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OZET

Plastik ve rekonsruktif cerrahide ve kalp yetmezligi ile ilgili hastaliklarin
tedavisinde sayisiz yumusak doku miihendisligi temelli uygulamalar bulunmaktadir.
Sadece hiicre enjeksiyonu ile yapilan hiicre transplantasyonlarinda hiicre-hiicre dis1 matriks
(HDM) etkilesiminin yetersiz olmasindan kaynaklanan fonksiyonel bozukluklar ve
transplantasyonda yeterli sayida canli hiicre olmamasindan kaynaklanan sorunlar meydana
gelmektedir. Laboratuvar ortaminda biiylime faktérlerinin yani sira kok hiicrelere cesitli
mikrogevre Ozelliklerinin saglanmasi ile hedef hiicre farklilasmasi daha verimli bir sekilde
gerceklestirilebilmektedir. Bu ¢alismanin amaci insan kani plazmasindan yogunlastirilmis
fibrinojen, jelatin ve gobek bag tiirevli hyaluronik asit (HA) ile {i¢ boyutlu iskelenin in
vitro testler ile yumusak doku miihendisligi uygulamalarindaki uygunlugunun test edilmesi
ve jel lizerine ekilen adipoz doku kaynakli mezenkimal kok hiicrelerin (AD-MKH) yag ve
kalp kas1 hiicrelerine farklilasma potansiyelinin incelenmesidir. Oncelikle, jelatin, HA ve
insan kani plazmasindan fibrinojenin ¢oktiiriilmesi ile hyaluronik asit/ jelatin plazma jeller
(HA/J plazma jel) iiretildi. Gluteraldehit ile capraz baglanmis jellerin sikistirma testi ile
mekanik ozellikleri incelendi ve kriyokesitleri alinan jeller komasi mavisi ile boyanarak
jellerin gézenekliligi ve gbézenek ¢apr belirlendi. HA/J plazma jellerin elastik modiillerinin
yumusak dokularin elastik modiillerine yakin, 3.53+0.23 kPa, oldugu belirlendi. HA/J
plazma jellerin sade plazma jellere gore daha yiiksek gézeneklilige sahip oldugu belirlendi
(% 72.5 £5.85, % 63.86+4.27).

Insan lipoaspirat materyalinden AD-MKH’ler izole edildi ve iigiincii pasajda akim
sitometri ile ve osteojenik ve adipojenik farklilasma yapilarak karakterize edildi. Jel ve
cam slayt tizerine ekilen hiicrelere WST-1 testi yapildi. HA/J plazma jel lizerindeki AD-
MKH’lerin cam slayt iizerindeki hiicrelere gore zamanla daha fazla ¢ogaldigi ve jelin
toksik etkisinin olmadig1 belirlendi. Sonrasinda, jel tizerindeki AD-MKH’lerin adipojenik
ve kardiyomiyojenik farklilasma potansiyeli incelendi. Jel {izerindeki AD-MKH’lerin yag
hiicrelerine farklilagtig1 goriildii. Kardiyomiyojenik farklilasmaya alinan hiicrelerin 2 ve 3
hafta sonra ger¢cek zamanl polimeraz zincir reaksiyonlar: (PZR, Real-Time PCR) testi ile
Ozel kalp kasi genleri olan GATA4, TBX5 ve c¢Tn | genleri HA/J plazma jellerin ve
aktivin-a, BMP-4, insulin, valproik asit ve 5-azasitidin gibi ¢esitli kimyasal maddelerin
etkileri karsilastirmali olarak incelendi. Ger¢ek zamanli PZR sonuglarina gore jel ve cam
slayt iizerindeki hiicrelerin farkli kimyasal maddeler ile her bir gen icin ekspresyon oranlari

farkli bulundu.



Sonug olarak, HA/J plazma jellerin yumusak doku miihendisligi uygulamalari igin
uygun gozenek biyiikliigline, mekanik oOzelliklere sahip oldugu ve hiicre biiylimesini
destekledigi belirlenmistir. Ayrica bu ¢alismada, aktivin-a, BMP-4 ve insulin, valproik
asitin 5-azasitidine gore jel tzerindeki AD-MKH’leri daha fazla kardiyomiyojenik

farklilagsmaya yonlendirdigi belirlenmistir.

Anahtar kelimeler: Yumusak doku miihendisligi, Hyaluronik asit/Jelatin plazma jel, insan

adipoz dokusu kaynakli mezenkimal kok hiicreler
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ABSTRACT

Soft tissue engineering-based approaches have numerous potential applications in
plastic and reconstructive surgery and treatments of diseases related to heart failure. Cell
transplantation through direct cell injection are not optimal for cell survival and function
due to the lack of cell-ECM interactions. More efficient differentiation to target cells is
achieved in the laboratory with the provision of various microenvironmental features
besides the growth factors to stem cells. The purpose of this study was to evaluate
cardiomyogenic and adipogenic differantiation potantial of Adipose derived stem cells
(AD-MSCs) on gels and the suitability of 3D scaffolds, composed concantrated fibrinogen
from human plasma, gelatin and human umbilical cord derived hyaluronic acid, for soft
tissue engineering applications through in vitro tests. Fibrinogen was precipitated from
human plasma and its composite gels with gelatin and hyaluronic acid (HA/G plasma gels)
were produced afterwards. Mechanical properties of the glutaraldehyde crosslinked gels
were determined with compression tests and their porosity and pore size determined from
their cryosections stained with commassie brilliant blue. The Young Modulus of the HA/G
plasma gels was determined as 3.53+0.23 kPa, close to that of soft tissues. The HA/G
plasma gels had higher porosity than plain plasma gels (72.5%=+5.85vs 63,86%+4.27). AD-
MSCs were isolated from human lipoaspirates and characterised with flow cytometry at the
third passage, and also were differentiated into osteogenic and adipogenic lineages. AD-
MSCs were seeded on the gels and coverslips for comparative cell proliferation tests. The
cell proliferation assay (WST-1) of AD-MSCs on the HA/G plasma gels revealed the
nontoxic nature of the gels and that the number of cells on the gels increase more rapidly
than on the coverslips in time. After, adipogenic and cardiomyogenic differentiation
capability of AD-MSCs on the gels is being investigated. Adipogenic differentiation of
ASCs on gels were better than AD-MSCs of cover slips. After two and three weeks of
incubation for cardiomyogenic differentiation, the specific cardiac genes expressions of
GATA4, TBX5 and cTn | were examined by real-time quantitative polymerase chain
reaction (real-time PCR) analysis to investigate the effects of HA/Gelatin blood plasma
gels and the chemical modifiers like activin-a, BMP-4, insulin, valproic acid and 5-
azacytidine on cardiomyogenic differentiation of AD-MSCs. Real time RT-PCR results
showed that different ratios cardiac markers’ expression of cells seeded on gels and
coverslips (GAT 4, TBX5 and c¢Tn 1) caused every chemical modifiers. The results showed

that a composite HA/Gelatin plasma gel with suitable pore size, mechanical properties and

Vi



excellent cell growth supporting property can serve as a useful scaffold for soft tissue
engineering applications . Also cardiac gene expressions of the activin-a, BMP-4 and
insulin, valproic acid induced cells compared with 5- azacytidine induceed cells on HA/G
plasma gels were the most pronounced in promoting cardiomyogenic differentiations in

this investigation.

Key words: Soft tissue engineering, Hyaluronic acid/Gelatin plasma gel, human adipose

derived mesenchymal stem cells.
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SIMGELER VE KISALTMALAR DiZINI
ANP: atriyal natritiretik peptid

bFGF: Human basic fibroblast biiyiime faktorii
BSA: Sigir serum albumin

cm: Santimetre

Da: dalton

dk: dakika

DMEM: Dulbecco's Modified Eagle Medium
DMEM/F12 : Dulbecco's Modified Eagle Medium: Nutrient Mixture F-12
DNA: Deoksiriboniikleik asit

EDC : (1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl) carbodiimide)
EKH: Embriyonik K6k Hiicreler

FBS: Fetal S1gir Serumu

g: gin

GA: Gluteraldehit

Gtn-DTPH: Tiol ile modifiye edilmis jelatin
HBSS: Hank's Buffered Salt Solution

hEGF: Human Endotelial biiyiime faktorii
IBMX: 3-isobutyl-1-methylxanthine

IGF 1: Insiilin biiyiime faktorii

iPKH : Indiiklenmis pluripotent kok hiicreler
MHC: Miyozin agir zincir

MI: Miyokardiyal infarktiis
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MKH: Mezenkimal Kok Hiicre
ml: mililitre

mm: Milimetre

N: Newton

NHS : (N-Hydroxysuccinimide)
PBS: Phosphate-buffered saline
PDMS: Polidimetiltiloksan

PE: Polietilen

PEG: polietilenglikol

Pen/Strep : Penisilin/Streptomisin
PFA : Paraformaldehit

PGA: Poli(glikolik asit)

PLA: Poli(laktik asit)

PLGA: Poli(laktik ko- glikolik asit)
PP: Polipropilen

PTFE: Politetraflurietilen

RNA: Ribontikleik asit

sa: Saat

VEGEF: Vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii

ul: Mikrolitre
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1.GIRIS VE AMAC

Doku miihendisligi, miihendislik ilkelerinin biyoloji ve tip bilimleriyle
birlestirilerek, biyoyapay organlarin laboratuvar ortaminda olusturulmasina ek olarak, zarar
gormiis dokularin onarimini (rejenerasyonunu) hedefleyen bir arastirma alanidir. Doku
miihendisligi bilesenleri hiicre, iskele ve diizenleyicilerdir. iskele gdzenekli, biyobozunur
ve hiicre fonksiyonlarin1 diizenleyici etkilere sahip olmalidir. Doku miihendisligi
bilesenlerinden olan diger bir unsur hiicrelerdir. Bir dokuyu olusturmak i¢in ¢ok miktarda
hiicreye ihtiyag duyulmasi, hiicre kaynagi olarak dikkatleri laboratuvar ortaminda
rahatlikla ¢ogaltilabilen ve bir¢ok hiicre tipine farklilasabilen kok hiicrelerin {izerine
¢cekmistir. Tibbi anlamda su an i¢in kullanimi en giivenli ve miimkiin olan kdk hiicreler
mezenkimal kok hiicre (MKH)’lerdir. MKH’ler salgiladiklari gesitli biiyiime faktorleri ve
sitokinler sayesinde hasarli dokuda hiicre 6liimiinii azaltip damarlanmay1 hizlandirabilirler,
hedef doku hiicrelerine farklilasabilirler ve allojenik kullanildiklarinda bile immiin tepkiyi
baskilayabilirler.

Bir kok hiicrenin farklilasma veya kendini yenileme yollarina yonelmesinde ‘nis’in
(yatak-yuva-gevre) etkisi fazladir. Nis temelde hiicrenin mikrogevresi olarak tanimlanir ve
yapisal, biyolojik ve mekanik 6zellikleri ile hiicre davranigsinina yon verir. Laboratuvar
ortaminda biiyiime faktOrlerinin yani sira kok hiicrelere ¢esitli mikrogevre 6zelliklerinin
saglanmasi ile hedef hiicre farklilagmasinin daha verimli bir sekilde gergeklestirilmesi
hedeflenmektedir.

Plastik ve rekonstruktif cerrahide meme ameliyatlar1 ve diger tiimor rezeksiyonu
gibi miidahalelerde dokunun yeniden yapilanmasinda, yanma gibi post-travmatik
hasarlarin tamirinde, gogiis, yanak ve ¢ene gibi organlarin konjenital anormallikleri veya
kirigikliklar nedeniyle yaslanan yiizii genglestirme gibi islemler i¢in adipoz doku materyali
siklikla kullanilmaktadir (Patrick, 2001). Yumusak dokularin tamirinde hiicrelerin
dogrudan verilmesi, sadece iskelenin verilmesi ya da hiicreli yap1 iskelelerinin
uygulanmasi1 konusunda bir¢ok ¢alisma gergeklestirilmistir. Hastaya uygulanan yapinin
hizli bir sekilde tiikenmesi (resorbe olmasi) ve uygulanan bolgenin eski haline donmesi
sorunlara neden olabilmektedir. Bu nedenle, genellikle yapilan doku miihendisligi
caligmalarinda kolayca viicut icerisinde bozunmayacak, transplante edilen bdolgeyle
kaynasarak 1mmunolojik yamit olusturmayacak doku benzeri yapilar {iretilmesi

amaclanmaktadir.



Miyokardiyal infarktiis (MI) veya miyokardiyal iskemi gibi hastaliklar hiicre kayb1
temelli olup, bu nedenle, kalp kasi doku miihendisligi dokunun onariminda ve doku
biitlinliigiiniin saglanmasinda biiyiik 6neme sahiptir. MKH’lerden kardiyomiyojenik yonde
farklilasmis hiicreler elde etmek amaciyla, kullanilan yontemlerden en sik kulanilani ortak
kiiltiir (ko- kiiltiir) ¢alismalaridir (Choi et al. 2010, Peran et al. 2010). Ancak, klinik
uygulamalarda kullanim i¢in insan kalbi ekstraktlar ile ¢alisilmasi pratik agidan uygun
olmayacagindan dolayr ko-kiiltiir gerektirmeyen in vitro kardiyomiyojenik farklilasma

caligmalarina yonelmek gerekmektedir.

Bu tez calismasinda, gobek bagindan izole edilen hyaluronik asit ve kan
plazmasindan elde edilen fibrinojen kullanilarak hyaluronik asit/jelatin (HA/J) plazma
jeller iiretildi. Iskele amacl iiretilen bu jellere insan lipoaspirat materyalinden izole edilen
adipoz dokusu kaynakli mezenkimal kok hiicreler (AD-MKH)’ler yiiklenerek yumusak
doku miihendisligi alanlarina giren adipoz ve kalp kasi doku miihendisligi {izerine
calisamalar yapildi. Gergeklestirilen deneysel c¢alismalar sonucunda, bu jellerin
biyouyumlu ve hiicrelere toksik etkisinin olmamasi nedeniyle doku hasarinin oldugu
bolgeye yama amagli veya dokunun tamiri i¢in viicuda verilebilecegi 6ngoriildi. Bu jeller
uzun siire in vitro kosullarda ¢6ziinmeden kalabildigi ve bu jellerin elastik modiilleri yag
dokusuna ¢ok yakin oldugu i¢in adipoz doku miihendisligine uygun bir materyal olduklar
belirlendi. Bunun yaninda, AD-MKH'ler bu jellere ekildiginde herhangi bir indiikleyici
besiyeri olmadigi durumda da adipojenik yonde farklilasmanin saptanmasi bu jellerin
hiicreli veya hiicresiz olarak adipoz dokusu miihendisliginde kullanilabilecegini gosterdi.

Kalp kas1 doku miihendisligi ile ilgili gerceklestirdigimiz c¢alismalarda ise, elde
ettigimiz jelin kok hiicrelerin kardiyomiyojenik yonde farklilasmasi tlizerine olas1 etkileri
arastirildi. Urettigimiz jellere yiiklenen AD-MKH’lere igerigi farkli ii¢ farklilasma besiyeri
uygulanarak kardiyomiyojenik yonde farklilagma kapasiteleri gen diizeyinde Es zamanh
polimeraz zincir reaksiyonlar1 (gercek zamanli PZR) calismalari ile incelendi. Sonugta,
MKH’lerin kalp kast hiicrelerine farklilasmasinda farkli besiyeri ortamlarinin ve jelin etkisi
incelendi. Jel icerigindeki biyolojik yapilarin ve jelin mekanik etkilerinin farklilagmaya
olas1 etkileri saptandi. Bu ¢alismanin mevcut sonuclari, kok hiicre temelli in vitro
kardiyomiyojenik farklilasmanin baslica basarilmis yontemi olan ko-kiiltiir uygulamalar
icin taze insan kalp ekstraktlar1 ve kardiyomiyositlerine gereksinimi ortadan kaldirarak

farkli bir yaklagimin kullanilabilecegine iligkin ilk bilgileri sunmaktadir. Bu yaklasimin in



vitro fonksiyonel, li¢ boyutlu kalp kas1 doku grefti gelistirilmesi i¢in de dnemli bir yontem

olacagini 6ngdrmekteyiz.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. DOKU MUHENDISLIiGi

Diinyada 6nde gelen 6lim nedenlerinden biri olan organ fonksiyon bozuklugu
hastaliklarinda umut verici bir ¢6ziim olarak goriinen organ nakilleri uygun dondr bulma,
yiiksek maliyet, dmiir boyu immun baskilayic1 ila¢g alma gibi bir¢ok dezavantaji da
bulunmaktadir (Ansell, 2005). Organ naklinin 6zellikle uygun verici bulma ve uzun siireli
bagisik baskilayici tedavilerinin dezavantajlarini ¢éziimlemek amaciyla bilim insanlarin
hiicreler ile laboratuvar kosullarinda doku/organ benzeri yapilar1 tretip hastalarda
kullanarak hasta yasamini korumak ve kalitesini arttirmak amaciyla alternatif yontemler
bulmaya yoneltmistir. Boylelikle, ¢cok disiplinli bir arastirma alani olan doku miihendisligi
ortaya ¢ikmistir.

Doku miihendisligi malzeme bilimi, miihendislik, kimya, fizik ve yasam
bilimlerinin prensiplerini birlestirerek, dogal hiicre dis1 matrikse (HDM) benzer biyolojik
yapilar ireterek insan viicudunda zarar gormiis veya fonksiyon bozuklugu bulunan
organlarin tamiri ve degisiminin yapilmasidir. Ozetle, iic boyutlu gozenekli yap1 iskelesi
tiretilerek, hiicre ekimi yapilir ve biiylime faktorleri veya proteinler eklenerek hasarli doku

veya organin fonksiyonlarini tamir etmek amaciyla iskelenin transplantasyonu yapilir

(Sekil 2.1) (Vacanti, 2006).
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Sekil 2.1. Doku miihendisligi uygulamalarinin agsamalar1 (Howard et al. 2008)



Herhangi iyi bir doku miihendisligi iiriinii tiretmek icin gerekli stratejiler asagida
verilmistir (Chiu et al. 2011, Vacanti, 2006):

1. Mekanik 6zellikleri dogal doku ile benzer, biyouyumlu polimer, metal ve
seramik gibi malzemeler se¢ilmelidir,

2. Gozenek yogunlugu ve gozenek biiyiikliigli uygun mikroyapili ii¢ boyutlu
yap1 iskelesi iiretilmelidir,

3. Hedef dokunun yeterli miktardaki hiicreleri veya kok hiicreleri izole edilip,
karakterize edilmelidir,

4. Hicreler yapr iskelesine ekilip, in vitro kosullarda hiicre yayilmasi

denemeleri yapilmalidir,

5. Hiicre ekilmis yap1 iskeleleri hasarli bolgeye implante edilmelidir,

6. Hiicre ekilmis yap1 iskeleleri kendi HDM’lerini iiretmeli ve damarlanma
goriilmelidir,

7. Zamanla yap1 iskelesi ¢Oziinmeli ve hasarli bélgenin rejenerasyonu

tamamlanmis olmalidir.
Daha oncede belirtildigi gibi biyomalzeme secimi, iskele {iretimi, hiicre kaynagi

secimi doku mithendisligi uygulamalarinin 6nemli unsurlaridir.

2.2. DOKU MUHENDISLiGINDE KULLANILAN HUCRE KAYNAKLARI

Doku miihendisligi uygulamalarinda kullanilan hiicreler in vitro kosullarda kolayca
elde edilebilen ve ¢ogalabilen hiicrelerdir. Bu amagla, immun yanit1 azaltan ve hastalardan
alian otolog hiicreler primer hiicre kaynagi olarak siklikla kullanilmaktadir. Hasarli doku
veya organdan hiicre izole edildigi zaman hiicre kalitesinin ideal olamamas1 nedeniyle son
20 yilda kok hiicreler doku miihendisligi uygulamalarinda umut verici yeni bir hiicre
kaynag1 olarak dikkatleri tizerine ¢ekmistir (Vunjak-Novakocic and Freshney, 2007).
Embriyonik kok hiicreler (EKH) ve erigskin kok hiicreler olmak iizere iki ¢esit kok hiicre
doku miihendisliginde kullanilmaktadir (Sekil 2.2).
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Sekil 2.2. Tibbi uygumalarda kullanilan eriskin ve embriyonik kok hiicreler (Wu et al.
2006).

2.2.1.Kok Hiicreler

Yumurtanin dollenmesiyle olusan zigot bes veya alt1 defa boliinerek blastokist adi
verilen yapiy1 olusturmaktadir. Bu yapimin i¢ hiicre kitlesini olusturan hiicreler Ki
embriyonik kok hiicreler olarak da isimlendirilmektedir, farkli organ ve dokular
olusturmak iizere yonlenmektedir (commitment) (Sekil 2.3) (Sell, 2004). Eriskin veya
embriyonik dokularin 6zellesmis hiicrelerine farklilasabilen bu kok hiicreler ayn1 zamanda

yasamin kokenini de olusturmaktadir.
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Sekil 2. 3. Embriyonik kok hiicreler ve pluripotent 6zellikleri (Sell, 2004)

Viicuttaki diger hiicrelerden farkli 6zelliklere sahip olan kok hiicreleri tanimlamak

icin bes 0l¢iit kullanilmaktadir (Karaéz ve Ovali, 2004):

1) Kok hiicreler, uzun zaman dilimleri boyunca bdliinebilme ve kendilerini
yenileyebilme yetenegine sahiptirler,

2) Kok hiicreler 6zellesmemislerdir,

3) Kok hiicreden elde edilen bir yavru hiicre, 6zellesmis hiicrelere farklilasabilir,

4) Kok hiicreler, hasar goren aliciya nakil sonrasinda kaynak dokuyu islevsel
olarak tekrardan onarabilmelidir,

5) Daha az anlasilmis diger bir 6l¢iit ise, kok hiicrelerinin in vivo ortamda doku
hasarinin olmadig1 durumlarda bile farklilasmis kusaklara katki saglamasidir.

Temelde kok hiicreleri embriyonik ve erigskin (doku ya da organa 6zgiin) kok
hiicreleri olmak iizere 2 ana kisma ayirabiliriz. EKH’ler erigskin viicudundaki herhangi bir
hiicre tipine farklilagabilirler. Eriskin kok hiicreler ise, sinirli sayida hiicre tipine

farklilagsma 6zellikleri vardir (Goldstein and Schneider, 2010).

Erigkin kok hiicreleri;
1- Hematopoietik kok hiicreleri,

a) Kemik iligi kok hiicreleri,



b) Periferik kan kok hiicreleri,
¢) Gobek kani kok hiicreleri,
2- Stromal kok hiicreler (MKHIeri),
3- Organlarda yerlesik diger eriskin kok hiicreleri seklinde siniflayabiliriz
( Karaoz ve Ovali, 2004).

2.2.1.1. Mezenkimal kok hiicreler

Kemik iligindeki kemik iligi stromal hiicreleri kesfedildikten (Friedenstein et al.
1970) sonra mezodermal kokenli hiicrelere farklilagabildigi igin bu hiicrelere MKH’ler ad1
verildi. Baslangigta, bu hiicrelerin mezodermal kokenli osteositlere, kondrositlere,
adipositlere ve miyoblastlara farklilasabildigi belirlendi (Pittenger et al.1999). Sonralar1 bu
hiicrelerin noral (Sanchez-Ramos et al. 2000, Karaoz et al. 2009), kardiyak (Toma et al.
2002), hepatik (Weng et al. 2003), endotelyal (Oswald et al. 2004), pankreatik (Moriscot et
al. 2005, Karaoz et al. 2011) ve bobrek (Chhabra and Brayman, 2009) hiicrelerine
farklilagabildigi saptandi. MKH’lerin mezodermal kdkenli hiicrelerin disindaki hiicre

tiplerine farklilasmasina kok hiicre plastisitesi denilmektedir.

