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Genel olarak hiicresel rejeneratif tedaviler, hiicre proliferasyonu ve farklilagmasinin in vitro
olarak kontrol edilebilmesi i¢in in vivo nis sartlarinin in vitro olarak uygulanabilmesi
tizerine kurulmaktadir. Hiicresel tedavilerde son yillarda sik¢a kullanilan kok hiicreler,
cevresindeki hiicresel bilesenlerden ve desteklenen hiicre tipi kaynakli sinyallerden
olusmaktadir. Kok hiicre nisi, kok hiicreler ile bulunduklari dokudaki mikrogevrede yer
alan yardimci hiicreleri veya hiicrelerarasi ortamdaki bilesenlerin birbirleriyle olan
iligkilerini tanimlamaktadir. Yiriitilen bu tez ¢aligmasinda model sistem olarak kikirdak
doku olusumu (kondrogenez) segilmis olup, doku miihendisligi yaklasimiyla kemik iligi
mezenkimal kok hiicreleri (MKH) ve dogal yapili hiyaluronik asit ve kollajenden
hazirlanmis polimerik iskelelerin kullanimiyla yapay nis mikrogevrenin olusturulmasina
calisilmistir.Sican femur kemik iliginden aseptik kosullarda izole edilen mezankimal kdk
hiicreler, oncelikle iki boyutlu kiiltiirlerde ¢ogaltilmistir. Daha sonra MKH’ler {i¢ boyutlu
Hiyaluronik Asit-Kollajen iskele lizerine, 2%’lik hiyaluronik asit ¢ozeltisi igerisinde
siispanse edilerek ekilmistir. TGF-f iceren kondrojenik kiiltiir ortaminda hiyaluronik asitin
kontrollii yikimini saglamak i¢in ortama hiyaluronidaz enzimi ilave edilmistir. Kiiltiir
islemi diizenli olarak faz kontrast mikroskobu ile takip edilmis ve belirli zaman
noktalarinda yapilacak testler icin Ornekler alinmistir.Hiyaluronik Asit-Kollajen iskele
tizerinde kiiltiire edilen MKH’lerin farklilasarak lakiin igerisinde izogen hiicre gruplari
olusturmaktadir. Farklilasarak kendi hiicre dis1 matrikslerini sentezlemeye baslayan
hiicreler, kondrositler gibi, tip-2 kollajen ve agrekan sentezlemektedir. Kiiltiir isleminin
farkli agsamalarinda yapilan immiinhistokimyasal testlerde, sentezlenen kollajen tip-2, tip-1
ve agrekan molekiillerinin orani tespit edilerek, kondrogenezin bulundugu asama ve
yonlendirilmis kikirdak tipi belirlenebilmektir. Bu bulgulardan da yola ¢ikarak yiiriitiilen
kiiltiir sistemleri arasinda kiyaslama ve yorum yapilabilmektedir.
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Anahtar Kelimeler: Mezankimal kok hiicre, nis, mikrogevre, kikirdak, kondrosit,
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ABSTRACT
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GENERATION OF A TISSUE DEVELOPMENT MODEL INSIDE ARTIFICIAL NICHE
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The regenerative cellular therapies generally depend on implementation of the in vivo niche
conditions at in vitro for controlling the cell proliferation and differentiation at in vitro
conditions. The stem cells that were mostly used at cellular therapies had become cellular
components around them and signals that were originated from supported cell type. The
stem cell niche defines the stem cells with co-cells that were localized their
microenvironment of the tissue or relationship of the components from intracellular
environment. At this thesis, cartilage tissue formation (chondrogenesis) were selected as a
model system and approach of tissue engineering, artificial niche microenvironment was
attempted to create by using bone marrow mesenchymal stem cells (MSC) and polymeric
scaffold that was made of natural structure of hyaluronic acid and collagen. Firstly, the
mesenchymal stem cells were aseptically isolated from patellar bone marrow of rat, had
proliferated from monolayer culture. Then, MSCs that were suspended in 2% hyaluronic
acid solution, were seeded on Hyaluronic acid-collagen scaffold. The chondrogenic
medium consisted of TGF-B, Hyaluronidase was added into the culture medium for
providing the controlled digestion of hyaluronic acid. At certain time points (1-4 weeks),
cell/HA-collagen samples were removed from the culture plates for evaluating by some
test. The mesenchymal stem cells that were cultured on hyaluronic acid-collagen scaffold
formed isogen cell groups in lacuna by differentiating. The differentiated cells which were
starting the production of their own extra cellular matrix, synthesize type 2 collagen and
aggrecan like chondrocytes. The cultures stages and directed cartilages type were
determined by using immunohistochemistry studies revaluated that level of collagen type-I,
collagen type-II and aggrecan. By using the test results, comparison and discussion can be
made between culture systems.

January 2012, 103 pages

Key Words: Mesenchymal stem cell, niche, microenvironment, cartilage, chondrocyte,
Hyaluronic acid, collagen, hyaluronidase, three-dimensional culture, TGF-f3.

i



TESEKKUR

Bu calismay1 yiirlitmemde bilgileriyle bana yol gdsteren ve gerekli tiim olanaklar
saglayarak yiiriittiigiim bu calismay1 tamamlamami saglayan danigman hocam Prof. Dr. Y.
Murat ELCIN’ne (Ankara Universitesi Fen Fakiiltesi Kimya Boliimii), histoloji,
immimiinohistokimya ve DNA miktar tayini ¢calismalarindaki katkilarindan dolay1 degerli
hocam Dog. Dr. A. Eser ELCIN’e (Gazi Universitesi Egitim Fakiiltesi Biyoloji
Ogretmenligi Béliimii), calismalarim sirasinda desteklerini iizerimden higbir zaman
esirgemeyen arkadaslarima, annem Birsel EMIN’e ve babam Ramazan EMIN’e,

Ayrica doktora 6grenimim siiresince Doktora Burs Programi kapsaminda tarafima burs
veren TUBITAK-BIDEP e tesekkiirlerimi sunarim.

Nuray EMIN

Ankara, Ocak 2012

il



ICINDEKILER

[0/ ) ATt i
ABSTRAC T .....uuniievrneeeeerrsneeeeeesssnneeeesssssnnsesssssssnesesssssssnesesssssssnnnsmesssssses ii
ONSOZ ve TESEKKUR ...coovuniiniiiiiiiiiieiieternerteeserserseesesnessessesseesesnesnnns iiii
| SN B LY N 07 2 SR viii
3 01 24100 5 0028 0) 1/ 0. R ix
CIZELGELER DIZINI...couiuniiiiiiiiiiiii et ee e ea s s esesensaees xii

1.1 Doku Miihendisligi.....cccovuiiiniiiniiiiiiieiiiiiiiiiiiiiiniiiieieioiareesrosassssssesisnscnnss 2
1.1.1 Otolog hiicre NaKIi.......ccoveieirieisenissneeeissninssnncssnicsssncsssesssnsssssnesssssssssssssssssssssses s soseee 3
1.1.2 Hiicre-Polimer Modelic.....cciuiieensuessnnisnecsncsensncssnnssecssanssnee s sosnessaesssssssessassssessas s soes 3
2. KOK HUCRELER VE OZELLIKLERI...c.ccuiminininsisisscsssssssssssssssssssssssssssns 5
2.1 Kok Hiicrelerin SIniflandirilmast ....ceeoeeeneeneeneenseecsnensnecsnensaenssecssesssncssessscssasss s sae 5
2.1.1. Fetus KOK RUCIEIETT ...uuceevueierriiieicssnncssnncssanissnncssnnsssssssssnsssssssssssssssssssssssssossssssss s sonns 8
2.1.2 Embriyonik KOK RUCIEler......ccuiiiviiineiiinriisninssencssancsssnssssnisssssssasssssssssssssssss s sanossnns 9

2.1.2.1 Hasta ile farkh genetik yapiya sahip olan EKH’lerin in vitro fertilizasyon
T 11T

2.1.2.2 Hasta ile aym genetik yapiya sahip olan ekh’lerin elde edilmesi............cceueee.. 10
2.1.2.3 EKH’lerin laboratuarda Kiiltiire edilmesi ........cooceeeuervrnniniennnnsseccnensncssaecsnennnes 11
2.1.2.4 EKH’lerin farklIasSmasl ......eeeeeeeeerrccseeeeececnssssnnesnecesssnc s seeeesssosssssesesssssnsassssssssnanses 12
2.1.2.5 Uygulamada Karsilasilan ZorluKIar............ceeiiiiveiincsnncsssnnccsssnnnisscnsnccscnnsncsnes 13
2.1.3 Yetiskin (Somatik) KOK hUICTeler .......ccconvericrssranccssranicsssanisssssnsissssssissssasssssesssssssnees 14
2.1.3.1 Hematopoetik KOK hUICTeler .......couiienvuiiisvencssuncssenissnnnssnncsancssssssssssssssessssn s ssssssanes 15
2.1.3.2 Mezankimal KOK HUCKEIer ......cuuueenuernnuiennuennsuenisnnnnsnnecsseensnecssnecssaessssenssse s snneenns 16

v



2.1.3.3 Somatik kok hiicrelerin farklIlasmasi.......ccccceeeeeerccccsnenercsssccnaneesccsscssnnseseen s sonannane 16

2.2 PIASHISITE couerrrrrireeierisnnisencsennsuecsnecssncssncssnsssncssesssnessassssssssssssssssssssssssesssssssasssssss s sansssassnes 17
2.3 Kok Hiicre Isaretleyicileri (MArkerleri) ........cooeeeeueeseessessssessesessesessesessesessesessesanes 19
3 KOK HUCRELERDE NIS KAVRAMI .....cuueceeererirenssesseseseses s susssssssesasesess s sssessns 22
3.1 Nis’in Yapisi ve Anatomik LoKaliZasyonu .........cccceevveecceicssercssnncssnncssnnesssnnssss s sonsoses 23
3. 1.1 COK NUCIEL DS «.ueeeeeereeecerrccrnneeenescssanneeessssssnnseseesssssnassssesssssnsasssecssssssassseses s snnassssssse 24
3.1.2  HIUICTESIZ IS ceievrrneiinisenicnicnnsecsssnsscsssssscssonssssssssssossssssssssssssssssassssssnssssssansssss s ssssssnasoss 25
3.2 Hematopoetik KoK HUCIe NiSi c.ccceeeeerensressnicssnicssanisssnessnnsssssssssnessssesssssssssss s sosssasoses 25
3.3 Mezankimal KOK HUCIe NiSi ...cceeeecerrcrcneeececsscsnneeccscssnsseeecssssnnssssecssssssssssecssss s sasseessss 27
3.4 Nis ve Hicre BOINIMESI «.ccccviivrnnriccssssssansecsssssssnsssssssssssnssssssssssssssssssssssssassssssss s sasssssssse 28
3.5 Kok Hiicre Nisi ve Kanser UZerine EtKiSi c.....c.eceevvveereerereserseenseesesesesssessssssssesesesesens 28

4 HIYALURONIDAZ ve HIYALURONIK ASIT METABOLIZMASIL........cc..........30

5 MODEL SiSTEM OLARAK KIKIRDAK DOKU MUHENDISLIGI ....................33

5.1 Kikirdak DoKuSunun YaPIST ..eeccccceeicsssseicsscssncssesssecssssssessssssesssassssssassssssssass s s sassssanss 34
5.1.1 KiIKIrdaKk RUCIeleri coceeeueesueiseeisecsinsnenseissensenssenssecsssnssnesseecssesssecssnsssncsses s sossnesnes 34
5.2 Kikirdak dokusunun eliSimi .......cccccceveicssercssencssancssencssnnissnsssssnssssssssnssssssesssnss s ssoses 35
5.3 Kikirdak Dokusu Tedavi YONtemIEri .....cccvueerueenernneiseecsnnnsuecsaensancsaecsaessaen s essnnenne 36
5.3.1 DoKku MUhendiSlii ...cccceeveiiveersuinsuiisencsuecsunnsennsecsenssenssensssessacsssecssecsssessesssnesss s sanes 37
5.3.2  Ortopedik ameliyatlar ........coiiiveiiseiinsncnsninseicsnicssnicsssnssssnesssssssssssssssssass s ssses 37
5.4 Kondrogenezi Etkileyen Uyarict MoleKUlIer .........ccoveiivueicieicsnicssencssenccsnncssannvnnees 38
5.5 Hiicre Dis1 Matriks MOIEKUIIETT ....ccccceieercnniicrcrnniccsssnnecsssnsscssssnsscssonsscssonsssssonssn s sansses 40
5.5.1  YapiSal Proteinler ......ciioinniicncnnicsssnicsssnncssssasissssssssssssssssssssssssssasssssssssss s sassssens 41
5.5.1.1 Kollajen LIEr ......ccceeicieiiisencssnissnnssnnncsnncssnncsssncsssncsssnsssssscsssssssssssssnssssssss s sossnsssns 41
5.5.2  OZelleSMIS PrOtEINIET .....cccevereerereresreseressesesesssesssessesssessesssessessssssssesssssses s sssesesssees 43



5.5.3  ProteogliKanlar .......eieiinsiinsninsnicssnicssenisssncsssnsssnissssssssssssssssssnssssses s ssesssssssns 44

5.5.3.1 AGIeKam ..uueeeiiiiiiiiiiiniicicnticnintiesscnstisssssiessssiesssssssssssssessssssssssssssessssssen s sassessanes 45
5.6 HDM Molekiillerinin Kikirdak Dokusu I¢in Onemi .........ccoeueeereneerecrercrcnenesenenens 46
5.7 HDM Molekiillerinin /n Vitro Kondrosit Kiiltiiriine EtKisi .....cccecceeveeesueesecsuennne. 47
6. MATERYAL Ve METOT ....uiiiiiiiniiininsnecsnnnsncseissnsssssssesssssssesssssssssssese s sssssssssses 49
6.1 Kimyasallar ve ReaKEifler ........coeivviicveicsnicisninsninssnnnssnncssnecssnnssssnssssnnsssnnes s sossnnesnnne 49
6.2 Hiyaluronik Asit Cozeltisinin Hazirlanmasi ve Kelatlagtirilmasi .........ccccceevueennnee. 50
6.3 Sodyum Alginat Cozeltisinin Hazirlanmasi ve Kelatlagtirllmasi ........ccccceecueeecueecnnns 51
6.4 Kitosan Cozeltisinin Hazirlanmasi ve Kelatlastirllmasi ........cccccceeeeeeeeecccneencoccnnanns 52
6.5 Hiyaluronik Asit Kiirelerinin Alginat ve Kitosan ile Kaplanmasi .........ccecceeevueeeenes 52
6.6 Kollajen-Hiyaluronik Asit iskelelerin HAZIFIanmMAas] .........cocevveerreresenesessesessesensenes 52
6.7 Hiicre Kaynagl ve 1Z0IASYONU ........c.ceeereeerererresesesessesessesessessssessssessssessssessasess s sssesesss 53
6.8 Hiicre KUItUIT .oocvueecseeisnesnnsnnnsecsnnsnnssenssenssenssnnssecsssnsssesssecssesssesssesssnessesssassss s sasssassns 54
6.9 HA’nin Degradasyon Hizinin OICUIMESI ......c.eeeueeeuesesesseressesessessssesssessesessese s sasssene 55
6.10 Toplam DNA Miktarinin OICUIMESI .....c.eceeerererereresresesessesesessssesesessess s ssesese s ssssssene 55
6.11 Kiiltiir Ortamindaki Serbest GAG ile Matriks Yapi Icerisindeki GAG
MiKEtarinin TAYIN ...ccceeeeerecnsncssncssnncssnsssssissssnssssnosssnsssssssnsssssssnssssssssssssssssasoses 57
6.12 Faz-Kontrast Mikroskobu ile Hiicrelerin TaKibi ......ccccceeueevuvesueecruennnnssensnnnnns 57
6.13 Mitokondriyal Dehidrojenaz Aktivitelerinin Belirlenmesi .........ccceceeeeueiccsunecnns 58
6.14 Histoloji ve IMmiinhiStOKIMYa .....c.coeevueeeereresesessessesessesesssessesesessssesssesrsnnsssssssesnes 59
6.14.1 HiSTOKIIMYQ «.ueeererieivnrisinninsnecsnicsssncsssnssssnessssssssssesssnsssssessssssssss s sss s ssssnosss s ssssssssnss 59
6.14.1.1 Safranin-O bOYamaSI.....cccovviiiiiiiniiiiiiiiiinieinieieisssrossssnstssscsnsssnsssnsens 60

6.14.1.2 Alsiyan mavisi ile boyama.........ciiiivriiivniisncccinniiiiiniiiiicieiiinienneees. 01

6.14.2 TMMUNDISTOKIIMYA ...veceevererrererererereseesesesessesessssesesessssessssssessssssasesess sssssssssnes sasssns 62
6.15 SEM (Taramali Elektron Mikroskobu) AnaliZi......ccccceeieeiceicsscneccscsasisscnsscsconsaes 63

Vi



6.16 FT-IR ANALIZI ......c.unrnrrreneeneenennnnentenenneenesneaessssnessessnsssesssssnsssssssssnssns s sossesaes 63

7. ARASTIRMA BULGULARI ....ucouuiiiiiiiiteisiinnenencstesssesssnsssesssnessessssssseesss s s asssnssssess 64
7.1 12012SYON Ve HILCI® SAYIMI ....v.vecereeuereesessesessesessesessesessessssssssessasesssssssessssasssese s ssssseens 64
7.2 Faz-Kontrast Mikroskobu INCelemeler .........cocceeeeueerresueressesessssessesssessssssns s ssvessene 64
7.3 HUCre MOTfolojisi ..cccevieereicssurcssnncssnnnsssnnssnncssensssanssssnesssssssssssssassssssssssssssssssssassss s ssssssse 66
7.4 Kondrojenik Farklilasmanin Belirlenmesi .......cocccooveicveicseicssernssnnccsnnnssnncsnncsnnnenes 67
7.5 Mitokondriyal dehidrojenaz aktivitesinin Tespiti (MTT testi) .....cccevvviennrnnnnen. 69
7.6 Toplam DNA Miktarinin OIHIMeSi .. ..uuevunerneeenirenieenieereeeeneeuneeeerseeesncennn 71
7.7 Kiiltiir Ortamindaki Serbest Hiyaluronik Asit Miktarimin Tayini ................... 71
7.8 GAG MiKtarinin TAYINI cocceeceeecsnenssncssnncsseissssnsssancssssssssssssssssssssssssssssasssssssssssssssssssssses 73
7.9 FT-IR BUIUIAIT acccueinnreniinienniiieniecneninenssenssnsssesssenssnsssesssnsssassssssssessassssessassssssssssss 74
7.10 HiStOKIMYA ..uueeerveriiiniisinninssnncsnncsssecsssnssssnessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss s sossase 77
7.11 ImmiinhistoKimya BOYAMAIATT .....ceeeeevereererereereresessesesesessesessssesessssesesssssseses s sessseses 79
7.12 SEM GOTUNEHICTT cuuceeuveereensneisunnsuensaensensanessnnssnessuessnnssaesssessanssassssesssssssassassss s sassssassnns 81
8. TARTISMA Ve SONUC ...ucoeuirrurisennsuncsuensancseecssesssecssesssncssesssesssssssssssssssasssssssasssass s sosns 84
8.1 Yapay Nis Mikrocevre Tasariminda Hiyaluronik Asit ve Hiyaluronidazin

0. 1T 1 87
8.2 Kondrogenik Indiiksiyonun EtKiSi........cccvueverneeeenirenneeernenereneeesneeesnneesnmmns 90
8.3 Ug-Boyutlu Ortamin ONemi..........ceuueeuerneerneeneereeeeneeeneeseeeseesneesneennnns 90
8.4 Genel Degerlendirme........ccovveiiiiiiiiiiiiiiiieiiiiiiiieieiiieteietciesinecesscsnscnnans 93
L L . N L 7 N 97
(0773 0 6. | 15T PRSP 101

vii



HDM

HA

HDZ

Kol

GAG

MMP

FGF

IGF

TGF-B

SDS

PBS

TPP

KISALTMALAR

Hiicre dis1 matriks

Hiyaliironik asit

Hiyaliironidaz

Kollajen

Glikozaminoglikan

Matriks metallo proteazlari

Fibroblast biliylime faktorii

Insiilin benzeri biiyiime faktorii

Doniistiirticii biiytime faktori

Sodyumdodesisiilfat

Tuzlu fosfat tamponu

Soyum-tri-polifosfat

viii



SEKILLER DiZiNi

Sekil 2.1 Kok hiicrelerin siniflandirtlmasi.........cccooeooviiiieiiiieeiciieccceee e
Sekil 2.2 Pluripotent kok hiicrelerin blastosist ve fetusten elde edilmesi.......................
Sekil 2.3 Hematopoetik ve mezangimal kok hiicrelerin farklilasmasi.............c..............
Sekil 3.1 Cok hiicreli nigin sematik gOStEITMI.......ccvvierieeeeiieeiiieerieeie e
Sekil 3.2 Hiicresiz (HDM) NISIN YAPIST.ecuvervirieeeriieniieeiieeiieeieeeeeieesieeteeieesseeneeeseeseeens
Sekil 3.3 Kemik iligi HKH NIS1...ueeuieiiiiiiiiiiniiniicieneece e
Sekil 4.1 Hyaluronik asitin kimyasal yapiSi.........ccceervueeriieiiiieniieeie e

Sekil 5.1 Hiyalin kikirdak doKUSU .........cccoeviiiiiiiiiiiee e

Sekil 5.2 a. Mezenkimal hiicreler, b. Mezenkimal hiicrelerin farklilasmasi ile
olusan kondroblastlar, c. Kondroblastlar kendi HDM’lerini
sentezlemeye baslayarak birbirlerinden uzaklagmaya baslar ve
olgunlasarak kondrositleri olusturur, d. Kondrositler kendi lakiinleri
igerisinde ¢ogalarak izogen hiicre gruplarini olusturur

(JunqUEIra VA..1993)....ooi e e e e
Sekil 5.3 Kikirdak dokusunun yapisi ve HDM bilegimi........cccocceevievieniieniieniineee e,
Sekil 6.1 HA-Kollajen iskele tizerinde MKH kiiltiiriiniin sematik gosterimi...................

Sekil 6.2 MTT’den formazan olusumunun reaksiyon denklemi............................

Sekil 7.1 2-Boyutlu kiiltirde MKH (A,B) 3. giin, (C,D) 7. giin.

Olgii gubUKIATT 100 UM ...t

Sekil 7.2 Kondrojenik indiiksiyon uygulanmus alginat kapli HA-MKH kultiri (A)

0.giin. Ol¢ii Cubugu 5 mm (B) 7. giin. Ol¢ii cubugu 1 mm..

Sekil 7.3 HA igerisinde tutuklanmis ve kondrojenik indiiksiyon uygulanmig

MKH, 1. giin. Olgii gubuklart 50 [m. . .......cocoovevevevereeerereeeeeeeeeeeees e,

Sekil 7.4 Kondrojenik Indiiksiyon sonucu HA kiire icerisinde hiicrelerin genel
goriinimii ve lakun olusumu. HDZ igeren kiiltiir ortami (A) 2. giin
ve (B): 3 giin, HDZ igermeyenn kiiltiir (C) 5. giin ve (D) 7. giin. Ol¢ii

cubuklart 100 M. .. ..o e

iX

.65

.65

...... 66



Sekil 7.5 Kollajen-HA polimerik iskele iizerinde kondrojenik indiiksiyon
uygulanmig, MKH kiiltiirti (A) 3. giin (61¢ii cubugu 50 pum),
(B) 7. giin (6l¢li gubugu 100 um), (C) 7. giin ve (D) 28. giin.
Olgii GUBUKIAIT 5 MM ..., 68

Sekil 7.6 MKH-HA-kollajen kiiltiiriine, 570 nm’de spektrofotometrik olarak
yapilan MTT analiz sonuglart.............oooiiiiiiiiiii e 69

Sekil 7.7 HA-MKH Kkiiltiirii 7. glin MTT testi sonucu formazan kristallerinin
goriiniimii (A) Olgii ¢ubugu 1 mm (B) Olgii gubugu 1 mm. HA-Kollajen
matriks yapida MKH kiiltiirii (C) 14. giin ve (D) 21. giin. Olgii cubuklar

TOO LML ¢ e e e e 70
Sekil 7.8 MKH-HA-kollajen iskele kiiltiirlindeki DNA
miktarinin giinlere gore degiSImMi. ... ...vvueiieiiieii i 71
Sekil 7.9 HA standart grafigi.........c.ovueiiiiiiiii e 72
Sekil 7.10 HA standart grafigi kullanilarak bulunan vasattaki serbest HA
degerleri (NE/M).... ..o 72
Sekil 7.11 GAG standartlarinin kiitle-absorbans grafigi (650 nm)..........ccceeeveeevivennierennnns 73
Sekil 7.12 Kiiltlir Ortamindaki ¢6ziinmiis GAG miktari ile hiicre-polimer
yap1SIndaki GAG MIKEATT. ...ccoevuieriiiiiiiieie e 74
Sekil 7.13 Hiyaluronik asit ve kollajenin kimyasal yapisi..........cccceeveerierieneinieenieeieeeenn 75
Sekil 7.14 Kollajenin FT-IR @rafifi ........cccoeviieiiiiiieiieiiieeee e 75

Sekil 7.15 HA’nin FT-IR Spektrumu. 1738 cm™ de COO- bag
gerilimini gostermektedir.............ooviiiiiii 76

Sekil 7.16 HA-Kollajen polimerik yapmin FT-IR spektrumu. 1075 cm™ de ester
bagini olusumu gOSterMeEKIEdIr.........eevviriiiieiiiieciieeeeee e 76

Sekil 7.17 HA-Kollajen matriks yapida MKH kiiltiiniin alsian mavisi ile boyama
sonucu (A) 7. giin (B) 14. giin (C) 21. giin ve (D) 28. glin......c.cceeevveeuvrreenennne. 77

Sekil 7.18 HA-Kollajen matriks yapida MKH Kkiiltiirliniin Safranin-O ile boyama
sonucu (A) 7. giin (B) 14. giin (C) 21. giin ve (D) 28. glin.......cccceevvvevvvereenennne. 78

Sekil 7.19 Dogal kikirdak dokusunun anti-kollajen tip-2 ile boyanmasi sonucu
HDM’deki kollajen tip-2 liflerinin gorinimii..........ccoeevveevieeerieeeiieenieeeieenenn 79



Sekil 7.20 Kondrosit ekilmis HA-kollajen kiiltiirdeki anti-kollajen tip-1 antikorlar1

ile 7. glinde (A) ve (B) 28. GlN..cccueeiiieiiieeieeie e

Sekil 7.21 Kondrosit ekilmis HA-kollajen kiiltiirdeki anti-kollajen tip-2
antikoru ile boyamalari. 7. giinde (A), 14. giin (B), 21. giin (C) ve

28. giin (D). Olgii Cubuklart 100 [M........ccocoeeererereeeeeeeeeseeeees e

Sekil 7.22 Kondrosit ekilmis HA-kollajen kiiltiirdeki anti-agrekan antikor
boyamalari, 7. giin (A), 14. giin (B), 21. giin (C) ve 28. giin

(D). Olgii Cubuklart 100 [M..........ovuieieiie e

Sekil 7.23 HA igerisinde tutuklanmis MKH kiiltiiriiniin 13. glinde SEM (taramali

yilizey mikroskobu) gorintlisti..........ovuvviiiiiiiiiiiii i

Sekil 7.24 HA-Kollajen iskeleinin SEM (taramal1 ylizey mikroskobu)
goriintiisii. (A) Hiicresiz HA-Kollajen iskele. HA-Kollajen
Iskele iizerinde kondrojenik indiiksiyon uygulanmis MKH

kiiltiirii (B) 14. giin, (C) ve (D) 28. GlN.......ooviiiriieiieieieeeeeeee e

Sekil 8.1 Olusturulan yapay nis mikrogevre siteminde olusturlan kondrogenez
model sisteminden elde edilen sonuclarin, embriyonik gelisim
sirasindaki kikirdak dokusu olusumunu simgeleyen

resimlerle kiyaslanmasi..............oooiiiii i

xi

..... 80

..... &3



CIZELGELER DiZiNi

Cizelge 2.1 Kok hiicrelerin bulunduklar1 dokular, 6zelikleri ve farklilagsma kosullari..18

Cizelge 2.2 Baz1 kok hiicre yiizey markerleri ve ¢esitli kaynaklardan elde edilen
kok hiicrelere olan etkileri............c.ovviiuiiii i 20

Cizelge 5.1 Kollajen tipleri ve bazi 6zeliKleri........c.oovevvvieciiieeiiiicieeeieeeee e, 43

Cizelge 5.2 GAG’larin kompozisyonu, bag dokusundaki dagilimi ve kollajen
lifler ile olan 1liSKIST .......eeiieuiiiiiciiieeeee e 45

xii



1. GIRIS

Ilerleyen teknoloji ve buna baglh olarak yapilan arastirmalar, tip alaninda yeni tedavi
yontemlerinin gelismesine olanak saglamaktadir. Doku hasarinin yasandigi hastalik ve
travma durumlarinda insan viicudunda ortaya ¢ikabilen eksiklik ve hasarlarin tedavisi,
yerine gore otogreftler (hastanin kendisinden temin edilen), allogreftler (diger
insanlardan temin edilen), zenogreftler (hayvanlardan temin edilen) veya implant

biyomalzemeler kullanilarak yapilabilmektedir (Thomson vd.1995).

