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OZET

Adipoz Kokenli Kok Hiicrelerden Farklilastirilmis Kondrositlerin Aljinat Temelli

Mikrokiirelerde Enkapsiilasyonu

PARLAK, Murat
Kirikkale Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyomiihendislik Anabilim Dal1, Yiiksek Lisans tezi
Danisman: Prof. Dr. Mustafa TURK
OCAK 2018, 103 sayfa

Doku miihendisligi biyoloji bilimlerini miihendislik ilkeleriyle birlestiren, hasara
ugramis dokularin fonksiyonlarin1 geri kazanmasi amaciyla biyolojik bilesenlerin
iretilmesi ve gelistirilmesi olarak tanimlanmaktadir. Kikirdak doku miihendisligi
modeliyle yapilan ¢alismalarda hasarli kikirdak dokusuna, ¢esitli fizikokimyasal
yontemlerle elde edilen polimerik iskelet yapilarinini {istiine istenilen sayida hiicre
ekilerek implantasyonu hedeflenmektedir. Elde edilen polimerik iskelet yapilari,
ekimi yapilan hiicrelere hem mekanik destek hem de hiicrelerin iizerlerinde tutunup

cogalabilecekleri {i¢ boyutlu fiziksel ortam saglamaktadirlar.

Bu c¢alismanin amaci, ¢esitli hayvanlardan izole edilen in-vitroda kondrosite
farklilagtirillan adipoz kok hiicrelerin ve kondrositlerin, aljinat mikrokiireler
igerisinde hiicresel canliliklarini ve kendine 6zgii morfololojilerini aljinat doku
iskelesine ve tek tabaka flask kiiltiiriine gore daha iyi korudugunu gdstermektir.
Koyunlarin lumbal bdlgesinden elde edilen adipoz kok hiicrelerin  kondrosite
farklilastirilmasi1 in-vitro flask kiiltiirlerinde gergeklestirilmis, 3. pasaj sirasinda
mikrokiirelere ekimleri yapilmistir. Koyunlarin artikiiler bag dokusundan elde edilen
kondrosit hiicreleri de kiiltiire edilip hem mikrokiirelere hem de doku iskelelerine
ekimi yapilmistir. Aljinat mikrokiire yapilarini elde etmek i¢in %2’lik aljinat ve %2

aljinat-%]1 hyaluronik asit karisgtmi 6x10° tane/ml kondrosit igeren 100 mikrolitre



besiyeriyle karistirilmig, sonrasinda 23G bir siringadan CaCly ¢ozeltisi igerisine
damlatilip c¢apraz baglanmistir. Aljinat doku iskelesi yapis1 elde etmek igin ise
%2’lik aljinat ¢ozeltisi %0,3’liikk kitosan ¢ozeltisi ile 5’e 2 oraninda karistirilmis
sonrasinda CaCl; ile capraz baglanmis, 2 giin boyunca -80 °C’de dondurucuda
bekletildikten sonra liyofilize edilip %70’lik alkolle sterilize edildikten sonra
iizerlerine 6x10°tane/ml kondrosit ekilmistir. Koyunlardan elde edilen adipoz kokenli
kok hiicreler, antikor boyamasi ve glikozaminoglikan (GAG) isaretleyicileri (marker)
ile isaretlenerck kok hiicre olduklar1 gosterilmistir. Kok hiicreler StemPro
kondrojenik farklilagtirma ortaminda yaklasik 7-14 giin igerisinde kondrosit
hiicresine farklilastirilmig, antikor boyamasi ile gosterilmistir. Ayrica mikroskobik
gozlemlerle kondrositten fibro-bag farklilagsmasi (dedifferansiyasyon) gosterilmistir.
Sonrasinda 3. pasaj sonrasi kondrosit hiicreleri aljinat mikrokiirelere enkapsiile
edilerek orijinal morfolojilerini geri kazanmis ve mikrokiireler icinde hyalin
kikirdaktaki kondrositlerin sentezledigi kondroidin siilfati yeniden sentezlemeye
basladiklar1 Toluidine Mavisi boyamasi ile gosterilmistir. Son olarak koyundan izole
edilen ve flask kiiltiiriinde ¢ogaltilan kondrosit hiicreleri hem aljinat mikrokiirelerde
enkapsiile edilerek hem de aljinat doku iskeleleri (skaffold) tizerine ekilerek Alamar
Blue testi ve mikroskop goriintiileriyle hiicre canliligi acisindan karsilastiriimas,
¢ikan sonuglar bize mikrokiire enkapsiilasyonu teknigininin, doku iskelesine ekim
teknigine ve diiz flask kiiltiiriine gore kondrosit hiicrelerini orijinal morfolojilerine
daha yakin bir goriinimde olmalarini ve daha yiiksek metabolik aktivite

gostermelerini sagladiklarini géstermistir.

Elde edilen sonuglarara gore kondrositlerin hiicresel ekstraselliiler matriks
bilesenlerinin kikrdak dokusuna iletimi agisindan aljinat mikrokiirede enkapsiilasyon
tekniginin, aljinat doku iskelesine ekim teknigine nazaran daha etkili bir hiicresel ilag
iletim mekanizmas1 oldugu sonucuna varilmistir. Ayrica her iki aljinat polimerlesme
tekniginde de hidrojellerden flask kiiltiir tabakasina besiyeri ortaminda herhangi bir
kondrosit hiicresi aktarilmadigr goriilmiistiir. Enzimatik hidroliz uygulamalariyla
kondrositlerin mikrokiirelerden geri elde edim teknikleri in-vitroda ve in-vivo

caligmalarla gelistirilebilir.



Anahtar Kelimeler: kikirdak doku miihendisligi, hiicresel bilesenlerin iletimi,
aljinat mikrokiire, aljinat-kitosan doku iskelesi, adipoz kokenli kok hiicre,

kondrojenik farklilagsma.



ABSTRACT

Encapsulation of Chondrogenically Differentiated Adipose Derived Stem Cells in

Alginate Based Microspheres

PARLAK, Murat
Kirikkale University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of bioengineering, Master Thesis
Supervisor: Prof. Dr. Mustafa TURK
January 2018, 103 pages

Tissue engineering combines biological sciences with engineering principles, aims to
regenerate damaged tissues by producing and improving biological substances such
as cells, growth factors, signalling molecules and polymeric matrices. It is possible,
regenerating damaged cartilage tissue via cartilage tissue engineering model by
inoculating desired cell population into produced polymeric matrixes with desired
shape and geometry. These polymeric matrixes provides cells to be easily attached
and proliferate on and mechanical stability.

This study aims to demonstrate chondrogenic potential of adipose derived stem cells
taken from rabbit and sheep adipose tissue in alginate micropheres comparing with
alginate-chitosan scaffold and monolayer flask culture by measuring cell viability
and morphology.

Adipose derived stem cells isolated from lumbal region of sheeps are identified with
antibody and glycosaminoglycan (GAG) markers. Then they cultured in flasks using
StemPro chondrogenesis differentiation kit for 14 days. After the 3rd passage
dedifferantiated chondrocytes are encapsulated in alginate microspheres and also
inoculated into alginate-chitosan scaffolds. Alginate microspheres are fabricated by
dropping %?2 alginate with 6x10° cells/ml by drop-weight method into %10 CaCl;
with a 23G syringe nozzle. Alginate-chitosan scaffolds are fabricated by mixing %2
alginate with 9%0,3 chitosan with a ratio of 5/2 in pH 4.5. The mixture
electrostatically mixed with %10 CaCly, lyophylized for two days and sterilized with

%70 alcohol. 6x10° cells/ml chondrocytes inoculated onto scaffold and cultured.



After cultivation chodrocytes shows sphrerical morphology on both alginate
micropsheres and lyophilized scaffolds. Chondrocytes in microshperes and scaffolds
synthisized hyaline cartilage oligomatrix chondoritine sulphate protein shown by
Toluidine Blue dye. Fresh chondrocytes isolated from rabbits encapsulated in
alginate micropheres, and inoculated in alginate-chitosan scaffolds then cultured.
These are compared for cell metabolic activity and cell morphology by using Alamar

Blue test and microscop view.

According to the results, chondrocytes encapsulated in alginate microspheres shows
more metabolic activity and more spherical morphology then alginate-chitosan
scaffold and monolayer flask culture. It is possible to say that for cartilage tissue
engineering model, alginate microspheres shows more promises about implantation

efficiancy.

Key Words: Cartilage Tissue Engieering, tansfer cell substances, alginate
microspheres, alginate-chitosan scaffold, adipose derived stem cell, chondrogenic

differentiation.
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1. GIRIS

Doku miihendisligi biyoloji bilimlerini miihendislik ilkeleriyle birlestiren, hasara
ugramis dokularin fonksiyonlarin1 geri kazanmasi amaciyla biyolojik bilesenlerin
tiretilmesi ve gelistirilmesi olarak tanimlanmaktadir (Vinatier and Guicheux 2016).
Gliniimiizde doku miihendisligi ve rejeneratif tip olarak gecen TERM kavrami; akut
travma, cerrahi miidahale, dogustan hastaliklar veya kronik problemlere bagli olarak
kismen fonksiyon gdsteren ya da hasarli dokular1 desteklemeyi, canlandirmay1 veya
yerine koymayr hedefleyen disiplinler arasi bir alandir (Sivashanmugam, Arun
Kumar et al. 2015). Doku miihendisligi, biyomateryallerin, hiicrelerin ve biyolojik
veya cevresel faktorlerin birlikte kullanimini temel almaktadir (Vinatier and
Guicheux 2016). Dr.Robert Langer ve Dr. Joseph Vacanti’nin 1990’larda yapmis
olduklar bir ¢aligmada biyoemilebilir 6zellige sahip yapay polimerleri matriks olarak
hiicre transplantasyonunda kullanarak ¢esitli hayvanlara implante etmisler ve bugiin
doku miihendisligi olarak bilinen kavramin temelini ortaya atmislardir (Langer and
Vacanti 2016). Her ne kadar viicudun kendini iyilestirme kapasitesi olsa bile bazi
dokularda bu durum yetersiz kalabilmekte, bu sebeple de alternatif olarak disaridan
bir etki olarak biyomateryallerin kullanimi ile hem ¢esitli hiicrelerin ve tedavi edici
kimyasallarin dokulara kontrollii bir sekilde iletimi saglanabilmekte, hem de
dokudaki mekanik kaybin geri kazanimi miimkiin olabilmektedir (Lee, Kasper et al.
2014). Ayrica biyomateryallerin sentetik materyallere nazaran en biiyiik tstlinliikleri
olan viicuttaki biyobozunurluklar1 sayesinde polimer bozunurken viicuttaki dokular
kendilerini viicuttaki 6zgiil yapisina uygun sekilde iyilestirme oOzelligine sahip
olabilmektedirler (Lee, Kasper et al. 2014).

Hidrojeller, kullanilan biyomateryaller arasinda yiiksek su tutma kapasitesine sahip
olmalari sebebiyle 6nemli bir yere sahiptirler. Hiicre igerikli biyomateryalin canliya
implantasyonu sirasinda hiicrelerin ve biyolojik faktorlerin aktivitelerini korumasi
icin uygulayan kisiye yeterli miktarda zaman saglamaktadirlar (Sivashanmugam,
Arun Kumar et al. 2015). Bunun yanisira hidrojeller minimum cerrahi miidahale ile

derin yara dokularina ulasabilmekte ayrica hasarli bolgenin seklini alabilmekte bu



sayede dokuda daha diisiik oranda skar yapisi, aciyla iligkili infalamasyon ve

enfeksiyon riski yaratmaktadirlar (Sivashanmugam, Arun Kumar et al. 2015).

Iyonik baglanmayla elde edilen hidrojel mikrokiireler, sahip olduklari kiire simetrisi
sayesinde besin ve oksijen tasimimi agisindan diger simetrilere goére daha verimli
olabilmekte, enjekte edildigi dokularin 3 boyutlu sekillerine kolaylikla adapte
olabilmektedirler. Mikrokiireler, in-vitro tek tabakali hiicre kiiltiirlerinde yasanan
fibro-bag farklilasmasi sorununa 3 boyutlu polimer matriks yapisi sayesinde ¢6ziim
sunabilmekte, sahip oldugu genis yiizey alan1 sayesinde ise in-vivo hiicre
transplantasyon g¢alismalarinda kolaylikla kullanilabilmektedirler (Leong and Wang
2015). Ayrica iiretilen mikrokiirelerin arasindaki boyut farkliliklarinin en fazla %5
oraninda degisiklik gostermesi sebebiyle in-vitro analizlerde kullanim kolayligi
saglamaktadir (Leong and Wang 2015).

Hiicrelerin polimer iskelete tutunmasini saglayacak pek ¢ok teknik bulunmaktadir
(Hashemi and Kalalinia 2015). Bunlardan polimer ¢6zeltisinin igerisine hiicrelerin
karistirilmas1 ve sonrasinda bu karisimin bir siringa igerisinden g¢apraz baglayici
cozeltisine damlatilmas1 ile elde edilen mikrokiire enkapsiilasyon teknigi ile
hiicrelerin polimer matriks igerisine yiiksek verimlilikte tutunmalari saglanmakita,
hiicreler bulunduklar1 orjinal morfolojilerini koruyarak gevrelerindeki dokuyla besin
ve biyosinyal molekiilii transferi yapabilerek hiicre canliliklar1 korunabilmekte,
kullanilan materyalin uygunluguna gére immunojenik yanit diisiiriilebilmekte, ve
gerekli  gorilirse  hiicreler  farkli  hiicrelere  mikrokiireler  igerisinde

farklilagtirilabilmektedirler (Hashemi and Kalalinia 2015).

Deniz yosunlarindan elde edilen aljinat anyonik polisakkariti, biyouyumlu,
biyobozunur, non-toksik ve suda ¢o6ziinebilir olmasindan otiirii doku iskelesi
calismalarinda siklikla kullanilmaktadir (Lee and Mooney 2012). Aljinat, multivalent
bir katyon olan Ca*? ile ¢apraz baglandiginda stabil bir yap1 gdstermekte, ayrica
mikrokiire enkapsiilasyon teknigi ile aljinat polimerinin icerisinde hiicrelerin biiyiik
bir kismi enkapsiile olarak hiicre canliliklarin1 koruyabilmektedirler (Lee and
Mooney 2012).



Osteokondral yaralanmalar sonucu olusan hasarlarda kikirdak dokusunun kendini
iyilestirmesinde biiyiik zorluklar yasanmaktadir (Debnath, Shalini et al. 2015).
Literatiirde belirtilen galismalarda, artikiiler bag dokusu dejenerasyonu sonucu
olusan hasarlara, dogrudan iki boyutlu kiiltiir flasklarinda {iretilmis allojenik
kondrositler enjekte edilerek dokularin iyilestirilmesi saglanmaya calisilmig, ancak
bu bolgedeki hiicrelerin tutunduklari dokular da dejenere veya kayip oldugu icin
kondrositlerin bu ortamda orjinal kiiresel sekillerini koruyamadiklari buna bagh
olarak da farkli tipte bilesenler sentezledikleri (dedifferanasiyasyon) gozlendigi
belirtilmistir (Debnath, Shalini et al. 2015). Bu sebeple yaptigimiz g¢alismada
dejenere olmus dokuyu tamir etmek amaciyla orijinal dokudaki ortam kosullarinin
benzerini aljinat mikrokiireler icerisinde saglayarak kondrositlerin {i¢ boyutlu kiiresel
morfolojilerini mikrokiire i¢inde tekrar kazanmalarmi ve doku iyilesmesini
hizlandirict ~ etkisi olan  gerekli ekstraselliller bilesenleri sentezlemeleri

hedeflenmektedir.

1.1 Kullanilan Biyopolimerler

Biyomateryaller canli temelli kaynaklardan elde edilen bilesenler olup, doku
miihendisliginde bu kavram biyolojik sistemelerin dokularina, organlarina ya da
viicudun cesitli fonksiyonlarina degerlendirme, uygulama yapilmasi ya da yerine
konmasi araciligiyla arayiiz olusturmast hedeflenen ara materyaller olarak
tanimlanmaktadir (Lee and Mooney 2012). Implante edilebilir iskeletlerde dikkat
edilmesi gereken hususlar ozetle; viicuda olan uyumlulugu, mekanik o6zellikleri,
iskelet morfolojisi ve porozitesi, doku agisindan iyilestirme giicii ve dokunun yerini
alabilme kapasitesidir(Croisier and Jérome 2013). Yaptigimiz ¢alismada kullanmig

oldugumuz biyomateryaller sirastyla anlatilmistir.

1.1.1 Aljinat Polimeri ve Doku Miihendisligi Alaninda Kullanimi

Aljinat, kahverengi deniz yosunlarindan ve topraktaki bakterilerden elde edilen ve
pek c¢ok biyomedikal uygulamalarda biyouyumlulugu, diisiik toksisitesi, diisiik

maliyeti ve Ca*? gibi divalent katyonlarin eklenmesiyle saglanan kontrol edilebilir



jellesme ozelligi sebebiyle sik¢a kullanilan anyonik bir biyopolimerdir. Aljinat
hidrojelleri ¢esitli capraz baglama yontemleriyle hazirlanabilmekte olup canli
dokularin  ekstraselliiler —matrikslerine olan benzerliklerinden Gtiiri  yara
tyilesmesinde, ilaglar ve proteinler gibi biyoaktif kimyasal bilesenlerin tasinmasinda

ve hiicre transplantasyonunda kullanilmaktadir (Lee and Mooney 2012).
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Sekil 1.1. Aljinatin yapisinda bulunan gulukuronik asit (G) ve mannunorik asit (M)

zincirlerinin aljinat polimerinde zincir olusturma sekilleri (Chapman and Chapman
1980,Gésered,Smidsrad.1998).

Ticari olarak satilan aljinat genellikle kahverengi alglerin (Phaeophyceae) Laminaria
hyperborea, Laminaria digitata, Laminaria japonica, Ascophyllum nodosum ve
Marocystis pyrifera tiirlerinin NaOH gibi siv1 alkali ¢6zeltilerinde bekletilerek elde
edilmektedir. Ekstrakt filtre edildikten sonra aljinatin dibe ¢okmesi igin filtrata
sodyum klorit ya kalsiyum klorit eklenmektedir. Sonrasinda elde edilen aljinat tuzu
seyretilmis HCI uygulamasi ile aljinik asite doniistiiriilmektedir. Saflastirma ve
dontistiirme islemlerinden sonra suda ¢oziinebilen aljinat tozu elde edilir. Bu ¢ok
basamakli ekstraksiyon islemleriyle saflastirilan aljinat hayvanlara ipmlante
edildiginde herhangi bir yabanci viicut reaksiyonunu tetiklememektedir (Lee and
Mooney 2012).



Aljinat kimyasal olarak ¢izgisel kopolimerlerden (3(1,4) D-mannunorat (M) ve a-L-
guluronat (G) kalintilarinin bloklarin1 i¢ermektedir. Bu bloklar ardistk M
zincirlerinden (MMMMMM), ardisik G zincirlerinden (GGGGGG) ya da hem G
hem M zincirlerinden olugmaktadir (GMGMGM). Aljinatin sadece G bloklarinin
Ca*? gibi divalent katyonlarla molekiiller i¢i capraz baglandig: diisiiniilmektedir. Bu
yiizden sekans bilesimi (M/G orani), G-blok uzunlugu ve molekiiler agirliginin
aljinatin ve ondan elde edilen hidrojel formunun fiziksel 6zellikleri tizerine etki ettigi
sonucuna varilmaktadir (Lee and Mooney 2012). Ornegin aljinat pelletlerinde
%70’den fazla gulukuronik igerik varsa ve gluluronik bloklarinin ortalama uzunlugu
15°den fazlaysa olusan yap1 diisiik biiziilme, iyi bir mekanik gili¢ ve iyi bir mekanik
stabiliteye sahip olmakta ancak daha biiylik por caplari igermektedir. Yiiksek
porozite kii¢iik boyutlu ilaglarin salinim a¢isindan dezavantaj yaratmakta, ancak
hiicreler gibi daha biiylik porozif yapilara ihtiya¢ duyan sistemler igin hiicre
immobilizasyonunda kullanilmasi uygun goriilmektedir. Bunun yaninda mannuronik
asit icerigi yiiksek olan aljinatlarin implant sistemleri icin daha yiiksek
biyouyumluluk gosterdigi belirtilmistir. Bu ylizden tercih edilecek aljnat igeriginin
yapilacak ¢alismaya uygun olarak optimize edilmesi gerekmektedir (Goh, Heng et al.
2012).

Laboratuvarlarda kullanilan sodyum aljinatin molekiiler agirligr 32.000 ve 400.000
g/mol araliginda degismektedir. pH diistiik¢e aljinatin vizkozitesi artmakta ve pH 3-
3,5’ta aljinat iskeleti protonlanmis hale getirilip hidrojen baglar1 olusturarak
vizkozitesi maksimum diizeye c¢ikarilmaktadir. Aljinat ¢ozeltisinin hep yiiksek
molekiiler agirlikli  polimer bloklarindan olusmasi vizkozitesini  oldukca
arttirmaktadir.  Bu  genellikle istenmeyen bir durumdur, ¢linkii hiicre
enkapsiilasyonunda karigtirma ve enjeksiyon asamalarinda yiiksek vizkoziteden
kaynakl1 gerilim stresi olusabilmekte ve bu durum hiicrelere veya protein yapilarina
zarar verebilmektedir. Ayrica aljinatin elastik dayanimi oldukca arttirilabilmekte, bu
da diisiik ve yiiksek molekiil agirliklt bloklarin benzer oranlarda karistirilmasiyla
saglanabilmektedir. Aljinatin amfifilik tiirevleri uzun alkil zincirlerinin aljinat
yapisina ester baglar1 araciligiyla katilmasiyla saglanabilmektedir. Bu yeni tlirevler
fiziksel olarak ¢apraz baglanmis jel benzeri aglar olusturmakta bunlar da bag dokusu
rejenerasyonunda ve tamirinde basarili bir sekilde kullanilabilir (Lee and Mooney
2012).



Aljinat biyopolimeri memeli hiicrelerinin tutunmasinda hiicrelerle zayif bir etkilesim
gostermektedir. Bu yiizden uygun ligandlarin kullanimi ile 6zellikle hiicre kiiltiirtinde
ve doku miihendisligi uygulamalarinda aljinatin hiicresel etkilesimi arttirilabilir. Bu
ligandlara Ornek olarak arjinin-glisin-aspartik asit (RGD) protein sekanslari
verilmektedir. Bu sekanslarin aljinat jeline katilip yapildigi ¢alismalarda gesitli hiicre
tiplerinin hiicrelerin aljinat matriksine tutunmalarinda ve hiicresel etkilesimlerinde

artis oldugu goriilmistiir (Lee and Mooney 2012).

Aljinatin  fizikokimyasal  Ozelliklerinden  biri  olan  vizkositesi aljinatin
konsantrasyonuna ve aljinat segmentlerindeki monomer birimlerinin uzunluguna ve
sayisina baglidir. Gulukuronik asit zincir orani yiiksek olan sodyum aljinatin suda
¢Oziiniirliigli mannunorik asit zinciri orani yiliksek olan sodyum aljinata gére daha
yiiksek oldugu goriilmektedir. Ayn1 konsantrasyonlarda, uzun zincirlere sahip olan
aljinat daha yiiksek vizkosite gostermektedir. Ayrica buna bagli olarak aljinatin
polimerik segmentlerdeki molekiiler agirlig1 aljinatin vizkositesine etki etmektedir.
Deniz yosunlarindan elde edilen aljinattaki bu 6zellikler bakterilerden elde aljinatta
daha farklidir. Bu ylizden tercih edilen aljinatin hangi kaynaktan elde edilecegi
onemlidir. Aljinat jellerin termal (1s1sal) stabilitesini sagladig: sicaklik araligi 0-100
OC°dir. Siv1 aljinatin ¢dzeltisinin ¢oziicii-jel doniisiimii ortamda ¢apraz baglayic
katyonlar oldugu zaman ger¢eklesmektedir. Genellikle ¢apraz baglanmis aljinat
jelleri li¢ mekanizmada gerceklesmektedir: Dissal jellesme, igsel jellesme ve
sogutarak jellesme. Digssal jellesmeyle gerceklesen biiylikk veya mikro pellet
yapilarinin sekil almast ic¢in aljinat-ila¢ karisimi capraz baglayict ¢ozeltisine c¢ok
kiiciik boyutlara ¢ekilmis (atomize) halde damlatmayla ya da kaliplamayla
gerceklesir ve bu sirada katyonik bilesenler aljinat ¢ozeltisine distan ice sekilde
difiize olur. igsel jellesmede ise ¢dziilmeyen kalsiyum tuzlari (kalsiyum karbonat) ilk
olarak aljinat-ilag ¢ozeltisine katilir sonrasinda ise susuz asetik asitle pH ayarlamasi
yapilarak kalsiyum iyonlar1 serbest kalirlar ve boylece jellesme icsel jellesmede her
bolgede daha homojen sekilde gerceklesir. Son olarak sogutarak jellesmede ise
aljinat, kalsiyum tuzu ve kalsiyumun metal baglayicis1 90°C gibi yiiksek sicaklikta
¢ozlilmekte ve sonrasinda sogutulmakta. Yiiksek sicaklikta aljinat zincirleri normal
polimerik uyumlulugu bozularak polimerik yan zincirler kovalent olmayan
molekiiller i¢i baglarini tersinir olmayacak sekilde kaybederler. Diistik sicakliklara

sogutma islemiyle molekiiller i¢i baglar tekrar organize olurlar ve 3 boyutlu yapilarin



tekrar farkli formasyonda olugsmasi saglanarak homojen bir matriks yapist saglanmis

olur (Goh, Heng et al. 2012).

Sekil 1.2. Aljinatin capraz baglanmasiyla kalsiyum aljinat hidrojellerinin
olusturulmasi (yumurta-kutu modeli). Kalsiyum ile sadece guluronate bloklari ¢apraz
baglanmaktadirlar (Lee and Yuk, 2007).

Polivalent katyonlar, poligluronat segmentlerinin iginde bulunan sodyum iyon
kalintilarindaki baglanma noktalarina baglanirlar ve ¢apraz bagh bir “yumurta-kutu”
modeli olustururlar. Aljinat molekiillerindeki G-kalintisinda selatlanma gulukuronik
asit gruplarinin birbirleriyle van der Waals kuvetleriyle iyonik baglanarak ii¢ boyutlu
bir yap1 olusturmastyla sonuglanmaktadir. Divalent alkali iyonlar1 temel olarak (Ca*?,
Ba? ve Sr+®) GG segmentlerine baglanmaktadir. Bunlardan Ca™®’un tercih
edilmesinin sebebi suda c¢oziinen formunun hiicrelere daha az sitotoksik etki

gostermesi ve kolay elde edilebilirligidir (Goh, Heng et al. 2012).

