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OZET

SICAN KEMIK iLiGINDEN VE YAG DOKUSUNDAN ELDE EDIiLEN
MEZENKIMAL KOK HUCRELERIN PCL NANOFIiBROZ YUZEYLER
UZERINDE TUTUNMA VE COGALMA OZELLIKLERININ
INCELENMESI

COGAN, Seyma
Yiiksek Lisans Tezi, Biyomiihendislik Anabilim Dali
Tez Danismani: Prof. Dr. S. ismet DELILOGLU GURHAN
Aralik 2012, 102 sayfa

Bu ¢alismada, diger kok hiicre tiplerine gore daha kolay elde edilebilen,
etik agidan kullanilmasi daha uygun olan ve HLA (insan lokosit antijeni) doku
uyumu gerektirmeyen, kemik iliginden ve yag dokusundan elde edilen
mezenkimal kok hiicreler (MKH) ile calisilmistir. Sentetik bir polimer olan
polikaprolakton (PCL) ile dokme yontemiyle membranlar hazirlanmistir.
Elektroegirme yontemiyle diizgiin dizili (-A) ve rastgele dizili (-R) nanofiberler
hazirlanan membranlar {tizerinde toplanmustir. Ylzeylerin karakterizasyonu
taramal1 elektron mikroskobu (SEM) ve statik temas agis1 inceleme yontemleri ile
gerceklestirilmistir. Akis sitometrisi ile karakterizasyonlar1 yapilan MKH’ ler
hazirlanan PCL yiizeyler tlizerinde kiiltive edilmistir. PCL ylizeyler iizerinde,
MKH’ lerin tutunma ozellikleri SEM ve immiinfloresan boyama ile, ¢ogalma
Ozellikleri ise MTT testi ile incelenmistir. Sonug olarak en az hiicre tutunmasi
polistren ylizey lizerinde goriilmesine ragmen, PCL yiizeyler lizerinde hiicre
cogalmasmin polistren ylizeylerdeki kadar iyi olmadigi saptanmistir. Tim
yiizeyler iizerinde AAMKH’ lerin KI-MKH’ lerine gére daha iyi tutundugu ve
cogaldigr tespit edilmistir. Proje sonucunda elde edilen veriler doku miithendisligi
alaninda, hiicre-yiizey etkilesimleri konusunda ileride yapilacak olan ¢alismalara

yon vermesi agisindan oldukga biiylik neme sahiptir.

Anahtar Sozciikler: Mezenkimal kok hiicre, polikaprolakton, elektoegirme,

tutunma, ¢ogalma.
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF ATTACHMENT AND PROLIFERATION
PROPERTIES OF RAT BONE MARROW AND ADIPOSE TISSUE
DERIVED MESENCHYMAL STEM CELLS
ON PCL NANOFIBROUS SURFACES

COGAN, Seyma

MSc in Bioengineering
Supervisor: Prof. Dr. S. Ismet DELILOGLU GURHAN
December 2012, 102 pages

In this project, mesenchymal stem cells (MSC) derived from bone marrow and
adipose tissue which have no requirement of HLA (human leukocyte antigen)
tissue typing and can be obtained more easily than other stem cells and also which
are ethically more appropriate were used. Polycaprolactone (PCL) membranes
were prepared by solvent casting method. Aligned and random nanofibers were
collected on PCL membranes by electrospinning. PCL surfaces characterized by
scanning electron microscope (SEM) and static contact angle analyzes.
Mesenchymal stem cells which were characterized by flow cytometry, were
cultured on PCL surfaces. MSC’s attachment properties were examined by SEM
and immunofluorosence, also proliferation properties were investigated by MTT
assay. To conclude, although least cell attachement observed on polystryne
surfaces, cell proliferation on PCL surfaces was not as good as polystryne.
Adipose derived stem cell adhered and proliferated better than bone marrow stem
cell. Data obtained at the end of this project, will be guide to the other new works

in tissue engineering studies on cell-surface interactions.

Keywords: Mesenchymal stem cell, polycaprolactone, electrospinning,

attachment, proliferation.
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TCA Trikarboksilik asit
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uv Ultraviyole

a-MEM Alfa modifiye minimum esensiyal besi ortami



1. GIRIS

Bir¢ok dejeneratif hastaligin tedavi yonteminin kisitli olmasi, alternatif
tedavilerin gereksinimini ortaya koymustur. Bu alternatif tedavi yontemlerinden
biri olan hiicresel tedavi ise dokularmn tamiri ve rejenerasyonu i¢in yeni
yaklasimlar saglayan doku miihendisligi konularindan biridir (Mobarakeh et al.,
2010). Doku miihendisligi hasar gormiis, ¢alismayan veya dogustan anomalili
organlarin veya dokularin fonksiyonlarinin desteklenmesine, gelistirilmesine,
yenilenmesine ve onarimina yonelik biyolojik yapilarin olusturulmasini saglar
(Marga et al., 2007; Sachlos and Czernuszka, 2003). Doku miihendisligi ile
biyolojik yapilarin olusturulmasinda farkli yaklasimlar s6z konusudur. Bir destek
materyali ile birlikte hiicrelerin kullanildig1 tedavi yontemi giliniimiizde yaygin

olarak ¢alisilan konulardan biridir (Saxena, 2005).

Bu zamana kadar yapilan bir¢ok caligsma, optimize kiiltiir kosullar1 altinda,
kok hiicrelerin baz1 spesifik hiicrelere farklilagmasi tizerine odaklanmistir (Cho et
al., 2010). Ancak, MKH’ lerin spesifik hiicrelere farklilasabilmesi i¢in dncelikle
farklilasma igin kullanilan yiizeylere tutunmasi gerekmektedir. Bu nedenle doku
miihendisligi i¢in uygun iskelenin dizayni ve {iretimi doku rejenerasyonun basarisi
icin kritik 6neme sahiptir. Ciinkii iskele yiizeyi, hiicreler ve iskele arasindaki

etkilesim agisindan oldukg¢a dnemlidir (Mobarakeh et al., 2010).

Elektroegirme, sentetik polimerleri ve dogal proteinleri iceren g¢esitli
polimerlerden nanofibréz iskele {iiretim mekanizmasidir. Elektroegirme ile
hazirlanan iskelelerin topolojisi dogal ekstraselliiler matrikse (ECM) yakindan
benzemektedir. Elektroegirme yontemi ile ¢esitli ¢aplarda (1000 nm ve daha
kiiglik) tiretilebilen fiberler genis yiizey alan1 ve yiiksek porozite saglamaktadir
(Li et al, 2005). Boylelikle, elektroegirme yontemi hiicre tutunmasin
kolaylastiran, hiicre biliyiimesini destekleyen ve hiicre farklilasmasini diizenleyen
biyomimetik matrikslerin  {iretimine olanak saglamaktadir. Giliniimiizde,
elektroegirme yontemi ile yapilan ¢alismalarda sentetik biyobozunur polimerler
olarak poli(e-kaprolakton) (PCL), poli (laktik asit) (PLA), poli (glikolik asit)
(PGA), kopolimer poli (laktik-ko-glikolik asit) (PLGA) ve polietilen oksit (PEO)
kullanilmaktadir (Chung and Park, 2007). Sentetik biyobozunur polimerler



mekanik  Ozelliklerinden ve uygun bozunma hizlarindan dolayr doku
miithendisliginde yaygin olarak tercih edilmektedir. Ancak, bu polimerlerin diisiik
hidrofilisiteye sahip olmalarindan ve yiizeyinde hiicreler tarafindan taninmay1
saglayabilecek bolgeleri bulundurmamasindan dolay1r s6z konusu polimerlere
hiicrelerin afinitesi diistiktiir (Mobarakeh et al., 2010). Sentetik polimerlerin yan1
sira, kollajen, jelatin, laminin ve kitosan gibi dogal polimerler de elektroegirme ile
hazirlanan iskelelerde kullanilmaktadir. Ancak bu dogal polimerler yiiksek hiicre
afinitesi gostermesine ragmen diisiik mekanik ozelliklere sahiptir. Sentetik ve
dogal polimerlerin bu dezavantajlarini ortadan kaldirabilmek i¢in dogal polimerler
ile sentetik polimerlerin birlesimi olan hibrit biyopolimerler gelistirilmistir
(Dhandayuthapani et al., 2011). Bu yeni ve ¢ok yonlii hibrit biyomateryaller,
sentetik polimerlere ait genis mekanik karakteristikler, biyobozunurluk, biiyiik
Olgekte tekrar iiretilebilme gibi Ozelliklere sahip olmalarinin yani sira, dogal
polimerlere benzer sekilde biyolojik aktivite gostermektedirler (Cunha et al.,

2010).

Polikaprolakton, kemik, deri, sinir, retina gibi hem yumusak hem de sert
dokularin rejenerasyonunda kullanilan, biyouyumluluk, mekanik esneklik, diisiik
antijenisite, kolay islenebilme, kararlilik, diisiik maliyet (Mobarakeh et al., 2010;
Hong and Kim, 2011) ve diisiik bozunma hiz1 (Chen et al., 2007) gibi pek ¢ok
avantaja sahip sentetik bir polimerdir.

Bu tez c¢alismasinda, elektroegirme yontemi ile hazirlanan PCL
yiizeylerdeki fiber diziliminin MKH’ lerin morfolojisi, tutunmast ve ¢ogalmasi
tizerine etkilerinin tespit edilmesi amaglanmaktadir. Boylelikle, arastirmanin
sonunda sinir doku miihendisliginde doku rejenerasyonu amaci ile
kullanilabilecek uygun fiber dizilimine sahip polimer se¢iminin yapilabilmesi
hedeflenmektedir. Ayrica, farkl fiber dizilimlerine sahip PCL yiizeyler iizerinde
kemik iliginden ve yag dokusundan elde edilen MKH’ lerin hiicresel

fonksiyonlarinin karsilastirilmasi da ¢alismanin diger bir hedefini olusturmaktadir.



2. ONCEKIi CALISMALAR

2.1 Doku Miihendisligi

Yaralanmalar, dejeneratif hastaliklar veya dogustan gelen anomaliler
sonucunda olusan hasarli doku ve organlar, giiniimiizde tiim diinyada biyiik bir
saglik problemi haline gelmektedir (Chapekar, 2000). Bireylerin yasam kalitesini
diisiiren, hatta bazen 6liim ile sonuglanabilen bu vakalar farmakolojik tedaviler,
yapay organlar veya transplantasyon ¢alismalar1 gibi farkli tedavi segenekleri ile

iyilestirilebilmektedir.

Hasta bir kisinin tedavi edilmesinde yaygin olarak bagvurulan yollardan biri,
saglik alanindaki arastirma-gelistirme biitgesinin de ¢ogunu olusturan, ilag
tedavileridir. Bu tiir farmakolojik tedavi yontemleri ancak geri doniisimii
miimkiin olan hasarli dokularin iyilestirilmesini saglayabilmektedir. Fakat, yapisal
biitiinligli bozulmus veya fonksiyonunu kaybetmis dokularin ilaca dayali

tedavileri s6z konusu degildir.

Ikinci bir secenek olan transplantasyon ¢alismalari, Kizilderililerin basarili
burun transplantasyonu yaptiklart milattan Onceki yillara dayanmaktadir.
Gilintimiizde ise, beyin haricindeki biitiin organlar bir insandan diger bir insana
basarili bir sekilde transplante edilebilmektedir. Fakat transplantasyon
caligmalarinda yaklasik olarak yillik organ replasman ihtiyaci genel popiilasyonun
%10’ nu olusturmaktadir. ihtiyag bu kadar fazla olmasina ragmen, bu ihtiyaci
karsilayacak donor sayisi ve bu dondrlerden saglanabilecek organ sayisi ise
oldukca smirhidir. Ayrica transplantasyon calismalarinda transplante edilen
organin bagisiklik sistemi tarafindan reddedilmesi veya bagisiklik sistemini
baskilayici bir takim ilaglarin yan etki olusturmasi gibi problemler de bu yontemin

uygulanabilirligini kisitlamaktadir.

Hasarli organ veya doku tamirindeki tiglincii secenek ise yapay organlarin
kullanilmasidir. Yapay organlarin tedavi amagli kullantmimi sinirlayan iki, ana
sebep s6z konusudur. Bu sebeplerden ilki, yerlestirilen yapay organin gesitli stres

faktorleri nedeniyle viicut yanitlarin1 degistirmesidir. Degisen viicut yanitlari



bireylerde o6liimciil sonuglara yol agabilmektedir. Ikinci sebep ise, organlarin
aslinda basit gibi goriinen gorevlerinin sanildigi kadar basit olmamasidir

(Sarvazyan, 2012).

Hasarli doku ve organlarin tedavi edilmesinde kullanilan ve yukarida sozii
edilen yontemlerin kisith olmasi1 alternatif tedavilerin gereksinimini ortaya
koymustur. Bu alternatif tedavi yontemlerinden biri olan doku miihendisligi ise,
dokularin tamirini ve rejenerasyonunu saglayan yeni bir yaklasimdir (Mobarakeh
et al.,, 2010). Doku miihendisligi, normal ve patolojik dokularin yapi-fonksiyon
iliskilerinin anlasilmasini ve doku fonksiyonlarmin yenilenmesinde, tamir
edilmesinde ve iyilestirilmesinde kullanilan biyolojik yapilarin gelistirilmesini
saglayan miithendislik ve temel bilimlerin prensiplerinin uygulamalarini igeren ¢ok
disiplinli bir alandir. Doku miihendisliginin amaci, organ transplantasyonuna ve
biyomateryal implantasyonuna dayali gelencksel tedavi ydntemlerinin
sinirlamalarini agmaktir. Doku miihendisligi, ayrica, hasta ile birlikte biiyiiyen,
immiinolojik olarak tolere edilebilen yapay organ ve dokular1 iiretme
potansiyeline sahiptir. Bu durum ek tedavilere gerek kalmadan, hasarli organ veya
doku i¢in kalici bir ¢6ziim saglamaktadir. Boylece uzun vadede ekonomik bir

tedavi saglanmasi s6z konusu olur (Sachlos and Czernuszka, 2003).

2.1.1 Doku miihendisligi tarihi

Fra Angelico tarafindan resmedilen, Saints Damien ve Cosmos kardeslerin
yarali bir askere homogreft bacak naklini betimleyen “Justinian’ 1n iyilesmesi”
baglikli tinlii resim doku miihendisligi konusundaki ilk tarithsel referans olarak
kabul edilir (Sekil 2.1) (Vacanti, 2006). Milattan sonra 1438’ li yillarda
resmedilmis bu tablodan sonra, bu alandaki ilk c¢alisma 1933 yilinda
yayimlanmistir. Yapilan ¢aligma bagisiklik sisteminin saldirilarina kars1 korumak
icin polimer bir membrana sarilarak bir domuza verilen tiimor hiicrelerini
icermektedir (Polak and Bishop, 2006). Ancak modern anlamda doku
mithendisliginin 1980 lerde deri replasmanlarinin gelisimi ve klinik kullanimu ile
basladig1 s6ylenebilir (Polak and Bishop, 2006; Vacanti, 2010). 1990’ larda doku
miihendisligi alaninda hizla ilerlemeler kaydedilmis ve viicutta bir¢gok doku i¢in

biyolojik yedekleri gelistirilmistir. Canli veya cansiz hiicreler ile olusturulan



biyoyapay deriler (Apligraf®) ve otolog kiiltiire kondrositler (Carticel®™) gibi doku
miihendisligi tiriinleri piyasaya sunulmustur (Chapekar, 2000). Doku miihendisligi
teriminin giiniimiizde uygulandig: sekliyle ilk kullanimina ait kayitlar da yine ayni
yillarda bulunmaktadir (Vacanti, 2006). Endiistriyel gelisme tarafinda diisiik
maliyetli ve biiylik Olgekli proseslerin olusturulmasi ve {iriin canliliginin
korunmasi gibi problemler s6z konusu olmasma ragmen doku miihendisligi

biiylimeye ve gelismeye devam etmektedir.

Sekil 2. 1 Fra Angelico tarafindan resmedilen “Justinian’ in iyilesmesi”, M.S. 1438 (Museum
Syndicate, 2012).

2.1.2 Doku miihendisligi yaklasimlari

Temelde doku miihendisligi dogal dokunun fonksiyonunu taklit eder. Bu
nedenle fonksiyonel biyolojik bir yapmin gelistirilmesi i¢in spesifik dokunun
dogal kosullarinin tamamen anlagilmasi gereklidir. Biyolojik dokular temel olarak
hiicreleri, sinyal sistemlerini ve ekstraseliiler matriksi (ECM) igerir. Hiicreler,
dokunun temelini olustururlar. Ancak, sinyal sistemlerinin ve ECM’ nin
yoklugunda gorev yapamazlar. Sinyal sistemi, farklilasma aktive oldugunda ve
doku olusumu ve farklilagmasi i¢in sinyaller olustugunda transkripsiyonel iiriinleri
salgilayan genleri igerir. ECM ise, ekstraseliiler boslukta yer alan ag orgiisti gibi
bir yapidir. Bu yap1 hiicre tutunmasmi ve cogalmasimi destekler (Papenburg,

2009).

Doku miihendisligi yaklasimlarinda, her bir hedef dokunun olusturulmasi

icin farkli teknik ve teknolojiler uygulanmasina ragmen, tiim yaklagimlar temel
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doku miihendisligi prensiplerine dayanmaktadir (Mikos, 2003). Bu doku
miihendisligi yaklagimlar1 da tipki dogal dokularda oldugu gibi, hiicreler, doku
iskeleleri (yapay ECM) ve uyarici sinyallerden olusan ii¢ temel bilesen lizerine
kurulmustur (Sekil 2.2). Bu ii¢ temel bilesenin uygun sekilde tasarlanmasi ile
canli doku veya organlar {i¢ boyutlu olarak diizenlenebilirler (Sipe, 2002; Polak
and Bishop, 2006; Chan and Leong, 2008; Rosa et al., 2012).

