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Tezimi kok hiicre calismalarindan umut bekleyen tiim hasta ve hasta yakinlarina

atfediyorum...



OZET

Bu caligmada amag, hiicrelerinden arindirilmis dogal kas iskeleleri ve hiicresiz
dogal kas komponentleri (protein, glikoprotein) tutturulmus daha genis boyuttaki yari-
yapay iskeleler kullanarak, dogustan (6rn: yarik dudak hastaligl) veya kaza sonrasi
meydana gelen (6zellikle yiiz kaslarinda) kas eksikliklerini gidermek i¢in kas yamalarinin
tiretilmesidir. Calismada iskelelerin hiicresel bilesenleri miyoblast ve mezenkimal kok
hiicreler (MKH’ler) gibi iki farkli hiicre kaynagindan segilmis ve kas yamasi {iretimi igin
en uygun iskele ve hiicre tipi arastirllmistir. Miyoblastlar insan ¢izgili kas dokusundan,
MKH’ler de insan menstrual kanindan izole edilmis, akim sitometri ve kemik ile yag
dokusuna farklilasma testleri ile karakterize edilmistir. Insan cizgili kas pargalarinin
deterjan tiirevli maddelerle hiicrelerinden arindirilmasi ile dogal iskeleler, elektro-egirme
yontemi ile iiretilen paralel mikrofiberli iskeleler lizerine capraz baglayict molekiillerle
dogal kas komponentlerinin (protein, glikoprotein) baglanmasi ile de yari-yapay iskeleler
iretilmistir. Dogal, yapay ve yari-yapay iskeleler iizerine menstrual kan kdkenli MKH ve
miyoblast hiicreleri ekilerek, 21 giin boyunca inkiibe edilmistir. 21 giiniin sonunda
sabitlenen hiicreler kas dokusuna 6zgii ¢esitli proteinlerin (MyoD, Desmin, Alfa-aktinin)
ifadelerinin belirlenmesi amaciyla immiinfloresan olarak boyanmis ve ayrica da SEM
mikrofotograflar1 alinmigtir. Ayrica 21 giiniin sonunda iskeleler {iizerindeki hiicre
cogalmast WST-1 hiicre canlilik testi ile belirlenmigtir. Yapilan tim bu analizler
sonucunda, dogal dokunun ve yapay iskelenin, hiicre tipi olarak ise miyoblastlarin kas
yamas1 Uretiminde en etkili olduklar1 belirlenmistir. Yapay iskelenin ve miyoblastlarin

kullanimiyla yonlendirilmis kas yamasi eldesi daha basarili olmustur.

Anahtar Kelimeler: miyoblast, mezenkimal kok hiicre, mikrofiberli hiicre tasiyicilari,

dogal tasiyicilar, hiicre farklilagsmasi, kas dokusu yamasi



ABSTRACT

Production of skeletal muscle grafts on the acellular native scaffolds and on larger
size semi-syntetic scaffolds with crosslinked acellular native skeletal muscle components
(Protein, glycoprotein) was aimed in this project to heal congenital (for example: Cleft Lip
Disease) or accidental maxillofacial (especially due to traffic accidents) skeletal muscle
tissue defects. In addition, two different stem cell types, MSC and myoblasts, were used as
a cellular component of these scaffolds, so the most suitable cell and scaffold types were
studied to produce a skeletal muscle patch. Myoblasts were isolated from human muscle
tissue, MSCs were obtained from human menstrual blood, and they were characterized by
using flow cytometry and by differentiation to osteogenic and adipogenic lineages. Skeletal
muscle pieces were treated with detergent like chemicals to remove the donor cells existing
in the native tissue and so the native acellular scaffolds were obtained by this way, and
with the aim of producing semi-synthetic scaffolds, native skeletal muscle components
(Protein, glycoprotein) were cross-linked to the eletrospun syntetic scaffolds. Human
myoblasts and human menstrual blood derived mesenchymal stem cells (hMB-MSC) were
seeded on the native, syntetic and semi-syntetic scaffolds and cultured on them for 21 days.
After 21 days, the cells were fixed and stained immunocytochemically against some
skeletal muscle tissue specific proteins (MyoD, Desmin, Alpha-actinin) to determine the
specific protein expression. In addition, the cells were examined with SEM. Separately,
after 21 days, cell proliferation on scaffolds was determined by using WST-1 test. After all
analyses, it was determined that native acellular and syntetic scaffolds, and miyoblasts as a
cell type were effective in producing a muscle tissue graft. Producing oriented muscle
tissue patch was more successful when synthetic scaffolds and myoblasts were used

together.

Keywords: myoblast, mesenchymal stem cells, microfiber scaffolds, native

scaffolds, cell differentiation, muscle tissue patch
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1. GIRIS VE AMAC

Giiniimilizde geleneksel tibbi tedavi yontemleri kullanilarak dogustan (yarik dudak
hastalig1) veya kaza sonrast meydana gelen (0zellikle yiiz kaslarinda) kas eksiklikleri gibi
doku kaybi temelli patolojik siireglerin onarilmasi, viicudun baska bir kismindan kas
yamast alinip hasarli bolgeye nakledilmesi seklinde gerceklesmektedir. Bu geleneksel
yontemde, hastanin kas doku hasar1 giderilmeye calisilirken, viicudunun bir baska yerinde
kas kaybina neden olunmaktadir. Ayrica, bu yontem ile viicudun biitiinliigiinii tehdit
edebilecek ciddi kas kayiplarina (travmatik kayiplar gibi) kesin ¢oziim iiretilememektedir
(Kumar and Hassan, 2002). Bu sorunu giderebilmek igin, son yillarda doku miihendisligi
yontemleri kullanilarak laboratuvar kosullarinda islevsel iskelet kasi yamasi iiretimi
gerceklestirilerek kas doku kaybinin giderilmesi amaglanmaktadir (Yan et al. 2007, Meyer
et al. 2009, Koning et al. 2009).

Bu calismada, insan kas hiicresi onciilleri (miyoblast) ile menstrual kan kaynakli
mezenkimal kok hiicreler (MKH’ler) kullanilarak aseliiler ¢izgili kas kaynakli dogal ve
yari-yapay iskelelerden iskelet kas dokusu elde edilmesi hedeflenmistir. Ortopedik
ameliyatlar sirasinda ameliyatin 6zelligi geregi hastadan alinan ve tibbi atik olarak
degerlendirilen patolojik olmayan ¢izgili kas dokusu parcgalarindan ¢esitli doku pargalayici
enzimler yardimiyla insan iskelet kas1 6nciil hiicreleri (miyoblastlar) elde edilmistir. Yine
cizgili kas dokusu parcalar1 cesitli deterjan tiirevli maddelerle dondr hiicrelerinden
arindirilmis ve boylece hiicresiz dogal kas iskeleleri elde edilmistir. Az miktarda dogal
doku kullanarak daha genis boyutlu kas doku 6zdesi elde etme amaciyla da hiicrelerinden
armdirilmis iskeleler homojenizator yardimiyla toz haline getirilmis ve elde edilen ekstrakt
yapay iskelelere capraz baglayict molekiiller ile baglanmistir. Dogal, yapay ve yari-yapay
iskeleler iizerine insan miyoblast hiicreleri ve menstrual kandan izole edilen MKH’ler
ekilerek kiiltiir ortaminda biyiitiilmiis ve iskelet kas dokusu olusturma potansiyelleri
incelenmistir. Bu asamada, kiiltiire herhangi bir biiylime faktorii, hormon vb. eklenmemis,
farklilagsmanin sadece iskele 6zellikleri ile gerceklesip ger¢eklesmedigi aragtirilmastir.

Bu ¢alisma ile hiicrelerinden armdirilmis dogal kas iskelelerin ve hiicresiz dogal
kas komponentleri (protein, glikoprotein) tutuklanmis daha genis boyuttaki yari-yapay
iskelelerin kullanimi ile farkli iki yontem uygulanarak kas yamalariin iretilmesi

amacglanmistir. Bununla birlikte, bu iskelelerin hiicresel bilesenlerini de miyoblast ve
1



MKH’ler gibi iki farkli hiicre kaynagindan secerek, kas yamasi iiretimi i¢in en uygun
iskele ve hiicre tipi de arastirilmastir.

Yari-yapay veya yapay iskeleler kullanilarak dogal esdeger cizgili kas olusumunun
elde edilmesi halinde, bu yontem gelecekte kas hasar1 bulunan hastalara kendilerinden
almacak kiigiik bir biyopsi ile ¢cok daha genis boyutlarda otolog c¢izgili kas dokusu
saglamanin yolunu agmis olacaktir. Bu ¢alisma ile dogustan (yarik dudak hastaligi) veya
kaza sonras1 meydana gelen (6zellikle yiiz kaslarinda) kas eksikliklerinin giderilmesini

saglayacak prototip model gelistirilmeye calisilmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Kok Hiicreler

Kok hiicreler, viicudumuzdaki farkli 6zellesmis hiicrelere doniisebilme kapasitesine
sahip, kendini yenileyebilen ve sinirsiz ¢ogalma kapasitesi bulunan Onciil hiicrelerdir
(Hayes, 2006). Bu hiicrelerde, her boliinme sonucunda kisalan telomer adi verilen
Deoksiriboniikleik asit (DNA) bolgelerini (insanda TTAGGG) kendi Riboniikleik asit
(RNA) kalibin1 kullanarak ifade eden, telomeraz enzim aktivitesi yiiksektir. Bu durum
onlara boliinmelerinin teorik olarak sinirsiz olmasit 6zelligi kazandirir. Bunun aksine, s6z
konusu enzim, viicut hiicrelerinde aktif olmadigi i¢in, belli bir bolinmeden sonra viicut

hiicreleri canliligini yitirecektir (Yui et al. 1998, Kara6z ve Ovali, 2004).

Telomeraz RNAsimin
kalan kisim e

Telomeraz enzimi

Telomeraz RNAsimn
kahip olarak kullanilan
bélgesi

Yeni sentezlenen !
Telomer

Sekil 2. 1. Telomeraz enzimi (Alberts, 2002).

Kok hiicrelerin, in vivo ve in vitro kosullarda, dondstiiriilmek istenen ozellesmis
hiicrelere farklilagmalar1 da uygun uyaranlar1 almalari yoluyla gerceklesebilir. Bu
uyaranlar, canlida genellikle hasar sinyalleri, laboratuvarda ise gesitli kimyasal maddeler

ve proteinlerdir (Freshney, 2005).

Embriyolojik donemde, doéllenmeden sonraki {i¢ giin igersinde gerceklesen

boliinmeler sonucunda olusan 4 hiicrenin tamami, yeni bir canli olusturabilme



kapasitesinde olup, totipotent (totus: tiim) kok hiicreler olarak adlandirilirlar. Daha sonraki
asamada, bu hiicreler blastokist denilen yapiy1 olusturarak yeni bir canli sekillendirebilme
ozelliklerini yitirirler. Fakat insan viicudundaki iki yiiz farkli 6zellesmis hiicre tipine
dontisebilme potansiyellerinden otiirii pluripotent (pluri: daha fazla) kok hiicreler adini
alirlar. Embriyoda bu asamadan sonra gastrulasyon asamasi baglar ve germ tabakalari
(ektoderm, mezoderm ve endoderm) olusur. Bu tabakalara go¢ eden hiicrelerin hangi tip
hiicrelere doniisebilecekleri biiyiik dl¢giide bellidir. Dolayisiyla, bu donemdeki kok hiicreler
multipotent (multi: fazla, ¢ok) kok hiicreler adini alirlar. Embriyonik evre haricinde,
multipotent kok hiicreler insanlarin kemik iligi, kordon kani ve dis pulpast gibi
kisimlarinda bulunarak insanin canliligini bir denge icersinde siirdliirmesini saglarlar

(Bedhesta, 2009).
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nSrontan hdcreleri kasi kast tabal kan kas hiucreler hacreleri  hocreleri
hucreleri hucreleri

Sekil 2. 2. insan embriyolojik gelisim evreleri ve germ tabakalarindan kdken alan hiicre

cesitleri (Bedhesta, 2009).




