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OZET

ADIPOZ KOKENLI MEZENKIMAL KOK HUCRELERIN
POLIETILENGLIKOL DIMETAKRILAT HIDROJELLERDE
KAHVERENGI VE BEYAZ ADIPOZ DOKUYA
FARKLILASMALARININ INCELENMESI

Ash Sena KARANFIL

Yiiksek Lisans, Biyomiihendislik Anabilim Dal
Tez Damismani: Prof. Dr. Menemse GUMUSDERELIOGLU
Subat 2019, 97 sayfa

Bu calisma “Adipoz Kokenli Mezenkimal Kok Hiicrelerin 3 Boyutlu Hidrojellerde
Kahverengi ve Beyaz Adipoz Dokuya Farklilasmalarinin Incelenmesi” baslikl
Lisansiistii Tez Projesi (FYL-2018-17299) kapsaminda Hacettepe Universitesi Bilimsel

Arastirma Koordinasyon Birimi tarafindan desteklenmistir.

Sunulan ¢alismada amag; beyaz adipoz doku kaynakli mezenkimal kok hiicrelerin
(AKH), iki boyutlu (2B) ve ii¢ boyutlu (3B) in vitro kiiltiir kosullarinda kahverengi

yag dokusuna farklilasma potansiyellerinin incelenmesidir.

Calisma kapsaminda ilk olarak polietilen glikol (PEG) polimeri mikrodalga enerjisi
(1100 Watt, 5 dk) kullanilarak, metakrilik anhidrit (MA) ile fonksiyonellestirilip %99.4
metakrilatlanma  derecesine sahip polietilen glikol dimetakrilat (PEGDM)

sentezlenmistir. Sentezlenen ve karakterize edilen PEGDM foto ¢apraz-baglayici ajan



Irgacure2959 (%0.1, w/v) ile ¢ozelti haline getirilip 150 sn UV 1518a maruz tutularak 3B
hiicre kiiltlirleri i¢in doku iskelesi olarak kullanilacak olan hidrojel yapilari elde

edilmistir.

Tezin sonraki asamasinda ise sigan kaynaklt AKH’leri 35 giin boyunca, 2B ve 3B in
vitro hiicre kiltiir kosullarinda, roziglitazone ve triiyodotironin (T3) igeren kahverengi
adipogenik farklilastirma ortaminda kiiltiire edilmistir. Iki boyutlu kiiltiirlerde hiicreler
cok gozlii hiicre kiiltiir kaplarinda tretilirken, 3B kiiltiir ¢aligmalarinda PEGDM
hidrojellere enkapsiile edilmistir. Ayrica kronik soguk maruziyetinin (2B kiiltiirler igin,
giin asir1, 16°C, 15 dk; 3B kiiltiirler i¢in, giin asiri, 16°C, 1 sa) AKH’lerin in vitro

adipogenik farklilagmalarina olan etkisi de incelenmistir.

Her 2 Kkiiltiir kosulunda da farklilasan hiicrelerdeki lipit vakuolleri Oil Red O ile
boyanmis ve optik mikroskopla goriintiilenmistir. Ger¢ek zamanli polimeraz zincir
reaksiyonu (RT-PCR) analizleriyle kahverengi adipositlere 6zgii olan UCP-1, Cidea
genleri ve tiim adiposit tiirlerinden eksprese olan PPAR-y geninin ekspresyon seviyeleri
tespit edilmistir. Ayrica immiinositokimyasal ve immiinohistokimyasal analizlerle
farklilagan hiicrelerdeki UCP-1 ve PPAR-y proteinlerinin varliklar1 goriintiilenmistir.
Ancak in vitro kosulda uygulanan soguk indiiksiyonunun AKH’lerin kahverengi

adipositlere farklilagsmasinda belirgin bir etkisinin olmadig1 goriilmiistiir.

Sonug olarak AKH’ler, 2B ve 3B in vitro hiicre kiiltiir kosullarinda kahverengi
adipositlere farkhilastirilmistir. Ayrica AKH’lerin PEGDM hidrojellere enkapsiile
edilmesiyle elde edilen 3B hiicre kiiltiirleri, in vitro kosullarda kahverengi adiposit elde

edilmesi i¢in uygun bir sistem olarak onerilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Kahverengi adipoz doku, PEGDM, Mezenkimal kok hiicreler,
Hidrojel.
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3 Dimensional Hydrogels” (FYL-2018-17299).

The aim of the present study is to investigate the differentiation potential of white
adipose tissue derived mesenchymal stem cells (AdMSCs) to brown adipose tissue on 2

dimensional (2D) and 3 dimensional (3D) in vitro culture conditions.

In the first part of study, PEG polymer was functionalizated with methacrylic anhydride
(MA) by using microwave energy (1100 Watt, 5 min). Therefore, polyethylene glycole
dimethacrylate (PEGDM) was synthesized with 99.4% methacrylation degree. Then,
PEGDM was brought into solution with photo-cross-linking agent Irgacure2959 (0.1%,



wi/v) and exposed to 150 s UV light to obtain hydrogel structures to be used as a tissue
scaffold for 3D cell cultures.

In the next stage of the thesis, AAMSCs were cultured in brown adipogenic
differentiation medium consisting of roziglitazone and triiodothyronine (T3) for 35 days
on 2D and 3D culture conditions. While in 2D cultures cells were culturing in multi-
well culture dishes, in 3D cultures cells were encapsulated in PEGDM hydrogels.
Additionally, the effect of chronic cold exposure (for 2D cultures, every other day,
16°C, 15 min; for 3D cultures, every other day, 16°C, 1h) on in vitro adipogenic
differentiation of AAMSCs was also investigated.

In both culture conditions, 2D and 3D, lipid vacuoles in the differentiated cells were
observed by optical microscope after staining with Oil Red O. The expression levels of
UCP-1 and Cidea genes which are specific for brown adypocytes and PPAR-y gene
which is expressed from all adipocyte species were revealed by real time-polymerase
chain reaction (RT-PCR). In addition, the precence of UCP-1 and PPAR-y proteins in
the differentiated cells was visualized with immunocytochemical and
immunohistochemical analyzes. However, cold induction on in vitro cell culture
conditions did not have a significant effect on the differentiation of AAMSCs to brown
adipocytes.

As a result, ADMSCs were differentiated to brown adipocytes on both culture
conditions, 2D and 3D. Moreover, 3D cell cultures which obtained by encapsulation of
AdMSCs into PEGDM hydrogels are proposed as a suitable system for obtaining brown

adipocytes in vitro.

Key Words: Brown adipose tissue, PEGDM, Mesenchymal stem cells, Hydrogel.
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1. GIRIS

Kahverengi adipoz doku (KAD), insan viicudunda kiirek kemikleri, boyun ve omuzlar
aras1 bolge gibi kisithi alanlarda bulunan, vaskiilarizasyondan dolay1 rengi kahverengiye
yakin olan ve viicutta termoregiilasyondan (1s1l diizenleme) sorumlu yag dokusu
cesitidir [1, 2]. Yaslanma siireci gergeklesirken kahverengi adipoz doku (KAD) zamanla
yerini beyaz adipoz dokuya (BAD) birakir. Kahverengi adipositler daha yiiksek bir
metabolik aktiviteye sahip olup beyaz adipositlerden farkli islev gormektedirler.
“Uncoupling protein-1” (UCP-1), kahverengi adipositlerde ¢ok yiiksek miktarda
eksprese olan, oksijen aliminda, kalori harcanmasinda ve viicudun 1sinmasinda goérevli
bir proteindir [3-5]. UCP-1 proteininin bu aktiviteleri nedeniyle son yillarda yapilan
caligmalarla birlikte KAD’1n, diinya genelindeki yaygin hastaliklar olan obezite ve tip 2
diyabet gibi metabolik bozukluklarin tedavisi icin terapotik potansiyele sahip olacagi
diistiniilmektedir [1, 6, 7]. Bu nedenle sunulan tez ¢alismasi kapsaminda doku
mithendisligi yaklasimi ile in vitro’da metabolik olarak aktif, ti¢ boyutlu (3B)
kahverengi adipoz doku elde edilmesi hedeflenmistir.

Adipoz doku miihendisligi calismalarinda uygun mekanik 6zellikler ve biyouyumluluk
gibi nedenlerle doku iskelesi olarak hidrojellerin kullanilmas1 yaygindir [8]. Hidrojeller
biinyelerinde yiiksek miktarda su tutma Ozelligi gostererek sisen, ancak suda

coziinmeyen, c¢ok sayida hidrofilik gruplar iceren, ag yapili polimerik malzemelerdir

[9].

Insan viicudundaki pek ¢ok doku ve organ karmasik 3B mimariye sahiptir. Bu nedenle
hiicrelerin in vitro kosulda 3B olarak hidrojel sistemleri ile kiiltiire edilmesi gergek doku
fizyolojisine daha yakin bir tirlin sunar [10]. Bunun i¢in son yillarda 3B hiicre kiiltiirti
caligmalar1 Onem kazanmaktadir. Transplantasyona uygun doku ve organlara olan
ithtiyac1 gidermek i¢in 3B hiicre kiiltiirleri, uygun mekanik dayanima, 3B ag orgiisiine
ve hiicre yerlesimine izin verir. Bu amagla hiicreler, hidrojeller ve ¢esitli biyoaktif
molekiiller ile bir araya getirilerek dokular: taklit eden yapilar olusturulmaktadir [11,

12].

Sunulan tez kapsaminda hidrojel olarak metakrilatlanmis polietilen glikol, yani

polietilen glikol dimetakrilat (PEGDM) kullanilmisgtir. Polietilen glikol (PEG)



biyomedikal uygulamalarda yaygin olarak kullanilan sentetik bir biyopolimerdir.
Akrilat veya metakrilat gruplari ile sonlanan PEG makromerlerinin sulu g¢ozeltileri,
kovalent olarak c¢apraz baglanmis hidrojelleri olusturmak iizere sirasiyla uygun bir
baslatic1 varliginda UV veya goriiniir 151k kullanarak foto-polimerize edilebilmektedir
[13, 14].

Tez caligmas1 kapsaminda ilk asamada beyaz adipoz doku kaynakli mezenkimal kok
hiicrelerin iki boyutlu (2B) hiicre kiiltiiriinde kahverengi adipositlere farklilagtirilmasi
gerceklestirilmistir. Sonraki asamada ise kok hiicreler sentezlenen PEGDM hidrojeli
igcerisine enkapsiile edilerek ii¢ boyutlu (3B) hiicre kiiltiirleri elde edilmis ve kok
hiicrelerin KAD’a farklilastirilmas1 saglanmustir. [n vitro hiicre kiiltiirii ¢alismalart
boyunca yapilan analizlerle (Oil Red O boyamalar, immiinofloresan analizler, RT-PCR
analizleri) kok hiicrelerin hem 2B, hem de 3B hiicre kiiltiirlerinde kahverengi
adipositlere farklilastirilmast degerlendirilmistir. Konuyla ilgili literatiir incelendiginde
bugiine dek PEGDM hidrojeli kullanilarak yapilan bir KAD doku miihendisligi
calismasina rastlanmamistir. Calisma kapsaminda kok hiicrelerin  kahverengi
adipositlere farklilastirilmasinda kronik soguk maruziyetinin etkisi de incelenmistir.
Sicak kanli hayvanlarda 1s1l diizenlemeden sorumlu olan KAD, o6zellikle soguk ortam
kosullarinda bulunan hayvanlarda hipoterminin Oniine ge¢ilmesinde rol alir [5].
Literatiirde KAD aktivitesinin arttiritlmasi i¢in ¢esitli in vivo deneysel ¢alismalar yer
almaktadir. Bu calismalarda karsilagtirmali olarak sicak ve soguk ortam kosullarinda
tutulan veya egzersiz yaptirilan memelilerde KAD aktivasyonu, metabolik hiz, oksijen
tiketim oran1 ve KAD’la iliskili ¢esitli genlerin ekspresyonunda artis gibi sonuglar elde
edilmistir [15]. Bu verilerden yola ¢ikilarak onerilen tez caligmasinda 2B ve 3B ortamda
kiiltire edilen kok hiicrelere in vitro kosulda soguk indiiksiyonu gergeklestirilmistir.
Buna gore soguk indiiksiyonunun kok hiicrelerin KAD’a farklilasmasindaki etkinligi
incelenmigtir. Kiiltiire edilen hiicreler diizenli araliklarla (giinasir1 ve 2B kiiltiirler icin
giinde 15 dk, 3B Kkiiltiirler i¢in 1 saat) steril ortam kosullar1 saglanarak soguk ortamda
(16°C) tutulmus ve 37°C’deki standart in vitro hiicre kiiltiir kosullarinda farklilasma
ajanlariyla birlikte hem 2B, hem de 3B olarak kiiltiire edilen kok hiicrelerle
karsilagtirmali olarak analiz edilmistir. Yapilan, RT-PCR ve immiinositokimyasal ve
immiinohistokimyasal analizlerle soguk indiiksiyonunun kahverengi adiposit

farklilasmasindaki etkinligi incelenmistir.



2. GENEL BILGILER

Calismanin bu boliimiinde sunulan tezin temelini olusturan literatiir bilgisi ii¢ ana baslik
halinde &zetlenmistir. ilk olarak adipoz doku tiirleri ve kahverengi adipoz doku
hakkinda genel bilgilere yer verilmis, adipoz dokunun genel 6zellikleri, adipoz doku
tiirleri arasindaki farkliliklar ve kahverengi adipoz dokunun viicut metabolizmasi
acisindan Oonemi ve fonksiyonlart ayrintili bir sekilde belirtilmistir. Sonraki kisimda
kahverengi adipoz doku miihendisligi i¢in gerekli hiicresel ve malzemeye yonelik
bilesenlerle ilgili genel bilgiye yer verilmistir. Son kisimda ise hidrojellerin genel
ozellikleri, adipoz doku miihendisliginde kullanilan hidrojeller ve sunulan tez
calismasinda kullanilan poli etilen glikol dimetakrilat (PEGDM) hidrojelinin 6zellikleri

aciklanmugtir.

2.1. Adipoz Dokunun Yapis1 ve Ozellikleri

Adipoz doku viicudun derialtinda ve i¢ organlara ait depolarinda bulunan, toplam viicut
agirlhiginin %15-30’unu olusturan, 6zellesmis bir doku ¢esididir. Adipoz doku genel
olarak beyaz ve kahverengi adipoz doku olmak iizere 2 gesittir. Beyaz adipoz doku
(BAD) viicuttaki enerji deposu olarak gorev alan tek ve biiylik yag damlaciklart igeren
adipositlerden olusurken; kahverengi adipoz doku (KAD) c¢ok sayida, kiiclik lipit
damlaciklar1 iceren adipositlerden olusmaktadir ve viicuttaki termoregiilasyondan (1s1l

diizenleme) sorumludur.

Yetiskin insanlarda adipoz dokunun biiyilik bir ¢ogunlugunu BAD olustururken, KAD
cogunlukla viicutta sirt, boyun ve omuzlar arasi bolgeler gibi kisith alanlarda
bulunmaktadir. Insan perivaskiiler adipozu da ayrica kahverengi adipositler
icermektedir. Biitiin adipoz tiirleri sistemik metabolizmaya hormon salgilayarak
endokrin iglev gormektedir [16]. Sekil 2.1°de beyaz ve kahverengi adipositlerin hiicresel

yapilar1 gosterilmistir.

Lipit tasiyan adipositler derialt1 ve i¢ organlara ait adipoz depolarinda, ikinci trimesterin
sonuna kadar ortaya ¢ikar ve dogumdan itibaren 15 mikron capli preadipositten 80
mikrona kadar degisen aralikta olacak bigimde genisler. Dogumdan yetiskinlige kadar

gecen siirede ise hem viseral (i¢ organlarda bulunan) hem de deri alt1 bolgelerdeki



adipoz doku depolari, cinsiyet hormonlar1 ve beslenme gibi faktdrlere bagl olarak farkli

oranlarda biiyiir [16].
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Sekil 2.1. Kahverengi ve beyaz adipoz doku kesitlerinin H&E boyama sonrasi

goriintiileri [17].

2.1.1. Beyaz Adipoz Doku

Beyaz adipoz dokunun (BAD) temel hiicresel bilesenleri adiposit ad1 verilen, kollajen
fiberlerle desteklenen lipit dolu hiicrelerdir. Olgun bir beyaz adipositin sitoplazmasinin
yaklasik %9011 lipit icerigi olusturur. Adipoz dokunun diger hiicresel bilesenleri ise
diiz kas hiicreleri, endotel hiicreleri, fibroblastlar, kan hiicreleri ve preadipositlerle
birlikte stromal-vaskiiler hiicrelerdir [17]. BAD, kahverengi muadili kadar c¢ok
vaskiilarize olmamasina ragmen, BAD’da bulunan her bir yag hiicresi, dokunun
devamli biiylimesine olanak taniyan bir vaskiiler ag saglamaktadir ve en az bir kilcal

damar ile temas halindedir [18].

BAD organizmaya karsi uygulanan mekanik soklari absorbe ederek dokulari destekler
ve viicut sicakligimin korunmasinda da rol alir. Adipoz doku mikrogevresi mekanik
stimiilasyon, hiicre-hiicre etkilesimleri, besin maddelerinin iletimi ve hiicreleri

diizenleyici islev gorerek adipositleri desteklemekte ve diizenlemektedir [16].

BAD igerisinde bulunan olgun adipositler, genis (290 um’ye varabilen hiicre cap1),
kiiresel formda, tipik olarak hegzagonal geometride, etrafi daha kiigiik preadipositler ve
interstiyel bosluklar1 dolduran sinirler ve kilcal damarlarla ¢evrili bir vaziyette ve bal
petegine benzer bir geometride dizilmis halde bulunurlar [16]. BAD’in gelismesi
organizmadaki yiiksek yogunlukta, trigliserit formunda ve neredeyse sinirsiz miktarda

kalori depolamasina izin verir. Adipoz dokunun bu essiz 6zelligi, ilk insanlarin bol



miktarda besin maddelerini biriktirmelerini saglayarak kitlilk zamanlarinda hayatta
kalma sanslarini arttirmistir.  Ancak glinimiizde yiiksek kalorili besinlere kolay
ulagabilme imkanina sahip olusumuz, modern toplumlarda obezite, tip II diyabet ve
kardiyovaskiiler rahatsizliklar gibi ciddi hastaliklarin salgin oranlarinda ortaya

cikmasina yol agmustir [19].

2.1.2. Kahverengi Adipoz Doku

Kahverengi adipoz doku (KAD) memelilerde anahtar termogenik doku olarak
tanimlanmistir [20]. KAD, daha yiliksek miktarda mitokondriyal igerik, daha yiiksek
ekstraseliiler matriks (ECM) orani, ¢ok sayida kiiclik lipit vakuolii ve belirgin bir
kahverengi renkte olmasi gibi 6zellikleri nedeniyle morfolojik olarak BAD’dan farklidir
[1]. Insan viicudunda boyun bolgesi, kopriiciik kemikleri, kiirek kemikleri ve
omuzlararasi bolge gibi kisitli alanlarda bulunan KAD, yiiksek oranda vaskiilarizasyon
nedeniyle kahverengiye yakin bir renktedir. Yaslanma ile birlikte insan viicudunda
KAD miktar1 azalirken BAD miktar1 artar [1, 21, 22]. Sekil 2.2’de insanlarda

kahverengi ve beyaz adipoz dokunun bulundugu bolgeler sematik olarak gosterilmistir.
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Sekil 2.2. Insanlarda kahverengi ve beyaz adipoz dokularin bulundugu bélgeler [23].
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Kahverengi adipositler “mitokondriyal ayrilma” (mitocondrial uncoupling) olarak
karakterize edilen yiiksek bir metabolik aktiviteye sahiptir [1, 2, 24]. Bu hiicreler 1s1
iiretimi i¢in yag1 ve karbonhidratlar1 oksitleyen, 6zellesmis ve ¢ok sayida mitokondri
icermektedir. Bu metabolik olay, ATP iiretimi i¢in elektrokimyasal gradyani ayristiran
kahverengi adipositlerin i¢ mitokondriyal membranindaki ‘“uncopuling protein-1°*
(UCP-1) proteininin varligina baghidir [20]. UCP-1, kahverengi adipositlerden yiiksek
miktarda eksprese olur ve oksijen aliminda, kalori harcanmasinda ve viicut 1sisinin
diizenlenmesinde gorev alir. UCP-1 mitokondriyal membran boyunca proton
sizintilarim1  katalizleyen ve boylece ATP iiretiminde oksidatif fosforilasyondan
ayrilmasini saglayan, i¢ mitokondriyal zar igerisinde bulunan bir proton tasiyicisidir.
KAD, termogenezi saglamaktaki asil islevini termogenik faktér olan UCP-1 ile
gerceklestirmektedir [1, 25]. Sekil 2.3’te UCP-1 proteininin isleyisindeki Onerilen

modeller gosterilmektedir.

H* Tampon  Yag Asidi GCevrim Modeli

H* Kanal OH- Kanali Modeli
H* H*
\‘ (-—— u r—ﬂ
ol
¢ OH- He

a b c d
Sekil 2.3. UCP-1 proteininin islevleri i¢in Onerilen modeller. a) Yag asidinin (Fatty
Acid, FA) baglanmasiyla aktive edilen H* kanali, b) OH™ kanali, c) H"
tampon modeli ve d) yag asidi cevrim modelinin allosterik baglanmasi ile

aktive edilen OH" kanal1 sekilde gosterilmektedir [26].

KAD memelilerde soguga maruziyet karsisinda canlinin hipotermiye girmesinin
onlenmesinde gorev alir [20, 24, 25, 27]. Diizenli egzersizin, termoregiilasyonda ve
metabolizma hizinda etkili bir protein olan UCP-1 ekspresyonunu indiikledigini
gosteren cesitli calismalar literatiirde mevcuttur [15, 27, 28]. Ayrica kahverengi
adipositler, enerji tliiketimini ATP {iretiminden ayiracak sekilde kalori tiikketme
konusunda 6nemli bir kapasiteye sahiptir. Bu yiizden viicudun enerji dengesindeki

bozulmalarin yol a¢tigi, diinya genelindeki yaygin hastaliklar olan obezite ve tip Il



diyabet gibi metabolik hastaliklarin tedavisi igin KAD’in terapotik potansiyele sahip
olacag: distiniilmektedir [1, 21, 24]. KAD’1 arttirmaya ydnelik olarak gergeklestirilen
caligmalarda kiiciik hayvan modellerinde otolog KAD transplantasyonu, metabolik
olarak iyilesmeye katki saglasa da, insanlarda KAD kaynagi kisitli oldugundan

transplantasyon islemi i¢in avantajli degildir [6].

Yakin zamana kadar, yetigkinlerdeki KAD miktarinin ihmal edilebilir derecede az
oldugu diisiiniilmekteydi. Ancak son yillarda yapilan ¢alismalar bu goriisi ¢iiriitmiis ve
yetiskin insanlarda aktif KAD’1n varligin1 ortaya koymustur. Ozellikle, insanlarda aktif
haldeki KAD miktar1 ve sismanlik arasinda c¢ok giiglii bir ters iliski vardir. Dahasi
yaslanma ile birlikte KAD miktarinda azalma goriiliir, bu da kilo alma egilimini artirir
[20]. KAD, adaptif termogenez icin memelilerdeki esas bolgedir. Kemirgenlerde
yapilan calismalarda KAD’mn termogenik aktivitesinin obeziteye karst koruyucu
olabilecegi ortaya konulmustur. Son yillarda radyodiyagnostik islemler sonucu elde
edilen bulgular KAD’in yetigkin insanlarda da aktif bir doku oldugunu ortaya
koymustur [24].

2.1.3. Bej Adipoz Doku

Kahverengi adipositler anatomik KAD depolarinda kiimelenmis halde bulunurlar ve
miyojenik hiicre soyu i¢in ortak olan mezenkimal onciil hiicrelerden kdken alirlar. Bu
hiicreler “klasik™ veya “gelisimsel olarak programlanmis” kahverengi adipositler olarak
adlandirilirlar.  Bununla birlikte BAD’mn anatomik boélgelerinde de termogenik
uyaranlardan sonra kahverengi adipositler ortaya cikabilmektedir. Bu hiicreler, “bej”,
“brit” veya “indiiklenebilir” adipositler olarak adlandirilir. Bu siireg BAD’da
“kahverengilesme” olarak adlandirilir ve adipositlerin beyazdan kahverengiye

transdiferansiasyonunu igerir [24].

Derialtt ve i¢ organlara ait adipoz depolari, sinirlerle donatilmis, damarlanmais,
multipotent projenitor hiicreleri ve farklilasmis adipositleri i¢ceren endokrin organlardir.
Kahverengi adipositler beyaz adipositlerden morfolojileri, fonksiyonel kapasiteleri ve
viicuttaki depolanma yerleri bakimindan farklidir. Ancak “bej” adipositler, hem beyaz
hem de kahverengi adipositlerin 6zelliklerini birarada gosterebilen ve beyaz adipoz

doku igerisinde bulunan adiposit tiirtidiir [16].



Bej adipositler BAD iginde yer alirlar. Beyaz adiposit benzeri fenotiptedirler, ancak
indiiklendiklerinde kahverengi-benzeri fenotip kazanarak termogenezin artmasina yol
acarlar. Bu olay “kahverengilesme” olarak bilinir ve genel olarak deri alti yag
depolarinda gergeklesir. Kahverengilesme islemi PRDM16, PPAR-y ve UCP-1 gibi
termogenezde gorev alan pek cok transkripsyon faktdriiniin ekspresyonunu gerektirir
[29]. BAD i¢inde bulunan kahverengi adipositler, KAD’da bulunan klasik kahverengi
adipositlerden farklidir ve beyaz adiposit hiicre soyuna daha yakindir. Bej adipositlerin
nihai termogenik fonksiyonunun klasik kahverengi adipositlerden farkli olduguna dair
bir kanit yoktur, ancak kemirgenlerdeki bazi genetik veriler obeziteye karsi tedavide bej
adipositlerin de etkili olabilecegini diisiindiirmektedir [24, 29]. Sekil 2.4’te 3 farkl: tiir

adiposit sematik olarak karsilastirilmistir.

Termogenik Kapasite

1 UCP1

1 PPARy g&’;
t PGC1a PGCla Termogenik belirteci yoktur.
) PROM16
1t PRDM16 @
o & /
Kahverengi Bej Beyaz
Adiposit Adiposit Adiposit

Adiposit Boyutu

Sekil 2.4. Farkl1 adiposit tiirlerinin sematik gosterimi [30].

Bej adiposit olusumu ile ilgili olarak iki genel kavram ortaya atilmistir. Birincisi, bej
adipositlerin soguk maruziyeti veya beta adrenerjik uyarim gibi belirli uyaricilar ile
stimiile edilerek farkli projenitdr hiicrelerden tiiredigini One siiren teoridir. Diger
kavram, transdiferansiasyon modelidir ve beyaz adipositlerin uygun kosullar
saglandiginda bej adipositlere doniisebilecegini one siirmektedir. Genetik yatkinlik,
cevre kosullart (6rnegin; uygun ortam sicakligl) ve yag depolaria 6zgii farkliliklar gibi
ek faktorler, bej hiicrelerin nihai formunu nasil kazacagini da etkilemektedir. Adipoz
doku kahverengilesmesinde genetik yatkinligin da dnemini belirten goriise gore, farkl
fare tiirleri arasinda kahverengilesme kapasitesinde 6nemli farkliliklar bulunmustur [5].

