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OZET

N-Heptil-D-Galaktonamid (GALC?7) Tabanh Hidrojellerin Sert Doku
Miihendisliginde Doku iskelesi Olarak Kullanim Potansiyellerinin /n Vitro
Olarak incelenmesi

Sert doku miihendisligi, kemik, kikirdak ve dis gibi sert dokularin onarimi ve
restorasyonu tiizerinde calisan multidisipliner bir alandir. Bu dokularin temel
Ozelliklerinden biri, hiicre dis1 matrislerinin mineralizasyonuyla basinca ve agirliga
dayanmalarin1 saglamalaridir. Sert doku miihendisligi, bu dokularin mineralizasyon
stirecini yonlendirebilmek icin yeni yontemler gelistirmeyi hedefler. Ayrica, doku
rejenerasyonuna yardimct olmak i¢in ii¢ boyutlu gozenekli bir yapr iskelesi gelistirme
konusu da onemlidir. Bu iskeletlerin uygun geometri, gozenek boyutlar1 ve yiiksek
gbzeneklilik gibi 6zelliklerinin optimize edilmesi, doku olusumunu tesvik etmek ve
hiicre proliferasyonuna uyum saglamak i¢in 6nemlidir.

Tez galigmamizin amact GALC7 tabanli hidrojellerin sert doku iskelesi olarak
kullanim potansiyellerinin in vitro olarak incelenmesidir. Bu amag¢ dogrultusunda ilk
olarak uygun gozenek boyutu ve kendini tagiyabilme 6zellikleri bakimindan hidrojelin
optimizasyonu gerceklestirildi. SaOS-2 hiicre hatt1 ve insan kaynakli dental pulpa kok
hiicreleri kullanilarak sitotoksisite, hiicre morfolojisi ve alkalin fosfataz {iretimi
acisindan incelendi.

Yaptigimiz optimizasyon caligmalari sonucuna daha az gdzenek boyutu ve
yogun fibril yapisi nedeniyle %3'liikk konsantrasyonda olan jellerde ¢alismalar
gerceklestirildi. GALC7 hidrojeli igerisinde biiyiitiilen hiicrelerin sitotoksik bir etki
yaratmadigini gosterildi. Hiicrelerin hidrojel liflerine gore yonelim gosterdikleri ve
belirgin bir sitoiskelet yapisi olusturduklar tespit edildi. Kolorimetrik ALP tahlilinde
her iki hiicre grubunda benzer sekilde hem indiiklenmis hem de indiiklenmemis jel
ortaminda ekstraseliiler ALP miktariin, petri kabinda biiyiitiilen hiicrelere gore daha
yuksek oldugu gosterildi.

Sonugta bu bulgular, GALC7 tabanli hidrojellerin biyolojik uyumlulugu hiicre
biiylimesini ve mineralizasyonu tesvik etme yetenekleri, sert doku miihendisliginde
kullanilma potansiyeli oldugunu gostermektedir. GALC7 hidrojellerinin hedeflenen
doku rejenerasyonunda kullanilabilmesi, gelecekteki doku miihendisligi ve rejeneratif
tip uygulamalari i¢in umut verici bir alan olabilir.

Anahtar Kelimeler: Doku iskelesi, doku miithendisligi, GalC7, hiicre kiiltiirti.



ABSTRACT

In vitro Investigation of N-Heptyl-D-Galactonamide (GALCY7) - Based Hydrojels
as Potentials as Tissue Scaffold in Hard Tissue Engineering

Hard tissue engineering is a multidisciplinary field that focuses on the repair and
restoration of hard tissues such as bone, cartilage, and teeth. One fundamental
characteristic of these tissues is their ability to withstand pressure and weight through
the mineralization of their extracellular matrices. The goal of tissue engineering is to
develop novel methods to guide the mineralization process of these tissues.
Additionally, the development of a three-dimensional porous scaffold to assist in tissue
regeneration is of great importance. Optimizing the scaffold's geometry, pore size, and
high porosity are crucial for promoting tissue formation and accommodating cell
proliferation.

The aim of our thesis work is to investigate the in vitro potential use of GALC7-
based hydrogels as scaffolds for hard tissues. In line with this objective, the
optimization of the hydrogel was initially performed considering suitable pore size and
self-supporting properties. Cytotoxicity, cell morphology, and alkaline phosphatase
production were examined using SaOS-2 cell line and human dental pulp stem cells.

Based on our optimization studies, investigations were conducted on hydrogels
with a concentration of 3% due to their smaller pore size and dense fibril structure. It
was demonstrated that the cells grown within GALC7 hydrogel did not exhibit
cytotoxic effects. The cells showed alignment with the hydrogel fibers and formed a
distinct cytoskeletal structure. In the colorimetric ALP assay, it was shown that both
cell groups exhibited higher extracellular ALP levels in both induced and non-induced
gel environments compared to cells grown in petri dishes.

In conclusion, these findings demonstrate the biological compatibility of
GALC7-based hydrogels and their ability to promote cell growth and mineralization,
indicating their potential for use in hard tissue engineering. The ability to utilize
GALCT hydrogels in targeted tissue regeneration may offer a promising avenue for

future applications in tissue engineering and regenerative medicine.

Keywords: Cell culture, GalC7, tissue engineering, tissue scaffold.



SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

ALP : Alkalin fosfataz

bFGF : Temel fibroblast biiyiime faktorii
BMP : Kemik morfojenik protein

CaO : Kalsiyum oksit

CB-MS : Gobek kordonu kan1 mezenkimal kok hiicre
ECM : Ekstraseliiler matriks

ESC : Embriyonik kok hiicre.

FBS : Fetal bovine serum.

GALC7 : N-Heptil-D-Galaktonamid
GALC7 : N-Heptil-D-Galaktonamid

HA : Hidroksiapatit

iIPSC : Pluripotent kok hiicre.

PBS : Phosphate Buffer Saline

PGA : Poliglikolikasit

PLGA : poli(laktik-ko-glikolik asit)
PLLA : Polilaktik asit

pNPP . p-nitrofenil fosfat

PU : Politiretan

gPCR . Gergek zamanli kantitatif polimeraz zincir reaksiyonu
SiO» : Silisyum dioksit.

TBE : Tris-borate-EDTA

TCP : Trikalsiyum fosfat

TCP : Trikalsiyum fosfat

TGF-B : Dontistiirticti biiytime faktorti
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1. GIRIS

Hiicre kiltiirii caligmalarinin ¢ogu genellikle iki boyutlu (2B) yontemler
kullanilarak gergeklestirilir. Ancak, yeni ve gelistirilmis ii¢ boyutlu (3B) hiicre kiiltiirii
teknikleri, ileri diizey deneyler yaparak daha gecerli bilgilere ulasmay1 miimkiin kilan
ikna edici kanitlar sunmaktadir (1). Geleneksel 2B hiicre kiiltiiriinlin hiicre temelli
calismalarda degerli bir yontem oldugu kanitlanmig olsa da, hiicrelerin dogal ii¢
boyutlu ortami olan in vivo ortamdaki neredeyse tiim hiicrelerin diger hiicreler ve
hiicre dis1 matris (ECM) ile ii¢ boyutlu bir sekilde ¢evrili olmasi g6z dniine alindiginda,
bu ortamin yeterince yansitilamadigi sdylenebilir. Arastirmalar ayrica, 3B hiicre
kiiltiiriinde hiicre davranisinin in vivo hiicresel tepkileri daha dogru bir sekilde
yansittigmni ortaya koymaktadir (2). Ug boyutlu hiicre kiiltiiriiniin temel amaci,
dokunun ECM yapisini taklit etmektir. ECM, hiicrelere yapisal ve biyokimyasal destek
saglayan bir iskele olarak islev gbren hiicresel olmayan fibriler proteinler, ¢esitli
yapisal makromolekiiller ve yapiskan molekiillerden olusur. Ayrica, hiicre
adhezyonunu ve gogiinii kontrol eden hiicre baglayici bolgeler olusturur. Bu 6zellikler,
3B hiicre kiiltiiriinde iskele igermeyen yapilar (6rnegin sferoidler) veya iskele tabanli
yapilar (6rnegin hidrojel veya sert polimer malzeme bazli destekler) kullanilarak elde
edilebilir (3).

Hidrojellerin ¢esitli yeteneklere sahip birgok tiiri bulunmaktadir. Genel olarak,
bu sistemlerin hepsi, dnemli miktarda su tutabilen ¢apraz bagli makromolekiiler
aglardan olusan malzemeler olarak tanimlanabilir. Bir hidrojel, agirliginin %99'unu su
olusturabilir, bu da bu malzemeleri su agisindan zengin biyolojik ortamlar gibi uyumlu
hale getirir (4). Hidrojeller ayn1 zamanda, yumusak dokulara benzer kauguksu yapilari,
ayarlanabilir 6zellikleri ve miikemmel biyouyumluluklari nedeniyle 6nemli bir
biyomalzeme smifidir. Ozellikle, hiicreleri etkili bir sekilde kapsiilleyebilme
yetenekleri nedeniyle, enjekte edilebilir hidrojeller, hiicre kapsiilleme ve doku
miithendisligi uygulamalari i¢in umut verici biyomalzemeler olarak kabul edilmektedir
(5). Son zamanlarda, hiicre kiiltiirii igin yeni sentetik hidrojel tiirleri ortaya ¢ikmustir,

ozellikle diisiik molekiiler agirlikli supramolekiiler jellestiriciler alaninda. Bu yumusak



malzemeler, kii¢iik molekiillerin kendi kendine birlesmesi prensibine dayanarak suyu
hapsedebilen ve jel olusturabilen fibriler yapilar saglamistir. Bazilariin hiicre kiltiirii
icin uygun oldugu gosterilmistir. Bu tiir hidrojeller genellikle kolajen dizilerinden
esinlenen peptitlere dayanmaktadir, ancak diger diisiik agirliklt supramolekiiler
jellestirici tlirleri de umut vericidir. Karbonhidrat bazli diisiik molekiiler agirlikli
jellestiricilerle yapilan galigmalar, enjekte edilebilir bir sakkarit-niikleosit molekiiler
hidrojelin kok hiicre biiyiimesini basariyla destekledigini gdstermistir. Bununla
birlikte, bu tlir hidrojellerin doku iskelesi olarak potansiyelleri heniiz tam olarak

kesfedilmemistir (6).

Uygun biyolojik doku iskelesi alternatiflerini bulmak, sert doku miihendisliginin
baslica zorluklarindan biridir (7). Dental ve ortopedik cerrahide kemik kusurlarini
doldurmak ve implantlarin kemikle entegrasyonunu iyilestirmek amaciyla gesitli
seramik malzemeler kullanilmistir. Ancak, bu malzemelerin kirilganliklari,
sekillendirme gii¢liigli ve olusturulan yeni keminin gereken mekanik dayanima sahip
olamamas1 gibi nedenlerle, doku miihendisligi alaninda klinik uygulamalar1 sinirh
kalmistir. Polistiren, poli-l-laktik asit (PLLA), poliglikolik asit (PGA) ve poli-dl-
laktik-ko-glikolik asit (PLGA) gibi bir¢cok sentetik polimer, doku iskelesi tiretimi
caligmalarinda kullanilmistir. Bu malzemeler, 06zellestirilebilir bir mimariyle
tiretilebildikleri ve polimerin kendisi veya bilesimi degistirilerek kontrol edilebilen
bozunum 6zelliklerine sahip olduklari igin biiylik basar1 gostermistir. Ancak, diisiik
biyoaktivite ve reddedilme riski gibi dezavantajlar1 vardir. Ayrica, hidroliz yoluyla
bozunurken karbondioksit iiretimiyle pH diislistine neden olarak hiicre ve doku
nekrozu potansiyeline sahiptirler. Bu nedenle, bu tiir sentetik polimerlerin
kullanimuyla ilgili endiseler devam etmektedir. Doku miihendisligi iskelesi liretiminde
kolajen, ¢esitli proteoglikanlar, aljinat ve kitosan gibi biyolojik materyaller de
kullanilmistir. Dogal polimerler, sentetik polimer bazli iskelelerin aksine biyolojik
olarak aktiftir ve hiicre tutunmas1 ve biiylimesini destekler. Ayrica biyolojik olarak
parcalanabilirler, boylece konak hiicrelerin doku iskelesini dogal hiicre dis1 matris ile
degistirmelerine olanak saglarlar. Ancak, homojen ve tekrarlanabilir yapiya sahip
biyolojik malzemelerden iskeleler iiretmek zorluklarla doludur. Ayrica, biyolojik

malzemelerin zayif mekanik 6zellikleri kullanimlarini sinirlar (8).



