren inkubatorde bekletilmistir.

3.5.3. Doku iskelesi Yiizeyine Baglanan Amino Gruplarinin Ninhidrin

Yontemi ile Tayini

Fibronektin immobilizasyonunun basaril bir sekilde gergeklestigini tayin etmek igin
ninhidrin yontemi kullanmiimistir. Bu yontem ile iskele ylzeylerine baglanan amino
gruplarin varligi belirlenmektedir [120]. Bu islem igin etanol (%100) igerisinde
1 mol/L derigsiminde ninhidrin ¢ozeltisi (w/v) hazirlanmigtir. Fibronektin immobilize
edilen ve edilmeyen iskeleler ninhidrin ¢ozeltisi ile 1 dk sureyle muamele edilmigtir.
Ardindan iskeleler koyu cam siselere konularak 70°C’deki su banyosunda 10 dk
sureyle bekletilmistir. Daha sonra, her bir 6érnegin Uzerine 2 mL THF ve 2 mL
izopropanol eklenerek ultrasonik karistirici yardimi ile orneklerin iyice ¢ozUnmesi
saglanmistir. Her bir érnegin, UV-VIS Double Beam PC (Labomed, Inc. ABD) ile

560 nm dalga boyunda absorbans degerleri élgtlmustr.
3.5.4. Hucre Ekimi ve Osteojenik Farklilagma

Fibronektin immobilizasyonundan 24 saat sonra hlcre ekimine gegilmigstir.
Hicreler, 50 uL besi ortami igerisinde, 2.5x10° hiicre/mL hiicre yogunlugu olacak
sekilde doku iskelelerine ekilmis ve CO:2 inklibatdriinde kultire edilmistir.

Kaltdrin 5. gunud doku iskelelerinin Uzerinde bulunan ortam c¢ekilmis ve yerine
%10 FBS, %1.2 antibiyotik, 25 uM L-askorbik asit, 5 mM B-gliserol fosfat

ve 10 nM deksametazon iceren a-MEM’den olusan osteojenik farklilasma
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ortami konulmustur. Kultar suresi boyunca iskelelerin, igerisinde bulundugu ortam
2-3 gunde bir yar yariya degigtirilerek tazelenmistir. Osteojenik farklilasma

calismasi 28 gun devam ettirilmigtir.
3.5.5. MTT Analizi

AKH ve KiMKH hucrelerinin doku iskeleleri Uzerindeki canliligi ve mitokondriyal
aktiviteleri MTT analizi ile kaltur siresinin farkh zamanlarinda belirlenmigtir. Canh
hicrelerin mitokondrisinde sari renkli MTT ¢oOzeltisi, mitokondriyal dehidrogenaz
enzimi ile mor renkli formazan kristallerine donustirilmektedir. Olusan formazan
kristallerinin ¢cozinmesiyle elde edilen ¢ozelti absorbansi hicre canlligi ile dogru
orantilidir. MTT analizi igin kultur ortami iskeleden uzaklastirildiktan sonra her bir
gb6ze 600 yL serumsuz besi ortami ve 60 yL MTT c¢ozeltisi (2.5 mg/mL PBS)
eklenmistir. Hicreler 37°C’'de 3 sa boyunca inkibe edilmis, daha sonra doku
iskeleleri Uzerindeki ortam uzaklastiriimis ve iskeleler baska bir 24 goézlu kulttr
kabina aktarilmistir. Her bir goze 400 pyL 0.04 M HCI iceren isopropanol ¢ozeltisi
eklenerek olusan formazan kristallerinin ¢céziinmesi saglanmistir. Elde edilen mor
renkli ¢ozeltiden 200 pL alinarak, 690 nm referans olmak Uzere 570 nm’de

mikroplaka okuyucu ile optik yogunluk belirlenmistir.

Cizelge 3.4. AKH’lerine ait hiicre kulturi zaman cizelgesi.
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a) Fn immobilize edilen doku iskeleleri lizerine ekilen AKH hiicreleri

—_— L il ¢ 8 44—

b) Fn immobilizasyonu yapilmayan doku iskeleleri Gizerine ekilen AKH hiicreleri
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Cizelge 3.5. KiMKH'lerine ait hlcre kultiri zaman gizelgesi.
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a) Fn immobhilize edilen doku iskeleleri (izerine ekilen KiMKH hiicreleri

3.5.6. Taramali Elektron Mikroskobu (SEM) Analizi

Hucrelerin doku iskelelerindeki morfolojilerini ve hicre-doku iskelesi, hiucre-hicre
etkilesimlerini belirlemek igin, kultirin osteojenik ortam eklenmeden dnceki gun ve
osteojenik ortam eklendikten sonra 4., 7., 14. ve 21. glnlerinde, SEM (Zeiss Evo
50, Almanya) goruntileri alinmistir. Orneklerin hazirlanmasi igin dncelikle doku
iskeleleri Uzerindeki kultar ortami uzaklastirimis ve iskeleler iki kez (2 dk) PBS
(pH=7.4) ile yikanmigtir. Daha sonra doku iskeleleri % 2.5’lik (v/v) gluteraldehit
coOzeltisi ile 30 dk boyunca muamele edilmis ve bdylece huicrelerin fiksasyon islemi
gerceklestirilmistir. Ornekler analize kadar PBS igerisinde 4°C’de saklanmistir.
SEM analizinden dnce, doku iskeleleri PBS ile yikanmig ve iskeleler sirasiyla %30,
%50, %70, %90 ve %100’lik (v/v) etanol ¢ozeltilerinde 2’ser dk bekletilerek
dehidrasyon islemi gerceklestirilmistir. iskeleler daha sonra hekzametildisilazan
(HMDS) igerisinde 5 dk bekletilmistir. Ornekler, oda sicakliinda bir giin

kurutulduktan sonra altin-paladyum ile kaplanmis ve SEM goérantaleri alinmigtir.
3.5.7. RT-PCR Analizi

Doku iskeleleri Gzerinde kultlire edilen hicrelerin osteojenik farklilasmasini gen
ifadesi duzeyinde belirlemek icin RunX2, KOL-I, B-aktin, osteopontin (OPN) ve
osteonektin (ON) ekspresyon seviyeleri gergek zamanli polimeraz zincir

reaksiyonu (RT-PCR) (Roche, Almanya) ile belirlenmigtir.
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Kaltarun 14. ve 28. gunlerinde doku iskeleleri kultir ortamindan alinarak steril
Eppendorf tuplerine (1.5 mL) yerlestiriimis, her bir 6rnegin Gzerine 1 mL Trizol
eklenerek mikromakas yardimi ile ornekler pargcalanmig, 25-30 s vortekslenmis ve
oda sicakhginda 30 dk bekletildikten sonra -80°C’ye alinmistir. RNA izolasyonu
gerceklestirilecegi zaman ornekler ¢ozunmesi igin yaklasik 30 dk oda sicakliginda
bekletiimis ve bu sure icinde iki kere vortekslenmigtir. Daha sonra o6rneklerin
uzerlerine 200 uL kloroform eklenmis, ¢alkalanmis ve oda sicakliginda 3 dk inkiibe
edilmistir. Sonrasinda, ornekler 4°C’de 10 dk 13,000 rpm’de santrifljlenmis ve

ustteki sulu faz yeni bir Eppendorf tipune aktariimistir.

Uzerinden toplanan sivi faza esit olacak sekilde %70’lik etanol eklenmis ve hafifce
vortekslendikten sonra RNeasy spin kolonlara aktariimigtir. 4°C’de 15 s 13,000
rom’de santrifijlenmistir. Daha sonra RNeasy mini kit kullanilarak gerekli
basamaklar tamamlanmis ve spin kolona 30 pL RNase-free su eklenerek
santrifijlenmis ve RNA yeni bir Eppendorf tiplinde toplanmigtir. cDNA sentezi
oncesi RNA konsantrasyonlari NanoDrop2000c (Thermo Scientific) ile

OlcUlmustuar.

cDNA sentezi icin Applied Biosystems Kit cDNA (ABD) kiti kullaniimigtir. RT-PCR
analizi, SolisBioDyne 5xHot FirePol® EvaGreen®qPCRMix Plus (Estonya) kiti
kullanilarak LightCycler®Nanolnstrument (Roche, Almanya) cihazinda yapilimistir.
cDNA sentezi reverse transkripsiyon ile 40°C’'de 120 dk’da gercgeklestirilmistir.
Ardindan, PCR analizi, aktivasyon basamagi 95°C’de 15 dk’da, uzatma basamagi
95°C’de 15 s, 60°C’'de 20s, 72°C’de 20 s ve ayrilma basamagi 60°C’de 4s ve
95°C’de 20 s olmak Uzere 45 donglde gergeklestirilmistir.

“Housekeeping gen” olarak B-aktin kullaniimistir. Yapilan analizin sonugclari bagil
gen ekspresyonu olarak verilmistir. TUm veriler 22CT  metoduna gore
hesaplanmig, HAp/kitosan doku iskelesi Uzerindeki  hucrelerin ilgili
gen ekspresyon seviyeleri temel alinarak, B-HAp/kitosan grubu ise bunun katlari
seklinde degerlendirilmistir. Calismada kullanilan genlerin primer dizileri Cizelge

3.6’da verilmigtir.
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Cizelge 3.6. Polimeraz zincir reaksiyonu igin primer dizileri.

Kollajen |

Forward primer
5'-CAAGATGTGCCACTCTGACT-3'

Reverse primer
5-TCTGACCTGTCTCCATGTTG-3'

B-aktin

Forward primer
5-GTGCTATGTTGCCCTAGACTTCG-3'

Reverse primer
5'-GATGCCACAGGATTCCATACCC-3'

RunX2

Forward primer
5'-GCATGGCCAAGAAGACATCC -3

Reverse primer
5-CCTCGGGTTTCCACGTCTC -3'

Osteopontin

Forward primer
5'-CACTTTCACTCCAATCGTCCCTAC-3'

Reverse primer
5-ACTCCTTAGACTCACCGCTCTTC-3'

Osteonektin

Forward primer
5'-ACAAGCTCCACCTGGACTACA-3

Reverse primer
5-TCTTCTTCACACGCAGTTT-3'

3.6. Istatistiksel Analiz

Calisma kapsaminda elde edilen veriler GraphPad Software Instat programi
kullanilarak istatistiksel acidan degerlendirilmistir. Veriler
ortalama * standart sapma degerleri ile birlikte sunulmustur. Farkh gruplarin
istatistiksel olarak kargilastiriimasi icin Tek Yonlu ANOVA yodntemi Tukey—Kramer

post hoc testiyle birlikte kullaniimis ve p-degerinin 0.05’den az oldugu durumlar

anlamli kabul edilmigtir.
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4. DENEYSEL SONUCLAR VE TARTISMA

Bu boélumde, tez kapsaminda yapilan deneysel ¢alismalardan elde edilen sonuglar
sunulmus ve ortaya ¢ikan bulgular tizerine tartismalar yapilmistir. Oncelikle, kemik
doku muhendisligi uygulamalarinda kullanilmak tzere kitosan doku iskelelerinin ve
mikrodalga yardimiyla HAp/kitosan ve B-HAp/kitosan kompozit doku iskelelerinin
uretimi ve karakterizasyonu icin yapilan c¢alismalarin sonuglari sunulmustur.
Ardindan, hicre kultir ¢galismalarinda kullanilacak olan sigcan kemik iligi ve adipoz
doku kdékenli mezenkimal kok hlicrelerin izolasyonu ve karakterizasyonu ile ilgili
sonuglara yer verilmistir. Uglingli bélimde mezenkimal kok hicreler ile durgun
kosullarda in vitro ortamda ydrutilen hicre kiltir calismalarinin sonuglarina
deginilmigtir.

4.1. Doku iskelelerinin Uretimi ve Karakterizasyonu

Sunulan tez ¢aligmasinda kitosan doku iskeleleri ve HAp/kitosan, B-HAp/kitosan
kompozit doku iskeleleri hazirlanmistir. Bu bolumde doku iskelelerinin Gretimi ve

karakterizasyonundan bahsedilmistir.

4.1.1. Kitosan Doku iskelelerinin Uretimi

Kitosan, eklembacakhlarin kabuklarinin ekstraksiyonu ile kitin eldesi ve ardindan
kitinin deasetilasyonu ile Uretilmektedir. Kitosanin, deasetilasyon derecesi (% 40-
98) ve molekdl agirhgr (25-2000 kDa) Uretim kosullarina bagl olarak degiskenlik
gostermektedir. YUksek deasetilasyon derecesine sahip olan kitosanin hicrelerin
mitojenik aktivitesini arttirdigi bilinmektedir. Kitosan, birgok metal iyonlarina karsi
yuksek duzeyde afinite gostermekte ve kompleks olusturabilmektedir. Ayrica,
kitosan; biyobozunurlugu, biyouyumlulugu, alkali ¢ozeltilerdeki stabilitesi, toksik
olmamasi, antibakteriyal 6zelligi ve yara iyilesmesinde gérev almasi nedeniyle
doku muhendisligi uygulamalarinda 6ne ¢ikan bir biyomalzemedir. Kitosanin sahip
oldugu bu Ustin Ozellikler géz 6nlune alinarak, sunulan tez ¢alismasinda doku
iskelelerinin ana malzemesi olarak %75-85 deasetilasyon derecesine sahip
kitosandan yararlaniimistir.

