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OZET

KIKIRDAK DOKU MUHENDISLIGINDE KULLANILMAK UZERE MEZENKiIMAL
KOK HUCRELER iLE POLI (€-KAPROLAKTON) SCAFFOLD ARASINDAKI
ETKILESIMIN INCELENMESI VE 3D DOKU MODELININ GELISTIiRILMESI

Hilal TOPTAS

Biyomihendislik Anabilim Dall

Yiiksek Lisans Tezi
Tez Danismani: Prof. Dr. Adil M. ALLAHVERDIYEV

insanlarda kikirdak hasari, Diinyada ve Tirkiye’de goriilme sikhigi giin gectikce artan
saglik problemlerinden biridir. Saghk Bakanligi tarafindan 2010 yilinda 15 yas Usti
bireylerde vyapilan bir arastirmaya gore; Ullkemizde 4,7 milyon kisinin kikirdak
dejenerasyonu hastasi oldugu rapor edilmistir. Kikirdak tedavisinde ¢esitli yontemler
(konservatif ve cerrahi) uygulanmasina ragmen, problemlerin giderilmesinde halen
ciddi sorunlar mevcuttur. Bu nedenle son yillarda kikirdak doku mihendisligine yonelik
calismalar olduk¢ca 6nem kazanmistir. Ozellikle doku miihendisliginde kok hiicre (KH) ve
biyomalzeme alanindaki gelismeler kikirdak hasarlarinin giderilmesinde yeni umutlara
yol acmistir. Biyomalzemeler arasinda kikirdak doku miihendisliginde en ¢ok kullanilan
scaffoldlardan (doku iskelesi) bir tanesi poli epsilon kaprolakton (PCL)'dur. Son yillarda
PCL ve mezenkimal kok hticreler (MKH) arasinda yapilan gesitli calismalar bulunmasina
ragmen, simdiye kadar PCL'nin hangi doku kaynagindan elde edilen mezenkimal kok
hiicreler ile daha iyi etkilesime girdigini gbdsteren calismalar oldukc¢a yetersizdir.
Bununla birlikte PCL scaffold ile mezenkimal kok hiicrelerden olusan (¢ boyutlu
kiltirlerin kondrosit farklilasmasi Gzerindeki etkisi ile ilgili calismalar da az sayidadir.
Ayrica, kikirdak doku miihendisliginde kullanilmak amaciyla; PCL scaffold ile olfaktor
bulb kaynakli mezenkimal kdk hiicreler arasindaki etkilesimle ilgili literatlirde herhangi
bir calismaya rastlanmamistir. Buna gore de bu tez calismasinin amaci; adipoz, kordon
matrisi ve olfaktor bulb gibi farkl kaynaklardan elde edilen mezenkimal kok hiicreler ile
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PCL scaffold arasindaki etkilesimi karsilastirmali olarak incelemek, sonrasinda
olusturulan G¢ boyutlu kiltirler Uzerinde kondrogenezisin gergeklestirilmesi
sonucunda hangi mezenkimal kok hiicre kaynaginin kondrosite daha iyi farklilastigini
belirlemek ve bu sonuclar dogrultusunda kikirdak doku mihendisliginde kullanilmak
Uzere mezenkimal kok hire kaynagi olarak en uygun kok hiicre kaynagini 6nermektir.

Tez kapsaminda amaca ulagsmak igin; adipoz, kordon matrisi ve olfaktér bulb
dokularindan elde edilmis mezenkimal kok hicrelerin PCL scaffold yilzeyinde (g
boyutlu hiicre kiltir modelleri 12 gliin boyunca MTT (3-(4,5-dimetiltriazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolium bromid) ve Canl/Oli boyamasi ile canlilik analizleri, CM-Dil
boyamasi ve SEM (Taramali Elektron Mikroskop) gorintileri takip edilerek optimize
edilmistir. Hazirlanan ¢ boyutlu hiicre kiltir modellerinde ki kondrojenik farklilasma;
MTT, Canli/Olii boyamasi, NO (Nitrik Oksit) analizi, SEM gériintiileri, RNA izolasyonu ve
cDNA eldesini takiben yapilan PZR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu) ve Es zamanli PZR ve
histolojik analizler ile 26 giin boyunca takip edilmistir.

Yapilan tim bu galismalar sonucunda; kordon matrisi ve PCL scaffold ile hazirlanan (¢
boyutlu hiicre kiltir modelinin kondrojenik farklilasmasinin, adipoz doku ve olfaktor
bulb kaynakli mezenkimal k&k hiicreler ile hazirlanan hicre kiltir modelinin
kondrojenik farklilasmasina gére daha hizli gergeklestigi tespit edilmistir. Ayrica yapilan
es zamanli PZR 6n galismasi sonucuna gore; olfaktér bulb kaynakli mezenkimal kok
hicre ve PCL scaffold ile hazirlanan {i¢ boyutlu hiicre kiltir modelinde hiyalin kikirdak
gen ekspresyon 0Ozelliklerine benzer en yakin yapinin elde edildigi gorilmustiir. MTT ve
NO analizi sonuglari istatistiksel olarak parametrik yontemler olan ANOVA ve student t
test ile belirlenmistir. Tum veriler Statistical Packages of Social Sciences (SPSS, version
19.0 for Windows) programi ile calisilarak ve p<0,05 degeri istatistiki olarak anlamli
kabul edilmistir.

Sonuc olarak bu tez ¢alismasi kapsaminda ilk kez olarak; kondrogenez asamasinda
adipoz, kordon matrisi ve olfaktor bulb gibi farklh kaynaklardan elde edilen mezenkimal
kok hicreler ile PCL scaffold arasindaki etkilesim karsilastirmal olarak incelenmistir.
Elde edilen sonuglara gore; PCL'nin her (i¢ kaynaktan elde edilen mezenkimal kok
hiicreler ile etkilesime girdigi, fakat en etkin sonucun olfaktér bulb kaynakh
mezenkimal kok hiicreler ile oldugu belirlenmistir. Ayrica ilk defa olarak; kikirdak doku
mihendisliginde, olfaktér bulb kaynakli mezenkimal kék hiicrelerinin PCL scaffold ile
hazirlanan (¢ boyutlu kiltlir Gzerinde kondrositlere farklilastigl saptanmistir. Bu
sonuclar; gelecekte kikirdak doku mihendisliginde kullaniimak (izere yeni bir
mezenkimal kok hiicre kaynaginin kullanim potansiyelini ortaya ¢cikarmistir.

Anahtar Kelimeler: Scaffold, kikirdak doku miihendisligi, mezenkimal kok hiicreler
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF INTERACTIONS BETWEEN MESENCHYMAL STEM
CELLS-POLYCAPROLACTONE (€-CAPROLACTONE) SCAFFOLDS AND
IMPROVEMENT OF 3D TISSUE MODEL FOR THE USE OF CARTILAGE

TISSUE ENGINEERING

Hilal TOPTAS

Department of Bioengineering

MSc. Thesis

Advisor: Prof.Dr. Adil ALLAHVERDIYEV

Human cartilage damage is one of the most important health problems that increasing
with each passing day in the world and Turkey. According to a study conducted by
Turkish ministry of health in 2010, there are 4.7 million people who are above 15 have
the cartilage degeneration illness. Although, wide varieties of treatments (conservative
and surgery) are being applied, crucial problems in the field are still waiting to be
solved. For this, the importance of cartilage tissue based studies have been grown in
recent years. Especially, stem cell and biomaterial based technology development in
tissue engineering field has caused to open new horizons and hopes to solve these
problems. Poly-epsilon captolactone (PCL) is one of the scaffolds that is being used
widely among the biomaterials in tissue engineering. Although there are some
researches has been studied with poly-epsilon caprolactone (PCL) and mesenchymal
stem cells (MSC), these studies are not enough to explain which stem cell source
better interacting with PCL scaffold. Besides, there are only a few research studied the
effect of three dimensional culture (which is formed from PCl and mesenchymal stem
cells) on the chondrocyte differentiation. Furthermore, we couldn't find any research
about the PCL scaffold and olfactory bulb sourced mesenchymal stem cell interactions
to use in cartilage tissue engineering. According to the information above, the goal of
this thesis study is investigation of the interaction between PCL scaffold and different
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sourced mesenchymal stem cells (such as adipose, umbilical cord matrix, and olfactory
bulb), identification of which mesenchymal stem cell source better for differentiation
to cartilage tissue on the three dimensional tissue cultures and suggestion of optimum
stem cell source to use in cartilage tissue engineering according to these studies.

To reach the goal in the scope of this thesis; three dimensional culture models of
adipose, umbilical matrix and olfactory bulb tissue sourced mesenchymal stem cells on
PCL scaffold have been optimized along 12 days with the MTT (3-(4,5-dimethyltriazol-
2-il)-2,5- diphenyltetrazolium bromide), aliveness analyzes with alive/death dying, CM-
Dil dying and SEM (Scanning Electron Microscope) analyzes. The chondrogenic
differentiation in three dimensional culture models has been investigated along 26
days with; MTT, alive/death dying, NO (Nitric Oxide) analyzes, SEM images, real-time
PCR analyzes following RNA isolation and cDNA obtainment and histological analyzes.

As results of all these studies, chondrogenic differentiation of umbilical matrix-PCL
scaffold based three dimensional culture model is faster than the adipose tissue and
olfactory bulb sourced mesenchymal stem cell-PCL based cell culture models.
According to real time-PCR results, olfactory bulb sourced mesenchymal stem cell-PCL
scaffold based three dimensional culture model showed the most closest expression
pattern of the hyaline cartilage tissue gene expression pattern. ANOVA and Student T
tests are applied to MTT and NO analyse results to determine their statistical
significance. All data satistics conducted with Statistical Packages of Social Sciences
(SPSS, version 19.0 for Windows) program and p<0,05 value assumed as significance
threshold.

As a result, in the scope of this thesis for the first time; the interaction between PCL
scaffolds and different sourced mesenchymal stem cells (such as adipose umbilical
matrix and olfactory bulb tissue) has been investigated comparatively. According to
obtained results; it is determined that the PCL can interact with all three different
sourced mesenchymal stem cells but the most optimal result has been obtained from
the olfactory bulb sourced mesenchymal stem cell-PCL interaction model.
Furthermore, for the first time in cartilage tissue engineering, it is searched out that
olfactory bulb sourced mesenchymal stem cells can differentiate into chondrocytes on
the three dimensional culture model prepared with the PCL scaffolds. These results
indicate that usage potential of a new mesenchymal stem cell source in cartilage tissue
engineering has been risen.

Keywords: Scaffold, cartilage tissue engineering, mesenchymal stem cells
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BOLUM 1

GIRIS

1.1 Literatiir Ozeti

Kikirdak hasari, Dinya’da ve Turkiye’de yayginligli giin gectikce artan ciddi saglik
problemlerinden biridir. Yaslanan dilinya nifusu ve obezitenin artmasiyla birlikte
kikirdak hasarlarinin yayginliginin 2030 yilina kadar %25’e ulasmasi beklenmektedir [1].
2010 yihnda Saglik Bakanhg tarafindan yapilan 15 yas Ustl insanlardaki arastirmaya
gore; Ulkemizde 4,7 milyon kisinin kikirdak dejenerasyonu hastasi oldugu rapor

edilmistir. Bu da Tirkiye ntifusunun %8,4 oranini olusturmaktadir [2].

Kikirdak; embriyonun mezoderm tabakasindan gelisen, kemik ile yakin temas halinde
bulunan, elastik, esnek, yari seffaf, vaskiiler, noral ve lenfatik sistemden yoksun bir bag
dokusu tiridir [3]. Olgunlasmis kikirdak hiicrelerine kondrosit adi verilir [4], [5]. Omiir
boyu calismaktan otiri gelisen travmalar ve dejenaratif slirecler; kikirdak dokunun
kendine has essiz mekanik 6zelliginde ve yeniden sekillenme fonksiyonunda hasarlara
yol acmaktadir [6], [7], [8]. iskelet sistemiyle iliskili en baskin kikirdak hasari hiyalin
kikirdak dejenerasyonudur. Vicudumuzda kikirdak dejenarasyonun en sik gorildigu
bolgeler hiyalin kikirdaktan olusan eklemlerdir. Gunimizde kikirdak hasarlarinin
tedavisinde konservatif veya cerrahi gibi yontemler kullanilmasina ragmen, halen ciddi
sorunlar mevcuttur. Kikirdak hasarlari icin mevcut cerrahi yéntemler birinci nesil
tedaviler ve ikinci nesil tedaviler olmak Gzere iki grup altinda toplanabilinir [9], [10],

[11].

Birinci nesil tedavi yontemleri;



v'Palyatif amacli; debridman artroskopi,
v'i¢csel onarim iyilestirme amacli; mikrofraktiir (Mikrokirik),
v'Tim doku nakli amacli; osteokondral allogreft, osteokondral otogreft gibi

islemleri icermektedir.

ikinci nesil tedavi ydntemleri ise;

v'Hicre temelli onarim (kondrosit (otolog kondrosit implantasyonu (ACI)) veya kok
hiicreler kullanarak),
v'Scaffold temelli onarim,

v'Hiicre, scaffold ve buylime faktorleri temelli onarim gibi islemleri icermektedir.

Mikrokiriklama, otolog kondrosit implantasyonu, osteokondral otogreft veya allogreft
gibi kikirdak tedavisinde kullanilan cerrahi yontemler kisa ya da orta vadede ¢6ziim
olusturmalarina ragmen bu tedavilerin higbhiri eklem kikirdagina normal
kompozisyonunu tamamen geri kazandiramamaktadir [9]. Otolog kondrosit nakli
yonteminde dondr eksikligi ve Food and Drug Administration (FDA) tarafindan
delaminasyon, doku sislikleri gibi yaygin yan etkiler bildirilmistir. Bu yontemin %15-30
arasinda tekrar ameliyat sikligi ile sonuglanan bir tedavi yontemi oldugu tespit
edilmistir [12]. Osteokondral otogreft veya allograft de ise greft sinirlarini cevreleyen
bolgede dogal dokunun genellikle olusmamasi, sik sik catlaklar meydana gelmesi ve
sterilite hakkinda endiseler, karsilasilan diger problemler arasindadir [9]. Tim bu tedavi
stratejilerinin genel dezavantaji; yeni olusturulan dokunun kikirdagin yapisal
organizasyondan yoksun olmasi ve dogal kikirdak doku ile karsilastirildiginda distk
mekanik ozelliklere sahip olmasidir [13]. Boylece kikirdak dejenerasyonunda mevcut
sorunlarin giderilmesi icin glinimizde cesitli klinik yaklasimlar mevcut olmasina
ragmen, henliz problemin ¢ozilmesinde sorunlar ciddiligini korumaktadir. Son yillarda
doku mihendisligi alanindaki gelismeler ayni zamanda kikirdak doku miihendisliginde
de yeni Umitlere yol agmistir. Bu nedenle in vitro kosullar altinda kikirdak dokunun
gercek islevini taklit edebilecek yapay bir doku olusturabilmek icin kikirdak doku
muhendisligi alaninda calismalar giderek yogunlasmaktadir [10], [14]. Son yillarda kok

hicre ve biyomalzeme alanindaki gelismeler doku miihendisliginin tim alanlarinda



oldugu gibi kikirdak doku miihendisligi alaninda da blyik énem kazanmaktadir [15],
[16]. Kok hiicreler; organizmanin gesitli organ ve dokularinda bulunan, yasam boyunca
birgok hiicre tipine farklilasabilme, kendini yenileyebilme ve ¢ogalabilme yetenegine
sahip 6zel hiicrelerdir [17], [18]. Bu ozellikleri ile farkli kaynaklardan elde edilebilen kok
hiicreler hiicresel tedavi ve doku muihendisligi calismalarinda yaygin olarak
kullanilmaktadir. Embriyonik, indiklenmis pluripotent ve eriskin kdk hicreler (kemik
iligi, adipoz doku, periferik kan, kas doku, periost doku, sinovyal zar, kordon kani,
kordon matrisi, amnion sivisi, plasenta) kikirdak doku muhendisligi calismalarinda

kullanilan kdk hticrelerdir [19].

Kikirdak doku mihendisliginde kullanilan kdk hiicrelerin kondrositlere farklilasmasinda
hem iki boyutlu kiltlirleri hem de scaffoldlar Gzerine ekilerek Gg¢ boyutlu kiltirleri
yapilmaktadir. Literatlirde hem iki boyutlu hemde li¢ boyutlu hiicre kiltirleri ile ilgili
calismalar bulunmasina ragmen, yapilan iki boyutlu hiicre kiiltirlerindeki calismalarda;
farkhh doku kaynaklarindan elde edilen kok hicrelerin kondrogenezise gore
karsilastirilmasi ya da kiyaslanmasi ile ilgili yetersiz bilgiler bulunmaktadir. Ayrica (g
boyutlu hticre kiltirlerinde hangi scaffoldun hangi koék hiicre ile daha iyi etkilesime
girecegi ve yapay kikirdak gelistirilmesinde daha uygun sonuc verecegine ait calismalar
da oldukca yetersizdir. Bununla birlikte scaffold (zerinde hazirlanan {g¢ boyutlu
kiltirlerin iki boyutlu kultlrlere oranla daha iyi kondrositlere farklilastigi rapor
edilmistir [20], [21]. Scaffoldlarin kullanimi kondrogenez de ekstraselllar matris
elemanlarinin lretilmesinde ve kondrosit hicrelerinin gelisiminde o6nemli rol
oynamaktadir [22], [23]. Scaffoldlar temelde dogal ve sentetik biyomalzemeden
yapilmalarina gore ikiye ayrilir. Ayrica iyi bir scaffold; biyouyumlu ve biyobozunur
olmali, toksik olmamali, gecirgenlige sahip olmali ve yeniden Uretilip, tekrarlanabilirligi
olmalidir [18]. Kikirdak doku miihendisliginde scaffoldlarin c¢esitli tlirevleri
kullanilmaktadir [24], [25], [26]. FDA onayh ve biyobozunur [27] bir polimer olan PCL
den cesitli yontemler ile hazirlanan PCL scaffold diger sentetik polimerlerden
hazirlanan scafoldlara gore daha iyi ¢oziintrdir, disiik erime noktasina sahiptir (59-
64°C), hidrofilik ylizeyi sayesinde hicrelerin tutunmasini saglar ve hicrelerin
proliferasyonunu arttinir  [28], [29]. Elektrospinnig (Elektroegirme) yontemiyle
hazirlanan PCL scaffold diger yontemlere oranla ¢ok fazla miktarda fiber yapilar
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icermektedir ve bu da ekstraselliler matrisi cok iyi taklit edebilen, kok hiicrelerin iyi bir
sekilde prolifere olabilecegi bir destek olusturmaktadir. Kordon matrisi ve PCL
scaffoldun kullanildigi literatirde tek bir calisma bulunurken, olfaktor kok hicrelerin
PCL scaffold ile kullaniimasina yonelik herhangi bir calismaya rastlaniimamistir. Diger
yandan isoglu ve arkadaslari tarafindan elektroegirme metotuyla hazirlanan mikro
gozenekli fiber membranlara ve makro kanallara sahip olan PCL scaffold, kraniyal
bolgede meydana gelmis kritik blyuklikteki defektlere yonelik in vitro ve in vivo
incelenmis ve bu scaffoldun dogal hiicre disi matrisi taklit ederek kemik doku
mihendisliginde hicrelerin blylimesini ve yayillmasini sagladigl rapor edilmistir [30].
Bu calismada isoglu ve ekibinin hazirlamis oldugu PCL scaffoldun simdiye kadar kikirdak
doku mihendisliginde kullanimi incelenmemistir. Ayrica kikirdak doku miihendisliginde
gunimiize kadar farkh doku kaynakh mezenkimal kok hicrelerin (adipoz, kordon
matrisi, olfaktér) PCL scaffold ile etkilesimi ve kondrogenezinin kiyaslanarak

incelenmesine yonelik herhangi bir calismaya da rastlanmamistir.

1.2 Tezin Amaci

Tez calismamizin amaci; farkli kaynaklardan elde edilen adipoz, kordon matris ve
olfaktor bulb kokenli mezenkimal kok hiicreler ile PCL scaffold arasindaki etkilegsimi
kiyash olarak incelemek, olusturulan U¢ boyutlu kiltirler lzerinde kondrogenezi
gerceklestirmek, ayrica hangi mezenkimal kdk hiicre kaynaginin kondrosite daha iyi
farklilastigini belirlemek ve kikirdak doku muihendisliginde kullanilmak (zere daha

uygun kok hiicre — PCL scaffold modelini 6nermektir.

1.3 Hipotez

Literatir de ilk defa adipoz, kordon matrisi ve olfaktor olmak lizere farkli doku kaynakh
mezenkimal kdk hicrelerin, elektroegirme metoduyla hazirlanmis, gézeneklere sahip
Poli (e-kaprolakton) scaffold ylzeyinde (¢ boyutlu kiltir modellerinde
kondrogenezinin kiyaslanarak incelenmesi ve kondrositlere daha uygun farklilasan kdk
hiicre kaynaginin belirlenmesi bu tez ¢alismasinin esas hipotezini olusturmaktadir. Tez

kapsaminda amaca ulagmak igin asagidaki hedefler belirlenmistir:



v'Hucre Kultiri ve Doku Mihendisligi laboratuvarmiz da bulunan Kriyobanktan
adipoz doku, kordon matrisi ve olfaktor bulb kaynakh mezenkimal kdk hiicre
hatlarinin ¢6zlilmesi, devamli kiiltlirinin yapilmasi ve kriyoprezervasyonu
v'Farkli doku kaynakli kok hiicrelerin poli (e-kaprolakton) scaffold lizerinde g
boyutlu kiltiir modelinin gelistiriimesi ve optimizasyonu,
v'Scaffold yuzeyinde hicrelerin belirlenmesi icin farkli doku kaynakli mezenkimal
kék hiicrelerin CM-Dil ile isaretlenmesi ve poli (e-kaprolakton) scaffold da Ekimi
v'MTT Analizi ve Canli/Oli boyamasi
v'SEM ile gériintilenmesi
v'Optimize edilen (¢ boyutlu kiltirlerin kondrojenik farklilasma besiyeri ile
kiltlrlinin yapilmasi ve kondrojenik farklilasmanin takibi
oCanlilik Analizi; Canli/Oli boyamasi ve MTT Analizi
oGen ekspresyonu Analizi; RNA izolasyonu, Total RNA Miktarinin ve
Kalitesinin Belirlenmesi, RNA orneklerinden cDNA Sentezi, cDNA’larin
tek basamakli PZR’si ve Jelde Goriintilenmesi
ocDNA’larin Es Zamanh PZR Analizi
oSEM ile goriintilenmesi
oNitrik Oksit (NO) Analizi
oUg boyutlu Yapilarin immiinohistokimyasal Boyamalar icin Doku Takibinin
Optimizasyonu
v'Hangi mezenkimal kék hicrenin PCL scaffold ile birlikte kondrosite daha iyi
farklilastigini belirlenmesi ve kikirdak doku mihendisliginde kullaniimak Uzere

daha uygun mezenkimal kok hiicre — PCL scaffold modelinin 6nerilmesi



BOLUM 2

GENEL BiLGILER

2. GENEL BILGILER

2.1 KIKIRDAK

Kikirdak embriyonun mezoderm tabakasindan gelisen kemik ile yakin temas halinde
bulunan elastik, esnek, yari seffaf ve vaskiiler, noral, lenfatik sistemden yoksun bir bag
doku turadir [3]. Olgunlasmis kikirdak hiicrelerine kondrosit adi verilir ve bu hiicreler
lakiin adi verilen bosluklar icerisinde bulunurlar. Kondrositler biraraya gelerek izogen
gruplar olusturabilirler (Sekil 2.1). Ayrica kondrosit matrisi de daginik olarak
bulunmakta ve kikirdak doku % 5’den az kondrosit, %60-85 arasi interstisyel sivi,
yaklagik %15-22 hiicre disi matris, yogun miktarda Tip Il kollajen ve az miktarda Tip IX,
X, Xl kollejen, %4-7 oraninda proteoglikanlar ve diger makromolekiillerden
olusmaktadir [4], [5]. Kikirdak dokusunun genel fonksiyonlari; eklem ek yerlerinde
sirtinmeyi azaltmak, trakea ve brons yapilarina destek olmak, omurlar arasinda
amortisor gorevi gormek, kulak ve burunda sekli koruyarak esnekligi saglamaktir.
Kikirdak doku perikondriyum ile ortilidir ve kan damarlar icermedigi icin
perikondriyumdan diflizyonla veya eklem bosluklarinda sinovyal sivi ile beslenir [31].
Kikirdak dokusunun farkli turleri viicudun cesitli bolgelerinde bulunmaktadir. Bunlar

hiyalin, elastik ve fibréz kikirdak olarak siniflandrilirlar [32], [33].

2.1.1 Kikirdak Dokusunun Gelisimi

Embriyonik donemde mezensimden gelisen kikirdak igin dncelikle mezensim hiicreleri

bir araya gelir ve kikirdaklasma merkezini (protokondral doku) olusturur. Burada
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bulunan hiicreler kondroblastlara farklilasirlar. Kondroblastlar ise hem kikirdak
matrisini sentezlereyek matrisin korunmasindan sorumludur hem de kondrositlere
farklilasmaktadirlar [31], [34]. Memeli embriyolarinin ilk formlarinda iskelet yapi
kikirdak bir model olarak gérilmektedir bu yapiya gegici kikirdak doku denilmektedir
ve canlinin gelismesiyle yavas yavas iskelet sistemi de geliserek kemik agirlikli bir yapi
halini almaktadir. Bu gelisim; interstisyel blylime ve apozisyonel bliyiime olmak lzere
iki yolla olmaktadir. icten disa dogru biiyiime olarak tanimlanan interstisyel biiyiimede
kondrositler mitoz boéliinmeler gegirir ve kardes kondrositler ile birlikte yeni zemin
maddesi salgilar bu sekilde icten blylumektedir. Distan ice dogru bliyime olarak
tanimlanan apozisyonel blylimede ise perikondriyumun kondrojenik tabakasindaki
hicreler kondrositlere farklilasirken etraflarina yeni zemin maddesi salgilarlar bu
sekilde de distan ice dogru bliyime olayl gerceklesmis olmaktadir [31], [34].
interstisyel biiyiime yalnizca hiyalin kikirdagin olusumu sirasinda, perikondriyumu
olmayan eklem kikirdagi ve epifizyel plaklarda (kemik boyuna biliyiimesi) meydana
gelir.  Bunlar disindaki vicut boélgelerinde blyime ¢ogunlukla apozisyoneldir, bu

kontrollii bir stire¢ olup kikirdagin yasami boyunca devam etmektedir [31], [34].

2.1.2 Perikondrium (Kikirdak Zar)

Perikondriyum kilcallarina gelen besin maddesi diflizyon ile doku icerisine alinir.
Perikondrium yogun ve diizensiz bir bag dokusu tirtdir ve Tip | kollajen varhigi ¢ok
fazladir [31]. Dis fibr6z kat ve i¢c kondrojenik kat olmak Uzere iki katmandan olusur.
Dista fibréz olan tabaka da Tip | kollajen, az fibroblast ve kan damarlarindan olusur. ig
tabaka ise cogunlukla kondrojenik hiicrelerden olusur. Kondrojenik hiicreler béliinerek
kondroblastlara farkhlasirlar ve dolayisiyla hiicre disi madde yapimi gerceklesir. Hali
hazirda bu bolgede kikirdagin distan ice dogru bilylimeside (apozisyonel)

gerceklesmektedir [31].



Sekil 2.1 Hiyalin kikirdak da bol ekstraselller matrisi ve kollajen mikrofibriller (1). Lakin
icerisinde izojenik kondrositler (2). Perikondrium ile gevrili kikirdak yizeyi (3) [23].

2.1.3 Kondrositler

Saglikh kikirdak doku icerisinde tek hiicre tipi kondrositler olup kikirdak da %1 -5
oraninda ekstraselllar matrisi bilesenleri, tip Il kollajen, proteoglikan sentezinden ve
matrisi onarimindan sorumludur [35]. Kikirdagin icerisindeki kondrositlerin yogunlugu
hacmin yaklasik %1,7’sine karsilik gelmektedir, bu da yaklasik olarak mm?> basina
10.000 hiicre etmektedir [36]. Kondrositler hiicre disi matrisin (ECM); agregan, kollajen
Il ve siilfatlanmis glikozaminoglikan (sGAG) gibi bilesenleri Giretimini yasam boyu saglar
ve bu sekilde kikirdak dokunun fonksiyonunu korur [37]. Embriyonik gelisim esnasinda
kondrosit mezenkimal progenitor hicreleri endokondral kemiklesmenin yani sira
eklem dis alanin doldurulmasindan da sorumludur. Eklemi olusturan kondrositler
bliyime plaginda bulunan kondrositlerden vyapisal ve islevsel farkhliklar
gostermektedir. Uzun kemiklerin bliyimeye devam ettigi sire boyunca burada
bulunan kondrositler dinamik degisikliklere ugrasa da eklem kikirdaginda bulunan
kondrositler yasam boyunca sirekli fonksiyonunu korumak zorundadir. Eklem
kondrositlerinin blylime farklilasma faktori 5 (GDF5) pozitif progenitor hiicrelerin ve
blylime plag kondrositleri GDF5 negatif hiicre popllasyonlarindan tiretilen bir
havuzdan kaynaklandigina dair kanitlar vardir [38]. Yapilan molekiler calismalar
interzon bélgesinde bulunan kondosit hiicrelerinin GDF5, Wnt5a, WNT4, GLI3, CD44,

ERG ve NOGGINE gibi genlerin ifadesiyle kontrol edildigini ortaya koymustur [39].



2.1.3.1 Kondrositlerde Anabolizma ve Katabolizma

Kondrositler hiicre disi matrisin ve spesifik kikirdak matrisi belirteclerinden érnegin tip
Il kollajen ve proteoglikanlarin sentezinden sorumludur. Ancak bu hiicreler tim
matrisin sadece %1-5'ni olusturmaktadir [40]. Fakat bu buylk ve yuvarlak hiicreler
yetiskinliklerinde artik postmitotik asamaya gelirler. iste bu yiizden kikirdak kendini
yenileme Ozelligi disik bir doku halini gelir. Kikirdak kan damarlan
bulundurmadigindan kondrositler hipoksik bir foksiyona sahiptir. Yani besin ve oksijen
once subkondral kemiklerden ve sinoviyal sividan difiizyonla alinmaktadir. Hipoksi
kosullarinda, kondrositler anaerobik glikoliz yolu ile glikozu metabolize ederler [41].
Glikoz hiicre mekanizmasinin diizgiin islemesi ve 6zellikle kikirdak igin gerekli GAG
sentezi (aggregan ana bileseni) icin gerekli bir besindir. Glikoz tipki oksijen gibi sinoviyel
sividan difiize olan ve GLUT (GLUT 1, 3, 5, 9, 10 ve 11) denilen glikoz tasiyicilar
aracihgiyla kondrosit icine vyayilir [42]. Kondrositler fizyopatalojik durumlarda
cevresindeki matrisi bilesenlerini korumak igin ¢esitli bilesenlerinin pargalanmasinda ve
sentezinde ¢ok ince bir sekilde dengeyi korumaya calisir. Bu denge kikirdak veya
sinoviyal sivida sitokinler ve blyime faktorlerinin nispi miktarlari ile kontrol edilir.
Kondrositler tarafindan hiicre disi matrisin bilesenleri sentezlenirken ayni zamanda bu
bilesenlerin bozunmasini saglayan metaloproteinaz (MMP) [43], hiyallUronidazlar [44]
ve agreganazlar [45] gibi faktorlerde sentezlenmektedir. Sonug olarak kondrositler
kikirdak dokuda anabolizma ve katabolizma reaksiyonlarini dengede tutarak
hemaostazi saglamaktadir (Sekil 2.3.). Ancak hicrelerin mikrogevreside bu denge
Uzerinde etkilidir 6rnegin vitaminler, sitokinler, bliyime faktérleri, inflamasyon, yada
farklilasma faktorleri, oksijen seviyesi, mekanik stres bu mikrocevreyi olusturan
etmenler arasinda siralanabilir [46]. Bu da kondrositlerin hiicre disi matrisi ile direk
iliski icerisinde degil de mikrocevre ile daha hassas bir iliski icerisinde oldugunu

gostermektedir.
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Sekil 2.2 Kikirdak Dokunun Anabolizmasi ve Katabolizmasi [47].

2.1.3.2 Kondrogenezis

iskelet gelisimi sirasinda kondrositler kemik ya da kikirdak taslaklarinin sentezlenmesi
icin mezenkimal 6ncl hicrelerden meydana gelir [48]. Bu mezenkimal kdk hicrelerin
kollajen I, 1l ve V eksprese etmesi ile kondroprogenitor hiicrelerin farkhlasarak
kikirdaga oOzel kollajen 1l, IX ve XlI ekspresyonunu gerceklestirmesine neden olurlar.
Prolifere olan kondrositler PTHrP / lhh kontroli altinda kollajen VI ve matrilin 1
eksprese ederler. Matris metalloproteinaz (MMP) 9, 13, 14, vaskiler endotelyal
bliyime faktori (VEGF), VEGF reseptorleri, osteoklastlarin ve osteoblastlarin eylemleri
araciliglyla kemige nonvaskiilerize ve hipoksik doku olusturmak icin ortam saglarlar.
Olaylar benzer bir sirec ile devam ederek iskeletin hizli biyiimesine yol acan, postnatal
blylime plakasinda gerceklesir [49]. Bu sirecler biyime faktori B (TGFB), kemik
morfogenetik protein (BMP) ve Wnt sinyal yolagi, fibroblast bliylime faktorilerinde
(FGF) devrede oldugu karmasik dizenlemeye tabidir [50], SOX9 ve Runx2 kikirdak
olgunlasmasi icin gerekli iki 6nemli transkripsiyonel dilzenleyicidir. TGFB ve BMP

sinyallerin diferansiyel olarak Runx2 aktivasyonu yoluyla Wnt sinyal yolagini dizenler.
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Son calismalar, epidermal blylime faktorl reseptoriiniin sinyallemesi ile gelismekte
olan blyime plakasinda endokondral kemiklesmenin diizenlenmesinde yer aldigini
gostermektedir. Bu epidermal blylime faktori ve TGFa ligandi Rho/ROCK ve
MEK/Ekstraselller Regiile Kinaz (ERK) sinyal yolaklarini harekete gecirerek, kondrosit

fenotipini olusturur [51].

IL-1, TLR ligands
ROS, RAGE,
Mechanical Stress

Sekil 2.3 Kondrositlerde ki matris metalloproteinaz13 (MMP13) gen transkripsiyonu
Uzerindeki sinyal yolaklari [51].

2.1.4 Hiicre DisI Matrisi

Cogu bag dokusu gibi kikirdak dokunun islevine ve tilriine bagh olarak farkh
miktarlarda; elastin, glikoproteinler ve proteoglikanlardan olusan agsi bir hiicre disi
matrisi mevcuttur. Matrisi; cesitli fibriller, proteoglikanlar ve pek cok glikoprotein
molekilind iceren yapisal ve islevsel bir agdir. Kondrositlerin ylizeyinde CD44 ve
integrinler gibi cesitli ylzey reseptorleri bulunmaktadir ve bunlar proteoglikan ailesi
Uyeleriyle bag kurarlar [52]. Kikirdagin yapisindaki proteoglikanlar kikirdaga sertlik
kazandirirlar. Bu dokuda bulunan baslica proteoglikan yapi kondroitin siilfattan olusan
agregandir. Diger proteoglikanlar ise sindekanlar, glipikan, dekorin, biglikan,

fiboromodulin, lumikan, epifikan ve perlekan olarak siralanabilir [53], [54]. Hicre disi

11



matrisin ~ kuru  agirliginin  %60’in1  kollajenler, %5-10'nunu  proteoglikanlar

olusturmaktadir [55].

Pericellular Territorial Interterritorial

Collagen Il and Xi
Fibronectin

Matrilin-3

Collagen Il and XI

p‘ PRELP

Syndecan

NC-4

Collagen VI

Collagen IX

Fibromodulin
~ Aggrecan

® Hyaluronan © CILP-1
F — -

GO

CcDa4

Hyaluronan
Fibulin Link >
protein %

Sekil 2.4 Normal Kikirdagin Molekiler Organizasyonu [54].

