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OZET

Amag: TGFB1, TGFB2 ve FGF2 biiylime faktorleri mezenkimal kok hiicrelerin in vitro
kondrogenezi siirecinde oldukga etkilidirler. Bu ¢alismanin amaci, TGFB1, TGFB2 ve
FGF2 biiyiime faktorlerinin belirli giin ve kombinasyonlarinin Adipoz Kaynakl
Mezenkimal Kok Hiicrelerin (AKMKH) kondrogenez siirecine olan etkisinin

arastirilmasidir.

Yontem: Tek tabaka kiiltiir sisteminde AKMKH’ler; 3 giin boyunca I. grup-ITS, I1. grup-
ITS, 1. grup-FGF2+TGFB1 ve IV. grup-FGF2+TGFf1 olacak sekilde kiiltiire edildiler.
Bu 3 giiniin sonunda medyum degistirilerek, 3 giin boyunca I. grup-ITS, Il. grup-TGFp2,
I11. grup-ITS ve IV. grup-TGFp2 olacak sekilde tek tabaka kiiltiir sistemine devam edildi.
3B pellet kiiltiir sisteminde 3 giin boyunca 1. grup-ITS, II. grup-ITS, . Grup-
FGF2+TGFp1, IV. grup-FGF2+TGFp1, V. grup kondrojenik medyum ve VI. grup
DMEM-+FBS ile muamele edildi, i¢ giiniin sonunda medyum degistirilerek bu kez I. grup-
ITS, Il. grup-TGFB2, II1. grup-ITS, IV. grup-TGFB2, V. grup kondrojenik medyum ve VI.
grup DMEM+FBS olacak sekilde uygulandi. 6. giiniin sonunda 3B pellet kiiltiir gruplarina
kondrojenik medyum eklenerek 21 giin boyunca kiiltiire edildiler. Tek tabaka kiiltiir
sistemleri ile olugturdugumuz gruplarda kiiltiiriin 6. gliniinde alsiyan mavisi boyamasi ve
Dimethylmethylene Blue (DMMB) analizi gergeklestirildi. 3B pellet kiiltiir sistemleri ile
olusturdugumuz gruplarda alsiyan mavisi boyamasi, DMMB analizi, ve

immiinohistokimya yontemi ile COL2A1-ACAN ekspresyonlar1 belirlendi.

Bulgular: AKMKH kondrogenezi modelleri olan hem tek tabakali kiiltir, hemde 3B
pellet kiiltir sistemlerinde, TGFB1, TGFB2 ve FGF2’nin birlikte kullanimi kikirdak

matriksinin olusumunda pozitif bir etki yaratmistir.

Sonu¢: AKMKH kiiltiir sistemlerine; TGFB1, TGFB2 ve FGF2’nin belirli siire ve
kombinasyonlarinin uygulanmasi in vitro kondrogenez modelini olumlu yoénde

desteklemektedir.

Anahtar Kelimeler: AKMKH, TGFB1, TGFB2, FGF2, in vitro kondrogenez.



ABSTRACT

Objective: TGFB1, TGFB2 and FGF2 growth factors are highly effective in the in vitro
chondrogenesis of mesenchymal stem cells. The aim of this study is to investigate the
effects of certain days and combinations of TGFB1, TGFB2 and FGF2 growth factors on

the chondrogenesis process of Adipose-Derived Mesenchymal Stem Cells (ADSCs).

Method: ADSCs were cultured in monolayer culture system for 3 days as group I-ITS,
group II-ITS, group II-FGF2+TGFB1 and group 1V- FGF2+TGFp1. After 3 days, the
medium was changed, and monolayer culture system was continued for 3 days as group
I-ITS, group II-TGFB2, group II-ITS and group 1V- TGFB2. ADSCs were treated in 3D
pellet culture system for 3 days, as group I-ITS, group II-ITS, group II-FGF2+TGFp1,
group IV-FGF2+TGFp1, group V-Chondrogenic Medium and group IV-
DMEM+%10FBS. After 3 days, the medium was changed and this time groups were
formed as group I-ITS, group II-TGFB2, group III-ITS, group 1V- TGFpB2, group V-
chondrogenic medium and group VI-DMEM+FBS. After 6 days, all groups of the 3D
pellet culture system were cultured with a chondrogenic medium for 21 days. Alcian blue
staining and Dimethylmethylene Blue (DMMB) analysis were established on the 6th day
of monolayer culture systems. In 3D pellet culture systems, we performed alcian blue
staining and Dimethylmethylene Blue (DMMB) analysis besides were determined
COL2A1- ACAN expressions by immunohistochemistry method.

Results: In both monolayer culture and 3D pellet culture systems, which are models of
ADSCs chondrogenesis, the combined use of TGFB1, TGFB2 and FGF2 had a positive
effect on the formation of the cartilage matrix.

Conclusion: The application of TGFB1, TGFB2 and FGF2 of certain durations and
combinations to ADSCs culture system positively supports the in vitro chondrogenesis

model.

Key words: ADSCs, TGFpB1, TGFB2, FGF2 in vitro chondrogenesis
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GIRIS

Eklem kikirdagi, eklemleri olusturan kemiklerin uglarini 6rten ince, parlak ve kaygan
bir doku olup, eklem hareketi sirasinda siirtinmeyi en aza indiren bir yapidir. Diz
eklem kikirdag ise viicudun tiim yiikiinii tasiyan, diz eklem bolgesinde yer alan iki
uzun kemigin birlestigi alanda yer almaktadir. Diz eklem kikirdag: hiyalin tip kikirdak
yapisina sahip olup dokuya 6zgii kondrosit adi verilen hiicrelerden ve bu hiicreler
tarafindan iiretilen ekstraseliiler matriksten (ECM) olusmaktadir. Kondrosit hiicreleri
ve ECM yapis1 kikirdak dokuya 6zel bir mimari kazandirmaktadir. Eklem kikirdaginin
kan damarlari, lenf kanallar1 ve sinir sistemi ile baglantis1 bulunmamaktadir.
Hiicrelerin besin ve oksijen aligveriginin difiizyon yolu ile saglamasindan dolay1
oldukga diisiik bir cogalma kapasitesine sahiptirler. Buna bagli olarak yaslanma,
hastalik, asir1 mekanik yiiklenme, travma gibi ¢esitli nedenlerden dolay1 olusan

hasarlarda eklem kikirdaginin kendini yenileme kapasitesi olduk¢a sinirlidir.

Eklem kikirdag: yiizeyinde olusan travmatik lezyonlar kronik dejenerasyonlara ve
zamanla kikirdagin tamamen ortadan kalkmasina sebep olabilmektedir [1]. Eklem
kikirdagi tedavisi i¢in klinikte uygulanan yontemler oldukea kisithidir. Klinikte en sik
kullanilan cerrahi yontemlerden bir tanesi mikrokirik yontemidir. Bu prosediirde,
uyarilan kemik iligi mezenkimal kok hiicreleri defektli eklem kikirdag yiizeyine gog
ederek farklanirlar. Fakat bu farklanma sonucunda hiyalin tip kikirdak yerine fibroz
tip kikirdak meydana gelir [2]. Olusan fibréz tip kikirdak, hiyalin tip kikirdak
fonksiyonlarmi tam olarak yerine getirememekte ve zamanla kikirdak kaybi
yasanmaktadir. Hiicre temelli tedavi yontemleri arasinda ise oldukga tercih edilen
otolog kondrosit implantasyonu (OKI) teknigi birka¢ asamali bir prosediire sahiptir.
Hem dondr alanmin kisith olmast hem de izole edilen hiicrelerin farklanma
stireclerinin kontroliiniin zorlugu sebebi ile tedavi prosediirleri i¢in farkli kok hiicre
kaynaklarina yonlenilmistir [3]. Eklem kikirdagi tedavisinde kullanilan in vivo / in
vitro yontemlerin amaci in vivo’ya benzer sekilde bir kikirdak elde etmektir. Fakat
literatiirde bugiine kadar yapilan ¢aligmalar arasinda fonksiyonel bir kikirdak heniiz
elde edilememistir. Buna bagli olarak hiicre temelli yaklagimlar (6zellikle mezenkimal
kok hiicreler), dogal ve dogal olmayan polimerlerle kurulan hiicre iskeleleri ve dogal

kikirdak mikrogevresi taklitleri halen gelistirilmekte olan temel caligmalar arasinda yer



almaktadir [4]. Hiicre temelli kikirdak yenilenmesi protokollerinde, mezenkimal kok

hiicre (MKH) tedavileri gelismekte olan 6nemli bir tedavi yontemidir.

MKH’ler erigkin hiicreler olup, multipotent hiicreler olarak tanimlanmaktadirlar.
MKH’ler in vitro da; morfolojik olarak fibroblastlara benzerler, kemik, yag ve kikirdak
gibi ii¢ temel dokuya farklanirlar ve plastik yiizeye yapisma Ozelligi gosterirler.
Mezenkimal kok hiicre kaynagi olarak kemik iligi, yag dokusu, periferik kan, dis
pulpasi, perinatal ve fetal kaynaklar gosterilmektedir [5].

Adipoz kaynakli mezenkimal kok hiicreler (AKMKH), agir invaziv cerrahi yontemler
kullanilmadan elde edilebilmektedir. Bu sebeple AKMKH’lerin uygulama
protokollerinde etik sinirlamalar yoktur ve ciddi risk komplikasyonlar1 distiktiir [6].
AKMKH’lerin telomeraz aktiviteleri de yiiksektir buna bagli olarak boliinme
sathalarinda DNA stabilitesi korunur. Ayn1 zamanda immiinsiipresif 6zellikleri de
mevcuttur [6]. AKMKH’ler ile yapilan in vitro deneyler bu hiicrelerin kondrosite
farklanma kapasitesinin kemik iligi kaynakli mezenkimal kok hiicrelere (KIMKH)
benzer oldugunu gostermistir. Bu sebeplerle, klinikte kikirdak doku hiicresel tedavi

yaklagimlar1 alaninda olduk¢a 6nemli bir kaynagi olusturmaktadirlar.

Eklem kikirdagi homeostazisi, hidrostatik basing, gerilim kuvveti; proenflamatuar
sitokinler ve birgok biiytime faktorii tarafindan diizenlenir. Mezenkimal kok hiicrelerin
in-vitro kondrogenez kiiltiir prosediirleri, in-vivo siirecteki embriyonik gelisimin
farklanma siireci taklit edilerek olusturulmaya calisilmaktadir. Ornegin biiyiime
faktorleri kullanilarak, kikirdak doku olusumu siirecindeki basamaklar olan 6nciil
hiicrelerin ¢ogalmasi, gogii, farklanmasi ve olgunlasmasi taklit edilerek in-vivo’ya en
yakin kikirdak doku olusumu saglanmaya ¢alisilmaktadir [7-9]. Biiylime
faktorlerinden, TGF-B siiper ailesi embriyonik kikirdak doku gelisimi siirecinde
immatiir hiicrelerin kikirdaga farklanmasimi tetiklemektedir. Benzer sekilde FGF
biiyiime faktorii sinyalleride embriyonik gelisimde énemli bir rol alarak MKH’lerin
kendini yenilemesini destekleyerek, proliferasyonunu arttirmaktadirlar. Yapilan

calismalarda farkli biiyiime faktorlerinin etkileri test edilmis olsa da etkin biiyiime



faktorleri kombinasyonlar1 dolayisiyla uygun mikrogevre igerigi literatiirde halen

tanimlanmis degildir.

Insan eklem kikirdag: hiicresel tedavi siireglerinde AKMKH’lerin hiicre kaynagi
olarak kullanimlari, farkli kaynaklardan elde edilen MKH’lere gore daha kaliteli bir
eklem kikirdagi matriksi elde edilmesi siirecine katki saglayabilir. AKMKH’lerin
kikirdak dokuya farklanmasi ile ilgili ¢aligmalar literatiirde yer almakla birlikte, bu
caligmalar genel olarak diger kok hiicre kaynaklari ile karsilastirma ve biliyiime
faktorleri denemesi seklindedir. Ancak AKMKH’lerin TGF-f1, TGF-p2 ve FGF2
biiyiime faktorlerinin kombinasyonlar ile uygun bir mikrogevre olusturularak daha iyi
kalitede kikirdak matriksi eldesi ile ilgili bir ¢alisma literatiirde yer almamaktadir. Bu
bilgiler 15181nda calismamizda, TGFB1, TGFB2 ve FGF2 biiyiime faktorlerinin farkl
kombinasyonlarinin =~ bu  hiicreler  tizerindeki etkilerinin  degerlendirilmesi
amaglanmistir. Bu calisma ile adipoz kaynakli mezenkimal kok hiicreler TGFp1,
TGFp2 ve FGF2 ile belirli siire ve kombinasyonlarda muamele edilerek tek tabakali
hiicre kiiltiirii ve 3B (3 boyutlu) pellet kiiltiirii gruplari olusturuldu. 6. giin tek tabakali
hiicre kiiltiirtinde olusturulan gruplarda alsiyan mavisi boyamasi ve DMMB analizi ile
kikirdak matriks bileseni olan GAG miktarlar1 belirlendi. 21. giin 3B pellet kiiltiiriinde;
DMMB analizi ve alsiyan mavisi boyamasi yontemleri ile GAG ve
immiinohistokimyasal yontem ile COL2A1 ve ACAN protein ekspresyon diizeyleri
degerlendirildi. Bu galismanin sonuglari dogrultusunda; farkli biiylime faktorlerinin
kombinasyonlarinin in vitro kondrogenez siirecindeki etkinligini ortaya koyarak, tek
tabakali hiicre kiiltiiric ve 3B pellet kiiltiir sisteminde hiicre organizasyonundaki
molekiiler siireclerin aydinlatilmasi ve kaliteli bir kikirdak matriksi tiretimi i¢in uygun

kiiltiir ortamlarinin gelistirilmesi i¢in yeni aragtirmalara 6nemli katkilar saglayacaktir.



GENEL BIiLGILER

2.1. Kikirdak Doku

Kikirdak, kondrosit hiicrelerinden ve ekstraseliiler matriksten olusan bir bag dokusu
formudur. Kikirdak doku damarsiz, sinirsiz ve matriks/hiicre hacim orani yiiksek bir
dokudur. Kondrositler, dokunun mimari yapisina bakildiginda az bir kismini

olustururken, matriksin devamlilig1 i¢in olduk¢a 6nem tasimaktadirlar.

Matriks miktarina ve matriks igeriSinde gomiilii olan kollajen ve elastik fibrillerin
yogunluguna gore insan viicudunda; elastik, fibroz ve hiyalin kikirdak olmak tizere 3
ana tip kikirdak dokusu mevcuttur. insan viicudu anatomik olarak incelendiginde iki
uzun kemigin birlestigi bolgede kemik uclart hiyalin tip kikirdak ile kapli olup 6zel bir

terim olan ‘eklem kikirdag1’ adin1 alir.
2.2. Eklem Kikirdagimin Yapisi

Iki uzun kemigin birlestigi yerde kemik uclarin1 kaplayan ince, kaygan ve parlak bir
dokudur Diz eklem kikirdag: ise viicudun tiim yiikiinii tasiyan dizlerde bulunur,
damarsiz, sinirsiz ve alenfatik bir yapiya sahiptir [10, 11]. Eklem kikirdagi, oldukg¢a
Ozellesmis ekstraseliller matriks ve kondrosit hiicrelerinden olusur. Eklem
kikirdaginda damar agi bulunmamasi nedeni ile ekstraseliiller matriksin yapist

kondrositlerin hayatta kalmasi i¢in ¢ok 6nemlidir.

