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OZET

Yagdan Elde Edilen Mezenkimal Kok Huicrelerin Yag Hiicrelerine
Diferansiyasyonu ve Proliferasyonu Uzerine Kitosan Doku iskelesinin
Etkisi

Kok hucreler, farkh hlcre tiplerine dénusme potansiyeline sahip olup,
¢ogalarak yeni kok hucreler ve olgun iglevsel hicrelere diferansiye
olabilmektedirler. Ancak gogunlukla istenilen hedef doku hucre diferansiyasyonu
saglamakta zorluk yasanmakta, verildigi bolgede kok huicreler ya farkli doku
kompartmanlarina gegebilmekte, ya iglevsiz kalmakta ya da Olerek ortadan
kaldirlmaktadir. Calismamiz, kdk hucreleri bir iskele Uzerine yerlestirerek
istenilen doku formatina diferansiyasyonunu saglamak ve hucrelerin farkli doku
kompartmanlarina gegcmesini engellemek amaci ile yapildi.

Deney hayvanlarinin inguinal bdlgelerinden anestezi altinda yaklasik 1
cm? yag greftleri alinarak,steril tuzlu fosfat tamponu (PBS) ile yikandiktan sonra
steril bir bisturiyle kiug¢Uk parcalara (yaklasik 1 mm?3) bdlindd. Bu parcalar
%0.075 konsantrasyonda Tip 1 kollajenaz iceren medyumda 37 °C sicaklikta 30
dakika bekletilerek enzimatik pargalanma gerceklestirildi. Daha sonra bu
suspansiyon 70 pym’lik steril hicre filtresinden gegirilerek buyilk debrislerden
arindirildi. Elde edilen hicre stspansiyonu 200 g hizinda 10 dakika santrifQj
edildikten sonra pellet steril PBS ile resuspande edilerek yikandi ve tekrar ayni
hiz ve slrede santrifijden sonra %20 foétal sigir serumu (FBS), %1 penisilin-
streptomisin ve %1 amfoterisin iceren DMEM medyumunda restspande edildi.
Hucreler Thoma™ lami ile sayildiktan sonra cm? basina 3x105 hlcre olacak
sekilde uygun petri kaplarina ekildi. Hiicreler konfluense ulastiktan sonra tripsin-
EDTA solusyonu ile kaldirildi ve sonra pasajlanarak ¢ogaltildi. Hucreler yeterli
saylya ulastiklarinda steril edilmis kitosan parcaciklar Uzerine ekildi ve
tutunmalarini takiben defekt onarimi igin kullanildi. Kultire edilen kdk hlcrelerin
medyumunda surekli olarak 10 mM konsantrasyonda timidin analogu BrdU
bulundurularak mitozla bolinen hucrelerin isaretlenmesi saglandi.

Tavsanlar sadece kok hucre verilen, Uzerine kOk hicre ekilmis kitosan
verilen ve sadece kitosan verilen olmak Uzere 3 gruba ayrildi (n=8). Hazirlanan
suspansiyonlar, anestezi altinda hayvanlarin sag maksiller bolgesine enjekte
edildi. Sol maksiller bélgeleri ise kontrol olarak kullanildi. Sag maksiller bélgede

5



cilt Uzerinde sislik olusan bdlgelerin killari tiraslanarak, verilen bdlgeler
isaretlendi. Tavsanlar 3 hafta kafes ortaminda standart kosullarda takip edildi.
Sonrasinda 18 tavsandan bilgisayarli tomografi yardimi ile goruntuler elde
edildi. Elde edilen goruntller yardimi ile volumetrik inceleme yapildi. Anestezi
altinda tavsanlarin tiraglanan cilt bolgeleri periost Uzerinden eksize edildi. Daha
sonra tavsanlar yliksek dozda anestezi ile sakrifiye edildi. Alinan doku érnekleri
immun isaretleme ile ve histopatolojik olarak degerlendirildi. Verilen mezenkimal
kok huacrelerin  yag hucrelerine  diferansiyasyonu ve  proliferasyonu
deg@erlendirilerek kitosan iskelesinin etkileri kiyaslandi. Mezenkimal kok
hiacreler, bircok hastalik tedavisinde kitosan doku iskelesi sayesinde
kullanilabilir. Hastaliklarin morbidite ve mortalitesini azaltarak ekonomik agidan

da maliyetlerde ciddi azalmalar saglayabilir.

Anahtar kelimeler: Diferansiyasyon, Kitosan, Kok Hicre, Kriyojel,

Proliferasyon



ABSTRACT

The Effect of Chitosan Tissue Scaffold on Differentiation and Proliferation
of Mesenchymal Stem Cells Obtained from Fat

Stem cells are puliripotent and differentiated into various cells in the body.
However, it is difficult to achieve the desired target tissue cell differentiation,
and the stem cells can be transferred to different tissue compartments. Our
study is carried out with the aim of placing the stem cells on a scaffold to
provide differentiation to the desired tissue format and to prevent their cells from
passing into different tissue compartments.

Approximately 1 cm3 of fat grafts will be taken from the inguinal regions of
the experimental animals under anesthesia. The fat grafts taken will be washed
with sterile saline phosphate buffer (PBS) and then divided into small pieces
(approximately 1 mms3) with a sterile scalpel. These fractions will be kept in a
%0.075 concentration of type | collagenase medium at 37 ° C for 30 minutes
and enzymatic degradation will be carried out. This suspension is then passed
through a 70 um sterile cell filter to remove large debris. The resulting cell
suspension was centrifuged at 200 g for 10 minutes and resuspended with
sterile PBS. Once the cells are counted with a Thoma ™ slide, they will be
planted in suitable petri dishes that will have 3 x 105 cells per cm 2. After the
cells are confluent, they will be replicated by trypsin-EDTA solution. Once the
cells have reached a sufficient number, they will be sown on sterile chitosan
particles and will be used for defect repair following attachment. In the medium
of the cultured stem cells, the thymidine analogue BrdU will be continuously
present at a concentration of 10 mM. Cells will internalize this substance at
each cleavage by adding to the genomes and cells will be marked
histochemically.

Stem cells; one million for the experimental group with scaffold chitosan
to be made into a solution of 1cc, another million with 1cc isotonic is used for
the other group. 18 rabbits will be divided into three groups. The left maxillary
region will be the control group in the right maxillary region of the first group
under anesthesia. the left maxillary region will be the control group to give

chitosan, which is the only tissue scaffold to the right maxillary region of the
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second group. Chitosan and stem cells will be given to the right maxillary region
of the third group and left maxillary region will be the control group. In the right
maxillary region, the areas of the skin that have swelling on the skin will be
trimmed and the regions indicated will be marked. 3 weeks rabbits will be
followed under natural conditions in cage environment. After 18 rabbits, images
will be obtained with the help of computer tomography. Volumetric analysis will
be performed with the help of the obtained images. The skin areas of the rabbits
under anesthesia will be excised through the periosteum. They will be divided
into experimental and control groups. Rabbits will be sacrificed with high doses
of anesthesia. Tissue samples taken will be evaluated histopathologically. The
differentiation and proliferation of mesenchymal stem cells to fat cells will be
evaluated and the effects of chitosan scaffold will be compared. Mesenchymal
stem cells will be used for the treatment of many diseases thanks to the
chitosan tissue scaffold. There will be significant reductions in the costs of the

diseases, which will reduce the morbidity and mortality of the diseases.

Key words: Differentiation, Chitosan, Stem Cell, Cryogel, Proliferation



GIRIS VE AMAG

Kok hucreler, o6zellesmemis temel hlcreler olmakla birlikte asimetrik
boliinme yetenekleri ile 6zellesmis hiicre ve yeni kok hiicreler Uretebilirler!22,
Mezenkimal kok hlcreler vicutta kemik iligi, yag doku, dis pulpasi, stinnet derisi
gibi bircok dokudan elde edilebilirler. Totipotent, pluripotent, multipotent,
oligopotent, unipotent kok hulcre tipleri mevcut olup yagdan elde edilen
mezenkimal kok htcreler multipotent kok hiicre niteligindedirler*. Yagdan elde
edilen kok hicreler CD73, CD90, CD105 pozitif, CD14,CD11b, CD34, CD45,
CD19 ve CD79 alfa negatiftir (Cluster of. Differantiation) fenotiplerine
sahiptirler®> 8. Cilt alti yag dokusu mezenkimal kok hticrelerden zengin olmakla
birlikte enzimatik pargalanma sonrasinda elde edilen stromal vaskuler fraksiyon
icerisinde bulunurlar (Sekil 1)7. Stromal vaskiler fraksiyon, mezenkimal kok

hucrelerle birlikte endotelyal ve hematopoetik hiicreleri icerir® °.

Yag Doku

[
L

Sivi Tabaka
} Stromal Vaskuler Fraksiyon

Sekil 1. Stromal vaskiler fraksiyon

Kok hucreler, canhda verildigi bolgede dagilmakta olup istenilen doku

formatindan farkli doku formlarina doénusmektedirler. Calismamizda kok
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hicrelerin in vitro ortamda bir doku iskelesine tutunmalarini saglayarak in vivo
ortama tasimayl ve hedeflenen dokuda diferansiyasyon ve proliferasyon
ozelliklerini arastirmayi amagcladik'®. Kok hiicreler in vivo ortamda nis adi verilen
kendilerine 6zgu bir mikro ¢evrede yerlesirler. Bu ¢evrede baska kok hucreler,
cesitli matlr hicreler, bag dokusu elemanlari, kan damarlari gibi nis bilesenleri
bulunur. Nigler, kok hicrelerin varligi ve devamlilidi igin blyik 6nem tasirlart!.
Kok hucreler genellikle morfolojik olarak belirli bir bigcime sahip olmayan
Ozellesmemis hucrelerdir. Ancak hicre iginden veya diginda uygun uyarilarla
karsilastiklarinda bir yandan ¢ogalmaya bir yandan da farklilagsmaya baslarlar.
Bu uyarilar hicrenin  kendi iginden veya bulundugu mikro c¢evreden
kaynaklanabilir. Ayrica hormonlar gibi daha uzaktan gelen baz sinyal
molekulleri de kok huacrelerin uyarilarak ¢ogalmasini ve farklilagsmaya
baglamasini saglayabilir!?.

