ANKARA UNIVERSITESI
FEN BIiLIMLERI ENSTITUSU

YUKSEK LiSANS TEZI

DUSUK FREKANSLI DARBELI ELEKTROMANYETIK ALANIN
MEZENKIMAL KOK HUCRE KULTURLERINE ETKIiSININ INCELENMESI

Alm TOPRAKKALE

KiMYA ANABILIM DALI

ANKARA
2022

Her hakki sakhdir



OZET

Yiiksek Lisans Tezi

DUSUK FREKANSLI DARBELI ELEKTROMANYETIK ALANIN MEZENKIMAL
KOK HUCRE KULTURLERINE ETKISININ INCELENMESI

Alim TOPRAKKALE

Ankara Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisi
Kimya Anabilim Dali

Danisman: Prof. Dr. Y. Murat ELCIN

Bu ¢alismada diisiik frekansh darbeli elektromanyetik alana tabi tutulan farkli biyokimyasal bilesimlere
sahip nano-olgekte modifiye edilmis yiizeylerde kiiltiirii yapilan mezenkimal kok hiicrelerin matriks
metalloproteinaz aktivitesine olan etkileri incelenmistir. Cogaltilan mezenkimal kok hiicrelerin, igine
belirli oranlarda hidroksiapatit katilan deseliilerize kemik temelli hidrojellerin iizerine ekimi
gerceklestirilmistir. Gelistirilen hidrojellerin ve mezenkimal kok hiicrelerin karakterizasyon ¢alismalari
yapilmistir. Bu baglamda hidrojellerin SEM ve FTIR analizleri gerceklestirilmistir. Mezenkimal kdk
hiicrelerin ise ti¢lii soy, CFU ve akim sitometri analizleri gergeklestirilmistir. Hidrojel temelli 6zel kiiltiir
yiizeyleri {izerine mezenkimal kok hiicre ekimi yapilmstir. Ozel kiiltiir yiizeylerindeki hiicreler, standart
sartlar altinda ve disiik frekansh darbeli elektromanyetik alan etkisinde olmak tizere iki ayr1 grupta
incelenmistir. Deney gruplarmin iki ortamda da ALP, Ca' ve es zamanh-PCR analizleri
gerceklestirilmistir. Yapilan analizler sonucunda deseliilerize kemik matriksi ve 6zellikle hidroksiapatit
iceren bilesiminde ALP ve Ca™ aktivitesinde zamana bagl bir artig belirlenmigtir. Eg-zamanli PCR
caligmalarinda ise yine hidroksiapatit katkili hidrojel substrat gruplarinda digerlerine oranla MMP-2 ifade
seviyesinde yiiksek bir artis gézlemlenmistir. Yapilan ¢alismada, olusturulan deseliilerize kemik temelli
hidrojelin ve diisiik frekansli darbeli elektromanyetik alanin mezenkimal kok hiicreleri osteojenik soya
farklilagsmay1 destekledigi sonucuna ulagilmstir.
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In this study, the effects of cell attachment substrate with different biochemical compositions and low
frequency pulsed electromagnetic field on the matrix metalloproteinase activity of cultured mesenchymal
stem cells were investigated. The proliferated mesenchymal stem cells were seeded on decellularized
bone-based hydrogels in which hydroxyapatite was added at certain rates. Characterization studies of the
developed hydrogels and mesenchymal stem cells were carried out. In this context, SEM and FTIR
analyzes of the hydrogels were performed. Triple lineage, CFU and flow cytometry analyzes of
mesenchymal stem cells were performed. Mesenchymal stem cells were seeded on created hydrogel
culture surfaces. These culture surfaces were evaluated as two separate working groups, i.e. under
standard, and low frequency pulsed electromagnetic field conditions. ALP, Ca* and real time-PCR
analyzes were performed for both of the experimental groups. As a result of the analysis, a time-
dependent increase in ALP and Ca*? activity of cells was observed on the decellularized bone matrix, and
especially in groups containing hydroxyapatite. In real time-PCR studies, a higher level of MMP-2
expression was observed in the hydroxyapatite-incorporated groups compared to those of others. Findings
support the notion that, the formed decellularized bone-based hydrogel cell substrate, and low-frequency

pulsed electromagnetic field supports the differentiattion of mesenchymal stem cells into the osteogenic
lineage.
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1. GIRIS

Insan viicudundaki hiicreler ve dokular, cesitli fiziksel gii¢lere ve kimyasal uyaranlara
maruz kalirlar. Mekanik kuvvetleri biyokimyasal faaliyetlere ve gen ifadesine
doniistiirme siireci, mekanokimyasal transdiiksiyon veya mekanotransdiiksiyon olarak
adlandirilmaktadir. Bununla birlikte canli bir hiicrenin gen ekspresyonunu diizenlemek,
fizyolojik kosullar ve hastaliklarda canli dokularda tutarli biyolojik yanitlar olusturmak
icin mekanik sinyallerin kimyasal sinyallerle nasil biitiinlestigini agikliga kavusturmada

halen biiylik zorluklar mevcuttur (Wang, 2017).

Elektromanyetik alan (EMA) insan viicudu iizerinde oldukga biiyiik bir etkiye sahiptir.
Kemik bozukluklari, osteoartrit tedavisi, kikirdak yenilenmesi veya agrinin
azaltilmasinda fizyoterapide basariyla kullanilmistir. Son zamanlarda hiicre / kok hiicre
kiiltiirleri tizerinde in vitro deneylerde EMA’larin da uygulamalar1 goriilmiistiir. Kok
hiicreler, viicudumuzda cesitli potansiyeller sergiledikleri yerler olarak hemen hemen
biitiin dokularda bulunurlar ve homeostazi, yenilenmeyi ve iyilesmeyi kontrol ettikleri
icin ¢ok &nemlidirler. Insan viicudundaki dokularm tiimii olmasa da cogunun,
yaralanma sonrasi doku yenilenmesi ve onarimindan sorumlu yetiskin kok hiicreler

icerdigi diistiniilmektedir.

Bulunduklar1 nigin beraberinde yetigkin kok hiicreler, biyokimyasal ve biyofiziksel
uyaranlara bagli olarak istenen dokulara da farklilasabilirler. Hiicre gocii ve
proliferasyonu, biiyiime faktorlerinin ifadesi, sitokin modiilasyonu ve daha fazlasi,
EMA’dan etkilenen siiregler arasinda yer almaktadir. Bu etkilerin gdzlemlenmesi
stirecinde, diisiik (30-300 kHz) ve asinn disiik (3-30 Hz) frekanslarda bir EMA
kullanilmistir (Maziarz vd. 2016).

Coklu hiicresel ve molekiiler siirecleri etkiledigi bilinen son derece diisiik frekans
darbeli EMA 100 Hz'den daha az tamimlanmis bir frekansa sahip genis bir salinimh
elektromanyetik alan yelpazesinden olusmaktadirlar. Diisiik frekansl darbeli EMAlar,
50 veya 60 Hz'de elektrik giiciiniin yaygin olarak uygulanmasindan dolay1r c¢ogu
toplulukta halk sagligi i¢in kritik kabul edilmektedirler (Oladnabi vd. 2019).
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Mezenkimal kok hiicreler (MKH), diger dokulari ve organlari g¢evreleyen bag
dokusunda bulunurlar ve osteoblast, adiposit, kondrositle beraber potansiyel olarak kas
hiicreleri, miyositler, néronlar ve glial hiicreler dahil olmak {izere bir¢ok hiicre tipine
farklilasma yetenegi sergilerler. Yaralanma veya lezyon bolgesine go¢ ederek MKH'ler,
doku onariminin 6nemli bir parc¢asini olustururlar (Zhang vd. 2018). Mezenkimal kok
hiicreler ayrica, kiiltiir ortamindaki farklilagmaya neden olan kimyasal faktorlerle
beraber, ayn1 zamanda hiicreleri ¢evreleyen ortamin sertligi ve nano / mikro yap1 gibi
fiziksel Ozelliklere yanit olarak da farklilasma yonlerini degistirme yetenegine

sahiplerdir (Yamazaki vd. 2020).

Cesitli fizyolojik siirecleri diizenleyebilen matrisin ailesine ait endopeptidazlar olan
matriks metalloproteinazlar (MMP), hiicre dis1 matriks (HDM) proteinini proteoliz
yoluyla diizenler veya aktive eder ve biyolojik olarak islevsel hale getirir. Matriks
metalloproteinazlar ve onlarin doku inhibitorleri (TIMP), insan yetiskin MKH
onciilerinin olgun fenotiplere farklilagsmalarinin son asamalarinda islev gosterirler

(Mannello vd. 2006).

Bu tez c¢alismasinda, farkli biyokimyasal bilesimlere sahip nano-6lgekte modifiye
edilmis yiizeylerde kiiltiirii yapilan ve diisiik frekansh darbeli elektromanyetik alana tabi
tutulan mezenkimal kok hiicrelerin matriks metalloproteinaz enzimi aktivitesine olan

etkilerinin incelenmesi amag¢lanmistir.



2. KURAMSAL TEMELLER ve KAYNAK OZETLERI

2.1 Kok Hiicreler

1868 gibi erken bir tarihte kok hiicre terimi, {inlii Alman biyolog Ernst Haeckel'in
calismalarinda bilimsel literatiirde yer almaktadir (Haeckel, 1868). Darwin'in evrim
teorisinin en biiyiik destek¢ilerinden biri olan Haeckel, ortak atalardan gelen canlilarin
evrimini temsil etmek amaciyla bir dizi filogenetik aga¢ cizip bu agaglara "gdvde
agaclar1" adin1 vermistir. Kok hiicre terimi bu baglamda Haeckel tarafindan tim ¢ok
hiicreli organizmalarin evrimlestigini varsaydigi tek hiicreli ata organizmay1 tanimlamak

icin kullanilmistir (Haeckel 1868, Haeckel 1874).

Insan viicudundaki uzmanlasmamis hiicreler kok hiicreler olarak adlandirilir. Hem
embriyolarda hem de yetiskin hiicrelerde bulunabilen bu hiicreler bir organizmanin
herhangi bir hiicresine farklilagsabilme ve kendini yenileme yetenegine sahiplerdir
(Zakrzewski vd. 2019). Kok hiicreler ti¢ temel Kriter ile tanimlanir: Birincisi, bir kok
hiicre kendi kendine yenilenmesini saglayan hiicre boliinmelerine ugrar, yani en az bir
adet ayn1 yavru hiicreyi olusturabilir bu da kok hiicre havuzunu korumak i¢in gereken
bir 6zelliktir. Ikincisi bir kok hiicre soy farklilasmasina ugrar ve bdylece farklilasmis
progenitorler, oncii hiicreler ve nihayetinde terminal olarak farklilagmis hiicreler haline
gelir. Uciinciisii, kok hiicreler canli dokuda saglam bir sekilde yeniden ¢ogalirlar, bu
sayede o dokunun hiicre tiplerine farklilasmak igin belirli ipuglarina yanit verirler.
Boylece bu hiicre tipleri o dokunun islevini iistlenebilir (Verfaillie, 2004). Kok hiicreler
embriyolardan, fetlisten, bebeklerden ve yetiskinden olmak tizere kdkenlerine gore dort
genis tiire ayrilabilir bununla beraber potenslerine gore siniflandirilabilirler (Barky vd.
2017). Kok hiicreler kokenlerine gore embriyonik, fetiis, infant ve yetiskin olmak iizere
dorde ayrilir. Farklilasmalarina gore ise totipotent, pluripotent, multipotent, unipotent ve

oligopotent olmak tizere bese ayrilir (Sekil 2.1).



Farklilasmalarina g6re Orijinlerine gore
—

g ] «—
[ mutipotent | «—

Embriyolar

Embriyonik o
mikrop kok
hiicreleri

Oligopotent I‘
r y y 4 l l
Mezenkimal | Hematopoietik Noral I Mide-bagirsak

Sekil 2.1 Kok hiicrelerin siniflandirilmasi (Barky vd. 2017)
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Bir kok hiicre, birtakim uyaranlardan sonra nisinden ¢ikip kanda dolasabilme
potansiyeline sahiptir. Belirli mikro-gevresel kosullar altinda farklilasma programina
girebilmek tizere hiicre, daha sonra baska bir bolgeye ¢ekilmelidir. Bu baglamda, gesitli
somatik soylara farklilasma potansiyeline sahip farkli bir hiicre popiilasyonu olan
mezenkimal kok hiicrelerin, yenilenme siirecini desteklemek iizere yerel olarak yarali

bolgelere gog ettikleri tanimlanmistir (Barky vd. 2017).

2.2 Mezenkimal Kok Hiicreler

Mezenkimal kok hiicreler, kendi kendini yenileme ve g¢ok potansiyelli farklilasma
kapasitesine sahip hiicrelerdir (Miana ve Gonzalez, 2018). Bu ig seklindeki hiicreler,
kemik iliginin (KI) stromal bolmesinde bulunur ve 1966'da Friedenstein ve Petrakova
tarafindan yapilan bir ¢alismada tanimlanmislardir (Wang vd. 2020, Friedenstein vd.
1966). 1991'de bu tiir Ki'den izole edilmis hiicreler resmi olarak “mezenkimal kok
hiicreler” olarak adlandirilmistir (Caplan, 1991). Bircok yetiskin dokudan izole
edilebilen mezenkimal kok hiicreler, heterojen bir stromal kok hiicre alt kiimesidir.
Alternatif olarak multipotent mezenkimal stromal hiicreler olarak da tanimlanabilen bu

hiicreler in vitro olarak plastige yapisik hiicreler olarak ¢ogalan, fibroblast (igsi) benzeri
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morfolojik yapiya sahip, in vitro koloniler olusturan ve kemik, kikirdak ve yag

hiicrelerine farklilagabilen heterojen bir hiicre popiilasyonudur (Sekil 2.2).
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Sekil 2.2 Mezenkimal kok hiicrelerin ¢oklu potansiyeli (Uccelli vd. 2008).

Yag dokusu, plasenta, amniyotik sivi ve gobek kordonu kani gibi diger dokulardan da
izole edilebilen MKH’ler, en yaygin yontem olarak kemik iliginden izole edilirler.
MKH’ler ulasilabilirlikleri ve uygun genisleme protokolleri nedeniyle hiicresel tedavi
icin umut verici adaylar olarak kabul edilmislerdir ve bununla beraber, MKH'lere artan
ilgi farkli kaynaklardan izole edilmis ve ¢esitli protokollerden genisletilmis MKH'lerin
esdegerliginin sorgulanmasina sebebiyet vermistir. Uluslararast Hiicresel Tedavi
Dernegi'nin (ISCT) Mezenkimal ve Doku Kok Hiicre Komitesi bu sorunu ¢ézmek igin
insan MKH'lerini evrensel olarak tanimlamak iizere minimum kriterleri gelistirmistir.
Mezenkimal kok hiicreler plastige yapisip ¢ogalma, spesifik ylizey antijen
ekspresyonunu gosterme (CD73 CD90 CD105 CD34- CD45- CD11b- CD14- CD19-
CD79a- HLA-DR-) ve ayrica standart in vitro kosullar altinda multipotent farklilasma
potansiyeli tagirlar (Kim ve Cho, 2013).
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2.3 Mezenkimal Kok Hiicrelerin Farkhilagsmasi ve Karakterizasyonu

MKH’lerin karakterizasyonunda, kdkene 6zgii diizenleyicilerden olusan kiiltiir kosullar
altinda c¢oklu farklilasma potansiyelleri goézlemlenmektedir (Hwang vd. 2009).
Transkriptom, proteom, immiinofenotip ve immiinomodiilator aktiviteleri MKH
tiplerine gore farklilik gostermektedir ve MKH'ye 06zgii kritik bir 6zellik olarak
farklilasma potansiyelleri hiicre kaderini etkilemektedir (Han vd 2019). Ayr spesifik in
vitro kosullar altinda kiiltiirle genisletilmis MKH’ler, osteoblastlar, kondrositler ve

adipositler gibi ¢ok sayida hiicre soyuna farklilasabilir (Sekil 2.3).

Farklilasma
Osteo- Kondro- Miyo- Stroma Teno- Adipo

Sekil 2.3 Mezenkimal kok hiicrelerin hiicre soylarina farklilagsmasi (Pittenger vd. 2019).

2.4 Kok Hiicrelerin Yenileyici Tipta Kullanim Alanlar:

Kok hiicreler, sonsuz hiicreye boliinme potansiyeline sahip olmanin yani sira, diger
hiicre tiirlerine farklilasabilme ozelligine de sahip hiicrelerdir ve son zamanlarda
dogustan kusurlar, hastaliklar ve yagla iliskili etkiler nedeniyle ortaya ¢ikan doku ve
organ anomalilerinin diizeltilmesi i¢in 6n safta yenileyici tip kaynagi olarak ortaya
cikmiglardir (Mahla, 2016). Yenileyici uygulamalar temelinde kok hiicreler, embriyonik
kok hiicreler (EKH'ler), dokuya 6zgii progenitor kok hiicreler (DOPKH'ler), MKH’ler,
gobek kordonu kok hiicreleri (GKKH'ler), insan kemik iligi kaynakli mezenkimal kok
hiicreleri (iKIMKH'ler) ve indiiklenmis pluripotent k&k hiicreler (iPKH'ler) olmak iizere

alt1 sinifta kategorize edilebilirler. Kok hiicre yenileyici tip yaklasimlar1 ve organoid



gelisimi i¢in hiicre nakli, malzeme bilimi ve mikro miihendislik ilkelerini birlestiren
doku miihendisligi, yenileyici tip ile birlikte hasarli doku ve organlarin fizyolojik
onariminda islev goren bir bilim dalidir. Biyolojik olarak pargalanabilen 3 boyutlu
iskeleler lizerinde yeni olusan doku tretilirken, doku miihendisligi teknolojisinden
yararlanilir (Leferink vd. 2015, Gubareva vd. 2016). Ideal yap: iskeleleri, hiicre
yapigsmasina ve biiylimelerine yardim ederek, hedef dokunun mekanigini taklit eder
boylece uygun doku perfiizyonu i¢in anjiyogenez ve neovaskiilarizasyonu destekler ve
konakg1 i¢in immiinojenik olmadiklar1 i¢in sistemik immiin baskilayic1 gerektirmezler
(Garzén vd. 2012). Doku naklinde kok hiicre sayisi yenileyici sonucu etkiledigi i¢in bu
durumda, transplantasyonu yapilabilecek kok hiicrelerin dnceden ex vivo genislemesi
gereklidir (Thompson vd. 2016, Nathamgari vd. 2015). Basarili yenileyici sonuglar elde
etmek icin nakli yapilan kok hiicreler, bolgeye 6zel bir sekilde hayatta kalmali,
cogalmali ve farklilagmali ve konak¢i dolasim sistemine entegre olmalidirlar (Mahla,

2016).

