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OZET

Yag Dokudan Elde Edilen Mezensimal K&k Hiicrelerin Elektrospinlenmis
Biyomalzeme veya Ug Boyutlu Matriks Uzerinde Kiiltiirii ve Karakterizasyonu

IMRAK, Kadriye Gizem
Kirikkale Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyomiihendislik Anabilim Dali, Yiiksek Lisans tezi
Danisman: Prof. Dr. Siyami KARAHAN
AGUSTOS 2018, 76 sayfa

Mezensimal kok hiicre (MKH)'ler ¢ogalma, farklilasma ve kendini yenileyebilme
ozellikleri ile embriyonik donemde gelisimde 6nemli bir rol oynamakla birlikte
eriskin donemde de dokularda yenilenmeyi saglar. MKH'ler bir¢ok farkli dokudan
elde edilebilmektedir. Bu ¢alismada mezensimal kok hiicreler tavsanin yag
dokusundan elde edilmistir. Calismada elektroegirme yontemi ile elde edilmis
PHEMA (Poli(2-Hidroksietil metakrilat)) nanofiber tizerine mezensimal kok hiicreler
ekilmis ve kiiltlir edilmistir. Calismanin amaci, bu hiicrelerin nanofiber tizerinde
kiiltlirii, karakterizasyonu ve bunlarimn doku miihendisligi alaninda kullanim
potansiyelinin  anlasilmasidir. HEMA  (2-Hidroksietil ~ metakrilat)’nin  1s1l
polimerizasyonu ile PHEMA elde edilmis, bu polimer kullanilarak da elektroegirme
yontemi ile nanofiber iiretilmistir. Uretilen nanofiber, 4S-PEG (4-kollu Polietilen
glikol) ile ¢apraz baglanmistir. Nanofiberin kimyasal karakterizasyonu FTIR ile
gosterilmis, SEM (Taramali Elektron Mikroskobu) fotograflar1 ¢ekilmis ve fiber
caplart Ol¢lilmiistiir. Fiber caplarinin 190-350 nm arasinda oldugu belirlenmistir.
Diger taraftan, hiicrelerin kimliginin belirlenmesi amaciyla immiinositokimya ve
flow sitometri yontemleri ile CD90, CD44 ve CDI105 markirlarinin varhigi

gosterilmistir. Ardindan nanofiberler {izerine hiicre ekimi yapilmis ve SEM



fotograflar1 ¢ekilmis ve MTT, Alamar mavisi ve Calcein AM metotlar1 ile hiicre
canlilig1 tespit edilmistir. MTT sonuglarma gore, hiicre canliligi 1. giin %94,10, 3.
giin %81,98 ve 5. giin %74,46 olarak bulunmustur. Alamar mavisi sonuglari ise; 1.
gin %88,22, 3. giin %81,58 ve 5. giin %74,93 seklindedir. Ayrica, western blot

yontemiyle de CD105 markirina rastlanirken, CD146’ya rastlanmamustir.

Alman sonuglara gore, elde edilen nanofiberin mezensimal kok hiicreler ile birlikte

doku miihendisligi alaninda kullanim potansiyeline sahip oldugu goriilmiistiir.

Anahtar Kelimeler: HEMA, PHEMA, Kok hiicre, Mezensimal kok hiicre,
Nanofiber, Doku miihendisligi, Elektroegirme



ABSTRACT

Culture And Characterization of Adipose-Derived Mesenchymal Stem Cells on

Electrospun Biomaterial or Three Dimensional Matrix

IMRAK, Kadriye Gizem
Kirikkale University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Bioengineering, Master Thesis
Supervisor: Prof. Dr Siyami KARAHAN
August 2018, 76 pages

Mesenchymal stem cells (MSCs) play an important role in development in the
embryonic period with their proliferation, differentiation and self-renewal properties,
but also renewal in tissues in the adult period. MSCs can be obtained from many
different tissues. In this study, mesenchymal stem cells were obtained from the fat
tissue of the rabbit. In the study mesenchymal stem cells were seeded and cultured on
PHEMA (Poly(2-Hydroxyethyl methacrylate)) nanofiber obtained by electrospinning
method. The aim of the study is to understand the culture, characterization of these
cells on nanofibers and their potential for use in tissue engineering. PHEMA was
obtained by thermal polymerization of HEMA 82-Hydroxyethyl methacrylate) and
nanofibers were produced by electrospinning using this polymer. The produced
nanofiber is cross-linked with 4S-PEG (4-arm polyethylene glycol). The chemical
characterization of the nanofiber is shown by FTIR, SEM (Scanning Electron
Microscopy) photographs are taken and fiber diameters were determined to be
between 190-350 nm. On the other hand, the presence of CD90, CD44 and CD105



markers has been demonstrated by immunocytochemistry and flow cytometry
methods to identify the cells. Cell culture was then performed on the nanofibers and
SEM photographs were taken and cell viability was determined by MTT, Alamar
blue and Calcein AM methods. According to MTT results, cell viability was 94,10%
on the 1% day, 81,98% on the 3" day and 74,46% on the 5" day. The results of the
Alamar blue test are; 88,22% on the 1% day, 81,58% on the 3" day and 74,93% on
the 5" day. In addition, the CD105 marker was found by western bloth method but
CD146 was not found.

According to the results obtained, the nanofiber obtained has been found to have
potency in use in the field of tissue engineering together with mesenchymal stem

cells.

Key words: HEMA, PHEMA, Stem cell, Mesenchymal stem cell, Nanofiber, Tissue

engineering, Electrospinning



TESEKKUR

Tezimin hazirlanmast esnasinda daima yonlendiren ve arastirmalarimin her
asamasinda Dbilgisini esirgemeyen, bilimsel anlamda gelismeme katkida
bulunmasinin yaninda maddi manevi destegini hi¢gbir zaman esirgemeyen danigman

hocam, Sayin Prof. Dr. Siyami KARAHAN’a,

Her kosulda destek olan, laboratuvar ¢alismalarimda her tiirli maddi ve manevi

imkani sunan hocam Sayin Prof. Dr. Mustafa TURK ’e,

Yiiksek lisans bursiyer Ogrencisi oldugum 2140314 no’lu ‘Elektroegirme
Yontemiyle Uretilmis ve Biyouyumlulugu Iyilestirilmis Nanofiberlerin Meniskiis
Tedavisinde Uygulama Potansiyeli’ adli 1001 projesi kapsaminda yliriittiigiim tez
calisma siirecimde maddi ve bilimsel anlamda beni destekleyen Tiirkiye Bilimsel ve

Teknolojik Arastirma Kurumu (TUBITAK)na,

Laboratuvar imkanlarini sunan, bilgilerini esirgemeyen ve deneysel ¢alismalarimda
destek olan hocalarim, Saym Dog¢ Dr. Aytiil KURUM’e, Dog Dr. Baris KURUM’e,
Yrd. Dog. Dr. Murat INAL’a, Saym Prof. Dr. Serpil OGUZTUZUN’e, Saym Sezen
TURKAN’a, Saym Yasin OZKABADAYI’ya,

Manevi desteklerinden dolay1 IMRAK ve AKVERAN ailelerine, degerli
arkadaslarim Sema TUNCER’e, Kiibra GUNAY ’a,

Bir¢ok konuda yardimlarini esirgemeyen Uzm. Yasar ALUC’a, Uzm. Esra ARAT a,

Uzm. Mustafa Dogan’a,

Sonsuz tesekkiirlerimi sunuyorum.



ICINDEKILER DiZiNi

(072 3 N i
ABSTRACT .ottt ettt ettt n et sttt ettt et e e e e e iii
TESEKKUR.........cocoiiiiiiieeeeee ettt en sttt en s s st v
ICINDEKILER DIZINI .......cocooviiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e vi
SEKILLER DIZIANI .........coooiiiiiiieeeece et Xi
CIZELGELER DIZINT .......c.cocooviviiiieeeeeeeeeeee e, Xii
KISALTMALAR DIZINI ........coooiiiiiiiieceeeeeeeeeeeeee e xiii
L ] 1 23 1SRRI 1
) O ) 5 L 103 U0 A= 1 2
1.2. KOk Hicrenin TarthgeST ....uueueeeiiie et 2
1.3. Kok Hiicrelerin Kaynagi.........cocvveiiiiiiiiiiiiiiie e 4
1.4. Mezensimal Kok Hiicre ve Kaynaklari.........ccccccoeviiiiiiiiiiiiiees 5

1.4.1.Plasenta Mezensimal Kok Hiicresi ve Amniyon Mezensimal Kok Hiicresi 6

1.4.2. Kordon Kan1 Mezensimal Kok Hiicresi ve Umbilikal Mezensimal Kok
HUCTEST 1ttt ettt e e e e et a e e e e e s 6

1.4.3.Kemik Iligi Mezensimal Kok Hiicresi ve Dental Pulpa Mezensimal Kok

5 111 () PP PP P PRRT PP 7
1.4.4. Yag Doku Kokenli Mezensimal KOk Hicre.........ccvvvvviieieiiiiiiiiiiiiiieens 8

1.5. Yag Dokudan K6k Hiicre 1Z0laSyonu ......c..ccveveveveiiveeieecees e, 9
1.6. Hiicre IMUNOfenOtiPl cvo.vevevieciiveectcieteeeseee ettt ettt 11

1.7. Yag Doku Kokenli Kok Hiicrelerin Farklilagsmasi ve Potansiyel Kullanim

ALANIATL ..o 13
1.8. Nanofiberler, Avantajlar1 ve Uygulama Alanlart ..........cccccoooviiiiniiiiiniiineen 16
1.9. Nanofiberlerin Doku Miihendisliginde Uygulamalart .............ccccoevveiieeninnnnnnnn 17
1.9.1. Kemik Doku Miihendisliginde Nanofiberler ...........ccccccovvvvieiniiiinicniinnnn. 18
1.9.2.Kikirdak Doku Miihendisliginde Nanofiberler ............ccocoveeniiiicinnnnnn. 18

Vi



1.9.3.Ligament Doku Miihendisliginde Nanofiberler .............cccccevviiiiiiiicnnn, 19

1.9.4.Cizgili-kas Doku Mithendisliginde .............ccoeiiiiiiiiiieiiieiie e 19
1.9.5. Deri Doku Mithendisliginde Nanofiberler ..............cccoovveiiiinieinieniicnnnn 19
1.9.6. Damar Doku Miihendisliginde Nanofiberler .............cccccoovveniiiniiiininnns 20
1.9.7.Noral Doku Miihendisliginde Nanofiberler............cccooovvviiiiniiiniicninnns 20
1.10. Nanofiber Uretim Metotlari..........cocvoveveveviuereeersieresessieteeseseeseesssseeressssesese s 20
1.10.1 Molekiiler OZtoplanma............c.cveveerirerieiiereiissereressssesee e 21
1.10.2.F8Z SEPEIASYON......viieiiiieitit ettt 21
1.10.3.EIEKETO@GIIINE ..o 23
1.11. PHEMA, Ozellikleri ve Kullanim AIANIArt ........c.oooveeeveeereeeeeeseeeeeeeeeeeee e 25
1.11.1.PHEMA’nin Fiziksel OzelliKIEri..........cccvevevveveerieereeeeieeeeeeeeeeeeeeenens 26
1.11.2. PHEMA’ nin Biyouyumlulugu ve Kullanimi.............cccoooveviiinnnnnnnne 26

2. MATERYAL ve YONTEMLER ............coooviviiiiiiiieeeeeeee e en e 27
2.1 MALEIYAIIET ... .ot 27
2.2 MELOIAN ... 28
2.2.1.Tavsan Yag Dokusundan Kok Hiicre Elde Edilmesi.............coccvvvveene. 28

2.2.2. Kok Hiicre Oraninin Flow Sitometri ile Belirlenmesi..............ccccocc.... 29
2.2.3. Hiicrelerin Immiinositokimyasal Boyanmast.............ccccoceeveveevereenenennn. 30
2.2.4. Elektroegirme ile Nanofiber E1desi .........cccoovviviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiceees 31
2.2.4.1. HEMA’ nin POlIMEriZasyonU..........coouuvvrieiiiieniiiiiiiiininieeeesssninnnes 31

2.2.4.2. Elektroegirme ile PHEMA Nanofiber Elde Edilmesi................... 32

2.2.4.3. Nanofiberlerin 4S-PEG ile Capraz Baglanmasi..............cc.cvenen, 33

2.2.5. Elde Edilen NanofiberlerinSEM GOrintileri ..........cccoocvvveeiiiiinieniinnnn. 34
2.2.6. Nanofiber Uzerine Hiicre EKiMi..........ccccovevieeiiireeeireieeeeieeeeeene e 34
2.2.7.Alamar MavViSi TESHI........ccueieiiiiiiiiiiice e 26

2. 2.8 IMTT TESH ..ttt sttt nbeenree s 34
2.2.9. Western Blot ile Protein Bantlarinin Goriintiilenmesi.............ccccccooeeee. 35

Vii



2.2.9.1.Hiicre Orneklerinden Protein izolasyonu ...............c.ccccoeveieiennnnan, 35

2.2.9.2. Surelock XCELL Dikey Jel Sisteminde Yiiriitme islemi .............. 36
2.2.9.3. Iblot Dry Blotting Sistem ile Blotlama .............ccccooiieiiiiiiinene, 37
2.2.9.4.Bloklama ISIEmi........cccocviveveeeriieeeeseeeeeeeeecee e 38
2.2.9.5.Antikorun EKIENMESI .......c.oooviiiiiiiiie e 38
2.2.9.6.Sekonder Antikorun EKIEMESI..........ccooviiiiiiiiii 39
2.2.9.7 Kromojen Uygulanmasi ve GoOrilintiileme ...............ccccccvveeeniinnnnne. 39
2.2.10. Calcein AM ile Canliligin GOSterilmesi .........cccccovvvvveveiriiiinieiiieneene 39
3. BULGULAR . ..ttt e e 40
3.1. Yag Dokudan Mezensimal Kok Hiicre Elde Edilmesi............ccccccvveeennne 40
3.2. Kok Hiicre Oranmin Flow Sitometri ile Belirlenmesi................cccoooneeee 41
3.3.Immiinositokimyasal ANALIZ ...............cccoevvireereiiereeeeieeeeee e, 42
3.4.Nanofiberlerin FTIR ile Kimyasal Karakterizasyonu ...........c.ccccccevvvveninenn 43
3.4.1. Hazirlanan PHEMA Nanofiberin FTIR Karakterizasyonu................ 43
3.4.2. 4S-PEG’in FTIR Karakterizasyonu ..........ccccccovvvivvvieeineeeeniiniiiinennens 45

3.5. Nanofiberlerin SEM GOTUNTUIETT ....ecovvvvveeiiiiiiiceiieece e 48
3.6. Nanofiberler Uzerine Mezensimal Kok Hiicre EKimi ........c..ooocvevivveneenane. 49
3.7. Western Blot Yontemi ile Protein Gorlintlileme.............cccocveeviiiinienninnnn. 50

3.8. Nanofiber Uzerinde Kiiltiir Edilen Hiicrelerin MTT Testi ile Canliligmim

(@ oI 1 10 1<) T 51

3.9. Nanofiber Uzerinde Kiiltiir Edilen Hiicrelerin Alamar Mavisi ile

CanliliZinin GOStETIIMEST ....vvveiiiiiiieiiiiiiee e 53

3.10. Hiicrelerin Calcein AM ile Boyanmast.............occcvvieiiiiiiieiniiiiiieniiiieeens 54

4. SONUCLAR ve TARTISMA . .......ooiiiiiiiiiii e 55
KAYNAKLAR ... 60

viii



SEKILLER DiZiNi

EKIL SAYFA
2.1. HEMA’nin 1511 pOlIMETiZaSYONU ......ccuvviiiiiiieiiiieiiiie et 31
2.2. HEMA’nin polimerizasyon sonrasi hali ve liyofilize deilmis hali .................... 32
2.3. Elektroegirme cihazi ve kullanilan metal toplayici............cccoovviiiiiiiiiciinnnn 33
2.4. Nanofiberin tizerine ¢apraz baglayici soliiyon eklenmesi...........ccccoeevivveennnnnnn 33
2.5. Iblot cihazi ile jel goriintiisiiniin membrana aktarilmasi .............ccoceevineneennne 38
3.1. Izole edilen mezensimal kok hiicrelerin 151k mikroskobunda goriintiileri ......... 40
3.2. Isaretli olmayan hiicrelerin flow sitometri SONUGIATT ..........ccocveeveveeererireennne, 41
3.3. CDY0 ile isaretli hiicrelerin flow sitometri sonuglari..........ccccvvvveeeiiiiiiiiiinnnnn. 41
3.4. Kontrol grubunun immiinositokimyasal boyama goriintiileri .............c.ccccoovvee. 42
3.5. CD44 antikoru ile immiinositokimyasal boyama goriintiileri .............ccccccovvne. 42
3.6. CD105 antikoru ile immiinositokimyasal boyama goriintiileri ......................... 44
3.7. Aminoasit iceren PHEMA nanofiberin FTIR gorinttisti ........ccvvveveviviiiiviennnnn. 45
3.8. 4S-PEG’e ait FTIR @OTUNtUST. .....vvvvvveiiieeeiisiiiiiiieecee e 46
3.9. Aminoasit ve 4S-PEG igeren PHEMA ’ya ait FTIR gorintisti ..........ccceeeveennne. 47
3.10PHEMA nanofiberlerinSEM gOriintileri .........cuvvvvviieeniiiiiiiiiiiiiieees i 48
3.11. Fiber caplarinin tespit €dilmesi.........uvviviiiiiiiiiiiiiiiiiieiesiiiiiiii e 48
3.12.Capraz bagli nanofiberin SEM gOrintlisti........vvvvvvvieeeiiiiiiiiiiiiiiee i 49
3.13. Nanofiber lizerine ekilen hiicrelerin 151k mikroskobu goriintiileri................... 49
3.14. Nanofiber iizerine ekilen hiicrelerin SEM goriintiileri...........ccoceeviivinieninnnnn. 50
3.15. Western blot deneyinde kullanilan ladder’a ait bantlar................cccovveeninnne. 50
3.16. Western blot sonucu elde edilen membran goTrintlisii ..........ocvvveeriivvereerinnnne. 51
3.17. MTT testi sonuglarma gore yiizde canliligi gosteren grafik...............ccooeeee, 52
3.18. Alamar mavisi testi sonuglarina gore yiizde canlilig1 gosteren grafik ............ 50
3.19. Calcein AM ile boyama sonucu goriintiiler (1. GUn)..........c.ccovveeiiiiineeninnnne. 54



