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(077
Doku miihendisligi, sinir sisteminin rejenerasyonu konusunda iimit vadeden yeni tekniklerden biridir. Biyouyumlu ve biyobozunur doku iskelelerinin
kok hiicreler i¢in tastyici olarak kullanildigi bu yontemde, segilen doku iskelesinin kimyasal ve fiziksel 6zellikleri, iizerine ekilen hiicrelerin
davranislarini yonlendirerek tedavi siirecine katkida bulunabilmektedir.
Bu ¢aligmada biyouyumlulugu ¢ok farkli dokular i¢in gosterilmis bir biyopolimer olan kitosan ile siilfat ve fosfat gruplariyla fonksiyonellestirilmis
tiirevlerinin sinir doku mithendisligi calismalarinda kullanilma amaciyla sigan kemik iligi kokenli mezensimal kok hiicrelerin (MKH) noronal ve glial
yonde farklilasmalarina etkileri incelenmistir.
Hiicre kiiltiirii galigmalart i¢in sigan kemik iliginden MKH'ler izole edilmis, osteojenik ve kondrojenik hiicrelere farklilagmalari saglanarak hiicrelerin
farklilasma potansiyelleri kalitatif yontemlerle gosterilmistir. Yiizey kimyasina hassas oldugu bilinen MKH’lerin kitosan, kitosan fosfat ve kitosan
sulfat ytizeyler iizerinde tutunma ve proliferasyon 6zellikleri incelenmistir. Kitosan ve kitosan fosfat yiizeylerde hiicre tutunmasi diisiikken, siilfat
fonksiyonel grubunun eklenmesinin hiicre tutunmasini anlaml sekilde arttirdigi belirlenmistir. MKH’ler kitosan siilfat yiizeyler tizerinde hem néronal
hem de glial yonde farklilastirilabilmislerdir. Bu ¢aligma, sinir doku rejenerasyonu ve doku mithendisligi amaciyla kitosan siilfat yiizey kimyasinin
kullanilabilecegini gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Mezensimal Kok Hiicre, Kitosan, Kitosan SilLfat, Sinir Doku Mithendisligi

ABSTRACT
Tissue engineering is among promising methods for neuroregeneration. In this method, where biocompatible and biodegradable scaffolds are used as
stem cell carriers, chemical and physical characteristics of the selected scaffold can modulate cell behaviour, and hence, contribute to the therapeutic
process.
This work is intended to evaluate the effects of chitosan, a biopolymer, whose biocompatibility has been extensively shown for various tissues, and
its sulfated and phosphated derivatives, on neuronal and glial differentiation of rat bone marrow derived mesenchymal stem cells (MSCs) for neural
tissue engineering.
MSCs were isolated from rat bone marrow, and their differentiation potential was shown qualitatively by evaluating their osteogenic and chondrogenic
differentiation. Attachment and proliferation properties of MSCs, which are known to be sensitive to surface chemistry, were evaluated. Cell
attachment on chitosan and chitosan phosphate surfaces was low, while addition of sulfate functional group has improved cellular attachment. MSCs
were differentiated toward both neuronal and glial like cells on chitosan sulfat surfaces. This work suggests the potential use of chitosan sulfate
chemistry for neural tissue engineering and neuroregeneration purposes.

Keywords: Mesenchymal Stem Cells, Chitosan, Chitosan Sulfate, Neural Tissue Engineering

GIRIS

Mekanik, termal, kimyasal ya da iskemik etkenler sonucu
sinir sisteminde olusan hasarlar hafiza, G6grenme,
konusma ve istemli hareket yetenegi gibi pek cok
fonksiyonun bozulmasina, hatta tamamen kaybolmasina
yol acabilir. Ozellikle merkezi sinir sistemi hasarlari
olimciil olabilmektedir. Bu nedenle, sinir sisteminin
rejenerasyonu konusunda tumit veren tekniklerden biri
olan sinir doku miihendisligi ¢aligmalari, son yillarda hiz
kazanmistir  (1). Sinir doku mithendisligi, hastanin
kendisinden elde edilen kok hicrelerin laboratuvar
ortaminda, uygun bir doku iskelesi iizerinde c¢ogaltilip
cesitli uyaranlarla farklilagtirilarak  hasarli  sinir
dokusunun replasmanina olanak verecek bir doku haline
donusturilmesi ve bu dokunun hasarli bdlgeye
implantasyonu esasina dayanir (2). Fonksiyonel bir tedavi
i¢in hasar goren bolgede hem ilgili tip néronlarin, hem de

bu noéronlara destek veren glia hiicrelerinin islevsel bir
sekilde bir arada bulunmasi gerekmektedir.

Doku mihendisligi c¢aligmalarinda, mezensimal kok
hiicrelerin (MKH) diger kok hiicre tiplerine gore dnemli
tistiinliikleri vardir (3, 4). Oncelikle, MKH’ler yetigkin
bireyleri kemik iligi, periosteum, sinoviyum veya adipoz
doku gibi farkli dokularindan elde edilebildikleri igin,
hastanin kendi hucrelerinin tedavi amagli kullanimina
olanak vermekte, dolayistyla da immiin reaksiyon riskini
en aza indirgemektedir (3, 5 - 7). Ayrica, embriyonik kok
hiicreler ve fetal dokularmn kullanimi  konusunda
siregelen  etik  tartismalarin  kapsami  disinda
kalmaktadirlar. Diger kok hiicre tiplerinin aksine,
ameliyat gerektirmeden, goreceli olarak daha kolay ve
agrisiz yontemlerle elde edilebilmektedirler. Literatiirde,
MKH’lerin en yogun olarak kemik (8 - 11), kikirdak (12)
ve adipoz (13, 14) doku hicrelerine farklilagtiriimasi
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calistlmigtir. MKH'lerin noral hiicrelere farklilasma
kapasiteleri halen tartismal1 bir konu olmakla beraber (15,
16), bu hticrelerin sinir hucrelerine de
farklilastirilabildigini gosteren smirli sayida kaynak
mevcuttur (17 - 22). MKH'lerin néronal farklilasma
potansiyellerine en biiyiikk kanit olarak, bu hiicrelerin
ndronal dnciil gen olarak kabul edilen nestin ifade ediyor
olmalaridir (23). MKH’lerin gelistirilecek uygun
substratlar tizerinde ¢ogaltilip farklilastirilarak sinir doku
muhendisligi i¢in kullanimi, bu alanda var olan kisitlt
hiicre kaynaklarini zenginlestirecek, klinik olarak daha
anlamli ve tedaviye yonelik caligmalarin yapilmasini
hizlandiracak bir segenektir.

Kitosan, katyonik dogal bir polimerdir ve alkalin
kosullarda kitinin deasetilasyonu ile elde edilir. Kitosan,
glikozamin ve N-asetil glikozamin birimlerinden olusan
lineer bir polisakkarittir. Glikozamin icerigi deasetilasyon
derecesini belirler. Kitinin deasetilasyon derecesi %50’ye
ulasinca asidik kosullarda ¢oziinebilir ve artik kitosan
adin1 alir (24). Kaynaga ve hazirlama prosediiriine bagl
olarak kitosanin molekiiler agirhg 300-1000 kD
araliginda degisir ve deasetilasyon derecesi %95’e kadar
¢ikabilir (25). Kitosanin in vivo kosullarda, lizozim ile
enzimatik hidrolize ugrayarak bozunabildigi
gosterilmigtir  (26).  Kitosanin ~ sahip  oldugu
biyobozunurluk, biyouyumluluk ve anyonik
glukozaminglukan ve proteoglukanlar ile yiiksek
etkilesime girme potansiyeli gibi 6nemli 6zellikler doku
mihendisligi acisindan dikkat ¢ekmektedir, ¢inki
sitokinlerin/bliyiime faktorlerinin, heparin ve heparan
sulfat gibi  glukozaminglukanlara  baglanabildigi
bilinmektedir (25, 27). Kitosan molekiiliinde 2. 3. ve 6.
karbon pozisyonlarinda yer alan bir adet amino ve iki adet
hidroksil grubu olmak {iizere ii¢ tip reaktif fonksiyonel
grup gorulmektedir. Bu gruplar kitosanin biyolojik
ozelliklerini gelistiren kovalent ve iyonik
modifikasyonlara imkan tanir (28).