Kondrositleri ¢evreleyen ekstraseliiler matriks bilesenleri ise; su, proteoglikanlar,
kollajenler, ve kollajen olmayan proteinlerden olusur Eklem kikirdaginin molekiiler
yapist ise, 1slak agirhigmim %70-80’1 proteoglikan kiimelerine bagli interseliiler su
icermektedir. Toplam hacminin yaklasik %20-25’1 kollajen, proteoglikan ve
glikoproteinler gibi makromolekiillere aittir. Kondrositler, eklem kikirdaginin toplam

hacminin sadece %2-5’ini olusturur (Sekil 2.1).
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Sekil 2.1. Eklem kikirdagi molekiiler yapisi. Kikirdak toplam kiitlesinin %2-5ni kondrositler olusturur
iken %95-98 ekstraseliiler matriks olusur. Bu ekstraseliiler matriksin %20-25 makromolekiilleri igerir.
Geriye kalan %70-80 interseliiler su ve kiigiik molekiiler agirlikli iyonlardan olusur [12].

2.2.1. Kondrosit

Kondrositler, kikirdak matriksi boyunca lakiina adi verilen bosluklar igerisine
yerlesmislerdir. Kondrositler, ekstraseliiler matriksin devamliligi, yenilenmesi ve
gelisiminde 6nemli rol oynayan metabolik olarak aktif hiicrelerdir [11]. Kondrositler
mezenkimal kok hiicrelerden koken alirlar ve eklem kikirdaginin total hacminin
%2’sini olustururlar [13]. Kondrositler eklem kikirdaginin, anatomik bolgelerine bagli

olarak farkli sekilde, sayida ve biiyiikliikte olabilirler (Sekil 2.2.).
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Sekil 2.2. Metabolik aktif kondrositin hiicre i¢i yapisi ( endoplasmik retikulum, ribozom, mitokondri)
ve hiicre dig1 yapisi (matriks, kapsiil) elektron mikroskop goriintiisii [12].

Her bir kondrosit 6zel bir mikrocevre olusturur ve yakin cevresindeki ekstraseliiler
matriksin iretiminden de sorumludur. Bu mikrogevre kondrositin, kendi matriksi
iginde, farkli kikirdak zonlari arasinda goclinii saglar [11]. Boylece, kondrositler

hiicreler arasi iletisimi ve direk sinyal baglantisin1 bu sekilde saglamis olurlar.

Kondrositlerin metabolik ihtiyaglart kikirdak zonlarma gore farklilik gostermektedir.
Yiizeyel zon kondrositleri derin zon kondrositlerinden farkli oranlarda proteoglikan ve

agrekan sentezi gergeklestirirler.
2.2.2.Su

Su, kikirdak dokunun yas agirliginin %80°nini olusturmaktadir. Bu suyun yaklagik
%30’u kollajen igerisindeki intrafibriller boslukla iligkili olmasina ragmen hiicre igi
bosluklarda ¢ok az miktarda su bulunur. Suyun geri kalan kismi ise ekstraseliiler
matriksin bosluklarini doldurur [14, 15]. Sodyum, kalsiyum, klorid ve potasyum gibi
inorganik iyonlar kikirdak dokusundaki suda ¢6ziiniir. Su konsantrasyonu, derin zonda
%65 iken, yiizeyel zonda %80 kadardir. Bu sebeple yiik-bagimli deformasyonlar
Onlenebilir. Eklem kikirdagi boyunca kikirdak yilizeyine dogru sivi akisi ile

kondrositlerin beslenmesi saglanir.



2.2.3. Kollajen

Kollajenler bir prokollajen molekiilii olarak kondrositlerden tarafindan salgilanan ana
matriks proteinlerinden biridir. Kikirdak dokunun kuru agirliginin %60°n1 olusturur.
Ekstraseliller matrikste yer alan kollajen agin %90-95’ni Tipll kollajen temsil
etmektedir. Doku boyunca uzanan bu Tipll kollajen ag1 proteoglikan agregatlarini
sararak dokunun biitlinliigiinii saglamak {iizere fibriller ve fiberler olusturmaktadir
[11]. Tip I, 1V, V, IX, ve Xl kollajen tiirleri, tipII kollajen fibril aginin ii¢ boyutlu

yapisini ve devamliligini korumay1 saglar.

Kikirdak biitiinliigii ve gerilim kuvvetine dayanikliligi kollajenlerin sahip oldugu
yaygin ¢apraz baglar ve fibriller mimari sayesinde saglanir. Bu fibriller mimari, en az
29 farkli polipeptid zincirinden 15 farkli kollajen tiiriinden olusmaktadir. Kollajen
fibriller {i¢ a zincirinin heliks yaparak olusturdugu yapilardir. Bu sekilde olusturulan

cat1 kikirdak matriksinin temel mimarisini olusturur (Sekil 2.3.).
2.2.4. Proteoglikanlar

Proteoglikanlar (PG) yiiksek oranda glikozillenmis protein monomerleridir. Eklem
kikirdaginda, ekstraseliiler matriksin ikinci biiyiikk makromolekiiliidir ve kuru
agirhiginin %10-%15’ni olustururlar [11]. Proteoglikanlar, bir veya daha fazla dogrusal
glikozaminoglikanin (kondroidin-4 siilfat, kondroitin-6 siilfat) proteinler ile kovalent
bag kurmasi sonucu olusurlar. Eklem kikirdagi, agrekan, dekorin, biglikan ve

fibmodulin gibi gesitle proteoglikan monomerlerini de igerir.

Eklem kikirdaginin en Onemli proteoglikan1 agrekandir. Molekiiler agirligi 250
kilodaltondur. Her molekiil yaklasik 100 kondroitin siilfat zinciri ve 60’a yakini
keratan siilfat molekiilii igermektedir. Agrekan molekiilleri siilfat gruplarinin
bulunmasi nedeni ile yiiksek negatif yiikliidiir ve su molekiillerine afinite gosterirler.
Dogrusal hyaluronan molekiilii yiiksek sayida agrekan molekiili ile iliskilidir.
Agrekan monomerleri (proteoglikan monomeri) hyaluronan molekiiliine baglanti
proteinleri ile molekiiliin N-terminalinden baglanarak proteoglikan kiimelerini
olusturur [12]. Bu proteoglikan kiimeleri elektrostatik etkilesim ile kollajen matriks

fibrillerine ve ¢oklu yapiskan glikoproteinlerine baglanir (Sekil 2.3.).
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Sekil 2.3. Eklem kikirdagi makromolekiil organizasyonu; A. Kollajen-agrekan arasindaki etkilesim ve
organizasyon B. Pek ¢ok proteoglikan monomeri baglanti protein ile hyaluronan molekiiliine tutunur.
Proteoglikan monomeri (agrekan), merkezi protein bagli kretan siilfat ve kondroitin siilfat
monomerlerinden olusan glikozaminoglikanlar olusturur [12].

Dekorin, biglikan, fibromodulin gibi matrikste bulunan diger proteoglikanlar kiime
olusturmazlar. Bu proteoglikanlar diger molekiillere baglayarak matriksin stabil hale

getirilmesini saglarlar [11].
2.3. Eklem Kikirdag: Tabakalar

Eklem kikirdagi, eklem bosluguna bakan eklem yiizeyinden, tidemark yapisina kadar
mikroskobik olarak farkli bolgeler icerir (Sekil 2.4.). Eklem kikirdag: incelendiginde;
ECM makromolekiil bilesenleri, kollajen mimarisi, kondrosit biiytikliigii, sekli ve
metabolik aktivitesi, hiicresel yogunlugun diizenlenisine gore dort farklt bolgeye
ayrilir: (a) ylizeyel zon, (b) orta ya da gecis zonu, (c) derin ya da radial zon. (d)

kalsifiye zon.
2.3.1. Yiizeyel Zon

Yiizeyel zon (YZ), lamina splendens veya zon-1 olarak da adlandirilan bolgedir. YZ
200pm kalinligindadir ve total eklem kikirdaginin %10-20’sini olusturur (Sekil 2.4.).
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YZ, eklem ylizeyine paralel konumlanmus kiigiik, diiz veya elips sekilli kondrositlerle
karakterizedir. Tipll kollajen fiberler yiizeye paraleldir. Eklem kikirdagi YZ

kondrositleri tarafindan proteoglikan bilesenleri daha az iiretilir.

Normalde YZ iki alt tabakadan olusur. Kondrosit icermeyen lamina eklem ylizeyini
olusturmakta iken altta ince bir kollajen agi1 ile glikozaminoglikan (GAG)
molekiiliinden olugur. Bu alt laminanin 6zelligi diiz kondrositler ve kollajen liflerinden

(%80 tipll, %10 tiplX ve %10 tip X1 kollajen) meydana gelmektedir [16] [17] [18].
2.3.2. Gegis Zonu (Orta Zon)

Gegis zonu, ylizeyel zonun hemen altinda yer alir. Eklem kikirdagi kalinliginin %40-
60’n1 olusturur. Gegis zonunda kondrosit hiicreleri daha yuvarlak ve kikirdak yiizeyine
dik uzun eksen boyunca rastgele dagilmistir (Sekil 2.4.). Tipll kollajen fibril demetleri
gecis zonunda egik bir gegis ag1 (oblik ag) olusturur [12]. ECM daha az kollajen fiber

igerirken daha ¢ok proteoglikan igerir.
2.3.3. Derin Zon

Derin zon veya radial zon olarak adlandirilir. Bu zon, gecis zonunun altinda yer alir ve
tidemark adi verilen diizgiin olmayan dalgali bir yapiyla sonlanir. Eklem kikirdak
kalinliginin %30-40’n1 olusturur. Kondrosit hiicreleri geg¢is zonundaki gibi yuvarlaktir
fakat eklem kikirdag: yilizeyine dik konumda siitunlar seklinde dizilmistir (Sekil 2.4.).
Bu zon genis capli kollajen fibrilleri (40-80 nm) ve bol miktarda proteoglikan

igcermektedir.
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Sekil 2.4. Yetigkin eklem kikirdagi zonlarinda, kondrosit morfolojisi, kollajen organizasyonu ve
matriks komposizasyonu [12].

2.3.4. Tidemark

Kalsifiye olmayan kikirdak ile kalsifiye kikirdak arasinda yer alan 2-5 pm kalili§inda,
yogun bazofilik kalsifiye ¢izgi “tidemark” olarak adlandirilir (Sekil 2.4.). Tidemark
cizgisi genellikle iskelet gelisimi ile gozlemlenir olgunlasmamis kikirdak yapisinda
bulunmamaktadir.  Yetiskinlerde tidemark ¢izgisi, kondrosit hiicrelerinin
aktivitesinden (yiikleme ve ¢cekme) koken almaktadir [19]. Tidemark yapisi, kalsifiye
olmamus kikirdak matriksi ve tipll kollajen yapisindan olusan dinamik bir yapidir [20].
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2.3.5. Kalsifiye Zon

Kalsifiye kikirdak zonu ayn1 zamanda 4. zon olarak adlandirilir ve yaklasik olarak 100-
250 um kalinligindadir. Kalsifiye kikirdak tidemark ve subkondral kemik arasinda yer
alir (Sekil 2.4.). Konumu sayesinde kalsifiye olmayan kikirdak ve kemik arasinda siki
bir bag olusturur [20]. Kalsifiye kikirdak, yogun kalsifiye matriks i¢ine gomiilmiis
yuvarlak ve oldukea kiigiik kondrositler ile karakterizedir. Bu kondrositler kollajen
liflerle ¢evrelenmistir ve alkalen fosfataz pozitif hiicrelerdir [19]. Kalsifiye kikirdak
yapisal olarak tipll kollajen yaninda osteoid dokudaki osteoblastlar tarafindan tipl
kollajende icermektedir.

2.4. Eklem Kikirdag: Ekstraseliiller Matriksi ve Kondrosit Mikrogevresi

Eklem kikirdagi ECM’si, kondrosit hiicreleri tarafindan firetilir ve devamlilig
saglanir. ECM iginde lakiina ad1 verilen bosluklarda bulunan kondrositler tek tek ya
da izogen gruplar adi verilen kiimeler halinde dagilmislardir. Yeni boliinen
kondrositler kendini ¢evreleyen matriks materyalini iirettikge birbirinden uzaklasir.
Kondrosit hiicresinin mikrogevresindeki matriks boyanma 6zelliklerine gore kapsiiller
(periseliiler) matriks, teritoryal matriks ve interteritoryal matriks olmak iizere ii¢ alana

ayrilmistir (Sekil 2.5.).
2.4.1. Periseliiler Matriks

Kondrositlerin hemen ¢evresini saran matrikstir. Periseliiler matriks proteoglikanlar,
tipVI fibriller kollajen ile karakterizedir. Ayni zamanda perlekan, hyaluronan, agrekan
monomerleri, biglikanlar1 da igerir. Periseliller matriksteki tipVI fibriller kollajen
kondrosit etrafin1 sararak bir kapsiil olusturur. TipVI kollajen kondrosit ylizeyindeki

integrin molekiillerine baglanarak hiicreyi matrikse sabitler (Sekil 2.5.).
2.4.2. Territoryal Matriks

Izogen gruplarini gevreleyen matrikstir. Territoryal matriks, tipll kollajen fiberleri agi,
proteoglikanlar ve fibronektin ile karakterizedir. Territoryal matrikste PG’lar ve
kollajen lifleri dairesel konumlanmistir. Boylece kondrositler, ince sitoplazmik
alanlar1 genisleterek teritoryal kollajen lifleri ile baglanti kurar. Tip IX kollajen
stilfatlanmis proteoglikanlari azda olsa igermektedir (Sekil 2.5.).
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2.4.3. interteritoryal Matriks

Interteritoryal matriks, teritoryal matriksi cevreleyen ve arasindaki bosluklari kaplayan
matrikstir. Bu sebeple eklem kikirdagt ECM’nin en biiylik alanini olusturur.
Interteritoryal matrikste paralel uzunlamasma konumlanmis kollajen lifleri arasinda
cesitli konsantrasyonda agrekan, versikan, PG’lar, baglanti proteinleri ve ECM’nin

diger elemanlar1 bulunmaktadir (Sekil 2.5.).

Eklem Kikirdag: Matriks ve Kondrosit Mikrocevresi
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Sekil 2.5. Yetigskin eklem kikirdagi matriksi ve kondrosit mikrogevresi. Kondrositlerin hemen g¢evresi
periseliiler matriks, periseliller matriksin gevresi ise territorial matriks ad1 verilir. Interteritoryal matriks
bosluklar arasindaki territorial matriksi doldurur [12].

2.5. Giiniimiiz Tedavi Yontemleri

Kikirdak dejenerasyonu, eklem agrilarmin en biiyiikk sebebidir. Kikirdak
dejenerasyonu 6zellikle yaglanma (65 yas iistii bireylerde ) ile birlikte artmaktadir [21].
Yaslanmanin yani sira, kalitsal faktorler, yipranma/asinma gibi mekanik etkiler ve
kemik/eklemleri etkileyen hastaliklar kikirdak dejenerasyonunun sebeplerindendir.
Kikirdak dokunun, kondrositlerin diisiik metabolik aktiviteleri, kompleks yapisi, asiri

hidrate olmasi, damarsiz ve sinirsiz bir doku olmasindan dolayr kendini yenileme
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kapasitesi oldukga sinirlidir. Bu nedenle, eklem kikirdaginin in vivo ve in vitro yeniden
yapilanmasi sayisiz tedavi yaklagsimlarinin amagclarindan birisidir fakat bugiine kadar
basar1 smirlidir. Tedavi yaklasimlar1 ti¢ ana katagoriye ayrilabilir; i) semptomatik

tedavi, ii) klinikte kullanilan cerrahi prosediirler iii) gelismekte olan prosediirler (Sekil
2.6.) [4].

Klinikte kullanilan Klinikte kullanilan Gelismekte olan
prosedirler cerrahi prosedirleri yaklasimlar
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Matriks ile . 5
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Dogal Polimerler

Yeni Nesil Eklem

Kikirdagi Mihendisligi

Sekil 2.6. Eklem kikirdagi dejenerasyon tedavisinde klinikte kullanilan ve gelistirilmeye calisilan
prosediirler [4].