Bilimsel c¢aligmalarda, totipotent, pluripotent ve multipotent kdk hiicrelere agirlik

verilse de viicudumuzda 6zellesmis hiicrelerin {iretimini saglayan farklilagma kapasitesi

daha sinirli kok hiicreler de mevcuttur. Bu hiicrelerin isimlendirilmesi ve olusturabildikleri

hiicre tipleri Cizelge 1°de belirtilmistir.

Cizelge 2. 1. Farklilasma yeteneklerine gore diger kok hiicre ¢esitlerinin isimlendirilmesi

(Kochar, 2004).

Farkhlasma

Potansiyeli

Oligopotent

Quadripotent

Tripotent

Bipotent

Unipotent

Doniisebildigi
Hiicre Tiplerinin

Sayisi

2.2. Kok Hiicre Cesitleri

2.2.1. Embriyonik Kok Hiicreler (EKH)

Ornek Kok Hiicre
Tipi

Miyeloid dnciilleri

Mezenkimal onciil

hiicreler

Glial-sinirlanmig

Onctiller

Murine fetal
karaciger hiicresi

oncilleri

Mast hiicre onciilleri

Farkhlasma Sonucunda

Olusan Hiicre Tipi

Bes kan hiicresi tipine
(Monosit, makrofaj,
eozinofil, notrofil,

eritrosit)

Kikirdak, yag, stromal,

kemik olusturan hiicreler
Astrositlerin iki tipi,

oligodentrositler

B hiicreleri, makrofajlar

Mast hucreleri

Bu tip kok hiicreler, in vitro déllenmeden sonra takip eden bes giin igersinde olusan

Blastokist’in, embriyoyu olusturacak i¢ hiicre kitlesinden elde edilir. Yapilan denemelerde,
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kiiltiirde ¢ogaltilan embriyonik kok hiicrelerin, bagisikligi baskilanmig farelere
nakledildiklerinde her ii¢ germ tabakasini igeren bir tiimdér dokusu olan teratomlari
olusturabildikleri gozlenmistir. Bu 6zellik, ¢cogul potansiyel (pluripotensi) 6zelligi olarak
ifade edilmektedir (Elgin, 2009). Ayrica bu hiicrelerin karakteristik 6zelliklerinden biri de
farklilagsmay1 Onleyici kiiltiir sartlar1  saglandiginda, uzun bir zaman boyunca
farklilasmadan kendi kopyalarini olusturmak tizere boliinebilmeleridir. Morfolojik olarak
da bu hiicreler bol sitoplazmali ve biiyiik ¢ekirdekli yapilara sahiptirler. Karakteristik
olarak, alkalen fosfataz enzim aktiviteleri yiiksek olup, Oct3/4 ve Sox2 gibi pluripotensi

genlerinin ifadesi bu hiicrelerde yiiksektir (Yu and Thomson, 2006).

In Vitro Déllenme

X %
/ 0. giin
%4

Totipotent Huaeler

@ 3.gln

._5)

N\

Vs Blastosit
Blastosal ﬁ 5.giin
. /"‘ -
Trafektoderm \

I¢ hiiare
kitlesi <= -

Kiiltare Ahinrmis Pluripotent Emriyonik Kok Hiicreler

Sekil 2. 3. Pluripotent embriyonik kok hiicrelerin eldesi ve kiiltiire alinmasi (Yu and

Thomson, 2006).

1998 yilinda ilk insan EKH dizisinin iiretildigi, Thomson ve ark. tarafindan rapor
edilmistir (Thomson et al. 1998). Bu tarihten sonra yapilan g¢alismalarda, EKH’lerin
yiiksek farklilagma kapasitesine sahip olmalar1 ve eriskin kok hiicreleri gibi kiiltlirde
cogaltilma zorluklar seklinde bazi dezavantajlari olmamasindan dolayi, hiicresel tedavi ve
doku miihendisligi stratejileri igin daha uygun bir kaynak olduklar1 gériilmiistir (Elgin,
2009). Ayrica, EKH’ler insan embriyonik gelisim sathalarinin incelenmesi ve ilag
denemelerinde model olabilme kapasiteleriyle de kok hiicre ¢aligmalarinda énemli bir yer

tutmaktadirlar (Yu and Thomson, 2006).



Tiim bu avantajlarina ragmen, kisirlik tedavisi sonucu ¢ocuk sahibi olmak i¢in IVD
(in vitro dollenme) ile olusturulan fazla embriyolarin kullanimi amaglansa da, EK
hiicrelerle ilgili etik tartismalar siirmektedir. Ayrica teratom olusturmak EKH’lerin
karakteristiklerinden oldugu i¢in yenilenebilir tipta kullanilma asamasinda dikkatli

davranilmalidir.

2.2.2. Embriyonik Olmayan Kok Hiicreler

2.2.2.1. Hematopoietik Kok Hiicreler

Hematopoietik kok hiicreler, kemik iliginde siirekli olarak kendilerini yenilerler ve
kanda bulunan tiim hiicre tiirlerine farklilasabilme yetenekleri mevcuttur. Kemik iliginde
yerlesik olan bu hiicreler, fetiisiin karacigerinde, dalaginda, gobek kordonunda, plasentada
ve erigkin periferik kaninda da bulunabilirler. Bu hiicreler, erigskin insanlardan kolaylikla
elde edilebilen degerli bir kok hiicre tiiridiir. Erigkin insanlarda periferik kandan aferez
denilen 6zel bir yontemiyle ve kalca kemiginden uzman hematologlarca 6zel bir igne
yardimiyla ve bebeklerde de dogum sonrast kordonlarindan alinan kordon kanindan
kolayca elde edilebilirler. Bu hiicreleri tanimlamak igin ise ylizey isaretgisi olarak CD34 ve

CD45 gibi ylizey isaret¢ileri kullanilmaktadir (Karaéz ve Ovali, 2004).

Hematopoietik kok hiicreler basta I6semiler olmak iizere ¢esitli hastalik durumlarinda
kan sistemini tekrar elde etmek amaci ile uzun yillardir kullanilmaktadir. Giintimiizde ise,
16semiler diginda solit organ tiimorlerinde, dogumsal genetik hastaliklarda ve bazi edinsel

kan hastaliklarinin tedavisinde de kullanilmaya baglanmistir.

Kemik Iligi K&k Hiicre Nakillerinin Bugiin En Cok Kullanildig: Alanlar;

1- Losemiler
2- Lenf bezi kanserleri olan Hodgkin hastaligi ve Non-Hodgkin lenfomalar,
3- Cesitli solit organ kanserleri (meme, testis, a.c. kanseri gibi)

4- Kemik iliginin yetersiz ¢alistig1 veya calismadigi durumlarda



(Aplastik anemi)

5- Talasemi basta olmak iizere bazi genetik ge¢isli hastaliklarda (Karadz ve

Ovali, 2004).

2.2.2.2. Mezenkimal Kok Hiicreler (MKH)

Mezenkimal kok hiicrelerin ana kaynagi kemik iligi olmakla beraber bir¢ok dokudan
izole edilebilecegi bilinmektedir. Bu dokularin baslicalar1, dental pulpa, sinovial sivi, adet
kan1 ve yag dokulari, kordon kani1 ve matriksidir. Bu hiicreler bulunduklar1 dokularda,
Mezengenezis hipotezine gore c¢ogalma, yonelim, seviye ilerleme, farklilagma
asamalarindan gecerek ilgili hiicre tipine farklilagirlar. Boylece viicutta doku onariminin

basrol oyunculari olarak gérev alirlar (Karadz ve Ovali, 2004).

Mezenkimal Kik Hilcre (MKH)
Mezengenezis T 3, =

GCogalma

Yonelim

Seriye
llerleme

Farkhlagma
Olgunlagma

Ty 18

Kemik Kikirdak Kalp Stioma  Tendon Adipoz

Sekil 2. 4. Mezengenezis (Kara6z ve Ovali, 2004).



Bu hiicreler, embriyonik kok hiicreler gibi teratom olusturmasi riski olmamasi, etik
sorunlar tasimamasi ve dokuya 6zgii olabilmesi nedeniyle, yenileyici tipta tedaviye yonelik
arastirmalarda ¢ok sik olarak tercih edilmektedir. Bu anlamda, mezenkimal kok hiicrenin

bircok alanda klinik kullanim potansiyeli mevcuttur:

= kemik dokularinin tamiri,

= osteoporoz,

= kikirdak dokusu tamiri,

= dejeneratif noron hastaliklari,
= Kalp dokusu yenilenmesi

» kemik iligi nakilleri,

= konjenital genetik hastaliklar

bu alanlarin baglicalaridir (Karadz ve Ovali, 2004).

MKH’lerin kesin bir ylizey isaret¢ileri olmamakla birlikte bu hiicreler klinik ve ya
arastirma amacli kullanilmadan 6nce akim sitometrisi yontemiyle mutlaka CD13, CD29,
CD44, CD90, CD 73, CD 105, CD146, CD166, HLA ABC pozitif; CD3, CD8, CD11b,
CD14, CD15, CD19, CD33, CD34, CD45, CD117 ve HLA-DR negatif olmalar1 agisindan
karakterize edilmelidir. Bu tiir bir isaret¢i ifadesini saglayan hiicrelerin MKH olduklarina

dair tiim bilim adamlarinca bir ortak fikir olusturulmustur.

Giincel gelismeler 1s181inda, yag kokenli MKH’lerin kemik, kikirdak ve yag
olusturmaya, dental pulpadan elde edilenlerin ise sinir hiicreleri olusturmaya egilimli
olduklart bilinmektedir. Son gelismelerde ise oldukga yeni bir MKH kaynagi olarak
gosterilen adet kanindan elde edilen kok hiicrelerin ise ¢izgili kas olusturmaya egilimli

olduklar1 goriilmektedir (Cui et al. 2007, Patel and Silva, 2008).

Ayrica menstruasyon dongiisii kan1 mezenkimal kok hiicreleri (MK-MKH), deney
hayvani modellerinde felg ve Duchenne kas distrofisi (DMD) gibi hastaliklarin tedavisinde
tetikleyici bir rol tstlenmektedirler (Borlongan et al. 2010, Cui et al. 2007). Ayrica, a)
yiiksek biiyiime faktorii seviyesi b) immiin cevabi baskilayabilme 6zelligi c)karyotipik

Ozelliklerini ve ya farklilagma ozelliklerini kaybetmeden biiyiik oranda cogaltilabilme



ozellikleri MK-MKH’lerin kritik limb iskemisi (CLI) gibi hastalilarin tedavisinde de
kullanilabilecegini gostermektedir (Murphy et al. 2008).

MK-MKH’lerin iskelet kasina doniismelerinin yani sira kardiyak ve kondrojenik
farklilasma potansiyellerinin de kesfi, bu hiicrelerin doku miihendisligi uygulamalarinda
kullanilmalarini cazip hale getirmistir (Toyoda et al. 2007, Hida et al. 2008, Kazemnejad
etal. 2012).

2.2.2.3. Organ ve ya Dokulardaki Kok Hiicreler

Organ ve ya dokuya 0zgii hiicreleri gerektiginde olusturmak ve ya olugmasina
destek vermek igin organ ve ya dokularin gesitli kisimlarina yerlesmis onciil hiicrelerdir.
Bu hiicrelere en belirgin ornekler, ¢izgili kasta bulunan ve suskun halde bulunarak
gerektiginde hasar goren kas liflerini onaran satellit hiicreleri ile pankreastaki insiilin
tireten langerhans adaciklarinda bulunan adacik kok hiicreleridir (Karadz ve Ovali, 2004,

Meyer et al. 2009).