Aljinat ila¢ endiistrisinde kimyasal ilaglarin taginiminda, protein taginiminda, hiicre
kiltiiriinde ve doku miihendisligi uygulamalarinda oldugu gibi ¢ok ¢esitli kullanim
alanlar1 bulmaktadir. (Lee and Mooney 2012). Yapilan bir ¢alismada kismen okside
edilmis aljinatin jel formuna flurbiprofen yiiklenmis ve bu ila¢ yaklagik 1,5 saatte
salimmistir. Bagka bir c¢aligmada kitosanla karistirilmis aljinat mikrokiireleri
iyonotropik jellesme metodu ile olusturulmus ve bu mikrokiireler farelere oral yolla

verilip Helicobacter pylorinin baskilanmasinda basariyla uygulanmistir. Genel olarak



protein iletimi agisindan proteinlerin aljinat mikrokiirelerden salinimi aljinatin genis
capli porozif yapist ve hidrofilik o6zelliginden otiiri hizli gergeklesmekte
olmaktayken, damarsi endotelyal biiylime faktorii (VEGF) ve temel fibroblast
bliylime faktorii (bFGF) gibi faktorlerin salinimindaysa aljinata tersinir baglanma
ozelliklerinden otiirii bolgesel ve kontrol edilebilir bir salinim gergeklesmektedir.
Bunun yanisira iyonik olarak ¢apraz baglanan aljinat mikrokiirelerinde lizozim veya
kemotripsin gibi enzim yapisi1 gosteren proteinlerin fiziksel olarak sodyum aljinatla
capraz  baglanabildikleri bu sayede mikrokiirelerden kontrolli  salinim
gerceklestirilebildikleri goriilmiistiir. Bu tip c¢alismalarda hidrojellerin proteinlerin
pH gibi fiziksel etkilerden korunmasi agisindan o6nemli oldugu belirtilmelidir.
Aljinatin anyonik polimerlerle (seliiloz asetat ftalat, polifosfat, dekstran siilfat)
karistirilmasiyla elde edilen insiilin yiikli aljinat mikrokiirelerin gastrik pH’dan
korunmasi i¢in kitosanla kaplandigi ve kontrolli salinmimin bagirsaktaki pH’ta
basariyla gerceklestirilebildigi goriilmiistiir. Aljinat mikroakigkan bir sistemde 1s1kla
harekete gegirilmis kafesli kalsiyum DM-nitrojen bilesiklerinin kullanimiyla 3
boyutlu kiiltiir substrati olarak preosteoblastlarin (MC3T3) ve insan umbilikal damar
endotel hiicrelerinin kokiiltiiriinde kullanilarak hiicre kiiltiir sistemleri i¢in 6nemli bir
alternatif olabilecegi gosterilmistir. Doku miihendisligi uygulamalarinda ise aljinat
hidrojel formunda ortalama olarak 5 nm por ¢apmna sahip olmasi sebebiyle
proteinlerin saliniminda ve jel bozundukg¢a bu g¢aptan daha biiylik molekiillerin
ortama salinmasina izin vermektedir. Kan damarlar1 oksijen ve besinin tiim dokulara
tasiniminda, metabolik atik triinlerin atilmasinda ve kok hiicre ve projenitor
hiicrelerin iletiminde yara iyilesmesi modellerinde nemli bir rol oynamaktadir. Ilag
molekiillerinin zamana bagli kontollii iletimi yeni damar olusumunda 6nemli bir rol
oynamaktadir. Plateletlerden elde edilen biiylime faktorleri vaskiiler endotelyal
bliylime faktoriiyle birlikte aljinat jellerde enkapsiile edilip farelerin kan damari
tikaniklig1 olan arka bacagina enjekte edildiginde bu ilaglarin kan daman
sekillenmesini, olgunlasmasint ve fonksiyon kazanmasini arttigi gorilmistiir.
Kemiksi yapilarda kemik yaralanmalar1 zayif iyilesme yiiziinden kisitlanmis olup
aljinat mikrokiireler osteindiiktif faktorlerin, kemik olusturan hiicrelerin ya da
bunlarin kombinasyonlarinin iletiminde kullanilarak potansiyel bulmustur. Kemik
morfojenik proteinlerinin diisiik dozlarda arjinin-glisin-aspartik asit (RGD)-aljinat
mikrokiirelerde kullanimi ile tamamen iyilesen kritik boyutlu femur defektleri

olusturulmustur. Primer kondrositlerin ve osteoblastlarin kotransplantasyonuyla



bliylime plakast benzeri yapilar olusturulup fonksiyonunu kaybetmis epifizlerin
potansiyel olarak yer degistirilmesi saglanmistir. Kemik kok hiicrelerinin ve kemik
morfoloijk proteinlerinin (BMP-2) birlikte aljinat/kitosan jellerde hapsedilmesi
yontemiyle farelerde trabekiiler kemik formasyonunda olumlu etkisi oldugu
goriilmiistiir. Birbirine igten bagli porlu yapilar igeren aljinat/hidroksiapatit kompozit
iskeletleri faz ayrigtirmasi metoduyla iiretilmis bu da osteosarkoma hiicrelerinin
adhezyonunu arttirdign goriilmiistiir. Hasar gérmiis veya bozunmus bag dokusu
ortopedi alaninda hala zorluklar icermekte olup doku miihendisligi yaklasimi bag
dokusu rejenerasyonunda gelecek igin potansiyel tasimaktadir. Erken c¢alismalar
kondrosit siispansiyonlarinin  kalsiyum siilfatla karistirilmis  aljinat  ¢ozeltisi
eklenmesiyle gergeklestirilmis olup 6nceden sekillendirilmis bag dokusunun iiretimi
amactyla yliz implant kaliplarina enjekte edilmistir. Bu yapilar farelere ve koyunlara
derialt1 olarak enjekte edildiginde 30 hafta boyunca 3 boyutlu yapisini koruyup dogal
bag dokusundaki proteoglikan igerigininve kollajenin %80’ine ulasmay1 basarmistir.
Daha 6nceden tanimlanmis geometriye sahip makro diizeyde porlara sahip aljinat
jellerininin kullanildig1 bir calismada kateter ignesiyle mikrokiireler elde edilmis,
sonrasinda in-situ olarak polimer besiyeri ortaminda rehidre edilerek primer sigir
artikiiler kondrositleri siispansiyonu ile karistirilmis ve boylece sekil hafizasi olan
polimerik bir yap1 gostererek orijinal seklini 1 saatte kazanmis, bu da aljinat jelinin
bag dokusu formasyonuna istenilen geometride sahip olmasini saglamistir. Baska bir
bag dokusu calismasinda insan mezenkimal kok hiicreleri aljinat mikrokiirelerde
serum olamayan besi ortaminda kiiltiire edilmis, ortama doniistiiriicii bliylime faktori
(TGF)-B1, deksametazon ve askorbat-2 fosfat bir haftadan fazla siirede verilmis
sonu¢ olarak biiylik osteokondral defektlerde bag dokusu formasyonunun olustugu
gozlenmistir. Aljinat jelleri merkezi sinir sistemi ve periferal sinir sistemi
calismalarinda da kullanilmais, aljinat temelli yiiksek anisotropiye sahip kapiller jeller
olgunlagmis farelerde akut olarak servikal omurilik lezyonlarinda denenmis omurilik
parenkimasina entegre edilmis, herhangi bir inflamatuar cevap goriilmeden
yonlendirilmis aksonal biiylime saglanmistir. Aljinat jelleri ayrica periferal sinir
bosluklarini yapistirmak amaciyla doku yapistirict olarak da denenmistir. Pankreasta
yapilan bir c¢alismada pankreatik adacik allograftlar1 ve ksenograftlari doku
miihendisligi yontemleri kullanilarak enkapsiile edilmis sonrasinda Tip 1 diyabet
tedavisi amaciyla farelere transplante edilmistir. Burada aljinat enkapsiilasyonu ile

immunobaskilayicilarin kullanimina gerek kalmadan graft uyumsuzlugunun asilmasi



hedeflenmistir (Lee and Mooney 2012).

1.1.2 Kitosan ve Doku Miihendisligi Alanda Kullanim

Kitin, selillozdan sonra dogada en ¢ok bulunan ikinci polisakkarit olup onun
deasettilenmis hali olan kitosan ¢izgisel, yari-kristalimsi seliiloza benzer bir sekilde
N-asetil-D-glukozamin (asetilli) ve B-(1-4) D-glukozamin (deasetillenmis)
zincirlerden  olusmaktadir. Dogada bulundugu kitin  formundan alkalin
deasetilasyonuyla kitosan formuna donistiiriilirek daha biyoaktif hale
getirilmektedir (Choi C. 2016) . Kitosan sahip oldugu 6,5 Pka degeri sebebiyle, asit
¢ozeltilerde ¢oziinebilmekte ancak saf suda ve alkalin pH’larda ¢oziinememektedir
(Choi C. 2016). Kitosanin ¢oziiniirliigii deasetilasyon derecesine (DDA) bagli olup
kitosan dendiginde deasetillenme derecesinin en az 60 (D-glukozamin zincirlerinin
en az %060’1 deasetillenmis) olan kitinden bahsedilmektedir. Kitinin kitosana
deasetilleme islemi alkalin ortamlarda kimyasal hidrolizle ya da kitin deasitilaz gibi
enzimlerin varliginda enzimatik hidrolizle gergeklestirilmektedir. Kitosan,

deasetilasyon derecesine bagli olarak piyasada 300 kDA ile 1000 kDA araliginda

bulunmaktadir (Croisier and Jérome 2013).
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Sekil 1.3. Kitin ve kitosanin kimyasal yapisi. (A) Kitosanin kimyasal yapisi. (B)
Kitinin kimyasal yapis1 (Rinaudo 2006).
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Kitosanin sahip oldugu katyonik uclar, ana zincirinde bulundurdugu primer amino
gruplar ve sulu c¢ozeltilerinde pH’a bagli bir ¢oziiniirliige sahip olmasi sebebiyle
biyomedikal sektoriinde ilag/gen/hiicre tasiniminda, endistriyel su aritma
islemlerinde, agir metal biriktirilmesinde, yiyeceklerin fonksiyonellestirilmesinde ve

kozmetik sektorlerinde kullanilmaktadir (Croisier and Jérome 2013).

Asidik ortamlarda kitosanin amino gruplari pozitif olarak yliklenmekte ve boylece
musin bilesigiyle etkilesime girebilmektedir. Deasetilleme arttikga kitosanin
mukoadhezyonu da ona bagl olarak artis gostermektedir. Kitosanin homoestatik
aktivitesi kitosanin omurgasi iizerindeki pozitif yiiklerle saglanmaktadir. Ornegin
kirmizi kan hiicrelerinin membranlar1 negatif olarak yiiklii oldugundan pozitif yiikli

kitosanla etkilesime girebilmektedir (Croisier and Jérome 2013).

Kitosanin antimikrobiyal aktivitesi oldukca kompleks bir yapiya sahiptir. 1ki ana
mekanizma kitosanin antimikrobiyal ve antifungal aktivitesini aciklamaktadir.
Bunlardan birincisinde pozitif yiikli kitosan hiicrelerin yiizeyindeki negatif yiikli
membran zarlariyla etkilesime girebilmekte buna bagli olarak mikrorganizmalarin
hiicre gecirgenligini baskilamaktadir. Ikinci mekanizmada ise hiicre DNA’s1yla bag

kurup mikrobiyal RNA sentezini inhibe etmektedir (Croisier and Jérome 2013).

Kitosanin polikatyonik dogasi kitosanin analjezik etkisini agiklamaktadir. Amino
gruplarinin = D-glukozamin  kalintilar1  ortamda proton iyonlar1 oldugunda
protonlanmakta ve inflamatuvar bolgesinde analjezik bir etki yaratmaktadir (Croisier
and Jérome 2013).

Kitosanin dogal bir polisakkarit olmasi1 onun pargalanabilir glikosidik baglara sahip
olmasini bdylece biyobozunur bir yapiya sahip olmasini da saglamaktadir. Kitosan,
lizozim gibi bazi proteazlarla in-vivo ortamda pargalanmakta ayrica insanda
tanimlanmis 8 tane Kitinaz enzimi bulunmaktadir. Par¢alanmasi sonucu olusan
polisakkaritler toksik olmayan cesitli uzunluklarda oligosakkaritlere doniismektedir.
Kitosanin biyobozunurluk hizi deasetilasyon derecesine bagli oldugu kadar N-asetil
D-glukozamin kalintilarma ve kitosanin molekiiler kiitlesine de baglidir. Kitosanin
deasetilasyon derecesi diisiirtildiiglinde onun kristalligi de bozulmakta buna bagh

olarak biyobozunurluk hizi diismektedir. Ayrica daha kiiciik kitosan zincirlerine
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sahip Kkitosan karigimlart oligosakkaritlere daha hizli bozunmaktadir. Ayrica
kitosanin sahip oldugu biyouyumululuk o6zellikleri sebebiyle doku miihendisligi
acisindan 3 boyutlu iskelet tasarimlari i¢in Onemli bir alternatif teskil etmektedir

(Croisier and Jérome 2013).

Jeller kat1 faz bilesenlerinden olugsmakta olup genel olarak sivi fazda %10’dan daha
az oranda hacme sahip olmaktadir. Hidrojellerde sivi faz genelde sudur. Sahip
olduklar yiiksek su tutma kapasitesi sayesinde canli dokularin biiyiik bir kismi igin
uyumluluk gosterirler. Hidrojeller yumusak ve egilebilirler, bu sayede hastaya
implante edildiklerinde diger alternatiflerine nazaran minimum zarar vermektedirler.
Tamir edilecek yumusak dokunun mekanik 6zelliklerini taklit edebilirler. Bu yiizden
hidrojeller biyomedikal alanda polimerik iskeletler olarak ilag ve biiyiime faktorii
iletiminde kullanilmaktadirlar. Kitosan hidrojelleri geri donistiiriilebilir ve geri
donistiiriilemez jellesme ile iiretilebilmektedirler. Fiziksel olarak iiretilen hidrojel
terimi yapisinda bulunan polimerik zincirlerinin geri dontistiiriilebilir etkilesimlerine
dayanmaktadir. Bu etkilesimler kovalent olmayan yapiya sahip olup elektrostatik
etkilesimler, hidrofobik etkilesimler ve hidrojen baglarini igermektedir. Kitosan
herhangi bir ek maddeye gerek duymadan kendiliginden jellesebilmektedir. Ancak
sahip oldugu fiziksel 6zelliklerini gliglendirmek amaciyla PVA veya PEG gibi bagka
polimerlerle etkilesime sokulabilmektedirler. Isiya duyarli kitosan hidrojeli elde
etmek i¢in poliol tuzlart ve gliserol fosfat disodyum tuzlari kullanilmaktadir (Croisier
and Jérome 2013).

12



Kovalent Olmayan Capraz Kompleks Capraz Baglamanin | Kovalent Capraz Baglama (c)

Baglama (a) Kordinasyonu {b)
NHy! "N \H, TR NH I
© ¢ ¢ e 1
5 I (~ 0 (/()
/'”‘\\l_/i"/.-\ _/":\‘\'}\ " Q“
N HN HN

O~

@ < G

Anyonlaria olektrostatik otkileyimlorte  Motal lyonlan (Pd(1)), Pt(H) vo Mo | Amid ya a ester baglannem formasyonuyla
(fosfatlag, saMatiar vo sitratlar) ya da  (VI))kullandlarak kordinasyon (gliyoksal, gluteraldehid ve Genipin gibi)
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Sekil 1.4. Kitosanin ¢apraz baglanmasi. (A) Kovalent olmayan. (B) Kompleks

kovalent ¢apraz baglama. (C) Kovalent ¢apraz baglama (Croisier and Jérome 2013).

Kitosan pozitif yiiklii iyonlara sahip oldugu i¢in fosfat, siilfat ve sitrat gibi negatif
yiklii molekiillerle etkilesime sokularak hidrojel formuna getirilebilmektedir.
Degisen konsantrasyonlarda ve anyonik tiirlerde D-glukozamin ve N-asetil-D-
glukozamin birimleri elde edilen hidrojellerde iyi bir ayarlanabilir sismeyi

saglamaktadirlar (Croisier and Jérdme 2013).

Biiytik negatif yiiklii molekiiller dogal ve sentetik polianyonlar da kitosanla jel
olusturmaktadir. Dogal polianyon kategorisinde proteinler (jelatin, kollajen, keratin,
albumin ve fibroin), anyonik polisakkaritler (hyaluronik asit, aljinat, pektin, heparin,
ksantan, dekstran siilfat, kondroidin, fukoidan), karboksimetil selilloz ve
glikozaminoglikanlar ile jel yapilar1 elde etmek i¢in kullanilmistir. Ayrica
elektrostatik etkilesimler hidrojen baglanmasi gibi ikincil etkilesimlerle birlikte
gerceklesmektedir. Ancak pozitif yiikli kitosanin anyonlar ve polianyonlarla
yaptiklar ikincil etkilesimler bu ikincil baglanma tiplerinden daha giigliidiir. Iyonik

Kitosanin hidrojelinin olusturulmasi herhangi katalizore veya toksik reaktif kimyasala
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ihtiyag duymamasi ayn1 zamanda biyomedikal uygulamalar i¢in bir gerekliliktir

(Croisier and Jérome 2013).

Kitosan sahip oldugu hidroksil ve amino gruplarindan, amid ve ester baglanmalarla
hidrojel formu olusturabilmektedir. Ayrica kitosan aktive edilmis bu fonksiyonel
hidroksil ve amino gruplarindan 1sinla tetiklenerek veya enzimatik Kkatalitik
reaksiyonlarla modifiye edilebilmektedir. Kitosan, Pt(Il), Pd(ll) ve Moo(ll) gibi
metal iyonlariyla koordine kovalent baglar1 da yapabilmekte ancak bu tip kovalent
bagh bilesikler biyomedikal uygulamalar i¢in daha az uygundur. Bunun yaninda
metal iyonlar1 yerine bagka polimerler de kitosanin kovalent bagli bir hidojele
doniismesi i¢in kullanilmaktadir. Elde edilen hidrojeller iyonik etkilesimle ¢apraz
baglananan hidrojellere gore jellesmenin tersinir olmamasi sebebiyle daha stabil yap1
sergilemektedir. Bu tip kovalent baglh hidrojel elde edebilmek icin kitosanin primer
yapisinda kimyasal modifikasyon yapmasi gerekmekte bu da amino gruplariin dahil
edildigi modifikasyonlarda onun kitosanin temel Ozelliklerini degistirmektedir.
Bunun yaninda reakiyon sonucu olusan toksik kalintilarin kimyasal kontaminasyona
yol acabilmektedir. Son zamanlarda dogal kaynaklardan elde edilen genipin ¢apraz
baglayicisi (C11H140s) alternatif bir ¢apraz baglayic1 olarak kullanilmaya
baslanmistir. Genipinle yapilan capraz baglanmalar diger sentetik baglanmalarla
saglanan ¢apraz baglanmalara gére daha uzun siirede parcalanmakla beraber, heniiz
in-vivo toksisitesi konusunda net bir sonuca varilmig degildir. Genipin proteinlerle ve
kitosanin da yapsinda bulunan amino gruplariyla ¢apraz baglanma yapabilmektedir

(Croisier and Jérome 2013).

Stinger acik poroziteye sahip kopiiklere verilen addir. Bu kat1 sahip olduklari mikro
porozif yapilar1 sayesinde yapilar yiiksek miktarlarda akigkani (neredeyse kuru
hacminin 20 kat1) absorbe edebilmektedir. Kitosan siingerler genel olarak yara
iyilesmesi materyali olarak kullanilmaktadir. Doku bir yandan iyilestirirken diger
yandan yara 1lzerinde olusan atiklarim1 emmektedirler. Ayrica kemik doku
mithendisligi alaninda dolgu maddesi olarak kullanilmaktadirlar. Bu siingerler
dondurma kurutma (liyofilizasyon) islemi ile elde edilmekte, kitosanin sivi
¢oOzeltisinin dondurulup diisiiriilmiis basing altinda siiblimlestirilmesiyle porozitesi
yiiksek yapilar elde edilmektedir. Capraz bagh kitosan siingerleri, -norfloksazin

antibiyotik ilaci ile yiliklenmis olarak- ¢oziicii buharlastirma teknigi kullanilarak
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hazirlanmaktadir. Fibriller bir yap1 elde edilmekte bu siingerler yara Ortiisii olarak
gelecek vaat etmektedirler. Bunun yanisira siiperkritik karbondioksit kullanimi ile
kitosan iskeletlerinde daha porozif bir yapi1 saglanilmaya calisilmaktadir (Croisier
and Jérome 2013).

Kitosanin iki boyutlu iskelet yapilarina filmler ve porlu membranlar 6rnek verilebilir.
Kitosan filmler kitosanin tuzlu g¢ozeltilerine 1slak dokiim sonrasinda kurutma ile
devam edilir (genel olarak firm veya infrared (IR) kurutmasi). Ornegin HemCon
bandajlar1 hemostatik ortii olarak kitosan asetat formiilasyonu olarak tasarlanmistir

(Croisier and Jérome 2013).

Kitosan filmlerin &zellikleri fizikokimyasal proseslerle giiglendirilebilmektedir.
Filmlerin iizerine azot ya da argon plazmasi uygulamasiyla film ylizey piiriizliisiigii
ve hiicre adhezyonu ve proliferasyon kapasitesi arttirabilmekte, ozon veya UV
radyasyonu kullanilarak kitosanin depolimerizasyonuyla kitosan iceren filmlerin
yiizey modifikasyonu yapilabilmekte, silika partikiilleri ya da polietilenglikol ile
etkilesime sokularak makro ve mikro porozitesi yapay olarak modifiye

edilebilmektedir (Croisier and Jérome 2013).

Kitosanin nanopartikiillerle birlestirilmesi ile olusan yeni karisimda saglanan
sinerjistik 1yilesmede performans: arttirmaktadir. Giimiis (Ag) nanopartikiillerinin
antibakteriyel etkisi ispatlanmis olup glimiis temelli yara Ortiisii olarak kullanima

sunulmustur (Croisier and Jéréme 2013).

Kitosandan fiber eldesinde erken tekniklerde asetik asit, lityum Klorit ya da N,N-
dimetilasetamid c¢ozeltilerinden kuru ve 1slak spinleme yoOntemiyle fiber elde
edilmistir. Kitosandan elde edilen fiberlerin maliyetini diisiirmek i¢in sodyum aljinat,
tropokollajen, seliiloz, sodyum hyaluronat, sodyum heparin, sodyum kondroidin
stilfat, poliakrilik asit gibi polimerlerle karistirilmasi tercih edilmistir. Giincel
uygulamalarda ise elektrospinlemeyle mikrometreden nanometreye boyutlar
ayarlanabilir kitosan fiberler elde edilmeye baslanmistir. Elektrospinlemede yiliksek
voltajda elektrikle yiiklenmis polimer ¢ozeltisi fiber formasyonu {iretimini
saglamaktadir. Ayrica bu yontemle elde edilen fiberlerde yiiksek porozite, yiiksek

spesifik ylizey alami saglanabilmekte ve bu sayede dogal hiicredist matriks taklit
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edilebilmektedir. Elde edilen fiberler yara iyilesmesinde ve doku miihendisligi
uygulamalarinda kullanilabilmektedir. Ayrica elektrospinlenmis kitosan fiberlerle
trifloroasetik asit, diklorometan kullanilarak fiberin safligt ve homojenitesi
arttirilmis; polietilen glikol (PEG), polietilen oksit (PEO), polilaktik asit (PLLA),
polivinil alkol (PVA), polietilen tereftalat (PET), polivinil pirolidon (PVP) gibi
polimerlerle ise hiicre tutunmasi, hiicresel canliligi ve hiicre morfolojisinin
korunmasi gibi avantajlar saglanmistir. Chitoflex, elektrospinlenmis kitosan bazli bir

nanofiber yapida yara Ortlisii olarak piyasada yer almistir (Croisier and Jérome

2013).

Kitosan, genetik materyallerin iletiminde Kitosan /DNA nanopartikiilleri
olusturularak veya DNA/siRNA polifleks yapilar1 kurularak gen terapisi amaciyla
hasarli yapilarin daha hizli onariminda veya genetik hastaliklarinda tedavisinde
calismalar yapilmistir. Kitosanin fizikokimyasal o6zelliklerinin giliglendirilmesi
amaciyla hidrofilik hale getirilmekte (kitosanin trimetilasyonu), hidrofobik
materyallerle (stearik asit), katyonik materyallerle (Urekanik asit, imidazol,
dietiletilamin) , hedef ligandlarla (arjinin-glisin-aspartik asit, galaktoz, mannoz,
laktoz, folaktoz, transferrin), tiyol gruplariyla (tioglikolik asit, 2-iminotiyolan gibi)
ve amino asit ve peptid yapilariyla (TAT peptidleri gibi) modifiye edilmis ve bu
yapilarla genetik materyallerin transferinde daha basarili sonuglar elde edildigi

bildirilmigtir (Choi, Nam et al. 2016).

1.2 Hiicre immobilizasyon Yéntemleri

Canli hiicrelerin ¢oziilmeyen yiizeylere tutturulmasi, biyomedikal alandaki giincel
caligmalarda giderek Onem kazanmaktadir. Tarihsel olarak biyoteknoloji alaninda
kompleks protein yapilarinin immobilizasyonu ile kimya endiistrisinde yeni bir alan
calisilmaya baglanmis, enzimlerin sanayideki proseslerde birden ¢ok defa kulanimim
saglayacak teknikler ortaya ¢ikmistir. Bu immobilizasyon teknikleri ile enzim
stabilitesinin arttirilmasi, endiistriyel kullanima uygun {i¢ boyutlu kat1 yapilarin
saglanmasi, enzim iizerinde kimyasal modifikasyonlarin daha kolay ve daha stabil
halde yapilabilmesi, enzim mikrogevresinin modifikasyonunun saglanabilmesi,

enzimatik aktivite kaybinin azaltilmasi ve enzim inhibisyonunun azaltilmasi veya
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engellenmesi hedeflenmistir (Guisan, JM 2006). Gegen yiizyilda bu alanda olusan
bilgi birikimiyle immobilizasyon teknikleri, enzimatik proseslerde kullanilan
mikrobiyal hiicrelerin endiistriyel ¢apta iiretilmesi ve tekrar kullannmi amaciyla
gelistirilmigtir. Canli hiicrelerin i¢inde bulunan enzimlerin dogal yapilarmi diger
immobilizasyon tekniklerine nazaran ¢ok daha iyi koruyabilmesi, endiistriyel
prosesler i¢in ayirma ve saflastirma islemlerine gerek kalmadan ve hatta enzim
aktivite kaybima ugramadan kullanilabilmesini saglayarak hiicrelerin ve hiicre
icindeki organik yapilarin saklanabilmesi ve tekrar kullanimi miimkiin olmaktadir
(Grosse 1990). Son yillardaki gelismeler immobilizasyon tekniklerinin biyomedikal
alanda doku miihendisligi uygulamasi olarak hasarli hiicre ve dokularin tamiri
amactyla hiicre transplantasyonunda, biyoteknoloji endiistrisinde biiylik miktarlarda
hiicresel tiriinler elde edebilmek amaciyla, in-vivo hiicre kiiltiirii ¢alismalarinda,
istenilen hiicre kiiltiir klonunun spesifik olarak elde edilebilmesi amaciyla ve

sitotoksisite testlerinde kullanildig1 gériilmektedir (Uludag, De Vos et al. 2000)

Hiicrelerin immobilizasyonu literatiirde 4 temel kategoride incelenmektedir;

a. Herhangi bir Destek Olmadan Immobilize Etme (Pellet Olusturma)

b. Adsorbsiyon

c. Hapsetme

d.Kovalent Capraz Baglama (Grosse 1990)

1.2.1 Pellet Olusturma

Baglanmaya kesinlikle ihtiyag duyan immobilize enzim sistemlerinin aksine,
hiicreler kati bir destek yiizey olmadanda da hiicreler birbirlerine baglanarak
immobilize sistemler olusturabilmektedirler. Mikrobiyal hiicrelerde hiicre duvari ve
hiicre yiizey elektron yiikii araciligiyla gergeklesen bu olay memeli hiicrelerinde
sadece hiicre yiizeyindeki etkilesimlerle saglanabilmektedir. Memeli hiicrelerinde
tiipte pellet olusturma teknigi herhangi bir destege ihtiya¢ olmadan in-vitro analizler

i¢in kullanilabilmektedir. Yapilan bir ¢aligmada bir falkon tiipiiniin dibinde kondrosit
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hiicreleri santrifiij edilerek pellet halde elde edilmis ve bu sekilde kiiltiire edilerek
hiicre-hiicre  etkinliklerine  bakilmistir  (Debnath, Shalini et al. 2015).

1.2.2 Adsorbsiyon (Yiizeye Tutunma) Teknigi

Pseudomonas, Saccharamyces, Penicillium, Streptomyces iceren genis ¢esitlilikte bir
mikrobiyal hiicre grubu kieselguhr, tahta, cam, seramik ve plastik yiizeylere tutunma
gostermekte ve bazilar1 adezif diskler olusturarak destek materyale tutunmaktadirlar.
Adhesif disk olusturamayanlar ise hiicrelerin yiizey bolgesinde hiicre duvarlarindaki
bilesenlere bagli olarak tasiyiciyla elektrostatik ya da iyonik bolgeler araciligiyla
tutunma gerceklestirmektedir. Her hiicre tipine bagli olarak hiicrelerin tutunma
oranlar1 degigsmektedir. Ornegin basiller icin tutunan hiicre sayis1 az olmaktayken
tutunanlarin siki bir sekilde baglandiklar1 goriilmektedir. Hiicre tutunmasinda
hiicrenin zarinin ve hiicre duvarminin igerigi ve net yiiki, fiziksel ortamin pH’1,
destek materyalin bilesen igerigi ve porozitesi 6nemlidir. Son yillarda hiicrelerin
tanimlanmas1 ve saf hiicre hatt1 elde edilebilmesi amaciyla antijenlerle kaplanan
mikrokiireler adsorbsiyon teknigini kullanilarak karigik hiicre hattindan saf hiicre

hattt elde edilmesi amaciyla kullanilmaktadir (Kuan, Horak et al. 2014).

1.2.3 Hapsetme Islemi

Yapilan ilk caligmalardaki hiicreler i¢in fiziksel hapsetme yoOnteminde agara
immobilize edilen Saccharomyces grubu hiicreleri 6rnek verilmektedir. Aljinat asit
polisakkarit ve tiirevleri ile yapilan immobilizasyon isleminde aljinat ¢ozeltisine
karistirtlan hiicreler ¢apraz baglayict CaClz ¢ozeltisine karistirilip bir aljinat jeli elde
edilerek immobilize edilmektedir. Benzer ¢alismalar ayni teknik kullanilarak kitosan
ve karragenan gibi bagka polisakkaritleri; plastik, poliakrilamid, sellofan, polietilen,
kaprone ve foroplast gibi sentetik bilesenleri ve kollajen gibi proteinleri hiicreleri
dogrudan jel icinde hapsetme icin farkli capraz baglayicilarla gerceklestirilmistir.
Insan hiicreleri de ayn1 sekilde hiicresel iletim teknikleri amaciyla kullanilmaktadur.
Ayrica bagka bir metodda yaglar ile hiicre siispansiyonu arasinda sivi bir membran

yapist olusturarak faz ayrimi saglanmis hiicreler bu membran yapilar iginde

18



hapsedilmistir(Guisan,JM2006).