Doku miuhendisliginde kozmetik ve rekonstriktif cerrahide hicrelerin
tutunabilecegi biyolojik uyumlu, biyobozunur, nontoksik doku iskeleleri Gzerinde
calismalar mevcuttur3, Literattirde trikalsiyum fosfat, Tip 1 kollajen, kitosan gibi
bircok doku iskelesi calismalarda kemik ve kikirdak defekt modellerinin
rekonstriiksiyonu tzerinde kullanildi'® 4 15 Calismamizda doku iskelesi olarak;
enjekte edilebilen kitosan kriyojel mikrokure kullanildi. Kitosan kriyojel mikrokire
nontoksik biyolojik uyumlu biyobozunur bir maddedir. Genellikle yengec,
karides, istakoz kabugunun kitin kisminda bulunmaktadir. Capraz baglarin
sonucunda mikrokureler Uzerinde duvarlari ince, birbirleriyle badglantili ve
hdcrelerinin  tutunabilecedi makroporlar vardir. Makroporlar arasindaki
baglantilar, tipki bir karinca yuvasi gibi birbirleriyle iligkili olup, hicrelerin sinyal
molekulleri ile etki etmelerini ve birbirleriyle iletisim kurmalarini saglayacagini
dusunmekteyiz. Ayrica mikrokurelerin pembe igne ucu lumeninden gecerek
minimal invazyon yaratmasi bu doku iskelesini degerli kilmaktadir'>. Doku
iskelesi Uzerine tutunan hucrelerin, tagindiklar ortamda canl kalip, ayni doku
formatina diferansiye olmalari ya da prolifere olmalari kdk hicre tedavisine
farkli bakis acisi kazandiracaktir. Calismamizda kdék htcrelerin kullanim
metotlarina yeni bir teknik kazandirarak literatlre katki saglanmasi amacglandi.

10



GENEL BILGILER

KOK HUCRELER

Kok hucre kavrami literature ilk kez 1868 yilinda Alman biyolog Ernst
Haeckel tarafindan kazandiriimistir. Charles Darwin’in evrim kuraminin énemli
destekgcilerinden biri olan Haeckel, organizmalarin evrimsel bir soy agacini da
sundugu ‘Dogal Yaratihg Hikayesi’ isimli kitabinda ilk kez kok hucre
(stammzelle) adini kullanmigstir (Sekil 2). Haeckel bu terimin, déllenmis yumurta
hlcresi ve yeryuzundeki tum canlilarin kdoken aldigi evrimsel atamiz olan tek
hicreli organizmay! tanimlamak igin kullaniimasini da ayni eserinde
onermistirt®. 1971 yilinda Profesor Doktor Stireyya Tahsin Aygun tlkemizde ilk
hicre kaltirinG yapmistir. Prof. Dr. Streyya Tahsin Aygln’in veba ve sarbon
asilar Uzerinde calismalari mevcut olup yeni metotlar gelistirmistir. Talidomid’in
ulkemize girisini engelleyerek lUlkemizde bir felaketin 6nine gegmistir. Kemik
iligindeki morfolojik yapilari fibroblastlara benzeyen hicre kolonilerinin kemik ve

yag hicrelerine farklilagabildiklerini gostermistir.

Sekil 2. Ernst Haeckel, Dogal Yaratilis Hikayesi

Kendisini yenileyebilen ve farkli tip hicrelere donusebilen hicrelere kok
hucre denirt’. Kok hucrelerin  karakteristik 6zellikleri, kendi kendilerini

yenileyebilmeleri ve bulundugu dokuda farkli tip hucrelere diferansiye
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olabilmeleridir'®, Kok hlicreler vicutta olusan doku hasarinda tamir

mekanizmasi olarak gorev almaktadirlar.

Farkli htcre tiplerine farklilasma yetenekleri sayesinde ylksek plastisite
gosterirler. Ornegin hematopoetik kok hiicreler, endotel hiicresine, kas ve
hepatosit hiicrelerine dénusebilirlert®.

Kok hucrelerin sipesifik 6zellikleri; kendi kendini yenileyebilme, tek bir
hicreden birden fazla hicre tipine farklilasabilme, in vivo olarak dokunun
fonksiyonunu kazanabilmeleridir. Farklilagsma potansiyellerine gore farkli kok
hicre tipleri tanimlanmaktadir. Embriyonik ve ekstraembriyonik tim hucre
tiplerine farklilasma potansiyeli tasiyan hicreler totipotent olarak adlandirilir.
Doéllenmis yumurta hlcresi yani zigot ve birka¢ hiicreden ibaret moruladan elde
edilen blastomerler totipotent hicreler olarak kabul edilir. Bu hicrelerin bir
tanesi ait olduklar organizma turindeki bir bireyi eksiksiz olarak gelistirme
yetenedine sahiptirler. Yani bir morulanin tim blastomerleri birbirinden ayrilip
uygun kosullarda cogaltilirsa her biri eksiksiz yeni bireyler olusturabilir.
Pluripotent kdk hicreler, totipotentlerin devam eden soylari niteligindedir ve
neredeyse organizmadaki her hicre tipine donusebilirler. Bu hucreler her (g
germ yapragindan (endoderm, mezoderm, ektoderm) koken alan hucrelere
donusebilme potansiyeli tasirlar. Blastokist evresindeki embriyonun i¢ hucre
kitlesinden elde edilebilirler. Tim embriyonik hlcre ve dokulari olusturabilirler
ancak ekstraembriyonik dokulara donusemezler. Multipotent kok hicreler,
daha kisith sayida hucreye kaynaklik edebilen kok hicrelerdir. Organizmadaki
her hicreyi olusturamazlar. Potansiyelleri belli bir dokunun farkh hticre tiplerini
olusturmakla sinirhdir. Klasik bir 6rnek olarak kemik iligindeki hematopoetik kék
hidcre multipotenttir ve tum kan hucrelerine donusebilen bu hiicre in vivo
kosullarda bir nérona ya da bir pankreas hucresine donusmez (Sekil 3).
Oligopotent kok hucreler ise, daha da sinirli hiicre soylarina kaynaklik ederler.
Bir dokudaki belirli sayida hucre tipini meydana getirebilirler. Yine kemik iligi
orneginden devam edecek olursak, myeloid ve lenfoid seri kan hcrelerini
olusturan hucreler oligopotent kok hucrelerdir. Unipotent kok hcreler
isimlerine uygun bir bicimde yalnizca tek bir hiicre tipinin kaynagidirlar. iskelet
kasinin satellit hiicreleri buna 6rnektir*. Glinimiizde ¢ok sayida kok hicre tipi

izole edilmis ve cogaltiimistir. Zaman gectikge kdk hlcre listesine yenileri
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eklenmektedir. En yaygin olarak bilinen ve galisilan kok hticre tipleri embriyonik

kok hicreler, yetiskin kok hicreler, uyariimis pluripotent kok hiicrelerdir 17,

Totipotent

Pluripotent

Multinotent

Sekil 3. Kok hiicre tipleri

O

Déllenmis yumurta

I
2

Taotipotent Kdk hicreler

|
@

Blastokist ic hicre Kitlesi

(pluripotent Kak hiicre) )
< > @ C:I.‘.De

Hematopoetik Kok

= Mezenkimal kék
hlcreler RS

Mdral kék hicreler hicreler
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Embriyonik kdk htcreler

Ik bolinmelerini  gerceklestirmis  embriyonun  2-4  blastomerli
asamasindan alinan hiicreler totipotent embriyonik kok hcrelerdir®. Her tip
hicreye ve dokuya donusebilirler ve donusumleri baskilanirsa in vitro ortamda
¢ok sayida uretilebilirler. Embriyonik kok hucreler, kultur ortaminda kok hucre
Ozelligini kaybetmeden canhhgini korur ve yenilenebilirler. Bu hucreler
dondurma yontemiyle saklanabilir ve ¢alismalarda tekrar tekrar kullanilabilirler.
Tedavide kullaniimalari en ¢cok Umit vadeden hucrelerdendir. Ancak sinirsiz
bolinme potansiyelleri olmasi nedeni ile kanserleserek teratom olusturma
riskine sahiptirler. Benzer sekilde blastokistlerden, immino cerrahi yontemiyle
izole edilen pluripotent embriyonik kok hicreler de hastalik tedavisinde yuksek
kullanilma potansiyeline sahiptir. Fakat bu hucrelerinde de kanserlesme risKki
yuksektir(Sekil 4).

@.

invivo dollenmi
mvn;%m%[%lmns

8 hicreli embriyo

Kiltire edilmis Puncomnt Blastokist
ayrismamis
kok hicreler |

Kan Hilcreleri

Sinir Hicreleri
Kalp Kost Hiicreleri

Sekil 4: Embriyonik kdk hicreler
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Uyarilmis pluripotent kok hiicreler

Uyariimig pluripotent kok hucreler, diferansiye bir yetiskin hicresinin in
vitro ortamda dediferansiye edilmesiyle elde edilen pluripotent hicrelerdir.
Yetigkin dokularindan izole edilen bir matir hicrenin, yeniden programlanarak
pluripotent 6zellik kazanmasi saglanir. Dokuya ait htcrelerin her biri, gerekli
sinyal molekdlleri etkilesimi saglandiktan sonra atasina yonlendirilerek, kok
hacreler elde edilebilir. Bu hucreler pek ¢ok farkli germ yapragina ait hucrelere
donusme potansiyeline sahiptirler. Elde edilmeleri oldukga kolay olmakla birlikte
pluripotent hlicrelere transfeksiyon yontemleri kullanilarak dediferansiye edilirler
(Sekil 5)17:20.21

Pluripotensi genlerinin
hicreye verilmesi
ifade ettirilmesi

Sinirsiz
¢ogalma

Yeniden %
programlama

Uyar||m|§
pIurlpotent kok hcre Farklilasma

Al
(uPK hticresi) /
!/X { ZE f\\ } r

Farklilasmig
somatik hicre

7

P

-

P,

Sekil 5: Uyariimis pluripotent kdk hicreler
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Yetigkin kok hiicreler

Yetigkin kok hucreler somatik kok hiicreler olarak da isimlendirilirler. Tipki
mezenkimal kok htcreler gibi yetiskin dokulardan koken alirlar. Genellikle
bulunduklari dokularin onarim ve yenilenmesinde goérev alirlar'’. Bu htcreler
multipotent olmakla birlikte elde edildikleri doku kaynagini temsil ederler. Anti
enflamatuvar Ozellikleri ile de doku hasari ve onariminda rol oynamaktadirlar.
Fakat in vitro ortamda diferansiyasyon potansiyelleri sinirhdir. Yetigkin
hicrelerin elde edilebilirlikleri kolay ve otolog olarak kullaniimalari, klinik
uygulamalarda 6nemli avantaj saglamaktadir. Yetigkin kok hucreler; kemik iligi,
yag dokusu, kil follikilt, dis pulpasi gibi birgok dokudan elde edilen kok
hiicrelerdir(Sekil 6)7. Temel hiicre kiiltirl teknikleriyle gogaltilabilir ve pek gok
farkh hlcre tipine dénusebilirler.