3.20. Calcein AM ile boyama sonucu goriintiiler (3. Giin)

3.21. Calcein AM ile boyama sonucu goriintiiler (5. Giin)



CIZELGELER DiZiNi

CIZELGE SAYFA
2.1. Numunelerden elde edilen protein konsantrasyonlart..............ccceevivvviniineeninnnnnn 37
3.1 PHEMA’ NIN FTIR QNALIZI ..vvviiiiiiiiieiiiiic ettt 44
3.2. Aminoasit igeren PHEMA nanofiberin FTIR analizi............c.ccocceeiiiiiiieninnnnn. 45
3.3. MTT testi sonucu absorbans degerleri (1. GUn) ........ccccoovviiiviiiiiiiiiineneeen 52
3.4. MTT testi sonucu absorbans degerleri (3. GUN) .......ccccovevvveeiniiieeinieee . 52
3.5. MTT testi sonucu absorbans degerleri (5. GUN) .......cccoovevvveeiniiiieeinieee e, 52
3.6. Alamar mavisi testi absorbans degerleri .........ccccovviviiiiiiii i 53

Xi



KISALTMALAR DIiZiNi

APS Amonyum persiilfat

CD Kiime Farklilagmar1 (Cluster Differentiation)
DMEM Dulbecco's Modified Eagle Medium
4S-PEG 4-kollu PEG Siiksinimidil glutarat

DAB Diaminobenzidin

DMSO Dimetil Siilfoksit

ECM Ekstraseliiler Matriks

EDTA Etiendiamin Tetraasetik Asit

FBS Fotal Sigir Serumu

FDA Gida ve Ilag Idaresi

FITC Floresin izosiyonat

FTIR Fourier  Doniisimli  Kizilotesi  (Fourier

Transformed Infrared)

HEMA 2- (Hidroksietil metakrilat)

HRP Horse radish peroxidase

MKH Mezensimal kok hiicre

MSC Mezensimal kok hiicre (Mesenchymal stem cell)

MTT 3-(4,5-dimetiltiyazol2-yl)-2,5-difeniltetrazolyum-
bromiir

PBS Tuzlu Fosfat Tamponu (Phosphate Buffered
Saline)

PEG Polietilen glikol

PHEMA Poli(2-hidroksietil metakrilat)

SEM Taramali elektron mikroskop

uv Ultraviyole

Xii



1. GIRIS

Son yillarda modern tibbin en biiyiik ilgi alanlarindan biri olan ve hizli bir sekilde
gelismekte olan yenileyici tip ve hiicre tabanli tedavi yontemleri bir¢ok hastalik i¢in
umut olmaya baglamistir. Bu tedavi yontemleri i¢in en 6nemli kaynak olan kok
hiicreler ise hasarli olan dokularda doku onarimini uyarmakta ve iyilesme oranini

artirmaktadirlar. [1]

Kok hiicreler; birgok 6zellige sahip olduklar i¢in ¢ok degerlidirler. Yenilenme, hizli
proliferasyon, baska hiicrelere doniisebilme, hasarli doku bdlgesini onarabilme
ozellikleri, bu 6zellikler arasinda en belirgin olanlardir. Kok hiicreler viicutta yaygin
olarak bulunmalari, kolayca elde edilebilmeleri, farklilasarak ¢ogalabilmeleri,
alicilara giivenli ve etkin bir sekilde nakledilebilmeleri sebebiyle yenileyici tip

uygulamalarinda tercih edilmektedir. [2]

Mezenkimal kok hiicreler; mezoderm tabakasindan koken almakla birlikte viicudun
bazi bolgelerinde noral krista kaynakli mezenkim dokudan da gelisirler. Kemik iligi,
adipoz doku, gébek kordonu, kordon kani, karaciger, beyin, dis'] pulpasi, deri ve
fetal dokularda bulunan farklilagsmamis, ¢ogalma kapasitesi yiiksek, kendini
farklilasmadan yenileyebilme 6zelligine sahip, mezodermal farklilasma yetisi ¢ok
fazla olan kok hiicrelerdir. Mezenkimal kok hiicreler kemik, kikirdak, kas gibi farkli
hiicre tiplerine doniistim kapasitelerinin yaninda tirettikleri birgok biiyiime faktorii ve

sitokinler nedeni ile immiin baskilayici ve trofik etki potansiyeline de sahiptir. [1]

Yag dokusu kaynakli mezensimal kok hiicrelerin; tip 1 ve 2 diyabet hastaligi,
karaciger sirozu, Crohn hastalifi, Graft versus host hastaligi (GVHD), miyokard
enfaktiisii, lipodistrofi, Alzheimer, Parkinson, inme, vitiligo, bobrek ve kalp
yetmezligi, fekal inkontinans, osteoartrit, osteoporoz, meniskiis gibi ortopedik
hastaliklar, kanser ve immiin hastaliklarda bagisiklik sistemini baskilayic1 ve
diizenleyici, multipl skleroz (MS), sekonder progresift MS, norodejeneratif
hastaliklar, omurilik yaralanmalar1 ve travmatik sinir kesileri gibi sinir sistemi

hastaliklari, dig'] hekimliginde implantlar, plastik cerrahide yanik tedavisi gibi



rejeneratif amagli, osteogenesis imperfekta gibi kalitsal hastaliklarda kullanima ait
deneysel ve klinik caligmalar vardir. Yag dokusu kaynakli mezensimal kok hiicreler
diisiik immiinojenitesi, yiiksek modiilator ve immiinsupresif 6zelliklere sahip oldugu
icin klinikte kullanilmaktadir. Bununla birlikte belli baz1 hastaliklarin tedavisi i¢in

klinik ¢aligmalar halen devam etmektedir. [2]

Genis yiizey alanina sahip poroz yapilar, bircok farkli alanda uygulanma
potansiyeline sahiptir. Nanofiberler de istenen yiiksek poroziteye ve yiizey/hacim
oranmna sahiptirler. Geleneksel sert poroz yapilarin aksine, nanofiberler, por
biiytikliigii ve sekli degisebilen dinamik sistemlerdir. Ayrica gerketigi takdirde sert
ve sik1 bir yapiya da doniistiiriilebilirler. Nanofiber iiretim teknikleri i¢inde en ise
yarar ve yiiksek verimli teknik, elektroegirmedir. Elektroegirme ile elde edilen

nanofiber aglar, birgok uygulamada kullanilmaktadir. [3]

Poli(2-hidroksietil metakrilat) (PHEMA), yiiksek biyouyumlulugu, canli dokulara
benzer fizyokimyasal Ozellikleri ve benzeri avantajlart ile, doku miihendisligi

uygulamalari i¢in ideal bir polimerdir.

Bu calismada, tavsan yag dokusundan izole edilen mezensimal kok hiicrelerin
elektroegirme yontemiyle elde edilen PHEMA nanofiber iizerinde kiiltiiri,
karakterizasyonu ve bunlarmm doku miihendisliginde kullanim potansiyellerinin

ortaya ¢ikarilmasi amaglanmistir.

1.1. KOK HUCRE NEDIR?

Kok hiicreler, teorik olarak smirsiz bolinme ve oldukga farkli ve degisik hiicre
tirtine doniisebilme Kkabiliyetine sahip hiicrelerdir. Kok hiicreler boliindiigiinde
olusan geng hiicreler ya bir kok hiicre olarak kalir ya da daha 6zellesmis bir

fonksiyonu yerine getiren yeni ve farkli bir hiicreye farklilasir.



1.2. KOK HUCRENIN TARIHCESI

Insanligin kok hiicreler ile tamisikligi 1960’11 yillarin basina kadar uzanmaktadir.
Kemik iliginde bulunan bir grup hiicrenin kanda dolasan hiicrelere farklilastiginin
belirlenmesiyle, “kok hiicre” terimi tip terminolojisine girmistir. Kemik iligindeki bu
kok hiicrelerin dolagim sistemine ait hiicrelerini (kirmizi ve beyaz kan hiicreleri gibi)
olusturma yeteneginden olduk¢a yararlanilmistir. Onceleri, basta 16semi hastalar
olmak {lizere bircok genetik kan hastalarinin tedavisinde, bu hiicrelerin saghkl
bireylerden hastalara nakliyle basarili sonuglar elde edilmistir. Bu yontem hala
uygulanmakta ve cerrahi kosullar altinda ameliyathanede yapilmaktadir. O nedenle

baz1 6zel sartlara ve yetismis personele ihtiyag vardir.

Ilerleyen yillarda viicutta dolasan kandaki kok hiicrelerin kullanilabilecegi
anlasilmistir. Bunun i¢in Once hastaya hormon verilerek kemik iligindeki kok
hiicrelerin hizla cogalip kana gegmesi saglanir. Daha sonra, filtre (aferez) yardimiyla
kandan toplanir ve kalan kan viicuda geri verilir. Bu yontem de hala uygulanmaktadir

fakat bu yolla elde edilen kok hiicre sayisi1 diger yontemlere oranla daha azdir.

80'li yillarin baslarinda, yeni dogan bebeklerin kordon kaninda da koék hiicrelerin bol
miktarda bulundugu ve bu hiicrelerin gesitli hastaliklarin  tedavisinde
kullanilabilecegi fikri ortaya atilmistir. Elde edilen kordon kanmi belirli kosullar
altinda toplanip dondurularak saklanabilmekte, daha sonra gerek duyuldugunda
¢oziilerek kullanilabilmektedir. Ilk olarak Dr. David Harris, 1992 yilinda oglunun
kordon kanini kendi laboratuvarinda dondurarak sakladi. Daha sonra bu uygulamanin
halka agmasi ile 1994 yilinda diinyadaki ilk Kordon Kani1 Bankasi, Amerika Birlesik
Devletleri'nde kuruldu. Takip eden yillar iginde diinya {izerinde bir¢ok kordon kani
bankas1 kuruldu ve binlerce bebegin kordon kani bu bankalarda koruma altina alindu.
Bu yontem, kok hiicre saklama ve depolama agisindan en kolay ve en ucuz

yontemdir.

1998 yilinda ABD’li bilim adami James Thomson ve ekibi, ilk defa “insan

embriyonik kok hiicrelerini” laboratuvarda embriyodan ayrigtirdilar ve ¢ogalttilar. Bu



olduk¢a Onemli bir gelismeydi, ¢iinkii bu hiicrelerin ¢ogalma ve farklilasma
potansiyelleri eriskin bir insandan elde edilen kok hiicrelere (kemik iligi kok

hiicreleri gibi) oranla ¢ok daha fazlaydi. [4]

1.3. KOK HUCRELERIN KAYNAGI

Kok hiicreler {i¢ kaynaktan elde edilmektedir. Bunlardan ilki insan veya hayvan
embriyosudur. Yani daha anne karninda 56 hiicre asamasindaki organizmadan kok
hiicre elde edilebilir. Buna embriyonel kok hiicre denilir. Insan embriyonel kok
hiicresi, ilk olarak 1994 yilinda izole edildi, 1998 yilinda ise laboratuvarlarda
iretilmeye baslandi. Anne karninda biiyliyerek fetiis haline gelen organizmanin
ileride sperm veya yumurta olacak iireme hiicreleri de kok hiicre kaynagi olarak
kullanilabiliyor. Kok hiicrelerin diger bir kaynagi ise, eriskinlerde bulunan ve birkag
hiicre tiirtine doniisebilen "eriskin kok hiicre"lerdir. Hiicrelerin duvarindaki belirli
isaretleri tespit ederek, hangi hiicrenin kok hiicre, hangisinin farklilagsarak 6zellesmis
hiicre oldugunu anlamak miimkiindiir. Eriskin kok hiicrelere en iyi 6rnek, her insanda
kemik iliginde bulunan kan kok hiicreleridir. Deneysel calismalarda her iki
kaynaktan elde edilen kok hiicreler kullanilmaktadrr. Hangi kaynaktan alinirsa
almsim elde edilen kok hiicrelerin laboratuvarda g¢ogaltilmasiyla yeni kok hiicre elde
edilmesi veya farkli hiicreye doniismesi miimkiindiir. Ancak embriyodan elde edilen
kok hiicreler ahlaki agidan oldukg¢a tartismalidir. Bu hiicreleri elde etmek igin
embriyonun hayatma son vermek gerekir ve bu da 6zellikle toplumun tepkisine yol

a¢cmaktadir. [5]

Yukarida 6zetlenen genis tanimlamaya dahil oldugu halde birbirinden ¢ok farkli kok

hiicre tipleri bulunmaktadir:

Totipotent kdk hiicre: Bir canli tiirinlin tiim hiicre tiplerini ve bu canlinin

embriyosunu destekleyecek plasenta vb hiicrelerini olusturabilen kok hiicredir.
Ornegin: Zigot (bir spermin bir yumurta hiicresini déllemesi sonucunda olusan tek
hiicre) ve morula (zigotun organizmay1 olusturdugu gelisim siirecinin ¢ok hiicreli

baslangic evrelerinden biri) totipotenttir.



Embriyonik kok hiicre: Preimplantasyon (rahme yerlestirilmeden dnceki) embriyoda

bulunan ve her li¢ germ tabakasini (farklilasarak degisik hiicre ve doku gruplarini
olusturan embriyo tabakasi) olusturabilen totipotent kok hiicrelerdir. Bunlar ayrica,
bagisiklik sistemi baskilanmis farelerde teratom adli tiim embriyonik dokular1 igeren

timor olusturabilirler.

Pluripotent/multipotent kdk hiicre: Embriyonik gelisimde ii¢ germ tabakasindan

koken alan ve bir canli tiirlintin tiim hiicre tiplerini olusturabilen hiicrelerdir. Ancak
embriyo dist (koryon, plasenta vb) hiicreleri olusturamazken teratom olusturma
ozelligine sahiptirler. I¢ hiicre kitlesini olusturan hiicreler pluripotenttir. Bu hiicreler
tiim somatik hiicrelerin (lireme hiicreleri disindaki viicut hiicreleri) ve dokularin
kaynagidirlar ve embriyonik kok hiicreler olarak adlandirilirlar. 4-6 giinliik insan
embriyosundan elde edilirler. U¢ germ yapragi yani ektoderm, mezoderm ve
endoderm hiicreleri de pluripotenttir. Gelismenin 2. haftasinda, epiblast adli
hiicrelerin arasinda ileride esey hiicrelerine doniisecek primordiyal germ hiicreleri
belirir. Bu hiicreler de pluripotenttir ve uygun sartlar altinda ¢esitli hiicre ve doku

tiplerine farklilasabilirler.

Unipotent kok hiicre: Sadece bir seriye ait hiicreleri olusturabilen kok hiicre, 6rnegin

hematopoietik kok hiicre, olgun olan ve olmayan tiim kemik iligi hiicrelerini

(eritrosit, 16kosit, trombosit, lenfosit, monosit ve dnciileri) olusturabilir.

Mezensimal kok hiicre: Embriyonun olusum siirecinde mezoderm olarak bilinen
katmanin olusturdugu kas, kikirdak, kemik, yag dokusu gibi tiim dokulara ait

hiicreleri olusturabilen pluripotent kok hiicredir.

Somatik kok hiicre: Son yillarda tanimlanan, erigskin bireylerin dokularinda saptanan

ve bulundugu dokunun tiim hiicrelerini olusturarak yeniden tamirine olanak veren
kok hiicredir. Ornegin beyinde noral kok hiicrelerin bulundugu ve bunlarin sinir

hiicrelerini olusturabildigi artik bilinmektedir.



Uyarilmis progenitdr kok hiicre (IPS): Fizyolojik kosullarda embriyodan elde edilen,

Oct-4, Nanog vb transkipsiyon belirleyicilerine sahip hiicrelerin eriskin somatik

hiicrelerinden gen tedavisi yontemiyle elde edilmesidir. [6]

1.4. MEZENSIMAL KOK HUCRE ve KAYNAKLARI

Mezensimal kok hiicrelerin farkli dokulardan elde edilebilmesi ve standart kiiltiir
kosullarinda biiyiitiilebilmesi gibi sebeplerle bu hiicreler iizerinde yapilan
calismalarin sayisi giderek artmaktadir. Mezensimal kok hiicreler immiinojenik
degildir, bolca sitokin iiretirler ve genetik manipiilasyonlar1 kolaydir. En 6nemlisi,
kimyasal, hormonal ya da yapisal uyaranlara cevap vererek adipozit, kondrosit,
osteosit gibi mezoderm kokenli hiicrelerin yani sira farkli embriyonik tabakalardan

koken alan hiicrelere de dontisebilirler.

Farkli dokulardan elde edilen mezensimal kok hiicreler hakkinda c¢ok sayida

yayinlanmis bilgi bulunsa da yaygin olan baz1 6zellikleri;

i.  Plastik aderensine ve fibroblast benzeri morfololojiye (fibroblastlar daha
simetrik morfolojiye sahiptir) sahip olmalari,
ii.  Multipotansiyel ve multi-k6ken farklilasma kapasitesi géstermeleri,
iii.  CD73,CD90 ve CD105 gibi tipik ylizey markirlarini eksprese etmeleri,
iv. CD34, CDI14 ve CD45 gibi kokene spesifik olan markirlarin hiicrede
yoklugu.