Cizelge 2.1°de beyaz, kahverengi ve bej adipoz dokularin 6zellikleri 6zetlenmistir.



Cizelge 2.1. Farkli adipoz doku tiirleri ve 6zellikleri.
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2.1.4. Kahverengi Adipoz Dokunun Olusumu ve Gelisimi

Bir adipositin yasam dongiisii miyoblastlar ve adipositler de dahil olmak {iizere, bircok
hiicre tipine farklilagsabilen multipotent kok hiicre asamasinda baslar. Peroksizom
proliferator-aktive reseptor gama (PPAR-y) gibi gesitli transkripsiyonel regiilatorlerin
ekspresyonu adiposit farklilasmasina yol agar. PPAR-y, adipositlere 6zgii olan bir
hormon reseptoriidiir ve adipogenezin gerceklesmesindeki anahtar faktordiir.
Preadipositlerin yasam dongiisiiniin erken evrelerinde PPAR-y aktivasyonu meydana
gelir ve trigliseridler, esterler ve steroller gibi ¢esitli lipitleri regiile eder. Beyaz
adipositlerden farkli olarak, kahverengi adipositler Myf5+ soyundan kdken alirlar ve bu
yiizden iskelet kaslariyla gesitli ortak onciillere sahiptirler [22]. Sekil 2.5’te farkl

adiposit tiirlerinin kdkenleri sematik olarak gosterilmistir.

Adiposit prekiirsor Mezenkimal
orjinleri prekiirsorler

MYF5- MYF5*

( (
Yetiskin orjinler ‘ O \ O

BAD adiposit Endotel KAD adiposit Kas uydu
preklrsoru prekursori prekirsori hucresi
Olgun BAD | €= |
adipositler
Beyaz Bej Kahverengi
UCP1- UcePl1- UCP1-

Sekil 2.5. Beyaz, bej ve kahverengi adipositlerin kokenleri [3].

PRDM16 (PR domain containing 16) temel viseral preadipositlerin
kahverengilesmesinde gorev alarak, KAD gelisimi ve asir1 ekspresyonundaki
diizenleyici transkripsiyon faktoriidiir. PRDM16, PPAR-y koaktivatorii (PGC-1) a ve
ile birlikte calisgarak KAD genlerinin indiiksiyonunu diizenler. PGC-1a, PPAR-y nin

koaktivatoriidiir ve 6ncelikli olarak UCP-1 gibi “uncoupling” proteinlerinin
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indiiksiyonu sirasinda mitokondriyal biyogenezi kontrol eder. Sirtuin-1 (SIRT1)
termogenez regiilasyonundaki diger bir onemli transkripsiyon faktoriidiir ve temel
gorevi PPAR-y’nin deasetile edilmesidir. PPAR-y’nin deasetilasyonu KAD genlerinin
indiiksiyonu ve BAD genlerinin baskilanmasi i¢in gereklidir. Sekil 2.6’da farkli adiposit
tirlerinin gelisimsel kokenleri gosterilmistir. Bu onemli transkripsiyon faktorlerinin
ortak calismasi, KAD gelisimine ve islevlerinin regiile edilmesine yol acar. PRDM16

ayrica, BAD gelisimini saglayan genlerin baskilanmasi igin gereklidir [22].

Myf5+ projenitér Mezenkimal kék hiicre

[
] ®
® +MMP14
+BMP2/4
<+—— +PRDM16 —
+BMP7
@
@
Kah i diposit iposi
ahverengi preadiposi . N Beyaz preadiposit +PPARY
+PPARY Bej preadiposit \ +CIEBPR/S
+PGC1a +PGC1la
+PRDM16 +PRDM16
+SIRT1 +SIRT1
—
Kahverengi adiposit - Beyaz adiposit
Bej adiposit

Sekil 2.6. Beyaz, kahverengi ve bej adipositlerin gelisimsel kokenleri. Bej
adipositler Myf5- mezenkimal kok hiicrelerden (Myf5—) tiiretilir ve
beyaz adipositlerle yakindan iligkilidir. Kahverengi adipositler ise Myf5+

onciil hiicrelerden tiiretilir ve kas soyu ile yakindan iligkilidir [22].

2.1.5. Kahverengi Adipoz Dokunun Biyolojik Fonksiyonlar:
Kahverengi adipoz dokunun temel biyolojik fonksiyonlari; termoregiilasyon ve
metabolizma hizinin diizenlenmesidir. Asagida bu ozellikler ayrintili bir sekilde

agiklanmustir.
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2.1.5.1. Termoregiilasyon

Insanlarda ve diger memelilerde viicut sicakligi cogu iklimlerde normal olarak
karsilasilan iklim sicakliklarinin oldukga {izerinde bir sicaklik olan 37°C’de sabit
tutulmaktadir. Bu kadar yiiksek bir viicut sicakligini desteklemek i¢in gerekli olan
enerji, viicuttaki cesitli ekzotermik reaksiyonlarla tretilir. Viicut, 6zellikle 1s1 iiretimi

icin termogenez mekanizmalarini kullanir [20].

Termogenez, kimyasal enerjiyi 1siya doniistiirme islemidir. Viicutta titreme ile
gerceklesen termogenezde (shivering thermogenesis) hizli kas kasilmalari ile 1s1 {iretimi
meydana gelirken, KAD’da titreme gerceklesmeden 1s1l diizenleme gergeklesir
(nonshivering thermogenesis). “Titremesiz” veya “adaptif termogenez” olarak
adlandirilan bu islem ile o6zellikle kis uykusuna yatan hayvanlarda viicutta fiziksel
aktiviteye gerek duyulmaksizin 1s1 iiretimi meydana gelir ve boOylece hipotermi
Onlenmis olur. Adaptif termogenez nedeniyle viicutta termoregiilasyonu saglayan
KAD’in ozellikle heniiz kas gelisimini tamamlamamis ve kisith fiziksel aktivite
gosterebilen yeni doganlarda viicut sicakliginin korunmasi agisindan énemi biiyiiktiir.
Ayrica yeni doganlarin viicudundaki KAD orani yetiskinlere kiyasla daha yiiksektir
[22].

Termogenez, ¢ok sayidaki mitokondrinin UCP-1 proteinini eksprese etmesiyle
gerceklesir. Bu durumda substrat oksidasyonunun ATP {iretiminden ayrilmasini
saglayarak 1s1 olusur [31]. KAD, soguga maruziyet sirasinda viicut sicakliginin
korunmasinda gorev alir ve kati organlarda biyokimyasal olaylarin gerceklesebilmesi
icin optimum viicut sicakligimin korunmasmi saglar [2]. Yapilan biyokimyasal
caligmalar adaptif termogenezin genel prensibini ortaya koymustur. Uzun zincirli yag
asitleri varliginda UCP-1 i¢ mitokondriyal membranin H* gercirgenligini arttirmakta ve

kahverengi adiposit mitokondrileri ATP enerjisi yerine 1s1 enerjisi tiretmektedir [26].

2.1.5.2. Metabolizma Hizinin Diizenlenmesi
Bazal metabolizmanin yapisi giiniimiizde halen tam olarak bilinmemektedir. Ancak,
genel anlayis organizmada “her seyin devam etmesini saglamak™ icin gerekli olan

metabolizma ve bunun sonucunda ortaya ¢ikan 1sinin yan iiriin olmasidir. Bununla

12



birlikte, memelilerin bazal metabolik hiz orani, ayni viicut sicakliina ve ayn viicut

agirligina sahip stirtingenlerle kiyaslandiginda en az {i¢ kat daha yiiksektir [32].

KAD’da gergeklesen adaptif termogenez kemirgenlerde ve insanlarda enerji
homeostazina etki eder. Kahverengi adipositlerdeki mitokondriyal UCP-1, yag asidi ve
glikoz oksidasyonunu saglayarak 1s1 enerjisi iiretir. Termogenik isleve ek olarak,
sempatik sinir sistemi tarafindan aktive edilen KAD ayrica 6nemli bir glikoz, yag asidi
ve trigliserol temizleme organidir ve bu islevi yiiziinden potansiyel olarak lipidemi,
hiperglisemi ve insiilin direnci gibi rahatsizliklarin tedavisi i¢in kullanilabilir. Son
yillarda yapilan caligmalarda viicuttaki aktif KAD ile enerji tiiketimi, viicut agirligi ve
insiilin duyarlilig1 arasinda 6nemli bir baglant1 oldugu ortaya konmustur [19, 32]. Sekil

2.7°de besin alim1 ve kahverengi adipogenez arasindaki iligski 6zetlenmistir.

=1
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Sekil 2.7. Besin alimi ile adaptif termogenez arasindaki iligki [33].

Asin trigliserit ve glikoz alimi obezite ve metabolik hastaliklara neden olur. Kahverengi
ve bej adipositler tarafindan besinlerin kullanimiyla trigliserit ve glikoz miktari

azaltilabilir. Boylece obeziteye kars1 terapdtik bir etki saglanabilir [33].

Son yillarda yapilan ¢aligmalara gore, insanlarda aktif haldeki 50 gram KAD’mn giinliik
enerji tiiketiminin %20’sini karsilayabilecegi ortaya konulmustur. Bu yilizden obezite ve

buna bagli hastaliklarda kahverengi adipositlerin yiiksek bir terapotik potansiyeli
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olacag diisiiniilmektedir [4]. KAD, viicudun enerji homeostazindaki rolii nedeniyle
obezite icin umut verici bir karst 6nlem olarak goriilmektedir. Insanlarda tam olarak
aktive edilmis KAD’1n, tiim viicut metabolizmasinda ve dolayisiyla bazal metabolizma
hizinin %30’una kadar katkida bulunabilecegi tahmin edilmektedir. Dahas1 dinlenme
halindeki enerji tiikketiminin saglikli yetiskin erkeklerde KAD ile pozitif iliski gosterdigi
ortaya konulmustur [25].

Kemirgenler iizerinde yapilan g¢aligmalarda, KAD’in tiim viicut enerji homeostazi,
substrat metabolizmasi ve glikoz homeostazinda énemli bir rol oynadig1 gosterilmistir.
Termondtral kosullarda, UCP-1 geni nakavt edilmis farelerde diyetle indiiklenen
termogenezin bozuldugu ve obezitenin gelistigi gozlenmistir [7, 34]. KAD, toplam
glikozun %75’ini ve trigliseritlerin %50’sini dolasimdan temizler. Ayrica sogukla
indiiklenen termoregiilasyonda da KAD’in aktivitesinde artis meydana gelmektedir.
Yapilan calismalarda soguga maruziyetin bireylerdeki enerji harcamalari lizerindeki
etkisi incelenmis ve sogugun enerji tiiketimini %10 ile %27 oraninda arttirdigi
bulunmustur [35]. Chondronikola ve arkadaslarinin KAD termogenezini arttirmak igin
bireylerin titreme esiginin {lizerinde uzun siireli (5 saat) bir soguk maruziyeti
protokoliinii uyguladiklar1 ¢alismaya gore, 50-100 mL’lik KAD’in saglikli erkeklerde
enerji tiiketimini glinde 150 ile 300 kcal kadar arttirabildigi bulunmustur [36]. Buna ek
olarak Lee ve arkadaslarinin yaptiklar1 calismada, KAD’1n geng erkek bireylerde diyete
bagl termogenezi %32 oraninda arttirdig1 ortaya konulmustur [37]. Soguga maruziyet,
KAD’daki glikoz alimin1 6nemli 6l¢iide arttirmaktadir, ancak bu durum diger dokularda
gerceklesmez. Ayrica obezite hastalarinda bu durum zayif bireylere gore daha az

belirgin bir sekilde gergeklesir [7, 37].

2.2. Kahverengi Adipoz Doku Miihendisligi

Bugiine dek adipoz doku miihendisligi yaklagimlari ¢ogunlukla rekonstriiktif amaglarla
beyaz adipoz doku iiretimine yonelik olup, “kahverengi adipoz doku miihendisligi” yeni
ve giincel bir arastirma alanidir. Giiniimiizde c¢esitli adipoz doku miihendisligi

stratejileri gelistirilmistir.

Patrick ve arkadaglar tarafindan rekonstriiktif amacla gerceklestirilen, geleneksel beyaz

adipoz doku miihendisligi stratejisinde, preadipositler ve endotelyal hiicreler enzimatik
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ayristirma ile hastanin liposaksin ve yag doku biyopsisiyle aliman dokusundan izole
edilir. Preadipositler uygun biiyiime faktorleri ile uygun bir doku iskelesi iizerinde
kiltire edilir [38, 39]. Genel strateji ise, yapay ECM gorevi tistlenen bir yapiya
yumusak doku rejenerasyonuna uygun bir yanit alacak sekilde hiicre ekiminin
gerceklestirilmesini icerir [8]. Klinik olarak gerceklestirilen KAD ¢alismalarinda ise
mevcut stratejiler iki ana kategoriye ayrilmaktadir. Ilki, endojen kahverengi veya bej
adipoz depolarinin farklilasmasim1 indiiklemek i¢in farmasotik veya genetik
midahaleleri igerir. Digeri ise, ex Vivo otolog hiicre veya doku transplantlarinin
tretilmesidir. Mevcut gen terapisi yaklasimlari, anti-obezite terapileri olarak
uygulanmadan o6nce, hala agiklanmamis kisimlart bulunmasi nedeniyle heniiz klinikte
uygulanamamaktadir. Ancak KAD biyolojisini arastirmak i¢in énemli araglar olduklari
kanmitlanmistir. Kiiciikk hayvan modellerinde otolog KAD transplantasyonu, metabolik
gelismeler gostermistir. Ancak bu yaklasimin insanlar iizerinde uygulanma ihtimali
diisiiktiir. Cinkii transplante edilebilir olgun insan KAD’mnin miktar1 azdir ve bireyler arasi

aktarimda immiin reddin iistesinden gelinmesi gereklidir [6].

BAD’in kahverengilesmesini indiiklemek i¢in kiiciik molekiillerin veya biiyiime
faktorlerinin  kullanilmas1 da umut verici bir yaklasimdir. Ancak sistemik dozlarin
istenmeyen sonuglarla hedef dist etkiler gosterme potansiyeli bulunmaktadir.
Kahverengilestirme ajanlar1 genellikle belirli sinyal yolaklarini hedefleyerek islev goriir.
Onemli bir kahverengilestirme ajani olan roziglitazon, diyabet tedavisinde yaygin olarak
kullamlmaktadir. Ancak Kkalp yetmezligi gibi ciddi rahatsizliklari igeren yan etkilere
sahiptir. Istenilen anatomik bolgelere kahverengilestirme ajanlarmin salim kinetigini
lokalize etmek ve kontrol etmek igin biyomalzemeler kullanilabilir. Buna ek olarak,
kahverengi adipositlerin sayisini arttirirken, fonksiyonel bir doku itiretmek igin diger
destekleyici hiicre tipleri de gerekmektedir. KAD igin bu, UCP-1+ adipositler ile sinir,

damar ve bagisiklik sistemleri arasindaki etkilesimleri igerir [6].

Adipogenez hiicre igi lipit birikimi ve organizasyonuyla hiicre seklinin ve iskeletinin
yeniden diizenlenmesine baglhidir. KAD’in kahverengilesme siireci sirasinda dokunun
ECM’sinde meydana gelen degisiklikler hakkinda glinimiizde nispeten az sey
bilinmektedir. Ancak KAD ECM’sinden tiiretilen sinyaller ve adiposit-ECM etkilesimi

anlagildig takdirde kahverengi adiposit olusumunu indiikleyecek sistemlerin gelistirilmesi
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saglanabilecektir. Laminin veya kollajen gibi ECM bilesenlerini igeren biyomalzemeler
hiicre iskelelerinin biyouyumlulugunu ve etkinligini arttirmaktadir. ECM bilesenlerinin
spesifik karigimlarinin  preadipositlerle birlestirilerek kahverengi adiposit {iretilip
iiretilemeyecegi heniliz belirlenmemistir, ancak bu yaklagimin BAD’a uygulandig:

calismalar mevcuttur [6].

Ilgili literatiir incelendiginde metabolik olarak aktif ve fonksiyonel bir kahverengi
adipoz dokunun iiretildigi az sayida calismaya rastlanilmistir. Tharp ve arkadaslari
yaptiklar1 ¢alismada, hiyaluronik asit hidrojeller ile in vivo’da ve in vitro’da KAD
miithendisligi calismast gergeklestirmislerdir. Yaptiklari calismada beyaz adipoz doku
kaynakli mezenkimal kok hiicreleri hiyaluronik asit hidrojellere enkapsiile etmisler ve
bej adiposit farklilasmasini saglamislardir [6]. Yang ve arkadaslar1 yaptiklari ¢calismada
hem kahverengi, hem de beyaz adipoz doku kaynakli mezenkimal kdk hiicreleri, 2B
kiiltirde ve polietilen glikol diakrilat (PEGDA) hidrojeller ile gerceklestirdikleri 3B
hiicre kiiltiirlerinde beyaz ve kahverengi adipoz dokuya farklilastirmiglardir. Oil red O
boyamalar1 ile lipid damlaciklarini goriintiilemis, RT-PCR ve immiinositokimyasal
analizlerle farklilagmayla ilgili gen ve protein ekspresyonlarini géstermislerdir [1]. Kuss
ve arkadagslar1 ise yaptiklar1 calismada insan beyaz ve kahverengi projenitor hiicre
hatlarin1 kullanarak kahverengi adipoz doku farklilastirmasini gerceklestirmislerdir.
Hiicreleri foto-¢apraz baglanabilir hiyaluronik asit hidrojellerle enkapsiile edip
biyobaskilamislar, RT-PCR ve Western blot analizleriyle ilgili hiicresel belirteclerin

varhigimi gostermislerdir [40].

2.2.1. Hiicre Kaynaklari

Doku miihendisligi i¢in her birinin kendi avantaji ve dezavantaji bulunan ¢esitli hiicre
kaynaklar1 kullanilmaktadir. En avantajli metodlardan biri, dogrudan hastanin
kendisinden alinan otolog hiicrelerin elde edilmesidir, ancak bu hiicreler in vitro
sartlarda kisitli gogalma kapasitesine sahiptir. Otolog hiicrelerin kullanimi, herhangi bir
immiin cevaba neden olmadigl i¢in en iyi se¢enek kabul edilmektedir. Ancak bu
hiicrelerin  in  vitro kosulda kisitli ¢ogalma kapasitesi doku miihendisligi
uygulamalarinda kullanimlarint ~ sinirlandirmaktadir. Hayvanlardan izole edilen
hiicrelerin  klinik doku miihendisligi uygulamalarinda kullanimi ise, virlis gibi

enfeksiydz ajanlarin taginmasi veya etik kisitlamalar gibi cesitli ciddi sakincalar
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bulundurmaktadir. Bunlara ek olarak kok hiicreler ve/veya projenitdr hiicreler doku

miihendisligi uygulamalarinda sik¢a kullanilmaktadir [41].

KAD doku miihendisligi i¢in ise kolay ve bol miktarda erisilebilen projenitor hiicreler
olduk¢a oOnemlidir. Cesitli BAD depolarinda bulunan UCP-1+ adipositler (bej
adipositler) de dnemli bir secenektir. Ayrica BAD kaynakli multipotent kok hiicrelerin,
istenmeyen BAD depolarindan izole edilmesi ve otolog olarak KAD doku {tiretiminde

kullanilmas1 da terapétik agidan umut vaad edicidir [6].

2.2.1.1. Kok Hiicreler

Kok hiicreler, viicutta pek cok dokuda bulunabilen, kendini yenileyebilen, ve ¢esitli
farkli fenotipteki hiicrelere farklilagabilen (potansiyel olarak biitiin viicut hiicrelerine)
hiicrelerdir [8, 41]. Bir¢cok doku tiirtine farklilagabilme kabiliyeti olan bu hiicreler
adipoz doku miihendisligi i¢in avantajli bir hiicre kaynagidir. Kok hiicreler ii¢ yonden
diger hiicre tiplerinden farklidir. Ilk olarak kendilerini uzun siire yenileyebilir,
cogalabilir ve prolifere olabilirler. Ikincisi, kék hiicreler farklilasmamis ve heniiz
olgunlasmamistir. Yani herhangi bir doku 6zgiilliigii yoktur ve dokuya 6zgii islevleri
yerine getirmek zorunda degildirler. Kok hiicrelerin uygun uyaranlart aldiktan sonra
endotelyal hiicrelere ve adipositlere farklilasma kapasitesi, onlarin rekonstriiktif amaclar
igin vaskiilarize bir yag grefti gelistirilmesinde kullanilabilmelerini saglar. Ugiinciisii ise
kok hiicreler 6zellesmis hiicrelere farklilastirilabilmektedir. Kok hiicreler totipotent,
pluripotent veya multipotent olarak tanimlanabilir. Boylece kok hiicre sirasiyla bir
organizmanin tiim hiicrelerini, ¢ogunu veya az sayida hiicreleri ve/veya dokulari

olusturabilir [38, 41].

KAD miihendisligi i¢in BAD kaynakli kok hiicrelerin kullanimasi da bir diger 6nemli
secenektir. BAD kaynakli kok hiicrelerin temel kaynagi, T hiicreleri, B hiicreleri, adipoz
doku makrofajlari, preadipositleri, endotelyal projenitdr hiicreleri ve kok hiicreleri
igeren stromal vaskiiler fraksiyondur (SVF). Bu hiicresel fraksiyondan Pref-1+, Lin,
CD29+, CD34+, Sca-1+, CD24+, CD45, Macl ve PDGFRat+ hiicre yiizey
belirteclerine sahip preadipositler saflastirilir. Buna ek olarak, CD137- TMEMZ26, ASC-
1, PAT2 ve P2RX5 beliteglerine sahip preadipositlerin kahverengi ve bej adipositlere
kolayca farklilagabildigi bilinmektedir. Dolayisiyla bu hiicrelerin KAD doku

miihendisligi ¢aligmalarinda kullanilabilecegi diistiniilmektedir [6, 42].
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2.2.1.2. Adipositler

Adipoz doku miihendisligi stratejileri kaybolan doku fonksiyonunu yerine getirmek igin
preadipositlerin ve adipositlerin hasar gérmiis doku boélgesine implantasyonunu igerir.
Ancak, vakumla yag alimi (liposuction) ve aspirasyon islemleriyle elde edilen otolog
yag dokusunun kullanilmasi, nakledilen dokunun yetersiz anjiyogenezinden 6tiirii doku
hacminin eski haline getirilmesinde biiyiik 6l¢iide basarisiz olmaktadir. Adipositin lipit
dolu sitoplazmasi, aspirasyon islemleri sirasindaki hasara duyarlidir. Bu islem, in
vivo’da istenen hiicre hacmini muhafaza edemeyecek sekilde hiicre popiilasyonunda

hasar meydana getirir [38, 39].

e Olgun adipositler tek tabakali hiicre kiiltiiriinde kisitli proliferatif kapasite
gostermektedirler ve kolayca cogaltilamamaktadirlar. Bu hiicrelerin  sinirh
bliyime  kapasiteleri  onlarin  doku  miihendisliginde  kullanimlarin
kisitlamaktadir [38].

e Preadipositler, adiposit soyuna bagli onciil hiicrelerdir ve enzimatik olarak
sindirilmis dokunun stromal vaskiiler fraksiyonunda bulunurlar. Bu hiicreler
farklilasmadan oOnce fusiform veya fibroblast benzeri goriiniimdedirler.
Preadipositler farklilagmalarinin sonucunda kiiresel bir yapr kazanirlar ve
trigliseroller ile sitoplazmada lipit vakuollerinin olusmasi gibi morfolojik ve
biyokimyasal degisikliklere ugrarlar. Bu hiicreler, kolay elde edilebilmeleri,
kiiltiire edilebilmeleri ve c¢ogaltilabilmeleri gibi o6zellikleri nedeniyle olgun
adipositlere gore hiicre kiiltiirii ¢alismalart icin daha avantajli olarak kabul

edilirler [16, 38].

Saflastirilmis preadiposit veya adiposit popiilasyonlar1 biyolojik deneyler i¢in daha
kesin bilgiler saglayabilirken, fonksiyonel bir KAD olusturmak i¢in yeterli degildir.
Ciinkii bagisiklik sistemi ve vaskiiler sistemler ile SVF bilesenleri fonksiyonel olarak
aktif KAD iiretimi igin gereklidir. Ornegin, makrofajlar ve T hiicreleri, kahverengilesme
sirecinde etkisi oldugu bilinen bilesenlerdir. Bunlar arasindaki hiicre-hiicre
etkilesimleri, sitokinler, IL-33 veya VEGF-A gibi biiylime faktorleri KAD olusumunda
rol alir. Bu yiizden KAD miihendisligi i¢in biyolojik olarak saflagtirilmis KAD, ¢oklu
saflagtirilmis hiicre popiilasyonlar1 veya saflastirilmamis SVF’nin kullanilmasi avantajh

olabilir [6].
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222. Kahverengi Adipoz Doku Aktivitesinde Fiziksel ve Biyokimyasal Etkiler
Diizenli  egzersizin, soguk indiiksiyonunun ve  biyokimyasal faktorlerin
termoregiilasyonda ve metabolizma hizinda etkili protein olan UCP-1 ekspresyonunu
indiikledigini gosteren ¢esitli calismalar literatiirde mevceuttur [15, 25, 27, 37]. Ayrica
sicak kanli hayvanlarda 1s1l diizenlemeden sorumlu olan KAD, 6zellikle soguk ortam

kosullarinda bulunan hayvanlarda hipoterminin oniine ge¢ilmesinde rol alir [15].

Literatiirde KAD aktivitesinin arttiritlmasi i¢in ¢esitli in vivo deneysel ¢alismalar yer
almaktadir. Bu calismalardan karsilastirmali olarak sicak ve soguk ortam kosullarinda
tutulan veya egzersiz yaptirilan memelilerde KAD aktivasyonunda, metabolik hizda,
oksijen tiikketim oraninda ve KAD ile alakali ¢esitli genlerin ekspresyonunda artis gibi

sonuglar elde edilmistir [27, 28, 43-45].

Kronik Soguk Maruziyeti:

Kronik soguk maruziyetinin, hem insanlarda hem de kiiciik memelilerde yapilan ¢ok
sayidaki arastirmayla, KAD’daki UCP-1 aktivitesiyle meydana gelen adaptif
termogenezi uyardigi ortaya konulmustur. Soguk algisi, hipotalamusun 6n optik
alanindaki noronlara sinyal gonderir, ayrica UCP-1 ve KAD aktivitesini uyaran
norepinefrini serbest birakmak icin sempatik sinir sistemini harekete gegirir. Bu aktivite

mevsimsel degisimler nedeniyle kis aylarinda artar [21].

Kahverengi ve bej adipoz dokunun soguk maruziyetinde nasil bir tepki verdigini anlamaya
yonelik ¢aligmalarda, KAD’1n termogenik tepkiyi baslatmak veya siirdiirmek igin sempatik

sinir sistemine ve bagisiklik sistemine bagl oldugu ortaya konulmustur [6].