Ozellikle kemik iligi ve yag dokusu yetiskin kok hiicreler agisinda zengin
olup, bu hucreler salgiladiklari blyume faktorleri ve sinyal molekdulleri ile hasarli

doku bdlgesinde iyilesmeye katki saglamaktadirlar.

Multipotent Kok Hiicreler

. W
v Beyin . (Niamgarert ~ K
"‘ (/ 1._:'_.“,_‘. \ > f/ ):
Kalp 5
/ kalp kosi
Kemik
iligi

Kan Hicreleri

Sekil 6: Yetigkin kok hucre kaynagi ornekleri
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Mezenkimal kok hicreler

Mezenkimal kok hucreler, kendini yenileyebilen farkli tip hucrelere
diferansiye olabilen multipotent stromal hlcreler olarak tanimlanan yetigkin kok
hiucre tiplerinden birisidir?2. Bu hicreler, kiltir ortaminda asimetrik boliinme

yetenekleri ile yeni kok hiicreler ve 6zellesmis hiicreler olusturabilirler(Sekil 7)%2.

Kok hicre

Yeni kok hiicre Ozellesmis hticre

Sekil 7: Kok hicrelerin asimetrik bolinme 6zellikleri

Mezenkimal kok hucrelerin, (MKH) kultir ortaminda uzun sire kultire
edilmesi ve guvenilir olmalari nedeniyle, hicresel tedavi ve doku muhendisligi
alanlarinda kullanimi son yillarda 6nem kazanmistir. MKH’lerin kolay izole
edilmeleri ve kulltir ortaminda hizli ¢ogalmalari, kok hicre tedavisinde
kullanimlarini degerli kilmaktadir. Vicutta yag doku, endometrium, plasenta,
amniyotik sivi, umbilikal kord, kemik iligi, dental pulpa, dermis ve anne sutu gibi
hemen hemen tim dokulardan izole edilebilmektedir. MKH’ler yag doku, kemik
doku, kan hcreleri, kalp kasi hucreleri, kikirdak doku, bobrek dokusu, sinir
dokusu, gibi birgok dokuda bulunan hicrelere doniisebilmektedirler(Sekil 8)22-24,
Dokuda ihtiyagc halinde salgilanan sinyal molekulleri ile goé¢ edebilme
yeteneklerinin olmasi, hasarli hicre ile flzyon yeteneklerinin olmasi ayrica
antiinflamatuvar 6zelikte olmalari MKH’leri degderli kilmaktadir®®.  Kultr

ortaminda plastik yuzeye yapisan ve asimetrik bolinme Ozellikleriyle, yeni kok

17



hicre ve 6zellesmis hicre Uretebilen dokuda olusan herhangi bir gereksinimde
CD73, CD90 ve CD105 pozitif olan, CD34, CD45, CD14, CD19 negatif olan
MKH’ler eksik olan doku hucrelerine donugebilme Ozelliklerine sahiptir.
MKH’lerin belirlenmesinde yluzey antijenleri 6nem tasimaktadir. Belirtilen ylzey
antijenlerine sahip kok hucrelerin 6zellikle yag doku, kemik doku, kikirdak

dokuya donisebilme potansiyelleri yiiksektir®.
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Mezenkimal Kok Hucrelerin Karakterizasyonu

Mezenkimal kok hucreler ilk kez 1976 yilinda Friedenstein tarafindan
tanimlanmistir. Freidenstein kemik iliginde hematopoetik olmayan fibroblastoid
yapida hucre kolonilerinin bulundugunu ve bu hucrelerin kemik ve yag
hucrelerine diferansiye yetenegine sahip olduklarini gostermistir??.Sonraki
yapilan ¢alismalarda bu hicrelerin hematopoetik 6zellikte olmayan multipotent
kok hucreler oldugu, farkli tip hicrelere diferansiye olma kapasitelerinin

bulundugu gosterilmistir.

Mezenkimal kok hucreleri belirlemek icin 3 kriter vardir.
1. Plastik yuzeye tutunabilme
2. Yuzeylerinde spesifik antijenler bulundurma
3. in vitro kosullarda kemik, kikirdak ve yag hiicrelerine diferansiye
olabilme.

MKH’lerin ylzey antijenleri ilk defa 1999 yilinda Pittenger ve arkadaslari
tarafindan tanimlanmistir>>. MKH'ler ¢ok cesitli ylizey antijenlerini tagimakla
birlikte Uluslararasi Hlcresel Tedavi Dernegini (ISCT) MKH’lere spesifik olarak
ylzey antijenleri CD73, CD90, CD105 pozitif ve CD14, CD34, CD45, CD19 ve
HLA-DR (Human Leucocyte Antigen-DR) negatif seklinde fikir birligi
saglamistir®. MKH'ler in vitro kosullarda basta adiposit, osteoblast, kondrosit,
miyosit, hepatosit, sinir hicreleri, endotel ve epitel hiicrelerine diferansiyasyon
yetenegine sahiptir®> 22, MKH’ler, yiiksek kendini yenileme kapasitesi, pluripotent
ve immunmodulator 6zellikler sergilerler. Diger hucreleri etkileyen dnemli sinyal
mekanizmalari mevcut olup, bu sinyal molekullerinin depolandigi keseleri
mevcuttur. MKH’lerin insanda kaynagini yaygin olarak kemik iligi olusturmakla
birlikte yag dokusu, dental doku, cilt ve sinnet derisi, tukurtk bezi, ekstremite
tomurcugu menstural kan, perinatal doku gibi birgok doku yapisinda
bulunmaktadir. Kemik iliginden MKH’lerin elde edilmesi agrili olmasi ve anestezi
gerektirmesi nedeni ile klinik ¢calismalarda kisitlilik yaratmaktadir. Yag doku ise
MKH’lerden zengin ve vucutta yuksek orana sahip dokudur. Minimal invazyon
ile kok hucrelerin elde edilmesi doku muhendisliginde, otojenik veya allojenik
kok hicre tedavisinde buyik énem arz etmektedir. Amnion, korion gibi perinatal
dokular MKH’ler igcin kaynak olugturur. MKH’ler birgok perinatal dokuda
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bulunmasina ragmen, umblikal kord dokusu ve umblikal kord kani kok hucre
elde edilmesi igin sik sik kullaniimaktadir. Ayrica umblikal kord dokusunda

umblikal kord kanina gére daha fazla MKH vardir?2 26,

Yagdan Elde Edilen Mezenkimal Kok Huicreler

Kemik iligi gibi yag doku da mezoderm orjinlidir. Yag dokusu ilk olarak
2001 yiinda MKH’lerin kaynagdi olarak tanimlanmistir. Kemik iligine gore daha
az minimal invazyon gerektirmesi ve daha fazla kék hicre barindirmasi nedeni
ile yag dokusu 6nem arz etmektedir. Ancak elde edilen MKH’lerin sayisini ve
viabilitesini yas, cinsiyet, BMi, lokasyon, yag dokusu tipi, doku toplama metodu,
kdltir sartlar etkilemektedir?6. Yag doku MKH’den zengin olup tek seferde bol
miktarda hiicre elde edilebilir. izolasyonun kolay olmasi, yag doku miktarinin
sinirh olmamasi bu doku kaynakli hicreler igin 6énem arz etmektedir. Bu
hicreler de adipojenik, osteojenik, kondrojenik, ndrojenik ve miyojenik
farklilagsma yetenegdine sahiptir(Sekil 9)%’. Yagdan elde edilen MKH’lerin, immun
cevap olusturma olasiligi daha duguk ve uzun donemde kultlir kogularinda daha
direnglidirler. Kok hucrelerin etkinligi ve guvenilirligi degerlendirildiginde klinik

uygulamalarda bolca kullaniimaktadir?? 27,

Uluslararasi Yag Uygulamalari Teknolojileri Toplulugu (International Fat
Applied Technology Society) yag dokusu kok hucrelerini, yag dokudan elde
edilen, plastik kultir kabinin yuzeyine tutunan, seri olarak pasajlanan ve

multipotent 6zellik gésteren hiicre popllasyonu seklinde tanimlar’.

Saglikh, yetigkin bir bireyin toplam vicut agirhginin %10-15'i yag
dokusudur. Bu dokunun yaklagik yarisi cilt altinda, geri kalani da mezenter,
omentum ve i¢ organlar arasinda yer alir. Cilt alti yag dokusu ayni zamanda iyi
bir MKH kaynagidir ve genellikle klinik olarak bu kisim kullaniimaktadir’. Yag
dokudan elde edilen stromal vaskiler fraksiyonun, kiltlre edilmesi sonucunda
%3 oraninda mezenkimal kok hicre icerdigi anlasiimis olup, yag dokunun
kemik iliginden yaklasik 2500 kat daha fazla kok hicre igerdigi gosterilmistir?2.
CD146 ekspresyonu gosteren hiicrelerin perivaskiler MKH’lerin belirteci oldugu

gOsterilmistir. Yagdan elde edilen kok hucreler fibroblastoid morfolojidedir.
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Dondr alani, yas, BMI (Body Mass Index), cinsiyet ve etnik kdken odnceki
hastaliklara gore degigskenlik gosterebilmektedir. BMI arttikga kok hicre ve
diferansiyasyon kapasitesi azalmaktadir. Yas ilerledikge vucutta kok hucre

sayis| azalmaktadir?2.

