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Bu calismada, cerrahi operasyonlarla uzaklastirilan atik insan adipoz dokularindan,
adipoz mezenkimal kok hiicreler (AMKH) izole edildi. Hiicrelerin immiinfenotipik
karakterizasyonu ve koloni olusturma kapasiteleri belirlendi. Cesitli biiyiime faktorleri
kullanilarak farklilasma Ozellikleri incelendi. Aynmi atik adipoz dokularindan
ekstraseliiler matriks (ECM) fiziksel (homojenizasyon, santrifiijleme, kaliplama) ve
kimyasal (¢apraz baglama) basamaklar iceren bir protokol gelistirilerek hiicrelerinden
arindirildi, uzun ince lifler ve gozenekler bulunduran bir iskele malzemesi {iretildi.
Hazirlanan iskelenin su ve tampon tutma kapasitesi belirlendi. AMKH’ler hazirlanan
iskelelere tohumlandi. Belli zaman noktalarinda toplanan 6rneklerde hiicre canlilig ile
malzemeye tutunma ve ¢ogalma davraniglart MTT testi ve SEM analizleriyle belirlendi.
Hiicre-iskele yapilarinin kikirdak doku olusturma kapasitelerinin incelenmesi amaciyla
TGFf-3 ve BMP-6 igeren kondrojenik vasat ortaminda 42 giin kiiltiirii siirdiiriildi. Belli
zaman noktalarinda toplanan orneklerde kondrojenik protein ifadesi immiino/histo-
kimyasal analizlerle takip edildi. Kondrojenik farklilasma sonrasi hiicrelerce
sentezlenen toplam sGAG miktar1 dimetilmetilen mavisi boya baglanma testi ile
Olciildi. SEM bulgulan iskelenin olduk¢a gozenekli oldugunu, hiicrelerin iskelelere
tutundugunu, MTT testi sonuclar1 hiicrelerin iskelelerde yasayabilirliginin yliksek
oldugunu, ¢cogalmaya devam ettiklerini, immiino/histo-kimyasal analizler ise TGFf-3 ve
BMP-6 iceren kondrojenik vasat ortaminda kondrogenezin gergeklestigini gosterdi.
GAG analizi kondrogenezi dogrular sekilde, SGAG miktarinin yapilar i¢inde zamanla
arttigin1 gosterdi. Elde edilen sonuclar, insan atik adipoz dokusunun hem ECM hem de
kok hiicrelerin eldesi agisindan olduk¢a zengin ve onemli bir kaynak oldugu, ayni
kaynaktan elde edilen matriks iskeleler ve mezenkimal kok hiicrelerin uygun kiiltiir
sartlarinda otolog kikirdak doku miihendisliginde kullanilma potansiyeline sahip oldugu
goriisiinii destekledi.

Nisan 2015, 109 sayfa
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ABSTRACT
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DEVELOPMENT OF ADIPOSE-DERIVED MESENCHYMAL STEM CELL LINES,
THEIR IMMUNOPHENOTYPICAL CHARACTERIZATION AND EVALUATION
OF DIFFERENTIATION PROPERTIES
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In this study, adipose mesenchymal stem cells (AMSCs) were isolated from human
waste adipose tissues harvested by surgical operations. Immunophenotypical
characterization and colony forming capacity of cells were determined. Differentiation
characteristics were examined using a variety of growth factors. Extracellular matrix
(ECM) of same waste adipose tissues was decellularized using a protocol composed of
physical (homogenization, centrifugation, molding) and chemical (crosslinking) steps,
thus a scaffold material containing long thin fibers and pores was produced. Water and
buffer uptake capacity of scaffold was determined. ECM scaffold was seeded with
AMSCs. Cell viability, adhesion/proliferation behavior of cells were evaluted by MTT
assay and SEM analysis. To examine cartilage-forming capacity of cell-laden constructs
42-day culture in chondrogenic medium containing TGFS-3 ve BMP-6 was maintained.
Chondrogenic protein expression were followed by immuno/histo-chemical analysis.
Glycosaminoglycans (SGAG) synthesized by cells was measured by dimethylmethylene
blue dye binding assay. SEM observations and MTT assay showed that scaffold had a
highly porous structure and the cells were well attached to the scaffold with good
cellular viability and high proliferation. Immuno/histo-chemical analysis proved that
chondrogenesis occurred under the chondrogenic conditions with TGFS-3 and BMP-6.
SGAG analysis pointed out that the amount of GAG increased in constructs by time
confirming chondrogenesis. All results supported that human waste adipose tissue is a
rich and important source for obtaining ECM, as well as stem cells and matrix scaffolds
and mesenchymal stem cells obtained from same adipose tissue have potential in
autologous cartilage tissue engineering under proper culture conditions.

April 2015, 109 pages
Key Words: Human waste adipose tissue, adipose derived mesenchymal stem cells,

CFU, differentiation, autologous and allogenic natural biomaterials, cartilage tissue
engineering, TGFS, BMP, regenerative medicine.
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1. GIRIS

Doku mihendisligi, kaybedilmis veya hastalikli dokularin onarilmasi veya
degistirilmesi amaci ile izole edilmis hiicrelerin tasarlanmis iskeleler iizerine ekilmesi,
ekilen hiicrelerin c¢ogaltilarak farklilagtirnllmalart ve olusan yapilarin hastaya
nakledilmesi prensibine dayanmaktadir. Doku mithendisliginin basarisinda, kullanilacak
hiicre kaynagmin biiyilik etkisi vardir. Hiicresel tedavilerin ¢cogunda oldugu gibi, doku
miithendisliginde de o©ncelikli tercih hastanin kendi hiicrelerinin (otolog nakil)
kullanilmasidir. Otolog hiicreler hastaya uygulandiginda bagisiklik yaniti olusturmaz,
ancak bu hiicrelerle ilgili sorun tedavi i¢in yeterli miktarda hiicre sayisinin hastadan elde
edilmesi asamasinda yasanmaktadir. Ozellikle hastanin yash oldugu ve hastaligin
ilerlemis oldugu durumlarda bu uygulama gerceklestirilememektedir. Allojenik (tiir i¢i
nakil) kaynakli hiicrelerin kullanimi agisindan bakildiginda, verici doku veya organ
temininde ciddi sinirlamalar bulunmaktadir, ayrica allojenik nakiller cogunlukla akut ve
kronik ret yanitlar1 ile sonu¢lanmaktadir. Bu nedenle, tedaviler i¢in yiiksek potansiyel
tagtyan, gilivenilir ve smirsiz Olgekte iretilip saklanabilen hiicre kaynaklarina ihtiyag
giderek artmaktadir. Hiicre kaynag1 olarak zenojenik (hayvan kaynakli nakil, 6r. domuz
gibi) hiicreler, immiinojenik olmalari ve hastalik yapici patojenlerin transferi gibi
muhtemel risklerinin yani sira, etik ¢ekincelerden dolayr hiicre tedavileri igin kabul
goren bir secenek durumunda degildir. K6k hiicre aragtirmalari, hiicre nakli ve doku

miihendisligi kapsaminda bu bakimdan 6zel ilgi gormektedir.

Insan adipoz dokusunun stromal fraksiyonunda multipotent kok hiicre popiilasyonu
bulunmaktadir. Adipoz mezenkimal kok hiicreler (AMKH) olarak adlandirilan bu
hiicreler kemik iligi mezenkimal kok hiicrelerine benzer farklilagma potansiyeline ve
fenotipine sahiptir. Bu hiicreler in vitro kosullarda adipojenik, kondrojenik, miyojenik
ve osteojenik yone farklilasabilirler. Atik adipoz dokularindan kolay ve tekrarlanabilir
sekilde elde edilebilmeleri ve enzime dayali, karmasik basamaklar gerektirmeyen
izolasyonu nedeniyle, bu hiicreler kok hiicre ¢aligmalar1 agisindan belirgin avantajlara
sahiptir. Hiicre morfolojisi, immiinfenotip, koloni frekans1 ve farklilasma kapasitesi

acisindan karsilastirildiklarinda kemik iligi mezenkimal hiicrelerinden farkli olmadiklar1



gosterilmistir. Bu hiicreler, kemik iligi mezenkimal kok hiicrelerinde gozlenen CD

yiizey antijenlerini ifade etmektedirler.

Gliniimiizde hiicresizlestirilmis ekstraseliiler matriks (extracellular matrix, ECM) ve
diger hiicresiz biyomateryaller hiicre yapismasi ve ¢ogalmasi i¢in terapotik iskeleler
olarak kullanilmaktadir. Bunlar biyouyumlu, toksik olmayan molekiillere parcalanabilen
ve indiikleyici biyolojik faktorlere sahip malzemelerdir. Hiicre yapismasi i¢in uygun
yapidadirlar ve sentetik olarak taklit edilmesi miimkiin olmayan biyokimyasal bilgi ve
morfolojik ipuclari igerirler. Bugiine kadar ¢ok sayida hiicresizlestirilmis allojenik ve
zenojenik ECM medikal {iriin olarak gelistirilerek klinikte kullanilmak iizere piyasaya
sunulmustur. Insan dermis tabakasi (AllodermVR, LifeCell Corp.), domuz ince bagirsak
altmukozas1 (SurgiSISVR, Cook Biotech; RestoreVR, DePuy Orthopaedics), domuz
idrar kesesi (MatriStemVR, ACell) ve domuz kalp kapakgiklarindan (Synergraft VR,
CryoLife) iiretilen bu iriinler insanlarda doku yenilenmesinde kullanilmaktadir. Ancak
hiicresizlestirilerek iiriin haline getirilen bu dokular hayvanlardan veya kadavralardan
toplanmaktadir. Bu durum immiin yanit olusturma ve hastalik yapict patojen ve

molekiiler kalintilarin insana transferi ile ilgili kaygilar1 artirmaktadar.

Adipoz doku, mezodermal kokenli bir organ olup yetiskin bireylerin kiitlesini belirgin
olarak degistirebilen tek dokudur. Viicuttaki enerji fazlalig1 yag olarak depolandigi icin
adipoz dokunun artmasina neden olur. Bu artisa neden olan hiicreler preadipositler ve
stromal vaskiiler fraksiyonda bulunan kok hiicrelerdir. Adipoz dokuda obezite gibi
nedenlerle yag kiitlesi arttiginda giiclii bir yapisal yeniden-modellenme goriiliir. Adipoz
doku matriksi adipositlerin yapisal biitiinligli i¢in ¢ok Onemlidir ve tiim doku
olusumunda (adipogenez) esas rolii oynar. Insan adipositlerini g¢evreleyen ECM
yapisinda kollajen tip I, I, 1V, VI, laminin, fibronektin, perlekan, entaktin ve heparin
stilfat proteoglikanlart bulunmaktadir. Adipoz doku hem ECM hem de stromal
fraksiyonda bulunan kok hiicrelerin eldesi acisindan olduk¢a 6nemli bir kaynaktir.
Adipoz dokunun cerrahi olarak risksiz sekilde ¢ok miktarda elde edilebilir olmasi, son
yillarda doku miihendisligi iskeleleri ve kok hiicre tedavileri i¢in ideal kaynak olmasini

saglamistir.



Kikirdak doku organizmada onarim ve yenilenme yetenegi en zayif dokulardan biridir.
Kikirdak onarimi i¢in mikrokirik, mozaikplasti, otolog greft tansferi ve otolog kondrosit
nakli gibi basariyla uygulanan cerrahi yontemler bulunsa da her bir yontemin sahip
oldugu kendine ait kisithiliklar nedeniyle altin standart bir teknik heniiz bildirilmemistir.
Bu yiizden giincel ¢alismalar daha ¢ok gen tedavisi, mezenkimal kok hiicre ve doku

miihendisligi calismalarina odaklanmis durumdadir.

Bu tez ¢alismasinda, karin gerdirme, yag ¢ekme (liposuction) ve meme kiigiiltme
ameliyatlarindan cerrahi islemlerle uzaklastirilan atik insan adipoz dokularindan
multipotent mezenkimal kok hiicre popiilasyonu izole edilmis ve ozellikleri
belirlenmistir.  Ayni1  dokulardan ideal hiicresizlestirme yontemi olusturularak
ekstraseliiler matriks (ECM) izole edilmis ve elde edilen bu matriks yap1 fiziksel
(homojenizasyon, santrifiij, kaliplama) ve kimyasal (capraz baglayicilar) yontemler
kullanilarak doku miihendisligi uygulamalari i¢in 3-boyutlu biyolojik iskeleler haline
getirilmistir. Bu malzeme, yapisinda uzun ince lifler ve hiicre yapismast ve ¢ogalmasi
i¢in uygun gozenekler bulundurmaktadir. iskelelerin karakterizasyonu igin SEM analizi

yapilmis, su ve tampon tutma kapasiteleri belirlenmistir.

Elde edilen ECM iskeleler lizerine ayn1 dokulardan izole edilen adipoz mezenkimal kok
hiicreler ekilmistir. Belli zaman noktalarinda toplanan 6rneklerde hiicre canliligi ile
malzemeye tutunma ve ¢ogalma davraniglarn MTT testi ve SEM analiziyle
belirlenmistir. Hiicre-iskele yapilarmin kikirdak doku olusturma potansiyelinin
incelenmesi amaciyla TGFfS-3 (donistiiricti bliyiime faktorii beta 3, transforming
growth factor p-3) ve BMP-6 (kemik morfogenetik proteini 6, bone morphogenetic
protein-6) iceren kondrojenik vasat ortaminda 42 giin kiltiir sirdiirilmistiir.
Orneklerdeki kondrojenik protein ifadesi immiino/histo-kimyasal analizlerle takip
edilmistir. Kondrojenik farklilasma sonrasi hiicrelerce sentezlenen toplam sGAG
miktar1 dimetilmetilen mavisi boya baglanma testi ile Olgiilmistiir. Elde edilen
sonuglarla, atik insan adipoz dokusunun hem mezenkimal kok hiicreler hem de ECM
acisindan zengin bir kaynak oldugu, otolog, kisiye 0zel tasarlanmis ve gelistirilmis

kikirdak doku miihendisligi {iriinlerinin olusturulmasini saglayabilecegi gosterilmistir.



2. KURAMSAL TEMELLER

2.1 Kok Hiicreler

Kok hiicre, mitozla ¢ogalarak hem kendini yenileyebilen, hem de diger 6zellesmis hiicre
tiplerine farklilasabilme yetenegine sahip hiicre tipidir. Kok hiicreleri farklilagma
kapasitelerine gore gruplandirmak miimkiindiir. Memelilerde dollenme sonrasi ilk
birkag glinde olusan 4-8 hiicreli zigot tek basmna tliim organizmayr meydana
getirebilecek genetik bilgiye ve gilice sahiptir. Her biri tek bagina bir organizma
meydana getirebilme yetenegindeki, tiim hiicrelere doniisebilme potansiyeline sahip bu
ilk embriyonel hiicrelere “totipotent hiicreler” denir. Totipotent hiicrelerin 2-3 kez
boliinerek olusturdugu blastosist denen i¢ hiicre kitlesi i¢indeki hiicreler viicuttaki tim
hiicrelere doniisebilme yetenegine sahiptir. Ancak bu hiicreler tek baglarmma bir
organizmayi olusturamazlar. Bu nedenle bu hiicrelere “pluripotent hiicreler” denir.
Embriyonik kok hiicreler bu i¢ hiicre kitlesinin alinarak kiiltlir kosullarinda ¢ogaltilmasi
ile elde edilirler. Bu agsamadan sonra hiicreler boliinmeye devam ederler ve daha 6zel
fonksiyonlara sahip olarak eriskin kok hiicreleri olustururlar. Biraz daha 6zellesmis olan

bu kok hiicrelere ise “multipotent hiicreler” denir (McKay 2000) (Sekil 2.1).

Eriskin kok hiicreler, bir doku veya organdaki farklilasmis hiicreler arasinda bulunan
farklilasmamis hiicreler olup, kendilerini yenileyebilir ve i¢inde bulundugu doku veya
organin Ozellesmis hiicre tiplerine farklilagabilirler. Erigskin kok hiicrelerin yasayan
organizmadaki esas gorevleri, bulunduklar1 dokuyu tamir etmek ve dokunun
devamliligini saglamaktir. Eriskin kok hiicreler kemik iligi, kalp, bobrek, yag doku,
beyin, deri, gbz, gastrointestinal sistem, karaciger, pankreas, akciger, meme, over,
prostat ve testis gibi organlarda tespit edilmistir. Bu hiicreler, bulunduklar1 organda
kendilerine ait bir mikrogevre i¢inde kisa veya uzun siire dinlenmede kalabilirler.
Mikrogevrelerindeki degisiklikleri takiben c¢ogalabilirler veya daha olgun ve dokuya

0zel hiicre tiplerine farklilagabilirler (Barrilleaux vd. 2006).



Eriskin kok hiicreler; osteosit, kondrosit, adiposit ve miyosit hiicrelerini olusturan
mezenkimal kok hiicreler, biitiin kan hiicrelerini olugturan hematopoetik kok hiicreler ve
bulunduklar1 dokunun tamirinde gorev alan “unipotent” veya onciil hiicreler olarak
bilinen dokuya 6zgii kok hiicreler olarak siniflandirilabilir. Mezenkimal kok hiicreler

multipotent eriskin kok hiicrelerin 6nemli bir grubudur.
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Sekil 2.1 Kok hiicrelerin farklilagsma kapasitelerine gore siniflandirilmast (Chaudry 2004)

2.1.1 Mezenkimal kok hiicreler

Mezenkimal kok hiicreler (MKH) baslica kemik iliginde bulunan, kiiltiir kabinin
yiizeyine tutunan, kemik, kikirdak, kas, tendon, ligament, adipoz doku ve kemik iligi
stromal hiicrelerine farklilasma yetenegine sahip, tek bir kok hiicreden koloniler
olusturabilen multipotent hiicrelerdir (Sekil 2.2). Stromal kdkenli olmalar1 nedeniyle
genel anlamda “destek hiicresi” 6zelligi tasimalari, MKH’lerin tibbin bir¢ok alaninda

kullanim potansiyelinin temelini olusturmaktadir. Bu hiicreler ilk kez Fridenstein



tarafindan tanimlanmistir. Fridenstein, fetal buzagi serumu kullanilarak yapilan kemik
iligi kiltiirlerinde kiiltiir kabina tutunma 6zelligi olan, morfolojik olarak fibroblastlara
benzeyen hiicre kolonilerinin bulundugunu ve bunlarin kemik ve yag hiicrelerine
farklilasma yetenegine sahip olduklarini gostermistir (Friedenstein vd. 1966). Takip
eden yillarda yapilan calismalarda bu hiicrelerin hematopoetik 6zellikte olmayan
multipotent kok hiicreler oldugu, her ii¢ germ yapragindan koken alan hiicrelere
farklilagsma yetenegi bulundugu ortaya konmustur (Pittenger vd. 1999, Jiang vd. 2002).
Onceleri fibroblastik koloni olusturan birimler (CFU-F, colony forming unit fibroblast)
ve “kemik iligi stromal fibroblast”lar1 denilen bu hiicreler daha sonra mezenkimal

kok/stromal hiicre olarak tanimlanmislardir (Caplan 1991).
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Sekil 2.2 Kemik iligi mezenkimal kok hiicrelerin plastitisesi

Kemik iligi hiicre popiilasyonunun % 0,002’sini mezenkimal kok hiicreler
olusturmaktadir. Standart in vitro kosullarda fibroblast benzeri igsi yapida olan bu
hiicrelerin kemik 1iligi aspiratinda mevcut diger hiicrelerden ayirt edilmesi kolay
degildir. Bu nedenle Uluslararas1 Hiicresel Tedavi Dernegi’nin Mezenkimal ve Doku

Kok Hiicre Komitesi’nin belirledigi mezenkimal kok hiicre dl¢iitleri sunlardir:

1. Standart kiiltlir kosullarinda plastige yapisma 6zelligi gostermeli,
2. Osteojenik, kondrojenik ve adipojenik hiicre dizilerine farklilasma 6zelligine sahip

olmal,



3. CD73, CD90 ve CD105 ylizey antijenlerini ifade etmeli,

4. Hematopoietik soya ait yiizey antijenleri olan c-kit, CD14, CD11b, CD34, CD45,
CD19, CD79 ve insan lokosit antijeni (HLA-DR) a¢isindan negatif olmalidir (Dominici
vd. 2006).

Kemik iligi MKH’ler i¢in ana kaynak sayillmaktadir ancak bu hiicreler kemik iligi
disinda da bircok dokudan izole edilebilmektedir. Kati dokulardan izole edilirken
enzimatik yontemler kullanilmaktadir. Bu hiicrelerin kordon kani, kordon stromasi,
adipoz doku, plasenta, kas dokusu, dis pulpasi, amniyon s1visi, sinovial siv1 ve periferik
kandan kiiltiir kabma tutunma oOzellikleri sayesinde ayristirilarak c¢ogaltilabilmeleri

miimkiindiir (Lu vd. 2006, Meirelles ve Nardi 2009).

Hiicresel tedavilerde kullanilmak tizere daha homojen ve ¢ok sayida MKH elde etmek
icin farkli izolasyon ve gogaltma stratejileri kullanilmaktadir (Smith vd. 2004). CFU-F
testi, MKH tretiminde kullanilan in vitro bir tekniktir. CFU-F, izole edilen hiicrelerin
ilk kiltir isleminin 7. giniinde kiiltiir kab1 tabaninda olusan fibroblast benzeri
kolonilerin sayilmasi ve 14. giin bu kolonilerin toplanarak yeniden pasajlanmasi
islemidir. Olusan her bir koloni tek bir dnciil ya da kok hiicreden tiireyen klon hiicre
grubudur. Beliren koloni sayisinin izole edilen hiicre sayisina oranlanmasiyla hiicre
popiilasyonu i¢indeki onciil hiicre ve kok hiicre frekansini belirlemek miimkiindiir. Bu
teknikte temel nokta hiicrelerin diisiik yogunlukta kiiltiir edilmeleridir. Boylece
fenotipik ve morfolojik olarak homojen mezenkimal kok hiicreler iiretilebilir ve daha
ileri pasajlara kadar kiiltiir siirdiirtilebilir. Bu teknik klinik iiretimlerde kullanilan “pasaj

aralar1 kalite kontrol testleri”’nden biridir.

Mezenkimal kok hiicrelerin basta hematopoietik kok hiicre nakilleri, doku miihendisligi
ve gen tedavileri olmak iizere bir¢ok alanda klinik kullanim potansiyeline sahip olmalari
bu hiicrelere olan ilgiyi giderek artirmistir. Mezenkimal kok hiicreler doku tamirinde
salgiladiklar1 parakrin faktorlerle rol alirlar. Bag dokusu kokenli olmalari nedeniyle
stromal destek saglayarak, ilgili doku hiicrelerinin gelisimine ve fonksiyonuna

¢oziinebilir faktorler salgilayarak katki saglarlar. Gog etme 6zellikleri sayesinde hasarli



dokuya ulasabilirler ve hasarli hiicre ile birlesebilirler. Hasarli bolgeyle birlesmeyi
hizlandirict etkileri ve immunmodulator olmalar1 6zellikle kemik iligi naklinde klinik
olarak kullanilmalarin1 saglamistir. In vitro kosullarda hizli ¢ogalabilirler. In vivo
uygulamalarda bagisiklik diizenleyici etki yaptiklarindan, greft versus host hastaligi,
organ allogreft reddinin Onlenmesi ve otoimmiin hastaliklarin tedavisinde
kullanilmiglardir. Bu hiicrelere gen transferi miimkiindiir. Dayanikli ve go¢ edebilen

hiicreler olduklarindan gen tedavisi i¢in uygundurlar Ayrica immiin sistemden

kacabildikleri i¢in allojenik nakillerde kullanilabilirler (Chamberlain vd. 2007).

Embriyonik kok hiicrelerin klinikte ve doku miihendisligi uygulamalarinda kullanimiyla
ilgili etik ve yasal kisitliliklar, allojenik uygulamalarda immiin yanita neden olmalar1 ve
kontrolsiiz hiicre boliinmesine bagli tlimor (teratoma) olusturma riski tasimalari
mezenkimal kok hiicreleri hiicresel tedaviler i¢cin uygun kok hiicre kaynagi haline

getirmistir.

Mezenkimal kok hiicrelerin kemik iliginden toplanmasi lokal veya genel anestezi
gerektiren, donodr i¢in oldukca sikintilt ve agrili bir islem ile yapilmaktadir (Sekil 2.3).
Donor yasi ilerledikge ilik igindeki kok hiicrelerin miktari, farklilasma potansiyelleri ve
yasam siireleri kisalmaktadir (Mueller ve Glowacki 2001, Stenderup vd. 2003, Baxter
vd. 2004). Kemik iligi, her 10.000 g¢ekirdekli hiicreye karsilik 1 adet mezenkimal kdk
hiicre igerir. Kok hiicre elde etme i¢in hastalardan alinan sivi miktar1 oldukca kisithidir.
Lokal anestezi ile yetiskin bireyin kemik iliginden en fazla 40 ml siv1 ¢ekilebilmektedir.
Bu 40 ml iginde yaklasik 24.000 adet mezenkimal kok hiicre bulunmaktadir (Pittenger
vd. 1999, De Ugarte vd. 2003).

Sekil 2.3 Kemik iliginden 6rnek alma islemi



Sayilarinin ¢ok az olmasi nedeniyle in vitro kosullarda haftalarca siiren kiiltiirlerde
cogaltilmalarinin gerekmesi kemik iligi MKH’lerin klinik kullanim agisindan en énemli
dezavantajidir. Haftalarca siiren kiiltiirler ciddi bir teknoloji, alt yap1, deneyim gerektirir
ve maliyeti yiiksektir. Ayrica bu durum, hiicrelerin kiiltiir ortaminda pasajlanmalari
sonucu maruz kaldiklar cesitli uyaranlar ve faktorlerin etkisiyle fenotipik, immiinolojik
ve diger biyolojik Ozelliklerinde farkliliklara yol agmaktadir (Baxter vd. 2004). Bu
nedenle son yillarda kemik iligi mezenkimal kok hiicrelerinin farklilasma potansiyeline
ve fenotipine sahip, bol miktarda hiicre barindiran farkli kaynaklara yonelik arastirmalar
artmistir. Kordon kani ve adipoz dokunun yapilan ¢aligmalarla klinik uygulamalar icin
alternatif mezenkimal kok hiicre kaynaklart oldugu gosterilmistir (Zuk vd. 2001, Lu vd.
2006). Yapilan karsilagtirmali ¢aligmalarla bu kaynaklar icinde en yiiksek CFU-F
frekansinin adipoz dokuda oldugu gosterilmistir (Cizelge 2.1) (Lee vd. 2004, Kern vd.
2006).

Cizelge 2.1 Farkli kaynaklardan ve farkli yontemlerle elde edilen mezenkimal kok
hiicrelerin izolasyon verimi

Abdominoplasty ile

Liposuction ile .
Kaynak Kordon kam Kemik iligi . toplanan adipoz
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2.1.2 Adipoz mezenkimal kok hiicreler (AMKH)

Diinyada her gecen yil obezite hastaliginin ve buna bagli diger hastaliklarin artisi,
adipoz dokunun cerrahi miidahaleyle viicudun belli yerlerinden uzaklagtirilmasi
islemlerini arttirmigtir. Amerika’da her yil ortalama 400.000 yag ¢ekme (liposuction) ve
karin gerdirme (abdominoplasty) operasyonu yapilmaktadir. Bu operasyonlardan elde
edilen atik adipoz doku miktar1 100 mL ile 3 L arasinda degismektedir (Katz vd. 1999).
Adipoz dokunun stromal vaskiiler fraksiyonunda kendi kendini yenileyebilen, farkli
mezodermal doku hiicre tiplerine doniisebilen bir hiicre popiilasyonu bulundugunu ve

bu hiicrelerin enzimatik yontemlerle izolasyon islemlerini rapor eden ilk ¢aligma 2001



yilinda Zuk ve arkadaslar1 tarafindan yapilmistir (Zuk vd. 2001, 2002). Takip eden 14
yil i¢inde bu hiicrelere olan ilgi giderek artmis, bu hiicrelerin in vitro ve in vivo
modellerde farklilasma kapasitesini arastiran 3500°den fazla makale yayinlanmistir.
Bunlara ek olarak bu hiicrelerin kullanildigi 72 adet klinik ¢alisma devam etmektedir.