Tedavi amagli olarak, otogreft kullanimi tedavilerde tercih edilen yol olmakla beraber, donor
bolgede gozlenen kismi doku 6liimii, kullanilabilir don6ér dokunun ¢ogunlukla gerekenden az
olusu, cerrahi islemlerin aci verici, zaman alict ve pahali olmasi allogreftlere olan yonelimi
arttirmaktadir (Ducheyne ve Qui 1999). Ancak, genetik farkliliklardan, hastalik bulagsma
riskinden ve yerlestirilen grefte karsi olusabilen immiin tepki reaksiyonu gibi nedenlerden
dolay1 allogreftlerin kullamminda da kisitlamalar bulunmaktadir (Cerroni vd. 2002).
Zenogreftlerin kullanimi ise zoonosis riski ve ileri diizeyde immiin tepki gibi nedenlerle

¢ogunlukla tercih edilmeyen bir segenek olarak goriillmektedir.

Transplantasyonlarda ve tamamen sentetik implant malzemelerin tedavi amach
kullaniminda karsilasilan zorluklar ve sinirlamalar, yeni bir rejeneratif tedavi yaklagimi
olan doku miihendisliginin 6nem kazanmasina neden olmustur (Langer vd. 2000). Bu
yaklasim, izole edilmis memeli hiicreleri ile bunlar1 yapay mikrogevre olarak
destekleyen polimerik yapilarin ve yonlendirici molekiillerin kullanimiyla yeni doku

organoidlerinin gelistirilmesi olarak basitce tarif edilebilmektedir (Elgin 2003).

Doku miihendisligi ¢alismalarinda hiicre kaynagi olarak somatik hiicreler ya da son
yillarda ¢ok degerli bir hiicre kaynagi olarak ortaya ¢ikan kok hiicreler kullanilmaktadir
(El¢in 2004). Bunlar arasinda, erigkin kokenli olan ve goreceli olarak daha kolay
izolasyon ve ekspansiyon Ozelligi tasiyan kemik iligi Mezenkimal Kok Hiicreleri in
vitro ¢aligmalarda sikca kullanilmaktadir. Bu hiicre kaynagi, dogrudan hastadan (otolog)
veya diger insan donérlerden (allogreft) temin edilmektedir. Hiicrelerin,

izolasyonlarinin ardindan uygun mikrogevrede c¢ogaltilarak istenilen doku tipine



farklilastirilmas1 gerekmektedir (Li vd. 2005). Ancak hiicrelerin dogal ortamlarinda
lokalize olduklar1 nig mikrogevrenin, in vitro ¢alismalarda tam olarak temin

edilememesi uygulamada sikintilara yol agmaktadir.

Genel olarak hiicresel rejeneratif tedaviler, hiicre proliferasyonu ve farklilagsmasinin in
vitro olarak kontrol edilebilmesi i¢in in vivo nis sartlariin in vitro olarak

uygulanabilmesi iizerine kurulmaktadir.

Bu tez c¢alismasinda, yapay nis olarak hiyaliironik asit ile benzer yapidaki dogal
hidrojeller {izerine enzim etkisinin tespiti ve izole memeli kok hiicrelerinin
yonlendiriciler ve/veya biiyiime faktorleri ile 6zellestirilmis vasat ortaminda, yeniden
diizenlenmesinin takip edilerek yapay mikrocevrede doku gelisim modeli olusturulmasi

amaglanmustir.

1.1 Doku Miihendisligi

Doku miihendisligi son yillarda biyoteknolojinin 6nemli bir alani olarak hizli bir
gelisme gostermektedir. Biyomalzemelerdeki onemli gelismeler, yeni hiicre kiiltiirii
teknikleri, yeni bulunan ve 6nemi kanitlanan biiyiime faktorleri, hayati énem tasiyan
nakledilebilir doku ve organlarin iretilebilmesi i¢in yeni olanaklar saglamaktadir

(Vacanti ve Vacanti 1997).

Son yillarda doku miihendisligi yaklasimiyla iiretilen doku organoidleri, uygulamada
olan tedavilere alternatif olarak gelistirilmektedir. Doku miihendisligi yaklagimiyla
doku rejenerasyonu iizerinderinde calisilan iki yontem bulunmaktadir. Bunlardan
birincisi; canli ortamdan ¢esitli tekniklerle (enzimatik/mekanik pargalama vb) izole
edilen memeli hiicrelerinin iki boyutlu (2B) hiicre kiiltiirli teknigine gore laboratuvar
ortaminda cogaltilarak kullanimi1 ve nakli (hiicre transplantasyonu); ikincisiyse izole
memeli hiicrelerinin, {ic-boyutlu (3B) biyobozunur destek malzemeleri tizerinde in vitro
ya da in vivo olarak g¢ogaltilarak yeni doku organoidlerinin iretilmesi yontemidir

(hiicre-polimer modeli).



1.1.1 Otolog hiicre nakli

Hasarl1 dokuyu yenilemek i¢in somatik hiicrelerin ya da progenitor (6ncii) hiicrelerin
hasarli bolgeye nakline “hiicre nakli” ad1 verilmektedir. Bu tez ¢alismasinda model
sistem olarak secilen kikirdak doku miihendisligi {izerine yapilan primer hiicre nakli
calismalar1 1968 yilinda baslamistir. Ancak hiicrelerin kendi hiicre dist matrikslerini
(HDM) olusturana kadar hasarli bélgede tutunmasinda karsilagilan zorluklar nedeniyle

basar1 orant %40’1n altinda kalmistir (Anonim 1999) .

Ilk olarak 1987 yilinda Isve¢’te uygulanan otolog kondrosit transplantasyonu
caligmalar1 ile baglayan arastirmalar giliniimiizde, tamamen fonksiyonel olan yeni
kikirdak dokusunun cesitli polimer iskeleler ve biyoreaktorler kullanilarak iiretilmesi

amacina yonelik olarak devam etmektedir.

1.1.2 Hiicre-Polimer Modeli

Hiicre naklinde, hiicrelerin hasarli bolgeye istenilen sekilde ve boyutta ulastirillamamasi
durumunda yapilan ¢aligmanin hi¢bir anlami kalmamaktadir. Bu amagla, hiicre naklinde
kullanilmak tizere oldukca yiiksek diizeyde gozenege sahip destek materyallerinin
kullaniminm1 igeren hiicre—polimer modeli gelistirilmistir (Freed vd. 1994, Freed vd.

1994).

Hiicre—polimer modelinde dogal dokudan elde edilen hiicreler, sentetik ya da dogal
yapiya sahip, biyolojik ortamda bozunan (biyobozunur) polimerik destek malzemeleri
tizerine tohumlanmaktadirlar. Bu destek malzemeleri, in vitro olarak kiiltiire edilen
hiicrelerin, baglanip gelisebilmesi icin gerekli olan ylizeyi saglamaktadir. Ayrica,
hiicrelerin kendi matrikslerini {iretene kadar tutunabilecekleri bir ¢esit yapay HDM

gorevi gormektedir (Temenoff ve Mikos 2000).

Kikirdak dokusu iizerine yiriitiillen c¢alismalarda, iki-boyutlu kiiltiir ortaminda

hiicrelerin dediferansiye olarak kendi fenotipik ve morfolojik 6zeliklerini kaybettigi



belirlenmistir. Buna karsin ii¢c-boyutlu ortamlarda yani polimer iskeletler ve dinamik
kiiltiir sartlari1  saglayan biyoreaktorlerde yiiriitiilen kiiltiirlerde, kondrositlerin
dediferansiye olmadiklar1 ve kendi islevlerine devam edebildikleri go6zlenmistir

(Furukawa vd. 2003).



2. KOK HUCRELER VE OZELLIiKLERIi

Kok hiicreler, birgcok dokuda bulunan ve gerektiginde farklilasarak dokular1 olusturma
ya da tamir etme yetenegine sahip hiicrelerdir. Kok hiicreler iizerine yapilan
arastirmalar, bir organin tek bir hiicreden nasil gelistigi ve saglikli hiicrelerin, yetiskin
dokulardaki hasarli hiicrelerin yerini nasil aldig1 hakkinda 6énemli bilgiler vermektedir.
Yiiriitiilen bu caligmalar 15181nda bilim adamlari, genetik ve dejeneratif hastaliklar ile
kazalar sonucu olusan doku harabiyeti i¢in hasar1 yenileyen veya onaran tarzdaki tedavi
olanaklar1 {izerine arastirmalar yapmaktadir. Kok hiicreleri diger hiicrelerden ayiran iki

temel 6zelik vardir (Weissman vd.,2000). Bunlar :

1. Kok hiicreler, uzun periyotlar siiresince bdliinerek kendilerini yenileyebilen, 6zel bir

tiire farklilasmamuis hiicrelerdir.

2. Uygun in vivo veya in vitro Kkosullar altinda 06zel fonksiyonlu hiicrelere

dontisebilirler.

2.1 Kok Hiicrelerin Siniflandirilmasi

Kok hiicreler potansiyellerine ve elde edildikleri kaynaga gore iki simif altinda
incelenebilmektedir (Sekil 2.1). Ancak bu siniflar belirgin bir sekilde farkli olmayip
birbiriyle baglantili durumdadir.

KOK HUCRELER
I
Kaynaklarina Gére KH Potansiyellerine Gore KH
v v v v v v
Embriyonik  Fetus Yetiskin Totipotent Pluripotent ~ Multipotent

Sekil 2.1 Kok hiicrelerin siniflandirilmasi



Yetigkin kok hiicreler iizerine yiiriitiilen c¢alismalar, daha eski olmasina karsin,
embriyonik kok hiicre arastirmalar1 daha fazla umut vaat etmektedir. Bilim adamlarinin
25 yili agkin bir siliredir fare embriyonik kok hiicreler lizerine yaptiklar1 c¢aligsmalar
15181nda, “insan embriyonik kok hiicreleri (HESC)” olarak isimlendirilen insan kaynakli

ilk embriyonik kok hiicreleri 1998 yilinda laboratuvar ortaminda elde edilmistir.

Laboratuarlarda kok hiicreler iizerine yiiriitiillen ¢aligmalarda oncelikle kok hiicreleri,
0zel fonksiyonlu hiicrelerden ayiran temel oOzelikler anlagilmaya calisiimistir.
Sonrasinda yliriitiilen ¢alismalarda da kok hiicrelerin uzun periyotlar siiresince
kendilerini yenileyebilmeleri hususunda iki temel soru iizerinde durulmustur. Bu

kapsamda;

1. Embriyonik kok hiicreler bir y1l ya da daha fazla siireyle laboratuarda farklilasmadan
cogaltilabildikleri halde yetiskin kok hiicrelerin ¢ogunun bu potansiyele sahip

olmamasina etki eden eden faktorlerin belirlenmesi,

2. Canli organizma i¢inde kok hiicrelerin farklilagsmadan ¢ogalmalarin1 ve gerektiginde
0zel fonksyonlu hiicrelere farklilasmasini diizenleyen faktorlerin belirlenmesi, {izerine

caligmalar ylriitiilmektedir.

Bu sorularin cevaplanmasi, normal embriyonik gelisme ve kansere neden olan anormal
hiicre  boliinmeleri  sirasinda  hiicre  ¢ogalmalarinin = nasil  diizenlendiginin
coziimlenmesinde Onemli rol oynayacagi ve ayrica embriyonik ve yetiskin kok
hiicrelerin laboratuarlarda daha verimli olarak kiiltiire edilebilmeleri i¢in yeni kiiltiir

tekniklerinin gelistirilmesine 6nemli katki sagliyacagi diisiiniilmektedir.

Kok hiicrelerin 6nemli 6zeliklerinden bir digeri de 6zel fonksiyonlar1 yerine getirmesine
izin veren 6zel doku yapilarina sahip olmamasidir. Bir kok hiicre kendisine komsu olan
bir farklilasmis hiicre ile birlikte ¢alisamamaktadir. Ornegin, kalp kasi hiicreleri gibi
viicuda kan pompalayamamakta, alyuvarlar gibi serumda oksijen molekiillerini

tastyamamakta ya da sinir hiicreleri gibi viicuttaki hareket veya konugsmayi uyaran



sinyalleri diger hiicrelere iletememektedir. Ancak farklilasmamis kok hiicreler, uygun
kosullarda 6zel fonksiyonlu somatik hiicrelere doniisebilmekte ve hasar gormiis

hiicrelerin yerini alabilmektedir .

Hiicrelerin bir ¢ok kez boliinerek ¢ogalmalarina “proliferasyon” denilmektedir. Kas,
kan ve benzeri hiicrelerin hi¢ biri normal olarak kendilerini yenileyemezken, kok
hiicreler bir ¢cok kez kendilerini yenileyebilmekte ve yiiksek proliferasyon ozelligi
gostermektedir (Weissman 2000). Laboratuarda bir kok hiicre kiiltiiriiniin
baslatilmasindan aylar sonra milyonlarca hiicre elde edilebilmekte ve her kiiltiir
basamagindaki (pasajdaki) kok hiicreler baslangictaki kok hiicreler gibi farklilasmadan
cogalmaya devam edebilmekte ya da ilerleyen pasajlarda bazi kiigiik degisimler
gosterebilmektedir. Bu durum, kok hiicrelerin uzun siire kendilerini yenileyebilme

yeteneginde oldugu gostermektedir.

Hiicrelerin fenotipik ve morfolojik olarak ©zel fonksiyonlu baska bir hiicreye
doniismesine “farklilagma” denilmektedir. Kok hiicrelerin farklilasma yetenekleri diger
somatik hiicrelere gére daha fazla cesitlilik gostermektedir. Bir kok hiicrenin uygun
kosullar altinda birden fazla hiicre tipine doniisebilme yetenegine “plastisite”
denilmektedir (Vescovi vd. 2002). Kok hiicrelerin yapisinda ya da ¢evresinde bulunan
bir takim faktorler ve sinyaller, hiicrenin farklilasmasina neden olmaktadir. Kok
hiicrenin yapisindan kaynaklanan sinyaller, hiicrede DNA iizerinde bulunan bir gen
tarafindan kontrol edilmekte, hiicrenin tiim fonksiyonlar1 ve yapisi bu gen tarafindan
kodlanmaktadir. Farklilagsma icin c¢evresel sinyaller ise, nig ortamindaki diger hiicreler
tarafindan salgilanan kimyasallari, komsu hiicreler ile fiziksel temas: ve mikro

cevresindeki belirli molekiilleri igermektedir.

Kok hiicre farklilasmasinda cevaplanmasit gereken bir ¢ok soru bulunmaktadir.
Bunlardan, hiicre farklilagsmasi i¢in genetik yapisindan kaynaklanan etkilerin ya da
cevresel faktorlerin tiim kok hiicre tiirleri i¢in benzer olup olmadig1 ve spesifik sinyal
setlerinin belirli hiicrelerdeki ilerleyen farklilagmayi tanimlamaya yeterliliginin tespiti,
hiicresel farlilasma yolaklarinin aydinlatilmasi i¢in kritik 6nem tasimaktadir. Soz

konusu yolaklarin tespitinin, rejeneratif tedavilerde, embriyonik evrenin taklit
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edilmesine ve kok hiicrelerin istenilen hiicre tipine in vitro kiiltiir sartlarinda
farklilagtirilabilmesine olanak saglayacak yeni tekniklerin gelistirilmesine hizmet

edecegi diisiiniilmektedir.

Kok hiicrelerin siiflandirilmasinda, kok hiicrelerin potansiyellerine gore ayrimi kok
hiicrenin kaynagina gore degisim gostermektedir. Ornegin 4-5 giinliik embriyodaki
(blastokist) i¢ hiicre kiitlesinden elde edilen kok hiicreler, viicuttaki endoderm,
mezoderm ve ektodermden gelisen hiicre tiplerinin bir coguna doniisebilmektedir. Bu
0zelige sahip kok hiicrelere “pluripotent” denir ve embriyonik kok hiicreler pluripotent
ozelik gostermektedir. Embriyonun olustugu sifirinct giinden, olusan zigotun birkag
boliinme gecirmesine kadar olan evrede olusan hiicreler ise “totipotent” potansiyel
gostermektedir ve teorik olarak viicuttaki tiim hiicre tiplerine doniisebilme yetenegini

ifade etmektedir (Trounson vd. 2006).

Yetigkin kok hiicreler genellikle iginde bulunduklart dokularin hiicre tiplerine
farklilagsmaktadir ve bulunduklar1 dokudaki hiicrelerin yenilenmesinde ve hasar
gormeleri durumunda bu hiicrelerin tamir edilmesinde gorev almaktadirlar. Bu o6zellige
sahip hiicrelere “multipotent” denilmektedir ve yetiskin kok hiicreleri multipotent
ozellik gostermektedir. Ornegin, kemik iliginde bulunan kan kok hiicreleri eritrositlere,

l6kositlere ve trombositlere doniisebilmektedir.

2.1.1 Fetus kok hiicreleri

Fetus kok hiicreleri, diislik ya da gebeligin planli sekilde sonladirilmasi ile elde edilen
fetustan izole edilmektedir. Ozellikle, fetustaki esey hiicrelerinden yararlanilmaktadir.
Bu hiicreler embriyonik kok hiicreler kadar olmasa da pluripotent potansiyel
gostermektedir. Ancak, hem anneden hem de babadan gelen genetik 6zelikleri tagidig
icin terapdtik klonlama ve kok hiicre terapilerinde kullanilmasi durumunda nakledilen
hastada immiinolojik reaksiyonlara neden olmaktadir. Bu nedenle uygulama alani

oldukg¢a siirhdir
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Sekil 2.2 Pluripotent kok hiicrelerin blastosist ve fetusten elde edilmesi.

2.1.2 Embriyonik kok hiicreler

Pre—embriyodan elde edilen kok hiicrelere “embriyonik kok hiicre (EKH)”
denilmektedir. Embriyonik kék hiicreler pluripotent potansiyel gdstermektedir. Izole
edilmeleri ve kiiltiirlerde ¢ogaltilmalar1 diger kok hiicrelere oranla daha kolay
olmaktadir (Yao vd.2006, Trounson 2006). Embriyonik kok hiicreler rejeneratif tedavi
sirasinda hasta ile ayn1 genetik yapida elde edilebilecegi gibi hasta ile farkli genetik
yapida da elde edilebilmektedir. Bu bakimdan kok hiicreler genetik yapilarina gore iki

sinifa ayirabilmektedir.

2.1.2.1 Hasta ile farkh genetik yapiya sahip olan ekh’lerin in vitro fertilizasyon ile
eldesi

Bu islem in vitro fertilizasyon kliniklerinde gerceklestirilmektedir. Tiip bebek isleminin
sonucunda kullanilmayan embriyolar, vericilerin izniyle EKH’lerin elde edilmesinde
kullanilmaktadir. Bu islem i¢in embriyo in vitro kosullarda aktive edilerek, 4 — 6 giin

stireyle gelistirilerek blastosist olusmasi saglanmaktadir.
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Blastosist i¢i bos bir kiire seklindedir ve etrafin1 saran koruyucu tabaka trofoblast,
icerisindeki (bosluk ya da oyuk) blastokul ve dip kisminda birikmis olan i¢ hiicre
kiitlesinden (IHK) 3 kisimdan olusmustur. IHK yaklasik 120 hiicreden olusmustur ve bu
hiicrelerin biiyiik ¢cogunlugu pluripotent 6zellige sahipken, kiiclik bir kismi totipotent

ozelik gostermektedir.

Bu yontemle elde edilen EKH’lerin her iki ebeveynin genetik 6zeligini tasimasi tedavi
amacli kullanimini ¢ok kisitlamaktadir. Bu nedenle bu yolla elde edilen kok hiicreler

daha ¢ok laboratuar arastirmalarinda kullanilmaktadir.

2.1.2.2 Hasta ile aym genetik yapiya sahip olan EKH’lerin elde edilmesi

Hasta ile ayni genetik yapiya sahip embriyonik kok hiicrelerin elde edilmesinde ii¢

farkli yontem izlenmektedir. Bunlar asagida 6zetlenmistir.

Partenogenetik kok hiicreler

Partenogenetik kok hiicre elde etmek igin heniiz mayoz gecirmemis olan diploid
DNA’ya sahip bir yumurta hiicresi ¢ok diisiik diizeyde elektrik sinyalleri ile aktive
edilmekte ve bu sekilde yumurtanin dollenmis gibi davranarak boliinmesi
saglanmaktadir. Bu sekilde elde edilen kok hiicreler, mitokondriyal DNA’s1 da

degismedigi i¢in, genetik olarak hasta ile birebir uyum i¢indedir.

Ooplazmik transfer

Ooplazmik transferin iki farkli uygulama sekli bulunmaktadir. Birincisi, bir yumurta
hiicresinin stoplazmasi ¢ikartilarak herhangi bir viicut hiicresine nakladilmektedir. Bu

sekilde viicut hiicresi ilkel bir kok hiicreye doniistiiriilmektedir.

Ikinci yontemde ise, mitokondrial DNA’s1 hasarli olan bir yumurta hiicresinin

cekirdegi, cekirdegi ¢ikartilmis saglikli baska bir yumurta hiicresine nakledilmektedir.
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Daha sonra in vitro fertilizasyon sonucunda EKH’ler elde edilmektedir. Ancak bu
uygulama, kok hiicre elde etmekten daha c¢ok mitokondriyal DNA’s1 hasarli olan

kadinlarin saglikli bir bebek sahibi olabilmesi i¢in kullanilmaktadir.

Somatik hiicre niikleer transferi (SCNT)

Somatik hiicre niikleer transferi (SCNT), EKH’lerin izole edilmesinde kullanilan baska
bir yontemdir. Bu yontem sayesinde, tek bir ebeveynin genetik 6zeliklerini tasiyan kok
hiicreler elde edilebilmektedir. Bu yontem tam olarak terapotik klonlamayi isaret
etmektedir. Bu yontemde niikleusu ¢ikartilmig bir yumurta hiicresi somatik hiicre
cekirdegi ile birlestirilmektedir. Sonra yumurta aktive edilerek bdliinmesi
saglanmaktadir. Blastosist asamasma gelindiginde trofoblast pargalanarak [HK

¢ikartilmakta ve izole edilen kok hiicreler in vitro olarak kiiltiire edilmektedir.

SCNT, yetiskin DNA klonlamasiyla ayni1 prosediirii takip etmektedir. Ancak embriyo
blastosist asamasindayken dis zar1 kirilarak icersindeki kok hiicreler ¢ikartilmakta ve
kiiltiirde farklilastirilmadan ¢ogaltilmaktadir. Bu asamada pre—embriyo 61diigii i¢in yeni
bir canlinin olusma olasilig1 kalmamaktadir. Daha sonra gerekli diizenleyici faktorler ve
kiiltlir sartlar1 kullanilarak bu kok hiicrelerin in vivo ya da in vitro kosullarda istenilen
doku tiirline doniismesi saglanir. Bu yeni dokular, genetik materyalin sahibi olan

hastanin tedavisi i¢in kullanilmaktadir.

2.1.2.3 EKH’lerin laboratuarda Kkiiltiire edilmesi

Laboratuarda hiicrelerin yetistirildigi ortama “hiicre kiiltiirii” denilmektedir. ITHK den
izole edilen EKH’leri kiiltiir ortam1 da denilen, besleyici sivilarin bulundugu bir plastik
laboratuar kabina yerlestirilmekte ve kabin yiizeyinde boliinerek etrafa yayilmaktadir.
Kiiltiir kabinin i¢ ylizeyi, genellikle islemden gegirilmis ve artik bdliinemeyecek olan

fare deri fibroblast hiicreleri ile kaplanmaktadir.
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Fare hiicreleri, IHK’deki hiicrelerin kiiltiir kabmin dip kisminda tutunabilecekleri
yapiskan bir ylizey saglamaktadir. Ayrica bu hiicreler kiiltlir ortamina besin salmaktadir.
Son donemlerde bilim adamlar1 insan EKH’lerinin biiyiitiilmesinde fare hiicreleri
disinda bagka yollar tasarlamaya baslamistir. Clinkii, fare hiicreleri viriisler ile diger

makro molekiilleri insan hiicrelerine bulastirma riski tasimaktadir.

