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Aragtirilmast’ baglikli Tez Projesi kapsaminda (FYL-2018-17349 nolu) Hacettepe
Universitesi  Bilimsel ~Arastirma  Projeleri Koordinasyon Birimi tarafindan

desteklenmistir.

Tez ¢alismasinda, dokunmamis poliester fiber matrislerin (NWPF) tasiyici olarak
kullanildig1 dolgulu yatak biyoreaktorde mezenkimal kok hiicre {iretiminin aragtirilmasi
amaclanmistir. On ¢alismalarda hiicre olarak MC3T3-E1 fare kemik onciil hiicreleri
kullanilmistir. Hiicrelerin NWPF disklere yapismasini saglamak amaciyla 3M siilfiirik
asit ile ylizey modifikasyonu gerceklestirilmistir. Disklerin hidrofilisitesi su temas agisi
analizi ile belirlenmistir. Ardindan NWPF disklerle durgun kosullarda hiicre kiiltiirii
caligmasi yapilmis, hiicrelerin disklere yapisip ¢ogaldigi Taramali Elektron Mikroskobu
(SEM) ile degerlendirilmistir. Calismanin sonraki asamasinda MC3T3-E1 hiicreleri ile
0.5L galisma hacmine sahip dolgulu yatak biyoreaktdrde (DYB), Fibra-Cel® diskler
kullanilarak 6n dinamik hiicre kiiltiirii calismalar1 gergeklestirilmistir. Kiiltliriin 1., 3., 5.,

ve 7. giinlerinde disklerden kaldirilan hiicreler sayilmis ve kiiltiir sonunda hiicre sayisinin



biyoreaktorde yaklasik 5 kat arttig1 gozlemlenmistir. Biyoreaktdr i¢in ¢alisma kosullari
belirlendikten sonra, deneylere sican adipoz mezenkimal kok hiicreler (AMKH) ile
devam edilmistir. Biyoreaktorde dolgulu yatak yiiksekligi, karistirma hizi ve hiicre ekim
yogunlugu gibi farkli isletim parametrelerinin hiicrelerin tiretim verimine olan etkileri
incelenmistir.

Biyoreaktorde hiicre iiretim verimini artirmak ve malzeme sarfini azaltarak tiretimi daha
ekonomik hale getirmek amaciyla biyoreaktoriin 6l¢egi kiigiiltiilmiis ve 100 mL hacminde
bir DYB tasarimi gergeklestirilmistir. Tez ¢alismasinin son agsamasinda AAMKH’larin
NWPF diskler tizerindeki canliligt MTT 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]- 2,5-difeniltetrazolyum
bromiir) analizi ile, morfolojileri F-aktin/DAPI ve kristal viyole boyamalar1 ile
incelenmistir. Yiiz mL hacimli DYB’de yapilan dinamik kiiltiir sonucunda hiicre
sayisinin 4 kat artis gosterdigi bulunmustur. Ayrica, NWPF disklerden hiicrelerin
%85’1nin bagaril bir sekilde kaldirildigi gézlemlenmistir. Yiizeyden kaldirilan hiicreler
tekrar basarili bir bigcimde ¢ogaltilmistir. Hiicrelerin metabolik aktivitelerinin incelenmesi
amaciyla glukoz, laktat ve lire analizi gerceklestirilmistir. Kiiltiir siiresince belirli
giinlerde ortamin 9%50’si degistirilmesine ragmen glukoz konsantrasyonu kiiltiir
baslangicina gore 2.5 kat azalmistir. Glukoz konsantrasyonunun diismesine bagli olarak
ortamda laktat ve iire konsantrasyonlar1 sirasiyla 2 kat ve 5 kat artis gostermistir. Elde
edilen sonuglardan dinamik hiicre kiiltiiriinde biriken laktat ve iire konsantrasyonlarina

bagli inhibisyon olugsmadig: belirlenmistir.

Sonug olarak sunulan tez kapsaminda sigan AAMKH’lerin {iretilmesi i¢in ii¢ boyutlu
NWPF disklerin kullani1ldig1 dolgulu yatak biyoreaktoriin yiiksek yiizey alani/hacim orani
saglayarak klinik uygulamalarda ihtiya¢ duyulan yiiksek miktarda hiicre sayisina ulasma

potansiyeline sahip oldugu degerlendirilmistir.

Anahtar Kelimeler: Dinamik hiicre kiiltiirli; Dolgulu yatak biyoreaktdr; Mezenkimal
kok hiicre (MKH); Fibra-Cel®; Polietilen tereftalat (PET); Dokunmamus poliester fabrik
(NWPF).
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In the thesis study, it was aimed to investigate mesenchymal stem cell production in
packed bed bioreactor where non-woven polyester fiber matrices (NWPF) are used as
carrier. In the preliminary studies, MC3T3-E1 mouse pre-osteoblastic cells were used.
Surface modification was carried out with 3M sulfuric acid in order to allow the cells to
adhere to non-woven polyester fabric discs. The hydrophilicity of the discs was
determined by water contact angle analysis. For this purpose, a cell culture study was
performed with NWPF discs in static conditions, and the cells were adhered to the discs
and evaluated by Scanning Electron Microscope (SEM).

In the next stage of the study, preliminary dynamic cell culture studies were performed
in the packed bed bioreactor (PBB) with MC3T3-EL1 cells with a working volume of 0.5L,

using Fibra-Cel® discs. Cells removed from discs on Day 1, 3, 5, and 7 of the culture were



counted, and at the end of the culture, it was observed that the number of cells increased
approximately 5-fold in the bioreactor. After carrying out bioreactor optimization, studies
were performed with rat adipose mesenchymal stem cell (rAAMSC). The effects of
different operating parameters such as packed bed height, mixing speed and cell seeding
density in the bioreactor on the production efficiency of the cells were investigated.

In order to increase the cell production efficiency in the bioreactor and reduce the
production of material and make the production more economical, the scale of the
bioreactor was reduced and a PBB design with a volume of 100mL was designed. In the
last part of the thesis study, the viability of rat adipose mesenchymal stem cells on NWPF
discs were investigated by MTT 3- [4,5-dimethylthiazol-2-yl] - 2,5-diphenyltetrazolium
bromide) analysis, and their morphologies were F-actin / DAPI and crystal violet staining.
As a result of the dynamic culture, the number of cells increased 4 times. Cell removal
was carried out to examine the morphology of cells after removal from NWPF discs. It
has been observed that 85% of cells have been successfully removed from disks. For this
purpose, the culture was successfully continued by adding the cells removed to 75 cm?
flask. Glucose, lactate and urea analysis were performed to examine the metabolic
activities of the cells. Although 50% of the medium was changed on certain days during
the culture period, the number of cells increased continuously and the glucose
concentration decreased 2.5-fold compared to the beginning of the culture. Due to the
decrease in glucose concentration, lactate and urea concentrations in the medium
increased 2-fold and 5-fold, respectively. From the obtained results, it was determined
that there was no inhibition due to the lactate and urea concentrations accumulated in the
dynamic cell culture.

As a result, the dynamic cell culture made in PBB within the scope of the presented thesis
showed that rat ADMKHSs are attached to the fibers of NWPF disks and spread to all
regions and have the potential to reach the number of cells needed in clinical applications.

Key Words: Dynamic cell culture; Packed bed bioreactor (PBB); Mesenchymal Stem
Cells (MSC’s); Fibra-Cel®; Polyethylene terepthalate (PET); Nonwoven polyester fabric
(NWPF).
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1. GIRIS

Hiicre iiretimindeki en geleneksel yaklasim farkl yiizey alanlarina sahip 2-boyutlu (2B)
kiiltiir kaplarinin (flasklar) kullanilmasidir. Bu tiir kaplar mezenkimal kok hiicre (MKH)
tiretimi i¢in ekonomik ve kullanish olmakla birlikte, klinikte yiiksek miktarda hiicreye

ihtiya¢ duyulmasi nedeniyle yiizey alanlar1 a¢isindan yetersiz kalmaktadir [1].

Hiicre temelli tedavilere yonelik olarak MKH’lerin elde edilmesindeki basari, etkili
izolasyon tekniklerine ve lyi Uretim Uygulamalari (GMP) kosullarinda hiicre iiretim
verimine bagldir. Yetiskin bir hastay1 tedavi etmek igin gereken hiicre says1 (1-9 x 10°
hiicre/kg), dondrlerden temin edilebilen hiicre sayisindan ¢ok fazladir. Bu nedenle farkl
yaklasimlar ile tedavi i¢in gerekli hiicre sayisinin artirilmasi amaglanmaktadir. Hiicre
iiretiminin klinikte kullamlabilir olmast i¢in hiicre sayismin 1 x 10 ile 1 x 10*2 arasinda
olmasi gerekmektedir. Iki boyutlu kiiltiir sistemlerinin hiicre iiretim verimini iyilestirmek
icin ¢ok tabakali flasklar gelistirilmistir. On tabakadan olusan kaplarda yiizey alani
yaklasik olarak 400 000 cm?dir ve bir kaptan yaklasik olarak 9 x 10° hiicre elde
edilmektedir. Bu durumda MKH’ler kullanilarak gergeklestirilen klinik uygulamalarda
ithtiya¢ duyulan hiicre sayisina ulagsmak icin yaklasik olarak 50 adet 10 tabakali flaska
ihtiyag duyulmaktadir. Bu kadar yiiksek sayida flaskin manipiilasyonu oldukga zor
olmaktadir. Robotik kollarin kullanildig1 yaklasimlarda ise aynm1 anda 120 tabakal 4
flasktan (4 800 000 cm?) yaklasik olarak 150 x 10° hiicre elde edilebilecegi gdsterilmistir

[2]

Hiicresel tedaviler icin ihtiya¢ duyulan hiicre sayisinin yiiksek olusu ve bu miktarda
hiicreye diizlemsel kaplarda ancak robotik sistemler ile ulasilabilmesi nedeniyle, klinik
uygulamalar icin yliksek verimde isletilebilen ve uygulama kolaylig1 saglayan yenilik¢i

yaklagimlara ihtiya¢ duyulmaktadir [3].

Bu hedefe uygun olarak yiizeye-bagimli hiicrelerin yiiksek verimde iiretilmesine imkan
saglayan mikrotastyicilar gelistirilmistir ve bu tastyicilarin dinamik kiiltiir kosullarinda
kullanimi ile diizlemsel kiiltiir sistemlerindeki problemler biiyiik 6l¢iide asilmistir [4].
Basit mikrotasiyici siispansiyon kiiltiirleri yiizeye-bagimli hiicreler i¢in genis ylizey alani
saglamaktadir. Cytopore™, Cytodex 1-3 ve Cultispher gibi ¢aplar1 90-300 pm arasinda
degisen, kiiresel formda, cam ve polimerik temelli pek cok ticari mikrotasiyic

bulunmaktadir. Hiicre iiretiminde, uygun kaynaktan izole edilmis hiicreler ilk olarak



durgun ya da dinamik kosullarda mikrotasiyicilara ekilmektedir ve dinamik kosullarda
gerceklestirilen kiiltlir sonrasinda istenilen hiicre yogunluguna ulasildiginda tripsin gibi
proteolitik enzimlerin kullanimi ile hiicreler yilizeyden kaldirilmaktadir. Bu sistemlerde
hiicre liremesinin desteklenmesi ve hiicrelerin mikrotasiyici ylizeyinden yiiksek canlilik
oranlartyla kaldirilabilmesi i¢in mikrotasiyict ylizeyleri kollajen gibi dogal polimerler ile
kaplanmaktadir [5].

Dolgulu yatak (packed-bed) biyoreaktorler, 6ncelikli olarak yiizeye-bagimli hiicrelerin ve
antikorlarin tiretimi i¢in kullanilan sistemlerdir [9]. Bu reaktorler, genel olarak tasiyicilar
tizerindeki veya igindeki hiicreleri destekleyen bir dolgu yataktan ve oksijenli besin
ortamini yatagin i¢inden dolagtirmak i¢in kullanilan bir rezervuardan olugsmaktadir. Bu
sistemlerde boncuk formundaki malzemeler, gézenekli matrisler, fiber temelli fabrikler
ve oluklu lifler tasiyici olarak kullanilabilmektedir. Hiicre liretiminde kullanilacak olan
tastyict malzemelerin, yiiksek ylizey alani/hacim orani, otoklavlanabilirlik, kimyasal ve
mekanik kararllik, toksik olmayan malzemeden iiretilmis olmasi ve kimyasal/biyolojik

inertlik gibi ¢esitli 6zelliklere sahip olmasi1 gerekmektedir [6].

Dolgulu yatak biyoreaktorlerde tastyicilar reaktoriin sepet (basket) olarak adlandirilan
bolmesine doldurularak (sabitlenerek) kiiltiir sirasinda hareket etmeleri engellenmektedir.
Dolgulu yatak biyoreaktorler kesikli ya da siirekli kosullarda isletilebilmektedir ve
rezervuarin  tabaninda  bulunan  karnistiricinin - hareketiyle  kiiltiir  ortaminin

homojenizasyonu saglanmaktadir [7].

Dolgulu yatak biyoreaktorlerde fiber temelli tasiyicilarin kullanildigi durumlarda, bu
tagtyicilarin hiicre tutunmasini desteklemesi, hiicrelere diisiik kayma geriliminin etKki
etmesi ve yiiksek hiicre yogunluguna ulasilabilmesi gibi pek ¢ok avantajla
karsilagilmaktadir. Bu biyoreaktorlerin dezavantajlari ise dolgulu yatakta tasiyicinin
heterojen dagilimi, sabit yatagin yiiksekligine bagli olarak dolgulu yatak i¢inde olusabilen
kiitle aktarim kisitlamalar1 ve hiicre ekimi sirasinda hiicrelerin dogrudan tastyicilara

erisememesi seklinde 6zetlenmistir [8].

Sunulan tez ¢alismasinda, poliester fiber matrikslerin tasiyici olarak kullanildigi dolgulu
yatak biyoreaktdrde mezenkimal kok hiicre iiretiminin arastirilmasi amaclanmigtir. Bu
amaca yonelik sican yag dokusu (adipoz doku) kaynakli mezenkimal kdk hiicreler
kullanilmistir. Biyoreaktdrde dolgulu yatak yiiksekligi, karistirma hizi, hiicre ekim

yogunlugu ve hiire kiiltiir ortam1 bilesimi gibi farkli isletim parametrelerinin hiicrelerin



tiretim verimine olan etkilerinin incelenebilmesi i¢in Onciil ¢aligmalar preosteoblastik
MC3T3-El hiicre hatti ile gergeklestirilmistir.  Hiicrelerin iireme davraniglarinin
belirlenebilmesi i¢in MTT (3-(4,5-dimethyl thiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium
bromide) analizi yapilmis ve tasiyict malzemelerden kaldirilan hiicreler farklilasmadan
tekrar yiizeye yapisip kiiltiire devam edilmistir. Hiicrelerin tasiyici malzeme iizerindeki
dagilimlarini gérmek igin SEM (Taramali Elektron Mikroskobu) ve tasiyici ylizey
modifikasyonlarinin etkili bir sekilde yapildigini gérmek i¢in EDS (Enerji Dagilimli X-
Ray Spektroskopisi) analizi yapilmistir. Ayrica kiiltiir ortaminin pH degerleri, glukoz ve
laktat konsantrasyonlarinin oOlgiimiiyle hiicrelerin metabolik aktivitelerinin kiiltiir

stiresince degisimleri gozlemlenmistir.

Belirlenen amaglar kapsaminda ulasilmak istenen hedef hiicre iiretim ¢alismalarindan
edinilmis bilgiler 1s18inda fiber temelli tasiyicilar ile desteklenmis dolgulu yatak
biyoreaktorde klinikte hastaliklarin tedavisi i¢in ihtiya¢ duyulan hiicre iiretim verimine
ulasmaya imkan saglayacak isletim parametrelerini belirlemektir. Uretim sonras1 hiicre
verimi ve hiicrelerin kok hiicre karakteristikleri belirlenmis ve dolgulu yatak reaktoriin

Klinik boyutta kok hiicre tiretimi i¢in uygunlugu degerlendirilmistir.



2. GENEL BILGILER

Bu béliimde yapilan calismalar ile ilgili literatiir bilgilerine yer verilmistir. {1k olarak kok
hiicreler ve mezenkimal kok hiicreler ile ilgili kisa bilgiler sunulmus, ardindan
mezenkimal kok hiicrelerin klinik uygulamalar ile ilgili 6zet bilgi verilmistir. Daha sonra
glinlimiizde hiicre kiiltiirii calismalarinda kullanilmakta olan 2 boyutlu sistemler ve bunu
takiben 3 boyutlu sistemlerde kullanilan hiicre {iretim biyoreaktorleri siniflandirilmis ve
dolgulu yatak biyoreaktdr tizerinde kisaca durulmustur. Son olarak ise ¢alismada énemli
bir yer tutan mikrotasiyici teknolojisinden s6z edilmis ve caligmalarda kullanilan

dokunmamis poliester fabrik disk (NWPF) tastyicilar hakkinda bilgi sunulmustur.

2.1 Kok Hiicre

Kok hiicreler insan viicudunda her biri yeni hiicre fonksiyonu olusturma kapasitesine
sahip olan farklilasmamis hiicrelerdir. Kok hiicrelerin en bilinen 6rnegi beyaz ve kirmizi
kan hiicrelerine farklilasma yetenegine sahip olan farklilagsmamis kemik iligi hiicreleridir

[10]. K&k hiicreler farklilagsma 6zelliklerine gore lige ayrilabilir:

e Totipotent: Bir organizmanin  olusumuna katkida bulunan  tiim
hiicrelere/dokulara farklilagma 6zelligi (6rnegin déllenmis yumurta ve zigot).

e Pluripotent: Bir organizmanin ¢ogunu olusturabilme ama bazilarini
olugturamama ozelligi (6rnegin embriyonik kok hiicreler ve embriyonik germ
hiicrelert).

e Multipotent: Genellikle bir germ tabakasinin kokeni ile sinirl sayida hiicre/
dokular1 olusturabilme 6zelligi (6rnegin kemik iligi stromal ve mezenkimal kok

hiicreler).

Kok hiicre siniflandirmas1 bununla sinirh degildir. Kok hiicre potansiyelini belirleyen sey,
biiyiik dlciide hiicrenin genetik yapisina ve belirli bir hiicre tipini olusturmak i¢in uygun

genetik programi igerip igermedigine baglhidir [11].

2.1.1 Kok Hiicre Kaynaklar1 ve Siniflandirilmasi

Kok hiicreler kokenlerine gore dort tiir seklinde siniflandirilmaktadir: embriyonik kdk
hiicre, fetal kok hiicre, gobek kordonu kok hiicresi ve yetiskin kok hiicrelerdir. Bazilari,
yetigkin ve fetal kok hiicrelerin embriyonik kok hiicrelerden gelistigine ve yetiskin
organlarda gozlenen birkag¢ kok hiicrenin, hiicre nislerinde kalan orijinal embriyonik kok

hiicrelerin kalintilar1 olduguna inanmaktadir [10].



2.1.1.1 Embriyonik K6k Hiicreler (EKH)
Embriyonik kok hiicreler memeli blastosistindeki i¢ hiicre kitlesinden elde edilen 6zel
pluripotent hiicrelerdir [12]. Bes-alt1 giinliik insan blastosistinin i¢ hiicre Kkiitlesi,

pluripotent embriyonik kok hiicrelerin kaynagidir [10].

Insan embriyonik kék hiicreleri yiiksek seviyelerde telomeraz eksprese eder. Kromozom
uclarina telomer tekrarlar1 ekleyen bir riboniikleoprotein olan telomerazin ekspresyonu
telomerlerin uzunluklarin1 korumaktadir. Bu durum insan embriyonik kok hiicre
hatlarinin sinirsiz yasayabilme kapasitesi ile telomeraz aktivitesinin baglantili oldugunu
gostermektedir. Embriyonik kok hiicreler embriyonik ve erigskin kok hiicre tiplerine

farklilasabilse de bir organi olusturabilme kapasitesi sinirhidir [13].

Klinik caligmalarda embriyonik kdk hiicre uygulamalarimin pratik ve uygulanabilir
olmasi1 gerekmektedir. Bu kok hiicreler farkli hiicrelere farklilagtirilarak yeni ilaglar igin
hedef genlerin tanimlanmasi, yeni bilesiklerin toksisitesinin test edilmesi ve hastaliklarin
sebep oldugu yok olmus hiicre popiilasyonunu yeniden arttirmak amaciyla en ¢ok klinik

oncesi arastirmalarda kullanilmaktadir.

Insan EKH’leri, tripsin icermeyen ortamda kolayca ayrilabilen nispeten diiz, kompakt
koloniler olusturur. Bu yoniiyle insan EKH kolonileri fare EKH kolonilerinin
morfolojisine cok benzemektedir. Ayrica, insan EKH’leri fare EKH’lerinden daha yavas
biiylir; fare EKH’lerinin popililasyon ikilenme siiresi yaklasik 12 saat, insan
EKH’lerininki ise yaklasik 36 saattir. Bu nedenle klinik uygulamalara ait 6n ¢aligmalarda
etik problemlerin olmasi ve ikilenme siirelerinin kisa olmasi nedeniyle fare EKH’i tercih

edilmektedir [14].

2.1.1.2. Yetiskin Kok Hiicreler

Yetigskin kok hiicreler embriyonik gelisimden sonra viicutta bulunan ve dlmekte olan
hiicreleri yenilemek ve hasarli dokulari yeniden {iiretmek icin hiicre bdliinmesiyle
cogalan, farklilagmamis hiicrelerdir. Canli bir organizmada yetiskin kok hiicrelerin
birincil rolleri, bulunduklari dokuyu korumak ve onarmaktir. Kokenleri (blastosistin i¢
hiicre kiitlesi) ile tanimlanan embriyonik kok hiicrelerin aksine, bazi olgun dokulardaki

yetigkin kok hiicrelerin kokeni halen aragtirilmaktadir [15].

Doku kokenli yetigkin bir kok hiicreye en iyi 6rnek kemik iliginde bulunur. Kemik iligi,
kompleks bir hiicre dig1 matrikse gomiilii stromal hiicreler tarafindan desteklenen

karmagik bir hematopoetik hiicre sisteminden olusan mezoderm tiirevi bir dokudur.
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Kemik iliginin iki tip kok hiicre igcerdigini gosteren kanitlar vardir. Bunlar, her ikisi de
cok potansiyelli hiicreler olan hematopoetik kok hiicreler ve mezenkimal kok hiicrelerdir.
Ilging bir sekilde, insan mezenkimal kok hiicreleri (MKH) in vivo ve in vitro olarak,
kemik, kikirdak, yag ve kas gibi ¢esitli yetiskin dokular1 olusturma yetenegine sahiptir.
Bu ylizden MKH’ler klinik uygulamalarda ¢esitli hastaliklarin  tedavisinde
kullanilmaktadir [16].