2.4.1 Embriyonik kok hiicrelerin yenileyici tipta kullanimi

Thomson, 1998 yilinda ilk kez insan embriyonik kok hiicrelerini izole etmistir.
Gastrulanin i¢ hiicre kiitlesinden kaynaklanan ve yapilar1 geregi pluripotent olan
EKH'ler, 200'den fazla hiicre tiiriine farklilasabilir ve her tiirlii hastaligin tedavisi i¢in

vaatler verebilir (Thomson vd. 1998) (Sekil 2.4).
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Sekil 2.4 Yenileyici tipta embriyonik kok hiicreler (Mahla, 2016).

2.4.2 Dokuya ozgii progenitor kok hiicrelerin yenileyici tipta kullanim

Dokuya 0zgii progenitér kok hiicreler, dokunun diger hiicrelerine farklilasma
potansiyeline sahiplerdir ve devamli hiicre boliinmesi yoluyla doku homeostazini
siirdiiriirler, ancak EKH'lerden farkli olarak, DOPKH'ler kok hiicrelerin plastisitesini ve
dokuya oOzgii farklilasmay1 koruyarak birka¢ hiicre tiiriine yol acar. Toplam hiicre
popiilasyonuna gdére DOPKH popiilasyonu sayis1 ¢ok diisiiktiir bu durumda, bu
hiicrelerin hasat edilmesi ve in vitro manipiilasyonu, onlar1 terapdtik dlgekte arastirmak
acisindan gergekten zordur (Greggio vd. 2013), ancak insan viicudunun cesitli DOPKH
tiirlerinden temeli vardir (Mahla, 2016). Karmasik biyomalzemedeki DOPKH'lerin iic
boyutlu kiiltiirli, pankreas progenitoriinden gelen pankreas organoidleri, bagirsak
progenitdr hiicrelerinden bagirsak doku organoidleri ve fallop tiipii epitel hiicrelerinden
fallop tiipii organoidleri gibi doku organoidlerine yol agmaktadir. Hiicreler, DOPKH'ler
tarafindan salgilanan hiicre biiyiimesi ve transformasyon faktdrleri tarafindan degiserek

diger hiicre tiirleri haline gelebilir (Sekil 2.5).
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Sekil 2.5 Yenileyici tipta dokuya 6zgli progenitor kok hiicreler (Mahla, 2016).

2.4.3 Mezenkimal kok hiicrelerin yenileyici tipta kullanim

Cok soylu kok hiicreler olan mezenkimal kok hiicreler, yalnizca tendonlari, kemigi,
kikirdagi, baglari, kaslar1 ve ndronlar1 igeren mezodermal kaynakli dokularda
farklilagirlar. MKH'ler, belirte¢ olarak yiiksek diizeyde CD73+, CD90+, CD105+ ve
yiiksek diizeyde CD11b—, CD14—, CD19—, CD34—, CD45—, CD79a—, HLA-DR ifade
eden hiicrelerdir (Dominici vd. 2006). Mezenkimal kok hiicrelerin yenileyici tipta
uygulanmasi, devam eden klinik calismalardan, farkli tamamlama durumlarma gore

asamalandirilarak genellestirilebilir (Sekil 2.6).
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Sekil 2.6 Yenileyici tipta mezenkimal kok hiicreler (Mahla, 2016).

2.4.4 Gobek kordonu kok hiicrelerin yenileyici tipta kullanimi

Gobek kordonu genellikle dogum sirasinda atilir ve EKH'lere gore daha az etik
kisitlamalara sahip, noninvaziv bir sekilde elde edilen kok hiicreler icin bilinen en iyi
kaynaktir. Hematopoietik kok hiicreler (HKH'ler) ve mezenkimal kok hiicreler, gobek
kordonundan elde edilebilirler ve oldukga biiyiik bir yenilenme potansiyeline sahiplerdir
(Shahrokhi vd. 2012). Kordon kaninin HKH’leri kan hiicrelerinin ve koruyucu
bagisiklik hiicrelerinin devamli olarak yenilenmesinde gorev alir (Mahla, 2016).
Kisisellestirilmis terapi ve yenileyici tip i¢in kordon kani kok hiicre bankaciligi, oldukga

1yl ve uzun siireli bir kok hiicre kaynagidir (Sekil 2.7).
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Yenileyici tipta GBKH'ler
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Sekil 2.7 Yenileyici tipta gobek kordonu kok hiicreleri (Mahla, 2016).

2.4.5 Kemik iligi kok hiicrelerinin yenileyici tipta kullanimi

Kan hiicreleri tireten hematopoietik kok hiicreler ile yag, kikirdak ve kemik iireten
stromal hiicreleri iceren, yumusak siinger bir kemik dokusu olan kemik iligi, stromal,
hematopoietik, mezenkimal ve progenitor kok hiicrelerden olusur tim periferik kanin
olusumundan sorumludur (Mahla, 2016). Kemik iliginin kirmizi ilik ve sari ilikten
meydana gelir (Travlos, 2006). Ilik kompozisyonundaki bir dengesizlik durumu
hastalikli duruma neden olabilmektedir. Kemik iligi nakli 1980 yilindan beri kanser
tedavisi i¢in genis ¢apta kabul gérmektedir (Gschweng vd. 2014). Bu multipotent kok
hiicreler, konag1 kanserden ve insan bagisiklik eksigi/yetmezligi viriisii (IBYV) ve
hepatit C (HCV) enfeksiyonundan iyilestirebilmekle beraber, beyin dokusunu, diyafram

dokusunu ve karaciger dokusunu yenileyebilir (Sekil 2.8).
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Yenileyici tipta KIKH'ler
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Sekil 2.8 Yenileyici tipta kemik iligi kok hiicreleri (Mahla, 2016).

2.4.6 Indiiklenmis pluripotent kok hiicrelerin yenileyici tipta kullanimi

IPKH teknolojisi ve arasgtirmasi alani diger tiim kok hiicre arastirmalart igin yenidir,
Takahashi ve Yamanaka ilk kez Sox2, Oct3/4, KIf4 ve c-Myc’den olusan dort faktoriin
genetik birlesimi yoluyla deri fibroblastina EKH benzeri hiicreler trettiklerinde ortaya
cikmistir (Takahashi ve Yamanaka, 2006). Teknolojik ilerleme sayesinde EKH'ler veya
dogrudan farklilagsma yoluyla asamalandirilan ¢esitli yetiskin hiicrelerinden iPKH'lerin
tiretilmesini saglamistir. Deri fibroblastlar1 ve tiiretilen diger yetiskin dokular, terminal
olarak farklilasmis hiicreler iPKH teknolojisinin sinirlarini kullanarak, EKH benzeri
hiicrelere doniistiiriilebilir. Akciger, bobrek, beyin ve viicudun diger organlari i¢in doku
organoidleri, iPKH’ler ve HDM’nin birarada kullanimiyla olusturulabilmektedir.
IPKH'ler de EKH’lere benzer sekilde kalp pili hiicreleri ve serotonin hiicreleri gibi ii¢

germ katmanini temsil eden hiicrelere doniistiiriilebilir (Sekil 2.9).
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Yenileyici tipta iPKH’ler
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Sekil 2.9 Yenileyici tipta indiiklenmis pluripotent kok hiicreler (Mahla, 2016).

2.5 Hiicrelerin yiizey substratlarina gore hareketleri

Biyomalzemelerin daha iyi sekilde tasarlanmalarinda ve implantlarin dokularla
entegrasyonunda hiicre-substrat etkilesimleri cok 6nemli bir rol oynamaktadir. Hiicre
zarmin yiizey molekiilleri ile hiicrelerin alt tabakaya baglanma siireci yapigsma olarak
adlandirilmaktadir. Bircok faktor hiicre yapismasmi etkileyebilir ve bunlar arasinda
Substrat yiizey kimyasi, topografya ve sertlik 6rnek olarak gosterilebilir. Bu faktorler
fiziksel ve kimyasal olarak hiicrenin yapisma kuvvetini, yayilmasini, seklini, kaderini
yonlendirip etkilemektedir. Fotolitografi, elektron 1s1m1 litografisi, mikro temas baskisi
ve mikroakiskanlar, biyomalzemeler iizerinde istenen hiicresel tepkileri ortaya ¢ikarmak
icin en yaygin kullanilan yiizey mihendisligi yontemlerindendir. Bu ydntemler
sayesinde hiicreler iizerinde yapisma, gog¢, farklilasma gibi farkli etkileri kontrol
edebilen substratlarin {iretilmesi olduk¢a kolay hale gelmektedir. Uretilen substrat,
hiicrenin bir¢ok 6zelligini kontrol edebilme 6zelligine sahiptir (Ermis vd. 2018). Cesitli
fiziksel ve kimyasal sinyaller ile substrat, yapisma, go¢, ¢ogalma ve morfoloji ile
birlikte hiicreye ayn1 zamanda destek verir (Hasirc1 ve Kenar 2006, Hasirci ve Pepe-
Mooney, 2012). Hiicrenin fonksiyonlari, kullanilan substrat igeriginin kimyasal

Ozelliklerine bagli olarak degisebilmekle beraber, yine hiicre tipi, desen boyutu,
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geometrisi ve substrat katilig1 da hiicre fonksiyonunu etkileyebilen 6zellikler arasindadir

(Bettinger vd. 2009).

Hiucrelerin davramislarmin diizenlenmesinde, hiicre dis1 matriks ve komsu hiicreler ile
olan iletisimleri oldukc¢a dnemlidir (Geiger vd. 2001). Hiicreler, hiicre iskelet mimarisi
ve gen ifadesinde uyumla sonuglanan sinyaller ile mekanik ipuglarina tepki verirken,
fiziksel ortamlarmni da doku, organ, organizma diizeyinde algilar ve yanit verirler (Uzer
vd. 2016). HDM'ye yapisma, her tiir yapisik hiicre tarafindan saglanmaktadir. Hiicreler,
integrinler ad1 verilen spesifik hiicre yiizeyi proteinleri ile HDM’ye yapisma 6zelligi
gosterir ve bu proteinler hiicre iskeletinin diizenlenmesine katkida bulunurlar (Mitra vd.
2005, Isermann ve Lammerding 2013, Tsimbouri 2015). Elektrostatik ve van der Waals
kuvvetleri gibi etkilesimler yoluyla hiicre-yiizey etkilesimindeki ilk olay meydana gelir.
Fibronektin, hiicre yiizeyindeki olan integrinlere baglanir ve bu yapi, talin ve vinculin
proteinleri ile baglanarak sitoplazmadaki aktin filamanlarina baglanir. Aktin hiicre
iskeleti ile hizla birlesen bagli reseptorler fokal adezyonlar olusturmak igin birlikte

kiimelenir (Hasirci ve Pepe-Mooney, 2012).

2.5.1 Mezenkimal kok hiicrelerin yiizey substratlarina gore hareketleri

MKH seklinin kontroliiniin, substrat sertliginin veya mevcut temas yiizey alaninm in
vitro kontrolii yoluyla stabil bir farklilasma yolunu belirleyebilecegi gosterilmistir
(Engler vd. 2004, 2006, Pittenger vd. 1999, McBeath vd. 2004, Kurpinski vd. 2006).
Nispeten sert sentetik substratlar ve / veya genis baglanma ylizey alanmma sahip
substratlar {lizerine kaplanan MKH'lerin morfolojisi yonlendirici kimyasal ipug¢larinin
yoklugunda diizlesmis goriiniir ve bu, farklilagsmis osteoblastlarin tipik bir fenotipini
temsil eder (McBeath vd. 2004, Engler vd. 2006). Kimyasal olarak biiylimeyi
destekleyen (inert) ortamin varliginda yumusak substratlar iizerine plakalandiklarinda
ise MKH'ler, farklilagmis noronal hiicrelerle orantili, daha ig benzeri bir uzun fenotip
varsayarlar (Engler vd. 2006). Bu nedenle ortaya ¢ikan yol gdosterici bir ilke, in vitro
substrat ipuglar1 aracilifiyla farklilasmanin ancak dikkatli bir kuvvet dengeleme ile
indiiklenebilecegidir bunun yani sira, artan her gelisim basamaginda giderek artan

substrat sertligi gereklidir (Chowdhury vd. 2010). MKH'nin farklilasmast HDM
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substratinin topografyast ve mekanik iletim yolu araciligiyla indiiklenebilir (Ebrahimi,
2019).

2.6 Mekanotransdiiksiyon

Hiicrelerin mekanik uyaranlari biyokimyasal sinyallere doniistiirdiigi —siirec,
mekanotransdiiksiyon olarak adlandirilir (Wang vd. 2009). Hiicrelerin fiziksel
ortamlarin1 algilamalarin1 ve yapilarint ve islevlerini ayarlayarak tepki vermelerini
saglamakla birlikte mekanotransdiiksiyon, kan basincinin diizenlenmesinde, kemigin
yeniden sekillenmesinde, kasin korunmasinda ve dokunma ve sesin algilanmasinda rol
almaktadir. Cogu hiicre tipinde hiicre biiylimesi, gogli ve gen ekspresyonu,
mekanotransdiiksiyondan etkilenir (Dalby, 2005). Uygulanan kuvvetleri ve substrat
sertligini algilamak i¢in hiicreler, cesitli mekanosensitif elemanlardan yararlanirlar

(McGregor vd. 2016).

2.7 Deseliilerizasyon

[lk kez 1973'te planlanan dokuyu korumak amaciyla bir yontem olarak doku
hiicresizlestirmesi, yanik hastalar1 i¢cin koruyucu bir bariyer olarak bildirilmistir (Elliott
ve Hoehn, 1973). Yapisal ve islevsel molekiillerin bir karigimini igeren bozulmamais bir
HDM'yi geride birakirken ayn1 zamanda bir bagigiklik tepkisini baglatacak bir dokudan
allojenik veya zenojenik hiicresel antijenlerin uzaklastirilmasi islemi hiicresizlestirme
olarak adlandirilir (Srokowski ve Woodhouse, 2011). Deseliilerizasyon islemi, dogal
HDM dokusunun bilesimini, organizasyonunu, biyolojik aktivitesini ve mekanik
biitiinliigtinii koruyarak, biitiin hiicresel materyalleri ortadan kaldiran fiziksel, kimyasal
ve enzimatik muameleden meydana gelir. Hiicre dist matriksin her doku tipi igin
karakteristik olan biyokimyasal bilesimi ve ii¢ boyutlu organizasyonu, doku yapisinin
yanm sira dokuda yerlesik hiicreler tarafindan salgilanan fonksiyonel molekiilleri de
igerir (Mattioli-Belmonte vd. 2019). Hiicre mikro ortaminin karmasikligini 6zetleyen
sentetik yapi iskelelerinin hazirlanmasiyla iliskili zorluklar, dogal olarak tiiretilmis
hiicre dig1 matriksin kendisinin kullanimina olan ilgiyi arttirmistir (Gilpin ve Yang,

2017). Hiicresizlestirmenin asil amaci, HDM'nin yapisal, biyokimyasal ve biyomekanik
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ipuglarimi korurken, dogal hiicrelerden ve deoksiriboniikleik asit (DNA) gibi genetik
materyallerden uzaklastirmaktir ve bunun ig¢in kimyasal ve enzimatik, fiziksel veya
birlesik yontemler kullanilir. Hiicrelerin ¢ikarilmasi, genetik materyalin ortadan
kaldirilmasi, protein igeriginin korunmasi ve mekanik Ozelliklerin korunmasini
Ozelliklerinin Olciilmesiyle hiicresizlestirilmis HDM nin kalitesi degerlendirilmektedir.
Kan damari, kalp kapak¢igi, kornea, trakea, yemek borusu, idrar kesesi, bobrek,
karaciger, akciger ve kalp dahil olmak iizere hiicresizlestirilmis HDM g¢esitli doku ve

organ tiirlerini yeniden olusturmak i¢in basariyla kullanilmistir (Gilpin ve Yang, 2017).

Kemik dokusu yenilenmesi ise, disiik seviyelerde kemik morfogenetik proteinlerini
(KMP'ler) de kapsayan, osteokondiiktif yapida kemik grefti ile temsil edilmektedir.
Kemik hiicresizlestirmesi ve demineralizasyonu hiicreler igin bir matriks olarak
kullanilabilmekle beraber osteokondiiktif 6zellikleri koruyan, siingerimsi ve deforme
olabilen bir yapr iskelesi ile sonuglanir ve bu nedenle iskele olarak hiicresizlestirilmis
kemik matriksinin kullanimi, yerlesik veya tohumlanmis hiicrelerin davranigini

etkileyen dokuya 6zgii HDM ipuglarini verebilir (Mattioli-Belmonte vd. 2019).

