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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

Fonksiyonel Doku Miihendisligi Yontemi Ile Iskelet Kas1 Gelistirilmesinde Yag Kaynakli

Mezenkimal Kok Hiicrelerin Kullanilmasi

Emre ERGENE

Ankara Universitesi Biyoteknoloji Enstitiisii

Danisman: Dog. Dr. Piar YILGOR HURI

Viicut agirliginin yaklasik yarisini olusturan iskelet kasi cesitli nedenlerle siklikla hasar
gormektedir. Her ne kadar iskelet kasi, igerigindeki kok hiicrelerin aktivitesiyle kendini
yenileme mekanizmasina sahip olsa da, 6zellikle biiyiik hacimli kas kaybi1 vakalarinda
rejenerasyon tam olarak gergeklesememektedir. Bu gibi durumlarda iskelet kasi
rejenerasyonunun saglanabilmesi i¢in literatiirde hiicre tasiyicilarinin, kok hiicrelerin,
lyilestirmeyi arttirici faktorlerin kullanildigi ve gen tedavisi yaklagiminin uygulandigr gesitli
calismalar mevcuttur. Ancak tiim bu ¢aligsmalarin kisith basarisi, kas iyilesmesinde hiicresel
tedavilerin tek basina yeterli olmadigi, 6zellikle biiylik hacimli kas kayiplariin iyilesme
siirecinde fiziksel olarak da desteklenmesi gerekliligi ve hiicrelerin doku iskeleleri ile
beraber kullanilmasinin etkin sonuglar elde edilmesinde gerekli oldugu sonuglarini isaret
etmektedir. Bu noktadan hareketle, hiicrelerin, doku iskelelerinin ve biyoaktif molekiillerin
bir arada kullanilmasiyla kaybedilmis veya zarar gérmiis dokularin onarilmasi ya da
degistirilmesi amaciyla biyolojik sistemler gelistiren disiplinlerarasi bir aragtirma alani olan

doku miihendisligi, fonksiyonel bir kas grefti gelistirilmesi i¢in biiylik 6nem tagimaktadir.

Bu tez calismasi, iskelet kasinin dogal yapisini taklit edecek sekilde paralel yonlenmis fiber
yapilarin iretilmesine ve bu fiberlerin igerisine yerlestirilen yag kaynakli mezenkimal kdk
hiicrelerin (ASC) serbest ve yonlenmis durumda, statik ve dinamik hiicre kiiltiirii
kosullarinda miyojenik farklilagsma kapasitesinin arastirilmasina odaklanmistir. Dolayisiyla
bu tez c¢alismasinda, yapisal ve fizyolojik olarak kas mikrocevresinin taklit edilmesi

amaciyla ASC igeren fibrin fiberlerin yonlenme ekseninde periyodik gerilme uygulanarak



ASC miyojenik farklilagmas1 saglanmasi ve 3 boyutlu fonksiyonel kas grefti gelistirilmesi

amaglanmstir.

Uretilen fibrin temelli fiberlerin kas mikrogevresini taklit edecek sertlikte oldugu ve bunun
fiberler iginde hiicre biiylimesi ve paralel yonlenmesiyle arttigi belirlenmistir. Serbest
fiberler i¢lerinde hiicre olsa dahi paralel yonlenmenin saglanamamasi nedeniyle 8-10 kPa
sertlige sahiptir fakat bu sertlik dogal kas yapisi i¢in yeterli degildir. Hiicreli ve

yonlendirilmis fiberler ise yeterli sertlik olan 12 kPa {izerinde bir sertlige sahiptir.

ASC miyojenik farklilagsmasinin saglanmasi igin S-azasitidin ile kimyasal indiikleme
uygulanmistir. 5-azasitidin uygulanan érneklerde hiicre cogalmasi uygulanmayanlara gore
yavasg seyretmistir. Statik kiiltiirde miyojenik belirteglerin tayini i¢in yapilan immiinfloresan

boyama sonuglarina gore kimyasal indiikleme tek basina yeterli olmamastir.

Kas mikrogevresinin yapisal oldugu kadar mekanik olarak da taklit edilmesi i¢in uygulanan
dinamik kiiltiir kosullarinda ise hiicreler statik kiiltiire gore daha diizensiz hizalanmis olsalar
da yapilan immiinfloresan boyama sonuglarina gore Kas spesifik belirtegleri olan MyoD-1,

Desmin ve Myogenin’i 21 giinliik deney periyodunda artan oranda ifade ettigi belirlenmistir.

Sonug olarak, kimyasal olarak indiiklenen ASC hiicrelerinin dinamik kiiltiir ortaminda statik
kiiltiir ortamina gore kas spesifik belirtecleri gostererek miyojenik farklilasma yolagina

girdikleri gosterilmistir.

2017, 68 sayfa
Anahtar kelimeler: Doku Miihendisligi; Biyomalzeme; iskelet Kasi; Yag Kaynakli Kok

Hiicre; Dinamik Kiiltiir



ABSTRACT

MSc Thesis

Use of Adipose Derived Mesenchymal Stem Cells in Functional Skeletal Muscle Tissue

Engineering

Emre Ergene

Ankara University Biotechnology Institute

Supervisor: Assoc. Prof. Pinar Yilgor Huri

The skeletal muscle that constitutes of almost half of the body weight is often damaged for
various reasons. Despite the fact that skeletal muscle has a self-renewal mechanism by the
activity of its stem cells, regeneration is never absolute, especially in situations such as
volumetric muscle loss. In such cases, there are various studies in the literature to obtain
skeletal muscle regeneration, using scaffolds, stem cells, growth enhancing factors and gene
therapy. However, it is observed that cellular therapy alone is not sufficient for muscle
healing, and regeneration of large volume muscle loss should also be physically supported
during the healing period, and that cells used together with scaffolds are more effective.
From this viewpoint, tissue engineering, an interdisciplinary field that develops biological
systems for repairing or replacing lost or diseased tissues using cells, scaffolds, and bioactive

molecules together, is of great importance for the development of functional muscle grafts.

This thesis focuses on the production of the aligned fiber structures that mimic natural
skeletal muscle and investigation of the myogenic differentiation capacity in static and
dynamic cell culture conditions in the free and aligned fiber of adipose derived mesenchymal
stem cells (ASC) encapsulated within these fibers. Therefore, in this thesis, it was aimed to
provide ASC myogenic differentiation and to develop 3D functional muscle graft by
applying periodic stress on the orientation axis of ASC-laden fibrin fibers in order to imitate

the structural and physiological muscle microenvironment.

It has been determined that the fibrin-based fibers produced are stiff enough to mimic the

muscle microenvironment and that stiffness increases with cell growth and parallel
Vv



orientation in the fibers. Because of the inability to provide parallel orientation, in spite of
with cells, free fibers’ stiffness is 8-10 kPa. So this stiffness is not enough for natural muscle
structure. Contrary to free fibers, aligned fibers' stiffness is more than 12 kPa due to cell

alignment.

Chemical induction with 5-azacitidine was applied to ensure ASC myogenic differentiation.
Induced cells proliferation was slower than uninduced ones and according to the results of
immunofluorescence staining for identification of myogenic markers in static culture,

chemical induction alone was not sufficient for myogenesis.

ASC-laden fibers, in order for the muscular microenvironment to be imitiated mechanically
as well as structurally, was dynamically cultured. Even though the cells are more irregularly
aligned than the static culture, that was expressed MyoD-1, Desmin, and Myogenin, which

are muscle specific markers.

In conclusion, the studies have shown that chemically induced ASC cells in the dynamic
culture according to in the static culture have been entered myogenic differentiation pathway

by showing muscle specific markers.

2017, 68 pages
Keywords: Tissue engineering; Biomaterials; Skeletal muscle; Adipose-Derived Stem Cell;
Dynamic Culture
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biliylime ve farklilagmasini saglamak icin ¢esitli biiylime faktorleri eklenir ve [5] ihtiyag
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kapatmak iizere gelen fibroblastlar (F) uydu hiicrelerinin aktivitesinden ¢ok daha hizh
sekilde bolgeyi kollajenle doldurmaya baslarlar ve (G) kas dokusu yerine bolgede bir yara
OKUSU OTUSUT (15). 1eeueeieie ittt ettt ettt e s ene e nes 8
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Sekil 2.7 Biiyiik hacimli kas kayiplarinin hiicre yonlendirme 6zelligi tasiyan tasiyici
malzemeler ile tedavi edilmesinin Oneminin sematik gosterimi. (B) hasarli bolgeyi
destekleyecek sekilde herhangi bir yonlendirme o6zelligi bulunmayan jel yapida hiicre

tagtyicist kullanilan tedavi yaklagimlarinda her ne kadar kas dokusu onarimi olsa da,
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miyofiber olusumu daginik gerceklesmekte ve tam bir rejenerasyon olmamaktadir. (C) Daha
organize miyofiber olusumu ve tam bir rejenerasyon igin hiicre tastyicilarin kas liflerini taklit
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mekanizma ilizerine yerlestirilen petri kabi igerisine yerlestirilmistir. (c, d) Fiberler petri kab1
icinde toplanmistir. Bu goriintiilerde fiber olusmunun net izlenebilmesi i¢in fibrinojen

icerisine mavi renkli tripan blue boyast eKIenMiStir. .........ccveviiiieiiiiiiiiciceeeee e 21

Sekil 4.3 Uretim sonras1 fibrin/aljinat fiberler (a) kesilerek (b) teflon gerceveler etrafina
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1. GIRIS

Iskelet kas1 viicut agirhiginin yaklasik yarisini olusturan en biiyiik dokulardan biridir ve spor
aktiviteleri ve travma gibi ¢ok cesitli nedenlerle siklikla hasar gérmektedir. Iskelet kasi
dokusu, iceriginde normalde uyku halinde bulunan uydu hiicrelerinin, bir hasar sonrasi
aktive olup, cogalip farklilasmasi, birbiriyle birleserek cok c¢ekirdekli miyofiberleri
olusturmasi ve bunlarin defekt bolgesi cevresindeki saglikli miyofiberlerle entegrasyonu ile
kendini yenileyebilme 06zelligine sahiptir. Ancak yiiksek enerjili travma ya da timor
cikarilmasi gibi islemler sonucunda olusan biiylik hacimli kas defektleri bu dogal yol ile
tamir edilemeden kalmaktadir. Gliniimiizde kas iyilesmesini tetikleyen ya da hizlandiran
etkin bir ilag tedavisi bulunmamaktadir. Cerrahi tedavi segenekleri ise kullanilabilecek
otojen greftlerin (kas flepleri) miktar1 ile kisithidir (1). Bu nedenlerle biiyiikk hacimli kas
kayb1 yasanan vakalarda genellikle uzvun ampiitasyonu yoluna gidilmektedir. Diinya
genelinde biiyiik hacimli kas kayiplarinin tedavisi i¢in harcanan saglik masraflari yilda 5-6

milyar dolar seviyesindedir (2).