Hiicreler

r
DOKU MUHENDISLIiGi
Doku Sinyal

iskeleleri Molekiilleri

Sekil 2. 2 Doku miihendisligi tigliisii (Khang et al., 2007).

Doku miihendisligi ¢alismalarinda hiicreler, doku iskeleleri ve sinyal
molekiilleri tek tek kullanilabilecegi gibi, bu bilesenlerin birlikte kullanildig:
yaklagimlar da s6z konusu olabilir (Papenburg, 2009). Aslinda temelde {i¢ doku
mithendisligi yaklasimi s6z konusudur (Bryant, 2012):



1) Kaybolan hiicrelerin yerini doldurmak i¢in hasarli dokunun bulundugu
bolgeye direkt olarak saglikl hiicrelerin verilmesi,

i) Hasarli doku ¢evresinde var olan hiicrelerin normal fonksiyon
gostermelerini saglamak ic¢in uyarici molekiillerin verilmesi,

lii)Hicrelerin biiyliyerek li¢ boyutlu (3B) doku yapilarini olusturmalarini
saglayacak 3B matriks veya doku iskelesi yerlestirilmesi.

i) Hiicrelerle Tedavi: Bu yaklasimin amaci, doku hasari sonucu olusan
islev bozuklugunun, dogrudan o islevden sorumlu hiicrelerin kullanimiyla tedavi
edilmesidir. Hiicrelerin, canlidan izolasyonu, in vitro besi ortaminda iretilerek
cogaltilmasi ve hasarli dokuya verilmesi bu yaklasiminin temelini
olusturmaktadir. Ancak, hiicrelerin bagisiklik sistemi tarafindan reddedilmesi
veya nakil sonrasinda hiicresel islevinin istenilen sekilde devam edememesi gibi

sorunlar mevcuttur (Giirhan vd, 2012).

i) Uyaricr Molekiiller ile Tedavi: Uyarici molekiiller olarak biiyiime
faktorlerinin tek basina kullanildigi bu yaklasim, sadece kendi kendini iyilestirme
yetenegine sahip olan doku ile gevrelenmis, kiigiik doku hasarlarinin tamirinde
basarili olabilmektedir. Bu nedenle biiyiik defektlerin tamiri icin tek basina sinyal

molekiillerinin kullanimi uygun bir yaklasim degildir (Mikos, 2003).

iii) Doku iskeleleri ile Tedavi: Bu doku miihendisligi yaklagimi, doku
rejenerasyonunda hasarli doku c¢evresinde var olan hiicrelerin veya dokunun
biiyiimesi i¢in bir model goérevi géren materyallerin kullanimina dayanmaktadir
(Vacanti and Vacanti, 2007). Bu yaklasimda, hasarli dokunun bulundugu bélgeye
uygun sekilde tretilen doku iskelesi o bolgeye yerlestirilerek, bolgenin fibroz
doku ile doldurulmasini engeller. Ayn1 zamanda ¢evrede bulunan o dokuya ait

hiicrelere de rehberlik ederek dokunun onarilmasina yardimeci olur.

Yukarida bildirilen {i¢ anahtar faktoriin tek basma kullaniminin yeterli
olmadig1 durumlarda, s6z konusu faktorlerin hasarli bolgede tutulmasini saglayan
kombine yaklagimlar giindeme gelecektir. Bu kombine yaklagimlardan ilki, hasar
gormiis dokuya biyoaktif molekiilleri kontrollii bir sekilde saglamak i¢in biyolojik
olarak parcalanabilir destek materyallerin kullanimidir. Béylece destek materyal,



doku etrafindaki hiicrelerin tutunup, ¢ogalabilecegi gecici, ii¢ boyutlu bir iskele
gorevi goriirken ayn1 zamanda hasarli bolgede biyoaktif molekiillerin salimini da

yapar (Mikos, 2003).

Alternatif ve belki de daha etkili bir kombinasyon ise hiicrelerin biyolojik
olarak pargalanabilir, goézenekli doku iskeleleri ile birlikte kullanildigi doku
mihendisligi yaklagimidir. Bu yaklasimda kiigclik bir doku parcasindan izole
edilen hiicreler laboratuvar ortaminda c¢ogaltilir ve yiizeyine tutunup yeni doku
esdegerini olusturabilecekleri ii¢ boyutlu biyobozunur yapi iskeleleri iizerine
ekilerek kiiltiire edildikten sonra hiicre-iskele bilesimi hiicrelerin ¢ogalarak ve
yeniden organize olarak yeni doku veya organi olusturacagi bolgeye yerlestirilir.
Bundan sonraki siire¢ zamanla biyobozunur iskelenin kademeli olarak yok olmasi
ve yerini tamamen hiicrelerin olusturdugu biyolojik dokuya birakmasini igerir.
Biyoaktif molekiiller de iskele tizerine ekilen hiicrelerin uygun sekilde

yonlendirilmelerini saglamak amaciyla iskeleye dahil edilebilir (Mikos, 2003).

2.1.3 Doku iskeleleri

Doku iskeleleri, hiicrelerin tutunup, ¢ogalip, doku meydana getirebilecekleri
iic boyutlu bir ¢evre saglamak amaciyla kullanilan gegici yapilardir (Rosa et al.,

2012).

Bilindigi gibi bircok memeli hiicre tipi yiizeye bagimlidir. Yani, hiicrelerin
tutunmalari i¢in bir ortam saglanamazsa hiicreler yasayamaz. Bu nedenle, doku
iskeleleri, doku miihendisliginde kritik bir 6neme sahiptir (Khang et al., 2007).
Doku iskelelerinin kullanimi {i¢ boyutlu ¢evre ve dokunun kendini onarmasini
saglamak icin hiicrelerin iletisim halinde olabilecegi belirli bir yakinlik ve doku
mikrogevresi ile iliskili pek cok bilesenin olusumunu saglar (Levenberg and
Langer, 2004). Aym1 zamanda, doku iskeleleri hiicrelerin tutunmasi, ¢ogalmasi,
farklilasmas1 ve migrasyonu i¢in uygun bir yiizey olusturmaktadir (Khang et al.,

2007)



Doku iskelelerindeki esas zorluk hiicre adhezyonunu arttiran, hiicre
bliylimesini, ¢ogalmasim1i ve farklilagsmasini destekleyen, ECM olusumunu
saglayan ve uygun bozunma hizina sahip iskeleler tasarlayip, lretebilmektir
(Leong et al., 2008). Iyi bir doku iskelesi tasarlayabilmek icin pek ¢ok kriter s6z
konusudur. Bu kriterler asagidaki sekilde siralanabilir (Hutmacher, 2001;
Levenberg and Langer, 2004; Khang et al., 2007; Stamatialis et al., 2008):

e Hiicrelerin tutunmasini, ¢ogalmasimi ve farklilasmasini destekler nitelikte
olmalidir,

e Doku olusumuna yardimci olmalidir,

e Hiicresel fonksiyonlar1 diizenlemelidir,

¢ QGenis ylizey alani/hacim oranina sahip olmalidir,

e Yiiksek poroziteye sahip olmalidir.

e Hiicreler igin gerekli olan oksijen (O;) ve nutrientlerin dagilimini saglamak
icin iyi ve yeterli transport 6zelliklerine sahip olmalidir,

¢ Biyouyumlu olmalidir,

¢ Biyobozunur olmaldir,

e Uretimi kolay olmalidur,

e Sekil verilebilir olmalidir,

e Islenebilir olmalidir,

¢ Bulundugu dokuya uygun mekanik 6zellik gostermelidir,

e Steril edilebilir olmalidir,

e Stabil boyutlara sahip olmalidir.
Cok fazla yabanci cisim reaksiyonu olusturmadan uygun bir bigimde
bozunabilen iskelelerin iiretimi i¢in uygun biyomalzemelerin tanimlanmast, iyi bir

doku iskelesi iiretiminde ilk ve en 6nemli basamaktir (Leong et al., 2008).

2.1.3.1 Doku iskelesi malzemeleri

1976 yilinda biyomalzemeler i¢in Avrupa Birligi’ nin (ESB) ilk konsensus
toplantisinda, biyomalzeme, “biyolojik sistemler ile etkilesimi amaglanan medikal

aletlerde kullanilan cansiz malzeme” olarak tanimlanmistir. Giintimiizde ise, ESB’
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nin yaptig1 tanima gore biyomalzeme, “viicudun herhangi bir dokusunu, organini
veya fonksiyonunu gelistirmek, tedavi etmek veya degistirmek icin biyolojik
sistemler ile etkilesim halinde bulunan malzemedir”. Tamimdaki bu kiigiik
degisiklik biyomalzemelerin nasil gelistiginin bir gostergesidir. Biyomalzemeler,
tamamen viicut ile etkilesen malzemeler olarak goriilirken, zamanla doku
rejenerasyonu amaciyla biyolojik prosesleri etkileyen malzemeler olarak
degismistir (O'Brien, 2011).

Doku miihendisliginde, iskelelerin iiretimi i¢in seramikler, sentetik ve dogal
polimerler olmak iizere esas olarak {i¢ grup biyomalzeme kullanilmaktadir. Bu {i¢
ana grubun disinda, bu malzemelerin kompozitlerinden yapilan doku iskeleleri de

mevcuttur (Buckley and O’Kelly, 2004; O'Brien, 2011; Rosa et al., 2012).

Dogal polimerler

Doku iskelelerinin tiretiminde kullanilan dogal biyomalzemeler kollajen,
fibrinojen, hiyaliironik asit, glikozaminoglikanlar (GAG) gibi ECM’ de bulunan
komponenetleri veya seliiloz, kitosan, ipek fibroin gibi bitkilerden, boceklerden ve
hayvanlardan elde edilen bilesenleri igerir (Tablo 2.1) (Dawson et al., 2008).
Dogal polimerler, biyolojik c¢evrede bulunan makromolekiiler maddelere
benzerlikleri nedeniyle biyoaktif ve biyouyumlu olma ve dogal dokuya benzer
mekanik oOzelliklere sahip olma gibi pek cok avantaja sahiptirler. Ayrica bu
polimerler, miikemmel hiicre tutunmasi ve biiylimesini saglarlar (Dawson et al.,
2008; O'Brien, 2011). Bir¢ok sentetik polimer tarafindan siklikla tetiklenen
toksisite, kronik inflamatuvar reaksiyonlar ve hiicreler tarafindan taninma
eksikligi gibi problemler dogal polimerler i¢in gegerli degildir (Yannas, 2004).
Dogal polimerler, tiim bu avantajlarina ragmen, fiziko-kimyasal ozelliklerinin
kontroliiniin smirli olmasi, bozunma hizlarinin ayarlanmasindaki zorluklar,
sterilizasyondaki gii¢liikler, saflagtirma sorunlari, zayif mekanik 6zellikler gibi
dezavantajlara da sahiptirler (Dawson et al., 2008; O'Brien, 2011). Bunlara ek
olarak, dogal polimerler ile homojen ve vyeniden iiretilebilir iskelelerin

olusturulmalar1 zordur. (O'Brien, 2011).
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Tablo 2. 1 Dogal polimerler (Yannas, 2004; Khang et al., 2007).

Dogal Polimerler
Aljinat
Fibrin
Fibrinojen
Glikozaminoglikanlar
Hiyaluronik asit
Ipek
Jelatin
Keratin
Kitin
Kitosan
Kollajen
Seliiloz

Sentetik polimerler

Pahali olmasi, tretimleri arasinda farkliliklar bulunmasi, viriisler veya
baska patojenler ile ¢apraz kontaminasyon riski  tagimalari, zayif mekanik
ozelliklere sahip olmalar1 gibi sorunlar sebebiyle doku iskelesi olarak dogal
polimerlerin kullanimi yetersiz kalmaktadir (Buckley and O’Kelly, 2004; Khang
et al., 2007). Bunlarin aksine sentetik polimerler, kolaylikla kontrol edilebilir
fiziko-kimyasal oOzellikleri ve kaliteleri, pek ¢ok farkli teknik ile biiyiik
miktarlarda iiretilebilmeleri, ayarlanabilir bozunma hizlar1 ile dogal polimerlerin
oniine gecmektedirler (Kim and Mooney, 1998; Khang et al., 2007). Ayrica insan
viicudunda istenen herhangi bir yere uygun mekanik ve fiziksel ozelliklere
(O'Brien, 2011) sahip bir doku iskelesi olusturmak igin, sentetik prosesler
boyunca molekiiler yapilart ve molekiiler agirliklart kolaylikla ayarlanmaktadir
(Khang et al., 2007). Ancak bu polimerler disiik hidrofilisiteye sahip
olmalarindan ve yiizeylerinde hiicreler tarafindan taninmay: saglayabilecek
bolgeleri bulundurmamalarindan dolayr s6z konusu polimerlere hiicrelerin

afinitesi distiktiir (Mobarakeh ve ark., 2010).

Sentetik polimerler, cerrahi siitiir olarak yirmi yildan daha uzun bir siiredir

yaygin olarak kullanilmaktadir ve bu polimerlerden bazilar1 (poli(glikolik asit)
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(PGA), poli(laktik asit) (PLA), polikaprolakton (PCL) ve bunlarin kopolimerleri
Amerikan Gida ve Ilag Dairesi (FDA) tarafindan insan kullanimi igin
onaylanmistir (Buckley and O’Kelly, 2004). Bu malzemelerin in vivo
biyouyumlulugu ve giivenligi belirlenmistir (Kim and Mooney, 1998; Jiang et al,
2010). Ancak poli(a-hidroksi asit) ailesinden sentetik polimerler sivi ortama
maruz kaldiklarinda hacimsel erozyonla bozunmaya basladiginda asidik yan
iirlinler ortaya ¢ikarir (Kim and Mooney, 1998; Buckley and O’Kelly, 2004). Bu
bozunma iirlinleri dogal olarak insan viicudunda bulunmasina ve dogal metabolik
yolaklar ile ortadan kaldirmasina ragmen, mikro ¢evrenin lokal pH’ sini, dogal
fizyolojik pH’ nin altina diisiirebilir. Bu asidik ¢evre de hiicre nekrozisine sebep
olabilir (Buckley and O’Kelly, 2004).

Sentetik polimerler genel olarak biyobozunur (Tablo 2.2) ve biyobozunur
olmayanlar (Tablo 2.3) olarak iki sinifa ayrilmaktadir. Bu iki tip sentetik
polimerin icinden biyobozunur sentetik polimerler, kronik yabanci cisim
reaksiyonlarim1 en aza indirmeleri ve tamamen dogal bir doku olusumu
saglamalar1 nedeniyle doku miihendisligi uygulamalarinda tercih edilir (Khang et

al., 2007).

Tablo 2. 2 Biyobozunur sentetik polimerler (Khang et al., 2007).

Biyobozunur Sentetik
Polimerler
Poli(laktik-ko-glikolik asit)
(PLGA)
Poli(glikolik asit) (PGA)

Poli(laktik asit) (PLA)
Poli(propilen fumarat)
Polianhidrid
Polidioksanon (PDO)
Polifosfozen
Polikaprolakton (PCL)
Polisiyanoakrilat
Poliiiretanlar
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Tablo 2. 3 Biyobozunur olmayan sentetik polimerler (Khang et al., 2007).

Biyobozunur Olmayan
Sentetik Polimerler

Polivinilalkol (PVA)
Polihidroksietilmetakrilat
(PHEMA)
Poli(N-izopropilakrilamid)
(PNIPAAM)

Poli (laktik asit): PLA (Sekil 2.3), yar1 kristal D (-) (PDLA), L (+)
(PLLA) ve amorf rasemik D,L (PDLLA) olarak isimlendirilen farkli izomerik
formlarda bulunur (Papenburg, 2009).

i
£|:I- C O
CH;
- -n
Poli{lakiik asit)

Sekil 2. 3 PLLA’nin kimyasal yapis1 (Kim and Mooney, 1998).

PLA, hacimsel hidroliz ile bozunur (Tablo 2.4) ve laktik asit iiretimine yol
acar. Kullanilan polimer PLLA oldugunda, bozunma {irlinii olarak dogal

kosullarda insan viicudunda var olan bir madde olan L (+) laktik asit ortaya ¢ikar.

Bu nedenle genellikle PLLA, PDLA’ ya tercih edilir (Papenburg, 2009).

PLLA, FDA onayli ve ¢ok sayida klinik uygulamada kullanilan bir
polimer olmasina ragmen, bir dizi literatiir ¢alismas1 PLLA’ ya ait inflamatuvar
yanit rapor etmistir. Bozunma siiresince olusan laktik asit polimerin bulundugu
cevredeki pH’1 distirebilir. Bu lokal asidite, hiicresel fonksiyonlar1 etkiler ve
inflamatuvar yaniti uyarir. Nispeten kii¢iik malzeme hacimleri s6z konusu

oldugunda, olumsuz biyolojik yanit sekillenmemektedir. (Papenburg, 2009).
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Tablo 2. 4 PLLA ve diger biyomalzemelerin bozunma hizlar1 ve mekanizmalar1 (Leong et al.,

2008).

Biyomalzemeler

Bozunma Hizx

Bozunma Mekanizmasi

2-24 hafta (¢apraz

Kolajen bag derecesine gore Enzimatik bozunma
degisim gosterir)
Kitosan Aglrh.l.( ¢4 yarllar}ma Enzimatik bozunma
omru 10- 56 giin
PLLA 2-12 ay Hidrolitik mekanizma
PGA 4-6 ay Hidrolitik mekanizma
PCL 1-2 yil Hidrolitik mekanizma
Hidroksiapatit Zayif bozunma Coziinme
Trikalsiyum fosfat 8-24 hafta Coziinme

Polikaprolakton (PCL):

PCL cerrahi implantlarda, doku miihendisligi

iskelelerinde ve ilag tasima sistemlerinde kullanilan yari-kristalin, dogrusal

alifatik ve sentetik bir polimerdir (Sekil 2.4) (Cottam et al., 2009; Akdemir,

2009). 1930 yilinda Carothers grubu tarafindan sentezlenmistir. 1930 yilindan

sonra, doku miihendisligi ad1 verilen yeni bir alanin dogmasi ile birlikte PCL’ a

olan ilgi yeniden canlanmistir (Sekil 2.5) (Woodruff and Hutmacher, 2010).