2.3. iskelet Kaslar:

2.3.1. Yap1 ve Fonksiyon

Iskelet kaslar1 iskelet sistemine baglanan viicut agirhginin %48’ini olusturarak
temel gorevleri organizmanin hareketini saglamak olan yapilardir. Iskelet kaslarmin diger

gorevleri ise asagida siralanmistir:
¢ [¢ organlarin korunmasi (Karin Kaslar1 )
® Solunuma yardimci olmak (Solunum kaslar1)
® Yiiz ifadelerini kontrol etmek

® Dil, géz ve ¢ene hareketliligini saglamak.
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Iskelet kasi, uzanmis, ¢ok hiicreli fiberler ile kaplanmis bag doku tabakasidir. Kas
lifleri miyofibril ad1 verilen daha kiiciik lifler igerir, miyofibrillerde miyoflament adi

verilen ince ve kalin uzantilardan olusur. Miyoflamentler kasilabilir proteinlerden

olusmustur.
Bunlar;
e Myozin,
e Aktin,

e Tropomyozin
e Troponin: Troponin I, Troponin T, Troponin C’dir.

Myofibriller birleserek fibrili (kas lifini) olusturur. Her bir kas lifi sarkolemmanin
tizerindeki konnektif doku katmani (endomisyum) ile sarilidir. Kasin ¢ok ¢ekirdekli ve iyi
organize olmus bu yapisi kasa giiclii kasilabilir bir 6zellik kazandirmaktadir (Meyer et al.
2009).
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Sekil 2. 5. Bir Iskelet Kasmin Yapis1 (Campbell and Reece, 2006)

Iskelet kasinin kasilmasi kayan filament modeline gére agiklanmaktadir. Bu modele
gore, kas kasildiginda ne ince filamentlerin ne de kalin filamentlerin boylarinda bir kisalma
olmaz. Sadece filamentler birbiri iizerinde uzunlamasma kayarak, ince ve kalin
filamentlerin birbiri iizerine Ortiisme derecesi artar. Filamentlerin bu kayma hareketleri
aktin ve miyozin molekiillerinin etkilesimiyle gerceklesmektedir. Cesitli biyokimyasal
etkilesimlerle miyozin molekiilleri aktin filamentleri iizerinde hareket ederek kas

kasilmasin1 olustururlar (Campbell and Reece, 2006).
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2.3.2. Kas Dokunun Dogal Yolla Onarim

Kasin yapisinda bulunan fiberler arasinda sessiz halde duran erigskin kok hiicreler
iskelet kaslarinin dogal yolla yenilenmesinde en nemli etkendir. iskelet kasinda bir hasar
oldugunda, hasarli bdlgedeki hiicreler hasar sinyalleri salgilarlar. Kasta bulunan ve bu
sinyalleri alan satellit ve miyoblast hiicreleri sayilarini artitrarak, hasarli bolgeye goger ve
kas lifine ardarda eklenerek hasarli bélgede onarimin ger¢eklesmesini saglarlar (Meyer et

al. 2009).

o] = "o = @

Mitojenlere cevap
Susturulmus satellit olarak aktive -
Hiicresi olmusg hiicre
\ Cogalma /

Satellit hiicreleri
dongiisi /

~ Kas hasarnni tamir

etmek yeni olugan
- ve ya eski fiberlerle

ardarda birlegme
Susturulmus satellit
hucrelerinin periferal
olarak yerlegsmesiyle
kas fiber olgunlagmasi

Sekil 2. 6. Iskelet Kas1 Dokusunun Dogal Yolla Yenilenmesi (Meyer et al. 2009)

2.4. Doku Miihendisligi

Gilinlimiizde geleneksel tibbi tedavi yontemleri kullanilarak dogustan (yarik dudak

hastalig1) veya kaza sonras1 meydana gelen (6zellikle yiiz kaslarinda) kas eksiklikleri ve ya
13



adipoz doku kayiplar1 viicudun baska bir kismindan doku alinip hasarli bolgeye
nakledilmesi seklinde gergeklesmektedir. Bu durum ozellikle kas doku kayiplarinda
hastalarin hasarli bolgelerini onarirken baska bir bélgede yeni bir hasar olusturmaya sebep
olmaktadir. Tiimor cerrahisi ile ¢ikarilan dokularda ise bazen c¢ikarilan kismin yerine
bolgeyi tamamlayict bir doku nakledilememekte hasarli bolge de kendini dogal yolla
onaramamaktadir (Ornegin; timdr cerrahisi sonucu ¢ene kemiginin alinmasi durumunda)
(Kumar and Hassan, 2002). Bunlar ve benzeri sorunlar1 giderebilmek igin, son yillarda
doku miihendisligi yontemleri kullanilarak laboratuvar kosullarinda islevsel doku yamalari

tiretimi gergeklestirilerek doku kayiplarinin giderilmesi amaglanmaktadir.

Doku miihendisligi bilesenleri hiicre, iskele ve diizenleyiciler olup islevsel bir doku
elde edebilmek ic¢in ¢ok miktarda hiicreye ihtiya¢ duyulmaktadir. Doku miihendisligi
uygulamalari i¢in laboratuar ortaminda kolayca g¢ogaltilabilmesi ve bir¢ok hiicre tipine
dontigebilme 6zelligi sayesinde en ¢ok kullanilan hiicre tipi mezenkimal kok hiicrelerdir.
Bunun yani sira, dokuya 6zgii (Myoblast, Osteoblast vb) hiicreler de doku miihendisliginde
hiicre kaynagi olarak tercih edilmektedir (Lanza et al. 2007).

Bir kok hiicrenin veya onciil hiicrenin farklilasma veya kendini yenileme yollarina
yonelmesinde nisin (mikrogevre, yatak, yuva) etkisi son derece dnemlidir. Nis, temelde
yapisal, biyolojik ve mekanik 6zellikleri ile hiicre davranisina yon verir. Laboratuvar
ortaminda biliyiime faktorlerinin yani sira kok hiicrelere veya Onciil hiicrelere ¢esitli
mikrogevre Ozelliklerinin saglanmasi ile hedef hiicre farklilasmasinin daha verimli bir
sekilde gergeklestirilmesi hedeflenmektedir. Bu baglamda, olusturulmak istenen dokunun
ozelligine gore iskele tipleri belirlenmelidir. Nano/mikrofiber ag yapilari, siingerimsi
yapilar ve ya dogal hiicresiz matriks yapilar tercih edilebilir. Bu yapilarda biyolojik ve ya

yapay polimerlerin yani sira dogal bilesenler de tercih edilebilir (Lanza et al. 2007).

Doku miihendisliginde diizenleyiciler olarak hormonlar, biiylime faktorleri,
proteinler ve ya gesitli kimyasallar kullanilmaktadir. Olusturulmak istenen dokunun tipine
gore bu diizenleyiciler segilerek, kok ve ya onciil hiicrelerin verimli bir bicimde tiretilmek

istenen dokunun 6zgiin hiicrelerine farklilasmasi saglanabilir (Fresney, 2005).
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2.4.1. iskelet Kas1 Doku Miihendisligi

Iskelet kas1 doku miihendisliginde hedef, cizgili kas doku ozdesleri (yamalari)
tireterek, dogustan (yarik dudak hastaligi) veya kaza sonrast meydana gelen (6zellikle daha
kiigiik 6lcekli olan yiiz kaslarinda) kas eksikliklerini gidermek, cerrahi ile ¢ikarilan kanserli
bolgeleri onarmak ve gerekli goriilen bazi estetik diizeltmelerin yapilmasina imkan
saglamaktir. Cizgili kas doku oOzdeslerini iiretmek i¢in doku miihendisliginin temel

bilesenleri olan hiicre, iskele ve diizenleyicilere ihtiya¢ duyulmaktadir (Lanza et al. 2007).

Bu baglamda hiicre tipi olarak, dogal siirecte meydana gelen hasarlarda kas
hiicrelerine doniiserek dokuyu tamir edebilme 6zelligine sahip, laboratuvar ortaminda ¢ok
miktarda cogaltilabilen ve kas hiicrelerine doniisme potansiyeli yiiksek olan kas oOnciil
hiicreleri (miyoblastlar) kas doku miihendisliginde siklikla kullanilmaktadir. Bununla
birlikte, hiicre kaynagi olarak laboratuvar ortaminda rahatlikla ¢ogaltilabilen ve bircok
hiicre tipine farklilagsabilen ve alloimmuniteye neden olmamasi nedeniyle giivenilir bir

kaynak olan MKH’ler de son yillarda denenmektedir (Meyer et al. 2009).
Kullanilmasi muhtemel diger hiicreler ise asagida siralanmistir:

e Transforme olmus miyosit hiicre hatlar1 (klinik i¢in kullanimlar1 uygunsuz)
e Ko-kiiltiirler: Hiicre Hatlar1 (Orn: Miyoblast/fibroblast)

Iskelet kas1 doku miihendisliginde iskele olarak kullanilabilecek gesitli stratejilerle

tiretilen yapilar mevcuttur:

Dogal Hiicresiz Iskelet Kas1 Matriksi: Dogal ¢izgili kas pargalarmin hiicrelerinden
arindirilarak, bu hiicresiz iskelelerde yeniden, transfer yapilmasi diisiiniilen bireyin kas kok
hiicrelerinin organize edilerek yeni bir kasin meydana getirilmesine yonelik bir stratejidir.
Bu yontemde, iskelenin dogal yapisinin korunmasi sayesinde yeniden organize edilecek
hiicrelere kendi nislerine benzer dogal bir iskele saglanmis olacaktir. Ayrica, bu yontemde
baz1 bilylime faktorlerinin dogal hiicresiz iskele i¢ersinde korundugunun gosterilmesinin de
islevsel ¢izgili kas yamalar1 iiretimi agisindan olumlu bir etki olusturacagi diisiiniilmektedir

(De Coppi et al. 2006, Merritt et al. 2010)
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Elektro-egirme Yontemi ile olusturulan Mikro/Nanofiber Yapilar: Elektro-
egirme yontemi, polimerlerden yiiksek derecede poroz ve diizgiin mikro/nano diizeyde
fiberler olusturulabilen bir yontemdir. Yonlenmis fiber yapilarin olugmasi hiicrelerin
paralel bir sekilde organize olmasini saglayarak, yonlenmis hiicrelere sahip kas dokusu
olusumunu kolaylastiracagindan bu yontem sik¢a tercih edilmektedir. Poli (glikolik asit)
(PGA), poli (laktik asit) (PLLA) ve poli (kaprolakton) (PCL) gibi bir¢ok biyouyumlu
polimer bu yontemle %90’a kadar poroz hale getirilebilir. Bunlarin disinda, kolajen ve
aljinat basta olmak tizere, biyolojik polimerlerden de bu yontemde iskele olarak

yararlanilmaktadir (Meyer et al. 2009).

Yontemde, uygun bir ¢oziicii icersinde akici hale getirilmis polimer bir siringa
icersine ¢ekilerek siringa, siringa pompasina yerlestirilir. ignenin ucundaki metal ug ile
kars1 tarafa konulan ve polimerin iizerinde birikmesi istenen metal toplayici arasina teller
ve bir voltaj kaynagi yardimiyla yiiksek voltaj (10-15 kV) uygulanir. Siringanin polimeri
basmaya baslamasinin ardindan polimer ince bir ¢izgi halinde hareket eder ve yliksek
voltajin etkisiyle metal levha iizerinde ince fiberler halinde birikir. Ince fiberler metal

aparatin iizerinde goriindiigiinde ¢oziliciide ucarak poroz iskeleden ayrilir.

Bu diizenekle fiber kalinligi ve ortalama gozenek capi, polimer konsantrasyonu,
¢oziicii se¢imi, siringa itme hizi, uygulanan voltaj, igne ucunun ¢ap, fiberlerin toplandigi
metal toplayict ve igne ucu ile metal toplayict arasindaki mesafe ayarlanarak kontrol

edilebilir (Meyer et al. 2009).