Takip eden giinlerde IHK hiicreleri c¢ogalmaya ve kiiltiir kabmi doldurmaya
baslamaktadir. Kiiltlir kab1 doldugunda kok hiicreler hassas bir sekilde yeni bir kiiltiir
kabina aktarilmaktadir. Bu islem aylar boyunca siirekli olarak tekrarlanarak bir kok
hiicre soyu elde edilir ve bu hiicre iiretme yontemine de “alt kiiltiire etme islemi”

denilmektedir.

Her alt kiiltiir hiicre dongiisiine baslamak, bir pasaj olarak ifade edilmektedir. 6 ay ya da
daha fazla bir zaman sonunda baglangictaki ICM hiicrelerinden milyonlarcast elde
edilir. Bu hiicreler farklilasmadan ¢ogalmaya devam etmektedir ve bu sekilde bir EKH
soyu elde edilmektedir. Elde edilen her alt kiiltiir daha sonra kullanilmak iizere

dondurularak saklanir.

2.1.2.4 EKH’lerin farklilasmasi

EKH’ler kiiltiirlerde yetistirildigi siire zarfinda farklilasmaz. Ancak embriyonik body
halinde birlikte kiimelesirlerse kendiliginden farklilasabilirler. Saglikli EKH kiiltiirii
icinde kendiliginde farklilasma iyi bir isaret oldugu halde spesifik hiicre tipi kiiltiirii
elde etmek i¢in 1yi bir yol degildir.

Belirli bir hiicre kiiltiirii, EKH’lerin farklilasmas1 kontrol altinda tutularak elde
edilmektedir. Bu islem i¢in kiiltiir ortaminin kimyasal bilesimi ve kiiltiir kabinin yiizeyi
degistirilir ya da spesifik genlerin eklenmesi ile hiicreler modifiye edilir. Kok hiicrelerin
0zel hiicre tiirlerine farklilagsmasi giivenli bir sekilde kontrol edilebildiginde bu hiicreler,

bazi hastaliklarin tedavisinde ¢ok etkin bir sekilde kullanilabilecektir.
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Insan EKH’lerinin kullamlarak diyabet, Parkinson, omurilik zedelenmeleri (felg),
Purkinje hiicre dejenerasyonu, Duchenne kas dizanterisi, kalp hastaliklari, gérme ve
duyma kayiplari, Alzheimer, artrit ve cesitli genetik bozukluklarin tedavisi ile kaza veya

hastalik sonucu hasar gérmiis dokularin tamiri yapilabilmektedir.

2.1.2.5 Uygulamada karsilasilan zorluklar

SCNT uygulamalarinin temelini kok hiicreler olusturmaktadir. Gerekli olan kok
hiicrelerin elde edilmesinde ve sonrasinda yiiriitiilen asamalarda bazi zorluklar ile

karsilagilmaktadir. Bunlar kisaca asagida siralanmis olan maddelerde ifade edilmistir.

1. Prosesin uygulanmasinda karsilasilan ilk problem kok hiicrelerin izole edilerek
farklilagtirllmadan kiiltiire edilmesidir. Kullanilacak olan kok hiicrelerin hasta ile ayni
genetik Ozeliklere sahip olmasi1 da gerekmektedir. Kullanimi uygun olan kok hiicreler,
yukarida aciklandig1 sekilde pre-embriyodan elde edilecegi gibi hastan1 kendi kemik

iligi veya periferal kanindan da elde edilebilmektedir.

2. Kok hiicrelerin izolasyonunun ardindan 6énemli olan, kok hiicrelerin farklilasmadan
cogaltilabilecekleri uygun kiiltiir ortamimin saglanmasidir. Kiiltiir ortaminda kok
hiicrelerden bir hiicre soyu elde edilmektedir. Bu kiltiir ortami ve gerekli ortam
kosullar1 yapilan bir ¢ok denemeler sonucunda bulunmustur ve daha iliman kosullarin
saglanmasi i¢in arastirmalar devam etmektedir. Meydana gelebilecek herhangi bir
aksaklik sonucu kok hiicreler, 6zel fonksiyonlu hiicrelere farklilasabilmekte veya
kontamine olabilmektedir. Bu durumda elde edilen kok  hiicre kiltiiri

kullanilamamaktadir.

3. Gerekli kok hiicre soyu elde edildikten sonra bu kok hiicrelerin hastaya ne sekilde
uygulanacagi belirlenmelidir. Kok hiicreler direkt olarak hastanin hasarli dokularina

nakledilecek ise; bu naklin nasil gerceklestirilecegi tiim ayrintilari ile tespit edilmelidir.
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In vitro olarak laboratuarda farklilastirilacak ise; farklilastirilmasi diisiiniilen doku tipini
elde etmek icin uygun biiylime faktorleri belirlenmelidir. Gerekli biiyiime faktorleri ve
ortam kosullar1 kok hiicrelerin farklilasmasi i¢in ¢ok oOnemlidir ve bu kosullarin
saglanmasinda bazi basarili sonuglar alinmasina karsin heniiz pratik uygulamalarin

yapilabilecegi asamaya gelinememistir.

4. Kok hiicrelerin hastaya basarili bir sekilde in vivo veya in vitro olarak
uygulanmasindan sonra viicut igerisinde bazi baska problemler ¢ikabilmektedir.
Ornegin, uygulanan kok hiicreler ilgili doku iizerine tam olarak entegre
olamayabilmekte ve teratoma olusumuna neden olabilmektedir. Bu benzeri sonuglarin

gerceklesmesi uygulanan tedavinin basarisizlikla sonuglanmasina neden olmaktadir.

Devam eden ¢alismalar, bu ve benzeri sorunlarin asilarak SCNT nin etkin ve yaygin bir

sekilde kullanilmasi dogrultusunda siirmektedir.

2.1.3 Yetiskin (somatik) kok hiicreler

Viicut igerisindeki bir organ ya da doku icerisinde bulunan farklilasmamis kok hiicrelere
somatik kok hiicre denilmektedir. Bu hiicrelerin kendilerini yenilebilme ve bulunduklari
dokudaki hasarli hiicrelerin yerini almak iizere farklilagma yetenegi bulunmaktadir.

Yetiskin kok hiicrelerin birincil gérevi bulunduklar1 dokuyu korumak ve tamir etmektir.

Somatik  kok hiicreler yetiskin dokularda bulunmakla birlikte tam olarak kaynagi
bilinmemektedir. Embriyonun ilk olusumu sirasindaki puripotent kok hiicreler dokulari
olusturmak tizere boliinmeye ve faklilasmaya baslamaktadir. Dogum sonrasinda
farklilasmasin1 tamamlamis olan pluripotent kok hiicrelerden bazilarinin  belirli
dokularda potansiyeli azalmis sekilde kalmasiyla somatik kok hiicrelerin olustugu
diisiiniilmektedir. Yapilan calismalar beyinde, periferal kanda, kan damarlarinda, deride,
kemik iliginde, iskelet kasinda, karacigerde somatik kok hiicrenin varligini

gostermektedir.
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Somatik kok hiicreler iizerine yapilan ¢aligmalar, bu hiicrelerin hastalik tedavilerinde
kullanilabilecegini gdstermistir ve bu amacla hematopoetik kok hiicreler yaklagik 40
yildir ¢esitli hastalik tedavilerinde kullanilmaktadir. Multipotent potansiyele sahip olan
somatik kok hiicreler uygun kosullarda sinirli sayida hiicre tiiriine farklilagabilmektedir.
Somatik kok hiicrelerin faklilasmasi laboratuar kosullarinda kontrol edilebildigi
takdirde bu hiicrelerin, 6nemli hastaliklarin tedavisinde temel hiicresel kaynak olarak

kullanilabilecegi tiim bilimsel ¢evrelerce kabul gormektedir.

2.1.3.1 Hematopoetik kok hiicreler

Kok hiicreler iizerine 1960’larda yiiriitiilmeye baslanan ¢alismalarda ilk olarak kemik
iligi incelenmistir. Ylriitillen calismalarda kemik iliginde iki farkli kok hiicre tiirii
oldugu tespit edilmistir. Bu kok hiicrelerin belirlenmesinde ilk olarak hematopoetik kok

hiicreler ve kisa bir siire sonra da mezankimal kok hiicreler bulunmustur.

Hematopoetik kok hiicreler kan kok hiicreleri olarak da isimlendirilmektedir. Canli
organizmasindaki tiim kan hiicreleri hematopoetik kok hiicreler tarafindan
tiretilmektedir. Siiregelen calismalar, bu hiicrelerin bagka tip hiicrelere, Ornegin
karaciger, damar ve kas hiicrelerine de farklilagsabildigini gostermektedir. Hematopoetik
kok hiicreler viicut icerisine daha ¢ok kemik iliginde daha az olarak da periferal kanda

bulunmaktadir.

Ayrica embriyoyu anneye baglayan gobek kordonundaki kanda yogun olarak
hematopoetik kok hiicre bulunmaktadir. Yapilan ¢alismalar her 10,000 — 15,000 kemik
iligi hiicresinden bir tanesinin ve her 100,000 periferal kan hiicresinden bir tanesinin

kok hiicre oldugunu gostermektedir.

CD34, CD14, CD45 ve CDI33HKM igin tespit edilmis 6nemli ylizey markerleridir.
HKH’lerin farklilasmasi1 c¢esitli i¢sel ve c¢evresel sinyallaerle diizenlenmekte ve
mikrogevresinin tanimlanmasi sonucu HKH ile ¢evresi arasindaki etkilesimin dengede

olmasinin hiicrenin davranisint diizenledigi bulunmustur. Son yapilan ¢alismalar ile
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Wnt, Notch, kemik morfojenik protein (BMP), sonic hedgehog ve fibroblast biiyiime
faktorii’niin HKH hiicre farklilagmasini kontrol ettigi gosterilmistir (Ross ve Li 2006, Li
ve Li 2006).

2.1.3.2 Mezankimal kok hiicreler

Mezenkimal kok hiicreler (MKH) genel olarak kemik iliginde bulunmakla birlikte,
kordon kaninda, periferik kanda, fallov tiiplinde, fetal karaciger ve akciger gibi
dokularda da bulunmaktadir. Embriyonik evrede mezodermden gelisen mezankimal
(stromal) kok hiicreler multipotent 6zeliktedir ve viicutta hematopoetik kok hiicrelerden

daha az miktarda bulunmaktadir.

Morfolojik olarak, biiyiik bir ¢ekirdegi ile uzun ince hiicre govdeleri bulunmaktadir.
Diger kok hiicre tiplerinde oldugu gibi, MKH yiiksek bir kendini yenileme kapasitesine
sahiptir ve multipotent 6zelligi ile doku tamiri i¢in ¢ok biiylik bir terapotik potansiyel
gostermektedir (Pansky vd.2007). Mezenkimal kok hiicreler bulundugu dokudan, hasarli
bir dokuya gegebilmekte ve bu sayede hasarli dokunun tamirini yapabilmektedir.
Ayrica, MKH multipotent 6zelligi sayesinde, kemik, kikirdak, yag ve kardiyomiyositler
de dahil olmak iizere cok sayida fibr6z dokulara farklilagabilmekte ve bu o6zelligi

sayesinde viicutta yaygin olarak kullanilabilmektedir (Chen vd.2007).

2.1.3.3 Somatik kok hiicrelerin farklhilagsmasi

Yasayan bir organizmadaki somatik kok hiicreler, uzun periyotlar siiresince boliinebilir
ve bir dokuyu olusturan, belirli sekil, yap1 ile 6zel fonksiyona sahip olan hiicrelere
farklilasabilirler. Somatik kok hiicrelerin normal farklilagsma yollarina iliskin bazi

ornekler asagida siralanmistir.

1. Hematopoetik kok hiicreler tiim kan hiicrelerine farklilasabilmektedir.
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2. Kemik iligi mezankimal kok hiicreleri mezoderm kaynakli osteositlere,
kondrositlere, adipositlere ve diger fibréz dokular ile endodermeden kaynakli
hepatositler ile ekdodermden kaynakla noronlar da dahil olmak {izere farkli hiicre

tiplerine farklilagabilmektedir.

2.2 Plastisite

Kok hiicrelerin  toplam hiicre tipine doniisebilme yetenegine plastisite veya
transfarklilasma denilmektedir. Sekil 2.3’te bazi kok hiicrelerin viicut igerisinde

bulunduklar1 dokular ile farklilagsma kosullar1 gosterilmektedir.
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Sekil 2.3 Hematopoetik ve mezansimal kok hiicrelerin farklilagmasi

Baz1 somatik kok hiicrelerin plastisite 6zelikleri asagida siralanmustir:

1. Hematopoetik kok hiicreler noronlara, astrositlere, oligodendrositlere, karaciger

hiicrelerine, kalp ve iskelet kasi hiicrelerine,

2. Mezankimal kok hiicreler kalp ve iskelet kasi hiicrelerine,
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3. Beyin kok hiicreleri iskelet kas1 ve kan hiicrelerine farklilasabilmektedir.

Cizelge 2.1 Kok hiicrelerin bulunduklar1 dokular, 6zelikleri ve farklilagsma kosullar

Doku Hiicre Gelisen Farkhlasma Karakterizasyon
Kayna@ Tipi Hiicre Tipi Kosullari Metotlar1
Kemik Hematopoetik | Kalp Kasi Hasarli fare kalbine Yenilenen kalp
Mligi kok hiicre etiketlenmis HKH’ler hiicrelerinde GFP’nin
(HKH) enjekte edilir. Olctimii. Kalp spesifik
protein ve gen
ekspresyonu dl¢iimii.
Kalp fonksiyon testi.
HKH Trombosit Hematopoetik biiyiime | Hiicre yiizey
Eritrosit faktorleri : 1L-3, IL-6, proteinleri igin
Lokosit graniilosit uyarici faktor, | antikorlarin
trombopoletin. bulunmasi. Koloni
olusturma testi.
Immiinofenotip.
Mezangimal Adiposit Deksometason Hiicre ylizey
kok hiicre Kondrosit D; vitamini proteinlerini baglayici
(MKH) Osteoblast BMP -2 antikor bulunmasi.
Tenosit Immiinfloresan
MKH Astrosit Epidermal biiylime Immiinfloresan
Noron faktorii. Beyinden elde | Hiicre ayilmasi
edilen ndrotropik faktor.
f - merkaptoetanol
Retinoik asit
MKH Iskelet kas1 5-azasitidin ve Miyotublerin
Amfoterik B incelenmesi ve
Miyositlerin
isaretlenmesi
MHK/HKH Hepatosit Karaciger hiicrelerinin | Hiicrelerin
cogalmasinin durmasi. | isaretlenmesi
Karacigerde hasar Hiicre yiizey
olusumu. Kemik iligi markerlerine
nakli. antikorlarin
etiketlenmesi
Embriyo- Embriyonik Adiposit Retinoik asit, insiilin, Adiposit farklilagmasi
kok hiicre (ES) T3 (tiroid hormon), izlenir
Blastosist- [HK l6semi inhibitor faktorii | Adiposit enzim
( LIF). aktivitesi dl¢timil.
Adiposit spesifik gen
ekpresyon olciimii.
ES Astrosit Retinoik asit, fetal Noral spesifik hiicre
oligodendrosit | buzagi serumu (%10), | proteinleri i¢in
B-merkaptoetanol antikorlar ve
Sitokimya
Primordial Endoderm LIF Yiizey markerlerinin
germbhiicresi Mezoderm Fibroblast biiyiime bulunmasi : SSEA-1,
Ektoderm faktorii SSEA-3, SSEA-4,
TRA-1-60, TRA-1-81
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2.3 Kok Hiicre Isaretleyicileri (Markerleri)

Reseptor olarak adlandirilan ve viicuttaki tiim hiicre ylizeylerini kaplayan uzmanlasmis
proteinlere marker (isaretleyici) denilmektedir. Bunlar segici olarak isaret¢ci molekiillere
baglanma ya da yapisik kalma yetenegine sahiptir. Yapisal olarak farkli bir¢ok reseptor
cesidi olmasina karsin bunlar iizerinde isaret¢i molekiillere baglanmasini saglayan 6zel

bolgeler bulunmaktadir.

Hiicreler, diger hiicrelerle olan iletisimlerinde ve viicut i¢indeki 6zel fonksiyonlarini
yerine getirmede bir yol olarak bu markerleri kullanmaktadir. Baz1 kok hiicre yiizey
markerleri ¢izelge 2.2°de gosterilmis olup, kok hiicre markerlerinin baz1 6zellikleri de

asagida siralanmistir. Bunlar;

1. Diger isaret¢i molekiillere segici olarak baglanma ya da yapisarak kalma yetenegine

sahiptir.

2. Yapilarinda farkliliklart olan bir ¢ok reseptor tipi vardir.

3. Yapilarinda isaret¢i molekiiller i¢in benzer bolgeleri vardir

4. Kok hiicreler, kullanilan markerin varligmi ya da yoklugunu belirtecek sekilde

marker 1simleri ile belirtilir.

5. Hiicreler, bu reseptorleri ve onlara baglanan molekiilleri, viicuttaki 6zel
gorevlerinin yerine getirilmesinde ve diger hiicrelerle iletisimin saglanmasin da bir yol

olarak kullanir.

6. Kok hiicre markerlerinin degisik kullanim yontemleri vardir
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Cizelge 2.2 Baz1 kok hiicre yiizey markerleri ve cesitli kaynaklardan elde edilen kok

hiicrelere olan etkileri

Fare . . .

Marker Ad1 EC/ EK/EG Maymun EK Insan EK Insan EG Insan EC
SSEA-1 + - — + _
SSEA-3 - + + + +
SSEA-4 - + + + +
TRA-1-60 - + + + +
TRA-1-81 — + + + +
Alkalin fosfataz + + + + +
Oct-4 + + + Bilinmiyor +
Telomeraz e e
akiivitesi +ES, EC Bilinmiyor + Bilinmiyor +
Besleyici biraz; nispeten
hiicrelere (MEF) |ES, EG, baz1 EC Evet Evet Evet diisiik klonal
bagimli hizli ¢calisma
Kok hiicrelerin  [LIF ve gp130 Besleyici hiicreler [Besleyici LIF, bFGF, |Bilinmiyor;
lkendilerini kolay [reseptorlerine  lile ko-kiiltiir; heniiz|hiicreler + serum;fforskolin diistik cogalma
yenileyebilmesiniletkiyen diger aydinlatilamamis  [Besleyici [kapasitesi
saglayan faktorler ve ilerletici faktorler |hiicreler +
faktorler besleyici tabaka serumsuz vasat +

yerine bFGF
[kullanilabilir.
S Hiicre Embryonik Kok Hiicre TRA Tumor rejection antigen-1
G Hiicre Embryonik (germ) Esey hiicresi LIF Losemi Inhibitor Faktori
C Hiicre Embryonik Karsinoma hiicresi bFGF  |Basic Fibroblast Bilyiime Faktorii
SSEA Stage-specific Embryonik antigen  |EB [Embryonik Kiitle (bodies)

1. Oct-4: Transkripsiyon faktoriidiir. Hiicrelerin ¢ogalmasi ve farklilagmamasi igin

gereklidir. Hiicrenin farklilasmadigini géstermektedir.

2. FGF-4: Parakrin ve otokrin bir sinyaldir. Oct-4 ile birlikte salgilanir ve ¢ogalabilen

ICM (ig hiicre kiitlesi) hiicreleri tarafindan sentezlenmektedir.
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3. Leptin ve Stat-3: Oosit tarafindan salgilanmaktadir. Dort hiicreli zigotta ICM ve
trofektoderm hiicreleri tarafindan sentezlenir. Hiicrelerin farklilagmasi sirasinda sadece

trofektoderm hiicrelerince sentezlenir.

4. LIF: Lif bir sitokindir. Hiicrelerin ¢ogalmas1 ve yasamasi igin gereklidir. Ozellikle

“besleyici tabaka” (feeder layer) icermeyen kiiltiir ortamina bulunmasi gerekmektedir.

5. SSEA: In vitro olarak hiicrelerin karakteristik gelisimini gosterir. Hiicrelerin farkli

gelisim sathalarinda SSEA’lar da farkli formlarda goriilmektedir.

Hiicre yiizeyindeki reseptorlere segici olarak baglanan markerler kok hiicreleri
belirlemede kullanilmaktadir. Her hiicre tipi, hiicre yiizeylerinde kendisini diger hiicre
tiplerinden aywrt edilebilir yapan belirli bir reseptér kombinasyonuna sahip

bulunmaktadir.

Kullanilan markerlerin isimleri kisaltmalarla ifade edilmektedir. Toplam markerlerin bir
kombinasyonu kok hiicre tiplerinin belirlenmesinde kullanilmaktadir. Kok hiicreler
isimlendirilirken kullanilan markerin varligt veya yoklugu belirtilerek, o markerin
isimleriyle adlandirilmaktadir. Ornegin, kan ve kemik iliginde bulunan kan kok
hiicrelerinin SP ile gosterilen dzel bir tipi CD34™ ' ™ | c-Kit", Sca-1" seklinde

adlandirilmistir.
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3. KOK HUCRELERDE Ni$S KAVRAMI

Bir kok hiicre, ¢evresindeki hiicresel bilesenlerden ve desteklenen hiicre tipi kaynakli
sinyallerden olusmustur. Kok hiicre nisi, kok hiicreler ile bulunduklar1 dokudaki
mikrogevrede yer alan yardimcr hiicreleri veya hiicrelerarasi ortamdaki bilesenlerin
birbirleriyle olan iligkilerini tanimlamaktadir. Kok hiicrelerin basit lokasyonlari nisleri
tanimlamamaktadir. Nisin, anatomik ve fonksiyonel boyutlarin her ikisine de sahip

olmasi gerekmektedir.

Nis igeriside, kok hiicre karakteristiklerini diizenleyen bazi onemli faktorler vardir.
Bunlardan; kok hiicreler (KH) aras1 hiicre-hiicre etkilesimleri, KH-farklilasmis komsu
hiicre arasi etkilesimleri, KH-adezyon molekiilleri etkilesimleri, HDM bilesenleri,
oksijen gerilimi, bliylime faktorleri, sitokinler ile ¢evrenin fizikokimyasal dogal yapisi

(pH, 1yonik gii¢), ATP gibi metabolitler onemlidir (Scadden 2006).

Embriyonik gelisim sirasinda ¢esitli nis faktorleri, EKHlerde gen ekspresyonunu
uyararak, fetusun gelisimi i¢in ¢ogalma ya da farklilasmayi tesvik eder. Kok hiicreler ve
nis gelisim sirasinda birbirlerini tesvik eder ve eriskinlik (adulthood) siiresince de

birbirlerine karsilikli sinyaller verirler (Li vd. 2005).

Mikrogevre-KH etkilesimlerinde integrinler, N-kadherinler gibi adezyon molekiilleri
onemli rol oynamaktadir. Jak-Stat yolagi boyunca hh, Wnts, BMPs, FGFs, Notch, SCF
sinyal molekiilleri kok hiicre davraniglarint diizenleyici etki gostermektedir (Scadden

2006).

Memelilerde kok hiicre nisi asimetrik bir yap1 gostermektedir. Bir niste, hiicre
boliinmesi meydana geldiginde hiicrelerden biri nis icerisinde kalirken (self-renewal)
diger hiicre proliferasyon ve farklilasma ile fonksiyel olgun hiicreye doniismektedir (Li

vd. 2005).
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Genel olarak erigkin kok hiicrelerde KH nisleri durgun fazdadir. Ancak bir yaralanma
durumunda mikrogevrenin etrafindaki aktif sinyaller hiicreleri self-renewal ve
farklilasmaya yonlendirerek, yeni dokuyu sekillendirir. /n vitro kiiltiire edildiklerinde
ise; yaslanma prosesi altina girerek morfolojileri degisir ve proliferatif kapasiteleri
diiser. Eriskin kok hiicrelerin, kok hiicre 6zelliklerini koruyabilmeleri i¢in dogru kiiltiir

sartlarinda gelistirilmesi gerekmektedir.

Insan embriyonik kok hiicreleri genellikle FGF-2 iceren serumlu vasatta ekspanse
edilmekte ve EKH’lerin pluripotent 6zeligini destekledigi bilinen feeder layer lizerinde
kiiltiire edilmektedir. Ancak bu sartlar tam olarak biyomimetik in vivo nis sartlarini

kargilamamaktadir.

3.1 Nis’in Yapisi ve Anatomik Lokalizasyonu

Kok hiicrelerinin yenilenme ve farklilasmasi, kok hiicrelerinin igsel belirleyicileri ve
kék  hiicre nigi olarak isimlendirilen, Ozellesmis bir mikrogevre tarafindan

diizenlenmektedir.

Bu nis, bir yandan kok hiicrelerinden olusan bir havuzun sabit bir sekilde korunmasini
saglarken, diger yandan doku homeostazini ve onarimini saglamak igin, kok hiicre

aktivitesini diizenlemeye katkida bulunacak molekiiler sinyaller olusturmaktadir.

Erigkin yasamda kok hiicre nislerinin yerlesimleri, kemik iligi, deri ve bagirsak gibi bazi
dokular i¢in iyi bilinmektedir. Nis hiicreleri ile fiziksel etkilesimler, kok hiicre mitozu
sirasinda yariklanma diizleminin yonelimini ve nis alanlarinda, Wnt, Notch ve kemik
morfogenetik protein yollarinin katilimiyla gerceklesen molekiiler capraz iletisim, kok
hiicrelerinin simetrik ve asimetrik boliinmesi arasindaki dengeyi ve bununla iliskili

sonuglar1 kontrol altinda tutmaktadir.
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Bu olaylarin kontroliindeki fazlalik ya da eksiklik seklindeki bir diizen bozuklugu, doku
homeostazinin (diizenleyici sistemler yardimiyla organizmanin i¢ ortaminin sabit

tutulmasidir) ve onariminin yetersizligi veya timor olusumu ile sonuglanmaktadir.

Kok hiicre nisleri, hiicresel mikrogevre ve hiicresiz mikrogevre olarak iki grup altinda

siniflandirilmaktadir.

3.1.1 Cok hiicreli nis

Yapisal kompozisyon olarak hiicresel mikrogevrede sekillenen nis, ¢ok hiicreli nis
olarak da adlandirilmaktadir. Cok hiicreli nigin yapisinda, kok hiicre ile etkilesimde olan
bir ya da daha fazla eslenik hiicre bulunmaktadir (Sekil 3.1). Bu etkilesimler kok

hiicrenin simetrik ve asimetrik boliinmesi islemlerinde diizenleyici etki gostermektedir.