[~ \
all) '.{ “_”5

Sekil 2. 4 Polikaprolakton’un kimyasal yapisi (Beskardes, 2008).
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Polikaprolakton

= |

Yavinlar
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Sekil 2. 5 Biyomateryal veya doku miihendisligi alanlarinda PCL kullanilarak yapilan yaymn
sayisinin yillara gore degisimi (Woodruff and Hutmacher, 2010)

Bu polimer doku miihendisliginde genellikle kemik, deri, sinir, retina gibi
pek cok dokunun yeniden yapilandirilmasinda kullanilmaktadir. Biyouyumlu,
biyobozunur, diisiik maliyetli ve kolay islenebilir olmasi bu polimerin sahip
oldugu baslica avantajlardan bazilaridir. Fakat sentetik bir polimer olmasi
nedeniyle PCL, hidrofobik yiizeye sahiptir ve fonksiyonel gruplar1 bulunmaz. Bu
nedenle de hiicre tutunmasi i¢in iyi bir substrat degildir (Ghasemi-Mobarakeh et
al., 2010). PCL, PLA ve PLGA ile kiyaslandiginda in vivoda uzun degredasyon
stiresine sahiptir (Tay et al., 2007; Cottam et al., 2009; Pok et al., 2010). Buna
ragmen, hidroliz ile bozunabilir ve bozunma iirlinleri viicut tarafindan absorbe
edilerek trikarboksilik asit (TCA) dongiisiinde metabolize edilebilir (Tay et al.,
2007; Akdemir, 2009). FDA tarafindan onayli bir polimer olan (Woodruff and
Hutmacher, 2010) PCL disiik camsi gegis sicakligina (~60 °C) ve erime
sicakligina (59 °C - 64 °C) sahiptir (Pok et al., 2010; Woodruff and Hutmacher,
2010). Diistik camsi gecis sicakligindan dolayi, viicut sicakliginda yiiksek
molekiiler hareket gosterir (Tay et al., 2007). PCL, diger polimerler ile uyumlu bir
sekilde karisarak kopolimer olusturabilme yetenegine sahiptir. Bu o6zelligi
sayesinde, doku miihendisligi calismalarinda hem tek basina hem de diger
polimerlerle birlikte kullanilabilmektedir (Guarino et al., 2008). Ayrica PCL,
tetrahidrofuran (THF), diklorometan (DCM), dimetilformamid (DMF), kloroform,
benzen gibi bir¢ok ¢oziicliide ¢oziinebilmektedir (Sinha et al., 2004). Polimer-
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coziicli iligkisi, istenilen Ozelliklerde doku iskelesi iiretebilmek icin oldukga
onemlidir. Ciinkii yiizey morfolojisi, ylizey enerjisi ve temas agis1 gibi hiicre-
polimer etkilesimine katkida bulunan bir¢ok 6zelligin, kullanilan ¢6ziiciiye gore

degistigi bilinmektedir (Tang et al., 2004).

Biyoseramikler

Implant olarak kullanilabilen biyoseramikler amorf veya kristal kat1 madde
olusturmak i¢in inorganik ham malzemelerin sinterlenmesi veya eritilmesi ile
tiretilen biyomalzemelerdir. Por6z son iiriin doku iskelesi olarak kullanilmaktadir.
Seramiklerin bilesenleri; kalsiyum, silika, fosfor, magnezyum, potasyum ve

sodyumdur (Khang et al, 2007).

Doku miihendisliginde kullanilan biyoseramikler nispeten inert, biyoaktif
veya ylizey aktif (yar1 inert) ve biyobozunur veya inert olmayan olarak
smiflandirilmaktadir. Alimin (aliiminyum oksit (Al,O3), zirkonyum, silikon nitrit
ve karbonlar inert biyoseramikler; yogun hidroksiapatitler (9Ca0O.Ca(OH),.3P,05)
gibi cam seramikler yari inert (biyoaktif) ve kalsiyum fosfatlar, aliminyum
kalsiyum fosfatlar, trikalsiyum fosfatlar (TCP) (3Ca0O.P,0s) inert olmayan
seramiklerdir. Sentetik apatit, kalsiyum fosfat mineralleri, biyoaktif camlar ve
demineralize kemik partikiilleri (DBP) gibi biyoseramikler sert doku

miihendisliginde yaygin olarak kullanilmaktadir (Khang et al, 2007).
Hidroksiapatit (HA), tri-kalsiyum fosfat (TCP) gibi seramik iskeleler

yiiksek mekanik katilik (Young modiilii), ¢ok diisiik elastisite ve sert ancak
kirilgan bir ylizey ile karakterizedirler (O'Brien, 2011).

2.1.3.2 Doku iskelesi iiretim yontemleri

Doku miihendisligi ¢alismalarinda, uygun doku iskelesinin {iretimi
hiicrelerin tutunmasi, ¢ogalmasi, morfolojisi ve farklilagmasi dolayisiyla da hasar
goren dokunun rejenerasyonu acisindan oldukg¢a biiylik bir O6neme sahiptir.
Uretilecek olan doku iskelesinin uygun gdzeneklilik, geometri ve yeterli mekanik

dayanim gibi fiziksel ozellikleri, iskelede kullanilan materyalin ¢esidine baglh
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oldugu kadar iskelenin iiretim sekli ile de yakindan alakalidir. Doku iskeleleri i¢in
kullanilan seramik malzemeler sert yapilari sebebiyle sadece 1sil islem ile
sekillendirilebilmektedir. Fakat doku iskelelerinde siklikla kullanilan polimerik

malzemelerin ¢ok ¢esitli fabrikasyon teknikleri mevcuttur.

Gaz kopiiklendirme, ¢oziicii dokiim parcacik uzaklastirma, faz ayrimi,
dondurarak kurutma (Sekil 2.6), fiber baglama, eriyik kaliplama, membran
laminasyon gibi geleneksel metotlar ile firetilen doku iskeleleri genellikle
homojen ve birbiri ile baglantili porlara sahip bir i¢ mimari elde etme konusunda

basarisiz olmaktadir (Tablo 2.5) (Buckley and O’Kelly, 2004).

Su;un 7: °( ]()() |)dl‘

Sekil 2. 6 Cesitli yontemlerle iiretilmis iskelelere ait SEM goriintiileri. a) Gaz kopiiklendirme (Ji et
al., 2012), b) ¢oziicii dokiim pargacik uzaklagtirma (Armenteno et al., 2010) c) faz ayrimi
(Spadicco et al., 2011) d) dondurarak kurutma (Buijtenshuijs et al., 2004).
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Tablo 2. 5 Geleneksel iskele tiretim yontemleri (Buckley and O’Kelly, 2004).

Teknikler

Avantajlar

Dezavantajlari

Coziicli dokiim parcacik uzaklastirma

Genis gdzenek boyutu araligi,
gdzenek boyutu ve poroziteden
bagimsiz kontrol, tolere
edilebilir kristallik, gézenekli

Membran limiti 3mm,
limitli birlestirici, kalic
porojen, yetersiz i¢ yapi

kontroli
yap1
Sinirh polimer cesitliligi,
Fiber baglama Yiiksek gozeneklilik ¢ozgen kalintisi, diisiik
mekanik dayaniklilik
. ) : . I¢ yapinin yetersiz
Faz ayrimi Yiiksek poroz yapl, blyoaktl.f kontrolii, sinirli gdzenek
maddelerin gegisine izin verir
boyutlari
Amorf olmayan yap1
.. Kontrol edilebilir porozite ve olusumu lgln‘yu‘ksek
Eriyik kaliplama N sicakliklara ihtiyag
por ¢aplar, kontrollii makro yap1 ;
duymasi, porojen
kalintilari

Membran laminasyonu

Kontrol edilebilir porozite ve
por caplar, kontrollii makro yap1

Porlar aras1 sinirl
baglanti, zay1f mekanik
Ozellikler

Dondurarak kurutma

Yiiksek pordz yapi, birbirleri ile
etkilesimli gbzenekler

Kiigiik por ¢aplari

Yiiksek basing uygulamasi

Organik solvent igermez

Kapali por yapisi, poroz
olmayan dis ylizey

Hizl prototipleme (RP) veya kat1 serbest form (SFF) fabrikasyon teknikleri

bilgisayar destekli tasarima dayanmaktadir. SFF teknikleri, bilgisayar destekli

tasarim verileriyle fiziksel bir model olusturulmasin: saglayan tekniklerin genel

adidir. Doku iskelesi i¢in kullanilacak malzeme, bilgisayardan gelen bilgiler

dogrultusunda tabakalar halinde olusturulur. Bu islem tekrarlanarak tabakalar {ist

uste getirilir ve tasarlanan ti¢-boyutlu yap: elde edilir (Glimiisderelioglu, 2007).

SFF teknikleri dort ana gruba ayrilarak incelenebilir. Bunlar: Stereolitografi
(SLA), eriterek birikim modellemesi (FDM), ii¢ boyutlu baski (3-DP), lazerle
kaliplama (SLS) (Sekil 2.7) (Hutmacher, 2001). SFF tekniklerinde esas kisitlayici

faktorler; toksik baglayicilar, zayif simetri 6zellikleri ve materyallerdir (Buckley

and O’Kelly, 2004). Her bir SFF tekniginin sahip oldugu avantajlar ve

dezavantajlar tablo 2.6’ da verilmistir.
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Sekil 2. 7 Cesitli yontemlerle iiretilmis iskelelere ait SEM goriintiileri. a) SLA (Melchels et al.,
2010) b) FDM (Leong et al., 2003) ¢) SLS (Kang et al., 2012) d) 3DP (Seyednejad et al., 2012).

Tablo 2. 6 SFF fabrikasyon tekniklerinin avantajlari ve sinirlamalari (Buckley and O’Kelly,

2004).

Simirlamalar

Teknikler

Avantajlan

SLA

Destek materyalinin nispeten kolay
uzaklagtirilmasi

Biyobozunur, biyouyumlu
polimerik malzeme
gelistirilmesi ile sinirli

Yiiksek proses sicakliklari,

SLS

Iyi baski 6zellikleri, solvent icermez,
pek cok malzeme i¢in uygulanabilir
olmas1

materyali uzaklastirma
glicligi
Diizensiz yapilar i¢in destek

FDM

Iyi baski 6zellikleri, solvent igermez

materyaline ihtiya¢ duyar,

XY ve Z diizlemleri arasinda
anizotropi

Toksik organik solvent

3-DP

Daha fazla malzeme se¢imi, ham

madde tizerinde diisiik 1sitma etkisi

kullanim, diisiik mekanik
dayaniklilik, materyali
uzaklagtirma giicligii



http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0142961203000309
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Makro/mikro ve SFF fabrikasyon tekniklerinin sahip oldugu dezavantajlar
ve ECM’ yi daha iyi taklit edebilecek, gercekei bir ii¢ boyutlu ¢evre olusturma
gereksinimi  nedeniyle nano fabrikasyon teknikleri gelistirilmistir. Nano
fabrikasyon teknikleri ile 1-1000 nm arasinda ¢ap ve yiiksek yiizey alanina sahip
fiberler elde edilebilmektedir. Ayrica bu teknikler ile yiliksek gozeneklilik,
degisebilen gozenek boyutu, yiiksek yiizey/hacim oranina sahip iskeleler
uiretilmektedir. Nanofabrikasyon teknikleri “yukaridan-asagiya yaklasimi” ve
“asagidan-yukariya yaklasimi1” olmak iizere ikiye ayrilmaktadir. Elektroegirme,
nanobaskilama litografisi, kazima/ asindirma ve elektron demet litografisi gibi
yontemler  “yukaridan-asagiya  yaklasimini”  olustururken,  peptitlerin
kendiliginden diizenlenmesi yontemi ise ‘“asagidan-yukariya yaklasimini”

olusturmaktadir (Giimiisderelioglu, 2007).

Elektrostatik kuvvetler kullanarak fiber olusturma islemine “elektroegirme”
denir (Sill and Recum, 2008). Elektroegirme yontemi ¢ok eski bir yontemdir.
Yontemin temeli 1897 yilinda Rayleigh’ in bir damlacigin yiizey gerilimini
asabilmek igin gerekli olan elektrik yiik miktarini belirlemesine dayanir.
Rayleigh’ den sonra 1934 yilinda Formhals ilk elektroegirme diizeneginin
patentini almistir. 1969 yilinda Taylor” 1 “Taylor konisini” kesfi de
elektroegirme yonteminin daha iyi anlagilmasini saglanmistir (Bhardwaj and

Kundu, 2010).

Yiiksek voltaj kaynagi, toplayici, pompa ve polimer soliisyonu
elektroegirme islemi i¢in gerekli temel ekipmanlardir (Sekil 2.8) (Lannutti et al.,
2007). Polimer ve toplayict arasina uygulanan yiiksek elektrik potansiyeli kritik
degere ulastiginda metal igne ucunda olusan polimerik damlacik yiizeye dogru
zorlanir (Bachley and Wen, 2009). Igne ucunda olusan bu jet, toplayiciya dogru
hareket etmeye baslar. Voltajin kritik degere ulagmasindan hemen Once, yani
elektriksel itme kuvvetleri yiizey gerilimini yenmeden once, damlacik ucunda
“Taylor konisi” adi verilen konik bir sekil olusur. Elektrik alan biraz daha
arttinlldiginda ¢ozeltinin yilizey gerilimi, uygulanan elektrostatik kuvvete karsi
gelemez ve koni seklini almis damlaciktan toplayiciya dogru ilerler. Bu esnada
kullanilan ¢06ziicii buharlagir. Boylelikle toplayici {izerine sadece polimerden

olusan nanofiberler toplanir (Pham et al., 2006; Cunha et al., 2010). Bu yontem ile
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yiiksek yiizey alani, yiiksek gozeneklilik, kiigiik por caplari gibi ECM’ yi daha iyi
taklit edebilen iskeleler iiretmek miimkiindiir (Yang et al., 2008).

a)

gIE i polimer soliisyonu

%_ ] . = Viksek voltaj kaynag

Fiberler

toplayict

b)
toplayict

polimer solilsyonu

|

+
Fiberler

Yilksek volta] kaynag
|

Sekil 2. 8 Elektroegirme elemanlarini gosteren sematik diyagram. a) dikey yerlesim b) yatay
yerlesim (Bhardwaj and Kundu, 2010)

Elektroegirme yontemi asagida bildirilen pek ¢ok degiskenden
etkilenmektedir (Bhardwaj and Kundu, 2010):

1. Polimer Cozeltisi Degiskenleri
e Polimer molekiil agirlig:

e Polimerin derigimi

o (ozelti viskozitesi

e Yiizey gerilimi

e (ozeltinin iletkenligi

e (Coziicu dielektrik sabiti
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2. Siire¢ Degiskenleri

Uygulanan voltaj

Cozelti akis hizi

Kullanilan enjektor ¢ap1

Toplayici ve tip arasindaki uzaklik

3. D1s Etkenler
e Nem
Sicaklik

Atmosfer kosullari

2.1.4 Hiicreler

Hiicreler, ¢ogalma, farklilagma, hiicre-hiicre sinyalleri, biyomolekiil tiretimi
ve ECM olusumu ile iligkili doku rejenerasyonu ve tamirinde anahtar rol oynayan
unsurlardan biridir (Chapekar, 2000). Insan viicudu 260 farkli fenotipe sahip
yaklagik 100 trilyon hiicreden olugmaktadir. Bu nedenle doku miihendisligi i¢in
kullanilan hiicrelerin uygunlugu kritik 6neme sahiptir (Sipe, 2002). Doku
mithendisliginde kullanilan hiicreler kaynaklarina gore lige ayrilmaktadir (Sipe,
2002; Hoerstrup and Vacanti,2004):

a) Otolog hiicreler: Hastanin kendisinden elde edilen ve reddedilme
olasiliginin en az oldugu hiicre kaynagidir. Ancak sinirli sayida elde edilmesi ve
hastada yeni bir hasar olusturmasi nedeniyle kullanimi sinirlidir.

b) Allojenik hiicreler: Ay tiire ait farkli bireylerden elde edilen hiicrelerdir.
Bu hiicreler ihtiyactan once alinip saklama avantajina sahiptir. Ancak, hastanin
bagisiklik sistemi tarafindan reddedilme ve hastalik tasima riski bulunmaktadir.

c) Ksenojenik hiicreler: Farkli tiirdeki canlilardan elde edilen hiicrelerdir.
Tipki allojenik hiicrelerde oldugu gibi, immiinolojik cevap olusturma ve hastalik

bulastirma riski s6z konudur.