2.1.1.3 Fetal Kok Hiicreler

Fetal kok hiicreler multipotent olarak tanimlanir, yani belirli fetal dokularda bulunurlar
ve sadece o dokunun hiicrelerine farklilagirlar [17]. Fetal dokular, fonksiyonel
hematopoetik hiicreler, kardiyomiyositler, hepatositler, insiilin salgilayan g hiicreleri,
akciger progenitor hiicreleri, kaslar ve dopaminerjik noronlar dahil olmak iizere sinir
hiicrelerini elde etmek i¢in rejeneratif tipta miihendislik temelli tedavilerde umut verici
bir kok / progenitor hiicre kaynagini temsil etmektedir [18]. Fetal kok hiicreler gebeligin
erken doneminde sadece fetal kan ve hematopoetik organlardan degil, ¢esitli somatik
organlardan ve gebelik boyunca amniyotik s1v1 ve plasentadan izole edilebilir. ilk 3 aylik
donemde fetal kan, karaciger ve kemik iligi eriskin kok hiicrelere kiyasla ¢ok daha ilkel

goriinen bir mezenkimal kok hiicre popiilasyonu igermektedir [19].

2.1.1.4 Gobek Kordonu Kok Hiicreleri

Gobek kordonu (umbilical cord) hamilelik sirasinda anne ve fetiis arasindaki baglantiy1
saglayan kordondur. Amniyotik epitel ve gobek damarlar1 arasinda yatan, Wharton’un
jolesi adi1 verilen 6zel bir embriyonik mukoza bag dokusundan olusur. Bu jole benzeri
materyalin ana rolii, fetal ve maternal dolasim arasinda ¢ift yonlii kan akis1 saglayan

kapali damarlarin sikismasini, burulmasini ve biikiilmesini 6nlemektir [14].

Insan gobek kordon kani, klinik uygulama igin zengin bir hematopoetik kok hiicre
kaynagidir. Gobek kordon kaninda MKH’lerin varlig1 bilinmektedir. Erices ve ark. [20]
hematopoetik onciilerle birlikte mezenkimal kok hiicrelerin, erken dogum fetuslarin
kaninda dolastigin1 gostermistir. Ancak Mareschi ve arkadaslar1 erken dogum gobek

kordon kanindan bu hiicreleri basarili bir sekilde izole edememistir [22]

Son 10 yilda, gobek kordon kanmin kemik iligine bagli eksiklikleri ve dogustan
metabolizma problemi olan hastalarin iylesmesi icin terapdtik olarak fayda sagladig:
gosterilmistir. Gobek kordon kan1 kemik iligine gore avantajlar sunar, ¢ilinkii kordon kani

insan I16kosit antijeni (HLA) doku eslesmesini gerektirmez, konakg1 hastaliga karsit daha



az greft etkisine sahiptir ve allojenik olarak kullanilabilir. Buna ek olarak kordon kani
biriktirilebilir ve kullanima hazir halde satisa sunulabilir ancak etik problemlerden 6tiirii

kullanimi kisithidir [22].

2.2 Mezenkimal Kok Hiicreler

1960-1970’lerde Friedenstein ve arkadaglar1 fare kemik iliginden ig seklinde hiicrelerin
bir alt populasyonu olan birim fibroblast kolonisi olusturma yeteneginde hiicreler izole
etmis ve karakterize etmislerdir [23]. Mezodermden tiiretilen bu hiicreler daha sonra
MKH olarak tanimlanmig ve birden fazla tiire farklilasma potansiyeline sahip oldugu
gosterilmistir [24]. Bu parcalara ayrilmamis plastik yapiskan hiicre populasyonunun
oldukga heterojen oldugu ve “kokliigiinii” destekleyen tatmin edici bir kanit olmadig1 géz
Oniine alinarak, bu hiicrelerin multipotent mezenkimal stromal kok hiicreler veya MKH
olarak adlandirilmasi 6nerilmistir [25]. Mezenkimal kok hiicreler kemik, kikirdak, yag ve
kas iceren bag doku hiicrelerine farklilasma kapasitelerine sahiptir. Ek olarak, kemik
iligindeki hematopoetik kok hiicrelere stromal destek sisteminin saglanmasinda rol
oynarlar [26]. Mezenkimal kok hiicreler kemik iligi i¢inde ¢ekirdeklesmis toplam hiicre
popiilasyonunun %0.001-0.01'i kadar kiiglik bir oranini temsil etmektedir [27].

2.2.1 Mezenkimal Kok Hiicre Kaynaklar

Ik olarak kemik iliginden izole edilen yetiskin mezenkimal kok hiireler, mezodermal
(osteositler, kondrositler ve adipositler), ektodermal (néronlar) ve endodermal kokenlerin
hiicrelerine farklilasma potansiyeline sahip olan multipotent kok hiicreler olarak
tanimlanmistir [29]. Yetiskin MKH'lerin diger seckin kaynaklari arasinda plasenta, gobek

kordonu, amniyon sivisi, yag dokusu, dis 6zii, anne siitii ve sinovyum bulunur [30].

Mezenkimal kok hiicreler lizerinde yapilan aragtirma giderek artmaktadir ve hiicrelerin
cesitli dokulardan izole edilmesi ve standart kiiltlir kosullar1 altinda biiyiimesi, cogalmasi
nispeten kolaydir. Mezenkimal kok hiicrelerin endodermal ve ektodermal farklilagmalar
dahil olmak tizere farkli dokulara farklilasmalar1 doku kokenine gore degigsmektedir [33].
Farkli kaynaklardan elde edilen MKH’lerin farklilagabilecegi hiicre tipleri Sekil 2.1°de

gosterilmistir.
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Sekil 2.1 Eriskin mezenkimal kok hiicrelerin kaynaklar1 ve farklilasabilecekleri hiicre
tipleri [28].

2.2.1.1 Kemik iligi

Kemik iligi, hematopoetik doku hiicrelerini ve iligkili stromal hiicreleri igeren iki farkl
hiicre hattindan olusur [31]. Kemik iligi mezenkimal kok hiicreleri, hepatositleri igeren
endodermal hiicre hatlar1 ve noronlari i¢ceren ektodermal hiicre hatlar1 dahil olmak iizere
miyositler, kondrositler, osteositler ve adipositleri igeren mezodermal hiicre hatlarina
farklilagabilme yetenegine sahiptir [32]. Multipotent mezenkimal kok hiicrelerin
izolasyonu i¢in temel kaynak kemik iligi olmasina ragmen kemik iliginin izole edilmesi
oldukca invazif bir islemdir ve mezenkimal kok hiicrelerin sayisi, farklilagsma potansiyeli
ve maksimum Omri hiicreler yaslandik¢a azalmaktadir. Bu ylizden mezenkimal kok
hiicrelerin izolasyonu igin alternatif kaynaklar yogun bir sekilde arastirilmaktadir [33].
Kemik iligi tiirevli mezenkimal kok hiicrelerin immiino fenotipiyle ilgili olarak kiiltiire
edilen hiicrelerin CD44, CD73, CD90, CDI105 ve CDI146 dahil olmak iizere cesitli
spesifik olmayan hiicre yiizey isaretleyicilerini eksprese ettigi, ancak CD11b, CD14,



CD45 ve CD34’lin ekspresyonundan yoksun oldugu gosterilmistir [34]. Tek tabakali
hiicre kiiltlirtinde farklilagsmis ve farklilasmamis MKH’ler Sekil 2.2” de gosterilmistir.

Sekil 2.2 Tek tabakali kiiltiirde farklilasmamis mezenkimal kok hiicre kiiltiirii (A),
osteojenik farklilagsma (B), adipojenik farklilagma (C), kondrojenik farklilasma (D) ve (E)
[44].

2.2.1.2 Yag Doku

Mezenkimal kok hiicrelerin bir diger yetigskin kok hiicre tipi olan adipoz doku kokenli
mezenkimal kok hiicreler ilk olarak yag dokudan Zuk ve arkadaslar1 tarafindan 2001°de
izole edilmistir ve yiiksek mezodermal farklilasma potansiyeline sahip oldugu

gosterilmistir [35].

Adipoz kokenli kok hiicreler kondrositler [36], kardiyomiyositler [37] noronlar [38],
endotel hiicreler [37] ve diiz kas hiicreleri [39-40] igeren birgok hiicre hatlarina
farklilasma yetenegine sahiptirler [23]. Bu kok hiicreler makroskopik olarak bes tipe
ayrilir; kemik iligi yag dokusu, kahverengi yag doku, meme yag dokusu, mekanik yag

doku ve beyaz yag doku [41].

Kahverengi yag dokusu islevsel olarak son derece 6zellesmistir ve viicut 1sisin1 koruma
gorevi gordiiglinden memelilerin yavrularinda bol miktarda bulunur. Mitokondriyel
bakimdan zengin olan kahverengi yag yetiskinlerde seyrektir, ancak gogiis ve boyun

kisimlarinda bulunabilir [42].



Literatlire gore adipoz mezenkimal kok hiicrelerin fenotipik profili ¢ok kararhidir ve
mezenkimal kok hiicrelerin %90’indan daha fazlasi yiizey isaretleyicilerini bulundurur.
Bu yiizey isaretleyicileri: CD9, CD10, CD13, CD29, CD44, CD54, CDS55, CD71, CD73,
CD90, CD105, CD146, CD 166, ve STRO-1dir. Ayn1 zamanda HLA-DR, CD4, CD11b,
CD14, CD16, CD45, CD56, CD62E, CD79, CD104, CD117 ve CD106 hematopoetik

yiizey isaretleyicileri negatiftir [43].

2.2.1.3 Gobek Kordon Kani

Mezenkimal kok hiicreler ayn1 zamanda gobek kordonundan da elde edilmektedir. Gobek
kordonu kok hiicreleri yetiskin MKH’lerden daha ilkel oOzelliklere sahiptir. Bu
ozelliklerinden dolay1 klinik uygulamalarda MKH olarak faydali olmaktadir. Yeni
dogmus bireyin dogumundan sonra kolayca elde edilmeleri ve embriyonik kok hiicre
kullanimu ile ilgili etik problemlerin tistesinden gelinmesi nedeniyle avantajli olmaktadir.
MKH'ler gobek kordonunun dort farkli bolmesinden, Wharton’un jolesinden, gobek
damarlarin1 ¢evreleyen dokudan, gobek kordon kanindan ve gobek damarinin alt
bolgesinden izole edilirler. Ayrica yag dokusu, kemik, kikirdak, iskelet kas1 hiicreleri,

kardiyomiyosit benzeri hiicreler ve noral hiicreler olusturmak tizere uyarilabilirler [44].

Gobek kordonu kant MKH’leri in vitro olarak daha yiiksek ¢ogalma kapasitesine sahip
olmalar1 ve yetiskin MKH’lerden daha hizli ikilenme siiresine sahip olmalar1 gibi farkli
fizyolojiye sahiptirler. Kordon kaninin farkli boliimlerinden elde edilen hiicreler arasinda
da farklilik vardir. MKH'ler, Wharton'un jolesinde gobek kordon kanina kiyasla ¢ok daha
yiiksek konsantrasyonda bulunurken, gobek kordon kani hematopoetik kok hiicreler

acisindan zengindir [45].

2.2.1.4 Sinovyal Membran
MKH’ler sinovyal membran ya da kendi sinovyal sivisindan izole edilebilirler ve ilgi
cekici bir hiicre kaynagidir. Sinovyal MKH’ler 6nemli 6l¢iide yapisma yetenegine

sahiptir ve birden fazla hiicre tipine farklilagabilme potansiyeline sahiptir [44].

Multipotent MKH’ler ayn1 zamanda insan diz eklemlerinin sinovyal sivisindan elde
edilmektedir [46]. Sinovyal MKH’ler kemik iligi MKH’lerden daha yiiksek kondrojenik
potansiyele sahiptir. Sinovyal MKH transplantasyonu kikirdak ve meniiskiisii yeniler. Bu
yilizden sinovyal MKH’ler kikirdak hasarinin yenilenmesi i¢in klinikte kullanilmaktadir.
Sinovyal doku histolojik olarak ii¢ bolge i¢cinde siniflandirilmistir. Bunlar; yiizey, stromal

ve perivaskiiler bolgelerdir. Sinovyal MKH’ler ayr1 ayr1 bolgelerden izole edilirlerse
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klinik kullanimlarda daha ilgi ¢ekici olacaktir. Bu ayni zamanda sinovyumdaki hiicrelerin

fizyolojik rolleri hakkinda da 6nemli bilgi saglayacaktir [47].

2.3 Hiicresel Tedavi

MKH'lerin olagantistii 6zelliklerinden yararlanarak hayvan modellerinde doku onarim
potansiyellerini degerlendirmek i¢in ¢esitli calismalar yapilmistir. Hastalik ve yaralanma
sekline bagli olarak genetik modifikasyon ve doku iskelelerinin kullanimu ile ilgili farkli
stratejiler tasarlanmistir. MKH’lerin isleyis seklini tanimlamak icin temel calismalar
yapilmig, ayrica MKH'lerin kullanimimin giivenlik ve etkinliinin yan1 sira terapdtik
potansiyeli de vurgulanarak, zararlara verdikleri cevaplar da ele alinmistir. Ancak
MKH’lerin klinik ¢alismalara gecilmesinden 6nce bazi konularin ¢dziime kavusturulmasi
gerektigi vurgulanmustir [48]. Klinik ¢ercevede MKH’ler ortopedik yaralanmalar, kemik
iligi transplantasyonu, kardiyovaskiiler hastaliklar, kanser, otoimmiin hastaliklar, diyabet
ve karaciger hastaliklar1 gibi hastaliklar olmak {izere c¢esitli sartlarda gergeklestirilen
deneylerle arastirilmaktadir. Ayrica, MKH'lerin tiimér olusumunu engelleyen genleri
eksprese etmesine yonelik genetik modifikasyonlara neden olmasi kanser olusumunu

engellediginden kanser tedavisi olarak klinik kullanimda beklentiler saglamaktadir [49-

52].

2.3.1 MKH’lerin Kemik ve Kikirdak Doku Hastaliklarinda Kullanimi

MKH’lerin osteoblastlar, tenositler, ve kondrositlere farklilagsma yetenekleri ortopedide
kullanimin1 ¢ekici hale getirmistir. Ilk olarak MKH’lerin osteogenez imperfekta (OI) ve
hipofosfatazi gibi kemik bozukluklarinin tedavisinde fayda sagladigi gosterilmistir.
Osteogenez imperfekta rahatsizlig1 olan pediyatrik hastalara allojenik hematopoetik kdk
hiicre transplantasyonu (HSCT) uygulanmis ve nakledilen kemik iligi hiicrelerinin, kemik
yapisinda ve islevinde iyilesmeye yol acan fonksiyonel osteoblastlar iirettigi
gozlemlenmistir [50]. Her ne kadar diistik diizeyde bir hiicre nakline ulasilmis olsa da 8
ila 36 aylik caligmay1 takiben transplantasyon hastalarinda siirekli iyilesme oldugu
gosterilmistir [51]. Ayni1 zamanda MKH transplantasyonunun kikirdak onarimi ile 6nemli
klinik iyilesmeler sagladig1 gosterilmistir, ancak kikirdak rejenerasyonunun altinda yatan

mekanizmalar hala bilinmemektedir [49].
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2.3.2 MKH’lerin Kardiyovaskiiler Hastaliklarda Kullanimi

Mezenkimal kok hiicreleri kullanarak gerceklestirilen kardiyovaskiiler terapilerde ii¢
mekanizma iizerinden basar1 saglanmaktadir: birincisi anti-enflamatuar 6zelliklerinin,
ikincisi apoptozu inhibe eden faktorleri salgilama yeteneklerinin ve {iglinciisii ise
kardiyak kok hiicrelerin aktivitesinin uyarilmasidir. Mezenkimal kok hiicrelerin kalbi
onarmasi i¢in yeni kalp kaslarina farklilasmas1 gerekir. Kardiyak hasarin deneysel hayvan
modelleri ile yapilan klinik Oncesi g¢alismalarda MKH’ler, enfarktiislii miyokardin

onarimina yardimci olarak etki gostermistir [53].

Rejeneratif ve immiinomodiilator 6zellikleri nedeniyle kardiyvaskiiler onarim icin MKH
tedavisi ilgi ¢ekici bir alan olmustur [52]. Klinik 6ncesi ¢alismalarda MKH’lerin kardiyak
onarimini arttirdigi ve iyilestirdigi gézlemlenmistir [54-55-56]. Bu ¢alismalar kok hiicre
tedavisinin potansiyelini ortaya koysa da tam kardiyak iyilesme hedefi klinik

calismalarda gergeklestirilememistir [57].

2.3.3 MKH’lerin Karaciger Hastaliklarinda Kullanimi

MKH transplantasyonunun karaciger fibrozu i¢in umut verici bir tedavi potansiyeline
sahip oldugu kanitlanmistir. Fibrotik karacigerde MKH 'nin hayatta kalmasi ve agilanmasi
ile ilgili sorunlar devam etmektedir. MKH’ler fibrotik karacigerin rejenerasyon
potansiyeline sahip olmasina ragmen hepatik farklilastirmay1 iyilestirmeye ihtiyag
duyulmaktadir. Bu nedenle MKH’lerin karaciger onarimini arttirmak amaciyla daha fazla

arastirma ve gelistirme ¢alismalarina ihtiyag oldugu belirtilmistir [53].

Mezenkimal kok hiicreler kendini yenileyebilme potansiyeli ve immiino-modiilator
ozellikleri nedeniyle karaciger hastaliklarinin tedavisi i¢in kullanilma potansiyeline
sahiptir. Yapilan faz 1 ¢aligmasinda karaciger sirozunun son evresinde olan 4 hasta
MKH’ler kullanilarak tedavi edilmis ve tedavi siirecinde herhangi bir yan etki olmaksizin
yasam kalitesinin arttig1 gosterilmistir [58]. Karaciger sirozunun son evresinde olan 8
hasta tizerinde yapilan bagska bir faz 1 ila 2 ¢alismasinda hastalar otolog mezenkimal kok
hiicrelerle tedavi edilmistir. Mezenkimal kok hiicre uygulamasinda karaciger

fonksiyonlart iyilestirilmis ve iyi tolere edildigi gosterilmistir [59].
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2.3.4 MKH’lerin Kanser Hastaliklarinda Kullanimi

MKH’lerin tiimor bulma yetenekleri kemoatraksiyona bagli gibi goriinmektedir. Aslinda,
MKH'ler sitokinler tarafindan diizenlenebilen kemokin ve kemokin reseptdrlerini
eksprese etmektedir. Bunun yaninda MKH'lerin kemokinleri ve reseptorlerini, sitokinleri
kodlayan mRNA’lar1 eksprese ettikleri de gosterilmistir [60]. MKH'ler timor hedefli
tedaviler i¢in gen tasiyici araglar olarak kullanilmaktadir. Bazi 6n klinik kanser
modellerinde, MKH'ler sitokinler, biliylime faktorii antagonistleri, antianjiyojenik
faktorler, 6n ilag doniistiiriicli enzimler ve proapoptotik proteinleri eksprese etmek i¢in
genetik olarak modifiye edilmistir. Bu gibi modifiye edilmis MKH'ler, kolon kanseri,
pankreas kanseri, akciger kanseri, gogiis kanseri, yumurtalik kanseri, prostat kanseri,
hepatoselliiler karsinom, glioma, melanoma, malin mezotelyoma ve lenfoma gibi farkl
tiimor tipi modellerde kullanilmistir. Bu klinik oncesi ¢alismalar, MKH tabanli
yaklasimlarin terapotik yararlarini agik¢a gdstermesine ragmen, anti-Kanser tedavileri

icin tastyici araglar olarak MKH'leri kullanan ¢ok az sayida klinik ¢aligma onaylanmistir
[61].

2.3.5 MKH’lerin Tip 1 Diyabet Hastaliginda Kullanimi

Tip 1 diyabet, pankreasin § -hiicrelerine karst dogrudan oto-antikor {iretiminin aracilik
ettigi otoimmiin bir hastaliktir. Bu hiicrelerin tahrip olmasinin bir sonucu olarak, iiretilen
insiilin miktar1 seker kan seviyesini kontrol etmek i¢in yeterli degildir. Son zamanlarda,
MKH'lerin glukoza duyarli, insiilin iireten hiicreler olarak ayirt edilebildikleri ve
immiinomodiilator 6zelliklere sahip olduklar1 i¢in bu problemlerin {istesinden
gelebilecegi diiginlilmiistiir [62]. Ranhua Jiang ve arkadaglarinin insan plasenta tiirevli
MKH’ler ile tip 2 diyabet hastas1 olan 10 kisi lizerinde yaptiklar1 deneysel ¢aligmada
tedaviden sonra tiim hastalar en az 3 ay boyunca izlenmis olup, giinliik kullanilan insiilin
dozu ortalama 63.7 miligram’dan 34.7 miligrama diismiistiir ve C-peptid seviyesinin 4.1
ng/mL’den 5.6 ng/mL’ye yiikseldigi gézlemlenmistir. Ates yiikselmesi, karaciger hasari
ve baska bir yan etki bildirilmemistir. Bu pilot klinik deneyden elde edilen sonuglar,
plasenta tiirevli MKH transplantasyonunun, adacik hiicresi fonksiyon bozuklugu olan tip
2 diyabet hastalar1 i¢in basit, giivenli ve etkili bir terapdtik yaklasimi temsil ettigini
gostermistir [63]. Mezenkimal kok hiicrelerin kaynaklarina gore faz calismalar1 Cizelge

2.1°de gosterilmistir.
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Cizelge 2.1 Farkli kok hiicre kaynaklarindan elde edilen MKH’lerin ¢esitli klinik dncesi

ve klinik ¢aligsmalarinin ilerleme evreleri [21].

Kaynaklar Fazlar Hedef Hastalhiklar
Kemik 1ligi Klinik 6ncesi ~ Miyokardiyal bozukluk, Kornea hasari,
Faz I-II Karaciger sirozu, Kronik bobrek hastaliklari, Omurilik
yaralanmasi,
Faz Ill Crohn Hastalig1
Omurilik Klinik dncesi Felg, Alzheimer hastalig,
Faz I/11 Multiple Sclerosis, Deri hastaliklari, Alzheimer
Faz Ill hastaligi,
Faz IV Diz eklemi kikirdak yaralanmasi, Hematolojik
Maligniteler,
Agir Aplastik Anemi
Klinik 6ncesi ~ Crohn hastaligi, Yumurtalik hasari,
Yag Doku Faz I-11 Karaciger sirozu, Beyin hasari, Serebellar ataksi,
Faz Il Diz Osteoartriti,
Faz IV Yumurtalik yetmezligi
Plasenta Klinik 6ncesi  Hiperglisemi, Hipoksik iskemi,
Faz | Idiyopatik Pulmoner Fibrozis
Amniyotik Stvi Klinik 6ncesi  Fibrozis, Akut Tiibiiler Nekroz, Parkinson

2.4 Mezenkimal Kok Hiicre Uretim Prosesleri

MKH’ler kullanim ihtiyacina gore ex Vivo olarak 2 boyutlu ve 3 boyutlu hiicre kiiltiir
kaplarinda g¢ogaltilmaktadir. Bu kaplarin se¢imi ihtiya¢ duyulan hiicre sayisina gore
degiskenlik gostermektedir. Klinik 6l¢ekli mezenkimal kok hiicrelerin {iretiminde heniiz

ic boyutlu iiretim sistemleri kullanilmaya baglanmamastir.