\

e
v
/ Farklilagsmis/(Olgun) Hiicre

&

Sekil 3.1 Cok hiicreli nisin sematik gosterimi

Eslenik/(konak) hiicreler




3.1.2 Hiicresiz nis

Yapisal kompozisyon olarak hiicresi niste eslenik hiicreler bulunmamaktadir ve kok
hiicrenin yiizeyinde bulunan ¢esili adezyon ve baglanma proteinleri ile hiicre disi
matrikte (HDM) bulunan molekiiller arasindaki etkilesimle kok hiicrenin fonksiyonlari

diizenlenmektedir (Sekil 3.2). Bu nedenle HDM nisi olarak da adlandirilmaktadir.

Farklilasmis/(Olgun) Hcre

\\ HDM ’

Sekil 3.2 Hiicresiz (HDM) nisin yapisi.
3.2 Hematopoetik Kok Hiicre Nisi

Kemik iligindeki hematopoetik kok hiicreleri (HKH), en iyi tanimlanmis eriskin kok
hiicrelerdir ve saflastirilarak, homojeniteye yakin diizeyde klinik evrelerine
ayrilmiglardir.  Oncii HKH’ler, trabekiiler kemigin endosteal yiizeyine yakin yerlesim
gosterirler ve nis sinyalleri, endosteal osteoblastlardan olusan bir alt kiime tarafindan
tiretilir.  Osteoblastlarin, HKH sayisini, osteopontin salgilayarak diizenledigi
diistiniilmektedir. Osteopontin, HKH’lerin sessiz kalmasini saglayan ve HKH ¢ogalmasi
ve aktivitesi lizerinde olumsuz yonde etki gdsterdigi tahmin edilen bir kemik matriks

glikoproteinidir.
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Nisteki capraz iletisim, HKH sessizligi ve yenilenmesinde rol oynayan, bmi-1, p21, p18
ve Ets transkripsiyon faktori MEF/ELF4 gibi mediyatorlerin ekspresyonunu ve
aktivitesini dlizenlemeye katkida bulunabilir veya progenitor havuzunu genisletirken,
HKH’lerin siirdiiriilmesini sagladig1 gdsterilmis olan glikojen sentaz kinaz-3’iin (GSK-

3) inhibisyonuna yol acabilmektedir.

HKH’ler, kalsiyum konsantrasyonlarini algilama ve onlara yanit verme yetenegini
kazandiran bir kalsiyum algilama reseptorii eksprese etmektedir. Bu reseptore sahip
olmayan HKH’ler, endosteal niste az yerlesim gostermektedir. Bu durum, yerlesimde ve

HKH’lerin nig igerisinde tutulmasinda, kemik mineral gradyentlerinin rolii oldugunu

diistindiirmektedir.
Osteoblast Kan
N Damarlari
K b
N g
=
LLl s
X genitorler

Sekil 3.3 Kemik iligi HKH nisi

Sempatik sinir sistemi, nis iginde sinyal entegrasyonu siirecinde beklenmeyen bir
katilimcidir. Bu sistemin, HKH’lerin nise c¢ekimini diizenledigi diisliniilmektedir.
Adrenerjik sinyaller, graniilosit koloni stimiile edici faktér (G-CSF) ile indiiklenen

osteoblast baskilanmasim1  ve kemige iliskin CXCL12’nin olumsuz yonde
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diizenlenmesini kontrol altinda tutmakya ve bunun sonucunda HKH’ler dolasima
karigsmaktadir. CXCL12 kemik dokularinda ytiksek oranda eksprese edilir ve HKH’lerin
nislerine dogru cekilmelerinde ve nis igerisinde tutulmasinda kritik bir 6neme sahip

oldugu diistiniilmektedir.

3.3 Mezankimal Kok Hiicre Nisi

Geleneksel olarak kemik iliginden kdken alan mezenkimal kok hiicreler (MKH),
kendilerini yenileme ve kikirdak, kemik ve yag dokusuna farklilagma yetenegine
sahiptirler. Bunlarin, klinikte ortopedik uygulamalarda kullanimi uzun siiredir
arastirilmaktadir ve kikirdak ve kemik onariminda kullanilabilecekleri belirlenmistir.
Hiicre yiizeyindeki 6zel gostergeler, MKH’lerin ¢ok homojen bir toplum olusturacak
sekilde saflastirilmasini engellemistir. Bu tiir bir saflastirma, tutarli ve tekrarlanabilir
etkinlige sahip, klinik evresi ve kimligi belirlenmis MKH f{iriinleri elde etmek ig¢in
gereklidir. Kemik iligindeki MKH’lerin, ¢esitli gostergelerden olussan bilesenler
kullanilarak, hiicre kiiltiiriinden 6nce makul bir bigimde zenginlestirilmesi miimkiin

olmustur.

Periost, sinoviyal membran ve sinoviyal sivi gibi baska dokulardan da multipotent
MKH’ler izole edilmistir. Yine de, dogal dokulari icinde MSC nisleri hakkindaki
bilgiler heniiz yetersizdir ve MKH’lerin, hiicre kiiltiiriine ait bir artefakt olup olmadigi
da halen ¢6ziimlenememis bir konudur. MKH’lerin, HKH’lere ¢ok yakin olabilecekleri
kemik 1iliginin perivaskiiler alanlarinda yerlesim gosterdikleri ileri stiriilmistiir.
MKH’lerin, in vitro hiicre ¢ogalmasi iizerindeki inhibe edici etkisi, bu hiicrelerin, HKH
sessizliginin siirdiiriilmesinde bir rolii olabilecegi seklindeki cazip olasiligi giindeme
getirmektedir. Ilgingtir ki, bagisiklik yetmezligi olan farelerin kemik iligine
intramediiller ~ transplantasyondan  sonra ~ MKH’lerin, iligin  hematopoetik
mikrogevresinde islevsel elemanlar olan perisitlere, stromal hiicrelere, kemigi kaplayan
osteoblastlara ve endotel hiicrelerine farklilastiklar1 saptanmistir. Erigkinin eklem
kikirdaginda ylizey katmani, Notchl eksprese eden yiiksek klonojenik multipotent

hiicreler igermesi nedeniyle, bir nis olarak islev gérebilmektedir.
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3.4 Nis ve Hiicre Boliinmesi

Homeostatik kosullarda, kok hiicreleri kendilerini yeniler ve farklilagsmis bir soy
olustururlar. Her bir kok hiicre, birbirinin esi iki yavru hiicre (simetrik boliinme) veya
biri kok hiicresi kimligin koruyan, digeri ise farklilasmis bir hiicre haline gelen,

birbirinin esi olmayan iki yavru hiicre (asimetrik boliinme) meydana getirir.

Omurgasiz model sistemlerinde gosterildigi gibi, kok hiicre mitozu sirasinda yariklanma
diizleminin oriyentasyonu, simetrik veya asimetrik boliinmenin belirlenmesinde énemli
bir role sahip gibi goriinmektedir. Kok hiicre, yariklanma diizlemi nis hiicresine dikey
olarak boliindiigiinde, her iki yavru hiicre de nis hiicresi ile temas eder; buna karsilik,
kok hiicresi, yariklanma diizlemi nig hiicresine paralel iken boliiniirse, yavru
hiicrelerden sadece biri nis hiicresi ile temas ederken, digeri nisten uzaklasir ve
farklilasmay1 tesvik eden bir mikrogevreye yerlesir. Omurgasiz hayvanlarda, asimetrik
hiicre boliinmesinde, hiicrenin kaderini belirleyen 6zgiil unsurlarin, iki yavru hiicre
arasinda esit olmayan bir bicimde dagildig1 gosterilmistir. Yakin zamanda, memeli kok
hiicre sistemlerinde, derinin epidermisindeki bazal hiicrelerde asimetrik hiicre

boliinmesi olduguna dair sonuglar elde edilmistir.

3.5 Kok Hiicre Nisi ve Kanser Uzerine Etkisi

Nis yapilari, kok hiicre olmayan hiicre tiplerine kok hiicre benzeri 6zellikler kazandirma
potansiyeline sahip gibi goriinmektedir. Omurgasizlarda yapilan ¢aligmalarda, somatik
hiicre tiplerinin, bos bir nise yerlesip, kok hiicre benzeri bir duruma gecis yaptiklar
gosterilmektedir. Ayn1 durum memeliler i¢in de gegerli olabilmektedir. Ciinkii fareler
izerinde yapilan incelemelerde, melanosit kok hiicre soyunun, nisin digina go¢ ederek
disarida ¢ogaldigi ve daha sonra bos nislere yerlesip, sonucta sessiz duruma gectigi
belirlenmistir. Bu nedenle nislerin, daha olgun bir hiicre tipine, kok hiicre benzeri
Ozellikler kazandirarak malin hiicre 6zelligini tesvik etmek suretiyle, teorik olarak

anormal doku diizenine katkida bulunma yetenegine sahip olma olasilig1 bulunmaktadir.
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Diger taraftan, tiimor hiicrelerinin, metastaz i¢in tercih edilebilir niglere yerlesme
yetenegi oldugu diisliniilmektedir. Nigler, kok hiicrelerinin yayilmasin1 dnlemektedir.
Kendini yenileyen kok hiicrelerin kontrol altina alinmamis yayilimi, timor olusumuna
yol acabilmektedir. Aslinda, timdrler arasinda bulunan ve kanser kok hiicreleri olarak
adlandirilan bir kok hiicre alt kiimesi, bu tiimoérlerin biiylimesini ve metastazini
yonlendirebilmektedir. Bir tiimdrde bir kok hiicre toplulugunun bulunmasi klinik agidan
onemlidir; c¢ilinkii kanser kok hiicreleri, tanit ve tedavinin hedefi konumunda
bulunmaktadir. Yakin tarihli ¢alismalar, Drosophila’da, hiicre kaderini belirleyen
unsurlarin kalitsal olarak yeterince aktarilamamasinin, hiicre dongiisiinii kontrol altinda
tutan Ozel hedef genlerin aktive olmasiyla, mutant noroblast dizisinin sinirsiz
cogalmasina katkida bulundugunu ortaya koymaktadir. Bu bulgu, kok hiicrelerin
polarite kaybinin, timdrogeneze yol acabilecegi seklinde bir mekanizma olabilecegini
diistindiirmektedir. Bu nedenle, kok hiicrelerin kendini yenilemesini dogru bir bi¢cimde
diizenlemek icin hiicre kaderini belirleyen unsurlarin, mitoz sirasinda iki yavru hiicre

arasindaki paylasiminin siki bir bigimde kontrol altinda tutulmasi gerekmektedir.
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4. HIYALURONIDAZ ve HIYALURONIK ASIT

Glikozaminoglikanlar (GAG), genellikle bir {ironik asit ve bir heksoz amin tarafindan
olusturulan karakteristik tekrarlayan disakkarit birimlerinden meydana gelmis olan
dogrusal polisakkaritlerdir (Knudson ve Knudson 2001). Yapisinda protein igcermeyen
tek GAG molekiilii olan HA, D-glukuronik asit ve N-asetil-D-glukozamin
monosakkaritlerinin birlesmesiyle olusmus lineer disakkarit birimlerinin tekrarlanmasi
ile meydana gelmistir (Sekil 4.1). HA canlilardaki HDM’de yiiksek konsantrasyonda (3-
20 mg/ml) bulunmaktadir. HA kondrositlerden ve sinovyal dokudaki tip B
sinoviositlerden sentezlenerek eklem hareketi ve lenf kapillerleri yoluyla sinovyal siviya
ve interseliller matrikse salgilanmaktadir. Bu yiiksek elastoviskoz polimer kollajen
fibriler ag1 ile eklemdeki biitiin hiicreler, kan ve lenf damarlari ve noral yapilar

cevreleyen interseliiler boslugu doldurmaktadir.

Glukronik Asit N-Asetil-Glukozamin

Sekil 4.1 Hyaluronik asitin kimyasal yapis1

HA sinovyal siv1 ve eklem kikirdagi disinda gozde, vitroz humorda ve umbilikal kordda
saf halde bulunmaktadir. Pek ¢ok farkli tibbi tedavi alanlarinda kullanilmaktadir.
Bunlardan; Artropatiler, yara iyilesmesini kolaylastirmak amaciyla cerrahi sonrasi

adezyonlardan korunmada, tendon cerrahisi sonrasinda iyilesmeyi hizlandirmak
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amaciyla, liriner inkontinans tedavisinde, goz cerrahisinde, doku artirrmi ve doku

miihendisliginde sikc¢a kullanilmaktadir.

Kikirdak i¢indeki proteoglikan molekiilleri daha biiyiik molekiiller halinde proteoglikan
agregatlarint  meydana getiren bir hiyaliironik asit zincirine bagli olarak
gosterilmektedir. Proteoglikan agregatlari, bir proteoglikan molekiilii olan agrekanin
baglanma proteini yardimiyla bir hiyaliironik asit molekiiliine baglanmasi1 ve bu yapinin

da kollajen lifler ile etkilesime girmesi sonucu olugsmaktadir (Angel vd. 2003).

Bir glikozaminoglikan olan HA, fizyolojik 6zelliklerinin yan1 sira spesifik hiicre yiizey
reseptorlerine (CD44, hyaluronectin vb) baglanarak hiicre adezyon, migrasyon ve
proliferasyonunda da rol almaktadir. HA tarafindan desteklenen hiicre proliferasyonu
tamamen CD44-HA etkilesimine dayanmaktadir. Dokuda hasar meydana geldiginde
HA, mezenkimal ve epitel hiicrelerin migrasyonunu uyarmaktadir. Timd6r olusumunda
ise; CD44’lin mutasyona ugramis kati formu, HA ile etkileserek metaztazi artirmakla

birlikte serumdaki CD44 seviyesinde de artis gozlenmektedir.

HA-hiicre proliferasyonunun indiiksiyonu ve yasam yolaklar1 i¢in HA-hiicre
etkilesimine CD44 ve CDI168 aracilik etmektedir. Bu yolaklar, insan kiimulus
hiicrelerinde, oositte, erken embriyoda ve (pre-hatched) blastokistte bulunmaktadir. In
vitro kiiltiirlerde ise farklilasmamis hEKH’leri yiiksek seviyede CD44 ve CDI168
sentezlemektedir. Farklilasmamis hiicreler, CD44’lin intraselliiler ekpresyonu ve

membran ya da intraselliiller CD168 ekspresyonu ile karakterize edilmektedir.

HA polianyon yapisindan otiirii yliksek oranda su tutabilmekte ve bu sayede tiimor
hiicresinin migrasyonu icin bosluklar olusmasina neden olmaktadir. Tiimér dokusunda,
artan HA seviyesinin, tiim0r metastazina egilimi arttirdig1 bilinmekte ve hiyaliironidaz
(HDZ) seviyesi tiimoriin invaziv potansiyeli ile korelasyon gostermektedir. Ayrica HA
konsantrasyonun artmasiyla viicut sivilarindan tasmman ve de 6nemli olarak tiimor
hiicreleri tarafindan sentezlenen HDZ enzimi, migrasyon i¢in yeni yollar acarken
angiogenezi de (damar olusumunu) uyarmaktadir. HA ile zenginlesmis timor matriksi

icinde tiimor hiicresi, hiicre yiizey reseptorlerini (CD44, N-cadherin, integrinler vb)
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kullanarak go¢ etmektedir. Ayrica tiimdr hiicrelerini ¢evreleyerek immun sistemden

izole eder ve bu sekilde kemorezistan hale gelmelerini saglamaktadir.

Eklemlerde sinovial sivida ve biiylik oOl¢iide kikirdagin yapisini olusturan HDM
igerisinde bulanan HA’nin dokudaki anabolizma ve katabolizmasi arasindaki dengenin
bozulmasi sonucu, matriks icerisindeki proteoglikanlar ile kollajen lifleri dejenerasyona
ugramakta, dolayisiyla dogal dokunun bozulmasina neden olmaktadir. Bunun
sonucunda da ¢esitli dejeneratif hastaliklar ile timor olusumu ortaya c¢ikmaktadir.
Bunun en 6nemli nedenlerinden birisi, artan HA konsantrasyonunu tolere edecek yeterli
HDZ enziminin salgilanmamasi olup, bu durumda artan HA’y1 yikarak dengeyi
saglamak tlizere kondrositler tarafindan MMP’ler (MMP-4 vb.) sentezlenmektedir.
MMP’ler ise spesifik olarak sadece HA’y1 degrade etmeyip, matriks molekiillerinin de
bozunmasini saglayarak matriks yapisinin ve stabilitesinin bozulmasina neden olarak

kikirdak dokusunda hasara yol agmaktadir.
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5. MODEL SISTEM OLARAK KIKIRDAK DOKU MUHENDISLIiGi

Kikirdak, bag dokusunun 6zellesmis bir seklidir. Hiyalin, elastik ve fibroz olmak {izere
tic tip kikirdak dokusu bulunmaktadir. Kikirdagin ana gorevi yumusak dokuyu
desteklemektir. Yapisinin diizgiin yiizeyli ve esnek olmasi eklem yiizeylerinin, darbe
emici ve kaygan olmasini saglar ve kemik hareketini kolaylagtirir. Ayrica dogum 6ncesi
ve sonrasinda uzun kemiklerin olusum ve gelisiminde rol almaktadir (Murathanoglu

1996).

Avaskiiler yapiya sahip olan kikirdak dokusu kan ve lenf kapilerleri ile sinir hiicrelerini
icermemektedir. Beslenmesi, komsu bag dokusundaki (perikondrium) kapilerlerden ve
eklem kavitelerinin sinoviyal sivisindan difiizyonla gerceklesmektedir. Biitiin avaskiiler
dokularda oldugu gibi, kikirdak hiicreleri de diisiik metabolik aktivite gostermektedir.
Kan kapilerlerinin olmayis1 nedeniyle kondrositler, diisiik oksijen konsantrasyonlarinda
solunum yapmak zorundadirlar. Bu nedenlerden otiirli kikirdak dokusunun kendini

yenileme ve tamir etme yetenegi oldukea diisiiktiir (Reinholz vd. 2003).

Kikirdak, interstisyel ve apozisyonel olmak iizere iki sekilde biiyiimektedir. Interstisyel
bliylime, mevcut olan kondrositlerin mitotik boliinmeleri ile ger¢eklesmektedir.
Apozisyonel biiyiime ise, perikondriyumdaki hiicrelerin  farklilasmast ile
gerceklesmektedir. Eklem kikirdaginda, apozisyonel hiicre ekleyecek bir perikondriyum
olmadigi icin eklem ylizeyindeki, zamanla yipranan hiicreler ve matriks, kikirdagin i¢

kisimlarindan takviye edilmektedir (Junqueira vd. 1993).

Kikirdak dokusunda yaralanmalar ve hastaliklar nedeniyle ¢esitli dejeneratif hastaliklar
gozlenmektedir. Bu amagla gelistirilen gesitli ortopedik ve hiicreye dayali teknikler
gerekli olan tedaviyi tam olarak saglayamamaktadir. Bu nedenle son yillarda doku
miithendisligi yaklagimiyla iig-boyutlu biyobozunur ve biyouyumlu polimerik yapilarin
ve izole hiicrelerin kullanimiyla laboratuar ortaminda kikirdak dokusunun iiretilmesine

calisilmaktadir.
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5.1 Kikirdak Dokusunun Yapisi

Kikirdak 6zellesmis bag dokusunun bir tipidir. Cok bol miktardaki hiicre dis1 matriks
icine gomiilii olan kikirdak hiicreleri tarafindan olusturulmustur. Kikirdak dokusunun

olusum agamalarina ve gelisim mekanizmasina “kondrogenez” denilmektedir.

Yapida Hiicre Dis1 Matriks (HDM) oldukca siki bir kivam gostermektedir. HDM
kikirdak dokusuna, mekanik zorlamalar karsisinda, kalici sekil bozukluklarina yol

acilmamasi i¢in gereken esnekligi kazandirmaktadir (Vacanti ve Vacanti 1997).

Sekil 5.1 Hiyalin kikirdak dokusu

Hiyalin kikirdak hiicreleri glikozu, genellikle anaerobik glikoliz ile metabolize ederek
son 1iirtin olarak laktik asidi olusturmaktadir. Kandaki besin maddeleri
perikondriyumdan daha derinlerde bulunan kondrositlere, diflizyonla gecmektedir. Bu
nedenle kikirdagin maksimum kalinligi simirlidir (Angel vd. 2003). Besin maddeleri
¢oziicli olarak matriksteki serbest suyu kullandig1 i¢in matrikste, hemen hemen hig

serbest su molekiilii bulunmamaktadir (Junqueira vd. 1993).

5.1.1 Kikirdak hiicreleri

Kikirdak dokusunda iki tip hiicre bulunmaktadir. Ancak bu hiicreler bilim adamlari

tarafindan ayni hiicrenin iki farkli evresi olarak kabul gdérmektedir. Bu hiicrelerden
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kondroblastlar geng kikirdak hiicrelerini, kondrositler ise olgun kikirdak hiicrelerini

temsil etmektedir (Murathanoglu 1996).

Kikirdak dokusu, embriyonik evrede mezenkimal hiicrelerin kondroblastlara

farklilagsmasi ile olusmaktadir.

Sekil 5.2.a. Mezenkimal hiicreler, b. Mezenkimal hiicrelerin farklilasmasi ile olusan
kondroblastlar, c. Kondroblastlar kendi HDM'’lerini sentezlemeye
baslayarak birbirlerinden uzaklagsmaya baslamast ve olgunlagarak
kondrositleri olusturmasi, d. Kondrositler kendi lakiinleri icerisinde
cogalarak izogen hiicre gruplarini olusturmasi (Junqueira vd. 1993)

5.2 Kikirdak Dokusunun Gelisimi

Kikirdak dokusu, oranlar1 yagla farklihlk gosteren iki farkli mekanizma ile

bliylimektedir. Bunlar; interstisyel ve apozisyonel biiyiimedir.

Interstisyel (icten-disa) biiyiime, mevcut olan kondrositlerin mitotik boliinmeleri ile

gerceklesmektedir.

Apozisyonel (distan-igce) biiyiime, perikondriyumdaki hiicrelerin farklilasmasi ile

ger¢eklesmektedir.

Her iki durumda da yeni olusan kondrositler, kollajen liflerin ve temel maddelerin
sentezini ger¢eklestirmektedir. Boylece biiylime, basit bir hiicre artisindan daha

kompleks bir sekilde gerceklesmektedir (Saglam vd. 2001).
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Interstisyel bilyiime daha az 6nem tasimaktadir. Kikirdak gelisiminin ilk donemlerinde,
kikirdak matriksinin icten disa dogru genislemesi sirasinda ortaya g¢ikar. Ayrica uzun
kemiklerin epifizyal kikirdaklarinda ve eklem kikirdaginda da goriilmektedir. Uzun
kemiklerin uzamasini saglayan epifizyal plaklarda ve endokondral kemik gelisimindeki

kikirdak modelinin ortaya ¢ikmasinda rol oynamaktadir.

Eklem kikirdaginda, apozisyonel hiicre ekleyecek bir perikondriyum olmadigi igin
eklem yiizeyindeki, zamanla yipranan hiicreler ve matriks, kikirdagin i¢ kisimlarindan
takviye edilir. Viicudun diger bolgelerinde bulunan kikirdaklarda ise, matriks zamanla
sertlesince interstisyel biiylime azalir ve kikirdak bir bant halinde sadece apozisyonel
olarak biiylir. Apozisyonel biiyiimede, perikondriyumun kondroblastlart ¢ogalarak
etraflarin1 bir matriks ile sardiktan sonra, kondrosit haline doniiserek mevcut kikirdaga

eklenirler (Junqueira vd. 1993).

5.3 Kikirdak Dokusu Tedavi Yontemleri

Tedavi amaciyla giliniimiizde uygulanan belli bagli yontemler; estetik ve ortopedik
ameliyatlar, doku transplantasyonu ve yapay protez uygulamalaridir. Bu yontemlerin,

avantajlarinin yani sira birgok dezavantaji da bulunmaktadir (Angel vd. 2003).

Ameliyatla tedavide, uzun vadede siklikla problemler ortaya c¢ikabilmektedir. Doku
nakillerinde, dondr doku bulma zorluklari, greftin bagisiklik sistemi tarafindan
reddedilmesi ve greftin boyutlarindan ve tespitinden kaynaklanan teknik zorluklar gibi
sorunlar gozlenmektedir. Ayrica viicudun degisik bolgelerindeki kikirdak dokularinin,
ayni mekanik dayanima sahip olmamasindan 6tiirii, 6zellikle ototransplantasyonlarda
gerekli mekanik dayanimin saglanmasinda giicliiklerle karsilasilmaktadir (Anonim

1999).
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5.3.1 Doku miihendisligi

Doku miihendisligi son yillarda biyoteknolojinin 6nemli bir alani olarak hizli bir
gelisme gostermektedir. Biyomalzemelerdeki onemli gelismeler, yeni hiicre kiiltiiri
teknikleri ve yeni bulunan ve énemi kanitlanan biiylime faktorleri, hayati 6nem tasiyan
nakledilebilir doku ve organlarin iiretilebilmesi i¢in yeni olanaklar saglamaktadir

(Vacanti ve Vacanti 1997).

Son yillarda, doku miihendisligi yaklasimiyla iiretilen kikirdak dokusu, uygulamada
olan tedavilere alternatif olarak gelistirilmektedir. Doku miihendisligi yaklasimiyla

kikirdak doku tiretiminde lizerinde c¢alisilan iki yontem bulunmaktadir.

Bunlardan birincisi; viicut diginda ¢ogaltilan kikirdak hiicrelerinin kullanimi (hiicre
transplantasyonu); ikincisiyse kikirdak hiicrelerinin,lic-boyutlu biyobozunur destek

materyalleri lizerinde iiretilmesidir (hiicre-polimer modeli).

5.3.2 Ortopedik ameliyatlar

Saglikli  kikirdak dokusunun da bulundugu kiigiikk defektlerde otolog hiicre
transplantasyonu yapilabilmektedir. Bu yontemle tedavi edilemeyecek daha biiyiik
kikirdak doku hasarlarinda ise, halen {izerinde caligmalarin devam ettigi, doku

miithendisligi tirlinii hiicre-polimer modeli yapilar kullanilmaktadir (Freed vd. 1993).

Doku miihendisligi yaklasimi ile kikirdak hasarlarinin tedavisi, travmatik olmayan
hasarlara uygulanamamaktadir. Bu nedeni dogal dokudaki hiicrelerin sagliksizlagsmasi
ve matriks yapinin geri doniisiilmez bir sekilde bozulmasindan kaynaklanmaktadir

(Reddi 1994).

Saglikli doku miktarin yeterli olmadig1 ya da dogal dokunun tamaminin bozuldugu
kikirdak dokusu hasarlarinda, ortopedik implantlarin  kullanimi  daha uygun

gorilmektedir. Bu tiir uygulamalarda kikirdak dokusunun yerine, tamamen yapay olan
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biyolojik implant malzemeler yerlestirilmektedir (Angel vd. 2003). Ancak bu tiir

uygulamalarin da 6nemli dezavantajlar1 bulunmaktadir.