Klinikte kullanilan semptomatik tedaviler agri kesici ilaglar ve eklem igi
enjeksiyonlardir. Agr1 kesici olarak; COX2 inhibitorleri, secici olmayan nonsteroid
anti-inflamatuar igerikli ilaglar kullanilmaktadir. Eklem i¢i enjeksiyonlardan;
kortikosteroid, hiyaluronik asit, trombosit zengin plazma (PRP) tedavileri yer
almaktadir. Eklem igine enjekte edilen kortikosteroidin, ¢aligmalarda eklem agrilari
tizerinde etkili oldugu gosterilmistir [22]. Eklem i¢i hiyaluronan enjeksiyonu yirmi yil
once Amerike Birlesik Devletleri Gida ve Ilag Daire (FDA) tarafindan onaylanmistir.
Fakat osteoartritli (OA) bireylerde yapilan galismalarda hyaluronan tedavisinin ¢ok
etkili olmadigi ortaya konmustur [23]. PRP, ¢esitli biiyiime faktorleri, proteazlar, doku

13



onarimin1 destekleyen sinyal yolaklarini aktiflestiren sitokinler ve yliksek oranda
trombositleri igeren otolog bir kan triiniidir [24, 25]. Eklem i¢i PRP enjeksiyonu
hastalarda kisa vadede agriy1 hafifletsede uzun vadede kesin ve giivenilir klinik kanit

eksikliginden FDA tarafindan OA tedavisi i¢in 6nerilmemektedir [25].

Kemik iligi sitimiilasyonu olan “Mikrokirik” teknigi klinikte siklikla kullanilan
cerrahi bir yontemdir [26]. Bu teknikte 3-4 mm araliklarla 4mm derinlikte tiim eklem
kikirdagir lezyonu boyunca kemige kadar kiigiik deliklerin acildigi yaygin bir
prosediirdiir. Boylece kemik iligi mezenkimal kok hiicreleri bu defektli bolgeye goc
ederek farklanirlar. Fakat bu farklanma sonucunda hiyaline/fibréz kikirdak karigimi

bir doku olusur ve kikirdak doku fonksiyonunu yerine getirememektedir [2, 26].

Mozaikplasti veya Osteokondral Greft olarak adlandirilan yontem 1990’larin basinda
gelistirilmistir [27]. Eklem bolgesinde agirlik binmeyen alanlardan alinmis kiigiik
silindirik parcalarin defektli bolgeye transplantasyonunu iceren bir yontemdir. Bu
yontem kikirdak yaralanmalart igin etkili bir tedavidir, ancak sinirlt kikirdak alani,

donor komplikasyonlari ve enfeksiyon gibi gesitli komplikasyon riskleriyle iliskilidir.

Otolog kondrosit implantasyonu (OKI) eklem kikirdag:i yaralanmalarmda klinikte
kullanilan hiicresel tedavilerdendir. Teknik iki ayr1 cerrahi prosediir igerir; Ilk olarak
eklem kikirdagimin agirhik binmeyen bir bdlgesinden kondrosit izolasyonu
gerceklestirilir, daha sonra in vitro ortamda hiicrelerin ¢ogaltilmasi s6z konusudur ve
sonrasinda yeterli sayiya ulasan hiicreler defektli bolgeye transplante edilirler [28].
Hem dondr alanmin kisitli olmast hem de izole edilen hiicrelerin farklanma
sireclerinin kontroliiniin zorlugu sebebi ile tedavi prosediirleri i¢in farkli kok hiicre

kaynaklarinin elde edilmesinin yolu agilmistir [3].

Kikirdak hasari i¢in etkili klinik tedavilerdeki sinirlamalar rejeneratif tibbi tedavilerin
gelisimini tetiklemistir. Kok hiicreler proliferasyon ve farklanma yeteneklerinden

dolay1 rejeneratif tibbin ¢esitli alanlarinda kullanilmaktadir [29].
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temelli terapiler sematize edilmistir [30].

Mezenkimal kok hiicrelerin (MKH) kondrojenik potansiyelinin yiiksek olmasi

kikirdak yenilenme tedavileri i¢in potansiyel bir kaynak olarak goriilmektedir. MKH

dokudan kolaylikla izole edilebilmekte ve hem otolog hem de allojenik hiicre kaynag:

olusturmaktadir. MKH, farklanma siireci boyunca kikirdak fonksiyonlarini yerine

getirebilecek ekstraseliiler matriks bilesenlerini de iiretirler [31]. Hedeflenen onarim

alanlarinda, MKH’ler ¢esitli sitokinleri, biiyiime faktorlerini ve kemokinleri serbest

birakarak endojen MKH lezyon alanlarina girmeye yonlendirebilir. Boylece kikirdak

dokunun onarimii saglerken uygun bir rejeneratif mikroortam olusturur [29].

MKH’lerin eksojen biyokimyasal ve biyomekanik uygulamalariin yanisira scaffold

(iskele) tedaviler gelistirmeye calisilmaktadir. MKH terapileri kikirdak yenilenmesi

i¢cin oldukca 6nemli, gelismekte olan bir tedavi yontemidir.
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2.6 Kok Hiicre

Kok hiicreler, kendini yenileyen, farkli hiicre tiirlerine farlilagabilen (potensi) ve ayni
kok hiicreden ¢ogalarak klon olusturabilen (klonalite), farklanmamuis hiicreler olarak
tanimlanmaktadir [32]. Ozellesmemis ya da farklilasarak 6zel islev kazanmamis

hiicrelerdir.

Kok hiicrenin kendini yenilemesi, kok hiicre havuzunu yenilenmesi anlamina gelir.
Kok hiicre havuzunun yenilenmesi i¢in her béliinen kok hiicrenin en az bir yedeginin
ortaya c¢ikmasi ve hiicre havuzuna ekleniyor olmasi gerekir. Bir kok hiicre
boliindiigiinde en az iki farkli fenotipe sahip hiicre ortaya ¢ikar; hiicrelerden birisi kok
hiicrenin yedegi niteliginde iken digeri farklilagan hiicredir. Bu boliinme asimetrik
hiicre boliinmesi olarak adlandirilir. Asimetrik hiicre boliinmesi iSe ya ¢evre asimetrisi

ya da boliinme asimetrisi olmak tizere iki farkli yolla gergeklesir [33].

Kok hiicreler viicutta bulunduklar1 yere gore veya farklilagma potansiyeline gore
simiflandirilirlar. Kok hiicreler farklanabilme potansiyellerine gore totipotent,
pluripotent, multipotent, tripotent, bipotent ve unipotent olarak simiflandirilirlar.
Totipotent kok hiicreler, bir organizmay1 tamamen olusturabilme kapasitesine sahip
hiicrelerdir. Pluripotent kok hiicreler, her iic germ yapragi (ektoderm, mezoderm,
endoderm) kokenli tiim dokular olusturabilirler. Multipotent kok hiicreler, yetiskin
kok hiicrelerdir ve koken bakimindan birbirine yakin farkli hiicre tiplerini
olusturabilirler. Tripotent, bipotent ve unipotent kok hiicreler ise koken bakiminda

yakindan iligkili en az ti¢, iki ve bir hiicre tipini olusturabilme yetenegine sahiptirler
[34, 35].

Kok hiicreler elde edilme kaynaklarina gére embriyonik kok hiicreler ve yetiskin kok
hiicreler olarak siniflandirilmaktadir. Embriyonik kok hiicreler blastosistin i¢ hiicre
Kitlesinden elde edilirler. Yetiskin kok hiicreler ise dokularda bulunan kendini

yenileyebilen multipotent hiicreler olarak tanimlanirlar.
Kok hiicreleri diger viicut hiicrelerinden ayiran bazi 6zellikler mevcuttur,

) Normal viicut hiicreleri sinirlt sayida ¢ogalirlar veya ¢cogalmazlar, kok

hiicreler ise sinirsiz sayida ¢ogalabilme 6zelligine sahiptirler.
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i) Viicut hiicreleri bir gorevi yapmak lizere ozellesmislerdir fakat kok

hiicreler 6zellesmemis hiicrelerdir.

iii) Vicut hiicreleri terminal hiicrelerdir, bir baska hiicre tipine
farklilasamazlar fakat kok hiicreler ¢evreden aldiklar1 sinyaller ile

farkli hiicre tiplerine farklilasabilirler ve 6zellesebilirler [36].
2.6.1. Mezenkimal Kok Hiicre

Friendenstein ve ark., farede kemik iligi stromasini baska bir dokuya naklettiklerinde
kemik, yag ve kikirdak hiicrelerine farklilastigini gostermislerdir [37]. Bu galisma ile
kemik iliginde hematopoetik olmayan bir grup oncii hiicrenin bulundugunu ortaya
koyulmustur. Daha sonra, fibroblast kolonisi olusturan birim (colony- forming unit-
fibroblast, CFU-F) etkinligi ile 6l¢iilmiis ve bu hiicrelerin fibroblastin 6nciisii hiicreler
oldugu o6ne siiriilmistiir (Sekil 2.8) [38]. Bu hiicreler temel olarak plastik yilizeye
yapismalar1 ve in vitro da ¢ogaltilabilmeleriyle tanimlanmislardir. Pittenger ve ark.
1999°da bu hiicreleri tek bir koloniden ayristirarak in vitro’da osteoblast, adiposit ve
kondrosite farklandirmislardir [39]. Birden fazla hiicre tiirline farklilagsmalari
(multipotensi) ve in vitro ¢ogalabilmeleri ( kendini yenileme) 6zellikleri géstermeleri

nedeniyle bu hiicrelere mezenkimal kok hiicre (MKH) olarak adlandirilmistir [40].
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Sekil 2.8. Mezenkimal kok hiicreler iizerinde yapilan ¢aligmalarin kokeni [41].

MKH’ler, kendini yenileyebilen ve fonksiyonel hiicre tiirlerine farklanabilen

multipotent kok hiicrelerdir. Diger kok hiicre kaynaklarma gore; i) kolay izole
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edilebilir, ii) yiiksek migrasyon kapasitesi, iii) hizl1 ¢ogalma, iv) immiin moderator, v)
transplantasyon sonrasi allojenik yanitlardan kaginma gibi 6zelliklere sahiptirler [42-
46]. MKH’ler mesoderm tabakalarinda koken alan gesitli doku ve organlardan izole
edilebilirler. MKH’ler fibroblast benzeri bir morfoloji, in vitro’da plastik yiizeye

yapisma ve 0steosit, adiposit ve kondrosite farklanma yetenekleri ile karakterizedir.
2.6.2. Mezenkimal Kok Hiicre Belirtecleri

Uluslararas1 Hiicresel Tedavi Dernegi ( International Society for Cellular Therapy,
ISCT), in vitro ¢ogaltilan ve farklilastirllan MKH i¢in “multipotent mezenkimal
stroma hiicresi” ismini 6nermektedir [47]. Daha sonra ISCT, multipotent mezenkimal
stromal hiicreleri tanimlamak igin; plastik yiizeye yapisik olmalari, CD73, CD90,
CD105 ve CD11b gibi yiizey belirteglerini eksprese ederlerken; CD79a, CD34, CD45
ve HLA-DR belirtegleri igin negatif 6zellik gostermeleri ve in vitro’da osteoblast,
adiposit ve kondrosite faklilasmalari gibi minimum kriterlerdir [48]. Ancak bu
hiicreler, viicudun farkli bolgelerinde elde edilmeleri sebebiyle bu yukarida bahsedilen
kriterler farkliliklar da gosterebilir. Gilinlimiizde MKH’nin elde edilmesi ve
tanimlanmasi; CD yiizey belirteclerinin yiiksekligi, bazilarinin ise yok denecek kadar
azlig1 veya yoklugu, plastik kiiltiir yiizeyine yapisarak biiylimeleri/gogalmalari ve in

vitro’da en az {i¢ seriye farlilasmalar altin standart olarak kabul edilir.
2.6.3. Mezenkimal Kok Hiicre Kaynaklari

MKH-‘ler insan viicudunun farkli dokularindan ve o6zellikle damardan zengin bag
dokusu igeren dokulardan elde edilebilir. MKH‘ler kdken aldiklar1 kaynaga gore;
kemik iligi kaynakli mezenkimal kok hiicreler, adipoz doku kaynakli mezenkimal kok
hiicreler, kordon kami kaynakli mezenkimal kok hiicreler, Wharton jeli kaynakl
mezenkimal kok hiicreler, plasental doku kaynakli mezenkimal kok hiicreler, dental
pulpa kaynakli mezenkimal kok hiicreler, periferik kan kaynakli mezenkimal kok
hiicreler, amniyotik sivi kaynakli mezenkimal kok hiicreler ve sinoviyum kaynakli

mezenkimal kok hiicreler olarak siniflandirilir.
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2.7. Adipoz Doku

Adipoz doku (yag dokusu), mezodermden kdken alan, enerji homeostazinda 6nemli
rol oynayan Ozellesmis bag dokusudur. Adipoz dokuyu preadipositler, olgun
adipositler, vaskiiler diiz kas hiicreleri, fibroblastlar, yerlesik monositler, endotelyal
hiicreler, makrofajlar ve lenfositler gibi birgok hiicre tiirii olusturur [49]. Bagisiklik,
endokrin, ireme ve hematopoetik sistemlerin fonksiyonlar1 adipoz dokudan etkilenir
[50]. Yetiskin bireylerde baskin olan beyaz adipoz doku ve fetal hayatta baskin olan

kahverengi adipoz doku olmak tizere iki tip tiirti bulunmaktadir.

Beyaz adipoz dokunun fonksiyonlari, enerji depolamak, yalitim, vital organlara
yastiklama gorevi ve hormon salgilamaktir. Beyaz adipoz doku deri altindaki bag
dokunun i¢inde hipodermis adi verilen bir tabaka olusturur. Bu tabaka viicut yiizeyi
boyunca farkli depolar olusturarak dagilir [51, 52]. Kahverengi adipoz doku yasamin
baslangicinda biiylime sirasinda yetiskinlige kadar (ilk on yil) bulunur ve zamanla
beyaz adipoz dokusuna doniisiir. Kahverengi adipoz doku 1s1 kaybin1 dengeleme ve

lethal hipotermiyi 6nlemeye yardimci olur.
2.7.1. Adipoz Kaynakhh Mezenkimal Kok Hiicreler

2001 yilinda ilk olarak Zuk. ve ark. adipoz kaynakli stromal/kdk hiicrelerin (AKMKH)
kondrosite, adiposite ve osteoblastlara farklandirilabilecegini gostermistir [53].
Adipoz mezenkimal kok hiicreler (AMKH) gii¢lii bir hiicre popiilasyonu igeren bir
nisten izole edilir. Bu gii¢lii hiicre popiilasyonu; proliferasyon kapasitesi ve kokstizliik
yani sira viicuttaki nis ortaminin farkliligi, genetik kompozisyonu ve gevre tarafindan
da etkilenirler [54]. Dolayisiyla bu zengin hiicre nisi sayesinde ayni adipoz dokudan
birkag farkli tip AKMKH elde edilebilir [55]. Adipoz dokunun zengin bir hiicre nisine
sahip olamasinin sebebi yiiksek doku vaskiilarizasyonu ve cesitli hiicre tiplerinin
varligidir [55]. Adipoz doku preadipositler, olgun adipositler, vaskiiler diiz kas
hiicreleri, fibroblastlar, yerlesik monositler, endotelyal hiicreler, makrofajlar,
lenfositler ve  AMKH icermektedir. Kok ve progenitor hiicreler tiim hiicre

popiilasyonunun %3 nii olusturur [56].

AKMKH’ler kendini yenileme, proliferayon kapasitesi ve telomeraz aktivitesi yiiksek

hiicrelerdir. AKMKH’ler biiyiime faktorleri, sitokinler, anjiyogenik faktorler
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salgilayarak doku fonksiyonunun yenilenmesi uyarir ve hasari azaltir [54]. AKMKH
tarafindan salgilanan molekiiller diger hiicrelerin ve merkezi sinir sistemi, bagisiklik
sistemi, kalp ve kaslarla iliskili mekanizmalarin canliliginda da 6nemli rol oynar [57].
AKMKH’lerin immiinstipresif 6zelligi indoleamine-2, 3-dioksijenaz ve prostaglandin
salinimindan kaynaklabilir [58, 59]. AKMKH’lerin immiinfenotipi koksiizliik, kendini
yenileme ve CD146, CD271 gibi farklanma potansiyellerini i¢eren gerekli faktorleri
ifade edebilir.