2.4.1 iki Boyutlu Hiicre Kiiltiirii

MKH’lerin ex vivo kiiltiirii i¢in iki platform vardir: Tek tabakali kiiltiir ve stispanse kiiltiir.
Her iki platformda da MKH’lerin yiizeye yapigsmasi gerekmektedir. Tek tabakali kiiltlirde
MKH’ler kaplanmis yiizeylerde ya da yiizey modifikasyonu yapilmis kaplarda ¢ogalirlar.
Klinik ¢aligmalarda T75 ve T125 flasklarin T25 flasklardan daha avantajli oldugu
gosterilmistir. Mikrokiireler ile de kisa zamanl kiiltiirlerde yapilmaktadir, ancak klinik
uygulamalarda tek tabakali kiiltiirler kullanilmaktadir [64]. Memeli hiicre kiiltiiriinde

kullanilan flasklar Sekil 2.3 de gosterilmistir.
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Sekil 2.3 Tek tabaka kiiltiirlerde kullanilan T25, T75 ve T175 cm? flasklar [105].

MKH’lerin kiiltiiriindeki geleneksel teknik tek tabaka kiiltlirdiir. Bu teknik MKH’lerin
genetik stabiliteleri ve Ozellikleri degismeden uzun siire ¢ogalmasina olanak saglar.
Yapilan ¢aligmalarda MKH’lerin 15. pasaja kadar karyotiplerini korudugu belirlenmistir
[65]. Klinik uygulamalar i¢gin MKH kiiltiirlerinin ¢ogu tek tabakali kiiltiir olarak
yapilmaktadir. Bu teknikte flask kalitesi ¢ok dnemli olmaktadir. Yiizey modifikasyonu
yapilmis flasklarda MKH’ler daha iyi ¢ogalmaktadir. Son zamanlarda kullanilan kapali
kiiltiir sistemleri ile kontaminasyon gibi risk etmenleri nemli 6l¢iide azaltilmistir, ancak
tamamiyla kapali1 bir sistemin kullanilmasi bir¢ok sinirlamaya sebep oldugundan dolay1
her yapilan kiiltiir A smifi bir kabin sistemi gerektirmektedir [64]. Son zamanlarda
yapilan ¢alismalar {i¢ boyutlu kiiltlir sistemlerinin iki boyutlu kiiltiir sistemlerine gore
hiicrelerin dokularda bulundugu gercek mikrogevreyi daha dogru bir sekilde temsil

ettigini gostermistir [94].

2.4.2 U¢ Boyutlu Hiicre Kiiltiirii
Uc boyutlu kiiltiirler tamamen kapali ve otomatik bir biyoreaktdrde yiiriitiiliirler.
Biyoreaktorlerin temel avantajlar1 genis bir ylizey alan / hacim orani, kapali bir sistem,

otomatik ekim ve kiiltiir parametrelerinin otomatik kontroliidiir [64].

2.4.3 Hiicre Uretiminde Biyoreaktor Kullanimmin Avantajlar

Biyoreaktorler, biyolojik siirecleri etkilemek i¢in mekanik etki saglayan bir cihaz olarak
tanimlanabilir [67]. Biyoreaktorler, hiicrelere biyokimyasal ve fiziksel diizenleyici
sinyaller saglayarak ve hiicreleri farklilasmaya veya in vivo implantasyondan once hiicre
dis1 matris iiretimini destekleyerek yeni dokunun in vitro gelisimine yardimci olmak igin
kullanilabilir [66]. Hiicreler mekanik uyarima yanit verdikleri i¢in biyoreaktorler

kullanilarak kolayca uyarilirlar. Bdylece hiicrelerin statik kiiltiirde oldugundan daha kisa
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bir siirede ve daha homojen bir sekilde hiicre dis1 matris (ECM) iiretmesi tesvik edilir
[68].

Biyoreaktorlerin bir bagska énemli uygulamasi hiicresel farklilagsmadir. Mekanik uyarim
ile kok hiicreler istenilen hiicre fenotipine sahip hiicrelere farklilasabilirler.
Biyoreaktorler farklilasmay1 yonlendiren biyokimyasal ve fiziksel diizenleyici sinyaller
gonderebilirler [69]. Mekanik uyarimin yaninda biyoreaktérler hiicrelerin es dagilimini
da saglamak i¢in kullanilabilirler. Heterojen hiicre dagilimi, in vitro organ gelisimi veya

tic boyutlu doku gelistirilmesine yonelik ¢alismalarin 6niinde biiyiik engeldir.

2.4.4 Hiicre Uretiminde Kullanmlan Biyoreaktorler

2.4.4.1 Kanistirmah Biyoreaktorler (Spinner Flask)

Tipik olarak karistirmali biyoreaktorler 120 mL hacimdedirler ve kiiltiir yapilirken 50-80
rpm arasinda karigtirma saglanir. Kiiltiir ortamlari ise her iki giinde %50 olarak degistirilir
[70]. Karigtirmal1 biyoreaktorler biyolojik uygulamalarda yaygin olarak kullanilmasina
ragmen, sistem i¢indeki akis 6zellikleri iyi belirlenememistir. Biyolojik uygulamalarda
akiskanlar mekanigini analiz eden belli bashi uygulamalar 6zellikle doner siselerde
stnirhidir. Ek olarak biyoreaktoriin tasarimi ve hiicre kiiltiirii prosediirleri agisindan
hidrodinamik kuvvet gérmezden gelinmistir, bu yiizden mekanik kuvvetin hiicre
kiiltiirtinii nasil etkilediginin kavranmasi sinirlidir [71]. Karigtirmali biyoreaktor sematik

olarak Sekil 2.4’de gosterilmigtir.

Mikrotasiyici

Sekil 2.4 Doner sige biyoreaktoriin sematik goriiniimii [72].
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Doner siselerde fare beyin kok hiicreleri ile 44 giinliik bir kiiltlir yapilmis ve ortam her
dort glinde bir degistirilmistir [72]. Hacmi 500 mL olan karistirmali biyoreaktorlerde
yapilan bu c¢alismada hiicrelerin sorunsuz bir sekilde farklilasmadan c¢ogaldigi
gbzlemlenmistir. zur Nieden ve arkadaslarinin 7. pasaj embriyonik kok hiicreler ile
yaptiklar1 28 giin siiren ¢alismada ise hiicrelerin fenotiplerini korundugu rapor edilmistir
[95].

2.4.4.2 Perfiizyon Biyoreaktorler

Perfiizyon biyoreaktorlerde kiiltiir ortaminmi stirekli veya siirekli olmayan bir sekilde
perflize edebilen pompa sistemi vardir. Cesitli perfiizyon biyoreaktorleri test edilmistir,
ancak ¢ogu, bir pompa, bir kiiltiir ortam haznesi, bir boru devresi ve kutusu, iskeleleri
tutan bolmeler veya siitunlardan olusan benzer bir temel tasarima sahiptir [73]. Dogrudan
perfiizyon sistemlerinde kendine 6zgii dagilimlarda yiiksek hiicre ekimine ulasildigi ve
biiylik yapilar i¢inde bu hiicrelerin uzun siire canliliklarini korudugu rapor edilmistir.
Perfiizyon sistemlerindeki akis kaynakli kayma gerilimleri, osteoprogenitdr hiicre
cogalmasini ve farklilasmasini iyilestirmek ve kontrollii fiziksel sartlandirma varliginda
in vitro doku gelisiminin temel yonlerini incelemek i¢in de kullanilmigtir. Ancak mevcut
perflizyon biyoreaktdr sistemleri tasarim acgisindan karmasik, kullaniminin zor
olmasindan dolay1 verimsiz olma egilimindedir [74]. Perfiizyon biyoreaktér sematik

olarak Sekil 2.5 ‘de gdsterilmistir.
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Sekil 2.5 Perfiizyon biyoreaktor sisteminin sematik gosterimi [73].
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2.4.4.3 Hollow-Fiber Biyoreaktorler

Yiizey bagimli hiicre tipleri i¢in hollow-fiber biyoreaktorler hiicrelerin maruz kaldigi
kayma gerilimi ve kiitle aktarim hizina kars1 in vivo benzeri mikro ortam saglar. Hollow-
fiber ayn1 zamanda tiim biyoreaktor konfigiirasyonlarinin en yiiksek yiizey alani/hacim
oranina sahiptir. Teorik olarak bu faktdr daha az popiilasyon varyasyonu ve ucuz isletme

maliyeti ile birlikte ¢ok fazla sayida hiicresel iiriin elde edilmesini saglar [75].

Hollow-fiber biyoreaktorlerde hiicreler i¢i bos polimerik zarlardan olusan bir agin
bulundugu iskele malzemesi tizerinde biiyiitiiliir ve desteklenir. Hollow-fiber membran
duvarlar1 belirli ¢dziinen maddelere yari gecirgendir. Ornegin kiiciik molekiillerin
(besinler, oksijen metabolik atiklar) ve biiyiik molekiillerin (biiyiime faktorleri) gegisine
izin verir, ancak hiicreleri tamamen tutar. Hollow-fiber i¢inden akan oksijen ve besinler
zarlardan yayilabilir [76]. Hollow-fiber biyoreaktér sematik olarak Sekil 2.6 da

gosterilmistir.
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Sekil 2.6 Hollow-fiber biyoreaktoriin sematik goriiniimii [76].

2.4.4.4 Dolgulu Yatak Biyoreaktor

Memeli hiicreler ile dolgulu yatak biyoreaktdr (DYB) calismalar1 1950°1erde baglamistir.
DYB’lerde hiicreler silindirik bir kap igerisine yerlestirilmis dolgu malzemesi tizerinde
immobilize edilir [80]. Bugiine kadar, litre 6lg¢ekli kaplarda insan MKH ¢ogaltim1
mikrotasiyict biyoreaktorlerde gerceklestirilmistir. Alternatif olarak dolgulu yatak
biyoreaktorler diisiik kayma gerilimine sahip ii¢ boyutlu bir ortamda homojen
hidrodinamik ortam ve yiiksek yiizey/hacim orani saglar. DYB, pH ve ¢oziinmiis O gibi
hiicre kiiltiirii parametrelerini tam olarak kontrol etme kapasitesine sahiptir ve embriyonik
kok hiicrelerin yan1 sira insan amniyotik sividan tiiretilmis mezenkimal kok hiicrelerin

cogaltilmasinda da kullanilmistir [77].
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Dolgulu yatak biyoreaktorler tipik olarak, tasiyicilarin i¢indeki veya tizerindeki hiicreleri
destekleyen yerlesik bir yatak ve oksijeni ve besin ortamini1 yatak boyunca yeniden
dolastirmak i¢in kullanilan bir rezervuardan olusur. DYB sistemlerindeki en Onemli
yaklagim hiicreler i¢in en uygun matriks bulunarak ve en uygun kiigiik 6lgekli yatak
kullanilarak ¢alismaya baslanmasidir. Optimal bir matriks, hiicre yapismasi, hiicre
cogalmasi ve hiicre liretiminin gerekli kombinasyonunu saglayan bir yapidir. Bu matriks
daha sonra genellikle laboratuvar 6l¢eginde gergeklestirilen perfiizyon deneyleri yoluyla
DYB’nin ¢alisma parametrelerini (dolgulu yatak ytiiksekligi ve hacmi, perfiizyon hizi,

dolgulu yatak boyunca ortamin dogrusal hizi) optimize etmek i¢in kullanilir [78].

Dolgulu yatak biyoreaktor ile hayvan hiicreleri ¢ogaltilirken tasiyici igindeki oksijen
eksikliginden dolay1 hiicre iiremesinde sinirlama olur. Bu durum temelde Kkiiltiir
ortamindaki oksijenin ¢oziiniirliigiiniin diisiik olmasindan kaynaklanmaktadir [9]. Kayma
geriliminin diisiik olmasi nedeniyle serum veya protein igermeyen kiiltlir ortami
kullanilir. Bu durum ortam degisiminin daha kolay olmasina olanak saglar ve prosesin alt
akim islemlerini azaltir. Basit ve kullanim1 kolay bir DYB tasarimi ile sabit yatakli
biyoreaktdr sistemleri yiiksek hiicre yogunlugu (yaklasik 108 hiicre/mL) saglanir [79].
Dolgulu yatak biyoreaktor sematik olarak Sekil 2.7°de gosterilmistir.

Ta Makrogbzenekli
tagiyict veya doku
¢+ iskelesi

ﬁ-'u .'{‘—\

s

Y
®_#Taw | |—
L ] a @ |

e

ry

Akiskan yatak  Dolgulu yatak

e

Sekil 2.7 Dolgulu yatak biyoreaktoriin sematik gosterimi [82].

Hiicre iretiminde en yaygin olarak statik ve karistirmali kaplar, doner duvarli ve
perflizyon biyoreaktorler kullanilmaktadir [81]. Klinik 6lgekte MKH’lerin yiiksek
sayilarina ihtiya¢ duyulmasi nedeniyle hem tam otomatik bir sistemin kullanilmasi, hem
de bu sistemin ucuz olmasi1 gerekmektedir. Bu ihtiyaci karsilayacak biyoreaktor tipinin
dolgulu yatak biyoreaktdr oldugu yapilan ¢alismalarla gosterilmistir [98]. Hiicre iiretim
biyoreaktdrlerinin miithendislik parametreleri Cizelge 2.2 ‘de, mikrotastyici destekli litre
Olgekli biyoreaktorler ile yapilan insan MKH {iretimi ile ilgili olarak yapilan ¢alismalar

Cizelge ise 2.3’de 6zetlenmistir.
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Cizelge 2.2 Hiicre tiretim biyoreaktorlerinin mithendislik parametretrelerinin karsilagtirilmasi [81]

Biyoreaktor tipi Genel tanimlar Kiitle transfer Kayma Ozel kullanim Doku Onem
mekanizmasi gerilimi
Statik kiiltiir Besin akist olmayan kesikl Kiitle transferi Cok Hiicre ¢ogaltmak - Hiicre
kiiltiir difiizyon ile diisiik yapilarinin
gerceklesir homojen yapisi
ve diflizyon
siirlamalari
Karistirmali kap Manyetik karistirici ile Kiitle transferi Yiiksek  Tasiyiciya dinamik Kikirdak Kayma
=m ortam karistirilir konveksiyon ile ekim geriliminin
gergeklesir ayarlanmasi ve
kiitle
transferinin
- arttirllmast
Perfiizyon Kiiltiir ortam1 3 boyutlu Kiitle transferi Normal  Fiziksel ve gevresel Epitel Ozellikle insan
i D tastyicilarin lizerinden konveksiyon ile olarak insan hiicreler, hiicrelerinin
i- :f ;‘: h veya yanindan akar gerceklesir dokularina benzer kikirdak ve tastyict
Z:_‘:;?——Tj;; dokular1 tiretmek arterler malzemeye
. ekimi ve
cogaltimi
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Cizelge 2.3 Mezenkimal kok hiicre iiretiminde litre dlgekli biyoreaktorler [77].

Hiicre Tipi Biyoreaktér Biyoreaktor Malzeme Kiiltiir Ikilenme
hacmi (L) tipi sliresince stiresi
kat artis1 (saat)
Insan Kemik iligi MKH 3.0 Mobius Cytodex1 ve 3 40.0;12 giin 54
Cellready
biyoreaktor Hillix mikrotastyict Cultishper
SveG
Insan MKH 3.0 Mobius Kollajen kapli mikrotasiyici 5.2;5 giin 48
Cellready
biyoreaktor
Insan MKH 25 Biostat B plus  Gozeneksiz P-102L 7.0;12 gin ~ 76.8
biyoreaktor Mikrotasiyict
(SoloHill)
Insan Yagdoku MKH 2.0 Univessel PronektinF kapli mikrotastyict  35.0;7 giin 25.6
SU2L (SoloHill)
(Sartorius
stedimBiotech)
Insan Yag/Kemik MKH 1.0 Bioflo 110 Gozeneksiz plastik 7.0;7 giin 60/105
biyoreaktor mikrotastyici (SoloHill)
5.0;7 gilin
Insan Yag doku MKH 25 Bioflo 310 Fibra-Cel® diskler 9.2; 9 giin 67.2

biyoreaktor (Eppendorf)

2.4.4.5 Tek Kullammlik Biyoreaktorler

Cam veya paslanmaz celikten yapilmis tekrar kullanilabilir biyoreaktorlerin yaninda FDA
onayli plastiklerden yapilmis tek kullammlik biyoreaktorler de vardir. Bu
biyoreaktorlerin bircok avantaji olsa da cesitli sinirlamalar1 vardir. En sik tartisilan
konular, tek kullanimlik biyoreaktdrlerin kullaniminda sensorler i¢in enstriimantasyon
eksikligi ve tiriinle dogrudan temas halinde olan plastik torba veya kabin i¢ tabakasindan
olasi sizintilardir. Bu tiir biyoreaktorlerin hepsi ya silindirik rijit bir kap ya da esnek bir
torba icermektedir. Bu esnek torbalarin bir kap yardimiyla sabitlenmesine dikkat

¢ekilmektedir [102].

Hayvan hiicreleri i¢in biyoreaktor secimi bir dizi faktore baghdir. Bu faktorler hiicrenin
morfolojisi, bliylimesi ve iiretim davranisi ile karakterize edilen iiretilecek hiicre hatt1 ve

tek kullanimlik biyoreaktdr tipinin se¢imi lizerinde giiclii bir etkiye sahiptir.
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Biyoreaktoriin 6l¢egi ve akis diizeni, karistirma siireleri, hacimsel oksijen aktarim hizlari,
spesifik gii¢ giris verileri, kayma gerilmesi dagilim1 vb. dahil olmak {izere miihendislik
parametreleri tek kullanimlik plastik biyoreaktorlerde de kritik faktorlerdir. Biiytlik
firmalar karistirmali kaplarda yaptiklar1 hiicre Kkiiltiirlerinde hizli bir sekilde tek

kullanimlik biyoreaktorleri kullanmaya baslamiglardir [92].

2.4.5 Biyoreaktor Alt Akim Islemleri

MKH’lerin alt akim islemleri tasiyicilar1 reaktéorden ayirdiktan sonra malzemelerin
yikanmasi, hiicrelerin enzimatik olarak ayrilmasi ve dondurulmasina kadar gecen siireci
icerir. MKH’lerin allojenik hiicre terapisi i¢in alt akim teknolojisine bagl olarak ¢ok az
sayida calisma yapilmistir. GMP sartlarinda kapali bir sistem yeterli canlilik ve
islevsellige sahip, oldukga saf bir hiicre {iriinii elde etmek icin alt akim islemleri, islem
stiresinin  kisaltilmasi, hacmin azaltilmasi, diisiik kayma gerilimi ve sistemin

olgeklendirilmesi gibi spesifik gereksinimleri karsilamalidir [100].

Genel olarak hiicrelerin iiretimi dogrudan biyoreaktor igerisinde gergeklestirilir. Uretim
sonunda karistirict durdurulur ve pipetle ortam ¢ikarilmadan mikrotasiyicilar biyoreaktor
tabanindan alinir. Bu noktada, mikrotasiyicilarin veya hiicre-mikrotasiyici agregatlarinin
sedimantasyon hizi 6nemlidir. Bu durumda ortam yogunluguna yakin yogunluga sahip
mikrotasiyict kullanilmast gerekir. Mikrotasiyicilar sistemden ayrildiktan sonra tekrar
hiicreleri mikrotasiyicilardan ayirmak gerekir. Bu islem mikrotasiyicilarin boyutuna

yakin filtrasyon islemi ile veya enzimatik olarak gergeklestirilir [101].

2.4.6 Mikrotasiyic1 Teknolojisi

Mikrotasiyict teknolojisi, biyofarmasotik endiistrisinde agi liretimi i¢in ylizeye bagiml
hiicrelerin kiiltiire edilebilmesinde yaygin olarak kullanilmaktadir ve ilk olarak 1967'de
DEAE-Sephadex kiireciklerinin insan embriyonik akciger hiicrelerini ve tavsan

embriyonik deri hiicrelerini kiiltiire edebilmek i¢in tanimlanmistir [83].

Mikrotastyicilar tipik olarak 90-350 um c¢apinda ve sudan biraz daha fazla yogunluga
sahip, hiicre yapigmasini ve bilylimesini destekleyen mikrokiirelerdir. Hiicre kiiltiiriine
mikrotastyicilarin  katilmasi yiiksek ylizey/hacim orant nedeniyle nispeten diisiik
hacimlerde yiiksek hiicre yogunlugu elde edilmesine katkida bulunur. Dahasi
mikrotastyicili 3 boyutlu hiicre kiiltlirlerinde mekanik uyarim sayesinde hiicre fenotipinin
korunmasi saglanmaktadir [84]. Hem ticari olarak var olan hem de 6zel uygulamalar igin

gelistirilen birgok mikrotasiyici, hiicresel tedavi ve hiicre iiretim uygulamalart ig¢in
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kullanilmaktadir. Ticari olarak gozenekli ve gbozeneksiz mikrotasiyicilar bulunmaktadir.
Mikrotasiyicilar jelatin, cam, kollajen veya seliilozdan iiretilirler. Hiicre kiiltiirii
performansin1 daha da arttirmak i¢in, bu mikrotasiyicilar ECM bilesenleri veya kiiclik

molekiiller gibi farkli kaplama malzemeleri ile islevsel hale getirilirler [85].

Geleneksel tek tabakali hiicre kiiltiiriine kiyasla, mikrotasiyici-destekli kiiltiirler, yiiksek
hiicre yogunluklarinin ve antikorlar gibi hiicresel liriinlerin daha yiiksek verimlerinin elde
edilebilmesi bakimindan avantaj saglar. Mikrotasiyici sistemin temel avantaji maliyetin
ve kontaminasyon riskinin azaltilmasi, pasaja gerek kalmadan kiiltiir siiresinin artmasi ve
fizyolojik ortam nedeniyle in vivo kosullarin taklit edilmesidir. Bu nedenle, mikrotasiyici

kullanimu hiicre kiiltiirlerinde ve viral as1 tiretiminde tercih edilmektedir [86].

Kok hiicre iiretimi igin ticari olarak cesitli dogal ve sentetik temelli mikrotasiyicilar
mevcuttur. Bu mikrotasiciyilar dekstran (Cytodex-1, Cytodex-3), jelatin (CultispherS),
seliiloz (DE-53, cytopore-2), polistiren (Plastic, FACT 1llI), poliester (Fibra-Cel®), ve
hidroksillenmis metakrilat (Tosoh 10 PR) bazli olabilmektedirler [87].