Yakin zamanda literatiire bildirilmis olan N-heptil-D-galaktonamid (GalC7),
diistik molekiiler agirlikli bir karbonhidrat tlirevidir ve biyouyumlu supramolekiiler
hidrojeller olusturur. GalC7, kendi kendine birlesen ve genis fibrillerden olusan
supramolekiiler hidrojel yapist olusturma yetenegine sahiptir. Diisiik molekiiler
agirhigl, kolay ¢oziinebilirligi, ayarlanabilir gézenek biiyiikliigii ve yiiksek mekanik
dayanimiyla sert doku miihendisligi uygulamalari i¢in umut vaat eden bir malzemedir

(6).

Bu tez caligmasinin amaci, GalC7 tabanli hidrojellerin sert doku miihendisligi
uygulamalarinda doku iskelesi olarak kullanim potansiyellerini incelemektir. Eger
olumlu sonugclar elde edilirse, ucuz, kolay iiretilebilen ve biyouyumlu bir doku iskelesi
malzemesi aday1 olarak GalC7'yi ortaya koymak ve bu malzemenin sert doku
miihendisligi alaninda hayvan deneyleri ve potansiyel klinik ¢alismalar i¢in 6n veriler

saglamak amaclanmaktadir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Doku Miihendisligi

Doku miihendisligi, hiicre biyolojisi teknolojilerini, miithendislik malzemelerini
ve uygun biyokimyasal faktorleri birlestirerek yapay organlar ve dokular olusturmay1
veya hasarli dokular1 yeniden olusturmay1 amaglayan disiplinler arasi1 bir alandir (9)
(Sekil 2.1). Doku miihendisliginin ii¢ temel bileseni, yap1 iskeleleri, hiicreler ve
biiyiime faktorleri olarak gruplandirilabilir (11). Ideal yapi iskeleleri, hiicrelerin
baglanmasini, ¢ogalmasini, farklilasmasini ve hiicre dis1 bir matris olusturmasini
saglayacak bir iskele ve baslangi¢ destegi sunar. Doku miihendisligi uygulamalar1
organ/doku, doku iskelesi tizerinde viicut disinda biiyiitiiliip viicuda implante edilerek,
hiicre ekilmis doku iskelesi viicuda implante edilerek veya biiyiime faktorleri eklenmis
doku iskelesi hiicre ekilmeden viicuda implante edilerek gerceklestirilebilir. Doku
miihendisligi amaglarina yonelik olarak, hiicrelerin 3B iskeleler tizerindeki davranisini
ve tepkilerini anlamak, en uygun biyoaktif doku iskelelerinin tasarimi ag¢isindan
elzemdir (10).

Verici / embriyo
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@

Doku/organ gelisimi

Blylime

faktorleri Huicre izolasyonu
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Fiziksel/
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uyaranlar

e
@

'@ Mgt
Doku/organ kalibi \ D / Hucre kilturd

Hiicre ¢ogaltiimasi

Sekil 2.1. Doku miihendisligi bilesenleri (12).



2.2. Doku Miihendisliginde Kullanilan Yapi iskeleleri

Doku iskeleleri, hiicrenin hayatta kalmasi, gogii, gogalmasi ve farklilagmasi igin
gerekli olan ortami1 saglamali ve organizmadan gelen dogal kimyasal ve biyofiziksel

ipuclarini taklit edebilmelidir (13).

Sekil 2.2. Farkli sekillerde olusturulmus iskeleler. iskeleler, gdzenekli (A), lifli (B),
hidrojeller (C), mikrokiireler (D), kompozitler (F) ve biyolojik yap1
iskeleleri (G) gibi farkli formlarda siniflandirilabilir (15).

Uc boyutlu doku iskelesinin gdzenekliligi, dokunun matris i¢ine bilyiimesini
etkileyen temel faktorlerden biridir. Ayrica, iskele yiizeyi de 6nemli bir faktordiir
clinkii hiicrelerin ilk baglanmasi burada baslar ve sonraki doku olusumu, hiicre-
malzeme etkilesimine baglidir. Bu nedenle, iskele yiizeyinde bulunan fonksiyonel
gruplar, hiicre yapismasini artirabilir veya azaltabilir. Doku miihendisliginde {iretilen
iskelelerin, dokuyla uyumlu 6zelliklere sahip olmasi ve herhangi bir toksik veya alerjik
reaksiyona neden olmamasi énemlidir. ideal bir yapr iskelesinin sahip olmasi gereken

ozellikler sunlardir:

- Hiicrelerin go¢ edebilmesi, ¢ogalabilmesi ve iskele i¢inde tutunabilmesi i¢in

baglantili gbzeneklerden olusan kapsamli bir ag;



- Iskele iginde besinlerin ve atik iiriinlerin kolayca tasinabilecegi kanallar;

- Hiicrelerin yiiksek afiniteli ve spesifik olarak baglanmasina ve ¢ogalmasina
izin veren ylizey 6zellikleri;

- Dogru sekil,

- Uygun mekanik dayanim ve

- Biyo-bozunum profili (14).

Yiizey alani/hacim orani, iskele-hiicre etkilesimini etkileyen bagka bir 6nemli
faktordiir. Daha biiyiik bir yiizey alani/hacim orani, daha fazla su alim1 ve hiicrelerle
daha fazla etkilesim anlamina gelir. Bu nedenle, iskeleye tutunan hiicre miktar: artar.
Ayni sekilde, yiiksek gozeneklilik, hiicre biiyiimesini artiran metabolitlerin daha kolay
tasinmasini saglar. Biyo-bozunur malzemeler igin, gézenekli iskelelerin bozunumu,

gbzeneksiz yapilara kiyasla daha kisa bir siirede gergeklesir (16).

Doku miihendisliginde iskele malzemesinin se¢imi, doku iskeleleri igin

belirtilen tiim temel Kkriterlere bagimlidir (8).

2.3. Doku Miihendisliginde Kullanilan iskele Malzemeleri

Tibbi terminolojide biyomalzeme, ozellikle tibbi bir cihazin veya implantin
parcasi olarak canli doku veya viicut sivilariyla etkilesime girmesi amaclanan dogal
veya sentetik herhangi bir malzemeyi ifade eder. Ayrica biyomalzemelerin herhangi
bir olumsuz bagisiklik reddi reaksiyonuna yol agmamalari gerekmektedir (17).
Dolayisiyla doku iskelesi olarak kullanilan malzemelerin tamami dogal olarak bir

biyomalzeme tanimi kapsamina girmektedir.

Doku iskelelerinde kullanilan biyomalzemelerin tasarimi ve seg¢imi, gelistirilen
dokularin basarisi acisindan kritik Sneme sahiptir. Ideal bir biyomalzeme, biyouyumlu
olmali, hiicresel etkilesimi ve doku gelisimini desteklemeli ve uygun mekanik ve
fiziksel ozelliklere sahip olmalidir (18). Iskeleler, ¢esitli dogal ve sentetik
biyomalzemelerden iiretilir. Iskele malzemesinin biyouyumlulugu, kullanilan
malzemeye baghdir. Dogal biyomalzemeler bitkilerden, hayvanlardan ve
mikroorganizmalardan elde edilebilir ve protein, polisakkarit veya seramik tabanli

olabilir (19). Sentetik biyomalzemeler ise polimerler, seramikler, kompozitler ve



metaller gibi farkli malzemelerden iiretilebilirler. Insan viicudunda kullanilan

biyomalzemelere 6rnekler ve uygulama alanlar1 Tablo 2.1'de gosterilmistir (21).

Tablo 2.1. Biyomalzeme ornekleri ve uygulama alanlari.

Malzemeler | Dogal Sentetik Uygulama Alanlarn

Seramikler Kalsiyum fosfat Kalsiyum aliiminat | Ortopedik / dental
Kalsiyum karbonat Aliimina implantlar ve protezler,
Kalsiyum siilfat Zinkonya Kemik greftleri

VS.
Polimerler Kolajen PMMA, PLGA, Implantlar,
Kitosan PCL, PLLA Doku ikameleri,
Ipek Poliamidler, Kontrollii ilag dagitim
Jelatin Polietilen, sistemleri, Biyosensorler,
Fibroin Poliiiretanlar, Dikis malzemeleri, Okiiler
Silikon cihazlar,
VS.
Metaller Titanyum Sert doku replasmanlari,
alagimlari, Kardiyak ve
Soy metaller ve kardiyovaskiiler stentler,
alagimlari, VS.
Kobalt alasimlari,
Paslanmaz celik,
VS.

Kompozitler | protein-protein, protein-seramik, protein- Kemik kirig1 onarimi, Total
polisakkarit, polisakkarit-seramik, metal- eklem degisimi (kalga, diz
seramik vb.),

Tendon ve ligaman gibi bag
dokularmin onarimai,

Dis dolgusu,

VS.

2.3.1. Biyoseramikler

Seramik malzemeler, biyomedikal miihendisligindeki uygulamalar i¢in 6nemli
biyomalzeme kaynaklaridir. Canli dokularla temas etmesi amaglanan seramiklere de
biyoseramik denir. Ozellikle ortopedi ve dis hekimligi alanlarinda belirli klinik

uygulamalar i¢in biyoseramikler kilit bir rol oynamaktadir (22).
Ideal 3B biyoseramik doku iskelesi 6zelliklerini su sekilde siralanabilir:

- Diizenli gozenekli yap1 ve kontrol edilebilir, gozenek boyutu, boyut dagilima,
yonlendirme, birbirine baglanabilirlik vb.

- Cesitli ihtiyaglara cevap verebilmek i¢in hassas bir sekilde kontrol edilen
yeterli mekanik dayanim.

- Biyouyumluluk



- Biyoc¢oziiniirliik

- Biyoaktivite.

Bu ozellikler iskeleye besinlerin tasinmasi ve hiicrelerin yapi iskelelerine gogii
i¢in fayda saglar. Iskelelerin toksik olmayan iiriinlere indirgenmesini ve minimum
inflamatuar yanitlar1 indiiklemesine yardimci olur. Malzemeler ve biyolojik dokular
arasindaki araylizde o©zel biyolojik ve kimyasal reaksiyonlar: indiikleyerek,

malzemeler ve biyolojik dokular arasinda kimyasal baglarin olusumuna yol agar (23).

Seramik iskeleler temel olarak {i¢ alt gruba ayrilabilir: (a) Biyoinert: Aliimina,
Zirkonya (b) Biyoaktif: Sinterlenmis hidroksiapatit (HA), Biyocam (kalsiyum
fosfosilikat) ve (c) Diisiik sicaklikta biyolojik olarak emilebilir-sinterlenmis

hidroksiapatit (HA), trikalsiyum fosfat (TCP) (24).

2.3.2. Biyobozunur Polimerler

Biyobozunur polimerler, sentetik polimerler (PU ve PLGA) ve dogal polimerler
(jelatin ve kolajen) olarak ikiye ayrilabilir. Sentetik ve dogal polimerlerin arasindaki
fark, dogal polimerlerin biyoaktivitelerle dogmasidir. Dogal polimerlerin aksine,
sentetik polimerler genellikle inerttir. Sonug olarak sentetik polimerler, immiinojenik

tepkiler ve mekanik dayanimlar agisindan dogal polimerlerden iistiindiir (25).