Ameliyatla tedavide, uzun vadede siklikla problemler ortaya c¢ikabilmektedir. Doku
nakillerinde, dondér doku bulma zorluklari, greftin bagisiklik sistemi tarafindan
reddedilmesi ve greftin boyutlarindan ve tespitinden kaynaklanan teknik zorluklar gibi
sorunlar gozlenmektedir. Ayrica viicudun degisik bolgelerindeki kikirdak dokularinin,
ayni mekanik dayanima sahip olmamasindan 6tiirii, 6zellikle ototransplantasyonlarda

gerekli mekanik dayanimin saglanmasinda giigliiklerle karsilagilmaktadir.

Kikirdak doku tamirinde ozellikle son yillarda gelistirilen metal ve plastik eklem
protezleri, eklem agrilarin1 hafifletmek ve fonksiyonlarini yerine getirmek agisindan
bliylik basar1 saglamistir. Buna karsin, yapay olan bu protezlerde, zamanla asinma ve
enfeksiyon gozlenmekte ve fiziksel acidan aktif kisilerde yeterli dayanim
saglanamamaktadir. Ayrica implantasyon sirasinda bu protezlerin dokuya tutunmasi da

sorun teskil etmektedir.

5.4 Kondrogenezi Etkileyen Uyaric1 Molekiiller

Kondrositlerin fonksiyonu, diizgiin bir hormonal dengeye dayanmaktadir. Bu dengede
meydana gelebilecek bir bozulma ve matriks sentezindeki anabolizma-katabolizma
reaksiyonlarindaki dengesizlikler kikirdak hasarlarina neden olmaktadir. Kikirdaga etki

eden bazi sitokinler ve biiylime faktorleri asagida siralanmigtir (Murathanoglu 1996).

Trioksin ve Testosteron: Siilfatlanmis GAG sentezini hizlandirir.

Kortizon, Hidrokortizon, Estradiol: Siiltatlanmis GAG sentezini geciktirir.

Somatotropin : Kikirdak biiylimesi genel olarak hipofizden salgilanan biiyiime hormonu

somatotropine baglidir. Bu hormon, dogrudan dogruya kondrositleri etkilemez ancak
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karacigerdeki somatomedin-C sentezini uyarir. Somatomedin-C (IGF-1) ise dogrudan

kondrositleri etkileyerek biiylimelerini kolaylastirmaktadir (Junqueira vd. 1993).

C vitamini : Matriks Uretimine Ozellikle kollajen iiretimine uyarict etkisi vardir.
Kollajenin yapisinda bulunan hidroksilizin ve hidroksiprolin amino asitleri organizmada
bu sekilde bulunmaz. Bu amino asitlerin hidroksilasyonu, sentezlenen kollajen peptidi
minimum uzunluga ulastifinda ve halen ribozomlara bagli iken peptidil
prolinhidroksilaz ve lizinhidroksilaz enzimleri tarafindan gergeklestirilir. Askorbik asit

(C vitamini) ise bu enzimlerin kofaktorii olarak gorev almaktadir.

D vitamini: Kondrositlerin olgunlasmasini ve matriks sentezini uyarir. Ancak

kalsifikasyonu ve vaskiiler invazyonu da uyararak “hipertropik fenotipi” de destekler.

FGF-2: Kondrositlerin ¢ogalmasini uyarir. Hiicrelerin  hipertropik  fenotipe

farklilasmasinda kuvvetli bir baskilayici faktordiir (Barbero vd. 2004).

TGF-p : TGF-p siiper ailesi ¢ok sayida biiylime faktorii icermektedir. Bunlarin i¢inden
TGF-B1 ve TGF-B2 kondrositlerin olgunlagmasin1 ve ¢ogalmasini uyarmaktadir. Ayrica

vaskiiler invazyonu ve timor olusumunu 6nleyerek dokuyu korumaktadir.

TGF-B matriks molekiillerinin ekspresyonunu diizenler, fibronektin, proteoglikan,
kollajen ve tenaskin {iretimini uyarir. TGF-f’nin 6nemli bir etkisi de matriks
molekiillerini degrade eden proteazlara karsi bunlarin inhibitorlerinin {iretimini
uyarmasidir. Boylece proteazlarin matriks molekiillerini degrade ederek yapinin

stabilitesini ve biitiinliiglinii bozmasina kars1 dokuyu korumaktadir (Angel vd. 2003).

Yapisinda kapiler igermeyen kikirdak dokusu igerisinde bu uyarict molekiillerin
baglanarak fonksiyonlarini yapabilmesi ve matriks icerisinde depolanabilmesi i¢in 6zel

baglanma bolgeleri bulunmaktadir.
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5.5 Hiicre Dis1 Matriks Molekiilleri

HDM, kikirdak dokusunun &nemli bir kismini1 olusturur Hiicrelere besin ve gerekli
maddelerin difiizyonla tasinmasi matriks aracili@i ile olmaktadir. Ayrica dokunun
yiiksek baski ve gerilimler ile osmotik basinca karst korunmasinda énemli bir goreve

sahiptir.

HDM yiiksek derecede su tutma kapasitesine sahiptir. Hiicrelerin ihtiya¢ duydugu besin
maddeleri ile kimyasallar matriks suyu igerisinde ¢Oziinerek tasinmaktadir. Bu nedenle
matriks yapisindaki serbest su miktar1 ¢ok diisiiktiir (Angel vd. 2003). Ayrica matriks
icerisinde bulunan ve polianyon olarak davranan molekiiller su molekiillerini tutarak

doku i¢in gilivenli bir osmotik ¢evre olusturmaktadir.

HDM’nin yapist genel olarak iki kisimda incelenebilir (Sekil 2.1). Bunlardan teritoryal
matriks, hiicrenin ¢evresinde bulunur ve kiiclik proteoglikanlar bakimindan zengindir.
Interteritoryal matriks ise protein lifler ile biiyiik GAG’lar bakimindan zengindir ve

matrikse, baski ve gerilmeye kars1 {istiin dayanim kazandirir (Angel vd. 2003).

HDM molekiilleri genel olarak ii¢ baglik altinda toplanabilir. Ancak bu siniflandirma

kesin sinirlarla birbirinden ayrilamamaktadir (Murathanoglu 1996). Bunlar:

1. Yapsal proteinler: Kollajen, elastin

2. Ozellesmis proteinler: Fibrilin, laminin, elastin, fibronektin, vitronektin

3. Proteoglikanlar: Glikozaminoglikanlar (GAG)
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Sekil 5.3 Kikirdak dokusunun yapist ve HDM bilesimi

5.5.1 Yapisal proteinler

Yapisal proteinler dallanmis glikoproteinlerdir. Bir kor proteinine karbonhidratlarin
baglanmasi ile olugsmus yapilardir. Yapida protein 6zellik baskindir. Hiicreler arasi
iligkilerde gorev almaktadir. Ayrica hiicrenin diger hiicrelere, HDM molekiillerine ve alt
tabakalara yapigsmasinda ve baglanmasinda biiylik 6nem tagimaktadir. HDM’de, bazal
laminada ve bag dokusunda yerlesik olarak bulunurlar. En 6nemli yapisal proteinler;

kollajen, fibronektin, laminin ve vitronektindir.

5.5.1.1 Kollajen lifler

HDM’nin 6nemli bir bileseni ve insan viicudunda en bol bulunan proteindir, kuru
agirhigin yaklasik olarak 9%30’unu olusturmaktadir. Omurgalilarda bulunan kollajen bir
proteinler grubu olup, kimyasal kompozisyonlarinin farkliliklari, morfolojik 6zelikleri,
dagilimlari, fonksiyonlar1 ve patolojileri ile fark edilen birkag¢ hiicre tipi tarafindan

uretilirler.
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Kollajen proteininin ana yapisini glisin (%35,5), prolin (%12) ve hidroksiprolin (%10)
amino asitleri olugturmaktadir. Yapida ayrica daha az miktarda olmakla birlikte lizin ve
hidroksilizin amino asitleri de dikkati ¢ekmektedir. Hidroksiprolin ve hidroksilizin
amino asitleri kollajene has bir sekilde bu yapida bulunurlar. Bu amino asitler, prolin ve
lizin amino asitlerinin protein molekiilii sentezlenirken peptidil prolin hidroksilaz ve
lizin hidroksilaz enzimlerinin etkisiyle hidroksillenmesi sonucu olusurlar. Bir dokuda
bulunan kollajen miktar1 yapisindaki hidroksiprolin miktarinin tespit edilmesiyle

belirlenebilmektedir (Junqueira vd. 1993).

Kollajen lifleri ¢ok sert ve dayaniklidir. Bu ozelikleri nedeniyle dokuya biiyiik bir
dayanim ve esneklik kazandirmaktadir. Kollajen molekiillerinin doniisiim siireleri ¢ok
uzundur ve kendilerini yenilemesi ¢cok yavastir. Soguga ve sicaga dayanikli olmasina

karsin pepsin ve 6zellikle kollajenaz enzimleri tarafindan kolaylikla sindirilirler.

Kollajen lifleri alfa zincir yapilarinin ¢ok siki paketlenmesi sonucu olusmaktadir.
Oncelikli olarak alfa zincirleri sentezlenerek ii¢ tanesi bir araya gelir ve prokollajen
molekiiliinii olusturur. Prokollajen molekiilii, alfa zincirlerinin uglar1 daginik sekilde
sarmal yap1 olusturmasiyla olusmaktadir. Dagmik uglarin prokollajen peptidaz
enzimiyle kesilmesi ile kollajen molekiilii olugmaktadir. Kollajen molekiillerinin 15-20
tanesinin ¢apraz baglarla bir araya gelmesi ile kollajen fibrilleri; kollajen fibrillerin bir

araya gelerek baglanmalar1 ile de kollajen fiberleri olusmaktadir (Saglam vd. 2001).

Kollajen liflerinin paketlenmis yapisi agildiginda yapinin en alt biriminin alfa-zincir
peptitleri oldugu goriilmektedir. Kollajenin yapisinda bulunan amino asitlerin farkl
sekilde ve oranda dizilmesiyle farkli alfa-zincirleri; farkli alfa-zincirlerinin bir araya
gelerek paketlenmesiyle de fakli kollajen lifleri olugmaktadir (Cizelge 2.1). Kollajen
liflerinin bilinen 25 farklhi tiirli vardir. Ancak bunlardan 5-6 tanesi Ozellikle 6nem
tasimakta ve lizerinde calisilmaktadir. Baz1 kollajen tiirlerinin ise tam yapis1 ve gorevi

kesin olarak belirlenememistir.
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Cizelge 5.1 Kollajen tipleri ve baz1 6zelikleri

Tip o-Zincir Diizeni Yapisi Lokalizasyonu
300 nm, 67 nm saril1 Deri, tendon,
! [l (]2 (D] fibriller kemik, vb.
I [al(ID)]3 3 Oonmhlg‘rlfﬁleli 67nm Kikirdak
300nm, kiigiik 67nm Deri ve kasta
i [al(1D]3 fibriller yogun bulunur
390nm C-term globiiler . .
v [al(IV)2[a2(IV)] bolee, non-fibriler Tiim bazal lamina
390nm N-term globiiler | Tip-I kollajen ile
V| [dMWILe2(WILa3MWT | yi1ee, Kiigiik fiberler iliskili
150nm, N-C term. | 1 koliajen ile
VI |[al(VD][ c2(VD][ o3(VD)]|  globular bélgeler, p 5 kﬂJi
mikrofibriller ;
VII [al(VID)]3 450nm, dimer Epitel
Bazi endotel
2?
VIII [a1(VIIT)]3 27 hiicreler
200nm, N-term. globiiler | Kikirdak, tip-1I
X ed (IXO]L 02(IXO] 03(IX)] bolee Kollajen ile iliskili
150nm, C-term. Globiiler Hipertropik ve
X [o1(X)13 bolge mineralize kikirdak
XI | [al(XD][ a2(XD][ a3(XI)]| 300nm, kiiciik fiberler Kikirdak

5.5.2 Ozellesmis proteinler
Belirli bir ama¢ dogrultusunda fonksiyon gosteren glikoproteinler vardir. Bunlar, doku

igerisindeki spesifik gorevlerini yerine getirerek hiicreler ile alt tabakalar ve diger HDM

molekiilleri arasindaki baglantiy1 kurarak dokunun metabolik biitiinliigiinti korurlar.
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Bunlardan fibronektin, vitronektin ve laminin kondrositler ile HDM molekiilleri

arasindaki iletisimi saglayan 6nemli glikoprotein yapilaridir.

5.5.3 Proteoglikanlar

Glikozaminoglikanlar (GAG), genellikle bir lironik asit ve bir heksoz amin tarafindan
olusturulan karakteristik tekrarlayan disakkarit birimlerinden meydana gelmis olan
dogrusal polisakkaritlerdir (Knudson ve Knudson 2001). GAG cesitleri ve bilesimleri

ile viicut igerisindeki dagilimi ¢izelge 2.2°de verilmistir.

Hiyaliironik asit disindaki diger GAG polimer zincirlerinin bir kor proteinine
baglanmasiyla proteoglikan molekiilii olusmaktadir. Proteoglikanlarda karbonhidratlar
molekiil kiitlesinin  %80-90’1mn1  olusturmaktadir. Proteoglikanlarin  sentezi diiz
endoplazmik-retikulumda protein vasatina ait kismin sentezi ile baslamakta ve ayni

zamanda siilfatasyonun da meydana geldigi golgi kompleksinde tamamlanmaktadir.

Kikirdak i¢inde proteoglikan molekiilleri daha biiyiik molekiiller halinde proteoglikan
agregatlarint  meydana getiren bir hiyaliironik asit zincirine bagli olarak
gosterilmektedir. Proteoglikan agregatlari, bir proteoglikan molekiilii olan agrekanin
baglanma proteini ile bir hiyaliironik asit molekiiliine baglanmasi ve bu yapinin da

kollajen lifler ile etkilesime girmesi sonucu olusmustur (Angel vd. 2003).

Proteoglikan molekiillerinin ¢ogunlugunun karbonhidrat kisminin i¢inde hidroksil,
karboksil ve siilfat gruplar1 yiiksek orada bulundugundan dolayr yapi1 son derece
hidrofiliktir ve polianyon davranis1 gosterir. Bu 6zelliklerinden dolay1 proteoglikanlar

cok sayida katyonla elektrostatik baglar ile baglanabilirler (Saglam vd.2001).

Proteoglikan agregatlari son derece sulu yapilar olup molekiiliin etrafini1 kalin bir ¢ozelti
suyu tabakasi cevrelemektedir. Kuru hacimlerinin yaklasik olarak 50 kati kadar suyu
absorplayarak yapi i¢inde tutabilirler. Bu sekilde dokuya son derece giivenli bir osmotik

cevre saglamaktadirlar (Angel vd. 2003).
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Cizelge 5.2 GAG’larin kompozisyonu, bag dokusundaki dagilimi ve kollajen lifler ile
olan iligkisi

GAG Tekrarlayan Disakkaritler Dagihm Kollajen ile
Elektrostatik
Hiski
Hekzaiironik Heksozamin
asit
Hiyaliironik D-glukuronik D-glikozamin sinovyal sivi,
asit asit kakirdak
Kondroitin-4- D-glukuronik D-galaktozamin Kikwrdak, Esas olarak
sulfat asit kemik, deri, kollajen tip 2
kornea
Kondroitin-6- D-glukronik D-galaktozamin Kikwrdak, Yiiksek
stilfat asit gobek bagi, oranda
deri, kollajen tip 2
Dermatan D-glukuronik D-galaktozamin Deri, tendon, Yiiksek
stilfat asit/ L- aort oranda
idiironik asit kollajen tip 1
Heparan D-glukuronik D-galaktozamin Aort, akciger, Orta derecede
stilfat asit /L- bazal lamina, Kol-tip3 ve 4
idiironik asit karaciger
Keratan D-galaktoz D-galaktozamin Kornea
siilfat
(kornea)
Keratan D-galaktoz D-glukozamin Kikirdak
stilfat
(iskelet)

5.5.3.1 Agrekan

Agrekan biiyiik bir proteoglikan molekiiliidiir. Genel olarak proteoglikan agregatlarinin

yapisinda bulunan proteoglikan molekiiliidiir. Negatif yiiklii polisakkarit ug¢ icerigi
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yapiya yiiksek derecede su tutma yetenegi kazandirmakta ve bu sekilde doku igin

giivenli bir osmotik ¢evre olusturmaktadir (Handley vd. 2002).

Agrekan monomerleri yapisinda iki daginik bolge icermektedir. Bunlar biiyiik hacmi

kaplayan GAG birimleri ve 3 tane globiiler alan iceren bolgedir (Knudson vd. 2001)

5.6 HDM Molekiillerinin Kikirdak Dokusu i¢cin Onemi

HDM bilesenleri birbirleriyle ¢ok diizenli ve hassas bir etkilesim halindedir. Bu
etkilesim dokuya iyi bir dayanim kazandirmakta ve dokunun gelisimi ile fonksiyonlarini

diizglin yapabilmesi i¢in uygun ortami saglamaktadir.

Dokuyu olusturan hiicrelerin ve HDM bilesenlerinin anabolik ve katabolik reaksiyonlari
cok hassas bir dengeye dayanmaktadir. Bu mekanizma diizgiin bir hormonal denge
tarafindan kontrol edilmektedir. Hormonal dengenin bozulmasi, dokunun stabilitesinin

bozulmasina ve sonucunda ¢esitli sorunlarin ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir.

Kapiler dolagim sistemi olmayan kikirdak dokusunda beslenme ve gerekli olan
diizenleyici molekiiller, perikondriyumdan ya da sinovyal sividan diflizyonla
saglanmaktadir. Ancak, gerekli olan diizenleyici molekiiller gerekli olan her an
difiizyonla yeterince hizli bir sekilde temin edilemeyebilir. Bu nedenle ¢esitli matriks
molekiilleri tizerinde gerekli olan diizenleyici molekiiller ve kimyasallar i¢in baglanma
bolgeleri bulunmaktadir. Bu baglanma bolgeleri bu maddeler i¢in hem depo gorevi hem

de aktivite gosterebilmeleri i¢in bir arag¢ olarak islev gormektedir.

Kikirdak hastaliklar1 genellikle iki nedenden ortaya c¢ikmaktadir. Birincisi, dokudaki
anabolizma ve katabolizma arasindaki dengenin bozulmasi sonucu matriks icerisindeki
proteoglikanlar ile kollajen liflerin dejenere olmasina, dolayisiyla doku uyumunun
bozulmasina neden olmaktadir. Bunun sonucunda da cesitli dejeneratif hastaliklar ile

tiimor olusumu ortaya ¢ikmaktadir. Ikincisi, gesitli yaralanmalar ve kazalar sonucu
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kikirdak dokusunun hasar gérmesidir. Olusan hasar darbenin siddetiyle dogru orantili

olarak degisiklik gostermektedir.

5.7 HDM Molekiillerinin In Vitro Kondrosit Kiiltiiriine Etkisi

Son yillarda, doku miihendisligi yaklagimiyla tiretilen kikirdak dokusu, kullanimda olan
tedavi yontemlerine alternatif olarak gelistirilmektedir. Doku miihendisligi yaklagimiyla
kikirdak doku iiretimine yonelik iizerinde c¢alisilan iki yontem bulunmaktadir.
Bunlardan birincisi; viicut disinda ¢ogaltilan kikirdak hiicrelerinin kullanimi (hiicre
transplantasyonu); ikincisiyse kikirdak hiicrelerinin, iig-boyutlu biyobozunur destek

materyalleri lizerinde iiretilmesidir (hiicre-polimer modeli).

Hiicre naklinde, hiicrelerin hasarli bolgeye istenilen sekilde ve boyutta ulastirillamamasi
durumunda, yapilan c¢alismanin higbir anlami kalmamaktadir. Bu amagcla, hiicre
naklinde kullanilmak iizere yiiksek oranda gozenege sahip destek materyallerinin
kullanimini igeren hiicre—polimer modeli gelistirilmistir (Dunkelman vd. 1995). Hiicre—
polimer modelinde kikirdak dokusundan elde edilen hiicreler, sentetik ya da dogal
yapiya sahip, biyolojik ortamda bozunan (biyobozunur) polimerik destek malzemeleri
tizerine yerlestirilmektedir. Bu destek malzemeleri, in vitro olarak Kkiiltiire edilen
kikirdak hiicrelerinin, baglanip gelisebilmesi i¢in gerekli olan yiizeyi saglamaktadir.
Ayrica kondrositlerin kendi matrikslerini iiretene kadar tutunabilecekleri bir gesit yapay

hiicre-dis1 matriks (HDM) gorevi tistlenmektedir (Nehrer vd. 1997).

Kiiltiir islemi, iki-boyutlu olarak yiiritiildiigiinde hiicrelerin dediferansiye olarak kendi
fenotipik Ozeliklerini kaybettigi gézlenmistir. Buna karsin {ig-boyutlu ortamlarda yani
polimer iskeletlerde ve biyoreaktorlerde yiiriitilen kiiltiirlerde, kondrositlerin
dediferansiye olmadiklar1 ve kendi islevlerine devam edebildikleri gozlenmistir (Freed
1998). Destek malzemesinin iic-boyutlu olmasi, dokunun sekillendirilebilmesi ve
gelisimi icin Onemli bir parametredir (Ming vd. 2002). Iki-boyutlu tek tabaka
kiiltiirlerde fenotipik 6zelliklerini kaybeden otolog kondrositler, tig-boyutlu malzemeler
tizerinde kondrojenik vasat ortamina alindiginda, kendi HDM’lerini olusturarak yeni

kikirdak dokusu olusturabilmektedir (Rotter vd. 1998).
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In vitro kikirdak hiicre kiiltiirlerinin basarili olabilmesi i¢in bazi sartlarin saglanmasi
gerekmektedir. Kikirdak hiicreleri gelismeleri ve fonksiyon gosterebilmeleri icin bir
zemine yapisma ihtiyact duyan baglanma bagimli hiicrelerdir. Izole edilmis
kondrositlerin in vitro kiiltiir ortamina baglanabilmesi i¢in disaridan bazi miidahaleler
yapilabilmesine karsin bu agsamada yine bazi matriks molekiilleri bu islem i¢in yardimci

olmaktadir.

Bu tiir matriks molekiillerinden fibronektin, laminin, vitronektin, tip-1 ve tip-4 kollajen
polistiren doku kiiltiir kaplarina yapisarak hiicre eklenmesini, biiylimeyi ve
farklilasmay ilerletir. Ayrica vitronektin in vitro olarak seruma yapisabilme yetenegine,
serum da doku kiiltiir kab1 ile polimerik biyomalzemelere yapisabilme yetenegine
sahiptir. Bu kombinasyon sayesinde hiicrelerin zemine yapisarak gelisimini

ilerletebilmesi i¢in ilk ve en 6nemli adim atilmis olmaktadir.

Izole edilmis kondrositler, kiiltiir ortamma alindiklarinda hemen kendi hiicre disi
matrikslerini iiretmeye baslamaktadir. HDM molekiillerinden bazilarin tiretimi ilk bir
saat icerisinde tamamlanmaktadir. Bunlardan kollajen liflerinin {iretiminin ise ilk dort
saatte tamamlandig1 gézlenmistir. Bu sekilde hiicreler ilk asamada bulunduklar1 ortama
uyum saglayabilecekleri molekiilleri oncelikli olarak tiretmekte; ilerleyen zamanda ise

kendi organoid yapilarini iiretmeye devam etmektedir.
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6. MATERYAL ve METOT

6.1 Kimyasallar ve Reaktifler

Bu calismanin kiiltiir agsamalarinda, hiicre kiiltiirii safliginda, diger baz1 agsamalarda ise,
yerine goére mikroskopi safliginda, analitik saflikta (ya da daha yiiksek saflik

diizeyindeki) kimyasallar ve reaktifler kullanilmistir.

Hiicreler, kiiltiir kaplarindan pasajlama sirasinda Tripsin ve EDTA (Sigma, ABD)

kullanilarak ortamdan ayirilmiglardir.

Ug-boyutlu (3B) hiicre kiiltiirii ortamindaki polimerin kontrollii degredasyonu igin

hiyaliironidaz (Sigma, ABD) enzimi kullanilmistir

Polimerik iskelelerin ve hidrojelin hazirlanmasinda, hiyaliironik asit sodyum tuzu
(Sigma, ABD), sodyum alginat tuzu kullanilmistir (Sigma, ABD), kitosan (Sigma,
ABD) ve wistar siganlarinin tendonundan izole edilen tip-1 kollajen (laboratuarda

hazirlanmistir) kullanilmistir.

Sodyum alginat tuzunu kelatlagirmak i¢in kalsiyum kloriir (Merck, Almanya), kitosani
kelatlagtirmak i¢in sodyum-tri-polifossfat, hiyaliironik asiti ¢apraz baglamak igin

FeCl;.6H,0 kullaniimistir.

Hiicrelerin in vitro kiiltiirinde kullanilmak {izere hazirlanan kiiltiir sivisinda; MEM
(Gibco, UK), fetal sigir serumu (FBS) (Sigma, ABD), penisilin/streptomisin/amfoterisin
(Sigma, ABD), DMEM (Sigma), askorbik asit (Sigma), L-glutamin (Sigma), esansiyel-
olmayan amino asit ¢ozeltisi (Gibco, ABD), TGF-B; (Pepro Tech, ABD), ITS" (Insiilin-

Transferrin-Selenoik asit kombinasyonu) (Gibco, ABD) kullanilmistir.

SEM oOrneklerinin  hazirlanmas1 asamasinda, hiicrelerin tespiti i¢in  %2,5’lik

glutaraldehit (Sigma, ABD) ¢6zeltisi kullanilmisgtir.
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Immunhistokimya ve histokimya boyamalar1 igin dondurarak kesit alma yd&netimi

kullanilmastir.

Immiinhistokimya i¢in monoklonal-antikor-kollajen-tip-I (Sigma, ABD), poliklonal-
antikor-kollajen-tip-II (Sigma, ABD) ve monoklonal antikor-agrekan (Sigma, ABD)

antikorlart kullanilmistir.

Histolojik boyamalar i¢in ise Safranin-O, Alsian mavisi, hematoksilin-eosin (Sigma,

ABD) boyalari kullanilmistir.

Hiicrelerin mitokondriyal dehidrojenaz aktiviteleri, MTT [3-(4,5-dimetildiyazol-2-il)-
2,5 difenil tetrazolyum bromiir]’ye dayali ticari bir kit (Sigma, ABD) kullanilarak

Olciilmiistiir.