Mikrotastyict secimi hiicre kiiltiirlinde ¢ok Onemlidir. Mikrotasiyict tipleri boyut,
cekirdek malzeme (modifiye polistiren, seliiloz, dekstran, jelatin) ve ylizey kaplamasinda
kullanilan malzemeler (kolajen, fibronektin, dietilaminoetil, trietilamonyum) a¢isindan
blyiik olciide farklilik gosterir. Cekirdek malzemesi ve yiizey kaplamasi sadece
mikrotasiyici yerlesimi ve hiicre bilylimesini etkilemez, ayn1 zamanda mikrotasiyicilar

siispanse halde tutmak ve yeterli kiitle transferi i¢in gerekli olan karistirict hizini etkiler.

Ilging bir sekilde, farkli arastirma gruplarinda yapilan arastirmalar, farkli mikrotasiyici
ylizey substratlarinin fenotipte bir degisiklige neden olabilecegini gostermistir ki bu,
farkli yiizey isaretleyicilerinin (6rn. CD90, CD105, CD166) ekspresyon seviyesindeki
azalma ile fark edilir hale gelmistir. Ayrica son zamanlarda yapilan ¢alismalar malzeme
sertligi, nanotopografi ve lokal egriligi igeren diizlemsel yapinin insan MKH ¢ogaliminda
hiicrelerin fenotipini korunmasini ve farklilasmay1 etkileyebilecegini gostermistir [84].
Cesitli mikrotastyicilarin  6zellikleri Cizelge 2.4’de, goriiniimleri ise Sekil 2.8’de

gosterilmistir.
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Cizelge 2.4 Mikrotasiyicilarin {iretici firmalari ve 6zelliklerinin listesi [84].

Mikrotastyici Uretici Tip Yogunluk Boyut (um) Alan (cm?/g) Kullanim

(g/mL) kapasitesi
(g/L)
Cytodex 1 Pharmacia Kati 1.03 147-248 4400 2.5
Cytodex 3 Pharmacia Kati 1.04 141-211 2700 2.5
Collagen SoloHill Kati 1.03 150-210 325 20
Plastic SoloHill  Kati 1.03 150-210 325 20
FACT SoloHill Kati 1.03 150-210 325 20
ProNectin SoloHill Kat1 1.03 150-210 325 20
Plastic Plus SoloHill  Kati 1.03 150-210 325 20
Cultispher-G Hyclone Gegirgen 1.04 170-270 Bilinmiyor 1
Cultispher-GL Hyclone Gegirgen 1.04 170-270 Bilinmiyor 1
Cultispher-S Hyclone Gegirgen 1.04 170-270 Bilinmiyor 1
Cytopore 1 Pharmacia Gegirgen 1.03 200-280 11000 1
Cytopore 2 Pharmacia Gegirgen 1.03 200-280 11000 1
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Sekil 2.8 500,000 hiicre ekilmis Cytodex 1 mikrotastyicilarin DAPI (mavi) ve bir

konjiige sekonder antikor (yesil) ve Texas Red-X phalloidin ile saptanan a -sarkomerik

aktin antikoru kullanilarak floresan boyamasi, her bir 6lgek 100 um temsil etmektedir
(A), F-actin ile boyanmig Cytodex 1 mikrotasiyicilarin taramali elektron mikroskobu
(SEM) gortintiileri, ilk iki resim 6lgegi 100 um, son resim 6l¢egi 50 um temsil etmektedir
(B), Farkli hiicrelerin birlestirilmis floresan boyamalari, her bir 6l¢ek 100 um temsil
etmektedir (C) [85].
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2.4.7 U¢ Boyutlu Dokunmamis Poliester Fabrik (NWPF)

PET (Polietilen Teraftalat), yliksek mukavemet, seffaflik ve giivenlik 6zelliklerine sahip
yari kristal, termoplastik bir poliesterdir [89]. Dimetil tereftalat (DMT) veya tereftalik
asidin (TPA) etilen glikol (MEG) ile 6n polimerizasyonu, PET sentezindeki ilk
endistriyel adimdir [90]. PET sentez reaksiyonu Sekil 2.9°da gosterilmistir.
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Sekil 2.9 PET sentez reaksiyonu [89].

PET biiyiik Olgekli tekstil teknolojileri kullamilarak iiretilmektedir. PET, mekanik
mukavemeti iyi ve besin aligverisi igin yiiksek kiitle transfer katsayisina sahip
biyouyumlu, biyobozunur olmayan bir matriks olusturur. Yiiksek gozeneklilik ve ylizey

alan1 hiicrelerin ¢ogalmasina olanak saglar [98].

Dokunmamis poliester fiber matrisler (NWPF) doku miihendisligi uygulamalarinda
yaygin olarak kullanilmaktadir ve fonksiyonel doku ve hiicrelerin gelisimi i¢in hiicrelerin
dengeli ve farklilasmadan ¢ogalmasini saglamak i¢in mikroyapisinin modifikasyonuna
ihtiya¢ duyulmaktadir [87]. Dacron olarak da bilinen polietilen tereftalat (PET), protez
vaskiiler greftleri olarak kullanilmaktadir ve miikemmel mekanik mukavemet ve iyi

biyouyumluluga sahiptir [88].

Doku miihendisligi uygulamalar1 i¢in lifli doku iskelelerini iki biiylik grup
olusturmaktadir: Elektroegirilmis nanofiber aglar ve mikrofiber tekstiller. Nano lifli
iskelelere olan ilgi son on yilda giderek artmistir [87]. Gozenek boyutlari ayarlanabildigi
icin dokunmamis kumaslar filtrasyon uygulamalarinda da kullanilmaktadir. Ayrica, bu

yararl1 6zelliginden dolay1 doku miihendisligi uygulamalarinda 6zellikle kikirdak doku
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mithendisligi ve biyomalzemeler i¢in de kullanilmistir [89]. Dokunmamis fiber
matriksler, ylizey/hacim oraninin yiiksek olmasi, hiicrelerin yapigsmasi i¢in boyutlarinin
uygun olmasi ve islenebilecek biyomalzeme ¢esitliligine sahip olmalarindan dolay1

popiilerdirler [87].

NWPF’ler doku kiiltiiri kaplarinda (TCPS kaplar) ve dolgulu yatak biyoreaktorlerde
farkli boyutlarda kesilerek ve modifiye edilerek etkili bir sekilde kullanilabilmektedir.
NWPF’ler cesitli yiizey modifikasyonlari yapilarak FibraCel® ve BioNOC® ismiyle ticari
olarak da piyasada bulunmaktadir [88].

Ouyang ve arkadaslar1 erigkin kok hiicreleri liretmek i¢cin PET matrisleri kullanarak
gergeklestirdikleri 15 giinliik calismada hiicre sayisinin 105 kat arttirarak 4.0x10° hiicre
sayisina ulastigini ve ¢ogalan hiicrelerin farklilasmadan kaldigini gézlemlemistir [91].
Ma ve Zhao PET kullanarak gerceklestirdikleri ¢calismada perfiizyon tipi biyoreaktdrde

hiicre say1sin1 40 kat arttirarak 4.22x10°® hiicre say1sina ulastiklarmi rapor etmislerdir [92].
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3 DENEYSEL CALISMALAR

Bu béliimde, tez kapsaminda yapilan ¢alismalar ii¢ ana baslik altinda incelenmistir. ilk
boliimde hiicre tasiyici olarak kullanilacak NWPF matrikslerin modifikasyon islemleri
agiklanmistir.  Ikinci kisminda preosteoblastik MC3T3-E1 hiicreleri ve sican adipoz
kokenli mezenkimal kok hiicreler (rAdMKH) ile yapilan statik hiicre kiiltiir ¢alismalari
Ozetlenmistir. Son boliimde ise dolgulu yatak biyoreaktdrde gerceklestirilen 3 boyutlu
dinamik hiicre ¢alismalar1 hakkinda bilgi sunulmustur.

3.1 Kullamlan Malzemeler

On calismalarda kullamlan Fibra-Cel® diskler Eppendorf (Almanya) firmasindan satin
alinmigtir. NWPF (Reemay 2214 polyester nonwoven fabric) modifikasyon islemi igin
kullanilan siilfiirik asit (H2SO4) Merck (Almanya) firmasindan satin alinmigtir.

Fetal sigir serumu (FBS), L-glutamin, Alpha-MEM (w/o L-glutamin), penisilin-
streptomisin, tripsin / EDTA ¢6zeltisi, gentamisin, amfoterisin B 3-[4,5-dimetiltiyazol-2-
il]-difeniltetrazolyum bromiir (MTT), glutaraldehit (hacim/hacim, %25), hidroklorik asit
(HCI), 4,6-diamidine-2’-phenylindole, propidyum iyodiir (DAPI) ve (Triton X- 100
Sigma-Aldrich (ABD) firmasindan satin alinmistir. Dulbecco Fosfat Tampon Cozeltisi
(DPBS) NZYTech (Portekiz) firmasindan satin alinmistir. On ¢alismalarda kullandigimiz
1L hacimli otoklavlanabilir DYB New Brunswick™ (ABD) firmasindan temin edilmistir.
Kiigiik olgekli (100 mL) otoklavlanabilir DYB Sesim Kimya Ltd.sti. (Tiirkiye)

firmasindan satin alinmistir.
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Cizelge 3.1 Tez calismast kapsaminda gerceklestirilen ¢caligsmalarin 6zeti.

Gerceklestirilen cahismalar

Yapilan analizler

1.Reemay 2214 (NWPF) disk karakterizasyonu

Grup 0 (Kontrol),

Grup 1 (3M H»S0; ile muamele),

Grup 3 (3M H,SOj4 ile muamele ve sonikasyon)
Grup 4 (3M H»S0; ile muamele ve kiirleme).

Su temas agis1 analizi.
EDS analizi.
SEM analizi

Cekme testi

2.Statik hiicre Kkiiltiirii calismalar:

Grup 0 (Kontrol),

Grup 1 (3M H»S0Oy ile muamele)

Grup 2

Grup 3 (3M H,SO;4 ile muamele ve sonikasyon)
Grup 4 (3M H,S0; ile muamele ve kiirleme).
Hiicre: MC3T3 (3X10* hiicre/disk)

Hiicre sayisinin belirlenmesi

MTT analizi

SEM analizi

3.Dinamik 6n hiicre kiiltiirii calismalar: (Calisma 1, 2, 3)

Tasiyici : Fibra-Cel® (¢alisma 1: 10g, caligma 2: 10g,
calisma 3: 5g)

Hiicre: MC3T3

Ekim yogunlugu: ¢alisma 1 x107 hiicre/reaktor, 2 x107,
hiicre/reaktor, ¢alisma 3 1.5x107 hiicre/reactor.
Caligsma hacmi : 0.5 L

Kiiltiir siiresi: 7 glin

Hiicre sayisinin belirlenmesi
MTT analizi

Hiicre kaldirma ¢alismasi

4.Dinamik hiicre kiiltiirii DYB optimizasyon ¢calismalar:

Tasiyici: Fibra-Cel® (1 g), NWPF disk (1g)
Hiicre: MC3T3 , AAMKH

Ekim yogunlugu: 3x107 hiicre/ reaktor
Calisma hacmi: 100 mL

Kiiltiir siiresi: 7 glin

Hiicre sayisinin belirlenmesi
MTT analizi
Hiicre kaldirma ¢aligmasi

DAPI/F-aktin boyama.

5.Dinamik hiicre kiiltiirii calismalar:

Tastyict: NWPF disk (1g)

Hiicre: AAMKH

Ekim yogunlugu: 3x107 hiicre/reaktdr
Caligma hacmi: 100 mL

Kiiltiir siiresi: 12 giin

Hiicre sayisinin belirlenmesi
MTT analizi

Hiicre kaldirma calismasi
DAPI/F-aktin boyama
Dinamik  kiiltiir ~ sonrasi
DAPI/F-aktin , kristal biyole
boyama

Glukoz, laktat ve lire analizi.
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3.2 PET Fiber Matrikslerin Yiizey Modifikasyonu ve Karakterizasyon Calismalar:

3.2.1 Yiizey Modifikasyonlar:

Calismalar i¢in 6 mm ¢apinda kesilen NWPF tasiyici diskler, yiizey hidrofilisitesinin ve
biyouyumlulugunun artirilmasi amaciyla, farkli metotlar ile modifikasyon islemlerine
tabi tutulmustur. Calismada kullanilan PET fiber matrislerin hidrofilisitesinin
artirilmasina yonelik olarak uygulanan siilfiirik asit uygulamalar1 Cizelge 3.2’de detayli
bir sekilde agiklanmistir. Karsilagtirma yapabilmek amaciyla kontrol gruplarina ticari
{iriin olan Fibra-Cel® diskler de eklenmis ancak bu tasiyicilara herhangi modifikasyon

islemi uygulanmamuistir.

3.2.2 Cekme Testi

Cekme testi yapilmasi amaciyla NWPF malzemeler 10 cm x 10 cm boyutunda
kesilmigtir. Cekme testi TA-XT PlusC Texture Analyser cihazi kullanilarak
gergeklestirilmistir. Test yapilacak Ornekler cihazin kiskaglarina yerlestirilmis ve

dakikada 15 mm ¢ekilerek [93] test tamamlanmustir.
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Cizelge 3.2 Tez calismast kapsaminda PET fiber matrislere uygulanan yiizey

modifikasyonlari.
0.Grup e Reemay 2214 malzemesi herhangi bir yiizey
(Kontrol grubu) muamelesi yapilmadan kullanilmistir.
1. Grup e Ornekler 10 dk ultra saf su ile yikanmis ardindan 10 dk

EtOH-3M - H,SO
2 siireyle %96 (v/v)’lik etanolde yikanmustir.

e Yikanan &rnekler 1 gece 70 °C de kurutulmustur.
e Kurutulan 6rnekler 3M H,SOys ile 24 sa muamele
edilmistir.

e Siilfuirik asit ile muamele edilmis 6rnekler akis halindeki
ultra saf su ile 30 dk siireyle 2 kez yikanmis ve oda
sicakliginda kurutulmustur [94].

2. Grup Fibra-Cel®
Bu gruba herhangi bir modifikasyon iglemi
uygulanmamustir.

3.Grup e Ornekler 10 dk ultra saf su ile yikanmis ardindan 10 dk

EtOH-3M-H,SO4-S(+
5056 siireyle %96 (v/v)’lik etanolde yikanmustir.

e Yikanan &rnekler 1 gece 70 °C de kurutulmustur.

e Kurutulan 6rneklere 3M H,SO4 ile 10 dk sonikasyon
uygulanmistir.

o Siilfiirik asit ile muamele edilmis 6rnekler akis halindeki
ultra saf su ile 30 dk siireyle 2 kez yikanmis ve kurutmaya
birakilmistir [94].

e Ornekler 1 sa siireyle 80°C’ de %1 (w/w) Na,CO; ile

4.Grup .
Na;COs- 3M- H,SOs- yikanmigtir.

K(+) e Yikanan 6rnekler 3M H>SOys ile 15 dk siireyle muamele
edilmistir.
e Ornekler 110°C’ de 6 dk siire ile kiirlenmistir.

e Kiirlenen ornekler ultra saf su ile 30 dk siireyle 2 kez

yikanmig ve oda sicakliginda kurutulmustur [96].
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3.2.3 Su Temas Agis1 Analizi

PET fiber matrislerin siilflirik asit uygulamasi dncesi ve sonrasindaki hidrofilisitelerinin
degerlendirilebilmesi icin statik su temas acist Slglimleri, Kruss DSA 100 (Almanya)
marka cihaz ile gerceklestirilmistir. Statik temas agis1 degerleri, oda sicakliginda,
yakalanmis damla (sessile drop) yontemi ile dl¢iilmustiir.

3.2.4 SEM ve EDS Analizleri

PET fiber matrislerin ylizey morfolojilerinin belirlenebilmesi amaciyla oda sicakliginda
kurutulan 6rnekler karbon ile kaplanarak taramali elektron mikroskobu (SEM, TESCAN,
GAIA3 Triglav™, ABD) ile gériintiilenmistir. Ayrica malzeme yiizeyinde noktasal
olarak elementel bilesimi tanimlamak amaciyla SEM cihazina entegre Oxford Xmax 150

Enerji Dagilim X-151n1 Spektrometresi (EDS) ile analizler gerceklestirilmistir.

3.3 Statik Hiicre Kiiltiirii Calismalar

Hazirlanan o6rnekler PBS (pH:7.4) icinde 121°C’de 20 dk boyunca otoklavlanarak
sterilize edilmistir. On hiicre kiiltiir calismalarinda 14. pasajdaki MC3T3-E1 hiicreleri
kullanilmigtir. Hiicreler %10 (v/v) FBS, %1 (v/v) Penisilin/ Streptomisin ve %1 (v/v) L-
glutamin igeren a-MEM ortaminda (biiyiime ortami) 175 cm?lik flasklarda kiiltiire
edilerek ¢ogaltildiktan sonra ii¢ paralel ( her grup icin 3 disk) 3x10% hiicre/disk olacak
sekilde 10 pL’lik hiicre silispansiyonunun diskler iizerine damlatilmasi ile disklere
ekilmistir. 24 g6zl non-treated kaplarda {i¢ saatlik inkiibasyonun ardindan hiicre ekili
disklerin bulundugu goézlere 1 mL biiylime ortami1 eklenmistir ve 6rnekler 7 giin boyunca
37°C’de, %5 CO2 igeren etiivde (Heraus, Almanya) inkiibe edilmistir. Hiicre kiiltiir
calismasi boyunca 3. ve 6. giinlerde kiiltiir ortam1 taze ortam ile degistirilmistir. Birinci,
4., ve 11. giinlerde goézlerden alinan diskler %2.5 (v/v)’luk glutaraldehit ile oda

sicakliginda muamele edilmis ve ardindan SEM ile goriintiilenmistir.

3.3.1 MTT Analizi

PET diskler iizerinde ¢ogalan canli hiicrelerin mitokondriyal aktivitelerinin belirlenmesi
icin  MTT (3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium  bromide) analizi
gerceklestirilmistir. Kiiltiiriin 1., 3., 5. ve 7. glinlerinde 6rnekler iizerine 600 uL serumsuz
taze besi ortamu ile 60 uL MTT eklenerek 37°C’de 3 sa inkiibe edilmistir. Inkiibasyon
isleminin ardindan 400 pL izopropanol ¢ozeltisi gozlere eklenerek olusan mor renkli
formazan kristallerinin ¢6ziinmesi saglanmistir. Elde edilen bu ¢ozelti 96-g6zlii polistiren
kabin gozlerine aktarilmis (200 ul/g6z) ve mikroplaka okuyucu yardimiyla 690 nm

referans olmak {izere 570 nm’de optik yogunluk 6l¢iimii yapilmistir.
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3.3.2 Hiicre Sayimi

Hiicre sayimi i¢in kiiltiiriin 1. ve 7. giinlerinde diskler 24 gozlii kiiltiir kaplarindan baska
steril kaplara aktarilmistir. Gozlere 1 mL PBS eklenmis (pH:7.4) ve yikanmustir.
Ardindan disklerin bulunduklart gézlere 500 pL tripsin-EDTA (%0.25) ¢ozeltisinden
eklenmis ve 5 dk siireyle inkiibator iginde bekletilmistir. inkiibatrden alinan 24 gozlii
kaplarin i¢indeki tripsin pipetlenmis ve ardindan iizerine 500 pL FBS igeren ortam
eklenmistir. Toplam 1 mL hacimdeki hiicre siispansiyonu daha sonra hemositometrik
olarak sayilmistir. Sayim Neubauer Lami kullanilarak floresan mikroskobu altinda 10x
biiylitme ile gerceklestirilmistir.

3.4 Dinamik On Hiicre Kiiltiirii Calismalar

Dinamik kiiltir ¢calismast icin 1 L hacmine sahip dolgulu yatak biyoreaktdr (New
Brunswick Scientific, U.S.A) kullanilmistir. Biyoreaktor ve ekipmanlari ¢aligmadan once
121°C’de 30 dk siire ile otoklavlanmis, steril sartlar bozulmadan laminer kabine
alimmistir. Biyoreaktoriin ekipmanlar1 yerlestirilirken steril eldivenler kullanilmistir.

Calismada kullanilan biyoreaktore ait sema Sekil 3.1°de gosterilmistir.

Hava girig

Hava cikis

Fibra-Cel diskler
Basket

yatak Silikon tiip ile

P havalandirma
l ',’ ‘\’/‘ Manyetik karigtirics

Akus yonii

Sekil 3.1 Dolgulu yatak biyoreaktoriin sematik goriintimii [94].

Dinamik kiiltiir 6ncesinde 9. pasajda bulunan MC3T3-E1 preosteoblastik hiicre hatti
kullanilmistir. i1k olarak hiicreler 150 cm?’ lik flaskta cogaltilmistir. Hiicre kiiltiir ortami

hazirlanmasi igin;

1) %10 (v/v) Fetal Sigir Serumu (FBS)

i) %1 antibiyotik karisimi1 (100 birim/mL penisilin-100 puL/mL streptomisin)
i) %1 L-glutamin

iv) %88 (v/v) Alpha-MEM (w/o L-glutamin) kullanilmustir.

33



10 g FibraCel® PBS i¢inde 121°C “de 20 dk siireyle otoklavlandiktan sonra laminer kabin
icinde steril olan biyoreaktor igerisinde yerlestirilmistir. Daha sonra flasklardan elde
edilen toplamda 30x10° hiicre statik ekimle disklerin iizerine ekilmis ve 0.5 L kiiltiir
ortami1 eklendikten sonra biyoreaktor inkiibatore alinmistir. Biyoreaktoriin karistirma hizi
50 rpm’e ayarlanarak 10 giinliik kiiltiir ¢aligmasi baslatilmistir. Birinci, 3., 5., 7. ve 10.
ginde MTT analizi ve hiicre sayimi yapilarak hiicrelerin canliligt ve miktarlar
belirlenmistir. Bu islem i¢in biyoreaktor inkiibatdrden laminer kabin igine alinarak steril
pens yardimiyla biyoreaktoriin sepetinin farkli kisimlarindan ornekler alinmistir.
Biyoreaktor igerisindeki besi ortaminin pH degisimi pH metre yardimiyla 1., 3., 5., 7. ve
10. gilinde takip edilmistir. Biyoreaktoriin kurulumu Sekil 3.2°de goriilmektedir.

Kullanilan FibraCel® disklerin 6zellikleri ise Cizelge 3.3’te 6zetlenmistir.

Sekil 3.2 Dolgulu yatak biyoreaktoriin kurulumu: a) Disklerin steril olarak sepete
yerlestirilmeye hazirlanmasi islemi, b) Disklerin sepete steril yerlestirilmesi, ¢) Sepetin

steril hazirlanmasi, d) Hiicreler ve ortamin biyoreaktore steril aktarimu.
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Cizelge 3.3 FibraCel® disk tasiyiciya ait bilgiler [94].