2.1.4.1 Proteoglikanlar

Proteoglikan (PG) molekilid; merkezde bulunan protein molekiline kovalent baglar ile
baglanmis glikozaminoglikanlardan (GAG) meydana gelmektedir. %95 polisakkarit ve
%5 de proteinden olusmaktadir. PG'ler hiicre goéciinde, adezyonda ayni zamanda ¢esitli
sitokinler, kemokinler ve biylme faktorleri ile baglanarak morfogenez de énemli rol

oynamaktadir [56].

Cizelge 2.1 Proteoglikanlarin Lokasyonlari [57], [58].

Proteoglikanin Lokasyonu Proteoglikan ismi

Ekstraselliiler Matrisi Dekorin, biglikan, agrekan, versikan, norokan, brevikan,

leprekan, perlekan, agrin, kollajen tip XVIII

Membrana bagh NG,,CDg4, betaglikan, sindekanlar 1.4

intraselliiler Glipikanlar 16, serglisin
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2.1.4.2 Glikozaminoglikanlar (GAG)

Glikozaminoglikanlar OH’, COOH’, SOa4, gruplarinca zengin olup polianyonik ve hidrofilik
yapilardir. Proteoglikan agregatlari bir hiyaluronik asit zincirine proteoglikan
eklenmesiyle olusan yapilardir ve kikirdak dokuda goérilmektedir. Hiyaluronik asit
(hiyaluran), kondroitin 4-silfat, kondroitin 6-siilfat, dermatan silfat, heparan silfat,
heparin, keratan silfat GAG gesidleri arasindadir. GAG gesidi hiicre tipini belirlemede
onemli rol oynamaktadir 6rnegin; kondrositler kondroitin 4 silfattan tanimlanabilir

[59].

Cizelge 2.2 Glikozaminoglikanlarin Ozellikleri [60].

Glikozaminoglikanlar Ozellikleri

Hiyaluronik asit (hyaluran) Tek basina bulunur. Silfatsizdir. Kikirdakta eklem sivilarinda bulunur.
Cok yuksek derecede akiskandir ve suyun dokudan kaybini engeller.

Cok uzun ve agir bir molekuldr.

Kondroitin 4-siilfat Siilfat ve karboksil gruplari nedeniyle eksi ylklidir. Daha ¢ok Tip Il

kollajen ile yliksek seviyede etkilesime girmektedir.

Kondroitin 6-siilfat Jel kivaminda matrisi olusumunda gorevlidir. Tip Il kollajen ile

etkilesim halindedir.

Dermatan Siilfat Tip | kollajen ile etkilesim halindedir.

Keratan Siilfat Omurlar arasi disklerde mevcuttur.

13
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Sekil 2.5 Proteoglikanlar ve Glikozaminoglikanlar [60].

2.1.4.3 Kollajen Lifler

Zincir biciminde polimerlesmis kollajen proteinlerden olusmaktadir. Yapisal islevleri
yerine getirmek icin evrimlesmis proteinlerden olusan bir ailedir. insan viicudunda en

bol bulunan protein olan kollajen kuru agirligin %30’unu olusturmaktadir [47] (Cizelge

2.3).

Cizelge 2.3 Kikirdak Dokuda Yer Alan Kollajenler [47].

Kollajen Tipi Bulundugu Yer Gorevi

Tip | Fibroz kikirdak Gerilmeye karsi direng

Tip |l Hiyalin-Elastik Kikirdak Basinca karsi direg

Tip VI Kondrositlerin Etrafi Hicrelerin matris ile tutunmasi igin zemin

Tip IX Hiyalin Kikirdak Glikozaminoglikanlari baglama tip Il kollajenle iliski
Tip X Hiyalin Kikirdak Matrisin t¢ boyutlu yapisini diizenler

Tip XI Hiyalin Kikirdak Tip Il kollajen islevine katilir

Tip XII Fibroz Kikirdak Tip | kollajen ile etkilesim

14



2.1.4.4 Tip ll Kollajenin Biyosentezi

insanlarda, tip Il kollajen 53 ekson iceren bir gendir ve COL2A1 tarafindan kodlanir. Bu
geni etkinlestirici ve inhibe edici bircok transkripsiyon faktori tanimlanmaktadir. SOX9,
L-SOX5 ve SOX6 gibi genler Col2Al geninin transkripsiyonel aktivitesini uyararak
kondorogenezde artirici gorev oynarlar [61]. L-SOX5 ve SOX6 az 6lclide SOX9 ise yogun
Olglide Col2A1 geninin transkripsiyonel aktivitesini uyarirlar. Fakat genellikle tek
baslarina ele alindiginda, 6nemli dlgtiide SOX9’un tip Il kollajen ekspresyonunu arttirdigi
gozlenmektedir [62]. Farklilasmis ve dediferansiye kondrositlerde bulunan kollajen de
Kruppel kutusu (C-Krox) adi verilen kisa bir promoter bolgesi araciligiyla tip 1l kollajen
ekspresyonunu inhibe eden “zinc finger” ve BTB domain iceren 7B proteini
bulunmaktadir [63]. Spl ve Sp3 COL2A1 geninin her yerinde bulunan zinc finger
proteinidir. Sp1 ile Sp3 %90 benzerdir ama Spl farkh olarak ayri transkripsiyonel
aktivitesine sahip dort protein izoformu kodlar. SP3 ise transkripsiyon icin hem
aktivator ve hem de inhibitor olarak islev gorebilir [64]. Sp1 ve SP3, COL2A1 geninin
transkripsiyonel aktivitesinin diizenlenmesinde 6énemli rol oynar ve bunlarin orani
kondrosit farklilasmasi durumuna goére farklilik géstermektedir. Sp1/Sp3 orani tip I
kollajen ifadesini baskilanmasi ile iliskilidir kondrosit dedifransiyasyon sirasinda azalir.
Buna ek olarak, kondrosit farklilasmasinda Spl ve SP3 engellenir ise COL2A1 genin
ekspresyonu uyarilir [65]. Ayrica mezenkimal kok hiicrelerin kondrositlere farklilasmasi
sirasinda COL2A1 geninin transkripsiyonu esnasinda alternatif baglanmalardan

kaynaklanan iki yeni gen izoformu olan tip 1IC ve IID rapor edilmistir [66].
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Sekil 2.6 COL2A1 geni Gzerinde bulunan GC kutulari (Kahverengi-Kirmizi) ve
Transkripsiyon icin baglanti yerleri olan Sp1/Sp3 (A). Eklem kikirdaginda Tip Il kollajenin
gen reglilasyonunu sematik hali (B) [47].
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2.2 Kikirdak Tipleri

2.2.1 Hiyalin Kikirdak

En fazla bulunan kikirdak tlridir. Yizeyi makroskobik olarak yumusaktir ve mavi-
beyaz renktedir. Embriyonik safhadaki iskelet sistemi, kaburgalarin gogis kemigine
tutunma yerindeki kikirdaklar, burun, trakea, bronslar hiyalin kikirdaktan olusur.
Hiyalin kikirdak iskelet sistemi gelisimi boyunca yerini kemik dokuya birakir. Hiicre disi
matrisi tip Il kollajence zengindir ve proteoglikanlar ile kapli agsi yapiya sahiptir.

Basinca dayanikhdir fakat bukilemez [31], [33], [34], [67].

2.2.1.1 Eklem Kikirdagi

Sinoviyal eklem yizeyi hiyalin (eklem) kikirdagi ile kaplidir. Burada eklem kikirdagi
sirtiinme stresini dusurerek kaymayi saglar. Eklem kikirdaginin temel yapi taslar
kondrositler, kollajen, proteoglikanlar, nonkollagen6z proteinler ve sudur [68]. Hareket
nedeniyle olusan yuk i¢in bir amortisér gorevi gorir. Sinoviyal siviyla birlikte bireyin
Omri boyunca asinma direnci, yaglama ile acisiz hareket etmesini saglar [69]. Eklem
kikirdag! vicutta bulundugu yere bagl olarak farkli kalinlikta olabilir ancak sikistirma
kuvvetlerine dayanacak sekilde tasarlanmis bir dokudur. insanlarda, eklem kikirdagi
ekleme baglh olarak 1-4 mm kalinlikta olabilir. Eklem kikirdaginda bulunan kondrositler
%1-5 oraninda matrisi bilesenlerini sentezleyerek matrisin korunmasindan da
sorumludurlar ayrica yogun olarak Tip Il kollajenden olusmustur. Eklem kikirdagi strese
cevap olarak gevsemesi, kendi viskoelastik oOzelliklerinin bir gostergesidir, ayrica
uygulanan yike karsi da essiz bir hasar direnci gostermektedir. Sikistirma ve kesme
kuvvetlerine karsi bir direng lreten eklem kikirdaginin islevi, hiicre disi matris makro
molekiillere baglidir. Ozellikle, kollajen fiber diizenegi ve yénlendirme, biyiik dlciide

deformasyon engel olabilmek icin stres uygulamaktadir [70].
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Sekil 2.7 Normal insan Eklemi ve Bilesenleri [20].

Eklem kikirdagi superfisyal zon, tranzisyonel zon, radial zon ve irregller kalsifiye zon

kikirdak bolgesi olmak lizere dort zona ayrilir [69], [71], [72].

v'Superfisyal Zon (Zon 1): En ylzeyde yer alan ve eklem bosluguna komsu zondur.

Bu zonda kollajen ve hiicrelerin ara maddeye orani goreceli olarak daha
ylksektir.

v'Tranzisyonel (Gegis Zonu) (Zon Il): Hicreler daha seyrektir ve daha yuvarlak
sekilde gorilirler.

v'Radial zon (Zon 1lI): Tim eklem kikirdaginin 2/3'linii olusturan en genis zondur.
Bu zonda hiicre boylari uzar ancak dizilim eklem ytiziine dik olacak bicimdedir.

v'irregiiler Kalsifiye Zon (Zon 1V): Subkondral kemige en vyakin, yani eklem

bosluguna gore en derinde olan zondur. Hiicresel dizilim radyal zondaki gibidir.

Bu tabaka subkondral kemige sikica tutunur.

Bu zonlar farkh kollajen aglarindan ve proteoglikan yapilarindan dolayl karakterize

edilebilirler. Tip Il kollajen saglikh kikirdakta daha fazla bulunmakla birlikte tip IlI, VI, IX,

X, XlI, XlIl ve XIV da olgun kikirdak bileseninde az miktarda bulunmaktadir [73], [74],
18



[75]. Eklem bosluguna bakan ylizeysel eklem kikirdagi tabakasindaki kondrositler
sitolojik ve biyosentetik olarak subkondral kemige yakin orta ve derin tabakadaki
kondrositlerden farklilik gosterir. Her zonda kondrosit gruplari birbirlerinden bdlgelere

ait ve bolgeler arasi matrisi tarafindan ayrilirlar [37].
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Sekil 2.8 Eklem Kikirdaginin Bolgeleri [76]

2.2.2 Elastik Kikirdak

Yapisal olarak hiyalin kikirdaga benzer olmasina ragmen bu doku da kondrositlerin
etrafinda bol miktarda elastik fibriller bulunmaktadir. Bu nedenle egilip bikilebilme
orani daha ylksektir. Basinca karsi daha c¢ok dayanikhidir. Ayrica kondrositlerin
sitoplazmalarinda daha az yag ve glikojen bulunmaktadir. Perikondriyumu vardir ve
kemiklesmeyen bir kikirdak tiradir. Vicudumuzda epiglottis, kulak kepcesi, kiglik

bronsiyollerde bulunmaktadir [68], [33], [34], [31].

2.2.3 Fibroz Kikirdak

Kondrositlerinin etrafinda ¢ok yogun miktarda Tip | kollajen bulunmaktadir. Bu nedenle
gerilmeye karsi ¢ok dayanikhdir. Siki bag dokusu ve hiyalin kikirdak arasinda bir gegis
formu gibidir. Bu kikirdak doku tirinde tam anlamiyla bir perikondriyum gorilmez.
Vicudumuzda omurlar arasi diskler, simfizis pubis, eklemlerin meniscus ve

discuslarinda gortlmektedir [68], [33], [34], [31].
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2.3 Kikirdak Hasarlari

Yaslanan Dinya nifusu ve obezitenin artmasiyla birlikte kikirdak hasarlarinin
yayginhiginin 2030 yilina kadar % 25 ulasmasi beklenmektedir [1]. Tarkiye’de 2010
yilinda Saglk Bakanligi tarafindan yapilan 15 yas Ustli insanlardaki arastirma verilerine
gore; Ulkemizde %8,4 oraninda eklem hastasi bulunmaktadir. Bu da popilasyonda
yaklasik 4,7 milyon vatandasimizin kikirdak hasari sikayeti olan hasta anlamina
gelmektedir [2]. iskelet sistemiyle iliskili en baskin kikirdak defektleri hiyalin kikirdak
hasaridir. Hiyalin kikirdaginda biyuk bir kismini eklem kikirdagi olusturmaktadir. Eklem
kikirdagi defektleri dogal seyri ¢ok iyi bilinmemekle birlikte glinimizde halen tartismali
bir konudur [68], [79]. Eklem kikirdak defektlerinin nedenleri genel olarak g grup
altinda toplanabilir. Bunlar; direkt incinme, kronik hasarlar (mekanik olarak fazla
ylklenmis vyuk), subkondral kemik anomalisi (avaskiiler nekroz, osteokondritis
dissekans) [11]. Bu hasarlar eklem kikirdaginda anabolik ve katabolik mekanizmalarda
dengesizlige neden olmaktadir. Kikirdak ylizeyinde olan tahribattan sonug itibariyle
tim eklem kikirdagi etkilenecektir [73]. Uluslararasi kikirdak onarim dernegine (ICRS)
ve Outerbridge’in yapmis oldugu artroskopik siniflandirmaya gore kikirdak

tahribatlarinin orijinal siniflandirilmasi asagidaki gibidir [11].

Evre 0: Bozulmamis kikirdak

Evre |: Yizeysel lezyonlar (yumusak girinti veya ylizeysel fissiir ve c¢atlaklar)
Evre Il: Eklem kikirdaginin yarisindan daha ince lezyonlar

Evre lll: Eklem kikirdaginin yarisindan daha kalin lezyonlar

Evre IV: Subkondral kemige kadar uzanan lezyonlar
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Sekil 2.11 Kikirdak Hasarlari [80].

Tam kalinhikta olusan bir kikirdak lezyonu yasa, lezyon buykliglne ve lokalize oldugu
yere gore onarilabilir. Kliglik bir kikirdak defekti hiyalin kikirdak sentezi ile kendiliginde

iyilesebilir. Bazi durumlarda ise olusan dejenerasyon osteoartrite ilerleyebilir [10].

2.3.1 Osteoartrit (OA)

Osteoartrit (OA); oksidatif stres ve destabilizeye bagli yaslanma gibi mekanik ve
biyolojik olaylar sonucunda eklem kikirdagindaki homeostazin bozulmasidir [81], [82].
Eklemlerde agri ve hareketlerde kisithlik ile karakterize edilmektedir [69]. Her yasta
insanda gorulebilmesinin yani sira Osteoartrit hastalarinin %70’i 65 yas Usti insanlardir

[83].

2.4 Kikirdak Hasarlarinda Tedavi

Kikirdak defektleri travma ve asiri kullanimdan 6tiirti 200 yildan fazladir tam anlamiyla
tedavi edilemeyen buiyiik bir tibbi problemdir. isko¢ Doktor William Hunter, 1743
yiinda Royal Society yayinlanan makalesinde kikirdak dokunun bir kere tahrip
oldugunda yeniden diizeltilmesi zor olan bas belasi bir hastalik oldugunu séylemistir
[84]. Glinlimizde son derece yaygin olan kikirdak defektleri ortopedik cerrahlar igin
tedavi edilmesi zor olan bir hastalik olmaya devam etmektedir ve tedavi olmayan bu

hastaligin kendiliginden iyilesme potansiyeli ya cok azdir ya da hi¢ yoktur. Clnki
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kikirdak doku kondrositlerin az ¢ogalmasi ve kan damarlarinin olmayisindan 6tiri
kendiliginden iyilesmesi oldukga zor olan bir dokudur [8], [36], [85]. Uygun bir tedavi

yontemi secerken asagidaki parametrelere dnemle dikkat edilmesi gerekmektedir [86].

v Etiyoloji

v'Hasta 6zel amaclar (agrida azalma, fonksiyonel iyilestirme)
v'Hastanin yasl

v'Vucut kitle indeksi

v'Fiziksel aktivite

v'Mekanik bacak eksen

v'Ek hastalik (bag yaralanmalari, meniiskis yaralanmalar)

v'Boyut ve defekt yeri

Kikirdak defektleri konservatif veya cerrahi yontemler ile tedavi edilebilir. Konservatif
tedavideki amac agriyr azaltmak ve hastalarda rahatlamayi saglamaktir [87]. Cerrahi
tedavideki amag ise agriyl azaltarak, kikirdagin fonksiyonunu iyilestirmek ve hiyalin

kikirdak onarimini saglayarak eklemdeki dejenerasyonu 6nlemektir [88].

2.4.1 Konservatif Yontemler ile Tedavi

Non-steroid, anti-enflamatuar ilaglar (NSAID) sik sik agri gidermek icin konservatif
tedavisinde kullanilmaktadir [88]. Ayrica uzun vadede etkileri bilinmemesine ragmen
kondroitin stlfat, glukozamin, hyaluronik asit iceren gida takviyeleri, kilo kaybi icin
diyetler, fizik tedavi, rehabilitasyon ve korse de agriyi gidermek icin kullanilmaktir [86].
Konservatif tedavilerin lezyonlarda herhangi bir yapisal iyilesme yaptigi bu gline kadar

kanitlanmamistir [69].

2.4.2 Cerrahi Yontemler ile Tedavi

Gunlmuzde kikirdak dejenerasyonlari icin mevcut cerrahi yontemler birinci nesil

tedaviler ve ikinci nesil tedaviler olmak tzere iki sinifa ayrilir [9].
Birinci nesil tedavi yontemleri;

v'Palyatif amach; debridman artroskopi,
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v'igsel onarim iyilestirme amagli; mikrofraktiir,

v'Tum doku nakli amacli; osteokondral allogreft, osteokondral otogreft gibi

islemleri icermektedir.

ikinci nesil tedavi yontemleri;

v'Hicre temelli onarim (kondrosit veya kok hiicreler kullanarak),
v'Scaffold temelli onarim (sentetik yeniden yapilanma),
v'Hiicre, Scaffold ve Blyume Faktorleri temelli onarim gibi islemleri

icermektedir.

2.4.2.1 Debridman Artroskopi — Artroskopik Lavaj

Magnusson tarafindan ilk kez kullanilan bu popiler ydntem, Kkalsifiye kikirdak
ylizeyinde asinmaya maruz kalmis stabil olmayan kikirdagi yeniden stabil hale getirmek
icin uygulanmaktadir [89]. Artroskopik lavaj ve debridmanin faydah etkilerinin
mekanizmasi tam olarak ortaya konulmamistir. Ancak artroskopik lavaj ve debridmanin
olumlu etkileri ile sinovite sebep olan debrislerin, indirgeyici enzimlerin, agridan
sorumlu oldugu bilinen etmenlerin uzaklastiriimasi, serum fizyolojik ile eklemin
yikanmasinin anestetik etkisi, sinir iletisini yavaslatarak agriyi azalttigi tahmin
edilmektedir [90]. Ancak her artroskopik lavaj ve debridman yapilan hastada
sikayetlerin azalmamasi artroskopik lavaj ile tedavide baska faktorlerinde -etkili
oldugunu disindirmektedir. Debridmanin amaci gevsemis kikirdak pargalarin mekanik
olarak Uzerine vurularak eklem ve inflamasyonu ortadan kaldirmaktir. Yapilan bir
calismada debridman tedavi uygulanan hastalarda 1 yil sonra %80’e yakin agrida

azalma gozlemlenmistir [91].

2.4.2.2 Mikrokirik - ilik Uyarilmasi (Microfracture)

Mikrokirik yontemi kalsifiye olmus kikirdagin bir kiiret ile sistematik olarak kaldiriimasi
yonteminin tim basamaklarini icerir ve bu yontem fibroz kikirdak olusumunu
kolaylastirir [18]. Ancak olusan bu fibréz kikirdak dokunun stirekli takibe ihtiyaci vardir
[10]. Mikrokirik ile subkondral kemige kadar delinen defektli dokuya kemik iligi

elementlerinin gelen kan pihtisi ile dolmasi saglanir “well shouldered” [92], [93].
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Yapilan calismalarda mikrokirik yontemi ile tedavi edilen hastalarin %1’inde hiyalin
kikirdak olusumu, %69’unda da agirlikli fibréz kikirdak olusumu goézlenmistir [94]. Bu
tedavi yontemiyle normal kikirdaktan daha kalin bir yapi olustugunu goézlemleyen
arastirmacilar zamanla bu dokunun daha istikrarli bir hale gelecegini savunmuslardir

[95].

Sekil 2.12 Mikrokirik Yontemi [96].

2.4.2.3 Osteokondral Otogreft Nakli

Outerbridge ve arkadaslari tarafindan 1995 yilinda ilk defa rapor edilmistir [97].
Osteokondral otogreft nakli, diz bélgesinin nispeten agirlik tasimayan kismindan alinan
parcalarin hasarli bolgeye naklini iceren bir yontemdir. Bu teknik ile 1cm?-4cm?
arasinda lezyonlarin tedavi edildigine yonelik raporlar bulunmaktadir. Donér sayisinin
yeterli olmamasi en bilyik dezavantajini olusturmaktadir [69]. Mikrokirik yontemi ve
Osteokondral otogreft nakli yonteminin kiyaslandigi bir calismada bir yilsonunda alinan
biyopsi orneklerinde mikrokirik yontemiyle tedavi edilen grupta fibréz kikirdak
gozlenirken Osteokondral otogreft nakli ile tedavi edilen grupta hiyalin kikirdak
olusumu gozlenlenmistir. Ayrica atletlerden secilen hastalarin Osteokondral otogreft
nakli ile tedavi olan grubunun 6 ay sonra spora yeniden basladiklari da rapor edilmistir
[98]. Osteokondral otogreft nakli tek kademeli bir cerrahi islemdir yani hastalar ikinci
bir cerrahi operasyon gecirmezler. Mikrokirik yontemde fibréz kikirdak olusumu
gozlenirken bu yontemde hiyalin kikirdak olusumu gézlenmektedir. Disuk maliyetli bir

sistemdir ve graft ya da implant siparisi gerektirmez. Fakat osteokondral otogreft veya
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allograftde greft sinirlarini cevreleyen bolgede dogal dokunun genellikle olusmamasi,
sik sik catlaklar meydana gelmesi ve sterilite hakkinda endiseler karsilasilan problemler

arasinda sayilabilir [9], [69].

2.4.2.4 Osteokondral Allogreft Nakli

Gross ve arkadaglari tarafindan kullanilmaya baglanmis bu yodntem; bazi 6zel
durumlarda 6rnegin belirgin blyilk kikirdak defektlerinde ya da kemik kayiplarinda
uygulanmasi olasi olan bir tedavi seklidir [99], [100]. Osteokondral allogreft nakli de
hiyalin kikirdak olusumunu saglamaktadir ve kikirdak kalitesi daha iyi oldugundan gencg
donorlerden greft alinmasi daha iyi sonuglar saglayabilir [101]. Fakat bu tedavi seklinde
immin reaksiyon olusturabilme ve enfektif hastalik bulasabilmesi gibi riskler

bulunmaktadir. Dondurulmus allogreftlerde zamana bagli olarak kondrosit kaybi s6z

konusu olmaktadir [102].

Sekil 2.13 Osteokondral otogreft ile iyilesen hasarli bolge alani A. Saglikli dokudan greft
alinimi B. Hastaya post implantasyon olarak greftlerin nakli C. [103].

Simdiye kadar kikirdak hasarlarinin tedavisinde mevcut olan yaklasimlarin avantajlari
yaninda ciddi dezavantajlara da sahip oldugu goérilmektedir. Bu tedavi stratejilerinin
genel dezavantaji; yeni olusturulan dokunun kikirdagin yapisal organizasyondan yoksun
olmasi ve dogal kikirdak doku ile karsilastirildiginda diisiik mekanik ozelliklere sahip
olmasidir [13]. Ayrica kullanilan geleneksel tedavi yontemlerinin yetersizligi, uzun

zamanlarda sonuclanmalari klinik olarak hala kikirdak hasarlarinin onarimina alternatif
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ve tedaviye hizli yanit verebilen yaklasimlarin dogal bir ihtiyac oldugunu
gostermektedir. Bunun i¢in doku mihendisligi calismalari kikirdak hasarlarinin
tamirinde umut vericidir [104], [105]. Doku mihendisligi, doku fonksiyonu
iyilestirilmesi veya dokunun yenilenmesini tesvik etmek icin uygun biyolojik bilesenleri
biraraya getirerek biyouyumlu 6zelliklere sahip bir ara¢ olarak kabul edilmistir. Ayrica
basarili yenileme veya hasarli doku rejenerasyonu igin biyomalzeme bilimini ve hiicre
biyolojisini bir araya getiren multidisipliner bir bilim dalidir. Doku mihendisligi
temelini olusturan 3 bilesen; scaffoldlar, hiicreler ve biyolojik sinyal molekilleri olarak
tanimlanir. Bu nedenle arastirmacilar in vitro kosullar altinda kikirdak dokunun gergek
islevini taklit edebilecek yapay bir doku olusturabilmek igin kikirdak doku mihendisligi
alaninda c¢alismalar lizerinde yogunlasmaktadirlar. Bu ¢alismalarin amacini ise kikirdak
dokuya yapisal anlamda benzer, mekanik davraniglarinda verimli, ekonomik yapay bir
kikirdak doku gelistirmektir. Bu nedenle kikirdak doku miihendisligi alanindaki
gelismeleri yeni nesil tedavi yaklagimlari basligi altinda toplamak mimkiindir [10],

[11].

2.5 Doku Miihendisligi

Doku miihendisligi doku benzeri yapilari olusturmak amaciyla canli hicreleri,
biyouyumlu malzemeleri ve uygun biyokimyasal (6rnegin, blyime faktorleri) ve
fiziksel faktorleri kullanan multidisipliner yeni bir alandir [106], [107]. Son zamanlarda,
bu teknolojinin nihai hedefi, olusturulan bu doku iskelelerini yaralanmis dokularin
tedavisi veya hasarli organlarin islevini yerine getirmeleri amaciyla viicuda
implantasyonlari olmustur [106], [107]. “Her doku yeniden sekillenir” felsefesini
benimseyen arastirmacilar; izole edilmis her hiicre uygun ortam saglandigi middetce
uygun vyapay dokuyu olusturabilir dlslincesine odaklanmislardir  [106], [107].
Rejeneratif tip terimi siklikla doku muihendisligi ile esanlamli olarak kullanilmasina
ragmen rejeneratif tip kok hicreleri tedavi sirasinda hiicre kaynagl olarak
kullanmaktadir [106], [107]. ilk sentetik deri ve doku bilesenleri birden fazla arastirmaci
tarafindan 1962 yilinda kullanilsa da ilk basarih doku muhendisligi ile gelistirilmis
Urlinler 1970 sonlari ve 1980 baslarinda ortaya ¢ikmistir. Bilim cevreleri bu tarihleri

doku mihendisliginin baslangici olarak kabul etse de "Doku Mihendisligi" terimi

27



literatlire 1987 yil civarinda girmistir. 1990'h yillara gelindiginde, deri ve kikirdak gibi
birka¢ doku muhendisligi GrinQ basarih bir sekilde ticarilestirilmistir [108]. Bir¢ok yeni
sirket buyuk bir yaris icerisinde 15 yil 6nce tahmin edilen doku muihendislerinin ileride

karmasik viicut pargalarini yapabilecekleri hedefine ulagsmislardir [107], [109] .

Doku miihendisliginin 6niinde heniiz ¢6ziilmemis blyik problemler olarak, fonksiyonel
damar aglarinin doku igerisine olusturulmasi, degisik hiicre tiplerinin 3 boyutlu doku
icerisinde yerlesimi ve yayilliminin kontrol edilmesi ile bu dokulari elde edilmesi igin
uygun hicre kaynaklarinin kalitatif ve kantitatif olarak tiplendirilip tanimlanmasi gibi
sorunlar sayilabilir [110]. 2000'lerin baslarinda, yliksek teknoloji balonunun patlamasi
ve yorgun yatirimcilarin doku mihendisligi alaninda icerisinde bulundugu yiksek risk

iceren sektorlere yatirimlarini durdurmasi ile sektérde bir disls goralmastir [111].

Kok hiicre calismalarinin artisi ile birlikte sektor tekrar kendine gelmeye baslamis fakat
bu canlanma da gegici kalmis ve 2008 yilindan bu yana faaliyet baslangi¢ finansmanlari
cok sinirh olmustur. Bazi alanlarda kaydedilen 6nemli gelismeler olsa da (mesane,
kornea ve brons gelistirilmesi gibi), sektor uzun yillar alan arastirma g¢abalarina ragmen
kan damarlari, kalp ve karaciger gibi dokular icin hala klinik olarak kabul edilebilir bir
¢O6ziim sunmaktan epey uzaktadir. Son otuz yil icerisinde doku miihendisliginin
olgunlasmasi zarfinda molekiller ve hiicresel biyoloji ile mikro ve nanosistem
muhendislik tabanh onlarca teknoloji gelistirilmistir. Bu teknolojiler genelde sorunlari
basite indirgeme yonelimi bulunan ve klinik olgularin her zaman farkinda olmayan
bilim adamlari tarafindan gelistirilmistir. Fakat yine de, bu teknolojilerin bazilari 2002
yili itibariyle 3 milyar dolar gibi bir pazar payina ve yilda yaklasik %25 oraninda [112]
bliyime oranina sahip molekiler teshis endistrisi gibi ¢cigir acan bir pazarin olusumunu
saglamistir. Doku muhendisliginin non-terapotik uygulamalarinda gerceklesen atilimlar
nihai hedef olarak doku mihendisligi Griini ve gelistirilmesi hevesli savunucularinin
dislindiglinden c¢cok daha zor olan terapdtik Grinlerin gelistiriimesine olanak
saglayacaktir. Bu inceleme sonunda yineleyecegimiz gibi, nihai hedefleri olarak bu
alanin gercek bir etkiye sahip olmasi icin doku mihendisleri kendi enerijilerini klinik

problemlerin ¢6ziimiine odaklamalari gerekmektedir [113].
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Doku mihendisligindeki yaklasimlari baslica dort grupta toplayabiliriz. Bunlardan
birincisi biyomateryallerden hazirlanan scaffoldlarin (Doku iskelesi) uygulanmasidir. Bu
scaffoldlar yapay hiicre disi matrisi olusturmaktadir. ikincisi ortamda scaffolda
olmaksizin yapay doku veya organ olusturmak igin canli hucrelerin kullanimina
dayanmaktadir. Ugilincii ise sadece scaffoldlarin ve biyosinyal molekiillerinin
kullanimidir. Sonuncusu, yapay ve hicresel ortam arasindaki farkliliklari en aza
indirgemek igin scaffoldlarin, biyosinyal molekillerin ve canli hiicrelerin Uglnin bir
arada kullanimini hedefler. Sonug olarak tim bu yaklasimlari bir araya getirdigimizde
ise doku muhendisliginin temellerini 3 husus altinda birlestirebiliriz. Bunlar; hiicreler,

scaffoldlar ve biyosinyal molekiiller (bliyime faktorleri) dir [114].
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Sekil 2.14 Doku Muhendisliginin temelleri [114].

2.5.1 Kikirdak Doku Miihendisligi

Kikirdak doku mihendisligi kikirdak hasarlarini tamir etme amach gelisen doku
muhendisliginin alt bilim dalidir. Kikirdak doku miihendisligi son yirmi yilda ¢ok hizli
gelismesine ragmen tedavi icin klinik secenekler hala yetersizdir ve yeni biyolojik
¢Ozlimler gelistirmek icin yogun calismalar devam etmektedir. Kikirdagin basarili bir
sekilde tamimiyle tamiri halen 6nemli bir klinik sorundur [115]. Son yirmi yilda

biyomalzeme teknolojileri ve hiicre kaynagi cgesitliligi buylk bir gelisme gostermistir.
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Hatta molekiiler ve genetik manipulasyonlar ile islevsel bir yapay kikirdak Gretimi
yolunda kikirdak doku mihendisligi ¢alismalari olduk¢a umut vaat edici bir hal almistir
[116]. Kikirdak doku mihendisliginde in vitro ve in vivo ¢alismalarinin bircogu otolog
izole edilmis kondrositler ile yapilmaktadir. Fakat otolog kondrositlerin neden oldugu
dezavantajlar hizli bir sekilde alternatif hiicre kaynaklarina yonelime neden olmustur
[21]. Bu hiicre kaynaklarindan kemik iligi kaynakli mezenkimal kok hicreleri yaygin bir
kullanim alani bulmustur. Fakat daha sonraki yapilan calismalarda baska dokulardan da
mezenkimal kdk hcrelerin izole edilebilecegini ve kikirdak doku muhendisliginde
kullaniminin daha pratik olabilecegini ortaya konulmustur [117]. Daha yakin bir
zamanda ise embriyonik kok hiicrelerin ve indiklenmis pluripotent kok hiicrelerinde
kikirdak hasarlarini tedavi amagh kikirdak doku muhendisliginde kullanilabilecek
potansiyelde oldugu ortaya konmustur [118]. Biyomalzemeler acisindan bakildiginda
ise 1990’larin baslarindan itibaren biyolojik olmayan hidrojel malzemeleri (agaroz,
alginat ve PEG) [119], biyolojik olarak parcalana bilen dogal ve sentetik yapilar [120]
yaygin bir sekilde kullanilmaya baslanmistir. Biyomalzemelerin kikirdak dokuda en
yaygin kullanimi scaffoldlar ile olmaktadir [115]. Scaffoldlar sentetik, dogal ya da
kompozit polimerlerden olusabilir. Ayrica egrilmis, dokuma seklinde, nanolif ya da
hidrojeller olarak da yapilandirilabilirler. Kondrogenezisin gelismesi icin kok hticreleri
indikleyen blyume faktorleri kullanilabilir. Glinimuzde artik kikirdak doku
muhendisligi calismalari genis ¢apta hiicresel ve biyomalzemesel yelpazeye ek olarak
molekiiler terapotik faktorlerce (¢Ozlintr faktorler ya da viral transdiksiyon ile)
zenginlestiriimektedir. Yapay kikirdak gelisiminde kullanilan bioreaktérler ile besin
iletimi arttirlarak ex vivo kosullarda kikirdagin  mekanik uyarilmasi icin
kullanilabilmektedir. Kikirdak doku mihendisliginin de temelini doku mihendisliginin
temelini olusturan parametreler olusturmaktadir. Burada hiicre kaynaklarini
kondrositler ve cesitli dokulardan elde edilen kok hiicreler olusturur. Biyomalzeme
kaynaklarida oldukga cesitlidir. Sentetik ya da dogal polimerlerden olusan scaffoldlar ya
da zarsi matrisler kullanilmaktadir [116]. Ayrica kondrogenezisde etkili olan kikirdak
dokunun anabolik ve katabolik reaksiyonlari da g6z 6niinde bulundurularak kullanilan

biyime faktorleri de kikirdak doku mihendisligi calismalarinin en can alici
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unsurlarindan biridir. Tim bu parametreler asagidaki bolimlerde detayh bir sekilde

anlatilacaktir.