Doku muhendisligi calismalarinda kitosan doku iskeleleri gaz kopuklestirme,
dondurarak-kurutma, faz ayirnrmi ve ¢o6zicu dokumu/parcacik uzaklastirma
gibi cesitli yontemlerle hazirlanmaktadir. Sunulan tez cgalismasinda gdézenekli

kitosan doku iskeleleri dondurarak-kurutma yontemi ile hazirlanmigtir.

58



Bu yontem, homojen gozenekliligin elde edilmesi, uretim kosullarinin kolay ve
ucuz olmasi gibi avantajlara sahiptir. Dondurarak-kurutma yonteminde, dondurma
basamaginda, c¢o6zelti icerisinde buz kristalleri olusmakta, ardindan olusan
kristaller sublimasyon ile uzaklastirilarak i¢sel baglantilara sahip gézenekli yapilar
elde edilmektedir. Doku iskelelerinin dretimi, grubumuz tarafindan Onceden
belirlenmis olan ve Bolium 3.2.1'de acgiklanan kosullarda gergeklestirilmistir [102].
Uretim sirasinda elde edilen kitosan doku iskelelerinin goruntileri Sekil 4.1’de

verilmigtir.
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Sekil 4.1. Dondurarak-kurutma yontemi ile hazirlanmis kitosan doku iskelelerinin
goruntlleri (a) etanolle stabilizasyon sonrasi (b) stabilizasyon basamagini takiben
yapilan dondurarak-kurutma islemi sonrasi (c) hucre kadltir c¢alismalarinda
kullanilan iskelelerin boyutu.

4.1.2. HAp ve B-HAp Uretimi ve Karakterizasyonu

Hidroksiapatit kemik mineralinin dogal bilesenidir ve kemik onarimi ve
guglendirilmesi igin greft malzeme olarak kullaniimaktadir. Klinik ¢alismalar HAp
¢imentosunun biyolojik olarak uyumlu ve enfeksiyonlara kargi dayanikli oldugunu
gOstermistir. Ayni zamanda, HAp ile kaplanan implantlarin basari oraninin

yukseldigi bilinmektedir.

Kotobuki ve ark. [121] yaptiklari ¢alismada plazma sinterleme yéntemi ile HAp
seramigi uretmiglerdir. Bu seramiklerin, si¢an kemik iligi MKH’lerinin tutunmasi,

uremesi ve farkilagmasini destekledigini tespit etmislerdir.
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Zhao ve ark. [122] yaptiklarn c¢alismada HAp/kitosan-jelatin 3-boyutlu gbézenekli
iskelelerini faz ayirimi yontemi ile Uretmigler ve HAp’in insan MKH’lerinin
mikrogevre olusumu Uzerine etkisini ve 3-boyutlu doku geligimini in vitro olarak
incelemiglerdir. Kitosan-jelatin kompozitinde HAp varliginin MKH tutunmasini ve
3-boyutlu gozenekli iskelelerde uzun donemde Ureyip buyumelerini destekledigi
belirtiimistir. Bu kompozit doku iskeleleri Gzerinde Ureyen MKH’lerin osteojenik
farkhlasma kapasitelerinin arttigi ve bu hucrelere 6zgli olan multipotensi

Ozelliklerini surdurdukleri gorulmagtur.

HAp ve B-HAp Uretimi mikrodalga enerjisinden faydalanarak biyomimetik olarak
yapay vucut sivisinda ¢oktirme yontemi ile gergeklestirilmigtir. Yapay vucut sivisi
(simulated body fluid, SBF), insan kan plazmasindaki degerlere benzer iyon
konsantrasyonlari igeren super doygun yari kararli bir ¢ozeltidir. Yapay vucut
sivisinin doygunluk seviyesine bagli olarak kalsiyum fosfat (Ca/P) gekirdeklenmesi
ve c¢Okelmesi yavas gerceklesmektedir [123]. Bu durum g6z oOnunde
bulundurularak, sunulan tez calismasinda kan plazmasina goére 10 kat daha fazla
kalsiyum ve fosfat konsantrasyonu iceren 10xSBF benzeri ¢dzeltinin kullaniimasi
kararlastinimistir. 10xSBF benzeri kalsiyum fosfat ¢ozeltisi Mavig ve ark. [124]

tarafindan belirlenen ve Bolum 3.2.2’de verilen receteye gore hazirlanmigtir.

SBF ile HAp duretimi oda sicakliinda 2-6 saat slUrede gergeklesirken [124],
mikrodalga isimasi varliginda dakikalar icerisinde gerceklestiriimistir. Bu sonug,
mikrodalga ile disaridan verilen enerji yardimiyla atomik hareketin hizlandiriimasi
ve diflzyon bariyerinin dusdrilmesi ile elde edilmistir. Boylece, HAp olusum
mekanizmasi sirasindaki ara basamaklarin atlanmasi saglanmistir. Sonug olarak,
kemik yapisini taklit eden hizli, kolay ve etkin bir bicimde ylUksek miktarlarda
biyouyumlu kemik benzeri hidroksiapatit yapisi elde edilmistir. Kisaca, mikrodalga
enerjisinin SBF igerisindeki iyonlar ile etkilesimi sonucu istenmeyen fazlarin
olusumunun engellenmesi ve kisa slUrede HAp vyapisinin elde edilmesi

gerceklestiriimistir [15].

Borun osteoindlktif etkilere sahip oldugu ve hucrelerin osteojenik farklilagmasini
destekledigi bilinmektedir. Kemikler Gzerindeki etkisinin molekller mekanizmasi
daha tam olarak bilinmese de, borun hicre digi matris mineralizasyonundan

sorumlu kalsiyum birikimini arttirdigi dustunulmektedir [11].
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Son vyillarda yapilan c¢aligmalarda borun, hidroksiapatitin yapisina katilarak
kullaniimasi gindeme gelmistir. Literatire bakildiginda, bor katkili hidroksiapatitin
farkh kimyasal yontemler ile sentezlendigi ¢alismalar mevcutken, hicreler ile olan
etkilesimini belirleyen bir ¢alismaya rastlanilmamaktadir. Ternane ve ark. [125]
yaptiklari galismada kati hal reaksiyonu ile, Nakamura ve ark. [126] ise ultrasonik
sprey piroliz yontemi ile bor katkili HAp sentezlemigler ve bu biyomalzemenin

kanser tedavisinde kullanabilecegini belirtmiglerdir.

Sunulan tez ¢alismasinda HAp dretiminde oldugu gibi bor katkili HAp Uretiminde
de daha once bahsedilen birgok avantajlara sahip olan mikrodalga yardimi ile
biyomimetik olarak SBF'den ¢Okturme yontemi tercih edilmigtir. Yeterli dizeyde
borun HAp yapisina katilmasi amaci ile SBF’'ye borik asit (10 mg/mL) ilavesi
yapilmis (B-SBF) ve gerekli pH degerleri (6.5-7.4) sagladiktan sonra, mikrodalga

yardimi ile B-HAp’in ¢okelmesi saglanmistir.

Uretilen HAp ve B-HAp o&rneklerinin karakterizasyonlari daha énce grubumuz
tarafindan yapilmistir [15, 114]. HAp ve B-HAp 6rneklerinin morfolojileri ve kristal
yapilari TEM goruntuleri ile belirlenmigtir. Sekil 4.2 a’da goérulduga gibi HAp
nanopartikilleri igne benzeri morfolojiye sahiptir. Sekil 4.2 b incelendiginde ise bor
katkisiyla birlikte bu nanopartikillerin gubuk benzeri goérinum alarak kristal

yapilarinin degistigi gérilmektedir. Ayrica, HAp'in partikil boyu ortalama 40-50 nm
iken, B-HAp'in partikiil boyu 20-30 nm’ye kadar kigulmustar.

HAp ve B-HAp orneklerinin morfolojileri TEM goruntulerinin yani sira SEM
goruntaleri ile de incelenmistir. Sekil 4.2 ¢, d, e ve f'de verilmis toz halindeki HAp
ve B-HAp'in goruntileri incelendiginde, orneklerin bir araya gelerek kimeler
olusturduklari ve yapilari arasinda morlolojik farkhliklarin oldugu goérilmektedir.
Fotograflar, ¢oktirme sirasinda ara fazlarin olusmadigini ve tuz kristallerinin

yapilan yikamalar sonucu ortamdan uzaklastigini géstermektedir.
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Sekil 4.2. Mikrodalga destegi ile Uretilen HAp (a) ve B-HAp (b) drneklerine ait TEM
goruntuleri, HAp (c ve d) ve B-HAp (e ve f) SEM gorintuleri.

Uretilen B-HAp'in yapisindaki B, Ca ve P, HAp'in yapisindaki Ca ve P oranlari
enduktif eslesmis plazma optik emisyon spektrometresi (ICP-OES) ile
belirlenmistir. Dogal kemigin agirlikga %34.8'i Ca iyonundan, %15.2’si ise P
iyonundan olusmaktadir ve Ca/P molar orani yaklasik 1.71 civarindadir.
Stokiyometrik hidroksiapatit ise %39.6 Ca, %18.5 P iyonu icerir ve Ca/P orani
yaklasik 1.67°dir. Cizelge 4.1’de B-HAp ve HAp Orneklerinin yapisinda bulunan

bilesenlerin oranlarina ait veriler gérulmektedir.

Dogal kemik yapisindaki apatitte bulunan %4-8 karbonat icerigi ile
kargilastirildiginda, mikrodalga ile Uretilen hidroksiapatit yapisinin karbonat icerigi
acisindan kemik yapisi ile benzerlik gosterdigi belirlenmigtir (Cizelge 4.1).
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B-HAp vyapisindaki karbonat igeriginin azalmasinin nedeni, CO3? iyonlarinin
ortamda bulunan BOs* iyonlari ile yarismali olarak OH- ya da PO4* iyonlari ile yer
degistirmesidir.

Cizelge 4.1. HAp ve B-HAp orneklerinde bulunan bilesenlerin oranlari.

Ca (%) P (%) B (%) CO3? (%) Ca/P

(w/w) (w/w) (w/w) (w/w) (Molar oran)
HAp 31.50+0.40 | 15.10+0.30 7.1540.28 1.61
B-HAp |28.10+0.30 |15.55+0.40 | 1.15+0.10 | 4.30%0.10 1.40

4.1.3. Kompozit Doku iskelelerinin Uretimi

Kitosan sinirli biyoaktiviteye sahip oldugu icin dogal kemik yapisinda bulunan
biyoaktif hidroksiapatit ile kompozit olusturarak kullaniimaktadir. Hidroksiapatitin,
kitosanin polimer yapisi igerisine katilmasi biyoaktiviteyi arttirmak acgisindan
oldukga avantajlidir. HAp/kitosan kompozitlerinin gelistiriimesi icin bircok ¢alisma
yapilmistir [15, 107]. HAp/kitosan kompozitleri genellikle polimer ¢ozeltisi igerisine
HAp tozlarinin karistiriimasi ile veya HAp ile kaplama seklinde Uretilmekte, ya da
iskele Uretimi sirasinda HAp nanokristalleri olusturulmaktadir. Kaplama igin
kullanilan yapay vilcut sivisindan homojen apatit ¢ekirdeklenmesi igin gerekli
bariyer ¢cok ylksektir, heterojen cekirdeklenme igin ise tetikleyecek bir uyari
Bu nedenle SBF

gereklidir. ile yapillan kaplama c¢alismalarinin ¢ogunda,

kaplamanin etkinliginin artirlmasi igin tetraetil orto-silikat (TEOS) gibi

cekirdeklendirici ajan kullanilarak ek islemler gergeklestiriimektedir.
SBF ile kaplama vyapilirken literatirden farkli olarak mikrodalga enerjisinden
faydalanilmistir. Mikrodalga enerijisi kitosan yapisinda bulunan OH™ ve NH2" gibi
fonksiyonel gruplari uyararak bu gruplar Gzerinden kalsiyum ve fosfat iyonlarinin
baglanmasini saglamaktadir. Boylelikle, kitosanin fonksiyonellestiriimesine ya da
herhangi bir kimyasal islem uygulanmasina gerek kalmamaktadir. Kitosan
mikrodalgaya maruz kaldiginda, yapisinda bulunan OH~ ve NH2* gibi fonksiyonel
gruplar mikrodalga enerjisini absorblayarak dielektrik i1sinmaya neden olurlar. Bu
yuksek enerji OH™ ve NH2* baglarinin kirilmasini ve bdylece radikal uglarin
belirli  bir

depolayamayacagindan, enerji hizla SBF igerisindeki su ve iyonlara aktariimakta

olusmasini saglar. Ayrica kitosan bu ylksek enerjiyi bdlgede

ve bu enerji aktarimi da gekirdeklenmeyi uyarmaktadir.
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Mikrodalga enerjisinin sagladigi bir diger avantaj da mikrodalganin HAp'in gokmesi
icin gerekli Gibbs serbest enerjisini dusurmesi ve bdylelikle kitosanin aktive olmus
bdlgelerinde c¢ekirdeklenmeyi arttirarak kaplama sdresini kisaltmasidir. Sonug
olarak mikrodalga enerijisi ile kisa surede daha etkin bir kaplama elde etmek
mumkuanduar. Ayrica, bu yontemle hidroksiapatit ya da bor kaplama, doku
iskelesinin sadece ust yuzeyinde kalmamakta godzeneklerin i¢ bolgelerinde de

homojen bir sekilde dagiimaktadir [15].

