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OZET

Yiksek Lisans Tezi
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BIYOMALZEMELERIN KULLANIMIYLA KIKIRDAK DOKU MUHENDISLIiGi
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Danisman: Prof. Dr. Y. Murat ELCIN

Wistar sicanlarin artikuler kikirdagindan aseptik kosullarda enzimatik olarak izole edilen kondrositler, (¢
boyutlu statik ve dinamik kiltiirler ile paralel deney olarak tek tabaka kiltirlerde gogaltildi. Ug boyutlu
ortami saglamak amaciyla kalsiyum alginat hidrojeli kullanildi ve izole edilmis hiicreler kalsiyum alginat
jeli igerisine enkapsiile edildikten sonra biyoreaktor icerisine konularak dinamik kilttr sartlari ile TGF-

B’nin etkisi incelendi. Statik tic-boyutlu ve tek tabaka kltiirler ise kontrol olarak yurdtaldd.

Kondrositlerin, in vitro sartlarda dediferansiye olmadan cogaltilmalarini saglamak amaciyla hazirlanan
kondrojenik vasat, 20%FCS (fetal sigir serumu), esansiyel olmayan amino asit ¢ozeltisi, L-glutamin,
askorbik asit, ITS™ (instlin, transferrin, senoik asit), antibiyotik-antimikotik c¢ozeltisi ve TGF-B
DMEM’den olusturuldu. Kondrositlerin TGF-B iceren  kondrojenik vasatta farklilasmadan hizla
cogalabildikleri gdzlendi.

Immiinhistokimya calismalari, kondrositlerin tig-boyutlu statik kiltirlerde diisiik miktarda kollajen tip-1,
daha yiiksek dizeyde kollajen tip-2 sentezi yapabildiklerini gdsterdi. Buna karsin, kontrol tek tabaka
kiltarlerde kollajen tip-2 sentezinin yani sira, daha yiiksek diizeyde kollajen tip-1 sentezinin gerceklestigi
gosterildi. Cahsmalar alginat |if icerisine enkapsile edilen kondrositlerin, TGF-p iceren STLV
biyoreaktdrdeki kiltir sartlari altinda kollajen tip-2 ve agrekan boyamasi icin en iyi sonucu verdigini
ortaya koydu. Kollajen tip-2 icin gozlenen kuvvetli antikor boyamasi, hiyalin kikirdak igin spesifikligi ve

kultdr ortamindaki dogal kikirdagin rediferansiasyonunu gosterdi.
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kiltar, TGF-B, biyoreaktor



ABSTRACT

Master Thesis

ENGINEERING OF CARTILAGE TISSUE BY USING ISOLATED RAT
CHONDROCYTES AND POLYMERIC BIOMATERIALS

Nuray EMIN

Supervisor: Prof. Dr. Y. Murat ELCIN

The chondrocytes were aseptically isolated from the articular cartilage of Wistar rats by enzymatic
digestion, were proliferated under three-dimensional static and dynamic culture, as well as in parallel
control monolayer culture. Calcium alginat fibers were used to simulate the three-dimensional
environment. Isolated cells were placed inside the rotating bioreactor after that encapsulated with alginat
hydrogel, and effects of dynamic culture conditations and TGF- B were investigated. Static three-

dimensional and monolayer cultures served as the controls.

For the proliferation of chondrocytes without dedifferentiation in in vitro culture conditions, the culture
medium consisted of DMEM containing 20% FCS, non-essential amino acids, L-glutamine, ascorbic
acid, ITS", antibiotics-antimicotics solution and TGF-B was used. Results demonstrated that the rat
chondrocytes had higher proliferation ability without dedifferentiation, in TGF-B-containing

chondrogenic medium.

Immunohistochemistry studies revealed that while the chondrocytes in static 3D-culture expressed some
level of collagen type-1, their collagen type-11 expression was more intense in the bioreactor 3D-culture
group. On the other hand, the control monolayer cultures did express collagen type-I, but expressed a low
level of collagen type-Il throughout the culture. Studies indicated that the chondrocytes-encapsulated with
calcium alginate in TGF-B-containing chondrogenic medium showed much better results, in terms of
collagen type-Il and aggrecan staining under dynamic culture conditions in the STLV bioreactor. The
uniform and strong staining of the matrix with the antibody against collagen type-1l confirms specificity

to hyaline cartilage and redifferentiation into the native cartilage tissue of the cultured constructs.
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1. GIRIS

Kikirdak, dzellesmis bir bag dokusunun cesididir. Hiyalin, elastik ve fibroz olmak tizere
uc tip kikirdak dokusu bulunmaktadir. Kikirdagin ana gorevi yumusak dokuyu
desteklemek olup, yapisinin duzgin yizeyli ve esnek olmasi eklem yiizeylerinin, darbe
emici ve kaygan olmasini saglar ve boylece eklemlerin hareket yetenegini kolaylastirir.
Ayrica dogum o©ncesi ve sonrasinda uzun kemiklerin olusum ve gelisiminde rol
almaktadir (Murathanoglu,1996).

Yaralanmalar ve hastaliklar nedeniyle cesitli dejeneratif hastaliklar bu doku tipinde
sikca goOzlenmektedir. Bu amagla gelistirilen cesitli ortopedik ve hiicreye dayali
teknikler gerekli olan tedaviyi tam olarak saglayamamaktadir. Bu nedenle son yillarda
doku miuhendisligi yaklagimiyla Ug-boyutlu biyobozunur ve biyouyumlu polimerik
yapilarin ve dokulardan izole edilen hicrelerin kullanimiyla laboratuar ortaminda
kikirdak dokusunun dretilmesine calisilmaktadir. Bu amagla farkh yapidaki ve
Ozellikteki polimerik malzemeler test edilerek kullaniimakta ve kultir sartlari bu

uygulamalara gore optimize edilmektedir.

Yapmis oldugumuz bu calismada sican femora-patellar diz ekleminden izole edilen
kondrositlerin in vitro olarak cogaltilmasinda ve rejenere kikirdak dokusunun elde
edilmesinde Ug¢-boyutlu hidrojel yapili polimerik biyomalzemeler ve biyoreaktor sistemi

kullanilarak kondrogenez icin uygun kiltur sartlarinin belirlenmesi amaclanmaktadir.

Kikirdak doku, yasam suresince surekli olarak bir takim gerilim ve gerinim
kuvvetlerinin etkisi altindadir. Bu nedenle laboratuar ortaminda doku mihendisligi
yaklasimi ile Gretilen rejenere kikirdak doku, dogal kikirdak doku ile tam bir uyum
gostermemektedir. Bu sorunun giderilmesi icin cesitli biyoreaktdr sistemleri Gzerinde
calismalar  yurutilmektedir. Bu amagla NASA tarafindan  gelistirilen ve
calismalarimizda kullandigimiz doner duvarl hiicre kiltur kaplari hicreler icin ylzey
gerilimini azaltmakta ve besin difizyonunu kolaylastirarak hiicrelerin daha fazla

metabolik aktivite gostermelerini saglamaktadir.



1.1 Kikirdak Dokusunun Yapisi

Kikirdak, cok bol miktardaki hiicre disi matriks icine gdmuli olan kikirdak hucreleri
tarafindan olusturulmustur. Kikirdak dokusunun olusum asamalarina ve gelisim

mekanizmasina kondrogenez denilmektedir.

Doku igerisinde Hucre Digi Matriks (HDM) oldukga siki bir kivam gdéstermektedir
(Sekil 1.1). HDM Kkikirdak dokusuna, mekanik zorlamalar karsisinda kalici sekil
bozukluklarina yol acilmamasi icin gereken esnekligi kazandirmaktadir (Vacanti and
Vacanti 1997).

Kikirdak dokusu avaskiiler yapiya sahiptir. Buna baglh olarak kan ve lenf kapilerleri ile
sinir hucrelerini icermemektedir. Beslenmesi, komsu bag dokusundaki (perikondrium)
kapilerlerden ve eklem kavitelerinin sinoviyal sivisindan difiizyonla gerceklesmektedir.
Butlin avaskuler dokularda oldugu gibi, kikirdak hiicreleri de dusik metabolik aktivite
gostermektedir. Kan kapilerlerinin olmayisi nedeniyle kondrositler, disik oksijen
konsantrasyonlarinda solunum yapmak zorundadirlar. Bu nedenlerden 6tlri kikirdak

dokusunun kendini yenileme ve tamir etme yetenegi cok dustktir (Reinholz et al.2003).

Sekil 1.1 Hiyalin kikirdak dokusu

Hiyalin kikirdak hcreleri, glikozu genellikle anaerobik glikoliz ile metabolize ederek
son Urin olarak laktik asidi olusturmaktadir. Kandaki besin  maddeleri

perikondriyumdan daha derinlerde bulunan kondrositlere, diflizyonla gegcmektedir. Bu
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nedenle kikirdagin maksimum kalinhgr sinirhidir (Angel et al. 2003). Besin maddeleri
¢cozlcu olarak matriksteki serbest suyu kullandigi icin matrikste, hemen hemen hig

serbest su molekili bulunmamaktadir (Junqueira et al. 1993).

1.1.1 Kikirdak hiicreleri

Kikirdak dokusunda iki tip hicre bulunmaktadir. Ancak bu htcreler bilim adamlar
tarafindan ayni hicrenin iki farkli evresi olarak kabul gormektedir. Bu hiicrelerden
kondroblastlar gen¢ kikirdak hucrelerini, kondrositler ise olgun kikirdak hicrelerini
temsil etmektedir (Murathanoglu,1996).

Kikirdak dokusu, embriyonik evrede mezenkimal hiicrelerin kondroblastlara

farklilasmasi ile olugsmaktadir.

Sekil 1.2 a. Mezenkimal htcreler, b. Mezenkimal hicrelerin farklilasmasi ile olusan
kondroblastlar, c. Kondroblastlar kendi HDM’lerini sentezlemeye baslayarak
birbirlerinden uzaklasmaya baslar ve olgunlasarak kondrositleri olusturur, d.
Kondrositler kendi lakinleri icerisinde cogalarak izogen hicre gruplarini

olusturur (Junqueira et al. 1993).

1.1.2 Kikirdak dokusunun gelisimi

Dogumdan itibaren kikirdak dokusunun gelisimi interstisyel ve apozisyonel olmak (izere

iki sekilde olmaktadir. Cocukluk déneminde g6zlenen interstisyel biyime, mevcut olan



kondrositlerin mitotik bolinmeleri ile gerceklesmektedir. Cocukluk déneminden
sonraki yaslarda gozlenen apozisyonel blylme ise, perikondriyumdaki hicrelerin
farklilasmasi ile gerceklesmektedir. Eklem kikirdaginda, apozisyonel hiicre ekleyecek
bir perikondriyum olmadigi icin eklem yizeyindeki, zamanla yipranan hicreler ve

matriks, kikirdagin i¢ kisimlarindan takviye edilmektedir (Junqueira et al. 1993).

Her iki durumda da yeni olusan kondrositler, kollajen liflerin ve temel maddelerin
sentezini gerceklestirmektedir. Bdylece buyume, basit bir hicre artisindan daha

kompleks bir sekilde gerceklesmektedir (Saglam vd. 2001).

Interstisyel, kikirdak gelisiminin ilk dénemlerinde, kikirdak matriksinin icten disa dogru
genislemesi sirasinda ortaya cikar. Ayrica uzun kemiklerin epifizyal kikirdaklarinda ve
eklem kikirdaginda da gorilmektedir. Uzun kemiklerin uzamasini saglayan epifizyal
plaklarda ve endokondral kemik gelisimindeki kikirdak modelinin ortaya ¢cikmasinda rol
oynamaktadir.

Eklem kikirdaginda, apozisyonel hiicre ekleyecek bir perikondriyum olmadigi icin
eklem yizeyindeki, zamanla yipranan hicreler ve matriks, kikirdagin i¢ kisimlarindan
takviye edilir. Vicudun diger bolgelerinde bulunan kikirdaklarda ise, matriks zamanla
sertlesince interstisyel blyime azalir ve kikirdak bir bant halinde sadece apozisyonel
olarak buydr. Apozisyonel biylimede, perikondriyumun kondroblastlari g¢ogalarak
etraflarini bir matriks ile sardiktan sonra, kondrosit haline donuserek mevcut kikirdaga

eklenirler (Junqueira et al. 1993).

1.2 Kikirdak Dokusunun Onemi

Kikirdak dokusu destek materyali olarak énemli bir géreve sahiptir. Ozellikle eklem
bolgelerinde bulunan kikirdak dokusu, eklemin rahat hareket etmesini saglayarak kisiye
biyik bir hareket kolayligi saglamaktadir. Bu bolgelerdeki kikirdak dokusunda
meydana gelebilecek hasarlar agrilara neden olarak Kisinin hareket yetenegini blylk

6lcude kisitlamakta ve yasam standardini diistirmektedir.



Cok erken yaslar disinda, tahrip olan kikirdak guclikle, cogu kez de eksik olarak
onarilmaktadir. Ozellikle ileriki yaslarda kikirdak dokusunun yenilenme kapasitesi ¢cok
dismektedir. Zedelenme durumunda énce bag dokusu olusmakta, daha sonra bu doku
kikirdak dokusuna dontsmektedir (Reinholz et al. 2003).

Bir perikondriyuma sahip olan kikirdak dokularinda rejenerasyon, perikondriyumun
faaliyeti ile gerceklesmektedir. Kikirdak hasar gordigiinde, perikondriyumdaki
kondroblastlar, hasara ugramis bdlgeye dogru ilerleyerek yeni kikirdak dokusunu

meydana getirmektedir (Junqueira et al. 1993).

1.3 Kikirdak Dokusunda Karsilasilan Rahatsizliklar

Kikirdak dokusunda karsilasilan belli basli rahatsizliklar; arterit (eklem iltihabr), kalitsal
anormallikler, travma, artroz (eklem yipranmasi, yaslanmasi), kalsifikasyon (hicre disi
matriksin mineralizasyonu, kireclenme), ossifikasyon (kemiklesme), lifsel bozulma, iyi
ve kotl huylu timorlerdir. Ayrica gesitli yaralanmalar ve kazalar, kikirdak dokusunda

Ozellikle de eklem kikirdaginda hasara yol agmaktadir (Angel et al. 2003).

1.4 Kikirdak Dokusu Tedavi Yontemleri

Estetik ve ortopedik ameliyatlar, doku transplantasyonu ve yapay protez uygulamalari
gunimizde tedavi amaciyla uygulanan belli bash yontemlerdir. Bu yontemlerin,
avantajlarinin yani sira bir¢cok dezavantaji da bulunmaktadir (Angel et al. 2003).
Ameliyatla tedavide, uzun vadede siklikla problemler ortaya cikabilmektedir. Doku
nakillerinde, dondér doku bulma zorluklari, greftin bagisiklik sistemi tarafindan
reddedilmesi ve greftin boyutlarindan ve tespitinden kaynaklanan teknik zorluklar gibi
sorunlar gozlenmektedir. Ayrica viicudun degisik bolgelerindeki kikirdak dokularinin,
ayni mekanik dayanima sahip olmamasindan otiri, 6zellikle ototransplantasyonlarda
gerekli mekanik dayanimin saglanmasinda gucliklerle karsilasilmaktadir (Anonim
1999).



1.4.1 Doku Muhendisligi Yaklasimi ile Kikirdak Dokunun Uretilmesi

Doku mihendisligi son yillarda biyoteknolojinin 6nemli bir alani olarak hizli bir
gelisme gostermektedir (Elgin, 2003). Biyomalzemelerdeki énemli gelismeler, yeni
hicre kultrd teknikleri ve yeni bulunan ve 6nemi kanitlanan biytime faktorleri, hayati
onem tasiyan nakledilebilir doku ve organlarin Uretilebilmesi icin yeni olanaklar

saglamaktadir (Vacanti and Vacanti, 1997).

Son yillarda, doku miuhendisligi yaklasimiyla Uretilen kikirdak dokusu, uygulamada
olan tedavilere alternatif olarak gelistirilmektedir. Doku mihendisligi yaklasimiyla
kikirdak doku Uretiminde Gzerinde ¢alisilan iki yontem bulunmaktadir.

Bunlardan birincisi; vicut disinda ¢ogaltilan kikirdak htcrelerinin kullanimi (hiicre
transplantasyonu); ikincisiyse kikirdak hcrelerinin,ic-boyutlu biyobozunur destek

materyalleri Gzerinde Uretilmesidir (hiicre-polimer modeli) (Elgin, 2004).

1.4.1.1 Otolog hicre nakli

Hasarli dokunun tamiri icin kikirdak hicrelerinin ya da progenitér (6nct) hicrelerin
hasarli bolgeye nakline, kikirdak hiicre nakli adi verilmektedir. Kikirdak hicrelerinin
nakli Uzerine yapilan calismalar 1968 yilinda baslamistir. Ancak hucrelerin kendi hiicre
disi matrikslerini (HDM) olusturana kadar, hasarli bdlgede tutulmasinda karsilasilan

zorluklar nedeniyle basari orani %40’ 1n altinda kalmistir (Anonim 1999).

Ilk olarak 1987 yilinda Isve¢’te uygulanan otolog kondrosit transplantasyonu
calismalari ise, glinimiizde tamamen fonksiyonel olan yeni kikirdak dokusunun, ¢esitli
polimer iskeletler ve biyoreaktorler kullanilarak dretilmesi amacina yonelik olarak

devam etmektedir.



1.4.1.2 Hicre-Polimer Modeli

Hicre naklinde, hiicrelerin hasarli bolgeye istenilen sekilde ve boyutta ulastirillamamasi
durumunda, yapilan calismanin hicbir anlami kalmamaktadir. Bu amacla, hicre
naklinde kullanilmak Uzere oldukga yuksek dizeyde gobzenege sahip destek
materyallerinin kullanimini iceren huicre—polimer modeli gelistirilmistir (Freed et al.
1994). Hucre—polimer modelinde kikirdak dokusundan elde edilen hiicreler, sentetik ya
da dogal yapiya sahip, biyolojik ortamda bozunan (biyobozunur) polimerik destek
malzemeleri (zerine tohumlanmaktadirlar (Elgin and Elgin, 2006). Bu destek
malzemeleri, in vitro olarak kulture edilen kikirdak hicrelerinin, baglanip gelisebilmesi
icin gerekli olan yuzeyi saglamaktadir. Ayrica, kondrositlerin kendi matrikslerini
Uretene kadar tutunabilecekleri bir ¢esit yapay HDM gorevi gormektedir (Temenoff and
Mikos, 2000).