1.2.4 Kovalent Capraz Baglama

Erken calismalarda aktiflestirilmis inorganik desteklerin ve hiicrelerin bir ¢apraz
baglayic1 araciligiyla birbirleriyle kovalent bag olusturmasi saglanmistir. Destek
materyali {izerinde kovalent bag yapilabilmesi i¢in destek yiizeyinde ylizey
modifikasyonlar1 yapilmasi gerekmektedir. Bu sekilde elde edilen yapilarda kovalent
baglanma sebebiyle yap1 stabilitesi daha yiiksektir. Ancak c¢apraz baglayicilarin
sitoksisitesi sebebiyle hiice canliliklart diisiik ¢ikmaktadir. Bu tip ¢alismalara 6rnek
olarak silika kiirelere tutturma, gluteraldehitle capraz baglama, isosiyanat gruplart ile
birden fazla hiicre grubunun destek materyalleri iizerinde (boroslikat, zirkonyum-
spinel gibi) birbirleriyle eslenmesi, metal hidroksit - hiicre karboksil ve amino
gruplarinin reaksiyonuyla jel yapist olusturma ornek olarak verilebilir (Guisan, JM
2006).

1.3 Aljinat Hidrojeli Olusturma Teknikleri

Hidrojeller hidrofilik polimerler igeren ii¢ boyutlu ¢apraz bagli aglar olup yiiksek su
tutma kapasitesine sahip olmalari, kolay elde edilebilir olmalari, yumusak bir yapiya
sahip olmalar1 sebebiyle doku miihendisligi uygulamalari igin tercih edilen
yapilardan bir tanesidir. Bu yapilar genellikle biyouyumlu 6zellik gostermekte olup
viicuttaki makromolekiiler bilesenlerin yapilarin1 andirmakta ve minimal invasif
yontemlerle canli dokulara uygulanabilmektedirler. Hidrofilik polimerlerin kimyasal
ya da fiziksel yontemlerle ¢apraz baglanmasiyla elde edilmektedirler. Hidrojellerin
fizikokimyasal oOzellikleri c¢apraz baglanma yontemine ya da c¢oziinen-¢apraz

baglayict  oranlarina  olduk¢a bagimhidir (Lee and Mooney 2012).
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1.3.1 Aljinatin Iyonik olarak Capraz Baglanmasi

Aljinat polimerlerinin iyonik olarak ¢apraz baglanmasi aljinat ¢ozeltisinin bir ¢apraz
baglayici ile karistirilmasiyla saglanmaktadir. Bu capraz baglayici genellikle bir
divalent katyon olan Ca*? iyonuyla saglanmaktadir. Ca*? diger divalent katyonlara
nazaran daha az sitotoksisite gdstermesi ve kolay elde edilebilir olmasi sebebiyle
tercih edilmektedir. Iyonik baglanma kovalent baglanmaya gére daha diisiik stabilite
gostermekte olsa bile kisa ve orta vadeli doku rejenerasyonu caligmalari i¢in gerekli
stabiliteyi gostermektedir. Genellikle iyonik capraz baglamada jellesme siiresi
uzatilarak jellesme orani kontrol altinda tutulmakta ve daha uniform bir yap1 buna
bagli olarak da daha yiiksek mekanik dayanim elde edilmektedir. Aljinatin kimyasal
yapist da jellesme oranina etki etmekte yiiksek glukuronat zincir oranina sahip olan
polimerik yapilar1 mekanik olarak daha saglam olmaktadir. Sicakligin jellesmeye
olan etkisinde sicaklik diistiikkge capraz baglayicinin reaktivitesi diismekte, ¢apraz

baglanma islemi yavaglamaktadir (Lee and Mooney 2012).

Sekil 1.5. Aljinat mikrokiirelerde olusturulmus bir hiicre agregatinin faz kontrast

mikroskobundaki goriiniimii 25 um (Masuda, Miyabayashi et al. 2002).
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1.3.2 Kovalent Olarak Capraz Baglanma

Doku miihendisligi ¢aligmalarinda aljinattaki jellesmenin mekanik dayanimini
arttirmak amaciyla c¢esitli kovalent c¢apraz baglayicilarla c¢alisilmistir. Capraz
baglayicinin etkinligi ve baglanma sekli jelin yapisi lizerine etki etmektedir.
Polialdehitguluronat (PAG) ve poliakrilamidhidrazid aljinat jelin mekanik
dayanimini arttrimis  degredasyon siiresini uzatmistir. Foto c¢apraz baglama
yontemiyle yapilan bir calismada metakrilatla modifiye edilmis aljinat lazerle
kovalent olarak c¢apraz baglanmis korneal dokularin dikissiz bir sekilde cerrahi
olarak kapatilmasi hedeflenmistir. Kovalent baglanmalarla gerceklestirilen jellesme
islemlerinde genelde su tutma kapasitesinde biiyiik bir degisiklik olmamakta ancak
jelin sitotoksik etkisi artmaktadir. Bunun oniine ge¢gmek amaciyla baglama sonrasi
capraz baglayicinin ortamdan uzaklastirilmasi arastirilmakta, dogal bilesen bazl

capraz Dbaglayicilarin  kullanimi denenmektedir (Lee and Mooney 2012).

Aljinat Aljinat-Jelatin Aljinat di aldehit Jelatin

20041 -

Sekil 1.6. Aljinat Mikrokiireler igerisinde Hiicrelerin Kovalent Capraz Baglanmasi
ile Olusturulmus Hidrojel Yapisimin Gortintimii (Sarker, Rompf et al. 2015).

1.3.3 Termal Jellesme

Termal jellesme  uygulamasi  sicakligin  kontroliiyle  biyobozunurlugun
ayarlanabilmesi agisindan pek c¢ok ila¢ tasinim uygulamasinda denenmektedir.
Aljinatla yapilan bir ¢alismada yari-etkilesimli polimer ag1 olusturmak i¢in (semi-

interperating polymer network) in-situ kopolimerizasyon islemi aljinat varliginda N-
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isopropilakrilamid ile polietilen glikol-ko-poli(e-kaprolakton) UV ile viicut
sicakligina yakin bir sicaklikta ¢apraz baglanmis bu da aljinat polimerinin mekanik
dayanimini arttirarak polimer igine yiiklenmis sigir serum albumininin salinimi hizi

tizerinde  kontrol  olanagi  saglamistir (Lee and  Mooney  2012).

Sodyum Aljinat

poli(n-izopropil-akrilamid)

Polimetakrilat

Polietilan glikol polimetakrilat capraz
bagh yapis:

Sekil 1.7. Aljinatin polietilen glikolle termal jellesmesi sonucu olusturulmus termal

duyarli  aljinat  hidrojel  yapisi (Zhao, Cao et al 2010).

1.3.4 Hiicrelerin Birbirleriyle Aljinat icerisinde Capraz Baglanmasi

Aljinatin hiicre adezyon molekiilleriyle modifiye edilmesi sonucu, hiicreler ¢oklu
polimer zincirlerine hiicre adezyon lingdlariyla baglanarak kimyasal ¢apraz
baglayicilar olmadan agsi yapilar olusturabilmektedirler. Ozellikle arjinin-glisin-
aspartik asit (RGD) sekanslar1 ile modifiye edilmis aljinat c¢ozeltisine hiicreler
eklenerek tek tip bir yap1 elde edilmis ¢apraz baglayicilar olmadan spesifik ligand
etkilesimleri sayesinde kendiliginden capraz bagli ags1 yapilar olusturulabilmistir.
Elde edilen jellerde gerilim kuvvetine bagli olarak bir dejenerasyon olugsa bile hiicre
aktivitesi sayesinde jel yapilarinin tekrar olusabildigi goriilmiistiir (Lee and Mooney
2012).
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Sekil 1.8. Hiicrelerin aljinat araciligiyla birbirleriyle ¢apraz baglanmasi (hiicre-hiicre

capraz baglanmasi (Lee, Kong et al. 2003).

1.4 Mikrokiireler ve Mikrokiire Cesitleri

Mikrokiireler partikiil biiytkligi 1 ile 1000 mikrometre arasinda degisen sentetik
polimerlerden veya biyopolimerlerden olusan yapilardir (N.R 2015). Bugiin
biyopolimerlerden, biyoaktif camdan ve seramiklerden mikrokiireler elde
edilmektedir. Sahip oldugu kiiresel simetrisi ve mikrodiizeydeki boyutlar1 sayesinde
doku miihendisligi alanindaki uygulamalarda mikrokiireler doldurulmasi gereken
dokunun seklini alabilmeyi kolaylastirmakta, ideal besin, oksijen ve atiklarinin
atilmas1 i¢in gerekli transfer ylizey alanini en yiiksek diizeye ¢ikarmaktadir.
Mikrokiirelerin biyomedikal alanda en yaygin kullanimi ilag tasinimindadir. Kontrol
edilebilir ila¢ salimim profilleri olusturabilmesi, niikleik asit ve proteinler gibi
kirllgan yapili ilaglarin korunmasinda esnek yapi gostermesi, viicutta hemen
parcalanabilecek ilaglarin matriks yapist icinde korunmasi sayesinde ilag
kapstilasyonunda kullanilmaktadir. Ayrica asilarin tasiniminda sahip oldugu kiiresel
simetri sebebiyle antijen tanima hiicrelerinin ylizeye tutunmasini kolaylastirmasi
onlar1 bu alanda ideal hale getirmektedir. Gliniimiizde ila¢ tasiniminda en ¢ok tercih
edilen mikrokiireler polilaktik asit (PLA), polilakti-ko-glikolik asit (PLGA) ve
polikaprolakton (PCL)’den elde edilen mikrokiirelerdir. Mikrokiirelerin yiiksek
kiiresel simetri gostermesi sebebiyle iletilmek istenen hiicrelerin polimerin ylizeyine
tutunmas1 ve antijen taninmasini kolaylastirmakta ve bu sayede hiicrelerin dokulara
iletiminde kullanilmaktadir. Bu amagla yapilan aragtirmalarada OCT-1 osteoblast

benzeri hiicreler, noral hiicreler, kondrositler ve kok hiicreler mikrokiirelerle birlikte
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kullanilmistir. Mikrokiirelerin porlu bir sekilde iiretilmesi sayesinde yap1 igersinde
hiicreler iletim ag1 olusturabilmekte bu sayede daha iyi prolifere olabilmektedirler.
Ayrica genis bir i¢ hacme ve yiizey alanina sahip olduklar1 i¢in besin tasinimi/ atik
atthmi1  yapilabilmekte ve  hiicre proliferasyonu  ve  differansiyasyonu
saglayabilmektedirler. Bu avantajlarina ragmen cam malzemeden elde edilen
mikrokiirelerin kirilganliklarinin yiiksek olmasi, seramik malzemenin hem kirilgan
hem de pahali ve =zor proseslerle elde edilebilmesi, biyopolimerik bazl
mikrokiirelerin ise mekanik dayanimlarimin zayif olmasi onlarin her alanda

kullanilabilmesinin oniine gegmektedir (Hossain, Patel et al. 2014).

Mikrokiire temel olarak iki alt baslik altinda incelenmistir:

(@) Mikrokapsiil: Polimer igerisine emdirilmis (hapsedilmis) bilesenlerin
tamamiyle kalin bir kapsiil duvarla ¢evrelenmesi sonucu elde edilen yapilara
verilen addir.

(b) Mikromatriksler: Emdirilmis (hapsedilmis) bilesenlerin polimer matriks
icerisine homojen bir sekilde her bolgesine dagitilmasiyla elde edilen yapilara

verilen addir (Mujoriya 2012).

Calismamizda {tretmis oldugumuz mikrokiirelerde tutulan hiicreler polimerik
matriksin her bir bolgesinde bulunmasi sebebiyle mikromatriksler alt grubunda yer

almaktadirlar.

1.4.1 Cam Mikrokiireler

Biyomedikal alanda cam mikrokiirelerin kullanimi “Bioglass” adli materyalin
kesfedilmesiyle 1960°larin sonunda kullanilmaya baslanmistir. Glinlimiizde 3 tip cam
malzeme biyomedikal alanda kendine yer bulmaktadir; silikat bazli, borat bazli ve
fosfat bazli. Bu malzemelerden gelisen teknolojiyle beraber yiginlar, cubuklar,
diskler ve son olarak fiberler tiretilmeye baslanmistir. Cam mikrokiire elde etmede
erimis cam materyali paslanmaz g¢elik bir malzeme iizerine dokiilerek damlalar elde

edilmekte, sol-jel, spray kurutma teknikleri ve alevden kiirelestirme teknikleri

24



kullanilmaktadir. Cam mikrokiireler doku miihendisliginde biyouyumlu 6zelliginden
Otlirli ipmlant malzemesi olarak ve kontrollii ila¢ salinnminda yer bulmaktadir

(Hossain, Patel et al. 2014).

2 um

Sekil 1.9. Biyoaktif cam mikrokiirelerin silikon dioksit-kalsiyum oksit bilesiginin
SEM goriintiisii (Pontiroli, Dadkhah et al. 2017).

1.4.2 Seramik Mikrokiireler

Kalsiyum fosfat bazli (CaP) mikrokiireler arastirmacilar i¢in ortak bir bilimsel
calisma alani yaratmakta, Ozellikle hidroksi apatit (HA) ve B-trikalsiyum fosfat
ortopedide, discilikte ve ilag sanayinde sahip olduklart biyouyumluluk,
osteoiletkenlik ve uygun mekanik oOzellikleri sebebiyle tercih edilmektedirler.
Seramik mikrokiireler minimal invasif yontemlerle implante edilebildiginden ve bu
bolgede 1yi bir mekanik dayanim gostermesi sebebiyle ve kalsiyum fosfat icerigi
sebebiyle kemik doku miihendisligi alaninda da kullanilmaktadir. Kiiresel simetriye
sahip mikrokiirelerin elde edilebilmesi icin genis bir aralikta baslangic materyali
(tozlar, karigimlar, macunlar ve ¢ozeltiler halinde) ve ¢éziinme fazi (gaz, sivi ¢ozelti
ve kati) alternatiflerine sahiptirler. Kaliplamay1 yapacak malzeme olarak da (siringa
igneleri, sprey piiskiirtiicii baglhiklari, elekler, karistiricilar ve pervaneler) ve
sertlestirme methodlar1 alev spreyleme, dondurarak kurutma, jellestirme ve kimyasal

¢oktiirme islemleri yapilmaktadir (Hossain, Patel et al. 2014).
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Sekil 1.10. Kalsiyum silikat tozundan emiilsiyon methodu ile elde edilen seramik
mikrokiirelerin SEM goriintiisti (Hong, Yu et al. 2009).

1.4.3 Polimerik Bazhh Mikrokiireler

Polimer bazli mikrokiireler giiniimiizde doku miihendisligi alaninda kontrolli ilag
salimiminda biyobozunur tastyict matriksler olarak giderek 6nem kazanmaktadirlar.
Pek cok dogal yapili polisakkaritler (aljinat, seliiloz, kitosan gibi), proteinler
(kollajen gibi) viicuttaki enzimatik aktivitelerle dogal yollarla bozunmakta, polilaktik
asit (PLA), polikaprolakton (PCL), poliglikolik asit (PGA) ve polilaktik-ko-glikolik
asit (PLGA) viicutta hidrolitik degredasyona ugramaktadir. Polimer bazlh
mikrokiirelerin iiretiminde sprey kurutma, elektrospinleme, emiilsifikasyon ile
jellesme, siispansiyon olusturarak polimerlestirme, ultrasonikasyon ve faz

ayristirmasi methodlari ile iiretilmektedir (Hossain, Patel et al. 2014).
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Sekil 1.11. Polimerik Mikrokiirelerin Hazirlama Methodlar1 (Hossain, Patel et al.
2014).

1.4.3.1 Sentetik Polimerik Mikrokiireler

Polilaktik asit (PLA) biyomedikal alanda biyoemici polimer olarak yogun bir sekilde
kullanilmakta olup kontrol edilebilir bozunma hizina sahip olmasi, iyi mekanik
dayanim gostermesi ve degistirilebilir laktit i¢erikleri sebebiyle kullanilmaktadirlar.
Termoplastik PLA mimari yapisininin diizgilin ayarlanabilmesi sebebiyle film olarak,
iskelet yapist olarak, fiber olarak, cubuk olarak ve mikrokiire olarak ilaglarin
kontrollii saliniminda kullanim alani1 bulmaktadir. Bu polimer ¢6ziicli buharlastirma
ve emiilsiyon, ¢Oziicii buharlastirma teknikleriyle mikrokiire formunda

retilmektedirler (Hossain, Patel et al. 2014)
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Sekil 1.12. Emiilsifikasyonla elde edilmis polilaktik asit mikrokiirelerin SEM
Goriintiisii (Chen, Yang et al. 2014).

Polikaprolakton biyomedikal ve doku miihendisligi alaninda kullanilmakta olan bir
biyoemici polimer olarak kullanilmakta olup emiilsiyon-¢oziicii buharlastirma,
elektrospinleme ve eriterek kaliplama gibi islemlerden gegirilerek elde edilmektedir

(Hossain, Patel et al. 2014).

Sekil 1.13. Polikaprolakton Mikrokiirelerin Goriiniimii (Zhang, Tan et al. 2012).
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Poli (p,.laktid-ko-glikolik asit) (PLGA) PLA’nin bir kopolimeri olup biyomedikal
alanda tekrar ¢Oziinebilir dikisler, polimerik iskeletler, g¢ubuklar ve porlu
mikropartikiiller liretilmektedir. Porlu PLGA mikrokiireleri kontrollii bir poroziteye
sahip olabilecek sekilde tretilebilmektedirler (Hossain, Patel et al. 2014).

Sekil 1.14.Polilaktik-ko-Glikolik Asit Mikrokiirelerin Gortintimii (Lee, Lim et al.
2015).

1.4.3.2 Dogal Polimerik Mikrokiireler

Kitosandan, aljinattan, kollajenden ve peptidlerden elde edilen mikrokiireler
biyomedikal ve doku miihendisligi alanlarinda kullanilan mikrokiirelerdir. Bu dogal
mikrokiirelerin ¢ogunlugu biyodegredasyona uygun olup genellikle biyouyumlu
olduklar1 i¢in biiyiik bir avantaja sahiptirler (Hossain, Patel et al. 2014).

Aljinat biyomedikal ve doku miihendisligi alaninda farkli dokularda c¢alisilmakta,
aljinattan mikrokiireler veya mikroboncuklar elde etmek icin koagiilasyon ve
emiilsifikasyon yontemleri kullanilmaktadir. Genel olarak, mikrokiireler aljinat
coOzeltisinin sekli diizgiin damlaciklar elde edebilmesi amaciyla kalsiyum kloriir

cOzeltisine damlatilarak c¢oktiiriilmesi (koagiilasyon) ve asili hale getirilmesi
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(emiilsifikasyon) islemlerini kapsar. Coktiirme methoduyla endiistriyel ¢apta iiretim
yapilmasi sirasinda mikrokiirelerin birbirlerine yapigsma riskleri olusabilmekte bu
sebeple yeni bir modifiye method olarak yagin icindeki suda asili halde tutma (w/o
emiilsiyon) methodu gelistirilmistir. Aljinat ¢ozeltisi yagda ¢oziilerek CaClz’ye
damlatildiginda 8 mikrometre capinda topaklagsmayan aljinat mikrokiirler elde
edilebilmektedir (Hossain, Patel et al. 2014).

Sekil 1.15. Aljinat mikrokiirelerin SEM Goriintiileri (Akamatsu, Maruyama et al.
2011).

Kitosan mikrokiireler sprey kurutma, emiilsifikasyon, igsel jellesme, elektrospinleme
ve dondurarak kurutma yontemleriyle saglanmaktadir. Mikrokiirelerin porlu yapilari
asetik asitteki Kkitosan scozeltisinin sivi azota damlatilarak dondurulmasiyla ve

ardindan dondurma kurutma iglemi yapilarak saglanmaktadir (Hossain KMZ. 2015).
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Sekil 1.16. Kitosan mikrokiirelerin (A) SEM ve (B) DAPI goriintiileri (Goncalves,
Magalhaes et al. 2013) .

Hyaluronik asit, sinovial sivida ve onun ekstraselliiler matriksinde bolca bulunan
stilfatlanmamis  glikozaminoglikan  bilesenleri  igeren bir  biyopolimerdir.
Biyouyumulugu, diisiik immunojenitesi ve biyobozunur 6zelliklerinden 6tiirii doku
mithendisligi uygulamalarinda genis bir uygulama alan1 bulmaktadir. Hyaluronik
asitten mikrokiire eldesi sprey-kurutma yontemiyle bir ¢aligmada denenmis olup en
biiyiik dezavantajlarindan biri zayif mekanik dayanim gosterdigi belirtilmistir
(Fatnassi, Jacquart et al. 2014).

Sekil 1.17. Hyaluonik asitten sprey-kurutma yontemiyle elde edilen mikrokiirelerin
cesitli yakinlagtirmalardaki SEM goriimleri (A)(B) (Fatnassi, Jacquart et al. 2014).
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Kollajen, tendon, ligament ve deri gibi bag dokularda ve ekstraselliiler matriksle
baglantili dokularda en ¢ok bulunan c¢oziilmeyen fibriller proteindir. Aljinat ve
sentetik polimerlere benzer sekilde kollajenden de asili halde tutma islemiyle

(emiilsifikasyon) mikrokiire elde edilmektedir (Hossain, Patel et al. 2014).

Sekil 1.18. Kollajen mikrokiirelerin SEM goriiniimleri. (A) Kollajen mikrokiirenin
genel goriinim (Mathieu, Vigier et al. 2014). Mezenkimal kok hiicre yiiklenmis
mikrokiirelerdeki kollajen fiberlerin kondrojenik defferansiyasyondan onceki (B) ve

kondrojenik differansiyasyondan sonraki (C) gériintimleri (Hui, Cheung et al. 2008).

1.5 Kok Hiicre Biyolojisi ve Tanimlamalar

Organizmay1 meydana getiren ilk hiicreler kok hiicrelerdir. Viicutta kendini yenileme
kapasitesine sahip olan, bagka hiicre tiplerine farklilasabilen ve kendisinin bir
kopyasini olusturabilen hiicrelere kok hiicre denir. Su ana kadar tespit edilmis kok
hiicrelerin ortak oOzelliklerine bakilacak olursa; viicuttaki dokularda az sayida
bulunan, yasam boyunca belirli oranlarda bdliinebilerek sayilarini koruyan,
boliindiiklerinde ortaya ¢ikan iki yavru hiicrenin en az birisi kok hiicre olarak mevcut
hiicre havuzuna tekrar katilabilen, ¢ok kez boliinerek dnce gecici hiicreleri olusturup
sonrasinda dokulara 6zgii hiicrelere farklilasabilen, boéliinme hizlar1 yavas olmasina
ragmen doku yaralanmasi sirasinda boliinme etkinliklerini arttirarak dokularin
iyilesmesini hizlandiran, dokularin en kalici ve en uzun siire yasayan hiicreleri olarak
organizmanin yasami boyunca varligini siirdiiren, biiylime faktorlerine duyarli olup
TGF, Notch, Wnt ve Jak/Stat gibi sinyal molekiillerini etkin bir sekilde kullanabilen,

bircogu hiicre dongiisiiniin GO evresinde sessiz olarak bulunan, kendine ozgi
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kromatin Ortiistine sahip olan, DNA metilazlar veya histon deasetilazlarin
transkripsiyon baskilayicilar1 tarafindan veya Groucho ailesi proteinleri tarafindan
saglanan Ozgiin DNA diizenlenisi sayesinde kendine has kok hiicre DNA’sini
kazanabilen, strese karsi dayanikli olan ve bu ozelliklerini; ¢oklu ilag direnci
tastyicilarina sahip, kendine 6zgiin protein katlanma mekanizmalari, ubikutin ve
detoksifikasyon sistemlerini kullanarak saglayan hiicrelerdir. Kok hiicreler, farkli
hiicrelere doniisme yetenekleri sayesinde doku miihendisligi alaninda zarar gérmiis
dokudaki hiicrelerin tedavisinde onlarin yerini alabilecek ya da sentezledikleri

ekstraselliiler bilesenlerle onlara destek olabilecek potansiyele sahiptirler (Can 2014).

Farklilasma yetkinligi agisindan kok hiicreleri siniflandiracak olursak, viicutta iki
haploid gamet biraraya gelerek zigotu olusturur. Zigot tiim viicudu olusturacak ilk
hiicredir. Bu hiicrenin mitoz boéliinmeleriyle blastomerler olusur. Blastomerler
farklilagsma diizeyi yetkinligi olarak totipotent olarak adlandirilip canlidaki en yiiksek
farklilasma kapasitesine sahip olan hiicrelerdir. Embriyoyu ve sonrasinda tiim
dokularin ortaya ¢ikmasini saglarlar. Zigotun dollenmesinden sonraki 5-6 giin
icerisinde blastokist olusur. Blastokistin i¢ hiicre kiitlesinde yer alan hiicrelere
embriyo kok hiicresi adi verilir. Bu asamadaki hiicreler farklilagma yetenegi
acisindan pluripotent (¢coklu yetkin olma) olarak nitelendirilip embriyo gévdesine ait
biitlin hiicre tabakalarin1 ve onlardan koken alan doku ve organ sistemlerini
olusturma yetkinligine sahiptirler. Bireyin fetlis, prenatal, postnatal, infant ve
cocukluk donemlerinde artik embriyonik kok hiicreleri yoktur. Ancak onlarin yerine
basta kemik iligi olmak tizere ¢esitli organlarin belirli doku bolgelerinde gerektiginde
kendini g¢ogaltabilen, kararlanabilen ve farklilasabilen hiicreler olan yetiskin kok
hiicreleri ya da diger adiyla dokuya 6zgii (somatik) kok hiicreler bulunur. Buradaki
kok hiicrelerin bir kismi farklilagma yetkinligi agisindan multipotent olarak
adlandirilirlar ve birkag tip hiicreye doniisebilme yetenegine sahiptirler. Mezenkimal
ve hematopoetik kok hiicrelerin bir kismi da bu gruba dahildirler. Ayn1 zamanda
yetiskin kok hiicreleri arasinda sadece belirli bir hiicre tipine doniisebilen hiicreler de
vardir ki bunlar da farklilagsma kapasitesi agisindan unipotent veya Onciil hiicreler

(projenitdr, prokiirsor) olarak adlandirilirlar (Can 2014).

Mezenkimal kok hiicreler, mezenkim doku adi verilen embriyonik donemde

epiblastin farklilagmasindan sonra embriyonun gelismesinde ve daha sonra fetiisiin
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yasaminda yer alan gevsek bag dokusu yapisindaki dokulardan elde edilmektedir. Bu
dokulardan elde edilen hiicreler genel olarak kemik iligi kaynakli ve kan kaynakli
mezenkimal kok hiicreler, kordon kani1 kaynakli mezenkimal kok hiicreler ve adipoz
yag dokusu kaynakli mezenkimal kok hiicre olarak gruplandirilmiglardir. Kok hiicre
calismalar1 acisindan, kok hiicreler in-vivo ve in-vitro ortamlarda birbirlerinden
farkli tipte bilesenler sentezlemekte olduklarindan mezenkimal kok hiicre kavrami
in-vivo ¢ogalan hiicreler i¢in kullanilmakta, in-vitro g¢ogaltilan mezenkimal kok
hiicreler i¢in multipotent mezenkimal stroma hiicresi adi Onerilmektedir. Ancak

heniiz yaygin bir kullanimi olusmamuistir (Can 2014).