Osteogenezde dnemli bir rol oynayan bor, literatirde sinirli sayida ¢alismada doku
iskelesi yapisina katilmigtir. Wu ve ark. [14] yaptiklari ¢alismada bor iceren
gOzenekli biyoaktif cam doku iskelelerini sentezlemis ve doku iskeleleri Uzerinde
osteoblastlarin davraniglarini incelemislerdir. Borun, kemik hucreleri ve kemik
doku buyUmesi uUzerindeki etkisinin konsantrasyonuna bagli oldugunu
belirtmiglerdir. Ayrica, borun doku iskeleleri i¢ine katilmasinin osteobastlarin KOL-I

ve RunX2 genlerinin ifadesini yukselttigini belirtmiglerdir.

Sunulan tez calismasinda grubumuz tarafindan daha énce belirlenen ve Bolim
3.2.2’de bahsedilen kosullarda HAp'’in osteokonduktif ve borun osteoinduktif
etkileri birlegtirilerek biyomimetik yontemle kitosan doku iskelelerinin kaplanmasi

saglanmis ve bor katkili kompozit doku iskeleleri (B-HAp/kitosan) Uretilmistir [114].

4.1.4. Doku iskelelerinin Karakterizasyonu

Hucre kultur ¢alismalarinda kullanilan doku iskeleleri 2 mm kalinhiga ve 9 mm
¢apa sahip olacak sekilde hazirlanmistir. Sekil 4.3 (1)'de calisma kapsaminda

uretilen doku iskelelerine ait goruntuler verilmigtir.

Goruntuler incelendiginde yapilan HAp ve B-HAp kaplamanin (Sekil 4.3 (1) b ve ¢)

iskelede daha yogun ve siki bir gorintiye neden oldugu belirlenmigtir.

Kitosan, HAp/kitosan ve B-HAp/kitosan doku iskelelerinin ytzey morfolojileri SEM
goruntuleri ile degerlendirilmistir. Sekil 4.3 (2) a’da Uretilen kitosan doku

iskelelerinin igsel baglantilara sahip gdzenekli yapida oldugu gorulmektedir.

Kompozit doku iskelelerinin SEM géruntilerine bakildiginda hem HAp/kitosan
(Sekil 4.3 (2) b), hem de B-HAp/kitosan (Sekil 4.3 (2) c) doku iskelelerinin
tamamen apatit yapi ile kaplandigi goralmustir. Ayrica, elde edilen kaplamanin

hem cap, hem de kalinlik boyunca oldukga homojen oldugu belirlenmistir.
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Doku iskelelerinin gozeneklilik degerleri incelendiginde en ylksek gozenekliligin
kitosan iskeleye ait oldugu gorilmektedir (Cizelge 4.2). Kompozit iskeleler kendi
aralarinda karsilastirildiginda B-HAp/kitosan iskelenin gézenekliliginin HAp/kitosan
iskeleden daha fazla oldugu gérulmustir. Bu farkin, B-HAp/kitosan kaplamanin
yapisindaki apatitin daha kuguk kristallerden olusmasindan kaynaklandigi
sonucuna variimistir. Boylece gbzenekler daha az kapanmis ve gozeneklilik daha
az etkilenmistir. YUksek gb6zenek hacmi ve boyutuna sahip iskelelerde
deformasyona ugrayacak alan buyudugunden, kompozit yapilarda gézenekliligin
bir miktar azalmasi mekanik dayanimin artmasina neden olmaktadir. Iskelelerin
ortalama gobzenek c¢api 100-150 pm olarak belirlenmigtir. Genel olarak tim
iskeleler deg@erlendirildiginde, %80 ve Uzeri gozenekliligin iskele igine hicre
penetrasyonunu, besin ve metabolit icin gerekli olan kutle aktarimini

saglayabilecek duzeyde oldugu belirlenmistir.

Doku iskelelerinin sisme oranlari Esitlik 4.1. kullanilarak kuru temelde belirlenmistir
Sisme orani = (W-Wo)/Wo (4.2)

Esitlikteki W kitosan iskelenin yas agirhdini, Wo ise kuru agirhgini géstermektedir.
Denge sisme oranlari incelendiginde, HAp/kitosan doku iskelesinin sisme oraninin
kitosan doku iskelesine benzer oldugu, ancak B-HAp/kitosan doku iskelesinin
sisme oraninin kitosan doku iskelesine gore yaklasik olarak %20 daha az oldugu
belirlenmistir (Cizelge 4.2). Denge sisme oraninin azalmasinda, HAp kristallerine
(40-50 nm) gore daha kuglk ¢aplarda olugan bor katkili hidroksiapatit kristalleriyle
(20-30 nm), kitosan doku iskelesinde daha homojen ve siki bir kaplama

yapilabilmesinin etkisi oldugu dusunulmustur.

ICP-OES sonuclarindan yola ¢ikilarak her bir doku iskelesinde bulunan bor miktari

yaklagik 20 ug olarak belirlenmistir.

Doku iskelelerinin karakterizasyon galismalari sentezlenen iskelelerin kemik doku

muhendisligi acisindan uygun kriterlere sahip oldugunu gostermistir [114].

Cizelge 4.2. Doku iskelelerinin yuzde gézeneklilik ve sisme degerleri.

Doku iskelesi Gozeneklilik (%) Denge Sisme Orani
Kitosan 89.50+1.03 34.90+1.90
HAp/kitosan 81.90+0.76 33.19+1.73
B-HAp/kitosan 85.70+2.57 28.91+1.41
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Sample ID =

p———— EMT=1500KV _ SigralA=SE1 _ Mag= 500X = I———— EHT=1500kv  SinelA=SE1  Mag= 500X

Sekil 4.3. 1) Hicre kultdr galigmalarinda kullanilan doku iskelelerinin géruntileri: (a) Kitosan (b) HAp/kitosan (c) B-HAp/kitosan;
2) Doku iskelelerinin SEM goruntuleri: (a) Kitosan (b) HAp/kitosan ve (c) B-HAp/kitosan.
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4.2. Hicre Kiltur Galigmalan

Hucre kultir calismalarinda iki farkli dokudan mezenkimal kok hucre (AKH ve
KiMKH) izolasyonu yapilmis ve bu hicrelerin karakterizasyonlari tamamlanmistir.
Tez kapsaminda sentezlenen kitosan, HAp/kitosan ve B-HAp/kitosan doku
iskeleleri kullanilarak, AKH ve KiMKH’ler ile 28 gin boyunca durgun kosullarda
hiacre kudltar c¢ahsmalar  yapilmistir.  Kultir siresince yapilan analizler ile
mezenkimal hucrelerin  hazirlanan doku iskeleleri Uzerindeki canliliklari,
morfolojileri ve osteoblastik farklilagmalari incelenmistir. Bor katkili hidroksiapatit
kapli kitosan iskelenin farklilagmaya etkisi diger iskeleler ile kargilastirilarak

degerlendirilmigtir.

4.2.1. AKH ve KiMKH izolasyonu

Calisma kapsaminda kullanilacak olan kemik iligi ve adipoz doku kdkenli
mezenkimal kok hucrelerin izolasyonu ve karakterizasyonu literatur bilgisi 1s1ginda
gerceklestiriimistir. Sprague-Dawley siganlarin adipoz dokusundan izole edilen
AKH’ler ve kemik iligi aspiratindan izole edilen KiMKH’ler flasklarda kultire edilmis
ve bu hdcrelerin segici olarak plastik yuzeylere yapisma Ozelliginden
yararlaniimisgtir. Boylece, mezenkimal kdk hlcreler yuzeye tutunma o6zellikleri ile
suspanse olarak uUreyen hematopoetik kok htcrelerden ayrilmistir. Hematopoetik
hicreler ise yikamalar ile ortamdan uzaklastiriimigtir. AKH’lerin 1/3 pasaj oraninda
yaklasik olarak 3 gln, KiMKH’lerin ise yaklasik olarak 5 gln igerisinde yUzeyi
kapladiklari gézlenmigtir. Calisma planina gére htcreler 1/2 ya da 1/3 oraninda
pasajlanmistir. Sekil 4.4’de gosterilen optik mikroskop goruntilerinde hucrelerin
kaltar kabinin ylzeyine tutunup yayildiklari ve fibroblast benzeri igsi bir morfoloji
sergiledikleri belirlenmistir. Kiltirde her iki hicre de pasaj 0’da (P0O) morfolojik
olarak benzer 6zellikler gostermistir. AKH’ler KiMKH’lere gore daha ince igsi yapi
sergilerken pasaj orani ilerledikge AKH’ler ylizeye mekik seklinde daha fazla
yayllmis, KiMKH'ler ise pasaj O0'daki morfolojilerine benzer &zelliklerini
surdirmuslerdir (Sekil 4.4).
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Wagner ve ark. [127] adipoz doku, kemik iligi ve gobek kordon kanindan MKH
izolasyonu yapmis ve her 3 farkli MKH'nin igsi bir morfolojiye sahip oldugunu
belirtmistir. Gun-Il ve ark. [128] vyaptiklari g¢ahgsmada AKH'In %80-90
doygunluga KiMKHden birka¢ gin daha erken ulastigini belirtmigtir.
Elde edilen sonuglar literatir ile karsilastirildiginda izole edilen hicrelerin benzer
Ozellikler gosterdigi belirlenmisgtir.

Sekil 4.4. izole edilen hiicrelerin optik mikroskop gérintileri: (a) AKH PO 20X
(b) KiMKH PO 20X (c) AKH P1 20X (d) KiIMKH P1 20X

4.2.2. AKH ve KiMKH Karakterizasyonu
Adipoz dokudan ve kemik iliginden izole edilen mezenkimal kok hucrelerin
karakterizasyon calismalari pasaj 5de gergeklestiriimistir. Bu amagla, hicrelerin
morfolojileri ve iskelet organizasyonun belirlenmesi igin kristal viyole ve
F-aktin/DAPI boyamalari yapilmig, hucreler optik ve floresan mikroskop altinda
incelenmigtir. Presto Blue analizi ile hucrelerin kdltar kaplarindaki Greme
davraniglari ortaya koyulmustur. Ayrica, hucrelerin, kalsiyum birikimleri ALP/VK
boyamalari ile, yag birikimleri Oil Red O boyamasi ile, kikirdak farkhlagmasi
Safranin O/Fast Green boyalari ile gosteriimis ve akis sitometrisi ile fenotipik
karakterleri belirlenmigtir. Senesens analizi ile hucrelerin yaslanmadiklari ve
multipotensi 6zelliklerini kaybetmedikleri gosterilmistir. Akis sitometrisi analizi ile
AKH’lere 6zgu yuzey belirtegleri belirlenmistir.
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42.2.1. Presto Blue Analizi

Adipoz dokudan ve kemik iliginden izole edilen mezenkimal kok hucrelerin
proliferasyonu ve metabolik aktiviteleri 28 giin boyunca Presto Blue analizi ile takip

edilmistir.

AKH ve KiMKH igin olusturulan kalibrasyon egrileri EK-2 ve EK-3’te verilmigtir.
Kalibrasyon egrisinde absorbans degerlerine karsilik gelen hicre sayilar
Cizelge 4.3’de belirtiimigtir. Absorbans degeri hicre canhligini belirlemede
kullanilan Presto Blue analizi yapilarak belirlenmistir. AKH’ler ayni yogunlukta
KiMKH’lere gore daha yluksek absorbans vermistir. Bu da AKH’lerde mitokondriyal

aktivitenin daha yuksek oldugunu gostermektedir.

Cizelge 4.3. Presto Blue analizi sonuglari.

N CRE ABSORBANS

SAYISI AKH KiMKH

125 000 0.60 0.30
62500 0.30 0.18
31250 0.17 0.08
16125 0.08 0.04
8000 0.05 0.03
4000 0.02 0.02

AKH ve KiMKH’lerin Greme o6zelliklerinin belirlenmesi icin TCPS yuzeylere ekilen
hicrelerin Greme grafigi cizilmis ve AKH ve KiMKH’lerin spesifik bliylime hizlar
logaritmik faz olarak kabul edilen 3. ve 7. gunler arasinda hesaplanmigtir.
AKH’lerin ikilenme slresi 44 saat, 6zgll UGreme hizi 0.0157 sa?, KiMKH’lerin
ikilenme siresi ise 48 saat, 6zgll Greme hizi 0.0142 sa! olarak bulunmustur. Bu
sonuglar, AKH’lerin doygunluga KiMKH’lerine gbre daha erken ulasmalarini

kanitlar niteliktedir. Hucrelerin Greme egrileri Sekil 4.5 ve 4.6’da verilmigtir.

