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OZET
Sican Kemik 1ligi Kaynakh Mezenkimal Kok Hiicrelerin Yiiklii Sentetik Homo-
Polimer Kaph Yiizeyler Uzerindeki Farklilasma Verimliliginin Karsilastirmah

incelenmesi

AMAC: Bu tez calismasinda, doku miithendisligi 6n calismalarinda kullanilabilecek, hiicre
tutunma ve c¢ogalmasmi destekleyen polimerleri belirlemek hedefiyle, sentetik
homopolimerlerin in vitro ortamda sigan kemik iligi kaynakli mezenkimal kok hiicrelerin
canliligma, tutunmasma, cogalmasmma ve farklilagma foksiyonuna olan etkilerinin

arastirilmasi amacglanmistir.

YONTEM: Sican kemik iligi kaynakli mezenkimal kok hiicreler, poli-L-lizin, poli-D-lizin,
poli-L-prolin, poli-L-histidin, poli-L-alanin, poli-L-16sin, poli-L-glutamik asit gibi farkl
sentetik homopolimerler kullanilarak kaplanan cam yiizeylerde kiiltiire edilmis ve
hayvansal kaynakli bir protein olan kollajen tip-1 kapli cam yiizeyde kiiltiire edilen
hiicrelerle kiyaslanarak canlilik, cogalma, toksisite ve tutunma testleri yapilmistir.
Hiicrelerin bu yiizeylerde adipojenik ve osteojenik farklilagsma potansiyelleri gen

ekspresyonu analizleri ve immiinohistokimyasal analizlerle gdsterilmistir.

BULGULAR: Elde ettigimiz verilerden yola ¢ikarak poli-L-lizin ve poli-L-glutamikasit
kapl yiizeyin mezenkimal kdk hiicrelerin canliligina ve ¢ogalmasina olumsuz etkilerinin
oldugu goriilmiistiir. Poli-L-prolin ve poli-L-histidin kapli ylizeylerin ise hiicre tutunmasini
en ¢ok desteklerken hiicreleri adipojenik ve osteojenik farklilagsmaya yonlendirdigi

gozlemlenmistir.

SONUC: Farkli homopolimerlerin kullanilmasiyla kdk hiicrelerin kiiltiirdeki davranislari
bu caligmada incelenmistir. Negatif yiikli yiizey kaplama malzemesi ¢ok iyi bir sonug
vermezken pozitif toplam yiikii olan polimerlerin, poli-L-prolin ve poli-L-histidin,
hiicrelerin ¢ogalmasini ve farklilagsmasini destekledigi goriilmiistiir. Ancak hiicre tutunmasi
icin ¢ok sik kullanilan poli-L-lizin pozitif yliklii olmasina ragmen kiiltiirde hiicre canliligini

koruyamamustir.

Anahtar kelimeler: biyomalzeme, farklilasma, homopolimer, mezenkimal kok hiicre

v



ABSTRACT
Comparative Analysis of Differentiation Efficiency of Rat Bone Marrow Derived

Mesenchymal Stem Cells on Charged Synthetic Homo-Polymer Coated Surfaces

OBJECTIVE: In this thesis study, it was aimed to investigate the effect of synthetic
homopolymer coated surfaces on the wviability, adhesion, proliferation and the
differentiation function of bone marrow derived stem cell to determin the polymers that
can support the cell adhesion and proliferation in both preliminary studies of tissue

engineering and in the cell culture.

METHOD: Bone marrow derived stem cells cultured on the glass surface coated with
various homopolymers, such as poly-L-lysine, poly-D-lysine, poly-L-proline, poly-L-
histidine, poly-L-alanine, poly-L-leucine, poly-L-glutamic acid and were compared to the
cells on the collagen type-1 coated glass surface with respect to the viability, proliferation,
toxicity and adhesion tests. The differentiation potantial of the mesenchymal stem cells
into adipogenic and osteogenic cells were demonstrated by gene expression and

immunohistochemical analyses.

RESULTS: According to our obtained data, poly-L-lysine and poly-L-glutamic acid
coated surfaces demonstrated negative effect on the viability, adhesion and proliferation of
mesenchymal stem cells. On the other hand, poly-L-prolin and poly-L-histidine coated
surfaces are the most supportive homopolymers for the cell adhesion. The adipogenic and

osteogenic differentiation was committed on these two surfaces.

CONCLUSION: By using various homopolymers, the behaviour of the stem cells were
analyzed in the culture. While the negatively charged coating material didn't yield a good
output, the positively charged coating materials, poly-L-proline ve poly-L-histidine, were
observed to support the cell proliferation and differentiation. Although the poly-L-lysine

was frequently used for cell adhesion, it didn't preserve the cell viability in the culture.

Keywords: biomaterial, differentiation, homopolymer, mesencymal stem cells
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1. GIRIS

Travma ve ¢esitli hastaliklara bagl organ kayiplari, nakil gerektiren kalp-karaciger
ve bobrek gibi organlarin yetmezlikleri, yaniklar, iyilesemeyen kiriklar, kemik
dejenerasyonlari, omurilik hasarlar1 ve diyabet gibi hastaliklar insan ¢liimlerinin baglica
sebepleri arasindadir. Bu tarz tedavisi olmayan hastaliklar sonucu kaybedilen veya hasar
gbérmiis organlarin yerine baska bir vericinden organ nakli akla gelen ¢éziimlerin ilki olsa
da verici sayisinin yeterli seviyede olmamasi ve doku uyusmazliklar1 sebebiyle tam bir
¢oziim olmamaktadwr. Amerika’da yapilan bir arastirmaya gore 2007 yilinda organ
yetmezliginin son evresinde olan ve nakil bekleme listesinde olan 92.000 hastadan sadece
14.500’tine nakil yapilabilmis ve bircok hasta organ beklerken hayatini kaybetmistir.
Tiirkiye’de ise Istanbul 11 Saglik Miidiirliigii’niin 2010 yilinda yapmus oldugu arastirmaya
gore Tiirkiye'de 2010 yilsonu itibariyle organ nakli merkezlerinde 2010 bobrek, 86
karaciger, 80 kalp ve 63 pankreas nakli bekleyen hasta bulundugu bildirilmistir. Yine
Tiirkiye Saghk Bakanhig’nin 2016 yili verilerine gore 3.042 bobrek, 129 kalp, 755
karaciger, 18 akciger, 9 pankreas ve 1.299 kornea bekleyen hasta bulunmaktadir.
Bunlardan sadece 1.124 bobrek, 26 kalp,469 karaciger, 8 akciger, 4 pankreas ve 963
kornea nakli gerceklestirilmistir. Toplam organ bekleyen, sistemde kayitli hasta sayisi

yaklasik 29.000°dir.

Hem bilim adamlar1 hem de klinisyenlerin ortak ¢alistigi doku miihendisligi bir¢cok
farkli bilimsel alani icerdiginden disiplinler arasi bir alandir. Doku miihendisligi
calismalarinda basta malzeme bilimcileri ve hiicre biyologlarinin temel amaci klinikte
kullanabilecek cesitli iiriinler gelistirmek ve fonksiyonel yapay doku iiretebilmektir. Bu
dogrultuda uygun hiicre kaynagi ve biyomalzemeler kullanilarak yapi iskeleleri olusturulur
ve daha sonra hasarli bolgeye nakledilerek onarimin saglanmasi amaglanir. Ozellikle bu
alanda kullanilabilecek, biyolojik sistemlerle etkilestiginde uyum saglayabilecek yeni
malzemelerin gelistirilmesi i¢in yogun g¢aba harcanmaktadir. Bu sebeple kullanilacak
sentetik ve dogal biyo-malzemelerin biyo-uyumlu olmasi, biyobozunur olmasi, toksik

olmamasi, gerekli fiziksel ve mekanik 6zelliklere sahip olmasi 6nemlidir.

Son zamanlarda bilim adamlar1 {i¢ boyutlu biyo-yazicilar kullanarak yapay doku
iskeleleri olusturabilmiglerdir. Hiicre kaynagi olarak ta kok hiicrelerin rejeneratif
ozelliklerinden yararlanmaktadirlar. Ug boyutlu organ tasarimlari uygun yazilimlar ve
biyomalzemeler kullanilarak olusturulur ve hastalik modellleri ve ilag denemeleri

calismalarinda kullanilabilmektedir. Olusturulmaya c¢alisilan dokularin invivo’dakine
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benzer anatomik yapiya ve fizyolojik Ozellikte olabilmesi i¢in hiicre-hiicre etkilesimleri
hiicre dis1 matriks etkilesimleri, mikrogevre, hiicrelerin dizilimi, kullanilan malzemenin
mekanik ve fiziksel 6zellikleri 6nem arz etmektedir. Dokular i¢in gerekli olan ektraseliiler
matriks (hiicre dis1 matriks) yapisini olusturabilmek amaciyla, doku iskelesi yapiminda
kullanilan malzemenin hiicrelerin canliligina ve g¢ogalmasina olan etkisi gdz Oniinde
bulundurulmalidir. Ciinkii kullanilan biyo-malzemenin ylizey deseni, ylizey topografisi,
yiizey yiikii ve elastikligi gibi 6zellikleri hiicreler {izerinde etkilidir. Genelde PLA, PLGA,
PCL gibi sentetik polimerlerde hiicre tutunmasimni elverisli hale getirebilmek i¢in ylizey

modifikasyonlarina ihtiya¢ duyulmaktadir.

Doku miithendisligi uygulamalarinda asilmasi gereken sorunlardan biri de iiretilen
iriiniin hastada kullanilabilirligidir. Olusturulan greftin i¢c kisimlarindaki hiicrelere besin ve
oksijenin diizgiin bir sekilde iletilebilmesi ve anjiyogenik faktorlerle i¢ bolgelerde
damarlasmanin uyarilabilmesi gerekmektedir. Bu durumda mezenkimal kok hiicrelerin
anjiyojenik faktor iretebilme yeteneklerinden de yararlanilabilir. Hiicre dist matriks,
hiicrelerin birbirleriyle dogrudan temas: ve birbirlerine tutunmasi, hiicreleri destekleyen
protein ve molekiilleri icermesi, hiicrelere besin ve madde aligverisini saglayan destek
yapist olmas1 bakimindan hiicreler i¢in hayati 6nem arz etmektedir. Ayni zamanda hiicre
yapisini, hareketlerini, gelisimi ve farklilagmasini da etkilemektedir. Doku ve organ
yapisina gore farklilik gosteren hiicre dis1 matriks, in vivo ortamda igerdigi proteinler ile
hiicrelere destek saglamaktadir. in-vitro kosullarda yapilan galismalarda da in-vivo ortam
taklit edilerek hiicrelerin canliligmin korunmasi ve fonksiyonlarmin desteklenmesi

amaclanmaktadir.

Doku miihendisliginde kullanilacak olan malzeme ilk olarak hiicre kiiltiirii
calismalarinda denemeleri yapilarak gerekli kontrollerden ge¢mesi gerekmektedir.
Malzeme kiiltiirdeki hiicrelerin yiizeye yapigsmasini ve cogalmast gibi o6zelliklerini
destekler nitelikte olmalidir. Malzemenin hiicreler tarafindan sindirilememesi ve toksik

olmamasi saglikli kiiltiir kosullar1 elde edebilmek i¢in 6nem arz etmektedir.



1.1. Kok Hiicreler

Kok hiicreler 6zellesmis hiicre tiplerine farklilasabilen, uzun siire boliinebilme ve
kendini yenileme yetenegine sahip, ¢ok hiicreli canlilarin doku ve organ olusumunu
saglayan ana hiicrelerdir. Dokulardaki somatik hiicrelerden farkli olarak kok hiicrelerin
lyilestirici ve yenileyici Ozelliklerinin de olmast bu hiicrelerin klinikte uygulanabilme
potansiyellerini artirmaktadir. Bu da bircok bilim adammin son yillarda kok hiicre

arastirmalarina yonelmesine sebep olmustur.

Viicudumuzdaki kan kas, karaciger ve sinir hiicreleri gibi 6zellesmis hiicreler,
bulunduklar1 organ ve dokularda belirli fonksiyonlara sahiptir ve bu hiicreler
boliindiiklerinde yine kendileri gibi bir hiicre olustururlar. Fakat kok hiicrelerin 6zellesmis
hiicreler gibi belirli bir fonksiyonlar1 yoktur. Bulunduklar1 mikrogevreden aldiklar1 hiicre

dis1 sinyallerle farklilasmaya giderek 6zgiil bir hiicreye doniisebilirler.

1.2. Kok Hiicre Cesitleri

Kok hiicreler genel olarak embriyonik kok hiicreler ve embriyonik olmayan kok
hiicreler olarak iki farkli kaynaktan elde edilirler. Embriyonik kok hiicreler (EKH)
blastokist denilen 4-5 giinliik embriyonun i¢ hiicre kiitlesinden elde edilirken embriyonik
olmayan kok hiicreler dokuya 6zgii, postnatal kok hiicrelerdir ve elde edildikleri kaynaklar
acisindan farkliliklar gosterir. Embriyonik olmayan kok hiicreler eriskin kdk hiicreleri,
fetiis kok hiicreleri, kadavradan elde edilen kok hiicreler, gébek kordonu ve plasenta kok
hiicreleri baslig1 altinda toplanabilir. Ayn1 zamanda bu hiicrelerin birbirlerine tstiinliikleri
vardir. Viicudumuzdaki tiim hiicrelere doniisebilme ve bir organizmayi olusturabilme
potansiyeline sahip kok hiicreler totipotent olarak adlandirilir. Erken embriyonik donemde
4 hiicreden 8 hiicreye kadarki biitiin blastomerler totipotenttir. Erken embriyonik donemin
yaklasik 5. giinlinde blastosol boslugunda bulunan hiicreler, viicudun ii¢c embriyonik germ
tabakasindan koken alan pek ¢ok farkli hiicre ¢esidine farklilasabilirler. Bu hiicrelere
pluripotent kok hiicreler denir. Viicuttaki tiim dokulara kaynaklik etseler de yeni bir birey
olusturamazlar. Fetal donemde hiicreler biraz daha Ozellesirler ve erigkin kok hiicrelere

dontistirler.

Morfolojik olarak EKH’ler yogun bir ¢ekirdek sitoplazma icerigine sahiptir ve her
hiicrede bir ya da daha fazla ¢ekirdek¢ik bulunmaktadir. Bu hiicrelerin telomeraz enzim

aktivitesi oldukc¢a yiliksektir. Bu yiizden normal somatik hiicrelerden farkli olarak in vitro
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ortamda simnirsiz bolinme ve cogalma ozelligi gosterirler. SSEA-3, SSEA-4, TRA-1-
60,TRA-1-81, alkalen fosfataz, Rex-1, Oct4, Nanog ve Sox2 gibi 6zel belirtegleri yiiksek
diizeyde ifade ettikleri g6zlemlenmistir (Zhao ve dig. 2012).

EKH’ler in vitro ortamda, gerekli sitokinleri salgilayan besleyici tabaka {izerinde
kiiltiire edilirler. Besleyici tabaka olarak genellikle mitotik aktivitesi durdurulmus fare
embriyonik fibroblastlar tercih edilir. Bu sekilde EKH’ler uzun siire boyunca
farklilagmadan kiiltiire edilebilirler. Besleyici tabakasiz kiiltlirde hiicrelerin tutunabilmesi
icin kollajen, fibronektin, laminin vb protein ekstraklar ile kiiltiir kaplarinin yiizeyleri
kaplanir ve daha sonra hiicreler ekilerek tutunmasi beklenir (Xu ve dig. 2001; Baharvand

ve dig. 2006).

Son yillarda bu hiicrelerin hem arastirma hem de klinikte kullanimlar1 {izerine birgok
arastirma yapilmaktadir (Trounson ve DeWitt, 2016). EKH’lerin farklilagma potansiyelleri
cok yiiksek oldugundan farkli hiicre serileri elde etmek miimkiindiir. Ayn1 zamanda yeni
ilag tasarimi deneylerinde, ila¢ toksisitelerinin arastirilmasmda ve erken embriyonik
gelisim c¢aligmalarinda model olabilecek hiicrelerdir (Jensen ve dig. 2009). Biitiin bu
ozelliklerinden dolayr EKH hiicrelerin birgcok hastaligin tedavisinde kullanilma
potansiyellerinin olmasina ragmen kiiltiir kosullarinin ¢ok iyi tanimlanmamis olmasi,
terotom olusturucu 6zelliklerinin olmas1 ve hem dinsel hem de politik nedenlerden dolay1
baz1 ilkelerde EKH arastirmalarma ve klinikte kullanimlarina yasal kisitlamalar
getirilmistir. Bu ylizden bazi iilkelerdeki bir¢ok bilim adami embriyonik olmayan kok

hiicre kaynaklarini kullanarak tedavi amacli kok hiicre ¢calismalarina devam etmektedirler.

1.3. Mezenkimal Kok Hiicreler

Mezenkimal kok hiicreler (MKH) ilk defa 1982 yilinda Friedenstein tarafindan
fibroblast benzeri koloniler olusturan hiicreler olarak tanimlanmistir (Fridenshtein, 1982).
Daha sonra yapilan caligmalarda bu hiicrelerin bir¢ok doku ve hiicreleri olusturan
multipotent hiicreler oldugu belirlenmistir. Mezenkimal kok hiicrelerin kendilerini
yenileme ve mezoderm endoderm ve ektodermden koken alan diger hiicre tiplerine
farklilasabilme 6zelligi vardir. Ayn1 zamanda viicuttaki hasarl bolgeye giderek o dokunun
yenilenmesi ve onarimda gorev alirlar. Bu 6zellikleri bakimindan bu hiicrelerin klinikte

kullanim potansiyelleri yiiksektir (Patel ve dig. 2013). Bu hiicrelerle klinik ¢alismalar daha



cok hematopoetik kok hiicre nakli alaninda kullanilmigtir. MKH’lerin nakil sonrasi graft

versus host hastaliginda (GVHH) terapétik role sahip olduklar1 gdzlemlenmistir.

Mezenkimal kok hiicrelerin klinik kullanimi agisindan en belirgin 6zelliklerinden
birisi de bu hiicrelerin immunojenitesinin diisiik olmas1 ve immunsupresif olmalaridir. Bu
hiicreler uygun mikrogevre ortaminda T lenfosit proliferasyonunu ve inflamatuvar sitokin
iretimini baskilar, ayrica dogal bagisiklik sistemi iizerine de supresor (baskilayici) etki

yaparlar (Karaz ve Ovali, 2004).