&P

o
S

t —

Hiicre Proliferasyonu

Sekil 2.15 Kikirdak Doku Mihendisligi Temelleri

2.6 Kikirdak Doku Miihendisligi Esaslarina Dayali Kikirdak Hasarlarinin Hiicre
Kaynakh Tedavi

Kikirdak doku miihendisliginin en 6nemli esaslarindan biri kikirdak dokuya gergek
islevini yeniden kazandirabilecek uygun hicre tipinin belirlenmesidir. Kikirdak doku
muhendisligi calismalarinda hiicre kaynaklari ¢ok genis bir yelpazede ele alinmistir.
Kondorsitlerin in vitro kullanimiyla ilgili karsilasilan problemler nedeniyle
arastirmacilan farkh hicre kaynaklari aramaya mecbur birakmistir. Bu kaynaklar ise
cesitli kaynaklardan elde edilmis kok hucreleridir ve kikirdak hasarinin tedavisinde

umut vadetmektedirler (Cizelge 2.4).
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Cizelge 2.4 Kikirdak Hasarlari Tedavisinde Kullanilan Hiicre Tipleri

Hiicre Tipi Avantajlari Dezavantajlari
Otolog Dogal fenotip Baslangic icin cok az hiicre sayisi
el imminolojik minimal risk Dediferansiyon lizerinde genisleme
problemi
Allojenik Genis hiicre sayisi Sinirh bir donér durumu
Kondrosit Kullanima hazir soliisyon Hastalik bulasma riski
Yetigkin Blyuk Olcekte hicre Hipertrofisi potansiyeli
Mezenkimal K6k Uretebilme . . .
Heterojen hiicre populasyonu
Hiicresi .
Giebs rldl bk il Kararh ve tekrarlanabilir farkhlasma
izole edebilme
sorunu
indiiklenmis Hastaya spesifik hicreler Kararh ve tekrarlanabilir farkhilasma
pluripotent koék blylik kaynak sorunu
hiicre (IPKH) Birden c¢ok hiicre tipleri Teratom potansiyeli
Uretilebilme
Embriyonik Kok Birden ¢ok hiicre tipleri Kararli ve tekrarlanabilir farklilasma
Hiicre Uretilebilme sorunu

Kullanima hazir solisyon

Teratom potansiyeli

Etik Problemler

2.6.1 Kondrosit Kaynakh Kikirdak Tedavisi

Kondrositlerin genel 6zelliklerinden yukarida bahsetmistik. Kisaca 6zetlemek gerekirse
hiicre disi matrisin sentezinden sorumlu olan bu hiicreler hasarl kikirdaga eski islevini
kazandirmak icin makul bir tercih olmaktadir. Ayrica in vitro kosullar altinda kiltire
edilmesi ve kikirdak dokudan kolaylikla elde edilmesi de kullanimini kolaylastiran diger
etmenlerdendir [121], [122]. Bu alandaki ¢alismalari; otolog kondrosit implantasyonu

(ACl), kollajen-kapli otolog kondrosit implantasyonu (CACI) ve matrise indiklenmis

kondrosit implantasyonu (MACI) seklinde 3 sinifa ayirabiliriz.
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2.6.1.1 Otolog Kondrosit implantasyonu (ACI)

ilk olarak, kikirdak lezyonlarinin onariminda kullanilan kondrositler otolog kondrosit
implantasyonu (ACI) teknigi ile calisiimistir [123]. Bu yontem ile 2-10cm?lik kikirdak
defektleri tedavi edilebilinir [11], [94]. Kondrositler saglikh kikirdagin agirlik tasimayan
bir bolgesinden alinmis ve ex vivo olarak cogaltiimistir. Baska bir cerrahi operasyon ile
cogaltilan kondrositler kollajen ihtiva eden bir siispansiyon ile kondral hasarin oldugu
yere enjekte edilir ve fibrin bir yapistiriciyla bolge kapatilir. Bu prosedir kigik
lezyonlar icin sismeye neden olsa da agriyi azaltmaktadir [12]. Yapilan arastirmalar
sonucunda ACl yontemiyle tedavi edilen hastalarda mikrokirik ydontemiyle tedavi edilen
hastalara gore onarilan dokunun daha dayanikli ve biyomekanik 6zelliklerinin dogal
kikirdaga daha ¢ok benzedigi gozlenmistir [124]. ACI ya da mikrokirik yontemlerinin
hangisinin klinik de daha etkin bir sonuca ulastiracak yontem oldugu glinimiizde halen
tartisiilmakta olan bir konudur. Clnkd klinik sonuglarin degerlendirmesi s6z konusu
oldugunda bir dizi faktorin devreye girmesi bu durumu tam bir kaosa sokmaktadir. ACI
yonteminde FDA tarafindan da delaminasyon ve doku sislikleri gibi yaygin yan etkiler
bildirilmis Ustelik %15-30 arasinda tekrar ameliyat sikligi ile sonuglanan bir tedavi

yontemi oldugu tespit edilmistir [12].

2.6.1.2 Kollajen-Kapl Otolog Kondrosit implantasyonu (CACI)

ikinci nesil ACI teknigi, kollajen kapli ACI olarak bilinmektedir (CACI) ayrica bu yénteme
otolog matrise indiiklenen kondrosit (AMIC) adi da verilmektedir. Bu yontem ile sadece
kikirdaktaki lezyonlar Uizerine hastadan otolog alinarak laboratuvar ortaminda
cogaltilmis kondrositler kollajen bir matris lzerinde c¢ogaltilarak hastaya nakledilir
boylece kondrositlerin kikirdak Gzerinde istenmeyen bdlgelere goc etmesi engellenir
[125]. Piyasada Geistlich Biomaterials (Wolhusen, isvigre)tarafindan Chondro-Gide® ya

da Bio-Gide" adiyla pazarlanmaktadir.

2.6.1.3 Matrise indiiklenmis Kondrosit implantasyonu (MACI)

Uglinci nesil ACI teknigi ise matrise indiiklenmis kondrosit implantasyonu (MACI)
teknigidir. Scaffoldlar lizerine kondrositlerin yerlestirilmesiyle bu yontem gelistirilmistir

[126]. Diger tekniklere gore avantaji kondrositlerin korunmasini saglamasidir.
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Scaffoldlarin lizerine kondrositlerin de implante edilmesiyle elde edilen yapay doku,
kikirdagin dogal matrisine benzer karakteristik hiicre disi alanina sahiptir [127], [128].
Scaffoldlarin kullanilmasi ile kondrosit adezyonu, proliferasyonu daha iyi saglanirken,
dedifransiyasyon kisitlanmasi gibi sinirlayici tiim durumlardan kondrositler muhafaza
edilmektedir. MACI yénteminden ACI yontemine gore kikirdak hasarlarinin tamirinde
daha iyi sonuglar alinmasina ragmen bu yonteminde diger kondrosit kaynakli tedavi
yontemleri gibi en blyik dezavantaji cok buyik kikirdak hasarlarinin tedavisinde

kullanilamiyor olmasi ve donér morbiditesidir [129].
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BIOPSY EXPANSION  APPROPRIATE BIOMATERIAI

Sekil 2.16 Otolog kondrositlerin bir zemin Gzerinde (CACI/MACI) galisiimasinin sematik
gosterimi [130]

2.6.1.4 Kikirdak Tedavisinde Kondrosit Kullaniminin Avantajlari ve Dezavantajlari

Tim bu tekniklerde (ACI, CACI, MACI) kondrosit naklinin hastanin kikirdak
fonksiyonunda iyilesmeye etkisi oldugu tespit edilmistir. Ancak kondrositlerin in vitro
cogaltilmasi dedifferensiyon ve ya fenotip kaybina yol acmaktadir. Bu da kikirdak
rejenerasyonunda kullanimlarini faydasiz kilmaktadir [7], [131]. Bu sorunun Ustesinden
gelmek icin; blylme faktori beta 1 (TGF-b1), fibroblast biyliime faktori 2 (FGF-2) ve
insllin 1 blylme faktorlerinin (IGF-1) icerisinde bulundugu kultlr ortami takviyesi ile
dedifferensiyon islemi geciktirilir ama tamamen bu hiicresel olayl durdurmak mimkin
degildir [132]. Ayrica agaroz jel, aljinat taneleri ya da fibrin yapistiricilar ile hazirlanmis
U¢ boyutlu kultir sistemleri Uzerinde kondrosit ekilmesi ile kondrosit fenotipi
korunabilinir [116]. Yetiskin kondrositlerinden daha uygun bir secenek olarak yeni

dogan veya fetal kondrositler mevcuttur. Bunlar 6nemli olglide hizh blyliyen ve daha
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ylksek proteoglikan, kollajen tip I, kollajen IX icerigine sahiptir. Fakat yeni dogan veya
fetal kondrositlerin de kullanilabilirligi hem etik kisitlamalar icerir hem de yetiskin

kondrositlerin kullaniminda karsilasilan dezavantajlara sahiptir [133].

Kondrositlerin kikirdak doku mihendisligi temelleri esas alinarak kikirdak hasarlarinda
kullanilabilecek makul bir yontem olmasina karsin bu kullanimlarini engelleyen
dezavantajlari da bulunmaktadir. Ornegin ACI yénteminde ancak 2-10 cm? ¢apa sahip
dokularin tadilati yapilabilinir. Blylk kikirdak hasarlari cok daha fazla kondrosit hiicresi
gerektirecektir (mikro litreye 10.000 hiicre) bu da yonteme blyik bir dezavantaj
saglamaktadir. Yani otolog kondrositlerin izole edildigi kikirdak doku, daha 6ncede
bahsettigimiz gibi donor de kikirdaga yiik binmeyen saglkl bir bélgeden alinmaktadir
eger kondrositlerin izolasyonu icin biyik doku alinirsa bu da donér de sekonder bir
hasar meydana getirebilir [134]. Bir diger dezavantaj ise elde edilen kondrositlerin
pasaj esnasinda fenotiplerini uzun sire boyunca koruyamamasidir [12], [135]. Bu
dezavantajlarindan dolayi arastirmacilar kondrositlere alternatif olarak kullanilabilecek
farklh doku ve organlardan izole edilebilen ve istenilen dokuya farklilasabilme

yetenegine sahip olan kok hiicreler Gzerine odaklanmislardir.

2.6.2 Kok Hiicre Kaynakh Kikirdak Tedavisi

Gunlmuzde, kok hiicrelerin gesitli hiicrelere farklilasabilme 6zelligi ile dejenere olmus
doku ve organlarin tedavisinde rejaneratif tip ve doku miihendisligi igin mit vericidir
[21], [136]. Son zamanlarda kok hicre alanindaki gelismeler kikirdak dokuya yeni
islevini kazandirmaya yonelik tedavilerde karsilasilan problemlerin giderilmesinde yeni
umutlarin dogmasini saglamistir. Kok htcreler kullanilarak yapilan kikirdak doku
muhendisligi uygulamalari ile istenilen ozellige vyakin yapay kikirdak doku
olusturulmasina yonelik basarili sonuclar azimsanmayacak diizeydedir [130]. Kok
hiicreler; bolinerek kendini yenileyebilen ve farkhlasarak kan, karaciger, kemik iligi,
kas, kikirdak, yag, kemik gibi 6zellesmis gbrev yapan organlari olusturan hicrelerdir

[23], [137].

Kikirdak tedavisinde Kullanilan kok hiicre kaynaklari;; embriyonik kok hicreler,
indiklenmis kdk hiicreler disinda eriskin kék hiicre kaynaklarindan kemik iligi, adipoz
doku, periferik kan, kas doku, periost doku, sinovyal zar, kordon kani, kordon matrisi,
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amnion sivisi, plasenta kikirdak doku miihendisligi esaslarina dayal literatiir de
kullanilan kok hicrelerdir [19]. Son zamanlarda yapilan ¢alismalarda olfaktor kok
hicrelerinin de osteositlere, kondrositlere ve adipositlere farklilasmasi rapor edilmistir

[138].

2.6.2.1 Kok Hiicrelerin Genel Ozellikleri

Kendini yenileme (self-renewal), klonlasarak kendi kopyasini olusturabilme ve farkl
hiicre hatlarina farklilasabilme yetenegine sahip olan 6zel hiicrelerdir [139], [140]. Kok
hicrelerin kendini yenilemesi; hiicrenin ¢ogalma yetenegini yani kdk hicrelerin
Olimsiz, surekli ve sinirsiz bélinme yetenegini belirler [141]. Kok hlicreler uzun siire
bolinebilme ve kendi kendini yenileme yetenegine sahiptirler. Bolinebilmelerini
saglayan faktorler arasinda kromozomlarin ucunda bulunan ve binlerce kez tekrarlanan
kisa DNA tekrar dizileri (TTAGGG) olan telomerler bulunmaktadir. Kok hicreleri
klonlasma 06zelligi ile kendi 6zelliklerini tasiyan yeni hiicreler Uretebilme kapasitesini
sahip olmaktadir [142]. Hiicrelerin boélinme kapasitesini kromozomlarin ucunda
bulunan ve telomer adi verilen DNA zincirleri belirler. Bir hiicrenin telomeri ne kadar
uzun olursa, bollinme kapasitesi de o kadar fazla olur. Telomer zincirlerinin uzun
kalmasi ise telomeraz enzim aktivitesini belirler ki kok hiicrelerde telomeraz enzimi ¢ok
ylksektir ve bu sayede kok hiicreler tekrar tekrar bolinerek kendilerini kopyalarlar.
Telomeraz enzim aktivitesi insan germ, timoér, embriyonik ve eriskin kok hiicre

serilerinde ylksek bulunmustur [143].
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Sekil 2.17 Kok hiicrelerin genel 6zellikleri
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2.6.2.2 Kok Hiicrelerin Farklilasma Potansiyeli

Viicut hicrelerimiz embriyonik donemin endoderm, mezoderm ve ektoderm olmak
Uzere (¢ germ tabakasindan olusturmaktadir. Endoderm tabakasindan; timus, tiroid,
akciger, karaciger, pankreas gibi doku ve organlar farkhlasirken, mezoderm
tabakasindan; kemik iligi, kan, kemik, kikirdak gibi doku ve organlar farklilasir,
ektoderm tabakasindan ise; deri, hipofiz bezi, kulak, goz gibi doku ve organlar farklilagir
[144], [145]. Kok hicreler 6zel biylime faktorleri ve sitokinlerin kullanilmasiyla
Ozellesmis hiicrelere farklilasabilirler. Embriyonik kok hicreler; sinir bliyime faktori
(NGF) ve hepatosit blylime faktori (HGF) ile her (¢ embriyonik germ tabakasina
farklilasabilirken, fibroblast buyime faktori (FGF-2), retinoik asit ve kemik morfojenik
protein (BMP-4) ile ektodermal ve mezodermal belirtecleri gésteren progenitérlere

farklilasabilirler [146].
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Sekil 2.18 Kok Hucrelerin Farklilasma Potansiyeli [23].
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2.6.2.3 Farklilasma Potansiyellerine Gore Kok Hiicreler

Farklilasma potansiyellerine gore; totipotent, pluripotent, multipotent ve unipotent
olarak adlandirilan 4 farkli kok hiicre grubu vardir [147]. Totipotent hicreler
embriyonun 4. ve 5. ginlerine kadar olusan hicrelerdir. Organizmanin gelisimini
takiben farklilasma potansiyellerine gore pluripotent, multipotent, Unipotent 6zellik
gosterebilirler [148]. Pluripotent hicreler; fertilizasyondan 4. ve 5. glinden sonra
olusan blastosist evresindeki embriyoda bulunan hiicrelerdir. Bu hicreler, in vivo
embriyonik gelisim sirasinda ve in vitro kosullar altinda embriyonun (¢ germ tabakasi
olan endoderm, mezoderm ve ektodermden meydana gelen her tirli hiicre tipini
(yaklagik 200 farkli hiicre) olusturabilme potansiyeline sahip hiicrelerdir [149], [150].
Unipotent hiicreler, Embriyonik gelisimin daha ileri evresinde goérilen hicreler olup
sadece kendi kokeninde bulunan 6zellesmis hiicre ve doku gruplarina farkhlasabilirler.
Bu hiicreler sinirl farklilasabilme kapasitesine sahip olmalarina ragmen ¢ok sayida
hiicre tirine farklilasabilmektedir. Unipotent hiicreler, sadece bir ¢esit hiicre grubuna
farkhlasabilen hicrelerdir. Bu hiicreler, eriskin organizmada, tek bir seri boyunca
farklilasabilirler. Ayrica, doku yenilenmesinde de rol oynarlar. Ancak daha genis doku

hasarlarinda, hasarli bolgenin tamiri icin pluripotent kok hiicreler devreye girer [151],

[152].
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Sekil 2.19 Farklilasma Potansiyellerine Gére Kok Hiicreler [153].
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2.6.2.4 Kok Hiicrelerin Elde Edildigi Kaynaklar

Kok hicrelerin siniflandirmasinda birgok farkh goris olmasina ragmen kok hicreler
temelde, kendini yenileme ve farklilasma yetenegine gore; embriyonik kdk hiicreler
(EKH) ve eriskin kok hiicreler olmak Uzere iki gruba ayrilirlar. Fakat son zamanlarda
bunlarin disinda indiklenen pluripotent kok hiicreler de (iPKH) Ggiinci bir grup olarak
bu siniflandirmaya dahil edilmektedir [154]. Embriyoda; erken embriyon dénemindeki
blastositin i¢ hicre kitlesinden elde edilen hiicreler, embriyonel yapraklar ve fetal
dokular da ki kok hicreler embriyonik kok hicreler olarak adlandirihr [155].
Differensiye olmus bir dokuda farklilasmamis halde bulunan ve kendini yenileyerek
kaynaginda ki dokunun o6zellesmis hicrelerine farklilasabilen hiicrelere eriskin kdk
hiicreler denir. Eriskin kok hticre kaynaklari; ¢esitli hiicrelere farklilasma potansiyelleri

ve etik acidan uygun olmalari nedeniyle en cok calisilan kdk hiicre kaynaklaridir [156].

Eriskin kok hucreleri; kemik iligi, kas dokusu, spongioz kemik, dermis, goz, kalp, noral
krista, yag dokusu, periost, perisit, sinovyal zar, kan, amniyon sivisi, Wharton jeli,
gobek kordon kani, gdbek kordon stromasi, dis pulpasi, olfaktér bulb olmak Ulzere
bircok farkli eriskin dokudan izole edilir [157]. Ayrica izole edilen bu eriskin kok
hicreler in vitro kosullar altinda diger dokularin 6zellesmis hiicrelerine farkhlasabilirler

[158].

2.6.2.4.1 Embriyonik Kok Hiicreler

Embriyonik kok hicreler; embriyonun 4-5 giinliik erken dénem formu olan blastokistin
yaklasik olarak 64-200 arasi hiicreden olusan i¢c hiicre kitlesinden elde edilen
pluripotent kok hicrelerdendir. Tim yetiskin hiicre tiplerine donlisebilme ve sonsuza
dek cogalabilme 6zelliklerine sahip hiicre grubudur [159]. Genellikle OCT4, NANOG ve
SOX2 genleriyle karakterize edilir [130], [160]. Yapilan calismalarda EKH’larin kondrosit
farklilasmasinda kullanilabilecek alternatif bir kaynak oldugu ve mezenkimal kok
hiicrelere gore farkli avantajlara sahip oldugu ortaya konmustur [161]. Embriyonik
kaynaklardan kok hicrelerin izolasyonu, sahip olduklari zorluklar yaninda elde
edilmesinin cesitli etik sorunlara yol agmasi nedeniyle giiniimiizde halen tartisiimakta

olan bir konudur [150], [152]. Embriyonik kdk hicrelerin en blylik dezavantaji; bu
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hicrelerin tim hicre tiplerine farklilasma kapasitelerinden dolayi timor gelisimine

meyilli olmalari ve in vivo ¢alismalarda teratom olusumuna neden olmalaridir [162].

2.6.2.4.2 indiiklenmis Pluripotent Kék Hiicreler

Kok hicrelerin farklilagsmasi, hiicreler daha pluripotent hiicre safhasinda iken sayisiz
epigenetik faktoriin genetik materyal lizerinde etki gOstermesiyle gerceklesen bir
prosedirdir. Ginimiize kadar erken embriyo ve EKH’lerde pluripotensinin elde
edilmesini saglayan Oct3/4, Sox2 ve Nanog gibi bircok faktér tanimlanmistir. Yamanaka
ve ark. (2006) ise EKH tanimlanmasinda kullanilan bu ¢ok sayidaki faktoérin kritik bir
kisminin ayni zamanda somatik hicrelerde pluripotensiyi saglayabilecegini hipotez
olarak One surmisler ve kurduklari deney sisteminde onceden tanimlanmis bu
faktorlerin  somatik hicrelerde pluripotensiyi indlkleyip indiklemediklerini
arastirmislardir. Ortaya koyulan hipotez sonucu EKH’larin tanimlanmasinda kullanilan
24 farkh gen urind ile yapilan ¢alismada arastirilan bazi gen Grilinlerinin pluripotensiyi
indukledigini belirlenmistir. Deneyler boyunca arastirilan bu 24 faktér tek tek
incelenmis ve adim adim indirgenerek sadece 4 genin (Sox2, Oct3/4, KIf4 ve cMyc)
kendi kendilerine EKH indiiklenmesinde etkili oldugunu ortaya ¢cikarmislardir [163]
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Sekil 2.20 indiiklenmis Pluripotent Kék Hiicreler [164]
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Bunun sonucunda IPKH kavrami bilim literatiiriine girmistir ve bu teknolojinin hiicre
tedavisi icin buylk bir potansiyele sahip oldugu dislinilmektedir. Fakat bununla
birlikte yapilan ¢alismalarda tlimor gelisimi riski nedeni olabilecek pro-onkogen ve c-
myc varlig IPKH programlanmis hiicrelerde tespit edilmistir. Bundan yola ¢ikarak
iPKH’larin timdrejenik 6zeliklerini tanimlayabilmek igin kikirdak doku miihendisliginde
kullanilmasinin alternatif bir yaklasim saglayabilecegi distntlmustir. Canki kikirdak
dokunun benzersiz homojen morfolojisi hiicre farklilasmasini veya herhangi bir
anormal hiicre blyimesini histolojik analizlerle belirlemeye yardimci olmaktadir. Bu
nedenle; insan EKH ve iPKH’larinin kondrojenik farklilastirmalari yapilarak farklilasan
hicreler in vitro ve in vivo olarak karsilastirilmis ve iPKH’larin kikirdak doku
mihendisliginde kullaniimasinin  farklilasma esnasinda anormal hiicre hatlari
belirlenmesi icin mikemmel bir ydntem oldugu rapor edilmistir. EKH ve iPKH
ginimizde kikirdak defektlerinde kullanima uygun oldugu dusinilse de klinik de

uygulanilmasi halen arastirma konusudur [165].

2.6.2.4.3 Erigkin Kok Hiicreler

Eriskin ya da somatik kdk hticreler; eriskin viicudunda bulunan onci hiicre gruplarina
farklilasma vyeteneginde ve uzun siire kendini yenileyebilme 06zelligine sahip
hicrelerdir. Kemik iligi, yag, periferik kan, kas, gobek kordonu vb. eriskin dokulardan
0zel yontemler ile eriskin kdk hicreler elde edilir [166]. Yetiskin kok hicreler
embriyonik kok hicrelerden farki multipotent ozellikle, kisith farkhlasma 6zelligine
sahip bunun yaninda kok hiicre kriterleri olan farkhlasma, kendi kendini yenileme ve
klonlagsma o6zellikleri gbsteren hiicrelerdir [155]. Kemik iligi, kordon kani, periferek kan,
yag, bobrek, beyin, deri, karaciger gibi kok hiicre kaynaklarindan elde edilen kdk hiicre
turleri eriskin kok hicreleri olarak tanimlanmistir [167]. Bu kok hicreleri doku
yenilenmesini ve dogal hiicre o6liminde ya da yaralanmalarda hasara ugrayan
hiicrelerin yerini alarak, doku hemostazini saglayan en dnemli hiicre grubudur. Eriskin
kok hicrelerin, uygun ortam sartlari altinda hedefe yonelik uyaranlarla cesitli
Ozellesmis hiicrelere donlisebilme yetenekleri plastisite olarak tanimlanir [168]. Eriskin
kok htcreleri kendi mikrocevrelerin de farklilasmamis ya da Ozellesmemis olarak

bulunurken, sinyaller araciligiyla kendi aralarinda ki iletisimi diizenledigi bildirilmistir
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[169]. Farkhlastiklari dokulara gore eriskin kok hiicreleri; hematopoetik kdk hicreler,
organlardaki kok hiicreler ve mezenkimal kdk hiicreler olmak tzere 3 gruba ayrilirlar
[170]. Mezenkimal kok hiicreler (MKH) en ¢ok galigilan eriskin kok hicrelerdir. Bu
nedenle arastirmacilar erigskin dokulardan elde edilen MKH galismalarina yonelmis ve
bu MKH’larin, kondrojenik hicrelere farklilasma potansiyeli de g6z onilinde
bulundurularak kikirdak doku mihendisliginde kullanilmak lzere alternatif bir kaynak
oldugu dustnilmistir [171]. Deney hayvanlar ile yapilan calismalar sonucunda
MKH’larin yaklasik olarak tim doku ve organlardaki varlig tespit edilmis, bu hiicrelerin
boylece doku mihendisliginde kullanimina yaygin olarak baslanmistir [172]. Farkl
kaynaklardan elde edilebilen MKH’larin hiicresel tedavi ve kikirdak doku mihendisligi
calismalarinda kullanilmasina, 6zellikle 1988 yilinda Hallmark tarafindan transforming
growth factor-beta (TGFB) etkisinde MKH’larin kondrositlere farkhlastiginin

kesfedilmesiyle odaklaniimistir [173].
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2.6.3 Mezenkimal Kok Hiicreler

Mezenkimal kok hicreler; buginkii anlamda ilk kez 1999 yilinda, Pittenger ve
arkadaslari tarafindan, “Kemik iliginden koken alan ve uygun uyaranlarla osteoblast,
adiposit ve kondrosit hicre serilerine farkhlasabilen fibroblastoid hiicreler” olarak
tanimlanmistir [21], [140]. Ayni zamanda mezenkimal kok hiicreler ektoderm,
mezoderm ve endoderm tabakalarindan kdken alan hiicre veya dokulara farklilasabilen
non-hematopoetik multipotent kok hiicrelerdir [175]. Mezenkimal kdk hiicreler; baslica
kemik iliginde bulunan ve kemik, kas, kikirdak, tendon, yag, kemik iligi stromal hiicrele-
rine farkhlasma yetenegine sahip olan multipotent progenitor hiicrelerdir [157]. Cesitli
hicrelere farklilasabilen ve ilk olarak kemik iliginden izole edilen MKH, sonraki
¢calismalarda periosteum, perikondrium, adipoz doku, fetal karaciger, fetal akciger,
fetal dalak, tendonlar, amnion sivisi, amniyotik membran, dis pulpasi, gébek kordon
kani, plasenta, wharton jeli olfaktér bulb ve periferik kan gibi bir¢ok farkli dokulardan
da elde edilebilir [176], [177]. Son zamanlarda endometriyum ve adet kanindan da
mezenkimal kok hiicre izole edildigi bildirilmistir [178]. Cesitli yetiskin dokulardan izole
edilen mezenkimal kok hiicreler genis ¢ogalma potansiyeli vardir ve kolayca birkag

pasaj icinde kendi multilinaj farklilasma potansiyelini kaybetmeden cogaltilabilir [10].

2.6.4 Mezenkimal K6k Hiicrelerin Genel ve Fenotipik Ozellikleri

Uluslararasi Hiicre Tedavileri Toplulugu (ISCT) Mezenkimal Kok Hiicreleri tanimlamak
icin 3 6zellik bildirmistir [179], [180].
v'Mezenkimal kék hiicreler standart bir kiltiir ortaminda plastik yizeye tutunabilen

hicrelerdir

v'"Mezenkimal kok hiicreler ylzeylerinde; %95 civarinda CD105 (SH2), CD73 (SH3/4) ve
CD90 gibi non-hematopoetik hiicre ylizey belirteglerini eksprese etmelerine ragmen, %
2 civarinda CD45, CD34, CD14 veya CD11b, CD79 veya CD19 ve HLA-DR gibi tipik

hematopoetik belirtecleri gbsterirler

v'Bu hicreler in vitro kosullarda kemik, yag ve kikirdak hiicrelerine farklilasabilirler
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Mezenkimal kok hiicreler fibroblast ylizey belirteci olan STRO-1 eksprese ederler. Farkli
kaynaklardan elde edilen mezenkimal kok hiicreler de bazi farkliliklar olsa da genellikle

benzer fenotipik 6zelliklere sahiptirler [21], [181], [182].

2.6.5 Mezenkimal Kok Hiicrelerin Farklilagmasi

Kok hicrelerin farklilasma potansiyellerinde iki temel dizenleyici mekanizma gorev
alir. Bunlardan ilki intrensek unsur olarak adlandirilan hiicrenin genetik yapisi ve buna
bagll olarak sentezledigi proteinler sonucunda olusturdugu fenotiptir. ikincisi ise
ektrensek unsur olarak tanimlanmis cevresel duzenleyicilerdir. Bir kok hicrenin
farklilasmasi icin belirleyici olan iki unsurun da bir arada olmasi gerekir [145].
Embriyonik gelisim sliresince mezenkimal kék hicrelerin farklilagsmasini belirleyen en
onemli faktorlerden biri bulundugu mikro ¢evredir. Hiicre bulundugu bu mikrogevrede
etkilesime girdigi sinyal molekillerine gore farklilasmaya baslar. Hicreler,
mikrocevresindeki faktorlere bagh olarak ¢ogalabilir, farkli hiicre hatlarina dontsebilir
veya programl hiicre 6limuine gidebilirler. Kok hiicrelerin mikrogevresini olusturan
sinyal molekdlleri arasinda; néronal farklilasma icin retinoik asit [183], kardiyomiyosit
farklilasmasi i¢in 5-aza-2’ deoksitidin [184], hepatosit farklilasmasi icin sodyum butirat
[185] ve kondrosit hiicrelere farklilasmasi icin cesitli sitokinler [146] sayilabilir.
Mezenkimal kdk hiicrelerin, 6zellikle rejeneratif tip uygulamalari icin en ¢ok ilgi ceken
Ozelligi, uygun mikro cevre kosullarinda basta bag doku olmak Uzere ¢ok cesitli hiicre
tiplerine farklilasabilme potansiyelidir. Mezenkimal ko&k hiicreler adipositler,
osteoblastlar, kondrositler gibi mezoderm kaynakli dokulara, néronlar gibi ektodermal

kaynakli ve hepatositler gibi endodermal kaynakli dokulara farklilasabilirler.
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Sekil 2.22 Mezenkimal Kok Hiicrelerin Farkli Hiicrelere Donlisiim Yetenekleri [186].

2.6.6 Adipoz (Yag) Doku Kaynakli Mezenkimal Kok Hiicreler

Vicudun hemen hemen her bolgesinde yag dokusu bulunur. Diger doku ve
organlardan farkl olarak ¢ok genis bir lokalizasyona sahiptir. Olgunlasmis yag dokusu
hiicrelerine adiposit denir. Adipositler mikroskobik olarak incelendiklerinde icerdikleri
lipid granilleri ile karakterize olurlar [187]. Son yillarda hasar gormiis ya da kaybedilmis
kikirdak dokusunun onarilmasi icin yag doku 6zellikleri doku mihendisligi ve rejeneratif
tip calismalari esas alinarak incelenmeye baslanmistir. Yag dokusu tipki kemik iligi gibi
mezenkimden kdken alir ve kemik iligi gibi zengin bir stroma icerir [188]. Bu doku
kaynagindan elde edilen kok hicrelerin adipojenik, kondrojenik, myojenik ve
osteojenik farklilasma vyetenekleri gosterilmistir  [141]. insan viicudundan
lipoasipirasyon islemi ile elde edilen yag dokusuna ‘islenmis lipoaspirat’ (iLA, processed
lipoaspirate (PLA)) denir. Bu lipoaspiratlar Gzerine kisa sireli kollajenaz muamelesi

uygulandiktan sonra santrifiij ile mononiikleer hicrelerine ayristirilabilmektedir.

45



Embriyonun ayni mezoderm tabakasindan orjinlendikleri igin kemik iliginden elde
edilen kok hiicrelere benzer yilzey belirtegleri bulunmaktadir [188], [189], [190]. Hem
kemik iligi hem de adipoz doku kaynakli mezenkimal kdk hicrelerin ikisi de Stro-1, SH-3
icerirler, her ikisi de hematopoetik marker olan CD31 ve CDA45 icermezler ve in vitro
kaltirlerde CD34 miktari gittikce azalir. CD105/endoglin-TGFB reseptor tip [l MKH’larin
TGFB bagimli kondrojenik diferansiyasyonunu gésterir [21], [191], [192]. insan da
adipoz doku kaynakli mezenkimal kdok hiicrelerin tim ylzey belirtegleri asagidaki
tabloda kemik iligi kaynakli mezenkimal kok hiicreler ile karsilastirilarak verilmigtir.

ASC (8,9, 11, BSC (10, 14,
. 13-15, 73-75) 15, 74, 75)
Surface
markar Hurman Hurman

Pasitive marker cD13
cD239
CD44
CD459a
CD&4
CD55
CDE3
CD7T3
CDad0
cCDi0s
CD106
CD144
CD145
CD168
HLA ABC
MHCA

Negatve Markers CDib
CD14
CcD1%8
CDa1 —i= -
CD34 —i= —i=
CD45 - -
CD789
HLA-DR
Stro-1 —i= —/=
cD3
cCD117
CDE2L
CDasL

Sekil 2.23 Adipoz Doku Kaynakli Mezenkimal Kék Hiicreler ile Kemik iligi Kaynakli
Mezenkimal Kok Hicrelerin Yiizey Belirtecglerinin Karsilastiriimasi [180].

2.6.7 Wharton Jeli (Kordon Matris) Kaynakli Mezenkimal Kék Hiicreler

Wharton jeli; plasenta ve fetlis ile baglantili olan kordonu korumaya yardim eden
fiziksel dzelliklere sahiptir. ilk defa 1991 yilinda ilkel wharton jeli hiicrelerin kiltiirii
Thomas Wharton tarafindan tarif edilen insan gébek kordonu bag dokusu olarak ortaya
cikmistir [193]. Wharton jeli, amniyotik epitel ve kordon damarlari arasini saran
bolgede bulunan 6zel bir embriyonik mukuslu bag dokusundan olusur ve gbbek

kordonu icinde miyofibroblast benzeri stromal hiicreler iceren jelatinli bir dokudur.
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Benzersiz bir hiicre poplilasyonu gosteren Wharton jeli mezenkimal stromal kok
hicreleri fenotipini gosteren hiicreler olarak onerilmistir [194]. Wharton jeli
mezenkimal kok hiicreler; intravaskiler ve alt amniyondan olmak lzere iki bélgeden
izole edilebilir [195] ya da perivaskiiler bolge, intervaskiler bolge ve alt amniyon olmak
lizere 3 bdlgeden izole edilebilir [196]. insan gdébek kordonu perivaskiiler hiicreler bir
kok hiicre populasyonu olarak kordon damarlari ¢evresinde izole edilmislerdir [197].
Wharton jeli mezenkimal kék hiicrelerin amniyon yilizeyinde ¢ogalip gelistigi soylense
de, kordon baginda kordon damarlarina yakin daha cok cogalip gelistigi ortaya
konmustur [198]. Wharton jeli mezenkimal kok hicreleri; kemik iligi mezenkimal kok

hiicrelerine benzer ylizey belirteclerine sahiptir [199], [200].
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Sekil 2.24 Kordon Matrisi Kaynakli Mezenkimal Kék Hiicreler ile Kemik iligi Kaynakli
Mezenkimal Kok Hiicrelerin Yiizey Belirteglerinin Karsilastiriimasi [19].