Bu caligmada, siilfat ve fosfat fonksiyonel gruplari ile
modifiye edilen kitosan {izerinde si¢an kemik iligi kokenli
MKH'lerin néronal ve glial yonde farklilagsma
potansiyelleri incelenmis ve 6zellikle siilfat fonksiyonel
grubunun hiicre farklilagmasinda 6nemli rol oynadig: ve
dolayisiyla siilfatlanmis kitosanin sinir doku miithendisligi
amaclt kullammimin yiiksek potansiyele sahip oldugu
gosterilmigtir.

MATERYAL ve METOD

Kitosanin Deasetilasyonu

Ticari olarak satin alinan kitosanda (Sigma-Aldrich,
417963, USA) deasetilasyon derecesini artirmak igin,
kiigik modifikasyonlarla daha 6nce tanimlanmis protokol
kullanild1 (29, 30). Buna gore 6nceden hazirlanmis 30 mL
%350’lik NaOH igerisine 2 gr kitosan ilave edildi ve bu
karigima suirekli N2 gazi beslenerek karistiric varliginda
ve 100°C’de reaksiyon gergeklestirildi.

Kitosan Siilfat Sentezi

Kitosandan kimyasal modifikasyonla kitosan stilfat (KS)
sentezi icin daha once tanimlanmis protokol kullanildi
(31). 45 mL HCISO; (Merck, 845127, Almanya),

onceden -4°C’ye sogutulmus 30 mL dimetilformamid
(DMFA, Merck, 103053, Almanya) igerisine damlalar
halinde karigtirilarak eklendi ve soliisyon oda sicakliina
ulasincaya kadar karistirma islemi devam ettirildi.
Siillfatlama kompleksine 10 mL %3 Kkitosan (susuz
formamid-DCAA  karigiminda  (40:1))  soliisyonu
karistirict varh@inda eklendi ve oda sicakliginda 500C’de
60 dk reaksiyonun gerceklesmesi beklendi. Reaksiyon
sonunda olusan jel su ile seyreltildi, %20’lik NaOH ile
notralize edildi, metanol ile ¢okeltilip suda ¢ozdurildi ve
soliisyon demineralize suya kars1 iki giin diyalize birakildi
ve liyofilizasyon ile izole edildi.

Kitosan Fosfat Sentezi

Kitosandan kimyasal modifikasyonla kitosan fosfat (KF)
sentezi i¢in daha once tanimlanmig protokol kullanildi
(32, 33). 100mL %2 kitosan soliisyonu (%2 asetik asit
icerisinde) igerisine 6 gr ortofosforik asit (85wt% lik
solusyondan) karistirict varliginda eklendi. Karigim
80°C’de ve N> atmosferinde iki saat ¢6ziinmeye birakildi.
Reaksiyon siiresi sonunda solisyon oda sicakligina
sogutuldu ve metanol ile presipite edildi, suda
¢ozdurildi, filtrasyon ile kitosan fosfat pelleti elde edildi
ve 60°C’de bir giin kurumaya birakildi.

Kitosan Fosfat ve Kitosan Siilfatin Karakterizasyonu
Elde edilen kitosan, kitosan fosfat ve kitosan siilfatin
karakterizasyonu FTIR (Fourier Transform Infrared
Spectroscopy) analizi ile yapildi. Analiz igin; %2
malzeme solisyonu (%1 asetik asit iceren distile suda)
hazirlandi. Lameller {izerine damlatilan ¢ozeltilen
kurutulduktan sonra analize alind1.

Sican Kemik iliginden Mezensimal Kok Hiicre (Ki-
MKH) izolasyonu

Ege Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu
tarafindan verilen 2009-169 numarali etik kurul izni ile
Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Uretim
Merkezi’nden temin edilen iki adet ergin si¢ana (Sprague
Dawley) etik kurul yonergesine uygun olarak
intraperitonal yoldan ketamin/ksilazin bilesimi verilerek
servikal dislokasyonla 6tenazi uygulandi. Viicudun dis
yiizeyinin dezenfeksiyonundan sonra her iki arka bacak
derisi steril makas, pens ve bisturi yardimiyla siyrildi,
ayaklar kesilerek uzaklastirildi. Kesilen bacaklar PBS
iceren (fosfat tuz solusyonu, PBS-Dulbecco L1825,
Biochrom AG, Almanya) steril bir petri kabma alind1.
Kemikler tzerindeki kaslar uzaklastirildi, tibia ve femur
kemikleri ¢ikartilarak yogun antibiyotik-antimikotik
iceren primer besi ortami igine alindi. Kemiklerin
metafizel uglar kesildikten sonra insiilin enjektoru ile
kemik iligi bosluguna primer besi ortam1 verilerek kemik
iligi santrifij tipine toplandi. Kemik iligi, primer besi
ortami (DMEM [FG0445, Biochrom AG, Almanya] +
%10 FBS [Fotal sigir serumu, SO0115, Biochrom AG,
Almanya] + penisilin/streptomisin [10000 U/mL / 10000
png/mL, A2213, Biochrom AG, Almanya] + gentamisin
[%1, SV30080, HyClone, USA] i¢inde 5 dk. siireyle 1000
rpm’de santrifij edilerek iki kez yikandi. Santrifiyj
sonunda iist s1v1 dokiilerek hiicreler primer besi ortamu ile
stispanse edildi ve ayristirmayi takiben 25 cm? yuzeyli
filtre kapakli hiicre kiiltir kabinda (690175, Greiner Bio-
One, Almanya) 37°C’de ve %5 CO2’li etivde (HERA
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Cell, Heraeus, Almanya) inkiibasyona birakildi. Bu
primer Kkultirlerden hiicrelerin tremesi, 24-48 saat
araliklarla ters faz 151k mikroskobunda gozlendi ve iki
glinde bir besi ortami degistirildi. Kiltiir kabinin yiizeyine
tutunan fibroblastik gorunimlii hiicreler kemik iligi
stromal hiicreleri oldugundan diger kan hicreleri ve
yiizeye tutunmayan hiicreler (hematopoietik kok hiicreler)
besi ortaminin alinmasiyla uzaklastirildi.

Ki-MKH’lerin Karakterizasyonu

Ki-MKH’lerin karakterizasyonu igin bir kok hiicre
belirteci olan MRC OX-7 (Anti-CD90 antikoru, ab225,
Abcam, USA) ve bir hematopoietik hiicre belirteci olan
0OX-42 (Anti-CD11b antikoru, ab78457, Abcam, USA)
kullamldi. Bu amagla erken pasaj seviyesindeki Ki-
MKH?’ler lameller tizerinde inkiibe edildi. OX-42 antikoru
icin pozitif kontrol olarak sican intraperitonal
boslugundan izole edilen ve CD11b (hiicre membraninda
lokalize olur) proteinini eksprese ettigi bilinen
intraperitonal makrofajlar (34, 35) kullanild:.