Bu soruna bir ¢dziim iiretebilmek amaciyla cesitli ¢alismalar yiiriitiilmiistiir. Iskelet kas
dokusu rejenerasyonunda son donemde kok hiicreler, iyilestirmeyi arttiric1 faktorler ve gen
tedavileri tlizerine yogunlasilmigtir. Ancak, ozellikle biiyiik hacimli (voliimetrik) kas
hasarlarinin tedavisinde hiicresel tedavilerin tek bagina yeterli olmadigi ve iyilesme
stiresince defekt bolgesinin fiziksel olarak da desteklenmesi gerektigi gosterilmistir. Bu
nedenle, hiicrelerin doku iskeleleri ile beraber kullanilmasinin kas rejenerasyon
terapilerindeki 6dnemi agiktir. Doku miihendisligi yontemiyle gelistirilecek bir iskelet kasi
grefti, volumetrik kas hasarlar1 basta olmak iizere kas rejenerasyon problemlerine etkin bir
alternatif ¢oziim getirecektir. Doku miihendisligi, hiicreler, tasiyici biyomalzemeler ve
indiiktif ajanlar kullanilarak laboratuvar ortaminda fonksiyonel doku ve organlar

gelistirilmesini hedefleyen bir arastirma alanidir.



2. KURAMSAL TEMELLER

2.1. iISKELET KASININ YAPISI VE REJENERASYONUNDA KLINIK
YAKLASIMLAR

Iskelet kasi, kemik ve eklemlerin birlikte hareket etmesini saglayarak iskelete hareket
kabiliyetini vermesinin yani sira, viicudu maruz kalabilecegi darbelerden korur ve saglamlik
verir. Iskelet kasinin yapis1 Sekil 2.1°de gosterildigi sekilde i¢ ice gegmis, birbirine paralel
uzanan liflerden olusmaktadir. Iskelet kasi, miyofiber demetlerinin perimisyum ve
epimisyum igerisinde biraraya gelmesi ile olusur. Miyofiberler, myofibril adi verilen daha
kiigilik lifler iceren ¢ok gekirdekli tek hiicrelerdir. Miyofibriller ise sarkomer adi verilen
organize, kalin ve ince filamentlerden olusur ve kasilma siirecinden sorumlu proteinler olan
aktin ve miyozinleri igerir. Miyofibriller, uyku halinde bulunan ve gerekli durumlarda aktive
olarak kasa rejenerasyon kabiliyetini veren uydu hiicreleri igeren bir bazal tabakayla
cevrilidir. Kaslarin bitim noktasi, ¢ogunlukla aktif kasilma 6zelligi géstermeyen tendonlar

ile kemige baglanir.

Miyotendon Epimisyum
baglantisi

Miyofiber Demeti

Perimisyum Sinir aglarr=<4gsy
Kan Damarlan
Kan Damarlan

Sekil 2.1 Iskelet kas1 yapisinin sematik gosterimi. (3)

Miyofiber demetleri perimisyum igerisinde paralel sekilde tiim kas boyunca uzanirlar ve
miyotendonlar ile kemige baglanirlar. Iskelet kasi, miyofiberler ve aralarmdaki kan

damarlar1 ve sinir aglarindan olusan kompleks bir yapidir (Sekil 2.1) (3).



Kaslarin bilingsiz fazla ¢alistirilmasindan, Duchenne Muskiiler Distrofi gibi konjenital ya da
edinilmis hastaliklara, yiiksek enerjili travmalardan, timor ¢ikarilmasi operasyonlarina
kadar ¢ok genis bir yelpazede iskelet kas1 hasarlariyla karsilasiimaktadir. iskelet kasi,
normalde uyku halindeki uydu hiicreleri araciligi ile kendisini yenileyebilme yetenegine
sahip olsa da, bahsedilen hastalik ve travmalarda rejenerasyon yetenegi kisitlidir. Bu nedenle,
klinikte kas hastaliklarini tedavi etme ve kas defektlerini rejenere etme konusunda cesitli

yaklasimlar gelistirilmistir.

Klinikte ozellikle volumetrik kas defektlerinin onariminda altin standart tedavi olarak
kullanilan yontem otogreftleme yontemidir. Otogreft yontemi, viicuttaki bir doku parcasinin
bulundugu yerden ¢ikarilarak, eksik dokunun bulundugu alana yerlestirilmesi islemidir.
Fakat 6zellikle biiyiik hacimli kas kayiplarini telafi edebilecek miktarda saglam dokunun her
zaman bulunabilmesi miimkiin olmamaktadir. Ayrica saglikli bir bolgeye cerrahi miidahale
gerektirmesi ve yash hastalarda dokularin kendini yenileme ylizdesinin diisiik olmasi

sebebiyle her yas grubuna uygulanabilir olmamasi gibi baz1 dezavantajlara sahiptir (4).

Otogreftlerin yanisira, kullanilan diger tedavi yontemleri hiicre temelli ve biyomalzeme

temelli yontemler olarak iki baslik altinda incelenebilir.

Kas hastaliklar1 tedavilerinde kullanilan hiicre temelli yontemlerden biri kasin primer
hiicreleri olan miyoblastlarin enjekte edilmesi yontemidir. Bu ydntemde hastanin
kendisinden alinan miyoblast hiicreler laboratuvar ortaminda kiiltiir edildikten sonra kas
igerisine rejenerasyonu saglamasi amaciyla enjekte edilmektedir. Yapilan klinik
caligmalarda bu yontemin giivenli bir yontem oldugu, ancak ¢ok etkin olmadigi ortaya
konulmustur (5). Tedesco ve arkadaslarinin yaptiklar1 calismalarda, enjekte edilen
hiicrelerin hizla 6liimii, dokuya entegre olamayip dagilmasi ve bagisiklik sistemi tarafindan

reddi gibi sorunlarla kargilagilmistir (Sekil 2.2) (6).



Sekil 2.2 Miyoblast enjekte edilmis kasin Hematoksilen/Eozin ile boyanmis goriintiileri. (A)
Enjeksiyonu takiben ilk giin myoblastlarin bosluklari tamamen kapladigi gézlenmesine
ragmen, (B) 24 saat sonunda miktarin azaldigi, ve (C) 7. giin sonunda ¢ok az hiicrenin
ortamda kaldig1 gozlemlenmistir. (D) Alternatif olarak hiicreler bir hiicre tasiyicist ile
birlikte viicuda verildiginde, defekt bolgesinde lokalize olurlar, immiin hiicrelerden

korunabilir ve difiizyona imkan veren yapist ile parakrin sinyal iletimi saglanabilir (7).

Literatiirde kullanilmis olan diger bir tedavi yontemi ise kok hiicre terapisidir. Kas-kaynakli
kok hiicreler (8), kemik iligi-kdkenli mezenkimal kok hiicreler (9) ya da embriyonik kdk
hiicreler (10) kullanilarak yapilan hiicre transplantasyon terapileri bunlara 6rnek olarak
sayilabilir. Ancak tiim bu uygulamalar gesitli yan etkiler igermektedir. Ornegin G. Ferrari ve
arkadaslarinin kemik iligi kaynakli kok hiicreler kullanilarak yapilan g¢aligmalarinda,
nakilden sonra defekt bolgesinde ¢ok diigiik bir tutunma gozlenmistir (11). Bhagavati ve
Xu’nun embriyonik kok hiicre kullanilarak yapilan ¢alismalarinda ise her ne kadar organize
ve damarlanmis kas dokular1 olusturulmus olsa da, enjeksiyon sonrasi ortaya ¢ikan teratom

olusum riski ve bagisiklik sisteminin hiicre reddi riski rapor edilmistir (10).

Biyomalzeme temelli tedavi yontemlerinde ise viicuda uyumlu metal, seramik ya da polimer
temelli malzemeler kullanilarak iiretilen biyomalzemeler tedavi edilmek istenen bolgeye
yerlestirilir. Biyomalzemeler, doku iskelesi olarak {iretilebilecegi gibi, destekleyici bir yama
olarak da iiretilip kullanilabilir. Ornegin J. Muhammed ve arkadaslarmin polietilen

terafilatalat (PET) kullanarak yaptiklari ¢alismada, yara dokusu olusumunun (fibrosis) bu
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yama sayesinde azaldigi ve boylelikle kas doku iyilesmesine katki saglanabildigi
gosterilmistir (12). Fakat bu uygulamalarin da yerlestirilen malzemelerin viicuda tam uyum

gOstermemesi, kontaminasyon riski igermesi gibi bazi sorunlar mevcuttur (4).

Bu yontemlerin her birinin yukarida bahsedildigi gibi ¢esitli dezavantajlar1 mevcuttur.