Yag dokudan kdk hlicre alma tekniklerinin verimlili§i kiyaslandiginda, en
yuksek verim sirasiyla eksizyon, Coleman teknigi, liposaksindir. Abdominal,
lomber bolge, aksillanin kok hicre rezervleri agisindan farkliliklari olmamakla
birlikte stromal vaskuler fraksiyon en fazla abdominal bélgeden elde edilebilir?,
MKH’lerin viabilitesini alinma teknigi etkilemektedir. Eksizyon yontemi ile elde
edilen hucrelerin viabiliteleri en yuksektir. Sonrasinda Coleman teknigi ile elde
edilen hicreler takip etmektedir. Liposaksin tekniginde ise hlcre viabilitesi diger
tekniklere gore azalmaktadir?® 3°. Abdominal bdlgeden alinan MKH’lerin kiltiir
ortaminda ikiye katlanmalari daha kisa surede olmaktadir. Ayrica abdominal
bolge MKH’lerin adipojenik diferansiyasyonlari daha hizli ve fazladir. Gogus
bélgesinde elde edilen MKH’lerin osteojenik diferansiyasyonlari da daha hizli ve

fazladir. Proliferasyon abdominal bolgede ve goguste aynidir3t.
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Sekil 9: Yagdan elde edilen hicrelerin donusebildikleri doku érnekleri

21



Kitosan Kriyojel Mikrokire

Kitosan nontoksik, biyolojik uyumlu biyobozunur bir maddedir. Kitosan
genellikle yengeg, karides, istakoz kabugunun kitin kisminda bulunmaktadir.
Kitosan, biyomedikal ve ilag uygulamalarinda hidrojel, ince filmler, nanofiberler,
sungerler, mikropariklller, mikrokureler formlarinda kullaniimistir. Kriyojelasyon
ile makroporlar arasinda baglantilarin oldugu, por duvarlarinin ince oldugu,
kriyojel yapisinda mikroklreler elde edilmistir(Sekil 10). Bu baglantilar,
hicrelerin sinyal molekdilleri ile etki etmelerini ve birbirleriyle iletisim kurmalarini
saglayacaktir. Dolayisiyla doku muhendisliginde bu kriyojel yapisi dikkat

cekmektedirt®.

Sekil 10: Kitosan kriyojel mikrokire

Kriyojel yapisinin elde edilmesi sirasinda olusan c¢apraz baglar
sonrasinda enjekte edilebilen kitosan kriyojel mikrokire (EEKKM) doku iskelesi
olusturulmustur. Minimal invazyon ile dokuya zerk edilmesi, bu doku iskelesini
degerli kilmaktadir. Mikrokureler Uzerindeki porlar arasinda tipki bir karinca
yuvasini andiran baglantilar vardir(Sekil 11). Ayrica EEKKM’ler fiziksel,

kimyasal ve morfolojik 6zellikleri ile iyi bir doku iskelesidirt®.
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Sekil 11: Birbirleriyle baglantili makroporlar

Mikrokureler dagima ortami i¢cinde emulsiyon faz olusturma ve
kriyojelasyon surecinde ¢apraz baglanma tekniklerinin bir arada kullaniimasi ile
uretilmistir. Polimer olarak kitosanin %Z2’lik (w/v(Hacimde Agirlikga Yuzde))
cOzeltisi %6’lik sulu asetik asit ¢ozeltisi (v/iv(Hacimce Ylzde)) kullanilarak
hazirlanmistir. Homojen haldeki bu ¢ozeltiden 2 mL(mili litre) sirngaya alinarak;
mekanik karistiricida karistirilarak olusturulan dagilma ortamina (37.5 mL petrol
eteri, 10 mL aycicegi yagi ve 2.5 mL Span 80) oda sicakliginda siringa pompasi
yardimiyla damla damla ilave edilmistir. Ekleme iglemi bittikten sonra karigima 1
mL %3’luk (v/v) gluteraldehit ¢ozeltisi hizlica ilave edilip; kriyojelasyonun
gerceklesmesi icin 2 saat -16 °C'de kriyostatta bekletilmigtir. Dagilma ortaminda
donmus olan o6rnekler, daha sonra 24 saat slreyle yine -16 °C sicaklikta
dondurucuda bekletiimigtir. Reaksiyon tamamlandiktan sonra Ornekler oda
sicakhginda erimeye birakilmistir. Eriyen ornekler sirasiyla; petrol eteri, etanol
ve distile suyla yikanarak reaksiyona girmemis monomerlerin, capraz baglayici
ve dagilma ortamini olusturan emdulsiyonlastiricilarin tamamen uzaklastiriimasi
saglanmistir. Yikanan mikrokure formundaki kriyojeller filtre kagidindan

slizlilmis ve liyofilizatorde kurutulmustur®.
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GEREGC VE YONTEMLER

Calismamiz, Mersin Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’nun
09/10/2017 tarihli 22 numaralh karari sonucu etik kurul onayi alinarak, Bilimsel

Arastirma Projeleri birimi destegi ile yapiimistir(Sekil 12).

T.C.
MERSIN UNIVERSITESI
HAYVAN DENEYLERI YEREL ETiK KURULU (HADYEK)

[ Karar Tarihi | Toplanti Sayis1 </ | Karar Sayisi I

N 09/10/2017 | 08 | 22 |

Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Cerrahi Tip Bilimleri Bsliimii Plastik, Rekonstruktif ve Estetik
Cerrahi Ana Bilim Dali Ogretim Uyesi Prof. Dr. Sakir UNAL’n sorumlulugunda yapilmasi tasarlanan
“Yagdan Elde Edilen Mezenkimal Kok Hiicrelerinin Yag Hiicrelerine Diferansiyasyonu ve Proliferasyonu
Uzerine Kitosan Doku Iskelesinin Etkisinin Aragtirllmasi” adli arastirma i¢in hazirlanmis olan ve
06/10/2017 tarihinde sunulan Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu Bagvuru Formu ile ilgili belgeler ve
aragtirmada deney hayvanlan iizerinde yapilacak tiim islemler gerekge, amag, yaklagim ve yontemleri
dikkate alinarak incelenmis, aragtirmanin yiiriirliikte olan ilgili yasal diizenlemelere uyularak yiiriitiilmesi
ve sonuglandiriimas: kosulu ile gergeklestirilmesinde etik sakinca bulunmadigina toplantiya katilanlarin
oy birligi ile karar verilmisgtir
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09/10/2017 tarihli 22 numarali karari
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Calismamizda doku iskelesi Uzerine tutunan MKH’lerin etkinligini
arastirmak amaciyla 3 grup olusturuldu. Grup 1’e sadece kitosan, Grup 2 ‘ye
sadece kok hucre, Grup 3’e kitosan+kok hucre uygulandi. Gruplarda altigarli
olmak Uzere toplamda 18 adet Yeni Zelanda cinsi; geng, erigkin, disi tavsan
kullanildi(Tablo 1).

Tablo 1: Calisma Gruplari

n

Grup 1 6 Sadece Kitosan
Grup 2 6 Sadece Kok Hucre
Grup 3 6 Kitosan+Kok Hicre

Tavsanlarin sag malar bolgeleri deney grubu, sol malar bolgeleri kontrol
grubu olarak degerlendirildi. Tavsanlarin kulak heliksinde bulunan vene, katater
yardimi ile damar yolu acildi. Xylazine 35 mg/kg (miligram/kilogram) ketamin 5
mg/kg dozunda anestezi protokoll uygulandi. Sag malar bdlgede anatomik
sinirlarini; posteriorda masseter kasinin anterior siniri, siperiorda infraorbital
rim, anteriorda lateral nazal duvar, inferiorda oral kommissUrin olusturdugu
alanin ortasina uygulama yapildi(Sekil 13). Anatomik sinirlari belirlenen alani,
cilt ile periost arasinda sadece yag doku bulundurmasi degerli kilmaktadir.
Cunki kok huacrelerin verildikleri doku kompartimanlari igerisinden ¢ogu goc
etmektedir. Cevre dokulardan ya da hasarlanmis dokulardan gelen sinyal
molekulleri, hucrelerin farkli doku kompartimanlarina geg¢mesine neden
olmaktadir. Calismamizda ise, kdk hucrelerin in vitro ortamda doku iskelesi
Uzerine tutunmalarini saglayarak, in vivo ortama tasimayi ve hedeflenen doku
kompartimaninda bu hicrelerin kalabilmelerini, doku yapisindaki hicrelere
diferansiye olabilmeleri ve hedeflenen dokuda prolifere olabilmelerini amagladik.
Bundan yola ¢ikarak denegin bu bolgesinde doku kompartimanlarinin az
olmasi, bu alani g¢alismamizda uygulama alani olarak tercih etmemizi

saglamistir.
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Inferior

=) Posteriorunu masseter kasinin anterior siniri
=)  S{iperiorunu infraorbital rim
===s) Anteriorunu lateral nazal duvar

inferiorunu oral kommiissir

Sekil 13: Tavsanlarin sag malar bdlgelerinde uygulama yapilan alanin

anatomik sinirlari
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Grup 1

Sadece kitosan kriyojel mikrokire uygulanan grup. 20 mg kitosan kriyojel
mikrokure 1.5 cc serum fizyolojik ile siispanse edildi. Elde edilen stispansiyon 5
cc’lik enjektorlere alindi(Sekil 14). Tavsanlara daha once belirlenen anestezi
protokoll uygulandi. Sedatize edilen tavsanlarin pembe igne ucu ile nazal
dorsum orta hatta 90 derece acl ile subkutan periost Uzerindeki plana girildikten

sonra zemine paralel sag malar bolgede anatomik sinirlari belirlenen alanin

ortasina bu planda ulasildi(Sekil 15).

Sekil 14: Kitosan kriyojel sispansiyonu

Sonrasinda elde edilen kitosan kriyojel mikroklre slspansiyonu hedeflenen
plana, pembe igne ucu ile 5 cc’lik enjektdér igerisinden minimal invazyon
yaratilarak enjekte edildi. Enjeksiyon sonrasinda sag malar boélgede, sol malar

bolgeye gore dokuda ekspansiyon goruldi(Sekil 16).
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Sekil 16: Enjeksiyon sonrasinda sag malar bdlgede olusan doku

genislemesi
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Grup 2

Sadece kok hicre uygulanan grup. Tavsanlar xylazine ketamin anestezi
protokoli ile sedatize edildi. Sag inguinal bdlgeleri tiraslandi. Sonrasinda
batikonla uygun saha temizligi yapildi. Sag inguinal bolgeye yapilan 3 cm’lik

(santimetre) cilt insizyonu ile yag dokuya ulasildi(Sekil 17).