Bu ¢aligmalarla ilgili siire¢ https://clinicaltrials.gov (2014) adresinden takip edilebilir.

Bugiine kadar yapilan calismalar rejeneratif tipta kullanilacak kok hiicrelerin bazi
Ozelliklere sahip olmasi gerektigini ortaya koymustur (Gimble vd. 2007):

1. Kok hiicreler uygun kaynaktan c¢ok fazla sayida (milyon/ milyar sayida) elde
edilebilmeli,

2. Hastaya en az sikint1 veren islemlerle elde edilebilmeli,

3. Hiicrelerin diizenli ve tekrarlanabilir sekilde farklilasma kapasitesi olmali,

4. Hucreler in vivo uygulamalarda kolayca nakledilebilmeli,

5. Hiicreler Iyi Uretim Uygulamalart (Good Manufacturing Practices, GMP)

kosullarinda islenebilir olmalidir.

Adipoz mezenkimal kok hiicreler bu kriterlerin tamamini karsilamaktadir. Basit bir
lokal anestezi ile liposuction uygulanarak 100-200 ml adipoz doku viicuttan
toplanabilmektedir. Adipoz dokunun her bir gramindan 5000 adet kok hiicre elde
edilebilmektedir. Bu sayr ayn1 miktarda ve sikintili alinan kemik iligi aspiratindaki
hiicre sayisinin yaklasik 50 katidir. Kemik iligi aspirasyonlarinin her 1 ml’sinden 100-

1000 adet MKH elde edilebilmektedir.

Adipoz dokunun, hastaya en az sikint1 vererek ve ¢ok miktarda elde edilebilir olmasi,
mezodermal kokenli bir organ olup mikrovaskiiler endotel hiicreleri, diiz kas hiicreleri
ve kok hiicreleri igceren stromal yapida olmasi bu dokudan elde edilen MKH ile ilgili
caligmalart hizlandirmigtir (Aust vd. 2004, Oedayrajsingh-Varma vd. 2006). Kemik iligi
ve kordon kan1 mezenkimal hiicreleriyle karsilagtirildiginda, adipoz mezenkimal kok
hiicrelerin adipoz, kikirdak, kemik ve iskelet kas1 gibi mezodermal kaynakli dokulara
esit oranda farklilasma potansiyeline sahip oldugu tespit edilmistir (De Ugarte vd.

2003). Bu hiicreler hiicre morfolojisi, immiinfenotipik karakterizasyon ve koloni
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frekansi1 (CFU-F) a¢isindan karsilastirildiklarinda kemik iligi mezenkimal hiicrelerinden
farkli olmadiklar1 gésterilmistir (De Ugarte vd. 2003, Aust vd. 2004, Oedayrajsingh-
Varma vd. 2006, Zaman vd. 2008, Charbord 2010, Danoviz vd. 2011, Safwani vd.
2012, 2012, Zuk 2013).

Adipoz dokunun stromal vaskiiler fraksiyonundan kiiltiir kabia tutunma o6zelligi ile
ayristirilarak ¢ogaltilan adipoz mezenkimal kok hiicreleri, bu fraksiyondaki diger
hiicrelerden ayiracak, sadece bu hiicrelere 6zgii karakteristik ylizey antijenleri heniiz
kesfedilmediyse de pek cok c¢alismada bu hiicrelerin kemik iligi mezenkimal kok
hiicrelerinde gozlenen CD antijenlerini ifade ettikleri gosterilmistir. Akim sitometri
bulgulart bu hiicrelerin CD13, CD29, CD44, CD49d, CD73, CD90 ve CDI105 ylizey
antijenlerini yiiksek oranda ifade ettiklerini, hematopoietik soya ait olan c-kit, CD14,
CD11b, CD34, CD45, CD19, CD79 yiizey antijenlerini ifade etmediklerini géstermistir
(Zuk 2002, Katz vd. 2005, Mitchell vd. 2006, Yoshimura vd. 2006, Oedayrajsingh-
Varma vd. 2007, Zannettino vd. 2008).

Adipoz mezenkimal kok hiicrelerin osteoartrit tedavisinde, kikirdak ve eklem tamirinde
etkili oldugu yapilan caligmalarla gosterilmistir (Schaffler vd. 2007, Locke vd. 2009,
Zhang vd. 2009, Han vd. 2010, Niemeyer vd. 2010). Bu hiicrelerin iskemik hasarlarda
anjiyogenezi arttiran etkileriyle doku tamirini sagladiklar1 akut renal iskemi, bacak
iskemi ve damar tikaniklig1 ¢aligmalariyla gosterilmistir (Gimble vd. 2010). Bu hiicreler
iskemik bolgeye nakledildiklerinde damarlanmay1 hizlandiran VEGF (Song vd. 2007),
HGF, SDF-1, ve TGFS (Murohara vd. 2009) salgiladiklari tespit edilmistir.

2.2 insan Adipoz Doku Ekstraseliiler Matriksi (ECM)

Adipoz doku embriyonun mezodermal tabakasindan koken alir ve dogum Oncesi ve
sonrasinda gelisimini siirdiiriir (Nnodim 1987). Yetigkin bireylerin kiitlesini belirgin
olarak degistirebilen tek dokudur. Organizmada normal kabul edilen yiizdesi, kadinlarda
toplam viicut agirliginin % 14-28’1, erkeklerde % 9-18’idir. Profesyonel sporcularda bu

oran % 5-8 iken, obez bireylerde % 60-70’e cikar. Insanda farkli yerlesim, yapi, renk ve
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patoloji gosteren, beyaz ve kahverengi olarak adlandirilan iki tip adipoz doku vardir.
Beyaz adipoz doku, sitoplazmalarinin ortasinda biiyiik, sar1 bir yag damlasi igeren
hiicrelerden olusur. Yetigkinlerde goriilen yag dokusunun hemen hemen hepsi bu
tirdendir. Derinin hemen altinda, i¢ organlarin etrafinda, goziin arkasinda ve kalbin
yiizeyinde bulunur. Yas ve cinsiyet adipoz dokunun dagilimini ve yogunlugunu belirler.
Kahverengi adipoz doku, kis uykusuna yatan canlilarda ve yenidoganlarda ¢ok bulunur.
Hiicrelerin i¢inde c¢ok sayida mitokondri ve coklu yag damlaciklart bulundugundan
mikroskop altinda kahverengi goriiniir. Beyaz adipoz dokuya oranla daha sinirl dagilim
gosterir. Bu doku viicut 1s1sinin diizenlenmesinden sorumludur. Dogum sonrasindaki ilk
aylarda 1s1 olusturarak yeni dogan bebegi soguga karst korur. Bebek biiyiidiikce
kahverengi adipoz dokunun yerini beyaz adipoz doku alir (Sekil 2.4).

Adipoz doku bag dokusunun 6zel bir tipidir ve mikrovaskiiler endotel hiicreleri, diiz kas
hiicreleri, adiposit Onciil hiicreleri ve kok hiicreleri iceren stromal yapidadir. Adiposit
hiicreleri dokunun diger fraksiyonudur. Organizmadaki rolii viicudun enerji dengesini
korumak, termal ve mekanik yalitim saglamak ve viicut seklini belirlemektir. Adipoz
doku ayrica aktif endokrin organ olarak tanimlanir. Adipositlerden leptin, resistin,
timor nekroz faktor-o (TNF-a), adiponektin, doniistiiriici biiyiime faktori-o
(transforming growth factor alpha, TGF-a), anjiyotensinojen, insiilin benzeri biiyiime
faktorii (IGF-I) gibi ¢cok sayida hormon salgilandig1 saptanmistir (Cizelge 2.2). Adipoz
doku salgiladigr bu iiriinler ile viicutta bir¢ok sistemin fonksiyonunu etkiler. Adiposit

pasif bir hiicre degildir, glinliik enerji alimina baglh olarak siirekli hacim degiskenligi
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gosteren, ekstraselliiler siviya sitokin ve hormon salgilayan bir hiicredir. Adiposit bu
salgi iiriinleri ile endokrin, parakrin ve otokrin yolla diger hiicrelerle haberlesir. Ihtiyag
fazlas1 enerjiyi trigliserit halinde hiicre icinde depolar ve ihtiya¢ duyuldugunda hizla
dolagima verebilir, bu denge insiilin gibi hormonal sinyallerle kontrol edilir (Trayhurn

ve Beattie 2001).

Cizelge 2.2 Adipoz dokudan salgilanan biyolojik faktorler

Ekstraseliiller matriks Otokrin etki Parakrin etki Endokrin etki
bilesenleri

Kollajen IV Adipsin NGF Yag asitleri
Laminin FGF-2 VEGF-A Leptin
Heparan siilfat IGF-1 VEGF-B Adiponektin
Proteoglikan Prostaglandin E2 VEGF-C ™

Fibronektin Prostaglandin Fa Nitrit oksit
Adenozin Anjiyotensinojen

*3,5,3’-triiyodotironin

Viicuda beslenmeyle fazla kalori alindiginda adipositlerin hacminde veya sayisinda artis
olur ve bu hiicreler viicudun belli bolgelerine depolanir (Faust vd. 1978). Adipogenezin
ilk asamalarinda stromal vaskiiler fraksiyondaki kok hiicrelerin sayisi artar ve
preadipositlere farklilagma baglar. Trigliserit formundaki fazla enerji zamanla yag
damlaciklar1 halinde bu hiicreler i¢cinde birikir ve bu birikim preadipositlerin tipik tek
tagh yiizik gOriiniimii alarak adipositlere tamamen farklilagmasiyla tamamlanir

(Pettersson vd. 1985) (Sekil 2.5).
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ekil 2. ipoz doku stromal yapisinda bulunan kok hiicrelerin adipositlere farklilagsma evrelerinin
kil 2.5 Adipoz dok 1 yapisinda bul kok hiicrelerin adipositlere farklil lerini
sematik gosterimi (Troell 2014)

Adipoz doku, organizmanin gelisimi, obezite veya kismi yag c¢ekme (lipectomy)
operasyonu nedeniyle viicudun belli bolgelerinde artar ve anatomik konumuna gore
farkli artis egilimi gosterir. Bulundugu bodlgeye gore ya adiposit hiicrelerinin sayica
artistyla ya da adiposit hiicresinin hacimsel artis1 ile kendini gdsterir. Insan deri alt1
(subkutan) adipoz doku uzun siire i¢in enerji depolamakla yiikiimli oldugundan ve
anatomik olarak biiyiimesine engel bir durum bulunmadigindan adiposit hiicrelerinin
sayica artisi ile birikir. I¢ organlarin etrafindaki (omental) adipoz doku ise adipositlerin
hacimlerinde artis ile birikir, hiicrelerin sayis1 artmaz. Bu durum, hiicrelerin daha kisa
stirelerle yag depolamalarindan, kana daha hizli besin saglamakla yiikiimli
olmalarindan ve anatomik olarak daha kisitli alanda bulunmalarindan kaynaklanir

(Wang vd. 1989) (Sekil 2.6).
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Sekil 2.6 Adipoz dokunun obezite veya gelisim nedeniyle viicudun farkli bolgelerindeki artig
mekanizmalarinin sematik gésterimi (Thomou vd. 2010)

a. Subkutan (deri alt1) adipoz doku, b. Omental (i¢ organlarin etrafindaki) adipoz doku

Adipoz dokunun artigt sirasinda giiglii bir yapisal yeniden-modellenme meydana gelir.
Bu da adipoz doku biyolojisindeki degisimlere bagli olarak dokunun ekstraseliiler
matriksinin yeniden diizenlenmesi ile gergeklesir. Adipoz doku matriksi adipositlerin
yapisal biitiinliigli i¢in ¢ok dnemlidir ve tiim doku olusumunda (adipogenez) esas rolil
oynar (Trujillo vd. 2006). Histolojik olarak gevsek bag doku olarak kategorize edilen
adipoz dokunun hiicresiz kismi yogunlukla kollajenden olugmaktadir. Ekstraseliilar
matriks proteinleri adipositler, stromal vaskiiler fraksiyondaki onciil hiicreler, kapiler
endotel hiicreler, dokuya sizan makrofaj/monositler ile multipotent kok hiicreler
tarafindan {iretilir. Insan adipositlerini ¢evreleyen ECM yapisinda kollajen tip 1, 111, 1V,
VI, laminin, fibronektin, perlekan, entaktin ve heparin siilfat proteoglikanin varligi
immiinhistokimyasal olarak gosterilmistir (Ahima vd. 2000, Orci vd. 2004, Niemela vd.
2007). Her bir adipositin, baslica eleman1 kollajen tip IV olan yogun lifli bir ECM ile
cevrili oldugu rapor edilmistir (Pierleoni vd. 1998) (Sekil 2.7).
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Sekil 2.7 Adipositleri ¢evreleyen, baslica eleman1 kollajen tip IV olan yogun lifli ECM’nin
SEM goriintiisii (Comley vd. 2010)

ECM yapisindaki kollajen tip IV, proteoglikan ve fibronektinle etkilesim halindedir.
Makrofaj gibi hiicrelerin doku i¢inde go¢ etmelerini ve yayilmalarini kolaylastirir (Fang
vd. 1999, Matsumoto vd. 2008). Bu 6zellik kemik ve kikirdak hiicrelerinde de goriiliir
ki, bu durum sasirtict degildir; ¢iinkii adiposit, osteosit ve kondrositler aynt mezodermal
kokenden gelir. Yogun ECM kemik ve kikirdagin saglamlik ve sertligini saglarken,
adipoz dokuda adiposit canliligmin devami ig¢in gereklidir. Olgun insan adipositleri
neredeyse hiicre hacminin tamamini kaplayan tek bir yag damlasi igine trigliseritleri
depolarlar. Depolanmis yag sitozolden tek bir lipit zarla ayrilmis oldugundan, bu
organele uygulanacak herhangi bir mekanik stres damlanin patlamasina yol agacaktir.
Bu nedenle mekanik stresin digtan ige dogru transferini azaltmak iizere doku ig¢inde
yogun ve giiclii bir ekstraseliiler matriks yapist bulunur (Mariman vd. 2010). Ayrica
giiclii ekstraseliiler matriks, lokal olarak uygulanan stresi dokunun daha genis alanina
yayarak zarari azaltirken, stresin etkisini hiicrenin tamamina ve ¢ekirdege iletir. Adipoz
doku ECM’si dokuyu mekanik etkilerden korurken viskoelastik 6zellik de kazandirir.
Bu 6zellik ise dokunun manipiilasyonu, doku nakli ve yag ¢cekme islemlerinde vakum

aspirasyonunun ayarlanmasinda énemlidir (Comley vd. 2010).
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2.3 Kikirdak Doku

Kikirdak doku 6zel bir bag doku c¢esididir. Diger bag doku cesitlerinden farkli olarak
kan damarlari, lenf sistemi ve sinir ag1 icermez. Kondrositler dokuda bulunan tek hiicre
tipidir ve doku kiitlesinin % 1-5’ini olustururlar. Dokunun yaklasik % 85’1 sudur.
Hiicreler jel kivamindaki ekstraseliiler matriks i¢ine gomiilii olarak yerlesmislerdir. Kan
damarlar1 bulunmadigindan kikirdak hiicrelerinin oksijen ve besin alimi i¢in gereken
vaskiiler destegi kikirdagin etrafindaki perikondriyum saglar (Sekil 2.8). Besin
maddeleri, perikondriyumdaki kilcal damarlardan kikirdak matrisine geger ve
difiizyonla hiicrelere ulasir (Junqueira ve Carneiro 2005). Perikondriyum kikirdak
etrafinda bulunan yogun bag dokudur. Bu doku iki tabakadan olusur; dis fibroz tabaka
cevre bag doku ve damarlara komsu iken, i¢ tabaka Onciil hiicrelerin yerlestigi,
hiicrelerin farklilastig1 ve hiicreler arasi matriks yapimmin gerceklestirildigi yerdir. i¢
tabakadaki onciil hiicreler kondrositlere farklilagarak doku tamiri yaparlar (Lohmander
vd. 2003). Ancak dokuda kan damarlar1 bulunmayisina bagl olarak olusan diisiik
oksijen konsantrasyonu nedeniyle hiicreler diisiikk metabolik aktiviteye sahiptirler. Bu

nedenle kikirdak dokusunun kendini yenileme ve tamir etme yetenegi ¢ok diigiiktiir
(Reinholz vd. 2003).

Sekil 2.8 Kikirdak dokunun histolojik kesit goriintiisii

17



Kikirdak matriksi yiiksek oranda hidrate bir jeldir. Fiziksel olarak plastige benzer
sekilde kati ancak esnek yapidadir, kemik matriksinde oldugu gibi sert degildir.
Kollajen (6zellikle tip II), proteoglikan, hiyaluronik asit ve az miktarda degisik
glikoproteinler kikirdak matriksinin biitiin tiplerinde bulunan esas makromolekiillerdir.
Agregan, kikirdagin karakteristik proteoglikanidir. Kikirdak matriksinin  esas
glikozaminoglikanlar1 ise “kondroitin siilfat” ve “keratan siilfat" tir. Glikozaminoglikan
zincirleri, proteoglikan g¢ekirdek proteinlerinden uzanir. Cekirdek proteinin bir ucunda
bulunan polipeptid halkasina hiyaluronik asit molekiilleri baglanir. Proteoglikan
molekiilleri ise baglayici bir protein araciligiyla hiyaluronik asite baglanir (Henrikson
vd. 1997) (Sekil 2.9). Kikirdak dokusuna esnekligini bu yapiya sikica baglanan su
molekiilleri kazandirir. Bu esneklik sayesinde mekanik zorlanmalar karsisinda kikirdak
doku seklini korur. Kikirdagin sert yapisi ise kollajen lifler ile proteoglikan matrisin
glikozaminoglikan yan zincirleri arasindaki elektrostatik baglardan kaynaklanir

(Jungueira ve Carneiro 2005, Vacanti vd. 1997).

Ekstraseliiler matriks, kikirdak dokunun biyomekanik 6zelliklerini belirlerken
kondrositler i¢cin de mikrogevre olusturur. Kondrositler pek cok reseptdr araciligiyla
matriksle siirekli etkilesim halindedir. Bu ylizden ECM kondrositlerin farklilasmasini ve

doku fonksiyonlarini ¢ok etkiler.

Cekirdek proteini

Kondrotin siilfat zincirleri

Kollajen

Matris Keratan siilfat zincirleri

Badlanti proteini

Sekil 2.9 Kikirdak ekstraseliiler matriksinin molekiiler yapilanmasi
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Organizmada ECM igeriklerine gore ii¢ tip kikirdak doku bulunur. Bunlar hiyalin,
elastik ve fibroz kikirdaktir (Sekil 2.10). Hiyalin kikirdak viicutta en ¢ok bulunan
kikirdak tiirtidiir. Hiyalin kikirdak fetiiste gecici bir iskelet olusturur, bu iskeletin yerini
daha sonra endokondral kemiklesmeyle kemik dokusu alir. Hiyalin kikirdak, hareketli
eklemlerin ylizeyinde, kaburgalarin gogiis kemigine tutunma bolgesinde, burun, larinks,
trake ve bronglarda bulunur. Mavi-beyaz renkte olup son derece piiriizsiizdiir, boylece
stirtinmeyi azaltir. Eklemi olusturan kemiklerin birbirlerine bakan yiizlerini kaplayarak
kemiklerin birbiri lizerinde kaymasini saglar, kaygan bir darbe emici ylizey islevi goriir.
Kondrositler yuvarlak veya oval goriinimdedir ve lakiinalar i¢inde bir veya birkag
tanesi birlikte yer alir ki bunlara izogen gruplar denir. Hiyalin matriksinde ¢ok fazla
kollajen tip Il, glikozaminoglikanlar ve glikoproteinler bulunur. Proteoglikanlar katyon
baglayic1 o6zelliktedir, bu nedenle matriks i¢inde su ve elektrolitlerin taginmasinda
onemli rol alirlar. Tim hiyalin kikirdak dokularinda agrekan miktar1 ytiksektir. Ayrica
icerdigi kollajen lifler nedeniyle doku basinca ve gerilmeye karsi olduk¢a direnclidir
(Temenoff vd. 2000). Hiyalin kikirdakta ilerleyen yasla birlikte matriks kalsifikasyonu

gibi hasarlar meydana gelir. Hasar gérmiis hiyalin kikirdak dokusunun onarimi oldukca

guctiir.

Yapisinda elastin liflerin ¢ogunlukta oldugu elastik kikirdak, organizmada Ostaki
borusunda, kiigiik dilde, bronsiollerde, kulak kepgesi ve girtlakta bulunur. Kat1 fakat
esnek yapisi ile yapisal biitiinliigii saglarken bu yapilarin biikiilebilmesine de izin verir.
Kollajen tip 11, hiyaluronik asit, proteoglikanlar ve elastik liflerden olusan yogun bir ag
yapist mevcuttur, az miktarda glikozaminoglikan igerir. Sarims1 bir renktedir. Elastik

kikirdak hiyalin kikirdak gibi kemiklesmez (Junqueira ve Carneiro 2005).

Fibroz kikirdak ¢ok miktarda kollajen tip I, hiyaluronik asit ve proteoglikandan olusur.
Diger kikirdak tiirlerine gore ¢ok daha az glikozaminoglikan igerir. Bu kikirdak tipi
perikondriyum igermez. Omurlararas1 disklerde, diz eklemi icindeki yataklarda
(meniskiisler), kalca kemiklerinin birlesim yerinde (simfizispubis) ve tendonlarin
kemiklere baglanti yerlerinde bulunur (Junqueira ve Carneiro 2005). Ciplak gozle
grimsi-beyaz renkte goriiliir. Kikirdak hiicreleri ve az miktarda matriks, yogun kollajen

tip I arasinda yer alir. Kondrositler, tek tek ya da ikili-tiglii gruplar olusturarak ardarda
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yerlesirler. Yapisindaki kollajenler gerilmeye karsi cok direnglidir. Yiik dagitabilme

ozelliginden otiirli sinovyal eklemlerin meniskiislerinde bulunur (Benjamin vd. 2004).

Hiyalen kikirdak

Lakiina iginde  Ekstraseliiler matriks Lakiina iginde ECM iginde Lakiina i¢inde ECM icinde
kondrositler (ECM) kondrositler  kollajen tip I lifler kondrositler  elastik lifler

Sekil 2.10 Organizmada bulunan kikirdak doku tipleri

2.4 Kikirdak Doku Hasar

Kikirdak hasarlarinin ortalama yasam siiresinin uzamasi, obezitenin artmasi ve
hareketsiz yasam tarzinin yayginlagsmasi gibi nedenlerle toplumdaki sikligi giderek
artmaktadir. Ozellikle eklem kikirdaginda goriilen ve sosyo-ekonomik énemli kayiplara
yol acan hasarlarin tedavisi daha da 6nem kazanmaktadir. Kikirdak dokunun yapisinda,
onciil veya kok hiicrelerin kemik iliginden lezyon bdlgesine taginmalarint saglayacak
damar yayilimi yoktur. Doku iginde bulunan Onciil hiicreler veya kondrositler
kendilerini g¢evreleyen matriks i¢ine gomiilii haldedirler. Bu durum lezyon bolgesine
gdc etmelerini ve onarict matriks sentezlemelerini engeller. Eriskin yas1 {iglincii on yila
ulastiginda dogal yaslanma siirecine giren kikirdak doku daha az gii¢lii ve daha diisiik
baski dayanimina sahip hale gelmeye baslar. Yasla birlikte kondrositlerin metabolik
aktivitesi daha da diiser, sitokinlere ve biiyiime faktorlerine yanit yetenegi azalir.
Degisen mekanik 6zellikler ve azalan metabolik aktivite kikirdak dokuyu hastalik ve
yaralanmalara karg1 daha hassas hale getirir. Sinirli hiicre sayisi, besin ve atik madde
aligverisi i¢in difiizyona bagli olma kondrositlerin hasarli ekstraseliiler matriksi
yenilemelerini zorlastirir. Hasarli dokuda matriks yapim ve yikim dengesi bozulur ve

bunu dokunun yikim dongiisti izler (Jeffrey vd. 1997, Buckwalter vd. 1997).
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Kikirdak dokuda goriilen belli basli rahatsizliklar; eklem iltihab1 (arterit), kalitsal
anormallikler, travma, eklem yipranmasi, yaslanmasi (artroz), ekstraseliiler matriksin
mineralizasyonu sonucu kireglenme, kemiklesme (ossifikasyon), iyi ve koti huylu
tiimorlerdir. Ayrica cesitli yaralanmalar ve kazalar 6zellikle eklem kikirdaginda hasara
yol agmaktadir (Buckwalter vd. 1997, Angel vd. 2003). Eklemin ilgili bolgesine
odaklanan agri ve eklem sivisinin artigina bagli olarak hissedilen sislik hasarin en

onemli belirtileridir.

Kikirdak dokunun sinirli iyilesme potansiyeli arastirmacilar1 yeni tedavi yontemlerini
bulmaya itmistir. Kikirdak rejenerasyonu ic¢in mikrokirik, periostal kapak transferi,
mozaikplasti ve otolog kondrosit implantasyonu gibi cerrahi ve hiicresel yontemler
basariyla uygulanmaktadir (Sekil 2.11). Bu yontemlerin birgogu eklem fonksiyonunu

gelistirse de eklem kikirdaginin dogal yapisin1 ve kompozisyonunu saglamakta yetersiz

kalmaktadir.
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Ulusal ve uluslararast platformlarda yapilan c¢alismalarda, dokunun fonksiyon
kaybini/bozukluklarimi  gidermek  yerine  dokuyu yenileyebilen sistemlerin
gelistirilmesine yonelik egilimler artmaktadir. Bu c¢ergcevede, kikirdak hasarlarmin
lyilesmesine yonelik dogal veya sentetik polimerik ve/veya kompozit matriks
sistemlerinin gelistirilmesine yonelik ¢aligmalar siirmektedir. Giincel galismalar daha

¢ok mezenkimal kok hiicre ve doku miihendisligi ¢calismalarina odaklanmis durumdadir.

2.5 Doku Miihendisligi

Kikirdak doku onariminda cerrahi ya da hiicresel tedavilerle elde edilen sinirh
iyilesmenin sebeplerinden biri nakledilen hiicrelerin hasarli bolgedeki kikirdak
matriksini sentezlemede yetersiz oluslar1 ve doku i¢i yapilanmay1 saglayan karmasik
olaylarin tekrarlanmasini saglayamamalaridir. Bir diger neden kondrojenik Onciil
hiicrelerin  farklilasma evrelerini tamamlayamamalaridir. Kondrosit fenotipinin
degiskenligi hiicre fonksiyonunu etkilediginden uygulamanin etkinligini diistirmektedir.
Ug boyutlu ortamda yuvarlak formunu koruyan kondrositler iki boyutlu ortamda geri
farklilagmaya ugrayarak fibroblast fenotipe déner ve fonksiyonunu kaybeder. Ozetle
hiicre temelli tedaviler kullanilabilirliklerini ispatlamiglardir ancak uzun vadede cerrahi
metotlara Ustiinliik elde edememislerdir. En biiylik ihtiya¢ tedavide kullanilacak hiicre
tipi, iskeleler ve kondrogenezi tetikleyen faktorlerin optimize edilmesidir. Bu ihtiyaci

karsilayacak alan doku miihendisligidir.