Kaltdr islemi, iki-boyutlu olarak yuritildiglnde hicrelerin geriye dogru farklilasarak
(dediferansiye) kendi fenotipik Ozeliklerini kaybettigi gézlenmistir. Buna karsin (c-
boyutlu ortamlarda yani polimer iskeletlerde ve biyoreaktorlerde ydritilen kiltdrlerde,
kondrositlerin dediferansiye olmadiklari ve kendi islevlerine devam edebildikleri
gozlenmistir (Furukawa et al. 2003)

Yaklasik olarak son 20 yil icerisinde, dogal kikirdaga cok yakin 6zelliklere sahip
kikirdak dokusunun gelisiminde o6nemli ilerlemeler kaydedilmistir. Ancak bu
teknolojiyi, klinik boyutlara tasimak igin tretimi blylik miktarlara ¢ikartmak ve rutine
gecebilecek bir yontem gelistirmek igin calismalar devam etmektedir.

1.4.1.3 Dinamik kulttr sartlari

Doku miihendisliginde kullanilan t¢-boyutlu ortamlar ya da sadece hiicreler doku kulttr
kaplarinda statik olarak kultiire edilebilecekleri gibi karistirmali ve besin ile oksijen
diftizyonunun saglandigi biyoreaktor yapilari kullanilarak dinamik sartlar altinda da

kilture edilebilmektedir (Emin et al. 2004). Kullanilabilirligi arastirilan belli basl



reaktor tlrleri; spinner flask, mikrotasiyici-destekli reaktorler, perfiizyon kiltur sistemi

ve doner-duvarli biyoreaktorlerdir (Darlig and Athanasiou, 2003).

1.4.1.3.1 Spinner flask (doner kap)

En basit biyoreaktdr modellerinden biridir. Kondrositlerin ekildigi destek materyal,
kabin tipasindan sarkan gubuklara tutturulur ve materyallerin tamamini kaplayacak
sekilde besi ortami ilave edilerek manyetik karistirici ile reaktérin karismasi saglanir.
Yuksek besin konsantrasyonu saglamak igin besi ortami birka¢ glnde bir degistirilir.
Freed ve grubu tarafindan yapilan calismalar, spinner flasklarda 5 hafta sonunda elde
edilen dokularin petri kaplarindakine gére daha kalin ve genis oldugunu gostermis

bulunuyor.

1.4.1.3.2 Mikrotaslyici-destekli reaktorler

Bu tlr reaktorler doku uretimi icin degil, buytk-6lcekli kondrosit kiltirt elde etmek
icin kullaniimaktadir. Genellikle kollajen veya dekstran yapisindaki mikro kireler (150-
300 um capinda), surekli karistirmali bir reaktdrde, besi ortami icerisinde asili durumda
tutulur ve kondrositler de reaktdre eklenir. Mikro taslyicilara yapisan hucreler burada
ureyerek cogalirlar. Devamli besi ortami degistirilir. Yapilan ¢alismalar, hiicre reme
hizinin  petri  kaplarindakine gore 2 kattan daha fazla oldugunu gostermistir.
Karistirmadan kaynaklanan kayma gerilimlerini ortadan kaldirmak i¢in mikro

tastyicilar, akiskan yatak ya da hava-kaldirmali reaktorler de kullanilabilir.

1.4.1.3.3 Perfuzyon kalturler

Hicreler destek materyallerine ekilerek reaktore yerlestirilir. Sonra besi ortami bir
peristaltik pompa yardimiyla belli bir akis hizinda reaktére gonderilir ve atik trtinler de
bir ¢ikis kanalindan reaktor( terk ederler. Boylelikle karisma hizinin istenmeyen etkisi

de ortadan kaldirilmis olur.



1.4.1.3.4 DOner-duvarli biyoreaktorler

Bu biyoreaktorler, mekanik Kkaristirma olmaksizin mikrotastyicilarla veya destek
materyallerle kullanilabilen doner-duvarli biyoreaktorlerdir (Emin et al. 2005). Bu
reaktor, NASA tarafindan mikrogravite etkilerine benzer olarak tasarlanmistir (Sekil
1.3). Reaktor es merkezli iki silindirden olusur. Sabit duran i¢ silindir gaz aligverisini
saglayacak bir zara sahiptir. Gegirgen olmayan bir materyalden yapilmis dis silindir ise
doner. iki silindir arasindaki bosluga surekli olarak besin sivisi gonderilir. Onceden
hlcre ekilmis destek materyaller veya kondrosit-mikrotasiyicilar, reaktore yerlestirilerek

doku veya hiicre Gretimi gerceklestirilir (Freed et al. 1997).

NASA tarafindan gelistirilen ve mikrogravitiyi saglayan doéner duvarli biyoreaktor
sistemi (RCCS-STLV) tim biyoreaktor sistemleri icerisinde 0Ozellikle dikkat
cekmektedir (Freed et al. 1997). Bu sistemde Karistirma yapinin doénmesi ile
saglanmakta, bu ise karistirmadan kaynaklanan kayma gerilimini azaltmaktadir
(Unsworth and Lelkes, 1998).

Sekil 1.3 RCCS-STLYV biyoreaktor sistemi

RCCS-STLV biyoreaktor sistemi, yapiya etki eden kuvvetlerin bileskesi sifir olacak
sekilde dizayn edilmistir ve yercekimsiz ortami bu sekilde saglamaktadir (Sekil 1.4). Bu



biyoreaktor sistemi, yapmis oldugumuz ¢alismada dinamik kultur sartlarinin saglanmasi

icin kullaniimistir .

Hucreler ya da polimerik biyomalzemeler reaktor icerisindeki besin sivisinda askida
kalmaktadir. Bu ise bir ¢esit U¢-boyutlu ortam saglamakta ve var olan ti¢g-boyutlu ortami
desteklemektedir. Bu kosulun saglanmasindan dolayr HDM sentezinin artmasi soz

konusudur.

cekme kuvveti (Fd)
savurma kuvveti (Fc)
cekim kuvveti (Fg)

Sekil 1.4 RCCS-STLYV biyoreaktor sisteminin ¢alisma prensibi

Istenilen boyutlara sahip doku uretiminde RCCS-STLV biyoreaktérlerinin kullanimiyla,
diger tekniklere gore énemli avantajlar saglanacagi disunulmektedir. ileri surtlen bu

avantajlar:

1. Kiltdr ortaminda homojen bir karistirmanin ve hassas kontrollin saglanmasi,

2. Besin diizeylerinin ve pH degerinin sabit tutulmasi,

3. Cogu biyoreaktor modelinde, karistirmadan kaynaklanan “kayma geriliminin”

engellenebilmesi ve mikro yercekimli bir ortam saglamasi seklinde siralanabilir.
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Destek malzemesinin G¢-boyutlu olmasi, dokunun sekillendirilebilmesi ve gelisimi igin
onemli bir parametredir (Freed, 1998). iki-boyutlu tek tabaka kiiltirlerde fenotipik
Ozelliklerini kaybeden otolog kondrositlerin tg-boyutlu malzemelere ve kondrojenik
vasat ortamina kullanilarak, kendi HDM’lerini olusturacak seklinde dediferansiye
olmalari saglanabilmektedir (Sittinger et al. 1996). Mikrograviteyi saglayan biyoreakttr
sistemi de hicrelerin doku-spesifik olarak gelismelerini uyarmaktadir (Unsworth and
Lelkes, 1998).

1.4.1.3.5 Dinamik kultlr sartlarinin avantajlari

Dinamik kaltur sarlarinin dolayisiyla biyoreaktorlerin sagladigi 6nemli avantajlar vardir
(Vunjak-Novakovic et al. 1999) Bunlar:

1. Ug boyutlu ortami destekler

2. Duzgln karistirma ile gerilimi azaltir

3. Besin diflizyonunu kolaylastirir

4. Proliferasyonu, rediferansiyasyonu uyarir

5. Matriks sentezini hizlandirir

1.4.1.4 Kikirdak doku muhendislinde kullanilan polimerler

Hicre—polimer modelinde kullanilan destek materyali olarak pek ¢ok polimer yapisinda
biyomalzeme test edilmistir. Bu malzemeler, genel olarak dogal ve sentetik
biyobozunur malzemeler olarak ikiye ayrilabilir (Reinholz et al. 2003). Dogal
biyobozunur malzemeler; kollajen sungerleri ve jelleri, kollajen ve glikozaminoglikan

(GAG) bilesikleri ve hiyaltronik asidi (HA) icerirler. Sentetik biyobozunan malzemeler
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olarak; poliesterler, polilaktik asit, poliglikolik asit, Vicryl, Dacron ve bazi poliliretanlar
sayilabilir (Freed et al. 1994).

Polimerik malzemelerin doku muhendisliginde kullanilabilmeleri igin bazi 6zelliklere
sahip olmasi gerekmektedir. Bu 0Ozelliklere sahip olmayan polimerlerin doku
muhendisligi amaciyla vicut icerisinde kullanilmasi ciddi sorunlara neden olmaktadir.

Bu 6zellikler en genel sekliyle asagida siralanmistir (Elgin, 2004).

1.  Biyobozunurluk: Vicut igerisinde istenilen stre icerisinde dogal olarak
parcalanmali ve bu sayede hiicrelere kendi HDM’lerini sentezlemeleri icin gerekli
olan zaman kazandiriimahdir. Bu sire polimerin yapisina ve kullanilan hicre
tirtine gore degismektedir. Ihtiyag duyulan sire uygun polimer kullanilarak

ayarlanabilmektedir.

2. Biyouyumluluk: Vicut icerisinde hicbir sekilde reaksiyona girmemeli; dokular igin
tamamen inert olmali ve immunolojik tepkiye yol agmamalidir. Ayrica

parcalanma uriinleri de viicuda zarar vermemeli, toksik etki gostermemelidir.

3. Mekanik dayanim: Mekanik etkiler nedeniyle parcalanip dagilmamahdir.
Polimerik biyomalzeme dogal slrec icerinde yavas yavas bozunarak kendisini

olusturan monomerlerine yikilmalidir.

4. Uygun yizey kimyasi: Kondrositler, fonksiyonlarini yerine getirebilmek icin bir
zemine baglanmaya gereksinim duyan hicrelerdir. izolasyonun ardindan hiicreler
polimerik yapiya ekildiklerinde yapiya baglanmalari gerekmektedir. Bu nedenle
polimerin, hiicrelerin baglanmasi ve aktivite gostermesi i¢in uygun yapiya sahip
olmasi ve bunun icin gerekli olan fonksiyonel gruplar (zerinde tasimasi

gerekmektedir.

5. Yuksek gozeneklilik: Hucrelerin polimerik biyomalzemenin Uzerine yerlesmesi,

birbirleri ile etkilesmesi ve besin maddelerinin gecisi icin yapinin yiiksek oranda
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gozeneklilige sahip olmasi gerekmektedir. Polimerik iskelet ya da siinger yapisi
hazirlanirken uygun teknikler kullanilarak g6zenek miktari ve boyutu

ayarlanabilmektedir.

Bu ozellikleri tastyan polimerlere biyopolimer denir. Doku muhendisliginde kullanilan
biyopolimerler genel olarak dort baslik altinda toplanabilir.

1.4.1.4.1 Sentetik polimerler

Genellikle alfa-hidroksi asit polimerler sinifinda olan ve parcalanma Urinleri vicut
tarafindan sindirilerek uzaklastirilabilen polimerlerdir (Sittinger et al. 1996). Bu amagla
en ¢ok, PLGA, PGA, PLA, bazen de Vicryl, Dacron ve diger bazi poliuretanlar
kullaniimakla birlikte en ¢ok Uzerinde ¢ahisilanlar ilk (i¢c polimer tiriddr ((Freed et al.

1994). Sentetik polimerler asagidaki 6zellikleri tagimaktadir (Reinholz et al. 2003).

1. Yiksek dayaniklilik

2. Biyobozunurluk ve biyouyumluluk

3. Zararsiz pargalanma trdnd

4. Sekillendirme kolayhgi

5. Iskelet ve siingerlerde yiiksek gozeneklilik orani

6. Uzun sareli uygulamalarda kullanim avantaji

1.4.1.4.2 Dogal polimerler

Dogal polimerler viicut ortaminda bulunan polimerlerdir. Bu nedenle viicut tarafindan

reddedilme, toksik etki gOsterme gibi sorunlara neden olmazlar. Dogal polimerler
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arasinda en cok kullanilanlar, kollajen ve jelatin ile kollajen-GAG ve kollajen-

hiyaltronik asit kompozitleridir (Grande et al. 1997).

Dogal polimerlerin sahip oldugu 6zellikler arsinda asagidakiler sayilabilir (Reinholz et
al. 2003):

1. Canli ortamda bulunurlar: Zehir etkisi olmaz

2. Yiksek sicaklikta bozunma: Sekillendirme gicligl

3. Kaynagina bagli olarak bilesimi degismektedir: immunolojik tepki

4. Enzim varliginda bozunurlar: Gegici (kisa sureli) uygulamalarda kullanim

kolayligi

1.4.1.4.3 Hidrojeller

Yapilarinda ylksek oranda su tutabilen ¢apraz bagli polimerlere hidrojel denilmektedir.
Polimer cozeltisinin katyonik ortamda selat olusturacak sekilde polimerlesmesi ile
olusmaktadir (Knill et al. 2004). Yiksek oranda anyonik u¢ icermesi yapiya hidrofilik
0zellik kazandirmaktadir (Willliams et al. 2003).

Polimerin ana zincirleri arasinda yiiksek oranda hidrojen baglari ve Van der Waals
etkilesimleri bulunmaktadir ve bu etkiler nedeniyle hidrojeller ¢oziinmezlik 0zelligi
kazanmaktadir (Risbud et al. 2001). Hidrojellerin sahip oldugu 6zellikler kisaca asagida

Ozetlenmistir.

1. Ana zincirler arasinda H-baglari/VVan der Waals etkilesimleri vardir. Bu durum

yapinin stabilitesini artirmaktadir.

2. Suicerigi ile dogal dokulara benzerlik gosterir, yumusaktirlar.
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3. Biyolojik reaksiyonlara karsl inerttir.

4. Cevre dokulara surtinmeleri azdir.

5. Bozunmaya karsI direnclidir.

6. Kolay sekillendirme 6zelligine sahiptir. istenilen sekle sahip bir kalip
hazirlandiktan sonra polimer ¢ozeltisi kalip igerisine bosaltilir. Polimerizasyon,

basladiktan ¢ok kisa bir siire sonra tamamlanarak kalibin seklini almaktadir.

7. Hizli polimerizasyon ve su absorplama yetenegine sahiptir.

8. Besin maddeleri igin yiiksek gegirgenlik 6zelligine ve gdzenek yapisina sahiptir.

9. Yapidaki suyun bir kismi belirli buytkltkteki molekuller igin diflizyon yollari

saglamaktadir.

10. Polimerik yapi buytk molekillere, hiicrelere ve bakterilere karsi bariyer gorevi

gérmektedir.

Doku mihendisliginde yaygin olarak kullanilan hidrojel yapisindaki polimerik
biyomalzemeler hiicre kulturlerinde tek basina kullanilabilmektedir (Durkut et al.
2006). Ayrica, farkli hidrojellerin birlikte kullanimiyla istenilen 6zelliklere daha Gstin
Ozellikli polimerik sistemlerde kullanilmaktadir (Elgin et al. 2003). Kikirdak doku
muhendisliginde en ¢ok kullanilan hidrojel yapisindaki polimerik malzemeler; alginat,

kitosan ve bunlarin modifiye formlaridir.

1.4.1.4.4 Biyomimetik polimerler

Biyomimetik polimerler dogal dokularin taklit yapilari olarak tanimlanmaktadir.

HDM’de bulunan bazi sinyal proteinlerinin polimerik biyomalzemeyle etkilestirilmesi
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ile hazirlanmaktadir. Ilk yapilan calismalarda biyomimetik polimer hazirlanirken bu
sinyal proteinlerinin tamami polimer ile etkilestirilmekteydi. Ancak ginimuzde, bu
sinyal proteinlerinde bulunan ve hicrelerin birbirlerine ya da matriks bilesenlerine
baglanmasinda gorevli olan, 6zel baglanma bolgeleri kullanilarak biyomimetik
polimerler hazirlanmaktadir. Bu 0zel baglanma dizilerinden en ¢ok RGD (arginin-
glisin-asparagin)  baglanma  dizisi, biyomimetik  polimerin  hazirlanmasinda
kullaniimaktadir (Furukawa et al. 2003).

Biyomimetik polimerlerin sahip oldugu bazi 6zellikler asagida siralanmistir:

1.  Dogal dokularin taklit yapilaridir.

2. HDM’de bulunan bazi sinyal proteinlerin, polimerin yapisina katilmasiyla

hazirlanirlar.
3. Hucrelerin baglanmasini kolaylastirir.
4. Biyomolekdler tanima 6zelligine sahiptir.

5. Cevre dokular ile iletisim kurabilmektedir.

1.4.2 Ortopedik ameliyatlar

Saglikli  kikirdak dokusunun da bulundugu kuglik defektlerde otolog hicre
transplantasyonu yapilabilmektedir. Bu yontemle tedavi edilemeyecek daha biyik
kikirdak doku hasarlarinda ise, halen (zerinde calismalarin devam ettigi, doku

muhendisligi riint hiicre-polimer modeli yapilar kullaniimaktadir (Freed et al. 1993).