2.8 Matriks Metalloproteinaz

Matriks metalloproteinazlar, kalsiyum (Ca*") ve ¢inkoya (Zn**) baghi olup insan
organizmasindaki fizyolojik ve patolojik siire¢lerde yer alan proteolitik bir enzim
ailesidir ve metzincin siiper familyasi olarak adlandirilan genis proteinaz ailesinin de bir
tiyesidir (Djuric ve Zivkovic, 2017). Insanlarda MMP'leri ¢ogaltilan MMP-23 geni de
dahil olmak tizere kodlayan 24 adet gen vardir bu da insanlarda 23 farkli MMP oldugu
anlamina gelir (Murphy ve Nagase, 2008). Bu enzim ailesi Uluslararas1 Biyokimya ve
Molekiiler Biyoloji Birligi tarafindan MMP olarak adlandirilmistir ve enzim ailesinin
her bir iiyesine bir numara (MMP-1, -2, -3 vb.) verilmistir (Iyer vd. 2012). Katalitik
boélgelerinde ¢inko (Zn®*) baglanma motifine sahip olma, aktif olmayan enzim
formunda salgilanma, kararlilik i¢in kalsiyuma (Ca?") ihtiyag duyma, nétral pH'da islev
sahibi olma ve TIMP’ler tarafindan inhibe edilme biitiin MMP’lerin sahip oldugu ortak
ozelliklerdir (Djuric ve Zivkovic, 2017).

16



MMP’lerin proteini en az ii¢ homolog alan igerir, bu alanlar protein sekresyonundan
sorumlu sinyal peptidi, enzimin aktivasyonu i¢in gerekli olan ve bir konsensiis sistein-
anahtar dizisi igeren propeptid alan1 ve proteolitik aktiviteden sorumlu olan g¢inko
baglayic1 bir konsensiis sekansi igeren bir katalitik alandir (Djuric ve Zivkovic, 2017).
Farkl1 sekillere sahip olan ve bu sekillere gore siniflandirilabilen MMP’lerde en yaygin
siiflandirma bi¢imi alt tabaka 6zgiilliiklerine ve temel alan yapisina dayanir (Djuric ve
Zivkovic, 2017). MMP'ler bu kriterlere gore kollajenazlar, jelatinazlar, stromelisinler,
matrilisinler ve membran tipi-matriks metalloproteinazlar (MT-MMP'ler) ve “digerleri”
olmak {iizere alti sinifa ayrilir (Djuric ve Zivkovic, 2017). “Digerleri” smifindaki
MMP'ler bu bes gruptan higbirine iye degildir bu nedenle “digerleri” olarak
adlandirilirlar (Sekil 2.10).

Katalitik
alan Mentese Hemopeksin

[ ] 1 11 |

Substrat

2::;; PRCGVDP \ 4
oRIe I OQ%‘W‘M%
Jelatinazlar O@%ANM%
Stromelisinler O@%"”‘%
Matrilisinler O@%"‘”’W

Membran tipi
MMP’ler

On etki alani

Membrzn Baglanma
alamt

Sekil 2.10 Matriks metalloproteinaz alt gruplarmin alan kompozisyonu ve yapisal
ozellikleri (Djuric ve Zivkovic, 2017).

2.8.1 Kollajenazlar

MMP-1, MMP-8, MMP-13 ve MMP-18 (Xenopus) kollajenaz grubunun {iiyesidirler
(Visse ve Nagase, 2003). Bu enzimlerin temel 6zelligi, interstisyel kollajen I, II ve III'i

N terminalinden ticte {icii belirli bir bolgede yarma kabiliyetleridir. Kollajenazlar ayrica
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bir dizi baska HDM ve HDM olmayan molekiilii de sindirebilme 6zelligine sahiplerdir
(Visse ve Nagase, 2003).

2.8.2 Jelatinazlar

MMP-2 ve MMP-9 jelatinazlari olustururlar (Visse ve Nagase, 2003). Bu iki enzim
denatiire kollajenleri ve jelatinleri kolayca sindirebilme 6zelligine sahiptirler (Visse ve
Nagase 2003, Allan vd. 1995). MMP-2 tip I, Il ve 111 kollajenleri sindirir ancak MMP-
9’un boyle bir dzelligi yoktur (Aimes ve Quigley 1995, Patterson vd. 2001). MMP-2’ye
sahip olmayan fareler belirgin bir anormallik olmadan gelismesine ragmen insanlarda
MMP-2'deki aktif enzimin yokluguyla sonuglanan mutasyonlar, etkilenen kemiklerin
tahrip olmasina ve emilmesine neden olan nadir goriilen bir genetik bozukluk olan
otozomal resesif multisentrik osteoliz formu ile baglantilidir (Itoh vd. 1997, Martignetti
vd. 2001). Bu durum insanlarda MMP-2'nin kemik olusumu i¢in biiyiik 6nem tasidigini
gosterir (Martignetti vd. 2001).

2.8.3 Stromelisinler

MMP-3 ve MMP-10 stromelisinleri olusturur ve MMP-3’iin MMP-10'a gore daha
yiiksek bir proteolitik verimi vardir (Visse ve Nagase, 2003). MMP-3 bir dizi
proMMP'yi aktive etmekle beraber HDM bilesenlerini de sindirme 6zelligine sahiptir
(Suzuki vd. 1990).

2.8.4 Matrilisinler

Matrilisinler, hemopeksin domaininin olmamas1 ile karakterizelerdir. Matrilisin 1
(MMP-7) ve matrilisin 2 (MMP-26) bu gruptadir ve endometaz olarak da adlandirilirlar
(Uria ve Lopez-Otin 2000, Park vd. 2000). HDM bilesenlerinin yaninda MMP-7 pro-a-
defensin, Fas-ligand, pro-tiimor nekroz faktorii (TNF)-o ve E-kaderin gibi hiicre yiizeyi
molekiillerini igler. Matrilisin 2°’nin (MMP-26) ayrica bir dizi HDM bilesenini sindirme
islevi vardir (Visse ve Nagase, 2003).
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2.8.5 Membran-tipi matriks metalloproteinazlar

Dordii tip I transmembran proteinler (MMP-14, MMP-15, MMP-16 ve MMP-24) ve
ikisi glikosilfosfatidilinositol baglantili proteinler (MMP-17 ve MMP-25) olmak tizere
alt1 adet membran-tipi MMP vardir (Visse ve Nagase, 2003). MT1-MMP ise tip I, Il ve
II kollajenler iizerinde kollajenolitik aktiviteye sahip olan membran-tipi MMP’dir
(Ohuchi vd. 1997). Bu ozellige sahip MT1-MMP’den yoksun fareler, dogum sonrasi
gelisim sirasinda iskelet anormallikleri sergilerler (Holmbeck vd. 1999). MT1-MMP
kollajenler iizerindeki aktivitesinin yani sira anjiyogenezde de Onemli bir rol alir
(Pepper 2001). Temel olarak serebellumda ifade edilen ve beyni 6zgii olan enzim ise
MT5-MMP’dir (Sekine-Aizawa vd. 2001). Menenjiyomlarda ifade edilmeyen MT6-
MMP (MMP-25) ise neredeyse sadece periferik kan I6kositlerinde, anaplastik

astrositomlarda ve glioblastomlarda ifade edilir (Velasco vd. 2000, Pei 1999).

2.8.6 Diger matriks metalloproteinazlar

Yedi adet MMP yukaridaki siiflardan herhangi birinin tiyesi degildir (Visse ve Nagase,
2003). Metalloelastaz olarak adlandirilan MMP-12 esas olarak makrofajlarda eksprese
edilen ve makrofaj gocii i¢in gerekli olan bir enzimdir (Shapiro vd. 1993, Shipley vd.
1996). Bu enzim elastin haricinde bir dizi baska proteini de parcalar (Visse ve Nagase,
2003). MMP-19, “digerleri” grubunun bir baska tiyesidir (Péndas vd. 1997, Kolb vd.
1997). Amelogenin sindiren enamelizin (MMP-20) o6ncelikli olarak yeni olusan dis
minesinde bulunur (Li vd. 2001). MMP-21 bazal ve skuamé6z hiicreli karsinomlarda
bulunmustur ve insan dokularinda ifade edilir (Ahokas vd. 2003). Esas olarak iireme
dokularinda ifade edilen MMP-23 sistein agisindan zengin bir alana sahiptir ve bunu
immiinoglobulin benzeri bir alan takip eder (Velasco vd. 1999). Memelilerde islevi
heniiz bilinmemekte olan MMP-27, B lenfositlerinde eksprese edilir (Bar-Or vd. 2003).
MMP-28 temel olarak keratinositlerde ifade edilir (Marchenko ve Strongin 2001, Lohi
vd. 2001). MMP-28'in yaralanmis ciltte ekspresyon paternleri gdstermesi bu enzimin
doku hemostazinda ve yara onariminda islev gorebilecegini diisiindiirmektedir

(Marchenko ve Strongin 2001, Lohi vd. 2001, Saarialho-Kere vd. 2002).
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2.9 Matriks Metalloproteinazlarin Doku inhibitorleri

Metalloproteinazlarin doku inhibitorleri, matriks metalloproteinaz alt ailesinin ana
hiicresel inhibitorleridir ve ailenin farkli tiyelerine kars1 degisen etkinlik ve farkli doku
ekspresyon paternleri ve diizenleme modlar1 gosterirler (Baker vd. 2002). D6rt memeli
MMP doku inhibitorii ortaya ¢ikarilmistir, karakterize edilmistir ve bunlar TIMP-1, -2, -
3 ve -4 olarak adlandirilmaktadir (Djuric ve Zivkovic, 2017). Hiicre dig1 matrisin, hiicre
adezyon molekiillerinin, bir¢ok sitokin, kemokin ve biiylime faktoriiniin hiicre fenotipi
tizerindeki etkisinin belirlenmesinde TIMP’ler olduk¢a Onemli bir role sahiptir
(Murphy, 2011). Alt okaryotlarda tek bir temsilcisi ve memelilerde dort iiyesi olan
TIMP ailesi eski bir ailedir. Matriks metalloproteinazlarin kendiliginden meydana gelen
TIMP aktiviteleri, baslangigta birka¢c on yil boyunca gerceklestirilen birgok hiicre ve
doku kiiltirii calismasinda tanimlanmustir ve bununla birlikte 1985 ve 1996 arasinda,
TIMP’lerin dort iiyesi, memelilerde gen seviyesinde kesin olarak tanimlanmigtir
(Murphy, 2011). Bu proteinler bazi durumlarda metzincin siiper ailesinin diger
metalloendopeptidazlarinin, yani disintegrin metalloproteinazlarin ve trombospondin
motifli disintegrin metalloproteinazlarin ve MMP’lerin 6nemli diizenleyicileri olarak
islev gortirler (Murphy, 2011). MMP'ler inhibitorleriyle kovalent baglar olusturmazlar,
onlar1 parcalamazlar, ancak sub-nanomolar aralikta inhibisyon sabitleri olan

inhibitorleriyle siki 1: 1 kompleksler olustururlar (Murphy, 2011).

210 Kemik Doku Gelisimi ve Yeniden Sekillenmesinde Matriks
Metalloproteinazlar

Kemik, siirekli yeniden modelleme, eski kemigin degistirildigi ve lokal kemik
kusurlarinin zaman iginde iskeleti yenilemek ve boylece iskelet sagligint korumak i¢in
onarildigi, enerji maliyetli bir siirece sahip dinamik bir organdir (Hardy ve Fernandez-
Patron, 2020). Intramembrandz kemiklesme ve endokondral kemiklesme ile kemik
gelisimi meydana gelir (Rauner vd. 2012). Kemik yeniden sekillenmesi ise kemik
dokusunun ardisik olarak emilmesini ve ayni bolgede yeni kemigin birikmesini iceren
karmasik bir siirectir (Kerschan-Schindl ve Ebenbichler, 2016). Kemik hiicrelerinde
kollajenazin kesfinden bu yana, MMP {iyelerinin yarisindan fazlas1 hem fizyolojik hem

de patolojik kosullar altinda kemik dokularinda tespit edilmistir (Paiva ve Granjeiro,
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2014). Kondrosit proliferasyonu ve farklilasmasi, osteoklast ise alim ve fonksiyonu,
kemik modelleme, kemik yeniden modellenmesi, osteoblast alimi ve hayatta kalma,
anjiyogenez, osteosit canliligi ve fonksiyonu gibi MMP'lerin gelisim ve kemik
yenilenmesi sirasindaki 6nemli fonksiyonlari, kemik Kalitesini degistirebilir. Kemik
yeniden sekillenmesi, sirastyla osteoklastlar ve osteoblastlar tarafindan koordine edilen
kemik emilimi ve kemik olusumu adi verilen iki bagli mekanizma yoluyla gergeklesir
ve ayni zamanda bu islem kemik lezyonu veya yaralanmasindan sonra, kemik
iyilesmesini saglayan kemik yenilenmesine yol acar. Yeni doku olusturmak ve
islevselligini yitirmis kemik dokusuna fonksiyonunu yeniden kazandirmak i¢in HDM
yeniden modellenmesini de iceren kemik yenilenmesi veya onarimi, birbiriyle uyumlu
slireglere baghdir ve bununla birlikte her asamada dogru bir sekilde HDM yeniden
modellenmesi ve MMP'lere ihtiya¢ duyulmaktadir. MMP’lerin yarisindan fazlasinin,
sican kemik hiicrelerinde kollajenolitik aktivitenin bulunmasiyla birlikte baz1 memeli
tiirlerinde normal kemik gelisiminde kikirdak ve kemik olusumu esnasinda aktif oldugu
kesfedilmistir. Nakavt fare modelleri ve insan genetik hastaliklar1 6zellikle MMP -2, 9, -
13, 14 ve -16’nin iskelet gelisimi i¢in onemini ortaya ¢ikarmistir (Paiva ve Granjeiro,
2014).

Cok merkezli mezenkimal hiicrelerin osteoblastlara dogrudan farklilasmasini gosteren
intramembrandz kemiklesme, osteogenezin gerceklesmesini  saglayan iki ana
mekanizmadan biridir (Sekil 2.11). Bu kemiklesme tiiriiniin ilk iki asamasinda go¢ eden
noral krest hiicreleri gelecekteki kemik bdlgesinde mezenkimal yogunlasma gegirir
(Paiva ve Granjeiro, 2014). Uciincii asamada hiicreler, pre-osteoblastlar ve son olarak
osteoblastlar haline gelen osteokondral progenitor hiicrelere farklilagir, son asamada ise
osteoblastlar mineralize olmayan kemik matriksi salgilar bdylece mineralizasyon
gerceklesir, bu hiicreler matrikse gomiiliir daha sonra nihai osteoblast olgunlagmasi

meydana gelir.

Intramembrandz kemiklesmede MMP-2 nakavt farelerde kafa yiiz anormallikleri,
osteoblast ve osteoklast proliferasyonunda azalma ve artmis bos osteosit ¢ukurlar1 gibi
anormallikler goriilir. MMP-14 nakavt farelerde kisa burun, hipertelorizm,
intramembrandz kemiklesme baslamadan 6nce yanlis gegici hiyalin kikirdak yeniden

sekillenmesi goriiliir. MMP-14 / MMP-16 nakavt farclerde ise kemik dokularinda ¢ok
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potansiyelli mezenkimal hiicrelerin canliligi azalir ve iki MMP ¢esidinin birden
tilkenmesiyle beraber daha ciddi kafa-yiiz anomalileri goriiliir (Paiva ve Granjeiro,

2014).
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Sekil 2.11 Intramembrandz kemiklesmenin sematik gosterimi (Paiva ve Granjeiro,
2014)

Endokondral kemiklesme ise ¢ok merkezli mezenkimal hiicrelerin kondrosite
farklilagsmasin1 gosteren, osteogenez gerceklesmesini saglayan diger mekanizmadir
(Paiva ve Granjeiro, 2014). Endokondral kemiklesme ¢ogu kemigin, ilk asamasi bir
kikirdak modelinin olusturulmasiyla bilinen bir siiregtir (Sekil 2.12). Bu model fetal
gelisim ve dogum sonrasi bilyiime sirasinda kademeli olarak kemik ile degistirilir. ik
olarak mezenkimal hiicrelerin yogunlagmasi, daha sonra bunlarin kondrositlere
farklilasmasi ve tipik kikirdak hiicre digi matris bilesenlerinin salgilanmasi ile kikirdak
modelleri olusturulur. Olusturulduktan sonra kikirdak modeli, ilk 6nce merkezinde ve
daha sonra her iki ucunda sirastyla birincil ve ikincil kemiklesme merkezlerini olusturan
bir hiicre karisimi tarafindan isgal edilir. Kalan kikirdagi kademeli olarak etkileyen bu
kemiklesme merkezleri, nihayetinde iskelet olgunluguna ulasildiginda eklem yiizeyleri

hari¢ onu tamamen degistirir (Mackie vd. 2008).
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Endokondral kemiklesmede MMP-2 nakavt farelerde kisalmis uzun kemikler, osteoblast
ve osteoklast sayisinda ve ¢ogalma oraninda azalma, daha az osteosit goriiliir (Paiva ve
Granjeiro, 2014). MMP-9 nakavt farelerde daha kisa uzun kemikler, bozulmus vaskiiler
ve hiicresel ise alim, bozulmus kikirdak yeniden sekillenmesi goriiliir. MMP-13 nakavt
farelerde gecikmis terminal hipertrofik kondrositlerin &liimi gergeklesir. MMP-9 /
MMP-13 nakavt farelerde ise kisaltilmis iskelet elemanlari, iki MMP ¢esidinin birden
tilkkenmesiyle beraber tek-tilkenmis MMP’lere kiyasla siddetlendirilmis fenotipler
gorilir. MMP-14 nakavt farelerde diger MMP’lerden yoksun farelere kiyasla en
siddetli iskelet fenotipi, diizensiz biiyiime plakasi, ankiloz, ciicelik ve periosteumda
fibroz goriiliir. MMP-14 / MMP-16 nakavt farelerde ise kisalmis uzun kemikler, kemik
iliginin ortasindaki kondrositlerin ¢ogalmasi ve bozulmus birincil kemiklesme
merkezleri goriiliir. Her iki kemiklesme de kapsamli HDM yeniden sekillenmesine

baglidir (Paiva ve Granjeiro, 2014).
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Sekil 2.12 Endokondral kemiklesmenin sematik gosterimi (Mackie vd. 2008).