Kikirdak doku miihendisliginde amag elde edilen yapay kikirdagin dogal kikirdakla
aynt biyomekanik 0Ozelliklere sahip olmasidir. Kikirdagin biyokimyasal igerigi
bulundugu bolgede karsilastigi mekanik etkilerle yakindan iligkilidir. Eklem
kikirdaginin basinct emip eski haline donebilmesini saglayan diizenlenisi s6z
konusuyken kulak yapisindaki elastik kikirdak, sekil ve destek verecek sekilde sabittir.
Hasarli bolgeye uygun yeni kikirdak dokusunun miihendislikle elde edilmesi ig¢in
dokunun o6zellikleri ve mekanik gereksinimlerinin g6z o©nilinde bulundurulmasi
gerekmektedir. Doku miihendisligi uygulamasinin basarili olmasinda nakil i¢in uygun
hiicrelerin elde edilmesi, biiyiime faktorleri ve sitokinler kullanilarak hiicrelerin

kondrojenik farklilasmasinin kontrol edilmesi, hiicrelerin 3-boyutlu matriks yapilariyla
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desteklenmesi ve iyilesme olana kadar s6z konusu matriksin hasar bolgesinde kalmasi

Onemlidir.

2.5.1 Kikirdak doku miihendisliginde kullanilan malzemeler

Polimerik malzemelerin doku miihendisliginde kullanilmasi i¢in biyobozunurluk,
biyouyumluluk, kolay islenebilirlik, mekanik dayanim, uygun yiizey kimyas1 ve yliksek
gozeneklilik ozelliklerine sahip olmasi1 gerekmektedir. Bu 6zelliklere sahip olmayan
polimerlerin viicut i¢inde kullanilmasi ciddi sorunlara neden olmaktadir (Elgin vd.

2004).

Sentetik polimerler kolayca temin edilebilen, ucuz maliyetli, kolayca islenebilen,
goreceli olarak daha iyi mekanik dayanima sahip malzemelerdir. Poli(L-laktik asit)
(PLLA), poli(glikolik asit) (PGA), ve kopolimerleri poli(laktik-ko-glikolik asit) (PLGA)
kikirdak doku miihendisliginde sik¢a kullanilan sentetik biyomalzemelerdir.
Biyouyumlu olduklarindan in vivo ortamda kontrol edilebilir bir hizla toksik olmayan
bilesenlere parcalanirlar. Bozunma hizlari, kristallikleri, biyoaktiflikleri ve
dayanikliliklar1 kolayca kontrol edilebilir. Kondrosit hiicrelerinin yapismasini ve
morfolojik yuvarlak sekillerini korumalarini saglayacak, besin ve molekiil degis
tokusunu saglayacak gozenekli yapida hazirlanabilirler (Freed vd. 1994). Ancak bu
malzemeler hiicre tanima sinyallerinden yoksundurlar. Bu nedenle dokudaki biyolojik
cevreyle etkilesebilmeleri igin sinyal molekiilleri ile islevsel hale getirilmeleri gerekir.
Ayrica karmasik sekillerde iiretilmeleri zordur. Cogu hidrofobiktir, bu durum hiicre
yapismasint sinirlandirdigindan malzemeye tohumlanacak hiicre sayisinin ¢ok fazla
olmast gerekir. Nakil sirasinda invaziv cerrahi uygulanmasi gerekir ve viicutta

istenmeyen yanit olusmasina sebep olabilirler (Reinholz vd. 2003).

Dogal polimerler viicut ortaminda bulunan polimerlerdir. Spesifik hiicre reseptorlerinin
baglanmasina olanak saglayan yapida olmalar1 hiicrelerin ¢ogalmasimna ve protein
sentezlemelerine katki saglar. Bu nedenle viicut tarafindan reddedilme, toksik etki

gosterme gibi sorunlara neden olmazlar. Dogal polimerler arasinda en ¢ok kullanilanlar
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kollajen ve jelatin ile kollajen-GAG ve kollajen-hiyaliironik asit kompozitleridir
(Grande vd. 1997). Biyobozunur ve biyouyumludurlar. Bu malzemeler farkli canli
tirlerinden elde edilebilirler ancak in vivo uygulamalarda bagisiklik yanitina neden
olabilirler. Ayrica enzimatik bozunmaya ugradiklarindan uzun doénem dayaniklilik
gerektiren uygulamalar i¢in uygun degildirler (Vial vd. 2009). Dogal malzeme olmalar1
elde edilecekleri kaynaklarin sinirli, elde etme yontemlerinin pahali olmasina neden
olmaktadir. Kikirdak matriksinde en ¢ok bulunan malzeme oldugundan kollajen
kikirdak onariminda en ¢ok kullanilan dogal polimerdir. Siklikla sigir tendonu ve
sicankuyrugundan elde edilen tip 1 kollajen kullanilmaktadir. Go6zenekli kollajen
iskeleler glikozaminoglikanlar ve biiyiime faktorleri ile hazirlanmis ve hiicre yapigmasi

ve morfolojik goriintiiniin korunmasi agisindan basarili sonuglar elde edilmistir.

Hidrojeller, yapilarinda yiiksek oranda su tutabilen ¢apraz bagli polimerlerdir. Polimer
¢ozeltisinin katyonik ortamda selat olusturacak sekilde polimerlesmesi ile olusurlar
(Knill vd. 2004). Yiiksek oranda anyonik u¢ icermesi yapiya hidrofilik o6zellik
kazandirir. Polimerin ana zincirleri arasinda yiiksek oranda hidrojen baglari ve Van der
Waals etkilesimleri bulunur ve bu etkiler nedeniyle hidrojeller ¢oziinmezlik 6zelligi
kazanirlar (Williams vd. 2003).

Hidrojeller dogal kikirdak dokusuna elastik yapilart ve yiiksek su icerigi ile
benzediklerinden kikirdak doku miihendisliginde sik¢a kullanilan malzemelerdir.
Tohumlanan hiicreler malzemeye kolayca tutunup fenotipik morfolojilerini
koruyabilirler. Enjekte edilebilir veya nakledilebilir formda hazirlanabilirler. Enjekte
edilebilir formda hazirlanan hidrojeller her sekil ve biiyiikliikteki hasar bolgesini
kolayca doldurabilir ve cerrahi uygulama gerektirmeden nakledilebilirler. Kullanilan
dogal hidrojellerden bazilar1 alginat, kitosan ve fibrindir. Baz1 sentetik hidrojeller
poli(etilen oksit) (PEO), poli(propilen oksit) (PPO), poli(vinil alkol) (PVA), ve
poli(etilen glikol) (PEG)’diir. Sentetik hidrojellere hiicre yapismast dogal olanlara gore
daha smirhidir. Hidrojeller mekanik olarak zayif malzemelerdir ayrica bozunma hiz1 gibi
bazi Ozelliklerinin kontrolii zordur. Hazirlama sirasinda hiicre siispansiyonunun
homojen olmasi gerekir. Aksi halde ayni miktarda hiicre tutuklanamayacagi igin

homojen 6rnekler hazirlanamaz (Bryant ve Anseth 2002, Kuo 2006).
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2.5.2 Capraz baglayicilar

Kikirdak doku miihendisliginde kullanilan dogal polimerlerden kollajenin sulu ortamda
kompozit formlarinin mekanik 6zellikleri ve biyobozunma oranlar1 ¢ok i1yi degildir.
Malzemenin bu Ozellikleri capraz baglayict ajanlar kullanilarak gelistirilmektedir.
Capraz baglama iki veya daha fazla molekiilii kovalent bag ile kimyasal yolla ekleme

islemidir.

Kollajeni ¢apraz baglamak i¢in termal 1sitma, ultraviyole 1sinlar gibi yontemler ile 1-
Etil-3-(3-dimetilaminopropil) karbodiimid hidrokloriir (EDC)-N-hidroksisiiksinimid
(NHS), gluteraldehit (GA) ve poli-epoksiler gibi ajanlar kullanilmaktadir. EDC (NHS
varliginda) ve GA yaygin olarak kullanilan kimyasal ¢apraz baglayici ajanlaridir. GA,
amino gruplari arasinda koprii kurarak kollajenin capraz baglanmasini saglayan
biyofonksiyonel bir reaktiftir. Fakat GA reaktif olmayan fonksiyonel gruplar
icerdiginden capraz baglanmis biyomalzemenin enzimatik bozunmasi sirasinda bu
gruplar serbest kalmakta ve hem in vitro hem in vivo ortamda sitotoksik etki
gostermektedir. EDC ve NHS ise toksik etki olusturmaz. EDC ve NHS ile capraz
baglanmis biyomalzeme biyouyumlu ve enzimatik bozunmaya kars1 direnc¢li olma gibi
ozellikler kazanir. EDC’nin verimliligi NHS varliginda artmaktadir. EDC kararsiz O-
acilizoiire esteri olusturmak tlizere molekiildeki karboksil grubu ile reaksiyona girer.
Olusan ester hidrolize girerek yeni karboksil grubu olusturur ya da NHS ile reaksiyona
girerek NHS ester ara iriini olusturur. Olusan ara {riiniin, primer amino grubu ile
reaksiyona girmesi sonucu amid bagi lizerinden konjugat elde edilir (Rault vd. 1997)

(Sekil 2.12).
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Sekil 2.12 EDC/NHS’nin ¢apraz baglama mekanizmasinin sematik gosterimi

2.5.3 Kikirdak doku miihendisliginde kullanilan hiicreler

Kikirdak doku miihendisliginde kondrositlerin, fibroblastlarin ve kok hiicrelerin tedavi
potansiyelleri iizerine ¢aligmalar yapilmistir. Kondrositlerin matriks iiretimi agisindan
diger hiicrelere gore istiinliikleri mevcuttur. Otolog kondrositler hastanin kendi
dokusundan izole edildikleri i¢in immiin yanit riski olusmaz. Ancak biiylik kikirdak
hasarlarinda sayica daha fazla hiicre gerekmektedir. Farklilagmis dokudan elde
edildikleri i¢in bu hiicrelerin ¢ogalma ve yeniden farklilasma kapasiteleri diistiktiir.
Ayrica hasarli dokudan hiicre izolasyonunda zorluk ¢ikabilmektedir. Tek tabaka hiicre

kiiltiiriinde ¢ogaltma bu hiicrelerin yaslanmasina neden olmaktadir.

Eriskin kondrositler eklem, kulak, kaburga kemigi veya burundan elde edilebilmektedir.
Ancak kulak kikirdagi elastik kikirdak yapisinda oldugu i¢in eklem veya burunda
bulunan hiyalin kikirdaktan mekanik olarak farkli 6zellik tasgimaktadir. Yapilan bir
calismada kondrositlerin kaynak kikirdak dokusunun 6zelliklerini tasiyan doku
olusturduklar1 gosterilmistir. Yani kulak kikirdagindan alinan kondrositler elastik
kikirdak olusturmaktadir. Eklem kikirdaginin tedavisinde uygulanacak kondrositlerin
hiyalin kikirdak dokusundan alinmasi gerekmektedir. Kondrositlerin kullanimini
kisitlayan bir diger neden geri farklilasmaya ugrayarak karakteristik morfolojik

ozelliklerini kaybetmeleri ve igsi fibroblast-benzeri hiicrelere doniiserek fibroz kikirdak

26



olusturabilmeleridir. Kondrosit belirtegleri olan kollajen tip II ve agrekan gibi
proteinlerin ifadesi gozlenmemekte, bu durum kondrositlerin kondrosit fenotipinden
fibroblastik fenotipe geri doniisleriyle sonuglanmaktadir. Fibroblastik fenotipin belirteci

kollajen tip I ifadesi artmaktadir (Tay vd. 2004).

Bir diger alternatif baska vericiden alinan allojenik kondrositlerin kullanilmasidir.
Ancak uygun vericinin her zaman bulunmamasi ve olast hastalik transferi ve immiin
yanit olusturma riski bu hiicrelerin kullanimi da kisitlamaktadir. Insan verici dokularinin
azligt nedeniyle farkli tiirlerden alinan zenojenik kondrositlerin kullanilmasi
disiiniilmistiir. Koyun, kec¢i ve tavsanlarda zenojenik kondrositlerin kullanildig:
caligmalar yapilmistir. Ancak allojenik uygulamalardaki kisitlayict etkenler bu

uygulamalarda da s6z konusudur (Homminga vd. 1991).

Multipotent mezenkimal kok hiicreler kolay elde edilebilir olmalar1 ve in vitro olarak
rahatga cogaltilabilmeleri sebepleriyle kikirdak doku miihendisligi i¢in ¢ekici hiicre
kaynagidir. Adipoz mezenkimal kok hiicrelerin basit bir operasyonla ¢ok sayida elde
edilebilir olmas1 kikirdak doku tamiri igin uygun hiicre kaynagi olmalarini
saglamaktadir. Uygulamalar oncesi uzun siiren siiren kiiltiir agamalar1 gerektirmemesi
bu hiicrelerin avantajidir. Kemik iligi mezenkimal kok hiicrelerinin klinik uygulamalar
oncesi tek tabaka kiiltiirde ¢ogaltilma zorunlulugu hem nakil 6ncesi siireyi uzatmakta,
hem maliyeti ylikseltmekte hem de uzun kiltir siireleri hiicrelerin 6zelliklerini
degistirmektedir. Adipoz dokunun elde edilmesinde etik sorunlarin dogmamasi, bireyin
hayat1 boyunca viicudunda bulunmas1 ve kolay elde edilebilir olmas1 bu dokuyu klinik

uygulamalar i¢in ideal mezenkimal kok hiicreler kaynagi yapmaktir.

Adipoz kaynakli kok hiicrelerin pellet kiiltiirlerde ve 3 boyutlu iskelelerle kombine
edildiklerinde TGFp, askorbat-2-fosfat, deksametazon ve FGF-2 igeren uygun vasatta

kondrositlere doniistiigii gosterilmistir (Erickson vd. 2002).
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2.5.4 Farkhlasma faktorleri

Kikirdak doku onariminda kondrogenezin uyarilmasi, hizlandirilmasi ya da artirilmasi
amaciyla doku miihendisliginin bir diger bileseni olan uyaric1 faktorler
kullanilmaktadir. Gen tedavisi, mekanik sinyaller, biiylime faktorleri ve diger katki
maddeleri uyarici faktorlerden bazilaridir. Gen tedavisi ile hiicrelerin istenilen biyoaktif
molekiilleri daha fazla ifade etmeleri saglanabilmektedir. Pek ¢ok kikirdak tiiriinde
saglikli fonksiyonun elde edilmesi i¢in mekanik kuvvet gereklidir. Bu etkiyi yaratmak
icin hidrostatik basing, dinamik sikistirma veya biyoreaktorler kullanilmaktadir.
Biiytime faktorleri (BMP, FGF-2, IGF-1, TGF-f vd.) ve diger katki maddeleri
(hiyaliironik asit, kondroitin siilfat, insiilin vb) in vitro ortamda kiiltiir vasatina
eklenerek, in vivo ortamda ise iskelelere baglanarak hiicrelerin fonksiyonel
kondrositlere farklilasmasi, buna bagl olarak doku gelisimi amaglanmaktadir (Chung

vd. 2008).

2.6 Ekstraseliiler Matriks Temelli Uriinler

Dogal doku mikrogevresini taklit eden malzemelerin gelistirilmesinde biiyiik ilerlemeler
kaydedilse de kikirdak i¢in kullanilan malzemeler hiicre cogalmasi ve farklilagsmasi i¢in
gereken faktorleri biitiiniiyle icermemektedirler. Viicuttaki tiim dokular farkli
biyomateryallerin kompleks bir karisimindan olusur. Her ne kadar homojen ve basit
doku gibi goriinse de bu durum kikirdak doku i¢in de gecerlidir. Gergekte kikirdak
ekstraseliiler matriksi biiylime faktorleri, integrinler, fonksiyonel peptidler gibi biyoaktif
maddeleri igeren, ¢esitli tip kollajen ve proteoglikanlar igeren ii¢ boyutlu kompleks bir
cevredir. Ne kadar sofistike olursa olsun yeni gelistirilen malzemelerin higbiri bu
cesitliligi  igermemektedir. Uygulanan yontemlerin kisithliklar1  kikirdak  doku
mithendisligi alanint dogal ekstraseliiler matriksten {retilen biyomalzemelerin
kullanilmasma yonlendirmistir. Bu yaklasim kikirdak onariminda cok gecerli bir

secenek olabilir.

Daha etkin, yeterli ve dogal nakil malzemelerine duyulan ihtiyag, ekstraseliiler matriks

ve diger aseliiler biyomateryallerin hiicre yapismasi ve cogalmasi i¢in terapotik iskeleler
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olarak kullanilmasin1 giindeme getirmistir (Badylak vd. 2009, Choi vd. 2010).
Hiicresizlestirme islemleri immiin yanit olusturacak bilesenlerin ECM’den
uzaklagtirilmasii saglar (Gilbert vd. 2006). Domuz idrar kesesi ve ince bagirsak alt
mukozasindan hiicresizlestirilerek elde edilen ECM iskeleler kardiyovaskiiler dokularin,
deri ve iskelet sistemi dokularinin tamirinde zenogreft olarak siklikla kullanilmistir
(Dejardin vd. 1999, Huber vd. 2003, Spiegel vd. 2004, Robinson vd. 2005, Badylak vd
2005). Hiicresizlestirilmis sigan kalbi hasar gormiis kalp kasinin tamirinde kullanilmistir
(Lutolf vd. 2005). Domuzun ince bagirsak veya mesane altmukozasindan iiretilen
zenojenik ECM’ler hayvan modellerinde yemek borusu tamiri i¢in kullanilmigtir
(Badylak vd. 2000). Diger calismalarda domuz ince bagirsaginin altmukoza
katmanindan elde edilen matriksin hayvan modellerinde yara iyilesmesi ig¢in
kullanildiginda damar olusumunu ve konak dokunun yeniden modellenmesini uyardigi
gosterilmistir (Hodde vd. 2001). Bugiine kadar ¢ok sayida hiicresizlestirilmis allojenik
ve zenojenik ECM medikal iiriin olarak gelistirilerek klinikte kullanilmak {izere

piyasaya sunulmustur.

Ekstraseliiler matriksten iiretilmis biyolojik iskele malzemelerinin kikirdak doku
miihendisliginde kullanilmasina yonelik calismalar giderek artmaktadir. Kikirdak
dokunun smirl kaynaklardan elde ediliyor olmasi, hiicresizlestirme islemlerinin diistik
verimi kikirdak matriksinin biyolojik iskele olarak kullanimini gii¢lestirmektedir
(Gibson vd. 2008, Benjamin vd. 2009). Bu nedenle farkli kaynaklardan elde edilen

matriks iskelelerin kikirdak doku olusturma potansiyelleri arastirilmaktadir.
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3. KAYNAK OZETLERI

Ekstraseliiler matriksten iiretilen biyomalzemeler, kok hiicreler ve bu iirtinlerin kikirdak

doku miihendisliginde kullanimina yonelik ¢alismalar asagida 6zetlenmistir.

Gong vd. (2011)’de yaptiklari ¢alismada, domuz kulagindan aldiklar1 kikirdak dokuyu
yaklastk 6 mm g¢apmnda ve 10-30 mm kalinliginda dilimlemisler, dondurarak
kurutmuslar, hiicresizlestirdikten sonra yeniden dondurarak kurutmuslardir.
Hiicresizlestime islemi sirasinda SDS kullaniminin matriks proteinlerini parcaladig:
goriilmistiir. Diger yandan yenidogan domuz kulagindan izole ettikleri kondrositlerin 2
haftalik kiiltiir ile sayilarii c¢ogaltmislardir. Cogaltilan bu hiicreleri gesitli sekillerde
hazirlanan hiicresiz kikirdak matriks membranlarin her bir tabakasina ekmis, sonra
hiicreli her tabakay iist iiste yerlestirerek (20 kat) sandevig modeli hiicre-iskele yapilart
olusturup kiiltiir etmislerdir. 4 haftalik in vitro kiiltiir sonrasi olusturulan yapilarin bir
kismmin in vitro olarak 12 hafta daha kiiltiirii stirdiirilmis, geri kalan oOrnekler
bagisiklik sistemi kapatilmig farenin deri altina nakledilerek 12 hafta in vivo ortamda

kalmalart saglanmistir (Sekil 3.1).

Step 1 Step 2

Chondrocytes

Acellular cartilage sheet

[Step 3 [Step a

Sekil 3.1 Kikirdak matriks membranlarindan sandevi¢ model kompozitlerin hazirlanisinin
sematik gosterimi ve kiiltiir sonrasi olusan yapilarin makroskopik goriintiisii
(Gong vd. 2011)

Kikirdak matriks membranlarin tamamen hiicrelerden arindirildigr histolojik analizlerle
gosterilmistir. 4 haftalik kiiltiir sonras1 kikirdak benzeri yapr olugmus, histolojik
analizlerde tipik lakiina olusumlart goézlenmistir. 10 mm’lik kikirdak matriks

membranlarin kullanildig1 yapilarda 30 mm kalinliktakilere gore daha iyi kikirdak
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olusumu gozlenmistir. Fareye nakledilen 6rneklerde Olgun kikirdak doku 12 haftalik
kiiltiirden sonra elde edilmis, safranin O, toluidin mavisi ve anti-tip 1l kollajen antikoru
boyamalariyla gosterilmistir. Calismada elde edilen kikirdagin mekanik olarak normal
kulak kikirdagmin 6zelliklerinin % 87’sine ulastigi goriilmiistiir. istenen &zelliklerde
kikirdak doku in vitro kosullarda 10® hiicre/ml olarak tohumlanan 10 mm kalinliktaki
matriks membranlardan elde edilmistir. Daha beyaz renkte ve daha biiylik kikirdak
benzeri dokunun in vivo nakilden sonra elde edildigi ve kan damarlariin olusmadigi
bildirilmistir (Gong vd. 2011).

Xue vd. (2012) yukarida anlatilan yontemi kondrositler yerine kemik iligi mezenkimal
kok hiicreleri kullanarak uygulamislardir. Hiicresiz kikirdak ekstraseliiler matriksinin
indiikleyici 6zelligi kok hiicreler lizerinde test edilmistir. Kemik iligi mezenkimal kok
hiicreleri yenidogan domuzdan izole edilerek in vitro kiiltiirde ¢ogaltilmis, hiicresiz
kikirdak matriks membranlar iizerine ekilmis, hiicreli membranlar kat kat yerlestirilerek
sandevi¢c model yapilar elde edilmistir. Kontrol olarak iizerine kemik iligi mezenkimal
kok hiicreler ekilmis poliglikolik asit/polilaktik asit kopolimerinden iiretilen iskeleler
kullanilmigtir. 10 ng/ml TGEf-1, 50 ng/ml IGF-1 ve 40 ng/ml deksametazon iceren ve
icermeyen iki farkli kondrojenik vasat i¢inde 4 hafta in vitro hiicre kiiltlirii sonrasi
olusan yapilar bagisiklik sistemi kapatilmis farelerin deri altina nakledilmis, 4 hafta in
vivo ortamda kalmalari saglanmistir. Kikirdak benzeri yapilar 4 haftalik in vitro kiltiir
sonras1 elde edilmistir. Ancak tipik lakiina goriintiisiinde kikirdak olusumu biiyiime
faktorlerini igeren vasat ortaminda gozlenmistir. RT-PCR (Real-time polymerase chain
reaction, gercek zamanl polimeraz zincir reaksiyonu) sonuglari agrekan, tip II kollajen
ve Sox9 genlerinin kontrol O&rnekleri hari¢ biitliin Orneklerde ifade edildigini

gostermistir.

Kondrojenik olarak indiiklenen ve indiiklenmeyen kemik iligi mezenkimal kok hiicreli
orneklerde fareye nakilden 4 hafta sonra kikirdak olusumu safranin O, toluidin mavisi
ve anti-tip II kollajen antikoru boyamalariyla gosterilmistir. Yapilan ELISA testi
(enzyme-linked immunosorbent assay, enzimle baglanmis immiinosorbent testi) hiicresiz
kikirdak membranlarin yapisinda TGFg-1, IGF-1 ve BMP-2’nin bulundugunu

gostermistir. Bu sonuglar hiicresiz kikirdak membranlarin kemik iligi mezenkimal kok
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hiicrelerini kondrojenik yonde indiikleyici 6zellikte oldugunu gostermistir (Xue vd.

2012).

Kheir vd. (2011) domuz osteokondral dokularini hiicresizlestirerek elde edilen
malzemenin kikirdak doku olusturma potansiyelini aragtirmislardir Hiicresizlestirme
islemi dondurma-¢6zme dongiileri, hipotonik tris tamponu i¢inde dongiisel
inkiibasyonlar ve hipotonik tris tamponunda hazirlanan SDS ve proteaz inhibitorleri ile
inkiibe etme basamaklarindan olusmaktadir. Elde edilen iiriinlerden niikleik asit
kalintilarin1 uzaklastirmak i¢in RNaz ve DNaz enzimleri kullanilmis, % 0,1 (v/v)
perasetik asit ile dezenfekte etmiglerdir. Histolojik analizler hiicrelerin arindirildigini
dogrulamistir. DNA analizi genomik DNA’nin tamamina yakiinin uzaklastirildigini
gostemistir. Hiicresizlestime islemi kikirdak dokunun kollajen igerigini en az sekilde
etkilemistir. Ancak, glikozaminoglikan miktarinda belirgin azalma gézlenmistir. Major
zenojenik epitop olan ve immiin yanit olusturabilecek galaktoz-a-1,3-galaktozun ifade
edildigini gosteren kanit bulunamamistir. Hiicresizlestirilmis dokunun biyomekanik
girim testleri yapildiginda normal kikirdaga goére onemli 6l¢iide azalma gozlenmistir.
Bu durum glikozaminoglikan igerigindeki degisimle iliskilendirilmistir. Hiicresiz
dokularin biyouyumlulugu, kontak sitotoksisite analizi ve galaktosiltransferaz geni
kapatilmig fare modeline uygulamayla test edilmistir. Hiicresizlestirilen osteokondral
matriks in vitro ve in vivo testlerde iyi sonuglar vermistir. Bu g¢alisma zenojenik
osteokondral dokudaki biitiin hiicrelerin ve a-gal epitopun tamamen uzaklagtirildigr ilk

calismadir (Kheir vd. 2011).