Literature bakildiginda adipoz kokenli ve kemik iligi MKH’lerin ikilenme surelerinin

erken pasajlarda 40-48 saat arasi oldugu tespit edilmigtir [81, 129].
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Sekil 4.5. AKH’lerin Greme egrisi.
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Sekil 4.6. KiMKH’lerin ireme egrisi.
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4.2.2.2. F-aktin/DAPI Boyamasi

Hucre morfolojilerinin belirlenmesi amaciyla, immunohistolojik analizler yapiimistir.
Aktin filamentler, hiicre ylzey seklinin olusumunda goérev alan hlcre iskeletindeki
onemli yapilardir. Bu boyama tekniginde kullanilan Alexa Fluor 488 Phalloidin,
plazma zari iligkili F-aktin isaretleyicidir ve floresan mikroskobu altinda hucre
iskeletinin yesil renkte gorinmesine neden olmaktadir. DAPI ise hicre ¢ekirdegini
boyayan bir ajandir ve hlcre c¢ekirdeklerinin, floresan mikroskop altinda mauvi
renkte gorinmesini saglar. AKH’lere yapilan ikili boyama sonucunda c¢ekilen
floresan mikroskobu fotograflari Sekil 4.7'de goérulmektedir. Hucreler igsi bir
gorunum sergilemis ve tipik fibroblastik morfoloji gozlenmigtir. Ayrica, butln

hicrelerin ¢ekirdek buttnliklerini koruduklari da gorilmustar (Sekil 4.7 a).

Sekil 4.7. AKH’lere ait F-aktin/DAPI boyamalari (a) DAPI 20X (b) F-aktin 20X,
cakigik goruntuler (c) 20X (d) 20X.



KiMKH’lerin F-aktin/DAPI goruntuleri Sekil 4.8’de verilmigtir. Sekil 4.8 a’da butun
hacrelerin gekirdek batunliklerini koruduklar gérulmektedir. Hucrelerin gelismis bir
hicre iskeletine sahip oldugu Sekil 4.8 b’de sergilenmektedir. Ayrica, hicrelerin

fibroblastik morfolojiye sahip olduklari gézlemlenmektedir (Sekil 4.8 ¢ ve d).

Sekil 4.8. KiMKH’lere ait F-aktin/DAPI boyamalari (a) DAPI 20X (b) F-aktin 20X,
cakisik goruntuler (c) 20X (d) 20X.

72



4.2.2.3. Kristal Viyole Boyamasi

Calisma kapsaminda F-aktin/DAPI boyamalarina ek olarak hiicre morfolojisinin
belirlenmesi icgin kristal viyole boyamalari da gergeklestiriimistir. Kristal viyole
boyamasinda hicre iskeletleri acik mora, hicre c¢ekirdekleri ise koyu mora
boyanmistir. Goéruntiler optik mikroskop kullanilarak alinmistir. Sekil 4.9'da da
goruldugu gibi hem AKH’ler, hem de KiMKH’ler fibroblastik morfoloji
sergilemiglerdir. Bdylece, kristal viyole boyamasinin F-aktin/DAPI ile boyanmig

hicre fotograflarini dogrular nitelikte oldugu goralmustar.

Sekil 4.9. Kristal viyole ile boyanmis MKH’lerin optik mikroskop goéruntuleri
(a) AKH 20X (b) AKH 10X (c) KiMKH 20X (d) KiMKH 10X.
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4.2.2.4. Senesens Analizi

In vitro hiicre kiltiiri calismalarinda, hiicreler cogalarak Kkultir kabinin tim
yuzeyini kapladiginda hicre ¢ogalmasi durmaktadir. Bu durum ‘kontak inhibisyon’
olarak tanimlanir. Proliferasyonlari duran htcrelerin kilttrlerine devam edildiginde,
bir stire sonra dlume gittikleri gorulmektedir. Kultirde MHK’lerin replikatif yaglanma
fenotipleri elde edildikleri dokuya gére degismektedir. Ayrica, MHK’nin in vitro

yaslanmasi multipotensi 6zelligine paraleldir [130].

Sekil 4.10. Hucrelerin senesens boyamasi goruntuleri; (a) boyamadan énce AKH
20X (b) boyamadan sonra AKH 20X (c) boyamadan oOnce KiMKH 20X
(d) boyamadan sonra KiMKH 20X.

In vitro kulturde besinci pasajdaki AKH ve KiMKH’lere, hucreler ylzeyi tamamen
kapladiklarinda senesens boyamasi yapilmistir. Senesens kiti ile SA-B-gal pozitif
hicreler mavi-yesil olarak boyanmaktadir ve Sekil 4.10 (b ve d) goéraldugu gibi
sadece birka¢ hlcrede boyanma goértulmuastir. Bu sonuglar hucrelerin saglikli

olduklarini ve multipotensi 6zelliklerini kaybetmediklerini gostermektedir.
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4.2.2.5. Hiicrelerin Farklilagma Potansiyellerinin incelenmesi

Mezenkimal ve Doku Kok Hucre Komitesi tarafindan belirlenen kriterlere gore
mezenkimal kok hucrelerin sahip olmasi gereken 3 temel 6zellik bulunmaktadir:
1. Plastik ylzeylere tutunabilme; 2. Uygun ylzey antijenlerinin ifadesi;

3. Multipotent farkhlasma yetenegi [59].

Adipoz dokudan ve kemik iliginden izole edilen MKH’ler adipojenik, osteojenik ve
kondrojenik ortamlarda kultire edilmis ve c¢esitli boyamalar ile bu hucrelerin

farkhlasma potansiyelleri ortaya koyulmustur.
Osteojenik farklilagsma

Osteojenik farklilasma, kaltir ortamina eklenen dekzametazon, askorbik asit ve
B-gliserol fosfat ile uyariimistir. Kaltlrin ilk haftasindan sonra, kalsiyum birikimine
bagll olarak nodul benzeri yapilar olugsmaya baglamis ve olusan nodullerin miktari
zamana bagl olarak artis gostermistir. Osteojenik farklilasmanin belirteglerinden
biri de matris mineralizasyonudur. Matris mineralizasyonunu goéruntilemek icin
kullanilan boyalar, hiicre igi mineralize kristallere baglanarak, hlcreler tarafindan
olusturulan kalsiyum fosfat yapilarinin varligini ortaya koymaktadir. AKH ve
KiMKH’lerin matris mineralizasyonu ALP-von Kossa (ALP-VK) boyamalari ile
belirlenmistir. Kaltirin 14. ve 28. gunlerinde yapilan boyamalar optik mikroskop

altinda goéruntilenmis ve Sekil 4.11 ve 4.12’de sunulmustur.

Kontrol grubunda AKH’lerin boyanma sonrasi (Sekil 411 a ve e)
mineralizasyonunu isaret eden herhangi bir boyanma goérilmezken, osteojenik
farkllasma ortami varliginda, hucreler arasinda noduller ve siyah-kahverengi
mineralizasyon bdlgeleri tespit edilmistir (Sekil 4.11 b, ¢ ve d). Kllttrin ilerleyen
gunlerinde ise ndodullerin miktarinda artis gézlemlenmistir (Sekil 4.11 f, g ve h).
Ancak ALP enzim aktivitesinin gostergesi olan kirmiziya boyanan bdlgeler

gOrulmemistir.

ALP aktivitesi, kemik farklilagsmasinin erken bir gostergesi oldugu icin, kulturan
basinda daha yuksek olmasi, ilerleyen gunlerde ise azalmasi ve kalsiyum
birikimlerinin ortaya ¢gikmasi beklenilmektedir [35].
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KiMKH’lerin boyama goruntuleri incelendiginde kultiran 14. gununde kontrol
grubunda (Sekil 4.12 a) ALP aktivitesi gok az gorullirken, osteojenik ortam ile
induklenen hucre grubuyla karsilastirildiginda oldukga yuksek duzeyde ALP
aktivitesi goézlenmistir (Sekil 4.12 b, ¢ ve d). Kaltirin 28. glininde AKH’lerde
goruldugu gibi kontrol grubunda (Sekil 4.12 e) mineralizasyonu isaret eden
herhangi bir boyanma gerceklesmezken, osteojenik farklilagsma ortami varliginda,
hicreler arasinda nodlller ve siyah-kahverengi mineralizasyon bolgeleri tespit
edilmistir (Sekil 4.12 f, g ve h). Batlin bu sonuglar, AKH ve KiMKH'lerin kemige

farkhlasma potansiyeline sahip oldugunu kanitlar niteliktedir.
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Sekil 4.11. AKH’lerine ait ALP-VK boyamalari: 14.gun - kontrol grubu (a) 20X,
osteojenik farklilasma grubu (b) 20X (c) 10X (d) 4X; 28.gun - kontrol grubu
(e) 10X, osteojenik farklilasma grubu (f) 10X (g) 10X (h) 20X.
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Sekil 4.12. KiMKH’lere ait ALP-VK boyamalari: 14.gun - ko rubu (a) 20X,
osteojenik farkhlagsma grubu (b) 20X (c) 10X (d) 4X; 28.gun - kontrol grubu
(e) 10X osteojenik farklilasma grubu (f) 10X (g) 10X (h) 20X.
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Adipojenik farklilagma

Adipojenik farklilagsma, kultir ortamina eklenen IBMX, deksametazon, insulin ve
indometazin ile uyarilmigtir. AKH’ler %80 doygunluga ulastiktan sonra, KiMKH’ler
ise yuzeyi kapladiktan sonra adipojenik farklilasma ortamina alinmigtir. Hlcreler
icerisinde lipidce zengin vakuoller ikinci haftadan itibaren belirmeye baglamigtir.
Kaltarun ilerleyen gunlerinde lipid vakuolleri bayimeye devam etmis ve hlcrelerin
igerisini doldurmustur. Kaltaran 20. ginunde gergeklestirilen boyamalarda, kontrol

grubunda herhangi bir boyanma goérilmezken, adipojenik ortamda kultire edilen

hacreler Oil Red O ile boyanmis ve kirmizi lipid damlaciklari goéruntulenmigtir
(Sekil 4.13 ve 4.14) AKH ve KiMKH’leri karsilastirildiginda koken aldiklari doku

nedeni ile AKH’lerde yag damlaciklari daha belirgin olarak gézlemlenmistir.

£ Ll

Sekil 4.13. AKH’lerde yag damlaciklarinin Oil Red O boyamasi ile gértintilenmesi,
20.gun: kontrol grubu (a) 10X, adipojenik farkhlasma grubu (b) 20X (c) 20X
(d) 10X (e) 20X (f) 20X.
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Sekil 4.14. KiMKH’lerde yag damlaciklarinin Oil Red O boyamasi ile
goruntilenmesi, 20.gun: kontrol grubu (a) 10X, adipojenik farkhlasma grubu
(b) 20X (c) 20X (d) 10X (e) 20X (f) 20X.

Kondrojenik farklilasma

Kondrojenik farkllagmanin saglanmasi igin hicreler deksametazon, L-askorbik
asit ve TGF-B3 iceren farkhlasma ortaminda kultire edilmistir. Kualtirin 28.
gununde yapilan Safranin O/Fast Green boyamalari ile AKH ve KiMKH’lerin
kondrojenik farkhlasmasi g0sterilmigtir (Sekil 4.15). Safranin O boyamasi,
kondrojenik  farkllasmada matrisin  proteoglikan  sentezinin  derecesini
degerlendirmek Uzere yapilmaktadir. Boyama sonucu glikozaminoglikanlarin

(GAG) birikim bolgeleri kirmiziya boyanmaktadir.

AKH’lerin boyama goruntileri incelendiginde kondrojenik ortam ile muamele edilen
grupta kirmiziya boyanan bdlgeler goérilmektedir. (Sekil 4.15 b). Ayrica kontrol
grubuyla kiyaslandiginda (Sekil 4.15 a) hidcre pelletlerinin butanlGginin
korundugu goérulmekte, bu da hacrelerin saglikli oldugunu ve hicre digi matrisin
sentezlendigini gostermektedir.

80



Gun-ll ve ark. [128] yaptiklari calismada AKH’lerin belirgin proteoglikan tretimi
gostermedigini ve Safranin O/Fast Green boyamasi sonugunda kondrojenik ortam
muamelesi géren AKH’leri ile biyime ortamindaki hicreler arasinda ¢ok az bir

fark gézlendigini belirtmislerdir.

Sekil 4.15. Safranin O/Fast Green boyamasi; (a) AKH kontrol grubu
(b) AKH kondrojenik farkllasma grubu; (c) KiMKH kontrol grubu,
(d) KiMKH kondrojenik farklilagsma grubu.

KiMKH’lerin boyama sonucu incelendiginde kondrojenik farklilasma grubunda
(Sekil 4.15 d) kontrol grubuna (Sekil 4.15 c) godre oldukga fazla boyanma

gOzlenmektedir.