Oysaki ideal bir iskelet kas grefti:
1) Toksik etki gostermemeli,
2) Immiin yanit olusturmamal,
3) Biyobozuma siiresi tedavi i¢in gereken siire ile uyumlu olmali,
4) Biyobozuma iirtinleri sitotoksik olmamal1 ve kolayca viicuttan elimine edilmeli,

5) Biyobozunma tamamlanana kadar gorev yapacagi bolgede istenilen mekanik

biitiinligli korumali, ve
6) Kolay sterilize edilebilir olmalidir.

Tiim bu 6zellikleri barindiran ve otolog hiicreler kullanilarak doku miihendisligi yontemiyle
gelistirilecek bir iskelet kasi grefti, volumetrik kas hasarlar1 basta olmak iizere kas

rejenerasyon problemlerine etkin bir alternatif ¢oziim getirecektir.

2.2. DOKU MUHENDISLIGi

Doku ve organlarin ¢esitli nedenlerle islevini yitirmesi glinlimiizde diinya ¢apinda biiytik bir
saglik problemi olarak kabul edilmektedir. Giinlimiizde bu problemin ¢dziimii i¢in doku ve
organ nakli yontemi kullanilmaktadir. Ancak yeterli sayida verici bulunamamasi hastalarin
organ bekleme siralarinda hayatlarini kaybetmelerine yol agmaktadir. Bu noktadan hareketle
hastanin kendi hiicreleri kullanilarak laboratuvar ortaminda doku ve organ iiretimi fikri son

yillarda giderek artan bir 6neme sahiptir.

Doku miihendisligi terimi ilk olarak 1993 yilinda Robert Langer ve Joseph Vacanti’nin
yaptiklar1 ¢alisma ile tanimlanmistir (13). Doku miihendisligi, hasar gérmiis ve islevini
kaybetmis olan doku ve organlarin yerine; hiicreler, tasiyict biyomalzemeler ve indiiktif
ajanlar kullanilarak laboratuvar ortaminda fonksiyonel doku ve organlar gelistirilmesini
hedefleyen disiplinler arasi bir aragtirma alanidir. Doku mihendisligi Sekil 2.3’de

gosterildigi sekilde temelde bes siirecten olusur.



Sekil 2.3 Doku miihendisligi siiregleri. [1] Oncelikle gerekli hiicreler hastadan izole edilir
ve [2] in vitro sartlarda ¢ogaltilir, [3] gogaltilan bu hiicreler viicutta yerlestirilecegi alana
0zel olmak iizere tasarlanan tasiyici lizerine ekilir. [4] Hiicrelerin tasiyici ortam igerisinde
biiylime ve farklilagsmasini saglamak i¢in ¢esitli biiyiime faktorleri eklenir ve [5] ihtiyag

duyulan bolgeye yerlestirilir (14).

Doku miihendisligi uygulamalarinin en 6nemli basamaklarindan biri hiicre kaynaginin
belirlenmesidir. Teorik olarak ideal hiicre kaynagi hedef dokudan direk izole edilen primer
hiicrelerdir. Ornegin kikirdak doku icin kondrositler, kemik doku icin osteoblastlar, kas
dokusu i¢in miyoblastlar bu gorevi goriirler. Ancak, kemik ve kas dokusu gibi primer
hiicrelerin izole ve kiiltiir edilmesinin zor oldugu uygulamalarda (izolasyonun zor olmasi ya
da kiiltiir ortaminda ¢ogaltilmasinin zor olmasi gibi nedenler) kok hiicreler 6nemli bir
alternatif hiicre kaynagi olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Kok hiicre, kendini yenileme ve farkli
hiicre tiplerine farklilasma potansiyeline sahip hiicrelerdir. Embriyonik kok hiicreler ve
eriskin kok hiicreler olarak iki grupta incelenirler. Embriyonik kok hiicreler, zigotun seri
boliinmeleri sonucu olusan blastokistin igerisinde bulunan ve canlilardaki en yetkin
farklilasma kapasitesine sahip olan hiicrelerdir. Eriskin kok hiicreler ise gelismekte olan
organizmalarda bulunur. Gerektiginde kendilerini ¢ogaltip, farklilasarak dokunun ihtiyaci
olan yenilenme ve tamir gorevlerini yerine getirebilirler. Kemik iligi, yag, deri, iskelet kas,
dis gibi gesitli dokularda bulunurlar (15). Eriskin kok hiicrelerin laboratuvar ortaminda
cesitli hormon ve kimyasallar veya mekanik sinyaller kullanilarak farkli doku hiicrelerine de

doniisebildigi  bilinmektedir (16). Bu noktadan yola ¢ikarak doku miihendisligi



uygulamalarinda erigskin kok hiicreler izolasyonu zor olan primer hiicrelerin yerine

kullanilabilmektedir.

Doku miihendisligi yonteminin bir diger onemli bileseni hiicre tasiyicilaridir. Cesitli
nedenlerle kaybedilmis olan dokunun tekrar olusturulabilmesi i¢in destek malzemelerine
ihtiya¢ duyulmaktadir. Hiicre tasiyicis1 dokunun {izerine biiyiiylip gelismesine izin verecek

mekanik ve yapisal baz1 6zelliklere sahip olmalidir;

e Biyouyumlu

e Biyobozunur

e Gozenekli

e Yeterli mekanik dayanimda

e Yerlestirilecek alana uygun sekil ve boyutta olmalidir.

Hiicre tastyicilariyla birlikte ya da tek basina kullanilan hiicrelerin aktivitelerini diizenlemek
icin biiyiime faktorleri de kullanilir. Doku miihendisligi yontemiyle tretilen greftlere
fonksiyonellik (kasilma vb.) kazandirma ve bu greftlerde damarlanma, sinir gelisimi gibi
uygulamalar i¢in de biyoaktif molekiillerden yararlanilir. Bunlar ¢6ziiniir halde hiicre kiiltiirii

ortamina eklenebildigi gibi, gesitli tagiyici sistemler i¢ine hapsedilerek de kullanilabilir.

2.2.1. Iskelet Kas1 Doku Miihendisligi

Iskelet kas1 yaralanmalar1 dokunun cesitli nedenlerle zarar gérmesi sonucu olusur (travma,
tiimor ¢ikarilmasi, atesli silah yaralanmasi, sportif aktiviteler, vb.). Bu gibi yaralanmalar,
ozellikle de yiiksek enerjili travma ve timor ¢ikarma operasyonlari, biiyiik hacimli kas
kayiplari ile sonuglanabilir. Her ne kadar iskelet kasinin kendini yenileme 6zelligi olsa da;
doku entegrasyonun bozuldugu vakalarda ve yara dokusu olusumunun miyojenez
stirecinden daha hizl ilerledigi biiyiik hacim kas kayiplarinda, kendi kendine yenilenme

slirecinin yetersiz kaldig1 bilinmektedir (Sekil 2.4).
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Sekil 2.4 Kas doku rejenerasyonun sematik gosterimi. (A) normal bir durumda uydu hiicreler
bazal tabakanin altinda uyku halindedir. (B) Bir yaralanma meydana geldiginde ise aktive
olarak yara bolgesine gegerler ve ¢ogalmaya baslarlar. (C) Cogalan bu uydu hiicrelerin bir
kismu birbirleri ile kaynasarak olgunlagsmamis miyofiberleri olustururlarken diger bir kismi1
uydu hiicre olarak eski yerlerine geri donerler. (D) Daha sonra bu olgunlagsmamis hiicreler,
yara bolgesinde saglam kalmis miyofiberlerle kaynasarak olgunlasirlar. (E) Fakat biiyiik
hacimli kas kayiplarinda ise bazal tabaka biiylik oranda pargalandigi i¢in yara bolgesini
kapatmak {izere gelen fibroblastlar (F) uydu hiicrelerinin aktivitesinden ¢ok daha hizl
sekilde bolgeyi kollajenle doldurmaya baslarlar ve (G) kas dokusu yerine bolgede bir yara
dokusu olusur (15).

Bu gibi durumlarda kas rejenerasyonunu saglayabilmek adina biyomimetik hiicre tastyici
sistemlerin tasarimina ihtiya¢ duyulmaktadir.(15) Son yillarda yapilan doku miihendisligi
caligmalari, iskelet kas dokusunu ii¢ boyutlu olarak gelistirmeye imkan tanimistir. Boylelikle
bu gelistirilen dokularin, hastalik tanilama, ilag¢ gelistirme ve islevsel kas tedavisi gibi
alanlarda kullanilma potansiyeli dogmustur. Bu alanda yapilan ¢aligmalar fonksiyonel doku
miihendisligi yontemi ile iskelet kasinin yapay ortamda iiretilebilecegi fikrinin dogmasina

yol agmustir (17).



Laboratuvar ortaminda fonksiyonel kas dokusu gelistirme ¢alismalar1 hiicre kaynaklari,
hiicre tasiyict sistemleri ve hiicre uyarim yontemleri olmak {izere ii¢ baglik altinda

incelenebilir.

2.2.1.1. Hiicre Kaynaklari

Doku miihendisligi yontemiyle ii¢ boyutlu kas grefti gelistirilmesinde en 6nemli noktalardan
biri kullanilacak hiicre kaynaginin belirlenmesidir. Dogal rejenerasyon siirecinde, kasin
yapisinda bulunan uydu hiicreler Sekil 2.5’te gosterildigi gibi aktive olmakta, miyoblastlara
farklhilasip paralel yonlenerek ve birbirleri ile birleserek ¢ok ¢ekirdekli miyotiipleri
olusturmakta ve mevcut miyotiiplerle birleserek rejenerasyonu gerceklestirmektedir. Ancak
uydu hiicrelerinin miktar1 ¢ok azdir (tiim kas hiicreleri icerisinde %1-5 arasinda) ve bu
nedenle hiicre terapisi ve doku miihendisligi gibi uygulamalarda hiicre kaynagi olarak

kullanimlar: kisithidir.