Sekil 17: Tavsanlarin sag inguinal bdlgesine yapilan insizyon

Keskin ve kunt diseksiyon ile 1-2 cm?® yag dokusu eksize edildi(Sekil 18).
Kanama kontroli sonrasinda inguinalde bulunan insizyon hatti cilt alti, cilt
onarimi yapilarak kapatildi. Denekler karanlik bir ortamda ayilmaya birakildi.
Elde edilen yag greftleri enzimatik sindirim igin fazla blyUk olmalarindan dolayi,
1-2 mm®lik pargalar halinde kesilerek kuglltildi(Sekil 19). Kigdltilen yag
dokularinda tip 1 kollajenaz enzimi ile enzimatik pargalanma sonrasinda
mezenkimal kok hcreler izole edildi. Elde edilen mezenkimal kdk hicreler
kaltur ortamina ekildi($ekil 20).
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Sekil 18:Eksize edilmek Uzere diseke edilen yag dokusu

Sekil 19: Enzimatik sindirimin etkinligini arttirmak igin ktgultiimis yag
dokusu.
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Sekil 20: Elde edilen mezenkimal kok hicrelerin kalttra

Kok hucreleri in vivo ortamda goruntileyebilmek igin in vitro isaretleme
yapilmasi amaciyla kaltur ortamina 10 mM BrdU eklendi. Timidin analogu olan
BrdU, mitoz boélinme esnasinda hicre igine alinarak DNA’ya (Deoksiribo
Nukleik asit) entegre olmaktadir. Aldiklari BrdU’yu uzun sire tutan hicrelerin in
vivo ortamda anti-BrdU antikoruyla boyanmasi sonucu da dondr hucreler
goruntulenebilmektedir. Buna ek olarak kok hicreler, in vitro ortamda lipofilik ve
floresan Ozellikli ticari bir kit olan ve sitoplazmayi boyayan PKH26 ile de
isaretlendi. Bdylece hucrelerin in vivo takibinin yapilmasi hedeflendi. Bu amagla,
her 3-4 gunde bir Thoma lami ile hucre sayimi yapildi(Sekil 21)ve hicre
sayisinin 2 milyona ulastigi goruldi ve tup igerisinde Uretici firmanin dnerisine
gore isaretlemeler gergeklestirildi. Tum isaretleme islemlerinin sonrasinda

hiicreler 1.5 cc serum fizyolojik ile sispanse edildi(Sekil 22).
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Sekil 21: Thoma lami ile hiicre sayimi

Elde edilen stspansiyon enjektor ucu ile nazal dorsum orta hattan 90
derece cilt alti periost Uzerine girilerek sag malar bolgede anatomik sinirlari

belirlenen alanin ortasina enjekte edildi(S$ekil 23).
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Sekil 22: MKH’lerin falkon tlpu icerisinde gérinimd

Sekil 23:Nazal dorsumdan minimal invazyon ile belirlenen plana

ulasmasi
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Grup 3

Kitosan + kok hucre uygulanan grup. Ayni protokolle kdk hicreler elde
edildi. Kok htcrelerin doku iskelesi kitosan kriyojel mikrokire (zerine
tutunmalarini saglamak igin falkon tlpU igerisinde karistirildi. Tutunmanin

saglanmasi iginbu karisim,ti¢ gun falkon tipu icerisinde bekletildi(Sekil 24).
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Sekil 24: Doku iskelesi kitosan kriyojel mikrokire tzerine kok hicrelerin

tutunmasi icin falkon tipinde birlegtiriimesi

Doku iskelesi olan kitosan kriyojel mikrokire Uzerine tutunan kok
hiicreler 4’,6-diamino-2-fenilindol (DAPI) boyamasi ile floresan mikroskop
altinda gosterildi(Sekil 25). Mikroklre Uzerinde hicrelerin daginik halde ve
makroporlar icerisinde yerlesmis oldugu goruldi. Ancak mikroklre i¢
kisimlarinda tutunan hucreler bu boyama yodntemi ile tespit edilemedi. DAPI

boyamasi ile mikrokire ylzeyine tutunan hicreler tespit edildi.
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Sekil 25: DAPi boyamasi ile mikrokire ylizeyine tutunan MKH’lerin

gosterimi

Elde edilen kok hicre, kitosan kriyojel mikroklre stspansiyonu
ejektorlere aktarildi. Pembe igne ucu ile nazal dorsum orta hattan 90 derece aci
ile cilt alti periost Gzeri plana ulasildi, sonrasinda sag malar bdlgede anatomik
sinirlari belirlenen alana, igne ucu maksillaya paralel olacak sekilde ayni
plandan ilerletildi(Sekil 26). Belirlenen alanin orta hattina ulasildiktan sonra
suspansiyon enjekte edildi. Batlin gruplar normal kafes ortaminda 3 hafta takip
edildi.
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Sekil 26: Doku iskelesi kdk hiicre ¢Ozeltisi pembe igne ucu yardimi ile
nazal dorsumdan belirlenen plana ulasilarak minimal invazyon ile

suspansiyonun enjeksiyonu
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TOMOGRAFiIK GORUNTULEME

Deneklerin 21. ginde xylazine, ketamin anestezi protokolu altinda
sedatize edilerek, tomografik goruntiuleme yardimi ile kesitleri alindi. Denek
pozisyonu, posterior anterior seklinde planlandi. Bu kesitlerin birlestiriimesi ile 3

boyutlu tomografik gorintiler elde edildi(Sekil 27).

Sekil 27: Deneklerden tomografi goruntuleme yardimi ile kesit alinmasi

Sonrasinda ayni anestezi protokolinde tavsanlarin sag malar
bolgelerinde, anatomik sinirlari belirlenen alan periost Uzerinden cilt dahil tam
kat eksize edildi(Sekil 28).

Tavsanlarin, inguinalde bulunan eski insizyon skarindan girilerek
abdominal aortaya ulasildi ve kanama yapilarak tavsanlar sakrifiye edildiler.

Sag malar boélgeden eksize edilen doku pargalari histopatolojik olarak
degerlendiriimek Uzere formol igerisine koyularak histoloji departmanina
ulastiriidi(Sekil 29).
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Sekil 28: Sag malar bolgede eksizyonu plananan alan

Sekil 29: Sag malar bélgede eksizyonu plananan alan, eksizyon yapilan
doku
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ISTATISTIKSEL YONTEM

Verilerin istatistiksel analizi STATISTICA Version 13.3 programi ile
yapilmigtir. Surekli dedisken hacim olguimleri ortalama, standart sapma,

minimum ve maksimum dederleri ile 6zetlenmistir.

Normal dagilim kontroll igcin Shapiro Wilk testi, gruplarin varyanslarinin

homojenlik kontroll igin Levene istatistigi kullaniimistir.

Normal dagiima uygunluk godsteren ve grup varyanslari homojenlik
gosteren hacim oOlcumleri icin ikiden fazla bagimsiz grup ortalamalarini
karsilastirmak amaciyla parametrik testlerden olan Tek Yonli Varyans Analizi
(One-Way ANOVA) yontemi kullaniimistir. Bu karsilastirma sonucunda farklilik
¢ikan gruplari tespit etmek icin ¢coklu karsilastirma testlerinden Bonferroni LSD
testi kullanilmigtir. Tum kargilastirmalar igin istatistik 6nem duzeyi (p) <0,05

olarak alinmistir.
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BULGULAR

Tavsanlarin, kafes ortaminda takip sireclerinde kayip yasanmadi. iki
tavsanin, sag inguinal bolgelerinde dehisens gelisti, bir tavsanda ise hematom
oldu. Hematom bosaltildi ve olusan dehisensler lidokain lokal anestezisi
yardimiyla uygun saha temizligi ve ortunmeyi takiben tekrar 3/0 monocril ile
onarim yapildi. Sag malar bélgeden elde edilen doku kitlesi igerisinde yaklagik
1x1 cm’lik cilt alti yerlesimli ¢evresi duzenli lezyon palpe edildi. Bu lezyon

Uzerinde yapilan insizyon sonrasinda igerisinde kitosan kriyojel mikroklre

yapilari makroskopik olarak izlendi(Sekil 30).

Sekil 30: Eksize edilen doku igerisinde makroskopik olarak gozlenen
kitosan kriyojel mikrokureler(ok)
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Hematoksilen- Eozin Boyamasi

Elde edilen histolojik kesitlerin hematoksilen-eozin boyamasi sonrasi
degerlendiriimesinde, kitosanin dokuda hasara yol agmadigi gézlemlendi. Grup
1 ve 3 dokuda bulunan htcrelerin hicre butliinligunin intakt oldugu izlendi. Yer
yer doku kesitleri icerisinde bir kisminda bozulmanin basladi§i kitosan kriyojel
mikroklre doku iskelelerine rastlandi. Grup 1'de kitosan kriyojel mikrokure
etrafinda yalanci kapsul olusumlari izlenmekte birlikte, kitosan kriyojel

mikrokulrenin i¢ kisimlarina ulasan yaygin nétrofil infiltrasyonu izlendi(Sekil 31).

Sekil 31: Grup 1'in hematoksilen eozin boyamasi

Grup 2’de kesitlerde normal doku paterni izlendi, doku icerisinde
lipoblastlar mevcut olup, yer yer daginik halde nétrofiller bulunmaktaydi. Ayrica
hicreler arasinda ekstraselliler matriks olusumlari mevcuttu(Sekil 32). Grup
3kesitlerinde, tipki grup 1’de oldugu gibi, kitosan kriyojel mikrokire etrafinda
yabanci kapsul olusumu olmakla birlikte, mikrokUre i¢ yapilarina ulasan yaygin
bir noétrofil infiltrasyonu ile inflamatuvar reaksiyonun oldugu goéruldd. Hatta
kitosan kriyojel doku iskelesinin yer yer sindirime ugradigi tespit edildi. (Sekil
33)
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Sekil 33: Grup 3'in hematoksilen eozin boyamasi
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BrdU Boyamasi ile Mikroskobik Degerlendirme

Daha 6nce kultir ortaminda BrdU ile isaretlenen hucrelerin tespiti icin
anti-BrdU primer antikoru kullanilarak immunohistokimyasal isaretleme yapildi.
Hucreleri gorinur hale getirmek icin de kromojen olarak diamino-benzidin (DAB)

kullanildi. Kesitlerde DAB + olan hicreler kahverengi olarak izlendi.

Sadece kok hicre uygulanan grup 2’ye ait kesitlerde DAB+ hicreler
tespit edildi(Sekil 34). Yani verdigimiz kok hucrelerin, 21 gun sonra canl
olduklari ve hucre zarlarinin intakt oldugu goruldiu. Ancak hicre sayisinin
verilenden az oldugu gozlemlendi. Hucreler, ya nekroze oldu ya da dokular
arasi kompartimanlara gectiler. Bazi hucrelerde c¢ekirdegin sitoplazma
icerisindeki yag damlacigi nedeniyle kenara itilmig oldugu tespit edildi.
Morfolojik olarak bu hticrelerin adipositlere diferansiye oldugu kabul edildi(Sekil
35).21 gunluk sure icerisinde, deneklerde olusan kilo aliminin bu hicrelerin

adipositlere donusumuna tetikledigi dusunuldu.