Yang vd. (2011) dogal osteokondral dokuyu taklit etmek amaciyla, hiicresizlestirilmis
kikirdak matriksi ile hiicresizlestirilmis kemik matriksinin biitlinlestirilmesi esasina
dayanan iki fazl iskeleler olusturmuslardir. Iskelelere kondrojenik yénde farklilastirilan
kemik iligi mezenkimal kok hiicreleri ekilip, yapilar yiik tasiyan eklem bolgesinde
osteokondral hasar (4,2 mm ¢ap x 6 mm derinlikte) olusturulan képege nakledilmistir.
Kontrol grubu olarak hiicre ekilmeyen iskeleler hayvanlara nakledilmistir. Bu amacla
eriskin kopeklerin uyluk kemigi cikarilmig, yuvarlak eklem cikintilart testere ile
ayrilarak slingerimsi kemik kolonlar1 elde edilmis, kemik iligi steril distile su ile

temizlenmis, sonrasinda sirasiyla 24 saat NaNj3 ile inkiibasyon, 1:1 oraninda
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karistirilmis kloroform-metanol i¢inde 4 saat inkiibasyon, % 3’liik Triton X-100 i¢inde
inkiibasyon, % 3’liikk sodyum deoksiselat i¢inde hafif ¢alkalayarak 24 saat inkiibasyon
ve son olarak PBS ile yikama basamaklar1 uygulanarak hiicresizlestirme islemi
gerceklestirilmistir. Kikirdak parcalari proteaz aktivitesini durdurmak icin % 3,5 (w/v)
fenilmetil sulfonilfloriir ve % 0,1 (w/v) EDTA igeren fosfat tamponuna konarak
siispansiyon haline getirilmistir. Hazirlanan siipansiyon 2000 devir/dakikada 5 dakika
santrifiij edilmis, supernatan atilmis, yeniden 5 dakika 7000 devir/dakikada santrifiij
edilmistir. Toz haline getirilip kademeli olarak santrifiij edilerek elde edilen kikirdak
mikrofilamentleri sirastyla 4°C’de % 1 TritonX-100 igeren hipotonik Tris-HCI i¢inde
12 saat inkiibasyon, 50 U/mL deoksiribonukleaz I and 1 U/mL riboniikleaz A igeren 10
mM Tris-HCI iginde 12 saat 37°C de inkiibasyon basamaklarinin uygulanmasinin
ardindan steril PBS ile bolca yikanmis ve % 3 (w/v) oraninda siispansiyon
hazirlanmustir. ki fazli iskeleler olusturmak igin silindirik silikon kaliplar igindeki
kikirdak mikrofilament siispansiyonuna siingerimsi kemik kolonlar1 derinlemesine
daldirilmis, kaliplar 1 dakika oda sicakliginda bekletilmis ve -20°C’de 1 saat ve -
80°C’de 1 saat siire ile dondurulup, sonrasinda 48 saat kurutulmustur. Biitiin iskeleler
dehidrotermal uygulama ile ¢apraz baglanmistir. Capraz baglama igin iskeleler 4°C’de
karbodiimit soliisyonu (14 mM EDC ve 5,5 mM NHS) i¢inde 2 saat bekletilmistir.
Capraz baglayicilar PBS tamponuyla uzaklastirilmistir. islemler bittiginde iistte 1,5 mm
kalinliginda kikirdak-benzeri katman ve altta 4,5 mm kalinliginda kemik-benzeri

katman bulunduran iki fazli iskeleler elde edilmistir (Sekil 3.2).

Sekil 3.2 Iki fazli hazirlanan osteokondral iskelelerin makroskopik, mikro-BT ve SEM
goriintiileri (Yang vd. 2011)

Kullanilmadan 6nce gama radyasyonu ile steril edilen iskelelerin karakterizasyonu

taramal1 elektron mikroskobu ve mikrobilgisayarli tomogrofi (mikro-BT) ile yapilmistir.
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Elde edilen iskeleler lizerine kondrojenik yonde indiiklenmis kemik iligi mezenkimal
hiicreleri ekilmistir. Kondrojenik vasat DMEM, 100 U/ml penisilin, 100 pg/ml
streptomisin, % 20 fetal sigir serumu, 0,1 M askorbat-2-fosfat, 40 pg/ml L-
hidroksprolin, 107 M deksametazon, 10 ng/ml TGFA-1, 25 ng/ml FGF and ITS+1 (10
pg/ml insulin, 5,5 pg/ml transferin, 5 ng/ml selenyum, 0,5 mg/ml sigir serum albumini,
4,7 ng/ml linoleik asit) ile hazirlanmigtir. 4,2 mm c¢apinda, 6 mm kalinligindaki iskeleler
tizerine 1 milyon hiicre tohumlanmis, 4 giin sonra ayni biiyiikliikte hasar olusturulmus
kopek modellerine nakledilmis ve 3-6 ay sonra nakledilen doku ¢ikarilarak histolojik,
bilgisayarli tomografi, biyomekanik ve biyokimyasal analizleri yapilmistir (Sekil 3.3).

Kontrol grubu olarak hiicresiz iskelelerin nakledildigi 6rnekler kullanilmistir.

Sekil 3.3 Kopek modelinde olusturulan ostekondral hasar ve iskelenin hasar bolgesine
yerlestirilmesinden sonra ¢ekilen mikro-BT goriintiileri (Yang vd. 2011)

Elde edilen sonuglar osteokondral hasarin hiicre ekilen iskelenin nakledildigi grupta
daha iyi tamir oldugunu gdstermistir. Istatistiksel analizler, makroskopik ve histolojik
derecelendirme skorlarinin hiicre ekilen iskelenin nakledildigi grupta daha yiiksek
oldugunu, hatta nakilden 6 ay sonra bu skorlarin belirgin dlcilide arttigin1 gostermistir.
Olusan yeni doku 6rneklerinde kikirdak ve kemik yogunlugu ile GAG igerigi agisindan
dogal dokulara yakin 6l¢eklerde sonuglar elde edilmistir. Mikro-CT analizi ile de olgun
trabekiiler kemik olusumu 3 ve 6 aylik 6rneklerde gézlenmistir (Yang vd. 2011).

Technau vd. (2011) yaptiklar1 ¢alismada adipoz kaynakli mezenkimal kok hiicrelerin
kondrojenik yone farklilastiktan sonra bagisiklik saglayicit (immiinojenik) ve bagisiklik

sistemini  baskilayici  (immiinsupresif) 6zelliklerinin  siirekliligi  arastirilmastir.
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Kondrojenik farklilagma sonrasi hiicre yilizeylerinde insan 16kosit antijen (human
leukocyte antigen, HLA-DR) gibi immunojenik belirteglerin ekspresyonuna bakilmistir.
Bunun i¢in 10 farkli hastadan izole edilen adipoz kaynakli kok hiicrelerle 10 ng/mL
TGFp-3 igeren kondrojenik vasat icinde pellet kiiltiir yapilmistir. Ornekler 28 giin sonra
toplanarak immiinhistokimya ve RT-PCR ile analiz edilmislerdir. Orneklerin
supernatantindaki sitokin seviyesi ELISA ile belirlenmistir. Elde edilen sonuglar doku
miithendisligi ile elde edilen kikirdak dokunun in vitro TGFf-3 indiiklemesine bagl
olarak hem immiinojenik hem immiinbaskilayici 6zelliklere sahip oldugunu gostermistir

(Technau vd. 2011).

Adipoz dokunun cerrahi olarak risksiz sekilde ¢ok miktarda elde edilebilir olmasi, son
yillarda doku miihendisligi iskeleleri icin ideal kaynak olmasini saglamistir. Fakat
hiicresizlestirme islemlerine yonelik heniiz az sayida yayin ve patent bulunmaktadir.
Adipoz doku ECM’sinden biyolojik iskele olusturmak igin farkli hiicresizlestirme
islemleri gelistirilmistir. Choi vd. (2009) yaptiklart ¢alismada adipoz dokudan ECM
tozu elde etmis ve bu malzemenin in vivo kok hiicre tasinmasi ve adipoz doku
miihendisligi agisindan potansiyelini arastirmislardir. Bu amagla, 20-40 yas arasindaki
saglikli goniilliilerden liposuction ile toplanan ~20 ml adipoz doku kan bilesenlerinden
ayirmak i¢in distile su ile iyice yikanmistir. Yikanan doku {izerine 10 ml distile su
eklenerek 12000 devir/dakikada 5 dakika homojenize edilmistir. Par¢alanmis doku
stispansiyonu 3000 devir/dakikada 5 dakika santrifiij edilerek yag bilesenleri igeren
siipernatan atilmistir. Bu islem birkag kez tekrarlanmistir. Sonugta elde edilen jel
kivamindaki doku siispansiyonu -70°C’de dondurularak kurutulmus ve bir 6giitiicii ile
toz haline getirilmistir. 1,0x10° hiicre iceren siispansiyon i¢ine toz halindeki ECM
eklenerek domer flask iginde kiiltlir yapilmistir. Daha sonra ECM ve hiicre igeren bu
slispansiyon bagigiklik sistemi kapatilmig farenin deri altina enjenkte edilmistir (Sekil

3.4).
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Sekil 3.4 Toz haline getirilmis adipoz doku ECM’sinin hiicre tohumlandiktan ve enjekte
edildikten 8 hafta sonraki goriintiileri (Choi vd. 2009)

Enjeksiyondan 8 hafta sonra toplanan orneklerde histolojik ve RT-PCR analizleri
yapilmistir. In vivo sonuglart ECM iskelelerin adipogenezi destekledigini gostermistir.
Enjekte edilen hiicre-matriks silispansiyonunun immiin yanit olusturmadigi, greft
hacminin kiiltiir sliresince arttig1, pek ¢ok damarin olustugu, yeni adipoz dokunun
gelistigi gozlenmistir. Adipoz mezenkimal kok hiicrelerin enjeksiyon bolgesinde
adipositlere farklilagtigi ve iclerinde kiiglik yag damlaciklarinin biriktigi goriilmistiir.
Adipogeneze 6zgii PPARYy, aP2, leptin ve adiponektin genlerinin ifade edildigi tespit
edilmistir (Choi vd. 2009).

Brown vd. (2011) yaptiklari calismada ise domuz adipoz dokusuna 3 farkli
hiicresizlestirme islemi uygulanmis ve son iiriin ECM kalitesine gore bu yontemler
kiyaslanmistir (Sekil 3.5). Birinci islemde (Metot A) doku deiyonize su iginde
yikanmis, elle yogrularak hiicrelerin patlamasi saglanmistir. Doku % 0,02 tripsin ile %
0,05 EDTA igeren soliisyonda 37°C sicaklikta 1 saat bekletilmistir. Elde edilen doku
tekrar deiyonize suyla yikanmis ve tekrar elle yogrulmustur. Daha sonra doku % 3’liik
Triton X-100 igeren ¢ozeltiye aktarilip aksiyal karigtiricida oda sicakliginda 1 saat
tutulmustur. Doku tekrar deiyonize su ile yikandiktan sonra, % 4’liik deoksikolik asit
cozeltisi icine konarak aksiyal karistiricida oda sicakliginda 1 saat bekletilmistir. Doku
3 kez su ile yikanmis ve 4°C’de bir gece bekletilmistir. Daha sonra % 4’liik etanol ve %
0,1 perasetik asit i¢eren ¢ozeltiye konmus ve aksiyal karistiricida oda sicakliginda 2 saat
bekletilmistir. Bu islemi takiben oda sicakliginda 2 kez fosfat tamponu ve 2 kez su ile

15’er dakikalik yikamalardan sonra son {iriin materyal % 100 n-propanol i¢inde 1 saat
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bekletilmistir. Yeniden 1 saat su ile yikanarak n-propanol uzaklastirilmis ve dondurarak

kurutma yapilmistir.

Ikinci islemde (Metot B) doku pargalart 1 saat 37°C sicaklikta karistirict iizerinde
kollajenazla sindirme (3mg/g baslangic doku agirlig1) islemine tabi tutulmustur. Geride
kalan doku % 0,02 tripsin ile % 0,05 EDTA ve 10 U/ml DNaz iceren enzim ¢ozeltisinde
1 saat bekletilmis, bunu takiben 10 U/ml lipaz ¢6zeltisinde 1 saat bekletilmistir. Geride
kalan materyal PBS ve su ile ilicer kez 15’er dakika yikanmis ve dondurarak

kurutulmustur.

Uciincii islemde (Metot C) doku pargalar1 1 saat 37°C sicaklikta karistirict iizerinde
kollajenazla sindirme (3mg/g baslangic doku agirlig1) islemine tabi tutulmustur. Geride
kalan doku % 0,05 EDTA igeren suda 1 saat bekletilmis ve % 0,1 nonil
fenoksilpolietoksietanol (NP40) iginde 1 saat, % 4’likk sodyum deoksikolatta 1 saat, %
I’lik sodyum dodesil siilfatta 1 saat, % 0,9’luk NaCl i¢inde Tris-HCI ve proteaz
inhibitorii bulunan ¢ozeltide 1 saat bekletilip karistirilmistir. Elde edilen malzeme PBS

ve su ile 15’er dakika 3 kez yikanmis ve dondurarak kurutulmustur.

Sekil 3.5 Ug farkli metotla hiicresizlestirilen domuz adipoz doku ekstraseliiler matriksinin
makroskopik ve SEM fotograflar1 (Brown vd. 2011)
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Uygulanan her metot ile belli 6l¢iide hiicresizlestirilebilen, kollajen ag igeren ve elastik
yapida malzemeler elde edilmistir. Ancak ECM’den hiicre ve yag igeriginin tamamen
uzaklastirilamadig goriilmiistiir. Ayrica yapilan testlerle DNA’nin yapilardan tamamen

uzaklagtirilamadig tespit edilmistir (Brown vd. 2011).

Bir baska calismada ise karin ve memeden toplanan insan adipoz dokusuna deterjan
kullanilmadan, mekanik parcalama, polar ¢oziicii ekstraksiyonu ve enzimatik sindirme
basamaklarini igeren 5 giinliik bir hiicresizlestirme islemi uygulanarak orijinal doku

blitlinliigii korunan hiicresiz ECM elde edilmistir (Sekil 3.6).

Sekil 3.6 Islem gormemis adipoz doku ile 5 giinliik islem sonras1 elde edilen hiicresiz adipoz
doku matriksinin makroskopik ve SEM goriintiileri (Flynn vd. 2010)

Histoloji, immiinhistokimya ve SEM analizleri uygulanan protokoliin etkili oldugunu,
laminin ve kollajen tip IV dahil olmak iizere adipoz doku ECM igeriginin ve
mimarisinin korundugunu gostermistir. Adipoz mezenkimal kok hiicrelerin ekildigi
matriks serumsuz DMEM:Ham's F-12, 15 mM NaHCO3;, 15mM HEPES, 33 mM
biyotin, 17 mM pantotenat,10 mg/mL transferrin,100 nM kortizol, 66 nM insulin, 1 nM
triiodotironin (T3), 100 U/mL penicillin ve 0,1 mg/mL streptomisin icerenn adipojenik
vasatta kiiltiir edilmistir. Ilk 72 saatlik indiiksiyon i¢in 0,25 mM isobutilmetilksantin
(IBMX) ve 1 mg/mL troglitazon vasata eklenmistir. Malzemenin adipogenez icin bir
mikrogevre yarattigi, LPL ve PPARy genlerinin hiicrelerde ifade edildigi, GAPDH
enzim aktivesinin goriildiigii, hiicrelerin i¢inde yag damlaciklarinin biriktigi tespit
edilmistir. Dokulardan bazilar1 obez bireylerden alindigi i¢in protein verilerinde

farkliliklar gozlenmistir (Flynn vd. 2010).
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4. MATERYAL ve YONTEM

4.1 Materyal

Calismada kok hiicre ve ekstraseliiler matriks kaynagi olarak Ankara Universitesi Tip
Fakiiltesi Plastik ve Rekonstriiktif Cerrahi Anabilim Dali’nda kadin ve erkek hastalarin
istegi ile yapilan ameliyatlarda karin, baldir ve memeden cerrahi islemlerle
uzaklastirilan atik insan adipoz dokular1 (A.U.T.F. Etik Kurulu’nun 26.05.2008/130-
3711 sayili karar1 ve 21.07.2008/76 sayil1 ek yazisi ile) kullanildi.

Insan adipoz kaynakli kok hiicrelerin izolasyonunda doku sindirimi i¢in Kollajenaz Tip
| (Sigma-Aldrich, St. Louis, MN, ABD) kullanildi. Izolasyon sonrasi hiicre sayimi
hemositometre (Neubauer, Almanya) ile yapildi. Hiicre kiiltlirii ¢alismalarinda,
hiicrelerin ekilip ¢ogaltildigi steril doku kiiltiir kaplar1 (Corning, NY, ABD), ¢ogaltma
vasat1 (CV) i¢in DMEM/F-12 (Dulbecco's Modified Eagle Medium/Ham's F-12, 50:50,
PAA Laboratories, Inc., Pasching, Avusturya) kullanildi. Vasat ekleri olarak L-glutamin
(Lonza, Basel, Isvigre), Pen-Strep (10.000 U/ml penisilin ve 50 pg/ml streptomisin)
(Gibco-BRL, Grand Island, NY, ABD) ve fetal sigir serumu (FBS) (Hyclone, Logan,
UT, ABD), hiicrelerin pasajlanma isleminde ise tripsin/EDTA ¢6zeltisi (Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, ABD) kullanildi. Calismalarin tamami laminer akisl steril kabinde
(Nuaire, Class II, Plymouth, Minnesota, ABD) yapildi1 ve hiicre kiiltiirleri 37°C, % 5
CO; ve % 95 nem ortami saglayan karbondioksitli inkiibatérde (Heracell 240®,
Waltham, Massachusetts, ABD) inkiibe edildi. Hiicrelerin morfolojileri faz-kontrast
inversiyon mikroskobu (Nikon TS100, Tokyo, Japonya) ile goriintiilendi. Hiicrelerin

dondurulmasi igin dimetil siilfoksit (DMSO) (Sigma-Aldrich) kullanilda.

Adipoz kaynakli kok hiicrelerin CD yiizey isaretleyicileri FACSAria 1I (BD
Biosciences, San Jose, CA, A.B.D.) cihazi ile akim sitometri yapilarak incelendi. Hiicre
yizey CD antijenlerine 6zel floresein izotiyosiyanat (FITC) konjuge monoklonal
antikorlar [CD29, CD45, CD34, CD3, CD31 (BD Biosciences, ABD) ve HLA-DR
(Chemicon, ABD)] ve fikoeritrin (PE) konjuge monoklonal antikorlar [CD44, CD90,
CD73, CD146, CD105, CD133, CD166 ve HLA-ABC (BD Biosciences, ABD)] ile
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uygun izotip kontrolleri kullanildi. Hiicrelerin koloni olusturma egilimlerini

gozlemlemek iizere siirdiiriilen kiiltiirler kristal viyole (Sigma-Aldrich) ile boyandi.

Adipoz kaynakli kok hiicrelerin yonlendirilmis farklilasma deneyleri yapildi.
Adipojenik yonlendirme igin diisiik glukoz igerikli DMEM (Dulbecco’'s Modified Eagle
Medium, PAA Labs.), FBS (Hyclone), penisilin-streptomisin (Gibco-BRL), askorbat-2-
fosfat (Sigma-Aldrich), deksametazon (Sigma-Aldrich), izobiitilmetilksantin (IBMX)
(Sigma-Aldrich), ITS+ (Insiilin-Transferrin-Selenik asit kombinasyonu) (Gibco-BRL)
kullanilda.

Osteojenik yonlendirme i¢in yiiksek glukoz iceriki DMEM (PAA Labs.), FBS
(Hyclone), askorbat-2-fosfat  (Sigma-Aldrich)  p-gliserofosfat  (Sigma-Aldrich),

deksametazon (Sigma-Aldrich) ve penisilin-streptomisin (Gibco-BRL) kullanildi.

Kondrojenik yonlendirme igin yiiksek glukoz igerikli DMEM (PAA Labs.), FBS
(Hyclone), penisilin-streptomisin (Gibco-BRL), askorbat-2-fosfat (Sigma-Aldrich),
deksametazon (Sigma-Aldrich), ITS+ (insiilin-Transferrin-Selenik asit kombinasyonu)
(Gibco-BRL), esansiyel olmayan aminoasitler (Sigma-Aldrich), TGFS-3 ve BMP-6
(Peprotech, Inc., Recky Hill, NJ, ABD) kullanildu.

Hazirlanan ekstraseliiler matriks iskelelerin mekanik 6zelliklerini artirmak amaci ile
capraz baglayicilar N-hidroksi siiksinimit (NHS) ve N-etil-N'-(3-dimetilaminopropil)
karbodiimit hidrokloriir (EDC) (Sigma-Aldrich) kullanildi. Iskeleler liyofilizator
(Christ, ALPHA 1- 4 LD plus, Osterode am Harz, Almanya) ile kurutularak elde edildi.
Iskelelerin hiicreli ve hiicresiz 3 boyutlu yapilarinin goriintiilenmesi JEOL marka
taramal1 elektron mikroskobu (JSM 5600, Tokyo, Japonya) ile yapildi. In vitro hiicre
kiiltiirii calismalar1 6ncesinde iskeleler UV lambali (254 nm) laminer akis kabininde

(Nuaire, Class II, Plymouth, Minnesota, ABD) 1-2 saat siire ile steril edildi.
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Iskeleler iizerine tohumlanmis hiicrelerin belirli zaman noktalarindaki mitokondriyal
dehidrogenaz aktivitelerinin belirlenmesinde MTT (3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il-2,5-difenil
tetrazolyum bromiir) kiti (Sigma-Aldrich) kullanildi ve 6l¢iimler UVmini-1240 model
spektrofotometre (Shimadzu, Kyoto, Japonya) cihazi kullanilarak yapildi. Ornekler
belirli zaman noktalarinda immiinhistokimya ¢alismalari i¢in tespit edildi. Hiicre ekili
iskeleler tespit edildikten sonra dondurma ¢ozeltisinde (Tissue Freezing Medium,
Tissue-Tek, Sakura, Hollanda) donduruldu ve 5-8 um kalindiginda kesitler
kriyomikrotom cihaz1 (Leica Microsystems CM1900, Nussloch, Almanya) ile alindi.
Histolojik ¢aligmalar i¢in hematoksilin-eosin (H&E), alsiyan mavisi ve alizarin
kirmizis1 (Sigma-Aldrich) boyalar1 kullanildi. Immiinhistokimyasal ¢alismalar igin
kesitler poliklonal-antikor-kollajen-tip-11 (Santa Cruz, ABD) ve monoklonal antikor-

agrekan (Abcam, ABD) birincil antikorlar ile boyandi.

4.2 Yontem

4.2.1 insan adipoz dokularindan kék hiicre izolasyonu

Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurulu izni ve A.U. Tip Fakiiltesi Plastik ve
Rekonstriiktif Cerrahi Anabilim Dali Baskanligi’nin 18.12.2008 tarihli yazis1 ile
caligmada kullanilmak iizere cerrahi islemlerle uzaklastirilan atik insan adipoz
dokularinin alimi basladi. Farkli zamanlarda, saglikli dondrlere (n=6, yas=37+7) genel
anestezi altinda yapilan karin gerdirme, meme kiigiiltme, yag ¢ekme (liposuction)
ameliyatlarindan elde edilen atik beyaz yag dokulari en kisa siirede (genellikle 60-90
dakika icinde) laboratuara, %2 oraninda Pen/Strep katkili steril PBS (% 0,85 NaCl
iceren 0,1 M fosfat tamponu; pH 7.4) i¢cinde transfer edildi. Dondrlerin higbiri viicut
kiitle indekslerine gore obez olarak degerlendirilmedi. Boy ve agirlik bilgilerine gore

ortalama viicut kiitle indeksi (body mass index, BMI) 25,92 olarak belirlendi.

Izolasyon islemlerinin tamami Ankara Universitesi Fen Fakiiltesi Kimya Boliimii Doku
Miihendisligi ve Biyomalzemeler Laboratuari’nda steril sartlar altinda gergeklestirildi.
Izolasyon islem basamaklar1 sekil 4.1°de 6zetlenmistir. Adipoz doku, igerdigi kan

damarlarindan ve fibroz doku parcalarindan steril ameliyat arag-geregleri yardimiyla
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ayiklanip, kan hiicrelerini uzaklastirmak tizere steril PBS ile defalarca yikandi. Bunun
ardindan doku, uzun uglu steril bir cerrahi doku makasiyla olabildigince ufak pargalara
kiyilarak mekanik olarak pargalandi. Liposuction yontemiyle toplanan dokularda bu
asamada herhangi bir islem yapilmadi. Liposuction islemi Oncesi hastanin deri altina
damar sikilagtirict maddeler igeren Ringer ¢ozeltisi verilir. Cerrahi aspirator ile viicut
disina ¢ekilen doku pargalari, bu ¢ozelti i¢inde viicuttan vakumla alindigindan, bu
soliisyonu ve kan hiicrelerini uzaklagtirmak icin steril PBS ile defalarca yikandi. Doku,
yag c¢ekme islemi geregi viicut disina olduk¢a ufak parcalar halinde atildigi ig¢in
mekanik olarak parcalanmasi gerekmedi. Kati doku olarak laboratuvara gelen ve
yikanip mekanik olarak parcalanan adipoz doku homojenati steril serolojik pipet ile
PBS ile hazirlanmis % 0,1 Kollajenaz Tip I ¢6zeltisi konmus 50 ml’lik santrifiij tiipiine
aktarildi. Bu siispansiyon daha da homojen hale gelene kadar pipet pompasiyla ileri geri
cekip birakilarak pipetlendi ve ardindan sikica kapatilan kapak, parafilm ile izole
edildikten sonra, aksiyal karistiricinin plakasi iizerine sabitlenip, bu sekilde
karbondioksit inkiibatoriine alindi ve 1 saat siireyle 37°C sicaklikta yavasca
calkalanarak enzimatik olarak sindirildi. Bu sirada DMEM/F-12 (Dulbecco’s Modified
Eagle Medium: Nutrient Mixture FI12, 50:50 igine % 10 fetal sigir serumu ve % 1
Pen/Strep eklenerek ¢ogaltma vasati (CV) hazirlandi. Sindirim iglemini sonlandirmak
amaciyla kollajenaz iceren siispansiyon ayni hacimde CV ilavesi ile etkisizlestirildi,
elde edilen karigim 7 dakika siireyle 25°C sicaklikta 1500 devir/dakikada santrifiij
(Beckman Coulter SX4750, CA, ABD) edildi. Bu islemin sonunda tiipler i¢inde {i¢
tabaka gozlendi, en iistte yag, ortada sindirilmemis adipoz doku ekstraseliiler matriksi,
en altta ise dokunun stromal vaskiiler fraksiyonundaki hiicreler pellet olarak toplandi.
Ustteki yag tabakasi steril pipetle atildi. Sindirilmemis adipoz doku ekstraseliiler
matriksi hiicresizlestirme islemleri (Bolim 4.2.3) ve iskele {iretimi i¢in baska tlipe
alindi. Tiip icinde geride kalan siipernatan steril pipetle atildi ve dipteki hiicre pelleti CV
icinde yeniden siispanse edildi, pipet yardimiyla tek hiicre siispansiyonu olusturuldu ve

sindirilmeyen doku parcalar1 100 um’lik steril bir filtre yardimiyla ayrildi.
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Sekil 4.1 Insan adipoz dokusundan kok hiicre izolasyonu isleminin asamalari

a ve b. Ameliyathaneden gelen adipoz doku; dokudan kan damarlari ve fibréz doku pargalariin
ayrilmasi, c. Yikama islemi sonrasinda dokunun mekanik olarak parcalanmasi, d. % 0,1°lik tip I
kollajenaz ¢ozeltisinde enzimatik sindirim, e. Yikama ve santrifiijleme sonrasinda elde edilen yag,
sindirilmemis ekstraseliiler matriks ve hiicre pelleti, f. 100 pm’lik filtreden siizme ve eritrosit liziz

tamponunda inkiibasyon, g. Yikama islemlerinden sonra hiicrelerin t-75 kiiltiir kaplarina ekilmesi
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Bu siispansiyona en c¢ok karigan hiicreler eritrositler olup bu asamada toplam hiicre
sayisinin - % 90’indan fazlasim1 olusturmaktadirlar. Eritrositlerin fazlaligi hiicre
yapismasint ve c¢ogalmasini belirgin sekilde azalttigindan stromal vaskiiler hiicre
slispansiyonu eritrosit liziz tamponu (Steril distile su i¢ginde 155 mM amonyum kloriir
(NH4CI), 10 mM potasyum karbonat (K,COs3), ve 0,1 mM EDTA, pH 7,4) i¢inde oda
sicakliginda 10 dakika bekletildi. Bu kosullarda eritrositlerin % 95’inden fazlasi
cekirdekli hiicrelere zarar vermeden parcalandi. Cekirdekli hiicrelerin bu islem sirasinda

parcalanmadig1 tripan mavisi boyamasi yontemiyle belirlendi.