Uyku Hali Cogalma Yonlenme Kaynasma
Kendini cogaltma
‘ —= 5 — s
Uydu Hiicre 3
Farkhlasma Miyotiip

Sekil 2.5 Kas rejenerasyonunda uydu hiicreleri (3).

Bu nedenle kas kaynakli ve kas kaynakli olmayan ¢esitli kok hiicreler miyojenik farklanma
potansiyelleri bakimindan incelenmektedir. Yeterli miyojenik farklanma kapasitesine sahip,
cok miktarda ve kolaylikla elde edilebilen bir kok hiicre kaynaginin belirlenmesi kas
rejenerasyon terapileri agisindan bilylik 6nem tagimaktadir. Uydu hiicrelerinin yerine viicutta
daha fazla bulunan gesitli mezenkimal kok hiicrelerin kullanilabilecegi gosterilmistir.
Ornegin kemik iligi kaynakli mezenkimal kok hiicrelerin ve yag kaynakli mezenkimal kok
hiicrelerin miyojenik farklilasma kapasitesi oldugu ¢esitli ¢calismalarla ortaya ¢ikarilmistir.
Bu farklilagma kapasitesinin verimliligi ise kiiltiir ortaminin farkliligina gore degisiklik

gostermektedir (18).
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Sekil 2.6 Mezenkimal kok hiicreler, ¢esitli hormon, kimyasal ya da mekanik sinyaller

kullanilarak farkli hiicre tiplerine dontisebilirler (19).

Yag kaynakli kok hiicreler (adipose-derived stem cells, ASCs), viicutta gorece ¢ok miktarda
bulunan ve kolay erisilebilir bir kaynak olan yag dokusundan yiiksek verimle izole
edilmektedir. Bununla birlikte ASCler, pek ¢ok farkli hiicre tipine doniisebilmeleri nedeniyle
rekonstriiktif tedaviler i¢in gelecek vaat etmektedir. Bu hiicrelerin kemik, yag, sinir gibi
farkli dokulara 6zgii hiicre tiplerine farklilagsma kapasiteleri literatiirde gosterilmistir (20).
Bu nedenlerle ASC’ler, klinik uygulamalar agisindan yiiksek uygulanabilirlik 6zelligine

sahiptir ve son yillarda giderek artan bir dneme sahip olmaktadir.

ASC’lerin in vitro kosullar altinda miyojenik farklilagma gosterebildigi ¢esitli arastirma
gruplart tarafindan incelenmistir. Miyojenik farklilasma i¢in kullanilan kiiltlir ortaminda
ASC’lerin uzamigs morfoloji gosterdikleri ve MyoDI1 ile miyozin heavy chain Kkas

belirteglerini ifade ettikleri goriilmistiir (21).

2.2.1.2. Hiicre Tasiyic1 Sistemler

Son yillarda biyobozunur ve biyouyumlu biyomalzemeler kullanilarak doku miihendisligi
yontemi ile laboratuvar ortaminda ii¢ boyutlu canli dokular olusturma caligsmalari, kas

rejenerasyon problemlerinin ¢6ziimii i¢in de potansiyel olarak goriilmektedir.

Literatiirde, kas doku rejenerasyonu i¢in doku destegi iiretiminde ¢ogunlukla dogal ve

sentetik polimer malzemeler kullanilmaktadir. Her iki grubun da birbirlerine gére avantaj ve
10



dezavantajlar1 bulunmaktadir. Sentetik polimerler proses edilebilme ve mekanik kararlilik
acilarindan dogal polimerlerden daha iyi sonu¢ vermelerine karsin hiicre tutunmasi gibi
amagclarla ylizeylerinin modifiye edilmesi gerekebilmektedir. Dogal polimerler ise dogal
dokuya uyum ve biyoaktif sinyal igerigi bakimlarindan daha uyumlu malzemeler olmalari

nedeniyle hiicre tutunmasi ve cogalmasi gibi faktorler agisindan kullanimlart daha uygundur.

Iskelet kas1 gibi yumusak dokularin doku miihendisligi yontemiyle iiretilmelerinde, dogal
doku mikro c¢evresini mekanik olarak taklit edebilmek igin, poli(laktik asit) (PGA),
poli(laktik aist-ko-glikolik asit) (PLGA) ve poli(-e-kaprolakton) (PCL) gibi sentetik
polimerlerin yan1 sira aljinat, kolajen, fibrin gibi dogal polimerler de siklikla
kullanilmaktadir. Hiicre tasiyicilart ¢ogunlukla hidrojel, siinger yap1 ve fiber ag yap1 olarak

farkli formlarda tretilirler.

2.2.1.2.1. Sentetik Polimerler

Iskelet kas dokusunu taklit edebilmek icin hiicre tasiyic iiretiminde kullanilan PLA, PLGA
ve PCL gibi malzemeler, mekanik dayanim acisindan dogal polimerlere gore daha
avantajhidir. Ayrica farkli geometrik sekillerde yonlendirilmis olarak ve elektrik iletkenligi
gibi 6zellikleri barindiracak sekilde iiretilebilirler. J. S. Choi ve arkadaslarinin elektro egirme
yontemiyle yonlendirilmis fiberler {izerinde kiiltiir etmis olduklar1 miyoblast hiicrelerinin,
farklilagma kiiltiir ortamina alindiklarinda hizla miyotiipleri olusturduklar1 rapor edilmistir
(22). S. Sirivisoot ve arkadaglarinin iletken sentetik polimere ektikleri miyoblast hiicrelerinin,
kiiltir ortaminda elektrik yoluyla indiiklenen hiicrelerden daha yogun bir sekilde
farklilasmaya ugradiklart gosterilmistir (23). Bir bagka c¢alismada ise D. M. Nelson ve
arkadaglar1 sentetik polimerlerin kimyasal yapilart igerisine konulan biiyiime faktorlerinin
kontrolli sekilde hasarli bolgeye saliminin yapilabilecegini gostermislerdir (24). Sentetik
polimerlerin bu avantajlarinin yaninda bazi dezavantajlar1 da mevcuttur. En ¢ok karsilagilan
problem yiizey sorunlari nedeniyle hiicre tutunmasinin sinirh diizeyde kalmasidir (15). Bu
sorunun ¢oziimil i¢in ¢esitli yiizey modifikasyonlar1 yapilmasi gereklidir. Bu ¢aligmalar,

Cizelge 2.1°de 6zetlenmistir.
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Cizelge 2.1 Literatiirde iskelet kasi rejenerasyonunda kullanilan sentetik polimer hiicre

tastyicilarindan bazi 6rnekler (15).

Hiicre tastyici Hiicre tipi Fonksiyonel sonu¢ Limitasyon Kaynak
malzemesi
Poli(glikolik asit) Fare miyoblast | Cok ¢ekirdekli miyotiip | Doku olusumu igin | (25)
(PGA) olusumu goézlendi. gerekli olan
damarlanma
saglanamadi.
Poli-e-kaprolakton Insan ve fare Yiizeye kaplanan Tek basina hiicre (22)
(PCL) miyoblast protein sayesinde tagtyict miyofiber
miyoblastlar ¢ogaldi ve | olusumunu
kaynasti. desteklemedi.
Polianilin (PANI) ve Fare miyoblast | Elektrik iletken Uzun dénemli @)
poli(3,4- hidrojeller sayesinde caligma yapilmadi.
etilendoksitiofen daha yogun farklilagma
(PEDOT) yiizdesi elde edildi.

2.2.1.2.2. Dogal Polimerler

Iskelet kas1 doku miihendisligi calismalarinda dogal polimerler olan aljinat, fibrin ve kolajen
siklikla kullanilmaktadir. Sentetik polimerlerden farkli olarak, dogal polimerler, biyoaktif
sinyal ipuglarina sahiptir ve bu sayede hiicre migrasyonu, ¢cogalmasi veya farklilasmasini
daha fazla destekleyebilirler. Ayrica hidrofilik yapilari nedeniyle biiyiime faktorlerinin daha

kolaylikla absorbe edilebilmesi de avantaj saglayabilmektedir.

Literatiirde iskelet kas1 doku mithendisligi uygulamalarinda en sik malzemelerden biri olan
aljinat, mekanik dayanimi ve yapisal 6zellikleri nedeniyle tercih edilmektedir. Ayrica aljinat
jelin miyoblastlarin biiyiime ve farklilagmasi i¢in uygun sertlik araliginda (13-45 kPa)
hazirlanabilmesi bir diger avantajidir (26). C. Borselli ve arkadaslarinin yaptiklari ¢aligmada,
kas rejenerasyonu i¢in 6nemli olan biiylime faktorlerinin de aljinat jel igerisine yiiklenerek,
hasarli bélgede kontrollii seklide saliminin saglanabilecegi de gosterilmistir (27). Bir diger
calismada D. Shvartsman ve arkadaslar1 VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor)
biiylime faktorii yiiklii aljinat hidrojeli kullanarak hasarli bolgede damar olusumunu

gostermislerdir (28).

Kolajen tip I en ¢ok kullanilan dogal polimerlerden bir digeridir. Deri, kikirdak, kemik,

tendon, iskelet kasi ve sinir de dahil olmak {izere cok c¢esitli doku miihendisligi
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uygulamalarinda kullanilmaktadir (29). Ornegin, iskelet kasi rejenerasyonunda direk yapilan
miyoblast enjeksiyonu hiicrelerin 6liimiine neden oldugunun gosterildigi ¢alismalar olmasi
nedeniyle (6), bu probleme ¢oziim olarak kollajen bazli jeller hiicre tasiyici olarak
kullanilmistir. Kollajen hidrojellere yiiklenen miyoblastlarin jel disina go¢ ederek hasarl
bolgedeki saglam miyoblastlarla kaynastiklari gosterilmistir (30). Bazi ¢alismalarda
kolajenin amorf yapisi nedeniyle miyofiber olusumu dagmik gergeklesmektedir. Meydana
gelen bu durum yara iyilesmesinin kisith kalmasimna neden olmaktadir (31). Problemin
¢oziimii icin kolajen jeller igindeki gozeneklerin hizali sekilde iiretilmesi saglanarak

miyofiberlerin hizali ve organize sekilde dokuyla biitiinlesmesi saglanmustir (Sekil 2.7) (32).