Yap1 malzemesi PET (polipropilen ile yiizey modifikasyonu
yapilmis)

Disk kalinlig1 0.431 mm

PP destek kalinlig 0.508 mm

Disk ¢ap1 6 mm

Yogunluk 1.037-1.040 g/cm’

Toplam yiizey alani 1200 cm?/g disk

Disk agirligi 0.00572 g

1 gramda bulunan disk sayis1 175 adet

Otoklavlanabilirlik Evet

Fiber ¢ap1 14-20 pm

Porozite %90

Inokulum yogunlugu 0.2-1x10° hiicre/mL

Maksimum hiicre sayis1 6x108 hiicre/disk

Kullanilabilen hiicre tipi Siispanse ve yiizey bagimli hiicreler

3.4.1 MTT Aanalizi

MTT 3-(4,5-Dimethyl thiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide) analizi i¢in
kiltirtin 1., 3.5.,7. ve 10. giinlerinde Boliim 3.3.1°de anlatilan islemin aynisi
uygulanmaistir.

3.4.2 Hiicre Sayisinin Belirlenmesi

Hiicreler hemositometrik sayim yontemiyle Neubauer lami kullanilarak 10x biyiitme ile
1. ve 7. gilinlerde biyoreaktor sepetinin farkli bolgelerinden diskler alinarak floresan
mikroskop (Olympus Microscopy, ABD) kullanilarak sayilmistir. Hiicre saymmi igin
Boliim 3.3.2°de anlatilan islemin aynis1 uygulanmistir.

Ayni ¢alisma ayni kosullarda 4. giinde kiiltiir ortaminin %50 si degistirilerek denenmistir.
Oncekinden farkl1 olarak biyoreaktdr once 100 rpm’de 1 gece calistirilmus, daha sonra 50
rpm’e ayarlanarak 7 giinliik kiiltlir galismasi devam ettirilmistir. Birinci, 3. 5. ve 7.glinde
MTT ve hiicre sayim1 yapilarak hiicrelerin canliliklart ve miktarlari belirlenmistir. Elde
edilen veriler 151¢1inda aymi sartlarda yatak yiiksekligi yartya indirilerek 5g Fibra-Cel®

malzeme kullanilmis ve biyoreaktdre 15x10° hiicre ekilerek 7 giinliik hiicre kiiltiir
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calismas1 gerceklestirilmistir. Uciincii ve 5. giinlerde ortamin %50’si degistirilmistir.

Biyoreaktor ile yapilan ¢alisma kosullart Cizelge 3.4’te 6zetlenmistir.
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Cizelge 3.4 Biyoreaktor ile yapilan 6n ¢aligmalara ait kosullar.

Dinamik Hiicre Tipi Malzeme | Malzeme | Hiicre Ekim Kiiltiir
Kiiltiir Miktar: Yogunlugu

MC3T3-El Fibra-Cel® 30x10°
Calisma 2 fare kemik (hiicre/reaktor)
onciil hiicreleri

37

Karistirma Yatak Ortam Cahsma
Hiz1 (rpm) | Yiiksekligi | Degisimi | Hacmi (L)

50 5 4. giin %350

Analizler

MTT analizi
Hiicre sayisinin
belirlenmesi
Hiicre kaldirma
calismasi




Cizelge 3.3’te belirtilen 2. dinamik kiiltiir calismasinda biyoreaktérdeki biitiin malzemelerden
hiicreleri kaldirma caligmasi yapilmistir. Hiicre kaldirma g¢aligmasi i¢in 7. giiniin sonunda
tastyict diskler steril bir kap igerisine alinmig ve 25 ml PBS eklenerek inkiibator icinde 15 dk
stire ile 50 rpm hizda karistirilmistir. Ardindan PBS laminer kabin igerisinde kabin i¢inden
uzaklastirilmis ve {lizerine 25 mL tripsin eklenerek 15 dk siireyle 50 rpm de inkiibator i¢inde
karistirma saglanmistir [97]. Daha sonra tripsin {izerine 25 mL serum igeren hiicre kiiltiir ortami1
eklenmis ve 4°C’de 1000 rpm, 5 dk siire ile santrifiij edilmistir. Santirfiijden sonra siipernatan
atilmig ve hiicrelerin tizerine 10 mL ortam eklenilerek hemositometrik sayim islemi
gergeklestirilmistir.

3.5 Kiiciik Olcekli Dolgulu Yatak Biyoreaktor Calismalar

Bu boliimde belirtilen calismalarda 100 mL hacminde DYB’de Fibra-Cel® diskler ve MC3T3-
El fare kemik onciil hiicreleri kullanilarak biyoreaktdr ¢alisma kosullar1 belirlenmistir. Ayni
kosullar kullanilarak sigan Adipoz Mezenkimal Kok Hiicre (rAdMKH) ve NWPF tastyici
diskler kullanilarak 3 boyutlu dinamik hiicre kiiltiirii ¢alismalar1 gerg¢eklestirilmistir. Bu amagla

ilk olarak kiictlik 6l¢ekli dolgulu yatak biyoreaktor tasarlanmastir.
3.5.1 Kiiciik Olcekli Dolgulu Yatak Biyoreaktor Tasarimi

Calismada verimi artirmak ve malzeme sarfin1 azaltmak amaciyla biyoreaktoriin Glgegi
kiigtiltilmiistiir. Dolgulu yatak biyoreaktér tasarimi igin 100 mL c¢alisma hacimli
otoklavlanabilir cam biyoreaktor Sesim Kimya Ltd.sti. (Tirkiye) firmasindan temin
edilmistir. Tasarim yapilirken paslanmaz ¢elik tel ile biyoreaktoriin hacmi hesaplanarak sepet
kismi olusturulup biyoreaktoriin i¢inde ortada kalacak sekilde yerlestirilmistir. Hiicre
kiiltiirtinde kullanim amaciyla biyoreaktdriin i¢indeki dolgulu yatak sepet sistemi 15 giin siire
ile su iginde paslanma olup olmadigint gozlemlemek amaciyla bekletilmis ve herhangi bir
oksitlenmeye rastlanilmamistir. Biyoreaktor sistemi hiicre kiiltiirli calismasinda dolgulu yatak
sepetin yiiksek sicaklikta bozulmadigini gérmek amaciyla 121°C sicaklikta 30 dk siire ile
otoklavlanmis, dolgulu yatak kisminda herhangi bir sorun ile karsilagilmamistir. Sekil 3.3- a
ve b de dolgulu yatak biyoreaktdr sepetinin tasarim asamalart gosterilmistir. Sepet
biyoreaktoriin hacmine uygun sekilde hesaplanip tasarlandigindan dolay1 biyoreaktoriin

icerisinde yerlestirildiginde herhangi bir eklenti ile tutturulmasina gerek kalmamastir.
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Sekil 3.3 Dolgulu yatak biyoreaktdr tasarimina iliskin fotograflar, Sepetin tasarimi (a),

biyoreaktor igine yerlestirilmesi (b)

3.6 Durgun Hiicre Kiiltiirii Calismalar:

Kiigiik olcekli biyoreaktdriin on hiicre kiiltiir caligmalarinda 14. pasajdaki MC3T3-E1
hiicreleri kullanilmistir. Hiicreler %10 (v/v) FBS, %1 (v/v) Penisilin/Streptomisin ve %1 (v/v)
L-glutamin igeren o-MEM ortaminda (biiyiime ortami) 175 cm?’lik flasklarda 7 giin boyunca
37°C’de, %5 CO;igeren etiive (Heraus, Almanya) inkiibe edilmistir. Yedinci giiniin sonunda
hiicreler dinamik hiicre kiiltiirli ¢alismasinda kullanilmak tizere 100 mL hacimli biyoreaktore

aktarilmistir.

3.7 Dinamik Hiicre Kiiltiirii Calismalar:

Gergeklestirilen 6n calismalarda Fibra-Cel® disklere dinamik kosullarda MC3T3-E1 hiicreleri
ekilmistir ve 7 giinliik kiltiir boyunca MTT analizi ve hemositometrik sayim yapilmstir,
ayrica 7 giin boyunca kiiltiir ortammin pH 6l¢iimii gergeklestirilmistir. Fibra-Cel® diskler
DPBS (pH:7.4) icinde 121°C’de 20 dk boyunca otoklavlanarak sterilize edilmistir. Sonrasinda
ornekler 50 mL’lik steril sisede biiylime ortamina alinarak 37°C’de 2 giin boyunca serum
proteinlerinin malzeme yiizeyine adsorpsiyonunun gerceklestirilmesi i¢in sartlama islemi
uygulanmigtir. 2 giin sonra o-MEM atilip disklerin {izerine hiicreler es dagilimli bir sekilde
ekilmis ve 2 giin siireyle inkiibatorde bekletilmistir. iki g Fibra-Cel® disklere 10x10° hiicre
ekilmis olup kiiltiir 7 glin devam ettirilmistir. Kiiltiiriin 3. ve 5. giiniinde ortamin %50 si
degistirilmistir. Kiiltiir boyunca biyoreaktdor 50 rpm hizinda 24 sa siireyle calistirilmistir.
Karigma manyetik karistirict yardimiyla gergeklestirilmistir. MTT analizi ve hiicre sayimi igin

Bolim 3.4 “te belirtilen islemlerin aynist uygulanmistir.
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Dolgulu biyoreaktor sistemi 4 farkli parcadan olugmaktadir: 1) cam reaktdr haznesi, i1) metalik
sepet, ii1) havalandirma sistemi ve iv) hidrofobik filtre. Cam reaktoér haznesinde iki adet yan
kol bulunmaktadir. Yan kollara takilan 6zel kapak sistemi ile havalandirma i¢in kullanilan
hidrofobik filtreler ve steril enjektor ignesi yardimiyla biyoreaktér igine hava girisi
saglanmaktadir. Sekil 3.4 -a ve b de dinamik kiiltiir i¢cin hazir hale getirilmis biyoreaktorlerin

kiiltiire baslangi¢ fotograflar1 gosterilmektedir.

Sekil 3.4 Ekipmanlar ile birlestirilmis kiigiik 6l¢ekli dolgulu yatak biyoreaktor (a), kiiltiiriin
baglatilmasi (b).

3.7.1 MTT Analizi

Fibra-Cel® diskler iizerinde ¢ogalan canli hiicrelerin mitokondriyal aktivitelerinin
belirlenmesi igin MTT analizi gerceklestirilmistir. Kiiltiiriin 1., 3., 5. ve 7. giinlerinde
biyoreaktor inkiibatdrde cikarilarak laminer akighh kabinde steril kosullarda o6rnekleme

yapilmistir. MTT analizi i¢in Boliim 3.3.1°deki islemlerin aynis1 uygulanmustir.

3.7.2 Hemositometrik Sayim ve Hiicre Kaldirma Calismalari

Fibra-Cel® matrisler iizerinde canliliklarin devam ettiren hiicre sayisinin belirlenebilmesi igin
Neubauer Lami kullanilarak hemositometrik sayim gergeklestirilmistir. Kiiltliire edilen
ornekler DPBS (pH:7.4) ile yikanmistir ve 24 gozli kiltir kaplar iginde orneklere
tripsin/EDTA karigimi eklenerek 37°C’de’de 5 dk inkiibasyon gerceklestirilmistir. Biiyiime

ortami kullanilarak tripsin enzimi inhibe edilmistir ve elde edilen hiicrelerden 4°C’de, 1000
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rpm’de 5 dk boyunca santrifiij edilerek hiicre pelleti elde edilmistir. Hiicreler, fizyolojik tuzlu
su kullanilarak hazirlanan %0.4’liik (w/v) Tripan Mavisi ¢0zeltisi ile yeniden siispanse hale
getirildikten sonra sayilmistir. Biyoreaktor calismalarinda, dinamik kiiltiir calismasinin
sonunda iiretilen tiim hiicrelerin canliliklarina zarar vermeden yiiksek verimle kaldirilmasi
amaclanmaktadir. Deneysel ¢alismalarda kullandigimiz 6rneklerin tek tek analiz edilmesi
yaklagiminin yiiksek sayidaki (350 adet) 6rneklere uygulanmasi miimkiin olmamaktadir. Bu
nedenle calismalarimiz devam ederken hiicre iiretimine yonelik hiicre kaldirma denemeleri de
gergeklestirilmistir. Bu amaca yonelik olarak biyoreaktdrden alinan hiicreli 6rnekler 4 kisma
boliinmiis ve sayilmistir. Hiicre kaldirma ¢alismasi Boliim 3.4.2°de anlatilan islem aynisi ile
gerceklestirilmistir. Elde edilen sonuglar biyoreaktdrdeki toplam 6rnek sayisina genisletilerek

normalize edilmistir.

3.7.3 NWPF Diskleri Boyama

DAPI, 4,6-diamidine-2’-phenylindole, hiicrelerin ¢ekirdeklerini boyamaktadir. 100 mL
hacimde yapilan hiicre kiiltiiriinde Fibra-Cel® disklerin 0, 1, 3, 5 ve 7. giinlerde biyoreaktorden
almarak DAPI boyamalar1 ile hiicrelerin malzeme iizerine yapigmasi ve ¢ogalmasi
incelenmistir. Bu islem igin biyoreaktérden alnan Fibra-Cel® diskler ilk olarak 24 gozlii
kaplar igerisinde oda sicakliginda %2.5 (v/v)’luk glutaraldehit ile 10 dk siireyle karanlikta
ceker ocak icerisinde fikslenmistir. Ardindan malzemeler 3 kez PBS ile yikanmistir. DAPI
boyasi hazirlanirken 1 mL hacimde Eppendorf tiipiine 1 mL PBS alinmis ve 10puL’si atilmistir.
Atilan PBS yerine 10uL DAPI ¢ozeltisi eklenerek pipetlenmistir. Hazirlanan DAPI boya
¢ozeltisi Ornekler iizerine pipetle eklenmis 10 dk karanlik ortamda oda sicakliginda
bekletilmistir. Boyanan 6rnekler 3 kez PBS ile yikanmis ve floresan mikroskopta goriintiileri
almmistir. On calismalar yapildiktan sonra 100 mL calisma hacmine sahip tasarlanan
biyoreaktor ile 3 boyutlu rAdMKH ile ayni kosullarda 7 giinliik hiicre kiiltiirii yapilmistir.
Istenilen hiicre sayisma (3x107) 7. pasajda ulasilmistir. Hiicreler %10 (v/v) FBS, %0.4 (V/v)
penisilin/streptomisin, %0.2 (v/v) gentamisin, %0.2 (v/v) ampB, %1 (v/v) L-glutamin igeren
0-MEM ortaminda (biiyiime ortami) 175 cm?’lik flasklarda 7 giin boyunca inkiibe edilmistir.
Yedinci giintin sonunda hiicreler dinamik hiicre kiiltiirii ¢alismasinda kullanilmak tizere 100
mL hacimli biyoreaktdre aktarilmistir. Bu yapilan ¢alisma Boliim 3.4.3.3’te belirtilen kiiltiir
kosullar1 ve yapilan analizlerle tamamen aynidir, ancak hiicre olarak sican Adipoz MKH
kullanilmigtir. Kaldirilan hiicreler tekrar 175 cm? flaska ekilip 8. pasajdaki hiicrelerin
morfolojileri 7 giin siireyle incelenmistir. Hiicrelerin DAPI ve F-aktin boyamalarin yapilmasi

icin 1., 3., 5. ve 7. glinde alinan tastyict diskler % 2.5 (v/v)’luk glutaraldehit ile karanlik
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ortamda oda sicakliginda 10 dk siire ile sabitlenmis ve DAPI/F-Actin boyamalar1 yapilarak

gorlntiilenmistir. Boyama islemi yukarida anlatildig sekilde gerceklestirilmistir.

3.8 Adipoz MKH Karakterizasyonu

Hiicrelerin metabolik aktiviteleri MTT analizi ile belirlenmistir. Ayn1 zamanda hiicre
morfolojilerini gormek amaciyla dinamik kiltiir sonrasinda kristal viyole ve DAPI/F-aktin
boyamalar1 gergeklestirilmistir. DAPI/F-aktin boyamalar Bolim 3.4.3.3.3’te anlatildigi
sekilde gerceklestirilmistir. Kristal viyole boyama icin Petri kaplarina 5x10° hiicre/cm?
yogunlugunda ekilmistir. Hiicreler ylizeyi kapladiktan sonra kiiltiir kabindaki besi ortami
uzaklastirilmis 2 kez PBS ile yikanmustir. Fiksasyon 1/1(v/v) oraninda aseton/metanol
karigimu ile 4 °C°de 20 dk boyunca yapilmistir. Ardindan %20’lik (v/v) metanol ¢dzeltisinde
hazirlanan %0.5’lik (w/v) kristal viyole ¢ozeltisi hiicrelerin iizerine eklenmis ve 30 dk
beklenmistir. Hiicreler son olarak musluk altinda yikanmis ve optik mikroskop altinda

morfolojileri gézlemlenmistir.

3.9 Glukoz, Laktat ve Ure Analizi

Kiiltiir siiresince biyoreaktorde c¢ogalan hiicrelerin besin kaynagi ve metabolitlerin
konsantrasyon degisimleri izlenerek hiicrelerin metabolik aktiviteleri belirlenmistir. Bu

amagla besinlerin glukoz analizi, metabolitlerin ise laktat ve {ire tayinleri gergeklestirilmistir.

Glukoz, laktat ve iire analizi, Ankara Universitesi Ibni Sina Hastanesi, Biyokimya
laboratuvarindaki biyokimya analizér cihazi (AU 680 Beckman Coulter, Calif., ABD) ile
gergeklestirilmistir. Glukoz, laktat ve tire analizi i¢in ‘Sigma Aldrich, Germany’ firmasina ait

test kitleri kullanilmistir.

3.10 istatistiksel Analiz

Calismada elde edilen veriler GraphPad Instat Software programi ile istatistiksel acgidan
degerlendirilmistir. Veriler MTT analizi i¢in p-degerinin 0.05’den az oldugu durumlar i¢in

anlaml kabul edilmistir.
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4. DENEYSEL SONUCLAR VE TARTISMA

Bu boliimde tez calismalarinda elde edilen sonuglar 3 asamada tartisilmistir. Bunlar: (1)
NWPF disklerin modifikasyonu, (2) MC3T3-E1 statik hiicre kiiltlirii ¢alismalar1 ve si¢an
AdMKH hiicre kiiltiirii ¢aligmalari, (3) MC3T3-E1 dinamik hiicre kiiltiirii caligmalar1 ve sican
AdMKH hiicre iiretimi ve buna baglh olarak gerceklestirilen analizlerdir. Yapilan ¢alismada
ilk olarak malzeme modifikasyonu gerceklestirilmis ve bulgular tartisiimistir. Sonrasinda
hiicre kiiltiirtinde kullanilan modifikasyonu gergeklestirilmis malzemelerin statik hiicre kiiltiir
caligmalari literatiir ile karsilagtirmali olarak degerlendirilmistir. Son olarak ise dinamik hiicre
kiiltiirti caligmalari ile iiretilen MKH’lerin klinik Sl¢ekte liretimine yonelik degerlendirmeler

literatiirle kiyaslanarak tartisilmistir.

4.1 NWPF Disklerin Modifikasyonu

Hiicre kiiltiirli galismalarinda kullanilacak malzemeye hiicrelerin basarili bir sekilde yapismasi
ve malzemenin ylizeyinde cogalmasi gerekmektedir. Tez kapsaminda kullanilan NWPF
olduk¢a hidrofobik bir yapiya sahiptir ve hiicrelerin yapisip ayni zamanda ¢ogalmasi igin
elverigsiz bir ortam sunmaktadir [94]. Bu problemin 6niine ge¢mek i¢in malzemeler Cizelge
3.2’de detaylica verilmis olan g¢esitli modifikasyon islemlerinden ge¢irilmistir. Yiizey
modifikasyonu farkli ajanlar kullanilarak farkli ydntemlerle yapilabilir. Ornegin, oksidasyon,
hidroliz, siilfonasyon, iyonize modifikasyonu gibi. Yiizey oksidasyon yontemlerinin amaci,
PET liflerinin yiizeyleri iizerindeki C-H, C-O ve C-C baglarin1 oksitlemektir ve hidroliz
yontemlerinin amaci, gii¢lii bir sekilde COOH ve OH gruplari iiretmek i¢in COO'yu hidrolize
etmektir. Iyonik gruplar, iyonize modifikasyon ydntemi kullanilarak PET makromolekiillerine
eklenebilir. Aromatik halkalarin siilfonasyonu PET makromolekiillerine SO3sH gruplarim
sokar ve bu gruplar PET fiber yiizeyinin hidrofilikligini artirir [64]. Tez ¢aligmasi kapsaminda

NWPF disklerin modifikasyonunda siilfonasyon yontemi kullanilmistir.

4. 1.1 Su Temas Acis1 Tayini

Calismada kullanilan PET fiber matrislerin hidrofilisitesinin artirilmasia yonelik olarak
uygulanan ve Cizelge 3.1°de agiklanan siilfiirik asit uygulamalari sonrasinda elde edilen
orneklerin su temas agilar1 degerlendirilmistir.

Kontrol grubu olan Reemay 2214 dokunmamis PET fiber (NWPF) matrise sessile drop yontemi
uygulanirken su damlasinin malzeme ylizeyi tarafindan hi¢ emilmedigi gézlemlenmis ve su
temas agist 120° olarak belirlenmistir. Bu malzemenin hidrofobik 6zellikte oldugunu

gostermektedir. Siilfiirik asit muamelesi sonras1 6rneklerde ise (Grup 1) Su temas agist 107°
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olarak belirlenen grupta, su damlasinin malzeme ylizeyi tarafindan biraz daha fazla emildigi
gozlemlenmistir. Grup 2, ticari bir iiriin oldugu i¢in PET fiber matrislerin hangi yiizey
muamelesi ile hazirlandig1 bilgisine ulasilamamistir, ancak su temas acist Olgiimleri
malzemenin siiperhidrofilik 6zellikte oldugunu gostermistir. Sadece siilflirik asit muamelesi
hidrofilisite lizerinde ¢ok fazla etki gostermedigi i¢cin bu yonteme sonikasyon ve kiirleme
yaklagimlar1 da eklenerek, sirastyla Grup 3 ve Grup 4 hazirlanmistir. Grup 3 hazirlanirken
uygulanan sonikasyon hidrofilisiteyi artirmamistir. Bununla birlikte 110°C’de kiirleme yapilan
orneklerde (Grup 4) malzemeye siiperhidrofilik 6zellik kazandirilmistir. Su temas agis1 0°
olarak belirlenen gruplarda, sessile drop yontemi uygulanirken su damlasinin 1 sn iginde
malzeme yiizeyi tarafindan emildigi gézlemlenmistir.