Doku mihendisligi yaklagimi ile kikirdak hasarlarinin tedavisi, travmatik olmayan
artrit,  ossifikasyon, kalsifikasyon gibi hastaliklar sonucu olusan hasarlara
uygulanamamaktadir. Bunun nedeni dogal dokudaki hicrelerin yapisal farkhiliga
ugramasi ve buna bagli olarak matriks yapinin geri donlsulmez bir sekilde

bozulmasindan kaynaklanmaktadir (Reddi, 1994).
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Saglikli doku miktarinin yeterli olmadigl ya da dogal dokunun tamaminin bozuldugu
kikirdak dokusu hasarlarinda, ortopedik implantlarin  kullanimi  daha uygun
gorulmektedir. Bu tir uygulamalarda bozulan kikirdak dokusu tamamen cikartilarak

yerine yapay biyolojik implant malzemeler yerlestirilmektedir (Angel et al. 2003).

Ameliyatla tedavide, uzun vadede siklikla problemler ortaya ¢ikabilmektedir. Doku
nakillerinde, dondér doku bulma zorluklari, greftin bagisiklik sistemi tarafindan
reddedilmesi ve greftin boyutlarindan ve tespitinden kaynaklanan teknik zorluklar gibi
sorunlar gozlenmektedir. Ayrica viicudun degisik bolgelerindeki kikirdak dokularinin,
ayni mekanik dayanima sahip olmamasindan 6tird, 6zellikle ototransplantasyonlarda

gerekli mekanik dayanimin saglanmasinda gucliklerle karsilasiimaktadir.

Kikirdak doku tamirinde Ozellikle son yillarda gelistirilen metal ve plastik eklem
protezleri, eklem agrilarini hafifletmek ve fonksiyonlarini yerine getirmek acisindan
blylk basari saglamistir. Buna karsin, yapay olan bu protezlerde, zamanla asinma ve
enfeksiyon gozlenmekte ve fiziksel acidan aktif Kisilerde yeterli dayanim
saglanamamaktadir. Ayrica implantasyon sirasinda bu protezlerin dokuya tutunmasi da

sorun teskil etmektedir.
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2. KONDROGENEZIi ETKILEYEN FAKTORLER

2.1 Uyarici Molekuller

Organizmada, kondrositlerin fonksiyonu diizgiin bir hormonal dengeye dayanmaktadir.
Bu dengede meydana gelebilecek bir bozulma ve matriks sentezindeki anabolizma-
katabolizma reaksiyonlarindaki dengesizlikler kikirdak dokuda hasara neden
olmaktadir. Kikirdak dokusunun gelisimine ve fonksiyonlarina etki eden bazi sitokinler

ve biylme faktorleri asagida agiklanmistir (Murathanoglu, 1996).

Somatotropin : Kikirdak blytmesi genel olarak hipofizden salgilanan biyime hormonu
somatotropine baghdir. Bu hormon, dogrudan dogruya kondrositleri etkilemez ancak
karacigerdeki somatomedin-C sentezini uyarir. Somatomedin-C (IGF-1) ise dogrudan

kondrositleri etkileyerek buyumelerini kolaylastirmaktadir (Jungueira et al. 1993).

C vitamini : Matriks Uretimine ozellikle kollajen dretimine uyarici etkisi vardir.
Kollajenin yapisinda bulunan hidroksilizin ve hidroksiprolin amino asitleri organizmada
bu sekilde bulunmaz. Bu amino asitlerin hidroksilasyonu, sentezlenen kollajen peptidi
minimum uzunluga ulastiginda ve halen ribozomlara bagli iken peptidil
prolinhidroksilaz ve lizinhidroksilaz enzimleri tarafindan gerceklestirilir. Askorbik asit
(C vitamini) ise bu enzimlerin kofaktori olarak gorev almaktadir.

Trioksin ve Testosteron: Silfatlanmis GAG sentezini hizlandirir.

D vitamini: Kondrositlerin olgunlasmasini ve matriks sentezini uyarir. Ancak

kalsifikasyonu ve vaskdler invazyonu da uyararak “hipertropik fenotipi” de destekler.

Kortizon, Hidrokortizon, Estradiol: Silfatlanmis GAG sentezini geciktirir.

FGF-2: Kondrositlerin  ¢ogalmasini  uyarir.  Hucrelerin  hipertropik  fenotipe

farklilasmasinda kuvvetli bir baskilayici faktordir (Barbero et al. 2004).
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TGF-$ : TGF-B stper ailesi ¢cok sayida buytime faktori icermektedir. Bunlarin iginden

TGF-B1 ve TGF-B2 kondrositlerin olgunlasmasini ve ¢cogalmasini uyarmaktadir. Ayrica

vaskdler invazyonu ve tiimor olusumunu 6nleyerek dokuyu korumaktadir.

TGF-B matriks molekillerinin ekspresyonunu duzenler, fibronektin, proteoglikan,
kollajen ve tenaskin dretimini uyarir. TGF-p’nin 6nemli bir etkisi de matriks
molekdllerini degrade eden proteazlara karsi bunlarin inhibitérlerinin Gretimini
uyarmasidir. Boylece proteazlarin matriks molekiillerini degrade ederek yapinin

stabilitesini ve butlnliglini bozmasina karsi dokuyu korumaktadir (Angel et al. 2003).

Yapisinda kapiler icermeyen kikirdak dokusu icerisinde bu uyarici molekillerin
baglanarak fonksiyonlarini yapabilmesi ve matriks icerisinde depolanabilmesi igin 6zel
baglanma bolgeleri bulunmaktadir.

2.2 Hucre Disi Matriks Molekulleri

HDM kikirdak dokusunun énemli bir kismini olusturur Hucrelere besin ve gerekli
maddelerin diflizyonla tasinmasi matriks araciligl ile olmaktadir. Ayrica dokunun
yuksek baski ve gerilimler ile osmotik basinca karsi korunmasinda 6nemli bir goreve

sahiptir.

HDM yiksek derecede su tutma kapasitesine sahiptir. Hlcrelerin ihtiya¢ duydugu besin
maddeleri ile kimyasallar matriks suyu icerisinde ¢ozinerek tasinmaktadir. Bu nedenle
matriks yapisindaki serbest su miktari cok dustktir (Angel et al. 2003). Ayrica matriks
icerisinde bulunan ve polianyon olarak davranan molekuller su molekullerini tutarak

doku icin glvenli bir osmotik cevre olusturmaktadir.

HDM’nin yapisi genel olarak iki kisimda incelenebilir (Sekil 2.1). Bunlardan teritoryal
matriks, hucrenin ¢evresinde bulunur ve kicuk proteoglikanlar bakimindan zengindir.
Interteritoryal matriks ise protein lifler ile blylik GAG’lar bakimindan zengindir ve

matrikse baskilara ve gerilmeye Kkarsi stin dayanim kazandirir (Angel et al. 2003).
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Sekil 2.1 Kikirdak dokusunun yapisi ve HDM bilesimi

HDM molekulleri genel olarak ¢ baslik altinda toplanabilir. Ancak bu siniflandirma

kesin sinirlarla birbirinden ayrilamamaktadir (Murathanoglu, 1996). Bunlar:

1. Yapisal proteinler: Kollajen, elastin

2. Ozellesmis proteinler: Fibrilin, laminin, elastin, fibronektin, vitronektin

3. Proteoglikanlar: Glikozaminoglikanlar (GAG)

2.2.1 Yapisal proteinler

Yapisal proteinler dallanmis glikoproteinlerdir. Bir kor proteinine karbonhidratlarin
baglanmasi ile olusmus yapilardir. Yapida protein 6zellik baskindir. Hucreler arasi
iligkilerde gorev almaktadir. Ayrica hiicrenin diger hiicrelere, HDM molekdllerine ve alt
tabakalara yapismasinda ve baglanmasinda biyik 6nem tasimaktadir. HDM’de, bazal
laminada ve bag dokusunda yerlesik olarak bulunurlar. En 6énemli yapisal proteinler;

kollajen, fibronektin, laminin ve vitronektindir.
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2.2.1.1 Kollajen lifler

HDM’nin 6énemli bir bilesenidir ve insan viicudunda en bol bulunan proteindir, kuru
agirhgin yaklasik olarak %30’unu olusturmaktadir. Omurgalhilarda bulunan kollajen bir
proteinler grubu olup, kimyasal kompozisyonlarinin farkliliklari, morfolojik 6zelikleri,
dagilimlari, fonksiyonlari ve patolojileri ile fark edilen birka¢ htcre tipi tarafindan

uretilirler.

Kollajen proteininin ana yapisini glisin (%35,5), prolin (%12) ve hidroksiprolin (%10)
amino asitleri olusturmaktadir. Yapida ayrica daha az miktarda olmakla birlikte lizin ve
hidroksilizin amino asitleri de dikkati ¢ekmektedir. Hidroksiprolin ve hidroksilizin
amino asitleri kollajene has bir sekilde bu yapida bulunurlar. Bu amino asitler prolin ve
lizin amino asitlerinin protein molekili sentezlenirken peptidil prolin hidroksilaz ve
lizin hidroksilaz enzimlerinin etkisiyle hidroksillenmesi sonucu olusurlar. Bir dokuda
bulunan kollajen miktar1 yapisindaki hidroksiprolin miktarinin tespit edilmesiyle

belirlenebilmektedir (Junqueira et al. 1993).

Kollajen lifleri cok sert ve dayanikhidir. Bu 0zelikleri nedeniyle dokuya buyuk bir
dayanim ve esneklik kazandirmaktadir. Kollajen molekillerinin donistm sireleri ¢ok
uzundur ve kendilerini yenilemesi ¢ok yavastir. Soguga ve sicaga dayanikli olmasina

karsin pepsin ve 0zellikle kollajenaz enzimleri tarafindan kolaylikla sindirilirler.

Kollajen lifleri alfa zincir yapilarinin ¢ok siki paketlenmesi sonucu olusmaktadir.
Oncelikli olarak alfa zincirleri sentezlenerek (¢ tanesi bir araya gelir ve prokollajen
molekilind olusturur. Prokollajen molekdld, alfa zincirlerinin uclari daginik sekilde
sarmal yap! olusturmasiyla olusmaktadir. Daginik uclarin prokollajen peptidaz
enzimiyle kesilmesi ile kollajen molekull olusmaktadir. Kollajen molekullerinin 15-20
tanesinin ¢apraz baglarla bir araya gelmesi ile kollajen fibrilleri; kollajen fibrillerin bir
araya gelerek baglanmalari ile de kollajen fiberleri olusmaktadir (Saglam vd. 2001).
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Kollajen liflerinin paketlenmis yapisi ac¢ildiginda yapinin en alt biriminin alfa-zincir
peptitleri oldugu gorilmektedir. Kollajenin yapisinda bulunan amino asitlerin farkl
sekilde ve oranda dizilmesiyle farkl alfa-zincirleri; farkh alfa-zincirlerinin bir araya
gelerek paketlenmesiyle de fakli kollajen lifleri olusmaktadir (Cizelge 2.1). Kollajen
liflerinin bilinen 25 farkli tirG vardir. Ancak bunlardan 5-6 tanesi 6zellikle 6nem

tasimakta ve Uzerinde calisiimaktadir. Bazi kollajen turlerinin ise tam yapisi ve gorevi

kesin olarak belirlenememistir.

Cizelge 2.1 Kollajen tipleri ve bazi dzelikleri

Tip a-Zincir Duzeni Yapisi Lokalizasyonu
Deri, tendon, kemik,
I [a1(D]2[a(D)] 300 nm, 67 nm sarili fibriller ]
vb.
1 [a1(ID]3 300nm, kuctk 67nm fibriller Kikirdak
o Deri ve kasta yogun
11 [a1(11D]3 300nm, kigtk 67nm fibriller
bulunur
390nm C-term globiiler _
v [al(1V)2[a2(IV)] o Tiim bazal lamina
bolge, non-fibriler
390nm N-term globuler Tip-I kollajen ile
\ [a1(M)][a2(V)][a3(V)] e _—_—
bolge, kgtik fiberler iligkili
150nm, N-C term. globular | _ o
VI [al(VD][a2(VD][a3(V1)] o Tip-1 kollajen ile iligkili
bolgeler, mikrofibriller
VIl [al(VID]3 450nm, dimer Epitel
Vi [al(VII]3 ?7? Bazi endotel hiicreler
200nm, N-term. globiler Kikirdak, tip-Il
X | [od(IX)][e2(1X)][03(1X)] o
bolge kollajen ile iligkili
150nm, C-term. Globiiler Hipertropik ve
X [a1(X)]3 . _
bolge mineralize kikirdak
XI [oal(XDJ[e2(XD][a3(XD] | 300nm, kuguk fiberler Kikirdak
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2.2.2 Ozellesmis proteinler

Belirli bir amag dogrultusunda fonksiyon gosteren glikoproteinler vardir. Bunlara doku
icerisindeki spesifik gorevlerini yerine getirerek hiicreler ile alt tabakalar ve diger HDM

molekdlleri arasindaki baglantiyi kurarak dokunun metabolik batunligind korurlar.

Bunlardan fibronektin, vitronektin, laminin kondrositler ile HDM molekulleri

arasindaki iletisimi saglayan énemli glikoprotein yapilaridir.

2.2.2.1 Fibronektin

Bazi glikoproteinler, bag dokularinda izole edilmistir ve bunlar, komsu hucreler
arasindaki iliskilerde dnemli rol oynamakla kalmayip ayni zamanda hicrelerin alt

tabakalara yapismasinda da énemli roller Ustlenirler.

Fibronektin, fibroblastlar ve bazi epitel hicreler tarafindan sentezlenen bir
glikoproteindir. Molekul kutlesi 222.000-240.000 Da arasinda olup hiicreler ve bazi
HDM molekilleri i¢in baglanma molekdlleri icermektedir. Bu iliskiler normal hiicre

goci ve birlesmesine yardimci olmaktadir.

Sekil 2.2 Fibronektinin yapisi
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Fibronektin tek bir gen tarafindan Uretilmektedir ve bu genin delesyonu embriyonik
evrede Olimle sonucglanmaktadir. Tek bir gen tarafindan eksprese edilmesine karsin
farkh ekson bolgeleri nedeniyle (g farkh turd olusmaktadir. Fibronektin ylksek oranda
oligometrik capraz bag iceren dimerik bir molekuldir. Genel olarak iki ayri formda

Uretilmektedir. Bunlar:

COozunar fibronektin: Karacigerden sentezlenerek kan akimina verilmektedir.

Cozunmez fibronektin: Hiicre yizeyinde toplanmakta yada HDM’de birikmektedir. Bazi

hlcre ylzeylerinde ise fibriler yapida bulunmaktadir

2.2.2.2 Vitronektin

Vitronektin multifonksiyonel bir glikoproteindir. Hicrelerin baglanma ve yapisma
fonksiyonlarina aracilik etmektedir. Bir plazma bileseni olarak fibronektin kadar iyi bir
sekilde gorevini yerine getirmektedir. HDM icerisinde kollajen ve fibronektin kadar
yaygin bir dagilim gostermemekle birlikte genellikle fibronektin ile kolokalize olarak

bulunmaktadir. Yaygin olarak insan dermal elastik fiberlerinin ¢evresinde bulunur.

Vitronektin molekuliinde de hiicrelere baglanmak ic¢in kullanilan RGD (arjinin-glisin-
asparagin) hucre baglanma dizisi bulunmaktadir. Bu RGD baglanma dizisi araciligiyla
hlcreye baglanirken yapisinda bulunan diger baglanma bdlgeleri ile baska molekillere

baglanabilmektedir. Ayrica hiicrelerin in vitro olarak seruma yapismasini saglamaktadir.

Cok fonksiyonlu yapiya sahip olan vitronektin ayni zamanda Urokinaz plazminojen
reseptorii olarak is gormektedir. Urokinaz plazminojenin vitronektine baglanmasiyla
plazminojen plazmine donlismektedir. Plazmin ise ortamdaki fibrini degrade
etmektedir. Degrade olan fibrin ise matriks metallo proteaz (MMP) dnculerini uyararak
MMP’leri aktif hale getirir. MMP’ler ise matriks molekdllerini degrade ederek matriks
yapisinin ve stabilitesinin bozulmasina neden olarak kikirdak dokusunda hasara yol
acmaktadir.
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2.2.2.3 Laminin

Hiicre-adesiv multigen ailesinden heterotrimerik bir glikoproteindir. Fibronektin ve
vitronektine benzer sekilde hucrelerin baglanma ve yapisma fonksiyonlarinda gorev

almaktadir. Genel olarak bazal laminada bulunmaktadir.

Kanser hucrelerinin diger dokulara niifuz etmelerindeki (metastaz) artan yeteneklerinde

fibronektin ile laminin isbirligi kabul edilmektedir.

Tumor hiicreleri metastaz suresince bazal laminadan gegcmek icin laminin reseptorlerini
kullanmaktadir. Bu yayilma yolu takip edilerek tumor hucrelerinin belirlenmesi ve

aciklanabilmesi mumkiin olmaktadir.

Sekil 2.3 Lamininin yapisi

Laminin ekspresyonu gelismenin diizenlenmesinde ortaya cikar ve yaklasik olarak
kollajen-tip-4 ile esit miktarda Uretilir. Laminin Uzerinde hicre baglanma bdlgeleri ile
heparin/heparin sulfat ve kollajen 4 icin spesifik baglanma bolgeleri bulunmaktadir.

Bazi in vitro hicre kultlrlerinde laminin, polistiren kiltir kaplarina kaplanarak hicresel

baglanma, ¢cogalma ve farklilasma uyarilabilmektedir.
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2.2.3 Proteoglikanlar

Glikozaminoglikanlar (GAG), genellikle bir Gronik asit ve bir heksoz amin tarafindan
olusturulan karakteristik tekrarlayan disakkarit birimlerinden meydana gelmis olan
dogrusal polisakkaritlerdir (Knudson and Knudson, 2001). GAG cesitleri ve bilesimleri
ile viicut igerisindeki dagilimi Cizelge 2.2°de verilmistir.