Sekil 2.7 Biiyiik hacimli kas kayiplarinin hiicre yonlendirme 6zelligi tasiyan tasiyici
malzemeler ile tedavi edilmesinin Oneminin sematik gosterimi. (B) hasarli bolgeyi
destekleyecek sekilde herhangi bir yonlendirme o6zelligi bulunmayan jel yapida hiicre
tagtyicist kullanilan tedavi yaklagimlarinda her ne kadar kas dokusu onarimi olsa da,
miyofiber olusumu daginik gergeklesmekte ve tam bir rejenerasyon olmamaktadir. (C) Daha
organize miyofiber olusumu ve tam bir rejenerasyon i¢in hiicre tastyicilarin kas liflerini taklit

edecek sekilde yonlenmis bir yapida tasarlanmasi gerekmektedir (15).

Iskelet kas1 rejenerasyonunda kullanilan bazi dogal polimerden iiretilmis hiicre tasiyicilart

ve bu galigmalardan elde edilen bilgiler Cizelge 2.2'de 6zetlenmistir.
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Cizelge 2.2 iskelet kasi rejenerasyonunda kullanilan dogal polimer hiicre tastyicilar (15).

Hiicre tasiyic1 | Hiicre tipi | Fonksiyonel sonug Limitasyon Kaynak

malzemesi

Aljinat Fare 1 ay sonunda vyara | Hicre tasiyict  hasar | (33)

miyoblast bolgesinde kapanma ve | gormiis dokunun yerini
damar olusumuna yardim | almamustir.
etmistir.

Aljinat Hiicresiz Yarabolgesinde kapanma | Hiicre  tasiyict  hasar | (27)
ve damar olusumuna | gérmiis dokunun yerini
yardim etmistir. almamuistir.

Kolajen Fare Hiicre tasiyict  hiicre | Tam bir kas rejenerasyon | (32)

miyoblast biiylimesini ve doku | saglanamadi. Hiicreler
entegrasyonunu daginik kalmustir.
desteklemistir

Kolajen Hiicresiz Hiicre tasiyict miyoblast | Implantasyonun uzun | (34)
entegrasyonunu donemli sonuglar1 elde
desteklemistir. edilememistir.

Fibrin Fare Kan damarlar1 olustu, | Hicre tasiyicinin  hizh | (35)

miyoblast miyoblastlar hayatta | bozunmasi nedeniyle tam
kalip ¢ogald1 ve dokuya | bir kas rejenerasyonu
entegre olmustur. saglanamadi. Bu nedenle
uzun donemli veri elde
edilememistir.

Fibrin Insan Hiicre tastyicilarin | Hiicre  tasiyicinin - hizli | (36)

miyoblast uzunlamasina yapisi | bozunmasi kas
miyoblastlarin ~ dokuya | rejenerasyonunu
entegrasyonunu kisitlamustir.
kolaylastirmistir.

Fibrin, dogal yara iyilesme siirecinin ilk asamalarindaki gegici matris roliinden dolay1 iskelet
kas miihendisliginde siklikla kullanilan bir diger dogal polimerdir. Trombin tarafindan
aktive edilen fibrinojen dallanmis mikrofiberlerden olusan bir yapida olan fibrine doniisiir.
Miyoblast yiiklii fibrin jellerin kan damarlarinin yanina yerlestirildigi bir calismada, yaklasik
3 hafta sonra miyoblastlarin iskelet kas dokusunu olusturdugu rapor edilmistir (35). Bir diger
caligmada ise fibrin-PLLA/PLGA malzemelerinden f{iretilen hiicre tasiyic1 igerisine
fibroblast ve miyoblast hiicrelerin yanisira endotel hiicreler de eklenmis ve damarlanmanin

olusumu saglanmistir (37). Bu ¢alismada fibrine ek olarak PLLA/PLGA malzemelerinin
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kullanilmasinin nedeni fibrin yapinin mekanik dayanimini artirmaya yonelik bir stratejidir

(15).

2.2.1.3.  Hiicre Uyarim Yontemleri

Hiicre uyarim yontemleri, kiiltiir esnasinda kok hiicrelerin istenilen yonde ve islevde
farklilasma gelistirmesini saglamak i¢in uygulanan yontemlerdir. Bu uyarimlar statik kiiltiir
ortamina eklenebilen biyoaktif molekiillerle saglanabilecegi gibi, dinamik kiiltiir ortami

olusturularak mekanotransdiiksiyon etkiyle hiicrelere uygulanmasi yoluyla da saglanabilir.

2.2.1.3.1. Biyoaktif Molekiiller

Biyoaktif molekiiller, viicuda hiicre tasiyicisi ile birlikte yerlestirilen kok hiicrelerin islevsel

bir doku olusturabilmesinde 6nemli rol oynayabilirler.

Biyoaktif molekiiller hiicre ¢cogalmasi ve farklilagmasinin yani sira damarlanma, sinir
olusumu ve kasilma gibi Ozelliklerin saglanmasinda kullanilirlar. C. Borselli ve
arkadaglarinin yaptiklar1 ¢alismada, fonksiyonel kas rejenerasyonunun arttirilmasi igin
insulin benzeri biliylime faktorii-1 ve VEGF (Vascular endothelial growth factor) yiiklii
aljinat jeller sayesinde uydu hiicrelerinin etkili mobilizasyonu ve manipiilasyonu saglanmis

ve boylelikle tam bir rejenerasyon i¢in dnemli olan damar olusumu indiiklenmistir (27).

2.2.1.3.2. Mekanotransdiiksiyon

Mekanobiyoloji, hiicrelerin ¢evrelerinden gelen fiziksel sinyallere (cekme kuvveti, basma
kuvveti, kesme kuvveti, sertlik, viskozite vb.) nasil tepki verdiklerini inceleyen bir bilim
dalidir (38). Mekanotransdiiksiyon ise hiicreler tarafindan alinan mekanik etkilerin kimyasal
ve elektriksel sinyallere doniistiiriilerek hiicrelerin hayatta kalma, go¢ etme ya da farklilagsma

gibi temel biyolojik siireclerini etkileyen bir mekanizma olarak tanimlanabilir (39).

Literatiirdeki son ¢alismalar, kas, tendon, kikirdak ve kemik gibi normal niglerinde ¢esitli
mekanik kuvvetlerin etkisi altinda bulunan, fizyolojik olarak aktif dokularin hiicrelerinin
dogal ortamlarimi taklit edecek sekilde dinamik kiiltiir edildikleri durumda, statik kiiltiire
gore daha etkin hiicresel aktivite gosterdiklerini belirtmektedir. Bu gozlemlerin 1s18inda
20001 yillarin basinda ortaya atilmis bir konsept olan fonksiyonel doku miihendisligi,
hiicresel mikrogevrede fizyolojik biyomekanik kuvvetlerin taklit edilmesinin doku spesifik
gen ve protein ekspresyonunu arttirdigin1 ve hiicredisi matrisin yapisinda da degismelere

neden olarak daha verimli sonuglar elde edildigini ortaya koymaktadir.
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Ornegin, S.F Clarke ve L. Feeback’in yaptiklar1 calismada insan iskelet kas1 hiicreleri statik
ve dinamik olarak kiiltiire edilmis ve olusturduklari miyotiipler kreatin kinaz belirteci
yardimiyla 6l¢iilmiistiir. Calismada dinamik olarak kiiltiire edilen (7 giin boyunca, giinde 10
dk. %20 oraninda periyodik c¢ekme uygulamasi) hiicrelerin, daha fazla miyotiip
olusturduklart rapor edilmistir (40). Adam J. Engler ve arkadaslarinin yaptiklari bir
calismada ise mezenkimal kok hiicrelerin ekildikleri yiizeylerin sertligine gore farkli
tiplerine farklilastiklar1 gosterilmistir (39). Bu ve benzeri ¢alismalar, fonksiyonel doku
miithendisligi uygulamalarinda hiicrelerin dogal kas mikrogevresini taklit eden sertlikte
hiicre tasiyicilart ile birlikte dinamik bir mikrogevrede kiiltiir edilmesinin Snemini

gostermektedir.

Iskelet kas1 embryogenezden itibaren dogal ortaminda ¢ogunlukla ¢ekme kuvvetine maruz
kalir. Bu nedenle projemizde bu etkiyi yaratacak bir dinamik kiiltiir uygulamasi yapilmis

olup, mekanotransdiiksiyon etki statik kiiltiirle karsilagtirmali olarak incelenmistir.
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3. GEREKCE VE AMAC

Kaslarin bilingsiz fazla ¢alistirilmasindan, Duchenne Muskiiler Distrofi gibi konjenital ya da
edinilmis hastaliklara, yiiksek enerjili travmalardan, tiimor ¢ikarilmasi operasyonlarina
kadar ¢ok genis bir yelpazede iskelet kas1 hasarlariyla karsilasiimaktadir. Bu gibi durumlarda
kas rejenerasyonunun saglanmasi i¢in her yil diinya ¢apinda 6 milyar dolar seviyesinde bir
saglik harcamasi yapilmaktadir. Ozellikle de bu saglik harcamalarmin biiyiik bir kismini
olusturan biiylik hacimli kas defektlerinin tedavisi i¢in heniiz etkin bir ¢6ziim bulunabilmis
degildir. Doku miihendisligi, miihendislik ve yasam bilimleri prensiplerini kullanarak, doku
ya da organlarin fonksiyonlarini yerine getirmek ya da destek olmak, ya da tamamen yerini
almak iizere tasarlanan biyolojik sistemler gelistiren disiplinler arasi bir arastirma alanidir.
Bu yolla doku miihendisligi yontemi, iskelet kasi rejenerasyonu i¢in hastanin kendi hiicreleri
kullanilarak laboratuvar ortaminda fonksiyonel kas dokusu iiretilmesi ile bu global saglik

problemine bir ¢dziim getirmeyi hedeflemektedir.