Polimer Cbzeltisi

Taylor Konisi

L& /////////////// Lz |

Sirnnnga Pompasi

Iskele

o 3 . S \
A‘.(
Sekil 2. 7. Elektro-egirme sisteminin sematik gosterimi (Stevens et al. 2006)
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Sekil 2. 8. Elektro-egirme yontemi ile liretilmis poli(,-laktit-ko-kaprolakton) kopolimeri

mikrofiberlerinin taramali elektron mikroskobu goriintiisii

Enjeksiyona Dayah Metot: Yontemde, iskelet kasi onciil hiicreleri trombin ile
karistirtlip, hayvanda hasar bolgesine fibrinojen ile es zamanli olarak enjekte edilmesiyle
polimerizasyon olmasi hedeflenmektedir. Hasarli bolgeye trombin ve fibrinojenin es
zamanli enjeksiyonu sonrasi fibrin jeller dakikalar icinde bolgede olusur. Fibrin jeller
icersinde kalan iskelet kas1 onctil hiicrelerinin de bu jeli gecici bir iskele olarak kullanmasi
ve bdylece kas hiicrelerinin biiyiiyerek hasarli bélgeyi onarmast metodun temel stratejisini

olusturmaktadir (Beier et al. 2006).
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Fibrin Enjeksiyon Sistemi

Sekil 2. 9. Enjeksiyona Dayali iskelet Kas1 Onarim Stratejisi (Beier et al. 2006)

Iskelet kasi doku &zdeslerini daha verimli bir bicimde iiretmek amaciyla yapilan

cesitli uygulamalar da mevcuttur:

Mekanik Uygulamalar: Mekanik uyaranlar iskelet kasi onciil hiicrelerinden kas
hiicresi olusumunu baglatan ve kontrol eden 6nemli bir parametredir. Bu amagcla, kas onciil
hiicrelerini miyotiip olusturmaya yoneltmek amaciyla ¢esitli mekanik uyaranlarin (mekanik
hiicre sitiimiilatorleri) kullanilmasi yeni gelistirilen stratejilerdendir (Powell et al. 2002,

Moon Du et al. 2008)
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Sekil 2. 10. Uzerine kas énciil hiicreleri ekilmis dogal iskeleye mekanik uyarma yapilan

diizenek (Moon Du et al. 2008)

Yiizeyel Ozelliklerin Dizaym: Miyogenezde anahtar olay, onciil hiicrelerin u¢ uca
eklenmesidir. Bunu saglamak i¢in, kat1 ylizeyler diizgiin oyuklar seklinde diizenlenebilir.
Lazer teknolojisi ile biyolojik polimerlerin yiizeyleri islenebilir ve ya UV uygulama ile
polimerik filmlerde mikrokanallar yapilandirilabilir (Meyer et al. 2009).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Menstruasyon Déngiisii Kanindan MKH Elde Edilmesi Ve Karakterizasyonu

Bilgilendirme ve onam formunun imzalatilmasi sonrasi vericilerden Regl
doneminin ikinci giiniinde steril falkon tiipleri igerisine menstrual kan biriktirmeleri
istendi. Bu kan 6rnegi, besiyeri ile karistirilarak filtre edildi ve hiicre kiiltiirii flasklarinda
kiltiire alindi. Besiyeri degisimiyle ve pasajla eritrosit ve diger hiicreler elenirken, MK-
MKH’lerin flaska tutundugu gozlendi. Her {i¢ giinde bir hiicrelerin besiyeri degistirildi ve
yiizeyin %70’1 hiicrelerce kaplandiktan sonra hiicrelerin tizerine %0.25 Tripsin-EDTA
(Gibco) soliisyonu uygulandi ve 5 dakika %5 CO; li 37 °C inkiibatorde inkiibe edildi.
Tripsin yardimiyla kiiltiir kabindan ayrilan hiicreler topland1 ve Thoma laminda sayilarak
bir T-75 kiiltiir kabina 10 x 10° /cm? hiicre olacak sekilde aktarilarak pasaj yapildi. Ugiincii
pasaja geldiklerinde hiicreler akim sitometri cihazi (BD Biosciences FACSCalibur) ile
CellQuest yazilimi (BD Pharmingen) kullanilarak yiizey antijenleri (CD13, CD29, CD44,
CD90, CD146, CD166, HLA ABC pozitif; CD3, CD8, CD11b, CD14, CD15, CD19,
CD33, CD34, CD45, CD117 ve HLA-DR negatif) agisindan karakterize edildi.

Es zamanli olarak MKH’ler 6x10° hiicre/kuyucuk olacak sekilde 6 kuyucuklu
plakalara ekildi. Ekilen hiicreler karakterizasyon amacgli yag hiicrelerine farklilagtirmak
icin %10 Fetal Sigir Serumu (FBS) (Gibco), 200uM indometacin, 10ug/mL insiilin, 0,5
mM  3-isobutyl-1-methylxanthine (IBMX), 10°M deksametazon ve %0.1 Primosin
(Invivogen) igeren Minimum Essential Medium (MEM) (Gibco) besiortami ile 4 hafta
boyunca inkiibe edildi. Kontrol olarak, %10 FBS ve %0.1 Primosin igeren MEM
besiortami ile 4 hafta boyunca inkiibe edilmis hiicreler kullanildi. Kemik hiicrelerine
farklilastirmak icin ise hiicreler %10 FBS, 10®M deksametazon, 10mM Gliserol-2-fosfat,
50 pg/ml askorbat-2-fosfat ve %0.1 Primosin’li MEM besiortami ile 28 giin boyunca
inkiibe edildi. Kontrol olarak, %10 FBS, %0.1 Primosin’li MEM besiortami ile 4 hafta

boyunca inkiibe edilmis hiicreler kullanildi.

4 haftanin sonunda, yag hiicrelerine doniistiigii gozlenen hiicreler once fosfat
tamponlu tuz (PBS) icersindeki %4 Paraformaldehit (PFA) (Merck) ile 15 dk oda

sicakliginda bekletilerek sabitlendi. Ardindan sirasiyla PBS ve distile su ile yikanan cam
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slayt tizerindeki hiicreler son olarak %60 2-propanol (Sigma-Aldrich) ile 5 dk oda
sicakliginda bekletildi. Sabitlenmeden sonra, 2-propanol ile Oil Red O (Sigma-Aldrich)
1:3 oraninda karistirilarak stok soliisyon olusturuldu. Ardindan stok soliisyon ile distile su
3:2 oraninda karistirilarak, karisim hiicrelerle 40 dk boyunca oda sicakliginda inkiibe
edildi. Boylece, Oil Red O boyasi ile yag vezikiilleri boyanarak MKH’lerin adipojenik
olarak farklilagtig1 gosterildi.

Kemik farklilagtirmasina alinan hiicreler 28 giiniin ardindan kalsiyum nodiilleri
olusturduklar1 gozlenerek %70’lik alkol ile 5 dk +4°C’de bekletilerek sabitlendi.
Sabitlenmenin ardindan, distile su igersinde %2 Alizarin Red (Fluka) olacak sekilde
Alizarin Red ¢06zeltisi hazirlandi. Boyanin pH’s1 4.1-4.3 arasinda bir degere ayarlandi ve
hiicrelerin lizerine eklenerek 45 dk oda sicakliginda bekletildi. Boylece, Alizarin Red
boyast ile kalsiyum nodiilleri boyanarak MKH’lerin osteojenik olarak farklilastig:
gosterildi.

Tim bu denemelerden sonra MKH karakteri tasidigi belirlenen hiicreler pasaj

dorde getirilerek iskeleler lizerine ekilmeye hazir hale getirildi.

3.2. Patolojik Olmayan insan Cizgili Kas Orneklerinden iskelet Kasi1 Onciil

Hiicrelerinin Elde Edilmesi

Patolojik olmayan insan ¢izgili kas pargalari, bistiiri yardimiyla kii¢iik pargalara
ayrildi. Es zamanli olarak, 10 mL Hank's Buffered Salt Solution (HBSS) (Gibco) iginde
%0.1 kollojenaz | (Gibco) ve 1.38 mg/mL dispaz (Gibco) enzim yogunlugu olacak sekilde
enzimler tartildi ve soliisyona aktarilarak 37 °C’lik su banyosunda ¢ozdiiriildii. HBSS
igersinde ¢6ziinen enzimler 20 um gézenek capli filtreden gegirilerek sterilize edildi. Daha
sonra, pargalanan kas parcalari enzim ¢ozeltisi i¢ersine konuldu. Kas pargalarina, enzim
¢ozeltisi ile 37 °C’lik su banyosunda 2 saat boyunca muamele edildi. ki saatin sonunda
elde edilen doku pargalari ve hiicreler 100 pm’lik gézenek capina sahip siizgecten gegirildi
ve bu sayede doku pargalarinin siiziilerek hiicrelerden ayrilmasi saglandi. Bu asamada elde
edilen hiicreleri stipernatanttan (dispaz ve kollajenaz I enzimi igeren ¢ozeltiden) kurtarmak
icin 1500 rpm’de 5 dk santrifiij yapildi. Santrifiij sonucu siipernatant dokiildii ve elde

edilen hiicreler, bir miktar besiyeri ile karistirildiktan sonra yikama amacli ayn1 hiz ve siire
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ile tekrar santrifiij edildi. Yikamadan sonra elde edilen hiicreler %20 FBS, 2.5 ng/mL
human basic Fibroblast Growth Factor (bFGF),10 ng/mL human Endotelial Growth Factor
(hEGF) ve %0.1 Primosin’li Dulbecco's Modified Eagle Medium: Nutrient Mixture F-12
(DMEM/F12) besiyeri ile stispanse edildi ve daha dnceden %1 jelatin ile kaplanmis T-25
kiiltiir kaplarina alinarak burada 6n kiiltiir yapildi. Bir saatin sonunda, 6n kiiltiir kabinin
besiyeri (miyoblast hiicrelerinin bulundugu sivi) alinarak T-25 kiiltiir kaplarina ekildi.
Miyoblastlar farklilasmadan ¢ogaltmak i¢in %20 FBS, 2.5 ng/mL bFGF,10 ng/mL hEGF
ve %0.1 Primosin’li DMEM/F12 besiyeri kullanildi ve hiicreler 37 °%C’de ve %5 CO,’li
inkiibator igersinde kiiltiire edildi. Myoblast hiicrelerinde de MK-MKH hiicreleriyle ayni

protokol uygulanarak yag ve kemik farklilagsmalar1 11 giinde izlendi.

3.3. Insan Cizgili Kas Dokusunun Hiicrelerden Arindirilmasi ve Hiicresiz Dogal Kas

iskeleleri Eldesi

Cizgili kas parcalarini hiicrelerden arindirmak i¢in deterjan tiirevli bir madde olan
ve hiicre zarinda bulunan yaglari ¢ozerek hiicreleri patlatan Sodyum dodesil siilfat (SDS)
(Fluka) kullanildi. Hiicrelerinden uzaklastirilacak ¢izgili kas doku pargalar1 ¢alkalamali
inkiibatorde oda sicakliginda gece boyunca %1 antibiyotikli (Pen/Strep) PBS igersinde
yikamaya birakildi. Ardindan, kas pargalar1 %1 SDS igerecek sekilde hazirlanan PBS
soliisyonu ile 2 giin boyunca ¢alkalamali inkiibatorde ¢alkalandi. Ardindan, gece boyunca
SDS ile ayni yiizdedeki TritonX-100 (Merck) ile ¢alkalamali inkiibatérde oda sicakliginda
calkalandi. SDS ve Triton X-100 kalintilarin1 uzaklastirmak igin 1 giin boyunca kas
parcalar1 %1 antibiyotikli (Pen/Strep) PBS ile yikandi. Elde edilen bu yapilardan hiicrelerin
uzaklastirildigini  gostermek i¢in hematoksilen (Merck) ve eozin (Merck) boyamasi,
kolajenin korundugunu gostermek icin de masson trikrom boyamasi yapildi. Cizgili kas

parcalarindan verici hiicrelerinin uzaklastirildig: gosterilerek diger agsamalara gegildi.