4.1.2 SEM ve EDS Analizi
4.1.2.1 SEM Analizi

Siilflirik asit uygulamasi oncesinde ve sonrasinda malzeme gruplarinin yiizey 6zelliklerinin
incelenebilmesi igin SEM analizi gerceklestirilmistir. Elde edilen goriintiiler Sekil 4.1-4.5’te
sunulmustur. Sekil 4.1 incelendiginde kontrol grubuna ait fiberlerin yaklasik 15 pm c¢apa sahip
oldugu ve farkli biiyiitmelerde alinan tiim fotograflarda yiizeylerinin piiriizsiiz oldugu
goriilmektedir. Sekil 4.2 incelendiginde siilfiirik asit muamelesinin fiber yiizeyinde herhangi
bir deformasyon meydana getirmedigi goriilmistiir. Sekil 4.3 incelendiginde ticari bir {iriin olan
Fibra-Cel® matrisine ait fiberlerin diizgiin morfolojide olduklari ve fiber ¢aplarmin yaklagik 15
um oldugu bulunmustur. Sekil 4.3-a’da fiber yiizeyinde bulunan piriizliiliiklerin 6rnekleri
yikamak icin kullanilan PBS (pH:7.4) tuzlar1 oldugu diistiniilmiistiir. Sekil 4.4 incelendiginde
sonikasyon altinda siilflirik asit muamelesi uygulanan malzemelerin fiberlerinde deformasyon
ve kopmalar gdzlemlenmistir. Sekil 4.5 incelendiginde ise siilfiirik asit muamelesine ek olarak

110°C’de kiirleme yapildigindan fiberlerdeki deformasyonunun daha fazla oldugu saptanmaistir.
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Sekil 4.1 Grup 0- Kontrol grubu 6rneklere ait SEM goriintiileri: a) 1000x, b) 5000x ¢) 1000x
biiylitmeler.

Sekil 4.2 Grup 1-H2SO4(+) ile muamele edilmis 6rneklere ait SEM goriintiileri: a) 10000x, b)
5000x, ¢) 1000x biiytitmeler.

Sekil 4.3 Grup 2- Fibra-Cel® érneklerine ait SEM goriintiileri a) 5000x, b) 1000x, ¢) 500x
biiylitmeler.
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Sekil 4.4 Grup 3-H2SO4(+) sonikasyon yapilmis drneklere ait SEM goriintiileri: a) 5000x, b)
1000x, c) 250x biiytitmeler.

Sekil 4.5 Grup 4-H2SO4(+) kiirlenmis 6rneklere ait SEM goriintiileri: @) 10000x, b) 5000x, ¢)
1000x biiytlitmeler.

4.1.2.2 EDS Analizi

Malzeme ylizeyinde noktasal olarak elementel bilesimi tanimlamak amaciyla EDS analizi
gerceklestirilmistir ve elde edilen sonuglar Sekil 4.6-4.10’da sunulmustur. Kontrol grubunda
(Grup 0) siilfiirik asit muamelesi olmadigi i¢in sadece C ve O elementlerine rastlanmistir (Sekil
4.6). Sekil 4.7 incelendiginde siilfiirik asit muamelesi uygulanmasinda beklendildigi gibi kiikiirt
elementine rastlanmustir. Sekil 4.8°de Fibra-Cel® yiizeyindeki elementel bilesimin Grup 0°da C
ve O’dan olustugu, Grup 1’de ise yiizey muamelesinden dolay1 S atomlarina rastlanmistir. Sekil
4.9°da elde edilen sonuglar incelendiginde sonikasyon altinda gerceklestirilen siilfiirik asit
uygulamasinin bu muamelenin etkinligini ve ylizeydeki kiikiirt oranin1 6nemli oranda
artirdigimi gostermektedir. Sekil 4.10°da ise 110 °C sicaklikta kiirleme isleminin yiizeydeki

kiikiirt oranin1 6nemli oranda artirdig1 goriilmiistiir.
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Sekil 4.7 Grup 1- H2SO4(+) 6rneklerine ait EDS analizi sonuglari.
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Sekil 4.9 Grup 3- H2SOa(+) sonikasyon yapilmis 6rneklere ait EDS analizi sonuglari.
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Sekil 4.10 Grup 4- H2SO4(+) kiirlenmis 6rneklere ait EDS analizi sonuglari.

Cizelge 4.1 Calisma kapsamindaki disk analizlerine ait toplu sonuglar.

Grup No Modifikasyon Fiber ¢ap1 (um) | Su temas acisi (°) Elementel

Bilesim

0 Yok 15 120 C 0

1 3M H,S04 15 107 CO,S

2 Fibra-Cel® 15 0 C,0

(sonikasyon)
4 3M H,S04 15 0 C,0,S
(kiirleme)
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4.1.3 Cekme Testi

» Grup 1

| ,,Jv-‘ Kontrol grubu

Gerilim (kg/mm?!
NN

Zaman (saniye)

Sekil 4.11 Kontrol grubu, Grup 1, Grup 3 ve Grup 4 malzemelere ait gerilim-zaman grafigi.

10x10 cm boyutunda kesilmis malzemelere ait cekme testi grafigi Sekil 4.11°de gosterilmistir.
Grafikte verilen sonuglar incelendiginde 3M H2SOj4 ile muamele edilen Grup 1’in, kontrol
grubuna gore dayanimi azalsa dahi gerilimleri arasinda biiylik bir fark gézlemlenmemistir.
Kontrol grubu yaklasik 100 saniye sonunda kopmustur. Grupl de ise malzeme yaklasik 90
saniye dayanmis ve ardindan kopmustur. Kontrol grubu ve Grup 3 arasinda bir fark
gozlemlenmemistir. Grup 4’de ise diger gruplara gore gerilim degeri kiirlemeden dolay1
fiberlerin yapisinda bozulmalar oldugundan gerilimi 70 kg/mm?’ye diismiis ve yaklasik 90
saniye sonra kopmustur. Bu sonuglar bize Grup 1 malzemelerin siilfiirik asit ile muamele
edilmesine ragmen fiber yapilarinda bozulmalarin olusmadigini1 ve hiicre kiiltiirii caligmalari
icin uygun oldugunu gostermistir. NWPF malzemeler ile yapilan c¢ekme testi ile
karsilastirildiginda malzemenin yiizey modifikasyonunun Grup 1 malzeme dayaniminin
azalmasina neden olmadigini ve bu nedenle hiicre kiiltiiriinde kullaniminin literatiir ile uyumlu

oldugunu gostermistir [99].
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4.2 Durgun Hiicre Kiiltiirii On Cahsmalar:

Bolim 4.1°de sunulan sonuglarda Grup 3 ve Grup 4’te siilfiirik asit uygulamasinin fiber
yapisina zarar verdigi goriilmiistiir. Bu nedenle 6n hiicre kiiltiir ¢alismalarinda Grup 0-Kontrol,
Grup 1- HzSO4(+) ve Grup 2- Fibra-Cel® 6rneklerinin kullanilmasina karar verilmistir.
Malzeme yiizeyindeki ve 24 gozlii polistiren kiiltiir kaplarinda (TCPS) tireyen MC3T3-E1
hiicrelerinin mitokondriyel aktivitelerinin zamanla degisimi Sekil 4.12°de sunulmustur. Grup 0
ile Grup 1 ve Grup 2 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark gézlemlenmemistir. Grup 0
ve TCPS arasinda ise * p<0.05 oldugu ve istatistiksel olarak anlamli oldugu gézlemlenmistir.
En yiiksek aktiviteye 7. giinde TCPS’te ulasilmistir. Malzeme gruplarinda ise Grup 2- Fibra-
Cel® 6rneklerindeki hiicre aktivitesinin 5. giinden itibaren Grup 0 ve Grup 1’e gore daha yiiksek

oldugu bulunmustur. Grup 0 ve Grup 1 arasinda dikkate deger bir farklilik gériilmemistir.

0,45

04 1 I

03 —_—
.l
025 - — B Grupo
- [ Grup1l
02 4 B Grup2
I TCPS
0,15

Optik Yogunluk (570-690 nm)

0.1 4 I —

0,05 4 : I ]_

1 3 5 7
Zaman (giin)

Sekil 4.12 PET fiber matrisler iizerinde tireyen hiicrelerin durgun kiiltiirde mitokondriyel
aktivitelerinin zamanla degisimi. (Istatistiksel olarak anlamli farkliik n=3, Grup 0 kontrol
grubu icin NWPF disk iken * p<0.05, ** p<0.01, ***p<0.001).

Kiiltiirtin 1. ve 7. giinlerinde hemositometrik sayim ile elde edilen hiicre sayilar1 Cizelge 4.2°de
sunulmustur. Hiicre ekim yogunlugu TCPS icin goz basina; malzemeler icin ise 6rnek basina
3x10* hiicre olacak sekilde ekim gerceklestirilmistir. TCPS’lerde 1. giindeki hiicre say1s1 ekim

veriminin yiiksek oldugunu gostermektedir. Bu nedenle TCPS’teki hiicre sayis1 7. giiniin
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sonunda 6.2x10%¢ kadar ¢ikmustir. Bununla birlikte malzeme gruplarindaki 1. giin hiicre
sayilar1 hiicre ekim veriminin yaklasik olarak %50 oldugunu ortaya koymustur. Hiicre ekimi
gerceklestirilirken malzemelerin  yerlestirildigi  polistiren kaplar hiicre yapismasini
desteklemeyecek oOzellikte olacak sekilde (non-treated) secilmistir. Buna ragmen disklere
damlatilan siispansiyondaki hiicrelerin yaris1 disklere yapismamustir. Yedi giinliik kiiltiir
boyunca hiicre sayisi artig oranlar incelendiginde Grup 0 ve Grup 2’nin benzer oranlara sahip
oldugu (yaklasik 2 kat) goriilmistiir. Bununla birlikte Grup 1, TCPS’teki artis oranini
yakalayarak (yaklasik 2.6 kat) hiicre iiremesini iyi bir sekilde desteklemistir.

Cizelge 4.2 PET fiber matris iizerinde disk basina iireyen hiicre sayisinin zamanla degisimi.

Hiicre sayisi
Zaman (giin) TCPS Grup 0 Grup 1 Grup 2
kontrol
1 2.5x10%:94 1.4x10*£176 1.3x10*£100 1.5x10*£226
7 6.2x10%£318 2.9x10%+79 3.4x10%+£169 3.2x10%+400
Hiicre sayisi 2.5 1.9 2.6 2.1
kat artis orani

Hiicrelerin  farkli malzemeler iizerindeki yapisma yogunlugunun ve dagiliminin
degerlendirilebilmesi i¢cin SEM analizi gergeklestirilmistir. Hiicre kiiltiir ¢alismalar1 7 giin
boyunca siirdiiriilmiistiir ancak hiicre-biyomalzeme etkilesiminin takibi igin 11. giinde SEM
analizi i¢in ayrica drnekleme yapilmistir. Grup 0-Kontrol 6rnekleri iizerinde iireyen hiicrelerin
kiiltiiriin 4. ve 11. giinlerindeki SEM goriintiileri sirasiyla, Sekil 4.13 ve Sekil 4.14°te
sunulmustur. Dordiincii glinde fiberlere yapisan hiicreler goriillmektedir, ancak hiicre yogunlugu
diistiktiir. Bununla birlikte 6zellikle 11. gilinde hiicrelerin fiberler {lizerinde yogun bir sekilde

tiredikleri gozlemlenmistir.
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Sekil 4.13 Grup 0 -Kontrol grubu 6rneklerine ait SEM goriintiileri (4.giin): a) 5000x, b)
1000x, ¢ )500x biiylitmeler.

Sekil 4.14 Grup 0 -Kontrol grubu 6rneklerine ait SEM goriintiileri (11.giin): a) 5000x, b) 1000x,
€) 500x biiylitmeler.

GAIA3 TESCAN| | GAIA3 TESCAN|

fg, — 7y F,
HUNITEK | 17} SEM MAG: 500 x  Date(m/dly): 09/14/18 HUNITEK [

Sekil 4.15 Grup 1- H2SO4(+) 6rnegine ait SEM goriintiisii (4.giin): a) 5000x, b) 1000x, ¢) 500x
biiylitmeler
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Sekil 4.16 Grup 1- H2SO4(+) 6rnegine ait SEM goriintiisii (11.giin): a) 5000x, b) 1000x, ¢) 500x
biiylitmeler

Grup 1’de disk iizerinde iireyen hiicrelerin 4. ve 11. glinlerindeki SEM goriintiileri sirasiyla
Sekil 4.15 ve Sekil 4.16’da sunulmustur. Hiicreler belirtilen gilinlerde disklerin fiberlerine
yapismis ve yogun bir sekilde cogalmistir. Grup 2- Fibra-Cel® ornekleri iizerinde iireyen
hiicrelerin kiiltiiriin 4. ve 11. giinlerindeki SEM goriintiileri sirasiyla Sekil 4.17 ve Sekil 4.18°de
sunulmustur. Sekil 4.17-a’da Fibra-Cel’deki polipropilen ag tabakasina ait fiberler de
goriintiilenmistir. Dordiincii giinde fiberlere yapisan hiicre yogunlugunun diger gruplara gore
daha disiik oldugu dikkat ¢ekmistir. Kiiltlirtin 11. gliniinde hiicrelerin fiberler {izerinde yogun
bir sekilde tiredikleri ve kendi hiicre dis1 matrislerini trettikleri dikkat ¢ekmistir. Ticari olarak
hiicre tiretiminde kullanilan bu malzemenin hiicre liremesini basarili bir sekilde desteklemesi

literatiirle [94] uyumlu bir sonugtur.

Sekil 4.17 Grup 2- Fibra-Cel® 6rneklerine ait SEM gériintiileri (4.giin): a) 5000x, b)1000x, c)
500x biiyiitmeler
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Sekil 4.18 Grup 2- Fibra-Cel® 6rneklerine ait SEM goriintiileri (11. giin): a) 10000x, b) 5000x,
c) 1000x biiyiitmeler

4.3 Dinamik Hiicre Kiiltiirii On Cahismalar

Durgun 6n hiicre kiiltiir ¢alismalarindan elde edilen sonuclar degerlendirilerek biyoreaktor
calismalarinda ilk olarak Grup 2- Fibra-Cel® 6rneklerinin kullanilmasina karar verilmistir. Bu
amaca yonelik olarak Cizelge 3.3’de agiklanan 3 biyoreaktor calismasi gergeklestirilmistir. Bu
3 deney i¢in kiiltiirlin 1., 3., 5. ve 7. glinlerinde gergeklestirilen MTT analizine ait sonuglar Sekil
4.19°da verilmistir. Biyoreaktor calismalarinda gerceklestirilen pH Olgiimleri pH’in kiiltiir
boyunca 7.8 ile 8.0 araliginda degistigini gostermistir. Bu degerler hiicrenin ¢ogalmasi igin
optimum pH seviyeleridir [94].

Sekil 4.18’de birinci dinamik ¢alismadan elde edilen MTT sonuglari incelendiginde kiiltiiriin 5.
giiniine kadar hiicre aktivitesinin arttig1 goriilmektedir. Kiiltliriin devam eden giinlerinde ise
hiicre aktivitesi diisiise gegmistir. Bu deneyde kiiltiir ortam1 yenilenmedigi ve havalandirma
yapilmadigi i¢in hiicre aktivitesinin diislisiiniin besin ve oksijen derigsimlerindeki azalma ile
iligkili olabilecegi degerlendirmesi yapilmistir. Bu nedenle 2. calismada havalandirma sistemi
kullanilmigtir ve kiiltiir ortam1 yenilenmistir. Deneydeki isletim kosullarindaki degisikliklere
ragmen hiicre aktivitesinin 5. giinde yine diislise gectigi goriilmektedir. Dolgulu yatak
biyoreaktorlerde yatak yiiksekligine bagli olarak difiizyon kisitlamalarin olabilecegi ilgili
literatiirde tartisilan bir olgudur [77]. Bu nedenle 3. biyoreaktor deneyinde havalandirma ve
kiiltiir ortam1 degisikliginin yanisira, diflizyon kisitlamalarini agabilmek amaciyla yatak
yiiksekligini azaltmak igin 6rnek agirlhigi 10 g’dan 5 g’a diistiriilmiistiir. Ancak bu durumda da
dinamik ekim veriminin diismesine bagli olarak absorbans degerlerinin diisiik oldugu dikkat
cekmistir. Elde edilen bu sonuglar biyoreaktdrdeki hiicre ekim veriminin diisiik oldugunu
gostermistir. Bu nedenle biyoreaktdrde hiicre ekim verimini artirmaya yonelik olarak 24 saatlik

durgun inkiibasyon yaklasimi1 uygulanmustir.
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Sekil 4.19 Farkli isletim kosullarinda gerceklestirilen dinamik kiiltiire ait MC3T3 hiicreleri

MTT grafigi. (Istatistiksel olarak anlamli fark gdzlemlenmemistir.)

Farkli isletim kosullarinda gerceklestirilen dinamik kiiltiir ¢alismalarindan elde edilen
hemositometrik sayim sonuglar1 Cizelge 4.3 de sunulmustur. Biyoreaktorde gergeklestirilen
dinamik ekim yaklagiminda 1. ve 2. ¢calismalarda reaktor basina 30 milyon hiicre ekilmistir.
Sepete yiiklenen 10 g malzeme yaklasik olarak 1750 Fibra-Cel® disk igermektedir. Bu durumda
hedeflenen hiicre ekim yogunlugu 1.7x10* hiicre/disk olarak ifade edilebilmektedir. Ugiincii
caligmada ise reaktore 15 milyon hiicre ekilmistir, ancak malzeme miktar1 da ayni oranda
azaldigi icin 3. ¢alismada da hedeflenen hiicre ekim yogunlugu ayni kalmigtir. Birinci giinde
elde edilen hiicre sayilar1 incelendiginde 10 g disk ile gerceklestirilen 1. ve 2. calismalarda ekim
veriminin %85’in Ustlinde oldugu goriilmektedir. Bununla birlikte 3. calismada ekim verimi
yaklasik %65 olarak bulunmustur. Bu sonuglar 3. calismanin MTT analizinden elde edilen
diisitk absorbanslar ile tutarlilik gostermistir. Kiiltiirin devam eden giinlerinde biitiin
caligmalarda hiicre sayis1 artis gostermistir. En yiiksek hiicre miktarina 1. c¢alismada
ulagilmistir. Biyoreaktoriin yiiksek hacimde olmasi havalandirma ve ortam degisimi yapilmasa
bile hiicre iiremesini destekleyecek bir ortam sunmustur ve disk basina hiicre sayis1 7 giinliik
kiiltiirde 5.3 kat artig gdstermistir. Ikinci ve iigiincii calismalarda daha diisiik hiicre sayilarina

ve benzer artis oranlarina ulagilmistir (yaklasik 4.3 kat). Bu oranlar durgun kiiltiirdeki artig
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oranlarindan yaklagik 2 kat daha yiiksektir. Bu sonuglar dolgulu yatak biyoreaktoriin segilen
isletim kosullarinda hiicre tiremesini destekledigini gostermektedir. Ancak daha yiiksek
mitokondriyal aktivite ve hiicre sayilarina ulasabilmek i¢in ekim verimini yiikseltme ve hiicre

ekim yogunlugunu artirmaya yonelik ¢esitli yaklagimlar denenmistir.

Cizelge 4.3 Farkli isletim kosullarinda gergeklestirilen dinamik kiiltiir calismasina ait hiicre

sayisinin zamanla degisimi.

Zaman (giin) 1. Cahsma 2. Cahsma 3. Calisma
(hiicre/disk) (hiicre/disk) (hiicre/disk)
1 1.5 x10%+266 1.4 x10%£104 1.2 x10%+£53
3 3.3 x10*£140 2.6 x10*+180 1.5 x10*£110
5 7.3 x10%+85 4.0 x10*+100 3.4 x10*160
7 8.0 x10%+100 6.0 x10*£130 5.0 x10%£50
Hiicre sayis1 kat 53 4.3 4.3

artisi

Biyoreaktorde Fibra-Cel® diskler iizerinde iiretilen hiicrelerin malzeme yiizeyinden yiiksek
verimde ve saglikli bir sekilde kaldirilabilmesi, biyoreaktorde hiicre iiretirken biiylik 6nem
tagimaktadir. Bu amaca yonelik olarak, 2. ¢alismada 7. giinde MTT, sayim ve diger analizler
icin ornekleme yapildiktan sonra kalan oOrnekler kullanilarak, Bolim 3.4.2°de agiklanan
yaklagimlar uygulanarak hiicre kaldirma denemeleri yapilmistir. Elde edilen sonuglar
biyoreaktdrden elde edilen toplam hiicre sayilarma ulagabilmek i¢in uygun katsayilar ile
carpilarak normalize edilmistir. Birinci ¢alisma da 1.05 x108, 2. calismada 1.0x10% ve 3.
calismada 1.0 x108 hiicre /reaktdr oldugu tespit edilmistir. Biyoreaktdrden hiicrelerin saglikli
bir sekilde kaldirilmasi i¢in uygulanan etiiv i¢indeki 15 dk siireyle tripsinizasyon islemi basarili
olmustur. Bu sonuglara gore en etkin hiicre kaldirma teknigiyle ulasilabilecek hiicre sayis1 0.5
L ¢alisma hacmine sahip DYB i¢in yaklasik 1x108 hiicredir.

Verimi arttirmak ve malzeme sarfin1 azaltmak amaciyla 100 mL hacmindeki DYB’de Fibra-
Cel® malzemeler kullanilarak MC3T3-E1 hiicreleri ile gergeklestirilen ¢alismada verimin
arttigr gozlemlenmistir. Verimin artmasi yatak yiiksekligi ve malzeme miktarina ekilen
hiicrelerin orantili olmasindan ve malzemelerin kiiltiir 6ncesinde 1 giin siireyle serumlu kiiltiir
ortaminda bekletilmesi ve ardindan 1 giin siire ile hiicrelerin Fibra-Cel® malzemelere ekilerek

kiiltiir i¢in ortama sartlandirilmasindan kaynaklanmaktadir. Biyoreaktoriin pH dl¢iimleri
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diizenli araliklarla 7 giin boyunca 6l¢iilmiis ve taze ortam eklenmeden pH’in 7.4 seviyesinde
devam ederken ortam eklendiginde pH’1in 7.8 seviyesinde sabit kaldig1 gozlemlenmistir. Bu
degerler hiicreler ig¢in optimum pH seviyesinde kiiltiiriin yapildigin1 gostermektedir.
Malzemeye ekilecek hiicre miktar1 yatak yiiksekligi ile orantili olacak sekilde hesaplanmuistir.

DYB sepeti 2.5 cm yiiksekligine sahiptir ve 2g (350 disk) Fibra-Cel® malzeme i¢in ideal ortam

olusturmustur.
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Sekil 4.20 Fibra-Cel® matrisler iizerinde 100 mL hacimli DYB’de dinamik kosullarda 3x10’
MC3T3-E1 hiicre/ reaktér yogunlugunda iireyen hiicrelerin MTT grafigi. (Istatistiksel olarak
anlamli farklilik n=3, 0.giin Fibra-Cel® disk iken *** p<0.01).