Modelleme ve yeniden modelleme, kemik hiicreleri tarafindan koordine edilen iki farkl
mekanizmadir ve kemiklesmeyle iskelet biiyiimesi sirasinda kemik dokusunu korur
(Paiva ve Granjeiro, 2014). Kemik modellemesi, normal ve tutarl bilylimeyi saglamak
icin kemiklerin seklinin ve boyutunun iiretilmesi ve korunmasi ve ayrica mekanik strese

dayanmak i¢in gereklidir ve bu olay, farkli kemik bolgelerinde ve farkli zamanlarda,
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isbirlikgi olmayan bir sekilde hem osteoblastlarin hem de osteoklastin etkisiyle

gerceklestirilir. (Paiva ve Granjeiro, 2014).

Lokal invaziv patolojiler nedeniyle travma, fasiyal veya cerrahi olarak ¢ikarilan kemik
dokusunun restorasyonu ig¢in kemik Yyenilenmesi gereklidir ve kemik onarimi,
yaralanma bolgesinde yeni kemik iiretmek i¢in intramembrandz veya endokondral
kemiklesme gibi, kemik gelisimine benzeyen bir mekanizmadir (Paiva ve Granjeiro,
2014). Dort farkli ve ardisik asama ile karakterize edilmektedir, ilk olarak kirik ve
hemen ardindan bagisiklik sisteminin indiiklenmesi, mezenkimal kdk hiicrelerin ise
alinmasi ve anjiyogenezden sonra hematomun olustugu iltihaplanma ve graniilasyon
dokusu olusumu gergeklesir, burada hematomdan doniistiiriicti biiylime faktorii beta 1
(TGF-B1) salimmmi kirik bolgesinde hiicre alimini kontrol eder. Ikinci ve iigiincii
asamalarda kallus olusumu meydana gelir, burada kikirdak endokondral kemiklesme ile
yeniden modellenir ve intramembrandz kemiklesme ile direkt kemik olusumu meydana
gelir (Paiva ve Granjeiro, 2014). Son olarak, bu iki temel mekanizmanin olusturdugu
trabekiiler kemik, kiriktan 14 giin sonra birka¢ ay boyunca ikincil kemige yeniden
sekillenir (Gerstenfeld vd. 2003, Mav¢i¢ ve Antolic 2012, Rozen vd. 2007, Shapiro
2008).

MMP’ler ayrica kemik kiriklar1 ve kritik boyutlu kemik kusurlarinin iyilesmesi
sirasinda da farkli agamalarda yer alir ve kemik onarimimin diizgiin bir sekilde
gerceklesmesi igin gereklidirler (Sekil 2.13). Kemik yeniden sekillenmesi esnasinda
MMP-2 nakavt farelerde bozulmus kemik matriksi yeniden modellenmesi goriiliir,
MMP-9 nakavt farelerde kirtk bolgesinde kalici kikirdak ile kaynamama ve gecikmis
birlesmeler goriiliir, MMP-13 nakavt farelerde ise gecikmis kondroklast alimlari
nedeniyle bozulmus kikirdak matriksi yeniden modellenmesi goriiliir (Paiva ve
Granjeiro, 2014).
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Sekil 2.13 Kemik iyilesmesi adimlarinin sematik gésterimi (Paiva ve Granjeiro, 2014)

2.11 Mezenkimal Kok Hiicrelerin Osteojenik Farkhilasmasi Sirasinda Matriks
Metalloproteinazlar ve Inhibitérlerinin Rolii

Karmasik bir siire¢ olan osteoblast progenitérlerinin farklilasmasi ve ¢ogalmasi, ¢ok
sayida hormon, otokrin ve parakrin siirecleri ve sistemik biiylime faktorlerinin
etkilesiminin yan1 sira siirekli HDM yeniden modellemesi de gerektirir (Mannello vd.
2006). Osteositler, osteojenik mezenkimal progenitorlerin son farklilasma asamasinin
bir sonucu olarak meydana gelirler. Tip | kollajen, osteositlerin HDM ortamlariyla ve
ozellikle osteosit ortaminda en bol proteindir ve osteositler bu protein ile aktif olarak
etkilesime girebilmektedir. MKH'lerin osteositlere farklilasmasiyla baglantili olmakla
birlikte MMP’ler, osteoblast ¢cogalmasi ve hiicre Sliimiiniin diizenlenmesinde de rol
alirlar., MKH farklilasmasimin hem MMP aktivitelerine hem de MMP doku
inhibitorlerini inhibe edici fonksiyonlara bagli oldugu, in vitro caligmalarda ileri

stiriilmiistiir (Mannello vd. 2006).

2.12 Elektromanyetik Alan

Asir1 disiik statik manyetik alanlardan asir1 yiiksek gama 1sinlarina kadar degisebilen
elektromanyetik alanlar, fiziksel elektromanyetik spektrumun bir parcasidir (Salvatore,
2014). 0 Hz — 300 GHz frekanslari, iyonlagmayan olarak kabul edilen spektrumun bir
parcasidir ve elektromanyetik alanlar bu frekanslara odaklanir. Elektrik enerjisi tiretimi

ve iletimi, radyo frekanslari ve mikrodalgalar, bu spektrumun pargasi olan frekanslarin
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ornekleridir. EMA, elektrik alan1 ve manyetik alan olarak adlandirilan ve zamanla
degisen iki bilesene sahiptir ve bunlar uzayda birlikte hareket ederler. Bu iki miktar
vektordiir ayrica biiyiikliik ve yone sahiptir. Elektrik alani, bir elektrik yiikiiniin varlig:
ile iretilir. Manyetik alan ise elektrik yiikii akisi yani bir elektrik akimi oldugunda
tiretilir. Frekansi ve dalga boyu ile karakterize edilen elektromanyetik alan matematiksel
olarak F x DB = Isik Hiz1 ile iligkilendirilir. Elektrik alan1 metre basina volt olarak
oOlgiilirken, manyetik alan metre basina amper cinsinden dlgiilmektedir. Manyetik aki
yogunlugu ise Tesla veya Gauss (1 T % 10 000 G) cinsinden ifade edilir ve manyetik
alanlarin diger bir 6l¢iisiidiir (Salvatore, 2014).

2.12.1 Diisiik frekansh darbeli elektromanyetik alan

Manyetoterapi makineleri, Manyetik Rezonans Goriintiileme (MRG) tarayicilart gibi
bir¢ok elektrikli cihazin ve tibbi ekipmanin sik kullanimi, genis bir elektrik ve manyetik
alan yelpazesi saglamaktadir bundan dolay1 insanlar son derece diisiik frekansh darbeli
elektromanyetik alanlar1 (DFD-EMA) da igeren, elektrik ve manyetik alanlar1 lireten bu
tiir kaynaklara maruz kalirlar (Akbarnejad vd. 2017). Elektromanyetik alanlarin bir alt
simifin1 temsil eden ve birka¢ yliz Hz'e kadar frekanslar veya tekrarlama oranlariyla
DFD-EMA’lar, elektromanyetik spektrumun alt ucunda yer alirlar (Sekil 2.14). DFD-
EMA’lar da iyonlasmayan radyasyon simnifina girerler ve elektrik enerjisini biyolojik
doku iizerinden bir dizi manyetik darbeyi yonlendirmek i¢in kullanirlar. Onemli termal
etkilere sebebiyet vermeden doku onarmmini uyardigi disiiniilen kiiclik miktardaki
elektrik sinyali, agikta kalan dokudaki manyetik darbelerin her biri tarafindan indiiklenir
(Ehnert vd. 2019).

26



.................................

Hz oo 1 10 100 100 100 10 108 108 100 102 1% 108

cinsinden | l
frekans g’mlllnllmllllu ittt bt
(—— DENA'lar® ey Miliro:
i i «— dalgalar e
S( EMA ) : Radyo- P Réntgen —)
s : P dalgalan —>

& coF ) €~ r = «— W = €—  Gamasinian e 4

cinsinden :3IIIIII|III||lllI|IIil|HII|IIIllIllI|HII|IIII|II|I|l|I||!IIIlIIll]IIIlllIII|III||ll|I|IlIIIlIII|IIlI|IIII|IIIIIIIII|IIIIIII|I]III

dalga i : )
boyu gl(}’ 100 gl(}‘ 1001 10 10t 106 108 1010 10 10M 101

g DFD-EMA ; «gorandr arahk»

Enerji iyonlasmayan _

..................................

Sekil 2.14 Karakteristik frekanslari, dalga boylar1 ve elektromanyetik enerjisi ile
elektromanyetik spektrum (Ehnert vd. 2019).

Istenen hiicresel tepkileri diizenlemek adina DFD-EMA’lar, invaziv olmayacak sekilde
uygulanabilen potansiyel bir teknoloji platformu sunar ve bununla birlikte, belirli
genliklere, frekanslara ve dalga formlarina sahip elektromanyetik sinyaller de DFD-
EMA iireten cihazlarda tiretilebilir. Elektrik ve manyetik alanlarin bolgesel olarak
indiiklenmesiyle sinyaller, hedefe yonelik yaralanma bolgelerine uygulanan bobinler ile

yumusak dokuya doniistiiriilebilir (Poh vd. 2018).

2.12.2 Kok hiicreler ve kemik dokuda diisiik frekansh darbeli elektromanyetik
alan etkisi

Osteoblast ¢ogalmasini, farklilasmasini ve kalsiyum iceren hiicre digi matriksin
tiretimini destekleyen gelismis kemik yenileyici yetenekler, DFD-EMA sinyallerine
maruz kalmanin bir sonucu olarak bazi ¢alismalarda onerilmektedir (Poh vd. 2018). 30
yilt askin siiredir klinik olarak arastirilan DFD-EMA tedavileri, kirik onarimina
yardimct olmayr amaglamaktadir. DFD-EMA’nin kemik yenilenmesi {izerindeki
etkisiyle birlikte, farkli kaynaklardan (6rnegin insan alveolar kemik tirevi MKH,
iKIMKH ve iADMKH’den) toplanan MKH iizerindeki uyarilmasinmn temel

mekanizmasini anlamaya yonelik olarak bir¢ok ¢aba harcanmigtir (Poh vd. 2018).
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Literatiirde bulunan elektromanyetik alana maruz kalma siireleri, fikir birligi
olmaksizin, optimal tedavi siiresi konusunda giinde 5 dakika ila 14 saat arasinda
degismektedir ancak bununla birlikte, organlarin ve dokularin DFD-EMA’ya uzun
siireli maruz kalmasi su anda hala oldukc¢a tartismalidir. DFD-EMA’ya uzun siireli
maruz kalmanin, sperm hareketliliginin azalmasi (1 mT, 50 Hz EMA, 85 giin boyunca
24 saat) ve karaciger dokusunda artmis oksidatif stres (1 mT, 50 Hz EMA, 45 giin
boyunca giinde 4 saat) gibi olumsuz yan etkilere neden olabilecegi in vivo ¢alismalarda
gosterilmistir. Ote yandan potansiyel tedavilerden beklenenler dogrultusunda {imit

verici faydalar ise kisa siireli maruziyetlerde goriilmistiir (Poh vd. 2018).

MKH'lerin diger ana kaynaklarinin da kemik iligine ek olarak insan viicudundan
tiiretilebildigi DFD-EMA calismalarinda goriilmiistiir (Yin vd. 2018). iKiMKH'lerle
benzer immiinomodiilator 6zellikleri paylasan IADMKH’ler, kolayca bulunma ve bol
olma oOzelliklerinin yanisira diger kok hiicre tiirleriyle karsilastirildiginda, bir¢ok énemli

avantaja sahiptirler (Yin vd. 2018).

[k olarak liposuction olarak bilinen deri alt1 yag alimi ydntemiyle kolayca iADMKH
eldesi gergeklestirilebilir (Yin vd. 2018). ikinci olarak, iADMKH'ler otolog yagdan
tiiretilebilirler bu nedenle embriyonik kok hiicrelere kiyasla etik veya politik sorunlari
yoktur. Ugiincii olarak ise vaskiiler ag tarafindan saglanan (6rnegin implant cerrahisi
prosediirleri gibi) oksijenin smirl olabilecegi hiicre tedavileri igin uygun haldedirler
ciinkii IADMKH'ler hipoksik yani diisiik oksijenli ortamlarda hayatta kalabilme
yetenegine sahiptirler. IADMKH'ler ayrica kemik olusumu igin gerekli olan uygun
anjiyogenezi de uyarabilirler. IADMKH'lerin sahip oldugu bu &zellikler, doku ve organ
nakli i¢in onlar1 yenileyici tipta ve klinik arastirmalarda daha kabul edilebilir bir hiicre

tiirii haline getirmektedir (Yin vd. 2018).

2.13 Kaynak Ozetleri

Disiik frekansli ve/veya darbeli elektromanyetik alanin cesitli kok hiicre tiplerine olan

etkisinin incelenmesine yonelik olarak yapilan ¢alismalar asagida 6zetlenmistir.
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Razavi vd. (2014) yaptiklar1 ¢aligmada Son derece diisiikk frekansli elektromanyetik
alanin, insan adipoz dokusu kaynakli mezenkimal kok hiicrelerin hayatta kalma ve
cogalmasi iizerindeki etkisini gozlemlemislerdir. Calismada iADMKH’ler 10° hiicre /
kuyucuk yogunluktaki 96 kuyucuklu plakaya kiiltiirlendikten sonra bir gece boyunca
inkiibe edilmistir ve daha sonra 7 giin boyunca giinde 20 ve 40 dakika siire ile 0.5 ve 1
mT ve 50 Hz yogunluklu DF-EMA'ya tabi tutulmustur. Grup 1: giinde 40 dakika i¢in 1
mT, grup 2: glinde 20 dakika i¢in 1 mT, grup 3: giinde 40 dakika i¢in 0.5 mT ve grup 4:
giinde 20 dakika i¢in 0.5 mT seklinde olmak iizere hiicrelere, farkli dozlarda DF-EMA
uygulamasi yapilmistir. Calismada IADMKH’lere MTT Testi de uygulanmistir. 7 giiniin
sonunda tiim maruz kalma gruplarinda hayatta kalma ve ¢ogalma oraninin Grup 1 harig
(glinde 40 dakika i¢in 1 mT), kontrol gruplarina oranla 6nemli Olgiide daha yiiksek
oldugu bulunmustur. Mevcut c¢alismanin sonucunda DF-EMA’nin kisa siireli
maruziyetinin IADMKH'lerin sagkalimini ve ¢ogalma etkisini Onemli dlciide

artirabilecegi gosterilmistir.

Yin vd. (2018) yaptiklar1 ¢alismada son derece diisiik frekansli darbeli elektromanyetik
alanin, insan adipoz dokusu kaynakli mezenkimal kok hiicrelerin proliferasyonu ve
osteojenik farklilagmasi iizerindeki etkisini incelemislerdir. Deney grubundaki hiicreler
sirastyla 7 giin, 14 giin ve 21 giin siireyle, giinde iki saat olmak {izere bir inkiibatorde
yogunlugu 1 mT, frekansi 50 Hz olan DFD-EMA’ya maruz birakilmiglardir. Kontrol
grubundaki hiicreler ise DFD-EMA’ya maruz birakilmadan standart inkiibator
kosulunda kiiltiirlenmistir. DFD-EMA’nin hiicre proliferasyonu iizerindeki etkisini
arastirmak i¢in, IADMKH'lerde CCK-8 tahlilleri gergeklestirilmistir (Sekil 2.15). DFD-
EMA’nin, deney grubundaki iIADMKH'lerin proliferasyonunu 1., 4., ve 7. glinden sonra
kontrol grubuna kiyasla destekledigi goriilmistiir. Deney grubundaki IADMKH'lerdeki
osteojenik farklilasma degerinin, DFD-EMA’ya maruz kaldiktan sonra 1. giin, 3. giin, 5.
giin ve 7. giinde onemli 6l¢lide daha yiiksek oldugu ancak yine deney grubundaki
IADMKH'lerin osteojenik farklilagma degerinin bir haftadan daha fazla siireyle DFD-
EMA maruziyetinden sonra kontrol grubuna kiyasla artik daha yiliksek olmadig1 ve hatta
altinda oldugu goézlemlenmistir. DFD-EMA'nin osteojenik farklilasmay1 tesvik etme
tizerindeki etkisi de gesitli yonlerden incelenmistir. Deney ve kontrol gruplarinda 7

giinliik DFD-EMA maruziyetinden sonra alkalen fosfataz (ALP) boyamas: yapilmistir
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ve deney grubundaki pozitif boyamanin, kontrol grubundakinden daha belirgin oldugu
goriilmistiir. Calismanin sonucunda DFD-EMA’nin, kiriklar1 ve biiyiik kemik
kusurlarini tedavi etme amacima ulagmak i¢in insan yag dokusundan tiiretilmis kok
hiicrelerin ~ proliferasyonunu  ve  osteojenik  farklilasmasin1  6nemli  Olgiide
destekleyebilecegi, IADMKH'lerin ayrica iKIMKH'ler ile ayni osteojenik farklilasma

potansiyeline sahip oldugu anlasilmistir.
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Sekil 2.15 iIADMKH'lerin biiytimesinin 1., 4., 7., 10., ve 13. giinden sonra CCK-8 ile
Olctimii (Yin vd. 2018)

Ehnert vd. (2018) yaptiklar1 ¢alismada iADMKH'lerin proliferasyon ve osteojenik
farklilagma potansiyelinin, tek tek mono-kiiltiirlerle karsilastirildiginda insan
osteoblastlar: ile ortak kiiltiirlerle artirilip artirilamayacagini incelemislerdir. Hiicreler,
farkli oranlarda mono- veya ortak kiiltiir olarak kaplanmiglardir. Tam yapismadan sonra
(3. glin) biliylime ortami, osteojenik farklilasma ortami ile degistirilmistir. Tim
farklilagsma siiresi boyunca hiicreler birbirini takip eden 5 giin igerisinde, giinde 7 dakika
stireyle, yogunlugu spesifik olarak 6-282 uT, frekansi ise 16 veya 26 Hz olan DFD-
EMA’ya giinliik olarak maruz birakilmistir. Maruziyet sonrast 16 Hz’in osteoblast
mono-kiiltiirleri igin en etkili DFD-EMA temel frekansi oldugu, 26 Hz’in ise iADMKH
mono-kdltiirleri i¢cin en etkili DFD-EMA frekanst oldugu sonucuna varilmistir.
Calismada ayrica 0., 7. ve 14. giinlerde toplanan hiicrelerin toplam protein igerigi

(siilfforodamin B boyamasi), mitokondriyal aktivite (resazurin doniisiimii), ALP
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aktivitesi ve matriks mineralizasyonu (Alizarin Kirmizis1 ve Von Kossa boyamasi ile)

degerlendirilmistir.