MKH’ler hiicresel Ozellikleri bakimmdan somatik hiicrelerden farkhidwr. Kiiltiir
kosullarinda adeziv (yapigskan) 6zellik gosterirler ve kiiltlir kabinda koloniler olusturarak
cogalirlar. Osteojenik, adipojenik, kondrojenik farklilagsma egilimleri vardir (Dominici ve
dig. 2006). MKH’ler 151k veya faz mikrokobuyla incelendiginde morfolojik olarak
fibroblast benzeri hiicreler oldugu gériiliir. igsi yapya sahip, kiigiik ve yildizs1 goriiniimleri
vardir. Uzun pasajlara kadar ozelliklerini kaybetmeksizin kiiltiire edilebilirler. Bu
hiicrelerin kemik iligi aspiratlarinda g¢ekirdekli hiicreler arasindaki orani %0,01-0,001
olarak hesaplanmistir (Pittenger ve dig. 1999). Hiicrelerin izolasyon ve kiiltiiriiniin kolay
olmas1 ayrica yiiksek ex vivo potansiyelinin olmasi bu hiicreleri tedavi edici bir ara¢ haline
getirmektedir. Ayn1 zamanda tiim dokularda, destek hiicreleri olan stromal hiicrelerin de

kokenini teskil etmektedirler.

MKH’lerin kesin bir yiizey belirtegleri olmamakla birlikte bu hiicreler klinik veya
arastrma amagclt kullanilmadan Once akim sitometrisi yOontemiyle mutlaka CD13,
CD29,CD44, CDY0, CD 73, CD 105, CD146, CD 166, HLA ABC pozitif; CD3, CDS,
CD11b,CD14, CD15, CD19, CD33, CD34, CD45, CD117 ve HLA-DR negatif olmalar1
acisindan karakterize edilmelidir (Dominici ve dig. 2006; Karadz ve dig. 2012).

Mezenkimal kok hiicreler ex vivo ortamda uzun siire kiiltiire edilmelerine ragmen
normal karyotip ve telomeraz etkinliklerini korurlar. Fakat hiicreler her pasajda tripsine
maruz kaldiklar1 i¢in bu alt kiiltiirler, hiicrenin islevini zayiflatmaktadir. Kiiltiirde
cogaltilan bu MKH’ler akim sitometrisi yontemiyle incelendiginde kendilerine 6zgii kesin
belirtegler eksprese etmedikleri; endotelyal, epitelyal ve kas hiicrelerine benzer

immunofenotipik 6zellikler de tasidiklar1 goriilmektedir.

Mezenkimal kok hiicreler ve hematopoietik kok hiicreler ICAM (Intraseluler

hiicreler arasi tutunma molekiilii), VCAM (Vaskiiler hiicre adezyon molekiilii) ve L-



selektin gibi bir ¢ok tutunma molekiiliinii ortak olarak bulundururlar (Jiang ve dig. 2002).
Ayni zamanda MKH’lerin bir¢cok sitokin, kemokin ve hiicredisi matriks proteinlerini
sentezleme yetenegi de vardir. Salgiladiklar1 baslica sitokinler IL-6, IL-7, IL-8, IL-11, IL-
12, IL-14, IL-15dir.

Mezenkimal kok hiicrelerin  birgok mezenkimal doku tipine farklilasma
yeteneklerinin oldugu hem in vivo hem in vitro ¢aligmalarla gosterilmistir. Mark Pittenger
ve arkadaslarinin 1998 yilinda yapmis oldugu bir ¢alismada erigkin insan kemik iligi
kaynakli mezenkimal kok hiicrelerin uygun sartlar altinda uyarildiklarinda birgok farkl
bag dokusu hiicrelerine farklilagabildigi gdzlemlenmistir (Pittenger ve dig. 1999; Pittenger
ve dig. 2000; Toma ve dig. 2002).

Cesitli merkezi sinir sistemi hastaliklarinda beyne nakledilen kemik iligi kaynakli
mezenkimal kok hiicrelerin ndral hiicrelere farklilastigi, bunu yaparken de bazi terapotik
molekiiller de sentezleyerek yararli etkilerinin oldugu gézlemlenmistir. Bu molekiillerin
rejeneratif (yenileyici), anti apoptotik, anjiojenik ve anti-inflamatuvar ozellikleri sahip
oldugu gorilmiistiir (Daley ve Goodell, 2003). Bu sekilde hasarli bolgedeki kaynak
hiicrelerin yasamsal fonksiyonlarin1 diizenledigi ve anjiojenik faktorlerle de doku

kanlanmasini artirarak onarimi sagladigi bilinmektedir.

Bilindigi lizere mezenkimal kok hiicreler viicudun 6zellikle damardan zengin bag
dokusu igeren dokularindan elde edilmektedir. Bunlar arasinda da en ¢ok kemik iliginin
MKH icerdigi kanis1 hakim olsa da yag dokusu ve gobek kordonu da mezenkimal kok
hiicre bakimmdan olduk¢a zengin kaynaklardir. Bununla birlikte farkli kaynaklardan elde
edilen mezenkimal kdk hiicreler, hiicre sayisi genetik yapilar1 (Wagner ve dig. 2005)
fenotipleri, biiyiime ¢ogalma ve farklilasma Ozellikleri, sitokin ve kemokin salgilama
yetileri (Friedman ve dig. 2007) birbirinden farklilik gdsterir. Ornegin kemik iliginden elde
edilen MKH’lerin kondrojenik farklilasma yetisi, yag dokudan elde edilenlere gére daha
yiiksektir (Huang ve dig. 2005). Aynt zamanda MKH’lerin sayist yasla ters orantilidir.
Yenidogan kemik iliklerinde 10.000 ¢ekirdekli hiicreden biri MKH olurken, bu saymin
ergenlikte 1:100.000, 50’li yaslarda ise 1;400.000 oldugu varsayilmaktadir (Caplan 1994).

Mezenkimal kok hiicrelerin ana kaynak olarak kemik iligi ve bircok dokudan (kas,
kemik, kikirdak, fetal kemik iligi, yag dokulari, karaciger, kordon kani, periferik kan )
izole edilebilir olmasi1 bu hiicrelerin klinikte hiicre kaynagi olarak segilebilirligini

gostermektedir (da Silva ve dig. 2006). Bu hiicrelerin basta hematopoietik kok hiicre
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nakilleri, doku miihendisligi ve gen tedavileri olmak iizere bir¢cok alanda klinik kullanim

potansiyellerinin olmasi bu hiicrelere olan ilgiyi giderek artirmaktadir.
1.4. Mezenkimal Kok Hiicrelerin in-vitro Kiiltiirii

Hiicre kiiltiiri hiicrelerin in vitro ortamda uygun besiyeri ortaminda ¢ogaltilmasini
saglayan bir alandir. Hiicre kiiltlirii giinimiizde patolojik durumlarda hiicrelere 6zgii
islevleri belirlemek ve tan1 amaciyla bir hiicre serisinden ¢ogaltilan hiicrelerle calisilarak
sonuglar elde etmemizi saglamaktadir. Temel prensib olarak, canli bir dokudan veya
organdan alman kiiciik bir parcanin in vitro ortamda ¢ogaltilip biiyiitiilmesine
dayanmaktadir. Bu ¢aligmalar1 yaparken bazi yontemler takip edilmektedir. Hiicrelerin
molekiiler 6zelliklerine, cinsine gore ¢ogalma, ¢ogalmama, hiicre kiiltiir kabina yapisma
veya siispansiyon halde kiiltiire edilme gibi 6zelliklerine gére medium igerikleri ve kiiltiir

kosullar1 degisiklik gostermektedir.

Giiniimiizde kiiltiirler genellikle hiicre siispansiyonlar1 seklinde yapilmaktadir. Ancak
bazi hiicreler hiicre siispansiyon ortaminda yasamaya pek uygun degildir. Hiicrelerin
gereksinimleri ¢esitlerine gore farklilik gosterdikleri i¢in bazi hiicreler kiiltiire edilirken
kiiltiir kaplarmin yiizeyleri kollajen ve laminin gibi destekleyici proteinlerle kaplanarak

hiicrelerin yilizeyde tutunup ¢ogalmasi saglanmaktadir.

Dokulardan elde edilen ilk hiicreler ile dogrudan yapilan kiiltlir primer kiiltiir olarak
gecmektedir. Daha sonra hiicrelerin ¢ogalmasi sonucu diger hiicre kiiltiir kaplarma
aktarilmasi sekonder kiiltiir olarak adlandirilmaktadir. Buna ayn1 zamanda subkiiltiir ya da

pasajlama ad1 da verilmektedir.

Omurgali hiicreleri kiiltiirde smirlt sayida boliinebilirken mezenkimal kok hiicreler
telomeraz enzim aktivitelerinin yliksek olmasindan dolayr smirsiz  bdliinme

gerceklestirebilir (Hiyama ve Hiyama 2007).

Mezenkimal kok hiicreler uygun kosullarda dokudan izole edildikten sonra primer
kiiltiire almir. Daha sonra hiicrelerin ¢ogaltilmasiyla kiiltiir kabindan enzim yardimiyla
kaldirilir. Tiim hiicreler siispansiyon haline geldiginde hiicre sayimi yapilarak gerekli

miktarda hiicre ekilir ve kalan hiicreler dondurulur.



1.5. Doku Miihendisligi Yaklasimlar

Nanoteknoloji, 1-100 nm boyutundaki (nano) maddeleri atomik ve molekiiler
ozelliklerinden faydalanilarak atomik boyutta kontrol etmeyi amaglar ve bu maddelerin
yapisal olarak devre ve sistemlerinin gelistirilmesiyle nanoyapilar tasarlayip sentezlemeyi

ya da nanoyapilara yeni 6zellikler kazandirmayi igermektedir.

Yirmibirinci yiizyllda nanoteknoloji bir¢ok alanda olduk¢ca yaygin olarak
kullanilmaktadir. Nanomalzemeler tekstil, otomotiv sanayi, ila¢ sanayi ve yeni tedavi
yontemleri gibi hemen hemen her alanda fayda saglanmaktadir (Cakmak, 2011). Ozellikle
malzemelerin siirtlinme, yapigma, suyu sevme ya da sevmeme, biyolojik etkilesimleri gibi
yiizey Ozelliklerinden yararlanilarak doku iskeleleri olusturulup doku miihendisligi

calismalarinda siklikla karsimiza ¢ikmaktadir.

Doku miihendisligi ¢alismalarinda yapi1 isklelesi (scaffold) olusturmada kullanilan
biyomalzemelerin viicut i¢i (in vivo) ortamda biyobozunmalar1 ve biyouyumluluklar: en
onemli oOzelliklerdendir. Bu biyomalzemelerin sentezi, tasarimi, iiretimi ve
biyouyumlulugu konularinda c¢ok ¢esitli calismalar yapilmakta ve yeni yontemler

gelistirilmektedir.

Doku miihendisligi, hasarli ve islevini kaybetmis dokularin onarilmasina destek
amacli o bolgedeki dokuyu fiziksel ve biyolojik olarak taklit eden esdegerlerinin
geligtirilmesini amaglar. Bu amagla kullanilan biyomalzemelerin biyolojik sistemlerle
etkilestiginde uyum saglayabilmesi i¢in yogun caba harcanmaktadir. Ayn1 zamanda alerjik,
toksik ve karsinojenik olmamasi, kimyasal agidan stabil olmasi, yeterli mekanik kuvvete
sahip olmasi, uygun agirlik ve yogunlukta olmasi, biiyiik miktarlarda islenebilme ve

fabrikasyon kolaylig1 gostermesi, ekonomik olmasi 6zelliklerine de dikkat edilmelidir.

Her giin milyonlarca hasta kardiyovaskiiler hastaliklar, deri yaniklari, ilser, kemik
kiriklar ve eklemler, diyabet gibi hastaliklarla miicadele etmektedir. Bu durum hastalarin
hayat kalitelerini yiikselmek i¢in yeni, acil terapdtik stratejilerin gelistirilmesini gerekli
kilmaktadir. Terapotik ve yenileyici tedavilerde metaller, seramikler, polimerler, proteinler
ve baska bilesikler kullanilmaktadir. Burada 6nemli olan kullanilan malzemenin biyo

uyumlulugudur (Fournier ve dig. 2003).

Polimerlerin ¢ok yonliiliik, islenebilirlik, biyobozunabilirlik gibi 6zelliklerinden
dolayr genellikle medikal cihazlarin ve implantlarlarin yapiminda kullanilmaktadir.

Proteinler (6r; kollajen, fibrin) ve polisakkaritler (6r; kitosan, aljinat, hiyaliironik asit),
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poli-L-laktik asit (PLLA), poli-L-glikolik asit (PLGA) ve polikaprolakton (PCL) gibi
birgok polimer, biyouyumluluklarindan dolayi, calismalarda yaygin olarak kullanilan

biyomalzemelerdir (Ulery ve dig. 2011)

1.5.1. Dogal Polimerler

Dogal polimerler mikroorganizma, bitki ve hayvanlar gibi biyolojik sistemler
tarafindan {retilen polimerlerdir. Dogal polimerlerin yara bandi, absorban, hazir
kozmetikler, ila¢g salinimi ve yapi iskelesi tasarimi gibi bir¢cok kullanim alani vardir
(Malafaya ve dig. 2007, Shanmugamve dig. 2005). Fakat bu polimerlerin baz1 avantaj ve
dezavantajlar1 vardir. Konak doku ile benzer olmasi, biyolojik sistemler ile iletisime
gegmesi, metabolik uyumluluk, toksik olmamasi, diisiik inflamatuar reaksiyon ve enzimler
tarafindan sindirilebilme gibi avantajlar1 vardwr. Bununla birlikte, sicaklik hassasiyeti,
dogal polimerlerin erime noktasma erisemeden bozulmasi ve karmasik yapilarinin islem
gormesini zorlastirmas1 gibi dezavantajlar1 bulunmaktadir. Dogal polimerlerin hayvan,
bitki veya baska canl tiirleri gibi kaynaklardan elde ediliyor olmasi, insanlara hastalik
gecisi ihtimalini artirmaktadir. Bu da dogal polimer i¢in bilinen bir diger dezavantajdir

(Sonia ve Sharma 2012).

Kollajen ve jelatin en sik kullanilan protein kaynakli polimerlerdendir. Kollajen
hayvanlarda hiicre dis1 matriks bilesenidir ve yapisal olarak alfa olarak adlandirilan 3 ¢esit
polipeptit zincir bilesiminden olusur (Myllyharju 2003). Kollajenin biyobozunma, viicutta
ki enzimler tarafindan kolayca sindirilebilme, biyouyumluluk ve hiicre yapigmasmi
destekleme gibi 6zellikleri vardir (Lynnve dig. 2004,Malafaya ve dig. 2007) Hayvanlarin
deri, tendon, kikirdak ve kemiklerinden kollajen elde edilebilir. Tip 1 kollajen insan
viicudunda en fazla bulunan kollajen ¢esididir. Kollajen genelde fibroblastlar tarafindan
sentezlenir, kollajen tip 1 ise osteoblast ve odontoblastlar tarafindan sentezlenmektedir. Bu
yiizden kollajen tip 1’in mezenkimal kok hiicreleri osteojenik farklilagmaya yonlendirdigi

bilinmektedir (Salasznyk ve dig. 2004)

Jelatin hayvan derileri ve kemiklerindeki kollajennin hidrolizi ile elde edilen yar1
saydam kat1 ve renksiz bir maddedir (Malafaya ve dig. 2007, Shanmugam ve dig. 2005).
Jelatin kolloid olusturur suda ise jel seklini alir. Jelatinin bircok kimyasal 6zelligi kollajene
benzer, ayni zamanda kollajen’in mekanik ozellikleri gibi jelatin de sicaklik bagimlidir
(Ross-Murphy 1992). Jelatinin tip alaninda ilag¢ salinim sistemleri (Olsenve dig.2003), ilag
kapsiil kiliflar1 (Digenisve dig. 1994), hiicre kiiltiirii (PaguiriganveBeebe 2006), ve doku
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mithendisligi yap1 iskelesi hazirlanmasi gibi uygulamalar1 vardir ve doku miihendisligi

alaninda yaygin olarak kullanilmaktadir.
1.5.2. Sentetik polimerler

Dogal polimerlere ek olarak sentetik polimerler de doku miihendisliginde kok hiicre
farklilagtrmasinda  kullanilmaktadir. Sentetik polimerler yiiksek saflik, yeniden
olusturabilme, kontrol edilebilir kimyasal yapilar1 ve mekanik 6zelliklerinden dolay1 ¢okga
tercih edilmektedirler. Sentetik polimerler monomerlerin polimerizasyonuyla elde edilirler.
Poliglikolik asit, polilaktik asit, polikaprolakton gibi sentetik polimerler doku
mithendisliginde siklikla kullanilan sentetik polimerlerdendir. Sentetik polimerler ¢aligma
esnekligine sahiptirler ve hiicre dig1 matriks proteinleriyle kiyaslandigimda immiinolojik
kaygi barindirmazlar (Liu ve dig. 2012). Polilaktikasit (PLA) ve Polilaktid-ko-glikolid
(PLGA), PLGA-PEG (polietilenglikol) gibi ko-polimer seklinde de kullanilabilirler.
Biyobozunur  poliester ailesi kontrol edilebilir biyobozunurlugu, miikemmel
biyouyumlulugu ve yiiksek safligi ile gilivenli olarak kabul edilen nadir sentetik
biyobozunur bir polimerdir (Eatemadi ve dig. 2016). Biyouyumlu ve biyobozunur
polimerler tarafindan iiretilmis gézenekli yap1 iskeleleri doku miihendisligi ve yenileyici
tip i¢in hayati 6neme sahip oldugundan benzeri uygulamalarda sentetik polimerlere ihtiyag

duyulmaktadir.