Lamel uzerine ekilen hiicrelerde immiinositokimyasal
(ICC) isaretleme

Uzerinde kiiltiire edilmis hiicreler (KI-MKH’ler, primer
makrofajlar) bulunan lameller, ince uglu bir pens yardimi
ile 6nceden besi ortami dagitilmig 24-kuyucuklu plakaya
alindi. PBS ile iki kez yikama yapildi. +4°C’de tutulan
%4’ lik paraformaldehit (PFA-PBS, 19943,
Affymetrix/USB)  lameller  tzerine eklendi (1
mL/kuyucuk) ve oda sicakliginda, calkalayicida (300
rpm) 15 dk. fiksasyon yapildi. Sire sonunda,
kuyucuklardaki PFA ¢ekildi ve PBS ile iki kez yikama
yapildi. Kuyucuklara 50 mM NHA4CI soliisyonu eklendi (1
mL/kuyucuk) ve oda sicakliginda, calkalayicida (300
rpm) 7 dk. inkiibasyon yapildi. PBS-Tween-20 (%0.1) ile
calkalayicida (300 rpm) 2 x 5 dk. yikama yapildi. %3 Sigir
Serum Albumini (SSA) iceren %0.1 PBS-Tween-20 ile
oda sicakliginda, calkalayicida (300 rpm) bir saat
inkiibasyon yapildi. PBS ile yikamadan sonra lameller
iizerine seyreltilmis primer antikorlar damlatildi ve nemli
odacik igerisinde +4°C’de gece boyu inkiibe edildi. %0.1
PBS-Tween-20 ile galkalayicida (300 rpm) 3 x 10 dk.
yikanan lameller tizerinde 4',6-diamidino-2-phenylindole
(DAP]) iceren sekonder antikor kullanildi ve karanlikta
oda sicakliginda 45 dk. inkiibe edildi. PBS ile yikamadan
sonra lameller, tizerlerine 7 uL Mowiol 4-88 damlatilan
lamlar uzerine hiicreli yizey Mowiol ile yuzlesecek
sekilde kapatilarak goriintillendi (Nikon Eclipse E600
epifloresan mikroskop, Tokyo, Japonya).

Ki-MKH’lerin Biiyiime Kinetiginin ve Kalibrasyon
Egrisinin Cikarilmasi

Ki-MKH’ler i¢in optimal kiiltiir kosullarmin belirlenmesi
amactyla farkli konsantrasyonda hucreler %10 FBS
(S0115, Biochrom AG, Almanya) ve %0.02 gentamisin
(SV30080, HyClone USA) iceren DMEM (FG0415,
Biochrom AG, Almanya) kiiltiir ortamiyla inkiibe edildi.
Hiicreler %80 konfluent olunca 12 adet 96-kuyucuklu
plakaya 5000 hiicre/cm? hiicre yogunluguyla ekim
yapildi. Kiiltiir ortaminin hiicre proliferasyonu tizerine
etkisi 12 gin boyunca her gin MTT (3-(4,5-
dimetiltiyazol-2-yl)-2,5-difeniltetrazolyum bromid)
hiicre canlilik testi ile belirlendi.

Kalibrasyon egrisi igin 15 adet 96- kuyucuklu plakaya
farkli hiicre konsantrasyonlarinda (2500, 5000, 7500 ve
10000 hiicre / cm?) ekim yapildi. 15 giin boyunca her giin
MTT canlilik testi yapildi. Kalibrasyon egrisi ve buyiime
kinetigi verileri kullamlarak Ki-MKH’lerin logaritmik
fazda spesifik bityiime hizlart hesaplandi.

Ki-MKH’lerin
incelenmesi
Kok hiicre karakterizasyonundan sonra, Ki-MKH’lerin
farklilagma potansiyellerini degerlendirmek amaciyla
osteojenik ve kondrojenik farklilagsma deney protokolleri
tasarlandi.

Farkhlasma Potansiyellerinin

Osteojenik farklilasma

Osteojenik farklilasma (36) i¢in pasaj 2 seviyesindeki Ki-
MKH’ler 6-kuyucuklu plakalara 3000/cm2
konsantrasyonunda ekildi ve 48 saat sonra hiicre kiiltiirii
yiizeyinden biiyiime ortamu ¢ekildi, yerine %10 FBS, 100
nM deksametazon (D2915, Sigma-Aldrich, USA), 10 mM
B-gliserolfosfat (G9891, Sigma-Aldrich USA), 200 uM
L-askorbik asit 2-fosfat (A8960, Sigma-Aldrich, USA) ve
%0.02 gentamisin (SV30080, HyClone USA) iceren
DMEM osteojenik farklilasma ortanm eklendi. Ug giinde
bir ortam degisimi yapildi, bu sekilde kiiltir dort hafta
devam ettirildi. Deney stresi sonunda osteojenik
farklilagmanin tespiti i¢in Alizarin Red S ve Von Kossa
boyama protokolleri uygulandi.

Alizarin Red S boyama protokolii

Hiicreler 2 kez PBS ile yikandiktan sonra 300 uL %4
PFA-PBS ile bir saat oda sicakliginda fikse edildi
(calkalayici tizerine 300rpm’de). Distile su ile yikamadan
sonra %2 Alizarin Red S (pH 4.2, A5533, Sigma-Aldrich,
USA) ile iki dk. boyama yapildi. Distile su ile yikama
sonras1 mikroskop altinda gozlem yapild.

von Kossa boyama protokoli

Hiicreler PBS ile yikandiktan sonra 300 pL %4 PFA-PBS
ile oda sicakliginda bir saat fikse edildi (calkalayicida
300rpm’de). %5 gumiis nitrat (A3944, Applichem,
Almanya) ile karanlikta 30 dk. inkiibe edilen hiicreler
distile su ile yikandiktan sonra UV altinda bir saat inkiibe
edildi. %0,1 eosin (etanolde hazirlanmisg) ile iki dk.
inkiibe edilip distile su ile yikamadan sonra mikroskop
altinda gozlem yapildi.

Kondrojenik farklilasma

Hicreler 2x107 hucre/mL konsantrasyonda, 1 mM
sodyum pirtvat (11360-039, Gibco, USA), 10 ng/mL
TGF-B1 (T5050, Sigma, USA), %0.125 ITS premixs
(354351, BD Biosciences, Almanya), 50 pg/mL L-
askorbik asit 2-fosfat (A8960, Sigma-Aldrich, USA), 100
nM deksametazon (D2915, Sigma-Aldrich, USA), %0.02
gentamisin (SV30080, HyClone USA) igeren DMEM
kondrojenik farklilagma ortamu ile siispanse edildi. Hiicre
suspansiyonu 12,5 plL’lik damla halinde 24-kuyucuklu
plakanin her gozine damlatildi. Tutunma igin iki saat
inkiibe edildikten sonra her kuyucuga 500 uL kondrojenik
ortam ilave edildi. Ug giinde bir ortam degisimi yapildi ve
mikrokiitleler 21 giin sonra incelemeye alindi.
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Alsiyan mavisi boyama protokolii

Kuyucuklardan besiyeri uzaklastirildiktan sonra hucreler
D-PBS ile yikanip %4 PFA ile oda sicakliginda 30 dk
fikse edildi (calkalayicida 300rpm’de). D-PBS ile
yikamadan sonra %1 alsiyan mavisi soliisyonu (%3 asetik
asit i¢erisinde) ile 30dk boyama yapildi (A5268, Sigma-
Aldrich, USA). %3 asetik asit ile yikamadan sonra
kuyucuklar distile su ile yikanip mikroskopta incelendi.