Eritrosit liziz tamponunda yikama isleminin, stromal vaskiiler siispansiyondaki
cekirdekli hiicrelerin ylizeye yapisma, gelisme veya farklilasma ozelliklerini olumsuz
yonde etkilemedigi bilinmektedir (Zuk vd. 2001). Hiicre pelleti 1500 devir/dakikada 5
dakika santrifiijlenip CV’da slispanse edildikten sonra, 5,0 x 10° hiicre/ml
yogunlugunda 75 cm?’lik (T-75) kapakli yatik kiiltiir kaplarina hiicre ekimi yapild1 (0.
Pasaj). Kaplara ekilen hiicreler % 5 CO», % 95 hava ve % 90 nem iceren 37°C sicakliga

ayarli inkiibatore yerlestirildi.

4.2.2 insan adipoz kaynakl kok hiicrelerin 6zelliklerinin incelenmesi

4.2.2.1 insan adipoz kaynakh kék hiicrelerin Kiiltiirii

[zolasyon isleminden 24 saat sonra, yiizeye tutunmayan hiicreler steril PBS yikamalar1
ile uzaklastirilip, tutunan hiicreler icin CV yenilendi. Vasat degisimi her 3-4 giinde bir
tekrarlandi. Hiicre morfolojisi, faz-kontrast inversiyon mikroskobunda giinliik olarak
takip edildi ve fotograflandi. Yaklasik 15 giin siiren kiiltiiriin sonunda ~% 80 bolluga
ulasan hiicreler tripsinleme islemine alindi. Bu islem i¢in 6dnce T-75 kaplarindaki vasat
steril aspirator yardimiyla uzaklagtirilip, hiicreler 5 ml serumsuz vasatla ili¢ kez
yikandiktan sonra % 0,05 Tripsin/0,53 mM EDTA (etilendiamin tetraasetik asit) iceren
5 ml ¢ozeltiyle yaklasik 5-6 dakika inkiibe edildi. Inversiyon mikroskobu altinda
hiicrelerin yuvarlaklagsmaya basladiklar1 gozlendikten sonra kiiltiir kabinin tabanina
avug i¢i ile vurularak tabandan hiicrelerin ayrilmalarina yardimci olundu; ardindan 10

ml vasat ile yikanarak siispansiyon haline getirildi. Serumlu vasatla yapilan yikamalar
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sonunda tripsinin etkisi ortamdan uzaklastirildi; hiicre siispansiyonu 15 ml’lik santrifiij
tiiplerine aktarildi ve 1500 devir/dakikada 25°C sicaklikta 7 dakika boyunca santrifiij
edildi. Dibe pellet halinde ¢oken hiicreler serumlu CV’inda yeniden dagitildi. Hiicre
sayimi i¢in Neubauer hemositometresi kullanildi. Hiicreler CV iginde siispanse
edildikten sonra 100 pl hiicre siispansiyonu mikropipetle ¢ekilip 10 pl % 0,1 tripan
mavisi ile karistirildi ve hemositometrenin ¢izgilerle belirlenmis okuma bolgelerinden
her birine birer damla damlatilarak {lizerlerine lamel kondu. Mikroskopta 6lii hiicreler,
mavi boyay1 biinyelerine almalar1 ile ayirt edilirler ve boylece canli hiicre diizeyi
belirlenir. Hemositometrenin okuma bdlgelerinin her biri 25 biiyiik kareden olusur,
bunlar da her biri 16 kiiclik karecige ayrilmistir. Her bir kiiciik karecigin altinda toplam
0,00025 mm?¥liik vasat hacmi kalmaktadir (her bir biiylik karenin altinda 0,004 mm° ve
toplam alanda da 0,1 mm?® vasat bulunur). Buradan, ml basina diisen hiicre sayis
hesaplanip toplam canli hiicre sayisina gecildi. Sayimi yapilan hiicreler, 5,0 x 10°
hiicre/ml yogunlugunda, 1:4 seyreltme oraninda yeni T-75 kiiltiir kaplarina aktarildi ve
% 5 CO; igeren 37°C sicaklifa ayarli karbondioksitli inkiibatore kaldirildi. Bdylece
hiicreler pasajlanmus oldu ve pasaj-1 (P-1) hiicreleri olarak isimlendirildi. Ileri pasaj
hiicreleri ayni islemler tekrarlanarak elde edildi. Her pasajlama iglemi 6ncesi hiicrelerin
bir kismi1 donduruldu. Bdylece her pasaj numarasindan hiicre bulunduran hiicre stogu

olusturulmus oldu.

4.2.2.2 immiinfenotip karakterizasyon metodolojisi (Akim sitometri)

Kiiltiirde % 80 bolluga ulasan stromal vaskiiler hiicre popiilasyonunu karakterize etmek
amactyla, ilgili ekstraseliiler matriks bilesenleri, biiyime faktorleri ve hiicre-hiicre
etkilesimlerinde rol alan yilizey CD isaretleyicileri akim sitometri yontemiyle incelendi.
Floresan-aktiflesmis hiicre ayirma (fluorescence activated cell sorting; FACS) analizi
adipoz kaynakli kok hiicrelerin (AMKH) yiizeylerini tanimlamak i¢in uygun bir yontem
olarak kabul edilmektedir. Bu islemler, Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk
Saglig1 ve Hastaliklart Anabilim Dali, Hematoloji Béliimii Kemik iligi Nakli Unitesi

Akim Sitometrisi Laboratuari’nda, FACSAria II cihaz1 ile gergeklestirildi. Secilen CD
antijen paneli, mezenkimal kok hiicreler i¢in bilinen panel olup, CD29, CD90, CD73,
CD34, HLA-ABC, HLA-DR, CD166, CD105, CD133, CD3, CD31, CD146, CD45 ve
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CD44’den olusmaktadir. Bu antijenlerin hicbiri “tek baslarmma” mezenkimal kok
hiicreleri veya diger kok hiicreleri tanimlamak i¢in yeterli kabul edilemediginden, MKH
icin gelistirilmis olan bu CD antijen paneli izole edilip kiiltiirde ¢ogaltilan hiicreler icin

kullanildi. Uygulanan akim sitometri protokolii agagida verilmistir:

1. Hicreler, % 0,05 tripsin ve 25 mM EDTA igeren steril PBS ile muamele edilip,
yiizeyden kalkmalari i¢in karbondioksitli inkiibatérde 10 dakika siireyle inkiibe edildi.
Tripsin aktivitesi FBS ile durdurularak hiicre siispansiyonu 1500 devir/dakikada 5
dakika siireyle oda sicakliginda santrifiij edildi.

2. Siipernatan atilarak hemositometre ile hiicre sayimi yapildi ve 5,0 x 10° hiicre/ml
olacak sekilde % 2 insan serumu igeren PBS ile seyreltildi.

3. Boyal1 antikorlar ve hiicrelerin inkiibe edilecegi tiipler hazirlandi. Seyreltilen hiicre
siispansiyonundan tiiplerin her birine 100°er pl eklendi. Boylece yaklasik 200.000
hiicre, 10-20 pl kadar boyali antikor ile oda sicakliinda 20 dakika siireyle inkiibe
edilerek boyandi. Her bir antikor i¢in ayni islem tekrarlandi. Calismada floresan
izotiyosiyanat (FITC) konjiige edilmis CD29, CD45, CD34, CD3, CD31 ve HLA-DR
monoklonal antikorlar1 ile fikoeritrin (PE) konjlige edilmis CD44, CD90, CD73,
CD146, CD105, CD133, CD166 ve HLA-ABC monoklonal antikorlar1 kullanildi.
Negatif kontrol olarak boyanmamuis hiicre stispansiyonu kullanildi.

4. Boyamadan sonra hiicreler sigir serum albiimini (bovine serum albiimin, BSA) ve
fetal sigir serumu iceren FACS Aria II cihazinin yikama ¢ozeltisi ile 2 defa yikanip,
1500 devir/dakikada oda sicakliginda 5 dakika siireyle santrifiij edildi ve siipernatan
atild.

5. Floresanl antikorlarla igaretlenen hiicreler her bir tiipe 200 pl olacak sekilde % 1
formaldehit, % 0,1 sodyum azid ve % 0,5 BSA igeren akim tamponunda (flow buffer)
siispanse edilerek sabitlendi.

6. Siispanse edilen hiicreler akim sitometri cihazinda her sayimda 10.000 islem (event)
olacak sekilde Cell Quest (BD Biosciences, San Jose, CA, ABD) analiz programi

kullanilarak taranda.
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4.2.2.3 Yonlendirilmis farkhilastirma deneyleri

Farkli dondrlerden toplanan adipoz dokularindan izole edilen hiicrelerin plastisite
Ozellikleri adipojenik, kondrojenik ve osteojenik farklilastirma deneyleriyle incelendi.
Bu amagla iki-boyutlu standart kiiltiirlerde adipojenik ve osteojenik yone farklilagtirma

deneyleri, standart pellet kiiltiirde kondrojenik yone farklilagtirma deneyleri yapildi.

Adipoz dokudan izole edilen hiicreler 12-kuyucuklu kiiltiir kaplarinda bolluk noktasina
kadar CV i¢inde kiiltiir edildi. Adipojenik yonlendirme i¢in, CV adipojenik indiiksiyon
vasati ile degistirildi. Adipojenik indiiksiyon vasat1 diisiik glukoz igerikli DMEM, % 10
FBS, % 1 Pen/Strep, 1 uM deksametazon, 0,5 mM izobiitilmetilksantin (IBMX), ITS+
(Insiilin-Transferrin-Selenik asit kombinasyonu) [6,25 pg/mL insulin, 6,25 pg/mL
transferin, 6,25 ng/mL selendz asit, 1,25 mg/mL si8ir serum albumini, 5,35 mg/mL
linoleik asit] ile hazirlandi. 7 giin sonra ise indiiksiyon vasatindan farkli olarak IBMX
icermeyen adiposit koruma vasatina gegildi. Hiicreler 14 giin bu kiiltiirde tutulduktan
sonra, PBS ile 3 kez yikanip, % 10’luk formalinde 1 saat 4°C’de tespit edildi.
Cekirdeklerin etrafinda biriken yag damlaciklart invert mikroskopta goézlemlenip

fotograflandi.

Osteojenik yonlendirme i¢in kullanilan osteojenik vasatin bilesimi ise, yiiksek glukoz
igcerikli DMEM, % 10 FBS, 10 mM p-gliserofosfat, 0,2 mM askorbat-2-fosfat, 10 nM
deksametazon, % 1 Pen/Strep seklinde idi. Osteojenik farklilasma sonrasi olusan

mineral odaklar alizarin kirmizis1 boyamasiyla tespit edildi.

Kiiltiirde % 80 bolluga ulasan stromal vaskiiler popiilasyondan 2,5 x 10° hiicre/ml iceren
alikotlar 15 ml steril polipropilen tiiplere pipetlendi. Hiicreler 500 xg de 5 dakika
santrifiij edildi ve CV uzaklastirildi. Peletlerin iizerine 500 pl kondrojenik vasat eklendi.
Hiicreler tekrar 500 xg de 5 dakika pelet olugmasi i¢in santrifiijlendi. Pelet kiiltiirlerde
kondrojenik yonlendirme i¢in kullanilan vasatin bilesimi yiiksek glukoz igerikli
DMEM, % 10 FBS, % 1 Pen/Strep, 100nM deksametazon, % 1 ITS+ (Insiilin-

Transferrin-Selenik asit kombinasyonu) [6,25 pg/mL insulin, 6,25 pg/mL transferin,
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6,25 ng/mL selendz asit, 1,25 mg/mL s1gir serum albumini, 5,35 mg/mL linoleik asit], 2
mM L-Glutamin, 10 ng/ml TGFg-1, % 1 esansiyel olmayan aminoasitler, 0,15 mM
askorbat-2-fosfat seklinde idi. Vidali kapaklar1 gevsek kapatilan polipropilen tiiplerdeki
peletler % 5 CO,, % 95 hava ve % 90 nem igeren 37°C sicakliga ayarli inkiibatorde 28
giin kiltir edildi, vasatin tamami haftada iki kez peleti yerinden oynatmadan
degistirildi. Kondrojenik indiiksiyonun 28. giininde pelet alindi, PBS i¢inde % 10
formalin ile histolojik boyama igin tespit edildi. Her peletten alinan yaklagik 7 um

kalinligindaki kesitler alsiyan mavisi ile boyandi.

Osteojenik farklilastirma sonrast alizarin kirmizist (AR-S) boyamast

AR-S boyamasi igin, osteojenik indiiksiyon uygulanan kiiltiir kabi i¢indeki adipoz
dokudan izole edilen hiicrelerin lizerine 40 mM’lik alizarin kirmizisi ¢ozeltisi (pH 4,2)
eklendi ve 10 dakika siire ile aksiyel karistirici {izerinde tutuldu. Boyanin fazlasini
uzaklagtirmak amaciyla 5 defa saf su, 15 dakika PBS ile yikama yapildi. Boyanan

hiicreler ve mineral odaklar inversiyon mikroskobu altinda goriintiilenip fotograflandi.

Pelet kiiltiirlerin kondrojenik farklilagtirma sontast alsiyan mavisi ile boyanmasi

Kondrojenik indiiksiyon deneylerinde 28 giin kiiltiirde tutulan peletlerin dondurulduktan
sonra lam iizerine alinan kesitlerine alsiyan mavisi boyamas: yapildi. Bu amagla
ornekler 30 dakika alsiyan mavisi ile muamele edildi. Saf su ile 2 dakika yikandi.
Niikleer Fast Red soliisyonuyla 5 dakika muamele edildi. Saf su ile dikkatlice yikanda.
Iki kez iicer dakika absoliit etanol ile muamele edildi. Alkol uzaklastirildiktan sonra
ornekler kurumaya birakildi. Ornekler inversiyon mikroskobu altinda goriintiilenip

fotograflandi.
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4.2.2.4 Cerrahi islemlerle viicudun farkh bolgelerinden toplanan adipoz
dokularindan izole edilen kok hiicrelerin koloni olusturma kapasitelerinin
incelenmesi (CFU-F testi)

Meme kiicliltme ve karin gerdirme ameliyatlarindan toplanan atik insan adipoz
dokularindan elde edilen stromal vaskiiler fraksiyon hiicreleri 5,0 x 10° hiicre/ml
yogunlugunda 75 cm?’lik (T-75) kapakli yatik kiiltiir kaplarinda kiiltiir edildi (Pasaj-0).
Kaplara ekilen hiicreler % 5 CO2, % 95 hava ve % 90 nem igeren 37°C sicakliga ayarl
inkiibatore yerlestirildi. Kiiltiirde % 80 bolluga ulasan pasaj-0 hiicreleri tripsinleme
islemiyle kiiltiir kabindan ayrild1. Ileri pasaj testleri igin, pasaj-0 hiicreleri T-75 kiiltiir
kaplarina 1:3 olacak sekilde, 5,0 x 10° hiicre/ml yogunlugunda ekildi. Kiiltirde % 80
bolluga ulasan hiicreler enzimatik olarak ylizeyden ayrildi ve yeniden T-75 kiiltiir
kaplarina 1:3 olacak sekilde, 5,0 x 10° hiicre/ml yogunlugunda ekildi. Bu sekilde ileri

pasajlama islemine pasaj-4 hiicreleri elde edilinceye kadar devam edildi.

Koloni olusturma testi i¢in iki farkli bolgeden (meme ve karin) ve iki farkli pasaj
numarasindan (P1 ve P4) elde edilen hiicreler standart islemler sonrasinda 100 ve 500
hiicre/cm? olacak sekilde iki farkli hiicre yogunlugunda 6 kuyucuklu plastik kiiltiir
kaplarina ii¢ tekrarli ekildi ve CV i¢inde kiiltiir edildi. Hiicrelerin koloni olusturma
egilimlerini gozlemlemek tizere kiiltiirler 14 giin siirdiiriildii. Hiicreler CFU-F tayini i¢in
kristal viyole ile boyandi. Boyama islemi i¢in vasat ortamdan uzaklastirilip hiicreler iki
kez PBS ile yikandi. Daha sonra kuyucuklarin her birine ikiser ml % 95 etanol
eklenerek 5 dakika bekletilerek hiicreler tespit edildi. Etanolii uzaklastirmak iizere
tekrar PBS ile iki kez yikama yapildi. % 95 etanol ile hazirlanan % 0,5 kristal viyole 2-3
ml kuyucuklara eklendi ve kaplar 30 dakika oda sicakliginda boya ile inkiibe edildi.
Boya uzaklastirildiktan sonra kuyucuklar PBS ile iyice yikandi ve kurumaya birakildi.
Koloniler inversiyon mikroskobunda 4X biiyiitmede goriintiilendi. Makroskobik olarak
beliren >50 hiicreli koloniler CFU-F olarak tanimlandi. Her bir hiicre kaynagi ve pasaj
nNumarast i¢in tgerli kuyucuklardaki koloniler sayildi ve ortalama CFU-F frekansi
hesaplandi. CFU-F frekansi, koloni sayisi toplam hiicre sayisina bdliinerek hesaplandi,

% frekans i¢in de bu deger 100 ile carpildu.
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4.2.3 Insan adipoz doku ekstraseliiler matriksinden iic-boyutlu iskele hazirlanmasi

Cerrahi islemlerle uzaklastirilan atik insan adipoz dokularindan mezenkimal kok
hiicrelerin izolasyon islemleri sirasinda elde edilen sindirilmemis yag doku ekstraseliiler
matriksi hiicresizlestirme iglemleri ve iskele liretimi i¢in bagka tlipe alindi. Ayrilan bu
jelimsi matriks distile su ile defalarca yikandi ve her seferinde 3000 devir/dakikada 5
dakika santrifiij edilerek pellet haline gelmesi sagland1 ve tekrar yikandi. Yikanan
matriks uygun petri kabina almarak -80°C’de donduruldu ve 17-24 saat boyunca 0,0010
mbar basing altinda kurutuldu. Dondurularak kurutulan adipoz doku ECM’sinden % 1-
20’lik (w/v) stispansiyonlar hazirlayabilmek icin uygun miktarda tartildi. Capraz
baglayict ajan olarak NHS varliginda EDC kullanildi. Yapisal biitiinliik ve gozenek
boyutu olarak en uygun malzemeyi elde edebilmek amaciyla EDC’nin 2 ile 20 mM
arasinda konsantrasyonlari ile NHS’nin 6 ile 14 mM arasinda konsantrasyonlari
denenerek en uygun oran tespit edildi. Optimizasyon ¢alismalarinin ardindan tipik bir
deney i¢in % 95’lik etanol icinde 14 mM EDC ve 12 mM NHS olacak sekilde ajanlar
tartilip ¢ozildii ve soliisyon steril filtreden gecirildi. Uygun miktarda tartilan
kurutulmus ECM bu ¢apraz baglayict soliisyon i¢ine kondu. Hazirlanan karigim 17.800
devir/dakikada c¢alisan rotor-stator homojenizator ile homojenize edilerek vakit
kaybetmeden cesitli formlardaki kaliplara dokiildii ve 1000 xg’de oda sicakliginda 2
saat boyunca santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi supernatan atildi, i¢inde bulundugu
kalibin seklini alan adipoz doku ECM’si dikkatlice ¢ikarildi. Soguk steril distile su igine
konarak capraz baglayicilar1 yapidan uzaklastirmak iizere 3 giin boyunca her 4 saatte bir
distile su degistirilerek dikkatlice yikandi. 3 giin sonunda istenen kalip formundaki
iskeleler -80°C°de dondurularak 17-24 saat boyunca kurutuldu. Son iiriin olarak adipoz
doku ECM’sinden yaklasik 2,5 cm ¢apinda 6 mm kalinliginda iskeleler elde edildi.
Hazirlanan tiim iskelelerin 1-2 saat siire ile harici UV lambasi (254 nm) bulunan
laminer akis kabininde her iki yiizleri steril edildi. Iskeleler planlanan her deney &ncesi

steril edilerek kullanildi.
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4.2.3.1 Taramah elektron mikroskopisi (SEM)

Capraz baglanma reaksiyonlar ile lig-boyutlu hale getirilmis adipoz doku ECM’sinden
iiretilen iskelelerde hiicresizlestirme etkinligi ve gozenekliligi gézlemlemek tizere SEM
analizleri yapild. Iskeleler uygun boyutlarda kesilerek énce % 2,5 glutaraldehit igeren
0,1 M kakodilat tamponunda (pH 7,4) 4°C’de tespit edildi. Tespit isleminin ardindan
ornekler fiksatifi ve diger kirlilikleri uzaklagtirmak amaciyla PBS ile yikandi. Yikama
isleminden sonra, sulu etanol (% 60, % 70, % 80, % 90, % 95) serilerinden gegirilerek
dehidrate edildi. Bu iglemi takiben tiim &rnekler Stublara yerlestirildi ve ince bir altin-
paladyum (15 nM) tabakasiyla kaplanip, JEOL 840 SEM cihazinda incelenip

goriintlilendi.

4.2.3.2 ECM iskelelerin su ve tampon tutma kapasitelerinin belirlenmesi

1 cm x 1 cm boyutlarinda kesilen ECM iskeleler tartilarak baslangigtaki kuru agirliklar
(Ax) belirlendi. Hazirlanan 6rnekler, iglerinde 15 ml distile su ve PBS (pH: 7,4) bulunan
tiiplere daldirildi. Tiiplerden ¢ikarildiktan sonra yiizeylerindeki fazla su siizge¢ kagidina
emdirilen 6rnekler belirli zaman noktalarinda tartilarak 1slak agirliklari (A,) belirlendi.
Orneklerin s1vi adsorbsiyonundan kaynaklanan agirlik artistyla sivi tutma kapasiteleri

belirtilen formiil kullanilarak hesaplandi.
% STK = [(A,— Ax) / Ac] x 100

Formiilde % STK sivi tutma kapasitesi, Ax ve A, sirayla iskelelerin kuru ve 1slak

agirhiklandir.
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4.2.4 Adipoz mezenkimal kok hiicrelerin ECM iskelelere tohumlanmasi

Hiicrelerinden arindirilmis, gapraz baglayicilarla {ig-boyutlu hale getirilmis adipoz doku
ECM iskeleleri iizerine, hiicrelerin tutunmasini ve ¢ogalmasini gozlemlemek amaciyla
adipoz mezenkimal kok hiicreler tohumlandi ve hiicre kiiltiirii ¢alismalar1 yapildi. Bu
amagla, kare seklinde kesilmis (0,5 cm x 0,5 cm boyutlarinda, 0,8 cm yiiksekliginde)
ECM iskeleler 6 kuyucuklu kiiltiir kabina yerlestirildi. 2,0 x 10° adet adipoz mezenkimal
kok hiicre igeren 30 ul’lik hiicre siispansiyonu iskelelerin iizerine/i¢ine tohumlandi.
Hiicrelerin ylizeye tutunmasini saglamak tizere kiiltiir kab1 30 dakika boyunca % 5 COy,
% 95 hava ve % 90 nem iceren 37°C sicakliga ayarl inkiibatorde tutuldu. Daha sonra
hiicre-iskele yapilarinin oldugu her bir kuyucuga 1 ml CV eklenerek tekrar inkiibatore
yerlestirildi. Hiicre tohumlanan ve 21 giin boyunca kiiltiir edilen iskelelerin SEM analizi
icin uygun boyutlarda kesilen oOrnekler stublara yerlestirildi. Ornekler % 2.5
glutaraldehit iceren 0,1 M kakodilat tamponunda (pH 7,4) 4°C sicaklikta tespit edildi ve

daha 6nceki boliimde (Boliim 4.2.3.1) anlatilan islemler tekrarlandi.

4.2.4.1 Hiicre canhihiginin ve cogalmasinin MTT testi ile belirlenmesi

Adipoz ECM’sinden iiretilen iskeleler iizerine tohumlanan adipoz mezenkimal kok
hiicrelerinin malzeme iizerinde canlilik ve ¢ogalma diizeyleri hiicrelerin mitokondriyal
dehidrogenaz enzim aktivitesinin belli zaman dilimlerinde spektrofotometrik olarak
Olglilmesiyle takip edildi. MTT testi, canli hiicrelerde etkin olan mitokondriyal
dehidrogenaz enziminin sar1 renkli tetrazolyum tuzu MTT’yi parcalayarak mor renkli
formazan kristallerine indirgemesi prensibine dayanan kolorimetrik bir testtir. 2,0 x 10°
hiicre yogunlugunda ECM iskeleler iizerine tohumlanan hiicrelerin vasati uzaklastirildi.
Hiicrelerin serum igermeyen vasat ile yikanmasindan sonra iskeleler iizerine taze
hazirlanan 300 pl [270 pL vasat igerisinde 30 pul MTT reaktifi(5 mg/ml)] MTT c¢ozeltisi
ilave edilerek, ornekler 4 saat boyunca % 5 CO,, % 95 hava ve % 90 nem igeren 37°C
sicakliga ayarli inkiibatorde bekletildi. Inkiibasyonun ardindan olusan formazan
kristallerinin spektrofotometrik 6l¢iimii i¢in MTT ¢dzeltili vasat ortamdan uzaklastirildi
ve olusan formazan kristalleri, 300 ul MTT coziiciisii ile ¢oziindiikten sonra pipetle

toplanarak tiiplere alindi. Orneklerin spektrofotometre cihazi ile 570 nm dalga
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boyundaki optik yogunluklar1 kore karst belirlendi. Biitiin islemler hiicrelerin

tohumlandig giinden itibaren 7, 14, 21. giinde toplanan 6rneklere uygulandi.