1.5.3. Katyonik Polimerler

Polimerik malzemeler arasinda katyonik polimerler, negatif yiiklii hiicre membrani
ile etkilesime girebilmekte ve doku miihendisligi uygulamalarinda hiicre ¢ogalmasini
desteklediklerinden dolayr onem kazanmistir. Yapi iskelesi iriinleri ig¢in genellikle
kullanilan katyonik polimerler kitosan, jelatin, dekstran ve poli-etilenimin’dir (Samal ve

Dubruel 2015)

Katyonik polimerler pozitif yliklii polielektrolit olarak tanimlanirlar ve hem kitosan
gibi dogal kaynaklardan hem de kimyasal olarak sentezlenebilen kaynaklardan
tiiretilebilirler. Katyonik polieketrolitler biyomedikal uygulamalarda anyonik polimerlere
gore daha ¢ok tercih edilirler. Cilinkii katyonik polimerler elektrostatik etkilesimle anyonik
biyomolekiillerle kompleks olusturabilir ve hiicreler negatif yiiklii peptidler, niikleik asitler
ve proteinlerle de etkilesime girebilirler. Katyonik polielektrolitlerin  bazilari

antimikrobiyal, antioksidan, antitumoral ve anti enflamatuar O&zellik gosterirler. Bu
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ozellikler katyonik polimerlerin terapdtik kullanim potansiyellerini artirmaktadir. Katyonik
grup tasiyan biyo-bozunur ve biyo-uyumlu polimerlerin ila¢ salinimi ve doku miithendisligi
gibi biyolojik uygulamalar i¢in 6nemi bir siiredir bilinmektedir. Daha sonra yapilan
caligmalarda polimerlerin katyonik 0Ozelliklerinin hiicrelerin yapigsmasi gibi hiicresel
etkilesimlere yardimc1 oldugu goriilmiistiir. Ozgiil tasarmmlar ve yiizey degisiklikleri
ozellikle islevsel yiizeyler ve medikal uygulamalar i¢cin dnemlidir. Yiizey {izerinde ince bir
tabaka olusturmak igin tabaka- tabaka (layer by layer) polielektrolit kaplama yontemi
kullanilan yontemlerden biridir (Samal ve Dubruel 2015). Tabaka tabaka kaplama yontemi
malzemelerin biyouyumlulugunda ve ylizeylerin uygun hale getirilmesi gibi bir¢ok alanda
kullanilmaktadir. Biyolojik sistemlerle uyumlu yiizeyler olusturmak i¢in (implant veya
tasarlanmigs dokularda) kapalama yaparken yiizeyler peptiler (Miiller 2001), DNA
(Sukhorukov ve dig. 1996), polisakkaritler, proteinler (Lvov ve dig. 1995), nanopargaciklar
(Kotov ve dig. 1995; Kleinfeld ve Ferguson 1994) ve diger matriks bilesenleri (Ai ve dig.
2003; Tang ve dig. 2006) gibi genis yelpazeli igeriklerle zenginlestirilir. Bu sekilde bir
kaplama hiicrenin gercek mikrogevresini taklit ederek yiizeyde hiicrelerin biiylimesini

saglar.

Nanopargaciklarin katyonik polimerler ile salinimi ila¢ salinimi uygulamalar1 Son
yillarda nanopargacik ve taneciklerle ilag salmimina olan ilgi giderek artmaktadir. Pozitif
yiikkli nanopargaciklar, ilag formiillestirilmesinde Onemli yardimci maddeler olarak
kullanilmaktadir. Kendiliginden olusan bu sistemlerin arastirilmasinin 6nemli olmasinin bu
nanoparcaciklarin pH ve sicaklik uyaricilarma cevap vermesidir. Bu sistemler viicudun
fizyolojik ¢evresindeki pH degisimine cevap olarak tetiklenen, pH tetikli cevaplarin

iiretilmesi i¢in tasarlanabilir.

Asiditiye duyarlt poli-l-histidin hidrojeller kullanilarak rekombinant adeno viriis

aktarim ¢aligmalarinda kullanilmaktadir (Zeng ve dig. 2012).

Yiizey modifikasyonlar1 Ozellikle medikal uygulamalarda fonksiyonel yiizeyler
olusturmada kullanildigindan oldukga ilgi ¢ekicidir. Ozellikle poli-L-histidine ve poli-L-
glutamik asit gibi polimerler tanimlanmig ve fonksiyonel ylizeyler olusturmada kullanildig1
bilinmektedir. Diger poliaminoasit kompozisyonlarinda goriildiigii gibi poli-L-histidin ve
poli-L-glutamik asit polimelerinin tabaka tabaka (layer by layer) kaplama yOntemiyle
silikon tabakalar iizerinde ince bir katman olusturulmas: siirekli kaplama saglamaktadir

(Vinzenz ve dig. 2012).
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Gen transferinde viral ve viral olmayan ¢esitli vektor sistemleri kullanilmaktadir ve
her biri kendine 0zgii avantaj ve dezavantajlara sahiptir. Viral olmayan gen tedavileri,
plazmid DNA’nin hiicre ¢ekirdegine iletilebilmesi ve orada genin ifade olmasini1 amaglar.
Fakat gen aktarimmin terapdtik tedavilerde kullaniminda bazi engeller vardir. Bu yiizden
transfeksiyon verimi i¢in gen aktariminda kullanilan gerekli yeni tastyicilarin gelistirilmesi
gerekmektedir. Yeni tasarlanan gen dagitim araglarindaki sorunlardan biri, plazmid
DNA’nin hedef hiicreye iletilememesidir (Benns ve Kim, 2000; Choi ve dig. 1998). Gen
ifadesindeki verim konusundaki diger sorun ise transfeksiyondan sonra, DNA’nin
endozomal hiicre iceriklerinden sitoplazmaya salimamamasidir (Mulligan, 1993).
Giliniimiizde en etkili gen aktarim araglari, genlerini hedef hiicreye aktarma ozellikleri
nedeniyle, viriislerdir (Ozcan, 2007). Fakat viral vektdrlerin baz1 dezavantajlar1 vardir;
Ornegin retroviriis bolinmeyen hiicreleri enfekte edemez, adenoviriis olumsuz
immiinolojik yanit gosterir, herpesviriisiin sitotoksik etkisi vardir ve adeno-iliskili viriis
kisitli yabanct genetik materyal tasiyabilme kapasitesine sahiptir. Tiim viriislerin ortak
dezavantaji genin yanlig bir yere yerlesme tehlikesidir. Bunun nedeni de viriislerin rastgele
olarak genoma yerlesmesidir (Rashnonejad ve dig. 2014). Saglhk acisindan hicbir yan
etkisi olmayan sentetik viriisler, aragtirmacilarim ilgisini, gergek viriisii fonksiyonel olarak
taklit eden, katyonik polimer aracili gen dagitim vektorlerine yoneltmistir. Katyonik
polimerler iyonik etkilesimle plazmidlerle kopleks (proplex) olustururlar (Wadhwa ve dig.
1995). Poli-L-lizin (PLL) gibi katyonik polimerler DNA’y1 yogunlastirir ve niikleaz
saldirilarindan korurlar. Fakat PLL DNA’nin endozomal salinimini saglayamaz. Ancak
baska polimerlerin eklenmesiyle PLL ile birlikte calistirilabilir. Yapilan calismalarda
katyonik polimerler olan PLL ve poli-L-histidin’in (PLH) membran flizyon 6zelliklerinin
oldugu gozlemlenmistir (Uster ve Deamer, 1985). PLL ile uyarilmis flizyon sadece normal
fizyolojik durumlarm digindaki pH bdlgelerinde gerceklesir. PLH kullanildiginda
fizyolojik pH’da zar, membran flizyonu yapar (Benns ve dig. 2000).

PLH, pH duyarli bir polipeptid oldugundan gen aktarimi c¢aligmalarinda
kullanilmaktadr. Kiiciik interferans RNA (siRNA) 21 niikleotidli ¢ift zincirli RNA’dan
olusur ve hedef mRNA’larin RISC (RNA induced silencing complex) yardimiyla protein
iiretmesini engelleyerek hiicreyi parazitik genlere ve karsi savunmada viriis ve transpozon
gen ifadesinde onemli role sahiptir. siRNA salinim sistemlerinde polikatyon/siRNA poli-
iyon kompleksi olusumu verimli salinimlarin tasarlanmasinda onemli bir faktordiir.

siRNA’nin yapisi plazmid ve DNA’ya gore kisa oldugundan siRNA ve zit yiikli
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polikatyonlar arasindaki poli-iyon kompleksleri fiziyolojik durumlarda stabiliteyi
azaltmaktadir. Bu yiizden polikatyon/siRNA poli-iyon kompleksleri basarili bir siRNA
teslimi icin gereklidir. Histidine (imidazol grup iceren) ile muamele edilen (modifiye
edilen) polikatyonlar endozomal kag¢is mekanizmasi olan ‘proton siinger’ mekanizmasina
sahiptirler. Poli-L-histidin yliksek oranda katyonik yiikii bulunan ve etkin gen aktarimi
saglayan bir polimerdir (Asayama ve dig. 2012).

Poli-L-histidin (Cizim 1.1) yapisinda imidazol halkasi iceren sentetik bir
poliaminoasittir ve ndtiir pKa’ya sahiptir. (Harris, 2001). Bu da histidinin hiicre i¢inde

lokal pH degerindeki ¢ok kiiciik degisikliklere duyarli olmasima olanak saglar.

Imidazol halkasi doymamis nitrojende yaln elektron cifti igerir bunu amfoterik
dogasindan dolay1 poli —L-histidin’e verir. Molekiiler agirligi 10,000 g/mol’den yiiksek
olan polimerler suda c¢oziinebilir 6zellige sahiptirler ve protonasyondan dolayr pH
degerileri 6,0’dir. Yapisina proton aldiginda poli-L-histidin anyonik yaglarla parcaciklar
olusturur bu da metal baglayic1 6zellik gdsterir (General ve Thunemann, 2001; Mccurdie

ve Belfiore, 1999).

Son zamanlarda poli-L-histidin’in fiizojenik aktivitesi (lizozom ve endozom gibi
asidik hiicre alt boliimlerinin zarlarmmi1 pargalamasi) ile viral olmayan gen aktarim
tastyicilarinin tasarlanmasi dikkat ¢ekici olmustur. Plazmid DNA’sinin kisa poli-L-histidin
yan zinciri ile etkilesime girmesi sonrasit olusan katyonik polimerik tasiyicilarin gen
aktarimmda kullanilmasiyla aktarim verimini artirdigr goézlemlenmistir (Mindox ve
Monsigny 1999; Putnam ve dig. 2001). Bu durum, endozomal zarin imidozol gruplarin
proton siinger etkisi (proton-sponge effect) ile bozuldugu ve bunun da DNA/Polimer
kompleksinin sitoplazmaya salinimini kolaylastirdigi seklinde yorumlanmistir. Buna ek
olarak poli-L-histidin, negatif yiiklii zar fosfolipitlerinin etkilesimi sonucu imidazol
gruplarin protonasyonu ile ¢ift tabakali lipid yapisiyla kaynasabilmektedir (Wang ve
Huang 1984). Fakat poli-L-histidin nétiir pH seviyesinde plazmid DNA’s1 ile kompleks
olusturmamast ve onun yerine poli-L-lizin kismen hisditidil (veya imidazol) grup ile yer
degistirmesi nedeniyle poli-L-histidin’in gen tasiyicisi olarak kullanilmasi smirlidir. Bu
histiditil poli-L-Lizin/plazmid DNA kompleksinin in-vitro transfeksiyon verimliligini

artirdig1 gézlemlenmistir (Benns ve dig. 2000).
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Poli-L-histidin farmasétik nanoteknolojide de kullanilmaktadir. Ozellikle herseptin
konjuge PLGA-PHis-PEG pH duyarli nanoparcaciklar, hedefli ve kontrollii ilag
salmiminda kullanildig1 bilinmektedir (Zhou ve dig. 2015).

Cizim 1.1.: Poli-L-Histidinin molekiiler yapisi (Bergamini ve dig. 2009)

Poli-L-lizin (Cizim 1.2) ve poli-D-lizin (Cizim 1.3), DNA, hiicre membrani ve biitiin
negatif yiiklii proteinlere baglanabilen bir polikatyonik ve sentetik molekiillerdir. Bu
yiizden hiicre kiiltiir kaplar1 ve cam ylizeyleri kaplama malzemesi olarak kullanilmaktadir
(Bottenstein 1977, Jacobson1977). Hiicre membraninin negatif iyonlar1 ile elektrostatik
etkilesime girdiginden kiiltiir ylizeylerini kaplamada kullanildig1 bilinmektedir. Cam ve
plastik kiiltiir yiizeyi poli-L-lizin ile kaplandiginda ylizeyin pozitif yiikiinii artirir ve hiicre
baglanmasini saglar (McKeehan 1984). Hiicre tutunmasini desteklemesininin yani sira
poli-L-lizin, serum ve hiicre dis1 matriks proteinlerinin de kiiltlir substratina baglanmasmi
saglar (McKeehan 1984). Poli-L-lizinin hem —-L formu hem de —D formu kaplama
malzemesi olarak kullanilabilir ve hiicreler i¢in non spesifik bir tutunma faktoriidiir. Bazi
hiicre cesitleri i¢cin 0zellikle PDL tercih edilmelidir. Ciinkii PDL, PLL gibi hiicrelerden
salman proteazlar tarafindan par¢alanmaz (Banker ve Goslin, 1991). Fakat bazi hiicreler
poli-L-lizini sindirebilmektedir. Bu durumda poli-D-lizin kullanilir ve bdylece hiicrelerin
fazla L-Lizin alim ile par¢alanmasi Onlenebilir. PDL ve PLL sentetik molekiillerdir ve
tizerinde kiiltlire edilen hiicrelerin biyolojik aktivitesini uyarmazlar (Ham ve McKeehan,

1979).
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Cizim 1.2.: Poli-L-Lizinin molekiiler yapisi

H 0

Cizim 1.3.: Poli-D-Lizinin molekiiler yapis1

A
* n*

Cizim 1.4.: Poli-L-Losinin molekiiler yapis1 [Molekiiler formiilii: (CsH;;NO), |
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Cizim 1.5. : Poli-L-Prolinin molekiiler yapisi. [Molekiiler formulii (CsHoNO3), |

e
N
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Cizim 1.6.: Poli-L-Alaninin molekiiler yapis1 [Molekiiler formulii (C3HsNO),]
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2. AMAC

Kollajen ve jelatin gibi dogal polimerler in vivo’da hiicre dis1 matriks yapisinda
bulundugundan ve hiicreleri desteklediginden dolay: hiicre kiiltiirii caligmalarinda da hiicre
dis1 matriks yapisini karsilamak amaciyla ylizey kaplama malzemesi olarak siklikla
kullanilmaktadir. Ancak hiicreler terapotik amacla kullanilmak istendiginde hayvansal
kaynakli proteinler polipeptidler veya polimerler, hayvana ait zararh viriis ve diger enfekte
edici ajanlar tasima riskinden dolay1 insan c¢alismalarinda kullanilamamaktadir. Buna ek

olarak virtisler ve diger patojenler hiicre kiiltiir kosullarin1 da olumsuz etkileyebilmektedir.

Bazi sentetik ve kimyasal olarak tanimlanmis yiizeylerin hiicre kiiltiiriinde hiicre
adezyonu ve canliligi gibi hiicrenin yasamsal faaliyetlerini destekledigi ve patojen
kontaminasyon riskini ortadan kaldirdig: bilinmektedir. Sentetik polimerler ylizey kalinligi,
sertligi, kimyasal Ozelligi, sisebilirligi bakimmdan genis ve esnek oOzelliklere sahip
olduklarindan ylizey kaplama malzemesi olarak dogal polimerlere alternatif olarak hiicre

kiiltiirti galismalarinda kullanilmaktadir.

Bu ¢alismada hiicre kaynagi olarak rejeneratif 6zelligi yliksek olan mezenkimal kok
hiicreler ve kaplama malzemesi olarak ta homopoliaminoasitler kullanilmistir. Homopoli-
aminoasitlerin yiikliiliik 6zelliklerinden yararlanarak hiicre membrani ile etkilesimi sonucu
kemik iligi kaynakli mezenkimal kok hiicrelerin canlilik ve g¢ogalma gibi yasamsal
faaliyetleri lizerine etkisinin arastirilmasi hedeflenmistir. Ayni zamanda yiizeylerin
mezenkimal kok hiicreleri li¢ germ tabakast kaynakli hiicre cesitlerine farklilagmasini
destekleyip desteklemedigi ve hiicre kiiltiirii ¢alismalarinda yilizey kaplama malzemesi

olarak kullanilabilirliginin kesfedilmesi hedeflenmistir.
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3. YONTEM

3.1. Kemik iligi Kaynakh Mezenkimal Kok Hiicrelerin Kiiltiirii

Bu calismada daha onceden elde edilen GFP (Green fluorescent protein) geni
aktarilmig pasaj 3-5’teki sican kemik iligi kaynakli mezenkimal kok hiicreler
kullanilmigtir. Bu ¢alismada kullanilan hiicreler Kok Hiicre ve Gen Tedavileri Arastirma
ve Uygulama Merkezi'nde bulunan hiicre stogundan temin edilmistir. Bu hiicrelerin
karakterizasyonu yapilmis ve mezenkimal kok hiicre 6zelliklerini tasidigi gosterilmistir
(Karaoz ve dig. 2012). Kemik iligi kaynakli mezenkimal kdk hiicrelerin izolasyonu i¢in
etik kurul karar1 (14.06.2011 tarihli KOU HADYEK 6/4-2011 no.lu karar) daha &nceden

almmustir.

Ik olarak kriyo dondurucuda saklanmis hiicreler gerekli islemler yapilarak
coziildiikten sonra igerisinde %10 fetal sigir serumu (FBS) , %1 penisilin-streptomisin, ve

alpha-MEM (Cizelge 3.1) bulunan kiiltiir besiyeri ile T175 kiiltiir kabina ekim yapild1.

Hiicreler kiiltiir kabinda %80 oraninda g¢ogaldiklarinda %0,25 tripsin-EDTA ile
kaldirild1 ve tripsin/besiyeri karisimindan 1:1 oraninda tripan mavisi ile karistirilarak
Thoma Laminda sayim yapildi. Hiicreler bu sekilde pasajlanip yeterli sayida hiicre elde

edilinceye kadar kiiltiire edildi. Hiicrelerin morfolojileri giinliik olarak mikroskop altinda
takip edildi.

Cizelge 3.1.: Hiicre kiiltiirde kullanilan Alpha MEM besiyeri igerigi

Alpha MEM Eagle Icerigi Hacim Katalog Numarasi
L-Glutamin
Riboniikleositler 500 mL P04-21500

Deoksiribontikleositler

2,2 g/l NaHCOs3

3.2. Homo-polimerlerin Hazirlanmasi

Hiicre membranmin negatif yiiklii olmasindan yararlanilarak pozitif ve negatif ytiklii

homo-polimerlerin elektrostatik etkilesim ile hiicrelerin polimer kapl yilizeylere yapigmasi
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amaclandigindan poli-aminoasit kaynakli homo-polimer olan poli-L-lizin (Sigma), poli-D-
lizin (Sigma), poli-L-prolin (Santa Cruz), poli-L- histidin (Santa Cruz), poli-L-alanin
(Santa Cruz), poli-L-glutamik asit (Santa Cruz), poli-L-16sin (Santa Cruz) belirli
konsantrasyonlarda hazirlanarak cam yiizeyler kaplandi ve bu homo-polimerlerin
mezenkimal kok hiicreler iizerine etkisi arastirildi. Pozitif kontrol olarak hayvansal
kaynakli sicankuyrugu kollajeni olan kollajen tipl (Sigma) kullanildi, negatif kontrol
olarak ta yiizeyi hi¢cbir polimer ya da protein ile kaplanmamig cam yiizey (lamel)

kullanild1

Poli-L-lizin ve poli-D-lizin hari¢ diger polimerler daha Once hiicre kiiltiirii
caligmalarinda kullanilmadigindan, bu polimerlerin konsantrasyonlar: literatiirlerde yer
alan poli-D-lizin’nin konsantrasyonuna gore belirlenerek, biitiin polimerler esit

konsatrasyonda kullanildi (Cizelge 3.2).