Adipoz kokenli kok hiicreler, mezenkim temelli yag dokusundan elde edilen,
multipotensi farklilasma kapasitesine sahip, AKH olarak kisaltilan kok hiicre tipidir.
Yag dokusunun damarca zengin stromasinda (SVF); kan hiicreleri, fibroblastlar,
perisitler, endotel hiicreleri ve adiposit (yag hiicresi) Onciisii preadipositler
bulunmaktadir. Yag dokusunu viicuttan ¢ikarmak igin lipoemilim (liposuction),
lipoplasti veya lopotomi uygulanir. Sonrasinda bu dokudan saf adipoz kokenli kok
hiicre elde edebilmek icin yapidan yag ve kan hiicrelerinin uzaklastirilmalar1 gerekir.
Kollajenaz dokularin pargalanmasi i¢in gerekli bir enzimdir. Bu enzimle bir siire
muamele edilen doku parcalar1 sonrasinda santrifiij edildiginde tiipiin {ist tarafinda
yag hiicreleri, alt tarafinda ise yag dokusunun vaskiiler ve stromal bdliimleri kalir.
Boylece yag hiicrelerinden kok hiicreler ve kan hiicreleri ayristirilmis olur. Altta
kalan bu doku boliimleri plastik bir flaska ekilecek olursa mezenkimal kok hiicrelerin
ortak 6zelligi olan plasti§e yapigsmasi sayesinde kok hiicreler plastige yapisirlar. Kan
hiicreleri tutunamadiklarindan besiyeri degisimi sirasinda siviyla beraber atilirlar.
Dikkat edilmelidir ki zaman zaman alinan dokuda kan damarlar1 ve buna bagl olarak
kan hiicreleri ¢ok yogun olmakta, flasktaki kok hiicrelerin tutunup c¢ogalmalarini
yavaslatabilmektedirler. Boyle durumlarda enzimle muamele edilip parcalanan doku
parcalari NH4Cl ile muamele edilebilir ve bu sayede kan hiicreleri osmolize
ugratilabilir. Ancak bu uygulama bir kisim kok hiicrenin kaybina da sebep olabilir.
Doku pargalar1 saf hiicre kiiltlirii yapabilmek icin filtreden gegirilirler. Bu hem
zaman tasarrufu hem de daha saf kok hiicre kiiltiiri yapmay1 saglamaktadir. Plastige
tutunmus kok hiicreleri enzamatik kaldirma islemi ile saf bir sekilde saglanmakta,
stv1 azot tanklarinda uzun silire muhafaza edilebilmektedirler. Adipoz kokenli kok

hiicrelerin insan viicudundan elde edilmesi diger kok hiicre tiplerine nazaran daha
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kolay olmakta ve alindig1 bolgeye daha az hasara neden olmakta ayrica istendiginde
daha biliylik miktarlarda doku almabildiginden ¢ok sayida hiicre sayilarina
ulagabilmektedir (yapilan bir ¢calismada yaklasik 404 000 hiicre / ml oraninda). Bu
durum yag kokenli kok hiicrelerin doku miihendisligi uygulamalarinda uygun bir

alternatif olabilecegini gostermektedir (Can 2014).

Adipoz kok hiicrelerin immunofenotiplendirmesi yapilarak saf kok hiicre kiiltiirtiniin
ne diizeyde elde edildigi anlasilir. Bunun igin hiicrenin yilizeyindeki reseptorlerinde
bulunan kendine 06zgii belirte¢ler (markerlar) kullanilir. Bu yiizey belirtegleri
numarali bir CD (cluster of differentiation) kod sistemiyle adlandirilir. Temel doku
uyumlulugu kompleksi (MHC) ise iki gruba ayrilir. MHC smif I hiicre ylizeyi
molekiilleri, tim c¢ekirdekli hiicrelerinde bulunurken eritrositlerde ve kan
plaketlerinde az goriilmektedir. MHC siif II hiicre ylizeyi molekiilleri ise temelde
sadece antijen sunucu hiicrelerin ve lenfosit yiizeylerinde bulunur. Bu belirteglerden
%85’1n lizerinde sinyal alinanlar kuvvetli pozitif olarak gecerler. Adipoz kokenli kok
hiicreler i¢in pozitif belirtegler; CD9, CD29, CD44, CD54, CD73, CD90, CDI105,
CD106, CD146, CD166’dir. Pozitif MHC belirtegleri ise simif I (HLA-A, HLA-B ve
HLA-C’dir. Negatif CD belirtegleri CD14, CD31, CD34, CD45, CD133 ve
CD144’tlir. Negatif MHC belirtecleri ise sinif II’dir (HLA-DR ve digerleri). Adipoz
kokenli kok hiicrelerle ilgili yapilan c¢aligmalarda bu hiicre tipinin 6zgiil besiyeri
kosullarinda adipojenik, osteojenik, kondrojenik, nérojenik, hepatojenik, endotel, diiz
kas hiicresi ve kardiyomiset hiicresi farklilasmasinin miimkiin oldugu belirtilmistir
(Can 2014).

Osteokondral hasarlarin giderilebilmesi i¢in otolog adipoz kokenli kdok hiicrelerin
klinik olarak bireylere uygulanmasi alternatif bir ¢dziim yontemi olabilir. Oncelikle
in vitro kiiltiir agisindan kondrojenik farklilasmada siki bir hiicre-hiicre iliskisi
saglanmasi gerekmekte, besiyeri ortami agisindan da deksametazon, askorbik asit,
TGFB, BMP, FGF ve IGF gibi kondrojenik maddelerin ortama eklenmesi
gerekmektedir. Bu bilesenler flaska ¢ozelti halinde tek tek eklenerek ya da piyasada
hazir olarak satilmakta olan besiyeri kitleri kullanarak kondrojenik farklilagma

uyarilabilir (Can 2014).

Adipoz kokenli kok hiicre hazir besiyerinde bulunan igerige bakilacak olursa;
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DMEM diisiik glukoz igerigi, bir hiicrenin hayattta kalabilmesi i¢in en gerekli
bilesenleri igeren temel besi yeridir. Eagle adli bilim insaniin 1955°da analiz etmis
oldugu bir hiicrenin hayatta kalabilmesi ve cogalabilmesi i¢in gerekli en temel
bilesenleri igeren besiyeri MEM olarak adlandirilmistir. DMEM bunun modifiye
halidir. Diistik glikoz igerigi mezenkimal kok hiicre kiiltiiriine 6zgii bir durumdur. L-
glutamin proteinleri olusturan 20 amino asitten biridir. Kiiltiir ortamindaki hiicrelerin
proliferasyon hizimi arttirmaktaktadir. Insulin-Transferrin-Selenyum (ITS) igeriginde
insulin, bir hormon olup hiicreler tarafindan glikoz ve amino asit alinimini arttirir
(Isyar, Yilmaz et al. 2016). Insulin benzeri biiyiime faktorii reseptorii IGF-1
reseptorlii araciligiyla mitojenik etki gostermektedir. Transferrrin, demir taginimi
saglayan bir protein olup hiicrelerin i¢ine demir taginimini saglar. Bu protein ayni
zamanda besi ortamini oksijen radikallerinden ve peroksitlerden arindirmaktadir
(detoksifikasyon). Selenyum bir kofaktor olup glutatyon peroksidazi aktifler, oksijen
radikallerinin ortamdan arindirilmasinda kullanilir. L-askobik asit ve bunun tiirevi
Asc-2-P, pirolin ve lizin amino asitlerinin hidroksilasyonunu saglayarak kollajen
uyarimini arttirmaktadir. L-Pirolin proteinleri olusturan 20 aminoasitten biri olup
protein sentezinde Oncii madde olarak bu sayede protein sentezini indiiklemektedir
(Henzi, Reichling et al. 1992). Deksametazon, kikirdak matriksinin ana proteini olan
kollajen 11°1 kodlayan genlerin ifadesini arttirmaktadir. TGF-B, hiicre iizerinde iki
farkli reseptore baglanarak Smad proteinleri aracilifiyla kondrojenik farklilasmay:
tetikleyen bir biliylime faktoriidiir. Penisilin-Streptomisin, gram pozitif ve gram
negatif bakterilerin ortamda ¢ogalmasini inhibe ederler. Antibiyotiklerin besi kiiltiir
ortaminda  %5’in  Ustlinde kullanimimin  antiproleferatif  etkilerinin  oldugu
belirtilmigstir. Bunun yaninda Gentamisin kullanimi fungal kontaminasyonun Oniine
gectigi  belirtilmistir  (Isyar, Yilmaz et al. 2016),(StemPro® Kondrojenik
Farklilastirma Kiti, 2018), StemPro® Insan Adipoz Kok Hiicresi Kullanici Kitapgig,
2018). Fetal dana ya da sigir serumu, yiiksek oranlarda kullanildigi zaman
mezenkimal kok hiicre kiiltiirlerini adipojenik farklilagsmaya gotiirebildigi
belirtilmistir. Bu sebeple hiicre kiiltiirii sirasinda %20 ve altinda kullanilmasi
onerilmektedir (Bunnell, Flaat et al. 2008). Ayrica yapilan caligmalar kiiltiirlerde
hipoksi ortaminin (%5 ve alti O2) mezenkimal kok hiicrelerin proliferasyon hizini ve
kondrojenik farklilasma belirteglerinin ekspresyonunu arttirdigini  belirtmektedir
(Meretoja, Dahlin et al. 2013, Cao, Li et al. 2015, Wan Safwani, Choi et al. 2017)

Bunlardan birinde mezenkimal hiicrelerin  hipoksi ortaminda kondrojenik
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farklilasmasinin fibro-bag yoneliminde oldugu belirtilmistir (Meretoja, Dahlin et al.

2013).

Cizelge 1.1. Adipoz dokudan elde edilen kok hiicrelerinin farkli kondrojenik

ortamlarda kiltiri ve elde edilen sonuglar (Phull, Eo et al. 2016).
Tiir Kiiltiir Ortamm Ortam Katki Maddesi Onemli Sonuclar
Insan Monolayer ya da ITS, deksametazon, 10 Histoloji, gen ve protein
pellet, %5 O, ya da ng/mL TGF-B1:28 giin ekspresyonu: tiim kondrojenik
%20 O, markerlar %5 O; ortaminda
regiilasyon artisi
Insan Aljinat, agaroz, porlu | ITS, deksamethazon, 10 Tiim materyaller
jelatin ng/mL, TGFB-1:28 giin kondrogenesisi
desteklemektedir; jelatin iskelet
kiiltiirii en yiliksek mekanik
ozelliklere ve GAG igerigine
sahip olmakta, hidrojeller
icinde kiiresel morfoloji
gozlemi
Insan Bag dokusundan elde | FBS, ITS, deksametazon Histoloji, gen ve protein
edieln iskelet ekspresyonu, matriks bilegenleri
ve modiiliislerinin regiilasyon
oranlarimin dogal dokulara gore
artis1
Insan Aljinat Pellet FBS, ITS, deksametazon | Agrekan, tip I, 11, X, kollajen ve

ve 10 ng /mL TGFp1, ya
da 500 ng/mL, BMP-6,

ya da 10 ng/mL, TGF3,
10 ng/mL BMP-6; 42

giine kadar

GAG, kondroidin siilfatin gen
ve protein miktarinda ve
histolojik goriiniimlerde olumlu

sonuglar
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Cizelge 1.1. (Devam)

Miirin Monolayer, pellet 100 ng/mL, BMP 6: 14 Pellet kiiltiirii
giin kondrogenesisi
arttirmis, monolayer
kiiltiirde osteogenesisi
arttirmis
Insan CD105 pozitif Deksametazon, 10 ng /mL | CD105"hiicreleri
hiicreleri i¢in flow TGFB3, 10 ng/mL. BMP6, | CD105hiicrelerinden
sitometriden 50 ng/mL IGF-1:56 giin daha yiiksek
gecirilmis hiicreler kondrojenik
potansiyeline sahiptir,
kiiltiir stiresi
CD105*hiicrelerde
homojen bag benzeri
doku olusumu, tip 11
kollajen ve
proteoglikanlar igin
positive boyama
gbzlenmis
Insan Aljinat FBSyadalTS+0,1ya ITS+TGF-p1
da 10 ng/mL, TGF-B, ya proliferasyonun ve
da 0,10,100ng/mL protein ve proteoglikan
deksametazon; 9 giin sentezi, deksametazon
protein sentezibib
arttirmug fakat
proteoglikan sentezini
azaltmustir
Insan Aljinat FBS, ITS, deksametazon, | In vitro: Ciddi bir
10 ng/mL TGF-p1; 14 oranda Tip 2 kollajen
glin, tras edilmis farenin ve GAG iiretimi: In-
implante edilmistir, 12 vivoda bag dokusu
haftaya kadar formasyonu
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Cizelge 1.1. (Devam)

Tavsan

Monolayer

FBS, BMP2 ile
transfekte edilmis ve

IGF-1: 14 giin

Immunoblotlama:
kondrogenesiste
transfeksiyon
gergeklegmis, matriks
proteinlerin romasyonu
ve MMP-13
seviyelerinde kontrole

gore azalma

Insan

Pellet

TGF-B3+/- BMP6 %2
O, ya da %20 0O,:24

glin

Gen ve protein
ekspresyonu: TGF-$3
ve BMPG6 birlikte
kullanimi
kondrogenesisi
indiiklemektedir.
Hipertrofik
kondrositler i¢in %2 02
regiilasyonun
azalmasina yol

agmaktadir.

Insan

Aljinat

ITS, deksametazon, 10
ng/mL TGF-B1, 10
ng/mL, TGF-B3, 100
ng/mL IGF-1, 500
ng/mL BMP6:7 giin

Gen ve protein
ekspresyonu: BMP
6’nin tek sekilde
kullaniminin diger tiim
kombinasyonlardan
daha fazla olacak
sekilde kondrojenik
markerlarinin
regiilasyonunun
arttirilmasini

saglamaktadir
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Cizelge 1.2. Bag dokusu tamiri icin doku miihendisliginde kullanilan hiicre

kaynaklarinin

avantajlari ve

dezavantajlart

(Fischer 2013).

Hiicre Tipi

Avantajlar

Dezavantajlary/ Kisitlamalar

Kondrositler

Bag dokusu tamiri igin
gelecek vaat eden hiicre
kaynagi

Projenitor hiicrelerden daha
¢ok sayida bulunmaktalar
Otolog kondrosit
implantasyonu teknigi i¢in
ciddi bir klinik giivenlik
durumu bulunmamakta
Kondrojenik farklilagmaya
kapali

e Bag dokusu eldesi
strasinda hasarli bolge
yaratma riski

e Hiicre yayilmasi sirasinda
kondrosit
dedifferansiyasyonu riski

e  Sinirli hiicre olanagi ve
cok sayida cerrahi
prosediir gerektirmekte

e Otolog bag dokusu
gerekliligi

Olgunlasmis
Mezenkimal
Kok Hiicreler
Adipoz
dokudan elde
edilen
mezenkimal
kok hiicreler
Kemik
iliginden elde
edilen
mezenkimal

kok hiicreler

Adipoz (yag) dokusu, kemik
iligi ve sinovial membran
gibi kolay elde edilebilir
dokulardan kaynak
saglanmast

Bu hiicreler daha yiiksek
oranda proliferasyon
kondrojenik farklilagma
kapasitesine sahiptir
Yaslanmaya kars1 daha
direngliler

Bu hiicreleri elde etmek i¢in
saglikli otolog bag dokusuna
ihtiyag yok

e Timerogenesisin
stimiilasyonu ya da
indiiksiyonu potansiyel
riskini tagimasi,
hedeflenmemis dokularin
kolonizasyonu, enfeksiyon
bulasma riski, hiicre
yayilmasi sirasinda insan
(allojenik) ya da hayvan
serumundan elde edilmis
kimyasallarin kullanimi

e  Yas ve hastaliklarla
potansiyelin diismesi

e Bag dokusunun yerini
hiicre hipertrofisine ve
mineralizasyonuna bagl
olarak kemik dokusunu
kaplamas1 veya hyalin bag
dokusu yerine fibro-bag

dokusu olusumu riskleri
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Cizelge 1.2. (Devam)

e Indiiklenmis iPSC” ler bag dokusu iPSC’ lerin kndrojenik
Pluripotent Kok reienerasvonunda tkinliinin diisiik
Hiicreler (iPSCler) g Y ctianfigmin dusu

gelecek vaat eden olmasi

sonuglar vermektedir Hiicrelerin ex vivo

Hiicre miktar1 ¢ok saflagtirmasi

§nemll degll Ve. gerekhhgl

istenirse gerekli sayida

hiicre elde etmek icin Tekrar

stimiile edilebilir programlanabilir
protokollerle iligkili
genetik
modifikasyonlarin
gerekliligi
Teratogenesis
yaklagimi ve in vivo
doku fonksiyon
bozukluklari

e  Embriyonik Kok Olgunlagmis
Hiicreleri (ESCler) kondrositlerle birlikte Teratoma

kiiltiiri ESC
kondrogensisi olumlu formasyonunun
yonde uyarmakta olusumu

Klinik transplantlar
icin konake1 reddi riski

1.6 Doku Hasarlanmalarinda Yang1 Mekanizmasi ve Iyilesme Siireci

Viicutta endojen (i¢sel kaynakli) ya da eksojen (digsal kaynakli) zararli etkilerle
olusan herhangi bir hasar karsisinda gelisen temel konakg¢1 yanitina yangi denir. Iki
tipi vardir. Birincisi erken donemde olusan zayif yanit, akut yangisal yanittir. Aniden
gelismekte olup genellikle hizli olarak seyreder. Nedeni ortadan kaldirildiginda ya da
sinirlandirildiginda veya elimine edildiginde yangi uyarist kesilir akut yangi sona
erer. Ikincisi ise erken veya ge¢ donemde dokuda ortaya cikan belirgin immun yanit
bulgularin1 gosterir. Enfeksiyoz ya da hasarli dokudan salinan antijenleri
gostermektedir. Yangiya neden olan etkenin siddeti azalarak devam etmesi halinde

akut yang belirtileri (kizariklik ve eksudasyon) kaybolarak kronik sekle doniisiir. Bu

41



durumda rejenerasyon s6z konusu degildir. Ciinkii bag dokusu parankimdeki zararli
etkenlerin ortadan kaldirilmasini engeller. Genellikle iyilestirici doku parankimde
yikimlanan kisimlarin yerini doldurur. Kronik yangi akut yangisal yaniti izleyebildigi
gibi baslangigtaki yangi fazinin ¢ok hiicresel hasar olugturmasi durumunda da ortaya
cikabilmektedir. Iyilesme daha c¢ok yanginin akut hale ddniismesinden sonra
gerceklesir. Kronik yangilarin, akut yangi sonrasi kronik yangi ile iyilesen formu ile
akut sekle doniislip hastalifa donlisen formu arasinda ayirim yapilmasi gerekir

(Aydin Y. 2013).

Yangida etken ve ona bagli doku hasarlarinda,

1. Hasarl1 bilesenler bulundugu yerlerde eritilmeye caligilirlar.

2. Hasarli bilesenler ve atiklar viicut disina atilmaya calisilirlar.

3. Atilamayacak yapidaki cisimler ise orada sinirlandirilip izole edilmeye calisilir.

5 Tip dis yangisal yanit (semptom) bulunmaktadir.

1. Kizariklik: Yangili bolgedeki kan miktarinin asir1 derecede artisiyla ilgilidir.

2. Siglik: Bolgede artan kan miktar1 ile buradaki genislemis ve kanla dolu

damarlardan ¢evre yayilan sivi nedeniyle.

3. Sicaklik: Yangi alaninda artan arteriyel kan miktariyla ilgili olup buraya gelen

kanin viicudun i¢ sicakligini talimasiyla meydana gelir.

4. Agri: Yangili bolgedeki kan ve eksudatin buradaki sinir uglarina asir1 basincina
ilgili olarak meydana gelir. Ayrica irritan maddelerin toksik {irlinlerinin sinir uclarma

etkisi de s6z konusudur.

5. Fonksiyon Kaybi ya da Bozuklugu: Bu olaylar sonucu organ veya dokuda
meydana gelen fonksiyon bozuklugunu ifade eder (Erer H. 2008).
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Bir organizmanin hayatta kalabilmesi i¢in hayati olan, toksik etkilerin ve
inflamasyonun yaratmis oldugu hasarin iyilestirilmesidir. Mikrobik enfeksiyonlara
ve zarar gormiis dokulara inflamatuvar yanit sadece tehlikelerin giderilmesi ile
olmamakta, ayn1 zamanda iyilesmenin saglanmasi da gerekmektedir. Hasar tamiri,
doku mimarisinin ve fonksiyonunun yaralanma sonrasindaki restorasyonudur. iki tip
reaksiyonla gergeklesir. Bazi dokular hasarli bilesenlerin yenileri ile degistirilmesiyle
yani normal hale getirilmesiyle restore edilmekte buna da doku rejenerasyonu
denmektedir. Eger hasarli doku tamamen ¢ boyutlu organizasyonunu
saglayamiyorsa ya da dokularin destek yapilart ciddi sekilde hasarliysa tamir
mekanizmasi bolgede fibroz bag dokusunun olusumu araciligiyla gerceklesir ki buna
da skar sekillenmesi ile iyilesme adi verilir. Fibroz skar dokusu normal bir doku
olmayip, sadece dokunun fonksiyonel olarak islevini gérmesini saglamasi amaciyla
dokuya yeterli stabilite saglayan bir yapidir. Dokunun hasar derecesine bagli olarak
doku restorasyonunun ve skar formasyonunun orant da buna bagl olarak degisir.
Fibroz terimi, kronik inflamasyon sonucu ya da asir1 oranda iskemik nekroz
(enfarktiis) sonucu, olduk¢a ¢ok miktarda kollajenin akcigerde, karacigerde, bobrekte
ve diger organlarda biriktirilmesi anlamima gelir. Eger fibroz dokusu inflamatuvar
sivist (eksudat) igerisinde gerceklesirse buna da organizasyon adi verilmektedir.
Tamir mekanizmasi, ¢esitli hiicrelerin proliferasyonu ve hiicrelerin ekstraseliiller
matriks ile etkilesimleriyle gerceklesmektedir. Tamir mekanizmasinin daha iyi
anlasilabilmesi i¢in hiicrelerinin proliferasyonunun kontrolii ve ekstraselliiler matriks
yapisinin fonksiyonu hakkinda daha derin bilgi sahibi olunmasi gereklidir (Kumar
2014).
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Normal Doku

Ha.ﬁfl-{asar
2 Farkhlagma
20— 35 . o
Kok Hiicre |
Rejenerasyon

Apoptoz " o

Sekil 1.19. Hiicre popiilasyonlarinin viicuttaki hareketi (A). Doku onarim

mekanizmalar1(B)

Cizelge 1.3. Viicutta rejenerasyon ve onarimda gorev alan biiytime faktorleri (Kumar

2014).

Biiyiime Faktorii Kaynad Fonksiyonlari
e Epidermal Biiyiime e  Aktif makrofajlar; e Keratinositler ve
Faktorii (EGF) tiikiiriik bezleri, fibroblastlar igin
keratinositler ve mitojendir, keratinosit
diger birgok hiicre goclinii uyartr;
tipi grantilasyon dokusu

olusumunu uyarir

e Transforme Edici e  Aktif makrofajlar, e Hepatositlerin ve diger
Biiyiime Faktorii-a keratinositler ve bir¢ok epitelyal hiicrenin
(TGF-0) diger birgok hiicre proliferasyonunu artirir;

tipi

e  Hepatosit Biiyiime e Fibroblastlar, e Hepatositlerin ve diger
Faktorii (HGF) karacigerdeki stroma bir¢ok epitelyal hiicrenin

hiicreleri, endotel proliferasyonunu arttirir;
hiicreler hiicre hiicre

motilitesinde artis

nedenidir
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Cizelge 1.3. (devam)

e  Vaskiiler Endotelyal
Biiyiime Faktorii
(VEGF)

e  Mezenkim Hiicreleri

e Endotel hiicrelerin
proliferasyonunu
uyarir damar

gegirgenligini arttirir

Trombosit Kokenli Biiyliime

Faktorii (PDGF) Kkeratinositler

Trombositler, makrofajlar,
endotel hiicreleri, diger birgok

hiicre tipi

Notrofiller, makrofajlar,
fibroblastlar ve diiz kas
hiicreleri i¢in kemotaksik;
endotel hiicreleri ve diger
hiicreleri aktive eder,
proliferasyonunu uyarir; ESM

protein sentezini uyarir

Fibroblast biiyiime faktorleri
(FGF); asidik (FGF-1) ve bazik
(FGF-2)

Makrofajlar, mast hiicreleri,
endotel hiicreleri, diger birgok

hiicre tipi

Fibroblastlar i¢in kemotaksik
ve mitojendir; anjiyogenezi ve

ESM protein sentezini uyarir

Transforme Edici Biiyiime
Faktorii-p (TGF-B)

Trombositler, T lenfositler,
makrofajlar, endotel hiicreleri,
keratinositler, diiz kas

hiicreleri, fibroblastlar

Lokositler igin kemotaksik ve
mitojendir; anjiyogenezi ve

ESM protein sentezini uyarir

Keratinosit biiyiime faktorii

(KGF) (6rn: FGF-7)

Fibroblastlar

Keratinosit gd¢iinii,
proliferasyonunu ve

farklilagsmasini uyarir

1.7 Kondrosit Hiicre Kiiltiirii ve Kikirdak Doku Miihendisligi Uygulamalar:

Kondrosit hiicresi bag dokusunun temel hiicresi olup bu doku embriyonik evrede

kemik bilesenleri i¢in bir sablon gorevi gormektedir. Yetiskinlerde ise, kalic1 bag

dokusu biiyiik Ol¢iide engellenmis ve viicutta mekanik destek, biiylime ve hareket

amaciyla gereklidir. Kondrosit hiicresi bag dokusunun hacimli ekstraselliiler

matriksinden izole edilmekte olup bu yap1 hem damar hem de sinir igermemektedir.

Bunun sonucu olarak, besin/oksijen transferi difiizyonla ger¢eklesmekte ve hem
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normal kondrositler hem de patolojik durumda olanlar diisiik oksijen igerigi altinda

yasamaktadirlar (%10  ile %1  arasinda)  (Archer CW.  2003).

Sekil 1.20. Bir kondrosit hiicresinin TEM’de c¢ekilmis goriintiisii. Biiyiik yag
damlaciklari, proteoglikan igeren vakuolleri ve belirgin golgi aygit1 ve hale seklinde
goriilen ekstraselliiler matriks yapis1 goriinmektedir (Masuda, Miyabayashi et al.
2002).

Bag dokusundaki kondrositler dokuda sitoplazmik g¢evresindeki hiicrelerden izole
olarak yasamakta, yliksek ekstraselliiler matriks oranina sahip olup, herhangi dissal

patolojik bir uyarilma olmadigi miiddet¢e boliinememektedirler (Archer CW. 2003).

Kondrositlerin temel morfolojik 6zellikleri genelde yuvarlak sekilli ya da doku
sinirlart hari¢ poligonal sekilli olup, sadece bag dokusunun eklem yiizeylerinde
uzamig halde ya disk bi¢ciminde bulunmaktadirlar. Kondrositler hiicresel
metabolizma olarak aktif bir hiicrenin tipik Ozelliklerini gostermekte, kollajenler,
glikoproteinler, proteoglikanlar ve hyaluronan igeren genisce bir ekstraselliiler
matriks bolgesinin doniisiimiinden sorumludurlar. Bulunduklar1 bolgeye bagl olarak
fonksiyonlar1 degismektedir. Kondrositlerin temel fonksiyonu, artikiiler bag dokusu,

trakeal bag dokusu ve nazal bag dokusu gibi yapilarda ekstraselliiler matriks
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bilesenleri sentezlemek ve onlarin = siirdiiriilebilmesini  saglayarak fiziksel

deformasyondan korumaktir (Archer CW.2013).

Insanda embriyo gelisiminin {iciincii haftasindan sonra paraksiyel mezoderm
hiicrelerinin ¢ogalmasiyla ve orta bolgede ¢ogalmasiyla somitler meydana gelir. Bu
somitler etrafinda hyaluronan salgis1 artarak somit c¢ap1 biiyiir. Somitin bir
boliimiinde epitel benzeri hiicrelerden prekondroblastlarin gelismesiyle bir skletorom
yapist meydana gelir. Bu degisim Notch ve Wnt sinyal yolaklarin1 kontrolii altinda
Sox9’un ifade bulmasiyla farklilasarak kondroblastlara doniisiirler. Sox9, tip 2
kollajenin yani kikirdak matriksindeki en temel kollajenini kodlayan Col2al geninin
diizenlenmesinde gorev alir. Embriyoda kikirdak dokusunun ortaya ¢ikisi embriyo
govdesine sertlik kazandirirken ayn1 zamanda sinir yapilari i¢in kalip gorevi yapar.
Ik olarak hyalin kikirdaktan olusan kemik taslaklar1 endokondral kemiklesme adi
verilen siiregle kemik dokusuna doniisiir. Kondrositler bu siiregte tip 10 kollajeni de

sentezledikten sonra hipertrofiye girerek ortadan kalkarlar (Archer CW 2013).