Indrawattana ve ark. [131] insan kemik iligi kokenli MHK’ler ile yaptiklari
calismada, Safranin O/Fast Green boyama sonucu kondrojenik grupta daha fazla

boyanma oldugunu belirtmiglerdir.
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4.2.2.6. Akis sitometrisi analizi

Hucrelerin kok hucrelere 6zgu ylzey antijenlerini tasiyip tasimadigini kontrol
etmek icin akis sitometrisi analizinden faydalaniimistir. Akis sitometrisinde hicre
suspansiyonu, lazer i1s1g1 ile aydinlatilan bir bolumden gegiriimekte ve 1g1k sagilimi,
floresan emisyonu gibi Ozellikler dijital sinyallere donusturtlmektedir. Olusan
sinyaller, htcrelerin buyUklik ya da granularitelerine bagh olabilecegi gibi, hiicreye
bagdlanan cesitli florokromlar ile hicrenin ylzey antijenleri, DNA igerigi, enzim
aktiviteleri, hucre membran potansiyeli ve canhligi hakkinda da bilgi
edinilebilmektedir. Bu yontemde ileri sagilim kanal (forward scatter channel, FSC)
dedektord hucrenin boyutu hakkinda bilgi verirken, yana sacilim kanal (side
scatter channel, SSC) dedektérl, hucrenin graniler icerigi hakkinda bilgi
sunmaktadir. AKH’lerin akis sitometrisi analizinde, FSC ve SSC dedektdrlerinden
elde edilen sinyaller verilmistir (Sekil 4.16). Grafikte tek ¢ekirdekli hicre 6zelligine
sahip olan hicre grubu ve bdylece hucre suspansiyonunda bulunan lenfosit ya da
granulosit gibi hucrelerin 1gG isaretlenme oranlari dederlendirme digi birakiimistir.
Diger grafikte CD45 antijeni ile yapilan isaretleme sonucu, SSC dedektériinden
elde edilen sinyaller degerlendirilmigtir. Bu grafikte kirmizi isaretlenmis hicrelerin
grafigin sol Ust bolumunde bulunmasi, hicrelerin CD45 negatif oldugunu
gOstermektedir. Yesil renk kontrol, mor ise yiuzey IgG isaretleyicilerden alinan
sonuglari ifade etmektedir. Yesil ve mor histogramlarin ¢akismasi, negatif
isaretlemeyi, yani hucrenin ilgili yizey antijenini ifade etmedigini gostermektedir.
Pozitif durumda ise mor histogramin, kontrolin sag tarafinda bulunmasi
gerekmektedir [132].

Dominici ve ark. [59] MKH’lerin fenotipik karakterini su sekilde belirtmistir; fenotip
pozitif antijenler (2%95): CD105, CD73, CD90 ve fenotip negatif antijenler (<%?2):
CD45, CD34, CD14, CD11b. Kern ve ark. [7] yaptiklar ¢galigmada farkl kokenli
kok hucrelerin yuzey belirtegleri ifadesini karsilastirmis ve adipoz dokudan izole
edilen MKH’lerin 2%90 CD29, CD90 ifade ettiklerini belirtmislerdir. Ayrica, kordon
kani (70.0+£23.6) ve kemik iligi (66.3+22.7) MKH’leri tarafindan ifade edilen CD106
yuzey belirtecinin adipoz kokenli MKH’lerden (30.3+18.6) daha yuksek oldugunu
tespit etmislerdir. Strem ve ark. [133] AKH’lerin yluksek duzeyde CD54 ifade
ettiklerini belirtmiglerdir. MKH’ler 6nemli doku uygunluk kompleksi olan MHC sinif |
molekullerini disik oranda ifade etmekte, MHC sinif 1| molekillerini ise hucre
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yuzeylerinde ifade etmemektedirler [22]. AKH'lerin literatlrle uyumlu bir sekilde
CD29, CD90, CD54, CD106 ve MHC sinif | belirtegleri igin pozitif oldugu gorulmus,
CD45, CD11b ve MHC sinif Il antijenleri icin ise oldukga dusuk isaretlenme

oranlari bulunmustur (Sekil 4.16).
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Sekil 4.16. AKH'lere ait akis sitometri analiz sonuglari (Yesil ve mor histogramlar
sirastyla kontrol ve yuzey IgG isaretleyicilerdir).

Akis sitometrisi ile elde edilen veriler 1siIginda, AKH’lerin yiksek saflikta oldugu ve

mezenkimal hlcrelere uygun ylzey antijenlerini ifade ettikleri belirlenmigtir.

4.2.3. Hucre Ekimi ve Osteojenik Farklilagma
Hucre kultir galigmalarn fibronektin (Fn) immobilize edilen ve edilmeyen olmak

uzere 2 grup iskele ve 2 farkll MKH (AKH ve KiMKH) ile yaratalmustar.
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Cizelge 4.4. Hucre kaltur galigsmalarinda kullanilan hicreler ve doku iskeleleri.

l Fibronektinli Fibronektinsiz
Kitosan+Fn Kitosan

AKH
KiMKH

HAp/kitosan+Fn HAp/kitosan
B-HAp/kitosan+Fn | B-HAp/kitosan

4.2.3.1. Doku iskelesi Yiizeyine Baglanan Amino Gruplarinin Ninhidrin

Yontemi ile Tayini

Doku iskelelerine baglanan amin gruplarinin tayini, ninhidrin yontemi kullanilarak
gerceklestiriimistir. Aminlenen kitosan, HAp/kitosan ve B-HAp/kitosan, ninhidrin ile
etkilestirildigi zaman mor renk almiglardir. Aminoliz islemi uygulanmayan doku
iskeleleri ise, renk degisimi gostermemislerdir. Renk degisimlerinin absorbans
degerleri ise UV-vis spektrofotometre (Labomed, Inc., ABD) ile o&lgulmustar.
iskelelerden okunan absorbans degerlerinin bos kitosan doku iskelesinin
absorbans degerinden daha ylksek olusu aminoliz igleminin gergeklestigini
gOstermektedir (Sekil 4.17).

16

14 1 1,144
1,119 0,8425

12

0,815

08 -

06 1

Absorbans (560 nm)

04 1

02

Kitosan Kitosan+Fn HAp/kitosan+Fn  B-HAp/kitosan+Fn

Sekil 4.17. Ninhidrin analizi sonuglari.
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4.2.3.2. MTT Analizi

Kitosan+Fn, HAp/kitosan+Fn, B-HAp/kitosan+Fn doku iskelelerinde kultire edilen
AKH ve KiMKH’lerin Ureme davranislari ve mitokondriyal aktiviteleri 28 gunlik
inkibasyon suresince kualturun belirli gunlerinde yapilan MTT analizi ile
belirlenmistir (Cizelge 3.4 a). MTT analizi sonucu elde edilen veriler 570 nm’de

belirlenen optik yogunluk degerleri olarak verilmistir.

Hucre ekimi sonrasi AKH’ler tim doku iskelelerine tutunmus ve gogalmaya devam
etmigtir. Sekil 4.18’de -4.gun olarak ifade edilen kiltarin birinci ginlinde tutunmayi
en c¢ok destekleyen grubun B-HAp/kitosan+Fn oldugu belirlenmistir (p<0.01).
Ancak kitosan+Fn grubunda hucresel aktivitenin kulturun ilerleyen gunlerinde hizla
azaldigi gdzlemlenmistir. iskelede Fn varliina ragmen kitosanin hiicre

tutunmasini ve gogalmasini desteklemedigi gorulmustar.

Absorbans (570-690 nm)

Zaman (Giin)

BKitosan @MHAp/kitosan E B-HAp/kitosan

Sekil 4.18. Kitosan+Fn, HAp/kitosan+Fn ve B-HAp/kitosan+Fn doku iskeleleri
uzerinde gogalan AKH’lere ait MTT grafigi (Istatistiksel olarak anlamli farklilhk, n=3,
ayni gunde farkl gruplar igin * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001).

Sekil 4.18'de -1 olarak ifade edilen hicre ekiminden sonraki 4. gun butin
iskelelerin hiicre canlihi§inda azalma gorilmustir. iskeleler arasinda hiicre

canhhigi agisindan anlaml bir fark gézlenmemistir (p>0.05). Hlcre besi ortami bu
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gunden sonra osteojenik ortam ile degistiriimistir. Osteojenik ortam ilavesinden
sonraki ilk ginde (1) HAp/kitosan+Fn ve kitosan+Fn iskelelerinde hucre
canhliginda azalma devam ederken en yuksek hiicre canlihgina B-HAp/kitosan+Fn
iskelede ulasiimistir (p<0.001). Kaltdrin 5. glininde kontrol grubu olan kitosan
iskele ile diger iskeleler arasinda hucre canlliginda anlamh farkhlik gézlenmistir.
Ayrica HAp/kitosan+Fn iskeledeki hucre canlhihgr B-HAp/kitosan+Fn iskeleden
daha yuksek bulunmustur (p<0.001). Kultirin 9. gininde HAp/kitosan+Fn ve
B-HAp/kitosan+Fn iskeleleri arasinda hicre canlihdi agisindan anlamli bir fark
gozlenmemigtir  (p>0.05). Kulturun 14. gununde HAp/kitosan+Fn ve
B-HAp/kitosan+Fn iskeledeki hucre canhligi, HAp/kitosan+Fn iskeleye gore
anlamli derecede artmistir (p<0.001). Kdltirinin 28. gunidnde kitosan iskeledeki
hicre canlihginda hafif bir artis goralirken, HAp/kitosan+Fn ve B-HAp/kitosan+Fn
iskelelerdeki hucre canlihginda azalma gorulmustur. Ancak, B-HAp/kitosan+Fn
iskeledeki hicre canhh@r diger iskelelere gore oldukga yuksek bulnmugtur
(p<0.001). Genel olarak MTT verileri incelendiginde, her U¢ grupta da osteojenik
ortam eklendikten sonra ilk haftanin sonunda absorbans degerleri diusmustir.
Hucre proliferasyonu ile farklilasmasi arasinda ters bir iligki oldugu bilinmektedir.
Bu nedenle hucre Uremesindeki bu azalis, hicrelerin farkhlagsmaya gittigi seklinde
yorumlanabilir. Ardindan, 14. gune kadar kitosan iskele absorbansi dismeye
devam ederken, B-HAp/kitosan+Fn ve HAp/kitosan+Fn iskelelerinin absorbans
degerleri yukselmeye baglamistir. Bu da hicrelerin osteojenik faklilasmaya dogru
giderken canliliklarini koruduklarinin gostergesidir. 14. gunde hulcre canhligi
B-HAp/kitosan+Fn ve HAp/kitosan+Fn iskelelerinde en ylksek degerine ulasmis
ve 14. gunden sonra hicre canhligi her iki grupta da kontak inhibisyona bagli
olarak, azalma goOstermistir. Sonu¢ olarak hucrelerin UG¢ grup iskelede de
tutundugu, fakat kitosan iskelede Uremedikleri belirlenmistir. Ancak B-
HAp/kitosan+Fn ve HAp/kitosan+Fn iskelelerinde hucrelerin  oldukga iyi
cogaldiklari ve en ylksek ureme hizini B-HAp/kitosan+Fn iskelede gosterdikleri
belirlenmistir. Genel olarak HAp/kitosan+Fn ve 6zellikle B-HAp/kitosan+Fn doku
iskelelerinde 28 gunlik kultir suresi boyunca hicrelerin optik yogunluklarinin artis

gostermesi hucrelerin logaritmik fazda olduklarinin gostergesidir.

Aday ve Gumusderelioglu’nun [100] MC3T3-E1 hicreleri ile yaptigi galismada da
SBF kullanilarak HAp kaplanmis kitosan iskeledeki hicrelerin Greme hizlarinin ilk
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10 gunde, kitosan iskeleye gore ¢ok daha fazla oldugu gorulmagtur. Ayrica yapiya
biyomimetik yol ile olusturulan HAp katilmasinin iskelenin osteoindiksiyonunu ve
osteokonduksiyonunu artirdigi, ayrica serum proteinlerinin HAp etkisi ile iskele
yluzeyine tutunmasini artirdigi belirtilmistir. Gurubumuz tarafindan yapilan bir
calismada, bor enkapsule edilmis kitosan nanopartikil yukli doku iskelesinin
MC3T3-E1 hucrelerinin tutunmasini ve c¢ogalmasini destekledigi belirlenmistir
[113].

AKH’lerin doku iskelelerine Fn immobilizasyonu olmadan tutunup ¢ogaldiklarini

tespit etmek icin AKH’ler ile 1 haftalik deneme galismasi yapilimistir.

Fibronektinsiz iskeleler Uzerinde Ureyen AKH’lerin Ureme davraniglarl ve
mitokondriyal aktiviteleri 7 gunlik inklbasyon suresince kulttirin 1, 3, 5 ve 7.
gunlerinde yapilan MTT analizi ile belirlenmistir (Cizelge 3.4 b). MTT analizi
sonucu elde edilen veriler 570 nm’de belirlenen optik yogunluk degerleri olarak
Sekil 4.19°da verilmigtir.

18

16

1.4

1,2 RE

Absorbans (570-690 nm)

1 3 5 7
Zaman (Giin)

B Kitosan @ HAp/kitosan B B-HAp/kitosan

Sekil 4.19. Kitosan, HAp/kitosan ve B-HAp/kitosan doku iskeleleri Uzerinde
cogalan AKH’lere ait MTT grafigi (Istatistiksel olarak anlamh farkhlik, n=3,
ayni gunde farkli gruplar igin * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001).
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Hucre ekiminden sonra her 3 grup iskelenin de tutunmayl destekledigi
gorulmektedir. Ancak kitosan grubunda diger gruplara gore tutunma oldukga
dusuktur ve kitosan+Fn grubunda oldugu gibi hucresel aktivitenin kultrun ilerleyen
glnlerinde azaldigi goézlemlenmigtir. Kaltirin birinci glninde HAp/kitosan
iskeledeki hucre canhhdr B-HAp/kitosan iskeleden anlamli derecede ylksek
bulunmustur (p<0.001). Kaltirin dguncu gununde HAp/kitosan ve B-HAp/kitosan
gruplarn arasindaki hicre canliigi farki azalmis, ancak HAp/kitosan iskeledeki
hicre canliigi B-HAp/kitosan iskeleden yine de fazla olarak bulunmustur (p<0.01).
Kaltarin 5. ve 7. gunlerinde HAp/kitosan ve B-HAp/kitosan Uzerindeki hucrelerin
mitokondriyal aktiviteleri arasinda onemli bir fark goérulmemistir (p>0.05). Genel
olarak MTT verileri incelendiginde HAp/kitosan ve B-HAp/kitosan gruplarinda ilk 5
gun boyunca hucrelerin metabolik aktivitesinin arttigi gézlemlenmistir. Kaltaran
devaminda 7. gunde her iki grubun da absorbans degerleri dismus, ancak
B-HAp/kitosan doku iskelelerinin degerleri diger gruplara gore daha yuksek olarak
bulunmustur. Sonug¢ olarak AKH’lerin Fn immobilizasyonu olmadan da
HAp/kitosan ve B-HAp/kitosan iskelerine tutunup Uredikleri sdylenebilir, ancak

daha uzun kultar suresinde hucre canhliginin korunacagi tartisilabilir.