Kitosan+ Kok hicre uygulanan grup 3’e ait histolojik kesitlerde DAB+
hiicreler tespit edildi(Sekil 36). Doku iskelesi hiicreleri in vitro ortamdan in vivo
ortama tasimistir. Bu hicreler 21 gunun sonunda dokuda canli hlcre zarlari
intakt olarak gorUlmustir. Hlcre sayisinin grup 2’'ye goére biraz daha fazla
oldugu tespit edilmistir. Ancak kantitatif bir élgim yapilmamistir. Yine ayni
sekilde yer yer sitoplazmasi yag ile dolu g¢ekirdegi kenara itilmis morfolojik
olarak adipositlere diferansiye olan hticreler tespit edildi(Sekil 37). Doku iskelesi
Uzerinde tasinan bu hicrelerin yine ayni sekilde tavsanlardaki kilo artiminin

adipositlere donusimunu tetikledigi dusunulmagtar.
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Sekil 34:Grup 2'nin BrdU ile igaretlenen hicre

—r—

Sekil 35: Morfolojik olarak adiposite donlgen hiicre
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Sekil 36: Grup 3’Un BrdU ile isaretlenen hicre

Sekil 37: Cekirdegi kenara itilmis sitoplazmasi yag ile dolu morfolojik

olarak adiposite diferansiye olan hicre
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Konfokal Mikroskopik Degerlendirme

Elde edilen kesitlerde daha 6nce floresan bir madde olan PKH26 ile
isaretlenen hucrelerin konfokal mikroskobik degerlendirmesinde grup 2’de
isaretli hicrelerin daha daginik halde oldugu tespit edildi(Sekil 38). Hucrelerin

say! olarak daha az oldugu ve duzensiz oldugu tespit edildi.

Sekil 38: Grup 2’nin konfokal mikroskobik degerlendirmesinde hcreleri

daha daginik ve duzensiz halde oldugu kesit
Grup 3’te isaretli hucrelerin makroporlar igerisinde ve bir arada oldugu

tespit edildi(Sekil 39). Hucrelerin sayl olarak daha fazla oldugu ve birbirine
yakin kumeler halinde oldugu gozlendi.
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Sekil 39: Grup 3’ln konfokal mikroskopik gortnttsu

TOMOGRAFIK GORUNTULEME

Sedasyon altinda deneklerin tomografik gorintlileme sonrasinda elde edilen
kesitleri degerlendirildi

Grup 1’in coronal kesitlerinde sag malar bolgede yer kaplayan hiperdens
lezyon izlendi. (Sekil 40) Sag malar hacimler ve sol malar hacimleri mauel
olarak Vitrea 2 (Version 4.1.14.0) Vital Images, Inc, USA isimli programda
hesaplanarak degerleri kaydedildi. Grup 2’'nin kesitlerinde herhangi bir dansite
farki yaratacak yapi izlenmedi(Sekil 41). Sag ve sol malar bdlge hacimleri
manuel olarak software witrea programinda hesaplanarak kayit altina alindi.
Grup 3’Un kesitlerinde tipki Grup 1’de oldugu gibi sag malar bdlgede cilt alti
yerlesimli ve periost Uzerinde yer kaplayan lezyon izlendi(Sekil 42). Sag ve sol
malar bdlge hacimleri manuel olarak Vitrea 2 (Version 4.1.14.0) Vital Images,
Inc, USA programinda hesaplanarak kayit altina alindi. Grup 3’Gn tomografik
kesitleri kullanilarak olusturulan 3 boyutlu tomografik gorintistinde sag malarda

hacimsel artisa neden olan yapi izlendi(Sekil 43).
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Sekil 40: Grup 1’in coronal tomografik géruntisu

Sekil 41: Grup 2’'nin coronal tomografil gértinttisu
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Sekil 42: Grup 3’Un coronal tomografi kesiti

W/L:611/175

Sekil 43: Grup 3’Un 3 boyutlu tomografik gértntlisiinde sag malarda
hacimsel artisa sebep olan yapi
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ISTATISTIK SONGLARI

ANOVA testi sonucuna gore galisma gruplari arasinda sag sol hacim
ortalama farklari arasinda istatistiksel olarak anlamli farkhlik vardir(Tablo 2)
(p<0,05). LSD (Least Significant Difference) testine gore kdk hiicre uygulanan
grup ile ve kok hicre+tkitosan uygulanan grubun hacim fark ortalamasi farki
istatistiksel olarak anlamhdir (p=0,01) kitosan uygulanan grup ile ve kok
hiicre+kitosan uygulanan grubun hacim fark ortalamasi farki istatistiksel olarak
anlamlidir (p=0,023) .

Tablo 2: Gruplarin sag sol hacim fark ortalamalari
Hacim Farklar
Grup N  Minimum Maximum Ort £ss p
Kok Hucre 6 13,61 159,59 64,53+53,72 0,002
Kok Hicre+Kitosan 6 136,54 44555 291,70+£127,70
Kitosan 6 71,60 262,75  159,48+73,47

ANOVA testi sonucuna gore galisma gruplari arasinda sag yanak hacim
Olcim ortalamalari  arasindaki farklar istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur(Tablo 3)(p<0,05). Bonferroni testi sonuglarina goére kok
hlcre+kitosan uygulanan grubun hacim ortalamasi (1665,3133+355,81009) ile
sadece kok hicre (870,7883+304,28512) (p=0,001) ve sadece kitosan
(850,5683+224,51943) (p=0,001) wuygulanan grubun hacim ortalamasi

arasindaki farklar istatistiksel olarak anlamlidir.

Tablo 3: Gruplarin sag yanak hacim ortalamalari arasindaki istatistiksel fark

Sag Yanak Hacmi (mm3)

orttss Minimum Maximum p
Kok Hucre (N=6) 870,78+304,28 382,22 1313,49 <0,001
Kok Hucre+Kitosan (N=6) 1665,31+355,81 1076,87  2133,47
Kitosan (N=6) 850,56+224,51 481,85 1091,08
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Eslestirilmis t testi sonuclarina gére(Tablo 4);

1.

Kok hucre+ kitosan uygulanan grupta sag (1665,3133+355,81009 ) ve
sol (1373,6100+271,04567) hacim ortalamalari arasindaki fark
istatistiksel olarak anlamlidir (p<0,05) sag hacim ortalamasi soldan

yuksektir.

Kitosan uygulanan grupta sag ve sol hacim ortalamalari arasindaki fark
istatistiksel olarak anlamlidir (p<0,05) sag hacim ortalamasi soldan

yuksektir.

KOk hucre uygulanan grupta sag ve sol hacim ortalamalari arasindaki

fark istatistiksel olarak anlamli degildir (p>0,05).

Tablo 4: Eslestiriimis t testi sonuglarina gore sag sol hacim ortalamalari

arasinda fark

orttss Minimum  Maximum p

Kok Hucre+Kitosan 1665,31+355,81  1076,87 2133,47 0,003

sag hacmi (mm3)

Kok Hicre+Kitosan sol 1373,61+271,04 914,63 1687,92

hacmi (mm?3)

Kitosan sag hacmi 850,56+224,51 481,85 1091,08 0,003
(mm®)

Kitosan sol hacmi 691,08+237,57 321,77 996,11

(mmq)

Kok Hicre sag hacmi 870,78+304,28 382,22 1313,49 0,06
(mmd)

Kok Hucre sol hacmi 930,78+335,10 368,61 1371,88

(mmd)
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TARTISMA

Kok hiicre tedavisinde, doku muhendisligi yeni ve heyecan uyandiran
tedavi yaklasimi saglamaktadir. Doku muhendisliginde hasarlanan bdlgelerin
daha iyi iyilesmesi ya da vyenilenmesi icin doku iskelelerine ihtiyag
duyulmaktadir. Birgok calismada oldugu gibi galismamizda da doku iskelesi
kullanildi.

Kok hicre tedavisinde kullanilan hucreler, otolog (organizmanin
kendisinden), allojenik (ayni tirdeki canlilar arasinda) ve ksenojenik (farkh ture
ait organizmalar arasinda) kaynaklardan elde edilebilirler. Allojenik ve
ksenojenik hlcre kullaniminda farkh genetik yapiya sahip hucreler
organizmalardaki immunolojik hicreler tarafindan taninir ve yok edilmeye
calisilir. Ancak yagdan elde edilen mezenkimal kok hucreler Uzerinde, bu
taninmay saglayan yuzey molekulleri olmadigindan, teorik olarak bu hucreler
savunma hucrelerinden kendilerini korur. Son vyapilan c¢alismalarda bu
sistemden bagimsiz bir sekilde savunma sisteminin bu hucreleri tanidigi
belirtilmistir3?. Bundan yola ¢ikilarak galismamizda otolog yagdan elde edilen
mezenkimal kok hicreler kullaniimistir.

Kitosan literatlirde bircok calismada kullaniimis olmakla birlikte biyolojik
uyumlu, biyobozunur o&zelliklerini tasimasi nedeni ile iyi bir doku iskelesidir.
Doku muhendisligi bu oOzellikleri nedeni ile kitosan molekdlinin farkli form
yapilarina odaklanmistir. Kitosan daha Once biyomedikal ve ilag
uygulamalarinda farkli form vyapilarinda kullaniimistir®3.Kitosan alginat ile
yapilan calismada; mRNA (mesajci ribo nukleik asit) asilari sadece in vivo
ortama verildiginde olusturduklari protein sentezi ile kitosan alginatla birlestirilip
verildigindeki protein sentezi karsilastirimistir. Kitosan alginat'in asilarin
sindirimini  azaltarak daha fazla protein sentezi sagladigr goOsterilmigtir.
Kitosan’in bu c¢alismada T hdcreleri ve nétrofillerin salgiladiklari oksidaz
tarafindan sindirildigi belirtiimistir. Dolayisiyla ¢alismamizda kitosan uygulanan
grup 1 ve 3’teki notrofil infitrasyonun sebebini anlamaktayiz. Kitosan kriyojel
sindirimi igin bu hicrelerin gog¢ ettigi anlasildi. Hatta histolojik kesitlerde kitosan
kriyojel yapisinin yer yer bozuldugu gézlemlendi®*. Enjekte edilebilen kitosan
kriyojel yapisinin doku iskelesi olarak kullanilabilirligi icin verilen kok hucrelerin
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isaretlenmesi ve bu hucrelerin in vivo ortamda tespit edilmesi gerekmektedir.
BrdU c¢ekirdek boyasi 6-8 hafta hiicre icerisinde kalmaktadir. Ancak son
haftalara yaklastikga boyanin etkinligi azalmaktadir.3®> Dolayisiyla takip stremiz
21 giin olarak belirlenmistir. In vivo ortamda hicrelerin viabil olmasi doku
iskelesinin hucrelere karsi toksik hasar yaratmadiginin ve hucreleri in vitro
ortamdan in vivo ortama tagidiginin kanitidir. Ancak bir kismi sindirime ugrayan
doku iskelesinin tamaminin sindirime ugramasi igin gegen surenin ne kadar
oldugu tespit edilememigtir. Bu galismamizda kitosan kriyojel mikrokurenin doku
iskelesi olarak kullanilabilir oldugu gortlmustir. Temel c¢aligmamizdan
cikardigimiz sonuglar neticesinde yeni ¢alismalar planlamaktayiz.