Kang vd. (2013) yaptiklar1 calismada frekans ve manyetik aki yogunlugundan olusan
spesifik elektromanyetik alan kosullarmin in vitro olarak adipoz dokusu kaynakli
mezenkimal kok hiicrelerin osteojenik farklilagsmasini 6nemli 6lgiide diizenledigini
incelemislerdir. Ik olarak ALP mRNA ekspresyonu &lgiilerek pozitif (30/45 Hz, 1 mT)
ve negatif (7.5 Hz, 1 mT) osteojenik farklilasma kosullari secilmistir ve hiicreler giinde
8 saat boyunca elektromanyetik alana tabi tutulmustur. Calismada bagil ALP
ekspresyonu, es-zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) kullanilarak
degerlendirilmistir. Manyetik aki yogunlugunun 0,1 ila 3 mT arasinda, frekansin ise 7,5
ila 75 Hz arasinda degistigi elektromanyetik alanda ALP ekspresyonunun, 30 ila 50 Hz
frekans araliginda ve 0.8 ila 2.4 mT'lik bir manyetik aki yogunlugunda arttigi
gozlemlenmistir. Elektromanyetik alanin ayrica, osteojenik farklilasma {izerindeki
olumlu ve olumsuz etkilerini degerlendirmek icin ALP aktivitesi Ol¢iilmistir ve
osteojenik ortamin, elektromanyetik alandan bagimsiz olarak normal ortam gruplarina
kiyasla ALP aktivitesini artirdig1 bulunmustur. Ayrica ayni ortam ile kiiltiirlenen kontrol
grubuna kiyasla IADMKH'lerin hem normal ortam hem de osteojenik ortam ile tedavi
edildiginde 30/45 Hz gruplarinda ALP aktivitesinin 7.5 Hz grubuna kiyasla daha yiiksek
oldugu sonucuna varilmistir. Bir kalsiyum igerigi deneyi kullanilarak farklilastirilmis
osteoblastlarin matris liretimi degerlendirilmistir. ALP aktivitesine benzer sekilde,
IADMKH'ler kontrol grubuna kiyasla 30/45 Hz frekanstaki elektromanyetik alanlara
maruz birakildiginda artan miktarda mineralize nodiil tespit edilmistir. 7.5 Hz frekansa
sahip elektromanyetik alanin kalsiyum seviyeleri ise kontrol grubuna gére daha diisiik
bulunmustur. Calismanin sonucunda 30/45 Hz frekanstaki elektromanyetik alanlarin
IADMKH osteojenik farklilagsmasini indiikledigi, ancak 7.5 Hz frekanstaki
elektromanyetik alanin IADMKH osteojenik farklilagsmasini engelledigi sonucuna

varilmistir.

Bloise vd. (2018) yaptiklar1 calismada giinlik DFD-EMA maruziyetinin, nanoyapili
TiO, iizerine ekilen iKIMKH’lerin osteojenik farklilagmasi tizerindeki etkisini
aragtirmiglardir. Calismada TiO; iizerine tohumlanmis olan hiicreler, manyetik alan

yogunlugu 2 mT ve frekansi 75 Hz olan DFD-EMA sistemi igine yerlestirilmistir.
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DFD-EMA’nin etkisini incelemek i¢cin ALP aktivitesi ve protein birikimi Ol¢tilmiistiir.
Calismada kontrol grubuna kiyasla DFD-EMA ile muamele edilmis TiO; yiizeyinde
tohumlanan hiicreler i¢in se¢ilmis osteojenik hiicre disi matriks protein birikiminde
hafif bir artis tespit edilmistir. Ek olarak, ALP aktivite degerlendirmesi sonucunda ise
DFD-EMA ile uyarilan grupta kontrol grubuna gore daha yiiksek bir ALP aktivitesi
gbzlemlenmistir. Calismada ek olarak deney gruplarinin hiicre i¢i kalsiyum Sl¢iimii, es-
zamanli PCR aktivitesi ve 3-4,5-dimetil-tiyazolil-2,5-difeniltetrazolyum bromiir (MTT)

aktivitesi degerlendirilmistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Materyal

Deneyde kullanilan sigir femur kemiginin Ankara Et ve Balik Kurumu Genel
Miidiirligi bilinyesindeki hayvan kesim tesisinden, veteriner kontrolii altinda kesimi

yapilan saglikli sigirlardan eldesi gergeklestirildi.

Deseliilerize kemik temelli hidrojel olusturma islemi igin hidroklorik asit (Sigma,
ABD), sigir kaynakli kemik dokusunun demineralizasyonu i¢in kullanildi. Distile su
siingerimsi kemik pargalarin1 yikamak icin kullanildi. Fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisi
(PBS) siingerimsi kemik pargalarini yitkamak i¢in kullanildi. Kloroform (Merck, ABD),
Metanol (Riedel- de Haén), kemik dokusunda dogal olarak bulunan yag doku
kalintilarinin uzaklagtirilmasi amaciyla kullanildi. Tripsin, (Sigma, ABD) / Etilendiamin
tetraasetik asit (EDTA) (Sigma, ABD) sigir kaynakli kemik dokusunun
deseliilerizasyon islemi igin kullanildi. Penisilin-Streptomisin (Biological Industries,
Israil), sigir kaynakli kemik dokusunun deseliilerizasyon islemi i¢in kullanildi. Pepsin
(Sigma, ABD), deseliilerize kemik parcalarini jel haline getirmek ic¢in kullanildi.
Sodyum hidroksit (Sigma, ABD), jel formuna doniisen ¢ozeltiyi noétral hale getirmek
icin kullanildi. Hidroksiapatit (HA) (Sigma, ABD), jel formuna doniisen ¢dzeltinin igine

belirli oranlarda katildi.

Hiicre kiiltirii c¢aligmalarinda, ticari olarak temin edilip cogaltilan ve fazlasi
dondurulmus olan mezenkimal kok hiicrelerin ekildigi steril hiicre kiiltiir kaplar
(Corning, NY, ABD), pasajlanmasi amaciyla falkon tiip (Corning, ABD), besiyeri
olarak DMEM F-12 (Dulbecco’s Modified Eagle Medium: Nutrient Mixture F12;
Lonza, ABD), besiyeri katkis1 olarak L-glutamin (Sigma, ABD), penisilin-streptomisin
(P/S, Sigma, ABD) ve fetal sigir serumu (FBS) (Sigma, St. Louis, MO, ABD),
hiicrelerin pasajlanmasi isleminde ise tripsin/EDTA ¢o6zeltisi (Sigma) kullanildi.
Hiicreleri yikamak amaciyla fosfat tamponlu tuz ¢o6zeltisi kullanildi. DMEM-HG
(Lonza, ABD) iADMKH’lerin adipojenik soya farklilastirilmasinda besiyeri olarak

kullanildi. IBMX, insan insiilini ve indometazin iADMKH’lerin adipojenik soya
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farklilastirilmasinda besiyeri destekleyicisi olarak kullanildi. DMEM-LG (Lonza, ABD)
iIADMKH’lerin osteojenik ve kardiyojenik soya farklilastirilmasinda besiyeri olarak
kullanildi. L-askorbik asit 2-fosfat iADMKH’lerin osteojenik soya farklilastirilmasinda
besiyeri destekleyicisi olarak kullanildi. Azasitidin iADMKH’lerin kardiyojenik soya
farklilastirilmasinda  besiyeri  destekleyicisi olarak  kullanildi.  Dekzametazon
IADMKH’lerin  osteojenik ve adipojenik soya farklilagtirllmasinda besiyeri
destekleyicisi olarak kullanildi. 8’li kuyucuklar (Sigma, ABD) iADMKH’lerin tiglii

soya farklilastirilmas1 amaciyla kullanildi.

Alizarin Kirmizis1 Boyasi (AR-S; Sigma, ABD), osteojenik soya farklilagan hiicrelerin
histolojik calismalar1 i¢in kullanildi. Von Kossa Boyasi, osteojenik soya farklilagsan
hiicrelerin histolojik ¢alismalari i¢in kullanildi. Sudan Siyahi Boyasi, adipojenik soya
farklilasan hiicrelerin histolojik ¢aligmalart i¢in kullanildi. Hematoksilen-Eozin Boyast,

kardiyojenik soya farklilagan hiicrelerin histolojik ¢alismalari igin kullanildu.

1ADMKH’lerin CFU analizi i¢in tripsin/EDTA (Sigma), 6’11 kuyucuklar ve %0.5’lik
kristal viyole boyas1 kullanildi.

Calismalar laminer akish steril kabinde (Labconco, Fisher Scientific, ABD) yapildi ve
hiicre kiiltiirleri 37°C, %5 CO2, %95 nem ortamimi saglayan bir karbondioksitli
inkiibatorde (Heracell 150i®, ABD) gerceklestirildi.

1ADMKH’lerin akim sitometri analizi i¢in FACSCanto II cihaz1 (BD Biosciences, San
Jose, CA, ABD), %0,1 Sodyum azid, %0,5 BSA, FACSDiva (BD Biosciences, San
Jose, CA, ABD) analiz programi ve floresan boyalara baglh yiizey antikorlar1 (CD29-
FITC, CD105-PC7, CD34-APC, CD31-PB, CD133-PE, CD90-PC5, LIN-A750, CD73-
PE, HLA-DR-ECD) kullanildi.

Disiik frekansli darbeli elektromanyetik alan sistemini kurmak i¢in Lake Shore 475
DSP model gaussmetre (Lake Shore Cryotronics, Westerville, OH), Rigol DG1022
model puls iireteci (Rigol, Beaverton, OR), Accel TS250 model amplifikator (Accel
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Instruments Corp., Irvine, CA) ve iki 6zdes helmholtz bobini (Lake Shore MH-12)
kullanildi.

Sekil 3.1 Diistik frekansli darbeli elektromanyetik alan sistemi

Alkalen fosfataz tayini i¢in QuantiChrom Alkaline Phosphatase Assay Kit (DALP-250,
Belgika) kullanildi. Kalsiyum tayini i¢in ise QuantiChromTM Calcium Assay Kit
kullanildi. Spektrofotometrik 6l¢iimlerde ise her iki tayinde de SpectraMax M5 model
(Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA) mikro-plaka 6l¢er kullanildi.

mRNA izolasyonu i¢in Trizol (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, ABD), 2 ml’lik
ependorf, Kloroform (Sigma, ABD), Izopropanol (Isolab, Almanya) ve Etanol (Isolab,
Almanya) kullanildi.

Agaroz jel elektroforezi i¢in agaroz (%2), Tris-Borat-EDTA tamponu (TBE, 5X), Tris-
Borat-EDTA tamponu (TBE, 1X), Etidyum bromiir, Jel tanki (Bio-Rad, ABD) ve gii¢
kaynag1 (Bio-Rad, ABD) kullanildi.
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Komplementer DNA (cDNA) sentezi i¢in Transcriptor First Strand cDNA Sentez Kiti
(Roche, ABD, Katalog Numarast 04 897 030 001), 200 ul PCR tiipleri, termal dongii
cihazi (Bio-Rad Thermal Cycler T100, ABD) ve santrifiij cihazi kullanild.

Kantitatif es-zamanli polimeraz zincir Reaksiyonu i¢in LightCycler® 96 Real-Time
PCR Sistem Cihazi (Roche, ABD), LightCycler® 480 Cok Kuyulu Plaka (Roche, ABD)
ve LightCycler® 480 Probes Master (Roche, ABD) kullanildi.

3.2. Yontem

3.2.1 Sigir kaynakh kemik dokusunun deseliilerizasyonu

Sigir femur kemigi, Ankara Et ve Balik Kurumu Genel Miidiirliigii biinyesindeki
hayvan kesim tesisinden veteriner kontrolii altinda kesimi yapilan saglikli sigirlardan
temin edildi. Temini gerceklestirilen sigir femur kemigi boylamasma iki pargaya
kesildi. Kemigin u¢ kisimlarinin orta kisminda bulunan silingerimsi kemik kismi kii¢iik
parcalar halinde ¢ikarilarak PBS igerisinde toplandi. ilk 6nce demineralizasyon daha
sonra da deseliilerizasyon islemleri i¢in toplanan kemik dokudan, kemik hiicre dis1

matriksi elde edildi.

Demineralizasyon islemi igin siingerimsi kemik dokulari mekanik karigtirict
kullanilarak 0.5 N HCI ¢ozeltisi i¢cinde 24 saat boyunca muamele edildi. (24 saatlik siire
boyunca HCI ¢ozeltisi gerektik¢e yenilendi) 24 saatlik siire sonunda slingerimsi kemik
dokular1 siiziildii ve distile su ile yikamalar ile asit kalintilarindan uzaklastirildi.
Yikama islemi sonrasit kemik dokusunda dogal olarak bulunan yag doku kalintilarinin
uzaklastirilmas1 amaciyla slingerimsi kemik dokular1 kloroform:metanol (1:1, v:v)
cozeltisi ile mekanik karistirict kullanilarak oda sicakliginda 1 saat siire boyunca
muamele edildi. Cozelti 1 saat igerisinde yenilenerek, ¢ozeltinin etkinliginin artmasi
saglandi. 1 saatin sonunda dokuya 6nce metanol ile tek bir yikama, ardindan distile su
ile seri yikama yapildi. Yikamalarin sonunda mineral ve yagdan arindirilan kemik doku,
deseliilerizasyon asamas1 i¢in liyofilize edilmek {izere bir giin boyunca -86°C’de

donduruldu. Dondurulan doku daha sonra, 24 saat boyunca liyofilize edildi.
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Liyofilizatorde kurutulup demineralizasyon islemini tamamlamis olan stingerimsi kemik
dokular1 deseliilerizasyon islemi i¢in oncelikle distile su ile yikandi. Daha sonra kemik,
manyetik karistirict esliginde ve 37°C ve %5 CO; kosullarini saglayan inkiibatorde PBS
igerisinde hazirlanan %0,05 Tripsin ve %0,02 EDTA igeren ¢ozelti icerisinde 24 saat
stire ile muamele edildi. Siire sonunda siiziilerek toplanan doku distile sudan gegirilerek
%1 Penisilin-Streptomisin igeren PBS soliisyonunda +4°C'de 24 saat boyunca manyetik
karistirici ile ¢calkalandi. Son asamada c¢ozeltiden siiziilerek uzaklastirilan doku -80°C’de
bir giin boyunca dondurularak daha sonra 24 saat siire ile liyofilizasyon islemine tabi

tutuldu.

3.2.2 Deseliilerize kemik temelli hidrojel olusturulmasi

Deseliilerizasyon islemi tamamlanmis olan kemik parcalari cerrahi makas yardimi ile
daha kii¢iik parcalar halinde kesildi. Jel formuna getirmek amaciyla deseliilerize kemik
parcalart 0.1 N HCl igerisinde hazirlanan ve 1mg/ml pepsin enzimi ihtiva eden ¢ozeltiye
ilave edildi. Bu asamada 10mg doku /mL ¢dzelti orant kullanildi. Yaklasik 72 saat
boyunca manyetik karigtirict yardimi ile oda sicakliginda kemik parcalari tamamen
¢oziiniinceye dek karistirildi. Jel formuna dontisen ¢ozelti 0,1 M NaOH cozeltisi ile O-
10°C sicaklik arasinda nétralizasyon islemine tabi tutuldu. Ayrica tuz konsantrasyonunu
ayarlamak amaci ile 10X PBS kullanildi. Nétralizasyon islemi sonrasi igine farkli
oranlarda HA eklenen jel, +4°C’de manyetik karistiriciyla bir gece karigmaya birakildi.

En son agamada ise UV ile sterilize edilip inkiibatorde 37°C de kat1 hale getirildi.