Hiicrelerinden uzaklastirilmis iskelet kasi iskelelerinin bir kismindan kriyomikrotom
(Shandon) yardimiyla 20 um kalinliginda kesitler alindi ve elde edilen bu kesitler cam

slaytlar iizerine alinip kurutularak cam slayta yapismasi saglandi.
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3.4. Yapay ve Yar1-Yapay Iskelelerin Uretimi Ve Iskelelerin Mekanik
Karakterizasyonu

Poli(_-laktit-ko-kaprolakton) ~ (70:30) (Purac, Purasorb 7015) kopolimeri
konsantrasyonu %15 olacak sckilde kloroform (Sigma-Aldrich) igersinde ¢oziildii.
Ardindan ¢ozeltinin iletkenligi artirmak i¢in %5 Dimethylformamide (DMF) (Sigma-
Aldrich) ¢ozeltiye eklendi. Daha sonra c¢ozelti siringa igersine c¢ekilerek siringa
pompasina yerlestirildi. Elektro-egirme sisteminde polimerin ¢ikis yapacagi 1mm
capindaki igne ucuna 15 kV voltaj uygulandi. igne ucu ile mikrofiberleri toplayacak
zigzag yapidaki bakir tel arasindaki mesafe 17.5 cm olarak ayarlandi ve polimer basma
hizi da 30 plL/dk olarak belirlendi. Kosullar bu sekilde optimize edilerek paralel
mikrofiber yapili yapay iskeleler tiretildi.

Polimer Cozeltisi

Polimer Fiber

s

Toplayici

Gili¢ Kaynagi

Sekil 3. 1. Elektro-egirme sistemi (Kenar, 2008)

SDS yardimiyla daha 6nceden hiicrelerinden arindirilmis dogal iskeleler 6nce 2-(N-
morpholino)ethanesulfonik  asit (MES) tampon ¢oOzeltisi igersine konularak
homojenizatér (gentleMACS) yardimi ile homojenize edildi. Ardindan elde edilen
soliisyon 70 um gézenek ¢apina sahip elekten gegirilerek pargacik boyutu 70 pm’den az
olacak sekilde optimize edildi. Daha Onceden elektro-egirme metodu ile yapay
polimerden firetilmis paralel mikrofiber yapidaki iskelelere 6nce 2-Propanol igersinde
%1 olacak sekilde hazirlanan 1,6- hexanediamine (Sigma-Aldrich) ile 37°C’de 3 dakika

muamele edildi.
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Daha sonra, %1 1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl) carbodiimide (EDC) (Thermo
Scientific) ve 0.2M N-Hydroxysuccinimide (NHS) (Thermo Scientific) olacak sekilde bu
capraz baglayici molekiiller tartildi ve MES tampon ¢d6zeltisi igersinde ¢oziilerek kas
pargalarinin bulundugu soliisyon igersine alindi. Soliisyon igersindeki ¢apraz baglayici
molekiiller ile kas parcalarinin birbirine baglanmasi i¢in oda sicakliginda 15 dakika
beklendi ve ardindan bu baglanmayr sonlandirmak icin soliisyona %0.14 2-
Merkaptoetanol (Merck) eklendi. Daha sonra, soliisyon fiberler iizerine alinarak oda
sicakliginda 16 saat boyunca kas pargalarinin fiberlere baglanmasi i¢in beklendi. 16
saatin ardindan, soliisyon fiberlerin {izerinden alindi ve fiberlerin iizerine 1M glisin
eklenerek 1 saat oda sicakliginda beklendi.

Baglanmanin basarili oldugunu gostermek igin yari-yapay iskeler protein boyayan
komasi mavisi (Commassie Brillant Blue R250, Merck) boyasi ile boyandi. Ayrica
iskeleler SEM (Scanning Electron Microscope) (JEOL JSM-6060) ile goriintiilenerek kas
parcgalarinin iskeleler iizerine baglanip baglanmadigi kontrol edildi.

Yapay iskelelerin karakterizasyonu i¢in mekanik analiz cihazi (Tinius Olsen H5KT)
ile ASTM’nin D882 standardina uygun 37°C’deki su banyosu igerisinde 25.4 mm/dk
hizda ¢ekme testi yapildi.

3.5. Elde edilen yapay, yari-yapay ve hiicresiz dogal kas iskeleleri iizerine onciil

hiicrelerin ekimi, iskelet kasina doniisme potansiyellerinin incelenmesi

Poly (dimethyl siloxane) (PDMS) (Dow Corning Sylgard 184) yapay ve yari-yapay
iskelelerin inkiibe edilecegi kuyucuklara dokiildii. PDMS dokiilen plakalar vakum
pompasinda kabarciklar patlayana kadar tutuldu. Daha sonra, 37°C’de gece boyunca
bekletilerek PDMS’in kurumasi saglandi. Ardindan, elde edilen yapay ve yari-yapay
iskeleler PDMS dokiilmiis 12 kuyucuklu plakalara (Sekil 3.2), dogal iskeleler PDMS
dokiilmemis 12 kuyucuklu plakalara alindi (Sekil 3.3). Yapay ve yari-yapay iskelelerin
hiicre kiiltiiriinde kullannoma uygun olan kuyucuklara dokiilen PDMS’e, steril kiigiik
ignelerle tutturularak gergin kalmalar1 sagland: (Sekil 3.2). Iskelelerin hangi hiicre tipi icin
ayrildig1 g6z oniine alinarak, Pasaj 4’e getirilmis MK-MKH veya Miyoblast hiicrelerinden
her iskele iizerine 8.0 x 10* hiicre ekildi. Tiim bu iskeleler disinda farkhilasmada kas

pargaciklarinin etkisini gérmek amaciyla, kas pargaciklart cam slaytlar {izerine konuldu
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(stirlintll) ve kurumast beklenerek Tlizerine hiicreler ekildi. Hiicrelerin iskelelere
tutunmasina imkan saglamak amaciyla %10 FBS ve %0.1 Primosin’li DMEM/F12 besiyeri
ile 24 saat boyunca 37°C’de, %5 CO.’li inkiibatorde bekletildi.

Sekil 3. 3. Cam slayt iizerinde yer alan dogal iskelelerin kiiltiir sirasinda plaka i¢indeKi

goruntist
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Daha sonra, MK-MKH’ler i¢in kendiliginden farklilagma ortami olan %10 FBS ve
%0.1 Primosin’li Low Glucose-Dulbecco's Modified Eagle Medium (L-DMEM) (Gibco),
miyoblastlar i¢in de yine kendiliginden farklilasma ortami olan %10 FBS ve %0.1
Primosin’li High Glucose-Dulbecco's Modified Eagle Medium (H-DMEM) (Gibco)
kullanild1. Kendiliginden farklilasma saglayan besiyerleri haftada 2 kez olmak {izere
degistirildi. Bu sekilde 21 giin boyunca kiiltiire devam edildi. 21 giiniin sonunda, hiicrelere
%4 PFA ile oda sicakliginda 15 dk muamele edilerek hiicreler sabitlendi. Sabitlenmenin
ardindan hiicreler, anti-a Aktinin (Sigma-Aldrich A7811), Desmin (Santa Cruz
Biotecnology sc-14026), MyoD1 (Thermo Scientific MS-273-P) ve falloidin (Sigma-
Aldrich P5282) antikorlari ile boyanarak kas olusturma potansiyelleri incelendi. Sekonder
olarak Goat anti Mouse 1gG-FITC (Santa Cruz Biotecnology Sc-2010) ve Goat anti Rabbit
IgG-FITC (Santa Cruz Biotecnology Sc-2012) kullanildi.

SEM’de iizerine hiicre ekilmis iskeleleri incelemek i¢in Ornekler, %2.5
gluteraldehit (Merck) ile oda sicakliginda 20 dk muamele edilerek sabitlendi. Ardindan
orneklere sirastyla %15, 30, 50, 70 ve son olarak da saf etil alkol (Riedel-de Haen) olacak
sekilde her birinde 15 dk tutularak dehidrasyon yapildi. Daha sonra dogal, yapay ve yari-
yapay iskele ornekleri altin kaplama cihazinda (Bal-tec SCD005) 21mA akimda 1.5 dk
boyunca altin partikiilleri ile kaplandi. Ardindan olusan miyotiip yapilarin1 gézlemlemek

icin 6rnekler SEM (JEOL JSM-6060) cihazinda incelendi.

21. giindeki hiicre canliligini belirlemek i¢in dogal, yapay ve yari-yapay iskeleler
lizerindeki hiicrelere WST-1 (Roche) (canlilik testi) yapildi. Iskeleler bulunduklar:
plakalarda %10 FBS ve %0.1 Primosin igeren L-DMEM besiyeri ile 2 kez yikandi ve
ardindan her iskele tipinden 3 adet alinarak 12 kuyucuklu plakalara aktarildi. Burada
ornekler iizerine, daha 6nceden %10 WST-1 boyasi icerecek sekilde hazirlanan %10 FBS
ve %0.1 Primosin iceren L-DMEM besiyeri konuldu. Daha sonra érnekler 37°C’de, %5
COy’li inkiibatorde 2 saat bekletildi. 96 kuyucuklu bir plakaya, her bir 6rnegin besi
ortamindan her bir kuyucuk i¢in 200’er puL alinarak 3’er kuyucuk dolduruldu. Ardindan
mikroplate okuyucu (VersaMax) kullanilarak 480 nm dalga boyunda absorbans degerleri
okundu. Kontrol olarak hiicresiz bir yapay iskelenin ayni kosullardaki absorbans degeri

kullanildi.
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4. BULGULAR

4.1. Hiicre Kiiltiirii ve Karakterizasyonu

4.1.1. Menstrual Kandan izole Edilmis Mezenkimal Kok Hiicreler (MK-MKH)

Menstrual kandan izole edilen hiicrelerin kok hiicre olup olmadigini kanitlamak
icin 151k mikroskobunda morfolojik incelemenin yani sira akim sitometrisi yontemiyle
kok hiicre belirtegleri tagiyip tasimadiklarina bakildi. Ayrica yag ve kemik farklilagsmalari
yapilarak bir kok hiicre 6zelligi olan farkli hiicre tiplerine doniisebilme karakteristigi

tasty1p tasimadiklar: belirlendi.

Sekil 4. 1. MK-MKH’lerin morfolojik goriiniimleri. A-PO-17nci giin, B-P2-11inci giin,

C- P3-7inci giin ve D-P4-3iincii giine ait invert mikroskop goriintiileri
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Izole edilen MK-MKH’lerin, kiiltiiriin 17. giiniinde daha ¢ok kisa ve yuvarlak bir
morfolojiye sahip olduklart ve  MKH davraniglarindan biri olan koloni olusturmay1
gerceklestirdikleri gozlendi (Sekil 4.1.A). Ilerleyen pasajlarda ise giderek uzun ve ince bir
sekil alarak, normal MKH goriiniimleri kazandiklar1 gosterildi (Sekil 4.1.B,C,D). Sekil
4.1.C ve D’de goriilen parlak yuvarlak seklinde kendini toplamis hiicreler, kiiltiirdeki

bolinen hiicrelerdir.
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Sekil 4. 2. Insan menstrual kanindan izole edilmis MKH’lerin (P3) akim sitometri

cihazinda saptanan immunofenotipik 6zellikleri

Yapilan akim sitometri analizi sonucunda, MK-MKH’lerin yiizey belirteci olarak

CD13, CD29, CD44, CD90, CD146, CD166, HLA ABC yoniinden pozitif; CD3, CDS,
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CD11b, CD14, CD15, CD19, CD33, CD34, CD45, CD117 ve HLA-DR agisindan negatif
olduklar1 gosterildi.

