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Sunulan tez ¢alismasi kapsaminda, farkli biyomalzemeler kullanilarak biyofiziksel ve
biyokimyasal uyaranlar varliginda mezenkimal kok hiicrelerin osteojenik farklilagsma
potansiyellerinin incelenmesi hedeflenmistir. Bu amaca yonelik olarak gergeklestirilen
deneysel ¢alismalarda, kitosan doku iskeleleri ile fotostimiilasyon, ipek biyomalzemeler ile
elektrostimiilasyon caligsmalar1 yliriitiilmiistiir.

Fotostimiilasyon c¢alismalarinda kullanilan kitosan doku iskeleleri, liyofilizasyon yontemi
ile tiretilmis ve yapisal 6zellikleri belirlenmistir. Sigandan izole edilen adipoz kokenli kdk
hiicreler (AAMSC) TCPS (hiicre kiiltiir kab1) ylizeylerde ve kitosan doku iskelelerinde 28
giin boyunca kiiltiire edilmistir. Fotostimiilasyon c¢aligmalar1 590-1395 nm dalga boyu
araligindaki 1giklar1 igeren plazma ark kaynagi kullanilarak yapilmis ve hiicreler giin asir1
1518a maruz birakilmistir. TCPS yiizeylerde uygulama mesafesi 10 cm, uygulama siiresi 5 dk
ve kitosan doku iskeleleri i¢in uygulama mesafesi 10 cm, uygulama siiresi 5 dk olarak
belirlenmistir. Isigin her iki kosulda da, kontrol grubu ile karsilastirildiginda hiicre
proliferasyonunu arttirdig1 belirlenmistir. TCPS yiizeylerde, 151k varligmdaki hiicrelerin
farklilagmis morfolojisi, floresan mikroskop goriintiileri ile ortaya koyulmustur. Ayrica,
optik mikroskop goriintiileri ile fotostimiilasyonun uygulanan hiicrelerde, hiicre canliliginin
daha uzun siire korundugu belirlenmistir. SEM analizi sonucu, 151k ile muamele edilen



kitosan doku iskelelerinde, kontrol grubuna gore, daha yogun ve homojen bir hiicre
dagilimma rastlanmistir. TCPS yiizeylerdeki matris mineralizasyonu Alkalin fosfataz-von
Kossa (ALP-VK) boyamalar ile goriintiilenmis ve 1s1gin mineralize matris iiretimini
arttirdig1 tespit edilmistir. Kitosan iskeleler ile yapilan von Kossa boyamalarda da, 151k
uygulanan doku iskelelerinin daha koyu boyandigi goriilmiistiir. Hiicre farklilasmasinin
molekiiler diizeyde incelenmesi amaciyla gergek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (RT-
PCR) yapilmistir. TCPS yiizeylerde 151gm kollajen tip 1 (Collal) ekspresyonunu uyardigi
belirlenmis ancak alkalin fosfataz (Alp), runt-iliskili transkripsiyon faktér (Runx2) ve
osteopontin (Opn) ekspresyon seviyeleri arasinda anlamli bir fark bulunamamustir. Kitosan
doku iskelelerinde ise, belirtilen genler agisindan, 15181 gen ekspresyonlari seviyesinde bir
etkisine rastlanmamustir.

Elektrostimiilasyon c¢aligmalarinda ipek filmler ve ipek doku iskeleleri kullanilarak,
elektriksel alanin hem 2-boyutlu hem de 3-boyutlu sistemlerde, insan kaynakli mezenkimal
kok hiicrelerin (hMSC) osteojenik farklilagmasi iizerindeki etkileri incelenmistir. Bu amagla,
oncelikle hMSC’lerin kemik iliginden izolasyonu ve karakterizasyon ¢aligmalar:
gerceklestirilmistir. Literatiir bilgileri 1s18inda hiicreler iizerine alternatif akim (AC)
kullanilmasina karar verilmistir. Ipek filmler ile yiiriitiilen elektrostimiilasyon
calismalarinda, platin tel iceren ipek filmler kullanilmistir. Optimizasyon calismalari
sonucunda, 2.5 mm elektrot mesafesi ve 60 kHz frekans kullanilmasina karar verilmistir.
Yapilan analizler sonucu diisiik voltajin hiicre farklilasmasi (10 mV), yiiksek voltajin (50,
100, 250 ve 500 mV) ise hiicre proliferasyonu iizerinde etkisi oldugu belirlenmistir. Ayrica
elektrostimiilasyon caligmalari, faklilagma ve biliyiime ortami olmak {izere farkl kosullarda
yuritiilmiis, elektriksel alanin, biiylime ortam1 varliginda hiicre proliferasyonunu,
farklilasma ortamui varliginda hiicre farklilagsmasini uyardigi tespit edilmistir. 10 mV ile
yapilan ¢alismalarda, Alizarin red boyamalari, elektriksel alanin, hiicrelerin erken
mineralizasyonunu uyardigmi gostermistir. Kiiltiirtin ilerleyen giinlerinde, kontrol grubuna
gore, elektrik uygulanan gruplarda mineralizasyon 6nemli derecede artmistir. SEM analizi
ile hiicre-malzeme etkilesimleri ve elektriksel alan varliginda olusan mineralize nodiiller
gosterilmistir.

Ipek doku iskeleleri ile yapilan ¢alismalarda, kullanilan doku iskeleleri ¢dziicii dokiim-
partikiil uzaklastrma ydntemi ile iretilmistir. Uretilen doku iskeleleri, Petri kaplari
icerisinde, karbon elektrotlar arasina yerlestirilmis ve kiiltiir ortami araciligiyla elektriksel
alan ile etkilesime girmeleri saglanmustir. 3-boyutlu sistemlerde yapilan elektrostimiilasyon
calismalarinda, digsaridan uygulanan elektriksel alan yaninda, hiicre icerisinde de elektriksel
sinyaller olusturmak hedeflenmistir. Bu amacla, hiicre membranindaki iyon kanallar1
iizerinde etkisi oldugu bilinen, monensin ve glibenklamid adli kimyasallar kullanilmis ve bu
kimyasallar ile elektriksel alanm, osteojenik farklilasma iizerindeki sinerjik etkisi
incelenmistir. Ipek doku iskeleleri ile yapilan ¢alismalarda, film cahismalarinda belirlenen
60 kHz frekans degeri olarak kullanilmistir. Elektrotlar aras1 mesafe 8 mm ve optimizasyon
calismalar1 dogrultusunda, voltaj 200 mV olarak segilmistir. 3-boyutlu sistemlerde,
elektrostimiilasyonun ve biyokimyasallarin hiicre proliferasyonu iizerinde etkisi
gozlenmemistir. Gruplar arasinda karsilastirilma yapildiginda, monensinin erken dénem
osteojenik genler olan ALP ve RUNX2 ekspresyonlarmi arttirdig1 goriilmiistiir. Orneklerdeki
ALP aktivitesi de bu sonucu desteklemektedir. Monensinin COL1A1l, BSP ve OPN
ekspresyonlarini ise inhibe ettigi goriilmiis, elektriksel alan varligimda bu inhibisyonun
ortadan kalktig1 belirlenmistir. Diger yandan glibenklamidin, 6zellikle BSP ve OPN gibi ge¢
donem osteojenik genler lizerinde etkisi oldugu tespit edilmis, 6rneklerdeki Ca icerigi de
benzer sonuglar1 vermistir. Glibenklamid, elektriksel alan ile birlikte hMSC’ler tizerinde



sinerjik bir etki olusturmus ve osteojenik farklilasmayi arttrmustir. SEM analizi ile hiicre
morfolojisi incelenmis, hiicrelerin gdzeneklerin i¢ kismina yerleserek, kollajen fiberler ve
mineralize nodiiller sentezledikleri belirlenmistir. Tiim 6rnekler i¢in, hemotoksilen&eozin
boyamalar1 etkin bir hiicre-malzeme etkilesimini isaret etmektedir. Alizarin red ve von
Kossa boyamalar1 da RT-PCR sonuglarmni desteklemektedir. Elektriksel alan varliginda,
glibenklamid ile muamele edilen Orneklerde, c¢cok daha biiyiik ve homojen bir
mineralizasyona rastlanmustir.

Elde edilen veriler, mezenkimal kok hiicrelerin metabolik aktivitelerinin diizenlenmesinde,
fotostimiilasyon ve elektrostimiilasyon gibi biyofizksel uyaranlarin etkin bir rol oynadigimni
gostermektedir. Meydana gelen hiicresel cevap, hiicre tipine, mikrogevreye ve uygulama
parametrelerine gore degisiklik gostermektedir. Hiicre farklilasmasinda rol oynayan bir
diger faktor de biyokimyasal uyaranlardr. Bu amagla kullanilan monensin ve
glibenklamidin, elektrostimiilasyon ile sinerjik bir etki olusturdugu belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: kemik doku miihendisligi, fotostimiilasyon, elektrostimiilasyon,

monensin, glibenklamid.
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The aim of this study is to investigate the osteogenic differentiation potential of
mesenchymal stem cells in the presence of biophysical and biochemical stimulants by using
different biomaterials. For this purpose, photostimulation studies were carried out with
chitosan scaffolds, while electrostimulation studies were realized by the use of silk
biomaterials.

Chitosan scaffolds, which were used in photostimulation studies, were fabricated by
Iyophilization technique. Adipose derived mesenchymal stem cells (AdMSCs), which were
isolated from rats, were cultured on TCPS surfaces and chitosan scaffolds for 28 days.
Photostimulation studies were carried out by using a plasma arc source including 590-1395
nm wavelengths and cells were exposed to light every other day. For TCPS surfaces,
exposure distance was 10 cm and exposure time was 5 min, while exposure distance and
time were determined as 10 cm and 5 min, respectively for chitosan scaffolds. In both cases,
it was seen that the light increased cell proliferation when compared to control group.

Florescence microscopy images showed the differentiated morphology of the cells on TCPS
surfaces in the presence of light exposure. In addition, sustained viability was detected by
optical microscopy images for the cells on which photostimulation was applied. SEM
analysis showed that photostimulated scaffolds had denser and uniform cell distribution
when compared to control groups. Matrix mineralization on TCPS surfaces was visualized
by alkaline phosphatase-von Kossa (ALP-VK) staining and it was detected that the light
exposure increased mineralized matrix production. Similarly in ALP-VK staining of
chitosan scaffolds, darker staining was seen in the scaffolds, which were exposed to light.
To analyze cell differentiation in molecular level, real time polymerase chain reaction (RT-
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PCR) analysis was done. It was seen that the light stimulated the expression of Collal on
TCPS surfaces, whereas no statistical difference was found for the expression levels of
alkaline phosphatase (Alp), runt related transcription factor 2 (Runx2) and osteopontin (Opn).
In chitosan scaffolds, no effects of light was found on the expression of prementioned genes.

In electrostimulation studies, silk films and silk scaffolds were used and the effects of
electrical field on osteogenic differentiation of human mesenchymal stem cells (hMSCs)
were investigated in both 2D and 3D systems. For this purpose, hMSCs were isolated from
bone marrow and the characterization studies were carried out as a first step. In the light of
the related literature, alternative current (AC) was selected for cell stimulation. For the
electrostimulation studies carried out in 2D, silk films having platinium wires were used.
After optimization studies, electrode distance was selected as 2.5 mm while frequency was
selected as 60 kHz. The analysis showed that low voltage (10 mV) had influence on cell
differentiation, whereas high voltage (50, 100, 250 and 500 mV) effected cell proliferation.
In addition, electrostimulation studies were realized in two different culture conditions by
using differentiation medium and growth medium, and the results demonstrated that cell
proliferation was stimulated in growth medium, while cell differentiation was stimulated in
differentiation medium. In the studies that were carried out with 10 mV, Alizarin red staining
showed that the electrical field stimulated early mineralization of cells. In the following days
of culture, mineralization was enhanced significantly in the electrostimulated groups when
compared to control group. Cell-biomaterial interactions and the mineralized nodules
formed in the presence of electrical field were visualized by SEM analysis.

For the electrostimulation studies carried out in 3D, silk scaffolds were fabricated by solvent
casting-particulate leaching method. The scaffolds were inserted between carbon electrodes
in Petri dishes, so that they could interact with the electrical field via culture medium. In 3D
electrostimulation studies, in addition to external electrical field application, it was aimed to
produce electrical signals within the cells. Towards this goal, chemicals like monensin and
glibenclamide were used, which are known to have effects on ion channels on cell membrane
and synergistic effect of these chemicals with the electrical field on osteogenic
differentiation was examined. In the studies carried out with silk scaffolds, 60 kHz was used
since this frequency value was determined in silk film studies. The distance between the
electrodes was selected to be 8 mm and the voltage value was determined as 200 mV after
optimization studies. In 3D systems no effects of electrostimulation and biochemicals were
observed on cell proliferation. When the results obtained from different groups were
compared, monensin was shown the increase the expression of early osteoblastic genes like
ALP and RUNX2. The ALP activity of the samples also supported this finding. While
monensin was shown to inhibit the expression of COL1A1, BSP and OPN, it was seen that
the inhibition was disappared in the presence of an electric field. On the other hand, it was
detected that glibenclamide had effects on the expression of late osteogenic genes,
particularly on BSP and OPN, and the Ca contents of the samples gave similar results. When
used with electrical field, glibenclamide had a synergistic effect on hMSCs and enhanced
osteogenic differentiation. Cell morphology was examined by SEM analysis and it was
determined that cells were located at the inner parts of the pores synthesizing collagen fibers
and mineralized nodules. For all samples, hematoxylene&eosin staining indicated the
presence of active cell-material interactions. Alizarin red and von Kossa staining results
supported the findings of RT-PCR analyses. For the samples, which were treated with
glibenclamide, much more bigger and homogeneously distributed mineralization was
obtained by the presence of electrical field.



The findings of this study showed that biophysical stimulants such as photostimulation and
electrostimulation had an effective role on the regulation of metabolic activity of
mesenchymal stem cells. However, the cellular response varies depending on the cell type,
microenvironment and operational parameters. The other factors which contribute to cell
differentiation are the biochemical stimulants. Monensin and glibenclamide, which were
used as biochemical stimulants, were found to have a synergistic effect for the differentiation
of hMSCs.

Keywords: bone tissue engineering, photostimulation, electrostimulation, monensin,
glibenclamide.
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1. GIRIS
Kemik doku, olduk¢a organize ve anizotropik bir dokudur. Viicutta kalsiyum ve fosfat
deposu durumundadir, hematopoiezden sorumludur ve hareket igin gerekli yapisal destegi
saglamaktadir. Kemigin yeniden yapilanmasi, hiicreler, hormonlar ve enzimler tarafindan
kontrol edilen, olduk¢a karmasik bir siiregtir ve yas, fiziksel aktivite ve mekanik faktorlerden
oldukca etkilenmektedir [1]. Kemik hasarlarinda, otogreft ve allogreft kullanimu ile ilgili
kisitlamalar, kemik greftlar1 olusturmak icin, biyomalzeme ve doku miihendisligi

prensiplerinden yararlanmay1 giindeme getirmistir [2].

Kemik doku rejenerasyonu 4 temel bilesene ihtiya¢ duymaktadir; morfogenetik sinyaller,
bu sinyallere cevap verecek hiicreler, sinyalleri tasiyacak ve hiicre biliylimesine olanak
verecek doku iskeleleri ve uygulamanin yapilacagi vaskiilarize bir transplantasyon bdlgesi
[3]. Yapilacak uygulamalarda etkin sonuglarin elde edilebilmesi i¢in bu parametrelerin
ayrintili sekilde incelenmesi ve hasarli bolgenin 6zellikleri gozoniinde tutularak, biraraya

getirilmesi gerekmektedir.

Doku iskeleleri, hiicreler icin gegici bir mikrogevre saglayan biyomalzemeler olarak
tanimlanabilir. Kemik doku miihendisliginde kullanilan biyomalzemeler, temel olarak,
hiicresiz ve hiicreli olmak iizere iki kisma ayrilabilmektedir. Hiicresiz sistemler herhangi bir
sekilde hiicresel bilesenler igcermeyen ve kemik ¢imentosu gibi klinik uygulamalarda
kullanilan ya da kullanim potansiyeli tasiyan sistemlerdir. Bu alanda kullanilan malzemeler,
kati, absorbe edilebilir dolgu malzemeleri ya da kemik biiyiimesine izin verecek gdzenekli
malzemeler olarak smiflandirilabilir. Hiicreli sistemlerde ise, transplantasyon Oncesi,
belirlenen hiicrelerin doku iskelelerine ekilmesi séz konusudur. Yeni nesil doku iskeleleri
ise, malzemenin etkinligini arttiracak biyosinyal molekiillerini tagimaktadir. Ayrintili olarak
tanimlanmis biyosinyal molekiillerinden, transforming biiylime faktorii (TGF-B) ve kemik
morfogenetik biiyiime faktorii (BMP)’nin, embriyonik gelisim esnasinda ve travma sonrast

doku yenilenmesinde kemik olusumunu destekledigi gosterilmistir [3].

Kemik doku miihendisliginde kullanilan tiim biyomalzeme yaklagimlarinda genel olarak,
seramikler, polimerler ve kompozit malzemeler kullanilmaktadir. Seramikler ve polimerler,
absorbe edilebilir ve edilemez olmakla beraber, polimerler dogal ve sentetik polimerler
olarak tanimlanabilmektedir. Kemik doku miihendisliginde siklikla kullanilan malzemeler,
demineralize kemik, kollajen kompozitler, fibrin, kitosan, kalsiyum fosfat, poli(laktik-ko-

glikolik asit) ve hidroksiapatit olarak siralanabilir [3-6]. Uretilen doku iskelelerinin iki temel



ozelligi tasimast gerekmektedir; osteokondiiktivite ve osteoindiiktivite. Osteoindiiksiyon,
pluripotent hiicrelerin, uygun kosullar altinda, kemik yapimindan sorumlu hiicrelere
farklilagmalar1 olarak tanimlanabilir. Osteokondiiksiyon ise, 3-boyutlu yapmin, kemik

olusumuna olanak verecek sekilde, hiicre biiyiimesini ve damarlanmay1 desteklemesidir.

Mezenkimal kok hiicreler (MSC), tamamen farklilasmis dokularda bulunan ve
rejenerasyonda gorev alan hiicrelerdir. Kemik iligi, periosteum, kas, yag, beyin ve deri
dokusu olmak iizere pek ¢ok yetiskin dokudan izole edilmistir. Baslangigta bu hiicrelerin
farklilasma yeteneklerinin, bulunduklar1 dokunun yetiskin hiicreleri ile smirli oldugu
disiiniilmektedir. Ancak zamanla farkl dokulardaki hiicrelere de farklilagabildikleri ortaya
koyulmus ve bu 6zellik plastisite olarak tanimlanmistir [7]. Mezenkimal kok hiicrelerin in
vitro kosullarda, bazi ekstrinsik ve intrinsik faktorlerin varhigi ile farklilasmadan
kalabildikleri, uygun kosullar altinda ise degisik hiicre hatlarina farklilasabildikleri ortaya
koyulmustur [8]. MSC’ler, kendini yenileme kapasiteleri ve farklilasma potansiyelleri
nedeniyle, doku miihendisligi ¢caligmalarinda en 6nemli hiicre kaynagini olusturmaktadir.
MSC’ler ile yapilan ¢aligmalarda, in vitro kosullarda etkin bir hiicre proliferasyonu ve
farklilasmasmin saglanabilmesi i¢in biyofiziksel ve biyokimyasal uyaranlarin kullanilmas1

kritik bir dneme sahiptir.

Fiziksel kuvvetlerin kemik doku iizerinde, doku mimarisini degistirmek suretiyle etkili
oldugu bilinmektedir. Mekanik deformasyonlarin kemik hiicreleri igerisindeki elektriksel
sinyalleri degistirdigi ve hiicresel aktiviteleri kontrol ettigi goriilmiistiir [1]. Kemik doku
tizerinde etkili bu faktorler, biyofiziksel uyaranlar olarak tanimlanabilir. Bu tanimlama
tizerinden, diisiik yogunluklu ses dalgalar1 [9], elektromanyetik alan [10], diisiik yogunluklu
lazer 1smlar1 [11] gibi pek ¢ok uyaranin osteojenik farklilasma iizerinde etkinligi
arastirilmistir. Fiziksel faktorlerin yaninda, kemik doku rejenerasyonunda etkin olan bir
diger uyaran da, biiylime faktorleri, hormonlar ve sitokinleri kapsayan biyokimyasal
uyaranlardir [12]. Elektriksel sinyallerin, proliferasyon, farklilasma, gog¢ gibi hiicresel
aktiviteler lizerindeki rolii g6z 6niinde tutularak, geleneksel olarak kullanilan biyokimyasal
uyaranlara alternatif molekiillerin de, osteojenik farklilasma {izerinde etkili olabilecegi
disiiniilmektedir. Bu noktada yapilan bir ¢aligmada, hiicre icerisinde elektriksel sinyaller
olusturmak amaciyla, hiicre membranindaki iyon kanallarinin aktivitesini ve buna bagli

olarak hiicre membran potansiyelini degistiren kimyasallarin kullanim1 s6z konusu olmustur

[13].



Sunulan tez ¢aligmasi kapsaminda ger¢eklestirilen deneysel ¢alismalar 3 ana baslik altinda
toplanabilir. Ilk kisimda, sigan adipojenik doku kaynakli mezenkimal kok hiicreler
(AdMSC) kullanilarak fotostimiilasyon ¢alismalar1 gergeklestirilmistir. Isigin, TCPS
yiizeylerde ve kitosan doku iskelelerinde AAMSC’ler iizerindeki etkisi, proliferasyon ve
farklilagsma yoniinden degerlendirilmistir. Ayn1 zamanda hiicrelerde meydana gelen
morfolojik degisimler de goriintiilenmistir. Elektrostimiilasyon ¢aligmalar1 ise 2-boyutlu ve
3-boyutlu malzemeler iizerinde yiiriitiilmiistiir. Ipek filmler kullanilarak yapilan
calismalarda, islem parametreleri optimize edilmis, elektriksel alan varhiginda, hiicre
proliferasyonu, gocti, faklilagsmasi gibi hiicresel aktiviteler degerlendirilmistir. Son kisimda
ise ipek doku iskeleleri ile yapilan ¢alismalar sunulmustur. Doku iskeleleri ile
gerceklestirilen ¢aligmalarda, elektriksel alanin yaninda, monensin ve glibenklamid gibi
hiicre membranindaki iyon kanallar1 {izerinde etkili kimyasallar kullanilmistir. Boylece
hiicre membran potansiyelindeki degisime bagli, hiicre i¢i elektriksel sinyallerin olusumu
gergeklestirilmistir. Hiicre i¢inde ve disinda olusturulan elektriksel sinyallerin osteojenik
farklilagsma tlizerindeki etkileri ayrintili olarak incelenmis ve kemik rejenerasyonu i¢in uygun

bir doku modeli ortaya koyulmustur.



2. GENEL BIiLGILER

Bu boliimde, yapilan tez ¢aligmasinin temelini olusturan konular ile ilgili literatiir bilgisi
sunulmustur. Oncelikle kemik dokunun genel dzellikleri, hiicresel, fizyolojik ve mekanik
acilardan ele alinmigtir. Daha sonra kemik doku miithendisligi tanimlanarak temel bilesenleri
ortaya koyulmustur. Bu amacla doku iskelesi iiretiminde kullanilan biyomalzemeler ve
iretim yontemleri Ozetlenmistir. Doku miihendisliginin diger bileseni olan hiicreler

smiflandirilmis ve mezenkimal kok hiicreler ayrintili olarak anlatilmistir.

Son olarak doku farklilagmasinda gorev alan uyaranlar, biyofiziksel ve biyokimyasal
uyaranlar bashgi altinda incelenmistir. Biyofiziksel uyaranlar kapsaminda kullanilan
fotostimiilasyon ve elektrostimiilasyon uygulamalari, literatiirden 6rnekler verilerek, detayli
olarak tartisilmistir. Son kisimda, kemik doku miihendisliginde kullanilan biyokimyasal
uyaranlar 6zetlenmis, calisma kapsaminda kullanailan monensin ve glibenklamid hakkinda
bilgi verilmistir.

2.1. Kemik Doku

2.1.1. Kemik Dokunun Fizyolojisi ve Anatomisi

Kemik doku, karmasik organizasyonu ile, viicut igerisinde bircok farkli islevde rol
almaktadir. Oncelikle hayati organlarm korunmasindan ve kas dokusunun hareketinden
sorumludur. Kemigin malzeme olarak 6zellikleri ve doku organizasyonu yapiya, fizyolojik
etkiler karsisinda kirilmadan kalmasini saglayacak, olaganiistli bir saglamlik ve dayanim
kazandirmaktadir. Ayrica kemik doku, kalsiyum, fosfat gibi 6nemli mineraller i¢cin depo
gorevi gormekte, ekstraseliiler matris (ECM) igerisindeki iyon konsantrasyonlarini
diizenlemektedir. Kemik iligi, kemik, kikirdak, tendon, kas, dermis ve yag dokuya
farklilagsabilen pluripotent 6zellikteki mezenkimal kok hiicreler (MSC) i¢in zengin bir
kaynaktir. Bunun yaninda kemik iligi, besin tasmimminda ve immiin cevabin
olusturulmasinda gorev alan, kirmizi ve beyaz kan hiicrelerinin olusturdugu hematopoietik

hiicrelerin de tiretildigi yerdir [14].

2.1.1.1. Kemigin yapis1 ve mekanigi

Yetiskin bir kemik doku temel olarak %80 kortikal (sert), %20 trabekular (siingerimsi)
kemikten olugmaktadir. Kortikal kemik, uzun kemiklerde ve diger bazi kemik tiirlerinde,
kemik iligini ¢cevreleyen oldukca saglam ve yogun bir yapidir, ayrica az sayida hiicrenin ve
kan damarmin yerlesmesine olanak verecek sekilde, yalnizca %10’u gozeneklidir. Kortikal

kemigin yapisal birimi “osteon” olarak adlandirilir. Osteonlar, “lamella” adi verilen



tabakalarin biraraya gelmesi ile olugsmaktadir. Kan damarlari, her osteonun merkezinde
bulunan ve “Havers kanali” olarak tanimlanan kanalda yer almaktadir. Kemik icerisindeki
besin aligverigi burada yer alan kan damarlar1 ile “kanalikuli” denilen yapilar ya da
mikrodlgekli kanallar araciligi ile gergeklestirilmektedir. Osteonlar kemik igerisinde
uzunlamasina yerlesmistir ve kortikal kemik anizotropiktir (Sekil 2.1). Eksensel olarak
kortikal kemik 79-151 MPa gerilim ve 131-224 MPa sikisma mukavemeti gostermektedir.
Her ikisi i¢gin de elastik modiil 17-20 GPa arasinda degismektedir [15].
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Sekil 2.1. Kemik dokunun mikroskobik yapis1 ([16]’ten degistirilerek).

Stingerimsi ve gozenekli bir yapiya sahip olan trabekular kemik kaburga kemiklerinde,
omurgada ve uzun kemiklerin u¢ kisimlarinda bulunmaktadir. %50-90°1 i¢sel baglantilara
sahip gozeneklerden olusan trabekular kemik yiikleme gerilimi yoniinde uzanmaktadir.
Gozenekli yapt kan damarlar1 ve kemik iligi igermekle beraber, kortikal kemik ile
karsilastirildiginda oldukga diisiikk bir mekanik dayanima sahiptir. Trabekular kemigin
dayanim ve elastik modiilii, kemigin yogunluguna bagli olarak degismekle beraber, gerilim

ve sikigma icin sirastyla 5-10 MPa ve 50-100 MPa arasindadir.

Kemige kendine 06zgli mekaniksel Ozellikleri kazandiran, nanodlgekteki kimyasal

bilesenleridir. Kemik yaklasik olarak, % 60 inorganik mineraller, % 30 organik yapilar ve



% 10 sudan meydana gelmektedir. Kalsiyum fosfat kristalleri, 6zellikle hidroksiapatit (HA),
inorganik kismi olustururken, organik faz biiyiik oranda kollajenden meydana gelmektedir.
Kollajen molekiilii, kemik igerisinde, li¢lii heliks yapisinda uzanmakta ve birleserek
oncelikle fibrilleri (1.5-3.5 nm c¢ap), daha sonra da fiberleri (50-70 nm) meydana
getirmektedir. 2-3 nm kalinliga sahip olan HA kristalleri, kollajen fiberler {izerine
cokmektedir. Boylelikle HA kristalleri kompozit yapinin sikisma dayanimini arttirirken,

kollajen fiberler enerjiyi dagitarak kemige gerilim 6zelliklerini kazandirmaktadir [14, 15].

2.1.1.2. Kemigin hiicresel organizasyonu

Kemigin organik-inorganik kompozit yapisi igerisinde 3 ¢esit hiicre yer almaktadir:
osteoblastlar, osteositler ve osteoklastlar. Osteoblastlar MSC’lerden kdken almakta ve
“osteoid” adi verilen kemigin organik matrisinin yapisima katilan kollajendz proteinlerin
salgilanmasinda rol oynamaktadir. Olgun osteoblastlar osteoid ile ¢evrelendiklerinde matris
sentezlemeyi birakarak osteositlere dondsiir. Osteositler, mekanik uyarilara karsi
olusturulan sinyallerin diizenlenmesinde Onemli rol oynar. Son hiicre grubu olan
osteoklastlar, hematopoietik hiicrelerden koken alirlar ve salgiladiklar asidik proteolitik
enzimlerle mineral tuzlarinin ve organik matrisin ¢éziinmesine neden olurlar (Sekil 2.2).
Osteoblastlar ve osteoklastlar arasinda bir denge s6z konusudur ve bu dengenin yonii

kimyasal, biyolojik ve mekanik faktorlerin varhigiyla degistirilebilir.

Kemigin olusumu 5 evreye ayrilmistir; durgun evre, aktivasyon, rezorpsiyon, yeniden
yapilanma ve sekillenme. Siire¢, durgun evre ile baslar ve bu evrede kemigin yiizeyindeki
hiicreler inaktif durumdadir. Normal kosullarda kemiklerin serbest yiizeylerindeki
hiicrelerin % 80’i bu evrede bulunmaktadir. Biyokimyasal ya da fiziksel bir sinyal
varliginda, mononiikleer monositler ve makrofajlar, hasarli bolgeye goc¢ eder ve
osteoklastlar farklilasmasii uyararak aktivasyon fazini baslatir. Osteoklastlarin organik
ve inorganik yapiy1 parcalayarak bir bosluk olusturmasini takiben rezorpsiyon evresine
gecilir. Yeniden yapilanma silirecinde, osteoklastlar bolgeyi terkeder ve mononiikleer-
makrofaj benzeri hiicreler yilizeyde sement benzeri yapilar1 salgilar. Son asamada
osteoblastlar, kemik matrisi ile boslugu doldurarak yeni osteonlarin olusmasmi saglar.
Sonraki asamada kollajen demetlerinin olusumunu mineralizasyon takip eder. Siireg

tamamlandiginda tekrar durgun evreye gegilir [17].
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Sekil 2.2. Kemik dokunun hiicresel organizasyonu ([18]’ten degistirilerek).

2.1.1.3. Kemigin mekaniksel cevresi

Hiicre-hiicre etkilesimleri kemigin fonksiyonlarinin devami i¢in olduk¢a Onemlidir.
Kemigin ECM’si peptitler, glikoproteinler, ¢oziiniir haldeki biiylime faktorleri, hormonlar,
kollajen ve diger proteinleri igeren karmasik bir ortamdir. Kemik matrisi i¢erisinde yerlesen
osteositler, mekanik uyarilar1 algilayarak, biyokimyasal molekiiller aracihigiyla gerekli
sinyalleri iiretirler. Bu hiicresel sinyaller kemik dokunun devamlilig1 i¢in kritik dneme

sahiptir [17].

2.1.2. Kemigin Yapilanmasi

Uc ¢esit kemik olusumu tanimlanmustir; endokondral, intramembrandz ve apozisyonal
kemik olusumu. Endokondral kemiklesme, embriyonik donemdeki uzun ve kisa kemiklerin
olusumunu tanimlar. Ayrica kemik hasarlarinm iyilesmesinde de bu tip kemiklesme goriiliir
[17, 19]. Bussiiregte oncelikle progenitor MSC’ler kondrositlere ya da kikirdak olusumundan
sorumlu diger hiicrelere farklilasir. Bu hiicreler olgunlasarak kikirdak matrisini olsturur ve
bu noktada cogalma yeteneklerini kaybeder. Periosteumdan (uzun kemikleri ¢evreleyen
tabaka) koken alan MSC’ler matris icerisine go¢ eder, burada farklilasir ve ¢ogalir. Bu
hiicreler kikirdaktan ¢ok kemik doku olusturmaya egilimlidir ve kemik yapilanmasi devam
ederken damarlanma i¢in gerekli gecis yollarmi olusturur. Osteosit ve rastgele diizenlenmis
kollajen fiberlerden olusan bu yap1 olgunlasmamis kemik olarak tanimlanir ve mekanik
acidan oldukca zayiftir. Bu dokunun lamellar kemige doniismesi yavas bir slirectir ve bu

stirecin sonunda belirli bir mekanik dayanima sahip olgun kemik meydana gelir.



Intramembranéz kemiklesme kafatasi gibi diiz kemiklerin olusumunda meydana gelir.
Endokondral kemiklesmeye benzer bir siire¢ izlemekle beraber, burada kemik gegici bir
kikirdak yap1 olmaksizin dogrudan mezenkimal dokudan meydana gelir. Apozisyonal
biiyiime ise, bliyiime esnasinda, var olan kemiklerde goriilir ve osteoblastlarin matris
icerisine salgiladigi tabakalar ile gerceklesir. Bu siireclerin tiimii, kemik olusumu, biiyiimesi

ve doku devamliliginin saglanmasi i¢in, viicut i¢erisinde durmaksizin devam etmektedir

[19].

Kemik devamliligini saglayan diger bir slire¢ de, yogun, lamellar kemigin yeni bir Havers
sistemi ya da ikincil bir osteona doniismesini igermektedir. Sement olarak adlandirilan
kalsifiye mukopolisakkarit kilif yeni ve eski kemik olmak tizere ikiye ayrilir. Bu tabakanin
disinda kalan osteonlarin kan ile temasi kesilir ve bir siire sonra hiicreler 6Lir. Osteonlarin
bu sekilde konumlanmasi, kemige sikisma ve gerilim dayanimini kazandiran 6nemli bir

unsurdur [20].

2.1.3. Doku Iyilesmesi

Kemik hasarlari, embriyonik kemik olusumunda meydana gelen olaylarin tekrarlanmasina
neden olur. Bu biyolojik olaylar 3 asamada siniflandirilir; inflamasyon, onarim ve yeniden
yapilanma. Ik olarak kan damarlarinin hasarlandig1 bdlgede akut bir inflamasyon cevabi
olusur ve bir hematom meydana gelir. Bolgeye gelen nétrofil ve makrofajlar bir yandan
nekroz sonrasi olusan hiicre artiklarini sindirirken diger yandan da biiylime faktorleri ve
sitokinleri salgilar. Bu sinyaller ¢evre kemikte, kemik iliginde ve periosteumda bulunan
MSC’lerin hasarli bolgeye goclinii uyarir. Kapiler olusumlar ve fibroblastik aktiviteler
sonucu fibrovaskiiler graniilasyon dokusu meydana gelir. MSC’ler osteoblastlara farklilagir
ve blastema onarilir. Bu kisa inflamasyon evresinden sonra onarim evresine gegilir. Bu
evrede osteoblastlar osteositleri olusturur ve bu yap1 kemik kallusu olarak adlandirilir. Son
evrede, kollajen fiberler yeniden yapilanir, sekillenir ve organize olarak mekanik yonden
giiclii lamellar kemigi olustururlar. Bazi kiriklarda, bu yeniden yapilanma siireci ve kemigin
eski halini almasi bir yildan fazla siirebilir. Yeterli aktif hiicrenin bulunmadig1 ya da hasarin

¢ok biiylik oldugu durumlarda ise doku iyilesmesi tamamlanamaz [17, 21].

2.2. Kemik Doku Miihendisligi

Travmalar ya da kemik hastaliklar1 ile olusan kemik kayiplari, bazi durumlarda viicut
tarafindan iyilestirilememekte, hastanin bozulan saglig1 yasam kalitesini diistirmekte ve bu
durum toplumda sosyo-ekonomik agidan pek ¢ok soruna neden olmaktadir. Uygulanan

geleneksel tedaviler, yan etkilerinin yaninda sinirh bir etkinlige sahiptir. Bu nedenle kemik
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kayiplarinda ve hasarlarinda kullanilacak alternatif bir tedaviye ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu
noktada doku miihendisligi, miithendislik tekniklerini ve biyolojik prensipleri biraraya
getirerek hasarli dokunun rejenerasyonunu amaglamaktadir. Doku miihendisligi stratejileri
3 baglik altinda toplanabilir: (1) hiicre-temelli uygulamalar; (2) biiyiime faktorii-temelli
uygulamalar ve (3) matris-temelli uygulamalar. Bu stratejiler tek basina kullanilacagi gibi
bir arada da uygulanabilmektedir (Sekil 2.3).
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Sekil 2.3. Kemik doku miihendisligi bilesenleri ([22] dan degistirilerek).

Basarili sonuglar elde etmek i¢in uygulanan stratejinin osteojenik, osteoindiiktif ve
osteokondiiktif elementleri biraraya getirmesi gerekmektedir. Osteojenik bilesenler kemik
olusturma yetisine sahip osteoprogenitor hiicreler ya da farklilasmis osteoblastlar gibi
hiicrelerden olusmaktadir. Osteoindiiktif faktorler ise, belirli hiicreler icin, farklilagsma ve
proliferasyonu uyaran biyoaktif Kkimyasallardir. Kemik olusumunu destekleyen
biyomalzemeler ise osteokondiiktiviteyi saglamaktadir. Osteokondiiktif bir doku iskelesi
mekanik destek saglarken, hiicre yapismasi ve damar olusumu igin elverisli olmali, ayn1

zamanda da hiicreler ve biiylime faktorleri i¢in tasiyici bir gorev tistlenmelidir [23].



Asagida kemik doku miihendisliginin bu temel bilesenleri alt basliklar halinde ayri ayr1

aciklanmustir.

2.2.1. Hiicreler

Kemik doku miihendisliginde osteoblastlar, kok hiicreler gibi ¢esitli hiicre kaynaklar1
kullanilmaktadir. Hastanin kendisine ait biyopsiden izole edilen osteoblastlar “Altin
standart” olup, otolog 6zellikte olduklarindan immiin cevap olusturmazlar. Bu nedenle
siklikla tercih edilmektedirler. Ancak bu yontem birgok dezavantaji da beraberinde
getirmektedir. Oncelikle elde edilen hiicre sayis1 ve cogalma potansiyeli siirlidir. Ayrica
kemikle ilgili hastaliklarin s6z konusu oldugu durumlarda osteoblastlarin transplantasyonu,
protein ekspresyonlar1 yeterli olmadig1 i¢in, uygun degildir. Diger bir secenek de verici
olarak insan olmayan bir canlidan alinan osteoblastlarin (zenojenik) transplantasyonudur.
Ancak bu durumda gergeklesebilecek immiin cevap, viriis gibi enfeksiyon ajanlarinin
tasinma riski, sosyal ve etik sorunlar nedeniyle bu tiir kaynaklar c¢ok fazla tercih

edilmemektedir [24].

Bir diger hiicre kaynagini olusturan kok hiicreler, farklilagmamus, yiiksek proliferasyon
kapasitesine sahip, kendini yenileyebilen (self-renewal) ve birgok hiicreye farklilasarak doku
yenilenmesinde gorev alan hiicrelerdir. Kok hiicrelerin farklilagsma potansiyelleri tiirlerine
gore degismektedir. Zigotun olusmasindan ve ilk boliinmesinden sonra meydana gelen
hiicreler “totipotent” olarak tanimlanir ve bu hiicreler embriyoyu olusturacak tiim doku
hiicrelerine, plasenta ve destek doku hiicrelerine farklilagabilir. Bir ka¢ giin sonra hiicreler
Ozellesmeye baslayarak blastositi olusturur. Blastosit i¢erisindeki hiicre kiitlesi embriyonik
kok hiicreler (ES) olarak tanimlanir ve pluripotent 6zelliktedir. Embriyonik kok hiicreler
3 germ tabakasindan kéken alan her hiicreye farklilasabilir ancak plasenta ve destek doku
hiicrelerini olusturamaz. Son olarak tamamen farklilasmis dokularda bulunan multipotent
Ozellikteki hiicreler yetiskin kok hiicreler (ASC) olarak adlandirilir. Bu hiicreler,
bulunduklar1 dokunun embriyonik kdkenine gore, smirli farklilasma yetenegine sahiptir

[25].

ES’lerin biyomedikal ve doku miihendisligi uygulamalardaki tiim kullanim potansiyeline
ragmen halen bu konuda cevap bekleyen sorular bulunmaktadir. Oncelikle ES’lerin
dogrudan farklilagsmasini saglayacak bir yonteme ihtiya¢ duyulmaktadir. Transplante edilen
hiicrelerin timorojenik etkiler gostermeyeceginden emin olmak gerekmektedir. Yapilan in
vivo calismalarda, ES’lerin teratomlara ve teratokarsinomalara neden olduguna dair

bulgulara rastlanmistir. Ayrica ES’ler ile verici hiicreleri arasmda immiinolojik uyusmazlik
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ortaya cikabilmektedir. Bu durum “somatik niikleer klonlama transfer teknolojisi” ile
coziilebilir. Son olarak bu konudaki etik ve sosyal kaygilar ES’ler ile ¢alisilmasimnin 6niindeki

en bilyiik engel olarak halen varligini korumaktadir [7].

Yetiskin kok hiicreler, doku homeostazinin saglanmasinda ve yaralanmalar ya da apoptoz
sonucu meydana gelen dogal hiicre kayiplarmin yerini alarak, dokunun yenilenmesinde
gorev alir. Bu fonksiyonlarin yerine getirilmesinde kok hiicrelerin kendini-yenileme ve
farklilasma mekanizmalar1 arasindaki denge kritik bir role sahiptir. Hiicrelerin bulunduklari
nis (fizyolojik mikrogevre) igerisinde bu denge, hiicre icerisindeki i¢ faktorler ve hiicrenin

bulundugu ¢evreye bagl olarak degisen dis faktorler ile kontrol edilmektedir [26].

Gilinlimiize kadar yapilan c¢aligmalarda yetiskin kok hiicreler; kemik iliginden,
periosteumdan, kas, yag, beyin dokularindan ve deriden izole edilmistir. Yetiskin kok
hiicreler dokuya 6zgii olan ve dokuya 6zgii olmayan hiicreler olarak ikiye ayrilabilir [25].
Hematopoietik kok hiicreler, noral kok hiicreler, karaciger dokusunda bulunan kok hiicreler,
kas dokusunda bulunan “satellit hiicreleri”, deri ve sa¢ folikiiliinde bulunan keratinosit kok
hiicreleri dokuya 6zgii kok hiicre grubundandir. Kemik doku miihendisliginin 6zellikle
ilgilendigi kok hiicreler ise, dokuya 6zgli olmayan ve “Mezenkimal Kok Hiicreler” (MSC)

olarak adlandirilan hiicrelerdir.

2.2.1.1. Mezenkimal kok hiicreler: 6zellikleri ve kaynaklar:

MSC’ler viicut igerisindeki bag dokularda bulunur ve basta diiz kas hiicreleri, adipositler ya
da kondrositler olmak iizere farkli hiicrelere farklilagabilirler. Yapilan ¢alismalarda en sik
kullanilan MSC kaynag1 kemik iligidir. ilk kez Petrakova ve arkadaslarmin 1963 yilinda,
kemik iliginin baz1 osteojenik onciilleri igerebilecegine dair goriisii sonrasinda kemik iligi
ile yapilan ¢aligmalarm sayis1 artmistir. Friedenstein ve ark. kemik iliginin osteojenik kok
hiicreleri igerebilecegini gdsteren bir seri in Vivo ¢alisma gergeklestirmistir. Bu hiicrelerin
kokenlerini ve yapilarini daha iyi anlayabilmek i¢in fibroblast-benzeri hiicrelerin, kiiltiir
kabmin yiizeyine yapisma 6zelliklerinden yararlanarak, kemik iliginden izolasyonlar1 i¢in
bir yontem gelistirilmistir. Daha sonra, bu arastirmacilar, bu hiicrelerin fibroblastik, non-
fagositik ve klonojenik oOzelliklerde olduklarmi ifade eden “Koloni olusturan birim-

fibroblastik” (CFU-F) terimini literatiire kazandirmustir [7].