Kitosan+Fn, HAp/kitosan+Fn, B-HAp/kitosan+Fn iskeleleri Gzerindeki KiMKH’lerin
canhliklari da 28 glnlik inkiibasyon slresince kultiran belirli glinlerinde yapilan
MTT analizi ile belirlenmistir (Cizelge 3.5 a). Sonuglar gtinlere karsi optik yogunluk
degeri olarak Sekil 4.20’de verilmistir. Sonugclar incelendiginde hucre ekiminden
sonra KIMKH’lerin tiim iskelelere tutundugu gérilmektedir. Sekil 4.20'de -4 olarak
ifade edilmis hlicre ekiminden sonraki birinci ginde kontrol grubu olan
kitosan+Fn’ne gore HAp/kitosan+Fn ve B-HAp/kitosan+Fn iskelelerine daha fazla
hicre tutundugu gorilmektedir (p<0.001). Tutunmayi en ¢ok destekleyen grubun

ise B-HAp/kitosan+Fn oldugu belirlenmistir (p<0.01).
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Sekil 4.20. Kitosan+Fn, HAp/kitosan+Fn ve B-HAp/kitosan+Fn doku iskeleleri
uzerinde ¢ogalan KiMKH’lere ait MTT grafigdi (Istatistiksel olarak anlamli farkhlik,
n=3, kontrol grup kitosan ile diger gruplar igin * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001,
HAp/kitosan ve B-HAp/kitosan icin e p<0.05, ee p<0.01,eee p<0.001).

Hucre ekiminden 5 glin sonra hucreler osteojenik ortama alinmistir. Osteojenik
ortama alinmadan bir gun 6nce (-1) butun iskelelerin hicre canliiginda azalma
gorulmus ve iskeleler arasinda hucre canlligi agisindan en yuksek degere
B-HAp/kitosan+Fn iskelede ulasiimistir (p<0.001), en dusuk hicre canliigi ise
HAp/kitosan+Fn iskelede gdzlemlenmistir. Osteojenik kultirin 2. gundnde hicre
canlihlginda azalma devam ederken, HAp/kitosan+Fn ve kitosan+Fn iskelesi
arasinda anlamli bir fark gorilmemistir (p>0.05). Ancak, kitosan+Fn (p<0.05) ve
HAp/kitosan+Fn (p<0.01) iskelelerin hicre canliligi B-HAp/kitosan+Fn iskelesinden
dusUuk bulunmustur. Kultirin 5. gununde iskeleler arasinda hicre canhligi
agisindan anlamh bir fark goézlenmemistir (p>0.05). 5. gun ile 9. gin arasinda
iskelelerin hicre canliliginda anlaml bir fark goriimemis, fakat B-HAp/kitosan+Fn
iskelelerde diger gruplara goére artis gézlenmistir (p<0.001). Ondérdiinci giinde en
yuksek hicre canliigina HAp/kitosan+Fn iskelelerde ulagiimistir. Yirmibirinci ve
yirmisekizinci glnlerde en yuksek hucre canliligina B-HAp/kitosan+Fn iskelesinde
ulasiimistir. Genel olarak MTT sonuglari incelendiginde her Ug¢ grup iskelede de

KiIMKH sadece ekimden sonra ilk gin yuksek tutunma gdstermis, ilerleyen

89



gunlerde ise tutunup yayilamayan hucrelerin yikamalar ile uzaklagsmasi nedeniyle
absorbansta hizli bir dusls tespit edilmistir. Ancak, butun analizler
degerlendirildiginde genel olarak B-HAp/kitosan+Fn iskelesinde hlicre canlihginin

en yuksek oldugu gorulmektedir.

Yeh ve ark. [134] yaptiklari calismada TCPS ylzeyinde fibroblostik morfoloji
sergileyen MKH’lerin kitosan Uzerinde 16 saate kadar tutunduklarini, ardindan
sferoid olusturduklarini belirtmisler. Sferoid MKH’lerin ise 24 saate kadar canhligini

koruduklarini gdézlemlemiglerdir.

KiMKH’lerin Fn immobilizasyonu yapilmayan doku iskeleri Uzerindeki Ureme
davraniglari ve mitokondriyal aktiviteleri 28 gunlik inkibasyon suresince belirli
glnlerde yapilan MTT analizi ile takip edilmistir (Cizelge 3.5 b). MTT analizi
sonucu elde edilen veriler 570 nm’de belirlenen optik yodunluk degerleri olarak
Sekil 4.21°de. verilmigtir.

Sonuglar incelendiginde hiicre ekiminden sonra KIMKH'lerin tiim iskelelere
tutundugu goérulmektedir. Sekil 4.21°’de -2 olarak ifade edilmis kultlrin hcre
ekiminden sonraki ikinci gininde kontrol grubu olan kitosan goére HAp/kitosan ve
B-HAp/kitosan iskelelerine daha fazla hucre tutundugu goérilmektedir (p<0.001) ve
tutunmayi en ¢ok destekleyen grubun ise B-HAp/kitosan oldugu goézlemlenmistir
(p<0.01).

Kdltdrin besinci guninde iskeleler osteojenik ortama alinmistir. Osteojenik
kalturdn 2. gunudnde (2) hucre canliiginda azalma gorulmuas, en yuksek hucre
canhligina ise HAp/kitosan iskelede ulasiimistir. Kultiran 5. guninde (5) kitosan
iskeleler ile diger gruplar arasinda anlamh derece fark goértlmustir (p<0.001).
Ayrica, en yuksek hicre canhligina B-HAp/kitosan iskelede ulasiimis (p<0.001) ve
2. gune gore hucre canliiginda artis gorilmustir. HAp/kitosan iskelede 5. gunle
9. gun arasinda iskelelerin hacre canlihginda anlamli bir artis gortulmastur.
Kaltarin 9. gundnde kontrol grubu olan kitosan goére diger iki grubun hucre
canhligr anlamh derecede yuksek bulunmustur (p<0.001). Kaltirin 14. ve 21.
glnlerinde hticre canlliginda istatiksel olarak anlamli bir fark gértGlmemigtir.

Yirmisekizinci ginde butun gruplarin hicre canliiginda azalma gorulmastir.
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Sekil 4.21. Kitosan, HAp/kitosan ve B-HAp/kitosan doku iskeleleri Uzerinde
¢ogalan KiMKH’lere ait MTT grafigi (Istatistiksel olarak anlamli farkhlik, n=3,
kontrol grup kitosan ile diger gruplar icin * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001,;
HAp/ ve B-HAp/kitosan igin e p<0.05, ee p<0.01,eee p<0.001).

Genel olarak MTT sonuglari incelendiginde her U¢ grup iskelede de KiMKH’lerin
ekimden sonra, ilk gin yuksek tutunma gosterdigi, ancak ilerleyen gunlerde
tutunup yayilamayan hucreler yikamalar ile uzaklastigindan absorbansin dustigu
belirlenmistir. Analiz sonucu degerlendirildiginde ise B-HAp/kitosan+Fn grubunda

hicre canhliginin en yuksek oldugu gorulmustar.
4.2.3.3. SEM Analizi

Hucrelerin doku iskelesinin yuzeyine tutunmasi ve yayilmasi, hucre ¢ogalmasi ve
farkhlasmasi agisindan onemlidir. Bu nedenle kitosan bazl iskeleler ile hucreler
arasindaki etkilesim ve hucrelerin morfolojileri SEM analizi ile incelenmigtir.
Sekil 4.22’de acikga goruldigu gibi az sayida hicre kitosan iskele yilzeyine
tutunmus ve bu hilcrelerde kuresel morfoloji sergilemiglerdir. Kitosan doku

iskelelerine ait SEM goéruntuleri, MTT analiz sonugclarini destekler niteliktedir.
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Literatir incelendiginde kitosan doku iskelesinin kok hicre yapigmasini
desteklemedigini belirten c¢alismalara rastlanmistir [134, 135]. Bu sorunun
ustesinden gelmek icin Fn immobilizasyonu yapilmis ancak istenilen sonug¢ elde

edilememisgtir.

EHT= 500KV SgnalA=SE1  Meg= 250X Sar

d pym
0° 1 | 25¢ iy UNAM

Sekil 4.22. Kitosan+Fn doku iskelesi uzerinde c¢ogalan AKH’lere ait SEM
goruntuleri (a) 7.gin 100X, (b) 7.gln 250X, (c) 14.gin 500X, (d) 14.gin 500x, (e)
21.gun 250X, (f) 21.gun 1000X.

HAp/kitosan+Fn doku iskelerinin  AKH’lerin tutunmasini ve c¢ogalmasini
destekledigi Sekil 4.23'de agikga gorulmektedir. Hucrelerin HAp/kitosan+Fn doku
iskelerinin yuzeyine tutunduklari, yayildiklari ve sitoplazmik uzantilari ile birbirleri
ile temas kurduklari Sekil 4.23 b, c, ve fde gorulmektedir. Ayrica Sekil 4.23 e ve
i'den de goruldugu gibi AKH’ler sadece iskele yuzeyinde kalmamig, hicre ekimi
sonrasinda igsel baglantili gézeneklerden iskelenin i¢ bolgelerine dogru yayilmaya
devam etmiglerdir. MTT sonuglarina paralel olarak SEM fotograflarinda da 14.
gunde hicre yodunlugunun diger gunlere nazaran arttigi goértulmektedir. Ayrica 14.
ve 21. gunlerde hucrelerin, salgiladiklari hucre disi matris miktarinin artmasi
nedeniyle iskele ylzeyini tamamen kapladiklari gézlenmistir (Sekil 4.23 g ve j).
Kaltirin 14. ve 21. gunlerinde iskele yuzeyinde kollajen fiberlerinin olusmaya
basladigi belirgin bir sekilde gorulmektedir (Sekil 4.23 h, i ve k).
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B-HAp/kitosan+Fn iskelelerinin sirasiyla 4., 7., 14. ve 21. gunlere ait SEM
goruntuleri incelendiginde, doku iskelesinde hicre yogunlugunun arttigi acikca
gorulmektedir (Sekil 4.24 a, d, g ve j). Ayrica, 14. ginde hicrelerin
membranlarinda, osteoblastik farklilasmaya gittiklerini gdsteren mineralizasyon
kimelerinin olusumu gozlenmistir (Sekil 4.24 i). Kalturin 14. ve 21. gunlerde
hucrelerin sentezledikleri hiicre digi matris yapisiyla gézenekleri doldurduklari ve
iskele ylzeyini tamamen kapladiklari gézlemlenmigtir (Sekil 4.24 g ve ).
Hucrelerin nano boyutta kollajen fiberleri Urettikleri Sekil 4.24 k ve I'de belirgin bir

sekilde gorulmektedir.

MTT analizi sonucglart ve SEM goruntuleri degerlendirildiginde, hidroksiapatit
yapisina biyomimetik yontem ile katilmis olan borun AKH’lerde herhangi bir negatif
etkiye neden olmadigi, hatta diger gruplara gore hicre yapismasi ve ¢ogalmasini
daha iyi destekledigi goriimustir. Bu etkinin nedeninin, yapi i¢ine katilan borun ya
da borat iyonlarinin, apatitin kafes yapisini degistirmesi olabilecegi gibi, asil etkinin
kemik benzeri apatitten gerceklesen bor iyonlari salimindan kaynaklanan
osteoinduktif etkiye bagl olabilecegi de dusinilmektedir. Sonug¢ olarak
HAp/kitosan+Fn ve B-HAp/kitosan+Fn doku iskelelerinin AKH’lerin tutunmasini,
yayllmasini, ¢ogalmasini destekledigi ve osteoblastik farkllasma slresini

hizlandirdigi belirlenmistir.

Fn immobilizasyonu yapilmamis doku iskeleleri ile hucreler arasi etkilesim ve
hdcrelerin morfolojileri kultirin 7. guninde SEM analizi ile incelenmigtir. SEM
goruntuleri incelendiginde kitosan+Fn iskelelerde oldugu gibi kitosan doku
iskelesinin de AKH yapismasini desteklemedigi goralimustir (Sekil 4.25 a, b ve c).
Hucrelerin ¢ok az tutunduklari, yayllamadiklari ve MKH’ler igin tipik olan igsi

morfoloji yerine kiiresel morfoloji sergiledikleri gértilmektedir (Sekil 4.25 c).