2.7.2. Adipoz Kaynakh Mezenkimal K6k Hiicre izolasyonu ve Kiiltiirii

Adipoz dokusu lipoplasti veya lipotomi gibi cerrahi yontemler uygulanarak viicuttan
cikarilir. Adipoz dokunun damardan zengin stromasindan yag hiicreleri uzaklastiktan
sonra elde edilen hiicre AKMKH’dir. Giiniimiizde yetiskin organizmadan alinan
MKH’ler arasinda kemik iliginden sonra gelir. Agir invaziv cerrahi yontem
gerektirmeden insan viicudundan kolaylikla istenilen miktarlarda alinabilir. Bu

sebeple istenilen sayida hiicre izolasyonu yapmak miimkiindiir.

Zengin hiicre popiilasyonuna sahip adipoz dokusundan saf AKMKH’leri elde
edebilmek icin damarca zengin stromasindan yag ve kan hiicrelerini
uzaklastirilmalidir. Uzaklastirmak i¢in, kollajenaz enzimi ile adipoz doku muamele
edilir ve belirli siire sonunda santrifiij edilir. Bu santrifiij isleminden sonra
slipernatantta yani tstte kalan kisimda yag hiicreleri bulunurken pellet yani ¢oken
kisimda adipoz dokunun vaskiiler ve stromal kism1 bulunur [53]. Pellet kism1 PBS ile
yikadiktan sonra eritrositlerden ayirmak i¢cin NH4Cl ile muamele edilir. 100pm caph
filtreden gecirilerek hiicre artiklarindan ayristirilir. Bu izole edilen hiicreler 1x10%/cm?
yogunlukta kiiltlir kaplarina ekilir. 72 saat sonra kiiltiir besiyeri degistirilir. Hiicre
yogunlugu %70-80 ‘e ulastiginda hiicreler pasajlanarak yeni kiiltiir kaplarina alinarak

hiicre sayis1 giderek arttirilabilir. Ayrica sivi nitrojende (-270 °C) kolaylikla
saklanabilir. Boylece AKMKH in vitro ve in vivo gesitli ¢alismalarda kullanalibilir.

2.7.3. Adipoz Kaynakh Mezenkimal Kok Hiicre Karakterizasyonu

AKMKH’ler mezenkimal kok hiicreler olarak siniflandirilmasi i¢in; CD44, CD105 ve
CD90 gibi hiicre ylizey belirteclerini ifade etmeleri ayn1 zamanda hematopoetik hiicre

yiizey markirlart olan CD45, CD34 ve CD 133 ifade etmemeleri beklenir [48]. Ancak
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bununla birlikte AKMKH’ler POUSF1, NANOG ve KLF4 gibi koksiizliik iligkili
hiicre ylizey belirteglerinide ifade edebilir [60-62]. AKMKH’ler elde edildikleri
donorler arasinda veya viicuttaki kaynak yag birikintisine bagli olarak viicutta

konumlarina gore bu yiizey belirteglerinde gesitlilik gosterebilir [63].
2.7.4. Adipoz Kaynakh Mezenkimal Kok Hiicrenin Kondrosite Farklanmasi

AKMKH’ler ektoderm, mesoderm ve endoderm kokenli hiicre soylarina farklanma
potansiyeline sahiptir (Sekil 2.9.). Cesitli kimyasallar biyomekanik yontemler ya da
hiicreye bagimli (ko-kiiltiir, sartlandirilmis medyum ) farklanma strateji yontemleri
AKMKH’lerin morfolojisinde, gen ekspresyonunda ve islevinde kalic1 degisiklikleri
desteklemistir. Kimyasal temelli stratejiler, kok hiicre farklanmasi i¢in gerekli spesifik
sinyal yollarinin kiigiik molekiillerle aktivasyonuna dayanir. Bu yoOntemin
uygulanmasi kolaydir. Ayrica farklanma verimliligini arttiran ekstra manipiilasyonlar
veya ara basamaklart yapmaya gerek kalmadan tamamen farklanmis hiicre

popiilasyonu elde etmemizi saglar [64].

Kondrosite farklanma kiiltiir medyumu temel olarak insulin transferrin selendz asit
(ITS) ve TGFp1 igermelidir [65]. Yapilan ¢alismalar gostermistir; kiiltiir medyumunda
BSA, TGFB3, dexametason, askorbik asit ve resveratrol AKMKH’lerin kondrosite
farklanmasi i¢in yeterlidir [66]. BMP6, TGF1 reseptoriinii indiikler ve AKMKH’lerin
TGFp bagimli kondrosite farklanmasini uyarir [67]. EGF, FGF2 ve TGF1 birlikte
kiiltiir ortamina eklenmesi BMP6’nin konrogenik etkisini artirir [68]. BMP7 ile kisa
stire indiiksiyon kondrogenezi tesvik ederken osteogenezi inhibe eder [69].
AKMKH’lerin kondrosite farklanma kapasitesi KIMKH gore daha diisiiktiir fakat
kiiltiir medyumuna TGFB2 ve IGF-1 eklenerek telafi edilebilir [70].
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Sekil 2.9. AMKH’lerin farklanma potansiyeli. Uyarict kosullar altinda AMKH’ler ¢esitli epitelyal,
mezenkimal ve endotelyal hiicrelere farklanabilir [71].

2.8. Bilyiime Faktorleri

Biiylime faktorleri, hedef hiicre iizerinde bulunan transmembran reseptore baglanarak
proliferasyon, go¢ ve farklanmayi saglayan bir grup peptiddir. Sinyal molekiilii
reseptore baglandiginda sinyal iletim siireci baslar ve bir dizi hiicresel aktiviteyi
tetikler. Kikirdak gelisim siirecinde; doniistiiriicii biiyiime faktorii — beta (TGFp) ailesi,
insulin benzeri biiyiime faktorii-1, fibroblast biiytime faktori ailesi (FGF), trambosit
kaynakli biiytime faktorii gibi biliylime faktorleri kondregenezde énemli rol oynarlar
(Sekil 2.10.). Biiyiime faktorleri kikirdak dokunun olusumundaki 6nciil hiicrelerin
¢ogalmasini, gogiinii, farklilagmasimi ve olgunlagsmasini arttirmak amaciyla in vitro
calismalarda kullanilmaktadir. Mezenkimal kok hiicrenin kikirdak farklanma in vitro
kiiltiir prosediirleri, in vivo 'da embriyonik gelisimin farklanma prosesi taklit edilerek

olusturulmustur [7-9].
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Sekil 2.10. Biiyiime faktorlerinin kondrosite farklanmada mezenkimal kok hiicre {izerine etkisi
gosterilmistir.  Bu sekil, BioRender programi (BioRender, Toronto, Kanada) kullanilarak
olusturulmustur.

2.8.1. Doniistiiriicii Bityiime Faktorii — beta (TGFp)

TGFP molekiilii, 6zdes zincirden olusan molekiiler agirligi 25 kilo Dalton (kDa) olan
bir dimerdir. TGFp, tipll kollajen sentezleme ve proteoglikan indiikleme islevi ile
kondrogenezin tiim basamaklarini giiglii uyaricilari olarak kabul edilen TGF-1, TGF-
B2 ve TGF-B3 olamak iizere ii¢ izoformu vardir [72]. TGFp sinyal iletimi zara bagl
heteromerik reseptorlere (Tip I ve Tip II) baglidir. Sinyal molekiiliiniin tipIl reptore
baglanmasi tipl reseptoriinii fosforiller ve boylece sinyal kaskatinda TGFp’ya 6zgi
Smad (Smad 2 ve 3) proteinleri fosforillenerek aktiflesir [73]. Ayrica Smad bagimsiz
yolakta, p38 mitojenle aktive edilmis protein kinaz (MAPK), hiicre disi sinyalle
diizenlenen kinaz ( Erk) ve stresle aktive olan protein kinaz / c-Jun NH2 terminal kinaz
(SPK/INK) gibi yolaklarda TGF ile aktive edilebilir [74].

TGFB mezenkimal oOncii hiicrelerin  kondrogenezinin, MKH’nin kondrosite
farklanmasi i¢in gerekli olan ana baslaticilarindan birisidir. Cok sayida arastirma;
TGFp ailesinin eklem kikirdagi yenilenmesi ve homeostazinda diizenleyici etkileri
oldugunu gostermistir. TGFB yolagmin aktiflesmesi ile N-kaderin ekspresyonu
indiikler bunun sonucuyla artan adezyon ve agregasyon molekiilleri hiicre
proliferasyonu, farklanmasi ve kikirdaga 6zgii ECM proteinlerinin depolanmasini
tesvik eder [75]. TGF-B1 ve TGF-B3 kikirdak defekti sonrasi kikirdak onarmina etkisi
¢ok sayida c¢alismada test edilmistir. TGF-f2 ve TGF-B3 kikirdak farklanmasi
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caligmalarinda TGF-B1°den daha etkili oldugunu sdylemesine ragmen bu {i¢ isoform
arasinda kikirdak farklanmasini tesvik etme yeteneklerinde dnemli bir fark yoktur [76]
[77]. TGF-B1, 2 ve 3'in, MKH ‘lerde Sox-9 ekspresyonunu indiikledigi ve kikirdak
ECM iiretimini arttirdig1 gosterilmistir [78, 79]. Fan H. ve ark, in vitro ¢alismalarinda,
TGF-B3 ile ¢apraz baglanmis bir yapi iskelesinin MKH proliferasyonunu ve bol
miktarda ECM iiretimini kolaylastirdig1 gosterilmistir ve ayrica in vivo hayvan modeli
caligmalar1 da doku iskeleleri {izerinde kondrojenik farklanmayi1 desteklemektedir

[80].

TGF-B2 eksikliginin, kraniyofasiyal, uzuv, omurga, i¢ kulak anomalileri dahil olmak
tizere birgok gelisimsel patolojiye yol agtigi goriilmiistiir [81]. Ayrica TGF-f sinyali
bloke edildiginde (TGF-p reseptor inhibisyonu 1 kinaz), otonom kikirdak benzeri doku
olusumu azalmistir [82]. Im-vitro c¢alismalarda TGF-B2’nin kollajen yikiminm

baskiladig1 ve kikirdak matriksinin korunmasina yardime1 oldugu gosterilmisti.
2.8.2. Fibroblast Biiyiime Faktorii (FGF)

Fibroblast bityiime faktorii (FGF), 1974 yilinda fibroblastlar1 ¢ogaltan molekiil olarak
tanimlanmustir [83]. FGF’ler, doku yenilenmesini tesvik etme potansiyeline sahip olan
22 yiiksek homolog polipeptidlerin olusturdugu bir ailedir. Her birinin farkli etkisi
olan bu tiyelerin ortak yonii heparin baglayan bolgelerinin olmasi ve hiicre iizerinde
heparan siilfatli proteoglikan molekiillerine baglanarak kendilerine 6zgii sinyal
yolaklarin1 uyarmalaridir. FGF1 ve FGF10 arasindaki tiim tliyeler FGF reseptoriine
baglanarak etki gosterirler. FGF11, FGF12, FGF13 ve FGF14, FGF homolog faktor
olarak bilinir, bunlar FGF reseptorlerine baglanmaz ve hiicre i¢inde diger FGF’lerden
daha farkli etkilere sahiptir. Ayni reseptor tizerinde farkli etkilere sahip olabilir. Bu

etkiler Ozetle;
e Mezodermin uyarilmasi,
e (Govdenin 6n ve arka eksende sekillenmesi,
e Ekstremitelerin gelismesi,

e Sinir sistemi gelismesi,
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e Anjiyogenez,
e Keratinositlerin gelismesi ve yara iyilesmesidir.

FGF’ler; kikirdak matriksi homeostazi, eklem gelisimi ve kondrosit proliferasyonu ile
yakindan iligkilidir. FGF2, kondrositler ve MKH {izerindeki etkisi en ¢ok calisilan
tiyesidir. FGF2 sinyalleri, in vitro kiiltiir sartlarinda MKH’lerin kendini yenilemesini,
cogalmasini destekleyerek immatiir hiicrelerin devamlilig1 saglamaktadir [84, 85]. In-
vitro kiiltiir sarlarinda FGF2 sinyallerine maruz kalan MKH hiicre sayisi zamanla
artmaktadir; ancak molekiiler mekanizmasi tam olarak agiklanamanmustir [86]. insan
kaynaklt MKH’ler, in vitro’da FGF2 ile muamele edildiginde erken donem kondrosit
farklanmasina sebep olarak kondrosit belirteci olan SOX9 ekspresyonunu arttirmistir

[87].
2.9. Hipotez

Kikirdak dejenerasyonlar1 her yastan bireyin siklikla karsilastigi, yasa bagh olarak
ilerleme gosterdigi ve hayat kalitesini diistirdiigii bilinen bir olgudur. Kikirdak tedavisi
icin kullanilan klasik tedavilerin (mikrokirik, otolog kondrosit implantasyonu v.b.)
yani sira mezenkimal kok hiicre temelli tedaviler ile ilgili ¢calismalar literatiirde yer
almaktadir. Bu calismalarda uygun hiicre kaynagi se¢imi, daha basarili klinik sonuglar
elde etmek i¢in 6nemli bir basamagi olusturmaktadir. Adipoz dokudan elde edilen
mezenkimal kok hiicrelerin kikirdak farklanmasinda basarili sonuglar verdigi yapilan
caligmalarda gosterilmistir. Kikirdak yenilenmesi ve in vitro farklanma ¢aligsmalarinda
AKMKH’lerin alternatif bir hiicre kaynag: olarak degerlendirilmektedir. Bu hiicreler
ile yapilan yonlendirme deneylerinde oldukca etkin sonuglar elde edilmis olmasina
ragmen halen in vitro yonlendirme siirecinde temel eksiklikler mevcuttur. Yapilan
calismalarda farkli biiyiime faktorlerinin etkileri test edilmis olsada etkin biiyiime
faktorii kombinasyonlart dolayis1 ile uygun mikrocevre icerigi literatiirde halen

tanimlanmis degildir.

Bu projedeki hipotezimiz, Adipoz kaynakli mezenkimal kok hiicrelerin in vitro
yonlendirme siireglerinde, TGFB1, TGFB2 ve FGF2 biiylime faktorlerinin etkileri ile
daha iyi kalitede bir kikirdak matriksi elde etmemizi saglayabilir seklindedir.
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Bu calismada amacimiz, TGFBl, TGFB2 ve FGF2 biylime faktorlerinin
kombinasyonlarinin belirlenen siirelerde adipoz kaynakli mezenkimal kdk hiicrelerin
in vitro yonlendirme siireglerinde tek tabaka ve 3B pellet kiiltiir sistemlerinde
incelemektir. Planlanan ¢alisma ile, adipoz kaynakli mezenkimal kok hiicreler
oncelikle tek tabaka kiiltiir sisteminde FGF2 ve TGFpI1 ile ardindan TGFp2 ile
muamele edilmistir. Sonugta olusturulan tek tabaka ve 3B pellet kiiltiir sistemlerinde
histokimyasal olarak alsiyan mavisi ve dimetilmetilen mavisi (DMMB) yontemleri ile
dokunun Kkalitesi, hiicre-matriks kompozisyonu ve 3B pellet kiiltiir sistemlerinde
COL2A1 ve ACAN gibi proteinlerin ekspresyon diizeyleri immunohistokimyasal

yontem ile belirlenmistir.
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GEREC ve YONTEM

Bu proje kapsaminda kullanilan “Adipoz Kaynakli Mezenkimal K6k Hiicreler” 250-
300 g aras1 Wistar siganlarin kasik deri alt1 bélgesindeki yag dokudan daha 6nce izole
edilmis olup literatiire kazandirilmis olan ¢alismada bu hiicrelerin mezenkimal kok

hiicre karaterizasyonlari tanimlanmistir (Sekil 3.1.) [88].