Eklem kikirdaklarinin olusumu kondrositlerin geriye farklilasalarak mezenkim
hiicrelerine doniismesi ve bunlarin sinovial yapilarini olusturmasiyla baslar. Daha
sonra tekrar ortaya ¢ikan kondrositler tip 9 kollajeni ve proteoglikanlar1 salgilamaya
baglarlar. Gelismekte olan kikirdagin ¢evresinde agirlik olarak tip 1 kollajen sentezi
vardir. Kikirdak dokusunun temel hiicresi olan kondrositler, hiicreler arasindaki
matriksi sentezlerlerken sitoplazmalarina tipik bir aktin filamentleri sebekesi
gelistirirler. Aktin fliamanlariin gorevi kikirdaga 6zgli biyomekanik o6zellikleri
kazandirmak ve kondrositi eklem matriksine baglamaktir. Kondrosit sayis1 kikirdak
dokusunun farkli boliimlerinde farkli orandadirlar, eklem yiizeyinde bu say1 23.000
tane/mm’dir. Eklem kikirdaginin siirli oranda yenilenmesi kikirdak ylizeyindeki
oncii hiicrelerin varligina baghdir. Kikirdak kilifindan (perikondriyum) buraya go¢
eden hiicreler kondroblast olarak kabul edilirler ve yliksek plastisiteye sahiptirler.
Kondroblastlar farkli sekillerde farklilasma kapasitesine sahip hiicrelerdir.
Kondroblastlar miyojenik yolaga girebilmekte, bazi kondrosit klonlar1 ise kemige,
yaga ve endotel hiicrelerine farklilagabilmektedirler (Can A. 2014). Kondrositlerin
diger 6nemli gorevi ise epifizyal plakla alakali kondrositlerin biiyiimesidir. Epifizyal
kondrositlerin 3 temel mekanizmayla dokunun hacmini arttirdigi soOylenebilir.

Birincisi proliferasyonla yani hiicre cogalmasiyladir. Ikincisi, matriks sekresyonuyla
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ve lglinclsli de kondrositlerin hipertrofisi sirasinda gergeklesen hacim artisiyladir

(Archer CW. 2013).

Kikirdak ekstraselliiller matriksi kati ve sabit sekilli olup ayn1 zamanda iist iiste
katlanabilmekte ve bu sayede basinca ve mekanik etkilere basarili bir sekilde
dayanabilmektedir. Damardan ve sinir aglarindan yoksun bu yapimin bozulmamasi
kondrositlerin  hayatta kalabilmesi icin gereklidir. Kikirdak matriksindeki
glikozaminoglikanlarin, tip II kollajen fiberlerine gore daha yogun olmasi sayesinde
bag dokusuna yakin dokulardaki kan damarlarinin bag dokusu matriksiyle besin ve

oksijen difiizyonunu saglamasina izin vermektedir (Archer CW. 2013).

Heparan Silfat
Pmteogllkanlal o
— Kondroidin Siilfat
Keratan Siilfat
Molekiiler Proteoglikan onik Asi
Bilesealer " ]wmfen Hyaluronik Asit Fibriler (tp 1L TILV ve XI)
. Polisakkaritler
Ekstraselliiler Facit (tip IX, XII ve XIV)
Matriksin
Bilesenleri / Kisa zincir (tip VIII ve X)
Kollajen
e ——————
Fibester — Enalt Katman
\ \memhranlarl (tipIV)
Elastin Digerleri (tip VI, VII ve XIII
Fibronektin
Diger /
\ Laminin
Ekstraselliiler
Matrikse Hiicre ————— Integrinler
Adezyonu

Sekil 1.21. Ekstraselliiler Matriksin Bilesenleri (Gao, Liu et al. 2014).
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Yiizey Bolgesi

3 ﬁ@m—- Kollajen Tip II

IGF-1 Kollajen Tip IX
FGF-2, 9,18 = Kollajen Tip XI

BMP-2,-4,-7 Aggrekan
TGf-p1 T
Wnt-5a,-7a % @ Q Orta Bolge
Prokollajen Tip II
@ @ Kollajen Tip 1X
Kollajen Tip XI
@ @ @ Biglikan
Decorin
i Aggrekan

| Derin Bélge
BMP2 Prokollajen Tip 11
VEGF Kollajen Tip X

FGF-2

Bglikan
BMP-2,-4,-7 Dekorin
TGf-B1 Aggrekan

MMP13

Sekil 1.22. Eklem Bag Dokusunun Bolgelere Gore Ekstraselliller Matriks
Bilesenleri (Akkiraju and Nohe 2015).

Kondron

Bag Dokusunda Bélgelere Gore Degisimler

Fiber Oksijen Hiicre Aggrekan Bilesen

Morfoloji Igucre Yapisr Ihtiyac Metabolizmas: lcengl -

'-——A 1°0% :k

o
Kondwn

@ _ o "~ ™,
n ©

3]
m 9

- |
v . HEH IR 1
e P N /58 8§ /‘\

— -._'_,.' o

Kemik Bélgesi

Glikozaminoglikanlar

Sekil 1.23. Ekstraseliller Matriks Igeriginin Bolgerlere Gore Degisimi (Zreigat,
Dunstan et al. 2014).
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Kikirdak doku miihendisligi alaninda yapilan ilk ¢aligmalarda temel hedef, hiicrelerle
birlikte yapay veya biyolojik iskelelerin belirli bir diizen igerisinde bir araya getirilip
uyarildiktan sonra viicuda konuldugunda kikirdak ve c¢evresindeki dokularla

biitiinleserek hasarlanan veya yaslanan kikirdak yapilarinin yerini almalar1 olmustur

(Langer.1993).

Kikirdak dokusunda az sayida hiicre bulunmakta (toplam kikirdak hacminin %5°1),
kondrositler oldukg¢a diisiik metabolik etkinlige sahip olup, nadiren bdliinen
hiicrelerdir. Insan viicudunda {i¢ tip kikirdak bulunmaktadir. Eklem yiizeyleri, burun
halkalari, trakea halkalar1 ve kaburgalar hiyalin kikirdak olarak; kulak kepgesi ve
epiglot elastik kikirdak olarak; intervertebral diskler, temperomandibular eklemler ve
dizlerdeki meniskiisler fibroz kikirdak olarak bulunmaktadir. Hyalin kikirdak, tip II
kollajen fiberleri, GAG’lar, proteoglikanlar ve ¢oklu yapiskan glikoproteinler igeren
matriksten olugsmaktayken, elastik kikirdak, hyalin kikirdagin matriks materyaline
olarak elastik fiberler ve lameller icermekte, fibroz kikirdak ise, hyalin kikirdagin
materyallerinin yaninda tip 1 kollajen fiberleri icermektedir. Eklem kikirdag:
diartrodial eklemlerin (omuz, kal¢a diz gibi kemiklerin karsilikli olarak hareket
edebilecegi eklemler) yumusak hareketleri saglayan oldukga narin bir dokudur ve
hyalin kikirdak dokusuna sahip olup agirliga kars1 koyabilme ve diisiik siirtinmeye
sahiptir. Hyalin kikirdak, tip II kollajen fiberleri, GAG’lar proteoglikanlar ve ¢oklu
yapiskan glikoproteinler igeren matriksten olugsmaktayken, elastik kikirdak, hyalin
kikirdagin matriks materyali olarak elastik fiberler ve lameller icermekte, fibroz
kikirdak ise, hyalin kikirdagin materyallerinin yaninda tip 1 kollajen fiberleri
icermektedir. Hyalin kikirdak camsi bir goriinlim sergiledigi igin latince camsi
anlamina gelen hyalin kelimesinden tiiretilmistir. Kikirdak matriksi boyunca lakiina
ad1 verilen bosluklar bulunur (Ross HM, 2017). Bu lakunalara olgunlagsmis kikirdak
hiicreleri yani kondrositler yerlesmistir. Hyalin kikirdak sadece ekstraselliiler
matriksten olusan bir yap1 degil igerisinde kondrosit hiicreleri barindiran canli bir
yapidir.  Yiizeyinde siirtinmesi az olan, hereketli (sinovial) eklemlerin
kayganlastirilmasinda rol alir ve mekanik giici matriksi ile alttaki kemige yayar.
Hyalin kikirdak matriksinde 3 tip molekiil smifi bulunmaktadir. Kollajen ana
maktriks proteinleridir. Cap1 20 nm olup kisa matriks fibrillerinden olusan ii¢ boyutlu
agin olusumnda 4 tip kollajen bulunmaktadir. Tip II kollajen fibrillerin gévdelerini

olusturur. Tip IX kollajen, kollajen fibrillerini ii¢ boyutlu hekzagonla 6rgii halinde
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diizenlerler. Tip VI kollajen kondrositlerin periferinde bulunmakta olup hiicrelerin
matriks agina tutunmalarmi yardim eder. Tip II, VI, IX, X ve XI kikirdaga 6zgii

kollajen molekiilleridirler.

Kondroidin Siilfat
Keratan Siilfat

Sekil 1.24. Hyalin kikirdak matriksinin molekiiler yapisi (Ross HM, 2017).

Kikirdagin igerisindeki proteoglikanlar ise 3 tipte bulunurlar. Hyaluronan,
kondroidin siilfat, keratan siilfat. Kondroidin ve keratan siilfat proteoglikan
monomeri olusturmak iizere merkezi proteine baglanir. En 6nemli proteoglikan
monomeri ise agrekandir. Molekiil agiligi 250 kDa olup her molekiil yaklagik 100
kondroidin siilfat zinciri ve 60 kadar keratan siilfat molekiilii igermektedir. Stilfat
molekiilleri sayesinde agrekan molekiillerinin net yiikii eksi olur ve su molekiillerine
afinite gostererek hidrojelimsi yapininin olusumuna yardimci olur. Her hyaluronan
zinciri ¢ok sayida agrekan molekiilii (300 kadar) ile iliskilidir ve bunlar hyaluronan
molekiiline N-terminalinden baglanarak protoglikan kiimelerini olustururlar. Bu eksi

yiikli proteoglikan kiimeleri kollajen matriks fibrillerine elektrostatik etkilesim ile ve
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coklu yapigkan glikoproteinler ile baglanirlar. Kollajen fibrilleri arasina sikisan bu
kiimeler kompleks bir matriks olugturmakta ve kendine 6zgii biyomekanik fiziksel
Ozellik gostermektedir. Kikirdak matriksindeki diger glikoproteinler (dekorin,
biglikan, fibromodulin) ana zincirler ile kiime olusturmazlar fakat bazi1 molekiilleri
kendilerine baglayarak matriksin stabilitesine destek olurlar. Coklu yapiskan
glikoproteinler, non-kollajen6z ve proteoglikanlara bagli olmayan glikoproteinler
olarak da bilinmektedirler ve kondrositler ile matriks proteinleri arasindaki etkilesimi
etkilemektedirler. Coklu yapiskan glikoproteinler, kikirdak dongiisii  ve
dejenerasyonunun belirtegleri olarak klinik degere sahiptirler. Boyle proteinlere
ornek olarak, kondrositler tizerinde kollajen reseptorii olarak fonksiyon goren 34
kilodaltonluk kii¢iik bir molekiill olan ankorin CII ve kondrositlerin matrikse
baglanmasina yardimci olan tenasin ve fibronektin verilebilir. Bu tip kikirdaklarda
meydana gelen hasarlanmalarda hyalin kikirdak damarlanmadigi i¢in ve lenfatik
sistemle dogrudan baglantis1 zayif oldugu i¢in doku yanit1 ¢cok diisiik olmakta, buna
bagli besin ve oksijen transferinin zor saglanmasi sebebiyle kendiliginden iyilesme
olduk¢a az ve yavas gergeklesmektedir. Kikirdak dokunun neredeyse %95’ini
ekstraselliller matriks bilesenleri olusturur. Bu matriks agirlikli olarak iki tane
birbirine bagli ag yapisindan olusmaktadir; tip 2 kollajen ag1 ve hyaluronik
asit/proteoglikan agi. Kondrositler bu ags1 yapilara hiicre yiizeyindeki proteinleri
aracilifiyla baglanmakta bu onlarin mekanik baskiya kars1 cevap vermelerini
saglamaktadir. Ekstraselliiler matriks bilesenlerinden kollajen 1slak doku hacminin
yaklasik %20’sine sahip olmakta ve bu kollajenin %90’ kollajen tip 2
olusturmaktadir. Tip 2 kollajen, 300 nm uzunlugunda 3 tip alfa zincir sarmalindan
olusan fibersi bir yapidir. Bu fiberler birbirlerine kovalent bagla bagli olup dokuya
gerilim kuvvetine dayanma o0zelligi saglamaktadir. Agrekan, ekstraselliiler
matriksteki temel proteoglikan olup ana omurgasini dallanmis glikozaminoglikan
(GAGQG) zincirleri olusturmaktadir. Buradaki GAG’lar agirlikli olarak keratin siilfat ve
kondroidin siilfat icermekte, her bir agrekan molekiilii bunlardan 50-100 adet
arasinda icermektedir. Tekrarlayan siilfat zincirleri bu yap1 lizerinde total bir negatif
yiik olusturmaktadir. Her bir agrekan birimi proteinlere uzun dallanmis hyaluronik
asit ve polisakkarit zincirleriyle baglanir. Agrekanin iizerindeki negatif yiik yiiksek
osmotik doku basinct saglamakta, yiikk bindiginde osmotik basing yiikiin
dagitilmasini saglamaktadir. Ayrica agrekanla birlikte ortamda bulunan kollajen fiber

ag1 da dokunun agirhik yiikii altindayken dagilmasina engel olmaktadir. Yiik
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altindayken dokudaki bir kisim sivi sinovial bosluga dagilmakta yiik kalkarken bu
stv1 sinovial bosluktaki atiklari tekerar bag dokusuna tasiyarak diffiizyon bazli bir
iletim mekanizmasi olusturmaktadir. Bu yiizden hareket etmek, bag dokusu
fonksiyonlarmin saglikli yiriitiilmesini saglar. Femoral kondilinin tizerindeki insan
artikiiler bag dokusunun ytiksekligi yaklagik 2,4 mm olarak Sl¢lilmistiir. Yapr {i¢
boliime ayrilmis olup dokunun hemen altinda kondrosit alti (subkondral) kalsifiye
kemik bulunmaktadir. Kalsifiye kemik yapis1 diffiizyona izin vermemektedir. Bag
dokusunda yiizeydeki boliim tiim dokunun %10-%15’ini olusturmakta ve eklemlerin
kesistigi bolgeyi tanimlamaktadir. Onun altindaki orta bolim derinlik olarak tiim
dokunun %60’m1 olusturmakta ve derin bolim ise tim dokunun %30 unu
olusturmaktadir. Bu 1ii¢ boliimiin ekstraselliiler bilesen oranlar1 bakimindan
birbirinden farklidir. Kollajen igerigi derinlik arttikga artmasia ragmen burada
kollajenin uzaysal diizenlenisinin daha 6nemli oldugu kabul edilmektedir. Yiizey
boliimiindeki kollajen fiberleri eklem baglanti bdlgesine paralel olarak sekillenmis
olup, gerilim kuvvetine dayanma giicli saglamakla beraber bu diizenlenisin sinovial
stvidan istenmeyen molekiillerin - gegisini  engelledigi  diisiiniilmektedir. Orta
boliimdeki kollajenler rastgele diizenlenmis olup derin boliimdekiler ise eklem
baglant1 boliimlerine dik olacak sekilde organize olmuslardir. Proteoglikan igerigi
acisindan eklem baglant1 yilizeyinden uzaklasildikca proteglikan miktar1 artmakta bu
da yapimin baski (compressive) moduliisiiniin artmasini saglamaktadir. Dokunun su
igerigi ylizeyde en diisiik olup, orta boliim ve derin boliim tiim bilesenlerin yaklagik
%65’1ni igcermektedir. Sinoviyal sividan diffiizyon ile gelen oksijen sonucu, oksijen
igerigi en yiiksek yiizey boliimii olmasini saglar, azalarak sirasiyla icerik olarak orta

boliim ve en diisiik derin boliim gelir (Fischer JP. 2013).

Bolgesel matriks organizasyonundaki ve icerigindeki farkliliklar hiicresel aktivitelere
dayanmaktadir. Boliimler arasinda hiicreler de morfolojik olarak, yogunluk olarak ve
metabolik aktivite agisindan farkhidir. Yiizey boliimiindeki kondrositler en kiiciik
boyutta ve en yiikksek yogunluga sahiptirler. Buradaki hiicreler eklem ylizeyine
paralel bir sekilde uzanmiglardir. Orta boliimdeki hiicreler goérece olarak daha biiyiik,
daha az yogun ve 6zel bir diizenlenise sahip degillerdir. Derin boliimdeki hiicreler ise
en az yogunluga ve en biiyiilk boyuta sahip olup eklem yiizeyine dik bir sekilde
yerlesmis ve altindaki kalsifiye boliime siki bir sekilde baglanmigslardir. Kollajenin

tic boyutlu diizenlenisiyle hiicrelerin yerlesimi arasinda bir baglanti oldugu
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goriilmektedir. Yiizeydeki ve orta bolimdeki hiicreler kendi baglarina ya da giftler
halinde bulunmakta, derin boliimdekiler ise 5 ile 8 hiicre olarak kiimelenmis halde

bulunmaktadirlar (Fischer JP. 2013).

Siki Bag Dokusu

Bélgeleraras:
Matriks

Matriks

Sekil 1.25. Hematoksilin ve eosin ile boyanmis 6rnek bir hyalin kikirdak fotografi
(Ross HM, 2017).

Dokuda salgilanan bazi proteinler ¢esitli bolgelerdeki hiicrelerin belirtegleri olarak
ortamda bulunmaktadir. Sadece yiizeydeki hiicreler ylizey boliimii proteinlerini
(superficial zone protein, SZP) salgilamakta, bulunduklari ortami kayganlastirmakta,
proteglikan 4 geni tarafindan kodlanmaktadirlar. Bu bolgede bir glikoprotein igerigi
de yer almakta ama fonksiyonu bilinmemektedir. Embriyonik gelisim sirasinda
biiyiime endotelyal bolgesi-1 (Del-1) proteini bdlgenin gelisim sirasinda zamanla
damarlanmay1 ve endotel hiicrelerin gelisimini engellemektedir. Bu protein 6zellikle
yiizeyde bulunan hiicrelerde en yogun olarak goriiliis olup derin béliimdekilerde daha
az yogun gorilmektedir. Orta boliim hiicreleri bagka hicbir bolgede iiretilmeyen essiz
bag ara tabaka proteinlerini sentezlemektedirler. Bu proteinin tam fonksiyonu

arastirilmakta olup osteoartiritin gelisiminde rol oynadigi diisliniilmektedir. Bag
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oligomerik matriks proteini biiyiilk bir ekstraselliiler protein olup kondrositlerin
cevresinde bulunmakta, matriks baglarin1 saglamlastirmaktadir. Caligmalar bu
proteinin osteoartirit ve romatoid artiritteki bir belirteg oldugunu gostermis ancak
derin bolge i¢in de ayni belirteg Ozelliklerini gosterdigi belirtilmistir (Fischer JP
2013).

30 yasindan sonra bireylerde bag dokusu zayiflamakta, gerilme kuvvetine dayanimi
diismektedir. Dokudaki kondrositlerin de zamanla yapisi bozulmakta biiylime
faktorlerine ve sitokinlere verdigi tepki azalmaktadir. Mekanik dayanimin diigsmesi
kalic1 sakatlanma risklerini arttirmakta iyilesmeye verilecek tepkiyi diistirmektedir.
Dokunun kendine has damarsiz yapisi sebebiyle bu bdlgede olusan hasarlarin
tedavisi hiicre sayisinin azligi ve difiizyonun yavas gergeklesmesi sebebiyle matriks
yapisinin tekrar liretimini zorlastirmaktadir. Kiigiik ¢capli hasarlarda bile doku tam
olarak iyilesememekte, ya da baska hastaliklara neden olacak sekilde bir gelisim

gostermektedir (Fischer JP 2013).

Osteoartirit ve bag dokusu hasarlanmalarinda matriks proteinlerinin geri doniisiimii
cok yavas gerceklesmektedir. Yapim yikim olaylarinin gerceklesmesi agisindan
kollajenin yar1 émriiniin 100 y1l, matriks proteinleri iginse 3-24 yil arasidir. Ornegin
osteoartiritte bag dokusu yapisal ve fonksiyonel Ozelliklerinin yitimiyle hasara
ugramaktadir. Eklem kikirdag: (artikiiler bag dokusu) genel olarak kondrositlerden
ve ekstraseliiler matriks bilesenleri olan kollajen II ve agrekanlardan olugmaktadir.
MMP13 saglikli kondrositlerin kollajen fibrillerini siirekli olarak yenilemelerini
saglayan metalloproteinazlardan biridir. Osteoartiritte ise ekstraselliiler matriks
degredasyon hizi yapim hizindan fazla olmakta bu da bag dokusu ekstraselliiler
matriksine bagl eklem yiizeylerinin erozyonuna yol agmaktadir. Osteoartirit boyunca
MMP sentezi Interldkin-1 gibi sitokinlerle indiiklenmektedir. Bu sitokin bag dokusu
yikiminda ve yangi siirecinde kondrositlerin ¢ogalmasini, kollajen ve agrekan
tretimini baskilamakta, doku metalloproteinaz inhibitorleirinin inhibisyonuna yol
acmaktadir. Kondrositler sonrasinda fenotipik bir modifikasyona ugrayarak
fibroblast benzeri bir goriinlim sergilemekte, kollajen II sentezinde kayiplar
yasanmakta, fotal fibriller kollajen 1 ve nitrik oksit sentazin (NOS) ekspresyonunu
arttirmakta ve ortamda nitrik oksitin serbest kalmasina yol agmaktadir.

Kondrositlerin bu fenotipik degisimine de-differensiyasyon denmektedir. Ayrica
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embriyonik ve olgun donemdeki hiicre differansiyasyonunda ve hiicre farklilasma
hedeflerinin  belirlenmesinde Wnt sinyalizasyon yolagi da oOnemli bir rol
oynamaktadir. Wntler (Wntl-19 arasi), ortamda sentezlenen bir glikoprotein olup
transmembran (frizzled) reseptorlerine baglanmaktadirlar. Interlokinler (I1-1) bu Wnt
sinyal yolaklarini etkileyerek hiicrelerin farklilasmasini etkilemektedirler. Wnt nin
baz1 molekiiler bilesenleri osteartirit olusumunda yer alan bazi genler igin bir 6rnek
teskil etmektedir. Wispl, bir Wnt-1 indiikleyici protein olarak insan osteoartiritik
eklem kikirdaginda ve murin eklem kikirdaginda asir1 sekilde tiretildigi belirtilmistir.
Monolayer olarak gecen flasklarda kondrosit kiiltiirii yapilmasi osteoartirirteki
mekanizmaya benzer sekilde kondrositleri  dedifferansiyasyona  sokarak
kondrositlerin osteortiritik bir hiicresi fenotipinin elde edilmesini saglamaktadir. Bu
farklilasma kondrositlerin flasklarda birka¢ kere pasajlanmasiyla elde edilir. Yani
dokudaki hiicreler eger zarar goriirlerse hiicreler fenotipik olarak degisebilmekte,
hipertrofi sonucu apoptoza ugramakta ya da fibroblastik bir farklilagmaya
gidebilmektedirler (Fischer JP. 2013).

Denenen doku rejenerasyonu caligmalarinda dogal kikirdak yapisini heniiz tam
anlamiyla dogal haline doniistiirebilmis bir yontem bulunamamistir. Denenmis
cerrahi teknikler arasinda osteotomi, artrodesis ve anthroplasti ile eklem degisikligi
denenmis, ya da kemik iliginin uyarilmasi, doku otograft veya allograft uygulamalar:
ve otolog kondrosit uygulamasi denenmistir. Eklem kikirdagi uygulamalar1 genelde
enfeksiyon riskleriyle ve eklem fonksiyon kaybiyla karsilasmaktadir. Graft
uygulamalarinda ise allograftta doku uyumsuzlugu, otograftta ise dokunun alindigi
bolgede yeni hasar olusumlart goriilmektedir. Kemik iligi uyarilmasinda diisiik
diizeyde kondrosit fenotipinde diizelme ve fibro-bag dokusu iyilesmesi
goriilmektedir. Bunlarin arasinda otolog kondrosit nakli hem dondr uyumsuzluguyla
hem de diisik uyarilma riskleriyle karsilasmaktadir. Giincel uygulamalarda bu
sorunlar1 asabilmek ic¢in doku miihendisligi uygulamalar1 giderek artan sekilde

kullanilmaya baglanmistir (Fischer JP. 2013).

Cerrahi tekniklere kisaca bakilacak olunursa ilk nesil uygulamalar sadece otolog
kondrositlerin olusturulan kemik flepleri (parcalar1) ile beraber ekilerek defekte
implantasyonuyla smirlidir (Carticell, Chondroselect). Ancak bu uygulamanin

basarili sonuglar saglamasinin ardindan ikinci nesil uygulamalar cesitli hayvanlardan
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(s1g1r gibi) elde edilen kollajen matriksine gomiilen otolog kondrosit implantasyonu
olmustur (Chondrogide-Bilayer membrane). Ugiincii nesilde ise biyomateryal bazli
otolog kondrosit implantasyonlar1 yapilmaya baslanmistir (MACI, CaReS, Tissucol
gibi). Yapilan meta analizlerinde ostekondral otograft implantasyonlariyla (mosaik
plasti), matriks destekli kondrosit implantasyon calismalar1 karsilastirilmis klinik
sonu¢ olarak aralarinda biiyiik bir fark bulunmadigi belirtilmistir. Ancak matriks
destekli implantasyon ¢alismalarinin giderek sayisinin arttigi belirtilmistir. Ayrica
yapilan caligmalarin implantasyon sonrasi uzun vadeli sonuglarina odaklanilmadigi

bir eksiklik olarak belirtilmistir (Zeng Li 2016).

Burada kondrosit kaynagi olarak nasal, artikular veya trakeal kikirdak dokusu
kullanilabilmektedir. Bunun sebebi bu ii¢ yapinin da hyalin kikirdak yapisinda
olmasidir. Ornegin son zamanlarda yapilan bir ¢alismada burundan alinan kikirdak
Ornegi in-vitro kiiltiire edilmis ve sonrasinda otolog olarak kollajen membranda
transplantasyonu yapilmistir. Burada geng bireyler i¢in ¢6ziim olusturulabilmekte
anca yasli bireyler i¢in ¢6ziim Onerilememektedir. Buna ek olarak kendi ¢cocuklarinin
nasal bolgesinden elde edilebilecek kondrositlerin yash aile bireylerinin tedavisinde
kullanilabilmesi miimkiin olabilir. Oogenez teorisinde belirtildigi iizere her hiicre
kendine benzer bir hiicreyi meydana getirmektedir. Allajoneik, ksenojenik

caligmalarda doku uyumlulugunun arttirilmasi tizerine ¢aligmalar yapilmaktadir.

Kikirdak doku miihendisligi uygulamasinda polimer iskelete istenilen sayida hiicre
ekilmeli uygun besiyeri kosullar1 saglanmali sonrasinda hasarli bdlgeye
implantasyonu yapilmalidir. Bu polimer iskeleti hem mekanik dayanim saglamali
hem de hiicrelere porlar igerisinde hareket edebilecegi biyosinyal molekiillerini ve
atiklarin1 atabilecegi bir ortam saglamalidir. Buradaki hiicreler polimer iskeletin
icerisinde ekstraselliiler bilesenlerini rahat bir sekilde sentezleyip onlarin uygun
konformasyonda yerlesmelerini saglayabilmelidir. Zamanla polimer iskelet degrede
olmal1 geriye sadece canli hiicreler ve dogal doku matriksi kalmalidir. Yapilan son
caligmalarda hem protein yapilarini hem de polisakkarit yapilarini iceren doku
iskeleleri tercih edilmektedir. Polimerik iskeletler, kopiik olarak, vizkoz sivi olarak,
hidrojel olarak ya da yine hidrojel yapisindaki mikrokiireler olarak elde
edilmektedirler (Fischer JP. 2013).
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Tek tabakali kondrosit kiiltlirlinde kondrositlerin her ne kadar proliferasyon kabiliyeti
yiiksek olsa da tek tabakada ilerleyen donemde fenotipik 6zelliklerini kaybetmekte,
kiiltirden alinip polimerik doku iskelesine ekilen kondrositlerin fenotipik geri
donlisim oram1 (redifferansiyasyon orani), eger miidahele edilmezse diisiik
kalmaktadir. Ciinkii kikirdak bulundugu dokuda fiziksel etkilesimlere cevap
vermektedir. Basincin ve ii¢ boyutlu iskelet zincirlerinin diizenlenisinin de etkisiyle
farkli tipte bilesenler sentezlenmekte bu da dokunun ekstraselliiler bilesen igerigini
ve fiziksel etkilesimlere verecegi cevabi degistirmektedir. Giincel uygulamalarda
ekstraselliiler matriks bilesimi bagka bir polimer araciligiyla taklit edilerek bag
dokusundaki kondrosit hiicrelerinin differansiyasyon ve redifferansiyon mekanizmasi
anlagilmaya calisilmaktadir. Ayrica dogal ekstraselliiler matriks bilesenlerinin {i¢
boyutlu diizenlenisi {lizerine de caligmalar devam etmemektedir. Bag dokusunu
katmanli yapist kismen anlasilmis olsa bile son yapilan calismalar ayni hiicre
kiiltiiriinde bekletilen (ex-vivo) ¢ok katli polimerik iskeletlerin ayni fiziksel etkilere
maruz kalmasi sonucu i¢ mimari diizenin ayn1 olmasina yol acgtigini gostermektedir.
Bolgesel bag dokusu miihendisligi ¢ok tabakali dokularin ayri ayri ele alinarak
degerlendirmesini oneren bir yaklasimdir. Heniiz ¢ok yeni olsa bile ileride katmanli
(kompozit) polimerik iskeletlerin orijinal dokuya daha yakin polimerik iskeletlerin

tiretilmesini saglayabilir (Fischer JP. 2013).