Biyobozunur polimerlerin ana avantaji, bozunum firiinlerinin toksik olmamasi
veya minimum yan etkiyle dogal metabolik yollarla viicuttan tamamen atilmasidir. Bu
bozunum driinleri, bir polimerin biyouyumlulugunu ifade eder. Ciinkii bu
malzemelerin bozunum friinleri karbondioksit ve su seklinde viicuttan atilabilir.
Bununla birlikte, bu polimerler, mikro c¢evrelerindeki hiicrelerin biitiinliglinii
etkileyerek yerel pH'1 azaltabilir ve bdylece doku iskelelerindeki uygulamalarin1 da
siirlayabilir. Biyobozunur polimerler, elektriksel iletkenlik, optik 6zellikler, kimyasal
reaktivite ve mekanik dayaniklilik gibi spesifik fiziksel, kimyasal ve mekanik
ozelliklere sahip yeni tibbi cihazlarin bir parcast olma potansiyeline sahiptir. Ek
olarak, bu polimerik malzemeler, kemikleri veya kan damarlarini ve cerrahi siitiirleri
degistirmek icin ortopedik araglar olarak kullanilmistir. Biyobozunur polimerik

malzemeler, izerinde nano 6l¢ekli yapilarin gelistirilebilecegi bir platform saglar (26).



2.3.3. Kompozitler

Kompozitler, atomikten daha biiyiik bir 6lgekte iki veya daha fazla farkli bilesen
igeren malzemelerdir. Biyokompozit terimi, en az biri dogal bir malzeme olmak iizere
iki veya daha fazla farkli bilesen igeren malzemelerdir. Burada bilesenler kimliklerini
kaybetmezler, yani uyum iginde hareket etmelerine ragmen, ¢oziilmezler veya
tamamen birbirleriyle kaynasmazlar. Sentetik kompozitler, esasen iki kurucu fazin, lif
veya pargacik gibi bir takviye fazinin ve matris adi verilen siirekli bir fazin bir araya
gelmesiyle olusur. Biyokompozitlerin gelistirilmesindeki en Onemli sebep,
kompozitlerdeki takviye fazlarinin tipini ve dagilimini degistirerek ¢ok cesitli mekanik
ve biyolojik 6zellikler elde etmenin ve dolayisiyla biyomedikal araglarin yapisini ve

performansini optimize etmenin miimkiin olmasidir.

Kompozit malzemeler, metal alagimlar1 ve seramiklere gore, korozyon olmamast
ve Nikel veya Krom gibi alerjen metal iyonlarinin salinmamasi, yiiksek kirilma
toklugu ve yorulma kirilmasina karsi daha yiiksek direng gibi birgok baska onemli
avantaj sunar. Ayrica polimer kompozit malzemeler, bilgisayarli tomografi ve

manyetik rezonans goriintiileme gibi modern teshis yontemleriyle olduk¢a uyumludur

Q7).

2.3.4. Metalik Biyomalzemeler

Metalik biyomalzemeler, biyolojik dokulara i¢ destek saglamak i¢in tasarlanmis
malzemelerdir ve biiyiik 6l¢iide eklem replasmanlarinda, dis implantlarinda, ortopedik
fiksasyonlarda ve stentlerde kullanilmaktadir (28). Metalik biyomalzemeler,
milkemmel mekanik 6zellikleri ve dayanikliliklar1 nedeniyle genellikle yapay kalca
eklemleri gibi sert doku degistirme implantlarinda kullanilir. Paslanmaz c¢elikler, Co
alasimlar1 ve Ti ve alagimlart metalik biyomalzemelerin imalatinda kullanilir. Metalik
biyomateryaller ile canli doku arasindaki arayiiz 6zelliklerinin, 6zellikle uzun siireli
implantasyon i¢in tatmin edici olmadigi durumlar vardir. Bu gibi durumlarda metalleri
biyoaktif hale getirmek i¢in biyoaktif seramik yiizey modifikasyonu yapilir. Ayrica,
biyo islevsellestirme siirecini gelistirmek icin polimer yiizey modifikasyonu
gereklidir, yani metallerin, seramiklerin ve polimerlerin uyumlastirilmasiyla

biyomalzemelerin yaratilmasi arzu edilir. Bu tiir bir biyomalzeme olusturuldugunda,



metalik biyomalzemeler hem sert doku rekonstriiksiyonu i¢in hem de yumusak doku

rekonstriiksiyonu ve biyosensorler ide iginde kullanisl bir malzeme olacaktir (29).

2.3.5. Yapi Iskelesi Uretim Teknikleri

Viicutta, hiicreler ve dokular ti¢ boyutlu mimaride bulunurlar. Bu fonksiyonel
doku ve organlar tasarlamak, hiicre dagilimini kolaylastirmak ve biiylimelerini {i¢
boyutlu olacak sekilde yonlendirmek icin yapi iskelelerinin farkli metodolojilerle
iretilmesi gerekir. Hizli besin diflizyonu ve hiicre baglanmasi i¢in uygun diizenli
gbzenek boyutu ve baglantisi, gozeneklilik ve gozenek karakterizasyonlarini kontrol
ederek mevcut iskele tasarimini iyilestirmek i¢in farkl teknikler gelistirilmistir. Tablo
2.2, potansiyel doku miihendisligi uygulamalari i¢in en sik kullanilan yapi iskelesi

tiretim teknolojilerini, her bir teknigin avantajlarin1 ve dezavantajlarini gostermektedir

(30).

Tablo 2.2. Iskele iiretim teknikleri avantajlari ve dezavantajlari.

Uretim Teknigi

Avantaj

Dezavantaj

Coziicli dokim-

Gozeneklilik, gézenek boyutu ve

Sinirli mekanik 6zellik,

cap1 kontrolii

pargacik kristallik kontrolii ¢oziicii ve porojen malzeme

uzaklastirma artiklari

Porojen Gozeneklilik ve gézenek geometrisi | Yetersiz gozenek boyutu ve

uzaklastirma kontrolii gbzenek baglantisi

Gazla Sert organik ¢6ziicli igermeme Sinirli mekanik 6zellik ve

kopiiklendirme Gozeneklilik ve gézenek boyutu yetersiz gbzenek baglantisi
kontrolii

Kendiliginden Gozeneklilik, gbzenek boyutu ve lif | Maliyet Karmasik tasarim

kurulma capi1 kontrolii parametreleri

Elektroegirme Gozeneklilik, gbzenek boyutu ve lif | Lif kalinlig1 ile gbzenek

boyutunun azalmasi
Siirli mekanik 6zellik

Faz ayirim

Aktivitesi olmayan molekiilde
azalma yok

Iskele morfolojisini kontrol
edememe

alan
Hizl1 besin difiizyonu

Ani prototip Gozeneklilik, geometri kontrolii Sinirli polimer malzeme
olusturma Destek malzemesi ihtiyaci olmamasi | Pahali ekipman
Fiber ag Hiicre tutunumu i¢in genis ylizey Yapisal kararlilik yoklugu
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Tablo 2.2. (devam) Iskele iiretim teknikleri avantajlar1 ve dezavantajlari.

Laminasyonu

Uretim Teknigi Avantaj Dezavantaj
Fiber baglama Gozeneklilik ve ylizey hacim Zay1f mekanik 6zellik
orant bitytikligii Sinirh malzemede
uygulanabilme
Eriyik halde dokiim Gozeneklilik ve gozenek boyutu | Amorf polimerde yiiksek
kontrolii sicaklik gerekliligi
Membran 3B matris saglama Mekanik mukavemet

eksikligi Yetersiz gozenek
baglantist

hidrojeller  elektrospin

bigimli imalat
kopiiklendirme

Dondurarak kurutma Yiiksek sicakliga gerek Uzun iglem siiresi
olmamasi Kiiciik gozenek boyutu
serbest I
gazla Farkh iiretim

tekniklerinin
birlestirilmesi

Sekil 2.3. Doku iskelesi iiretim teknikleri (31).

2.4. Bilyiime Faktorleri

Doku miihendisliginin temel gereksinimi, belirli bir dokuyu kendi 6zel
konfigiirasyonunda ve islevinde yeniden olusturmak i¢in en uygun hiicre tiplerini ve
iskele 6zelliklerini segmekken, hiicrelerin ve dokunun biiylidiigii hiicresel mikro ortam

da ayni1 derecede onemlidir (32). Hiicrelerin ¢ogalmasi ve farklilasmasinda énemli bir
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rol oynayan bir dizi protein bulunmaktadir. Bu proteinler, hiicrelerin kendileri
tarafindan (otokrin) veya cevre hiicrelerle iletisim sonucunda (parakrin) viicutta
endojen olarak salgilanir. Bu proteinlere hiicre biiylime faktorii veya basitce biiylime
faktorii denir. Doku miihendisliginde siklikla kullanilan biiylime faktorleri arasinda
kemik morfogenetik proteinler (BMP'ler), temel fibroblast biiyiime faktorii (bFGF),

vaskiiler epitelyal biiyiime faktorii ve doniistiiriicii bliylime faktorii-p (TGF-B) yer alir.

Biiylime faktorlerinin doku miihendisligine uygulanmasinda en 6nemli nokta,
biiyiime faktorlerinin etkilerinin nasil iletilecegidir. Biiylime faktori iletimi igin ti¢
yontem denenmistir. Ik ydntem, istenen biiyiime faktoriinii kodlayan geni igeren DNA
plazmitlerinin kullanilmasidir. Bu plazmidler viicuda enjekte edildiginde, biiyiime
faktoriinii biyosentezleyecek ve plazmit aktif oldugu siirece salinimini siirdiirecektir.
Ikinci yontem, genetik teknolojiden faydalanir. Bilyiime faktdriinii kodlayan bir gen,
bir vektor araciligryla belirli bir hiicre tipine aktarilir ve islenen hiicreler, hedef
dokunun olusturulacag: viicuda nakledilir. Aktarilan genin kodladig biiylime faktorti,
gen aktif oldugu siirece viicutta salimir. Ugiincii ydntemde ise, biiyiime faktérii proteini

dogrudan bir tastyict araciligiyla uygulanir.

Doku iskelesi yapisina uygun biiyiime faktorlerinin eklenmesinin, doku
rejenerasyonunu  artirict  etkiler  gostermesi  beklenmektedir. Ayrica doku
rejenerasyonunu desteklemek icin tek bir biiylime faktorii yerine ¢oklu biiyiime

faktorlerinin kullanilmasi daha iyidir (33).

2.5. Hiicreler

Doku miihendisliginde basariya ulasmak i¢in onemli kriterlerden biri de
rejenerasyon yetenegi yliksek hiicrelerdir. Her biri kendine Ozgii avantaj ve
dezavantajlara sahip gesitli hiicre kaynaklar1 bulunmaktadir. Hiicre elde etmek i¢in en
iyi yontemlerden biri, otolog hiicrelerin dogrudan hastadan alinmasi ve ardindan in
vitro ortamda biiyiitiilmesidir. Bu segenekte transplantasyon sonrasi her ne kadar
immiin yanita sebep olmasa da nispeten az sayida hiicre olmasi, dondr bolgesi
morbiditesine neden olabilmesi ya da hastalikli durumlarda veya yasli hastalarda
otolog hiicrelerin transplantasyon i¢in uygun olmamasi gibi sinirlamalar vardir. Diger
bir segenek kisinin kendisi disinda bagka bir insandan ya da hayvandan alinan

hiicrelerin kullanilmasidir. Bu noktada da viriisler gibi bulasic1 ajanlarin olmasi ve
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etik, ahlaki ve sosyal sonuclar ile miicadele bu yaklagima duyulan ilgiyi azaltmistir.
Doku miihendisligi uygulamalarinda umut verici bir diger bir segenek ise kok ve/veya
progenitor hiicrelerin kullanilmasidir. Viicudun tamaminda olmasa da pek c¢ok
dokusunda bulunan kok hiicreler, kendilerini yenilemekle kalmay1p bir¢ok fenotipe de

farklilagabilmektedir (34).