BAD’1n kahverengilesmesinde soguga maruz kalmaya tepki olarak, kahverengilesme
makrofajlar ve eozinofiller tarafindan diizenlenir. Bagisiklik hiicreleri obezite ve

inflamasyona yanit olarak kahverengilesme siirecine etki eder [16].

Sempatik sinir terminallerinden salinan norepinefrin, KAD’in termogenik aktivitesini
PKA ve p38-MAPK sinyal yolaklariyla aktive eder. Ardindan UCP-1 araciligiyla proton
ayrilmast i¢in lipoliz ile serbest yag asidi iiretimi gerceklesir. Bu sinyaller ayrica,

PPAR-y koaktivtorii 1a (PGCAla), cAMP tepki elemani-baglama proteini (CREB) ve
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aktive edici transkripsiyon faktorii 2 (ATF2) dahil olmak iizere anahtar transkripsiyonal
aktivatorlerin fosforilasyonu yoluyla UCP-1 ekspresyonunu giiclii bir sekilde uyarir.
KAD’m fizyolojik diizenlenmesi, temel olarak kahverengi adipositlerde eksprese edilen
B3-adrenerjik reseptorlerin aktivasyonu araciliginda sempatik sinir sistemi yoluyla
meydana gelir. Adrenerjik stimiilasyon, protein kinaz A'y1 aktive eden ve termogenik
gen ekspresyonunun indiiksiyonu i¢in transkripsiyonel faktorlere aracilik eden siklik
adenozin monofosfatin (cAMP) hiicre i¢i seviyesini arttirir. Adrenal bezin bir
katekolamin {iireten tiimorii olan feokromositoma, KAD’in termogenik aktivitesini
belirgin bir sekilde arttirmakta, termogenezi ve azaltilmis viicut agirligini destekleyen
uzun siireli bir sempatik diizenleme sunmaktadir. Son yillarda yapilan g¢aligmalarda,
sadece soguga maruziyetin degil, sinir sistemini uyarict bir madde olan efedrinle
uyarilan sempatik sinir sistemi etkinliginin de KAD’1 indiikledigi gosterilmistir.
Bununla birlikte, daha yiiksek dozda (2,5 mg/kg) akut oral efedrin uygulamasi ile
yapilan bagka bir calismada da, aktivasyon derecesinin soguk maruziyet igin
gbzlemlenenden daha diisiik olmasina ragmen, obez insanlarda KAD aktivasyonunu

arttirdi@1 gosterilmistir [21].

Nguyen ve arkadaslar1 yaptiklar1 ¢alismada, soguk tepkisine aracilik eden yeni bir
diizenleyici hiicre popiilasyonunu tanimlamislardir. Bu hiicre popiilasyonu; alternatif
olarak aktive edilen (tip2/M2) makrofajlar olarak isimlendirilmistir. M2 makrofajlar
IL-4 ve IL-13 sinyalleriyle eozinofiller tarafindan aktive edildiginde, deri alti beyaz
adipoz dokuya, bu dokunun kahverengilesmesini aktive eden katekolaminleri
salgilamaktadir. Makrofajlarinda secici olarak IL-4 sinyalinden veya katekolamin
iretiminden yoksun olan fareler iizerinde yaptiklar1 ¢aligmaya gore, sogukla uyarilan
bej adipoz doku gelisiminde ciddi bir bozulma goriilmiistiir. Buna gore, IL-4 sinyalinin,
BAD’in kahverengilesmesini indiiklemek ve diyete bagli olarak viicut agirligim

azaltmak i¢in gerekli oldugunu ortaya koymuslardir [46].

Chondronikola ve arkadaslar1 insan KAD fizyolojisi lizerinde yaptiklar1 ¢alismada,
sogukla indiiklenen KAD aktivasyonunun insanlardaki glikoz homeostazi ve insiilin
duyarlilig1 tizerindeki etkisini arastirmislardir. Buna gore, yedi adet orta yasli ve kilolu
erkek birey iizerinde yapilan calismada, denekler uzun siire (5-8 saat) soguga maruz

birakilmiglardir. Deney sonuglarina gore, soguga maruz birakilan deneklerde, tim
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viicuttaki glikoz alimi, plazma glikoz oksidasyonu ve insiilin duyarliligi énemli dlgiide
artmistir. Kontrol grubunda ise bu adaptasyonlar gozlenmemistir. Soguk indiiksiyonu
dolasimda daha yiiksek serbest triiodotironin, norepinefrin ve fibroblast biiylime
faktorii 21 (FGF21) seviyeleri ile iliskilidir [36]. Sekil 2.8’de sempatik sinir sistemi ve
soguga maruziyetin KAD aktivitesi lizerindeki etkisi gosterilmistir.

Néronlar ve

immitin
hiicreler

Tiroid

PIRUVAT wi _ / I

Sekil 2.8. Sempatik sinir sistemi ve soguk maruziyetinin kahverengi adiposit

aktivitesi lizerindeki etkisi [31].

Norepinefrin (ndronlar ve alternatif olarak aktive edilmis makrofajlar tarafindan
salgilanir) ve tiroid hormon diizeylerinin yiikselmesi bir termogenik programi tetikler.
KAD aktivasyonu, i¢ mitokondriyal membrandan proton sizintisina neden olan ve
bdylece enerjiyi dagitan ve 1s1 lireten UCP-1 ifadesi ile ger¢eklesir. Ardindan Tiroksin’i
(T4) Triiodotironin  (T3)'e doniistiren tip 2 deiyodinaz (DIO2), UCP-1
transkripsiyonunu indiikler. Daha sonra FGF21 ve sistemik, otokrin ve parakrin
mekanizmalari ile hareket ederek tiim viicut glikoz homeostazini ve insiilin duyarliligini

iyilestirir. Soguk kaynakli KAD aktivasyonu ayrica lipolizi de uyarir. Lipit
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damlaciklarindan salinan serbest yag asitleri, mitokondriyal termogenezi besleyen UCP-

1'e baglanir ve aktive olur (B3-AR, B3-adrenerjik reseptor) [31].

Iwen ve arkadaslarinin on bes saglikli insan erkek denek iizerinde yaptiklari ¢alismada,
kontrollii olarak soguga maruz birakilan insanlardaki KAD’m insiilin duyarliligia ve
sekresyonuna olan etkisi incelenmistir. Bu ¢alismaya gore yas ortalamalar1 27.1 + 0.8 ve
beden kitle indeks ortalamalar1 23.2 + 0.2 kg/m? olan, kronik veya akut herhangi bir
saglik problemi bulunmayan denekler iki farkli sicaklik kosuluna maruz birakilmaistir.
Denekler i¢in termondtral kosul olarak 22°C ve soguk kosul olarak 18.06°C segilmistir.
Sicaklik kosullarinin uygulanmasi deneklere giydirilen su perfiizyon giysisi ile
gerceklestirilmistir. Calismaya gore, yapilan CT-PET tarama, kan glikozu ve hormon
seviyesi gibi analizlerle soguga maruziyetin termonotral kosulla kiyaslandiginda KAD
aktivitesini daha ¢ok arttirdig1, kan plazmasindaki noradrenalin ve dopamin seviyelerini
yiikselttigi, periferal glikoz alimimi arttirdigt ve insiilin duyarlilifini 6nemli 6l¢iide

tyilestirdigi gosterilmistir [43].

Van Marken Lictenbelt ve arkadaslarinin on dort adet obez (body mass index, BMI,

>25) ve on adet zayif insan erkek (BMI, <25) denek iizerinde yaptiklar1 calismada
denekler iki farkl sicaklikta tutulmustur. Termondétral kosul olarak 22°C ve soguk kosul
olarak 16°C seg¢ilmistir. Deney sonuglarina gére KAD aktivitesi tomografi analizleri ile
test edilmistir. Calismaya gore yirmi dort denegin yirmi {igiinde soguk ortam
kosullarinda KAD aktivitesinin ve metabolizma hizinin arttig1 goriiliirken, termondtral
kosulda s6z konusu durumlar i¢in bir degisiklik goriilmemistir. Ayrica KAD
aktivitesinin obez deneklerde zayif deneklere gore onemli Olgiide daha az oldugu
bulunmustur. Denekler sirt iistii pozisyonda bir iklim ¢emberi ic¢ine alinarak 1 saat
22°C’de, ardindan 2 saat 16°C’de tutulmustur. Hem 1lik hem de soguk uygulamasindan
sonra yapilan analizlere gore KAD’in sadece soguk maruziyetinden sonra onemli

Olciide aktive oldugu goriilmiistiir [27].

Seebacher ve arkadaglarinin siganlar tizerinde yaptiklari ¢alismada Rattus fuscipes tiirii
siganlar 22°C ve 12°C olmak tizere iki farkli sicaklik kosulunda bir ay boyunca haftada

bes giin, giinde otuz dakika olmak {izere kosturulmustur. Soguk ortamda egzersiz
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yaptirilan siganlarda sicak kosulda tutulan siganlara gére UCP-1 ekspresyonu ve KAD

aktivitesinde dnemli Ol¢iide artig gozlenmistir [45].

Labbe ve arkadaslarinin sicanlar iizerinde yaptiklar1 ¢alismada ise 27°C ve 10°C olmak
tizere iki farkli sicaklik kosulunda tutulan erkek Wistar sicanlardaki KAD aktivasyonu
incelenmistir. Yirmi bir giin boyunca 27°C’de giinde 2 saat ve 10°C’de 6 saat tutulan
siganlarla deney gerceklestirilmistir. Deney sonuglarina gore soguga maruz birakilan
hayvanlarda KAD’in oksidatif aktivitesinde ve glikoz tiiketiminde 27°C’de tutulan
hayvanlara gore daha c¢ok artig goriilmiistiir [28].

Tsuboyama-Kasaoka ve arkadaslar1 yaptiklar1 g¢alismada diizenli ylizme egzersizi
yaptirilan disi ve erkek C54BL/6J farelerin kahverengi adipositlerindeki UCP-1 mRNA
ekspresyonlarini incelemislerdir. Buna gore 2 hafta boyunca, 10 dakikalik dinlenme
stireleriyle ayrilan, giinde 4 adet 30 dakikalik ylizme seanslari gergeklestirilmistir.
Yapilan deneyde hayvanlarin viicut 1sisin1 siirlandirmak i¢in suyun sicakligi 35°C’ye
ayarlanmistir. UCP-1 mRNA ekspresyonu analizi yiizme egzersizlerinden 3 ve 22 saat
sonra test edilmistir. Elde edilen sonuglara gore diizenli ylizme egzersizi farelerde KAD

kiitlesini arttirirken, dokudaki UCP-1 mRNA seviyelerini etkilememistir [47].

Oh ve arkadaslarinin yaptiklar1 benzer bir ¢alismada ise, homozigot leptin reseptorii
eksikligi bulunan db/db obez ve zayif farelerde, 35°C su sicakliginda, giinde 2 saat
slireyle 6 hafta boyunca yaptirilan yiizme egzersizinin UCP-1 ekspresyonuna olan etkisi
incelenmistir. Yapilan analizlere gore ylizme egzersizi, hem obez hem de zayif farelerin
viicut kiitlelerinde 6nemli Gl¢lide azalmaya neden olmustur. Ancak, yiizme egzersizi
sadece obez disi farelerin KAD’larindaki UCP-1 mRNA ekspresyonlarinda %15.2°lik
onemli bir artiga neden olmustur. Zayif olan grupta, UCP-1 mRNA ekspresyonu sadece
erkek farelerde %40 oraninda artis gostermistir. Western Blot analizi sonuglarina gore,
egzersiz yaptirilan obez erkek farelerde UCP-1 protein ekspresyonunda %51,4°liik bir
artis goriilmiistiir. Bu ¢aligmaya gore diizenli yiizme antrenmaninin neden oldugu UCP-
1 ekspresyonunda gozlenen artiglarin, enerji harcamasini tesvik edebilecegi ve boylece,

farelerin obez hale gelmesini O6nleyebilecegi sonucuna varilmistir [25].

Vargas ve arkadaslar1 ise yaptiklari ¢alismada insan deri alti AKH’lerini in vitro

kosulda PPARY agonistleri olan roziglitazone ve telmisatran maddeleri igeren besin
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ortaminda ayr1 ayri kiiltiire ederek soguk indiiksiyonu uygulamiglardir. Bunun ig¢in
oncelikle hiicreler temel adipojenik farklilasma ortaminda 10 giin boyunca kiiltiire
edilmis, bu kiiltiir siiresinin ardindan 4 saat 31°C’de %5 CO; etiiviinde tutularak
kiiltiirasyona devam edilmistir. Kontrol grubunda ise hiicreler 37°C sicakliktaki etiivde
tutulmustur. Buna gore elde edilen bulgularda soguk indiiksiyonu uygulanan grupta
termogenik proteinler olan UCP-1, PGCla ve CITEDI ekspresyonlarinda artis
goriilmiistiir. Ayrica roziglitazone ile kiiltiire edilen grupta telmisatran ile kiiltiire edilen

gruba kiyasla termogenik gen ifadeleri daha yiiksek bulunmustur [48].

Eqzersiz:

Egzersiz, kiloyu sabit tutup, obeziteyi engellemek i¢in etkili bir yoldur. Fiziksel aktivite
sempatik sinir sisteminin uyarimini arttirir. Son yillarda yapilan caligmalar diizenli
yapilan egzersizin kahverengi adipogenez i¢in etkili bir uyaran olabilecegini
gostermektedir. Bu c¢alismalara gore, egzersizin adipoz depolarindaki mitokondri
sayisint ve kahverengi adiposit gen ekspresyonlarini, kahverengi adiposit progenitdr
hiicrelerinin sayisin1 ve kahverengi adipogenez popiilasyonunu arttirdigini gostermistir.
Ayrica egzersiz sirasinda dolagima salgilanan bir miyokin olan Irisin, UCP-1
ekspresyonunu ve kahverengi adiposit gelisimini indiiklemektedir [21]. Ek olarak,
cesitli egzersiz tiirlerinin kahverengi adipogenezi indiikleyerek enerji tiiketimini
arttirdigr gosterilmistir. PGCla, mitokondriyal biyojenez ve oksidatif fosforilasyon gen
programinin aktivasyonunu saglayan, egzersiz sirasinda iskelet kasindaki bir¢ok fiziksel

degisime aracilik eden bir anahtar transkripsiyonel ¢ekirdek diizenleyicidir.

Irisin ve meteorin benzeri (MTRNL) miyokin, egzersize bagli PGCla yoluyla upregiile
edilir ve KAD gelisimi aktive olur. Ayrica soguk maruziyeti ile de yetiskin insanlarda
Irisin dolasiminin upregiile oldugu da ortaya konulmustur. Irisin bej adipositlere 6zgii
genlerin ekspresyonunu indiiklerken, METRNL M2 makrofajlarinin eozinofil bagimli
aktivasyonunu ve hiicrelerin kahverengilesmesini destekler. Buna ek olarak, ana
miyokin IL-6, bej adiposit gelisimini aktive eder ve ayrica farelerde egzersizle uyarilan
KAD gelismi i¢in gerekli oldugu gosterilmistir. Egzersiz sirasinda iskelet kaslarindaki
anaerobik glikolizin bir iiriinii olan laktatin da BAD kahverengilesmesini destekledigi

gosterilmistir. Laktat tarafindan indiiklenen kahverengi adipogenez, laktati hiicrelere
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tastyan monokarboksilat tasiyicilari araciligiyla hiicre i¢i redoks durumununun

degisimiyle (NADH/NAD + orani) indiiklenir [7].

Cevresel Etkiler:

Karmasik fiziksel ve sosyal uyaranlarla zenginlestirilmis bir yagsam ortami canlida enerji
tilkketimini arttirir [7]. Cao ve arkadaslarinin yaptiklari ¢alismaya gore, besin ve ¢evre
kosullar1 agisindan zenginlestirilmis bir ortamda fareler, goreceli olarak diyete bagl
obeziteye daha direnclidir. Hipotalamik beyin kaynakli ndérotrofik faktér (BDNF)
sempatik sinir sisteminin ¢evreye bagli aktivasyonuna aracilik eder ve bej adiposit
farklilasmasina neden olur. BDNF’nin hipotalamik asir1 ekspresyonu BAD’in
kahverengilesmesine katkida bulunarak, bireyin daha zayif bir fenotipe sahip olmasina

yol agar [49].

Endokrin Hormonlar ve Metabolitler:

Kahverengi ve bej adipositler i¢in bir dizi endokrin diizenleyici tanimlanmistir. Bu
faktorler; BMP4, BMP7, BMP8b, FGF19, FGF21, biiyiime farklilasma faktorii-5
(GDF5), natritiretik peptidler (kalp, beyin ve diger organlardan sentezlenen
norohormonlar), prostaglandinler, VEGF ve P-aminoizobiitirik asidi (BAIBA) igerir.
Buna ek olarak bu faktorler tiim viicut enerji harcamalarini arttirabilir, hayvanlar
diyetin yol actig1 kilo artisindan koruyabilir ve sistemik glikoz homeostazina ve / veya

insiilin duyarliligina olumlu yonde etki edebilir [7].
Proteinler:

Cesitli proteinler, normal KAD gelisiminde ve BAD kahverengilesmesinde goérev
almaktadirlar. BMP-7, Myf5+ prekiirsor hiicrelerinin  kahverengi adipositlere
farklilasmasindaki 6nemli bir faktordiir. BMP-7 erken KAD regiilatorii PRDM16 ve
PGC-1a’nin ekspresyonunu ve dolayisityla UCP-1’in sentezlenmesini stimiile eder. Son
zamanlarda, kardiyak natriiiretik peptitler, fiziksel egzersiz swrasinda yag
mobilizasyonunun diizenlenmesinde, iskelet kaslarmin yag oksidasyonunda ve beyaz
adipositlerin kahverengilesmesinde rol oynayan metabolik hormonlar olarak kabul
edilmistir. Bu aileye ait {i¢ peptit: atrial natritiretik peptit, beyin natritiretik peptit (BNP)

ve C-tip natriiiretik peptittir. Soguk maruziyeti BNP salgilanmasini ve natriiiretik peptid
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reseptor A sentezini destekler. Boylece, adipositlerdeki aktive edilmis siklik guanosin
monofosfatla diizenlenmis protein kinaz, p38 MAPK yolagini uyarir, UCP-1'in sentezini

arttirir ve bu sayede kahverengilesme stirecini tetikler [50].

Makrofajlar ve KAD:

Makrofaj yanitlar1 klasik (M1; proinflamatuvar) ve alternatif (M2; antiinflamatuvar)
olmak iizere iki ayr1 aktivasyon programi ile siniflandirilmaktadir. Adipozite
durumlarinda M2’den M1’e kars1 bir baskinlik meydana gelir, metabolik inflamasyon
ve insiilin direnci artar. Son yillarda yapilan c¢alismalar da makrofajlarin KAD
regiilatorii oldugunu desteklemektedir. M2 makrofajlarinin dogrudan indiikleyicisi olan
interlokin-4, (IL-4) adaptif termogenez icin gerekli olan alternatif makrofaj
aktivasyonunu uyarir. IL-4, termogenik gen ekspresyonlar1 ve enerji tiikketimini arttirir.
Soguk ortam kosullarinda noradrenalin sekresyonu tarafindan koordine edilen
termogenik yanit olusur ve M2 makrofajlar tarafindan salgilanan katekolaminler KAD

aktivasyonunun siirdiiriilmesini saglar [21].

223 Adipoz Doku Miihendisliginde Kullamlan Hidrojeller

Hidrojeller biinyelerinde ¢ok yiiksek miktarda su tutma 6zelligi gostererek sisen, ancak
suda coziinmeyen 3B, c¢ok sayida hidrofilik gruplar iceren, ag yapili polimerik
malzemelerdir. Bir polimerin hidrojel 6zelligi gosterebilmesi i¢in ana zincirinde ya da
yan dallarinda hidroksil, karboksil, karbonil, amin ve amid gibi hidrojen bagi
olusturabilme yetenegine sahip hidrofilik gruplarin bulunmasi gerekmektedir. Ug
boyutlu doku miihendisligi c¢aligmalarinda biyolojik olarak aktif ve ayni zamanda
fizikokimyasal 6zellikleri ayarlanabilen hidrojellere ihtiya¢ duyulmaktadir [9, 51-53].

Hidrojeller zayif biyouyumluluk gosteren, ancak mekanik o6zellikleri ayarlanabilen
sentetik polimerler ile biyouyumlulugu ytiksek, fakat mekanik o6zellikler bakimindan
giicsiiz olan dogal kaynakli polimerlerden elde edilebilmektedir [52, 54].
Biyouyumluluklari, gbzeneklilikleri, islenebilirlikleri ve hiicre canliligini destekleyici
ozellikleri nedeniyle hidrojeller yapay ECM doku miihendisligi uygulamalarinda

kullanilabilmektedirler.
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Hidrojeller gesitli yollarla elde edilir. Bir hidrofilik monomer ¢ok islevli bir ¢apraz
baglama ajan1 varligindaki polimerizasyon sonucu hidrojel olusturur. Diger bir sentezde
ise suda c¢oOzilinebilir polimerler dogrudan capraz baglanarak hidrojeller iiretilir.
Polimerizasyon genellikle benzoil peroksit, 2,2-azo-izobiitironitril (AIBN), amonyum
peroksodisiilfat gibi serbest radikal olusturucu bilesikler veya UV, gama veya elektron
1511 radyasyonu kullanilarak baglatilir. Ancak polimerizasyon sonrasi genellikle 6nemli
seviyelerde atik monomerler iceren malzemeler elde edilebilmektedir. Reaksiyona
girmemis monomerler genellikle toksik oldugundan, elde edilen iirlinlerin saflastirilmasi

gerekir [55].

Doku mimarisinin hiicre davranisi tizerinde giiglii etkileri oldugu bilinmektedir ve dogal
ECM’yi taklit etmek i¢in hidrojellerle olusturulan 3B in vitro hiicre kiiltiirii modelleri
basariyla kullanilmaktadir. Su ile sisebilen polimerik 3B ag yapilar1 olan hidrojellerin 3B
organizasyonu sadece hiicrelerin fonksiyonunu ve canliligini desteklemekle kalmaz, ayni
zamanda bir¢ok hiicre tipinin, 6zellikle de adipositlerin farklilasmasina aracilik eder [6].
Bir doku miihendisligi uygulamasi i¢in kullanilacak doku miihendisligi {iriinii olan yapi,
tahmin edilebilir bir hacim ve destek saglamalidir. Bunun igin istenen yapi, sz konusu
dokunun hacmini tanimlayan ve koruyan 3B bir doku iskelesini igermelidir. Ayrica
tiretilen doku miihendisligi tirlintiniin klinikte kullanimi kolay olmali ve iirlin hastanin
bireysel ihtiyaclarina gore kolayca degistirilebilmelidir [56]. Bunun i¢in adipoz doku
miihendisliginde kullanilacak 3B doku iskelesi olarak yumusak bir dokunun mekanik
Ozelliklerine uygun olan hidrojellerin kullanilmasi1 avantajlidir. Kullanilacak malzeme,
normal hiicresel organizasyonu, hiicre davramisim1 ve hiicre rejenerasyonunu
desteklemelidir. Ayrica, toksik olmayan bozunma {iriinleri olusturmalidir [8]. Cizelge

2.2’de adipoz doku miihendisliginde kullanilan hidrojeller ve 6zellikleri gosterilmistir.
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Cizelge 2.2. Adipoz doku miihendisliginde kullanilan hidrojeller.

Hidrojel
Tiirii

Hiyaluronik
Asit (HyA)

Kollajen

Fibrin

Polimerin Ozellikleri

B-1,4-glukuronik asit— -1,3-N-asetil-
gilikozamin zincirlerinden olusan,
ECM’nin bilesenlerinden biri olan glikoz
amino glikandir.

HyA temelli hidrojeller, biyouyumlu,
modifiye edilebilir, enjekte edilebilir,
biyobozunurdur.

FDA onayldir.

Doku iskeleleri ve hidrojelleri, otolog
adipoz kok hiicresi implantlarinda
kullanilmakta ve adipoz doku tiretiminde
kullanilmaktadir.

Ormek Calismalar

Tharp ve arkadaglart HyA
hidrojelleri AKH’ler ile
biyobaskilamis ve hiicreleri
kahverengi adipositlere
farklilagtirmistir [6].

Kuss ve arkadaslari ise beyaz ve
kahverengi adipoz dokudan izole
edilen SVF hiicrelerini HyA
hidrojeller ile biyobaskilamiglar
ve hiicreleri kahverengi
adipositlere farklilagtirmiglardir
[40].

Diisiik maliyetli, biyobozunur ve
biyouyumlu olan dogal bir polimerdir.

Kollajen doku iskeleleri ve hidrojelleri
doku miihendisligi uygulamalarinda hiicre
yapistirict malzeme olarak
kullanilmaktadir.

Von Heimburg ve arkadaslari
AKH ektikleri kollajen doku
iskelelerini tiiysiiz farelere
implante ederek adipoz doku
olusumunu saglamis ve yeni kan
damarlarinin varligini
gostermiglerdir [57].

Gentlemen ve arkadaslari
kollajen fiberleri ve kollajen
hidrojelleri birlikte kullandiklar1
in vitro ¢aligmada 3T3-L1
hiicrelerini jellere enkapsiile
etmisgler ve ¢aligma sonucunda
hiicre igi lipit damlaciklarmin
varligini gostermislerdir [58].

Biyobozunur, biyouyumlu ve dogal
kaynakli bir polimerdir.

Hiicre adezyonunu, gogiinii ve
proliferasyonunu destekleyen baglanma
bolgeleri igerir.

Modifiye edilmis ve fonksiyonellestirilmis
fibrin matrisler doku mithendisligi
uygulamalarinda ve genlerin veya biiyiime
faktorlerinin kontrollii salim ¢alismalarinda
kullanilmaktadir.

Cho ve arkadaslar1 AKH
enkapsiile edilmis, bFGF iceren
enjekte edilebilir fibrin matrisler
gelistirmisler ve bu yapry1 PLA
ile gliclendirilmis PGA
fiberlerine enjekte etmislerdir.

Elde edilen yapidaki hiicreler
adipositlere farklilastirilmis ve
hiicre i¢i lipit damlaciklar
gorilintiilenmistir [59].
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Cizelge 2.2.

Jelatin

Matrigel™

(Devam)

Fare sarkomunun bazal membranindan
elde edilen ticari bir tiriindiir.

Igeriginde, kollajen tip IV, laminin, cesitli
biiyiime faktorleri ve protein karisimlarini
barmdirir.

3B hiicre kiiltiirlerinde hiicresel cevaplari
ve hiicre biiylimesini ve canliligim
destekler.

29

Kawaguchi ve arkadaslari
3T3-F442A hiicreleri igeren
Matrigel yapilarini bFGF ile
birlikte tiiysiiz farelere
implante etmislerdir.
Implantasyondan 1 hafta
sonra damarlanmanin ve 3
hafta sonra ise yag
damlaciklarinin varligini
gbzlemlemislerdir. Iimplante
edilen yapilar 10 hafta
boyunca hacimlerini
korumustur [61].