3 boyutlu iskelet destekli sistemler monolayer tabakali sistemelere gore fenotipik
geri doniisiimii (dedifferansiyasyonu) iyi diizeyde saglayabilmektedir. Kondrositler
bugiin kullanilan aljinat gibi polimerik iskeletler igerisinde orijinal bag dokusunda
oldugu gibi kendilerine has yuvarlak veya uzunlamasina genislemis sekillerde
fenotiplerini biiylik oranda koruyabilmektedirler. Yapilan bir ¢alismada bag dokusu
bolgeleri ayr1 ayr1 polimerik iskeletlerde kiiltiire edilmis, ylizey boliimiinden alinan
kondrositler aljinat iskelette yilizeysel bolge belirtecleri olan klusterin ve proteoglikan
sentezlemislerdir. Polietilen bazli polimerik iskelette benzer bir c¢alisma
gerceklestirilmis, bolgesel bazli kondrositler kendi bolgesinde bulununan fenotipik
goriinlimlerini  gostermiglerdir. Ayrica bir ¢alismada desellulerize edilmis
(hiicrelerinden arindirilmis) bag dokusu yapisinda siir kondrositleri tipki dogal
yapilarindaki bolgesel farklilasmay1 gostererek yiizey bolgedeki kondrositler orta ve
derin bolgedeki kondrositlere gore PRG4 belirtecini daha yiiksek pozitif verdigi

goriilmiistiir. Bu da bolgesel farklilasmanin, dogal dokunun mimarisinin ve
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ekstraselliiler matriks bilesenlerininin dogru sekilde taklit edilmesiyle bolgesel doku
miithendisligi uygulamasinin kondrosit fenotip farkliliklar1 acisindan daha iyi taklit
edilebilecegini gostermektedir. Tabakali kiiltiir sistemleri heniiz kullanimi ve tedariki
kolay polimerle (6rn. aljinatin farkli konsantrasyonlari) denenmekte olup cerrahi
doku alimi sirasinda bag dokusu bolgeleri ayr1 ayri in-vitro kiiltlire alinip katmanl
polimerik iskelet sisteminde fenotipleri farkli kondrositler elde edilmeye ve in-vivo
transplantasyona hazir edilmesi hedeflenmektedir. Ayrica farklilagsmay1 indiikleyici
ekstraselliiler bilesenler ve biiyiime faktorleri her boliime farkli konsantrasyonlarda
verilebilecek bir kiiltlir ortami tasarlanabilirse dogal bag doku yapisinin daha iyi
taklit edilebilmesi miimkiin olabilir. Yapilan ¢alismalarda boyle bir besleyici sistem
icin mikrogipler tasarlanmakta olup ve kollajenin 300 nm’lik fiber yapilar1 uzamsal
konum agisindan bolgesel dokuya uygun bir sekilde yerlestirilebilir. Nanoteknolojik
calismalar agisindan da nanopipetlerin ekstraselliiler bilesenleri ve fibersi yapilari

hidrojeller igine ii¢ boyutlu konumlamasi faydali olabilir (Fischer JP. 2013).

Gelisim evresinde kondrojenesis yani viicuttaki mezenkimal hiicrelerin bag dokusuna
gocli ve farklilagsmasi kikirdak doku miihendisligi acisindan baska Onemli bir
konudur. Mezenkimal hiicreler bu bolgede yogunlasmasi sonrasinda dnce endotelyal
kemiklesme sonrasinda kondroblastlarin olusumu goériilmektedir. Kondroblastlar
Sox9 transkripsiyon faktoriinlin ortmada eksprese olmasiyla kondrositlere
doniismektedirler. Olusan yeni kondrositler agrekan ve tip 2 kollajen sentezleyerek
hipertorfiye giderler, hipertrofik kondrositlerde 10 kollajen ve Runx2 transkripsiyon
faktorlerinin sentezi artar ve sonrasinda hipertrofi sonucu kondrositler apoptoza
girerek bag dokusu matriks kalsifikasyonu artar. Bu gerceklestiginde vaskiiler ag
yapist olusur ve osteoprojenitor hiicreler osteoblastlara doniiserek bag matriksinde
kemik sentezlemeye baglarlar. Bag dokusunun bir tabakasi bag dokusu olarak kalir
ve eklem baglanti noktalarina doniisiir. Hipertrofik hiicreler bag dokusunun kalan
kismiyla yeni olusan kemik dokusu arasinda yer alirlar ve osteoblastlara doniistimii
devam ettirerek yeni kemik uzantilarinin olusumunu devam ettirirler. Bu duruma
transdifferansiyasyon denir ve mezenkimal hiicrelerin plastisitelerini gdstermelerini
saglarlar. Yapilan bir caligmada embriyonik kok hiicreler olgunlasmis kondrositlere
donlismekte ve boyle bir plastisite gosterdigi ispat edilmistir. Buradaki mekanizma
heniliz tam anlagilamamis olsa da TGF-B biiyiime faktorii grubunun bag dokusu

gelisiminde Onemli bir rol oynadigi bilinmektedir. Terminal differensiyasyona
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ugramayan veya hipertrofiye girmeyen stabil kondrosit kiiltiirii elde edebilmek
kikirdak doku miihendisligi agisindan dnemlidir. Polimerik iskelet agisindan da bag
dokusundan alinip deselliilarize edilmis bir dokuda adipoz kokenli kdk hiicreler bag
doku yapis1 formasyonu gostermis, bu iskelet yapisi dogal dokuyla agregat modiiliisii
olarak karsilagtirildiginda polimer iskelet 150 kPa kadar dayanabilmekte ayni
boyuttaki dogal doku 500-900 kPa kadar c¢ikabilmektedir. Hidrojeller kiiresel
simetriye sahip kondrositler elde edilmesini saglarken pellet kiiltiirleri dogrudan
hiicrelerin birbirleriyle iletisim kurmasini saglayarak hiicre-hiicre iletisimlerini ve
buna bagli oalarak sinyal molekiillerini daha yogun {irettikleri goriilmiistiir. Bu
ikisinin sentezi bir mikrogevre yaratilmasi daha iyi sonuglar alinabilmesini
saglayabilir. Dinamik kiiltiir ortamlarinin kullanilmas: hem besin iletimi agisindan
hem de atik atilmasi agisindan kiitle transfer kinetiklerinin daha iyi olmasim
saglayabilir. En cok kullanilan biyoreaktor tipleri doner duvarli biyoreaktorler,
perflizyon biyoreaktorleri, doner flask ve tanimlanmis ve tanimlanmamis dinamik
basingli biyoreaktorler olarak belirtilmistir. Biyoreaktor sistemleri de tipki polimerik
iskeletlerde oldugu gibi orjinal dokuyu basarili bir sekilde taklit etmeyi
hedeflemektedirler. Biyoreaktdr sistemlerinde pH, oksijen, karbon dioksit, kismi
basing, sicaklik, besin destegi ve mekanik cevre kontrollii bir sekilde saglanabilir

(Fischer JP. 2013).
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Sekil 1.26. Kikirdak Doku Miihendisligi Yaklasimiyla Aljinat Mikrokiireler
Icerisinde Enkapsiile Edilen Kondrositlerin Yiiksek Miktarlarda Doner Flasklarda
Eldesi(Xu,F.2014).

Yaptigimiz ¢alisgmanin amac ileride in-vivo implantasyonu planlanan otolog kok
hiicrelerin veya olgunlagsmis kondrositlerin hangi matriks destekli polimerik yapilar
kullanilarak koyunlarin eklem kikirdaginin rejenerasyonunda kullanilmasinin
belirlenmesidir. Literatlir taramasiyla elde edilen bilgiler 1s18inda onceki
kondrositlerin dogrudan bag dokusuna enjeksiyonu ¢aligmalarinda, izole edilen
kondrositlerin istenilen hiicre sayisina ulasabilmek i¢in kiiltiir ortaminda ¢ogaltilmasi
sonucu istenmeyen fibro-bag dokusu farklilasmasi goriildiigii belirtilmistir (Debnath,
Shalini et al. 2015). Kendi yaptigimiz ¢alismada da once literatiir bilgilerini in-vitroda
dogrulamay1 sonrasinda da c¢esitli polimerik yapilar igerisinde otolog kondrositlerin
cogaltilmasim1 ve fibro-bag farklilasmasini onleyerek kondrositlerin  orjinal
morfolojilerinde istenen saglikli ekstraselliiler matriks bilesenleri sentezlemelerini
saglamaya calistik. Oncelikle ekilecek hiicre tipleri in-vitroda adipoz kok hiicreden

farklilagtirilmis kondrositler ve dogrudan olgunlasmis kondrositler olarak fibro-bag
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dokusu olusturma oranlar1 ve olgunlasmis kondrosit eldesi agisindan yapilan
analizlerle karsilastirilmislardir. Ikinci asamada yapilan literatiir taramasinda
mikrokiire yapilarin1 sahip oldugu essiz geometrisi ve uygulanan dokuya uygun
sekilde sekillenmesi ve diger polimerik doku iskeleleri yapilarina nazaran daha iyi
bir besin, oksijen ve ekstraselliiler matriks transfer kapasitelerine sahip olmalari
sebebiyle mikrokiire yapilar1 tercih edilmistir. In-vitro laboratuvar analizlerinde
polimer degredasyon siirelerine bakilarak aljinat mikrokiireler ve aljinat-hyaluronik
asit mikrokiireler doku iylesme siiresinin 35 giin ve {istli siireyle slirmesi sebebiyle
polimer dayanimi agisindan karsilastirilmis ve analizlerle dogrulanmiglardir. Elde
edilen verilere gore mikrokiire ve hiicre tipi konusunda tercihler yapildiktan sonra
son asamada daha Onceden belirlenmis olan tek tabakali hiicre kiiltiirii ve hiicre
ekilmis aljinat-kitosan liyofilize polimer kontrol gruplari ile Alamar Mavisi testi ile

metabolizmalari acisindan birbirleri ile karsilastirtlmiglardir.

62



2. MATERYAL METHOD

2.1 Kullanilan Materyaller

Aljinat, kitosan diistik agirlikli, CaClz dihidrat, NaCl (serum fizyolojik), HCI, distile
su, susuz asetik asit, fosfat tampon tuzu (PBS), tripsin-EDTA, DMEM yiiksek
glikoz, fetal sigir serumu (FBS), penisilin/streptomisin (P/S) karisimi 100 U/mL,
kollajenaz tip I, L-glutamin, StemPro kondrojenik farklilastirma kiti, lizozim, N-
asetil-L-sistein, Papain (papaya proteinaz I).

2.2 Aljinat Mikrokiirelerin Sentezi

Aljinat mikrokiirelerin sentezi i¢in Durkut S. ve ark 2008’de yaptiklar1 protokol
uygulanmistir (Durkut 2008). Buna gore 2 mL w/v %2’lik aljinat ¢6zeltisi bir beher
icerisinde hazirlanip sonrasinda 1 giin boyunca manyetik karistirici ile karistirilmas,
ertesi glin otoklava atilarak sterilize edilmistir. Bu ¢ozelti bir 4 mL’lik bir siringa
icerisine alinarak bir beherde 600 rpm’de karismakta olan w/v %10’luk CaCl;
cozeltisi igerisine 10 cm yiikseklikten elle damlatilmistir. Damlatma sonrasi aljinat
cozeltisi CaCly ile c¢apraz baglanarak mikrokiire formuna doniismiis ve ¢ozelti
icerisinde ¢apraz baglanmanin iyi gerceklesmesi i¢in 10 dakika kadar bekletilmistir.
Olusan mikrokiireler steril metal bir kasik yardimiyla 50 cm?lik bir falkon tiipe
alinmis bunun igerisinde serum fizyolojik ile 1-2 defa yikanarak serbest CaClz
tuzlarindan arindirilmistir. Son olarak aljinat mikrokiireler distile su igerisindeki 6 ve
12 kuyucuklu plateler igine alinarak 37 °C’deki inkiibatorde sonraki analiz

caligmalarinda  kullannilmast amaciyla saklama dolabinda saklanmuslardir.

2.3 Aljinat-Hyaluronik Asit Mikrokiirelerinin Sentezi

Aljinat-hyaluronik asit mikrokiireler ise yukaridaki belirtilmis makalenin protokolii
modifiye edilerek uygulanmistir. Serum fizyolojik igerisinde ¢ozdiiriilmiis 2 mL w/v
%1°lik hyaluronik asit ¢dzeltisi, yine serum fizyolojik icerisinde ¢oziilen 2 mL w/v
%4°lik otoklavlanmis aljinat ¢ozeltisi ile karistirilarak son karisim w/v 9%2’°lik

aljinat-%0,5’lik hyaluronik asit olacak sekilde ¢ozelti karisimi elde edilmistir. Bu
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karisim 4 mL‘lik 23 G bir siringa igerisine yiiklenmis sonrasinda bir beherde 600
rpm’de karigmakta olan 50 mL’lik %10’luk CaClz ¢ozeltisi igerisine damlatilmistir.
Bu ¢o6zelti igerisinde olusan mikrokiireler 10 dakika ¢apraz baglanmanin giiglenmesi
i¢cin bekletildikten sonra 50 mL falkon bir tiipiin i¢ine steril bir kasik ile alinarak 1-2
defa yine steril serum fizyolojik ile yikanmis, yikanan Ornekler kondrosit
konulmadan 12 kuyucuklu bir plate i¢ine almarak 37 °C’deki inkiibatorde sonraki

degredasyon calismalari i¢in saklama dolabinda saklanmislardir.

2.4 Aljinat ve Hyaluronik Asit-Aljinat Mikrokiirelerin In-Vitro Lizozim

Degredasyon Siirelerinin Hesaplanmasi

Kikirdak eklemine yapilacak bir aljinat mikrokiire implantasyonu sonrasinda aljinat
mikrokiireler su icerigi yiiksek bir ortamda aylarca dayanabilmekte iken viicut
ortaminda ¢ok cesitli enzimlerin etkisiyle enzimatik degredasyona da ugrayabilir.
Hyalin eklem kikirdaginda aljinatin mikrokiirelerin en yogun maruz kalacagi
enzimlerden biri de lizozimdir. Lizozim, bag dokusunda kan serumundan yaklasik
1000 kat daha yiiksek oranda bulunmakta oldugu i¢in (yaklasik 10 mg/mL) yapilan
polimer degredasyon calismalarinda hyalin bag dokusu ortami baz alinmis ve
sonuclar degerlendirilmistir (Park H. 2013). Aljinat mikrokiirelerin eklem
kikirdagina implantasyonu sonrast nasil bir degredasyon profili gosterecegini
belirlemek amaciyla in-vitro ortamda 6’11 well platelerde mikrokiireler PBS
igerisinde 10 mg/mL oranindaki lizozim enzimi ile degredasyona ugratilmis, elde
edilen sonuclar sadece PBS c¢ozeltisi igerisinde bekletilen mikrokiirelerle g¢ekilen
mikroskop goriintiiler aracilifiyla karsilagtirilarak tamamen parcalanma siireleri

belirlenmistir.

2.5 Tavsanlardan Artikiller Bag Dokusundan Elde Edilen Kondrosit

Hiicrelerinin In-Vitro Kiiltiire Edilmesi

Tavsanlarin artikiiler bag dokusundan izole edilerek sivi azot tankinda kriyotiiplerde
saklanilan kondrosit hiicreleri siv1 azot tankindan ¢ikarilarak 37°C’deki inkiibatorde

hizli bir sekilde ¢oziiliir. Bu sirada laminer akish flow kabinde v/v %20’lik fetal sigir
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serumu (FBS) ve v/iv %1’lik penisilin/streptomisin antibiyotik iceren 50 mL’lik
DMEM yiiksek glikoz hazir besiyeri hazirlanir. Inkiibatdrde ¢oziilen hiicre ¢ozeltisi
15mL lik bir falkon tiipe alinarak {izerine 1 mL kadar hazir besiyeri eklenir ve 2500
rpm’de 2 dakika kadar santrifiij edilir. Ustteki siipernatant atilir dipte ¢okelmis olan
kondrositlerin {izerine 1 mL hazir besiyeri eklenir ve hiicre miktar1 sayilmak iizere 10
mikrolitre tripan blue mavisi-10 mikrolitre hiicre ¢ozeltisi karisimi bir eppendorf
tiiptinde karnistirilarak sayim lamina yiiklenir ve otomatik hiicre sayim cihazinda
sayimi yapilir. Saymmi yapilan hiicrelerin sayisina gore ya bir-iki adet 25 cm?’lik
flaskta toplamda 3 mL ya da 75 cm?’lik flaskta toplamda Sml hazir besiyeri olacak
sekilde kondrosit hiicrelerinin ekimi yapilir. Flasklar 37°C’deki inkiibatore aliir ve
besiyerleri giin asir1 olacak sekilde degistirilir. Mikroskobik gozlemlerle takip edilen
kondrositler fibroblast benzeri bir gorliniim almaktadir. Flasklardaki hiicre doluluk
orant %70-%80’e ulastiginda hiicrelerin pasaj zamani gelmistir. Pasaj atmak i¢in
kullanilan Tripsinle kaldirma islemi ile once 25cm?lik flaskta 1 mL, 75’lik
flasklarda 1,5 mL PBS olacak sekilde kondrosit kiiltiirii yikanip sonrasinda 25
cm?liklerde 0,5 mL tripsin 75 cm®liklerde 1 mL tripsin eklenir ve 37°C ’lik
inkiibatorde 4-5 dakika kadar beklendikten sonra flasklara elle vurularak
mikroskopta kondrositlerin kalkip kalkmadigina bakilir, kalktilarsa {tizerlerine
tripsinin sitotoksik etkisini ortadan kaldirmak icin iki kat1 FBS iceren besiyeri eklenir
ve santriflij edilerek siipernatant atilir. Hiicre sayimi yapilarak birden fazla flaska
tekrar seyreltik olarak ekilir. Hiicreler kalkmadiginda ise tripsinde bekletme siireleri
azalacak sekilde birden fazla tripsin islemi uygulanir. Bu sayede kondrosit kiiltiirti
yaklasik 40 giin boyunca pasaj atilarak kiiltiire edilmis olur. Yaptigimiz ¢alismada
kondrositler yaklasik 3-4 pasaj sonrasi flasklarda morfolojilerini kaybedip dejenere
olmaya basladigindan hem sonraki analiz ¢aligmalar1 i¢in hem de elde ¢ok sayida
flask tutmamak igin hiicreler sivi azot tankinda dondurularak saklanirlar. Dondurma
islemi i¢in flasktaki hiicreler tripsinle kaldirilip sayildiktan sonra Onceden
hazirlanmis v/v %1°lik P/S ve v/v %10’luk dimetil siilfoksit (DMSO) igeren 10
mL’lik FBS dondurma ¢ozeltisinden her kryotiipe yaklasik 1,8 mL dondurma
¢ozeltisi + 1 milyon kondrosit hiicresi karisimi konularak kapagi kapatilir. Dondurma
islemi yavas yavas gerceklesmeli, buz kristalleri hiicrelere zarar vermemelidir. Bu
yiizden hazirlanmis kriyotiipler énce -20°C’de 1 saat, ardindan -80 °C’de 1 giin
dondurma kaplarinda bekletildikten sonra -176°C’deki sivi azot tankina almip

saklanirlar. Devam etmekte olan kondrosit kiiltiirleri i¢in v/v %20’lik FBS ve v/v
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%1’lik P/S iceren besiyerlerinin kullanimina devam edilir.

2.6 Tavsanlarin Artikiiler Bag Dokusundan Elde Edilen Kondrositlerin Aljinat

Mikrokiirelerde Enkapsiilasyonu

Tavsanlarin artikiiler bag dokusundan elde edilen kondrositler aljinat mikrokiirelerde
Durkut S. ve ark’in 2008’de yapmis olduklart ¢aligmanin iizerinde birka¢ degisiklik
yapilarak enkapsiile edilmistir (Durkut 2008). Ozetle béliim 2.1°de de anlatildig
lizere w/v %2’lik 2mL aljinat ¢ozeltisi, 10°adet / mL kondrosit iceren 1 ml %20’lik
fetal sigir serumu ve v/v %1°lik P/S DMEM igeren besiyeri ile manyetik karistiricida
300 RPM’de 5 dakika kadar laminer flow kabininin igerisinde karigtirilmistir.
Sonrasinda alijnat — kondrosit ¢ozeltisi 23G siringanin igerisine ¢ekilip  yine
manyetik karistirictda 600 RPM’de cam beherde karismakta olan w/v %10’luk 50
mL CaCly ¢o6zeltisinin igerisine damlatilmistir. Tim ¢ozelti sirmganin igerisine
yiikklenip damlatildiktan sonra 10 dakika kadar g¢apraz baglanmanin tamamen
gerceklesmesi i¢in beklenilmis ve beherde bulunan mikrokiireler 6 ve 12 kuyucuklu
plateler icerisine konmus ve yine ayni besiyeri eklenerek inkiibatérde inkiibasyona

alinmislardir.

2.7 Mikrokiirelerde Enkapsiile Edilen Kondrositlerin Histolojik Kesitlerinin

Mikroskopta Goriintillenmesi

Hiicre kiiltiirtintin 0., 3., 5., 8., 15. ve 30.’u giinlerinde, kondrosit ihtiva eden
kapstiller ve kapsiilsiiz veya kapsiillenmis kondrositleri ihtiva eden hidrojeller 3 kez
PBS ile yikama yapilacak ve w/v %3,7°lik formalinde 1 saat oda sicakliginda fikse
edilecektir. Rutin fiksasyondan ve alkol serisinden gegcirilerek dehidrat edilecektir.
Daha sonra ornekler parafine gomiilerek 4-5um kalinliginda kesitleri alindi ve rutin

hematoksilen eosin boyama yapilarak morfolojilerine bakilmigtir.
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2.8 Mikrokiirelerde Enkapsiile Edilen Kondrositlerin Toluidine Mavisi ile

Boyanmasi ve Mikroskopta Goriintillenmesi

Aljinatla kapsiillenmis, kapsiillenmemis kondrositlerden ve ayn1 zamanda kapsiilleri
ihtiva eden hidrojellerden alinan kesitler rutin rehidrasyon serilerinden gegirilen
kesitlere kit protokolii takip edilerek toluidine blue boyasi 1-2 damla damlatildiktan
sonra 1 dakika bekletildi. Daha sonra distile suda yikanarak tekrar rutin dehidrasyon
serilerinden gegirilerek lamelle kapatildi. Kondrositlerdeki ve kondrositlerin hemen
etrafindaki GAG boyanmasi incelemek {izere kurumaya birakildi. Sonrasinda

mikroskop goriintiileriyle boyama analiz edilmistir.

2.9 Kitosan-Aljinat Polimer Doku Iskelelerinin Olusturulmasi

In-Vitroda karakterize edilen mezenkimal kok hiicreden elde edilmis kondrositlerin
aljinat mikrokiirelerde enkapsiilasyonu in-vivo implantasyon sirasinda kitosan-aljinat
polimer iskeletiyle ve hicbirsey uygulanmamis tek tabakali tavsan kondrosit hiicre
kiiltiirii 6rnekleriyle karsilastirilmasi hedeflenmistir. Bu sebeple bizim yaptigimiz
calismada in-vitroda bir kitosan-aljinat polimer iskeleti olusturulup iizerine otolog
olarak elde edilen tavsan kondrositleri ekilmistir. Kitosan negatif iyon yiikiine sahip
olan bir polisakkarit, aljinat ise negatif iyon ylikiine sahip bir polisakkarittir. Bu
ikisinin birbirleriyle karistirilmasiyla elde edilen polimer karigiminin iyonik
etkilesime girmesi beklenir. Bu karisimin sahip oldugu kimyasal yapilar eklem
kikirdagimin ekstraselliiler matriksinde bulunan kondroidin siilfat, keratan siilfat ve
hyaluronik asit gibi  ¢esitli  glikozaminoglikanlarin ~ kimyasal  yapilaria
benzemektedir. Bu glikozaminoglikanlar kikirdak dokusuna basinca dayanim ve
dolgu amach sigsme ozelligi gibi mekanik oOzellikler saglamaktadirlar. Kitosanin
pozitif yiiklii amin gruplar (pKa= 6.3) ve aljinatin negatif yiikli karboksilik asit
gruplart (pKa 3.4-3.7) ile elektrostatik olarak capraz baglanmasiyla ya da ileri
diizeyde Ca*?, Ba*?, Sr*? gibi divalent katyonlarla ileri diizeyde baglanmasiyla ¢apraz
bagl bilesikler olusturabilmektedir. Divalent katyonlar aljinatin yapisinda bulunan
gulukuronik asit kalintilariyla ortaklasa etkilesime girmekte ve boylece farkli aljinat
polimer zincirleri arasinda iyonik bagli kopriiler olusturmaktadirlar. pH 3,4 ile pH

6,3 arasinda kitosanin ve aljinatin fonksiyonel gruplari arasinda iyonik etkilesim
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oldugu goriilmektedir. Ancak bu pH araliginda dolgu maddesi olarak kullanilmasini
saglayan siskinlik 6zelligini kaybetmekte bu ylizden mekanik 6zelliklerini istenilen
sekilde gosterememektedir. Ancak insan viicudundaki pH’in 7,4 olmasi sayesinde
polimer karisimi sigkinligini tekrar kazanmasi beklenir. Ayrica ayni pH araliginda da
aljinatla kitosan arasinda bir miktar iyonik etkilesimle baglanma gerceklesmesi
beklenmektedir (Reed and Wu 2017). Protokolii kismen degistirilmis olarak
kullanilan makalede elde edilen aljinat-kitosan polimer karisimi iskeletin in-vitroda
kondrosit fenotipini diizenledigi ve kondrogenesisi destekledigi belirtilmistir (Reed
and Wu 2017). Yaptigimiz ¢alismada dokunun fizyolojik durumu g6z 6niine alinarak
aljinat oran1 yiiksek tutulmus bu sayede aljinatin Ca*? ile ¢apraz baglanma oram
yikseltilmistir. Basarili sonug elde edilen bir ¢alismada in-vivo implantasyonu
yapilan polimer iskeletlerin ¢apraz baglanmasi sonucu elde edilen yapinin mekanik
dayaniminin gii¢lendirilmesi hedeflenmis yaklasik 42 giin dayanmasinin yeterli
oldugu belirtilmistir (Park, Choi et al. 2013). Bu sebeple biz de kendi ¢alismamizda
farkli karisim oranlart deneyip liyofilize ettigimizde gorsel olarak siskinlik ve
mekanik dayanim agisindan en stabil yapinin 6zetle w/v %2’lik aljinat — w/v
%0,3’liik kitosan karigiminin 5/2 oraninda hazirlanmasi oldugu kanaatine varildi.
Oncelikle w/v %2’lik aljinat distile su ile bir beher igerisinde ¢oziilerek manyetik bir
karisitiricida ertesi gline kadar karistirilir, sonrasinda otoklavlanarak oda sicakliginda
saklanir. Diisiik molekiiler agirlikli w/v %0,3’1liik kitosan (Sigma-Aldrich) ise %1°lik
saf asetik asitle (Sigma Aldrich) beraber pH’1 diisiiriilerek distile su igerisinde bir
beherde ¢oziiliir. Sonrasinda mekanik sigkinligi saglamak amaciyla kitosanin pH’1
4,5’e cekilir. Bu iki karisim cam bir beher icerisinde mikropipetle karistirilir. Bu iki
karisimin analiz ¢aligmalar i¢in kaliplamasinin diizgiin olabilmesi amaciyla 96 well
plateler kullanildi. Bu plateler karisimdan belirli oranlarda eklenerek sonrasinda
tizerine w/v %10’luk CaClz c¢ozeltisi eklenir. Sterilizasyonun otoklavda mekanik
dayanimi ve siskinligini diisiirdiigii goriildiigii i¢in bunun yerine v/v %70’lik etil
alkolle 1 saat sterilize edilmistir. Toksik alkol kalintilarin arindirilmasi i¢in bir saat
boyunca v/v %10 FBS ve v/v %1 Pen/Strep igeren yliksek glikoz igerikli DMEM
hazir besiyerinde bekletildi. Son olarak kiiltiirii yapilmis kondrositler in-vitro analiz
caligmalar1 i¢in 96’11 well platede aljinat-kitosan polimer karigimi iizerine ekilerek
kiiltire edildiler. Belirli giinlerde mikroskop goriintiileri ¢ekimi ve Alamar Blue

metabolikaktivitetestleriyapildi.
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2.10 Mikrokiirelerde Enkapsiile Edilen ve Kitosan-Aljinat Doku Iskelelerine
Ekilen Kondrositlerin Alamar Blue Testi ile Kondrosit Metabolik Akitivitesinin

Hesaplanarak Karsilastirilmasi

Alamar Blue testi i¢in kullanilan protokol Mendes ve ark’inin 2012°de yaptigi
makaleye dayanmaktadir. Aljinatla kapsiillenmis ve diiz hiicre kiiltiirlerinin
metabolik aktiviteleri Alamar Blue uygulamas: ile tespit edildi. 96 kuyucuklu
platelerin i¢ine konulan kapsiillii hiicrelerin iizerlerine her kuyucugun %10’u kadar
Alamar Blue ¢ozeltisi eklenerek 37°C’de 20 saat karanlik ortamada inkiibe edildi.
Inkbasyondan sonra her kuyucuktan 10 mikrolitre ¢dzeltisi almarak baska bir 96
kuyucuklu platelere ekimi yapildi. Absorbans degerleri 570 nm ve 600 nm’de Elisa

okuyucudaokundu.