Cizelge 3.2.: Hiicre kiiltiirtinde kullanilan homo-pollimerlerin yiizey kaplama
konsantrasyonlari ve deney grup ¢izelgesi

Homo-Polimer | Konsantrasyon Kullanim
Poli-L-Lizin Ipg/mL Stoktan 125 pL
Poli-D-Lizin 100png/mL Stok: 200 pg/mL 1:1 oraninda distile su ile diliie
edilerek kullanilir
Poli-L-Prolin 100png/mL Stok: 1000 pg/mL 1:10 distile su ile diliie edildi
Poli-L-Histidin 100pg/mL Stok: 200 pg/mL 1:1 oraninda (1:1 N,N-dimetil
formamid : distile su) ile diliie edildi
Poli-L-Ldsin 100pg/mL Stok: 200 pg/mL 1:1 oraninda etil alkol ile diliie
edilerek kullanilir
Poli-L-Alanin 100pg/mL Stok: 200 pg/mL 1:1 oraninda etil alkol ile diliie
edilerek kullanilir
Poli-L- 100 pg/mL Stok: 200 pg/mL 1:1 oraninda kloroform ile
Glutamik asit diliie edilerek kullanilir.
Kollajen Tip-1 1000X'lik 1:50 oraninda PBS ile diliie edilerek kullanilir.
Kollajen T1'den
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3.3. Kiiltiir Kaplarinin Homo-polimerler ile Kaplanmasi

Yiizeylerin kaplanmasi i¢in ilk olarak kiiltiir kaplarmma cam lameller yerlestirildi ve
belirlenen konsantrasyonlarda (Cizelge 3.2) poli-L-lizin (Sigma), poli-D-lizin (Sigma),
poli-L-prolin (Santa Cruz), poli-L- histidin (Santa Cruz), poli-L-alanin (Santa Cruz), poli-
L-glutamik asit (Santa Cruz), poli-L-16sin (Santa Cruz) homo-polimerleriyle ve kollajen
tip 1 ile kaplanarak gece boyu 37 °C ‘de inkubatorde bekletilerek yiizeylerin kaplanmasi
gergeklestirildi (Cizim 3.1) 16 saat sonra homo-polimerler ¢ekilerek fosfat tampon (PBS)

ile yikama igsleminden sonra hiicre ekimi yapildi.

322 b

Kemik iligi kaynakh MKH’ler
Homopolimer

l
=

Homopolimer kaph cam ylizey

Kemik iligi kaynakl MKH’ler/
Homopolimer kapl cam yiizey

Cizim 3.1. : Kiiltiir kaplarinindaki cam yiizeylerin homopolimerlerle kaplanmas1 ve hiicre

ekimi sematik goriintiisii

3.4. Mezenkimal Kok Hiicrelerin Homopolimer Kaph Yiizeylerde Kiiltiiriiniin

Canhlik Testi

Kiiltiir kaplarma cam lameller yerlestirilerek belirtilen konsantrasyonlarda (Cizelge
3.2) poli-L-lizin (Sigma), poli-D-lizin (Sigma), poli-L-prolin (Santa Cruz), poli-L- histidin
(Santa Cruz), poli-L-alanin (Santa Cruz), poli-L-glutamik asit (Santa Cruz), poli-L-16sin
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(Santa Cruz) homo-polimerleriyle ve kollajen tip 1 ile kaplandiktan sonra hiicre ekimi
yapildi. Hiicreler 24 saat boyunca 37°C 'de, %5 COy’li inkiibatorde kiiltiire edildikten
sonra FDA-PI (Floresan diasetat-Propidyum iyodiir) boyamasi yapildi. FDA-PI boyamasi
icin 420 pl PI (7 mg/100 mL Hank’s; P-4170-10 Sigma Aldrich, ABD), 280 ul FDA
(1mg/100 mL aseton, Life Technologies, ABD) ve 9,3 ml Hank’s karigim1 hazirlandi1 ve 24
saat boyunca inkiibe edilen hiicrelerin {izerine bu karisimdan 250 pl olacak sekilde eklendi.
20 dakika oda sicakliginda karanlkta bekletildikten sonra FDA-PI kuyucuklardan ¢ekildi
ve kuyucuklar 2 kez PBS (Fosfat tampon ¢ozeltisi) ile yikandi. Son olarak kuyucuklara
tekrar 250 pul PBS (Fosfat tampon ¢ozeltisi) koyularak floresan mikroskopta incelendi.
Floresan mikroskoptaki incelemelerde FDA pozitif hiicreler yesil (canli), PI pozitif

hiicreler kirmiz1 (6lii) olarak izlendi.

Propidyum iyodiir canli hiicrelerin plazma membranina girmeyerek boyanma
gozlemlenmez. Fakat hasar gdrmiis hiicrelerin membranina girerek intraseliiler niikleik
asidi boyamasi ve bdylece floresanda kirmizi 1gima verir. Canli hiicreler ise mavi 151k

altinda FDA yesil floresan 1g1ma yaparak hiicre canliligini gosterir.

3.5. Homo-Polimerlerin Mezenkimal Kok Hiicrelere Toksik Etkisinin

Belirlenmesi

Laktodehidrogenaz (LDH), intraseliiler bir enzimdir ve sadece hiicre membraninda
bulunur. Membran biitlinliigli zarar gordiigiinde hasar goérmiis hiicrelerden hizlica
salinirlar. Bundan dolay1 yiiksek laktatdehidrogenaz salmimi hiicrelerin kiiltiir ortaminda
canliliklarinin kaybini ya da zarar gordiiklerini gosterir. Toksisite testi homo-polimerlerin
hiicreler {izerindeki toksik etkisini belirlemek i¢in yapilmistir. Bunun igin
laktodehidrogenaz (LDH) aktivitesi Olclilmiistiir. Bu da Roche Applied Science
Cytotoxicity Detection Kit Plus kullanilarak yapilmistir. 24 saat boyunca canlilik testi i¢in
kiiltiire edilen hiicrelerin besiyerlerinden 50 pl almarak 96 kuyucuklu kiiltiir kaplarina
koyuldu, iizerlerine substrat ve katalizor iceren 50 pl reaksiyon karigimi eklendi. 20 dakika
37 °C’de inkiibe edildikten sonra 50 pl durdurma soliisyonu eklenerek reaksiyon
durduruldu. Daha sonra spektrofotometrede 490 nm dalga boyunda absorbans 6l¢timii

yapildi
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3.6. Farkli Homo-polimerler iizerinde Kemik 1ligi Kaynakh Mezenkimal Kok

Hiicrelerinin Cogalma ve Adezyon Ozelliklerinin Ol¢iilmesi

Homo-polimerlerin mezenkimal kdk hiicrelerin ¢ogalimi ve adezyonu iizerindeki
etkilerini belirlemek amaciyla WST-1 (water soluble tetrazolium salt) analizi
gerceklestirildi. Homo-polimerlerle kaplanmig cam yiizeylere ekilen hiicrelerin
cogalmalarmi incelemek icin kiiltiiriin 0., 2. ve 4.giinlerinde, adezyonlarinin 6lgiilmesi i¢in

de hiicrelerin ekiminden 30 dakika ve 6 saat sonra WST-1 analizi yapildi.

Yontemin prensibi kisaca canli hiicrelerdeki mitokondriyal dehidrogenaz hiicresel
enzimiyle WST-1 yapisindaki tetrazolyum tuzlar1 formazan kristallerine dontigmektedir.
Canli hiicre sayisindaki artiga bagl olarak hiicrelerde bulunan mitokondriyal dehidrogenaz
aktivitesinde de artis olur ve bu da formazan kristallerinin miktarini artirarak renk degisimi
gbzlemlenir. Olusan formazan kristallerinin (boyanin) miktarindaki artis metabolik olarak

aktif hiicre sayistyla dogru orantilidir.

WST-1 analizi i¢in 24 kuyucuklu hiicre kiiltiir kaplarina cam lamel yerlestirildi ve
daha sonra yiizeyler homo-polimerler ile kaplandi. Her bir kuyucuga 1,5x10" hiicre olacak
sekilde ekim yapilarak %10 fetal sigir serumu (FBS) , %1 penicilin-streptomycin, ve
alpha-MEM iceren kiiltlir besiyeri ile hiicreler kiiltiire edildi. Kiiltiiriin0., 2. ve 4.
giinlerinde kuyucuklardaki besiyeri ¢ekildi ve kuyucuklara WST-1 soliisyonu eklendi. 2
saat boyunca 37 °C’de inkiibe edildikten sonra kuyucuklardaki WST-1 soliisyonlar1 96
kuyucuklu kiiltiir kaplarma alindi ve olusan koyu renkli formazan kristallerinin absorbansi
mikroplaka okuyucuda 450 nm’de okutularak 6lgiildii. Ayn1 islem hiicre ekiminden 30

dakika ve 6 saat sonra hiicrelerin yapigsmasi 6l¢iimii i¢in tekrarlandi.
3.7. Homo-Polimerlerin MKH’lerin Morfolojileri Uzerine Etsinin incelenmesi

Homo-polimerlerin mezenkimal kdk hiicrelerin morfolojileri iizerindeki etkilerini
belirlemek amaciyla Phalloidin-FITC (Sigma-Aldrich) boyamasi yapilmistir. Phalloidin
Amanita Phalloides’dan elde edilen fungal toksindir. Phalloidinin sadece polimerik ve
oligomerik haldeki aktine baglandigt monomerik aktine baglanmadigi gozlenmistir.
Phalloidin hiicrelerde aktin filamentlerine (F-aktin) baglanir ve floresan dogasindan dolay1
mikroskop altinda 1g1ma verir. Bu 6zelliklerinden yararlanilarak hiicre iskeletinde bulunan
F-aktinlerin boyanarak hiicre morfolojisi hakkinda bilgi elde edilmesi hedeflenmistir.

Bunun i¢in homo-polimerlerle kaplanmis cam yiizeylere ekilen hiicreler 48 saat boyunca
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inkiibatorde (%5 COy’li) bekletildi. Ardindan kiiltiir mediumu ¢ekilerek hiicreler fikse
edildi. Fiksasyon agamasinda hiicreler PBS (Fosfat tampon ¢ozeltisi) ile iki kez yikandi.
Ardindan 4%’liik paraformaldehid soliisyonunda 5 dakika karanlikta bekletildi. Daha sonra
tekrar PBS ile yikanarak 9%0,5 Triton-X igerisinde 5 dakika inkiibe edildi. Bu islemden
sonra 0,5 mg/ml stok Phalloidin-FITC saf DMSO’da ¢o6ziildii. Coziinmiis olan stok
Phalloidin (50uM), 1:10 oraninda %1 DMSO iceren PBS ile seyreltildi ve daha sonra
hiicreler 50pug/ml floresan phalloidin ile boyandi. 40 dakika inkiibasyondan sonra hiicreler
3 kez PBS ile yikandi. Daha sonra lameller nukleus boyasi DAPI (4' -6- Diamidino -2-
fenilindol) UltraCruz Mounting Medium ile kapatilarak floresan mikroskopta (Leica DMI
4000B Microsystems) goriintiilleme yapildi.

3.8. Homopolimer Kaph Yiizeylerde Kimyasal Uyarim ile Hiicrelerin

Adipojenik ve Osteojenik Farklllasmaya Yonlendirilmesi

Mezenkimal kok hiicrelerin farklilagtirilmasinda dikkat edilmesi gereken en 6nemli
unsurlardan biri farklilagtirilmak istenen hiicre kaynagma giden yolaklarin 6lgiilii bir
sekilde uyarilmasidir. Bu calismanin farklhilastirma agsamasinda homopolimerlerle kapli
yiizeylerde kemik iligi kaynakli mezenkimal kok hiicrelerin adipojenik ve osteojenik
farklilagsma potansiyellerinin karsilastirilmast hedeflenmistir. Kontrol grubu olarak
kaplanmamis cam yiizey kullanilmustir. {1k olarak 6 kuyucuklu hiicre kiiltiir kaplarina cam
lameller yerlestirildi ve daha sonra ylizeyler Cizelge 3.2° de belirtilmis olan
konsantrasyonlarda homopolimerle 2 tekrar olacak sekilde kaplandi. Hiicreler, kaplanmis
yiizeylere kuyucuk basmna 1x10° hiicre olacak sekilde ekilerek %10 FBS (Gibco) %l
penisilin streptomisin (Gibco) ve alpha MEM (PAN Biotech) i¢eren kiiltiir besiyerinde 24
saat 37°C’de kiiltiire edildi. Hiicrelerin yogunlugu 151k mikroskobunda gozlemlendi. Her
bir kuyucuktaki hiicre yogunlugu %80-90’a ulastiginda standart kiiltiir besiyeri
kuyucuklardan ¢ekilerek ve yerine 0,5mM IBMX (3-izobiitil-1-metilksantin), lpm
dekzametazon (Fluka), 200uM indometazin, 10 pl insiilin (25mM) (Sigma-Aldrich), %10
FBS, %1 penisilin streptomisin ve alpha MEM igeren adipojenik farklilastima besiyeri ve
10 mM B-gliserofosfat, 0,05mM askorbat-2-fosfat, 10 dexamethasone (Fluka), %10 FBS,
%1 penisilin streptomisin ve alpha MEM igeren osteojenik farklilastrma besiyeri kuyucuk
basma 2 ml olacak sekilde eklendi. Kontrol grubu hiicrelerine standart %10 FBS, %1
penisilin streptomisin ve Alpha MEM igeren besiyeri eklendi. Daha sonra 2 giinde bir
besiyeri degisimi yapilarak hiicreler 21 giin boyunca 37°C’de kiiltlire edildi. Hiicrelerin
farklilagtig1 mikroskobik olarak gézlemlendiginde gruplandirilmis kuyucuklardaki hiicreler
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immiinohistokimyasal analizler i¢in uygun kosullar altinda fikse edildi. Fiksasyon
yapilmamis gruplardaki hiicreler % 0,25 Tripsin-EDTA (Gibco) enzimi ile kaldirilarak gen
ifadelerine bakild.

3.8.1 Adipojenik Farkhlastirma Sonrasi Hiicrelerin Fiksasyonu ve Oil Red-O

Boyamasi

Adipojenik farklhilastirmaya alman hiicreler kiiltiiriin 21. giiniinde fikse edildi.
Hiicreler iizerinden kiiltlir besiyeri c¢ekilerek PBS ile 1 kez yikandi. Daha sonra %4
paraformaldehid kullanilarak hiicreler 30 dakika boyunca oda sicakliginda fikse edildi.
Ardindan tekrar PBS ve distile su ile yikandiktan sonra %60 izopropanol’de 5 dakika
bekletildi.

Boyanin hazirlanmasi asamasinda ilk olarak Oil Red O izopropanol igerisinde
¢oziildii. Hazirlanan bu ¢ozelti 3:2 (Oil Red O: distile su) oraninda distile su ile

seyreltilerek boyama isleminde kullanildi.

3.8.2 Osteojenik Farkhlastirmaya Alinmis Hiicrelerin Fiksasyonu ve Alizarin

Red S Boyamasi

Alizarin red hazirlama agsamasinda ilk olarak Alizarin Red S (Fluka) distile su
icerisinde ¢0ziildii. Ardindan pH sodyum hidroksit ile pH 4,1°e getirildi. Osteojenik
farklilagtirmaya alman hiicreler kiiltiiriin 21. giiniinde fikse edildi. Hiicreler 1 kez PBS ile
yikandiktan sonra %70 alkol ile 5 dakika oda 1sisinda fikse edildi. Distile su ile yika
isleminden sonra hazirlanan Alizarin Red S boyasinda 45 saniye bekletildi. Daha sonra
tizerinde fikse edilmis ve boyanmig hiicrelerin bulundugu lameller sirasiyla aseton,
ksilen+aseton, ksilen serilerinden gecirildi ve daha sonra lameller kurutularak 1s1k

mikroskobunda goriintiilendi.
3.9. Farkhilasma Sonrasi Hiicrelerde Gen ifadesi Analizi

Farkli homopolimerlerin hiicrelerin foksiyonlarma olan etkisini goézlemlemek
amactyla Real Time PCR (Gergek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu) ile hiicrelerin gen
ifadeleri incelendi. Farkli homopolimerler iizerinde adipojenik farklilagtirma besiyeriyle 21
giin boyunca kiiltiire edilen hiicrelerde adipojenik farklilagma belirteci olan PPAR-y ve
referans gen olarak f-actin genlerinin ifadelerine, ayni sekilde osteojenik farklilasma

besiyerinde kiiltiire edilen hiicrelerde osteojenik farklilasma belirteci olan Osteonectin,

24



Runx2 ve referans gen olarak B-actin’in gen ifade seviyelerine bakildi. Kontrol grubu
hiicrelerinde farkli homopolimerlerle kapli yiizeylerin mezenkimal kok hiicreleri
kendiliginden farklilagsmaya gidip gitmedigini veya hangi yone farklilastigini gézlemlemek
amaciyla 11 genin ifadesine bakildi. Adipojenik belirteg PPARY, osteojenik belirteg
Osteonectin ve Runx2, miyojenik belirtec MyoDI1 (MyogenicDifferentiation 1),
kondrojenik belirte¢ Kollajen tip-2 ve Sox9, endokrin belirte¢ Ins-1 ve Geg (Glukagon),
hepatosit belirteci HNF4-a, apoptoz belirteci NF-«f3, referans gen olarak B-actin geninin
ifadelerine bakilmistir (Cizelge 3.3). Daha sonra Cp degerlerine gore hesaplamalar

yapilarak grafikler olusturulmus ve yiizeyler karsilastirilmistir.