224. PEG, Metakrilatlannus PEG (PEGDM) ve Ozellikleri

Polietilen glikol (PEG) biyomedikal uygulamalarda yaygin olarak kullanilan sentetik bir
biyopolimerdir. ~ Akrilat  veya  metakrilat  gruplariyla ~ sonlanan  PEG
makromonomerlerinin sulu ¢ozeltileri, kovalent olarak capraz baglanmis hidrojelleri
olusturmak tizere UV veya goriiniir 151k kullanilarak hiicrelerin  varliginda
fotopolimerizasyonla c¢apraz baglanabilmektedir [12, 14, 63]. Zincir polimerizasyonu
yoluyla capraz baglanan iglevler, ek bir ¢capraz baglayici varligini gerektirmez. Bununla

birlikte, olusan hidrojeller, yogun ¢apraz baglama bolgeleri igeren heterojen ag yapilari

igerir [13].

PEG hidrojeller, biyomolekiillerin kontrollii salim1 i¢in tasiyici olarak ve rejeneratif tip
icin doku iskelesi olarak yaygin bicimde kullanilmaktadir. Uygun polimerizasyon
kosullarinda hiicrelerle biyolojik olarak olduk¢a uyumlu olduklarindan hiicre
enkapsiilasyonu i¢in avantajli bir ortam saglamaktadirlar. Gegirgenlik, diflizyonel kiitle
aktarimi, denge su igerigi, uygun elastisite modiilii ve bozunma oran1 gibi ayarlanabilir
fizikokimyasal 6zellikleri ile PEG hidrojel yapilari, yiizeye bagimli hiicreler olan insan
mezenkimal kok hiicrelerinin (MKH) ve embriyonik kok hiicrelerin cesitli hiicre
tiplerine farklilasmasini da destekler niteliktedir. Fonksiyonel gruplarin uygun tasarimi
ve se¢imi ile insan MKH’lerinin kondrojenik ve adipojenik farklilagsmasini indiiklemek
icin PEG hidrojelleri kullanilabilmektedir [14, 52, 64]. PEG hidrojelleri biyolojik yaniti
yonlendirmek i¢in tek tek veya birlikte cok cesitli kimyasal, biyolojik ve fiziksel

ajanlarla modifiye edilebilirler [65].

PEG hidrojellerin sentezinde fotopolimerizasyonla capraz-baglanma islemi yaygin
olarak kullanilmaktadir. Fotopolimerizasyon islemi, hidrojelin in vivo veya in vitro
olarak, diisiik viskoziteli bir monomer, oligomer veya makromer ¢dzeltisinden, minimal
invaziv bir sekilde serbest radikalik yoldan iiretilmesini saglar [65]. Fotopolimerizasyon
ayrica In vivo ¢alismalarda hidrojellerin iiretilmesinde de kullanilabilmektedir. Diisiik
viskoziteli oligomer cozeltileri, hedeflenen bolgeye enjekte edilebilmekte ve hasar
gormiis dokunun sekline uygun olarak deri altindan polimerize edilebilmektedir. Ag
yapist hidrojellerin kayma gerilimini etkiler. Mekanik testler PEGDM hidrojellerin,
capraz bag kiimelerini iceren jel yapilari ile tutarli ve mekanik olarak saglam olduklarini

gostermektedir [14, 64]. Fotopolimerize edilebilir PEG, enjekte edilebilir 6zelliktedir ve
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doku rejenerasyonu igin in Situ olarak da kullanilabilmektedir [51]. Basit bir tek adiml
mikrodalga destekli reaksiyon ile PEG’den polietilen glikol dimetakrilat (PEGDM)
sentezlenebilmektedir. Mikrodalga enerjisi kullanilarak yapilan metakrilatlama islemi,
geleneksel yontemlere kiyasla daha az miktarda reaktif ve ¢oziicii kullanimina gerek
olmasi, daha hizli, basit ve ekonomik olmasi gibi 6zellikleri nedeniyle daha iistiindiir.
Yapisinda bulunan dipolar momente sahip hidroksil (OH") gruplari  nedeniyle

metakrilik anhidrit, mikrodalga enerjisini absorblar [10, 13].

PEGDM geleneksel yontemle, PEG’in diklorometan i¢inde ¢ozdiiriiliip metakriloil
kloriir ve trietilamin ile reaksiyona sokulmasiyla iiretilir. Reaksiyon oda sicakliginda 24
saat slireyle gergeklesir. Dietileter icinde ¢okeltme, filtrasyon ve toplama adimlariyla
reaksiyon sliresi 4 giine kadar uzayabilir. Bu yaklasimlarin cesitli varyasyonlari
olmasina ragmen hepsi zaman alicidir. Ayrica gorece yiiksek miktarda ve saflikta

reaktif ve ¢oziicli kullanimini gerektirdiklerinden ¢evre dostu degildirler [13].

Bu kisitlamalar1 asmak i¢in Lin-Gibson ve arkadaslar1 yaptiklar1 calismada, PEG’i
mikrodalga destekli bir yoOntemle ¢0Oziici kullanmadan metakrilat gruplariyla
islevsellendirecek bir yontem gelistirmistir. Bu reaksiyonda PEG’in terminal alkol
gruplari, bir karboksil olusturmak iizere metakrilik anhidritin karbonil atomlarindan
biriyle reaksiyona girer. Reaksiyon sonucunda PEGDM ile yan iiriin olarak metakrilik
asit ortaya g¢ikar. Bu sentez yontemi, kisaltilmis reaksiyon siiresi ve ¢oziiciisiiz bir

sentez islemi oldugundan geleneksel yonteme kiyasla avantajlidir [14].

Dimektakrilat grubu ile fonksiyonellestirilmis PEG (PEGDM) zincir polimerizasyonu
ile capraz baglanabilir hale gelir. PEGDM hidrojelleri akrilat ile islevsellendirilmis
PEGDA hidrojelleri ile kiyaslandiginda c¢esitli avantajlara sahiptir. PEGDA geleneksel
yontemler kullanilarak PEGDM’den daha hizli sentezlenebilir. Ancak mikrodalga ile
gerceklestirilen yontemde, PEGDM sentezinin reaksiyon verimi yiiksektir. PEGDA
sentezi geleneksel yontemle yaklagik 24 saatlik bir reaksiyon ile gerceklestirilebilirken,
PEGDM mikrodalga yontemi kullanilarak 5  dakikalik  bir reaksiyonla
uretilebilmektedir. PEGDM'nin PEGDA'ya gore daha yavas reaksiyon kinetigi
bulunurken, PEGDM i¢in ¢apraz baglanma reaksiyonu daha hizlidir ve PEGDA’ya gore
daha biiyiik bir makromer doniisiimii saglar. Ayrica PEGDM hidrojelleri PEGDA

31



hidrojellerine kiyasla hiicre canliligi1 ve proliferasyonunu daha cok destekler

niteliktedir [13].

PEGDM ve benzer tiirevlerinden elde edilen fotopolimerize hidrojeller doku
rejenerasyonu caligsmalarinda ve diger biyolojik uygulamalarda doku iskelesi olarak

yaygin olarak kullanilmaktadir [66].

Benoit ve arkadaglar1 yaptiklar1 ¢alismada insan mezenkimal kok hiicrelerini PEGDM
hidrojellerine enkapsiile ederek osteojenik ve beyaz adipojenik farklilastirmay:
gerceklestirmislerdir. Oil red O boyamalari ile lipid damlaciklarini goriintiillemis ve gen
ekspresyon analizleriyle PPAR-y’nin  ekspresyonunu  gostererek  adipojenik
farklilasmay1 kanitlamiglardir. Osteojenik farklilagsma icin ise Masson’s trichrome ile

kollajen liflerini boyamis ve osteopontinin ekspresyonunu géstermislerdir [11].

Bryant ve arkadaslar1 buzagi femurundan elde edilmis kondrosit fotoenkapsiile ettikleri
PEGDM ve poli(laktik asit)-b-poli(etilen glikol)-b-poli(laktik asit) (PEG-LA-DA)
hidrojelleri ile 6 haftalik in vitro hiicre kiiltiir calismas1 gergeklestirmislerdir. Hidrojelin

mekanik agidan giiclii ve hiicre canliligin1 destekleyici oldugu belirtilmistir [67].
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3. DENEYSEL CALISMALAR

Bu boliimde tez ¢alismasi kapsaminda yiiriitiilen deneysel ¢aligmalar hakkinda ayritili
bilgiler yer almaktadir. Ilk olarak hidrojel olarak kullanilan PEG polimerinin
mikrodalga enerjisi yardimiyla metakrilik anhidrit ile fonksiyonellestirilmesi ve elde
edilen poli(etilen glikol) dimetakrilat (PEGDM) hidrojelinin karakterizasyon c¢aligsmalari
hakkinda bilgi verilmistir. Daha sonra ise adipoz doku kaynakli mezenkimal kok
hiicreler (AKH) ile yiiriitiilen, 2 boyutlu (2B) ve 3 boyutlu (3B) kahverengi adipogenez
caligmalar1 ayrintili bir sekilde anlatilmistir. Tez kapsami dogrultusunda yiiriitiilen

deneysel caligmalar Sekil 3.1°deki sematik gosterimde dzetlenmistir.

3.1. Deneysel Calismalarda Kullanilan Kimyasallar ve Biyolojik Malzemeler

Tez calismasi kapsaminda poli(etilen glikol) (PEG) polimerinin
fonksiyonellestirilmesinde ve in vitro hiicre kiltiirii ¢alismalarinda kullanilan
kimyasallar ve biyolojik malzemeler ile bu malzemelerin satin alindigi firmalar su
sekildedir: PEG polimeri (molar kiitle: 4000 g/mol) Merck (Almanya) firmasindan,
fonksiyonellestirici ajan olarak kullanilan metakrilik anhidrit (MA) ve fotogapraz
baglayici ajan olarak kullanilan Irgacure 2959° Sigma-Aldrich (Almanya) firmasindan
temin edilmistir. PEGDM’in iiretim silirecinde yikama adimlarinda kullanilan
diklorometan (DCM) ve dietil eter, Sigma-Aldrich (Almanya) firmasindan satin
alinmustir. [n vitro hiicre kiiltiirii ¢alismalarinda kullanilan Mimimum Essential Medium
Alpha Modification (a-MEM) ve Dulbecco's Modified Eagle Medium-High glikoz
(DMEM-High glucose), Biowest (Fransa) firmasindan, penisilin-streptomisin, fosfat
tampon ¢ozeltisi (PBS), gentamisin, amfoterisin-B ve fetal sigir serumu (FBS)
Capricorn Scientific (Almanya) firmasindan ve Tripsin/EDTA (%0.01 Tripsin/10 mM
EDTA) ¢ozeltisi Sigma-Aldrich (Almanya) firmasindan satin alinmistir. Hiicre
canliliginin belirlenmesi i¢in kullanilan Thizolyl Blue Tetrazolium Bromide-(MTT)
tuzu AppliChem (ispanya) firmasindan ve Live&Dead analiz kiti Life Technologies
(A.B.D.) firmasindan satin alimmistir. Ayrica kahverengi adipogenik farklilastirma
ortamimna eklenen deksametazon, indometazin, 3-izobiitil-1-metiliksantin (IBMX),
insulin ve 3,3',5-triiodo-L-tironin (T3) Sigma (Almanya) firmasindan, roziglitazone ise
Cayman Chemical (A.B.D.) firmasindan temin edilmistir. Cok gozlii polistiren hiicre

kiltiir kaplar1 (TCPS) ise Orange Scientific (Belgika) firmasindan satin alinmistir.
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3.1.1. PEGDM Uretimi ve Karakterizasyonu

Sunulan caligma kapsaminda PEG polimeri MA kullanilarak mikrodalga enerjisi
yardimiyla fonksiyonellestirilmistir. Metakrilatlama islemi 3B hiicre kiiltiir ortam1 i¢in
yapay bir ekstraseliiler matriks (ECM) olarak kullanilacak olan PEG polimerinin
kararliliginin arttirilmasi, polimerik yapinin mekanik acidan giiglendirilmesi ve hiicre
enkapsiilasyonu i¢in uygun hale getirilmesi amaciyla gerceklestirilmistir [13]. Bunun
icin ilk olarak 5 g PEG tartilarak cam vial icine alinmustir. Uzerine 2.5 mL MA
eklenmistir ve mikrodalga cihazinda (Milestone, ABD) 5 dk boyunca 1100 Watt enerji
uygulanarak reaksiyon gerceklestirilmistir. Reaksiyon boyunca sicaklifin asiri
yiikselmesini 6nlemek amaciyla, reaksiyon tiipii 30 sn mikrodalga cihazinda tutulup 30
sn vorteks ile karigtirilmis ve bu islem 10 kez tekrarli bir sekilde uygulanmistir. Boylece
toplam reaksiyon siiresinin 5 dk olmas1 saglanmistir. Reaksiyon sonucunca elde edilen
PEGDM oda sicakliginda 5 dk sogumaya birakilmis ve ardindan 15 mL DCM iginde
cozdiiriilmistiir. Daha sonra ¢oziinen PEGDM igerisindeki reaksiyona girmeyen MA’in
uzaklagtirilmasi i¢in -20°C’de sogutulmus 10 M 150 mL dietil eter i¢inde 20 dk
bekletilmistir. Eterin uzaklastirilmas: i¢in karisim ¢eker ocakta (Hedlab, Tiirkiye)
vakum uygulanarak filtre edilmis ve 1 gece vakum etiivinde (Niive, Tiirkiye)
bekletilmistir. Ardindan elde edilen toz karisim tekrar 15 mL DCM ile yikanmis,
sonrasinda tekrar dietil eter ile yikanip vakum filtrasyondan geg¢irilmistir. Daha sonra

vakum etiiviinde 1 gece tutularak kurutulmustur.

3.1.2. Proton Niikleer Manyetik Rezonans (‘H-NMR) Analizi

Proton niikleer manyetik rezonans (*H-NMR) spektroskopisi (Bruker, Almanya) PEG’in
metakrilatlanmast ile PEGDM’nin iiretiminin gerceklestigini kanitlamak amaciyla
kullanilmistir. Analiz, PEG ve PEGDM kloroform i¢inde 10 mg/mL konsantrasyonda

¢oziindiikten sonra gergeklestirilmistir.

3.1.3. FTIR Analizi
Uretilen PEGDM’in kimyasal yapis1 ve igerdigi fonksiyonel gruplarin varligi 400-4000

cm™ dalga boyu araliginda toplam reflektansi azaltilmis Fourier déniisimlii kizilotesi

spektroskopisi ile (ATR-FTIR) (Thermo Scientific Nicolet iS10, A.B.D.) belirlenmistir.
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3.2. PEGDM Hidrojel Uretimi ve Karakterizasyonu

PEGDM hidrojellerin elde edilmesi igin gergeklestirilen islemler su sekildedir: lk
olarak foto ¢apraz-baglayici ajan olan Irgacure 2959%, PBS (pH:7.4) iginde 55°C’de
cozdiiriilerek (5 saatte) %0.1°lik (w/v) bir ¢dzelti hazirlanmustir. Inkiibatérden ¢ikarilan
karisim 5 dk vortekslenerek homojenize edilmistir. Tiim bu islemler gerceklestirilirken
¢Ozeltinin 1518a maruz birakilmamasina dikkat edilmistir. Ardindan PEGDM eklenerek
%10, %15 ve %20 (w/v) olmak tizere 3 farkli polimer konsantrasyonunda ¢dzeltiler elde
edilmistir. Elde edilen ¢6zeltiler ayr1 ayri, 4 gozlii petri kaplarina her bir géze 80 uL
gelecek sekilde aktarilmistir. Daha sonra kiiltiir kab1 5 cm mesafe ile 250 Watt giigteki
UV cihaz1 (Tanses Technologies, UVT-200, Canada) kullanilarak UV 1s18a maruz
birakilmistir. Boylece ¢apraz baglanma gergekleserek hidrojel yapilari elde edilmistir
Cizelge 3.1°de hidrojel hazirlamak i¢in uygun kosullari saptamak amaciyla yapilan
caligmalar listelenmistir. Cizelgedeki degerler incelendiginde %15 ve %20 (w/v)

konsantrasyon ve 150 sn siirenin hidrojel eldesi i¢in uygun oldugu bulunmustur.

Cizelge 3.1. Fotopolimerizasyon i¢in en uygun UV maruziyeti siiresinin belirlenmesi.
Polimer Konsantrasyonu (% w/v)
Zaman (sn) %10 %15 %20

30 Jel olusumu gerceklesmedi. Jel olusumu gerceklesmedi. Jel olusumu gerceklesmedi.
45 Jel olusumu gergeklesmedi. Jel olusumu gergeklesmedi. Jel olusumu gergeklesmedi.
60 Jel olusumu gergeklesmedi. Jel olusumu gergeklesmedi. Jel olusumu gergeklesmedi.
75 Jel olusumu gerceklesmedi. Jel olusumu gergeklesmedi. Jel olusumu gerceklesmedi.
90 Jel olusumu gerceklesmedi. Jel olusumu gerceklesmedi. Jel olusumu gerceklesmedi.
105 Jel olusumu gerceklesmedi. Jel olusumu gergeklesmedi. Jel olusumu gerceklesmedi.
120 Jel olusumu gergeklesmedi. Jel olusumu gergeklesmedi. Jel olusumu gergeklesmedi.
135 Jel olusumu gergeklesmedi. Jel olusumu gergeklesmedi. Jel olusumu gergeklesmedi.
150 Jel olusumu gerceklesmedi. Jel olustu. Jel olustu.
180 Jel olusumu éergeklesmedi. Jel olustu. Jel olustu.

3.2.1. Morfolojik Analizler

Taramal1 elektron mikroskobu (SEM) ile goriintiilenecek hidrojeller, ilk olarak -
20°C’de 1 gece dondurulmus, ardindan liyofilizatér (Christ, Almanya) ile -80°C’de
kurutulmugtur. Daha sonra dondurularak kurutulan 6rneklerden bir bisturi yardimiyla
uygun kesitler alinarak, kuru hidrojellerin yiizey ve gézenek yapilari taramali elektron
mikroskobu (SEM, FEI Quanta 200F, ABD) ile incelenmistir. Bunun ic¢in 6rnekler,
altin-paladyum ile kaplanarak iletken hale getirilmistir. SEM goriintiilerinin elde
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edilmesinin ardindan Image J yazilim1 kullanilarak liyofilize edilmis hidrojellerin

ortalama gozenek boyutlar1 hesaplanmaigtir.

3.3.2. Su Tutma Kapasitesi Tayini

Tez ¢aligmast kapsaminda iiretilen PEGDM hidrojellerinin dinamik su tutma
kapasitelerinin ol¢timleri, pH degeri 7.4 olan PBS ortaminda gravimetrik tayin yontemi
kullanilarak gerceklestirilmistir. Yiizde 15 ve %20 (w/v) konsantrasyonda hazirlanan
ornekler (n=3) belirli zaman araliklarinda sisme ortamdan uzaklagtirilmig, nemleri
alinmis ve hassas terazide (Precisa 205 A SCS; + 0.0001 g duyarlilik, Isvicre) agirlik
dlgiimleri yapilmistir. Ardindan tekrar sisme ortamma konulmustur. Olgiilen yas agirlik
degerleri ve hidrojelin kuru haldeki baslangi¢ agirligi Esitlik 3.1°de yerlerine konularak

“sigme oran1” hesaplanmistir
Sisme Orani (Q) = (Sismis Agirlik — Kuru Agirlik) / Kuru Agirlik (Esitlik 3.1)

3.3.3. Mekanik Analizler

Hidrojellerin  sikistirma modiiliiniin  belirlenmesi i¢in Texture Analizer (Stable
Microsystems, Ingiltere) mekanik test cihazinin mukoadezyon probu ile her bir 6rnege
tek eksenli sikistirma kuvveti uygulanmistir. Cap1 10.7 mm, yiiksekligi 10 mm olan her
bir 6rnek (n=3) i¢in uygulanan sikistirma kuvveti 0.049 N yiik ve 0.01 mm/sn sabit
hizdaki baslikla gergeklestirilmistir. Hazirlanan hidrojeller analizden 6nce PBS (pH:7.4)

igerisinde saklanmustir.

3.3.4. Biyobozunurluk Tayini

Yiiriitiilen tez ¢aligmasi kapsaminda %15 ve %20 (w/v) konsantrasyonda hazirlanan
PEGDM hidrojelleri PBS (pH:7.4) iginde 37°C’deki inkiibatérde (Niive EN 500,
Tiirkiye) bekletilmis ve belirli zaman araliklarinda agirliklart hassas terazi ile
Olclilmiistiir. Elde edilen agirlik verilerinden bozunan hidrojel miktar1 ve bozunma orani
hesaplanmistir. Yiizde agirlik kaybi ise Esitlik 3.2°de verilen formiil yardimiyla
hesaplanmistir. Burada, Wy hidrojel 6rneginin baslangi¢ agirhigini ifade ederken, W,

belirli giinlerde dlgiilen agirliklari ifade etmektedir.

(%)Agirlik Kaybi= [ (Wo-W,) / W] x 100 (Esitlik 3.2)
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3.4. In vitro Hiicre Kiiltiir Calismalar1

Tez ¢alismasinin bu bdliimiinde beyaz adipoz doku kaynaklt mezenkimal kok hiicrelerin
(AKH), 2B ve 3B hiicre kiiltiirlerinde kahverengi adipoz dokuya farklilagtiriimasi
amaciyla gergeklestirilen calismalar ayrintilariyla aciklanmistir. Bunun i¢in 2B
kiltiirlerde mezenkimal kok hiicreler ¢ok gozlii hiicre kiiltiir kaplarinda, kahverengi
adipoz doku farklilasmas1 icin hazirlanan ortamda kiiltiire edilmistir. Ug boyutlu hiicre
kiiltiirlerinde ise kok hiicreler, iiretilen PEGDM hidrojelleri i¢ine foto ¢apraz-baglanma
prosesi uygulanarak enkapsiile edilip farklilastirma ortaminda kiiltiire edilmistir. Hem
2B hem de 3B Kkiiltiirlerde yapilan analizlerle hiicrelerin farklilasma durumlar

belirlenmistir.

3.4.1. Hiicre Stoklarimin Hazirlanmasi

In vitro hiicre kiiltiirii calismalarinda kullanilan AKH’ler 8 aylik, Wistar albino
sicanlarin derialt1 beyaz adipoz dokularindan izole edilen hiicrelerdir. Tez kapsaminda
hiicre izolasyonu yapilmamis, hiicre bankamizdaki mevcut stoklar kullanilmistir.
Kullanilan hiicreler Hacettepe Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’nun
52338575-59 sayili karar ile izole edilip hiicre bankamizda saklanan hiicrelerdir.
Calisma kapsaminda 6. pasaja kadar %15 (v/v) FBS, %1 L-glutamin (w/v), %0.4
penisilin-streptomisin, %0.2 (v/v) amfoterisin-b ve %0.2 (v/v) gentamisin (v/v) igeren

a-MEM’den olusan biiyliime ortaminda ¢ogaltilan hiicreler kullanilmistir.

3.4.2. 2B Hiicre Kiiltiirii Calismalar:

Iki boyutlu hiicre kiiltiirii calismalar1 kapsaminda AKH’ler kahverengi adipoz dokuya
farklilagtirma ortaminda, ¢cok gozlii hiicre kiiltiir kaplarinda kiiltiire edilmistir. Kontrol
grubu olarak ise %15 (v/v) FBS, %1 L-glutamin, (v/v) %0.4 penisilin-streptomisin
(V/Vv), %0.2 gentamisin (v/v) ve %0.2 amfoterisin-B igeren DMEM-High glikoz besi
ortami kullanilmistir. Farklilastirma ortamu ise kontrol kiiltiir ortami igerisinde 0.5 M
deksametazon, 125 nM indometazin, 250 uM IBMX, 850 nM sigir insiilini, 1 uM
roziglitazone, 1 nM tiriiyodotironin (T3), %1 (v/v) L-glutamin (v/v) %0.4 penisilin-
streptomisin (v/v), %0.2 gentamisin (v/v) ve %0.2 amfoterisin-B’den olusturmaktadir.
Tez caligmast kapsaminda hiicrelerin kiiltiire edildigi besi ortamlar1 ve bu ortamlari

olusturan bilesenler Cizelge 3.2°de verilmistir.
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Cizelge 3.2. Hiicrelerin kiiltiire edildigi besi ortamlar1 ve bu ortamlar1 olusturan

bilesenler.

Biiyiime %15 FBS, %1 L-glutamin, %0.4 penisilin-streptomisin, %0.2
Ortamm amfoterisin-b ve %0.2 gentamisin i¢eren a-MEM besi ortami1

Kontrol %15 FBS, %1 L-glutamin, %0.4 penisilin-streptomisin, %0.2
Ortam amfoterisin-b ve %0.2 gentamisin igeren DMEM-high glikoz besi
ortami

%15 FBS, %1 L-glutamin, %0.4 penisilin-streptomisin, %0.2
gentamisin, %0.2 amfoterisin-b, 0.5 M deksametazon, 125 nM
indometazin, 250 puM IBMX, 850 nM sigir insiilini, 1 uM
roziglitazone, 1 nM tiriiyodotironin (T3) iceren DMEM-high glikoz
besi ortami

Farkhlastirma
Ortam

Soguga maruziyetin AKH’lerin kahverengi adipositlere farklilagmasi iizerine etkisini
incelemek amaciyla giin asir, 15 dk soguk indiiksiyonu (16°C) uygulanan bir deney
grubu daha olusturulmustur. Soguga maruz birakilan bu gruptaki hiicreler de farklilagsma
ortaminda kiiltiire edilmistir. TCPS tizerindeki hiicre kiiltiir ¢alismalar1 i¢in hiicre ekim
yogunlugu 12,000 hiicre/cm? olacak sekilde ayarlanmistir. MTT analizleri ve RT-PCR
analizleri i¢in 24 gozIi kiiltiir kaplari, Oil Red O boyamalari i¢in 12 gozlii kiiltiir kaplar
ve immiinositokimyasal analizler i¢in 4 gozIii petri kaplari kullanilmistir. Stok haline
getirilerek hazirlanan hiicreler ekim Oncesinde hemositometre yardimiyla sayilmis ve
ardindan ekim gergeklestirilmistir. Kahverengi adipogenik farklilagsma i¢in kok hiicreler
hiicre kiiltiir kab1 tizerinde %90-100 yogunluga ulastiginda besi ortamlar1 farklilasma
ortami ile degistirilmistir. Kahverengi adipogenik farklilasma caligmasi 35 giin boyunca
stirdiiriilmiistiir. Kok hiicreler kahverengi adipositlere farklilasirken sitoplazmalarinda
kiiciik ve ¢ok sayida yag damlaciklar1 olusmaktadir. Olusan yag damlaciklari kiiltiiriin
belirli giinlerinde hem optik mikroskopta, hem de Oil Red O boyamasi yapilarak 7., 14.,
21., 28. ve 35. giinlerde goriintiilenmistir. Ayrica 21. ve 35. giinlerde toplanan
orneklerle gergeklestirilen RT-PCR, immiinositokimyasal ve immiinohistokimyasal

analizlerle kahverengi adiposit farklilagmasi analiz edilmistir.