[k defa kemik iliginden izole edilen MKH’lerin diger kaynaklarina ise periferik
kan (Zvaifler et al. 2000), adipoz dokusu (Zuk et al.2001), deri (Chunmeng and Tianmin,
2004), timus, dalak (Krampera et al.2007), dis pulpas1 (Karaoz et al. 2010), pankreatik
adacik (Karaoz et al. 2010), trabekiiler kemik (Sottile et al. 2002), gébek bagi kani (Erices
et al. 2000) ornek verilebilir. Fibroblast benzeri morfoloji, koloni olusturma ve
multipotentlik 6zellikleriyle karakterize edilen MKH’ler uygun kiiltir sartlarinda doku
kiiltiiri kaplarina yapigabilen ve kolayca yayilabilen hiicrelerdir. Bu hiicreler CD105,
CD73 ve CD90 yiizey antijenlerini eksprese ederken, CD45, CD34, CD14 veya CDI11b,
CD79 alfa veya CD19 ve HLA-DR yiizey antijenlerini eksprese etmemelidir. Ayrica
MKH’ler in vitro kosullarda osteoblast, adiposit ve kondroblastlara farklilasabilmelidir
(Dominici et al. 2006). Bu hiicreler yiiksek ¢ogalma kapasitesine sahip olmasi ve kolayca
izole edilebilmesi nedeniyle hiicresel tedavisi ve doku miihendisligi uygulamalarinda
siklikla kullanilmaktadir.



Adipoz doku kaynaklh MKH’ler

Cesitli adipoz doku bdlgelerinde oldukga fazla bulunan farklilasmamis progenitor
hiicreler adipoz dokusundan kolayca elde edilebilmekte ve in vitro kosullarda kontrollii
sartlar altinda mezodermal ve ektodermal kokenli hiicrelere farklilasabilmektedir. Bu
hiicreler AD-MKH, adipoz doku kaynakli stromal hiicreler (AD-SKH) veya adipoz doku
kaynakli kok hiicreler (AD-KH) olarak adlandirilmakta, hiicre yiizey antijen profilleri ve
farklilasma karakteristikleri diger eriskin kok hiicreler (kemik iligi kaynakli MKH) ile
benzerlik gostermektedir. Bu hiicre tiplerinin en Onemli avantaji normal insan yag
dokusunda sik bulunmasi ve standart lipoaspirat prosediirii ile kolayca elde edilebilmesidir
(Guilak, Awad et al. 2004).

Hayvan ve insan adipoz doku kaynakli stromal kok hiicrelerin karakterizasyonu in
vitro kosullarda akim sitometri cihaz1 ve immunhistokimyasal yontemlerle yapilmaktadir.
Hiicre yiizey antijenleri bakimindan MKH’ler ile biiylik benzerlik gosteren AD-MKH’ler
CD29, CD44, CD71, CD90, and CD105 yiizey antijenlerini eksprese etmektedir (Zuk et al.
2002). Hematopoietik yiizey belirtecleri CD31, CD34 ve CD45 her iki hiicre ¢esidinde
eksprese edilmezken, AD-MKH’lerinde nétiir edopeptidaz (CD10 veya sik goriilen akut
lenfositik 16semi antijeni CALLA), aminopeptidaz (CD13) ve ektoniikleotidaz (CD73)
ifadeleri goriilmektedir. Ayrica, AD-MKH hiicreleri tip | ve tip 11l kollagen, osteopontin,
osteonektin, Thy-1 (CD90), ve MUC-18 (CD146) iiretmektedir (Gimble and Guilak,
2003).

2.3.DOKU MUHENDISLIGINDE KULLANILAN BiYOMALZEMELER

Prostetik malzemeler, dis malzemeleri, implantlar ve ila¢ salinimi gibi tip ve doku
miihendisligi uygulamalarinda polimerik malzemeler uzun zamandir yaygin olarak
kullanilmaktadir. Polimerik malzemelerin metal ve seramik malzemelere gore kolay
islenebilmesi, fiziksel 6zelliklerinin uygun olmasi, daha ucuz maliyetle {retilmesi gibi
bir¢ok avantaji bulunmaktadir (Park and Lakes, 2007).

Polietilen (PE), polipropilen(PP), politetraflurietilen (PTFE), poli(dimetil tiloksan)
(PDMS) ve poli(etilen glikol) (PEG) gibi ¢6ziinmeyen polimerler ortopedik implant,

kateter, okiiler lens, kalp kapak¢igi, kemik ¢imentolarinda ve greftlerde uzun zamandir



kullanilmaktadir. Polilaktik asit (PLA), poliglikolik asit (PGA) ve kopolimeri polilaktik
ko-glikolik asit (PLGA), poli(dioksan), poli(trimetil karbonat), poli(karbonat) gibi
¢Oziinebilen polimerler biyouyumlu olmalari, ¢éziinme iirlinlerinin toksik olmamasi ve
kolayca islenebilmeleri nedeniyle ii¢ boyutlu doku iskelesi iiretiminde, ila¢ salinim
sistemlerinde ve ameliyat ipliklerinde kullanilmaktadir (Shastri, 2003).

Jelatin, kollagen, ipek, fibrin, dekstran, matrijel, hyaluronik asit, aljinat, kitosan ve
agaroz gibi dogal polimerler uzun zamandir biyomalzeme olarak kullanilmaktadir
(Freyman et al. 2011). Bu malzemeler HDM’in bir pargasi olup, biyouyumlu ve doku
miithendisligi ile tretilen dokularin yapisina uygundurlar. Ancak, bu malzemelerin
kullaniminda mekanik o6zelliklerin ve ¢6ziinme hizlarinin kolayca kontrol altina
allnamamasi sorun teskil edebilmektedir. Ayrica bitki, hayvan veya bakteri gibi canlilardan
ekstrakte edildiklerinden ksenojenik protein, viriis veya bakteri icerebilirler ve bu durum
bagisiklik yanitlarin olusmasina neden olabilir. Bu olumsuzluklar biyolojik malzemelerin
doku miihendisligi uygulamalarinda kullanilmalarini sinirlamaktadir (Park and Lakes,
2007).

Yumusak doku miihendisliginde jelatin, fibrin gibi dogal biyomalzemeler ile

poliester, polilaktik asit gibi yapay biyomalzemeler siklikla kullanilmaktadir (Cizelge 2.1).
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Cizelge 2.1. Yumusak doku mihendisliginde siklikla kullanilan biyomalzemeler
(Papenburg, 2009)

Kokeni Polimer adi
Kollagen
Fibrin
Jelatin

Dogal Polihidroksibiitirat

Polisakkaritler (sik kullanilanlar: hyaluronik asit, kitosan, nisasta ve

aljinat)

Poliesterler (sik kullanilan: poli (a-hidroksiasitler))
Poli(laktik asit) (PLA) and poliglikonik asit (PGA)
Yapay Polikaprolakton

Poli(propilen furamat)

Polianhidritler

Poli(ortoesterler)

2.3.1 Hyaluronik Asit

Ik defa 1934°de Meyer ve Palmer tarafindan sigir vitroz humorlerinden asidik
kosullarda izole edilen mukoz benzeri bu maddeye hyaluronik asit (HA) ismi verilmistir.
Hyaluronik asit, sulfat igermeyen amino sekerleri ve iironik asit igeren asidik bir
polisakkarittir (Ducheyne et al. 2011).

Memeli dermisinde bulunan, D-glukuronik asit ve N-asetil-glukozaminin
olusturdugu lineer polisakkarit yapisinda olan hyaluronik asit (HA), beta-1,4 ve beta-1,3
glukozidik baglarla birbirine baglanarak enerji diizeyleri ve uzaysal yapi bakimindan
oldukga stabil olan primer bir yapidir (Sekil 2.4) ( Laurent et al. 1995).

Hyaluronan sentetaz enzimleri; tekrarlanan disakkarit yapisindaki hyaluronan
molekiillerinin biiyiik, lineer yapidaki polimerlerini sentezler. Sentezlenen zincir, aktive
olmus niikleotit sekerlerine glukuronik asit ve N-asetilglukozaminin eklenmesiyle biiyiir.

Molekiiler agirligi da ~4 milyon dalton (her disakkarit yaklasik ~400 dalton) olan bu

11



madde de tekrarlanan hyaluronan disakkaritlerinin sayis1 10,000 ya da daha fazla molekiile
ulasabilir ( Laurent et al. 1995).

Bag doku ara maddesinin temel yapi tasi olan HA elastoviskoz ortam
saglamaktadir. HA’in su tutucu Ozelligi nedeniyle, derinin turgorunun saglanmasinda
onemli gorevleri vardir. Fetal deride olduk¢a fazla bulunan bu madde, yasla beraber azalir
(Oztas ve Calikoglu, 2003).

Bakteri ve yiiksek yapili organizmalarda bulunan HA yiiksek yapili canlilarin
dokularinda ve HDM’de dolgu materyali olarak yer alir. Goziin vitroz sivisinda, hiyalin
kikirdakta, eklem sivisinda, dermis ve epidermisde yer almaktadir (Fraser et al. 1997,
Ascher et al. 2004). Ayrica, horoz ibigi ve sigirlarin vitrdz humorlerinden de ekstrakte
edilebilmektedir.

Hyaluronan- lipozom, hyaluronan-protein kompleksleri, hyaluronan-
polykarboksilik asit polimerleri, hyaluronan ile birlestirilmis ko-polimer, hyaluronan-
DNA, hyaluronan-kitosan ve hyaluronan karisimlari genel olarak; dermatolojide
nemlendirici olarak, yara iyilesmesini hizlandirmak amaciyla, dolgu maddesi olarak,
kontrollii ilag saliminda, hedeflenmis gen aktariminda, biyopolimerik tasiyict olarak,
biyoabsorbe edilebilir membran olarak, oftalmolojik uygulamalarda ve tiip bebek

uygulamalarinda kullanilmaktadir (Maes and Marenus,1994).

COONa CH;OH

So— & —9 1o #AY- 5
2 2
HO)XE,/__,/K_____X'I/ oO—_2 3#,;/%&/
OH NH
00—
L - n
n -=»=15000

Sekil 2.4. Hyaluronik asit molekiilii (Ducheyne et al. 2011)
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2.3.1.2 Hyaluronik asitin doku miihendisliginde kullanim

Yapay HDM olarak da adlandirilan ii¢ boyutlu yap1 iskeleleri yenileyici tip ve ilag
salinimi1 uygulamalarinda siklikla kullanilmaktadir. HA temelli hidrojeller hiicrelerin
iskeleye tutunma, c¢ogalma ve yayillmasini desteklemektedir. HA ile ilgili yapilan
calisamalarda, disiilfit ¢apraz baglanma ile makro gozenekli liyofilize siinger benzeri
iskeleler tiretilmistir. Calismalarda, PEGDA c¢apraz baglayici maddesi kullanilarak tiol ile
modifiye edilmis jelatin (Gtn-DTPH) ve HA-DTPH adli enjekte edilebilir iskeleler
tiretilerek, bu iskelelerin hiicrelerin tutunmasina ve yayilmasina uygun oldugu saptanmigtir
(Sekil 2.5). Bu malzemelere endotelyal hiicreler biyoprinting yontemiyle ekildiginde hiicre
biiyiimesinin ve yeni damar olusum hizinin arttigi saptanmistir. Ayrica, tiol ile modifiye

heparin (HP-DTPH) caprazbagli HA temelli yapi iskelelerde in vitro bFGF salinimi yari

omriiniin de arttig1 saptanmustir (Ducheyne et al. 2011).

Sekil 2.5. Sicanda femoral hasar modeli. A- HA-DTPH ve jelatin-DTPH’nin PEGDA ile
capraz baglanmis liyofilize siinger benzeri yapr iskeleleri B- Iskelelerin SEM gériintiisii C-

Iskelenin hasarl1 bdlgeye transplantasyonu (Ducheyne et al. 2011)

Kok hiicrelerin farklilasmasinin kontroliinde HA hidrojelleri kullanilmaktadir. Tiol
ile caprazbagli HA jel veya benzer sekilde foto ¢apraz baglama ile iiretilen HA jel ile kok

hiicreler  kapsiillenerek kok hiicrelerin  farklilasma potansiyelleri incelenmistir.
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Fotopolimerize HA jeller ile MKH’lerin kondrositlere farklilagmasinin incelendigi bir
calismada HA’in kikirdak dokusunun dogal bir bileseni olup, hiicrelerin ylizey reseptorleri
ile HA’leri algilamasi ile farklilasmanin oldugu diistiniilmektedir.

Diger bir arastirmada, HA jel tlizerindeki MKH’lerin PEG hidrojeli iizerindeki
MKH'’lere gore kikirdak hiicrelerine 6zgii ylizey antijenlerini daha fazla ekprese ettigi
goriilmistiir. Bu ¢alismayla sadece hidrojel kimyasinin MKH farklilagmasinda rol aldigi ve
HA’in kondrojenik yonde farklilasmada 6nemli etkisinin oldugu anlasilmistir (Burdick and
Prestwich, 2011).

2.3.2 Fibrin

Biyog¢oziinebilen ve kan pihtilasmasinin 6nemli bir bileseni olan fibrin, trombin
tarafindan katalize edilen fibrinojen monomerlerin polimerizasyonu ile olusturulur
(Brouwers, 2002). 340 000 Da olan ve yaklasik 45 nm uzunlugundaki fibrinojenin fibrine
doniigiimii protrombinin aktivasyonuyla olusan kan pihtilasmasi kaskatinda yer alan serin
proteaz olan trombin tarafindan saglanir (Sekil 2.6) (Ducheyne et al. 2011).

Fibrin jel yapiminda 6nemli role sahip olan trombinin konsantrasyonu arttik¢a jel
daha saydam olmakta ve jellesme siiresi kisalmaktadir. Dogrusal olmayan yogusma
polimerizasyonuyla meydana gelen polimerizasyon esnasinda jellesme noktasi belirli bir
zamanda meydana gelmektedir ve ¢6ziinen polimerler aniden elastik bir jel formuna
dontisiirler (Blomb and Bark, 2004).

Polimerlesme, fiber olusum hizi ve yapisimi fibrinojen, trombin konsantrasyonu,
iyonik kuvvetler, diger plazma proteinlerinin varligi (albumin gibi), pH ve sicaklik gibi
bircok faktor etkilemektedir. Ornegin farkli trombin konsantrasyonlarinda hazirlanan fibrin
pihtilarin yapilart kiyaslandiginda, yiiksek trombin igeren yapinin daha ince fibril yapilari,
daha az gozenekli ve daha fazla birlesim noktalar1 oldugu goriilirken, az trombin
konsantrasyonu igeren yapida daha kalin fibrillerin oldugu gorilmistiir (Sekil 2.6). Benzer
olarak, tuz konsantrasyonunun artmasiyla daha az gozenekli, daha ince fibrilli ve daha
fazla birlesim noktalar1 olan ‘ince jel’ olarak tanimlanan jeller olusmaktadir. Tuz
konsantrasyonu daha az oldugunda ise ‘kaba jel’ olarak tanimlanan daha g6zenekli, biiyiik
yaricapa sahip fibrilleri bulunan jeller meydana gelmektedir. Faktor XIII’in aktive
olmasiyla fibrin monomerlerinin ¢apraz baglandigi ve fibrin zincirleri arasinda kovalent
bag olusumunda katalizor gorevi gordiigii saptanmis ancak gozeneklilik ve fibril kalinlig

tizerinde etkisi olmadig1 belirtilmistir. Ayrica, fibronektinin gézeneklilik iizerinde etkisinin
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olmadig1 ama piht1 igerisindeki fibril yarigapini arttirdigi anlagilmistir (Ducheyne et al.
2011).

Fibrinojen

V

Fibrin Ca, Fibrin
Trombin

@/ ——{ o |

Fibrinopeptidler

— Trombin ile aktive olan
Caprazbagl fibrin | qmmm | fibrinolizis inhibitsr

o2-antiplasmin

l Fibrin
Plasmin < ]

Plazminajen

v aktivatdrleri

Parcalanmis fibrin Granleri I I

Plazminajen aktivatdr
inhibitarleri

Sekil 2.6. Fibrin polimerizasyonu ve fibrinolizisin sematik gosterimi (Ducheyne et al.
2011).
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Sekil 2.7. Farkli trombin konsantrasyonlarinin fibrin piht1 yapisina etkisi A-25 1U/ml
trombin; B-0.25 1U/ml trombin. Fibrinojen konsantrasyonu: 5 mg/ml (Ducheyne et al.
2011).

Klinikte ameliyatlarda yapistirici olarak uzun siiredir kullanilan fibrin yapistirict
(fibrin glue) son zamanlarda hiicre salinim sistemlerinde ve enjekte edilebilen yap1 iskelesi
uygulamalarinda kullanilmaktadir. Fibrin yapistiricidaki trombin konsantrasyonu (>100
U/ml ) artirllarak kisa siirede yapisabilen fibrin yapistiricilar tiretilmektedir. Bu tip fibrin
yapistiricilar  doku  miihendisligi uygulamalari ve hiicre salinim sistemlerinde
kullanilamamaktadir (Zhao et al. 2008).

Damar greftleri, kardiyovaskiiler, tendon, ligament, deri, karaciger, kikirdak, kemik
ve sinir doku miihendisligi uygulamalarinda fibrin jel yaygin olarak kullanilmaktadir.
Biyouyumlu olmasi ve istenilen ozelliklere sahip iskelenin iiretim kolayligi nedeniyle
fibrin yap1 iskeleleri baska polimerlerle kompozit olusturacak sekilde yaygin olarak
kullanilmaktadir. Yapilan bir ¢alismada, sol ventrikiil tamiri igin, infarktiis olusturulmus
domuz modeli kullanilarak, insan EKH kaynakli vaskiiler hiicreler (endotelyal ve iskelet
kasi hiicreleri) ile olusturulan fibrin yamalar1 hayvanlara transplante edildiginde, yeni
damar olusumunda artma, sol ventrikiil kasilmasinda gelisme, infarktiislii bolgenin
boyutunda azalma oldugu saptanmistir (Ducheyne et al. 2011).

Doku miihendisliginde kullanilan diger iskelelerle fibrin jeller kiyaslandiginda,
fibrin jellerin ¢6ziinme hizinin kontrol edilebilmesi, doku gelisimine katkida bulunmasi ve
hastanin kanindan {iretildigi i¢in bagisik red olasiligini ortadan kaldirmasi gibi avantajlari
vardir. Hiicrelerin yap1 iskelesi igerisinde homojen dagilimi doku miihendisligi
uygulamalarinda genellikle sorun olmaktadir. Bunun tersine fibrin jel icerisindeki hiicreler
icin hiicreler polimerizasyondan once iyice karistirilip sonrasinda birka¢ dakika igerisinde

jellesme olacagi icin hiicrelerin homojen dagiliminda sorun olmamaktadir. Ug mm’den az
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kalinlikta fibrin jeller iiretildigi zaman difiizyon zorlugu nedeniyle olusan yerel hiicre
Olimleri meydana gelmemektedir (Brouwers, 2002). Fibrin jellerin en 6nemli dezavantaji

ise, mekanik 6zelliklerinin diistik olmasidir (Cizelge 2.2)

Cizelge 2.2. Tek eksenli uzatma deneyi ile hesaplanan fibrin jel Young’s modiil degerleri
(Brouwers, 2002).

Fibrinojen Young’s Modiil (Pa)
konsantrasyonu (mg/ml)
4 4722
8 5898
14 9584
18 9809
30 9995
2.3.3 Jelatin

‘Dondurulmus’ veya 'kalinlasmis' anlamina gelen Latince kelime 'gelatus'tan
tiretilen jelatin gesitli aminoasitlerden olusan suda ¢6ziinebilen, molekiiler agirlig: 15 000
ve 250 000 Da arasinda degisen dogrusal bir polimerdir. Kollagenin hidrolizisiyle elde
edilen jelatin tiretim sekline gore iki farkli yolla iiretilmektedir.

Tip A jelatin: (pH 3.8-6; izo-elektrik noktas1 6-8) kollagenin hidrolizisi asidik
kosullarda meydana gelir,

Tip B jelatin: (pH 5-7.4; izo-elektrik noktas1 4.7-5.3) kollagene alkali kosullarda
midahale edilir (Lee et al. 2003).

Camsi, gevrek, kati, rengi sar1 beyaz gibi kokusuz ve tatsiz olan jelatin %84-90
protein, %1-2 mineral tuzlar, %8-15 su igermektedir. Jelatin uzun zamandir gida
endiistrisinde saflastirma ajani, stabilizator, tath, seker, dondurma, firin {riinlerinde ve
giinliik yiyeceklerde kullanilmaktadir. Ayrica kozmetik, fotograf ve daha birgok
endiistriyel uygulamalarda jelatin yaygin olarak kullanilmaktadir (Boudet et al. 2005).

Memelilerde bag dokusunun Onemli bilesenlerinden olan kollagen karakteristik

olarak jelatinden daha fazla miktarda glisin, prolin ve hidroksiprolin aminoasitlerini

17



icermektedir. Yapisal olarak jelatin molekiilii glisin-X-Y {glii dizinin tekrariyla
olusmaktadir ve genellikle X ve Y prolin ve hidroksiprolindir. Bu diziler jelatinin ii¢lii
helikal yapisinin olusumundan sorumludur ve jelatinin protein zincirleri suyu
hareketsizlestirerek bu helikal yapilardan jel olusumu meydana gelmektedir. Ayrica,
kollagen transplantasyonu ile fizyolojik kosullarda bagisik red olusabilirken, jelatin
transplantasyonu ile bagisik red reaksiyonu minumum seviyede meydana gelmektedir.
Bunun yaninda dogal kollagenden yogunlastirilmis kollagen eldesi oldukca zor ve jelatin
kollagenden daha ucuz oldugu igin jelatinin kullanimi daha yaygindir (Rosellini et al.
2009).

2.4.YAPI iSKELELERI

Yapi iskelesi tasarimi ve iiretimi biyomalzeme arastirmalarinin 6nemli arastirma
alanlarindan olup doku miihendisligi ve yenileyici tip aragtirmalarinda 6nemli bir konuma
sahiptir. Doku yenilenmesi ve tamirinde essiz bir rol oynayan iskeleler asagida siralanan
fonksiyonlar1 yerine getirmek lizere ii¢ boyutlu, gézenekli kati biyomalzemeler olarak
tanimlanmaktadir (Yoshida et al. 2011):

. Kullanilan biyomalzeme hiicre tutunmasina ve HDM iiretimine
tesvik etmelidir,

= Hiicre canliligi, ¢ogalmas: ve farklilagmasma izin verecek sekilde
gazlarin, besiyerinin ve diizenleyici faktorlerin taginimi saglanmalidir,

. Ilgili kiiltiir kosullarinda doku yenilenme hizi biyog¢oziinme ile
kontrol altina alinabilmelidir,

= In vivo kosullarda toksisite ve iltihap seviyesi minumum olmalidir,

Cesitli iskele yapim teknikleri bulunmaktadir ve bu iskeleler doku miihendisliginde

birgok farkl strateji ile uygulanmaktadir (Sekil 2.8).
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Sekil 2.8. Doku miihendisliginde kullanilan iskele iiretimi yaklagimlari (Chan and Leong,
2008)

2.4.1. Hidrojeller

Suda ¢6ziinebilen polimerlerin ¢apraz baglanmasiyla olusan ve karboksil, amino ve
hidroksil gibi hidrofilik gruplara sahip olan hidrojeller, gézenekli yapisi i¢erisinde su tutma
kapasitesine sahiptir. Hidrojeller yaygin bir sekilde klinikte, hiicresel immobolizasyon
caligmalarinda, biyomolekiilleri veya hiicreleri ayirma islemlerinde ve biyolojik yapigmay1
diizenlemede bariyer malzemesi olarak bir¢ok deneysel arastirmalarda kullanilmaktadir
(Peppas et al. 2000).