Bilinen ilk mezensimal kok hiicre, kemik iligi stromasindan elde edilmistir. Klinik
arastirmalarda en avantajli mezensimal kok hiicreler de bunlardir. lerleyen siiregte

bu hiicreleri farkli dokulardan elde etmeye yonelik bir egilim olmustur. [7]



1.4.1. Plasenta Mezensimal Kok Hiicreleri ve Amniyon Mezensimal Kok

Hiicreleri

Her iki doku da fetal kokenlidir ve ontogenetik 6zellik ve erken donem mezngimal
kok hiicre 6zelligi gosterdiklerine inanilmaktadir. Amniyon kok hiicreleri (A-MSC),
Oct-4 ve Nanog isimli pluripotensi genlerini eksprese eder, ki bu genlere genelde
olgun mezensimal kok hiicrelerde rastlanmamistir. Yalnizca bir yayinda farede
amniyon ve kemik iligi kokenli kok hiicreler karsilastirilip buna uymadigi

goriilmiistiir. [8]

Her iki hiicre tipi de osteojenik ve kondrojenik hatlara kolaylikla doniisebilse de
amniyon mezensimal kok hiicreleri, adipojenik doniisiimde basarisizdir. Amniyon
kok hiicreleri, mezensimal kok hiicrelerin tiim 6zelliklerini gosterse de diger kok

hiicre hatlarindan ayirt edilmeye ihtiyaci vardir. [9]

Plasenta, bir diger mezensimal kok hiicre kaynagidir. Gebelik donemindeki
plasentadan elde edilen hiicreler mezensimal kok hiicre markirlarmi eksprese eder
fakat CD34 ve CD49d icin pozitiftirler. Bu iki markir ise Wharton’s Jelly kaynakli
mezengimal kok hiicreler [10] disinda, diger kaynaklardan elde edilen mezensimal

kok hiicreler tarafindan eksprese edilmemektedir. [7]

1.4.2. Kordon Kam Mezensimal Kok Hiicreleri ve Umbilikal Kordon

Mezensimal Kok Hiicreleri

Periferal kanm, hi¢c mezensimal kok hiicre tasimadigi veya cok az sayida tasidigi
konusunda tiim arastirmacilar hemfikirdir. Periferal kandan farkli olarak, umbilikal
kordon kam koleksiyonlari, yaklasik %10-30 oraninda bulunan mezensimal kok
hiicrelerin plastik kapta kiiltiiriinii miimkiin kilmaktadir. Kiiltiir kabinin 6nceden fotal
buzagi serumu ile kaplanmasi, verimi artirabilir. Bu da gosterir ki, kriyoprezerve
edilmis Orneklerden umbilikal kordon mezensimal kok hiicrelerin kiiltlirii daha

zordur. Hiicrelerin yiizeye tutunup yayilmasi 2-4 haftayr almaktadir. Diger



kaynaklardan elde edilen mezensimal kok hiicrelerin sadece birkag glinde ¢ogaldigi

diistiniildiigiinde, bu siire uzundur.

I¢inde mezensimal kok hiicre bulunan kordon kanmin (az sayida mezensimal kok
hiicre icerse de) diabet ya da bazi norolojik hastalig1 olanlarda, infiizyondan sonra

faydali etkiler goriildiigii rapor edilmistir. [11]

1.4.3. Kemik Iligi Mezensimal Kok Hiicreleri ve Dental Pulpa Mezensimal Kok

Hiicreleri

Kemik iligi kok hiicreleri, en uzun stire tartisilan ve klinik ¢alismalar1 halen devam
eden kok hiicrelerdir. Kemik iligi biyopsisi, agrili ve pratik olmayan bir prosediir
icerebilmektedir. Ayrica, bu hiicrelerin ¢ogalma kapasiteleri yasa gore diisiis
gosterme egilimindedir ve 20 yas lizerinde oldugunda farklilagsma kapasiteleri 6nemli

derecede azalmaktadir. [7]

Kemik iligi kok hiicrelerinin farklilasma potansiyeli ile ilgili olarak anlagilmasi
gereken ve birbirini etkileyen iki faktor vardir. Fare kemik iliginden elde edilen kok
hiicrelerin adipojenik, kondrojenik ve osteojenik farklilasmasindaki degisimlerde
dondr hayvanin yas1 ve hiicrelerin pasaj numarasinin etkili oldugu goézlenmistir.
Daha geng¢ donoérlerden alinan hiicreler polistiren kiiltiir kabina daha iyi tutunmus ve
daha yasli dondrlerden alinanlardan ¢ok daha iyi ¢ogalmislardir. Kondrojenik ve
osteojenik potansiyel her bir grup i¢inde giderek azalirken adipojenik potansiyel
sadece en yash grupta azalmistir. Yani, hem yasin hem pasaj sayisinin etkiledigi
faktorler, kemik iliginden elde edilen kok hiicrelerin farklilasma potansiyelini

etkilemektedir. [11]

Dislerin olusumu siiresince, epitelyal hiicreler ile dental papilla hiicreleri; dental
pulpa kok hiicrelerinin odontoblastlara déniisiimiinii desteklemektedir. {1k calismalar
gostermistir ki, dental pulpadan elde edilen kok hiicreler, kemik hiicrelerine ve
noronlara farklilagma konusunda bir iistiinliige sahiptir. Dental pulpa kok hiicreleri,

nestin gibi noéral markirlar1 eksprese etmesi i¢in uyarilmig ve Parkinson,



norodejeneratif hastaliklar ve omurilik yaralanmalarinin tedavisinde klinik dncesi

model olarak kullanilmistir. [7]

1.4.4. Yag Doku Kokenli Mezensimal Kok Hiicreler

On yili agkin bir siiredir sadece enerji kaynagi olarak bilinen yag dokusu, ayni
zamanda multipotent kok hiicreler yoniinden zengin bir kaynaktir. Minimal invaziv
bir prosediir ile (liposaksin aspirasyon) subkutan adipéz dokulara ulagmak
miimkiindiir. Liposaksin islemi giivenli bir prosediirdiir ve kemik iliginden kok hiicre
izolasyonu islemine gore daha ucuz ve daha az invazivdir. Ayrica, lipoaspirat,
medikal atik olarak cikarilir ve iyi bir (otolog) mezensimal kdk hiicre kaynagi ve
baslangi¢c materyali olarak kabul edilir. Bununla birlikte bu hiicreleri insandan igne
biyopsisi ile elde etmek miimkiin oldugu gibi fare ya da diger memelilerin kasik

bolgesindeki yag yastikgiklarmdan da elde etmek miimkiindiir. [13]

Adip6z doku, cok sayida multipotent hiicre igerir, ki bu da kok hiicre tabanli
tedavilerin 6nemli bir 6n kosuludur. Adip6z dokunun kok hiicre ve projenitor hiicre
elde edilen kismi, stromal-vaskiiler fraksiyon (SVF)’dur. K&k hiicre ve projenitor
hiicreler dokudaki tiim hiicrelerin genelde yaklasik %3’liik kismini olusturur. Bu

oran, kemik iligindeki kok hiicre oranindan 2,500 kat fazladir. [14]

Bir kemik iligi transplantinda, Iml’de yaklasik 6x10° tane cekirdekli hiicre bulunur.
[15] Bunlarin da sadece % 0,001-0,01 kadar1 kok hiicredir. [16] Karsilastirildiginda,
subkutan liposaksin aspiratlarindan elde edilen SVF hiicrelerinin sayisi, 1 gram
adip6z doku basina yaklagik 0,5-2x10° hiicre kadardir. [17] Bu say1, toplam hiicre
sayisinin %1-10’una tekabiil etmektedir. Oran, dondre ve doku alman bdlgeye bagl

olarak degisiklik gostermektedir. [18]



1.5. YAG DOKUDAN KOK HUCRE iZOLASYONU

Histolojik ve elektron mikroskopik c¢alismalarla embriyonik ve yetiskin adipoz
dokularda adipozit projenitdr hiicreler tanimlanmistir. Projenitorler, en erken
evrelerinde fibroblastik 6zellik gosterirler. Endoplazmik retikulum bolca bulunur ve
sitoplazmik hacme gore niikleus biiyiiktiir. Gelisim ilerlediginde stoplazmada kiigiik
lipid vakuolleri ve mitokondrilerinde paraniikleer lokalizasyon goriiliir. Bu goriintii,
tagh yiiziige benzer, ince bir stoplazmanin ¢evreledigi tek, biiytlik bir lipid vakuolii ve

merkez disinda bulunan niikleus goriintiisiiyle karakterize edilir.

Klasik bir ¢aligmada Rodbell, ilk defa in vitro olarak, sigan epididimal yag
yastigindan, olgun adipozit ve projenitorler izole etmistir. Bu islemde, doku kiigiik
fragmentlerine ayrilmis, 37°C’de kollajenaz tip I ile muamele edilmis ve diferansiyel
santrifiij ile hiicresel fragmentlerine ayrilmistir. Siipernatant olgun adipozitleri igerir,
yiiksek lipit igerigi sebebiyle yiizmektedir. Pellet ise stromal vaskiiler komponentleri,

adipozit projenitor hiicreleri ve hematopoetik hiicreleri igermektedir. [19]

Van, Roncari, Deslex ve Hauner bu yaklasimi, insan adipozit projenitorlerini izole
etmek i¢cin modifiye etmislerdir. Stromal vaskiiler komponentleri indiiktif faktorler
(dekzametazon, triiodotironin, biotin, insiilin, pantotenat) varliginda kiiltiir etmisler
ve hiicrelerin lipid vakuollerini akiimiile ettigini ve lipoprotein lipaz ve gliserol-3-

fosfat-dehidrojenaz gibi adipojenik enzimleri eksprese ettigini gormiislerdir.

Son yillarda kozmetik sebeplerle ¢ok sayida hastadan liposaksin yontemiyle yag
dokusu almmakta ve bu dokular yag doku kokenli kok hiicre izolasyonunda
baslangic materyali olarak kullanilmaktadwr. Katz ve arkadaslari, kollajenaz
muamelesi ve doku yikama basamaklarinda basariy: artirmak i¢in sicaklik kontrolii
olan, kendine yeten (baska cihaza ihtiyaci olmayan) bir sistem gelistirmislerdir.
Bunun gibi mekanik cihazlar biiyiik 6lgekte izolasyon ve iiretimde kalite kontrolii

sorunlarmi ¢6zmek i¢in avantajlidir.
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Daha ayrintili bir izolasyon Ornegi olarak, sicandan elde edilen yag dokudan
mezensimal kok hiicre izolasyonunu ele alalim. 2012°de Niyaz ve arkadaslar1
tarafindan yapilmis olan calismada, 250-300 g agrrhiginda, Wistar albino, erkek
sicanlar kullanilmistir. Ksilazin ve ketamin ile anestezi altina alman siganlardan,
steril kosullar altinda, yan yag doku alinmistir. Ayni soydan gelen 3 farkli sigandan
I’er kez yag dokusu alinmistir ve alinan dokularin ortalama agirligi 0.62 g’dir.
Alman dokular, % 10 FBS (fotal bovin serum) (v/v) ve % 0.4 penisilin-streptomisin
(v/v) igeren DMEM/F12 besiyerine alinir ve bir petri kabinda 4-5 mm kalinlikta
fragmentlere ayrilir. Bu doku fragmentleri de % 20 FBS (v/v) ve %0.2 (v/v) iceren
DMEM/F12 besiyerinde, 6 kuyucuklu kiiltiir plaginda, standart kiiltiir kosullarinda
(% 95 nemli hava, % 5 CO; ve 37 °C) inkiibe edilir. Besiyeri hergiin degistirilir,
boylece mezensimal kok hiicrelerden kaynaklanan ¢esitli sitokinlerin olas1
farklilastirma etkisinden kaginilmig olunur. Hiicreler, standart tripsinizasyon
metoduyla pasajlanir, tripan mavisi ile boyanarak hiicre sayis1 tespit edilir. Kisaca,
besiyeri uzaklastirilir, hiicreler tripsin/EDTA (%0.05/0.02; w/v) ile muamele edilerek
hasat edilir. Hiicre siispansiyonu bir santrifiij tiipiine almarak 800 rpm’de 5 dakika
santriflij edilir. Stipernatant dikkatlice uzaklastirildiktan sonra hiicreler (pellet) % 10
FBS (v/v) ve % 0.2 penisilin-streptomisin (v/v) igeren DMEM/F12 besiyerinde
inkiibe edilir. Mezensimal kok hiicreler 4 kez pasajlandiktan sonra daha sonraki
uygulamalar i¢in dondurulur. Dondurma (kriyoprezervasyon) islemi i¢in hiicreler
tripsin/EDTA ile hasat edildikten sonra hemen dondurma besiyerine alnir. Bu
soliisyon, % 50 FBS (v/v), % 40 DMEM/F12 (v/v) ve % 10 DMSO (v/v) igerir. Bu
siispansiyonlar, kriyotiiplere alinir ve -80 °C’ de 48 saat bekletilir. Donan
kriyotiipler, uzun silireli depolama amacli, -196 °C’deki sivi azota alinir.
Standardizasyon i¢in, ii¢ tane 6 kuyucuklu kiiltiir plagindan elde edilen hiicreler, 1

kriyotiipe alinir. [19]

Bu c¢aligmada enzim kullanilmamis ve ilk hiicreler 18 saat sonra goriilmeye
baslanmigtir. 7 gilin i¢inde de hiicreler fibroblastik goriinlime kavusmus ve kiiltiir

plagini kaplayacak kadar cogalmislardir.
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2009°da Francis ve arkadaslar1 hizli bir izolasyon metodu (yag doku kokenli kok
hiicrelerin izolasyonu i¢in) gelistirmislerdir. Daha dnce uygulanan enzimli yontemde,
lipoaspirat en iist kismindaki yag kismmndan 200 ml kadar bir parga alinip esit
hacimde PBS ile 3-4 kez yikanir, arkasindan yarisi kadar hacimde 150 pg/ml
konsantrasyonda kollajenaz ve % lantibiyotik-antimikotik ile 60 dakika, 37 °C’de
250 rpm hizda karistirilarak inkiibe edilirdi. Kollajenaz, % 10 FBS ile inaktive edilir,
bu karisim 1,000 xg’de 10 dakika santrifiij edilir, bdylece yag ve stromal vaskiiler
fraksiyonun birbirinden ayrilmasi saglanirdi. Santrifiijden sonra pellet kisminda
bulunan SVF, oda sicakliginda 10 dakika 160 Mm NH4CI ile muamele edilir,
boylece eritrositlerin parcalanmasi saglanirdi. Percoll gradyent uygulanarak da tek

cekirdekli hiicreler piirifiye edilirdi.[19]

Bu calismadaki hizli izolasyon metoduna gore ise, lipoaspirattaki kanli/tuzlu
fraksiyon, 400xg’de 10 dakika santrifiij edilir, ardindan 160 mM NH,4Cl ile 5 dakika
muamele edilir ve yine 400xg’de 10 dakika santriflij yapilir.

Her iki metotta da hiicreler, % 40 FBS ve 10 ng/ml EGF (Epidermal Growth Factor)
iceren 25 ml DMEM/F12 (antibiyotikli/antimikotikli) besiyeri ile tekrar siispanse
edilir ve yapisan/tutunan hiicrelerin secilmesi igin gece boyu inkiibe edilir. Ertesi
giin, arta kalan yiizen hiicreler ortamdan uzaklastirlir ve PBS ile yikama yapilir. Elde
edilen yag doku kokenli kok hiicreler, diisik glikozlu DMEM, % 10 FBS, %1l
antibiyotik/antimikotik (10 ng/ml EGF eklenerek/eklenmeyerek) iceren besiyerinde
standart kiiltiir kosullarinda inkiibe edilir. [19]

Klasik yontemde 8-10 saatte hiicre edilirken, bu ¢alismada anlatilan hizli metotta 30

dk gibi kisa bir siirede hiicre elde edilebilmektedir.

1.6. HUCRE iIMMUNOFENOTIPi

In vitro ortamda kiiltiir edilen farklilagmamis insan yag doku kokenli kok hiicreleri,

akig sitometrisi ve immiinohistokimyasal metotlarla ayirt edilir.
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-Adezyon molekiilleri : Yag doku kokenli kok hiicreler, diizenli olarak, tetraspan
proteini (CD9), integrinler 1 (CD29) ve a4 (CD49d), interseliiler adezyon molekiilii
1 (ICAM 1; CD54), endoglin (CD105), vaskiiler hiicre adezyon molekiili (VCAM;
CD106) ve aktiflesmis lenfosit hiicre adezyon molekiili (ALCAM; CD166)’nii

eksprese eder. Bu kok hiicrelerin yiizeyinde bulunmayan molekiiller ise; integrinler
ab (CDI11b) ve B2 (CD18), interseliiler adezyon molekiili 3 (ICAM-3; CD50) ve
endotelyal selektin (E-selektin; CD62)’dir.

-Reseptor molekiilleri : Yag doku kokenli kok hiicreler, hiyaluronat (CD44) ve

13etsin13rin (CD71) reseptorlerini eksprese eder.

-Yiizey enzimleri : Bu hiicreler, notral endopeptidaz (CD10 ya da yaygin akut

lenfositik 16kemia antijen CALLA), aminopeptidaz (CD13) ve ekto 5’niikleotidaz
(CD73) enzimlerini eksprese eder.

-Ekstraseliiler matirks proteinleri ve glikoproteinler : Bu hiicreler, Tip I ve Tip

I11 kollajenleri, osteopontin, ostenektin, Thy-1 (CD90) ve MUC-18 (CD146)’i iiretir.

-Iskeletsel proteinler : Yag doku kokenli kok hiicreler, interseliiler o SMA (smooth

muscle actin) ve vimentin eksprese eder.

-Hematopoetik hiicre _markirlar1 : Bu hiicreler, CD14, CD31 veya CD45

hematopoetik markirlarini eksprese etmezler.

-Komplement diizenleyici proteinler : Bu hiicreler, parcalanmayi1 hizlandiric

faktor (CD55) ve komplement protektin (CD59) icin pozitiftir.

-Doku uyumluluk proteinleri : Smif I doku uyumluluk proteini HLA-ABC ig¢in

pozitif, Simif II proteini HLA-DR i¢in negatiftirler.
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Bu bilgilerin yani sira baz1 celiskiler de mevcuttur. Ornegin, yag doku kokenli kok
hiicreleri {lizerinde Gronthos ve arkadaslar1 CD34 ve VCAM (CDI106)’a
rastlamisken, Zuk ve arkadaglar1 rastlamamistir. Ayrica Zuk ve arkadaslari Stro-1’e
rastlamisken de Gronthos ve arkadaslari rastlamamistir. Bu c¢eliskilerin sebepleri,
hiicre izolasyon metotlarindaki farkliliklar, analizden 6nce hiicrelerin kiiltiir edilme
sliresi, ayn1 yiizey proteini lizerinde farkli farkli epitoplar1 tespit eden monoklonal
antikorlarm  kullanilmasi  ve  immiinohistokimyasal ve akis sitometrisi

yontemlerindeki hassasiyet farki olabilmektedir.