Homopolimer kapl yiizeylerde adipojenik farklilastirma, osteojenik farklilagtirma ve
kontrol grubu hiicerleri kiiltiirtin 21. giiniinde tripsin ile kaldirilarak RNA izolasyon kiti
(High Pure RNA Isolation Kit, Roche) kullamlmis ve RNA izolasyonu yapilmistir. izole
edilen RNA oOrneklerinde ¢cDNA sentezi yapildi. cDNA eldesi i¢gin ¢cDNA sentez Kkiti
(RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit, Thermo Scientific) kullanildi. Real Time
PCR cihazindaki (Lightcycler 480, Roche) sicaklik ayarlamalart su sekilde belirlendi;
enzim aktivasyonu i¢in 95°C’de 10 dk, denaturasyon 95°C’de 30 saniye, baglanma i¢in

55°C’de 30 saniye ve 60°C’de 1 dakika uzama seklinde 45 siklus (dongii) uygulandi.

3.10. istatistiksel Yontem

Deneysel ¢caligmalar en az ii¢ kez tekrar edilmis olup elde edilen sonuglar istatistiksel
olarak analiz eilmistir. Arastirmadan elde edilen veriler Kruskall-Wallis ve Wilcoxon
Isaretli Siralar testleri ile analiz edilmistir. Orneklerin karsilastirilmasi sonucu P degeri
0,05'ten kiiciik (P<0,05) olmast durumunda karsilagtirilan gruplar arasinda farkin

istatistiksel agidan anlamli olarak yorumlanmistur.
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Cizelge 3.3.: Calismada kullanilan genler ve primer dizileri

GEN

PRIMER DiziSi

Adiponectin

ATGCTACTGTTGCAAGCGCT

GTGATACATGTAAGCGGCTTCTC

PPAR

GAAGACATCCCGTTCACAAGA

GTGGATCCGACAGTTAAGATCA

Osteonectin

GGAAGCTGCAGAAGAGATGG

TGCACACCTTTTCAAACTCG

Runx2

GCCGGGAATGATGAGAACTA

TTGGGGAGGATTTGTGAAGA

Sox9

AGGAGAACACGTTCCCCAAG

GTTGTGCAGATGCGGGTACT

Collagen 11

GCCACGGTCCTACAATGTCA

TGCAAAGTTTCCTCCACCAA

MyoD1

GACTTCTATGATGATCCGTGTTTC

ATGCCATCAGAGCAGTTGGA

HNF4a

GAGCTAGCAGAGATGAGCCG

GAGAGTCATACTGCCGGTCG

Gceg

GAGAAGGATCCATCAGCATGT

GGTGAAAGGCCGAGGAAG

NF-kB

AGAGAAGCACAGATACCACTAAG

CAGCCTCATAGAAGCCATCC

Ins-1

CCAGTTGGTAGAGGGAGCAG

GACCTTGGCACTGGAGGTT

B-actin

AGAGAAGCTGTGCTATGTTG

GTACTCCTGCTTGCTGATCC
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4. BULGULAR

4.1 Kemik ligi Kaynakh mezenkimal Kok Hiicrelerin Kiiltiirii

Daha énceden KOGEM laboratuarlarinda izole edilip karakterizasyonlar: yapilmis
GFP" kemik iligi kaynakli mezenkimal kok hiicreler ¢oziilerek cogaltilmak amaciyla kiiltiir
kaplarina ekildi. Hiicreler yeterli say1ya ulasana kadar 3 giinde bir pasaj gerceklestirildi. Bu

stire zarfinda hiicre morfolojileri 151k mikroskobu ile goriintiilendi.

Hiicrelerin ekimi sonrasmda %70-90 oraninda hiicrelerin canli olarak kiiltiir kabinin
yiizeyine yapistigi gézlemlendi. Hiicrelerin ¢ogalmasi ilk giinlerde yavas iken ilerleyen
zamanda hiicre ¢ogalmasi hizlandi ve pasaj sonrasinda ayni hizda devam etti. ilk pasaj
sonrasinda hiicrelerin plastik kiiltiir kabinin yiizeyinde ince uzun igsi yapida hiicre

morfolojisi gdsterdigi gdozlemlenmistir (Cizim 4.1).

Hiicreler ekildikten sonra %10 FBS ‘nin de etkisiyle 6 saat icerisinde yiizeye
yapistiklar1 dikkat ¢ekmistir. Hiicreler cogalirken kendi aralarinda baglant1 kurdugu ancak
yogun tek koloni olusumu gostermedigi goriildii. Kiiltiir ortamindaki hiicrelerin goriiniimii,
bu kiiltiirin homojen oldugu, diger bir degisle hiicreler arasinda goriiniim olarak bir fark

gostermedikleri gozlemlendi.

4.2. Homopolimer Kaph Yiizeylerin Hiicrelerin Canlihk, Adezyon, Cogalma ve

Morfolojilerine olan Etkisi

4.2.1. WST-1 Analizi ile Hiicre Canhh@mnin ve Adezyonun Olgiilmesi

Mezenkimal kok  hiicrelerin  belirli  konsantrasyonlarda  (Cizelge 3.2)
homopolimerlerle kapli yiizeylerde kiiltiirlerinin ¢ogalma ve adezyonlarina olan etkisini
belirlemek amactyla WST-1 analizi yapildi. Bunun i¢in hiicreler homopolimerlerle kapl
yiizeylere ekildi ve kiltliriin ilk 30 dakika ve 6 saat sonrasinda WST-1 deneyi
gerceklestirildi.
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2.Gln

3.Gun

Cizim 4.1.: Kemik iligi kaynakli mezenkimal kok hiicrelerin kiiltiiriiniin morfolojik
goriintiileri. Pasaj 4° teki mezenkimal kok hiicrelerin kiiltiirtin 1.,2. ve 3. giinlerindeki
morfolojik goriintiileri (Olglim cubuklart: A, C, E, 200 um: B, D, F 100 pm).

Homopolimerlerle kapli ylizeylerden mezenkimal kok hiicrelerin adezyonunu en ¢ok
destekleyen polimerin poli-L-prolin oldugu belirlendi. Yapilan hesaplamalarda hiicre
tutunmasmin poli-D-lizin, -L-histidin ve kollajen tipl i¢in de belirgin (p>0,05) oldugu
goriildii (Cizim 4.2). Poli-D-lizin, poli-L-16sin ve poli-L-alanin kapl yilizeylerdeki adezyon
miktarlarmin benzer oldugu ancak poli-L-prolin ve -L-histidin kadar iyi olmadigi
gozlemlendi (Cizim 4.2). Herhangi bir polimerle kaplanmamis cam yiizeydeki hiicre
adezyon oraninm %90 oldugu belirlenmistir. Diger yandan kollajen tipl kaplh ylizeye gore

poli-L-lizin, poli-D-lizin, poli-L-16sin ve poli-L-glutamik asit kapli yiizeyler arasinda
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anlamli bir fark (p<0,05) oldugu gozlemlenmistir (Cizim 4.2). Bu dl¢iimlerde poli-L-lizin

ve —L-glutamik asitin hiicre tutunmasini desteklemedigi goriildii.

Adezyon Olgimiu
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Lizin Lizin . 3 Prolin | Histidin T1 Losin , Alanin
Yiizey k asit
‘l65aat 2,59740 | 76,0822 | 90,1515 | 100,216 96,2121 100 66,6666 0 | 70,8874

Cizim 4.2.: Farkli yiizeyler iizerinde kiiltiire edilen hiicrelerin adezyonu. Ayni
konsantrasyonlardaki farkli homopolimerlerle kapli yiizeylerde 6 saat boyunca kiiltiire
edilen kemik iligi kaynakli mezenkimal kok hiicrelerin adezyon tayini.

Ilk anda hiicre tutunma oranlar1 farkh olsa da 6 saat sonra yapilan adezyon
Ol¢timiinde poli-L-prolin, L-histidin ve kollajen tip 1 kaplh ylizeylerdeki hiicrelerin tutunma

oranlar1 benzer seviyeye geldigi goriildi (Cizim 4.2).

Homopolimer kapl yiizeylerde hiicrelerin ekildigi andaki tutunma oranlarini
gbzlemlemek amaciyla hiicre ekildin sonra 30 dakika sonra WST-1analizi yapildi ve elde
ettigimiz gdzlemlere gdre hiicrelerin ilk ekildigindeki hiicre kabma tutunma oranlarnin

birbirinden farkli oldugu sonucuna varildi (Cizim 4.3).

Poli-L-lizin ve poli-L-glutamik asit kapli yiizeylerdeki hiicrelerde kiiltiiriin ilk
saatlerinde tutunma gozlemlenmedi. Poli-L-lizin pozitif yiiklii bir polimer olmasina
ragmen tutunmanin ger¢eklesmemesi beklenmedik bir sonu¢ oldu (Cizim 4.3). Poli-L-
glutamik asit negatif yiiklii bir polimer oldugundan ilk anda hiicrelerin tutunmamasi
beklenen bir sonuctu. 6 saat sonra yapilan WST-1 analizinde de poli-L-glutamik asit kaplh
yiizeyde hiicre tutunmasi gézlemlenmedi (Cizim 4.2). Kollajen Tipl kaplh ylizeye gore
kiyaslandiginda poli-D-lizin, poli-L-histidin ve L-alanin kapli yiizeylerde hiicre tutunma
oraninin ¢ok yiiksek oldugu goriildii. Poli-L-prolin ve L-16sin kapl yiizeyin tutunma orani

kollajen tip 1 kapli yiizey ile benzer oldugu belirlendi. (Cizim 4.3)

29



Adezyon Olglimii

450

400
T 350
o
% 300
£
S 250
o |
5 200
frard
@ 150
Q
3
T 100

50 '

0 [ |

poli-L- | Poli-p- | K@PIAMM | oo i | poli-l- | Kollajen | Poli-L- Glpotl"L',k Poli-L-
Lizin Lizin A1 prolin | Histin T Losin | > @M Alanin
Ylzey asit

‘ISO.dk 0 390 22,5 | 1054 | 2252 100 77,4 0 402

Cizim 4.3.: Farkli yiizeyler iizerinde kiiltiire edilen hiicrelerin adezyonu. Ayni
konsantrasyonlardaki farkli homopolimerlerle kaph yiizeylerde 30 dakika boyunca kiiltiire
edilen kemik iligi kaynakli mezenkimal kok hiicrelerin adezyon tayini.

Farkl yiizeyler iizerinde hiicrelerin ¢ogalmasi incelendiginde yiizeylerin hiicreleri
¢ok farkli oranlarda etkilendigi belirlendi (Cizim 4.4). Ik giin (0. giin) esit sayida hiicre
ekimi gerceklestirildi ve 48 saat (2 giin) sonra 6 ylizey lizerinde hiicrelerin ¢ogaldigi
gbzlemlendi. Poli-L-lizin ve -L-gutamik asit yiizeyi iizerinde hiicre sayilarinin azaldigi ve
poli-L-alanin iizerinde hiicrelerin ¢ogalmadigi gozlemlendi. Ancak poli-L-alanin kapli
yiizeyler lizerinde 96 saat (4 giin) sonra hiicre ¢ogalmasinin hizlandig1 goriildii. Cam ylizey
iizerinde hiicre ¢ogalmasina ragmen 4. giin yapilan dlgiimlerde hiicrelerin ¢ogalmadigi ve
hatta sayilarinin diistiigii gozlemlendi. Benzer durumun poli-L-16sinde de gergeklestigi
belirlenmistir. Cogalmay1 en iyi desstekleyen homo-polimer yapilar1 poli-L-prolin ve -L-
histidin olmustur. 2. giin sonrasinda kolajen kapl yiizeye gore ¢ok hizli hiicre ¢ogalmasi
goriiliirken 4. giine gelindiginde hiicre gogalmalarmin kolajen kapl ylizeyler ile yaklagik
ayni oldugu goriildii. Poli-L-lizin ve poli-L-glutamikasit kapli yilizeylerde 0., 2. ve 4.

giinlerde yapilan WST-1 testi sonucu hiicre ¢ogalmasi gozlemlenmedi (Cizim 4.4).
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Cizim 4.4. : Yiizeyler lizerinde hiicrelerin ¢ogalma analizi. WST-1 analizi ile hiicrelerin
farkli polimerler iizerinde ¢ogalma verileri optik sogurma (450 nm) degerleri cinsinden
verilmistir.

Mezenkimal kok hiicrelerin homopolimerlerle kapli yilizeylerde 0, 2 ve 4 giin
boyunca Kkiiltiirlere edilmelerinin ardindan, homopolimer kapl yiizeylerin hiicrelerin
cogalma verimleri incelendi (Cizim 4.4). Giin bazinda hiicrelerin kolajen yiizeyler iizerinde
cogalmas1 diger yiizeyler ile karsilastirildi. 2. giin sonunda poli-L-prolin ve -L-histidin
kapl yiizeylerde ¢cogalma verimleri kolajen tip 1 kaplh yiizeye gore 1,6 katina yakin oldugu
gozlemlendi. Ancak Onceleri yiiksek de olsa 96 saat sonra ¢ogalma verimleri kolajen

yiizeyler ile ayn1 oldugu hesapland1.

4.2.2. LDH Aktivitesinin Ol¢iilmesi

Homopolimerlerle kapl yiizeylerin hiicreler iizerinde toksik etkisinin belirlenmesi
amaciyla hiicre kiiltlir siipernatantlarindan LDH aktivitesi 6l¢timii yapildi. Yapilan deney
sonucunda ylizeylerin hiicreler iizerinde %16 ile %28 oraninda hiicre dejenerasyonu
gbzlemlendi. Kollajen tipl ve cam yiizey ile kiyaslandiginda diger yiizeylerin hiicreler
tizerinde ciddi bir toksik etkisinin olmadig1 sonucuna varildi. Ancak poli-L-16sin kapli cam

yiizeyin 4. gilinde toksisitesi diger yiizeylere gore artt1 (Cizim 4.5).
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Cizim 4.5. : LDH aktivistesinin dl¢iilmesi. Farkli homopolimerlerle kapli cam yiizeylerde
kiiltiire edilen mezenkimal kok hiicrelerin siipernatanindan dlgiilen LDH aktivitesi 6lgiimii

ile toksisitenin belirlenmesi.
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4.2.3. FDA/PI Boyamasi ile Hiicre Canlihiginin Goriintiilenmesi
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Cizim 4.6.: Hiicre canliliginin FDA/PI boyamas: ile gosterilmesi. Homopolimerler ile
kapli cam ylizeylerin hiicrelerin canliligina olan etkisinin FDA/PI boyamasi ile
goriintiilenmistir. FDA (canli-yesil) ve PI (0li-kirmizi) boyamalar: hiicrelerin ylizeylere
gosterdikleri tepkiyi ortaya koymaktadir. (Olgiim ¢ubuklari: 200um)
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Farkli homopolimerlerle kapli cam yiizeylerde kiiltiire edilen mezenkimal kok
hiicrelerin canlilik testi i¢cin, FDA-PI (Floresan diasetat-Propidyum iyodiir) floresan
boyamalar1 gergeklestirildi. Floresan mikroskoptaki incelemelerde FDA pozitif hiicreler
yesil (canli), PI pozitif hiicreler kirmiz1 (6lil) olarak izlendi (Cizim 4.6). Poli-L-lizin kaplh
yiizeyin hiicre canliligin1 desteklemedigi gozlemlendi. Poli-L-histidin kapli yiizeyin hiicre
canliligin1 ¢ok iyi hatta kolajen kapl ylizeyden bile daha kuvvetli hiicre canlilig1 sagladig:
24 saat sonraki deneylerle ortaya konmustur. Diger yiizeyler lizerindeki hiicrelerin canlilik

oranlar1 birbirleri ile benzerlik gostermektedir (Cizim 4.6).
4.2.4. Phalloidin FITC Boyamasi ile Hiicre Morfolojilerinin Goriintiilenmesi

Farkli homopolimerlerle kapli cam ylizeylerde 48 saat boyunca kiiltiire edilen
mezenkimal kok hiicrelerin morfolojilerini gozlemlemek amaciyla phalloidin FITC
boyamast yapilmistir. Boyama sonucunda Cizim 4.7°da goriildiigii gibi poli-L-Lizin ve
poli-D-lizin kaph ylizeylerde kiiltiire edilen hiicrelerin hiicre iskeleti aktin filamentlerinde
bozulmalar oldugu ve hiicre stoplazmalarinin kollajen tip 1 kaplh ylizeye gore kiiciildiigii
gozlemlendi. Ayrica tiim ylizeylere ekilen hiicre yogunluklari esit olmasina ragmen 48 saat
sonra hiicre yogunluklarmnin ayni olmadig1 goriildii. Poli-L-16sin ve poli-L-alanin kapl
yiizeylerde kiiltiire edilen hiicreler morfolojik olarak incelendiginde F- aktin yapilarmin
belirgin bir sekilde goriilmedi (Cizim 4.9). Hiicre morfolojilerini en ¢ok destekleyen
yiizeylerin kollajen tip1, poli-L-histidin ve poli-L-prolin kapl yilizeyler oldugu belirlendi
(Cizim 4.8 ve 4.10)
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DAPI F-AKTIN MERGE

Poli-L-Lizin

Poli-D-Lizin

Cizim 4.7.: Poli-L-Lizin ve Poli-D-Lizin kapl yiizeylerdeki hiicre morfolojilerini gésteren
Phalloidin boyamasi. Poli-L-Lizin ve Poli-D-Lizin kapli cam ylizeylerde 48 saat boyunca
kiiltiire edilerek F-aktin (yesil) yapilarindaki degisim gozlemlendi. Hiicre g¢ekirdekleri
DAPI (mavi) ile boyanarak gosterildi. (Olgiim cubuklari: A, B, C, D, E ve F 50 um)

DAPI F-AKTIN MERGE

Poli-L-Prolin

Poli-L-Histidin

Cizim 4.8.: Poli-L-Prolin ve poli-L-Histidin kapli yiizeylerdeki hiicre morfolojilerini
gosteren Phalloidin boyamasi. Poli-L-prolin ve poli-L-histidin kapli cam ylizeylerde 48
saat boyunca kiiltiire edilerek F-aktin (yesil) yapilarindaki degisim gozlemlendi. Hiicre
cekirdekleri DAPI (mavi) ile boyanarak gosterildi. (Olgiim cubuklar1:50pum)
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Cizim 4.9.: Poli-L-Losin ve poli-L-Alanin kapl yiizeylerdeki hiicre morfolojilerini
gosteren Phalloidin boyamasi. Poli-L-Losin ve poli-L-Alanin kapli cam yiizeylerde 48 saat
boyunca Kkiiltiire edilerek F-aktin (yesil) yapilarindaki degisim gozlemlendi. Hiicre
cekirdekleri DAPI (mavi) ile boyanarak gosterildi. (Olgiim ¢ubuklar: M,N, O,P,R ve S 50

pum).