Bu tez c¢alismasinin amaci viicutta gorece ¢ok miktarda bulunan ve kolaylikla izole
edilebilen, dolayisiyla hiicre kaynagi olarak klinik uygulamada kullanilma potansiyeline
sahip yag kaynakli ASC hiicreleri kullanilarak, doku miihendisligi yontemiyle iskelet kas1
dokusu iiretilmesidir. Tez ¢calismasinda, son yillarda yiiksek 6nem kazanan fonksiyonel doku
mithendisligi prensibi kullanilarak ASC hiicrelerinin yonlendirilmis fibrin tasiyicilar
igerisinde dinamik kiiltliriiniin gerceklestirilmesi amaglanmistir. Ayrica ¢alismamiz ASC
hiicrelerinin fibrin fiber icerisine hapsedilerek dinamik kiiltiir uygulamasi ile miyojenik

farklilagsma yolagina yonlendirilmesi agisindan 6zgiin bir ¢aligmadir.
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4. MATERYAL VE YONTEM
41. MATERYAL

Ankara Universitesi T1ip Fakiiltesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu tarafindan 31 Agustos
2015 tarihli ve 13-525-15 Karar No’lu etik kurul onayina dayanarak, yag kaynakli kok
hiicreler (Adiposed derived stem cells, ASC), Ankara Universitesi Cebeci Hastanesinde Dog.
Dr. Burak KAYA tarafindan gergeklestirilen yag aldirma (liposuction) ameliyatindan steril
sekilde temin edilmis olan lipoaspirattan izole edilmistir. Hiicreler pasaj 0’dan kiiltiire
edilerek cogaltilmis ve yeterli saymin yakalandig1 pasaj 3’te tarafimizca iiretilen fibrin

liflerin igerisine ekilerek kullanilmustir.

Cizelge 4.1 Hiicrelerin tipleri, kullanilan besiyerleri, nereden temin edildikleri ve pasaj

numaralart.
i Kullanilan L
Pasaj Hiicre y Besiyeri
Hiicre besiyeri katalog . Ortam icerigi
no adi Ozelligi
numaralar
DMEM (yiiksek
Yag Biological n
) glukoz) icinde
kaynakli | Industries, Ref.No:
0 ASC Cogaltma %10 FBS
kok 01-052-1A,
%1 P/S
hiicre Lot.No: 1704122
1 ng/mL FGF-2
DMEM (disiik glukoz)
Yag icinde
Lonza, Cat.No:
kaynakli . % 1 FBS
3 ASC BE12-707F Indiikleme
kok % 1P/S
Lot.No: 4MB120
hiicre % 5 At Serumu
2.4 pg/mL 5-Azasitidin

Fiber tiretiminde ana malzemeler olarak; Fibrinojen (Sigma, ABD) ve aljinat (Sigma, ABD)
kullanilmistir. Fibrinojen ¢oziiciisii olarak Ca?* ve Mg?* icermeyen PBS ¢ozeltisi (Bl, Israil),
aljinat ¢oziiciisii olarak ise otoklavlanmis distile su kullanilmistir. Islak egirme asamasinda,
CaCly ¢ozeltisi ve trombin (Sigma, ABD)’den hazirlanan ¢oktiiriicii banyosu kullanilmigtir.
Uretilen fiberlerden, yapinin gdzenekliligini arttirarak hiicre ¢ogalmasi ve yayilmasini
arttirmak amaciyla, aljinat bileseni aljinat liyaz enzimi (Sigma, ABD) kullanilarak
ayrilmagtir. Kiiltiir siiresince fiberlerin igerisinde bulunan canli (metabolik olarak aktif) hiicre

sayis1 Alamar Blue testi (Thermo Fisher, ABD) ile belirlenmistir. Fiber icerisinde canli ve
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60lii hiicrelerin goriintiilenebilmesi ve hiicre morfolojisinin izlenebilmesi igin Live/Dead kit
ile boyanmasi1 (Thermo Fisher, ABD) yapilmistir. Kit igeriginde canli hiicreleri igsaretlemek
icin Kalsein-AM ve olii hiicreleri isaretlemek Ethidium Homodimer-1 (EthD-1)
bulunmaktadir. ASC hiicrelerinin miyojenik farklilagmasinin belirlenmesi i¢in kas spesifik
belirtegler olan Myogenin (Abcam-ab1835, UK), MyoD (Abcam-ab16148, UK) ve Desmin
(Abcam-ab8592, UK) antikorlar1 kullanilarak immiinfloresan boyama gergeklestirilmistir.

Immiinfloresan boyama &rneklerini fikslemek igin paraformaldehit (PFA) kullanilmustir.

4.2. YONTEM

4.2.1. ASC Hiicrelerinin izolasyonu

Yag aldirma (liposuction) ameliyatindan steril sekilde temin edilmis olan lipoaspirat hizla
laboratuvara getirilmistir (Sekil 4.1 (a)). Daha sonra steril siselere aktarilmis ve esit miktarda
PBS ile yikanmistir. Faz ayriminin saglanmasinin ardindan altta kalan sulu kisim atilmistir.
Bu islem kanin tamamen yikanmas: ile altta kalan kisim berrak olana kadar 3-4 kez daha
tekrarlanmistir. Ardindan aspirat 50 mL falkon tiipler igerisine aktarilmis (yaklasik 20 mL)
ve esit miktarda kollajenaz ¢ozeltisi (PBS igerisinde 0.1% kollajenaz tip | (Sigma, ABD),
1% bovine serum albiimin (Sigma, ABD), 2 mM CaCl,) eklenerek doku pargalanmasi
saglanana kadar 1 saat siireyle 37°C'de calkalamali inkiibatorde steril sartlarda inkiibe
edilmistir (Sekil 4.1 (b)). 1 saat sonunda alinan tiipler 300 g'de 5 dakika siireyle santrifiij
edilmistir. Santrifuj islemlerinin ardindan serolojik pipet yardimu ile {ist katmanlarda biriken

yag ve PBS ile orta katmanda biriken kollajenaz atilmistir (Sekil 4.1 (c)).

Sekil 4.1 ASC hiicrelerinin izolasyon asamalari. (a) Steril reseptal poseti igerisinde

ameliyathaneden temin edilen lipoaspirat. (b) Lipoaspirat yikanarak tliplere alinmig ve
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kollajenaz ¢ozeltisi ile inkiibe edilmistir. (¢) Kollajenaz ile inkiibasyon siiresi sonunda

santrifiijlenen dokuda yag, kollajenaz ve hiicre pelleti faz ayrimi gerceklesmistir.

Santrifiij islemi sonucu olusan hiicre pelleti PBS igerisinde tekrar dagitilmistir. Hiicre
stispansiyonu 100 pm boyutlu steril hiicre eleginden gegirilerek temiz 50 mL falkon tiipler
igerisine toplanmistir. 300 g'de 5 dakika santrifiijiin ardindan tekrar beliren yag ve sulu
tabakalar atilmis, hiicre pelleti 10 mL kiiltiir ortam1 icerisinde dagitilmistir. Kiiltiir ortami su
sekilde hazirlanmstir: Yiiksek glikozlu DMEM icerisinde %10 FBS (BI, israil), %1
penisilin/streptomisin (P/S) (Lonza, ABD) 1 ng/mL FGF-2 (Sigma, ABD). Daha sonra
hiicreler kiiltiir ortamu igerisinde T-175 flasklara aktarilmistir. 24-48 saat sonra flasktaki
ortam yenisi ile degistirilmis ve hiicreler %80-90 konfluent duruma gelene kadar her iki
giinde bir ortam degisimi tekrarlanarak kiiltiir edilmistir. Hiicreler %10 DMSO, %50 DMEM
ve %40 FBS igeren dondurma c¢ozeltisi igerisinde sivi azot tankinda kullanima kadar

saklanmis ve depolanmuistir.

4.2.2. Akis Sitometrisi

Izole edilen hiicrelerin mezenkimal belirteclere gore fenotipik profilleri akis sitometrisi ile
belirlenmistir. Elde edilen hiicreler (P3), izotip kontrol, CD31, CD73 ve CDI105 yiizey
isaretcilerine spesifik Alexa Fluor 488 ile isaretli antikorlar ile boyanmistir. Fare IgG1 «
izotip kontrol antikorlari, hiicrelerin kullanilan fare antikorlarina karsi gosterebilecegi
spesifik olmayan olas1 baglanmalar1 saptamak i¢in kullanilmistir. Analizler BD AccuriC6
akis sitometre cihazi kullanilarak gerceklestirilmistir. Elde edilen sonuc¢lar boyanmamis
hiicrelerden elde edilen sinyal ile karsilagtirilmistir. Toplam popiilasyonun % 50’sinden

fazlas1 pozitif sinyal veren hiicreler, o ylizey isaretleyicisi i¢in pozitif kabul edilmistir.