Bu ¢aligmalardan yaklasik 20 yil sonra Caplan bu hiicreleri “mezenkimal kok hiicreler”
olarak adlandirmis ve belirli kosullar altinda kemik, kikirdak, yag, kas, deri, tendon ve diger

mezenkimal kokenli hiicrelere farklilasabildiklerini ortaya koymustur [27].
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Bruder ve ark. MSC’lerin farklilasma yeteneklerinin yaninda in vitro kosullarda
cogaltilabildiklerini gostermislerdir. Ayrica Pittinger ve ark. bu hiicrelerin ilerleyen
pasajlarda kendiliginden farklilagsmadiklarmni belirlemislerdir. MSC’lerin immiin baskilayict
ozellikte olduklar1 ve allojenik ya da zenojenik olarak kullanilabilecekleri diisiiniilmektedir.

Ancak bu konu heniiz tam olarak ag¢ikliga kavusturulamamistir [14, 28].

MSC’ler ile yapilan ilk ¢aligmalardan sonra, bu hiicreleri kemik iligindeki diger hiicrelerden
ayirmak icin, baz1 6zel isaretlerin belirlenmesi iizerinde ¢alisiimistir. Oncelikle MSC’lere
baglanan SB10, SH-2, SH-3 ve SH-4 antikorlar1 ortaya koyulmustur. Daha sonra bu
hiicrelerin homojen olarak non-hematopoietik bir fenotip sergiledikleri ve SH-2, SH-3, CD-
71, CD-44 ve CD-29 reseptorleri agisindan pozitif olduklar1 gosterilmistir. Bu isaretlerin
yaninda kok hiicreler cesitli sitokinleri, bliylime faktorlerini, ECM ve adezyonla iligkili
reseptorleri eksprese etmektedir. Ancak bu faktorlerin ekspresyonu i¢in tim MSC’leri
kapsayan bir genelleme yapilamaz. MSC’lerin sahip oldugu bu heterojenite de bir¢ok
hiicreye farklilagabilmelerini saglamaktadir [7]. Mezenkimal kok hiicrelerin taninmasinda

kullanilan 6zellikler Cizelge 2.1°de verilmistir.

Cizelge 2.1. Mezenkimal kok hiicrelerin taninma kriterleri [29].

1. Standard kiiltlir kosullarinda plastic yiizeylere yapisma

2. Fenotip Pozitif (= % 95 +) Negatif (<% 2 +)
CD 105 CD 45
CD 73 CD 34
CD 90 CD 14 veya CD 11b
CD 79a veya CD 19
HLA-DR

3. In vitro farklilagsma: osteoblastlar, adipositler, kondroblastlar

(In vitro hiicre kiiltiirinde boyamalarla gdsterilir)

Ozellikle doku miihendisligi caligmalarinda kullanilan bir diger dnemli mezenkimal kok
hiicre kaynagi da yag dokusudur. Yag doku da, kemik iligi gibi mezenkimden kdken almigtir
ve doku igerisinde kolayca izole edilebilen bir destek stromasi bulunmaktadir. Burada
bulunan kok hiicreler, kararli bir proliferasyon ve biiylime kinetigi gosterirken, MSC’ler gibi
osteojenik, belli kosullarda adipojenik, miyojenik ve kondrojenik hatlara farklilagabilirler.
Hiicre yiizey antijenleri incelendiginde, adipoz kokenli kok hiicrelerin (ADMSC), MSC’ler
ile benzer olarak CD-29, CD-44, CD-71, CD-90, CD-105/SH2 ve SH3 ekspresyonu
gosterdikleri ve CD-31, CD-34, CD-45 agisindan negatif olduklar1 belirlenmistir. Bunun
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yaninda ADMSC’ler iki ylizey antijeni agisindan MSC’lerden ayrilir. ADMSC’ler CD-49
acisindan pozitifken, CD-106 agisindan negatiftir. MSC’lerde ise bu durum tam tersinedir.
Yapilan arastirmalarda CD-106’nin  hematopoez ile iliskili oldugu belirlenmistir.
ADMSC’lerin bu antijen bakimindan negatif olmasi non-hematapoietik bir dokuda

bulunmalarindan kaynaklanmaktadir [30].

2.2.1.2. Mezenkimal kok hiicrelerin farkhlasmasi

Hiicrelerin in vivo kosullarda farklilasmalarini saglayan mikrogevre, ¢oziiniir faktorlerin
yaninda, hiicre-hiicre ve hiicre-matris etkilesimlerini igermektedir. Yetiskin kok hiicre
calismalarinda, iistesinden gelinmesi gereken temel nokta hiicre i¢i ve hiicre dis1 uygun
sinyallerin saglanmasi ve bodylece in vitro kosullarda hiicre farklilagmasmin kontrol
edilmesidir. Bu amaca yonelik olarak gerceklestirilen calismalarda sinyal yollar1 ve
transkripsiyonel diizenlemeler ile ilgili bircok veriye ulasilmakla birlikte heniliz tiim

farklilasma mekanizmalar1 aydmlatilamamustir.

MSC’lerin  proliferasyonlar1 ve ozellikle adipojenik, kondrojenik ve osteojenik
farklilagsmalarinda etkili olan birgok hormon, vitamin, biiylime faktorii ve sitokin in vitro
olarak test edilmistir. MSC’lerin in vitro kosullarda proliferasyonlarinin yaninda kendini
yenileme 06zelliklerinin ve farklilasma potansiyellerinin korunmasimin da biiyiikk 6nemi
vardir. Bu noktada FGF-2’nin (fibroblastik biiylime faktorii) 6nemli bir role sahip oldugu
goriilmiistiir. Gen transferi kullanilarak yapilan ¢caligmalarda kemik morfogenetik protein
(BMP) ekspresyonunun osteojenik, transformik biiyiime faktorii (TGF-f) ekspresyonunun

ise kondrojenik farklilagsmay1 uyardigi belirlenmistir.

MSC’lerin en ayrmtili sekilde karakterize edilmis farklilasma mekanizmalar1 osteojenik ve
adipojenik farklilasmalaridir. Bu mekanizmalarda RUNX2 ve PPARy transkripsiyon
faktorleri rol oynamaktadir. Bu iki trankripsiyon faktorii TAZ adi verilen ko-aktivatoriin
kontrolii altindadir. TAZ, RUNX2 bagimli osteojenik gen ekspresyonunu aktive ederken,
PPARy-bagimli adipojenik gen ekspresyonunu baskilar.

Liu ve ark. yaptig1 bir ¢alismada telomeraz aktivitesinin de MSC farklilagmas1 tizerinde etkili
oldugunu belirlemistir. MSC’lerin de, diger hiicrelerde oldugu gibi, her bolinmede telomer
bolgeleri kisalmakta ve replikasyon kapasiteleri azalmaktadir. Yapilan caligmalarda
telomeraz -/- fareler kullanilmis ve farelere ait MSC’lerin hi¢ bir kosulda adipojenik ya da

osteojenik farklilagmaya gitmedigi belirlenmistir. Bu dogrultuda, telomeraz aktivitesinin,
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sadece MSC’lerin kendini yenileme mekanizmalar1 i¢cin degil, farklilagma yetenekleri i¢in

de gerekli oldugu sonucuna varilmstir [31].

2.2.1.3. Mezenkimal kok hiicrelerin potansiyel klinik uygulamalan
MSC’lerin plastisite potansiyelleri ve kendini yenileme Kkapasiteleri klinik doku
rejenerasyonu agisindan biliylik bir avantaj olarak goriilmektedir. Bu amagla yapilan

calismalarda bircok hayvan modeli ortaya koyulmaktadir.

MSC’lerin klinikte kullanimina ydnelik olarak yapilan ¢aligmalarin biiytik bir kismi kemik
hasarlarinin giderilmesine yoneliktir. Burada amaglanan biyomalzemeler araciligiyla canli
implantlar olusturmaktir. Bu alanda yapilan en heyecan verici klinik c¢alismalar,
‘osteogenesis imperfecta’ ya da kirllgan-kemik hastalari tizerine gergeklestirilmis ve otolog
MSC transplantasyonu yapilarak olduk¢a umut verici sonuglar elde edilmistir [32]. Kemigin
yaninda artikular kikirdak iizerine de ¢alismalar gerceklestirilmektedir. ichinose ve ark.,
MSC’leri aljinat kiireler icerisinde kondrojenik farklilasma ortaminda kiiltlir etmisler ve
kikirdak nodiillerinin olustugunu gdzlemlemislerdir [33]. Ilerleyen zamanlarda bu
nodiillerin, ilging bir sekilde, kalsifiye olduklar1 ve osteoblastik ekspresyon profili
gostererek, endokondral kemiklesmeyi taklit ettiklerini belirlemislerdir. Bu veriler 3-boyutlu
yapilarin kullanildig:r in vitro modellerde, MSC’ler araciligi ile endokondral kemik

olusumunun gergeklestirilebilecegini diisiindiirmektedir.

Bir diger potansiyel uygulama ise kalp dokusunda bulunan MSC’lerin lokal rejenerasyonu
saglamasina yoOneliktir. Yapilan bir¢ok in vivo ¢alismada, MSC transplantasyonunun,
kardiyomiyopati ve iskemik hasarli hayvan modellerinde, kardiyak fonksiyonlarini
arttirdigini gostermektedir. Ancak MSC’lerin rejenerasyonu dogrudan sagladiklar1 ya da
miyogenez ve anjiyogenezin MSC’lerin parakrin aktivitesi ile mi gergeklestigi tam olarak
aydmlatilamamistir. Diger bir ¢alismada ise, kornealar1 kimyasal olarak hasara ugramis

siganlarda, doku iyilesmesinde MSC’lerin parakrinik rolleri ortaya koyulmustur [34].

Ayn1 zamanda MSC’lerin tedaviye yonelik ¢aligmalarda tastyici olarak kullanilmasi da s6z
konusudur. Nakamura ve ark. yaptiklar1 bir calismada, adenoviral vektorler aracilig ile IL-
2 (interlokin-2) geni transfekte edilmis MSC’lerin, tiimor tasiyan hayvanlarda anti-
timorojenik etki gosterdigini ve yasam siiresinin arttigini belirlemislerdir. Literatiirde,
genetik olarak modifiye edilmis MSC’lerin Parkinson hastaligindan kalp rahatsizligina

kadar farkli hastaliklarin tedavisinde kullanildig1 ¢aligmalar yer almaktadir.
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Klinik uygulamalara yonelik olarak yapilan bu ¢alismalarda MSC’lerin insanlarda ya da
hayvanlarda allojenik reaksiyonlara neden olmadigi goriilmiistiir. Cok kesin olmamakla
beraber bu hiicrelerde doku uyumlulugu komplekslerinin (MHC-II) bulunmadigi
diistiniilmektedir. Bu noktada annenin bebegine kars1 gelistirdigi mekanizma ile benzer bir
mekanizma s6z konusudur. MSC’lerin in vitro kosullarda T-hiicrelerinin proliferasyonu
iizerinde immiinbaskilayic1 bir etki gosterdigi ve inaktif T-hiicreleri {izerinde bir etki
gostermezken, aktif T-hiicrelerinin apoptozunu uyardigi belirlenmistir. Buradan yola
cikilarak MSC transplantasyonunun otoimmiin hastaliklarin tedavisinde kullanilabilecegi
diistiniilmektedir. Ancak tiim bu ¢aligmalarin klinikte uygulanabilir olmasi i¢in, daha genis
arastirmalarla elde edilecek verilerin arttirilmasi ve MSC’lerin, yiiksek proliferasyon
kapasitelerine bagli olarak, ileride malignant yapilar olusturup olusturmayacaginin

anlagilmasi gerekmektedir [35].

2.2.2. Kemik Doku iskeleleri

Kemik doku miihendisligine yonelik olarak yapilan caligmalarda, etkin bir kemik
rejenerasyonunun saglanmasi i¢in, belirlenen hiicrelerin ve uygun sinyallerin hasarli bolgeye
tasinmas1 gerekmektedir. Bu noktada kullanilan doku iskeleleri, hiicreler ve sinyal

molekiilleri i¢in bir tastyic1 gérevi géormektedir.

2.2.2.1. Biyomalzeme secimi

Daha oOnce de belirtildigi {iizere, kemik doku rejenerasyonunda kullanilacak doku
iskelelerinin 2 temel 0Ozelligi saglamasi gerekmektedir; osteoindiiksiyon Ve
osteokondiiksiyon. Malzemelerin osteoindiiktif 6zellikleri sayesinde pluripotent hiicreler,
osteoblastlar gibi 6zellesmis hiicrelere farklilasirken, osteokondiiktivite kan damarlarinin

gelisimi ve hiicrelerin biiylimesi i¢in 3-boyutlu bir yap1 sunmaktadir [3].

Biyomalzemelerin bozunma hizi, molekiiler agirliklari, polidispersiteleri, krsitaliniteleri ve
termal gecislerine gore farklilik gostermektedir. Malzemenin hidrofobisitesi ve kristalinite
yiizdesi hiicresel fenotipi etkilemektedir. Ayni1 zamanda yiizey yiiklerinin, hiicrelerin
yayllmasinda, yiizeye olan afinitelerinde ve fenotipik ekspresyonda etkin oldugu

belirlenmistir.

Biyomalzemelere karsi olusturulan lokal doku cevabi, malzemenin ve bozunurluk
driinlerinin biyouyumluluguna baghdir. Biyomalzemenin erozyon mekanizmasi, c¢evre

dokulardaki pH’nin degismesine neden olabilmektedir. Malzemenin viicut tarafindan hizlica

15



absorbe edilmesi pH’y1 daha kararl kilarken, uzun bir absorpsiyon siirecinden sonra pH ani

olarak diisebilmektedir.

Doku iskelesi olarak kullanilacak biyomalzemelerin sahip olmasi gereken bir diger 6zellik
de, besin alig-verisine olanak saglayan gozenekliliktir. Gozenek seklinin ve boyutunun hiicre
yapigsmasi ve uzun donem hiicre canliliginin korunmasinda dogrudan etkili oldugu
gorilmiistiir. Optimum gozenek boyutu hiicre tipine gore farklilik gostermektedir. Tsurga
ve ark. seramik malzemeler i¢in 300-400 pm gozenek ¢apinin ektopik kemik gelisimine
olanak sagladigin1 gostermistir. Benzer sekilde Holmes ve ark., insan osteonlarmi 6rnek
alarak, 200-400 um araliginda gozenek boyutunu optimum goézenek boyutu olarak
onermislerdir. Diger yandan gozeneklilik malzemenin mekanik 6zelliklerini olumsuz olarak

etkilemekte ve daha karmasik malzeme tasarimlarina ihtiya¢ duyulmaktadir.

Osteoblast proliferasyonunun, yiizey topografisi, gerinimi ve diger mekanik uyaranlara kars1
duyarli oldugu bilinmektedir. Yiizeyin piiriizliliigii, ylizeydeki yapilarin boyutu, sekli, hiicre
yapismasini, proliferasyonunu ve fenotipini etkilemektedir. Hiicreler yiizey topografisindeki
degisimleri ayirt edebilmekle beraber yiizey kimyasi ve enerjisine de duyarhilik

gostermektedirler [3, 36].

Bu sistemler genellikle, dogal polimerler, sentetik polimerler, seramikler ya da kompozit
malzemeler kullanilarak hazirlanmaktadir [3]. Ozellikle, dogal polimerler ve
hidroksiapatitin kullanildig1 kompozit yapilar kemik doku miihendisliginde siklikla tercih
edilmektedir [4, 37, 38]. Kitosan/HA kompozit yapilar, mikrometreden, nanometreye kadar
farkli boyutlardaki HA partikiillerinin yapiya katilmasi ile iiretilmekte, baz1 durumlarda bu
sistemlerden ila¢ salimi da yapilmaktadir [39, 40]. Ipek ile gerceklestirilen kemik doku
mithendisligi calismalarinda da, yapiya katilan HA ile, malzemenin mekanik ve

osteokondiiktif 6zellikleri gelistirilebilmektedir [41].

2.2.2.2. Doku iskelesi iiretim yontemleri

Kemik doku miihendisligi i¢in tasarlanan 3-boyutlu doku iskelerinin bazi temel 6zellikleri
tasimas1 gerekmektedir. Oncelikle doku iskelesi, osteoblast ve osteoprogenitdr hiicreleri
barindirabilmek, hiicre proliferasyonunu ve farklilasmasmi destekleyerek kemik doku
olusumunu giiclendirmek i¢in yeterli gézeneklilige sahip olmalidir. Ayrica homojen bir
hiicre dagilimi, besin maddelerinin ve metabolitlerin kolay difflizyonu i¢in gézenekler arasi
baglantilar da 6nem tasimaktadir. Doku iskelesi yeni olusan kemik dokuya uygun bir ¢evre

saglayacak mekanik ozellikleri gostermelidir. Doku iskelesinin bozunma hiz1 yeni doku
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olusumu ile es zamanli olmali bdylece bir yandan yapisal biitiinliikk korunurken, bir yandan
da yeni olusan doku i¢in yol gosterici bir ortam saglanmalidir. Son olarak doku iskelesi,
kemik hiicrelerinin yapigmasi ve fonksiyonlar1 i¢in uygun bir ylizey kimyasmna sahip
olmalidir. Gozenekli 3-boyutlu polimerik doku iskelelerinin iiretimi i¢in birgok farkli teknik
gelistirilmistir (Sekil 2.4) [42]. Kemik doku miihendisliginde kullanilan malzemeler ve

tiretim yontemleri Cizelge 2.2’de 6zetlenmistir [43].
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Sekil 2.4. Doku iskelesi liretim yontemleri ([44] ten degistirilerek).
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Cizelge 2.2. Kemik doku miihendisliginde kullanilan malzemeler ve iiretim yontemleri.

Uretim yontemi Malzeme Gozenek boyutu (num) Gozeneklilik (%) Yapisal ozellikler
uzaklastirma gbozenekler
e Gaz kopiiklestirme Poli (laktid-ko- <100 >90 Kapali gozenekler
glikolid)
e Liyofilizasyon Kitosan <200 <97 Yiiksek oranda igsel
baglantili gdzenekler
e Elektroegirme Polikaprolakton <5-100 ~90 Yetersiz mekanik
(PCL) ozellikler
e Hizli-prototipleme Aljinat 45-150 <60 Belli bir geometriye
sahip, i¢sel baglantili
gbzenekler
e Sicaklik ile olusturulan Poli (L-laktik asit) <200 >97 Yiiksek oranda igsel

faz ayrimi

baglantili gbzenekler




2.2.3. Kemik Doku Miihendisliginde Biyosinyalizasyon

Kemik rejenerasyonu, ¢esitli mekanobiyolojik uyaranlar tarafindan diizenlenen, kompleks
hiicresel olaylar1 igeren biyolojik bir siirectir. Bu siiregte Onciil hiicrelerin, fibroblast,
kondrosit ya da osteoblast olmak iizere hangi hiicrelere farklilasacaklari, kollajendz matrisin

ve dokular arasindaki sivinin tasidigi biyokimyasal ve biyofiziksel uyaranlarca belirlenir
[45].

Insan viicudunda, doku yap1 ve fonksiyonunun gelistirilmesinde ve devamliliginda birgok
biyofiziksel ve biyokimyasal uyaran rol almaktadir. Bu noktada, c¢esitli uyaranlarin
kulllanimi, olusturulacak dokunun biyolojik ve fizyolojik 6zelliklerinin iyilestirilmesinde
kritik 6nem tasimaktadir. Yapilan in vitro ¢aligmalarda, kimyasal, mekanik ve malzeme
temelli (topografi, doku iskeleleri vb.) uyaranlar oldukca iyi karakterize edilmistir. Son
yillarda arastirmacilar 151k ve elektrik ile stimiilasyon gibi alternatif hiicre uyarici/aktive
edici siireclere yonelmislerdir. Sinir, kardiyak ve iskelet doku ile yapilan bir¢ok ¢aligma
olmakla beraber, bu tiir alternatif biyofiziksel uyaranlarin formlari, doza ve zamana bagh
etkileri kapsamli olarak incelenmeli ve hedef doku icin etkin parametreler ortaya

koyulmalidir [46].

2.3. Biyofiziksel Stimiilasyon

Biyolojik ve biyomekanik prensipler dogrultusunda, biyofiziksel uyaranlarin, dokunun lokal
cevresine ve uygulanan mekanik strese baglh olarak, kemik doku hasarlarmim iyilesmesini
hizlandirdig1 bilinmektedir. 1955 yilinda Yasuda’nin ortaya koydugu ‘Electric Callus’
fenomenine gore; kemik dokuya uygulanan dinamik enerji, yeni doku olusumuna
aktarilmaktadir [47]. Bu fenomenin ortaya koyulmasi ile birgok biyofiziksel uyaranin kemik
olusumu tizerine etkisi incelenmistir. Diisiik yogunluklu ses dalgalarinin, erken donem ECM
protein sentezini arttirarak kemik iyilesmesini giiglendirdigi goriilmiistiir [48]. Bodamyali
ve ark. elektromanyetik alanin, osteoblastlarda kemik morfogenetik protein 2 (BMP-2) ve
kemik morfogenetik protein 4 (BMP-4) sentezini arttirarak osteogenezi uyardigini ortaya
koymustur [10]. Yapilan bir diger ¢alismada, ekstrakorporal sok dalgalarinin mikrotravma
ve mikrokiriklara neden oldugu ve bu durumun neovaskiilariizasyonu uyararak, osteoblast
ve fibroblast aktivitesini arttirdig1 belirtilmistir [49]. Diisiik enerjili lazer 1siklar1 da kemik
doku miihendisliginde kullanilan diger bir uyar1 kaynagidir. 632 nm dalga boyunda,
osteobastlarla yapilan bir ¢aligmada, 151k varliginda, hiicre proliferasyonunun yaninda,
alkalin fosfataz aktivitesinin (ALP), osteopontin (OPN) ve kemik sialoprotein (BSP)

ekspresyonlarinin da arttig1 belirlenmistir [11].
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2.3.1. Fotostimiilasyon

Diisiik enerjili lazer terapi (Low-Level Laser Therapy-LLLT) yaklagik 30 yildir yara
lyilesmesinde kullanilmaktadir. Ayrica rejeneratif tip, dis hekimligi gibi bircok alanda
kendine kullanim alani bulmakta olan LLLT, ilk kez Mester tarafindan uygulanmis ve
‘fotobiyostimiilasyon’ olarak tanimlanan bu uygulama tip bilminde yeni bir sayfa agmistir
[50]. Daha sonra Karu, lazerin hiicresel aktivitelerin biyomodiilasyonu {izerindeki
mekanizmalarint ayrintili olarak ¢alismistir [51]. Son yillarda fotobiyomodiilasyonun deri
[52, 53], sinir [54], iskelet kas1 [55, 56] ve kemik [57] doku iizerindeki etkileri ile ilgili
bircok calisma sunulmustur. Diisiik enerjili lazerin yara iyilesmesinin yaninda hiicre
proliferasyonunu ve kollajen sentezini arttirdigi ortaya koyulmustur [58] ve fibroblast,
keratinosit, insan osteoblastlar1 ve lenfositler gibi bir¢ok farkli hiicrenin proliferasyonu
iizerindeki etkileri incelenmistir. Ayrica, LLLT varliginda, kemik iligi kokenli kok hiicreler,
adipojenik kok hiicreler, dental pulp kok hiicreleri gibi farkli kok hiicrelerin farklilagma
davraniglar1 incelenmis [59], 3-boyutlu matrislerde, mezenkimal kok hiicrelerin osteojenik

fenotipinin arttig1 ortaya koyulmustur [60].

LLLT uygulamalarinda genellikle 600-1100 nm dalga boyu ve 1-500 mW aras1 gii¢
kullanilmaktadir. Uygulama sekli siirekli ya da kesintili olacak sekildedir ve enerji
yogunlugu goreceli olarak diisiiktiir (0.04-50 J/cm?). LLLT hedef dokuya veya tek tabakali
hiicrelere dogrudan uygulanabilir. LLLT nin hiicre apoptozunu onlerken, proliferasyonu,
migrasyonu ve adezyonu arttirdig1 goriilmiistiir. Ancak bu biyolojik cevaplar doza bagimli

olarak degisiklik gosterebilmektedir [61].

2.3.1.1. Isik kaynaklan

Lazer 1s1k kaynaklari: Lazer (Light amplification by stimulated emission of radiation),
radyasyonun uyarilmis emisyonu ile 1s1g1n uyarilmasi anlamina gelmektedir. Kavram olarak
ilk kez 1917 yilinda Einstein tarafindan ortaya atilmis ve ‘Lazer’ sozciigii ilk kez Gould
tarafindan kullanilmistir. Teorik olarak lazer, disaridan yapisina elektron katan bir atomun
ortama yaydig1 tek dalga boyunda, uniform hareket gosteren (koherent) foton

parcaciklarindan olusan, sacilim gostermeyen bir 151k demetidir.

Isimanin dalga teorisine gore, atomlarin ¢esitli bigimlerde ortama yaydiklar1 enerji ve bu
enerjinin elektrik ve manyetik alanda olusan bilesenler esligindeki yayilimina
‘elektromanyetik radyasyon’ denir. Isin demetleri bu elektromanyetik sagilimin pargasidir.
‘Radyasyon’ adi verilen enerji salimi, degisik dalga boylarinda olup bunlarin tiimii

elektromanyetik spektrumu olusturur (Sekil 2. 5) [62].
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Sekil 2.5. Elektromanyetik spektrum ([63]’ten degistirilerek).

Lazer kaynaklari tek bir dalga boyundan olusur. Boylece, belli bir frekanstaki yogun enerji
miktar1 kiigiik bir alana yonlendirilebilir. Isi§in dalga boyu icerdigi elemente gore degisir.

Lazer sistemleri, 15181n olusmasinda rol oynayan bu aktif elemente gore adlandirilir [64, 65].

LED 1s1k _kaynaklari: LED (Laser Emitting Diode) 151k kaynaklar1 1990’11 yillarin
ortalarinda gelistirilerek kullanima sunulmustur. Kelime anlam1 ‘1s1k yayan diyotlar’ olan
LED’lerin yapilarinda birinden digerine elektron gecisini saglayan iki ayr1 iletken bulunur.
Bu sistemde ortama elektrik verildiginde, elektronlar bu iletkenlerden gegerek LED 1s1k
kaynaklarindan farkli dalga boylarinda 1sik yayilmasi saglanmaktadir. LED’ler koherent
olmayan 151k kaynaklaridir [66].

Plazma ark 1sik kaynaklari: Plazma ark 151k kaynaklarinda, inert gaz dolu basingh bir
hazne igerisinde birbirinden ayr1 iki tungsten elektrot bulunur. Bu elektrotlar aralarindaki
boslukta yiiksek elektrik potansiyeli olustururlar. Elektrotlar arasinda yiiksek voltajli elektrik
olustugunda bir kiviletm meydana gelir ve ¢evresindeki ksenon gazi iyonize olarak plazmay1
meydana getirir. ‘Plazma’ kelimesi, yiiksek sicaklikta, pozitif iyonlardan ve elektrotlardan
olusmus iyonize gazi ifade eder. Boylece ¢ok yiiksek seviyelerde enerji olusturulur. Bu 151k
kaynaklarinin, morétesi (UV), goriiniir ve kizilotesi (IR) olmak iizere oldukca genis bir

enerji spektrumlar vardir [65].

2.3.1.2. Fotostimiilasyonun molekiiler mekanizmasi
Fotostimiilasyonun etki mekanizmalarmi1 tam olarak anlamak i¢in dokunun optik

ozelliklerini ortaya koymak gerekmektedir. Isigm dokuya en etkin sekilde penetre oldugu
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bolgeye ‘optik pencere’ denilmektedir (Sekil 2.6). Bu pencere yaklasik olarak 650-1200 nm
arasinda ¢alismaktadir. Mavi bolgedeki 1s1gm doku tarafindan absorbsiyonu ve doku iginde
ilerlemesi kirmiz1 bolgeye gore ¢ok daha yiiksektir. Cilinkii kromoforlar (hemoglobulin ve
melanin) kisa dalga boylarinda, 15181 ¢ok daha etkin sekilde absorbe edebilirler. Bunun
yaninda 1100 nm’den daha biiyiik dalga boylarinda su, doku tarafindan giiglii bir sekilde
absorblanir. Bu bilgiler 1s18inda, dokularin hasar gérmemesi ic¢in, fotostimiilasyon
uygulamalarinda kirmizi ve kirmiziya yakin 11k kullanilmaktadir (600-1100) [61] ve hiicre
bliylimesi, proliferasyonu ve farklilasmasinin da oldugu bir¢cok biyolojik siireg
uyarilmaktadir. Bu etkinin arkasinda yatan molekiiler olgular tam olarak anlagilmamakla

beraber asagida aciklanan bazi mekanizmalar tanimlanmaistir.
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Sekil 2.6. Dokunun optik dzellikleri ([61]’den degistirilerek).

Hiicresel kromoforlar: En bilinen mekanizmaya gore, 151k enerjisi (protonlar) hiicre ya da

mitokondri membraninda yer alan kromoforlar tarafindan absorblanmakta ve fotonik enerji
kimyasal enerjiye doniistiiriilmektedir [67]. ATP, ¢oklu P2 niikleotit reseptor alt tipi ile
birlikte hiicre ici kalsiyum (Ca*?) seviyesini arttirir [68-70], protein ve DNA sentezini, hiicre
farklilagsmasindaki erken ve ge¢ donem genlerinin ekspresyonlarini diizenler [70, 71]. Ayni
zamanda ATP, hiicre proliferasyonu i¢in gerekli olan ERK1/ERK2 sinyal yollarmi aktive
eder [72]. ATP’nin indiikledigi ERK1/ERK2 yolu mitojen aktive protein kinaz (MEK)’a
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bagimli, fosfatidilinositol 3-kinaz (P13K)’dan bagimsizdir ve hiicresel proliferasyon i¢in

biiylik 6nem tasimaktadir [73].

Mitokondriyal solunum_ ve ATP: Mitokondrinin hiicre i¢i enerji iretiminde ve

metabolizmanin kontroliinde ©6nemli bir rol oynadigi bilinmektedir. Yapilan bir¢ok
calismada, mitokondrinin fotostimiilasyona karsi olusturulan hiicresel cevaptan sorumlu

olduguna dair bulgular sunulmustur.
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Sekil 2.7. Isigin NO tizerindeki etkisi ([61] den degistirilerek).

Sitokrom ¢ oksidazin (Cox) kizil ve kizila yakin 1siklar i¢in birincil fotoreseptér oldugu
diisiiniilmektedir [74]. Ozellikle stres altindaki ya da hipoksik hiicrelerde, mitokondri
tarafindan tiretilen nitrik oksit (NO) Cox’a baglanarak solunumu inhibe etmekte ve yarigmali
olarak oksijenle yer degistirmektedir. Fotostimiilasyon sonrasinda hiicrelerde NO
konsantrasyonunun arttig1 tespit edilmistir. Isigin NO’yu Cox’dan ayirdig: diigiiniilmektedir.
Bu durumda oksijen bos kalan bolgeye tekrar baglanmakta ve solunum eski seviyesine

gelerek ATP sentezini arttirmaktadir (Sekil 2.7) [75, 76].
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Ayn1 zamanda fotostimiilasyon, hiicre i¢i reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) seviyesini arttirir.
ROS, siiperoksit, serbest radikaller (hidroksil radikalleri, hidrojen peroksitler) ve hidroksil
radikalleri igeren kii¢lik oksijen iyonlaridir. ROS, oksijenin normal metabolizmasi sonucu
olusmakta ve hiicresel sinyal yollarinda, niikleik asit ve protein sentezinde, enzim
aktivasyonunda ve hiicre dongiisiinde Onemli rol oynamaktadir. Fotostimiilasyon
calismalarinda elde edilen bulgular, 15181in hiicrelerin redoks potansiyelini oksidasyon
yoniinde degistirdigini ve ROS seviyesini arttirdigini ortaya koymustur [77-79]. ROS
seviyesindeki artis, ROS/Akt yolu iizerinden hiicre proliferasyonunu indiikler [80-82].
Proliferasyonun artis1 yaninda bu sitoplazmik cevaplar transkripsiyonel degisikliklere de
neden olabilmektedir. NF-kB gibi bir¢ok transkripsiyon faktorii hiicresel redoks
seviyesindeki degisimler ile diizenlenmektedir (Sekil 2.8) [83].
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Sekil 2.8. Isigin ROS iizerindeki etkisi ([61] den degistirilerek).

2.3.1.3. Fotostimiilasyona karsi olusturulan hiicresel cevap
Fotonik enerjinin kimyasal enerjiye doniistiiriilmesi sinyal yollarini uyardig: gibi hiicrenin
membran gecirgenligini de degistirmektedir ve bu durum hedef hiicrede fizyolojik

degisikliklere neden olmaktadir [84]. Molekiiler diizeyde gerceklesen bu olaylar sonucunda
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mikrodolasim, ATP, RNA ve DNA sentezi artmakta, hiicrenin oksijenlenmesi, beslenmesi

ve rejenerasyonu iyilesmekte, mitokondriyal elektron tagima sistemi giiclenmektedir [85,
86].

Fotostimiilasyon ile yapilan c¢aligmalarda en sik goriilen etki kiiltiirdeki hiicrelerin
proliferasyonundaki artistir. Proliferasyon ¢aligmalarinda genellikle 632 nm’de kirmiz1 151k
yayan helyum-neon (He-Ne) ve 830 nm kizil Gtesi 151k yayan galyum-aluminyum-arsenik
151k kaynaklar1 kullanilir [80]. Literatiirde 151gm hiicre proliferasyonunu arttirdigina dair
bircok bulgu bulunmakla beraber, bazi1 ¢alismalarda negatif sonuglar da sunulmustur. Ga-
Al-As lazer ile yapilan bir ¢alismada, 830 nm dalga boyunun fibroblast ve keratinosit
hiicrelerinin kiiltiirdeki proliferasyonlarmi arttrmadigini gostermistir. Diger bir ¢calismada
ise fibroblast hiicrelerinin 1518a, endotel hiicrelerinden daha fazla cevap verdigi goriilmiistiir.
Elde edilen bu sonuglar, fotostimiilasyon ¢aligmalarinda dalga boyunun ve hiicre tipinin

onemini vurgulamaktadir [87].

Ayrica bazi ¢alismalarda hiicre proliferasyonunun 665-675 nm dalga boyunda en iist diizeye
ulasirken, 810 nm’ de inhibe oldugu goriilmiistiir. Bu durum hiicrenin fizyolojik durumu ile
aciklanabilir. Sunulan raporlarda, hiicrelerin yavag iiredigi durumlarda 1s181mn uyarici
etkisinin olustugu, ancak hiicrenin tam olarak islevsel oldugu ve serumca zengin ortamlarda

bulundugu durumlarda ise 1$1g1n uyarici etkisinin ortadan kalktig1 gosterilmistir [88].

Fotostimiilasyon c¢alismalarinda tercih edilen bir diger hiicre grubu da mezenkimal kok
hiicrelerdir. Hou ve ark. yaptiklar1 ¢alismada indium-galyum-arsenit-fosfat (In-Ga-As-P)
151k kaynagi ve 635 nm dalga boyunu kullanmiglardir. Kemik iliginden izole ettikleri kok
hiicreleri, srastyla, 75, 150, 300 ve 750 s, 0.5, 1, 2 ve 5 J/cm? enerji yogunlugunda 1s18a tabi
tutmuslardir. Kontrol grubu ile karsilastirildiginda herhangi bir sitotoksik etkiye
rastlanmazken, hiicre proliferasyonu 6nemli derecede artmistir [89]. Tuby ve ark. Ga-As
lazer kullanarak, kardiyak kok hiicreleri, in vitro kosullarda, 840 nm dalga boyuna maruz
birakmiglar ve fotostimiilasyon sonrasinda hiicre sayisinin 6nemli Olglide arttigmi
gozlemlemislerdir [90]. insan dental pulpa kok hiicreleri ile yapilan bir diger ¢calismada ise,
hiicre biiyiimesinin, 660 nm (In-Ga-Al-P) dalga boyunda ve 3 J/cm? enerji yogunlugunda,
artig gosterdigi belirlenmistir [91]. AAMSC’ler ile yapilan fotostimiilasyon g¢aligmasinda,
hiicreler 635 nm dalga boyunda, 5 J/cm? enerji yogunluguna maruz birakilmistir. Optik
yogunluk ile dlciilen proliferasyonun uyarildig1 ve ayni zamanda Western blot analizi ile kok

hiicreler i¢in immiinositokimyasal bir igaret olan f 1-integrinin arttig1 tespit edilmistir [80].
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Fotostimiilasyonun proliferasyon yaninda farklilasma {izerine de etkileri gosterilmis ve
osteoblast kiiltiirlerinde, matris iiretimini, DNA sentezini ve kemik nodiil olusumunu
uyardig1 belirlenmistir. Abramovitch-Gottlib ve ark. mezenkimal kok hiicre ektikleri 3-
boyutlu mercan doku iskelelerini, He-Ne lazer kullanarak, 632.8 nm dalga boyunda 1518a
maruz brrakmustir. Isik ile uyarilan 6rnekler, kalsiyum ve fosfota ait pikler varliginda giiclii
bir doku olusumu ve osifikasyon seviyesi sergilemistir [60]. Farklilagmaya yonelik yapilan
diger bir caligmada, mezenkimal kok hiicreler, farkli periyotlar ve enerji yogunluklarinda
647 nm dalga boyundaki kirmiz1 151k ile muamele edilmistir. 4-5 giin sonra 151k, osteoblast
mineralizasyonunu onemli derecede arttrmistir [58]. Yine mezenkimal kok hiicrelerin
kiiltiire edildigi farkl bir calismada, Petri kaplarmin altina tutturulan bir fiber yardimi ile
405 nm dalga boyundaki 1sik kullanilmistir. Sonuglar, bu dalga boyundaki 15181n
ekstraseliiler kalsifikasyonu artirdigimi ve sirkadyan ritm protein kriptokrom 1’in (CRY 1)
sitoplazmadan cekirdege tasinmasmi uyardigmni gostermistir. CRY, mezenkimal kok
hiicrelerdeki ekstraseliiler kalsifikasyonu ve kemik yogunlugunu kontrol eden sirkadyan

ritimin temel diizenleyicisidir [92].

2.3.1.4. Fotostimiilasyon parametreleri

Daha once de deginildigi lizere, fotostimiilasyon uygulamalarinda en 6nemli parametre
uygulanan 15181n dalga boyudur. Yapilan ¢alismalarda kullanilan 1siklar, goriiniir, kizilotesi
ve mordtesi seklinde siniflandirilabilir. Bu alanda yapilan ¢alismalarda, 860 nm’nin hiicre
proliferasyonunu arttirdigi, 812 nm’nin ise DNA sentezini arttirdigi belirlenmistir [93, 94].
660 nm’nin fibroblastik biiylime faktorii (FGF) iiretimini arttirirken, 632.8 nm’nin
fibroblastlar1 miyoblastlara doniistiirdiigii goriilmistiir [95, 96]. 780 nm keratinosit kiiltiirii
tizerinde proliferasyonu arttirict bir etki gostermistir [97]. Fibroblast proliferasyonu 665 ve

675 nm’de en yiiksek degerine ulasirken, 810 nm proliferasyonu inhibe etmistir [87].

Dalga boyunun yaninda, lazer 1s181nin ¢ikis giicii, enerji yogunlugu ve uygulama yapilan
hiicrelerin tipi de fotostimiilasyon sonucu olusacak biyolojik cevabi etkilemektedir [98-100].
Uygulanan parametreler, proliferasyon hizini arttirabilecegi gibi bazi durumlarda, protein
sentezini olumsuz olarak etkileyebilmektedir [101]. Bu nedenle yapilacak fotostimiilasyon
caligmasinda, parametreler agisindan dogru kombinasyonun bulunmasi oldukga biiyiik 6nem

tasimaktadir.

Fotostimiilasyon ¢aligmalarinda, ayni dalga boyunun diigiikk dozlarinda, yiiksek dozlar ile
karsilastirildiginda daha etkin sonuclar elde edilebilmektedir. Bu fenomen ‘bifazik doz

cevabr’ ya da ‘hormesis’ olarak adlandirilir. Bu fenomene gore diisiik uyarilarda yasamsal
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aktiviteler yavas yavas artmakta ve uyaran gii¢clendik¢e bu durum hizlanmaktadir. Ancak
uyaran belli bir pik noktasina ulastiginda bu aktiviteler baskilanmakta ve negatif cevap
meydana gelmektedir [80]. Bifazik egriler, etkin bir biyostimiilasyonun elde edilebilmesi
icin en uygun enerji seviyesinin belirlenmesinde kullanilabilmektedir. Ciinkii yapilan
calismalarda yetersiz enerji uygulanirsa herhangi bir cevap olusmamakta, fazla enerji

uygulanir ise biyostimiilasyon biyoinhibisyon ile yer degistirdirmektedir [61, 102].

Fotostimiilasyon uygulamalarindaki parametreler Cizelge 2.3’te 6zetlenmistir:
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Cizelge 2.3. Fotostimiilasyon uygulamalarinda kullanilan parametreler.

Fotostimiilasyon Parametreleri

Parametre Birim Aciklama

Isiga bagh parametreler

Dalga boyu nm Isik farkli bolimler arasinda hareket eden ve dalga benzeri
ozellikler de gosteren elektromanyetik bir enerjidir. Goriiniir
dalga boyu 400-700 nm arasindadir.

Yogunluk W/cm? Gii¢ yogunlugu = lazer ¢ikis giicii (W) / 151k alan1 (cm?)

Sinyal yapisi Pik giicii (W) Ortalama gii¢ (W) = Pik giicii (W) x sinyal genisligi (s) x sinyal

Sinyal frekansi (Hz) frekanst (Hz)

Koherens

Polarizasyon

Sinyal genisligi (s)

Koherens uzunlugu
spektral bant genisligine
gore degisir.

Dogrusal ya da dairesel
polarize

Koherent 151k, hiicre ve hiicresel organeller ile etkilesime girerek
fotobiyomodiilasyonda goérev alan lazer noktaciklari {iretir.

Polarize 15181n, dokular gibi yiiksek dagiticiliga sahip ortamlarda,
hizla ilerleyebildigi bilinmektedir.

Zamana bagh parametreler

Yogunluk
Enerji yogunlugu
Isinlama zamani

Uygulama aralig1

J

Jicm?

S

Saat, giin, hafta

Enerji (J) = lazer ¢ikis giicli (W) x siire (s)

Fotostimiilasyonda doz, enerji yogunlugu olarak tanimlanur.

Yapilan ¢aligmalarda uygulama periyodunun fotostimiilasyonun

etkinligini énemli derecede degistirdigi belirlenmistir.




2.3.1.5. Fotostimiilasyonun doku mithendisligindeki kullanimi
Fotostimiilasyonun molekiiler mekanizmalar1 ortaya koyuldukca doku miihendisligi

alanindaki kullanimi da glindeme gelmeye baslamistir.

Yapilan uygulamalarda farkli parametreler denenerek hedef doku i¢in en uygun kosullar
ortaya koyulmaya ¢alisilmistir. Isigin proliferasyon yaninda, hiicre farklilagsmasi iizerindeki
etkileri incelenmistir. Hiicrelerin, uygun sinyalleri tasiyan ortamlar igerisinde, farklilagtiklar
ve bu farklilasmay1 devam ettirdikleri bilinmektedir. Ozellikle kemik doku miihendisligi
kapsaminda yapilan caligmalarda, fotostimiilasyonun hiicreler {izerinde matris {iretimini,

DNA sentezini ve kemik nodiil olusumunu arttirdigia dair bulgular elde edilmistir.