Poli-L-Losin

Poli-L-Alanin

DAPI F-AKTIN MERGE

Kaplanmamis Yiizey

Kollajen Tipl

Cizim 4.10.: Kaplanmamis ve kollajen tip-1 kapl ylizeylerdeki hiicre morfolojilerini
gosteren Phalloidin boyamasi. Kaplanmamis ve kollajen tip-1 kapli cam yiizeylerde 48 saat
boyunca Kkiiltiire edilerek F-aktin (yesil) yapilarindaki degisim gozlemlendi. Hiicre
cekirdekleri DAPI (mavi) ile boyanarak gosterildi. (Olgiim ¢ubuklar:: G, H, I, J, K ve L 50

pum).
4.3. Homopolimer Kaph Yiizeylerde Mezenkimal Kok Hiicrelerin Adipojenik

Farkhlastirmaya Yonlendirilmesi

Kimyasal uyarim ile adipojenik farklilagtirmaya alinan mezenkimal kok hiicreler 21
giin boyunca farklilagtirma besiyerinde kiiltiire edildi ve 21. giin kiiltlir sonlandirilarak

hiicreler paraformaldehid ve izopropanol ile fikse edildi. Ardindan adipojenik
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farklilagtimay1 gbézlemleyebilmek i¢in Oil Red O boyamasi yapildi. Kimyasal uyarmmla
farklilagtirmaya yonlendirilen mezenkimal kok hiicreler farkli homopolimerlerle kapli
yiizeylerde farkli oranlarda pozitiflik gosterdi. Poli-L-lizin ile kapli ylizeylerde kiiltiire
edilen hiicrelerde canlilik, cogalma ve adezyon (Cizim 4.2, 4.4 ve 4.6) analizleri
sonucunda mezenkimal kok hiicreleri desteklemedigi ve farklilagma icin gerekli olan %80-
90 hiicre yogunluguna ulasamadig1 goriilmiistiir. Bu sebepten otiirii farklilagsma iglemi i¢in
gerekli kosullar1 saglayamadig icin hiicreler farklilagmaya yonlendirilemedi. Poli-D-lizin
kapl yiizey tlizerinde farklilagtirmaya alinan hiicrelerin Oil Red O boyamas: isleminde
adipojenik farklilagmanin kontrol grubuna gore ¢ok yiiksek olmadigi gozlemlendi. Kontrol
grubunda farklilasmanin goézlemlenmesi poli-D-lizin kapli yilizeyin hiicreleri adipojenik
farklilagtrmaya yonlendirdigi fakat farklilasma veriminin ¢ok yiiksek olmadigni
gostermektedir. Gen ifade analizleri ile PPARy gen ifadesinin D-lizin kapl yiizeydeki
hiicrelerde ¢ok yiiksek olmadig1 gosterilmistir. (Cizim 4.11). Poli-L-prolin, poli-L-histidin,
poli-L-16sin ve poli-L-alanin kapli yiizeylerde farklilastirmaya alinan hiicrelerin Oil Red O
boyamasinda yag damlaciklar1 oldukca belirgin bir sekilde boyanmistir. Gen ifade
analizinde de PPARy gen ifadesi yiiksek olan bu yiizeylerdeki hiicrelerin, homopolimer
kapl yiizeylerde adipjenik farklilasmaya ¢ok iyi yOnlendigi goriilmiistiir. Kontrol
gruplarinda da farklilasmanm goézlemlenmesi bu yiizeylerin hiicreleri higbir kimyasal
uyarim olmaksizin adipojenik farklilagsmaya yonlendirdigi hem gen ifade ile hem de Oil
Red O boyamas: ile gosterilmistir. Kollajen Tipl kapli ylizey hiicreleri adipojenik
farklilagmaya en iyi yonlendiren yiizey olmustur. Gen ifade analizlerinde de goriildiigii gibi
PPARy gen ifadesi hem kontrol grubunda hem de kimyasal uyarimla farklilastirmaya
alinan grupta yiiksek olarak belirlenmistir (Cizim 4.11 ve 4.12).
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Cizim 4.11.: Poli-D-lizin, Poli-L-prolin ve Poli-L-histidin kapli yilizeylerde kimyasal
uyarimla adipojenik farklilastirmaya alinan mezenkimal kok hiicrelerin Oil-Red-O
boyamast1 ve kontrol gruplar1 (Olgiim ¢ubugu: 50pum)
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Poli-L-Alanin Kontrol

Poli-L-Losin Kontrol

Kaplanmamis ylizey Kontrol

Kollajen Tip 1 Kontrol

Cizim 4.12.: Poli-L-alanin, Poli-L-16sin, kollajen Tip 1 kapli ve kaplanmamis cam
yiizeyde kimyasal uyarimla adipojenik farklilastrmaya alinan mezenkimal kok hiicrelerin
Oil Red O boyamas1 (Olgiim ¢ubugu: 50pum)

Oil Red O /DAPI

Oil Red O /DAPI Oil Red O /DAPI

Oil Red O /DAPI
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4.4. Homopolimer Kaph Yiizeylerde Mezenkimal Kok Hiicrelerin Osteojenik

Farkhlastirma Goriintiileri

Farkli homopolimerlerle kapli yiizeylerde 21 giin boyunca kimyasal uyarimla
osteojenik farklilagtirmaya alinan mezenkimal kdk hiicrelerin osteojenik farklilastrmaya
gittigini gézlemlemek amaciyla Alizarin Red S boyamas1 ger¢eklestirildi. Homopolimerle
kaplt yiizeyler hiicreleri osteojenik farklilagtirmaya farkli oranlarda yonlendirmistir. Poli-
D-lizin kapl yilizey 21 giin boyunca hiicre tutunmasmi desteklemeyip, hiicreler tabaka
seklinde cam yiizeyden kalkmistir. Bu sebeple poli-D-lizin kapl yiizeyde Alizarin Red S
boyamas1 gergeklestirilememistir. Poli-L-prolin, poli-L-histidin, poli-L-alanin, kollajen tip
1 kapli ve kaplanmamis cam yiizeylerde Alizarin Red S boyamasi farkli sonuglar
goriilmiistiir (Cizim 4.13 ve 4.14). Konrol gruplarindaki hiicreler 21 giin boyunca standart
kiiltiir besiyerinde kiiltiire edildi. Farkli homopolimerlerle kapli ylizeylerde ve
kaplanmamig cam yiizeyde hiicrelerin kiimelenip birbirlerine dogru ¢ekildigi ve hiicrelerin
iist lste gelecek sekilde toplandigi gozlemlendi (Cizim 4.13 ve 4.14). Kontrol gruplarinda
da Alizarin Red S boyanmasinin pozitif sonu¢ vermesi, bu yiizeylerin hiicreleri osteojenik
farklilagmaya yonlendirdigini gostermektedir. Gen ifade analizlerinde kontrol gruplarinda
cok yiiksek ifade olmasa da Osteonectin ve Runx2 gen ifadelerine rastlanmistir (Cizim

4.16)
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Cizim 4.14.: Poli-L-I6sin, kollajen Tip 1 kapli ve kaplanmamis ylizeyde kimyasal
uyarimla osteojenik farklilastirmaya alinan mezenkimal kok hiicrelerin Alizarin Red S

boyamas1 (Ol¢iim ¢ubuklart: 200pm)

4.5. Gen ifade Analizleri

Homopolimerlerin mezenkimal kok hiicrelerin gen ifadelerine olan etkisini
gozlemlemek amaciyla 21 giin boyunca hem normal besiyeri hem de farklilastima

besiyerinde kiiltiire edilen hiicrelere real time pcr ile gen ifade analizi yapildi. Sonug olarak
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farkli homopolimerlerle kapl yiizeylerde kiiltiirii yapilan mezenkimal kok hiicrelerin ayni

genleri farkli oranlarda ifade ettikleri goriildii.
4.5.1. Adipojenik Farkhlastirma Gen ifade Analizleri

Kimyasal indiiksiiyon sonucu farkli homopolimerlerle kapl ylizeylerde farklilasmaya
alinmis mezenkimal kok hiicrelerde {i¢ germ tabakasindan hiicrelere 6zgii bazi genlerin
(Cizim 3.3) ifade diizeyleri real time PCR ile analiz edildi. Adipojenik ve osteojenik
farklilagtrmanin 21. giiniinde analiz edilen hiicrelerin gen ifadelerinde kimyasal yolla
uyarimamug hiicrelere oranla anlamli farkhiliklar gozlemlendi. Homopolimer kapli
yiizeylerde adipojenik farklilagtirmaya alman hiicrelerin adipoz dokuya 6zgii belirte¢ olan
PPARy gen ifade seviyelerine bakildiginda poli-L-16sin ve kollajen tip 1 kapli ylizeylerde
PPARy gen ifadesinin diger gruplara gore daha yiiksek oldugu goriildii (Cizim 4.15).

Homopolimerlerle kapl yilizeylerde normal kiiltiir besiyerinde 21 giin boyunca
kiiltiire edilen mezenkimal kok hiicrelerin PPARY gen ifade oranlarma bakildiginda deney
grubu ile farkliliklar gézlemlendi (Cizim 4.15 ve 4.16). Genel olarak homopolimer kapli
yiizeylerin birgogunda, deney grubundaki hiicrelerin (faklilastirmaya alinan) PPARy gen
ifadeleri kontrol grubundaki (farklilastirmaya alimmamis) hiicrelerin PPARy gen ifade
oranina gore yliksek oldugu gozlemlendi. Poli-D-lizin kapli ve herhangi bir polimerle
kaplanmamus yiizeylerde normal besiyeri ile kiiltiire edilen hiicrelerdeki PPARy gen ifade
oraninin, poli-D-lizin kapl yiizeyde kimyasal yolla farklilastirmaya alinan hiicrelerdeki

PPARy gen ifade oranindan fazla oldugu gézlemlendi (Cizim 4.15 ve 4.16).

Kollajen tip 1 kaph ylizeyde adipojenik farklilastirma besiyeri ile kiiltiire edilen
hiicrelerdeki PPARYy gen ifadesi poli-D-lizin kaph ylizeyde kiiltiire edilen hiicrelerdeki
PPARy gen ifadesinin 11 kati, poli-L-prolin kaph ylizeyde kiiltiire edilen hiicrelerdeki
PPARy gen ifadesinin 1.52 kati, poli-L-histidin kaplh yiizeyde kiiltiire edilen hiicrelerdeki
PPARy gen ifadesinin 1,75 kati, poli-L-alanin kapli yiizeyde kiiltiire edilen hiicrelerdeki
PPARy gen ifadesinin 2,1 kati1 ve kaplanmamis ylizeyde Kkiiltiire edilen hiicrelerdeki
PPARY gen ifadesinin ise 60 kat1 oldugu gozlemlendi. Kollajen tip 1 kaph ylizeyde kiiltiire
edilen hiicrelerdeki PPARy gen ifadesi Poli-L-Ldsin kapli yiizeyde kiiltiire edilen
hiicrelerdeki PPARy gen ifadesinden %10 az oldugu goriildii. Poli-L-alanin, poli-L-
histidin, poli-D-lizin ve kaplanmamis yiizey ile kollajen tip 1 kapli ylizey arasindaki
PPARy gen ifadesinde anlamli farklilik oldugu saptandi (p<0,05).
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Cizim 4.15.: Kimyasal uyar1 sonrast hiicrelerde PPARy gen ifade analizi. Farkl
homopolimerlerle kapli yiizeylerde kiiltiire edilen mezenkimal kok hiicrelerin kimyasal
uyarimla adipojenik farklilastirilmasmin 21.giinlinde hiicrelerdeki PPARy gen ifadesi
diizeyleri (Poli-L-histidin, Poli-D-Lizin, Poli-L-Alanin ve kaplanmamus yiizey p<0,05).
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Cizim 4.16.: Kontrol grubu PPARy gen ifade analizi. Farkli homopolimerlerle kapl
yiizeylerde normal kiiltiir besiyeri ile 21.glin boyunca kiiltiire edilen mezenkimal kok
hiicrelerin PPARy gen ifadesi diizeyleri
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4.5.2. Osteojenik Farkhlastirma Gen ifade Analizleri

Farkli homopolimerlerle kapli ylizeylerde 21. giin boyunca kimyasal uyarmmla
osteojenik farklilastirmaya alinan hiicrelerde, yapilan real time pcr analizi sonucu ylizeyler
arasinda hiicrelerdeki Osteonectin ve Runx2 gen ifadeleri karsilastirildi. Poli-D-lizin kaph
yiizeyde kiiltiire edilen hiicrelerin Osteonectin ve Runx2 gen ifade oranlarmin diger
yiizeylerde kiiltlire edilen hiicrelere gore daha yiiksek oldugu gézlemlendi. Bu da poli-D-
lizin kapl ylizeyin osteojenik farklilagmay1 diger ylizeylere gore daha iyi destekledigini
gostermektedir (Cizim 4.17).
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Cizim 4.17.: Osteonectin ve Runx2 gen ifade analizi. Farkli homoolimerlerle kapl
yiizeylerde kiiltiire edilen mezenkimal kok hiicrelerin kimyasal uyarimla osteojenik
farklilagtirilmaya alinmasinm 21.giintinde hiicrelerdeki Osteonectin ve Runx2 gen ifade
diizeyleri. AACp degerlerinin hesaplanmasinda beta-aktin ve kaplanmamis yiizey
hiicrelerin gen ifadeleri kullanilmistir.

Poli-L-16sin kapl yiizeydeki hiicrelerin Osteonectin ve Runx2 gen ifade oranlarinin
poli-L-prolin, -L-histidin, -L-alanin, kollajen tip 1 ve kaplanmamus yiizeylerdeki hiicrelerin
Osteonectin ve Runx2 gen ifade oranlarma gore biraz daha yiiksek oldugu goriilmiistiir.
poli-L-prolin, -L-histidin, -L-alanin, kollajen tip 1 ve kaplanmamis yiizeylerdeki

Osteonectin ve Runx2 gen ifadeleri birbirleri ile benzerlik gdstermektedir.

Normal besiyeri ile 21 giin boyunca homopolimer kapli ylizeylerde kiiltiire edilen

mezenkimal kok hiicrelerin osteonectin ve Runx2 gen ifadelerine bakildiginda osteojenik
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farklilagtirma besiyeri ile kiiltiire edilen hiicrelerdeki osteonectin ve Runx2 gen ifadeleri
arasinda farkliliklar gézlemlendi. Osteojenik farklilastirma grubunda Poli-D-lizin kapl
yiizeydeki osteonectin gen ifadesi kaplanmamis yiizey iizerindeki hiicrelerdeki osteonectin

gen ifadesinin yaklasik 8 kati ve Runx2 gen ifadesinin ise yaklagik 6 katidir.

3,50
3,00 2,49
o
S 2,50
<]
S 2,00
‘n
<
© 1,50
&L
= 1,0000 1,06 M Osteonectin
8 1001 B Runx2
ey | 0,57 0,55 56 w 047
’ I,15 ES ’i,zo I,23
0,00 -
& N & o ~ o &
S O N
0\\9 @\a & N ',b\@(‘ é"\' i\’\’v
R G
) \'b(\((\,b © Q&\ © ? <
&

Cizim 4.18: Kontrol grubuna gore osteonectin ve Runx2 gen ifade analizleri. Farkl
homopolimerlerle kapli yiizeylerde kiiltiire edilen mezenkimal kdk hiicrelerin normal
kiiltiir besiyeri ile kiiltiiriiniin 21.giiniinde hiicrelerdeki Osteonectin ve Runx2 gen ifade
diizeyleri. AACp degerlerinin hesaplanmasinda beta-aktin ve kaplanmamis yiizey
hiicrelerin gen ifadeleri kullanilmistir.

Farklilagsma grubundaki Poli-L-prolin kapli yiizeyin ostenectin gen ifade diizeyi
kaplanmamis yiizey iizerindeki hiicrelere gore fark gostermemistir. Ancak poli-L-prolin

kapl ylizeyde Runx2 gen ifadesi ise kontrol grubunun 1,5 katidir (Cizim 4.17)

Poli-L-histidin kapli yiizeyler iizerindeki hiicreler karsilastirildiginda, farklilasma
grubundaki osteonectin gen ifade degeri 0,85 iken farklilagmamis kontrol grubunda
1,05°tir. Kontrol grubunda ise Runx2 gen ifadesi ise farklilastirma grubundaki Runx2 gen

ifadesinden %40 daha azdir.

Kollajen tip 1 kapl yilizeyde kontrol grubundaki osteonectin gen ifadesi farklilasma
grubundaki osteonectin gen ifadesinin 16 katidir. Kollajen tip 1 kapli ylizeyde kontrol
grubundaki Runx2 gen ifadesi farklilagsma grubunun 0,75 katidir.
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Farklilasma grubunda Poli-L-16sin kapli yiizeyde kiiltiire edilen hiicrelerin
osteonectin gen ifadesi kontrol grubundaki osteonectin gen ifadesinin 4,7 katidir.
Farklilagsma grubundaki Runx2 gen ifadesi kontrol grubundaki hiicrelerin Runx2 gen

ifadesinin 9,7 katidir.

Poli-L-alanin kapl yiizeyde farklilasma grubundaki hiicrelerin osteonectin gen
ifadesi kontrol grubundaki hiicrelerin osteonectin gen ifadesi ile benzerdir. Runx2 gen

ifadesi kontrol grubunun 2,6 katidir.
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Cizim 4.19.: Poli-D-Lizin kapl ylizeyde osteojenik farklilastrmaya alinan hiicrelerin gen
ifade analizi. Osteojenik farklilastirma belirtegleri olan osteonectin ve Runx2 genlerinin
ifade diizeyleri.

Poli-D-lizin kapli yiizeyde osteojenik farklilastima besiyeri ile kiiltiire edilen
hiicrelerdeki osteonectin gen ifadesi kollajen tipl kapli yilizeydeki hiicrelerin osteonectin

gen ifadesinin 48 katidir. Runx2 gen ifadesinin 9 katidir. (Cizim 4.19).
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Cizim 4.20.: Poli-L-Prolin kapl yiizeyde osteojenik farklilagtirmaya alinan hiicrelerin gen
ifade analizi. Osteojenik farklilastirma belirtecleri olan osteonectin ve Runx2 genlerinin
ifade diizeyleri.