Ki-MKH’lerin Kitosan Bazhh Filmler Uzerinde
Kiiltivasyonu

Uretilen  kitosan ~ bazli  materyallerin  in  vitro
biyouyumluluk degerlendirmesi ISO 10993-5 standardi
referans alinarak direkt temas testi ve ekstrakt testi ile,
L929 fare fibroblastlar1 ve KiMKH'ler kullanilarak daha
once ekibimiz tarafindan yapilmistt (37).

Hazirlanan kitosan, kitosan fosfat ve kitosan stlfat filmler
tizerine Ki-MKH’ler ekilerek hiicrelerin  substrat
yiizeyine  tutunma ve  proliferasyon  o6zellikleri
degerlendirildi. Sterilizasyonu %70 etanol ile yapilan
filmler tizerine hiicre ekimi dncesi yiizeyler ti¢ kez PBS’le
yikand1 ve yiizey sartlandirmasi igin bir gece serumlu kdk
hiicre biyiime ortam1 (%10 FBS ve %0.02 gentamisin
iceren DMEM) kiiltiir ortamiyla inkiibe ile 37°C’de
inkiibe edildi. Calismanin baginda yapilan biiyiime
kinetigi verileri dogrultusunda kitosan bazli film ytizeyler
uizerine ekilecek hucre konsantrasyonu olarak 8000
hiicre/cm? segildi ve hiicreler film yiizeylerine ekildi.

Ki-MKH’lerin
Farkhlastirilmasi
Calismada, kitosan bazli yiizeylerin KI-MKH’lerin
noronal/glial ~ farklilasmasma etkisi incelendi. Ki-
MKH’lerin néronal/glial farklilasma i¢in daha onceki
¢alismalarda (38 - 42) tamimlanan farkli indiiksiyon
protokoluleri bazi modifikasyonlarla kendi kiltar
sistemimize uyarland1. Pasaj 3 seviyesindeki KI-MKH’ler
kitosan bazli filmler iizerine ekildi (8000 hiicre/cm?) ve
48 saat DMEM + %10 FBS + %1 Na-piriivat + %1 L-
glutamin + %0,02 gentamisin igerikli kiiltir ortamu ile
kiiltive edildi. Biyime ortami uzaklastirildiktan sonra
farkl1 yiizeyler iizerindeki Ki-MKH’ler DMEM + %10
FBS + 10 ng/mL FGFb igeren pre-indiiksiyon ortaminda
24 saat inkilbe edildi. Inkiibasyon sonunda pre-
indiksiyon ortami ¢ekildi, kultir yizeyi bir kez PBS ile
yikandi. Kiltir sistemleri DMEM + %1 Na-piriivat + %1
L-glutamin + 9%0,02 gentamisin + 50uM B-
merkaptoetanol + %1 B27 + 10 ng/mL FGFb + 10 ng/mL
PDGF + 10 mM KCI + %1 DMSO + 200 uM BHA igeren
indiiksiyon ortami ile 10 giin boyunca inkiibe edildi. Ug
giinde bir besiyeri degisimi yapildi.

Noronal /  Glial Hiicrelere

Immunohistokimyasal karakterizasyon

Noronal/glial farklilagmanin karakterizasyonu i¢in deney
ve kontrol gruplarindan 3. ve 6. glinler 6rnekler toplandi.
Ki-MKH’lerin ndronal/glial farklilagsmast
imminositokiyasal isaretlemelerle gosterildi. Noronal
farklilagmanin belirlenmesi igin nestin ve p3-tubilin; glial
karakterizasyon igin glial fibriller asitik protein (GFAP)
ve oligodentrosit belirteg-4 (0O4) segildi. Primer
antikorlarin pozitif kontrolil olarak sigan beyin preparati
hazirlandi ve B3-tibulin pozitif kontrolii olarak Neuro-2a
hiicre hatt1 kullanildi.

Taramali elektron mikroskopisi (SEM) ile morfolojik
karakterizasyon

Kitosan bazli filmler tizerinde hiicre-materyal iligkilerinin
daha yakindan incelenebilmesi i¢in SEM takibi yapildi.
Ornekler fizyolojik serum ile yikandiktan sonra +4°C’de
%5 glutaraldehit (pH 7.2, G5882, Sigma-Aldrich, USA)
iceren 0.1 M sodyum kakodilat trihidrat (C0250, Sigma-
Aldrich, USA) igerisinde 30 dk. sabitlendi. Bagka bir
soliisyonla yikama yapmadan %7 sakkaroz (g/mL) 0.1 M
sodyum kakodilat trihidrat icerisinde 30 dk bekletildi.
Post-fiksasyon ig¢in %2 ozmiyum tetroksit (0972B,
Polysciences, USA) igeren 0.1 M sodyum kakodilat
trihidrat icinde 30 dk bekletildi. Distile suda yikanan
ornekler artan derecelerdeki alkol serileri (%35, %50,
%70, %85, %95, %100, %100) icerisinde her bir basamak
5 dk olacak sekilde dehidrasyona tabi tutuldu. Ornekler
hekzametildisilazan (HMDS, 8043240050, Merck,
Almanya) solisyonunda 5 dk bekletildikten sonra oda
sicakliginda  kurutulup ~desikatdrde saklandi. Ozel
kaplama cihazinda (sputter-coater) 200 A kalinliginda
altin ile kaplanan orenkler JEOL-JSM-5200 taramali
elektron mikroskobunda incelendi.

BULGULAR

Sican Kemik iliginden Mezensimal Kok Hiicre
izolasyonu

Primer kemik iligi kiltiranin 72. saatinde besiyeri
degisimi 6ncesinde Ki-MKH’lerin kiiltiir kab1 yiizeyine
tutundugu, hematopoietik hiicrelerin ise yuzeyde
suspanse halde bulundugu goriildi. Pasaj 0 (P/0)
seviyesindeki mezensimal kok hiicrelerin az yayilmis
multipolar morfoloji gdsterdigi belirlendi. Primer kultira
takiben bir hafta igerisinde KI-MKH’ler inkiibe
edildikleri kiiltir kabinin ytizeyini kapladi (Sekil 1).

Artan pasaj seviyesi ile birlikte htucre morfolojisinde
degisimler gozlendi. Primer kultiirde yiizeye az yayilmig
hiicre morfolojisi gozlenirken, pasajlamay1 takiben,
hiicrelerin substrat temas ara yiizeyinin arttig1 belirlendi
(Sekil 2).

Ki-MKH’lerin Karakterizasyonu

MRC OX-7 (Anti-CD 90) ve OX-42 (Anti-CD11b)
primer antikorlar1 iizerinden karakterizasyon protokoli
uygulanan Ki-MKH'lerin, bir kok hiicre membran
belirteci olan CD-90 eksprese ettikleri, 6te yandan immiin
hiicre belirteci olan CD 11b antijeni yoniinden negatif
olduklart immiinofloresan yontemlerle gosterildi. OX-42
primer antikoru i¢in pozitif kontrol olarak secilen
intraperitoneal makrofajlarda  CD11b ekspresyonu
gosterildi (Sekil 3).

Ki-MKH’lerin Kalibrasyon Egrisi ve Biiyiime
Kinetigi

5000 hiicre/cm? konsantrasyon igin olusturulan biyime
egrisinde (Sekil 4), 2-6 gun aralig1 logaritmik faz olarak
kabul edildi ve buradan sistemin spesifik biyiime hiz,
ikilenme siiresi asagidaki sekilde hesapland: (43):
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Farkli baslangig hiicre konsantrasyonlarma sahip Ki-
MKH kiiltirlerine ait biiyiime egrileri elde edildi (Sekil
5). Elde edilen biyime egrileri baglangic hiicre
konsantrasyonu ile paralel bir davranis sergiledi. Calisilan
tim  konsantrasyonlarda Ki-MKH’lerin  biiyiimesi
10.glinden sonra azalan bir hizla devam etti ve 14. giinden
sonra kiiltirlerin  6lim fazmma girdigi belirlendi.
Kiiltiirlerde, sinirlar1 belirgin, durgun faza rastlanmadi.