Wharton jeli mezenkimal hiicrelerin 6zellikleri, SMA ve vimentin gibi spesifik soyu
niteleyen sitoskeletal belirtecler ve ekspresyonu ile teyit edilmistir. Ayrica embriyonik
kok hiicre belirtegleri olan Oct-4 ve SSEA4 ihtiva etmedikleri, diger hiicrelerde bulunan
CD59 ve CD146 ylizey belirtecleri da eksprese etmedikleri ortaya konmustur. Ayrica
Wharton jeli mezenkimal hiicrelerin IL-6 ve VEGF eksprese ettikleri, son zamanlarda da
immuno baskilayici yeteneklerinin dnemli oldugu gosterilmis olup yiksek orandaki

immuno dizenleyici etkisi de gozlenmistir [19].
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2.6.8 Olfaktor Bulb Kaynakli Mezenkimal K6k Hiicreler

Kikirdak doku muhendisliginde kullanilabilecek potansiyeline sahip bir diger kok hiicre
grubu olfaktor bulb kaynakli kék hiicrelerdir [200]. Bunlar; ¢ok kiiclik miktarlarda nazal
biyopsi 6érneklerinden kolaylikla elde edilebilir ve sinir, kemik, yag gibi hticre tiplerine
farkhlagabilmektedir [201]. Fakat Delorme ve arkadaslari tarafindan 2010 yilinda
yapilan bir c¢alismada iki boyutlu kiltir ortaminda kondrojenik farklilasmasinin
gerceklesemedigi rapor edilmis olsa da [202] olfaktor bulb kaynakli mezenkimal kok
hiicrelerinin osteositlere  farkhlasmasinin kondrositlere  ve  adipositlere
farklilasmasindan daha yiksek oldugu da yapilan ¢alismalarda ortaya konmustur [147].
Eriskin olfaktor epitelin de noral ve noéral olmayan kok hiicre hatti toplulugu
bulunmaktadir. Burada bulunan yatay bazal hiicreler yavas g¢ogalirlar ve kendilerini
yenileyerek ve in vivo - in vitro olarak tlim olfaktor epitelyum hicre tiplerini
olustururlar. Bu hiicreler multipotenttirler ve epitelyal ve ndéral hatlarin yaninda
embriyonik mezodermal ve endodermal hatlari da olusturabilirler [203]. Eriskin insan
olfaktér lamina propiyasindan kultlrd yapilan hiicreler CD 19/32 ve insan mezenkimal
kok hiicre ylzey belirteglerini eksprese etmektedir [204]. Ayrica Sox2, Pax6, ASCL-
1/MASH, TrkA, p75, NT4, sito-keratin, EGFR, ICAM-1 (CD54), tubulinlll, B1-integrin, p4-
integrin, al-(CD49a), a3-(CD49c) ve a6-integrinler (CD49f), farklilasma durumuna bagl

olarak eksprese edilen genlerdir [206].
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Sekil 2.25 Olfaktdr Bulb Kaynakl Mezenkimal Kék Hiicreler ile Kemik iligi Kaynakli
Mezenkimal K&k Hiicrelerin Yizey Belirteglerinin Karsilastirilmasi [202].

2.6.8.1 Kikirdak Doku Miihendisliginde Mezenkimal K6k Hiicre Calismalarinin

Avantajlari ve Dezavantajlari

Kikirdak hasarlarinda mezenkimal kdk hicreler ile ¢calismanin kondrositlere gére bazi
avantajlari olarak; Mezenkimal kok hicreler, saghkh eklem kikirdaginda morbiditeye
neden olmadan cesitli dokulardan izole edilebilir. Ayrica kolayca ve erken pasajlar
sayesinde hiicrelerin kondrojenik potansiyeli kaybedilmeden cogaltilabilir [10]. Ornegin
2ml kemik iliginden izole edilen mezenkimal kdk hiicreler 3 hafta icerisinde 500 kat
cogaltilabilir. Bu hiicreler 6-10 pasaj ve daha sonrasinda da pluripotensi 6zelliklerini
koruyabilirler

[207]. Donoérden kolayca izole edilebilmeleri, ilgili genler ile tedavi

yapilmasina uygun olabilmeleri, goé¢ edebilmeleri, cesitli mekanizmalarla doku
hasarlarini onarabilmeleri gibi 6zellikleri insan mezenkimal kdk hiicrelerinin hiicresel
tedaviler icin kullanilmasina olanak saglamaktadir [208]. Canlilarda hasarli dokular

tarafindan salinan sitokin, kemokin ve diger biylime faktorlerinin uyarisi ile
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mezenkimal kdk hiicrelerin hasarli doku bolgesine gog ettikleri, cogaldiklari ve ihtiyac
duyulan hiicreye farklilasabilecegi bildirilmistir. Mezenkimal kdk htcrelerin klinik
kullaniminda sahip oldugu en biylik avantajlarindan bir tanesi immiinojenitelerinin
disik olmasi ve hiicresel tedavi agisindan immiinsipresif olmalaridir [209]. Ancak tim
avantajlarinin yaninda kok hiicre calismalarin da hiicrelerin hipertrofiye neden olan
genleri ifade ettigini ortaya koymustur. Bu durumu iyilestirmek icinde kok hicrelerin
scaffoldlar Gzerine ekilip 3 boyutlu kiltirleri yapilmaya baslanmis ve basarili sonuglar
elde edilmistir [140]. Diger dezavantaji ise mezenkimal kok hicrelerin malign
olusumuna megilli olmalaridir. Kemik iligi kaynakli kok hiicrelerle yapilan 44 haftalik bir
calismada tiim sure zarfi boyunca kdk hiicrelerin karyotiplerini korudugu ve belirli bir
pasaj sayisindan sonra telomerazlarinda kisalma meydana geldigi yani yaslanmaya
basladiklari rapor edilmistir [210]. Mezenkimal kok hicrelerin elde edildigi dokularin
donerlerinin yasi hicrelerin  miktarini, kalitesini, farklilasma potansiyelini ve
proliferasyonunu etkilemektedir. 80 yasindaki kisilerden elde edilen mezenkimal kok
hiicrelerin yeni dogmus bir bebekten elde edilen mezenkimal kdk hiicrelere gore 3 kat

az oldugu yapilan galismalarda rapor edilmistir [211], [212], [213].

2.6.9 Kok Hiicrenin Kondrojenik Farklilagmasi

Kok hiicreler uygun hiicre kiltirla kosullarinda ve uygun sinyal molekilleri ile kiltiire
edildiginde (BMP2 ve TGFp gibi aile tyeleri ile GDF5, TGFB1, TGFB2, TGFB3 ve IGF-1 ile
kombinasyon halinde) kondrojenik farkhlasma baslamis olur. Yapilan calismalarda
transkripsiyon faktorii Sox9’un kollajen tip 2, 9, 11 ve agregan uretimi ile fonksiyonel
kondrosit farklilasmasina yol actigl kanitlanmistir. Diger bir transkripsiyon faktori
Runx2 kolajen tip 10, 1, osteokalsin ve MMP13 iretimi ile kondrosit hipertrofisine yol
actigl da yapilan calismalar ile ortaya koyulmustur [214], [215], [216], [217], [218],
[219], [220]. WNT sinyal yolaklari, B-katenin, NOGGIN ve HIF kondrojenik farklilasmayi
literatlirde olumlu ve olumsuz diizenledigini gosteren c¢alismalar da rapor edilmistir

[221], [222].
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Sekil 2.26 Kok Hicrenin Kondrojenik Farklilasmasinda Etkili Sinyal Molekdilleri [37].

Ayni zamanda farklilasma sireci boyunca kok hicreler hiicre matrisi etkilesimi
araciligiyla kiimelesir. Artan hicre sayisina bagl olarak hiicre iskeleti tzerinde olusan
stres ile aktin fibrilleri salgilanir. Artik hiicre morfolojilerinde farklilasma baslar ve bu
durumdan noral kaderin (NCAD) ve néral adhezyon molekili (NCAM) sorumludur
[223]. Kikirdak dokunun hiicre disi matrisinin olusmasini saglayan lokal adhezyon kinaz
ve paksilin molekillerinin rol aldigl sinyal yolaklari ile transkripsiyon faktorleri ve

kinazlar aktive olur. Artik kondrojenez icin dnctil kondrosit hiicreleri olusmaya baslamis

olur [20].
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Sekil 2.27 Kok hiicrelerin Kondrojenik Farklilasmasi [20].

Scaffoldlar Uzerinde kok hicreler pellet haline getirilip ¢ boyutlu kiltirler
olusturuldugunda kondrojenik farklilasmanin yiksek oranda artig1 goérilmektedir [21].
Bu kdaltur kosullari kullanilarak in vivo sartlarda kikirdak gelistirilmeye calisilir.
Mezenkimal kok hiicreler scaffoldu ekstrasellilar matris gibi kullanarak kondregenezi
gerceklestirir ve sonucunda kollajen | ve kollajen II'ye benzer Uriinler olustururlar.
Klinik kosullar g6z 6nlinde bulunduruldugunda pellet kiltiirlerin hastaya nakli zordur
bu nedenden dolayr da scaffold tabanli Gc¢ boyutlu kiltirlerle calhismak daha
avantajhidir. Ayrica kdk hiicrelerin blylimesinde, farklilasmasinda, gelistirilen yapay
kikirdagin biyomekanik istikrarin korunmasinda etkili olan ¢ok farkh scaffoldlarin
mevcut olmasi da normal iki boyutlu kiltlrlerden Gg¢ boyutlu kiltirleri ayiran bir
avantajdir. Genelde scaffoldlar kok hiicrelere kondrojenik farklilasma boyunca
canliklarini koruyabilecekleri ve ekstraselllar matrisi gibi kullanilabilecek bir zemin
saglamaktadirlar. Kok hiicreler uygun blylime faktorlerinden olusan kondrojenik
farklilasma besiyeri ile kiltire edildiginde kondrojenik farklilasma baslar. Bu asamada
scaffoldlarin kullanimi ekstraselllar matris elemanlarinin Uretilmesinde ve kondrosit
hiicrelerinin gelisimine katkida bulunur. Ayrica hipertrofinin énlenmesine destek olur.
Hipertrofi kalsifikasyona neden olacagi icin ortamda kondrosit hiicreleri azalacaktir. Bu

durumu o6nleyebilmek icin anti kondrojenik islemlerden gecirilen kiltiirde kondrosit
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fenetopini koruyabilmek icin otofaj uyarilir [37]. Mezenkimal kok hiicreler, elde edildigi
kaynak cesitliliginin yani sira, her MKH'in kondrosit hiicrelerine farklilasma potansiyeli
farkhdir. Yapilan galismalar da kas kaynakli ve sinoviyal kaynakli mezenkimal kok
hiicrelerin adipoz ve periost kaynakli mezenkimal k&ék hiicrelere kiyasla daha iyi
kondrojenik farklilasma gosterdigi gorilmistir [189], [224], [225]. Ancak kemik iligi ile
adipoz kaynakh mezenkimal kok hicrelerin kondrojenik farklilasma potansiyelleri
arasinda cok biylk bir fark bulunmamistir [141]. Normal kosullarda kondrojenik
farklilastirma sonrasinda elde edilen hiicreler ile i¢ boyutlu kiltirleri sonucunda elde
edilen hiicreler arasinda farkliliklar oldugu rapor edilmistir. Ornegin Xie ve ark.
trombosit acisindan zengin plazmasi (PRP) olan biaktif bir scaffold lizerinde adipoz ve
kemik iligi kaynakh mezenkimal kok hicreleri lg¢ boyutlu kiltlire ederek yapmis
olduklari bir calismada; endojen biylime faktorleri serbest halde bulunan PRP scaffold
Uzerinde kemik iliginin adipoz doku kaynakli mezenkimal kék hiicrelerden daha yiksek
kondrojenik farklilasma yetenegi oldugunu rapor etmislerdir [226]. Ayrica son yapilan
¢alismalarda kordon matrisinden elde edilen mezenkimal kék hicrelerinde kikirdak
doku muhendisligi ¢alismalarinda kullanildigi goriulmektedir. Kordon matrisi kaynakh
mezenkimal hicrelerin elde edilmesindeki kolaylik ve mezenkimal kdk hiicre safliginin
¢cok ylksek olmasi nedeniyle kikirdak doku miihendisliginde kullanim potansiyeli
oldukga yiksek bir kok hiicre grubu oldugu ongorilmustir [227], [228]. Kordon matrisi
kaynakli mezenkimal hiicreler ile kemik iligi kaynakli mezenkimal kok hicrelerin
karsilastirilmasi ile yapilan bir calismada; Kordon matrisi kaynakli mezenkimal
hiicrelerin kondregenezinin kemik iligi kaynakli mezenkimal koék hiicrelerden daha

yiksek potansiyelde oldugu gorilmustiir [229], [230].

2.6.10 Mezenkimal K6k Hiicrelerin immiinmodiilasyonu

Mezenkimal kok hiicreler giicli bir bagisikhk diizenleyici etkiye sahiptir. T hiicreleri, B
hicreleri ve dogal 6ldurtct (NK) hicrelerin proliferasyonunu inhibe ederler [231],
[232], [233]. Mezenkimal kok hicre aracili immiin baskilama spesifik olmayan bir
cogalmaya karsi cyclin D2 tarafindan gerceklestirilir. Prostaglandin E2, nitrik oksit, doku
uyumu lokus antijen-G, insiiline benzer blylime faktorl baglayici proteini, tolerojenik

antijen sunan hiicreler ve indolamin 2,3-dioksijenazin bu mekanizmada rol oynadigi
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bildirilmistir [234]. Bunun tam olarak fizyolojisi bilinmemekle birlikte altinda yatan
nedenin stromal hicrelerden kaynaklandigi disltnulmektedir. Ayrica
immunomodaulator etki kok hicrelerin hayatta kalmasini ve poptlasyonunu artiran bir
durum olarak da yorumlanabilir. Bu mekanizmayi agiklayabilmenin gelecekte
transplante edilen vyapay dokularda karsilasilan problemlere stk tutacagi

distnidlmektedir [176].

2.7 Scaffoldlar (Doku iskelesi)

insan viicudundaki canli dokularin islevlerini yerine getirmek ya da desteklemek amaci
ile kullanilan ve surekli olarak viicut akiskanlari ya da canli dokuyla temas eden dogal
ya da sentetik malzemelere biyomalzeme denir. Biyomalzeme kullaniminda kisinin
sagligl iyilestirilirken canh doku ve organlarin isleyisi korunmalidir. Bu ylzden,
biyomalzeme gelistirilirken, biyolojik sistem, biyomalzeme ve bunlarin viicut ortaminda
etkilesimi Gzerinde durulmalidir. Ayrica; Bir biyomalzemenin basarisi malzemenin
ozellikleri ve biyouyumlulugu, hastanin saglik durumu (yasi, metabolik, immiinolojik
durumu), cerrahin yeterliligine baghdir [235]. Gliniimizde; Biyomalzemeler ile ilgili etik
ve diger sorunlar icin cevaplandiriimasi gereken; Hayvanlarin kullanimi hakh
gosterilebilir mi? Ozellikle deney iyi dizayn edilmis mi? ve elde edilen veriler bir
canlinin yasamini kurban etmeye ya da aci cekmesini hakli gosterebilecek kadar 6nemli
mi? insanlari kullanan arastirmalarda risk nasil minimize edilmeli ve makul bir
risk/fayda orani nasil 6nerilmeli? Hastanin ihtiyaglari ile sirketin finansal amaglari nasil
bir denge olusturacak? Devletin, biyomalzeme biliminin bu cevaplandirilamayan
sorulara cevap verebilecek ve uygun/gerekli testleri gerceklestirebilecek bilgiye sahip
diizenleme kurumlari var mi? Sorular mevcuttur [235]. Biyomalzemenin alt trini olan
scaffoldlarda; hiicreler arasi matris bilesenleri gibi davrananarak hicrelerin
mikrocevresini taklit edebilen doku iskelelerdir [22]. Scaffoldlar sayesinde yapay doku
olusturulmak istenen bolgeye 6zel bliyime faktorleri ve hicreler kullanilarak (g
boyutlu hiicre kdltirleri hazirlanabilir [23]. Biyomateryal bir malzeme olan scaffold
(doku iskelesi), Uc¢ boyutlu yapisal cerceve ile dokunun rekonstitlisyonu etkinlestirmek
icin kikirdak doku miihendisligi uygulamalarinda kullanilmaktadir [236]. Scaffold temelli

prosediirler kikirdak hasarlarinin tedavisinde kullanilabilecek tercihler olarak ortaya
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citkmistir ama iyi tasarlanmis ¢alismalar azinliktadir [237]. Scaffoldlarin kullanim temeli
Ug¢ boyutlu gegici bir yapiya sahip biyobozunur polimerlerden olusmasi ve bunun
icerinde in vitro ortamda hiicrelerin yasamasi ve hasarl bolgeye implante edilmesidir
[238]. Kondrosit implantasyonunda hiicrelerin baska yerlere sizmasi riskini azalttigl,
daha homojen dagilm sagladigi ve kondrosit fenotipinin farklilasmasinin
surdiridlmesini destekledigi icin kikirdak hasarlarinda ¢ boyutlu hiicre kiltirleri
temelini olusturan scaffoldlarin kullanildig gorilmustir. Bu ayni zamanda kikirdak
tedavisinde cerrahi avantajda saglamaktadir [239]. Bu tekniklerin ve randomize
calismalarin, tedavi yaklasimindaki potansiyelini dogrulamak igin sistematik ve uzun
zamanh calismalar gerekmektedir [240]. Ozellikle de hali hazirda var olan ¢alismalarla
karsilastirilmak scaffold temelli tedavinin proseddrlerini kolaylastirmak ve fiyat
dislirmek icin tek basamakl stratejiler ortaya ¢ikmasini kolaylastiracaktir [124]. Bu
prosedirlerin amaci hiyalin benzeri bir dokuyu yeniden olusturarak eklem ylzeyini
fizyolojik o©zelliklerine olabildigince benzer sekilde yenilemektir. Scaffold yapisi,
biyouyumlu ve mekanik olarak dayanikli olmalidir. Basaril bir infiltrasyon igin uygun
hicre kaynagi, uygun biyolojik aktif molekil ile hiicresel farklilasmaya ve olgunlagsmaya
tesvik eden hiicreye gecici destek veren scaffoldlar ayrica biyobozunur olmalidir [241].
Biyobozunurluk; in vivo uygulamada kati polimerik malzemelerin viicuttan kalkmasi i¢in
gerceklesen makromolekiiler bozunmadir. Scaffoldlarda tercihen toksik olmayan bir
yan Urindn kontrolli bir sekilde kullanilmasi gerekir bunun iginde bu yan {rinin
biyolojik olarak bozunabilir olmasi gerekir. Besin ve atik diflizyonunu saglamak igin
gozenege sahip scaffoldlar hiicre canliligi icin destek, proliferasyon, diferansiyasyon ve
hiicre disi matrisi tretimi, tamir etme ve hasar yerine doku gibi entegre olabilmek icin
dokuya mekanik destek vermek amaciyla kikirdak doku miihendisligin de kullanilir
[242]. Scaffoldlarin gozenekli yapida olmasi sayesinde hicreler oksijen, besin, atik
Urlnler, sinyal molekdlleri, hiicre gocl ve diflizyon gibi 6zelliklerini yerine getirir [243].
Proliferasyonunu tesvik etmek icin scaffoldlarin gézenek boyutunun 100 ve 500 mikron
arasinda olmasi en uygunudur [244]. Scaffoldun gozeneklilik ve mimari 06zelligi
topografik organizasyonu indiiklemek icin kullanilabilir. Homojen olmayan bir hiicre
dagilimini destekleyen GAG, tip Il kollajen ile %100 birbirine bagh olan scaffold

Uretilmistir [245]. Scaffoldlarin rijitlik 6zelligi ise hicrelerin mekanik ortamini
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etkileyerek sirayla hiicre farklilasmasi ve (¢ boyutlu hiicre kiltirinde blyimeyi
etkileyebilir [246]. Tim scaffoldlarin ortak Ozelliklerine bakacak olursak herhangi bir
immunolojik reaksiyon olusturmamak igin biyouyumlu olmali, hicrelere ve
cevresindeki dokulara zarar vermemek igin toksik olmamali, hiicrelerin dagilimina izin
verecek sekilde, proliferasyon ve ekstraselliler matris Uretimine katkida bulunacak
permeabiliteye sahip olmalidir. implante edilen hiicrelerin gelismesi icin hiicreleri
tutup onlara destek olmali, yeniden Uretilip, kolaylikla tekrar kullanilmalidir. Tam veya
parcali katmanlardan olusmali ve en O6nemlisi biyobozunur olmalidirlar  [247].
Scaffoldlarin yapisi, biyouyumlu ve mekanik olarak dayanikli olmahdir. Basarili bir
infiltrasyon igin uygun hiicre kaynagi, uygun biyolojik aktif molekil ile hicresel
farklilasmaya ve olgunlasmaya tesvik eden hiicreye gecici destek verebilen ayrica
biyobozunur biyomalzemelerden olusturulmaldir [241]. Sonug scaffold'da bulunmasi
gereken genel oOzellikleri siralayacak olursak; biyouyumlu olmali, biyobozunur olmali,
toksik olmamali, permeabiliteye sahip olmali, yeniden uretilip, kolaylkla tekrar tekrar
kullanilmalidir [248]. Hucreler ile calismak icin secilen uygun bir scaffold asagidaki
Ozelliklerden en az birine sahip olmalidir.

v'Hiicrelerin tutunmasini ve go¢ etmesini saglamal,

v'Retensiyon ve biyokimyasal maddeleri tanimal,

v'Besinlerin, eksprese uriinlerin ve atigin uygun difiizyonu icin gézenekli ortama

sahip olmall,

v'Mekanik sertlige ve esneklige sahip olmalidir.

Scaffoldlar genel olarak dogal ve sentetik polimerlerden yapilmalarina gore ikiye
ayrilirlar. Fakat son birkac¢ yildir bunlara ek olarak kikirdak doku miihendisliginde,
kompozit scaffoldlarinda [249], [250], [251] kullaniminin yayginlasmasiyla scaffoldlari
¢ grupta toplayabiliriz. Sentetik polimer tabanl scaffoldlarda FDA onayli polimerlerin
kullanimina 6zen gosterilmektedir. Bir iriniin FDA onayi alabilmesi icin insanda ya da
hayvanda bir hastaligi teshis, tedavi, yatistirma, dnleme amacgli, viicudundaki herhangi
bir fonksiyonu ya da yapiyi degistirme amacli, bir alet, diizenek, makina, donanim, icat,
vicuda konulan madde veya benzeri Uriin olabilmesi gerekmektedir. Sentetik
scaffoldlara; polilaktik asit (PLA), poliglikolik asit (PGA), poli (€ -kaprolakton) (PCL), poli
(laktik-koglikolik asid) (PLGA), poli (etilen glikol) (PEG) ve bunlarin tirevleri

56



gosterilebilir. Sentetik scaffoldlar ile ilgili birgok g¢alisma basari ile tamamlanmistir.
Biyobozunur olduklari icin imminojenik olmamalarinin en 6nemli avantaji oldugu
bircok calismada rapor edilmistir. Fakat bu malzemeler potansiyel inflamasyon, dev
hiicre reaksiyonu ve kondrosit 6limleri ile sonuglanan hidroliz reaksiyonundan sorumlu
olduklari icin en 6nemli sorunun biyouyumluluk oldugu distnilmektedir [252]. Dogal
malzeme scaffoldlari da karbohidrat ve protein tirevli olmak Uzere ikiye ayrilirlar.
Protein yapili olanlar; kollajen, fibrin, jelatin ve ipek tirevlilerdir. Karbohidrat yapili
olanlar ise hyaluronan, agaroz, alginat, kitosan tiirevlidir [247], [253]. Sonugta Biyolojik
olarak uretilmis dogal scaffoldlar yapi olgunlasmasi ile dogal hiicre disi matrisin
yeniden sekillenmesine olanak sagladigi disiintlmektedir [247], [253]. Fakat doku
muhendisliginde dogal scaffoldlar ile yapilan c¢alismalara ragmen, immin vyanit
olusturabilme yeteneklerine sahip olmalari, sentetik polimerlerden daha karmasik
yaplya sahip olduklarindan teknolojik manipulasyonlarinin zorlugu, biyolojik ortamdaki
enzimlerle degrade olmalarn kalici uygulamalar igin dezavantaj olusturmaktadir.
Ozellikle proteinler yiiksek sicaklikta bozunurlar ve bu nedenle yiiksek sicakliktaki
isleme teknikleri ile sekillendirilemezler. Dogal polimerlerle calismayi zorlastiran baska
bir etmen ise elde edildikleri kaynaga bagl olarak bilesimlerinin degismesidir. Birgok
scaffold kikirdak tedavisi prosesinin gereksinimlerini gidermek amaciyla gelistirilmistir.
Burada kullanilan biyomalzemenin segimiyle ilgili dnemli degisiklikler mevcuttur.
Bunlar dogal, sentetik, kompozit formlarda ve farkl fiziksel sekillerde olabilir. Kikirdak
tedavisinde; agaroz, kalsiyum alginat, kitosan, hiyaluran jel, fibrin yapistirici, PGA,
PLGA-polyvinyl, PLGA-kollajen kafes, kollajen jeller ya da slingerler, peptid glisin-
fenilalanin, hidroksipropilen-glisin, glutamat-arjinin, ipek, PCL tirevli scaffoldlar
kullanilmaktadir [251], [254], [255], [256], [257], [258], [259], [260], [261], [262], [263],
[264], [265], [266], [267], [268].

Normal doku 6zellikleri ile bir hiyalin benzeri kikirdagi yenilemek amaclandiginda hem
ameliyathanedeki cerrahlar hem de laboratuvardaki temel bilimciler eklem ylizeyinin
yenilenmesi sorunuyla karsi karsiya gelirler. Dolayisiyla bu konuda in vitro testlere,
klinik dncesi hayvan arastirmalarina ve klinik uygulamalara odaklaniimistir. Bu da
kikirdak doku muhendisligi arastirmalari kikirdak lezyonlari icin yeni teknoloji ve yeni

cerrahi tedavi seceneklerinin gelismesine yol acmistir. U¢ boyutlu yapilarin hiicre
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blyimesinde kullanilmasi klinik sonuglarin kiyaslanabilirliginin sunuldugu ama birgok
biyolojik sonug¢ ve cerrahi endiselerin ilk nesil yontemlerden vyiksek oldugunu

gostermistir [247], [253].

2.7.1 Scaffold Kullaniminda iki Basamakli Prosediirler

Klinikte ilk kullanima giren matrisler kollajen ve hyaluronik asit temelli olmustur. Bu
bilesikler olgun hiyalin kikirdak bilesenleridir ve kikirdaga kolayca entegre olabilirler.
On yili agkin siiredir transplantasyon tekniklerinde yaygin olarak otolog kondrositler
kullanilmistir. ilk otolog kondrosit transplantasyonu domuzlarda kollajen tip | / I
membran kullanilarak (Chondro-Gide; Geistlich Biomaterials, Wolhusen, isvigre) 1998
yilinda yapilmistir. Domuzdan elde edilen otolog kondrosit hiicrelerin kiltiri, domuza
implante edilmeden doért glin énce bu kollajen matrisi lzerinde kiltire edildikten
sonra domuza transplantasyonu yapilmistir. Bu calisma sonucunda olusan diizgin
kikirdak doku yapisinin %75 kikirdak defektleri tedavisinde kullanilacagi 6nglrilmustir
[128]. Kollojenin yani sira hyaluronik asidin kullanildigi Hyolograft C, fibrin, polilaktik,
poliglikosit asit ve polidioksanonun kullanildigl Bioseed C, tip 1 kollojenin kullanildig
NeoCart ve CaReS, agaroz ve aljinatin kullanildigi Cartipatch ile yillar igerisinde birgok

calisma yapilmistir [269]. Bu calismalar asagidaki tabloda 6zetlendigi gibidir;

Cizelge 2.5 iki Basamakli Kullanilan Scaffoldlar

Uriin Ozellikleri-Tedavi Olan Lezyon Biyiikliikleri

v'Hastalarin %81’inde saglikli kikirdak olusumu, 5 yilda, 1.5-
17.7 cm” lezyon
v'"MRI  sonuglarinda hiyalin  kikirdak  benzeri yapi
gorintilendi, 2 yilda, 5cm? lezyon
v'Osteokondral otogreftden daha iyi sonug, 42 ayda, 2.3-6.3
MACI cm’lezyon
v'Patellar hasarlarda hastalarin %93’tne yakin iyilesme, 3
yilda, 4cm? lezyon
v'Mikrokirik yéntemine gore daha iyi sonug, 2 yilda 4cm?
lezyon
v'Patellar hasarlarda ACI yéntemine gére %53 daha iyi
sonug, 40 ayda, 4.7 cm?® lezyon
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Cizelge 2.5 iki Basamakl Kullanilan Scaffoldlar (devami)

Hyalograft C v'%95.7 oraninda iyilesme, 38 ayda, 3.5 cm” lezyon

v'Devamli iyilesme, 3 yilda, 1.5-8 cm? lezyon

v'%90.7 normale yakin kikirdak, 2 yilda, 4.7 cm? lezyon

v'Hyalograft C ve ACI karsilastirildi Hyalograft C de daha iyi
sonug, 5 yilda, 6.4-5.9 cm” lezyon

v'Hyalograft C ve mikrokirik ydntemi karsilastirildi
Hyalograft C daha iyi sonug, 5 yilda, 2.2-2.5 cm? lezyon

v'Hyalograft C ve MACI karsilastirildi Hyalograft C de %20
basarisiz sonug, 5.1-4.8 yilda, 2.6-3.1 cm” lezyon

Hyalograft C/CaReS “Klinik farkhlik yok, 2 yilda, 4.8cm? lezyon

v'CaReS ve Hyalograft C karsilastirildi her 2 grupta daha iyi
sonuglar fakat CaReS'de daha iyi kikirdak olusumu
gozlendi, 2 yilda, 4.6 cm*-4.9 cm? lezyon

CaReS \/Hastazlarda %80’ne yakin olumlu gelisme, 12-60 ay, 5.4
cm®lezyon

Bioseed C v'Osteartritli hastalarda diizelme, 2 yilda, 4.6 cm? lezyon

v'Kikirdak hasarlarinda belirgin iyilesme, 4 yilda, 4 cm’
lezyon

v'Bioseed C ve ACI karsilastirildi ve her iki grupta da kronik
lezyonlarda olumlu sonuglar elde edildi, 2 yilda, 2-17.5 /
2-15 cm”’ lezyon

Novocart v'MACI ve ACI kar§2|Ia§t|r|Id| her iki grupta daha iyi sonuglar,
37.5 ay, 6.5cm” lezyon

Ateloeollagen \/K|k|rd2ak doku mihendisliginde kullanilabilir, 2 yilda, 5+3

cm®lezyon
v'%92 normale yakin artroskopik gériniim, 2 yilda, 3.2 cm?
lezyon

Chondron v'Artroskopik gériiniimde ve MRI da énemli klinik gelisme,
2yilda, 5.8 cm’lezyon

v'2 yildan biraz fazla dénemde artroskopik gériinimde
anlamli gelisme, 5.2 cm”lezyon

v'MRI sonugclarina gére %81 kikirdak gériinimiinde anlamli

Cartipatch §
dizelme, 2 yilda, 3cm®lezyon

2.7.2 Scaffold Kullaniminda Tek Basamakli Prosediirler

Hem scaffoldlari hem de hicreleri tek bir cerrahi asamada calisabilmek icin son
zamanlarda farkh ¢ozimler 6nerilmektedir. Saglikh kikirdak doku, mekanik olarak
parcalarina ayrilmis ve yaralanmis eklemin bozulmamis bélgesinden elde edilebilir,
sonrasinda U¢ boyutlu polimerik tekrar absorblanabilir scaffoldlarin (%35

polikaprolakton ve %65 poliglikolik asit, polidioksanon agiyla desteklenmis) icine
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gomilerek ve hasarli eklemsel kikirdaga implante edilebilir. Glinimizde, hiicrelerle
kikirdak rejenerasyonunu desteklemenin yani sira, kondrosit ya da mezenkimal kok
hiicre destekli lic boyutlu scaffoldlar ilgi ceken yeni tedavi yaklasimlari olmustur. Bu
yaklasimlar scaffoldlarin oOzelliklerinden faydalanip kemik iligi kok hicrelerinin
farklilagmasini baslatarak “in situ” ortamda kikirdak tamiri igin gesitli biyomateryallerin

implantasyonunu icermektedir [269].

Bir basamakli scaffold temelli stratejiler son zamanlarda prosediiri kolaylastirmak,
bulgular genisletmek ve sonuglari daha fazla iyilestirmek igin gelistirilmistir. Klinik
uygulamalarda farkh tipteki scaffoldlarin kullanimiyla kisa, orta zamanh takiplerinden
umut verici sonuglar elde edilmistir ama yinede iyi tasarlanmis ¢alismalar yetersizdir.
Ozellikle mevcut geleneksel tedavi yéntemleri ile karsilastirildiginda kikirdak doku
mihendisligi yaklagiminin potansiyelini dogrulamak i¢cin randomize edilmis kontrolli
¢alismalarin ve bu tekniklerin sistematik uzun sireli degerlendirmelerinin yapilmasi
gerekmektedir. Bunlarin basinda ise scaffold izerine ekilmis kék hiicreler gelmektedir.

Bu calismalari da asagidaki tabloda 6zetleyecek olursak;

Cizelge 2.6 Tek Basamakli Kullanilan Scaffoldlar

Uriin Ozellikleri

0 il R 2
AMIC %87 hasta memnuniyeti, 37 ayda, 4.2 cm” lezyon

T 2
Chondrotissue Dolgularda tam klinik iyilesme, 2 yilda, 6 cm® lezyon

Alginate Beads Allojenik kondrositlerde 6nemli klinik gelisme, 2 yilda, 2.6cm

lezyon
CAIS CAIS ve mikrokirik yontemi karsilastirildi CAIS daha iyi sonug, 2
yilda, 2.7-3.5 cm” lezyon
0 ’ P 2
Hyalofast %70’e yakin graftlarda iyilesme, 2 yilda, 4 cm® lezyon
.. 2
TruFit Klinikte anlamli sonug, 2 yilda, 2.7 cm® lezyon
o - A (LR—q . 2
MaioRegen %70 e yakin 6nemli klinik gelisme, 2 yilda, 2.9 cm® lezyon
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Rejeneratif teknikler hiyalin benzeri bir doku ile eklemsel kikirdak yerine tedavi
yaklasimini daha iyi gelistirmek ve doku iskelesi kullanimini basitlestirmeyi énerebilirler
ama saghkli bir kikirdak dokunun o&zellikleriyle uyum saglayan bir yapr su an
yapilamamustir. Literatlirde geliskili ve kesin olmayan bulgularin agiklanmasi rejeneratif
prosediirlerin hiyalin benzeri doku yeniden modellenmesi sonucunu ortaya c¢ikarabilir.
Ustiin klinik sonuglar en az 2-3 yillik bir takibin sonucunda saptanabilir. Béylece, orta ve
uzun zamanl karsilagtirmali ¢alismalar, daha az iddiali ve geleneksel prosediirlere
nazaran kikirdak doku muhendisligi yaklasiminin gercek potansiyelini gérmek igin
zorunludur. Doku iyilesmesinin dizenlenmesi ve yenilenmesi karisik bir prosestir ve
ileri biyolojik g¢alismalarin yani sira mevcut tedavi segeneklerinin uzun zamanli
sistematik degerlendirilmesi, hiicreler, bliyime faktorleri ve baska biyomateryal
Ozellikleri ve scaffold temelli stratejinin potansiyelini dogrulayan ve umut verici 6n
bulgularinin bulunmasi birgok degiskenin roliini agiklamak icin gereklidir. Tim bu
problemlere glinimiizde halen bir ¢6zim bulunamamasi hem dogal hemde sentetik
scaffoldlar ile ilgili arastirmalarin ve gelistirmelerin ya da kilinikde uygulanmasina
yonelik calismalarin giderek artmasina neden olmaktadir. Kikirdak doku muhendisligi
yaklasiminin klinik uygulamalarinin kisa ve orta zamanh takiplerdeki klinik ciktilarinin
gelisini ile scaffoldlarin farkli tiplerinin gelisimi ile tanimlanmistir. Aslinda, biyolojik ve
cerrahi stratejilere bagl olarak polimerlerin genis bir 6zellik araligina sahip ve kolayca
modifiye edilebilen tasarimlarindan dolayi bu denli ¢cok scaffold gelistiriimektedir [247],
[269].

2.7.3 Poli (E-Kaprolakton) (PCL)

e-Kaprolakton veya sadece kaprolakton siklik ester olan lakton ailesinin bir Gyesidir.
(CH;) 5CO, formiiliize edilir. Renksiz bir sividir ve ¢cogu organik ¢ozilicide ¢ozilmektedir

[270].