Yag doku kokenli kok hiicrelerin fenotipinin, insan kemik iliginden elde edilen
(mezensimal kok hiicre) ve iskelet kasindan elde edilen yetiskin kok hiicrelere
benzedigi rapor edilmistir. Bununla birlikte farkliliklar vardir: yag doku kékenli kok
hiicre NCAM (CD56) eksprese etmezken, kas kokenli yetiskin kok hiicre eksprese
eder. Aslinda, yag doku kokenli kok hiicrelerle kemik iligi kok hiicrelerinin protein
modellerinin karsilastirilmasi heniiz tam olarak yapilmamistir. Bir ¢alismada bu iki
farkli hiicredeki 28 gende bir farklilik gozlememis olunmasma ragmen bu konuda

yapilacak ¢alismalara ihtiya¢ vardir. [19]

1.7 YAG DOKU KOKENLi KOK HUCRELERIN FARKLILASMA
POTANSIYELI ve KULLANIM ALANLARI

Kondrosit-Kikirdak Onarimi;

Insan yag dokusu kokenli kok hiicreler ve olgunlasmis kondrositler, ayni
biyokimyasal markirlarla calisabilmektedir. /n vitro ortamda, 1-2 haftada, uygun 3-
boyutlu matriks iizerinde, ortama TGF- (transforming growth factor-f), askorbat ve
dekzametazon eklenmesiyle yag doku kokenli kok hiicreler kikirdagin ekstraseliiler

matriks proteinlerinden olan kollajen tip 11, kollajen tip 1V ve agrekan salgilarlar.
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Bu olay, kalsiyum aljinat jele 4-10 milyon hiicre/ml konsantrasyonunda hiicre
slispansiyonunun eklenmesi veya 0.25 milyon hiicrenin pellet olarak eklenmesiyle
gerceklestirilmistir. Bununla birlikte monolayer (tek tabakali) kiiltiir ortaminda,
kondrojenik kiiltiir kosullarinda da kondrositik markirlarin eksprese edildigi (daha az
olmak tizere) goriilmiistiir. Daha da 6nemlisi, in vivo ortamda (farelerde, 12 haftada)
bu hiicrelerin aljinat matris (implantasyon) iizerinde kondrojenik fenotipini

stirdlirdiigli gosterilmistir.

Miyosit-iskelet Kast Onarimi:

Yag doku kok hiicrelerinin miyosit hiicre hatt1 yolagina dogru farkhilastigini gosteren
kanitlar bulunmaktadir. At serumu varliginda, bu kok hiicreler iskelet kasi
farklilagmasini diizenleyen miyoD, miyogenin ve transkripsiyon faktorlerini eksprese
etmektedir. Gerekli kosullar saglandiginda hiicreler birlesir, cok-cekirdekli
miyotiipler olusturur ve miyozin 151k zincir kinaz gibi protein markirlarini eksprese

eder.[19]

Osteoblast-Kemik Defekt Onarimi;

Yag doku kokenli kok hiicreler, askorbat, B-gliserofosfat, dekzametazon ve D3
vitamini varliginda osteoblast benzeri hiicrelere farklilasmaktadirlar. /n vitro ortamda
2-4 haftadan fazla bir siirede, hem insandan hem de sicandan elde edilen yag doku
kokenli kok hiicreler ekstraseliiler matrikslerinde kalsiyum fosfat mineralini depo
etmektedirler. Ayrica alkalin fosfataz, kemik morfojenik proteinleri ve bunlarin
reseptorleri, osteokalsin, osteonektin ve osteopontin gibi osteojenik gen ve proteinleri
de eksprese ederler. /n vivo’da immiin sistemi yetersiz farelere, yag doku (insan)
kokenli kok hiicrelerin gomiilii oldugu hidroksiapatit/trikalsiyum fosfat poroz kiipler

implante edilmis ve 6 haftada yeni osteoid olustugu goriilmiistiir.
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Adipozit-Yumusak Doku Kozmesis:

Insan yag dokusu kok hiicreleri, orijinal farklilasma yolaklar1 olan adipojeneze de
donebilme yetenegine sahiptir. Indiiksiyon igin, metilizobiitilksantin (bir
fosfodiesteraz inhibitorii), hidrokortizon veya dekzametazon (bir glikoz reseptor
agonisti), indometasin veya tiazolidindion (bir peroksizom proliferatorii), pantotenat,
biotin ve/veya triiodotironinden olusan bir kokteyl hazirlanir. Yaklagik 7-10 giin
sonra hiicrelerin nétral lipid ile dolu vakuoller tasidigi goriiliir. Bu da Oil Red veya

Nile Red boyama ile tespit edilir.

Diiz Kas ve Kardivak Mivosit:

Insan yag doku kok hiicrelerinin a-SMA (smooth muscle actin) eksprese ettigi
bilindiginden beri gastrointestinal ve iiriner bolgelerde diiz kas defektlerinin
onariminda degerlendirilmesi yapilmistir. Garcia-Olmo ve arkadaslari, bir hastanin
rektovajinal fistiiliiniin onariminda otolog yag doku kok hiicrelerin kullanildigini

rapor etmiglerdir. Sonugta fistiiliin iyi derecede kapandigi bildirilmistir.

Son zamanlarda hazirlanan bir raporda 5’azasitadine maruz birakilan yag doku
kokenli kok hiicrelerin in vitro ortamda kardiyak miyosit farklilasma yolagina girdigi
gosterilmistir. Yaklagik 3 hafta sonra spontane olarak carpmaya (atmaya) baslayan
hiicrelerin, kiiltiirde kardiyomiyosit spesifik protein ve troponin I eksprese ettigi

gozlenmistir.

Diger Hatlar ve Fonksiyonlar:

Noronal-Spinal Kord ve Periferal Sinir Sistemi Hasar1:

Yag doku kokenli kok hiicrelerin ndronal ve/veya oligodendriyositik markirlar:
gosterdigi kanitlanmigtir. Fare ve insan yag doku kokenli kok hiicreleri, serumsuz

ortamda antioksidanlara maruz birakildiginda, ndronal hiicrelere benzeyen bipolar
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morfoloji gostermislerdir. Ayrica noronal proteinler olan etsin, orta (intermediate)
filament M ve Neu N’i, gliyal fibriler asidik protein (GFAP, oligodendrik farklilagsma
ile goriilen bir protein) kadar iyi eksprese ettigi goriilmistiir. Kok hiicrelere
indometasin, insiilin ve izobiitilmetilksantin uygulandiginda da benzer fenotipler

gorilmiistir.

Hematopoetik Destek-Hematopoetik Kok Hiicre Transplanti ve in vitro Yayilimi:

Kemik 1iligi stromal hiicrelerinin hematopoetik kok hiicrelerin ¢ogalmasini ve
farklilasmasmi desteklemek igin kullandig1 yiizey proteinlerinin benzerlerini, insan
yag doku kokenli kok hiicreler de eksprese etmektedir. Ek olarak, kemik iligi stromal
hiicreleri tarafindan iiretilen sitokinlerin ¢ogu (M-CSF, GM-CSF, TNFa (timdr
nekroz faktori-a), IL-6, IL-7, IL-8, IL-11 ve kok hiicre faktorii) yag doku kokenli
kok hiicreler tarafindan da salgilanmaktadir. Bu gézlemlere paralel olarak, insan yag
doku kokenli kok hiicreler, CD34+ hematopoetik kok hiicrelerin in vitro ko-kiiltiir
sistemlerde (B-hiicreleri, T-hiicreleri ve miyeloid hatlarr) farklilasmasini
uyarmaktadir. Bu sonuglar, insan yag doku kokenli kok hiicrelerinin hematopoetik

kok hiicre transplantasyonunda uygulanma potansiyeli oldugunu gostermektedir.

Gen Terapisi:

Ekzojen DNA’nin viral vektorler kullanilarak yag doku kokenli kok hiicrelere
aktarilmas1t miimkiindiir. Adenoviral, herpes simplex viriis, lentiviral ve retroviral
vektorlerin hepsi, in vitro ortamda bu kok hiicreleri enfekte edebilmektedir. Katz ve
arkadaslari, temel fibroblast biiylime faktorii geninin (Bfgf) bu kok hiicrelere
aktarimim1 saglamiglar ve viral transdiiksiyonu takip eden 3 giin icinde Bfgf
proteininin sekresyonunun pik yaptigi goriilmiistiir. En iyi sonug, lentiviral vektdrler
ile alinmistir. Bu sonuglar, yag doku kodkenli kok hiicrelerin gen transferi i¢in hiicre

tastyicilar olarak kullanilabilecegini gostermektedir.
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Sonug olarak gelinen noktada, rejeneratif tibbin doku onarimi konusunda en 6nemli
sorunlarmdan biri, giivenilir kok hiicre kaynagidir. Insan yag dokusu kokenli kok

hiicreleri, doku mithendisligi i¢in bir¢ok ihtiyaci karsilayabilecek ‘ideal’ hiicrelerdir.

Bundan sonra yapilacak calismalarda bu kok hiicrelerin klinik olarak kullanilmasi
gereklidir. Arastirmacilar, bu kok hiicrelerin etkinligini ve giivenligini hayvan
modeller {izerinde, bir biyomateryal iskele ile birlikte veya tek basima,
kanitlayabilirler. Ek olarak, tretim ve kalite gilivencesi sorunlarmin iizerine
egilmelidirler. Sorunlarin devam etmesine ragmen, yag doku kokenli kok hiicreler

gelecekteki uygulamalar i¢in ¢ok 6nemlidir.

1.8. NANOFIiBERLER, AVANTAJLARI VE UYGULAMA ALANLARI

Otolog doku/hiicre transplantasyonu ile doku onarimi, doku rejenerasyonu igin en
fazla gelecek vaat eden tekniktir. Bununla birlikte, donér dokusunun hasta olabilmesi
ve uygunlugu gibi bazi limitasyonlar1 vardir. Allografilar, otograftlara bir
alternatiftir. Fakat bunlarda da immiin yanita sebep olma ve hastalik transfer etme
riski bulunmaktadir. Doku miihendisligi, miikemmel bir yaklasim sunmasinin
yaninda yukarida bahsedilen yontemlerin tasidigi risk ve limitasyonlari

icermemektedir.

Doku miihendisligi, doku rejenerasyonu i¢in biyoloji, kimya, miihendislik gibi bir¢ok
alam1 bir arada sunar. Doku miihendisligi yaklasimlari, doku fonksiyonlarini
korumak, gelistirmek ya da restore etmek i¢in; biyomateryalleri, hiicreleri ve
faktorleri tek baslarmma veya birlikte kombine ederek kullanir. Strateji genel olarak,
hastadan saglikli hiicrelerin izole edilmesi ve bunun da in vitro ortamda ¢ogaltilmasi
seklindedir. Cogalan bu hiicreler {i¢ boyutlu skafolda ekilir ve bu skafold zamanla

degrede olurken ekilen hiicrelerden de yeni bir doku olusur.
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Biyomateryaller, hiicrelere tutunma, ¢ogalma, yeni doku olusturmalari i¢in sentetik
bir ¢erceve saglar. Biyomateryal bazli ii¢ boyutlu skafold iiretimi i¢in pek ¢ok

geleneksel metot vardir. Son zamanlarda nanofiber bazli skafoldlar ortaya ¢ikmustir.

Nanofiberlerin gelistirilmesiyle birlikte nano boyutta dogal insan dokusunun taklit
edilmesi konusunda agama kaydedilmis olmustur. Nanofiberlerin yilizey alani/hacim
orant yiiksektir. Ayrica, mikroporoz yapilari, hiicrenin adezyonu, proliferasyonu,
migrasyonu ve farklilasmasi i¢in ¢ok uygundur. Nanofiberler, doku miihendisligi
uygulamalarinda istenen pek cok Ozelligi de tasimaktadir. Nanofiberlerle ilgili

calismalar daha ¢ok, uygulama, karakterizasyon ve iiretimleri lizerine yogunlasmistir.

1.9. NANOFIBERLERIN DOKU MUHENDISLIGINDE
UYGULAMALARI

Son on yil i¢cinde doku miihendisligindeki potansiyel kullanimlar1 sebebiyle
nanofibroz sistemler gelistirilmistir. (Ma ve Zhang 1999; Li ve ark., 2002; Smith ve
Ma 2004; Ma ve ark., 2005). Yiizey alan1 ve porozitesinin yiiksek olmasi hiicre
adezyonunu artirmada avantaj saglarken, dogal ekstraseliiler matrikse benzeyen fiziki
yapisi ise hiicrelerin biiylimesi ve fonksiyonlarmi basariyla yerine getirme konsunda
miikemmel bir mikro/nano ¢evre saglayarak avantaj saglar. (Doshi ve Reneker 1995;
Stupp ve ark., 1997; Zhang ve Ma 2000). Bu sebeple nanofibroz sistemlerin doku

miihendisligi uygulamalar ile ilgili ¢aligmalar hizla devam etmektedir. [20]

1.9.1. Kemik Doku Miihendisliginde Nanofiberler

Kemik doku mithendisligi i¢in skafold dizayn edilirken mekanik kuvvet, por boyutu,
porozite, sertlik ve lic boyutlu yapi gibi fiziksel Ozelliklerin kemik dokusuna
benzemesi istenir. Por biiyiikliigii 100-350 pm ve porozitenin % 90’mn {izerinde
olmasi, kemik rejenerasyonu i¢in tercih edilen 6zelliklerdir. (Bruder ve Caplan 2000;
Hutmacher 2000).
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1.9.2. Kikirdak Doku Miihendisliginde Nanofiberler

Kondrositlerin elverissizligi ve projenitdr hiicrelerin  bulunmamasindan dolayi,
artikiiler (eklemsel) kikirdak dokunun onarimi ¢ok smirlidir. Kondrositler, artikiiler
yiizeyin ekstraseliiler matriksinde gomiiliidiir ve bu da onlarin hareketliligini engeller
ve hasar onarim prosesine katilimini sinirlar. (McPherson ve Tubo, 2000). Bunun
yani sira artikiiler dokunun avaskiiler bir doku olmasi da rejenerasyon kapasitesini
simirlar. Bu problemi ¢dzebilmek i¢in gelistirilen cerrahi tekniklerde de smirl bir
basar1 elde edilmistir. (Colwell ve ark., 2001). Bu konuda doku miihendisligi
yaklagimlar1 gelistirilmistir ve bu yaklasimlardan biri, kondrosit veya projenitor
hiicrelerle kombine edilmis ti¢ boyutlu skafoldlarin kullanimidir. (Tuli ve ark., 2003;
Li ve ark., 2005).

Li ve arkadaslarmimn polikaprolakton nanofiberler ve fotal sigir kondrositleri ile
yaptig1 calismanin sonuglarma gore, PCL (polikaprolakton) nanofiberler, agrekan,
kollajen tip II ve IX, COMP (cartilage oligomeric matrix protein) gibi kikirdak
dokuya 0Ozgli ekstraseliiller matriks genlerinin ekspresyonunun siirdiiriilmesi ile
kondrositik fenotipin korundugu gosterilmistir. (Li ve ark., 2003). Ayrica
kondrositler, polistiren kiiltiir kabi ile karsilastirildiginda, nanofibroz skafold

tizerinde, yuvarlak sekle daha yakin bir morfoloji sergilemislerdir. [20]

1.9.3. Ligament Doku Miihendisliginde Nanofiberler

Ligamentler, yogun bag doku bantlarindan olusan, eklemlerin hareket ve
stabilitesinden sorumlu bantlardir. Ligamentlerin kopmasi, c¢evre dokuda geri
doniisiimsiiz hasarlara neden olur. Dogal yoldan iyilesmez ve geleneksel klinik
metotlarla tamamen onarmak da miimkiin degildir. (Lin ve ark., 1999; Goule ve ark.,
2000). Son zamanlarda nanofiberleri kapsayan doku miihendisligi metotlar1 bu
konuda basarili olmustur. (Lin ve ark., 1999). Ozellikle diizenli liflerden olusan

nanofiberler, hiicre yanitini olumlu etkilemektedir. [20]
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1.9.4. Cizgili-kas Doku Miihendisliginde Nanofiberler

Yine bu dokunun da onariminin zor olmasmin yani sira cerrahi miidahaleler yetersiz
kalmaktadir. Riboldi ve arkadaglarmm 2005’te yapmis oldugu c¢alismada
elektrospinlenmis, bozunur poliester iiretan mikrofiberler kullanilmistir. Sonuclara
gore, yeterli mekanik 6zellik gosterdigi ve hiicrelerin adezyon ve farklilagsmasini

tesvik ettigi goriilmiistiir. [20]

1.9.5. Deri Doku Miihendisliginde Nanofiberler

Deri dokusu, epidermis ve dermis adi verilen iki tabakadan olusur. Epidermisin
rejenerasyon kapasitesi smirli iken, dermiste bu yetenek cok daha fazladwr. Fakat
yaralt dokuda dermisin olmamasi, elastikiyet ve kuvvet yoniinden eksiklige sebep
olur. Sonugta, hareket sinirlanir, agriya ya da aciya sebep olur ve kozmetik yonden
de istenmeyen bir durumdur. Doku miihendisligi metotlar1 ile elde edilen deri
dokusu, miitkemmel bir alternatif olusturur. Sadece yaray:1 kapatmakla kalmaz, ayni
zamanda dermis rejenerasyonunu da stimiile eder. Min ve arkadaslari, 2004’te
yaptiklar1 ¢alismada elektrospinleme ile elde edilmis dokunmamis ipek fibroin

nanofiberler tireterek basarili sonuglar almislardir. [20]

1.9.6. Damar Doku Miihendisliginde Nanofiberler

Vaskiiler graft olarak kullanilan biyomateryalin, damardan akan kan ve komsu
dokularla minimum derecede etkilesime girmesi gerekir. Arastirmacilar uzun siiredir

nano-boyutta bir kan damari gelistirme konusunda ¢alismaktadirlar. [20]

Yapilan bazi c¢aligmalarm sonuglarma gore, nano boyuttaki fiberler, dogal
ekstraseliiler matriksi taklit edebilmektedir, mekanik 6zellikleri saglamaktadir (insan

koroner arteri ile karsilastirildiginda) ve diiz kas hiicrelerinin adezyonu ve
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proliferasyonu i¢in gerekli yap1 ihtiyacini karsilamaktadir. (Mo ve Weber 2004; Mo
ve ark., 2004; Xu ve ark., 2004).