3.4.3. 3B Hiicre Kiiltiirii Calismalar:
Tek tabaka olarak polistiren hiicre kiiltiir kaplarinda ¢ogaltilan AKH’ler tripsinizasyon

islemi ile ylizeyden kaldirilmistir. Ardindan hiicreler FBS igeren a-MEM besi ortami ile
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toplanmis ve 5 dk 1,000 rpm’de santrifiij edilmistir. Santriflij isleminden sonra
siipernatan atilmis, kalan hiicre pelleti hidrojel ¢ozeltisi ile tekrar siispanse edilmistir.
Hemositometre ile sayilan hiicrelerin konsantrasyonu 10* hiicre/uL hidrojel ¢ozeltisi
olacak sekilde ayarlanmistir. Hidrojel ¢ozeltileri %0.1 Irgacure 2959® iceren steril
fosfat tamponu (PBS, pH:7.4) icinde PEGDM polimeri ¢ozdiiriilerek %20 (w/v)
konsantrasyonda hazirlanmistir. Polimer konsantrasyonunun %20 olarak secilmesinin
nedeni yapilan canlilik analizlerine gore, %20 konsantrasyonun %15 konsantrasyona
gore hiicre canliligin1 daha ¢ok desteklediginin goriilmesidir. Hiicreler hazirlanan
hidrojel ¢ozeltisi igerisinde homojen bir sekilde siispanse edilmistir. Ardindan hiicre-
hidrojel ¢6zeltisinden vakit kaybetmeden 80’er pL alinarak 4 gozli polistiren petri
kaplarina aktarilmis ve 5 cm mesafe ile 150 sn boyunca UV 1518a maruz birakilarak foto
capraz-baglanmayla jellesme saglanmistir. Boylece hiicreler hidrojel i¢ine enkapsiile
edilmistir. Ardindan jellesen hidrojel-hiicre yapilari steril bir spatiil yardimiyla 4 gozli
petri kaplarindan almip 12 gozlii hiicre kiiltiir kaplarina aktarilmistir. Uzerlerine 2’ser
mL kahverengi adipogenik farklilagma ortam1 eklenmistir. Enkapsiile edilen hiicreler 5
hafta boyunca farklilasma ortaminda kiiltiire edilmistir. Buna ek olarak soguk
indiiksiyonunun 3B hiicre kiiltlirlerindeki kok hiicrelerin farklilagmasina olan etkisinin
incelenmesi i¢in, giin asir1 1 saat soguk indiiksiyonu (16°C) uygulanan bir deney grubu
daha olusturulmustur. Tiim gruplarin farklilagsma ortamlar1 giin asir1 yar1 yariya olacak
sekilde degistirilmistir. Cizelge 3.3’te 2B ve 3B hiicre kiiltiirlerindeki deney gruplar

gosterilmektedir.

Cizelge 3.3. In vitro hiicre kiiltiir ¢alismalarinin gerceklestirildigi deney gruplar.

2B Hiicre Kiiltiirii 3B Hiicre Kiiltiirii

Grup 1 | Farklilastirma ortaminda 35 giin kiiltiire | Farklilastirma ortaminda 35 giin
edilmistir. kiiltiire edilmistir. U¢ boyutlu kiiltiir

icin kontrol grubudur.

Grup 2 | Farklilagtirma ortaminda kiiltiire Farklilagtirma ortaminda kiiltiire
edilirken soguk indiiksiyonu (giin asir1, | edilirken soguk indiiksiyonu (giin agirt,
16°C’de 15 dk) uygulanmustir. Kiiltiir 16°C’de 1 sa) uygulanmistir. Kiiltiir
stiresi 35 giindiir. stiresi 35 giindiir.

Grup 3 | Biiyiime ortaminda kiiltiire edilen 2B
kiiltiir i¢in kontrol grubudur. Kiiltiir -
stiresi 35 giindiir.
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3.4.4. Hiicre Kiiltiirii Analizleri

Bu boliimde 2B ve 3B hiicre kiiltiirlerinde gerceklestirilen hiicre canlilik analizleri
(canli-6li boyama, MTT analizleri), taramali elektron mikroskobu (SEM) analizi, gen
ekspresyonu (RT-PCR) analizleri, Oil red O boyama analizleri ile immiinositokimyasal

ve immiinohistokimyasal analizler ayrintili bir sekilde aciklanmustir.

3.4.4.1. Hiicre Canhlik Analizleri

Canli-Olii Boyama

Canli hiicreler yaygin olarak hiicre ici esteraz aktivitesi gOstermektedir. Esteraz
aktivitesi sonucunda floresan 6zellik gostermeyen ve hiicre zarindan gegebilen Calcein
AM, Calcein’e doniisiir ve floresan 6zellikte yesil renk gosterir. Ethidium homodimer-1
(Ethd-1) ise oli hiicrelerin hiicre zarindaki hasar sonucunda hiicre igine girerek hiicre
cekirdegindeki DNA’ya baglanir. Boylece oOlii  hiicrelerin  kirmizi  renkte

goriintiilenmesine neden olur [68].

PEGDM hidrojellerinin hiicre canlilig1 tizerindeki etkisini incelemek i¢in 3B kahverengi
adipogenez  calismasina  baslamadan  Once, canli-0li  boyama  analizleri
gerceklestirilmistir. Bunun igin canli-6lii analiz kiti kullanilmistir. Hiicre yogunlugu 10*
hiicre/pL hidrojel olmak tizere %15 ve %20 (w/v) konsantrasyondaki PEGDM hidrojel
cozeltileri ile hiicre bankamizdan temin edilen L929 fibroblastik hiicreleri siispanse
edilmistir. Hiicre-hidrojel ¢ozeltileri 4 gozlii petri kabina her goze 80’er uL olacak
sekilde aktarilmis, ardindan 150 sn UV 1s18a (Tanses Technologies, UVT-200, Canada)

maruz birakilarak jellestirilmistir.

Canli-6lii boyama enkapsiilasyondan sonraki 1., 2. ve 3. giinlerde gergeklestirilmistir.
Bunun i¢in ilk olarak 1929 hiicreleri ile yiikli %15 ve %20 (w/v) konsantrasyondaki
hidrojeller Ca*™ ve Mg*? igeren fosfat tuzu tamponu (DPBS+, pH:7.4) ile 3 kez 5’er dk
yikanmistir. Daha sonra 2 uM Calcein AM ve 4 uM Ethd-1 cozeltileri i¢cinde 30 dk
37°C’deki etiivde inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan sonra 3 kere DPBS+’te 5’er dk
yikanmistir. Goriintiileme i¢in hidrojellerin iizerine steril DPBS+ eklenmis ve floresan
atagmanli mikroskopta (Olympus IX71, Japonya) goriintiilenmistir. Alinan floresan
gorlntiilerinden Image J programi kullanilarak, her iki grup i¢in de “% canlilhik”

hesaplanmistir. Bu veriler yardimiyla hiicre canlilig1 i¢in en uygun polimer
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konsantrasyonu segilerek (%20 (w/v)) AKH’ler ile 3B kahverengi adipogenez ¢alismasi
gerceklestirilmistir.

MTT Analizleri

Hem 2B hem 3B Kkiiltiirlerdeki hiicrelerin canliliklarinin ve mitokondriyal aktivitelerinin
belirlenmesi  i¢in  kiiltiir ~ silirelerinin  belirli zamanlarinda MTT  analizleri
gerceklestirilmistir. Canli hiicrelerin mitokondriyal aktivitesi sonucunda sar1 renkli
MTT cozeltisi suda ¢oziinmeyen mor renkli formazan kristallerine doniismektedir.
Formazan kristalleri ¢oziindiiglinde elde edilen mor renkli ¢6zeltinin absorbansi hiicre
canliligtyla dogru orantilidir. Kahverengi adipogenez c¢alismasinda, 2B hiicre
kiiltiirindeki MTT analizi icin Oncelikle hiicrelerin yiizeyindeki besin ortami
uzaklagtirilmig ve yerine her bir goz i¢in 600 pL serumsuz besin ortami ve 60 pL MTT
(2.5 mg/mL steril PBS, pH:7.4) ¢ozeltisi eklenmistir. Hiicreler 37°C’deki CO etiiviinde
3 saat boyunca inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan sonra her bir géze 400 uL 0.04 M HCI
iceren izopropanol ¢ozeltisi eklenerek formazan kristalleri ¢ozdiiriilmiistiir. Olusan mor
renkli ¢ozeltiden 200’er pL. alinmis ve mikroplaka okuyucuya aktarilmistir. Referans
690 nm iken, 570 nm’de mikroplaka okuyucu kullanilarak (Asys UVM 340, Avusturya)

optik yogunluk degerleri belirlenmistir.

Ug boyutlu hiicre kiiltiirleri igin ise ilk olarak %15 ve %20 (w/v) konsantrasyonlarda
hazirlanan PEGDM hidrojellerinin hiicre canliligina olan etkisinin incelenmesi igin
L929 hiicreleri enkapsiile edilerek 3 giin boyunca MTT analizleri gergeklestirilmistir.
Bu analiz sonuglarina gore en uygun polimer konsantrasyonu secilmis ve 3B kahverengi
adipogenez c¢alismasi buna gore ylriitiilmiistiir. Hem sitotoksisite hem de sonrasinda
gerceklestirilen kahverengi adipogenez ¢alismas i¢in hiicre enkapsiile edilmis hidrojel
orneklerinin besi ortamlar1 uzaklastirilmis ve 800 pL serumsuz besin ortami ile 80 pL
MTT cozeltisi eklenip 37°C’deki CO; etiiviinde 3 saat inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyonun ardindan her bir hidrojelin iizerine 535 pL 0.04 M HCI igeren
izopropanol c¢ozeltisi eklenerek formazan kristalleri ¢Ozdiirilmiistiir. Ardindan 2B
kiiltiirde oldugu gibi 200’er uL alinarak 690 nm referans iken, 570 nm’de mikroplaka

okuyucu kullanilarak optik yogunluk degerleri belirlenmistir.
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3.4.4.2. Morfolojik Analizler

Uc boyutlu kahverengi adipogenez calismasi icin PEGDM hidrojeli igine enkapsiile
edilen AKH’lerin jel i¢indeki morfolojilerinin belirlenebilmesi igin kiiltiiriin 21. ve 35.
giinlerinde SEM analizi yapilmistir. Ornekler hazirlanirken ilk olarak hiicre enkapsiile
edilmis hidrojellerin lizerlerindeki besi ortami uzaklastirilmistir. Ardindan 6rnekler 2
defa 5’er dk DPBS+ (pH:7.4) ile yikanmistir ve sonrasinda fiksasyon islemine
gecilmistir. Bunun i¢in hidrojellerin {izerine 1’er mL %2.5’lik (v/v) glutaraldehit
¢ozeltisi eklenmis ve 30 dk karanlikta bekletilmistir. Fikse edilen Ornekler analiz
edilene kadar DPBS+ i¢inde +4°C’de saklanmistir. Analiz 6ncesinde ornekler -20°C’de
dondurulmus ve ardindan -80°C’de 1 gece liyofilizatorde kurutulmustur. SEM analizi

icin Ornekler altin-paladyum ile kaplanarak goriintiilenmistir.

3.4.4.3. Gen Ekspresyonu Analizleri
Hem 2B hem de 3B Kkiiltiirde iireyen ve farklilasan hiicrelerin PPAR-y, UCP-1 ve
CIDEA genlerinin bagil gen ifadeleri ger¢cek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (RT-

PCR) analizi ile belirlenmistir.

Iki boyutlu kiiltiirlerdeki RT-PCR aktivitesi icin kiiltiiriin belirli giinlerinde drnekler
toplanmis ve steril mikrotiipler i¢ine aktarilarak -80°C’de muhafaza edilmistir. Daha
sonra Ornekler analiz Oncesinde oda sicaklifinda ¢ozdiiriilmiis ve iizerlerine 200 pL
Trizol (Invitrogen, ABD) eklenmistir. Trizol ile muamale edilen 6rnekler voktekslenmis
ve RNEasy kit, (Qiagen, ABD) kullanilarak RNA izolasyonu gerceklestirilmistir.
Izolasyon isleminden sonra elde edilen RNA nin saflastirilma orani ve konsantrasyonu
Nanodrop (Thermoscientific 2000c, ABD) ile analiz edilmistir. Daha sonra kit icin
tiretici firma tarafindan oOnerilen protokol dogrultusunda, programlanabilir termal
dengeleyici cihazinda (Life Technologies, ABD) yiiksek kapasite ¢cDNA reverse
transkripsiyon kiti kullanilarak cDNA sentezlenmis ve ardindan RT-PCR analizleri
gerceklestirilmistir. Analiz SolisBioDyne 5 Hot FirePol®, gPCR Mix Plus ve
EvaGreen® kitleri kullanilarak, LightCycler® Nanolnstrument (Roche, Almanya)
cithazinda ylriitiilmiistiir. Analiz i¢in “housekeeping gen” olarak GAPDH kullanilmistir.
PPAR-y, UCP-1 ve CIDEA genleri i¢in primer dizileri (Oligomer, Tiirkiye) firmasindan

temin edilmistir. Cizelge 3.4’te kullanilan primer dizileri verilmistir.
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Cizelge 3.4. 2B ve 3B kahverengi adipogenez ¢aligmalarinin RT-PCR analizlerinde

kullanilan primer dizileri.

Gen Forward Primer Reverse Primer
GAPDH | GTGCTGAGTATGTCGTGG GGGAGTTGTCATATTTCTCGT
UCP-1 GTGAAGGTCAGAATGCAAGC | AGGGCCCCCTTCATGAGGTC

CIDEA | TTAAGGAGTCTGCTGCGGTT ACATAAGCGCCCGCATAAAC
PPAR-y TCAAAAGCCTGCGGAAGCCC TGGGCGGTCTCCACTGAGAATAA

3.4.4.4. Oil Red O ile Lipit Damlaciklarinin Boyanmasi
Oil Red O, trigliseritlerin ve lipitlerin boyanmasinda kullanilan bir diazo boya olan
lizokromdur. Oil Red O ile boyamanin ardindan lipid damlaciklar1 kirmizi renkte

goriintlilenir.

Stok cozelti: 1ki yiiz mL izopropanole 0.7 gram Oil Red O eklenerck hazirlanmistir.
Hazirlanan c¢ozelti gozenek boyutu 0.22 pm olan filtreden gecirilmis ve 4°C’de

muhafaza edilmistir.

Calisma cozeltisi: Tki mL distile su ve 3 mL Oil red O stok ¢ozeltisi karistirilip, oda

sicakliginda 20 dk bekletilmis ve ardindan gozenek boyutu 0.22 pm olan filtreden

gecirilerek hazirlanmistir.

Fiksasyon: Boyama yapilacak 6rnekler tizerindeki ortam tamamen uzaklastirilmistir. 2B
kiiltiir i¢in; hiicrelerin yiizeyi 2 dk PBS ile yikanmistir. PBS icinde hazirlanmis %10
(v/v) formalin hiicrelerin ylizeyini kaplayacak kadar eklenmis ve 30 dk oda sicakliginda
bekletilmistir. Fiksasyon isleminden sonra, formalin uzaklastirilmis ve hiicreler distile
su ile 3 kez 2’ser dk yikanmustir. Ug boyutlu kiiltiir igin ise; besi ortami hidrojel
orneklerinden uzaklastirilmistir ve Ornekler 2 dk PBS ile yikanmistir. Ardindan
orneklerin tizerini kaplayacak kadar %4 (w/v) paraformaldehit eklenmis ve +4°C’de 16
saat tutularak hiicreler fikse edilmistir. Daha sonra paraformaldehit 6rneklerin iizerinden

uzaklastirilmis ve 6rnekler 3 kez 2’ser dk distile su ile yikanmistir.

Qil Red O ile boyama: Iki boyutlu kiiltiir igin; distile su icerisinde hazirlanmis %60

(v/v) izopropanol yikama isleminden sonra orneklerin iizerine eklenmistir ve ornekler
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oda sicakliginda 5 dk bekletilmistir. Daha sonra izopropanol ¢ekilmis ve hazirlanan Oil
red O c¢ozeltisi drneklerin tizerine eklenip 7 dk inkiibasyona birakilmigtir. Daha sonra
Oil red O ¢ozeltisi gekilmis ve 6rnekler 3 kez 5 dk distile su ile yikanmistir. Ardindan
orneklerin tlizerine tekrar 1’er mL distile su eklenmis ve optik mikroskop altinda
boyanan lipit damlaciklar1 goriintiilenmistir. Ug boyutlu kiiltiir igin ise, fikse edilen
hidrojel Orneklerinden kriyostat (Leica CM 3050, Almanya) kullanilarak 20 pm
kalinliginda kesitler alinmistir. Lamel iizerine aktarilan kesitler 2B kiiltiirlere uygulanan
protokoldeki gibi Oil red O ile boyanmistir. Boyanan ornekler optik mikroskop

yardimiyla goriintiilenmistir.

3.4.4.5. Hematoksilen-Eozin ile Boyama

Hidrojel igine enkapsiile edilerek 3B ortamda kiiltiire edilen AKH’lerin hidrojel i¢indeki
yogunlugunun ve dagilimimin goriintiilenmesi amaciyla Hematoksilen-Eozin (H&E) ile
histolojik boyama yapilmistir. Bunun i¢in 3B kiiltiirlerin 21. giinlinde alinan 6rnekler
kullanilmistir. Ornekler ilk olarak %4 paraformaldehit (w/v) ¢ozeltisi icinde 4°C’de 16
saat bekletilerek fikse edilmistir. Fiksasyonun ardindan 6rnekler alkol tespiti ile dehidre
edilmistir. Dehidrasyon islemi i¢in ise ornekler histolojik kasetler icine yerlestirilmis ve
30’ar dk sirasiyla %70, iki kez %95 ve iki kez %100 (v/v) etanol serilerinden
gecirilmistir. Ardindan iki kez ksilen igerisinde 30 dk bekletilmistir. Dehidrasyon
basamaginin ardindan Ornekler parafine gOmiilmiistiir. Ardindan -20°C’de parafin
sertlestikten sonra mikrotom (Leica Biosystems, Almanya) kullanilarak 8 um
kalinliginda kesitler alinmistir. Kesitler su banyosuna alinarak lamellerin iizerinde
aktarilmistir. Kesitleri iceren lameller deparafinize edilmis ve ardindan 6rneklere H&E
boyama protokolii uygulanmistir. Hematoksilen, niikleik asitleri ve pH degeri yiiksek
olan hiicre ¢ekirdegini koyu mavi-mor renkte boyar. Eozin ise pembe renklidir ve non-
spesifik olarak proteinleri boyamaktadir. H&E boyama protokolii uygulanmis tipik bir
dokuda hiicre ¢ekirdekleri mavi tonlarda goriintiilenirken, sitoplazma ve hiicre disi

maddeler pembenin farkli tonlarinda goriintiilenir [69].

3.4.4.6. Immiinositokimyasal ve Immiinohistokimyasal Analizler
Hiicrelerin 35 giin boyunca 2B ve 3B kosullarda kahverengi adipogenik ortamda kiiltiire
edilmesinin ardindan, 21. ve 35. giinlerde toplanan 6rneklerin farklilagma durumlar

immiinositokimyasal ve immiinohistokimyasal analizlerle gdsterilmistir. Bunun i¢in
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UCP-1 ve PPAR-y proteinleri floresan mikroskop altinda goriintiilenmistir. 2B kiiltiir
calismasinda immiinositokimyasal analiz i¢in hiicreler, her bir gozii 1 cm ¢apinda olan 4
g0zl petri kaplarina ekilmistir. 3B kiiltiir i¢in ise her bir 6rnek 8x10° hiicrenin

80 uL PEGDM hidrojel igine enkapsiile edilmesiyle olusturulmustur. Analizde

kullanilan primer ve sekonder antikorlar Cizelge 3.5’te verilmistir.

Cizelge 3.5. Immiinositokimyasal ve immiinohistokimyasal analizlerde kullanilan

primer ve sekonder antikorlar.

Spesifik
Oldugu
Canllar

Birincil Uretildigi

] Seyreltme ikincil Antikor Seyreltme
Antikor

Anti-tavsan IgG
Anti-UCP1 . (H+L), Alexa
(Abcam, Tavsan tava:; Sslfni‘; 1:500 Fluor 488 1:1000
ab10983) san, smeap, (Thermo Fisher,
A27034)
Anti-PPARY Anti-tavsan IgG
(Thermo Insan, fare, . (H*L), Alexa .
. Tavsan 1:200 Fluor 488 1:1000
Fisher, PA3- sigan .
821A) (Thermo Fisher,
A27034)

2B Kiiltiir; Ornekler iizerinden hiicre kiiltiir ortamu cekilmis ve 6rnekler 3 defa PBS ile
yikanmigtir. Daha sonra her bir 6rnege %10 formalin eklenmis ve 15 dk oda
sicakliginda bekletilerek ornekler fikse edilmistir. Fiksasyon isleminden sonra tekrar 3
defa PBS ile yikama gergeklestirilmistir. Ardindan her bir géze 100 pL PBS ile
hazirlanmis %1 Triton-X eklenip 10 dk oda sicakliginda bekletilerek gegirgenlik
saglanmistir. Daha sonra gozler iizerine 100’er uL PBS ile hazirlanmis %3 (w/v) sigir
serum alblimini (BSA) c¢ozeltisi eklenip 30 dk bekletilerek bloklama islemi
gerceklestirilmistir. PPAR-y antikoru 1:200 oraninda seyreltilmis ve her bir 6rnek
tizerine 100 puL olacak sekilde eklenerek 1 sa oda sicakliginda inkiibe edilmistir. UCP-1
antikoru ise 1:500 oraninda seyreltilmis ve ornekler iizerine 100’er pL olacak sekilde
eklenip 4°C’de, kurumalarimi Onlemek i¢in nemli ortamda 16 sa inkiibasyona
birakilmigtir. Primer antikorlarla inkiibasyonun ardindan Ornekler 3 defa PBS ile
yikanmistir. Daha sonra 1:1000 oraninda DAPI ve Alexa Flour 488 konjuge anti Rabbit
IgG ikincil antikor 1:1000 oraninda PBS icinde hazirlanmis ve Ornekler iizerine

eklenmistir. Ardindan 2 saat oda sicakliginda, 1siktan korunarak inkiibe edilmistir.
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Inkiibasyonun ardindan 6rnekler 3 kez PBS ile ytkanmistir. Sonrasinda drnekler iizerine
kapatma ortami (Fluoromount medium, Sigma, Almanya) eklenmis ve tlizerleri 10 mm
capli lameller ile kapatilmistir. Floresan atagmanli Olympus IX71 mikroskobu ile

immiinofloresan goriintiiler elde edilmistir.

3B Kiiltiir: Hidrojel 6rneklerinin {izerinden hiicre kiiltiir ortamlar1 uzaklastirilmis ve 3
defa 5 dk PBS (pH:7.4) ile yikanmistir. Yikama isleminin ardindan fiksasyon i¢in
ornekler %4 paraformaldehit ile +4°C’de 16 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan
sonra Ornekler tekrar 3 defa 5 dk PBS (pH:7.4) ile yikanmistir. Fikse edilen 6rneklere
daha sonra antijen geri alimi islemi uygulanmistir. Fikse edilmis pek c¢ok dokuda
immiinohistokimyasal boyamalardan Once bir antijen geri alimi asamasi gereklidir.
Fiksasyon sirasinda ¢apraz baglanti proteinleri ve antijenik bolgeler arasinda metilen
kopriiler olusur. Antijen geri alimi islemi ile bu metilen kopriiler kirilir ve antijenik
bolgeler agiga cikar. Boylece antikorlarin baglanmasina izin verilir. Antijen geri alimi
icin siklikla iki yontem uygulanmaktadir. Bunlardan biri 1siyla indiiklenmis epitop
gerialim1 (heat induced epitope retrival, HIER) iken, digeri enzimatik gerialim
yontemidir. Enzimatik antijen geri alimi yonteminde kesitin morfolojisinin zarar
gorebilme riski vardir. Bu yiizden enzim konsantrasyonu ve muamelesi onceden test
edilmelidir. Istyla indiiklenmis epitop geri alimi yontemi ise genellikle basingl pisirici
veya mikrodalga enerjisi gibi yontemler kullanilarak gerceklestirilir. Bu yontem icin
siklikla kullanilan 3 farkli tampon ¢6zelti vardir. Bunlar 10 mM sodyum sitrat tamponu

(pH:6), Tris-EDTA (pH:9) veya EDTA (pH:8) olabilmektedir.

Tez kapsaminda yapilan ¢alisma i¢in 10 mM trisodyum sitrat tamponu ile mikrodalga
enerjisinden yararlanilmistir. Ilk olarak 2.94 g trisodyum sitrat (dihidrat) tartiip 1 L
distile su i¢inde ¢ozdiiriilmiis, ardindan 1 N HCI ile pH 6’ya ayarlanmis ve 0.5 mL
Tween 20 eklenerek c¢ozelti hazirlanmistir. Fikse edilen ornekler bu c¢ozelti igine
aktarilmis ve Orneklere mikrodalga cihazi iginde 20 dk boyunca 98°C’de 850 Watt
enerji uygulanmistir. Mikrodalga isleminin ardindan 6rnekler ¢ozeltiden cikarilmis ve
distile suyla yikanmistir. Boylece antijen geri alimi islemi gergeklestirilmistir. Bu
islemin ardindan 2B kiiltiirde uygulanan islemler 3B kiiltiirler i¢in de tekrarlanarak
immiinohistokimyasal boyamalar ger¢eklestirilmistir. UCP-1 ve PPAR-y antikorlarinin

varlig1 lazer taramali konfokal mikroskop kullanilarak goriintiilenmistir.
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3.4.5. Istatistiksel Analizler

Tez calismasi kapsaminda elde edilen veriler Graph-Pad Sofware Instat yazilimi
kullanilarak istatistiksel olarak degerlendirilmistir. Deneysel veriler {li¢ paralel seklinde
elde edilmis ve + standart sapma degerleriyle birlikte sunulmustur. Deney gruplarinin
istatistiksel olarak karsilastirilmasi tek yonlii varyans analizi (ANOVA) yontemiyle
Tukey-Kramer Multiple Comparison Test kullanilarak gergeklestirilmistir ve  p-

degerinin 0.05’den az oldugu veriler anlamli kabul edilmistir.
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4. DENEYSEL SONUCLAR ve TARTISMA

Tez calismasinin bu bdliimiinde ilk olarak kahverengi adipoz doku miihendisligi
calismalari i¢in sentezlenen PEGDM hidrojellerinin iiretimi ve karakterizasyonuna ait
sonuglar sunulmus ve tartisilmistir. Ardindan, hiicre kiiltiir kaplar1 {izerinde
gergeklestirilen 2 boyutlu ve PEGDM hidrojel ile gerceklestirilen 3 boyutlu hiicre
kiiltirii calismalarinda AKH’lerin kahverengi adipogenik farklilagmasiyla elde edilen
deneysel bulgulara yer verilmistir. Hiicre kiiltliir ¢alismalarinda hiicrelerin canlilik
analizleri, farklilasma davraniglari ve soguk indiiksiyonunun 2B ve 3B hiicre
kiiltiirlerinde kok hiicrelerin  kahverengi adipositlere farklilagmalarina olan etkisi

degerlendirilmistir.