Hiicre biyolojisi ve biyoteknolojideki biiyiik ilerlemelerin bir sonucu olarak her
dokunun yetiskin kok hiicresi, doku miihendisligi arastirmacilar1 i¢in hazir hale
gelirse, doku miihendisliginin klinik uygulamasi 6nemli 6l¢iide hizlanacaktir. Ancak
¢ogu durumda toplanan kok hiicre sayisi klinik uygulamalar i¢in yeterli olmamaktadir.
Hiicrelerin ¢ogaltilmasi gerekmektedir ve kok hiicreler, iki boyutlu bir hiicre kiiltiirii
tabaginda yetistirildiginde, hiicre cogalmast makul bir oranda ilerler ancak
farklilasarak bozulma da buna eslik eder. Aksine, kok hiicreler ii¢ boyutlu substratlar
tizerinde kiiltiirlendiginde farklilagsma hemen gergeklesmez, ancak hiicre ¢ogalma hizi
cok diisiik seviyelere diistiriiliir. En arzu edilen yaklagim, kok hiicreleri farklilasmamis

orijinal durumunu koruyarak yiiksek oranda gogaltabilmektir (33).

2.6. Sert Doku Miihendisligi

Insan viicudunda sert dokunun gelisimi, biyomineralizasyon olarak adlandirilan
ve iskeletin destek yapilarini ve tendon ve kikirdak gibi komsu dokular1 veya dis gibi
fonksiyonel dokular1 ortaya ¢ikaran hiicresel metabolizma yoluyla mineral olusum

stirecidir (35).

Sert dokular, viicudun hareket kabiliyetini destekleyen ana unsurlardandir. Insan
viicudu yaslandikca, dokularda veya islevlerinde aksiliklere veya hasarlara yol agcan
birtakim degisiklikler yasar. Viicut dokularinin kendilerini onarma yetenekleri
sinirlidir, bu nedenle hasarla ilgili sorunlar cerrahi miidahalelerle ¢oziiliirler. Cerrahi
tedavi, doku ikamesini igerir, ancak doku donérii bulma ve donor bolgesi morbiditesi
gibi sinirlamalara sahiptir (36). Bu nokta da sert doku miihendisligi doku kusurlar1 i¢in
alternatif olabilecek tedavi seceneklerine odaklanmistir. Bu miihendislik
aragtirmalarinda baslica strateji, implant sonrasi fonksiyonel ve estetik bir doku

olusumunu saglamak i¢in dogal dokuyu taklit eden 3 boyutlu yapilar tiretmektir (37).
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Bir doku miihendisligi siireci, canli hiicreleri baglanmalari, ¢ogalmalar1 ve
farklilasmalari i¢in destekleyecek ve boylece hem in vitro hem de in-vivo olarak doku
rejenerasyonuna yardimci olabilecek biyolojik olarak uyumlu bir iskelenin
iiretilmesiyle baslar. ideal olarak bir kemik doku iskelesi konak kemigin iskeleye
yapismasini ve biiylimesini tesvik edebilmeli, fizyolojik olarak uygun bir hizda
bozunabilir olmalidir. Doku rejenerasyonu i¢in uygun mekanik giivenilirligi
saglamalidir. Hiicrelerin niifuz etmesine izin vermek ve yeni kemik olusumunun yani
sira damarlanmay1 tesvik etmek icin 300 ila 500 um arasinda gozenek caplari ile
olduke¢a gozenekli (> %90) ve birbirine bagli olmalidir. Besin maddelerini iskele i¢ine
iletebilmeli ve istenmeyen metabolitleri iskele disina tasiyabilmelidir. Istenilen
ozelliklerde diizenli ya da diizensiz sekillerde ve kabul edilebilir bir maaliyetle

tiretilebilir olmalidir (38).

A) BIYOLOJIK

B) FiZIKO _
KIMYASAL C) MEKANIK

Sekil 2.4. Sert doku miihendisligi ile ilgili iskele malzemelerinin biyolojik, mekanik
ve fiziko-kimyasal faktorlerinin gosterilmesi. (39) (A) Ortam, biiylime
faktorleri vb. dokuya 6zgii hiicre kolonizasyonu ve yapay yapi iskelelerinde
farklilasma i¢in gereklidir. (B) Malzemeler/yap1 iskeleleri, hiicreler,
faktorler ve mineraller i¢in baglanma yerleri saglamalidir. (C)
Biyomineralizasyon, benimsenen mekanik 6zelliklere (sertlik vb.) sahip
kompozit malzemeler elde etmek icin gereklidir.
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Kemigin hiicre dis1 matrisi, temel olarak bir kolajen matrisini ve suya gomiili
hidroksiapatit igeren bir bilesimdir. Kemik dokusu miihendisliginde uygulanan iskele
biyomalzemeleri de temel olarak dogal veya sentetik polimerlerden, seramiklerden
veya dogal kemigin bilesimini ve yapisini taklit etmeyi amaglayan kompozitlerinden
yapilir (40). Dogal polimerlerin kemik doku miihendisligi i¢in yap1 iskelesi olarak
kullanilmastyla ilgili ¢esitli endiseler vardir. Bunlar, osteoblastlar i¢in yeterli yapisal
destek ve koruma saglamaya yonelik zayif mekanik giicleri ve hayvan ve kadavra
kaynaklarindan gelen dogal malzemelerle iliskili patojen bulasma ve immiin
rejeksiyon risklerini igerir (41). Kitin ve kolajen kemik doku miihendisligi
calismalarinda en yaygin kullanilan biyopolimerlerdir. Kitin bazli iskelelerin
fizyolojik inertligi ve diisiik toksik etkileri, ¢ok sayida in vitro ve in vivo ¢alisma ile
gosterilmistir ancak, kitosanin yapi iskelesi olarak kullanimi, eksik biyoaktivitelere ve
mekanik ozelliklere sahip olmasi nedeniyle kisithdir (42). Biyoaktif camin gesitli
formlar1 kemik replasman kompozitleri i¢in umut verici adaylar olarak gosterilmistir;
ornegin, jelatin ve Si02 ve CaO'nun amorf bir karigiminin olusturmasi, kok hiicrelerin
dahili kiiltiirlenmesi i¢in uygun olan 100-200 um araliginda gdzenek boyutuna sahip
tic boyutlu yapilarla sonuglanmistir. Nanotiipler, sert doku miihendisligi i¢in
kompozitlerde uygulama i¢in diisiiniilen baska bir malzeme sinifidir. Titanyum i¢eren
kompozit malzemeler, biyouyumluluklari, seramiklere gore tistiin elastik 6zellikleri ve
yaygin olarak kullanilan diger metallere kiyasla nispeten yiiksek tokluklar
kanitlanmistir ancak biyolojik olarak parcalanamayan dogalarindan ve son derece
diisiik biyoaktivite seviyeleri kullanimi kisitlamaktadir. Polimer/ kalsiyum fosfat
kompozitleri, ozellikle kemigin yumusak/sert kompozit yapisin1 taklit etme
yetenekleri agisindan ¢ok ¢esitli  benzersiz  Ozellikleri nedeniyle kemik
miihendislerinin 6zel bir ilgisini ¢geken bir yapay kompozit malzeme sinifi sunmaktadir

(43).

Sert doku miihendisliginde hiicreler, hem organik, proteinler ve kolajenik lifler
hem de inorganik, hidroksiapatit kristalleri gibi kemik matrisi bilesenlerine benzeyen
bir hiicre dis1 matris iiretme yetenegini gostermelidir. Sert doku mineralizasyonu
normal bliylime ve gelismede dramatik bir 6neme sahiptir. Son zamanlarda, sert doku
olusumundaki kok hiicre rolii, kemik olusumunu indiikleyebilen ve hidroksiapatit
kristal biiylimesini kontrol edebilen stabil farklilasmis hiicrelerin biiyiileyici bir

kaynagi olarak aragtirmacilarin dikkatini 6nemli dlglide ¢ekmistir (44). Mezenkimal
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kok hiicrelerin (MSC) farklilasmasi tiizerindeki kontrol, onlart kemik dokusu
mihendisligi i¢in ¢ekici hiicre kaynaklar1 haline getiririr. Yetigkin kok hiicreler,
uyarilmis pluripotent kok hiicreler (iPSC'ler), embriyonik kok hiicreler (ESC'ler) ve
gobek kordonu kani mezenkimal kok hiicreleri (CB-MSC'ler) kemik dokusu
miihendisligi uygulamalari i¢in adaylar arasindadir. Ozellikle, kemik iligi kaynakl
mezenkimal kok hiicreler (BM-MSC'ler), yiiksek osteojenik kapasiteleri nedeniyle

doku miihendisligi uygulamalarinda 6ne ¢ikmaktadirlar (45).

Kemik dokusu miihendisligi ¢alismalarinda kullanilan en bilinen hiicre
dizilerinden biri, osteosarkom hiicre dizisi SaOs-2 hiicreleridir. Iyi karakterize
edilmis bir osteosarkom insan hiicre dizisi olan SaOS-2 hiicreleri, ¢ogunlukla
osteoblastik hiicrelerin tiim farklilasma sekansini sergilemeleri nedeniyle osteoblastik

hiicreler i¢in bir model olarak yaygin sekilde kullanilmaktadir (46).

2.7. N-Heptil-D-Galaktonamid (GalC7)

N-Heptil-D-galaktonamid (GalC7), galaktoz sekerinden tiiretilen ve azot
atomuna bagli bir heptil grubu iceren bir kimyasal bilesiktir. Biyolojik uyumlulugu ve
diisiik molekiiler agirlig1 nedeniyle biyoaktif hidrojel olusturma potansiyeline sahiptir.
Diisiik molekiiler agirlikli hidrojeller, hiicre kiiltiirii ve doku miihendisligi ¢aligsmalari
igin goérece yeni alternatif malzemelerdir ve bu alanda yenilik¢i yaklagimlarin oniinii
acmaktadir. Bu yumusak malzemeler, polimerlere degil, kiigiik molekiillerin
kendiliginden bir araya gelmesine dayanir. Kendinden bir araya gelme durumu, suyu

hapseden ve jel olusumuyla sonuglanan fibriler yapilar saglamaktadir (Sekil 2.5).

Kendinden bir araya gelme diisiik enerji etkilesimlerinden kaynaklanir. Bu
sebeple polimerlerden farkli olarak, ¢ok gesitli fibriler organizasyonlara yol agar.
Kararlilik, mekanik Ozellikler, salinan molekiillerin miktar1 ve bosluklar
polimerlerinkinden farklidir. N-Heptil-D-Galaktonamid molekiilii polar ug kisima ve

oldukca kisa bir alkil zincirine ragmen suda ¢ok kolay ¢oziiliir (47).

GalC7 hidrojel ile yapilan bir ¢alismada néronal hiicrelerin ti¢ boyutlu olarak jel
icinde yedi glin boyunca kiiltiire edilebildigi ve hiicre biiylimesi i¢in uygun bir iskele
oldugu kanitlanmistir. Hiicrelerin iskele ile etkilesiminin ¢ok iyi oldugu ve biiylime

esnasinda jel icerisinde penetre olduklar1 da vurgulanmistir. Jellesme sonrasi olusan
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ag organizasyonunun hiicre dis1 matris mimarisini taklit edebildigini gosterilmistir.
Bahsedilen jel ile yapilan doku iskelesinin hem glial hiicrelere hem de ndronal
hiicrelere farklilasma igin uygun oldugunu ve bu hidrojelin noéral doku
rejenerasyonunu destekleme potansiyelini gostererek, bir i¢ i¢ce gecmis noronal agin
gelismesine de izin verdigi gosterilmistir (6). Fare embriyolarindan elde edilen
hipokampal hiicrelerinin GALC7 jel iizerinde biyiitildiigii baska bir calismada da
GalC7 kiiltiirli hiicrelerden yliksek kaliteli RNA izolasyonu ger¢eklestirmek miimkiin
oldugu ifade edilmistir. GalC7 hidrojelinin, néron biiytimesi i¢in de ilgi ¢ekici oldugu,
bir noronal farklilagsma belirteci olan Neurodl'in ekspresyon seviyesinin, GalC7'de
yedi giin boyunca biiyiitiilen hiicreler i¢in ilging bir seviye de gézlemlendigi ve noronal

farklilasmay1 vurguladigi gosterilmistir (48).
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Sekil 2.5. GALCY fibriler yap1 olusumu gdsterimi.