3.2.3 Deseliilerize kemik temelli hidrojellerin karakterizasyonlar:

3.2.3.1 SEM analizi

Deseliilerize kemik temelli hidrojel 6rneklerinin yiizeylerinin mikroskobik incelenmesi,
Zeiss EVO 40 (Almanya) model SEM cihazi ile 100X ve 500X biiyiitmelerde ve 20 kV

degerinde incelenip goriintiilendi.
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3.2.3.2 FTIR analizi

Deseliilerize kemik temelli hidrojel 6rneklerinin kimyasal yapisinin incelenmesi i¢in
FTIR analizi (Shimadzu, IRAffinity, Japonya) 600-4000 cm-1 dalga boyu araliginda

zayiflatilmis toplam yansima tinitesi ile gergeklestirildi.
3.2.4 insan adipoz dokusn kaynakh mezenkimal kék hiicrelerin Kiiltiirii

Ankara Universitesi Doku Miihendisligi, Biyomalzemeler ve Nanobiyoteknoloji
Laboratuvari’nda ticari olarak temin edilen insan adipoz dokusu kaynakli
mezenkimal kok hiicreler uygun kosullarda ¢oziildii. Standart hiicre ¢6zme yontemi
uygulanan dondurulmus hiicreler, -80 °C” den ¢ikarilip sicakligi dnceden 37°C’ye
ayarlanan suya konularak ¢6ziildii ve 45 ml DMEM-F12’nin igine %10 FBS, %1L-
Glutamin, %1 P/S konulmasiyla hazirlanan tam vasatin i¢inde kiiltlire edildi.
Coziinen hiicreler daha sonra igerisinde besiyeri bulunan 15 ml’lik tiiplere konuldu
ve DMSO uzaklastirilmasi i¢in 1500 rpm’de 7-11 dk. siire ile santrifiij edildi.
Santrifiij sonras1 tlipiin tam vasat ve DMSO igeren siipernatant kismi uzaklastirildi.
Uzaklastirma isleminden sonra hiicreler %10 FBS ile %]1’lik L-Glutamin ve %1°lik
P/S igeren DMEM F-12 besiyeri igerisinde yeniden siispanse edilerek T-25/T-75’¢
ekildi ve daha sonra 37°C, %5 CO;, %90 nem igeren ortam sartlarinda inkiibe
edildi. Daha sonraki giinlerde ise haftada ii¢ sefer olmak iizere besiyeri degisimi
yapildi. Ug giinliik hiicre kiiltiirii (besiyeri degisimi) sonrasi yiizeye yapismayan
hiicreler uzaklagtirildi. Kiiltirii yapilmaya devam eden insan adipoz mezenkimal
kok hiicreleri, %80 bolluga ulastiginda tripsin islemine tabi tutuldu. Bu asamada
kiltiir kaplarindaki serum igeren vasat uzaklastirildiktan sonra, tripsin enziminin
serum tarafindan aktivitesinin durdurulmasin1 engellemek i¢in kiiltiir kab1 5 mL
steril PBS ile yikandi. Daha sonra her bir T75 kiiltiir kabina 3 mL %0,05 Tripsin-
0,53 mM EDTA ve 12 mL tripsin inhibitorii eklendi ve 5-10 dakika boyunca
inkiibatorde bekletildi.

Hiicrelerin  kiiltiir kabinin yanlarina hafifce vurularak kabin yiizeyinden
uzaklagmalar1 saglandi. Daha sonra ylizeyden uzaklasan hiicreler kiiltiir kabindan

alinarak icerisinde 1 mL serum bulunan tiipe aktarildi ve sonrasinda tripsinin
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inhibisyonu saglanarak 1500 rpm’de 5-7 dakika siire ile santrifiij islemi
gerceklestirildi. Santrifiij sonunda siipernatant kismi uzaklastirildi ve pellet iizerine
bir miktar tam vasat eklenerek pipetleme yontemiyle homojen bir hiicre
stispansiyonu elde edildi. Daha sonra iizerine 7 mL tam vasat konulan hiicre kiiltiir
kaplarina elde edilen hiicre siispansiyonundan 1 mL eklenerek hiicre kiiltiirii
gerceklestirildi. Bir sonraki asamada kiiltlir kaplar1 yeniden 37°C, %5 CO; ve %95
nem oranma ayarlt CO; inkiibatoriine konuldu ve hiicrelerin %80 bolluga
ulasincaya dek kiiltiiriine devam edildi. Islem, ¢alisma igin yeterli sayida hiicre elde

edilinceye kadar siirdiiriildii.

3.25 1insan adipoz dokusu kaynakh mezenkimal kék hiicrelerin
karakterizasyonu

Karakterizasyon c¢aligmalar1 baglaminda ilk olarak invert mikroskobu ile hiicrelerin
morfolojik sekli incelendi. Daha sonra ise insan adipoz dokusu kaynakli
mezenkimal kok hiicrelerin tiglii soya farklilagtirma, akim sitometri ve CFU

analizleri gergeklestirildi.

3251 (insan adipoz dokusu kaynakh mezenkimal kék hiicrelerin
farkhilastirma calismalari

Uygun farkhilastirma ortamlarinda adipoz dokusu kaynaklt mezenkimal kok
hiicrelerin kemik, yag ve kalp hiicresine farklilagabildigini gostermek igin
tohumlanan kok hiicrelerin 8’li kuyucuklara ekimi yapilip, istenilen hiicre
yogunluguna gelmeleri saglandi. Hiicreler istenilen yogunluga ulastiktan sonra
osteojenik farklilasma i¢in besiyeri / vasat olarak diisiik seviyede glikoz iceren
DMEM, besiyeri katkist olarak ise 50 pg/mL askorbik asit, 10 mM B-gliserofosfat
ve 10® M deksametazon kullamldi. Adipojenik farklilagsma icin besiyeri olarak
yiiksek seviyede glikoz igeren DMEM, besiyeri katkisi olarak ise 0,45 mM IBMX,
10" mM deksametazon, 0,1 U/mL insiilin kullanildi. Kardiyojenik farklilasma igin
besiyeri olarak diislik seviyede glikoz iceren DMEM, besiyeri katkis1 olarak ise 50
uL azasitidin kullanildi.
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3.2.5.1.1 Farkhlastirma ¢alismalarmin histokimyasal analizi

Insan adipoz dokusu kokenli MKH’lerin farklilastirilmas: ile elde edilen
adipojenik, osteojenik ve kardiyojenik hiicreler indiiksiyonun belirli giinlerinde
topland1 ve %2,5'luk gluteraldehit ¢ozeltisinde tespit edildi. Tespit edilen hiicre
orneklerinin her biri adipojenik, osteojenik ve kardiyojenik indiiksiyon i¢in sirastyla
Sudan Siyahi, Alizarin Kirmizisi, Von Kossa ve Hematoksilen-Eozin boyalari ile

boyanarak 151k mikroskobu altinda goriintiilendi.
3.2.5.1.1.1 Alizarin kirmmzis1 boyamasi

Osteojenik  farklilasmanin  dogrulanmast ve hiicrelerde kalsiyum olusumunun
gozlemlenmesi i¢in 8 hazneli kiiltiir kaplarinda ¢ogaltilan hiicreler, Alizarin Kirmizisi
ile boyandi. Hiicrelerin, Alizarin kirmizisi ¢ozeltisi ile boyand:1 ve 15 dakika sonra,
distile su uygulamasiyla fazla miktardaki boya uzaklastirildi. iki defa tekrar edilen bu

islem sonras1 hiicreler 151k mikroskobu ile goriintiilendi.
3.2.5.1.1.2 Von kossa boyamasi

Cogaltilan hiicreler, hiicre disi matrislerinde biriken kalsiyumun belirlenmesi
amactyla Von Kossa ile boyandi. Oncelikli olarak parafin kesitleri parafinden
arindirilarak birka¢ kez damitilmig su ile durulandi. Preparatlar, %1 giimiis nitrat
soliisyonuyla 20 dakika boyunca inkiibe edidi. Sonrasinda, preparatlar birkag¢ kez
damitilmis su ile durulandi. Giimiis nitrat soliisyonu %5’lik sodyum tiyosiilfat ile 5
dakika boyunca uzaklastirildi ve sonrasinda distile su ile yikandi. Nikleer fast
kirmizist ile 5 dakika boyunca zit boyama yapilarak son asamada distile suda

durulanan hiicreler 151k mikroskobu ile goriintiilendi.
3.2.5.1.1.3 Sudan siyah1 boyamasi

Adipojenik farklilasmanin dogrulanmas: i¢in 8 hazneli kiiltiir kaplarinda ¢ogaltilan
hiicreler, bazik bir boya olan Sudan Siyahi ile boyandi. Boya 6ncesi soliisyonu ile

muamele edilen hiicrelere Sudan siyahi boyasi eklenerek 8-10 dakika boyunca 60°C’de
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bekletildi. Farklilagma soliisyonu ile muamele sonrasit distile su ile yikamasi
gerceklestirildi. Niikleer fast soliisyonu ile 5 dakikalik boyama sonrasi 2 dakika
boyunca akan musluk suyunda yikandi ve ardindan distile su ile tekrar yikama

gerceklestirildi. Hiicreler boyama sonrasi 151k mikroskobu ile goriintiilendi.

3.2.5.1.1.4 Hematoksilen-eozin boyamasi

1 g kristal hematoksilen tartilarak 10 ml %95°lik etil alkol i¢inde ¢ozdiiriildii.
Sonrasinda potasyum alum, kaynatilmis olan 200 ml’lik distile suyun i¢ine eklendi.
Karisimlar mor renge ulasana dek yavasga karistirilip kaynatildi. Bir sonraki basamakta
0.5 g merkiirik oksit karisima eklendi ve karisimin bulundugu kap sogumaya birakilarak
tizerine birka¢g damla asetik asit ilavesi yapildi. Eozin boyasi i¢inse 20 ml distile suyun
icinde 1 g eozin-y eritildi ve hazirlanan karisima 5Sml asetik asit ile 595°lik etil alkol

ilavesi yapildi. H-E ile boyanan hiicreler sonrasinda 11k mikroskobu ile goriintiilendi.

3.2.5.2 CFU analizi

Insan adipoz dokusu kaynakli mezenkimal kok hiicrelerin belirleyici 6zelliklerinden
olan koloni olusturma potansiyellerini incelemek amaciyla CFU analizi yapild.
Hiicre kiiltiiriiniin 14.ncii gliniinde olan ve %70-80 bolluga ulasan hiicrelerin tripsin
kullanilarak yiizeyden kalkmasi saglandi. Yiizeyden kalkan hiicrelerin 100 ve
10000 adet olacak sekilde 6’lik kiiltiir kuyucuklarma ekimi gergeklestirildi.
Tutunan hiicreler daha sonra %0,5°lik kristal viyole ile 10 dakika boyandi.

3.2.5.3 Akim sitometri analizi

Insan adipoz dokusu kaynakli mezenkimal koék hiicrelerin immiinofenotipik
ozelliklerinin belirlenebilmesi amaciyla yapilan akim sitometri analizinde akan
hiicre dlger teknigi kullanildi. Bu analiz i¢in karma pasajdaki hiicrelerin tripsin ile
kalkmas1 saglandi. Hiicreler tripsinlendikten sonra farkli floresan boyalara bagl
CD29, CD105, CD34, CD31, CD133, CD90, LIN, CD73 ve HLA-DR yiizey
antikorlar1 ile 15 dakika boyunca inkiibe edildi (Cizelge 3.1). Boyama isleminin
bitiminde hiicreler FACSanto II (BD Biosciences, San Jose, CA, ABD) cihazinin
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%?2’lik serum barindiran yikama soliisyonu ile yikandi sonrasinda ise santrifiij

islemine tabi tutuldu ve siipernatantin uzaklagmasi saglandi. Hiicreler tiipiin

igindeki son hacim 200 pl olarak sekilde %0,1 Sodyum azid ve %0,5 BSA iceren

akim tamponu kullanilarak heterojen sekilde karistirildi ve sabitlendi. Son asamada

ise FACSDiva (BD Biosciences, San Jose, CA, ABD) analiz programi ile heterojen

sekilde karigtirilan hiicrelerin taramasi gergeklestirildi.

Cizelge 3.1 Akim sitometride kullanilan antikorlar ve floresan boyalar

Antikorlar Isaretlendigi Floresan Boyalar
CD29 FITC
CD105 PC7
CD34 APC
CD31 PB
CD133 PE
CD90 PC5
LIN A750
CD73 PE
HLA-DR ECD

3.2.6 Ozel kiiltiir yiizeylerinin gelistirilmesi

Karakterizasyon c¢alismalar1 tamamlanan deseliilerize kemik temelli hidrojeller (B,
BHS50 ve BH100) kiiltiir kaplarinin yiizeyine kaplanmadan once sterilizasyon iglemine
tabi tutuldu ve ardindan her bir kiiltiir kab1 (Corning T75 Flask) igerisine 5 mL hacimde
hidrojeller eklenip yiizeyde homojen olarak yayilmasi saglandi. Yiizeyleri B, BH50 ve
BH100 ile kaplanan kiiltiir kaplari, hidrojellerin jellestirilmesi amaci ile yaklasik 30
dakika siire ile 37°C deki inkiibatdre yerlestirildi. Kiiltiir kab1 yiizeyinde jellesmesi
tamamlanan malzemelerin iizerine hiicre ekimi islemine gecildi. insan adipoz dokusu

kaynakli mezenkimal kok hiicreler (kontrol grubu) ve lizerine iIADMKH ekimi yapilan

hidrojel gruplar1 (6zel kiiltiir yilizeyleri) ile toplamda 4 adet deney grubu elde edildi.
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3.2.6.1 Ozel kiiltiir yiizeylerinin analizleri
3.2.6.1.1 SEM analizi

Ozel kiiltiir yiizeylerinin mikroskobik incelenmesi, Zeiss EVO 40 (Almanya) model
SEM cihaz1 ile 100X ve 500X biyiitmelerde ve 20 KV degerinde incelenip

goriintlilendi.

3.2.7 insan adipoz dokusu kaynakh mezenkimal kok hiicrelerin ve 6zel Kiiltiir
yiizeylerinin elektromanyetik alan ve standart inkiibatorde analizleri

Kontrol grubu (iIADMKH) ve 6zel kiiltiir yiizeyi gruplarindan olusan 4 adet deney
grubu bir hafta boyunca giinde 24 saat siireyle yogunlugu 1.3 mT ve frekans1 15 Hz
olan elektromanyetik alana tabi tutuldu. Elektromanyetik alana tabi tutulan deney
gruplart belirlenen giinlerde (3. ve 7. giinlerde) invert mikroskop ile goriintiilendi.
Belirlenen giinlerde gruplardan ayrica ALP, Ca' ve es-zamanli PCR analizi icin

ornekler alindi.

Bir hafta sonra kontrol grubu ve ozel kiiltiir ylizeyi gruplart standart inkiibatore
yerlestirildi. Belirlenen gilinlerde (1., 3. ve 7. giinlerde) ornekler invert mikroskop ile
gorlntiilendi. Belirlenen giinlerde gruplardan ayrica ALP, Ca*? ve es-zamanli PCR

analizi i¢in ornekler alindi.
3.2.7.1 Metabolik analizler
3.2.7.1.1 Kalsiyum analizi

Standart grubundaki ve DFD-EMA grubundaki besiyerlerinden belirlenen zaman
noktalarinda (1., 3., ve 7. giinlerde; 3. ve 7. gilinlerde) alinan 6rneklerin kalsiyum
katyonu miktarini belirlemek igin, QuantiChromTM Calcium Assay Kiti (DICA-500,
Belgika) aaalp nitkullanilarak 612 nm dalga boyunda spektrofotometrik olgiimler
yapildi. Spektrofotometrik Sl¢limlerde SpectraMax M5 model (Molecular Devices,
Sunnyvale, CA, USA) mikro-plaka 6lger kullanildi.
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3.2.7.1.2 Alkalen fosfataz analizi

Standart grubundaki ve DFD-EMA grubundaki besiyerlerinden belirlenen zaman
noktalarinda (1., 3. ve 7. giinlerde; 3. ve 7. giinlerde) alinan 6rneklerin alkalen
fosfataz aktivitesini belirlemek i¢in QuantiChrom Alkaline Phosphatase Assay Kit
(DALP-250, Belgika) kullanilarak 405 nm dalga boyunda spektrofotometrik
Ol¢timler yapildi. Yontemde, p-nitrofenil fosfat kullanilarak ALP tarafindan sari
renkli bir {irtine hidrolize edildi. Enzim aktivitesi ve reaksiyon hiz1 arasinda dogru
orantt bulunmaktadir. Spektrofotometrik Sl¢iimler i¢in SpectraMax M5 model

(Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA) mikro-plaka dlger kullanildi.
p-Nitrofenil foSfat e p-nitrofenol+fosfat

ALP
3.2.7.2 Gen ifadesi analizleri

Diisiik frekansli darbeli elektromanyetik alan ve standart inkiibator igerisinde
kontrol grubu (IADMKH) ve 6zel kiiltiir yiizeylerinden olusan deney gruplarindan
belirlenen giinlerin sonunda toplanan Orneklerin tlizerine RNA yapisinin ve
biitiinliigliniin korunmasini saglayan RNAlater® soliisyonundan 100 pl eklendi ve
hiicre pelletinin nazik bir sekilde pipetlenerek ¢oziilmesi saglandi. Uzerine
RNAlater® soliisyonu eklenen 6rnekler +4°C’de 12-16 saat bekletildikten sonra -
80°C’ye yerlestirildi.

3.2.7.2.1 mRNA izolasyonu

MRNA izolasyonu Trizol soliisyonu kullanilarak gergeklestirildi. Dondurulan
ornekler -80°den cikarildi. Ornekler 2 ml’lik tiiplere aktarilarak iizerlerine Trizol

soliisyonu (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, ABD) eklendi.

Bir sonraki agsamada her bir tiipe Trizol miktarinin 1/5°1 kadar Kloroform (Sigma,

ABD) eklenerek tiipler sert bir sekilde karigtirildi ve birka¢ dakika boyunca
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beklendi. Tiipler, 15.000 rpm’de +4°°C’de 15 dakika boyunca santrifiij islemine tabi
tutuldu.

Santrifiij sonunda olusan berrak faz yeni bir ependorfa aktarildi ve iizerine
baslangigta eklenen Trizol miktarinin yaris1 kadar izopropanol (Isolab, Almanya)

eklenip, pipetaj yapildi. Sonrasinda oda sicakliginda 10 dakika boyunca beklendi.

Bir sonraki asamada tiipler 15.000 rpm’de +4°C'de 15 dakika boyunca santrifiije
tabi tutuldu. Santrifiij bitiminde ependorfun dibindeki pellete dikkat edilerek {ist

kisimdaki siv1 faz uzaklastirildi ve 6rnekler kuruma islemine birakildi.

Kuruyan Orneklerin iizerine baslangicta eklenen Trizol miktar1 kadar %70’lik
Etanol (Isolab, Almanya) eklendi ve 10.000 rpm’de +4°Cde 5 dakika boyunca
santrifiij islemi gerceklestirildi.