Enjekte edilebilen kitosan kriyojel mikrokiure in vivo ortamda
calismamizda ilk defa kullaniimigtir. Kitosan kriyojel mikrokureler dagilma
ortami icinde emdlsiyon faz olusturma ve kriyojelasyon slrecinde capraz
baglanma teknikleri ile kitosanin yeni formu Gretilmigtir. Polimer olarak kitosanin
%2’lik (wlv) c¢ozeltisi %6’lik sulu asetik asit ¢ozeltisi (v/v) kullanilarak
hazirlanmistir. Makroporlar kriyojelasyon sonrasinda daha ince yapida olup
makroporlar arasinda tipki bir karinca yuvasini andiran baglantilar olusmustur.
Bu baglantilar kullanilarak hucrelerin sinyal molekdlleri ile birbirleri arasinda
iletisim saglayacagr on gorulmektedir. Ayrica pembe igne ucu limeninden
gecgerek minimal invazyon yaratmasi nem arz etmektedir. Hastalara uygulanan
kok hlcre tedavisinde minimal invazyon yaratarak hasta konforunu arttiracaktir.
Yabanci bir madde olmasina ragmen biyolojik uyumlu olmasi non toksik olmasi
hematoksilen eozin boyamasindan anlasildigi Uzere dokuda herhangi bir yan
etki toksik hasar yaratmamasi 6énem arz etmektedir®>. Tomografik gortntilerde
hacimsel artisin tespit edilmesi, BrdU ile isaretli hicrelerin ¢ekirdegi kenara
itilmis sitoplazmasi yag ile dolu morfolojik olarak yag hucrelerine diferansiye
olmasi mezenkimal kdk hucrelerin bu doku iskelesi Uzerinde diferansiye ve
prolifere oldugunun kanitidir.

Doku muhendisliginde, hicrelerin canli kalabilecekleri ve implante edildigi
dokuda onarim ya da yenilenme saglayabilecekleri doku iskelesi olusturulmasi
amaclanmaktadir. Travma olusan doku bdlgesinde ¢ok hareketli ortam mevcut
olup ortamda bulunmayan birgcok mediyatorler salinip farkli hucreler bu
bdlgelere go¢ etmektedir. Cesitli mediyatorler ve bliyume faktorleri ile birlikte

sinyal molekdlleri dinamik bir cevrenin olusmasini saglamaktadir®®. Bu dinamik
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cevrede hucrelerin, Uzerinde tutunmasini saglayarak c¢ogalmalarina olanak
verecek, hasarlanan doku onarimi ya da doku yenilenmesi saglayacak doku
iskelesine ihtiya¢g duyulmaktadir.

Ratlarda olusturulan yanik modelinde yapilan ¢alismada mezenkimal kok
hiucrelerin staz zonunda apopitozisi azalttigi gozlenmistir. Kok hucrelerin
antienflamatuvar 6zellikleri ile olusan inflamasyon daha kisa stirede azalmistir.
Staz zonunda akut donemde canli kalan ancak ilerleyen saatlerde hucre
hasarina bagh apopitoza giden hdcre sayisinda kok hiucre uygulanan grupta
azalma gorulmustur. Kok hicreler doku hasari olusan bdlgede antienflamatuvar
ozellikleri ve hiicrelere olan etkileri ile doku hasarini azaltmistir3”.Calismamizda,
histolojik kesitlerde yaygin inflamatuvar hdcreler gorulmesine ragmen
makroskopik olarak enjeksiyon yapilan bolgede kizariklik, 1s1 artigi, 6dem
g6zlenmemistir. Kitosan kriyojel doku iskelesi inflamatuvar hiicreler tarafindan
sindirilmesi nedeni ile yaygin hicre infiltrasyonu goériimastir. Ancak
makroskopik olarak inflamasyon belirtilerinin gérulmemesinin sebebi MKH’lerin
antiinflamatuvar 6zellik gostermelerinden kaynaklandigi dustunulmektedir.

Kitosan doku iskelesi, rosuvastatin ve mezenkimal kok hucreler ile
yapilan diger calismada yara iyilesmesi Uzerine etkileri degderlendirilmigtir.
Calismada kok hicre, kitosan ve rosuvastatin kombine olarak agik yara Uzerine
uygulanmis ve yara iyilesmesinin her Ugunun uygulandiglr grupta daha hizh
oldugu tespit edilmistir. Kitosan kriyojel histolojik kesitlerde yaygin notrofil
infiltrasyonuna neden olsada dokuda makroskopik olarak inflamatuvar bulguya
rastlanmamistir. Mezenkimal kdk hucrelerin antiinflamatuvar 6zellikleri nedeni
ile yara iyilesmesine biylk katki saglamistir®®. Calismamizda, kitosan kirojel
form yapisinda da ayni inlamatuvar infiltrasyon goralmustur. Makroskopik olarak
MKH’lerin anti inflamatuvar 6zellikleri sebebi ile makroskopik olarak inflamasyon
bulgularina rastlanmamistir.

Doku onariminda mezenkimal kok hucrelerin salgiladiklar parakrin
salgilarla etki mekanizmalari mevcuttur. Ornegin; akut bobrek yetmezligi
olusturulan deney hayvanlarinda intravenoz verilen mezenkimal kok hucrelerin
fonksiyonel olarak bobrek hasarlanmasini azalttigi tespit edilmis ancak bu
hdcrelerin ~ tubdler hacrelere  diferansiyasyonu  gorulmemistir.  Yapilan
calismalarda, kok hucrelerin doku hasari gelisen bdlgelerde parakrin

sekresyonlarla etki gostermesinin olusan doku hasari onarimina katki sagladigi
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gOsterilmistir.  Ancak hucrelerin hasar gelisen dokulara direk donisum
saglayamayabilecegi akilda tutulmalidir. Nitekim calismamizda kullanilan doku
iskelesi kitosan kriyojel mikroklre Uzerinde bulunan makroporlar arasinda tipki
bir karinca yuvasini andiran baglantilar mevcuttur. Bu baglantilarin parakrin etki
ile doku hasari onariminda biiyik rol oynayabilecegi disinilmektedirs®.

Kollajen bazli biyomateryaller bu amaca yonelik birgok ¢alismada
kullaniimistir. Cunku kollajen biyolojik olarak uyumlu ve sindirilebilen bir yapiya
sahiptir. Tip 1 kollajenin doku iskelesi olarak kullanildigi in vivo fare modelli
calismada doku iskelesi Uzerinde hucre proliferasyonu ve hicre yasayabilirligi
degerlendirilmigtir. Calismada, adipojenik diferansiyon (zerine bulylime
hormonlarinin  etkinligi  degerlendirilmis  olup istenilen soyda hucre
diferansiyasyonu saglandigi gosterilmistir'®. Calismamizda kullanilan MKH’lerin
diferansiye olmalarinin sebebi olarak, deneklerin takip surecinde kilo almalari ve
bunun sonucu olarak salinan mediyatorler ve sinyal molekullerinin oldugu
dusunulmektedir.

Yag doku olusturmada ideal olan kok hucreler yagdan elde edilen
mezenkimal kék hucrelerdir. ClUnkli yagd dokunun orjin aldigi hicreler bu
hicrelerdir. Calismalarda yagdan elde edilen mezenkimal kdk hlcrelerin doku
iskeleleri Uzerinde yasayabildikleri gosterilmistir. Ayrica kitosan doku iskelesi
Uzerinde de yasayabildikleri ve kitosanin nontoksik, hucreler ile uyumlu ve
huicre proliferasyonunu destekledigi gosterilmistir*®. Kitosan kriyojel formu yine
ayni sekilde doku iskelesi gorevini Ustlenmis hucreleri Uzerlerinde dokuya
tasimistir. Ayrica hicrelerin diferansiyasyonlarina engel olmadigi gérulmastar.

Calismamizda yag doku eksizyon sonrasi elde edilmistir. Elde edilen yag
doku cgesitli asamalardan gecirilerek mezenkimal kok hicreler elde edilmigtir.
Mezenkimal kok hlcreleri iceren yag dokunun elde edilmesinde farkh teknikler
mevcuttur. Coleman teknigi; 10 ml’lik siringa ile liposaksin kandli yardimi ile
yag doku elde etme teknigidir. Geleneksel liposaksin teknigi ile yag doku elde
edilebilir. Son olarak eksizyon ydntemi ile yag doku elde edilebilir. Bu tg¢ teknik
karsilastinldiginda, geleneksel liposaksin yonteminde basincin fazla olmasi
nedeni ile hudcrelerin zarar gordigu ve hucre Omrunun kisa oldugu
g6zlemlenmistir. Coleman tekniginde basincin daha dusuk olmasi nedeni ile
geleneksel liposaksin teknigi ile karsilastirildiginda hicre yasayabilirliginin daha

iyi oldugu ve hucrelerin dmurlerinin daha uzun oldugu gorulmustur. Eksizyon
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yonteminde ise hulcrelerin daha az travmaya maruz kalmasi ve herhangi bir
basinca maruz kalmamasi nedeni ile en uzun édmurli ve verimli hicreler bu
teknikle elde edilmistir?e.

Tavsanlarin sag inguinal bolgeleri tiraglandiktan sonra lokal antisepsi igin
betadin kullanildi. Sonrasinda povidon iyot serum fizyolojik ile ortamdan
uzaklastirildi. Antiseptiklerin mezenkimal kOk hucreler ile temasinda hucre
proliferasyonu ve diferansiyasyonu azalmaktadir. Ayrica hicrelerde nekroz ve
apopitozu arttirmaktadir. Dolayisiyla c¢alismamizda povidon iyot, serum
fizyolojik ile cerrahi sahadan uzaklastiriimistirs?.