1.9.7. Noral Doku Miihendisliginde Nanofiberler

Sinir sisteminde, néronlarin ya da glial hiicrelerin dejenerasyonu veya ekstraseliiler
matrikste meydana gelen herhangi bir istenmeyen degisiklik, bir¢cok klinik hastaliga
neden olabilmektedir. Noral doku tahribati, iirkiitiicii bir sorundur ¢linkii hemen
hemen tiim noral tahribatlar geri doniisiimsiiz fonksiyon kaybi ile sonuglanmaktadir.
(Fine ve ark., 2000). Noral doku miihendisligi, normal ya da genetik olarak
degistirilmis hiicreler ve skafold dizayn1 ve/veya ila¢ salinim sistemlerinde kullanilan
biyomateryaller gibi biyolojik araclar1 kullanarak ndral dokuyu onarmaym amaclar.
Yang ve arkadaslar1 bu amagla poli(l-laktik asit) bazli elektrospinlenmis nanofibréz
skaffold tizerine c¢alisma yapmislardir. Calismanin kapsami, noral kok hiicreler
iizerinde nanofibréz skafoldlarin etkilerinin anlasilmasidir. Calismanin sonuglarina
gore, rastgele yapilanmis, 150-300 nm boyutlarinda lifler igeren nanofiberler, sadece
noral kok hiicre adezyonunu desteklemekle kalmamis, ayn1 zamanda bu hiicrelerin

farklilagsmasini da tesvik etmistir. (Yang ve ark., 2004, 2005). [20]

1.10. NANOFIBER URETIiM METOTLARI

Lif ¢aplarmin kontrol edilebilmesi, organik-inorganik ve hibrid nanometaryallerin
uretilebilmesi nanofiber iretim teknolojilerine olan ilgiyi artirmistir. Nanolifler
rastgele veya diizenli sekillerde, kabuk-6z, i¢i bos, gézenekli ve ¢ok kanalli mikro-
tiip olarak kullanilabilmektedir. Bu ¢ok farkli 6zelliklere sahip malzemeler, yine ¢ok
farkli fiber {iretim teknikleri sayesinde iiretilebilmektedir. Hi¢ siiphesiz ki, bunlarin

arasida en uygunu elektroegirme metodudur. [21]
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1.10.1. Molekiiler Oztoplanma (Kendiliginden Kurulma)

Molekiiler 6ztoplanma, doku miihendisligi i¢in skafold iliretmek amaciyla ortaya
c¢ikmig faydali bir yaklasimdir. (Goldberg ve ark., 2007 ). Elektrospinlemenin
aksine, bu metotta hidrofilik, elektrostatik ve van der Waals baglar1 gibi kovalent
olmayan etkilesimler sayesinde spontane bir proses gerceklesir. (Philp ve Stoddart,
1996; Hartgerink ve ark., 2001). [20]

Oztoplanma materyallerinin yapisal 6zellikleri; kinetikler, molekiiler kimya ve
kurulum gevresinin (pH, ¢oziicii, 151k, tuz eklenmesi, sicaklik, vb.) gibi etkenlerin
kontrol edilmesiyle ayarlanabilir. Oztoplanmada esas zorluk, spontane sekilde
organize olup biyolojik sistemlerin yapisal 6zelliklerini taklit edebilecek molekiiler
yapitaglarin dizayn edilmesidir. (Smith ve ark., 2008 ). Kii¢iik molekiilleri, niikleik
asitleri ve peptidleri kapsayan kiiciik yapitaslari, nanofibr6z yapiya kendiliginden
dontisiir. [22]

1.10.2. Faz Seperasyon (Termal Indiiklenmis Faz Seperasyon Metodu)

Bir diger ilging nanofibroz skafold iiretim yontemi olan faz seperasyon, fiziksel
uyumsuzluktan dolay1 fazlarin seperasyonunu igeren termodinamik bir prosestir.
Spesifik olarak, mutlak sicaklik kosullar1 altinda homojen bir polimer soliisyonu
termodinamik olarak stabil-olmayan hale gelir ve ardindan polimerce-zengin ve
polimerce-zayif faz olusur. Solvent uzaklastirildiginda, polimerce-zengin faz 3-
boyutlu yapiya doniislirken, polimerce-zayif faz boslugu olusturur. Bu proses, tipik

olarak 5 ana basamak icerir:

i.  Ham materyalin ¢6ziinmesi,
ii.  Jelasyon (peltelesme),
iii.  Solvent ekstraksiyonu,
iv. ~ Dondurma,
v.  Kurutma’dir. (Ramakrishna, 2005).
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Ayrica nanofibroz skafoldun porlarinin morfolojisi; polimer konsantrasyonu, faz

seperasyon sicakligi, ¢Ozgen/cozgen-olmayan degisimi gibi parametrelerin

degistirilmesiyle ayarlanabilir. (Zhang ve ark., 2012). [22]

Sekil. 1.1. Farkli metotlarla elde edilmis nanofiberlerin TEM ve SEM goriintiileri.
A)Molekiiler 6ztoplanma metoduyla elde edilmis peptid amfifi
nanofiberin TEM goriintiisii kaynak: Hartgerink JD, Beniash E, Stupp SI.
2002. Peptide-amphiphile nanofibers: a versatile scaffold for the
preparation of self-assembling materials. Proc. Natl. Acad. Sci. USA,
99:5133-8. 2002 National Academy of Sciences, USA. B)Faz ayrilma
metoduyla elde edilmis PLLA nanofiberin SEM goriintiisii, 500x kaynak:
Ma PX, Zhang R. 1998. Synthetic nano-scale fibrous extracellular
matrix. J Biomed Mater Res, 46:60—72, 1998.

1.10.3. Elektroegirme

Elektroegirme (elektrospinleme), biyomateryallerin nanofiberlere doniistiiriilmesi
icin oldukca cazip bir tekniktir. Bu teknik, nanofiberlerin kalmhgmni,
kompozisyonunu ve porozitesini kontrol etme firsat1 sunar. (Doshi ve Reneker 1995;

Reneker ve Chun 1996; Dzenis 2004; Jayaraman ve ark., 2004).
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Elektroegirme yontemi ile elde edilen nanofiberler, yiiksek yiizey alani ve poroziteye
sahip oldugu icin, istenen hiicre etkilesimine izin verir ve bu da onlar1 doku
miithendisligi uygulamalar i¢in iyi birer potansiyel malzeme haline getirir. (Li ve
ark., 2002; Smith ve Ma 2004; Khil ve ark., 2005; Ma ve ark., 2005).

Elektroegirme prosesinde, polimerik soliisyona elektrik potansiyel uygulanarak 50
nmM-1000 nm (ve daha kalin da olabilir) arasinda (Reneker ve Chun 1996; Shin ve
ark., 2001; Fridrikh ve ark., 2003), kalinliga sahip fiberler elde edilir. (Hohman ve
ark., 2001, 2001).

Soliisyon, bir kapiler tlipiin ucunda, yiizey geriliminin etkisiyle, tutulur. Elektriksel
potansiyel uygulanmasi, polimer soliisyonunun yiiklenmesini saglar. Polimer
soliisyonundaki karsilikli yiik repulsiyonu (geri-tepkisi), polimer soliisyonunun
ylizey gerilimine zit bir kuvveti indiikler. Elektriksel potansiyeldeki artis, oncelikle,
kapiler tiipiin ucundaki soliisyonun yari-kiiresel yiizeyinin uzamasina ve Taylor
konisi denilen konik benzeri seklin olusmasina yol agar. (Doshi ve Reneker 1995;
Yarin ve ark., 2001).

Elektriksel potansiyeldeki artis devam ettikge kritik degere ulasilir ve yiizey gerilimi
kuvvetlerinin asilarak Taylor konisinin ucundan ¢ikan bir jet olusumuna sebep olur.
Yiikli jet, dengesizliklere maruz kalir, uzama ve solvent buharlasmasindan dolay1
havada zamanla incelir. (Zeleny 1914; Reneker ve ark., 2000; Shin ve ark., 2001a,
2001b; Frenot ve ark., 2003).

Yikli jet, durgun ya da donen metalik toplayicinin zemininde, nanofiber olma
yoniinde, rastgele yavas yavas sekil alir. (Doshi ve Reneker 1995; Kameoka ve
Craighead 2003).

Elektroegirme, “elektrospreyleme”den koken alir. Elektrospreylemede iletken bir
stviya elektrik yilikii verilir ve spreye benzeyen ince partikiillere ayrilan bir jet

iiretilir. Ismi de bu nedenle “elektrospreyleme”dir. (Rayleigh 1882; Zeleny 1914).
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Bununla birlikte, elektrospreyleme prosesi igin diisiik-molekiiler-agirlikli bir madde
yerine bir polimer kullanildiginda, polimerin uzun zincirli yapisi, jetin partikiillere
ayrilmasma olanak saglamaz. Bunun yerine, jet, dengesizliklere maruz kalir ve
nanofiber olusturmak tiizere incelir. Bu nedenle, elektroegirme/elektrospreyleme
teknigi ile nanofiber elde edilirken, polimerler (sentetik ya da dogal) kullaniimalidir.

[20]

Elektroegirme prosesi, iki grup parametreden etkilenir: sistem parametreleri ve
proses parametreleri. Polimerin molekiiler agirh@t ve ayrisimi gibi  sistem
parametreleri, nanofiberlerin degredasyon hizin1 belirler. Polimer soliisyonunun
ozellikleri (viskozite, yiizey gerilimi ve iletkenlik gibi) gibi sistem parametreleri de
nanofiber capini1 belirler ve boncuk olusturma olasiligmi azaltir. Orifiz ¢api,
polimerin akis hiz1 ve elektriksel potansiyel gibi proses parametreleri fiber ¢apini
etkiler. Kapiler ile metal toplayicit arasindaki mesafe gibi proses parametreleri,
nanofiberlerden solventin buharlagma derecesini ve toplayicidaki birikmeyi belirler.
Toplayicinin hareketi de fiber birikimi siliresince desen (yapi, sablon) olusumunu
belirler. Farkli polimerik sistemleri degistiren sistem ve proses parametreleri, her
durumda modifiye edilebilir ve spesifik kullanim i¢in nanofiberler uygun hale
getirilebilir. (Shin ve ark., 2001b; Zong ve ark., 2002; Fridrikh eve ark., 2003; Katti
ve ark., 2004). [20]

Nanofiberlerin yliksek porozite ve ylizey alanina sahip olarak iiretilmesi, dogal veya
sentetik, bircok polimere uygulanabilmesi, bu teknigi ¢cok yonlii bir teknik haline
getirmistir. Bununla birlikte, fiber kalinliklarinin genis bir aralikta meydana
gelebilmesi, nanofiberlerin rastgele yonelimi ve fiber aglarinin diisiik mekanik
Ozellikte olmasi, bu teknigin limitasyonlar1 arasindadir. Yine de genel olarak

elektrospinleme teknigi, bir¢ok farkli polimerden nanofiber iiretmeye yarayan, gii¢lii

ve basit bir tekniktir. [20]
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Taylor konisi

Siringa pompasi

Gerilim kaynagi Toplayici

Sekil 1.2. Elektroegirme yonteminin sematik gésterimi

1.11. PHEMA, OZELLIKLERI ve KULLANIM ALANLARI

2-Hidroksietil metakrilat, bircok uygulamasi olan bir monomerdir. Hakkinda 1967
yilindan beri 1500 yayin yapilmis, yaklasik 2000 tane de polimeri ile ilgili patent

veya yaymi mevcuttur. [25]

Bazi faktorler bu monomere gosterilen ilgiyi ac¢iklamaktadir: Bu monomer ticari
olarak kolay ulasilmasi miimkiin bir monomerdir, metil metakrilat veya metakrilik
asitten tek adimda hazirlanir. Ayrica, Kolaylikla metakrilik tiirevleri olarak
polimerizasyonu yapilabilir. Suda ¢dziinen bu monomer, polimerizasyondan sonra

hidrojele doniisebilir, bu da biyomedikal uygulama alanlar1 agisindan ¢ok dnemlidir.

[25]

Metakrilik tiirevlerin ¢oklugu sebebiyle, HEMA, radikal indikatorlerle veya diger
farkll birgok metotla (gama 1511, UV, plazma, vb.) polimerize edilebilir. Monomer
ptrifiye edildiginde (bir ¢apraz baglayici olan EGDMA olmadan), ¢oziiniir bir
polimer sentezlenebilir. Fakat monomer, diisiik oranda bile olsa, EGDMA iceriyorsa,

hazirlanan kopolimerler, suda ve diger bir¢ok solventte sigsen jellere doniisiir.
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1.11.1.

PHEMA ’mn Fiziksel Ozellikleri

PHEMA nin biyomedikal alanda birgok uygulama alan1 olmasi nedeniyle, fiziksel

ozellikleri ile ilgili olarak genis capta ¢alismalar yapilmistir.

Diflizyon caligmalar: PHEMA’nin permeabilitesi, oksijen i¢in, membran
olarak kullanimi, diger makromolekiillerele karsilastirilmistir. Diistik oralarda
EGDMA ile ¢apraz baglanan PHEMA hidrojellerin suyu difiizyonu tlizerine
calismalar yapilmistir. Capraz baglanma derecesinin, diflizyon kanunlarinin,
su ile denge sabiti dl¢iimlerinin etkileri ile sisen jellerin yapisal ¢alismalari

iizerine yaymlar bulunmaktadir.

Mekanik ve viskoelastik 6zellikler: Capraz baglanmis PHEMA kullanilarak
elde edilen kompozitler, iyi elastik o6zelliklere sahiptir. Optik lenslerde
kullanim i¢in, sodyum Kkloriir (suda) soliisyonunun PHEMA’nin elastik

ozelligine etkisi de arastirilmistir.

Viskometrik, termal ve diyalektik ozellikler ve NMR karakterizasyonu:
PHEMA’nin camsi gegis sicakligi gibi termal ozellikleri ile diyalektik

Ozelligi arasinda iyi bir korelasyon oldugu rapor edilmistir. [25]

HEMA ve PHEMA nin biyomedikal alanda kullanimlarri,

Vi.

Vii.

Histolojik gdmme

Dis hekimligi

Molekiil ve hiicrelerin immobilizasyonu
Enzimlerin immobilizasyonu

[laglarm immobilizasyonu

Implantlar

Optik lensler [25]
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1.11.2. PHEMA’nin Biyouyumlulugu ve Kullanim

PHEMA, miikemmel biyouyumlulugu ve canli dokulara benzeyen fizyokimyasal
ozellikleri nedeniyle avantajli bir polimerdir. Ayrica, Birlesik Devletler Gida ve Ilag
Idaresi (FDA) nin klinik uygulamalar i¢in onaymi almstir. Yiiksek biyouyumlulugu,
toksik olmamasi, iyi oksijen gecirgenligive iyi iletim ve absorpsiyon Ozellikleri

nedeniyle biyomateryaller arasinda gelecek vaat etmektedir.

Tutulmus hiicrelere (immobilizasyon ile) kars1 dikkate deger bir toleransa sahiptir ve
iyl kimyasal ve hidrolit stabilite sergiler. PHEMA nin intervertebral diskler i¢in ¢ok
uygun bir hidrojel materyali oldugu bulunmustur. Bunun disinda, bir farmakolojik
ajan olan bikukulinin in vitro salimmmda PHEMA kullanilmis ve néral aktivite
calismalarinda basari elde edilmistir. Bir antikanser ila¢ olan doksorubisinin PHEMA
nanopartikiillerden kontrollii salinimu ile ilgili yapilan ¢alisma da PHEMA nin etkin

bir ila¢ salinim skafoldu oldugunu onaylamstir.

Bazi arastirmacilar, ila¢ salimm aygiti olarak PHEMA ve PHEMA ko-sodyum
metakrilat’tan intravajinal halkalar (ringler) hazirlamislardir. Ayrica yapilan birkag

calisma PHEMA ‘nin oftalmik uygulamalar i¢in uygun oldugunu gostermistir.[26]

PHEMA’nin biyouyumlulugu hiicre ve doku diizeyinde ¢alisilmistir. Hiicresel
biyouyumluluk mekanizmasini agiklamak icin hiicreler, PHEMA-kapl lamlar ya da
PHEMA hidrojeller kullanilmistir. Jel parcalari hayvanlara implante edilerek bu

rezinin organizmanin tiimiinde bir yan etkiye sebep olup olmadigma bakilmistir.

Oncelikle, PHEMA rezininin hidrofilisitesinin hiicre kiiltiirii igin elverisli ve uygun
oldugu diisiiniilmiistir. PHEMA’ya hiicresel yapisma, ilk olarak 1975’te tavuk
embriyolarindan elde edilen miyoblastlarin PHEMA ile asilanmis polisiloksan
iizerinde kiiltlir edilmesi ile gdsterilmistir. Hamster bobreginden alinan hiicrelerin de

modifiye-edilmis PHEMA {izerinde, polistiren {iizerinde oldugundan daha iyi
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yayildigr gosterilmistir. Burada PHEMA rezinin hidrofilik 6zelliklerinin avantaj
sagladig1 diisiiniilmiistiir. Benzer deneyler yenidogan kordonundan alinan endotelyal
hiicrelerle de yapilmis ve hiicrelerin hidrofilik substrata Once yapigmasi, sonra
yayilmasi ve ¢ogalmasi gozlenmistir. Bununla birlikte, saf ve modifiye-edilmemis
PHEMA nin memeli hiicrelerinin tutunmasi ve biiylimesi i¢in destek saglayamadigi

goriilmiistiir. [25]
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2. MATERYAL ve YONTEMLER

2.1. MATERYALLER

Kollajenaz tip 1l (Gibco, 1737780), Western kromojenik immiinodeteksiyon sistem
(Invitrogen, 1933084), RIPA tamponu (Boster, BST11B03A05), Proteaz inhibitor
kokteyli (Boster, BST10L10A82), Mezensimal kok hiicre 6zel medyum Kkiti
(Biological Industries, 1610177), Mezensimal kok hiicre atagman soliisyonu
(Biological Industries, 1629575), Tripsin EDTA Soliisyon C (Biological Industries,
1646917), Fotal sigir serumu (Biological Industries, 1624434), Penisilin-
Streptomisin soliisyonu (Biological Industries, 1703092), Calcein AM (Life
Technologies, 1778260), Propidyum iyodiir (Life Technologies, 1702578), CD90
(Abcam, ab226), CD44 (Novus Biologicals, NBP2-22530F), CD146 (Biorbyt,
orb243943), CD105 (Abbiotec, 251222), 4-arm PEG (Jenkem Technology,
Z7243P102), Amonyum peroksidisiilfat (Merck, K42478301), L-Fenilalanin (Sigma
aldrich, MKBT4681V), L-Histidin (Sigma aldrich, MKBQ7783V), L-Aspartik asit
(Sigma aldrich, BCBN7700V), 2-(Hidroksietil metakrilat) (Sigma aldrich,
STBF6205V), Kalsiyum kloriir (Reidel-de Haen, 12022), EDTA (Amresco,
1340C449), Alamar mavisi (Invitrogen). Hiicrelerin saymmi, tripan mavisi
kullanilarak ger¢eklestirilmistir. Sitotoksisite testinde MTT ve Alamar mavisi
soliisyonlarindan yararlanilarak hiicre canlilig1 tespit edilmistir. Ikili boyamada
Calcein AM ve Propidyum iyodiir kullanilmistir. Hiicre kiiltiirii ¢alismalarinin
tamami, kiiltir kaplar1 ve c¢oklu kuyucuklu plakalarda (Corning, ABD)
gergeklestirilmistir.