4.2.5 ECM iskeleler iizerine tohumlanan adipoz mezenkimal kok hiicrelerin
kondrojenik yone farkhlastirilmasi

Calismanin bu boliimiinde, ECM iskelelere tohumlanan pasaj 4 seviyesindeki insan
adipoz mezenkimal kok hiicrelerinin kondrojenik farklilasma potansiyelleri arastirildi.
Bu amagla, 0,5 cm x 0,5 cm x 0,8 cm boyutlarinda kesilen ve 2,0 x 10° adet adipoz
mezenkimal kok hiicre tohumlanan ECM iskeleler 6 kuyucuklu kiiltiir kaplaria
yerlestirildi. Ornekler 18 saat boyunca CV igerisinde % 5 CO,, % 95 hava ve % 90 nem
igeren 37°C sicakliga ayarli inkiibatorde bekletildi. Daha sonra kondrojenik indiiksiyon
icin CV uzaklastirilarak kondrojenik vasata gegildi. Kondrojenik vasat yiiksek glukoz
icerikli DMEM igine % 10 FBS, %1 Pen/Strep, 100 nM deksametazon, 50 mg/mL
askorbat-2-fosfat, %1 ITS+ (insiilin-Transferrin-Selenik asit kombinasyonu) [6,25
pg/mL insulin, 6,25 pg/mL transferin, 6,25 ng/mL selendz asit, 1,25 mg/mL si1g1r serum
albumini, 5,35 mg/mL linoleik asit], 2 mM L-Glutamin, 10 ng/ml TGFg-3, 50ng/ml
BMP-6 ve % 1 esansiyel olmayan aminoasitler eklenerek hazirlandi. Ornekler % 5 CO,
% 95 hava ve % 90 nem igeren 37°C sicakliga ayarli inkiibatore yerlestirildi. Vasatin
tamami iki giinde bir degistirildi. Kondrogenezin takibi i¢in 6rneklerin 14, 28 ve 42.
giinde kiiltiir islemleri sonlandirilarak histokimya, immiinhistokimya ve GAG analizleri

yapildi.
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4.2.5.1 Histokimya calismalari

Kondrojenik yone farklilastirilmis ve belirli zaman noktalarinda (14, 28 ve 42. giinde)
toplanan hiicre-ECM iskele yapilar1 histolojik boyamalar i¢in hazirlandi. Farklilagsma
sonrast hiicrelerin matriks iginde dagilimi hematoksilin ve eozin (H&E) ile, hiicreler
tarafindan sentezlenen kondrojenik matriks bilesenlerinden glikozaminoglikanlar
(GAG) alsiyan mavisi ile boyanarak tespit edildi. Ornekler PBS ile (pH 7,4; 0,1 M)
yikandiktan sonra tamponla nétlirlenmis % 10’luk formalin ¢ozeltisinde gece boyunca
tespit edildi. Fiksatifi ve kalintilar1 uzaklagtirmak i¢in ornekler su ile 3 x 10 dakika
boyunca yikandi. Daha sonra 6rnekler etanol serilerinden (% 50, % 70, % 80 ve % 95°
lik) 2 x 10 dakika siireyle gegirilerek bulundurduklari sudan arindirildi. Daha sonra
ornekler sirastyla potasyum tamponunda (pH 7.4; 0,1 M) hazirlanmis % 15°lik sukroz
cozeltisinde ve dondurma c¢ozeltisinde 30’ar dakika bekletildi Kaliplara yerlestirilip,
tizerleri dondurma c¢ozeltisi ile kaplandiktan sonra -80°C’de dondurulup, kriyo kesit
islemi icin hazirlandi. Kesit alma isleminden sonra ornekler glikozaminoglikanlarin
tespiti ig¢in alsiyan mavisi ile boyanarak inversiyon mikroskobunda incelendi ve
fotograflandi. Alsiyan mavisi ile boyama iglemleri onceki bolimde (Bolim 4.2.2.3)

anlatilmistir.

Hematoksilin ve eozin dokularin rutin histolojik boyamasinda, ¢ekirdek ve sitoplazma
ayriminda kullanilan yaygin bir doku boyasidir. Alinan kesitlerin alkolde ¢6ziilmiis
hematoksilen ve sulandirilmis eozinle boyanma ilkesine dayanir. Hematoksilin
genellikle gekirdegi mavi-siyah renkte boyayarak detaylari iyi gosterir. Eozin ise, hiicre
sitoplazmasin1 ve bag dokusu elemanlarini c¢esitli varyasyonlarda pembe, turucu ve
kirmizi renkte boyar. Lamlardaki Ornekler distile su ile yikandiktan sonra Mayer
hematoksilin ¢ozeltisi ile 8 dakika boyandi. Siire sonunda kesitler once distile su ile
sonra % 95’lik etanol ile 10 dakika boyunca yikandi. Daha sonra Eozin-Pholxine B
cozeltisi ile 30-60 saniye karsit boyama yapildi. % 95’lik etanol ile boyanin fazlasi
uzaklastirildi. Ornekler havada kurutulup inversiyon mikroskobu ile incelendi ve

fotograflandi.
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4.2.5.2 immiinhistokimya ¢alismalar1

Kondrojenik yone farklilastirilmis ve belirli zaman noktalarinda (14, 28 ve 42. giinde)
toplanan hiicre-ECM iskele yapilari immunhistokimya boyamalar1 igin hazirlandi.
Kikirdak dokuya farklilasma gostergelerinden biri yap1 i¢indeki hiicrelerce sentezlenen
matriks bilesenleridir. Bunlar arasindan kikirdak dokuda en ¢ok bulunan proteinler olan
kollajen tip II ve agrekan molekiilleri i¢in boyamalar yapildi. Bu amagla, distile su
icinde % 2,5’luk gluteraldehit ¢ozeltisi ile 2 giin siire ile tespit edilen 6rnekler kriyo
tamponu (potasyum hidrojen fosfat, sakkaroz ve su) ile 2 kez 10 dakika boyunca
yikandi. Yikama isleminin ardindan 6rnekler 0,2 M potasyum fosfat stok cozeltisi
icinde 15-20 dakika bekletildi. Siire sonunda alinan 6rnekler doku dondurma ¢ozeltisi
icinde 15 dakika tutuldu. Doku dondurma c¢ozeltisi donduktan sonra 5-8 pm
kalindiginda kesitler kriyo-mikrotom cihazi ile alindi. Alinan kesitler 6ncelikle bidistile
su ile yikandi, 10 dakika hidrojen peroksit blok ile muamele edildikten sonra bidistile su
ile tekrar yikanip % 1’lik FBS igeren PBS ile 1/100 oraninda seyreltilmis birincil
antikorlar [poliklonal kegi anti-insan kollajen tip Il IgG (1:200) ve monoklonal fare
anti-insan agrekan 1gG (1:200)] ile oda sicakliginda 60 dakika siireyle etkilestirildi.
Bidistile su ile yitkama sonrasi, biyotinlenmis sekonder antikorlar1 (agrekan igin keci
anti-insan IgG ve kollajen tip II i¢in tavsan anti-insan 1gG) ile 10 dakika etkilestirilen
ornekler tekrar suyla yikanip streptavidin peroksidaz ile 10 dakika oda sicakliginda
inkiibe edildi. Son olarak, kromojen-AEC substrat karigimi ile 5-20 dakika inkiibe
edilen ornekler yikandi. Boyanmis Ornekler inversiyon mikroskopu ile incelendi ve

fotograflandi.

4.2.5.2 Glikoaminoglikan (GAG) analizi

Kondrojenik indiiksiyon yapilan hiicre-iskele yapilarindaki hiicrelerce sentezlenen
glikozaminoglikan (GAG) miktarinin belirlenmesi i¢in dimetilmetilen mavisi boya
baglanma esasina dayali Blyscan Siilfatlanmis Glikozamin Test kiti (Biocolor,
Carrickfergus, K. Irlanda) kullanild: (Farndale vd. 1986). Kit igerigindeki katyonik boya
olan 1,9-dimetilmetilen mavisi spesifik olarak proteoglikanlarin siilfatlanmis

glikoaminoglikan (sGAG) zincirlerine ve proteinden bagimsiz sGAG zincirlerine
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baglanir. Bu amacla kondrojenik yonlendirmenin 14, 28 ve 42. giinlerinde toplanan
hiicre-iskele yapilar1 %4’liikk paraformaldehit (PFA) kullanilarak tespit edildi. Ureticinin
yonlendirmeleri dogrultusunda islemler yapildi. Oncelikle 64 U/ml papain enzimi 1 M
NaCl, 5 mM L-sistein-HCI ve 1 mM EDTA igeren 50 mM fosfat tamponunda (pH 6,8)
¢oziildii. Ornekler hazirlanan bu papain tampon ¢ozeltisinde 18 saat siiresince ve
65°C’de inkiibe edilerek sindirildi. Elde edilen ekstrakt santrifiijlendi ve silipernatant
toplam siilfatlanmis glikozaminoglikan tayini i¢in baska tiiplere alindi. Bu tiiplerden 50
ul alinarak tampon ¢ozeltisi ile 100 pl’ye tamamlandi. Her tiipe 1 ml 1,9-dimetil-
metilen mavisi igeren boya cozeltisi konarak 30 dakika vortekslendi. sGAG igeren
tiiplerde sivi renginin mor/pembeye dondiigii goriildii. Boya-SGAG kompleksi 10.000
g’de 10 dakika santrifiijleme ile ¢oktiiriildii. Siipernatantin dikkatlice uzaklastirildig:
tiiplere 1 ml boya ayirma ajani konarak vortekslendi. Orneklerin 656 nm’de UVmini-
1240 model spektrofotometre (Shimadzu, Kyoto, Japonya) kullanilarak ol¢iimleri
yapildi. Standard soliisyonlar olarak sigir trakesinden elde edilen, 100 ul tampon igine
1, 2, 3, ve 4 pg konarak hazirlanan kondroitin-4-sulfat ¢ozeltileri kullanildi. Her zaman

noktasindan ti¢ 6rnekle ¢alisildi. sGAG igerikleri pg/ml cinsinden ifade edildi.
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5. BULGULAR

5.1 Insan Adipoz Dokularindan Kok Hiicre Izolasyonu ve Ozelliklerinin
Belirlenmesi

Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Plastik ve Rekonstriiktif Cerrahi Anabilim Dali’'ndan
steril sartlarda laboratuara ulastirilan atik adipoz dokular1 vakit kaybedilmeden
izolasyon islemine alindi. Hiicre kiiltiiri asamasina gec¢ilmeden dnce ulasilan izolasyon
verimi yaklagik 3,1 x 10’ stromal hiicre/kg adipoz doku diizeyinde gerceklesti. Kiiltiire
alman hiicreler izolasyonun ertesi giinii ylizeye tutunmaya ve yaklasik 48 saatten
itibaren yayilmaya basladilar. Yiizeye tutunmayan hiicreler fosfat tamponuyla
uzaklagtirildi. Hiicrelerin mezenkimal kok hiicrelere has fibroblastik morfolojide
olduklart gbzlendi. Yaklasik % 80 bolluk noktasina ulasan hiicreler pasajlanarak alt
kiiltiirlere gecildi. Hiicre kiiltlirlerinin her asamasi inversiyon mikroskobu altinda

diizenli olarak takip edildi (Sekil 5.1).

Sekil 5.1 izolasyon sonrasi kiiltiiriin 1. giinii ile pasaj-0 (P0) ve pasaj-1 (P1) asamasindaki
adipoz kaynakli kok hiicrelerin mikroskobik goriintiileri (Hoffman modiilasyonu).
Boyut ¢ubuklari: 200 um
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5.1.1 iImmiinfenotip karakterizasyonu (Akim sitometri)

Adipoz dokudan izole edilerek ¢ogaltilan hiicrelerin ylizey antijen paneli ¢izelge 5.1°de
ve akim sitometri sonuclar1 sekil 5.2°de verilmektedir. Cizelgede goriildiigi {izere,
hiicreler CD73, CD90, CD105’in yant sira, CD29, HLA-ABC, CD166 ve CD44’i
yiikksek diizeyde ifade etmektedirler. Diger yandan, CD34, CD45, HLA-DR, CD133,
CD3, CD31 ve CDI146 ise bu hiicreler tarafindan ihmal edilebilecek diizeyde ifade

edilmektedir.

Cizelge 5.1 Adipoz mezenkimal kok hiicrelerin CD yiizey antijen paneli

CD73
(% 98,5)

CD90
(% 99,7)

CD105
(% 98,5)

Pozitif CD yiizey antijenleri

CD29
(% 98,3)

HLA-ABC
(% 99)

CD166
(% 98,2)

CD44
(% 99,4)

cD73
(% 94,3)

CD90
(% 96,9)

CD105
(% 98,8)

CD29
(% 99,1)

Negatif CD yiizey antijenleri

HLA-ABC
(% 72,5)

CD166
(% 85,6)

CD44
(% 97,2)

CD146*
(% 0) (% 0) (%0) | (%0,9) | (%0) (%0) | (%39,6)
CD34 CD45 | HLA-DR | CD133 cD3 CD31 | CD146
(% 0) (% 0) (% 0) (% 0) (% 0) (%0) | (%0,6)
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Sekil 5.2 Memeden izole edilen adipoz mezenkimal kok hiicrelerin akim sitometri analizi
toplu sonuglart
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Sekil 5.3 Karindan izole edilen adipoz mezenkimal kok hiicrelerin akim sitometri analizi
toplu sonuglari
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5.1.2 Yonlendirilmis Farkhlastirma Deney Bulgular:

Yonlendirilmis farklilagma deneylerinin bulgular sekil 5.4°de verilmistir.

Sekil 5.4 Adipoz mezenkimal kok hiicrelerin indiiksiyon sonrasi mikroskop goriintiileri:

a ve b. Adipojenik farklilagsma, ¢ ve d. Osteojenik farklilagsma, Alizarin kirmizisi boyamasi, e, ve f.
Kondrojenik farklilagma, Alsiyan Mavisi boyamalari
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Adipojenik yonlendirme yapilan adipoz mezenkimal kok hiicre kiiltlirleri invert
mikroskopta gézlemlendiginde, hiicrelerin i¢inde 2. haftadan itibaren artan diizeyde yag
damlaciklarinin biriktigi belirlendi. Osteojenik yoOnlendirme yapilan kiiltiirlerde ise
mineral odaklarin 3. haftadan itibaren ortaya ¢ikmaya basladigi gozlendi. Bu gruptaki
ornekler alizarin kirmizisi ile boyandiginda, olgunlasan osteojenik hiicre kiiltiirleri i¢in
karakteristik olan boyanmalarin gerceklestigi goriildii. Kondrojenik yonlendirme
yapilan  yiiksek  hiicre  yogunluklu  pelet kiiltiirlerde ise  siilfatlanmis

glikozaminoglikanlarin alsiyan mavisi ile boyandig1 goriildii.

Uluslararas1 Hiicresel Tedavi Dernegi’nin Mezenkimal ve Doku Kok Hiicre
Komitesi’nin belirledigi mezenkimal kok hiicre kriteleri asagida listelenmistir
(Dominici vd. 2006):

1. Mezenkimal kok hiicreler standart kiiltiir kosullarinda yilizeye yapigmalidir.

2. Osteojenik, adipojenik ve kondrojenik farklilagma yetenegine sahip olmalidir.

3. CD73, CD90 ve CD105 antijenlerini hiicre ylizeyinde ifade etmelidir.

4. Hematopoietik hiicre hatt1 belirteglerinden c-kit, CD14, CD11b, CD34, CD45, CD19,
CD79 ve (HLA)-DR antijenlerini hiicre yiizeyinde ifade etmemelidir.

Bu durumda, yukarida belirtilen tiim kriterler adipoz kaynakli kék hiicreler tarafindan
karsilanmis bulunmaktadir. Bu bulgular, izole edilen adipoz kaynakli hiicre

popiilasyonunun “Mezenkimal Kok Hiicre” olarak tanimlanmasina izin vermektedir.

5.1.3 Farkh Bolgelerden Alinan Adipoz dokularindan izole edilen Adipoz
Mezenkimal Kok Hiicrelerinin Koloni Olusturma Kapasitelerinin
Incelenmesi (CFU-F testi)

Viicudun farkli bolgelerinden elde edilen adipoz mezenkimal kok hiicrelerinin klon
olusturma kapasitelerini belirlemek tizere koloni olusturan birim (CFU-F) testi
yapilmustir. Erken ve ileri pasajlar siirdiiriilen, karin ve meme adipoz dokusundan elde

edilmis hiicrelerin % CFU-F frekansi belirlenmistir.
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Standart kiiltiir kaplarina iki farkli yogunlukta ekilen hiicrelerin kiiltiir boyunca
fibroblast benzeri morfolojiye sahip olduklar1 goriilmiistiir. Kiiltiiriin ilk 1-2 giiniinde
ince uzun igsi goriinlime sahip hiicreler gézlenmis, kiiltiir siiresi ilerledik¢e bu hiicreler
yerini daha genis ve yasst goriiniimli hiicrelere birakmistir. Kemik iligi mezenkimal
kok hiicreleri ile yapilan calismalarda da bu durum gozlemlenmis, 6zellikle diisiik
yogunlukta hiicre ekilen kiiltiirlerin ilk giinlerinde goriilen ince, uzun, igsi goriiniimlii
hiicrelerin kendini ¢abuk yenileyen, erken onciil hiicreler oldugu, ilerleyen giinlerde
beliren genis ve yassi hiicrelerin yavas yenilenen hiicreler oldugu bildirilmistir (Mets
vd. 1981, Sekiya vd. 2002). Ileri pasaj hiicreleri yiiksek yogunlukta kiiltiir edildiklerinde
erken Onciil hiicrelerin sayis1 azalmaktadir. Erken pasaj mezenkimal kok hiicreleri,
ozellikle diisiik yogunlukta kiiltiir edilir ve bolluk noktasina ulasmadan yeniden diisiik
yogunlukta pasajlanirlarsa kendini ¢abuk yenileyen erken onciil hiicrelerin sayist ileri

pasajlarda da korunabilmektedir (Prockop vd. 1997).

Calismanin bu boliimiinde yapilan deneylerde, adipoz doku stromal fraksiyonundan
elde edilen mezenkimal kok hiicrelerin, referans gosterilen calismalarda belirtilen
cogalma paternine ¢ok benzer 6zellikler gosterdigi tespit edilmistir (Sekil 5.5). Viicudun
farkli bolgelerinden alinan adipoz dokularindan elde edilen mezenkimal kok hiicreler
arasinda ¢ogalma paterni agisindan bir farklilik gézlemlenmemistir. Diisiik yogunlukta
hiicre sayisi ile baglayan kiiltiirlerin ilk giinlinde, meme veya karin adipoz dokusundan
elde edilmis olmalar1 farketmeksizin, cabuk yenilenen ince, uzun, igsi hiicreler kiiltiir
kabinda gozlenmis, giinler ilerledik¢e daha genis ve yassi hiicrelerin sayis1 artmigtir
(Sekil 5.5, a. b. ¢.). Ancak sekil 5.5 d’de gortldiigi gibi, meme adipoz dokusundan elde
edilen pasaj-1 hiicreleri yiiksek yogunlukta kiiltiir edildiginde genis ve yassi1 goriiniimde
hiicreler kiiltiir kabinda daha belirgindir. Bu sonug, kendini yenileme ve farklilagsma
potansiyeli yliksek mezenkimal kok hiicrelerinin sayisini sabit veya yiiksek tutmak igin

kiltiirlerin diisiik yogunlukta hiicre sayisi ile baglamasi gerektigini gostermektedir.
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Sekil 5.5 Hiicre yogunlugunun ve kiiltiir siiresinin hiicre morfolojisi tizerindeki etkisi.

a ve b. Pasaj-1 Karin adipoz dokusu stromal vaskiiler fraksiyonu hiicreleri, ¢ ve d. Pasaj-1 Meme

adipoz dokusu stromal vaskiiler fraksiyonu hiicreleri

Baslangi¢ hiicre yogunlugu mezenkimal kok hiicrelerin koloni olusturma kapasitelerini
(CFU-F) de etkilemektedir (Prockop vd. 1997). Farkli hiicre yogunlugu ile erken ve ileri
pasaj seviyeleri kullanilarak farkli bolgelerden alinan adipoz mezenkimal kok
hiicrelerinin koloni olusturma kapasiteleri makroskobik ve kantitatif (% CFU-F

frekans1) olarak kiyaslanmustir.

Meme ve karin adipoz dokusun dan izole edilen mezenkimal kok hiicrelerin erken ve
ileri pasajlamalar1 (P-1 ve P-4) yapilmis, daha sonra bu hiicreler yiiksek ve diisiik hiicre
yogunlugunda 6 kuyucuklu kiiltiir kaplarinda 14 giin siireyle kiiltiir edilmis ve olusan
kolonileri tespit igin kristal viyole ile boyanmistir. CFU-F kolonileri makroskobik
olarak goriintiilenmis ve sekil 5.6’da verilmistir. Her iki tiir adipoz doku i¢in, diisiik
hiicre yogunlugunda ve Pasaj-1 seviyesinde kiiltiir edilen hiicreler belirgin ve >50 hiicre
iceren koloniler olusturmuslardir. Her bir koloninin tek bir hiicreden olustugu

distiniilmektedir.
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Sekil 5.6 CFU-F testi uygulanan, farkli bélgelerden alinan adipoz dokudan izole edilmis mezenkimal
kok hiicrelerin olusturdugu, kristal viyole ile boyanmis koloniler

Adipoz dokular1 arasinda bolgesel kiyaslama yapildiginda, karindan elde edilen
mezenkimal kok hiicrelerinin memeden elde edilenlere gore daha fazla sayida koloni
trettigi goriilmektedir. Cerrahi yontemlerin ve hiicre izolasyon prosediirlerinin elde
edilen mezenkimal kok hiicre sayisinda herhangi bir etkisi bulunmadigindan, bu durum
viicut disina atilan adipoz dokularmin miktariyla ve dolayisiyla elde edilen hiicre sayisi
ve hiicre ¢esitliligi ile agiklanabilir. Caligma kapsaminda ameliyatla alinan karin adipoz
dokusunun miktari meme dokusuna kiyasla daha fazla oldugundan, kendini yenileme
kapasitesi yiiksek hiicre yogunlugunun da orantili olarak hiicre popiilasyonu i¢inde fazla

oldugu diistliniilmektedir.

Hiicre yogunlugunun koloni olusturma kapasitesine etkisine bakildiginda, belirgin ve
bliyiik kolonilerin, her bir pasaj ve doku bdlgesi i¢in diisiikk hiicre yogunlugunda
baslayan kiiltiirlerde oldugu gorilmektedir. Kemik ili§i mezenkimal kok hiicre
kiiltiirlerinde diisiik hiicre yogunlugunun hizli ¢ogalmay1 ve koloni olusturma 6zelligini

destekledigi yapilan calismalarla gosterilmistir (David vd. 2000, Prockop 2009).

65



Calismada elde edilen bulgular, adipoz doku i¢in de ayn1 durumun s6z konusu oldugunu
gostermektedir. Yiiksek hiicre yogunluklu kiiltlirlerde kolonilerin biiyiikliigii azalmis ve
ayirtedilemez hale gelmistir. Bu durumun yogun hiicreli kiiltiirlerde goriilen kontak
inhibisyondan kaynaklandig1 diisiiniilmektedir. Ancak bu kuyucuklardaki hiicreler
mikroskop altinda incelendiginde, popiilasyon icinde mevcut olan kendini ¢abuk
yenileyen erken onciil hiicrelerden tiireyen klon hiicre yi1ginlar1 goriilmiis ve kuyucuklar
kristal viyole ile boyandiklarinda mikroskobik koloniler gozlemlenmistir. Pasaj
numaralaria gore hiicreler kiyaslandiginda ise pasaj 1 hiicrelerinin daha fazla sayida
koloni olusturdugu goriilmektedir. Bu durum kendini ¢abuk yenileyen ve kiiltiirde
popiilasyon sayisini artiran erken onciil hiicrelerin sayisinin ileri pasajlarda azalmasiyla
aciklanabilir. Diisiik ve yliksek hiicre yogunluklarinda kiiltiir edilen meme ve karin
mezenkimal kok hiicrelerinin olusturdugu kolonilerin inversiyon mikroskobuyla elde

edilen goriintiileri sekil 5.7°de goriilmektedir (4X biiylitme)
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Sekil 5.7 Diisiik ve yiiksek hiicre yogunluklarinda kiiltiir edilen meme ve karin mezenkimal kok

hiicrelerinin olusturdugu kolonilerin mikroskobik goriintiileri

Adipoz dokularindan elde edilen mezenkimal kok hiicrelerin % CFU-F frekansi
hesaplandiginda, karin adipoz dokusunun pasaj-1 seviyesinde %9 CFU-F igerdigi,
pasaj-4’te ise bu degerin % 10 CFU-F’a yiikseldigi goriilmektedir (Sekil 5.8). Meme
dokusundan elde edilen hiicrelerde ise pasaj-1 seviyesinde % 5 CFU-F iken pasaj-4
seviyesinde bu degerin % 2’ye distigi goriilmektedir. Meme dokusundan daha az
sayida mezenkimal kok hiicre elde edildiginden ¢abuk kendini yenileyen erken onciil
hiicre sayisinin ileri pasajlarda azaldigit bunun da CFU-F frekansini azalttig

distiniilmektedir.
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Sekil 5.8 Farkli bolgelerden ve farkli pasajlamalardan elde edilen adipoz mezenkimal kok hiicrelerinin
% CFU-F frekansi

5.2 ECM iskele iiretimi

Adipoz doku ekstraseliiler matriksi hiicrelerinden arindirilmis ve toksik olmayan ¢apraz
baglayicilar kullanilarak kararli yapida biyolojik iskele iiretilmistir. Yapilan iglemlerle,
dogal adipoz dokunun kiitlesinde % 90’1k azalma gériilmiistiir. iskelenin 1slak ve kuru

halde makroskopik goriintiileri sekil 5.9°da verilmistir.

Sekil 5.9 Adipoz doku ekstraseliiler matriksinden gelistirilen biyolojik iskelenin boyutlarini ve
1slak ve kuru halini gosteren makroskopik fotograflar
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5.2.1 SEM bulgular1

SEM bulgularina bakildiginda adipoz doku ekstraseliiler matriksinin biiyiik Ol¢iide
hiicrelerinden arindirildigi ve ara baglantili gézenekli kollajendz yapinin olustugu

gozlenmistir (Sekil 5.10).

X2B8 .  186km GUEEF

Sekil 5.10 Adipoz doku ekstraseliiler matriksinden gelistirilen biyolojik iskelelerin SEM
fotograflari

5.2.2 Tampon ve su tutma kapasitelerinin belirlenmesi

Hazirlanan iskelelerin su tutma kapasitesinin zamana bagli olarak arttig1, 24. saat itibari

ile maksimum su miktarin1 absorpladiklart belirlenmistir (Sekil 5.11).
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Sekil 5.11 Adipoz doku ekstraseliiler matriksinden gelistirilen biyolojik iskelelerin su tutma grafigi

Benzer sekilde adipoz ECM iskelelerin tampon tutma kapasitelerinin de yaklasik % 500
arttig1 yapilan dlgtimlerle belirlenmistir (Sekil 5.12).
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Sekil 5.12 Adipoz doku ekstraseliiler matriksinden gelistirilen biyolojik iskelelerin tampon tutma
grafigi
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5.3 ECM iskele Uzerine Tohumlanan Kok Hiicrelerin Canhilik ve Cogalma
Davramislarinin Belirlenmesi

Dokulardan elde edilen adipoz mezenkimal kok hiicreler ¢ogaltildiktan sonra hazirlanan
iskelelere statik in vitro sartlarda ekilmistir. Ekim verimi ve hiicrelerin ¢ogalma
egilimleri  belirli zaman noktalarinda MTT  [3-(4,5-dimetildiyazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolyum bromiir] kiti kullanilarak belirlenmistir. Hiicrelerin iskele {lizerinde

yayilimlar1t SEM fotograflariyla belirlenmistir.

5.3.1 MTT testi

Belirli zaman noktalarinda MTT reaktifi ile 4 saat boyunca inkiibe edilen adipoz ECM
iskelelerin ylizeylerine/iglerine tohumlanan adipoz mezenkimal kok hiicrelerin
mitokondriyel aktivitelerini  siirdiirdiigli  spektrofotometrik  dlgiimlerle agikca
goriilmiistiir. Gegen siireye bagli olarak hiicrelerin iskeleler icinde cogaldiklar tespit

edilmistir (Sekil 5.13).