Doku miihendisliginde kullanilan hiicreleri farklilagmis ve farklilagsmamis
hiicreler olarak ikiye ayirmak miimkiindiir. Doku miihendisligi yaklasimlarinda
fazla sayida hiicreye ihtiya¢ duyulmasina ragmen tamamen farklilagmis hiicrelerin

cogalma yetenekleri olduk¢a sinirlidir. Ayrica farklilasmis yetiskin hiicreler in
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vitro kosullar altinda sahip oldugu fenotipi degistirmeye veya dediferansiye
olmaya egilimlidir. Farklilasmis hiicrelerin bu kisitlamalar1 nedeniyle
arastirmacilar kok hiicreleri kullanmayi tercih etmeye baslamiglardir (Yang et al.,
2008). Kok hiicre alanindaki son gelismeler doku miihendisliginin gelisimini
onemli oOl¢iide etkilemistir (Chapekar, 2000). Kok hiicreler basitge, c¢esitli
hiicrelere farklilagma potansiyeli olan hiicre onciilleri olarak tanimlanabilir. Bu
hiicreler embriyo, gdbek kordon kani ve yetiskin dokular gibi ¢ok ¢esitli
kaynaklardan elde edilebilmektedir (Dawson et al., 2008). Embriyonik kok
hiicreler (EKH), ektoderm, mezoderm ve endoderm tabakalarindan kdken alan
birgok hiicre ¢esidine farklilasma potansiyeline sahip olmalarinin yani sira, ayni
zamanda yiiksek telomeraz aktiviteleri sebebiyle de simirsiz olarak
boliinebilmektedirler. Embriyonik kok hiicreler (EKH) bu avantajlarinin yan sira,
hem etik problemlere sebep olmalart hem de karsinojenik potansiyele sahip
olmalar1 nedeniyle 6nemli bir risk faktorii olusturmaktadirlar. Bu nedenle, EKH’
lerin klinik uygulamalari1 yakin zaman i¢in miimkiin degildir (Tuan et al., 2002;
Zhang et al., 2010). Kok hiicrelerin bir kismi ise yukarida da belirtildigi gibi
yetiskin dokularda bulunmaktadir. Yetigkin kok hiicreler organlarin igerisinde
sakl1 bulunan ve ihtiya¢ duyuldugunda viicut hiicrelerinin yenilenmesini saglayan
hiicrelerdir (National Academy of Sciences, Engineering and Medicine, 2012).
Kemik iligi ve yag dokusu kok hiicreleri bu hiicrelere 6rnek olarak verilebilir.
Kemik iligi kok hiicreleri (KI-MKH) esas olarak kas, kemik, kikirdak, yag ve
tendon gibi mezodermal orjine sahip hiicrelere farklilasma yetenegi olan
multipotent kok hiicrelerdir (Prabhakaran et al., 2010). Ayrica bu mezenkimal kok
hiicreler, astrositler, kalp kasi, endotelyal hiicreler, néronlar ve periferal sinir
sisteminin miyelinli hiicreleri gibi mezenkimal orjine sahip olmayan hiicrelere de
farklilagabilmektedirler. Yag tiirevli kok hiicreler (AAMKH) ise in vitro
adipojenik, kondrojenik, miyojenik ve osteojenik hiicrelere farklilagsma yetenegine
sahiptirler. Ayrica in vitro uygun kosullar altinda Ki-MKH’ ler gibi néral
hiicrelere de farklilasabilmektedirler (Fang et al., 2010). Kemik iligi ve yag
dokusundan elde edilen mezenkimal kok hiicrelerin izolasyonunun kolay olmasi,
etik ve teknik agidan problemlere sebep olmamalar1 ve HLA (human leucocyte
antigen) doku uyumu gerektirmemeleri bu hiicrelerin doku miihendisligi

caligmalarinda tercih edilmelerindeki baslica nedenleri olusturmaktadir.
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2.1.5 Hiicre- yiizey etkilesimleri

Dokulardan elde edilen pek c¢ok hiicre canliliklarini siirdiirebilmek ve
cogalabilmek i¢in kat1 bir yiizeye tutunmaya ihtiya¢ duyar. Bu nedenle, bir yiizey
ile kars1 karsiya gelen bir hiicre arasinda meydana ilk olay oldukea ilgi ¢ekicidir.
Doku miihendisliginde, hiicrelerin ylizeye tutunmasi kritik 6neme sahiptir. Cilinkii
hiicre tutunmasi; hiicre yayilmasi, gocii, farklilasmasi ve olimii gibi diger

hiicresel davraniglara onciiliikk eder (Saltzman and Kyriakides, 2007; Chen et al,

2012).

Hiicre tutunmasi hem ligand- reseptor baglari gibi spesifik hem de van der
Waals, elektrostatik ve sterik etkilesimler gibi spesifik olmayan baglar ile
iliskilidir. Etkilesim halinde bulunulan yiizeyin ve ortamin fiziko-kimyasal
ozelliklerine bagli olan non-spesifik kuvvetler her zaman olmasma ragmen,
spesifik etkilesimler sadece fonksiyonel gruplar1 veya ligand molekiillerini
taniyan ve etkilesen reseptdr molekiilleri hiicre membrani iizerinde eksprese
oldugunda ortaya ¢ikmaktadir (Decuzzi and Ferrari, 2009). Inert bir substrat
biyolojik bir ¢evre ile etkilesime gectigi zaman, fibronektin, vitronektin, laminin,
fibrinojen, BSA, transferrin gibi bir¢ok protein farkli seviyelerde ylizeye adsorbe
olarak spesifik hiicre tutunmasi igin ligand molekiillerini saglar (Saltzman and
Kyriakides, 2007; Decuzzi and Ferrari, 2009; Biggs et al., 2010). Hiicre
tutunmasi, hiicre- yiizey reseptorlerinin 6nemli bir smifi olan integrinler
tarafindan gerceklestirilir. Integrinler ECM proteinlerine ve hiicre igerisindeki
sitoiskelet proteinleri ile etkilesim halinde olan kisa sitoplazmik domainlere
baglanan heterodimerik transmembran glikoproteinlerdir. Integrin reseptorleri
ECM iizerindeki Arg-Gly-Asp (RGD) gibi kisa aminoasit sekanslarina baglanir
(Sekil 2.9) (Tsuchiya et al., 2001).
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Sekil 2. 9 integrin aracil1 hiicre tutunmasi (Meckel, 2012).

Hiicreler ECM’ nin fiziksel 6zelliklerini gosterirler. ECM’ den ve/veya
malzeme ylizeyinden gelen uzaysal, kimyasal ve topografik bilgiler hiicrelerin
polarize “lamellipodia” ve “filapodia” (Sekil 2.10) olarak adlandirilan ince, sag
benzeri ¢ikintilar olusturmalarina sebep olur. ilk hiicre baglantis1 ve filapodia
olusumunu lamellipodia, membran aktivitesi ve hiicre yayilmasi takip eder (Biggs

etal., 2010).

Lamellipodia

Filopodia

Sekil 2. 10 a) Lamellipodia (Mogilner, 2012), b) filapodia (Sergeeva et al., 2009).


http://www.proteopedia.org/wiki/index.php/Image:Filopodia.jpg
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3. MATERYAL ve METOT

Bu tez calismasinda 6zetle;

(1) Polikaprolakton membran (PCL-M), diizgiin dizili (PCL-A) ve rastgele
dizili (PCL-R) nanofibroz yiizeyler iiretildi.

(2) Uretilen yiizeylerin karakterizasyonlar1 yapildi.

(3) Sican kemik iliginden (Ki-MKH) ve adipoz dokusundan (AdMKH) daha
once izole edilip stoklanmis olan mezenkimal kok hiicreler iiretilen farkl
yiizeyler lizerinde kiiltiire alindi.

(4) Yiizeyler tlizerindeki MKH’ lerin {ireme ve tutunma &zellikleri belirlendi

(Sekil 3.1).

Tez caligmasinin nanofibroz yiizeylerin iiretimini ve karakterizasyonunu
iceren boliimii  Hacettepe Universitesi, Miihendislik Fakiiltesi, Kimya
Miihendisligi Boliimii’ nde, diger calismalar ise Ege Universitesi, Miihendislik
Fakiiltesi, Biyomiihendislik Boliimii, Hayvan Hiicre Kiiltiirii ve Doku
Miihendisligi Grubu Laboratuvar1’ nda gergeklestirildi.
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Sekil 3. 1 Tez projesinde izlenilen ¢alisma yol izi
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3.1 Stok Mezenkimal Kok Hiicrelerin Cozdiiriilmesi

1. -196°C (Air Liquide DMC-Cryopal TP 60-60 L)’ de stoklanmis olan kriyo
tip cikartild.

2. 37°C’ deki su banyosunda bekletildi.

3. Tip igerigi %10 FBS (Fotal sigir serumu, SO0115, Biochrom AG,
Almanya), % 0.1 gentamisin (50 mg/ml) (SV30080, HyClone, USA) ve %
1 HEPES (1M) (L1613, Biochrom AG, Almanya) igeren o-MEM
(SV30265.01, HyClone, USA) besi ortami ile bir santrifiij tiiptine (Grenier
Bio-One, Almanya) toplandi.

4. Toplanan hiicreler 800 rpm’ de 4°C’ de 5 dakika santrifiijjlendi (5810 R,
Eppendorf, Almanya).

5. Siipernatant dokiildii.

6. Hiicre pelleti hafifce tiipiin dibine vurularak yiizeyden kaldirildi ve besi
ortami ile slispanse edildi.

7. Siispanse haldeki hiicreler uygun Ol¢iideki flaska (Grenier Bio-One,
Almanya) alindu.

8. Uygun etiketleme yapildiktan sonra flask 37°C’ de %5 CO; igeren
inkiibatorde (HERA Cell, Heraeus, Almanya) inkiibasyona birakildi.

3.2 Mezenkimal Kok Hiicrelerin Pasajlanmasi

1. Hiicrelerin tizerinde bulunan kullanilmig besi ortami gekildi.

2. Hicrelerin yiizeyi 37°C’deki Ca*?, Mg+2’ icermeyen PBS (L1825,
Biochrom AG, Almanya) ile yikandi.

3. Hicrelerin iizerine tripsin (% 0,05)-EDTA soliisyonu (SH30236.01,
HyClone, USA) eklendi, yiizeye yayildi ve 4-5 dakika 37°C’ deki
inkiibatorde bekletildi.

4. Mikroskop ile tiim hiicrelerin yiizeyden kalktig1 gézlendiginde %10 FBS
iceren besi ortami ile hiicreler bir santrifiij tiipiine toplandi.

5. Hiicreler 800 rpm 4°C 5 dakika santrifiijlendi.

6. Santrifiigasyon sonrasi, sipernatant dokiildii.
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7. Santrifiij tiipiniin dibindeki hiicreler hafifce vurarak yiizeyden kaldirildi
ve vasat ile siispanse edildi.
8. Hiicre siispansiyonu 1:3 oraninda yeni bir flaska alindi1 ve lizerine taze besi

ortami koyularak kiiltiire devam edildi.

3.3 Mezenkimal Kok Hiicrelerin Dondurulmasi

1. Hiicrelerin iizerinde bulunan kullanilmig ortam ¢ekildi.

2. Hiicrelerin yiizeyi 37°C’deki Ca*?, Mg*® igermeyen PBS ile yikand.

3. PBS ile yikama yapildiktan sonra hiicrelerin {izerine tripsin (% 0,05)-
EDTA soliisyonu eklendi, yiizeye yayildi ve 4-5 dakika 37°C’ deki
inkiibatorde bekletildi.

4. Mikroskop ile tiim hiicrelerin yiizeyden kalktig1 gozlendiginde serumlu
vasat ile hiicreler bir santrifiij tlipline toplandi.

5. Hiicreler 800 rpm 4°C 5 dakika santrifiijlendi.

6. Siipernatant dokiildii.

7. Santrifiij tiipiiniin dibindeki hiicreler hafif¢e vurarak ylizeyden kaldirildi
ve dondurma ortami (%90 FBS + %10 dimetilsiilfoksit (DMSO) (1.1-33-
30215, CryoSure-DMSO, Wak-Chemie Mesdical GmbH, Almanya) ile
homojenize edildikten sonra dondurma tiipiine (kriyo tiip) (123278,
Greiner Bio-one, Almanya) aktarildu.

8. Kiriyo tiip -86°C’ de kopiik kutu igerisine kaldirildi.

9. -86°C derin dondurucuda bir gece bekletilen kriyo tiip, -196°C” deki sivi

azot iceren tanka kaldirildi.

3.4 MKH’ lerin Biiyiime Kinetiginin ve MTT Kalibrasyon Egrisinin

Cikarilmasi

1- Hiicreler 96-gozlii pleytlere farkli konsantrasyonlarda (2500, 5000, 7500
ve 10000 hﬁcre/cmz) (Sekil 3.2) ekildikten sonra diizenli olarak 10 giin
boyunca her giin MTT (3-(4,5-dimetilthiazol-2-yl)-2,5-difeniltetrazolyum
bromid, sar1 tetrazolyum tuzu, M5655, Sigma, USA) ile canlilik testi
yapildi.


http://en.wikipedia.org/wiki/Di-
http://en.wikipedia.org/wiki/Di-
http://en.wikipedia.org/wiki/Thiazole
http://en.wikipedia.org/wiki/Phenyl
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2- Kalibrasyon egrisi i¢in de yine 96- gozlii pleyte 500- 20000 hiicre/cm?
araliginda 10 farkli seyreltmede, 6 tekrarli olacak sekilde hiicre ekimi
yapildi. Kiiltiir kab1 yiizeyine hiicre tutunmasini takiben (4 saat sonra)
MTT testi uygulandi (Sekil 3.3).

3- MTT igin, pleytteki kullanilmis besi ortami ¢ekildi.

4- Hiicrelerin iizerine %10 MTT (5 mg/ml konsantrasyonda) iceren besi
ortami eklendi.

5- Hiicreler karanlikta 37 °C’de, %5 CO,’li inkiibatorde 3 saat siire ile inkiibe
edildi.

6- 3 saat inkiibasyonun sonunda MTT igeren ortam ¢ekildi.

7- Hiicrelerin iizerine DMSO (8.02912.2500, Merck, Almanya) eklenerek
olusan formazan kristallerinin ¢dziilmesi saglandi.

8- Hiicreler 10 dakika boyunca 300 rpm’ de calkalayicida g¢alkalanarak
kristallerin iyice ¢zlinmesi saglandi.

9- UV Spektrofotometrede (MDS Molecular Devices, Versa Max, USA) 570-
690 nm dalga boyunda okutularak absorbans degerleri kaydedildi.

B C D E F G H |
B B B B B B B B

2500 hitcre/cm? | 3000 hicre/cm? | 7300 hicre/cm? | 10000 hiicre/cm?2

W W (W |E|W | W (E >
w I v B o B v I v v v e v R s RO
ws I we I o B o v I w v ) o o ww R s R

CO |~ O |0 | DM =

Sekil 3. 2 Biiyiime kinetigi icin MTT test sablonu. B: Bos gozleri, pembe renkli gozler: 2500
hiicre/cm?, mavi renkli gozler: 5000 hiicre/cm?, mor renkli gézler: 7500 hiicre/cm?, yesil renkli
gozler: 10000 hiicre/cm? ekim yogunlugunu gostermektedir.
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A B C D E F G H | J K L
1 B E E E B E E E B B E
2 E 500 1500 | 2300 | 3500 3000 | 7300 | 10000 ( 12500 | 15000 | 20000 E
3 B E
a E E
s B E
6 E E
7 E E
3 E B E E E B E E E E B E

Sekil 3. 3 Kalibrasyon egrisi igin MTT test sablonu. B: bos gozleri, B2-B7 siitunu: 500 hiicre/cm?,
C2-C7: 1500 hiicre/cm?, D2-D7: 2500 hiicre/cm®, E2-E7: 3500 hiicre/cm?, F2-F7: 5000
hiicre/cm®,G2-G7: 7500 hiicre/cm?, H2-H7: 10000 hiicre/cm?, 12-17: 12500 hiicre/cm?, J2-J7:
15000 hiicre/cm?, K2-K7: 20000 hiicre/cm? ekim yogunlugunu gostermektedir.

3.5 MKH’ lerin Karakterizasyonu

1. Akis sitometri analizleri farklilasmamis 3. ve 5. pasajdaki AMKH’ ler ve
KI-MKH? ler ile gerceklestirildi.

2. MKH’ ler yiizeyden kaldirilarak toplandi ve hiicre konsantrasyonu 1x10°
hiicre/ml olacak sekilde kendi besi ortamlarinda siispanse edildi.

3. Akis sitometrisi (FACSCalibur, Becton Dickinson, San Jose, CA) ile
karakterizasyon gergeklestirildi.

4. Veriler CellQuest software (BD Biosciences, USA) ile analiz edildi.

5. lleri ve yan dagilim profillerinde debris ve 6lii hiicreler gz ard1 edildi.

Tablo 3. 1 Akis sitometrisi igin kullanilan antikorlarin listesi

Akas sitometrisi icin kullanilan antikorlar

CD29 (Integrin beta 1 zinciri; BD, USA)

CD45 (Protein tyrosine fosfataz, reseptor tipi; BD, USA)

CD54 (ICAM-1; Interselliiler adhezyon molekiilii 1; BD, USA)
CD90 (Thy-1/Thy-1.1; BD, USA)

CD106 (vaskiiler hiicre adezyon molekiilii; VCAM-1; BD, USA)
CD11b (hematopoetik hiicre belirteci, Abcam, ab78457)



http://en.wikipedia.org/wiki/Intercellular_adhesion_molecule
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MHC Class | (biiyiik doku uyumluluk kompleksi siif | antijen
reseptorii; BD, USA)

MHC Class Il (biiyiik doku uyumluluk kompleksi, MHC smuf I,
hiicre yiizey reseptorii; BD, USA)

Mezenkimal Kok Hiicrelerin Farkhilasma Potansiyellerinin

Incelenmesi

3.6.1 Osteojenik farkhilastirma

Sican kemik iliginden ve adipoz dokusundan elde edilmis olan kok hiicrelerin

multipotent 6zellikte olup olmadiklarin1 belirlemek amaci ile osteojenik

farklilagtirma protokolii uygulandi.

o g ~ w

. Kiiltiir kabr yilizeyini %80 kaplayan mezenkimal kok hiicreler (MKH)

tripsinizasyon ile yiizeyden kaldirildu.
MKH’ ler, o-MEM + %10 FBS + %0.02 gentamisin (50 mg/ml) igerikli

2 konsantrasyonda 6-gozlii pleytlere

kiiltiir ortamiyla 3000 hiicre/cm
(657160, Greiner Bio-one, Almanya) ekildi.

48 saat sonra hiicreler farklilastirma ortamina alindu.