Sekil 3.1. Adipoz kaynakli kok hiicrelerin immiinofloresan yontemi kullanilarak CD29, CD90,
CD105,CD45 ve CD34 biyobelirtegleri ile isaretlenmis goriintiileri (DAPI: mavi; CD29, CD90, CD105,
CD45, CD34: kirmiz1 sinyal) [88].

[zolasyonu gergeklestirilen bu hiicreler pasaj 4’de deneye dahil edilerek olusturulan
tek tabaka ve 3B pellet kiiltiir gruplart asagida sunulan tablolarda 6zetlenmistir (Tablo
3.1.-Tablo 3.2.).

Tablo 3.1. AKMKH’lerin biiyiime faktorleri kombinasyonlari ile 6 giin boyunca tek tabaka kiiltiirde
olusturulan gruplar
Haftal Hafta 1

Giin0-3 Giin3-6

Grup 1 | ITS ITS

Grup 2 | ITS TGFB2

Grup 3 | FGFY/TGFp1 ITS

Grup 4 | FGF2/ TGFp2
TGFB1
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Tablo 3.2. AKMKH’lerin biiylime faktorleri kombinasyonlari ile 21 giin boyunca 3B pellet kiiltiiriinde
olusturulan gruplar

Hafta l Hafia 1 Hafta 2 Hafta 3
Giin0 -3 Giimn3-6 Giin 7-14 Giin 14 - 21
Grup 1 ITS ITs Kondrojenik K ondrojenik
Medyum Medyum
Grup 2 ITS TGFp2 Kondrojenik E ondrojenik
Medyum Medyum
Grup 3 FGF2 / TGFB1 ITs Kondrojenik K ondrojenik
Medyum Medyum
Grup 4 FGF2 / TGFB1 TGEp2 Kondrojenik K ondrojenik
Medyum Medyum
Grup 5 Kondrojenik Kondrojenik Kondrojenik K ondrojenik
Medyum Medvyum Medyum Medvum
Grup 6
DMEM+%10FBES DMEM+%10FBS DMEM-+%10FBES DMEM+%:10FBS

3.1. Adipoz Kaynakh Mezenkimal Kok Hiicreler Cogaltilmasi

AKMKH’lerin tamami %10 Fetal Dana Serumu (FBS-Thermo cat. No: 10270106),
Penisilin/Streptomisin/Amfoterisin (10000U/ml & 10mg/ml & 25ug/ml) (Biological
Industries, cat. No: 03-033-1B), eklenmis DMEM (Capricorn, cat. No: DMEM-HPA)
igerisinde tek tabaka kiiltiir sistemleri olusturularak, %5 CO2’lik atmosfer, %95 nem
ve 37 °C’lik inkiibatorde gogaltildi.

AKMKH’lerin Cogaltilmasi:

1) Sivi nitrojende (- 196°C) saklanan AKMKH Pasaj2’deki hiicreler ¢ikarildi ve
su banyosunda yaklasik 36.5 ° C’de 1sitilarak eritildi.

2) %10 Fetal Dana Serumu ve %1 Penisilin/Streptomisin/Amfotersin ile

hazirlanan yiiksek glikoz igeren DMEM besiyeri su banyosunda 1sitildi.

3) Cozlinen hiicreler, yaklagik 5ml 1sitilmis DMEM igerisine 15ml falkona
aktarildi.

4) 1600 rpm’de 5dk santrifiij edildi.

5) Santrifiij sonrasi hiicre iizerindeki siipernatant uzaklastirildi.
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6)
7)

8)

Hiicre pellet kism1 1ml DMEM ile siispanse edildi.
75cm? “lik kiiltiir kabina dagitildr.

%5 CO2’lik atmosfer, %95 nem ve 37°C’lik inkiibatorde yeterli yogunluga

ulasana kadar kiiltiire edildi.

3.2. AKMKH’lerin 12 Kuyucuklu Petri Kiiltiir Kaplarina Ekim ve Kiiltiirii

Bu boliimde, AKMKH’lerin kiiltiirii gergeklestirilip 4. pasaji takiben 12 kuyucuklu

kiltlir kaplarina ekimi gergeklestirildi;

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

Flasklarda bulunan medyumlar uzaklastirildi.

Ardinda tripsin (Gibco, cat. No0:25200056) eklenerek, 5 dakika 37°C’de
bekletildi.

Flask igerisinde bulunan tripsin+thiicreler steril bir tiipe alindi.

Flask igerisine DMEM+%10 FBS eklenerek yikama islemi gerceklestirildi ve

bu soliisyonda steril tiip icerisine ilave edildi.
Steril tiip icerisindeki soliisyon 1600 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi.

Santriflij isleminden sonra siipernatant uzaklastirildi. Hiicre’lerin tizerine 1 ml
DMEM eklendi. Hiicre’ler siispanse edilerek sayimi gerceklestirildi (Thtiyag
halinde diliie edildi).

Ardinda 12 kuyucuklu kiiltiir kablarina, her bir kuyucukta 0.05x10° hiicre
olacak sekilde ekimleri gerceklestirildi.

Ekim igleminden sonra ilk 1 giin boyunca hiicreler DMEM i¢inde tek tabaka kiiltiirler
%S5 CO2’lik atmosfer, %95 nem ve 37°C’lik inkiibatorde ¢ogaltild.

3.3. AKMKH’lerin 12 Kuyucuklu Kiiltiir Kaplarinda Biiyiime Faktorleri ile

Kiiltiiri

Ekim igleminden 1 giin sonra 3 giin boyunca kiiltiire 1. grup-1TS, Il. grup-ITS, IlI.
grup-FGF2+TGFp1 ve IV. grup-FGF2+TGFp1 olacak sekilde kiiltiirasyona 37° C’de
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%5 CO> konsantrasyonunda nemli ortamda devam edildi. Bu asamadan sonra 12
kuyucuklu kiiltlir kaplarinda bulunan hiicreler 3 giin siire ile yine 12 kuyucuklu kiiltiir
kaplarinda 1. grup-ITS, Il. grup-TGFB2, III. grup-ITS ve IV. grup-TGFB2 olacak
sekilde kiiltiire edildi (Sekil 3.2.).

3 gin 3gun

FGF2/ FGF2/
TS ITS TGFB1 TGFB1 ITS TGFB2 TS TGFB2

Sekil 3.2. AKMKH’lerin 12 kuyucuklu kiiltiir kaplarinda biiylime faktorleri kombinasyonlar: ile
olusturulan gruplar ve biiyiime faktorii uygulama siireleri. Bu sekil, BioRender programi (BioRender,
Toronto, Kanada) kullanilarak olusturulmustur.

Deney icerigini daha ayrintih sekilde anlatacak olursak;

Uygulama 1 (3Giin):
1) 12 kuyucuklu kiiltiir kaplarinda bulunan medyumlar uzaklastirildi.
2) PBS ile yikandi.

3) Ardindan ITS, FGF2 ve TGFp1 biiyiime faktorleri ile hazirlanan medyumlar
Sekil 3.2 gosterildigi gibi 1ml kuyucuklara eklendi.

Medyum degisimi isleminden sonra 3 giin boyunca hiicreler %1 ITS (Insiilin
transferrin selenium 100x- Thermo-41400045), 50ng/ml FGF2 (Fibroblast biiyiime
faktorii- Proteintech-HZ1285) ve 10ng/ml TGFB1 (Déniistiiriicii Biiyime Faktorii
Betal- Proteintech-HZ1011) igeren DMEM i¢inde tek tabaka kiiltiirler %5 CO2’lik
atmosfer, %95 nem ve 37 °C’lik inkiibatorde ¢ogaltildi.

Uygulama 2 (3GUN):

1) 12 kuyucuklu kiiltiir kaplarinda bulunan medyumlar uzaklastirildi.
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2) PBS ile yikandu.

3) Ardindan ITS ve TGFP2 biiyiime faktorleri ile hazirlanan medyumlar Sekil
3.2°de gosterildigi gibi Iml kuyucuklara eklendi.

Medyum degisimi isleminden sonra 3 giin boyunca hiicreler %1 ITS ve 10ng/ml
TGFp2 (Donistiiriicii Bliyiime Faktorii Beta2- Proteintech-HZ1092) igeren DMEM
icinde tek tabaka kiiltiirler %5 CO2’lik atmosfer, %95 nem ve 37 °C’lik inkiibatorde

cogaltildi.

3.4. Tek Tabakalh Hiicre Kiiltiirlerinde Hiicre-Matriks Kompozisyonunun

Alsiyan Mauvisi ile Belirlenmesi

Bu islem ile planlamis oldugumuz ilk 6 giinliik deney sonucunda olusan tek tabakali

hiicre kiiltiiriinde alsiyan mavisi boyanmasini gergeklestirdik (Sekil 3.3.).

Alsiyan Mavisi

3 gun 3 gun
FOF2) FOF2
FGF2 FOFY ITs/ TGEp1/ TGFRY/
TS TS TGFPY_TGFpY ms TOFP2 1S TGFP2 ms TOFP2 (s’ TGFp2
1 | |

Sekil 3.3. Tek tabakali hiicre kiiltiiriinde ilk 6 giinliik deney sonunda alsiyan mavisi boyamasi yapilan
gruplar ve deney diizenegi. Bu sekil, BioRender programi (BioRender, Toronto, Kanada) kullanilarak
olusturulmustur.

Hazirlanan Soliisyonlar:

%3 liik asetik asit soliisyonu:

Asetik asit (Merck, 1000632500) 3 ml,

Distile Su 97 ml

Alsivan mavisi solisyonu (pH2.5):

Alcian blue 8GX (Serva, SE1202101) 1 g,

Asetik asit 3% soliisyonu 100 mli
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Uygulama:
1) Tek tabakali hiicre kiiltiiri ortamindan medyum uzaklastirilda.
2) PBS ile 2x5 dakika olacak sekilde yikandi.

3) Ardindan 10% Notral tamponlu formalin (NBF) ile 30 dakika oda 1sisinda

muame edilerek fiksasyon islemi gerceklestirildi.
4) Ardindan 10% Nétral tamponlu formalin (NBF) uzaklastirildi.
5) Alsiyan mavisi soliisyonu uygulandi (3 saat)
6) 12 kuyucuklu kiiltiir kab1 kuyucuklari su ile yikandi.

7) Alsiyan mavisi boyamasi ile olusturulan gruplar arasindaki proteoglikan farki
histokimyasal olarak belirlendi invert (Olympus 1X71) mikroskopta
fotograflandirilda.

3.5. Tek Tabakah Hiicre Kiiltiirlerinde Hiicre-Matriks Kompozisyonunun

Dimethylmethylene Blue (DMMB) Yontemi ile Belirlenmesi

Bu islem ile planlamis oldugumuz ilk 6 giinliilk deney sonucunda olusan tek tabakali
hiicre kiiltiirlerinde Dimetilmetilen Mavisi (DMMB) boyanmasi (Sekil 3.4.) ile tek
tabaka kiiltiirde gruplar arasindaki GAG igerigi spektrofotometrik 6l¢iim sonuglari
elde edilerek karsilastirildi.
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Papain Enzim  Ornekler santrifijj
Solusyonu edilie

kuitur kabina eklendi.

0 Her kuyucuga DMMB
boyasi eklendi. w

Papain enzim [ -

solusyonu ile hucre | =

Hzats eice edilt,_—meelp [ 'Q Sandactirve i
, ¢ 3 - ornekler 96 kuyucukiu

. Ornekler ve
Standartiar 530nm
spektrofotometrik
okuma yapiidi

e

Sekil 3.4. Tek tabakali hiicre kiiltiiriinde ilk 6 giinliik deney sonunda DMMB analizi yapilan gruplar ve
deney diizenegi. Bu sekil, BioRender programi (BioRender, Toronto, Kanada) kullanilarak
olusturulmustur.

Hazirlanan Soliisyon:

DMMB Soliisyonu:

Distile su 1L,

DMMB (Sigma, cat. No: 341088) 16mg,
Polivinilalkol (Sigma, cat. N0:341584-25G) 3g,
Glisin (Serva, SE2339004) 3.04q,

NaCl (Serva, SE3018301) 2.37q,

HCI (Sigma, 1758-100ml) 95ml 0.1M

Papain Enzim Soliisyonu:

NaAc (Sigma, S7670-250G) 20mM pH 6.8,
EDTA (Serva, SE11278001) 1Mm,

DTT (VWR, VWRV0281-5G) 2Mm,
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Papain (Sigma, P5306-25MG) 300 pg/ml
Uygulama:
1) Tek tabakali hiicre kiiltiiri ortamindan medyum uzaklastirilda.
2) PBS ile yikama yapildi
3) 1ml Papain enzim soliisyonu soliisyonu 37°C’de 60dk inkiibe edildi.

4) Inkiibasyondan sonra drnekler mikrosantrifiij tiipiine alind1 ve 1600rpm’de 5dk

santrifiij yapildi.
5) Ustte kalan siipernatant temiz bir mikrosantrifiij tiipiine alinds.

6) 1mg/ml GAG igeren Ornekten 50ug, 40ug, 30ug, 20ug, 10ng, Sug, Oug

standartlar hazirlandi.

7) 96’11 mikroplatte hazirlanan 50ul standart soliisyonu ve hiicre kiiltiirii 6rnekleri

eklendi.
8) Uzerlerine 200ul DMMB soliisyonu ile karistirilds.

9) Spektrofotometre (EPOCH, BioTek. Reader) okuyucuda 530nm absorbans

oraninda spektrofotometrik 6l¢iim yapildi.

3.6. Tek Tabakah Hiicre Kiiltiirlerinden Pellet Kiiltiirlerin ve Gruplarin

Olusturulmasi

Tek tabakali hiicre kiiltiiriinde ¢ogaltilan hiicrelerden 3B pellet kiiltiirleri hazirland1

(Sekil 3.5.).
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b |

ITS (3G)/ FGF2-TGFB1(3G) FGF2-TGFB1(3G)Kondrojenik

gg) TGFB2 (36) /TS (3G) /TGFP2 (36)  Medyum (21G) DMEM (216)
ey e e e r—’r
I' ‘I II
L v v ‘N v

6 giin sonunda 21giin boyunca kondrojenik medyum

Sekil 3.5. Tek tabakal1 hiicre kiiltiiriinden pellet kiiltiirlerinin ve gruplarinin olusturulmasi diyagrama.
Bu sekil, BioRender programi (BioRender, Toronto, Kanada) kullanilarak olusturulmustur.

Uygulama:
1) Tek tabakali hiicre kiiltiirii ortamindan medyum uzaklastirildi.
2) PBS ile 2x5 dakika yikandi.
3) Ardinda tripsin eklenerek, 10 dakika 37° C’de bekletildi (kontrollii asama)

4) T75 flaskta bulunan tripsin+hiicreler steril bir tiipe alindi. Uzerine DMEM-
FBS iceren medyum eklendi.

5) Steril tiip igerisindeki soliisyon 1600 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi.

6) Santrifiij isleminden sonra siipernatant uzaklastirildi.

7) Hiicrelerin iizerine Iml DMEM eklendi.

8) Hiicreler resiispanse edilerek sayimi gergeklestirildi.

9) Ardindan 1x10° hiicre olacak sekilde steril 15°lik santrifiij tiiplerine ekimleri

gerceklestirildi.
35



10) Iml DMEM+ FBS igeren medyum tiim pellet kiiltiirlerine eklendi.
11) 1600rpm’de 5 dakika santrifiij edildi.

12) %5 CO2’lik atmosfer, %95 nem ve 37 °C’lik inkiibatorde inkiibe edildi. 2 giin
DMEM+ FBS i¢eren medyumunda kiiltiire edildi.