Sekil 4. 3. Insan menstrual kanindan izole edilmis MKH’lerin (P3) kemik farklilasmalar1
A- Kontrol B- Osteojenik farklilagma besiyeri ile inkiibe edilmis MK-MKH’ler (Alizarin
Red Boyamasi) (Orijinal Biiyiitme: X100)

MK-MKH’lerin 28 giinliikk kiiltiiriin sonunda sabitlenerek Alizarin Red ile
boyandiginda, deney grubunda olusan kalsiyum fosfat nodiillerinin Alizarin Red
boyasinin kemik nodiillerine 6zgii rengi olan kirmiziya boyandig: saptand: (Sekil 4.3.B).
Herhangi bir farklilagma besiyeri uygulanmayan MK-MKH’lerin ise kalsiyum fosfat
nodiilleri biriktirmedigi ve dolayisiyla da Alizarin Red boyasi ile renk vermedigi goriildii

(Sekil 4.3.A).
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Sekil 4. 4. insan menstrual kanindan izole edilmis MKH’lerin (P3) yag farklilasmalar1 A-
Kontrol B- Adipojenik farklilagma besiyeri ile inkiibe edilmis MK-MKH’ler (Oil Red O

Boyama)

MK-MKH’lerin 28 giinlik kiiltiirin sonunda sabitlenerek Oil Red O ile
boyandiginda, deney grubunda olusan yag vezikiillerinin Oil Red O boyasi ile kirmizi
renk verdigi (Sekil 4.4.B), herhangi bir farklilasma besiyeri uygulanmayan MK-
MKH’lerin ise adipojenik farklilagma yoluna gitmedigi ve dolayisiyla da Oil Red O
boyasi ile renk vermedigi goriildii (Sekil 4.4.A).

4.1.2. Insan iskelet kasi 6nciil hiicreleri (miyoblastlar)

Insan iskelet kas1 pargalarindan izole edilen hiicrelerin k&k hiicre olup olmadigini
kanitlamak i¢in 151k mikroskobunda morfolojik inceleri yapildi. Bunun yani sira akim
sitometrisi yontemiyle kok hiicre belirtegleri tasiyip tasimadiklarina bakildi. Ayrica yag
ve kemik farklilagsmalar1 yapilarak bir kok hiicre 6zelligi olan farkli hiicre tiplerine

doniisebilme karakteristigi tasiyip tastmadiklart belirlendi.
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Sekil 4. 5. Insan iskelet kas dokusundan izole edilmis miyoblastlarin (P3) mikroskobik

goriintiileri (Orijinal Biyiitme: A-X40 ve B-X100)

Izole edilen insan miyoblast hiicrelerinin, 3. pasajda uzun ve ince bir sekil alarak,
normal MKH goriiniimlerine benzer bir goriiniim kazandiklar1 gosterildi (Sekil 4.5.A,B).
Sekil 4.5.A ve B’de gorlinen parlak yuvarlak seklinde kendini toplamis hiicreler,

kiltirdeki bolinen hiicrelerdir.
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Sekil 4. 6. Insan iskelet kas dokusundan izole edilmis miyoblastlarin (P3) akim sitometri

cihazinda saptanan immunofenotipik 6zellikleri

Akim sitometri analizi sonucunda, miyoblastlarin yiizey belirteci olarak CD10,
CD13, CD29, CD44, CD90, CD146, CD166, HLA ABC ve HLA-DR yo6niinden pozitif;
CD3, CD4, CD5, CD7, CD8, CD11b, CD14, CD15, CD19, CD33, CD34, CD45, CD54,
CD106, CD117 CD138 ve CD146 agisindan negatif olduklar1 gosterildi.
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Sekil 4. 7. Insan iskelet kas1 6nciil hiicreleri (miyoblastlar) (P3) kemik farklilasmalar1 A-
Kontrol B- Osteojenik farklilasma besiyeri ile inkiibe edilmis miyoblastlar (Alizarin Red

Boyama) (Orijinal Biiyiitme: X100)

Insan miyoblast hiicrelerinin 11 giinliik kiiltiiriin sonunda sabitlenerek Alizarin
Red ile boyandiginda, deney grubunda olusan kalsiyum fosfat nodiillerinin Alizarin Red
boyasinin kemik nodiillerine 6zgii rengi olan kirmiziya boyandigi saptandi (Sekil 4.7.B).
Herhangi bir farklilasma besiyeri uygulanmayan insan miyoblast hiicrelerinin ise
kalsiyum fosfat nodiilleri biriktirmedigi ve dolayistyla da Alizarin Red boyasi ile renk
vermedigi tespit edildi (Sekil 4.7.A).

Sekil 4. 8. Insan iskelet kas1 dnciil hiicreleri (miyoblastlar) yag farklilasmalar1 A- Kontrol

B- Adipojenik farklilagsma besiyeri ile inkiibe edilmis miyoblastlar (Oil Red O Boyama)

(Orijinal Biiylitme: X200)
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Insan miyoblast hiicrelerinin 11 giinliik kiiltiiriin sonunda sabitlenerek Oil Red O
ile boyandiginda, deney grubunda olusan yag vezikiillerinin Oil Red O boyasi ile kirmizi
renk verdigi (Sekil 4.8.B), kontrol grubundaki insan miyoblast hiicrelerinin ise
adipojenik farklilagma yoluna gitmedigi ve dolayisiyla da Oil Red O boyasi ile renk
vermedigi goriildi (Sekil 4.8.A).

4.2. iskelelerin Uretimi

4.2.1. Hiicresiz Dogal Kas iskelelerinin Eldesi

Insan kas doku orneklerini hiicrelerinden arindirmak igin deterjan tiirevli bir
madde olan SDS kullanildi. Hiicrelerin uzaklastirilmasiyla yeni ekilecek hiicrelere iskele

gorevi yapacak olan hiicresiz kas matriksi (dogal iskeleler) elde edilmis oldu.

Sekil 4. 9. A-insan iskelet kas1 pargasinin dogal hali ve B-Kasmn hiicrelerinden

arindirildiktan sonraki makro goriintiisii (sadece hiicre dis1 matriks)

Makroskopik goriintiide, SDS ile muamele edilen kas parcalarinin kirmizi rengini
(Sekil 4.9.A) kaybederek beyaza yakin sarimsi bir renk aldigi ve ilk haline gore oldukca
saydamlastig1 gozlendi (Sekil 4.9.B).
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Sekil 4. 10. A-Dogal B-Hiicrelerinden arindirilmis insan kas pargalarinin hematoksilen ve

eozin boyamalari

Iskelet kas1 doku kesitlerinde beyaz oklarla gosterilmis bolgelerde hematoksilen ile
boyanmis ¢ekirdekler izlenirken (Sekil 4.10.A), hiicrelerinden arindirilmis kas doku
orneklerinde hiicre ¢ekirdekleri izlenmedi (Sekil 4.10.B).

Sekil 4. 11. Masson trikrom boyamasi sonrasinda A-Dogal ve B-Hiicrelerinden

arindirilmis kas doku 6rneklerinin 151k mikroskobu goriintiileri

Dogal kas dokusunda mavi/kahverengi ile boyanmis kisimlarda dogal yapidaki
kollajen varlig1 gosterildi (Sekil 4.11.A). Hiicrelerinden arindirilmis kas dokuda gozlenen

mavi/kahverengi kisimlar ise yapidaki kollajenin hiicrelerden arindirma isleminden sonra

da korundugunu gosterdi (Sekil 4.11.B).
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4.2.2. Yapay Ve yari-yapay iskelelerin iiretimi ve iskelelerin mekanik

karakterizasyonu

Yapay iskeleler iiretilirken elektro-egirme yontemi kullamldi. Uretilen bu yari-
yapay iskelelere hiicrelerinden arindirilmis kas doku parcalart ¢esitli ¢apraz baglayici

molekiiller yardimiyla baglanarak yari-yapay iskeleler elde edildi.

Sekil 4. 12. Elektro-egirme yontemi ile tiretilen iskelelerin makro (A ve B) ve 1s1k
mikroskobu goriintiileri (C ve D) (Orijinal Biiyiitme: C-X40 ve D-X100)

Elektro-egirme yontemi ile iiretilen yapay iskelenin metal toplayici iizerinde,
tiretimden hemen sonraki halinde ve lecm x lcm boyutunda kesildikten sonraki
kullanima hazir halinde yapay iskelelerin diizgiin bir sekilde, bogumsuz iplikgikler
halinde o6riildiigii gosterildi (Sekil 4.12.A, B). Iskelelerin 151k mikroskobu goriintiilerinde
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de yapay iskeleyi olusturan fiberlerin diizgiin, sirali ve paralel bir bi¢imde uzandigi

gozlendi (Sekil 4.12.C, D).

Sekil 4. 13. A-Komasi mavisiyle boyanmis normal iskele ve B-Yari-yapay iskelenin

mikroskop goriintiileri (Orijinal Biiyiitme: X100)

Yari-yapay iskelede oklarla gosterilen veya dikdortgen kareler igerisine alinan
mavilikler, iskele iizerinde protein varligini gosterdi (Sekil 4.13.B). Kas pargalar

baglanmamis normal iskelede ise herhangi bir boyanma gozlenmedi (Sekil 4.13.A).

A

1SkU X1, 888 18 8m KOUMET

Sekil 4. 14. A-Normal yapay iskelenin B-Kas pargalar1 baglanmis yari-yapay iskelenin
SEM mikrofotograflar
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Yari-yapay iskele iizerine baglanan hiicre dis1 matriks yapilar1 oklarla gosterildi

(Sekil 4.14.B). Normal iskelede ise benzer bir yap1 izlenmedi (Sekil 4.14.A).

Cizelge 4.1. Yapay islenin mekanik test cihaziyla elde edilen karakteristik

Ozellikleri

Kopmadaki Gerilim (MPa) | Kopmadaki Uzama (%) | Elastik Modiil (MPa)

15.7+0.6 246 £ 1 46+0.7

Kullanilan yapay iskelenin karakteristik 6zellliklerini belirlemek i¢in 5 Ornek
tizerinde yapilan c¢ekme testinde Cizelge 4.1°de gosterilen sonuglar elde edilmistir.

Ayrica iskelelerin ortalama fiber ¢ap1 4.53 &= 1.6 um olarak 6l¢iildii.

4.3. Hiicrelerin Kas Olusturma Potansiyellerinin incelenmesi

4.3.1. Kas Olusturma Potansiyellerinin Isik Mikroskobunda Gosterimi

Hiicreler 21 gilinlik kiltir boyunca ilk hafta ve son hafta olmak tizere takip

edilerek kas olusturma potansiyelleri 151k mikroskobu ile incelendi.
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Sekil 4. 15. A-MK-MKH B-Miyoblast hiicreleri ekilmis aseliiler dogal kas iskelesi 1. hafta

151k mikroskobu goriintiileri

MK-MKH ve Miyoblast hiicrelerinin dogal kas iskelesi izerine ekilip kiiltiire
alindiktan 1 hafta sonraki mikroskobik goriiniimlerinde MK-MKH’lerin herhangi bir
miyotiip, ¢ok ¢ekirdekli uzun hiicre, benzeri yap1 olusturmadigi gézlendi (Sekil 4.15.A).

Insan miyoblast hiicrelerinin olusturdugu miyotiip benzeri yapilar ise beyaz oklar ile

gosterildi (Sekil 4.15.B).

Sekil 4. 16. A-MK-MKH B-Miyoblast hiicreleri ekilmis dogal aseliiler kas iskelesi 3. hafta

151k mikroskobu goriintiileri
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MK-MKH ve miyoblast hiicrelerinin dogal kas iskelesi {iizerinde kiiltiire
alindiktan 3 hafta sonraki mikroskobik goriintiilerinde MK-MKH’lerin olsa bile ¢ok az
sayida miyotiip benzeri uzun hiicre olusturdugu gézlendi (Sekil 4.16.A). Insan miyoblast

hiicrelerinin olusturdugu miyotiiplerin sayica arttig1 gozlendi ve beyaz oklar ile gosterildi
(Sekil 4.16.B).

4.3.2. Hiicrelerin Iskeleler Uzerindeki Canhliklarinin Belirlenmesi

Yapilan 6n ¢alismada, yapay ve yari-yapay iskeleler lizerine ekilen miyoblast

hiicrelerine 1, 5 ve 10. glinlerde WST-1 testi uygulandi.

€

c

(=] .

@ W1 giin
| g

wu .

& m5. gin
2

"3 110. giin
o

Yapay iskele Yari-yapay iskele

Sekil 4. 17. Miyoblastlarin 1, 5 ve 10. giinlerde yapay ve yari-yapay iskeleler tizerindeki

sayilari

Miyoblastlarin sayilari, Minitab 13 programi kullanilarak one-way ANOVA testi
ile istatistiksel olarak degerlendirildiginde, hiicre sayilarinin yapay ve yari-yapay
iskelelerde 1, 5 ve 10. giinler arasinda farklilik gosterdigi tespit edildi (P<0.05) (Sekil 4.
17).