Haftada 3 kez ortam degisimi yapildi.

Bu sekilde kiiltiir 4 hafta devam ettirildi.

28 giin boyunca osteojenik farklilastirma ortami ile muamele edilen
AdMKH ve KI-MKH hiicrelerine osteojenik farklilasmanin tespiti igin

Alizarin red S ve Von Kossa boyama protokolleri uygulandi.

Ki-MKH’ leri icin kullanilan osteojenik farklilastirma  ortaminin

kompozisyonu asagidaki gibidir:

DMEM-LG (FG0415, BioChrom AG, Almanya)

%10 FBS (S0115, Biochrom AG, Almanya)

%0.02 gentamisin (50 mg/ml) (SV30080, HyClone, USA)
100 nM deksametazon (D2915, Sigma-Aldrich, USA)

10 mM - gliserofosfat (G9891, Sigma-Aldrich USA)
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e 200 uM askorbik asit (A8960, Sigma-Aldrich, USA)

Tablo 3. 2 AAMKH?’ ler i¢gin kullanilan osteojenik farklilagtirma ortam kompozisyonlari

Besiyeri  Askorbik Asit  B-Gliserofosfat Dekzametazon

Numarasi (Sigma, A8960)  (Sigma, G9891)  (Sigma, D2915)  Icultiir Ortami
1 200 uM 10 mM 100 M %Z'ﬂ"éeﬁ?nfs?f’
2 50 uM 10 mM 100 nM %Xogfﬂdeﬁi?nfs?f'
3 300 uM 10 mM 100 M %E:'O'T:{\”éeﬁ%i?f'
4 50 pg/ml 10 uM 10 NM “W%El“ge?;fn ::s?nS'
5 50 pg/ml 10 mM 10 NM “;/%Fl“’ge:ﬁ;?nz?ns'

3.6.1.1 Alizarin red S boyama

1. Kullanilmig besi ortam1 uzaklastirildi.

2. Ca'? Mg* igermeyen soguk (+4°C) PBS ile iki kez yikama yapildi.

3. Soguk (+°4C) % 4 paraformaldehit (PFA) (19943, Affymetrix/USB, USA)
ile 30 dakika, 300 rpm’ de galkalanarak (Heidolph Titramax, Almanya)
fiksasyon yapildu.

4. Ca'? Mg* icermeyen soguk (+4°C) PBS ile tekrar iki kez yikama yapildi.

5. Alizarin Red sol (%2) (A5533, Sigma, USA) ile 2-3 dakika inkiibe edildi.
(Alizarin Red soliisyonu distile su igerisinde hazirland1 ve pH’1 4.1- 4.3
araligina ayarlandi.)

6. Inkiibasyon sonrasinda distile su ile ii¢ defa yikama yapilds.

7. Ornekler ters faz 151k mikroskobunda incelendi.

3.6.1.2 Von kossa boyama

[EEN

. Kullanilmis besi ortami uzaklastirild.

2. Ca' Mg" icermeyen soguk (+4°C) PBS ile iki kez yikama yapildi.

3. Soguk (+4°C) PFA soliisyonu (%4) ile 30 dakika, 300 rpm’ de
calkalanarak fiksasyon yapildi.

4. Ca* Mg" icermeyen soguk (+4 °C) PBS ile tekrar iki kez yikama yapildi.



34

5. Gilimiis nitrat sol. (%5) (A3944,0025, AppliChem, Almanya) ile karanlikta
30 dakika inkiibe edildi. (Glimiis nitrat ¢ozeltisi %5 olacak sekilde distile
su igerisinde hazirlandi.)

6. Ca'?, Mg"icermeyen PBS ile tekrar ii¢ defa yikama yapildi.

7. Kuyucuklarin kurumasimi engellemek i¢in az miktarda PBS eklenerek 1
saat boyunca UV altinda, kapagi agik bir sekilde bekletildi.

8. Distile su ile ii¢ kez yikama yapildi.

9. Distile su igerisinde %5 sodyum thiosiilfat (KIM-STS/01CP/051003,
Kimetsan, Tiirkiye) ¢6zeltisi hazirlandi.

10. Kuyucuklara %5 sodyum thiosiilfat ¢ozeltisi eklenerek 2-5 dakika inkiibe
edildi.

Sodyum thiosiilfat ile inkiibasyonun amaci arka planin giderilmesi,
kalsiyum depozitlerinin daha belirgin hale getirilmesidir.

11. Distile su ile ti¢ kez yikama yapildi.

12. Ornekler ters faz 151k mikroskobunda incelendi.

3.7 Oil Red O Boyama

Sigan yag dokusundan izole edilen AAMKH?’ lerin yag hiicreleri ile kontamine
olup olmadigmin ve hiicrelerin kiiltiirde uzun siire beklemesi sonucu yag
hiicrelerine farklilagip farklilasmadiginin incelenmesi igin Oil Red O boyama

yapildi.

1. Kullanilmis besi ortami tamamen uzaklastirildi.

2. Kiiltiir ylizeyi PBS ile bir defa yikandi.

3. Kiiltiir ylizeyine %10 formalin eklendi ve 10 dakika oda sicakliginda
bekletildi.

4. Kiiltiir, %10’ luk formalin ortamdan uzaklastirildiktan sonra taze formalin

ile 1 saat oda sicakliginda tekrar inkiibe edildi.

Bir saat inkiibasyonun sonunda formalin ortamdan uzaklastirildi.

%60 isopropanol ¢ozeltisi (PX1830, Merck, Almanya) ile yikama yapildi.

Kiiltiir yilizeyi tamamen kuruyana kadar oda sicakliginda bekletildi.

Oil red O (00625, Sigma, USA) boya ¢ozeltisi (%21) eklendi ve 10 dakika

oda sicakliginda inkiibe edildi.

© N o v
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10 dakika sonunda distile su ile 4 kez yikandi.

10. Ornekler ters faz 151k mikroskobunda incelendi.

8.8 Polikaprolakton (PCL) Membranlarin Hazirlanmasi

PCL membranlarin hazirlanmasi i¢in tetrahidrofuran (THF,, 87368, Sigma,
USA) igerisinde hazirlanan PCL (440744, Sigma, USA) ¢ozeltisi (%10 w/v) (My:
70000-90000) kullanilda.

THF igerisinde %10 PCL karisimi1 bir gece boyunca manyetik karistiricida
karistirilarak ¢ozelti hazirlandi.

Hazirlanan ¢o6zelti daha Once on denemeler ile belirlenen membran
kalinligma uygun olacak sekilde (30-50 pum), 9,7 cm c¢apa sahip cam
petrilere 5,5 ml PCL ¢ozeltisi kabarcik olusturmamaya dikkat edilerek
dokiildii.

Dokme islemi tamamlandiktan sonra ¢ozeltinin yiizeyde homojen olarak
dagilmasi saglanda.

Membranlar, iizerleri delikli bir aliiminyum folyo ile kapatildiktan sonra
¢eker ocak igerisinde 1-2 giin kurumaya birakildi.

Kuruyan membranlar bir bisturi yardimiyla, membrana zarar vermeden,
cam ile membran arasmna hava girmesi saglanarak petri yiizeyinden
kaldirildi.

Hazirlanan membranlar elektroegirme ile {dretilen nanofiberlerin

toplanmasi icin kullanildi.

3.9 Polikaprolakton Diizgiin Dizili (PCL-A) ve Rastgele Dizili (PCL-R)

Nanofiberlerin Hazirlanmasi

PCL-A ve PCL-R nanofibrdz yiizeyler elektroegirme yontemiyle hazirlandu.

Elektroegirme icin kullanilan diizenek temelde ii¢ ana elemana sahiptir. Bu

elemanlar su sekilde siralanabilir:

Yiiksek voltaj kaynagi (GAMA High Voltage Research Ormand Beach,
Florida) (Sekil 3.4)
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e Pompa (New Fra Pump System Inst. Syringe Pump Com.) (Sekil 3.5)
e Rastgele dizili nanofiber toplama yiizeyi (Sekil 3.6 ve Sekil 3.8)
e Diizgiin dizili nanofiber toplama ytizeyi (Sekil 3.7)

Sekil 3. 5 Pompa.

Sekil 3. 6 Rastgele dizili nanofiberleri toplama yiizeyi.



37

Sekil 3. 7 Diizgiin dizili nanofiberleri toplama yiizeyi.

Sekil 3. 8 Elektroegirme sisteminin genel goriiniisii, rastgele dizili nanofiberleri toplama yiizeyi.

PCL nanofiberlerin iiretimi ig¢in 1:1 oraninda diklorometan (DCM, 24233,
Riedel-de Haen, Almanya): dimetilformamid (DMF, 1.03034.2500, Merck,
Almanya) igerisinde ¢oziilmiis %12 (w/v) PCL ¢ozeltisi kullanildi.

1. Hazirlanan karisim 1 gece boyunca manyetik karistiricida karistirilarak

¢Ozelti hazirland.
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2. Diizgiin ve rastgele dizili PCL nanofiberlerin tiretimi i¢in uygun kosullarin
belirlenmesi i¢in cam lameller (Deckglaser, Germany) fiizerine toplanan
nanofiberlerin 6nce 151k mikroskobu ile incelemeleri yapilda.

3. Isik mikroskobu goriintiilerinde boncuk igermeyen, homojen fiber capina
sahip nanofiberleri igeren tiretim kosullar1 belirlendi.

4. Belirlenen kosullar dogrultusunda taramali elektron mikroskobunda
(SEM) incelemeler yapildi.

5. SEM incelemeleri sonucunda boncuk igermeyen, diizgiin, homojen ve
uygun yogunlukta nanofiberleri igeren kosullar belirlendi.

6. Segilen nanofiber tiretim kosullar tablo 3.3’ de verilmistir.

Tablo 3. 3 PCL-A ve PCL-R i¢in segilen nanofiber {iretim kosullari

Uzakhk  Voltaj Akishzi  Doniis hiz Toplama siiresi
35cm 22,5 kV 3ml/h 2450 rpm 3 dakika
35cm 225kV 12 ml/h - 1,5 dakika

Hazirlanan nanofiberlerin caplari SEM incelemeleri sonucunda alinan

fotograflar kullanilarak ve Image J programi (Neuhauser, 2009) ile hesaplandi.

3.10 Statik Temas Acis1 Ol¢iimii ile Yiizeylerin Karakterizasyonu

1. Materyallerin hidrofilik 6zelliklerinin belirlenmesi igin Sessile Drop
yontemi (Srinivasan et al., 2012) uygulanarak KRUSS DSA 100 Temas
Agis1 Olgiim Cihazi kullanilds.

2. Sessile drop yontemi ile nanofibroz yiizeylerin temas agilart 6lgiildii.

3. Nanofiberler toplama yiizeyinde tam olarak homojen dagilmadigi igin

farkli 3 bolgeden 6l¢iim yapildi.

Statik temas acist Olglim sonuglart dikkate alindiginda hidrofilik
materyaller diisiik temas agis1 verirken hidrofobik materyallerin ise yiiksek temas
agis1 verdigi goriilmiistiir. 70° ve iizeri a1 degeri veren érnekler hidrofobik olarak

kabul edilmektedir.
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3.11 Nanofibroz Yiizeylerin Sterilizasyonu ve Hiicre Kiiltivasyonu

1. Materyaller ile 48 gozlii pleytler (677180, Greiner Bio-one, Almanya)

kullanilarak ¢alisildu.

2. PCL-A, PCL-R, PCL-M yiizeyler calisilacak ylizeye tam uyacak sekilde

delme aleti ile tek bir hareketle kesildi.

3. Tiim malzemeler sterilizasyon i¢in gece boyunca %70 etanol igerisinde

bekletildi. Bu asamadan sonra tiim basamaklar laminer akigli kabin

icerisinde gerceklestirildi.

4. Yiizeylerin %70 etanol ile inkiibasyonu sonrasinda yiizeyler, daha 6nceden

iclerine paslanmaz celik tel yerlestirilmis ve 121 °C’ de 45 dakika boyunca

otoklavlanarak sterillenmis petriler i¢indeki teller iizerine yerlestirilerek 1

saat kurumaya birakildi.

5. Kuruyan yiizeyler 48 gozlii pleyt igerisine uygun sekilde yerlestirildi.

6. Pleyt igerisindeki yiizeylerin iizerine daha énceden 121 °C’ de 45 dakika

boyunca otoklavlanarak sterillenmis cam halkalar yerlestirildi.

7. Yiizeyler uygun sekilde yerlestirildikten sonra iizerlerine hiicre kiiltiir

ortam1 eklenerek 1 gece 37 °C’ de, %5 CO,’ li inkiibatorde yiizey

sartlandirilmasi yapildi.

8. Sartlandirma sonrasi yiizeyler iizerindeki ortam ¢ekildi ve 5000 hiicre/cm?

konsantrasyonda hiicre, yavas bir sekilde materyal yiizeyine birakildi.

9. Hiicreler, 37 °C’ de, %5 CO,’ li inkiibatorde kiiltivasyona birakildi.

3.12 Nanofibroz Yiizeyler Uzerindeki MKH’ lerin Immiinositokimyasal

Isaretlemesi

1. Hiicrelerin iizerindeki kullanilmis besi ortami cekildi ve hiicreler Ca*?,

Mg*? iceren PBS (L1815, BioChrom AG, Almanya) ile iki kez yikandi.

2. +4 °C’ de bulunan soguk PFA ¢ozeltisi (%4) yiizeyler iizerine eklendi ve

300 rpm’ deki calkalayicida galkalanarak, oda sicakliginda, 15 dakika

fiksasyon yapildi.

3. Fiksasyon basamaginin ardindan PFA c¢ekildi ve yiizeyler tekrar Ca*?,

Mg*? igeren PBS ile iki kez yikand.
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4. Yizeyler iizerine 50 mM NH4Cl (A9434, Sigma, USA) soliisyonu eklendi
ve 300 rpm’ deki ¢alkalayicida, oda sicakliginda, 7 dakika inkiibe edildi.
Bu basamak ile paraformaldehitten gelen aldehitler uzaklastirildi.

5. Yiizeyler PBS-Triton X-100 (% 0.2) (A1388,0500, AppliChem, Almanya)
ile iki kez 5° er dakika, 300 rpm’ deki c¢alkalayicida calkalanarak, oda
sicakliginda yikandi. Bu basamak permeabilizasyon basamagi olarak
adlandirilir.

6. Yizeyler Ca*, Mg2+ icermeyen PBS ile bir kez yikandi.

7. Nemli odacik hazirlandi (1slak pegete, parafilm, petri). Parafilm islak
pecete lizerine diizglin bir sekilde yayildi. Boyamanin ilerleyen
asamalarinda, hiicreleri ve antikorlar1 karistirmamak i¢in parafilm iizerine,

planlanan boyama sablonuna uygun sekilde numaralandirma yapildi (Sekil

3.9).

O 0 O
N v

Antikor soliisyonu, 60 pl

Parafilm

Islak Pecete

Sekil 3. 9 Nemli odacik. Antikor ile boyama sirasinda yiizeyin kurumasini engellemek igin
tasarlanan nemli alan.
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8. Kullanilacak olan antikor soliisyonu hazirlandi. Hazirlanan antikor
sollisyonu i¢in asagidaki oranlar kullanildi:

e 1:1000 DAPI (4'6-diamidino-2-fenilindol, D1306,
Invitrogen, USA)

e 1:100 Alexa fluor 488 Phalloidin (A12379, Invitrogen,
USA)

e %1 BSA (A9647, Sigma, USA) iceren Ca*’, Mg™
icermeyen PBS

9. Parafilm iizerine her bir yiizey i¢in antikor soliisyonundan 60 ul damlatildi
ve lizerlerine, ince bir pens yardimi ile PBS igerisinden alinan yiizeyler,
once pegete iizerinde siizdiiriilerek hiicreli taraf antikorla yiizlesecek
sekilde yerlestirildi.

10. Yiizeyler hazirlanan nemli odacik igerisinde, karanlikta ve oda
sicakliginda 40 dakika inkiibe edildi.

11. Antikor soliisyonu ile inkiibasyondan sonra, 48 gozlii pleytin her goziine
Ca™?, Mg*™ icermeyen PBS eklendi. Yiizeyler nemli odacik igerisinden,
ince uglu pens yardimi ile dikkatlice alindi ve oOnce pecete iizerinde
stizdiirtilerek, hiicreli yiizey tiste gelecek sekilde, igerisinde PBS bulunan
pleyte yerlestirildi.

12. Pleyte yerlestirilen ylizeyler Ca'?, Mg* icermeyen PBS ile 3 kez 10’ ar
dakika 300 rpm’ deki ¢alkalayicida ¢alkalanarak, oda sicakliginda yikandi.

13. Uzerine 10 pl Mowiol 4-88 (475904, Calbiochem, Merck, Almanya)
damlatilan lamlar lizerine yiizeyler, hiicreli yiiz Mowiol ile yiizlesecek
sekilde kapatildi.

14. Preparatlar bir gece boyunca oda sicakliginda kurumas: i¢in bekletildi.
Preparatlar kuruduktan sonra 4°C’ye kaldirildu.

15. Ornekler floresan mikroskopta incelendi.

3.13 Hiicreli Yiizeylerin Taramali Elektron Mikroskobi (SEM)

Calismasi

Uygulamalar 1. basamaktan 4. basamaga kadar +4°C’de (buz iistiinde), 5.

basamaktan 11. basamaga kadar ise oda sicakliginda yapildi.
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1. Ornekler 30 saniye serum fizyolojik ile yikand.

2. Serum fizyolojik ile yikanan ornekler 30 dakika tampon A’ da [0.1 M
sodyumkakodilat  (C-0250, Sigma, USA) icerisinde hazirlanan
gluteraldehit (%5) (8.20603.1000, Merck, Almanya) ¢ozeltisinde]
bekletildi.