Poli-L-prolin kapl ylizeyde kiiltiire edilen hiicrelerin osteonectin gen ifade orani
kollajen tip 1 kapl ylizeydeki hiicrelerin osteonectin gen ifade oranin 5,4 katidir. Runx2
gen ifade orani ise kollajen tip 1 kapl yiizeyedeki hiicrelerin Runx2 gen ifade oraninin 2,4

katidir (Cizim 4.20).
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Cizim 4.21.: Poli-L-Histidin kapli ylizeyde osteojenik farklilastrmaya alinan hiicrelerin
gen ifade analizi. Osteojenik farklilastirma belirtecleri olan osteonectin ve Runx2
genlerininifade diizeyleri.
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Poli-L-histidin kapl ylizeyde kiiltiire edilen hiicrelerde osteonectin gen ifadesi orani
kollajen tip 1 kaplh ylizeyde kiiltiire edilen hiicrelerin osteonectin gen ifade oranin 4,7

katidir. Runx2 gen ifadesi orani 1,4 katidir (Cizim 4.21).
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Cizim 4.22. Poli-L-Losin kapli yiizeyde osteojenik farklilastirmaya alinan hiicrelerin gen
ifade analizi. Osteojenik farklilastirma belirtegleri olan osteonectin ve Runx2 genlerinin
ifade diizeyleri.

Poli-L-16sin kapli yiizeyde kiiltiire edilen hiicrelerde osteonectin gen ifade orani
kollajen tip 1 kaph yiizeyde kiiltiire edilen hiicrelerin osteonectin gen ifade oranin 8 katidir.

Runx2 gen ifadesi oran1 2,8 katidir (Cizim 4.22).

Poli-L-alanin kapl ylizeyde osteojenik farklilagtirmaya alinan hiicrelerde osteonectin
gen ifadesi kollajen tip 1 kaph yiizeyde osteojenik farklilastirmaya alinan hiicrelerdeki
osteonectin gen ifadesinin 2,2 katidir. Kollajen tip1 ve poli-L-alanin kapli yiizey de kiiltiire
edilen hiicrelerin Runx2 gen ifadelerinde istatistiksel olarak belirgin bir fark

gbzlemlenmemistir. (Cizim 4.23).
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Cizim 4.23.: Poli-L-Alanin kapl ylizeyde osteojenik farklilastirmaya alinan hiicrelerin gen
ifade analizi. Osteojenik farklilastirma belirtegleri olan osteonectin ve Runx2 genlerinin
ifade diizeyleri

4.5.3. Farkh Homopolimer Kaph Yiizeylerde Normal Kiiltiir Besiyeri ile

Kiiltiire Edilen Hiicrelerin Gen ifade Analizleri

Adipojenik ve osteojenik farklilastirma deney gruplarinin kontrolii olarak farkli
polimerlerle kapl cam yiizeylerde 21 giin boyunca normal kiiltiir besiyeri (Alpha MEM,
%10 FBS, %1 penisilin streptomisin) ile kiiltiire edilen mezenkimal kok hiicreler enzimatik
pasaj yontemiyle hiicre kiiltlir kaplarindan kaldirilarak Real Time PCR ile gen ifade analizi
yapildi. Yapilan analiz sonucunda farkli yiizeylerde kiiltiire edilen hiicrelerin gen ifade
seviyelerinde farkliliklar gozlemlendi. Diger yandan kontrol grubundaki hiicrelerin gen
ifade profillerine bakilarak homopolimer kapli yiizeylerin hiicreleri hangi hiicre tipine
farklilagmaya yonlendirdigi gozlemlendi. Kaplanmamig yiizey iizerindeki hiicreler ile
karsilagtirildiginda poli-D-lizin kapli ylizeyde 21 giin boyunca normal kiiltiir besiyeri ile
kiiltiire edilen hiicrelerde PPARy ve Collagen tip II gen ifadelerinin diger gen ifadelerine
gore oldukea yliksek oldugu goriilmiistiir (9,2 ve 10,4 kat). NF-xf gen ifadesi poli-D-lizin
kapl ylizeyler lizerindeki hiicrelerde 1,7 kat azaldig1 goriilmiistiir. En az ifade edilen gen
myojenik farklilasma belirteci olan MyoD1 oldugu goriildii. Endoderm kaynakli hiicre
belirtecleri glucagon, insiilin ve HNF4a gen ifadeleri benzer sekilde diisiik gbzlemlendi.
Poli-D-Lizin kapli ylizey hiicreleri adipojenik ve kondrojenik ydnde destekledigi
sOylenebilir (Cizim 4.24). Poli-L-histidin kapli yilizeyde 21 giin boyunca Kkiiltiire edilen
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hiicrelerde PPARy gen ifadesi ifade olunan genlerin en yiiksegi oldugu goriildii. Ayni
zamanda Osteonectin, Runx2, Sox9, Collagen II, NF-kf gen ifadelerine de rastlandi.

Myodl ve Geg ifadeleri gdzlemlenmedi (Cizim 4.29).
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Cizim 4.24.: Poli-D-Lizin kaph yiizeylerde kiiltiire edilen mezenkimal kok hiicrelerin
farkli kaynaktan hiicrelere 6zgii gen ifade diizeyleri. AACp degerlerinin hesaplanmasinda
beta-aktin ve kaplanmamis yilizeydeki hiicrelerin gen ifadeleri kullanilmistir.
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Cizim 4.25.: Poli-L-Prolin kapl yiizeylerde kiiltiire edilen mezenkimal kdk hiicrelerin
farkli kaynaktan hiicrelere 6zgii gen ifadelerinin diizeyleri.
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Poli-L-prolin kapli ylizeyde Kkiiltiire edilen hiicrelerde PPARy gen ifadesi diger
genlere gore daha fazladir. MyoD1 ve Gcg gen ifadelerine poli-L-prolin kaph yiizeyde yok
denecek kadar az oldugu gozlemlenmistir. Apoptoz belirteci olan NF-kf3 gen ifadesi de
kaplanmamus yiizeye gore 5 kat daha az oldugu belirlenmistir. Runx2 ile Sox9 ve HNF4a
ile Collagen II gen ifadeleri var olmakla beraber diisiik olarak (0,25, 0,25, 0,11, 0,11)

gozlemlenmistir (Cizim 4.25)

Poli-L-16sin kapli yiizeyde kiiltiire edilen hiicrelerin gen ifadelerine bakildiginda
PPARy gen ifadesi diger genlere oranla yiiksektir. Poli-L-16sin kapli yiizeyin hiicreleri
adipojenik farklhilastirmaya yonlendirdigi soylenebilir. Fakat hiicrelerin MyoD1 gen
ifadesine bakarak kas hiicresine, Geg ve Ins1 gen ifadelerine bakarak da endokrin hiicreye
farklilagmadiklar1 sdylenebilir. Sonug¢ olarak poli-L-16sin kapli yiizey hiicreleri kas ve
endokrin farklilasmay1 destekleyen bir polimer olmadig1 goriilmektedir. NF-«f3 gen ifadesi
ise bu ylizey lizerinde 7,6 kat azaldig1 belirlenmistir. Runx2 ve Sox9 gen ifade seviyeleri

ise benzerlik gostermektedir (Cizim 4.26).
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Cizim 4.26.: Poli-L-Losin kapl yiizeylerde kiiltiire edilen mezenkimal kdk hiicrelerin
farkli kaynaktan hiicrelere 6zgii gen ifadelerinin diizeyleri.
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Cizim 4.27.: Poli-L-Alanin kapli yiizeylerde kiiltiire edilen mezenkimal kok hiicrelerin
farkli kaynaktan hiicrelere 6zgii gen ifadelerinin diizeyleri.

Poli-L-alanin kapl yiizeyde kiiltiire edilen hiicrelerde ifade olan genlere bakildiginda
yine PPARy gen ifadesinin yiiksek oldugu goriilmektedir. Collagen II gen ifadesi
kaplanmamuis hiicrelrinki ile ayni seviyede oldugu belirlendi. Geg geni yok denecek kadar
az ifade olmustur. Apoptoz belirteci olan NF-kB gen ifadesi 0,13 katidir. Bu
homopolimerin MyoD1, Insl, Geg gen ifadelerine bakarak kas ve endokrin farklilasmay1

desteklemedigi fakat adipojenik farklilagtirmay1 destekledigi soylenebilir (Cizim 4.27)

Kollajen tip 1 kaplh ylizeyde ¢ogalan hiicrelerin PPARYy, Osteonectin, Collagen II
genlerinin ifadeleri incelendiginde adipojenik, osteojenik ve kondrojenik farklilastirma
yoniinde desteklendigi yapilan hesaplamalarla belirlenmistir. ullanilan diger kaplama
malzemelerine gore kollajen tip 1°in hepotosit belirteci olan HNF4a gen ifadesini
destekledigi ve gen ifadesinin kaplanmamis yiizeye gore 2,3 kat artirdig1 gozlemlenmistir.
Runx2 ve Sox9 genlerinin ifade oranlar1 birbirine yakin olup degerleri yiiksek olmadigi
gorlilmektedir. NF-k gen ifadesi kollajen tip-1 igin yliksek oldugu goézlemlendi.
Kaplanmamis yiizey iizerindeki hiicrelere gore 2,65 kathik bir artis apoptozun uyarildig:
gibi goriilse de gen ifadesinin ¢ok yiiksek olmamasi hiicreler {izerinde ciddi bir apoptoz

stirecini baglatmadig1 sdylenebilir. (Cizim 4.28)
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Cizim 4.28. : Kollajen Tip 1 kapl yiizeyde kiiltiire edilen mezenkimal kok hiicrelerin
farkli kaynaktan hiicrelere 6zgii gen ifadelerinin diizeyleri.
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Cizim 4.29. : Poli-L-Histidin kaplh yiizeyde kiiltiire edilen mezenkimal kok hiicrelerin
farkli kaynaktan hiicrelere 6zgii gen ifadelerinin diizeyleri.
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5. TARTISMA

Son on yilda mezenkimal kok hiicrelerin 6zgiin hiicre hatlarina farklilastirilabilmesi
amactyla gerekli biyokimyasal ve fiziksel mikrogevre ve biyosinyaller anlagilmaya
calisilmig ve bunun icin bir¢cok arastirma yapilmistir (Singh ve Elisseeff 2010, Fisher ve
dig. 2010). Sonug olarak malzeme 6zelliklerinin kok hiicre farklilagsmasi lizerine etkileri
oldugu goriilmiistiir. Malzemenin kimyasal fonksiyonel gruplari, sertligi ve topografisi,

nigin boyutu ve yiizey geometrisinin kok hiicre farklilagmasmi etkiledigi raporlanmigtir

(Engler ve dig. 2006; Benoit ve dig. 2008; Kilian ve dig. 2010).

Hiicrelerin canlilik, proliferasyon ve farklilasma gibi 6zelliklerini in vitro ortamda
koruyabilmeleri i¢in gerekli besin ve molekiillerin kiiltiir ortaminda saglanmasi
gerekmektedir. Bu amagcla organik ve inorganik besinler, kollajen, fibronektin ve laminin
gibi hayvansal kaynakli proteinler kiiltiir besiyerine eklenerek yapay fakat verimli bir
mikrogevre olusturulmaya calisilmaktadir. Bunun amaci hiicrenin in vivo ortamni taklit

ederek fizyolojik ve biyolojik 6zelliklerini kaybetmeden kiiltiire edebilmektir.

Son zamanlarda sentetik kok hiicre mikrogevresi olusturmada sentetik polimerler en
¢ok tercih edilen biyomalzemeler arasmdadir. Ozellikle doku miihendisligi ¢alismalarinda
yap1 iskelesi yapiminda ve hiicrelerin ¢ogalip farklilasabilecegi yiizeyler olusturmada
polimerler karsimiza ¢ikmaktadwr. Burada hiicre dist matriksin in vitro ortamda
modellenmesi hiicrelerin farklilasmalar1 agisindan 6nem arz etmektedir. Sunulan bu
calismada, farkli sentetik polimerler iizerinde mezenkimal kok hiicreler kiiltlire edilerek
canlilik, ¢ogalma ve farklilasma olgulart incelenmistir. Kullanilan homo-polimerlerin
hiicrelerin farklilagsmasini hangi yonde uyardigi ya da baskiladigi bu tez ¢alismasi ile

ortaya konmustur.

Sentetik mikrogevrenin en temel fonksiyonu kok hiicre yapismasi ve migrasyonu igin
dogal hiicre dig1 matrikse benzer fiziksel bir tabaka olusturmaktir. Dogal hiicre dist
matriks, biyolojik makromolekiilerin yapisal hiyerarsiyle bir araya gelerek olusturduklar
heterojen bir agdir. Hiicre dig1 matriksin molekiiler icerikleri hiicrelere direkt veya ara
faktorlerle baglanarak adezyon egiliminde gesitlilik gosterir. Bu faktorler ayn1 zamanda
baz1 adezyon ligandlarina veya 06zgiin olmayan fizyokimyasal Ozelliklerine gore kok
hiicrelerin davraniglarin1 ve diger hiicrelerle etkilesimini etkilemektedir. (Fisher ve dig.
2009) Bir¢ok sentetik biyomalzeme, kok hiicre dogal hiicre dis1 matriksini taklit etmek ve

kok hiicre kaderini kontrol etmek amaciyla calismalarda kullanilmigtir. Ornegin polietilen
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glikol (PEG) hidrojelleri, kok hiicre enkapsiilasyonunda kullanilan ve hiicreleri yiiksek
hacimli siv1 icerisine hapsederek hiicrelere dogal ortamlarindaki gibi mekanik bir etki
olusturmay1 amacglayan bir biyomalzemedir. Bu sekilde kok hiicrelere mekanik kuvvet
uygulayarak hiicreleri farkli doku tiplerine farklilastrma caligmalar1 vardir (Engler ve dig.
2006). Ornegin kemik yapis1 gibi sert jel yiizeylerde kok hiicrelerin osteoblasta, kas yapisi
gibi gergin yiizeylerde kas hiicrelerine, yumusak yiizeylerde ise hiicrelerin noral
farklilagsmaya yoneldikleri gozlemlenmistir. Benoit ve dig. 2008’de yapmis oldugu bir
model ¢alismasinda kiiclik miktarda karboksil grup, fosfat grup ve tert-biitil ile katistirilan
PEG (polietilen glikol) hidrojeller kullanarak sirasiyla kikirdaktaki glikozaminoglikan,
kemik mineralizasyonu ve adipoz dokudaki lipitten zengin c¢evre taklit edilmeye
calisilmistir. Olusturulan bu modele gore mezenkimal kok hiicrelerin  kondrojenik,
osteojenik ve adipojenik farklilasmaya yonlendigi gozlemlenmistir. Kok hiicrelerin
farklilagma potansiyalleri ¢ok yiiksek oldugu i¢cin hangi yone farklilastrmaya
yonlendirileceklerse kiiltiirde o yone farklilagmay1 destekleyecek biyomalzemeler kaplama
malzemesi olarak kullanilmalidir. Bu tez calismasinda, tek bir aminoasit tipinden olusmus
lineer yapida polimerik yapilar kullanilmistir. Bu malzemeler poli-L-lizin, poli-D-lizin,
poli-L-prolin, poli-L-histidin, poli-L-alanin, poli-L-16sin, poli-L-glutamik asit olarak
siralanmaktadir. Bu yiizeyde kiiltiire edilen hiicrelerin farklilagma potansiyelleri
kaplanmamus yiizey veya kollajen tip-1 kapl ylizey lizerindeki hiicreler ile karsilastirilarak

ortaya konmustur.

Yapilan bu calismada L-formundaki poli-aminoasitlerden olusan homopolimerlerin
yiikliilik 6zelliklerinden yararlanilarak hiicre membranindaki negatif iyonlarla etkilesime
girmesi sonucu hiicrelerin davraniglarina olan etkileri ve kimyasal yolla adipojenik ve
osteojenik farklilasmaya yonlendirildiklerinde yiizeylerin hiicreler {izerindeki farklilasma
potansiyellerine olan etkisi incelenmeye calisgilmistir. Gen ifadesi analizleri ile de
homopolimer kapli yiizeylerin hiicrelerin gen ifadeleri {izerindeki degisimleri

gozlemlenmistir.

Caliymada ilk olarak homopolimer kapli ylizeylerde kiiltiire edilen hiicrelerin
canlilik, adezyon ve cogalma degerlerine bakilmistir. Daha sonra homopolimerlerin

hiicreler iizerinde toksik etkisinin olup olmadigi LDH analizi ile gosterilmistir.

Sonug olarak kollajen tip 1 kapli yiizey hari¢ bir¢ok yiizeyde hiicrelerin ikinci

giinden sonra homopolimer kapli yiizeylerde ¢ogalalma oranlarmnin 0. ve 2. giine gore
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azalma oldugu gozlemlenmistir. Ozellikle, poli-L-lizin ve poli-L-glutamik asit kapl
yiizeyde hiicrelerin hi¢ c¢ogalmadiklar1 ve hiicre adezyonunu da desteklemedigi
belirlenmistir. Toksik etki dlclimler sonrasinda bu malzemeler i¢in belirgin bir seviyede
gozlemlenmezken hiicre sayilarinda ciddi azalislarm oldugu goézlendi. Bu sebeple

calismanin ileriki asamalarinda bu iki polimer ¢alisma dis1 birakilmastir.

Hiicrelerin hem birbirleriyle hem de hiicres1 matriks ile adezyonunu saglayan
selektinler, kadherinler, immiinglobiilin siiper ailesi ve integrinler gibi bir ¢ok hiicre
adezyon molekiilii vardir. Bunlardan bir kismi hiicre-hiicre adezyonunda gorevliyken
integrinler hiicrelerin hiicre dis1 matrikse veya diger hiicrelerin yiizeyine tutunmasini
saglar. Integrinlerin ligand baglanma bdlgeleri kollajen yapilarmin C-terminal bdlgelerine,
laminin ve fibronektinin farkli bolgelerine baglanabilirler (Zeltz ve Gullberg, 2016).
Integrinler cesitli hiicrelerde ifade edildikleri ve hiicre dis1 matriks proteinlerine
baglandiklar1 bilinmektedir (Klamer ve Voermans, 2014). Hiicrelerin matriks iceriklerine
baglanmasi hiicre yiizeyindeki integrin molekiillerinin downregiilasyonuna sebep olabilir
(Lodish ve dig. 2000). Ornegin, Integrin a4pl bircok &nciil hematapoetik hiicrelerde
bulunur ve fibronektine baglanirlar. Hematopotik hiicreler de direkt olarak stromal
hiicrelerle iletisim kurar ve matrikse yapisir. Ge¢ donem hematopoetik hiicreler
farklilagarak olgun kan hiicrelerine dontistiiklerinde integrin a4B1 molekiillerindeki azalma
goriiliir ve hiicreler tutunma 6zelliklerini kaybederek kan sirkiilasyonuna karigir (Rettig ve

dig. 2012).