Cizelge 2.2 GAG’larin kompozisyonu, bag dokusundaki dagilimi ve kollajen lifler ile
olan iliskisi

GAG Tekrarlayan Disakkaritler Dagilim Kollajen ile
Elektrostatik
Hekzauronik Heksozamin lligki
asit
Hiyaluronik D-glukuronik D-glikozamin sinovyal sivi,
asit asit kikirdak
Kondroitin-4- D-glukuronik D-galaktozamin Kikirdak, kemik, Esas olarak
stlfat asit deri, kornea kollajen tip 2
Kondroitin-6- D-glukronik asit D-galaktozamin Kikirdak, gobek Yiksek oranda
stlfat bagi, deri, kollajen tip 2
Dermatan D-glukuronik D-galaktozamin Deri, tendon, Yiksek oranda
stlfat asit / L-iduronik aort kollajen tip 1
asit
Heparan siilfat D-glukuronik D-galaktozamin Aort, akciger, Orta derecede
asit /L-idlironik bazal lamina, Kol- tip 3 ve 4
asit karaciger
Keratan siilfat D-galaktoz D-galaktozamin kornea
(kornea)
Keratan stlfat D-galaktoz D-glukozamin Kikirdak
(iskelet)
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Hiyaluronik asit disindaki diger GAG polimer zincirlerinin bir kor proteinine
baglanmasiyla proteoglikan molekilli olusmaktadir. Proteoglikan molekdll, telden
yapili, sapi protein 6zlnd, kollari ise GAG’lar1 andiran ve bir test tlpl fircasi olarak

sematize edilebilen tg¢ boyutlu bir yapidir.

Proteoglikanlarda karbonhidrat kisim hakimdir ve molekil kutlesinin %80-90’1ni
olusturmaktadir. Proteoglikanlarin sentezi kaba endoplazmik-retikulumda protein
vasatina ait kismin sentezi ile baslamakta; ayni zamanda silfatasyonun da meydana

geldigi golgi kompleksinde tamamlanmaktadir.

Kikirdak iginde proteoglikan molekdlleri daha bliytk molekiller halinde proteoglikan
agregatlarint  meydana getiren bir hiyallronik asit zincirine bagli olarak
gosterilmektedir. Proteoglikan agregatlari, bir proteoglikan molekilu olan agrekanin
baglanma proteini ile bir hiyalironik asit molekuliine baglanmasi ve bu yapinin da
kollajen lifler ile etkilesime girmesi sonucu olusmustur (Angel et al. 2003).

Proteoglikan molekullerinin ¢ogunlugunun karbonhidrat kisminin icinde hidroksil,
karboksil ve silfat gruplari yiiksek orada bulundugundan dolayr yapi son derece
hidrofiliktir ve polianyon davranisi gosterir. Bu 0zelliklerinden dolay1 proteoglikanlar
cok sayida katyonla elektrostatik baglar ile baglanabilirler (Saglam vd. 2001).

Proteoglikan agregatlari son derece sulu yapilar olup molekdlin etrafini kalin bir ¢ozelti
suyu tabakasi cevrelemektedir. Kuru hacimlerinin yaklasik olarak 50 kati kadar suyu
absorplayarak yapi i¢inde tutabilirler. Bu sekilde dokuya son derece gtivenli bir osmotik
cevre saglamaktadirlar (Angel et al. 2003).

2.2.3.1 Agrekan

Agrekan buyuk bir proteoglikan molekuludir. Genel olarak proteoglikan agregatlarinin

yapisinda bulunan proteoglikan molekiltudir. Negatif yukli polisakkarit ug icerigi

27



yapiya yiuksek derecede su tutma yetenegi kazandirmakta ve bu sekilde doku igin

guvenli bir osmotik ¢evre olusturmaktadir (Handley et al. 2002).

Agrekan monomerleri yapisinda iki daginik bolge icermektedir. Bunlar buyik hacmi

kaplayan GAG birimleri ve 3 tane globiler alan igeren bdlgedir (Knudson et al. 2001)

2.2.3.2 Kikirdak orta tabaka proteini (CILP)

92 kD’luk tek bir polipeptit zincirinden olusmus glikoprotein yapisindaki bir
molekdlddr. N-terminalinde molekdl kutlesinin yaklasik olarak %10’u kadar bir
oligosakkarit molekulli icermektedir. Kondrosit tarafindan sentezlenmektedir. Matriks
icerisindeki dagilimi interteritoryal matriksten teritoryal matrikse dogrudur. Nikleotid
Pirofosfohidrolaz (NTPPHase) homologudur ve proteaz 6nci molekilidir. Bu nedenle

dokuda fazla miktarda bulunmasi matriksin degrade olmasina neden olmaktadir

2.2.3.3 Kikirdak oligomerik matris proteini (COMP)

Trombospondin gen ailesinin bir (yesidir. TSP-5 olarak da isimlendirilmesi
onerilmektedir. COMP bes 6zdes alt polipeptit Unitesinin kangal yapi olusturacak
sekilde N-terminallerini kapatarak birlesmesiyle olusmustur. C-terminalleri ise globuler
yapidadir. Bu yapi disulfit baglari ile stabil hale getirilmistir. Her COMP alt Unitesi,
yaslilarda ve genclerde farklilik gosteren 2 tane N-bagli oligosakkarit molekdli

icermektedir.

Kikirdakta ¢ok bol miktarda bulunmaktadir. Ayrica tendonlarin gerilmis ve sikistiriimig
bolgelerinde, sinovyal sivi ile sinovyal kapsiulde bulunmaktadir. Sinovyal sivida
sinovyal kapsulden elli kat daha fazla miktarda bulunmaktadir. Bu, beslenmesi igin bir
perikondriyumu olmayan ve beslenmesini sinovyal sividan difuzyonla gerceklestiren

artikuler kikirdak igin 6nem tagimaktadir.
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Yapilan in vitro hicre kultiri calismalarinda proliferatif bdlgelerde yogunlastigi

g6zlenmistir. Hicre blylmesinin ve matriks gelisimin bir gdstergesidir.

Matriks gelisiminde 0Ozellikle kollajen liflerinin sentezinde dnemli rol oynamaktadir.
Mikrofibrillerdeki  kollajen  molekullerinin  organizasyonu igin gerekli oldugu

belirlenmistir.

COMP molekulinin matriks icerisindeki miktarinda bir azalma olmasi durumunda
erken osteoartrit gozlenmektedir. Ayrica COMP molekullni eksprese eden gende

meydana gelebilecek bir mutasyon cesitli kalitsal hastaliklara neden olmaktadir.

2.3 HDM Molekiillerinin Kikirdak Dokusu icin Onemi

HDM bilesenleri birbirleriyle cok dizenli ve hassas bir etkilesim halindedir. Bu
etkilesim dokuya iyi bir dayanim kazandirmakta ve dokunun gelisimi ile fonksiyonlarini

diizgiin yapabilmesi igin uygun ortami saglamaktadir.

Dokuyu olusturan hticrelerin ve HDM bilesenlerinin anabolik ve katabolik reaksiyonlari
cok hassas bir dengeye dayanmaktadir. Bu mekanizma diizglin bir hormonal denge
tarafindan kontrol edilmektedir. Hormonal dengenin bozulmasi dokunun stabilitesinin

bozulmasina ve sonucunda cesitli sorunlarin ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir.

Kapiler dolasim sistemi olmayan kikirdak dokusunda beslenme ve gerekli olan
duzenleyici molekiller perikondriyumdan ya da sinovyal sividan diflizyonla
saglanmaktadir. Bu nedenle gerekli olan diizenleyici molekiller gerekli olan her an
diflizyonla yeterince hizli bir sekilde temin edilemeyebilir. Bu nedenle ¢esitli matriks
molekdlleri Gzerinde gerekli olan diizenleyici molekdller ve kimyasallar icin baglanma
bolgeleri bulunmaktadir. Bu baglanma boélgeleri bu maddeler icin hem depo gérevi hem

de aktivite gosterebilmeleri icin bir ara¢ olarak islev gérmektedir.

29



Kikirdak hastaliklari genellikle iki nedenden ortaya ¢ikmaktadir. Birincisi, dokudaki
anabolizma ve katabolizma arasindaki dengenin bozulmasi matriks icerisindeki
proteoglikanlar ile kollajen liflerin dejenere olmasina, dolayisiyla doku uyumunun
bozulmasina neden olmaktadir. Bunun sonucunda da cesitli dejeneratif hastaliklar ile
timor olusumu ortaya cikmaktadir. Ikincisi, cesitli yaralanmalar ve kazalar sonucu
kikirdak dokusunun hasar gérmesidir. Olusan hasar darbenin siddetiyle dogru orantili

olarak degisiklik gostermektedir.

2.4 HDM Molekillerinin In Vitro Kondrosit Kiltlirine Etkisi

Son yillarda, doku mihendisligi yaklasimiyla uretilen kikirdak dokusu, kullanimda olan
tedavi yontemlerine alternatif olarak gelistirilmektedir. Doku muhendisligi yaklasimiyla
kikirdak doku Uretimine yonelik Gzerinde calisilan iki ydntem bulunmaktadir.
Bunlardan birincisi; vucut disinda cogaltilan kikirdak hticrelerinin kullanimi (hucre
transplantasyonu); ikincisiyse kikirdak hucrelerinin, tg-boyutlu biyobozunur destek

materyalleri Gzerinde Uretilmesidir (hlcre-polimer modeli).

Hicre naklinde, hiicrelerin hasarli bolgeye istenilen sekilde ve boyutta ulastirillamamasi
durumunda, yapilan calismanin hicbir anlami kalmamaktadir. Bu amacla, hicre
naklinde kullanilmak Uzere yiliksek oranda godzenege sahip destek materyallerinin
kullanimini iceren hicre—polimer modeli gelistirilmistir (Dunkelman et al. 1995).
Huicre—polimer modelinde kikirdak dokusundan elde edilen hicreler, sentetik ya da
dogal yapiya sahip, biyolojik ortamda bozunan (biyobozunur) polimerik destek
malzemeleri Gzerine yerlestirilmektedir. Bu destek malzemeleri, in vitro olarak kiltire
edilen kikirdak hicrelerinin, baglanip gelisebilmesi icin gerekli olan ylzeyi
saglamaktadir. Ayrica kondrositlerin kendi matrikslerini Gretene kadar tutunabilecekleri

bir cesit yapay hucre-disi matriks (HDM) gorevi Gstlenmektedir (Nehrer et al. 1997).

Kltdr islemi, iki-boyutlu olarak yiratuldugunde hicrelerin dediferansiye olarak kendi
fenotipik 6zeliklerini kaybettigi gozlenmistir. Buna karsin (¢-boyutlu ortamlarda yani
polimer iskeletlerde ve biyoreaktorlerde yarGtulen Kkilturlerde, kondrositlerin
dediferansiye olmadiklari ve kendi islevlerine devam edebildikleri gozlenmistir (Freed,
1998). Destek malzemesinin (g-boyutlu olmasi, dokunun sekillendirilebilmesi ve
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gelisimi icin énemli bir parametredir (Ming et al. 2002). Iki-boyutlu tek tabaka
kilturlerde fenotipik 6zelliklerini kaybeden otolog kondrositler, tig-boyutlu malzemeler
uzerinde kondrojenik vasat ortamina alindiginda, kendi HDM’lerini olusturarak yeni
kikirdak dokusu olusturabilmektedir (Rotter et al. 1998).

In vitro kikirdak hiicre kilturlerinin basarili olabilmesi igin bazi sartlarin saglanmasi
gerekmektedir. Kikirdak hiicreleri gelismeleri ve fonksiyon gosterebilmeleri icin bir
zemine yapisma ihtiyaci duyan baglanma bagimli hicrelerdir. izole edilmis
kondrositlerin in vitro kultlr ortamina baglanabilmesi icin disaridan bazi mudahaleler
yapilabilmesine karsin bu asamada yine bazi matriks molekdlleri bu islem icin yardimci

olmaktadir.

Bu tir matriks molekllerinden fibronektin, laminin, vitronektin, tip-1 ve tip-4 kollajen
polistiren doku kultir kaplarina yapisarak hicre eklenmesini, biyumeyi ve
farklilasmayn ilerletir. Ayrica vitronektin in vitro olarak seruma yapisabilme yetenegini;
serum da doku kudltir kabi ile polimerik biyomalzemelere yapisabilme yetenegine
sahiptir. Bu kombinasyon sayesinde hicrelerin zemine vyapisarak gelisimini

ilerletebilmesi igin ilk ve en 6nemli adim atilmis olmaktadir.

Izole edilmis kondrositler, kiltir ortamina alindiklarinda hemen kendi hiicre dis
matrikslerini Gretmeye baslamaktadir. HDM molekillerinden bazilarinin tGretimi ilk bir
saat icerisinde tamamlanmaktadir. Bunlardan kollajen liflerinin Gretiminin ise ilk dort
saatte tamamlandigl gozlenmistir. Bu sekilde hiicreler ilk asamada bulunduklari ortama
uyum saglayabilecekleri molekulleri 6ncelikli olarak tretmekte; ilerleyen zamanda ise

kendi organoid yapilarini Uretmeye devam etmektedir.

31



3. MATERYAL ve METOT

3.1 Kimyasallar ve Reaktifler

Bu ¢alismanin kiltir asamalarinda, hicre kaltirt safliginda, diger bazi asamalarda ise,
yerine gore mikroskopi safliginda, analitik saflikta (ya da daha yuksek saflik
duzeyindeki) kimyasallar ve reaktifler kullaniimistir.

Hidrojel hazirlamak icin sodyum alginat tuzu kullaniimistir (Sigma, St. Louis, ABD).

Sodyum alginat tuzunu selatlastirmak icin kalsiyum klortr kullanilmistir (Merck,

Almanya).

Hicreler, kollajenaz (Hep-Plus, Serva, Almanya) ve hyalironidaz (Sigma, ABD)

enzimleri kullanilarak izole edilmistir.

Hcrelerin in vitro kultirinde kullanilmak (zere hazirlanan kiltir vasatinda; DMEM
(Sigma, ABD), askorbik asit (Sigma, ABD) L-glutamin (Sigma, ABD), esansiyel-
olmayan amino asit ¢ozeltisi (Gibco, ABD), fetal sigir serumu (FBS) (Sigma, ABD),
TGF-B (Pepro Tech, ABD), ITS® (insulin-Transferrin-Selenik asit kombinasyonu)
(Gibco, ABD), penisilin/streptomisin/amfoterisin (Sigma, ABD) kullaniimistir.

Hicrelerin tesbit edilmesinde, %4’lik paraformaldehit (Sigma, ABD) c¢0zeltisi
kullanilmistir. Immiinhistokimya icin monoklonal-antikor-kollajen-tip-1 (Sigma, ABD),
poliklonal-antikor-kollajen-tip-11 (Santa Cruz, ABD) ve monoklonal antikor-agrekan
(Abcam, ABD) antikorlari kullantimistir.

Histokimya boyamalari icin ise Safranin-O, Alsian mavisi, hematoksilin-eosin (Sigma,

ABD) boyalari kullaniimistir.
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3.2 Sodyum Alginat Cozeltisinin Hazirlanmasi

Yaptigimiz calismada 3-boyutlu ortami saglamak amaciyla alginik asit polimerinin lif
formu kullanilmistir. Hazirlanan alginat hidrojeli, alginik asit polimerinin iki degerlikli
katyonlarla yapmis oldugu selat kompleksleridir. Sodyum alginat ¢ozeltisi %4’lik ve
%2’lik olarak hazirlanmistir. %4’1uk alginat ¢ozeltisini hazirlanmak icin 4 gr sodyum
alginat, %2’lik alginat cozeltisini hazirlamak icin 2 gr sodyum alginat ve 0,89 gr
sodyum Klorir tartilarak bir erlen igerisine konulmustur. Uzerine 100 ml bidestile su
eklenerek manyetik karistirici ile karistirllarak  sodyum alginatin - ¢bzinmesi
saglanmistir. Hazirlanan alginat ¢ozeltisi +4°C’ta saklanmistir. Hazirlanan ¢ozelti

kullanilmadan 6énce 2 saat siireyle UV isik altinda bekletilerek steril edilmistir.

3.3 Kalsiyum Klorur Cozeltisinin Hazirlanmasi

Alginat c¢ozeltisini  selatlastirmak i¢in 0,40 M’lik kalsiyum klorir ¢Ozeltisi
kullaniimigtir. Kalsiyum klorur ¢ozeltisi, 58,8 g CaCl,.2H,0 ve 8,9 g NaCl’nin 1 litre
bidestile suda c¢6zunmesi ile hazirlanmistir. Hazirlanan c¢ozelti kapakl siselere

porsiyonlanmis ve otoklavda steril edildikten sonra kullaniimistir.

3.4 TGF-p’in Porsiyonlanmasi

Yapilan literatur arastirmalarinda kullanilan TGF- miktarinin 2-10 ng/ml arasinda
oldugu tespit edilmistir. Bu nedenle calismalara baslamadan 6nce, tek tabaka kulturlerde
2-4-5-7,5-10 ng/ml’lik dozlarda TGF-B kullanilarak yapilan denemeler sonucunda 5

ng/ml TGF-B kullaniminin yapacagimiz ¢alismalar igcin uygun olacagi belirlenmistir.

Peprotech firmasindan temin edilen TGF- firmanin belirlemis oldugu standart
prosedire gore PBS (Phosfate Buffered Salin) kullanilarak porsiyonlanmistir.
Porsiyonlama islemi sirasinda spesifik olmayan adezyonu 6nlemek icin %0,1’lik BSA

(Bovin Serum Albumin) kullaniimistir.
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Surekli olarak stok cozeltinin ¢6zullp dondurulmasi TGF-B’in aktivite kaybetmesine
neden olacagindan, her vasat degisimi icin kullanilacak olan 5 ng/ml TGF-B miktari

hesaplanarak tek kullanimlik porsiyonlar hazirlanmistir.

3.5 Hiicre izolasyonu

Hicre kaynagi olarak geng¢ Wistar sicanlari kullaniimistir. Hayvan deneyleri, evrensel
kabul goren kurallara uygun olarak, deneklerin aci ve sikintilari en disuk dizeyde
tutularak gerceklestirilmistir. Kikirdak dokusu 3-4 haftalik sicanlarin femoral-patellar
eklem uclarindan alinmigtir. Operasyon sonrasi alinan doku 6rnekleri, laminar akigli

steril hava kabini icerisine konularak islemlere burada devam edilmistir.