6.2 Hiyaliironik Asit Cozeltisinin Hazirlanmasi ve Kelatlastirilmasi

Embriyonik evrede bol miktarda bulunmasi nedeniyle dogal ortami taklit edebilmek
amaciyla yaptigimiz calismada, yapay nis mikrogevreyi ve {i¢ boyutlu ortami saglamak
icin hiyaliironik asit polimerinin c¢apraz baglayicilarla kelatlastirilmis hidrojel formu

kullanilmustir.

Oncelikle hiyaliironik asit ¢ozeltisini polimerlestirecek capraz  baglayicinin
belirlenmesine  ¢alisilmistir.  Bu  amagla  hiyaliironik  asitin ~ CaCl,, TPP
(sodyumtripolifosfat) ve FeCl; ¢ozeltileri icerisindeki davranisi incelenerek optimum

capraz baglayici belirlenmistir.

Uygun capraz baglayici olarak FeCls’iin tespit edilmesinin ardindan yapilan literatiir
arastirmalart ile paralel olarak FeCls’lin farkli konsantrasyonlar1 (6,3 mM, 12,6 mM,
18,9 mM ve 25,2 mM) test edilmis ve 12,6 mM konsantrasyonda FeCl; ¢ozeltisinin

capraz baglayaci olarak daha iyi sonug verdigi tespit edilmisitir.

50



Hiyaliironik asitin suda hazirlanan %1, %1,5 %2 ve %2,5’lik c¢ozeltileri ile
sekillenmeleri ve polimerlesme siireleri (3, 5, 10, 15 ve 20 dakika) test edilmis olup,
hiicresiz yapilan denemelerde Hiyaliironik asitin suda hazirlanan %1,5’lik ¢ozeltisinin
15 dakika siireyle ¢apraz baglayici ile etkilestirilediginde en iyi polimerlesmeyi verdigi

gozlenmistir.

Kiiltiir islemlerine baglamadan 6nce, hiyaliironik asit 2 saat siireyle UV 151k altinda
bekletilerek, capraz baglayici olarak kullanilan 12,6 mM FeCl;.6H,0 steril filtreden

gecirilerek steril edilmistir.

Kiiltiir islemi Oncesinde sterilize edilen %2’lik HA ¢o6zeltisinden 4.0 ml alinarak steril
enjektdr igerisine aktarilmig ve 1.0 ml hiicre silispansiyonu enjektoriin  pompasi
cikartilarak hiyaliironik asit {izerine ilave edilmistir. Enjektoriin pompasi kapatilarak
HA ile hiicre slispansiyonunun homojen bir sekilde karigsmasi saglanmistir. Bu sekilde

HA konsantrasyonu %1,5’lik hale getirilmistir.

HA ¢ozeltisini polimerlestirmek i¢in hazirlanmis olan steril FeCl; ¢ozeltisinden 50 ml
steril bir beher icerisine konulmustur. Hazirlanan HA-hiicre karisimi yavas sekilde
enjektorden ¢ozelti icerisine gonderilerek, yaklasik olarak 2-5 mm capinda kiireler
olugmasi saglanmistir. Olusan kiirelerin tamamen polimerlesmesi i¢in 10-15 dakika

¢Ozelti igerisinde bekletilmistir.

6.3 Sodyum Alginat Cozeltisinin Hazirlanmasi ve Kelatlastirilmasi

Sodyum alginatin %?2’lik ¢ozeltisini hazirlamak i¢in 2 gr sodyum alginat ve 0,89 gr
sodyum kloriir tartilarak bir erlen igerisine konulmustur. Uzerine 100 ml bidestile su
eklenerek manyetik karigtiric1 ile kanstirilarak  sodyum  alginatin - ¢dziinmesi

saglanmistir. Hazirlanan alginat ¢ozeltisi +4°C’de saklanmustir.

Hazirlanan ¢6zelti kullanilmadan 6nce 2 saat siireyle UV 151k altinda bekletilerek steril

edilmistir.
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Alginat ¢ozeltisini kelatlagtirmak i¢in 0,40 M’lik CaCl, ¢ozeltisi kullanilmistir.
Hazirlanan kalsiyum kloriir ¢ozeltisi kapakli sigselere porsiyonlanmis ve otoklavda steril

edildikten sonra kullanilmistir.

6.4 Kitosan Cozeltisinin Hazirlanmasi ve Kelatlastirilmasi

Kitosanin %2’lik ¢ozeltisi, %2’lik askorbik asit icerisinde hazirlanmistir. Hazirlanan
kitosan ¢ozeltisi +4°C’de saklanmistir. Hazirlanan ¢ozelti kullanilmadan 6nce 2 saat

siireyle UV 1s1k altinda bekletilerek sterilize edilmistir.

Kitosan1 kelatlastirmak i¢in %0,6’lik TPP ¢o6zeltisi kullanilmistir. Hazirlanan ¢ozelti

kapakli sigelere porsiyonlanmis ve otoklavda sterilize edildikten sonra kullanilmistir.

6.5 Hiyaliironik Asit Kiirelerinin Alginat ve Kitosan ile Kaplanmasi

Hazirlanan HA kiireler, bir petri icerinde alginat ¢ozeltisi ile etkilestirilmis ve ardindan
kalsiyum kloriir ¢ozeltisi igerisine daldirilarak alginatin kelatlagsmasi saglanmistir. Bu

islem 1, 2 ve 3 kez tekrarlanarak yapinin stabilitesi test edilmistir.

Kitosanin TPP igerisinde polimerlesmesi esasina dayanilarak HA kiirelerinin kitosan ile

kaplanmasi islemeleri ayni sekilde test edilmistir.

6.6 Kollajen-Hiyaliironik Asit iskelelerin Hazirlanmasi

Wistar siganlarinin kuyruklarindan izole edilen kollajen liflerinin %1°lik ¢ozeltisi
%0,1°1ik asetik asit ¢ozeltisi kullanilarak hazirlanmistir. Hazirlanan kollajen ¢ozeltisi
daha sonra %1°lik hiyaliironik asit ¢dzeltisi ile 9:1 oraninda vorteks yardimiyla homojen

karigmasi saglanmistir.
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Ayrica %]1’°lik kollajen ¢ozeltisi icerinde konsantrasyonu %1 olacak sekilde kati
hiyaliironik asit sodyum tuzu ilave edilerek vorteks yardimiyla %1’lik kollajen-HA

¢oOzeltisi hazirlanmistir. Hazirlanan karigimlarin pH’s1 NaOH ile 7,4°e ayarlanmistir.

Taze hazirlanan %1°lik kollajen, %1°lik HA, %1’lik 9:1 kollajen-HA ve %1’°lik
kollajen-%1’lik HA c¢ozeltileri 6-kuyucuklu petilere 5’er ml olacak sekilde
porsiyonlanarak —20°C ve -40°C’de bir gece bekletilmistir. Daha sonra dondurularak
hazirlanan iskeleler 24 saat siireyle liyofilizatorde kurutulmustur. Liyofilizasyonun
ardindan c¢apraz baglama islemi N-hidroksisiiksinimid (NHS) ve 1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil) karbodiimid hidrokloriir (EDAC) kullanilarak ger¢eklestirilmistir.

6.7 Hiicre Kaynag ve izolasyonu

Hiicre kaynag1 olarak Wistar si¢anlar1 kullanilmistir. Hayvan deneyleri, evrensel kabul
goren kurallara uygun olarak, deneklerin ac1 ve sikintilar1 en diislik diizeyde tutularak
gerceklestirilmistir. Hiicre izolasyonu ve kiiltiirli islemleri laminar akigh steril hava
kabini icerisinde gerceklestirlmis, kullanilan malzemelerin ve maddelerin steril

olmasina azami dikkat gdsterilmistir.

Anestetik olarak 0,2 ml/10 gr avertin kullanilarak aneztezi uygulanan 200-300 gr
agirh@indaki geng wistar sicanlarinin femurlari, kirllmamasina dikkat edilerek cerrahi
operasyonla ¢ikartilmistir. Femur baglar1 bir makas yardimiyla kesildikten sonra femur
kemik iligi, i¢erisinde a-MEM bulunan 10 ml’lik enjektdr yardimiyla 15 ml’lik santrifiij
tiipiine almmustir. izole edilen kemik iligi, igerisindeki istenmeyen diger hiicrelerden
(stromal olmayan kan hiicreleri, vd.) arndirilmak {izere o-MEM ile 1100

devir/dakika’da 10 dakika santrifiijlenerek yikanmis ve bu islem ii¢ kez tekrarlanmistir.
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6.8 Hiicre Kiiltiiri

Yikama isleminin ardindan elde edilen MKH stispansiyonu, T-75 doku kiiltiir kaplarina
ekilerek, %90 nem, 37°C ve %5 CO, sartlarina sahip olan bir inkiibator igerisine
yerlestirilmistir. Iki giinde bir besi yeri degistirilerek ortamdaki istenmeyen metabolik
atiklarin ve zemine yapigsmamis hiicrelerin (ilk pasaj degisiminde) uzaklastirilmasi

saglanmistir.

Hiicreler PO (Pasaj 0) asamasinda, 5-7 giin i¢cerisnde %70 doluluk oranina ulasilincaya
kadar ¢ogaltilmistir. Daha sonra tripsinizasyon islemi ile 1 adet T-75 kiiltiir kabindan
elde edilen hiicreler 2 adet T-75 kiiltiir kabina ekilerek P1 (Pasaj 1) asamasina

gecirilmistir.

P2 (Pasaj 2) asamasina gegcilirken hiicrelerin bir kismi1 HA kiire igerisine tutuklanarak
(~200.000 hiicre/kiire) ya da HA-Kollajen iskele (~300.000 hiicre/iskele) iizerine
ekildikten sonra 300 pl %2’lik HA ¢ozeltisi icerisine gomiilerek (Sekil 6.1) ti¢ boyutlu

ortama gecirilmis; kalan kismi ise dondurularak saklanmustir.

<+— 1 Kiltir Ortami

A

%?2’lik HA Cozeltisi

| HA-Kollajen Iskele

/ MKH

Sekil 6.1 HA-Kollajen iskele {izerinde MKH Kkiiltiirliniin sematik gosterimi
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MKH’lerin, HA ve kollajen yapilar yardimiyla ii¢ boyutlu ortama geg¢irilmesiyle,
hiyaliironidaz (HDZ) enzimi varliginda polimerin kontrollii degradasyonu ve bu

asamadaki hiicre davranisi tespit edilmeye ¢alisilmistir.

MKH’nin farklilastirilacagi model sistem olarak kondrogenez se¢ilmis olup, hiicrelerin
kondrogeneze yonelmeleri igin kiiltiir ortamma kondrojenik indiiksiyonu uyaran

biiyiime faktorleri (TGF-B) ve kimyasallar (askorbik asit, ITS" vd.) eklenmistir.

Olusturulan HA-MKH yapilar siirekli olarak inversiyon mikroskobu ile takip edilmis,
immiinhistokimya, histokimya, TEM, SEM ve vasatta serbest HA ve GAG miktarinin

Ol¢ciimii i¢in 6rnekler toplanmistir.

6.9 HA’nin Degradasyon Hizinin Ol¢iilmesi

Mezenkimal kok hiicrelerin ii¢ boyutlu ortama ge¢irilmesinin ardindan HA’nin
kontrollii degredasyonu i¢in HDZ’nin 0,50 ve 0,75 mg/ml konsantrasyonlar1 test
edilmistir. HDZ’nin HA’y1 yikma hiz1 kiiltlir sivist igerisindeki bozunmus formadaki
serbest hiyaliironik asitin tayini ile dl¢lilmiis ve bu amagcla ticari Hiyaliironikasit Test
Kiti (Corgenix, UK) kullamilmistir. Islem basamaklarinda standart kit protokolii takip

edilmistir.

Yiriitilen HA-MKH kiiltiirlerinde degradasyon hizin1 6lgmek amaciyla kiiltiir
oramindan belirli zaman araliklarinda toplanan Ornekler, -20°C’de dondurularak

saklanmustir.

6.10 Toplam DNA Miktarimin Olciilmesi

DNA miktarmin 6l¢lilmesinde standart bir analiz yontemi kullanilmistir. Farkli zaman
noktalarinda kiiltiir ortamindan alinan 6rneklere asagida gosterilen protokole gore islem

uygulanmustir.
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1. Kiiltiir ortamindan alinan 6rnekler, 0,2 M Triton X100, SmM MgCl, icerisinde
+4°C’de 3-4 giin bekletildi.

2. Parcalanmamis polimerler (sonikasyon, makas gibi parcalayicilar kullanilarak)

parcalandi.

3. Her tiipe 500 pl Trizol konularak 1300 rpm’de 4 dk santrifiijlendi, supernatant atildi.

4. Her tiipe 500 pl STE, 10% SDS ve 20 ul Proteinaz K eklendi.

5. Bir gece 56°C’de inkiibasyona birakildi.

6. 500 ul Fenol:Kloroform:izoamil alkol (24:24:1) eklendi, vorteks ile karistirildi.

7. 13000 rpm’de 4°C’de 2 dk santrifiijlendi, slipernatant pipet yardimiyla temiz bir

tiipe alindu.

8. 1000 pul 95% Etanol ve 1/10 oraninda (3M) sodyumasetat eklendi. DNA gdiirnene
kadar yavasca alt {ist edildi.

9. Yiiksek devirde 10 dk. 4°C’de santrifiijlendi ve alkol uzaklastirildi.

10. 500 pl %70 Etanol eklendi ve tiipe yavagga vurularak pellet kaldirilda.

11. Yiiksek devirde 10 dk. 4°C’de santrifiijlendi.

12. Alkol dikkatlice uzaklastirildi ve pelletin kurumasi i¢in 15 dk. Bekletildi.

13. DNA pelleti 100 pl dH,O kullanilarak sulandirildi.
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14. DNA 56°C’de 3-4 saat inkiibe edildi.

15. islemlerin tamamlanmasindan sonra drneklerin 280 nm de absorbans degerleri

sleiildii.

6.11 Kiiltiir Ortamindaki Serbest GAG ile Matriks Yap1 Icerisindeki GAG
Miktarinin Tayini

Mezenkimal kok hiicrelerin hiyaliironik asit esasli polimerik malzemeler igerinde
tutuklanmasinin ardindan kiltiir sivist igerisindeki serbest GAG miktarinin ve yeni
olusan hiicredis1 matriksin yapisinda bulunan GAG miktarinin tayininde Blyscan
Sulfated Glycosaminoglycan Assay (Biocolor, UK) test kiti kullamlmstir. Islem
basamaklarinda standart kit protokolii takip edilmistir.

Kiiltiir ortamindan belirli zaman araliklarinda toplanan 6rnekler, -20°C’de dondurularak

saklanmustir.

6.12 Faz-Kontrast Mikroskobu ile Hiicrelerin Takibi

Kondrosit hiicre kiiltiiriiniin takibi ve gorlintiilenmesi isleminde Nikon TS100 marka

(Japonya) bir faz-kontrast mikroskobu kullanilmistir.

Izole edilen hiicrelerin kiiltiire alinma islemi tamamlandiktan sonra hiicrelerin kiiltiir
kabinin zeminine yapigmasi i¢in 2 saat beklenmistir. Bu silire sonunda hiicreler faz-
kontrast mikroskobu ile incelenerek goriiniisleri, yapisma durumlar1 ve sayilar1 kontrol

edilmektedir.

Kiiltiir islemi bitene kadar hiicre kiiltiirleri, vasat degisimleri sirasinda giin asir1 faz-
kontrast mikroskobu ile takip edilerek gozetim altinda tutulmus ve gelismeler not
edilmistir. Hiicrelerin mikroskopik olarak takip edilmesinde, fotograf c¢ekimi

yapilmustir.
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6.13 Mitokondriyal Dehidrojenaz Aktivitelerinin Belirlenmesi

MTT, 1983 yilinda memeli hiicrelerinin hayatta kalmalarim1 ve proliferasyonlarin
belirlemek icin kantitatif kolorimetrik bir 6l¢iim olarak Mossman tarafindan onerilmistir
ve giiniimiizde hiicrelerin mitokondriyal dehidrogenaz aktivitelerini belirlemek siklikla

kullanilan bir yontem haline gelmistir (Mossman 1983).

Izolasyon sonrasinda cesitli hiicre kiiltiirii serilerindeki hiicrelerin, mitokondriyal
dehidrojenaz aktiviteleri, MTT [3-(4,5-dimetildiyazol-2-i1)-2,5 difenil tetrazolyum

bromiir]’ye dayal1 ticari bir kit (Sigma) kullanilarak 6l¢iilmiistiir.

MTT testi ile prolifere olan hiicrelerin mitokondriyal aktiviteleri ve canliliklari takip

edilmistir (Mosmann 1983).

-~ |
| Mitokondriyal

®_<N"HH S Rediiktaz
\ejADH O/J\H-’ \[/\87

MTT Formazan

Sekil 6.2 MTT den formazan olusumunun reaksiyon denklemi

Bu test i¢in 96-kuyucuklu bir petri kabi kullanilmistir. Bu test sadece ii¢-boyutlu

kiiltiirler i¢in yapilmistir.

Petrinin kuyucuklarina temiz, taze hazirlanmig vasat konularak {izerine %10
konsantrasyonu saglayacak sekilde MTT kiti ilave edilmektedir. Kuyucuklarin her

birine numuneden alinan Ornekler konularak 4 saat siliresince karbondioksit
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inkiibatoriinde bekletilmektedir. Ancak, kuyucuklardan birine 6rnek konulmayarak

icerisindeki vasat kor olarak kullanilmistir.

Inkiibasyonun sonunda formazan kristallerinin olusumu faz-kontrast mikroskobunda
incelenmistir. Sonrasinda ise koyu mavi formazan kristalleri MTT c¢oziciisii ile

coziilerek renk siddeti 570 nm’de UV-spektrofotometresinde ol¢tilmiistiir.

6.14 Histoloji ve Immiinhistokimya

Model sistem olarak kondrojenik indiiksiyona tabi tutulan ornekler, histolojik
(hematoksilin-eosin, Safranin-O, Alsiyan mavisi) ve immiinhistokimyasal (kollajen tip-
II, kollajen tip-I ile agrekan) incelemeler yapmak icin farkli zaman noktalarinda

dondurarak kesit alma yontemine gore fikse edilerek -80°C’de saklanmustir.

Boyamalardaki farkliliklara bagli olarak, olusmasi beklenen kikirdak dokusunun

ozellikleri hakkinda bilgi edinilmeye ¢alisiimistir.

Ornekler dondurarak kesit alma teknigi uygulanarak histolojik boyamalara hazir hale

getirilmistir.

6.14.1 Histokimya

Histoloji ¢alismasi, kikirdak dokusunun olusumu sirasinda HDM’nin ana bilesimini
olusturan kollajen lifler ve agrekan molekiilleri ile hiicrelerin belirlenmesi igin

yapilmaktadir. Bu amagcla standart histoloji teknigi kullanilmistir.

Matriks bilesimdeki glikozaminoglikanlar Alsiyan mavisi; kollajen lifler Safranin-O ve

hiicreler de hematoksilin-eosin ile boyanarak tespit edilmistir.
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Alinan numune kesitlerinin {lizerlerine ad1 gecen boya ¢ozeltileri standart protokollere
gore uygulanmistir. Daha sonra boyanin fazlasi su ile yikanarak orneklerin kurumasi

beklenmis ve ardindan 151k mikroskobu ile boyamalar kontrol edilmistir.

6.14.1.1 Safranin-O boyamasi

Tripsinizasyon ile tek tabakada kiiltiir islemine son verilerek ii¢ boyutlu kiiltiir irtamina
alimarak kondrojenik indiiksion uygulunan MKH, yeniden modellenme ile
farklulasmaya bagladiklarinda kendi HDM’lerini liretmeye baslamaktadir. Yeni HDM
olusturulurken kollajen molekiilleri hiicre icerisinde sentezlenmeye baslamakta ve daha
sonra hiicre disina ¢ikartilmaktadir. ilerleyen giinlerde iiretilen kollajen lifler hiicreler
arast bolgede (intertiritoryal matrikste) lokalize olmaktadir (Murathanoglu 1996).

Safranin-O ile yapilan histoloji boyamalar1 asagidaki prosediire gore yapilmistir.

Demir hematoksilen (Weigert’s) calisma ¢ozeltisi:

Cozelti A: 1 gr hematoksilen 100 ml %95’lik etil alkolde hazirlanmstir.

Cozelti B: 4 ml %29’luk ferik klorit (FeCls), 95 ml saf su ve 1 ml derisik HCIl

karistirilarak hazirlanmistir.

Esit hacimlerde A ve B ¢ozeltileri alinip kanistirilarak Weigert’s ¢ozeltisi hazirlanmistir.

Kullanma siiresi iki haftadir.

%0,01 Fast Green cozeltisi: 0,1 gr Fast Green 1000 ml saf suda ¢oziilerek fast green

¢ozeltisi hazirlanmistir.

%1’lik Asetik asit ¢ozeltisi: 1,0 ml glasiyal asetik asit alinmis ve 99 ml saf su ile

karistirilarak hazirlanmistir.

%0,1 Safranin-O ¢ozeltisi: 0,1 gr safranin-O 100 ml saf suda ¢oziilerek hazirlanmistir.
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1. Numune kesitleri iizerinden parafin uzaklastirilarak (deparafinizasyon) hidrate

edilmistir.

2. Weigert’s demir hematoksilen ¢alisma ¢6zeltisi ile 7 dk boyanmustir.

3. Akan musluk suyu altinda 10 dk yikanmastir.

4. Fast green ¢ozeltisi ile 3 dk boyanmustir.

5. Hizlica %1°lik asetik asit ¢ozeltisi ile 10-15 sn yikanmaistir.

6. %0,1 safranin-o ¢ozeltisi ile 5 dk boyanmastir.

7. %95 etil alkol, mutlak (absolut) etil alkol ve ksilen ile (her biriyle 2 dk olmak iizere)
suyu uzaklastirilarak temizlenmistir. Kalsiyum alginat ksilende ¢6zlindigi igin

kullanilmamastir

Hiicre cekirdekleri siyah, sitoplazma gri-yesil ve kikirdak hiicre graniilleri (kollajen

molekiilleri) turuncudan kirmiziya degisen renklerde boyanmustir.

6.14.1.2 Alsiyan mavisi ile boyama

Proteoglikan molekiilleri hiicre igerisinde sentezlendikten sonra hiicre disina ¢ikartilarak
HDM’nin yapisina katilmakta ve HDM igerisinde genel olarak kondrositlerin
cevresinde (teritoryal matrikste) lokalize olmaktadir. Alsiyan mavisi boyama yontemi

asagida verilmistir.

1. Parafine kesitlerin iizerinde parafin uzaklastirilarak saf su ile hidrate edilmistir.

2. PH 1,0’daki %]1’lik alsiyan mavisi ¢ozeltisi ile 30 sn %70 giicle mikrodalgada

boyanmustir.
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3. 0,1 N HClile 5 sn yikanmistir.

4. %95 etil alkol ile yikanarak dehidrate edilmistir.

HDM igerisindeki proteoglikan molekiilleri mavi olarak boyanmaistir.

6.14.2 Immiinhistokimya

Immiinhistokimya kikirdak dokusunun olusumu sirasinda kondrositler tarafindan
salgilanan HDM bilesenlerinden kollajen tip-1, kollajen tip-2 ve agrekan molekiilleri
icin yapilmistir. Kollajen tipinin belirlenmesi bize, olusan kikirdak dokusunun tiiriinii,
dolayis1 ile kiiltiir isleminin basarisim gostermektedir. Immiinhistokimya igin
dondurarak kesit alma—standart avidin-biyotin kompleks peroksidaz teknigi

kullanilmastir.

Calismada, primer antikorlar1 belirlemek amaciyla HRP kit sistemi (AEC, ABD)

kullanilmistir. Immiinhistokimya boyamalar1 i¢in asagidaki adimlar takip edilmistir.

1. Ornekler, 10-15 dk hidrojen peroksit blok ¢ozeltisi ile muamele edilir.

2. PBSile yikanir.

3. %1’lik FBS iceren PBS ile 1/100 oraninda seyreltilmis primer antikor ile
etkilestirilerek oda sicakliginda 1 saat bekletilir.

4. PBS ile yikanir.

5. Biotinlenmis kegi-anti-fare sekonder antikoru ile 10 dk inkiibe edilir.

6. PBS ile yikama yapilir.
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7. Streptavidin-Peroksidaz (HRP) ile 10 dk oda sicakliginda inkiibe edilir.

8. PBS ile yikama yapilir.

9. 5-10 dk AEC kromojen-AEC substrat karigimi ile inkiibe edilir.

10. Saf su ile yikama yapilir.

11. Istenirse hiicre boyamas: yapilabilir.

6.15 SEM (Taramal Elektron Mikroskobu) Analizi

Hazirlanan iskeletlerden alinan 5mm”’likk drnekler, kakodilat tamponunda hazirlanmis
%?2,5’1ik glutaraldehitle tespit edildikten sonra 0,1 M kakodilat tamponu ile yikanmastir.
Ardindan 6rnekler bir dizi etanol ¢ozeltisinden (%50, %70, %80, %95) gecirilerek

icerdigi sudan arindirilmistir.

Ornekler havada kurutulduktan sonra ince bir tabaka halinde altinla kaplanarak
(yaklasik olarak 250 A kalmliginda) JEOL-JSM 5600 marka taramali elektron
mikroskobunda 20 kV’de incelenmistir.

6.16 FT-IR Analizi

Liyafilizasyon yontemi ile hazirlanan Kollajen, Hiyaliironik asit ve kollajen-hiyaliironik
asit iskelelerinin yapilarinin baglanmalarinin tespiti amaciyla ATR- FTIR ile 6rneklerin
yap1 6l¢iimii yapilmustir. Olgiimler, Perkin Elmer Spectrum 100 model (Waltham, MA,
ABD) cihazi kullanilarak, 400-4000 cm’ araliginda gergeklestirilmistir.
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7. ARASTIRMA BULGULARI

7.1 izolasyon ve Hiicre Sayimi

[Rore

o-MEM ile siispanse edilere tripan mavisi ile yapilan sayim sonucu her bir kiiltiir

kabinda 200-300 bin hiicre olacak sekilde T-75 hiicre kiiltiir kaplarina ekilmistir.

Hiicre yogunlugunun %70 doluluga gelmesinin ardindan (yaklasik olarak 1 milyon
hiicre) tripsinizasyon ile pasajlama yapilarak P1 fazina gec¢ilmistir ve bu asamada elde
edilen hiicre siispansiyonundan 100 pl alinarak yapilan tripan mavisi ile canlilik testi

sonucunda hiicrelerin %90-95 oraninda canliligini korudugu gézlenmistir.