Sekil 4.20°de kiiltiiriin 5. giiniine kadar hiicre aktivitesinin arttig1 goriilmektedir. Kiiltiiriin
devam eden giinlerinde ise hiicre aktivitesi diisiise gectigi gézlemlenmistir. Bu durumun
ortamin %350 sinin 5. giinde degismesine ragmen yetersiz kalmasindan kaynaklandigi
diistiniilmektedir. Ayn1 zamanda biyoreaktdriin kollarindan ek havalandirma yapilmadigi i¢in
hiicre aktivitesindeki diisiisiiniin besin ve oksijen derisimlerindeki azalma ile iliskili
olabilecegi degerlendirmesi yapilmistir. Dinamik kiiltiir 6ncesinde hem malzemelerin
sartlanmast hem de hiicrelerin dinamik kiiltiir Oncesinde bekletilerek malzemelere

yapismasinin saglanmasi mitokondriyel aktivitelerinin artmasina neden olmustur. Yedinci
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giinde biyoreaktorde disk basina hiicre sayisi ile tiim reaktdrdeki hiicre sayis1 4.2x107 hiicre
olarak hesaplanmigtir. Hiicre kaldirma ¢alismasinda biyoreaktdrdeki hiicrelerin yaklasik %75
i basarili bir sekilde kaldirilmigtir. Hiicre sayis1 7. giinde 4.2 kat artis gostermistir. Bu elde
edilen veriler ile kendi tasarladigimiz dolgulu yatak biyoreaktor ile kok hiicrelerin de aym

sekilde basarili bir sekilde tiretilebilecegi degerlendirilmistir.

Cizelge 4.4 100 mL hacimli DYB’de Fibra-Cel® tastyicilar iizerinde dinamik kosullarda

iireyen hiicrelerin disk basina diisen hiicre sayisinin zamanla degisimi.

Zaman (giin) Hiicre sayisi ( hiicre/disk)
0 3 x10*1100
1 4x10*£800
3 6.5x10%£400
5 7.8x10*:2000
7 12x10%+600

4.3.1 Fibra-Cel ve NWPF Disklerin DAPI/F-Aktin Boyamalari

Hiicre morfolojilerinin belirlenmesi i¢in immiinohistolojik analizler yapilmigtir. DAPI hiicre
¢ekirdeklerini boyayan ajandir ve hiicre cekirdekleri floresan mikroskop ile mavi renkte
goriinmektedir. Fibra-Cel® disklerin boyanmasi sonucu ¢ekilen goriintiiler Sekil 4.21-4.26
arasinda goriinmektedir. Fotograflardan hiicrelerin fiber yapilara yapisip malzemenin tim
yizeyine yayildigi gozlemlenmistir. Aktin filamentleri, hiicre yiizey seklinin olusmasinda
gorev alan 6nemli yap1 elemanlaridir. Aktin filamentlerin goriinmesi i¢in kullanilan boyama
tekniginde Alexa Fluor 488 Phalloidin hiicre zar iliskili F-aktin isaretleyicisidir. Bu boyama
teknigi ile hiicreler boyandigi zaman floresan mikroskop altinda hiicre iskeletleri yesil renkte

goriinmektedir.
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Sekil 4.21 100 mL hacimli DYB’de 3x10* MC3T3 hiicre say1sina ait Fibra-Cel® disklerin 0.giin
DAPI boyamalar sirasiyla 10X (&, b, ¢) (bar:200 um) ve 20x (d, e, f) (bar:100 um) biiyiitmeler.

Sekil 4.22 100 mL hacimli DYB’de 4x10* MC3T3 hiicre sayisina ait Fibra-Cel® disklerin 1.giin
DAPI boyamalari sirastyla 10x (a, b, ¢) (bar:200 um) ve 20x (d, e, f) (bar:100 um) biiyiitmeler.
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Sekil 4.23 100 mL hacimli DYB’de 6.5x10* MC3T3 hiicre sayismna ait Fibra-Cel® disklerin
3.giin DAPI boyamalar sirasiyla 10x (a, b, ¢) (bar:200 um) ve 20x (d, e, f) (bar:100 um)
biiytlitmeler.

Sekil 4.24 100 mL hacimli DYB’de 7.8x10* MC3T3 hiicre sayismna ait Fibra-Cel® disklerin
5.giin DAPI boyamalari sirasiyla 10x (a, b, c¢) (bar:200 um) ve 20x (d, e, f) (bar:100 um)

bliyiitmeler.
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Sekil 4.25 100 mL hacimli DYB’de 12x10* MC3T3 hiicre sayisina ait Fibra-Cel® disklerin

7.giin DAPI boyamalari sirasiyla 10x (a, b, ¢) (bar:200 um) ve 20x (d, e, f) (bar:100 um)
biiylitmeler.

--
--

Sekil 4.26 7. giin hiicre kaldirma calismas1 sonras1 Fibra-Cel® disklerin DAPI boyama
goriintiileri sirastyla 10x (a, b, ¢) (bar:200 um) ve 20x (d, e, f) (bar:100 um) biiyiitmeler.

Kiiltiiriin 0. giintinde hiicreler genellikle malzemenin ortasindaki fiberlerde toplanmistir (Sekil
4.21). Kiiltiiriin 1. gliniinde hiicreler iireme fazina gectikleri i¢in fiberlerin farkli yerlerinde es

dagilimli bir sekilde hiicrelerin ¢ogalmaya basladig1 goriilmektedir (Sekil 4.22). Kiiltiiriin 3.
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ve 5. glinlerinde hiicreler tireme fazinda ¢ogalmaya devam etmis ve (Sekil 4.23 ve 4.24)
fiberlerlerin ylizeyi tamamen kaplanmistir. Kiiltiiriin 7.glinlinde hiicreler maksimum seviyede
fiberlere tutunmaya devam etmistir (Sekil 4.25). Hiicre sayisi ile DAPI goriintiileri
kiyaslandiginda elde edilen sonuglarin tutarli oldugu goriilmektedir. Yedinci glinde hiicreleri
malzemelerden kaldirmak ic¢in uygulanan prosediiriin hiicrelerin %90’ 1min malzemelerin
yiizeyinden basarili bir sekilde kaldirilmasinda etkili olmustur (Sekil 4.26).

4.4 AMKH Statik ve Dinamik Kiiltiir Calismasi

4.4.1 Akis Sitometrisi Analizi

Hiicrelerin kok hiicrelere 6zgii yiizey antijenlerini tasidigini belirlemek igin akis sitometrisi
analizindan yararlanilmistir. Hiicre siispansiyonu akis sitometrisi analizinde lazer 15181
kullanilarak aydinlatilan bir boélmeden gegirilerek 1s1k sagilimi, floresan emisyonu gibi
ozellikler dijital sinyallere doniistiiriilmektedir. Olusan bu sinyaller ile hiicrenin ylizey
antijenleri, DNA igerigi, enzim aktivitesi gibi bilgilere ulasilmaktadir. Bu yontemde yanal
sacilim kanal (side scatter channel, SSC) dedektorii hiicrenin graniiler igerigi hakkinda bilgi
verirken ileri sacilim kanal (Forward scatter channel, FSC) dedektorii hiicrenin boyutu
hakkinda bilgi vermektedir. Sigan adipoz MKH’lerin akis sitometrisi analizinde SSC ve FCS
dedektoriinde elde edilen sinyaller Sekil 4.27°de verilmistir. Grafikte tek cekirdekli hiicre
Ozelligine sahip olan hiicre grubu ve boylece hiicre siispansiyonundaki lenfosit veya 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 kirmiz1 isaretlenmis hiicrelerin grafigin sol iist bolimiinde
bulunmasi, hiicrelerin CD45 negatif oldugunu gdstermektedir.

Yesil renk kontrol, mor ise ylizey IgG isaretleyicilerden alinan sonuglari ifade etmektedir. Yesil
ve mor histogramlarin ¢akismasi, negatif isaretlemeyi gostermektedir.

AKH’lerin literatiirle uyumlu olarak CD29, CD90, CD54, CD106 ve MHC simif I belirtegleri
icin pozitif oldugu goriilmiis, CD45, CD11b ve MHC sinif II antijenleri i¢in ise oldukca diisiik
isaretlenme oranlari tespit edilmistir. Akis sitometrisi ile elde edilen veriler 1s181nda, AKH’lerin
yliksek saflikta oldugu ve mezenkimal hiicrelere uygun yiizey antijenlerini ifade ettikleri

belirlenmistir [103].
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Sekil 4.27 AKH’lere ait akis sitometrisi analizi sonuglari (Yesil ve mor histogramlar sirastyla

kontrol ve yiizey IgG isaretleyicileri) [103].

4.4.2 AAMKH Dinamik Hiicre Kiiltiirii Calismasi

Boliim 4.3’te elde edilen veriler 1518inda NWPF diskler ile (Grupl) biyoreaktdriin isletim
kosullar1 belirlenmis ve AdMKH’ler ile DYB’de Cizelge 3.4’de anlatilan Calisma 2’ye ait
isletim parametreleri ile kiiltiire devam edilmistir. Hiicre olarak 4. pasajda olan sigan adipoz
mezenkimal kok hiicreleri, 1g NWPF (720 adet) diskler iizerine 3x10’ hiicre/reaktor
yogunlugunda ekilmis ve 7 giinliik hiicre kiiltiirii caligmas1 100 mL hacimli DYB kullanilarak

gergeklestirilmistir.
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Cizelge 4.5 100 mL hacimli DYB’de NWPF disklerden dinamik kosullarda elde edilen

AdMKH’lerin disk bagina hiicre sayisinin zamanla degisimi.

Zaman (giin) Hiicre sayisi ( hiicre/disk)
1 0.7 x10°+£540
3 1.0x10°+660
5 1.2x10°£790
7 1.4x10°+1000
Hiicre kat artis1 3.4 Toplam 1x10°® hiicre/reaktor

Hiicre say1si 1. giinden 7. giine kadar siirekli olarak artig gostermistir. Kiiltiir sonunda 3.4 kat
artarak 1x108 hiicre/reaktdr elde edilmistir (Cizelge 4.5). Hiicre ekim veriminin iyilestirilmesi
ile daha i1yi sonuglar elde edilecegi diistiniilmektedir. Biyoreaktoriin ortami1 3. ve 5. giinlerde
%50 oraninda degistirilmistir. NWPF disklerin DAPI ve F-aktin boyamalar1 yapilarak elde
edilen sonuglarin tutarliligi desteklenmistir. Hiicrelerin es dagilimli bir sekilde ekilmemis
olmast 1. ve 7. giinlerde DAPI/FA boyamalar1 gergeklestirilereck net bir sekilde
gozlemlenmistir (Sekil 4.28-4.33).
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Sekil 4.28 100 mL hacimli DYB’de 0.7x10° AdMKH hiicre sayisina ait NWPF disklerin 1.giin
DAPI boyamalari sirastyla 4x (a, b), 10x (c, d) ve 20x (e, f) biiyiitmeler.



Sekil 4.29 100 mL hacimli DYB’de 1.4x10° AJMKH hiicre sayisina ait NWPF disklerin 1.giin
DAPI boyamalar sirasiyla 4x (a, b), 10x (c, d) ve 20x (e, f) biiylitmeler.



Sekil 4.30 100 mL hacimli DYB’de 0.7x10° AJMKH hiicre sayisina ait NWPF disklerin 1.giin
F-aktin boyamalari sirasiyla 4x (a, b), 10x (¢, d) ve 20x (e, f) biiylitmeler.
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Sekil 4.31 100 mL hacimli DYB’de 1.4x10° AJMKH hiicre sayisina ait NWPF disklerin 7.giin
F-aktin boyamalari sirasiyla 4x (a, b), 10x (¢, d) ve 20x (e, f) biiylitmeler.
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Sekil 4.32 100 mL hacimli DYB’de 0.7x10° AJMKH hiicre sayisina ait NWPF disklerin 1.giin
DAPI/F-aktin boyamalar1 sirasiyla 4x (a, b), 10x (c, d) ve 20x (e, f) biiyiitmeler.
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Sekil 4.33 100 mL hacimli DYB’de 1.4x10° AJMKH hiicre sayisina ait NWPF disklerin 7.giin
DAPI/F-aktin boyamalar1 sirasiyla 4x (a, b), 10x (c, d) ve 20x (e, f) biiyiitmeler.

Elde edilen goriintiilerden hiicrelerin tiim malzemelerin yiizeyini kaplamasi amaciyla kiiltiir
oncesinde hiicreleri sartlandirmak i¢in yapilan statik ekimin iyilestirilmesi ve kiiltiir siiresinin
uzatilmasinin olumlu sonuglar verecegi diisliniilmiistiir. Calisma ayni sartlarda ayni
parametrelerle kiiltlir sliresi 12 giine ¢ikarilarak tekrarlanmis ve elde edilen sonuclar kiiltiir
oncesi ekimin ve kiiltiir siiresinin 6nemini ortaya koymustur. Dinamik kiiltiire baslamadan 6nce
hiicre silispansiyonu malzemelerin tamamina es dagilimhi bir sekilde eklenmelidir ve etiiv

icerisinde dinamik kiiltiir 6ncesinde 24 saat boyunca bekletilmelidir.
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Sekil 4.34 100 mL hacimli DYB’de dinamik kosullarda gergeklestirilen NWPF diskler
iizerinde {ireyen AAMKH lerin MTT grafigi. (Istatistiksel olarak anlamli farklilik n=3, 0.giin
NWPF disk iken *** p<0.001).

100 mL hacimli DYB ve NWPF ile gergeklestirilen bu ¢aligmada kiiltiir stiresi 12 giine
cikarildigindan dolay1 biyoreaktdrde hiicrelerin siirekli ¢ogalmasi besiortami ihtiyacini
arttirmigtir. Bu nedenle besiortami 3., 5., 7. ve 10.gilinlerde yar1 yariya degistirilmistir. Kiiltlirde
cogalan AdAMKH’lerin mitokondriyel aktiviteleri 12 giin boyunca siirekli artis gdstermistir
(Sekil 4.34). Fibra-Cel® ile yapilan MKH Kkiiltiirleri ile kiyaslandiginda en iyi elde edilen
sonuglar kiltiir siiresinin uzatilmasi ve dinamik kiiltiir oncesinde statik ekim veriminin
arttirtlmasi ile elde edilmistir. Hiicre sayilarmin siirekli artig gostermesi MTT sonuglar ile
kiyaslandiginda yapilan calismanin dogru bir sekilde gerceklestigini géstermistir. Hiicre sayisi
12 giinliik kiiltiir siiresinde siirekli artis gostermistir. Baslangicta DYB’ye 3x107 hiicre ekilmis
ve 12 giin sonunda 1.2x108 hiicre alinmustir. 12 giinliik kiiltiir sonunda hiicre sayis1 4 kat artis
gostermistir (Cizelge 4.6). Biyoreaktorden alinan hiicreler tekrar 75 cm? flaska ekilmis ve hiicre
kiiltiirlinlin basarili bir sekilde devam ettigi ve ayn1 zamanda hiicrelerin pasajinin ilerlemesine
ragmen dinamik kiiltiir sonrasinda farklilasmadan kiiltiire devam ettigi goriilmistiir. Bu
sonuclar klinik uygulamalar i¢in mezenkimal kok hiicrelerin DYB ile iiretilmesinin uygun

oldugunu gostermistir.
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Cizelge 4.6 100 mL hacimli DYB’de NWPF disklerden dinamik kosullarda elde edilen

AdMKH’lerin disk basina hiicre sayisinin zamanla degisimi.

Zaman (giin) Hiicre sayisi ( hiicre/NWPF disk)

0 4.1x10%+550

1 4.2x10%+780

4 4.4x10%+£345

6 6.4x10%+400

9 9.0x10*£1000
12 17.0x10*£1200

Hiicre kat artis1: 4 kat Toplam 1.2x108 hiicre/reaktdr

4.4.3 Dinamik Kiiltiir Sonras1 Kok Hiicrelerin Karakterizasyonu

Sican adipoz MKH lerin karakterizasyon ¢aligmalar1 Boliim 4.3.1° de anlatilan dinamik hiicre
kiiltiirii ¢aligmas1 ile gerceklestirilmistir. Dinamik kiiltiir sonrasinda hiicreler 7. pasaja
ulasmistir. Bu amagla dinamik kiiltiir sonrasinda NWPF disklerden kaldirilan hiicrelerin
morfolojileri, iskelet organizasyonunun belirlenmesi amaciyla kristal viyole ve DAPI/F-aktin
boyamalari ile incelenmistir. Daha sonra hiicrelerin bir kismi 75 cm? flaska ekilmis ve
hiicrelerin kiiltiire saglikli bir sekilde devam ettigi ve cogaldig1 gézlemlenmistir. MTT analizi
ile hiicrelerin biyoreaktorde NWPF diskler tizerindeki iiremelerine baglh olarak metabolik

aktiviteleri belirlenmistir.

4.4.3.1 Ureme Analizi

Sigan adipoz MKH’lerin iireme 6zelliklerinin belirlenmesi i¢in 12 giinlilk dinamik kiiltiirde
tiretilen hiicrelerin tireme grafigi ¢izilmis ve sican ADMKH’lerin spesifik bilyliime hizlart
logaritmik faz olarak kabul edilen 4. ve 12. giinler arasinda hesaplanmistir. Kalibrasyon egrisi
absorbans degerlerine karsilik gelen hiicre sayilar1 belirlenerek ¢izilmistir. Hiicrelerin spesifik
bliylime hizi ve ikilenme siiresini hesaplamak i¢in Inx-zaman grafigi ¢izilmistir (Ek1).
Kalibrasyon grafiginden yola ¢ikilarak sigan adipoz MKH lerin maksimum spesifik biiylime
hizi 0.0051 sa® ikilenme siiresinin ise 45 saat oldugu bulunmustur. TCPS kaplarda
gergeklestirilen sican AAMKH Kkiiltiirinde ikilenme siiresinin 44 saat oldugu belirlenmistir.

Elde edilen bu sonug literatiir ile uyumludur [103].

73



Dinamik kiiltiiriin {ireme egrisi c¢ikarilarak literatiirdeki statik MKH kiiltiirii ile
kiyaslandiginda dinamik kiiltiir de ¢ok kisa siirede daha yiiksek hiicre sayisina ve absorbans
degerlerine ulasilmistir [103]. Dinamik kiiltiire ait hiicre ireme egrisi grafigi Sekil 4.34-a’ da
gosterilmistir. MKH temelli hiicresel tedavi yaklasimlarinda kisa siirede ¢ok fazla hiicre
iretilmesi ve tretilen hiicrelerinde canliliginin korunmasi gerekmektedir. Oniki giinliik kiiltiir
stiresince kiiltiiriin baslangicinda ve 1. glinde hiicrelerin gecikme fazinda oldugu goérilmistiir.
Dordiincii giinden itibaren hiicreler logaritmik faza gegmis ve hiicre sayisinda ve
absorbanslarinda stirekli artis gozlemlenmistir. Onikinci giinde hiicrelerin logaritmik fazda
olmasi ile elde edilen bu sonu¢ DYB ile MKH kiltiriniin i¢ boyutlu olarak
gergeklestirdiginde statik kiiltiire gore daha verimli oldugunu ve hiicre canliliginin da daha iyi

oldugunu gostermistir.

Sican adipoz dokudan elde edilen MKH’lerin metabolik aktiviteleri 12 giinliik dinamik kiiltiir
stiresince takip edilmistir. Kalibrasyon egrisinde absorbans degerlerine karsilik gelen hiicre

sayilar1 Cizelge 4.6’da gosterilmistir. Absorbans degeri MTT analizi ile belirlenmistir.
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Sekil 4.35 DYB’de NWPF disklerde iireyen sigan AAMKH iireme egrisi (a), TCPS kaplarda
uiretilen sigan AAMKH’lerin tireme egrisi (b) [103].



4.4.3.2 DAPI/F-Aktin Boyamasi

NWPF diskler ile yapilan DYB hiicre kiiltiirii calismasinda belirli giinlerde alinan NWPF
disklerin ayr1 ayr1i DAPI, F-aktin ve DAPI/F-aktin boyamalari yapilarak hiicre morfolojileri
incelenmistir. Hiicresiz NWPF diskler kontrol grubu olup hiicreli NWPF diskler ile
karsilagtirilmistir.  NWPF  disklere ait DAPI boyamalar floresan mikroskop altinda
gozlemlenmistir. Sekil 4.36 incelendiginde 0. ve 1. giinde hiicreler adaptasyon fazinda
oldugundan NWPF diskler iizerinde ¢ogalan hiicreler arasinda bir fark gozlemlenmemistir.
Dordiincii giinden itibaren hiicreler logaritmik faza gectiginden disklerin fiber yapilari {izerinde
hiicreler yayilarak ¢ogalmaya baslamistir. Dordiincti, 6., 9. ve 12. giinler incelendiginde hiicre
sayisinin siirekli artis gosterdigi ve malzemelerin yiizeyini tamamen kapladigi ve malzemelerin
tiim bolgelerine es dagilimli bir sekilde yayildigi 20x goriintiilerde net olarak izlenmistir. Sekil
4.37 incelendiginde F-aktin boyamalar1 goriillmektedir. Kontrol grubu ile kiyaslandiginda yine
hiicrelerin diskler lizerindeki fiberlere hiicre flamentlerinin es dagilimli bir sekilde yerlestigi
gozlemlenmis ve 12. giinde en iyi goriintiiler saptanmistir. DAPI/F-aktin boyamalarinin birlikte
oldugu goriintiiler ise Sekil 4.38’de goriilmektedir. Elde edilen bu goriintiiler ile boyamalarin
basarili bir sekilde gerceklestigi ve hiicrelerin NWPF diskler lizerinde es dagilimli olarak
yerlestigi saptanmistir. En iyi goriintii 12. giinde 20x biiyiitmede hiicrelerin fiberler tizerinde
bulundugu ve flamentlerinin fiberler iizerine yayildigi kontrol grubu ile kiyaslandiginda net bir
sekilde goriilmiistiir. Bu sonuglar ayrica DYB hiicre kiiltiiri 6ncesinde gerceklestirilen statik
ekimin 1yi bir sekilde gerceklestigini gostermistir.

Dolgulu yatak biyoreaktorde Fibra-Cel’lere AAMKH ekilerek gerceklestirilen dinamik kiiltiir
caligmasi ile NWPF disklere ekilen ADMKH dinamik kiiltiir ¢alismasi kiyaslandiginda, MTT
analizinden ve hiicre sayimindan elde edilen sonuclar NWFP diskler ile gergeklestirilen
dinamik kiiltiir galismasinin daha iyi sonuglar verdigini géstermistir. Bunun sebebi ise Fibra-
Cel® diskler ticari olarak mevcut olup siiperhidrofilik yapiya sahiptir. Hiicre kiiltiirii
caligmalarinda stiper hidrofilik yapiya sahip malzemeler kullanildiginda hiicrelerin malzeme
fiberlerine yapismadan ortama karigma ihtimali g6z Oniine alindiginda hiicre kiiltiiriiniin

olumsuz etkilenmesi s6z konusudur [94].