HAp/kitosan Uzerinde kuiltire edilen hicrelerin goruntuleri Sekil 4.25 d, e ve fde
verilmigtir. Hucrelerin iskeleye tutunduklari, iskelenin gézenekleri boyunca genis
bir alanda yayildiklari ve i¢sel baglantili gdzeneklere dogru gog ettikleri Sekil 4.25
e ve f'de gorulmektedir. Ancak fibronektin immobilize edilmis doku iskeleleri ile

karsilastirildiginda daha az sayida hicre goralmustar.
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B-HAp/kitosan Uzerinde kultire edilen hucrelerin de doku iskelesenin g
bolgelerine dogru vyayildiklari gorulmektedir (Sekil 4.25 i). Hucrelerin nano
boyuttaki uzantilari ile gozenek duvarlari boyunca kopruler olusturarak ¢ boyutlu
sekilde c¢ogaldiklari Sekil 4.25 h ve ide acikca goOrulmektedir. SEM
goruntulerinden, MTT sonuglari ile paralel bir sekilde kultirin birinci haftasinda
hiacre yogunlugunun HAp/kitosan ve B-HAp/kitosan iskelelerinde oldukga yuksek
oldugu gorulmektedir (Sekil 4.25 d, g). Kdaltirin 7.gun sonuglari fibronektin
immobilize edilmis doku iskeleleri ile karsilastirildiginda hicre yogunlugun hemen

hemen ayni oldugu gorulmektedir.

KiMKH’lerin fibronektin immobilize edilmis doku iskeleleri ile olan etkilesimlerinin
goruntlilenebilmesi igin kdltarin 7., 14. ve 21. glnlerinde SEM analizi
gerceklestiriimistir. Sekil 4.26, 4.27 ve 4.28 a'da acgikga goéruldugu gibi hicreler
kitosan iskele ylUzeyine oldukga az sayida tutunmus ve kiresel morfoloji
sergilemiglerdir. Yedinci gin SEM goruntuleri incelendiginde KiMKH’lerin
HAp/kitosan+Fn doku iskelerine tutunduklari, fakat tam yayillamadiklari
gorulmektedir (Sekil 4.26 b). MTT sonuglarina paralel olarak en iyi hlcre
tutunmasi B-HAp/kitosan+Fn doku iskelerinde gozlemlenmistir (Sekil 4.26 c).
Hucrelerin ylUzeye yayildiklari ve sitoplazmik uzantilari ile birbirleri ile temas
kurduklari Sekil 4.26 e ve f'de gorllmektedir. Ayrica Sekil 4.26 d’den de goruldigu
gibi KiMKH’ler sadece iskele yluzeyinde kalmamis, i¢csel baglantili gézeneklerden
iskelenin i¢ bolgelerine dogru yayllmaya devam etmislerdir. Kaltirin 14.gin SEM
fotograflari incelendiginde hulcrelerin membranlarinda, osteoblastik farklilagmaya
gittiklerini gosteren mineral birikimleri gézlenmistir (Sekil 4.27 c, e). Hucrelerin
daha genis bir alanda yayildiklari, hucre digi matris yapilarinin gelismis olduklari
ise Sekil 4.27 e ve fde acgikca goérulmektedir. Kaltirin 21. gunidnde iskele
yuzeyinde nano boyutta kollajen fiberlerinin olusmaya basladigi belirgin bir sekilde
gOrulmektedir (Sekil 4.28 c ve d).
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Kitosan

S T

Sekil 4.23. HAp/kitosan+Fn Uzerinde ¢ogalan AKH’lere ait SEM goruntuleri
(Sirasiyla 100x, 1000x, 3000x buyutmeler verilmigtir).
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Kitosan

Sekil 4.24. B-HAp/kitosan+Fn Gzerinde gogalan AKH’lere ait SEM goéruntuleri
(Sirasiyla 100x, 1000x, 3000x buyutmeler verilmigtir).
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Sekil 4.25. Kitosan, HAp/kitosan ve B-HAp/kitosan Uzerinde ¢ogalan AKH’lere
ait 7.gun SEM goruntuleri ( Sirasiyla 100x, 500x, 1000x buyutmeler verilmigtir).

Fibronektin immobilizasyonu yapilmamis doku iskeleleri Uzerinde Ureyen
KiMKH’lerin morfolojileri ve hucre-iskele etkilesimleri kultirin 14. gininde SEM
analizi ile incelenmistir. SEM goruntileri incelendiginde Fn’siz kitosan doku
iskelesinin KiMKH’lerin yapismasini desteklemedidi, hlcrelerin ¢ok az miktarda
tutunduklari ve kuresel morfoloji sergiledikleri gorulmektedir (Sekil 4.29 a).
HAp/kitosan ve B-HAp/kitosan Uzerinde kultire edilen KiMKH’lerin iskelelere
tutunup, yayilip ve g¢ogaldiklari gorulmektedir (Sekil 4.29 b, c, d, e ve f). Ayrica,
Sekil 4.29 c’de huicrelerin 6zellikle HAp Uzerine tutunduklar agikga gorilmektedir.
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Sekil 4.26 Fibronektin immobilizasyonu yapilan doku iskeleleri Gzerinde ¢ogalan KiMKH’lerine ait 7.gin SEM goéruntuleri.
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Sekil 4.27. Fibronektin immobilizasyonu yapilan doku iskeleleri Gzerinde ¢ogalan KiMKH’lere ait 14.gun SEM goéruntuleri.
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Sekil 4.28. Fibronektin immobilizasyonu yapilan doku iskeleleri Gzerinde ¢ogalan KiMKH’lere ait 21.gin SEM goéruntileri.

100



. Kitosan !

HAp/kitosan

e

20pm" -
———————— EHT=10.00kV

~ — P
Sample ID = — EHT=1000kV  Signal A= SE1 Mag= 3.00KX Sample ID =

Signal A = SE1 Mag= 3.00KX

T
F—— EHT=10.00kV Mag= 500X Sample ID = Signal A= SE1

B-HAp/kitosa

n
s

B-HAp/kitosan

20 pm* 10 pm* , 10 pm* )
— EHT=1000kV  Signal A=SE1  Mag= 1.00KX  SampleID= — EHT=1000kV _ SignalA=SE1 _ Mag= 300KX  SamplelD= — EHT=1000kvV  SignalA=SE1  Mag= 300KX  SampleID=

Sekil 4.29. Doku iskeleleri Uzerinde ¢ogalan KiMKH’lere ait 14.guin SEM goérintuleri.
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4.2.3.4. RT-PCR Analizleri

Osteojenik farklilagsma sirasinda kollajen- (KOL-I), osteonektin (ON), kemik
sialoproteini, osteopontin (OPN) ve osteokalsin (OCN) gibi genlerin ifadelerinde
artis gozlenmektedir [66]. Sunulan tez calismasi kapsaminda iskeleler Gzerine
ekilen hucrelerin osteoblastik farklilagsmasinin belirlenmesi amaciyla hicrelerdeki
KOL-I, RunX2, ON ve OPN gen ifadeleri RT-PCR analizi ile belirlenmigtir. RT-PCR
sonuglari mMRNA ekspresyonunda HAp/kitosan grubundaki degerin kat artisi olarak
gosterilmigtir. Kitosan iskelelerin RT-PCR analizleri yeterli sayida hicre tutunmasi

gerceklesmediginden yapilmamistir.

Kollajen kemigin temel yapilarindan biridir ve mekanik dayanimini saglamaktadir.
Kemik hicre disi matrisinin  yaklasik % 90’ni KOL-I'den olugmaktadir. Yeni
kemigin olugsumu sirasinda oOncelikli olarak hucreler ¢ogalmakta ve ¢ogalan

osteoblastlar KOL-I salgilamaktadir.

4 Kol -1

EE O

3.5 see

H HAp/kitosan

23 i B-HAp/kitosan

KoL-l bagil gen ifadesi

1.5 4

0.5 A

14 28
Zaman [Giin)

Sekil 4.30. HAp/kitosan ve B-HAp/kitosan Uzerinde ¢ogalan AKH’lere ait bagil
kollajen-1 gen ifadesi grafigi (istatistiksel olarak anlamh farklilik, n=3, ayni giinde
farkh gruplar igin * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001; ayni grubun farkli gunleri igin
e p<0.05, ee p<0.01,00e p<0.001)
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Doku iskeleleri Uzerindeki hucrelerin KOL-1 gen ifadeleri incelendiginde
(Sekil 4.30) 14. gunde HAp/kitosan ve B-HAp/kitosan iskeleler arasinda anlamli bir
fark olmadigi goértulmektedir. Yirmisekizinci gin degerleri kendi icinde
degerlendiginde gen ifade seviyesi B-HAp/kitosan grubunda HAp/kitosan
grubundan yaklasik olarak 3 katina ¢iktigr gorulmustur. B-HAp/kitosan grubunda
KOL-I gen ifadesi 14. gun ile karsilastirildiginda ise 28. gunde oldukga yuksek
oldugu gorulmektedir (p<0.001).

Hakki ve ark. [13] vyaptiklari c¢alismada borik asitin, molekuler dizeyde
mineralizasyonu artirdigint  belirtmiglerdir. Borun farkli konsantrasyonlarinin
MC3T3-E1 hucrelerinin gen ifadelerine etkisini incelemisler ve kilturan 8. ginunde
borla muamele edilen grup diger butin gruplarla karsilastiriidiginda KOL-I

seviyesinin oldukga yukseldigini gozlemlemiglerdir.

Demirci ve ark. [12] borun (NaB formunda) farkli konsantrasyonlarinin insan dis
germ kok hucrelerinin (hnTGSCs) canlligi uzerine etkilerini arastirmiglardir. hnTGSC
hicrelerinin NaB ile muamelesinin KOL-I gen ifadesini 6nemli derecede arttirdigini

tespit etmiglerdir.

RunX2 mezenkimal kdk hucrelerin olgunlasmamis osteoblastlara farklilagsmasini
indUklemekte ve osteoblast farklilasmasinin erken evrelerinde o6nemli kemik
matrisi genlerinin gen ifadesini baslatmaktadir. Normal olarak, RunX2
osteoblastlarin  olgunlasmasini  engeller ve kemik gelisiminin ilerleyen

asamalarinda RunX2 gen ifadesi azalir.

Sekil 4.31 incelendiginde doku iskelelerindeki hicrelerin RunX2 gen ekspresyonun
kaltartn ilerleyen gunlerinde her iki grupta da arttigi gértlmektedir. Gruplarin farkli
gunlerindeki degerler karsilastirildiginda HAp/kitosan iskelede daha az artis
gorulurken (p<0.05), B-HAp/kitosan iskelede belirgin bir farklihk goézlenmistir
(p<0.001). B-HAp/kitosan iskelenin RunX2 ifadesi her iki gunde de HAp/kitosan

iskeleden daha yuUksek oldugu gorulmektedir.

Wu ve ark. [14] bor iceren gbzenekli biyoaktif cam doku iskeleler Uzerinde
osteoblastlarin davranisalarini incelemislerdir. iskeleye katilan borun RunX2 gen
ifadesini arttirdigini belirlemiglerdir. Borun, kemik saghgi icin temel bir element
oldugunu, kemik hucreleri ve kemik doku buylumesi uzerindeki etkisinin

konsantrasyonuna bagli oldugunu belirtmislerdir.
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Ayrica, Hakki ve ark. [13] bor iyonlarinin dusuk konsantrasyonlarda (<100ng/mL)
RunX2 gen ekspresyonunu ve mineralize nodullerin olusumunu arttirdigini tespit
etmistir. Tez calismasinda RunX2 gen ifadesinin sirekli artisinin kék hicrelerin
daha ge¢ doénemde osteoblastik farklilasmaya gitmesinden kaynaklandigi

soylenebilir.

RunX2

B HAp/kitosan
# B-HAp/kitosan

Runk2 bagll gen ifadesi

14 28
Zaman (Giin)

Sekil 4.31. HAp/kitosan ve B-HAp/kitosan Uzerinde gogalan AKH'lere ait bagil
RunX2 gen ifadesi grafigi (Istatistiksel olarak anlamli farklihk, n=3, ayni glnde
farkh gruplar icin * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001; ayni grubun farkli gunleri igin
e p<0.05, ee p<0.01,000 p<0.001).

Osteopontin hucre digl matris bileseni ve kemigin yeniden yapilandirilmasinda rol
oynayan onemli bir araci proteindir. Osteojenik farklilasmanin ge¢ dénemlerinde
mineral kristallerinin blydmesini inhibe ederek negatif dizenleyici olarak goérev
yapar. Osteopontin ekspresyonu osteojenik indiksiyondan 2 hafta sonra yukselir

[136, 137].
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OPN

7 A * % kK
L N . ]

m HAp/kitosan
# B-HAp/kitosan

OPN bagil gen ifadesi
iwn

14 28

Zaman (Giin)

Sekil 4.32. HAp/kitosan ve B-HAp/kitosan Uzerinde ¢cogalan AKH'lerine ait bagil
osteopontin gen ifadesi grafigi (Istatistiksel olarak anlamh farklik, n=3, ayni
gunde farkl gruplar igin * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001; ayni grubun farkh gunleri
icin @ p<0.05, ee p<0.01,00e p<0.001).