2.8. U¢ Boyutlu Hiicre Kiiltiirii

Yasam bilimleri alaninda uzun siiredir kullanilan bir teknoloji olan iki boyutlu
hiicre kiiltiirii hiicrelerin diiz bir yiizey iizerinde biiyiimesini ifade eder. Bu teknolojinin
uygulanmasi, hiicrelerin in vitro olarak fizyolojik ve patolojik aktivitelerini

incelemesini saglar. Bununla birlikte, hiicre mikro ortami kavraminin kademeli olarak
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anlasilmasiyla birlikte bilim adamlari, iki boyutlu hiicre kiiltiirlinde biiylime
ortamindaki hiicrelerin fizyolojik durumu ve aktivitesinin in vivo hiicrelerle tamamen
tutarli olmadiginm1 kesfettiler. Bu nedenle, son on yilda bilim adamlari, hiicrelere in
vivo ortama daha ¢ok benzeyen bir kiiltiir ortam1 saglamak i¢in kendilerini ¢esitli 3B

kiiltiir tekniklerinin gelistirilmesine adadilar (49).

3 boyutlu hiicre kiiltiirii genis anlamda, doku ve organa 6zgii mikro mimariyi
taklit eden 3 boyutlu yapilara sahip mikrofabrike tasarimlar i¢indeki canli hiicrelerin
kiltlirii olarak tanimlanir. 3 boyutlu matris jellerdeki hiicre kiiltiirlerine "3B ECM jel

kiiltirleri", "3B jel kiiltiirleri" veya "geleneksel 3B kiiltiirleri” denir (50).

Uc boyutlu hiicre kiiltiirii, dokularin uzamsal organizasyonunu taklit etmeye
calisir. 3 boyutlu hiicre kiiltiir sistemleri iskele tabanli, iskelesiz ve hibrit olarak 3
gruba ayrilabilir. Iskele tabanli sistemler, hiicresel mikro ortami simiile etmek icin
hiicre dist matris bilesimini taklit eden yapilari kullanir. Yap1 iskelesi olmayan
sistemlerde, dogal organogenez siireclerinde oldugu gibi hiicreler kiimelenir ve kendi
kendine birlesir. Hibrit sistemler, hiicreler ve ECM hiicreleri arasinda daha karmasik
etkilesimler saglayan sentetik matris ve harici fiziksel destekler gibi iskele tabanl
ozellikleri igerir (Sekil 2.6). Tim 3 boyutlu hiicre kiiltiirii sistemlerindeki hiicreler,
yalnizca izole edilmis bir varlik olarak degil, fenotiplerini ve islevlerini diizenleyen bir
baglamda biiyiirler. Bu da boyutlu hiicre kiiltiirii sistemlerini tek katmanli kiiltiirlere

kiyasla in-vivo olanlar1 daha iyi temsil eder hale getirir (51).
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2B HUCRE KULTURU

3B HUCRE KULTURU

iskelesiz iskele tabanl hibrit

sferoidler iskeleler organotipik raft
kiiltiirii
’ © L ?
» d B . pl -
organoidler ¢ip iizeri organ

biyo-baski

Sekil 2.6. Cesitli 3B hiicre kiiltiirii yaklasimlarinin sematik gosterimi.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Tez Calismasinda Kullanilan Hiicrelerin Hazirlanmasi

Bu calismada SaOS-2 osteosarkom hiicre hatti ve insan pulpa kaynakli
mezenkimal kok hiicre kullanilarak in vitro incelemeler gergeklestirilmistir. SaOS-2
osteosarkom hiicreleri (Saos-2 / Anl Human bone osteosarcoma (Insan)) SAP
enstitiisiinden temin edildi (HUKUK Kayit No.: 02111901). Insan pulpa kaynakli
mezenkimal kok hiicreler Saglik Bilimleri Universitesi Dis Hekimligi Fakiiltesi'nde

izole edilen primer hiicrelerden ¢ogaltildi.

e Oncelikle, s1v1 azot tanki i¢inde bekleyen hiicreler ¢ikarilarak 37 °C derecede
su banyosu igerisinde ¢oziildii.

e (Coziilen hiicrelerin tizerine 3 ml PBS (Phosphate Buffer Saline, Biological
Industries, Kibbutz Bert Haemek 25115, Israel) eklendi ve 15ml’lik santrifii
tiipiinde 200x g hizda 5 dakika siireyle santrifiij edildi.

o Santrifijj bittikten sonra siipernatant atildi.

e Daha 6ncesinde %10 fetal sigir serum (FBS) Biological Industries, Kibbutz
Bert Haemek 25115, Israel) ve %1 penisilin-streptomisin eklenerek
hazirlanan besi yerinden 2 ml alinip pellet iizerine eklenerek ¢oziinmesi
saglandi.

e (oziinen pellet lizerine 3 ml daha besi yeri ilave edilerek pipetaj yapildi.

e FElde edilen hiicreler 25 cm2’lik polisitiren hiicre kiiltiirii flask tabanina

pipetlendi. Hazirlanan flasklar COz2 inkiibatore yerlestirildi.
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Sekil 3.1. Calisma siiresince kullanilan su banyosu ve 1s1k mikroskobu.

Bu asamadan sonra 151k mikroskobu ile izlenip kontrollii olarak besiyerileri

degistirilerek hiicrelerin biiylimeleri saglandi. Biiytidiikten sonra;

e Besi yeri uzaklastirilip 5 ml PBS ile yikandiktan sonra hiicrelerin flask
ylizeyinden kalkmalar1 i¢in iizerlerine tripsin ilave edildi ve 37 °C derecelik
CO2 inkiibatorde yaklasik 5 dakika bekletildi.

e Mikroskopla, kalktiklar: teyit edilen hiicrelerin {izerine tripsinin 2 kat1 kadar
besi yeri eklendi ve hiicreler 15 ml falkon tiipe alinarak 200x g hizda 5 dakika
stire ile santrifiij edildi.

e Elde edilen pellet 1 ml besi yeri i¢erisinde ¢ozdiiriiliip hiicre sayim cihazinda
sayim yapildi.

e 96 kuyucuklu kiiltiir kabinda her kuyucuk i¢in 50 bin hiicre olarak sekilde
ayarlama yapildi. Her hiicre i¢in ayr1 ayr1 olmak iizere normal besiyeri
indiikleyici besi yeri ve kontrol grubu olmak iizere 3 calisma grubu

olusturuldu..
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Sekil 3.2. Calisma siiresince kullanilan CO2 inkiibator (A) ve biyogiivenlik kabini
(B).

3.2. Indiikleyici Besiyeri Hazirlanmasi

Indiikleyici besi yeri hazirlamak igin her 5 ml igin 100 mikro molar askorbik asit
(Ascorbis asit, Merk Millipore, Burlington, USA) ve 2 mikromolar beta-
gliserofosfat,(SIGMA-ALDRIC, 20020-100G,Germany) eklenip karigtirildi.

3.3. GalC7 Hidrojelin Hazirlanmasi

Sekil 3.3. Jel dokiimii deney diizenegi.
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e Her hiicre grubu i¢in 4,50 mg toz tartilip bir siseye konuldu tizerlerine 1,50
ml saf su eklendi.

e Kullanilan sise hacmi suyun hacminden en az 5 kat1 kat1 kadar biiyiik olacak
sekilde belirlendi.

e Kontrollii Firmm 120°C’ye hazirlanip kullanilacak olan pipet uclart da firin
icerisinde 1sinmak tizere birakildu.

e Derin metal kap icerisine kaynar su konulup 120°C’ye getirilen 1sitic1 plaka

tizerine yerlestirildi.

Sekil 3.4. GalC7 hidrojelin hazirlanmas1 (a) GALC7 toz hali ,(b) suda ¢oziinmiis
GALCT (c) jellesme ortaminda GALC/ (d) Jellesmis GALC?7.

e Kullanilacak olan plaka bu suyun igerisine alinarak 1sinmasi ve sicak kalmasi
saglandi. Hazirlanan toz-su karisimi 120 °C dereceye ayarl 1sitici tabla
iizerine yerlestirildi. Tozun tamamen c¢oOziinmesi gozlemlenene kadar
1sitilmaya devam edildi.

e Homojen goriintii saglandiktan sonra dikkatli ve hizli bir sekilde plaka
icerisine pipetlendi.

e Plaka iki bos plaka arasina alinarak firina yerlestirildi.
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e Firin 120 °C dereceden oda sicakligi 25 °C ye en az doksan dakikada gelecek
sekilde sogutuldu.

e Jellesme sonrast plaka biyogiivenlik kabini igerisine alinip kuyucuk
kenarlarinda olugan su damlalar1 pipet yardimiyla uzaklastirildi.

e Kuyucuk basina 50 mikro litre besi yeri eklenip 5 saat inkiibe edildi. 5 saat

sonunda besi yeri degistirilerek hiicre ekimi i¢in hazir hale getirildi.

16 saat 5 saat Hiicr

ficre

Jel ekimi
(GALCT)

Besiyeri

Sekil 3.5. Jellesme sonrasi hiicre ekimi.

3.4. XTT Yontemiyle Hiicre Canlihi@imin Belirlenmesi

XTT (2,3-Bis-(2-Metoksi-4-Nitro-5-Siilfofenil )-2H-Tetrazolyum-5-
Karboksanilid) hiicreler tarafindan alinan ve mitokondriyal enzimler tarafindan
indirgenen bir tetrazolium tuzudur. Bu indirgenme reaksiyonu sonucunda formazan
ad1 verilen renkli bir iirlin olusur. Formazan miktari, hiicre canliligini yansitan bir 6lgiit
olarak kullanilir. Formazanin renk degisimi gorsel olarak degerlendirilebilir veya

spektrofotometrik olarak Slgiilebilir (52).

Bu calismada hiicre canliligi tahlili i¢in XXT (Biological Industries Cell
Proliferation Kit, Kibbutz Beit-Haemek, Israil) kiti kullanildi. 96 kuyucuklu plaka
tizerine 5 kuyucuk jel 5 kuyucuk kontrol grubu ve 3 kuyucuk blank olmak {izere toplam

13 kuyucuk tizerinde ¢alisildi.

e Inkiibasyon siireci sonrasinda kuyucuklarda bulunan besi yeri uzaklastirildi.
e Her bir kuyucuk i¢in 50 pl XTT soliisyonu ve 15 pul XTT aktivatorii eklendi.
e 3 saat CO2 inkiibatorde inkiibe edildi.
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e 3 saat sonunda plaka g¢oklu plaka okuyucu spektrofotometre cihazinda
1.okuma i¢in 600 nm ve 450 nm dalga boyunda ve 2. okuma i¢in 600 nm

(nonspesifik absorbans) absorbans degerlerinde 6l¢iim yapildi.

Hiicreler —

GALC7 Hidrojel

Kontrol
"
(Petri kaby) —

Sekil 3.6. Deney grubu ve kontrol grubu sematik gosterimi.

3.5. Floresan Mikroskopi Analizi

Floresan boyama, 6zel floresan boyalarin kullanilmasiyla hiicre veya doku
orneklerindeki belirli bilesikleri veya yapilar1 goriinlir hale getirme yontemidir.
Birincil antikorlar veya floresan boyalar dogrudan hedef molekiillere baglanabilir. Bu
baglanma, hedef molekiilin floresanla isaretlenmesini saglar. Bu boyalar,
baglandiklar1 yer ile etkilesime girdiklerinde floresan 15181 yayarlar. Floresan
mikroskop veya lazer konfokal mikroskop gibi floresan goriintiileme ekipmanlari

kullanilarak floresan sinyalleri algilanir ve goriintiiler elde edilir (53).