Absorbans (570 nm)
p H_C:l 1.0 = = = =

=
(58]

I

7.gun 14. giin 21. giin

=
(=}

Sekil 5.13 Adipoz mezenkimal kok hiicrelerin ECM iskeleler iizerinde ve icinde 7, 14 ve 21 giinliik

kiiltiir boyunca hiicre canliliginin grafik iizerinde gosterimi
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5.3.2 SEM bulgular1

Kiiltiirtin 21. giiniinde tespit edilerek alinan hiicre- iskele yapilarinin SEM bulgularina
bakildiginda iskele yiizeyinin ve go6zeneklerinin biiylikk ¢ogunlugunun hiicreler

tarafindan kaplandig1 gézlenmistir (Sekil 5.14).

———
Z8rm )

A

Sekil 5.14 Adipoz mezenkimal kok hiicre tohumlanan ECM iskelenin: A. Tohumlama Oncesine, B.

Hiicre kiiltiiriiniin 21. giiniine ait SEM goriintiileri

5.4 Kondrojenik Farklhilasma

Adipoz ECM iskelelerine tohumlanan adipoz mezenkimal kok hiicreler kondrojenik
indiiksiyon saglayan, TGFf-3 ve BMP-6 iceren vasat ortaminda 6 hafta siiresince kiiltiir
edilmistir. Kondrojenik matriks proteinlerinin sentezlenmesi farklilasma belirteci olarak
kabul edilmektedir. Hiicre canliligi ve hiicrelerce sentezlenen kikirdak dokuya 0zgii
matriks  proteinleri  histolojik analizler ve immiinhistokimyasal yoOntemlerle
belirlenmistir. Hiicrelerce sentezlenen toplam sGAG miktar1 dimetilmetilen mavisi boya

baglanma testi ile Sl¢iilmiistiir.

Kondrojenik indiiksiyonun 1. ve 42. giinlerindeki makroskopik degisim sekil 5.15°de
goriilmektedir. Iskele icindeki hiicreler kondrositlere farklilastik¢a kendi matrikslerini
tirettiklerinden yap1 i¢inde kikirdak dokuya ozgili matriks proteinleri birikmistir.
Boylece indiiksiyonun 1. giiniine kiyasla yapilarin giderek sikilastigi, sarimsi-beyaz

renkte kikirdak benzeri doku olustugu gézlenmistir.
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Sekil 5.15 Adipoz mezenkimal kdk hiicrelerin tohumlandigit ECM iskelenin in vitro kosullarda
kondrojenik yone farklilastirilmasini takiben belirli zaman noktalarinda boyut ve
rengindeki degisimi gosteren makrobik fotograflar

a. Hiicre tohumlanmadan 6nce, b. Hiicre tohumlanmasinin ve kondrojenik kiiltiiriin 1. giini, c.
Kondrojenik kiiltiiriin 42. giinii

5.4.1 Histokimyasal bulgular

Histokimyasal c¢aligmalarda deney siiresince hiicre yogunluguna bagli olarak ECM
iskelelerin farkli siddetlerde boyandigi gozlenmistir. Hematoksilin ve eozin ile yapilan
boyamalarda AMKH tohumlanmis ECM iskelelerde kiiltiir siiresinin uzamasiyla hiicre
yogunlugunun arttig1r gozlenmistir. Hiicre ¢ekirdeginin kahverengi-siyah renkte, hiicre
sitoplazmasinin ve bag dokusu elemanlarmin ise pembe-kirmizi renkte boyandigi
goriilmiistiir (Sekil 5.16). Kiiltiiriin 14. glinlinde hiicrelerin gozenekli iskeleler tizerinde
ilerleyerek iclere dogru kolaylikla yayildiklar1 gdzlenmistir. 28. giline gelindiginde
kahverengi-siyah renkte boyanan hiicrelerin ¢ogalarak iskeleleri biiyiik Olgiide
kapladiklart gozlenmistir. Deneyin 42. giiniinde hiicrelerin belli bir diizen icinde
yerlestigi, iskele yapisinda homojen olarak dagildigi goriilmiistiir. Ayrica ¢ogalan
hiicrelerin {iiretimiyle kollajen yogunlugunun arttigi gozlenmistir. Bu sonuclar MTT
analizlerini desteklemektedir. Elde edilen in vitro veriler ECM iskelelerin hiicre

tutunmasi ve ¢gogalmasini destekleyen yapida oldugunu gostermistir.
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Alsiyan Mauvisi

14. giin

28. giin

42. giin

Sekil 5.16 ECM iskeleler i¢ine tohumlanan ve kondrojenik vasat i¢inde kiiltiir edilen adipoz
mezenkimal kok hiicrelerin farklilasmanin 14, 28 ve 42. giiniinde hematoksilin &
eosin ve alsiyan mavisi ile yapilan boyamalarina ait mikroskop goriintiileri

Benzer sekilde alsiyan mavisi boyamalari da H&E boyamalarini destekler sekilde sonug
vermis, iskele i¢indeki hiicreler kondrositlere farklilastik¢a glikozaminoglikan tiretimi

artmis, buna bagl olarak érneklerdeki boyanmalarin siddeti artmistir (Sekil 5.16).

74



5.4.2 Immiinhistokimyasal bulgular

Kollajen tip II kikirdak matriksinin ana proteini oldugundan kollajen tip II’ye spesifik
poliklonal antikor boyamalar1 kondrojenik farklilasmanin takibi i¢in kullanilmustir.
Ormneklere bakildiginda farklilasmanin baslamasiyla birlikte hiicrelerce sentezlenen

kollajen tip II'nin yap1 i¢inde birikimi de baslamistir (Sekil 5.17).

Agrekan Kollajen tip 11

14. giin

28. giin

42. giin

Sekil 5.17 ECM iskeleler igine tohumlanan ve kondrojenik vasat i¢inde kiiltiir edilen
adipoz mezenkimal kok hiicrelerin farklilagmanin 14, 28 ve 42. giiniinde
agrekan ve kollajen tip II i¢in yapilan immiinhistokimya boyamalarma ait
mikroskop goriintiileri
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6 haftalik kiiltiir sonrast kollajen tip II’'nin homojen dagilimli oldugu bdylece yapiy1
daha organize bir hale getirdigi boyamalarla tespit edilmistir. 42. gilindeki giicli
boyamalar Sekil 5.17°de goriilmektedir. Benzer sekilde adipoz mezenkimal kok
hiicreleri TGFS-3 ve BMP-6 varliginda kondrositlere farklilagtikca sentezlenen
agrekanin giderek yapi iginde biriktigi, siki ve diizenli matriks {iretimine katildig
goriilmiistiir. Kikirdak dokuya 6zgli yogun ve zengin matriks liretiminin gergeklestigi
tespit edilmistir. Bu bulgular 06rneklerin makroskopik degisimi ve histolojik

analizlerlerin sonuglariyla uyumludur.

5.4.3 GAG analizi

Kondrojenik indiiksiyon vasatinda 14, 28 ve 42 giin boyunca kiiltiir edilen adipoz ECM
iskele-adipoz MKH yapilarindaki sGAG miktar1 Blyscan Siilfatlanmis Glikozamin Test
kiti (Biocolor, Carrickfergus, Northern Ireland) ile belirlenmistir. Sigir trakesinden elde
edilen kondroitin-4-sulfat standart olarak kullanilmistir. Standart ¢ozeltilerindeki GAG
miktarlariin 650 nm’deki absorbans degerlerine karsi cizilen standart grafigi sekil

5.18°de verilmistir.
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Sekil 5.18 sGAG standart grafigi (Blyscan, Biocolor, K. frlanda)
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14, 28 ve 42 giinlerde toplanan 6rneklerin absorbans Ol¢limleri yapilmistir. Standart
grafiginden faydalanilarak Ornekler igindeki GAG miktar1 belirlenerek zaman
noktalarina kars1 grafigi ¢izilmistir. ECM iskeleler i¢inde kondrositlere farklilasan
adipoz  mezenkimal kok  hiicrelerince  sentezlenen  toplam  siilfatlanmis

glikozaminoglikan miktarina ait grafik sekil 5.19°da verilmistir.
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Sekil 5.19 ECM iskeleler igine tohumlanan ve kondrojenik vasat i¢inde kiiltiir edilen adipoz
mezenkimal kok hiicrelerden farklilasmanin 14, 28 ve 42. giiniinde sentezlenen toplam

sGAG miktarinin zamana bagli degisimini gosteren grafik

Grafik incelendiginde kondrojenik kiiltiiriin14. giiniinde GAG sentezi belirgin degilken
mezenkimal kok hiicrelerin sayica ¢ogalip kondrositlere farklilagsmaya baglamasiyla 28
giinden itibaren GAG sentezinde ciddi bir artis meydana gelmistir ve artigin 42. glinde

de devam ettigi goriilmistiir.
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6. TARTISMA ve SONUC

Bu calismada, etik kurul izni ve bilgilendirilmis goniillii oluru ile cerrahi islemlerle
viicuttan uzaklastirilan atik insan adipoz dokularindan mezenkimal kok hiicreler
(AMKH) izole edilerek ¢ogaltilmistir. Fibroblastik morfolojili ve kiiltiir kabina tutunma
Ozelligi olan bu hiicreler, kemik iligi mezenkimal kok hiicreleriyle ayni yiizey
antijenlerini ifade ettiklerinden, akim sitometri yontemiyle bu antijenler belirlenmistir.
AMKH’lerin plastisite ozellikleri, adipojenik, osteojenik ve kondrojenik farklilagtirma
deneyleriyle incelenmigtir. Ayni atik adipoz dokular1 fiziksel (homojenizasyon,
santrifiijleme, kaliplama) ve kimyasal (¢apraz baglama) yontemleri igeren bir protokol
ile hiicrelerinden arindirilmig, baglantili uzun ince lifler ile hiicre yapigsmasi ve
¢ogalmasi icin uygun gozenekler bulunduran bir iskele malzemesi {iretilmistir. Adipoz
doku ekstraseliiler matriksinden {iretilen bu iskelelerin yiizey oOzellikleri taramali
elektron mikroskobuyla incelenmistir. iskelelerin su ve tampon tutma kapasiteleri
fizyolojik tuz ¢ozeltisi ve distile su kullanilarak belirlenmistir. Dokulardan elde edilen
adipoz mezenkimal kok hiicreler ¢ogaltildiktan sonra hazirlanan iskelelere statik in vitro
sartlarda ekilmigtir. Ekim verimi ve hiicrelerin c¢ogalma egilimleri belirli zaman
noktalarinda MTT kiti kullanilarak belirlenmistir. Daha sonra olusturulan bu hiicre-
iskele yapilarimin TGFfS-3 ve BMP-6 igeren kondrojenik vasat ortaminda 6 hafta
stiresince kiiltiirli siirdiiriilmiistiir. 6 haftalik kiiltiir boyunca belirli zaman noktalarinda
toplanan Orneklerde hiicreler tarafindan sentezlenen kikirdak dokuya 6zgii matriks
proteinlerinin varligi kondrojenik farklilasma belirtegleri olarak kabul edilmistir. Hiicre
canlilig1 ve hiicrelerce sentezlenen matriks proteinleri immiin/histokimyasal analizlerle
belirlenmistir. Hiicrelerce sentezlenen toplam sGAG miktar1 dimetilmetilen mavisi boya

baglanma testi ile ol¢tilmiistiir.

Calismanin ilk asamasinda adipoz kaynakli kok hiicrelerin izolasyonu ve 6zelliklerinin
belirlenmesine odaklanilmustir. insan adipoz dokularindan enzimatik islemlerle stromal
vaskiiler fraksiyon elde edilmistir. Bu heterojen hiicre popiilasyonundan yiizen hiicreler
kiiltiirtin  birinci gilinlinden itibaren tamponla yikanarak uzaklastirilmig, fibroblast
benzeri igsi yapilt hiicreler kiiltiir kabma tutunma o6zellikleri ile ayristirilarak

cogaltilmistir (Meirelles vd. 2009). 48. saatten itibaren yayilmaya baglayan ve % 80
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bolluk noktasina ulasan hiicreler pasajlanarak alt kiiltiirlere gegilmistir. Hiicrelerin
mezenkimal kok hiicre CD antijenlerini ifade ettikleri akim sitometri yOntemiyle
gosterilmistir. Hiicreler CD73, CD90, CD105, CD29, HLA-ABC, CD166 ve CD44’i
yiiksek diizeyde ifade etmislerdir. Diger yandan, CD34, CD45, HLA-DR, CD133, CD3,
CD31 ve CD146 ise bu hiicreler tarafindan ihmal edilebilecek diizeyde ifade edilmistir.

Adipoz dokudan izole edilen hiicrelerin plastisite 6zellikleri, adipojenik, osteojenik ve
kondrojenik farklilastirma deneyleriyle incelenmistir. Bu amagla 2-boyutlu standart
kiiltiirlerde adipojenik ve osteojenik yone farklilastirma deneyleri, standart 3-boyutlu
pellet kiiltiirde kondrojenik yone farklilagtirma deneyleri yapilmistir. Adipojenik
yonlendirme yapilan AMK hiicre kiiltiirlerinde 2. haftadan itibaren artan diizeyde yag
damlaciklarinin hiicreler iginde biriktigi gozlenmistir. Osteojenik yonlendirme yapilan
kiiltiirlerde ise mineral odaklarin 3. haftadan itibaren ortaya c¢ikmaya basladigi,
osteojenik hiicre kdiltiirleri i¢cin karakteristik olan boyanmalarin gergeklestigi
goriilmistiir. Kondrojenik yonlendirme yapilan yiikksek hiicre yogunluklu pelet
kiiltiirlerde ise siilfatlanmig glikozaminoglikanlarin alsiyan mavisi ile boyandig
goriilmiistiir. Elde edilen bulgularla, Uluslararasi Hiicresel Tedavi Dernegi’nin
Mezenkimal ve Doku Kok Hiicre Komitesi’nin belirledigi mezenkimal kok hiicre
kritelerinin hepsinin adipoz dokudan elde edilen hiicreler tarafindan karsilandigi
goriilmistiir (Dominici vd. 2006). Bu bulgular, izole edilen adipoz kaynakli hiicre

popiilasyonunun “Mezenkimal Kok Hiicre” olarak tanimlanmasina izin vermistir.

Koloni olusturma o6zelligi (CFU-F) mezenkimal kok hiicre belirteglerinden biridir.
Fenotipik ve morfolojik olarak homojen mezenkimal kok hiicre popiilasyonlarinin
tretimi klinik uygulamalarin basarisi i¢in ¢ok dnemlidir. Baslangi¢ hiicre yogunlugu
mezenkimal kok hiicrelerin koloni olusturma kapasitelerini (CFU-F) etkilemektedir
(Smith vd. 2004). Bu bilgiler 1s1ginda farkli hiicre yogunlugu ile erken ve ileri pasaj
seviyeleri kullanilarak farkli bolgelerden alinan adipoz mezenkimal kok hiicrelerinin
koloni olusturma kapasiteleri makroskobik ve kantitatif (% CFU-F frekansi) olarak
kiyaslanmistir. Karin gerdirme ameliyatlarindan biitiin halinde doku pargast olarak
cikarilan adipoz doku ile memeden liposuction yontemiyle toplanan adipoz doku

mezenkimal kok hiicre kaynagi olarak kullanilmistir.
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Yapilan kapsamli bir ¢alismada adipoz doku elde edilmesinde uygulanan cerrahi islem
tipinin ve adipoz dokunun elde edildigi bolgenin, stromal vaskiiler fraksiyondaki
mezenkimal kok hiicre sayisina bir etkisi olmadig1 gosterilmistir. Calismada adipoz
doku karin bolgesinden biiyiik doku pargasi seklinde (doku rezeksiyonu), standart
liposuction ve ultrasonlu-liposuction islemleriyle toplanmis, bu dokulardan elde edilen
stromal vaskiiler fraksiyondaki mezenkimal kok hiicre frekansi sinirli seyreltmeler ile,
fenotipik belirte¢ profilleri akim sitometrisi ile, biiylime kinetikleri hiicre kiiltiirii giin
sayisina bagl logaritmik biiylime fazi grafikleri ile gosterilmis, kondrojenik ve
osteojenik indiiksiyon kosullarinda hiicrelerin farklilasma potansiyelleri incelenmistir
(Oedayrajsingh-Varma vd. 2006). Cerrahi miidahale tipinin ve dokunun alindigi
bolgenin canli hiicre sayisina etkisinin olmadigi, her {i¢ islemden elde edilen hiicrelerin
CD34+, CD31-, CD105+, CD166+, CD45- ve CD90+ fenotipte olduklar1 gosterilmistir.
Ancak ultrasonlu-liposuction isleminden elde edilen fraksiyondaki hiicrelerin daha
yavas ¢ogaldig1 ve hiicre ikilenme siiresinin daha uzun oldugu rapor edilmistir. Doku
rezeksiyonu ve standart liposuction islemleriyle elde edilen adipoz dokunun, hiicre
dizilerinin olusturulmasi ve doku miihendisligine yonelik ¢aligmalar i¢in daha uygun

oldugu sonucuna vartlmistir (Oedayrajsingh-Varma vd. 2006).

Bu c¢alisma kapsaminda toplanan adipoz dokular1 arasinda bolgesel kiyaslama
yapildiginda, karindan elde edilen mezenkimal kok hiicrelerin memeden elde edilenlere
gore daha fazla sayida koloni {irettigi goriilmiistiir. Cerrahi yontemlerin ve hiicre
izolasyon prosediirlerinin elde edilen mezenkimal kok hiicre sayisinda herhangi bir
etkisi bulunmadigindan, bu durum viicut disina atilan adipoz dokularinin miktariyla ve
dolayisiyla elde edilen hiicre sayist ve hiicre cesitliligi ile agiklanmistir. Calisma
kapsaminda ameliyatla alinan karin adipoz dokusunun miktar1t meme dokusuna kiyasla
daha fazla oldugundan, kendini yenileme kapasitesi yiiksek hiicre yogunlugunun da
orantili olarak hiicre populasyonu iginde fazla oldugu distinilmistir. Adipoz
mezenkimal kok hiicrelerinin izolasyonu ve 0Ozelliklerinin belirlenmesinin ardindan

calismanin ikinci bdliimiine gegilmistir.

Calismanin ikinci boliimiinde, cerrahi operasyonlarla uzaklagtirilan atik insan adipoz

dokularindan ekstraseliiler matriksin izole edilmesi ve elde edilen bu matriks yapinin
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fiziksel (homojenizasyon, santrifiijleme, kaliplama) ve kimyasal (¢capraz baglama)
yontemler kullanilarak doku miihendisligi uygulamalart i¢in 3-boyutlu biyolojik
iskelelere doniistliriilmesi amaglanmistir. Bu amagla atik adipoz dokular1 kan damarlari
ve fibroz doku parcalar ayiklandiktan sonra, kan hiicrelerini uzaklastirmak iizere steril
PBS ile defalarca yikanmis ve enzimatik sindirime tabi tutulmustur. Sindirme islemi
durdurulan doku silispansiyonu santrifiijlenerek yag bilesenlerinden ve stromal
fraksiyonundan ayrilmis, geride kalan jelimsi pellet filtrelendikten sonra distile su ile
defalarca yikanarak -80°C’de dondurularak kurutulmustur. Kurutulan ECM degisik
oranlarda capraz baglayici ¢ozeltisi icinde homojenizatérle homojen hale getirilmis,
bekletilmeden kaliplara dokiilmiis ve oda sicakliginda santrifiij edilmistir. Elde edilen
iskele formlart steril distile su ile 2 giin boyunca ¢apraz baglayici ajanlar1 uzaklagtirmak
amactyla yikanmistir. Yikanan ornekler dondurularak kurutulmus ve kullanima hazir
hale gelmistir. Gelistirilen yontem ile biyolojik olarak aktif bir iskele malzemesi
tiretilmistir. Makroskopik goriintiilere bakildiginda elle tutulur, gézenekli, hidrofilik ve
yumusak bir iskele malzemesi oldugu goriilmektedir. Malzemenin biyolojik olarak aktif
olmasi, malzeme iizerine tohumlanan hiicrelerin hiicre kiiltiirii kosullarinda canli olarak
kalmasini, in vivo kosullarda ise doku onarimini saglayan bir malzeme olmasi anlamina
gelmektedir. Ekstraseliiler matriks iskele malzemesinin bu fonksiyonu, malzemenin
biyouyumlu olmasindan, yapisinda bulundurdugu aktif molekiillerden ve in vitro
sartlarda kiiltiir vasatinin ve in vivo (canli organizma) sartlarinda ise fizyolojik sivilarin
iskele i¢inde tutunan hiicrelere ulasabilmesine imkan veren uygun goézenek yapisina
sahip olmasindan kaynaklanmaktadir. insan adipositlerini ¢evreleyen ECM yapisinda
kollajen tip 1, III, IV, VI, laminin, fibronektin, perlekan, entaktin ve heparin siilfat
proteoglikanin varlig1 immiinhistokimyasal olarak gdsterilmistir (Ahima vd. 2000, Orci
vd. 2004, Niemela vd 2007, Fonseca-Alaniz vd. 2007). Taramali elektron mikroskobu
gorlntiileri incelendiginde kollajen lifler igeren, biiyiik 6l¢clide homojen, ara baglantili
gozenekli yapinin olustugu, hiicrelerin dokudan biiyiikk Ol¢iide uzaklastirildigi

gozlenmistir.

Ekstraseliiller matriks, memeli dokularinda hiicrelerin arasinda bulunan, hiicreleri
birbirine baglayan ve destekleyen karmasik bir yapidir. Bu yap, igerdigi ya da temasta

oldugu hiicreler tarafindan salgilanir. ECM, hiicrelerin doku seklinde organizasyonunu
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saglar, su ve mineral tutarak dokunun fiziksel 6zelliklerini belirler, icinde barindirdig:
biliylime faktorleri gibi biyomolekiiller sayesinde hiicrelerin gelisme ve farklilagsmasini
diizenler, hiicrelerin yapisma, go¢ etme ve ¢ogalmasinda rol alir. ECM farkli dokularda
farkli miktarlarda bulunur. Epitel gibi tabakalar olusturan dokuda ¢ok az ekstraseliiler
matriks bulunurken, kemik, kikirdak gibi dokularda ¢ok fazla ekstraseliiler matriks ve
az sayida hiicre bulunmaktadir. ECM, her dokuda dokunun fonksiyonelligine gore farkl
Ozellikte bulunur. Kemik ve diste kalsifiye olmustur, korneada seffaftir, tendonlarda ise
ip gibi ve ¢ok saglamdir. ECM, yapisal proteinler (6rn. kollajen ve elastin), 6zellesmis
proteinler (6rn. fibronektin, laminin) ve proteoglikanlar (6rn. perlekan ve dekorin)
olmak iizere {i¢ biyomolekiil sinifindan olusmustur. Matriks yapiy1 olusturmak igin
gereken protein bilesimi, molekiiler organizasyon ve biyomekanik 6zellikler dokunun
fonksiyonuna gore ayarlanir (Nelson vd. 2006). Bu proteinlerin biyosentezi oldukga
karmasiktir ve ¢ok sayida translasyon sonrasi yapisal degisimleri gerektirir. Bu islemler
hiicre i¢i ve disinda devam eder (Kanagawa vd. 2005, Humphries vd. 2008). Bu
karmagik dongli ECM’nin sentetik olarak taklit edilmesini ve iiretilmesini ¢ok
zorlastirir. Biyoteknolojik gelismeler sayesinde artitk ECM proteinlerinin rekombinant
olarak iiretilmesi miimkiin olmaktadir ancak proteinleraras: hiyerarsik diizen ve biitiin
olarak ¢ok fonksiyonlu sentetik ECM iiretimi hala olduk¢a uzak bir ihtimaldir
(Ruggiero vd. 2008).

Gilinlimiizde farkli dondrlerden ve farkli tiirlerden elde edilen dokularin
hiicresizlestirilmesi ile liretilmis ekstraseliiler matriks ve diger aseliiler biyomateryaller
hiicre yapigsmast ve c¢ogalmasi icin terapotik iskeleler olarak kullanilmaktadir. Bu
malzemelerin doku onarimina ve yenilenmesine nasil bir mekanizma ile katildig1 heniiz
tam olarak bilinmemesine ragmen matriksi olusturan bilesenlerin igerik ve
organizasyonunun hiicre yapismasi, gen ifadesinin kontrolii ve hiicre farklilagmasinda
rol oynadig1 disiiniilmektedir (Raghow 1994, Nelson ve Bissell 2006, Vorotnikova vd.
2010). Bu malzemelerin belirgin avantajlar1  biyouyumluluk, toksik olmayan
molekiillere parcalanabilme ve dokunun yeniden modellenmesini ve fonksiyonel doku
olusumunu saglayan indiikleyici biyolojik yapisidir (Badylak 2007). Malzemeler hiicre
yapismasi i¢in uygun yapidadirlar ve sentetik olarak taklit edilmesi miimkiin olmayan

biyokimyasal bilgi ve morfolojik ipuglar1 igerirler (Hubbell 2003). Bu nedenle ECM
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yapisinda hiicresizlestirildikten sonra biiyiime faktorlerinin ve mikrogevrenin korunmasi
ile yiizey topolojisi fonksiyonel doku elde edilebilmesi i¢in ¢ok Onemlidir. Ayrica
malzemenin immiin yanit olusturmayacak sekilde hazirlanmasi gerekir. Ancak,
ekstraseliiler matrikslerin hiicresizlestirme islemleri yogun, kapsamli ve yorucu
basamaklar icermektedir. Genellikle kullanilan yontemler fiziksel (dondurma, basing
uygulama, sonikasyon, ¢alkalama) ve kimyasal (enzim, deterjan, asit, baz) basamaklar
icermekte ve bu islemler ilgilenilen doku veya organa adapte edilmektedir. Her bir
islem, ECM yapis1 i¢inde kalan bilesenleri etkilemekte, materyalin mekanik yapisini
degistirmekte, dolayisiyle tohumlanan hiicrelerin biiyiime ve farklilagmasini destekleme
yetenegini ve nakledildikten sonra konak doku cevabimi etkilemektedir. Doku ancak
etkili bicimde hiicresizlestirilir ve ECM’ye 6zgli yapisal ve fonksiyonel bilesenler
(kollajen, laminin, fibronektin, biiylime faktorleri, vd.) korunabilirse immiin yanit
olugsmamast miimkiin olmaktadir (van der Rest vd. 1991, Allman vd. 2001). Ancak
kullanilan bazi1 deterjanlarin bazi dokularda kollajen yapisini bozdugu, dolayisiyla
dokunun mekanik saglamliginin bozuldugu gézlenmistir (Woods ve Gratzer 2005). Bir
baska calismada ise uygulanan islemlerin ECM’nin GAG miktarini ve yapisint bozdugu
ve azalttigt bu nedenle son iiriin iskele malzemesinin viskoelastik yapisinin degistigi

bildirilmistir (Lovekamp vd. 2006).