Ki-MKH’lerin
Incelenmesi

Farkhilagsma Potansiyellerinin

Osteojenik farklilagsma

Ki-MKH’lerin osteojenik farklilagmas: icin 4 haftalik bir
deney protokolii tasarlandi. 4 hafta boyunca kiiltiirler
mikroskop altinda takip edildi. Farklilasma ortaminin
varliginda da hiicre proliferasyonunun devam ettigi
gozlendi. Osteojenik farklilagma protokoliinii takiben 7
gun igerisinde kultir yiizeyi tamamen hiicrelerce
kaplandi. 7. giinden sonra deney grubu kuyucuklarinda
mineralizasyonla bagmtili depozit olusumlar1 gézlendi.
Deney gruplarinda fenotipik olarak kemik hicrelerine
benzer hiicre morfolojilerine rastland1 (Sekil 6).

28. giinde deney gruplar1 mineralize bolgelerin tespiti i¢in
Alizarin red ve von Kossa ile boyandi. Kontrol
gruplarinda herhangi bir mineralizasyon belirtisi
gozlenmezken, deney gruplarinda olduk¢a belirgin
matriks mineralizasyonu elde edildi. Deney gruplarinda
kalsiyum depozitleri Alizarin red ile kirmiziya
boyanirken, kontrol grubunda herhangi bir boya
tutunmasi olmadi; kalsiyum-fosfat depozitleri Von Kossa
boyama ile siyaha boyanirken, kontrol grubunda agik
kahve renkte arka plan gozlendi (Sekil 7).

Kondrojenik farklilasma

Ki-MKH’lerin  mikrokiitle y&ntemiyle kondrojenik
farklilagma protokolii 21 gin Ssireyle uygulandi.
Kondrojenik ortamla hiicre ekimi yapilan gozlerde 24 saat
sonunda mikro kireciklerin olustugu ve kiiltiir siiresi
boyunca biiyiidiikleri, 21 giin sonunda 1 mm c¢apa
ulastiklar1 gézlendi. 21. giinde deney gruplar1 kondrojenik
farklilasmanin bir gstergesi olan proteoglikanlarin tespiti
icin alsiyan mavisi ile boyandi (Sekil 8).

Kitosan Bazli Materyallerin Karakterizasyonu
Kitosandan, kitosan siilfat sentezinin karakterizasyonu
FTIR analizi ile yapildi. FTIR analizi ile elde edilen
kitosan ve kitosan siilfat egrileri karsilastirildiginda, 1219
cm* ve 800 cm de goriilen S=O ve C-O-S baglarina ait
absorbans pikleri kitosan icinde siilfat fonksiyonel
gruplarinin basartyla baglandigin1 gostermektedir (Sekil
9).

Ki-MKH’lerin Kitosan Bazh Yiizeyler Uzerine
Tutunmasi

Farkli kalinlik ve yogunlukta hazirlanan kitosan filmler
iizerinde kiiltiive edilen Ki-MKH’lerin, kitosan ve kitosan
fosfat film yiizeyler tizerine fazla tutunmadigi ve siispanse
sekilde kiiltiir ortaminda kaldig1 belirlendi. Belli bir siire
bu yiizeyler iizerinde tutulan hiicreler toplanarak polistren
yiizeyler iizerine alindiginda hiicrelerin yiizeye tutundugu
tespit edildi. Inkiibasyonu takiben kitosan ve kitosan
fosfat yiizeylere diisik oranda tutunan hiicre grubu
yiizeye yayilim gosterebildi (Sekil 10). Inkiibasyon
suresine bagli olarak ylizeye tutunan hiicre miktarinda
anlaml bir artis olmazken, tutunmus hiicrelerin zamana
bagli olarak belli oranda yuzeyde yayildigi goézlendi.
Farkli kitlesel oranlarda (4:1, 3:1, 2:1, 1:1, 1:2, 1:3)
kitosan siilfat iceren K/KS yiizeylerde, kitosan siilfat
konsantrasyonundaki artisa bagl olarak hiicre tutunma
Ozelliklerinin iyilestigi gozlendi (Sekil 10). Bundan
sonraki ¢aligmalarda kullanilmak tizere K/KS (1:1) orani
referans olarak se¢ildi. 1:1 oraninda hazirlanan K/KS film
tabakas: iizerinde inkiibe edilen Ki-MKH’lerin yiizeye
transferden yaklagik 2 saat sonra tutunmaya basladiklar
ve 24 saat sonunda hiicrelerin tamaminin yiizeye
tutundugu belirlendi. 24 saat sonunda elde edilen tutunma
ve proliferasyon verilerinin kontrol polistren yuzeylerle
cok benzer oldugu saptandi. Bununla birlikte K/KS
yiizeylerde gelisen Ki-MKH’lerin morfolojik yapilarinin
kontrol yuzeylerden oldukga farkli oldugu belirlendi.
Kitosan siilfat yiizeylerde kontrole gére daha yiiksek
sayida dendritik yapilara rastlandi.

Ki-MKH’lerin Hiicrelere
Farklilasmasi

Noral farklilasma ortaminda, kitosan, kitosan fosfat ve
kitosan siilfat yiizeylerde kiiltive edilen Ki-MKH’lerin
kiltirdeki fenotipik degisimleri Sekil 11°de verilmistir.
Buna gore her {i¢ ylizey lzerinde de hicrelerde
sitoplazmik kontraksiyonlar gozlendi; akson ve dendrit
benzeri morfolojiler tespit edildi.

Kitosan ve kitosan fosfat yuzeyler tzerinde kultive
edilebilen diisik yogunluktaki hiicrelerin farklilagma
protokolleri sirecince yiizeyden ayrilmadigi gozlendi. Bu
yiizeylerde, az sayida hucrenin belli alanlarda lokalize
oldugu, farklilagsma protokollerini takiben hiicre sayisinda
artis gozlenmezken, hiicrelerde sitoplazmik uzantilarin
varlig1 saptandi. Hiicre tutunmasinin az olmasina bagl
olarak kitosan ve kitosan fosfat yuzeylerde SEM ve
immunofloresan incelemeler yapilmadi.

Noronal / Glial

Kitosan siilfat yuzeyler iizerinde néral indiiksiyon
ortaminda  kiiltive edilen Ki-MKH’lerde yogun
sitoplazmik  kontraksiyonlar  saptandi.  Multipolar
karakteristige sahip oldugu bilinen Ki-MKH’lerin biiyiik
bolimiinde aksonal uzantilar belirlendi. Bu ytizeyler
uzerinde hiicre proliferasyonu farklilasma protokolii
siiresince devam etti. Indiiksiyon protokolii siiresince bu
yiizeyler tizerinde yiiksek hiicre canliligi korundu.

Kitosan siilfat yiizeyler {iizerinde kontrol ve noral
indiiksiyon ortamlarinda 5 giin inkiibasyon sonunda
killtirlerden SEM i¢in 6rnekler alindi. Yapilan SEM
incelemelerinde noéral indiksiyon ortamina maruz kalan
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kiiltiirlerdeki KI-MKH’lerin biiyiik bsliimiiniin noéronal
morfoloji gosterdigi belirlendi. Hiicrelerin filopodlar
vasitastyla birbirleriyle temasa gegtikleri gozlemlendi
(Sekil 12).