4.2.3. ASC iceren Yonlenmis Fibrin Fiberlerin Uretilmesi

Toz halindeki fibrinojen, Ca?* ve Mg?" iyonlarmi igermeyen PBS icerisinde gesitli
konsantrasyonlarda ¢6ziilmiis ve steril siringa filtresinden gegirilerek sterilize edilmistir

(Cizelge 4.2).
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Cizelge 4.2 Deney gruplar1 ve kullanilan konsantrasyonlar

Kod Fibrinojen (mg/ml) Aljinat (mg/ml) Trombin (U/ml)
FA-6000 60 0 5,10, 20
FA-3000 30 0 5,10, 20
FA-1000 10 0 5,10, 20
FA-6015 60 15 20
FA-2015 20 15 20
FA-1015 10 15 20
FA-1015 10 15 50

Hazirlanan karisimlar, steril 5 mL plastik siringa igerisine yiiklenerek siringa pompasi
(Landgraf HLL) yardimi ile 6 mL/dk hizla fibrinojeni ¢apraz baglayacak cesitli
konsantrasyonlarda trombin banyosu igerisine enjekte edilmistir. Fiberlerin diizgiin sekilde
toplanabilmesi i¢in toplama banyosu bir petri kabi icerisinde belli bir hizla doner sekilde
kullanilmistir (Sekil 4.2). Hiicre kiiltiirli i¢in hazirlanan 6rneklerde tiim bu islemler steril

sartlarda gerceklestirilmistir.

Sekil 4.2 Islak egirme yontemiyle fiber liretimi. (a) Fiber iiretiminde 1slak egirme yontemi
kullanilmais; fibrinojen bazli ¢ozelti siringa igerisinden siringa pompasi yardimiyla enjekte
edilirken ¢oktiirme banyosu icerisinde toplanmistir. (b) Fiber toplama banyosu doéner bir
mekanizma {izerine yerlestirilen petri kab1 igerisine yerlestirilmistir. (c, d) Fiberler petri kab1
icinde toplanmistir. Bu goriintiilerde fiber olusmunun net izlenebilmesi icin fibrinojen

icerisine mavi renkli tripan blue boyasi eklenmistir.
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Fibrinojenin viskozitesini arttirabilmek ve dolayisiyla fiber olusturma 6zelligini
iyilestirebilmek i¢in fibrinojen ve aljinat cesitli oranlarda karistirilarak da fiber iiretimi
yapilmistir. Hiicre kiiltiiri deneyleri i¢in hazirlanan 6rneklerde enjeksiyon dncesi hiicreler
1250 hiicre/uL konsantrasyonda olacak sekilde fibrinojen/aljinat igerisinde homojen
dagitilmistir. Fibrinojen/aljinat fiber iiretiminde toplama banyosu igerisine 0.5 M CaCl>
trombine ek olarak eklenmistir. Olusan fiberlerde aljinatin c¢apraz baglanmasinin
gerceklesmesi amaciyla 15 dakika siireyle toplama banyosu icerisinde bekletilmistir. Daha
sonra fibrinojenin ¢apraz baglanmasinin gergeklesmesi amaciyla fiberler toplanarak teflon
levhalardan kesilerek sekillendirilmis ¢ergeveler etrafina sarilmis ve bu halde toplama
banyosundan eklenerek 30 dakika siireyle 37°C’de inkiibasyona birakilmistir. Cergeve

etrafina sarilan fiberlerin bu sekilde tek eksende yonlenmesi saglanmistir (Sekil 4.3).

Sekil 4.3 Uretim sonrasi fibrin/aljinat fiberler (a) kesilerek (b) teflon gergeveler etrafina

sarilmis ve (c, d) toplama banyosu igerisinde tek eksende yonlenmeleri saglanmaistir.

4.2.4. Serbest Fibrin Fiberlerin Hazirlanmasi

Yo6nlenme etkisinin hiicreler lizerindeki etkisinin aragtirilmasi i¢in kontrol grubu olarak ayni

yontemler kullanilarak fakat ¢ergevelere sarilmadan tiretilmistir.

4.2.5. Aljinat Liyaz Enzimi Uygulamasi

Fiberlerin olusturulma ve sarilma asamalarinda yeterli mukavemet gosterebilmesi i¢in
yaptya eklenmis olan aljinat, fibrinojenin ¢capraz baglanmasinin tamamlanmasinin ardindan,
sistemden aljinat liyaz enzimi yardimiyla ¢ikarilmistir. Bu islem i¢in fiberler iretimden 18
saat sonra 30 dakika siireyle 0.05 U/mL konsantrasyonda aljinat liyaz enzimi ile CO-
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inkiibatoriinde inkiibe edilmistir. 30 dakika inkiibasyonun ardindan kuyucuklardaki kiiltiir

ortami tazesiyle degistirilerek kiiltiir devam ettirilmistir.

4.2.6. Fiberlerin Mekanik Karakterizasyonu

Uretilen fiberlerin elastiklik modiilii (Young Modiili)) ve kas dokusu ile yapisal
uyumluluklarinin belirlenmesi amactyla ¢ekme testi uygulanmigtir. Fiberler yonlendirilmis
ve serbest olarak Boliim 4.2.3’de anlatildigi sekliyle tiretilmistir. Ayrica hiicre varliginin
mekanik dayanim {izerine etkisini inceleyebilmek i¢in hiicre igermeyen yonlendirilmis ve
serbest fiberler ayn1 yontemlerle iretilmistir. Mekanik test cihazinin (LRX 5K, LLoyd
Instruments Limited, UK) ¢ekme ¢eneleri arasina sikistirilan fiberler (Lo: 1 cm; D: 0.6 mm),
100 N kapasiteli yiik hiicresi kullanilarak 5 mm/dk hizla kopma noktasina kadar ¢ekilmistir
(Sekil 4.4).

Sekil 4.4 Fiberlere mekanik karakterizasyon i¢in ¢ekme testi uygulanmasi. () Serbest
fiberler ve (b) yonlendirilmis fiberler, (d) mekanik test cihazinin ¢ekme ceneleri arasina
baglanan fiber 6rnekler kopma noktasina kadar ¢ekilmistir. (c) Iki cekme ¢enesi arasindaki

1 cm boyundaki fiber 6rnegin yakin goriintiisiidiir.

4.2.7. Statik Hiicre Kiltiirii

2 cm boyunda ve 2 mm kalinliginda hazirlanan ASC yiikli fibrin bazlh fiberler, toplama

banyosu icerisinde sirastyla 15 dakika oda sicakliginda ve cergeve etrafina sarilarak 30
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dakika 37°C CO: inkiibatoriinde tam jellesmenin saglanmasi amaciyla bekletilmis ve
ardindan kiiltiir ortami igerisine aktarilmistir. Kiiltiir ortami bilesimi su sekilde
hazirlanmistir: Yiiksek glikozlu DMEM igerisinde %10 FBS, %1 P/S ve 1 ng/mL FGF-2.
Kiiltiir ortam1 deney siiresi boyunca gilin asir1 tazelenmistir. Statik kiiltiir deneyleri 6
kuyucuklu kiiltiir kaplar1 igerisinde, fiber 6rnekler gercevelere sarilmig durumda normal

hiicre kiltiirti kosullarinda (37°C, %5 CO3, nem) gergeklestirilmistir.

ASC  hiicrelerinin miyojenik farklilagmasinin indiiklenmesi amaciyla Orneklerin
hazirlanmasindan 18 saat sonra (aljinat liyaz enzimi uygulamasini takiben), 24 saat siireyle
5-azasitidin kullanirak miyojenik indiikleme ortami uygulanmistir. Bu ortamin bilesimi su
sekildedir: Diisiik glikozlu DMEM igerisinde %1 FBS, %5 at serumu, 10 uM 5-azasitidin
ve %1 P/S. 24 saat miyojenik indiikleme ortami igerisinde inkiibe edilen 6rnekler daha sonra

normal kiiltiir ortami ile kiiltiire devam edilmistir.

4.2.8. Dinamik Hiicre Kiiltiirii

Statik kiiltiir i¢in hazirlanan ASC yiikli fibrin fiberlerin aynis1t 4 cm boyunda ve 2 mm
kalinliginda olmak tizere dinamik kiiltiir i¢in hazirlanmistir. Normal kiiltiir ortamina alinan
fiberlere liretimden 18 saat sonra aljinat liyaz enzimi uygulamasi yapilmis ve ardindan 24
saat siireyle miyojenik indiikleme kiiltiir ortami uygulanmistir. 24 saatlik inkiibasyonun
ardindan Ornekler biyoreaktor icerisine hareketli ve sabit drnek tutuculari arasina her iki
uctan sikistirilmak suretiyle yiiklenmistir (Sekil 4.5 (b, c)). Fiberlerin yerlestirilmesinin
ardindan, haznelere orneklerin iizeri tamamen oOrtiilene kadar yaklasik 10 mL normal kiiltiir
ortami beslemesi gerceklestirilmistir (Sekil 4.5 (d)). Ornek ve ortam eklenmesinin ardindan
biyoreaktoriin pleksiglas kapagi kapatilmig ve cihaz CO2 inkiibatorii igerisine almmustir.
Orneklere 21 giin siireyle 0.5 Hz, 1 saat/giin, 6rnek uzunlugunun %10'u kadar hareketle tek
eksenli periyodik gerilme uygulanmistir. Kiiltliriin toplamda 7. 14. ve 21. giin sonlarinda
ornekler ikiye boliinmiis ve bir pargasiyla Live/Dead boyamasi yapilarak fiberler igerisinde
hiicre canlilig1 test edilirken, diger parcast %3.7 (w/v) derisimde formaldehit ¢ozeltisi

¢oOzeltisi kullanilarak fikslenmis ve immiinfloresan boyama i¢in kullanilmstir.
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Sekil 4.5 Fiberlerin biyoreaktore yerlestirilmesi. Fiberler yonlendirilmek amaciyla etrafina
sarildiklar ¢ergeveler tizerinden (a) gosterildigi gibi kesilerek ¢ikarilmis, (b,c) biyoreaktore
aktarilarak tutucu ¢eneler arasina sikigtirtlip sabitlenmistir. (d) Hiicre kiiltiir ortami eklenerek
CO: inkiibatorii igerisine aktarilan biyoreaktor icerisinde 21 giin siireyle giinde 1 saat tek

eksenli periyodik gerilme uygulanarak (%10, 0.5 Hz) dinamik kiiltiir gergeklestirilmistir.