Yag dokusu, kok hucreler igin iyi bir kaynak olup diger kaynaklara gore
avantajlari mevcuttur. Hem alinma kolayhigi hem mezenkimal kok hucre
sayisinin fazla olmasi kok hicre tedavisi ve calismalari igin 6nem arz
etmektedir. Yag dokunun vucutta dagihimi degerlendirildiginde rezerv agisindan
zengin olmasikullanimini cazip kilmaktadir. Kiltirde ayriminda éncelikle plastik
yluzeye yapiskanlk gostermesi, hicresel marker olarak CD73, CD90, CD105
pozitif olmasi karakteristik 6zelligidir??. Viicutta karindan ve gogustenelde edilen
mezenkimal kok hucreler karsilastirildiginda, ikiye katlanma sayilari karindan
alinan kok hicrelerde daha fazla ve daha kisa sure oldugu gdézlenmistir.
Karindan alinan hucrelerin adipojenik diferansiyasyonlari daha hizlidir.
Gogusten elde edilen mezenkimal kok hicrelerin  ise  osteojenik
diferansiyasyonlari daha hizlidir. Goégusten alinan kok hucreler goégdus
kanserinin invazyonunu sitokin salgilayarak arttirabilmektedir3!. Calismamizda
deneklerin inguinal bdlge yag grefti kullanilmasinda amaglanan adipojenik
diferansiyasyonu hizli olan MKH elde etmektir. Tavsanlarin yag dokusu
icerisinde bulunan MKH’lerin diferansiyasyon hizlari agisindan degerlendiren
literatUr calismasi yoktur. Dolayisiyla inguinal bolge, hem yag doku miktarinin
fazla olmasi hem diger modellerde bu bdlgelerden alinan MKH’lerin adipojenik
diferansiyasyonlarinin  yiksek olmasi nedeni ile dondér sahasi olarak
kullaniimistir.

Tri-kalsiyum fosfat ile kombine edilen mezenkimal kok hcrelerin
kullanildig1 ¢galismada ratlarda olusturulan kemik defektlerinde iyilesmenin daha
hizli oldugu tespit edilmistir. Ayrica olusturulan defekte yagdan elde edilen
hicrelerin osteojenik degisim gosterdigi tespit edilmistir. Bunun sonucunda

hicre diferansiyasyonuna ortamda bulunan sitokin veya bluyume faktorlerinin
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major etkili oldugu gorulmustar. Calismamizda tavsanlar kafes ortamlarinda
kendi diyetleri ile 3 hafta takip edilmigtir. Tavsanlarda kilo alimi tespit edilmistir.
Nitekim beslenme sonrasinda yagd hacminde artisa ihtiyag duyulmustur.
Dolayisiyla daha 6nceden in vitro ortamda isaretlenen ve doku iskelesi tzerine
tutunmalar saglandiktan sonra yag doku igerisine birakilan mezenkimal kok
hlcreler ortamdaki sinyal molekullerinin etkileri ile yag hucrelerine donustukleri
dusundlmektedir. Doku iskelesi olarak tri-kalsiyum fosfat kullanilan galismada
olusturulan kemik defektlerinde ayni mezenkimal kok hucreler sinyal
molekdllerinin etkilesimleri sonucunda osteositlere dontismuslerdir!4.

Wharton jelinden elde edilen MKH’lerin kullanildidi c¢alismada doku
iskelesi olarak hucresel olmayan wharton jeli kullaniimistir. Calismada
osteojenik donusimu destekleyen sinyal molekulleri, wharton jeli doku iskelesi
ve kontrol gruplarina eklenmistir. Osteojenik donidsim degerlendirildiginde
wharton jelinin doku iskelesi olarak kullanildi§i grupta daha fazla oldugu
gOrulmustar.  Wharton  jelinden elde edilen MKH’lerin  osteojenik
diferansiyasyonlarinin fazla oldugu tespit edilmistir. Calismamizda kullanilan
yagdan elde edilen MKH’lerin alindiklari bdlgelere gére diferansiyasyon
yonelimlerinin degistigi literatlr bilgilerinde mevcut olup nerede ihtiyac var ise
ona yonelik dondr alani segilmesi gerekmektedir®?.

Ag seklinde hidrojel doku iskelesinin kullanildigdi calismada kemik defekti
onarimi baz alinmistir. Hidrojel doku iskelesi icerisine nurisyon destek
materyalleri in vitro ortamda eklenmigtir. Ratlarin kemik iliginden elde edilen kok
hdcreler in vitro ortamda doku iskelesi Uzerine infiltre edilmis olup sonrasinda
sonrasinda kemik defekti alana olusan ¢ozelti yerlestiriimigtir. Sekiz hafta
sonrasinda kemik defektinin onariminin daha iyi oldugu ve bu verilen hucrelerin
viabil oldugu tespit edilmistir*3. Nitekim calismamizda kitosan kriyojel doku
iskelesi Uzerine in vitro ortamda MKH’lerin tutunmalari saglanmis olup in vivo
ortama doku iskelesi kék hiicre ¢dzeltisi enjeksiyon ile nakledilmistir. Ug hafta
sonrasinda yapilan histolojik inceleme sonrasinda daha Once isaretli olan
hicreler tespit edilmis olup morfolojik olarak yag hticrelerine diferansiye olan
hacreler gorulmuagstir. Kitosan kriyojel doku iskelesinin hicrelere zarar
vermedidi, hucreleri Uzerleri Uzerinde tasidigi incelemeler sonucu tespit
edilmistir. Ancak verilen 2 milyon kok hlcrenin ne kadarinin ortamda kaldidi, ne

kadarinin yasadigi konusunda daha ayrintili calisma yapilmasi gerekmektedir.
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Doku iskelesi geometrik paterni Gzerine yapilan galismada topografik ve
porosite oOzellikleri incelenmigtir. Hyalin kikirdak doku iskelesi Uzerine kok
hacreler yerlestirilmistir. Hyalin kikirdak doku iskelesi 3 farkli geometrik formda
kullaniimistir. Geometrik formlar hep por 6zellikleri agisindan hemde topografik
Ozellikleri acisindan farklilklari mevcuttur. Calisma sonucunda kok hcreleri
proliferasyonlari, kolonizasyonlari ve diferansiyasyonlari acgisindan farkhliklar
gorulmustur. Dolayisiyla doku iskelesinin geometrik paterni kdk hicrelerin
davsanis yeteneklerini etkiledigi tespit edilmistir**. Calismamizda kitosanin farkli
formu olan kriyojel yapisi kendine has topografik 6zellikleri mevcuttur. Kitosan
kriyojel doku iskelesinin porlarinin duvarlari daha ince olup daha da 6nemlisi
porlar arasinda tipki bir karinca yuvasini andiran baglantilar mevcuttur.
Gelecekte yapilacak olan karsilastirmali c¢alismalarda kitosan kriyojel doku
iskelesinde bulunan bu badlantilarin daha degerli olacadini disinmekteyiz.
Cunku bu baglantilarin hlcreler arasi sinyal molekdilleri ile iletisim kurmalarini
saglayacagini dusunmekteyiz. Sinyal molekdulleri hicrelerin
diferansiyasyonunda, proliferasyonunda blyuk ©6neme sahip oldugu
bilinmektedir. Kitosan kriyojel yapisindaki porlar arasi baglantilar degerli olup
yapilacak olan cgalismalarda ozenle degerlendiriimelidir. Porlarin duvarlarinin
daha ince yapida olmasi doku iskelesi Uzerine tutunan hucrelerin hem sayisini

arttiracagini, hem de etkilesimlerini arttiracagi dusunmekteyiz.
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SONUG VE ONERILER

Sonug olarak, mikroinvaziv kitosan kriyojel mikrokure, kok hicreler igin iyi
bir doku iskelesidir. Nontoksik, biyolojik uyumlu biyobozunur olmasi bu doku
iskelesini deg@erli kilmaktadir. Calismamizda kitosan kriyojel doku iskelesi in vivo
ortamda ilk defa kullaniimistir. Uzerindeki makroporlarin birbirleriyle baglantili
olmasi kok hucrelerin sinyal molekulleri ile etki etmelerini ve iletisim kurmalarini
saglayacagini 6ngormekteyiz.

Yag dokudan elde edilen mezenkimal kdk hticrelerin in vitro ortama doku
iskelesi Uzerine tutunarak in vivo ortamda canl kalmalari bu doku iskelesini
degerli kilmaktadir. Histolojik kesitlerde morfolojik olarak adipositlere donlusen
hicrelerin gorulmesi doku iskelesinin bu hicreleri tutarak ihtiya¢ halinde gerekli
hicrelere dontsmelerini saglayacaginin kanitidir.

Plastik cerrahi acgisindan gelecekte, doku iskelesinin kok hucrelerle
birlikte olusan doku deformitelerinin  giderilmesinde kullanilabilecegini
dusunmekteyiz. Ayrica kronik yaralarin tedavisinde ve estetik amaclh bir dolgu
materyali seklinde kullaniimasini 6ngérmekteyiz. Gelecekte de daha konforlu ve
daha guven verici kok hucre tedavi teknigi saglayacagini disunmekteyiz.

Doku iskeleleri Uzerinde bir¢ok ¢alismalar yapilmakta olup ¢alismamizin

bundan sonraki yapilacak ¢alismalara 1sik tutacagini diusunmekteyiz.
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SIMGELER VE KISALTMALAR DiZziNi

PBS :Tuzlu fosfat tamponu

FBS : Fetal sigir serumu

DMEM :Dulbecco Modified Eagle Medium

EDTA :Etilendiamin tetraasetik asit

MM :Milimetre

CC :Cubic Centimeter santimetre kip

°C :Santigrat

cm3 :Santimetre kip

mm3 :Milimetre kup

CD :Cluster of. Differantiation kiimeler farklilagsmasi
MKH :Mezenkimal kok hticre

ISCT :The International Society for Cell and Gene Therapy Uluslararasi

Hucresel Tedavi Dernegini

HLA-DR : Human Leucocyte Antigen-DR

BMi :Body mass index-viicut kitle endeksi
EEKKM :Enjekte edilebilen kitosan kriyojel mikrokire
w/v ‘Hacimde Agirlikgca Yuzde

viv ‘Hacimce Yuzde

mL :Mili litre

mg :Mili gram

kg :Santimetre

DNA :Deoksiribo Nikleik asit
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DAPI

DAB

LSD

MRNA

: 4’ 6-diamino-2-fenilindol
:Diamino-benzidin
:Least Significant Difference

:Mesaijci ribo nukleik asit
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