[lag salinimi galigmalarinda fiziksel 6zelliklerinden dolay1 yaygin olarak kullanilan
bu yapilar istenilen boyutta gézenekli yapida iiretilebilmekte ve sulu ortamdaki sigsme
ozelligi jel iceririsindeki ¢apraz baglayici ajanlarin yogunlugu ile kontrol edilebilmektedir.
Hidrojeller oldukc¢a biyouyumlu, yiiksek su igerigine sahip, fizikokimyasal ozellikleri
dogal HDM’e benzer yapilardir (Peppas et al. 2000) (Sekil 2.9). Ancak, hidrojellerin diisiik

gerilme mukavemeti, yiiksek su igerigi ve biiyiikk gézenek boyutu gibi 6zellikleri bu yapilar
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ile yapilan ¢alismalari sinirlamaktadir. Yiiksek emme giiciine sahip yapay polimerlerden
tiretilen hidrojellerle ilgili birkag sorun olmasina ragmen, bircok uygulamada destek
materyali olarak kullanilarak sorunlar énemsiz hal almaktadir. Hidrojeller dogal olarak
stimiik, goz kikirdaginin vitr6z dokusu, tendon ve kan pihtisinda yer almaktadir (Peppas et
al. 2000).

Hidrojellerin yiiksek su igerigi, yumusakligi, esnek yap1 ve su veya biyolojik sivilar
ile diislik arayiizey gerilimi olusturmasi gibi ozellikleri canli dokulariyla biiyiik oranda
benzerlik gostermektedir. Hidrojellerden salinim hizi ve salinim mekanizmasinin
kontroliinii polimer yap1 bilesimi, ¢apraz baglanma yogunlugu, kristalinite ve su igerigi
etkilemektedir (Satish et al. 2006).

Ug boyutlu kimyasal veya fiziksel olarak ¢apraz baglanmis hidrofilik zincirlerin ag
yapisindan olusan jelin sisme veya emme islemi i¢in gerekli itici gii¢ genellikle ozmotik
giic, elektrostatik kuvvet ve entropi (su igerisinde polimerin ¢oziinmesinin gozetilmesine
bagl olarak) ile saglanmaktadir. Capraz bag sayisi fazla olan hidrojeller daha az sayida
capraz bag igeren jellere gore daha hizli sismektedir (Klattenhoff et al. 2006). Capraz
baglanma yogunlugu, iyonik ve hidrofilik igerik hidrojellerdeki sisme siirecini etkileyen

onemli faktorlerdir.

Kovalentbag

Dolasiklik (kimyasal)

(fiziksel)

Baglantinoktalar
( fiziksel)

Sekil 2.9. Hidrojellerdeki kovalent bag, baglant1 noktalar1 ve dolasikliklar1 gdsteren ag
yapist. Tiim baglant1 noktalar1 gosterilmemistir (Slaughter et al. 2009)
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2.5. KALP KASI DOKU MUHENDISLIiGi

Kalp kasi doku miihendisligi uygulamalar1 igin in vitro kosullarda biyomalzemeler
tizerine kardiyomiyositlerin ekilmesiyle olusturulan ‘yama’larin aliciya naklini igeren
stirecler denenmektedir. Bunun diginda, ‘yapr iskelesi’ iiretimi ile ilgili ¢aligmalar da
yaygin olarak bulunmaktadir (Codina et al. 2010). Hasarli miyokardiyumun tamiri igin,
doku miihendisligi uygulamalari ile hiicre enjeksiyon yontemleri kiyaslandiginda; doku
mithendisligi uygulamalarinda hiicre kaybinda azalma ve fonksiyonel kas yamalarinda
kardiyomiyositlerin organize olabilmeleri avantaj olarak saptanmistir (Chachques et al.
2008).

Doku miihendisligi triinii biyomalzemeler memeli kalbine uygulandiklarinda bazi
basarili sonuglar elde edilmistir (Sekil 2.10). Ancak bu basarili sonuglarin yaninda, kalp
kas1 doku miihendisligi calismalarinda yapi iskelesi tasariminin zorlugu, damarlagma,

yama ile kalbin islevsel birlesememesi gibi sorunlar da bulunmaktadir.

invivo
transplantasyon

ipliksi kollajen

yapilar
A / koroner
‘ arter
Buylme
faktorleri,
sitokinler
Miyokardiyal

enfaktiis
(sol ventrikiil)

Hiicre tabakalan

Sekil 2.10. Kalp kast doku miihendisliginde giiniimiizde kullanilan ana stratejiler

(Zammaretti and Jaconi, 2004).
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2.5.1 Kalp Hastaliklar: ve Hiicresel Tedavi

MI, kardiyomiyositlerin kaybiyla meydana gelen Oliimlerin en Onemli
nedenlerinden biridir. Miyokardiyal hasar sonrasinda skar doku olusumu goézlenir ve
ardindan kalp yetmezligine neden olabilen doku hipertrofisi izlenir. Siddetli kalp
yetmezligi olan hastalar icin Kalp nakli tek segenek olabilmektedir. Kardiyomiyosit kaybi
ile ilgili hastalik ve Oliim oranlar incelendiginde, transplantasyon igin verici kalplerin
yetersizligi hiicresel tedavi segeneklerinin gelismesine olanak saglamaktadir. Hiicre
replasman tedavisinin hasarli bolgede hipertrofiyi dnleyerek tekrar kas yapisint meydana

getirecegi ve kalp kas1 fonksiyonlarini arttiracagi diistintilmektedir (Mummery et al. 2010).

2.5.2 Kalp Rejenerasyonunda Kullanilan Hiicre Cesitleri

Hasarl1 kalp kasinin rejenerasyonu i¢in model olabilecek birgok farkli hiicre tipi
arastirtlmaktadir. Bunlara iskelet kasi miyoblast hiicresi, kemik iligi kaynakli multipotent
onciil hiicresi, embriyonik ve neonatal kardiyomiyosit, erigkin kalp Onciil hiicresi,
indiiklenmis pluripotent kok hiicre (iPKH), tekrar programlanmis somatik hiicre ve

EKH’ler 6rnek verilebilir (Vunjak-Novakovic et al. 2010).

2.5.2.1. iskelet kas1 kok hiicreleri (¢izgili kas onciil hiicreleri)

Iskelet kas1 kok hiicreleri dogum sonrasinda iskelet kaslarmin biiyiime, tamir ve
onariminda gorev almaktadir (Chen and Goldhamer, 2003). Hasta transplantasyonlarinda
ilk uygulanan hiicre ¢esidi olan iskelet kas1 kok hiicreleri aritmiye sebep oldugu igin diger

kok hiicreler lizerinde ¢alismalar baglamistir (Zhaoyang et al. 2011).

2.5.2.2. Eriskin kemik iligi kaynakh kok hiicreler ve AD-MKH’ler

Heterojen yapida olan kemik iligi kaynakli hiicreler %99°dan fazla farklilasmis
hiicre barmdirirlar. Az miktarda ise progenitor hiicre, hemotopoietik kdk hiicre (HKH),
MKH ve endoteliyal 6nciil hiicre (EOH) igerirler (Zhaoyang et al. 2011). EOH’ler kan
damarlariin i¢ yiizeyini olusturan endotelyal hiicrelere ve birkag¢ sinirli yayinda belirtildigi

gibi kardiyomiyositlere farklilasabilmektedir (Badorff et al. 2003, Condorelli et al. 2001).
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Bazi yaymlara gore HKH’ler kalp kasi yenilenmesinde rol almaktadir (Orlic et al. 2001)
ancak in vivo ve in vitro testlerde HKH’lerin kardiyomiyosit fenotipine doniismesinin
siirli oldugu belirtilmektedir (Murry et al. 2004).

Otolog transplantasyonlarda kullanilabilmeleri, kolay izole edilebilmeleri ve
kiiltirde kolayca yayilabilmeleri MKH’lerin en 6nemli avantajlaridir. Adipoz dokusu ise
adipositlerden olusur ancak endotelyal, ¢izgili kas hiicreleri ve kok hiicrelerden olusan
stromal vaskiiler bir hiicre toplulugu da igermektedir (Zuk et al. 2001). Adipoz dokudan
izole edilen MKH benzeri hiicrelerin kardiyomiyositlere farklilasabildikleri ve adipoz
kaynakli kardiyomiyositlerin infarktiislii fare kalbine transplantasyonu yapildiginda kalp
kas1 tamirine katkida bulunduklar1 bildirilmistir. Hiicre transplantasyonunda AD-MKH
kullaniminin en 6nemli avantaji ise, adipoz alimi operasyonu (liposuction) ile hastanin
kendi adipoz dokusunun kullanilabilmesidir (Palpant and Metzger, 2010).

Kemik iligi kaynakli MKH’ler Akt, eNOS, Sfrp2 gibi faktorleri salgilayalarak
kardiyomiyositleri apotozise karsi korumaktadir. Lin-c-kit hiicreleri ile Akt faktoriiniin MI”
lii modellerde kalp kas1 fonksiyonel gelisimine katki sagladigi anlagilmistir (Zhaoyang et
al. 2011).

2.5.2.3. Fetal kardiyomiyositler

Kiiltiire edilen fetal kardiyomiyositler in vitro yayilma ve ¢ogalma potansiyellerinin
diisiik olmasi nedeniyle ve insan kalbi i¢in yeterli sayida hiicre saglayamadiklarindan
dolay1 uygun bir kaynak degildir. Ancak, in vivo ve in vitro ¢alismalar i¢in uygun pozitif

kontrol hiicre kaynagidirlar (Porrello et al. 2011).

2.5.2.4. Kalp kok hiicreleri

Sca-1, c-kit ve Isl-1 yiizey antijenlerini eksprese eden kalp kok hiicreleri
miyokardiyal rejenerasyon yapabilmekte, kalp kasi fonksiyonlarini arttirmakta ve biiyilik
kan damarlar1 olusturabilmektedir (Zhaoyang et al. 2011). GATA4 pozitif hiicre
popiilasyonlarinin kalp tamirinde rol aldig1 ve bu hiicrelerin erigkin kalp epikardiyumunda
varlig1 saptanmistir. Kalp kok hiicrelerinin dezavantaji ise verici kalpten yeterli miktarda

hiicre elde edilememesidir (Vieira and Riley, 2010).
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2.5.2.5. Embriyonik kok hiicreler ve indiiklenmis pluripotent kok hiicreler (iPKH)

EKH kaynakli kardiyomiyositlerin yapisal ve fonksiyonel 6zellikleri embriyonik
kardiyomiyositlere benzerdir (Kehat et al. 2001).

Doku tamiri ve tretimi ile ilgili calismalarda fazla sayida hiicreye ihtiyag
duyulmas1 nedeniyle EKH’lerin yiiksek ¢ogalma kapasitesine sahip olmasi bu hiicrelerin
avantajlarindan biridir. Hayvan modellerinde EKH kaynakli kardiyomiyositlerin konak
kalbini ile kaynastigi ve yenilenmeyi indiikledigi saptanmistir. EKH’den embriyoid
cisimcik olusturulduktan sonra spontan olarak hiicrelerin bir kisminda farklilasma oldugu
goriilmektedir (Kehat et al. 2001).

IPKH’ler EKH benzeri Oct4, Sox2, c-Myc, Klf4 gibi yiizey antijenlerini eksprese
eden miyokardiyal rejenerasyonda umut vaat edici hiicrelerdir. EKH’ler gibi etik sorunlari
olmamas ve kisiye 6zel iiretilebilmesi avantajlari arasindadir (Zhaoyang et al. 2011). Insan
IPKH kaynakli kardiyomiyositler EKH-kaynakli kardiyomiyositler ile benzer fenotipik
Ozellikler gostermektedirler. Ancak, IPKH’ler kalp kasi tedavilerinde sadece otolog
transplantasyonlar ile kullanilabilmektedir (Yokoo et al. 2009). EKH’ler gibi teratoma

olusumu riski bulunmaktadir (Kooreman and Wu, 2010).

2.5.3 Kalbin Embriyolojik Gelisimi

Embriyoda ilk bi¢im bulan organ kalptir. Blastosit evresindeki i¢ hiicre kitlesindeki
hiicreler pluripotentir ve biitiin hiicre tiplerine farklilasma potansiyeline sahiptirler.
Gastrulasyon baglangici ile, ilkel bir ¢izgi halinde mezoderm olusur ve hiicreler hizla farkl
hiicre bigimlerine doniisiirler. Hiicrelerin ilkel ¢izginin posterior bolgesinden mezodermde
hilal seklindeki kardiyojenik bolgeye gogii ile kalbin embriyolojik gelisimi baglar (Tam et
al. 1997).

Molekiiler diizeyde Nanog ve Sox2 gibi pluripotensiyle ilgili genler, i¢ hiicre
kitlesindeki hiicrelerde eksprese edilmektedir. Miyogenezis ektoderm, endoderm ve néral
tipten gonderilen Activin/Nodal/TGF-B, Wnt, ve BMP sinyal yolaklarindaki hiicre disi
sinyallerle diizenlenmektedir. Nkx2.5 ve T-box protein Tbx5 kalp kasi farklilagsmasinda en

erken ortaya c¢ikan antijenler olup, myocyte enhancer factor 2 (MEF2) ailesine ait

24



transkripsiyon faktorleri kalp kasi faklilagsmasini saglayan genlerin a¢ilmasinda anahtar rol
oynamaktadirlar. Kalple ilgili Nkx 2.5 ve GATA4 gibi birkag transkripsiyon faktorii aktive
olmaktadir. Kalbe 6zgii olan MEF2C, kardiyak a-aktin, atriyal natriiiretik peptid (ANP) ve
miyozin agir zincir (MHC) antijeninin izoformlar1 kardiyomiyosit gelisiminde ve
kardiyomiyosit yapisinin olusumunda onemli transkripsiyonel diizenleyicilerdir (Bongso
and Lee, 2005).

2.5.4 Kalp Kasi1 Doku Miihendisligi icin Iskele Tasarim

Ideal kalp kas1 yamas1 kalp kasilmasiyla meydana gelebilecek zarara direnecek
kadar giiclii olmali, ayrica gézenekli yapisi kan damarlarinin igine girmesine, besiyerinin
ve biiylime faktorlerinin difiizyonuna, hiicrelerin birlesmesine izin vermelidir (Vunjak
Novakovic et al. 2010). Mekanik mukavemeti kalbin kasilmasina izin verecek yeterli
elastikiyette olan iskele tamir islemi bitinceye kadar ¢oziinmemeli ve biyouyumlu
olmalidir. Dogal veya yapay malzemelerden yapilabilen iskeleler hiicre biiyiimesi ve
gelismesini  kontrol edebilecek ©6zel biyokimyasal bolgeler icermelidir. Yapay
malzemelerin kullanildig1 yapay iskeleler dayaniklilik, elastiklik ve biyocoziinme gibi
ozellikleri kontrol altina alinabildigi i¢in avantajlidir. Ancak, yapay iskelelerin hiicrelerle
fonksiyonel etkilegsime girmeleri zordur ve endojen kosullar taklit etmek i¢in miidahalelere
gereksinim duyarlar (Marsano et al. 2010). Dogal polimerler ve HDM proteinleri
kullanilarak iretilen biyolojik temelli iskeleler kardiyomiyositlerin dogal gevresini taklit
etmek amaciyla kullanilir. Bu iskelelerin yapay iskelelere gore kimyasal ve mekanik
Ozelliklerinin  kontrolii zor ve bu iskeleler islevsel ozelliklerini daha kolay
kaybedebilmektedir. Bunun yaninda, ksenoprotein kullanildiginda patojen gegisi olasiligi
bulunmaktadir (Cizelge 2.3) (Schussler et al. 2010).

In vitro kalp kas1 doku miihendisliginde en énemli konu kok hiicrelerin etkili ve
kontrollii sekilde kalp kas1 hiicrelerine farklilasabilmeleridir. U¢ boyutlu hidrojel sistemleri
kok hiicrelerin kalp kasi hiicrelerine farklilasmasinda ve in vitro hiicre yayiliminda
(bliylimesinde) avantajli kiiltiir sistemleridir. Yapilan bir ¢alismada, iskelet kast kaynakli
kok hiicreler kollagen jel igine enkapsiile edilerek hiicre-hiicre etkilesimi saglanip,
kardiyomiyosit gen ekperesyonlarindan konneksin 43 ve kardiyak troponin T’nin arttigi
goriilmiistiir. Ayni jel sistemine Kasilmayi saglayici gii¢ verilerek, hiicre igi kalsiyum iyonu

gecisi ile ¢alisma yine yapilmis ve kok hiicrelerin kardiyomiyositlere optimum sekilde
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farklilasmasini  hidrojelin hem kimyasal hem de fiziksel Ozelliklerinin etkiledigi

saptanmuistir (Zhaoyang et al. 2011).

Cizelge 2.3. Kalp doku miihendisliginde yaygin olarak kullanilan hidrojeller (Li and Guan,

2011)
Kategorisi | Ismi Avantajlar Dezavantajlar
Kollagen ve Biyouyumlu, Zay1f mekanik ozellik,
deseliiler HDM | biyog6ziiniir bagisik red, yavas jellesme
Fibrin jel Biyouyumlu, In vivo kosullarda yavas
Dogal biyocoziiniir, kullanima | jellesme ve hizli ¢6zlinme
malzemeler uygun
Matrijel Dogal HDM yapisina Kanserojen olma riski
benzerlik
Polietilen glikol | Biyoinert, biyouyumlu, Hiicre tutunma orani
(PEG) FDA onaylh diisiik, enjekte edilemez,
capraz baglayici
ajanlardan dolay1 toksik
olma riski, ¢oziinememe
Yapay Polihidroksietil | Biyouyumlu ve Mekanik 6zellik
malzemeler | metakrilat islevsellik i¢in miisait uygunsuzlugu,
(PHEMA) ¢Oziinememe
Poliamidler Hizli jellesme, enjekte Saf poliamidler

edilebilme, kimyasal
modifikasyonlara

uygunluk

¢Oziinemezler ve elastik

degildirler.
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2.5.5. Kalp Kas1 Onarim icin Yenileyici Tedavide Hidrojel Kullanim

Hiicresiz hidrojel materyalinin direk verilmesi:

Hiicresiz hidrojeller hasarli kalbe transplante edildiginde, kalbe mekanik destek
saglamaktadir. Hidrojel yapiminda kullanilan ticari bir {iriin olan fibrin glue hasarli sigan
kalbine enjekte edildiginde ise kalp duvar kalinliginin, kardiyak fonksiyonlarinin
korundugu ve mikrodamar olusumunu indiikledigi gortilmistiir. Kalsiyum iyonu ile ¢apraz
baglanan aljinat polisakkariti kullanilarak, arjinin-glisin-aspartik asit (RGD) sekansina
sahip aljinat hidrojeller kronik iskemili rodentlerde sol ventrikiil (LV) fonksiyonunu
arttirtp, anjiyogenezi indiiklemistir. Sadece HA hidrojeli sican MI modeline verilip 4 hafta
sonra sigan kalbi incelendiginde, kalp kasi yapisinin yenilendigi, fibr6z doku olusumu
oldugu ve onemli derecede kalp kasi fonksiyonlarinda iyilesme oldugu saptanmistir
(Zhaoyang et al. 2011).

Hidrojellerle kontrollii ilac salinima:

Biiytime faktorleri ve sitokinler sadece hasarli kalpteki iskemik mikrogevreyi
diizenlemiyor, ayrica hiicrenin bolgede kalmasini, canliligi, biiylimesi ve farklilasmasini da
indiikliiyor. Hidrojel sistemleri ise bu biyofaktorlerin kontrollii sekilde salinmasini
saglamaktadir (Zhaoyang et al. 2011).

Jelatin hidrojel mikrosferleri igerisine anjiyogenezde 6nemli rol oynayan bFGF
koyularak hasarli sican ve domuz kalbine verildiginde, bu mikrosferlerin anjiyogenezi
indiikledigi, LV sistolik ve diastolik kan basincinda artisa neden oldugu saptanmistir
(Zhaoyang et al. 2011).

Hidrojeller ile eritropoetinin salinimi yapilan sican MI modelinde, hiicre
apoptozisinin durdugu, yeni damar olusumunun arttigi, hasarli bolgenin azaldigi ve kalp

kas1 fonksiyonlarmin gelistigi goriilmistiir (Zhaoyang et al. 2011).
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Hidrojellerle hiicre salinimi:

Kalp kas1 yenileyici tedavi stratejilerinde hidrojeller hiicresel salimm
uygulamalarinda sikc¢a kullanilmakta ve nis benzeri mikrogevre olusturularak kok hiicreler
hidrojel icerisinde tutuklanmaktadir.

Kalp kas1 doku mithendisliginde PEG ve fibrinojen veya fibrinojen ve trombin ile
bircok farklt malzemeleri igeren hidrojel sistemleri olusturulmaktadir. Yapilan bir ¢caligma
da HGF kovalent olarak PEG fibrin hidrojeline tutturularak igerisinde fare kemik iligi
kaynakli MKH bulunan jeller iiretilmistir. Bu sistemin hasarli kalpte hiicre apoptozunu
inhibe ettigi, doku fibrozisinin olustugu ve kalp kasinda fonksiyonel gelisme oldugu
goriilmistiir (Zhaoyang et al. 2011).

2. 6. ADiPOZ DOKU MUHENDISLIGIi

2.6.1. Adipoz Dokusu ve Adipoz Kok hiicreleri

Adipoz dokusu biiylimesi (obezitenin normal gelisimi sirasinda goriilen) enerji
depolamaktan ve leptin salgilamaktan sorumlu olan adipositlerin hem hipertrofi (boyutta
biiylime) hemde hiperplazi (sayica artig) meydana gelmesinden kaynaklanmaktadir.
Hipertrofi olusumunda adipositler biiyiimezler ve lipit olarak birikim yaparlar, hiperplazi
da 1se kok hiicre veya prekursor (Onciil) hiicrelerden yeni adipositlerin olusumu

goriilmektedir ( Novakofski, 2004).