Bu calismada FAK100 (Actin Cytoskeleton / Focal Adhesion Staining Kit)
kullanild1. 5 kuyucuk jel ve 5 kuyucuk kontrol grubu olmak iizere 10 kuyucuk iizerinde

caligildi.
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Sekil 3.7. Immunfloresans boyama ¢alismalarinda kullanilan 151k mikroskobu.

Uretici firmanin talimatlarma gére:

e Hiicreler 1x PBS ve %4’liik glutaraldehit ¢6zeltisi ile 20 dakika bekletildi.

e 1x yikama soliisyonu ile 2 kez yikama yapild1.

e 1x PBS igine %0,1 Triton X-100 hazirland1 ve hiicrelere eklenerek 5 dk
boyunca oda sicakliginda bekletildi.

e 1x yikama soliisyonu ile 2 kez yikama yapild1.

e Block soliisyonu eklenip 30 dakika bekletildi. (1/500 seyreltildi, 100ul
kuyucuk basina eklendi)

e TRITC konjuge Phalloidin (1/1000 seyreltilmis) ile oda sicakligina 1 saat
bekletildi.

e 1x yikama soliisyonu ile 10 dk aralarla 3 kez yikama yapildi.

e Hiicreler DAPI ile 5 dakika oda sicakliginda bekletildi (kuyucuk basia 100l
eklendi).

e 9.Yikama soliisyonu ile 5 dk aralarda 3 kez yikandu.

e Kurumalarini 6nlemek amaciyla hiicrelere PBS eklendi.

e Floresan mikroskop ile goriintiiler elde edildi.
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Sekil 3.8. Calismada kullanilan FAK 100 floresan mikroskopi analiz kiti.

3.6. GalC7 ile Kiiltiirlenen Hiicrelerden RNA izolasyonu

3 kuyucuk indiikleyici besiyeri ile hazirlanan jel, 3 kuyucuk normal besi yeri ile

hazirlanan jel ve 3 kuyucuk kontrol grubu 1 hafta boyunca biiyiitillerek RNA

izolasyonu i¢in hazirlandi. Bu ¢alismada RNA izolasyon kiti kullanildi.

RNA izolasyon basamaklart:

Kiiltiirtin 7. glinlinde besiyeri dikkatlice ¢ekildi.

Jel tizerine 20 pl PBS eklenerek yikama yapildi.

Her bir kuyucuga Riboex eklenerek jelin ¢oziilmesi saglandi.

Her kuyucuktan elde edilen karigim ayr1 ayr1 eppendorf tiiplerine aktarildi ve
vortekslendi.

200 pl kloroform eklenerek 15 sn vortekslendi.

Ornekler sogutmali santrifiij cihazina (Thermo Scientific, Micro CL 21R
Centrifuge, Almanya) alindi. 4 °C 10.000 rpm de 20 dakika santrifiij edildi.
Ust kisim (siipernatant) yeni bir Eppendorf tiipiine aktarildi.
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Sekil 3.9. Caligmada kullanilan mikro santrifiij cihaz.

e Tiiplere 250 ul izopropanol eklenerek ters yiiz edildi. Sulu faz toplandi. -20
°C de overnight birakildi.

e 3 tiip normal besi yerili jel, 3 tlip indiiksiyon besi yerili jel ve 3 tiip de kontrol
grubu seklinde 9 tiip elde edilmis oldu.

e inkiibasyondan sonra tiipler 4 °C’de 10.000 rpm de 10 dakika santrifiij (....)
edildi. Siipernatant atildi.

¢ Yikama icin pellet iizerine 1 ml etanol eklendi. Tiipler birka¢ kez ters yiiz
edildi.

e 4°C’de 8.000 rpm de 5 dakika santrifiij edildi ve siipernatant atildi.

e Bir kez daha ayni sekilde yikama yapildiktan sonra santrifiij sonrasi
stipernatant atildi.

e Pellet 30 pul NFW igerisinde ¢oziildii. Absorbans Olgiimleri Biospec
Spektrofotometre cihazi ile dl¢iildii.

e Kalan numuneler -80 °C’ye kaldirildi.
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3.7. cDNA Sentezi

Tek zincirli komplementer DNA (cDNA) sentezi i¢in ticari olarak elde edilen
A.B.T. cDNA Synthesis Kit kullanildi. Normal besi yerili jel, indiiksiyon besi yerili
jel ve kontrol grubu olmak iizere 3 6rnek iizerinde ¢alisildi. Komplementer DNA

sentez basamaklari:

e Her bir tlip i¢in 1 pl 10X buffer, 0.5 pl ANTP, 1 pl Random, 0,5 pl reverse
transkriptaz primeri, 0.25 pl inhibitor ve 6,75 pul RNA karigimi hazirlandi.

e Hazirlanan karisim BIO-RAD T100 Thermal Cycler (BIO-RAD, Singapur)
cihazina yerlestirildi.

e 5°C 10 dakika, 37°C’de120 dakika 85 °C 5 dk ve 4 °C 15 dk inkiibe edildi.

e Cihazdan alman ¢cDNA’lar -20 °C ye kaldirildi.

Sekil 3.10. cDNA sentezi i¢in kullanilan Biorad T100 pcr cihazi.

3.8. RT-gPCR Sentezi

Gergek zamanli kantitatif polimeraz zincir reaksiyonu DNA veya RNA
hedeflerinin varligini ve miktarini belirlemek i¢in kullanilan bir yontemdir. Bu yontem

bir dizi termal dongii ile gerceklestirilir. Her dongii, li¢ temel asamayi igerir:
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denatiirasyon, tavlama ve uzama. Denatiirasyon, DNA’nin ¢ift sarmalanin ayristig
yiiksek sicaklik adimidir. Tavlama, primerlerin hedef DNA veya RNAya baglandigi
diisiik sicaklik adimidir. Uzama asamasi ise DNA polimerazin yeni DNA zincirini
sentezledigi ve hedef DNA veya RNA’y1 kopyaladigi 1sinma adimidir. Her dongiiden
sonra, amplifikasyon iiriiniine bagli olan floresan etiketli probun floresans sinyali
tiretir bu sinyal siirecin sonunda 6l¢iilerek hedef DNA veya RNA miktari nicel olarak

belirlenir (54).

Her bir tiip i¢in 16,6 pl Syber Green Master ve 0,4 pl primer karistirilip pipetaj
yapildiktan sonra her bir tiip igin 3 pul cDNA eklendi. Numuneler Rotor-Gene-Q Real-
Time PCR cihazina yerlestirildi. 95 °C 15 dk 55 °C 30 dk 72°C 45 dk seklinde protokol
uygulandi.

Sekil 3.11. Calismada kullanilan real time PCR cihazi.

3.9. Agaroz Jel Elektroforezi

Agaroz jel elektroforez yonteminde, agaroz jel kullanilir ve elektrik akimi
uygulanarak niikleik asitler jel iizerinde hareket ettirilir. Agaroz elektroforezi cihazi,
jel tanki, elektrotlar, giic kaynagi ve UV aydinlatma sistemi gibi bilesenlerden olusur.
Elektroforez islemi sirasinda, niikleik asit 6rnekleri jelin tizerine uygulanir ve elektrik
akimiyla jel boyunca hareket ettirilir. Niikleik asitlerin boyutlarina gore farkli hizlarda

hareket etmeleri nedeniyle jel iizerinde ayrisirlar. Elektroforez tamamlandiktan sonra,
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agaroz jel DNA boyama yontemi kullanilarak gorsellestirilir. Bu sayede DNA bantlari
goriiniir hale gelir (55).

e Elektroforez tankini doldurmak ve agaroz jel hazirliginda kullanilmak tizere
TBE buffer hazirlandi.

e Jel icin 100 ml TBE buffer ve 2 g agaroz jel, beher igerisinde karistirilip
mikrodalga firmn icerisinde eriyene kadar kaynatildi.

e Jel tabaklarina hazirlanan karisim dokiildii ve taraklar1 yerlestirilerek
kurumaya birakildi.

e Jel drnek sayisi ve bir tane de ladder i¢in olacak sekilde 5 kuyucuk sayilarak

kesilerek tank icerisine yerlestirildi.

Sekil 3.12. Jel elektroforezi hazirlik asamalar1 (a) Agaroz jelin kaynatilmasi, (b)
Agaroz jel tanki (c) Agaroz jel toz hali (d) Donmaya birakilmis Agaroz jel.

e 10 pL ladder ilk kuyucuga pipetlendi

e Her 20 pLL DNA i¢in 4 pL loading dye eklenip pipetaj yapildi ve kalan
kutyucuklara pipetlendi.

e Cihaz 80 kV a ayarlanip yiirlitme islemi gerceklestirildi.
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e Yiiriitme islemi biten jel Etidyum Bromiir igerisine alinip 25 dk bekletildikten

sonra goriintiileme yapildi.

Sekil 3.13. Calismada kullanilan elektroforez cihazi.

3.10. Alkalin Fosfataz (ALP) Tayini

Paranitrofenil fosfat (pNPP) tabanli alkalin fosfataz tayini yonteminin galigma
prensibi su sekildedir: Alkalin fosfataz enzimi, pNPP'yi hidrolize eder, bdylece p-
nitrofenol (pNP) ad1 verilen bir {iriin ortaya ¢ikar. Bu hidroliz reaksiyonu sonucunda
ortaya c¢ikan pNP'nin sar1 renge sahip oldugu bilinir. Bu renk degisimi,
spektrofotometre veya fotometre gibi bir cihazla dlgiilerek ALP aktivitesi belirlenir

(56).
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Alkalin Fosfataz tayini i¢in SensoLyte pNPP Alkaline Phosphatase Assay Kit
kullanildi. KIT igerigi:

Komponent A pNPP,

Komponent B 10X Tampon ¢ozelti

Komponent C Durdurma ¢ozeltisi

Komponent D Triton-X-100

Komponent E ALP standardi (buzagi bagirsagi kaynakli)

ALP tayini basamaklari:

Deney kitinin oda sicakliga gelmesi beklendi.

Protokole gore ilk olarak 10X olan komponent B deiyonize su ile seyreltilerek
1X tampon ¢ozeltisi hazirlandi.

Komponent E, 1:50 oraninda seyreltilerek 100, 50, 25, 12.50, 6.20, 3.10 ve 0
ng/mL konsantrasyon serileri olusturacak sekilde hazirlandi.

Hiicrelerin besiyerileri toplandi.

Tampon ¢ozeltisi ile 2 kez yikama yapildi.

1996 pL 1x tampon ¢ozelti ve 4 L. Komponent D (Tritonx-100) karistirildi.
Santrifiij tiiplerine alindi. Kuyucuk bagina 200 uL olarak sekilde ayarlama
yapildu.
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Sekil 3.14. ALP analizi plaka goriintiisii.
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Tiiplere alinan karigim orbital ¢alkalayicit da 4 °C’ de 10 dakika calkalandi.
Calkalama sonras1 santrifiij cithazina alinan tiipler 2500 X g 4 °C’de 10 dakika
santrifiij edildi.

Stipernatant toplandi.

Her kuyucuga 50 uL pNPP (komponent A) eklendi. Plaka 30 sn boyunca
hafifge sallandi ve karanlik bir ortama alinarak oda sicakliginda 60 dakika
inkiibe edildi.

Inkiibasyon sonras1 her kuyucuga 50 pL durdurma soliisyonu (komponent C
) eklenip hafifce sallandi.

405 nm de absorbans 6l¢iimleri yapildi.

34



4. BULGULAR

4.1. Hiicrelerin Biiyiitiilmesi

Hiicrelerin morfolojik analizleri invert mikroskop yardimiyla yapilmistir

Sekil 4.1. Saos-2 hiicrelerin ters optik mikroskop gortintiileri.

Sekil 4.2. Dis pulpa kokenli mezenkimal kok hiicre ters optik mikroskop goriintiileri.
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4.2. GALCY Jelin Optimizasyon Bulgulari

Hidrojel optimizasyonu i¢in %1,5 w/v, %3 w/v ve %4,5 w/v oranlarinda jel

hazirlandi.

Sekil 4.3. GalC7 A) %3 w/v ve B) %4,5 w/v luk jellerin optik mikroskop goriintiileri.