4.1. PEGDM Uretimi ve Karakterizasyonu

PEG biyoinert ozellikte bir biyopolimerdir. Ancak biyoaktif hale getirilmesi i¢in
kolaylikla modifiye edilebilmektedir. Metakrilat gruplariyla fonksiyonellestirilen
PEG’den elde edilen hidrojel doku iskeleleri daha dayanikli ve kararli yapidadir.
Fonksiyonel poli(etilen glikol dimetakrilat) (PEGDM) hidrojeli uzun siireli doku
mithendisligi uygulamalar1 i¢in avantajli olup ¢esitli arastirma gruplar1 tarafindan
basariyla kullanilmistir [13, 14, 63, 67, 70]. Sunulan tez ¢alismasi kapsaminda hizli ve
cevre dostu bir yontem olan mikrodalga enerjisi kullanilarak PEGDM sentezlenmistir.
Geleneksel yontemle sentezlenen PEGDM, PEG'in diklorometan i¢inde metakriloil
kloriir ve trietilamin ile reaksiyona sokulmasiyla iretilir [71, 72]. Reaksiyon, gece
boyunca veya 24 saat siiresince oda sicakliginda gergeklesir. Dietil eter icinde ¢okeltme
ve ardindan toplama basamaklar1 reaksiyon siiresini 4 giine kadar uzatabilir. Bu sentez
yontemi fazla sayida kimyasal sentez ekipmani gerektirmektedir. Ayrica nispeten
yiiksek miktarlarda ve saflikta reaktif ve ¢oziicii kullanimina ihtiya¢ duyuldugundan
cevre dostu degildir. Geleneksel olarak gergeklesen termal reaksiyonda enerji;
konveksiyon, iletim veya radyasyon yoluyla malzemeye aktarilir. Bu sekilde enerji
transferleri, malzemenin ylizeyinden 1simnin aktarimasina dayanir, bu da homojen
olmayan 1s1 aktarimina yol acar. Homojen olmayan 1s1 aktarimi malzeme {izerinde yan
reaksiyonlarin gerceklesmesine neden olabilir. Ancak geleneksel yonteme alternatif
olarak gerceklestirilen mikrodalga enerjisi ile PEG’in metakrilatlanmasinda enerji,

molekiiler etkilesim yoluyla elektromanyetik alanda dogrudan malzemeye iletilir ve
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bolgesel reaksiyon kinetigini arttirir. Bu da reaksiyon siiresinin 6nemli oOlgiide

kisalmasina neden olur [13, 14].

PEG’in mikrodalga destegi ile fonksiyonellestirilmesi isleminde polimer zincirlerinin
terminal gruplari metakrilat gruplarina baglanir. Bu reaksiyonda, PEG’in terminal alkol
gruplari, karboksil grubu olusturmak tizere metakrilik anhidridin karbonil atomlarindan
biriyle reaksiyona girer. Bu metot daha kisa reaksiyon siiresi ve sadece yan iiriin aritimi
icin gorece az miktarda ¢oziicii kullanimi gerektirdigi icin ¢evre dostu ve ekonomik
kabul edilir [14]. Sekil 4.1’de PEG’in metakrilatlanmasi sirasinda gerc¢eklesen kimyasal
reaksiyon gosterilmistir. Reaksiyon sonucunda ana iiriin olarak PEGDM ve yan {iriin
olarak metakrilik asit ortaya ¢ikar. Calisma kapsaminda sentezlenen PEGDM i¢in
yukarda bahsedilen avantajlar1 barindirmasi1 bakimimndan mikrodalga destekli sentez

reaksiyonu tercih edilmistir.

0
)H(OMO%H(
O
0 0 Poli (etilen glikol) dimetakrilat

Mikrodalga "
H H (1100 Watt)
ol Yko — 0

Poli (etillen glikol)  petakrilik Anhidrit 5 dakika, H.
maksimum glic 0

Metakrilik Asit

Sekil 4.1. PEG’in metakrilik anhidrit ile mikrodalga enerjisi kullanilarak
fonksiyonellestirilmesiyle PEGDM sentezi.

Tez kapsaminda PEGDM sentezinde Van Hove ve arkadaslarinin gelistirdigi sentez
yontemi [13] kullanilmis olup reaksiyon basamaklarinda herhangi bir degisiklik
yapilmamistir. Mikrodalga cihazinda (1100 Watt giic, 5 dk)  gergeklestirilen
reaksiyonda kullanilan PEG oran1 %28.5 (w/v) iken MA oran1 %14.29 (v/v)’dur.

Sentezlenen PEGDM’in metakrilatlanma derecesinin belirlenmesi i¢cin *H-NMR analizi,
icerigindeki  fonksiyonel gruplarin  belirlenmesi i¢in ise FTIR analizleri
gerceklestirilmistir. Elde edilen bulgularin sentezlenen PEG’in literatiire uygun sekilde

fonksiyonellestirildigini destekler nitelikte olup olmadig1 asagida tartisilmistir.
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4.1.1. Proton Niikleer Manyetik Rezonans (‘H-NMR) Analizi

Proton niikleer manyetik rezonans analizi (‘*H-NMR), bir kimyasal reaksiyonun
verimliligini ve dogrulugunu degerlendiren en yaygin analitik tekniklerden biridir.
Spekturumdaki her bir pikin altindaki alan, numunedeki o protonun bagil seviyeleri ile
orantilidir ve 6rnekteki {iriin ve reaktant oranlarinin belirlenmesine izin verir [14]. Sekil
4.2’de PEG’in ve ardindan metakrilatlanarak fonksiyonellestirilmis olan PEGDM’in H-

NMR analizlerinden elde edilen spektrumlar verilmistir.

PEG
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Sekil 4.2. PEG (a) ve PEGDM’in (b) H-NMR spektrumlari.
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Metakrilat grubundaki metil protonlart (3H) *H-NMR spekturumunda $=1.8-2.1 ppm
araliginda; metil grubunun protonlart (2H) ise 6=5.4-6.4 ppm araliginda sinyal
vermektedir [73]. Sekil 4.2b incelendiginde c¢alisma kapsaminda sentezlenen
PEGDM’in spektrumunda metil protonlarina ait pikin, a, 6=1.88 ppm degerinde; metil
grubu protonlarma ait olan piklerin ise, b ve ¢, 6=6.06 ve 6=5.51 ppm degerlerinde
oldugu goriilmektedir. Sekil 4.2b’de gorilen d piki (8=3.69 ppm) merkezi PEG
protonlari; e piki (8=4.23 ppm) ise yapidaki karboksi grubu nedeniyle ortaya ¢ikmustir.

Metakrilatlanma derecesi (MD); terminal metakrilat protonlarinin pik alaninin, merkezi
PEG protonlarinin pik alania orani hesaplanarak Esitlik 4.1 yardimiyla bulunmustur

[13].

%MD= 1-[PEGDM’in terminal protonlarinin pik alani) / (PEG’in merkezi protonlarinin
pik alan1)] * 100 (Esitlik 4.1)

Buna gore PEGDM spekturumundaki pik b ve c¢’nin altinda kalan alanlar ile PEG
spekturumunda yer alan merkezi PEG protonunun alani oranlandiginda metakrilatlanma

derecesi %99.4 olarak bulunmustur.

4.1.2. FTIR Analizi
PEG ve PEG’in MA ile fonksiyonellestirilmesi sonucu elde edilen PEGDM’in ATR-
FTIR spektrumlar1 Sekil 4.3’te verilmistir. Cizelge 4.1°de ise spektrumlarda yer alan

karakteristik pikler gosterilmistir.
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Sekil 4.3. PEG ve PEGDM’e spesifik FTIR spektrumlari.
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Cizelge 4.1. PEG ve PEGDM’e spesifik FTIR spekturum verileri.

PEG (cm™) PEGDM (cm™) Titresim Tiirii Referans
3600-3450 3600-3450 O-H gerilimi [74-76]
2881 2881 C-H simetrik gerilimi [74, 76]
1716 (zay1f) 1716 (giiglii) C=0 gerilimi [64]
- 1635 C-O gerilimi [64, 75]
1466 1466 C-H gerilimi [74, 75]
1096 1096 -O-R simetrik gerilimi [74]

Spektrumlar incelendiginde hem PEG hem de PEGDM’de 2881 cm™de gozlemlenen
pikler —CH3 gruplarindaki C-H simetrik gerilimini ifade eder. Ayrica 3600-3450 cm™
araliginda ortaya ¢ikan band O-H geriliminden kaynaklanmistir [74-76]. Metakrilik
gruplariin PEG yapisina katilmasiyla ortaya ¢ikan pikler Sekil 4.3b’de goriilmektedir.
PEGDM spektrumunda PEG spektrumundan farkli olarak 1716 cm™de C=0 gerilimi
nedeniyle pik siddeti artmistir. Ayrica 1635 cm™de C-O gerilimi nedeniyle ortaya
cikan pik metakrilat grubunun karakteristik absorbsiyon pikidir [64,75]. PEG ve
PEGDM spektrumlarinda goriilen 1466 cm™deki pikler —CH, gruplarindaki asimerik
C-H makaslanmasina aittir [74, 75]. Her iki spektrumda da goriilen 1096 cm-1’deki
pikler ise etilen glikol gruplarindaki —O-R simetrik gerilimi sonucunda ortaya
cikmaktadir [74]. Bu verilere gore FTIR analizinden elde edilen sonuglar PEG’in

basaril bir sekilde metakrilatlanmasiyla PEGDM’1n sentezlendigini gdstermektedir.

4.2. PEGDM Hidrojel Uretimi ve Karakterizasyonu

PEG hidrojelleri, uygun polimerizasyon kosullar1 altinda hiicreler icin yiiksek oranda
biyolojik olarak uyumlu olduklarindan hiicre enkapsiilasyonu i¢in avantajli bir ortam
saglar [12].Ylriitilen tez calismast kapsaminda sentezlenen PEGDM, literatiire gore
hiicre canliligimi en iyi destekleyici fotobaslatici olan Irgacure 2959° (12959) [77]
kullanilarak UV 1s1k ile fotopolimerize edilmistir. Bunun i¢in %10, %15 ve %20 (w/v)
konsantrasyonlarda polimer ¢dzeltileri hazirlanarak uygun hidrojel konsantrasyonu igin
optimizasyon calismast yapilmistir. Yiizde 10 polimer konsantrasyonunda hazirlanan
orneklerde jellesme saglanamazken, %15 ve %20 konsantrasyonlarda hazirlanan

orneklerle hidrojel olusumu gergeklesmistir (Cizelge 3.1). Optimum UV siiresinin
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belirlenmesi i¢in 3 farkli konsantrasyonda hazirlanan hidrojel ¢ozeltileri, farkl
stirelerde 5 cm mesafe ile UV 1518a maruz birakilmis ve jellesmenin saglandigi en kisa
siire (150 sn) deneysel calismalarin yiiriitilmesi i¢in optimum UV siiresi olarak

secilmistir.

Hidrojeller, PBS (pH:7.4) i¢inde hazirlanan PEGDM c¢ozeltilerinin %0.1 (w/v) 12959 ile
fotopolimerizasyonu sonucu olusturulmustur. Bunun ig¢in hazirlanan makromer
cozeltileri 4 gozIli petri kaplarina her bir goze 80 uL hacimde ¢6zelti olacak sekilde
aktarilmis, sonrasinda fotopolimerizasyon gergeklestirilmistir. Elde edilen hidrojeller

Sekil 4.4’te gortilmektedir.

Sekil 4.4. Yizde 20 (w/v) PEGDM, %0.1 (w/v) 12959 ile hazirlanarak

fotopolimerize edilen hidrojellerin farkli agilardan goriintimleri.

Fotopolimerizasyon islemi diisiik viskoziteli bir monomer, oligomer veya makromer
¢ozeltisinden, minimal invaziv bir sekilde hidrojel iiretilmesini saglar [77]. Kimyasal
olarak capraz baglama, yliksek su igerigine sahip olan hidrojellerde hidrojelin yumusak
dokularinkine benzer mekanik 6zelliklere sahip olmasina neden olur [14]. Bu yiizden

calisma kapsaminda fotopolimerizasyonun kullanimi avantajlidir.

4.2.1. Morfolojik Analizler

Tez calismas1 kapsaminda iiretilen PEGDM hidrojellerin taramali elektron mikroskobu
(SEM) ile alinan kesit ve yiizey goriintiileri incelenmistir. Buna gore sentezlenen
hidrojel 6rnekleri analiz i¢in Bliim 3.2.1°de sunulan yonteme gore hazirlanmis ve SEM
ile goriintiilenmistir. Sekil 4.5a ve b’de liyofilize edilen hidrojellerin kesit ve ylizey

goriintiilerinde i¢sel baglantili gozenek yapilar1 goriilmektedir. SEM fotograflar ile
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PEGDM hidrojellerin ortalama gdzenek boyutu ve boyut araligi Image J programindan

yararlanilarak belirlenmis ve Cizelge 4.2°de bu degerler gosterilmistir.

Sekil 4.5. Yiizde 20 (w/v) polimer igerigine sahip PEGDM hidrojeline ait SEM fotograflari.
(@) Kesit goriintiisii (300X biiyiitme).
(b) Yiizey goriintiisti (300X biiyiitme).

Cizelge 4. 2. Yiizde 20 (w/v) polimer icerigine PEGDM hidrojellerinin gézenek boyutlar1 ve

gbzenek boyut araliklart.

Ortalama Gozenek Boyutu (um) Gozenek Boyut Arahig: (um)

93.8£29.6 34.1-173.2

4.3.2. Su Tutma Kapasitesi Tayini

Bir hidrojelin yapisi i¢ine aldig1 su veya tampon ¢6zelti miktar1 olarak tanimlanan “su
tutma veya sisme kapasitesi”, hidrojel karakterizasyonu igin Onemli bir ozelliktir.
Hidrojelin su tutma kapasitesi, mekanik ozelliklerinin zaman i¢inde degisip
degismediginin anlasilmasina yardimei oldugu i¢in O6nemlidir [78]. Ayrica, su tutma
kapasitesi hidrojelin yiizey 6zelliklerini, ¢dziinen maddelerin diflizyonunu ve hidrojelin

kararliligin etkiler [79].

Tez caligmas1 kapsaminda iiretilen PEGDM hidrojellere ait su tutma kapasitesi tayini 4
g6zl petri kaplarinda 80 uL hidrojel ¢6zeltisinin fotopolimerizasyonundan sonra elde
edilen hidrojellerin PBS’te (pH:7.4) bekletilmesiyle gerceklestirilmistir. Belirli zaman
araliklarinda  hidrojeller ortamdan uzaklastirilmis ve gravimetrik Ol¢limleri

gergeklestirilmistir. Belirli zaman araliklarinda PBS ortamindan uzaklastirilan
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hidrojellerin sisme oranlart (Q), gravimetrik yontemle, Esitlik 3.3 kullanilarak
hesaplanmis ve buna gore elde edilen bulgular Sekil 4.6a’da sunulmustur. Su tutma
analizine iligskin veriler Ek. 1°de yer almaktadir. Kuru halde ve denge su igerigine

ulastiktan sonraki hidrojellerin goriintiisii Sekil 4.6b’de verilmistir.

o
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Sime Oram (Q)
8

g
o

= 15% (W/v) PEGDM

will=20% (w/v) PEGDM
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0 10 20 30 40 50 60 70 80 90
Zaman (dk)

Sekil 4.6. (a) Yiizde 15 ve %20 polimer icerigine sahip PEGDM hidrojellerin
kasilagtirmali su alim kinetikleri. (b) PEGDM hidrojellerin (%20, w/v)
kuru haldeki (soldaki fotograf) ve denge sisme icerigine ulastiktan

sonraki (sagdaki fotograf) gortintiileri.

Sekil 4.6a’daki grafikten de goriildiigii gibi hem %15 (w/v), hem de %20 (w/v)
konsantrasyonlarda hazirlanan PEGDM hidrojeller yaklasik 60 dakikada sigsme
dengesine ulasmistir. Iki farkli konsantrasyondaki PEGDM hidrojellerin denge sisme
oranlarinda 6nemli dlglide bir farklilik gézlenmemistir. Ancak deneyin ilk 20 dakikalik
stiresi dikkate alinliginda %20 (w/v) polimer igerigine sahip hidrojellerin %15 (w/v)
polimer igerigine sahip hidrojellerle kiyaslandiginda baslangi¢ sisme hizinin daha yavas
oldugu goriilmektedir. Hidrojellerde makromer konsantrasyonu arttikga ¢apraz bag
yogunlugu artar, boylece hidrojel daha yavas denge sisme degerine ulasir [80]. Bu
nedenle %20 (w/v) polimer igerigine sahip hidrojellerde baslangi¢ sisme hizinin diisiik

olmasit beklenen bir durumdur.
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4.3.3. Mekanik Analizler

Tez calismasi1 kapsaminda sentezlenen ve 3B kiiltiirlerde doku iskelesi olarak kullanilan
PEGDM hidrojelin mekanik 6zelliklerinin belirlenebilmesi i¢in hidrojellere sikistirma
testi uygulanmis (n=3 paralel) ve elastik modiilleri hesaplanmistir. Temel olarak bir
hidrojelin elastik modiilii, hidrojele uygulanan bir kuvvet ile bu kuvvet sonucunda
ortaya ¢ikan deformasyon arasindaki iliskiden hesaplanir. Elastik modiil genellikle bir
hidrojel 6rneginin gerilim-gerinim egrilerinin sikigtirma (basma) veya ¢ekme deneyi
sonucu elde edilen verilerinin grafige gecirilmesi ve elde edilen egrinin dogrusal
kisminin egiminin bulunmasi1 suretiyle elde edilir [81]. Sikistirma testi hidrojel
orneklerinin sekli lizerinde herhangi bir sinirlamaya ihtiya¢ duyulmamasi nedeniyle
avantajlidir. Ancak bu yontemde genellikle silindirik veya disk benzeri sekilde hidrojel
ornekleri kullanilir. lgili literatiirde doku miihendisliginde kullanilmak amaciyla
sentezlenen PEGDM hidrojellerin elastik modiillerinin raporlandigt i¢in ¢esitli
calismalar yer almaktadir. Kullanilan ¢apraz baglayict sistemleri ve polimer
konsantrasyonu gibi etkenler hidrojelin mekanik 6zelliklerini 6nemli 6l¢iide etkilemekte
ve elastik modiil degerlerinin genis bir aralikta yer almasina neden olmaktadir. Callahan
ve arkadaslar1 PEGDM hidrojeller iizerinde yaptiklar1 c¢alismada makromer
konsantrasyonlar1 %5 ve %50 (w/v) olan hidrojellerin elastik modiillerinin 2050+420 Pa
ile 6110+1140 Pa oldugu sonucunu ortaya koymuslardir [70]. Killion ve arkadaslarinin
PEGDM’den elde edilen hidrojellerin fiziksel ve mekanik 6zelliklerini belirlemek igin
yaptiklar1 ¢alismada ise %100, %75, %50 ve %25 polimer konsantrasyonundaki
hidrojellerin elastik modiillerinin sirasiyla 26.38+4.48, 15.79+0.96, 5.62+0.78 ve
1.96+0.29 MPa oldugunu bulmuslardir [79]. Patel ve arkadaslar1 PEGDM’in doku
mihendisligine yonelik olarak mekanik o6zelliklerini belirlemek icin yaptiklar
calismada ise %20 (w/v) polimer konsantrasyonunda EDC/NHS kullanilarak kimyasal
capraz baglanma ile hazirlanan PEGDM hidrojelin elastik modiiliiniin 388-390 kPa

araliginda oldugu sonucuna ulagsmislardir [82].

Tez caligsmas1 kapsaminda mekanik sikistirma testi i¢in hazirlanan 6rnekler 1.0 cm
yiikseklik ve 1.7 cm capinda silindirik sekilde hazirlanmis ve PBS (pH:7.4) iginde
bekletilip sisme dengesine ulastiktan sonra deney gergeklestirilmistir. Buna gore test
sonucunda uygulanan gerilime baglhh olarak 3 oOrnekte meydana gelen kopma

noktalarinin gosterildigi uzama grafigi Sekil 4.7°de verilmistir. Bu egrilerden elde
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edilen elastik modiil degeri ise 286.37 (+13.4) kPa olarak bulunmustur. Bu degerin
literatiirde elde edilen verilerden farkli olmasinin nedeni, hidrojellerin sitotoksik etki
gostermemeleri i¢in kullanilan fotogapraz baglayici konsantrasyonunun ve UV

maruziyeti sliresinin minimum diizeylerde tutulmasidir.

260+
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Sekil 4.7. Sikistirma  testi  sonucunda %20 (w/v) polimer i¢ergine sahip
PEGDM hidrojellerinin gerilim-uzama egrileri.

Sekil 4.7 incelendiginde %20 (w/v) polimer icerigine sahip 3 paralel 6rnegin kopmadaki

ortalama uzama degeri 4.22 (£0.72) mm olarak bulunmustur.

4.3.4. Biyobozunurluk Tayini

Hidrojeller tipik olarak hidrolizin tiim hidrojel boyunca meydana geldigi “hidrolitik
bozunma” veya kullanilan enzime gére bozunmanin lokal oldugu “enzimatik bozunma”
olmak tizere iki tiir mekanizma ile bozunur. Hidroliz; hidrolitik olarak kararsiz kimyasal
baglarin kirilmasiyla meydana gelir ve hidroliz hizi, polimer konsantrasyonu veya
malzeme imalati sirasinda ¢apraz baglanma derecesi ile kontrol edilen ¢apraz baglanma
yogunlugu gibi parametreler degistirilerek ayarlanabilir. Fotopolimerizasyonla elde
edilen PEG hidrojellerinin belirli zaman dilimlerinde gergeklestirilen hiicre kiiltiirii
caligmalar1 i¢in genel olarak kararli oldugu ve biyobozunur 6zellik gostermedigi kabul
edilir. Bu ylizden fotopolimerize PEG hidrojellerinin kararli ve biyoinert oluslari, onlar

uzun stireli hiicre kiiltiir caligmalari i¢in cazip kilar [78, 83]. Ancak biyobozunur
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olmadig1 kabul edilen hidrojellerin bile belirli bir zaman aralig1 sonunda eser miktarda

dahi olsa bozunabilecegini dikkate almak gerekmektedir [78].

Fotopolimerize edilebilen PEG hidrojel in vitro kosullarda biyobozunur &zellik
gostermemektedir [84]. Tez ¢alismasi kapsaminda, PBS (pH:7.4) i¢inde hidrojellerin 21
giin boyunca bekletilmesiyle gerceklestirilen biyobozunurluk ¢aligmasina gore, iiretilen
PEGDM hidrojellerin % agirlik kaybinda anlamli bir azalmanin olmadigi ve bu yoniiyle
literatlirle uyumlu oldugu goriilmiistiir (Sekil 4.8). Yapilan biyobozunurluk ¢alismasi

sonucunda elde edilen veriler ¢izelge halinde Ek. 2’de sunulmustur.

=
o
)

B %15 (w/v) PEGDM

B %20 (w/v) PEGDM

% Agirlik Kaybi
O R N W b U1 O N O O

1 2 3 7 10 14 21
Giin

Sekil 4.8. PEGDM hidrojelin zamana bagl biyobozunurluk grafigi.

4.4. In vitro Hiicre Kiiltiir Calismalar

In vitro hiicre kiiltiir calismalar1 icin hiicre bankamizda bulunan, Wistar albino
siganlarin derialt1 beyaz adipoz dokularindan izole edilmis mezenkimal kdk hiicrelerle
(AKH) kiiltiirasyon gergeklestirilmistir. Sentezlenen PEGDM hidrojellerin hiicre
canliligr tiizerindeki etkilerinin incelenmesi icin gerceklestirilen canli-6lii boyama
analizlerinde ise 1929 fibroblastlari kullanilmistir. Hem 2B hem de 3B kahverengi
adipogenez calismasi i¢in hiicreler 6nce DMEM-high glikoz igeren temel biiylime
ortaminda 6. pasaja kadar ¢ogaltilmig, daha sonra farklilastirma ortamina alinmstir.
Hiicrelerin  farklilasma  davramiglari  ise  belirli  glinlerde  gerceklestirilen
immiinositokimyasal ve immiinohistokimyasal analizler, Oil red O boyamalar ve RT-

PCR analizleri ile ortaya konulmustur.
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4.4.1. Hiicre Stoklarimin Hazirlanmasi

Hiicreler istenen sayiya ve 6. pasaja ulasana kadar polistren hiicre kiiltiir kaplart
tizerinde DMEM-high glikoz igeren temel biiyiime ortaminda ¢ogaltilmistir. Hiicreler
standart tripsinizasyon protokolii kullanilarak pasajlanmis ve farklilasma calismalari
icin gerceklestirilen ekim Oncesinde ise hiicre sayis1 hemositometrik olarak
belirlenmistir. Calisma kapsaminda tek tabaka olarak c¢ogaltilan AKH’lerin i8si ve

fibroblastik morfolojileri Sekil 4.9°da farkl biiyiitmelerde goriilmektedir.

Sekil 4.9. Hiicre kiiltiir kaplari lizerinde ¢ogaltilan 6. pasajdaki AKH’lerin 7. gilinde,
151k mikroskobu altindaki goriintiileri. (a) 4X, (b) 10X, (¢) 20X biiyiitme.

Grubumuzca izole edilmis ve hiicre bankamiza eklenmis olan AKH’lerin ikilenme
siiresi 44 saat, 6zgiil iireme hizlar1 ise 0.0157 sa™ olarak belirlenmistir [85]. Calisma
kapsaminda ise daha 6nceden karakterizasyon ¢alismalart tamamlanmis olan bu hiicreler

kullanilmistir.