2.11 Koyunlarin Lumbal Bélgesinden Elde Edilen Adipoz Kokenli Mezenkimal
Kok Hiicrelerin Kiiltiire Edilmesi (AKH Kiiltiirii) ve Kok Hiicrelerin

Kondrojenik Farkhlastiriimasi
2.11.1 Koyun Lumbal Bélgesinden Adipoz Kokenli Kok Hiicre izolasyonu

Yapilan ¢alismada Kirikkale Universitesi Veterinerlik Fakiiltesinde diizenli bakimlari
yapilan koyunlarin yag dokusunun damardan zengin olan stromasindan (SVF) yag
hiicreleri uzaklastirildiktan sonra adipoz kokenli kok hiicre elde edilmistir. Burada
uygulanilan protokol Alp Can ve arkadaslarinin 2014 yilinda hazirlamis olduklart
Kok Hiicre kitab1 baz alinarak ufak degisiklerle hazirlanmistir (Can 2014).

Koyunlardan doku &rnegi almak icin Kirikkale Universitesi Veterinerlik
Fakiiltesi’nde operasyonel cerrahi uygulamasi etik sartlara uygun olarak
gerceklestirilmistir. Cerrahi operasyon yetkili bir veteriner hekim esliginde
yapilmustir. Koyunlarin Lumbal bolgesi Oncelikle povidon iyodiir (Batikon, Ankara)
ile temizlenmis, sonrasinda 2-3 cm’lik insizyon ile yarilmis ve derinin hemen altinda
bulunmakta olan yag dokusundan yaklasik olarak 5 mL hacminde doku steril bir
bistiiri ile kesilerek alinmustir. Alinan doku 6rnekleri 6nceden hazirlanmis olan v/v

%S5’lik P/S antibiyotik igeren 50 mL’lik PBS ¢o6zeltisi eklenerek falkon tiiplerde doku
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laboratuvarina getirilmistir. Bu doku ornekleri sirasiyla 24 kuyucuklu platelerde
povidine iyodiirde 5 dakika ve serum fizyolojikte bir-iki dakika bekletilerek havayla
temas eden ylizeyleri tekrardan sterilize edilir. Sonrasinda 24 kuyucuklu platelerin
kapak kismi ters c¢evrilerek dokular iistiine konulur, iizerine yaklasik 0,5 mL %]1’lik
P/S ve viv %10 FBS igeren DMEM’li besiyeri dokularin kurumamasi igin eklenip
dokular steril bir bistiiri ile ¢cok kiigiik parcalara ayristirilir. Adipoz kokenli kok hiicre

eldesi islemi c¢alismanin deneysel kismi kapsaminda iki gruba ayrildi.

Sekil 2.1. Koyunun lumbal bdlgesinden adipoz kokemli kok hiicre eldesi. A)
Koyundan lipopektomi ile v/v %5°1ik pen/strep antibiyotikli PBS ¢ozeltisi igeren 50
mL’lik falkonlara alinan yag dokusu. B) Alinn yag dokularinin mekanik parcalama
sonrast 25 cm?’lik flasklara igne ile ekimi C) Kollajenaz enzimi ile parcalanan yap
dokusunun santrifiijle {istte yag dokusu altta Stromal Vaskiiler Fraksiyonlar1 (SVF)
olacak seklinde ayristirilmasi. Kirikkale Universitesi Merkezi Arastirmalar Birimi

(KUBTAL) Kok Hiicre Laboratuvari. 2015.

1. grup elde isleminde doku pargalari flasklara dogrudan ekilirler. Steril bir 23 G igne
ile iyice kiiciiltiilmiis olan yag doku pargalar1 25 cm?’lik flasklara gizilerek yapilir.
Onceden hazirlanmis olan ViV %10 FBS’li hazir besiyerinden birer damla igne
yardimiyla tizerlerine damlatildi. Damlatma isleminden sonra flasklar ters ¢evrilerek
37°C’lik inkiibatére konuldu. Ters cevirmenin sebebi dokularin flask icindeki
yapigkan bolgeye iyice tutunmalarini saglamaktir. Ertesi giin flasklar tekrar ters
cevrilip normal hallerine getirildi ve tizerlerine 3 mL v/v %10’luk besiyerinden

eklenir. Dogrudan doku ekiminde yaklasik bir hafta sonunda yag doku pargalarindan
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hiicrelerin dokiildiikleri mikroskop altinda goriilmektedir. ilk hafta hi¢ besiyeri
degisimi yapilmadan gectikten sonra kok hiicrelerin dokiilmelerinin bagsladigi
goriilen flasklarda giin asir1 olacak sekilde besiyeri degisimi yapilir. Primer kiiltiir adi
verilen hiicrelerin flaska ilk kez tutunduklar1 bu kiiltiirler yogun miktarda adipoz
kokenli kok hiicre icermektedir. Mikroskop gozlemiyle giindelik olarak takip edilen
flasklarda hiicreler yeterli yogunluga ulastiklarinda st tiste gelmeden yiiksek hiicre
cogalma evresinde tripsinle kaldirilip yeni flasklara aktarilirlar. Ikinci kez flaska
ekilen hiicreler kismi olarak stromal vaskiiler fraksiyon parcalar1 igermektedir. Bu
ufak pargalar ¢ok sayida kok hiicrenin saglikli bir sekilde ¢ogalmalarina onciilitk
ederler. Doku kalintilar1 ilk pasajdan sonra giderek azalir bu yiizden dogrudan doku
ekiminde ilk pasajda ¢ogalan hiicreler dondurularak sivi azot tankinda saklanirlar
(Stem Pro® Human Adipose-Derived Stem Cells. Kullanim Kilavuzu ve izolasyon

Prosediirleri).

Kollajenaz Tip 1 enzimi kullanilarak yapilan 2. grup calismada ise doku parcalari
igne ucu yardimiyla 15°lik falkon tiiplere konulurlar ve iizerlerine v/v %2’lik P/S
antibiyotik, %0,075mL’lik Kollajenaz Tip 1 enzimi ve W/v %0,075’lik CaClz enzim
aktifleyici tuz iceren 5 mL PBS c¢ozeltisi eklenerek tiipler +37°C’deki inkiibatore
yerlestirilirler. Calkalamali inkiibator bulunmadigindan tiipler her 15 dakikada bir
cikarilarak elde calkalanir ve tekrar 37°C’lik inkiibatére konulurlar. Yaklasik 1 — 1,5
saat sonunda tiipler inkiibatorden alinip 2500 rpm’de 2 dakika kadar santrifiij edilir.
Iki faz olusur. Ustte olusan faz yag kismu, altta kalan faz ise adipoz kok hiicreleri de
iceren stromal vaskiiler fraksiyondur (SVF). Yag hiicrelerinden kurtulmak icin
slipernatant atilir. Altta kalan kisim hala kollajenaz Tip 1’in etkisinde oldugu i¢in
falkon tiipe V/V %10’luk FBS igeren besiyeri konulup enzimin etkinligi sonlandirilir.
Ardindan tiipler tekrar santrifiij edilip Ustteki sivi atilarak enzim atiklarindan
uzaklastirilmis olur. Dipte kalan pelletler ya dogrudan ekilerek yaklasik 4-5 giinde
kok hiicre dokiilmesi saglanir ya da varsa 70 mikrometrelik bir filtreden gecirilerek
(Hiicre Filtresi, BD Science) altta kalan sivi dogrudan flasklara ekilip saf bir
mezenkimal kok hiicre kiiltiirii yaklagik 72 saatte elde edilmis olur. Burada eger
cerrahi islem sirasinda alman yag dokusu yogun miktarda kan iceriyorsa kan
kontaminasyonu adi1 verilen flasklarin eritrositlerle dolmasi  durumuyla
karsilasilabilmekte ve mezenkimal kok hiicre elde edim siiresinin uzamasina yol

acabilmektedir. Bu durumda son ekim dncesi elde edilen tiipler ya bir iki kez PBS ile
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ya da NH4Cl ile bir kez yikanarak doku sivisi eritrositlerden arindirilmalidir.
Yaptigimiz c¢aligmada arindirma sirasinda ilk elde edilen kok hiicre sayisinda
azalmalar goriilebilmistir. Bu yiizden dokuyu alirken olabildigince kansiz almak
gerekir. Ayrica yapilan baska benzer ¢alismalarda 3’lii antibiyotik olarak tabir edilen
Penisilin/Streptomisin/Amfoterisin kullanim1 Onerilmekte ancak 2’li antibiyotik
olarak tabir edilen P/S kullanimiyla da steril kosullar diizgiin saglandiginda adipoz
kok hiicresi elde edilebilmektedir. Enzimatik islemle elde edilen kiiltiirler dogrudan
ekime gore daha az doku kalintis1 igermekte saf Kkiiltiire ilk flask ekiminde
ulagilabilmektedir. Flasklar tutunmaya baslamis ilk kok hiicrelerin goriildiigii gliinden
itibaren giin asir1 olacak sekilde v/v %1 Pen/Strep ve viv %10’luk FBS igeren
DMEM besiyeriyle kiiltiire edilir. Flasklar %70-%80 doluluk oranina ulastiklarinda
hiicreler tripsinle kaldirilip sonrasinda dondurularak sivi azot tankinda saklanirlar.
Normal FBS inkiibatorde 60°C’ye cikarilip 1 saat 1sitilip inaktive olarak kullanild:.
FBS’nin inaktive hali daha steril oldugu i¢in tercih edilmistir Mikroskobik gozlemler
ile bakildiginda normal FBS ile kok hiicre ¢cogalmasi ve morfolojisi agisindan bir
fark goriilmemistir. Ayrica kok hiicrelerin  ¢ogaltilmasi sirasinda besiyerinde
%20’den fazla FBS’nin kullanimi adipojenik farklilastirmaya yol agtig
belirtilmektedir. Yaptigimiz bir deneysel calismada mikroskobik gbzlemlerde
%?20’nin Ustiinde kullanilan FBS’li besiyeri kiiltlirlinde adipoz kok hiicrelerinin
adipojenik farklilagmaya ugradigi goriilmiistiir. Bu yiizden kendi ¢aligmalarimizda

kok hiicre kiiltiiriinde besiyerinde v/v %10 FBS kullanimi uygun goriilmiistiir.

2.11.2 Koyun Lumbal Bélgesinden izole Edilmis Adipoz Kokenli Kok

Hiicrelerin Kondrojenik Farkhilastirilmasi

Sivi azot tankindan g¢ikarilan koyun lumbal adipoz kok hiicreleri ¢ozdiirme
isleminden sonra 25 cm?®lik flasklara ekilir. Hiicre besiyeri olarak viv %1’lik
Pen/Strep antibiyotik ve v/v %20 FBS igeren DMEM grubu ve yine Vv/v %1’lik
Pen/Strep antibiyotik igeren StemPro kondrogenesis farklilastirma ortami grubu
(DMEM diisiik glikozlu besiyeri), 200 mM L-Glutamin, 50 mM L-Askorbik Asit,
Insulin-Transferrin-Selenyum (ITS), 100 mM Deksametazon, 10 pg/mL TGF-beta 3
(Gibco) olmak tizere iki grup Kkiiltiire edilmistir. Sadece DMEM grubu hiicreleri
kontrol amacl olarak yapilan analiz ¢alismalarinda kullanilmistir. Besiyerleri giin

asir1 olacak sekilde degistirilir. %70-%80 hiicresel yogunluga ulasildiginda pasaj
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yapilmistir. Kaynak makalelerden elde edilen veriler 1s18inda kondrositler dizdeki
bag dokusunda kiiresel bir simetriye sahip olmaktadir. Ancak yaptigimiz ¢alismada
adipoz kok hiicreleri flasklarda kondrositlere farklilastiktan sonra differansiyasyon
ad1 verilen siire¢ sonucu fibroblast benzeri bir goriinim kazanmaktadirlar. Bu
goriiniim onlarin morfolojik olarak yapilarini bozmakta, istenilen komponentleri
tiretmelerinde sorunlar yaratmaktadir. Bu sebeble 7. giinden sonra farklilastirilan
kondrosit hiicrelerinin bir kismi aljinat-hyaluronik asit mikrokiirelerde enkapsiile
edilmis ve orijinal kiiresel morfolojilerini tekrar kazanmalar1 saglanarak
dedifferansiye edilmislerdir. Bu sayede adipoz kok hiicrelerden farklilastirilan ve
sonrasinda mikrokiirelerde enkapsiile edilen kondrositler orijinal morfolojilerine
sahip olup istenilen ekstraselliiler komponentleri sentezleyerek ileride yapilabilecek
in-vivo bag doku rejenerasyonu ¢alismalarinda hiicresel tedavi yontemi olarak

kullanilabilirler.

2.12 Real Time-PCR ile kondrositlerin Tip | ve 11 Kollagen, Aggrecan, SOXO9,
COMP Gen Ekspresyonlarinin Degerlendirilmesi

PCR teknigiyle kondrositlerin kondrojenik potansiyelleri i¢in belirlenmis olan ve
calismalarda on plana c¢ikmis olan kondrojenik parametrelerin (markerlarin)
ekspresyonlar1 kantitaf olarak incelenmistir. Kondrojenik farklilagsmada kollajen tip I
olgunlasmis kondrositlerin sentezlemedigi bir proteindir ve mezenkimal kok
hiicrelerin ortamda varligin1 gosteren bir belirtegtir (negatif belirteg) (Chen, Tsai et
al. 2005). Kollajen tip II hyalin kondrositlerin sentezledigi bir proteindir (pozitif
belirteg) (Masuda, Sah et al. 2003). Aggrekan hyalin kikirdak dokusunda bulunan
hiicrelerin sentezlemis oldugu ekstraselliiler bir matriks proteinlerinden biridir
(pozitif belirteg) (Masuda, Sah et al. 2003). Sox9 kikirdak olusumunda ortaya ¢ikan
transkripsiyon faktorlerinden birisidir (pozitif belirteg) (Can 2014). Hiicreler 200mL
PBS igerisinde siispansiyon haline getirilir. Daha sonra iizerine 400uL Lysis-/-
Binding Buffer eklenir ve 15 saniye vortekslenirler. Ornekleri filtre tiipiine transfer
etmek icin: bir filtreli tlip toplama tiipiiniin i¢ine yerlestirilir, maksimum 700uL
ornek alinip filtreli tiipe aktarilir ve 8000xg de 15 saniye santrifiij edilir. Santrifiijden
sonra filtreli tiip toplama tiipliniin i¢inden ¢ikartilip sivi kismi atilir ve tekrar filtreli

tiip toplama tiipiliniin i¢ine koyulur. Steril reaksiyon tiiplerinin i¢ine her 6rnek i¢in
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90uL DNAaz Inkiibasyon Tamponu koyulacak ve 10uL DNAaz | eklenip karigtirilir
ve cam filtrenin lizerindeki ¢ozelti alinip filtre tiipiiniin tist kismina eklenir. 15 dakika
+15’ten 25°C ye kadar sicaklikta inkiibe edilir. Daha sonra filtreli tiipe 500uL. Wash
Buffer I eklenir ve 8000xg de 15 saniye santrifiij edilir. Santrifiijjden sonra toplama
tiiptinde kalan s1v1 kisim atilip filtre tlipii yeni bir toplama tiipiiniin i¢erisine koyulur.
Daha sonra filtreli tiipe 500uL Wah Buffer 11 eklenir ve 8000xg de 15 saniye
santrifiijjden sonra toplama tilipiiniin i¢inde kalan sivi kisim atilacaktir. Ardindan
filtreli tiipe 200uL Wash Buffer II eklenecek ve hicbir wash buffer kalintisi
kalmamasi i¢in 2 dk maksimum hizda (yaklasik 13000xg) santrifiij edilir ve daha
sonra toplama tiipii atilip ve filtreli tiip temiz ve steril 1.5mL’ lik mikrosantrifiij
tiiplerine yerlestirilir. RNA nin ayristirilmasi igin; filtre tiiptine 50-100uL Elution
buffer eklenir ve 8000xg de 1 dakika santrifiij edilir. Mikrosantrifiij tiipiiniin i¢ine
ayristirtlan RNA, RT-PCR da kullanilmak iizere —80°C de saklanir. RNA miktarinin
belirlenmesi i¢in 7 puL eluent kullanilir. Eluentteki RNA miktarinin belirlenmesi,
cDNA senteziyle eszamanh yiiriitiiliir. Daha sonra 260 nm’de spektrofotometrik
(Analytik Jena Spekol 1300) dl¢iim yapilir. RNA ¢ozeltisi 1:20 oraninda WFI ile
seyreltilir, (7 uL RNA ¢ozeltisi + 133 pL WFI). 122.5 pL’si mikrokiivete alinir ve
Olglim yapilir. 260 nm’de RNA miktar1 [pug/mL] belirlenir. Spektrofotometre icin
referans degeri= OD (260 nm) / OD (280 nm) olarak hesaplanir. Sonrasinda cDNA
sentezi yapilir. Jel dokiimentasyonu i¢in cDNA amplifikasyonu saglanir. PCR Mix
¢oOzeltisi hazirlanir ve gercek zamanli PCR prosesi gergeklestirilir. Elde edilen

sonuclarin kontrol grubuna gore karsilastirmasi yapilir.

2.13 Glikozaminoglikan Ol¢iimii ile (DMMB) ile Glikozaminoglikan Miktarinin

Belirlenmesi

DMMB tayini i¢in temel olarak Yoon L.S. ve ark. 2011°de kullanmis olduklar1 metod
takip edildi (Yoon, Chung et al. 2011) . Ozetle 16 mg dimetil metilen mavisi, 2,37 g
NaCl, 95 mL 0,1 mol/L HCI 1000 mL olacak sekilde distile suda ¢oziildii ve pH 3.0
olarak ayarlandi. Hazirlanan DMMB ¢6zeltisi kullanilincaya kadar kahverengi sisede
4°C’de saklandi. Yaklasik 1x10° adet kondrosit besiyerinde Kkiiltiire edilmis ve
edilmemis adipoz kokenli mezenkimal kok hiicre hiicreler 300 mg/mL papain
(papaya proteinaz 1),2 mM EDTA, 2 mM N-asetil-L-sistein (Sigma-Aldrich) igeren
¢ozelti icerisinde 65°C*de bir gece pargalandi. 100 mM Na2HPO4 ve 5SmM EDTA
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100mL distile suda ¢oziilerek PBE (fosfat tamponu edta) tampon ¢dzeltisi hazirlandi.
Standart icin 125pg/mL kondroidin siilfat, hazirlanan PBE c¢ozeltisi igerisinde
¢Ozdiirtilerek hazirlandi. 0-10pug/mL arasinda artan sekilde hazirlanan kondroidin
siilfat ¢ozeltileri 48 well plate in kuyucuklarina 20’er uLL koyuldu ve iizerlerine 200
uL DMMB stok ¢ozeltisi eklendi. 1 gece boyunca pargalanan hiicreler 8000 g de 15
dk santrifiij edildikten sonra iistte kalan siipernatant PBE ¢o6zeltisi kullanilarak 1-
10ug/mL arasinda artan sekilde hazirlanip 3 tekrarli olarak kuyucuklara 20’er pL
eklendi ve iizerlerine 200 pL. DMMB stok ¢ozeltisi eklendi. Ornekler 525 nm de
ELISA plate okuyucuda okutuldu.

2.14 Ger¢ek Zamanh Analiz Sistemi ile Kok Hiicrelerin ve Kondrositlerin

Proliferasyonu ve Farklilasma Profillerinin Olusturulmasi

Adipoz kokenli kok hiicreler ve kondrosite doniistiiriilmiis 15. giindeki kondrosit
hiicreleri E-plate olarak adlandirilan hiicrelerin tutundugunda ve ¢ogaldiginda
elektriksel bir impedans olusturdugu 96’li well platelere e-plate’in her bir
kuyucuguna 5000 hiicre olacak sekilde ekimi yapilir. Kok hiicreler v/iv %10 FBS ve
v/v %1 Pen/Strep ¢ozeltisi iceren DMEM’1i besi yeri icerisinde well platin her bir
kuyucugunda ger¢ek zamanli hiicre analiz sitemine sahip (RTCA) X-celligence
cihaz1 igerisinde 37°C’lik inkiibatorde kiiltiire edilirler. Daha 6nceden kondrosite
farklilastirilmis hiicreler de ayn1 zamanda hem kondrojenik farklilagtirma ortaminda
hem de DMEM’li hazir besiyerinde kiiltiire edilmislerdir. Her giin hiicrelerin vasati
degistirilmis ve toplam 96 saat siiren bilgisayarli gézlem yapilmistir. Cihaz bu siire
zarfinda her on dakikada bir empedans 6lgerek bize ekilmis hiicrelerin proliferasyon
karakteri hakkinda bilgi vermistir. Olusan hiicre karaktersitik ¢izelgeleri her hiicre
tipine Ozgli bir egri olusturmus bu egriler birbirleriyle karsilastirilarak
yorumlanmiglardir. Empedans degisikligi hiicre sayisindaki artisa veya hiicrenin

yiizeyle temas ettigi alandaki kiiciilme veya artisa gore degismektedir.

Farklilasmis kondrosit ve adipoz kokenli kok hiicrelerin empedans karakterlerinde
degisikler, besiyerleri agisindan karsilagtirllmistir. Kondrosit hiicrelerine 24. Saaten
sonra ortama v/v %10 FBS’li kontrol DMEM’i eklendiginde morfolojilerinde veya

hiicre proliferasyonunda bir azalma oldugu empedans degerlerindeki artis hizinin
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azalmasindan anlagilmaktadir. Bu da bize kondrojenik farklilagtirma ortaminin
DMEM besi ortamina gore proliferasyonu daha cok arttirict bir etkisi oldugunu
gostermektedir. Ayni sekilde adipoz kokenli kok hiicrelerin besiyerini farklilastrima
ortamiyla degistirdigimizde, benzer sekilde farklilastirma ortaminin kok hiicrelerinin
proliferasyonunu DMEM’li hazir besiyerinde daha ¢ok arttirdigi goriilmiistiir. Kok
hiicreye bakildiginda ise normal besi ortamina igerisinde kiiltiire edilen kok
hiicrelerde daha fazla proliferasyon ve morfolojik degisiklik goriilmemis iken, 24.
saatten sonra kondrojenik besi ortamina ilave edilen grupta normal besi ortami gore
proliferasyonda artig gozlenmistir. Fakat 70. saatten sonra morfolojik degisiklige
bagli olarak empedans degerlerinde bir diisiis gozlenmistir. Bu da bize farklilastirma
ortamina konmus kok hiicrelerin yaklasik 3. gilinden itibaren proliferasyon hizlarim

disiirtip  kondrojenik  farklilagmaya girmeye basladiklarint  gdstermektedir.

2.15 Kondrojenik Olarak Farkhlastirilmis Adipoz Kok Hiicrelerin Aljinat

Mikrokiirelerde Enkapsiilasyonu

Koyunlarin lumbal bélgesinden elde edilen ve kondrojenik olarak farklilastirilan
kondrositlerin aljinat mikrokiirelerde enkapsiilasyonu Durkut S. ve ark’in 2008’de
yapmis olduklar1 ¢alismanin iizerinde birkag¢ degisiklik yapilarak gerceklestirilmistir.
(Durkut 2008). Bolim 2.1°de de anlatildigi iizere w/v  %2’lik 2mL’lik aljinat
cozeltisi, 10* adet / mL farklhilastirilmis kondrosit iceren 1 ml %20’lik fetal sigir
serumu ve v/v %1’lik P/S DMEM iceren besiyeri ile manyetik karistiricida 300
rpm’de 5 dakika kadar laminer flow kabininin igerisinde karistirilmistir. Sonrasinda
alijnat — kondrosit ¢ozeltisi 23G siringanin igerisine c¢ekilip  yine manyetik
karistiricidda 600 rpm’de cam beherde karigsmakta olan w/v %10’luk 50 mL CaClz
cozeltisinin igerisine damlatilmistir. Tiim ¢ozelti siringanin igerisine yliklenip
damlatildiktan sonra 10 dakika kadar capraz baglanmanin tamamen gerceklesmesi
icin beklenilmis ve beherde bulunan mikrokiireler 6 ve 12 kuyucuklu plateler
icerisine konmus ve yine ayni besiyeri eklenerek inkiibatorde inkiibasyona

alinmislardir.
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3.TARTISMA VE SONUCLAR

3.1 Aljinat ve Aljinat-Hyaluronik Asit Mikrokiirelerin Sentezlenmesi ve In-

Vitroda Lizozim Degredasyonunun Degerlendirilmesi

Sekil 3.1. Laboratuvarda Uretilmis %2’lik Aljinat Mikrokiire Mikroskop Gériintiisii
(40x).

Sekil 3.2. Laboratuvarda Uretilmis %2 Aljinat-%5 Hyaluronik Asit Mikrokiire
Mikroskop Gorlintiisii (40x).
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Sekil 3.3. In-Vitro Lizozim Degredasyonu Calismasi 0. Hafta A) Aljinat
mikrokiire/PBS (Kontrol) B) Aljinat -Hyaluronik Asit mikrokiire/PBS(Kontrol) C)
Aljinat/PBS-Lizozim D) Aljinat-Hyaluronik Asit/PBS-Lizozim. 1. Hafta; E) Aljinat
mikrokiire/PBS (Kontrol) F) Aljinat -Hyaluronik Asit mikrokiire/PBS(Kontrol) G)
Aljinat mikrokiire/PBS-Lizozim H) Aljinat-Hyalunik Asit mikrokiire/PBS-Lizozim

Yapilan bir ¢aligmada hyalin kikirdakta bulunan lizozim enziminin kitosan polimer
iskelet degredasyonuna olan etkisine bakilmis, lizozimin kikirdakta 10 mg/ml
degerinde oldugu belirtilmis, 42 giin sonunda kitosan polimer yapisinin biiyiik
oranda enzimatik degredasyona ugradigi belirtilmistir (Park, Choi et al. 2013).
Yaptigimiz in-vitro lizozim degredasyonu testinde mikroskop goriintiilerinin de
destegiyle aljinat mikrokiirelerin suda aylarca dayanabildigi, sadece PBS icerisinde
40 giin sonrasinda yapisini biiylik oranda korudugu ve 10 mg/ml lizozimli PBS
cozeltisi iginde ise 28 giinden fazla siire dayandigr goriilmistir. Ancak ayni
uygulama wiv %2 aljinat — w/v %0.5 hyaluronik asit karigimiyla elde edilen
polimerik mikrokiireler i¢in denendiginde yapinin aljinat mikrokiirelerden daha hizl
coziilerek 20. giinden sonra parcalanmaya basladig1 goriilmiistiir. Hyaluronik asit diiz
zincirlerden olusan bir polisakkarit oldugu i¢in aljinatla karistirildiginda herhangi bir
giiclii iyonik capraz baglama goriilmemesi ve iistiine diiz hyaluronik asit polimerik
zincirlerinin aljinatin CaClz ile capraz baglanmis yapisinin stabilitesini diisiirmesi
sebebleri ile degredasyon profillerinin sadece aljinatla edilen mikrokiirelere gore
daha diisiik ¢iktig1 diisiiniilmektedir. Bu sonuglara dayanarak artikiiler bag dokusu

implantasyonu hedefli yapilacak caligmalar da diisiiniilerek hyaluronik asit—aljinat
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mikrokiireler yerine sadece w/v %2’lik aljinat mikrokiire uygulamasi sonraki

analizlerde tercih edilmisgtir.