76



Kontrol grubu NWPF

6.Giln 4.Gun

9.Gln

12.Giln

Sekil 4.36 NWPF disklere ait dinamik kiiltiir DAPI boyamalar1 a) 4x, b) 10X, ¢) 20x biiyiitmeler.
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Kontrol Grubu

1.Gun

4.Gln

9.Gln 6.Gln

12.Gln

Sekil 4.37 NWPF disklere ait dinamik kiiltiir F-aktin boyamalar1 a) 4x, b) 10x, c) 20x

biiylitmeler.
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Kontrol Grubu

0.Giin

1.Giin

4.Gln

6.Glin

9.Gilin

12.Giin

Sekil 4.38 NWPF disklere ait dinamik kiiltir DAPI/FA boyamalar1 a) 4%, b) 10x, ¢) 20x
biiyiitmeler.
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4.4.3.3 Dinamik Kiiltiir Sonras1 Hiicre Kiiltiirii Calismalari

Dinamik hiicre kiiltiir caligmalarinda, biyoreaktdrden alinan tiim hiicrelerin biyoreaktdriin
hidrodinamik etkilerinden etkilenmemesi gerekmektedir. Kiiltiir sonunda DYB’de
gergeklestirilen NWPF disklerin kullanildigi dinamik kiiltiirde tiim hiicreler disklerden
kaldirilmis ve tekrar 75 cm? flaska 5x10° hiicre ekilerek kiiltiiriin basarili bir sekilde devam
ettigi, hiicrelerin morfolojilerinin pasaj1 ilerlemesine ragmen degismedigi ve farklilasmadigi

Sekil 4.39°da gosterilmistir.

Sekil 4.39 DYB’den alinan NWPF disklerden kaldirilan 8. pasaj AAMKH’lerin 75 cm? flasktaki

goriintlisii 10x biiyiitmeler a) 1.giin, b) 7.giin.
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3.Gln

7.Gun

Sekil 4.40 DYB’den alinan NWPF disklerden kaldirilan 8.pasaj AUMKH’lerin Petri kabindaki
DAPI/F-aktin goriintiisii a) 4x, b) 10X, ¢) 20x biiyiitmeler.

Sekil 4.39°da gosterilen 75 cm? flasktaki hiicreler Image J programi kullamlarak yiizey alani
hesaplanmis ve toplam yiizey alani 75.84+6.3 mm?flask olarak hesaplanmistir. NWPF
disklerden kaldirilan 5x10° hiicre Petri kabina ekilerek DAPI/F-aktin boyamalari
gerceklestirilmistir. Floresan mikroskop kullanilarak elde edilen goriintiiler Sekil 4.40°da
gosterilmistir. Hiicrelerin basarili bir sekilde cogaldigi ve 8.pasajda olmasina ragmen 3. giinden
7.gline kadar ¢ogalmaya devam ettigi gozlemlenmistir.

DAPI/F-aktin boyamalarina ek olarak ADMKH morfolojilerinin belirlenmesi amaciyla kristal
viyole boyama islemi gergeklestirilmistir. Kristal viyole boyamasinda hiicre ¢ekirdekleri koyu
mor renkte hiicre iskeletleri ise agik mor renkte goriilmektedir. Petri kabina ekilen 5x10°

hiicreye ait optik mikroskopda elde edilen goriintiiler Sekil 4.41°de gosterilmistir.

Sekil 4.41 DYB’den alinan NWPF disklerden kaldirilan 8. pasaj ADMKHlerin Petri kabindaki
kristal viyole boyamalar1 a) 10X, b) 20x biiylitmeler.
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Sekil 4.42 DYB’den kaldirilan dinamik kiiltiir sonras1 sican adipoz MKH’lerin MTT grafigi.
(Istatistiksel olarak anlaml1 farklilik n=3, kontrol 1.giin iken * p<0.05, *** p<0.001).

Dinamik kiiltiir sonrasinda kaldirilan hiicrelerin mitokondriyel aktivitelerini belirlemek
amaciyla 24 gozlii polistiren kaplarda 8. pasajda olan cm? basina 1.6x10* AAMKH ekilerek 14
giin siiren MTT analizi gergeklestirilmistir. Sekil 4.42 incelendiginde absorbans 1. giin 0.35
degerine ulasilmistir. Uciincii giinde artis gdstermis ve 0.45 degerine ulasmistir (*p<0.05).
Birinci glin ve 7.giin arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark gozlemlenmemistir.
Dokuzuncu ve 11.giinlerde abrosbans degerleri sabit kalmistir (*p<0.05). Ondordiincii giine
gelindiginde absorbans 1. giine gore yaklasik 3 kat artis gostermis 0.93 degerine ulagsmistir
(***p<0.001). Dinamik kiiltiir sonrasinda elde edilen MTT analizi sonuglar1 hiicrelerin ileri
pasaj olmasina ragmen mitokondriyel aktivitelerinin iyi oldugunu ve iiretilen hiicrelerin tekrar

kullanilabilir oldugunu gdstermistir.

4.4.3.4 Glukoz, Laktat ve Ure analizi

Dinamik kiiltiir siiresince hiicrelerin metabolik aktiviteleri hakkinda bilgi edinmek i¢in temel
enerji kaynagi olan glukoz ve hiicrenin metabolik aktiviteleri sonucu ortama salinan laktat ve
iire konsantrasyonlar1 6l¢iilmiistiir. NWPF diskler tizerinde iireyen si¢an adipoz MKH’lere ait

glukoz tiiketimi, laktat ve iire {iretiminin zamanla degisimi Sekil 4.43’te gosterilmistir. Sekil
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4.43 incelendiginde kiiltiirtin 0. giinlinde glukoz miktar1 en yiiksek seviyededir ve biyoreaktor
kiiltiirti baglatildiginda heniiz hiicreler logaritmik faza geg¢medikleri i¢in ortamda glukoz
konsantrasyonu azalmamistir. Glukoz konsantrasyonu 0. giinde 3.22 mM olarak 6l¢iilmiis laktat
ve Ure ise 0.58 ve 0.22 mM olarak belirlenmistir. Kiiltliriin 1. giiniinde hiicreler ¢cogalmaya
basladiklarindan glukoz konsantrasyonu 2.5 mM olarak 6l¢iilmiis ve buna bagli olarak laktat
ve lire konsantrasyonu 0.73 ve 0.67 mM olarak olgiilmiistiir ve artis gostermistir. Kiiltiiriin 4.
giiniine kadar ortam degisimi yapilmadigindan 4.giin glukoz konsantrasyonu azalmaya devam
etmis 1.61mM olarak Sl¢iilmiustiir. Laktat konsantrasyonu 0.95 mM olarak 6l¢iilmiis ve artis
gostermistir ancak iire miktar1 0.67 mM olarak sabit kalmistir. 5. giinde ortam degisimi %50
oraninda yapilmistir. Ortama taze besi ortami eklendiginden 6.glinde glukoz konsantrasyonu
1.95mM olarak ol¢lilmiis ve artig gostermistir. Laktat konsantrasyonu 0.78 mM olarak azalmas,
iire konsantrasyonu ise 0.44 mM olarak azalmistir. Kiiltiiriin 9. giliniinde hiicre sayisinin artmasi
ortamdaki glukozun azalmasina sebep olmustur ve glukoz konsantrasyonu 1.11mM olarak
Ol¢tilmiistiir. Glukoz azaldigindan laktat ve {ire konsantrasyonlar1 sirasiyla 1.91mM ve 1ImM
olarak oOl¢lilmiis ve artis gostermistir. Kiiltiirtin 10.gilintinde tekrar besi ortam1 %50 oraninda
yenilendiginden 12. giinde glukoz konsantrasyonu 1.67 mM olarak Ol¢iilmiis, laktat ve iire

konsantrasyonu sirastyla 1.27 mM ve 1.11 mM olarak belirlenmistir.

Biyoreaktorde kiiltiir baglangicinda Olgiilen glukoz konsantrasyonu kiiltiir sonu ile
kiyaslandiginda yaklasik 2.5 kat azalig gdstermistir. Ortama taze besi ortam1 eklenmesi glukoz
miktarinin 6. ve 10. giinlerinde artis gosterse de baslangic konsantrasyonu ile kiyaslandiginda
2.5 kat azalmigtir. Laktat ve iire konsantrasyonlar1 da dinamik kiiltiir baslangic
konsantrasyonlari ile kiyaslandiginda laktat konsantrasyonu yaklasik 2 kat artis gdstermis, lire
konsantrasyonu ise 5 kat artis géstermistir. Bunun sebebi hiicrelerin kiiltiir siiresince siirekli
cogalmasindan kaynaklanmaktadir. Grafikteki dalgalanma 5. ve 10.giinde ortama %50
oraninda taze besiortami1 eklenmesinden kaynaklanmaktadir. Beklenildigi gibi ortam
degisimlerinden sonra glukoz konsantrasyonlarinda artis gozlemlenmis, laktat ve {ire

konsantrasyonlarinda azalma meydana gelmistir.
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Sekil 4.43 DYB’de NWPF diskler kullanilarak gergeklestirilen dinamik kiiltiire ait glukoz-
laktat-tire konsantrasyonlarinin zamanla degisimi. (Grafikteki dalgalanma 5. ve 10.giinde

gergeklestirilen %50 oraninda taze besi ortam1 eklenmesinden kaynaklanmaktadir.)

Glukoz, kiiltiirde minimum 1.67 mM seviyeye ulagtiginda laktat 1.27mM ve iire 1.11 mM’a
maksimum seviyeye ulasmistir. NWPF diskler kullanilarak DYB’de gerceklestirilen sican
adipoz MKH kiiltiirii calismasinda glukoz sinirlamast s6z konusu olmamistir. Literatiirde
bildirilen smirlayict konsantrasyonlardan uzaktir (<0.1lmM). Ortamda biriken laktat
konsantrasyonu ve lire konsantrasyonu maksimum 1.27mM ve 1.11 mM olarak 6l¢iildiigliinden
literatiirde bildirilen toksik seviyelere (1.6-1.9 mM) ulagsmadigindan laktattan ve iireden olusan

inhibisyon olmamustir [94].
Ozgiil metabolik hizlar

Ozgiil metabolik hiz, canli hiicrelerin temelinde hesaplanan iiretim ve tiiketim hizlar1 olarak

tanimlanmustir.
_14d [Glu]
Qo =% ~ae (4.1)
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1 d|[Lak]

qLak = E dt (42)
o _ 1 dJUre]
ore = Xv dt (4.3)

Xv; Kiiltiirdeki canli hiicre sayis1 (Hiicre.mL™), [Glu], [Lak], [Ure] sirasiyla glukoz, laktat ve
iire konsantrasyonlar1 (mM), t; zaman (saat), Ozgiil glukoz tiiketim hiz1 (qc), dzgiil laktat

tiretim hiz1 (qrak) ve 6zgiil tire tiretim hiz1 (qure) [104].

Glukozdan goriiniir laktat verimi (YLac/iciu), glukolizis yoluyla glukozun ne kadarinin laktata

doniistiiglini gosterir (Esitlik 4.4).

Y Lac/Glu = ZLG(ZE (4-4)
) _qUre
YUre/GIu - 4Gl (45)

MTT analizi sonucuna gore listel lireme fazinda olan hiicrelerin sayilari Esitlik 4.1 de yerine
konuldugunda 1-4 giin, 4-6 giin, 6-9 giin ve 9-12 giinlerde glukoz tiiketimi sirasiyla qgu
degerleri sirastyla 0.508x10°2° mmol glukoz hiicre™ saat?, 0.605x10"2° mmol glukoz hiicre™
saat?, 0.171x10° mmol glukoz hiicre™® saat?, 0.136x101° mmol glukoz hiicre™ saat™ olarak
hesaplanmistir. Ayni sekilde ozgiil laktat {iretim hizlar1 belirtilen giinler icin sirasiyla
hesaplandiginda 0.300x1071° mmol laktat hiicre™ saat™?, 0.254x1071° mmol laktat hiicre™ saat™,
0.295x10° mmol laktat hiicre® saat?, 0.103x10° mmol laktat hiicre? saat® oldugu
bulunmustur. Belirtilen giinler igin iire {iretimi sirastyla 0.212x107° mmol iire hiicre™ saat™,
0.143x107*° mmol iire hiicre* saat?, 0.154x10%° mmol iire hiicre™* saat?, 0.907x1071° mmol iire
hiicre™ saat™ olarak hesaplanmustir. Tsai ve arkadaslar1 yaptig1 ¢aligmada glukoz tiiketimi 12.48
pmol/hiicre™® saat? ve 9. giinde laktat tiiketimi 20.95 pmol/hiicre™ saat™ olarak hesaplamistir
[74]. 12 glinliik dinamik kiiltiirden elde edilen veriler Tsai ve arkadaslarinin 9 giinliik dinamik
kiiltiirti ile kiyaslandiginda glukoz tiiketim hizi ve laktat iiretim hizinin daha az oldugu
goriilmektedir. Bunun nedeni ise Tsai ve arkadaglarinin 2.5L hacminde daha biiyilk DYB
kullanmasindan kaynaklanmstir. Esitlik 4.4 ve 4.5 kullanilarak verim faktorleri hesaplanmastir.

Hesaplanan verim faktorleri Cizelge 4.7°de 6zetlenmistir.
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Cizelge 4.7 DYB’de NWPF diskler ile gergeklestirilen dinamik kiiltiire ait zamanla degisen

verim faktorleri Yiacigiu Ve Yiire/glu.

Y iac/giu Yiire/glu
Kiiltiir siireleri (giin) (mol laktat/mol glukoz) (mol iire/mol glukoz)
1-4 0.60 4.15
4-6 0.40 0.23
6-9 1.73 0.90
9-12 0.80 6.72

Dogru  hesaplamalar yapabilmek i¢in diger besin maddelerinin (6r:glutamin,
penisilin/streptomisin) metabolizmalari sonucu agiga ¢ikan laktat miktarlar da diiginiilmelidir.
Cizelge 4.7°de 5. giinde ortam degistirildigi i¢in Yireew degeri 4-6 giin arasinda 0.23°e
diismiistiir. Ortamda glukoz konsantrasyonunun azalmasina bagl olarak Yiacigu 6.glinde artmis
ve 10. giinde ortam %50 oraninda degistirildigi i¢in 9.giinden sonra 0.80’e diismiistiir. Benzer
sekilde Yire/glu 6.glinden itibaren 0.90 olarak belirlenmis ve 12.giine gelindiginde 6.72 olarak
maksimum seviyeye ulasmistir. Literatiirde memeli hiicrelerin enerji metabolizmasi i¢in
glukozun laktata metabolize edilmesi sonucunda Y jac/giu degerinin 1.1-1.7 mol laktat/mol glikoz

oldugu belirtilmistir [94]. Yiac/giu tist limit degeri sadece 6-9 giinlerde asildig1 goriilmiistiir.
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3. GENEL SONUCLAR

Sunulan tez ¢alismasinda DYB’de ii¢ boyutlu tagiyict malzeme olan NWPF diskler kullanilarak

sigan adipoz dokusundan elde edilen MKH dinamik hiicre kiiltiirii ¢alismas1 gergeklestirilmis

ve hiicrelerin ti¢ boyutlu kiiltiir ve sonrasindaki morfolojileri incelenmistir. Deneysel ¢caligsmalar

sonucunda elde edilen bulgular asagidaki gibi 6zetlenmistir.

>

Calismanin ilk asamasinda {i¢ boyutlu kiiltiirde kullanacagimiz NWPF dikslerin farkli
ylizey modifikasyonlari ile hidrofilisitenin arttirilarak hiicrelerin fiber ylizeylerine daha
iyl yapismast amaglanmigtir ve 3M H2SOj4 ile malzemelerin yiizey modifikasyonu
gerceklestirilmistir.

Farkl ylizey modifikasyon metotlar1 uygulanarak hidrofilisitenin arttirilmasina yonelik
caligmalarda siilfiirik asit molaritesi ayn1 olsa dahi sonikasyon yapilan ve kiirleme
yapilan malzemelerin fiberlerindeki kirilmalar SEM analizi ile gézlemlenmistir.

SEM analizleri sonucunda 3M H2SOs ile gergeklestirilen herhangi ek islem
uygulanmayan Cizelge 3.1°de belirtilen Grup 1 yilizey modifikasyonu protokolii ile
hiicre kiiltiirii calismalarina devam edilmistir.

(Cekme testi sonucunda kontrol grubu ile 3M H2SOs ile yilizey modifikasyonu yapilan
malzemelerin zamana kars1 kopma mukavemeti incelenmis olup stilfiirik asit ile yiizey
modifikasyonu yapilmasina ragmen kopma mukavemetleri arasinda biiylik bir fark
gbézlemlenmemistir.

Statik hiicre kiiltiirii caligmalarinda bir diger kontrol grubu olan ve ticari olarak satilan
Fibra-Cel® diskler NWPF disklere gore daha iyi sonuglar vermistir ancak TCPS
kaplardaki hiicreler ile kiyaslandiginda Fibra-Cel® disklerin hiicre sayis1 ve MTT analizi
sonuclart TCPS’lere gore daha diisiik gozlemlenmistir.

MCS3T3-EI hiicre hatti ile gerceklestirilen statik hiicre kiiltiirii ¢aligmasinda hiicrelerin
fiber yapilara yapisip ¢cogaldigini gérmek i¢in SEM analizi yapilmis ve 11 giinliik kiiltiir
gergeklestirilmistir. 11 giin sonunda SEM goriintiileri hiicrelerin sorunsuz bir sekilde
yapisip c¢ogaldigi goriilmiis, uygulanan ylizey modifikasyonu metodunun basarili
oldugu ve sonraki caligmalarda Cizelge 3.1’de Grup 1 olarak adlandirilan yiizey
modifikasyonu protokolii uygulanmistir.

Fibra-Cel® diskler kullanilarak dinamik ©6n hiicre kiiltiiri  calismalari

gerceklestirilmistir.
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Yapilan ¢alismalarda ¢alisma 1, ¢alisma 2 ve ¢alisma 3 olarak isimlendirilen dinamik
kiiltiir calismalar1 0.5 L ¢alisma hacmine sahip DYB igerisine 5g Fibra-Cel®
malzemelere MC3T3-E1 hiicreleri ekilerek 7 giinliik dinamik hiicre kiiltiirii denemeleri
yapilmistir.

Hiicre sayis1 ortalama 4 kat artmis olmasina ragmen 0.5L ¢alisma hacmine sahip DYB
dinamik kiiltiirii i¢in hiicre kat artisinin az oldugu gozlemlenmistir. MTT analizi
sonuglari ise istenilen diizeyde olmamistir. Disk bagina ekilen hiicre yogunlugunun az
olmasi hiicrelerin diger Fibra-Cel® disklere gociinii engellemis ve istenilen miktarda
hiicre sayisi elde edilememistir.

Yatak yiiksekligi azaltilmig 5g malzeme yerine 2.5g malzeme kullanilmis ancak yine
diger malzemelere hiicre go¢ii istenilen diizeyde ger¢ceklesmemistir.

Elde edilen biitiin verilerde istenilen diizeyde sonuglar elde edilememistir bunun
nedeninin malzemelerin DYB’ye alinmadan oOnce statik ekim ile malzemelere
ekilmemesi ve sartlandirilmamasindan kaynaklandigi belirlenmistir.

DYB dinamik hiicre kiiltiirii ¢aligmalarinda kiiltiir parametrelerini iyilestirmek ve
verimi arttirmak amaciyla biyoreaktoriin Olgegi kiiciiltiilmiis ve 100 mL hacimli
otoklavlanabilir cam rezervuar tasarlanmistir. Sepet kismi i¢in paslanmaz gelik tel
biyoreaktoriin  hacmine uygun sekilde tasarlanmis ve cam rezervuarin igine
yerlestirilmigtir.

100 mL hacimli DYB ile Fibra-Cel® disklere MC3T3-E1 hiicreleri ekilerek 7 giinliik
dinamik hiicre kiiltiirii denemeleri yapilmistir. Kiiltlir parametrelerinin iyilestirmek
amaciyla hiicre kiiltiirii calismas1 dncesi malzemeler serumlu kiiltiir ortami i¢inde 1 gece
%5 CO2 %95 hava iceren etiivde bekletilmistir. Ardindan flasktan alinan 30x10° hiicre
etlivde bulunan disklere ekilmis ve 1 gece etiivde bekletilmis ardindan tiim hiicreli
diskler DYB i¢ine alinmis ve hiicre kiiltiirii baslatilmistir.

Elde edilen veriler 1s1ginda MTT analizi sonucu absorbanslarin ve disk basina diisen
hiicre sayisinin 1.,3.,5., ve 7. glinlerde arttig1 gézlemlenmistir. Hiicre sayilarindaki artigi
ve malzeme fiberlerinin her boliimiine es dagildigimi gérmek amactyla DAPI/F-aktin
boyamalar1 yapilarak floresan mikroskop altinda goriintiileri alinmis ve hiicrelerin es
dagilimli olarak disklerin her bolgesine yerlestigi gozlemlenmistir.

Dinamik kiiltiir bitiminde Fibra-Cel® disklerden tiim hiicreler kaldirilmis ve DAPI
boyamalar ile hiicrelerin %85 inin disklerden kaldirildig1 gbzlemlenmistir. Uygulanan
hiicre kaldirma protokoliiniin 3 boyutlu fiber temelli tasiyicilarda kullaniminin uygun

oldugu belirlenmistir.

88



» Kiiltiir parametreleri degistirilmeden 100 mL hacimli DYB’de NWPF disklere MC3T3-
E1 hiicreleri ekilmis ve Fibra-Cel® diskler gibi MTT analizinde absorbanslarmin arttig
ve hiicre sayisinin 7 glinliik kiiltiir sliresince arttig1 gézlemlenmistir.

» Kiiltiir parametrelerinin uygunlugu belirlendikten sonra sigan adipoz MKH kullanilarak
7 giinliik DYB dinamik hiicre kiiltiirii ¢alismas1 gergeklestirilmis vee MTT analizinde
absorbanslarinin ve hiicre sayisinin arttigi gozlemlenmistir. DAPI/F-aktin boyamalari
yapilarak hiicrelerin malzemelerin tiim bolgelerine es dagilimli olarak yerlestigi
gozlemlenmistir.

» DYB’de NWPF diskler kullanilarak gergeklestirilen dinamik sican AKH hiicre
kiiltiirtinde kiiltiir siiresi 12 gline ¢ikarilmig daha once yapilan ¢aligmalara gore en iyi
sonuglar elde edilmistir. NWPF disklerden kaldirilan hiicreler tekrar flaska ekilmis ileri
pasaj olmasina ragmen farklilasma olmadan kiiltlire basaril1 bir sekilde devam etmistir.
Hiicre morfolojileri DAPI/F-aktin ve kristal viyole boyamalar1 yapilarak gozlemlenmis
ve kiiltiir sonrasinda hiicrelerin morfolojilerinde degisiklik gdzlemlenmemistir.

» Glukoz konsantrasyonu, hiicre sayist siirekli artig gosterdiginden biyoreaktoriin ortami
degistirilse dahi baslangic konsantrasyonuna gore 2.5 kat azalis gdstermistir. Laktat ve
iire konsantrasyonu ise ortamda metabolitlerin birikmesi sonucu artis gostermistir.

» Elde edilen konsantrasyonlardan laktat ve iireye bagli bir inhibisyonun olusmadigi
gozlemlenmistir.

Calismalarin sonucunda dolgulu yatak biyoreaktdrde sican adipoz mezenkimal kok hiicrelerin
kiiltiir parametreleri belirlenmis olup kok hiicre temelli klinik tedavi yaklasimlarinda ihtiyag
duyulan hiicre sayisina kisa stirede ulasilabildigi ve klinik uygulamalarda kullaniminin uygun

oldugu belirlenmistir.
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