Kim ve ark. yaptiklar1 ¢caligmada hiicresel farklilagsmay1 desteklemek amaciyla 647 nm’de
kirmiz1 151k kullanmislardir. Oncelikle fare mezenkimal kok hiicreleri (D1 hiicreleri),
osteojenik farklilagma ortammda (ODM: askorbik asit, deksametazon ve B-gliserofosfat
icerir) 3 giin kiiltiire edilmis ve daha sonra, 3 cm mesafeden 1 kez olmak tizere 10, 30 ve 90
S siire ile lazer uygulamasi gergeklestirilmistir. Yapilan analizler sonucunda, lazere maruz
birakilan hiicrelerde; mineralize ekstraseliiler matris ile birlikte hiicre nodiilleri gdzlenmis,
kontrol grubuna oranla, hiicrelerde MTT analizi ile belirlenen proliferasyon artmus, alkalin
fosfataz aktivitesi ylikselmis, osteokalsin, osteopontin, kollajen tip I ve Runx2’ nin mRNA
ifadelerinde artis gézlenmis, mezenkimal kok hiicre isareti olan CD44 ifadesi gozlenirken
hematopoietik hiicre isareti olan CD45 ifadesi olusmamistir. Sonug¢ olarak; ODM ortami
icerisinde 647 nm LED (red light-emitting diode) 1s1gma maruz birakilan mezenkimal kok

hiicrelerde osteojenik farklilasmanin desteklendigi belirlenmistir [58].

Fujihara ve ark. osteoblast benzeri hiicreler lizerinde lazerin etkisini arastirmiglardir. Bu
amagla yaptiklari ¢calismada lazer 1smlar1 ile dekzametazonun hiicreler iizerinde sinerjik bir
etki olusturup olusturmadigini incelemislerdir. Yapilan ¢calismada, Ga-Al-As lazer (780 nm)
hiicrelere 12 s boyunca uygulanmistir. Sonug olarak, dekzametazon varligindan bagimsiz
olarak hiicrelerin proliferasyon orani lazerin etkisi ile artis gostermis, hiicrelerin yapigsmasi
ve osteonektin sentezi ise lazer uygulamasinin yaninda deksametazon varligi ile dnemli
Olciide artmistir. Bu dogrultuda lazerin ortamda bulunan deksametzon ile sinerjik bir etki

olusturarak kemik doku farklilagsmasini destekledigi gosterilmistir [103].

Peng ve Wu’ nun yaptiklari calismada, sigandan elde edilen kemik iligi kokenli mezenkimal
kok hiicreler, ODM ortaminda kiiltiire edildikten 3 giin sonra LED (620 nm) 15181na, 2 cm

mesafeden, giinde 1 kez, 10 dk boyunca maruz birakilmistir. Sonug olarak, kontrol grubuna
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gore lazere maruz kalan hiicrelerde, MTT analizi ile belirlenen hiicre canliliginda artis

meydana gelmis, kollajen tip I alfa I (Collal)’in mRNA ifadesinde artig gézlenmistir [104].

Soleimani ve arkadaglari, mezenkimal kok hiicreler iizerinde ayni dalga boyunu farkl
stirelerde ve farkli yogunluklarda kullanarak, hiicrelerin néronlara ve osteoblastlara
farklilagmasini arastirmislardir. Bu amaca yonelik olarak, insan kemik iliginden elde edilen
mezenkimal kok hiicreler farklilagsma ortaminda kiiltiire edilmislerdir. Daha sonra Ga-Al-As
lazer (810 nm), osteoblastik farklilasma icin 12 s (2 J/cm?) ve 24 s (4 Jlcm?) ve ayrica
noronlara farklilasma icin 18s (3 J/cm?) ve 36s (6 J/cm?) boyunca hiicrelere uygulanmustir.
Yapilan deneyler sonucunda, hiicre canliligi, lazerin etkisi ile osteoblastlarda her iki doz
uygulamasi i¢in, ndronlarda ise sadece 3 J/cm? lazer yogunlugunda artnustir. Fakat 6 J/cm?
lazer yogunlugunda herhangi bir farklilik gézlenmemistir. Ayrica lazere maruz birakilan
hiicrelerde, mezenkimal kok hiicre markerleri olan CD44, CD73, CD105 ve CD166 ifadeleri
gozlenmistir. Uygulanan her yogunlukta noronlara ve osteoblastlara farklilasma
desteklenmistir. Sonug olarak, kemik iligi kokenli mezenkimal kok hiicrelerin lazer etkisi ile

cogalmasi ve farklilasmasinin doza bagimli oldugu belirtilmistir [59].

Abramovitch ve ark. yaptiklar1 ¢alismada, mercan iskeletlerini kullanarak 3-boyutlu
yapilarda lazer 1sinlarmin hiicrelerin farklilasmasi iizerindeki etkisini arastirmislardir. Bu
amagla mezenkimal kok hiicrelere, He-Ne lazer (632.8 nm) 20 cm mesafeden 28 giin
boyunca, her giin 10 dk uygulanmistir. Yapilan analizler sonucunda, hiicrelerin doku
iskelesine ekimi ve lazer uygulamasindan 1-2 hafta sonra hiicre proliferasyon oraninin arttig1
ve ortamda ECM mineralizasyonu ile birlikte doku olusumunun gergeklestigi gézlenmistir.
Ayrica Oil red O boyama yapilmis hiicrelerde adipogenez olusumunun gerceklesmedigi
gosterilmistir. Sonug olarak 3-boyutlu biyomatris ile lazer sisteminin birlikte kullaniminin,
mezenkimal kok hiicrelerin gogalmasini ve osteoblastlara farklilasmasmi uyardigi ve ex-vivo

kemiklesmeyi arttirdigi ifade edilmistir [60].

Khadra ve ark. yapmis olduklar1 ¢calismada, lazer isinlarin1 kullanarak, titanyum implant
materyali ilizerinde insan osteoblast benzeri hiicrelerin tutunmasini, ¢ogalmasimni,
farklilagmasini ve TGF-B1 sentezini aragtirmistir. Hiicreler titanyum diskler tizerinde kiiltiire
edildikten sonra, 3 giin boyunca Ga-Al-As lazere (830nm), 1.5 J/cm? ve 3 J/cm? dozlarinda,
9 cm mesafeden maruz birakilmislardir. Lazer uygulanmis implant yilizeydeki hiicrelerin
kontrol grubuna gore malzeme yiizeyine tutunmalarinda ve proliferasyonlarinda artis

gozlenmistir. Osteokalsinin ekspresyonu ve kemik olusumunda gii¢lii bir etkiye sahip olan
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TGF-B1 in sentezi 3 J/cm? lazer 1513ma maruz kalan hiicrelerde, kontrol grubu ve 1.5 J/cm?

lazer 1g1gma maruz birakilan hiicrelere oranla, artis gostermistir [105].

Bouvet-Gerbettaz ve ark. yaptiklari galismada, fare kemik iligi hiicrelerine, Ga-Al-As lazer
(808nm- 4 J/icm?), 9 cm mesafeden, 1 haftada 3 kez olmak iizere, 91 s uygulanmis ve
hiicrelerin ¢ogalmasi, osteoblast ve osteoklastlara farklilasmasi incelenmistir. Elde edilen
veriler dogrultusunda, lazerin yasayan veya tutunan hiicreler iizerinde etkisi olmadigi,
osteoklast ve osteoblast olusumunu etkilemedigi gosterilmistir. Sonug olarak, lazer
uygulamasinin mezenkimal kok hiicrelerde proliferasyon ve osteoblast ve osteoklast
farklilasmasmi etkilemedigi, lazer uygulanan gruplarda ve kontrol gruplarinda benzer
sonuclarla karsilasildigi, dolayisiyla kullanilan deneysel protokoliin etkili olmadig:

belirtilmistir [106].

2.3.1.6. Klinik uygulamalar

Fotostimiilasyonun klinik uygulamalarinda etkin sonuglar elde edebilmek i¢in, diger tedavi
yontemlerinde de olmasi gerektigi gibi, uygulama kosullar1 hastaya 06zel olarak
belirlenmelidir. Bu dogrultuda, daha 6ncede belirtildigi lizere, frekans, dalga boyu, dalganin

formu, enerji yogunlugu ve uygulama siiresi gibi parametreler géz oniinde tutulmalidir.

Dalga boyu, 15181in doku igine penetrasyonunu kontrol eden 6nemli bir faktordiir. Ayrica
uygulanan dalga formunun tekrar1 (frekans) ve 11k kaynaginin giicii de penetrasyon
derinligini etkilemektedir. Belli bir giicten sonrasi aswr1 doz etkisi yaparak hiicre

yenilenmesini inhibe edebilir, hiicre i¢i proteinlerin denatiirasyonuna ve yaniklara neden

olabilir [107, 108].

Tedavi siiresi genellikle 15 dk ile 1 sa arasinda degismekle ve 10 seans seklinde
uygulanmakla beraber kisiden kisiye degisebilmektedir. Tedavi sonrasinda elde edilen

sonuglar da kisiden kisiye ve hastaliktan hastaliga farklilik géstermektedir [108].

Fotostimiilasyon yaklagimlari, patolojik durumlara hiicresel seviyede etki ettigi i¢in, olduk¢a
umut verici sonuglara sahiptir. Ayrica, gecici olarak dolasimi ve endorfinlerin salimini
arttirdigindan, semptomatik olarak da bir rahatlama saglamaktadir [107, 109]. Non-invaziv,
non-toksik ve kolay uygulanabilir olmasi bu yontemin diger avantajlarini olusturmaktadir.
Yapilan bir¢ok klinik ¢calismada, geleneksel yaklasimlar ile tedavi edilemeyen hastaliklarda
fotostimiilasyonun kullanim potansiyeli ortaya koyulmustur [108]. Bu hastaliklar asagida

srralanmuistir.
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e Tekrar eden strese bagl hasarlar: karpal tiinel sendromu, epikondilitis, fibromiyalji,
refleks simpatetik distropi, eklem bozukluklar1

e Yaralanmalar: ligament ve tendon yirtiklari, yumusak doku zedelenmesine bagli
kiriklar, fitik

e Iinflamasyon: tedonitis, miyositis, sinovitis, romatoid artirit

e Dejeneratif rahatsizliklar: osteoartirit, radikulapati, spinal stenoz, kalsifikasyon

e Diger uygulamalar: yara iyilesmesi-dermal {ilserler, yaniklar, lenfadenom,

dermatolojik hastaliklar (herpes), artirit, ndropati.

2.3.2. Elektrostimiilasyon

In vivo kosullardaki en temel elektrik kaynag1 hiicrelerdir. Iyon kanallarmndan siirekli olarak
yapilan pompalama, hiicre membranmin her iki tarafinda bir voltaj gradienti ve membran
potansiyeli olusturur (15-60 mV). Hiicreler yan yana tek tabakali bir sekilde
siralandiklarinda, diren¢li bir bariyer meydana gelir. Bu bariyerin iki tarafina tasinan
polarize Na*, K* ve CI iyonlar1 doku seviyesinde bir elekriksel gradient olustururlar [46].
Buna en iyi ornek, deri, lens ve korneada bulunan trans-epitelyal potansiyelidir (TEP).
Ornegin epitelyumdaki bir yaralanma durumunda, hasarli bolgede iki taraf arasinda bir kisa
devre olusur ve elektriksel alan artar (0.04-0.2 V/mm). Bu durum bdéliinen hiicrelerin sayisini
ve konumlarini kontrol eder, hiicrelerin hasarl bolgeye goc¢iinii indiikler [110, 111]. Doku
hasarlarmin yaninda, hiicre i¢i ve dis1 elektriksel alanin embriyonik gelisimde de 6nemli bir
rol oynadigi bilinmektedir. Embriyonik gelisim sirasinda elektriksel alan, hiicresel
davraniglar1 ve sol-sag organ asimetrisi gibi konumsal yerlesimleri kontrol etmektedir [112].
Biyolelektrisitenin (hiicre ve dokularm elektriksel 6zellikleri) rejenerasyondaki kritik roliinii
[llinfworth ve Bexter ortaya koymustur. Yaptiklar1 ¢alismada parmak uclar1 kesilmis
cocuklarda, hasarli bélge uzun siire temiz ve hidrate tutulursa, tam olarak rejenerasyonun
gerceklesebilecegini ortaya koymuslar ve hasarli bolgede 30 A/cm?’lik bir elektriksel akim
gozlemlemislerdir. Ortaya koyduklari teoriye gore hasarli bolgenin nemli kalmas1 buradaki
elektriksel iletkenligin devamim1 saglamakta ve dokunun rejenerasyon kabiliyetini
korumaktadir [113]. Kollajen molekiiliiniin yarattig1 potansiyel ve akim, piezoelektrisite,
kemik icerisinde biyoelektriksel bir alan olusturmaktadir. Bu elektriksel alan, osteositler
iizerinden dokunun yeniden yapilanmasinda ve iyilesmesinde dnemli bir rol oynamaktadir
[114, 115]. Ayn1 zamanda biyoelektrisite kondrosit hiicrelerine sinyal iletiminde ideal bir

mekanizma olarak goriilmektedir [116]. /n vivo elektrisiteye diger drnekler ise; sinir ve kas
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hiicrelerindeki aksiyon potansiyeli, hasarli sinirlerdeki uzun 6miirlii DC voltaj, arter ve

venlerdeki trans-endotelyal ekstraseliiler potansiyeldir [117, 118].

In vivo dokularda yaygin olarak bulunan ve &nemli etkiler yaratan biyoelektrik olusumlar
1s1g1inda, arastirmacilar, elektrigin in vitro kosullarda uyarici olarak kullanim potansiyellerini
aragtirmaktadir.  Elektrostimiilasyon kardiyak dokularin iletkenlik ve kontraktil
ozelliklerinin 1iyilestirilmesinde, kok hiicrelerin proliferasyon ve farklilagmalariin

indiiklenmesinde, néronlarin hiicresel uzamalarmin arttirilmasmda kullanilmaktadir [46].

2.3.2.1 Elektrostimiilasyon metodlar

Dogru akim (DC): Dogru akim, homojen ve siirekli bir elektriksel alan sunmaktadir.

Genellikle yiizeyde bulunan hiicrelerin migrasyon davraniglarmi incelemek ya da hiicre
farklilasmasmi arttirmak ic¢in kullanilir. DC sistemlerde, sitotoksik reaksiyonlar1 en aza
indirmek i¢in tuz kopriileri kullanilir. Elektrotlar ve tampon ¢o6zeltisi igerisindeki agar
kopriiler yardimi ile elektriksel akim iyonik akima cevrilir. Elektrotlarda redoks
reaksiyonlar1 gerceklesir. Pozitif uca bagli olan elektrot okside olurken (anot), negatif uca
bagl elektrot indirgenir. Sistem bir DC gii¢ kaynagi, iki elektrot ve hiicre kiiltiir kabi ile
baglantili iki agar kopriiden olusur (Sekil 2.9). Voltaj, tuz kopriilerinin direncini yenmek igin
en az 70 V olmalidir. Biyouyumlu 6zelliklerinden dolay1 genellikle giimiis/giimiis kloriir
elektrotlar tercih edilir. Hiicrelerin bulundugu yiizey alan1 milimetre mertebesindedir, yiizey
alaninin kiiciilmesi ile akim yogunlugu artar. Gii¢ kaynagindan hiicrelere enerji aktarimi
sicakhigi arttirir. Sicaklik degisimlerini incelemek icin sisteme ek aygitlar baglanabilir.
Elektriksel alanin kardiyak hiicreler, kok hiicreler, epitelyal hiicreler, keratinositler ve
fibroblastlar gibi bir¢ok farkli hiicre tizerindeki etkisinin incelenmesi i¢in DC kullanilabilir.

Olusan etkiler hiicre tipine gore degisiklik gosterebilmektedir [119].

34



a - b C Gdrintilleme Yapilabilen
Gl kaynag Ag/AgClI Elektrodlari Agar Képriisi Kaltir Kab

Agar Koprisi

7 B
\ Xy i'//-} o
Nl oS ec o> ;
N o SN
~ MNNCAES
SEU O =hOs U N R
O % NN
...... S oasSOSE A
SN . NS
e g R N SANON A
R N P 2, v\
VRN RS A NSO
,‘:\\» A
. ] X
‘\\\‘k' k BN
~ \ /
Cam Lamel Taban e 2 \\\'i

Sekil 2.9. DC elektriksel alan sistemleri ([120]’den degistirilerek).

Alternatif akim (AC): AC iki yonlii elektriksel alan sunar ve CC (kapasitif baglant1) ya da
IC (indiiktif baglant1) olarak kategorize edilir. Genellikle kardiyak ya da kas hiicrelerinin
kontraktil 6zelliklerini arttirmak, noral ag arasindaki iletisimi saglamak ya da hiicre
farklilasmasimni ve proliferasyonunu iyilestirmek i¢in kullanilir. CC ya da IC sistemlerde, 1-
10 V arasi diisiik giigte voltaj saglayan bir gii¢ kaynagi1 bulunmaktadir. Sinyallerin frekansi
0.2 Hz-2 MHz arasinda degismekle beraber, sekilleri siniis, kare ya da iiggen seklinde
olabilir. Sinyal siiresi de degisiklik gdsterebilmektedir. Karbon, platin, altin, titanyum ya da

paslanmaz celik gibi korozif olmayan elektrotlar kullanilir.

CC sistemlerde elektriksel alan, iki elektrot arasinda yiiklerin depolanmasi ile olusur. Bir
elektrot pozitif yiiklii iken digeri negatif yiikliidiir (Sekil 2.10). Elektriksel alanin giicii,
elektrotlar arasindaki mesafe ile ters orantilidir. Elektrotlar hiicrelere ulasan elektriksel
alanin giiciinii hesaplamak i¢in kapasitor olarak kullanilir ve diizgiin bir sekle sahip olmalar1
gerekmektedir. Elektrotlar doku ya da kiiltiir ortamu ile dogrudan temas ettiginde, AC
sistemlerde, elektrik akimi elektrot/elektrolit yiizeyinde iyonik akima transfer edilir. Hiicre
kiiltiir ortamlarinin iletkenligi yaklasik 10 mS/cm!"dir ve bu elektriksel alanin dokuya ne

kadar penatre olacagini tahmin etmek i¢in dnemli bir faktordiir. AC sistemler goreceli olarak
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daha basit ve ucuz olduklarindan, ¢oklu 6rneklerin birarada uyarildig: biiyiik sistemlerde
daha sik tercih edilir.
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Sekil 2.10. CC elektriksel alan sistemleri ([120]’den degistirilerek).

IC sistemlerde iletken yuvarlak bir tel vardir ve akim telin ortasindaki manyetik alan sonucu
olusur (Sekil 2.11). Ornek bu alanda yerlesmistir. Manyetik alanin giicii halkadaki akim ile
dogru orantilidir. Bu sistemlerde halkanin cap1 genellikle desimetre mertebesindedir ve
manyetik alani giiclendirmek i¢in halka ylizlerce dongiiden olusur. Bu sistemlerde, hiicresel

proliferasyon ve farklilasma davramiglarini degistirmek i¢in oldukga diisiik frekanslar
kullanilir [121, 122].
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Sekil 2.11. IC elektriksel alan sistemleri ([120]’den degistirilerek).
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2.3.2.2. Elektrostimiilasyonun molekiiler mekanizmasi
Elektrigin hiicreler iizerindeki etkisini agiklayan bir¢ok teori bulunmaktadir. Bu teorilere

gore elektrostimiilasyon genellikle mekanotransdiiksiyon ve kemotaksis ile benzer yollari
izlemektedir [123, 124].

Hiicre ici kalsivum: Elektrik sinyallerinin kismen de olsa kalsiyum/kalmodulin yollarmni

etkiledikleri diisiiniilmektedir (Sekil 2.12). Bu etki kullanilan metoda gore degisiklik
gosterebilmektedir. Dogrudan ve kapasitif uyar1 hiicre membrani iizerine etkilidir. Bu
metodlar membranin yiiksek elektriksel direncini yenemezler, hiicre membranindaki Ca
voltaj kanallarinin aktivasyonu ile hiicre ici Ca*? ve prostaglandin seviyesi artar. indiiktif
uyarida ise elektromanyetik alan, sitoplazma igerisinde potansiyel ve akim olusturur. Bunun
sonucunda hiicre i¢i Ca, endoplazmik retikulum gibi depolardan salinir. Her iki durumda da,
Ca seviyesinin yiikselmesi ile kalmodulin aktive olur ve buna bagh olarak proliferasyon,
vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii (VEGF) ve transforming biiyiime faktori (TGF-p)
ekspresyonlar1 artar. Kalsiyum kanallar1 verapamil ya da nifedipin gibi ilaclar ile bloke

edildiginde stimiilasyon etkileri ortadan kalkmaktadir [117, 125].

Direk ve Kapasitif Indiiktif Stimiilasyon
Stimulasyon

= |
I
I
I

Voltaj-kapih e
Ca?* Kanallari ~~—3cCa

Endoplazmik
Retikulum

- Proliferasyon

- Alkalin Fosfataz aktivitesinde - Mineralizayonda artis
artis | - BMP-2, BMP-4, TGF-B1 ve ALP
- ECM birikiminde artig gen ekspresyonunda artis

- VEGF, BMP-2, TGF-B1 gen
ifadelerinde artis

Sekil 2.12. Elektriksel alanin hiicre iizerinde molekiiler diizeydeki etkisi ([46]’ten
degistirilerek).
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Elektriksel alan altinda biiviime faktorleri ve reseptorler: Elektriksel alanin 6zellikle

epidermal biiyiime faktorii (EGF), fibroblast bliylime faktori (FGF), TGF-B1 ve VEGF gibi

bliylime faktorlerinin reseptorleri iizerinde etkisi oldugu diisiiniilmektedir. Kiiltiir
ortamindan biiylime faktorlerinin uzaklastirilmasi ile elektriksel alanin uyardig: hiicresel
migrasyonun bozulmast bu gorisii desteklemektedir. Diger bir calismada da, EGF
reseptorlerinin, hiicrelerin katoda bakan yiizlerine dogru hareket ettikleri gorilmiistiir [111,

126].

Hiicre migrasyonu (galvanotaksis): Elektriksel alanin hiicre migrasyonunu tam olarak

nasil etkiledigi bilinmemekle beraber, bu olayda aktin filamentlerinn asimetrik olarak
biraraya gelmelerinin ya da ayrilmalarinin, membran reseptorlerinin yeniden
konumlanmalarmin ve integrinlerin biiylik 6nem tasidig: diistiniilmektedir. Golgi aygitinin
katoda yonelmesinin hareketin yoniiniin belirlenmesinde kritik bir rol oynadigi 6ne
stirilmektedir. Bu organelin, c¢ekirdegin 6n kisminda bulunmasi ile hiicreler ileri dogru
hareket etmektedir. Bu polarizasyon elektriksel alan ile uyarilan migrasyonda belirleyicidir

[111, 117, 123, 127].

Hiicre ici_sinval vollari: Hiicre icerisinde elektriksel alanin etkileri ile iliskili oldugu

diisiiniilen, kalsiyum/kadmiyum yolu ile birlikte bir¢ok sinyal yolu vardir. Elektrik sinyalleri
P13K/Pten yolunu aktive etmektedir ve bu aktivasyon ile Akt, protein kinaz C, mitojen-
aktive protein kinaz 38 ve ERK uyarilmaktadir. Bu sinyal yollar1 proliferasyonu ve
farklilagsmay1 saglayan genlerin ekspresyonlarindan sorumludur. P38, ERK ve P13K yollar1
bloke edildiginde, mezenkimal kok hiicrelerde elektriksel alanin uyardigi proliferasyonun,

VEGF ve BMP-2 ekspresyonunun inhibe oldugu goériilmiistiir [128, 129].

2.3.2.3. Elektrostimiilasyona karsi olusturulan hiicresel cevap
DC elektriksel alan

Morfoloji: Hiicreler, uygulanan DC elektriksel alana, uzama, yeniden oganize olma,
yonelme gibi morfolojik cevaplar verir. DC elektriksel alan altinda gerceklesen morfolojik
degisimler genellikle uygulama yapildiktan sonraki 24 sa igerisinde meydana gelir.
AdMSC’ler ve insan epikardiyal yag dokusundan izole edilen kok hiicrelerin, 6 V/ecm’lik
elektriksel alana tabi tutulduktan 4 sa sonra uzayarak elektriksel alana yoneldikleri
belirlenmistir. NIH3T3 hiicrelerinde ise bu yonelme 3 sa sonra gerceklesmistir. Morfolojik
cevabim zamani elektriksel alanim giiciine gore degisiklik gdstermektedir. Ornegin insan deri

fibroblastlari, 0.1 V/mm’de 24 sa, 0.4 V/mm’de ise 3 sa sonra uzama gdsterir. Olusan bu
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morfolojik cevaplarda etkin olan bir diger parametre de hiicre tipidir. Fibroblast hiicreleri, 7
V/em’ye 60 dk i¢cinde morfolojik olarak cevap verirken, mezenkimal kdk hiicrelerde
herhangi bir yeniden organizasyon goriilmez. Hiicrelerin morfolojik kontrolii, korneal
stroma tabakalarinin olusturulmasinda, periferal sinir hasarlarinda sinir ug¢larindaki
baglantilarin yeniden kurulmasinda ve kardiyak kas hiicrelerinin diizenlenmesinde énem

tagimaktadir [120].

Migrasyon: Migrasyon, diger adi ile galvanotaksis, DC elektriksel alanin en iyi bilinen bir
diger etkisidir. Migrasyonun yonii hiicre tipine gore degisiklik gostermektedir. Insan
keratinositleri, fare embriyonik fibroblastlar1 katoda dogru hareket ederken, insan
graniilositleri, tavsan kornea entotelyal hiicreleri ve insan vaskiiler endotelyal hiicreleri
anodu tercih eder. Migrasyon, doku iskelesinin i¢ kisimlarindaki hiicre infiltrasyonu,
evsahibi doku ile biitiinlesme gibi noktalarda biiyiikk énem tasimaktadir [120]. Insan
fibroblastlari, 0.1 V/cm elektriksel alanda, 0.58 mg/mL kollajen jel boyunca go¢ etmistir.
Insan ve sigir epitel hiicreleri, 150 mV/mm elektriksel alan varhiginda, katoda dogru saatte

15 um hizla hareket etmistir [130].

Farklhilasma: DC elektriksel alan varhiginda yapilan bazi ¢aligmalar, elektriksel alanin,
MRNA ekspresyonunu, protein sentezini ve bunlara baglh olarak da farklilasmay1 arttirdigini
ortaya koymustur. Yetiskin insan dermal fibroblastlari, 1 sa boyunca, 100 mV/mm
elektriksel alana tabi tutulmus ve kontrol grubu ile karsilastirildiginda, toplam 164 genin
transkripsiyonunda artig tespit edilmistir. Diger bir ¢alismada, insan mezenkimal kok
hiicrelerine, 10 giin boyunca, giinde 30 dk, 0.1 V/cm elektriksel alan uygulanmistir. Uyarilan
hiicrelerde, ALP aktivitesi ve kalsiyum mineralizasyonu onemli derecede artmstir [120].
Tim bu calismalarin yaninda, literatiirde, DC elektriksel alanin farklilagsma {izerine etkin
olmadigmi gosteren ¢alismalar da mevcuttur. Agaroz yapilara ekilen kondrositler, 6 sa
boyunca, 4 mA/cm? elektriksel alan altinda tutulmus, ancak aggregan ve tip II kollajen
mRNA ekspresyonlarinda bir farklilik gériilmemistir [131].

AC elektriksel alan

Farkhlasma: Yapilan bircok calisma, AC elektriksel alanin hiicreleri, gen ekspresyonu
diizeyinde etkiledigini gostermistir. Kesikli olarak elektromanyetik alana tabi tutulan
hiicrelerde ALP seviyesi biiyiik oranda artmustir. insan MSC’leri osteojenik farklilasma
sirasinda, giinde 40 dk 60 kHz, 20 mV/cm elektriksel alana maruz birakilmig, ALP ve tipl

kollajen ekspresyonlari, kontrol grubu ile karsilastirildiginda, giiclenmistir. 3-D
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biyomalzemeler ile yapilan ¢alismalar kapsaminda, insan sarkoma ostojenik hiicre hatt1
(SAOS-2), poliiiretan iskelelere ekilmis ve sisteme 7542 Hz, 51 mV ve 2+0.2 mT
elektromanyetik alan uygulanmistir. Sonuglar dogrultusunda, ektraseliiler matriste, dekorin,
osteokalsin, osteopontin, tipl kollajen ve tiplll kollajen birikiminin, yaklagik 10 kat arttig1
gorilmiistiir. Gen ekspresyon seviyesindeki elektriksel etkiler hiicrenin durumuna gore
degisiklik gosterebilmektedir. Ornegin; 15 Hz, 7 mT elektriksel alan, farklilasma
seviyesindeki osteoblastlarin kemik-benzeri doku olugturmasini uyarirken, mineralizasyon
asamasindaki osteoblastlarda, kemik olusumunu inhibe etmistir. Bir diger ¢calismada, 20 mV,
60 kHz elektriksel alan uygulanan kikirdak eksplantinda, proteoglikan seviyesi 5 kat,
kollajen seviyesi 2 kat artmustir [132]. Elektriksel alanin kardiyomiyositlerde de gen
ekspresyonunu arttirdigi rapor edilmistir. Miyositler, kollajen siingerlere ekilmis ve 5 giin
boyunca, 2 ms, 5 V/cm ve 1 Hz elektrik uygulamas1 yapilmistir. Yap1 Western blot, PCR ve
immiinohistokimya analizleri ile arastirilmistir. Major doku uyumlulugu kompleksi,
konneksin 43, kreatin kinaz MM, kardiyak troponin I, sarkomerik alfa aktin, miyosinin agir
zincirinin beta izoformu ve beta integrinin i¢erisinde bulundugu genlerin ekspresyonlari artig

gostermistir [133].

Proliferasyon: Proliferasyon hiicre metabolizmasi ve biiylimesi agisindan kritik bir 6neme
sahiptir. Rejeneratif tip alaninda, elektriksel alanin proliferasyonu giiclendirdigi
gosterilmistir. Bu kapsamda yapilan bir calismada, PLGA doku iskelelerine ekilen
osteoblastlar, 300 ms ve 7.5 Hz elektriksel alana tabi tutulmustur. Bu uygulama giinde 2 sa
yapilmistir ve hiicre proliferasyonu, 6. giin %39, 12. giin %14 oraninda artmistir. SAOS-2
insan osteoblastlar1 titanyum yiizeylere ekilmis ve 75 Hz elektromanyetik alan varliginda
proliferasyon 2 kat artmistir. Diger bir ¢alismada, hMSC’lerin sayisi, elektrostimiilasyon
boyunca %20’den %60’a ¢ikmistir. Elektromanyetik alanin, hMSC’leri 6-12 sa aras1 daha
cok G2/M ve 18-24 sa aras1 GO/G1 fazinda tuttugu bilinmektedir. Dekalsifiye kemik matrisi,
sicanlarm torasik bdlgesine implante edildikten sonra, giinde 8 sa, 1-10 mV, 10-20 pA/cm?
elektriksel alana maruz birakilmistir. Bu ¢aligmada, kontrol grubu ile karsilastirildiginda
DNA miktari agisindan bir fark gézlenmemistir. Yapilan bir in vivo ¢calismada, gzenekli
titanyum implantlar, tavsanlarin humerusuna yerlestirilmistir. 10 Hz, 2 G manyetik alan ve
25 ps sinyal uygulamasinda 14 giin sonra kemik olusumu gergeklesmistir. Implant dizayn,
malzeme, gozenek boyutu ve implantin kemik doku ile kaynagmasi gibi bircok faktdr,

elektromanyetik alan igerisindeki kemik biiyiimesini etkilemektedir [120].
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Adezyon: 2- ve 3-boyutlu kiiltiirlerde, hiicre yapismasi, hiicresel davranislar agisindan ve
kiiltiir ortaminda optimal bir mikrogevre yaratmak icin Onemlidir. Elektromanyetik
uygulamalar yapisma davraniglarint degistirebilmektedir. Hiicre yapismasi, yiizeye
baglanma, farklilagma, proliferasyon ve hiicre-hiicre sinyallerini igeren morfogenez ve
organogenezde belirleyici rol oynar. Bu alanda yapilan ¢aligmalarda ¢eligkili sonuglar elde
edilmistir. 60-1000 Hz elektriksel alan si¢an tendon fibroblastlarina ve sican kemik iligi
osteoprogenitor hiicrelerine uygulanmis ve ylizeye yapisan hiicrelerin, yiizeyden ayrilmasi

s6z konusu olmustur [134].

Islevsellik: Bu alanda yapilan birgok c¢alisma, kardiyak ve iskelet kasi hiicrelerinin
kasilmalaria, sinir hiicreleri arasindaki iletisime odaklanmistir. Kardiyak kasi ile yapilan
bir ¢calismada, 5 V, 1 Hz, 2 ms elektriksel alan varliginda, kasilmalarin siddeti, kontrol
grubuna gore 7 kat fazladir. Kardiyomiyositler ile yapilan elektrostimiilasyon uygulamasi,
komgsu kas tabakasi ile senkronize edilebilir. Kollajen kapl Petri kaplarinda kiiltiire edilen
miyotiipler, 5 Hz elektriksel alan ile wuyarildiklarinda, daha biiyilk bir kasilma
gostermislerdir. /n vivo ¢alismalarda, elektrostimiilasyonun kisa ve uzun dénemli periferal
sinir rejenerasyonunu etkileyebilecegi, kalpteki sitolik ve diastolik dolumu arttirabilecegi

goOsterilmistir [135].

Morfoloji: AC elektriksel alandan, ¢oklu hiicre tabakalar1 ve hiicre agregatlar1 olustururken,
hiicrelerin seklini degistirmek i¢in yararlanilir. Coklu hiicre tabakalar1 ve hiicre agregatlari,
3-boyutlu doku yapilari olustururken ve hiicresel mikrogevreyi anlamaya ¢alisirken oldukga
onem kazanir. Morfolojik degisiklikler, elektrot boyutuna, uygulanan voltaja ve elektriksel
alanm dagilimina gére degisiklik gosterir. Ornegin elektromanyetik alan icerisinde, 6 saatte,
500 Hz’de kondrositler iizerinde herhangi bir etki gozlenmezken, 100 Hz ve 0.0039

mV/cm’de hiicre morfolojileri, satellitten igsiye ve igsiden kiiresele dogru degismistir [136].

2.3.2.4. Elektrostimiilasyon parametreleri

Elektrostimiilasyon ¢alismalarinda, hiicre kiiltiiriinii etkileyen en 6nemli faktor, uygulanan
voltajin seviyesi ve yapisidir. Uygulanan voltaj arttikca, 6zellikle hiicre migrasyonu ve gen
ekspresyonu agisindan, daha etkin sonuglar elde edilmektedir [137]. Diger yandan, hiicre
proliferasyonundaki ve ECM sentezindeki artig, goreceli olarak hem diisiik hem de yiiksek
akimlarda goriilebilmektedir. Bu dogrultuda akim siddetinin, stimiilasyon agisindan ¢ok
etkin bir parametre olmadigi diisiiniilmektedir. Ancak belli bir akim siddetinin {stiinde

hiicreler 6leceginden bu parametreye de dikkat edilmesi gerekmektedir [138]. Maksimum

41



sinyal genisligi akim yogunlugu ile sinirhidir: nekrozu dnlemek agisindan yiiksek akim, kisa

uygulama siiresini beraberinde getirmektedir [139].

Yapilan ¢aligmalarda oldukga genis bir frekans aralii (7.5-60000 Hz) kullanilmakla birlikte
[140], genellikle kullanilan frekans 100 Hz’in altindadir. 10-30 Hz arasi kemik olusumu
acisindan en etkin frekans araligi olarak tanimlanmistir. 7.5 Hz’in ise osteoblast

proliferasyonu ve osteoklast farklilasmasi i¢in en uygun frekans oldugu belirtilmistir [125].

2.3.2.5. Elektrostimiilasyonun doku miihendisligindeki kullanim
Cizelge 2.4’te elektrostimiilasyonun doku miithendisligi ¢alismalarindaki kullanimi ve elde

edilen sonuglar 6zetlenmistir.
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Cizelge 2.4. Elektrostimiilasyonun doku miihendisligi uygulamalar1.

Kaynak Hiicre tipi Stimiilasyon Sonuc¢lar
Dogru akim (DC)

Schmidt, 2007
Serena, 2009

Sican PC-12
Insan ESC-H13

0.1V, 10 pA, 2 sa
1V/imm, 1 Hz

Norit uzamasi

Kasilma, tromponin T ekspresyonu

Shi, 2008 Insan fibroblastlari 0.05 V/Imm, 24-48 sa Hiicre yapismasi, yayilmasi ve proliferasyonu
Sun, 2006 Sican kemik iligi MSC’leri 0.2,0.4,0.7 V/mm, 0-60 dk Sitokin iiretimi, morfolojik diizenlenme
Radisic, 2004 Sigan fibroblastlari ve 0.5V/mm, 2ms, 1 Hz Hiicresel diizenlenme, kasilma, yapisal
- o organizasyon
ventrikiiler miyositleri
Alternatif akim (CC)
Au, 2007 Sican kardiyomiyositleri 0.23 ve 0.43 V/mm, 1 ms Uzama, fibroblastlarin diizenlenmesi,
ve NIH-3T3 fibroblastlar topografik degisimler
Hartig, 2000 Sigir osteoblastlar 6 V/mm, 62.5 ms, 16 Hz, 5-18 giin Proliferasyon ve ECM sentezi
Kim, 2006 Sigan osteoblastlari 1.5 uA/cm?, 3000 Hz, 6 sa ya da 24 sa/giin Proliferasyon
Kim, 2008 Insan kemik iligi MSC’leri 1.5 uA/cm?, 100 Hz, 24 sa/giin, 7 giin Proliferasyon, VEGF sentezi
Kim, 2009 Insan MSC’leri 1.5 pA/em?, 250/25 ps, 100 Hz, 7 giin Proliferasyon, ALP aktivitesi, kalsiyum

Zhuang, 1997

MC3T3-E1

0.002 V/mm, 300 uA/cm?, 60 kHz, 30 dk-24 sa

birikimi, VEGF ve BMP-2 ekspresyonu

Proliferasyon, TGF-B1 ekspresyonu

Alternatif akim (IC)
Bodamyali, 1998

Lohmann, 2003

McLeod, 1993
Molen, 2000

Sican osteoblastlar:

Osteoblast benzeri hiicre hatt1 (ML0-Y4)

Osteosarkom hiicre hatt1 (ROS 17/2.8)
Osteosarkom hiicre hatt1 (ROS 17/2.8)

1G, 0.225ms, 6 sa

16 G, 15 Hz, 8 sa/giin

0.0018 T, 30 Hz, 12 yada 72 sa
0.0018 T, 30 Hz, 12 ya da 120 sa

Kemik benzeri nodiil olusumu, Bmp-2 ve
Bmp-4 ekspresyonu

Alp aktivitesi, Tgf-41 ve prostaglanding E2
ekspresyonu
Proliferasyon ve Alp aktivitesi

Hiicre farklilagsmasi




2.3.2.6. Klinik uygulamalar

Doku miihendisligi arastirmalar1 neredeyse ¢eyrek yiizyillik bir tarihe sahip olmasinin yaninda
elektroterapotik yaklasimlarm gelistirilmesi 300 yillik bir zamani kapsamaktadir. 1900°li
yillarda, klinikte kullanilacak birgok elektriksel cihaz, FDA (Food and Drug Administration)
tarafindan onaylanmustir ki bunlarin bazilari halen giinlimiizde kullanilmaktadir. 1952 yilinda
ilk kez, tamamen implante edilebilir kalp pilleri insanlarda denenmistir. 1970’lerin sonuna
dogru, FDA bircok noninvaziv ve implante edilebilir, elektriksel kemik stimiilantini
onaylamistir. Ozellikle, Ortofix tarafindan iiretilen ‘Cervical-Stim’ ve ‘Spinal-Stim’ isimli
elektromanyetik uyaricilar, kemik kiriklarinin kaynamasmi iyilestirmek icin kullanilmustir.
Ortofix tarafindan gelistirilen ‘Physco-Stim’im hergiin kullanilmasi, uzun ve kisa kemiklerdeki
tyilesme hizin1 %88 oraninda arttrmaktadir. 1980’lerin ortalarinda, kemik biiylimesi i¢in
kullanilan elektrotlarin patenti alinmistir. 1997 yilinda, elektrotlar ve pillerden olusan beyin
uyaricilari, istemsiz titremelerin tedavisinde kullanilmak {izere onaylanmistir ve daha sonra bu
sistemler Parkinson hastaligindaki semptomlar1 azaltmak i¢in kullanilmaya baslanmistir. 2002
yilinda, kronik basmg iilserleri, noropatik diyabetik iilserler ve vendz bacak iilserlerinde
kullanilmak {izere, diisiik yogunlukta akim uygulayan elektriksel sinir uyaricilar1 giindeme

gelmistir.

Klinikte kullanilan DC cihazlar genellikle implante edilebilir cihazlardir ve ‘SpF-XL I1b Spinal
Fusion Stimulator’, ‘SpF PLUS-Mini Spinal Fusion Stimulator’ seklinde adlandirilmiglardir.
Genellikle eksternal olarak kullanilan AC cihazlar ise ‘EBI Bone Healing Systems’, ‘Orthopak
2 Bone Growth Stimulator’ ve ‘SpinalPak II Spinal Fusion Stimulator’ olarak siralanabilir

[120].

2.4. Biyokimyasal Stimiilasyon

Doku iyilesmesi, tam olarak agikliga kavusturulamamis, bir¢ok biyolojik siirecin birarada
yiiriitiilmesi ile gerceklesmektedir. Daha dnce de belirtildigi tizere bu biyolojik siirecler hiicre

i¢i ve hiicre dis1 sinyal molekiillerini icermektedir [141].

Diger dokularda oldugu gibi kemik doku gelisiminde etkin olan lokal ve sistemik faktdrler;
biiylime ve farklilagsma faktorleri, hormonlar, sitokinler ve ECM igerisinde bulunan farkli hiicre
tipleri seklinde siralanabilir. Kemik doku iyilesmesinde gorev alan biyokimyasal molekiillerin
ekspresyonu zamana bagl bir profil gostermektedir. Doku iyilesmesinin belli donemlerinde,
ortamda baskin olarak bulunan biyokimyasal molekiil de degismektedir. Bu bilgiler 15183inda
biyokimyasal molekiiller erken ve ge¢ donem farklilasmaya etki eden faktorler olarak

tanimlanabilir ve temel olarak su sekilde smiflandirilmaktadir; 1) pro-inflamator sitokinler, 2)
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biiylime faktorleri ve 3) anjiyojenik faktorler [12].

1) Pro-inflamator sitokinler: interlokin-1(1L-1), interlokin-6 (IL-6) ve tiimdr nekroz faktor-
alfa (TNF-a) iyilesme siirecinde baslatic1 faktorler olarak goriilmektedir. Makrofajlar ve
inflamatuar hiicrelerinin yaninda, periosteumda bulunan mezenkimal kdkenli hiicreler
tarafindan da salgilanir. Diger inflamatuar hiicreler tizerinde kemotaktik etki yaratarak, ECM
sentezini, anjiyogenezi ve fibrojenik hiicrelerin hasarli bolgede toplanmasini uyarirlar. Hasar
olusumundan 24 sa sonra ekspresyon seviyeleri en {iist noktaya ulasir. Kikirdak olusumu

sirasinda bu seviye diiser ancak kemigin yeniden yapilanmasi sirasinda tekrar yiikselir [142].

Sitokinler ayn1 zamanda endokondral kemik olusumunu ve kemigin yeniden yapilanmasimni da
diizenlerler. TNF-o mezenkimal kok hiicrelerinin biraraya gelmesini, endokondral kemik
olusumu sirasinda hipertropik kondrositlerin apoptoza gitmesini ve ostaoklastik farklilagsmay1
uyarirlar. Ayrica IL-1, IL-6 ve TNF-a, kemik iyilesmesinin ge¢ asamalarinda, olusan kemigin

sekillenmesinde yeniden devreye girerler [143].