3. Baska bir soliisyon ile yikama yapilmadan ornekler tampon B’ye [1 M
sodyumkakodilat i¢erisinde hazirlanan sukroz (%7) (1.07651.1000, Merck,
Almanya) ¢ozeltisinde] alinarak 30 dakika bekletildi.

4. Bagka bir soliisyon ile yilkama yapilmadan tampon C’ ye [1 M
sodyumkakodilat i¢inde % 2 ozmiyum tetroksit (19100, Electron
Microscopy Sciences,)] alinarak 30 dakika bekletildi.

5. Tampon C asamasindan sonra 6rnekler 5 dakika distile suda yikandi ve bu
basamak 2 kez tekrarlandi.

6. Ornekler distile su ile yikamadan sonra artan derecelerdeki alkol
serilerinde 5’er dakika bekletilerek susuzlastirildi. Sirasiyla etanol
(1.00983.2500, Merck, Almanya) serileri; %35, %50, %70, %85, %95,
%100, %100 etanol seklinde hazirland.

7. Alkol serileri tamamlaninca Ornekler heksametildisilazan (HMDS,
8.4324.250, Merck, Almanya) soliisyonunda 5 dakika bekletildi.

8. Uzerlerinden HMDS ¢ekildikten sonra, &rnekler kurumalar igin oda
sicakliginda 30 dakika tutuldu.

9. Kuruma tamamlandiktan sonra SEM incelemesine kadar desikator
igerisinde bekletildi.

10. SEM inceleme Oncesi, ornekler piring tasiyicilar lizerine yerlestirildi ve
200 A kalinliginda altin ile kaplanarak taramali elektron mikroskobunda

incelendi.

Hiicreli yiizeylere ait SEM incelemeleri E.U Dis Hekimligi Fakiiltesi’nde ve
IYTE Malzeme Arastirma Merkezi’ nde gerceklestirildi.



43

3.14 Nanofibroéz Yiizeyler ile Biiyiime Kinetigi Calismasi

Nanofibroz ylizeyler {izerinde biiyiime kinetigi ¢aligmasi iki tekrarli olacak

sekilde calisildu.

1. Kiiltiir kabr yiizeyini %80 kaplayan kemik iligi ve yag dokusu mezenkimal
kok hiicreleri (KI-MKH ve AdMKH) tripsinizasyon ile yiizeyden
kaldirildi.

2. Hicreler, o-MEM + %10 FBS + %0.1 gentamisin (50 mg/ml) igerikli
kiiltiir vasatiyla 5000 hiicre/cm? konsantrasyonda 48-gozlii pleytlere PCL
yiizeyler ve polistren ylizey {lizerine ekildi ve yiizeyler lizerine cam
halkalar yerlestirilerek yiizeylerin ylizmesi engellendi.

3. Hiicreler 48-gozlii pleytlere ekildikten sonra diizenli olarak her giin MTT
testi yapildi.

4. MTT testi i¢in, pleytteki kullanilmis besi ortami ¢ekildi.

5. Hiicrelerin iizerine %10 MTT (5 mg/ml konsantrasyonda) ¢ozeltisi iceren
besi ortam1 eklendi.

6. Hiicreler karanlikta 37 °C’de, %5 CO2’li inkuibatorde 3 saat siire ile inkiibe
edildi.

7. MTT iceren ortam cekildi.

8. Hiicrelerin iizerine DMSO eklenerek olusan formazan kristallerinin
¢oziilmesi saglandi.

9. Hiicreler 10 dakika boyunca 300 rpm’ de calkalayicida calkalanarak
kristallerin 1yice ¢oziinmesi saglandi.

10. Formazan kristalleri ¢oziindiikten sonra tiim ortamlar teker teker ¢ekilerek
2 ml’ lik santrifiij tiiplerinde toplandi.

11. Ornekler 10.000 rpm’ de 5 dakika santrifiij edilerek membranlardan
gelebilecek herhangi bir bulaniklik 6nlenmis oldu.

12. Santrifiigasyon sonrasi siipernetanttan 100 er pl alinarak 6 tekrarli olacak
sekilde 96-gozlii pleytlere koyuldu.

13. UV spektrofotometrede 570-690 nm dalga boyunda okutularak absorbans
degerleri kaydedildi.
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4. BULGULAR

4.1 Mezenkimal Kok Hiicrelerin Morfolojik Goriintiileri

Stoktan ¢ozdiirilen AdMKH’ lerin ve KI-MKH’ lerin hiicre
morfolojilerinde ve canliliklarinda her hangi bir sorun olmadigir gézlemlendi.
Birinci pasaj seviyesindeki ADMKH’ ler ve Ki-MKH’ ler karsilastirildiginda,
AdMKH’ lerin KI-MKH’ lere gore daha igsi yapida olduklar1 tespit edildi. Pasaj
seviyesi ilerledik¢e hiicrelerin yiizey ile olan temasmin arttifi ve hiicrelerin

yiizeye oldukca yayilmaya basladig: tespit edildi (Sekil 4.1).

Sekil 4. 1 Ug giinlik AUMKH (P/1) ve KI-MKH (P/1) kiiltiirlerinin ters faz 151k mikroskop
goriintiileri 2. AUMKH 4X b. AJMKH 10X c. Ki-MKH 4X d. Ki-MKH 10X (Olympus CK40,
Japonya).

4.2 MKH” lerin Biiyiime Kinetigi ve MTT Kalibrasyon Egrisi

AJMKH’ ler igin olusturulan kalibrasyon egrisi sekil 4.2° de, KI-MKH’ ler

i¢in olusturulan kalibrasyon egrisi ise sekil 4.3 te verilmistir. Kalibrasyonda elde
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edilen absorbanslara karsilik gelen hiicre sayilari tablo 4.1 ve tablo 4.2° de

gosterilmistir.

AdMKH?” ler i¢in olusturulan kalibrasyon egrisi grafiginden asagidaki egri

denklemi elde edilmistir:

y = 2E-05x + 0,541

AdMKH Kalibrasyon Egrisi
0,600

0,500

0,400 y = 2E-05x + 0,0541
N / .
0,200

0,100 '/

0,000 T T T T 1
0 5000 10000 15000 20000 25000

Hiicre Sayisi

Absorbans Degerleri (nm)

Sekil 4. 2 AAMKH? ler i¢in olusturulan kalibrasyon egrisi

Tablo 4. 1 AAMKH Kalibrasyon egrisinde absorbans degerlerine kargilik gelen hiicre sayilart

AdMKH Absorbans .
o . Hiicre Sayisi
Degerleri
0,07 795
0,084 1495
0,103 2445
0,118 3195
0,158 5195
0,22 8295
0,26 10295
0,332 13895
0,388 16695
0,463 20445
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KI-MKH’ ler igin olusturulan kalibrasyon egrisi grafiginden asagidaki egri
denklemi elde edilmistir:

y = 4E-05x + 0,053

Ki-MKH Kalibrasyon Egrisi

0,9
08

07 ~
06
05
04
03

0,2
0,1 -

y = 4E-05x + 0,053
R?=0,9972

Absorbans Degerleri (nm)

0 5000 10000 15000 20000 25000
Hiicre Sayisi

Sekil 4. 3 Ki-MKH’ ler i¢in olusturulan kalibrasyon egrisi

Tablo 4. 2 Ki-MKH Kalibrasyon egrisinde absorbans degerlerine karsilik gelen hiicre sayilari

Ki-M K"! Absqrbans Hiicre Sayisi
Degerleri

0,082 25

0,110 1425
0,136 2075
0,195 3550
0,212 3975
0317 6600
0,414 9025
0,506 11325
0,608 13875
0777 18100

Ayni1 absorbans degerine karsilik gelen AUMKH ve Ki-MKH sayilari tablo
4.3’ te verilmistir. Bu tablo incelendiginde ayni absorbans degerinde AdMKH’
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lere ait hiicre sayismin KI-MKH’ ye ait hiicre sayisina gére daha fazla, yaklasik
iki kat oldugu gorildii.

AdMKH ve Ki-MKH icin Kalibrasyon Egrisi

0,900
_ y = 4E-05x + 0,053

g 0,800 R=09972 M

£ 0,700

S 0,600

5 —o—AdMKH
% 0,500 .

a _— —8—Ki-MKH
= 0,400

=

£ 0,300 y = 2E-05x + 0,0541

2 0,200 - X

2 RZ=0,9926

< 0,100

0,000 - . . . . .
0 5000 10000 15000 20000 25000

Hiicre Sayisi

Sekil 4. 4 AUMKH’ ler ve KI-MKH? ler igin kalibrasyon egrilerinin karsilastiriimasi

Tablo 4. 3 AAMKH ve Ki-MKH’ lerin ayn1 absorbans degerine karsilik gelen hiicre sayilarinin
karsilastirilmasi

AdMKH Hiicre Sayis1  Absorbans Degerleri KI-MKH Hiicre Sayisi

795 0,07 425
1495 0,084 775
2445 0,103 1250
3195 0,118 1625
5195 0,158 2625
8295 0,22 4175

10295 0,26 5175
13895 0,332 6975
16695 0,388 8375
20445 0,463 10250
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4.3 MKH’ lerin Karakterizasyonu
AdMKH’ ler ve KI-MKH’ ler CD29, CD90, CD54, CD45, CDl11b,
CD106, MHC smif I ve II belirtecleri agisindan akis sitometrisi ile incelendi

(Tablo 4.4).

Tablo 4. 4 MKH’ lerdeki yiizey belirteglerinin % pozitif ekspresyonunun akis sitometri sonuglari

~Antikor 559 cp9o  cD54  cD4s cDilb cpiog MHC  MHC
Hiicre Smuf | Smuf 11
AdMKH 9981 9824 9974 066 077 910 8181 084
Ki-MKH 9996 9991 9984 073 077 108 8572 159

Akis sitometri sonuglart incelendiginde her iki hiicre tiirii i¢in de CD29,
CD90, CD54 ve MHC I antikorlar1 i¢in pozitif oldugu goriildii. CD45, CD11b ve
MHC 1I antikorlar i¢in ise pozitiflik oraninin % 2’ nin altinda oldugu belirlendi.
Bu durum izole edilip, stoklanan MKH’ lerin hematopoietik veya endotelyal

hiicreler ile kontamine olmadigin1 gosterdi.
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Sekil 4. 5 AAMKH akis sitometri sonuglari.
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Sekil 4. 6 Ki-MKH akis sitometri sonuglari.

4.4 Mezenkimal Kok Hiicrelerin Farkhlasma Potansiyellerinin

Incelenmesi
4.4.1 Osteojenik farkhlastirma

4 haftalik osteojenik farklilastirma ortamina maruz birakilan Ki-MKH
kiiltiirti diizenli olarak mikroskop altinda takip edildi. Yapilan incelemeler
sonucunda, osteojenik besi ortamma maruz kalan KI-MKH’ lerin bir hafta
sonunda morfolojilerinin degismeye ve hiicrelerin igerisinde minerilizasyon ile
baglantili depozitlerin goriilmeye basladig: tespit edildi. Ilerleyen haftalarda da
olusan depozitlerin yogunlastig1 goriildii (Sekil 4.7, 4.8 ve 4.9).
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Sekil 4. 7 Osteojenik farklilastirma éncesinde P/2 KI-MKH ters faz 151k mikroskobu goriintiileri.
a) 4X, b) 10X.



1.Haft

2.Haft
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Farkhlastirma Sonrasi Farkhlastirma
Kontrol Deneme

10X

20X

10 X

20 X

Sekil 4. 8 Osteojenik farklilastirma ortamindaki P/2 KI-MKH” lerin 1. ve 2. hafta ters faz 151k

mikroskobu goriintiileri.
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Farkhilastirma Sonrasi Farkhlastirma Sonrasi
Kontrol Deneme
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Sekil 4. 9 Osteojenik farklilastirma ortanundaki P/2 Ki-MKH’ lerin 3. ve 4. hafta ters faz 151k
mikroskobu goriintiileri.
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Farkli formiilasyonlara sahip osteojenik farklilastirma ortamlarina maruz
birakilan AAMKH’ lerin 4 hafta sonunda kiiltiirde yer yer farkli morfolojiler
sergiledikleri ve az sayida da olsa minerilizasyon depozitlerine benzer depozitler
icerdikleri tespit edildi (Sekil 4.10 ve 4.11).

Besi Ortam-1 Besi Ortam-2

Besi Ortami-3 Kontrol Ortam

Sekil 4. 10 Farkli osteojenik farklilastirma ortamlarindaki P/2 AAMKH?” lere ait ters faz 11k
mikroskop goriintiileri (10X).
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Besi Ortam-4 Besi Ortami-5

Kontrol Ortamm Kontrol Ortamm

Sekil 4. 11 Farkli osteojenik farklilagtirma ortamlarindaki P/2 AAMKH” lere ait ters faz 151k
mikroskop goriintiileri (10X).

4.4.1.1 Alizarin red S boyama

4 hafta sonunda AJMKH ve Ki-MKH kiiltiirleri minerilizasyon tespiti igin
Alizarin red S ve Von Kossa ile boyandi. Alizarin red S ile boyanan Ki-MKH
kilttiri incelendiginde kontrol grubunda her hangi bir boyamaya rastlanmazken,
osteojenik ortam ile muamele edilen deney gruplarinin Alizarin red ile kirmizi
boyandigi goriildi (Sekil 4.12). Bu durum kontrol gruplarinda her hangi bir
minerilizasyonun olmadigin1 fakat deney gruplarinda ise, kontroliin aksine,

kalsiyum depozitlerinin bulundugunu gésterdi (Sekil 4.13).
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Sekil 4. 13 Ki-MKH P/2 osteojenik farklilastirma Alizarin Red boyama mikroskobik goriintiileri
a. Kontrol 4X b. Kontrol 10X c. Deneme 4X d. Deneme 10X.
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Alizarin red ile boyanan AAMKH kiiltiri incelendiginde hem kontrol
gruplarinda hem de bes farkli osteojenik ortam ile muamele edilen deney
gruplarinda hiicre morfolojisinde degisiklikler olmasina ragmen her hangi bir
boyamanin, dolayistyla kalsiyum minerilizasyonunun olmadigi goriildii (Sekil
4.14 ve 4.15).

Kontrol

Deneme

Besi Ortami-1

Besi Ortam-2

Besi Ortami-3

Sekil 4. 14 AAMKH P/2 osteojenik farklilagtirma Alizarin Red S boyama mikroskobik goriintiileri
(10X).
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Besi Ortamu- 4 Besi Ortam-5

Deneme

Kontrol

Sekil 4. 15 AAMKH P/2 osteojenik farklilastirma Alizarin Red boyama mikroskobik goriintiileri
(10X).

4.4.1.2 Von kossa boyama

Kalsiyum- fosfat depozitlerini boyayan Von Kossa ile yapilan boyama

sonucunda KI-MKH’ lerin deney gruplar siyaha boyanirken, kontrol gruplarinda
bir boyanma goriilmedi (Sekil 4.16 ve 4.17).
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Sekil 4. 16 Ki-MKH P/2 osteojenik farklilastirmanin Von Kossa boyama ile tespiti.

Sekil 4. 17 Ki-MKH P/2 osteojenik farklilastirma Von Kossa Boyama mikroskobik gériintiileri
a. Kontrol 4X b. Kontrol 10X c¢. Deneme 4X d. Deneme 10X.



AdMKH’ leri Von Kossa boyamasi sonunda hem kontrol hem de deney
gruplarinda her hangi bir kalsiyum- fosfat depozitine rastlanmadi (Sekil 4.18 ve
4.19).

Besi Ortami-2 Besi Ortam-1

Besi Ortam-3

Sekil 4. 18 ADMKH P/2 osteojenik farklilagtirma Von Kossa Boyama mikroskobik goriintiileri
(10X).
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Besi Ortan-4

Besi Ortam-5

Kontrol

Sekil 4. 19 AMKH P/2 osteojenik farklilagtirma Von Kossa Boyama mikroskobik goriintiileri
(10X).

4.5 Oil Red O Boyama

Oil red O, yagda ¢oziinebilen bir boyadir. Bu nedenle ADMKH kiiltiiriinde
adiposit kontaminasyonu olmadigini gostermek amaci ile kullanildi. Boyama
sonucunda kiiltiirde herhangi bir boyanmaya rastlanmadi (Sekil 4.20). Bu da
kiiltiirin adiposit hiicreleri ile kontamine olmadigin1 ve ilerleyen pasaj sayisina

ragmen hiicrelerin adipoz hiicrelere farklilagmadigini gdsterdi.
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Sekil 4. 20 AAMKH P2 Oil Red O boyamasina ait mikroskobik goriintiiler a) 4X b) 10X.

4.6 Polikaprolakton Yiizeylerin Hazirlanmasi ve Karakterizasyonu
4.6.1 PCL-M Uretimi

Kiiltiirde kullanim kolayligi nedeniyle PCL nanofiberleri toplamak igin
PCL-M’ lar iiretildi (Sekil 4.21).

Sekil 4. 21 PCL membranlarin SEM gorintiileri (Zeiss—Evo 50).
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4.6.2 PCL-A ve PCL-R Nanofiberlerin Hazirlanmasi

PCL-A ve PCL-R nanofiberler membranlar iizerine toplanmadan Once
boncuk igermeyen, nispeten homojen fiber dagilimma ve wuygun fiber

yogunluguna sahip elektroegirme kosullarinin belirlenebilmesi i¢in cam lameller

tizerine topland1 ve 151k mikroskobu ile incelendi (Sekil 4.22).

Sekil 4. 22 PCL-A (a) ve PCL-R (b) nanofiberlerinin ters faz mikroskop goriintiileri (40X)
(Olympus 1X71, Japan).