4.4.2. 2B Hiicre Kiiltiirii Calismalar:

ki boyutlu kahverengi adipogenez calismasi igin hiicre ekim yogunlugu literatiire
uygun olarak 12,000 hiicre/cm? [1], olarak belirlenmistir. Calismanin bu boliimiinde
AKH’ler 3 deneysel gruba ayrilarak 35 giin boyunca tek tabaka olarak kiiltiir caligmasi
gergeklestirilmistir. Bu deneysel gruplardan birinde hiicreler sadece kahverengi
adipogenik farklilagtirma ortaminda kiiltire edilmis, diger grupta ise hiicreler
farklilastirma ortaminda kiiltiire edilirken soguk indiiksiyonu (giin asiri, 15 dk boyunca
16°C) da uygulanmistir. Kontrol grubu olarak ise AKH’ler sadece biiylime ortaminda
kiltiire edilmistir. Tiim gruplarda hiicre besi ortami giin asir1, yar1 yariya olacak sekilde

degistirilmistir.
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Iki boyutlu farklilastirma ¢alismas1 boyunca hiicrelerin farklilasma durumlari Oil red O
boyamalar, RT-PCR analizleri ve immiinositokimyasal analizlerle gosterilmistir. Ayrica
optik mikroskop kullanilarak hiicrelerin kahverengi adipositlere farklilagsmasi
esnasindaki morfolojik degisimler de goriintiilenmistir (Sekil 4.10). Kok hiicreler
kahverengi adipositlere farklilagirken sitoplazmalarinda lipit damlaciklarinin
birikmesinden dolay1 fibroblastik morfoloji yerini daha kiiresel bir hiicre morfolojisine
birakir. Hiicreler ags1 6zelliklerini kiiltiiriin ilerlemesiyle beraber kaybetmeye baslar.
Kiiltiir ilerledikce kok hiicreden adipositlere farklilasmis hiicrelerin ¢apinda artma
goriilmiistiir. Kontrol grubunda ise hiicreler kiiltiir kab1 yiizeyini tamamen kaplayacak

duruma gelmis olmalarina ragmen, igsi gériiniimlerini korumaya devam etmistir.
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Farkhlagma + Soguk
indiiksiyonu Grubu

Farklilagma Grubu

Kontrol Grubu

28.Gin 21.Giun 14.Gun 7.Gun

35.Gin

Sekil 4.10. Ug farkli deneysel grupta, tek tabaka olarak kiiltiire edilen AKH’lerin 7.,
14., 21., 28. ve 35. giinlerde 151k mikroskobunda alinan, 20X

biiylitmedeki goriintiileri.
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4.4.3. 3B Hiicre Kiiltiirii Calismalari

Hiicre kaplar tizerinde 6. pasaja kadar ¢ogaltilan AKH’ler tripsinizasyon ile ylizeyden
kaldirilmis, hemositometre ile sayilmis ve PEGDM hidrojel ¢ozeltisi ile karigtirilarak
fotopolimerizasyon islemiyle hiicre-hidrojel yapilar1 olusturulmustur. Bunun i¢in
hiicreler PBS (pH:7.4) ile hazirlanmis 9%0.1 (w/v) foto ¢apraz-baglayic1 12959 igeren,
%20 (W/v) konsantrasyondaki PEGDM hidrojel ¢ozeltisiyle hiicre yogunlugu 10*
hiicre/uL hidrojel olacak sekilde karistirilmistir. Ardindan homojenize edilen hiicre-
hidrojel ¢6zeltisinden 80’er puL alinarak 4 gozlii petri kaplarina aktarilmis ve sonrasinda
5 cm mesafe ile 150 sn UV 1s18a maruz birakilarak fotopolimerizasyonla 3B hiicre
kiiltiir 6rnekleri elde edilmistir (Sekil 4.11). Jellesme saglandiktan sonra ornekler steril
bir spatiil yardimiyla petrilerden alinip 12 gozlii hiicre kiiltiir kaplarina aktarilmigtir. Her
bir gézde bulunan hiicre enkapsiile edilmis hidrojel 6rnegi i¢in gozlere 2’ser mL ortam
eklenmistir. Ortam degisimi 2B kiiltiirlerde oldugu gibi giin asir1, yar1 yariya olacak

sekilde gergeklestirilmistir.

hidrojel yapilar.

Ug boyutlu hiicre kiiltiirii igin iki farkli deneysel grup olusturulmustur. Farklilasma
ortaminda kiiltiire edilen 2 gruptan birine soguk indiiksiyonu (giin asiri, 1 saat, 16°C)
uygulanirken, diger gruba bu islem yapilmamistir. PEGDM hidrojel igine hiicre
enkapsiilasyonundan sonra ve 35 giinliik kiiltiir siiresi boyunca diizenli araliklarla 151k
mikroskobu ile 3B hiicre kiiltiir 6rneklerinin fotograflar1 c¢ekilmistir (Sekil 4.12).
Fotopolimerizasyonun hemen ardindan alinan 151k mikroskobu goriintiilerinde hiicreler
jel i¢inde belirgin, diizenli ve homojen dagilmis bir halde goriilmektedir. Ancak
kiiltiiriin ilerleyen giinlerinde hidrojel i¢inde kahverengi adipositlere farklilasan hiicreler
yap1 icine yayilmis, boylece jel icinde siki ve diizenli halde gdriinen hiicre goriintiisii
kaybolmustur. Hiicrelerin boyutlarinda sitoplazmalarindaki lipit birikiminden dolay1

artig gorilmistiir (Sekil 4.13).
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Sekil 4.12. Enkapsiilasyon sonrasinda PEGDM hidrojel igindeki AKH’lerin 151k

mikroskobu ile alinan goriintiileri. (a) 10X, (b) 20X.

Farklilagma + Soguk
Farklilasma Grubu indiiksiyonu Grubu

1. Giin

21.Gin

35.Giin

Sekil 4.13. Hidrojel iginde 35 giin boyunca kahverengi adipogenik farklilastirma
ortaminda kiiltiire edilen AKH’lerin kiiltiiriin 1., 21. ve 35. gilinlerinde
151k mikroskobunda, 20X biiyiitmedeki goriintiileri. Oklar hidrojel i¢inde

adipogenik farklilagsma gosteren hiicreleri isaret etmektedir.
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4.4.4. Hiicre Kiiltiirlerindeki Analizler

Bu bolimde 2B ve 3B in vitro kahverengi adipogenez ¢alismasi siiresince
gerceklestirilen analiz sonuglarina yer verilmistir. Bu ¢aligmalar; canlilik analizleri
(MTT analizi ve canli-6lii boyamalar), Oil Red O ile farklilasan hiicrelerdeki lipit
damlaciklarinin boyanmasi, immiinositokimyasal ve immiinohistokimyasal boyamalar
ile farklilasan hiicrelerdeki kahverengi adipositlere 06zgli proteinlerin boyanarak
goriintiilenmesi, RT-PCR analizleri ile hiicrelerdeki gen ekspresyonlarmin ortaya
konulmasi ve histolojik boyamalarla 3B hiicre kiiltiir 6rneklerinde hidrojel igindeki
hiicre dagilimimin gosterilmesi seklindedir. Gergeklestirilen her bir analizin sonucu
ayrintili  bir sekilde degerlendirilmis ve literatiirdeki verilerle karsilastirilarak

sunulmustur.

4.4.4.1. Hiicre Canlihik Analizleri

|. Ortamlarin Hiicrelerin Mitokondrival Aktivitelerine Olan Etkilerinin Belirlenmesi:

Kullanilan hiicre kiiltiir ortamlarmin hiicrelerin mitokondriyal aktivitelerine olan
etkilerinin belirlenmesi i¢in hiicre kiiltiir kaplari tizerinde kiiltiire edilen hiicrelerle MTT
analizleri gerceklestirilmigtir. MTT analizleri, 3 farkli hiicre kiiltiir grubu {izerinden
yiirlitiilen 2B farklilagtirma ¢alismasi stirecinde tiim gruplar icin 3., 5., 7., 10., 14., 21.

ve 28. giinlerde 3 paralel 6rnek lizerinden gerceklestirilmistir.

Sekil 4.14’te farklilasma ortamiyla kiiltiire edilen, hem farklilasma ortamiyla kiiltiire
edilip hem de soguk indiiksiyonu uygulanan ve yalnizca biliyiime ortamiyla kiiltiire
edilen kontrol grubu olmak iizere 3 grubun optik yogunluk verileri karsilagtirilmistir.
Grafik degerleri incelendiginde 21. giine kadar soguk indiiksiyonu uygulanarak
farklilagtirma ortamiyla kiiltiire edilen grup mitokondriyal aktivitesinin soguk

indiiksiyonu uygulanmayan grupla kiyaslandiginda daha yiiksek oldugu goriilmektedir.

65



M Biytume Ortami

14 (Kontrol)

! Farklilasma Ortami

1,2 A .

m Farkhlasma  Soguk

E Ortami * Uygulamasi
c 1 4
8 H

08 - = T &l

£l &
§ % x
£0,6 - { I ] sus {
1] L
% I
204 I
=]
<L

0,2 -

3 5 7 10 14 21 28
Giin

Sekil 4.14. 1ki boyutlu farklilastirma ¢alismasi boyunca kiiltiire edilen AKH’lerin
MTT grafigi (Istatistiksel olarak anlamli farklilik, n=3, kontrol grubu
biiyiime ortam1 (kontrol) iken *p<0.05,** p<0.01, **** p<0.001; kontrol
grubu farklilagsma grubu iken ep<0.05, eep<0.01, eee p<0.001).

Kiiltiirtin ilk 5 giliniinde hiicre canliligi agisindan deney gruplari arasinda anlamli bir
fark gozlemlenmemistir (p>0.05). Ancak 7. giine gelindiginde kontrol grubundaki
hiicrelerin iireme hizinda diger 2 gruptaki hiicrelere kiyasla anlamli bir fark oldugu
goriilmektedir (p<0.01). Onuncu giinde hem kontrol grubunda diger 2 gruba kiyasla
istatistiksel agidan anlamli bir farklilik ortaya ¢ikmis, hem de farklilasma grubundaki
hiicreler ile soguk indiiksiyonu uygulanan gruptaki hiicreler arasinda hiicrelerin
mitokondriyal aktiviteleri agisindan da anlamli bir fark olusmustur (p<0.05). On
dordiincii giinde ise kontrol grubu ile diger 2 grup arasinda hiicresel canlilik agisindan
anlamli farklilik yiiksektir (p<0.001). Yirmi birinci giinde kontrol grubu ile farklilagma
grubu kiyaslandiginda istatistiksel olarak yiiksek bir anlamhi farklilik goriiliirken
(p<0.001), kontrol grubu ile soguk indiiksiyonu uygulanan grup kiyaslandiginda da yine
belirgin bir farklilik ortaya ¢ikmistir (p<<0.01). Ancak 28. giinde hiicreler mitokondriyal
aktiviteleri acgisindan degerlendirildiginde istatistiksel olarak anlamli bir fark
goriilmemistir. Sonug olarak AKH’lerin her 3 kiiltiir ortaminda da yayilip ¢ogaldigi,
ancak farklilasmaya baslayan hiicrelerde mitokondriyal aktivitenin kontrol grubunda
kiiltiire edilen hiicrelere gore daha diisiik oldugu goriilmiistiir. Farklilasmaya baslayan
hiicreler proliferasyon fazindan ¢ikmakta ve bu durum kontrol grubu ile kiyaslandiginda

farklilasan hiicrelerin daha diisiik mitokondriyal aktivite gostermelerine neden
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olmaktadir [86]. Kontrol grubundaki hiicreler ise biiyiime ortamiyla kiiltiire edilerek
hiicresel proliferasyona devam ederler. Dolayisiyla farklilasma dongiisiine girmis
hiicrelerle kiyaslandiklarinda mitokondriyal aktivite, hiicresel proliferasyona devam
eden hiicrelerde daha yiiksektir. Buna ek olarak kiiltiiriin 14. giinlinden sonraki kontrol
grubunda gozlenen diisiise hiicrelerin hiicre kiiltiir kabinin biitiin yiizeyini kaplayarak

“kontakt inhibisyon”a ulagmalar1 neden olarak gosterilebilir.

1l. Hidrojellerin Sitotoksisitesinin Belirlenmesi
PEGDM polimerinden hidrojel elde edilebilmesi i¢in gergeklestirilen en uygun UV

siiresi ve polimer konsantrasyonunun belirlenmesi ¢alismasinda minimum 150 sn siirede
%15 ve %20 (w/v) polimer konsantrasyonunda jellesmenin saglanabildigi goriilmiistii
(Bolim 3.2). Jellesmenin gerceklestigi bu polimer konsantrasyonlarindan hangisinin
hiicre canliligini daha fazla desteklediginin bulunmasi i¢in L929 hiicreleri enkapsiile
edilen hidrojelllerle MTT analizi ve canli-6lii boyama analizleri gergeklestirilmistir.
Ayrica 3B farklilagtirma ¢alismasi igin gergeklestirilen hiicre kiiltiiriiniin 7. giintinde de
canli-0lii boyama analizi yapilarak hidrojel icine enkapsiile edilen AKH’lerin canlilik

durumlar gosterilmistir.

[k olarak 1.929 hiicreleri %15 ve %20 (w/v) PEGDM hidrojellerine enkapsiile edilerek
elde edilen kiiltiirlerle 3 giin boyunca MTT analizi gerceklestirilmis (n=3) ve sonuglar
Sekil 4.15’ta zamana karsi absorbans degeri olarak verilmistir. Grafik verileri
degerlendirildiginde %20 (w/v) polimer konsantrasyonuna sahip olan hidrojellerde
hiicresel canlilifin daha ytiksek oldugu goriilmesine ragmen, 1. ve 2. glinlerde %15 ve

%20 (w/v) polimer konsantrasyonuna sahip hidrojellere enkapsiile edilmis hiicrelerin
mitokondriyal aktivitelerinde istatistiksel acidan anlamli bir fark gézlenmemistir
(p>0.05). Ancak 3. giine gelindiginde %20 (w/v) polimer konsantrasyonundaki
hidrojellere enkapsiile olmus hiicrelerdeki iireme hizinin, %15 (w/v) polimer
konsantrasyonundaki hidrojellerdeki hiicrelere kiyasla anlamli derecede arttig1

goriilmektedir (p<0.001).
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Sekil 4.15. Polimer konsantrasyonu %15 ve %20 (w/v) olan PEGDM hidrojellerine
L.929 hiicrelerinin enkapsiile edilmesiyle elde edilen 3B kiilttirlerin MTT
grafigi (Istatistiksel agidan anlamli farklilik, n=3, kontrol grubu %15
PEGDM (w/v) iken, ***p<0.001).

Uc boyutlu kahverengi adipogenik farklilasma ¢alismasindaki AKH’lerin canliligs,
canli-0lii boyama analizleri ile belirlenmis ve floresan atagmanli optik mikroskop ile
hiicrelerin canlilik durumlart goriintiilenmistir (Sekil 4.16). Bdylece canli hiicreler
(calcein AM ile boyanir) yesil renkte goriiniirken, 6li hiicreler (ethidium homodimer-1
ile boyanir) kirmizi renkte gozlemlenmistir (Sekil 4.17). Boyanan hiicrelerin % canlilik
degerleri L929 hiicreleri ve AKH’ler icin sirasiyla Cizelge 4.3’te ve Cizelge 4.4

verilmistir.

1. Gin 2. Gln 3. Giln

%15 (w/v) PEGDM

%20 (w/v) PEGDM

Sekil 4.16.  Ug giin boyunca gerceklestirilen canli-6lii boyama analizi sonucunda
%15 ve %20 (w/v) polimer konsantrasyonundaki PEGDM hidrojellerine
enkapsiile edilen L929 hiicrelerine ait 20X biiylitmedeki mikroskop

gorintiileri.
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Cizelge 4.3. PEGDM hidrojellerinde canli-6lii boyama goriintiilerinden “Image J”

programi kullanilarak hesaplanan ortalama 1.929 hiicre canlili1 sonuglari

Ortalama Hiicre Canlihg: (%)
%15 (w/v) PEGDM %20 (w/v) PEGDM
1. Giin 93.3+3.5 93.7+1.5
2. Giin 89.0+£2.0 89.7£3.1
3. Giin 83.1+1,0 93.3+1.2

Ucg boyutlu farklilastirma ¢alismast icin yiiriitiilen kiiltiiriin 7. giiniinde yapilan canli-6lii
boyama analizine gore ise soguk indiiksiyonu uygulanan ve uygulamayan iki grupta da
AKH’lerin hidrojel i¢inde yayilip g¢ogaldiklar1 ve canlilik oranlarmin oldukga yiiksek
oldugu goriilmiistiir (Sekil 4.17).

Sekil 4.17. Ug boyutlu kahverengi adipogenik farklilastirma calismasi igin = %20

Farkhlasma

Farkhlagma + Soguk
Induksiyonu

(w/v) polimer konsantrasyonundaki PEGDM hidrojelleri i¢ine enkapstile
edilen AKH’lerin kiiltiirin 7. gilinlindeki canli-6lii boyama analizi

sonucundaki floresan goriintiileri. (a) 10X, (b) 20X, (c) 10X, (d) 20X.
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Cizelge 4.4. Kahverengi adipogenez caligmasi icin PEGDM hidrojelleri  igine
enkapsiile edilen AKH’lerin kiiltiiriin 7. glinlinde yapilan canli-6lii
boyama analizi sonucunda elde edilen goriintiilerin “Image J” yazilimi

kullanilarak hesaplanan % canlilik degerleri.

Ornek % Canhlik
Farklilasma Grubu 89.5+64
Soguk Indiiksiyonu Grubu 90.0 +2.8

Elde edilen bu verilere gére PEGDM hidrojellerin deney kosullarimizda hiicre
canliligin1 destekledigi ve 3B hiicre kiiltliri ¢alismalart i¢in ¢aligmalarimizi

gerceklestirdigimiz kosullarda biyouyumlu bir malzeme oldugu sonucuna varilmistir.

4.4.4.2. Morfolojik Analizler

Hidrojel i¢ine enkapsiile edilen hiicrelerin jel i¢indeki morfolojilerinin, dagilimimnin ve
etkilesimlerinin incelenmesi i¢in SEM analizi gergeklestirilmistir. Elde edilen
goriintiiler incelendiginde hiicrelerin hidrojel i¢ine homojen dagildiklari, birbirleriyle
baglantilar kurarak hidrojel i¢inde yayildiklar1 ve adipositlere 6zgii kiiresel morfoloji
kazandiklar1 goriilmektedir (Sekil 4.18). Kahverengi adipositler elips benzeri kiiresel
morfolojidedirler ve boyutlar1 15-50 pm arasinda degismektedir [87]. Ayrica
adipogenez sirasinda tip I ve III kollajen, fibronektin ve Bl integrinlerin ifadesi
azalirken, tip 1V kollajen ve entaktin proteinleri adiposit ECM’sinde ifadesi artar [11].
Igili literatiirde adipogenez sirasinda upregiile olmus kollajenin varligini ortaya koyan,
hiicrelerin etrafin1 ¢evreleyen kollajen fibrillerin varliginin ve kahverengi adiposit
moroflojisinin SEM veya TEM analizleriyle ayrintili bir sekilde goriintiilendigi c¢esitli
calismalar mevcuttur [88-90]. Tez ¢alismas1 kapsaminda gergeklestirilen SEM analizi
sonucunda elde edilen fotograflarla olusturulan Sekil 4.18 incelendiginde hidrojel i¢ine
enkapsiile edilmis hiicrelerin kahverengi adiposit morfolojisini gdstermesi ve hiicre
etrafinda bulunan kollajen benzeri fibrillerin varliginin goriintiilenmesi literatiir
bulgularini destekler niteliktedir. Buna ek olarak Sekil 4.18a ve 4.18d‘deki hiicrelerin
matris i¢inde canliliklarini koruyarak mitoz belirtileri gosterdikleri sonucuna varilmstir.
Benzer sonuglar, Galateanu ve arkadaglarimin aljinat hidrojel i¢ine enkapsiile ettikleri
AKH’lerde de goriilmiistiir [91]. Sekil 4.18e’de ise hiicrelerin uzantilar1 aracilifiyla
matris ile etkilesime girip kiiresel morfolojilerini koruyarak hidrojel i¢inde yayildiklar

goriilmektedir.
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Ylizey

Yiizey

Kesit

Sekil 4.18.

Farklilasma Farklilasma + Soguk indiiksiyonu
. \u A

PEGDM hidrojel igine enkapsiile edilip kahverengi adipogenik
farklilastirma ortaminda kiiltiire edilen AKH’lerin SEM fotograflari. (a)
21. giin, biiyiik fotograf 1000X, kiigiik fotograf 5000X biiyiitme. (b) 35.
giin, biiytlik fotograf 1000X, kiiciik fotograf 5000X biiyiitme. (c) 21. giin,
10.000 X biiyiitme. (d) 21. giin, biiyiik fotograf 1000X, kiiclik fotograf
5000X biyiitme. (e) 35. giin, biiyiikk fotograf 1000X, kiiciik fotograf
5000X biiyiitme. (f) 35. giin, 5000X biiylitme.
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4.4.4.3. Gen Ekspresyon Analizleri

Gergek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR) en basit tanimiyla DNA’nin
spesifik bir parcasinin in vitro kosulda bir tiip i¢inde gogaltilmasi islemidir [92]. Bu
yontemde spesifik DNA bdlgesine 6zgii, bu bolgedeki baz dizilerini tamamlayici
sentetik oligoniikleotid primerler kullanilarak istenen gen bolgesinin enzimatik olarak
sentezlenmesi amaglanir. Reaksiyon sirasinda DNA’nin  ¢ogaltilmasi sirasinda
gerceklesen her bir dongiide amplifikasyon firiinlerinin artis1 ile es zamanli olarak
floresan sinyalinin Ol¢iilmesi ile kantitatif bir sonug elde edilir. Boylece niikleik asit
amplifikasyonu ve tespit adimlar tek bir homojen analizde birlestirilir ve ortaya ¢ikan
tiriinlerin tespiti igin jel elektroforez ihtiyaci ortadan kalkar [93]. Bunun i¢in Cyber
Green veya Eva Green gibi boyalar DNA’ya baglandiktan sonra floresan sinyal veren
belirte¢ molekiilleri olarak kullanilir [94]. RNA izolasyonu sonrasinda gerceklestirilen
PCR analizlerinde ilk olarak izole edilen RNA molekiiliinden “reverse transcriptase”
(ters transkriptaz) enzimi ile komplementer (tamamlayici) DNA (cDNA) sentezi
gerceklestirilerek bir mRNA kalib1 olusturulur. Sonrasinda elde edilen cDNA, dogrudan
RT-PCR analizi i¢in kullamlir. PCR islemi 3 ana basamakta gerceklestirilir. Ilk
basamakta, c¢ift zincirli, hedef DNA zincirinin yiiksek sicaklik (94°C-98°C)
denatiirasyonu ile DNA’min tek zincirli hale gelmesi saglamir. Ikinci basamakta
(hibridizasyon) ise tek iplik¢ik haline gelmis hedef DNA’ya sentetik oligoniikleotidler
olan primerlerin baglanmasi (37°C-65°C) gergeklesir. Son basamak (polimerizasyon)
ise Taq polimeraz enzimi vasitasiyla istenen sekansin uzatilmasidir (70°C-72°C) [93,
94]. Tez c¢aligmas1 kapsaminda 2B ve 3B kiiltiirlerde kahverengi adipogenik
farklilagtirma gosteren hiicrelerin Cidea, PPAR-y ve UCP-1 gen ifadeleri RT-PCR
analizleri ile ortaya konulmustur. Kiiltiirlerin 21. ve 35. giinlerinde toplanan 6rneklerle
(n=4 paralel) analizler gerceklestirilmistir. Yapilan analizde “house keeping” gen olarak

GAPDH kullanilmstir.

Transkripsiyon faktorii PPAR-y lipit alimini uyaran, yag asidi depolamasini aktive eden,
glikoz metabolizmasini diizenleyen ve adipogenezi tetikleyen, yag dokusu olusumunu
kontrol eden ana diizenleyicidir. Hem kahverengi, hem de beyaz adipositlerde yiiksek
oranda ifade edilir [1, 29]. Sekil 4.19°da 2B kiiltiirdeki hiicrelerle PPAR-y geni icin

gerceklestirilen RT-PCR analiz sonucu verilmistir.
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Sekil 4.19. Iki boyutlu kiiltiirlerde cogaltilan AKH’lere ait bagil PPAR-y gen
ekspresyonu sonuglari. Kontrol grubunun temel biiyiime ortaminda
cogaltilarak kontrol grubunu olusturan hiicreler oldugu durum, n=4,
*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001; kontrol grubu farklilasma grubunda
cogaltilan hiicreler oldugu durum, n=4, ¢p<0,05, eep<0,01 eeep<0,001.

Elde edilen grafige gore kiiltiiriin 21. giiniinde hem farklilagma grubunda, hem de soguk
indiiksiyonu uygulanan gruptaki AKH’lerin gen ekspresyon diizeylerinde yiikselis
olmasma ragmen, yalnizca soguk indiiksiyonu uygulanan gruptaki artisin istatistiksel
olarak anlamli oldugu goriilmektedir (p<0.001). Kiiltiirtin 35. giiniinde ise kiiltiire
edilen 2 grupta da PPAR-y gen ekspresyonunda artis meydana geldigi ve soguk
indiiksiyonu uygulanan gruptaki adipogenik farklilasma diizeyinin, sadece farklilagsma
ortamyla kiiltiire edilen AKH’ler ile kiyaslandiginda anlamli derecede yiiksek oldugu
gorilmektedir (p<0.001). Kontrol grubunu olusturan temel biiylime ortamiyla kiiltiire
edilen AKH’lerde ise adipogenik farklilagma meydana gelmedigi i¢cin PPAR-y gen

ifadesinin goriilmeyisi beklenen bir durumdur.

Sekil 4.20°de ise PEGDM hidrojele enkapsiile edilerek 3B kosullarda kiiltiire edilen
AKH’lere ait PPAR-y gen ekspresyonu sonuglar1 verilmistir.
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Sekil 4.20.  Ug boyutlu kiiltiirlerde gogaltilan AKH’lere ait bagil PPAR-y gen

ekspresyonu sonuglart.

Hidrojel igine enkapsiile edilen AKH’lerin 3B kiiltiirdeki PPAR-y gen ifadelerinde
kiiltiirin 35. giiniinde 6nemli bir artis oldugu ve buna ek olarak farklilasma grubunda
kiiltire edilen hiicrelerde soguk indiiksiyonu uygulanan gruba kiyasla gen
ekspresyonunun daha yiiksek oldugu gozlenmesine ragmen bu artigin istatistiksel olarak

anlamli olmadig1 goriilmiistiir.

Kahverengi adipositlerde yiiksek seviyede Cidea (cell death—inducing DNA
fragmentation factor a-like effector A) mRNA ekspresyonu goriiliir [95]. Baslangicta
apoptotik bir gen olarak tanimlanan Cidea geni [96], UCP-1 aktivitesini dogrudan
modiile ederek termogenez mekanizmasina etki eder [97]. Cidea’nin ifadesi KAD'daki
UCP-1 ile siki bir sekilde iliskilidir ve enerji harcamasinda pozitif bir rol oynayarak
obezitenin Onlenmesiyle nedensel olarak baglantilidir [98]. Kemirgenlerde KAD’da
yiiksek bir Cidea ekspresyonu gozlenirken, BAD’da Cidea gen ekspresyonu saptanmaz
[96]. Sekil 4.21°de 2B kosulda kiiltiire edilen AKH’lerdeki Cidea gen ekspresyonu

analizi sonucu verilmistir.
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Sekil 4.21. Iki boyutlu kiiltiirlerde ¢ogaltilan AKH’lere ait bagil Cidea gen
ekspresyonu sonuglari. (Kontrol grubunun temel biiylime ortaminda

cogaltilarak kontrol grubunu olusturan hiicrelerin oldugu durum, n=4,

*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001).