Bu calismada uygulanan yontem, glutaraldehit gibi toksik ¢apraz baglayicilar
kullanilmadan 1liman kosullarda ti¢g-boyutlu biyolojik malzeme yapimini saglamistir. Bu
yontemle, adipoz doku etkili bir bicimde hiicresizlestirilmis, son iirlin ECM’nin yapisal
ve fonksiyonel 6zelliklerini etkileyebilecek deterjanlar, emiilsifikasyon ajanlari, toksik
capraz baglayicilar kullanilmamistir. Yontem ¢apraz baglayici iginde santrifiij basamagi
ile ¢apraz baglanma reaksiyonu i¢in molekiilleri birbirine yaklastirmas: sayesinde
reaksiyonu hizlandirmakta ve daha kararli yapida biyolojik iskelelerin olusturulmasini
saglamistir. Elde edilen malzeme primer hiicre ya da hiicre hatlar1 i¢in statik kiiltiir,
perfiizyon ya da diger biyoreaktor kosullarinda substrat olarak kullanilabilir. Ayni
zamanda farkli hiicre gesitleri tohumlanarak ve farkli formlarda ftiretilerek fizyolojik
ortamda ihtiyaca uygun istenen boyutta otolog veya allojenik biyolojik greftler

olusturmak miimkiin olabilir.
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Hazirlanan ECM iskelelerin in vitro c¢alismalar Oncesinde su ve tampon tutma
kapasiteleri belirlenmistir. Sonuglara bakildiginda, 24. saat itibar1 ile en yliksek su ve
tampon tutma kapasitesine ulastiklar1 goriilmiistiir. Literatiirdeki sonuglara benzer
olarak, hiicresizlestirme islemlerinin ardindan ECM temelli malzemelerin gozenekli bir
yapt kazandig1 ve buna paralel olarak absorblama kapasitelerinin arttig1 goriilmiistiir. Bu
sonuglarla gozenekli, lifsi ve aktif biyomolekil igerigini koruyan ECM iskelelerin
Ozellikle yiiksek derecede hidrate olan kikirdak gibi dokularin tedavisinde kullanimi
sirasinda s1vi kaybini engelleyip besin ve madde aligverisine izin verecek diflizyon

ortamini saglama ve koruma potansiyeline sahip olduklar diisiiniilmektedir.

Hazirlanan iskelelerin sitotoksik etkileri MTT yoOntemi ve histokimya boyamalari ile
degerlendirilmistir. Iskeleler {izerine aym dokulardan elde edilen ve &zellikleri
belirlenen mezenkimal kok hiicreler tohumlanmis ve standart kiiltiir vasatinda kiiltiir
edilmiglerdir. Belirli zaman noktalarinda MTT testi uygulanarak hiicre canliligt ve
cogalmas1 takip edilmistir. Absorbans degerleri incelendiginde, deney siiresince
hiicrelerin iskeleler tizerinde canliliklarini koruduklar1 ve ¢ogaldiklari, maksimum hiicre
sayisina 21. giinde ulastiklar1 goriilmiistiir. Histokimya calismalar1 incelendiginde,
hematoksilin-eozin boyamalari sonucunda tohumlanan mezenkimal kok hiicrelerin
sayica arttig1 hiicre ¢ekirdeklerinin mavi-siyah renkte boyanmasi ile belirlenmistir. In
vitro kiiltiiriin ileri agsamalarindan toplanan 6rneklerde mavi-siyah rengin siddetinin
arttigi, hiicrelerin ¢ogalarak iskeleye iyice entegre olduklari goriilmistiir. Ayrica
taramal1 elektron mikroskobu goriintiileri, tohumlanan mezenkimal kok hiicrelerin
gozenekli kollajendz yapiyr 21. giinde tamamen kapladiklarint gostermistir. Bu bulgular
MTT sonuglari ve histokimya boyamalariyla uyumludur. Elde edilen in vitro veriler
adipoz ECM iskelelerin ayn1 dokulardan izole edilen mezenkimal kok hiicrelerin
tutunma ve ¢ogalmalari i¢in elverisli bir ¢evre oldugu, hiicreler lizerinde herhangi bir

sitotoksik etkisinin bulunmadigi anlagilmistir.

Hiicre tutunmasi ve ¢ogalmasi agisindan biyouyumlu oldugu belirlenen ECM iskelelere
tohumlanan mezenkimal kok hiicrelerin kikirdak olusturma potansiyelinin belirlenmesi
amaciyla kondrojenik farklilastirma deneyleri tasarlanmistir. Kikirdak doku

miihendisligi i¢in lretilen biyomalzemelerin kondrogenezi artiran, dogal mikrogevreyi
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taklit eden biyolojik ve kimyasal isaretcileri igerecek sekilde tasarlanmasi ve hiicre
fenotipini koruyan yapida olmasit gerekir (Vinatier vd. 2009). Bugiine kadar
biyobozunur poli(laktik-ko-glikolik asit), poliiiretan, poli(3-hidroksibiitirat), hiyaluronik
asit, kollajen, fibrin ve jelatin gibi sentetik veya dogal pek ¢ok polimer kikirdak doku
miihendisligi i¢in kullanilmigtir (Bonzani vd. 2006, Lee vd. 2006, Wu vd. 2010, Ahmed
vd. 2011). Son yillarda hiicrelerinden arindirtlmis doku iskelelerine yonelik ¢aligmalar

biyouyumlu olmalar1 ve sinyal molekiilleri icermeleri nedeniyle artmaktadir (Diekman
vd. 2009).

Ekstraseliiler matriksten iiretilmis biyolojik iskelelerin kikirdak doku miihendisliginde
kullanildig1 heniiz az sayida ¢alisma vardir. Kikirdak dokunun sinirlt kaynaklardan elde
ediliyor olmasi, hiicresizlestirme islemlerinin diisiik verimi kikirdak matriksinin
kullanimini gii¢lestirmektedir (Gibson vd. 2008, Elder vd. 2009, Schwarz vd. 2012).
Dogal kikirdak doku olduk¢a yogun ve kompakt bir yap1 oldugundan hiicresizlestirme
islemlerinde kullanilan maddelerin dokuya etkili bicimde girmesini engellemekte, hiicre
ve DNA kalintilarinin uzaklastirildigi malzeme elde edilmesini zorlastirmaktadir. Dogal
kikirdak dokusundaki kondrositlerin ortamdan uzaklastirilmasi i¢in hassas islemler
yeterli olmamaktadir. Uygulanan yogun ve kapsamli islemler, deterjan gibi ajanlar
matriksin biyolojik yapisin1 bozmaktadir. Kikirdak doku miihendisliginde kullanilacak
ECM iskelelerin elde edilmesinde O©nemli nokta, biyomekanik 06zelliklerinin
korunmasidir. Ozellikle eklem kikirdaginin elastikligi ve sikiligi dokunun mekanik
olarak  fonksiyonelligini  saglarken, kondrositlerin  davranislarim1  etkileyen
mekanotransdiiksiyon yolaklarin yoniinii degistiren isaretgileri igererek doku i¢i dengeyi
saglamaktadir (Guilak 2011). Bu baglamda ECM’nin biyomekanik 6zellikleri igerdigi
biiytime faktorleri rezervuarini da etkiler, bdylece drnegin TGFf yolaklarinin igleyisini
etkiler (Pei vd. 2011). Kikirdak dokunun viicuttan toplanmasi, hiicresizlestirilmesi ve
sterilizasyonu islemleri su igerigini ve U¢ boyutlu konfigiirasyonunu etkilemekte
boylece biyomekanik 6zelliklerini etkilemektedir. Hiicresizlestirme ig¢in Triton X-100,
SDS veya tripsin gibi maddelerin kullanilmas: 6rneklerde GAG igeriginin belirgin
Ol¢iide azalmasmma buna bagli olarak yapr igindeki suyun kaybolmasina neden
olmaktadir (Yang vd. 2008, Elder vd. 2009, Xue vd. 2012). Bu durumda elde edilen

iriinde daha siki ve yogun hale gelmis kollajen ag yap1 olustugundan yapinin
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viskoelastik 6zellikleri kaybolmaktadir (Badylak 2007, Kheir vd. 2011). Kollajenlerin
deterjan varliginda kismen korunup GAG kaybinin ¢ok olmasi bu molekiillerin
birbirlerine gére konumlarindan da kaynaklanmaktadir. Yap1 i¢inde diizenli iplikler
halindeki bulunan kollajen proteoglikan ve GAG’ca zengin matriks i¢inde gomiiliidiir
(Han vd. 2011). Bu durum GAG’larin islemlerde kullanilan malzemelere daha ¢ok
maruz kalmalarina sebep olmaktadir. Ozellike tripsin matriks proteinleri arasindaki
baglantilar1 kopardigindan daha gevsek bir yap1 olusturmakta, bu da GAG igerigini
azaltmaktadir (Xu vd. 2014). SDS (Sodyum dodesil siilfat) anyonik bir deterjan olup iki
aminoasitte bir peptit zincirine baglanarak protein molekiillerini olusturan alt birimleri
birbirinden ayirir. Ayrica negatif yiik tasidigindan peptitlere yiiksek oranda negatif yiik
kazandirir. Protein i¢indeki kovalent olmayan baglar1 kopararak proteinin dogal yapisini
bozar. Boylece dogal dokunun yapisindaki hem GAG hem de kollajen iceriginde 6nemli
kayiplara sebep olur (Gilbert vd. 2006, Xu vd. 2014). Hiicresizlestirme islemlerinde
uygulanan dondurup ¢6zme basamaklarinin tekrarlanmasi da kristal olusumu nedeniyle

kollajen ag yapisinit bozmaktadir.

Adipoz doku histolojik olarak gevsek bag doku olarak kategorize edilir ve dokunun
hiicresiz kism1 yogunlukla kollajenden olugmaktadir. Her bir adipositin, baslica elemani
kollajen tip IV olan kalin bir ecm ile ¢evrili oldugu rapor edilmistir (Pierleoni vd. 1998).
Adipoz dokunun viskoelastik yapisi ve kemik ve kikirdak dokuya kiyasla gorece daha
yumusak ve islenebilir olmasi yogun ve yorucu hiicresizlestirilme islemlerinin
uygulanmasini gerektirmemektedir. Farkli hiicresizlestirme islemlerinin uygulandig
calismalarda son iirtin ECM igeriginin korundugu, TGFB1, IGF, bFGF ve VEGF gibi
biiylime faktorlerinin yapi icinde fonksiyonel kaldigi, icerdigi sitokinler ve diger aktif
biyomolekiiller sayesinde hiicrelerin tutunma, ¢ogalma ve farklilagmasini destekleyen
bir mikrogevre olusturdugu gosterilmistir (Flynn 2010, Choi vd. 2011). Bu ¢alismada
uygulanan yontem hassas basamaklar icermektedir. Adipoz dokuda matriksinde dogal
olarak mevcut olan kollajen, GAG ve bliylime faktorii gibi biyomolekiillerin yapisini ve
miktarini bozacak islemler uygulanmamaistir. Son iiriin iskele malzemesinin viskoelastik

yapisinin ve biyolojik i¢eriginin korundugu diisiintilmektedir.
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Viicuda herhangi bir malzeme makledildiginde o bdlgeye gelen hiicrelerden biri
makrofajlardir. Kandan dokulara gb¢ eden monositler farklilagarak makrofajlar
olustururlar. Makrofajlar tiim viicut dokularina yayilabilir ve yerlestikleri yerde 6zel
isimler alirlar. Yabanci ve zararli olan maddeler, reseptér ve ligand baglanmasindan
sonra aktine bagli motilite ile makrofaj igine alinir ve pargalanirlar. TNF-a ve IL-1 gibi
sitokinler araciligryla makrofajlar antikora bagli olmayan litik aktivite gosterirler.
Makrofajlarin patojenleri tanimasi, patojen iliskili molekiiler motifler ve baz1 yiizey
molekiilleri ile olur. Makrofajlarin yabanci ajan ile temasinda CD16, CD32 gibi ylizey
reseptorleri ile sitokin reseptorleri rol oynar. Bu hiicreler patolojik organizmalari ve
doku artiklarini fagosite ederler. Hem nitrik oksit sentezleyerek hem de serbest oksijen
radikalleri ile patojenleri yok ederler. Bu hiicreler ayrica, nakledilen iskelenin
bozunmasini, greft malzeme ile konak dokunun kaynagmasini saglarlar. Ancak
makrofajlarin fenotiplerine gore salgiladiklar1 bazi ¢oziiniir faktorler yeni doku olusumu
icin hem yararli hem de zararli olabilir. M1 makrofajlarin aktivasyonuyla katabolik
sitokinlerin salgilanmasi yeniden yapilanmay1 ters yonde etkilerken, M2 makrofajlarin
aktivasyonunda anabolik sitokinler salgilanacagindan yeniden yapilanmay1 hizlandirict
etki olusmaktadir (Badylak vd. 2008, 2008, Yang vd. 2008, Keane vd. 2012, Xue vd.
2012). Ornegin eklem kikirdaginda hasar olan bir hastada M1 makrofajlarindan IL-18
ve IL-6 salimimi artarken nakledilen ECM iskele basarili sekilde hiicresizlestirildiyse
denge M2 makrofajlarindan salinan sitokinler tarafina kayar ve bagisiklik reddi olusmaz
(Badylak ve Gilbert 2008, Badylak vd. 2008, Yang vd. 2008, Xue vd. 2012). Allojenik
veya zenojenik uygulamalarda ECM’den tamamen uzaklastirilamayan hiicreler asil
immiinojenik faktorlerdir. Hiicre zarinin yiizeyinde lipoprotein veya glikoprotein
formunda doku uyusumu antijenleri (HLA antijenleri) bulunur. Bu antijenler genetik
sifreye gore ifade edildiginden ayni tiir i¢inde veya farkli tiir organizmalarda her bireyde
degiskenlik gosterir. Bu antijenler kanda bulunan T hiicreleri tarafindan taninir ve
immiin atak olusumunu saglarlar. Bu nedenle ECM iskelenin in vivo olarak
kullanilmadan 6nce immiin ret cevabini, enflamasyonu ve olas1 greft reddini 6nlemek

amactyla biitlin hiicrelerinden arindirilmig olmas1 gerekir (Gilbert vd. 2008).

Kikirdak dokuda damarlarin bulunmayist doku tamirini kisitlayict bir faktor olsa da bu

durum pek cok farkli kaynaktan ECM iskelelerin hasarli bolgeye nakledilmesini
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saglayabilecek bagisiklik imtiyazi da saglamaktadir (Revell vd. 2009). Kikirdagin
yogun ECM’si dokuyu neredeyse non-immiinojenik yapmaktadir ¢iinkii yogun ECM
kondrositleri greft reddinde aktif rol oynayan T ve NK hiicrelerinden fiziksel olarak
korumaktadir. Bu durum allojenik uygulamalarda bir avantaj olabilir ancak zenojenik

uygulamalar i¢in ileri aragtirmalarin yapilmasi gerekmektedir.

Kikirdak matriksinin = kullanimmi  kisitlayan bir diger sorun, hiicresizlestirme
islemlerinden sonra bile kikirdak matriksinden elde edilen iskelelerde gozenekliligin
diisiik olmasidir (Gibson vd. 2008). Gozenek sayisi ve biiylikliigliniin diisiik olmas1
tohumlanan hiicrelerin tutunma ve cogalmasini olumsuz etkilemektedir. Malzeme
tizerinde hiicre dagilimi homojen olamamaktadir. Kelley ve arkadaslarinin yaptigi bir
caligmada tavsan burnundan alinan kikirdak doku konvansiyonel fizikokimyasal
islemlerden gegirilmis ancak hiicre kalintilar1 tamamen uzaklastirilamamastir. Bu durum
ozelllikle zenojenik kaynakli doku oldugu icin bagisiklik yaniti olusturmasi muhtemel
bir malzemenin elde edilmesi anlamina gelmektedir (Kelley vd. 2002). Bir baska
calismada ise kikirdak matriksinden hiicreler uzaklastirilmis ve kollajen iplikleri
bozulmamis membranlar elde edilmistir ancak bu malzemelerin gdzenek boyutu diisiik
oldugundan (10-40 pm c¢apinda) ekilen hiicrelerin malzeme i¢ine niifuz etmesi

saglanamamustir (Schwarz vd. 2012).

Bu sorunlara ek olarak, otolog kikirdak calismalarinda, cerrahi islemle doku alma
zorunlulugu ve hasar bolgesinin boyutlar1 kadar dokunun baska bolgeden alinmasi,
alinan bolgede de doku kaybina neden olmaktadir. Genellikle daha az agirlik tasiyan
bolgeden kikirdak doku ¢ikarilmaktadir. Bu da mekanik 6zellikleri daha zayif olan
dokunun islemlerden gecirilerek daha ¢ok agirlik tasiyan bolgeye nakledilmesi anlamina
gelmekte, bu yiizden agirlik ve basing nedeniyle nakledilen dokunun hasarina neden
olmaktadir. Biitin bu kisithiliklar nedeniyle bagka dokulardan elde edilen ve
hiicresizlestirilen ekstraseliiller matriks iskelelerin kikirdak doku miihendisliginde
kullanimina yonelik caligmalar hizlanmistir. Baska dokulardan elde edilmis ECM
biyomateryallerin doku tamirinde benzer etkiye sahip oldugu diisliniilmektedir. Domuz
ince bagirsak altmukozasindan iiretilen ECM iskelelerin kardiak veya vajinal doku

tamirinde etkili oldugu gosterilmistir (Geoffrion vd. 2011, Padalino vd. 2012). Baska

88


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Schwarz%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22690787

dokulardan hiicresizlestirilen matriksten elde edilen biyomalzemeler standartlagmisg
protokollerle iiretildikleri, daha kolay ve daha ¢ok miktarda elde edilebilen dokulardan
tiretildikleri ve SIS ECM’sinde oldugu gibi in vitro, in vivo ve hatta klinik ¢alismalarla
pek cok acidan degerlendirilmis olmalar1 ile rejeneratif uygulamalarin basar1 sansini

artirmaktadirlar.

Bu ¢alismada kullanilan adipoz doku ECM iskele, otolog dokulardan elde edildigi i¢in
immiin yanit veya etik cekinceler olusturmamaktadir. Toksik ajanlar, deterjan gibi
maddelerin kullanimi gerekmediginden biyolojik igerigi korunmus, kolayca islebilen,
biyouyumlu bir biyomalzeme elde edilmistir. Uretilen adipoz doku ECM iskelelerin
biitiinliglinli, saglamligini ve gozenekliligini artirmak iizere biyouyumlu c¢apraz
baglayicilar kullanilmistir. Kikirdak doku miihendisliginde 6zellikle eklem bolgesine
yonelik calismalarda mekanik ve biyolojik olarak fonksiyonel dokunun nakil &ncesi
olusturulmasi basar1 sansin1 artirmaktadir. Yapisal olarak yetersiz malzemeler onarimi
Onleyici ve hatta hasarli bolgenin etafindaki dokuda degredasyonu hizlandiric1 etki
yapabilirler. Dogal dokuya 6zgli mekanik 6zelliklere sahip malzemeler iiretilerek pek
¢cok olumsuzluk bertaraf edilebilir. Bu nedenle pek c¢ok arastirici 6zellikle eklem
kikirdak miihendisligi igin in vitro ¢alismalarin ve malzeme Ozelliklerini gelistiren

islemlerin gerekliligini vurgulamaktadir.

Bu calismada, kikirdak doku miihendisligi i¢in otolog kok hiicreler kullanilmistir ki bu
doku miihendisligi ¢aligmalar1 i¢in en ¢ok tercih edilen hiicre grubudur. Son yillarda
kemik iligi mezenkimal kok hiicrelerine alternatif olan adipoz mezenkimal kok hiicreleri
kikirdak doku miihendisligi i¢in uygun hiicre grubu olarak diisiiniilmektedir. Adipoz
mezenkimal kok hiicrelerin hemen, kolayca ve ¢ok miktarda elde edilebilir olmasi,
hiicre kiiltlirlerinde yliksek pasaj numaralarma kadar Ozelliklerini korumalari ve
kondrojenik potansiyele sahip olmalari bu hiicrelere olan ilgiyi artirmaktadir (Lee vd.
2004, Kern vd. 2006, 1zadpanah vd. 2006).

Adipoz ve kemik iligi mezenkimal kok hiicrelerinin kondrojenik potansiyel acisindan

farkli pasaj numarast ve kondrojenik vasat igerikleri vardir (Im vd. 2005). Adipoz
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mezenkimal kok hiicrelerinin ileri pasajlarda ve TGFfS-1, TGFS-3, BMP-6 ve bazik
fibroblast biiyiime faktorii (bFGF) eklenen besiyerinde kondrojenik potansiyeli
artmaktadir (Estes vd. 2006, 2006, 2010, Kim vd. 2009, 2010). Domuz kemik iligi
mezenkimal kok hiicrelerinin ileri pasajlarda kondrojenik potansiyelinin azaldigi
gorilmistiir (Vacanti vd. 2005). Bir diger farklilik kondrojenik indiiksiyonu saglayan
¢ozlinlir maddelere hiicrelerin verdigi farkli yanitlardir. Her iki hiicre grubunun
indiiksiyonunda birbirinden farkli biiylime faktorleri gerekmektedir. Agrekan iiretiminin
kemik iligi mezenkimal hiicrelerinde TGFf-3 ile arttigi, adipoz mezenkimal kok
hiicrelerinde ise BMP-6 ile arttigi bildirilmistir (Diekman vd. 2010). Bir baska
calismada, adipoz mezenkimal kok hiicrelerinin kiiltiir vasatina BMP-6 ve TGFf-3
eklendiginde kollajen tip II ifadesinin arttigi ve kondrogenezi yogunlastirdigi rapor
edilmistir (Hennig vd. 2007). Son yillarda yapilan ¢alismalarda, adipoz mezenkimal kok
hiicrelerin daha yiiksek dozlarda biiylime faktorii igeren vasatlarla indiiklendigi ve hatta
TGFf-3’ten daha yiiksek dozda BMP-6 kullanilmasinin kondrogenezi arttirdigi ve daha
iyi sonuglar verdigi rapor edilmistir (Estes vd. 2006, Hennig vd 2007, Kim vd. 2009,
Diekman vd. 2010).

Bu calismada yiiksek doz BMP-6 ve TGFf-3 iceren kondrojenik vasatta 14, 28 ve 42
giin kiiltiirii siirdiiriilen hiicre-iskele yapilarinda yogun kondrojenik matriks birikimi
gozlenmistir. Iskele icindeki hiicreler kondrositlere farklilastikca kendi matrikslerini
tirettiklerinden yap1 i¢inde kikirdak dokuya ozgili matriks proteinleri birikmistir.
Boylece yapilarin giderek sikilastigi ve elastiklestigi, sarimsi-beyaz renkte kikirdak

benzeri doku olustugu gézlenmistir.

Kikirdak dokuda en ¢ok bulunan protein kollajen Tip II'dir ve dokunun baski
dayanimini ve sertligini saglayan ¢apraz fibrilleri olusturan esas komponenttir. Tip IX
ve Tip XI, kollajen agin sekillenmesine ve stabilizasyonuna katkida bulunur. Tip VI,
kondrositlerin matrikse tutunmalarim1 saglar. Kollajen liflerin arasini1 proteoglikanlar
doldurmustur. Proteoglikan bir c¢ekirdek proteine baglanmis glikozaminoglikanlardan
olusur. Glikozaminoglikanlar anyonik olduklarindan proteoglikan molekiilii etrafinda
giiclii bir elektronegatif alan olustururlar. Proteoglikanlar kikirdaktaki sivi akimina kars1

diren¢ gosterdiklerinden kikirdagin esnekligi dokunun su ve proteoglikan icerigine
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baglidir. Proteoglikan kiitlesinin % 90’11 agrekan molekiilleri olusturur. Agrekanlar
hiyaluronik asit ve baglanti proteinleri ile birleserek biiyiik molekiiler agregatlar
olustururlar. Bunlar proteoglikanlar1 matriks i¢inde tutmaya ve dokunun deformasyonu
sirasinda yer degistirmelerini Onlemeye yarar. Boylece kikirdak doku tekrarlayici
stirtiinme ve deformasyona direngli bir yap1 kazanir (Alford vd. 2005). Saglikli insan
eklem kikirdaginda bulunan ~13 pm ¢apindaki bir kondrosit hiicresinin ortalama olarak
~100-160 pum boyutlarindaki matriksin yapimi ve yikimindan sorumlu oldugu
hesaplanmistir  (Alford vd. 2005). Kondrositler belli bir 6l¢liye kadar matriksi
yenileyebilirler, eger yikimla kaybedilen matriksten daha fazla sentez gerceklesemezse
ve doku agir, tekrar eden yiiklere maruz kalirsa kalict matriks hasarlari meydana gelir
(Paige vd. 1995). Bu calismada adipoz mezenkimal kok hiicrelerin ECM iskeleler
tizerinde kondrositlere farklilastigi pozitif alsiyan mavisi, kollajen tip 1l ve agrekan
boyamalar1 ile gosterilmistir. Kiiltiirtin 4. haftasindan itibaren hiicrelerin belli bir
diizende yap1 icine yerlestigi ve zengin bir ECM ile ¢evrili olduklari immunhistokimya
bulgulariyla gosterilmistir. Ayrica yapida énemli 6l¢iide GAG birikimi tespit edilmistir.
Bu sonuglarla adipoz mezenkimal kok hiicrelerin ayn1 dokulardan elde edilen ECM
iskeleler tizerinde TGFS-3 ve BMP-6 igeren vasat iginde kondrojenik yone
farklilastirilabilecegi, bu kosullarin kikirdak benzeri doku olusumunu destekledigi
gosterilmistir. Elde edilen sonuglarin literatiirdeki pek ¢ok ¢alismayla uyumlu oldugu

gOriilmiistiir.

Insan viicudunda doku olusumu ve onarimi embriyogenezden yara kapanmasina kadar
hayat boyu devam eder. Bu degisimler hiicre gogii, hiicre ¢ogalmasi, ECM depolanmasi
ve yeniden modellenmesi ile gergeklesir. Doku gelisimi sirasinda ECM’nin
depolanmas1 ve organizasyonu hiicreleri gocetmesine ve farklilagsmasina rehberlik eder
ve ECM memeli embriyosunun iki hiicreli agamasindan itibaren organizmanin yasami
boyunca islev goriir. Son yillarda kok hiicre biyolojisi alanindaki gelismeler tedavi
edilemez pek ¢ok hastalik i¢in yeni terapdtik yaklasimlarin kapilarint agmistir. Fakat bu
yaklagimlarin tam bir klinik basariya doniismesi i¢in kok hiicre kaderinin etkili bir
bicimde belirlenebilmesi ve kontrol edilebilmesi gerekir. Ancak bu sekilde farmasdtik
amaglara uygun nitelik ve nicelikte hiicre tedavileri gelistirilebilir. Gilinlimiizde en

gelismis biyomalzemeler kok hiicre miihendisliginde hem hiicrelerin  3-boyutlu
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mikrocevredeki davraniglarini anlamayr hem de uzun vadeli ve istenen yoOnde
farklilagsmis  terapotik  hiicre  tedavilerini  olusturmayr amaglamaktadir. Doku
miithendisliginin basarisinda kullanilacak hiicre kaynaginin, iskele malzemesinin dogal
biyolojik ortam yaratacak 6zellikte olmasinin biiyiik etkisi vardir. Bu nedenle daha etkin
ve dogal nakil malzemelerine, daha fazla hiicre barindiran kaynaklara duyulan ihtiyag

artmaktadir.

Sonug olarak bu calismada, adipoz dokunun otolog mezenkimal kok hiicreler ve dogal,
taklit edilemez molekiiler icerige sahip 1li¢ boyutlu yapr iskelesi iiretiminde
kullanilabilecek ekstraseliiler matriks agisindan zengin bir kaynak oldugu gosterilmistir.
Adipoz mezenkimal kok hiicrelerin ve iskelelerin 6nemli 6l¢iide kondrojenik potansiyeli
oldugu, otolog veya allojenik kikirdak doku miihendisligi uygulamalarinda
kullanilabilecegi tespit edilmistir. Elde edilen bulgularin otolog kdk hiicreler, iic boyutlu
yapt iskeleleri ve uygun Kkiiltiir kosullarinin kombinasyonuyla kisiye 06zel tedavi
yaklagimlarina imkan saglayabilecek ve klinik tedavilerin gelistirilmesine rehberlik

edebilecek bilgi birikimine katki saglayacagi diisiiniilmektedir.
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