%1,5 w/v hazirlanan numune de jellesme gozlenmedi. %3w/v ve %4,5 oraninda
hazirlanan jeller kiyaslandiginda %3w/v oraninda hazirlanan jel de fibriller arasi
mesafe %4,5 orasinda hazirlanan jellere gore daha azdi. Fibril yogunlugu olarak
kiyaslandiginda ise %3w/v olan konsantrasyonda yogunluk %4.,5 olana gore fazla

oldugu goriildii.
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Sekil 4.4. %1 (a), %3 wiv (b), %4,5 (c) GalC7 jellerin sise igeresindeki goriiniimii.

4.3. Hiicre Canlihg Tayinine iliskin Bulgular

Sitotoksisite tayini, ticari XTT hiicre canlilik analizi kiti kullanilarak yapildi.
Petri kabinda jel olmadan biiyiitiilen hiicreler kontrol grubunu olarak belirlendi.
%3w/v oraninda hazirlanan jellerde biiyiitiilen hiicrelerde XTT sonucunda pulpa
kokenli mezenkimal kok hiicrelerde %85 osteosarkoma Saos-2 hiicre hattinda %92

canlilik orani elde edilmistir.
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Sekil 4.5. Saos-2 ve dental pulpa kokenli mezenkimak kok hiicreleri XTT tahlil
sonugclari.
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4.4. Floresan Mikroskopi Bulgular:

Hiicre morfolojisi hiicre ¢ekirdeklerinin 4',6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) ile
ve aktin filamanlarinin tetrametilrodamin isaretli falloidin ile boyanmasi ile incelendi.
Goriintiilerdeki kirmizi ile boyanan yerler aktin filamentleri mavi ile boyanan yerler
hiicre ¢ekirdegini ifade etmektedir. Alinan goriintiilerde hiicrelerin hidrojel liflerine
gore yonelim gosterdikleri ve belirgin bir sito iskelet yapisi olusturduklar

gozlemlendi.

30 um

Sekil 4.6. GalC7 jel igerisinde biiyiitilmiis Saos-2 hiicre hatti immiinofloresan
boyama goriintiisti (kirmizi: aktin (TRITC-falloidin), mavi: ¢ekirdek
(DAPI)).
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30 um

Sekil 4.7. GalC7 igerisinde biiyiitilmiis dis pulpa kaynakli mezenkimal kok hiicre
immiinofloresan boyama goriintiisii (kirmizi: aktin (TRITC-falloidin), S.

4.5. Rt-qPCR Sentezine fliskin Bulgular

Insan pulpa kaynakli mezenkimal kék hiicre igin RT-PCR cihaziyla elde edilen
ham Ct degerleri: normal besiyerili jel i¢in 25,43, indiikleyici besiyerili jel i¢in 20,86,
indiikleyici besiyerili kontrol igin 25,43 olarak ol¢iiliirken normal besiyerili kontrol
i¢cin >35 olan Ct degerleri alindi. Benzer araliklarda (75-85 °C) ve tek bir pik melting

curve degerleri goriildii.

Saos-2 osteosarkoma hiicre hatti i¢cin RT-PCR cihaziyla elde dilen ham Ct
degerleri normal besiyerili jel icin 22,36, indiikleyici besiyerili jel i¢in 19,23 olarak
oOlciiliirken normal besiyerili kontrol ve indiikleyici besiyerili kontrol gruplarinda >35
olan Ct degerleri alind1. Melting curve tek bir pik ve benzer araliklarda (75-85 °C)

goriildii.
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4.6. Agaroz Jel Elektroforezine iliskin Bulgular

Insan kaynakli dis pulpa k&k hiicreleri igin yiiriitiilen jel de soldan saga:
1.kuyucuk ladder

2.kuyucuk normal besiyerili jel

3. kuyucuk normal besiyerili kontrol

4. kuyucuk indiikleyici besiyerili jel

5. kuyucuk indiikleyici besiyerili jel

Normal besiyerili olan grupta bant alinamazken diger gruplarda ayni1 noktalarda

bant alinmistir.

Sekil 4.8. Dis pulpa kaynakli mezenkimal kok hiicre tiim grup elektroforez jel
goriintiileri.
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Saos-2 osteosarkoma hiicre hatt1 i¢in yiiriitiilen jelde soldan saga:
1.kuyucuk ladder

2.kuyucuk normal besiyerili jel

3.kuyucuk normal besiyerili kontrol

4. kuyucuk indiikleyici besiyerili jel

5. kuyucuk indiikleyici besiyerili kontrol

Normal besiyerili kontrol ve indiikleyici besiyerili kontrol gruplarinda bant

alimamazken diger kuyucuklarda ayni noktalarda bant alinmistir. (sekil)

Sekil 4.9. Saos-2 hiicre hatt1 tiim grup elektroforez jel goriintiileri.

4.7. Alkalin Fosfataz Tayinine Iliskin Bulgular

Kolorimetrik AP tahlilinde hem indiiklenmis hem de indiikklenmemis jel
ortaminda ekstraseliiler AP miktarinin, petri kabinda biiyiitiilen hiicrelere gore daha
yiiksek oldugu dis pulpa kaynakli mezenkimal kok hiicreler ve Saos-2 osteosarkoma

hiicre hatti i¢in benzer sekilde gozlemlendi.
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Sekil 4.10. Saos-2 osteosarkoma hiicre hatt1 i¢in tespit edilen ALP miktarlari.
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Sekil 4.11. Dis pulpa kaynakli mezenkimal kok hiicreler icin tespit edilen ALP
miktarlari.
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5. TARTISMA

Sert doku miihendisligi kemik, kikirdak ve dis benzeri sert dokularin onarimi ve
restorasyonu lizerinde ¢aligmalar yapan ve hizla ilerleyen disiplinler arasi bir alandir.
Sert dokularin temel 6zelliklerinden biri, basinca ve agirlia dayanmalarini saglamak
i¢in hiicre dis1 matrislerinin mineralizasyonudur. Sert doku miihendisligi bu dokularin
mineralizasyon siirecini yonlendirebilmek i¢i yeni yontemler gelistirmeyi hedefler
(57). Sert doku miihendisliginin diger bir 6nemli konusu da doku rejenerasyonuna
yardimcr olmak adina onemli bir parametre olan ii¢ boyutlu gézenekli bir yapi
iskelesinin gelistirilmesidir. Doku olusumunu tesvik etmek ve hiicre proliferasyonuna

uyum saglamak i¢in yeterli gézeneklilik orani saglanmalidir (58).

Doku miihendisliginde iskelet tasarimi optimum besin-atik akis1 ve doku
biiylimesi i¢in tercihen ylizde yiiz baglantili olan yiiksek gdzeneklilik, uygun geometri
ve gozenek boyutlar1 dikkate alinarak optimize edilmelidir (59). Literatiirde yer alan
bir ¢alisma daha biiylik gézenek boyutlarina sahip iskelelerin hiicre tutunmasi ve
proliferasyonunu artirdigi fakat migrasyonu azalttigir gézlemlenmistir. Daha kiigiik
gbzenek boyutlarina sahip iskelelerin ise hiicre migrasyonunu tesvik ettigi ancak hiicre
tutunmasi1 ve proliferasyonunu siirladigint  tespit etmiglerdir. Kemik doku
miihendisligi i¢in ideal gézenek boyutunun hiicre davranigini optimize etmek igin
dikkate alinmasi gerektigini vurgulamislardir (60). Biz de calismamizda {i¢ farkli
konsantrasyonda jeller hazirladik ve gézenek boyutunun daha az olmasi ve fibrillerin
daha yogun olmasi nedenlerinden dolayr %3 liilk konsantrasyonda hazirlamis

oldugumuz jellerde calismalarimiz1 gergeklestirdik.

Hiicre temelli ¢aligmalarda deneyin sonunda ne kadar canli hiicre kaldigini
bilmek 6nemlidir. Hiicre canlilig1 testleri, test molekiillerinin hiicre proliferasyonu
tizerinde etkileri olup olmadigini veya sonunda hiicre liimiine yol acan dogrudan
sitotoksik etkiler gosterip gostermedigini belirlemek icin kullanilir. Hiicre canliligt
testleri  kolorimetrik, florometrik ve luminometrik gibi ¢esitli metodlarla
yapilabilmektedir (61). Biz bu calismada hizli ve giivenilir olusu, basit ve kolay
uygulanabilirligi sebebiyle kolorimetrik bir yéntem olan XTT testini kullandik. Insan
kaynakli pulpa kok hiicrelerde % 92 ve Saos-2 osteosarkoma hiicre hattinda is %85
canlilik orani elde ettik. Bu sonuclar GALC7 jel igerisinde biiyiitiilen hiicrelerin

sitotoksik bir etki yaratmadigim1 gosterdi. Literatirde GALC7 hidrojeli ve insan

43



mezenkimal kdk hiicreleriyle yapilan bir ¢alismada Alamar mavisi canlilik tahlili
metoduyla hiicre canlilik testleri gergeklestirilmis ve hiicrelerin calisma siiresi
boyunca canli ve metabolik olarak aktif olduklar1 dolayisiyla jelin sitotoksik bir etki
ortaya ¢ikarmadigir gosterilmistir (62). Yine GALC7 hidrojeli {izerinde biiyiitiilmiis
insan noronal kok hiicreleriyle yapilan baska bir ¢aligmada da hiicre canlilik testleri
gerceklestirilmis olup GALC7 hidrojeli icin %98 canlilik orani elde edilmis ve

sitotoksik bir etkisi olmadigi vurgulanmistir (63).

Hiicre iskeleti, hiicrenin sekil ve diizeninden sorumludur. Hiicrelerin
birbirleriyle ve ¢evreleriyle etkilesimlerini diizenler hiicreyi fiziksel ve biyokimyasal
olarak dis diinyaya baglar. Hiicrenin hareket etmesini ve sekil degistirmesini saglayan
koordineli kuvvetler iiretir. Iskelet yapisinin analiz edilmesi hiicrenin seklinin nasil
olustugunu ya da nasil degisebildigini anlamamiza yardimci olur. Hiicre iskeletinin
tespit edilmesi hiicrenin dokuda dogru konumlanmasi ve hiicre igindeki yapilarin
dogru konumunu ve fonksiyonunun korundugunu anlamak i¢in 6nemlidir (64). Biz de
bu calismada hiicrenin sitoiskelet yapisinin analizi i¢in hiicre ¢ekirdeklerini 6-
diamidino-2-fenilindol (DAPI) ile ve aktin filamanlarinin tetrametilrodamin isaretli
falloidin ile boyanmasi ve bir floresan mikroskop araciligiyla goriintiilenmesi yoluyla
gorsel olarak inceledik. Jel icerisinde biiylitiilen Saos-2 osteosarkoma hiicre hattinda
ve insan pulpa kaynakli mezenkimal kok hiicrelerinde yapilan analiz sonucunda
hiicrelerin hidrojel liflerine gére yonelim gdsterdikleri ve belirgin bir sitoiskelet yapisi
sergiledikleri gozlemlenmistir. Chalard ve arkadaslarinin yapmis olduklar1 ¢alismada
GALC7 jel tizerinde biyiitiilmiis noronal hiicrelerde tubulin floresan boyama
yapilmistir. Bu c¢alismada bizim c¢alismamizla da benzer sekilde, jelin diiz lifli

yapistyla uyumlu akson demetlerinin olustugunu gostermislerdir (63).

Gergek zamanli kantitatif polimeraz zincir reaksiyonu (qPCR) hedeflenen bir
DNA molekiiliiniin amplifikasyonuna ve ayni anda miktarinin belirlenmesine izin
veren bir molekiiler biyoloji teknigidir (65). Doku miihendisligi ¢alismalarinda
biyomalzeme hiicre etkilesimin sonuglarinin arastirilmasi ve ilgili dokudaki hiicrelerin
biiylimeleriyle alakali olan genlerin ifadesinin anlagilmas1 olduk¢a faydalhidir. Biz de
bu ¢alismada hem dis hem kemikte bulunan bir protein olan osteokalsin ile polimeraz
zincir reaksiyonu gerceklestirdik. Her iki hiicre grubunda da indiikleyici besiyerili jel

ve normal besiyerili jelde elde ettigimiz ham ct degerleri 20,86 ve 25,43 arasindaydi.
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Tasarladigimiz primerin spesifik olan baglandigr goriildii. Jelin mineralizyonu

destekleyebilecegi yoniine 6n bulgu elde edilmis oldu.