Sekil 4.21°deki grafige gore kiiltiiriin 21. giiniinde hem farklilasma grubunda, hem de
soguk indiiksiyonu uygulanan gruptaki AKH’lerde Cidea gen ekspresyon diizeylerinde
benzer diizeyde artis goriilmektedir, ancak yalnizca farklilasma grubunda kiiltiire edilen
hiicrelerdeki artis istatistiksel olarak anlamlidir (p<0.001). Kiiltiirtin 35. giiniinde ise
farklilasma grubundaki gen ekspresyonunun soguk indiiksiyonu uygulanan gruba gore
daha yiiksek oldugu ve bu sonucun anlamli oldugu goriilmektedir (p<0.001). Soguk
indiiksiyonu uygulanan grupta ise farklilasma grubuna nazaran daha diisiik diizeyde gen

ekspresyonu goriilmiistiir, ancak sonug istatistiksel olarak anlamli degildir (p>0.05).

Sekil 4.22°de kahverengi adipositlerdeki termogenik 6zelligin ana belirteci olan UCP-
1’in 3B kiiltiirlerdeki RT-PCR analiz sonuglar1 goriilmektedir.
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Sekil 4.22.  Ug boyutlu kiiltiirlerde cogaltilan AKH’lere ait bagil UCP-1 gen

ekspresyonu sonuglart.

Elde edilen grafigin (Sekil 4.22) sonuglarina gore kiiltiiriin 21. giiniinde kahverengi
adipogenik farklilasma ortamiyla kiiltiire edilirken soguk indiiksiyonu uygulanan
gruptaki AKH’lerdeki UCP-1 bagil gen ekspresyonunun, soguk indiiksiyonu
uygulanmayan gruba kiyasla daha ytiksek oldugu goriilmektedir. Otuz besinci giinde ise
soguk indiiksiyonu uygulanmadan farklilagma ortaminda kiiltiire edilen hiicrelerde
UCP-1 gen ekspresyonunun daha yiiksek oldugu ortaya ¢ikmistir. Elde edilen bu
sonuglar istatistiksel agidan anlamli bulunmamakla birlikte (p>0.05), 3B kiiltiirlerde

PPAR-y ve Cidea gen ekspresyonu sonuglariyla paralellik gostermektedir.

Uc boyutlu kiiltiirlerde ise farkli fiziksel kosullarla tekrarli bir sekilde RT-PCR
denemeleri gergeklestirilmis olmasina ragmen Cidea gen ekspresyonu ve 2B kiiltiirlerde

de UCP-1 gen ekspresyonu sonucu elde edilememistir.

Yapilan tim RT-PCR analiz sonuglarina gore kiiltiirlerin ilk 3 haftasinda AKH’lerin
kahverengi adiposit farklilasmasi igin soguk indiiksiyonunun faydali olabilecegi, ancak
5. haftaya kadar siirdiiriilen kiiltiirasyon c¢alismalari i¢in soguk indiiksiyonunun

farklilasmaya olumlu yonde etki etmedigi sonucuna varilmistir.
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4.4.4.4. Oil Red O ile Lipit Damlaciklarimin Boyanmasi
Hem 2B hem de 3B kiiltirlerde dekzametazon, indometazin, IBMX, insiilin,
rosiglitazon ve tiroid hormonu T3 ile kahverengi adipositlere farklilasan hiicrelerdeki

lipit birikiminin nicel olarak goriintiillenmesi i¢in Oil Red O boyamasi yapilmaistir.

Iki boyutlu kiiltiirde farklilastirilan hiicreler 7., 14., 21., 28. ve 35. giinlerde Oil Red O
ile boyanmistir. Farklilasma ortaminda 35 giin boyunca tek tabaka olarak kiiltiire edilen
AKH’lerde kiiltiiriin ilk haftasindan itibaren lipitce zengin vakuollerin olusmaya
basladig1 goriilmektedir (Sekil 4.23). Kiiltiir siiresi ilerledik¢e farklilagan hiicrelerdeki
artis oldukca belirgindir. Ayrica farklilagan hiicrelerdeki lipit birikiminin artmasiyla
hiicreler belirgin olarak kiiresel morfoloji kazanmaya baslamistir. Kontrol grubundaki

AKH’lerde ise kiiltiiriin 35. giinlinde dahi herhangi bir boyanma goriilmemistir.
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Farklilasma + Soguk
Kontrol Grubu Farklilasma Grubu  indiiksiyonu Grubu

Sekil 4.23. Iki boyutlu kiiltiirde kahverengi adipositlere farklilastirilan AKH’lerdeki

7. Gin

14.Giin

21.Gin

28.Gin

35.Giin

lipit damlaciklarinin ve kontrol grubundaki hiicrelerin Oil Red O

boyamasi ile optik mikroskop altinda 20X biiylitmede goriintiillenmesi.
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Uc boyutlu kiiltiirde ise hidrojel icine enkapsiile edilen hiicrelerdeki lipit
damlaciklarinin boyanmasi igin ise 21. ve 35. giinlerde alinan 6rnekler, %4 (w/v) PFA
ile 4°C’de 16 saat fikse edilmis, ardindan kriyostat kullanilarak 20 pm kalinliginda
kesitler alinmistir. Lamel iizerine aktarilan kesitler i¢in ise 2B kiiltiirlere uygulandigi
sekilde Oil Red O boyama protokolii uygulanmistir. Hidrojel i¢inde kahverengi
adipositlere farklilasan AKH’lerin hiicre i¢i lipit depolart kirmizi renkte boyanmistir
(Sekil 4.24).

Farklilasma + Soguk
indiiksiyonu Grubu
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Sekil 4.24. Hidrojel i¢inde kahverengi adipositlere farklilagtirilan AKH’lerdeki lipit
damlaciklarinin Oil Red O boyamasi ile optik mikroskop ile 40X

biiylitmede goriintiillenmesi.

4.4.4.5. Iimmiinositokimyasal ve Immiinohistokimyasal Analizler

Tez calismast kapsaminda yapilan immiinositokimyasal ve immiinohistokimyasal
analizler uncoupling protein-1 (UCP-1) ve peroksizom proliferator-aktive reseptor
gamma (PPAR-y) proteinlerinin ekspresyonunu ve hiicresel lokalizasyonunu analiz
etmek icin 21. ve 35. giinlerde toplanan ornekler ile gergeklestirilmistir. UCP-1,
mitokondrinin i¢ zar1 boyunca ATP sentezini ve oksidatif fosforilasyonu birbirinden
ayirarak proton sizintis1 olusturan mitokondriyal tasiyict proteindir [1, 36, 99, 100]. Bu
0zelligi sayesinde organizmadaki enerjinin 1s1 olarak dagitilmasina neden olur. KAD’1n
obezite ve glikoz metabolizmasi tizerindeki 6dnemli etkileri, cok sayida mitokondri
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barindiran kahverengi adipositlerdeki UCP-1 proteininin bu essiz dzelligi ile gerceklesir
[27, 36]. Soguk maruziyeti adrenerjik reseptorler araciligiyla kahverengi adipositlerin
proliferasyonunu ve farklilasmasini uyarir. Bu fizyolojik yanit mitokondriyal biyogenez
ve buna bagli olarak UCP-1 genlerinin aktivasyonuyla meydana gelir [101]. Kahverengi
adipositler disindaki tim doku elemanlarinda (damarlar, sinirler, fibroblastlar, kas
lifleri) ve uniokiiler hiicrelerde (beyaz adipositler gibi) tutarli UCP-1 ekspresyonu
gorilmez [102]. Bir transkripsiyonel diizenleyici olan PPAR-y hem beyaz, hem de
kahverengi adipogenik farklilastirma icin onemli bir belirtegtir. PPAR-y adipositlere
0zgli olan bir hormon reseptoriidiir ve adipogenezin ger¢eklesmesindeki anahtar
faktordiir [22].

Calisma kapsaminda gergeklestirilen immiinofloresan analizlere gére hem 2B, hem de
3B Kkiiltiirlerde kahverengi adipositlere farklilagtirilan hiicrelerde UCP-1 ve PPAR-y
proteinlerinin varligi net bir sekilde goriilmektedir (Sekil 4.25 ve 4.26). Floresan
atagmanli optik mikroskop (2B Kkiiltiir i¢in) ve konfokal mikroskop (3B Kkiiltiir i¢in) ile
elde edilen bu goriintiilerden 6zellikle Sekil 4.25 ve 4.26 incelendiginde farklilastirilan
AKH’lerde kahverengi adipositlere 6zgii multiokiiler hiicre yapist oldukg¢a belirgindir.
Ayrica kahverengi adipogenik farklilagtirma ajanlarini icermeyen DMEM-high glikoz
besin ortaminda kiiltiire edilen AKH’lerden olusan kontrol grubu incelendiginde ise
herhangi bir immiinoflorasan boyanmanin ger¢eklesmedigi goriilmiistiir. Bu durum
adipogenik farklilasmanin sadece farklilastirma ortamiyla kiiltiire edilen hiicrelerde

gergeklestigini gostermektedir.
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Farklilasma + Soguk
Kontrol Grubu Farklilasma Grubu  indiiksiyonu Grubu
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Sekil 4.25. Iki boyutlu kiiltiirde kahverengi adipogenik ortamda ve biiyiime
ortaminda (kontrol grubu) kiiltiire edilen AKH’lerdeki UCP-1 proteininin
21 ve 35. giinlerdeki immiinofloresan goriintiileri. Primer antikor olarak
anti-UCP-1 antikoru, sekonder antikor olarak Alexa Fluor 488

kullanilmistir. Hiicre ¢ekirdegi DAPI ile mavi renkte goriintiilenmistir.
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Farklilasma + Soguk
Kontrol Grubu Farklilasma Grubu  indiiksiyonu Grubu
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Sekil 4.26. Iki boyutlu kiiltirde kahverengi adipogenik ortamda ve biiyiime
ortaminda (kontrol grubu) kiiltire edilen AKH’lerdeki PPAR-y
proteininin 21. ve 35. gilinlerdeki immiinofloresan goriintiileri. Primer
antikor olarak anti-PPAR-y antikoru, sekonder antikor olarak Alexa Fluor
488 kullamlmigtir. Hiicre c¢ekirdegi DAPI ile mavi renkte

goriintiilenmistir.
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Uc boyutlu kahverengi adipogenik farklilastirma calismasi icin gergeklestirilen
immiinohistokimyasal analizler i¢in ise drneklere immiinofloresan boyama isleminden
once, Bolim 3.4.4.6’da ayrintili bir sekilde aciklanan antijen gerialimi protokolii
uygulanmistir. Bu islemle fiksasyon sirasinda ¢apraz baglanti proteinleri ve antijenik
bolgeler arasinda olusan metilen kopriiler kirilir ve antijenik bolgeler agia ¢ikar.
Boylece antikorlarin baglanmasi miimkiin hale gelir. Sekil 4.27 ve Sekil 4.28
incelendiginde soguk indiiksiyonu uygulanan ve uygulanmayan iki grupta da UCP-1 ve
PPAR-y proteinlerinin varhig goriilmektedir. Bu durum, PEGDM hidrojel igine
enkapsiile edilen AKH’lerde kahverengi adipogenik farklilastirmanin basaril bir sekilde
gergeklestigini gostermektedir.

Farklilasma + Soguk
Farklilasma Grubu Indiiksiyonu Grubu

.

Sekil 4.27. Hidrojel icine enkapsiile edilen AKH’lerde kahverengi adipogenik

21.Gun

35. Gun

farklilastirma  sonrasinda  eksprese  olan  UCP-1  proteininin
immiinofloresan yontemle goriintiilenmesi. Primer antikor olarak anti-
UCP-1 antikoru kullanilirken, sekonder antikor olarak Alexa Fluor 488

kullanilmistir (Biiylitme: 20X).
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Farklilasma + Soguk
Farklilasma Grubu indiiksiyonu Grubu

Sekil 4.28. Hidrojel icine enkapsiile edilen AKH’lerde kahverengi adipogenik

21.Gin

35.Gln

farklilastirma  sonrasinda  eksprese  olan ~ UCP-1preoteininin
immiinofloresan ydntemle goriintiilenmesi. Primer antikor olarak anti-
UCP-1 antikoru kullanilirken, sekonder antikor olarak Alexa Fluor 488

kullanilmistir (Biiyiitme: 20X).

4.6.6.6. Histolojik Boyamalar

Sunulan tez c¢aligsmasi kapsaminda 3B kiiltiirlerin 21. giiniinde toplanan o6rneklerle
histolojik boyamalar gerceklestirilmistir. Bunun i¢in hiicre enkapsiile edilmis PEGDM
hidrojel 6rneklerine standart parafine gdomme metodu uygulanmis ve 8 pum kalinliginda
kesitler alinmigtir. Ardindan lam tizerine aktarilan 6rnekler Hematoksilen ve Eozin ile
boyanmistir. Hematoksilen ile pH degeri yiiksek olan hiicre ¢ekirdegi mavi-mor renkte
boyanirken, Eozin ile pH degeri daha diisiik olan sitoplazma igerigi pembe renkte
boyanmaktadir. Sekil 4.29°da soguk indiiksiyonu uygulanan ve uygulanmayan

orneklerin histolojik boyama fotograflar1 goriilmektedir. Buna gore her 2 grupta da yag
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asitlerince zengin olan ve bu nedenle pH degeri diisiik olan hiicre sitoplazmasi pembe
renkte boyanmistir. Ayrica adiposit farklilasmasi nedeniyle hiicrenin kenar kisimlarina
kayan hiicre g¢ekirdekleri koyu mor renkte goriilmektedir. Hidrojel igine enkapsiile
edilen hiicrelerin yap1 iginde homojen dagilim gdsterdigi anlasilmaktadir. Buna ek
olarak iki grupta da hiicre dagilimi ve farklilasmasi acisindan histolojik goriintiilere

bakildiginda belirgin bir fark olmadig1 goriilmiistiir.
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Sekil 4.29.  PEGDM hidrojel igine enkapsiile edilip adipogenik farklilasma gdsteren
AKH’lerin 21. giin, 40X biiylitmedeki H&E boyama goriintiileri.
(a) Farklilagma grubu, (b) Soguk indiiksiyonu grubu.
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5. GENEL SONUCLAR

Sunulan tez c¢alismasinda sican beyaz adipoz dokusu kaynakli mezenkimal kok
hiicrelerin (AKH) 2B ve 3B in vitro hiicre kiiltiir kosullarinda kahverengi adipositlere
farklilastirilmasi gergeklestirilmistir. Iki boyutlu hiicre kiiltiirii ¢alismalar1 i¢in polistren
hiicre kiiltiir kaplar1 kullanilirken, 3B hiicre kiiltiirleri igin PEGDM polimerinden elde
edilen hidrojeller kullanilmigtir. Ayrica iki kiiltiir kosulunda da kronik soguk
maruziyetinin kahverengi adipogeneze olan etkisi incelenmistir. Gergeklestirilen tim

deneysel ¢alismalardan elde edilen bulgular sirasiyla asagida 6zetlenmistir.

v' Calisgma kapsaminda ilk olarak polietilen glikol (PEG) polimeri mikrodalga
yardimiyla  metakrilik  anhidrit ile  fonksiyonellestirilerek ~ PEGDM
sentezlenmistir. Fonksiyonellestirme isleminde mikrodalga enerjisi 1100 Watt
ve 5 dk siireli olacak sekilde uygulanmistir.

v Mikrodalga destegiyle PEG polimerinin yapisina katilan metakrilat gruplarinin
varligi FTIR analizi ile, metakrilatlanma derecesi ise *H-NMR analizi ile %99.4
olarak bulunmustur. Boylece PEG’in basarili bir sekilde fonksiyonellestirilerek
PEGDM’n sentezlendigi sonucuna varilmistir.

v" PEGDM’den hidrojel elde edilmesi igin fotobaslatici ajan olan Irgacure 2959
(I12959) ile UV 1s1k kullanilarak fotopolimerizasyon prosesi uygulanmistir. Buna
gore %10, %15 ve %20 (w/v) olmak {izere 3 farkli makromer
konsantrasyonunda hazirlanan PEGDM ¢ozeltileri %0.1 (w/v) 12959 ile
karistirllmis ve 5 cm mesafe ile 150 sn UV 1s18a maruz birakilarak hidrojel
yapilar1 elde edilmistir. Yiizde 10 konsantrasyonda hazirlanan ¢ozeltilerde
jellesme saglanamazken, %15 ve %20 konsantrasyondaki c¢ozeltilerle jellesme
saglanmistir. Ayrica minimum UV maruziyeti siiresi 150 sn olarak
belirlenmistir.

v' SEM fotograflarindan PEGDM hidrojellerin igsel baglantili g6zenek yapilarinin
varhig1 goriintiilenmis, ortalama goézenek boyutunun 93.8+29.6 um ve gozenek
boyut araliginin ise 34.1 pm -173.2 um oldugu bulunmustur.

v' Hidrojellerin su tutma Kkapasitesi gravimetrik yontemle belirlenmis ve

hidrojellerin yaklasik 60 dakikada denge sismesine ulastigi goriilmiistiir.
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Biyobozunurluk tayini i¢in hidrojeller, PBS (pH:7.4) ortaminda 21 giin boyunca
bekletilmis ve iiretilen PEGDM hidrojellerde anlamli bir kiitle kaybinin
olmadig1 belirlenmistir.

Hidrojellerin mekanik 6zelliklerinin belirlenmesi i¢in ise 1 cm ¢ap ve 1.7 cm
yiikseklikte, disk seklinde hazirlanan 6rneklere tek eksenli sikigtirma testi
uygulanmis ve hidrojellerin elastisite modiilii 286.37 (+13.44) kPa olarak
bulunmustur.

Hiicre kiiltiir calismalar1 igin Hacettepe Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel
Etik Kurulu’nun 52338575-59 sayili karar1 ile Wistar albino si¢anlariin derialti
beyaz adipoz dokularindan izole edilip, hiicre bankamiza eklenen mezenkimal
kok hiicreler (AKH) kullanilmistir. Kullanilacak hiicreler ilk olarak DMEM-high
glikozla hazirlanan proliferasyon ortaminda 6. pasaja kadar ¢ogaltilmis, daha
sonra 2B ve 3B kahverengi adipogenez calismasina gec¢ilmistir. Calisma
kapsaminda tek tabaka olarak ¢ogaltilan AKH’lerin igsi ve fibroblastik
morfolojileri optik mikroskop kullanilarak goriintiilenmistir.

Soguk indiiksiyonunun in vitro kosulda kahverengi adipogenik farklilagmaya
olan etkisinin incelenmesi i¢in 2B kiiltiirlerde i¢in giin asir1, 15 dk, 16°C; 3B
kiiltiirlerde ise giin asir1 1 saat, 16°C soguk indiiksiyonu uygulanmustir.

Iki boyutlu kiiltiirler i¢in kiiltiiriin belirli giinlerinde optik mikroskopla alman
goriintlilerle farklilagan hiicrelerin lipit birikimi nedeniyle giinden giine
kiiresellesen morfolojileri goriintiilenmistir.

Hem MTT analiz sonuglarina gore, hem de canli-6lii boyama analizlerine gore
%20 (w/v) makromer konsantrasyonuna sahip hidrojellerin %15 (w/v)
konsantrasyondaki hidrojellerle kiyaslandiginda hiicresel canliligt daha cok
destekledigi goriilmiistiir. Bu nedenle 3B kahverengi adipogenez ¢alismasi i¢in
deneysel calismalarin %20 (w/v) makromer konsantrasyonuna sahip
hidrojellerle yiiriitiilmesine karar verilmistir.

Hidrojel icine enkapsiile edilen AKH’lerin kiiltiiriin 21. ve 35. goriintiilerinden
hiicrelerin birbiri ile etkilesimde olduklar1 ve kiiresel morfoloji kazanarak
adipositlere dontistiikleri goriilmiistiir.

Calisma kapsaminda ger¢ek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR)

analizleri ile 2B ve 3B kiiltiirlerde kiiltiirlerin 21. ve 35. giinlerinde toplanan
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orneklerle kahverengi adipogenik farklilastirma gosteren hiicrelerin Cidea,
PPAR-y ve UCP-1 gen ifadeleri belirlenmistir.

v" Elde edilen tiim RT-PCR analiz sonuglarina gore kiiltiirlerin ilk 3 haftasinda
kahverengi adipogenik farklilasma i¢in soguk indiiksiyonunun yararl oldugu,
ancak 5. haftaya gelindiginde siirdiiriilen kiiltiir ¢alismalarinda soguk
indiiksiyonunun farklilagsmaya etkisinin olmadig1 sonucuna varilmistir.

v’ Tez ¢alismasi kapsaminda 2B ve 3B kiiltiirlerde farklilastirilan hiicrelerdeki lipit
damlaciklart Oil red O boyast ile boyanarak optik mikroskop ile
goriintiilenmistir. Farklilasan hiicrelerdeki parlak kirmizi renkte boyanan lipit
vakuolleri net bir bicimde goriilmiis ve hiicrelerin caplarinda artis meydana
gelerek adiposit morfolojisi kazandiklar1 ortaya koyulmustur. Kontrol
grubundaki hiicrelerde ise kiiltiirin 35. giiniinde dahi herhangi bir boyanma

goriilmemistir.

Sunulan calisma kapsaminda yukarda agiklanan tiim deneysel veriler
degerlendirildiginde, beyaz adipoz doku kaynakli mezenkimal kok hiicrelerin
PEGDM hidrojellerine enkapsiile edilmesiyle elde edilen 3B hiicre kiiltiirleri in vitro
ortamda kahverengi adiposit elde edilmesi i¢in aday bir sistem olarak onerilebilir.
Uygulanan soguk indiiksiyonunun uzun siireli in vitro hiicre kiltiir ¢aligmalari
kapsaminda AKH’lerin kahverengi adipositlere farklilasmasinda belirgin bir
etkisinin olmadig1 goriilmiistiir. Gelecekteki calismalar igin, hiicre canliligini,
proliferasyonunu ve farklilagsmasini1 destekleyen hidrojellerin KAD farklilagmasinda
etkinligi olan FGF21 ve BMP7 gibi biyolojik ajanlarla modifiye edilerek, biyolojik
acidan daha aktif matrislerle in vitro kiltir ¢alismalarinin  yiritiilmesi

onerilmektedir.
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7. EKLER

%15 (Wiv)

(Zar)nan . (")r];ek (")rzr;ek (")r31iek Ort. S:pt)?‘r']a Ws-wd W((;/)v/?/;/d %

0 101,1 | 111,7 | 103,9 | 105,57 | 5,49 0 0 0
10 150,2 | 142,7 | 140,7 | 14453 | 5,01 |34,7333| 0,3163 | 31,63
20 158,2 | 155,7 | 143,6 | 152,50 | 7,81 |42,7000| 0,3889 | 38,89
30 1559 | 159,6 | 153,9 | 158,50 | 2,89 |48,7000| 0,4435 | 44,35
40 164,5 | 160,1 | 160,9 | 161,83 | 2,34 |52,0333| 0,4739 | 47,39
50 168,3 | 159,7 | 167,7 | 165,23 | 4,80 |55,4333| 0,5049 | 50,49
60 167,4 | 165,4 | 164,6 |165,80| 1,44 |56,0000| 0,5100 51
70 168,7 | 163,1 | 165,1 | 165,63 | 2,84 |55,8333| 0,5085 | 50,85
80 169,1 | 163,9 | 163,5 | 165,50 | 3,12 |55,7000| 0,5073 | 51,03
90 168,6 | 163,5 | 164,8 | 165,63| 2,65 |55,8333| 0,5085 | 50,85
%20 (W)

(Zsir)”a” o (")r:tiek (")rzriek (")r?;ek ort S:;%a Ws-Wd W(dV)VASNd %

0 105,9 | 109,6 | 113,9 | 109,8 4,00 0 0 0
10 128,4 | 137,6 | 1359 | 133,97| 4,90 |28,4000| 0,2690 | 26,90
20 134,8 | 149,9 | 144,3 | 143,00 7,63 |37,4333| 0,3546 | 35,46
30 142,2 | 158,9 | 155,1 | 152,07| 8,75 |46,5000| 0,4405 | 44,05
40 146,9 | 162,4 | 155,9 | 155,07| 7,78 |49,5000| 0,4689 | 46,89
50 1456 | 161,9 | 1545 | 154,00 | 8,16 |48,4333| 0,4588 | 45,88
60 146,1 | 161,9 | 154,6 | 154,20 | 7,91 |48,6333| 0,4607 | 46,07
70 146,4 | 159,6 | 154,3 | 153,43 | 6,64 |47,8667| 0,4534 | 45,37
80 146,9 | 159,2 | 154,6 | 153,57 | 6,21 |48,0000| 0,4547 | 45,47
90 146,5 | 158,5 | 154,4 | 153,13| 6,10 |47,5667| 0,4506 | 45,06

Ek 1. Sisme kinetigi ¢calismalari ile ilgili veriler.

(Ws-Wd)/Wd: Sisme orani

Ws: Sismis hidrojel agirligi (mg)

Wd: Kuru hidrojel agirlig1 (mg)
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%15 (Wiv
é?in,:?n PE(GD'J 1.Ornek | 2. Ornek | 3.Ornek ort. Si[:t)(rjﬁa %I?a gylll;ilk
0 0,1361 0,1164 | 0,1125 | 0,1117 0,0052 0
1 0,1068 | 0,1168 | 0,1098 | 0,1111 | 0,0051 0,4799
2 0,1045 0,1157 | 0,1119 | 0,1107 0,0057 0,8732
3 0,1058 0,1161 | 0,1101 | 0,1107 0,0052 0,9036
7 0,049 | 0,1163 | 0,009 | 0,1074 | 0,0080 | 0,4799
10 0,1045 0,1154 | 0,1120 | 0,1106 0,0056 0,6600
14 0,1051 0,1159 | 0,1118 | 0,1109 0,0055 0,6611
21 0,056 | 0,1163 | 0,1093 | 0,1104 | 0,0054 | 0,1473
ZamanA’ZPOEg'Vé‘,G 1.Ornek | 2.Ornek | 3.Ornek Ort. SStd' % Agirhik
(&iin) apma Kayb1
0 0,1286 0,1364 | 0,1339 | 0,1330 0,0040 0
1 0,1296 | 0,1339 | 0,1327 | 0,1321 | 0,0022 0,6815
2 0,1301 0,1331 | 0,1348 | 0,1327 0,0024 0,2261
3 0,1293 | 0,1336 | 0,1331 | 0,1320 | 0,0024 | 0,7323
7 0,1279 0,1353 | 0,1342 | 0,1325 0,0040 0,3775
10 0,1288 0,1332 | 0,1358 | 0,1326 0,0035 0,2765
14 0,1282 | 01327 | 01353 | 0,1321 | 0,0036 | 0,6815
21 0,1282 | 0,1332 | 0,1367 | 0,1327 | 0,0043 | 0,2765
% Agirhk Kaybi=((Wo-W,)%W;)x100
Zaman (giin) | %15 (W/V) PEGDM | %20 (w/v) PEGDM
0 0 0
1 0,4799 0,6815
2 0,8732 0,2261
3 0,9036 0,7323
7 0,4799 0,3775
10 0,6600 0,2765
14 0,6611 0,6815
21 0,1473 0,2765

Ek 2. Biyobozunurluk tayini ile ilgili veriler.

W, : Hidrojel 6rneginin baslangic agirligi (g)

Whn: Belirli giinde dl¢iilen hidrojel agirligi (g)
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