Sonraki asamada pelletin iizerinde bulunan sivi fazin steril pipet ile uzaklasmasi
sagland1. Ornekler kurumalari igin agz1 agik halde birakildi ve etanolii uzaklasan
orneklerin tizerine 20 pl PCR suyu eklenerek pelletin pipetaj yapilarak ¢oziilmesi

saglandi.
3.2.7.2.2 mRNA miktar1 ve safligimin belirlenmesi

mRNA oOrneklerinin miktar1 ve safligi Thermo Scientific™ NanoDrop™ One
Microvolume UV-Vis Spectrophotometer (ABD) ile o6lgiilerek kontrol edildi.
mRNA 6rneklerinin A260/A280 oraninin 1.8-2.2 araliginda olmasi, 6rneklerin saf

oldugunu gostermektedir.
3.2.7.2.3 Agaroz jel elektroforezi

Izolasyonu gergeklestirilen mRNA 6rneklerinin yapisal biitiinliigii ve kalitesi,

%2’lik yogunluga sahip olan agaroz jel elektroforezi ile kontrol edildi.
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Ik olarak 1X 100 ml TBE soliisyonuna 2 gram agaroz eklenerek ¢dziindii. Daha
sonra 5 pl etidyum bromiir eklendi ve iyice karismasi saglandi. Ornek-boya
karisimi icin mRNA o6rneklerinden 1 pl, yiikleme boyasindan 5 pl alindi ve %2’lik

agaroz jele yiiklenerek 70 Voltta 2 saat boyunca yiiriitiildiikten sonra goriintiilendi.

3.2.7.2.4 cDNA sentezi

Transcriptor First Strand cDNA sentez kiti kullanilarak mRNA 6rneklerinden
cDNA sentezi gerceklestirildi. Sentez i¢in uygulanan protokol asagida detayli bir

bicimde agiklanmustir.

Donmus reaktiflerin her biri cDNA sentezine baslamadan once ¢oziiliir. Coziilmiis
olan reaktifler kisa bir siire boyunca santrifiij edilir. Reaksiyonlari hazirlama

esnasinda biitiin reaktifler buzda tutulur.

Kalip-primer karisimi niikleaz icermeyen, steril ve ince duvarli bir PCR tiipline

hazirlanir. PCR tiipii karisim1 hazirlama esnasinda buza konulur.

Toplamda 20 ul’lik bir ¢cDNA reaksiyonu i¢in eklenen reaktifler ve miktarlar
cizelge 3.2°de gosterilmistir.

Cizelge 3.2 cDNA Sentezinde Kalip-Primer Karisimi (1 reaksiyon igin)

Reaktif Hacim Final Konsantrasyonu
Total RNA veya poli (A)+ mRNA Degisken 1 pg total RNA veya 10 ng
poli (A)+mRNA
Anchored-oligo(dT)18 Primer, 50 pmol/ul 1ulL 2.5 uM
Veya Random Hexamer Primer, 600 2 ulL 60 uM
pmol/ul
veya sequence-specific Primer Degisken 0.5-2.5 uM
Su Degisken Toplam hacme bagl
Total Hacim 13l
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Kalip-primer karisimmin 65°C’de 10 dakika boyunca kapak isitilmig bir halde
termal dongii cihazinda (BioRad Thermal Cycler T100, ABD) denatiirasyon islemi
gergeklestirilir. Bu sayede RNA ikincil yapilar1 denatiire hale getirilir. 10 dakikanin

bitiminde reaksiyon tiipii buza konulur ve reaksiyon durdurulur.

Kalip-primer karisimina diger reaktifler eklenir ve master mix hazirlanir. Master

mix’e eklenen reaktifler Cizelge 3.3’te gosterilmistir.

Cizelge 3.3 Master Mix Reaktifleri ve Miktarlar1

Reaktif Hacim Final Konsantrasyonu

Transkriptor Ters Transkriptaz Reaksiyon 4 pL 1x (8 mM MgCly)

Tamponu, 5x kons.

Koruyucu RNaz Inhibitérii, 40 U/pl 0,5 uL 20U
Deoksiniikleotit Karisimi, 10 mM 2 uL 1 mM
Transkriptor Ters Transkriptaz, 20 U/ul 0,5 uL 10U
Son Hacim 20 uL.

Tiipteki reaktifler dikkatli bir sekilde karistirilir ve yeniden termal dongii cihazina
yerlestirilir. Reaktiflerin 10 ila 30 dakika boyunca, 45-55°C’de inkiibasyonu

saglanir.

Bir sonraki asamada Transkriptor Ters Transkriptaz enzimi 85°C’de, 5 dakika

boyunca isitilarak inaktif hale getirilir. Tiip buza konulur ve reaksiyon durdurulur.

Elde edilen cDNA 6rnekleri daha sonra es-zamanli PCR analizi i¢in kullanildi. Son
reaksiyon hacmi 20-50 pl olan es-zamanli PCR reaksiyonu i¢in 1-5 pul ¢cDNA

ornegi kullanildi.

3.2.7.2.5 Kantitatif es-zamanh polimeraz zincir reaksiyonu analizi

cDNA orneklerinden kantitatif es-zamanli polimeraz zincir reaksiyonu LightCycler®

480 Probes Master protokoliine gore uygulanda.
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Soliisyonlar kullanilmadan once mikrosantrifiijde kisa bir siire boyunca karigtirilir.
Karstirilan soliisyonlar buzun iizerinde yavasga pipetlenir. Bir sonraki agsamada PCR

primerlerini ve hidroliz probunu igeren 10X konsantrasyonlu bir soliisyon hazirlanir.

20 ul’lik bir es-zamanli PCR reaksiyonu i¢in PCR karisimina eklenen bilesenler ve

miktarlar1 Cizelge 3.4’te gosterildi. PCR karisimi, buzun {izerinde hazirlanir.

Cizelge 3.4 PCR Karisimina Eklenen Bilesenler ve Miktarlari

Bilesen Hacmi

dH,0 3uL

Primer-prob karisimi, 10X kons. 2 uL

LightCycler® 480 Probes Master, 2X 10 uL
kons.

Son Hacim 15 ul

Hazirlanan PCR karisimi kontrollii bir sekilde pipetlenirken, bu asamada PCR

karigiminin vortekslenmemesine 6zen gosterilmelidir.

Karigim hazirlandiktan sonra LightCycler® 480 Cok Kuyulu Plakanin her bir kuyusuna
toplamda 15 pL olacak sekilde PCR karigimi eklendi. Daha sonra her bir kuyuya 5 pl
cDNA 6rnegi eklendi. En son asamada optik yapigkan film ile plakanin iistii kapatildi.

Cok Kuyulu Plaka LightCycler® 96 Real-Time PCR System (Roche, ABD) cihazina
yerlestirildi ve uygun kosullarda reaksiyon baslatildi. Es-zamanli PCR reaksiyonu i¢in
kullanilan dongii kosullar1 Cizelge 3.5.°te gosterildi. Reaksiyondaki dongii kosullar
modifiye edilerek kullanildi.
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Cizelge 3.5 Eg-zamanli PCR’da Kullanilan Dongii Kosullar1

Program Adi Dongii Sayis1 Sicakhik Zaman
Inkiibasyon 6ncesi 1 95°C 10 dakika
Amplifikasyon 45 95°C 10 saniye
60°C 30 saniye
2°C 1 saniye
Sogutma 1 40°C 30 saniye

Es-zamanli PCR reaksiyonu sonlandiktan sonra elde edilen sonuglarin, “LightCycler®
96 RealTime PCR System” cihazinda bulunan yazilim programlari ile analizi

gerceklestirildi.

3.3 istatistiksel Analizler

Tim deneyler ti¢ tekrarli olarak gergeklestirildi ve deneylerin sonucunda elde edilen
degerlerin ortalamalar1 ve standart sapmalar1 hesaplanip bulgular kisminda gdsterildi.
Sonuglarin anlamlilig: i¢in *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001, ve ****p < 0.0001
degerleri kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1 Deseliilerize Kemik Temelli Hidrojellerin Karakterizasyon Bulgular:

4.1.1 SEM analizi bulgular

Deseliilerize kemik temelli ve igerisine belirli oranlarda hidroksiapatit katilmig
deseliilerize kemik temelli B, BH50 ve BH100 hidrojel gruplarinin morfolojilerinin
incelenmesi igin yaklasik olarak 5 nm altin tabakasiyla kaplama yapilip SEM analizi

gerceklestirilmistir. Elde edilen SEM goriintiileri Sekil 4.1 ve 4.2°de sunulmustur.

Elde edilen SEM goriintiilerinde hidroksiapatit icermeyen grupta gézenekli bir substrat
yiizeyi gozlenirken, i¢ine belirli oranlarda hidroksiapatit eklenen gruplarda piiriizlii ve
daha az gdzenekli bir substrat ylizeyi gozlemlenmistir. Hidroksiapatit partikiillerinin

kiire seklinde bir yapiya sahip oldugu ve kiimeler halinde dagildig1 gézlemlenmistir.

100 im WD =110mm EHT=20.00 kY Mag= 100X

Sekil 4.1 100X biiyiitmede deseliilerize kemik temelli (a) B, (b) BH50 ve (¢) BH100
gruplarinin SEM goriintiileri
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100 pm WD =126 mm EHT = 20.00 kV Mag= 100X

—

% y ELTRATERY T

100 pm WD =120 mm EHT = 20,00 kV Mag= 100X
fromm—

Sekil 4.1 100X biiylitmede deseliilerize kemik temelli (a) B, (b) BH50 ve (c) BH100
gruplarinin SEM goriintiileri (devam)
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WD =10.0 mm EHT =20.00 kV Mag= 500 X

WD =11.0 mm EHT = 20.00 kV Mag= 500 X

Sekil 4.2 500X biiyiitmede deseliilerize kemik temelli (a) B, (b) BH50 ve (¢) BH100
gruplarinin SEM goriintiileri
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WD =11.0 mm EHT = 20.00 kV Mag= 500X

Sekil 4.2 500X biiyiitmede deseliilerize kemik temelli (a) B, (b) BH50 ve (c) BH100
gruplarinin SEM goriintiileri (devam)

4.1.2 FTIR analizi bulgular:

Deseliilerize kemik temelli hidrojellerin yapisindaki fonksiyonel gruplarin incelenmesi
icin FTIR analizleri gergeklestirilmistir. Yapidaki bilesenlerin dalga boyuna karsilik
yiizde (%) gecirgenlik pikleri incelenerek teyit edilmistir ve literatiir ile karsilastirilmasi

yapilmistir. Elde edilen sonuglar sekil 4.3°te gosterilmistir.

Deseliilerize kemik matriksinin FTIR analizinde 1238 cm™ bandinda Amid Il
gerilmesi, 1545 cm™ bandinda Amid 11 ve 1660 cm™ bandinda Amid | gerilmesi tespit
edilmistir (Parmaksiz vd. 2021). 2930 cm™ bandinda ise CH, asimetrik gerilmesi
gozlemlenmistir. Hidroksiapatit katkili hidrojel gruplarinda ise 604, 963, 1051 ve 1111
cm™ bantlarinda PO,* pikleri algilanmustir (Cengiz vd. 2008).
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Sekil 4.3 Deseliilerize kemik temelli B, BH50 ve BH100 gruplarimin FTIR spektrumlari
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4.2 insan Adipoz Dokusu Kaynaklh Mezenkimal Kok Hiicrelerin Karakterizasyon
Bulgular:

Ticari olarak temin edilen insan adipoz dokusu kaynakli mezenkimal kok hiicrelerin
temel mezenkimal kok hiicre 6zelliklerini tasidiklarinin belirlenebilmesi amactyla iiglii

soya farklilasma, akim sitometri ve CFU analizleri yapildi.

Standart hiicre kiiltiirii kosullarinda kiiltiirii yapilan insan adipoz doku tiirevli
mezenkimal kok hiicrelerin morfolojisi invert mikroskobu ile incelendi. Kiiltiirli yapilan
hiicrelerin kiiltiir kabinin tabanina yapistiklari, fibroblastik hiicre morfolojisine sahip

olduklar1 ve 7 ila 10 giin icerisinde ¢ogalmaya basladiklar: goriildii (Sekil 4.4).

Sekil 4.4 Kiiltiirii yapilan ve gogaltilan insan adipoz dokusu kaynakli mezenkimal kok
hiicrelerin invert mikroskop goriintiisii
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4.2.1 insan adipoz dokusu kaynakh mezenkimal kok hiicrelerin iiclii soya
farkhlastirilmasi bulgular:

Kiiltiirii yapilan insan adipoz dokusu kaynakli mezenkimal kdk hiicrelerin adipojenik,
osteojenik ve kardiyojenik farklilasma potansiyelleri in vitro kosullarda incelendi.
Hiicrelerin 7-31 giinliik farklilasma ortaminda kiiltiire edilmeleri sonrasinda adipojenik,

osteojenik ve kardiyojenik hiicrelere farklilastiklar1 gorildii.

4.2.1.1 Uglii soy farkhlasmasimin histokimyasal bulgulari

Uclii soya farklilagtirilan insan ADMKH’leri indiiksiyonlarin belirli giinlerinde
toplandi. Toplanan hiicre orneklerinin in vitro kosullarda adipojenik, osteojenik ve
kardiyojenik farklilasma potansiyellerini incelemek igin Sudan Siyahi, Alizarin
Kirmizisi, Von Kossa ve Hematoksilen-Eozin boyamalar1i yapildi ve 1s1k
mikroskobunda goriintiilendi (Sekil 4.5).

.“
- @

N
- |

Sekil 4.5 Insan adipoz doku kaynakli mezenkimal k&k hiicrelerin sirasiyla (a)
adipojenik, (b,c) osteojenik ve (d) kardiyojenik farklilagtirilmasinin invert
mikroskop goriintiileri
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100 pm

Sekil 4.5 Insan adipoz doku kaynakli mezenkimal kok hiicrelerin sirasiyla (a)
adipojenik, (b,c) osteojenik ve (d) kardiyojenik farklilastiriimasinin invert
mikroskop goriintiileri (devam)
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Sekil 4.5 Insan adipoz doku kaynakli mezenkimal kok hiicrelerin sirasiyla (a)
adipojenik, (b,c) osteojenik ve (d) kardiyojenik farklilagtirilmasinin invert
mikroskop goriintiileri (devam)

4.2.2 insan adipoz dokusu kaynakh mezenkimal kék hiicrelerin akim sitometri
analizi bulgulari

Karma pasajdaki insan adipoz dokusu kaynakli mezenkimal kok hiicrelerin akim
sitometri analizi sonucunda, hiicrelerin adipoz kaynakli kok hiicre olma kriterlerinde
belirtilen yiizey molekiil belirteglerinden olan CD29, CD105, CD133, CD90 ve CD73
yiizey antijenlerini pozitif yonde eksprese ettigi; CD34, CD31, LIN ve HLA-DR ylizey
antijenlerini ise negatif yonde eksprese ettigi belirlendi. Bu hiicrelerin akim sitometri

analiz bulgulari ¢gizelge 4.1°de gosterildi.
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Cizelge 4.1 Insan adipoz dokusu kaynakli mezenkimal kok hiicrelerin akim sitometri

sonugclari
YUZEY BELIRTECLERI %ORAN POZITIF/NEGATIF

CD29 %98,38 POZITIF
CD105 %98,31 POZITIF
CD133 %94,51 POZITIF
CD90 %98,38 POZITIF
CD73 %98,38 POZITIF
CD34 %0,04 NEGATIF
CD31 %0,00 NEGATIF
LIN %0,08 NEGATIF
HLA-DR %0,00 NEGATIF

4.2.3 insan adipoz dokusu kaynakl mezenkimal kok hiicrelerin CFU analizi
bulgular

Insan adipoz dokusu kaynakli mezenkimal kok hiicrelerin koloni olusturma yetenekleri
CFU analizi ile incelendi. Kiiltiir kabina 100 ve 10000 hiicre olacak sekilde ekimi
yapilan iADMKH’lerin, 21 giin sonra CFU analizi sonucunda koloni olusturma

yetenegine sahip olduklar1 goriildii (Sekil 4.6).
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Sekil 4.6 Insan adipoz dokusu kaynakli mezenkimal kok hiicrelerin 21 giinliik kiiltiirde
CFU goriintiileri. (a) 100 hiicre/cm? ve (b) 10000 hiicre/cm? ekim yogunlugu

4.3 Ozel Kiiltiir Yiizeyi Analizlerinin Bulgular
4.3.1 SEM analizi bulgular:

Uzerine iADMKH ekimi yapilan 6zel Kkiiltiir yiizeyi gruplarmin morfolojilerinin
incelenmesi icin SEM analizi ger¢eklestirilmistir. Elde edilen SEM goriintiileri sekil 4.7

ve 4.8’de sunulmustur.