Isik mikroskobu ile yapilan ©6n incelemenin ardindan nanaofiberler
membranlar tizerine toplandi. Hazirlanan PCL-A ve PCL-R nanofibroz yiizeyler
SEM ile incelendi. SEM goriintiileri incelendiginde, goriintilerin 151k
mikroskobundaki goriintiiler ile paralellik gosterdigi saptandi. Optimize edilen
kosullar altinda {iretilen nanofibroéz yiizeylerde herhangi bir boncuk olusumuna
rastlanmadi. Fiberlerin yeterince homojen dagildig: ve her bir fiberin de neredeyse
birbirine es ¢aplarda oldugu goriildii (Sekil 4.23 ve 4.24). Ayrica diizgiin dizili
fiberlerin de uygun sekilde yonlendigi tespit edildi (Sekil 4.23).
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Sekil 4. 24 PCL-R nanofiberlerin SEM goriintiileri (Zeiss—Evo 50).

Tablo 4. 5 Nanofiber ¢aplari

Nanofiberler Ortalama cap (nm)
PCL-A 368 + 130
PCL-R 316 £ 106

4.6.3 Statik Temas A¢is1 Olgiimii ile Yiizeylerin Karakterizasyonu

Uretilen her ii¢ yiizeyin statik temas agilar1 Sessile drop yontemi ile dlciildii.
Olgiimler sonucunda PCL-M yiizeylerin temas acis1 ortalama 95,8° bulunurken,
PCL-A yiizeyleri 107,4°, PCL-R yiizeylerin ise 132,6° olarak bulundu (Sekil 4.25
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ve Tablo 4.6). 70° ve iizeri a¢1 degeri veren drneklerin hidrofobik olarak kabul
edildigi géz Oniinde bulunduruldugunda tiim ylizeylerin oldukc¢a hidrofobik
oldugu goriildii. Ancak hidrfobisite siralamasi yapildiginda PCL-M< PCL-A<
PCL-R seklinde bir sonuca ulasildi.

Tiim 6l¢iimler 30. saniyede yapilmustir.

Tablo 4. 6 Statik temas agis1 6l¢iim degerleri

i Aligned | Random | Membran

sayisli
1 114,8° | 134,7° 97,2°
2 114,1° | 130,0° 88,7°
3 116,3° | 135,7° 99,6°
4 123,1° | 134,1° 98°
5 111,1° | 130,9° 94,2°
6 92,20° | 130,3° 97,2°
7 86,80° - 95,8°
8 100,90° - -

Ortalama | 107,4° | 132,6° 95,8°
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Sekil 4. 25 PCL yiizeylere ait temas agis1 6l¢iim gériintiileri a) PCL-A b) PCL-R ve ¢) PCL-M.

4.7 Nanofibréz Yiizeyler Uzerindeki MKH’ lerin immiinositokimyasal

Isaretlemesi

Uretilen PCL yiizeyler 15181 gecirmedigi icin, bu yiizeyler iizerinde
hiicrelerin tutuma 6zelliklerini ve morfolojilerini 151k mikroskobu ile incelemek
miimkiin olmadi. Bu nedenle tiim hiicrelerin hiicre iskeletini olusturan bir filament
olan aktin filamentleri floresan boyama ile incelendi. Yapilan floresan boyama
sonucunda PCL-A yiizeyler iizerinde hiicrelerin fiber yonlenmesini takip ederek,
fiber yoniinde uzadig goriildii. PCL-R yiizeylerde ise hiicrelerin takip edebilecegi
belirli bir yonde fiber olmadig1 igin hiicrelerin belirli bir morfoloji sergilemedigi
tespit edildi. PCL-M yiizeyler iizerinde hiicre morfolojisi incelendiginde,
hiicrelerin genellikle bir yerden baska bir yere filapodlar uzatarak tutundugu,
polistren yiizeylerdeki gibi yiizeye tamamen tutunarak yayilmadig goriildii (Sekil
4.26 ve 4.27). AMKH’ lerin ve KI-MKH’ lerin yiizeyler iizerindeki morfolojileri
karsilastinldiginda KI-MKH’ lerin AAMKH’ lere gére yiizeylere daha fazla
yayildigi, AMKH?’ lerin ise daha fibroblastik yapida oldugu belirlendi.
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.-

Aktin / ,

Aktin / Aktin / f

Sekil 4. 26 AAMKH?” lerin kiiltiiriin ikinci giiniinde farkli yiizeyler tizerindeki floresan mikroskop
goriintiileri a,b ve ¢) PCL-A, d,e ve f) PCL-R, g,h ve i) PCL-M 40X (Leica, Almanya).
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Aktin Aktin

Aktin / Aktin / Aktin /

Sekil 4. 27 Ki-MKH’ lerin kiiltiiriin ikinci giiniinde farkli yiizeyler {izerindeki floresan mikroskop
goriintiileri a,b ve c) PCL-A, d,e ve f) PCL-R, g,h ve i) PCL-M 40X (Leica, Almanya).

AdMKH’ lerin ve KI-MKH’ lerin kontrol olarak kullanilan polistren
yiizeyler lzerindeki morfolojileri incelendiginde hiicrelerin sinirlarinin ayirt

edilemedigi goriildii (Sekil 4.28).

Aktin /

Sekil 4. 28 MKH’ lerin kiiltiirlin ikinci giiniinde polistren yiizeyler iizerindeki floresan mikroskop
goriintiileri a) AMKH 20X, b) Ki-MKH 40X (Nikon Eclipse E600 epifloresan mikroskop,
Japonya).
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4.8 Hiicreli Yiizeylerin Taramah Elektron Mikroskopi (SEM)

Calhismasi

Hiicrelerin yiizeyler iizerindeki tutunma 6zelliklerinin ve morfolojilerinin
detayli olarak incelenebilmesi i¢in SEM yapildi. Genel olarak hem AAMKH’ lerin
hem de KI-MKH’ lerin PCL yiizeyler iizerindeki 24. saatlerinde yiizeye

tutundugu, ancak heniiz tam olarak yayilmadiklar goriildii (Sekil 4.29 ve 4.32).

Sekil 4. 29 ADMKH” lerin kiiltiiriin birinci giiniinde farkli yiizeyler tizerindeki SEM goriintiileri
a-b) PCL-A, c-d) PCL-R ve e-f) PCL-M.
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AdMKH’ lerin ve KI-MKH’lerin PCL yiizeylerdeki 48.saatleri
incelendiginde hiicrelerin biiylik bir ¢ogunlugunun yiizeye yayildigi belirlendi
(Sekil 4.30 ve 4.33).

Sekil 4. 30 AAMKH? lerin kiiltiiriin ikinci giiniinde farkli ylizeyler {izerindeki genel goriiniimlerine
ait SEM gorintiileri a) PCL-A, b) PCL-R ve ¢) PCL-M. Ok isaretleri yilizeye tutunan hiicreleri
gostermektedir.

AdMKH’ lerin PCL yiizeyler tizerindeki morfolojilerinin kontrol olarak
kullanilan polistren ylizeyler iizerindeki morfolojilere gore oldukca farkli oldugu
goriildii. Polistren yiizeyler tizerinde AAMKH’ lerin tamamen yayilarak yiizeyi
kaplama egiliminde olduklari tespit edildi. Ayrica hiicreler arasi sinirlarin belirgin
olmadigr gozlemlendi. PCL-A yiizeyler iizerindeki AdMKH’ lerin fiber
yonlenmesini takip ettigi ve ¢ogu yerde fiberler yerine membrana tutunmayi tercih
ettikleri gozlendi. PCL-R yiizeyler iizerinde ise AAMKH’ ler belirli bir fiber

dizilimi olmadig1 i¢in farkli yonlerden gelen fiberler iizerine tutunarak daha
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daginik bir morfoloji sergiledikleri belirlendi. AAMKH’ ler PCL-M yiizeyler
iizerinde polistren yiizeylerdeki morfolojilerine benzer bir morfoloji
sergiliyorlarmis gibi goriinmelerine ragmen Oyle olmadigi goriildi. PCL-M

yiizeylerde hiicrelerin tamamen biitiin hiicre yiizeyi ile tutunmadigi, farkli yonlere

dogru lamelipodlar uzatarak tutunduklar tespit edildi (Sekil 4. 31).

Sekil 4. 31 AdAMKH’ lerinin kiltiiriin ikinci gliniinde farkli yiizeyler tizerindeki tutunmalarinin
ayrintili incelenmesi a) PCL-A, b) PCL-R, ¢) PCL-M ve d) polistren ylizey. Ok isaretleri
hiicrelerin bulunmadigi, bos polistren yiizeyleri gdstermektedir.
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18pm

Sekil 4. 32 Ki-MKH’ lerin kiiltiiriin birinci giiniinde farkl1 yiizeyler iizerindeki SEM gbriintiileri
a-b) PCL-A, c-d) PCL-R ve e-f) PCL-M. Ok isaretleri ylizeye tutunan hiicreleri gostermektedir.
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Sekil 4. 33 KI-MKH’ lerin kiiltiiriin ikinci giiniinde farkli yiizeyler iizerindeki genel
goriiniimlerine ait SEM goriintiileri a) PCL-A, b) PCL-R ve ¢) PCL-M. Ok isaretleri yiizeye
tutunan hiicreleri géstermektedir.

KI-MKH’ lerin polistren yiizeylerde tipki AMKH’ lerde oldugu gibi
yiizeye yapisircasina tutunduklar tespit edildi. Hiicrelerin bu ylizeyde sinirlarinin
ayirt edilmesinin miimkiin olmadigi gériildii. Ki-MKH’ lerinin AdMKH
hiicrelerinin PCL yiizeyler iizerinde sergiledikleri morfolojiye ¢ok benzer
morfolojiler sergiledikleri gdzlemlendi. Ancak KI-MKH’ lerinin AAMKH’ lerine
gore daha ylizeyler lizerinde daha iyi yayildiklar goriildii (Sekil 4.34).
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Sekil 4. 34 Ki-MKH’ lerinin kiiltiiriin ikinci giiniinde farkl1 yiizeyler iizerindeki tutunmalarinin
ayrintili incelenmesi a) PCL-A, b) PCL-R, ¢) PCL-M ve d) polistren ylizey. Ok isaretleri
hiicrelerin bulunmadigi, bos polistren yiizeyleri géstermektedir.

4.9 Nanofibroz Yiizeyler ile Biiyiime Kinetigi Calismasi

AdMKH’ lerine ve Ki-MKH’ lerine ait 4 saat sonunda elde edilen
baslangic hiicre tutunmalar1 degerlendirildiginde en az tutunmanin polistren
yiizeylerde oldugu goriildii (Sekil 4.35 ve 4.36). AAMKH’ lerin ilk tutunma
degerleri incelendiginde PCL-A yiizeylerdeki tutunmanin en fazla oldugu ve bu
degerlerin sirasiyla PCL-R, PCL-M ve polistren yilizeye dogru gittikce azaldig
tespit edildi (Sekil 4.34).
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AdMKH' lerin 4. saat sonunda yiizeye tutunan hiicre
sayllarinin karsilastirilmasi
1200
1000
g 800
&
< 600
b
=400
0 T T T 1
PCL-A PCL-R PCL-M Polistren
Yiizeyler

Sekil 4. 35 AJMKH’lerin nanofibr6z yiizeyler ve polistren yiizey iizerindeki baglangi¢ hiicre
tutunmalari.

KI-MKH’ lerin ilk tutunma degerlerine bakildiginda PCL-R yiizeylerdeki
tutunmanin PCL-A yiizeylerdekine gore az bir farkla daha fazla oldugu belirlendi.
PCL-R yiizeylerden sonra tutunan hiicre sayisinin PCL-A, PCL-M ve polistren
yiizeylerde giderek azaldigi goriildii (Sekil 4.36).

Ki-MKH' lerin 4. saat sonunda yiizeye tutunan hiicre
sayillarimin karsilastirilmasi
1200
1000
2 800
&
» 600
b
= 400
B =
0 T T T 1
PCL-A PCL-R PCL-M Polistren
Yiizeyler

Sekil 4. 36 KiI-MKH’lerin nanofibroz yiizeyler ve polistren yiizey iizerindeki baslangig hiicre
tutunmalari.
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AdMKH ve KI-MKH'lerin 4.saat sonunda yiizeye
tutunan hiicre sayllarimin karsilastirilmasi
1200
1000 -
Z 800 -
)
&
o 600 -
5 = AdMKH
=
= 400 - = Ki-MKH
200 -
0 -
PCL-A PCL-R PCL-M Polistren
Yiizeyler

Sekil 4. 37 ADMKH ve Ki-MKH’lerin nanofibrdz yiizeyler ve polistren yiizey iizerindeki
baslangi¢ hiicre tutunmalarinin karsilastiriimasi.

Her iki hiicre tiriinin de kontrol olarak kullanilan polistren yiizeyler
tizerinde daha fazla iireme gosterdigi tespit edildi. En az liremenin ise PCL-M
yiizeylerde oldugu goriildii. Ayrica AAMKH’ ler tiim yiizeylerde KI-MKH’ lere
gore daha fazla ireme gosterdi. Her iki hiicre icin de iireme oOzellikleri
kiyaslandiginda polistren yiizeyden sonra en fazla iiremenin gorildiigii yiizey
PCL-A yiizeylerdi (Sekil 4.38 ve 4.39).



76

16000
14000
12000
10000
8000
6000
4000
2000

Hiicre Sayisi

AdMKH Nanofibroz Yiizeyler Uzerinde Biiyiime Grafigi

=4—PCL-A
=8=PCL-R

/ ——PCL-M

=== Polistren

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1
Zaman (giin)

Sekil 4. 38 AAMKH?” lerin nanofibroz yiizeyler ve polistren yiizey iizerinde biiylime grafigi
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Sekil 4. 39 Ki-MKH’ lerin Nanofibrdz yiizeyler ve polistren yiizey {izerinde bilyiime grafigi.
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AdMKH' lerin ve Ki-MKH' lerin Nanofibroz Yiizeyler

Uzerinde Biiyiime Grafigi
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Sekil 4. 40 AAMKH’ lerin ve Ki-MKH’ lerin nanofibrdz yiizeyler ve polistren yiizey iizerinde

biiyiime grafigi.
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5. TARTISMA

Doku miihendisligi, i¢cinde hiicrelerin biiyiiylip ¢ogalabilecegi lic boyutlu
doku iskelelerinin {iretimini icermektedir. Doku iskelelerinin iiretilmesindeki
amac¢ ise fizyolojik fonksiyonlar1 devam ettirebilmek ic¢in viicudun adapte
olabilecegi yeni dokular olusturmaktir. Bu sekilde iskelelerin {iretimini basarmak
icin biyolojik dokuyu taklit eden geometriler Onemlidir. Elektroegrilmis
iskelelerin fonksiyonel karmasikligi diger tekniklere gore Onemli avantajlar
saglamaktadir. Ancak in vivo kullanimmin rutin hale gelmesinden 6nce bazi

degisiklikler yapilmasi gerekmektedir (Lanutti et al., 2007).

Bircok sentetik polimerin ylizey Ozellikleri hiicre tutunmasini saglamasi
acisindan yeterince uygun degildir. Doku miihendisligindeki en biiyiikk zorluk,
doku olusum siirecinin yo6nlendirebilecek istenilen yiizey kimyasi, hiicre
tutunmasi, cogalmasi ve farklilagsmasi icin uygun biyobozunur iskeleyi tasarlamak
ve tretmektir (Prabhakaran et al., 2008). Bu nedenle bu tez ¢alismasinda da pek
cok arastirmaci tarafindan tercih edilen PCL iskelelerin AAMKH’ ler ve Ki-

MKH?” ler i¢in yeterince uygun olup olmadig arastirildi.

Bu caligmada ylizeye bagimli hiicrelerin farkli yiizeyler lizerinde degisik
hiicresel tepkiler vermesi fikrinden yola ¢ikilarak, farkli PCL yiizeyler iizerinde
KI-MKH’ lerin ve AAMKH’ lerin tutunma ve ¢ogalma ozellikleri incelendi. Bu
amag dogrultusunda éncelikle daha &nce izole edilerek stoklanan KI-MKH’ lerin

ve AAMKH?’ lerin kalibrasyon egrisi olusturuldu.

Her bir organa veya dokuya ait hiicre farkli metabolik profile sahiptir.
Hiicrelerin metabolik profilleri bulunduklar1 kosullara, fizyolojik veya patolojik
cevrelerine baghdir (Fernandez-Vizarra et al, 2011). Bu nedenledir ki farkli hiicre
cesitleri farkli mitokondriyal aktivitelere sahiptir. Calismada kullanilan MTT testi,
canli hiicrelerde mitokondrinin MTT boyasinin tetrazolyum halkasini1 parg¢alamasi
ilkesine dayanmaktadir. Reaksiyon canli hiicrelerdeki mitokondriyal dehidrogenaz
enziminin aktivitesine baglidir (Slywester, 2011). Bu sebeple ¢alismada kullanilan
AdMKH’ lerin ve KI-MKH’ lerin mitokondriyal aktivitelerinin farklilik

gostermesi beklenmistir. Elde edilen sonuglar Ki-MKH’ lerin mitokondriyal
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aktivitesinin ADMKH’ lere kiyasla daha fazla oldugunu gostererek literatiir ile

uyusmaktadir.