Agaroz jel elektroforezi, DNA fragmanlarinin ya da protein molekiillerin
boyutlariin belirlenmesi, ayrilmasi ve analiz edilmesi i¢in yaygin olarak kullanilan
bir tekniktir. (66) PCR yaptigimiz numuneleri agaroz jel elektroforezi yontemiyle

analiz ettik. Osteokasin geninin sentezlenebildigi goriildii.

Biyomineralizasyon, kabuk, kemik ve dis gibi biyolojik olarak iiretilen
malzemelerin ve bu hiyerarsik yapili organik-inorganik kompozitlerin olusumuna yol
acan siireclerin incelenmesidir. (67). Kemik mineralizasyonu, kemiklerin sert ve
dayanikli hale gelmesini saglayan kemik dokusunda kalsiyum ve fosfat minerallerinin
birikimiyle gerceklesen bir siirectir.  Alkalin ~ fosfataz  enzimi  kemik
mineralizasyonunda énemli bir enzimdir ve aktivitesinin kemik minerali olusumu ve
diizenlenmesinde kritik bir faktordiir. Bu enzim pirofosfat molekiillerini hidroliz
ederek serbest fosfat iyonlarimi tiretir. Bu hidroliz iki sonug ortaya ¢ikarir ilk olarak,
kemik mikro g¢evresindeki PPi miktarin1 azaltir ve ikinci olarak, PPi'den serbest
birakarak mineralizasyonu tesvik eden Pi iyonlarinin miktarini artirir. Bu baglantili
faaliyetler, kemik ECM'deki Pi/PPi oranini degistirerek, kemik mineralizasyonunda
onemli bir rol oynayan kalsiyum fosfat kristallerinin olusumunda ve biiyiimesinde
katkida bulunur. Ayrica, Alkalin fosfatazin aktivitesi, osteoblastlarin farklilagmasinda
ve osteoidin mineralizasyonunda énemli bir diizenleyici olarak rol oynar (68). Dental
mineralizasyon dislerin dogal olarak mineralize olma siireci olarak tanimlanir.
Mineralizasyon, dislerin mine ve dentin adi verilen sert dokularinin mineral
kristalleriyle dolmasin1 ifade eder. Bu mineral kristalleri genellikle hidroksiapatit ad1
verilen bir kalsiyum fosfat formunda bulunur (69). Biz de GALC7 hidrojeli tizerinde
biiyiitiilmiis  hiicrelerde  mineralizasyon siireglerini  anlayabilmek amaciyla
kolorimetrik bir yontem olan Pnpp tabanli Alkalin fosfataz tayini tahlili
gerceklestirdik. Yaptigimiz deneylere gore her hiicre grubu i¢inde indiiklenmis ve
indiiklenmemis jeller kontrol gruplariyla karsilagtirildiginda, jellerde biiyiitiilen
hiicrelerdeki Alkalin fosfataz miktar1 petri kabinda biyiitiilen hiicrelere gore daha
yiiksekti. En yiiksek alkalin fosfataz indiiklenmis GALC7de goriildii. indiiklenmemis
GALC7 de indiiklenmemis kontrolden yiiksek Alp gorildii. GALC7nin

mineralizayonu tetikleyebildigi goriildii. PCR ¢alismalariyla da ortiisen sonuglar elde

45



edildi. Literatiirde bulunan bir ¢alismada Saos-2 hiicreleri kullanilarak titanyum
dioksit nanopartikiillerinin 2B ve 3B hiicre kiiltlirli modellerindeki osteoblastlar
tizerindeki etkileri karsilastirilmistir. 3B hiicre kiiltiirii modellerinin, viicut i¢in ortami
daha gercek¢i bir ortam saglayarak simiile ettigini ve hiicrelerin daha 1iyi
mineralizasyon yetenegine sahip oldugunu gostermislerdir (70). Fare dental pulpa
hiicreleriyle yapilan bagka bir ¢alismada da hiicrelerin 3B bir yapida yetistirilmesinin
osteoblastik farklilasma nasil etkiledigini arastirilmistir. 2B kiiltiir ile 3B kiiltiirti
karsilastirdiklarinda, 3B kiiltiirde hiicrelerin daha fazla dentin ve kemik benzeri

mineralizyon yeteneginin arttig1 gézlemlenmistir (71).
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6. SONUC VE ONERILER

GALC7’nin gozenek boyutu ve viskozitesinin sert dokular i¢in de ayarlanabilir
oldugu goriildii.

GALCT7 mineralize olan ya da mezenkimal kok hiicreler i¢inde sitotoksik bir
etki yaratmayarak hiicre canliligini destekledigi goriildii.

Hiicrelerin jel igerisinde fibril yapisini takip ettigini ve uygun morfolojide
oldugu goriildii.

Indiikleyici besiyeri olmadan mineralizasyonu tetikleyebildigi ALP ve OCN
tayini ile gosterildi.

GALC7’nin sert doku miihendisliginde kullanim potansiyeli oldugu ve
ilerleyen daha ayrintili ¢aligmalarla bu potansiyelin arastirilabilecegi sonucuna

ulasildi.
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OZET
Sert doku mishendisligi, hasarh veyn hastalikh kemik ve kikirdak gibi dokuolar igin fonksivone
ikameler gelistireneyy amaglavan b repeneratal np alamdiz. Bu alandaks cn Snesly zosluklandan ban,
dogal hikere digi matnial {ECM) taklit edebilen ve hilere binvlmest ve doku rejesierasyon wgin vapisal
destek sflayabalen uygun iskelelenn gelistinlmesadir.

Sitotoksik olmayan yapsa ve Lif ve ghzenck boyutlanmn kelay ayarlanabilmesi nedeniyle M-Heptil-
D-Galaktonamid i (GalCT), sert dokn mithendisligi wygulamalannda kullanm potansiveli olan kir
doku skebsa maksemesidie. GalC?, Il (fibedz) kdrogel yapilar olugtursbalen amfifik bir sentetk
karbomhadrat tirevadie. Diaha Saee wsan ndral kik hicoelenm blylimesing ve ndron ve glial hberelere
farklilasmasmi sagladify gisterilmistie, (Ravram wd,, 2020; Chalard wd ., 2021) Ancak sert dokn
mihendislifine yinelik polansiyeli daha fnce degerlendinbmemistie. Bo calismada, GalC T nine sert
doku midhendisligi wypulamalannds dobu skelesi olarak kullanim petansiyels hibere k0lind ortaminda
de perlendirilmistir

ilk dnce sen doke milhendislin uygulamalan ign wygen kosullar oldugu kabul edilen ~300 gm
ghzenck boyuw, —2%70 ghzencklilik oram ve kendi agich@ing tagayablme Szelliklen bakimindan hidrojel
iretimn protokolll optimize edildi. Thaha sonm kil oranunda mineml olusterabilen Saas-2 hikcre
hatty kullanilarak sitatoksisite, hilcre morfoligisi ve alkalin fosfntaz [(AP] iretimi apismdan incelendi.
Sitotoksmsate tayim tean 2.3-Bis-(2-Metoksi-4-Niro-3-50 fofenil)-2H-Tetrazolyuns-3- Karboksanilid
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(XTT) htcre canhihk analizi kiti kullantlarak yaplds. Hilere morfolojisi hoere ¢ekirdeklerinin
4" -dumudino-2- fenthindol (DAPI) ile ve aktin filamanlannmn tetrumetilrodamin ssareth fulloidm 1k
boyunmass ile incelendi. AP Gretimu 1se p-Natrofenil Foslat (pNPP) tubunl: tican bir kolonmetnk kit
kullamlarak incelendi

Hidrogel optimazasyonunda %3w/v eraninda hazirlanan jellenn stenen dzelliklen tagsdaf belirkend:.
Bu oranda hazurlanan pellerde blyttdlen hirelerde XTT test sonucunds %92 canhibk oram ¢lde
edilerek sitotoksik bir ekti olusmadifn gozlemlendi. Floresan boyamada hicrelerin hadrojel lifierine
gore yonelm gisterdiklen ve belirgin bar sitoiskelet yapisi olugturduklan gozlemlend. Kolonmetnk
AP tahlilinde bem indoklenmis hem de indokienmemis jel ortaminda ckstrascliler AP miktanan, petn
kabenda boryatiken hocrelere gore daha yiksek oldugu gozlemlendi.

GalC7 min sert doku mabendistifinde kullamm potansiyelmin itk defa incelendsp bu ¢ahigmada
Saos-2 hilcre hatty ile uyumlu oldugu ve mineralizasyonun dnemli belirteglerinden olan AP tretimini
tesvik ettigi posterilmigti. Minem! tretehilen diger hidore hatlan kullamilan ve mineralizasyonun gen
ekspresyonu seviyesinde incelenchiin caligmalar devam etmektedir. Devam eden caligmalar sonucenda
da olumbu sonuglar clde cdildigi taktirde sert doku mbheadistiginde ideal doku tskeless dzelliklersni
bavik slgtde tagryan yeni bir malzeme ortaya koyulmus olacaknr

Anahtar kelimeler: doku mihendishigi, hiicre kaltaril, doku iskelesi, GalC7.

I. Bayram, K K., Fitremann, J,, Bayum, A., Yilmaz, 7., Mehmetheyoglu, E., Ozkul, ¥, &
Rassoulzadegan. M. (2021). Gene Expression of Mouse Hippocampal Stem Cells Grown i &
Galactose-Derived Molecular Gel Compared to In Vive and Newrospheres. Processes, %4), 716,

2 Chalard, A, Maudwit, M., Souleslle, S.. Joseph, P, Malaquin, L., Fitremann, J. 3D peinting of
a biocompatible low molecular weight supramolecular hydrogel by dimethylsulfoxide water
solvent exchange, Addive Manufactwring, 202033101162,

in vitro INVESTIGATION OF N-HEPTYL-D-GALACTONAMIDE (GALC7)-
BASED HYDROJELS AS POTENTIALS AS HARD TISSUE SCAFFOLDS

Hard tissue engineering is a field of regenerative medicine that aims to develop fanctional substitutes
for damaged or diseased tissues such as bone and cartilage. One of the major challenges in this area is
the developaent of suitable scaffolds that can mimuc the natural extracellular matnx (ECM) and provide
structural support for cell growth and tissuc regencration.

Dhue to its non-cytotoxse nature und easy adjustment of fiber and pore sizes, N-Heptyl-D-Galactonamide
(GalC7) is a tissue scaffold material with potential for use in bard tissue engineering applications, GalC7
is an amphiphibe synthetic carbohvdrate derivative capable of forming fibrous hydrogel structures. Tt
has previousky been shown to enable human neurnl stem cells to prow and differentinte into nenrons and
glaal cells, (Bayram et al., 2020; Chalard etal., 2021) However, its potential for hard ussue caginecnng
has not been evaluated before, In this study, potential of GalC? in hard tissue enginecring applications
was evaluated in cell culture mediam.

First, the hydrogel production protocol was optimized in terms of ~300 pm pore size, ~70% porosity,
and self-supporting properties, which are considered suitable conditions for hard tissue engincering
applications. Then, it was examined in teems of cytotoxcity, cell morphology and alkalme phosphatuse
(AP) production using the Saos-2 cell line, whach can form mmnerals i culture medium. Cytotoxicaty
assay was performed using commercial 2,3-Bis-(2-Methoxy-4-Nitro-5-Sulfophenyl)-2H-Tetrazolinm-
5-Carboxanilide (XTT) cell viability assay kit. Cell morphology was examined by staining cell nuclel
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