Hiicrelerin biiyiiyiip ¢cogaldiklar: yiizeyin dogasi, kiiltiirdeki hiicrelerin davranislarini
etkiledigi bilinmektedir (Salzing ve dig. 2016). Yapilan adezyon Ol¢limlerinde kiiltiir
besiyeri icerigi ve hiicre c¢esidi ayni olmasina ragmen Kkiiltiir yiizeylerinin farklh
homopolimer ile kaplanmasi hiicrelerin tutunma davraniglari lizerine farkli etkilerinin
oldugu gozlemlendi. Bu c¢aligmadaki adezyon Ol¢limlerinde 30 dakika ve 6 saat sonra
yapilan WST-1 analizi sonucu farkli veriler elde edildi. Ik 30 dakikada poli-D-lizin ve
poli-L-alanin ve poli-L-histidin kapli ylizeydeki hiicreler polimerin pozitif yikli
olmasindan dolay1 yiiksek ¢ekimle baglanirken daha sonra adezyon oraninin sirastyla %76,
%70, %96 seviyelerine kadar diistiigii gozlemlendi. Bunun sebebi ilk 30 dakikada fiziksel
etkilesimin 6n planda oldugu ve tutunmanin molekiiler yiikke goére belirlenmesi olarak
aciklanabilir. Ancak adezyon oranin diismesi, mezenkimal kok hiicrelerin 6 saat igerisinde
polimerik yiizey tizerinde hiicresel etkilesime girip protein profilini tekrar diizenleyerek

integrin molekiillerinin sayilarinda ve tiplerinde olas1 degisime gitmesi ve buna bagh
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olarak integrin molekiillerinin azalmasindan kaynaklanabilir. Poli-L-glutamik asit
homopolimeri negatif yiiklii bir polimer oldugu i¢in ilk 30 dakikada ve 6 saat sonraki
Olctimlerde hiicrelerin adezyonunu desteklemedigi goriildii. Negatif yilikli yilizeyler hiicre
membranmin negatif iyonlara sahip olmasindan dolay: hiicre ile etkilesime girmediginden
hatta birbirlerini itmesiyle sonuglandigindan adezyon i¢in uygun polimerler olmayabilir.
Poli-L-lizin katyonik bir polimer olmasma ragmen adezyon Ol¢limiinde hiicrelerin
tutunmasini desteklememesi beklenmedik bir sonu¢ olmustur. 30 dakika ve 6 saat sonra
yapilan adezyon ol¢iimiinde ilk 30 dakikada hicbir sekilde hiicreler tutunamazken 6 saat

sonra sadece %2 oraninda hiicre tutunmasi gozlemlendi.

Yapilan adezyon Olcliimii sonucu bir ¢ok yiizeyde hiicrelerin adezyon davranisi
gosterdikleri gozlemlendi. Protein kapli yiizey olan kollajen tip 1 ile diger yiizeyler
kiyaslandiginda poli-L-prolin, poli-L-histidin ve kaplanmamis ylizeylerdeki hiicre adezyon
davranislart arasinda c¢ok kiigiik, anlamli olmayan farkliliklar gézlemlendi. Kiiltiir sirasinda
%10 FBS iceren besiyeri kullanimmin da hiicre adezyonunu destekledigi diisiiniilmektedir.
Poli-L-prolin kapli yiizeyin mezenkimal kok hiicrelerin adezyon davranigi bakimindan
kollajen tip 1 kaplh ylizeye benzer oOzellik gosterdigi goriildii. Kollajen yapisi
incelendiginde kolajenin yapismin %12-17 arasinda L-proline igerdiginden tutunma
ozelliklerini benzer olmas1 beklenmektedir (Szpak, 2011). Poli-L-prolin kaph yiizeyde ilk
andaki hiicre tutunmasi ile 6 saat sonraki adezyon Ol¢iimiiniin %100 oraninda olmasi
hiicrelerin bu yiizeye siki baglandig1 ve ilk ve son 6 saat de yapilan dl¢iimlerde adezyon
oraninda bir diisiis olmamas: ile hiicrelerin bu yiizeye karsi afinitesi oldugu kanisina

varilabilir.

Poli-L-16sin kapli yiizeyde ilk 30 dakika ve 6 saat sonra yapilan adezyon 6l¢iimiinde
%10’luk bir diisiis oldugu gdzlemlenmistir. Literatiirde mezenkimal kdk hiicrelerin hiicre
dis1 matriks ve diger fiziksel uyaranlarla mekanik regiilasyonu ve adaptasyonu rapor
edilmistir. (Steward ve Kelly 2015) Poli-L-Losin kapli yilizeyde hiicreler yiizeye ilk 6l¢iim
sirasinda bir afinite gostermis olabilir fakat daha sonra ylizeye adapte olamayan hiicrelerin
integrin molekiillerinde azalma olmus ve bu sebepten dolayi hiicre adezyon oraninda

%10’luk bir diisiis gdzlemlenmis olabilir.

Cogalma deneylerinde 0.,2 ve 4.giin sonucu yapilan 6l¢iimlerde kemik iligi kaynakl1
mezenkimal kok hiicrelerin ¢ogalma davraniglarinda giinlere gore farkliliklar gézlemlendi.

0.giin ekilen hiicre say1s1 ayn1 oldugu i¢in biitlin ylizeylerde yapilan WST-1 6l¢iimii sonucu

58



cogalma degerlerinin ayni oldugu goriildii. 2. ve 4. gilinlerde ¢ogalma verimi poli-L-lizin ve
L-glutamik asit kapli yiizeylerde arti gostermezken poli-L-prolin, L-histidin, L-16sin,
kollajen tip 1 kapli ve higbir polimerle kaplanmamis cam ylizeylerde ¢ogalma verimi
yiiksek oranda arttig1 gézlemlendi. poli-D-lizin kapl yiizeyde ¢ogalma cok az miktarda
goriildii. Yiizeylerin 4.glin ¢ogalma oranlarmin adezyon oranlar1 ile iliskisi oldugu
gozlemlendi. Hiicrelerin tutunmasmi ¢ok iyi destekleyen poli-L-prolin, L-histidin ve

kollajen tip 1 kapli yiizeylerin, hiicre ¢ogalmasini da destekledigi goriildii.

Hiicrelerin farkli yilizeyler iizerinde 4 giin boyunca kiiltiir edildikten sonra hiicrede
olusan olas1 toksik etki LDH testi ile belirlenmistir. Bu analiz sonucunda ilk giin %16-20,
2. gin %17-23 ve 4. gin %16-28 toksik deger Ol¢lilmiistiir. Kaplanmamis yiizey
tizerindeki  hiicrelerin  toksisite  degerleri dikkate alindiginda ciddi taksisite
gozlemlenmemistir. Kollajen tip-1 iizerinde kiiltiire edilen hiicrelerin toksik degerleri de
benzer sekilde diger malzemelere yakin ve diisiik hesaplanmistir. Hiicre sayilarinda

gbzlemlenen diisgiikliik hiicre toksisitesi ile agiklanmasi olduke¢a zordur.

Hiicre canliligi FDA-PI boyamalari ile incelendiginde poli-L-lizin {izerinde ciddi
hiicre Oliimlerinin oldugu gozlemlenmistir. Daha once WST-1 ile yapilan ve hiicre
tutunmasini 6lgen deneyde canli hiicrelerin goriilememesi biitiin bu hiicrelerin 6-24 saat
icerisinde 6ldiiklerini ortaya koymaktadir. Canliliktaki bu azalma tutunmadan kaynaklanan
sorunlarin diginda hiicrelerde meydana gelen ve tutunma sonrasmda poli-L-lizin
polimerinin hiicrenin apoptotik yolaklarini1 uyarmasi ile de agiklanabilir (Chan ve dig.
2013). LDH olglimlerinin diisik olmasindan olayr nekroz olgusunun olmadig:

goriilmektedir.

Hiicrelerin F-aktin uzantilarinin falloidin ile isaretlenmesi, hiicrelerin ¢evreye ya da
icsel sinyallere gosterdigi cevabin hizi, hiicre membrani absorbsiyonu ve hiicre tutunmasi
gibi hiicresel Ozelliklerinin dolayli olarak karsilastirilmasina olanak saglamaktadir (Le
Clainche ve Carlier 2008; McGough ve dig. 1997). Poli-L-lizin, poli-D-lizin, Poli-L-16sin
ve poli-L-alanin kapli yiizeylerin hiicre tutunmasi ve ¢ogalmasi gibi temel unsurlari ¢ok iyi
desteklemedikleri falloidin boyanmasiyla da ortaya konmustur. Bu hiicrelerde goriilen
yiksek F-aktin yapisindaki bozulma hiicrelerde meydana gelen dejenerasyonu
gostermektedir. Buna karsin poli-L-prolin ve poli-L-histidin {izerinde ¢ogalan hiicreler
kllajen tip-1 kadar iyi boyanmislardir. Bu bulgu hiicre tutunmasi ve ¢ogalmasi ile de

paralellik géstermektedir.
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Poli-L-lizin ve poli-L-glutamik asit iizerine ekilmis olan hiicrelerin tutunmadan
kaynaklanan sorunlardan dolayr adipojenik ya da osteojenik farklilagmalari miimkiin
olmamustir. Adipojenik farklilasma kimyasal olarak uyarildiginda ise yiizeyler iizerinde
kiiltiire edilen hiicreler arasinda yalniz poli-D-lizin {izerinde olanlarin farklilasmaya
gitmedigi ancak diger hiicrelerin  farklilagtigi  gozlemlenmistir.  Tutunmanin
gozlemlenmesine ragmen hiicrelerin poli-D-lizin {izerinde adipojenik farklilagmaya
gitmemesi hiicrelerin yilizey lizerinde degisen gen iadesi durumuyla agiklanabilir. Real
Time PCR ile yapilan analizlerde kimyasal uyariy1 takiben farklilasma belirteci PPARYy
ifadesinin artt1g1 gézlemlenmistir. Poli-D-lizin disindaki tiim ytizeylerde bu artis ciddi (29-
68 kat) iken poli-D-lizin grubu hiicrelerde artis 5,21 kat ile smirl kalmistir. Kimyasal uyar1
oncesinde poli-D-lizin yiiksek PPARY ifadesi gosterse de bu durum farklilagsma siirecinde
tersine ¢evrilmistir. Farklilagsmaya alinmadan normal kiiltiir besiyeri ile 21 giin boyunca
kiiltiire edilen hiicrelerin gen ifade profillerine bakildiginda poli-D-lizin kaplh yiizeydeki
hiicrelerde PPARy ve Collagen II gen ifadelerinin diger gruplarin gen ifadelerine gore
yiiksek oldugunun goriilmesi poli-D-lizin kapli yiizeyin hiicreleri kendiliginden adipojenik

ve kondrojenik farklilastirmaya yonlendirme egilimide oldugu sonucuna varilabilir.

Kemik iligi kaynakli mezenkimal kok hiicrelerin PPARy gen ifadesinin osteogenezi
baskiladigi, dolayisiyla Runx2 gen ifadesini baskiladigi bilinmektedir (Shockley ve dig.
2009). Poli-D-Lizin kapl ylizeyde kiiltiire edilen hiicrelerin 21 giin sonunda PPARy genini
ifade ettikleri fakat Runx2 genini ifade etmedikleri goriilmiistiir. PPARy geninin Runx2
ifadesini baskiladig1 diisiiniilmektedir. Ayni zamanda Osteonectin kemik gelisimi ve
mineralizasyonda rol oynayan bir gendir. Yapilan bir ¢aligmada mezenkimal stromal
hiicrelerde cbfal/Runx2 geni RNA interfaz (siRNA) ile azaltildiginda osteocalcin,
osteonectin, osteopontin, osterix ve alkalen fosfataz gibi osteoblasta 6zgli genlerin
ifadesinde de diislis gozlemlenmistir fakat kondrosite 6zgii gen ifadelerini negatif veya
acik bir sekilde etkilememistir (Gordeladze ve dig. 2008). Bu ¢alismamizda poli-D-lizin
kapl ylizeyde kiiltiire alinan hiicrelerde Runx2 geninin PPARYy tarafindan baskiladigi,
Runx2 geninin baskilanmasmin da osteonectin gen ifadesini yiiksek oranda diisiirdiigi

sonucuna varilabilir. Fakat Kollajen tip 2 gen ifadesini etkilememistir.

Kondrositler gelisimi ve devamliliklarini saglamak i¢in birgok gen ifade ederler bu
genlerden bazilar1 kollajen 2, tip 8, tip 11 ve aggrecan gibi matriks proteinlerini kodlar,
bazilar1 ise Sox9, Sox6, Msx2 gibi transkripsiyon faktorlerini kodlamaktadir (Goldring ve
dig. 2006). Yapmis oldugumuz c¢alismada 21 giin boyunca poli-D-Lizin kapl yilizeyde
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kiiltiire edilen hiicrelerde Sox9 geni ifade olmazken, Collagen II gen ifadesinin yliksek
oldugu goriilmiistiir. Sox9 gen ekspresyonu erken donem kondrojenik farklilasma belirteci
iken kollajen-2 ‘nin ge¢ donem oldugu daha dnceden bildirilmistir (Goldring ve dig. 2006).
Hiicrelerin konrojenik farklilagsmaya gittigi kollajen-2’nin gen ekspreyonu goz Oniinde
bulundurularak sdylenmesi dogru olmayabilir. Hiicrede kondrojenik hiicrelere yonelik belli
bir farklilasma goézlemlenmemis olmasinm yani1 swa yalniz kollajen-2’nin  gen
ekspreyonunun yiikselmesi yeterli olmayabilir. Poli-L-alanin ve kollajen tip-1 i¢in de bu

durum gecerlidir.

Polimer kapl yilizeyde normal kiiltiir besiyeri ile kiiltiire edilen hiicrelerde ins1, Geg,
MyoD1 genlerinin ifadelerinde artis gézlemlenmemistir. Poli-L-prolin kapli yiizeyin hiicre
adezyonunu (Cizim 4.2) ve hiicre cogalmasmi (Cizim 4.4) kollajen tip 1 kaph yiizey kadar
destekledigi goriilmiistiir. Hepatosit hiicre farklilagsma belirteci olan HNF4a ‘nin gen
ifadesi kollajen tip-1 diginda higbir hiicrede gozlemlenmemistir. Kolajen tip-1’in karaciger
dokusunda bulunmasidan dolay1 farklilagsmay1 olumlu yonde etkilemis oldugu goriilmekle
beraber sentetik polimerlerin bu konuda endoderm kaynakli hiicrelere farklilagtirmalar1

desteklemedikleri gézlemlenmistir.
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6. SONUC VE ONERILER

Yapilan bu tez caligmasinda farkli sentetik homopolimerlerin kemik iligi kaynakli
mezenkimal kok hiicrelerin canlilik, ¢ogalma ve adezyon davranislarina olan etkisi
incelenerek, hiicrelerin homopolimer kapl yiizeylerde hangi yone farklilasmaya gittigi gen
ifade analizleriyle incelenmistir. Poli-L-histidin ve poli-L-prolin kapl yiizeylerin hem
hiicre ¢gogalmas1 hem de hiicre tutunmasini sagladigi ayn1 zamanda bu yiizeylerin hiicreler
tizerindeki toksik etkisinin diisiik oldugu tespit edilmistir. Poli-D-lizim kapl ylizey
tizerindeki hiicrelerin tutunma ve ¢ogalma oranlar1 kollajen tip 1 kaplh yiizey iizerindeki
hiicrelere gore az olmasma ragmen adipojenik ve osteojenik farklilagmayi destekledigi
gozlemlenmistir. Bu caligmadaki biitiin bulgular goz 6niinde bulunduruldugunda, hiicre
kiiltiirii caligmalarinda hayvansal kaynakli bir kaplama materyali olmaksizin hiicrelerin
poli-aminoasit kaynakli sentetik homopolimerler iizerinde de kiiltiiriiniin miimkiin
olabilecegi ortaya konmustur. Bu homopolimerlerden bazilarnin hiicre canliligi ve
tutunmasi1 kollajen tip 1 kapli yiizeye yakin oranlarda destekledigi dolayisiyla
mezenkimal kok hiicrelerin kiiltiiriinde kullanilabilecegi sonucuna varilmistir. Ayni
zamanda bu polimerlerin hiicreleri farkli oranlarda farklilasmaya yonlendirdigi goz Oniine
alindiginda kok hiicre farklilasma ¢alismalarinda destek materyali olarak kullanilabilecegi
diistiniilmektedir. Ayrica, hiicrelerin canliligini ve ¢gogalmasini saglayan homopolimerlerin
tizerinde daha kapsamli arastirmalar yapilarak bu polimerlerin doku miihendisligi
caligmalarinda yap1 iskelesi tasariminda kullanilabilecegi, hatta invivo caligmalar ile

desteklenmesi durumunda klinikte kullaniminin bile miimkiin olabilecegi diisiiniilmektedir.

Kullanilan homopolimerlerin iyi karakterize edilmemis ve bircogunun daha dnce hig
hiicre kiiltiirli galigmalarinda yer almamis olmasindan dolay1 sonuglarin yorumlanmasinda
zorluklarla kargilagilmistir. Ayrica, malzemelerin sentezinin zor olmasi malzeme temininde
de sikintilarin yasanmasima sebep olmustur. Bu homopolimerlerin yeni ve kolay sentez
yontemleri gelistirilmesi bu konuda yapilacak ileri c¢aligmalara biiylik katkilarda

bulunacag: diistiniilmektedir.

Mezenkimal kok hiicreler iizerindeki etkileri goz onilinde bulunduruldugunda poli-L-
histidin ve poli-L-prolin sentetik polimerlerin doku miihendisligi agisindan hiicreleri ¢ok
iyi destekledigi bu ¢calismada gosterilmistir. Kiiltlir ortaminda ¢ok daha iyi verim alabilmek
icin hiicrelerin canlilik, ¢ogalma ve tutunmasini en 1iyi destekleyen bu farkhi
homopolimerlerin karisimlari ile kiiltiir yapilarak homopolimerlerin daha etkili sonuglar

verecegi diisiiniilmektedir.
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Yapilan bu ¢aligmanm daha da gelistirilebilmesi i¢in yapilacak olan sonraki invivo
calismalarda bu homopolimerlerden kiiclik yap1 iskeleleri olusturarak immiin sistemi
baskilanmis hayvanlara nakil gergeklestirilip polimerin kan analizleri ile immiin cevap
olusturmadigt ve biyomalzemenin biyobozunurlugunun incelenmesine ihtiyag

duyulmaktadir.
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¥  Kaynak gosterme ilkelerine ve yazim kurallanna uyuldu.

»  Ekler kilavuzda belirtildigs gaba venld.

26/07/2016

Yrd. Dog¢.Dr. Gokhan DURUKSU

e

71



This document was created with Win2PDF available at http://www.win2pdf.com.
The unregistered version of Win2PDF is for evaluation or non-commercial use only.
This page will not be added after purchasing Win2PDF.