Bir sonraki agsamada her iki hiicrenin de MKH oldugunu ispatlamak ig¢in
karakterizasyon c¢alismast yapildi. Bunun i¢in CD29, CD90, CD54, CDA45,
CD11b, CD106, MHC I ve MHC 1II antikorlarina bakildi. MKH’ lerin CD11b,
CD34, CD14, CD11 ve CDA45 gibi hematopoietik veya endotelyal yiizey
belirteclerini  eksprese etmemesi gerekir (Ryan et al.,, 2005). Yapilan
karakterizasyon calismasiyla, CD11b (monosit ve makrofaj belirteci) ve CD45
(pan-lokosit belirteci) antikorlar ile, kiiltiirde hematopoietik hiicrelerin olmadigi
belirlendi. Ayrica MKH’ ler igin tipik olan CD29 (integrin 1), CD90 (Thy-1),
CD54 (ICAM-1) (Ryan et al., 2005; Dominici et al., 2006; Karaoz et al., 2009),
belirtecleri ile de kiiltiirlin karakterizasyonu gergeklestirildi. Literatiire gore pozitif
ekspresyonu beklenen belirteglerin  (CD29, CD90, CD54, MHC 1) MKH
poplilasyonunun %95’ inden fazlasinda eksprese olmasi gerekirken, ekspresyonu
beklenmeyen belirteglerin (CD11b, CD45 ve MHC 1I) de popiilasyonun %2’
sinden daha azinda eksprese olmasi gerekmektedir (Dominici et al., 2006). Bu
bilgilere bakilarak sonuglar degerlendirildiginde, karakterizasyonu yapilan
AdMKH’ lerin ve KI-MKH’ lerin hematopoietik hiicreler ile kontamine olmadig
ve MKH’ lere spesifik yiizey belirteclerini istenilen oranlarda eksprese ettigi

belirlendi.

MKH’ ler tarafindan MHC antijenlerinin hiicre yiizeyinde ekspresyonu
tartismal1 bir durumdur. Celiskili bulgular olmasina ragmen bir¢ok calisma MKH’
lerin MHC I bakimindan pozitif, MHC II bakimindan negatif oldugunu
gostermektedir. MHC 1 ekspresyonu MKH’ lerin NK hiicre mekanizmasindan
korunmasi agisindan 6nemlidir. MKH’ lerde MHC 1I ekspresyonunun olmamasi
da bu hiicrelerin hipoimmiinojenik olmasim saglar. Boylelikle MKH’ ler T
hiicreleri tarafindan taninmaktan kacabilirler. MKH’ ler de ayrica T hiicrelerinin
uyarilmast i¢in gerekli olan CD40, CD40L, CD80 ve CD86 gibi kostimiilator
molekiillerin ekspresyonu da goriillmez (Ryan et al, 2005). Yapilan
karakterizasyon caligmasiyla her iki hiicre i¢cin de MHC I ekspresyonu pozitif

gortliirken, MHC II ekspresyonunun olmadigi goriildii.
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AdMKH’ ler kolay ve fazla miktarda elde edilebilmeleri sebebiyle klinik
caligmalar icin 6nemli bir potansiyele sahiptir. Ancak bu kok hiicre kaynaginin
farklilasma potansiyelini kemik iligi gibi diger kaynaklardan elde edilen kok
hiicreler ile karsilastirildiginda bu hiicrelerin klinik uygulamalar i¢in uygun olup
olmadigr arastirilmaktadir. Yapilan c¢alismalar AdMKH’ lerin hiicresel
karakteristiklerinin ve farklilasma potansiyellerinin Ki-MKH’ lerinden farkli
oldugunu gostermistir (Im et al., 2005; Jones and Yang; 2011). Im ve
arkadaslarinin (2005) yaptig1 osteojenik farklilastirma ¢alismasinda AAMKH’ ler
ile KI-MKH’ leri arasinda matriks minerilizasyonu acisindan istatistiksel olarak
anlamlt bir farkin oldugu ve AdMKH’ lerinin uygun kosullar altinda
osteoblastlara farklilagmasinin daha az oldugu gorilmistir. Niemeyer ve
arkadaslarmin (2010) gergeklestirdigi in vivo c¢alismada da AdMKH’ lerin
osteogenezis agisindan KI-MKH’ lerinden daha diisiik oldugu tespit edilmistir.
Hatta AdMKH’ lerin kullanilmasinin herhangi bir avantaj olusturmadig
belirtilmistir. Yapilan bu calismada da AdAMKH’ lerin ve KIi-MKH’ lerin
farklilagsma potansiyelleri incelendiginde, iki hiicrenin birbiri ile benzer bir
farklilasma egiliminde olmadig1 acik¢a goriildii. Aymi kosullar altinda Ki-MKH
kiiltiirinde osteojenik farklilagsma ile iliskili mineralizasyon tespit edilirken,
AdMKH kiiltiirinde 28 giiniin sonunda herhangi bir mineralizasyon varligi
saptanmadi. AAMKH’ ler i¢in farkli osteojenik farklilagtirma protokolleri
uygulanmasina ragmen basarili sonuglar elde edilemedi. Bu durum AAMKH” lerin
osteojenik farklilasmasi i¢in gerekli olan optimum besi ortamimnin ve optimum
siirenin  belirlenememesi ve bu hiicrelerin Ki-MKH’ lerden farkli hiicresel

karakteristikleri ile iliskilendirildi.

Calisma boyunca kullanilan yiizeyler tek tiir PCL ¢ozeltisi kullanilarak
hazirlandi. Cozeltilerden boncuk igermeyen ve istenilen fiber dizilimine sahip
yiizeyler elde etmek igin elektroegirme kosullari optimize edilmeye ¢alisildi.
Optimize edilen kosullar altinda -A ve —R dizilime sahip nanofibroz yiizeyler elde
edildi. Farkli nanofiber dizilimleri i¢in optimize edilen kosullarin farkli olmasi
sebebiyle tiretilen nanofiberlerin ¢aplarinin birebir ayn1 olmadigr goriildii. Ayrica
dretimler sirasinda ¢o6zelti akisinda meydana gelen kararsizliklar nedeniyle
iretilen ylizeylerde farkli yonden gelen veya dalgalanma yapan fiberlere rastlandu.

PCL-A ve PCL-R yiizeylerde, bir 6rnek igerisinde nanofiberlerin homojen ve
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istenilen yogunlukta oldugu goriiliirken bu durumun 6rnekler arasinda farkliliklar
gosterdigi saptandi. Farkli zamanlarda hazirlanan c¢ozeltilerin ve yine farkli
zamanlarda yapilan elektroegirme islemindeki manipiilasyon farkliliklarinin ve
degisen ortam kosullarinin bu duruma sebep oldugu diisiinildi. Cilinki
elektroegirme yontemi nem, sicaklik, atmosfer kosullari, polimer ¢ozeltisinin
derigimi ve viskozitesi gibi pek ¢ok parametreden etkilenebilen bir iskele iiretim

yontemidir (Bhardwaj and Kundu, 2010).

Yiizeylerin hidrofilisitesinin bir gostergesi olan statik temas agis1 6l¢iimii,
yiizey karakterizasyonu icin siklikla kullanilan yontemlerden biridir. Bu
yontemde, ylizeylerin hidrofilisitesi arttikca temas acist degeri azalmaktadir.
Prabhakaran ve arkadaslarinin (2009) yapmis oldugu calismada elde ettikleri
PCL-R yiizeylerin statik temas acis1 degeri 127°° dir. Capkin ve arkadaslar
(2012) da PCL-R yiizeylerin temas agis1 degerini 130,6°, PCL-A yiizeylerinkini
ise 78,7° olarak bulmuslardir. Tan ve Teoh (2007) iirettiklerin PCL-M’ larin
temas agisim1 82,5° olarak tespit ederken, Zhu ve arkadaslar1 (2002) da benzer
sekilde PCL-M icin 81,2° ‘lik bir temas ag1s1 degeri saptamislardir. Bu calismada
elde edilen statik temas acis1 degerlerinin (PCL-M 05,8°, PCL-A 107,4°, PCL-R
132,6°) literatiir ile belirli oranda benzerlik gosterdigi acikga goriilmektedir.
Ancak kullanilan polimerin molekiiler agirlhigr (70.000- 90.000) ve nanofiber
yogunlugu gibi degisen parametreler sebebiyle degerlerde farkliliklar oldugu

diistiniilmektedir.

Calisilan 1ki farklh kokenli kok hiicrenin kullanilan yiizeylerdeki
oryantasyonlarinin SEM goriintiileri ile incelenmesi sonucu, bu hiicrelerin
nanofiberlerin dizilimine bagli olarak farkli yonlenme o6zellikleri sergiledikleri
saptandi. Diizglin dizili olan fiberlerin hiicrelerin uzamasi ve bipolar morfoloji
kazanmasi yoniinde etkisi oldugu goriildii. Rastgele dizili fiberlerde ise hiicrelerin
farkli fiber yonleri boyunca yayilma egiliminde oldugu tespit edildi. Boylelikle
PCL-R ylizeyler iizerinde hiicrelerin multipolar morfolojiyle sonuglanan c¢oklu
fokal tutunma egiliminde oldugu tespit edildi. AAMKH’ lerin ve KI-MKH’ lerin
PCL yiizeyler iizerindeki morfolojileri karsilastirildiginda, AJMKH’ lerin KIi-
MKH’ lerine gore daha igsi yapida olduklari belirlendi. Fare C17.2 kok

hiicrelerinin ve diizgiin ve rastgele dizili PCL nanofibroz iskelelerin kullanildigi
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bir calismada da, bu c¢alismaya benzer bir sekilde, diizgiin dizili PCL
nanofiberlerin “temasa dayali yonlenme” mekanizmasi tarafindan hiicrelere
kontrol edilebilir bir oryantasyon sagladig belirtilmistir (Ghasemi-Mobarakeh et
al., 2008). Benzer bulgular PCL yiizeyler tizerinde farkli hiicreler ile ¢alisan diger
arastirmacilar (Chew et al., 2008; Yao et al., 2009; Coopera et al., 2011)

tarafindan da desteklenmistir.

Calismanin F-aktin filamentlerinin incelenmesini iceren
immiinositokimyasal isaretleme basamaginda da hiicrelerin morfolojilerinin SEM
goriintiilerine benzer sekilde oldugu belirlendi. Hiicrelerin aktin iskeleti yesil
floresan Alexa Fluor®488 Phalloidin ile goriintiilendi. F-aktin sitoiskeleti hiicre
seklinin belirlenmesi ve mekanik kuvvetlerin olusumu icin 6nemlidir. Hiicre
tutunmasi, gocii ve boliinmesi gibi fizyolojik davranislar sirasinda bu iskelet
degismektedir. Ayrica F-aktin ag1 pek cok canli hiicrede farklilik gosterdigi
belirlenmistir (Stricker et al., 2010).

Hiicreler ile biyomalzemelerin etkilesimi, basarili ve uzun siireli bir
implantasyon i¢in anahtar dneme sahiptir. Hiicre-biyomalzeme etkilesimindeki
ana parametreler hiicre tutunmasi ve yayilmasidir. Hiicre tutunmasi hiicre
cogalmasi, gocii ve farklilagmasini dogrudan etkileyen temel siirectir. Tutunma
doku biitiinliigliniin korunmasini, yara iyilesmesini, immiin yaniti, kanser
metastazin1 ve biyomalzeme-doku biitiinlesmesini etkilemektedir. Ozellikle yiizey
enerjisi, puriizliiliik ve kimyasal kompozisyon gibi parametreler bu hiicre-yiizey
iligkilerini 6nemli derecede etkilemektedir. Hiicreler substratlar iizerine tutunup,
biiyiidiiklerinde ECM sinyallerini algilar, yorumlar ve yanitlarlar. Yiizey kimyas1
hiicre yanitin1 agik¢a etkilemesine ragmen buna ait mekanizma heniiz tam olarak

anlagilamamistir (Dowling et al., 2010).

Bu ¢aligmada farkli yiizeyler iizerinde, 4. saat sonundaki hiicre tutunmasi
verileri incelendiginde, her iki hiicre tiirii i¢in de en az tutunmanin polistren
yiizeyde oldugu goriildii. En az hiicre tutunmasina sahip ikinci yiizeyin ise PCL-M
oldugu belirlendi. AMKH’ lerde en fazla tutunma PCL-A yiizeylerde saptanirken
KI-MKH’ lerin de PCL-R yiizeydeki tutunmanin % 5.9’ luk bir oranla PCL-A’ ya
gore daha fazla oldugu tespit edildi. Genel olarak AAMKH’ lerin tiim yiizeyler
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lizerindeki hiicre tutunmasimnin Ki-MKH’ lerine gére daha iyi oldugu goriildii. Her
iki hiicre i¢in de en iyi lireme polistren ylizeyde gerceklesti. Bu durum PCL

yiizeylerin hidrofobikligi ile iliskilendirildi.

Yiizeyin hidrofilikligi/hidrofobikligi yiizey kimyasina ait Onemli
parametrelerden biridir. Genel olarak iskelelerin hidrofilik/hidrofobik olma
Ozellikleri oOncelikli olarak biiyiik 0Ol¢lide hiicre tutunmasimmi ve gogiini
etkilemektedir. Daha Onceki ¢alismalar incelendiginde hidrofobik yiizeylerde
hiicre tutunmasinin daha diigiikk oranda oldugu goriilmektedir. Oksijenlenmis gaz
plazma ile muamele edilen polistren (TCPS) yiizey hiicre tutunmasini
desteklemek i¢in serumlu besi ortamindan gelen iz ECM proteinlerinin yeterli
miktarm1 absorblayan, daha hidrofilik bir yiizey kimyasi saglar. Bu nedenle
hiicrelerin biiyiik bir kismmin PCL nanofibroz iskeleler ile karsilastirildiginda
TCPS yiizeyde ¢ogalmasi hi¢ de sasirtici degildir (Ghasemi-Mobarakeh et al.,
2008). Prabhakaran ve arkadaslari (2008) da 10 giin boyunca inceledikleri
Schwan hiicrelerinin PCL yiizeye gore TCPS yiizeyde hiicre ¢ogalmasinin daha
fazla oldugunu gostermistir. Ancak PCL yiizeyler igerisinde daha az hidrofobik
olan PCL-M yiizeylerdeki hiicre ¢ogalmasinin PCL-A’ya ve PCL-R’ ye gore daha
az olmas1 ilgingtir. Bu durum, nanofiberlerin hiicrelerin tutunmasini ve

cogalmasini kolaylastirmasi ile agiklanabilir.

AdMKH?’ lerin PCL yiizeyler arasinda en ¢ok PCL-A nanofibroz yilizeyler
tizerinde ¢ogalmasi da literatiir ile karsilagtirildiginda farkli bir durum degildir.
Hackett ve arkadaglar1 (2010) noral kok hiicreler ile yaptiklart calismada fiber
yonlenmesinin hiicre tutunmasi, ¢ogalmasi ve farklilasmasi tizerine olan etkilerini
incelemisler ve diizgiin dizili fiberlerin hiicre tutunmast (%94) ve c¢ogalmasi
(%71) agisindan rastgele dizili fiberlere gore daha iy1 sonuglar verdigini

belirtmisglerdir.
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6. SONUCLAR

Calismada, AJMKH’ lerin ve Ki-MKH’ lerin tutunma ve c¢ogalma
ozellikleri PCL-A, PCL-R ve PCL-M yiizeyler iizerinde incelendi ve bu 6zellikler

kontrol olarak kullanilan polistren yiizeyler ile karsilagtirildi.

PCL nanofibroz yiizeyler tizerinde, fiber dizilimine bagh olarak hiicrelerin
oryantasyonunun degistigi goriildi. PCL-A yiizeylerin hiicrelerin bipolar
morfolojiye sahip olmasini sagladig: belirlendi. Bu yiizeylerin 6zellikle sinir doku
miihendisligi ¢aligmalarinda hiicrelerin nérona farklilastirilmasini kolaylastiracagi
ve bu nedenle tercih edilebilecegi gosterildi. Yiizeyler iizerinde nanofiberlerin
bulunmasinin hiicre tutunmasini ve ¢ogalmasini olumlu yonde etkiledigi saptandi.

Diiz bir yiizey yerine, hiicrelerin daha kolay tutunmasini, cogalmasini saglayacak

nanofiber igeren yiizeyler ile ¢alismanin daha iyi olacag gosterildi.

Her iki hiicre ¢esidi i¢in PCL ylizeylerin hiicre ¢ogalmasini polistren
yiizeyler kadar iyi desteklemedigi goriildii. Bdoylelikle yapilacak diger doku
miihendisligi calismalarinda PCL polimeri i¢in bazi modifikasyonlar yapilmasi

gerektigi belirlendi.

AdMKH’ lerin tiim yiizeyler iizerinde hem tutunma hem de ¢ogalma
acisindan daha iyi oldugu saptandi. Bu nedenle AAMKH’ lerin KI-MKH’ lerine
kiyasla ¢alismalarda tercih edilebilir oldugu gosterildi. Ancak farklilagsma
potansiyeli agisindan degerlendirildiginde KI-MKH’ lerinin AAMKH’ lere gore
nispeten daha kolay farklilastigi da gozlendi. Farklilastirma calismalarinda Ki-

MKH?” lerinin tercih edilmesinin daha dogru olabilecegi diigiiniildii.
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7. ONERILER

AdMKH’ ler ve KI-MKH’ lerin polistren yiizeyler iizerindeki tutunma ve
cogalma oOzelliklerinin PCL yiizeylerdekilerle karsilastirilmasini igeren bu
calismanin sonucunda, yalnizca PCL’ nin kullanildig1 yiizeylerin gesitli hiicre
davraniglart i¢in yeterli olmadig1 goriildi. Dolayisiyla bundan sonraki
caligmalarda PCL’ nin biyolojik performansini arttirmak ve bu polimeri daha iyi
bir substrat haline getirebilmek i¢in, PCL’ un c¢esitli dogal polimerler ile
kombinasyonu yapilabilir. Ayrica plazma uygulamasi ile de yiizeyler modifiye
edilebilir.

Bu ¢alismada nanofiberlerin varliginin hiicrelerin tutunmasi ve ¢ogalmasi
tizerinde olumlu bir etkisi oldugu goriildii. Buna bagli olarak degisen fiber
caplarinda hiicrelerin farkli hiicresel davranislar sergilemesi gerektigi
diisiiniilmektedir. Bu nedenle fiber ¢apinin hiicrelerin tutunmasi, ¢ogalmasi ve
farklilagmasi iizerine olan etkileri incelenebilir. Ayrica AAMKH’ ler ve Ki-MKH’

ler i¢in uygun fiber ¢apinin tespit edilebilecegi bir ¢aligma yapilabilir.
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