40



21 giinliik inkiibasyon siiresinin sonunda hiicrelerin iskeleler iizerindeki canlilik

oranlarini tespit etmek icin her iskele tilirlinden 3 iskeleye WST-1 testi uygulandi.

1,2

0.8

0,6

0.4

Absorbans (480nm)

0,2 I

0 T
Yapay Iskele Yari-yapay lIskele Dogal Iskele

-0,2

Sekil 4.18. MK-MKH’lerin 21. giinde iskeleler iizerindeki sayilar

Ahzorhans {480nm)

Yapay iskele Yari-yapay iskele Dogal iskele

Sekil 4.19. Miyoblastlarin 21. giinde iskeleler lizerindeki sayilar

Hiicre sayilari, Minitab 13 programi kullanilarak one-way ANOVA testi ile

istatistiksel olarak degerlendirildiginde, MK-MKH’lerin sayilarinin yapay ve yari-yapay

iskelede farksiz (P>0,05), dogal iskelede ise digerlerinden farkli (P<0,05) oldugu
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goriildii (Sekil 4.18). Miyoblastlarin iskeleler tizerindeki sayilarinda ise iskele tipleri
arasinda bir fark goriilmedi (P>0,05) (Sekil 4.19).

4.3.3. Kas Olusturma Potansiyellerinin Spesifik Antikor Boyamalari ile Gosterimi

21 giin siiren kiiltiiriin ardindan sabitlenen hiicreler, kas proteinlerine 6zgii Alfa-
aktinin, Desmin ve MyoD gibi antikorlarla ve hiicrelerin filamentlerini boyayan

Falloidin boyasi ile boyandi.

4.3.3.1. iskeleler Uzerinde Alfa-aktinin Antikoru Boyamasi

Bir iskelet kasinin kasilmasini saglayan en kiiciik birim olan sarkomerlerde bulunan
ve kasilmada gorev alan Alfa-aktinin proteini bu proteine 6zgii bir antikor ile boyanarak

hiicrelerin kas olusturma potansiyelleri gosterildi.

Yapilan 6n caligmada yapay ve yari-yapay iskeleler ile cam slaytlar {izerinde 10
giin boyunca insan miyoblast hiicreleri biiyiitiilmiis ve bu siirenin sonunda hiicreler

sabitlenerek alfa-aktinin antikoru ile boyandi.
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Sekil 4.20. Miyoblastlarin yapay ve yari-yapay iskeleler ile cam slayt {izerindeki alfa-

aktinin antikor boyamalar1 (Beyaz oklar miyotiip yapilarini géstermektedir.)

On galismada, miyoblastlarin yapay iskeleler iizerinde en fazla miyotiip olusturarak
en iyi alfa-aktinin ifadesini gosterdikleri belirlendi ve her ii¢ yapi lizerinde de miyotiip

olusumu gozlenerek, alfa-aktinin ifadeleri gosterildi (Sekil 4.20).
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Sekil 4.21. MK-MKH’lerin yapay, yari-yapay, dogal iskeleler ve siiriintii tizerindeki alfa-

aktinin antikor boyamalar1

Yari-yapay ve dogal iskeleler ile kas parcalarinin cam slaytlar iizerine yayildigi
slirintii tizerinde bulunan MK-MKH’lerin, kas doku hiicrelerine 06zgii alfa-aktinin
proteinini ifade ettikleri belirlendi. 21 giinliik inkiibasyon siiresinin sonunda, yari-yapay ve
dogal iskeleler ile siiriintiide belirgin bir miyotiip olusumu gozlenmezken, yapay iskelede

alfa-aktinin ifadesinin ¢ok zayif oldugu belirlenmistir (Sekil 4.21).

44



<
>
=
2
>
O
>
=<

NLNNYNS

Sekil 4.22. Miyoblastlarin yapay, yari-yapay, dogal iskeleler ve siiriintii iizerindeki alfa-

aktinin antikor boyamalari (Beyaz oklar miyotiip yapilarini1 géstermektedir.)

Her ¢ iskele tipinde ve kas parcalarinin cam slaytlar iizerine yayildig: siirlintii
tizerinde bulunan hiicrelerin, kas doku hiicrelerine 6zgii alfa-aktinin proteinini ifade
ettikleri belirlendi. 21 giinliikk inkiibasyon sliresinin sonunda, yapay ve yari-yapay
iskelelerde belirgin bir miyotiip olusumu goézlenmezken, dogal iskele ve siiriintii lizerinde

miyotiip yapilart olusmustur (Sekil 4.22).
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4.3.3.2. iskeleler Uzerinde Desmin Antikoru Boyamasi

Sarkomerlerin yakinlarinda bulunan bir ¢esit ara filament olan desmin proteinleri
kasilmada gorev alan ve emriyolojik donemde en erken goriilen kas proteinlerinden biridir.
Bu baglamda desmin proteinleri bu proteine 6zgii bir antikor ile boyanarak hiicrelerin kas

olusturma potansiyelleri gosterildi.

AVdVA

DESMIN DESMIN
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Sekil 4.23. MK-MKH'’lerin yapay, yari-yapay, dogal iskeleler ve siiriintii izerindeki
desmin antikor boyamalar1 (Beyaz oklar miyotiip yapilarini, yildiz isaretleri dogal dokuyu

gostermektedir.)
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Dogal iskeleler tizerindeki MK-MKH’lerin kasa 6zgii bir protein olan desmin
proteinini ifade ederken, yari-yapay iskele ve siirlintii {izerindekilerin bu proteini diisiik
oranda ifade ettikleri belirlendi. Yapay iskelede ise bu proteinin ifadesi gosterilemedi
(Sekil 4.23).
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Sekil 4.24. Miyoblastlarin yapay, yari-yapay, dogal iskeleler ve siiriintii izerindeki desmin
antikor boyamalar1 (Beyaz oklar miyotiip yapilarini, yildiz isaretleri dogal dokuyu

gostermektedir.)
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Dogal iskeleler iizerindeki MK-MKH’lerin kasa 6zgii bir protein olan desmin
proteinini ifade ederken, yapay, yari-yapay iskele ve siiriintii tizerindekilerin bu proteini
diisiik oranda ifade ettikleri belirlendi (Sekil 4.24).

4.3.3.3. Iskeleler Uzerinde MyoD Antikoru Boyamasi

Kas farklilagsmasini1 diizenleyici rolii olan ve aktif satelit hiicrelerinde kas
hiicrelerine doniisimiin bir gdstergesi olarak gozlenen MyoD proteinlerinin bu proteine

0zgii bir antikor ile boyanarak hiicrelerin kas olugturma potansiyelleri gosterildi.

AVdAVA-RVA AVdVA
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Sekil 4.25. MK-MKH’lerin yapay, yari-yapay, dogal iskeleler ve siiriintii izerindeki MyoD
antikor boyamalar1 (Beyaz oklar hiicre ¢cekirdeginde MyoD proteinini ifade eden hiicreleri

gostermektedir.)
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Yapay ve yari-yapay iskeleler {izerindeki MK-MKH’lerin MyoD proteinini hiicre
¢ekirdeginde ifade ederken, siiriintii ve dogal iskeleler tizerindeki hiicrelerin bu proteini

sitoplazmalarinda ifade ettikleri belirlendi (Sekil 4.25).
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Sekil 4.26. Miyoblastlarin yapay, yari-yapay, dogal iskeleler ve siiriintii izerindeki MyoD
antikor boyamalar1 (Beyaz oklar hiicre ¢ekirdeginde MyoD proteinini ifade eden hiicreleri

gostermektedir.)

Yapay ve yari-yapay iskeleler tizerindeki miyoblastlarin, MyoD proteinini hiicre
cekirdeginde ifade ederken, siiriintii tizerindeki hiicrelerin bu proteini sitoplazmalarinda

giiclii, dogal iskelelerin ise zayif olarak ifade ettikleri belirlendi (Sekil 4.26).



4.3.3.4. iskeleler Uzerinde Falloidin Boyamasi

Bir antikor olmaktan ¢ok hiicre icerisindeki filamentleri boyayan fluoresan 1s1ma
yapabilen bir boya olan falloidin ile hiicrelerin boyanmasi ile hiicrelerin iskeleler

tizerindeki konumlar1 ve davranislar ile ilgili bilgiler toplandi.

Yapilan 6n ¢alismada yapay ve yari-yapay iskeleler ile cam slaytlar {izerinde 10
giin boyunca insan miyoblast hiicreleri biiyiitiilmiis ve bu siirenin sonunda hiicreler

sabitlenerek falloidin ile boyandi.
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Sekil 4.27. Miyoblastlarin yapay ve yari-yapay iskeleler ile cam slayt iizerindeki falloidin

boyamalari
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On calismada, miyoblastlarin hi¢ islem gérmemis yapay iskeleler iizerinde sirali bir
bigimde dizildikleri gosterildi. Islem gdrmiis yari-yapay iskeleler de ise bu diizgiin dizilis
goriilmedi (Sekil 4.27).
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Sekil 4.28. MK-MKH’lerin yapay, yari-yapay, dogal iskeleler ve siiriintii izerindeki

falloidin boyamalar1

Yapay, yari-yapay, dogal iskeleler ile siiriintii iizerindeki hiicrelerin kas olugumu
i¢in istenilen bir durum olan sirali bir sekilde dizilmelerinin MK-MKH’ler tarafindan
gerceklestirildigi gosterildi. Fakat 21 giinliik kiiltiiriin sonunda herhangi bir miyotiip
yapist gozlenmedi (Sekil 4.28).
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Sekil 4.29. Miyoblastlarin yapay, yari-yapay, dogal iskeleler ve siiriintii tizerindeki

falloidin boyamalar1 (Beyaz oklar miyotiip yapilarini géstermektedir.)

Yapay, yari-yapay, dogal iskeleler ile siiriintii iizerindeki hiicrelerin kas olugumu
igin uygun bir durum olan sirali bir sekilde dizilmelerinin miyoblastlar tarafindan
yapildig1 gosterildi. Fakat 21 giinliik siire sonunda siiriintii iizerindeki hiicreler harig

diger iskelelerde herhangi bir miyotiip yapisi gézlenmedi (Sekil 4.29).
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4.3.4. Kas Olusturma Potansiyellerinin SEM ile Gosterimi

Ayrica iskelelerin SEM goriintiileri alinarak hiicrelerin iskeleler iizerindeki

davraniglar1 gézlendi.

4.3.4.1. MK-MKH’lerin Cesitli iskeleler Uzerindeki Yerlesimi ve Kas Olusturma

Potansiyellerinin SEM ile Gosterimi

MK-MKH’lerin yapay, yari-yapay ve dogal iskeleler tizerindeki kas olusturma
potansiyelleri SEM mikroskobu ile gosterildi.

AVdAVA-RIVA AVdVA
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Sekil 4.30. MK-MKH’lerin yapay, yari-yapay ve dogal iskeleler lizerindeki SEM
mikrofotograflar1 (Beyaz oklar miyotiip benzeri yapilar1 géstermektedir.) (Skala cubugu

A,D,G: 100 pm, B,C,E,F,H,I: 10 um)
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Yari-yapay iskelelerde hiicrelerin iskelelere ¢ikintilariyla tutunduklari gosterildi
(Sekil 4.30. E,F). Dogal iskele hari¢ diger iskelelerde miyotiip benzeri yapilar
goriintiilenemedi (Sekil 4.30).