2.2. METOTLAR:

2.2.1. TAVSAN YAG DOKUSUNDAN KOK HUCRE ELDE EDIiLMESI

Tavsanin interskapula bolgesinden yag doku izole edildi. Alman doku Once
batikona batirildi, 1 dakika sonra hazir DMEM-F12 (%89 DMEM-F12, %10 Fotal
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bovin serum, %1 antibiyotik (Penicilin-streptomicin-amphoterycin) igeren)
besiyerine aktarildi. Ardindan %1 ve %5 antibiyotik (Penicilin-streptomicin-
amphoterycin) oranlar1 olan PBS igerisinde 1’er kez, 5’er dakika yikama yapildiktan
sonra dokular 6 kuyucuklu kiiltiir plagina alinarak 1 ml hazir DMEM-F12 igerisinde

bistiiri yardimiyla fragmentlerine ayrildi. Daha sonra asagidaki protokol uygulandt:

Kollajenazh Yontem:

10 ml, 2 mg/ml ‘lik kollajenaz (2 mg kollajenaz/1 ml PBS)‘a 2 ml Img/ml ‘lik
CaCly(suda) eklendi. Bu karisim yikanan dokularin bir kismima eklenerek
parcalamaya devam edildi ve fragmentlerine ayrilan dokular 1 saat etiivde inkiibe
edildi. Corba kivamina gelen kollajenazli doku santrifiij tiipiine alinarak {izerine 2’ser
ml hazir DMEM-F12 besiyeri eklenerek 3000 rpm de 5 dakika santrifiij edildi.
Siipernatant atildi ve kalan pelletin {izerine yeteri kadar hazir MEM-alpha (%20 FBS
ve %1 Penisilin-Streptoisin igeren) besiyeri eklenip pipetleme yapildiktan sonra 25
cm®lik flasklara ve 6 kuyucuklu kiiltiir plagina ekildi. Flask ve plaklar etiivde
inkiibasyona birakildi. ki giinde bir flask ve plaklarin besiyerleri degistirildi..
Besiyeri degisiminden sonra besiyerinin hacimce % 1’1 kadar da (1mM) L-glutamin
eklendi. Flask ve plaklar konfluent hale geldiginde (yaklasik bir hafta sonra)
pasajlama yapildi.

2.2.2. KOK HUCRE ORANININ FLOW SITOMETRI iLE GOSTERILMESI

Vaskiiler kok hiicrelerin bulundugu 25 cm? lik flaskta bulunan besiyeri (DMEM-
F12), laminar hava akishi kabin icerisinde pipetle aspire edildi. Uzerine PBS
(Phosphate Buffer Saline) konuldu. PBS ile yikama yapildiktan sonra, flaska Tripsin
EDTA eklendi (1 ml) ve 4 dakika boyu 37 °C, %5 CO; li etiivde inkiibe edildi. 4
dakika sonra 2 ml besiyeri (DMEM-F12) flaska eklendi ve hiicre siispansiyonu
santrifiij tiipline aktarildi. Flaskin yiizeyinden ayrilan hiicreler, 2500 rpm de 2 dakika

siireyle santrifiij edildi. Santrifiijiin ardindan siipernatant aspire edildi.
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Kalan pellet, elle hafifce tiipe vurma yoluyla dagitildi. Uzerine 1 ml besiyeri
(DMEM-F12) eklendi. Pipetleme ile hiicrenin iyice dagilmasi saglandi. Ardindan
hiicrenin bulundugu siispansiyondan ve Tripan mavisinden 10’ar pl alinarak
ependorf tiipe aktarildi. Yine iyi bir pipetleme yapildiktan sonra karisimdan 10 pl
alinip sayma lamima pipetle aktarildi. Hiicre sayim cihazinda hiicre sayma islemi
gerceklestirildi. Canli hiicre miktari, 1,1x10° olarak tespit edildi. Sayma islemi
bittikten sonra hiicre bulunan tiipe tekrar 2 ml besiyeri (DMEM-F12) eklenerek
tekrar 2500 rpm de 2 dakika santrifiij yapildi. Santrifiijden sonra siipernatant atildi ve
tiipe elle hafifce vurularak hiicre pellet dagitilda.

CD90 (FITC isaretli), sadece flow sitometri i¢in kullanima hazirlanmistir ve
seyreltme islemi uygulanmaz. Protokole gore 10° tane hiicre i¢in 10 ul antikor
gerekmektedir. Bu sebeple 10 ul CD90 antikor, dagilmis hiicre pelletine eklenir ve
20 dakika, oda sicakliginda, karanlikta inkiibasyona birakildi. 20 dakikanin sonunda
flow sitometri cihazinda 488 nm de (FITC i¢in) okuma yapildi.

2.2.3. HUCRELERIN IMMUNOSITOKIMYASAL METOT ile BOYANMASI

Onceden steril edilmis olan lameller, 6 kuyucuklu kiiltiir kabina pens yardimiyla
yerlestirildi. Her bir lamelin {izerinde 20x10° hiicre olacak sekilde hiicre ekimi

yapildi. Hiicrelerin iyice tutunup ¢ogalmasi i¢in iki giin beklendi.

Bundan sonra fiksasyon asamasina gegildi. Kuyucuklardaki besiyeri aspire edildi ve
oda sicakligindaki PBS ile yikama yapildi. Daha sonra lameller % 4 paraformaldehit
(PBS igerisinde) soliisyonunda oda sicakliginda 10 dakika inkiibe edildi. Son olarak
PBS ile 2 dakika yikama yapilarak fiksatiflerden arindirilan lameller, fikse edilmis

oldu.

Permeabilizasyon islemi i¢in; kuyucuklara %0,3 PBST (PBS igerisinde Triton-x) 100
‘er pl damlatildi ve 15 dakika inkiibe edildi. 3 kez 5’er dakika PBS ile yikama
yapildi. Kuyucuklara 100 ‘er pl protein bloklama soliisyonu eklendi ve 15 dakika
beklendi. Negatif kontrol yapilan kuyucuklar hari¢ diger tiim kuyucuklara yikama
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yapilmadan, seyreltilen primer antikorlardan (CD44 1:100), (CD105 1:100) 200°er
ul eklendi. 1 saat inkiibasyondan sonra 3 kez 5’er dakika PBS ile yikama yapild.
Yikamanm ardindan soliisyon aspire edildi ve negatif kontrol de dahil tiim
kuyucuklara 100’er ul sekonder antikor eklenerek 30 dakika inkiibasyon yapildi.
Sekonder antikor pipetle atilarak 2 kez 5’er dakika PBS ile yikama yapildi
Kuyucuklara 100 ‘er ul HRP- Streptavidin eklendi ve 20 dk beklendi. 20 dk sonra 2
kez 5 ‘er dk arayla PBS ile yikama yapildi. PBS pipetle atildi. 150°ser ul AEC
Kromojen (Thermo AEC kullanima hazir soliisyon) kuyucuklara eklendi. Boyanma

goriilene kadar beklendi.

Boyanma goriildikten sonra PBS ile 2 kez 5 ‘er dk arayla yikama yapildi ve
soliisyon aspire edildi. Ardindan her bir kuyucuga 200°er pl Gill’s hematoksilen
eklenip 2 dakika beklendi. Sonra da PBS ile 5 kez yikama yapildi. Lamellerin 200’er
ul PBS eklenip ve 151k mikroskobunda fotograf ¢ekildi.

2.2.4. ELEKTROEGIRME iLE NANOFIiBER ELDESI
2.2.4.1. HEMA’nin Polimerizasyonu

[Ik yapilan islem, HEMA’ nm 1s1l polimerizasyonu ile PoliHEMA elde etmektir.
Bunun i¢in polimerizasyon baslatict olarak 0,12 gr Amonyum persiilfat tartilip
balonjojenin igine konuldu. Uzerine % 66°lik, 90 ml etanol ¢dzeltisi (suda) eklendi.
Manyetik karistirici yardimiyla iyice ¢oziinmesi beklendi. Coziinmenin ardindan 12
ml HEMA karisima ilave edildi. Balon, daha 6nceden 70 °C ‘ye kadar isitilmis su
banyosunun igerisine yerlestirilerek geri sogutucu yardimiyla polimerizasyon islemi
baslatildi. Ug saat sonra polimerizasyon tamamlanmis oldu ve elde edilen polimer
yaklasik 2 L distile su i¢inde ¢oktiiriildii. Elde edilen kat1 polimer kurutmak amaciyla
liyofilizatorde 6,11 bar ve -60 °C ‘de liyofilize edildi.
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Sekil 2.1. HEMA’nin 1s1l polimerizasyon reaksiyonu

Sekil 2.2. HEMA’ nin polimerizasyon sonrasi hali ve liyofilize edilmis hali. HEMA
monomerinin polimerizasyonunun ardindan distile suda ¢oktiirme islemi
yapildiktan sonra elde edilen polimer (Poli-HEMA) (A) ve bu polimerin
kurutulmus hali (B)
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2.2.4.2. Elektroegirme ile PHEMA Nanofiber Elde Edilmesi

Elektroegirme islemi i¢in, dnce aminoasitli POIHEMA ¢o6zeltisi hazirlandi. Bunun
icin, 1’er mg Fenilalanin Aspartik asit, ve L-Histidin aminoasitleri tartilip 10 ml ultra
saf suda ¢ozdiriildii. Cozeltinin tizerine 7 ml daha ultra saf su eklendi. Bu 17 ml
aminoasit ¢ozeltisinin iizerine 33 ml saf etanol eklendi. Boylece 50 ml %66’lik
etanol (suda)’de aminoasitlerin ¢ozeltisi elde edilmis olur. Bu ¢ozeltiden ve formik
asitten 1:1 oraninda, 5 ml karisim hazirland1. Uzerine liyofilize edilerek kurutulmus
ve havanda doviilerek toz haline getirilmis olan PoliHEMA’dan 1,75 gr tartilip
beherdeki ¢ozeltiye eklendi. Yaklasik 24 saat sonra aminoasitli POIHEMA ¢o6zeltisi

elektrospining yapilmak iizere hazir hale gelmis olur.

Olusan ¢ozelti elektroegirme sistemindeki siringa pompasma aktarildi. Kaare
seklinde, aliiminyum levhaya 15 cm mesafede ve akig hiz1 10 pl/dk olacak sekilde

ayarlanarak 25,5 kV da elektroegirme islemi gergeklestirildi ve nanofiber elde edildi.

Sekil 2.3. Elektroegirme cihazi ve kullanilan metal toplayici. Elektroegirme islemi
(A) ve islem sonucu aliiminyum levha iizerinde elde edilen poli-HEMA
nanofiber (B)
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2.2.4.3. Nanofiberlerin 4S-PEG ile Capraz Baglanmasi

Oncelikle 0,1 mg/ml konsantrasyonda 4-S PEG ¢ozeltisi (PBS icerisinde) hazirlandi.
Daha sonra ilk agsamada elde edilen nanaofiber, aliiminyum levhadan ince bir spatiil
yardimiyla siyrilarak alindi. Cozelti petri kabina alindi ve nanofiber de ¢ozeltinin
icine dogru, biizlismemesi saglanacak sekilde birakildi. Nanofiber bu ¢ozeltide bir

gece bekletildikten sonra ¢ozeltiden alinip distile suda 3 kez, 30’ar dakika yikand:.

Sekil 2.4. Nanofiberin iizerine ¢apraz baglayici soliisyonun eklenmesi.

2.2.5. ELDE EDILEN NANOFIBERLERIN SEM GORUNTULERI

Capraz-bagli nanofiberler tizerinde kiiltiir edilmis olan mezensimal kok hiicreler rutin
taramali elektron mikroskop igin hazirlandi. %2,5 glutaraldehit ile fiske edilen
orneklere altin kaplama yapilarak taramali elektron mikroskobu (SEM) ile kok
hiicrelerin morfolojik yapilart ve nanofiber ylizeyine tutunup tutunmadiklari
incelendi. Taramali Elektron Mikroskopta farkli biiyiitmelerde nanofiberlerin ylizeyi
ve genel olarak morfolojik yapilar1 incelendi. Farkli biiyiitmelerde nanofiber

yiizeyine tutunmus olan hiicreler goriintiilendi.
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2.2.6. NANOFIBERLER UZERINE HUCRE EKiMi

4S-PEG soliisyonu ile ¢apraz baglanan ve distile su ile yikanan ve kurumasi
beklenen nanofiberler, kullanilacak kiiltiir plagindaki kuyucuklarin biiyiikliigiine
gore bistliri yardimiyla kesilip ayrildi. Ardindan 6nce 6n yiizii, daha sonra arka yiizii
(bir enjektor yardimiyla tersi ¢evrilerek) UV altinda 30 dakika bekletilmek suretiyle
steril edildi. Daha sonra, tireticinin protokoliine gore PBS ile seyreltilen kok hiicreler
icin 6zel atagman soliisyonu, her bir kuyucuga gerekli miktarda (iireticinin 6nerdigi
miktarlarda) eklendi ve 37° C’ de inkiibatdrde inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda
nanofiberler ticer kez PBS ile yikandi. Bu asamadan sonra ekim i¢in hazir olan
nanofiberlerin iizerine her deney i¢in yeterli miktarda hiicre ekildi. Bunun igin;
Tripsin EDTA-C soliisyonu ile kaldirilan hiicreler, santrifiijden sonra hiicre sayim
cthazi ile sayildi. Sayilan hiicreler lizerinden hesaplama yapilip 30’ar pul fotal bovin
serum igerisinde ekim yapildi. Yaklasik 1 saat kadar hiicrelerin tutunmasi
beklendikten sonra hiicrelerin lizerine %10 6zel serum, %1 Penisilin-Streptomisin
iceren kok hiicreler icin 6zel besiyeri eklendi. 37°C’de, % 5 CO; igeren inkiibatérde

inkiibe edildi.

2.2.7. ALAMAR MAVISIi TESTI

96 kuyucuklu kiiltiir plagma 4S-PEG soliisyonu ile ¢apraz baglanmis olan PHEMA
nanofiber yerlestirildi. Ardindan nanofiberlerin tizerine DMEM-F12 ( %89 DMEM +
%10 FBS+ %1 Penicillin-Streptomicin) hazirlanmig besiyeri ile her bir nanofiber
tizerine 8x10° kok hiicre gelecek sekilde ekim yapildi Ertesi giin kuyucuklardaki
besiyeri aspire edildi ve her bir kuyucuga 90’ar pul fenol redsiz DMEM konuldu.
Uzerlerine 10°ar pl Alamar mavisi soliisyonu eklendi. Yaklasik 24 saat CO’li
etiivde, 37 °C’de inkiibasyona birakildi. Inkiibasyonun ardindan 570 nm ve 600
nm’de ELISA (plak) okuyucuda okutma yapildu.
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2.2.8. MTT TESTI

48 kuyucuklu kiiltiir plagima 4S-PEG soliisyonu ile ¢apraz baglanmis olan PHEMA
nanofiber yerlestirilir. Ardindan nanofiberlerin iizerine DMEM-F12 (%89 DMEM +
%10 Fotal sigir serumu + %1 Penicillin-Streptomicin) hazirlanmis besiyeri ile her bir
nanofiber iizerine 8x10° kok hiicre gelecek sekilde ekim yapildi. Ertesi giin
kuyucuklardaki besiyeri aspire edildi ve her bir kuyucuga 50’ser pl fenol red’siz
DMEM konuldu. Uzerine 50’ser ul MTT soliisyonundan (5mg/ml) eklendi. Yaklasik
1 saat %5 COy’li etiivde, 37 °C’de inkiibasyona birakildi. Inkiibasyonun ardindan
MTT soliisyonu ¢ekilmeden her bir kuyucuga 100’ er ul izopropanol eklendi ve 570
nm ve 590 nm’de ELISA okuyucuda okutma yapildi.

2.2.9. WESTERN BLOT iLE PROTEIN BANTLARININ
GORUNTULENMESI

2.2.9.1. Hiicre Orneklerinden Protein izolasyonu

Hiicreler nanofiber ile muamele edilerek ve 1 ve 3 giin inkiibe edildi. Sonrasinda bu
giinlerde mekanik kaziyici ile hiicreler kaldirildi, santrifiij edildi. Siipernatant aspire
edildikten sonra 1 kez PBS ile yikama yapildi. Ardindan protein izolasyonu igin
hazirlanan karistm (100:1 oraninda RIPA buffer: Proteaz inhibitér kokteyl)
orneklerin her birine ilave edildi. 10 dakika vorteks yapildiktan sonra -20 C’de 1 saat
bekletildi. Siirenin sonunda ¢6zdiriilen siispansiyon, 11000 rpm’de 10 dakika
santrifiij edildi ve siipernatant (protein iceren kisim), ependorfa alindi. Nanodrop
cthazinda protein konsantrasyonu mg/ml cinsinden Olciildii ve deney giinii

kullanilmak {izere, ependorflar -20 °C’de muhafaza edildi.
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Cizelge 2.1. Numunelerden elde edilen protein konsantrasyonlari

1. giin Kontrol (1.giin) 3. giin Kontrol (3. Giin)

12,675 mg/ml 10,742 mg/ml 11,388 mg/ml 10,4345 mg/ml

Western blot deneyi, ticari kit (Tavsan Primer Antikorlar1 I¢in Novex WesternBreeze
Kromojenik Immunodeteksiyon Sistem) kullanilarak yapildi. Ureticinin protokiiliine
gore, jele yiiklenecek Ornekler hazirlanarak toplamda her kuyucuk igin 20’ser pl

ornek elde edildi.