Osteopontin ekspresyon seviyeleri incelendiginde (Sekil 4.32) 28. gunde her iki
grupda da gen ekspresyon seviyesinin 14. gunden daha ylksek oldugu
belirlenmistir. Gruplarin farkl gunlerindeki degerler karsilastirildiginda HAp/kitosan
iskelede anlamli bir artis goérilmezken (p>0.05), B-HAp/kitosan iskelede belirgin bir
farkla gen ekspresyon seviyesi artmistir (p<0.001). Kultirin 28. gun degerleri
kendi icinde degerlendiginde B-HAp/kitosan gruptaki gen ifadesi HAp/kitosan

grubundan anlamli dlgude fazladir (p<0.001).

Sonug olarak B-HAp/kitosan iskelenin OPN ifadesi her iki ginde de HAp/kitosan

iskeleden daha yuksek oldugu gorilmektedir.

Tungay O.E. [114] tarafindan gergeklestirilen caligmada da B-HAp/kitosan ve
HAp/kitosan gruplarinda 28. glnde osteopontin ifadesi 14. gline gére anlamli
derecede yukselmigtir. Her iki ginde de B-HAp/kitosan grubundaki OPN ifadesi
HAp/kitosan‘dan daha yuksektir (Sekil 4.35).
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Osteojenik farkhlasmanin ileri sureclerinde ifade edilen osteonektin, kemik
matrisinde osteoblastlar tarafindan Uretilen en bol kollajensiz proteindir.
Osteonektin, ylksek afiniteye sahip iki iyonik kalsiyum baglama bdlgesi icermekte,
kollajen tip | ve hidroksiapatite afintesinden dolayl Kkalsifikasyona aracilik

edebilmektedir [66].

Osteonektin ifadesinde 14.gunde gruplar arasinda anlamh bir fark goézlenmezken,
28. guinde HAp/kitosan grubuna gore, B-HAp/kitosan grubu 3 kat fazla oldugu
g6zlenmektedir (p<0.001). B-HAp/kitosan grubunun farkli ginlerdeki ON ifadesine
bakildiginda 28. ginde anlamli derecede fazla oldugu belirlenmistir (p<0.001)
(Sekil 4.33).

Tashh ve ark. [11] yaptiklari bir calismada NaB’in farkl konsantrasyonunu
uyguladiklari hTGSC hucrelerinde gen ifadelerini incelenmiglerdir. NaB ile
muamele edilen hlcrelerde mineralizasyonun ve osteonektin gen ifadesinin daha

yuksek oldugunu gozlemlemiglerdir.

4 o ON
3.5 -
3 4
Fi
= * 3k %
i |
= 2.5 LN N ]
=
= H HAp/kitosan
= 2 A
z @ B-HAp/kitosan
1.5 -
1 4
0.5 -

14 28
Faman{Giin)

Sekil 4.33. HAp/kitosan ve B-HAp/kitosan Uzerinde ¢odalan AKH hucrelerine ait
bagil osteonektin gen ifadesi grafigi (istatistiksel olarak anlamli farklilik, n=3, ayni
gunde farkli gruplar igin * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001; ayni grubun farkh gunleri
icin @ p<0.05, ee p<0.01,00e p<0.001).
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5. GENEL SONUCLAR

Sunulan tez galigmasinda mikrodalga yardimi ile hazirlanmis bor katkil kitosan-
HAp kompozit doku iskelelerinin kemik iligi ve adipoz dokudan elde edilen
mezenkimal kdk hicrelerin osteojenik farklilagsmasi Uzerine etkisi hlcre kultar
calismalari ile incelenmigtir. Farklilagsma ortamlarindaki biyokimyasal ajanlarin
MKH’ler i¢in konsantrasyonlari optimize edilmistir. Deneysel ¢alismalar sonucunda

elde edilen onemli bulgular asagida 6zetlenmistir.

v' Calismanin ilk asamasinda dondurarak-kurutma yontemi ile gézenekli ve
icsel baglantilar olan kitosan doku iskeleleri hazirlanmigtir. Kitosan doku
iskelelerinin  osteoinduktif ozelligini arttirarak kemik doku olusumunu
desteklemesi amaciyla iskeleler grubumuzca énceki ¢alismalarda belirlenen
kosullarda (600 W gug; 30sx9 tekrar) mikrodalga destekli biyomimetik

yontem kullanilarak kemik benzeri HAp ve B-HAp ile kaplanmistir.

v Kitosan bazl doku iskelelerinin ylzey ve kesit morfolojileri SEM analizi ile
incelenmis ve iskelelerin yuzeyindeki HAp ve B-HAp kaplamanin varligi

gOsterilmigtir.

v' Kemik iligi aspiratindan ve adipoz dokudan enzimatik olarak mezenkimal
kok hucre izolasyonu yapilmistir. Hucrelerin morfolojileri F-Aktin/DAPI ve
kristal viyole boyamalari ile incelenmigtir. Hicre proliferasyonu ve metabolik
aktiviteleri Presto Blue analizi ile takip edilmistir. Presto Blue grafigi ve
kalibrasyon egrisi kullanlarak hucrelerin 6zgul dreme hizi ve ikilenme suresi
hesaplanmigtir. Hucrelerin saglikli olduklari ve yaslanmadiklari senesens

boyamasi ile belirlenmisgtir.

v' Mezenkimal kok hicrelerin multipotensi 6zellikleri osteojenik, kondrojenik ve
adipojenik  farklilagsmalar ile belirlenmistir.  Osteojenik  farklilasma
ALP/vonKossa, kondrojenik farkllasma Safranin O/Fast Green, adipojenik

farklilagsma ise Oil Red O boyamasi ile goruntulenmigtir.

v' Osteojenik farklilasmanin belirtegleri olan ALP aktivitesi ve mineralize
nodiller ALP/vonKossa boyamasi ile goruntilenmigtir. Boyamalar,
osteojenik kalturin 14. ve 28. gunlerinde gergeklestiriimigtir. Osteojenik
farkllagsmanin erken gostergelerinden olan ALP aktivitesi AKH’lerde

gorulmezken KiMKH’lerinde oldukga belergin bir boyanma gergeklesmistir.
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Osteojenik kulturin ge¢ evresinde hem AKH, hem de KiMKH’lerde

mineralize nodullerin olusumu goruntilenmigtir.

Safranin O/Fast Green boyamasi ile kondrojenik farklilasmanin belirteci
olan glikozaminoglikanlarin varligi tespit edilmistir. Kultirin 28. glninde
elde edilen kesitler ile yapilan boyamalarda KiMKH’lerde AKH’lere gore

daha belirgin bir boyanma oldugu gozlemlenmistir.

Adipojenik farklilagsmanin belirlenmesi icin Oil Red O boyamasi yapilmistir.
Adipojenik kualtarin birinci haftasindan sonra hicreler igerisinde lipidce
zengin vakuoller belirmeye baslamis ve kultirin ilerleyen gunlerinde lipid
vakuolleri blyumeye devam etmigtir. Yirminci gunde gergeklestirilen
boyamalarda, adipojenik ortamda kiiltlire edilen hicrelerin Oil Red O ile
pozitif boyanmasiyla kirmizi lipid damlaciklari géruntilenmistir. AKH’lerde

KiMKH’lere gore daha fazla lipid vakuolleri tespit edilmistir.

Hucrelerin kdk hicrelere 6zgu yuzey antijenlerini tasiyip tasimadigini
kontrol etmek icin doérdlincl pasajdaki AKH’lere akis sitometrisi analizi
yapilmistir. AKH’ler icin CD29, CD90, CD54, CD106 ve MHC sinif |
belirtecleri i¢in pozitif oldugu, CD45, CD11b ve MHC sinif Il antijenlerin ise

oldukga dusuk oldugu oranlari tespit edilmistir.

Hlcre tutunmasini arttirmak amaci ile doku iskelelerine fibronektin
immobilizasyonu yapilmigtir. Fibronektin immobilizasyonunun basarili bir
sekilde gercgeklestigini belirlemek i¢in ninhidrin yontemi kullaniimistir. Bu
yontem ile iskele ylzeylerine baglanan amino gruplarin varligi belirlenmistir.
Hucre kaltira calismalari fibronektin immobilize edilen ve edilmeyen olmak

uzere farkli iskeleler ile gerceklestirilmigtir.

AKH’ler ile gerceklestiren hucre kultur calismalari kapsaminda yapilan MTT
ve SEM analizlerinde hucrelerin iki farkli iskele ytzeyine de tutundugu,
ancak kitosan iskele yuzeyinde tutunup, c¢ogalmadiklar goérdimustir.
HAp/kitosan ve B-HAp/kitosan iskelelerin hucrelerin tutunmasini ve
¢cogalmasini destekledigi gérilmus, osteoblastik farklilagsmanin gergeklestigi

hicre Uzerindeki mineralize yapilarin géruntulenmesiyle de belirlenmigtir.
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v' AKH’lerin fibronektin immobilizasyonu olmadan kitosan bazli iskelelere
tutunup urediklerini tespit etmek icin de cgalismalar yapilmigtir. Sonugclar
MTT ve SEM analizleri ile takip edilmistir. Hlcrelerin her Ug iskele ylzeyine
tutundugu, fakat kitosan+Fn iskelede oldugu gibi kitosan iskelede de
cogalmadiklari belirlenmistir. HAp/kitosan ve B-HAp/kitosan iskelelerde
hacrelerin  tutunup, igsel gozeneklere dogru vyayillarak U¢ boyutlu

cogaldiklari belirlenmistir.

v AKH’lerin osteoblastik farklilasmasi RT-PCR analizi ile incelenmistir. Bu
amacla 14. ve 28. gunlerde kollajen-1 (KOL-1), RunX2, osteonektin (ON) ve
osteopontin (OPN) genlerinin ekspresyon seviyeleri belirlenmigtir. KOL-I
gen ifadesi 28. glinde B-HAp/kitosan grupta HAp/kitosan iskeleye goére
daha ylksek bulunmustur. RunX2 gen ifadesi 28. gunde HAp/kitosan
grubuna goére B-HAp/kitosan grubunda ylksek c¢ikmistir. Ge¢ donem
osteoblastik farklilagsma belirteci olan ostenektin 28. gunde B-HAp/kitosan
iskelesinde en yuksek degere ulagsmistir. Farklilagsmanin son basamaginda
ortaya cikan osteopontin seviyeleri incelendiginde 28. gunde her iki grupda
da gen ekspresyon seviyesinin 14. gunden daha vyuksek oldugu
belirlenmistir. Ancak en yuksek OPN seviyesi 28. gunde B-HAp/kitosan

iskeleye aittir.

v" KiMKH hicreleri ile yapilan doku iskelesi calismalarda ise hem Fn bagli
hemde Fn bagli olmayan gruplarda vyeterli sayida hicre tutunmasi
gerceklesmemistir. Ancak Fn immobilize doku iskelelerinde daha fazla
hicrenin tutundugu SEM analizi ile gosterilmistir. En ylksek hicre
canhligina B-HAp/kitosan doku iskelelerinde ulasildigi MTT analizi ile

gOsterilmigtir.

Calismalarin sonucunda bor katkili hidroksiapatitin mezenkimal kok hucrelerin
canlihgi ve osteojenik farklilagsmasi Uzerine 6nemli derecede etkisinin oldugu
gOsterilmistir. Hidroksiapatitin osteokonduiktif etkisinin borun osteoinduktif etkisi ile
guglendiriimesinin  farkli  kokenli mezenkimal kok hicrelerin  osteojenik

farkhlasmasini uyarabilecegi belirlenmigtir.
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EK-2 AKH Kalibrasyon Egrisi ve Inx-t Grafigi

Bolum 3.4.1'de anlatilan Presto Blue analizi sonucu elde edilen AKH kalibrasyon

egrisi, ikilenme suresi ve 6zgul Ureme hizinin hesaplanmasinda kullanilan Inx-t

grafigi Sekil 1’de verilmigtir.

Zaman (Saat)

a
07 - (a)
¥ = 04905x+ 00115
06 R==10,9967
£
[
-]
[ ]
Y
[ ]
-
L
[12)
=
L]
=2
(=]
o
]
=L
_EI 0.2 04 0,86 na 1 1,2 14
Hicre sayis
b
12 4 (b)
118 4 y =0,0157x+ 9,1325
' R?=0,9967
116 4
11,4 4
E 11,2 -
11 -
10,8
106
10,4
10,2
10
0 50 100 150 200

Sekil 1. Presto Blue analizi sonucu elde edilen AKH kalibrasyon egrisi (a) ve 6zgul

ureme hizi ve ikilenme slresinin hesaplanmasinda kullanilan Inx-t grafigi (b)

111




EK-3 KiMKH Kalibrasyon Egrisi ve Inx-t Grafigi

Bolim 3.4.1de anlatilan Presto Blue analizi sonucu elde edilen KiMKH
kalibrasyon egrisi, ikilenme suresi ve o0zgul Ureme hizinin hesaplanmasinda

kullanilan Inx-t grafigi Sekil 2’de verilmigtir.
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Sekil 2. Presto Blue analizi sonucu elde edilen KiMKH kalibrasyon egrisi (a) ve
0zgul ireme hizi ve ikilenme slresinin hesaplanmasinda kullanilan Inx-t grafigi (b)
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