Elde edilen SEM goriintiilerinde, gruplardaki hiicrelerin fibroblastik bir yap1 olusturarak
yiizeye tutundugu ve hidrojeldeki gézenekli kismi doldurdugu gézlemlenmistir.
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100 pm WD = 10.5 mm EHT = 20.00 kV Mag= 100X

100 pm WD = 11.0 mm EHT = 20,00 kV Mag= 100 X
—

Sekil 4.7 100X biiyiitmede iizerine insan adipoz dokusu kaynakli mezenkimal kok hiicre
ekimi yapilan deseliilerize kemik temelli (a) B, (b) BH50 ve (c) BH100
gruplarinin SEM goriintiileri
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100 pm WD =13.0 mm EHT = 20.00 kV Mag= 100X
—

Sekil 4.7 100X biiyilitmede iizerine insan adipoz dokusu kaynakli mezenkimal kdk hiicre
ekimi yapilan deseliilerize kemik temelli (a) B, (b) BH50 ve (c) BH100
gruplarinin SEM goriintiileri (devam)

=SS

Mag= 600X

WD =106 mm EHT = 20,00 kV

kil 4.8 500X biiyiitmede iizerine insan adipoz dokusu kaynakli mezenkimal kok hiicre
ekimi yapilan deseliilerize kemik temelli (a) B, (b) BH50 ve (c) BH100
gruplarinin SEM goriintiileri
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WD =106 mm EHT = 20,00 kV
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WD =125 mm EHT = 20,00 kV

Sekil 4.8 500X biiyilitmede iizerine insan adipoz dokusu kaynakli mezenkimal kok hiicre
ekimi yapilan deseliilerize kemik temelli (a) B, (b) BH50 ve (c) BH100
gruplarinin SEM goriintiileri (devam)
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4.4 insan Adipoz Dokusu Kaynakl Mezenkimal Kok hiicrelerin ve Ozel Kiiltiir
Yiizeylerinin Elektromanyetik Alan ve Standart Inkiibatorde Analiz Bulgular:

Bir hafta boyunca elektromanyetik alanda ve standart inkiibatérde bekletilen
1ADMKH’ler (kontrol grubu) ve ozel kiiltiir yiizeyi gruplarindan belirli gilinlerde

toplanan 6rnekler invert mikroskobu ile goriintiilenmistir. Elde edilen goriintiiler sekil

4.9 ve sekil 4.10’da sunulmustur.
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Sekil 4.9 Standart inkiibatordeki iIADMKH ve 6zel kiiltiir yiizeylerinin belirlenen
giinlerde ¢ekilen invert mikroskop biiylitmeleri
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Sekil 4.10 DFD-EMA’daki iADMKH ve 6zel kiiltiir yilizeylerinin belirlenen giinlerde
¢ekilen invert mikroskop biiyiitmeleri
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4.4.1 Metabolik analiz bulgular:

4.4.1.1 Kalsiyum analizi bulgular:

Deney Kkitinin igeriginde bulunan kalsiyum standardi ve ¢alisma ¢ozeltileri kullanilarak
612 nm dalga boyunda spektrofotometrik 6l¢timler yapildi ve bir kalibrasyon egrisi elde

edildi. Olgiimlerin sonucunda elde edilen kalsiyum degerleri Sekil 4.11°de verilmistir.

e

5007 B Konwol BN snso = —
450 [ =3 sHI00 udald _I_
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400 *
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350 - R kted
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-
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200+
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Bagil kalsiyum miktar (%)

50 4

EMA (-) EMA (-)

1giin 3.giin 7_giin

Sekil 4.11 Standart ve DFD-EMA grubu in vitro érneklerinin Ca?* degerleri (*p < 0.05,
**p < 0.01, ****p < 0.0001, ns: anlaml1 fark yok)

4.4.1.2 Alkalen fosfataz analizi bulgular:

Alkalen fosfataz analizinde tartrazin standarti kullanmilarak kiltirin 1., 3. ve 7.
giinlerinde alinan 6rneklerin 0. ve 4. dakikalarda 405 nm’de 6l¢timleri alind1 (ODgrneko
ve ODgrneka)- Aktivitenin olglimiinde asagida verilen hesaplama formiilii kullanildi.

Elde edilen alkalen fosfataz analiz sonuglar1 Sekil 4.12°de verilmistir.
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ALP aktivitesi = OD 0Ornek(t4)- OD o6rnek (t0) x Reaksiyon hacmi x 35,3
OD kalibratér — OD su x 6rnek hacmi x t4
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Sekil 4.12 Standart ve DFD-EMA grubu in vitro 6rneklerinin ALP degerleri (*p < 0.05,
**p < 0.01, ****p < 0.0001, ns: anlamh fark yok)

4.4.2 Gen ifadesi analizi bulgular:

Standart inkiibator ve DFD-EMA grubundaki deney gruplarindan izole edilen mRNA
orneklerinin “Transcriptor First Strand” kiti kullanilarak cDNA sentezi gergeklestirildi.
Eldesi gerceklestirilen cDNA’lar es-zamanli polimeraz zincir reaksiyonunda kullanildi.
Bir sonraki asamada 96 kuyulu plakada ve Roche Light Cycler 480 cihazinda
profillendirilen matriks metalloproteinaz genlerinin ifade seviyesi belirlendi. Standart
inkiibator ve diislik frekansli darbeli elektromanyetik alana tabi tutulan gruplarin belirli

zaman noktalarindaki RT-PCR sonuglar1 sekil 4.13, 4.14, 4.15 ve 4.16’da gosterildi.
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Sekil 4.13 Deney gruplarinin 1. ve 3. giinde standart (STD) inkiibator etkisinde MMP-2
ifadesi

Standart 1.gln Standart 3.gln

154

107 T .L

il

Kat Degisimi (TIMP1)
(4]
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Sekil 4.14 Deney gruplariin 1. ve 3. giinde standart (STD) inkiibator etkisinde TIMP-1
ifadesi
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Sekil 4.15 Deney gruplarinin 3. giinde DFD-EMA etkisinde MMP-2 ifadesi

EMA 3_giimn

20

Kat Degisimi (TIMP1)

K B BH30 BHLOD

Sekil 4.16 Deney gruplarinin 3.giinde DFD-EMA etkisinde TIMP-1 ifadesi
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5. TARTISMA VE SONUC

Bu calisma kapsaminda igine belirli oranlarda hidroksiapatit katilan deseliilerize kemik
temelli bir hidrojel olusturulup, elde edilen hidrojelin iizerine insan adipoz dokusu
kaynakli mezenkimal kok hiicre ekimi yapilarak 6zel kiiltiir yiizeyleri elde edilmistir.
Elde edilen 6zel kiiltiir yiizeylerinin, matriks metalloproteinaz enzimi aktivitesine olan
etkisinin incelenmesine yonelik olarak es-zamanli PCR’da gen ifadesi analizleri

gerceklestirilmistir.

Olusturulan deseliilerize kemik temelli hidrojellerin SEM analizi gergeklestirilerek
karakterizasyonu yapilmistir. SEM analizinin bulgularinda iginde HA olmayan hidrojel
grubunda substrat yiizeyi gozenekli bir yapida gozlenirken, gruplara belirli oranlarda
HA eklenmesiyle substrat yiizeyinin daha az gozenekli bir hale geldigi, HA
partikiillerinin ise kiimeler halinde yayilip, kiire bi¢cimli bir yapida oldugu
gozlemlenmistir. Deseliilerize kemik temelli hidrojel ve igine belirli oranlarda HA
eklenen hidrojel grubunun karakterizasyonu i¢in FTIR analizi de gergeklestirilmistir.
HA igermeyen gruptan farkli olarak, HA’l1 hidrojellerde HA’ya spesifik olan PO,*

bantlar1 gézlemlenmistir.

Deseliilerize kemik temelli hidrojel olusturulmasindan sonra, ticari olarak temin edilen
ve ¢ogaltilan insan adipoz dokusu kaynakli mezenkimal kok hiicreler standart
yontemlerle ¢oziliip kiiltiire alinmistir. Hiicreler, %80 yogunluga ulastig1 zaman tripsin
islemine tabi tutulmustur. Tripsin islemi sonrast kiiltiir kaplarma yeniden ekilen
hiicrelerin {i¢lii soya farklilasma, CFU olusumu ve akim sitometri analizi olmak {izere

karakterizasyon ¢aligmalar1 gerceklestirilmistir.

Bu asamalardan sonra, bir adet insan adipoz kaynakli mezenkimal kok hiicre grubu
(kontrol grubu) ve iizerine mezenkimal kok hiicre ekimi gerceklestirilen ii¢ adet
deseliilerize kemik temelli hidrojel grubu (6zel kiiltiir yiizeyleri) ile dort adet deney

grubu elde edilmistir.
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Ozel Kkiiltiir yiizeylerinin karakterizasyon c¢alismalari baglaminda, SEM analizi
gerceklestirilmistir. SEM analizi goriintiilerinde ig¢inde hidroksiapatit bulundurmayan
hiicreli grupta, i¢inde hidroksiapatit bulunduran hiicreli gruba gore daha fazla bosluga
sahip bir substrat yiizeyi gozlenmistir. Hiicreli grupta ayrica hiicrenin ylizeye tutunarak
ag seklinde bir yapi1 olusturdugu gozlemlenmistir. Hidroksiapatit eklenen hiicreli
gruplarda ise hidroksiapatit partikiillerinin kiimeler halinde dagilip, kiire seklinde bir

yapiya sahip oldugu goriilmistiir.

Kontrol grubu ve 6zel kiiltiir yiizeyleri bir hafta boyunca giinde 24 saat siire ile 1.3 mT
yogunluga ve 15 Hz frekansa sahip bir diisiikk frekansli darbeli elektromanyetik alan
sistemi i¢ine yerlestirilmistir. Bir hafta sonra ayn1 deney gruplar1 standart inkiibator
icerisine yerlestirilmistir. Belirli giinlerde c¢ekilen invert mikroskop goriintiilerinde
DFD-EMA’ya tabi tutulan deney gruplarindaki hiicrelerin, standart inkiibatordeki
gruplara oranla proliferasyon seviyesinin arttigi gozlemlenmistir. Literatiirde kemik
olusumunu (osteogenez) indiiklemek i¢in kullanilan DFD-EMA sinyalinin genlik ve
frekansinin sirasiyla 0.1 ila 3 mT ve 7.5 ila 75 Hz arasinda degismekte oldugu ve bunun
aynt zamanda DFD-EMA konfigiirasyonlarina, cihazlarina, yonteme, uygulama ve
maruz kalma siiresine bagl olarak degisen sonuclara sahip oldugu gosterilmektedir
(Poh vd. 2018). Elde ettigimiz sonuglarda 6zel kiiltiir ylizeyi gruplarindaki hiicrelerin
DFD-EMA’da yiizeye iyice tutunup gomiildiigii goriilmiistiir.

Mezenkimal kok hiicrelerin osteojenik farklilagsmasi hiicre c¢ogalmasi, matriks
olgunlagmasi ve matriks mineralizasyonu olmak iizere ii¢ kistmdan olusur (Huang vd.
2007). Alkalen fosfataz ise kemik olusumu ve farklilasmasinin baglamasini belirlemek
icin kullanilan bir enzimdir ve kemik mineralizasyonunun ana diizenleyicisidir (Luo vd.
2012, Szulc vd 2021). Osteoblast farklilagmasinin erken bir belirteci olarak kabul edilen
ALP osteoblast aktivitesinin bir yan iriinii oldugundan, enzimin artan seviyesi aktif
kemik olusumunu ifade eder (Lee vd. 2017). Elde ettigimiz sonuglarda standart
inkiibator ortaminda 1. giinden itibaren B, BH50 ve BH100 gruplarinda bir artis
gozlemlenmistir. Elektromanyetik alan etkisi altindaki deney gruplarinda ise 3. giinden

itibaren erken farklilasma sonrasi 6zellikle hidroksiapatit katkili gruplarda (BHS50,
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BH100) bir artis gézlemlenmistir. Prakash ve Behari (2009) yaptiklari ¢alismada darbeli
elektromanyetik alan etkisi altinda ve HA igeren grubun kontrol grubuna kiyasla yiiksek
ALP aktivitesi gosterdigini bulmuslardir. Esposito vd. (2012) yaptiklar1 c¢alismada
darbeli elektromanyetik alan etkisindeki KIMKH’lerin kontrol grubuna kiyasla ilk 48

saatte ALP aktivitesinin yiikseldigini gézlemlemislerdir.

Temel bir sinyal habercisi olan kalsiyum (Ca®"), hiicre biiyiimesinden farklilasmaya ve
hiicre 6liimiine kadar ¢esitli hiicresel fonksiyonlar1 modiile eder (Viti vd. 2016). Normal
biiyiime, gelisme ve kemik giicii i¢in gerekli olan kalsiyum iskelet mineralizasyonunda
onemli bir rol oynamakla birlikte kemigi, iskeletin saglamligin1 ve yapisin1 koruyarak
hiicre i¢i ve hiicre dis1 kalsiyum havuzunun dengesini saglamak adina metabolik bir
depo haline getirir. Kanda, hiicre dis1 sivilarda, kaslarda ve diger dokularda da bulunan
kalsiyum, kemikteki iglevleriyle beraber hiicre i¢i ve hiicre disi sinyallesme, kas
kasilmasi, damar kasilmasi, gevsemesi ve sinir uyari iletimine aracilik etmekten de
sorumludur (Vannucci vd. 2018). Elde ettigimiz sonuglarda standart inkiibator
ortamindaki Ca®" aktivitesinde deseliilerize kemik matriksi ve hidroksiapatit eklenen
gruplarda (B, BH50 ve BH100) ozellikle 3.giinden itibaren farklilasma
gerceklesmesinden sonra kalsiyum aktivitesinde artisla birlikte kalsiyum depolanmaya
baglandigr gozlemlenmisti. EMA ortaminda ise elektromanyetik alanin etkisiyle
3.giinden itibaren ozellikle hidroksiapatit katkili gruplarda (BH50, BH100) kalsiyum
aktivitesinde artis ve kalsiyum depolanmaya baslandigi gézlemlenmistir. Lin ve Lu
(2010) yaptiklart g¢alismada DFD-EMA sistemi, osteoblast hiicreleri ve kitosan
iskeleleri kullanarak yaptiklar1 ¢alismada DFD-EMA’ya tabi tutulan ve iskele iizerine
tohumlanan grubun kontrol grubuna gore kalsiyum miktarinda %74’lik bir artis
gozlemlemislerdir. Arjmand vd. (2017) yaptiklar1 ¢aligmada kemik doku
miithendisliginde kullanilan bir biyomalzeme olan polikaprolakton ylizeyine
tohumlanmis ve DFD-EMA’ya tabi tutulmus ADMKH’lerin kalsiyum aktivitesinin

zamana bagli olarak (7. giin, 14.gilin ve 21. giin) arttigin1 géstermislerdir.

Adipoz ve kemik dokuda gorev alan matriks metalloproteinazlarla ilgili yapilan gen

ifadesi ¢alismalar ¢esitli literatiirlerde ele alinmistir. MMP-1, 2, 3, 13, 14, TIMP-1 ve
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TIMP-3 adipoz dokuda ifade gosteren genlerdir (Berg vd. 2019, Chavey vd. 2003).
Bununla birlikte yine bir¢ok literatiir ¢alismasinda ¢esitli MMP’lerin iskelet sisteminde
kemik doku gelisiminde, kemik doku yeniden sekillenmesinde gorev aldigi
bilinmektedir. MMP-2, kemigin mineral yogunlugunu ve giiciinii koruyan bir enzimdir.
Nakavt fare modellerinde MMP-2 eksikliginin tibia ve femur uzunlugunu kisalttig
gbzlemlenmistir ve MMP-2 yoklugu, osteoblast azalmasina da sebebiyet verir (HPH,
2016). Elde ettigimiz sonuglarda 1.glinde standart inkiibator ortaminda, adipoz ve kemik
dokuda ifade edildigi bilinen MMP-2’nin K, B, BH50 ve BH100 gruplarinda ifadesinin
artigr gozlemlenmisgtir. MMP-2’yi inhibe etme oOzelligi olan TIMP-1 ise MMP-2
ifadesine gore daha diisiik seviyelerde ifade gostermistir. Standart inkiibatér ortaminda
3. giinde ise ozellikle B, BH50 ve BH100 gruplarinda MMP-2 ifadesinde bir artis,
TIMP-1 grubunda ise yine artan ancak MMP-2’ye gore daha diisiik ifade seviyeleri

gozlenmistir.

Kemik dokuda bulunan matriks metalloproteinazlarin gen ifadesi elektromanyetik alan
uygulamasi gibi mekanik uyaranlarla artabilmektedir. Jansen vd. (2010) yaptiklar
caligmada diisiik frekansli-darbeli elektromanyetik alanin, kemik dokuda ifadesi
gbzlenen matriks metalloproteinazlarin gen ifadelerinin yukar1 yonde regiile edildigini
gostermiglerdir. Elde ettigimiz sonuclarda, normal iskelet gelisimi sirasinda kemik
hiicrelerinde en bol miktarda ifade edilen enzim olan MMP-2’nin DFD-EMA
uygulamasi sonucu biitiin gruplarda 6zellikle de hidroksiapatit katkilit BH50 ve BH100
gruplarinda ifadesinin arttig1 goriilmistir. TIMP-1 grubunda ise yine artan ancak MMP-
2’ye gore daha diisiik ifade seviyeleri gozlenmistir. Matriks metalloproteinazlarin
inhibitérii olmanin yani sira TIMP’ler, normal kemik gelisimi esnasinda da ifade
edilirler (HPH, 2016). Sollazzo vd. (2010) yaptiklar1 bir ¢alismada DF-EMA’nin MG-
63 (osteoblast-benzeri) hiicrelerinde TIMP-1 ifadesini arttirdigini gézlemlemislerdir.
TIMP-1'in normal gelisen kemikte yaygin ifadesi, onun MMP aktivitesini kontrol
etmede bir rol oynar ve dolayisiyla gelisen insan kemiginde kemik modelleme ve

yeniden sekillenmenin diizenlenmesine katkida bulunur (Bord vd. 1999).
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Kemik olusumu mezenkimal kok hiicrelerden progenitdr hiicrelerin osteoblastlara
farklilagsmasint ve osteoblastlar tarafindan kemik matriksinin salgilanmasini ve
mineralizasyonunu igeren, birka¢ asamali bir siiregtir (Poh vd. 2018). Yapilan
caligmalarda kemik dokuda ve iskelet gelisiminde yer alan matriks
metalloproteinazlarin ve diisiik frekansl darbeli elektromanyetik alanin kemik olusumu,
kemik yeniden sekillenmesi ve onarimi iizerinde major boyutta etkilere sahip oldugu

tespit edilmistir.

Mekanik uyaranlar, biiylime faktorleri, kemik olusumunda gorev alan proteinler ve
enzimler, kemik doku miihendisliginde kullanilan biyoaktif, biyo¢dziniir ve
biyouyumlu dogal ve yapay yapi iskeleleri, iskelet olusumunda ve kemik yeniden
sekillenmesinde goérev alan matriks metalloproteinazlar ve/veya bu etmenlerin
kombinasyonu, mezenkimal kok hiicreleri osteojenik soya dogru farklilasmaya itmekle
beraber, onlar1 kemik doku miihendisligi ve yenileyici tip i¢in oldukc¢a biiyiik bir aday

haline getirmektedir.
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