61



e-caprolactone

o

~

o

S/

Sekil 2.28 Epsilon kaprolakton kimyasal yapisi

GUnumuzde FDA onayl PCL'nin 1930'larin baslarinda kesfedilmesine ve 1985 vyilinda
biyobozunur oldugunun anlasiimasina polikaprolakton (PCL) ya e-kaprolakton’nun
cesitli  anyonik, katyonik ve koordinasyonlu katalizorlerin  halka acilma
polimerizasyonun da kullaniimasiyla ya da 2-metilen-1-3-dioksepan serbest radikal
halka agilma polimerizasyonu ile hazirlanir. PCL bir hidrofobik, cam gecis sicakligi (Tg)
-60°C olan vyari kristalin polimer olup, molekil agirhgi artikca kristalligi azalma
egilimindedir. PCL iyi ¢éziinirlik, diisiik erime noktasi (59-64°C) ve olaganiistii bir
karisim  potansiyeli oldugundan biyomedikal alandaki potansiyel uygulama
calismalarinda kapsamli arastirmalari tesvik etmistir. PCL'nin ortalama molekiler
agirhigi genellikle 3000 ile 80000 g/mol arasinda degisebilir ve molekuler agirhgina gére

tasnif edilebilir.
OH
QO

Sekil 2.29 PCL kimyasal yapisi [271].

PCL oda sicakhginda; kloroform, diklorometan, karbon tetraklorid, benzen, toluen,
sikloheksanon, 2-nitropropen de c¢oziinebilir. Aseton, 2-bitanon, etil asetat,
dimetilformamid, asetonitril icerisinde diisiik ¢6zinlrlige sahipken, alkol, petrol eter
ve dietil eter iginde ¢6zlinmez. Fiziko-mekanik ozellikleri, termal o&zellikleri (Tg,
kristalizasyon, erime ve ayrisma noktasi) ve gerilme 6zellikleri, gerilme mukavemeti ve
uzama verimleri agisindan karsilastirilarak  incelenmis bircok  biyobozunur

polimerlerden PCL’'nin daha avantajli oldugu rapor edilmistir. PCL'nin in vivo ortamda
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bozunmasi poli a-hidroksi asit’ten daha yavas oldugu igin ilag salim sistemlerinde
kullanima uygun bir polimer oldugunu gostermektedir. PCL'nin glinimiizde bu denli
popdlerliginin artmasinin en énemli nedeni doku mihendisligi calismalaridir. 1990'li ve
2000'li yillarda PCL’ye duyulan ilginin bu denli artmasinin en bilyiik nedeni bu polimerle
cok kolay bir sekilde hazirlanan sccafoldlarin diger muadillerine gore Ustlin reolojik ve
viskoelastik 0©zelliklere sahip olmasindan kaynaklanmistir. Ayrica diger sentetik
scaffoldlara gore daha ucuz bir seklide Uretilmesinde baska bir avantaji olarak 6n
gorilmektedir. Yapay deri tretimi (diz film halinde), tretal stentlerin kaplanmasi, kas-
iskelet doku muhendisligi uygulamalari ve en 6nemlisi osteoblast ve fibroblast hiicre
Uremesi icin scaffold olarak kullanilmistir. Dondurarak kurutma teknigiyle tretilen PCL
scaffoldlarinin kondrosit hiicre kiltiriinde kullanimi su an igin dikkat ¢ceken doku
mihendisligi uygulamalari arasindadir. Son zamanlarda yumusak doku mihendisligi
uygulamalarinda kullanilmak Uzere elektro-egirme teknigi ile PCL fiberler Gretilmistir.
PCL scaffold bozulurken lokal asit Gretmesi, sinirli biyoaktivitesi, hidrofobik ve yiiksiiz
olusu, bakteri-araciligiyla bozunurluga hassasiyeti gibi dezavantajlara sahiptir. Diger
sentetik tabanli scaffoldlara gére avantajlari ise PCL'nin iyi ¢dziiniir olmasi, diisiik erime
noktasina sahip olmasi (59-64°C), hidrofilik yiizeyi sayesinde hiicrelerin tutunmasini
saglamasi, proliferasyonunu artirmasi ve blendlerinde basarili bir sekilde uyum
saglamasi ile doku mihendisligi alandaki kapsaml uygulamalar igerisinde yliksek
potansiyel tasiyarak arastirmalara yon vermesidir. Ayni zamanda PCL inanilmaz ¢ok
yonll bir biyocozinir polimer olmasi ve Ustin reolojik 6zellikleri sayesinde scaffold
materyali olarak Gretiminin kolay olusu herhangi bir polimer isleme teknolojisine sahip
merkez tarafindan rahatlikla islenebilmesini saglamaktadir. imalat teknolojileri
kullanarak (¢ boyutlu PCL scaffold Uretiminde bir dizi yontem kullaniimistir. Bu

yontemler asagidaki tabloda 6zetlendigi gibidir [24], [26], [25].

63



Cizelge 2.7 PCL Scaffold Hazirlama Metotlari

Kullanilan Yontem

Gozenekliligi /Boyutu

Avantajlari/Dezavantajlari

Partikiil Ayristirma

Termal Baslatilan Faz

Ayirma

Elektrospinnig

(Elektroegirme)

Buz kristalleri lizerinde
Elektroegirme

Kendiliginden birlesen
nanolifler

3 boyutlu Basim (3
boyutluP)

Gozenek %90’dan

kiiclk
GoOzenek boyutu

5-100um

Gozenek %70’den

kiicuk

Gozenek boyutu

5-100um

GoOzenek %90’dan
kiiglik

Gozenek Boyutu 1-
10um

Gozenek %95’'den
kiglk

Gozenek Boyutu 20-
200um

Gozenek %95’den
blylk

GoOzenek boyutu 200-
800nm

Gozenek %45-60'dan
kiicuk

Gozenek boyutu 45-
1600um

Avantaiji; basit ve kullanici dostu bir yontemdir.
Hicbir
hazirlanabilir.

ozel ekipman gerektirmeden

Dezavantaji; Yogunluk farki esit olmayan
gozenek dagilimi olusur. Tam ve genis gozenek
baglantilari elde etmek zordur. Scaffoldlarin dis
yluzeyinde kabuklanma meydana gelir. Tipik

organik ¢ozlicller gerekmektedir.

Avantaji; hicbir 06zel

basit¢ce hazirlanabilir. Spinodal ayrisma saglanir

ekipman gerekmeden

ise buyuk gozenek baglantilari imal edilebilir.

Scaffoldlarin
gelir.

Dezavantaji; dis  ylzeyinde

kabuklanma meydana Tipik organik

¢Ozicller gerekmektedir.

Avantaji; Polimerlerden ¢ok fazla miktarda fiber
yapilar Gretmek igin oldukga ucuz bir yontemdir.
Hicre ve kok hiicreler icin mikemmel bir doku
Toparlayici
kristallerinin kullanilmasi da blyik gézeneklere

uyumu  vardir. olarak  buz

sahip scaffold Gretimini saglamaktadir.

Dezavantaji; Tipik organik
gerekmektedir. Mekanik o6zellikleri genellikle

kotudur.

¢Ozlculer

Avantaji; tipik olarak su icerisinde hicrelerin
biyoaktif islevselligi ile birlikte olusturulabilir.

Dezavantaji; Uretimi pahalidir. Zayif mekanik
ozellikleri ile yumusak dokularda scaffold oalrak
kullanimi kisithdir.

Avantaji; karmasik ve anatomik sekilli yapilarin
imalatini saglar.

Dezavantaji; makinelerin pahal olusu ve dusik
gdzenek boyutlarinda ¢ozundrlik sikintisidir.
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Cizelge 2.7 PCL Scaffold Hazirlama Metotlari (devami)

Stereolitografi

bir
sinterleme (SLS)

Segici lazer ile

Kaynagmis tortulanma
ile Modelleme/3
boyutlu Grafiklendirme

Dogrudan yazim

Gozenek %90’dan
kiiglk

Gozenek boyutu
175+um

Gozenek %25’den
kiclk

Gozenek boyutu 30-
2500um

Gozenek %90’dan

kiicuk

Gozenek boyutu 100-
200um

Gozenek %90’dan

kiiglk
Gozenek boyutu

5-100um

Avantaji;
Uzerinde hassas kontroller yapilabilir. Karmasik

gozenek boyutu ve baglantilan

ve anatomik sekilli yapilarin imalatini saglar.

Dezavantaji; makinelerin pahali olusu ve UV’nin
polimerler ile uyumlu olmasi gerekir.

Avantaji; gozenek boyutu ve baglantilar
Uzerinde hassas kontroller yapilabilir. Karmasik

ve anatomik sekilli yapilarin imalatini saglar.

Dezavantaji; makinelerin pahali olusu, disuk
gozenek boyutlarda c¢ozindrlik sinirlamalari
vardir. Calisilacak biyomalzemenin toz halinde
olmalidir.

Avantaji; gozenek boyutu ve baglantilari
Uzerinde hassas kontroller yapilabilir. Karmasik

ve anatomik sekilli yapilarin imalatini saglar.

Dezavantaji; Eriyik polimerler kullanildigindan

sadece termoplastikler ile sinirlidir. Dusuk
gozenekli Grlin elde etmek zordur.
Avantaji; gbdzenek boyutu ve baglantilari

Uzerinde hassas kontroller yapilabilir. Karmasik
ve anatomik sekilli yapilarin imalatini saglar.

Dezavantaji; Kullanilan biyomalzemelere

polielektrik yikli mirekkep olusturmak gerekir.

2.7.3.1 Elektrospinnig (Elektroegirme) Metodu ile PCL Scaffold Hazirlanmasi

Elektroegirme polimer c¢ozeltilerin veya eriyiklerin alt-mikron ve mikron capindaki

liflerinin Uretilmesi icin oldukca pahali tekniktir. 1930’lardan bu yana bilinen bir teknik

olmasina ragmen doku muhendisligi ile birlikte popdlerligi artmistir. Bu metot

ozelliklede nanometre mikron altinda capa sahip fibrilleri olusturarak hiicre disi matrisi

cok yakin bir sekilde taklit edebildigi icin scaffold imalat teknigi olarak yaygin bir sekilde

kullanilmaya baslanmistir. Literatlirde elektroegirme yontemi ile en yaygin olarak

hazirlanan scaffold polimeri PCL'dir. Fakat bircok dogal ve sentetik polimerden de bu

metot ile scaffold hazirlanmistir. Polimer ¢ozeltisi baslik/ug¢ kisimda polimer damlacigi
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olusacak sekilde kapiler boyunca gonderilir. U¢ kisimla topraklanmis toplama boélgesi
arasina yuksek voltaj uygulanir. Eger elektrik alan gerilimi damlacigin yuzey geriliminin
Uzerindeyse polimer c¢ozelti plskirtme ucu toplama bdlgesine dogru hizlandirilir.
Plsklirtme ucu havada yol aldik¢a yapidan ¢oziici uzaklasir ve toplama bolgesinde
dokunmamis yapi olusur. Eger yonlendirilmis ve tubiler yapilar hazirlanmak istenirse
toplama bolgesi olarak topraklanmis déner silindir kullanilabilir. Kollajen ve fibrinojen
gibi dogal makromolekiller ve polikaprolakton, poliglikolik asit, polilaktik-ko-glikolik
asit ve sentetik polipeptitler gibi sentetik polimerler kullanilarak doku miihendisligi
uygulamalari icin dokunmamis fibréz yapilari elde etmek mimkindir. Yontemde
proses parametrelerine (uygulanan voltaj, polimer akis hizi, vb.) ve cozelti
parametrelerine (polimer konsantrasyonu, ¢ozlicinin uguculugu vb.) bagli olarak fiber
oryantasyonu (diizenli ve rastgele dizilmis), gozeneklilik/gézenek capi (hicre
infiltrasyonu) ve fiber ¢api (nanometre/mikrometre boyutunda) degistirilebilmektedir

[24], [25].
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Sekil 2.30 Siringa, Yiiksek Gerilim Kaynagi ve Kollektor Plakasi Gosterilen Elektroegirme
isleminin Sematik Diyagrami [272].

Elektroegirme sistemi tic temel birimden olusmaktadir. ilk birim, dogru akimla 500pA
ve maksimum 50 kV gerilim elde edilen yiiksek giic kaynagidir. ikinci birim, polimer
¢Ozeltisinin bulundugu plastik enjektordiir. Dizgin bir akis saglamak icin plastik
enjektor bir peristaltik pompaya yerlestirilir ve ucuna sistemdeki elektrotlardan biri
takilmistir. Bu elektroda glic kaynagindan yiksek gerilim uygulanir. Son birim ise

toplayicidir. S6zi gecen birim metalden yapilmis, Gzeri aliminyum folyo ile
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kaplanmistir. Toplayici birimi enjektoriin ucuna yerlestirilen elektrotun zitti yikli
elektrot gorevini Ustlenir ve topraklanmistir. Gerilimin istenen oOlglide sisteme
uygulanmasiyla polimer c¢ozeltisi enjektoriin ucundan buhar jeti seklinde zit yikli
elektroda yani toplayiclya dogru puskirir. Cozliciiniin yol boyunca buharlasmasiyla
katilagan polimer toplayiciya nanofiber seklinde ulagir ve membran olusturacak sekilde
birikir. Fiberler toplayici ylzeyinde birikirken birbirlerine dokunduklari noktada yapisir

ve bir film seklinde orglsiz fibroz bir yapi olusturur [24], [25].

2.7.3.2 PCL Scaffoldlarin Sterilizasyonu

PCL scaffoldlarin etilen oksit gazi sterilizasyon ve radyasyon sterilizasyon genellikle
yaygin olarak kullanilan yontemler arasina girmektedir. PCL scaffoldun gamma isimasi
(2.5 Mrad doz) sterilizasyona etkisini incelerken; bozulma orani (lipaz tarafindan
kataliz edilen), mekanik o6zellikleri ve hiicrelerin scaffold yiizeyine tutunma orani
incelenmelidir. Yapilan bir ¢calismada gamma sterilizasyon sonucunda PCL scaffold
ylizeyine kondrosit hiicrelerin baglanmasinda herhangi bir problem olmadigi rapor
edilmistir [273]. Etilen oksit ile sterilizasyonunda i1siya ve neme hassas PCL scaffold i¢in
ideal bir sterilizasyon yontemdir. Ayrica etilen oksit sporlar dahil bitlin
mikroorganizmalara (Creutzfeldt-Jakob hastaligi (CJD) harig) karsi etkilidir, uygulanmasi

cok kolay ve pahali bir ydontemdir [24].

2.8 Biiyiime Faktorleri

Blylime faktorleri ile viicut tarafindan Uretilen bir grup biyolojik olarak aktif
polipeptidlerin hiicresel boélinme, biylime ve farklilasmasini tesvik edebilirsiniz.
Kikirdak hayati boyunca gelisimini diizenleyen ve homeostazi uyum icinde olmasini
saglayan cok sayida blyime faktorleri ile calisir. Bu nedenle, bliyime faktorleri
kikirdak hasarlarinda kikirdaga yeniden islevini kazandirmak icin uygulanmakta ve
tedavide {mit verici secenekler sunmaktadir. Bircok anabolik bliyime faktori
kondrosit sentezi icin proteoglikanlari, agrekan, Tip Il kolajeni, sinoviyositleri ve
mezenkimal kok hicrelerinde proliferasyonunu uyarir, mezenkimal kdk hicrelerin
kondrojenik farklilasmasi icin ise interlokin-1 (IL-1) gibi sitokinleri ve matris

metaloproteinaz (MMP) kataliz etkilerini azaltir. Blyume faktorlerine ilaveten
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kondrosit gelisimine destek verecek en 6nemli diger bilesende scaffoldlardir. Tabi
burada bliyime faktorlerinin yaninda scaffoldlarin biyuklGga, kullanilan malzeme,
scaffoldun hazirlanisinda hiicrelerin tutunup gelismesi igin olduk¢a 6nemlidir [146],

[274].

2.8.1 Kondrojenik farklilasmada Transform Biiyiime Faktérii- 8 (TGF- 8) Ailesi, insiilin
Benzeri Biiyiime Faktoérii-1 (IGF-1), Fibroblast Biiyiime Faktorii Ailesi, Trombosit Tiirevli

Biiyiime Faktérii (PDGF)

Transform Blylime Faktort-B (TGF-B) ailesi yapisal olarak tek bir disilfir bagiyla
birbirine baglanmis ya tek basina homo ya da heterodimerler halinde bulunur. Kikirdak
tamirinde l¢ onemli TGF-B ailesi Uyesi gorev almaktadir. Bunlar; TGF-B1, kemik
morfogenetik protein-2 (BMP-2) ve BMP-7 dir. BMP-7 osteojenik protein-1 (OP-1)
olarak da bilinir. Anabolik ve antikatabolik faliyetler karsilagtirildiginda BMP-2, -4, -6 -7
ve CDMP-1,-2'nin (Kikirdak kaynakh morfogenetik faktér 1, 2) proteoglikan sentezini
blyik olcide uyardigl gortlmuistir. TGF-B1 kondrosit sentezinin aktivitesini uyarirken
IL-1 katabolik aktivitesini azaltir. TGF-B1 sinoviyal zardan ve kemik iliginden elde edilen
mezenkimal kok hiicrelerin kondrogenezini aktive ettigi rapor edilmistir. in vitro veriler
BMP-2’'nin de hiicre disi matris sentezini uyardigini gostermektedir. Mezenkimal kok
hiicreler lzerinde BMP-2 etkisi TGF-B1 ile benzer olup hiicre disi matrisi Gretimi
arttirarak kollajen tip1 ifadesini digtrir. BMP-7 ya da OP-1 kikirdak gelisiminde altin
standart bliyiime faktortddr. IL-1, IL-6, IL-8, MMP-1 ve MMP-13 de dahil olmak Uzere
cok sayida katabolik sitokinlerin katabolik aktivitesini azaltarak diger anabolik biyime

faktorleri gibi BMP-7 de kikirdak matris sentezini uyarici etki goérir [146], [275].

Monolayer ya da eksplant kiiltlirlerde IGF-I'nin anabolik aktviteyi artirdigi ve katabolik
aktiviteyi azalttigi rapor edilmistir. Mezenkimal kok hiicrelerin kondrojenik farklilasmasi

IGF-1 tarafindan indiiklenirken IGF-I ve TGF- B1 kombinasyonuyla aktiflesir [146], [275].

Fibroblast Blylime Faktorl ailesinin iki Uyesi olan FGF-2 ve FGF-18'nin kikirdak

homeostazindaki rolleri arastirilmistir. FGF-2 kikirdak hiicre etrafindaki matrisi icinde

bol miktarda bulunur. FGF-2 hiicre yilzeyi reseptorlerine baglanir ve agrekanaz

aktivitesinde azalmaya neden olan anabolik yollarini aktive eder fakat proteoglikan

miktarinda hicbir belirgin bir degisiklige neden olmaz. FGF-18 ve kikirdak
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homeostazisinin roli ile ilgili literatlrde cok az bilgi olmasina ragmen, kondrositlerde
cesitli anabolik etkileri ortaya cikardigi rapor edilmistir [146], [275]. Trombositten
tirevli bayime faktorid (PDGF) ya homodimer (PDGF-AA / PDGF-BB) ya da heterodimer
(PDGF-AB) olarak bulunmaktadir. Kondrositlerde matris sentezini uyardigl rapor

edilmistir [146], [274].

2.8.2 Biiyiime Faktorleri Kombinasyonu Tromposit Bakimindan Zengin Plazma

(PRP), Otolog Serum (ACS), Kemik iligi Konsantresi (BMC)

Yukarida belirtilen blylime faktorlerine ek olarak kondrogenezis de 6nemli olan baska
faktorlerde vardir. Bunlar; VEGF, BMP-12, BMP-13, FGF-4, FGF-8, Wnt3a ve Wnt7a
olarak siralanabilir [146], [274].

Blylime faktorleri kombinasyonlarini, tromposit bakimindan zengin plazma (PRP),
otolog serum (ACS) ve kemik iligi konsantresi (BMC) olmak lizere ¢ grup altinda

toplayabiliriz [146], [274].

Tromposit bakimindan zengin plazma (PRP), mikro litrede 1,1x10° trombosit
icermektedir. PRP uygulamalarinin kikirdak tedavisinde kullanimi yara iyilesmesinde
trombositlerin  fizyolojik roliine dayanmaktadir. PRP icerisinde 1500 protein
bulunmaktadir. Bunlarin arasinda PDGF, vaskilar endotelial biyime faktort (VEGF),
TGF-B, FGF ve EGF de dahil olmak lizere bir ¢ok yara iyilesmesinde gorev alan biyiime
faktorleri bulunmaktadir. PRP’nin kikirdak tedavisinde kullanimina yoénelik ¢ok sinirh
yayinlar bulunmaktadir. PRP’ye maruz kalmis mezenkimal kék hicreler kontrol
gruplariyla karsilastirildiginda, hiicre cogalmasini, hiicre disi matrisi sentezinin artigi,

proteoglikanlarin ve tip Il kollajenin miktarinda artma gorilmdistir [146], [274].

Yapilan arastirmalarda otolog serum icerisinde yiksek miktarda PDGF ve TGF-B
bulundugu bazi kaynaklarda ise IL-1 varlig§indan da bahsedilmektedir. Kikirdak
hasarlarini tedavi amaclh yapilan in vitro calismalar bulunmasina karsin in vivo

¢alismalar heniiz rapor edilmemistir [146], [274].

BMC’'de ayni PRP gibidir fakat BMC'nin PRP’ye gbre en bilylk avantaji yapisinda
mezenkimal kok hicre icermesidir. Biyoaktif blylime faktorleri, su anda kikirdak

hasarlarinda tedaviyi gelistirmek igin alternatif olarak kabul edilmektedir. Dolayisiyla
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klinik de kikirdak tedavisinde kullanilabilinmesi igin bliyime faktorlerinin rollerini ve
potansiyellerini iyi bir sekilde incelemek gerekmektedir. Kisaca blylme faktorlerinin
etkilerini 6zetlemek gerekirse BMP-7 bugiine kadar yapilmis olan tim calismalarda
altin standart olarak kullanilmaktadir. IGF hayvan modellerinde yapilan ¢alisamaya
gore IGF'nin kondrosit iyilesmesinde sinirh bir etkisi oldugu gortlmustir. FGF ve TGF-B
ailesinin ise kikirdak gevresinde siipheli etkileri oldugu rapor edilmistir. Ginimizde
bliyime faktori kombinasyon terapisinde en yaygin olarak kullanilan formlar PRP,

Otolog serum ve Kemik iligi konsantresi seklindedir [146].

2.9 Gen Transferi

Kas-iskelet sistemi hastaliklarini iyilestirmek igin kullanilan gen tedavisi ilk kez romatoid
artrit tedavisi icin onerilmistir. TUmor nekroz faktori-a (TNF- a) ve IL-1B gibi sitokinleri
engellemek icin uygulanan biyolojik faktorler, romatizmal artrit tedavisinde etkili
olmustur. in vivo veya ex vivo olarak viral veya non-viral vektérler araciligiyla kikirdak
hasarlarini tedavi etmek igin kullanilabilecek terapotik hedefler klinik arastiriimalar

halen devam etmektedir [154].

Cizelge 2.8 Kikirdak Doku Muhendisliginde Gen Transferi

Kikirdak Rejenerasyonunda Kullanilan Gen Taslyici Sistemlerin Hedefleri

Kategori Hedef Gen

Biiyiime Faktorii TGF-B, BMP, FGF, IGF-18, EGF

Transkripsiyon Faktorii SOX9 (Sry ilgili HMG kutusu)

Sinyal Transdiiksiyon SMAD

Molekdilleri

Proenflamatuar sitokin TNF-a, IL-1(interlokin 1)

inhibisyonu

Apoptozis Bcl-2 (B lenfoma hiicresi 2), Bcl-XL, iNOS (indiiklenebilir nitrik

oksit sentezi)
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2.10 Hiicre Kiiltiir Besiyeri Bilegenleri

Hicre kiltlrd in vitro da hiicrelerin prolifere olmasini ve canliliginin devam etmesini
saglayan ozel bir ortamdir. Bu ortamda canl bir hiicrenin ihtiyaci olan ¢esitli tuzlar,
tampon maddeler, aminoasitler, vitaminler, dana veya at serumu igeren besiyerlerinde
Ozel 1silarda CO, li yada CO; siz ortamlarda steril kosullarda saklanirlar. Hiicre cgesitliligin
cok fazla olmasi ve her hiicrenin baska 0Ozel hiicre besiyerlerine ihtiyag duymasi
cesitliligi oldukca artirmistir. Bunlar; 1000mg/L glikoz iceren Dulbecco’ nun Modifiye
ettigi Eagle Medyumu (DMEM), 4500ml/L glikoz iceren Dulbecco’ nun Modifiye ettigi
Eagle Medyumu (DMEM), sodyum piruvat ve selenyum Iscove’ un modifiye ettigi
Dulbecco Medyumu (Iscove’s Modified Dulbecco’s Media) (IMDM) gibi ticari olarak
temin edilebilen 6zel hiicre besiyerleridir. Hucrelerin kiiltlir ortaminda; genellikle
ylksek dlizeydeki blyimeyi hizlandirici ve disiik dizeydeki blylmeyi yavaslatic
faktorleri iceren Fetal sigir ya da dana serumu (FBS ve FCS) ya da IgG diizeyi disuk
HyClone Siper Duslik IgG Fetal Bovine Serum (FBS) kullanilir. Ayrica kiltlr ortamina;
enerji Uretimi ile protein ve nukleik asit sentezi i¢in gerekli L-Glutamin ya da L-L-
Glutamine alternatif olarak blyime miktarini ve verimi arttiran Glutamax L-alanyl-L-L-
Glutamine eklenir. Temel hiicre besiyeri iceresinde fizyolojik sartlarda osmotik basing
ve pH'nin devam ettirilebilmesi icin izotonik ¢ozeltiler olarak Dengeli Tuz Sollisyonu
(Balaned Salt Solution; BSS) kullanihr. Kaltir ortamindaki bakteri ve mantar
kontaminasyonunu onlemek icin besiyerine siklikla genis spektrumlu antibiyotikler
Ozellikle de streptomisin, penisilin ve amfoterisin B (fungizone) ya da gentamisin,
ampoterisin B ve Nystatin (10U/ml) kombinasyonlari kullaniimaktadir [276], [277],
[278].

2.11 Hiicrelerde MTT (3-(4,5-dimetiltriazol-2-il)-2,5- difeniltetrazolium bromid) Testi

ile Canlilik/Toksisitenin Gosterilmesi

MTT testi 3-(4,5-dimetiltriazol-2-il)-2,5- difeniltetrazolium bromid indirekt olarak hiicre
bliylimesi veya hiicre olimini degerlendirmeyi amacglayan, hicre kiltlrl esasina
dayanan bir Canlilik/Toksisitenin gosterilmesi testidir. Hiicre canliigini ve 6limini
Olcen bu yontemin, diger sitotoksik test yontemlerine gore daha hassas ve

tekrarlanabilir olmasi, uygulamasinin kolay, hizli ve sayilabilir olmasi en buyik
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avantajidir. Bu yontem ile bir hiicre toplulugundaki canh hiicrelerin orani kalorimetrik
yontemle kantitatif olarak saptanabilmektedir. Artan formazonun yogunlugunun direkt
olarak vyasayan hiicrelerin sayisiyla baglantili oldugunu ve saglam hiicrelerde
mitokondirinin  MTT boyasinin tetrazolium halkasini pargalayabilmesi ilkesine
dayanmaktadir. Bu reaksiyon frajil bir mitokondriyal enzim olan siksinat dehidrogenaz
enziminin aktivitesine bagh olarak absorbe olmus MTT’nin mitokondriye bagh bir
reaksiyon ile renkli, suda ¢6zlinmeyen formazana indirgenen bir maddedir. Tetrazolium
halkasinin pargalanmasi sonucu soluk sari renkli MTT boyasi koyu mavi-mor formazan
Urinliine donidsmektedir. Sonug olarak canli ve mitokondri fonksiyonu bozulmamis
hiicreler mor renkte boyanmakta, 6l ya da mitokondri fonksiyonu bozulmus hiicreler

boyanmamaktadir [276].
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Sekil 2.31 MTT Analizi Prensibi (A), MTT ve Formazan Kimyasal Yapisi (B) [279].

2.12 Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

Laboratuvar sartlarinda spesifik bir DNA parcasinin primerler araciligiyla enzimatik
olarak c¢ogaltilmasi islemine Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) denir. PZR’in
gerceklesebilmesi icin; amplifiye (cogaltilacak) hedef DNA dizisini iceren kalip DNA
molekill, amplifiye edilecek kalip DNA'nin komplementeri olacak sekilde secilmis
yaklasik 15-20 bazlik sentetik kisa tek zincirli DNA molekilleri olan iki oligonikleotid

primerler, termostabil karakterli Tag DNA polimeraz enzimi, enzimin tamponu,
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deoksiribonukleotid trifosfatlar (ATP, GTP, TTP, CTP) = (dNTP) karisimi ve her primer
icin konsantrasyonlari belli oranlar da olan magnezyum klorid (MgCl,) tamponu
kofaktdr olarak 6nemlidir. /n vitro DNA c¢ogaltmasi icin gerekli sicaklik kontrolii
“thermal cycler” denilen otomatize isi kontrol cihazlarinda gergeklestiriimektedir. PZR
isleminde hedef DNA’nin ¢ogaltilmasi 20-40 dongl arasinda gergeklesir. Bir PZR
donglisii denatlirasyon, primerlerin baglanmasi ve uzama asamalari olmak lizere 3
asamadan meydana gelmektedir. ilk basamak denatiirasyondur ve 95°C’e kadar isitilan
cift iplikli DNA molekllinin zincirlerinin birbirlerinden ayrilarak tek iplikli sekle
déniismesiyle gerceklesir. ikinci basamak baglanmadir (annealing) ve reaksiyon sicakhgi
primerler baz alinarak 50-65°C olarak ayarlanmaktadir. Bu asamada 15-20 niikleotid
uzunlugunda primerlerin ¢ogaltilacak boélgenin uglarinda yer alan kendilerine 6zgiil
dizileri taniyarak hidrojen baglari ile birlesmemektedir. Uglincii basamak uzama ya da
sentez asamasidir. Sicaklik bu evreden sonra taq polimeraz ¢alistigl optimum sicakhk
olan 72°C’ye getirildiginde primerlere baglanan enzim molekilleri dizinin 3’ ucuna kalip
DNA’ya uygun nikleotitleri ekleyerek DNA sentezi yaparlar. Bu Ui¢ basamak bir
dongliyl olusturur ve her tekrarlanista iki primer arasinda kalan 6zgiil DNA pargasinin
birer kopyasi cikartilarak baslangictaki DNA miktari her donglide geometrik olarak
cogaltilir [276].

2.12.1 Ters (Reverse) Transkripsiyon PZR (RT-PZR)

Bu yontemde hiicrelerden izole edilen RNA molekiillerinin retrovirlislerden izole edilen
Revers transkriptaz enzimi yardimiyla komplementer DNA (cDNA) sentezini
gerceklestirmesi sonucu, gen ekspresyonu analizlerinin yapilabildigi hizli ve hassas bir
yontemdir. RT-PZR iki asamada gerceklesir. Birinci asamada riboniikleik asit (RNA)'ten
komplementer DNA (cDNA)'nin sentez edilmesidir. cDNA sentez reaksiyonlari igin
random-hegzamer primerler, oligo (dT) primerler veya gen spesifik primerler (GSP)
kullanilabilir. Sentez icin Retrovirlislerden elde edilen AMV (Avian Myleoblastosis Virus)
ve MMLV (moloney murine leukemia virus) virlise ait DNA polimeraz aktivitesine sahip
revers transkriptaz enzimleri kullanilir. ikinci asamada da sentezlenen cDNA’nin

standart PZR ile ¢cogaltilmasi gerceklesir. [276].
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2.12.2 Real-Time PZR (Es Zamanl PZR)

Gergek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (Es zamanli PZR) 6zellikle gen ekspresyonu
calismalarinda kullanimi yerlesmis bir yontemdir. Es zamanli PZR donguler sirasinda
reaksiyonlardan floresan sinyal toplayarak hizli ve siirekli olarak Griinlerin birikiminin
gercek zamanli izlenebilmesinin analizine olanak verir. Es Zamanl PZR de PZR sonucu
olusan nikleik asit Grlnlerin ¢ift zincirli DNA arasina giren floresan bir boya ya da
floresan ile isaretli problar araciligiyla reaksiyon sirasinda izlenebilir. Floresan kaynagi
olarak en sik hidroliz problari, hibridizayon problari, TagManR problari ve SYBRR Green
| kullanilir. SYBRR Green | boyas! reaksiyonda ¢ogalan her tirli cift zincirli DNA'ya
nonspesifik olarak baglanir ve gift zincirli DNA’nin artisiyla orantili olarak floresan sinyal
verir. PZR yontemi ile niikleik asit cogaltilmasi ile es zamanh olarak artan floresan

sinyalin 6lctilmesi kantitatif olarak sonuc verebilir.
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Sekil 2.32 Es Zamanli PZR Calisma Akisi [280].

Real-Time PZR de gen ekspresyonu analizlerinde kullanilan referans genler mevcuttur.
Bunlar hicrelerin timiinde eksprese olan ve ekspresyon seviyesi dokudan dokuya
degismeyen housekeeping genlerdir. Ayrica analizlerde esik dongi degeri (threshold
cycle = Ct) Real Time PZR uygulamalarinda 6nemli bir parametredir. Ct degeri,
amplifikasyon sirasinda tespit edilen floresan i1sinim esik degerinin asildigi dongi
sayisidir. Bagka bir ifade ile Urindeki ilk anlamli artisin oldugu noktayi belirtir.

Treshhold cycle (CT) (esik) degeri; PZR Urinlerinin toplam sinyalinin arka plan sinyalini
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gectigi anda ki deger olarak es zamanh PZR’de rolatif miktar tayininde, cesitli doku ve
hicre tiplerinde farkh kosullarda ekspresyon diizeyi degismeyen referans bir gen
(housekeeping gen, kontrol gen) kullanilir. Bu amagla en yaygin kullanilan genlerden
birisi gliseraldehid-3-fosfat dehidrojenaz (GAPDH)’dir. Farkli PZR reaksiyonlarinda yer
alan kalip érneklerin miktari Ct degerleri karsilastirilarak hedef gen kontrol gene gore

normalize edilerek hesaplamalar yapilir [276].
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BOLUM 3

MATERYAL ve METOD

3. MATERYAL ve METOD

3.1 MATERYAL

3.1.1 Ekipmanlar

v'pH Metre (inolab WTW Level 1)

v'Hassas terazi (Precisa Gravimetrics AG)

v'Santrifuj (Eppendorf, Thermo Micromax RF)

v'Vorteks (Heidolph REAX top)

v'Bidistile Su Cihazi

YIsiticilh Manyetik Karistirici (Heildolph MR 3001)
v'Laminar-Hava Akisli Kabin

v'inklibatér (37°C %5 CO2’li Binder Etiiv)

v'inverted mikroskop (Olympus CKX41)

v'Isik mikroskobu (Olympus)

v'Manyetik karistirici (Heidolph MR3000)

v'-45°C Derin Dondurucu

v'Flow sitometre Becman Coulter Cell Lab Quanta SC
v'Buz makinesi (Scotsman AF100)

v'Vortex (LMS(laboratuvary medical supplies) VTX-3000L)
v'Su banyolari (GFL (gesselschaft fur labortechnik) mbH, Kerman)

Yisiticili karistirici (Heidolph instruments)
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v'ELISA ¢oklu plak yikama cihazi (Thermo)

v'ELISA coklu plak okuyucusu (spektrometre) (Thermo)
v'Dondurucular (Beko(+4,-20°C), Arcelik(+4,-20°C), GFL(-40°C))
v'-195°C Azot Tanki ve Azot tasima tanklari (DMC air liquid systems)
v'Otoklav (Kerman, HIRAYAMA)

v'UV spektrofotometre (Jasco V-530)

v'10, 50, 100, 1000 pl ‘lik mikropipetler (Thermo, Pippetman)
v'100, 300 pl ‘lik cok kanalli pipetler (Thermo)

v'1-10, 10-100, 100-1000 pl ‘lik Tek Kullanimlik Pipet Uglari (AxyGen)
v/Santrifiij tapleri 1, 2, 15, 50 ml. (Eppendorf , IsoLAB)

v'96 kuyulu plaklari (TPP)

v'24 kuyulu plaklari (TPP)

v'6 kuyulu plaklari (TPP)

v'Hucre kultir flasklari 25cm?, 75cm? (TPP, Corning)

v'Serolojik Pipet Tabancasi (Thermo)

v'Serolojik pipetler 2 ml, 5 ml, 10 ml (Corning)

v'Kriyotipler 2ml (TPP)

v'50-1000mI’lik otoklavlanabilir cam siseler (ISOLAB, SCHOTT)
v'1,2,5,10,50 cc’lik enjektor (Ayset)

v'0,22 um ve 0, 45 pum’lik siringa filtreleri (MILLIPORE, TPP, Sartorius)
v'Lateks eldiven (Broche, ISOLAB)

v'PCR cihazi (Techne)

v'UV jel gériintileyicisi

v'Gli¢ Kaynagi (Hoefer)

v'Mikrodalga Firin (Beko)

v'Elektroforez tanki (Thermo)

77



3.1.2 Kimyasallar

Dulbecco’s Modified Eagle Media (DMEM) 1.0 g/L D-
Glucose(1X)

Glutamax™-I (100x)

Antibiotic-Antimycotic (100x)

Tripan blue (%0,5)

Trypsin, 0.05% (1X) with EDTA 4Na, liquid
FBS

LIVE/DEAD® Viability/Cytotoxicity Kit
MTT

CM-Dil

STEMPRO® Chondrogenesis Differentiation Kit
Safranin O/Fast Green FCF

Alcian Blue/Nuclear Fast Red
Anti-Collagen Type Il Antibody
Gentamisin

cDNA Synthesis Kit Manual

PerfeCta® SYBR® Green Supermix
AccuStartTM Il PCR Supermix (2X)
Ethidium Bromide Solution
Nuklease-free water

Loading Dye

DNA leader

Molekiiler Biyoloji Safliginda Agarose
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Gibco

Gibco

Invitrogen™

Biologycal Industry
Gibco

Gibco

invitrogen™
Sigma-Aldrich
invitrogen™

Gibco

Sciencell™
Sciencell™

Millipore
Sigma-Aldrich

Takara

Quanta Biosciences™
Quanta Biosciences™
invitrogen™
Fermentas
Fermentas

Fermentas

Sigma-Aldrich

11880

35050-079

15240-062

628255

25300-054

10270-106

MP 03224

M2003-1G

C-7001

A10071-01

8348

8378

AB761

G1272

6130

95054-100

95137-100

15585-011

R0O582

RO611

SM0311

A0576



3.1.3 Deneylerde Kullanilan Tampon, Kiiltiir Ortamlari ve Kimyasallarin Hazirlanisi
TAE tamponu

40mM Tris-asetat, 1mM EDTA ile pH 8,0’de hazirlandi.