Adipoz dokusu kolay elde edilebilir ve in vitro kontrollii sartlar altinda mezodermal
ve ektodermal kokenli hiicrelere farklilasabilmektedir. Bu hiicreler AKH veya adipoz
kaynakli erigkin stromal hiicreler olarak adlandirilmakta ve hiicre yiizey antijen profilleri
ve farklilagsma karakteristikleri diger eriskin kok hiicreler (kemik iligi kaynakli MKH) ile
benzerlik gostermektedir. Bu hiicre tiplerinin avantaji normal insan yag dokusunda sik
bulunmas1 ve standart lipoaspirat prosediirii ile kolayca elde edilebilmesidir (Guilak and
Awad, 2004).
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2.6.2. Adipojenezis

Adipositlerin  mezenkimal  6nciil  hiicrelerin  farklilagmasiyla  olustugu
diistiniilmektedir (Sekil 2.11). Bu multipotent onciil hiicreler kondrojenik, osteojenik ve
adipojenik farklilagabilir ve sonrasinda adipojenik farklilasmaya yoOnlendirdigimiz
preadipositler meydana gelir. Ardindan bu hiicreler ¢evresel etkiler ile olgun adipositlere
doniisiir. Preadiposit hiicre hatlar ile calisilarak adipojenezisin molekiiler mekanizmasi
anlasilmaya c¢alisilmakta ve adiposit farklilagsmasi esnasinda yapisal ve fonksiyonel yapi

olusumunda 300’den fazla protein yer aldig1 saptanmistir (Smas and Sul, 1995).

yonelme farkhlasma 0 5 olgunlasma
— > — . — —
0 o 0

Olgunlasmamig
adiposit

Kok hiicre Onciil hiicre Olgunlagmis

adiposit

Sekil 2.11. Kok hiicreden adiposit farklilagmasinin asamalar1 (Gregoire et al. 1988)

2.6.4. Adipoz Dokusu Tamiri I¢in Kullanilan Stratejiler

Rekonstruktif ve plastik cerrahide, her bireyin kendi adipoz dokusundan elde edilen
greftler yumusak doku kusurlarinin onarilmasi igin dolgu materyali olarak
kullanilmaktadir. Yumusak doku tamirlerinde kullanilan otolog adipoz greftlerinin
transplantasyonu ile yetersiz sayida yeni damar olusumu meydana geldigi igin Vverilen
dokularin etkinligi azalmaktadir. Adipoz greftinin tekrar biiziismesi ile yine cerrahi
miidahale gerek olabilirken bazi durumlarda otogreftler verildigi bolgede skar doku

olusarak, verici nedenli hastaliklara neden olabilmektedir.

Diger bir yaklasim ise g¢esitli aspirasyon teknikleri ile olgun adiposit

stispansiyonlarinin enjeksiyon ile verilmesidir. Bu yodntem uygun degildir, ¢iinki
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adipositlerin yaklasik %90°1 lipoaspirasyon islemi esnasinda mekanik kuvvetlerin etkisiyle

kirilgan olduklart i¢in zarar gormektedirler.

Yumusak dokulara dolgu materyalinin verilmesi konusundaki diger bir yaklagim ise
alloplastik ve alojenik iirlinler olan teflon, silikon implantlar ve sigir kollageni gibi
yapilarin kullanilmasidir. Deri allogrefti olarak otolog enjekte edilebilir kollagen son

zamanlarda siklikla kullanilmaktadir.

Her bir yontemin yabanci viicut reaksiyonlari, alerjik reaksiyonlar ve enfeksiyon
gibi sakinca ve engelleri bulunmaktadir. Tiim bu nedenlerden dolayr doku miihendisligi,
adipoz dokusu yenilenmesi ve dolgu materyali olarak kullanilacak malzemelerin

uygulanmasi igin alternatif tekniklerden biridir (Ducheyne et al. 2011).

2.6.3. Adipoz Dokusu Miihendisliginde Kullanilan Yapi iskeleleri

Ug boyutlu doku benzeri yapilar iiretebilmek i¢in dokuya 6zgii iskeleler ve sinyal
sistemleri kullanilarak kok hiicreler adipoz hiicrelerine farklilastirilmakta veya adipoz
dokusu ile ilgili kusurlarin tedavisi i¢in ii¢ boyutlu iskeleler iizerine adipoz dokusundan
izole edilen erigkin kok hiicreler ekilerek implante edilebilir yapilarin {retilmesi
istenmektedir. Rekonstruktif ve plastik cerrahi de doku miihendisligi iiriinii adipoz doku
tabakasi1 derialtina verilerek dokunun hacmi arttirilabilmektedir. Ayrica yeni iiretilen doku
benzeri yapida hiicreler HDM f{iretebilmeli ve uzun siire dokunun tamirinde rol almalidir.
Yapay HDM yani iskele hiicre tutunmasina, gociine, ¢cogalmasina elverisli olmali ve
transplante edilen dokunun yenilenmesine katkida bulunmalidir (Vats et al. 2003). Adipoz

doku miihendisliginde bir¢ok biyomalzeme kullanilmaktadir (Cizelge 2.4).
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Cizelge 2.4. Adipoz doku miihendisliginde son zamanlarda kullanilan biyomalzemeler

(Vats et al. 2003)

Biyomalzeme cesitleri

Ozellikleri

Kollagen mikro boncuklar

Enjekte edilebilecek kadar kiigiik partikiiller iizerinde
kok hiicrelerin cogalmasi ve farklilasmasi

saglanmistir.

Tip | kollagen iskele

Miikemmel hiicresel uyumluluk ve in vivo hasarli

doku tamiri yapilabilmistir.

Hyaluronik asit temelli siinger

benzeri iskele

Kararli hiicre tastyicist ve doku hacminin

korunmasinda etkindir.

Hiicrelerinden arindirilmis yapi
(PDM) ve ¢apraz bagl
hyaluronan (XLHA) iskeleler

Hiicre cogalmasini ve canliligini arttirmaktadir.
Yapismayan XLHA ile enkapsiile edilen hiicrelerde

farklilagma artmistir.

Enjekte edilebilir poly (laktik
ko-glikolik asit) (PLGA) kiireler

Yayilmayan yumusak doku dolgulart iiretilerek, in
vivo kosullarda 8 hafta sonra adipoz dokusu olusumu

gozlenmistir.

Ipek fibroin-kitosan iskeleler

Yara iyilesmesini hizlandirmig ve tamir edilecek
dokuda fibrovaskiiler, endotel ve epitel farklilasma

gOriilmiistiir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. insan Lipoaspirat Materyalinden AD-MKH izolasyonu

Kocaeli Universitesi Insan Arastirmalar1 Etik Kurulu’ndan alman izinle,
bilgilendirme ve onam formlarinin vericiye imzalatilmasi sonrasi adipoz aldirma ameliyati
olan hastalarin lipoaspirat materyali KOGEM’e getirildi. Getirilene kadar steril kosullarda
muafaza edilmeye calisilan lipoaspirattan adipoz pargaciklarinin bulundugu iist kisim pipet
ile toplandi. Asag1 kisimda kanli yikama sivist bulunmaktadir ve AD-MKH’ler yiiksek
oranda adipoz parg¢aciklar: bulunan {ist kisimdan izole edilmektedir. %0.1°lik kollegenaz
tip I (Gibco) HBSS igerisinde hazirlandi. Adipoz parcaciklart hiicrelerin dokudan
enzimatik yolla ayrilmasi igin 37 °C deki su banyosunda %0.1°lik kollejenaz soliisyonunda
60 dk bekletildi. Su banyosundan alinan hiicreli soliisyon 1500 rpm’de 10 dakika santrifiij
edildi. Santrifiij sonrasi siipernatanti atilip, pellet resuspanse edilerek 2 defa PBS ile 1800
rpm’de 10 dakika santrifiij edilerek yikama yapildi. Siipernatant atilip, {izerine 1 ml
besiyeri koyularak hiicrelerle besiyeri karistirilip, sonrasinda besiyeri ile hiicreli soliisyon 5
ml’ye tamamlandi. Hiicre ve kii¢lik doku pargaciklari iceren besiyeri 100 um’lik siizgegten
gecirilmis ve T25 hiicre kiiltiir flasklarina aktarildi. Besiyeri olarak DMEM/F12, %10 Fetal
Sigir Serumu (FBS) (Gibco), %1 L-glutamin, 1ng/ml bFGF kullanild1.

Deneme amach alt kisimdaki kanli 6rnekten de izolasyon yapildi. Bu kan 6rnegi
1500 rpm de 10 dk santrifiij edilerek, pellet 1 ml besiyeri ile resuspanse edilip, T75 hiicre

kiiltiir flasklarina ekimi yapildi.

Giinliik gozlemleri yapilan bu hiicrelerin besiyeri degisimiyle eritrosit ve diger
hiicrelerden arindig1 goriilirken, MKH’lerin flaska tutundugu gozlendi. Flask yiizeyinin
yaklasik %70’1 hiicrelerle kaplandigi zaman, pasajlama islemi yapildi. Monolayer
karakterde olan kok hiicreler yiizeye tutundugu i¢in besiyeri atildiktan sonra hiicreler
PBS’le yikandi. Sonrasinda hiicreleri yilizeyden kaldirmak amaciyla, hiicrelerin iizerine
%0.25 tripsin-EDTA (Gibco) soliisyonu uygulandi ve 5 dakika %5 CO2’li 37°C
inkiibatorde inkiibe edildi. Yiizeyden kaldirilan hiicreler 1:3 pasaj oraninda pasajlandi. Her
bir pasajlama esnasinda hiicrelerden en az 2 kriyovial dondurularak, g¢alismalarda

kullanilmak tizere stok yapildi.
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3.2. Adipoz Kaynakh MKH’lerin Karakterizasyonu

Hiicreler {igiincli pasaja geldiklerinde akim sitometri cihazt (BD Biosciences
FACSCalibur) ile CellQuest yazilimi (BD Pharmingen) kullanilarak yiizey antijenleri
(CD13, CD29, CD44, CD90, CD146, CD166, HLA ABC, CD3, CD8, CD11b, CD14,
CD15, CD19, CD33, CD34, CD45, CD117 ve HLA-DR) bakimindan karakterize edildi.

Es zamanl olarak MKH’ler 6x10* hiicre/kuyucuk olacak sekilde 6 kuyucuklu
plakalara ekildi. Ekilen hiicreler adipojenik ve osteojenik farklilagmaya alindi. Adipoz
hiicrelerine farklilastirmak icin %10 FBS, 200 uM indometacin, 10pg/mL insiilin, 0.5 mM
3-isobutyl-1-methylxanthine (IBMX), 10°M deksametazon ve %0.1 primosin (Invivogen)
iceren Minimum Essential Medium (MEM) (Gibco) besiortami ile fibronektin kapli cam
slaytlara ekilen hiicreler 2 hafta boyunca kiiltiire edildi. Kontrol olarak, fibronektin kapl
cam slaytlara hiicreler ekilerek %10 FBS, %0.1 primosinli MEM besiortami ile kiiltiire
edildi.

Kemik hiicrelerine farklilastirmak i¢in ise, %10 FBS, 100 nM deksametazon, 10
mM gliserol-2-fosfat, 50 pg/ml askorbat-2-fosfat ve %0.1 primosinli MEM besiortam ile
kollagen kapli cam slaytlara ekilen hiicreler 14 giin boyunca inkiibe edildi. Kontrol olarak,
kollagen kapli cam slaytlara hiicreler ekilerek % 10 FBS, %0.1 primosinli MEM
besiortamu ile kiiltiire edildi.

Mikroskopta giinliikk gozlemleri yapilan bu hiicrelerin 14. giinde cam slaytin ¢ogu
yerinde adipoz birikintileri biriktirdigi gozlemlendigi zaman, hiicreler fosfat tamponu
(PBS) icerisinde hazirlanan %4 paraformaldehit (PFA) (Merck) soliisyonu igerisinde 15 dk
oda sicakliginda bekletilerek sabitlendi. Ardindan sirasiyla PBS ve distile su ile yikanan
cam slayt tizerindeki hiicreler son olarak %60’lik 2-propanol (Sigma-Aldrich) ile 5 dk oda
sicakliginda bekletildi. Sabitlemeden sonra, Oil Red O ile histokimyasal boyama yapildi.
0.3 gr Oil Red O (Sigma-Aldrich) %60’lik 100 ml 2-propanol igerisinde ¢6ziinmesi igin
50°C deki galkalayictya koyularak stok soliisyon hazirlandi. Ardindan stok soliisyon ile
distile su 3:2 oraninda karistirilarak, karisim hiicrelerle 50 dk boyunca oda sicakliginda
calkaliyic1 da inkiibe edildi. Boylece, Oil Red O boyasi ile yag damlaciklart boyanarak
MKH’lerin adipojenik olarak farklilagtig1 gosterildi.

Kemik yoniinde farklilagtirmaya alinan hiicrelerin 14. giinde cam slaytin ¢ogu
yerinde kalsiyum nodiilleri olusturduklari goézlendi ve %70’lik alkol ile 5 dk oda
sicakliginda bekletilerek sabitlendi. Sabitlenmenin ardindan, %?2’lik Alizarin Red (Fluka)
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cozeltisi distile su icersinde hazirlandi. Boyanin pH’s1 4.1-4.3 arasinda bir degere
ayarlandi. Cam slaytlar yaklasik 20 defa distile su ile yikandiktan sonra, hiicrelerin {izerine
Alizarin Red ¢ozeltisi eklenerek 45 saniye oda sicakliginda bekletildi. Boylece, kalsiyum
nodiilleri boyanarak MKH’lerin osteojenik olarak farklilastigi gosterildi.

Tiim bu analizlerden sonra MKH karakteri tagidigi belirlenen lipoaspiratla elde
edilmis adipoz doku kaynakli hiicreler pasaj dorde getirilerek jeller lizerine ekilmeye hazir

hale getirildi.

3.3. Gobek Bagindan Hyaluronik Asit Izolasyonu

Kocaeli Universitesi Insan Arastirmalar1 Etik Kurulu’ndan alman izinle,
bilgilendirme ve onam formlarinin vericiye imzalatilmasi sonrasi Kocaeli Universitesi
Kadin Dogum Béliimiinden toplanan gobek baglari KOGEM’e getirildi. Gelen gobek
baglar1 aym giin igerisinde PBS’le yikanip, damarlari ¢ikarilip, -80°C’ye kaldirild1 (20
gbdbek bagi kullanildi).

Gobek bagindan hyaluronik asit izolasyon protokolii (Lago et al. 2005)
degistirilerek uygulandi. Gobek baglar1 -80°C’den ¢ikarilip kiigiik pargalara (4 cmx4cm)
ayrild1 ve iizerine PBS eklenerek galkalama yapilarak,+4°C’ye kaldirildi. Ertesi giin, %
0.2°lik NaCl soliisyonu hazirlandi. Yaklasik 1 kg gobek bagi 4 litre NaCl soliisyonu
icerisinde +4°C’ye kaldirildi. 3 giin sonunda oda sicakliginda yaklasik 16 saat siireyle
magnetik karistiricida isleme alindi. Gobek bagindan ¢ikan HA’i toplayabilmek igin
stipernatanta 300-600 ml %21 setil trimetil amonyum bromiir (cetyltrimethylamonium
bromide; CTAB, AppliChem) soliisyonu eklendi. Eklendik¢e agregasyon oldugundan
dolayr CTAB-HA falkonda toplandi. Sonrasinda HA’in ¢6ziinmesi igin 0.9 M kalsiyum
klorit ¢ozeltisi eklenerek 37°C de ¢oziinenene kadar calkalayiciya koyuldu. HA
¢oOzeltisindeki niikleik asitleri elemine etmek i¢in 30 ml %25 v/v etil alkol 10 ml’ lik HA
cozeltisine eklenerek santrifiij edildi (1000 g, 10 dk). Siipernatantin %10’u kadar
kloroform (Merck) eklenerek iyice calkalanip birakildi. Cozeltide iki faz olusumu
gozlendi. Alt kisim proteinli kisim oldugu i¢in st kisim toplandi ve tekrar ¢ozeltinin
%10’u kadar kloroform eklendi ve iyice ¢alkalanarak birakildi. Bu islem 4 giin boyunca 4
defa tekrarlandi. Sonrasinda %75 v/v etil alkol (Rieder de Haen) soliisyona eklenerek
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HA’lerin ¢6kmesi beklendi, ¢okme olmuyorsa aseton (Sigma- Aldrich) eklenerek santrifiij

edilip kurumaya birakildi.

3.4. Insan Gébek Bagindan Izole Edilen Hyaluronik Asitin Karakterizasyonu

Karakterizasyon c¢alismalarinda referans olarak horoz ibiginden iiretilen HA
(Sigma) kullanilmistir. Gobek bagindan ve horoz ibiginden iiretilen HA’lerden su
icerisinde %1°lik ¢odzeltiler hazirlandi. Coziinmesi igin 50°C de calkalayicida bir gece
birakildi. Oncelikle HA’lerin igerisindeki protein miktarlarini belirlemek i¢in BCA testi
yapildi. BCA testi iiretici firmanin protokoliine gére 50:1 oraninda ajan A (bikinkoninik
asit sollisyonu):ajan B (%4’ liikk bakir (II) siilfat pentahidrat) (Sigma- Aldrich) soliisyonu
yesil oluncaya kadar karistirilir ve bu soliisyona BCA soliisyonu ad1 verilir. Standart egri
igin 0, 200, 400, 600, 800 ve 1000 pug/ml olacak sekilde sigir serum albumin (bovine serum
albumin; BSA) proteini hazirlandi. 96 kuyucuklu plakaya BSA’li ornekler, gobek
bagindan izole edilen, referans olarak kullanmak i¢in horoz ibiginden firetilen HA
orneklerinden (%1°lik HA soliisyonlar1 5 kat diliie edilerek) 25 pl koyuldu ve iizerlerine
200 pl BCA soliisyonu eklendi ve kor olarak 225 ul BCA soliisyonu kullanildi. Ornekler
iyice karistirilarak 37°C de 30 dk bekletildi. Eliza Plaka Okuyucu (Versamax) kullanilarak
540- 590 nm dalga boyunda absorbans degerleri okundu.

Hassas spektrofotometre (picodrop) ile %1°lik gobek bagindan izole edilen ve
horoz ibiginden izole edilen HA’lerin cift zincirli DNA igerigi ve direk protein miktari
belirlendi. Ayrica, bu o6rneklerin UV absorbans spektrumlar1 grafikleri belirlendi. Bu
caligmalar i¢in programdan ilgili sekme segilerek, picodrop ile ul seviyesinde 6rneklerden

alinarak okumalar yapildi ve kor olarak distile su kullanilda.

Son karakterizasyon g¢alismasi olarak gobek bagi, horoz ibigi ve Wharton jeli
kaynakli hiicrelerin kiiltiiriinden elde edilen HA’in alsiyan mavisi ile histokimyasal
boyamas1 gerceklestirildi. Yukarida sayilan orneklerden ve negatif kontrol olarak %6’lik
jelatin soliisyonu 50 ul cam slaytlara koyuldu ve bir gece kurumaya birakildi. Alsiyan
mavisi boyama islemi i¢in oncelikle cam slaytlar distile su ile yikandi. %3’liik asetik asit
(Riedel-de Haen) igerisinde %]1°lik alsiyan mavisi (Sigma- Aldrich) hazirlandi. Bu

soliisyon cam slaytlarin iizerini kaplayacak sekilde koyuldu ve 30 dk oda sicakliginda
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beklendi. Sonrasinda distile su ile yikanarak kurumaya birakildi ve 151k mikroskobunda

goriintiiler alind1.

3.5. Insan Kan Plazmasindan Fibrinojen Izolasyonu

Kocaeli Universitesi Insan Arastirmalar1 Etik Kurulu’ndan alman izinle, Kocaeli
Universitesi Kan Bankas1’ ndan kullanim siiresi ge¢mis insan kan1 plazmalar1 elde edildi.
Etanol c¢oktiirme ve dondurma prensiplerinin birlestirilmesiyle olusturulan (Park et. al.
1999) protokole gore fibrinojen ¢oktiirmesi yapildi. Oncelikle plazmadan 10’ar ml tiiplere
konuldu ve iizerlerine 2 ml %99’luk etanol eklenerek hemen karistirildi. Plazma etanol
karigtmi -20°C°de 20 dakika bekletildi. Sonrasinda, drnekler 3200 rpm de 8 dk +4°C’de
santrifiij edildi. Siipernatant dokiilerek, pellet 200 pl %0.9°luk NaCl (salin) ile resuspanse
edildi ve etanoliin u¢masi igin tliplerin kapaklari yarim agik olacak sekilde laminer flow
kabinde bekletildi. Coken fibrinojenin ¢dziinmesi i¢in 15 dk 37°C’de inkiibatdrde
bekletildi. Bu yogunlastirilmis stok fibrinojen ¢ozeltisi 1 ml’lik alikotlara boliinerek HA/J

plazma jellerin yapiminda kullanilmak iizere -20°C’ye kaldirildi.

3.6. Hyaluronik Asit/Jelatin Plazma Jellerin Uretimi

Sigir plazmasindan elde edilmis trombin (Sigma) HBBS (Gibco) igerisinde 40 1U
olacak sekilde alikotlara boliinerek -80°C’ye kaldirildi. Oncelikle jelatin (Merck, siirdan
elde edilmis) ve gobek bagindan izole edilen HA’in ¢apraz baglanmasi gerceklestirildi. 1-
ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl) carbodiimide/N-hydroxysuccinimide (EDC/NHS) capraz
baglayici ajanlar1 ile ¢apraz baglama yapildi. 3 ml’lik soliisyondaki hyaluronik asit ve
jelatinin c¢apraz baglamasi i¢in 500 pl %1’lik HA ¢ozeltisine 500 pl daha MES tampon
¢ozeltisi eklendi. Sonrasinda %1 EDC (Thermo Scientific) olacak sekilde 10 mg EDC ve
0.2M NHS (Thermo Scientific) olacak sekilde 23 mg NHS tartildi. Biitiin maddeler HA
soliisyonuna koyularak 30 dk oda sicakliginda beklendi. EDC’nin HA’e baglanmasini
durdurmak igin 1,4 pl 2-merkaptoetanol (Merck) eklendi. 150 mM NaCl ve PBS iginde
hazirlanan %6’lik jelatinden soliisyona 2.04 ml eklendi ve bir gece boyunca bekletildi.

Sonrasindan bir ¢ok farkli oranlarda insan kan plazmasindan ¢oktiiriilen yogunlastirilmis
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fibrinojen, trombin, ¢apraz baglanmis HA/J soliisyonlar1 ve CaCl, ile HA/J plazma jel
tiretimi ¢aligmalari yapildi. Uygun kalinlikta ve kolayca deforme olmayan jellerin {iretimi
icin bir ¢ok farkli oranlarda denemeler yapildi (Cizelge 4.4). Calismalarda kullanilan
jellerin yapilisi i¢in, 1 ml yogunlastirilmis kan plazmasi fibrinojeni iizerine once 250 ul
HA/J soliisyonu ve ardindan 250 pul 40 mM CaCl; koyularak iyice karistirildi. Sonrasinda
bu soliisyondan 180 pl 48 kuyucuklu plakanin bir goziine aktarilarak, tizerine 50 pl 40U
olan trombin konularak hafifce pipet ucu ile karistirildi (Sekil 3.2). Jellerin yapisinin
dagilmamasi ve homojen goriinlimde olmasi i¢in bu karistirma isleminin ¢ok nazik sekilde
olmasi gerekmektedir. Bu yontemle 80 tane HA/J plazma jel yapildi (Sekil 3.1) ve jellerin

ne zaman ¢dziinecegini test etmek amaciyla PBS igerisinde 37°C’ye kaldirilds.