7.2 Faz-Kontrast Mikroskobu incelemeleri

Hiicre kiiltliriiniin takibi ve goriintiilenmesi isleminde Nikon TS100 marka (Tokyo,

Japonya) bir inversiyon mikroskobu, faz kontrastta kullanilmistir.

Kiiltiir islemi tamamlanana kadar hiicre kiiltlirleri, besiyeri degisimleri sirasinda
inversiyon mikroskobu ile takip edilerek gozetim altinda tutulmus ve gelismeler not
edilmistir. T-75 kaplarinda (iki boyutlu ortamda) kiiltiire edilen hiicrelerin ilk 2 saatte
zemine yapismaya basladigi gozlenmistir. Zemine yapisan hiicrelerin fibroblastik
goriiniim kazanarak kismen yuvarlak bir bas kisim ve kap igerisine yayilmis

govdelerinin oldugu tespit edilmisitir (Sekil 7.1).

Kondrojenik indiiksiyon ugulanan alginat kaplt HA kiire igerisindeki MKH kiiltiiriinde,
yapinin igerisindeki yaklagik olarak 5 mm ¢apli HA kiirenin, sekil 7.2.a’daki goriildiigii
gibi 0. giinde alginat kapsiil igerisinde stabil oldugu; ancak daha sonra, HA’ ’nin kiiltiir
ortaminda bozunarak alginat kapsiil digina salindig1 ve 7. giinden itibaren doku benzeri

yapinin daha kiiciik boyutlarda olustugu gozlenmistir (Sekil 7.2.b).
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Sekil 7.1 2-Boyutlu kiiltiirde MKH a,b. 3. giin, c,d. 7. giin (Olgii cubuklar1 100 um)

HA-MKH yapilar1 kullanilarak hazirlanan deney serilerinde, hiyaliironidaz (HDZ)
iceren kiiltiir vasatindaki yapilarin, hiyaliironidaz (HDZ) igermeyen vasat ortamina gore

daha hizli bozundugu gézlenmistir.

Sekil 7.2 Kondrojenik indiiksiyon uygulanmis alginat kapli HA-MKH Kkiiltiirii a. 0.giin.
(Olgti Cubugu 5 mm) b. 7. giin (Ol¢ii gubugu 1 mm)
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FeCl;.6H,O kullanilarak ¢apraz bag olusturulmus HA yapi igersinde hiicrelerin daha
kararl1 ve tabakali bir yap1 igerisinde tutuldugu tespit edilmistir (Selik 7.2 ve 7.3).

Sekil 7.3 HA igerisinde tutuklanmis ve kondrojenik indiiksiyon uygulanmis MKH, 1.
giin (Ol¢ii gubuklar 50 pm)

7.3 Hiicre Morfolojisi

Kikirdak hiicreleri yuvarlak yapiya sahiptir ve doku gelismeye basladikca etraflar1 bir
matriksle ¢evrilerek lakiin yapisini olustururlar. Iki-boyutlu kiiltiirlerdeki mezenkimal
hiicrelerin zaman igerisinde yuvarlak/oval bas kisim ve uzun ince bir govde seklinde

oldugu goriilmistiir (Sekil 7.1).

3B ortama gecirilerek kondrojenik indiiksiyon uygulanan kiiltiirlerde hiicrelerin,
fibroblastik yapidan uzaklasarak daha yuvarlak ve oval goriiniime kavustuklar (Sekil
7.3) ve kiiltiiriin 2-7. gilinlerinde lakun olusumlarinin bagladig1 gozlenmistir (Sekil 7.4).
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7.4 Kondrojenik Farklilasmanin Belirlenmesi

Farklilastirma isleminin uygulanacag kiiltiirlere kondrojenik indiiksiyon, hiyaliironidaz
(HDZ) enzimiyle birlikte kullanilmistir. Kontrol amaciyla HDZ igermeyen kondrojenik

vasat ortaminda HA-MKH kiiltiirii stirdiirilmiistir.

Sekil 7.4 Kondrojenik Indiiksiyon sonucu HA kiire igerisinde hiicrelerin genel
goriiniimii ve lakun olusumu. HDZ igeren kiiltiir ortam1 a. 2. giin ve b.: 3
giin, HDZ igermeyenn kiiltiir c. 5. giin ve d. 7. giin (Ol¢ii cubuklar1 100 pm)

Inversiyon mikroskop incelemelerinde HDZ igeren kiiltiirlerde lakun olusumlarinin 2.
giinden itibaren goriilmeye baglamasina karsilik; HDZ igermeyen kiiltiirlerde 5. ve 7.
giinlerden itibaren lakun olusumu goézlenmis; olusum oraninin HDZ igeren Kkiiltiire

oranla daha diisiik diizeyde oldugu belirlenmistir.
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%1’lik kollajen ve %1’lik HA ile 9:1 oranla hazirlanan polimerik iskeleler {izerinde
yiiriitiilen kiiltiir isleminde polimerik yapinin, kiiltiir isleminin ilk glinlerde daha gevsek,

katmanli ve gézenekli oldugu tespit edilmistir.

llerleyen giinlerde yapinin daha siki bir gériiniim aldig1, lakiin olusumlarinin 7 giinde
net olarak goriilebildigi ve hiicrelerin birbirlerinden uzaklagsmaya basladigi; 6zellikle 2.
haftadan itibaren katmanli yapilarin kaybolarak hacimsel olarak kiigiildiigii, buna karsin
yapinin daha piiriizsiiz ve parlak oldugu faz kontrast mikroskobu ile gézlemlenmistir
(Sekil 7.5). Hazirlanan yapinin 6 haftaya kadar stabil kaldigi ve kiiltiir islemi sirasinda
makroskobik olarak par¢alanmadig: tespit edilmistir (Sekil 7.5.d).

Sekil 7.5 Kollajen-HA polimerik iskele iizerinde kondrojenik indiiksiyon uygulanmus,
MKH kiiltiirii a. 3. giin (6l¢ii ¢ubugu 50 pm), b. 7. giin (6l¢ii cubugu
100 pm), c. 7. giin ve d. 28. giin (Olgii gubuklar1 5 mm)
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7.5 Mitokondriyal Dehidrojenaz Aktivitesinin Tespiti (MTT testi)

Bu testin temelini, prolifere olan hiicrelerin duragan fazdaki hiicrelerden daha yiiksek
mitokonriyal dehidrogenaz aktivitesi gostermesi olusturur. Ayrica reaksiyon
mitokondrisi bozulmamis, yasayan ve yeterli oksijeni bulunan hiicrelerde gergeklesir.
Bundan dolay1 bu test hiicrelerin farklt metabolik oranlarini 6lgmek i¢in uygundur

(Hoper 1997).

Hiicrelerin canliliginin fazla olmasi, mitokondriyal aktivitenin artmasina neden
olacagindan, hiicre canliligini takip etmek icinde kullanilan bir yontemdir. Ayrica in

vitro aragtirmalarda, 6rnek icersindeki artan hiicre sayisini belirmek i¢in uygulanabilir.

MTT testi, lig-boyutlu HA-kollajen iskele tizerindeki MKH kiiltiirlerinden alinan boyut
olarak yaklasik aym olciilerdeki drneklere uygulanmistir. Ug-boyutlu kiiltirde MTT

sonucu olusan formazan kristallerinin ¢oziilerek UV-spektrofotometresinde absorbans
degerleri Olciilmiistiir. Bu Olclimlerin sonucunda elde edilen grafik sekil 7.6’da
gosterilmektedir. Spektrofotometrik dlgiimlerde mitokondriyal aktivitenin 3. giinde en
yiiksek oldugu ilerleyen zaman noktalarinda degerlerde kismi bir diisiis olmak birlikte

fazla bir degisim olmadig tespit edilmistir.

0.9
0.8 1

M 0.6 -
0.5 -
0.4 1
03
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011

Giin

Sekil 7.6 MKH-HA-kollajen kiiltiiriine, 570 nm’de spektrofotometrik olarak yapilan
MTT analiz sonuglar1
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Sekil 7.7 HA-MKH kiltird 7. giin MTT testi sonucu formazan kristallerinin gérintimi
a. Ol¢ii cubugu 1 mm b. Olgli ¢ubugu I mm. HA-Kollajen matriks yapida
MKH Kkiiltiirii c. 14. giin ve d. 21. giin (Ol¢ii cubuklar1 100 um)
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7.6 Toplam DNA Miktarmn Olgiilmesi

Hiicre sayisini belirlemek amaciyla ii¢c-boyutlu HA-MKH Kkiiltiirlerinden boyut olarak

yaklasik aynmi Olclilerde alinan &rneklerde DNA miktar1 spektrofotometrik olarak

Olclilmiistir. HA-Kollajen iskele lizerinde gelisen doku benzeri yapidaki DNA
miktarinin ayni boyuta sahip polimerik alanda zamanla azaldig1 goriilmektedir (Sekil

7.8).

700

B DNA Miktar
(ug/ml)

600 -

Kiitle (ug/ml)

7 14 21 28

Giin Sayisi

Sekil 7.8 MKH-HA-kollajen iskele Kkiiltiirindeki DNA miktarinin giinlere gore
degisimi.

7.7 Kiiltiir Ortamindaki Serbest Hiyaliironik Asit Miktarimin Tayini

HA-MKH kiiltiiriinde polimer yapinin degradasyon hizinin oOl¢iimi ve kiltlir
ortamindaki serbest HA miktarinin tayini amaciyla Hiyaliironik Asit test kiti (Corgenix,
UK) kullanilmistir. Yapilan dlgiimler ve testler sonucunda yiiriitiilen kiiltiir serilerinde
Sug/ml HDZ enzimi kullaniminin yeni doku organoidi olusumunda daha etkili oldugu
tespit edilmistir. Yapilan 6l¢iimlerde, kiiltiir ortaminda serbest haldeki HA miktarinin 1.

ve 2. giinlerde daha yiiksekken ilerleyen zaman noktalarinda diistiigii tespit edilmistir.
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Sekil 7.9 HA standart grafigi

Standart HA miktarlarinin 650 nm’deki OD degerlerine karsi cizilen sekil 7.9’daki
grafik yardimiyla 6rneklerin OD degerlerinden 1 ml ¢ozelti igerisindeki miktarlari

bulunarak 6rneklerin ait oldugu giinlere karsilik sekil 7.10°daki tablo elde edilmistir.

HDZ 24. SAAT 48. SAAT 72. SAAT
KONSANTRASYONU
(mg/ml)
0,75 680 220 100
0,50 560 360 96

Sekil 7.10 HA standart grafigi kullanilarak bulunan vasattaki serbest HA degerleri
(ng/ml)
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7.8 GAG Miktarinin Tayini

Kondrojenik indiiksiyon uygulanan HA-MKH Kkiiltlirlinde polimer yapr igerisinde
olusan organoidin yapisindaki GAG miktar1 ile kiiltiir ortamindaki serbest GAG
miktarinin tayini amaciyla Blyscan Sulfated Glycosaminoglycan Assay (Biocolor, UK)
test kiti kullanilmistir. Standart GAG miktarlarinin 650 nm’deki absorbans degerlerine
kars1 cizilen sekil 7.11°deki grafik yardimiyla 6rneklerin absorbans degerlerinden 1 ml
kiltiir sivisi igerisindeki miktarlart bulunarak 6rneklerin ait oldugu giinlere karsilik

grafige gecirilmistir (Sekil 7.12).

0,6
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GAG Miktari pg/ml

Sekil 7.11 GAG standartlarinin kiitle-absorbans grafigi (650 nm)

Uygulanan test sonuglarina gore kiiltiir ortamindaki serbest GAG miktarinin diisiik
seviyeler oldugu, buna karsin HA-MKH yapis1 igerinde gelisen organoidin yapisindaki
GAG miktarimin ilerleyen zaman noktalarinda giderek arttig1 ve 7. giinden sonra yap1
icerisindeki katt GAG miktariin kiiltiir vasatindaki ¢6ziinmiis GAG miktarindan daha

fazla oldugu tespit edilmistir (Sekil 7.12).
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Sekil 7.12 Kiiltiir ortaminda, besiyerinde ¢oziinmiis GAG miktar: (agik renk) ile hiicre
polimerik iskele yapisindaki GAG miktar1 (koyu renk).

7.9 ATR FT-IR Bulgular:

Kiiltiir islemlerinde kullanilmak {izere hazirlanmis olan polimerik iskelelerin, Fourier
Dontistimlii Infrared Spektroskopisi ile fonksiyonel grup analizi gergeklestirilmistir. Bir
molekiiliin infrared 1s1masini1 absorplayabilmesi i¢in dipol momentinde net bir degisim

olmas1 gerekmektedir.

Molekiiliin {izerine gonderilen infrared 1simasinin frekansi, molekiiliin titresim
frekansina esit oldugu zaman ancak bir absorpsiyon s6z konusu olabilmektedir. O, N,
Cl, gibi homontikleer molekiillerde titresim ve donme hareketleri sirasinda net bir dipol

moment degisimi olmadig1 i¢in bu molekiiller infrared 1s1masin1 absorplayamamaktadir.
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Sekil 7.13.a. Hiyaliironik asit ve b. kollajenin kimyasal yapisi

Kollajene ait 1546 cm™ deki baglar amit baglarini, 1083 cm™ deki baglar yapida C-O
tekli bag gerilimini, 1636 cm™ deki baglar C=0 bagini ve 2800-3600 cm™ araligindaki

bant genisligi N-H ve O-H bag gerimlerini gostermektedir (Sekil 7.14).
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Sekil 7.14 Kollajenin FT-IR Spektrumu

HA’nin 1605 cm™ de gosterdigi bant, C=0 karboksil gerilme (amid 1), 1738 cm™ de
gosterdigi bant, COO- gerilmeden, 1375-1407 cm™ deki bant ise C-O-H egilme

titresimlerinden kaynaklanmaktadir (Sekil 7.15)
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Sekil 7.15 HA’nin FT-IR Spektrumu. 1738 cm™ de COO- bag gerilimi gdstermektedir

HA’nin 1738 cm™ de gosterdigi COO- bag gerilimi, polimerik yapida kaybolarak, 1075
cm™ de ester bagin olusumu gozlenmektedir. Sekil 7.16°daki FT-IR spektrumu, kolajen

ve hiyauronik asit arasinda bag olusumlarinin gerceklestigini géstermektedir.
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Sekil 7.16 HA-Kollajen polimerik yapimin FT-IR spektrumu. 1075 cm™ de ester bagim
olusumu gostermektedir
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7.10  Histokimya

Glikozaminoglikanlar Alsian mavisi, kollajen lifler Safranin-O ile boyanarak tespit

edilmistir. Histokimya boyamalarina ait resimler sekil 7.17 - 7.18’de verilmistir.

HA-Kollajen iskele iizerinde ytiriitiilen kondrojenik indiiksiyon uygulanmis mezenkimal
kok hiicre kiiltiirtine ait 7, 14, 21, ve 28. glin zaman noktalarinda alinmis 6rneklerinin

alsian mavisi ile boyanmast sonucu elde edilen resim sekil 7.17°de gosterilmektedir.

Bu resimde agikca goriilmektedir ki boyamalar tek olarak bulunan hiicrelerin ¢evresinde
cok az yogunlasmaktadir. Boyama miktarinin, hiicrelerin daha yogun olarak bulundugu

bolgede bir hat halinde arttig1 gézlenmektedir.

Sekil 7.17 HA-Kollajen matriks yapida MKH kiiltiiniin alsian mavisi ile boyama sonucu
a. 7. giin b. 14. giin c. 21. giin ve d. 28. giin
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Kondrojenik indiiksiyonun yapildig: kiiltiir 6rneklerinin safranin-o boyamasi sonucunda

ilerleyen zaman noktalarinda boyama yogunlugunun arttig1 gézlenmektedir.

Safranin-O boyamal sonuclari matriksteki toplam kollajen miktarini gostermektedir.
HA-Kollajen iskele iizerinde ytiriitiilen kondrojenik indiiksiyon uygulanmis mezenkimal
kok hiicre kiiltiiriine ait 7., 14., 21., ve 28. giin zaman noktalarinda alinmis 6rneklerinin
safranin-o ile boyanmasi sonucu elde edilen resim sekil 7.18’de gosterilmektedir.
Boyama yogunlugu, hiicreler arasi bolgede (interteritoryal matrikste) ve hiicre
cevresinde (teritoryal matrikste) cok yogun olarak goriilmektedir. Ayrica kollajen yapili
polimerik iskelelerin boyanmadig1 gozlenmistir. Elde edilen kollajen iiretimin yiiksek

oranda gercgeklestirildigini kanitlamaktadir.

Sekil 7.18 HA-Kollajen matriks yapida MKH Kkiiltiiriiniin Safranin-O ile boyama sonucu
a. 7. glinb. 14. giin c. 21. giin ve d. 28. giin
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7.11 Immiinhistokimya Boyamalari

Immiinhistokimya, HDM’de bulunan yapisal proteinlerden kollajen tip-1 ve tip-2 ile

GAG’lardan 6nemli bir matriks bileseni olan agrekan i¢in yapilmistir. Dogal kikirdaga

ait kollajen tip-2 antikoru ile boyamalar1 sekil 7.19°da verilmistir.
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Sekil 7.19 Dogal kikirdak dokusunun anti-kollajen tip-2 ile boyanmasi sonucu
HDM’deki kollajen tip-2 liflerinin goriiniimii a. 6l¢li ¢gubugu 50 pm, b.
6l¢ii gubugu 100 um

Ug-boyutlu statik kiiltiirdeki anti-kollajen-tip-1 ve tip-2 antikor boyamalar sekil 7.19-
7.20 de verilmistir. Elde edilen sonuglar kollajen tip-1 boyamasinin zayif oldugu, buna

karsin kollajen tip-2 boyanmasinin daha yogun oldugunu gostermistir.

Sekil 7.20 Kondrosit ekilmis HA-kollajen kiiltiirdeki anti-kollajen tip-1 antikorlari ile
7. giinde a. ve b. 28. giin (Olgii cubuklar 100 pum)
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Sekil 7.21 Kondrosit ekilmis HA-kollajen kiiltiirdeki anti-kollajen tip-2 antikoru ile
boyamalari. 7. giinde a., 14. giin b., 21. giin c. ve 28. giin d. (Olgii
Cubuklar1 100 um)

Anti-agrekan boyamalarina ait resimler sekil 7.22°de verilmistir. Olusan GAG
agregatlarinin boyutlart ve boyanma yogunlugu resimlerde agik¢a goriilmektedir.
Boyama yogunlugunun ilerleyen giinlerde arttigi ve 28. giinde olusan agregatlarin

artmasina paralel olarak boyama yogunlugunun artig1 gériilmektedir.
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Sekil 7.22 Kondrosit ekilmis HA-kollajen kiiltiirdeki anti-agrekan antikor boyamalari,
7. giin a., 14. giin b., 21. giin c. ve 28. giin d. (Ol¢ii Cubuklar1 100 pm)

7.12 SEM Goriintiileri

Taramali elektron mikroskobu ile yapilan incelemeler sonucu sekil 7.23-7.24’teki

gorlntiiler elde edilmistir.

HA-MKH kiiltiiriiniin 13. giinde aliman Ornege ait SEM goriintiileri sekil 7.23’te
verilmistir. Gorlintlilerde hiicrelerin yuvarlak morfolojide oldugu ve yogun HDM

icerisnde gomiilii oldugu goriilmektedir.
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IS kY

Sekil 7.23 HA igerisinde tutuklanmig MKH Kkiiltiiriiniin 13. gliinde SEM (taramal1 yiizey
mikroskobu) goriintiisii

Ha-Kollajen iskele yapisinin iist kismi yiiksek oranda gozeneklilie ve ¢ikintilara
sahiptir. Gozeneklerin boyutu biiyiikk 6l¢iide birbirlerine yakinlik gostermektedir ve
gozeneklerin kapali olmayip birbirleri ile baglantili oldugu goriilmeltedir. Resim
iizerindeki o6l¢ek kullanilarak yapilan kiyaslamalarda gézenek boyutunun 10 pm-50 um
arasinda degistigi, ¢cikintilarin ise daha yliksek oranda yapida bulundugu ve boyutlarinin

gbzenek yapilarina oranla ¢cok daha kii¢iik oldugu tespit edilmistir.
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Iskele {izerindeki gdzeneklerin ve yiiksek orandaki ¢ikintili yapinm kiiltiiriin 28.
giiniinde hiicreler ve hiicre dis1 matriks tarafindan tamamen dolduruldugu ve yapinin

daha piiriizsiiz bir hal aldig1 sekil 7.24’teki SEM goriintiilerinde acik¢a goriilmektedir.

:’;‘VA -~

HV spot| mag | det | tilt WD

500 pm ———

30.00kV| 3.0 |1 570 x|ETD -O“"IZBmm} 167 0 unam

C

HV  |spot| mag | det | tilt | WD e— 01111 Re— HV spot‘ mag | det | tilt | WD
30.00 kV| 3.0 |[126 x|ETD|-0 °|12.9 mm unam 30.00 kV| 3.0 |633 x|ETD|-0°|12.1 mm

Sekil 7.24 HA-Kollajen iskelenin SEM (taramali ylizey mikroskobu) goriintiisii. a.
Hiicresiz HA-Kollajen iskele. HA-Kollajen Iskele iizerinde kondrojenik
indiiksiyon uygulanmis MKH kiiltiirii b. 14. giin, c. ve d. 28. giin.
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8. TARTISMA ve SONUC

Bu tez c¢aligmasinda, yapay nis olarak hiyaliironik asit vb. hidrojeller {izerine enzim
etkisinin tespiti ve izole memeli kok hiicrelerinin yonlendiriciler ve/veya biiylime
faktorleri ile ozellestirilmis vasat ortaminda, yeniden diizenlenmesinin takip edilerek

yapay mikrocevrede kikirdak doku gelisim modeli olusturulmasi amaglanmistir.

Kok hiicreler, bir¢cok dokuda bulunan ve gerektiginde farklilasarak dokular1 olusturma
ya da tamir etme yetenegine sahip hiicrelerdir. Kok hiicreler iizerine yapilan
arastirmalar, bir organin tek bir hiicreden nasil gelistigi ve saglikli hiicrelerin, yetiskin
dokulardaki hasarli hiicrelerin yerini nasil aldig1 hakkinda 6nemli bilgiler vermektedir.
Yiiriitiilen bu caligmalar 15181nda bilim adamlari, genetik ve dejeneratif hastaliklar ile
kazalar sonucu olusan doku harabiyeti i¢in hasar1 yenileyen veya onaran tarzdaki tedavi

olanaklar1 lizerine arastirmalar yapmaktadir.

Kok hiicre tedavisi, hastanin hasarli doku ya da organlarmni kok hiicreleri ya da
progenitdr hiicreleri kullanarak onaran ya da yenileyen bir tedavi yontemidir. Bu tedavi
yonteminde, kok hiicreler periferik kana verilebilebilecegi gibi hasarli dokuya dogrudan
da nakledilebilmektedir. Son yillarda yapilan preklinik ¢alismalarda in vitro kosullarda
elde edilerek ¢ogaltilan kok hiicreler, laboratuvar ortaminda ii¢ boyutlu biyobozunur ve
biyouyumlu polimerik matriks yapilar igerisinde, istenilen hiicre tipine farklilagtirilarak
doku organoidi olusturulmaya calisilmaktadir. Kok hiicreler ile kanitlanmis tedavileri
bulunan hastalik gruplar1 halen son derece az olmakla birlikte, siiregelen ¢alismalar, kok
hiicrelerin daha yliksek verimle istenilen hiicre tipine farklilagtirilmasinin saglanmasina

yonelik olarak devam etmektedir.

Kok hiicre arastirmalarinda dncelikle, bir doku ya da hiicrenin nasil ¢alistig1 ve belirli
bir hastalik ya da yaralanmada sorunun nereden kaynaklandiginin belirlenmelidir. Bu
sekilde hedef hiicrenin ve dokunun iyi taninmasi, kok hiicrelerin farklilastirilmasi
stirecinin tanimlanmast ve optimizasyonu islemlerinin orjinale en yakin sekilde

tasarlanmasini saglayacaktir.
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Bir kok hiicre, ¢evresindeki hiicresel bilesenlerden ve desteklenen hiicre tipi kaynakli
sinyallerden olugmustur. Kok hiicre nigi, kok hiicreler ile bulunduklari dokudaki
mikrogevrede yer alan yardimer hiicreleri veya hiicrelerarasi ortamdaki bilesenlerin
birbirleriyle olan iliskilerini tanimlamaktadir. Kok hiicrelerin basit lokasyonlar1 nisleri
tanimlamamakta, Nigin, anatomik ve fonksiyonel boyutlaiin her ikisine de sahip olmasi

gerekmektedir.

Embriyonik gelisim sirasinda cesitli nis faktorleri, EKH’lerde gen ekspresyonunu
uyararak, fetusun gelisimi i¢in ¢ogalma ya da farklilasmay1 tesvik etmektedir. Kok
hiicreler ve nis, gelisim sirasinda birbirlerini tesvik etmekte ve erigkinlik (adulthood)

stiresince de birbirlerine karsilikli sinyaller vermektedir (Li vd. 2005).

Memelilerde kok hiicre nisi asimetrik bir yapi gostermektedir. Bir niste, hiicre
boliinmesi meydana geldiginde hiicrelerden biri nis igerisinde kalirken (self-renewal)
diger hiicre proliferasyon ve farklilasma ile fonksiyel olgun hiicreye doniismektedir (Li

vd. 2005).

Genel olarak erigskin kok hiicrelerde kok hiicre nisleri durgun fazda bulunmaktadir.
Ancak bir yaralanma durumunda mikrocevrenin etrafindaki aktif sinyaller hiicreleri
self-renewal ve farklilasmaya yonlendirerek yeni dokuyu sekillendirmektedir. In vitro
kiiltiire edildiklerinde ise yaglanma prosesi altina girerek morfolojileri degismekte ve
proliferatif kapasiteleri diismektedir. Bu nedenle, eriskin kok hiicrelerin, kok hiicre

Ozelliklerini koruyabilmeleri i¢in uygun kiiltiir sartlarinda gelistirilmesi gerekmektedir.

Belirli bir dokuya spesifik hiicre kiiltiirti, kok hiicrelerin farklilasmasi kontrol altinda
tutularak elde edilmektedir. Bu islem i¢in kiiltiir ortaminin kimyasal bilesimi ve kiiltiir
kabimin yiizeyi degistirilir ya da spesifik genlerin eklenmesi ile hiicreler modifiye
edilmektedir. Kok hiicrelerin 6zel hiicre tiirlerine farklilasmasi giivenli bir sekilde
kontrol edilebildiginde bu hiicreler, baz1 hastaliklarin tedavisinde ¢ok etkin bir sekilde

kullanilabilecektir.
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Kok hiicreler kullanilarak diyabet, parkinson, omurilik zedelenmeleri (felg), purkinje
hiicre dejenerasyonu, duchenne kas dizanterisi, kalp hastaliklari, gérme ve duyma
kayiplari, alzheimer, artrit ve cesitli genetik bozukluklarin tedavisi ile kaza veya

hastalik sonucu hasar gérmiis dokularin tamiri yapilabilmektedir.