Alinan kikirdak dokusu PBS cozeltileri ile bir dizi yikama isleminden gecirildikten
sonra, steril bir bisturi yardimiyla kiicuk parcalara ayrilmistir. Hazirlanan doku parcalari
3 mg/mL kollajenaz ve 0,3 mg/mL hiyallronidaz iceren DMEM igerisine alinarak bir
aksiyal galkalayiciya baglanmistir. Daha sonra bu sindirim kabi, %90 nem, 37°C ve %5
CO, sartlarina sahip olan bir inkibator icerisine konularak yaklasik olarak 6-7 saat
stresince enzimatik sindirimin tamamlanmasi beklenmistir. Enzimatik sindirim

sonucunda ~5.000 hicre elde edilmistir.

3.6 Hicre Kalturu

Enzimatik izolasyon icin gerekli olan strenin bitmesinin ardindan hiicre stispansiyonu
1000 devir/dakika’da 10 dakika santriftijlenmistir. Santrifuj islemi bittikten sonra enzim
cozeltinin Ust kismi alinmis ve Uzerine DMEM eklenerek 1000 devir/dakika’da 10
dakika santrifijlenerek hicreler yikanmistir. Bu islem ¢ kez tekrarlanarak enzim

cozeltisi hucrelerden uzaklastiriimistir.

Son yikama isleminin ardindan yaklasik olarak 4 mL’lik bir hiicre sispansiyonu
hazirlanmistir. Hazirlanan bu hiicre sispansiyonu G¢ farkh kalttr ortaminda ve iki farkl

kaltar sivi igerisinde olmak Uzere alti farkh kiltur islemine tabi tutulmustur. Bu sekilde,
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kaltar sartlarinin ve kaltdr icin kullanilan biyime faktoriinin kondrogenez (izerine olan

etkisi incelenmeye calisiimistir.

Kaltar igslemleri Cizelge 3.1°de verilen sistematige uygun olarak yaritilmastar.

Cizelge 3.1 Ydratulen kaltir sartlari

KULTUR o Lo
STATIK KULTUR* DINAMIK KULTUR
SIVISI
TGF-B;1 (+) 2B- (Coverslip) | 3B-(Alginat Lif) Alginat Lif
TGF-B1 (-) 2B- (Coverslip) | 3B-( Alginat Lif) Alginat Lif

*(2B: 2-boyutlu; 3B: 3-boyutlu)

3.6.1 Tek tabakada (iki boyutta) kaltur islemi

Iki boyutlu kaltiir islemi icin 13 mm capindaki coverslip’ler (Thermanox, Nunc, ABD)
kullaniimigtir. Coversliplerin bir ylzeyi poli(L-lizin) ile kaph oldugu icin hiicrelerin
zemine yapismasi kolaylasmistir. Laminar akisli steril hava kabini igerisinde, 24-
kuyucuklu bir kiltur kabinin ilk ve son stitunundaki dorder sirasina steril coverslip’ler
dikkatlice  yerlestirilmistir.  Bu  coverslip’lerin  Gzerine  hazirlanan  hiicre
stispansiyonundan 200 puL damlatilmis ve yaklasik olarak 15 dakika hiicrelerin zemine
tutunmasi icin beklenilmistir. Bu stre sonunda kuyucuklarin igerisine hazirlanan kaltur

sivisindan (vasattan) 2 mL ilave edilmistir.

Son sutunda bulunan dort coverslip Gzerine ayrica 5 ng/mL olacak sekilde TGF-$
eklenmistir. 28 giin suren kiltlr isleminde giin asiri vasat degisimi yapilmistir. Ornekler
(coverslip’ler), 7 ginlik periyotlarla %4’luk  paraformaldehit  kullanilarak

immunhistokimya icin fikse edilmistir.
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3.6.2 Alginat liflerin igerisine hicrelerin tutuklanmasi

Kltdr islemi dncesinde steril edilen %4’lik alginat ¢ozeltisinden 2,5 ml alinarak bir
inslin enjektorine konulmus ve 2,5 ml hicre suspansiyonu enjektorin pompasi
cikartilarak alginat tzerine ilave edilmistir. Enjektoriin pompasi kapatilarak alginatla
hlcre stspansiyonunun homojen bir sekilde karismasi saglanmistir. Bu sekilde alginat

yarl yariya seyreltilmis yani %2’lik hale getirilmistir.

Alginik asit (sodyum tuzu) cozeltisini selatlastirmak icin hazirlanmis olan steril
kalsiyum Klortr ¢ozeltisinden 50 ml steril bir beher igerisine konulmustur. icerine steril
bir magnet atilarak bir magnetik karistirici Uzerine yerlestirilmistir. Kalsiyum Kklorr
cozeltisi magnetik karistiricida karisirken, enjektor icerisinde hazirlanan alginat-hiicre
karisimi hizhi bir sekilde ¢ozeltinin Uzerine gonderilmistir. Olusan liflerin tamamen

selatlasmasi igin 5 dakika ¢6zelti icerisinde karistiriimistir.

Hazirlanan lif-hlcre yapisi steril bir petri igerisine alindiktan sonra, kiigik porsiyonlara
ayrilip, sonra tekrar sodyum alginat c¢ozeltisine daldirilir ve sonra kalsiyum klorir
cozeltisinin icerisine birakilarak polimerlesmesi saglanir. Bu sekilde icerisinde
hlcrelerin hapsedildigi lifler alginat ile enkapsule edilmis olmaktadir. Bu sekilde 16

tane hicre-lif rnegi hazirlanmaktadir.

Hazirlanan oOrneklerden sekiz tanesi 24-kuyucuklu petrinin ilk ve son situnundaki
dorder siraya ayri ayri yerlestirilmistir. Kuyucuklarin her birine hazirlanan vasattan 2
mL ilave edilerek petri kabi karbondioksit inkiibatoriine yerlestirilmistir. Ornekler
uzerindeki kalsiyum klortriin fazlasini uzaklastirmak icin 30 dakika sonra petri
cikartilarak vasat degisimi yapiimistir. Bu islem iki kere tekrar edilmistir. Son yapilan
vasat isleminde, son sutunda bulunan dort 6rnek Gzerine 5 ng/mL olacak sekilde TGF-

eklenmistir. 28 gun suren kaltur isleminde guln asiri vasat degisimi yapiimistir.

Immiinhistokimya icin 6rnekler, 7 gtnluk periyotlar ile %4’luk paraformaldehit (PFA)

kullanilarak fikse edilmistir.
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Fiksasyon islemlerinden 6nce iskelet-hlicre numunesinden yaklasik 3 mm’lik érnekler
alinmis ve MTT [3-(4,5-dimetildiyazol-2-il)-2,5 difenil tetrazolyum bromur] testi

uygulanarak htcrelerin mitokondriyal aktivitelerine bakilmistir.

3.6.3 Dinamik kulttr islemi

3.6.3.1 Biyoreaktérun hazirlanmasi

RCCS, doku miuhendisligi uygulamalarinda kullanilan bir hicre kdltlrt biyoreaktor
sistemidir. Donduruct tabla (RCCS) Uzerinde STLV (Slow Turning Lateral Vessel;
Synthecon) hicrelerinin yerlestirilecegi 4 adet bélme bulunmaktadir. Bu tabla bir glgc
kaynagina baglidir ve donme hizi bu gii¢c kaynagindan ayarlanmaktadir. STLV’nin orta
kisminda oksijenatdr membran ve merkez bulunmaktadir. Hiicre kiltirinin cesidine
gore STLV Uzerine oksijen kaynagl baglanarak igeriye surekli bir oksijen girisi
saglanmaktadir. Kondrositler diisuk oksijen geriliminde solunum yaptigi igin, kondrosit
hiicre kiltirinde strekli bir oksijen girisine gerek duyulmamaktadir.

Sekil 3.1 RCCS-STLV biyoreaktor sistemi
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Yaptigimiz her bir seri calisma icin 2 adet STLV biyoreaktor hiicresi kullaniimistir.
Bunlar kaltar isleminden o6nce steril edilerek kullanima hazir hale getirilmistir.
Sterilizasyon icin STLV’ler énce yumusak bir deterjan ile yikanmis ve ardindan bir
gece boyunca akan saf suyun altinda bekletilmistir. Ertesi glin reaktor hucresi %70°lik
etil alkol icerisine konularak 24 saat bekletilmistir. Bu stire sonunda STLV ve aparatlari
ayri ayri aliminyum folyolara sarilarak otoklavda 105-110°C arasinda 30 dakika

bekletilmis ve bu sekilde sterilizasyon tamamlanmistir.

Kltdr islemi yapilmadan 6nce STLV ve aparatlari laminar akish steril hava kabininde
acilarak kullanima hazir hale getirilmistir.

RCCS, Kkiltir islemlerine baglamadan once alkol ile temizlenerek karbondioksit

inkUbatorine yerlestirilmistir.

3.6.3.2 RCCS-STLYV reaktor sisteminde kaltir islemi

Kltir islemi oncesinde hazirlanan alginik asit ¢ozeltisi 3-boyutlu ortami saglamasi
amaciyla kullaniimistir. Her STLV icerisine hazirlanan o6rneklerden ddrder tane
konulmustur. STLV’ler, hacimsel olarak %50 dizeyine kadar vasat ilavesi ile
doldurulduktan sonra girigleri kapatiimis ve inklbator icerisine yerlestirilmis olan
RCCS lzerindeki yerlerine takilarak cihaz cahistiriimistir.

Ornekler tzerindeki kalsiyum kloririin fazlasini uzaklastirmak icin 30 dakika sonra
biyoreaktorler gikartilarak vasat degisimi yapiimistir. Bu islem iki kere tekrar edilmistir.
Son yapilan vasat isleminde, STLV’lerden birine 5 ng/mL olacak sekilde TGF-$

eklenmistir. 28 giin siren kaltir islemi sirasinda vasat degisimi glin asiri yaptimistir.

Imminhistokimya icin érnekler, 7 ginliik periyotlar ile %4’lik PFA kullanilarak fikse

edilmistir.
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Fiksasyon islemleri sirasinda lif-hiicre numunesinden 3 mm‘lik érnekler alinmis ve

MTT testi uygulanarak hiicrelerin mitokondriyal aktivitelerine bakilmistir.

3.7 invert Mikroskop ile Huicrelerin incelenmesi

Kondrosit hicre kalturunun takibi ve gorintilenmesi isleminde Nikon TS100 marka
(Tokyo, Japonya) bir invert mikroskop kullaniimistir.

Dogal dokudan izole edilen hicrelerin kiltire alinma islemi tamamlandiktan sonra
hlcrelerin yapismasi icin 2 saat beklenmistir. Bu siire sonunda hicreler invert
mikroskop ile incelenerek gorinisleri, adhezyon durumlart ve sayilari kontrol

edilmistir.

Kltdr islemi bitene kadar hiicre kilturleri, ginlik olarak invert mikroskop ile takip
edilerek gozetim altinda tutulmus ve gelismeler not edilmistir. Hicrelerin mikroskopik

olarak takip edilmesinde, 7 guinlik periyotlar ile fotograf ¢cekimi yapiimistir.

3.8 Mitokondriyal Dehidrojenaz Aktivitelerinin Belirlenmesi

Izolasyon sonrasinda ve cesitli hiicre kultirii serilerinde Kulttrleri surdurtlen
hlcrelerin mitokondriyal dehidrojenaz aktiviteleri, MTT [3-(4,5-dimetildiyazol-2-il)-
2,5 difenil tetrazolyum bromur]’ye dayali ticari bir kit (Sigma, ABD) kullanilarak
Olculmuistir. MTT testi ile prolifere olan hucrelerin mitokondriyal aktiviteleri ve

canhiliklar takip edilmistir (Mosmann, 1983).

Bu test icin 96-kuyucuklu petri kabi kullaniimistir. Petrinin kuyucuklarina temiz, taze
hazirlanmis vasat konularak tzerine %10 konsantrasyonu saglayacak sekilde MTT
kiti ilave edilmistir. Kuyucuklarin her birine 6rnekler konularak 4 saat stresince
karbondioksit inklbatoriinde bekletilmistir. Ancak, kuyucuklardan birine 6rnek

konulmayarak icerisindeki vasat kor olarak kullaniimistir.
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Inkiibasyonun sonunda formazan kristallerinin olusumu invert mikroskobunda
incelenmistir. Sonrasinda ise koyu mavi formazan kristalleri MTT ¢o6zicusu ile

cozllerek renk siddeti 570 nm’de UV-spektrofotometresinde lctlmustr.

3.9 Histokimya ve Iimmiinhistokimya

Farkli deney serileri ve deney asamalarindan elde edilen ornekler Gzerinde
histokimyasal (hematoksilin-eosin, Safranin-O,  Alsiyan mavisi)  ve

immunhistokimyasal incelemeler yapiimistir.

Immiinhistokimyasal (kollajen tip-1, tip-11 ve agrekan) boyamalardaki farkliliklara
bagl olarak, olusmasi beklenen kikirdak dokusunun o6zellikleri hakkinda bilgi

edinilmeye calistimistir.

3.9.1 Orneklerin hazirlanmasi

%4’1ik PFA ile fikse edilen ornekler iki saat boyunca fiksatifte bekletilmistir. Daha
sonra ornekler Uzerinden fiksatifi ve kalintilar uzaklastirmak icin su ile 3x10 dakika
yikama islemi yapilmistir. Yikama isleminin ardindan érnekler, %50, %70, %80 ve
%95’ lik etanol serilerinden 2x10 dakika olacak sekilde gecirilerek bulundurduklari

sudan arindirtimistir.

Dehidratasyonun ardindan, alginatin ksilende bozulmasi nedeniyle, 6rnekler direkt
olarak parafin icerisine gomilerek bloklara alinmis ve soguduktan sonra kesitleri

alinarak boyamaya hazir hale getirilmistir.

3.9.2 Histokimya

Histokimya calismasi, kikirdak dokusunun olusumu sirasinda HDM’nin ana
bilesimini olusturan kollajen lifler ve agrekan molekulleri ile huicrelerin belirlenmesi

icin yapiimistir. Bu amagla standart Histokimya teknigi kullaniimistir.
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Matriks bilesimdeki glikozaminoglikanlar (GAG) Alsiyan mavisi; kollajen lifler

Safranin-O ve hicreler de hematoksilin-eosin ile boyanarak tespit edilmistir.

iki-boyutlu kultiir islemi icin kullanilan coverslipler, steril bir makas yardimiyla dort

parcaya kesilerek Histokimya ve imminhistokimya igin pargalara ayriimistir.

Alginat liflere parafine gémme teknigi uygulanarak Histokimyal boyamalara hazir

hale getirilmistir.

Alinan deparafinize edilmis numune kesitlerinin ve coversliplerin (zerlerine adi
gecen boya cOzeltileri standart boyama metodlari ile uygulanmistir. Daha sonra
boyanin fazlasi su ile yikanarak 6rneklerin kurumasi beklenmis ve ardindan isik

mikroskobu ile boyamalar kontrol edilmistir.

3.9.2.1 Safranin-O boyamasi

Sican femora-patellar diz ekleminden izole edilen hiicreler alginat liflerin igerisine
tutuklanarak kdlttire alindiklarinda kendi HDM’lerini Gretmeye baslamaktadir. Yeni
HDM olusturulurken kollajen molekulleri hiicre icerisinde sentezlenmeye baslamakta
ve daha sonra hiicre disina ¢ikartiimaktadir. ilerleyen giinlerde tretilen kollajen lifler
hicreler arasi  bolgede  (intertiritoryal — matrikste) lokalize  olmaktadir
(Murathanoglu,1996). Safranin-o ile yapilan Histokimya boyamalari asagidaki

prosedure gore yapilmistir.

Demir hematoksilen (Weigert’s) calisma ¢ozeltisi:

Cozelti A: 1 gr hematoksilen 100 ml %95’lik etil alkolde hazirlanmistir.

Cozelti B: 4 ml %29’luk ferik klorit (FeCls), 95 ml saf su ve 1 ml derisik HCI

karistirilarak hazirlanmistir.
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Esit hacimlerde A ve B cozeltileri alinip Karistirillarak Weigert’s cozeltisi

hazirlanmistir. Kullanma siiresi iki haftadir.

%0,01 Fast Green cozeltisi: 0,1 gr Fast Green 1000 ml saf suda ¢oziilerek fast green

cozeltisi hazirlanmistir.

%1’lik Asetik asit ¢ozeltisi: 1,0 ml glasiyal asetik asit alinmis ve 99 ml saf su ile

karistirilarak hazirlanmistir.

%0,1 Safranin-O ¢ozeltisi: 0,1 gr safranin-o 100 ml saf suda ¢6zulerek hazirlanmistir.

1. Numune Kkesitleri Uzerinden parafin uzaklastirilarak (deparafinizasyon)
hidrate edilmistir.

2. Weigert’s demir hematoksilen calisma ¢ozeltisi ile 7 dk boyanmistir.

3. Akan musluk suyu altinda 10 dk yikanmistir.

4. Fast green ¢ozeltisi ile 3 dk boyanmistir.

5. Hizlica %1’lik asetik asit ¢ozeltisi ile 10-15 sn yikanmistir.

6. %0,1 safranin-o ¢ozeltisi ile 5 dk boyanmistir.

7. %95 etil alkol, mutlak (absolut) etil alkol ve ksilen ile (her biriyle 2 dk olmak
Uzere) suyu uzaklastirilarak temizlenmistir. Kalsiyum alginat ksilende

¢ozindugu icin kullaniimamistir

Hicre cekirdekleri siyah, sitoplazma gri-yesil ve kikirdak hiicre granulleri (kollajen

molekdlleri) turuncudan kirmiziya degisen renklerde boyanmistir.
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3.9.2.2 Alsiyan mauvisi ile boyama

Proteoglikan molekilleri hiicre icerisinde sentezlendikten sonra hiicre disina
cikartilarak HDM’nin vyapisina katilmakta ve HDM icerisinde genel olarak
kondrositlerin gevresinde (teritoryal matrikste) lokalize olmaktadir. Alsiyan mavisi

boyama yontemi asagida verilmistir.