13) 2 giin sonra medyum uzaklastirildi.

14) 3 giin boyunca I. grup-ITS, 1. grup-ITS, Il. grup-FGF2+TGF1 ve IV. grup-
FGF2+TGFB1 V.grup kondrojenik medyum VI. grup DMEM+FBS olacak
sekilde kiiltiirasyona 37°C’de %5 CO2 konsantrasyonunda nemli ortamda

devam edildi.
15) 3 giin sonunda ilk 4 gruptan medyumlar uzaklastirildi.

16) I. grup-ITS, I1. grup-TGFp2, I1I. grup-1TS ve IV. grup-TGFp2 olacak sekilde
kiiltirasyona 37° C’de %5 CO2 konsantrasyonunda nemli ortamda devam
edildi.

17) 6 giiniin sonunda ilk 4 gruba kondrojenik medyum eklenerek 21 giin kiiltiire

devam edildi.

3.7. Pellet Kiiltiirlerinde Hiicre-Matriks Kompozisyonunun Dimethylmethylene
Blue (DMMB) Yontemi ile Belirlenmesi

Bu boliimde 21 giin boyunca kondrojenik medyumda kiiltiire edilen 3B pellet kiiltiir
sistemlerinde  DMMB analizi ile GAG miktarlar1 gruplar arasindaki farklar

spektrofotometrik 6l¢iim sonuglari elde edilerek karsilastirildi.

Uygulama:
1) Pellet kiiltiirii iizerindeki kondrojenik medyum uzaklastirildi.
2) Pellet kiiltiirii izerine 1ml Papain soliisyonu ile 37 °C’de 60dk inkiibe edildi.
3) Inkiibasyondan sonra drnekler mikrosantrifiij tiipiine alindi ve santrifiij yapildi.

4) Ustte kalan siipernatant temiz bir mikrosantrifiij tiipiine alind1.
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5) 1mg/ml GAG igeren Ornekten 50pg, 40ug, 30ug, 20ug, 10ng, Sug, Oug

standartlar hazirlandi.

6) 96’11 mikroplatte, hazirlanan 25-50 pl standart soliisyonu ve hiicre kiiltiirii

ornekleri kuyucuklara eklendi.

7) 200ul DMMB soliisyonu ile karistirildi.
Spektrofotometre (EPOCH, BioTek. Reader) okuyucuda 530nm absorbans

oraninda spektrofotometrik 6l¢iim yapildi.

3.8. Kondrojenik Yonlendirmeden Sonra Pellet Kiilriilerinin Fiksasyonu ve

Takibi

3B Pellet kiiltiirleri 21. glinlin sonunda pellet kiiltiirii fiksasyonu, pellet kiiltiir takibi
ve parafine gomme islemi gergeklestirilerek bloklar olusturuldu (Sekil 3.6.)

ITS(3G))  FGF2-TGFR1(3G)FGF2-TGFR1(3G) Kondrojenik
TGFP2 (36) /ITS (36G) [TGFB2 (3G) Medyum (21G) DMEM (21G)

et S— | (N —" | — N —— | — D— | p—p—
@ = =) e .

| |

W

ITs
(6G)

6 gun sonunda 21gun boyunca kondrojenik medyum

Pellet kulturu fiksasyonu, takibi ve paraffin blok olusturulmasi
FGF2-TGFR1 FGF2-TGFg1 Kondrojenik
ITS ITS/TGFB2 HTS /TGFR2 Medyum OMEM

- . - i - . - 4 - 4 - '}
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Sekil 3.6. Pellet kiiltiirii fiksasyonu, pellet kiiltiir takibi ve parafine gomme islemi gergeklestirilerek
paraffin blok olusturma diyagrami. Bu sekil, BioRender programi (BioRender, Toronto, Kanada)
kullanilarak olusturulmustur.

Uygulama:

1) Pellet hiicre kiiltiirlerinden medyum uzaklastirildi.

2) PBS ile 2x5 dakika olacak sekilde yikandi.
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3)
4)
5)
6)
7)
8)

9)

Ardimdan %4°1lik formalin ile 15 dakika fikse edildi.
%70’1ik soguk alkol ile 30 dakika muamele edildi.
%95’lik soguk alkol ile 30 dakika muamele edildi.

%100 ‘liikk soguk alkol ile 30 dakika muamele edildi.
%100 ‘liik oda 1s1sinda alkol ile 30 dakika muamele edildi.
Ksilol (Merck, 1082972500) ile 1-2 sn muamele edildi.

Ardindan 1 saat parafinde tutuldu.

10) Gomme islemi gergeklestirilerek parafin bloklar olusturuldu.

3.9. Kondrogenez Siireci Sonrasinda Fiksasyonu ve Takibi Yapilan Pellet Parafin

Bloklarinda Alsiyan Mavisi ile Boyanmasi Yoéntemi

Uygulama:

1)

2)

3)

4)

5)
6)
7)

8)

Hazirlanan parafin bloklardan Spum kalinhiginda kesitler hazirlanarak

incelemeye hazir hale getirildi.

Kesitleri (5um kalinlikta) iceren lamlar, 60 °C’lik etiivde 1 saat bekletilerek

kesitlerin lam yiizeyine iyi bir sekilde yapigsmasi saglandi.

Daha sonra, preparatlar 10 dakika ksilol (Merck, 1082972500) | ve ksilol 11

asamalarindan gegirildi.

Preparatlar, azalan etanol serilerinde (%100, %90, %80 ve %70’lik etanol)

beser dakika tutularak rehidratasyonlar1 gerceklestirildi.
Ardindan kesitler 5 dakika suya alindi.

PBS ile 2x5 dakika yikandi.

Ardindan alsiyan mavisi soliisyonu 1 saat uygulandi.

Su ile 5 dakika yikama yapildi.
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9) Niiklear fast red (Sigma, N3020-100M) 5 dakika uyguld:.
10) Su ile yikama yapildi.

11) Kaiser (Merck, 1001651000) kapatma soliisyonu ile kapatildi ve 1sik
mikroskobunda (ZEISS, Primo Star) incelemeye hazir hale getirildi.

3.10. Kondrogenez siireci sonrasinda olusacak pellet paraffin bloklarda COL2A1
ve ACAN proteinlerinin ekspresyon diizeylerinin immiiniihistokimyasal yontem

ile belirlenmesi

Protein ifadelerinin 6zgiil oldugunu belirlemek igin pozitif kontrol ACAN (Agrekan)
icin; insan akciger dokusu, COL2A1 (Tipll Kollajen) i¢in; insan eklem kikirdagi
dokusu kullanildi ve sekonderin 6zgiil oldugunu belirlemek icin negatif kontrol

yapildi.
Uygulama:

1) Hazirlanan parafin bloklardan 5 pm kalinhiginda kesitler hazirlanarak

incelemeye hazir hale getirildi.

2) Kesitleri (5um kalinlikta) igeren lamlar, 60°C’lik etiivde 1 saat bekletilerek

kesitlerin lam yiizeyine iy1 bir sekilde yapismasi saglandi.
3) Daha sonra, preparatlar 10 dakika ksiloll ve ksilolIl agamalarindan gegirildi.

4) Preparatlar, azalan etanol serilerinde (%100, %90, %80 ve %70’lik etanol)
beser dakika tutularak rehidratasyonlar: gergeklestirildi.

5) Ardindan kesitler 5 dakika suya alind1.
6) Kesitler, antijenik maskenin giderilmesi igin sitrik asitte kaynatildi.
7) Ardindan kesitler 3x5 PBS ile yikandi.

8) Normal Goat Serum Blocking Solution (Vectorlab, S1000) ile 30 dakika oda
isisinda inkiibe edildi. Bu sekilde 6zgiin olmayan antikor baglanmalarinin

Oniine gegilmeye ¢aligildi.
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9) Bloklama soliisyonu uzaklagtirildi.

10) Primer antikorlar; Aggerecan (ACAN) 1/600 (Proteintech, 13880-1-AP),
Col2Al (Tipll Kollojen) 1/400 (Proteintech, 28459-1-AP) diliisyon oranlar1
belirlendi PBS igerisinde diliie edildi.

11) Hazirlanan antikorlar pellet parafin kesit lizerine damlatildi.
12) Gece boyu +4°C’de inkiibasyon gergeklestirilecektir.

13) Ertesi giin primer antikor uzaklastirildi.

14) PBS ile 3x5 dakika olacak sekilde kesitler yikandi.

15) Goat anti-rabbit (Vector, BA1000) sekonder antikor 1/400 oraninda PBS

igerisinde diliie edildi.
16) Hazirlanan sekonder antikorlar pellet parafin kesit tizerine damlatildi.
17) 1 saat oda sicakliginda inkiibasyon gergeklestirildi.
18) 1 saat sonra sekonder antikor uzaklastirildi.
19) PBS/T ile 3x5 dakika olacak sekilde kesitler yikandi.
20) DAB (Sigma, D8001) asamas1 uygulanarak reaksiyonlar goriiniir hale getirildi.
21) Ardindan zit boyama olan hematoksilen (Merck, 1051740500) 5sn uygulandi.

22) Entellan kapatma soliisyonu ile kapatildi ve 11k mikroskobunda (ZEISS,

Primo Star) incelemeye hazir hale getirildi.
3.10. istatistik Analizler

AKMKH tek tabaka ve 3B pellet kiiltiirlerinde alsiyan mavisi ve DMMB bulgular tek
yonlii Anova ve student t- testi yontemi ile istatistiksel olarak karsilastirildi (* P <0,05,
** P <0.01, *** P <0.001).

Calisilan belirteglerin immunoboyanma yogunluklari, imagej programi ile analiz

edilip, istatistiksel olarak karsilastirilmalari tek yonlii Anova ve student-t testi yontemi
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ile gergeklestirildi (* P <0,05, ** P <0.01, *** P <0.001). Imagej programi ile
boyanmis olan hiicrelerin yogunluklar1 belirlenerek yine aymi yazilim ile

grafiklendirilerek sematize edildi.
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BULGULAR

Bu ¢alismada, farkli biiyiime faktorlerinin (TGFB1, TGFB2, FGF2) farkli siire ve
kombinasyonlarmin uygulanmasi ile olusturulan tek tabaka ve 3B pellet Kkiiltiir
modellerinde; alsiyan mavisi, DMMB analizi yapilarak kikirdak matriks
kompozisyonlart degerlendirildi. Ayrica olusturulan 3B pellet kiiltiirlerinde her grup
icin COL2A1 ve ACAN proteinleri immiinohistokimyasal olarak degerlendirildi. Elde

edilen veriler istatistiksel agidan karsilastirildi.
4.1. Adipoz Kaynakh Mezenkimal Kok Hiicrelerin Kiiltiirii ve Morfolojisi

AKMKH’ler %10 FBS iceren DMEM medyumunda tek tabaka kiiltiir ortaminda
kiiltiire edildi. Hiicrelerin 24., 48., 72. ve 96. saatlerinde fibroblast benzeri bir
morfoloji sergiledigi belirlendi. Ayrica pasajdan 4 giin sonra hiicrelerin istenilen

yogunluga ulastiklar1 gosterildi (Sekil 4.1.).

24 saat 48 saat

{
4 .

72 saat 96 saat

Sekil 4.1. Pasaj2 AKMKH’lerin (a) 24., (b) 48., () 72., (d) 96. saatlerindeki hiicre morfolojileri (20X)
skala bar: 200pum.
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4.2. Tek Tabakah Hiicre Kiiltiirlerinde Hiicre-Matriks Kompozisyonunun
Alsiyan Mauvisi ile Belirlenmesi

Tek tabakali kiiltiir ekimi yapilan ve Tablo 3.1 ‘de 6zetlendigi gibi olusturulan gruplar
6. giinlin sonunda kikirdak matriks eleman1 olan GAG birikiminin degerlendirilmesi
icin alsiyan mavisi ile muamele ederek incelemeler gergeklestirildi. Bu deney
sonucuna gore sadece ITS ile muamele edilen ve kontrol grubu olarak olusturdugumuz
Grupl; Grup2, Grup3 ve Grup4’e gore daha az boyandi. Grup2 ve Grup3 benzer
yogunlukta boyanirken, Grup4 ise diger gruplara kiyasla en yogun boyanma gosteren
grup oldu (Sekil 4.2.).
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Sekil 4.2. Tek tabakali kiiltiirde biiyiime faktorleri ile olusturulan gruplarin 6 giinliik kiiltiir sonunda
alsiyan mavisi ile boyanmig goriintiileri. Grup4’iin diger gruplara gore daha yogun bir sekilde boyandigi
tespit edildi (4X,20X) skala bar: 200pm.
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4.3. Tek Tabakah Hiicre Kiiltiirlerinde Hiicre-Matriks Kompozisyonunun

Dimethylmethylene Blue (DMMB) Yontemi ile Belirlenmesi

Tek tabakali kiiltiir ekimi yapilan ve Tablo3.1 ‘de Ozetlendigi gibi olusturulan
gruplarda 6. giiniin sonunda kikirdak matriksinin temel elemani olan siilfatlanmis
GAG miktarlart bir spektrofotometrik analiz olan DMMB teknigi ile belirlendi. Bu
parametre sonucunda elde edilen veriler tek yonlii Anova testi ve Tukey testi ile

istatistiksel olarak karsilastirildi.

Elde edilen veriler incelendiginde 6zellikle Grup4’iin Grupl’e gére anlamli oldugu
Grup2 ve Grup4 arasinda bir anlamlilik olmadig1 gosterilmistir. Ayrica Grup4 ve

Grup2’nin Grup3’e gore anlamli oldugu gosterilmistir (Sekil 4.3.; P <0.01)

0.204 | Lk |
} ki s
1
0154 ——
0.10-
0.05-
0.00

Gru'p 1 Gru'p 2 Grup 3 Grup 4

Sekil 4.3. Tek tabaka kiiltiirde biiylime faktorleri ile olusturulan gruplarin 6 ginliik kiiltiir sonunda
DMMB analiz tek yonlii ANOVA ve Tukey testi ile istatistiksel a¢idan degerlendirildi. * isareti
istatistiksel anlamlilig1 ifade etmektedir. P<0.05 anlamli kabul edilmistir (** p < 0.01, ***p<0.001).

4.4. Pellet Kiiltiirlerinde Hiicre-Matriks Kompozisyonunun Dimethylmethylene
Blue (DMMB) Yontemi ile Belirlenmesi

AKMKH’ler ile 3B pellet kiiltiirii olusturdugumuz ve 21 giin boyunca biiylime

faktorlerinin farkli kombinasyonlar ile kiiliitre ettigimiz (Tablo 3.2.) tiim gruplarda
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DMMB analizi sonuglarina goére; Grup4’in Grupl, Grup2 ve Grup3’e gore
kiyaslandiginda anlamli olarak daha yiiksek oldugu belirlendi (Sekil 4.4.). Ayrica
Grup3’iin Grup2 ‘ye gore de yiiksek anlamli oldugu goriildii (Sekil 4.4.; P < 0.01).

034 | ok |
L *k*% [
: *% Il *k*% :
I " |
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0.14

0.0
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Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4

Sekil 4.4. Pellet kiiltiirde biiylime faktorleri ile olusturulan gruplarin 21 giinliik kiiltiir sonunda DMMB
analizi tek yonlit ANOVA ve Tukey testi ile istatistiksel agidan degerlendirildi. * isareti istatistiksel
anlamlilig1 ifade etmektedir. P<0.05 anlamli kabul edilmigtir (**p < 0.01, ***p<0.001).