Sekil 3. 1. Hyaluronik asit/jelatin plazma jelin iiretim sonrasi resimleri

3.7. Plazma Jellerin Uretimi

Yogunlastirilmis kan plazmasi fibrinojeni (500 pl) tizerine 125 pl 40 mM CacCl;
eklenerek iyice karistirildi. Sonrasinda, bu soliisyondan 180 pl 48 kuyucuklu plakanin bir
kuyucuguna konularak {izerine 50 pl 40IU olan trombin eklenerek hafifce pipet ucu ile
karigtirildi. Jellerin yapisinin dagilmamasi ve homojen goriinlimde olmasi i¢in yine nazik
bir sekilde karistirma islemleri yapildi (Sekil 3.2). Calismalarda kullanilmak iizere bu

yontemle 30 tane plazma jel tiretildi.
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Sekil 3.2. HA/J plazma ve plazma jellerin liretim asamalarinin sematik gosterimi.

3.8. Hyaluronik Asit/Jelatin Plazma Jellerin Stabilite Testi Calismalar:

HA/J plazma jellerin PBS igerisinde 37°C’de 2 giin igerisinde ¢oziindiikleri
gozlemlenmistir. Bu nedenle jellerin stabilitesi arttirmak amaciyla jellere ¢esitli ¢apraz
baglayic1 maddeler eklendi ve stabilize edilen jellerin PBS icerisinde ne kadar siirede
¢oziindiigii tespit edildi (Cizelge 3.1). Ug farkli ¢apraz baglayici madde hazirlandi. %1°lik
EDC ve 0.2M NHS distile su igerisinde hazirlanarak 0,22 pl’lik filtreden gegirilerek steril
edildi. Ayn sekilde, distile su icerisinde % 1°lik gluteraldehit ¢ozeltisi (GA) hazirlanarak
filtre ile steril edildi. Ayrica, %70’lik etanol ile %1°lik EDC ¢ozeltisi hazirlanarak filtre ile
steril edildi. Cizelge 3.1’de goriildiigi gibi jeller hazirlanan capraz bag sayist arttirict
maddeler ile farkli siirelerde 37°C’de bekletildi. Ardindan jeller 1M glisin (Fluka) ¢ozeltisi
icerisinde 2 saat bekletildi ve HBSS ile yikamalar yapilarak PBS icerisinde 37°C’de

bekletildi. Coziiniip ¢éziinmediklerini anlamak amaciyla iskele gilinliik olarak incelendi.
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Cizelge 3.1. HA/J plazma jellerine uygulanan ¢apraz baglayict maddeler ve uygulanma

sureleri

Capraz
baglayici PBS EDS/ EDC/ EDC/ EDC/ GA GA GA
ajan adi ™ NHS NHS EtOH EtOH

Jellerin
capraz - 2 sa 16 sa 2 sa 16 sa 5 dk. 15 30
baglayict dk. dk.
ajanda
kalma

sureleri

Glisin
uygulama - 2sa 2sa 2sa 2sa 2sa 2 sa 2 sa

siiresi

(*) :capraz baglayici ajan ile miidahale edilmeden PBS igerisine koyulmustur.
EDC/NHS: 1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl) carbodiimide/N-Hydroxysuccinimide

EtOH: % 70’lik etanol, GA: Gluteraldehit

3.9. Hyaluronik Asit/Jelatin Plazma Jel ve Plazma Jellerin Karakterizasyonu

HA/J plazma ve plazma jellerin karakterizasyonu ig¢in sikistirma testi yapilarak
mekanik Ozellikleri belirlendi, Scion Image programi kullanilarak goézenek capr ve

gozeneklilik belirlendi ve jellerin SEM goriintiileri alinda.

3.9.1. Basma Testi

2N’a kadar kuvvet uygulayabilen Lloyd instruments LR 30 K cihazi ile sikistirma

aralig1 %10 olacak sekilde 1 mm/dk hizda 9.2 mm capa sahip olan jellerin sikistirma testi
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yapildi. Jeller pargalanincaya kadar yiik uygulandi ve her iki jel tiirii i¢in 3’er Ornek

calisild.

3.9.2. Gozeneklilik ve Gozenek Capi

HA/J plazma ve plazma jeller iiretildikten hemen sonra Kocaeli Universitesi,
Patoloji boliimiinde kriyomikrotom (Shandon) yardimiylal0 pm kalinliginda kriyokesitler
alindi. Bu kriyokesitler PBS igerisinde hazirlanan %4’lilk PFA c¢ozeltisinde oda
sicakliginda 15 dk bekletildi ve ardindan PBS ile kriyokesitler yikandi. Jellerin
gozenekliligini hesaplamak ve gdzenek capini belirlemek amaciyla komasi mavisi ile
boyama yapildi. Bu boya proteinleri boyadigi i¢in jelin poroz yapisini goriilebilir hale
getirdi. 100 ml’lik komasi mavisi (Commassie Brillant Blue R250, Merck) boyasini
hazirlamak i¢in, 1: 1 hacimde 90 ml metanol (Merck) ve distile su karigimi hazirlandi. 10
ml saf asetik asit (Riedel-de Haen) eklenerek bu soliisyona 0.25 g boya eklendi. lyice
¢oziindiikten sonra boyanmanin temiz olmasi i¢in boya soliisyonu 0.45°lik filtreden
gecirildi. Kriyokesitleri igeren lamellerin iizerine boya damlatildi ve 30 dk oda sicakliginda
bekletildi. Kriyokesitler yikama amaciyla boya igermeyen su, metanol ve asetik asit
cozeltisinde 30 dk bekletildi. Kuruyan lamellerin 151k mikroskobunda goriintiileri alind1 ve

“Scion Image” programi kullanilarak gézenek ¢ap1 ve yogunlugu hesaplandi.

3.9.3. Elektron Mikroskobu Goériintiileri

HA/J plazma jel, plazma jel, ve AD-MKH’lerin ekildigi HA/J plazma jelin SEM
goriintiisti alindi. HA/J plazma jel {izerine ekilen hiicreler 21. giinde %4’liikk PFA ile 15 dk.
oda sicakliginda fikse edildi. Hazirlik amaciyla tiim bu érnekler -80°C’de donduruldu ve
Cool safe 110-4 marka liyofilizatérde kurutuldu. Ardindan her iki jel tiiriine ve hiicreli
HA/J plazma jellere altin kaplama cihazinda 10 nm kalinliginda Au-Pd kaplama yapildi.
ODTU Merkezi Laboratuvarda jellerin yapisini belirlemek amaciyla 6rnekler SEM
(QUANTA 400F Field Emission) cihazinda diisiik vakum altinda incelendi.
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3.10. HA/J Plazma Jel Uzerindeki MKH’lerin Canlilik ve Cogalma Testleri

HA/J plazma jellerin hiicrelere sitotoksik etkilerini ve hiicrelerin bu yap1
iskelelerine tutunma ve cogalma potansiyellerini tayin etmek amaciyla WST-1 (Roche)
hiicre gogalim/canlilik testi yapildi. Bu test igin, jellere ve cam slaytlara 7.5 x 10° hiicre
Jem? olacak sekilde AD-MKH hiicreleri ekildi. 1., 5., 7., 14. ve 21. giinlerde WST-1 testi
yapilarak cam slayt ve jellerdeki hiicrelerin ¢ogalma hizlar1 incelendi. Jelli 6rneklerin
korleri olarak, tizerine hiicre ekimi yapilmamis besiyeri icerisinde hiicreli jellerin kiiltiir
stiresi kadar bekletilen jeller kullanildi. Jellere ve cam slaytlara ekilen hiicrelerin 1.giindeki
hiicre canliligini belirlemek amaciyla, oncelikle karanlikta %10 FBS ve %0.1 primosin
iceren L-DMEM besiyeri ile %10’luk WST-1 soliisyonu hazirlandi. 48 kuyucuklu
plakalara hazirlanan ¢6zeltiden 300 pl konularak ardindan hizlica jel ve cam slaytlarin
soliisyon igerisine transferi yapildi. Her bir 6rnekten 3’er tane c¢alisildi. Isik almamasi igin
alimunyum folyo ile kapatilan plaka 37°C’de, %5 CO>’li inkiibatdrde 2 saat bekletildi. 96
kuyucuklu bir plakaya, her bir kuyucuk i¢in 6rneklerin besi ortamindan 200’er pL alinarak
3’er kuyucuk dolduruldu. Ardindan mikroplate okuyucu (VersaMax) kullanilarak 480 nm
dalga boyunda absorbans degerleri okundu. 5., 7., 14. ve 21. giinlerde de aym1 sekilde
caligmalar yapilarak absorbans degerleri kaydedildi.

Ayrica, WST-1 testinin kalibrasyon egrisinin olusturulmast amaciyla 48 kuyucuklu
plakalarin herbirine 3’er 6rnek olacak sekilde 5000, 7500,15000, 25000, 50000 ve 75000
hiicre ekildi. Hiicrelerin tutunmasi amactyla 48 kuyucuklu plaka 3 sa 37°C’de, %5 CO2’li
inkiibatorde bekletildi. Sayisini bildigimiz hiicrelerin 480 nm’de hangi absorbans

degerlerini verdigi belirlenerek kalibrasyon egrisi olusturuldu.

3.11. HA/J Plazma Jel Uzerine Ekilmis insan AD-MKH’lerin Kardiyomiyojenik

Farklilasma Potansiyelinin Degerlendirilmesi

3.11.1. Cam Slayt Uzerine Ekilmis MKH’lerin Kardiyomiyojenik Farkhlasma

Potansiyelinin Degerlendirilmesi

Literatiirde embriyonik kok hiicrelerin kardiyomiyositlere farklilagmasi ig¢in
uygulanan protokol (Stevens et al. 2009), calismamizda degistirilerek AD-MKH’lerine

uygulandi. degistirilerek uygulandi. Farklilagmay1 indiikleyecegi diisiiniilen ii¢ grup ve
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kontrol grubu olmak iizere 4 farkhi grup igin ¢alisma yapildi. AD-MKH’lerin 2.5 x 10°
hiicre/cm? olacak sekilde 6 kuyucuklu plakaya konulan fibronektin kapli cam slaytlara
ekimi yapildi ve her bir grup i¢in 3 es calisma yapildi. %70 konflusensiye ulasan hiicrelere
kardiyomiyojenik farklilasma prosediirleri uygulandi. Konrol grubu besiyeri olarak RPMI,
%10 FBS ve %1’lik kanamisin kullanildi. Kontrol grubu hari¢ diger gruplara 100 ng/ml
aktivin-A verilerek sartlama yapildi. Ardindan her bir grubun farklilasma ajanlar1 3 giinde
bir degistirilerek 21 giin boyunca Kkiiltiirdeki hiicrelere verildi. Kardiyomiyojenik

farklilasma besiyeri igerikleri asagida verilmistir.

1. Grup farklilasma besiyeri; 10 ng/ml BMP-4, %10 FBS, %1 kanamisin, RPMI
besiyeri,

2. Grup farklilasma besiyeri; 2 mM valproik asit, %10 FBS, %1 kanamisin, RPMI
besiyeri,

3. Grup farklilagsma besiyeri; 10 ng/ml BMP-4, 2 mM Valproik asit, %10 FBS, %1
kanamisin, RPMI besiyeri,

4. Konrol grubu besiyeri; %10 FBS, %1 kanamisin, RPMI besiyeri.

Kardiyomiyojenik farklilasmay1 degerlendirmek amaciyla 21. giinde hiicreler
sabitlendi. Sabitleme islemi i¢in dikkatle alinan cam slaytlar oncelikle PBS’le yikandi.
Cam slaytlarm iizerini kaplayacak sekilde metanol eklenerek -20°C’de 10 dk bekletildi.
Kurumaya birakilan cam slaytlarin  anti-o  aktinin  (Sigma-Aldrich  A7811) ile
immunflouresan boyamalari gergeklestirildi. Blok serum hazirlarken 200:3 oraninda PBS
ve goat serum kullanildi. Blok serum cam slaytlarin iizerinde 30 dk bekledikten sonra
yikama yapmadan, anti-o aktinin 400:1 oraninda kendisine ait sollisyonda hazirland1 ve
cam slaytlarin {izerine eklendi (1 saat). PBS ile yikamalar yapildiktan sonra sekonder
antikor olarak Goat anti Mouse IgG-FITC (1: 100) (Santa Cruz Biotecnology Sc-2010)
kullanildi. DAPI igeren kapatma solusyonu (Santa Cruz Biotecnology) ile cam slaytlar

lamellerin tizerine kapatildi ve flouresan mikroskopta incelendi.

42



3.11.2. HA/J Plazma Jel Uzerine Ekilmis AD-MKH’lerin Kardiyomiyojenik

Farkhlasma Potansiyeli

HA/J plazma jel ve cam slaytlar kullanilarak AD-MKH’lerin kardiyomiyositlere
farklilagsma potansiyeli incelenmistir. Bu amagla 3 grup farklilasma besiyeri ve kontol
besiyeri kullanildi. 3 adet 48 kuyucuklu plaka kullanilarak her grup farklilastirma besiyeri
icin; immunhistokimyasal boyamalar i¢in 3 adet, gercek zamanli PZR c¢alismalarinda
14.hafta i¢in 6, 21.hafta i¢in 6 adet {lizerine hiicre ekilmis jele gereksinim oldu. Bu amagla
toplam 60 adet HA/J plazma jel iizerine 7.5 x 10> MKH/jel olacak sekilde hiicre ekimi
yapildi. Bunun yaninda jel {izerindeki hiicrelerin farklilasma potansiyellerini
kiyaslayabilmek amaciyla 60 adet cam slayta 7.5 x 10> MKH/cam slayt olacak sekilde
hiicre ekimi yapildi. Hiicre ekiminden 1 giin sonra hiicrelere 3 grup farklilasma besiyeri ve
kontol besiyeri uygulandi. (Sekil 3.3). 3.11.1°deki farklilagsma c¢alismalart sonucu 3.grup
farklilasma besiyerinin kardiyomiyojenik farklilasmada kullanilmasina karar verilmistir.
Jellere ve cam slaytlara uygulanan farklilagsma ve kontrol besiyeri bilesimleri asagidadir:

A besiyeri: 100 ug/ml insiilin ( Sigma), 2 mM valproik asit, %10 FBS, %0.1
primosin, L- DMEM,

B besiyeri: 10 pg/ml 5-azasitidin (Sigma), %10 FBS, %0.1 primosin, L- DMEM,

C besiyeri: 10 ng/ml BMP-4, 2 mM valproik asit, %10 FBS, %0.1 primosin, L-
DMEM,

D_besiyeri: %10 FBS, %0.1 primosin, L- DMEM.

Her 3 giinde bir besiyeri degisimi yapilan kiltiiriin  21. gilinlinde
immunhistokimyasal boyamalar i¢in her gruptan ii¢ tane jelden 10 pm kalinliginda
kriyokesitler alindi. Kriyokesit ve cam slaytlar %4’liik PFA ile oda sicakliginda sabitlendi.
Kiiltiiriin 14. ve 21. giiniinde ise her bir gruptan 6’sar 6rnek alinarak, ger¢cek zamanli PZR
calismalari igin lizis tampon ¢ozeltisi (Roche RNA izolasyon kiti) ile hiicreler patlatilarak,

-80°C’ye kaldirildu.
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Sekil 3.3. AD-MKH’lerin kardiyomiyojenik farklilasma calisma deney diizenegi

3.11.2.1. immunhistokimyasal Boyamalar

Kardiyomiyojenik farklilagmaya alinan kiiltiiriin 21. glinlinde immunhistokimyasal
boyamalar i¢in her gruptan 3’er ornek alinarak jellerden 10 um kalinliginda kriyokesitler
alindi. Hiicreler jelin {izerine ekildigi ic¢in hiicrelerin bulundugu yiizeyden kesitler alindi.
Kriyokesitler ve cam slaytlar %4 liikk PFA ile oda sicakliginda sabitlendi. Gluteraldehit oto
flouresan bir madde oldugu i¢in jellere immunhistokimyasal boyama yapildi. Anti-o
aktinin ve anti- Kkardiyak troponin T (Thermo) antikorlari ile boyamalar yapildi.
Kriyokesitler ve cam slaytlar dncelikle PBS ile yikandi. Numunelerin {izerine blok serum
(Large Volume Ultra V Block, Thermo) koyularak, 30 dk bekletildi. Ardindan blok serum
ile primer antikor olan anti-a aktinin 1:400 oraninda hazirlandi. Isitict oniinde 1 sa
bekletildi ve sonrasinda PBS ile numuneler yikandi. Sekonder antikor olarak hazir halde
bulunan biyotinlenmis goat anti-polivalent (Thermo) sivist drneklerin {izerini kaplayacak
sekilde koyuldu ve 20 dk bekletildi. PBS ile yikamalardan sonra enzim olarak streptavidin
peroksidaz enzimi (Thermo) koyularak 20 dk bekletildi. Enzimin ardindan substrat olarak
AEC (invitrogen) koyularak 10 dk calkalayici tizerinde bekletildi. Distile su ile yikamalar
yapilarak drnekler kurumaya birakildi. DAPI ile lameller ve cam slaytlar kapatilarak 151k

mikroskobunda goriintiiler alindi.
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3.11.2.2. Gergek Zamanh PZR (Real -time PCR) Calismalari

Kiiltiiriin 14. ve 21. giinlerinde lizis ¢ozeltisiyle patlatilarak -80°C’ye kaldirilan
hiicrelerin, RNA izolasyon kiti (High Pure RNA isolation kit, Roche) ile iiretici firmanin
tavsiye ettigi protokol uygulanarak, RNA’lar1 izole edildi.

RNA izolasyonunun ardindan tek iplik¢ikli ¢cDNA sentezi cDNA sentez Kiti
(Fermentas) kullanilarak yine iretici firmanin tavsiye ettigi protokol uygulanarak
gerceklestirildi.

16 farkli ¢alisma grubunun cDNA’lar1 kullanilarak 3 defa gercek zamanli PZR
calisildi ve 3 ayr1 genin gercek zamanli PZR ile karsilagtirmali olarak analizi yapildi
(Cizelge 3.3). Insan kardiyak troponin I tip 3 (cTn 1), GATA4ve T-box5 (TBX5) genleri ile
calisildi. Bu genlerin primerleri Roche probe finder programi ile bulunmustur (Cizelge
3.2).

Cizelge 3.2. Ger¢ek zamanli PZR ¢alismalarinda kullanilan primerlerin 6zellikleri

Primer Uzunlugu Pozisyonu m % Dizisi
GC
cTnl sol 21 672 - 692 59 52 aagaaggagga
(NM_000363.4) caccgagaag
sag 20 718 - 737 60 50 cagtgcatcgat
gttcttge
GATA4 sol 20 1513 - 1532 60 50 ggaagcccaag
(NM_002052.3) aacctgaat
sag 19 1592 - 1610 59 53 gttgctggagttg
ctggaa
TBX5 sol 22 609 - 630 59 50 gaagaggtggg
(NM_000192.3) atagttggaga
sag 18 718 - 735 60 56 ggcaggtcttttg
cgtca

cTn I geninin referans geni olarak 10 GUSB, GATA4 i¢in 17 GUSB ve Tbx5 i¢in
81 GUSB genleri kullanildi. Primerler 20 mM olacak sekilde saf su ile sulandirildi. 96
kuyucuklu plakanin bir kuyucuguna sirasiyla eklenen maddeler: 0.4 ul hedef primer, 0.4 pl
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referans primer, 0.4 ul hedef prob, 0.4 ul referans prob, 3 ul saf su, 10 ul master karigim, 5
ul cDNA’dir.

GATAA4 geninin grup 13’teki ekspresyonu Standart 0 (std0) olarak kullanildi. Std1
std0’1in 4 kat diliie edilmesiyle hazirland1 ve std3 de std2’nin 4 kat diliie edilmesiyle
hazirlandi. Negatif konrollerde su bulunmaktadir.

Roche Light Cycler 45011 cihazi ile Dual Color Hydrolysis Probe kullanilarak
gercek zamanli PZR calismalar1 yapildi. Orneklerin isimleri cihaza girildi ve relatif
hesaplama kismi segilerek calisma baglatildi. Sonrasinda cihazdan gruplarin Ct degerleri
alinarak birbiriyle kiyaslama yapildi. Biitiin ger¢gek zamanli PZR ¢aligmalar1 3 defa
tekrarlandi.
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Cizelge 3.3. Gergek zamanli PZR ¢aligmalarinda kullanilan gruplarin isimlendirilmesi

14.GUN Grup |21.GUN Grup
Adr Ad1

A besiyeri uygulanmig HA/J 1 A besiyeri uygulanmig HA/J 9

Plazma jel iizerine ekilmis AD- Plazma jel iizerine ekilmis AD-

MKH MKH

A besiyeri uygulanmig cam slayt | 2 A besiyeri uygulanmis cam slayt | 10

iizerine ekilmis AD-MKH tizerine ekilmis AD-MKH

C besiyeri uygulanmis HA/J 3 C besiyeri uygulanmis HA/J 11

Plazma jel iizerine ekilmis AD- Plazma jel iizerine ekilmis AD-

MKH MKH

C besiyeri uygulanmig cam slayt | 4 C besiyeri uygulanmig cam slayt | 12

tizerine ekilmis AD-MKH izerine ekilmis AD-MKH

B besiyeri uygulanmis HA/J 5 B besiyeri uygulanmig HA/J 13

Plazma jel iizerine ekilmis AD- Plazma jel iizerine ekilmis AD-

MKH MKH

B besiyeri uygulanmis cam slayt | 6 B besiyeri uygulanmis cam slayt | 14

iizerine ekilmis AD-MKH iizerine ekilmis AD-MKH

D besiyeri uygulanmig HA/J 7 D besiyeri uygulanmis HA/J 15

Plazma jel iizerine ekilmis AD- Plazma jel iizerine ekilmis AD-

MKH MKH

D besiyeri uygulanmig cam slayt | 8 D besiyeri uygulanmig cam slayt | 16

iizerine ekilmis AD-MKH

iizerine ekilmis AD-MKH
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3.12. HA/J Plazma Jel iizerine Ekilmis insan AD-MKH’lerin Adipojenik Farkhlasma

Potansiyelinin Degerlendirilmesi

HA/J plazma jel tizerindeki AD-MKH’lerin adipoz hiicrelerine farklilasma
potansiyelini arastirmak amaciyla her bir grup i¢in 3’er tane jel ve cam slaytlar kullanildi
(Sekil 3.4). 48 kuyucuklu plakadaki her bir kuyucuga 2.5 x 10* AD-MKH’ leri ekildi ve
mikroskopta cam slaylara bakilarak hiicreler %70 konfluensiye geldiginde hiicrelere
farklilagsma ve kontrol besiyerleri verildi. Jellere ve cam slaytlara uygulanan farklilagsma
ve kontrol besiyeri bilesimleri asagidadir:

Farkhilasma besiyeri: 200uM indometasin, 10pg/mL insiilin, 0,5mM 3-isobutyl-
1-methylxanthine (IBMX), 10° M deksametazon , %10 FBS, %0.1 primosin, MEM
besiyeri,

Kontrol besiyeri: %10 FBS, % 0.1 primosin, MEM besiyeri.