1. Parafine Kkesitlerin zerinde parafin uzaklastirilarak saf su ile hidrate

edilmistir.

2. Ph 1,0°daki %1’lik alsiyan mavisi ¢Ozeltisi ile 30 sn %70 glcle mikrodalgada

boyanmustir.

3. 0,1 N HCl ile 5 sn yikanmistir.

4. %95 etil alkol ile yikanarak dehidrate edilmistir.

HDM icerisindeki proteoglikan molekilleri mavi olarak boyanmistir.

3.9.3 Immunhistokimya

Imminhistokimya kikirdak dokusunun olusumu sirasinda kondrositler tarafindan
salgilanan HDM bilesenlerinden kollajen tip-1, kollajen tip-2 ve agrekan molekulleri
icin yapiimistir. Kollajen tipinin belirlenmesi bize, olusan kikirdak dokusunun
Ozelliklerini, dolayisi ile Kkaltir isleminin bir 0Olclide basarisini  gostermistir.
Imminhistokimya icin parafine-gémme standart avidin-biyotin kompleks peroksidaz

teknigi kullaniimisgtir.

Parafine gomulmus olan Ornekler yaklasik 4-5 pm kalhinliginda kesilerek su ile
yikanmistir. Ardindan 60°C’da 30 dk bekletilmistir. Ardindan 30 dk suresince 70°C’ta

sitrat tamponu ile isleme tabi tutularak deparafinize edilmistir. Calismada, primer
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antikorlari belirlemek amaciyla HRP kit sistemi (AEC, ABD) kullaniimistir.

Immiinhistokimya boyamalar icin asagidaki adimlar takip edilmistir.

1. Ornekler, 10-15 dk hidrojen peroksit blok ¢ozeltisi ile muamele edilmistir.

2. Suile yikanmistir.

3. %l’lik FBS iceren PBS ile 1/100 oraninda seyreltilmis primer antikor ile

etkilestirilerek oda sicakliginda 1 saat bekletilmistir.

4. Su ile yikanmistir.

5. Biyotinlenmis kegi-anti-fare sekonder antikoru ile 10 dk inktibe edilmistir.

6. Suile yikanmistir.

7. Streptavidin-Peroksidaz (HRP) ile 10 dk oda sicakliginda inkiibe edilmistir.

8. Suile yikanmistir.

9. 5-10 dk AEC kromojen-AEC substrat karisimi ile inkiibe edilmistir.

10. Su ile yikanmistir.

11. istenirse hiicre boyamasi yapilabilir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1 Enzimatik Izolasyon ve Hiicre Sayimi

Dogal dokudan hcrelerin ayrilmasi icin dncelikli olarak siki bir ag seklinde orilmis
olan HDM vyapisinin degrade edilmesi gerekmektedir. Bunu gerceklestirmek igin,
yapilan 6n denemelerde dnce sadece 2 mg/mL kollajenaz enzimi kullaniimistir. Ancak
izolasyon sonrasi yapilan mikroskopik incelemede hiicrelerin ancak %50-60’Inin

matriksten ayrildigi gézlenmistir.

Sonraki denemelerde enzimatik sindirimi en uygun hale getirmek i¢in 3 mg/mL
kollajenaz enzimine ek olarak hiyaliironidaz enzimi de 0,3 mg/mL olacak sekilde
kullaniimistir. Sonucta hticrelerin matriksten ayrilma oraninin yaklasik %85-95 oldugu

g6zlenmis ve ~5000 hiicre elde edilmistir.

Enzimatik izolasyon sonrasinda elde edilen hiicre stispansiyonundan 100 pL alinarak
yapilan tripan mavisi ile canlilik testi sonucunda hicrelerin >%90 diizeyinde canliligini

korudugu gozlenmistir.

4.2 invert Mikroskop incelemeleri

Her kaltur ortamina hucre ekimi yapildiktan sonra kdltirler, dizenli olarak invert
mikroskop altinda takip edilmistir. Bu takip sirasinda en iyi gozlemler iki-boyutlu
kilturlerde yapilirken, hidrojellerde tutuklanmis hiicrelerin goézlemlenmesinde teknik

zorluklarla karsilastimistir.

Dinamik kaltarh surddrilen ornekler fiksasyon sirasinda, 7 gunlik periyodik araliklar
ile gozlenmistir. Ancak biyoreaktor kullanimi sirasinda yapilan vasat degisimi sirasinda
alinan eski vasat, steril bir petri kabina alinarak kontaminasyon olup olmadigi

incelenmistir.
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4.2.1 Hicre miktari

TGF- B icermeyen vasatlarda, sifirinci giinden itibaren yapilan gozlemlerde 6zellikle
iki-boyutlu kulttrlerdeki hicre sayisi artisinin dikkate deger sekilde Ugiinci glnden
itibaren basladigi ve kiltirlerin 15. giinine kadar bu artisin diizenli olarak devam ettigi

g6zlenmistir. 15. giinden sonra hucre sayisinda énemli bir artis gbzlenmemistir.

Hicre sayisi, kondrojenik vasata ilave olarak TGF-B kullanimiyla 6nemli 6lcude
degismistir. TGF-B iceren kondrojenik vasat ortamindaki hicreler, TGF-f icermeyen
kondrojenik vasat ortamindaki hucrelerden daha hizli bir sekilde cogalmistirlar (Sekil
4.1).

Sekil 4.1 iki boyutlu TGF- icermeyen kiiltir a. 0. giin ve c. 28. giin. iki boyutlu TGF-B
iceren kilttir b. 0.guin ve d. 28. giin. Olgii cubuklart 100 pm.

TGF-B iceren kulttrlerdeki hiicrelerin, TGF- B icermeyen kultlrlerde gdzlenene benzer

sekilde, 3. ginden itibaren hizla cogalmaya basladiklari, ancak farkl olarak hiicre
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sayisindaki artisin 21. giine kadar strdigl belirlenmistir. Bu etki MTT testi ile de
gosterilmistir.

4.2.2 Hucre morfolojisi

Kikirdak hticreleri karakteristik yuvarlak bir morfolojiye sahip olup, doku gelismeye
basladikca etraflari bir matriksle cevrilerek lakiin yapisini olusturur. Iki-boyutlu
kiltrlerdeki hiicrelerin zaman igerisinde daha yassilasarak oval yapi aldigi ve yuvarlak

gorintmlerinden uzaklastiklari goralmustir (Sekil 4.2).

Sekil 4.2 iki-boyutlu kiltiir a. 0. giin ve b. 21. giin (X20). Olgti cubuklari 100 pm.

TGF-B iceren kdltlrdeki hicrelerin TGF-p icermeyen kulturdeki hicrelerden daha
blyuk oldugu da tespit edilmistir (Sekil 4.3).

Sekil 4.3 a. 21. Ginde TGF-B icermeyen kultur hucreleri ve b. TGF-$ iceren kultur
hicreleri (X10). Olcu ¢ubuklar 200 pm.
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4.3 Mitokondriyal dehidrojenaz aktivitesi (MTT testi)

MTT, 1983 yilinda memeli hiicrelerinin hayatta kalmalarini ve proliferasyonlarini
belirlemek icin kantitatif kolorimetrik bir 6lcim olarak Mossman tarafindan onerilmistir
ve gunumuzde hicrelerin mitokondriyal dehidrogenaz aktivitelerini belirlemek siklikla

kullanilan bir yontem haline gelmistir (Mossman, 1983).

Bu testin temelini, prolifere olan hicrelerin duragan fazdaki hiicrelerden daha yuksek
mitokonriyal dehidrogenaz aktivitesi goOstermesi olusturur. Ayrica reaksiyon
mitokondrisi bozulmamis, yasayan ve yeterli oksijeni bulunan hicrelerde gerceklesir.
Bundan dolay! bu test hicrelerin farkli metabolik oranlarini 6lgmek igin uygundur
(Hoper, 1997).

Hucrelerin canliliginin  fazla olmasi, mitokondriyal aktivitenin artmasina neden
olacagindan, huicre canlihigini takip etmek iginde kullanilan bir yontemdir. Ayrica in

vitro arastirmalarda, 6rnek icersindeki artan htcre sayisini belirmek igin uygulanabilir.

MTT testi iki ve Uc¢-boyutlu kilturlere uygulanmistir. Spektrofotometrik dlglimlerde
mitokondriyal aktivite, 28. glinin sonunda yaklasik olarak %2100 civarinda artis
gostermistir. Ug-boyutlu kiiltirlere uygulanan MTT testlerindeki tiim kiilturlerdeki
mitokondriyal aktivitelerinin lineere yakin bir artis gostermistir. Ug farkh 6lgtimiin

ortalama degeri alinarak giinlere gére grafige gegcirilmistir.

4.3.1 Statik tG¢-boyutlu kaltar

TGF-p icermeyen statik Gi¢-boyutlu kultirde MTT sonucu olusan formazan kristallerinin
cozilerek UV-spektrofotometresinde absorbans degerleri 6lgilmustiir. Bu Olgtimlerin
sonucunda elde edilen grafik Sekil 4.4°te gosterilmektedir. Grafige gore kondrositlerin
mitokondriyal aktivitesi haftalara gore artis gostermis ancak maksimum aktivite 21.

gunde Ol¢ulmistar.
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Sekil 4.4 TGF-p icermeyen statik (g¢-boyutlu kilturin MTT testi sonucunda 570
nm’deki absorbans degerlerinin kultlr suresince degisimi.

MTT reaktifinin etkisiyle olusan formazan kristalleri alginat lifin icerisinde ve hemen

yuzeyinde yogun bir sekilde gézlenmistir (Sekil 4.5).

TGF-p icermeyen statik kultirde, formazan kristallerinin kiicik boyutlarda olustugu

gOzlenmistir.

Sekil 4.5 Statik olarak ydratilen alginat liflere tutuklanmis kondrosit kiltirindn a. 7. ve
b. 21. gtininde yapilan MTT testi sonucu formazan kristallerinin olusumu.
Olcgu cubuklari 500 p.

TGF-B iceren statik tU¢-boyutlu kiltirdeki alginat lif-kondrosit drneklerine uygulanan
MTT testi sonucu olusan formazan kristallerinin ¢ozilerek UV-spektrofotometresinde
absorbans degerleri olctlmistur. Bu Olcimlerin sonuglart Sekil 4.6°daki grafikte

gosterilmektedir.
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Elde edilen grafige gbre kondrositlerin mitokondriyal aktivitesinde lineere yakin bir
artis gozlenmis ve maksimum mitokondriyal aktivite 28. glinde dl¢tulmustar.
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Sekil 4.6 TGF-p iceren statik t¢-boyutlu kultlrin MTT testi sonucunda 570 nm’deki

absorbans degerlerinin kiltur suresince degisimi.

MTT reaktifi ile olusan formazan kristallerinde 21. giin civarinda buyuk artis
gOzlenmistir ve kristallerin polimerin i¢ kisimlarinda yogun bir sekilde olustugu
gozlenmistir (Sekil 4.7).

Sekil 4.7 Statik olarak ydrutilen ve TGF-p iceren alginat lifi-kondrosit kiltarinin a. 7.
ve b. 21. glninde yapilan MTT testi sonucu formazan kristallerinin

olusumu. Ol¢ii cubuklari 500 um.
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4.3.2 Dinamik kultur

TGF-B icermeyen dinamik Ug-boyutlu kiltirde MTT sonucu olusan formazan
kristallerinin ¢ozulerek UV-spektrofotometresinde absorbans degerleri dl¢ulmustur. Bu

6l¢ctimlerin sonuglari Sekil 4.8°deki grafikte gosterilmektedir.

Olgiilen sonuglara gore cizilen grafizge gore alginat lif icerisine tutuklanan Ilif
icerisindeki kondrosit kultirinde mitokondriyal aktive 14. giinde énemli artis gostermis

ve en ylksek aktivite degeri 21. giinde 6lgilmustir.
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Sekil 4.8 TGF-B icermeyen dinamik Ug-boyutlu kiltirin MTT testi sonucunda 570
nm’deki absorbans degerlerinin kiltir siresince degisimi.

MTT reaktifinin etkisiyle olusan formazan kristalleri, alginat lifinin icerisinde ve dis

kisimlarinda yogun bir sekilde gozlenmistir (sekil 4.9).
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Sekil 4.9 Dinamik olarak ydurdttlen alginat liflere tutuklanmis-kondrosit kultirinin a. 7.
ve b. 21. ginlinde yapilan MTT testi sonucu formazan Kristallerinin
olusumu. Ol¢ii gubuklari 500 um.

TGF-B iceren dinamik U¢-boyutlu kultirdeki alginat lifi icerisine tutuklanmis kondrosit
orneklerine uygulanan MTT testi sonucu olusan formazan kristallerinin ¢ozllerek uv-
spektrofotometresinde absorbans degerleri dl¢tlmustir. Bu 6l¢cimlerin sonuglart Sekil
4.10’daki grafikte gosterilmektedir. Grafige gore mitokondriyal aktivite dizenli bir
artig gostermis ve en yiksek mitokondriyal aktivite 28. guinde gozlenmistir.
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Sekil 4.10 TGF-B iceren dinamik ug-boyutlu kiltlrin MTT testi sonucunda 570
nm’deki absorbans degerlerinin kiltur suresince degisimi.

MTT reaktifi ile olusan formazan kristallerinde 14. giinde biyuk artis gbzlenmistir ve
kristallerin polimerin st kisimlarindaki gézenekleri buyik 6l¢tide doldurmasinin yani

sira polimerin i¢ kisimlarina dogru ilerledigi belirlenmistir (Sekil 4.11).
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Sekil 4.11 Dinamik olarak yuritulen ve TGF-B iceren alginat lif igerisine tutuklanmis
kondrosit kultlrinin 7. ve 21. glninde yapilan MTT testi sonucu formazan
kristallerinin olusumu. Olgti ubuklari pm.

4.4 Histokimya

Glikozaminoglikanlar Alsian mavisi, kollajen lifler Safranin-O ile boyanarak tespit

edilmistir. Histokimya boyamalarina ait resimler Sekil 4.12-13’deki gibi gozlenmistir.

TGF-B iceren kultlriin 28. gunine ait resimlerde boyamalarin, 6zellikle hcrelerin
yakin cevresindeki bolgede (teritoryal matrikste) yogunlastigi Sekil 4.12-C’de ve 4.12-
D’de gorilmustlr. Hucrelerarasi bolgede de boya yogunlugu gorilmekle birlikte, bu

yogunluk huicre gevresindeki kadar siddetli bir yogunluk g6zlenmemistir.

TGF-B icermeyen kilturiin 28. glinline ait drneklerinin alsian mavisi ile boyanmasi
sonucu elde edilen resim Sekil 4.12-A’da ve 4.12-B’de gosterilmistir. Bu resimde

goraldigu uzere boyamalar TGF-p igeren kultlire gére daha az yogunluk gostermistir.

Kalsiyum alginat liflerinin yapisi asidik ortamda ve fosfat tamponunda bozunmaktadir.
Histokimya boyamalarindan alsiyan mavisi ve safranin-o boyamalarinda, boya
cozeltileri hazirlanirken dustk konsantrasyonlarda asidik c¢ozeltiler kullantimistir.
Olusan zayif asidik boya cozeltilerinden dolayr kalsiyum alginat liflerinde kismi

bozunma gdzlenmistir.
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Sekil 4.12 Kalsiyum alginat liflerde tutuklanmis 28 gunlik sican artikiler kondrosit
kaltarlerinin Alsiyan mavisiyle boyanmis mikrograf gortntuleri. a, b: TGF-$
icermeyen dinamik kiltir; ¢, d:  TGF-B iceren dinamik kultir. Olgi
cubuklari: 100 pm.

TGF-B icermeyen 28. gununde alinan statik ve dinamik kultir érneklerinin safranin-o
boyamasi sonucunda Sekil 4.13-E’de ve Sekil 4.13-F’de gosterilmistir. TGF-$
icermeyen (g¢-boyutlu dinamik kaltir 6rneklerinin safranin-o ile yapilan histokimya
boyamalarinda yogun bir boyanma gozlenmistir. Bu boyamanin TGF-f icermeyen statik
kilture kiyasla ¢cok daha fazla oldugu goralmastar.

TGF-B iceren lg-boyutlu kultiirdeki safranin-o boyamalarinin TGF-f icermeyen kultlre
oranla ¢ok daha fazla yogunlukta oldugu Sekil 4.13’de gortilmektedir.

Safranin-o ile yapilan Histokimya boyamalarinda statik ve dinamik 6rnekler arasinda
fazla bir fark olmadigi gozlenmistir.
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Sekil 4.13 Kalsiyum alginat liflerde tutuklanmis sigan artikiler kondrosit kiltiirlerinin Safranin-O boyanmis
mikrograf goruntuleri. a: TGF-p (+) statik/14 gun; b: TGF-p (+) dinamik/14 giin; c: TGF-p (+)
statik/21 gun; d: TGF-B (+) dinamik/21 giin; e: TGF-B (-) statik/28 gin; f: TGF-B (-) dinamik/28
giin; g: TGF-B (+) statik/28 giin; h: TGF-B (+) dinamik/28 giin. Olgii cubuklari: 100 um.
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Safranin-o ile yapilan histokimya boyamalarinda statik ve dinamik kulturler arasindaki
fark ¢ok belirgin olmamakla birlikte sonu¢ olarak en yogun boyanmalar TGF-f3 iceren

dinamik kulturde tespit edilmistir.

Safranin-o boyamalari matriksteki toplam kollajen miktarini gdstermektedir. TGF-$3
iceren dinamik kultirde boyama yogunlugu, hiicreler arasi bolgede (interteritoryal
matrikste) ve hiicre cevresinde (teritoryal matrikste) ¢cok yogun olarak gorilmektedir.

Bu ise kollajen Gretimin yuksek oranda gerceklestirildigini gostermektedir.