2.2.9.2. Surelock XCELL Dikey Jel Sisteminde Yiiriitme islemi

* Buffer core’u dikey jel sistemi tanki icerisine yerlestirildi.

* %4-12’1ik Bis-Tris Gradient jeli plastik ambalajindan ¢ikarildi.

* Jel kaseti iizerinde yer alan beyaz bant sokiiliip, jel kuyucuklarmi bozmadan jel
taragi dikkatlice yerinden ¢ikartildi.

* Jel kuyucuklar1 i¢inde kalan fazla siviy1 uzaklastirmak igin jel alt tarafindan tutulup
kurutma kagidi iizerine silindi.

« Jel kasetinin algak kismi Buffer Core’a bakacak sekilde dikey jel sistemi tankin
icerisine yerlestirildi. Diger tarafa jel kasetinin algak kismi Buffer Core’a bakacak
sekilde yerlestirildi ve Buffer dam’1 yerlestirildi.

« Jel sikistirma aparati dikey jel tanki icerisine yerlestirilip jel sikistirildi.

* Meziir i¢erisine 20x MES yiiriitme tamponu, distile du ile dilue edildi.

» Hazirlanan yiiriitme tamponu ile ilk dnce buffer core i¢inde kalan iist buffer odasi
jel kuyucuklarinim tizerini yaklasik 0,5 cm gegene kadar dolduruldu. Kalan buffer, alt
tampon odasna ilave edildi. iki jel arasinda kalan kisma 500 ul antioksidan eklendi.

* Ornekler yiiklenmeden &nce 100 ul’lik pipetle kuyucuklar, pipetleme islemi
yapilarak temizlendi.

» Jel kasetinde yer alan ilk kuyucuga 5 pl ladder yiiklendi.
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 Kalan kuyucuklara hazirladigimiz protein 6rneklerinden 20’ser pul protein drnegi
yiiklendi.

* Dikey jel sisteminin kapagi kapatild1 ve elektrot kablolar1 renk kodlarina gore gii¢
kaynagina baglanildi.

* MES buffer (20x) i¢in 150 volt’ta yaklagik 1 saat jel yiirtitildii.

* Yiirlitme islemi sonrasinda gii¢ kaynagi kapatildi ve dikey jel sisteminin elektrot
kablolar1 gii¢ kaynagindan ¢ikarildi.

* Jel kaseti jel spatiil yardimiyla kenar baglantilar1 koparilarak agilda.

« Jel, icerisinde distile su bulunan temiz bir kap igerisine alind1.

2.2.9.3. Iblot Dry Bloting Sistem ile Blotlama

» Cihaz fisi elektrik prizine takildi ve cihazin arka tarafinda bulunan gili¢ anahtar1
acild.

* Iblot transfer stack PVDF kitinde yer alan Anot stack plastigi ile birlikte cihaza
yerlestirildi.

* Distile su igerisinde yer alan jel dikkatli ve diizgiin bir sekilde PVDF membran
iceren Anot stack lizerine yerlestirildi.

* Kit i¢erisinde yer alan filtre kagidi distile su ile 1slatildi.

*Ardindan kit iceride yer alan Katot stack plastiginden ¢ikarildi ve bakir yiizey
yukari, jelimsi ylizey islak filtre kagidina bakacak sekilde filtre kagidinin iizerine
dikkatlice yerlestirildi. Roller kullanilarak hava kabarciklar1 uzaklastirildi.

* Kitte yer alan siinger, Iblot cihaz kapagmin sag tarafinda yer alan elektroda denk
gelecek sekilde kapaga yerlestirildi. Kapak kapatilarak cihaz 7 dakikalik siireye
ayarland1.

* Program bitiminde jelin kenarlarindaki bos kisimlar kesildi ve bloklama islemine

gecildi.
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Sekil 2.5. Iblot cihazi yardimiyla jel goriintiisiiniin membrana aktarilmasi.

2.2.9.4. Bloklama islemi

20 ml (14 ml ultra saf su + 4 ml Diluent A + 2 ml Diluent B) bloklama soliisyonu
hazirlandi. Membran 1 saat ¢alkalayicida inkiibe edildi. Ardindan membran
deiyonize su ile 2’ser dakika, li¢ defa yikandi. Daha sonra primer antikor ekleme

asamasina gecildi.

2.2.9.5. Primer Antikorun eklenmesi

CD 105 ve CD146 antikorlarin1 1:200 oranlarinda diliie etmek i¢in, (2x2=4 ml ultra
saf su + 5x2=10 ml Diluent A + 3x2=6 ml Diluent B) soliisyon hazirlandi. Bu
soliisyonlarda antikorlar diliie edildi. Bu antikor igeren soliisyonlarin igerisinden
10’ar ml almarak membran iizerine ilave edildi. Ardindan 1 gece (yaklasik 16 saat),
karanlikta +4°C ‘de inkubasyona birakildi. Yikama soliisyonu (45 ml ultra saf su + 3
ml antikor yikama soliisyonu) ile 5’er dakika 3 kez yikama yapildi Yikamanin
ardindan 2‘ser dakika, 3 defa 20 ml ultra saf su ile yikama yapildi. Daha sonra

sekonder antikor ekleme asamasina gegildi.
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2.2.9.6. Sekonder Antikor Eklenmesi

Membranlarin iizerine 15’er ml sekonder antikor ilave edildi ve 30 dakika ¢alkalayic1
iizerinde inkiibasyona birakildi. Inkiibasyonun ardindan yikama soliisyonu (45 ml
ultra saf su + 3 ml Antikor yikama soliisyonu) ile 5’er dakika, 3’er kez yikama
yapildi. Yikamanin ardindan 2’ser dakika, 2 defa 20 ml ultra saf su ile yikama
yapildi. Ardindan kromojen uygulamasina gegildi.

2.2.9.7. Kromojen Uygulamasi ve Goriintiileme

Membranlarin iizerine 5’er ml kromojenik substrat uygulandi ve 1 saat galkalayici
tizerinde bekletildi. Daha sonra 20’ser ml ultra distile su ile 2’ser dakika, 2 defa
yikama yapildi. Son yikama tamamlandiktan sonra kurutma kagidi iizerinde

membranlari gériintiileme islemi gergeklestirilmistir

2.2.10. CALCEIN AM ile CANLILIGIN GOSTERILMESIi

96 kuyucuklu kiiltiir plagina nanofiberler yerlestirilip UV altinda steril edildikten
sonra her bir nanofiberin iizerinde yaklasik 10 hiicre olacak sekilde ekim yapildi.
Kontrol gruplar1 i¢in ise, nanofiber kullanmadan ayni sekilde hiicre ekimi yapildi.
Ekimin 1., 3. ve 5. giinlerinde kontrol gruplari ve naofiberler iizerinde ekili
kuyucuklarda su islem yapildi: Once kuyucuklardaki besiyeri aspire edildi ve bir kere
PBS ile yikama yapildi. Ardindan daha 6nce hazirlanmis olan, Calcein AM ve
propidyum iyodiir igeren ikili boyama soliisyonu (PBS igerisinde 3 uM Calcein AM
ile 3 uM propidyum iyodiir) kuyucuklara eklenip 15 dakika, 37°C, % 5 CO2’li
inkiibatorde inkiibe edildi. inkiibasyondan sonra floresan atagmanli mikroskopta

kuyucuklarm goriintiisii incelendi.
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3. BULGULAR

3.1. YAG DOKUDAN MEZENSIMAL KOK HUCRE ELDE EDILMESI

Izolasyonun 4. giiniinden itibaren, hiicre goriilmeye baslanmistir. Daha sonra 2 giinde
bir besiyerleri degistirilmis ve yaklasik 10 giinde 25 cm?’lik flaskin konfluent hale
geldigi gozlenmistir. Ortaya ¢ikan ilk hiicre, Sekil 3.1.A’da ok isareti ile
gosterilmistir. Farkli biiylitmelerde ¢akilen fotograflarda, hiicrelerin fibroblast

benzeri bir morfolojiye sahip olduklar1 goriilmektedir.

Sekil 3.1. Izole edilen mezensimal kok hiicrelerin 1sitk mikroskobunda
goriintiileri. Elde edilen kok hiicrelerin ilk ortaya ¢ikmasi ve
cogalarak konfluent hale gelmesi. A) Kok hiicre, ok isareti ile
gosterilmistir  (10x), B) 20x, C)10x ve D)5x biiyiitme ile
cekilmistir.
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3.2. MEZENSIMAL KOK HUCRE ORANININ FLOW SITOMETRI ile
GOSTERILMESI

Mezensimal kok hiicre oranini gostermek amaciyla, flow sitometri yontemi ile CD90
antikoru kullanilmig ve Sekil 3.2 ve Sekil 3.3’te nokta alan grafigi ile sonuglar
gosterilmistir. Bu sonuclara gore, tavsan yag dokusundan primer kiiltiir ile elde
edilen tiim hiicre populasyonunda, yaklasik % 36,6 oraninda mezengimal kok hiicre

bulundugu tespit edilmistir.

D 80 FITC-BOYASIE, CD a0 FITC-BOYASLEE

<
F1 = . p2
a LI IllhnlllT; T IIIIII| T TTT II;:.;:‘.I.IIIIIIIA T T IIIIIII T
10 10 10 10 10 10
FITC-A FITC-A
SSC-A FITC-A
Population #Events %Parent Mean Mean
P1 396 4.0 211,093 3,431
. P2 68 0.7 73,397 1,836

Sekil 3.2. Antikor (CD90) eklenmemis, isaretli olmayan hiicrelerin flow sitometri
sonugclar1

45



o
]

CD 90 FITC-BOYALI 20D CD 90 FITS-BOYALI 20001

i

S

P

S5C-A (e 1.000)
100 1

i

1 10
FITC-A
SSC-A FITC-A
Population #Events %Parent Mean Mean
P1 3,661 36.6 69,002 1,404
I 2,331 233 71,434 1,525

Sekil 3.3. CD90 antikoru ile muamele edilmis, isaretlenmis hiicrelerin flow sitometri

sonuglari

3.3. IMMUNOSITOKIMYASAL ANALIZ

Immiinositokimyasal boyama sonucunda, boyanmamis olan kontrol grubu ve CD44

ve CDI05 antikorlar1 ile boyanmis olan mezensimal kok hiicreler,

biiyiitmelerle ¢ekilmis olan asagidaki fotograflarda goriilmektedir.
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Sekil 3.4. Kontrol grubunda immiinositokimyasal boyama sonucu goriintiiler.
Kontrol grubunun 20x (A) ve 40x (B) ‘de 1sik mikroskobunda
gortintiileri

Sekil 3.5. CD44 antikoru ile boyama sonucu goriintiiler. Mezensimal kok hiicrelerin
CD44 ile boyanmas1 20x (A) ve 40x (B) goriintiileri
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Sekil 3.6. CD105 antikoru ile immiinositokimyasal boyama sonucu goriintiiler.
Hiicrelerin CD105 ile boyanmasi 20x (A) ve 40x (B)

3.4. NANOFIBERLERIN FTIR ile KIMYASAL KARAKTERIZASYONU

3.4.1. Hazirlanan Poli-HEMA Nanofiberin FTIR Karakterizasyonu

FTIR analizi sonucunda olusan pikler sekilde goriilmektedir. Hangi bagda hangi pik
olustugu ise ¢izelgede goriilmektedir.
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Sekil 3.7. PoliHEMA’nin FTIR Analizi

Cizelge 3.1. Poli-HEMA’nin FTIR analizi

BAG TITRESIMI POZISYON (cm™)
1156
Cc-0-C 1261
Cc=0 1721
C-H 2938
-OH 3438
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Sekil 3.8. Aminoasit (L-Histidin, Fenilalanin ve L-Aspartik asit) iceren PoliHEMA

nanofiberinin FTIR goriintiisii

Cizelge 3.2. Igine L-Aspartik asit, Fenilalanin ve L-Histidin eklenmis PHEMA

nanofiberin FTIR analizinde goriilen aminoasitlere ait karakteristik

baglanmalar
BAG TIiTRESIMi POZISYON (cm™)
L-Aspartik asitten gelen simetrik COO" 1405
grubu
Fenilalaninden gelen benzil grubu 1486
L-Histidinden gelen -NH grubu 3420
Her ii¢ aminoasitten gelen asimetrik 1647
COO’
grubu
Her ii¢ aminoasitten gelen — NH, grubu 3200-3400 arasi sik pikler
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Sekil 3.9. Aminoasitlerin ve 4S-PEG’in bulundugu Poli-HEMA ’ya ait FTIR sonucu

Nanofiberin aminoasitli ve 4S-PEG ile gapraz baglanmis halinin FTIR sonuglarinda,
2887 cm™’de bir omuzlanma goriilmektedir. Elementler arasindaki baglarin bazilari
Poli-HEMA ve 4S-PEG’de ortak olarak bulundugundan ve yikama esnasinda
nanofiber lizerindeki 4S-PEG artiklarmin uzaklastirilmis olmasindan dolayr 4S-

PEG’e ait bariz sekilde goriilebilen bir pik bulunmamaktadir.
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3.5. NANOFIBERLERIN SEM (TARAMALI ELEKTRON MIKROSKOBU)
GORUNTULERI

Nanofiberlerin Taramali Elektron Mikroskobu (SEM)’nda ¢ekilmis olan goriintiileri
ve Olciilen fiber caplari, Sekil 3.10 ve Sekil 3.11°de gosterilmistir. Fotograflarda
fiberlerin levha iizerinde, beklendigi gibi, rastgele sekillendigi anlasilmaktadir.
Ayrica, Sekil 3.11°de fiberler daha ayrintili goriilmekte ve fiber ¢aplarinin kag nm
oldugu da anlagilmaktadir. Buna gore, en kalin fiber cap1 322 nm ve en ince fiber
capt 192 nm’dir. Fiber caplarmin genel olarak 200-300 nm arasinda degistigi

goriilmektedir.

Sekil 3.13’te ise, hiicre ekilmemis ve capraz baglanmis olan nanofiberin 400x
biliylitmede SEM goriintiileri bulunmaktadir. Bu goriintiiden de fiberlerin capraz

baglandig1 anlasilmaktadir.

Z2e kY b4 B[ T- o~ ) 5 Zaku #3. BEg TR KIRIKKALE

Sekil 3.10. PHEMA nanofiberlerin SEM goriintiileri, 1000x (A) ve 5000x (B)
biiyiitmelerde.
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Sekil 3.11. Nanofiberlerin SEM goriintiileri ve fiber caplarimin tespit edilmesi,
18000x (A) ve 25000x (B) biiyiitmelerde

Sekil 3.12. Capraz bagh nanofiberin SEM goriintiisii. Poli-HEMA nanofiberin 4S-
PEG soliisyonu ile ¢apraz baglanmig halinin SEM goriintiisii (400x)
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3.6. NANOFIBERLERIN UZERINE MEZENSIMAL KOK HUCRELERIN
EKIMi

Mezensimal kok hiicrelerin nanofiberler tizerine ekildikten sonraki 1. Giinde 1s1k
mikroskobunda ve SEM’de c¢ekilmis fotograflari, Sekil 3.13 ve Sekil 3.14’te
goriilmektedir. SEM fotograflarinda hiicreler, ok isaretleri ile gosterilmistir. Isik
mikroskobundaki goriintiilerden de anlasildig: {izere, hiicreler yiizeye tutunmus ve

normal morfolojilerini almislardir.

Sekil 3.13. Nanofiber iizerinde ekilmis olan hiicrelerin goriintiileri. EKimin 1.

giiniinde 10x (A) ve 20x (B) biiyiitmede, 151k mikroskobunda ¢ekilmis
fotograflar
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Sekil 3.14. Ekilen mezengimal kdk hiicrelerin SEM goriintiileri. Hiicre ekilmis olan
capraz bagli nanofiberlerin 300x (A) ve 500x (B) biiyiitmelerde SEM

goriintiileri

3.7. WESTERN BLOT YONTEMI ile PROTEIN GORUNTULEME

Sekil 3.15°te Western blot i¢in kullanilan ladder’a ait protein bantlar1 goriilmektedir.
Ladder, 3-198 kDa ve arasini gostermektedir. Sekil 3.16’da ise soldan saga sirasiyla,
hiicrelerin nanofiber ile muamele edilisinin 1. giinii, sonra 1. giine ait kontrol grubu,
sonra hiicrelerin nanofiber ile muamele ediliginin 3. giinii, sonra 3. giine ait kontrol
grubu ve en son (yine kontrol amaci ile) dondurulup ¢o6zdiiriilmiis hiicrelere ait

orneklerden elde edilen bantlar goriilmektedir.

Sonuglara gore, tiim 6rnekler i¢in, CD105 antikoruna rastlanirken CD146 antikoruna
rastlanmamistir. Yani, elde edilen hiicreler CD105 proteini eksprese ediyorken,
CD146 proteinini eksprese etmemektedir. CD105’¢ ait oldugu tahmin edilen bantlar,
Sekil 3.16’da ok isaretleri ile gdsterilmistir.

Ayrica, elde edilen fotograflardan, 3. giine ait tiim 6rneklerden elde edilen bantlarin,

1. giine ait bantlara gére daha belirsiz oldugu goriilmektedir.
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Sekil 3.15. Kullanilan ladder bantlar1 ve protein agirliklar1

Sekil 3.16. Western blot sonucu elde edilen membran goriintiileri. CD105 ve CD146
markirlari ile yapilan Western blot sonucu elde edilen goriintiiler. CD105

oldugu diisiiniilen bantlarin hizasi, ok isaretleri ile gdsterilmistir.
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3.8. NANOFIiBER UZERINDE KULTUR EDIiLEN HUCRELERIN MTT

TESTI ile CANLILIGININ GOSTERILMESI

Yapilan MTT testinin sonucundal., 3. ve 5. giine ait Orneklerden ortaya ¢ikan

absorbans degerleri, Cizelge 3.3, Cizelge 3.4 ve Cizelge 3.5°te gOsterilmistir.