Ug giinde bir besiyeri degisimi yapilarak, kiiltiiriin 21. giiniinde cam slaytin ¢ogu
yerinde yag damlaciklari gozlemlendigi zaman, jel ve cam slayt iizerindeki hiicreler PBS
igerisinde hazirlanan %4 PFA soliisyonu igerisinde 15 dk oda sicakliginda bekletilerek
sabitlendi. Oil Red O histokimyasal boyamasi i¢in jellerden 10 um kalinlikta kriyokesitler
alindi. 3 gr Oil Red O boyasinin %60’lik 100 ml 2-propanol igerisinde ¢oziinmesi igin
50°C deki galkalayiciya koyuldu ve stok soliisyonu hazirlandi. Ardindan stok soliisyon ile
distile su 3:2 oraninda karistirilarak, karigim hiicrelerle 50 dk. boyunca oda sicakliginda
calkaliyicida inkiibe edildi. Boylece, Oil Red O boyasi ile adipoz vezikiilleri boyanarak
HA/J plazma jel ve cam slayt iizerindeki MKH’ler 151k mikroskobunda incelendi ve

resimler ¢ekildi.
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Sekil 3.4. AD-MKH’lerin adipojenik farklilagsma ¢aligsmalari deney diizenegi. E Besiyeri:

Farklilagma besiyeri, F Besiyeri: Kontrol besiyeri

4. BULGULAR

4.1. AD-MKH izolasyonu ve Karakterizayonu

Insan lipoaspirat mateyalinden elde edilen AD-MKH’lerin MKH olup olmadigin
anlamak amaciyla, pasaj 0’dan itibaren invert mikroskop ile giinliik gézlemler yapildi. 3.
Pasaja (P3) gelen hiicreler PO’daki hiicrelere gore daha fazla MKH igerecegi i¢in, P3’teki
hiicrelerin akim sitometrik analizi yapilarak, bu hiicreler kemik ve adipoz hiicrelerine

farklilastirildi.

Sekil 4.1. AD-MKH’lerin morfolojik goriiniimleri. A-PO-1. giin, B-P1-4. giin ve C- P4-
6.gtine ait invert mikroskop goriintiileri (Orijinal Biyiitme: A-X40, B-X200 ve C-X200)
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P0’daki hiicreler sekilde goriildiigli gibi toplanmis bir sekilde sanki hasar gérmiis
gibi goriinmektedirler. Ancak ilerleyen pasajlarda diger hiicrelerin elemine olmasiyla
MKH sayist artmistir. Boylelikle P3 ve P4’deki hiicrelerde MKH morfolojisine benzer

uzun, ince hiicreler goriilmektedir.
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Sekil 4. 2. Insan lipoaspirat materyalinden izole edilmis MKH’lerin (P3) akim sitometri

cihazinda saptanan immunofenotipik 6zellikleri

Yapilan akim sitometri analizi sonucunda, AD-MKH’lerin yiizey belirteci olarak
CD13, CD29, CD44, CD90, CD146, CD166, CD73, CD 71, CD105 ve HLA ABC
yoniinden pozitif; CD106, CD146, CD11b, CD14, CD15,CD34, CD45, CD117, HLA-DR
ve STRO-1 agisindan negatif olduklar1 gosterildi.
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Daha ¢ok immiin sistem hiicrelerinin yilizey antijenleri olan belirtecler negatif
cikmistir. MKH yiizey belirteglerinin pozitif ¢ikmasiyla bu hiicrelerin MKH olduklari
sOylenebilir. Ancak bir baska calisma ile de hiicrelerin MKH olup olmadigi test
edilmelidir. Bu hiicreler en az iki farkli hiicre ¢esidine farklilagiyorsa hiicrelerin
mezenkimal kaynakli oldugu sdylenebilir. Bunun i¢in lipoaspirattan elde edilen hiicrelere

osteojenik ve adipojenik farklilasma protokolleri uygulandi.

AD-MKH’lerin kemik hiicrelerine farklilasmasi sonucunda kalsiyum fosfat
nodiilleri biriktirdigi goriilmektedir. Alizarin Red boyasi kalsiyum fosfat nodiillerini
kirmiziya boyamaktadir. Bu nedenle, 14 giinliik kiiltiiriin sonunda hiicreler sabitlenerek
Alizarin Red ile boyandiginda kalsiyum fosfat nodiillerinin boyanarak kirmizi renk aldig:
goriildii (Sekil 4.3.B). Herhangi bir farklilasma besiyeri uygulanmayan AD-MKH’lerin ise
kalsiyum fosfat nodiilleri biriktirmedigi ve dolayisiyla da Alizarin Red boyas: ile renk
vermedigi goriildii (Sekil 4.3.A).

Sekil 4.3. Insan lipoaspirat materyalinden izole edilmis MKH’lerin (P3) kemik
farklilagmalar1 A- Kontrol B- Osteojenik farklilagma besiyeri ile inkiibe edilmis AD-
MKH’ler (Alizarin Red Boyamasi) (Orijinal Biiyiitme: X40).

Adipojenik farklilagmaya alinan AD-MKH’lerin 14 giinliik kiiltiiriin sonunda
sabitlenerek Oil Red O ile boyandiginda, deney grubunda olusan adipoz vezikiillerinin
Oil Red O boyas: ile kirmiz1 renk vermesi beklenmektedir. Adipojenik farklilasmaya
ugratilan hiicrelerde adipoz vezikiilleri olusumu ve bu vezikiillerin kirmiziya boyandig:

gortldii (Sekil 4.4.B), herhangi bir farklilasma besiyeri uygulanmayan AD-MKH’lerin
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ise adipojenik farklilagma ile ilgili herhangi bir indiikleyici maddeye maruz kalmadig:

icin Oil Red O boyast ile renk vermedigi goriildii (Sekil 4.4.A).

Sekil 4.4. Insan lipoaspirat materyalinden izole edilmis MKH’lerin (P3) adipoz
farklilasmalarinin flouresan mikroskobu goriintiileri A- Kontrol B- Adipojenik farklilasma
besiyeri ile inkiibe edilmis AD-MKH’ler (Oil Red O Boyama).

4.2. insan Gobek Bagindan Izole Edilen Hyaluronik Asitin Karakterizasyonu

Izole edilen HA’in kuruma sonrasinda toplamda 640 mg oldugu goriildii.

Hyaluronik asit nem almayacak sekilde muhafaza edilerek -20°C’ye kaldirilds.

Karakterizasyon amagli %1 HA ¢6zeltisi hazirlandi ve 260 ve 280 nm’de picodrop
cihazinda absorbansi alinarak sirasiyla niikleik asit ve protein kontaminasyon yiizdesi
belirlendi. Kontrol olarak >%98 safliktaki (protein ihtivast %2’den az) horozibigi

hyaluronik asidi (Sigma) kullanildi.
Horozibigi HA’i ¢ift sarmal DNA: 16.7 ng/uL
Direkt protein: 0.2 mg/mL
A260/A280: 1.699

Izole edilen gobek bagi HA’i ¢ift sarmal DNA: 39.4 ng/uL
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Direkt protein: 0.6 mg/mL
A260/A280: 1.349

Direkt protein miktar1 dikkate alindiginda izole edilen HA’in protein ihtivas1 %6 ve
saflik yilizdesi de yaklasik olarak %94 olarak belirlendi. Referans olarak alinan horoz ibigi
HA’in protein icerigi ise; %2 olarak bulunmustur. Izole edilen hyaluronik asitin ticari

olarak satilan hyaluronik asitin safligina yakin oldugu goriilmektedir.

Buna ek olarak izole edilen HA’in DNA ihtivasi da horoz ibigi hyaluronik asidinin
2.4 kat1 olarak belirlendi.

HA igerisindeki protein yiizdesi BCA testi ile de belitlendi. Iki sonug
degerlendirilerek daha saglikli bir deger elde edildi.

Cizelge 4.1. Gobek bagindan ve horoz ibiginden izole edilen HA’lerin BCA testi

sonuglari
Satin alinan horoz ibigi HA’i Gobek bagindan izole edilen HA
Miktari Net absorbans Miktar Net absorbans
degeri (562 nm) degeri (562 nm)
%1’lik ¢ozelti 0,004 %1’lik ¢ozelti 0,617
DF:2 0,004 DF:2 0,431
DF:5 0,003 DF:5 0,087

DF: Diliisyon faktorii (Seyreltme faktorti)
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Sekil 4.5. BSA proteini icin BCA testi kullanilarak elde edilen kalibrasyon egrisi

y=0,012x denklemine gore; her iki drnekteki % protein miktarlar: hesaplandi.

BCA testi sonuglarina gore; gébek bagindan ve horoz ibiginden izole edilen HA

icerisindeki protein miktar1 Cizelge 4.2°de gosterilmistir.

Cizelge 4.2. BCA testine gore gobek bagindan ve horoz ibiginden izole edilen HAlerin

icerdikleri protein miktarlar

Satin alinan horoz ibigi

hyaluronik asiti

Gobek bagindan izole edilen

hyaluronik asit

Miktari Protein Miktar: Protein
miktarlar: miktarlari
(ng/ml) (ng/ml)

% 1’lik ¢ozelti 6 % 1’lik ¢ozelti 514

X2 kat seyreltik 3 X2 kat seyreltik 357

X5 Kat seyreltik 4 X5 Kat seyreltik 68
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BCA testine gore BSA kalibrasyon egrisi dikkate alindiginda gobek bagindan izole
edilen %1°lik HA igerisindeki protein miktar1 0,522+0,187 mg/ml olarak bulundu, bu
deger %5 proteine tekabul etmektedir. Yukarida da goriildiigii gibi horoz ibiginden elde
edilen ticari olarak satilan HA’in protein yiizdesi 0 denilebilecek sekilde oldukca diisiik
cikmigtir.

Yine picodrop cihazinda ayni c¢ozeltilerin UV bolgesinde karsilastirmali

spektrumu alindi (Sekil 4.6). Iki ¢ozeltinin de benzer spektruma sahip oldugu saptand.

Extended UV Absorbance Spectrum
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Sekil 4.6. Izole edilen gobek bagi (kirmizi egri) horoz ibigi (yesil egri) kaynakli HA
(satin alinan, %98 saflikta) ile karsilastirmali UV bolgesi spektrumu

Ayni ¢ozeltilerden cam slayt lizerine damlatilip kurutmaya alindi ve bunun yaninda
gobek bagi dokusundan 37°C’deki hiicre kiiltiir ortamma ¢ikan HA ve %6’lik jelatin
soliisyonu ornekleri de kurutmaya alinarak, alsiyan mavisi ile boyandi. Sonrasinda 11k
mikroskobunda goriintiilendi (Sekil 4.7). izole edilen gdbek bagi kaynakli malzemenin
maviye boyanmasi glikozaminoglikanlarin (GAG) varligina bir kanit olmustur. Gobek
baginda GAG igerisinde en ¢ok HA bulundugu i¢in insan gobek bagindan izole edilen

hyaluronik asitlerin varlig1 gosterilmistir.
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Sekil 4.7. Alsiyan mavisi ile boyanmis HA’in 151k mikroskobu goriintiileri: A- Gobek bagi
dokusundan 37 °C’deki hiicre kiiltiir ortamina ¢ikan, B- izole edilen gobek bag: kaynakl,
C- Horoz ibigi kaynakli HA (satin alinan, %98 saflikta), D- Jelatin soliisyonu, negatif
kontol (Orijinal biiyiitme: X400)

4.3. Insan Kan Plazmasindan Fibrinojen izolasyonu

Yaklasik 600ml kan plazmasindan 55 ml yogunlastirilmis fibrinojen elde edilmistir.
Her pellete 200 ul %0.9’luk NaCl eklendigi i¢in 55 ml’lik fibrinojen soliisyonu igerisinde
yaklagik 10 ml salin ¢6zeltisi bulunmaktadir. Yogunlagtirilmis fibrinojen solusyonu 100
kat seyreltilerek picodrop ile direkt protein miktar: 6lgiildii ve yogunlastirilmis fibrinojen

solusyonu igerisindeki toplam protein miktar1 480 mg/ml olarak bulundu.
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4.4. Plazmave HA/J Plazma Jellerin Uretimi ile ilgili Yapilan Cahsmalar

Oncelikle kan plazmas: ile jel iiretme ¢alismalar1 gerceklestirilmistir. Bu amacla,

+4°C’den alman plazmalar 37 °C’de ¢oziindiikten sonra farkli miktarlarda c¢apraz

baglanmis HA/J, CaCl,, trombin denenerek jel iiretmeye calisiimistir (Cizelge 4.3).

Cizelge 4.3. Kan plazmasi ile plazma ve HA/J plazma jellerin iiretimi i¢in jel igerigindeki

maddelerin farkli oranlarda deneme c¢alismalari

Kan plazmas1 | HA/J CaCl, Trombin Jel olusumu
(ul) (ul) (ul) (ul)
100 - 100 50 Jellesme olmadi
(401V)
200 - 100 50 Jellesme olmadi
(401V)
400 100 100 100 Saniyeler sonra kiiciik
(201V) pihtilagsmalar goriildi
400 100 100 50 Saniyeler sonra kiiciik
(401V) pihtilagmalar goriildii
400 100 100 100 Saniyeler sonra kiiciik
(401V) pihtilagmalar goriildii

Sonugta kan plazmasindan jel liretimi i¢in fibrinojen miktarinin az geldigine

karar verilerek soguk uygulama ve etanol presipitasyonu yoluyla kan plazmasindan

yogunlastirilmis fibrinojen eldesi gergeklestirilmistir. Uygun kalinlikta ve kolayca

deforme olmayan HA/J plazma jellerin iiretimi i¢in yogunlastirilmis kan plazmasi

fibrinojeni ile jel icerigindeki maddelerden farkli oranlarda denemeler yapilmistir.

Jellesmeyi saglayan ajanlar en son koyulup islemler hizlica yapilarak homojen,

parcalanmayan jeller iiretildi.
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Sekil 4. 8. HA/J plazma jel iskelelerin A-makro ve B-isik mikroskobu goriintiileri
(Orijinal Biiyiitme: X200).

45. HA/J Plazma Jellerin Dayamkhilik Testi Calismalar:

HA/J plazma jellerin PBS igerisinde birka¢ giinde ¢oziindiikleri goriilmiistiir.
Estetik cerrahide hastaya transplante edilecek yapinin hemen ¢éziinmemesi gerekmektedir.
Bu nedenle jellerin uzun siire ¢6ziinmemesi igin jeldeki ¢apraz bag sayisi artirilmalidir. Bu
caligmada jellerin daha dayanikli olmasi igin ekstra bazi capraz baglayict ajanlar
uygulanmistir. Cizelge 3.1’de yapilan denemelerin sonucunda %]1°lik GA soliisyonu ile
jeller 30 dk bekletildiginde ¢éziinmenin uzun siire gerceklesmedigi goriilmiistiir. 45 giin
PBS igerisinde bekletilen GA ile ¢apraz bagh jellerin ¢6ziinmedigi saptanmustir. Diger
capraz baglayici ajanlarin etkisiyle ise jellerin kisa siirede ¢6ziindiigii goriilmistiir (Cizelge
4.4). GA miidahalesinin ardindan agik kalan uglarin kapatilmasi igin jeller bir aminoasit
olan glisin ¢ozeltisinde bekletimistir. Sonrasinda HBSS tampon ¢6zeltisi ile jeller birkag
giin yikandi ve HBSS’de fenol kirmizis1 indikatdrii bulundugu icin yikama i¢in 6zellikle bu
cozelti kullanildi. GA fiksatif bir madde oldugu i¢in jel igerisinde bulundugu taktirde
hiicrelere toksik etki yapar. Bu amacla yikama sivisinin rengi saridan pembeye doniinceye
kadar birka¢ giin jeller HBSS ile yikandi. GA asidik oldugu i¢in fenol indikatoriiniin

pembeye donmesi asidik maddenin elemine oldugunu gosterecektir.
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Cizelge 4.4. HA/J plazma jellerin dayanikliliginin arttirtlmasi ¢alismalar1 sonucunda

jelde meydana gelen degisiklikler

Capraz baglayici Jellerin capraz Stabilizasyon sonrasi jelde meydana gelen

ajan ada baglayic1 ajanda degisiklikler

kalma siireleri

PBS (*) - 1 giin icerisinde jel tamamen ¢oziinmektedir.

EDS/NHS 2sa Coziinme olmadi ancak, jelde kiigiilme meydana
geldi.

EDS/NHS 16 sa Birkag giin igerisinde jel ¢oziindii.

EDC/EtOH 2sa Birkag giin igerisinde jel ¢oziindii.

EDC/EtOH 16 sa Birkag giin icerisinde jel ¢cozlindii.

GA 5dk Hafif ¢oztinmeler goriildii, jelin baz1 bolgeleri
daha ince ve saydam oldu.

GA 15 dk Birkag giin igerisinde ¢6ziinme olmadi ancak 30
dk bekleme siiresi ile yapis1 daha dayanikli jeller
meydana geldigi i¢in bu siire segilmemistir.

GA 30 dk Jelin rengi diger ¢apraz baglayici ajanlarin

miidahalesine gore daha koyu oldu ve ¢oziinme

olmadi.

(*) :capraz baglayici ajan ile miidahale edilmeden PBS igerisine koyulmustur.

EDC/NHS: 1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl) carbodiimide/N-Hydroxysuccinimide

EtOH: % 70’lik etanol, GA: Gluteraldehit

4.6. HA/J Plazma ve Plazma Jellerin Karakterizasyonu

4.6.1. Mekanik Test

Plazma ve HA/J plazma jellerin elastik modiliinii hesaplamak amaciyla

sikistirma testi yapildi. Elastik modiil gerilme ve gerinim grafiginin dogrusal

kismininin egiminden hesaplanmaktadir ( Sekil 4. 9 ve 4. 10).
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Sekil 4. 9. Plazma jellerinin gerinim-gerilme grafigi
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Sekil 4. 10. HA /J plazma jellerinin gerinim-gerilme grafigi

Sekil 4. 9 kullanilarak plazma jellerin elastik modiilleri 2.14+0.045 kPa ve Sekil
4.10 kullanilarak HA/J plazma jellerin elastik modiilleri ise 3.53+0.23 kPa olarak bulundu.
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HA ve jelatinin jele eklenmesi jelin elastik modiiliiniin artmasina neden olmustur. HA/J

jellerin elastik modiiliiniin yumusak doku miihendisligine uygun oldugu belirlenmistir.

4.6.2. Jellerin Gozenekliligi ve Gozenek Capi

10pm kalinliginda alinan kriyokesitler komasi mavisi ile boyanarak jellerin
gozenekliligi ve gozenek ¢ap1 hesaplandi. Scion Image programi ile HA/J plazma jellerin
gozenekliligi %72.05+5.85, plazma jellerin ise gozenekliligi  %63.86+4.27 olarak
hesaplandi. Buradan HA/J plazma jellerin daha gozenekli bir yapiya sahip oldugu
sOylenebilir. HA ve jelatin ilavesi gozenekliligi arttirmistir. Plazma ve HA/J plazma
jellerin gbzenekleri Sekil 4.11 de goriildiigii gibi kiire gibi degildir. Gozenek boyutu ile
ilgili bir fikir edinmek amaciyla gozeneklerin enine uzunluklar1 alindi ve HA/J plazma
jellerin ortalama go6zeneklerinin ¢apr 133+20 pm iken, plazma jellerin gbézenek caplari
5849 um olarak hesaplandi. Buradan HA/J plazma jellerin gozeneklerinin daha biiyiik
oldugu saptandi. Iskelede gozenek biiyiikliigiiniin hiicreler arasi iletisim, besiyeri ulasimy,
hiicrelerin iskelenin diger bolgelerine yayilabilmesi gibi birgok etkisi vardir. HA ve jelatin
ilavesi ile gdzenek cap1 daha biiyiik iskelelerin elde edilmesi, HA/J plazma jellerin doku
miihendisligi uygulamalarinda plazma jele gore daha uygun oldugunu gostermektedir.
Ayrica, plazma jellerde gozenek ¢eperi daha ince oldugu igin bu jellerin in vivo ortamda

¢ok daha fazla ¢okecegi ve deforme olacagi tahmin edilmektedir.
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Sekil 4.11. Komasi mavisi ile boyanan plazma ve HA/J plazma jellerin mikroskobik
gortintiileri A-Plazma jel, B- Plazma jel, C- HA/J plazma jel, D- HA/J plazma jel (Orjinal
biiylitme: A-X100, B-X200, C-X100 ve D-X200)

4.6.3. Elektron Mikroskobu Gériuntiileri

Plazma ve HA/J plazma jeller tiretilip GA ile stabilize edildikten sonra birka¢ giin
yikand1 ve jeller SEM i¢in hazirlandi. Jellerin iist ve yan kesitten i¢ kismi SEM ile
incelenerek fotograflar ¢ekildi (Sekil 4.12). Sekilde de goriildiigii gibi her iki jelde de i¢
kisimda fibriller yap1 ve gézenekli yapi izlenmektedir. HA/J plazma jelin st yapisinin
diger jele gore daha gozenekli bir yap1 gosterdigi goriilmektedir. Fibrin fibriller bir yap1
oldugu i¢in HA/J bu fibriller yapinin agilarak gozenekli bir yap1 olmasmi saglamigtir.
Doku miihendisligi uygulamalarinda iskelenin gozenekliligi ve gdzenek capmin fazla
olmasi istenmektedir. Bu durumda HA/J plazma jellerinin yumusak doku miihendisligine

daha uygun oldugu sdylenebilir.

62



HA/J plazma jellerinin alt ve i¢ kismindan alinan kesitler incelendiginde plazma
jele gore yine daha gozenekli bir yapida oldugu goriilmektedir (Sekil 4.13). Sekil 4.13-
B’de plazma jelin alt kisminin bazi yerlerinde gézenek boyutu biiyiikken bazi yerlerde
gozenek boyutu cok kiigiiktur, bazi yerlerde ise hi¢ gézenek goriinmemektedir. Bagka bir
deyisle, plazma jelin alt ylizeyi homojen bir goriiniim sergilemezken HA/J plazma jellerin

yapisindaki gdzenekli yapi daha homojen bir gériiniimdedir.

HA/J plazma jellerin iist kismina AD-MKH’ler ekilerek 21 giin boyunca kiiltiire
edildi ve SEM ig¢in hazirlandi. 21 gilin boyunca hiicresiz besiyerine birakilan jellerin 1 gilin
besiyerine birakilan jellerden daha biiyiik gozenek capina sahip olmasina ragmen, hiicreli
jellerde bu gozenek ¢apr artisinin daha fazla oldugu goriilmektedir (Sekil 4.14). Uzerinde
hiicre bulunan jellerin kiiltiiriin ilerleyen giinlerinde gbzenek ¢apinin biiyiimesinin nedeni,
hiicrelerin enzim salgilariyla jeli bir miktar parcalamasindan kaynaklandigi

diistinilmektedir.
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Sekil 4.12. Plazma ve HA/J plazma jellerin SEM mikrofotograflart A-Plazma jelin iistten
i¢ kismi, B-Plazma jelin tist kismi, C-HA/J plazma jelin istten i¢ kismi, D-HA/J plazma

jelin tist kismi1
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Sekil. 4.13. Plazma ve HA/J plazma jellerin SEM mikrofotograflart A-Plazma jelin ig
kismindan bir kesit, B-Plazma jelin alt kismi1, C-HA/J plazma jelin i¢ kismindan bir kesit,

D-HA/J plazma jelin alt kismi1
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Sekil 4.14. Hiicre yiiklenmis ve hiicresiz HA/J plazma jellerin SEM mikrofotograflart (
21.giin) A- Hiicresiz HA/J plazma jelin {ist kismi1, B- Hiicresiz HA/J plazma jelin i¢ kesiti,
C-AD-MKH yiiklenmis HA/J plazma jelin iist kismi1, D-AD-MKH ytiklenmis HA/J plazma

jelin i¢ kesiti

46. HA/J Plazma Jel Uzerine Ekilen MKH’lerin Canlhihginin ve Cogalma

Miktarinin Belirlenmesi

HA/J plazma jellerin iiretiminde stabilizasyon amaciyla GA kullanildigr i¢in bu
uygulamanin hiicreler {izerinde toksik bir etkisinin olup olmadigini anlamak amaciyla
WST-1 testi yapildi. Cam slayt ve jel lizerine ekilen hiicrelerin kiiltiirdeki 1., 5., 7., 14. ve
21. giindeki hiicre sayilar1 belirlendi. Biitiin jel ve cam slaytlara 7.5x 10 hiicre ekildi (jel
ve cam slaytlarin caplar1 yaklasik olarak aynidir). Ayrica, absorbans-hiicre sayisi

arasindaki bagintiyr verecek olan kalibrasyon ergisinin olusturulmasi amaciyla 48
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kuyucuklu plakalara belirli sayilarda hiicre ekimi yapilarak, bu hiicrelere WST-1 testi

uygulandi (Sekil 4.15). Bu egrinin egimi kullanilarak kiiltiiriin degisik gilinlerinde alinan jel

ve cam slayt tizerindeki hiicre miktarlari hesaplandi (Sekil 4.16).