Hiicre transplantasyonu teknigi kullanilarak kikirdak hiicrelerinin onarim amaciyla
hasarli dokuya nakli {izerine yapilan ¢aligmalar 1968 yilinda baglamistir. Ancak
hiicrelerin kendi HDM’lerini olusturana kadar, hasarli bolgede tutulmasinda karsilasilan

zorluklar nedeniyle basar1 oran1 %40°1n altinda kalmistir.

Basarili bir kikirdak doku miihendisligi i¢cin 3 parametre énem tagimaktadir. Bunlar;
diizenleyici sinyaller, hiicreler ve HDM’dir. Kondrogenez i¢in diizenleyici etki gdsteren
bliylime ve farklilagma faktorlerinden BMPs (bone morphogenetic proteins), PDGF
(platelet derived growth factors), TGF-B (transforming growth factor-f) ve IGF-I
(insulin-like growth factors), kikirdak ve kemikteki iskelet kok hiicrelerinin gelismesini
baslatmak ve ilerletmek i¢in gerekli olan sinyallerin optimal kombinasyonunun
tasarimina izin vermektedir. Bu biiyiime faktorlerinden 6zellikle TGF-f siiper ailesinin
bir iiyesi olan TGF-B,’in kondrogeneze pozitif yonde, onemli bir katki sagladigi
bilinmektedir. Ayrica biiylime faktorlerinin yani1 sira kondrogenez sirasinda ihtiyag
duyulan bazi kimyasallarin da (askorbik asit, ITS™ vb.) kiiltiir ortamina eklenmesi

gerekmektedir.

Doku miihendisligi yaklasimi ile hiicre-polimer modeli kullanilarak kikirdak dokusunun
elde edilmesinde genel olarak, dogal dokudan izole edilmis hiicrelerin sentetik ya da
dogal yapiya sahip, biyolojik ortamda bozunan (biyobozunur) polimerik destek
malzemeleri iizerinde kiiltiivasyonu islemi uygulanmaktadir. Polimerik destek
malzemeler in vitro olarak kiiltiire edilen kikirdak hiicrelerinin, baglanip gelisebilmesi

i¢in bir ¢esit yapay HDM gorevi gormektedir.

Destek malzemesinin {lig-boyutlu olmasi, dokunun sekillendirilebilmesi ve gelisimi i¢in

onemli bir parametredir. Kiiltiir islemi, iki-boyutlu olarak yiiritiildiigiinde
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kondrositlerin dediferansiye olarak kendi fenotipik 6zeliklerini kaybettigi gézlenmistir
(Emin vd. 2008). Buna karsin ii¢c-boyutlu ortamlarda yani polimer iskeletlerde ve
biyoreaktorlerde yiiriitiilen kiiltiirlerde, kondrositlerin dediferansiye olmadiklari,
fenotipik ve morfolojik 0Ozelliklerini koruyarak islevlerine devam edebildikleri
belirlenmistir. Ayrica, iki-boyutlu kiiltiirlerde fenotipik 6zelliklerini kaybeden izole
kondrositlerin, {ig-boyutlu malzemelere yerlestirilmesiyle birlikte kondrojenik
indiiksiyon uygulandiginda kendi HDM’lerini olusturacak sekilde rediferansiye
olduklari tespit edilmistir (Emin vd. 2008).

Bu tez calismasinda yapay nis mikrocevre hazirlamak i¢in model sistemimiz olan
kikirdak dokusunun dogal yapisa en uygun ortamin hazirlanmasina calisiimis ve bu
amacla; hiyaliironik asit, alginat ve kollajen kullanilarak hazirlanan ¢esitli polimerik

yapilar kullanilarak kiiltiir ortamlari test edilmistir.

8.1 Yapay Nis Mikrocevre Tasariminda Hiyaliironik Asit ve Hiyaliironidazin
Onemi

Yapisinda protein icermeyen tek GAG molekiilii olan ve D-glukuronik asit ve N asetil-
D-glukozamin monosakkaritlerinin birlegsmesiyle olusmus hiyaliironik asit, canlilardaki
HDM’de yiiksek konsantrasyonda (3-20 mg/ml) bulunmaktadir. Hiyaliironik asit,
fizyolojik oOzelliklerinin yani sira spesifik hiicre yiizey reseptorlerine (CD44,
hyaluronectin vs) baglanarak hiicre adezyon, migrasyon ve proliferasyonunda da rol
almaktadir. Hiyaliironik asit tarafindan desteklenen hiicre proliferasyonu tamamen
CD44-Hiyaliironik asit etkilesimine dayanmaktadir. Dokuda hasar meydana geldiginde
hiyaliironik asit, mezenkimal ve epitel hiicrelerin migrasyonunu uyarmaktadir. Timor
olusumunda ise; CD44’lin mutasyona ugramis kati1 formu Hiyaliironik asit ile
etkileserek metaztazi artirmakla birlikte serumdaki CD44 seviyesinde de artis

gozlenmektedir.

Hiyaliironik asit polianyon yapisindan Otiirii yliksek oranda su tutabilmekte ve bu
sayede tiimor hiicresinin migrasyonu icin bosluklar olusmasina neden olmaktadir.

Tiimor dokusunda, artan hiyaliironik asit seviyesinin tiimdr metastazina egilimi
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arttirdig1 bilinmekte ve hiyaliironidaz (HDZ) seviyesi tiimdriin invaziv potansiyeli ile
korelasyon gostermektedir. Ayrica hiyaliironik asit konsantrasyonun artmasiyla viicut
sivilarindan taginan ve de onemli olarak tiimor hiicreleri tarafindan sentezlenen HDZ
enzimi migrasyon i¢in yeni yollar acarken angiogenezide uyarmaktadir. Hiyaliironik asit
ile zenginlesmis timdr matriksi icinde tlimor hiicresi, hiicre yiizey reseptorlerini (CD44,
N-cadherin, integrinler vb) kullanarak go¢ etmektedir. Ayrica timor hiicrelerini ¢evreler

ve immun sistemden izole ederek kemorezistan hale gelmelerini saglamaktadir.

Kikirdak dokusu, embriyonik evrede mezenkimal hiicrelerin kondroblastlara
farklilagmasi ile olugsmaktadir. Kikirdak dokusu olusum siirecinde; Mezenkimal hiicreler
ilk asamada farklilasarak kondroblastlar1 olusturmaktadir. Sonraki asamada,
kondroblastlar kendi HDM lerini sentezlemeye basladiklarindan, hiicreler giderek
birbirinden uzaklasmaya baslamakta ve dolayisiyla hiicre/HDM orani azalmaktadir. Bu
asamada ayn1 zamanda kondroblastlar olgunlasarak kondrositleri, kondrositler kendi
lakiinleri igerisinde c¢ogalarak izogen hiicre gruplarmi olusturmaktadir (Sekil 5.2)

(Junqueira vd. 1993).

Memelilerde hiyaliironik asit, kikirdak dokusundaki kondrositlerden ve sinovyal
dokudaki tip B sinoviositlerden sentezlenerek eklem hareketi ve lenf kapillerleri yoluyla

sinovyal siviya ve interseliiler matrikse salgilanmaktadir.

Biiyiik o6l¢iide kikirdagin yapisin1 olusturan HDM igerisinde bulanan hiyaliironik
asit’nin dokudaki anabolizma ve katabolizmas1 arasindaki dengenin bozulmasi sonucu,
matriks icerisindeki proteoglikanlar ile kollajen lifleri dejenerasyona ugramakta,
dolayistyla dogal dokunun bozulmasina neden olmaktadir. Bunun sonucunda da gesitli
dejeneratif hastaliklar ile tiimor olusumu ortaya c¢ikmaktadir. Bunun en oOnemli
nedenlerinden birisi, artan hiyaliironik asit konsantrasyonunu tolere edecek yeterli HDZ
enziminin salgilanmamasi olup, artan hiyaliironik asit miktarini degrade etmek iizere
kondrositler tarafindan MMP’ler (MMP-4 vb.) sentezlenmektedir. MMP’ler ise spesifik
olarak sadece hiyaliironik asit’i degrade etmeyip, matriks molekiillerini de degrade
ederek matriks yapisinin ve stabilitesinin bozulmasina neden olarak kikirdak dokusunda

hasara yol agmaktadir.
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HDZ igermeyen kiiltiirlerde, HDZ igeren kiiltiirlere oranla lakiin olugsumlarinin daha geg
gozlenmesi ve yukarida da agiklandigi gibi olusan yeni yapiin hiicreler tarafindan
sentezlenecek MMP’ler tarafindan degredasyonunu onlemek amaciyla ortama HDZ

ilavesi gerekmektedir.

Bu tez calismasinda kikirdak dokusunun dogal gelisimini ve dokunun anabolizma ile
katabolizmasi arasindaki iliskiyi taklit etmek icin; izole edilerek tek tabaka kiiltiirlerde
belirli sayiya kadar ¢ogaltilan MKH’ler, proteoglikan agregatlarini, dolayisiyla HDM
iskeletini taklit etmek {lizere tasarlanan dogal polimerlerden hiyaliironik asit-kollajen tip-

I iskele iizerine 2%’lik hiyaliironik asit ¢zeltisi icerisinde suspanse edilerek ekilmistir.

Embriyonik evrede dokularin gelisimi sirasinda ortamda bol miktarda bulunmasinin
yani sira erigkin organizmada, kollajen fibriler ag1 ile eklemdeki biitiin hiicreler, kan ve
lenf damarlar1 ve noral yapilarn ¢evreleyen interseliiler boslugu doldurmasindan 6tiiri

kiiltiir ortamina hiyaliironik asit ¢ozeltisi ilave edilmistir.

Hiicrelerin yiiksek elastoviskoz yapidaki hiyaliironik asit icerisinde daha homojen
sekilde dagilarak iskele iizerine yerlesmesini saglamak ig¢in hiicreler hiyaliironik asit
coOzelti ile siispanse edildikten sonra iskelelerin {lizerine ekim yapilmistir. Faz kontrast
mikroskop goriintiileri hiicrelerin hiyaliironik asit ¢ozeltisi igerisindeki dagilimimi ve

yapt igerisinde gomiilii sekilde durdugunu acik¢a gostermektedir (Sekil 7.2).

Kiiltiir ortamindaki yiiksek hiyallironik asit konsantrasyonunu hiicrelere ve
olusturulmak istenen dokuya zarar vermeden tolore edilebilmesi i¢in ortama kontrolli
olarak HDZ enzimi eklenmistir. HDZ enzimin ortamdaki varligi ile hiyaliironik asit
asitin kontrollii olarak bozulmast ile hiicrelerin embriyonik evredeki kondrogenezi taklit

etmelerine yardimci olunmaya ¢aligilmistir.

Kontrollii hiyaliironik asit bozunmasi sirasinda ortama verilen D-glukuronik asit ve N
asetil-D-glukozaminin HDM sentezinde kullanildig1 teorimizi desteklenmek i¢in kiiltiir

stvisindaki serbest hiyaliironik asit miktart ve GAG miktarlarinin tayini i¢in yapilan test
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sonuglari; se¢ilen zaman noktalarinda hiyaliironik asit miktarindaki diismeye karsilik

yapi igerisindeki GAG miktarlarinda artis oldugunu gostermektedir.

8.2 Kondrogenik Indiiksiyonun Etkisi

Kondrojenik indiiksiyon amaciyla standart kiiltiir ortamina TGF-B, Askorbik asit, ITS"

(insiilin, transferin, selenoik asit) ve 20% FBS ilavesi yapilmistir.

TGF-B, kondrositler i¢in yiiksek spesifiteye sahiptir ve kondrogenezi olumsuz bir yone
cekebilecek etkiye gostermemektedir. Bu nedenle in vitro kondrogenez i¢in tercih

edilmektedir.

TGF-B, matriks molekiillerinin ekspresyonunu regiile etmekte ve énemli olarak HDM
molekiillerini degrade eden proteazlar1 inhibe ederek matriks yapisinin bozulmasini
onlemektedir. TGF-B, notrofiller, fibroblastlar ve makrofajlar icin kuvvetli bir
kemoatraktanttir (kimyasal cekici). Proteoglikan, fibronektin, kollajen, tenaskin ve
proteaz inhibitdrlerinin {iretimini uyarirken, genel olarak proteaz {iretimini inhibe

etmektedir.

Tarafimdan hazirlanarak 2005 yilinda teslim edilmis olan “Izole Edilmis Sican
Kondrositlerinin ve Polimer Iskeletlerin Kullammiyla Kikirdak Dokusu Gelistirilmesi”
isimli yiiksek lisans tezinde yapilan literatiir arastirmalar1 ve denemelerimiz sonucunda
TGF-B;’in 5 ng/mL oraninda kullanilmasinin kondrosit kiiltiiri islemleri icin yeterli
olacagi sonucuna varilmisti. Ancak MKH ile yapilan denemelerimizde, 10 ng/ml
oraninda TGF-B, kullaniminin, MKH’lerin kondrositlere farklilagsmasini1 saglamada daha

1yi sonug verdigi, dolayisiyla kondrogenezi ilerlettigi tespit edilmistir.

8.3 U¢-Boyutlu Ortamin Onemi

Eriskin yasamda kdk hiicre nislerinin yerlesimleri, kemik iligi, deri ve bagirsak gibi bazi

dokular i¢in iyi bilinmektedir. Nis hiicreleri ile fiziksel etkilesimler, kok hiicre mitozu
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sirasinda yariklanma diizleminin yonelimini ve nis alanlarinda, Wnt, Notch ve kemik
morfogenetik protein yollarmin katilimiyla gerceklesen molekiiler ¢apraz iletisim, kok
hiicrelerinin simetrik ve asimetrik boliinmesi arasindaki dengeyi ve bununla iliskili
sonuclar1 kontrol altinda tutmaktadir. Hiicresel mikrocevre ve hiicresiz mikrogevre
olarak iki grup altinda siniflandirilan kok hiicre nisleri kok hiicrelerin bu etkilesimlerini
gerceklestirebilecekleri sekilde ii¢ boyutlu bir yapr sahiptirler. Bu durum hiicrelerin

simetrik ya da asimetrik boliinme sonucu ¢ogalma ve farklilagsmalarinmi etkilemektedir.

Kondrogenez iizerine siliregelen ¢alismalar gostermistir ki; izole kondrositler ya da kok
hiicreler kullanilarak yapilan in vitro hiicre kiiltiiriiniin basaris1 biiyiik dl¢tide kiiltiir
ortaminin sartlarina baghdir. Kiiltlir sirasinda 6nemli olan sadece bir organoidin
olusmasi degildir, bu organoidin istenilen yapiya sahip olmasidir. Bunu saglamak i¢inde

izole edilen hiicrelerin istenilen fenotipik 6zelliklere sahip olmasi gerekmektedir.

Bu c¢alismada, hiicrelerin istenilen fenotipe farklilasmasini saglayarak doku
organoidinin olugmasi i¢in Oncelikli olarak MKH’ler, {i¢-boyutlu polimerik
biyomalzemeler iizerine tohumlanarak, yapay bir hiicre-dis1 matriks (HDM) temin
edilmeye calisilmistir. Bu sekilde hiicrelere, kendi hiicre-dis1 matrikslerini (HDM)
sentezleyene kadar tutunup, fonksiyonlarmmi yerine getirebilecekleri bir ortam

kazandirilmasi amaglanmistir.

Bu amagla, canli organizma O&zellikle model sistem olarak sectigimiz kikirdak
dokusunun yapisinda 6nemli bir bilesen olarak bulunan dogal polimerlerden kollajen ve
hiyaliironik asit, yapay HDM olarak kullanilacak polimerik iskelelerin hazirlanmasi i¢in

secilmistir.

Hiyaliironik asit ve kollajenin yapisinin hidrofilik olmasi yapimin yiiksek oranda su
tutabilmesini saglamaktadir. Yiiriitiimiiz bu tez ¢alismasinda, sadece Hiyaliironik asit
kullanilarak hazirlanan matriks yapilarin yikim hizinin istenilen biiyiikliikkte doku
formasyonlarin1 saglamak i¢in yeterli olamadig1, yapinin 3-5 giin igerisinde yikildig ve
4x4x4 mm’lik iskele ya da 1 cm ¢apli kiire basina olusan doku benzeri yapinin 2-3 mm

capinda kaldig1 tespit edilmistir.
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Bu nedenle yapiyr daha dayanikli hale getirmek amaciyla kikirdak dokusunda bulunan
proteoglikan agregatlar1 taklit edilerek hiyaliironik asitin, kollajen ile EDAC ve NHS
kullanilarak capraz baglanmis kopolimeri kullanilmistir. Olusturulan hibrit yapinin
kiiltiir ortamindaki yikim siiresinin, polimerin biiylikliigline bagli olarak 3-6 hafta
arasinda degistigi, bu siirenin ise doku formasyonu i¢in yeterli oldugu tespit edilmistir.
Olusan doku benzeri yapmin boyutunun 4x4x4 mm’lik iskele basina 5-6 mm ¢apina
kadar ulastig1 tespit edilmistir. Bu sekilde doku benzeri yapinin makroskopik olarak
dogal kikirdak dokusu formunda goriindiigii kiiltiir islemleri sirasinda tespit edilmistir.

(Sekil 7.4)

Kollajen-Hiyaliironik asit iskeleler SEM goriintiilerinden de tespit edildigi sekilde,
ylizey alanin artmasinmi saglayan yiiksek oranda cikintilara ve daha az miktarda da
gozeneklere sahiptir. Gozeneklerin birbirleri ile iletisim halinde olmasi ve yapinin
yiiksek oranda hidrofilik olmasi hiicre etkilesimini ve ozellikle besin maddelerinin
gecisini kolaylagtirmaktadir. Yaptigimiz MTT testleri sonucu polimerin gozenekleri

tizerinde olusan formazan kristalleri bu durumu kanitlamaktadir.

Kondrositler dogal yapilarinda uzaklastirildiklarinda hiicre dist matriksi olusturmak
lizere cesitli yapisal molekiilleri sentezlemeye baslar. HDM’yi olusturan en Onemli
molekiillerden olan proteoglikanlar, hiicre icerisinde sentezlendikten sonra hiicre disina
cikartilir ve genel olarak hiicrenin hemen ¢evresinde yani teritoryal matriksde lokalize
olur. Bu nedenle proteoglikan molekiilleri teritoryal matrikste daha fazla miktarda

bulunur.

Onemli bir proteoglikan molekiilii olan agrekanda genel olarak hiicrenin ¢evresinde
yiiksek oranda bulunmaktadir. Bu nedenle iiretilme miktarina da bagl olarak hiicre
cevresinde agregatlar olusturmaktadir. Bu calismada, olusan agregatlarin boyutlarinin
takip edilen kiiltiir sartlarma gore degisiklik gosterdigi  immiinhistokimya

fotograflarinda gosterilmektedir.

Uc-boyutlu ortam1 saglayan hiyaliironik asit-kollajen iskeletleri ile yiiriitiilen

caligmalarin sonucunda yapilan histokimyasal ve immiinhistokimyasal boyamalar,
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MKH’lerin farklilasarak kendi HDM’lerini olusturdugunu gdstermistir. Bu sonuglar,
MKH’ler i¢in tasarlanan yapay mikrogevrenin in vitro kikirdak dokusu olusturmada

basarili oldugunu gostermektedir.

Ayrica DNA miktar tayininde, boyutsal olarak yaklasik ayni dlgiilerde alinan
orneklerdeki DNA bilesimine bagli olarak ilerleyen zaman noktalarinda hiicre
miktarindaki azalmanin, dogal kikirdak dokusundakine benzer sekilde “Hiicre/HDM”
oraninin zamanla azaldigin1 gostermektedir.  Bu sonuglarn spektrofotometrik MTT
verileri de desteklemektedir. Ancak MTT testinde elde edilen grafikteki diisiisiin, DNA
miktarin1 gosteren grafikteki diisme orani kadar keskin olmamasi olusan formazan
kristallaerinin dogrudan hiicre miktarin1 géstermeyip, sentezlenen HDM proteinleri ile
formazan kristalleri olusturmasindan kaynaklanmaktadir. Bu durum, olusturulan
sistemin hiicreleri dogru yonde ilerlettigini ve kondrogenez siirecinde basarili bir etki

gosterdigini kanitlamaktadir.

8.4 Genel Degerlendirme

Yapilan gozlemler ve uygulan testlerin sonucunda, yiiriitiilen kiiltiir islemleri takip
edilerek birbirleri ile kiyaslanabilmektedir. Oncelikli olarak faz-kontrast mikroskobu ile
yapilan goézlemler, MKH’lerin FeCl; kullanilarak capraz baglanmis hiyaliironik asit
kiire icerisinde daha serbest davranmalarina karsin polimerik yapinin istenilen doku
formasyonunu saglamaya yetecek dayanimda olmadig: gibi sifirinct giindeki yapinin
boyutuna gore olusan doku benzeri yapinin boyutunun cok kiiciik oldugu tespit

edilmistir.

Buna karsin liyafilizator teknigi ile %2’lik hiyaliironik asit kullanilarak hazirlanan
iskele yapinin ise kiiltiir ortaminda hiyaliironik asit kiire yapilarina kiyasla ¢ok dah hizli
sekilde 1-3 giin igerisinde yikildig1 tespit edilmistir. Sadece hiyaliironik asit kullanilarak
test edilen malzelerinin dayanimlarinin iyi olmamasi {izerine, yapilarin dayanimlarini

artircak yeni yontemler denenmistir.
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Oncelikle FeCl; kullanilarak ¢apraz baglanan hiyaliironik asit kiirelerinin enkapsiilasyon
ile bagka bir dogalpolimer olan alginat ve kitosanla kaplanmasi test edilmistir. Kitosanin
polikatyonik yapida olmasi nedeniyle kitosan i¢in capraz baglayici olarak kullanilan
TPP’nin hiyaliironik asit kiiresini yiktig1, dolayisiyla bu iki polimerik yapinin birbirleri

ile uyumlu olmadig: teyit edilmistir.

CaCl, ile capraz baglanabilen polianyon yapisindaki alginat ile yapilan kaplama islemi
daha basarili sonu¢ vermesine karsin, kiiltiir ortaminda yapidaki hiyaliironik asit’in
yikim hizini istenilen boyutlarda doku formasyonunun gerceklesmesine yetecek kadar
yavaglatmadig1 ve yikilan hiyaliironik asit’in alginat kapsiiliin i¢inden kiiltiir ortamina

salindig tespit edilmistir.

Kullanilan son teknikte ise dogal dokularda o6zellikle kikirdak dokusunun matriks
yapisinda bulunan kollajen test edilmistir. Liyofilizasyon teknigi ile hazirlanan kollajen
iskelelerin kiiltiir sivis1 ile temas ettiginde hemen yikilmasinin goriilmesi iizerine,
kollajen ile Hiyaliironik Asit’in degisik konsantrasyonlardaki ¢ozeltilerinin

kopolimerizasyonlar1 test edilmistir.

Sonug olarak, %1’lik kollajen ¢ozeltisi igerisinde hazirlanan %1°lik Hiyaliironik Asit
cozeltisinden, liyofilizatér ve ¢apraz baglayici olarak da NHS ve EDAC kullanilarak
hazirlanan iskelelerin yapilan FT-IR analizlerinde kollajen ve hiyaliironik asit arasinda
ester baglarmin  kuruldugunu gostermektedir. Hazirlanan iskelelerin, doku
formasyonunun saglanmasina yetecek 3-6 haftalik siire¢ icin gerekli dayanima sahip

oldugu tespit edilmistir.

Yapilan testler ve gesitli goriintiileme teknikleri ile elde edilen goriintiiler; Hiicre Dis1
Matriks benzeri iskele yapi lizerinde ve tasarlanan yapay nis mikrocevrede, Mezenkimal
Kok Hiicrelerin yeniden modellenme ile farklilasarak yeni kikirdak doku organoidini

daha saglikli bir sekilde olusturdugunu gostermektedir.
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Bu sonuglar goz oniine alindiginda Kikirdak dokusunun embriyonik evredeki gelisimi
dikkate alinarak tasarlanan yapay nis mikrogevrede doku gelisim modelimizde,; sigan
kemik iliginden izole edilen MKH’lerin {i¢ boyutlu yapi igerisine alindiklarinda
morfolojilerinin degiserek yuvarlak goriinlim kazandiklari, Hiyaliironik Asit’nin
kontrollii degredasyonu ile kondrositlere farklilagmanin gergekleserek lakun
olusumlarinin 3. Giinden itibaren goriilmeye baslandig1 ve izogen hiicre gruplarinin
olusarak “Hiicre/HDM” oranmin azaldigi, yapilan DNA miktar tayini, MTT o6l¢timleri,
Hiyaliironik Asit ve GAG miktar1 6l¢iimii ile faz kontrast goriintiileri tarafindan
desteklenmektedir (Sekil 8.1). Histokimya ve immiinhistokimya goriintiileri de ilerleyen
zaman noktalarinda kollajen tip-2 ve agrekan sentezinin arttigini dolayistyla HDM

sentezinin gerceklestigini gdstermektedir (Sekil 8.1).

Bu tez ¢alismasinda yapay nis mikrogevre hazirlamak i¢in model sistemimiz olan
kikirdak dokusunun dogal yapisa en uygun ortamin hazirlanmasina calisilmis ve bu
amacla hazirlana yapilar icerisinde en uygun yapi modelinin; proteoglikan agregatlar
taklit edilerek, liyofilizasyon ile %1°lik kollajen ve %1°lik Hiyaliironik asit kullanilarak
hazirlanan polimerik iskeleler iizerine %?2’lik Hiyaliironik asit ¢dzeltisi igerisindeki
MKH’lerin ekimi gergeklestirilerek kondrojenik indiiksiyon uygulanmasi oldugu tespit

edilmistir.

lleride gerceklestirilecek olan in vivo deneylerde, bu in vitro galismadan elde edilen
bulgular kullanilarak daha basarili ilerlemelerin saglanabilecegi tahmin edilmektedir.
Boyle bir durumda, elde edilecek in vivo ve in vitro sonuglarin, gelecekteki klinik
uygulamalar i¢in yol gosterici olabilecegi ve nihayetinde tibbi bir hizmete yonelik

olarak kullanilabilecegi diistiniilmektedir.
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Sekil 8.1 Olusturulan yapay nis mikrogevre siteminde olusturlan kondrogenez model
sisteminden elde edilen sonuglarin, embriyonik gelisim sirasindaki kikirdak
dokusu olusumunu simgeleyen resimlerle kiyaslanmasi.
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