2) Biiyiime ve farkhlagsma faktorleri: Transforming bliylime faktori—f (TGF-B), kemik
morfojenik protein (BMP), transforming biiylime faktorii (TGF- B), biiyiime farklilasma faktorii
(GDF), aktivatorler ve inhibitorleri icine alan oldukca biiyiik bir ailedir. Bu biiyiime faktorleri
yiiksek molekiil agirligina sahip 6nciillerden kdken alir ve proteolitik enzimlerce aktive edilir.
Biiylime faktorleri, hedef hiicrelerdeki serin/treonin kinaz membran reseptorlerine baglanarak
hareket eder. Bu ligand-reseptor baglanmasi, hiicre i¢i sinyal yollarmi aktive ederek
cekirdekteki gen ekspresyon seviyelerini uyarwr. Platelet-kdkenli biiyiime faktorii (PDGF),
fibroblast biiytime faktorii (FGF) ve insulin-benzeri biiyiime faktorii (IGF) kemik doku
olusumunda etkili diger biiylime faktorleridir. Kemik doku olusumunda etkin olan biiyiime

faktorleri Cizelge 2.5’te kisaca dzetlenmistir [12].
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Cizelge 2.5. Kemik doku rejenerasyonunda etkili olan biiylime faktorleri.

TGF-p

e Kaynak: Graniile olmayan plateletler, inflamator hiicreler, endotelyum, ECM,
kondrositler, osteoblastlar

e Hedef: MSC’ler, osteoprogenitor hiicreler, osteoblastlar, kondrositler

e Kemik olusumundan sorumlu hiicreler i¢cin mitojenik ve kemotaktik, makrofajlar
icin kemotaktik

e Doku iyilesmesinin ¢ok erken sathalarinda eksprese olurlar

e Kaynak: Graniile olmayan plateletler, makrofajlar, monositler (erken evrede),
endotelyal hiicreler, osteoblastlar (gec¢ hiicrede)

e Hedef: Mezenkimal ve inflamator hiicreler, osteoblastlar

e Osteoblastlar ve mezenkimal hiicreler i¢in mitojenik, ayrica inflamator ve
mezenkimal hiicreler i¢in kemotaktik

e Doku iyilesmesinin ¢ok erken safhalarinda salinirlar

BMP’ler

e Kaynak: Osteoprogenitdr ve mezenkimal hiicreler, osteoblastlar, kemik ECM’si ve
kondrositler

e Hedef: Mezenkimal ve osteoprogenitor hiicreler, osteoblastlar

e Mezenkimal  hiicrelerin  kondrositlere ve  osteoblastlara  farklilasmasi,
osteoprogenitdr hiicrelerin osteoblastlara farklilagsmasi

e Doku iyilesmesi esnasinda BMP’ler zamana baglh bir ekspresyon profile ¢izerler.
BMP-2 doku iyilesmesi sirasinda ilk eksprese olan gendir ve mezenkimal kok
hiicrelerin biraraya gelmesi ile baslayan iyilesme siirecini uyarir. BMP-3 ve 4 de
erken dénem genleridir. lyilesme siirecinin yaninda monositlerin gdgiinde de gorev
alirlar. BMP-2 ge¢ donem geni olarak mineralizasyonda gorev alir

e Kaynak: Monositler, makrofajlar, mezenkimal hiicreler, osteoblastlar, kondrositler
e Hedef: Mezenkimal ve epitelyal hiicreler, osteoblastlar, kondrositler

e Anjiyojenik ve mitojenik etki gosterirler

e Osteoblast olusumuna kadarki evrede eksprese olurlar

e Kaynak: Kemik matrisi, endotelyal ve mezenkimal hiicreler (graniilasyon asamast),
osteoblastlar ve hipertropik kondrositler (kemik ve kikirdak olusumu sirasinda)

e Hedef: MSC, endotelyal hiicreler, osteoblastlar, kondrositler

e IGF-I mezenkimal ve osteoprogenitor hiicrelerin biraraya gelmesini ve
proliferasyonunu  uyarrrken, IGF-II endokondral ossifikasyon sirasinda
proliferasyonu ve protein sentezini (tip II kollajen) arttirir.
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3) Metalloproteinaz ve anjiyojenik faktorler: Kemik rejenerasyonunun optimum diizeyde
gerceklesmesi icin, yeterli bir kan akis1 olmasi gerekmektedir. Endokondral osifikasyonun
son agamasi yeniden yapilanma evresidir ve bu evrede metallaproteinazlar kikirdag1 degrade

ederek yeni kemik ve kan damarlari i¢in yer agar.

Anjiyogenezin iki ayr1 yoldan kontrol edildigine inanilmaktadir; vaskiiler endotelyal
biiyiime faktorii (VEGF)-bagimli yol ve anjiyopoietin-bagimli yol. Her iki yolun da, doku
iyilesmesi sirasinda islevsel oldugu diisiiniilmektedir. VEGF yeni anjiyogenez i¢in gereklidir
ve endotelyal hiicrelere 6zgili bir mitojendir. Anjiyopoietin 1 ve 2 ise biiyiik damarlarin
olusumundan ve varolan damarlarin dallanmalarindan sorumludur. Ancak bu molekiillerin
kemik doku iyilesmesindeki rolleri tam olarak anlasilamamistir. Street ve ark. disaridan
uygulanan VEGF’in doku onarimini hizlandirdigini gostermistir. Yeni yapilan ¢caligmalar da,
BMP’nin osteoblast ve osteoblast benzeri hiicrelerden VEGF ekspresyonunu uyardigini

belirtmektedir [12, 144].

Kemik doku miihendisliginde, daha etkin sonuclar elde etmek i¢in, yukarida sozii edilen
biyosinyal molekiilleri siklikla tercih edilmektedir. Bu molekiiller, anlatildig1 tizere, hiicre
icerisindeki sinyal yollarmi1 aktive ederek etkinliklerini gostermektedir. Ancak bu
molekiillerin pahali oluslar1 ve kararsiz kimyasal yapilari, arastirmacilar1 baska uyaranlara

yonlendirmektedir.

Proliferasyon, farklilagma, migrasyon gibi bir¢ok hiicresel davranista, hiicre i¢i elektrik
sinyalleri 6nemli bir rol oynamaktadir. Hiicre i¢i elekriksel alan, birgok hasarli ve rejenere
olan dokuda 6l¢tilmiistiir. Hasarli dokularda, biitiinliiglinii kaybeden hiicre membranlarindan
sizan iyonlarm potansiyel bir farka neden oldugu ve bunun sonucunda olusan akimin, doku
rejenerasyonunda etkin oldugu belirlenmistir [129, 145]. Kemik doku miihendisligi
kapsaminda gerceklestirilen calismalarda, hiicresel davraniglar1 etkileyecek biyoelektrik
sinyaller, genellikle disaridan bir elektriksel alan yaratilarak saglanmaktadir. Bunun yaninda
hiicre icerisinde elektriksel sinyaller olusturarak, hiicrelerin elektrofizyolojik kosullarmni
diizenlemeyi amaclayan ¢aligmalar olduk¢a nadirdir. Bu amagla yapilan bir ¢alismada, iyon
kanallarin1 hedefleyen ilaglar kullanilmis ve olusan hiicre i¢i elektriksel alanin, osteojenik
farklilasma tizerindeki etkinligi incelenmistir [13]. Asagida, sunulan tez c¢aligmasi
kapsaminda kullanilan iyon kanallarin1 hedefleyen iki molekiil (monensin ve glibenklamid)

ile ilgili bilgi verilmistir.
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2.4.1. Monensin

Dogal karboksilik polieter iyonoforlar, antibakteriyal, antifungal, antiparazitik, antiviral ve
kanser hiicrelerindeki toksik etkileri nedeniyle oldukca ilgi ¢ekmektedir. Karboksilik
iyonoforlarin psddo-siklik yapisindaki polieter iskelet, metal katyonlar1 ile kompleks
yaparak onlarin hiicresel membrandan taginimini saglar. Monensin dogal iyonoforlarin en
cok calisilanidir ve genellilkle veterinerlik alaninda kullanilmaktadir. Monensinin kimyasal

yapis1 ve molekiiler gosterimi Sekil 2.13’te verilmistir.

OH
(a) (b)

Sekil 2.13. Monensinin kimyasal yapis1 (a) ve molekiiler gosterimi (b).

Monensin, sodyum katyonlar1 (Na*) ile kompleks olusturarak, Na*/K" gradiyentine ters
sekilde, bu katyonlarin hiicre membranindan taginmasini saglar. Bu durum gram pozitif

bakterilerde 6liime neden olmaktadir [146].

Metal katyon taginmasinda en bilinen yol, proton ve katyonlarin degisimidir ve elektrondtral
yol olarak tanimlanir. X-ray kristallografisi ile, monensinin bir¢ok monovalent katyon (Li*,
Na*, K*, Rb") ile kararli bir kompleks olusturdugu goriilmiistiir. Monensinin kimyasal
yapisindaki, bas-kuyruk bolgesi molekiiller arasi hidrojen baglari ile kararli hale gelmekte
ve bu yap1 psddo-siklik yapiyr olusturmaktadwr. Katyonlar daima psddo-siklik yapi ile
etkilesime ge¢mektedir. Elektrondtral yola gore, monensin, katyonlar ile kompleks
olusturarak notral tuzlart (Mon'M*) ya da notral monensin asidi (MonH) meydana
getirmektedir. Tagimim bu sekilde saglanmaktadir. Bunun nedeni, hiicre membranindan

ancak yiiksiiz molekiillerin gegebilmesidir [147].

2.4.2. Glibenklamid
Glibenklamid, siilfoniliireaz grubuna giren ve glibiirid ad1 ile de bilinen antidiyabetik bir
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ilagtir. Pankreatik beta hiicrelerindeki, ATP-duyarli potasyum kanallarinin (Katp)
diizenleyici altbirimi olan, stilfoniliire reseptor 1 (SUR1)’e baglanarak aktivitelerini inhibe
eder. Bu inhibisyon, voltaj-bagimli kanallarin agilarak  hiicre = membraninin
depolarizasyonuna neden olur. Daha sonra, beta hiicrelerinde hiicre i¢i kalsiyum seviyesi
yiikselir ve bunu takiben insulin salimi gergeklesir [148]. Glibenklamidin kimyasal yapisi

ve molekiiler gosterimi Sekil 2.14°de gosterilmistir.

(@ (b)

Sekil 2.14. Glibenklamidin kimyasal yapis1 (a) ve molekiiler gosterimi (b).
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3. DENEYSEL CALISMALAR

Bu bolimde, tez kapsaminda gergeklestirilen deneysel calismalar ile ilgili bilgiler
sunulmaktadir. lk bolimde calismalarda kullanilan kimyasal ve biyolojik maddeler
ozetlenmistir. Ikinci boliimde, kitosan doku iskeleleri, ipek filmler ve ipek doku iskelelerini
kapsayan biyomalzemelerin iiretim yontemleri ve karakterizasyon ¢aligmalar1 anlatilmistir.
Uciincii kisimda, fotostimiilasyon ve elektrostimiilasyon olmak iizere, ¢alismalarda
kullanilan biyostimiilasyon diizenekleri hakkinda bilgi verilmistir. Sonraki béliimde hiicre
kiltiirii ¢caligmalarinda kullanilan AAMSC ve hMSC’lerin izolasyon ve karakterizasyon
yontemlerinden bahsedilmistir. Son kisimda ise in vitro biyostimiilasyon ¢alismalarina yer
verilmistir. Fotostimiilasyon ve elektrostimiilasyon basliklar1 altinda, hiicre ekimi,
biyostimiilasyon uygulamasi, hiicre proliferasyonu ve farklilagsmasini belirlemek amaciyla
yapilan analizler hakkinda bilgi verilmistir. Doktora tez c¢aligmast kapsaminda

gergeklestirilen deneysel asamalar Sekil 3.1°de 6zetlenmistir.

3.1. Deneysel Calismalarda Kullamilan Kimyasal ve Biyolojik Malzemeler

Kitosan doku iskelelerinin iiretiminde kullanilan kitosan Sigma (ABD), asetik asit Riedel-
de Haen (Almanya) firmasmndan satin alnmstir. Ipek doku iskelelerinin iiretiminde
kullanilan Na;COs ve LiBr Sigma (ABD) firmasindan alimmustir. Arjinin-glisin-aspartik asit
tripeptit (RGD) Bachem (ABD) firmasindan temin edilmistiir. RGD ile fonksiyonalizasyon
caligmalarinda kullanilan 2-(N-Morfolin)ethansiilfonik asit hemisodyum tuzu (MES
tamponu), N-(3-Dimetilaminopropil)-N’-etil karbodiimid hidrokloriir (EDC) ve N-Hidroksi
siiksinimid (NHS) Thermo Fischer Scientific (ABD) firmasindan almmustir. Ipek filmlerin
iretiminde kullanilan platin teller A-M Systems’den (ABD) alinmustir. Elektrik
stimiilasyonunda kullanilan karbon elektrotlar Electron Microscopy Sciences (ABD)

firmasindan temin edilmistir.

Hiicre kiiltiirii ¢alismalarinda kullanilan a-MEM, penisilin-streptomisin ve serum (FBS)
Invitrogen (ABD) firmasindan satin alinmistir. Farklilasma ortamina eklenen B-gliserol
fosfat tuzu, L-askorbik asit ve dekzametazon Sigma (ABD) firmasindan satin alimmuistir.
Hiicre proliferasyonunun belirlenmesinde kullanilan MTT (3-[4,5-dimetiltiyazol-2-il]-
difeniltetrazolyum bromiir), hiicre fiksasyonunda kullanilan gluteraldehit ve von Kossa
boyamada kullanilan giimiis nitrat Sigma-Aldrich (Almanya) firmasindan satin almmigtir.
Alamar blue ¢o6zeltisi Life Technologies (ABD) firmasindan satin alinmistir. Hiicre
boyamalarmda kullanilan Alexa Fluor® 488 Phalloidin ve 4',6-diamidino-2-fenilindol
(DAPI) Invitrogen ve propidyum iyodiir Sigma-Aldrich (Almanya) firmalarindan temin
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edilmistir. Gergeklestirilen tiim deneylerde ultra saf su kullanilmistir (Barnstead E-PURE™,
Thermo Scientific, ABD).

3.2. Polimerik Sistemlerin Hazirlanmasi ve Karakterizasyonu
3.2.1. Kitosan Doku Iskeleleri
Fotostimiilasyon c¢aligmalar1 kapsaminda kitosan doku iskeleleri kullanilmig, temel

karakterizasyonlar1 yapildiktan sonra, hiicre kiiltiirii ¢aligmalarina gegilmistir.

3.2.1.1. Hazirlama yontemi

Kitosan doku iskeleleri “dondurarak kurutma” yontemi ile hazirlanmistir [6]. Bu yontemde
>0%85 deasetilasyon derecesine (DD) sahip kitosan %]1°lik (v/v) asetik asit ¢ozeltisinde
¢oziinene kadar karistirilmis ve %2’lik (w/v) kitosan ¢ozeltisi elde edilmistir. Elde edilen
cozelti safsizliklarmmdan arindirilmak iizere filtrelenmis ve 24-gozli kiiltiir kaplarma
dokiilerek -20°C’de dondurulmustur. Bu asamadan sonra kitosan doku iskeleleri,
liyofilizatorde (-80°C, Christ, Almanya) kullanilarak “dondurarak kurutma” islemine tabi
tutulmustur. Elde edilen iskeleler, 10 mm cap ve 2 mm kalinliga sahip olacak sekilde
kesilmistir. Son olarak iskeleler, 96’lik (v/v) etanol ¢ozeltisi igerisinde 1 giin, %70’lik (v/v)

etanol ¢ozeltisi igerisinde ise 1 sa bekletilerek stabilizasyon iglemi tamamlanmuistir.

3.2.1.2. Karakterizasyon ¢calismalar

Taramah elektron mikroskop (SEM) analizi

Uretilen kitosan doku iskelelerinin gézenek yapisini belirlemek iizere SEM (Zeiss Evo 50,
Almanya) analizi yapilmistir. Bu amagla 6rnekler altin ile kaplanmis ve mikroskop altinda

goriintiileri ¢cekilmistir.

Su tutma calismalari

Kitosan doku iskelelerinin su tutma oranlarmi belirlemek {izere kuru 6rnekler 6ncelikle
tartilmis ve daha sonra 37°C’de fosfat tampon ¢ozeltisine (PBS, pH:7.4) alinmistir.
Belirlenen siire sonunda ¢ozelti i¢erisinden ¢ikarilan orneklerin tizerindeki fazla ¢ozelti filtre
kagidi ile uzaklastirilmis ve yas agirliklar: 6l¢iilmiistiir. Su tutma oranlar1 gravimetrik olarak

Esitlik 3.1 kullanilarak hesaplanmistir:

Su tutma oran1 = (W — Wq)/Wo [3.1]

Esitlikteki Wo kitosan iskelenin kuru agirhigni, W ise yas agirligimi belirtmektedir.
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Sekil 3.1. Doktora tez ¢alismasi kapsamindaki deneysel agamalarin sematik gdsterimi.




Gozenekliligin belirlenmesi

Doku iskelelerinin toplam gozenekliligi (I1) Esitlik 3.2 kullanilarak, gravimetrik olarak

hesaplanmistir [149].

3.2
IT= 1- pdoku iskelesi/ Pmalzeme [ ]

Belirtilen esitlikteki pmaizeme doku iskelesi iiretiminde kullanilan malzemenin yogunlugunu,
Pdoku iskelesi iS¢ doku iskelesinin, agirligmin hacmine boliinmesi ile elde edilen, goriiniir

yogunlugu temsil etmektedir.

3.2.2. ipek Filmler ve Doku iskeleleri
Elektrostimiilasyon ¢aligmalari, ipek filmler ve doku iskeleleri kullanilarak, 2-ve 3-boyutlu

sistemlerde yiirtitilmiistiir.

3.2.2.1. Ipek ¢ozeltisinin hazirlanmas

Ipek ¢ozeltisi elde etmek amaciyla, Bombyx mori ipek kozalar1 (Tsukuba, Japonya) kiiciik
pargalara boliinmiis ve 0.02 M Na>COs ¢ozeltisi igerisinde 30 dk kaynatilmistir. Boylece
yapiskan serisin proteini yapisal fibroin proteininden uzaklastirilmistir. Daha sonra elde
edilen fibroin ekstrakt1 3 kez distile su ile yikandiktan sonra oda sicakliginda 9.3 M LiBr
¢Ozeltisi igerisinde ¢Oziilmiistiir. Elde edilen ¢ozelti 60°C’de 4 sa bekletildikten sonra 48 sa
boyunca su igerisinde diyalize tabi tutulmustur. Diyaliz sonrasinda elde edilen ipek ¢ozeltisi
13,000 g’de 10 dk santrifiij edilmis ve siipernatant 4°C’de saklanmistir (Sekil 3.2).

Cozeltinin konsantrasyonu gravimetrik olarak hesaplanmistir [150].

3.2.2.2. ipek ve platin tel iceren ipek filmlerin iiretilmesi

Daha sonra 250 pL ipek ¢ozeltisi, pipet yardimi ile 11 mm ¢apli Polidimetilsiloksan (PDMS)
kaliplar iizerine koyulmus ve 1 gece oda sicakliginda kurumaya birakilmistir. Platin tel
iceren ipek filmleri iiretmek amaciyla, ikiadet, 127 um ¢apa sahip platin tel, aralarinda belirli
bir mesafe olacak sekilde PDMS kaliplar iizerine yerlestirilmistir ve ipek ¢dzeltisi daha sonra
kaliplara koyulmustur. Havada kurutulan ipek ve platin tel iceren ipek filmler su buhari ile
stabilize edilmistir. Bu amagla filmler su dolu desikator igerisinde, 24 mmHg vakumda
birakilmis ve 4 sa boyunca su buharimna tabi tutulmustur. Stabilizasyon sonrasinda filmler

PDMS kaliplardan ayrilmistr.
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3-boyutlu ipek doku iskeleleri
tiretilmistir. Bu amagla 4 g NaCl partikiilii (500-600 pm), 2 mL, %6’lik (W/Vv) ipek ¢ozeltisi

Bombyx mori ipek Kozalar kiigiik pargalar Kozalar 0.02 M Na,CO,
kozalar halinde kesilir icerisinde 30 dk kaynatlhr
‘i
e

-

Fazla su uzaklastirilir ve Fiberler Gzerine 9.3 M LiBr Ipek/LiBr gozeltisi diyaliz
fiberler gece boyunca eklenir ve 60°'de 4 sa kasetine koyulur
kurumaya birakilir inkiibe edilir

™

VY & e

Ipek ¢ozeltisi kasetten alinir 2 kez santrifdj yapilir Cozeltsi 4°C'de saklanir

Sekil 3.2. Ipek ¢ozeltisinin hazirlanmasi [151].

3.2.2.3. Ipek doku iskelelerinin iiretilmesi

kesilmistir.
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Fiberler su igerisinde
20 dk olacak sekilde
3 defa,bekletilir

gl

Ultrasaf su igerisinde
48 sa diyaliz edilir

icerisine eklenmistir. Bu islem Teflon silindirler igerisinde ve oda sicakliginda
gergeklestirilmistir. 48 sa’lik inkiibasyon sonunda silindirler su igerisine alinmis ve 2 giin
boyunca, belli araliklarla icerisinde bulunduklar1 su degistirilerek, tuz partikiillerinin
yapidan tamamen uzaklastirilmasi saglanmistir [152]. Son olarak ipek doku iskeleleri, hiicre

kiiltiirti calismalarinda kullanilmak {izere, 8 mm ¢apa ve 2 mm kalinliga sahip olacak sekilde

yontemi ile



3.2.2.4. Taramah elektron mikroskop (SEM) analizi
Uretilen ipek biyomalzemelerin morfolojik yapilarmni belirlemek iizere SEM (Zeiss Evo 50,
Almanya) analizleri yapilmistir. Bu amagla 6rnekler altin ile kaplanmis ve mikroskop altinda

gorintiileri cekilmistir.

3.2.2.5. RGD fonksiyonalizasyonu

Ipek biyomalzemelerin yiizeyleri, hiicresel yapismay: arttirmak amaci ile RGD ile islevsel
hale getirilmistir. Ipek filmler ve doku iskeleleri MES tamponu igerisinde, oda sicakliginda,
30 dk bekletilmistir. Daha sonra 6rnekler EDC/NHS ¢6zeltisi (50 mg EDC/70 mg NHS)
icerisine alinmis, 30 dk inkiibasyon sonunda MES tamponu ile 2 kez yikanmistir. Son olarak
ornekler 2 sa boyunca RGD ¢o6zeltisi (0.2 mg/mL) igerisinde bekletilmis ve PBS tamponu
ile yikama yapilmustir. Hiicre kiiltiirli galismalarindan 6nce 6rnekler %70’lik (v/v) etanol ile

sterilize edilmis ve sonrasinda 7-8 kez PBS ile yikama islemlerine tabi tutulmustur [153].

3.3. Biyostimiilasyonda Kullanilan Sistemler ve Deney Diizenekleri

3.3.1. Fotostimiilasyon Diizenegi

Fotostimiilasyon galigmalar1 kapsaminda 151k kaynag1 olarak kullanilan Collagentex®, kuartz
plazma ark lamba, 6zel filtereler ve reflektor sistemden olusmaktadir (Sekil 3.3). Bu
sistemde 590-1550 nm aras1 dalga boylarin1 kapsayan polikromatik 151k ve kizilotesi enerji
saglanmaktadir. Cihazin c¢ikis giici 685 W’dwr, plazma ark 151k kaynagi olarak

tanimlanmaktadir.

0
cc%ge NTEX

Sekil 3.3. Fotostimiilasyon sistemi.
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Plazma ark 151k kaynagi temel olarak, 550 nm’nin altindaki ve 1500 nm’nin tistiindeki temel
emisyonlar1 bloke ederek, 590, 633, 666, 712, 812, 1018, 1128, 1356 ve 1395 nm dalga
boylarindaki isiklar1 bir arada sunmaktadir. Cihazdan yayilan 151k 0.3 m?’lik alanda etkilidir

ve enerji yogunlugu 130 mW/cm?’dir.

3.3.2. Elektrostimiilasyon Diizenegi

Elektrostimiilasyon ¢aligmalar1 i¢in, 30.5 x 30.5 cm boyutlara ve 1.25 cm kalinlig1 sahip
DELRIN® bloklar kullanilarak, plakalar hazirlanmustir. Her plaka iki kisma ayrilmis ve her
kisim 2 kolon icermektedir. Kolonlar icerisinde, 35 mm’lik Petri kaplarinin yerlestirilmesi
icin 5’er adet dairesel boliim bulunmaktadir. Hazirlanan sisteme gore 10 adet filme ve 30

adet doku iskelesine ayn1 anda elektrik uygulanabilmektedir.

Sekil 3.4. Elektrostimiilasyon sistemi; a) elektrostimiilasyon plakasi, b) elektrostimiilasyon

plakasi lizerine drneklerin yerlestirilmesi, c) elektriksel baglantilar, d) gii¢ kaynag.

Film ¢alismalarinda, platin tel iceren filmler Petrilere yerlestirildikten sonra, tellerin bir ucu
sistemdeki pozitif uca, diger ucu ise negatif uca baglanmistir. Baglantilar legim yardimu ile
yapilmustir. 3-boyutlu doku iskeleleri i¢in yapilan c¢alismada ise olusturulan sistem
literatiirden segilmistir [132]. Bu sistemde 2.5 cm uzunlugundaki karbon elektrotlar,
aralarinda 8 mm olacak sekilde Petri kaplarma silikon yapistirict ile yapistirilmstir.
Oncesinde elektrotlarin karsilikli birer ucu delinmis ve bu deliklere 6 cm uzunlugundaki
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platin teller baglanmistir. Son olarak lehim ile ana sistem ve teller arasinda baglanti
kurulmustur (Sekil 3.4). Elektrostimiilasyon ¢alismalari, Tufts Universitesi, Biyomedikal

Miihendisligi Boliimii’nde Prof. Dr. David Kaplan’in laboratuvarlarinda ytrtittilmiistiir.

3.4. Hiicre izolasyonu ve Karakterizasyonu

3.4.1. Sican Kokenli ADMSC’lerin izolasyonu

Tez kapsaminda gergeklestirilen fotostimiilayon ¢alismalarinda Sican Adipoz Doku
Kaynakli Mezenkimal Kok Hiicreler kullanilmistir. Hiicreler, Ege Universitesi,
Biyomiihendislik Boliimii Ogretim Uyesi Prof. Dr. Ismet Deliloglu Giirhan ve ekibi
tarafindan sicandan izole edilmistir. Calismada kullanilacak olan ergin siganlar, Ege
Universitesi, Tip Fakiiltesi, Deney Hayvanlar1 Uretim Merkezi'nden temin edilmistir.
Oncelikle Ketamin/ksilazin bilesimine maruz birakilarak bayiltilan siganlar servikal
dislokasyon ile sakrifiye edilmistir. Siganlar %70’lik (v/v) etanol i¢erisinde strerillenmis ve
laminer kabin igerisine alinmistir. Bu asamadan sonraki tiim islemler kabinde
gerceklestirilmistir. Sicanin bobrek arkasindan alinan adipoz doku PBS (pH:7.4) iginde
yikanip bagka bir Petri kabinda kiiciik pargalara boliinmiistiir. Tiipe aktarilan doku, 25 mL
%0.075 (w/v) Tip I kollajenaz ¢6zeltisi igerisine alinarak 37°C’de 60 dk boyunca inkiibe
edilmis ve enzimatik olarak parcalanma gergeklesmistir. Inkiibasyon sonunda elde edilen
karisim pipetleme ile homojenize edilmis ve 800 rpm'de 10 dak santrifiijlenmistir. Yag
hiicrelerinden ve yikama sivisindan olusan siipernatant uzaklastirilmis ve kalan hiicreler 10
mL kiiltiir ortamu eklenerek 1,800 rpm'de tekrar santrifijlenmistir. Bu islem 2 kez
tekrarlanmis ve elde edilen stromal wvaskiiler fraksiyon (SVF) 70 pm'lik filtreden
gecirilmistir. Son olarak elde edilen hiicreler, %15 (v/v) FBS, %1 (v/v) gentamisin, %0.1
(v/v) penisilin/streptomisin ve %0.1 (v/v) amfoterisin-B i¢ceren a-MEM kiiltiir ortaminda, 20
adet 25 cm?'lik flaska aktarilmustir. Kiiltiir ortami 72 sa sonra degistirilmis, hiicre yogunlugu

%?75'e ulastiktan sonra pasaj yapilmistir [154].

3.4.2. Sican Kokenli AAMSC'lerin Karakterizasyonu

AdMSC’lerin karakterizasyonlarmi gergeklestirmek amaciyla dncelikle mikroskop altinda
morfolojik gbzlemleri gerceklestirilmistir. Bu amacla 3. pasajdaki hiicreler 6-gozlii
TCPS'lerde kiiltiire edilmistir. Hiicrelerin tek tabakali kiiltiirdeki morfolojileri invert
mikroskop (Olympus, ABD) ile goriintiilenmistir. Belirlenen giinlerde hiicresel iskeletin
goriintiilenmesi igin filamentoz aktin (F-aktin) ve ¢ekirdek boyamalar1 gergeklestirilmistir.
Hiicreler lizerindeki ortam uzaklastirildiktan sonra PBS ile yikama islemi yapilmistir. Daha

sonra %2.5'luk (v/v) gluteraldehit ¢ozeltisi kullanilarak fiksasyon islemi gerceklestirilmistir.
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Hiicrelerin F-aktinleri Alexa Fluor 488 phalloidin ile 20 dk, hiicre ¢ekirdegi ise propidyum
iyodiir ile 5 dk muamele edilerek boyanmistir ve hiicreler floresan mikroskop (Olympus,
ABD) ile gorintilenmistir. Ayrica AdMSC’ler DAPI ile boyanarak herhangi bir
mikoplazma kontaminasyonuna karsi kontrol edilmistir. PBS ile yikanan hiicreler ayni
sekilde %2.5'luk (v/v) gluteraldehit ¢ozeltisi ile fikse edilmistir. Son olarak DAPI (5 ng/mL)
cozeltisi ile 5 dk muamele edilen hiicreler floresan mikroskop (Olympus, ABD) altinda

gorilintiilenmigtir.

Sican kokenli AdMSC'lerin kiiltiirde iirerken fenotipik karakterlerini korudugunu
dogrulamak amaciyla farklilagtirilmamis mezenkimal hiicrelere akis sitometri analizi
yapilmistir. Analizler Kocaeli Universitesi, Kok Hiicre ve Gen Tedavileri Arastirma ve
Uygulama Merkezi’nce hizmet alimi ile gergeklestirilmistir. Bu amagla 3. pasajdaki
AdMSC’ler yiizeyden kaldirilmis ve hiicre derisimi 1x10° hiicre/mL olacak sekilde siispanse
edilmistir. Santrifiijden sonra yikama tamponunda siispanse edilen hiicrelere 300 pL floresan
izotiyosiyanat (FITC)-konjuge antikorlar eklenerek oda sicakliginda 45 dk inkiibasyon
gergeklestirilmistir. Akis sitometri analizi igcin FACSCalibur (BD Biosciences, San Diego,
ABD) cihazi kullanilmistir. Hiicrelerin immiino-fenotiplemesinde CD29, CD90, CD54,
CD45, CD106, MHC smif 1 ve MHC smif 2 antijenlerine uygun si¢an antikorlar1 ve
antikorlar i¢in Onerilen izotip kontrolleri kullanilmistir (Becton Dickinson, ABD) [155].
AdMSC’lerin tireme davraniglarini incelemek amaciyla belirlenen zamanlarda 3-[4,5-
dimetiltiazol-2-il]-difeniltetrazolyum bromiir (MTT) kullanilarak mitokondriyel aktiviteleri
tayin edilmistir. Oncelikle hiicreler iizerindeki ortam uzaklastirilmis ve herbir gdze 600 pL
serumsuz besi ortami ve 60 uL MTT c¢ozeltisi (2.5 mg/mL PBS) eklenmistir. Daha sonra
37°C’de 3 sa boyunca inkiibasyon islemi gerceklestirilmistir. Inkiibasyon sonunda
hiicrelerin ilizerindeki ortam uzaklastirilmis ve her bir goze 400 uL asidik izopropanol
eklenerek olusan formazan kristallerinin ¢dziinmesi saglanmistir. Elde edilen ¢ozeltiden 200
uL alarak, 690 nm referans olmak tlizere 570 nm’de mikroplaka okuyucu (Asys UVM 340,

Avusturya) ile spektrofotometrik olarak 6lgiim gergeklestirilmistir.

Osteojenik ortamda tiretilen AAMSC’lerin, matris mineralizasyonunun gériintiilenmesi igin,
von Kossa boyamasi yapilmistir. Bu amagcla hiicreler iizerindeki ortam uzaklastirilmis ve
soguk (ice-cold) saf etanol ile oda sicakliginda 20 dk fiksasyon islemi gergeklestirilmistir.
Daha sonra saf su ile yikanan hiicreler %5'lik (w/v) AgNO:3 ile karanlikta inkiibe edilmistir.

Inkiibasyon sonunda hiicreler tekrar yikanarak 2 dk UV 1s1§ma maruz brrakilmustir [156].
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3.4.3. Insan Kékenli MSC’lerin izolasyonu

Calismada kullanilan hMSC’ler, aspire edilen kemik iliginden (Lonza, Gaithersburg, MD,
ABD) izole edilmistir [157]. Temel olarak, aspire edilen kemik iligi %10 (v/v) FBS, %1
(v/v) antibiyotik (penisilin, streptomisin ve fungizon) ve fibroblast growth factor (1 ng/mL)
iceren 56 mL DMEM (Dulbecco’s modified Eagle medium) ile seyreltilmistir. Oncelikle T-
1751ik flasklarm (Corning, MA, ABD) herbirine 16 mL hazirlanan ortamdan koyulmus ve
4 mL kemik iligi eklenmistir. Hiicreler %50 doygunluga ulasana kadar, haftada 2 kez, herbir
flaska 20 mL taze ortam eklenmistir. Hiicre doygunlugu %50’y1 gecince, ylizeyden bagimsiz
hematopoietik hiicreler yikama islemleri ile ortamdan uzaklastirilmis ve mezenkimal kok

hiicreler dondurularak saklanmistir (Sekil 3.5).

Kemik iligi
aspirasyonu

izole edilen kemik iligi kok
16 mL ortam T-175 flaska e 2 o LT
Koyulur ve her bir flaska 4 hucrelerinin 14. gtin gériintisu
mL kemik iligi eklenir

/ * Flask hergiin hafifce sallanarak
~ kan hucrelerinin stispanse halde
- - \
.
\

&
™ kalmasi saglanir
Karakterizasyon Dondurma

=~
r o

_—

* Her bir flaska haftada 2 kere
20 mL ortam eklenir

~—

Kemik iligi kultir ortamiyla
56 mL'’ye seyreltilir

* Adipojenik
* Kondrojenik
* Osteojenik

Sekil 3.5. Kemik iligi kokenli insan mezenkimal kok hiicrelerin izolasyonu.

3.4.4. insan Koékenli MSC’lerin Karakterizasyonu

hMSC’lerin adipojenik, kondrojenik ve osteojenik potansiyellerini belirlemek i¢in hiicreler,
kontrol ortaminin yaninda (%10 (v/v) FBS ve %1 (v/v) penisilin-streptomisin igeren
DMEM), adipojenik ortam (50 pM indometasin, 0.5 mM izobiitil ksantin, 1 pM
dekzametazon, 5 ug/mL insiilin i¢eren kontrol ortami), kondrojenik ortam (%2 (v/v) FBS,
%1 pen-strep, %! insiilin-transferrin-selenyum, 50 pg/mL askorbik asit, 100 nM
dekzametazon, 10 ng/mL TGF-B ve 40 pL L-prolin igeren DMEM) ve osteojenik ortam
(0.05 nM askorbik asit, 100 nM dekzametazon ve 10 mM -gliserol fosfat igeren kontrol
ortami) igerisinde, 6-gozlii kiiltiir kaplarinda kiltiire edilmistir. Ortam her 3-4 giinde bir
tazelenmistir. 3 hafta sonunda hiicreler lizerindeki ortam uzaklastirilmis ve %10’luk (v/v)

formalin ile oda sicakliginda 30 dk fiksasyon yapilmistir [158].
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Lipid damlaciklar1 Oil red boyamas: ile goriintiilenmistir. Fiksasyon isleminden sonra tek
tabakali hiicreler Oil red ¢ozeltisi (%1.5’1ik, w/v) ile kaplanmis ve oda sicakliginda 5 dk
inkiibasyon yapilmustir. Oil red ¢ozeltisi uzaklastirildiktan sonra distile su ile 3 kez yikama
islemi gergeklestirilmis ve 151k mikroskobu (Zeiss Axiovert S 100, Almanya) altinda gézlem

yapilmistir.

Glikozaminoglikanca zengin ECM mineralizasyonu Alcian blue (%1°lik, w/v) boyamas ile
goriintiilenmistir. Fiksasyon isleminden sonra tek tabakali hiicreler Alcian blue ¢ozeltisi ile
kaplanmis ve oda sicakhigmmda 5 dk inkiibasyon yapilmistir. Alcian blue c¢ozeltisi
uzaklastirildiktan sonra distile su ile 3 kez yikama islemi gergeklestirilmis ve 151k

mikroskobu altinda gézlem yapilmistir.

Kalsiyumca zengin ECM mineralizasyonu Alizarin red boyamasi ile goriintiilenmistir.
Fiksasyon isleminden sonra tek tabakali hiicreler Alizarin red ¢ozeltisi (%2’lik, w/v) ile
kaplanmis ve oda sicakliginda 5 dk inkiibasyon yapilmistir. Alizarin red c¢ozeltisi
uzaklastirildiktan sonra distile su ile 3 kez yikama islemi gergeklestirilmis ve 1s1k

mikroskobu altinda gézlem yapilmistir [159].

3.5. In vitro Biyostimiilasyon Cahsmalar

3.5.1. Sican Kokenli Mezenkimal Kok Hiicrelerin (AdMSC) Fotostimiilasyon ile
Osteojenik Farkhlasmasi

Hiicre kiltiirii calismalar1 TCPS vyiizeyler ve kitosan doku iskeleleri kullanilarak
gergeklestirilmistir. Yapilan calismalarda 24-go6zlii kiiltiir kaplar1 kullanilmistir. Kitosan
doku iskeleleri kiiltiir kaplarina yerlestirilmeden once, kiiltiir kaplarinin yiizeyleri Parafilm
ile kaplanmistir. Boylece hiicrelerin doku iskelelerinden kiiltiir kabinin yilizeyine gog¢
etmeleri  engellenmistir.  Parafilmlerin sterilizasyonu %70’lik  (v/v) etanol ile
gergeklestirilmistir. Daha sonra etanol igerisinde, vakum altinda ¢oktiiriilen doku iskeleleri
herbir goze yerlestirilmistir. Son olarak Ornekler 45 dk UV’ye maruz birakilarak
sterilizasyon islemi tamamlanmistir. Hiicre ekiminden 6nce iskeleler Dulbecco PBS ve a-
MEM ile yikanmis ve etanoliin yapidan tamamen uzaklastirilmas: saglanmistir. Yikama
islemlerinden sonra kitosan doku iskelelerinin tizerine 1 mL %10 (v/v) FBS ve %1 (v/v)
penisilin iceren a-MEM eklenmis ve CO: etiiviinde (Heraus Instruments, Almanya) 24 sa
inkiibasyon yapilmistir. Béylece, daha etkin bir hiicre yapigmasi i¢in sSerum proteinlerinin

iskele ylizeyine ¢cokmesi saglanmistir.
AdMSC’ler %10 (v/v) FBS ve %1 (v/v) penisilin igeren a-MEM ile flasklarda ¢ogaltilmistir.
Hiicreler yeterli sayiya ulastiklarinda tripsinizasyon ile yiizeyden kaldirilmislardir. TCPS
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yiizeyler igin, herbir goze 3x10* hiicre olacak sekilde hiicre ekimi yapilmistir. Doku
iskeleleri icin ise 1x10° hiicre 50 puL ortam igerisinde herbir iskeleye emdirilmistir. Hiicre
yapismasinin ger¢eklesmesi i¢in 3 sa beklenmis ve herbir géze 1 mL osteojenik farklilagsma
ortami eklenmistir. Osteojenik farklilasma ortami %10 (v/v) FBS ve %1 (v/v) penisilinin
yani sira 10 mM B-gliserol fosfat, 50 ug/mL askorbik asit ve 10 nM dekzametazon
icermektedir. Steril ortam gerektiren tiim islemler laminer akis kabininde (Bioair, Type II

Laminer Akis Kabini, italya) yiiriitiilmiistiir.

3.5.2. Fotostimiilasyon Uygulamasi

Fotostimiilasyon c¢aligmalar1 Boliim 3.3.1°de agiklanan plazma ark kaynagi kullanilarak
gerceklestirilmistir (Sekil 3.3). Islem parametreleri daha dnce grubumuzda tamamlanan,
Nazife Ulker’in yiiksek lisans tezi kapsaminda belirlenmistir [62]. Isik uygulamasi, giin asir1
yapilmak tizere, TCPS grubu i¢cin 10 cm mesafeden, 5 dk ve kitosan doku iskeleleri i¢in iSe
10 cm mesafeden 10 dk olacak sekilde gergeklestirilmstir. Isik uygulamasindan 6nce
ornekler iizerindeki besi ortami uzaklastirilmis ve yerine 500 pL. DPBS koyulmustur.
Uygulama sonunda DPBS ¢ekilerek yerine tekrar besi ortami koyulmus ve hiicrelerin

inkiibasyonuna devam edilmistir.

3.5.3. Fotostimiilasyon Calismalarinda Yapilan Hiicre Kiiltiirii Analizleri

Hiicre proliferasyonunun belirlenmesi

AdMSC’ler ile yapilan fotostimiilasyon ¢alismalarinda, hiicre proliferasyonu MTT ile takip
edilmistir. MTT analizi Bolim 3.4.2°de belirtildigi sekilde gerceklestirilmistir. MTT
¢Ozeltisi canli hiicrelerin mitokondrilerinde formazan kristaline doniistiiriilmektedir. Olusan
formazan kristalleri isopropanolde c¢ozdiiriilmekte ve spektrofotometrik olarak o6lgiim
gerceklestirilmektedir. Bu prensibe bagli olarak, belirlenen zamanlarda gergeklestirilen
MTT analizinde elde edilen absorbans degerleriyle, hiicre canliligi kantitatif olarak

degerlendirilmistir.

Hiicre morfolojisinin belirlenmesi

TCPS ile yapilan fotostimiilasyon ¢aligmalarinda hiicre morfolojisi floresan boyama ile takip
edilmistir. Bu amagla hiicrelerin F-aktinleri Alexa Fluor 488 phalloidin ile, ¢ekirdekleri
propidyum iyodiir ile ikili olarak boyanmistir. Boyama prosediirii daha once belirtildigi
sekilde gergeklestirilmistir. Hiicrelerin morfolojileri ve iskelet organizasyonlar1 floresan

mikroskop altinda incelenmistir.
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Kitosan doku iskeleleri ile yapilan calismada hiicresel morfoloji, hiicrelerin doku
iskelesindeki dagilimlar1 ve ECM sentezleri SEM ile goriintiilemistir. Bu amacla 6rnekler
iizerindeki besi ortami uzaklastirilmis ve DPBS ile yikama islemi yapilmistir. Daha sonra
%2.5’luk  gluteraldehit ile karanlikta ve oda sicakliginda fiksasyon islemi
gerceklestirilmistir. 30 dk’lik fiksasyon isleminden sonra 6rnekler tekrar DPBS ile yikanmig
ve analiz yapilana kadar DPBS igerisinde 4°C’de saklanmistir. SEM analizi 6ncesinde
ornekler etanol serilerinden gegirilmis (%10, 30, 50, 70, 90 ve 100) ve yap1 icerisindeki
suyun tamamen uzaklastirilmasi saglanmistir. Son olarak ornekler hekzametildisilazanda
(HMDS) 5 dk bekletilmis ve havada kurutulmustur. SEM ile goriintiileme oncesi 6rnekler

altm ile kaplanmstir.