4.5. Kondrogeneze Yonlendirilen Pellet Kiiltiir Kesitlerinde Alsiyan Mauvisi

Boyanmasi

21 giin boyunca kiiltiire edilen 3B kiiltiir pelletlerinden elde edilen paraffin kesitlerde
kikirdak matriks kompozisyonunda yer alan GAG miktarinin belirlenmesi igin alsiyan
mavisi boyanmasi gerceklestirildi. 21 giin sonunda elde edilen pellet kiiltiir gruplarda
alsiyan mavisi sonuglart Sekil 4.5. gosterilmistir. Alsiyan mavisi boyanmalar1 ,
Grup4’in (Sekil 4.5. d-dl); Grupl (Sekil 4.5.a-al), Grup2 (Sekil 4.5. b-bl),
Kondrojenik Medyum (Sekil 4.5.e-e1) ve DMEM (Sekil 4.5. f-f1) gruplarina kiyasla
histolojik boyamada belirgin bir yogunluk farki gézlendi. Grup3’iin (Sekil 4.5. c-cl1);
Grup2 (Sekil 4.5. b-b1), Kondrojenik Medyum (Sekil 4.5.e-e1) ve DMEM (Sekil 4.5.
f-f1) grubuna gore daha yiiksek anlamli bir oldugu gézlendi. Ayn1 zamanda DMEM
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(Sekil 4.5. f-f1) grubu Kondrojenik Medyum (Sekil 4.5.e-e1) grubuna gore daha yogun

boyanmustir.

Elde edilen goriintiiler Image J analiz programi ile degerlendirilmis olup; yogunluk
artig1 istatistiksel olarak anlamlidir (Sekil 4.6.; P < 0.01).
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Sekil 4.5. 3B Pellet kiiltiirii 21. giin kesitlerinde alsiyan mavisi boyanmasi goriintiileri. Grupl (a-al),
Grup2 (b-b1), Grup3 (c-c1), Grup4 (d-d1), Kondrojenik Medyum (e-e1l) ve DMEM (f-f1) (10X,20X)
skala bar: 100umdir.
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Sekil 4.6. 3B Pellet kiiltiirii 21. giin kesitlerinde alsiyan mavisi histolojik boyama yogunlugu ile iliskili
Image-J analizi bulgularina ait grafik (**p<0.01, ***p<0.001).

4.6. Kondrogeneze Yonlendirilen Pellet Kiiltiir Kesitlerinde Hematoksilen-eozin

boyanmasi

21 giin boyunca kiiltiire edilen 3B kiiltiir pelletlerinden elde edilen paraffin kesitlerde
hiicresel organizasyonun belirlenebilmesi amaci ile hematoksilen-eozin boyamasi
yapildi (Sekil 4.7.). Pellet kiiltiir sistemlerinde matriks {iretiminin yogunluguna bagl
olarak; pelletlerin siki, diiz, yuvarlak, parlak {i¢ boyutlu bir yapiya sahip olmalari
standart bir parametre olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Olusturulan gruplarda 21 giin
kiiltiire edilen pelletlerde Grup4 diger gruplara gore daha kompakt siki bir yap1
olusturmustur (Sekil 4.7. d-d1). Grup3’ iin (Sekil 4.7. c-c1) boyutsal olarak Grup4‘e
(Sekil 4.7. d-dl1) yakin oldugu fakat siki kompakt bir yapiya sahip olmadigi
gozlenmistir. Grup2‘nin (Sekil 4.7. b-bl) ise hiicresel dagilimi ve kompakt yapisi
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Grup4’e (Sekil 4.7. d-d1) benzer sekilde iken boyutsal olarak degerlendirildigimizde
olduk¢a kiiciik oldugu belirlenmistir. Kondrojenik Medyum (Sekil 4.7. e-el) ile
muamele edilen kontrol grubunda ise beklenen pellet biiyiikliigii elde edilememistir.
DMEM (Sekil 4.7. f-f1) grubu ise diger gruplarla karsilastirildiginda hiicresel

organizasyonu, kompakt yapisi ve biiytikliigii oldukea diistiktiir.
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Sekil 4.7. 3B Pellet kiiltiirii 21. giin kesitlerinde hemotoksilen-eozin boyanmasi goriintiileri. Grupl (a-
al), Grup2 (b-bl), Grup3 (c-cl), Grup4 (d-d1), Kondrojenik Medyum (e-el) ve DMEM (f-f1)
(10X,20X) skala bar: 100pumdir.
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4.7. Kondrogeneze Yonlendirilen Pellet Kiiltiirler Kesitlerinde COL2A1 ve
ACAN proteinlerinin ekspresyon diizeylerinin immiiniihistokimyasal yontem ile

belirlenmesi

21 giin boyunca kiiltiire edilen 3B kiiltiir pelletlerinden elde edilen paraffin kesitlerde
(Tablo 3.2.) immiinohistokimyasal olarak sirasiyla Col2A1 ve ACAN reaksiyonlari
belirlendi.

Col2A1 reaksiyonlari, Grup4’iin (Sekil 4.8.d-d2); Grup1 (Sekil 4.8.a-a2), Grup2 (Sekil
4.8. b-b2), Kondrojenik Medyum (Sekil 4.8.e-e2) ve DMEM (Sekil 4.8. f-f2)
gruplarina kiyasla immiinboyamasinda belirgin bir yogunluk farkli oldugu gozlendi.
Grupl (Sekil 4.8.a-a2) ve Grup3’in Kondrojenik Medyum (Sekil 4.8.e-e2) ve
DMEM’e (Sekil 4.8. f-f2) gore anlamh diizeyde yogun oldugu goézlendi. Ayni
zamanda Grup2 (Sekil 4.8. b-b2) ve Grup3 (Sekil 4.8. c-c2) arasinda anlaml1 bir fark
gozlenirken Grup3 (Sekil 4.8. c-c2) ve Grup4 (Sekil 4.8.d-d2) arasinda anlamli bir fark

gozlenmemistir.

Elde edilen goriintiiler Image-J analiz programi ile degerlendirilmis olup; yogunluk
artig istatistiksel olarak anlamlidir (Sekil 4.9.; P <0.05).
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Kondrojenik Medyum

Pozitif Kontrol

Sekil 4.8. 3B Pellet kiiltiirii 21. giin kesitlerinde COL2A1 ifadesinin immiinohistokimyasal goriintiileri.
Grupl (a-a2), Grup2 (b-b2), Grup3 (c-c2), Grup4 (d-d2), Kondrojenik Medyume (e-e2), DMEM (f-2)
ve insan akciger dokusu pozitif kontrol (g-g2) ) (10X,20X) skala bar: 100pmdir.
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Sekil 4.9. 3B Pellet kiiltiirii 21. giin kesitlerinde COL2A1 immunoboyanmasi yogunlugu ile iligkili
Image-J analizi bulgularina ait grafik (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001).

ACAN reaksiyonlari, Grup4 (Sekil 4.10. d-d2); Grup1 (Sekil 4.10. a-a2), Grup2 (Sekil
4.10. b-b2), Grup3 (Sekil 4.10. c-c2), Kondrojenik Medyum (Sekil 4.10. e-e2) ve
DMEM (Sekil 4.10. f-f2) gruplarniyla kiyaslandiginda diger gruplara gore
immiinohistokimysal boyamada anlamli bir yogunluk farki goézlendi. Ayrica diger

gruplar arasinda anlamli bir yogunluk farki gézlenmedi.

Elde edilen goriintiiler Image-J analiz programi ile degerlendirilmis olup; yogunluk
artigi istatistiksel olarak anlamlidir (Sekil 4.11.; P < 0.01).
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Pozitif Kontrol

Sekil 4.10. 3B Pellet kiiltiiri 21. giin kesitlerinde ACAN ifadesinin immiinohistokimyasal goriintiileri
Grupl (a-a2), Grup2 (b-b2), Grup3 (c-c2), Grup4 (d-d2), Kondrojenik Medyume (e-e2), DMEM (f-f2)
ve insan eklem kikirdagi dokusu pozitif kontrol (g-g2) (10X,20X) skala bar: 100pmdir.
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Sekil 4.11. 3B Pellet kiiltiirii 21. giin Kesitlerinde ACAN immunoboyanmasi yogunlugu ile iliskili
Image-J analizi bulgularina ait grafik (**p<0.01, ***p<0.001).
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TARTISMA

Eklem kikirdagi hasarlanmasi yaslanma ile birlikte artan dejeneratif bir hastaliktir. Son
verilere gore, 52.2 milyon Amerikaliya eklem kikirdagr dejenerasyonu teshisi
konulmustur [89]. Bu rakamlarin 2040 yilinda 78.4 milyona ulasacagi tahmin
edilmektedir. Eklem kikirdagi dejenerasyonunu 6nlemek igin heniiz tanimlanmais etkili
bir tedavi yontemi bulunmamaktadir [90]. Hiicre terapileri cesitli hastaliklarin
tedavilerinde o6zellikle eklem kikirdagi rejenerasyon siireglerinde gelismekte olan
yaklasimlardan biridir. Bu alanda mezenkimal kok hiicreler, hiicre terapilerinde en

uygun hiicre kaynagi olarak gosterilmektedir.

Bu calismada; 250-300g arasinda Wistar siganlarin kasik deri alt1 bolgesindeki yag
dokusundan izole edilmis olan adipoz kaynakli mezenkimal kok hiicreler (AKMKH)
kullanilmistir. Bu hiicrelerin, ISCT’ nin belirlemis oldugu mezenkimal kok hiicre
belirteglerini eksprese etmelerinin yani sira hem morfolojik hem de fonksiyonel olarak
AKMKH karakterine sahip olduklar1 daha 6nce gosterilmistir [88]. Deri alt1 adipoz
dokudan elde edilen AKMKH’lerin farklanma potansiyellerinin yiiksek olmalarindan
dolay1 kikirdak farklanma ¢alismalarinda kullanilmaktadirlar. Ayrica agir invaziv bir
cerrahi gerektirmeden diger mezenkimal kok hiicre kaynaklarina gore daha kolay izole
edilebilmeleri sebebi ile kikirdak aragtirma ¢alismalarinda degerlidirler. Calismamizin
yaygin etkilerinden biri de, in vitro kondrogenez siirecini ve kiiltlir ortamini
gelistirmek amaci ile kullanilabilirligi klinik agidan da daha kolay olan AKMKH
secilmis olmasidir. 2. Pasaj AKMKH’nin in vitro kosullar altinda 96 saat boyunca
belirli araliklarla goriintiileri elde edildi. 24., 48., 72. ve 96. saatlerde invert mikroskop
kullanilarak 20X biiyiitmedeki goriintiileri incelendiginde, hiicre morfolojilerinin

literatiire uygun oldugu belirlendi [91, 92].

Hiicre temelli tedavi yaklagimlarmin temel prensibi olarak, in vitro kondrogenez,
embriyonik kikirdak gelisimini taklit ederek gelistirilmeye calisiimaktadir [79] . Bu
siirecte TGFP ve FGF ailesi biliyiime faktorleri, 6ncii kok hiicrelerin ¢ogalmasinda,
farklanmasinda ve olgunlagmasinda etkili olan SOX9 ve Rux1 gibi transkripsiyon
faktorlerini aktive etmektedirler [78, 87]. Bu transkripsiyon faktorleri kikirdak
genlerinin gen ifadelerini saglarlar. Ilgili literatiir incelendiginde, TGFB ve FGF
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bliyiime faktdrlerinin mezenkimal kok hiicrelerin kikirdaga farklanma deney

modellerinde oldukga etkili oldugu bir ¢ok ¢alismada gosterilmistir [92-94].

FGFR1-3’lin in vitro’da yetiskin mezenkimal kok hiicre kondrojenik farklanmasinda
ve embriyonik uzuv gelisimde eksprese edildigi gosterilmistir [8]. Geun Soon Yoo ve
ark. yaptigi calismada FGF biiyiime faktoriinin, AKMKH’nin kondrojenik
farklanmasini etkiledigini gostermektedir [92]. Baska bir calismada ise, FGF2, FGF9
ve FGFI18in insan kaynakli mezenkimal kok hiicrede kondrogenezi
degerlendirildiginde, FGF2’nin hiicre proliferasyonunda etkiliyken, FGF9/FGF18’in
kondrojenik farklanmada kritik belirleyici bir rol oynadigi belirtilmistir [87]. Kok
hiicre temelli eklem kikirdagi yenileme stratejilerini gelistirmek amact ile,
AKMKH’lerin in vitro da hiyalin kikirdaga farklandirma caligmasinda TGF(3
kullanimi hipertrofiyi onlemistir [94]. Aymi ¢alismanin in vivo deneylerinde ise
kikirdak yenilenmesini destekledigi ortaya konmustur. IGF-1 ve TGFB3 birlikte
kullanildiginda hipertrofi 6nlenmis ve daha kaliteli bir hiyalin kikirdak elde edilmistir
[95]. Baska bir calismada ise FGF18 ve TGFp3’iin birlikte kiiltiire edildiginde matriks
birikimi ve kondrojenik farklanmada pozitif etkisi gosterilmistir [96]. Ayrica
AKMKH’ler ile olusturulan pellet kiiltiir modeli kondrogenez siirecinde FGF18 ve
TGFp3’in etkisi incelendiginde; kikirdak matriks elemanlarinin gen ve protein
ekspresyon diizeylerinde biiyiime faktorlerinin sinerjistik etkisinin, tek tek uygulanan
gruplara gore daha anlamli oldugu orataya konulmustur [96]. Literatiire kazandirilan
bircok c¢alismada, kok hiicrelerin in vitro kondrogenez modellerinde, biiyiime
faktorlerinin birlikte kullaniminin tek basma kullanimina gére daha etkili oldugu
gosterilmisgtir [97-99]. Yapilan yonlendirme deney modellerinde oldukga etkin
sonuglar elde edilmis olmasina ragmen halen in vitro kondrogenez siirecinde etkin bir
biiylime faktorii kombinasyonu literatiirde mevcut degildir. Bu tez projesi kapsaminda
daha oOnce literatiirde denenmemis olan, TGFB1, TGFB2 ve FGF2 biyiime
faktorlerinin farkli kombinasyonlarinin belirli siirelerde sican AKMKH’leri tek tabaka

ve 3B pellet kiiltiir modeli kondrogenezine etkisi aragtirtlmigtir.

Bu tez projesi kapsaminda, in vitro’da TGFB1, TGFB2 ve FGF2 biiyiime faktorlerinin
sigandan elde edilmis AKMKH’lere uygulanmasinin kondrogenez siirecine olan etkisi
arastirllmistir. AKMKH’lerin tek tabakali ve 3B pellet kiiltiirlerinde TGFB1, TGFp2

ve FGF2 uygulamalar1 kikirdak matriks birikimini belirli diizeylerde arttirmistir.
58



Hiicre kiiltiiriiniin tek tabakali sisteminin 6. giiniinde ve 3B pellet kiiltiiriiniin 21.
giiniinde alsiyan mavisi boyanmalarinda total GAG miktarinin biiyiime faktorlerini
belirli giin ve siirelerde uyguladigimiz gruplar igerisinde 6zellikle Grup4’te (FGF2/
TGFB1+ TGFB2) diger gruplara oranla daha yogun bir boyanma sergiledigi
gozlemlendi. Yine benzer sekilde DMMB analizi ile siilfatlanmis GAG miktar1 Grup4
(FGF2/ TGFB1+ TGFp2) i¢in diger gruplara gore istatistiksel olarak anlamli derecede
ylksek bulunmustur. Bununla birlikte, 3B pellet kiiltiir kesitlerinde hiyalin kikirdak
matriksinin  bir gdstergesi olan COL2A1 ve ACAN immiinohistokimya
boyanmalarinin yine Grup4’te istatistiksel olarak anlamli diizeyde artis gosterdigi

tespit edilmistir.