Kitosan siilfat ve polistren yiizeylerde noral farklilasma
ortamina alman Ki-MKH’lerin farklilasma potansiyeli
immiinositokimyasal belirtegler ile degerlendirildi. Noral
indiiksiyonun 6. gliniinde ne kontrol yiizeylerde ne de
kitosan siilfat ylizeylerde nestin sinyali saptanmadi.
Kitosan siilfat yiizeylerde inkiibe edilen hiicrelerde
kaplamasiz yiizeylere gore daha gigla B3 tibilin
sinyalleri saptandi. Kitosan siilfat yuzeylerde baz1
hiicrelerde  belirgin GFAP  sinyaline rastlanirken,
kaplamasiz yuzeylerde GFAP sinyali saptanmadi. Bir
oligodentrosit belirteci olan 04 yoniinden deney
gruplarmin hi¢birinde sinyal saptanmadi (Sekil 13).

4. TARTISMA
Bu ¢alismada, yiizey kimyasina hassas oldugu bilinen
MKH’lerin (8, 44 - 46) sinir hicrelerine

farklilagtirlabilecegi fikrinden yola ¢ikilarak, kitosan
bazli yiizeyler tizerinde farklilasma o6zellikleri incelendi
ve tek bir kultir ortamu igerisinde, noral/glial yonde
farklilasma potansiyelleri degerlendirildi. Bu amag
dogrultusunda, sigan kemik iliginden MKH izolasyonu
yapilarak erken pasaj seviyesinde stoklar olusturuldu.
Birgok farkli eriskin doku tiplerinden yogunluk gradienti
ayirimi ile izole edilebilen MKH'ler, proliferasyon ve
farklilagma potansiyeli agisindan heterojen bir hiicre
karigimi 6zelligi gostermektedir (47, 48). CD11b (bir
immin hucre belirteci), glikoforin-A (bir akyuvar
belirteci) veya CD45 (bir hematopoietik hiicre belirteci)
belirteglerinin mezensimal kok hiicrelerde ifade olmadigt
konusunda bir fikirbirligi vardir (49). Bu caligmada da Ki-
MKH’lerin  karakterizasyonu i¢in 2006 yilinda
Uluslararas1 Hiicresel Sagaltim Toplulugu tarafindan
yayinlanan bildirgede adi gecen CD 90 ve CD 11b
antikorlar1 kullanildi (50). CD 90 antikoru MKH spesifik
bir membran protein belirteci olarak kullanilirken CD
11b, izole edilen Ki-MKH popiilasyonunu kontamine
etmesi en olast hematopoietik hiicreleri ayirt etmek
amaciyla secildi. Elde edilen kiiltiirlerde bu kriterleri
karsilayacak  sekilde CD  11b  ekspresyonuna
rastlanmazken, spesifik bir CD 90 boyamasi gozlemlendi
(Sekil 3).

Bir sonraki asamada, KI-MKH’lerin farkli deney
tasarimlarinda en uygun hiicre konsantrasyonlarini
belirlemek amaciyla yapilan  biiyime  Kinetigi
denemesinde,  Ki-MKH’lerin 5000  hiicre/cm?
konsantrasyonda ve DMEM biiyiime ortaminda ikilenme
streleri yaklagik 52 saat olarak belirlendi. Peng, L. ve
arkadaslari, farkli dokulardan izole edilen sican tirevli
MKH’lerin karsilastirmali analizini yaptiklar1 ¢caligmada
KIi-MKH’lerin 5100 hiicre/cm? baslangig yogunlugu igin
ikilenme siirelerini 61,2 saat olarak rapor etmislerdir (51).
Danoviz M. ve arkadaslari farelerin yag dokusundan izole
edilen MKH’lerin ortalama ikilenme siirelerini 52,5 saat
olarak bulmuslardir (10). Sonuglar belli oranda literatirle
uyusmakla birlikte, MKH’lerin izole edildigi kaynaga,
dokuya ve pasaj seviyesine bagh olarak farkli blyiime
hizlarina sahip oldugu goralmektedir.

KI-MKH’lerin farklilasma potansiyellerinin
degerlendirilmesinde, hucreler icin osteojenik ve
kondrojenik farklilasma deney kosullarinin tasarlanmasi
yaygin bir yaklasimdir (52 - 54). MKH'ler osteojenik
farklilasma  stirecinde  fibroblastik  morfolojilerini
kaybederek daha kiibik bir sekil gosterir ve kollajen tip 1
agirlikli  ekstraseliiler matriks (ESM) olustururlar.
Farklilasmanin daha ge¢ evrelerinde agregatlar ya da
nodiiller olusur. Bu nodiiller Alizarin red ve Von Kossa
boyama yontemleri ile tespit edilebilmektedir (55, 56).
Osteojenik farklilasma sirasinda mezensimal kok
hiicrelerde alkalen fosfataz (ALP) ekspresyonunda artis
ve kalsiyum birikimi gdzlenir (8, 57). Donzelli E. ve
arkadaslari, MKH’lerin kolajen iskeleler iizerinde
osteojenik farklilasmasi Uzerine yaptiklar1 ¢alismada,
nodiller agregatlarin olusumunu 7. guanden itibaren
gozlemlemisler ve en yiiksek mineralizasyona 28. giinde
ulagildigini tespit etmislerdir (55). Bu calismada ise 10.
ginden itibaren nodiler agregatlarm  olusumu
mikroskobik diizeyde saptanmis ve 28 giinlik inkiibasyon
sonunda deney gruplarinda osteojenik farklilagma ile
baglantili, yiiksek oranda mineralizasyonun varligi tespit
edilmistir (Sekil 7).

MKH’lerde kondrojenik farklilasmaya yonelik farkli
deney tasarimlarini igeren ¢alismalar mevcuttur (51, 53,
54, 58). Zhang, L. ve arkadaslari, insan tarevli MKH’lerin
kondrojenik farklilagmasi i¢in mikrokiitle ve pellet kiltir
sistemleri arasinda yaptiklar1 karsilastirmali analizde,
mikrokiitle kiiltirinde uyarilmis kikirdak dokularinin
daha genis ve homojen oldugunu ve sulfatlanmis
glikozaminglikan birikiminin 7. giinden 21. giine dogru
arttigini1 saptamislardir. Benzer sekilde, bu ¢alismada 21
gin sonunda deney gruplarinda, kondrojenik bir
karakteristik olan yiksek oranda proteoglikan varligi
alsiyan mavisi boyama teknigiyle Kkalitatif olarak
gosterildi (Sekil 8).

Kitosanin  fiziksel ve kimyasal yapisimin film
kaplamalarin ve ii¢ boyutlu iskelelerin hazirlanmasinda
onemli avantajlar sundugu (59, 60) buna ek olarak, farkli
calismalarda  biyouyumlulugunun  yiiksek  oldugu
gosterilmistir (61 - 64). Bu ¢alismada kitosanin siilfat ve
fosfat fonksiyonel gruplariyla modifiye edilmis
tiirevlerinin sinir hiicreleri ile olan etkilesimi incelendi.
Fosfat fonksiyonel grubu (65), yiizey yik yogunlugu
acisindan Kitosan sulfata kontrol olarak segildi.