Matris mineralizasyonunun incelenmesi

TCPS yiizeyine ekilen hiicrelerin matris mineralizasyonunu incelemek iizere ALP-von
Kossa boyamalar1 yapilmistir. Hiicreler {izerindeki ortam uzaklastirildiktan sonra PBS ile
yikama gerceklestirilmistir. Daha sonra %10’luk (v/v) formalin ile 15 dk fiksasyon iglemi
gerceklestirilmistir. Bu sirada taze substrat hazirlanmistir. Bu amagla, 0.005 g naftanol 200
uL dimetilformamid i¢erisinde ¢6zdiiriilmiistiir. Daha sonra hazirlanan karisima 25 mL Tris-
HCL ¢6zeltsi ve 15 mL distile su eklenmistir. Son olarak 0.03 g Red Violet koyulmus ve
¢ozelti filtrelenmistir. Fiksasyon sonunda herbir gbze taze substrat ilave edilmis ve oda
sicakliginda 45 dk inkiibasyon yapimustir. Inkiibasyon sonunda drnekler distile su ile 4 kez
yikama yapilarak, %2.5’luk (w/v) giimiis nitrat ¢ozeltisi ile 30 dk boyunca ikinci kez inkiibe
edilmistir. Son olarak distile su ile 4 kez yikama yapilmig ve mikroskop altinda gozlem

gergeklestirilmistir.

Kitosan doku iskelelerindeki mineralizasyonu goriintilemek igin von Kossa boyama

yapilmistir. Von Kossa boyama isleminde Boliim 3.4.2°de belirtilen yontem kullanilmustir.

Gen ekspresyonunun belirlenmesi

Osteojenik farklilasmanin takibi igin, hiicrelerin alkalin fosfataz (Alp), runt-iliskili
transkripsiyon faktér (Runx2), kollajen 1 (Coll 1) ve osteopontin (Opn) gen ekspresyon
seviyeleri gercek zamanh polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR) (Light Cycler Nano®,
Roche, Isvicre) ile belirlenmistir. Kullanilan primerlerin listesi Cizelge 3.1°de verilmistir.
Oncelikle drneklerin RNA izolasyonu gerceklestirilmistir. Bu amagcla drnekler iizerine 1 mL
Trizol (Invitrogen) koyulmustur. Daha sonra érnekler 25-30 s vortekslenmis ve 4°C’de 2 sa

bekletilmistir. Ardindan Ornekler iizerine 200 pL kloroform koyulmus ve 12,0009’de,
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4°C’de 10 dk santrifiijlenmistir. Santrifiij isleminden sonra RNA’nin bulundugu sivi faz
baska bir tiipe alinmistir. Bu basamak 2 kez tekrarlanmistir. Sonraki agsamada Grnekler
iizerine 400 pL izopropanol koyulmus ve 45 dk boyunca -20°C’de inkiibasyon yapilmistir.
Inkiibasyon sonunda tekrar 12,000g, 4°C’de 10 dk santrifiijleme islemi gerceklestirilmistir.
Daha sonra siipernatant uzaklastirilimis ve pellet %75’lik (V/v) etanol i¢erisinde 17,5009’de,
4°C’de 5 dk santrifiijlenerek yikanmigtir. Son olarak herbir tiipe 35 pL Rnase free su
koyulmus ve ornekler 55-60°C’deki su banyosunda 15 dk bekletilmistir. Elde edilen
RNA’lar -80°C’de saklanmastir.

Cizelge 3.1. RT-PCR analizinde kullanilan primer dizileri.

P-Aktin F-5' -TAAAGACCTCTATGCCAACAC-3'
R-5-CTCCTGCTTGCTGATCCACAT- 3'

Runx2 F-5'-GCTTCTCCAACCCACGAATG-3'
R-5-GAACTGATAGGACGCTGACGA-3’

Alp F-5’-AGC TGC CCG CAT CCT TAA-3'
R-5’-TGT ACG TCT TGG AGA GAG CCA-3’

Collal F-5'-TCCTGCCGATGTCGCTATC-3’
R-5-CAAGTTCCGGTGTGACTCGTG-3'

Opn F-5-GACGGCCGAGGTGATAGCTT-3’
R-5-CATGGCTGGTCTTCCCGTTGC-3'

RNA izolasyonundan sonra iki basamakli RT-PCR analizine gecilmistir. i1k asamada cDNA
kiti (Roche, Isvicre) ile cDNA sentezi gergeklestirilmistir. ikinci asamada ise FastStart
Essential DNA Green Master (Roche, Isvicre) kiti ile PCR analizi yapilmustir. Bu asamada,
aktivasyon basamagi 95°C’de 10 dk, denatiirasyon ve ¢ogalma basamagi 95°C’de 20 s,

birlegsme basamag1 60°C’de 20s ve uzama basamagi 72°C’de 20 s silirmiistiir.
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3.5.4. Insan Kokenli Mezenkimal Kok Hiicrelerin (hMSC) Elektrostimiilasyon ile
Osteojenik Farkhilasmasi

Ipek film ¢ahigsmas1 igin hiicreler, osteojenik ortam igerisinde, hiicre yogunlugu 3x10°
hiicre/mL olacak sekilde ekilmistir. Oncelikle bos ipek ve platin tel icerek ipek filmler 35
mm’lik Petri kaplarma yerlestirilmis ve hiicre ekiminden 6nce 2 sa sartlama ortaminda (1
mL %10 (v/v) FBS ve %1 (v/v) penisilin iceren a-MEM) bekletilmistir. Platin tel iceren ipek
filmlerin bulundugu Petriler, elektrostimiilasyon plakasi icerisine alinmig ve teller lehim
yardimi ile ana sisteme baglanmistir. Sartlama ortami uzaklastirildiktan sonra herbir filme
30 puL hiicre slispansiyonu ekilmis ve hiicre yapigsmasi i¢in 30 dk beklenmistir. Her 30 dk’da
bir hiicreler tizerine 30 pL ortam eklenerek, hiicrelerin kurumasi engellenmistir. 3 sa

sonunda herbir Petriye 3 mL osteojenik ortam eklenerek, 6rnekler etiive kaldirilmistir.

3-boyutlu doku iskeleleri igin hiicreler, 3x10” hiicre/mL yogunlukta, osteojenik ortam
icerisinde siispanse edilmistir. Her bir Petri i¢cin, 3 adet doku iskelesi, karbon elektrotlar
arasma sikistirilmistir. Kontrol grubundaki doku iskeleleri 24-gézIii kiilir kaplarina
yerlestirilmistir. Doku iskeleleri 2 sa sartlama ortaminda bekletildikten sonra, 30 pL ortam
ile hiicre ekimi gergeklestirilmistir. Doku iskelesinin kurumasini engellemek i¢in her 30 dk
bir ortam eklemesi gerceklestirilmistir. 3 sa sonunda Petri kaplaria 4.5 mL, 24-g6zIi kiiltiir

kaplarina ise 1.5 mL osteojenik farklilasma ortami eklenmistir.

3.5.5. Elektrostimiilasyon Uygulamalar:

Film ¢aligmalarinda, giinde 1 sa olmak {izere, 14 giin boyunca hiicreler elektriksel alana tabi
tutulmuslardir. Optimizasyon c¢alismalar1 kapsaminda frekans, elektrotlar aras1 mesafe ve
uygulanan voltaj gibi parametreler degistirilmistir. 2.5 ve 5 cm olmak tizere iki farkl elektrot
mesafesi kullanilmistir. Ayn1 zamanda frekans 20 Hz ya da 60 kHz olacak sekilde
degistirilmistir. 10-500 mV arasinda belirlenen voltajlar sisteme uygulanmistir. Osteojenik
farklilagsma ortammin yaninda Dbiiyiime ortammin kullanildigi  gruplarda da

elektrostimiilasyonun etkileri incelenmistir.

Doku iskelelerinin kullanildig1 ¢alismalarda, giinde 1 sa olmak {izere 28 giin boyunca
hiicreler elektriksel alana tabi tutulmuslardir. Bu sistemde frekans 60 kHz’de sabit tutulmus
ve uygulanan voltaj 100-500 mV arasinda degistirilmistir. Ayrica elektrostimiilasyon ile
sinerjik etkisinin arastirilmasi i¢in 2 adet elektrofizyolojik diizenleyici ajan kullanilmigstir
[13]. Monensin (10 nM) ve glibenklamid (10 pM) adli bu ajanlar osteojenik ortam igerisine
ilave edilmis ve elektriksel alan varliginda ve yoklugundaki etkileri karsilastiriimali olarak

incelenmistir.
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3.5.6. Elektrostimiilasyon Calismalarinda Yapilan Hiicre Kiiltiirii Analizleri

Hiicre proliferasyonunun belirlenmesi

Alamar blue analizi: Alamar blue analizi ile hiicre proliferasyonu ve canliligi
degerlendirilmistir. Bu amagla 6rnekler tizerine 500°er pL, %10 (v/v) Alamar blue iceren
osteojenik farklilasma ortami koyulmus ve 37°C’de 3 sa inkiibasyon gergeklestirilmistir.
Inkiibasyon sonunda herbir rnekten 200 pL alinarak absorbans 6l¢iimii (560 nm eksitasyon,
590 nm emisyon) yapilmistir (Molecular Devices, ABD). Hiicre icermeyen doku

iskelelerinden elde edilen degerler sonuglardan ¢ikarilmustir.

Alamar blue ¢6zeltisinin aktif maddesi resazurin, toksik olmayan ve hiicre zarin1 gecebilen
mavi renkli, floresan 6zellik gostermeyen bir maddedir. Bu madde canli hiicrelerde, kirmizi
renkte floresan iireten, resorufine indirgenir. Boylece olusan floresan siddet, canli hiicre

sayis1 ile orantil1 ve hiicre metabolitesi ile iligkilidir.

DNA miktari: Doku iskeleleri 7., 14. ve 28. giinlerde alinmis ve ortadan ikiye bolinmiistiir.
DPBS ile yikanan drnekler analiz yapilincaya kadar -80°C’de saklanmistir. Orneklerin yarisi
ile DNA miktar1 ve ALP aktivitesi analiz edilirken, diger yarisi ile Ca igerigine bakilmistir.
DNA ve ALP analizleri i¢in 6rnekler Eppendorftiiplerine alinmis ve tizerlerine 200 pL hiicre
lizis ¢dzeltisi (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, ABD) eklenmistir. Ornekler bu lizis ¢ozeltisi
icerisinde 20 dk inkiibe edilmis ve sonrasinda %10 amplitiit ile 10 dk boyunca homojenize
edilmislerdir (Branson Ultrasonics, Danbury, CT, ABD). Homojenizasyon sonrasi 12,000
rpm’de 10 dk santrifiijleme islemi gergeklestirilmistir. DNA miktar1 PicoGreen kiti (Life
Technologies™, Grand Island, NY, ABD) ile dl¢iilmiistiir. 96-gozlii kiiltiir kaplarmnda, 10
uL siipernatant iizerine 100 pL, kit igerisindeki, 1XTE tamponu koyulmustur. Son olarak
1:200 oraninda seyreltilmis 100 pL Quant-iT PicoGreen ¢ozeltisi eklenmis ve floresan
siddeti okunmustur (480 nm eksitasyon, 520 nm emisyon). DNA miktar1 kalibrasyon grafigi

kullanarak hesaplanmis (Ek 1) ve doku iskelesinin grami bagina normalize edilmistir.

Hiicre farkhlasmasinin belirlenmesi

ALP aktivitesinin belirlenmesi: Doku iskelelerine ekilen hiicrelerin ALP aktiviteleri
Alkalin Fosfataz kiti (Abcam, Cambridge, MA, ABD) ile 6l¢iilmiistiir. Bir 6nceki boliimde
anlatildig1 tizere Orneklerin lizisi, homojenizasyonu ve santrifiigasyonu ile elde edilen
stipernatanttan 1 pL alinmis ve 96-gdzlii kiiltiir kaplarinda, iizerlerine 80 pL tampon ¢ozeltisi
koyulmugtur. Sonraki agamada seyreltilen 6rneklere 50 pulL, 5 mM p-nitrofenil fosfat

substrat1 eklenmis ve Orneklerin oda sicakliginda, hafif c¢alkalamali ortamda, 1 sa
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inkiibasyonlar1 yapilmustir. Inkiibasyonun sonunda herbir gdze 20 uL reaksiyon sonlandirict
¢ozelti koyulmus ve 450 nm’de absorbans degerleri dl¢iilmiistiir. ALP aktivitesi kalibrasyon

grafigi (Ek 2) kullanarak hesaplanmis ve g doku iskelesi bagina normalize edilmistir.

Ca iceriginin belirlenmesi: DNA ve ALP analizlerinde kullanilan 6rneklerin diger yarilar
Eppendorf tiiplerine alinmig ve iizerlerine 200 puL ultrasaf su koyulmustur. Daha sonra
orneklerin %10 amplitiit ile 10 dk boyunca homojenizasyonlar1 gerceklestirilmistir.
Homojenizasyon sonrasi, kalsiyumun ekstrakte edilmesi i¢in, herbir tiipe 200 uL %5’lik
trikloroasetikasit (Fischer Scientific, Pittsburgh, PA, ABD) eklenmis ve o6rnekler 4°C’de,
hafif calkalamali ortamda, 1 gece bekletilmislerdir. Kalsiyum igerigi, Total Calcium
Liquicolor® kiti (Stanbio, TX, ABD) kullanilarak tespit edilmistir. Kisaca 10 pL lizat ve
standartlar tizerine, 500 puL renk ¢ozeltisi ve 500 pL reaksiyon ajani eklenmistir. 5 dk
inkiibasyon sonunda 200 pL ¢ozelti alinarak 96-gozlii kiiltiir kaplarina koyulmus ve 550
nm’de absorbans degerleri okunmustur. Ca igerigi florometrik olarak belirlenmis ve g doku

iskelesi bagina normalize edilmistir.

RT-PCR analizi: RT-PCR analizi i¢in ayrilan 6rnekler DPBS (pH 7.4) ile yikanmistir ve
mikrotiiplere aktarilmistir. Mikromakas kullanilarak parcalanan 6rneklere 200 pL Trizol
(Invitrogen, ABD) eklenmistir. Vorteks kullanilarak karistirilan 6rnekler analize kadar -
80°C'de saklanmistir. RNA izolasyonu i¢in tek basamakli asit-fenol guanidinyum metodu
kullanilmistir. RNA saflastirilmasi i¢cin ise RNEasy kit (Qiagen, ABD) kullanilmistir.
Reverse transkripsiyon basamagi Yyiiksek kapasiteli cDNA Reverse Transkripsiyon Kkiti
(Invitrogen, ABD) ile PTC100 programlanabilir termal kontrol cihazinda (MJ Research Inc,
ABD) gerceklestirilmistir. Gliseraldehit 3-fosfat dehidrogenaz (GAPDH), alkalin fosfataz
(ALP), osteokalsin (OCN), kemik sialoprotein (BSP), kollajen tip 1 alfa 1 (COL1A1), runt-
iliskili transkripsiyon faktorii 2 (RUNX2) ve osteopontin (OPN), 1s1 sok proteini 27 (HSP27)
ve 181 sok proteini 70 (HSP70) genleri i¢cin Tagman problar1 Life Technologies (ABD)
firmasindan alinmigstir. Cizelge 3.2°de RT-PCR analizinde kullanilan genler ve analiz kodlar1

verilmistir.
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Cizelge 3.2. RT-PCR analizinde kullanilan genler ve analiz kodlar1.

GEN ANALIZ KODU
GAPDH Hs99999905_m1
RUNX2 Hs00231692_m1

ALP Hs00758162_m1
COL1A1 Hs00164004_m1

BSP Hs00173720_m1

OPN Hs00959010_m1

HSP27 Hs00356629_g1

HSP70 Hs00271244 s1

Morfolojik calismalar

Taramal elektron mikroskop (SEM) analizi: Hiicre morfolojisi, hiicresel dagilim ve
ECM sentezinin belirlenmesi i¢in, ipek fimlerden 14. giinde ve doku iskelelerinden 7. ve 28.
giinlerde Ornekler alinmistir. SEM goriintiileme Oncesinde Ornekler daha once belirtilen

islemlere tabi tutulmuslardir.

Alizarin red boyama: Ipek filmler iizerindeki mineralizasyonun belirlenmesi igin Alizarin
red boyama yapilmistir. Bu amagla kiiltiiriin 3. ve 14. giiniinde 6rnekler tizerindeki ortam
uzaklastirilmig, DPBS ile yikama igslemleri yapilmis ve %10°luk (v/v) formalin ile fiksasyon
islemi gergeklestirilmistir. Sonraki asamada ornekler Alizarin red ¢ozeltisinde (Fischer,
ABD) 5 dk bekletilmistir. Son olarak distile su ile yikama islemi yapilmis ve 11k mikroskobu

altinda goriintiileme gerceklestirilmistir.

Histolojik analizler: Doku iskelelerindeki hiicresel dagilim ve mineralize bolgeler
histolojik boyamalar ile belirlenmistir. Bu amacla 6rnekler %4’lik paraformaldehit ile
fikslenmis ve parafin i¢ine gomiilerek 8 um’lik kesitler alinmustir. Elde edilen kesitler ksilen
ve etanol serilerinden gegirilerek hemotoksilen&eozin boyamalar gergeklestirilmistir (EK 3).
Hiicreler tarafindan olusturulan mineral depolari, Alizarin red ve von Kossa boyamalarla (Ek

4 ve 5) tespit edilmis ve 151k mikroskobu altinda goriintiilemeler yapilmustir.
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3.6. Istatistiksel Analiz

Calisma kapsaminda elde edilen veriler GraphPad Software Instat programi kullanilarak
istatistiksel agidan degerlendirilmistir. Veriler {i¢ deney i¢in ortalama + standart sapma
degerleri ile birlikte sunulmustur. Farkli gruplarin istatistiksel olarak karsilastirilmast i¢in
Tek Yonli ANOVA yontemi Tukey—Kramer post hoc testiyle birlikte kullanilmis ve p-

degerinin 0.05’den az oldugu durumlar anlamli kabul edilmistir.
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4. DENEYSEL SONUCLAR VE TARTISMALAR

Bu boliimde, mezenkimal kok hiicrelerin, farkli uyaranlar varliginda iireme ve osteojenik
farklilagma potansiyellerinin belirlendigi caligmalardan elde edilen sonuglar verilmis ve elde
edilen veriler literatiirle karsilastirilarak tartisgitimistir. Ik bolimde fotostimiilasyon ve
elektrostimiilasyon caligsmalarinda kullanilmak tizere iiretilen kitosan doku iskeleleri, ipek
filmler ve ipek doku iskelelerinin iiretimi ve karakterizasyonu ile ilgili sonuglar sunulmustur.
Sonraki kisimda ise hiicre kiiltiirii ¢aligmalarinda kullanilan AAMSC ve hMSC’lerin
karakterizasyon sonuglarina yer verilmistir. Son boliim, fotostimiilasyon ve
elektrostimiilasyon ¢alismalar1 olmak {izere iki kisma ayrilmistir. Fotostimiilasyon
calismalar1 kapsaminda TCPS yiizeylerde ve kitosan doku iskeleleri iizerinde kiiltiire edilen
AdMSC’lerin, lireme ve farklilasma davraniglar1 analiz edilmistir. hMSC’ler ile yapilan
elektrostimiilasyon ¢aligmalarmin anlatildig1 kisimda ise Oncelikle ipek filmler ile elde
edilen ¢alismalara yer verilmistir. Son olarak ipek doku iskeleleri ile yapilan ve elektriksel
alan varlhiginda cesitli biyokimyasallarin kullanildigi calismaya ait sonuglar sunulmus ve

olusan sinerjik etki, hiicresel aktiviteler agisindan degerlendirilmistir.

4.1.Polimerik Biyomalzemelerin Hazirlanmasi ve Karakterizasyonu

Doktora tez calismasi kapsaminda kullanilan biyomalzemelerin {iretiminde, dogal
polimerler sinifindan olan kitosan ve ipek malzemeler tercih edilmistir. Farkli {iretim
yontemleriyle, farkl formlarda iiretilen biyomalzemelerin temel karakterizasyon ¢aligmalar1

yapildiktan sonra hiicre kiiltiiri ¢calismalaria gegilmistir.

4.1.1. Kitosan Doku iskelelerinin Hazirlanmasi

Fotostimiilasyon ¢alismalar1 kapsaminda gergeklestirilen ¢alismalarda kitosan doku
iskeleleri kullanilmistir. Kitosan, mukoadezyon ve hemostatik 6zellikleri, antibakteriyel
aktivitesi ve analjezik etkisi gibi sahip oldugu tistiin 6zellikler nedeniyle, doku miihendisligi
calismalarinda biyomalzeme olarak siklikla tercih edilmektedir [6, 160-162]. Doku
mithendisliginde kullanilan siinger formundaki biyomalzemeler, agik gdzeneklere sahip
kopilikler olarak tanimlanabilir. Makro ve mikro gozeneklere sahip bu yapi1 bulundugu
ortamda sivi absorplayarak yumusakligini ve esnekligini korurken, hiicresel etkilesim

agisindan da etkin sonuglar sergiler [163].

Kemik doku miihendisliginde, genellikle kitosanin 3-boyutlu siinger formlar1 tercih
edilmektedir. Kullanilan kitosan doku iskeleleri cogunlukla liyofilizasyon yontemi ile elde

edilmektedir [164]. Bu yontemde, temel olarak, kitosan ¢6zeltisi dondurulmakta ve donan
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¢ozelti diisiik basing altinda siiblimlestirilerek yapidan uzaklastirilmaktadir. Siiblimlesme
sonucunda i¢sel baglantili gézeneklere sahip bir yapi elde edilmektedir. Literatiirde,
liyofilizasyon yontemi ile kitosanin tek bagina veya trikalsiyum fosfat, kollajen, ZnO gibi

farkli malzemelerle kompozit olarak iiretildigi birgok ¢aligma mevcuttur [164-166].

Kitosanin deasetilasyon derecesi (DD) arttikga, katyonik primerin tasidigi primer amin
gruplart da artmaktadir. Hiicrelerin, membranlar1 vasitasi ile kitosandaki protonlanmig
aminlere baglandiklar1 ve bu yolla malzeme ylizeyi ile etkilesime gegtikleri bilinmektedir.

Bu nedenle, DD arttik¢a, hiicre yapigmasi da artmaktadir [6].

Yapilan c¢aligmada, >%85 DD’ye sahip kitosan kullanilarak, liyofilizasyon yontemi ile
kitosan doku iskeleleri iiretilmistir. Uretilen kitosan doku iskelelerinin genel goriintiileri

Sekil 4.1°de verilmistir.

Sekil 4.1. Liyofilizasyon yontemi ile hazirlanan kitosan doku iskelelerinin kuru ve sismis

goriintiileri.

4.1.1.1. Kitosan doku iskelelerinin karakterizasyonu

Karakterizasyon calismalar1 kapsaminda, Oncelikle kitosan doku iskelelerinin SEM
analizleri yapilmistir. Doku iskelelerinden alinan kesitler, malzemenin gbzenekli yapisini ve
bu goézeneklerin igsel baglantilara sahip oldugunu ortaya koymaktadir (Sekil 4.2).
Gozenekler arasindaki igsel baglantilar, homojen bir hiicre ekiminin ve dagilimmin
saglanmasi, hiicre gogiiniin iskelenin i¢ kisimlarina kadar ulasabilmesi ve dig ortam ile
hiicreler arasindaki besin alig-verisinin saglikli olabilmesi i¢in olduk¢a kritik bir dneme

sahiptir [167]. ImageJ programu ile yapilan hesaplamalarda ortalama gozenek ¢ap1 95+31
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um olarak hesaplanmistir. Literatiirde de optimum gozenek capi, hiicreye 06zgii bir
parametre olmakla beraber, kemik doku miithendisligi icin 200-400 pm olarak belirlenmistir
[3]. Gozenek ¢apmin yaninda, hiicre proliferasyonunu, farklilagmasini ve kemik olusumunu
destekleyecek malzemenin yiiksek gozeneklilige sahip olmasi gerekmektedir. Kemik doku
mithendisligi ¢alismalarinda, diger dokularda oldugu gibi, etkin sonuglar elde etmek igin
%90 ve tizeri gdzeneklilik tercih edilmektedir [34]. Kitosan doku iskelelerinin gézenekliligi

gravimetrik olarak hesaplanmis ve yaklasik %95 olarak bulunmustur.

Kitosan doku iskelelerinin 37°C’deki PBS icerisinde rehidre edilmeleri ile sisme oranlari
hesaplanmistir. Kitindeki asetamid gruplarmin, deasetilasyon sonrasinda amid gruplarma
doniistiikleri ve amid gruplarinin hidrofilik yapida oldugu bilinmektedir. Bu nedenle kitosan
doku iskeleleri, ilk bir ka¢ dakika igerisinde ortamda bulunan suyu absorblamis ve denge
sismeye ulagsmustir [168]. Gravimetrik olarak hesap edilen denge sisme orani kuru temelde
34.47+4.12 olarak hesap edilmistir. Yapimin sisme dengeye geldikten sonra da, formunu

korudugu tespit edilmistir.

50 =
EHT =20.00 kV  Signal A = SE1 Sample ID = 2 EHT = 20.00kV Signal A= SE1 Sample ID =

Sekil 4.2. Kitosan doku iskelelerinin SEM goriintiileri; (a) 200X, (b) 500 X.

4.1.2. ipek Biyomalzemelerin Uretilmesi

Ipek, protein yapida dogal bir polimerdir ve dogada farkli bocek ve Oriimcek tiirleri
tarafindan {iretilmektedir. Ipegin yapisma bakildiginda hafifligin (d=1.3 g/cm®) ve yiiksek
mekanik dayanimin (4.8 GPa, dogada bulunan en kuvvetli fiber) bir arada bulundugu
goriilmektedir. Ornegin sentetik bir malzeme olan Kevlar 49’a gore 4-7 kat daha elastiktir
ve ipek fiberleri koparmak i¢in gereken enerji, Kevlar 49°u koparmak igin gereken enerjiden
3-4 kat daha fazladir. Ayrica ipek, 250°C’ye kadar termal kararlilik géstermektedir [169].
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Ipek dogal formunda, ipek fibroin adi verilen filament yapida bir ¢ekirdek proteini ile bu
yapiy1 saran yapiskan serisin proteininden olugsmaktadir. Serisin proteini, ipek malzemelere
karst olusturulan immiin cevabin temel nedeni olarak goriilmektedir [170]. Ipek
biyomalzemelerin tiretiminde kullanilan ipek ¢ozeltisi, Bombyx mori adi verilen ipek
bdceginden elde edilmis ve kullanilan yontemde serisin proteini yapidan uzaklastirilmistir.
Boylece, immiin cevap olusma riski azaltilirken, biyouyumlu, kan ile uyumlu, oksijen ve su

gecirgenligi oldukea iyi ipek fibroin yapisi elde edilmistir [171-173].

Ipek fiberler, su, etanol, seyreltilmis asit ve baz ¢ozeltileri gibi bircok ¢oziiciide ¢dziinmez.
Ancak derisik siilfiirik asit, formik asit, hekzafloroizopropanol (HFIP), kalsiyum nitrat ya da
lityum bromiir (LiBr) gibi ¢ozeltiler ipek fiberleri ¢6zmek igin kullanilmaktadir. Inouye ve
Gotoh yaptiklari ¢aligmalarda, ipek bocegi kozalarindan elde ettikleri fiberleri 9-9.5 M LiBr
cozeltisinde ¢ozmiistiir. Elde ettikleri ipek fibroini kullanarak iirettikleri filmlerin, ¢esitli
insan ve hayvan kaynakli hiicre hatlar1 i¢in, hiicre yapismasini ve biiyiimesini destekledigini
belirtmiglerdir [174, 175]. Tez kapsaminda yapilan {iretim ¢aligmalarinda, elde edilen ipek

fibroin yapis1 LiBr’de ¢ozdiiriilerek ipek ¢ozeltisi hazirlanmigtir.

Biyomedikal alanda yapilan ¢alismalarda ipek, film/membran, mikro/nano fiber, hidrojel ve
gozenekli doku iskelesi olmak {izere bircok farkli formda kullanilmistir [169].
Elektrostimiilasyon caligmalar1 kapsaminda, ipek filmler ve gbzenekli doku iskeleleri

kullanilarak, 2- ve 3-boyutlu sistemlerde elektriksel alanin etkileri incelenmistir.

4.1.2.1. Ipek ve platin tel iceren ipek filmlerin iiretilmesi

Elektriksel alanin hMSC’lerin osteojenik farklilagmasi iizerine etkilerini incelemek i¢in ipek
filmler tretilmistir. Bos ipek filmleri hazirlamak amaciyla %3’liikk ipek ¢ozeltisi, daha
onceden kesilmis PDMS kaliplar iizerine, pipet yardimi ile koyulmus ve bir gece oda
sicakliginda kurumaya birakilmistir. Bu yontemle hazirlanan filmler kontrol grubu olarak
kullanilmustir (Sekil 4.3). Elektrostimiilasyon ¢alismalarinda kullanilacak ipek filmlerin
tiretiminde ise platin teller kullanilmistir. Bu amagla 6ncelikle platin teller, igne yardimiyla,
PDMS kaliplara sabitlenmis ve ipek ¢ozeltisi bu teller tizerine dokiilmiistiir. Kurutma islemi
sonunda platin telleri igeren ipek fimler elde edilmis ve ipek filmler boyunca elektriksel

iletkenlik bu teller aracilig1 ile saglanmistir (Sekil 4.4).

72



Sekil 4.3. Oda sicakliginda bekletilen ipek filmlerin (a) kurumadan 6nceki ve (b) kuruduktan

sonraki goriintiileri.

Sekil 4.4. Elektrostimiilasyon ¢alismalarinda kullanilmak {izere iiretilen, platin tel iceren

ipek filmlerin genel goriintiileri.

Uretilen filmlerin stabilizasyonu su buhar1 kullanilarak gergeklestirilmistir. Bu amacla
filmler, 24 mmHg vakum varliginda su dolu desikator igerisine birakilmistir. Ipegin iki
yapisal modeli bulunmaktadir. Birinci modelde ipek, rastgele sarmallardan olusan kompleks

heliks yapisinda ve ¢dziiniir bir fomdadir. Tkinci modelde ise, ¢dziinmez ve birbirine paralel
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B-tabaka kristal konformasyonu s6z konusudur [176]. Ipek filmlerin yapisindaki B-tabaka
olusumunu uyarmak ve kararliliklarin1 saglamak i¢in kullanilan geleneksel yontem,
malzemelerin metanol gibi kimyasallar ile muamele edilmesidir. Ancak organik kimyasallar
yerine su buhar ile yapilan stabilizasyon ¢aligmalari, malzeme yiizeyine yapisan ve yayilan
hiicre sayisinin arttigmi ve bdylece malzemenin hiicresel uyumlulugunun giiclendigini

ortaya koymustur [177].

4.1.2.2. ipek doku iskelelerinin iiretilmesi

Eksternal ve internal elektriksel alanin, hMSC’lerin osteojenik farklilasmasi tizerindeki
sinerjik etkisi 3-boyutlu sistemlerde incelenmis ve bu amagla “¢dziicti dokiim-partikiil
uzaklagtirma” yontemi kullanilarak gozenekli ipek doku iskeleleri tiretilmistir. Sekil 4.5 a’da
iretilen ipek doku iskelelerinin genel goriintiisii verilmistir. Literatiirde, gézenekli doku
iskelelerinin, su ya da organik ¢oziiciiler (HFIP) varliginda, tuz partikiillerini uzaklastirma,
gaz koplklestirme veya liyofilizasyon gibi tekniklerin kullanilmasi ile tiretildigi caligmalar
mevcuttur [178, 179]. Tuz partikiillerinin yapidan uzaklastirilmasi ile yiiksek gozeneklilige
ve mekanik dayanima sahip doku iskeleleri iiretilebilmektedir. Ayrica elde edilen
gozenekler, tek tip ve igsel baglantilara sahip olmakla beraber, gozenek boyutu ve dagilimi

kontrol edilebilmektedir.

Date :13 Mar 2014
Time :14:39:42

Sekil 4.5. Coziicii dokiim- partikiil uzaklastirma yontemi ile hazirlanan ipek doku

iskelelerinin; (a) genel goriintiisii, (b) SEM fotografi.

Uretilen doku iskelelerinin morfolojik ve yapisal dzellikleri, ipek fibroin konsantrasyonuna,
yiklenen tuzun miktarma, boyutuna ve proseste kullanilan ¢oziicliye gore farklilik
gostermektedir. Genellikle ¢oziicii olarak su ya da HFIP tercih edilmektedir. HFIP temelli
doku iskelelerinde daha yiiksek konsantrasyondaki (%6-20, w/v) ipek c¢ozeltiler
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kullanilirken, su bazli tiretimlerde diisiik konsantrasyonlar (%4-10, w/v) tercih edilmektedir
[178]. Su kullanilarak {iretilen doku iskelelerinde bulunan gozenekler daha gelismis igsel
baglantilara sahip olmakla birlikte, malzeme yiizeyi daha piiriizlii ve hidrofiliktir. Ayrica
daha iyi bir mekanik dayanim saglanirken, doku iskeleleri, HFIP yontemine gore, daha hizli
bozunmaktadir. Bu nedenle, etkin sonuglar elde etmek i¢in, yapilacak uygulamaya gore

yontemin secilmesi gerekmektedir [179].

Sahip oldugu avantajlar nedeniyle ipek doku iskelelerinin iiretiminde su bazli yontem tercih
edilmistir. Temel olarak 500-600 pm boyutundaki NaCl partikiilleri, sulu ipek ¢ozeltisine
katilmistir. Tuz partikiillerinin bir kismi ¢oziinlirken, ¢ozeltinin doygunluga ulasmasi
nedeniyle, biilyiik bir kismi1 kat1 formda kalmaya devam etmistir. Iyonlar boyutlarma ve
yiiklerine gére kozmotropik ya da kaotropik olarak smiflandirilir. Ca*?, Mg*? gibi yiiksek
yik yogunluguna sahip olan iyonlar kuvvetli kozmotropik, K* gibi diisiik yiik yogunluguna
sahip olanlar ise kaotropik olarak adlandirilir. Bu durumda Na* zayif kozmotropik ve CI°
zayif kaotropiktir. Kozmotropik iyonlar, kaotropik iyonlara gore, bitisik su molekiillerine
cok daha giiglii baglanirlar. Ayrica bu iyonlar, yiiksek yiiklerinden dolayi, proteinlerin
yiizeyindeki zit yiikler ile kuvvetli bir etkilesime geger. Ipek fibroinin agir zinciri 7 adet
hidrofobik blok ve 2 tanesi uglarda olmak {izere 7 adet kiiciik hidrofilik blok igermektedir.
Hidrofobik blok tiim yapmin %79 unu olusturmaktadir ve bu kisimda bulunan glisin-alanin
tekrar dizileri kristalin alanlar olusturarak B-tabaka yapisinin olusmasinda rol oynamaktadir.
Ipek ¢ozeltisi icerisinde ¢dziinen iyonlar su molekiillerini kendilerine baglayarak suyun
protein yapidan uzaklagmasimi saglamistir. Bu durumda protein yapi igerisinde zincirler
arasindaki etkilesimler baskin duruma ge¢mis ve hidrofobik etkilesimler sonucunda, protein
yap1 katlanarak B-tabaka formunu olusturmustur. Sonraki asamada meydana gelen doku
iskelesi su i¢erisinde bekletilmis ve ¢ozlinmeyen tuz partikiillerinin yapidan uzaklagtirilmasi

ile gdzenekli bir yap1 elde edilmistir (Sekil 4.5 b) [180-182].

4.1.2.3. RGD fonksiyonalizasyonu

Hiicre kiiltiiri caligmalarmdan once, hiicre yapigsmasmi arttirmak amaciyla, ipek
biyomalzemelerin yiizeyi RGD ile fonksiyonel hale getirilmistir. Hiicreler ECM igerisinde
vitronektin, fibronektin gibi integrin proteinleri ile etkilesim halindedir. Bu nedenle,
hiicrelerin  biyomalzemeler ile etkilesimini arttirmak icin bu proteinlerden
yararlanilmaktadir. Yiizey modifikasyonunda siklikla kullanilan RGD (Arjinin-glisin-

aspartik asit), fibronektinin en bilinen sekansidir [183].
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Protein matrislerin, ¢esitli kimyasallar i¢in sunduklar1 farkli baglanma bdlgeleri (amino
asitler), ipek bazli sistemlerin doku miithendisligi uygulamalarinda sahip olduklar1 diger bir
avantajdir. Ipek biyomalzemelerin yiizeyinde bulunan karboksilik gruplari EDC/NHS ile
aktive edildikten sonra RGD yiizeye kovalent olarak baglanmistir (Sekil 4.6). Yapilan bir
caligmada, karbodiimid kimyas1 ile ipek filmlerin yiizeyine RGD baglanmis ve SAOS-2
osteoblastlarin, fibroblastlarin ve kemik iligi stromal hiicrelerinin yiizeydeki yapismalarmin,
yayilmalarmin, proliferasyonlarinin ve farklilagsmalarinin arttigi goézlenmistir [153, 184].
Kardestuncer ve ark., RGD modifiye ipek fibroininin, insan tenositlerinin adezyonunu ve
proliferasyonunu destekledigini, dekorin ve kollajen I ekspresyonu dogrultusunda hiicre
farklilasmasmi  uyardigint  gostermislerdir [185]. RGD bagli yiizeylerde hiicresel
farklilagsmanin giiclenmesi, hiicre yogunlugu ile dogru orantili olarak artan hiicre-hiicre

etkilesimlerine baglanmaktadir [184].
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Sekil 4.6. Ipek biyomalzemelerin yiizeyine RGD baglanma mekanizmasi.

Ipek filmlerdeki hiicre proliferasyonu ve dagilimi kontrol grubu ile karsilastirilarak,
RGD’nin etkinligi kontrol edilmistir. RGD bagli filmlerde hMSC proliferasyonunun, kontrol
grubuna gore yaklasik 4 kat arttig1 goriilmiistiir (Sekil 4.7). DAPI boyamalar1 ise RGD
varliginda, yiizeyde cok daha yogun ve homojen bir hiicre dagilimi oldugunu isaret

etmektedir (Sekil 4.8).
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Sekil 4.7. Bos ve RGD modifiye ipek yiizeylerde hMSC proliferasyonunun Alamar blue
analizi ile belirlenmesi. Istatistiksel olarak anlamli farklilik; *p<0.05, **p<0.01,

**%p<0.001, n=3.

Sekil 4.8. Bos (a) ve RGD modifiye (b) ipek yiizeylerde kiiltiire edilen hMSC’lerin, 7. giin
DAPI boyamalari.

4.2. Hiicre izolasyonu ve Karakterizasyonu

Hiicre kiiltlirii calismalar1 iki kisma ayrilmistir. Fotostimiilasyon calismalarinda sigan
kokenli adipojenik kok hiicreler kullanilmigtir. TCPS yiizeyler ve kitosan doku iskeleleri
kullanilarak, 15183 2- ve 3-boyutlu sistemlerde hiicre proliferasyonu ve osteojenik

farklilagma tizerine etkileri incelenmistir. Elektrostimiilasyon caligsmalarinda ise, dncelikli
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olarak ipek filmler kullanilmig ve elekriksel alanin kemik iliginden izole edilen insan
mezenkimal kok hiicrelerinin proliferasyonu ve osteojenik farklilagmasi {izerine etkileri
arastirtlmistir. Daha sonra, elektriksel alanin 3-boyutlu sistemlerdeki etkinligini belirlemek
amaciyla, gozenekli ipek doku iskeleleri tizerinde hMSC’lerin kiiltiirii gergeklestirilmistir.
Bu asamada, ayn1 zamanda hiicredeki iyon kanallarini etkileyen ilaglar kullanilarak, hiicre
ici ve dis1 elektriksel alanin olusturdugu sinerjik etki incelenmistir. Biyostimiilasyon
calismalarindan Once, ¢aligmalarda kullanilacak hiicrelerin izolasyonu ve karakterizasyonu

gergeklestirilmistir.

4.2.1. Sican Kokenli AAMSC’lerin Karakterizasyonu

Fotostimiilasyon ¢aligmalarinda kullanilmak iizere yag dokudan izole edilen mezenkimal
kok hiicrelerin karakterizasyon caligsmalar1 gerceklestirilmistir. Bu amagla, hiicrelerin optik
ve floresan mikroskop altinda morfolojik incelemeleri yapilmis, akis sitometresi ile fenotipik
karakterleri belirlenmis, von Kossa boyamalar ile matris mineralizasyonu goriintiillenmis ve
MTT analizi ile hiicrelerin, kiiltiir kaplarindaki iireme davraniglari ortaya koyulmustur. Sekil
4.9°da gosterilen optik mikroskop goriintiilerinde hiicrelerin kiiltiir kabinin yiizeyine yapisip

yayildiklar1 ve genellikle poligonal bir morfoloji sergiledikleri belirlenmistir.

(b)

Sekil 4.9. TCPS yiizeylerde kiiltiire edilen AAMSC’lerin farkli biiyiitmelerdeki optik
mikroskop goriintiileri; (a) 4X, (b) 10 X ve (c) 20X.

Floresan mikroskop goriintiilerinde, aktin filamentleri yesil ve hiicre ¢ekirdekleri kirmizi
renkte boyanmistir. Hiicrelerde yogun bir iskelet yapisi gbzlenirken, optik mikroskop ile
benzer sekilde, hiicre morfolojisi poligonaldir. Ancak kiiltiiriin ilerleyen giinlerinde hiicreler
cogalarak tek tabakali yapi igerisinde igsi bir morfoloji sergilemistir (Sekil 4.10). Hiicre
kiiltiriindeki mikoplazma kontaminasyonu DAPI boyama ile kontrol edilmistir.

Mikoplazma varligi, ¢ekirdegin etrafindaki ve sitoplazma tizerindeki mavi noktalar ile tespit
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edilmektedir. Ancak AdAMSC kiiltiirlinde, DAPI sadece hiicre ¢ekirdegini boyamis ve
cekirdek etrafinda ya da sitoplazma {izerinde kontaminasyona dair bir bulguya

rastlanmamigstir (Sekil 4.11).

Sekil 4.10. TCPS yiizeylerdeki AdMSC’lerin kiiltiirtin farkli gilinlerindeki floresan
mikroskop goriintiileri; (a) 3. glin 4X ve (b) 20X, (c) 13. giin 4X ve (d) 20X, (e) 26. giin 4X
ve (f) 20X.

(a) (b)

Sekil 4.11. AAMSC kiiltiirlerinde DAPI boyama ile mikoplazma kontrolii; (a) 26. giin, (b)
33. giin.
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Mezenkimal ve Doku Kok Hiicre Komitesi tarafindan belirlenen kriterlere gore mezenkimal
kok hiicrelerin sahip olmasi gereken 3 temel 6zellik bulunmaktadir; 1) Plastik yilizeylere

tutunabilme, 2) Uygun yiizey antijenlerinin ifadesi ve 3) Multipotent farklilasma yetenegi
[29].