Alsiyan mavisi boyasi, kikirdak matriksinin temel elemani olan GAG gibi asidik
polisakkaritleri (ph: 2.5) boyar. Dokunun boya ile muamelesinden sonra ortaya ¢ikan
mavi renk reaksiyonu GAG birikimlerini gosterir. Bogdanova, A., ve ark in vitro tek
tabaka kiiltirde adipoz kaynakli mezenkimal kok hiicre farklanmasini saglayarak
kikirdak matriks temel elemani olan GAG birikimini alsiyan mavi boyasi ile
gostermiglerdir [100]. Bulgulariyla uyumlu olarak ¢alismamizda, tek tabaka kiiltiirde
alsiyan mavisi pozitif boyanmalar elde ettik. Bununla birlikte, tek tabaka kiiltiirde 3
giin TGFPB1/ FGF2 uygulayip ardindan 3 giin boyunca da TGFB2 ( Grup4) ile kiiltiire
ettigimiz grubun diger gruplar ile kiyaslandiginda en yogun GAG birikimini ihtiva
ettigini gozlemledik. Ayrica 3 giin boyunca ITS ve 3 giin boyunca TGFp2
uyguladigimiz (Grup2) hiicrelerin birbiri {izerine birikimler yaparak yuvarlak
farklanma alanlar1 olusturdugunu gozlemledik. Literatiir bilgisine dayanarak
TGFB2’nin kondrogenezi destekleme 6zelligine bagli olarak proliferasyon siirecine
kiyasla farklilagma admini destekledigi ve buna bagl olarak yuvarlak farklama

alanlarinin olusturuldugunu sdyleyebiliriz.

DMMB yontemi, biyolojik 6rnegin ekstraseliilermatriksinde yer alan siilfatlanmis-
GAG’lar belirlemek i¢in kullanilir. Temel olarak 1.9-dimetilmetilen mavisi (DMMB)
boyasi doku igerisindeki GAG’lara baglanarak DMMB-GAG kompleksleri
olustururlar. Bu komplekslerin olusumuyla bir renk reaksiyonu ortaya ¢ikar ve bu
sonuglar spektrofotometrik olarak okunarak analiz edilir [101]. Bdylece 6rnekteki
stilffatlanmis GAG miktar1 belirlenmis olur. Tek tabaka kiiltirde TGFB kulllanim1

proteoglikan iiretimini desteklemektedir [102]. Ipek scaffold ile olusturulan 3B kiiltiir
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modellerinde TGFB1 uygulanan grup incelendiginde, kontrol grubuna kiyasla GAG
iceriginin daha yogun oldugu tespit edilmistir. Hyeran Cho ve ark., insan
AKMKH’lerini biiyiime faktorleri ile kiiltiire ettiklerinde, DMMB analiz sonuglarina
gore kikirdak matriks birikiminin diger gruplara gore daha anlamli oldugunu
belirlemislerdir [103]. Mezenkimal kok hiicreler, 3B kiiltiir ortaminda 21 giin boyunca
kiiltire edildiginde, TGFBl wuygulanan gruplarda GAG birikiminin arttig1
gozlenmistir. Yine ayni calismada 2B kiiltiir ile 3B kiiltiirde karsilastirildiginda, GAG
birikiminin 3B kiiltiir sisteminde 2B kiiltiire gére daha anlamli oldugu vurgulanmistir

[102].

Gergeklestirmis oldugumuz bu calismada, GAG standartt kullanilarak o6rnekler
standardize edilmistir. Bulgularimiza gore, 6 giin boyunca tek tabaka hiicre kiiltiiriinde
TGFB1, FGF2 ve TGFB2 (Grup4) kombinasyonunu uyguladigimiz grup istatistiksel
olarak diger gruplar ile karsilastirildiginda en yiiksek siilfatlanmis GAG ihtiva
etmekteydi. Tek tabaka hiicre kiiltlirii modelinde sadece son 3 giin boyunca TGFp2
uyguladigimiz Grup2, Grup4 yakin diizeyde siilfatlanmis GAG igermekteydi. Bu
verilere gore tek tabaka hiicre kiiltiir modelinde TGFB2’ nin kondrogenezi desteleyici
ozelligine bagli olarak benzer nitelikte siilfatlanmis GAG igerigi sentezine neden
olabilecegi diisiincesindeyiz. Benzer sekilde 6. giin tek tabaka hiicre kiiltiir modelinde
alsiyan mavisi boyanmasi sonuglarimizda paralellik goéstermektedir. 3B pellet
kiiltiirleri 21 giin kiiltiire edildikten sonra papain enzim soliisyonuna maruz birakilmig
ve lizatlar hazirlanmistir. Ardindan bu lizatlar DMMB analizi ile degerlendirilmistir.
DMMB sonuglarimiza gore Grup4 yine diger gruplar ile kiyaslandiginda en yogun
diizeyde GAG igerdigi bulundurmaktaydi. Tek tabakali hiicre kiiltiir modelinde
Grup3’e gore Grup2 istatistiksel olarak daha anlamli iken 3B pellet kiiltiiriinde
Grup3’in Gup2‘ye goére daha anlamli oldugunu go6zlemledik. Bu sonuglar
dogrultusunda, tek tabakali hiicre kiiltir modelinde TGFB2’nin kondrogenez
destekleyeci 6zelligi daha yiiksek iken 3B pellet kiiltiir sisteminde yapinin {i¢ boyutlu
ozelligine bagl olarak , hiicreler arasi etkilesim diizeyinin degismesi ile farklanmay1
pozitif yonde ektiledigi kanaatindeyiz. Ayrica, 3B pellet kiiltiir sisteminde biiyiime
faktorlerinin belirledigimiz siire ve kombinasyonlarda uygulanmasi kikirdak matriks

birikimini arttirmistir.
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Insan kaynakli mezenkimal kok hiicrelerin kondrogenez siirecinde FGF2’ ye maruz
kalmalar1 Sox9 ekspresyonunun aktivasyonunu arttirmaktadir [87]. Bu galismanin
verileri incelendiginde, 3B pellet kiiltir sistemine FGF2 ve TGFB’nin birlikte
uygulanmasi, immiinohistokimyasal olarak tipll kollajen ekspresyonunu artirmustir.
AKMKH kiiltiiriinde FGF2’nin kondrogeneze olan etkisi mRNA seviyesinde
incelendiginde tipll Kkollajen, agrekan ve SOX9 ekspresyonu artarken, hipertrofik
belirte¢ olan tip X kollajen ekspresyonu azalmistir [104]. TGFB3, BMP6 ve FGF2
bliylime faktorlerinin 3B pellet kiiltiirlinde kondrogeneze etkisinin incelendigi
calismada, TGFB3 ve BMP6’nin birlikte uygulandigi grupta diger kombinasyonlara
gore DMMB analizi, alsiyan mavisi boyasi, immiimflorasan analizlerinde daha
anlamli oldugu gosterilmistir [105]. TGFP sinyallleri kondrogenezde TGF reseptor-1
kinaz ile inhibe edildiginde pellet kiiltiir sisteminde kikirdak matriks proteinlerinin
yogunluklarmin degistigi gosterilmistir [82]. TGFB1 ve BMP2’nin kondrojenik
farklanma tizerine etkisinin incelendigi baska bir ¢alismada ise TGFf1’in kondrojenik
farklanmada kondrojenik gen ifadesini arttirirken, BMP2’nin sinerjistik etksinin
olmadigini gosterilmistir [106]. FGF2’nin kondrogenezde mezenkimal kok hiicreyi
erken farklanmaya gotiirdiigli, buna bagl olarak kiiltiiriin ilerleyen zamanlarinda
farklanmay1 kontrol eden genlerin ekspresyon seviyelerinin degistigi gosterilmistir
[107]. 3B kiiltiir sistemlerinde TGFp etkisinin incelendigi bir ¢alismada olusturulan
pelletlerde alsiyan mavisi boyanmalarinin daha yogun oldugu goésterilmistir [102].
Tiim bu bilgiler 1s1831Inda AKMKH’nin kondrogenezinde 3B pellet kiiltiir sistemlerinin
olusturulmasi Vve kiiltiire biiytime faktorlerinin eklenmesi kikirdak matriksinin temel

elemanlar1 olan tipll kollajen, agrekan ve GAG miktarini arttirmaktadir.

Bu ¢aligmada 21 giinliik pellet kiiltiir modelinden elde ettigimiz pelletler arasinda; Gup
4 ‘ln sekil, boyut ve kompakt yapisinin diger gruplara gore daha iyi oldugu
gbzlemlendi. Literatiire uygun olarak, daha piiriizsiiz daha yuvarlak siki bir yapiya
sahiptiler. Calismamizin pellet kiiltir modelinden elde edilen parafin kesitlerinde
yapilan hematoksilen-eozin boyanmasi sonuglarinda Grup4’iin boyutunun daha biiyiik
oldugu daha kompakt sik1 bir yapiya sahip oldugu gosterilmistir. Grupl ve Grup2’nin
boyutsal olarak benzer oldugu fakat yapisal olarak karsilastirildiginda Grup2 ‘nin daha
sik1 bir yapiya sahip oldugu gosterilmistir. Grup3’iin de boyutsal olarak Grup4’e
benzer oldugu fakat Grup4 gibi diizgiin bir sekle sahip olmadigr goézlenmistir.
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Kondrojenik Medyum grubunun boyutsal olarak kiigiik oldugu fakat hiicresel
dagilimmin Grup4’e benzer oldugu goézlenmistir. DMEM grubu ise hiicresel bir
biitiinliik saglayamayip, dagildigi gosterilmistir. Bu verilere dayanarak, TGFp1,
TGFB2 ve FGF2‘nin pellet kiiltiir sistemlerinde ti¢ boyutlu yap1 kazanmasina katki

sagladigini sdyleyebiliriz.

Insandan elde edilen kondrosit hiicreleriyle olusturulan 3B pellet kiiltiiriinden elde
edilen parafin kesitlerde alsiyan mavisi yontemi ile GAG miktarlar1 gosterilmistir
[108]. Bu bulgulara uyumlu olarak ¢alismamizda, parafin kesitlerde alsiyan mavi
boyanmasinda Grup4’te diger gruplara gore daha yogun boyanma gdzlenmistir.
Kondrojenik Medyum ve DMEM grubu ise daha az boyanmistir.
Degerlendirmelerimiz sonucu; Grup4 de parafin kesitlerinde GAG birikiminin oldugu
adaciklar gozlenmistir. Sonug olarak biiylime faktorlerinin birlikte kullanimi GAG

birimini arttirmistir.

Proje kapsaminda biiylime faktor kombinasyonlarinin rollerini belirleyebilmek amaci
ile tiim gruplarda COL2A 1, ACAN immiinohistokimyasal yontemi ile degerlendirildi.
Immiinohistokimyasal olarak COL2A1 Grup4’te diger gruplara kiyasla yogun bir
boyanma gosterdi. Grup3 Grud‘e ve Grupl ise Grup2’ye benzer bir reaksiyon
gosterilmigtir. Kondrojenik Medyum ve DMEM gruplart degerlendirildiginde ise
yakin reaksiyonlar elde edilmistir. Caligmamizda olusturdugumuz Grup4 ile pozitif
kontrol olarak olusturdugumuz Kondrojenik Medyum grubu kiyaslandiginda biiyiime
faktorlerinin - kondrogenez  iizerine pozitif etkisi oldugu  goézlenmistir.
Degerlendirmeler sonucunda, TGFB1, TGFB2 ve FGF2’nin birlikte kullanim1 kikirdak
matriks temel eleman1 olan COL2A1 ekspresyonunu arttirmistir. Ayni sekilde TGFB1
ve FGF2 kullanimmin sadece TGFB2 kullanimma goére daha etkili oldugu pellet
kiiltiiriinde gosterilmistir. Parafin kesitlerde ACAN boyamasinda da Grup4’iin diger
gruplara gore daha yogun boyanmasi gozlenmistir. Diger gruplar arasinda ise
birbiriyle  kiyaslandiginda  bir  anlamliik  gozlenmemistir.  Sonuglarimiz
degerlendirildiginde, biiyiime faktorlerinin birlikte kombinasyon olarak verilmesi

AKMKH’nin kondrogenezini arttirmaktadir.

Sonug olarak , TGFB1, TGFB2 ve FGF2’nin AKMKH iizerinde kondrogenez siirecine
tek tabakali ve 3B pellet kiiltiir sistemlerinde kaliteli bir kikirdak matriks tiretimine
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etkisi ilk defa detayli bir sekilde ortaya konulmustur. TGFB1, TGFB2 ve FGF2’nin
belirlenen siire ve giinlerde kiiltiir sistemlerine uygulanmasinin kondrogenez siirecini
mantiple edebilecegini diisiinmekteyiz. Bu biiylime faktorlerinin AKMKH’lerin tek
tabaka ve 3B pellet kiiltiir sistemlerinin gelistirilmesi; sinyal yolaklariin molekiiler
alt yapisinin aydinlatilmasi, kikirdak dejenerasyonunun 6nlenmesi, yavaglatilmasi ya
da kikirdak doku miihendisligi tedavi yaklasimlarimin gelistirilmesine katki

saglayacaktir.
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SONUC ve ONERILER

Bu ¢alismada, AKMKH kullanilarak, tek tabaka kiltiir sistemlerinde; ITS-ITS, ITS-
TGFB2, TGFB1/FGF2-ITS ve TGFB1/FGF2-TGFB2 gruplari, 3B pellet kiiltiir
sistemlerinde; ITS-ITS, ITS-TGFB2, TGFB1/FGF2-ITS, TGFB1/FGF2-TGFB2,
Kondrojenik Medyum ve DMEM gruplart olusturulmustur. Tek tabaka kiiltiir

sistemleri ile olusturdugumuz gruplarda kiiltiiriin 6. giintinde alsiyan mavisi

boyanmast ve DMMB analizi yapilmistir. 3B pellet kiiltiir sistemlerinde ise tim

gruplarda DMMB analizi, alsiyan mavisi boyanmasi ve immiinohistokimya yontemi

ile COL2A - ACAN ekspresyonlar1 gosterilmistir. Ozetle;

1)

2)

4)

5)

6)

7)

8)

9)

Tek tabakali kiiltiiriin 6. giiniinde alsiyan mavisi boyanmasi sonuglarina gore
GAG birikimi en fazla TGFB1/FGF2-TGFB2 (Grup4) grubuna aittir.

Tek tabakali kiiltiiriin 6. giiniinde DMMB analizi, spektrofotometrik 6l¢iim
sonuglarina gore siilfatlanmis GAG birikimi en fazla TGFB1/FGF2-TGFpB2
(Grup4) grubuna aittir.

3B pellet kiiltiir sisteminin 21. glininde DMMB analizi, spektrofotometrik
Olciim sonuglarina gore siilfatlanmis GAG birikimi en fazla TGF1/FGF2-
TGFP2 (Grup4) grubuna aittir.

3B pellet kiiltiir sisteminin 21. giinlinde alsiyan mavisi boyanmasi sonuglarina
gore GAG birikimi en fazla TGFB1/FGF2-TGFB2 (Grup4) grubuna aittir.

3B pellet kiiltiir sisteminin 21. gilinlinde immiinohistokimyasal ydntem
sonuglarina gére COL2A1 ve ACAN ekspresyon seviyeleri en fazla
TGFB1/FGF2-TGFP2 (Grup4) grubuna aittir.

TGFB1/FGF2 ve TGFP2 nin belirli slire ve kombinasyonlarmin AKMKH’in
tek tabaka ve 3B kiiltiir sistemlerine uygulanmalar1 kondrogenezi arttirmistir.
Biiytime faktorlerinin belirli siirelerde ve farkli kombinasyonlarda kiiltiire
eklenmesinin  mezenkimal kok hiicrelerin  kondrogenezini  maniiple
edebilecegini diisiinmekteyiz. Bu kombinasyonlarin ve siirelerin daha detayli
arastirilmast ve molekiiler mekanizmalarinin aydinlatilmast in vitro kiltir
sistemlerini gelistirecektir.

TGFB1, FGF2 ve TGFB2’nin AKMKH kondrogenez kiiltiirtinde birlikte

kullanilmast in vitro kondrogenez siirecinin aydinlatilmasi ve ileride
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AKMKH’lerin klinikte eklem kikirdagi tedavisinda kullanilabilmeleri i¢in

uygun kiiltiir ortaminin gelistirilmesine katki saglamaktadir.
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