4.3.4.2. Miyoblastlarin Cesitli Iskeleler Uzerindeki Yerlesimi ve Kas Olusturma

Potansiyellerinin SEM ile Gosterimi

Miyoblastlarin yapay, yari-yapay ve dogal iskeleler iizerindeki kas olusturma

potansiyelleri SEM mikroskobu ile gosterildi.
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Sekil 4.31. Miyoblastlarin yapay, yari-yapay ve dogal iskeleler tizerindeki SEM
mikrofotograflar1 (Beyaz oklar miyotiip benzeri yapilar1 gdstermektedir.) (Skala gubugu
A,D,G: 100 pm, B,C,E,F,H,I: 10 um)

Yapay ve vyari-yapay iskelelerde hiicrelerin sirali bir bigimde dizildigi
goriintiilendi (Sekil 4.31. B,C). Dogal iskele hari¢ diger iskelelerde miyotiip olusumu
goriintiilenemedi (Sekil 4.31).
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5. TARTISMA

Son yillarda, kadavradan almman karaciger ve kalp gibi hayati organlardan
kadavraya ait hiicrelerin uzaklastirilip elde edilen li¢ boyutlu yapinin dogal bir iskele
olarak kullanildigi ve bu hiicresiz dogal iskelelerin alicinin hiicreleriyle yeniden
islevsellestirilmeye ¢alisildigi 6nemli ¢alismalar yapilmistir (Ott et al. 2008, Uygun et al.
2010). Giincel gelismeleri takiben bu ¢alismamizda, dogal iskelelerin kas olusumuna
etkisinin yapay ve yari-yapay iskelelere gore karsilastirilmasi yapilmistir. Literatiirde,
tim bir rat iskelet kasinin (6rnegin; sigan Gastrocnemius kasi) alinarak hiicrelerinden
arindirildigr ve alici miyoblastlart ve ya kemik iligi kokenli MKH ii¢ boyutlu iskelelere
igne ile enjekte edilerek tekrar organize edilmeye calisildigi yaymlar da mevcuttur. Bu
yayinlarda, kismi olarak bir organizasyon gozlenmekle birlikte islevsel bir kas yamasi
olusturulamamigtir (De Coppi et al. 2006, Valentin et al. 2010). Hiicrelerinden
arindirtlmis insan aselular ¢izgili kasi iizerine insan miyoblastlarinin ve MK-MKH’lerin
ekilerek bu hiicrelerin kas hiicrelerine farklilagma potansiyelinin incelenmesi ise
literatiirde bir ilk olmustur. Kullandigimiz poli(_-laktit-ko-kaprolakton) kopolimeri
(70/30 mol orani) daha once kas doku iiretimiyle ilgili herhangi bir aragtirmada
kullanilmamisgtir. Caligmamiz bu polimerin doku miihendisliginde kullanimiyla ilgili
bilgi vermesi bakimindan énemlidir. Ayrica, yapay iskelelere capraz baglayicit molekiiller
yardimiyla kas pargalarinin baglanmasi ve bunlarin miyoblast ve MK-MKH’lerin

miyojenik farklilagmasina etkilerinin gdsterilmesi de literatiirde bir ilktir.

Calismamizda, akim sitometri sonuglarina bakildiginda menstrual kandan izole
edilen hiicrelerin ve miyoblastlarin CD29, CD44, CD90 gibi MKH belirteglerini
yiizeylerinde ifade ederken, CD33, CD34, CD45 gibi kan yapici kok hiicrelere ait
belirtegleri ifade etmemeleri, her iki hiicre tipinin kiiltiirdeki morfolojik 6zellikleri ayrica
da yag ve kemik hiicrelerine farklilagsmalar1 literatiirdeki MKH 06zellikleri ile benzer

ozelliklerdir (Karaoz et al. 2009, Karaoz et al. 2010).

Yapay iskeleler elde etmek icin poli( -laktit-ko-kaprolakton) kopolimeri, iskelet
kas1 kasilma modeline uygun bir polimer olarak secilmistir. Cekildiginde agilabilen,
birakildiginda ise ¢ok kisa bir siirede eski haline tekrar donebilen elastik bir
karakteristige sahiptir. Bu anlamda, kas doku miihendisligi i¢cin mekanik 6zellikler olarak
dogru bir polimer secilmistir. Ayrica elastik modiilii, literatiirde yer alan ve sadece
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iskelenin mekanik ozelliklerine gore kok hiicrelerin kas hiicrelerine farklilastiginin
gosterildigi caligmadaki iskelenin elastik modiiliine yakin bir degerde bulunmustur

(Engler et al. 2010).

Yapilan 6n ¢aligmada, kas hiicrelerine 6zgii bir protein olan alfa-aktinin proteinin
ifadesi ve miyotiip yapilari, yapay iskelelerde sayica fazla olmak iizere yari-yapay ve
cam slayt iizerine ekilen miyoblastlarda gosterilmistir. 21 giinliik kiiltiirde ise yapay,
yari-yapay Ve dogal iskeleler ile siiriintii tizerindeki miyoblastlarda alfa-aktinin ifadesi
tespit edilmis, fakat miyotiip olusumu yalnizca siiriintii ve dogal iskele {izerinde
gbzlenmistir. Bu durum, 6n calismayla 21 giinliik kiiltiirde kullanilan hiicrelerin, farkl
kisilerden alinmasiyla ve kiiltiir siiresinin uzunluguyla aciklanabilir. Yari-yapay ve dogal
iskeleler ile siiriintii tizerine ekilen MK-MKH’lerde alfa-aktinin ifadesi tespit edilirken,
yapay iskelede hiicre sayisinin da azligmma paralel olarak ¢ok zayif bir ifade
belirlenmistir. Bu durum, MK-MKH’lerin yapay iskele iizerine tutunamamis olabilecegi

ile agiklanabilir.

Yari-yapay ve yapay iskeleler ile siiriintii iizerindeki MK-MKH’lerde desmin
ifadesinin zayif olarak belirlenmis olmasiyla birlikte dogal iskeleler iizerindeki
hiicrelerde gii¢lii desmin ifadesi mevcuttur. Fakat miyotiip olusumu her ii¢ iskele tipinde
ve siuriintiide gozlenmemistir. Yapay iskeledeki desmin ifadesinin zayiflig1 yine hiicre
sayisinin  azligindan kaynaklanmakta ve bu da MK-MKH’lerin yapay iskelelere
tutunmasindaki eksiklikle agiklanabilmektedir. Sonug¢ olarak, MK-MKH’lerde kayda
deger bir kas farklilasmasi gozlenmemistir. Yari-yapay, yapay ve dogal iskeleler ile

stirlintii tizerine ekilen miyoblastlarda desmin ifadesi ve miyotiip yapilar1 gdzlenmistir.

MK-MKH’lerde ve miyoblastlarda MyoD ifadesi, yapay ve yari-yapay
iskelelerde hiicre ¢ekirdeginde gozlenirken dogal iskelelerde ve siirlintiide hiicre
sitoplazmasinda goriintiilenmistir. Bu durum, hiicrelerin 21 giinliik siiregte MyoD
proteinini ifade ettikleri fakat sadece yapay ve yari-yapay iskeledeki hiicrelerin ¢ekirdege

tasiyabildigiyle aciklanabilir.

Yapilan 6n calismada, falloidin 21 giinliik kiiltiire benzer olarak hiicrelerin yapay
iskelede diizgiin bir bicimde uzandigin1 fakat yari-yapay iskelede uygulanan capraz

baglama prosediirii sonucu iskelenin biiziismesiyle hiicrelerin diizgiin, sirali bir sekilde
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fiberler ilizerinde uzanamadigini gostermektedir. Yonlenmis bir miyotiip yapist elde
etmek, islevsel ve tek yonde kasilabilen bir kas yamas1 elde etmek agisindan 6nemli bir
basamak oldugundan bu g¢alismamizda yonlenmis fiber olusturarak gergeklestirilmeye
calisilmistir. Paralel mikrofiber yapisi, sadece yapay iskelede muhafaza edilebildigi i¢in
yonlenmis hiicre yapisi sadece bu iskelelerde diizgiin bir sekilde elde edilebilmistir.
Bununla birlikte, falloidin ile sadece miyoblastlarin ekildigi siiriintii {izerinde miyotiip
yapilar1 gozlenmis diger iskelelerde hiicrelerin yayildigi tespit edilebilmis fakat hiicre

katmanlarindan dolay1 herhangi bir miyotiip yapisi ayirt edilememistir.

Yari-yapay iskeledeki basarisiz hiicre dagilimi (kiimelenme var, homojen degil)
ve ¢ok az sayida miyotiip olusmasinin nedeni, ¢apraz baglamada kullanilan kimyasal
maddeler olabilir. Bu nedenle, hiicreler igin daha zararsiz olan bir ¢apraz baglayici veya

farkl bir ¢apraz baglama yontemi kullanildiginda sonuglar daha olumlu olabilir.

Canlilik testi sonuclarindan, MK-MKH’lerin yapay iskeleye hi¢ tutunmadiklari ve
en fazla cogalmay1 dogal iskeleler iizerinde gosterdikleri, buna ragmen miyoblastlarin ise
yapay ve yari-yapay iskeleler iizerinde ¢ogaldiklar1 goriilmiistiir. Bu durum farkli hiicre
tiplerinin farkli iskelelere daha iyi tutanabilmesiyle agiklanabilir. Bu tutunma
farkliliklarinin sebebi ise hiicrelerin yilizeylerinde ifade ettikleri integrinler gibi tutunma

proteinlerindeki farkliliklar olabilir.

SEM mikrofotograflarina bakildiginda ise yari-yapay iskelelerin islem goérdiikten
sonra diizgiin fiber yapisinin kayboldugu ve biiziistiigii gézlenmistir. Bu durumun sebebi,
capraz baglayici molekiillerle muamele edilmesi olup, diizgiin fiber yapisini bozdugu i¢in
MK-MKH’lerin ve miyoblastlarin iskele iizerinde diizglin bir bi¢imde yerlesmesine de
imkan vermemistir. Yapay iskelelerde ise bdyle bir sorun olmayip, miyoblastlarin
diizglin bir bigimde fiberler {izerinde uzandiklar1 tespit edilmis, fakat fiberler arasina
girdikleri i¢in miyotlip yapilart olusturup olusturmadiklarina dair net bir goriintii
almamamustir. Yapay iskelelerde MK-MKH’ler tespit edilemedigi igin bu hiicreler
hakkinda bilgi edinilememistir. Dogal iskeleler iizerinde ise her iki hiicre tipinin de

miyotiip benzeri yapilar olusturduklar1 gézlenmistir.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

Bu projemizdeki kas yamalar1 olusturmada en etkin iskele ve hiicre tipi belirleme
hedefimiz proje sonunda basariya ulagsmistir. En etkin hiicre tipi miyoblast hiicreleri, en

etkili iskele tipi ise dogal iskele ve yapay iskeleler olarak belirlenmistir.

Kas doku miihendisliginde ideal bir iskelenin hiicreleri hem c¢ogaltmast hem de
miyotlip olusturmaya tesvik etmesi gerektigi diisiiniildigiinde, MK-MKH’lerle
olusturulacak bir kas yamasi modelinde dogal iskeleler veya dogal iskele pargaciklari
barindiran yari-yapay iskeleler, miyoblastlarla olusturulacak bir kas yamasi modelinde ise
yapay veya dogal iskeleler tercih edilmelidir. Ayrica, bu g¢alismamizda kullanilan
kopolimerin mekanik 6zelliklerinin kas doku igin uygun olmasinin yani sira, bilesenleri
olan kaprolaktonun parcalanma iirlinleri toksik olmadigindan ve PLA’nin da zamanla
laktik asite par¢alanmasi ve laktik asitin de temelde zararsiz olmasindan dolayr bu

kopolimer in vivo galismalarda da kullanilabilir (Lanza et al. 2007).

Tiim bunlardan harig, ¢alismamizda ¢izgili kas 6zdesi olusturmak i¢in kas dokunun
temel bileseni olan miyotiip yapilarini olugturmaya odaklansak da bilindigi {izere kas doku
sadece miyotiip yapilarindan meydana gelmemektedir. Kas dokunun diger 6nemli
bilesenleri olan kas-sinir kavsaklari ile kasin beslenmesini saglayan damar yapilarimin in

vitro veya in vivo’da olusturulmasi da bu projenin ilerleyen sathalarinda 6nerilebilir.
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