4.5 Iimmiinhistokimya Boyamalari

Immiinhistokimya, HDM’de bulunan yapisal proteinlerden kollajen tip—1 ve tip-2 ile

GAG’lardan 6nemli bir matriks bileseni olan agrekan icin yapiimistir.

Kontrol olarak sican femora-patellar eklem kikirdagi alinmistir ve kollajen tip-2 lifleri
icin antikor kullanilarak immdinhistokimya boyamasi yapiimistir. Dogal kikirdaga ait
kollajen tip—2 immunhistokimya boyamalari Sekil 4.14’de verilmistir.

{ = -

Sekil 4.14 Dogal kikirdak dokusunun anti-kollajen tip-2 ile boyanmasi sonucu
HDM’deki kollajen tip-2 liflerinin gorianima.
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Uc-boyutlu statik kiltiirdeki anti-kollajen-tip-1 ve tip—2 antikor boyamalari Sekil
4.19°da verilmistir. Kollajen tip—1 boyamasinin zayif oldugu, buna karsin kollajen tip-2

boyanmasinin daha yogun oldugu gériulmektedir.

Sekil 4.15 Kalsiyum alginat liflerde tutuklanmis sican artikller kondrosit kdlttrlerinin
Kollajen tip-1 antikoruyla boyanmis mikrograf gortntileri. a, b: TGF-p (-)
dinamik/7 giin; ¢, d: TGF- (-) dinamik/14 giin; e, f: TGF-B (-) dinamik/21
guin. Olgii gubuklari: 200 pm.
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Dinamik kultir orneklerinde kollajen tip—1 boyamasinin statik kultire goére fazla

degisiklik gostermedigi, kollajen tip—2 boyamasinin ise daha yogun olarak gerceklestigi

gorulmektedir.

Sekil 4.16 Kalsiyum alginat liflerde tutuklanmis sican artikiler kondrosit statik
kaltarlerinin Kollajen tip-2 antikoruyla boyanmis mikrograf gorintuleri: a:
TGF-B (-) / 7 giin; b: TGF-B (-) / 21 gun; ¢: TGF-B (+) / 7 gun; d: TGF-B (+)
/ 21 gtin; Olgl gubuklari: 200 pum.

Imminhistokimya boyamalarina gére 28. ginde elde edilen fotograflarda statik ve

dinamik kultarler arasinda ¢ok belirgin bir fark olmadigi gézlenmistir.

Statik ve dinamik kultlr sartlarinin her ikisinde de vasat ortaminda TGF-f igeren
kaltarler ile vasat ortaminda TGF-f icermeyen kiltirlere uygulan immunhistokimya
testleri arasinda belirgin bir fark olusmustur. TGF-p iceren vasat ortaminda gelisen

hicrelerin kollajen ve agrekan uretiminin daha fazla oldugu gozlenmistir.
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Sekil 4.17 Kalsiyum alginat liflerde tutuklanmis sican artikiler kondrosit dinamik
kltarlerinin Kollajen tip-2 antikoruyla boyanmis mikrograf gorintuleri: a:
TGF-B (-) / 7 giin; b: TGF-B (-) / 21 gun; ¢: TGF-B (+) / 7 gun; d: TGF-B (+)
/ 21 giin; Olgii gubuklari: 200 pm.

Sekil 4.18 Statik ve dinamik klttr sartlarinda 28 gln sireyle kdltirt yapilan ve
kalsiyum alginat liflerde tutuklanmis sigan artikuler kondrositlerinin kollajen
tip-2 antikoruyla boyanmis mikrograf goruntileri: a: statik / TGF-B (+); b:
dinamik / TGF-B (+). Olcl cubuklari: 200 um.
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Statik Uc-boyutlu kaltirin 21. gininde kollajen tip-1ve tip—2 boyanmalarinda artis

g6zlenmistir. Bu artis, 6zellikle kollajen tip—2 icin belirgin bir sekilde gérilmustdr.

TGF-B iceren dinamik kiltlr orneklerinin Kkollajen tip—2 boyamalari sonucu Sekil
4.17°de verilmigtir. Sekilde goruldugu uzere en yogun boyamalar kollajen tip-2 igin
TGF-p iceren dinamik kilttrde elde edilmistir.

TGF-p iceren statik ve dinamik kultir 6rneklerinin kollajen tip-2 antikoru ile yapilan
immunhistokimya boyamalarinin sonucunda statik ve dinamik kiltir érnekleri arasinda

6nemli bir fark olmadigi gozlenmistir.

Sican artikiler kikirdagindan izole edilen kondrositlerin kalsiyum alginat lif igerisine
tutuklanmasi ile yaritilen kaltir calismalarinda kondrogenezin TGF-f iceren dinamik

klltirde daha fazla ilerledigi kollajen tip—2 antikor boyamasiyla gosterilmistir.

Anti-agrekan boyamalarina ait resimler Sekil 4.19, 4.20 ve 4.21°de verilmistir. Olusan
GAG agregatlarinin boyutlari ve boyanma yogunlugu resimlerde agikga gorulmektedir.

Kondrositler dogal yapilarinda uzaklastirildiklarinda hiicre disi matriksi olusturmak
Uzere cesitli yapisal molekdlleri sentezlemeye baslar. HDM’yi olusturan en énemli
molekdllerden olan proteoglikanlar, hiicre igerisinde sentezlendikten sonra hiicre disina
cikartilir ve genel olarak hiicrenin hemen cevresinde yani teritoryal matriksde lokalize
olur. Bu nedenle proteoglikan molekdlleri teritoryal matrikste daha fazla miktarda

bulunur.

Onemli bir proteoglikan molekilii olan agrekanda genel olarak hiicrenin cevresinde
yuksek oranda bulunmaktadir. Bu nedenle Gretilme miktarina da bagl olarak hiicre
cevresinde agregatlar olusturmaktadir. Bu calismada, olusan agregatlarin boyutlarinin
takip edilen kdltir sartlarina gore degisiklik gosterdigi  immunhistokimya

fotograflarinda goralmdastur.
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Sekil 4.19 Kalsiyum alginat liflerde tutuklanmis sican artikuler kondrosit statik
kultdrlerinin agrekan antikoruyla boyanmis mikrograf gorintuleri: a: TGF-p
(-) /7 gun; b: TGF-B () / 21 gun; c: TGF-B (+) / 7 giin; d: TGF-B (+) / 21
guin; Ol cubuklari: 200 um.

Agrekan icin yapilan antikor boyamalarinin sonuclari kollajen-2 igin yapilan antikor
boyamalari ile benzerlik g6stermektedir.

Vasat ortaminda TGF-B icermeyen kultir 6rnekleri ile vasat ortaminda TGF-B iceren
kultir ornekleri arasindaki fark antikor boyamalari ile ayirt edilmistir. TGF-B igeren
kaltir ortamindaki 6rnek kesitlerinin antikor boyamalari TGF-f icermeyen kultir
orneklerine gore daha fazla oranda olmustur, dolayisiyla TGF- iceren vasat ortaminda
gelisen hicrelerin agrekan tretimi daha fazla olmustur.

Statik kultdr sartlarinda gelisen doku organoidlerinin ve dinamik kultir sartlari altinda
gelisen doku organoidlerinin boyama yogunluklari arasindaki fark ¢ok belirgin olrak
g6zlenmemistir.
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Sekil 4.20 Kalsiyum alginat liflerde tutuklanmig sican artikuler kondrosit dinamik
kiltarlerinin agrekan antikoruyla boyanmis mikrograf gérintileri: a: TGF-8
(-) /7 gin; b: TGF-B (-) / 21 gun; c: TGF-B (+) / 7 gun; d: TGF-B (+) / 21
guin; Ol cubuklari: 200 um.

Sekil 4.21 Kalsiyum alginat liflerde tutuklanmis sican artiktler kondrosit kilttrlerinin
agrekan antikoruyla boyanmis mikrograf gorintileri: a: Statik / TGF-B (+) /
28 giin; b: Dinamik / TGF-B (+) / 28 guin; Olgii cubuklari: 100 pm.

62



5. TARTISMA ve SONUC

Sican femora-patellar diz ekleminden izole edilen kondrositlerin in vitro olarak
cogaltilmasinda ve rejenere kikirdak dokusunun elde edilmesinde t¢-boyutlu hidrojel
yapth polimerik biyomalzemeler ve biyoreaktor sistemi kullanilarak kondrogenez igin

uygun kaltir sartlarinin belirlenmesi, bu ¢alismanin amacini olusturmaktadir.

Doku muhendisligi yaklasimi ile hiicre-polimer modeli kullanilarak kikirdak dokusunun
elde edilmesinde dogal dokudan izole edilmis hicreler, sentetik ya da dogal yapiya
sahip, biyolojik ortamda bozunan (biyobozunur) ve dokular ile uyumlu olan
(biyouyumlu) polimerik destek malzemeleri (zerine yerlestirilmektedir. Bu destek
malzemeleri in vitro olarak kulttre edilen kikirdak hicrelerinin, baglanip gelisebilmesi
icin gerekli olan yizeyi saglamaktadir. Ayrica kondrositlerin kendi matrikslerini tretene

kadar tutunabilecekleri bir ¢esit yapay HDM gorevini Ustlenmektedir.

Destek malzemesinin G¢-boyutlu olmasi, dokunun sekillendirilebilmesi ve gelisimi igin
onemli bir parametredir. Kdltlr islemi, iki-boyutlu olarak ydratulduginde hicrelerin
dediferansiye olarak kendi fenotipik 6zeliklerini kaybettikleri gdzlenmistir. Buna karsin
uc-boyutlu ortamlarda yani polimerik destek materyalleri Uzerinde ve biyoreaktorlerde
yuritilen kiltarlerde, kondrositlerin dediferansiye olmadiklari ve kendi islevlerine
devam edebildikleri belirlenmistir (Temenoff and Mikos, 2000; Demarteau et al. 2003).
Ayrica, iki-boyutlu tek tabaka kultirlerde fenotipik 6zelliklerini kaybeden izole
kondrositler, ¢-boyutlu malzemelere yerlestirilerek ve kondrojenik vasat ortamina
alinarak, kendi  HDM’lerini  olusturacak  sekilde dediferansiye  olmalari

saglanabilmektedir.

Kikirdak doku muhendisligi Gzerine yapilan calismalardan bazilari kondrosit elde etme
yontemleri, bazilar kullanilacak biyomalzeme ve kultur teknigi tzerine; bazilari ise
kikirdag! tanimak, uygulanacak teknigi ve sonrasinda yapilacak olan teshis testlerinin
Uzerine oturtulabilecegi, protein veya biyolojik materyali belirlemek amacina yénelik

olarak yurutalmastar.

63



Sican femoral-patellar diz ekleminde izole edilen kondrositlerin i¢-boyutlu biyobozunur
destek materyalleri (zerinde cogaltilmasi Uzerine yapmis oldugumuz deneylerde;
kondrogenez icin uygun bir polimerik destek materyal tasariminin ve kiltr sartlarinin
belirlenmesine yonelik olarak kudltir kosullarinin  Kkarsilastirmasi yapilmistir. Bu
calismalarin sonuglarinin doku mdahendisligi ve biyomalzeme alaninda yapilmasi

dustinllen diger bilimsel calismalar igin faydali olacagini duslinmekteyiz.

Artikiler kikirdak, birincil olarak tip—2 kollajen molekulleri, proteoglikanlar ve sudan
olusmus yogun bir HDM ile cevrili 6zellesmis hiicrelerden (kondrositlerden) meydana
gelmistir. Gegmis yillarda yapilan calismalarda kondrositlerin, iki-boyutlu kdltiirlerde
cogaltildiklari zaman kendi fenotipik 6zeliklerini kaybetmeye basladiklari gézlenmistir
(Furukawa et al. 2003). Bunu onlemek icin de kondrositlerin kendi dogal ortamlarina
benzer ortamlar gelistirilmeye ve bu amacla da polimerik destek materyalleri
kullaniimaya baslanmistir. Yapay HDM gorevini Gslenen Ug-boyutlu yapilarda kiltiire
edilen hucrelerin, fenotipik 06zeliklerini koruyarak kikirdaklasmaya basladiklari
gozlenmistir (Rotter et al. 1998). Kikirdak doku mihendisligi Gzerine yurdtilen
calismalarda zamanla Ug-boyutlu statik kiltirlerden dinamik kultlrlere gegis olmustur.
Elde edilen sonuglar dinamik kultlr sartlarinin kondrogenezi ilerlettigini gostermektedir
(Unsworth and Lelkes, 1998). Yapmis oldugumuz calismada da bu durum acikca

gorulmektedir.

Basarili bir kikirdak doku mihendisligi igin 3 parametre 6nem tagimaktadir. Bunlar;
duzenleyici sinyaller, huicreler ve HDM’dir. Gegmis calismalar biyime ve farklilasma
faktorlerinin hiicresel ve molekuler biyolojisi hakkinda bilgi vermektedir (Reddi, 1994).
Bu sinyallerden BMPs (bone morphogenetic proteins), PDGF (platelet derived growth
factors), TGF-B (transforming growth factor-f) ve IGF-I (insulin-like growth factor),
kikirdak ve kemikteki iskelet kok hiicrelerinin gelismesini baslatmak ve ilerletmek icin
gerekli olan sinyallerin optimal kombinasyonunun olusumunu saglamaktadir (Williams
et al. 2003). Bu buyitime faktorlerinden 6zellikle TGF-f ailesinin bir yesi olan TGF-f;,
kondrogenezi ilerletmek icin biyuk bir potansiyele sahiptir (Angel et al. 2003).
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Kikirdak htcreleri disuk proliferasyon ve rejenerasyon yetenegine sahiptir. Bu nedenle
enzimatik izolasyonun ardindan in vitro kilttre alindiklarinda dediferansiye olmadan
cogalabilmeleri icin gelisimlerinin desteklenmesi gerekmektedir. Bu amagla li¢-boyutlu
biyomalzemelerin yani sira, bazi blyime faktorleri ve kimyasallarin kilttrlerde

kullanimi gerekmektedir.

5.1 Kondrogeneze TGF-p’nin Etkisi

TGF-B;’in kikirdak hiicrelerinin (progenitér hiicrelerin ve kondrositlerin) gelisimi ve
proliferasyonu icin yuksek secicilige sahip oldugu bilinmektedir. Adi gecen diger
biylme faktorleri kondrogenez icin tek basina yeterli etkiye sahip olmamakla birlikte
kondrogenezi olumsuz yonde sonuclandirabilmektedir (Handerson and Goltzman,
2000).

TGF-B, HDM molekullerine baglanabilmek igin spesifik formlara sahiptir; PDGF de bu
grubun UGyesi sayilabilir ancak bu faktor, yaralanma durumunda ortaya ¢ikmaktadir.
TGF-B1 ve TGF-B, kondrositlerin maturasyonunu ve proliferasyonunu uyarmalarinin
yani sira hipertrofiyi énlemektedirler (Bohme et al.1995). Ozellikle TGF-p; kondrositler
icin yiksek spesifiteye sahiptir ve kondrogenezi olumsuz bir yone cekebilecek etkiye
sahip degildir. Bu nedenle in vitro kondrogenez icin tercih edilmektedir.

TGF-B, matriks molekdllerinin ekspresyonunu regule eder; 6nemli olarak HDM
molekdllerini degrade eden proteazlari inhibe ederek matriks yapisinin bozulmasini
onler (Uria et al. 1998). TGF-p, notrofiller, fibroblastlar ve makrofajlar igin kuvvetli bir
kemoatraktanttir. Proteoglikan, fibronektin, kollajen, tenaskin uretimini uyarir ve genel

olarak proteaz inhibitorlerinin Gretimini uyararak proteaz Uretimini inhibe eder.

Bu nedenle calismamizda Ozellikle TGF-B;’in etkisi incelenmistir. Yapilan literatlr
arastirmalarinda TGF-B;’in 2-10 ng/mL araliginda kullanildigi belirlenmistir ve
denemelerimiz sonucunda TGF-B;’in 5 ng/mL oraninda kullanilmasinin kultdr islemleri

icin uygun olacagi sonucuna vardik.
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Kiltir sirasinda 6nemli olan sadece bir doku organoidinin olusmasi olmayip, bu
organoidin ayni zamanda olusmasi istenilen dokuyla ayni yapiya sahip olmasidir. Bu
amacla, izole edilen kondrositlerin kendi fenotipik &zelliklerini  korumalari
saglanmalidir. Soyle Kki; tek-tabaka kulttrlerde hiyalin kikirdak hicrelerinin
dediferansiye olarak morfolojilerinin ve sentezledikleri proteinlerin miktarlarinin
degistigi; ayni zamanda bu hucrelerin 3-boyutlu ortama alindiklarini dogal 6zelliklerini
tekrar kazandig bilinmektedir (Rotter et al. 1998; Furukawa et al. 2003; Marijnissen et

al. 2000).

Bu calismada hicrelerin fenotipik 0Ozelliklerini koruyarak gelismesi icin oncelikli
olarak, U¢-boyutlu ortami saglayacak polimerik biyomalzemeler Gzerine tohumlayarak
ya da bu malzemelerin icerisine hapsedilerek, hicreler icin yapay bir hicre-disi
matriksin (HDM) temin edilmesi amaclanmistir. Bu sekilde hucrelere kendi hicre-disl
matrikslerini  (HDM) sentezleyene kadar tutunup, fonksiyonlarini  yerine
getirebilecekleri bir ortam kazandirilmasi beklenmektedir. Baglanma bagimlihgi
bulunan bu hicrelere sentetik bir HDM analogu saglandiktan sonra, gelisimlerini
strddrebilmeleri icin uygun kondrojenik vasat sartlarinin temini de gerekmektedir.
Kondrositlerin duslik yenilenme, tamir ve proliferasyon yetenegine sahip olmalari ve
dogal kikirdak dokusundaki HDM miktarinin oldukca fazla olmasi, kiltir ortaminin

6zel maddelerce desteklenmesini gerektirmektedir.