%5 Agaroz Jel Hazirlanmasi

Doku takibi slirecinde PCL scaffoldan olusan 3 boyutlu yapilari %5 agaroz igerisine
gomme islemi igin %5 agaroz jel hazirlandi. 5gr molekiler agaroz, 100ml TAE tampon
¢ozeltisi (1X) icerisinde mikrodalga firinda isitilarak ¢ézindurildi ve sicak bir sekilde

kullanildi.
%3 Agaroz Jel Hazirlanmasi

PZR amplikonlarini jel elektroforezde yuritmek icin %3 agaroz jel hazirlandi. 3gr
molekiler agaroz, 100ml TAE tampon ¢ozeltisinde (1X) icerisinde mikrodalga firinda
isitilarak ¢ézdurtildi. icerisine 2uL +4°C de muhafaza edilen etidyum bromiir konuldu
ve iyice pipetlendi. Taraklari yerlestirilmis jel elektroforez tankina dokildi ve jelin oda

Isisinda katilagmasi beklendi.
PBS (Fosfat Tamponlu Tuz Sollisyonu) Cozeltisi

Fosfat Tamponlu Tuz Soliisyonu (PBS) tamponu hiicre ici ve disindaki ozmotik basinci
dengede tutan bir soliisyondur. icerigindeki inorganik tuzlar ve su, hiicre
metabolizmasini destekler. Ortamin pH’ini tamponlayarak hiicreler i¢in uygun bir

ortam saglar.

1x PBS Cozeltisinin Hazirlanmasi
NaCl 4g
KCl 0,2g
Na,HPO, 1,44g
KH,PO, 0,24g

olacak sekilde tartildi. Distile deiyonize su ile 800ml'ye tamamlandi. Cozelti pH 7.4

olacak sekilde ayarlandi. Son hacim 1 litreye de iyonize su ile tamamlandi. Otoklav ‘da
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latm basin¢ta 121°C de 20 dakika tutularak steril edildi. Steril PBS tamponu 4°C de

saklandi.
Tripsin-EDTA Soliisyonunun Hazirlanmasi

Tripsin hiicre pasajlamalarin da kullanilan serin proteaz tipi temel bir enzimdir. Tripsin,
lizin ve arjinin aminoasitlerinden peptidleri yikarak hicrelerin yapistiklari ylizeyden
ayrilmalarini saglar. Tez calismalarimizda literatlirde farkl doku kaynakh mezenkimal
kok hicrelerin pasajinda %0,25 EDTA’l tripsin solisyonu kullanildi. Tripsin-EDTA ticari
sollisyonu (Gibco), enzim aktivitesinin azalmamasi igin 100ml’lik stok sisesi 15ml steril

falkon tiiplerine béliinerek -20°C de sakland.
Fetal Sigir Serumu (FBS)

Fetal Sigir Serumu (FBS) icerigindeki ylksek dizeydeki biylmeyi hizlandirici ve disik
dizeydeki bliyimeyi yavaslatici faktorler nedeniyle, hiicre kiltirinde en sik kullanilan
bilesenlerden biridir. Ticari olarak satin alinan 500ml lik FBS (Gibco) icerigindeki protein

yapinin bozulmamasi icin 15ml’lik falkonlara béliinerek -20 °C de saklandi.
Tripan Mavisi (TB) solliisyonunun hazirlanmasi

Tripan Mavisi (TB) canh hiicrelerde fagositoz olayini incelemek igin kullanilan vital bir
boyadir. Canli hiicreler boyanmazken, oli hiicreler hiicre zarindan boyay gecirerek
mavi renkte gorilir. 100ml’lik ambalajlarda %0,5 konsantrasyon seklinde Tripan mavisi
solisyonu (Biologycal Industry) ticari olarak satin alindi. Hiicre sayimi icin 10uL Tripan

mavisi boya, 90uL distile su ile seyreltilerek sayim sollisyonu hazirlandi.
Dondurma Soliisyonu (Kriyoprotektan) Hazirlanmasi

Kriyoprezervasyon (dondurarak saklama) hicreleri 6zel koruyucu maddelerle
(kriyoprotektan) -196°C’lik sivi azot tanklarinda saklamaktir. in vitro devamh kiiltir
yapilan hicreler laboratuvar sartlarina adapte edildikten sonra kriyoprezerve edilerek
uzun zaman boyunca muhafaza edilirler [281]. Dimetilsiilfoksit (DMSO) (AppliChem)
intrasellller bir ajan olarak ekstraselliiler elektrolit dengesini saglamaktadir.
intraselliiler ve ekstraselliiler osmolarite farkini azaltarak dehidratasyon hasarini énler.
DMSO oda sicakhiginda hiicrelere toksiktir. Bu nedenle 4°C de sabit bir hizda eklenmeli

ve hemen dondurma asamasina gegilmelidir. Tez ¢alismasinda kullanilan farkh kaynakh
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mezenkimal kdk hiicreler icin her defasinda bir defa kullanilabilecek %20’lik 5ml’lik
dondurma soliisyonu hazirlandi. Bunun igin 4ml FBS igerisinde sabit bir hizla 1ml DMSO
¢ozeltisi 15ml’'lik falkon tlip icerisinde ¢ozilerek iyice homojen hale gelmesi saglandi.

Daha sonra kriyoprezervasyon islemi éncesine kadar -20°C de saklandi.
DMEM Besiyerinin Hazirlanmasi

DMEM (Dulbecco Modifiye Eagle Medyum), iceriginde 1000mg/L glikoz iceren
aminoasit, vitaminlerinin ve bunlarin yaninda diger destekleyici bilesiklerin de fazla
bulundugu bir besiyeridir. Ticari olarak satin alinan 500ml lik DMEM’in (Gibco)
calismaya hazir hale gelebilmesi icin icerisine 2.5ml Anti-anti (invitrogen) ve 5ml
Glutamax (Gibco) konularak bir stok hazirlandi. Bu stokdan 44ml alinarak 50ml’lik bir
falkon igerisine konuldu ve lzerine %10 FBS konularak ¢alismaya hazir hale getirildi.
Farkh doku kaynakli mezenkimal kok hiicrelerin hazirlanan %10’luk besiyeri ile
kultirleri yapilana kadar 4°C de muhafa edildi. Calisma éncesinde hiicreler (izerinde

negatif bir etki olusturmamasi icin 37°C de isitilarak kullanildi.

STEMPRO® Chondrogenesis Differentiation Kit (Gibco) (Kondrojenik Farklilasma

Besiyerinin) Hazirlanmasi

icerisinde mezenkimal kék hiicrelerin kondrosite farklilasmasini saglayan transforming
growth factor-B1, ascorbate-2-phosphate, dexamethazone, sodium pyruvate, proline,
ITS premix gibi uyarici faktoérler bulunan ve ticari olarak satin alinan kondrojenik
farklilasma besiyeri kitinde; STEMPRO® Chondrogenesis Supplement (Gibco) ve
STEMPRO® Osteocyte/Chondrocyte Differentiation Basal Medium (Gibco) olmak tzere
iki bilesen bulunmaktadir. Chondrogenesis Supplement (Gibco) karanlk ortamda 1,5uL
lik steril ependorf tiplere 1pL olacak sekilde boliindd, 1sitk almamasi icin aliminyum
folyo ile sarilarak calisma zamanina kadar -20°C de saklandi. STEMPRO®
Osteocyte/Chondrocyte Differentiation Basal Medium (Gibco) icerisine karanlik
ortamda 2uL Gentamisin (Sigma) antibiyotiginden konularak aliminyum folyo ile sarilip
4°C de calisma zamanina kadar saklandi. Daha sonra (¢ boyutlu hiicre kiltiir
modellerimizde kullanilan kondrojenik farklilasma besiyerini hazirlarken; 15ml steril
falkona 1puL  Chondrogenesis  Supplement (Gibco) ve 9uL STEMPRO®

Osteocyte/Chondrocyte Differentiation Basal Medium (Gibco) konuldu ve iyice
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homojen hale gelmesi saglandi. Hazirlanan besiyeri isik almamasi igin aliminyum folyo

ile sarildi. Calismadan hemen énce 37°C ye gelmesi sagland..

LIVE/DEAD® Viability/Cytotoxicity Kit (invitrogen) (Canh/Olii Boyasi) Galisma

Soliisyonunun Hazirlanmasi

Canli/Olii  boyasi iceriginde bulunan Calcein/Etidyum-bromiir homodimer-1 ile
hicreleri flask ya da scaffold tzerindeyken canliliklarini incelememizi saglar. Calcein,
canli hiicrelerin plazma zarindan hicre icine niifuz etme yetenegine sahiptir ve hiicre
icerisinde bulunan esterazlar tarafindan parcalanarak yesil floresans verir. Etidyum-
bromir homodimer-1, plazma zarindaki hasar sayesinde hiicre icine girerek o6lu
hiicrelere nifuz eder, nikleik asitlere baglanir ve kirmizi floresans verir. Ticari olarak
satin alinan ve soguk zincir ile gelen Canli/Oli boyasi (invitrogen) floresan aktivitesinin
bozulmamasi icin tek kullanimlik olacak sekilde Calcein’den 5ulL, Etidyum-bromir
homodimer-1’den 20uL olacak sekilde béliindi. Canli/Olii boyasi boyama soliisyonunu
hazirlarken sirasiyla 15ml’lik steril bir falkon igerisine 10ml PBS ¢6zeltisi, 20uL Etidyum-
bromir homodimer-1 ve 5uL Calcein konuldu, vorteks ile homojen bir sekilde karismasi
saglandi ve kisa bir santrifiijden gegirildi. Hazirlanan ¢alisma sollisyonunda Etidyum-
bromir homodimer-1 son konsantrasyonunun 4mM, Calcein ise 2mM olmasi
gerekmektedir. Hazirlanan boya sollisyonu tek seferlik ve 100uL hiicre peleti tzerine
100uL galisma soliisyonu kullanildi. Belirgin bir gorinti icin 45 dakika beklenmesi

gerekti.
CM-Dil Galigma Soliisyonunun Hazirlanmasi

CM-Dil gliclli, fotostabil floresan 6zellige ve minimal sitotoksisiteye sahip, uzun sireli
olarak intraselliler membranlar, lipozomlar, virlisler ve lipoproteinleri isaretlemeye
imkan veren bir Dil tirevidir. Stok soliisyonun hazirlanmasinda dimetilsulfoksit (DMSQO)
kullanildi. Steril 15ml falkon tipu icerisinde 1mg CM-Dil, DMSO ile 1-2 mg/ml olacak
sekilde hazirlandi. Karanlik ortamda hazirlanan stok sollisyon pipetaj ile homojenize
edildikten sonra kiiciik miktarlarda bollinerek ve 151k gormeyecek sekilde ambalajlanip -
20°C da kullanilincaya kadar muhafaza edildi. CM-Dil ve benzeri diger karbosiyaninlerin
molekiler agirhklari 1'e yakin oldugundan 1 |iM ~ 1 |ig/ml olarak kabul edilir. Boyama

sollisyonunun hazirlanmasi icin CM-Dil, PBS icinde 1ml de 5|iL olacak sekilde hazirlandi
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(Sulfonatlanmis karbosiyaninler ~ 20|iM'nin uzerindeki konsantrasyonlarda

¢ozunurddrler).

MTT (Mitokondiriyel dehidrogenaz aktivitesi) (Sigma) Calisma Soliisyonun

Hazirlanmasi

MTT tuzu (Sigma) son konsantrasyonu 10mg/ml olacak sekilde steril PBS ile ¢6zlind
iyice vortekslenerek ¢ozeltinin homojen olmasi saglandi. Bu sekilde hazirlanan MTT

sliispansiyonu, bir filtre yardimiyla stizilerek steril ve tek kullanimlik hazirlandi.
NO (Nitrit Oksit) Calisma Soliisyonlarinin Hazirlanmasi
Griess reaktifi’nin hazirlanmasi:

20ml distile suya 2,5ml fosforik asit eklenir. Bu ¢ozeltiye sirasiyla 0,1 g N-(1-Naphthyl)
Ethylenediamine ve 1g Sulfanilamide eklenerek karistiricida ¢6ziinmesi saglanir. Son

olarak ¢ozelti distile su ile 2700ml ye tamamlanir.
Standartlarin hazirlanmasi:

10ml distile su icinde 0, 345g sodyum nitrit 500uM olacak sekilde ¢oziilir (stok). Daha
sonra bir seri olusturacak sekilde standart hazirlanir.

™
|

Safranin O/Fast Green FCF (Sciencell ™) Calisma Solliisyonu Hazirlanmasi

Safranin O katyonik bir boyadir ve kikirdak dokuda asidik proteoglikanlari boyar.
Safranin O glikozaminoglikanlara baglanarak turuncu-kirmizi arasinda bir renk gosterir.
Calisma soliisyonu hazirlamak icin igerisinde 20mg toz Safranin O (Sciencell™) boyasi
Uzerine kopilrtmeden 20ml dH,0 ilave edildi, iyice homojen hale getirildikten sonra
100ml kapakh bir cam sise icerisinde oda i1sisinda muhafaza edildi. 20mg toz Fast Green
FCF (Sciencell™) boyasi tzerine képurtmeden 20ml dH-0 ilave edildi, iyice homojen
hale getirildikten sonra 100ml kapakli bir cam sise icerisinde oda isisinda muhafaza

edildi.

Anti-Collagen Type Il Antibody (Millipore) (Tip Il Kollajen Antikor) Calisma

Soliisyonunun Hazirlanmasi

Kikirdak doku matrisi 6zellikle Tip Il kollajen fibrillerden ¢ok az miktarda da Tip IX, X, XI

kollajen fibrillerden olusmaktadir. Bu nedenle tez calismasinda Tip Il kollajen tespiti
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tanisi icin Anti-Collagen Type Il Antibody (Milipore) 1:1000 oraninda dilliye edilerek bir

calisma sollisyonu hazirlandi. Calisma zamanina kadar -20°C de sakland!.

3.2 METOD

3.2.1 Hiicre Kiltirii ve Doku miihendisligi Laboratuvari Kriyobankindan Adipoz Doku,

Kordon Matris ve Olfaktor Bulb Kaynakli Mezenkimal Kok Hiicre Hatlarinin Coziilmesi

Kriyobankta (sivi azot tankinda) kriyotlpler icerisinde bulunan [284], [285], [283] ve
pasaj sayisi 4 olan Adipoz Doku, Kordon Matris ve Olfaktér Bulb Kaynakh Mezenkimal
Kék hiicre hatlari hizl bir sekilde sivi azottan cikarilarak icerisinde 37°C su bulunan
behere konuldu. Tiplerin beherin ¢eperlerine carpmamasina dikkat edilerek hafif bir
sekilde su icerisinde karistirilarak donmus hiicreler ¢ozdirildi. Kriyotlip icerisindeki
hicreleri %20 DMSO dan hizlica uzaklastirabilmek igin ¢6zdirilen hicreler hizlica
icerisinde 2ml %10 FBS li DMEM 15ml’lik falkon igerisine alindi ve homojen bir sekilde
karismasi saglandi. Daha sonra 25°C de 1200rpm‘de 5 dakika santrifiij edildi.
Slpernatant uzaklastirilarak hiicre pelleti tizerine 1ml %10 FBS |li DMEM konuldu ve
iyice homojen hale getirildi. Thoma laminda sayimi yapilabilmesi icin tripan mavisi ile
boyandi. Bunun igin; 1ml ile slispanse edilen hiicre pelletinden 2uL alindi ve 50uL
DMEM besiyerinde iyice homojen hale getirildi daha sonra tripan mavisi calisma
soliisyonundan 48uL alinarak toplamda 100uL karisim icerisinden yaklasik 20uL alindi
ve Uzerinde lamel bulunan Thoma lami kamaralarina pipet yardimiyla konuldu. Hiicre
sayimi yapilmak {zere mikroskopa vyerlestirilen Thoma laminda canh hiicreler

boyanmazken, 6l hiicreler hiicre zarindan boyayi gecirerek mavi renkte goruldi.

Hicre sayisini hesaplamak igin; Thoma lami sabiti (10.000) x Hiicrelerin ortalama
sayisi (Tripan mavisi ile boyanmamis parlak renkli kalan hicrelerin) x 50 (DMEM

besiyeri ile sulandirma katsayisi) formulinden faydalanildi.

Tripan mavisi solisyonu ile boyanan canli hiicrelerin sayimi yapilarak canliik orani
belirlendi. Pellet 150.000 hiicre disecek sekilde igerisinde 5ml %10 FBS |li DMEM
bulunan 25cm?lik steril flasklara (hiicre kultiir kabi) konuldu. Hiicreler 37°C, %5 CO,

iceren etlivde inklibasyona birakildi. Mikroskopta yapilan gézlemler sonucunda 2-3 giin

84



icerisinde flask ylizeyi kaplanan hicrelerin bir kisminin pasajina devam edilirken bir

kisminda tekrar kriyoprezervasyonu yapildi.

Olfaktér Bulb kaynakh mezenkimal kok hicreler; 2012-07-04KAP02 numarali proje
kapsaminda Tirkiye’de ilk defa Uzm. Dr. Aysegiil KARAALTIN tarafindan dondrlerin
olfaktér bulb bélgesinden alinan biyopsilerin Msc. Olga Nehir OZTEL tarafindan izole
edilmesi, karakterizasyonun ve fenotiplendiriimesinin yapilmasiyla kriyobanki

olusturulan bir mezenkimal kék hiicre hattidir.

3.2.2 Adipoz Doku, Kordon Matris ve Olfaktor Bulb Kaynakli Mezenkimal Kok Hiicre

Hatlarinin Devamli Kiiltiirii

Kriyobankta mevcut ve karakterizasyonlari yapilmis olan farkli doku kaynakh
mezenkimal kok hicrelerin devamli kiltiri %10 FBS iceren DMEM ile yapildi.
Hicrelerin flask tabanini kaplamalari her giin ters mikroskop altinda takip edildi. Flask
ylzeyini kaplayan hicreler tripsinize islemine tabi tutuldu. Bu islemde Tripsin EDTA
kullanildi. Oncelikle tizerlerinde 5ml %10 FBS li DMEM bulunan flasklarin siipernantlari
atildi ve flask ylzeyine yapismis olan hiicreler 2ml PBS tamponuyla iki kez yikandi
burada amag¢ FBS’yi hiicre yizeyinden iyice uzaklastirmaktir. Clnkd FBS tripsin
aktivitesini inhibe etmektedir. Daha sonra 1ml tripsin EDTA hicrelerin istiine kondu ve
yaklasik 5 dakika 37°C de flasklar bekletildi. Hiicrelerin flaskin yiizeyinden ayrildigi ters
mikroskopda gozlemlendi ve tripsin aktivitesini inhibe etmek igin lzerlerine 2ml %10
FBS li DMEM besiyeri konuldu iyice flask ylizeyi icerisindeki besiyeri ve tripsin
karisimiyla yikanarak tim sivi 15ml’lik falkon tiplere alindi. 1200rpm de 5 dakika
santrifliij yapilarak stpernatant uzaklastirilip, 15ml’lik falkon tlplinin dibinde kalan
hiicrelerin 1ml yeni hazirlanmis %10 FBS iceren besiyeri ile siispanse edildi ve Thoma
laminda sayimi yapilabilmesi icin tripan mauvisi ile boyandi. Yaklasik 1000ul’lik hicre
peletindeki hiicre sayilari hesaplanip icerisinde 5ml taze besiyeri bulunan 25cm?lik
flask icerisine 150.000 hiicre olacak sekilde ekimi yapilan farkh doku kaynakl
mezenkimal kok hiicrelerin kiltiiriine devam edildi. Farkh doku kaynakli mezenkimal
kok hicreler 37°C’'lik %5 CO, iceren etiivde steril sartlar altinda inkiibe edildi. 2-3
ginde bir hicreler flask ylzeyini kaplayana kadar eski besiyeri uzaklastirip yerine

5ml’lik taze besiyeri konuldu.
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3.2.3 Adipoz Doku, Kordon Matris ve Olfaktér Bulb Kaynakli Mezenkimal Kék Hiicre

Hatlarinin Kriyoprezervasyonu

Kiltirde bulunan hicreler tripsinize isleminden sonra %10 FBS iceren DMEM ile
suspanse edilerek 15ml santrifiij tipline alindi. 1200rpm’de 10 dakika santrif(j
edildikten sonra stpernatant uzaklastirildi ve elde edilen yaklasik 250uL’lik pellet 1ml
ye tamamlanarak pipetlendi ve hiicre siispansiyonunun tripan mavisi ile sayimi yapildi.
Sayim sonucunda 1ml de 500.000 hiicre olacak sekilde 250ul’lik bir hiicre
sispansiyonu kriyotlip icerisine alindi ve Uzerine ayni hacimde %20 DMSO iceren
dondurma solisyonu ilave edilerek karistirildi. Dondurma sollisyonu hicre
sispansiyonunun Uzerine damla damla alindi  ve nazikge pipetlenerek
hiicre/kriyoprotektan karisimi elde edildi. icerisinde farkli doku kaynaklarindan elde
edilen hiicrelerin bulundugu kriyotiip yavas dondurma yontemiyle dondurularak
kriyobanka alindi. Yavas dondurma yonteminde oda sicakliginda fazla bekletiimeden
+4°C de 1 saat, -20°C de 2 saat ve -40°C de tiim gece bekletilen icerisinde hiicre

bulunan kriyotip ertesi giin kriyobankta belirlenen raflara yerlestirildi.

3.2.4 Poli (e-kaprolakton) (PCL) Scaffold "spiral wounding" seklinde elde edilmesi

Elektro-egirilmis mikro gézenekli membranlardan olusan, biyobozunur, FDA (Food and
Drug Administration) onayh PCL scaffold tasarlanmasinda ilk olarak; kalay oktoat
katalizorliglinde e-kaprolakton monomerinden disik molekdl agirlikh (10 kDA) ve
yuksek molekil agirlikh (85 kDA) poli(e-kaprolakton) (PCL) sentezlendi. Sentezlenen
PCL’ler agirlikca %80 dusitk - %20 yiliksek molekll agirlikli polimer icerecek sekilde
karistirildi. Hazirlanan karisim elektro-egirme yontemi kullanilarak orgilisiiz nanofiber
yapida mikro gozenekli membranlar Uretildi. Elde edilen membranlarin, molekiil
agirliklari GPC (Jel Gegirgenlik Kromotografisi), kimyasal ve yapisal analizleri FTIR
(Fourier Transform Infrared Spektrofotometresi) ve H-NMR (Proton Niikleer
Manyetik Rezonans), termal davranislari ise DSC (Diferansiyel Taramali Kalorimetre)
ile incelendi. Morfolojik yapilari ise SEM (Taramali Elektron Mikroskobu) kullanilarak
gosterildi. Karakterizasyon calismalari tamamlandiktan sonra elektro-egirilmis mikro
gozenekli membranlardan dairesel olarak katlama yontemi ile makro kanallara sahip lg

boyutlu, biyobozunur scaffoldlar hazirlandi [282]. Hazirlanan scaffoldlar 8mm capl ve
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1mm kalinliginda olacak sekilde dizayn edilip, etilenoksit gazi ile steril edildikten sonra

3 boyutlu kiltiir galismalari igin hazir hale getirildi.

3.2.5 Farkli doku kaynakh kok hiicrelerin poli (e-kaprolakton) scaffold lizerinde iig

boyutlu kiiltiir modelinin gelistirilmesi ve optimizasyonu

Farkli doku kaynakh kdk hiicrelerin steril edilmis PCL scaffold lzerinde (¢ boyutlu
kiltirinldn optimizasyonu igin oOncelikle PCL scaffold (izerine mezenkimal kok
hicrelerimizin prolifere edici besiyeriyle (%10 FBS |li DMEM) kiltiria takip edildi.
Burada amac¢ PCL scaffold ylzeyine farkli doku kaynakli mezenkimal kdk hicrelerin
tutunup tutunmadigini gézlemlemektir. PCL scaffold Ulzerine ekilecek hiicre sayisinin
tespiti icin ise bir ¢cok makaleden yararlanildi [15], [16], [283], [284], [285] ve
scaffoldun toplam vyiizey alanina gore hiicre sayisi tespit edildi bulunan sayi ile

optimizasyon g¢alismalari yapildi.

Optimizasyon calismalarinin kapsaminda 12 giin boyunca U¢ boyutlu hiicre kiltir
modelinin hicrelerin gelisiminin takibi icin farkh doku kaynakli mezenkimal kok
hiicrelerinin bir kismi CM-Dil ile isaretlenerek PCL scaffold lizerine ekilirken, bir kismi
ise MTT analizi, SEM ve canli/6li boyasiyla boyanmak icin direkt olarak PCL scaffold

Uzerine ekildi.

PCL Scaffoldun Alanina Gore Hiicre Hesabi: [15], [16], [283], [284], [285]
PCL Scaffold Alani = X r*
(R=8mm, r =4mm, kalinhk = 1mm, m = 3)

0,52 3x(04)°

0,5cm? alana sahip PCL scaffoldun 0,1 cm? sine 10° hiicre disecek sekilde her
mezenkimal koék hiicre icin gelistirilen ¢ boyutlu hiicre kiltir modelinde 100uL de

5.10° hiicreye ihtiyag vardir.
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3.2.5.1 Scaffold yiizeyinde hiicrelerin belirlenmesi igin farkli doku kaynakl

mezenkimal kok hiicrelerin CM-Dil ile isaretlenmesi

Bunun igin CM-Dil ile isaretlenen hicreler PCL scaffold ylizeyine ekildi. CM-Dil ile
isaretlemek icin flask ylzeyinin yaklasik %90’nini kaplayan fakh doku kaynakh
mezenkimal kdk hicrelerin besiyerleri uzaklastirildi. Hiicreler PBS ile 2 kez yikandi. 5ml
PBS icinde hazirlanan CM-Dil (invitrogen) hiicrelerin Gizerine eklendi. Hiicreler 37°C de
4 dakika, ardindan 4°C de 15 dakika inkibe edildi. Disuk sicakhktaki inkiibasyon
boyanin plazma membraninda gorinir olmasini saglarken endositozisi yavaglatir.
Boylece boyanin sitoplazmik vezikiillere yerlesmesini engeller. Boylelikle boya sadece

membranda goriinir halde kalmaktadir.

3.2.5.2 CM-Dil ile isaretlenen Farkli Doku Kaynaklh Kék Hiicrelerin PCL Scaffold da
Ekimi

Boyama islemi tamamlandiginda flasktaki boya uzaklastirildi, hiicreler PBS ile yikandi ve
tripsinize isleminden sonra tripan mavisi ile sayilan kdk hticreler PCL scaffoldlar lizerine
100uL de 500.000 olacak sekilde ekildi, 37°C %5 CO, iceren steril etiivde 2-4 saat
boyunca PCL scaffoldun hiicreleri emmesi beklendi. Daha sonra CM-Dil ile boyanan
farkl doku kaynakli mezenkimal kok hiicrelerin PCL scaffold lizerinde proliferasyonlari

ters mikroskopta yesil filtrede 12 giin boyunca takip edildi.

3.2.5.3 Farkli Doku Kaynakli Mezenkimal Kok Hiicrelerin {i¢ boyutlu kiltir
Modellerinde MTT Analizi

On iki giin boyunca devam ettirilen kultirde 3., 6., 9. ve 12. glinlerde PCL scaffold
Uzerine CM-Dil ile isaretlenmemis farkli doku kaynakli mezenkimal kék hicreler ile
hazirlanmis vyapilar 2ml steril PBS ile 2 kez yikandi. Daha sonra bu yapilar steril bir
sekilde 5 parcaya bollindikten sonra 96 kuyucuklu plaklarin 5 kuyucuguna yerlestirildi.
Her kuyucuga 10uL MTT soliisyonu eklenerek 4 saat 37°C de inkiibe edildi. Daha sonra
reaksiyonun durmasi icin her bir kuyucuga 100uL DMSO eklenerek yarim saat sonra
canlilikla orantili miktarda olusan formazan kristalleri ¢ozlindiraldid. 96’lik plaka da

ELISA Reader’de 570nm de 6lcimii yapilarak canhlik analizi yapildi.
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3.2.5.4 Farkh Doku Kaynakli Mezenkimal K&k Hiicrelerin U¢ Boyutlu Kiiltiir

Modellerinde Canli/Olii Boyamasi

PCL scaffold Gizerindeki hicrelerin canliliklarini koruyup korumadigini anlayabilmek igin
CM-Dil ile isaretlenmemis farkli doku kaynakl mezenkimal kok hiicreler ile hazirlanmis
U¢ boyutlu yapilarin 12 giin boyunca prolifere edici besiyeri ile kiltiri devam ettirildi.
Bu yapilar 2ml PBS ile 2 kez yikandiktan sonra Uzerlerine 100uL PBS konuldu. Daha
sonra Uzerine 100uL canh/6lu boyasi calisma solisyonu ilave edildi ve 45 dakika
karanhk ortamda oda isisinda bekletildi. invert mikroskopta mavi filtrede farkli doku

kaynakli mezenkimal kok hiicrelerin PCL scaffold Gzerindeki goriintlisii gdzlendi.

3.2.5.5 Farkh Doku Kaynakli Kok Hiicrelerin PCL Scaffold Uzerinde 12. giiniinde SEM

ile Goriintiilenmesi i¢in Ornek Hazirlama Optimizasyonu

SEM (taramali elektron mikroskop); yiksek enerjili elektronlar ile ylizeyi tarayarak
aldig1 sekonder i1simalar sonucunda yizeyin topografik yapisi hakkinda bilgi almamizi
saglar. Ayrica SEM ile hiicrelerin morfolojileri de incelenebilir. Bu galisma igin de iki
farkl protokol incelendi. Birinci prosesde; %2,5 gluteraldehit ile 3 saat fikse edilen Ug
boyutlu yapilar %60, 70, 80, 90, saf alkol serilerinden 15’ser dakika gecirildikden sonra
iyice kurumasi icin 37°C de calisma giiniine kadar bekletildi. ikinci protokolde %2,5
gluteraldehit ile 4°C de tiim gece bekletilen numuneler daha sonra aseton ile yikandi.
lyice kurumasi icin 37°C de calisma giiniine kadar bekletildi. Jeol JSM-5410LV SEM

cihaziyla 20kV de 750X de numuneler incelendi.

3.2.6 Optimize Edilen U¢ Boyutlu Kiiltiirlerin Kondrojenik Farklilasma Besiyeri ile

Kiiltliriniin Devam Ettirilmesi

Uc¢ boyutlu kiiltirlerin Gzerindeki farkli kaynaklardan elde edilen mezenkimal kék
hiicrelerin kondrojenik farklilasmasi icin hazirlanmis kondrojenik farklilasma besiyeri
(Gibco) kullanildi. Tripan mavisi ile boyanarak Thoma laminda sayilan hiicre peleti her
bir PCL scaffold tizerinde 100pL 5x10° adet hiicre peleti olacak sekilde kiiciik damlacik
halinde PCL scaffoldda koyuldu. 37°C de 2-4 saat farkh doku kaynakh mezenkimal kok
hiicrelerin PCL scaffolda yapismalari icin beklendi. Daha sonra {zerine 500uL ozel

olarak hazirlanmis kondrojenik farklilasma besiyeri ile kiltire edildi. Hazirlanan Ug
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boyutlu kiltir kondrojenik farklilasma besiyeri ile 26 glin boyunca kiltlire edildi [15].
Kondrojenik farklilasma besiyeri (i¢ boyutlu kiltlire zarar vermeden hafta da 2-3 defa
eski besiyerinin yarisi atilarak taze besiyerinden de 300uL konularak degistirildi. 3
boyutlu hiicre kultirlerinin 26 gin boyunca kondrojenik farklilasmalari esnasinda
canhliklari (Canli/Oli Boyasi ve MTT), gen ekspresyonlari, NO analizleri, Scaffold

yuzeyinde SEM ile morfolojileri ve histolojik gelisimleri takip edildi.

3.2.6.1 Kondrojenik Farklilagsma Siireci Boyunca (1., 7., 14. ve 26. Giinlerinde)

Canli/Olii Boyamasi

PCL scaffold Uzerine ekilmis farkli doku kaynakh mezenkimal koék hiicrelerin
kondrojenik farklilasma silireci boyunca belirli periyotlar da (birinci, yedinci, on
dordiinct ve 26. gilinlerinde) optimize edilen li¢ boyutlu yapilar 2ml PBS ile 2 kez
yikandiktan sonra tizerlerine 100uL PBS konuldu. Daha sonra lzerine 100uL canli/6lu
boyasi ¢alisma sollisyonu ilave edildi ve 45 dakika karanlik ortamda oda isisinda
bekletildi. Ters mikroskopta farkli doku kaynakli mezenkimal kok hiicrelerin PCL

scaffold lizerindeki goriintiist gozlendi.