Hiicrelerin kok hiicrelere 0zgii ylizey antijenlerini tastyip tagimadigini kontrol etmek i¢in
akig sitometrisi kullanilmigtir. Akis sitometrisinde hiicre siispansiyonu, lazer 1181 ile
aydinlatilan bir biilimden gegirilmekte ve 151k sac¢ilimi, floresan emisyonu gibi 6zellikler
dijital sinyallere doniistiiriilmektedir. Olusan sinyallerin, hiicrelerin biiyiikliik ya da
graniilaritelerine bagl olabilecegi gibi, hiicreye baglanan cesitli florokromlar ile hiicrenin
ylizey antijenleri, DNA igerigi, enzim aktiviteleri, hiicre membran potansiyeli ve canliligi
hakkinda da bilgi edinilebilir [186]. Bu yontemde ileri sagilim kanal (forward scatter
channel, FSC) dedektorii hiicrenin boyutu hakkinda bilgi verirken, yana sa¢ilim kanal (side
scatter channel, SSC) dedektdrii, hiicrenin graniiler icerigi hakkinda bilgi sunmaktadir. Sekil
4.12°de AAMSC’lerin akis sitometrisi analizinde, FSC ve SSC dedektdrlerinden elde edilen
sinyaller verilmistir. Bu grafikte tek c¢ekirdekli hiicre 6zelligine sahip olan hiicre grubu ve
boylece hiicre siispansiyonunda bulunan lenfosit ya da graniilosit gibi hiicrelerin IgG
isaretlenme oranlar1 degerlendirme dis1 birakilmistir. Diger grafikte CD45 antijeni ile
yapilan isaretleme sonucu, SSC dedektoriinden elde edilen sinyaller degerlendirilmistir. Bu
grafikte kirmizi isaretlenmis hiicrelerin grafigin sol iist béliimiinde bulunmasi, hiicrelerin
CD45 negatif oldugunu gostermektedir. Yesil renk kontrol, mor ise yiizey IgG
isaretleyicilerden alman sonuglar1 ifade etmektedir. Yesil ve mor histogramlarin ¢akismasi,
negatif igsaretlemeyi, yani hiicrenin ilgili ylizey antijenini ifade etmedigini gostermektedir.
Pozitif durumda ise mor histogramin, kontroliin sag tarafinda bulunmasi1 gerekmektedir

[187].

Literatlirde MSC’lerin fenotipik karakteri su sekilde belirtilmistir; fenotip pozitif antijenler
(>%95): CD105, CD73, CD90, CD29 ve fenotip negatif antijenler (<%2): CD45, CD34,
CD14, CD79 [29]. Hiicrelerin literatiirle uyumlu bir sekilde CD29, CD90, CD54 ve MHC
smif 1 isaretleyicileri i¢in pozitif oldugu goriilmiistiir. CD45 ve MHC sinif 2 antijenleri i¢in
ise oldukea diisiik isaretlenme oranlar1 bulunmustur (<%1). Akis sitometrisi ile elde edilen
veriler 15181inda, hiicrelerin yiiksek saflikta oldugu ve mezenkimal hiicrelere uygun yiizey

antijenlerini ifade ettikleri soylenebilmektedir [187].
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Sekil 4.12. Sican kokenli AAMSC'lere ait akis sitometri analiz sonuglar1 (Yesil ve mor

histogramlar sirasiyla kontrol ve ylizey IgG isaretleyicilerdir).

Hiicrelerin kiiltiir kaplarindaki iireme davraniglar1 26 giin boyunca MTT analizi ile takip
edilmistir (Sekil 4.13). Biiylime ortaminda kiiltiire edilen hiicrelerin bir kismi, 1. haftanin
sonunda farklilasma ortamma alinmistir. MTT analizi, biiylime ortamidaki hiicre
proliferasyonunun 14. giine kadar arttigin1 ve ilerleyen giinlerde, kontak inhibisyona bagli
olarak, yavasladigini gostermektedir. Ancak hiicreler farklilagsma ortamina alindiklarinda, 2.
hafta sonunda mitokondriyel aktivitenin biiylik oranda azaldigi tespit edilmistir. Hiicre
proliferasyonu ile farklilagsmasi arasinda ters bir iliski oldugu bilinmektedir. Bu nedenle
hiicre proliferasyonundaki bu azalis, hiicrelerin farklilasmaya gittigi seklinde

yorumlanabilir.

Farklilagsma ortaminda kiiltiire edilen AAMSC’lerin matris mineralizasyonu von Kossa
boyama ile goriintillenmistir (Sekil 4.14). Boyama sonrasinda kahverengi goriilen
mineralizasyon bolgeleri, hiicrelerin kemik hiicrelerine farklilasma potansiyellerini ortaya

koymaktadir.
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Sekil 4.13. AJMSC'lerin tek tabakali kiiltiirdeki mitokondriyal aktiviteleri. Istatistiksel
olarak anlamli farklilik; *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, n=3.

Sekil 4.14. Kiiltiiriin 26. glinlinde matris mineralizasyonu; boyama 6ncesi (a) 4X ve von

Kossa boyama sonrasi; (b) 4X, (c) 10X, (d) 20X.
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4.2.2. insan Kemik iligi Kékenli MSC’lerin Karakterizasyonu

Hiicre ¢alismalarmin ikinci kisminda, elektrostimiilasyon uygulamalarinda kullanilmak
iizere, insan kemik iligi kokenli mezenkimal kdk hiicrelerin izolasyonu ve karakterizasyonu
gerceklestirilmisir. Birgok yetigskin dokuda, travma, hastalik ya da yaglanma gibi durumlarda
ortaya ¢ikabilecek doku hasarlari, kok hiicreler tarafindan, bir dereceye kadar onarilmakta
ve doku yenilenmesi saglanmaktadir. Kok hiicrelerin bulundugu dokular, kok hiicre kaynagi
olarak tanimlanmaktadir. Ornegin kemik iligi, yetiskin hematopoietik kok hiicreler icin
temel kaynaktir ve dolagim sisteminin yenilenmesinden sorumludur. Yetiskin kemik iligi,
ayn1 zamanda mezenkimal kok hiicreleri (MSC) de tasir ve bu hiicreler, kemik, kikirdak,
kas, ligament, tendon, adipoz ve stroma dokusu gibi mezenkimal dokularin
rejenerasyonunda gorev alir [28]. Kemik iliginden elde edilen kanli doku flasklarda kiiltiire
edilmis ve mezenkimal kok hiicrelerin izolasyonunda, bu hiicrelerin se¢i¢i olarak plastik
yiizeylere yapisma oOzelliginden yararlanilmistir [188]. Yiizeye bagimli olmayan
hematopoietik hiicreler, yikamalar ile ortamdan uzaklastirilmistir. Elektrostimiilasyon
calismalarinda kullanilan hMSC’ler izole edildikten sonra, adipojenik, osteojenik ve
kondrojenik ortamlarda kiiltiire edilmis ve gesitli boyamalar ile ECM yapis1 karakterize

edilerek, hiicrelerin farklilagma potansiyelleri ortaya koyulmustur.

Sekil 4.15. Adipojenik ortamda kiiltiire edilen hMSC’lerde yag damlaciklarinin optik

mikroskop goriintiileri.

Adipojenik farklilagma, kiiltiir ortamma eklenen 1-metil-3-izobiitilksantin, dekzametazon,
ksantin ve indometasin ile uyarilmistir [189]. Kiiltiiriin ilk haftasindan sonra hiicreler
icerisinde lipidce zengin vakuoller belirmeye baglamistir. Kiiltiiriin ilerleyen giinlerinde lipid

vakuolleri biliylimeye devam etmis ve hiicrelerin igerisini doldurmustur. 21. giinde
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gergeklestirilen boyamalarda, kontrol grubu boyanmazken, adipojenik ortamda kiiltiire

edilen hiicreler Oil red pozitif boyanmis ve kirmizi lipid damlaciklari goriintiilenmistir (Sekil
4.15).

Sekil 4.16. Kondrojenik ortamda kiiltiire edilen hMSC’lerin iirettigi proteoglikanca zengin
ECM’nin optik goriintiileri.

Kondrojenik farklilasmanin saglanmasi i¢in hiicreler %2’lik (v/v) FBS ve TGF-B3 igeren
farklilagsma ortaminda kiiltiire edilmistir [190]. Optik mikroskop altinda, kontrol grubu ile
karsilastirildiginda morfolojik agidan herhangi bir farka rastlanmamustir. 21. giin yapilan
Alcian blue boyamalarinda ise kondrojenik ortamda kiiltiire edilen hiicrelerde,

proteoglikanca zengin ECM mavi renk boyanmustir (Sekil 4.16).

Sekil 4.17. Osteojenik ortamda kiiltiire edilen hMSC’lerin {irettigi apatit minerallerin optik

goriintiileri.

%210 (v/v) FBS igeren osteojenik farklilasma ortami, dekzametazon, askorbik asit ve B-
gliserol fosfat ile desteklenmistir [191]. Kiiltiirin ilk haftasindan sonra, kalsiyum birikimine
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bagl olarak nodiil benzeri yapilar olusmaya baslamis ve olusan nodiillerin miktar1 zamana
bagli olarak artig gostermistir. Kiiltiiriin 21. giinii, mineralize bolgeler Alizarin red ile kirmizi

boyanmustir (Sekil 4.17).

4.3. In vitro Biyostimiilasyon Cahsmalar
In vitro biyostimiilasyon ¢ahsmalarinda 151k ve elektrik olmak iizere iki farkli uyaran
kullanilmistir. Isik kullanilan fotostimiilasyon ¢aligmalart AAMSC’ler ile elektriksel alan

varligindaki elektrostimiilasyon ¢alismalari ise h(MSC’ler ile yiirlitiilmiistiir.

4.3.1. AMSC’ler ile Yapilan Fotostimiilasyon Calismalar

AdMSC’ler ile yiiriitiilen fotostimiilasyon calismalarinda TCPS yiizeyler ve kitosan doku
iskeleleri kullanilmistir. Fotostimiilasyon uygulamalarindaki en nemli parametrelerden biri
kullanilan 15181 dalga boyudur. Bu alanda yapilan ¢aligsmalarda, lazer sistemler ve LED
1is1klar varhiginda, mor 6tesi 1sinlardan kizil 6tesi 1sinlara kadar farkli dalga boylarinda birgok
15tk kullanilmis ve basarili sonuglar ortaya koyulmustur. Ancak bu uygulamalarda
monokromatik yani tek bir dalga boyunda isik kullanilmakta ve elde edilen sonuglar
dogrultusunda, hiicresel aktiviteler ilizerinde etkin, tek bir dalga boyundan s6z etmek
miimkiin olmamaktadir. Bu nedenle doktora tez ¢alismasi kapsamindaki fotostimiilasyon
uygulamalarinda, plazma ark 151k kaynagmm kullanilmasima karar verilmistir. Kullanilan
plazma ark 151k kaynagi, diger 151k kaynaklarindan farklh olarak, bir¢ok dalga boyunu ayni
anda uygulamaya olanak veren, patentli 6zel bir filtreye sahiptir. Bir arada sunulan dalga
boylari, bilimsel ¢caligmalar sonucunda elde edilen optimum sonuglara gore se¢ilmis olup,
hiicreler lizerinde tek tek etkinligi gosterilmis dalga boylarinin bir arada kullanilmasina
imkan vermektedir. Plazma ark sistemi ile kullanilan dalga boylar1; 633-660 nm arasindaki
kirmizi 151k, 712-852 nm arasidaki kizil 6tesi 151k ve 912-1250 nm arasindaki dalga boylar1

olarak siralanabilir.

Lazer terapilerinde kullanilan enerji oldukca diisiik seviyelidir ve 1s1, ses, titresim yaymaz.
Olusan reaksiyonlar termal olmadigindan dokuda herhangi bir sekilde sicaklik yilikselmesi
gerceklesmez. Yapilan ¢aligmalar, lazere maruz kalan hedef dokulardaki sicaklik artisinin
onemsenmeyecek diizeyde (£1°C) oldugunu gostermektedir [192].  Fibroblast
slispansiyonlar1 ile yapilan bir ¢alismada, lazer uygulamasi sicaklikta herhangi bir degisime
neden olmamustir [193]. Schneede ve ark., 40 mW/cm? yogunlukta lazer kullaniminm,
sicakligi 0.065°C’den daha az yiikselttigini belirtmislerdir [194].
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Yiiksek giiclii plazma ark 151k kaynaklarindaki sicaklik artisi ise lazer sistemlere ve LED’lere
gore daha fazladir. Tez ¢alismasi kapsaminda kullanilan plazma ark 151k kaynagmnin enerji
yogunlugu 10* W/cm?dir ve bu deger literatiir ile karsilastirildiginda oldukca fazladir. Bu
nedenle grubumuzda yapilmig bir yiiksek lisans tezi kapsaminda, kullanilan plazma ark
sisteminin uygulandig1 ortamin sicakligi iizerindeki etkisi kontrol edilmistir. Yapilan
calismada, plazma ark uygulamasimin 22°C’deki ortamin sicakligini, uygulandigi mesafeye
bagli olarak, en fazla 3°C arttirdigi goriilmistiir. Hiicre kiiltiiri ¢aligmalarinda,
fotostimiilasyon uygulamasindan 6nce hiicreler iizerindeki ortam oda sicakligindaki DPBS
ile degistirilmistir. Fotostimiilasyon uygulamasindan sonra ortamin sicakligi 28°C’ye
yiikseldiginden, hiicreler herhangi bir sekilde zarar gérmemistir [62]. S6z konusu ¢alismada
MC3T3-E1 hiicreleri ile calisilmis ve fotostimiilasyonun hiicre proliferasyonu ve
faklilasmas1 iizerindeki etkileri incelenmistir. Oldukg¢a etkin sonucglarin elde edildigi
calismadaki uygulama kosullari, AAMSC’ler ile yapilan fotostimiilasyon ¢aligmalarinda da
islem parametreleri olarak kullanilmistir [62]. Bu parametreler su sekilde siralanabilir;

v TCPS ve kitosan doku iskeleleri igin uygulama mesafesi 10 cm ve uygulama siklig

giin asirdir.

v' TCPS grubu i¢in uygulama siiresi 5 dk, kitosan doku iskeleleri i¢in 10 dk’dur.

4.3.2. Fotostimiilasyon Calismalarinda Yapilan Hiicre Kiiltiirii Analizleri
Gergeklestirilen hiicre kiiltiirli galigmalarinda, fotostimiilasyonun hiicreler tizerindeki etkisi,

proliferasyon, morfolojik 6zellikler ve farklilagsma yoniinden ele alinmaistir.

4.3.2.1. Hiicre proliferasyonunun belirlenmesi

Fotostimiilasyon uygulamalarinda, oOncelikle 1s1k varhigindaki hiicrelerin metabolik
aktiviteleri MTT testi ile belirlenmis ve kontrol grubu ile karsilastirma yapilmistir. TCPS
yiizeylerde yiiriitillen ¢alismalarin MTT analizi Sekil 4.18°de verilmistir. MTT grafigine
bakildiginda, 2. glinden 4. giine gelindiginde, hiicrelerin metabolik aktivitelerinin her iki
grupta da artig gosterdigi belirlenmistir. Sonraki giinlerde, hiicreler farklilasma ortaminda
bulunduklarindan, hiicre canlilig1 artis gostermemis ve 21. giine kadar sabit bir sekilde
seyretmistir. Ancak 21. giine gelindiginde kontrol grubundaki hiicrelerin proliferasyonunda
bir azalma goriiliirken, 1518a maruz birakilan grupta hiicrelerin ¢ogalma hizinin, kontrol

grubu ile karsilastirildiginda, yaklasik 1.5 kat daha fazla oldugu belirlenmistir.
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Sekil 4.18. Fotostimiilasyon ¢aligmalar1 kapsaminda, TCPS yiizeylerde kiiltiire edilen
AdMSC’lerin MTT analizi (TCPS-; 151k uygulanmayan kontrol grubunu, TCPS+; 151k
uygulanan grubu temsil etmektedir). Istatistiksel olarak anlamli farklilik; *p<0.05,
**p<0.01, ***p<0.001, n=3.

Kitosan doku iskelelerinde kiiltiire edilen hiicrelerde ise, 2-boyutlu ortamlardan farkli olarak,
hiicre yogunlugu, 2. giinden 4. giine gelindiginde ani bir sekilde diismiis ve 10. giinden
itibaren tekrar yiikselmeye baslamistir. Bunun nedeni, hiicrelerin 3-boyutlu biyomalzeme
iizerinde, 2-boyutlu ortamlara gore, farklilasma ortamima daha zor uyum saglamasi seklinde
yorumlanabilir. Fotostimiilasyonun hiicre proliferasyonu tizerindeki etkisi, TCPS yiizeylere
gore, daha erken agiga ¢ikmustir. 10. giinden itibaren 1s1k hiicrelerin proliferasyonunu,
kontrol grubu ile karsilastirildiginda, giicli bir sekilde uyarmustir (p<0.001). Isik
uygulanmayan hiicrelerin metabolik aktiviteleri neredeyse sabit kalirken, fotostimiilasyonun

hiicre yogunlugunu logaritmik olarak arttirdig1 belirlenmistir (Sekil 4.19).
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Sekil 4.19. Fotostimiilasyon ¢aligmalar1 kapsaminda, kitosan doku iskelelerinde kiiltiire
edilen AAMSC’lerin MTT analizi (kit-; 151k uygulanmayan kontrol grubunu, kit+; 151k
uygulanan grubu temsil etmektedir). Istatistiksel olarak anlamli farklilik; *p<0.05,
**p<0.01, ***p<0.001, n=3.

Literatiirdeki fotostimiilasyon ¢alismalarinda bir¢ok farkl hiicre tipi kullanilmakla birlikte,
15181 kok hiicreler ve progenitor hiicreler iizerindeki etkisini gosteren genis capli ¢alismalar
olduk¢a azdir. Noral progenitor hiicrelerde, 1518 etkisi ile ATP sentezinin arttigi
belirtilmistir. Ayrica fotostimiilasyonun kardiyak ve mezenkimal kok hiicrelerin
proliferasyon hizini arttirdigi belirlenmistir. Yine adipojenik kok hiicreler ile yapilan bir

baska ¢alismada, 151k varliginda hiicrelerin proliferasyonu artis géstermistir [195].

Is1gin proliferasyon tizerindeki etkisi tam olarak anlagilamamakla birlikte, hiicrelerin belli
reseptorlerinde, bir ligand varhigindan bagimsiz olarak, dimerizasyona ve aktivasyona neden
oldugu diisiiniilmektedir. Boylece hiicre, 15181 kullanabilecegi ‘dogru enerjetik konum’a
geemekte ve otofosforilasyon ile bunu takip eden hiicresel olaylar meydana gelmektedir.
Kalsiyum kanallarinin aktivasyonu, hiicre i¢i kalsiyum seviyesini arttirarak, proliferasyonu
uyarmaktadir. Kizil ve kizila yakin ismnlar, mitokondriyal solunum zincirinin bilesenleri
tarafindan absorblanmakta, boylece hiicre i¢i ROS, ATP/cAMP seviyesi ylikselmekte ve
buna bagli sinyal yollarinin devreye girmesi ile hiicresel proliferasyon uyarilmaktadir [196,
197].
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Fotostimiilasyon c¢aligmalarindan maksimum verimi elde etmek ig¢in, 151k uygulamasi
sirasinda 6rnekler DPBS igerisine alinmistir. Bunun nedeni, kiiltiir ortaminda bulunan serum
proteinlerinin, olusacak reaksiyonlar1 etkilemesini engellemektir. Ayrica, uygulanan 15181n
etkisini arttirmak amaci ile uygulama karanlik ortamda gerceklestirilmistir. Bu kosullar
varliginda, plazma ark kullanilarak yapilan fotostimiilasyon uygulamasi, AAMSC’lerin 2- ve

3-boyutlu ortamlardaki proliferasyonunu arttirmistir [90].

4.3.2.2. Hiicre morfolojisinin belirlenmesi

TCPS yiizeyler kullanilarak yapilan fotostimiilasyon calismalarinda hiicre morfolojisi
floresan mikroskop altinda incelenmistir (Seki 4.20). Bu amagla hiicrelerin ¢ekirdegi
propidyum iyodiir ile kirmiziya, aktin filamentleri ise Alexa Fluor ile yesile boyanmistir.
Her 1ki grupta da hiicreler polistiren yiizeylere yapismis ve yayilmistir. Kiiltiiriin 4. giiniinde
fotostimiilasyon varliginda hiicrelerin ¢ok daha yogun bir iskelet organizasyonuna sahip
oldugu goriilmektedir. Mikrotiibiiller, aktin filamentleri ve ara filamentlerden olusan 3-
boyutlu hiicre iskeleti, hiicre farklilagsmasi ile son bulan bir¢ok hiicresel olayda gorev
almaktadir. Bu hiicresel olaylar; hiicre seklinin ve organellerin  konumsal
organizasyonlarinin belirlenmesi, hiicre ici membran aktiviteleri, yiizey reseptorlerinin ve
mitozun Kkontrolii seklinde siralanabilir [198]. Hiicrelerin 7. giin fotograflari
karsilagtirildiginda, kontrol grubundaki hiicrelerin paralel olarak konumlanmig aktin
filamentleri varliginda fibroblast benzeri yapilarini koruduklar1 goriilmektedir. Isiga maruz
kalmais hiicrelerde ise, aktin filamentleri, daha kalin demetler olusturarak, hiicrenin periferine
yakin kisimlarda yeniden organize olmuslardir. Yeniden yapilanmanin sonucunda hiicre
cekirdegi daha goriinlir bir hal alarak, hiicre morfolojisi, osteojenik farklilagsmanin bir
gostergesi olarak, igsiden kiibik yapiya dogru degismistir [199]. 14. giinde, fotostimiilasyon
uygulanan grupta hiicreler bir araya gelerek kafes yapilar1 olusturmus ve bu yapilar arasinda

hiicresel uzantilar ile yogun baglantilar kurulmustur.
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Sekil 4.20. Fotostimiilasyon c¢aligmalar1 kapsaminda TCPS yiizeylerde Kkiiltiire edilen
AdMSC’lerin floresan mikroskop goriintiileri; (a) kontrol grubu, 4. giin, 10X, (b)
fotostimiilasyon grubu, 4. giin, 10X, (c) kontrol grubu, 7. giin, 40X, (d) fotostimiilasyon
grubu, 7. giin, 40X, (e) kontrol grubu, 14. giin, 10X, (f) fotostimiilasyon grubu, 14. giin, 10X.
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In vitro hiicre kiiltiirii calismalarinda, hiicreler gogalarak kiiltiir kabinm tiim yiizeyini
kapladiginda proliferasyon durur. Bu durum ‘kontak inhibisyon’ olarak tanimlanir [200].
Proliferasyonlar1 duran hiicrelerin kiiltlirlerine devam edildiginde, bir siire sonra oliime
gittikleri goriiliir. Caligmanin 21. giiniinde hiicreler optik mikroskop altinda gériintiilenmistir
(Sekil 4.21). Kontrol grubundaki hiicrelerin canliligini kaybederek yuvarlaklastiklar: ve
yiizeyden ayrilmaya basladigi belirlenmistir. Isik uygulanan grupta ise, hiicre canliliginin
devam ettigi, hiicre-ylizey ve hiicre-hiicre arasi etkilesimlerin korundugu goriilmiistiir. Bu
durum 15181 apoptoz mekanizmasi tizerindeki etkisi ile agiklanabilir. Kontrollii hiicre 6liimii
olarak tanimlanan apoptoz mekanizmasinin kontrolii BCL-2 ailesi tarafindan
gerceklestirilmektedir. Bu aile, pro-apoptotik (BAX) ve anti-apoptotik (Bcl-2, Bcl-XI)
molekiillerden olusmaktadir. Apoptoz mekanizmasinda, pS3 proteininin rol oynadigi bir dizi
olay gerceklesmekte, hiicre boliinmesi durdurulmakta ve p21, BAX gibi genlerin
ekspresyonu uyarilmaktadir. Hiicre kiiltiirii kosullarinda, serum yoklugu gibi stres olusturan
durumlar, normalde apoptoz mekanizmasini uyarirken, 151k varhiginda bu mekanizmanin
calisgmadigr saptanmustir. Fotostimiilasyon sonucunda anti-apoptotik Bcl-2 geninin
ekspresyonu artarken, pro-apoptotik protein BAX’n ekspresyonu inhibe olmaktadir. Isigin
bu etkisinin, p53 ekspresyonunun baskilanmasi ya da dogrudan Bcl-2 ekspresyonunun post-
transkripsiyonel diizeyde uyarilmasi ile ortaya ¢iktigi diistiniilmektedir. Tiim bu bulgular,
fotostimiilasyonun hiicreleri apoptozdan koruyan bir etkisi oldugunu ortaya koymaktadir
[201]. TCPS ile yapilan fotostimiilasyon ¢alismasinda, plazma ark kaynagindan ¢ikan
ismlarin hiicre i¢i filament organizasyonu ve buna bagli olarak hiicre morfolojisi tizerindeki
etkileri ortaya koyulmustur. Kontrol grubu ile karsilastirildiginda hiicre canliligmmin daha

uzun siire korundugu belirlenmistir.

Sekil 4.21. TCPS yiizeylerdeki AAMSC’lerin, kiiltiiriin 21. giinlindeki optik mikroskop
gortintiileri (10X); (a) kontrol grubu, (b) fotostimiilasyon grubu.
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Kitosan doku iskeleleri ile yapilan fotostimiilasyon ¢alismalarindaki hiicrelerin morfolojileri
SEM ile analiz edilmistir (Sekil 4.22). 14. giin SEM fotograflarma bakildiginda, kontrol
grubundaki kitosan doku iskeleleri tizerinde hiicresel kalintilara rastlanmis ancak saglikli bir
hiicre-malzeme etkilesimi olmadig1 goriilmiistiir. Fotostimiilasyon uygulanan gruplarda ise,
malzeme yiizeyinde hiicresel bir dagilim oldugu ve bazi bolgelerde, hiicre-malzeme
etkilesimleri ile, gozeneklerin kapandigi belirlenmistir. Yiiksek biiyiitmelerde, 151k
uygulanan gruplarda, mineral benzeri yapilanmalara rastlanmistir. Abramovitch ve ark.,
mercan iskeleler ile yaptiklari calismada mezenkimal kok hiicreler tizerine, 632.8 nm dalga
boyundaki 15181, 0.5 W/cm? yogunlukta ve giinde 10 dk olmak iizere, 28 giin boyunca
uygulamislardir. Fotostimiilasyon varliginda hiicrelerin, doku iskelesine basarili bir sekilde
tutunduklarint1 ve hidroksiapatit (HA) ya da HA Onciilii yapilar1 olusturduklarini
gozlemlemislerdir [60]. Fotostimiilasyon ile yapilan 3-boyutlu ¢alismalardan bir digeri de,
Leonida ve ark. tarafindan kollajen matrisler kullanilarak gergeklestirilmistir.
Fotostimiilasyon uygulamasinda, mezenkimal kok hiicreler, 15 Hz, 100 mJ, 1.5 W ve 15 Hz,
150 mJ, 2.25 W olmak iizere iki farkli kosulda uyarilmigtir. Hiicre-malzeme etkilesimi, SEM
yerine hemotoksilen & eozin boyamasi ile takip edilmistir. Isik uygulamasi yapilan her iki
grupta da, kontrol grubuna gore, hiicre yogunlugunda artis tespit edilmistir [202]. Kitosan
ile yapilan fotostimiilasyon ¢aligmalarinda, AAMSC’ler ile malzeme arasindaki etkilesim
cok etkin bir sekilde gerceklesmemistir. Bu durum MTT analizindeki diisiik absorbans
degerlerinden de belli olmaktadir. Ancak kontrol grubu ile karsilastirildiginda,
fotostimiilasyonun hem proliferasyon hem de hiicre dagilimi agisindan uyarici etkisi ortaya

koyulabilmistir.
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Sekil 4.22. Fotostimiilasyon ¢alismalar1 kapsaminda kiiltiire edilen AAMSC’lerin, 14. giin
SEM fotograflari; (a), (b) kontrol grubu, (c), (d) fotostimiilasyon grubu.

4.3.2.3. Matris mineralizasyonunun incelenmesi
Osteojenik farklilagmanin gostergelerinden biri de matris mineralizasyonudur. Matris

mineralizasyonunu goriintiilemek i¢in kullanilan boyalar, hiicre i¢i mineralize kristallere
baglanarak, hiicreler tarafindan olusturulan kalsiyum fosfat yapilarmin varligmi ortaya
koyar. TCPS yiizeylerdeki matris mineralizasyonu ALP-von Kossa (ALP-VK) boyamalar
ile belirlenmigtir. 21. giin yapilan boyamalar optik mikroskop altinda goriintiilenmis ve Sekil
4.23’te sunulmustur. Kontrol grubunda, mineralizasyonu isaret eden, herhangi bir boyanma
gerceklesmezken, fotostimiilasyon varliginda, hiicreler arasinda kahverengi nodiiller ve
kirmizi  mineralize bolgeler tespit edilmistir. Literatiirde de benzer sekilde,
fotostimiilasyonun, kemik nodiil olusumunu arttirdigini gosteren galigmalar mevcuttur [203,
204]. Fujimoto ve ark., fotostimiilasyonun BMP ifadesini arttirarak mineralizasyonu

uyardigini ifade etmislerdir [205].
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Sekil 4.23. TCPS yiizeylerde kiiltiire edilen AdMSC’lerin, matris mineralizasyonunu
gosteren ALP-VK boyamalar1 (20 X); (a), (b) kontrol grubu, (¢), (d) fotostimiilasyon grubu.

Kitosan doku iskelelerinde yapilan von Kossa boyamalarda her iki doku iskelesi de
boyanmakla birlikte, 151k ile muamele edilen iskelede daha koyu bir boyanma
gergeklesmistir (Sekil 4.24). 3-boyutlu sistemlerde yapilan fotostimiilasyon ¢alismalarinda
matris mineralizasyonunu gostermek icin ¢esitli yontemler denenmistir. Mercan iskeleler ile
yapilan ¢aligmada, fotostimiilasyonun, Alizarin red boyama ile gosterilen kalsiyum sentezini
ve von Kossa boyama ile gosterilen fosfat depolarmin olusumunu arttirdig belirlenmistir
[60]. Diger bir ¢aligmada, 1518a maruz birakilan kollajen matrisler, mineralizasyon agisindan,
Alizarin red ile histolojik olarak boyanarak takip edilmis ve kontrol grubu ile karsilagtirma
yapilmistir. Elde edilen sonuglar dogrultusunda, kiiltiiriin ilerleyen giinlerinde,
mineralizasyonun kontrol grubunda yavas bir sekilde artti31, ancak 151k uygulanan grupta bu

artigin katlanarak gergeklestigi belirtilmistir [202].
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Sekil 4.24. Fotostimiilasyon ¢aligmalar1 kapsaminda, AAMSC Kkiiltiire edilen kitosan doku
iskelelerinin, von Kossa boyamalar1 (sol taraf kontrol grubu, sag taraf fotostimiilasyon

grubu).

4.3.2.4. Gen ekspresyonunun belirlenmesi

Kok hiicrelerin, kemik olusumundan sorumlu Onciil hiicrelere donligme potansiyeli
molekiiler = mekanizmalarca  kontrol  edilmektedir. = Osteoprogenitér  hiicrelerin
olgunlasmasinda bazi anahtar molekiiller gérev almaktadir. Ornegin Cbfa-1 ve c-fos,
osteogenez igin gerekli transkripsiyon faktorleridir [206]. Cbfa-1, runt-iliskili transkripsiyon
faktdr 2 olarak da bilinmektedir (RUNX2). Onciil hiicrelerden olgunlasan osteoblastlarn
gerceklestirdigi kemik olusumu, iki temel siirec ile karakterize edilmektedir. Ik olarak,
osteoblastlarin farklilasmasinda gorev alan, kollajen tip I, alkalin fosfataz (ALP),
osteopontin (OPN), kemik sialoproteini (BSP), osteokalsin (OCN) gibi kemige 6zgii ECM
proteinlerini kodlayan genler eksprese olur. Ikinci asamada ise, matriste Ca ve P
depolanmas1 ile ECM mineralizasyonu gergeklesir. Kemik matris proteinleri oncelikle
osteoblastlarca sentezlenir ve kemik olusumu sirasinda ECM’ye salinarak, olgun kemik
matrisini olusturur. Genellikle, kemik olusumu sirasindaki, kemik matris proteinlerinin
ECM’de birikimi, Ca depolanmasi ile gergeklesen matris mineralizasyonu ile orantilidir.
Tiim kemik olusumunu kapsayan periyotta, kemige 6zgii genlerin ekspresyonu, oldukca
organize bir sekilde ve zaman bagh bir profil izleyerek gerceklesir. Bu periyot sirasi ile,
proliferasyon, matrisin olgunlagmas1 ve matris mineralizasyonu basamaklarini igerir. Tiim
bu genlerin transkripsiyonu, temel olarak RUNX2 tarafindan kontrol edilir [207].

Fotostimiilasyon ¢alismalarinda, osteojenik farklilagsmanin degerlendirilmesi i¢in, Runx2,
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Alp, Collal ve Opn ekspresyon seviyeleri ger¢ek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (RT-
PCR) ile belirlenmistir.

TCPS yiizeylerdeki osteojenik genlerin ifadesi Sekil 4.25’te verilmistir. Runx2 ekspresyonu
incelendiginde gruplar arasinda anlamli bir fark olmadigi goriilmiistiir. ilk giinler ile
karsilastirildiginda, Runx2 ekspresyonu, kiiltiir sonuna kadar her iki grupta da artig
gostermistir. Alp ¢ogunlukla hiicre yiizeyinde bulunan bir glikoproteindir ve
mineralizasyonda gorev almaktadir ve ekspresyonu erken donem osteojenik farklilagma i¢in
gereklidir [206]. RT-PCR sonuglar1 dogrultusunda, fotostimiilasyonun Alp ekspresyonunu
etkilemedigi gorilmiistiir. Alp ekspresyonu, her iki grupta da, 7. giinden 14. giine
gelindiginde artis géstermistir. Kiiltiirtin sonunda ise Alp ekspresyon seviyesinin neredeyse
ayni kaldig1 belirlenmistir. Yapilan bir ¢alismada, hiicrelerdeki Alp aktivitesinin hiicre
yogunlugunun bir fonksiyonu oldugu belirtilmistir [206]. TCPS yiizeylerde, hiicrelerin MTT
grafiklerinde biiyiik bir artis goriilmediginden, Alp ekspresyonunun, belli bir noktadan sonra
sabit kalmasi1 beklenen bir sonugtur. Hiicrelerin, ¢ogalmalari, farklilagsmalar1 ve canliliklarini
devam ettirebilmeleri i¢in matrisle siki bir etkilesim halinde olmalar1 gerekmektedir.
Kollajen tip I kemigin organik kismini olusturan en 6dnemli proteindir ve ekspresyonu-
sentezi mineralizasyon agisindan kritik bir 6nem tasimaktadir. Hiicrelerin kollajene
baglanmasi integrin proteinleri araciligi ile ger¢eklesmektedir ve bu baglanma kinaz sinyal
yollar1 tizerinden hiicre proliferasyonu ve kemik biiyiimesini uyarmaktadir [208].
Fotostimiilasyon uygulamasi, 2. haftanin sonunda, Collal ekspresyonunu, kontrol grubuna
gore anlamli derecede artirmustir. Calismalarda 151k kaynagi olarak tercih edilen plazma ark
sistemi, klinik uygulamalarda deri yenilenmesi amaciyla kullanilmakta ve dokularin dogal
kollajen tiiretimini arttirdigr bilinmektedir. Peng ve Wu, 620 nm dalga boyunda 1s1k
kullanarak yaptiklar1 fotostimiilasyon c¢alismasinda, 1s1k uygulanan mezenkimal kok
hiicrelerde tip I kollajen sentezinin arttigini belirlemislerdir [104]. Kim ve ark., 10, 30 ve 90
s 1518a tabi tuttuklar1 mezenkimal kok hiicrelerde, tip I kollajen sentezinin, sirasiyla, %132,
%158 ve %137 oraninda arttigini gormiislerdir [58]. Kollajenin, ECM biitiinligiini
saglamasinin yaninda, hiicre apoptozunu da 6nledigi diisiiniilmektedir. Hiicreler kollajenoz
matris iizerinde yapisip yayilmaktadir. Kollajen iiretimi yeterli olmadiginda, yapisma ile
iliskili sinyaller olusmamakta ve hiicre i¢i Ca seviyesi asir1 derecede artmaktadir. Bunun
sonucunda da Ca iyonlar1 ¢esitli metabolik yollara sinyaller gondermekte, sitosolik Ca
miktarinin artigiyla, Ca-bagimli endoniikleazlar aktive olmaktadir. Apoptotik fenotip olarak

adlandirilan bu bir dizi olayl, DNA’nin bozunmasi ve apoptoz takip etmektedir [209, 210].
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Optik mikroskop fotograflarinda, fotostimiilasyon uygulamasi ile birlikte, hiicre canliliginin
daha uzun siirdiigii belirlenmistir. Bu durumun, 15181n apoptotik genler {izerindeki etkisi
yaninda, artan kollajen ekspresyonu ile de iliskili olabilecegi diisiiniilmektedir. Osteopontin
fosforile bir glikoproteindir ve kalsifiye matrise baglanarak, doku adezyonu i¢in gerekli
organik ve inorganik fazlar1 bir arada tutar. Ca iyonlarina ve hidroksiapatite afinitesi oldugu
diistiniilmektedir, matrisin olgunlagsma siireci boyunca eksprese olur [211, 212]. Opn
ekspresyonu kontrol grubunda, 7. gilinden sonra diisiis gosterirken, fotostimiilasyon
uygulamasinda 14. giine kadar artmistir. Gruplar arasinda, Opn ekspresyonu agisindan

anlamli bir fark bulunamamastir.
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Sekil 4.25. Fotostimiilasyon caligmalar1 kapsaminda, TCPS yiizeylerde kiiltiire edilen
AdMSC’lerin bagil gen ifadeleri; (a) Runx2, (b) Alp, (c) Collal ve (d) Opn (TCPS-; 151k
uygulanmayan kontrol grubunu, TCPS+; 151k uygulanan grubu temsil etmektedir).

Istatistiksel olarak anlaml farklilik; *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, n=3.

Kitosan doku iskeleleri ile yiiriitiilen fotostimiilasyon ¢aligmalarinda da, ayn1 gen ifadeleri

iizerinden, osteojenik farklilagsma degerlendirilmistir (Sekil 4.26). Doku iskeleleri {izerinde
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kiiltire edilen AdMSC’lerde, gerek kontrol gerekse fotostimiilasyon grubunda, Alp
ekspresyonuna rastlanmamistir. Bu durumun primer ile ilgili bir sorundan kaynaklandigi
diistiniilmektedir. Runx2 ve Collal ekspresyonlari, maksimum seviyesine 14. giinde ulagmis
ve kiiltiirin sonuna dogru azalma gostermistir. Fotostimiilasyon grubu ile kontrol grubu
arasinda, bu genlerin ekspresyonu agisindan anlamli bir fark bulunamamistir. Opn
ekspresyonu, her iki grupta da, kiiltlir boyunca artig gostermistir. Ancak fotostimiilasyonun
Opn ekspresyonunu uyardigma dair bir bulguya rastlanmamustir. Literatiirde
fotostimiilasyonun osteojenik farklilagma iizerine uyarict etkisini ortaya koyan bir¢cok
calisma bulunmakla birlikte, 151k varliginda farklilagmanin etkilenmedigi ¢alismalar da
mevcuttur [106]. Daha Once grubumuz tarafindan gergeklestirilen fotostimiilasyon
calismasinda, ayni1 151k kaynagi ve uygulama kosullart MC3T3-E1 preosteoblastik hiicreleri
tizerinde kullanilmistir. RT-PCR analizi ile elde edilen Alp, Collal, Ocn ekspresyonlari ve
SEM analizi ile elde edilen kollajen fiber ve mineralizasyon goriintiileri, 15181n, osteojenik
farklilasmay1 onemli derecede arttirdigimi ortaya koymaktadir [62]. Karu ve ark., 151k
etkisinin, dalga boyu, doz gibi 1518a bagli 6zellikler yaninda hiicre kiiltiirii kosullarina baglh
olarak da degisebilecegi iizerinde durmustur. Farkli hiicrelerin, ayni parametrelerde
uygulanan fotostimiilasyona farkli cevaplar verebilecegini vurgulamislardir [213, 214].
TCPS yiizeyler ve kitosan doku iskeleleri kullanilarak yapilan fotostimiilasyon
calismalarinda, 151k, AAMSC hiicreleri iizerinde daha ¢ok proliferatif bir etki gostermistir.
TCPS yiizeylerde, ayn1 zamanda kollajen tip 1 sentezinin de arttig1 goriilmiistiir. Kitosan
doku iskelelerinde kollajen sentezi agisindan bir fark goriilmemesi, hiicre tipi yaninda,
kiiltliriin yapildig1 mikrogevrenin de uygulamanin etkinligini belirledigini gostermektedir.
Ayrica, fotostimiilasyonun, ¢esitli boyamalar ile mineralizasyonu uyardigi belirlense de, bu
durum molekiiler olarak gosterilememistir. Yapilan c¢alismalar, fotostimiilasyon
uygulamalarmnin etkinliginin, bircok parametreye birden bagli oldugunu ve bu

parametrelerin her uygulama i¢in optimize edilmesi gerektigini gostermektedir.
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Sekil 4.26. Fotostimiilasyon calismalar1 kapsaminda, kitosan doku iskelelerinde kiiltiire
edilen AdMSC’lerin bagil gen ifadeleri; (a) Runx2, (b) Collal, (c) Opn (kit-; 1s1k
uygulanmayan kontrol grubunu, kit+; 151k uygulanan grubu temsil etmektedir). Istatistiksel

olarak anlamli farklilik; *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, n=3.

4.3.3. hMSC’ler ile Yapilan Elektrostimiilasyon Cahsmalari

hMSC’ler ile yapilan elektrostimiilasyon ¢aligmalari, 2- ve 3-boyutlu sistemler olmak tizere
iki kistmda incelenmistir. Oncelikle ipek filmler kullanilarak, elektriksel alan varliginda
hMSC’lerin osteojenik farklilasmasi incelenmis, ¢esitli optimizasyon caligsmalar1
gerceklestirilmistir. Daha sonra ipek doku iskelelerinin iizerinde hMSC’lerin kiiltiirii
yapilmig ve elektriksel alan yaninda, hiicre membranindaki iyon kanallarmi etkileyen
kimyasallar kullanilmistir. Boylece yaratilan eksternal ve internal alanin hMSC’lerin

osteojenik farklilagmasi iizerindeki sinerjik etkisi belirlenmistir.
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4.3.4. Ipek Filmler ile Elektrostimiilasyon Cahsmalari

2-boyutlu  sistemlerde elektrostimiilasyon ¢alismalar1 ipek filmler kullanilarak
gerceklestirilmistir. Bu amagla platin tel iceren ipek filmler iiretilmis ve Petri kaplarina
yerlestirildikten sonra hMSC’lerin ekimi yapilmistir. Daha sonra filmler, platin teller
aracilig1 ile alternatif akim iireten sisteme paralel olarak baglanmistir. Dogrudan akim iireten
sistemlerde, elektrotlardan kaynaklanan toksisite sorunlari, ortam pH’sindaki degisimler,
molekiiler oksijen seviyesindeki diisiis ve ROS gibi yan {irlinlerin olusmasi, uygulamanin
dezavantajlarmi olusturmaktadir [215]. Bu dezavantajlardan korunmak igin tercih edilen bir
diger yontem de alternatif akimdir. Alternatif akim kapasitif baglant1 ve indiiktif baglanti
olmak iizere iki sekilde uygulanabilir. Kapasitif baglantili alternatif akimmn en biiytlik
dezavantaji, yiiksek voltaj kaynagi kullanimma ihtiya¢ duyulmasidir (>1000V). Bunun
nedeni, elektriksel alanin, havadan ve kiiltiir kabindan gecerken, karsilastigi direng
neticesinde, hiicrelere ulasana kadar zayiflamasidir. Ornegin 2 pik arasindaki biiyiikliik, 100
V oldugunda, hiicrelere ulasan voltaj sadece 100 uV’dir [216]. Bu nedenle alternatif akimin
dogrudan uygulandig: sistemler bulunmaktadir. Bu sistemlerde elektrotlar, kiiltiir ortami1
icerisine yerlestirilmis olup, hiicreler ile dogrudan temas halindedir. Elektrot seciminde yiik
transferi, korozif Ozellikler, biyouyumluluk gibi parametreler g6z Oniinde
bulundurulmaktadir [132, 217]. Literatirde TCPS yiizeylerde uygulanan bu sistem, tez
calismasi1 kapsaminda ipek filmlere tasinmis ve bu amagla platin teller, birbirine paralel
olarak ipek film igerisine yerlestirilmistir. Béylece olusan akimin hiicreler {izerinde homojen
olarak dagilmasi saglanmistir [218]. Kurulan sistemde, elektrot gorevi goren platin teller
kiiltiir ortamiyla dogrudan temas halinde oldugundan, elektrot-elektrolit arayiizeyinde,
elektriksel akim iyonik akima doniistiiriilmekte ve hiicresel aktivitelerde degisiklikler
meydana gelmektedir [219]. Sekil 4.27°de elektrostimiilasyon ¢aligmasinda kullanilan ipek

filmlerin genel goriintiileri verilmistir.