Kitosan fosfat (32, 65, 66) ve kitosan siilfatin (31, 67, 68)
sentezine  yonelik  literatirde  farkli  metotlar
gelistirilmigtir. Bu tez ¢alismasinda Gamzazade ve
arkadaslarinin gelistirdikleri metoda kugiik
modifikasyonlar yapilarak, oda sicakliginda suda
¢oziinebilen kitosan siilfat elde edildi. Uretilen kitosan
sulfat, fiziksel ~ve  kimyasal  ozellikleri ile
degerlendirildiginde literatiirle paralellik gostermektedir.
Kitosan fosfat sentezi icin, suda ya da seyreltik asetik asit
soliisyonunda ¢oziinebilen bir substrat elde edebilmek
amaciyla Pramanik ve arkadaslarinin ¢aligmasi referans
alind1 (32).
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Xing, R. ve arkadaglar1 formik asit bazli metotla
urettikleri diisik molekiiler agirlikli kitosan siilfatin FTIR
spekturumunda 1222 ve 806 cm™’deki Kkarakteristik
absorpsiyondan sorumlu S=O ve C-0O-S bag
esnemelerini gostermislerdir (69). Zhou, H. ve arkadaslar
da benzer protokol kullanarak sentezledikleri kitosan
stilfatta 1230 ve 800 cm™’deki S=O ve C-O-S bag
esnemelerine bagli absorpsiyon piklerini gdstermislerdir
(70). Literatirle paralel olarak bu ¢alismada, FTIR
spekturumunda 1219 ve 800 cm™’deki absorbans
pikleriyle baglantili stilfat gruplarinin yer aldigi S=O ve
C-0-S baglar1 gosterildi (Sekil 9).

Amaral ve arkadaslari, fonksiyonalize kitosan
membranlarin  hazirlanmas1  lizerine  ¢alismalarinda,
uretilen kitosan filmlerin yiizey fosforilasyonunu
H3PO4/EtsPO4/P,Os/biitanol reaksiyon sistemiyle
gerceklestirmiglerdir (71). Baska bir ¢calismada, Wan ve
arkadaslar1 hazirlanan kitosan filmlerin fosforilasyonu
icin ortofosforik asit/iire/DMF reaksiyon sistemini
kullanmiglardir (72). Bu calismada deney tasarimlarina
bagli olarak kitosan bazli filmlerin, kaplama seklinde
doku kiiltiirii kaplarinin ytizeyinde bulunmasi gerekliligi,
literatiirden farkli bir iiretim metodunun tercihine neden
olmustur. Kitosan fosfat film kaplamalarin tretim
asamasinda kitosan ve kitosan fosfat soliisyonlar: esit
kitlede kanstirilarak yiizeye uygulanmistir. Kitosan
stilfat filmlerin tretimine yonelik olarak literatir bilgisi
son derece kisithdir. Xiang, Y. ve arkadaslart metanol
bloklama polimer membranlari tasarimi iizerine yaptiklari
bir calismada, kitosan ve kitosan siilfat1 ayni ortamda %1
asetik asit soliisyonunda ¢6zerek cam plakalar tizerinde
membran seklinde trettiklerini bildirmislerdir (73). Bu
bilgiden yola ¢ikilarak yapilan kitosan siilfat film tretim
denemeleri basarisizlikla sonuglandi. iki substrat arasinda
sulfat ve amino gruplarinin olusturdugu hizla gelisen
capraz baglar, doku mihendisliginde kullanilabilecek
homojen ve stabil filmlerin tretimini mumkin kilmadi.
Bu nedenle, literatirden bagimsiz olarak, kitosan siilfat
film tretiminde kademeli kaplama yontemi gelistirildi.

Kitosan bazli yiizeyler tizerinde keratinositlerin ve
fibroblastlarin tutunmasi tizerine literatlirde yapilan bazi
caligmalar yiiksek deasetilasyon derecesinin hiicre
tutunmasmi  tesvik ederken dustik deasetilasyon
derecesinin  tutunma  iizerinde olumsuz etkisini
saptamuslardir (74 - 76). Gegmis caligmalarda elde edilen
bulgular dogrultusunda bu c¢aligmada satin alinan
kitosanin deasetilasyon derecesi arttirildi. MKH’lerin
kitosan yiizeye tutunmasinda artan deasetilasyon
derecesinin olumlu katkis1 olsa da, tek basina kitosan
yiizeylerin, KI-MKH’lerin yiiksek diizeyde tutunmast igin
yeterli olmadigi ortaya konuldu. Farkli oranlarda
hazirlanan kitosan siilfat yiizeyler igerisinden 1:1
oraninda hazirlanan yiizeylerde hiicre tutunmasinin,
polistiren kontrol yiizeyler kadar basarili oldugu
saptanmigtir  (Sekil 12). Bu durum kitosan siilfat
yiizeylerin Ki-MKH’lerin gelisimi icin uygun oldugu
fikrini giclendirmistir. Siilfat gruplarinin baglanmas: ile
kitosan yiizeyindeki bazi amin gruplar1 yerine anyonik
merkezler eklenmis oldugu igin yiizey polielektrolit
ozellik gostermektedir (77). Bu da besi ortami igindeki
farkli  proteinlerin ve diger makromolekiillerin

adsorpsiyonu i¢in daha tercih edilir bir ylizey yiki
olusturmaktadir. Kitosan siilfat yuzeylerde hiicre
tutunmasinin artig goéstermesi, siilfatlanmisg kitosanin ayni
zamanda heparin ve heparan siilfat ile benzer kimyasal
yap1 gostermesine baglanabilir.

KI-MKH’lerin néral/glial farklilasmasina yonelik farkli
protokollerin gelistirildigi ¢alismalar mevcuttur (20, 40,
78, 79). MKH’lerin noral farklilasmalarina yonelik ilk
delillerden sayilan Woodbury ve arkadaslarinin ¢alismasi,
DMEM / 2%DMSO / 200uM BHA igeren noral uyarilma
ortaminda, MKH’lerin noron spesifik enolaz ve
norofilament-M ekspresyonu yoniinden pozitif hiicrelere
farklilastigim1 ~ gostermislerdir  (20). Aym dénemde
Sanchez-Ramos ve ekibi, insan ve fare kaynakli
MKH’lerin tanimlanmis noral farklilasma ortaminda
nestin, GFAP ve noron spesifik enolaz ekspresyonu
gosteren noral/glial hiicrelere farklilagtigini gdstermistir
(23). Sonraki dénemlerde yapilan farkli ¢aligmalarda bu
referanslar baz alinarak yeni noral/glial farklilagsma
ortamlar1 tasarlanmistir (80, 81). Bu c¢alismada da
protokoller, onceki farkli ¢aligmalardan amaca yonelik
olarak modifiye edilmistir.

Kitosan silfat kapl ve kaplamasiz yuzeylerde farklilasma
ortamlarina maruz birakilan hiicre gruplarinda 6. giinde
noral proteinlerin ekspresyonu incelendiginde, tum

yuzeylerde [ 3-tiibiilin ekspresyonu saptanirken, kitosan

sulfat yuzeylerde ¢ok daha giicli (3 3-tubiilin
ekspresyonu gozlemlendi. Kitosan siilfat yuzeylerde
ayrica indiiksiyon ortaminda inkiibe edilen hiicrelerde
spesifik GFAP sinyalleri gozlemlenirken, kontrol
yizeylerde GFAP sinyali tespit edilmedi (Sekil 13).
Noral/glial farklilasmaya yonelik bulgularda, noral
proteinlerin glial protein ekspresyonlarindan daha yiiksek
olmasi, literatirle paralellik gosteren bir sonugtur.
Woodbury ve ark. kemirgen ve insan kaynakli