3.2 Tavsanlardan Elde Edilen Kondrosit Hiicrelerinin In-Vitro Kiiltiire

Edilmesi Mikrokiireler Icerisinde Enkapsiilasyonu

Koyunun artikiiler bag dokusundan izole edilen kondrositlerin tek tabakali
(monolayer) ve aljinat mikrokiirede enkapsiile edilmis Kkiiltiirlerinde zaman
icerisindeki morfolojik degisimleri 151k mikroskobunda goriintiilenmistir. Kondrosit
hiicreleri tek tabakali kiiltiirde fibroblast benzeri bir goriiniim alirken aljnat
mikrokiire i¢indeki kiiltiiriinde kiiresel bir morfolojiye sahip olmaktadirlar. Bu durum
bize flask kiiltiirlerdeki kondrositlerin zamanla differensiyasyona (degisime)
ugradigimi  gosterirken, 3 boyutlu kiiltiirlerdeki kondrositlerin ise kiiresel
morfolojilerini  korumayi basarmakta olduklarmi1 anlatmaktadir.  Kaynak
makalelerden elde edilen veriler 1s18inda dizdeki bag dokusunda merkez bolgede
bulunan kondrositlerin kiiresel bir simetriye sahip olduklar1 belirtilmis, yapilan
kabullerde tiim bolgelerdeki kondrositlerin de kiiresel simetriye sahip oldugu
varsayimlari1 yapilmigtir (Han, Federico et al. 2007) (Guilak and Mow 2000). Ancak
yaptigimiz ¢alismada adipoz kok hiicreleri flasklarda kondrositlere farklilastiktan
sonra dedifferansiyasyon adi verilen silire¢ sonucu fibroblast benzeri bir goriiniim
kazanmaktadirlar. Bu goriiniim onlarin morfolojik olarak yapilarini bozmakta,
istenilen komponentleri iiretmelerinde sorunlar yaratmaktadir. Elde edilen literatiire
gore mikrokiireler igerisinde enkapsiile edilen farklilastirilmis kondrositlerin
mikrokiireler igerisinde fibro-bag karakteristigi gdstermeden orjinal morfolojilerini
koruyabildikleri belirtilmektedir (Ewa-Choy Y.W., et al. 2017), (Debnath, Shalini et
al. 2015), (Girandon, L., et al. 2011) Mikrokiire enkapsiilasyonu sayede adipoz kok
hiicrelerden farklilagtirilan ve sonrasinda mikrokiirelerde enkapsiile edilen
kondrositler orijinal morfolojilerine sahip olup istenilen ekstraselliiler komponentleri
de sentezleyerek ileride yapilacak olan in-vivo bag doku rejenerasyonu

calismalarinda hiicresel tedavi yontemi olarak kullanilabilirler.

Sekil 3.8’de de goriildiigii lizere tavsanlarin artikiiler bag dokusundan izole edilen

kondrositlerin in-vitro flask ortaminda ¢ogaltilmasi (A),(B) ve fibro-bag
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farklilagmast gerceklestirmeden mikrokiireler igine enkapsiilasyonu
gerceklestirilmistir  (C),(D). Mikroskop goriintiilerinde de gorilldigi iizere
kondrositler mikrokiireler igerisine enkapsiile edildikten sonra yuvarlak goriiniimlii
mofrolojilerini  15. Giin sonundaki goriintiilerde kondrositlerin  yuvarlak

morfolojilerini mikrokiireler igerisinde koruduklar1 goriilmektedir.

Sekil 3.4. Kiiltiire aliman kondrositlerin 15.glindeki morfolojileri goriilmekte. 2
boyutlu flask kondrosit kiiltiirii (A) (50x) ve (B) (200x). Aljinat mikrokiirede 3
boyutlu  enkapsiile  kondrosit  kiiltiri  (C) (50x) ve (D) (200x).
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3.3 Kondrosit Iceren Aljinat Mikrokiirelerin Toluidine Mavisi ile Boyanmasi

Aljinat mikrokiireler 30 giin boyunca 12 kuyucuklu platelerde inkiibe edilip
sonrasinda ¢ikarilarak dondurma ¢ozeltisi ile -20°C’de dondurulduktan sonra
kriyotomda 0,3 mm’lik kesitleri lam tiizerine alinmis ve hemen ardindan lamlara
Toluidine Mavisi damlatilip 5 dakika beklendikten sonra PBS ile yikamasi yapilmis
ve 151k mikroskobunda goriintiilenmistir. Toluidine Mavisi boyast normalde mavi
renkli boya iken, boyama sonrasi kondrositlerin mikrokiire i¢cinde sentezlemis oldugu
glikozaminoglikan igerigini mor-pembe renkte boyayarak hem mikrokiiredeki
hiicrelerin yogunlugu hakkinda hem de glikozaminoglikan yogunlugunu gostererek
kondrositlerin olgunlagsma diizeyi hakkinda bize fikir vermektedir. Alttaki fotografta

aljinat mikrokiireler i¢indeki olgunlagmis kondrositler goriilmektedir

Sekil 3.5. Kondrosit igeren aljinat mikrokiirelerin toluidine mavisi ile boyanma
goriintiileri.. (A) (100x). Kondrositlerin (K) sentezlemis oldugu glikozaminoglikan

hiicrenin ¢evresinde halesel bir goriinlimde renk vermektedir (B) (200x).

Sekil 3.9°da da goriildiigii tizere Toluidine mavisi kondrosit hiicrelerinin sentezlemis
oldugu glikozaminoglikan bolgesini gostermektedir. Normalde koyu mavi olan boya,

hiicrenin ¢evresindeki glikozaminoglikanin varliginda mor-pembe renk almaktadir.
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3.4 Aljinat-Kitosan Polimer Doku iskelelerine Kondrosit Hiicrelerinin Ekiminin
Mikroskop Altindaki Goriintiileri

Sekil 3.10°de goriildiigli tizere ekimi yapilan hiicrelerin tutunma etkinligi agisindan
acisindan aljinatin doku iskelesi yapilar1 aljinat mikrokiire yapilarina gore zayif
kalmaktadir. Kondrositler ekim sirasinda polimer yiizeyine kiiresel bir morfolojiyle
tutunmakta, bir kisim kondrosit hiicresi ise yilizeyden ve genis por caplarindan
kayarak 96’l1 well plate tabanina yapismaktadir. Sekil 3.10°da ilk hafta boyunca
hiicrelerin polimere tutunup prolifere olduklar1 goriilmektedir. Ancak goriintiilerde
aljinatin liyofilize edilmis polimerik iskelet yapilarmin hiicre tutunma etkinligi

acisindan aljinat mikrokiirelere gore zayif kaldiklar1 goriilmektedir.

Sekil 3.6. Koyunun artikiiler bag dokusundan elde edilen kondrosit hiicrelerinin
aljinat-kitosan polimerine ekim fotograflari; (A) diiz hiicre kiiltiirii, (B) %2’lik
aljinatin-%0,3 lik kitosanla 5/2 oraninda karistiriimasiyla elde edilen polimer
iskeletine kondrosit hiicresinin (K) ekimi sonrasindaki ilk hafta sonundaki kiiltiir

goriintimleri. Faz kontrast mikroskobu (50x%).
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3.5 Kondrosit Iceren Aljinat-Kitosan Polimerde Alamar Mavisi Sonuclarinin

Kondrosit iceren Aljinat Mikrokiirelerde Alamar Mavisi Fluoresans Sonuglari

ile Karsilastirilmasi
Tablo 1: Tek Tabakali Kondrosit Hiicre Kiltdrd Tahlo 2: Mikroktire ve Liyofilize Skaffold icin
Metaholik Aktivite Degigimi Metabolik Akitivite Degisimleri
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Sekil 3.7. Tek tabakali kondrosit kiiltiiriiniin gecen zaman i¢indeki metabolik aktivite
degisimi (Tablol). Aljinat mikrokiirelere ve liyofilize edilmis aljinat-kitosan doku
iskelelerine ekilmis kondrosit hiicrelerinin Alamar Blue testi ile belirlenen metabolik

etkinliginin  fluoresans degerlerinin  haftalara gore degisimi (Tablo 2).

Mikrokiire ve liyofilize doku iskeleleri i¢inde kiiltiire edilen kondrositlerin Alamar
mavisiyle boyanmasi ile elde edilen metabolik aktivite sonuglarina gore ilk haftada
ortalama 4 mikrolitrelik bir aljinat mikrokiiredeki kondrositlerin fluoresans degeri
ayni miktardaki liyofilize aljinat-kitosan doku iskelelerine gore daha yiiksek ¢iktigi
goriilmiistiir. Sebebi olarak mikrokiire enkapsiilasyon tekniginin ¢ok sayida hiicreyi
matriks yapisi i¢ine hapsettigi ancak liyofilize doku iskelesinin ise iizerine hiicre
ekilmesi gerektiginden hiicrelerin liyofilize doku iskelesindeki genis por yapilarindan
ve zayif yiizeysel hiicre-polimer etkilesiminin de etkisiyle doku iskelesi matriksinde
diisiik tutunma gosterdikleri diisiiniilmektedir (Girandon, L., et al. 2011). Ikinci
haftada ise aljinat-kitosan liyofilize doku iskelesi igindeki kondrositlerin
mikrokiirelere gore metabolik aktivite artis hizi1 daha yiiksek ¢ikmistir. Ancak iki
haftanin sonuglar1 genel olarak ele alindig1 zaman enkapsiilasyon teknigi enkapsiile

edilen ilk hiicre sayisinin olduk¢a yogun olmasi sebebiyle beklendigi iizere total
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hiicre sayisi sonuglari daha yiiksek cikmustir.

3.6 Koyunlarin Lumbal Bélgesinden Izole Edilip Cogaltilan ve Mikrokiireler
Icerisinde Enkapsiille Edilen Adipoz Kok Hiicrelerinin Mikroskoptaki

Goriiniimleri

Sekil 3.8. Adipoz kokenli mezenkimal kok (AKH) hiicrelerin kiiltiirii 1. giin. Faz
Konrast Mikroskobu, (A)100x. B(200x).

Koyunlarin lumbal bélgesinden izole edilen adipoz kokenli kok hiicrelerin in-vitro
ortamda kiiltiire edilmesi sirasinda c¢ekilen mikroskop goriintiilerinde de (Sekil 3.8)
goriildiigii tizere yag dokusundan flaska dokiilen ilk hiicreler tripsin enzimi ile
kaldirilmig sonrasinda tiiplere aktarilip santrifiijlendikten sonra dipteki pelletler
tekrardan yeni flasklara ekilmislerdir. ilk pasajlarda da gériildiigii iizere hiicrelerde

herhangi bir deformasyona rastlanilmamaktadir.
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3.7 Koyunlarin Lumbal Boélgesinden Izole Edilen Adipoz Kokenli Kok
Hiicrelerin In-Vitroda Kondrojenik Farkhlasmasinin ve Kondrojenik

Farkhlasma Sonrasi Dedifferansiyasyonun Gosterimi

Cesitli hayvanlardan (Mackay, Beck et al. 1998) ve insanlardan (Pittenger, Mackay
et al. 1999) izole edilen mezenkimal kok hiicrelerin spesifik farklilagtirma
ortamlarinda adiposit, kondrosit, myosit ve fibroblast hiicrelerine doniistiikleri
literatiirde belirtilmistir. Kondrojenik farklilagsma sonrasi akabinde devam eden tek
tabakali hiicre kiiltiirlindeki  farklilasma  yaklasitk 3. pasaj sonrasinda
dedifferansiyasyona ugrayarak fibro-bag dokusu karakteristigi kazandigi Onceki
calismalarda gosterilmistir.  Yapmis oldugumuz c¢alismada koyunlarin lumbal
bolgesinden izole edilen adipoz (yag kokenli mezenkimal kok hiicrelerin de benzer

sekilde dedifferansiyasyona ugradiklari sekil 1°de gosterilmistir.
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Sekil 3.9. Koyunlardan elde edilen adipoz kok hiicrelerin flow sitometri analizleri.
Koyunlardan izole edilen kondrositler flow sitometrik analizlerde negatif belirteg
olarak analiz edilmislerdir (A). Koyunlardan elde edilen adipoz kok hiicrelerin kok
hiicre olduklar ¢esitli farklilasma (CD) markerlariyla gosterilmislerdir (B).
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Sekil 3.10. Adipoz kokenli mezenkimal kok hiicrelerin (AKH) izolasyonu ve
sonrasinda StemPro kondrojenik farklilagtirma ortamindaki mikroskop goriintiileri.
(A) Koyun lumbal yag dokusundan (YD) adipoz kok hiicrelerinin eldesi (100x). (B)
%10 FBS’lu DMEM ortaminda in-vitroda ¢ogaltilan adipoz kok hiicreler (AKH)
(100x). (C) Stem Pro kondrojenik farklilasma kiti ile farklilastirilan kondrosit (K)
hiicreleri (400x). (D) %10 FBS’lu DMEM ile devam ettirilen kontrol kiiltiir (400x).
(E) Kondrojenik kondrosite farklilastrilan kok hiicrelerin fibro-bag farklilagmasi
(dedifferansiyasyonu) (FBF) (50x).
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Yaptigimiz ¢aligmada literatiir taramasiyla da desteklenen analizlerde kondrojenik
farklilagtirma oratmainda adipoz kokenli kok hiicreler kondrojenik farklilagmayla
yaklasik 7-10 giin icerisinde kondrosite doniigmektedir. Kondrosite farklilagsmis
hiicreler ilerleyen zamanda differansiye olmakta, ilerleyen kiiltiirlede ortalama
3.pasaj sonrasi fibro-bag dokusu karakteristigi gostermektermektedir (Debnath,
Shalini et al. 2015). Faz kontrast mikroskobu(50x).

3.8 Koyunlardan Elde Edilen Kondrosite Farkhilastirtlan Adipoz Kokenli Kok

Hiicrelerin Mikrokiireler icinde Enkapsiilasyonu

Sekil 3.11. Adipoz kok hiicreden farklilastirilan kondrositlerin mikrokiireler
icerisinde enkapsiilasyonu. Faz kontrast mikrokobu (40x).
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3.9 Gercek Zamanh Analiz Sistemi ile Kok Hiicrelerin ve Kondrositlerin

Proliferasyonu ve Farklilasma Profillerinin Olusturulmasi

Farklilasmis kondrosit ve adipoz kokenli kok hiicrelerin empedans karakterlerinde
degisikler, denenen besiyerleri agisindan karsilastirilmistir. Kondrosit hiicrelerine 24.
Saaten sonra ortama v/v %10 FBS’li kontrol DMEM’i eklendiginde morfolojilerinde
veya hiicre proliferasyonunda bir azalma oldugu empedans degerlerindeki artis
hizinin azalmasindan anlagilmaktadir. Bu da bize kondrojenik farklilastirma
ortammin DMEM besi ortamina gore proliferasyonu daha ¢ok arttirict bir etkisi
oldugunu gostermektedir. Ayni sekilde adipoz kokenli kok hiicrelerin besiyerini
farklilastrima ortamiyla degistirdigimizde, benzer sekilde farklilastirma ortaminin
kok hiicrelerinin proliferasyonunu DMEM’li hazir besiyerinde daha ¢ok arttirdig
goriilmistiir. Kok hiicreye bakildiginda ise normal besi ortami igerisinde kiiltiire
edilen kok hiicrelerde daha fazla proliferasyon ve morfolojik degisiklik goriilmemis
iken, 24. saatten sonra kondrojenik besi ortamina ilave edilen grupta normal besi
ortamina gore proliferasyonda artis gézlenmistir. Fakat 70. saatten sonra morfolojik
degisiklige bagli olarak empedans degerlerinde bir diislis gozlenmistir. Bu da bize
farklilastirma ortamina konmus kok hiicrelerin yaklasik 3. gilinden itibaren
proliferasyon hizlarmi distiriip kondrojenik farklilasmaya girmeye basladiklarini

gostermektedir.
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Sekil 3.12: Xcelligence Cihaziyla 96’11 E-Platelere ekilmis olan hiicrelerin bilgisayar

ortaminda empedansinin 10’ar dakika araliklarla kaydedilmesi sonucu elde edilen
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hiicreye 6zgili karakteristik egri. Kirmiz1 ¢izgi farklilastirilmis kondrosit (24 saat
sonrast farklilagtirma ortami eklenmesi). Mavi ¢izgi farklilagtirilmis kondrosit
(DMEM kontrol) Yesil ¢izgi adipoz kokenli kok hiicre (20. Saat sonrasi farklastirma
ortami). Pembe ¢izgi adipoz kokenli kok hiicre (DMEM  Kontrol).

3.10 Kondrojenik Farklilagsma Sirasindaki Glikozaminoglikan Degerlerinin

DMMB ile Ol¢iimiiniin Degerlendirilmesi

Cizelge 3.1. Absorbansa  Gore  Kondrosit  Sayisinin  Belirlenmesi

7.giin 15.giin
Gruplar standart kontrol kondrojenik kontrol kondrojenik
0 pg/ml 0,082 0,075 0,078 0,073 0,074
1,25ug/ml 0,116 0,081 0,085 0,074 0,074
2,5ng/ml 0,129 0,084 0,085 0,077 0,076
Spg/ml 0,137 0,084 0,090 0,079 0,080
7,5ng/ml 0,145 0,086 0,094 0,085 0,081
10pg/ml 0,147 0,087 0,095 0,085 0,102

Yaptigimiz ¢alismada mikrokiireler bir sonikator icerisinde pargalanmis sonrasinda
elde edilen mikrokiire pargalarinin 6lgimiine bakilmistir. Ancak elde edilen degerler

oldukca diisiik ¢ikmistir. Bunun sebebi olarak kontrol grubunun tripsin ile flasktan
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hiicre kaldirilmasi sirasinda ortam sivisinini analize dahil edilmemesi gdsterilebilir.

3.11 Antikor Boyamasi Sonuclar1 (Kollajen Tip I, Tip II ve Agrekan)

Adipoz kokenli mezenkimal kok hiicrelerin 1 hafta boyunca Stempro kondrojenik
farklilasma ortaminda ve kontrol grubunun DMEM+%10 FBS ¢6zeltisi kullanilmasi
ile kiiltire edilerek ¢esitli proteinlerin gen ekspresyonlarina, liretilen proteinlere
baglanan spesifik antikorlarla (agrekan, kollajen tip I, kollajen tip II) bagli floresans
isretleyiciler ile bakilmistir. Burada antikor baglanan bolgeler kahverengiyle
boyanmus, hiicrelerin ¢ekirdekleri de mor renkle boyanmistir. Buna bagli olarak
agrekan ve kollajen tip II kondrojenik farklilasma belirteci olarak gosterilirken
kollajen tip 1 ise fibroblast benzeri yap:1 belirteci olarak kullanilmaktadir. Elde
ettigimiz sonuglarda 7. giinde agrekan miktarinin arttig1 goriilmekte bu da 6rneklerde
mezenkimal kok hiicrelerin artik kondrojenik farklilasma yoniinde ilerledigi
gosterilmektedir. Burada kondrojenik farklilagma ortami1 DMEM + v/v %10 FBS’ye
nazaran daha ¢ok farklilasma gosterdigi goriilmektedir. Kollajen tip II i¢in de
ikisinde de pozitif belirte¢ goziikmekte, kondrojenik farklilagma ortami iginde olan
grup daha fazla boyanarak hiicreler agisindan daha uygun bir besi ortami oldugu

anlagilmaktadir.

Son olarak da kollajen tip I i¢in de her iki besi oratmi da benzer bir goériiniim
gostererek mezenkimal hiicre belirteci bize baslangigta ve devaminda ilk 7 giin icin

herhangi bir fibroblast benzeri bir olusuma donlisme olmadig ispat edilmistir.
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Sekil 3.13. Antikor 7. Giin Boyama Sonuglari. Faz kontrast mikrokobu. 200x. Koyun

lumbal bolgesinden elde edilen adipoz kok hiicrelerin (A) Agrekan, (C) Kollajen tip I
ve (E) kollajen Tip II antikor boyamasi ile elde edilen%10 FBS’lu DMEM kontrol
somuglar1 sonuglari. (B) Agrekan, (D) Kollajen Tip I ve (E) Kollajen Tip II antikor
boyamasi ile elde edilen StemPro kondrojenik farklilagtirma kiti sonuglari. Faz
Kontrast Mikroskobu (200x).



3.12 PCR Sonuclarinin Degerlendirilmesi

Cizelge 3.2. Kullanilan besiyerlerine gore kondrojenik farklilagma PCR sonuglar

Gen isaretleyicisi (Marker) Hedef CP Degeri Ref CP Degeri | Oranlar
Aggrekan DMEM Kontrol 7. Giin 29.54 25.08 4.56X10"-2
Kollajen Tip I DMEM Kontrol 7. Giin 30.95 25.08 1.71x 10"-2
Kollajen Tip I DMEM Kontrol 7. Giin 36.14 25.08 4.68x10"-4
SOX9 DMEM Kontrol 7. Giin 27.93 25.08 0.1388
Aggrekan Kondrojenik 7.Giin 29.01 28.35 0,6314
Kollajen Tip | Kondrojenik 7. Giin 27.48 28.35 1.828
Kollajen Tip II Kondrojenik 7. Giin 34.65 28.35 1.26X10"-2
SOX9 Kondrojenik 7. Giin 27.92 28.35 1.344
Aggrekan DMEM Kontrol 15. Giin 28.76 23.10 1.98x10"-2
Kol Tip Tip 1 DMEM Kontrol 15. Giin 23.20 23.10 0,9343
Kol Tip Tip 2 DMEM Kontrol 15.Giin 34.81 23.10 2.99x10"-4
SOX9 DMEM Kontrol Ortam 15. Giin 27.85 23.10 3.71X10"-2
Aggrekan Kondrojenik Ortam15. Giin 28.84 21.16 4.87x10"-3
Kol Tip I Kondrojenik Ortam 15. Giin 22.80 21.16 0,3199
Kol Tip Il Kondrojenik Ortam15. Giin 34.72 21.16 8.3x10"-5
Sox9 Kondrojenik Ortam 15. Giin 27.80 21.16 1x107-2
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Kullanilan Besiyerine Gore Elde Edilen PCR Sonuglari
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Kullanilan Besiyerleri

Sekil 3.14. Kondrojenik Farklilasma PCR Sonuglarinin  Grafiksel Gosterimi.

Yapilan literaiir taramasina bagl olarak adipoz kokenli mezenkimal kok hiicrelerinin
konrojenik farklilgsmasi sirasinda ilk haftada kollajen tip I degerlerinin yiiksek
cikmasi, Kollajen tip Il, aggrekan ve SOX9 gen markerlarinin ise yiiksek ¢ikmasi
beklenmektedir (Masuda, Sah et al. 2003, Chen, Tsai et al. 2005, Can 2014). Ikinci
haftada ise tip I kollajen degerinin diismesi, tip II kollajen, agrekan ve SOX9

degerlerinin artmasi beklenmektedir. Bu sonuclara bazilarinda ulasilabilmistir.
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4. DEGERLENDIRME

Aljinat ilag endiistrisinde hiicre kiiltiirii ve doku miihendisligi uygulamalarinda
ilag/protein/hiicre/gen tasinimi gibi ¢ok ¢esitli kullanim alanlar1 bulmaktadir (Lee
and Mooney 2012). Aljinat mikrokiireler hidrojel formunda ortalama olarak 5 nm por
capina sahip olmasi sebebiyle enkapsiilasyon sonrasi proteinlerin salinimina, hidrojel
bozunduk¢a da bu gaptan daha biiyiik molekiillerin (plasmid DNA, antikor gibi)
salimimina izin vermektedir (Lee and Mooney 2012). Ortopedi alaninda hasar gormiis
veya yapisi dejenere olmus bag dokularmin iyilestirilmesinde hala zorluklar
yasanmakta olup doku miihendisligi yaklagimi zorluklarin agilmasi hedeflenmektedir
(Ma, Hung et al. 2003) . insan mezenkimal kék hiicrelerinin kullamldig: bir
calismada aljinat mikrokiirelerde serum olmayan besi ortaminda kiiltiire edilmis,
ortama doniistiiriicii biiytime faktorii (TGF)-B1, deksametazon ve askorbat-2 fosfat
bir haftadan fazla silirede verilmis, sonu¢ olarak yapilan in-vitro analizlerde biiyiik
osteokondral defektlerin iyilesmesi sirasinda goriilen bag dokusu formasyonunun
olustugu gozlenmistir (AkKiraju and Nohe 2015). Endres ve ark. 2009°da yaptigi
benzer bir ¢alismada ise insan projenitor subkondral hiicreleri aljinat mikrokiirelerde
enkapsiile edilerek in-vitro kosullarda TGF-B3 ile kiiltiire edilmis, 28. giin sonunda
kondrojenik gen markerlarindan tip II kollajenin ve proteoglikanin yogun
ekspresyonuna rastlanmistir (Endres, Wenda et al. 2010). Moshaverinia A. ve ark’nin
2013’te yaptig1 baska bir calismada ise ¢esitli dental dokulardan elde edilen
mezenkimal kokenli kok hiicreler arjinin-glisin-aspartik asit (RGD) sekanslariyla
eslestirilip TGFB-1 ile yiiklenmis mikrokiirelerde enkapsiile edilerek kiiltiire edilmis
sonu¢ olarak mikrokiireler i¢inde enkapsiile edilmis mezenkimal kokenli kok
hiicrelerin otolog kok hiicre implantasyonlarda uygun bir sekilde kullanilabilecegini
gosterilmistir  (Moshaverinia, Xu et al. 2013). Dokuya implante edilecek
mikrokiirelerin degredasyon siirelerinin iyilestirilmesi ile hedeflenen dokuya 6zgii
optimizasyonunun gerekliligi 6nceki ¢alismalarla ortaya konmustur (Sakai, Ono et al.
2002). Aljinat mikrokiirelerin kok hiicreler i¢in mi yoksa kondrosit hiicreleri i¢in mi
daha uygun bir polimerik yapt oldugunun anlagilmasi i¢in yapilan bir ¢alismada
aljinat mikrokiirelerin kondrositlerin enkapsiilasyonu sirasinda kiiresel geometrilerini
koruduklar1 ve buna uygun ekstraselliiler bilesenler sentezleyebildikleri ancak kok

hiicrelerin farklilastirilmas1 amaciyla kullanildiklarinda mezenkimal hiicrelerin yine
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kiiresel geometride kalmalar1 sebebiyle istenilen ekstraselliiler matriks bilesenlerini

sentezleyemedikleri belirtilmistir (Debnath, Shalini et al. 2015).

Yapmis oldugumuz ¢alismada koyunlarin lumbal bolgesindeki adipoz dokusundan
izole edilen otolog mezenkimal kok hiicreler in-vitro ortamda kondrosite
farklilagtirilmig, kok hiicreden farklilastirilan kondrositlerin monolayer kiiltiiriin
ilerleyen doneminde fibro-bag dokusu dedifferansiyasyonuna ugradigi goriilmiistiir.
Yine ayn1 sekilde koyunun artikiiler bag dokusundan izole edilen kondrositlerin diiz
hiicre kiiltiiriinde 1ise ilerleyen zamanlarinda metabolik aktivitesinin diistiigi
goriilmiis ve bunun aynmi olguyla iliskili olabilecegi diistiniilmiistiir. Mikrokiire
teknigi ile aljinat matriks igerisinde kondrositlerin enkapsiile edilmesi saglanmis
kiiltirde kondrositlerin kendi orijinal morfolojilerini koruyarak olgunlagmis
kondrositler igin gerekli olan ekstraselliiler bilesenleri sagladigi in-vitro ortamda
analizlerle belirlenmistir. Bu durum, ileride yapilacak bir in-vivo otolog
implantasyon caligmasi i¢in kondrositlerin birkag pasaj igerisinde 3 boyutlu
polimerik matriksler igerisinde kiiltire devam edilmelerinin  gerekliligini
gostermektedir. Calismanin devaminda ise in-vitro ortamda aljinat mikrokiireler ile
aljinat-kitosan polimer doku iskelesi ve tek tabaka (monolayer) kiiltiir metabolik
aktivite agisindan karsilastirilmiglar; aljinat mikrokiirelerin, aljinat-kitosan liyofilize
doku iskelesi yapisina nazaran tiim proses goz Oniine alindiginda daha verimli bir
hiicresel iletim mekanizmas1 oldugu yapilan analizlerle belirlenmistir. Bunun
sebebinin aljinat mikrokiirelerin yiiksek oranda enkapsiilasyon kapasite sahip olmasi
olarak goriilmektedir. Liyofilize doku iskelesi agisindan ise gerceklestirilen kondrosit
ekim vermiliginin diisiik olmasi doku iskelesinin diisiik hiicre tutunmaya sahip
oldugunu gostermekte ancak metabolik aktivite artisinin daha yiiksek ¢ikmasi doku
iskele yapilarmin da tutunma problemi ¢ozildiginde bir hiicresel iletim
mekanizmasi olarak kullanilabilecegini géstermektedir. In-vivo implantasyon
uygulamalar1 agisindan aljinat mikrokiireler igerisine enkapsiile edilmis
kondrositlerin ortamin ekstraselliiler icerigine katki yaparak doku hasarint morfolojik
bozunmay1 diizelterek iyilestirmesi kondrojenik markerlarin pozitif vermesi
sebebiyle beklenebilir. In-vitroda mikrokiireler pargalandik¢a mikrokiireler
igerisinden kiiltlir ortamina hiicre invazyonu gézlenmemistir. Ancak dogal yollarla
degrede olabilen aljinat mikrokiirelerin bag dokusunda bulunan lizozim gibi

enzimlerle kontrollii bir sekilde par¢alanmasinin mekanizmasi ileride arastirilmasi
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gereken bir konu olup doku miihendisliginin gelisimi agisindan 6nemli bir potansiyel

tagimaktadir.
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