Iskelet sistemi ve kardiyak sistem ile yapilan calismalarda genellikle alternatif akim tercih
edilmektedir. Yapilan bir caligmada, hiicresel kisimlarindan armndirilan fare kasi tizerinde
C2C12 hiicrelerinin kiiltiirti gerceklestirilmis ve 40V, 40 Hz kosullarinda elektrostimiilasyon
uygulamasi yapilmistir. Farklilasan hiicrelerden olusan miyotiibiin, boylamasma, 17.3+1.2
uN diizeyinde kasildig: belirlenmistir. AC’nin kullanildig1 diger bir calismada, miyoblastlar
3-boyutlu poliglikolik asit doku iskeleleri tizerinde kiiltiire edilmis ve 1.54 mA, 564 mV/cm

olmak tiizere, kardiyak dokudakine benzer bir akima maruz birakilmstir. Kiiltiirtin 14. giinii
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proliferasyon 2 katina c¢ikmasmma ragmen, farklilagma {izerinde bir uyaric1 etkiye

rastlanmamistir [219].

Sekil 4.27. Elektrostimiilasyon ¢alismalarinda kullanilan, platin tel i¢eren ipek filmlerin (a)

kuru haldeki ve (b) kiiltiir ortami igerisindeki genel goriintiileri.

Literatiirde kapasitif baglantiin kemik ve kikirdak hiicreleri ile birlikte kullanildig: gesitli
calismalar mevcuttur. Bu ¢alismalarda, 60 kHz ve 20 mV/cm parametreleri kullanilmistir.
Sonuglar dogrultusunda, ECM {iretiminde, agregan ve kollajen gen ekspresyonunda,

osteoindiiktif BSP ve ALP aktivitesinde artis meydana gelmistir [220-222].

4.3.4.1. Optimizasyon ¢alismalar

Kapasitor baglantilarda, elektrotlar genellikle, doku ya da kiiltiir ortamindan izole
durumdadir. Bu nedenle, elektrokimyasal reaksiyonlarm olusturacagi sorunlar ortadan
kalkmaktadir. Bir sisteme voltaj uygulandiginda, iki elektrot arasindaki potansiyel fark
elektriksel alani olusturur. Alternatif akimda, dogru akimdan farkli olarak, iki elektrot
arasindaki polarite siirekli olarak degismekte ve boylece alternatif bir elektriksel alan
olugmaktadir [218]. Kapasitor baglantili elektriksel alanin osteoblastlarin proliferasyonunu,
farklilagmasmi ve ECM sentezini arttirdigl gosterilmistir. Yapilan bir calismada, sigan
embriyosundan izole edilen kemik hiicreleri, alternatif akima tabi tutulmustur. Uygulanan
parametreler 12-54 V/cm ve 3-100 Hz arasinda degistirilmistir. Ayrica hiicrelerin kiiltiire
edildigi ortama, radyoaktif isaretli *°Ca eklenmistir. Elektriksel alan varliginda Ca’nin hiicre
icine aliminin artti§1 gézlenmistir. Sican kemik hiicreleri ile yapilan bir diger ¢alismada, 2.62
mV/cm elektriksel alan 2.5-30 dk olmak tizere farkli siirelerde uygulanmis ve cAMP

olusumunun %359 oraninda arttig1 belirlenmistir [218]. Wiesmann ve ark., 6-21 kV/m
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elektriksel alani osteoblast benzeri hiicrelere uygulamiglardir. Olusan sinyalin genisligi 63
ms ve frekans1 16 Hz olarak belirtilmistir. Uygulanan elektriksel alanin yeni mineralize
kristal olusumunu uyardigi belirtilmistir [223]. Wang ve ark., 44.81 V, 60 kHz
parametrelerini kullandiklar1 elektrostimiilasyon caligmasinda, 30 dk’lik uygulamadan
sonra, kondrositlerde agregan ve tip II kollajen ekspresyonlarinin arttigini tespit etmislerdir
[221]. Elektrostimiilasyon ¢aligmalarinda, uygulamanin etkinligini degistiren en 6nemli

parametreler; uygulanan voltaj, frekans ve elektrot mesafesidir.

Frekans ve elektrotlar arasindaki mesafenin belirlenmesi

Optimizasyon ¢alismalari kapsaminda dncelikle 10 mV elektrik varliginda, farkli frekans ve
elektrot mesafeleri denenmistir. Insan osteoblastlar1 ile yapilan bir calismada, giinde 2 sa, 60
kHz, 20 mV elektrige maruz birakilmis ve uyarilan hiicrelerde, BMP-1, -4, TGF-41, -f2, -
3, OCN ve ALP ekspresyonlarinin arttig1 belirlenmistir [224]. 15 V ve 20 Hz’de yapilan bir
diger calismada ise elektriksel alan varliginda uyarilan hiicrelerin proliferasyonlarmin
yaninda hiicre i¢i Ca birikiminin de arttig1 gosterilmistir [114]. Hartig ve ark., 100 V ve 16
Hz kullanarak yaptiklari elektrostimiilasyon ¢alismasinda, hem proliferasyonun hem de
ECM proteinlerinin sentezinin arttigini belirlemislerdir [225]. Literatiirde kullanilan frekans
degerleri goz onilinde bulundurularak, elektriksel sinyalin frekansi, 20 Hz ve 60 kHz olarak
secilmistir [226, 227]. Elektrot mesafesi ise 2.5 mm (0.004 V/mm) ve 5 mm (0.002 V/mm)
olarak degistirilmistir. Optimizasyon caligmalar1 kapsaminda segilen parametreler, 7 giin
boyunca, glinde 1 sa uygulanmis, hiicre proliferasyonu ve farklilagsmasi iizerinden
degerlendirilme yapilmistir. Hiicre proliferasyonu, 7 giin boyunca Alamar blue ile takip
edilmistir. Elde edilen sonucglar dogrultusunda, gruplar arasinda anlamli bir fark
bulunmamakla birlikte, elektrot mesafesi 2.5 mm olan gruplarda, en yiiksek floresan
siddetine ulasildig1 goriilmiis ve bu gruplarda, kontrol grubu ile karsilastirilmali olarak, RT-

PCR analizinin yapilmasina karar verilmistir (Sekil 4.28).
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Sekil 4.28. Farkli frekans ve elektrotlar arasindaki mesafe degerlerinin hiicre
proliferasyonuna etkisi. Istatistiksel olarak anlamli farkhlik; *p<0.05, **p<0.01,

**%p<0.001, n=3.
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Sekil 4.29. Kiiltiiriin 7. giiniinde, farkli frekans ve elektrotlar arasindaki mesafe degerlerinin
hiicre farklilasmasimna etkisi. Istatistiksel olarak anlamli farklilik; *p<0.05, **p<0.01,
***p<0.001, n=3.

RT-PCR ¢alismasinda, erken ve orta donem farklilagsmanin isaretleri olan RUNX2, ALP ve
COL1A1 ekspresyonlarma bakilmistir. Ayrica hiicrelerde mineralizasyonun baslayip

baglamadigi BSP ekpresyonu ile kontrol edilmistir. Gen ekspresyon seviyelerine
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bakildiginda, RUNX2 ekspresyonu agisindan gruplar arasinda anlamli bir fark
bulunamamuistir. 60 kHz elektrik uygulanan gruplarda, ALP ekspresyonu, diger gruplara gore
anlamli derecede artmigtir. COL1A1 ekspresyonu, 20 Hz ve 60 kHz olmak iizere, elektrik
uygulanan her iki grupta da, kontrol grubuna gore artis géstermistir. Kiiltiiriin erken donemi
olmakla birlikte, tim gruplarda BSP ekspresyonu baslamis ve en yiiksek ekspresyon
seviyesinin 60 kHz elektrik uygulanan grupta oldugu goriilmiistiir (Sekil 4.29). Hronik-
Tupaj ve ark., benzer sekilde, 60 kHz frekans kullanarak uyguladiklar1 20 mV/cm elektriksel
alan varliginda, mezenkimal kok hiicrelerin proliferasyonlarinda, kontrol grubuna gére, bir
fark gozlemezken, ALP ve COL1AL ekspresyonunun arttigini belirlemislerdir [132]. Sun ve
ark., elektrostimiilasyonun hiicre biiylimesine ve morfolojisine etkisi olmadig1 ancak ALP
ve COL1AL1 ekspresyonunu arttirarak farklilasmayi uyardigi sonucuna varmiglardir [130].
Elektriksel sinyallerin, hiicresel aktiviteler iizerindeki temel etkisinin Ca*? sinyal yollar
iizerinden oldugu diisiiniilmektedir. Elektriksel uyar1 ile ECM’deki kalsiyumun hiicre i¢ine
akis1 gerceklesmekte, bu durum basta kalmodulin, kalsinérin gibi sinyal yollarmi
uyarmaktadir. Olusan sinyaller niikleusa ulasmakta ve ilgili genlerin transkripsiyonu

baglatilmaktadir [224].

Voltaj optimizasyonu

Frekans ve elektrot mesafesiyle ilgili yapilan optimizasyon sonuglari, hiicre farklilasmasi
acisindan en etkin sonuglarm, 60 kHz frekans ve 2.5 mm elektrot mesafesinde elde edildigini
gostermistir. Bu parametreler kullanilarak yiiksek voltajlara ¢ikilmig ve uygulanan voltajin
hiicresel aktiviteler lizerindeki etkisi incelenmistir. Hiicreler iizerine 7 giin boyunca, giinde
1 sa, 50, 100, 250 ve 500 mV elektrik uygulanmistir. Diisiik voltajin aksine yiiksek voltajin
hiicre proliferasyonunu arttirdigi belirlenmistir. 250 ve 500 mV elektrik uygulanan gruplarda
en ylksek proliferasyon degerine ulasilmistir (Sekil 4.30). Elektrigin proliferasyon
iizerindeki etkisi, cesitli sinyal yollarinin yaninda, yiizeydeki absorbsiyon miktarmnin
degisimine de baglanmaktadir. Elektriksel alan varliginda, hiicre yapismasinda gorev alan
vitronektin, fibronektin gibi proteinlerin, daha etkin bir sekilde ylizeye absorblandigi
belirlenmistir. Bu durum yiizeye yapisan hiicre sayismni ve dolayisiyla, hiicre

proliferasyonunu arttirmaktadir [114].
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Sekil 4.30. Farkli voltaj degerlerinin hiicre proliferasyonuna etkisi. Istatistiksel olarak

anlaml farklilik; *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, n=3.
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Sekil 4.31. Farkli voltaj degerlerinin, kiiltiiriin 7. giiniinde hiicre farklilasmasina etkisi.

Istatistiksel olarak anlamli farklilik; *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, n=3.

RT-PCR analizi ile elde edilen sonuclar da, diisiik voltaj ile karsilastirildiginda oldukca
dikkat cekicidir. Yiiksek voltaj varliginda, RUNX2, ALP ve COL1Al ekspresyonlarmin
seviyesinde herhangi bir degisiklik meydana gelmemistir. Ancak ge¢ donem osteojenik

farklilagma genlerinden olan BSP ve OPN ekspresyonu elektriksel alan varliginda artmustir.
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250 mV elektrik uygulanan gruplarda BSP ekspresyonu en yiiksek seviyeye ¢ikmustir. 50 ve
100 mV elektrigin ise OPN seviyesini, kontrol grubuna gore arttirdig: tespit edilmistir. En
yiiksek proliferasyon seviyesine sahip olan 500 mV grubunda ise OPN seviyesi, kontrol
grubuna gore inhibe olmustur (Sekil 4.31). Kim ve ark., 3000 Hz, 15 pA/cm? elektriksel alan
kullandiklar1 ¢aligmada, hMSC’lerin proliferasyonunda artis tespit ederken, ALP, OPN,
COL1A1, BMP-2, -4, IGF-2 ve TGF-f1 seviyelerinde degisiklik olmadigin1 belirtmislerdir.
Yaptiklar1 diger bir ¢calismada ise, frekans1 100 Hz’e diisiirmiisler ve artan proliferasyonun
yaninda osteojenik farklilagmanin uyarilmadigini gostermislerdir [128, 228]. Diisiikk ve
yiiksek voltaj varliginda gen ekspresyon seviyeleri, Sekil 4.32°de karsilastirilmistir. Diistik
voltaj altinda, erken ve ge¢ donem olmak iizere tiim osteojenik genlerin ekspresyonlari
uyarilirken, yiliksek voltajin sadece ge¢ donem osteojenik farklilasma genleri tizerinde etkisi

oldugu goriilmiistiir.
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Sekil 4.32. Kiiltiirlin 7. giinii, yliksek ve diisiikk voltaj altinda bagil gen ifadelerinin
karsilastirilmasa. Istatistiksel olarak anlaml farklilik; *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, n=3.

Farkh Kkiiltiir ortamlarmin etkisinin incelenmesi

Frekansin, elektrot masefesinin ve voltajin belirlendigi optimizasyon caligmalarinda,
dekzametazon, B-gliserol fosfat ve askorbik asit iceren, osteojenik farklilagma ortami
kullanilmistir. Kiiltiir ortamu igeriginin, elektriksel alana karsi olusturulan hiicresel cevapta
bir etkisi olup olmadigini aragtirmak i¢in hMSC’ler, ayn1 zamanda, biiylime ortami (%10

(v/v) FBS, %1 (v/v) antibiyotik iceren a-MEM) igerisinde de kiiltiire edilmistir. Biiylime
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ortami igerisinde bulunan hiicrelere, optimizasyon caligmalari dogrultusunda, 60 kHz
frekansta 10 mV elektrik uygulanmistir. Kullanilan elektrot mesafesi 2.5 cm’dir. Sekil
4.33’te verilen Alamar blue analizleri, biiylime ortamui igerisinde, hiicre proliferasyonunun,

elektriksel alan varliginda arttigin1 gostermektedir.
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Sekil 4.33. Elektrostimiilasyonun, biiylime ortami icerisinde, hiicre proliferasyonuna etkisi
(hMSC; kontrol grubu, Estim. hMSC; elektrostimiilasyon grubu). Istatistiksel olarak anlamli
farklilik; *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, n=3.

RT-PCR analizi ile elde edilen sonuglar, kiiltliriin 7. gliniinde, gen ekspresyonu agisindan,
gruplar arasinda herhangi bir farka isaret etmemektedir (Sekil 4.34 a). Bu durum osteojenik
farklilagsma ile elde edilen sonuglarin tam tersidir. Yapilan arastirmalar, elektriksel alanin
hiicre iskeleti organizasyonunu degistirerek, hiicreler lizerinde mekanik bir etki yarattigini
gostermektedir. Titushkin ve ark., yaptiklar1 ¢calismada, hMSC’ler ve osteoblastlar lizerine
2V/cm elektriksel alan uygulamiglardir. Uygulama sonrasinda, her iki hiicre tipinin de elastik
modiillerinin degistigi ve aktin filamentlerinin yeniden organize oldugu belirlenmistir. Bu
organizasyon, hiicre i¢i Ca*? miktarindaki ve ATP kullanimindaki artisa baghdir. Titushkin
ve ark. azalan aktin organizasyonu ve membran geriliminin, endositoz ve membran
gecislerini kuvvetlendirdigi hipotezini ortaya koymuslardir. Dolayisiyla hiicreler ortamda
bulunan ¢o6ziiniir faktorlerden daha c¢ok faydalanabilmektedir. Yapilan c¢alismada,

elektrostimiilasyona tabi tutulan hiicrelerin, farklilasma ortamu icerisinde farklilagmalarinin,
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biiylime ortami i¢erisinde ise proliferasyonlarmin artmasi bu hipotezi desteklemektedir [117,

229].
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Sekil 4.34. Elektrostimiilasyonun, biiylime ortaminda, kiiltiiriin (a) 7. ve (b) 14. giiniinde
hiicre farklilagsmasina etkisi (hMSC; kontrol grubu, Estim. hMSC; elektrostimiilasyon
grubu). Istatistiksel olarak anlamli farklilik; *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, n=3.

Biiylime ortamu igerisinde kiiltiire edilen hiicrelerin 14. gin RT-PCR analizleri de
gergeklestirilmis ve RUNX2, ALP, COL1A1 ekspresyonu acisindan, gruplar arasinda bir fark
bulunamamistir. Ancak, elektriksel alanm, biiytime ortaminda dahi, BSP ekspresyonunu
uyardigi belirlenmistir (Sekil 4.34 b). BSP, basta kemik olmak {izere kalsifiye dokulardaki
ECM’nin temel bilesenlerindendir. Apatit kristallerinin olusumunda ¢ekirdeklenme bolgesi
olusturdugu ve kollajen fiberler boyunca mineralizasyon olusumunu diizenledigi
diistiniilmektedir [230]. Literiirde yapilan ¢alismalarda da, elektriksel alanin 6zellikle
mineralize kalsiyum olusumu iizerindeki etkilerine vurgu yapilmaktadir. Ancak yapilan
calismalarin biiyiik bir kisminda osteojenik farklilasma ortami kullanilmistir. Creecy ve ark.
biiylime ortaminda kiiltiire ettikleri hMSC’lere 10 pA ve 40 pA elektrik uygulamislar,
RUNX2, OPN ve OCN ekspresyonlarinin, uygulanan akimin ve uygulanan siirenin bir
fonksiyonu olarak arttigin1 gostermislerdir [231]. Literatiir ¢alismalar1 ile uyumlu olarak,
ipek filmler ile yiiriitilen elektrostimiilasyon calismalarinda BSP ekspresyonu, gerek
farklilagma gerekse biiylime ortaminda, yiiksek ya da diisiik voltaj varliginda, kontrol grubu
ile kargilastirildiginda artis gostermistir.

4.3.4.2. Hiicre kiiltiirii analizleri
Optimizasyon ¢alismalarinda, osteojenik farklilasma acisindan, 10 mV elektriksel gerilim,

60 kHz frekans ve 2.5 mm elektrot mesafesi en etkin sonuglar1 vermistir. Bu parametreler
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kullanilarak yapilan elektrostimiilasyon ¢aligmalarinda, biiyiime ve farklilasma ortamindaki
hiicrelerin, morfolojik analizleri SEM, matris mineralizasyonlar1 ise Alizarin red boyamasi

ile belirlenmistir.

Hiicre morfolojisinin belirlenmesi

14. giin yapilan SEM analizleri, bliylime ortami ve farklilasma ortami olmak tizere iki
kisimda incelenmistir. Biiylime ortami kullanilan gruplarda, hiicrelerin, her iki yiizeye de
basarili bir sekilde yapisip yayildiklar: belirlenmistir (Sekil 4.35 ve 4.36). Platin tel igeren

ipek filmlerde, hiicrelerin gesitli uzantilar ile tellere dogru yoneldikleri belirlenmistir.

Sekil 4.35. hMSC’lerin kiiltiiriin 14. giiniinde, biiylime ortamu igerisinde, ipek film yiizeyler
iizerindeki SEM goriintiileri; (a) , (b) , (c) ve (d).
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Sekil 4.36. Elektriksel alana maruz birakilan hMSC’lerin kiiltiiriin 14. giiniinde, biliyiime

ortamu igerisinde, platin tel iceren ipek film yiizeyler {izerindeki SEM gorintiileri; (a) , (b) ,

(c) ve (d).

Farklilagma ortaminda ise hiicrelerin, her iki grupta da, yogun bir sekilde filmlerin yiizeyini
kapladigr gozlenmistir (Sekil 4.37 ve 4.38). Elektrostimiilasyon uygulanan gruplarda,
hiicrelerin 6zellikle elektrotlarin (platin tellerin) yiizeyini kapladiklar1 ve burada yogun bir
sekilde ECM sentezledikleri tespit edilmistir. Elektriksel alan varliginda bircok ECM
bileseninin etkilendigi bilinmektedir. Bu bilesenler; ¢6ziniir iyonlar, glikozaminoglikan
larda (GAG) bulunan yiiklii gruplar ve proteinler olarak siralanmaktadir. Proteinlerin
elektriksel alan boyunca hareket ederek, hiicrelerin membranlarindaki baglanma bolgelerine
ulastiklar1 rapor edilmistir [232]. Ayrica, elektriksel alan, basta fibronektin olmak {izere
birgok serum proteininin elektrotlar {izerine absorbe olmalarmni saglamaktadir [233].
Elektriksel alanin bu etkileri, hMSC’lerin, ipek filmler {izerindeki elektrotlara gog

etmelerini, yapigmalarmi ve burada ¢cogalmalarmi saglamstur.
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Sekil 4.37. Kiiltiiriin 14. giiniinde, hMSC’lerin, osteojenik farklilasma ortami igerisinde,
ipek film yiizeyler tizerindeki SEM goriintiileri; (a) , (b) , (c) ve (d).

oo

Sekil 4.38. Elektriksel alana maruz birakilan hMSC’lerin kiiltiiriin 14. gliniinde, osteojenik
farklilagsma ortami igerisinde, platin tel igeren ipek film yiizeyler iizerindeki SEM

goriintiileri; (a) , (b) , (c) ve (d).
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SEM goriintiileri, elektrostimiilasyon uygulanan gruplarda, kontrol grubu ile
karsilastirildiginda, yogun mineralize bolgelerin oldugunu isaret etmektedir (Sekil 4.39).
Martino ve ark., SAOS-2 hiicrelerine, 15 Hz frekansta, 9 mV/cm elektriksel alan
uygulamislar ve kemik benzeri nodiil olusumunun, kontrol grubu ile karsilastirildiginda, 2
kat arttigini belirlemislerdir [234]. Yapilan bir diger ¢alismada ise, 1 Hz ve 1V/cm uygulanan
elektriksel alanin, mineral miktarini, kontrol grubuna gore 2 katina ¢gikardigi tespit edilmistir

[235]. Literatiir ile benzer sonuglart veren SEM goriintiileri, osteojenik farklilagsmay1

gosteren RT-PCR verileri ile uyumludur.

Sekil 4.39. Kiiltiiriin 14. giiniinde, elektrostimiilasyon varliginda, hMSC’ler iizerinde olusan

mineralize bolgelerin SEM goriintiileri; (a) ve (b).

Matris mineralizasyonunu belirlenmesi

Matris mineralizasyonunu belirlemek amaciyla, biiylime ortami ve farklilasma ortaminda,
elektrostimiilasyona tabi tutulan hiicrelere, Alizarin red boyamasi yapilmistir. Biiyiime
ortaminda bulunan hiicrelerde yogun bir boyanma gerceklesmemekle birlikte, elektriksel
alan varliginda bolgesel boyanmalara rastlanmistir (Sekil 4.40). Farklilasma ortaminda ise
Alizarin red boyama oncelikle, kiiltiiriin 3. glinii yapilmistir. Kontrol grubunda herhangi bir
boyanmaya rastlanmamakla beraber, elektriksel alan varliginda mineralizasyonun, bu erken
evrede basladigi goriilmiistiir. Mineralize bolgelerin 6zellikle elektrotlara yakin bdlgelerde
lokalize olduklari tespit edilmistir (Sekil 4.41). Ercan ve ark., elektriksel alan varliginda, Ca

depolarmin erken donemde olustugunu belirtmislerdir [114].
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Sekil 4.40. Biiyiime ortaminda kiiltiire edilen hMSC’lerin, 14. giin Alizarin red boyamalari;
(a) ve (b) kontrol grubu, (c) ve (d) elektrostimiilasyon grubu.

Sekil 4.41. Osteojenik farklilasma ortaminda kiiltiire edilen hMSC’lerin, 3. giin Alizarin red
boyamalari; (a) ve (b) kontrol grubu, (c) ve (d) elektrostimiilasyon grubu.
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Kiiltiiriin 14. giliniinde yapilan boyamalarda ise, elektrostimiilasyon uygulanan gruplarda,
mineralizasyona bagli olarak ¢ok daha koyu bir boyanma ger¢eklesmis ve mineralize
bolgelerin film yilizeyini neredeyse kapladigi goriilmiistiir. Alizarin red boyama yapilan
filmlerin genel goriintiisii Sekil 4.42°’de ve optik mikroskop goriintiileri ise Sekil 4.43°te

verilmistir.
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Sekil 4.42. Alizarin red boyamasi yapilan (a) ipek ve (b) platin tel iceren ipek filmlerin genel

gOoruntusi.

Sekil 4.43. Alizarin red boyamasi yapilan (a) ipek ve (b) platin tel igeren ipek filmlerin optik

mikroskop goriintiisii.

Supronowicz ve ark., 10 pA ve 10 Hz’de uyguladiklar1 elektrigin hiicre dis1 kalsiyum
konsantrasyonunu %307 arttirdigini ortaya koymuslardir [236]. Yapilan bir diger ¢alismada
ise, 1 Hz ve 1 V/cm uygulanan elektriksel alan, kontrol grubuna ve ¢alismada uygulanan

diger elektriksel alanlara (3 ve 5 V/cm) gore, mineralize kalsiyum miktarini dnemli derecede
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arttirmustir [235]. Elektriksel alan varliginda, osteojenik genlerin ekspresyonunun uyarildigi
bir caligmada, histolojik boyamalar ile mineralize kalsiyum miktarinin da arttig
belirlenmistir [130]. Ipek filmler ile yapilan doktora tez calismasinda, elektriksel alanm,
ozellikle matris mineralizasyonundan sorumlu BSP ekspresyonunu, her kosulda arttirdig:
tespit edilmistir. Alizarin red boyamasi ile ortaya koyulan matris mineralizasyonu, ¢ok erken
donemde baslamis ve kiiltiiriin ilerleyen giinlerinde, BSP ekspresyonunun da bir gostergesi

olarak, artmaya devam etmistir.

4.3.5. ipek Doku iskeleleri ile Elektrostimiilasyon Calismalar

3-boyutlu elektrostimiilasyon caligmalar1 ipek doku iskeleleri kullanilarak yapilmstir.
Coziicti dokiim-partikiil uzaklastrma yontemi ile elde edilen doku iskelelerinin {izerinde
hMSC’lerin kiiltiirii gergeklestirilmis ve kullanilan uyaranlar varhiginda in vitro kemik

farklilagsmasi i¢in uygun bir model olusturulmaya calisilmistir.

1972°de Galvini’nin farenin kas hiicreleri ile yaptig1 calismalardan beri, tiim organizmalarin
elektrodinamik bir sisteme sahip oldugu bilinmektedir. Bakterilerden, memeli hiicrelerine
tiim organizmalar, elektriksel alana karsi, hiicre boliinme hizi, doku biiylimesi ve doku

yenilenmesi agisindan hassasiyet gostermektedir [1].

Kemik doku elektriksel o©zellikleri yoniinden incelendiginde, olusan mekaniksel
deformasyonlarin, kemik dokuda, hiicre i¢i elektriksel sinyallere neden oldugu goériilmiistiir
[237]. Mekanik strese kars1 gosterilen elektriksel cevaplar piezoelektrik ozellikler olarak
tanimlanir. Kemigin piezoelektriksel Ozellikleri iizerine yapilan ¢alismalarda, elektriksel
cevaplarin olusturulmasmnda kollajen fiberlerin etkin oldugu belirlenmistir. [n vivo
calismalar, insan tibiasinda, yiiriirken yaklasik 300 mV’luk bir elektriksel cevabin
olustugunu gostermektedir. Yas, cinsiyet, beslenme, su igerigi gibi faktorlere bagli olan,

yapisal ve kimyasal 6zellikler, kemigin elektriksel 6zelliklerini degistirmektedir [1].

Dokunun elektriksel 6zelliklerine hiicresel diizeyde bakildiginda, hiicre igerisinde olusan
elektriksel sinyallerin, hiicre membranindaki iyon giris-¢ikislarini etkiledigi belirlenmistir.
Olusan elektriksel sinyaller ile iyonlar iizerinden hiicre membran potansiyeli (Vmem) Ve buna
bagl olarak hiicresel aktiviteler degismektedir. Hiicre membran potansiyelinin, embriyonik
doku gelisiminde ve doku yenilenmesinde kritik bir 6nemi oldugu bilinmektedir. Membran
potansiyeli, hiicre i¢i ve dis1 arasindaki iyon konsantrasyonuna bagli olarak olusan voltaj
farkindan kaynaklanmaktadir [238]. Osteoblastlarin dinlenme halindeki membran

potansiyelleri -37 mV dir. Bu konumda iken, hiicre igerisindeki K* konsantrasyonu digariya
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gore fazladir. Ancak hiicre dis1 ortamda K* konsantrasyonu artmaya basladiginda, dis ve i¢
ortam konsantrasyonu arasindaki oran 1’e yaklagir ve membran potansiyeli yiikselir ¢0 mV,
depolarizasyon). Membran potansiyelinin diistiigii durumlar ise hiperpolarizasyon olarak
adlandirilir.  Yapilan bir c¢alismada kok hiicrelerin, depolarizasyon durumunda
farklilagmalarinin inhibe oldugu, hiperpolarizasyon durumunda ise adipojenik ve osteojenik

hiicrelere farklilagtiklar: belirlenmistir [239].

[ o

Sekil 4.44. 3 boyutlu elektrostimiilasyon c¢alismalarinda kullanilan sistemin genel

goriintiileri.

Ipek doku iskeleleri ile gergeklestirilen calismada, kemigin biyoelektrik dzellikleri goz
oniinde bulundurulmus ve elektriksel sinyaller araciligi ile hMSC’lerin osteojenik
farklilasmasinmn uyarilmasi amaglanmustir. Elektriksel alanm etkili oldugu temel iyon Ca*?
iyonudur. Ortaya koyulan etki mekanizmasi sdyle siralanmistir; 1) reseptor tarafindaki
molekiiler degisimler ve Ca*? baglanmasinin degismesi, 2) olusan sinyalin, hiicre
icerisindeki reseptor kismina ulasmasi, 3) membranda olusan sinyalin hiicre igi cevap
olusturmasi [1]. Elektrostimiilasyon kapsaminda yapilan ¢alismalarda, genellikle yaklagim,
bir gii¢ kaynagi araciligi ile hiicrelerin bulundugu dis ortamda bir elektriksel alan
olusturmaktir. Biyoelektrik alaninda yapilan bir ¢alismada ise, ¢esitli biyokimyasallar ile
hiicre icerisinde bir elektriksel alan olusturmak ve olusan elektriksel sinyallerin,
proliferasyon, farklilasma, migrasyon gibi hiicresel aktiviteler {izerindeki etkisinin
incelenmesi hedeflenmistir [13]. Doktora tez ¢alismasi kapsaminda, ortaya koyulan in vitro
modelde, literatiirde bir ilk olarak, hiicre dis1 ve i¢i olusturulan elektriksel alanin, osteojenik
farklilagma tizerindeki sinerjik etkisi incelenmistir. Bu amagla hMSC ekilmis doku
iskeleleri, Petri kaplar1 igerisinde, iki adet karbon elektrot arasma yerlestirilmistir (Sekil
4.44). Karbon elektrotlar, termal ve kimyasal kararliliklarinin yaninda, oldukga iyi iletkenlik
ozelliklerine (1x10* S/cm) sahiptir. Sonraki asamada, elektrotlar, platin teller aracilig1 ile

ana sisteme baglanmis ve bir giic kaynagi ile belirlenen kosullarda, sisteme elektrik
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uygulanmistir [218]. Uygulama yapildiginda, fizyolojik ortam igerisinde yiiklii gruplar
yeniden organize olmakta, iyonlar arasindaki yiikler elektrondan elektrona tagimmaktadir.
Boylece, belli bir siire sonra, kiiltlir ortamu igerisinde kararl bir akim olusmaktadir [119].
Olusturulan sistemde hiicre i¢i elektriksel alan ise, monensin ve glibenklamid adli, iyon

kanallarmi hedef alan kimyasallar ile saglanmistir.

4.3.5.1. Optimizasyon calismalar

Osteoblastlar ile yapilan elektrostimiilasyon g¢alismalarinda, kalsiyum iyonu aktivitesinin,
frekans ve dalga formunun siiresine bagli olarak degisiklik gosterebilecegi belirtilmistir. 13
V/cm elektriksel alanin osteoblastlarda cAMP miktarini diisiirdiigii ve DNA sentezini %40
oraninda arttirdig1 tespit edilmistir. Diger bir ¢galismada ise, I mV/cm elektriksel alanin, 20
dk uygulama sonrasi, 30 Hz frekansta, hiicre i¢i kalsiyum miktarini1 %20 arttirdigi, ayni

deneysel kosullarda, 60 Hz’de ise %25 oraninda azalttig1 goriilmiistiir [1].
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Sekil 4.45. Ipek doku iskeleleri ile yapilan elektrostimiilasyon uygulamasida voltaj
optimizasyonu sonucu elde edilen Alamar blue sonuglari. Istatistiksel olarak anlaml
farklilik; *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, n=3.

3-boyutlu elektrostimiilasyon g¢aligmalarinda, film ¢alismalarinda etkinligi gosterilen, 60
kHz frekans degeri kullanilmistir. Elektrotlar arasindaki mesafe, doku iskelelerinin sikigmasi
icin, 8 mm olarak belirlenmistir. Hiicre kiiltiirii ¢aligmalarma ge¢gmeden Once, voltaj

optimizasyonu yapmak amaciyla, hiicreler iizerine, 100, 200 ve 500 mV olmak {izere ii¢
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farkli voltaj uygulanmustir. Birinci haftanin sonunda Alamar Bue ve RT-PCR analizleri ile
uygulanan voltajlarin etkinligi incelenmistir. Alamar blue analizleri sonucunda, hiicre

proliferasyonu agisindan, gruplar arasinda anlamli bir farka rastlanmamustir (Sekil 4.45).

RT-PCR analizlari ile ALP, COL1A1 ve RUNX2 ekspresyon seviyeleri kontrol edilmistir.
Kontrol grubu ile karsilastirildiginda, 100 mV ve 500 mV elektrik uygulanan gruplarda, bu
genlerin ekspresyonu agisindan anlamli bir fark bulunamamistir. Ancak 200 mV elektrik
uygulamasinin, ALP ve COL1Al ekspresyonlarmi uyardig1 gorilmistiir (Sekil 4.46). Bu
nedenle, daha sonra yapilacak uygulamalarda, islem parametreleri olarak; 8 mm elektrot
mesafesi, 60 kHz frekans ve 200 mV voltaj kullanilmstir.
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Sekil 4.46. ipek doku iskeleleri ile yapilan elektrostimiilasyon uygulamasinda voltaj
optimizasyonu sonucu elde edilen RT-PCR sonuglari. Istatistiksel olarak anlamli farklilik;
*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, n=3.

4.3.5.2. Hiicre kiiltiirii analizleri

Hiicre kiiltiiri calismalar1 kapsaminda, hMSC’ler ipek doku iskeleleri iizerinde kiiltiire
edilmistir. Kontrol grubundaki hiicreler sadece farklilagma ortaminda kiiltiire edilirken,
diger gruplardaki hiicrelerin ortamima monensin ya da glibenklamid ilavesi yapilmistir.
Belirlenen gruplar ile yapilan caligmalar, elektriksel alan varliginda veya yoklugunda
yuriitiilmiistir. Deney gruplar1 kisaca su sekilde siralanmustir; 1) ipek, 2) e-ipek, 3)
ipek+monensin, 4) e-ipek+monensin, 5) ipek+glibenklamid, 6) e-ipek+glibenklamid.

Gruplardaki “‘e’’ harfi elektriksel alan varligina isaret etmektedir.
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Hiicre proliferasyonunun belirlenmesi

Doku iskeleleri iizerindeki hiicre canliligt ve proliferasyonu Alamar blue analizi ile
incelenmis, ayn1 zamanda Orneklerin DNA miktar1 analiz edilmistir. Sekil 4.47°de verilen
Alamar blue analizi, ipek ve e-ipek gruplarinda hiicre proliferasyonunun, 28. giin boyunca,
aym kaldigin1 gdstermistir (p>0.05). Ipek+monensin (p<0.05) ve ipek+glibenklamid
(p<0.01) gruplarinda ise 14. giinden 28. giine gelindiginde hiicre proliferasyonu anlamli
derecede artmustir. 28. giin analizleri, e-ipek ve e-ipek+monensin gruplarinda, kontrol
grubuna goOre proliferasyonun diistiiglinii gostermektedir (p<0.001). Bunun yaninda,
monensin ve glibenklamid ile muamele edilen hiicrelerde proliferasyon, elektriksel alana
tabi tutulan tiim gruplara gore, daha fazladir (p<0.001). Elektriksel alan varliginda ise en

yiiksek proliferasyon glibenklamid varliginda gerceklesmistir (p<0.001).
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Sekil 4.47. Ipek doku iskelelerinde, hiicre ici ve hiicre dis1 elektriksel alanin hiicre
proliferasyonuna etkisi. Istatistiksel olarak anlamli farklihk; *p<0.05, **p<0.01,
***p<0.001, n=3.

DNA miktari, tiim gruplar i¢in, kiiltiir boyunca biiyiik bir degisiklige ugramamistir (p>0.05).
Kiiltiiriin 28. giinlinde, monensin grubundaki DNA miktari, elektriksel alana tabi tutulan, e-
ipek (p<0.01), e-ipek+monensin (p<0.01) ve e-ipek+glibenklamid (p<0.05) gruplarma gore,

anlamli derecede fazladir. Bu veri Alamar blue analizleri ile de uyumludur (Sekil 4.48).

119



Dipek Se-ipek @ ipek + mon
12 4 M e-ipek + mon Ble-ipek +glib B e-ipek +glib

(=Y
o
1

00
L

DNA miktar1 (ng/g iskele)

s

7 14 28

Zaman (giin)

Sekil 4.48. Ipek doku iskelelerinde, hiicre ici ve hiicre dis1 elektriksel alanin 6rneklerdeki
DNA miktarma etkisi. Istatistiksel olarak anlamli farklilik; *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001,
n=3.

Hiicre proliferasyonu ve canlilig ile ilgili elde edilen veriler 6zetlenecek olursa, kiiltiiriin
28. giiniinde gruplar arasinda farkliliklar olustugu soylenebilir. Kontrol grubunda ve
monensin uygulanan gruplarda, elektriksel alan hiicre proliferasyonunu bir miktar
digiirmiistiir. Glibenklamid uygulamasi yapilan gruplarda ise, hiicre proliferasyonu

elektriksel alan varligindan etkilenmemistir.

Hiicre farkhlasmasinin belirlenmesi

Hiicre farklilasmasinmn incelenmesi amaciyla, orneklerdeki ALP aktivitesi ve Ca igerigi
belirlenmistir. Ayrica osteojenik genlerin ekspresyon seviyeleri RT-PCR analizi ile

incelenmistir.

ALP aktivitesi: ALP, detayli olarak tanimlanmis ve osteojenik farklilagsmanin gostergesi
olarak bilinen bir enzimdir. Alkalin pH’da, fosfat esterlerinin hidrolizini katalizler. ALP’nin
bir izoformu osteoblastlarin membraninda bulunmaktadir ve matris mineralizasyonunda
gorev alir [240]. Sekil 4.49°da verilen sonuglara gore, ALP aktivitesi ipek ve e-ipek
gruplarmda  kiiltiir boyunca degismemistir (p>0.05). Ipek+monensin (p<0.01) ve
ipek+glibenklamid (p<0.01) gruplarinda, ALP aktivitesi, 14. giin artiy gostermistir.

Kiiltiiriin 28. giinii, monensin ile muamele edilen grup, kontrol grubuna gore en yiiksek ALP
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aktivitesine sahiptir (p <0.01). Ayn1 zamanda elektriksel alan varliginda, ipek+monensin
grubunda ALP aktivitesi diismiistiir (p<0.01). Ipek+glibenklamid ve e-ipek+glibenklamid
gruplarinda ise ALP aktivitesi, kontrol grubuna gore, anlamli derecede yiiksektir (p<0.05).
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Sekil 4.49. Ipek doku iskelelerinde, hiicre i¢i ve hiicre disi elektriksel alanin ALP
aktivitesine etkisi. Istatistiksel olarak anlamli farklilik; *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001,
n=3.

Kalsiyum icerigi: Kalsiyum (Ca) kemik ECM’sinin temel bilesenidir, ge¢ donem osteojenik
farklilasmanin bir isareti olarak kabul edilir ve zamana bagli olarak igeriginin artis
gostermesi beklenir [241]. 3-boyutlu sistemlerde yapilan elektrostimiilasyon ¢alismasinda,
tim gruplardaki Ca igerigi kiiltiir slireci boyunca artis gostermistir. 7. gilin analizleri
dogrultusunda, elektriksel alanin, tiim gruplarda Ca igerigini arttirdigi sdylenebilir (p<0.05).
14. giinden itibaren ipek+monensin grubu en diisiik Ca igerigini gostermeye baslamistir.
Kiiltiiriin 28. giliniinde, elektriksel alan, monensin varliginda Ca igerigini uyararak, en yiiksek
degere ulasmigtir (p<0.001). Kontrol grubu ile Kkarsilastirildiginda, e-ipek,
ipek+glibenklamid ve e-ipek+glibenklamid gruplarinda, Ca igerigi anlamli derecede
yiiksektir (p<0.001) (Sekil 4.50).
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Sekil 4.50. ipek doku iskelelerinde, hiicre ici ve hiicre dis1 elektriksel alanin 6rneklerdeki
kalsiyum igerigine etkisi. Istatistiksel olarak anlamli farklilik; *p<0.05, **p<0.01,
***p<0.001, n=3.

RT-PCR analizi: Ipek doku iskeleleri ile yapilan elektrostimiilasyon calismasinda,
osteojenik farklilasmanin molekiiler diizeyde incelenmesi i¢in, RT-PCR analizi

gergeklestirilmistir.

Erken dénem osteojenik genlerin ekspresyon seviyeleri Sekil 4.51°de verilmistir. Oncelikle
orneklerin RUNX2 ekspresyon seviyeleri incelenmis, ipek, e-ipek, ipek+monensin, ve e-
ipek+glibenklamid gruplarinda RUNX2 ekspresyonu, 7. giinden 14. giine gelindiginde artmus
(p<0.05) ve daha sonra sabit kalmistir. e-ipek+monensin grubunda ise artis 14. giinden, 28.
giine gelindiginde ortaya c¢ikmustir (p<0.05). Glibenklamid uygulanan grupta RUNX2
seviyesi degismemistir (p>0.05). Kiiltiiriin 7. giinii gruplar arasinda fark gézlenmezken, 14.
giin en yiiksek RUNX2 ekspresyonu ipek+monensin grubunda gériilmistiir (p<0.01). 28.
giinde, diger gruplardaki ekspresyon seviyeleri degismezken e-ipek+monensin grubunun

RUNX2 ekspresyonu artarak, ipek+monensin grubunun seviyesini yakalamistir.
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Sekil 4.51. ipek doku iskelelerinde, hiicre ici ve hiicre dis1 elektriksel alanin 6rneklerdeki
RUNX2, ALP ve COL1A1 ekpresyonu iizerindeki etkisi. Istatistiksel olarak anlamli farklilik;
*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, n=3.

ALP ekspresyonu incelendiginde, ipek ve e-ipek gruplarinda, ekspresyonun, 7. giinden 14.
giine kadar arttig1 (p<0.01) ve daha sonra sabit kaldigi tespit edilmistir (p>0.05).
Ipek+monensin grubunda ise ALP ekspresyonundaki artig 28. giine kadar devam ederken
(p<0.01), e-ipek+monensin grubunda 14. giinden sonra ALP ekspresyonunda artis (p<0.01)
oldugu belirlenmistir. Glibenklamid ile muamele eden gruplarda ALP ekspresyonu, kiiltiir
boyunca degismemistir (p>0.05). 7. glin sonunda elektriksel alan, kontrol grubunda ALP
ekspresyonunu arttirirken (p<0.05), diger gruplar arasinda anlamli bir farka rastlanmamustir
(p>0.05). 28. giin verileri incelendiginde, en yiiksek ALP ekspresyon seviyesine monensinin
sahip oldugu gorilmektedir (p<0.001). e-ipek+monensin grubundaki ALP ekspresyonu
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kontrol grubundan yiiksek olmakla beraber, sadece monensin uygulanan gruptan anlamli
derecede disiiktiir (p<0.001). Glibenklamid ile muamele edilen gruplarda, ipek ve e-ipek
gruplar1 ile karsilastirildiginda, ALP ekspresyonu agisindan, anlamli bir fark

bulunmamaktadir (p>0.05).