Deneyler ii¢ tekrarli yapilmis ve absorbans degerleri hem 570 nm’de, hem 590 nm’de

Olctilmiistiir.

Bu absorbans degerlerine gore grafik ¢izilmis ve Sekil 3.17°deki gibi bir grafik elde

edilmistir. Buna gore; kontrol gruplar1 her bir giin i¢in ayr1 ayr1 %100 canl kabul

edildiginde, 1. giin %94,09, 3. giin %81,93 ve 5. giin %74,58 oranlarinda hiicre

canlilig1 tespit edilmistir.

Cizelge 3.3. MTT testi sonucunda absorbans degerleri (1. giin)

1. GUN Ornekler Kontrol Absorbans
Degerler | 0103 | 0,105 | 0,111 | 0,106 | 0,115 | 0,118 | 590 nm
Degerler | 0113 | 0,119 | 0,123 | 0,113 | 0,125 | 0,125 |570 nm
Cizelge 3.4. MTT testi sonucunda absorbans degerleri (3. giin)

3.GUN Ornekler Kontrol Absorbans
Degerler | 0249 | 0,279 | 0,332 | 0,334 | 0,361 | 0,354 |590 nm
Degerler | 0233 | 0265 | 0298 | 0,32 035 | 0342 |570nm
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Cizelge 3.5. MTT testi sonucunda absorbans degerleri (5. giin)

5. GUN Ornekler Kontrol Absorbans
Degerler 0’219 0,252 0,191 0,297 0,252 0,34 590 nm
Degerler 0’193 0,227 0,168 0,294 0,237 0,333 570 nm
MTT Sonuglarina Gore Yiizde Canlilik
120 -
100 - 100 94,0934+2,35
g 81,9333+2,53
£ o 74,5885+2,56
Eo
€ 60 -
; W Seril
o 40
3
I
20 -
0 .
Kontrol 1. glin 3.gln 5. giin

Sekil 3.17. MTT testi sonuglaria gore yiizde canliligi gosteren grafik

3.9. NANOFIBER UZERINDE KULTUR EDILEN HUCRELERIN ALAMAR
MAVISI ile CANLILIGININ GOSTERILMESI

Ureticinin verdigi bilgiler dogrultusunda, Alamar mavisi boyasmm yiizde kagmin

rediiklendigi, pozitif kontrole gére (polimere degil, kuyucuga ekili olan hiicreler)

hesaplandi. Yapilan iglemler ve elde edilen grafik, asagida gosterilmistir.

Yiizde rediiksiyon =
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Cizelge 3.6. Nanofiber {izerinde kiiltiir edilmis olan mezensimal kok hiicrelerin ve
kontrollerin 1., 3. ve 5.glin 6rneklerinin 570 ve 600 nm’de absorbans

degerlerinin ortalamasi

1. giin 1. giin|3 gin|3 gin|5 gin|5  giin

(570 nm) | (600 nm) | (570 nm) | (600 nm) | (570 nm) | (600 Nnm)
Ornekler 0,22 0,047 1,75 1,35 0,3865 0,178
Kontroller 0,2533 0,059 3,413 3,499 0,345 0,28

Cizelgede verilen degerler, yukaridaki formiilde yerine yazildiginda; kontrol
gruplarindaki rediiksiyon oraninin % 100 oldugu varsayildiginda, 1. giin Ornegi
%388,22; 3. giin ornegi %81,58; 5. giin 6rnegi %74,93 rediiksiyon oran1 vermistir
(Sekil 3.18). Sonuglara gore, 1., 3. ve 5. giin 6rnekleri arasinda, hiicre canliligi
yoniinden 6nemli bir fark goriilmektedir. Ayn1 zamanda tiim 6rneklerde canliligin

%70 tizerinde oldugu sonucuna da ulagilmistir.

Ayrica, MTT sonuglar1 ile Alamar mavisi testinin sonuglar1 birbirine yakin oldugu

degerlendirilmistir.
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Alamar Mavisi Sonuglarina Gore Hiicre Canlihgi
(%)

120 +
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Sekil 3.18. Alamar mavisi testi sonucuna gore yiizde canliligi gosteren grafik.
Nanofiber iizerine ekilen mezensimal kok hiicrelerin 1., 3. ve 5.giin

orneklerinin kontrollere gore ylizde rediiksiyon grafigi
3.10. HUCRELERIN CALCEIN AM ile BOYANMASI
Mezensimal kok hiicreler nanofiber iizerine ekildikten sonra, 1, 3 ve 5. Giinlerde
Calcein AM ve propidyum iyodiir kullanilarak ikili boyama yapilmis ve floresan
atagmanli mikroskopta fotograf cekilerek Sekil 3.19, Sekil 3.20 ve Sekil 3.21°deki

goriintiiler elde edilmistir.

Boyama sonucunda, canli hiicrelerin ¢ekirdegi yesil renge boyanirken, nekroza

ugrayan hiicrelerin ¢ekirdegi kirmizi renge boyanmustur.
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Sekil 3.19. Nanofiber iizerine ekili hiicrelerin Calcein AM ile boyanmasi sonucu
goriintiiler. Kontrol (A) ve ekimin 1. Giinii (B) (20x)

Sekil 3.20. Nanofiber iizerine ekili hiicrelerin Calcein AM ile boyanmasi sonucu
gorintiiler. Kontrol (A) ve ekimin 3. Giinii (B) (20x)
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Sekil 3.21. Nanofiber iizerine ekili hiicrelerin Calcein AM ile boyanmasi sonucu
goriintiiler. Kontrol (A) ve ekimin 5. Giinii (B) (20x)
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4. SONUCLAR ve TARTISMA

Yapilan ¢aligmanin ilk asamasinda, tavsanin interskapular bdlgesinden yag doku
alinip bu dokudan mezensimal kok hiicre izole etmek amaglanmistir. Bu amacla yag
doku, mekanik yontemle fragmentlerine ayrildiktan sonra kollajenaz ile muamele

edilip daha kiiciik parcalara ayrilmasi saglanmistir.

Yag dokudan mezengimal kok hiicre izolasyonunda, kollajenaz enzimini
kullanmadan izolasyon yapmak da miimkiindiir. Kollajenaz ile izolasyon yonteminin
daha verimli fakat daha invazif oldugu rapor edilmistir [84]. Fakat calismamizda
kollajenaz kullanmak, sert bir yap1 gosteren tavsan yag dokusunun hem daha etkili,

hem daha hizli sekilde fragmentlerine ayrilmasini saglamistir.

Mezensimal kok hiicre izolasyonundan sonra yapilan flow sitometri sonuglari, izole
edilen hiicrelerin yaklasik %36’smin  mezensimal kok hiicre oldugunu
gostermektedir. Flow sitometri i¢in kullanilan markir, CD90 (Thy-1)’dir ve bu
markir ¢esitli kok hiicrelerde rastlanabilen hiicre yilizey glikoproteinidir (Giris

kiminda bahsedildigi gibi). Orijinal olarak, fare timositlerinde tanimlanmustir.[83]

Sonrasinda immiinositokimyasal boyama yapilmis ve calismada CD44 ve CDI105
antikorlar1 kullanilmistir. Sonuglara gore, izole edilen hiicrelerde hem CD44, hem
CD105 molekiillerine rastlanmistir. CD44° {in diger ismi hiyaluronat olup bir
reseptor molekiiliidiir. CD105’in diger ismi ise endoglindir ve adezyon molekiiliidiir.
CD105, diger taraftan western blot deneyinde de kullanilmis ve yine pozitif sonug
alimmigtir. Fakat western blot deneyinde kullanilan diger markir olan CD146 (bir
hiicre adezyon molekiiliidiir) negatif sonu¢ vermistir. (Bu konuya daha sonra tekrar
deginilecektir). Giris bolimiinde de bahsedildigi gibi, izole edilen mezensimal kok
hiicrelerde, farkli yer, zaman ve calismalarda rastlanan markirlar yoniinden bazi
celigkiler vardir. Yine yukarida da bahsedildigi gibi, bu tiir geligkiler, izolasyon
metotlarindaki farkliliklar, hiicrelerin kiiltiir edilme siiresi, ayni yiizey proteini

iizerinde farkli epitoplara tutunan monoklonal antikorlarin kullanilmas: ve tespit

63



yontemlerinin hassasiyet farkindan kaynaklaniyor olabilir. Bu konuda daha fazla

calisma yapilmasina ihtiyag vardir. [82]

Elektrospinlenmis  nanofiber elde etmek i¢in  birgok  farkli  polimer
kullanilabilmektedir. Kullanilan dogal polimerlere 6rnek olarak kollajen (Huang ve
ark., 2001; Matthews ve ark., 2002; Gersbach ve ark., 2004; Shields ve ark., 2004),
jelatin (Zhang ve ark., 2005), kitosan (Bhattarai ve ark., 2005; Geng ve ark., 2005),
hiyaluronik asit (Um ve ark., 2004) ve ipek lifleri (Jin ve ark., 2002, 2004)
verilebilir. Sentetik polimer olarak da poli(laktik asit) (Yang ve ark., 2004, 2005),
politiretan (PU) (Riboldi ve ark., 2005), poli(e-kaprolakton) (PCL) (Reneker ve ark.,
2002; Li ve ark., 2003; Li ve ark., 2005c), poli(laktik-koglicolik asit) (PLGA) (Luu
ve ark., 2003; Kim ve ark., 2004; Uematsu ve ark., 2005), poli(etilen-ko-vinilasetat)
(PEVA) (Kenawy 2002), ve poli(l-laktid-ko-e-kaprolakton) (PLLA-CL) (Mo ve ark.,
2004; Mo ve Weber 2004) calisilmistir [20]

Giris bolimiinde de bahsedildigi gibi, PHEMA, miikkemmel bir biyouyumluluga
sahiptir, fizyokimyasal 6zellikler bakimindan canli dokulara benzemektedir ve FDA
onaylt bir polimerdir. Yiiksek biyouyumlulugu, toksik olmamasi, iyi oksijen

gecirgenligi, iyi iletim ve absorpsiyon ozellikleri sebeiyle tercih edilmistir.

Bu calismada PHEMA, (literatiirde genellikle radikal polimerizayon yoOntemleri
kullanildigr halde) HEMA’nm 1si1l polimerizasyonu ile elde edilmistir. Isil
polimerizasyon, daha verimli sonug¢ vermesi sebebiyle tercih edilmistir. Elde edilen
PHEMA, polimerizasyon sonrasinda elektroegirme icin hazirlanacak soliisyonda
kullannrma uygun hale getirmek icin, elde edilen polimer kurutulup toz haline
getirilmistir. Bu asamadan sonra, elektroegirmeyi etkileyen parametreler olan
soliisyon viskozitesi ve iletkenligi i¢in uygun miktar polimer, iletkenligi uygun
cozeltide (%50 formik asit + %50 etanol) ¢ozdiiriilmiistiir. Ayrica biyouyumlulugu
artirmak amaciyla soliisyonda L-aspartik asit, L-histidin ve fenilalanin aminoasitleri
kullanilmistir. Bu aminoasitler, 6nce ultra saf suda ¢ozdiiriilmiis, daha sonra PHEMA

cozeltisine eklenerek nanofiberin yapisina katilmalar1 saglanmustr.
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Olusturulan nanofiberler SEM (Taramali Elektron Mikroskobu)’de goriintiilenmis ve
fiber ¢aplar1 Ol¢lilmiistiir. Fiber caplarmin yaklasik 190-350 nm arasinda degistigi
gozlenmistir. Literatiirde, 900 ya da 1000 nm’ye kadar nano-boyut oldugu kabul
edilmektedir. Bu sonuca gore, elde ettigimiz fiber ¢aplari, nano-boyut’tadir ve
istenen sonu¢ alimmustir. Yine literatlirde bildirilidigi tizere, ¢0zeltinin viskozitesi ve
sistemin akis hiz1 arttik¢a fiberlerin kalinlig1 da artmaktadir. Bu sebeple sistemin akis
hizi, yaymlarda (PHEMA’nin elektroegirilmesi ile ilgili) gecen en diisiik akis hizi
degeri (10 pl/dakika) olarak tercih edilmistir. PEMA nanofiberin ¢apraz baglanma
islemi, 4S-PEG soliisyonu ile saglanmistir ve bu islem, bu calisma ile ilk kez
denenmistir. PHEMA i¢in literatiirde farkl capraz baglayicilar (6zellikle EGDMA ve
benzerleri) Onerilmektedir. Fakat 4S-PEG’in toksik olmamasi ve ¢ok kiiclik
konsantrasyonlarda bile etkin olabilmesi gibi sebeplerle PBS i¢inde ¢Ozlinmiis 4S-

PEG soliisyonu, capraz baglayici olarak kullanilmistir.

Nanofiberin kimyasal karakterizasyonu i¢in FTIR yontemi kullanilmistir. Bu yontem
sayesinde, hangi elementlerin arasinda hangi baglarin (¢ift ya da tek bag olarak)
anlasilabilmektedir. Bu tespit yapilirken, daha o6nce yapilmis PHEMA FTIR
analizleri incelenmistir [26]. Ayrica, eklenen aminoasitler ve 4S-PEG’in de kiigiik

omuzlanmalarla FTIR sonuglarinda kendilerini gosterdigi goriilmektedir.

Nanofiberin hiicreler i¢in kullanilan besiyerlerinde ¢ok hizli bir sekilde degrede
olmas1 tizerine, nanofiberin capraz baglanmasina karar verilmis ve bunun igin
biyouyumlulugu iyi olan bir ¢apraz-baglayici ajan arastirilmistir. Biyouyumlulugu
daha oOnce bildirilmis olan 4S-PEG’in iyi bir alternatif oldugu deneylerde
gorlilmiistiir. Ayrica ¢oziicii olarak da yine toksik olmayan bir ¢oziicii (PBS)
kullanabilmek, ek bir avantaj olmustur. Capraz baglanma isleminin gergeklestigi,
hem degredasyon siiresinin uzadiginmn goézlenmesi, hem de SEM fotograflar: ile

kanitlanmustir.

Hiicrelerin nanofiber iizerine ekiminin ardindan, ekimin belirli giinlerinde canlilik
testleri uygulanmistir (MTT, Alamar mavisi ve Calcein AM). MTT’den sonra, hem
570 nm’de, hem 590 nm’de okutma yapilarak boyada veya plak okuyucuda bir sorun

olup olmadigi anlasilmaya calisilmistir. Her iki testin sonucu, 1. giin disinda,
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biribirine olduk¢a yakindir. Bu da sonuglarin giivenilir oldugunu gosteren bir
faktordiir. Alamar mavisi sonuglarma gore canlilik; 1. giin %88,22, 3. giin %81,58 ve
5. glin %74,93 olarak bulunurken bu oranlar MTT sonuglarina gore sirasiyla;
%94,10, %81,98 ve %74,46°dir. Testlerin son giinii olan 5. giinde, nanofiber biiyilik
oranda degrede olmus olarak goriinmektedir. Canlilik oranlarinda giinler ilerledikce
hizli bir diisiis oldugu diisiinlilse de, nanofiber biiyilk oranda degrede oldugu
durumda (5. giin) bile, canlihgin %74 civarinda oldugu goriilmektedir. Bu durum,
biyouyumlu oldugu zaten bilinen PHEMA ve 4S-PEG polimerleri i¢in beklenen bir
sonuc¢tur. Bununla birlikte, nanofiberin iizerinde eser miktarda da olsa formik asit
(toksik etkisi vardir) kalintis1 oldugunu diistindiigiimiizde, bu sonuglarin beklenen

absorbans degerlerinden daha asagida oldugu da sdylenebilir.

Bu testlerin yan sira yapilan Calcein AM ve propidyum iyodiir boyamasi, canli ve
nekrotik hiicrelerin fotograflarla gosterilmesi i¢in yapilmistir. Bilindigi {izere,
propidyum iyodiir nekrotik hiicreleri kirmiz1 renge boyarken canli hiicreler Calcein
AM ile yesil renge boyanir. Nanofiber ilizerine ekili hiicrelerde nekroz oranimnin
giinler ilerledik¢e arttig1 goriilmekte ve ayrica diger fotograflar da baz alindiginda,
nanofiber iizerine ekili hiicrelerin canli olanlarinda morfolojileri ile ilgili bir sorun

gozilkkmemektedir.

Western blot deneyi sonuglarinda, CD105 markirina rastlanirken CD146 markirmin
bu hiicrelerde bulunmadigi, bu sonuglarda goriilmektedir. Membran fotografina
dikkatle bakildiginda, nanofiber ekstraksiyonunun CD105 bant goriintiisiini
etkilemedigi fakat buna karsm 3. giine ait bantlarin, 1. giline ait bantlardan daha silik
oldugu, 1. giine ait her iki bantin da 3. giine ait bantlardan daha belirgin oldugu
goriilmektedir. Bu durumda, nanofiberin ekstrakti, CD105 ekspresyonunu
etkilemezken, giinler ilerledikge CD105 ekspresyonunun azaldigini sdyleyebiliriz.
Nitekim, dondurulmus hiicre 6rnegine ait bantin da gayet belirgin oldugu, fotografta

goriilmektedir.

CD146 markir1 ise, bir kok hiicre markir1 oldugu halde bu deneyde tespit

edilememistir. Bu durumun, yontemden ya da izolasyon metodundan
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kaynaklandigin1 sdylemek miimkiin olabilir. Fakat Oneri olarak, farkli bir metot

denenmesi de uygundur.

Sonu¢ olarak; elde edilen ¢apraz bagli PoliHEMA nanofiberin, elde ettigimiz
mezensimal kok hiicrelerin tutunmasi ve ¢ogalmasi i¢in uygun ve elverisli bir ortam
oldugunu, biyouyumlu oldugunu ve (6zellikle Western blot sonuglarina gore)

mezensimal kok hiicrelere 6zel protein ekspresyonunu etkilemedigi goriilmektedir.

Bu tez c¢alismasinin devaminda, mezensimal kok hiicrelerin farklilagmasi
hedeflenerek buna uygun diizenek ve deneyler hazirlanabilir. Ayrica Ozellikle
osteogenez ve kondrojenez i¢in nanofiberlerin uygun ortam olusturdugu

bilinmektedir.
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