3.2.6.2 Kondrojenik Farklilasma Siireci Boyunca (1., 7., 14. ve 26. giinlerinde) MTT

Analizi

PCL scaffold (zerine ekilmis farkh doku kaynakhh mezenkimal kok hiicrelerin
kondrojenik farklilasma sireci boyunca (birinci, yedinci, on dordiinci ve 26.
ginlerinde) U¢ boyutlu yapilar, 2ml steril PBS tamponu ile 2 kez yikandi. Steril bir
sekilde 5 pargaya bollindikten sonra 96 kuyucuklu plaklarin 5 kuyucuguna yerlestirildi
bu sayede her bir kuyucukda yaklasik 100.000 hiicre olmasi saglandi. Her kuyucuga
10pL MTT soliisyonu eklenerek 4 saat 37°C de inkiibe edildi. Reaksiyonun durmasi igin
her bir kuyucuga 100uL DMSO eklenerek yarim saat sonra canlilikla orantili miktarda
olusan formazan kristalleri ¢6zlindlrilmis oldu. Daha sonra 96’lik plakda ELISA

Reader'de 570nm de 6lglim yapilarak canlilik analizi yapildi.
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3.2.6.3 Kondrojenik Farklilagma Siireci Boyunca (7., 14., 21. ve 26. giinlerinde) RNA

izolasyonu

PCL scaffold Uzerine ekilmis farkli doku kaynakh mezenkimal kdék hiicrelerin
kondrojenik farklilasma sireci boyunca belirli periyotlarda (yedinci, on dordiincii ve 26.
ginlerinde) optimize edilen 3 boyutlu yapilardan RNA izolasyonu i¢in RNA izolasyon kiti
(IDPURE™ Spin Column Total RNA Miniprep Kit) kullanildi. RNA izolasyonu igin
inklibasyon sonrasinda 3 boyutlu yapilar Uzerinde bulunan farkhlastirma besiyeri
uzaklastirildi. 2ml PBS 2 kez 3 boyutlu yapilar yikandi. 3 boyutlu yapilar Gzerine 600ul
RLT soliisyonu eklendi ve iyice vortekslenerek 50°C de RNAse free tiibe icerisinde 15
dakika inkibe edildi. Esit miktarda %70 etanol ile pipetle karistirilarak homojenize
edildi. 2 ml toplama tlipu kolona yerlestirildi. Etanol karisimi kolona yerlestirildi. 8000
rom de (6000 g) 1 dakika santrifiij edildi. 500ul RW soliisyonu kolona eklendi. 8000
rpm de (6000 g) 1 dakika santriflij edildi. Spin kolona yeni bir toplama tiipi yerlestirildi.
RPE soltisyonu 22ml + 88ml %100 etanol eklenerek 4:1=1/5 oraninda olacak sekilde
hazirlandi. Kolona 500ul RPE eklendi. 8000 rpm de 1 dk santrifiij edildi. Sivi atilip bir kez
daha RPE atiklari igin spin edildi. 1,5m| RNAse free tlibe spin kolonu yerlestirildi. Daha
dnceden 50°C de isitilmis olan DEPC’li su kolonun tam orta merkezine 30l olacak
sekilde eklendi. 2 dakika oda isisinda inkiibe edildi. 10.000 rpm de (8000 g) 1 dakika
santrifiij edildi. RNA -70°C de muhafaza edilmesi gerekirken laboratuvarimizda

olmadigi icin -40°C de sakland..

3.2.6.4 Kondrojenik Farkhlagma Siireci Boyunca (7., 14., 21. ve 26. giinlerinde) Total

RNA Miktarinin ve Kalitesinin Belirlenmesi

izole edilen total RNA drneklerinin nanodrop spektrofotometresi kullanilarak 260nm ve
280nm dalga boyundaki okumalarla RNA miktarlari ve saflik kontrolleri belirlendi. 2pl
DEPC’li su ile blank alinarak her 6rnek icin 1ul alinip cihazda okutulan total RNA
orneklerinin konsantrasyonlari ng/ul cinsinden belirlendi. Olgiim 2ul RNA kullanilarak
280, 260, 230nm dalga boylarinda spektrofotometrik olarak saflik ve konsantrasyon
incelemeleri yapildi. 260/280 ve 260/230 oranlari saflik agisindan uygun olan RNA’lar
calismaya kabul edildi. Saflik oranlari (OD 260/0D 280) 1,60-2,00 arasinda degerleri

anlamli kabul edildi.
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3.2.6.5 Kondrojenik Farklilasma Siireci Boyunca (21. ve 26. giinlerinde) izole Edilen

RNA Orneklerinden cDNA Sentezi

cDNA sentezi cDNA Synthesis Kit Manual (Takara) kiti kullanilarak gerceklestirildi. Her
bir 6rnek icin ayri ayri bir mikro tlp igerisine; 1 ul Random primer, 1ul dNTP karisimi ve
RNA eklenerek ve son hacim 10ul ye RNase free dH,O ile tamamlandi. 65 °C de 5
dakika inkiibasyona birakildi. inkiibasyon sonrasi buz iizerine érnek tiipleri alindi.
Sonrasinda her bir tiipiin Gzerine 4ul RNA Primer karisimi, 0.5uL RNase inhibitér ve 1 pl
PrimeScript Rtase ve 4.5ul RNase free dH,0 eklendi. Tipler yavasca karistirildi.
Sonrasin da drnekler 30°C de 10 dakika, 42°C de 60 dakika ve enzim aktivasyonu igin
95°C de 5 dakika inkiibe edildi ve buz Uzerine alindi. Olusturulan cDNA &rnekleri

sonradan kullaniimak tizere -40°C ye kaldirild.

3.2.6.6 Kondrojenik Farklilasma Siireci Boyunca (26. giinlerinde) cDNA’larin PZR ile

Cogaltilmasi ve Jel Elektroforezde Goriintiilenmesi

Uc boyutlu yapilardan elde edilen 26. giine ait ¢cDNA lar Col2A1 gen varliginin
belirlenmesi (F- CCGCGGTGAGCCATGATTCGC, R- GTCGTCGCAGAGGACAGTCCCAG, 210 bp)
icin AccuStartTM Il PCR Supermix (2X) (Quanta Biosciences ™) PZR karisimi kullanilarak
hazirlandi. Bu karisimda 12,5uL AccuStartTM 1l PCR Supermix (2X), 500nM Col2A1
geninin forward ve reverse primerleri, 5uL cDNA ve son hacim 25uL olacak sekilde
nuclease free water kullanildi. PZR karisimi 95°C de 3 dakika, 95°C 30 saniye ve 55°C de
30 saniye olmak lizere 45 tekrar, son olarak 72°C 2 dakikadan sonra 4°C sonsuzda
olacak sekilde bir PZR reaksiyonu kuruldu. Reaksiyon sonucu elde edilen amplikonlar
%3 agaroz jel de yuratuldi. Jel, Elektroforez kalibina dékilerek uygun kalinhiktaki
taraklar ile kuyucuklar hazirlandi her kuyucuga; 1ul Loading Dye (Fermentas) ve 5ul
amplikon yiiklendi. Orneklerin DNA uzunlugunu &lcebilmek igin 100 bp uzunlugunda
1ul DNA Ladder, 1ul Loading Dye ile yiklendi. Pozitif ve negatif kontrollerinde

kuyucuklara eklenmesiyle, Jel 55 mA ve 110 V ile yuratdalda.
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3.2.6.7 Kondrojenik Farklilasma Siireci Boyunca (21. ve 26. giinlerinde) cDNA’larin Es

Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu Analizi

Ug¢ boyutlu yapilardan elde edilen mRNA seviyelerindeki degisiklikler es zamanli
Montania® 4896 cihazinda incelendi. Sox9, Col2A1 ve Col1A1 gen bélgeleri bulunduran
DNA fragmaninin PZR ile amplifikasyonu yapildi ve spesifik allel PZR varligi syber green
ile belirlendi. Kontrol gen olarak GAPDH kullanildi (Cizelge 3,1.) [15].

Cizelge 3.1 Es Zamanli PZR de kullanilan gen bolgeleri ve primerler

Gen Adi Primer Dizisi Accession Primer
Numarasi Boyu
(bp)
Sox9 (P3) F- AGCCGAAAGCGGAGCTCGAAACT NMO000346.3 215 bp

R- GCACTTAGGAAGGCGCGGGGT

Col2A1 (P2) F- CCGCGGTGAGCCATGATTCGC NMO001844.4 210 bp

R- GTCGTCGCAGAGGACAGTCCCAG

Col1A1 (P1) F- CCCTCCCCAGCCACAAAGAGTCT NMO000088.31 348 bp

R- GGGTGACTCTGAGCCGTCGG

PerfeCta® SYBR® Green Supermix (Quanta Biosciences'™) kullanilarak hazirlandi. Es
Zamanli PZR icin 25uL PerfeCta® SYBR® Green Supermix den, 500nM belirlenen gen
bolgelerine 6zel forward ve reverse primerleri, cDONA’dan 5uL ve son hacim 50uL olacak
sekilde nuclease free water kullanildi. Hazirlanan karisim ile asagidaki gibi es zamanh

PZR reaksiyonu kuruldu.
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C:\Program Files\5LAN Real-Time PCR Systern 8.3.1\Project\yti.prj
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Sekil 3.1 Es zamanli PZR d6ngusi

3.2.6.8 Kondrojenik Farklilasmalarinin 14. ve 26. giinlerinde SEM ile goriintiilenmesi

icin optimize edilen proses ile 6rnek hazirlanmasi

Farkli doku kaynakli kok hiticrelerin poli (e-kaprolakton) (PCL) scaffold Uzerinde
kondrojenik farklilagmalarinin 14. ve 26. giinlerinde SEM ile gorintulenmesi igin %2.5
gluteraldehit ile +4°C de tiim gece bekletilen numuneler daha sonra aseton ile yikandi.
Sonra iyice kurumasi icin 37°C de calisma giiniine kadar bekletildi. Jeol JSM-5410LV

SEM cihaziyla numuneler incelendi.

3.2.6.9 immiinohistokimyasal Boyamalar i¢in Doku Takibi Optimizasyonu

PCL’den hazirlanan scaffoldlarin -60°C ve +60°C de bozulmalari ve ksilen, toluen gibi
organik cozliclilerde ise oda isisinda bile ¢6ziinmesinden dolayi hazirlanan 3 boyutlu
yapilar parafin bloklara gémilmek igin doku takibine girmeden 6nce %5’lik agaroz
jellere gomildi. Bu sayede parafinde erimedi. Bunun icin hazirlanan %5’lik agaroz jel
daha sicakken temiz bir lam (izerine pastor pipeti yardimiyla bir damla damlatildi,
Ustline oda isisinda temiz bir filtre kdgidinin Gzerinde biraz kurumasi beklenen (g
boyutlu yapi kondu ve onunda Uzerine tekrar %5’lik agaroz jelden damlatilarak g
boyutlu yapinin her yerinin jel ile kapanmasi saglandi. Agaroz jel sicak oldugu icin (g
boyutlu yapida biraz ¢éziilme gozlendi. Kuruyan jele sarili ii¢c boyutlu yapi bir gece +4°C

de %10 formalin ¢Ozeltisi igerisinde bekletildi. Ertesi glin oda isinda el ile doku takibi
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yapildi. Bunun icin; %70 Alkol 15 dakika, %95 Alkol 15 dakika, %95 Alkol 15 dakika, Saf
Alkol 15 dakika, Saf Alkol 15 dakika, Ksilen 15 dakika, Ksilen 15 dakika, Sivi parafin 15
dakika, Sivi parafin 15 dakika, Parafine gdémme isleminden gecirilen agaroza sarili {i¢
boyutlu yapilar -20°C de parafinlerin donmasi beklendi ve daha sonra Leica® RM 2125
RT mikrotom cihazi ve Leica marka mikrotom bicaklari kullanilarak 8um-15um arasinda

kesitleri alinmaya ¢alsildi.

PCL’den hazirlanan scaffoldlar doku takibindeki problemlerden 6tiri frozen kesitleri
alinmak istendi. Bunun igin oda isisinda temiz bir filtre kagidinin lzerinde biraz
kurumasi beklenen 3 boyutlu yapilar 6zel kriyoprotektan jeller ile kriyostat cihazinda
Leica® CM 1850 kriyostat cihazinda -30°C da dondurulup kullanilarak 8um-10pm
arasinda kesitleri alinmaya c¢alisildi. Her iki yontemle de alinan kesitler pozitif sarjh

lamlar Gizerine kesitlerin boya galismalari boyunca diismemesi igin yapistirildi.

3.2.6.9.1 Safranin O/Fast green (Sciencell) ve Alcian Blue/Nuclear fast red (Sciencell)

boyanmasi

Belirlenen periyotlarda (7., 14., 26. ginlerde) Safranin O/Fast Green (Sciencell) ve
Alcian Blue/Nuclear fast red (Sciencell) histolojik boyama islemleri icin frozen
kesitlerden veya/ve parafin kesitlerden 8um-15um arasinda kesitler alindi. U¢ boyutlu
yapilan ksilen de ¢oziinmesinden 6tiirli frozen boyama prosediri takip edildi. Bunun
icin +37°C de kurumasi igin bir gece beklenen érneklerden parafin kesit olan dérnekler
daha sonra +70°C de parafinin erimesi icin bekletildi ama bu slirecte PCL scaffold
erimemesi icin surekli doku kesitleri goézlendi. Safranin O/Fast green (Sciencell)
boyamasi icin hazirlanan boyama sollisyonlari kullanildi. PCL scaffoldun 06zel
durumundan ve kesitlerinde ¢cok zor alinmasindan otlirli yatay diizlemde pasteur
pipetiyle boyalarin damlatilmasiyla gerceklestirildi. Bunun ig¢in dncelikle 2ml saf alkol
pasteur pipetiyle lamin izerine damlatildi ve 5 dakika oda isisinda bekletildikten sonra
pasteur pipeti yardimiyla 2ml dH,O0 ile alkoliin yikanmasi saglandi. 2ml %0.1 Fast Green
sollisyonu ile 5-10 dakika arasinda kesit tGizerine damlatilarak boyandi. Daha sonra boya
uzaklastirildi ve (zerine %1 asetik asit (SciencellTM,8348c) 10-15 saniye duracak
sekilde pasteur pipetiyle damlatildi. Asetik asitte uzaklastirildiktan sonra 2ml %0,1

Safranin O boyasi damlatilarak 20-30 dakika boyanmasi saglandi ve boya
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uzaklagtirilarak dH,0 ile yikanan kesitler kurumasi igin 37°C'lik ettive kaldirildi. Kuruyan
lamlarin Ustine enterlan damlatilarak lamel ile kapatildi ve 1sik mikroskobuyla

preparatlar incelendi.

Alcian Blue/Nuclear Fast Red (Sciencell, 8378) boyamasi igin kit kullanildi. PCL
scaffoldun 6zel durumundan ve kesitlerinde c¢cok zor alinmasindan o6tlrl yatay
dizlemde pastor pipetiyle boyalarin damlatiimasiyla gergeklestirildi. Bunun igin
oncelikle 2ml saf alkol pastor pipetiyle lamin Gizerine damlatildi ve 5 dakika oda i1sisinda
bekletildikten sonra pastor pipeti yardimiyla 2ml dH,0 ile alkolun yikanmasi saglandi.
Pastor pipeti yardimiyla kesitlerin tzerine 2ml %3’lik asetik asit (Sciencell, 8378c)
damlatildi ve 3 dakika bekletildi. Asetik asit uzaklastirilarak 2ml %1 Alcian Blue (pH:
2,5) ile 30-60 dakika boyandi. Boya uzaklastirilarak 2 dakika 2ml dH,0 ile yikanarak
Gzerine %0,1’lik Nuclear Fast Red 10-20 dakika uygulandi ve boya uzaklastirilarak dH,0
ile yikanan kesitler kurumasi igcin 37°C'lik etliive kaldinldi. Kuruyan lamlarin stiine

enterlan damlatilarak lamel ile kapatildi ve 1sik mikroskobuyla preparatlar incelendi.

3.2.6.9.2 Anti-Collagen Type Il Antibody (Milipore) ile Tip Il kollajen olusumu

gozlenmesi

Belirlenen periyotlarda (1., 7., 14., 26. glinlerde) Anti-Collagen Type Il Antibody
(Milipore) imminolojik boyama islemleri icin frozen kesitlerden veya/ve parafin
kesitlerden 8um-15um arasinda kesitler alindi. Anti-Collagen Type Il Antibody
(Milipore) 1:1000 oraninda c¢alismaya hazirlandi, fakat hem frozen kesitlerin hem de
parafin blok kesitlerin lama yapismamasi yiziinden bu immiin boyama prosesi

uygulanamadi.

3.2.6.10 U¢ Boyutlu Kiiltiirlerin Kondrojenik Farklilastirma Mediumu ile Kiiltiire

Edilmesi Sonucunda Olusan Siipernatantlardan Nitrik Oksit (NO) Analizi

NO analizi icin G¢ boyutlu yapilarin belirlenen periyotlarda (1., 7., 14., 26. giinlerinde)
siipernatanlari alindi ve calisma zamanina kadar -20°C de saklandi. NO &l¢iimi
yapilacak (¢ boyutlu yapilar kiltlrlerinin stpernatantlarindan 50ul alinarak 96’hk

plakaya konuldu. Uzerlerinde 50ul Griess reaktifi eklenerek oda sicakhginda karanlik
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ortamda 10 dakika bekletildi. Son olarak 540nm’de ELISA Reader da absorbans alindi
[286].
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BOLUM 4

DENEYSEL SONUCLAR

4. DENEYSEL SONUCLAR

4.1 SONUCLAR

4.1.1 Kriyobanktan Adipoz Doku Kaynakli, Kordon Matrisi Kaynakh ve Olfaktér Bulb
Kaynakh Mezenkimal Kok Hiicre Hatlarinin Coziilmesi, Devamli Kiiltiiriiniin Yapilmasi

ve Kriyoprezervasyonu

Kriyobanktan ¢ikarilan farkli doku kaynakli mezenkimal kok hiicreler %10 FBS igceren
DMEM besiyeri ile kiltire edildi. Kiltlirde UGclinci glinlerinde tamamiyla flaski
kaplayan kék hicrelerin her deney grubu icin 10° hiicre olacak sekilde cogalmasi
saglandi. Elde edilen sonuclarin morfolojik goriintist ve kiltir alanin kaplamasi
asagidaki sekilde sunulmustur (Sekil4.1). Sekilde goriindigl gibi kriyoprezervasyon
sonras! farkli doku kaynaklarindan elde edilen mezenkimal kok hicrelerin normal
sekilde prolifere oldugu ve mikroskobik alanda hicbir atipik hicreye rastlanmadigi
saptanmistir. Elde edilen bu hiicreler daha sonraki asamalarda PCL scaffold ile

etkilesimi icin kullaniimistir.
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OBKMKH (10X)

Sekil 4.1 Farkli Doku Kaynakl Mezenkimal Kok Hiicrelerin Flask Tabanini Kaplamis
Gorlintlsi (10X)
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4.1.2 Poli (e-kaprolakton) Scaffoldun "spiral wounding" Seklinde Hazirlanmasi

Alper isoglu tarafindan hazirlanan polimer ¢ézeltisinden elektro-egirme ile nanofiber
Uretiminde; ¢6zeltinin iletkenligi, viskozitesi, dielektrik sabiti ve ylzey gerilimi, yapinin
kimyasal ve fiziksel Ozelliklerini dogrudan etkileyen en temel parametrelerdir. Bu
parametreler g6z o©ninde bulundurularak optimum elektro-egirme kosullarinin
belirlenmesi igin, sunulan ¢alismada oncelikle sentezlenen yiksek (85 kDa) ve dislik

(15 kDa) molekul agirhkli PCL’lerden scaffoldlar hazirlanmistir.

Sekil 4.2 Elektro-egirme Yontemi ile Hazirlanmig PCL Membranlar [282].
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Sekil 4.3 Membranlara ait FTIR ve H-NMR Spekturumu [282].
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Sekil 4.4 Membranlara ait DSC termogramlari ve ait cekme-uzama grafigi [282].

o a = _ WLEE s "V

L x50k 20 um

SE_AI_HU_S0002

SE_AI_HU_S0001 L x10k  100um

Ortalama fiber ¢ap1 (nm) Ortalama g6zenek boyutu (nm)

517+198 10761494

Sekil 4.5 Membranlarin 1000 ve 5000 biyitmede SEM goriintileri [282].
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SE_AI_HU_0001 T x50 2 mm SE_AI_HU_0005 T 25k  30um

Sekil 4.6 Mikro Gozeneklere ve Makro Kanallara Sahip Scaffold 50 Ve 2500 Bliylitmede
SEM Gorintileri [282].

4.1.3 Farkli Doku Kaynakli Mezenkimal Kok Hiicrelerin PCL Scaffold Uzerinde Ug

Boyutlu Kiiltiir Modelinin Olusturulmasi, Gelistirilmesi ve Optimizasyonu

Materyal metot boélimiinde bahsedilen protokole uygun olarak CM-Dil ile boyamasi
yapilan farkli doku kaynakli mezenkimal kok hiicreler, ters faz kontrast mikroskop
altinda UV isikta, yesil filtre ile mebranlari boyanmis bir sekilde gorintilendi. Sonug
olarak 12 giin boyunca devam ettirilen ¢ boyutlu kiiltirde PCL scaffold (izerinde farkli
doku kaynakli mezenkimal kok hicrelerin tutundugu ve proliferasyonu makroskobik
acidan tespit edilmistir. PCL scaffoldun her mezenkimal kok hicre tiri icin en yogun
prolifere oldugu giniin 6.giinde oldugu gorilmektedir. Fakat kordon matrisin, adipoz
ve olfaktér bulb mezenkimal kék hicrelerine oranla UV i1sikta daha yogun gorildigu
tespit edilmistir. Elde edilen sonuglar asagidaki sekillerde sunulmustur. Sekillerde de
goruldugl gibi her (g hiicrenin altinci glinlinde hiicre yogunlugu daha 6ncekilere gore
daha fazla olmustur (Hicre yogunlugu fazla olan bdlgelerde CM Dil ile boyanmis hiicre
daha yogun kirmizi goriilmektedir.) Ancak kordon matrisi elde edilen kok hicrelerin
PCL scaffold (izerindeki t¢ boyutlu kiiltlirinin diger hiicrelerden elde edilen li¢ boyutlu

kiltirlere gore daha yogun oldugu gorilmektedir.
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Sekil 4.7 CM-Dil ile Boyanmis Adipoz Doku Kaynakli Mezenkimal K&k Hiicrelerin PCL
Scaffold Uzerindeki Goriinimi (10X)
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Sekil 4.8 CM-Dil ile Boyanmis Kordon Matris Kaynakli Mezenkimal K&k Hiicrelerin PCL
Scaffold Uzerindeki Gériinimii (10X)
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Sekil 4.9 CM-Dil ile Boyanmis Olfaktér Bulb Kaynakli Mezenkimal Kok Hiicrelerin PCL
Scaffold Uzerindeki Gériinimii (10X)

4.1.3.1 MTT Analizi Sonuglari

PCL scaffold Gzerine farkl doku kaynakli mezenkimal kék hiicrelerin MTT (10mg/ml) ile
canlihk analizleri yapildi. 12 gin boyunca devam ettirilen l¢ boyutlu kiltirde PCL
scaffold lizerinde farkh doku kaynakli mezenkimal kok hiicrelerin canliigl ELISA
okuyucuda 570'nm de incelendi. PCL scaffold kullanilan ortamda her mezenkimal kok
hiicre tiirt icin canlihgin en yiksek araliginin altinci glinde oldugu gorilmektedir. Fakat
kordon matrisin canhligini adipoz ve olfaktér bulb mezenkimal kok hiicrelerine oranla
daha yogun gorildigi tespit edilmistir. Kordon matrisi ve olfaktér mezenkimal kok
hiicrelerin PCL scaffold lizerinde altinci giinden sonra canliliklari ¢ok az miktarda

azalirken, adipoz doku kaynakli kok hiicre ve PCL scaffoldun (¢ boyutlu kiltirinde ise
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12. gilinde altinci gline oranla canhlik da 2 katina kadar hizli bir diisis oldugu

goralmastir.

Cizelge 4.1 Adipoz Doku Kaynakli Mezenkimal K&k Hiicrelerin PCL Scaffold ile Ug
Boyutlu Hiicre Kiltir Modelinde MTT Sonucu

PCL + ADKMKH
0,6
.05
£
S 04
203
x
<02 - I B PCL + ADKMKH
s EI
1
0 = T T T

3.glin 6.glin 9.glin 12.glin
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Cizelge 4.2 Kordon Matris Kaynakli Mezenkimal K&k Hiicrelerin PCL Scaffold ile U¢
Boyutlu Hiicre Kiltir Modelinde MTT Sonucu

PCL + KMKMKH
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Cizelge 4.3 Olfaktér Bulb Kaynakli Mezenkimal Kok Hiicrelerin PCL Scaffold ile Ug
Boyutlu Hiicre Kiltir Modelinde MTT Sonucu

PCL + OBKMKH
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Cizelge 4.4 Farkli Doku Kaynakli Mezenkimal Kék Hiicrelerin PCL Scaffold ile U¢ Boyutlu
Hicre Kiltir Modelinde MTT Sonucu

Optimize 3D Kultiirde MTT
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4.1.3.2 SEM Gorintuleri

iki farkh yéntem ile SEM numuneleri hazirlandi ve gériintiilenen érneklerin sonucunda
en fazla hilicrenin materyal-metod kisminda anlatilan ikinci protokolde gézlendigi tespit
edilmistir. SEM gorintileri ile hicrelerin scaffold ylizeyinde 750X de morfolojileri
gozlemlendi. Numuneler altin ile kaplanamadigi icin gérintiler biraz dalgali elde edildi.

SEM sonuclarindan goéruldigu gibi mezenkimal kok hiicrelerin PCL scaffold etkilesimleri
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arasinda cok fark goriinmese de her (¢ kok hiicrenin PCL scaffoldun fiber yapilarina net

S oBKMKH 5
g ";) 12. giin

bir sekilde adezyon yaptiklari saptanmistir.

Sekil 4.10 Farkl Doku Kaynakli Mezenkimal Kék Hiicrelerin SEM ile 12.giiniinde Ug
Boyutlu Kiltiirde Morfolojileri

4.1.3.3 Canli/Oli Boyama Yontemi ile incelenmesi

Onikinci ginln sonunda boyanan 3 boyutlu yapilar Gizerinde canli hiicreler Calcein
sayesinde yesil boyanirken, 6lu hicreler Etidyum-bromir homodimer-1 ile kirmizi
boyandigl gézlemlendi. Sonuglarin MTT ile paralel oldugu yani en fazla yesille boyali
hiicrenin kordon matrisi daha sonra olfaktér ve en son adipoz doku kaynakli
mezenkimal kok hiicrelerde oldugu gozlendi. Boylece elde ettigimiz sonuglar PCL
scaffold ylizeyinde kok hicrelerin canhliginin canli/6li boyamasi ve MTT calismasi ile

paralel kullanilabilinecegini miimkin oldugunu géstermistir.

KMKMKH OBKMKH
12. giin 12. giin

ADKMKH
12.glin

Sekil 4.11 Farkli Doku Kaynakli Mezenkimal Kok Hiicrelerin PCL Scaffold Yizeyindeki 12.
Guninde Canli/Oli Boyamasi (10X)
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4.1.4 PCL Scaffold Uzerinde Mezenkimal Kok Hiicre Kiiltiirlerin Kondrojenik

Farklilagsmasi

Kondrojenik farklilasma besiyeri 3 boyutlu kiiltirine zarar vermeden hafta da 2-3 defa
eski besiyerinin yarisi atilarak taze besiyerinden de 300uL konularak degistirildi. 3
boyutlu hiicre kiltirleri ters mikroskopta hem normal isikta hem de Canli/Oli
boyamasi yapilarak UV isikta incelendi. Elde edilen sonuglar asagida gosterilmistir. Elde
edilen sonuglarda hem normal isikta hem de canli/6li boyamasi sonucunda Ug farkl
kok hiicre ile hazirlanan lg¢ boyutlu hiicre kiiltiir modellerinde morfolojik bir farklilik
gorilmemistir. Boylece ¢ boyutlu hiicre kilturlerinde kondrojenik farklilastig
disindlen farkli doku kaynakli mezenkimal kdk hiicrelerin 26 glin boyunca canh 6lu
boyamasiyla canliklarini koruduklari saptandi. Canliik boyama sonuglarinda (g
mezenkimal kék hiicrede de yedinci glinde, on dordiinci giine oranla yesil i1sik oraninin
kirmizi 1sik oranindan fazla oldugu gozlemlenmistir. Farklilasma prosediriiniin sonunda
(26. guinlin sonunda) mezenkimal kok hiicrelerden farklilasan hiicrelerin daha sonraki
asamalarda PZR ve es zamanh PZR yontemiyle kondrosit hiicresi oldugu tespit edildi

(n:3).
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Sekil 4.12 Adipoz Doku Kaynakh Mezenkimal K6k Hiicrelerin PCL Scaffold Ylzeyinde
Kondrojenik Farklilasmasinin Takibi (10X)
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Sekil 4.13 Adipoz Doku Kaynakl Mezenkimal K6k Hicrelerin PCL Scaffold Ylzeyinde
Kondrojenik Farklilasmasinin Canli/Oli Boyasi ile Takibi (10X)
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200 pm

Sekil 4.14 Kordon Matrisi Kaynakli Mezenkimal Kok Hiicrelerin PCL Scaffold Yizeyinde
Kondrojenik Farklilasmasinin Takibi (10X)
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Sekil 4.15 Kordon Matrisi Mezenkimal Kok Hiicrelerin PCL scaffold Yiizeyinde
Kondrojenik Farklilasmasinin Canli/Oli Boyasi ile Takibi (10X)
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Sekil 4.16 Olfaktor Bulb Kaynakli Mezenkimal Kok Hiicrelerin PCL Scaffold Yiizeyinde
Kondrojenik Farklilasmasinin Takibi (10X)
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200 pm

Sekil 4.17 Olfaktor Bulb Mezenkimal K6k Hiicrelerin PCL Scaffold Yiizeyinde
Kondrojenik Farklilasmasinin Canli/Oli Boyasi ile Takibi (10X)
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4.1.4.1 MTT Analizi Sonuglari

Kondrojenik farkhlasma siresince 26 giin boyunca takip edilen farkhi doku kaynakli
mezenkimal kok hicrelerin PCL scaffold Uzerinde hazirlanmis lg¢ boyutlu hicre
kiiltirlerinde canlilik analizleri Canli/Olii boyamasi ile paralel sonug¢ veren MTT analizi
ile de yapildi. Bu sayede PCL scaffold ylizeyine adezyon yapmis hiicre sayisinda artis ve
azalis takip edilmis oldu. Materyal-metot bélimiinde belirtilen sekilde hazirlanmis MTT

galismasinin sonucunda;

Adipoz doku kaynakli mezenkimal kok hiicrelerin 570nm de PCL scaffold yiizeyi ile Ug¢
boyutlu hiicre kiltirlerinde normal iki boyutlu hicre kiiltlrlerine gére kondrojenik
farklilagsma siresince 0,5 kat daha fazla hicrenin oldugu gézlemlendi. Yedinci gliniine
kadar g boyutlu ve iki boyutlu hiicre sayisinin kondrojenik farklilasma boyunca artigi
gozlemlenirken ondordiincii glinlin sonunda hiicre sayisinin birinci giine yaklastig 26.
glnin sonunda ise Ug¢ boyutlu hicre kiltir modelinde hiicre sayisinin birinci glinin

altina dusttugi goralda (n:3) (Cizelge 4.5).

Kordon matris kaynakh mezenkimal kok hiicrelerin 570nm de PCL scaffold yiizeyi ile l¢
boyutlu hiicre kilturlerinde normal iki boyutlu kiltirlerine goére kondrojenik
farklilagsmanin birinci glinlinde 1,5 kat daha fazla hiicrenin oldugu gézlemlendi. Yedinci
glnine kadar iki boyutlu hicre sayisinin farklilasma besiyerinde de artigi
gozlemlenirken, ¢ boyutlu hiicre sayisinin birinci gline oranla yaklasik 0,25 kat
disdigl gorildi. 14. giniin sonunda hiicre sayisinin hem (¢ boyutlu hem de iki
boyutlu hiicre sayisinin birinci glintin Gg kat altina disttgi gorildi. 26. gliniin sonunda
ise U¢ boyutlu hiicre kiltlir modelinde hiicre sayisinin 14. giinlin 1,5 kat Gstline ¢iktig

gorildi (n:3) (Cizelge 4.6).

Olfaktor Bulb kaynakli mezenkimal kok hiicrelerin 570nm de PCL scaffold yiizeyi ile (¢
boyutlu hiicre kiltirlerinde normal iki boyutlu kiltlrlerine gore kondrojenik
farklilasmanin birinci gliniinde 2 kat daha fazla hiicrenin oldugu gozlemlendi. 7. gline
kadar hem iki boyutlu hem de (i¢ boyutlu kiltiirde hiicre sayisinin artigi gozlenirken iki
boyutlu hiicrenin yedinci gilinde birinci giine oranla 2 kat, li¢ boyutlu hiicrenin ise 7.
glinde birinci gline oranla yaklasik 0,5 kat arttigi gézlemlendi. On d6rdiinct glinlnin

de (¢ boyutlu hiicrenin 7. giine oranla yaklasik 0,5 kat distigl gozlemlenirken, iki
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boyutlu kiiltirde 7. gline oranla yaklasik 3 kat azaldigi goérilmdistir. 26. glinde ise lg¢
boyutlu hiicrenin 14. gline oranla canliigin 0,5 kat azaldigi gorulirken iki boyutlu
kiltirde hiicrelerin 14. giine oranla canliligin 0,5 kat arttig1 gozlemlendi (n:3) (Cizelge
4.7). MTT sonuglari istatistiksel olarak parametrik yontemler olan ANOVA ve student t
test ile belirlenmistir. Tum veriler Statistical Packages of Social Sciences (SPSS, version
19.0 for Windows) programi ile yapildi ve p<0,05 degeri istatistiki olarak anlamli kabul
edildi.

Cizelge 4.5 Adipoz Doku Kaynakli Mezenkimal Kok Hicreler ve PCL Scaffoldun

Kondrojenik Farkhlasmasinda MTT Sonucu

MTT Analizi ADKMKH
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Cizelge 4.6 Kordon Matrisi Kaynakli Mezenkimal K&k Hiicreler ve PCL Scaffoldun
Kondrojenik Farklilasmasinda MTT Sonucu

MTT Analizi KMKMKH

B PCL + KMKMKH
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Cizelge 4.7 Olfaktor Bulb Kaynakli Mezenkimal Kok Hiicreler ve PCL Scaffoldun
Kondrojenik Farklilasmasinda MTT Sonucu

MTT Analizi OBKMKH
0,5
‘é“ 0,4 T
=
=]
|
=_:= B PCL+ OBKMKH
'_3 B OBKMKH
1.gln 7.gln 14.glin 26.gln
Kiiltiir Glinleri

4.1.4.2 SEM Gériintiileri

Jeol JSM-5410LV SEM cihaziyla alinan gorintiler de elektro-egirme metoduyla
hazirlanmis PCL scaffoldun fiber yapilari arasinda adezyon yapmis farkh doku kaynakli
mezenkimal kdk hicrelerin 14. ve 26. glinlerinde morfolojileri 350X ve 750X de

gosterildi. 26. glintinde farkh doku kaynakli mezenkimal kék hicrelerin 14. glinlerine
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oranla daha bir arada gorildikleri gdzlemlendi. Morfolojik olarak ti¢ mezenkimal kdk

hicrelerin de bir birinden farkli bir goériinime sahip olmadigi saptandi.

Sekil 4.19 14. ve 26. glinlerinde Adipoz Doku Kaynakl Mezenkimal K&k Hiicrelerin PCL
Scaffold ile U¢ Boyutlu Kiiltiirde Morfolojileri
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Sekil 4.20 14. ve 26. glinlerinde Kordon Matris Kaynakli Mezenkimal Kok Hiicrelerin PCL
Scaffold ile U¢ Boyutlu Kiiltiirde Morfolojileri
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Sekil 4.21 14. ve 26. Glnlerinde Olfaktor Bulb Kaynakli Mezenkimal Kok Hicrelerin PCL
Scaffold ile U¢ Boyutlu Kiiltiirde Morfolojileri
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4.1.5 Ug Boyutlu Kiiltiirlerden Elde Edilen RNA’larin Nanodrop ile RNA Miktarlarinin
Kantitatif Tayini, cDNA Elde Edilmesi

PCL scaffold Uzerine ekilmis farkli doku kaynakh mezenkimal kdék hiicrelerin
kondrojenik farklilasma sireci boyunca belirli periyotlarda (yedinci, on dordiincii ve 26.
ginlerinde) optimize edilen 3 boyutlu yapilardan RNA izolasyonu i¢in RNA izolasyon kiti
(IDPURE™ Spin Column Total RNA Miniprep Kit) materyal metod'da bahsedildigi gibi
kullanildi. Elde edilen RNA’lar BioSpec-nano A116449 (Shimadzu BIOTECH) nanodrop
ile 6lguldi. Cahsilacak RNA’lar Jel Elektroforez ve es zamanli PZR de kullanilmak lizere
cDNA’ya cDNA Synthesis Kit Manual (Takara) kiti kullanilarak ¢evrildi. RNA’lardan cDNA
eldesinde tim o6rneklerin ayni konsantrasyon da olmasi gerekmektedir bunun igin
nandropla olgilen 6rnekler (Cizelge 4.8.) 100 ng olacak sekilde hesaplandi. Daha sonra
tekrar nanodrop ile o6lclilen cDNA’lar es zamanli PZR c¢alismasindan once 1:4 oraninda

dH,0 ile seyreltildi.