COL1A1 ekspresyon seviyesi, kiiltiir boyunca, ipek+monensin digindaki gruplarda, sabit
kalmistir. Ipek+monensin grubunda ise monensinin varhigi kollajen ekspresyonunu
azaltmigtir. Ancak 28. giin verileri, elektriksel alanin, monensin varliginda dahi, kollajen
ekspresyonunu arttirdigini géstermektedir (p<0.01). Ayrica ipek+glibenklamid (p<0.05) ve
e-ipek+glibenklamid (p<0.01) gruplarinda da kollajen ekspresyonu, ipek+monensin grubuna

gore, anlamli derecede fazladir.
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4.52. Ipek doku iskelelerinde, hiicre i¢i ve hiicre dis1 elektriksel alanin 6rneklerdeki BSP ve
OPN ekpresyonu iizerindeki etkisi. Istatistiksel olarak anlamli farklilik; *p<0.05, **p<0.01,
***p<0.001, n=3.

Orneklerin, ge¢ donem osteojenik farklilasma profillerinin karsilastirilmasi i¢in, BSP ve
OPN ekspresyon seviyelerine bakilmistir (Sekil 4.52). Kiiltiiriin 7. giinii, glibenklamid ile
muamele edilen grup, elektriksel alan varliginda, en yiiksek BSP ekspresyonunu gostermistir
(p<0.01). Bu gruptaki BSP ekspresyon seviyesi 14. giinde en iist noktaya ulagsmis olup diger
gruplardan 6nemli derecede fazladir (p<<0.001). Elektrik uygulanan kontrol ve monensin
grubunda BSP ekspresyonu, 14. giinden, 28. giine gelindiginde artig gostermistir (p<0.05).
28. giin elektrik uygulanan gruplardaki BSP ekspresyon seviyelerinin birbirine yakin oldugu
belirlenmistir. ipek+monensin grubu en diisiik ekspresyon seviyesine sahiptir (p<0.001).

Elektriksel alan, monensin eklenen gruplardaki BSP seviyesini arttirmistir (p<0.01). Ayrica
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elektrik uygulanan glibenklamid grubunda da, BSP ekspresyonu, sadece glibenklamid

eklenen gruba gore daha fazladir (p<0.05).

OPN ekspresyonu agisindan, kiiltiirtin 7. ve 14. giinii, gruplar arasinda anlamli bir fark
gozlenmemistir. 28. giine gelindiginde, ipek, e-ipek+monensin ve e-ipek+glibenklamid
gruplarinda, OPN ekspresyonunun arttigi belirlenmistir. Glibenklamid ile muamele edilen
grup, elekriksel alan varliginda, en yiiksek ekspresyon seviyesine sahiptir (p<0.001). Ayrica
elektriksel alan, BSP ekspresyonu ile benzer sekilde, monensin ile muamele edilen grupta,
sadece monensin eklenen gruba gore, OPN ekspresyonunu onemli derecede arttirmistir

(p<0.05).
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Sekil 4.53. ipek doku iskelelerinde, hiicre ici ve hiicre dis1 elektriksel alanin drneklerdeki 1s1
sok proteinlerinin ekpresyonu iizerindeki etkisi. Istatistiksel olarak anlamli farklilik;

*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, n=3.

RT-PCR analizleri kapsaminda, 6rneklerdeki 1s1 sok proteinlerinin ekspresyonlarma da
bakilmistir. Is1 sok proteinleri, sicaklik degisimi, oksidatif stres gibi zor kosullarda eksprese
olmakta ve proteinlerin katlanmasinda, bozunmasinda, salgilanmasinda gorev alarak, hiicre
homeostazinin devamliligini saglamaktadir [120]. Tez kapsaminda HSP27 (HSPBI1) ve
HSP70 (HSPA1B) proteinlerinin ekspresyonlarma bakilmistir (Sekil 4.53). Ist sok
proteinlerinin farklilasmada da gérev aldig1 bilinmektedir. Ornegin HSP27, 1 sa boyunca
41°C’ye maruz kalan insan epidermal keratinositlerinin farklilasmasint uyarmistir [242].
HSP70’in ise kemik iligi stromal hiicrelerinin proliferasyonunu ve farklilagmasini uyardig:
gosterilmistir [243]. Is1 sok proteinlerinin ekspresyonuna bakildiginda, kiltiirin ilk
giinlerinde gruplar arasinda anlamli bir farka rastlanmamistir (p>0.05). Ancak 14. giine
gelindiginde, her iki gen icin de, ipek+monensin grubu en yiiksek ekspresyon seviyesine
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sahiptir (HSP27 i¢in p<0.001, HSP70 i¢in p<0.05). 28. giin, monensin i¢eren gruptaki,
HSP70 ekspresyonu, diger gruplar ile ayn1 seviyeye diismiistiir. Kiiltiirin 28. giinii, HSP27
gen ekspresyonu ise, monensin grubu icin, neredeyse ayni seviyede kalmistir. Ayrica
elektriksel alan uygulanan monensin grubunda da, HSP27 ekspresyon seviyesi, kontrol

grubuna gore, anlamli derecede artmustir (p<0.05).

Istatistiksel analizlerden sonra, RT-PCR verileri tekrar degerlendirilecek olursa, tek basma
elektrik uygulamasinin, hiicrelerin ALP ekspresyonunu ve Ca igerigini arttirdigi

gozlenmistir. Ancak diger genlerin ekspresyonunda anlamli bir fark bulunamamastir.

Hiicrelere uygulanan monensin, erken donem osteojenik genlerden biri olan RUNX2
ekspresyonunu arttirmistir. Ayni zamanda, bu grupta ALP aktivitesin de uyarildig: tespit
edilmistir. RT-PCR analizi de bu sonucu desteklemis ve en yiiksek ALP ekspresyonu, tek
bagina monensin uygulanan grupta goriilmiistiir. Monensin uygulanan grupta, ayni zamanda
1s1 sok proteinleri olan HSP27 ve HSP70 proteinlerinin ekspresyon seviyeleri de, diger
gruplara gore, anlamli derecede yiiksektir ve ALP ekspresyonu ile benzer bir profil
gostermektedir. Yapilan ¢calismalarda, 1s1 sok proteinlerinin, hiicre proliferasyonu yaninda,
ALP ekspresyonunu da uyardigi belirtilmistir [244]. Hiicrelerin, yiiksek sicaklik, agir
metaller, toksinler, oksidantlar, bakteriyel ve viral enfeksiyonlar karsisinda, degisen
mikrogevreye verdikleri cevap, 1s1 sok faktorleri (HSF) ile saglanmaktadir. Normal
hiicrelerde, HSF sitoplazma ve ¢ekirdek icerisinde monomerik formda bulunmaktadir ve
DNA-baglanma o6zelligi tasimaz. Fizyolojik stres altinda HSF trimer forma doniisiir ve
cekirdek icerisinde birikmeye baslar. Son olarak DNA’nin belirli bolgelerine baglanarak, 1s1
sok proteinlerinin transkripsiyonunu saglar [245]. Monensin Na® iyonunu tasiyan bir
iyonofordur ve hiicre membraninin depolarizasyonuna neden olur [13]. Ist sok
proteinlerindeki artig, hiicre i¢ci Na® konsantasyonundaki ve membran potansiyelindeki
degisimin, hiicre i¢in fizyolojik bir stres kaynagi olabilecegini gdstermektedir. Diger yandan
monensin uygulanan grupta Ca igerigi olduk¢a disiiktiir. Ayni zamanda bu grubun,
mineralizasyonda gorev alan BSP ve OPN genleri a¢isindan, en diisiik ekspresyon seviyesine
sahip olmasi bu sonucu desteklemektedir. Kiiltiiriin 28. giiniinde kollajen tip 1
ekspresyonunun, monensin muamelesi ile 6nemli derecede diistiiglinii gostermektedir.
Monensinin, sindirim enzimleri, hormonlar, hiicre dis1 fiberler gibi proteinlerin, Golgi
aygitindan taginimimni bloke ettigi goriilmiistiir. Bu durum sentezlenen bilesenlerin hiicre
icerisinde birikmesine neden olmakta ve hiicre dis1 fiber olusumu azalmaktadir [246].

Kollajen ekspresyonundaki azalmanin, bu durum ile iligkili olabilecegi diisiiniilmektedir.
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Ancak elektriksel alan, monensinin, BSP, OPN ve Col1Al ekspresyonu iizerindeki inhibe
edici etkisini ortadan kaldirmakta ve bu genlerin ekspresyon seviyelerini, sadece monensin
uygulanan orneklere gore, anlamli derecede arttirmaktadir. Bu noktada elektriksel alanin
hiicre i¢i kalsiyum birikimi ve sinyal yollar1 iizerinden, gen ekspresyonlarini etkiledigi

disiiniilmektedir.

Glibenklamid ile muamele edilen O6rneklerde ise Ca igeriginin yaninda BSP ve OPN
ekspresyonlarinin da yiiksek oldugu goriilmiistiir. Glibenklamidin etki mekanizmasi
incelendiginde, elektriksel alan ile benzer sekilde, hiicre i¢i kalsiyum konsantrasyonunu
degistirdigi goriilmektedir. Glibenklamid, ATP-bagimli potasyum (K*) kanallarmi bloke
etmektedir. K* kanallarmin kapanmasiyla voltaj-aktive Ca*? kanallarinin a¢ilmasma neden
olmakta ve hiicre ici Ca*? konsantrasyonu artmaktadir [247]. Moreau ve ark. yaptiklari
calismada, osteoblast-benzeri hiicreleri glibenklamid ile muamele etmisler ve osteokalsin
sentezinin arttigmi belirlemislerdir. Osteokalsin sentezindeki artism, Ca*™® kanallar:
araciligiyla gerceklestigini ortaya koymuslardir [247]. Glibenklamidin, adenozin trifosfat
(ATP) tizerinden de, mineralizasyon lizerine etkisi oldugu diisiiniilmektedir. ATP’nin, hiicre
i¢i enerji metabolizmasindaki rolii uzun zamandir bilinmektedir. Ancak ATP ayni zamanda,
hiicre dis1 bir sinyal molekiiliidiir. Osteoblastlar i¢erisinde yiiksek konsantrasyonda bulunan
ATP, hiicre membraninda bulunan ATP-bagimli kanallar araciligi ile ECM ortamina
salmmaktadir. Bu noktada, P2-reseptor bagimli yollar iizerinden kollajen6z matrisin
mineralizasyonunu engelledigi diisliniilmektedir. Ayn1 zamanda, ATP’nin hidrolizi ile bir
mineralizasyon inhibitorii olan pirofosfatlar meydana gelmektedir. Glibenklamid, ATP-
bagimli K* kanallarin1 bloke ederek, ATP’nin hiicre disina salimini kisitlamaktadir [248,
249]. Elde edilen veriler, mineralizasyon {izerinde etkili olan glibenklamid ve elektriksel
alanin hiicreler tlizerinde sinerjik bir etki olusturdugunu ve osteojenik farklilagsmay1

uyardigimi gostermektedir.

Hiicre morfolojisinin belirlenmesi

SEM analizi: Hiicrelerin ipek doku iskeleleri izerindeki morfolojilerini ve hiicre-malzeme
etkilesimlerini incelemek amaciyla SEM analizi gerceklestirilmistir. 7. giin SEM analizleri,
tim gruplarda hiicrelerin basarili bir sekilde doku iskelelerine yapisip yayildiklarini
gostermektedir (Sekil 4.54). Elde edilen goriintiilerde, hiicreler arasindaki yogun baglantilar
dikkat cekmektedir. Monensin ve glibenklamid ile muamele edilen hiicrelerde, kollajen
fiberler ile karakterize edilen ECM sentezinin basladig1 goriilmektedir. Ozellikle elektriksel
alan varliginda, glibenklamid ile muamele edilen orneklerde, kollajen fiberler {izerinde
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mineralize yapilara rastlanmigtir. Kollajen fiberlerin capi, literatiir ile uyumlu olarak,

yaklasik 100 nm olarak bulunmustur [250].

ipek+mon

e-ipek+mon

ipek+glib

e-ipek+glib .~

100 pm

Sekil 4.54. Ipek doku iskelelerinde, hiicre i¢i ve hiicre dis1 elektriksel alanin, kiiltiiriin 7.

giinlinde hMSC morfolojileri iizerindeki etkisi.
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Sekil 4.55. Ipek doku iskelelerinde, hiicre i¢i ve hiicre dis1 elektriksel alanin, kiiltiiriin 28.

giinlinde hMSC morfolojileri iizerindeki etkisi.

28. giin SEM goriintiilerinde, doku iskelelerinin yogun bir sekilde ECM ile kaplandig:
gortilmektedir (Sekil 4.55). Alamar blue analizi, kiiltiir boyunca hiicre proliferasyonunun
cok fazla degismedigini gostermektedir. Kiiltlirlin baslangict ve sonu arasinda, SEM

goriintiilerindeki bu degisim, hiicre sayisindan ¢ok ECM sentezine baghdir. Ozellikle
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elektriksel alana tabi tutulan tiim gruplarda, elektriksel alan kullanilmayan gruplara gore,
ECM sentezinin ¢ok daha yogun oldugu, malzeme ylizeylerinin tamamen kaplandigi ve
gozeneklerin kapandigir belirlenmistir. Glibenklamid ile elektriksel alanin birlikte
uygulanmast sonucu hiicrelerdeki mineralize bdlgelerin sayismin arttig1 ve diger gruplara
gore daha biiyiik nodiillerin olustugu tespit edilmistir. Globiiler mineralize yapilar, in vivo
osteogenez sirasinda olusan erken donem mineralizasyon ile benzerlik gostermektedir.
Nodiiller mineralize matris vezikiilleridir ve mineral kiirelerinin onciilleri olarak tanimlanir.
Matris vezikiilleri, ¢cekirdeklenme bolgesi olusturarak yeni mineral olusumlarini destekler
ve biyomineralizasyonun olusmasini saglar [223]. RT-PCR sonuglarina gore, elektriksel
alan varliginda glibenklamide maruz birakilan Ornekler, en yiiksek BSP ve OPN
ekspresyonuna sahiptir. Bu genlerin mineralizasyondan sorumlu oldugu diisiintiliirse, SEM

ile elde edilen goriintiiler, RT-PCR sonuglarmi desteklemektedir.

Histolojik boyamalar: Hiicrelerin doku iskelerindeki dagilimini belirlemek amaciyla H&E
boyama ger¢eklestirilmistir. 7. giin goriintiileri hiicrelerin 6rnekler i¢erisinde homojen bir
sekilde dagildiklarin1 gostermekle beraber, halen malzemenin bazi bdlgelerinde bosluklar
oldugu gorilmektedir (Sekil 4.56). Hiicreler, 6zellikle gozenek kenarlarma yerlesmis ve i¢
kisimlar1 doldurmaya baslamistir. 28. giin goriintiilerinde ise, gozeneklerin tamamen
hiicreler ile dolu oldugu belirlenmistir (Sekil 4.57). Ayn1 zamanda doku iskelelerinin dikey
kesitleri alinmustir. I¢sel baglantilara sahip gozeneklerin, doku iskelelerinin i¢ kisimlarina
kadar hiicre gocline izin verdigi tespit edilmistir (Sekil 4.58). 28. giin boyamalarinda, tiim
orneklerde homojen bir hiicre dagilimi goriilmekle birlikte, e-ipek+monensin ve e-
ipek+glibenklamid gruplarinda ECM sentezine baghh daha yogun bir boyanma
gergeklesmistir.
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Sekil 4.56. Ipek doku iskelelerinde, hiicre i¢i ve hiicre disi elektriksel alan varliginda,
kiiltiiriin 7. giiniinde hMSC’lerin doku iskelelerindeki dagilimlar.
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Sekil 4.57. Ipek doku iskelelerinde, hiicre i¢i ve hiicre disi elektriksel alan varliginda,
kiiltiiriin 28. glinlinde hMSC’lerin doku iskelelerindeki dagilimlari.

132



I Y—
500 pm 500 pm

e-ipek+mon

D
500 pm

ipek+glib e-ipek+glib

I
500 pm

Sekil 4.58. Ipek doku iskelelerinde, hiicre i¢i ve hiicre disi elektriksel alan varliginda,
kiiltiiriin 28. gilinlinde doku iskelelerinin dikey kesitlerinde hMSC’lerin dagilimlari.

Matris mineralizasyonunu belirlemek amaciyla, histolojik kesitler alinmig, Alizarin red ve
von Kossa boyamalar gerceklestirilmistir. Boyamalar sonunda, ornekler {izerindeki
kalsiyum fosfat depolar1 goriintiilenmistir. Alizarin red boyamalari, kontrol grubunda ve
monensin uygulanan orneklerde, boyanan bélgelerin 6zellikle doku iskelelerinin kenar
kisimlarinda oldugunu gostermektedir (Sekil 4.59). Glibenklamid ile muamele edilen
orneklerde ise, daha yogun bir boyanma ger¢eklesmistir. Elektriksel alan varliginda
glibenklamid, kalsiyum igeriginin daha homojen bir dagilim gdstererek i¢ kisimlara

taginmasini saglamigtir.
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Sekil 4.59. Ipek doku iskelelerinde, hiicre i¢i ve hiicre dis1 elektriksel alan varliginda,
kiiltirtin 28. giiniinde doku iskelelerindeki mineralize bolgelerin Alizarin red boyama ile
gdsterimi.
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Sekil 4.60. Hiicre i¢i ve hiicre dis1 elektriksel alan varliginda, kiiltiiriin 28. giiniinde doku

100 um

iskelelerindeki mineralize bolgelerin von Kossa boyama ile gosterimi.
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Von Kossa boyamalar da her grup i¢in, 6zellikle elektriksel alanin mineral olusumunu
destekledigini gostermektedir (Sekil 4.60). Ca igerigini belirlemek i¢in yapilan analizlerde
de, elektriksel alanin tim O6rneklerde Ca igerigini arttirdigi tespit edilmistir. Alizarin red
boyamalar1 ile benzer sekilde, elektriksel alan ve glibenklamidin birlikte uygulandig:
orneklerde, mineralize bolgelerin daha biiyiik oldugu tespit edilmistir. Elektriksel alan
kullanilarak yapilan bir ¢aligmada, PCL/B-TCP yiizeyler iizerinde elektrostimiilasyon
uygulamasi gergeklestirilmistir. Bu yilizeylerden salinan kalsiyum iyonlarinin, elektriksel
alan ile sinerjik bir etki olusturdugu, ALP aktivitesini ve Ca depolanmasmi arttirdig:
belirlenmistir [251]. Glibenklamid de, benzer sekilde, Ca iyonlar1 iizerinden
elektrostimiilasyon ile sinerjik bir etki olusturmus ve hMSC’lerin osteojenik farklilagsmasini
arttirmistir. Histolojik boyamalar ile elde edilen sonuglar, RT-PCR ve SEM analizleri ile

uyumludur.

Elektrostimiilasyon ¢aligmasi kapsaminda ortaya koyulan doku modelinde, kemik dokunun
piezoelektrik Ozellikleri dikkate alinmis ve osteojenik farklilasmanin uyarilmasinda
elektriksel sinyallerin kullanilmasina karar verilmistir. Elektriksel alanin bircok dokunun
gelisiminde ve rejenerasyonunda rol oynadigi bilinmektedir. Bu alanda yapilan bir
calismada, elektriksel alanin, meniskiis tedavisinde hiicre gociinii ve doku entegrasyonunu
arttirdig1 belirlenmistir [252]. Kardiyak doku miihendisligi ¢alismalarinda da, in vitro
kosullarda islevsel bir doku olusumu i¢in, elektrostimiilasyondan yararlanilmaktadir [119].
Kemik doku miihendisliginde, elektriksel alan, doku olusumunu destekleyen itici bir gii¢
olarak kullanilmaktadir. Elektriksel alan, hiicresel diizeyde ii¢ noktada devreye girmektedir;
1) fiziksel mikrogevrenin diizenlenmesi, 2) bliylime faktorleri ve 3) sinyal yollar1 [253].
Yapilan ¢caligmalarda, elektrostimiilasyon ile BMP-2, BMP-4 ve IGF-1 sentezlerinin arttigi
belirlenmistir [10, 254]. Elektriksel alanin diger bir etkisi de, hiicre membraninda bulunan
reseptorler gibi yiiklii molekiiller iizerindedir. Osteokondral alanda yapilan bir ¢caligmada,
elektriksel alan varhiginda, kondrositlerin yiizeyindeki paratiroit hormon ve TGFB-1
reseptorlerinin aktivasyonu artmistir. Bunun sonucunda artan TGFB-1 konsantrasyonu,
proliferasyon ve farklilasma {izerinden osteokondral fenotipi uyarmistir. Kikirdak dokunun
ECM sentezindeki artis, doku iskelesine benzer bir yiizey alani sunarak, kemik doku
olusumunu uyarmustir [254]. Zhuang ve ark., elektriksel alanin, kalsiyum/kalmodulin yolu
tizerinden osteoblastlarda TGFB-1 mRNA’sin1 %39 arttirdigin1  gostermistir [227].

Elektriksel alan varliginda ortaya ¢ikan uyarinin, hiicre membraninda bagladig: ve daha
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sonra siklik niikleotitler gibi ikincil uyaranlar ile hiicre i¢i cevaplarin olustugu

disiiniilmektedir.

Doku gelisimi ve rejenerasyonu goz oniinde tutuldugunda, hiicre farklilasmasinda 6nemli
olan bir diger noktanin hiicre membran potansiyeli oldugu goriilmektedir. Hiicre
membraninda bulunan iyon kanallar1 araciligi ile hiicre igerisine ve dig ortama iyon giris-
c¢ikigi saglanmakta, bu akis hiicre i¢erisinde elektriksel sinyaller yaratarak, hiicresel faliyetler
izerinde etkili olmaktadir. Doktora tez ¢aligmasi kapsaminda biyokimyasal uyaran olarak,
hiicre membranindaki iyon kanallar1 iizerinde etkili, monensin ve glibenklamid adlh
kimyasallarin kullanilmasina karar verilmistir [13]. Elektriksel alan varliginda bu
kimyasallarm kullanimi ile hiicrelerin elektrofizyolojik 6zellikleri diizenlenmistir. Her iki
kimyasal da, elektriksel alan varliginda, osteojenik farklilagmaya farkli diizeylerde etki
etmistir. Elde edilen veriler 6zellikle glibenklamidin elektrostimiilasyon uygulamasi ile
sinerjik bir etki olusturdugunu, mineralizasyon ile karakterize edilen osteojenik
farklilagmay1 arttirdigimi géstermistir. Ortaya koyulan doku modelinde, mekanik uyarilara
ve bliylime faktorlerine alternatif olarak, elektriksel alan ve iyon kanallar1 iizerinde etkili
kimyasallarin, kemik doku miihendisliginde kullanimlarinin etkin sonuclar verebilecegi

gosterilmistir.
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5. GENEL SONUCLAR

Sunulan tez ¢aligmasi kapsaminda biyofiziksel ve biyokimyasal uyaranlarm, mezenkimal

kok hiicrelerin osteojenik farklilagsmasi tizerindeki etkisi incelenmistir. Bu amagla, kitosan

doku iskeleleri iizerinde, AAMSC’ler ile fotostimiilasyon g¢alismalar1 gergeklestirilmistir.

Elektrostimiilasyon ¢aligmalar1 ise, ipek biyomalzemeler ile hMSC’ler kullanilarak

yiiriitiilmiistiir. Oncelikle ipek filmler iizerinde, elektriksel alanm hiicreler iizerindeki etKisi

incelenmis, optimizasyon calismalar1 yapilmustir. Ipek doku iskeleleri ile yapilan

calismalarda ise, elektriksel alanin yaninda, hiicre membranindaki iyon kanallarini hedef

alan biyokimyasallar kullanilmis ve bu uyaranlarin osteojenik farklilasma tizerindeki

sinerjik etkileri arastrilmistir. Calisma kapsaminda elde edilen bulgular asagida

Ozetlenmistir.

Gozenek capt 95 um olan ve igsel baglantilara sahip kitosan doku iskeleleri
liyofilizasyon yontemi ile tiretilmistir.

Karakterizasyon caligmalar1 kapsaminda, kitosan doku iskelelerinin gdzenekliligi
%94.47+ 0.68 ve su tutma orani 34.47+ 4.12 olarak hesaplanmistir.

Elektrostimiilasyon ¢alismalarinda kullanilmak iizere oncelikle ipek filmlerin iiretimi
gergeklestirilmistir. Bu amagla hazirlanan ipek ¢ozeltisi PDMS kaliplar {izerine
dokiilmiis ve su buhar1 yardimi ile malzemelerin stabilizasyonu saglanmistir.
Elektrostimiilasyon ¢alismalarinda kullanilmak iizere hazirlanan ipek fimlerde
iletkenlik, platin teller ile saglanmistir.

RGD kullanilarak iiretilen ipek filmlerin fonksiyonalizasyonu saglanmistir. Ipek
filmlerdeki hiicre proliferasyonu ve dagilimi kontrol grubu ile karsilastirilarak, RGD’nin
etkinligi kontrol edilmistir. RGD bagl filmlerde hMSC proliferasyonunun, kontrol
grubuna gore, yaklasik 4 kat arttig1 goriilmiistiir. DAPI boyamalar1 ise RGD varliginda,
yiizeyde ¢cok daha yogun ve homojen bir hiicre dagilimi oldugunu isaret etmistir.

Ipek doku iskeleleri, “coziicii dokiim-partikiil uzaklastirma” yontemi ile hazirlanmustur.
Uretim asamasinda 500-600 um boyutundaki NaCl partikiilleri varliginda su bazli
yontem kullanilmaistir.

Fotostimiilasyon ¢aligmalarinda kullanilmak iizere yag dokudan izole edilen mezenkimal
kok hiicrelerin karakterizasyon ¢alismalar1 gergeklestirilmistir. Bu amagla oncelikle
AdMSC’ler optik mikroskop altinda incelenmis, kiiltiir kabinin yiizeyine yapisip

yayildiklar1 ve genellikle poligonal bir morfoloji sergiledikleri belirlenmistir.
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Floresan boyamalarda, hiicrelerde yogun bir iskelet yapis1 gozlenirken, optik mikroskop
ile benzer sekilde, hiicre morfolojisi poligonaldir. Ancak kiiltiiriin ilerleyen giinlerinde
hiicreler ¢ogalarak tek tabakali yapi1 igerisinde igsi bir morfoloji sergilemistir. Hiicre
kiiltiirtiindeki mikoplazma kontaminasyonu DAPI boyama ile kontrol edilmis ve
kontaminasyona dair bir bulguya rastlanmamustir.

Akis sitometrisi analizleri, hiicrelerin literatiirle uyumlu bir sekilde CD29, CD90, CD54
ve MHC snif 1 isaretleyicileri i¢in pozitif oldugunu gostermektedir. CD45 ve MHC siif
2 antijenleri icin ise oldukca diisiik isaretlenme oranlar1 bulunmustur (<%1). Akis
sitometrisi ile elde edilen veriler 1siginda, hiicrelerin yiiksek saflikta oldugu ve
mezenkimal hiicrelere uygun yiizey antijenlerini ifade ettikleri belirlenmistir.
Hiicrelerin kiiltiir kaplarmdaki tireme davranislar1 26 giin boyunca MTT analizi ile takip
edilmistir. Biiylime ortaminda kiiltiire edilen hiicrelerin bir kismi, 1. haftanin sonunda
farklilasma ortamina almmistir. MTT analizi, biiylime ortamindaki hiicre
proliferasyonunun 14. giine kadar arttigin1 ve ilerleyen giinlerde, kontak inhibisyona
bagli olarak yavasladigini géstermistir.

Farlilasma ortaminda kiiltiire edilen AAMSC’lerin matris mineralizasyonu von Kossa
boyama ile gorilintiilenmistir. Boyama sonrasinda kahverengi goriilen mineralizasyon
bolgeleri, hiicrelerin kemik hiicrelerine farklilasma potansiyellerini ortaya koymustur.
Elektrostimiilasyon ¢alismalarinda kullanilmak tizere izole edilen hMSC’ler, adipojenik,
osteojenik ve kondrojenik ortamlarda kiiltiire edilmis ve ¢esitli boyamalar ile ECM
yapisi karakterize edilerek, hiicrelerin farklilasma potansiyelleri ortaya koyulmustur.
Adipojenik ortamda kiiltiire edilen hiicreler Oil red pozitif boyanmis ve kirmuzi lipid
damlaciklar1 goriintiilenmistir. Alcian blue boyamalarinda ise, kondrojenik ortamda
kiiltlire edilen hiicrelerde, proteoglikanca zengin ECM mavi renk boyanmistir.
Osteojenik ortamda kiiltiire edilen hiicrelerde, kiiltiiriin ilk haftasindan sonra, kalsiyum
birikimine bagli olarak nodiil benzeri yapilar olugsmaya baslamis ve olusan nodiillerin
miktar1 zamana bagli olarak artig gostermistir. Kiiltiiriin ilk haftasindan sonra, kalsiyum
birikimine bagli olarak nodiil benzeri yapilar olugsmaya baslamis ve olusan nodiillerin
miktar1 zamana bagl olarak artig gostermigtir. Kiiltiiriin 21. giinii, mineralize bolgeler
Alizarin red ile kirmizi boyanmustir.

Fotostimiilasyon c¢alismalari, TCPS yiizeylerde ve kitosan doku iskelelerinde

yuriitiilmiistiir. TCPS ve kitosan doku iskeleleri i¢cin uygulama mesafesi 10 cm ve
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uygulama siklig1 giin asiridir. Diger yandan TCPS grubu i¢in uygulama siiresi 5 dk,
kitosan doku iskeleleri i¢in 10 dk’dir.

TCPS yiizeylerde yapilan fotostimiilasyon caligsmasinda, kiiltiiriin sonlarma dogru,
kontrol grubundaki hiicrelerin proliferasyonunda bir azalma goriiliirken, 1s1ga maruz
birakilan grupta hiicrelerin ¢ogalma hizinin, kontrol grubu ile karsilastirildiginda,
yaklasik 1.5 kat fazla oldugu belirlenmistir.

Kitosan doku iskelelerinde, fotostimiilasyonun hiicre proliferasyonu iizerindeki etkisi,
TCPS yiizeylere gore daha erken agiga ¢ikmustir. 10. giinden itibaren 151k hiicrelerin
proliferasyonunu, kontrol grubu ile karsilastirildiginda, gii¢lii bir sekilde uyarmustir
(p<0.001). Isik uygulanmayan hiicrelerin metabolik aktiviteleri neredeyse sabit kalirken,
fotostimiilasyonun hiicre yogunlugunu logaritmik olarak arttirdigi belirlenmistir

TCPS yiizeylerde, 1s1ga maruz kalmis hiicrelerde ise, aktin filamentleri, daha kalin
demetler olusturarak, hiicrenin periferine yakin kisimlarda yeniden organize olmuslardir.
Yeniden yapilanmanin sonucunda hiicre ¢ekirdegi daha goriiniir bir hal alarak, hiicre
morfolojisi, osteojenik farklilasmanin bir gostergesi olarak, igsiden kiibik yapiya dogru
degismistir. 14. giinde, fotostimiilasyon uygulanan grupta hiicreler bir araya gelerek
kafes yapilar1 olusturmus ve bu yapilar arasinda hiicresel uzantilar ile yogun baglantilar
kurulmustur.

TCPS ile yapilan fotostimiilasyon ¢alismasinin 21. giliniinde hiicreler optik mikroskop
altinda incelenmistir. Kontrol grubundaki hiicrelerin canlihigmi kaybederek
yuvarlaklastiklar1 ve yiizeyden ayrilmaya basladigi belirlenmistir. Isik uygulanan grupta
ise, hiicre canliliginin devam ettigi, hiicre-yiizey ve hiicre-hiicre arasi etkilesimlerin
korundugu goriilmiistiir.

Kitosan doku iskeleleri ile yapilan fotostimiilasyon c¢alismalarindaki hiicrelerin
morfolojileri SEM ile analiz edilmistir. 14. giin SEM fotograflarina bakildiginda, kontrol
grubundaki kitosan doku iskeleleri lizerinde hiicresel kalintilara rastlanmig ancak saglikl
bir hiicre-malzeme etkilesimi olmadigi goriilmiistiir. Fotostimiilasyon uygulanan
gruplarda ise, malzeme ylizeyinde hiicresel bir dagilim oldugu ve baz1 bolgelerde, hiicre-
malzeme etkilesimleri ile gézeneklerin kapandig: belirlenmistir. Yiiksek biiyiitmelerde,
151k uygulanan gruplarda mineral benzeri yapilanmalara rastlanmigtir.

TCPS yiizeylerdeki matris mineralizasyonu ALP-von Kossa (ALP-VK) boyamalar ile
belirlenmis ve 21. giin yapilan boyamalar optik mikroskop altinda goriintiilenmistir.

Kontrol grubunda, mineralizasyonu isaret eden, herhangi bir boyanma gerceklesmezken,
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fotostimiilasyon varliginda, hiicreler arasinda kahverengi nodiiller ve kirmizi mineralize
bolgeler tespit edilmistir

Kitosan doku iskelelerinde yapilan von Kossa boyamalarda her iki doku iskelesi de
boyanmakla birlikte, 151k ile muamele edilen iskelede daha koyu bir boyanma
gerceklesmistir.

Fotostimiilasyon ¢aligmalar1 kapsaminda yapilan RT-PCR sonuglari, TCPS ylizeylerde
151¢m Collal ekspresyonunu arttirdigini gosterirken, kitosan doku iskelelerinde 15181n
hiicre farklilagmasini, molekiiler diizeyde etkiledigine dair bir bulguya rastlanamamastir.
Fotostimiilasyon ¢aligmalar1 sonucu elde edilen veriler, 15181n AAMSC hiicreleri iizerinde
daha ¢ok proliferatif bir etkisi oldugunu gostermistir. TCPS yiizeylerde, ayn1 zamanda
kollajen tip 1 sentezinin de arttigi goriilmistiir. Ayn1 zamanda, hiicre tipi yaninda,
kiiltiirtin - yapildig1 mikrocevrenin de uygulamanin etkinligini belirledigi ortaya
koyulmustur.

Ipek filmler ile yapilan elektrostimiilasyon ¢alismalarinda, 60 kHz frekans ve 2.5 mm
elektrot mesafesi en etkin parametreler olarak belirlenmistir.

Diisiik voltajin hiicre farklilasmasini, yiliksek voltajin ise hiicre proliferasyonunu
uyardigi belirlenmistir.

Diisiik voltaj ile yapilan elektrostimiilasyon ¢alismalari, biiylime ve farklilasma ortami
olmak tizere iki farkli ortamda yiiriitiilmiistiir. Biiylime ortami ile yapilan ¢alismalarda
elektriksel alan hiicre farklilasmasini uyarmistir. Ayn1 zamanda kiltiiriin 14. giini,
biiyiime ortaminda dahi BSP ekspresyonunun arttig1 tespit edilmistir.

Farklilagma ortaminda ise, ALP, COL1Al ve BSP ekspresyonlarmin arttigi
belirlenmistir. SEM goriintiileri hiicrelerin, elektriksel alan varliginda, yogun ECM
sentezi ile birlikte elektrot yiizeylerini kapladigi goriilmiistiir. Ayn1 zamanda hiicrelerin
ylizeyinde, yogun mineralize bolgelere rastlanmistir. Alizarin red boyamalarda ise,
elektrostimiilasyonun erken mineralizasyonu baslattig tespit edilmistir.

Ipek doku iskeleleri ile yapilan elektrostimiilasyon calismasinda, film ¢alismalarinda
belirlenen 60 kHz frekans degeri olarak kullanilmistir. Elektrot mesafesi 8 mm ve
optimizasyon ¢aligmalar1 sonucunda voltaj 200 mV olarak se¢ilmistir. Elektriksel alanin
yaninda, hiicre membran potansiyeli iizerinde etkili kimyasallar (monensin ve
glibenklamid) kullanilarak, hiicre icerisinde de elektriksel sinyaller olusturulmustur.
3-boyutlu sistemlerde elektrostimiilasyon ile yapilan ¢alismada, hiicre proliferasyonu ve

DNA miktar1 agisindan, 6rnekler arasinda bir farka rastlanmamustir.
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e RT-PCR analizleri, monensinin tek basina erken donem osteojenik farklilasmay1
arttirdigini gostermistir. Orneklerdeki ALP aktivitesi de bu sonucu desteklemektedir.
Bunun yaninda, elektriksel alan, monensinin ge¢ donem osteojenik genler iizerindeki
inhibe edici etkisini ortadan kaldirmustir.

e Diger yandan RT-PCR sonuglar1 dogrultusunda, elektriksel alan ve glibenklamidin
hMSC’lerin osteojenik farklilagmasi iizerinde sinerjik bir etki olusturdugu goriilmektedir
Ayn1 zamanda, Orneklerdeki Ca igerigi de RT-PCR sonuglar1 ile benzerlik
gostermektedir.

e SEM analizi sonucunda tiim Orneklerde kuvvetli bir hiicre-malzeme etkilesimi
gosterilmistir. Elektriksel alan varliginda glibenklamid ile muamele edilen 6rneklerde,
kollajen fiberler ve mineralize nodiiller ile karakterize edilen ECM sentezinin arttig1
tespit edilmistir.

e Hemotoksilen&eozin boyamalari ile hiicrelerin doku iskeleleri i¢erisinde homojen bir
sekilde dagildiklar1 ve gbzenek i¢lerini doldurduklar1 goriilmiistiir. Ayn1 zamanda dikey
kesitler ile hiicrelerin gozenekli yap1 icerisinde go¢ ederek i¢ kisimlara kadar ulastiklar
tespit edilmistir.

e Matris mineralizasyonu ise Alizarin red ve von Kossa boyamalar ile goriintiilenmistir.
Elektriksel alanin tiim gruplarda mineralizasyonu uyardigi goriilmekle beraber,
glibenklamidin de ortama katilmasi ile daha biiyiik mineralize yapilarin iskele

icerisindeki homojen dagilimlar1 ortaya koyulmustur.

Tez kapsaminda elde edilen tiim sonuglar degerlendirildiginde, biyofiziksel uyaranlar olan,
fotostimiilasyon ve elektrostimiilasyon uygulamalarinda islem parametrelerinin hiicresel
aktiviteler lizerinde kritik bir dneme sahip oldugu belirlenmistir. Biyokimyasal uyaranlarla
desteklenen optimum kosullarda, mezenkimal kok hiicrelerin osteojenik farklilasmasini

destekleyen bir mikrogevre olusturulabilecegi ortaya koyulmustur.
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EK3

HEMOTOKSILEN&EOZIN (H&E) BOYAMA

Doku iskelelerindeki hMSC hiicreleri, H&E boyamaya gecilmeden once asagidaki protokol

takip edilerek fikslenmistir.

Fiksasvon Protokolii

Doku iskeleleri, histolojik kasetler icerisine yerlestirilir.

Doku iskelelerini igeren kasetler %70’1lik (v/Vv) etanol igerisinde 30 dk bekletilir.

Kasetler, daha sonra %95’lik (v/V) etanol igerisine alinir ve 30 dk bekletilir.

%95°1ik (v/v) etanol yenisiyle degistirilir ve kasetler bir 30 dk daha bekletilir.

Kasetler, %100’lik etanol igerisine alinir ve 30 dk bekletilir. Bu basamak %100’liik

yeni etanol ¢ozeltisiyle iki kere daha tekrarlanir.

Kasetler, etanol basamaklarindan sonra ksilen igerisine transfer edilir ve ksilen

icerisinde 30 dk bekletilir. Bu basamak yeni ksilen ¢6zeltisiyle bir kez daha tekrarlanir.

Kasetler, ksilen basamagindan sonra parafin icerisine koyulur ve bir gece bekletilir.

H&E Boyama Protokolii

e Doku iskeleleri parafin i¢erisine gomiiliir ve -20°C’de parafinin sertlesmesi beklenir.

e Parafin sertlestikten sonra mikrotom ile doku iskelelerinin 8 um’lik kesitleri alinir.

e Kesitleri igeren lameller sirasiyla asagidaki islemlere tabi tululurlar;

1.

© 0o N o g bk~ w DN

I e =
N B O

Ksilende 4 dk bekleme

Ksilende 4 dk bekleme

Mutlak etanolde 2 dk bekleme

Mutlak etanolde 3 dk bekleme

%95’lik (v/v) etanolde 1 dk bekleme

%70’lik (v/v) etanolde 1 dk bekleme

Deiyonize suda 2 dk bekleme

Mayer’s hemotoksilin (Sigma, MO, ABD) boya ¢ozeltisinde 10 dk bekleme
Musluk suyunda 1 dk bekleme

. Asit alkolde (%70°1ik (v/v) etanol igerisinde %5 (v/v) asetik asit) 20 s bekleme
. Musluk suyunda asit hizli bir sekilde uzaklastirilir
. Lameller, Scott’s tamponuna (Sigma, MO, ABD) 10 kez hizlica batirilip

cikarilir — Kesitlerin rengi mor-mavi renge doniisiir
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13. Kesitler, musluk suyuna hizlica batirilip ¢ikarilir
14. Kesitler, %70’lik (v/v) etanole hizlica batirilip ¢ikarilir
15. Eozin (Sigma, MO, ABD) boya ¢ozeltisinde 1 dk bekleme
16. %95°1ik (v/v) etanolde 1 dk bekleme
17. %95°1ik (v/v) etanolde 1 dk bekleme
18. Mutlak etanolde 2 dk bekleme
19. Mutlak etanolde 3 dk bekleme
20. Ksilende 3 dk bekleme
21. Ksilende 3 dk bekleme
e Boyanmis kesitler Permount kapatma ¢ozeltisiyle, iki lamel arasina yerlestirilir.

e Kapama islemi sonunda kesitler kurumaya birakilir.
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EK 4
ALIZARIN RED BOYAMA

Doku iskeleleri H&E boyamada anlatildig: sekilde fikslenir ve mikrotom ile kesitleri alinir.

H&E boyamadan farkli olarak kesit kalinliklar1 5 pm’dir.

Alizarin red Boyama Protokolii

e Kesitler, deparafinize edilir ve deiyonize suda yikanir (H&E boyamadaki ilk 7 basamak
ayni sekilde takip edilir)

e Lameller, birkag kez distile su ile yikanar.

o Lameller, Alizarin red (Fisher Scientific, ABD) igerisinde 5 dk bekletilir.

e Lameller, distile su ile birkag kez yikanir.

e Fazla su, doku kagitlarina emdirilir.

e Lameller kurumaya birakilir.

165



EK5
VON KOSSA BOYAMA

Doku iskeleleri H&E boyamada anlatildig1 sekilde fikslenir ve mikrotom ile kesitleri alinir.

H&E boyamadan farkli olarak kesit kalinliklar1 5 pm’dir.

Von Kossa Boyvama Protokolii

e Kesitler, deparafinize edilir ve deiyonize suda yikanir (H&E boyamadaki ilk 7
basamak ayni sekilde takip edilir)

e Kesitler, birkag kez distile su ile yikanir.

e Kesitler, %1°lik (w/v) glimiis nitrat (Sigma, MO, ABD) ¢ozeltisine alinir ve UV 15181
altinda 1 sa bekletilir.

e Kaesitler, birkag kez distile su ile yikanir.

e Reaksiyona girmeyen fazla giimiis nitrat, %5’lik (w/v) sodyum tiyosiilfat ile 5 dk
boyunca uzaklastirilir.

o Kesitler, birkag kez distile su ile yikanir.

e Kaesitler, eozin ile ikincil bir boyama islemine tabi tutulur.

e Distile su ile yikama yapilir.

e Kaesitler, alkol serileri ile dehidre edilir, ksilen ile temizlenir (H&E boyamaya
bakiniz).

e Boyanmus kesitler Permount kapatma ¢6zeltisiyle, iki lamel arasina yerlestirilir.

e Kapama igslemi sonunda kesitler kurumaya birakilir.
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