Polimerik destek materyali olarak kullandigimiz sodyum alginat/alginik asit, tronik asit
dizilerinden olusmus lineer bir blok kopolimerdir. Yapiyr olusturan dronik asit
monomerleri, B-D-mannuronik asit ve a-L-guluronik asitin a(1—4) seklinde baglanarak
alginik asiti olusturmaktadir (Sekil 5.1). Polimer zincirleri agildiginda zincirler diizenli

olarak siralanmamistir ve her bir Gronik asitin uzun zincirlerini igerir (Knill et al. 2004).

Alginik asitin sodyum tuzu seklinde bulunan polimer iyonik bir yapiya sahiptir. Iyon
icermeyen bidestile su ile hazirlanan sodyum alginat ¢ozeltisinin vizkozitesi yuksektir.
Ortama iki degerlikli iyonlarin eklenmesiyle polimer iplikcikleri arasinda ¢apraz baglar
olusur ve sodyum alginatin vizkos cozeltisi jel yapisini alir. Bu amagla genellikle
kalsiyum iyonlari kullaniimaktadir (Peretz, 2004).
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Sekil 5.1 Sodyum alginat

Kalsiyum iyonlari, sodyum alginat ¢ozeltisi ile etkilestirildiginde sodyum iyonlariyla
yer degistirerek polimer zincirlerini iyonik olarak birbirlerine capraz baglar, olusan bu
yaplya “egg box” yapisi denir. Kalsiyum iyonlari derisimi ne kadar yiiksek olursa
capraz baglanma orani ve jelin mekanik dayanimi o kadar yiksek olur. Alginat lifleri,

kalsiyum tuzu cozeltisi ya da asidik ¢ozelti icerisine enjeksiyon ile hazirlanmaktadir.

Sekil 5.2 Kalsiyum alginatin yapisi. Ortamda kalsiyum iyonu gibi iki degerlikli
katyonlarin olmasi durumunda, alginat jeli yakin zincirler tizerinde bulunan a-
L-guluronik asit monomerleri arasindaki kalsiyum koprileri tzerinden iyonik

olarak gapraz baglanir (egg box yapist)
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Yapilan calismalarda hicreler, kire sekli verilen hidrojel yapilar icerisine enkapsile
edilmektedir. Bu calismalarda hicrelerin yeni dokuyu olusturma yoniinde ilerledikleri
buna karsin sayilarinin fazla artmadigl gértlmektedir. Yuruttiguimiz calismada alginat
jeline lif formu verilerek hiicreler enkapsule edilmistir. Kultar sirasinda yapilan MTT
testleri ve imminhistokimya boyamalari, lif icerisinde yeni kikirdak dokusu olusturan
hicrelerin ayni zamanda prolifere olduklarini da gostermektedir. Proliferasyonun
gerceklesmesinde lif formunun olumlu etkisinin oldugu gorilmektedir. Bu durum lineer
bir blok kopolimer olan alginatin yine lineer olan lif formunda sekillendirilmesi,
hicrelerin kendi lakiinlerini olustururken daha serbest bir ortam bulmasini saglamistir.
Bu sekilde hiicreler kendi lakinlerini olusturarak cogalabilmekte ve diger hicrelerle

etkilesime girmektedir.

Dogal kikirdak dokusunu olusturan kollajen lifler, hiyaluronik asit molekdlleri ve
proteoglikanlar genel olarak lineer yapida olup, doku icerisinde yogun olarak
bulunmaktadir. Alginat jelinin lif formunda olmasi HDM bilesenleri ile yapisal olarak
benzerlik gostermektedir ve buna bagli olarak elde ettigimiz sonuglarda, hiicrelerin lifin
yapisi ve sekli ile paralel olarak lif icerisinde dogrusal bir sekilde kendi HDM’lerini
urettigini gostermektedir.

_ >

Kire Lif

Sekil 5.3 Kalsiyum alginatin kiire ve lif yapisinin sematik gorinimi. Koyu gri olarak
goriinen dis kisimlarda kalsiyum iyonlari ile etkilesim daha fazla oldugu igin
capraz baglanmalar daha fazladir. ici kisimlarda (acik gri bolgeler) capraz

baglanmalar daha azdir

Lif yapisi kire yapisina gore htcreler icin daha serbest ve yumusak bir ortam
olusturmaktadir (Rendevski and Andonovski, 2003). Bu durum, hicrelerin HDM
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TGF-p; iceren vasat ortaminda gelisen hiicreler daha blylk boyutlara sahiptir ve HDM
olusumlari diger kilturlere gore daha fazla olmaktadir. Hiyalin kikirdak icin 6nemli
belirleyicilerden olan kollajen tip—2 ve agrekan molekdllerinin miktarinin yine bu kulttr
ortamlarinda daha fazla oldugu belirlenmistir. Bu durum, hiicrenin TGF-B;’in etkisiyle
daha fazla gelismis olmasi; buna bagh olarak da mitokondriyal aktivitenin artmasi

seklinde aciklanabilir.

Bu calismada, alginat lifler icerisine enkapsile edilen kondrositlerin yeni kikirdak
dokusunu olusturmalarinda TGF-B;’in etkisi net bir sekilde gorulmektedir.
Immiinhistokimya boyamalari TGF-B; iceren, hem statik hem de dinamik kultir

sartlarinda gelisen drneklerde ¢ok yogun bir sekilde gérilmektedir.

TGF-B; icermeyen Kkultlrlerde statik ve dinamik kiltir sartlari arasindaki fark,
Histokimya ve immunhistokimya testleri ile agik bir sekilde g6zlenirken, TGF-B; igeren
kilttrlerde bu iki kiltir kosullari arasinda gok agik bir fark gozlenmemistir.

Ayni sekilde hem ¢ boyutlu hem de TGF-B; iceren kiltir ortaminda bulunan
hlcrelerdeki agrekan ve kollajen Uretiminin, tek tabaka kultire gore ¢ok daha fazla

oldugu gozlenmistir.

Hicrelerin olgunlagmaya baslamasi ve ¢cogalmalari, matriks sentezini hizlandirici etkiye
sahiptir. Cinkl sinirh yuzeye sahip kultlir ortaminda hcrelerin sayisinin artmasi,
matriks sentezi i¢in daha ¢ok kaynak saglamaktadir. Elde ettigimiz sonuclar, TGF-’nin
matriks gelisimine ve kikirdak dokusun gelisimine olan olumlu etkisini gostermektedir.
Bu sonugclar 1siginda TGF-B iceren kiltlr vasatinin, uygulanan farkh kiltir sartlarinda

kondrogenezi ilerlettigini gormekteyiz.

5.2 U¢-Boyutlu Ortamin Onemi

Hiyalin kikirdaktan izole edilen kondrositleri kullanilarak yapilan in vitro hicre

kalturanun basarisi buyuk oOlcude kdltir ortaminin sartlarina ve besin sivisina baghdir.
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bilesenlerini sentezleyerek hiicre disina cikardiginda, bu maddelerin hidrojel yapi
icerisinde daha kolay ilerlemesini ve hucrelerin birbirleri ile daha kolay etkilesmesini

saglamaktadir.

Kireler ile yapilan kiltirlerde hicreler belirli sayilarda ayrilarak farkli kireler
icerisinde tutuklanmakta ve hiicreler baska bir kire icerisindeki hicrelerle etkilesime
girememektedir. Bu durumda, her bir kire icerisinde ayri ayri olarak HDM
sentezlenmekte ve her bir kiirede ayr1 birer organoid parcasi olusmaktadir. Sonug olarak

birlesik bir dokunun olusmasi 6zellikle kisa streli kilturlerde mimkin olmamaktadir.

Alginat lifi kullanarak yurdttligimiz calismada bir kiltir kabindaki hicrelerin tamami
ayni yapi (lif) icerisinde tutulmaktadir. Dolayisiyla hiicrelerin tamami, mikrokurelerde
enkapsile edilen kondrosit kulturlerine oranla daha hizli bir sekilde birbirleri ile
etkilesime girebilmektedir. Bu sekilde, kdiltur kabindaki tim htcreler HDM’nin
olusturulmasina katki saglamaktadirlar. Sonug olarak dort haftalik kalttr islemi sonunda

makroskopik olarak da gézlenebilen tiim bir organoid olusabilmektedir.

Enkapsulasyon sonrasi hidrojeller, (g-boyutlu kapali bir ortam olusturmaktadirlar.
Yapida yiksek oranda su tutulabilmektedir. Bu nedenle, kiltir ortamina alindiklarinda
ilk asamada yapidaki suyun yerini kiltir sivisi almakta ve dolayisiyla difiizyonla
beslenen kondrositlerin kullanacaklari besin maddeleri siirekli olarak bu mikrogevreden
temin edilebilmektedir. Bu durum, hicrelerin vasat ortamindan daha iyi bir sekilde
yararlanabilmelerini saglamaktadir. Bu durum, statik ve dinamik kultur kosullar
arasinda belirgin bir farkin ortaya ¢ikmasini engellemektedir. Buna karsin, TGF-f
kullanildiginda  kiltarlerin - gelisimi arasindaki fark belirgin bir sekilde ortaya

citkmaktadir.

Kondrogenezde cogunlukla polimerik destek materyali olarak polimerik iskeleler
kullaniimaktadir. En ¢ok kullanilan biyopolimerik destek materyali olan PLGA iskeleler
yuksek gozeneklilige ve 6zellikle dinamik kultlr sartlarina dayanabilmelerini saglayan
mekanik dayanima sahiptir. Ayrica in vivo calismalarda kullanim avantaji saglayan

biyobozunurluk ve biyouyumluluk 6zelligine de sahiptir (Freed et al. 1994).
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PLGA iskelelerin ylksek g06zeneklilige sahip olmalari, yapinin yizey alanini
genisleterek hucrelerin adhezyonu icin daha genis bir alan saglamaktadir. Gézeneklerin
birbirleri ile iletisim halinde olmasi da, hiicre etkilesimini ve besin maddelerinin

gecisini kolaylastirmaktadir.

Hidrojel yapilarda besin sivisi kilturin ilk dakikalarindan itibaren yapi igerisine
girmekte ve bu sekilde hicreler besin sivi icerisindeki maddelerle strekli olarak
etkilesmektedir. PLGA iskeleler, bu calismada da kullanilan alginat hidrojellerinden
farkh olarak acgik yapilardir ve PLGA iskeleler (zerinde olusturulan tg-boyutlu
kilttrlerde, besin sivisinin iskelenin i¢ kisimlarina kadar ulasmasi daha uzun zaman
almaktadir. Clnku iskele yapi icerisinde hem besin molekillerinin hicrelere ulasmak
icin kat edecegi mesafe artmakta, hem de baglanan hicrelerin makro gozenekleri

kismen de olsa kapatmasina dayali olarak kismi diftizyon kisitlamasi olusmaktadir.

Difuzyonla beslenen kondrositlerin besin sivisi ile surekli ve etkin olarak interaksiyonu
iskele kullanilan kulturlerde istenilenden daha yavas gerceklesmektedir. Ancak dinamik
kaltar sarlarinda kaltir islemine devam edildiginde etkilesimin arttigi ve statik kaltr
sartlarina gore olumlu yonde belirgin bir fark olustugu gézlenmektedir (Emin, Elgin and
Elcin, 2005).

5.3 Tek Tabakada (2-Boyutta) Kultiir Isleminin Sonuglari

Dogal ortamlarinda HDM icerisine gomdalii olarak tg-boyutlu bir ortamda bulunan
kondrositler tek tabaka kulttre alindiklarinda yeni ortama uyum gostermeye calisarak
dediferansiye olmaktadirlar. Bu geriye dogru farklilasma neticesinde izole edilen hiyalin
kikirdak hcreleri  fenotipik ve morfolojik 6zelliklerini zamanla kaybetmeye
baslamaktadirlar (Rotter et al. 1998; Furukawa et al. 2003 ).

Invert mikroskop ile yapilan g6zlemlerde hiicrelerin morfolojilerinin kiiresel-yuvarlak
yapidan giderek oval ve yassi hale degistigini gostermektedir. Histokimyasal testler ise

dogal hiyalin kikirdak dokusundaki protein bilesiminin yaklasik %70-80’ini olusturan
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kollajen tip—2 Uretiminin azaldigini ve kollajen tip—1 UGretiminin ise arttigini
gostermektedir. Bu durum kultiire alinan hicrelerin giderek hiyalin kikirdak hticresi
oOzelliginden uzaklasmaya basladiklarini, dolayisiyla dediferansiye olarak gogaldiklarini

gostermektedir (Marijnissen et al. 2000).

In vitro kosullarda kikirdak dokusu elde etmek icgin htcrelerin istenilen yonde
farklhilasmasi gerekmektedir. Aksi durumda istenilen doku tipi elde edilemeyeceginden
kaltar islemi olumsuz sonuclanmis sayilmaktadir. Bu nedenle iki boyutlu kultir
tekniginin tek basina kullaniimasiyla izole kondrositlerden in vitro kikirdak dokusunun

elde edilmesinde istenilen sonuglara ulastlamamaktadir.

5.4 Dinamik Kultur Sartlarinin Etkisi

Kikirdak dokusu organizmada yaygin olarak bulunmakta ve genel olarak hareketli
eklemlerde destek materyali olarak gorev yapmaktadir. Bu nedenle faaliyet gosterirken

bazi gerilim kuvvetlerinin etkisine maruz kalmaktadir.

Kondrogenez islemlerinde in vitro olarak bu gerilim kuvvetleri statik kuoltdr
ortamlarinda saglanamamaktadir. Bu nedenle elde edilen doku tam olarak dogal
dokuyla 0zdeslik gosterememektedir. Dogal dokuya benzer olarak, gerekli olan gerilimi

ve mekanik etkiyi dinamik kultur sartlarinda bulmak mimkin olmaktadir.

Bu calismada kullanilan RCCS-STLV biyoreaktér sistemi mikro yercekimini
destekleyen NASA tarafindan gelistirilmis bir biyoreaktér sistemidir. Bu sistem
yercekimini mimimize ederek hucre kdlturleri igin mikroyercekimli bir cevre
saglamaktadir (Dedolph and Dipert, 1971; Wolf and Schwartz,1991; Gao et al. 1997).

Surekli donme hareketinin saglandigl biyoreaktor sisteminde kiltir vasatinin alginat
liflerinin i¢ kisimlarina girisini ve hicrelere gerekli olan besinlerin diflizyonunu
kolaylastirmaktadir. Statik kultir sistemlerinde ise devam eden bir hareket sisteminin

olmamasindan dolay! vasatin, liflerin i¢ kisimlarina girmesi nispeten daha yavas
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olmaktadir. Ancak yapinin hidrojel olmasi, bu negatif etkiyi azaltmakta ve acik
sistemler olan iskele yapilarindaki kadar belirgin bir sekilde ortaya ¢ikmamaktadir.
Yapilan histokimyasal ve imminhistokimyasal boyamalar bu durumu acikca

gostermektedir.

RCCS-STLV biyoreaktor sisteminin sagladigi donerek Kkaristirma, hiicrelere etkiyen
yuzey ve diger reaktor tiplerinde gozlenen karistirma gerilimini azaltmaktadir (Freed et
al. 1997). Bu etkilerden minimum o&lctlerde etkilenen hicreler daha yiksek hicresel

aktivite gostererek yeni kikirdak dokusunun gelisimini ilerletmektedir.

5.5 Sonug

Yapilan gozlemler ve uygulan testler sonucunda yuratilen kiltar islemlerinin
karstlastiriimasi yapiimistir. Oncelikli olarak invert mikroskop ile yapilan gézlemler, i¢
boyutlu ortamda hucrelerin morfolojilerini koruyarak cogaldiklarini gostermektedir.
MTT boyamalari, dinamik kaltir ortaminda yurutilen kulttrdeki htcre-hidrojel
modelinin, statik kiltirdekine gore nispeten daha yiksek metabolik aktiviteye sahip

oldugunu gostermektedir.

Histokimyasal ve immiinhistokimyasal boyamalar sonucunda en az kollajen ve agrekan
uretiminin tek tabaka kdltirde oldugu belirlenmistir. Ayrica bu kultir ortaminda
salgilanan kollajen tip—2 miktarinin azalarak kollajen tip—1 miktarinin arttigi ve kicik

agrekan agregatlarinin olustugu tespit edilmistir.

Uc-boyutlu kiltiirlerde kollajen ve agrekan molekillerinin ¢ok daha yiiksek oranda
uretildigi ve kikirdaklagsmanin daha fazla ilerledigi gozlenmistir. Ancak statik ve TGF-3
icermeyen kultirlerde kikirdaklasmanin, biyoreaktorde ydrdtilen kualturlerdekine gore
daha az oldugu ve ortama TGF-B ilave edilmesi durumunda statik ve dinamik
kalturlerin her ikisinde de kondrogenezin daha hizli ilerledigi g6zlenmistir. Hidrojel
yapilarin  kullanildigi kapah polimerik sistemlerin kullanildigi statik ve dinamik

kilturlerde benzer sonuclar elde edilmistir. Buna karsin PLGA iskeleleri gibi acik
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polimerik yapilarin kullanildig: statik ve dinamik kalttrler arasinda énemli farkliliklar
oldugu tespit edilmistir. Bu durum dinamik kaltar sartlarinin statik kiltdr sartlarina gére
hicreler Gzerindeki olumlu etkisinden ve polimerik materyalin yapisindan

kaynaklanmaktadir.

Vasat ortamina TGF-p eklenmesi durumunda, olusturulmus olan her tg¢ kultir ortami
icin de kikirdaklasmanin arttigi ve TGF-B’nin kondrogeneze bitun sartlarda direkt

olarak etkidigi acikca gorilmektedir.

Bu sonuclar goz 6nune alindiginda alginat lifler igerisine kondrositlerin tutuklanmasiyla
hazirlanan kultirlerde in vitro kikirdak dokusu gelistirmek icin en uygun ortamin, (g
boyutlu hidrojel liflerin ve TGF- iceren vasat ortami ile dinamik kiltir sartlarinin bir

arada kullanildigi kaltur sisteminin oldugu sonucuna ulasiimaktadir.
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