Cizelge 4.8 RNA miktarlari

Ornek Adi RNA Konsantrasyonu (ng/ul) OD 260/280
PCL+ADKMKH 21.giin 14,25 1,69
PCL+KMKMKH 21.giin 21,16 1,83
PCL+OBKMKH 21.giin 22,30 1,87
PCL+ADKMKH 26.giin 24,49 2,00
PCL+KMKMKH 26.giin 34,65 2,00
PCL+OBKMKH 26.giin 70,32 1,88
Kondrosit Kontrol 603,29 2,04
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Cizelge 4.9 cDNA miktarlari

Ornek Adi cDNA Konsantrasyonu
(ng/ul)
PCL+ADKMKH 21.giin 522
PCL+KMKMKH 21.giin 522
PCL+OBKMKH 21.giin 450
PCL+ADKMKH 26.giin 460
PCL+KMKMKH 26.giin 463
PCL+OBKMKH 26.giin 433
Kondrosit Kontrol 478

4.1.5.1 Kondrojenik Farklilagmasinin 26. giiniin de cDNA’larin PZR ile Cogaltilmasi ve

Jel Elektroforez de Goriintiilenmesi

Farkli doku kaynakli mezenkimal kok hiicreler ile PCL scaffold ylzeyinde hazirlanan ¢
boyutlu hiicre kiltliir modellerinden elde edilen 26. gline ait cDNA’lar, Col2A1 gen
varliginin belirlenmesi (F- CCGCGGTGAGCCATGATTCGC, R- GTCGTCGCAGAGGACAGTCCCAG,
210 bp) icin AccuStartTM Il PCR Supermix (2X) (Quanta Biosciences™) PZR karisimi
kullanilarak ¢alisildi. Elde edilen amplikonlarin %3 agaroz jel de yiritiilmesi sonucunda
UV gorintileyicisinde 210 bp'lik bantlar pozitif kabul edildi. Fakat bu bantlardan
kordon matrisin 26. giniin adipoz'dan, adipozun da olfaktorden daha fazla parlak

oldugu gordlddi.
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Sekil 4.22 Col2A1 (210 bp) Geninin Jel Elektroforezde Gorintilenmesi

4.1.6 Es Zamanh PZR ile Sox9, Col2A1 ve Col1Al gen bolgeleriyle Kondrosit

olusumunun molekiiler diizeyde tespit edilmesi

PZR sonucuna gore Col2A1 gen bdlgesinde yirmi altinci giinde pozitiflik veren cDNA’lar
ile yirmi birinci ginin cDNA’lari da icine alan bir deney diizenegi ile kondrojenik
farklilasma daha genis kapsamli incelenmesi amaclanarak AAC; (karsilastirmali cT)
metodu kullanilarak es zamanli PZR 6n ¢alismasi yapildi. Bu ¢alismada PerfeCta® SYBR®
Green Supermix (Quanta Biosciences™) kullanilarak hazirlanan (Sox9, Col2Al ve
Col1A1 genlerine spesifik primerlerin ve (sirasiyla P1, P2, P3 olarak adlandiriimistir) ve
GAPDH cDNA’sinin kontrol geni olarak kullanildigi Es zamanli PZR (Montania 4896 Es
zamanli PZR Cihazi, Anatolia Geneworks) 6n calismasinda pozitif kontrole goére adipoz,
kordon matrisi ve olfaktér kaynakl mezenkimal kok hiicrelerin yirmi altinci giinin yirmi
birinci giine bakilarak incelenen tiim gen bdlgelerine gore arttigr gorilmustir. Adipoz
doku kaynakli mezenkimal k&k hicrelerin yirmi altinci gliniinde CollAl gen
ekspresyonunda, olfaktor bulb kaynakli mezenkimal kok hiicrelerin yirmi altinc
glninde ise Col2A1 gen ekspresyonunda degisken kat sayilari baz alinarak artis oldugu
es zamanli PZR 6n ¢alismasi ile saptanmistir. Kullanilan pozitif kontroliin kordon matris
kaynakli mezenkimal kok hicreler ile PCL Ug¢ boyutlu hiicre kiltiirlerinden elde edilen
cDNA’lara yetmemesi nedeniyle Referans geni kullanilamadig igin kordon matris igin
bir degisken kat sayisi hesaplanamadi. Fakat kordon matrisi kaynakh mezenkimal kdk
hicreler ile yapilan galismada da Col2A1 geni harig diger iki gen bolgesinde yirmi altinci

ginde yirmi birinci gline oranla sadece cT degerleri lGzerinden yapilan karsilastirmada
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diger kok hicreler ile hazirlanmis (ic boyutlu kiltirler arasinda daha fazla ekspresyon

gozlendi.

Gizelge 4.10 Adipoz doku kaynakli mezenkimal kék hiicrelerin es zamanh PZR 6n
¢alismasi sonucu (n=3)

" Primer Degisen Kat Ornek CT
Ornek adi setleri Sayisi ortalamasi
A21 P1 0,0477
A26 P1 0,57
" Primer Degisen Kat Ornek CT
Ornek adi setleri Sayisi ortalamasi
A21 P2 0,098
A26 P2 0,119
" Primer Degisen Kat Omek CT
Ornek adi setleri Sayisi ortalamasi
A21 P3 0,056
A26 P3 0,65

Cizelge 4.11 Olfaktor bulb kaynakli mezenkimal kok hiicrelerin es zamanli PZR 6n
¢alismasi sonucu (n=3)

Ornek Primer .. Ornek CT
adi setleri Degisen Kat Sayisi ortalamasi
021 P1 0,046
026 P1 0,088
Ornek Primer .. Ornek CT
adi setleri Degisen Kat Sayisi ortalamasi
021 P2 0,0957
026 P2 7,06
Ornek Primer .. Ornek CT
adi setleri Degisen Kat Sayisi ortalamasi
021 P3 0,099
026 P3 1,84

Cizelge 4.12 Kordon matrisi kaynakli mezenkimal kok hiicrelerin es zamanli PZR 6n
¢alismasi sonucu (n=3)

Omekad T ortatama
K21 P1
K26 P1
Arnek adi Prime_r Ornek CT
setleri ortalamasi
K21 P2
K26 P2
Ormek agi | Primer Ornek CT
setleri ortalamasi
K21 P3
K26 P3
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Sekil 4.23 Es zamanli PZR semasi

4.1.7 SafraninO/Fast Green, Alcian Blue/Nuclear Fast Red ve Anti-Collagen Type II
Antibody (Milipore) Boyama Sonuglari

Yapilan doku takibi ¢alismalarinda PCL scaffoldun organik tim ¢o6zicillerde
¢o6ziinmesinden oOtlrld materyal metotta anlatildigi gibi iki farkli yontem ile doku takibi
yapildi. Alinan kesitlerden boyamaya uygun olanlari ile boyamalari yapilan 6rneklerden
Safranin O / fast green boyamada Glikozaminoglikan yapilar kirmiziya déniik turuncu
renginde boyanirken kollajen yapilar yesil-gri arasinda bir renge boyandi. Alcian Blue /
Nuclear fast red boyamada Mukopolisakkarit yapilar mavi renk alirken hiicre g¢ekirdegi
kirmizi ile boyandi. Fakat kesitler alinirken ve doku takibinde karsilasilan problemler
(scaffoldlarin erimesi ya da bozulmasi) ve pozitif sarjli lamlarda bile kesitlerin sabit
durmamasi nedeniyle boyama esnasinda kesitlerin tamamina yakini kaybedildi ya da
yikama esnasinda scaffold yizeyinden hiicreler kayboldu. Bu nedenden dolayi elimizde
¢ok az doku boyama preparatlari bulunmaktadir. Son olarak tim bu olumsuzluklari
yenebilmek icin scaffold ylizeyinden hiicreler tripsinizasyon islemi ile kaldirilarak hiicre
pelletlerinden doku takibi denenmek istendi fakat hiicre pelleti bu islem icinde yeterli
olmadi. Bunun icin hiicreler (yayma preparatlar halinde) hazirlanarak boyandi. Fakat
alana tek diisen hiicrelerde histolojik acidan yorumu zorlastirdi. Anti-Collagen Type I

Antibody ile kesitler uygun olmadigi icin boyama yapilamadi.
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200 ym

Sekil 4.24 Frozen Kesitler ve Safranin O / Fast Green Boyama (Adipoz Kaynakli
Mezenkimal K6k Hiicre 26.giin) (10X)

Sekil 4.25 Hiicre Pelletlerinden Yayma preparatlarin Alcian Blue / Nuclear Fast Red (A)
ve Safranin O / Fast Green (B) boyamasi (Kordon Matris Kaynakh Mezenkimal Kok
Hicre 7.glin) (10X)

Sekil 4.26 Parafin Blok Kesiten Alcian Blue / Nuclear Fast Red Boyamasi (Olfaktor Bulb
Mezenkimal Kok Hiicre 14.giin) (10X)
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4.1.8 Nitrik Oksit (NO) Analizi

NO tayini icin 540nm dalga boyunda ELISA Reader ile okunan sonuglar grafik haline
getirildi. Grafik incelendiginde MTT deki canlilik sonuglarini destekler nitelikte oldugu
goraldu. Farkh doku kaynakli mezenkimal kok hicrelerin PCL scaffold yiizeyinde (g
boyutlu hiicre kiltlrlerinde 14. giinde MTT sonuglarina gore canhlik oranin ¢ok hizli
distigli zamanda NO oraninin birden arttigr gorildid (n:3). NO analizi 2 boyutlu
kiiltlirin 3 boyutlu kiltire gore daha yliksek oldugu olfaktoér bulb kaynakli mezenkimal
kok hucreleri ile hazirlanan Ug¢ boyutlu kilturlerdir. NO analizi MTT analizi ile
birlestirildiginde NO miktarinin artigi araliklarda hticrelerin canlilik oranlarin distigu
soylenebilir. NO sonuclari istatistiksel olarak parametrik yontemler olan ANOVA ve
student t test ile belirlenmistir. Tim veriler Statistical Packages of Social Sciences
(SPSS, version 19.0 for Windows) programi ile yapildi ve p<0,05 degeri istatistiki olarak

anlamli kabul edildi.

Sekil 4.27 96'lik plakda NO analizi
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Cizelge 4.13 Adipoz Doku Kaynakl Mezenkimal Kék Hiicre ve PCL Scaffoldun Ug Boyutlu
Kultarin NO Sonucu

NO Analizi ADKMKH
0,25
0,2
£ 0,15
S
3 01 - B PCL+ ADKMKH
B ADKMKH
0,05 +
0 A T T
1.gln 7.gln 14.glin 26.gln
Kilttr Glnleri

Cizelge 4.14 Kordon Matris Kaynakli Mezenkimal Kék Hiicre ve PCL Scaffoldun Ug
Boyutlu Kilttiriin NO Sonucu

NO Analizi KMKMKH
0,16
0,14 T
0,12
T - T T
£ 0,1
S 0,08 - T
S B PCL + KMKMEKH
0,06 -
B KIMKMKH
0,04 -
0,02 A
0 1 T T T
1.gln 7.gln 14.glin 26.gln
Kiiltlir Glinleri
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Cizelge 4.15 Olfaktdr Bulb Kaynakl Mezenkimal K&k Hiicre ve PCL Scaffoldun Ug
Boyutlu Kiltiirin NO Sonucu

NO Analizi OBKMKH
0,14 4
0,12 -
0,1 4
€ 0,08 |
E 0,06 - H PCL + OBKMEH
0,04 - N OBEMEH
0,02 |
D 4 . - . .
1.gun 7. gun 14.gun 2e.gun
Kiltlr Ginleri
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BOLUM 5

SONUC VE ONERILER

Gunlmuzde son derece yaygin olan kikirdak hasarlari cerrahlar icin tedavi edilmesi zor
olan bir hastaliktir. Tedavisi olmayan bu hastaligin kendiliginden iyilesme potansiyeli ya
¢ok azdir ya da hig¢ yoktur. Clinkl kikirdak doku, kondrositlerin az ¢ogalmasi ve kan
damarlarinin olmayisindan 6tiirt kendiliginden iyilesmesi oldukg¢a zor olan bir dokudur
[8], [37], [33]. Kikirdak defektleri konservatif veya cerrahi yontemler ile tedavi
edilebilir. Konservatif tedavideki amag¢ agriyi azaltmak ve hastalarda rahatlamayi
saglamaktir [87]. Cerrahi tedavideki amac ise agriyi azaltarak, kikirdagin fonksiyonunu
iyilestirmek ve hiyalin kikirdak onarimini saglayarak eklemdeki hasarin ilerlemesini
onlemektir [88]. Gliniimizde halen kikirdak hasari ile ilgili sorunlar giincelligini ciddi
sekilde korumaktadir [115]. Son yirmi yilda biyomalzeme teknolojileri ve hiicre kaynagi
cesitliliginin - buyldk gelismeler gostermesiyle birlikte molekiiler ve genetik
manipulasyonlar ile islevsel bir yapay kikirdak Gretimi yolunda kikirdak doku
muhendisligi calismalari oldukca umut vaat edici bir hal almistir [116]. Kikirdak doku
muhendisliginde calismalarinin  bircogu otolog izole edilmis kondrositler ile
yapilmaktadir. Fakat otolog kondrositlerin jn vitro ¢ogaltilmasinin neden oldugu
dedifferensiyon ve ya fenotip kaybi gibi dezavantajlar kikirdak rejenerasyonunda
kullanimlarini faydasiz kilmaktadir [7], [131]. Kondrosit hiicrelerin dezavantajlari
nedeniyle kikirdak doku mihendisliginde hizli bir sekilde alternatif kok hicre
kaynaklarina yonelim olmustur [21]. Bu kok hiicre kaynaklarindan kemik iligi kaynakli
mezenkimal kok hicreler yaygin kullanim alani bulmustur. Fakat daha sonra yapilan

calismalar baska dokulardan da mezenkimal kdék hicrelerin izole edilebilecegini ve
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kikirdak doku mihendisliginde kullaniminin daha pratik olabilecegini ortaya koymustur
[152], [287], [288], [289], [290]. Kikirdak doku miihendisligi Uzerine yapilan
calismalarda hem dogal hem de sentetik scaffoldlar kullanilmaktadir [28], [30], [251],
[254], [256], [257], [258], [259], [260], [261], [262], [265], [266], [267], [268], [288],
[291]. Fakat hem sentetik scaffoldlarin hem de dogal scaffoldlarin kullaniminda
avantajlarinin yaninda dezavantajlari da mevcuttur. Segilen scaffold ile tedavi edilecek
organ ya da dokunun ekstrasellilar matrisi dogru bir sekilde taklit edilmeli, ayrica
tasarlanmak istenen yapay dokuya en yakin Ozellikleri verebilecek kdk hiicre hatt
belirlenmelidir. FDA onayh biyobozunur ve biyouyumlu sentetik scaffoldlardan biri olan
PCL polimeri kullanilarak yapilan PCL scaffoldlar ile ilgili ginimuzde glincel kikirdak
doku mihendisligi ¢calismalari oldukg¢a yaygindir. Clinkii PCL scaffold diger sentetik
polimerlerle yapilan scaffoldlara goére iyi ¢ozlinlir, disik erime noktasina sahiptir,
hidrofilik ylzeyi sayesinde hiicrelerin tutunmasini saglar ve proliferasyonunu arttirir
[24], [29]. Kikirdak doku miihendisligi esaslari temel alinarak yapilan bircok ¢calismada
mezenkimal kok hticrelerin PCL scaffold Uzerine basariyla inflize edildigi tespit
edilmistir [15], [16], [283], [284], [285]. Ancak simdiye kadar kikirdak doku
mihendisliginde, PCL'nin hangi mezenkimal koék hiicre ile daha iyi etkilesime girdigini
kiyash olarak inceleyen c¢alismalar oldukca yetersizdir. Ayrica kikirdak doku
mihendisliginde kullanilmasi igin olfaktor bulb kaynakh mezenkimal kék hiicreler ile
PCL scaffold arasindaki etkilesimi gosteren literatiirde herhangi bir calismaya da
rastlanmamistir. Buna gore de, bu tez calismasinin amaci; farkh kaynaklardan elde
edilen adipoz doku, kordon matriks ve olfaktér bulb kékenli mezenkimal kék hiicreler
ile PCL scaffold arasindaki etkilesimi kiyash olarak incelemek, olusturulan ¢ boyutlu
kiltlrler Gzerinde kondrogenezi gerceklestirmek, daha sonra ise hangi mezenkimal kok
hiicre kaynaginin kondrosite daha iyi farklilastigini belirlemek ve kikirdak doku
muihendisliginde kullanilmak (izere daha uygun kok hiicre kaynagini 6nermektir. Amaca
ulasmak icin calismalarimizda o6ncelikle hiicre kiltiiri ve doku mihendisligi
laboratuvarimizin kriyobankin da bulunan adipoz [278], kordon matris [276] ve olfaktor
bulb [277] olmak Uzere farkli doku kaynakl mezenkimal kék hiicre hatlarinin devaml
kiltirindn yapiimasi gerceklestirildi. Farkli doku kaynakli mezenkimal kok hiicrelerin

normal sekilde prolifere oldugu ve mikroskobik alanda higbir atipik htcrelere
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rastlanmadigl saptandi. Kordon matrisi kaynakli mezenkimal kdk hicrelerin adipoz
doku ve olfaktér bulb kaynakh mezenkimal kok hiicrelere gore daha hizli prolifere
oldugu tespit edildi. [278]. Adipoz doku kaynakhh mezenkimal koék hicreler yiksek
cogalma ve farklilasma kapasiteleri, elde edildigi donor agisindan miminal risk
olusturmasi ve bol miktarda elde edilebilmesi nedeniyle kikirdak doku mihendisligi
calismalarinda yaygin sekilde kullaniimaktadir [262]. Laboratuvarimizda konu ile ilgili
yapilan tez calismasinda da adipoz dokudan mezenkimal kok hiicrelerin cesitli
yontemlerle izolasyonu ortaya konulmus, ayrica 6rnek miktarinin yetersiz oldugu
durumlarda ise Allahverdiyev ve arkadaslarn tarafindan gelistirilen mikrokiltir

yontemiyle izolasyon gergeklestirilmistir [278], [292].

Tez calismamizda kullandigimiz elde edilmesi ¢ok kolay ve diger eriskin mezenkimal kék
hiicrelere nazaran daha geng bir soya sahip olan kordon matris kaynakh mezenkimal
kok hicrelerin [276] sinir, karaciger, yag, kemik ve kikirdak hiicrelerine donustigu
rapor edilmistir [290]. Laboratuvarimizda doktora tezi kapsaminda buna benzer
calismalarda gerceklestirilmistir [276]. Calismamizda ayrica ilk kez olarak; daha once
laboratuvarimizda 2012-07-04KAP02 numarali proje kapsaminda elde edilen olfaktor
bulb kékenli mezenkimal kok hiicreler bu tez ¢alismasinda kikirdak doku mihendisligi
temelleri esas alinarak PCL scaffold ile kullanildi [277], [293]. Olfaktor bulb kokenli
mezenkimal hiicreler ¢ok kicik miktarlarda ki nazal biyopsi orneklerinden kolaylikla
elde edilebilen ve bircok hiicre hatlarina farklilasabilen mezenkimal koék hiicrelerdir
[200]. Olfaktor bulb kdkenli mezenkimal kdk hiicrelerinin osteositlere farklilasmasinin,
kondrositlere ve adipositlere farklilasmasindan daha yliksek bir kapasiteye sahip
oldugu da yapilan ¢alismalarda ortaya konmustur [147]. Fakat olfaktor bulb kaynakh
mezenkimal kok hicrelerin ic boyutlu kiltirleri ile kikirdak doku muhendisliginde

kullanimlarina yonelik literatiir de hicbir calisma bulunmamaktadir.

Calismamizda scaffold olarak Poli (e-kaprolakton) kullanildi. isoglu ve arkadaslarinin
kemik doku muihendisliginde kullanildiklari "spiral wounding" sekilinde hazirlamis
olduklari PCL scaffoldun simdiye kadar kikirdak doku miihendisliginde etkisi
incelenmemistir [282]. Spiral wounding seklinde hazirlanan PCL scaffold mikro
gozeneklere ve makro kanallara sahiptir. "spiral wounding" seklinde hazirlanan scaffold
ile kanallara ve gozenekler birbiriyle baglantili hale gelir boylece kondrosit hiicrelerinin
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katlamalar sirasinda meydana gelen makro gozeneklere de yerlesir. Ayrica makro
kanallarda prolifere olan mezenkimal kok hiicreler kondrosite farklilasarak, kanallardan
scaffold bozundukca goc edebilir ve saglkli dokuyu olusturabilir. Scaffoldun gelecekte

yapilabilecek in vivo galismalar ile yiiksek potansiyeli daha net ortaya ¢ikabilir.

Farkh doku kaynakli mezenkimal kdk hiicreler poli (e-kaprolakton) scaffold lizerinde (i¢
boyutlu kiltlir modelinin olusturulmasi, gelistirilmesi ve optimizasyonu igin prolifere
edici besiyeri ile on iki glin boyunca kiltiire edildi. PCL scaffold ylizeyine ekilen farkl
kokenli mezenkimal kok hiicre CM Dil ile boyanarak proliferasyonu ters mikroskop da
takip edildi. Kilttrdn altinci gliniinde farkli kokenli her (¢ mezenkimal kék hicrenin
yogunlugu fazla olan bolgelerde CM Dil ile boyanmis hiicre yogunluguda daha fazla
gorildi. Ancak kordon matrisi ile elde edilen kék hiicrelerin PCL scaffold izerindeki lg
boyutlu kitliriinde diger hiicrelere nazaran daha yogun prolifere oldugu gorildi.
Optimize edilen ¢ boyutlu mezenkimal kok hicrelerin daha sonra canlilik analizleri
(MTT ve Canli/Oli boyasi) yapildi ve SEM ile morfolojileri tespit edildi. Prolifere edici
besiyeri ile yapilan ¢ boyutlu optimizasyon calismasinda kordon matrisi kaynakl
mezenkimal kok hiicrelerin canlihginin adipoz ve olfaktoér bulb kaynakh mezenkimal kdk
hiicrelerine oranla daha yogun gorildigi fakat kordon matrisi ve olfaktor kaynakl
mezenkimal koék hiicrelerin PCL scaffold Gizerinde altinci glinden sonra canliliklari cok az
miktarda azalirken, adipoz doku kaynakli kok hiicrelerin ve PCL scaffoldun U¢ boyutlu
kiltirtinde ise on ikinci glinde altinci gline oranla canliik da 2 katina kadar hizh bir
dislis oldugu goriilmustlr. SEM sonuglarinda ise farkli doku kaynakli mezenkimal kok
hiicrelerin PCL scaffold etkilesimleri arasinda ¢ok fark goriinmese de her li¢ kok
hiicrenin PCL scaffoldun fiber yapilarina adezyon yaptiklari saptanmistir. Optimizasyon
calismasinda canli/6lu boyamasinin MTT ile paralel oldugu yani en fazla yesille boyali
canli hicrenin kordon matrisi daha sonra olfaktoér ve en son adipoz doku kaynakli
mezenkimal kok hiicrelerde oldugu goézlendi. Boylece elde ettigimiz sonuclar PCL
scaffold yluzeyinde kok hiicrelerin canliiginin canli/6li boyamasi ve MTT calismasi ile
paralel kullanilabilinecegini mimkin oldugunu gostermistir. Daha sonra farkli doku
kaynakli mezenkimal kok hicrelerin PCL scaffold (izerinde Ui¢ boyutlu kiltlrleri
optimize edilerek literatlir de ilk defa ayni anda adipoz, kordon matrisi ve olfaktor

mezenkimal kdk hicrelerin elektrospinnig ile hazirlanmis spiral wounding seklinde PCL
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scaffold ylizeyinde kondrojenik farklilasmalari karsilastirilmali olarak incelenmistir.
Daha sonra tez kapsaminda gelistirilen g boyutlu hiicre kiltiir modellerinde yirmialti
giin boyunca kondrojenik farklilasma vyapildi. U¢ boyutlu kiltiirlerde kondrojenik
farkhlasma canlihik (MTT ve Canli/Oli boyasi), SEM ile morfolojileri, PZR ve Es zamanli
PZR ile gen ekspresyonlari, NO ve histokimyasal analizleri yapildi. incelenen tiim bu
parametreler kapsaminda kikirdak doku mihendisliginde kullanilmak Uzere PCL
scaffold ile iyi etkilesime girebilen bir mezenkimal kék hiicre hatti belirlendi. ilk &nce
kondrojenik farklilasma besiyeri ile (¢ boyutlu kiltlrid ters mikroskopta hem normal
istkta hem de Canli/Oli boyamasi yapilarak UV isikta incelendi. Elde edilen sonuglara
gore Uc farkli kok hiicre ile hazirlanan U¢ boyutlu hiicre kiltiir modellerinde morfolojik
bir farkhlik gorilmedi, ayrica lg¢ boyutlu hiicre kiltiirlerinde kondrojenik farkhlastig
disindlen farkh doku kaynakli mezenkimal kdk hiicrelerin yirmi alti giin boyunca canh
0li boyamasiyla canliliklarini koruduklari saptandi. Canliik boyama sonuglarinda (g
mezenkimal kék hiicrede de yedinci glinde, on dordiincii giine oranla yesil 1sik oraninin
kirmizi 1sik oranindan fazla oldugu gézlemlendi. Farklilasma prosediriiniin sonunda 26.
ginlin sonunda mezenkimal kdék hiicrelerden farklilasan hicrelerin daha sonraki
asamalarda PZR ve es zamanl PZR yontemiyle kondrosit hiicresine benzer Ozellikteki
hicreler oldugu tespit edildi (n:3). Yapilan MTT ¢alismalarinda ayni sayida mezenkimal
kok hicre ekilen lic boyutlu ve iki boyutlu kiltirlerin 24 saat sonucunda kordon matrisi
kaynakli mezenkimal kok hicrelerin iki boyutlu kiltlrde yaklasik 2 kata kadar arttig
tespit edildi. Ayrica (¢ boyutlu kiiltlirin 24 saat sonucundaki canlilik orani iki boyutlu
kiltirlerine gore genel olarak tim farkh doku kaynakh mezenkimal kok hicrelerde
artmistir. Fakat 26. giin sonunda canhligi en yiliksek olan htcrelerin, olfaktor bulb
kaynakli mezenkimal kék hiicreler oldugu gozlemlenmistir. iki boyutlu kiiltiirlere
nazaran Uc¢ boyutlu kiltiirlerde hicrelerin canliliklarini daha uzun siire muhafaza
etmeleri, yapilan kondrojenik calismalarda kondrojenik farklilasmaya da olumlu bir
katki saglayabilir. Mezenkimal kok hiicrelerin scaffoldu ekstraselllar matris gibi
kullanarak kondregenezisi gerceklestirmesi sonucunda Tipl-Tipll kollajene benzer
Urlinler olusturmasi literatiirde bilinmektedir. Deney sonuglarinda Tip | ve Tip |l
kollajenin biyosentezinden sorumlu olan Col2A1 ve Col1A1 genleri PZR ve Es zamanl

PZR ile saptandi. Oncelikle Col2A1 geni icin bir PZR ¢alismasi yapildi. Bu calismada
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incelenen (g farkh kaynakli mezenkimal kdk hicrenin kondrojenik farklilasmasinin 26.
ginlnden elde edilen cDNA’lar jel elektroforezinde yiritildi. Bu cDNA’larin hepsinin
Col2A1 icin pozitif sonug¢ verdigi saptandi. Daha sonra yapmis oldugumuz PZR
calismasini desteklemek icin es zamanli PZR calismasi yapildi. U¢ boyutlu hiicre
kiltirinde farkh doku kaynakli mezenkimal kék hiicrelerin kondrojenik farklilasmanin
21. ve 26. glinlere ait cDNA’lari Sox9, Col2A1 ve Col1A1 genlerini hedefleyen primerler
kullanarak bir 6n ¢alisma yapildi. Bu es zamanh PZR 6n galismasi sonuglarina goére
kordon matrisi kaynakli mezenkimal kdk hiicrelerin adipoz doku kaynakli mezenkimal
kok hcrelere gére daha hizli kondrosit ozelliklerine benzer 6zellikteki hiicrelere
farkhlastigini gozlemledik. Adipoz kaynakli mezenkimal kdk hiicrelerin ise olfaktor
kaynakli mezenkimal koék hicrelere gore daha hizli kondrosit o6zelliklerine benzer
Ozellikteki hiicrelere farklilastigini tespit ettik. Col1A1 gen ekspresyonuna bakildiginda
farkhlastigi distiniilen adipoz doku kaynakh mezenkimal kok hiicrelerde yiksek oranda
bir artis gosterdigi tespit edildi. Adipoz doku kaynakli mezenkimal kok hiicreler ile PCL
scaffold arasinda daha o6nce vyapilan calismada bu modelin kikirdak doku
muhendisliginde kullanilabilecek referans bir model oldugu rapor edilmistir. Fakat
kollajen gelisimi sadece histolojik olarak ortaya konmustur ve gen ekspresyonlari
incelenememistir [284]. Elde ettigimiz sonuglar daha o6nce yapilan calismalari
desteklemektedir. Ancak diger arastirmacilardan farkli olarak biz bu ¢alismada ilk kez
olarak gen ekspresyonu da incelenmis ve adipoz doku kaynakh mezenkimal kok
hicrelerinin kondrosite benzer 6zellikte ki hicrelere farklilasmasi molekiler agidan

desteklenmistir.

Calismamizin daha sonraki asamasinda ilk kez olarak olfaktor bulb kaynakli mezenkimal
kok hiicrelerin PCL scaffold ile (¢ boyutlu hiicre kiltir modeli incelenmistir.
Kondrojenik farkhilasmanin 21 ve 26 giinleri karsilastirildiginda Sox9, Col2A1 ve Col1A1
gen bolgeleri icin ekspresyonlarda artislar gézlenmistir. Ayrica olfaktor bulb kaynakh
mezenkimal kok hiicrelerin Col2A1 gen ekspresyonun yliksek oldugu bununda olfaktor
bulb kaynakh mezenkimal kok hiicrelerin kikirdak doku miihendisliginde yapay kikirdak
olusturmak icin istenilen hiyalin kikirdaga bu tg farkh doku kaynakh mezenkimal kok
hiicreler arasinda en elverisli mezenkimal kék hiicre kaynagi oldugunu gostermekteyiz.

Bu da olfaktér bulb kaynakh mezenkimal kok hiicrelerin PCL scaffold ile ¢ boyutlu

136



kilturleri ile hazirlanacak yapay dokularin kikirdak doku mihendisliginde gelecekte
uygulanabilecek potansiyelde bir hiicre oldugunu gostermektedir. Boylece tez
kapsaminda calismamizda ilk kez olarak olfaktor bulb kaynaklh mezenkimal kdk
hicrelerin kondrosit benzeri hiicrelere PCL scaffold ylizeyinde farkhlastig saptanmis ve
kikirdak doku mihendisligi acisindan ciddi bir potansiyel kaynagl oldugu ortaya

citkmistir.

Calismanin daha sonraki asamasinda PCL scaffoldu (izerinde olusan kondrosit benzeri
hiicreleri histolojik acidan saptama amaciyla doku takibi yapildi. Bu amacla frozen
kesitler [294] ve parafine gomme yontemleri uygulandi [284]. Ancak ¢alismamizda
diger arastirmacilardan farkli olarak vyapilan calismalarin prosesleri bire bir
uygulanmasina ragmen iyi bir sonu¢ alinamadi. Clinkii PCL polimeri oda sicakhginda;
kloroform, diklorometan, karbon tetraklorid, benzen, ksilen, toluen, sikloheksanon, 2-
nitropropen de ¢ozlinebilir. Aseton, 2-biitanon, etil asetat, dimetilformamid, asetonitril
icerisinde dustk c¢ozundrlige sahipken, alkol, petrol, eter ve dietil eter icinde
¢o6ziinmez. Ayrica -60°C ve +60°C da da cok iyi bir ¢ézinilrdlr [24]. Tim bu ozellikleri
scaffold olarak kullaniminin ¢alismamiz da doku takibini zorlagtirmigtir. Doku
takibindeki problemelrin Ustesinden gelebilmek icin gelecekte literatiirde de var olan
PCL/Kitosan [16], PCL/PVL [15], PCL/Fibrin [284] gibi blendler ile hazirlanan scaffoldlar

kullanilabilinir.

Doku mihendisliginde ortaya cikan sorunlardan birisi uygulanabilecek scoffaldlarin
immun yanit olusturabilmesidir. Bu amacla literatiirde cesitli parametreler ve 6zelikle
NO lretimi incelenmektedir. Bu nedenle ¢alismalarin daha sonraki asamasinda yapilan
U¢ boyutlu kultir ortaminda kondrojenik farkhlasma boyunca NO analizi yapildi.
Sonuclar PCL scaffold ile farkli doku kaynakli mezenkimal kok hiicrelerin (¢l icin de,
ozellikle kiltiiriin 14. glininde NO miktarinin diger glinlere oranla ve iki boyutlu
kiltirlerine oranla daha vyiksek oldugu gorildii. Ayrica olfaktor bulb kaynakli
mezenkimal kok hicrelerin iki boyutlu kilturlerinde ¢ boyutlu kiltiirlerine oranla
daha yiksek NO olusturdugu tespit edildi [295]. MTT ve NO Analizi sonugclari
istatistiksel olarak parametrik yontemler olan ANOVA ve student t test ile
belirlenmistir. Tim veriler Statistical Packages of Social Sciences (SPSS, version 19.0 for
Windows) programi ile yapildi ve p<0,05 degeri istatistiki olarak anlamli kabul edildi.
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Sonuc olarak bu calismada; ilk kez farkh (¢ kaynakdan elde edilen mezenkimal kok
hicreler ile PCL scaffold arasindaki etkilesim kiyaslamali olarak incelenmistir. PCL'nin
farkl Gg¢ kaynakdan elde edilen mezenkimal kok hiicreler ile etkilesime girdigi fakat
kondrojenik farklilasma boyunca en iyi etkilesimin MTT ve NO sonuglarina (p<0,05)
gore olfaktor bulb kaynakli mezenkimal kok hicreler ile oldugu gosterilmistir.
Kondrojenik farklilasma hizina gore ise sirasiyla kordon matrisi, adipoz doku ve en son
olarak olfaktor bulb kaynakli mezenkimal kok hicrelerin kondrosit benzeri hicrelere
farkhlastigi PZR ve Es Zamanli PZR sonucuna gore saptanmistir. Olfaktor bulb kaynakl
mezenkimal kok hicrenin diger mezenkimal kok hicreye gore ¢ boyutlu
kilturlerinden elde edilen RNA’larin Es zamanh PZR sonucunda Col2A1 gen ifadesinin
daha fazla oldugu tespit edilmistir. Bu da hiyalin kikirdak benzeri 6zelligin en fazla
olfaktor bulb kaynakh mezenkimal kok hiicre ve PCL scaffold ile hazirlanan li¢ boyutlu
kiltir modeli ile saglandigini géstermektedir. Adipoz doku kaynakh mezenkimal kok
hiicre ve PCL scaffold ile hazirlanmis li¢ boyutlu kiltlirlerinden elde edilen RNA’larin Es
zamanli PZR sonucunda ise Col1Al gen ifadesinin daha fazla oldugu saptandi. Bu da
fibroz kikirdak benzeri 6zelligin en fazla adipoz doku kaynakli mezenkimal kék hiicre ve

PCL scaffold ile hazirlanan lg¢ boyutlu modeli ile saglandigini gostermektedir.

Boylece yapilan ¢alisma sonucunda ilk kez olarak kikirdak doku muihendisliginde
kullanilmak Gizere en iyi U¢ boyutlu kiiltir modelinin olfaktor bulb kaynakh mezenkimal

kok hicreler ile PCL scaffoldun oldugu bu tez ¢alismasi kapsaminda ortaya ¢ikarilmistir.
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