WST-1 testinin kalibrasyon egrisi
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Sekil 4. 15. AD-MKH’lerin WST-1 testi ile olusturulan kalibrasyon egrisi
Hiicre Cogalmasi: WST-1 Testi
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Sekil 4.16. HA/J plazma jel ve cam slayt (C.S) iizerine ekilen AD-MKH’lerin farkli

giinlerdeki hiicre sayilar
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Kiiltiiriin birinci glinlinde WST-1 testi yapilan jel ve cam slayt iizerindeki
hiicrelerin miktarinin cam slayt tizerinde daha fazla oldugu goriildii. Ancak Sekil 4.16 ‘da
goruldiigii gibi kiiltiiriin ilerleyen zamanlarinda jel {izerinde bulunan hiicre sayis1 artmistir.
Jel ve cam slayt iizerinde bulunan hiicre sayilari SPSS programi ile student t testi
yapildiginda istatiksel olarak 1., 5., 7.,14. ve 21. giinlerdeki jel ve cam slayt lizerindeki
hiicre sayilarinin birbirinden farkli oldugu bulundu (p<0.05).

4.8. HA/J Plazma Jel Uzerine Ekilmis insan AD-MKH’lerin Kardiyomiyojenik

Farkhlasmasinin Incelenmesi

4.8.1. Cam Slayt Uzerine Ekilmis AD-MKH’lerin Kardiyomiyojenik Farklilasmasinin

Incelenmesi

Cam slayt iizerine ekilen AD-MKH’lere kardiyomiyojenik farklilasmaya neden
olabilecegi diisiilen {i¢ farkli besiyeri 21giin boyunca uygulandi. Kontrol besiyeri olarak
farklilasma faktorlerini icermeyen besiyeri kullanildi. 21.giin sonunda hiicreler sabitlenerek
immunflouresan olarak anti a-aktinin ile boyandi (Sekil 4.17). Boylelikle kas hiicrelerine
spesifik antikor olan anti a-aktinin ile hiicrelerin kas yoniine dogru farklilagmaya yonelip

yonelmedigi anlasilmaya ¢aligildi.
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Sekil 4.17. Kardiyomiyojenik farklilasma uygulanan AD-MKH’lerin o aktinin i¢in immiin
boyamasi. A-BMP-4 iceren besiyeri, B-Valproik asit igeren besiyeri, C- BMP-4/valproik
asit iceren besiyeri, D-Kontrol besiyeri ile kiiltiire alinan AD-MKH’ler

Anti-o.  aktinin antikoru ile pozitif boyanmada ¢izgisel yapilar olmasi
gerekmektedir. Ancak, Sekil 4.17°de de goriildiigii gibi ¢ok az bir boyanma goriilmektedir.
Bu ii¢ farklilasma besiyerinden birini se¢mek icin yapilan bu g¢alismada diger iki
besiyerinin karisimi olan BMP-4/valproik asit farklilasma besiyeri segildi. Literatiirde
BMP-4 ile yapilan farklilagtirma calismalarina valproik asitte eklenerek farkli bir

kardiyomiyojenik farklilasma besiyeri uygulandi.
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48.2. HA/J Plazma Jel Uzerine Ekilmis AD-MKH’lerin Kardiyomiyojenik

Farklilasmasinin incelenmesi

4.8.2.1. Immunohistokimyasal boyamalar

HA/] plazma jel ve cam slayt iizerine ekilen AD-MKH’ler 3 farkhi
kardiyomiyojenik farklilasma besiyeri ve kontrol besiyeri ile inkiibe edildi. 21. giinde
hiicreler sabitlenerek jellerden kriyokesitler alindi. Cam slayt ve kriyokesitleri anti a-
aktinin ve troponin T ile immunhistokimyasal boyamalar1 yapildi (Sekil 4.18). Cam slayt
tizerindeki hiicrelerin boyama sonucunda bu proteinleri igermedikleri goriildii (veriler

verilmemistir).
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Sekil 4.18. Kardiyomiyojenik farklilasma uygulanan HA/J plazma jel iizerinde bulunan
AD-MKH’lerin o aktinin i¢in immiin boyamas1 A- Insiilin/valproik asit iceren besiyeri,
B- 5-azasitidin igeren besiyeri, C- BMP-4/valproik asit igeren besiyeri, D- Kontrol
besiyeri ile kiiltiire alinan AD-MKH’ler (Orijinal biiyiitme: X200)
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Jel iizerindeki MKH’lerin kardiyomiyojenik farklilasma sonucunda protein
seviyesinde ekspresyonlarint degerlendirmek amaciyla kaslara 6zgiin olan anti-a aktinin ve
troponin T (Sekil 4.19) antikorlari ile boyandiginda net goriintiiler elde edilemedi. Cok az
kirmiziya boyanmalar gorildii. Sekil 4.18 ve 4.19 incelendiginde alfa aktinin Tmmiin
boyanmanin troponin T antikoruna gore daha iyi bir sonug verdigi soylenebilir ki bunun
nedeni alfa aktininin biitlin kas ¢esitlerinde bulunan bir antijen olmasi olabilir.
Hiicrelerdeki farklilagma oranlarini net bir sekilde saptamak igin gercek zamanli PZR

yapildi.
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Sekil 4.19. Kardiyomiyojenik farklilasma uygulanan HA/J plazma jel {izerinde bulunan
AD-MKH’lerin troponin t antikor boyamasi A- Insiilin/valproik asit iceren besiyeri, B- 5-
azasitidin iceren besiyeri, C- BMP-4/valproik asit iceren besiyeri, D- Kontrol besiyeri ile

kiltiire alinan AD-MKH’ler (Orijinal biiyiitme: X200)
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4.8.2.1. Gercek zamanh PZR ( Real -time PCR ) calismalari

Deney grubunun RNA izolasyonlar1 (n=16) tane yapildiktan sonra picodrop ile

RNA miktarlar1 saptandi. Biitiin gruplardaki RNA miktarlar1 yaklasik olarak 10 - 100 ng/ul

olarak saptanmistir. Ardindan gradient PCR ile cDNA’ya ¢evrilen RNA’lara real- time

PCR vyapildi. 16 deney grubunda (Cizelge 3.3) kardiyomiyositlere 0zgii ii¢ genin

birbirleriyle karsilastirmal1 olarak ekspresyon katlarina bakildi. Insan kardiyak GATA4, T-

box5 (TBX5) ve Troponin | tip 3 (cTn 1) genleri i¢in galisildi. Gercek zamanli PZR

calismasinin sonucunda her bir 6rnek i¢in referans ve hedef genin CT degerleri temel
alinarak hesaplamalar yapildi (Cizelge 7.1, 7.2, 7.3) ve GATA4, cTn | ve TBX5 genlerinin
ifadelerinin kiyaslanmasinda 2T teknigi kullanildi (Livak et al., 2001) (Sekil 4.20, 4.21
ve 4.22). Kontrol CT degeri olarak 14. ve 21. giinlerdeki cam slayt iizerindeki AD-

MKH’lerine kontrol besiyeri uygulanan gruplar (8. ve 16. gruplar) kullanilmistir.
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Sekil 4.20. Ger¢ek Zamanli PZR sonuglarina gore; GATA4 geninin deney gruplarindaki

ekspresyonlarinin karsilastirilmasi
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Sekil 4.21. Ger¢ek zamanli PZR sonuglarina gore; TBXS geninin deney gruplarindaki

ekspresyonlarinin karsilagtirilmasi

cTn | geninin deney gruplarinda ekspresyon katlarinin
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Sekil 4.22. Ger¢ek zamanli PZR sonuglarina gore; ¢Tn I geninin deney gruplarindaki

ekspresyonlarinin karsilastirilmasi
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14. ve 21. giinlerde kiiltiirii sonlandirilan deney gruplarinin her bir gen i¢in
ekspresyonlarmin farkli oldugu goriilmektedir. Istatiksel olarak bu farkliligin anlamli olup
olmadigimmi anlamak amaciyla SPSS programinda One Way ANOVA testi yapildi.
Calisilan bu ii¢ gen i¢in p<0.05 bulundu ve gruplar arasinda fark oldugu belirlendi (Cizelge
7.4). Ayrica 14. ve 21. giinlerde her bir deney grubunda bir fark olup olmadigini1 anlamak
amaciyla Paired Samples Test yapildi. Her bir gen ig¢in p<0.05 bulunarak 14. ve 21.
giinlerdeki her bir deney grubundaki ekspresyonlarin farkli oldugu istatistiksel olarak
belirlendi (Cizelge 7.5).

GATA 4 geninin genellikle biitlin deney gruplarinda 14. giinde ekspresyon
miktarlarinin 21. giine gore diisiik oldugu belirlenmistir. Bir hafta sonrasinda bu genin
ekspresyonunun bazi deney gruplarinda biiytik artis gosterdigi goriilmektedir. BMP4 iceren
besiyeri ile farklilagmaya alinan jel lizerindeki hiicreler (3) 14.g de kontrole gore 21 kat
daha fazla GATA4 geni ekspresyonu goriilirken 21.glinde (11) bu oran 863 kata
yiikselmistir. 14. g insiilin igeren besiyeri ile farklilasmaya alinan jel (1) ve cam slayt (2)
tizerine ekilen MKH’lerin jel iizerinde olanlarin GATA4 genini eksprese etme miktarlari
cam slayta gore 3 kat daha fazladir. Ancak bu besiyerinde farklilagsmaya alinan hiicrelerin
konrol hiicrelerine gore jel tizerindeki hiicrelerin bu geni eksprese etme miktar1 27 kat fazla
iken, cam slayt iizerinde bulunan hiicrelerin bu geni eksprese etme miktar: kontrole gére 9
kat fazladir. Bu sekilde biitiin deney gruplart birbiriyle kiyaslandiginda genel anlamda jel
tizerindeki MKH’lerin GATA4 genini eksprese etme miktar1 daha fazladir. En fazla
GATA4 ekspresyonu (11) BMP4 iceren besiyeri ile farklilagsmaya alinan jel iizerindeki
AD-MKH’lerde goriildii.

TBXS5 geni acgisindan deney gruplart incelendiginde jel iizerinde bulunan
MKH’lerin bu geni eksprese etme oranlarinin daha yiiksek oldugu goriilmektedir. Sadece
BMP4 igeren besiyeri ile farklilagsmaya alinan 21. g jel lizerindeki kok hiicrelerin (11) cam
slayt tlizerindeki hiicrelere gore (12) bu geni ekprese etme miktarinin daha diisiik oldugu
goriilmektedir. Ancak istatistiksel olarak p>0.05 oldugu icin bu farkin anlamli olmadig:
saptanmistir. TBX5 geninin 21.g’de insiilin igeren besiyeri ile farklilagsmaya alinan jel
tizerindeki kok hiicrelerde ekspresyonunun diger deney gruplarina gore fazla oldugu
gorilmektedir. Ayrica 5-azasaytidin igeren besiyeri ile farklilasmaya alinan jel iizerindeki
hiicrelerin 14. ve 21. g’deki ekspesyon oranlarinin farki anlamsiz ¢ikmistir. Jel iizerindeki

hiicrelerin bu geni eksprese etme oranlarinin daha yiiksek oldugu sdylenebilir.
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cTn I geninin insiilin ve BMP-4 iceren besiyeri ile farklilasmaya alinan jel ve cam
slayt iizerindeki hiicrelerin bu geni eksprese etme oraninin diger deney gruplarina gore
daha yiiksek oldugu goriilmektedir. 21. g’de bu ekspresyon miktar1 daha da yiikselmistir.
Farklilagsmaya alinan jel lizerindeki kok hiicrelerin ¢Tn I genini eksprese etme miktar1 daha
yiiksekken, insiilin iceren besiyeri ile farklilagmaya alinan (9,10) jel ve cam slayt
tizerindeki hiicrelerde bu genin eksprese olma orani agisindan istatiksel olarak fark
bulunamamaistir. Ayrica ekpresyon en fazla insiilin igeren besiyeri ile farklilasmaya alinan

bu deney grubunda goriildii.

49. HA/J Plazma Jel Uzerine Ekilmis Insan AD-MKH’lerin Adipojenik

Farkhlasmasinin Incelenmesi

Cam slayt ve HA/J plazma jel lizerine ekilen AD-MKH’lerin adipoz hiicrelerine
farklilasma potansiyeli incelendi. Farklilasma ve kontrol besiyeri uygulanan jel ve cam
slayt lizerindeki hiicreler kiiltlirtin 21. giinlinde sabitlenerek Oil Red O histokimyasal

boyamasi yapildi (Sekil 4.23).
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Sekil 4.23. Adipojenik farklilasma uygulanan HA/J plazma jel iizerinde bulunan AD-
MKH’lerin Oil Red O boyamas1 A-Farklilasma besiyeri, B-Kontrol besiyeri ile kiiltiire
aliman AD-MKH’ler (Orijinal biiyiitme :X200)
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5 TARTISMA

Kalp kasi1 ve adipoz doku miihendisligi ¢alismalarinda birgok farkli yontemle
iskeleler tretilmekte ve farkli hiicre gesitleri kullanilmaktadir (Leor, 2005, Sterodimas,
2010). Hidrojeller yiiksek su igerigine sahip, iic boyutlu iskeleler olup dokularin taklit
edilmesinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Fibrin jeller kalp kasi doku miihendisligi
calismalarinda siklikla kullanilir ve kardiyomiyosit ekilen bu jellerin in vivo kosullarda
damarlasarak hasarli kalp dokusunu tamir ettigi bildirilmistir ( Li, 2011).

Kalp hasar1 tamirlerinde hiicresel tedavi ve doku miihendisligine yonelik
yontemlere ilgi artmaktadir. AD-MKH’ler ile in vivo yapilan ¢alismalarda MI’lii siganlara
verilen AD-MKH’lerin damarlasmaya etkili oldugu ve kalp kasi fonksiyonlarini
gelistirdigi goriilmiistiir. Ayrica, in vitro kosullarda 5- azasitidin ile kardiyomiyosit benzeri

hiicreler tiretilmistir (Eliana, 2010).

Yumusak doku kaybi temelli hasarlarda standart yontemler olarak otolog doku
ilavesi, otolog adipoz doku transplantasyonu ve alloplastik implantlar kullanilmaktadir.
Tiim bu yontemlerin yabanci cisim reaksiyonlari, implantin gb¢ etmesi, vericiden dolay1
meydana gelebilecek hastaliklar gibi olumsuz etkileri bulunmaktadir ve dolayisiyla
simdilerde kok hiicre uygulamalar1 ¢alisiimaktadir (Sterodimas, 2009). AD-MKH’ler bu

uygulamalar i¢in bir¢ok ¢alismada kullanilmaktadir.

Bu tez ¢alismasinda iiretilen HA ve jelatin igeren kompozit fibrin jel ile ilgili
literatiirde herhangi bir ¢aligma bulunmamaktadir. Bu jeller plastik cerrahide kullanima
uygun, biyouyumlu, insan kanindan fibrinojen izolasyonu ve gobek bagindan HA izole
edildigi i¢cin immunolojik yanit1 diisiik olacagi tahmin edilen yapilardir. Ayrica, elastik
modiilii yag dokusuna ¢ok yakin oldugu i¢in yumusak doku dolgu materyali olarak
hiicresiz jelin viicuda transplantasyonu yapilabilir. Ayrica jel iizerindeki AD-MKH’lerin
adipojenik farklilagabilmesi de bu jelin adipoz doku miihendisliginde kullanima yatkin
oldugunu gostermektedir. Adipoz doku miihendisligi ¢alismalarinin yaninda jel iizerindeki
hiicrelerin kardiyomiyojenik farklilagma potansiyeli incelenmistir. Jel yapisindan dolay:
boyama islemleri sonucunda net bir sonu¢ alinamamis ve bu amagla gen diizeyinde
kardiyomiyojenik farklilasmay1 degerlendirmek igin gergek zamanli PZR c¢aligmalar

yapilmistir. Bunun sonucunda jel ve cam slayt {izerindeki hiicrelerin kalp kas1 hiicrelerine
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farklilasma oranlarmin farkli oldugu ve gen ekpresyonlarinin degisik indiikleyici ajanlar

varliginda farkli oldugu saptanmustir.

Calismamizda, akim sitometri sonuglarina bakildiginda insan lipoaspirat
materyalinden izole edilen hiicrelerin CD29, CD44, CD90 gibi MKH belirteglerini
yiizeylerinde ifade ederken, CD33, CD34, CD45 gibi kan hiicrelerine ait belirtegleri ifade
etmemeleri, kiiltiirdeki morfolojik 6zelliklerinin MKH’lere benzemesi ayrica da adipoz ve
kemik hiicrelerine farklilasmalar1 bu hiicrelerin MKH olduklarin1 géstermektedir (Karadz
et al. 2009, Karaoz et al. 2010). MKH’lerin kardiyomiyojenik yonde farklilagsmasini ¢esitli
kimyasallar, HDM bilesenlerini taklit etme, fiziksel uyar1 ve Ko-kiiltiir ¢alismalar1 gibi
birgok faktorler etkilemektedir (Dimarakis, 2006). Bu ¢alismada dogal HDM yapist HA/J
plazma jeller ile taklit edilmeye calistlmistir. Ayrica, 3 farkli igerige sahip
kardiyomiyojenik farklilasmay1 indiikleyici maddeler kullanilmistir. Bircok MKH ¢esidi
(kemik iligi kaynakli, kordon kani kaynakli vb.) pre-klinik ve klinik uygulamalarda
denenmektedir. Ancak AD-MKH’ler kolayca elde edilebilmeleri, doku igerisinde fazla
miktarda bulunmalar gibi avantajlarindan dolayi klinik ¢aligmalarda tercih edilmektedir.

AD-MKH’ler transplante edildiginde parakrin yollarla kardiyomiyositlere ve
vaskiiler hiicrelere farklilagarak kardiyak fonksiyonlarini arttirmaktadir. Bu parakrin
faktorler hasarli dokuda anjiyogenezi gelistirmekte, hiicre apoptozunu azaltmakta, néron
olusumunu indiiklemektedir (Bai, 2010). AD-MKH’ler kolay elde edilmesi, adipoz
dokusunda bol bulunmasi, adipoz ve kalp kasi doku miihendisligi ¢aligmalarinda yaygin
olarak kullanilmasi nedenlerinden dolay1 bu ¢alismada kullanilmstir.

Fibrinojen, hyaluronik asit, hidroksiapatit ve jelatin gibi dogal biyomalzemelerin
doku mihendisliginde kullanommin bir c¢ok avantaji bulunmaktadir. Biyoaktif,
biyouyumlu ve dokular ile benzer mekanik Ozelliklere sahiptirler. Bunun yaninda,
fizikokimyasal 6zelliklerini kontrol altina almak ve ¢6ziinme hizin1 ayarlamak zordur.
Canli dokulardan izole edildigi i¢in patojen igerebilir ve sterilizasyonlari zordur. Son
zamanlarda biyolojik malzemeler ile yapilan ¢alismalarla yukarida sayilan olumsuzluklar
elemine edilebilmektedir (Dawson, 2008). Dolayisiyla, bu ¢alismada hiicrelerin yayilmasi,

cogalmasi ve farklilagmasini indiikleyecek igerige sahip jeller tiretilmistir.

Kikirdak doku miihendisligi icin HA ve jelatin igeren hidrojel caligsmalari
literatlirde bulunmaktadir. Bir ¢alismada, jele kondroitin siilfat eklenerek dogal kikirdak
dokusu taklit edilmeye ¢alisilmistir. Sonrasinda in vitro galismalar ile jelin hiicre yapisma,

yayillma ve ¢ogalmasimi indiikledigi goriilmiistiir (Hu, 2011). Calismamizda, izole edilen
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HA satin alman horoz ibigi kaynaklt HA ile karsilastirilmistir. UV ve alsiyan mavisi
boyanma spektrumlar1 benzer olan bu iki drnegin protein miktar tayinleri yapildiginda
gobek bagindan izole edilen HA’in protein igeriginin diisiik oldugu saptanmistir.
Yogunlastirilmis fibrinojen izolasyonu yapilarak jel liretilmesi, yani kiginin kendi kanindan
bu jelin iiretilmesi ile bagisik red reaksiyon oranmi azaltilmis olacaktir. Fibrinojen
izolasyonunda kimyasal presipitasyon, soguk miidahale ile izolasyon ve daha farkli
yontemler kullanilmaktadir (Silver, 1995). Bu ¢alismada, soguk miidahale ile izolasyon ve
kimyasal presipitasyon yontemleri birlestirilerek uygulandi. Dolayisiyla plazmadan
presipitasyon yapildig i¢in, jel icerisinde sadece fibrinojen olmayip, kan plazmasindaki

bir¢ok protein bulunacaktir.

Ye ve arkadaglar1 insan miyofibroblast hiicrelerini kullanarak fibrin jel ile yaptiklar
calismada jelin hiicre biiylimesini olumlu etkiledigi, doku gelisimini indiikledigini
belirtmislerdir (Ye, 2000). Zhang ve arkadaglar1 ise, farkli jelatin ve HA
konsantrasyonlarinda liyofilizasyon yontemiyle poroz iskeleler {iretmisler, jelatin
konsantrasyonu fazla olan iskele iizerinde hiicrelerin en iyi tutunma ve yayilma
gosterdiklerini saptamiglardir. Ayrica, bir diger calismada aljinat ve jelatinin farkli oranlar
karistirilarak tretilen film yapisindaki iskelede aljinat:jelatin 20:80 oldugunda hiicre
cogalmasinin ve C2C12 miyoblastlari ile kardiyomiyojenik farklilagmanin en iyi oldugu
belirlenmistir (Rosellini, 2008). Kardiyomiyojenik farklilagsmay1 indiiklemesinin yaninda
hiicre tutunma ve yayilmasina olumlu etkilerinden dolayr bu calismada HA/J plazma jel
icerisindeki jelatin konsantrasyonu hyaluranik asite gore daha fazla kullanilmigtir.
Hyaluronik asit konsantrasyonu fazla oldugunda iskelenin su alma kapasitesi artmaktadir.
Ayrica, bu iskeleler EDC ile capraz baglandiklarinda gozenek caplarinin degistigi ve
iskelenin elastik modiiliiniin arttig1 saptanmistir (Zhang, 2011). HA/J plazma jellerin
tiretimi esnasinda jel icerigindeki bilesenlerin miktarlar1 Onemlidir. Ciinkii, yetersiz
miktarda fibrinojen veya trombin oldugunda jellesme meydana gelmemektedir. Jellesmeyi
hizlandiric1 CaCl; konsantrasyonun jellesmenin hiz1 iizerine etkisi vardir. Konsantrasyon

arttikca jellesme hizinin diistiigli goriilmiustiir.