mezensimal ~ kok  hucrelerin - 8 -merkaptoetanol,

dimetilsulfoksit (DMSQO) ve biitil hidroksianizol (BHA)
gibi kimyasallarin farkli kombinasyonlarim1 igeren
indiiksiyon ortaminda noronal karakteristik gosteren
hiicrelere farklilagtigini rapor etmistir. Bu protokole gore
indiiksiyonu takiben birkag saat igerisinde hiicre
popiilasyonunun %80’i néral morfoloji gdsteren hiicrelere
doniismiistur. Noro-epiteliyal noral prekiirsor  kok
hiicreler tarafindan eksprese edilen, néronal olgunlagsmay1
takiben ekspresyonu azalan ve bir yapisal filament
proteini olan nestin ekspresyonunun mezensimal kok
hiicrelerde noral indiiksiyonu takiben 5 saat sonra pozitif
ve 6 gun sonra negatif oldugu imminositokimyasal
boyamalarla gosterilmistir (20). Dolayisiyla, bizim
orneklerimizde nestin boyamanin gozlenmemesi, bu
calismaya paralel olarak, ndronal farklilagmanin ilerledigi
seklinde yorumlanabilir. Literatiirde heparin ve heparan
stilfattaki stilfat gruplarinin fare embriyonik kok
hiicrelerinin ndronal farklilasmasini tetikledigi, siilfat
gruplarinin  ¢ikarilmasimin  farklilasmayr  durdurdugu
gosterilmigtir (82). Yakin tarihli bir calismada da kitosan
sillffatin fare embriyonik kok hiicrelerinde noéronal
farklilagmayi tetikledigi gosterilmistir (83). Bu ¢caligmada
goriildiigii gibi siilfat gruplarmin benzer sekilde Ki-
MKH'lerde de noronal farklilagmay: tetikliyor olma
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ihtimali  yiiksektir.  Woodbury ve ark. kendi
calismalarinda (20) glial hiicre belirteci (GFAP)
ekspresyonunun olmadigint rapor etmislerdir. Bizim
orneklerimizde GFAP ifadesinin kitosan siilfat yiizeyler
iizerinde gdzlenmesi, kitosan kimyasinin ve/veya siilfat
fonksiyonel grubunun Ki-MKH'lerde glial farklilagmay1
tetikleyici rol oynadigi seklinde yorumlanabilir. Siilfat
gruplarinin glial farklilagsma {izerinde etkisi hakkinda
daha o6nce higbir literatiir ¢aligmasinda rastlanmamustir,
dolayisiyla eger glial farklilagsmay: tetikleyen siilfat
gruplarinin varlig ise, bu bulgu 6nemli bir potansiyele
isaret etmektedir.

SONUC

Ki-MKH’lerin kitosan bazli yiizeyler iizerinde iiretimine
yonelik literatir ve ¢aligmalart smurli sayida ve
tartigmalidir. Bu ¢aligmada, MKH’lerin kitosan film
yiizeylerine diisuik oranda tutundugu gosterilmistir. Farkli
hiicre tiplerinin kitosan iizerinde yiiksek hiicre tutunmasi
gosterdigi bilinse de, bu c¢aliymada kullamlan Ki-
MKH'lerde aym basar1 goriilmemistir. Kitosanin
kimyasal modifikasyonu sentezlenip ve karakterize edilen
kitosan siilfat bazli yiizeyler, oncelikle hiicre tutunmasi
acisindan kitosan ylzeylerin iyilestirilmesini saglamis ve
bir sonraki adimda hiicrelerin hem noronal hem de glial
yonde farklilasma siirecini desteklemistir. Ayni kiiltiir
ortani kullanilarak kontrol polistren yiizeylerde kiiltive
edilen hiicrelerde glial belirteg olan GFAP hi¢ ifade
edilmezken noronal belirteg olan B3 tiibiilin de daha
diisiik seviyede ifade edilmistir.

Caligmanin sonunda elde edilen veriler, kitosan siilfat
yiizeylerin insan saglig1 ve yasam kalitesi adina 6nemli bir
tehdit olusturan sinir doku hasarlarinda ve ndrodejeneratif
hastaliklarin  sagaltiminda  kullanilabilecek, substrat
kimyasi kullanilarak daha kontrollii ve fonksiyonel doku
mithendisligi trtinlerinin iiretimine olanak verebilecegini
gostermektedir.
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Sekil 2: Pasaj seviyesi ve Kiiltiir siiresinin Ki-MKH’lerin morfolojisi iizerine etkileri. a) Ki-MKH, P/1 (2.giin, 10x); b) Ki-MKH, P/1 (5.gtin, 40x)
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/CD 90 (+)

/CD 90 (+)

/CD 11b(-)

/CD 11b(+)

Sekil 3: Ki-MKH’lerin karakterizasyonu a,b) CD90 pozitif KI-MKH (200x); c) CD11b negatif Ki-MKH (200x). d) CD 11 pozitif primer intraperitonal
makrofaj hiicreleri (200x).

Ki-MKH Biiyiime Kinetigi

Absorbans (570nm)

0 2 4 6 8 10 12 14

Zaman (giin)

Sekil 4: 5000 hiicre/cm? konsantrasyon igin olusturulan biiyiime kinetigi egrisi
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Ki-MKH Biiyiime Kinetigi (DOMEM ortaminda)
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0 == 10000H
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Sekil 5: DMEM biiyiime ortamu ile kiiltiire edilen farkli baslangig hiicre konsantrasyonlarindaki Ki-MKH’lerin (pasaj 3) proliferasyon hizlarimnin
karsilastirilmasi.

Sekil 6: Osteojenik farkhlasm ortamidaki Ki-MKHlerin ters faz 151k mikroskobu goriintiileri, ) t=10 giin (40x); b) t=10 giin (200x); c) t=28 giin (40x);

d) t=28 giin (100x).

keontrol

Kaontrol

Sekil 7: Ki-MKH Kiiltiiriinde osteojenik farklilasmanin a) Alizarin red boyama (kalsiyum depozitleri boyar) ile, b) von Kossa boyama (kalsiyum-fosfat
depozitleri boyar) ile tespiti.
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Sekil 8: KI-MKH Kkiiltiiriinde kondrojenik farklilasmanin alsiyan mavisi boyama (proteoglikanlari boyar) ile tespiti.

1900 1700 1500 1300 1100 900 700

s K e (S

Sekil 9: %2 kitosan ve kitosan siilfat filmlerin FTIR analiz sonuglari.
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Sekil 10: Ki-MKH’lerin 24. saatte yiizeylere tutunma 6zellikleri (100x). a) kitosan, b) kitosan fosfat, c-f) kitosan siilfat: c) K/KS oran1 4/1, d) K/KS orani
2/1, e) K/KS orani 1/1, f) K/KS orani 1/2.
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e

Sekil 11: Ki-MKH’lerin farkli yiizeyler iizerinde noral indiiksiyon ortaminda 6 giin inkiibasyondan sonra 15tk mikroskobu ile elde edilen morfolojileri
(200x) a) polistren kontrol, b) kitosan, c) kitosan fosfat, d) kitosan siilfat.

Sekil 12: Kitosan siilfat yiizeylerde kiiltiive edilen Ki-MKH’lerin (pasaj 3) SEM ile elde edilen morfolojileri a) kontrol biiyiime ortami (1000x), b) néral
indiiksiyon ortami (750x).
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Sekil 13: Farkli yiizeyler tizerinde néronal/glial farklilagmanin immunofloresan incelemesi. a) kitosan siilfat yiizey, noral indiiksiyon (1000x), b) polistren
yiizey, noral indiiksiyon (1000x), c) kitosan siilfat yiizey, noral indiiksiyon (1000x), d) polistren yiizey, noral indiiksiyon (400x), e) kitosan siilfat yiizey,
kontrol biiyiime ortami1 (400x), ) kitosan siilfat yiizey, kontrol biiyiime ortami (400x)
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