Calismamizda, tretilen HA/J plazma jellerin birka¢ gilin igerisinde c¢oziindigi
saptanmistir. Bunu engellemek i¢in genellikle aprotinin kullanilmaktadir (Lorentz, 2009).
Ayrica aprotininin farkli konsantrasyonlarinda jelin ¢6ziinme hizinin ayarlanabildigi
saptamistir (Ye, 2000). Calismamizda en uzun siire ¢oziinmeden kalabilecek jel

iiretebilmek icin ¢esitli stabilize edici ajanlar kullanilarak jelin ¢6ziinme hizlar belirlendi.
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Sonugta, GA uygulanarak jeldeki capraz bag sayisi arttirildi. Ancak, GA’in hiicrelere
toksik etkisi olabilecegi i¢in, bunu dnlemek amaciyla glisin ile GA’in jele baglanmig olas1
acik kalan uglar1 kapatildi. Jeldeki olasi serbest GA kalintilarinin uzaklagtirilmasi amaciyla
iceriginde fenol kirmizis1 indikat6rii bulunan HBSS ile jeller 3-4 giin siireyle yikanmistir.
Indikatoriin renk degistirme dagilimlarma gére GA kalmtilarmin tamamen jellerden
uzaklastirildigina karar verilmistir. PBS igerisinde bu jelin uzun siire ¢6ziinmedigi goriildii.

HA/J plazma jelin karakterizasyonu plazma jel ile kiyaslanarak yapildi.

HA kaynakli jel tizerine ekilen fare MKH’lerinin ¢ogalma ve yayilma O6zellikleri
incelenen bir calismada, gapraz bag sayisi ve RGD konsantrasyonun hiicrelerin davranisina
yon verdigi saptanmis, daha sert hidrojel tizerinde hiicrelerin daha az yayildigi, hareket
ettigi ve ¢cogalma hizinin diistiigii tespit edilmistir. Dolayisiyla, liretilecek dokunun nisine
gore iskele iiretiminin yapilmasi gerektigi Onerilmistir (Lei, 2011). Bu nedenle,
calismamizda elastik modiilii adipoz dokusuna benzer jellerin tiretilmesi ve HDM benzeri

elemanlarin kullanilmasi ile yumusak dokularin nisi taklit edilmistir.

Fibril temelli iskeleler yapisal iletisimi saglayarak doku gelisimini saglamaktadir.
Yapilan bir ¢aligmada, fibrin iizerine hiicreler ekilerek, hiicrelerin besiyerinde daha az
¢Oziiniir kollagen bulundurdugu ve daha kisa siirede dogal HDM yapisini olustugu
goriilmiistiir. Fibrini parcalayan inibitorler kullanildiginda ise, hiicreler jelde gogalirken,
HDM yapis1 meydana gelmemistir (Mol, 2005). Iskelede fibriller yapilarin olmasi, HDM
yapisina benzerligi arttirmaktadir. Ancak, gozenekliligi fazla olan bir iskelede hiicrelerin
birbiriyle iletisimi, besiyeri ve gaz ulasimi daha iyi olacagi i¢in poroz yapili iskeleler de
tercih edilmektedir. Bu caligmada fibrinojen yaninda HA ve jelatin kullanildigi i¢in hem
fibriller hem de poroz yapida bir iskele liretilmistir. Plazma jele gére HA/J plazma jellerin
gozenek caplarinin daha biiylik oldugu ve gézenek yogunlugunun daha fazla oldugu
saptant1. Boylelikle fibrin jele gére yumusak doku miihendisliginde kullanima daha uygun

jeller tiretilmistir.

HA/J plazma jellerin SEM fotograflari incelendiginde, plazma jellerin daha fibroz
yapida oldugu saptandi ve 21 giin besiyeri igerisinde bekletilen HA/J plazma jellerin yavas
yavas ¢Oziinerek, gozenek caplarinin biiylidiigli belirlendi Ayrica, iizerine hiicre ekilen
jellerin SEM goriintiilerinde, 21 giinliik kiiltiir sonucunda hiicrelerin jeli metabolize ettigi
belirlenmistir. Zamanla besiyeri igerisinde jelin fibr6z dokusu azalirken poroz yapis1 6n

plana ¢ikmakta ve hiicrelerin jeli metabolize etmesiyle kiiltiiriin ilerleyen giinlerinde jelin
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gozenek capmnin biiyiidiigii saptanmistir. Hyaluronik asit, jelatin ve kan plazmasi
proteinleri gibi toksik madde icermeyen, ayrica kok hiicreler tizerinde bir¢ok olumlu etkisi

olan bu maddelerin hiicrelerce kullanilmasi1 6nemlidir.

Calismamizda, WST-1 testi yapilarak jel tizerindeki hiicrelerin ¢ogalma potansiyeli
arastirilmistir. Cam slayt ve jel lizerine ayni sayida hiicre ekilerek, bu iki materyal tizerinde
hiicrelerin ¢ogalma hizlar1 kiyaslandi. Kiiltiiriin ilk giinlerinde cam slayt iizerindeki hiicre
sayist jel iizerindeki hiicre sayisina gore fazlayken, 14. giinden sonra jel {izerindeki hiicre
sayisinin cam slayt tizerindeki hiicrelere gore daha fazla oldugu belirlendi. Bu bize cam
slayt iizerinde cogalmaya yer kalmadiginda hiicrelerin 6ldiigiinii veya c¢ogalmalarinin
azaldiginmi gostermektedir. Jelde ise poroz bir yap1 oldugu i¢in hiicreler i¢ kisimlara giderek
kendilerine yer bulmaktadir. Dolayisiyla HA/J plazma jellerin hiicre canliligina herhangi

bir olumsuz etkisi bulunmamakla beraber, hiicre ¢ogalmasini destekledigi goriildii.

MKH’ler plupotensiye iliskin genleri i¢erdikleri icin EKH’lerden kardiyomiyojenik
farklilasmay1 saglayan BMP-4 ve aktivin a indiikleyici maddelerini igeren protokol
uygulandi (Stevens, 2009). HA/J plazma jel iizerindeki MKH’lerin kardiyomiyojenik
farklilasma sonucunda protein seviyesinde ekspresyonlarini degerlendirmek amaciyla
kaslara 6zgiin olan anti-a aktinin antikoru ile boyandiginda net goriintiiler elde edilemedi.
Bunun nedeni jelin yapis1 protein yapida olugu i¢in jelde sahte boyanmalar meydana geldi.
Ayrica GA otoflouresan bir madde oldugu icin immunflouresan boyama yapildiginda ise,
jel kendiliginden flouresan 1sikta 151ma yaptigindan bu boyama teknigi de kullanilamadi.
Troponin t antikoru ile boyama yapildiginda az miktar kirmiziya boyanmalar goriilerek
yine net goriintiiler elde edilemedi. Alfa aktinin antikorunun troponin t antikoruna gore
daha iyi bir sonu¢ verdigi sdylenebilir. Bunun nedeni alfa aktinin kasa 6zgii bir antikor
iken troponin t ise kalp kasina 6zgii bir antikordur. Deney gruplarinda kalp kasinin 6zel bir
proteinine farklilasacak derecede bir Ozellesme meydana gelmediginden troponin t’ye
rastlanmamis olunabilir. Ayrica hiicreler jelin ylizeyine ekildigi i¢in kriyokesit alinirken
hiicre kayb1 meydana geldigi i¢in hiicrelerin bol bulundugu numulerin sayis1 az olmustur.
Bu amagla gen diizeyindeki hiicrelerde meydana gelen degisiklikleri anlamak amaciyla

gercek zamanli PZR yapilmustir.

Gergek zamanli PZR calismalarinda incelenen genlerin kalp olusumunda ve
gelisimindeki rollerine bakildiginda; GATA 4 transkripsiyon faktoriiniin kalbin embriyonik

gelisiminde kalbe 6zgii genlerin ekspresyonu, kardiyomiyosit farklilagmasi ve erigkin
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kalpte strese yanit vermede kritik diizenleyici rolii bulunmaktadir (Oka et al.2006). TBX
geninin kalp gelisiminde rol aldig1 ve kalbin sekillenmesinde TBXS bulbis kortis diginda
on kisim kalp tlipii boyunca eksprese edimektedir. TBXS geni omurgali embriyosunda kalp
gelisiminde ve 6zellesmesinde rol almaktadir. TBXS transkripsiyon faktoriinde mutasyon
olmasiyla insanlarda kalp septal kusurlar1 olusarak Holt-Oram sendromu meydana
gelmektedir (Horb and Thomsen, 1999). Kardiyak troponin t ve 1 kardiyak diizenleyici
proteinlerdir ve aktin ve miyozin arasindaki kalsiyum aracili etkilesimi saglamaktadirlar.

c¢Tn I proteini miyokardiyum disinda baska bir yerde belirlenmemistir (Sharma et al.

2004).

Gergek zamanli PZR sonuclarina gore; GATA4 geninin genellikle biitiin deney
gruplarinda 14. giinde ekspresyon miktarlarinin 21. giine gore diisiik oldugu goriilmektedir.
BMP-4 iceren besiyeri ile farklilasmaya alinan jel tizerindeki hiicrelerde bu genin diger
deney gruplarma gore daha fazla eksprese ediligi saptanmistir. TBXS5 geninin 21.gilinde
inslilin iceren besiyeri ile farklilagmaya alinan jel iizerindeki kok hiicrelerde
ekspresyonunun diger deney gruplarina gore daha fazla oldugu saptanmustir. Insiilin ve
BMP-4 igeren besiyeri ile farklilasmaya alinan jel ve cam slayt iizerindeki hiicrelerin ise
cTn I genini eksperese etme oraninin diger deney gruplarina gore daha yiiksek oldugu
belirlenmistir. Yukarida bahsi gecen 6rneklerin bu ii¢ geni eksprese etme miktarlar1 21.
giinde 14. giine gore daha da yiikselmistir. Kalbin embriyonik gelisiminde 6nemli rol
oynayan bu genlerin ekspresyon miktarlarinin artmast AD-MKH’lerin kardiyomiyosit
yoniinde farklilasmaya yoneldiklerini gostermektedir. Genellikle literatiirde 5-azasitidin ile
yapilan arastirmalarda MKH’lerin kardiyomiyojenik farklilasabildikleri belirtilmektedir
(Burlacu et al. 2008, Martinez and Kofidis, 2011). Bu calismada aktivin-a, BMP-4-
valproik asit ve insililin-valproik asit igeren besiyerleri ile farklilagsmaya alinan jel
tizerindeki hiicrelerin 5-azasitidin i¢eren besiyeri uygulanan jel tizerindeki hiicrelere gore

kalp kasina 6zgii bu ii¢ genin ekspresyonlarinin daha fazla oldugu saptanmistir.

Adipojenik farklilagma besiyeri uygulanan jel {iizerindeki hiicrelerin adipoz
hiicrelerine farklilagtig1 belirlenerek, ayrica jelin mekanik 6zelliklerinin adipoz dokusuna
cok benzer olmasi ve/veya polimerik bilesenlerinden dolayr konrol besiyeri ile de

farklilagma meydana gelmistir.
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6.SONUCLAR VE ONERILER

Bu tez HA/J plazma jellerin iiretimi, karakterizyonu, adipoz doku miihendisliginde
kullanim1 ve kardiyomiyojenik farklilagsmaya etkisinin incelenmesi ¢alismalarini
kapsamaktadir. Kapsamli bir sekilde yapilan ¢alismalar sonucunda HA/J plazma jellerin
hiicre ¢ogalmasimi indiikledigi, adipojenik ve kardiyomiyojenik farklilasmaya olumlu
yonde etkisinin oldugu belirlenmistir. Ayrica plazma jel ile kiyaslandiginda HA/J plazma
jellerin elastik modiiliiniin, gozenekliliginin ve gobzenek capmin arttigt saptanmistir.
Biyolojik maddeler olan HA ve jelatinin jele eklenmesiyle yumusak doku miihendisligine
daha uygun materyaller elde edilmistir. Jelin mekanik Ozellikleri ve/veya polimerik
bilesenleri nedeniyle adipoz hiicrelerine indiikleyici kimyasal eklenmediginde dahi
hiicrelerin adipoz hiicrelerine doniistiigi goriilmektedir. HA/J plazma jellerin ve ¢esitli
kimyasal maddelerin kardiyomiyojenik farklilagsmada etkili oldugu goriildii. Aktivin-a,
BMP-4-valproik asit ve insiilin-valproik asit iceren besiyerleri ile farklilagsmaya alinan jel
tizerindeki hiicrelerin 5-azasitidin iceren besiyeri uygulanan jel lizerindeki hiicrelere gore

kalp kasina 6zgii genlerin ekspresyonlarinin daha fazla oldugu belirlenmistir.

Sonug olarak; HA/J plazma jellerin yumusak doku miihendisligi uygulamalari i¢in
uygun gozenek biiyiikliigiine, mekanik o6zelliklere sahip oldugu, hiicre biiyiime ve
yayilmasini destekledigi goriilmiistiir. Ayrica bu ¢alisgmada, Aktivin-a, BMP-4 ve insulin,
valproik asitin 5-azasitidine gore jel iizerindeki AD-MKH’leri daha fazla kardiyomiyojenik
farklilagsmaya yonlendirdigi anlagilmistir.

Uretilen HA/J plazma jellerin siganlarda in vivo calismalari yapilmalidir. Yumusak
doku hasar1 bulunan bdlgelere hiicreli ve hiicresiz verilerek sican dokusunun tamiri
incelenmelidir. Bir sonraki ¢aligmalarda, kardiyomiyojenik farklilasmanin jelin mekanik
ozellikleri ile mi ve/veya jelin yapisal bilesenleri olan HA, jelatin veya fibrin sayesinde mi
yoksa bu maddelerin hepsinin mi kardiyomiyojenik farklilasmay: indiikledigi ¢aligilarak

belirlenmelidir.
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EKLER

Cizelge 7.1. Ger¢ek zamanli PZR sonucunda deney gruplarindaki GATA4 geninin CT

degerleri

Deney GATAA4 CT degerleri GATAA4 CT degerleri GATA4 CT degerleri
Gruplan (1) (2 (3)

Hedef gen | Referans Hedef gen | Referans Hedef gen Referans

CT gen CT CT gen CT CT gen CT
1 39,13 27,7 40,2 27,53 39,665 27,615
2 39,11 26,41 40,51 25,99 39,81 26,2
3 38,94 26,95 39,57 26,89 39,255 26,92
4 37,24 25,97 37,66 26,2 37,45 26,085
5 40,05 27,03 39,81 27,42 39,93 27,225
6 40,2 26,02 40,32 26,1 40,26 26,06
7 39 27,85 39,2 27,76 39,1 27,805
8 39,91 26,19 40,1 26,35 40,005 26,27
9 38,91 28,91 36,73 28,43 37,82 28,67
10 36,41 26,8 35,62 27,34 36,015 27,07
11 35,85 29,2 36,4 29,05 36,9 29,125
12 36,93 26,6 36,02 26,74 36,475 26,67
13 40,64 27,95 41,83 28,07 41,235 28,01
14 26,42 26,14 0 26,28
15 40 27,72 40,05 27,6 40,025 27,66
16 46,4 26,62 46,52 26,87 46,46 26,745
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Cizelge 7.2.

Gergek zamanli PZR sonucunda TBXS5 geninin CT degerleri

Deney TBXS CT degerleri (1) TBXS CT degerleri (2) TBXS CT degerleri (3)
Gruplar
Hedef Referans Hedef gen | Referans Hedef Referans
gen CT gen CT CT gen CT gen CT gen CT
1 33,55 27,62 33,61 27,12 33,58 27,37
2 33,26 26,64 32,57 25,89 32,915 26,265
3 32,48 27,1 32,29 26,85 32,385 26,975
4 33,02 26,42 31,92 26,08 32,47 26,25
5 34,25 27,36 33,72 27,2 33,985 27,28
6 33,59 26,36 32,93 25,9 33,26 26,13
7 35,79 28,65 35,27 27,94 35,53 28,295
8 33,58 26,72 32,94 26,48 33,26 26,6
9 33,55 28,94 33,87 28,8 33,71 28,87
10 34,16 26,95 33,51 26,84 33,835 26,895
11 35,87 29,46 35,78 29,02 35,825 29,24
12 33,18 27,14 32,44 26,6 32,81 26,87
13 34,67 27,89 34,44 28,23 34,555 28,06
14 36,81 26,57 37,92 26,14 37,365 26,355
15 34,2 27,68 34,01 27,88 34,105 27,78
16 35,95 26,6 35,82 27,29 35,885 26,945
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Cizelge 7.3. Gergek zamanli PZR sonucunda cTn I geninin CT degerleri

Deney ¢Tn I CT degerleri (1) c¢Tn I CT degerleri (2) c¢Tn I CT degerleri (3)
Gruplari
Hedef Referans Hedef gen | Referans Hedef Referans
gen CT gen CT CT gen CT gen CT gen CT
1 31,99 27,81 31,59 27,65 31,79 27,73
2 31,33 26,74 30,46 26,05 30,895 26,395
3 31,62 27,38 31,25 27,13 31,435 27,255
4 32,23 26,7 31,36 26,44 31,795 26,57
5 34,49 27,63 33,78 27,13 34,135 27,38
6 34,22 25,99 34,29 26,12 34,255 26,055
7 34,48 28,44 34,59 28,3 34,535 28,37
8 35,25 26,82 34,88 26,5 35,065 26,66
9 32,68 29,07 32,32 29,03 32,5 29,05
10 30,63 27,07 29,99 26,97 30,31 27,02
11 33,66 29,94 31,98 28,89 32,82 29,415
12 31,03 27,08 30,57 26,8 30,8 26,94
13 34,14 28,08 34,34 28,17 34,24 28,125
14 32,98 26,68 32,52 26,13 32,75 26,405
15 35,24 27,8 34,49 28,11 34,865 27,955
16 34,11 26,9 33,37 27,22 33,74 27,06
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Cizelge 7. 4. Deney gruplarinin ANOVA testi ile ¢oklu karsilastirilmasi

14.GUN 21. GUN
GATA GATA
4geni TBX5geni |c TN I geni |4geni TBX5 geni | ¢ TN I geni
P degerleri | P degerleri | P degerleri | P degerleri | P degerleri | P degerleri
Kontrol- | Kontrol -jel |.000 .332 .007 .000 .001 1.000
C.S Ins- c.s 1.000 1.000 .000 1.000 .083 .000
Ins- jel .008 212 .000 .008 .000 .000
Bmp- cs .000 .201 .000 .000 .000 .000
Bmp-jel .103 .000 .000 103 .009 .000
Aza- c.s .999 521 1.000 . 540 .990 1.000
Aza- jel .540 1.000 233 .999 .004 1.000
Kontrol- | Kontrol-c.s |.000 .332 .007 .000 .001 1.000
jel Ins-cs .000 .330 .000 .000 .383 .000
Ins-jel .033 .003 .000 .033 .000 .000
Bmp-cs 1.000 .003 .001 1.000 .540 .000
Bmp-jel .003 .000 .000 .003 .953 .000
Aza- C.s .000 1.000 .010 .000 .000 1.000
Aza-jel .000 445 561 .000 .996 .997
Ins-c.s | Kontrol-c.s |1.000 1.000 .000 1.000 .083 .000
Kontrol-jel |.000 .330 .000 .000 .383 .000
Ins-jel .020 214 .000 .020 .000 .887
Bmp-c.s .000 .203 .000 .000 .013 .023
Bmp-jel 214 .000 .007 214 .934 .987
Aza-c.s 977 518 .000 . 789 .018 .000
Aza-jel .789 1.000 .000 977 771 .000
Ins-jel | Kontrol-c.s |.008 212 .000 .008 .000 .000
Kontrol-jel |.033 .003 .000 .033 .000 .000
Ins-c.s .020 214 .000 .020 .000 .887
Bmp-c.s .082 1.000 .000 .082 .000 .234
Bmp-jel .879 .000 515 .879 .000 1.000
Aza-c.s .003 .005 .000 .289 .000 .000
Aza-jel .289 147 .000 .003 .000 .000
Bmp-c.s | Kontrol-c.s |.000 201 .000 .000 .000 .000
Kontrol-jel |1.000 .003 .001 1.000 .540 .000
Ins-c.s .000 .203 .000 .000 .013 .023
Ins-jel .082 1.000 .000 .082 .000 .234
Bmp-jel .007 .000 .000 .007 110 110
Aza-c.s .000 .005 .000 .001 .000 .000
Aza-jel .001 139 .000 .000 214 .000
Bmp-jel |Kontrol-c.s |.103 .000 .000 .103 .009 .000
Kontrol-jel |.003 .000 .000 .003 .953 .000
Ins-c.s 214 .000 .007 214 .934 .987
Ins-jel .879 .000 515 .879 .000 1.000
Bmp-c.s .007 .000 .000 .007 110 110
Aza-c.s .041 .000 .000 .944 .002 .000
Aza-jel .944 .000 .000 .041 1.000 .000
Aza-c.s |Kontrol-c.s |.999 521 233 999 .990 1.000
Kontrol-jel |.000 1.000 561 .000 .000 1.000
Ins-c.s 977 .518 .000 977 .018 .000
Ins-jel .003 .005 .000 .003 .000 .000
Bmp-c.s .000 .005 .000 .000 .000 .000
Bmp-jel .041 .000 .000 .041 .002 .000
Aza-jel .282 .653 .307 .282 .001 1.000
Aza-jel |Kontrol-c.s |.540 1.000 .999 540 .004 1.000
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Kontrol-jel |.000 445 .000 .000 .996 .997
Ins-c.s .789 1.000 977 .789 J71 .000
Ins-jel .289 147 .003 .289 .000 .000
Bmp-c.s .001 139 .000 .001 214 .000
Bmp-jel .944 .000 .041 .944 1.000 .000
Aza-c.s .282 .653 .282 .282 .001 1.000

*Ins: insiilin, valproik asit igeren besiyeri, Bmp: BMP-4, valproik asit iceren besiyeri

Aza: 5-azasitidin igeren besiyeri, C.S: cam slayt,

Cizelge 7.5. 14. ve 21. giinlerdeki ayni deney gruplarinin Paired Sample Test ile

karsilastirilmasi
Kiyaslanan gruplar GATA 4geni | TBX5geni  |c TN I geni
P degerleri | P degerleri | P degerleri
Kontrol-c.s 14 - Kontrol-c.s 21 .000 .009 075
Kontrol-jel 14 — Kontrol-jel 21 .019 .034 170
Ins-c.s 14 — Ins-c.s 21 .060 211 .025
Ins-jel 14 — Ins-jel 21 .098 .015 .009
Bmp-c.s 14 — Bmp-c.s 21 .074 .305 .000
Bmp-jel 14 — Bmp-jel 21 .021 .002 .063
Aza-c.s 14 — Aza-c.s 21 .000 .004 .001
Aza-jel 14 — Aza-jel 21 .009 .307 .018
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