4.2.9. Alamar Blue Hiicre Canlhilik Testi

Kiiltiir stiresince fiberlerin igerisinde bulunan canli (metabolik olarak aktif) hiicre sayist
Alamar Blue testi ile belirlenmistir. Kisaca, kuyucuklar icerisindeki ortam uzaklastirilip
steril PBS ile yikamanin ardindan renksiz DMEM igerisinde %10 derisimde hazirlanmis olan
Alamar Blue ¢6zeltisi kuyucuklara eklenmistir. 1 saat siireyle 37°C ve %5 CO> kosullarinda
inkiibator igerisinde ve 1siktan koruyarak inkiibasyon yapilmistir. 1 saat sonunda her
kuyucuktan 200 pL test 6rnegi alinarak 96 kuyucuklu mikroplakalara aktarilmistir. 570 nm
ve 595 nm dalga boyunda absorbans degerleri mikroplaka okuyucusu ile belirlenmistir. Tiim
islemler steril kosullarda gergeklestirilmis ve her okuma en az ii¢ kuyucuktan yapilmistir.
Daha sonra 6rneklerin bulundugu kuyucuklar igerisindeki Alamar Blue test ¢ozeltisi PBS ile
yikanarak uzaklastirilmis ve normal hiicre kiiltiirii ortami eklenmesiyle kiiltiire devam
edilmistir. Alamar Blue testinin 6zelligi hiicre canliligi ve metabolizmasina etki etmeden
metabolik aktivitenin belirlenebilmesidir. Boylelikle ayni1 Ornekler Kkiiltlir siiresince
belirlenen zamanlarda (1, 7, 14, ve 21. giin) hiicre sayis1 belirlenmesi i¢in kullanilmistir.
Alamar Blue boyasinin absorbans degerleri iizerinden belirlenen rediiksiyon miktar1 bir

kalibrasyon egrisi yardimiyla canli hiicre sayisina ¢evrilmistir.

4.2.10. Canl/Olii (Live/Dead) Boyamasi

Fiber igerisinde canli ve o6lii hiicrelerin goriintlilenebilmesi ve hiicre morfolojisinin

izlenebilmesi igin Live/Dead Kit boyamasi yapilmistir. Yontemde canli ve 6li hiicreler
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sirastyla Kalsein-AM ve Ethidium Homodimer-1 (EthD-1) ile isaretlenmektedir. Boyama
¢Ozeltisinin bilesimi su sekilde hazirlanmistir: 10 mL PBS igerisinde 2 uM Kalsein ve 4 uM
EthD-1. Boyama uygulanacak 6rnekler temiz kuyucuklara aktarilmis ve PBS ile yikanmustir.
Uzerlerine boyama ¢dzeltisi eklenmis ve 20 dakika siireyle 37°C'de 1siktan korunarak
inkiibasyon gerceklestirilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda boyama ¢ozeltisi PBS ile
yikanarak uzaklastirilmis ve bekletmeden lazer taramali konfokal mikroskop (Leica) ile
goriintiilemeleri  gergeklestirilmistir. Kalsein ve EthD-1 ile isaretlenmis hiicrelerin
gorlintiilenmesi i¢in konfokal mikroskopta sirasiyla 488 nm ve 528 nm dalga boyundaki

lazerler kullanilmistir.

4.2.11. Immiinfloresan Boyama

ASC hiicrelerinin miyojenik farklilasmasinin belirlenmesi icin kas spesifik belirtecler olan
Myogenin, MyoD ve Desmin antikorlar1 kullanilarak immiinfloresan boyama
gerceklestirilmistir. Boyamanin gergeklestirilmesi icin fiber drnekler kiiltiiriin 1, 7, 14, ve
21. giinlerinde fikse edilmistir. Kisaca, drnekler temiz kuyucuklara alinmalariin ardindan
PBS ile yikanmis ve tizerlerine %3.7 (w/v) derisimde formaldehit ¢ozeltisi eklenmistir. 30
dakika siireyle oda sicakliginda hafif calkalama altinda formaldehit ile fikse edilen 6rnekler
daha sonra 3 x 10 dakika siireyle PBS ile yikanmistir. Fiksasyonun ardindan ornekler
strastyla %15 siikroz, %30 siikkroz ve %30 siikroz:OCT (1:1) ¢ozeltileri igerisinde 15'er
dakika siireyle ¢alkalamali sekilde inkiibe edilerek OCT (Tissue-Tek, ABD) igerisinde
goémiilme i¢in hazirlanmistir. Gomme islemi i¢in, 6rnekler Sekil 4.6 (a)’da gosterilen plastik
kaliplarin dibine yerlestirilmis ve iizerleri OCT ile doldurulmustur. Daha sonra kaliplar kuru
buz icerisinde bulunan bir kap icerisinde sogutulan etanolde bekletilerek dondurulmustur.
Dondurulan o6rnekler, -80°C'de muhafaza edilmistir. Kryomikrotom (Leica) kullanilarak
OCT igerisinde gomiilii durumda bulunan &rneklerden -25°C'de 5 um kalinlikta kesitler
alimmistir. Alinan kesitler superfrost lam (Thermo-Fisher, ABD) iizerinde toplanmis ve
lamlar oda sicakliginda bir siire bekletilmesinin ardindan -20°C'de muhafaza edilmistir

(Sekil 4.6 (b)).
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Sekil 4.6 Immiinfloresan boyama icin doku kesitlerinin alinmasi. (a) OCT igerisinde kaliba

alma ve (b) alinan kesitler.

Almmis olan kesitler, Sekil 4.6 (b)’de sematik olarak gosterildigi gibi, immiinfloresan
boyama Oncesi su sizdirmaz kalem kullanilarak cerceve icine alinmistir. GOomme
malzemesinin iyice temizlenebilmesi i¢in kesitler 3 x 200uL PBS ile yikanmistir. Sonrasinda
spesifik olmayan baglanmanin 6nlenmesi igin %1 BSA ile 30 dk. boyunca 37°C’de
inkiibasyon yapilmistir. Inkiibasyon sonrasinda her lamda bulunan 3 kesite 20 pL miktarda,
yukaridan agagiya sirasiyla primer antikorlar: fare anti-MyoD1 (1:100), tavsan anti-Desmin
(1:50) ve fare anti-Myogenin (1:50) antikorlar1 %0.1 BSA igeren PBS igerisinde
seyreltilerek uygulanmigtir. Primer antikorlar ile baglanma gece boyu (18 saat) 4°C’de
inkiibasyon ile gergeklestirilmistir. Bu asamadan itibaren kesitler her basamak sonunda 3 x

200 pL PBS ile yikanmustir.

Primer antikorlarin baglanmasinin ardindan sekonder antikorlar ile 1 saat oda sicakliginda
inkiibasyon ile baglanma gerceklestirilmistir. Kullanilan florofor bagli sekonder antikorlar
sunlardir: anti-MyoD1 ve anti-Myogenin igin 20 pL 1:200 Goat anti-Mouse (Alexa Fluor®
488, ABD); anti-Desmin i¢in 20 puL 1:200 Goat anti-Rabbit (Alexa Fluor® 488, ABD).
Ayrica tiim kesitler hiicre ¢ekirdeklerinin isaretlenmesi i¢in 30 pL 1:1000 Draq5 (Sigma,
ABD) (20 dakika, oda sicakligi) boyamasina tabi tutulmustur. Boyanmis olan kesitlerin
goriintiilenmesi i¢in konfokal mikroskopta sirasiyla su dalga boyundaki lazerler
kullanilmigtir: Antikorlar: 488 nm ve Drag5: 635 nm.
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5. ARASTIRMA BULGULARI
5.1. HUCRE KARAKTERIZASYONU

Mezenkimal kok hiicrelerin CD105 (endoglin) ve CD73 (ekto-5"-niikleotidaz) ylizey
proteinlerini sentezledigi bilinmektedir (41). Ancak, yapilan ¢alismalarda yag dokusundan
yeni izole edilmis mezenkimal kok hiicrelerde CD105 protein sentezinin diisiik oldugu
ancak bu isaretciye karsi pozitifliginin ileriki pasajlarda arttigi gosterilmistir (42). CD31
(Platelet endothelial cell adhesion molecule (PECAM-1)) ise platelet, monosit-makrofaj ve

endotel hiicrelerinde bulunup, mezenkimal kok hiicrelerde sentezi olmamaktadir.

Elde edilen izotip kontrol boyama sonuglarina gore, hiicre popiilasyonunun kullanilan
antikorlarla spesifik olmayan baglanma gostermedigi anlasilmistir. Izole edilen ASC
hiicrelerinin CD31 yiizey isaretcisine karsi negatif olduklar1 gézlenirken, CD105 ve CD73
isaret¢ileri i¢in pozitif olduklar1 belirlenmistir (Sekil 5.1).
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Sekil 5.1 ASC hiicrelerinin (a) izotip kontrol, (b) CD105, (c) CD73 ve (d) CD31 yiizey
isaretcilerine karsi akis sitometrisi analizi sonuglari. Siyah renk ile gosterilmis egriler

boyanmamis hiicrelerden alinan sinyalleri temsil etmektedir.
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5.2. FIBRIN FiBER URETIM OPTIiMiZASYONU

Fibrin fiber iiretimi i¢in ilk olarak 10-60 mg/mL konsantrasyon araliginda fibrinojen
cozeltileri 5-20 U/mL konsantrasyon araliginda trombin banyolar1 igine enjekte edilerek
fiber olusum 6zellikleri degerlendirilmistir. Ancak, fibrinojen derisimi ne kadar arttirilirsa
arttirilsin, toplama banyosu igerisinde kararl bir fiber iiretebilmek icin gerekli viskoziteye

sahip bir ¢ozelti elde edilemedigi goriilmiistiir.

Bunun iizerine, fiber olusumu i¢in gerekli viskoziteyi elde edebilmek i¢in fibrinojen, viskoz
bir ¢ozelti (hidrojel) olusturma 6zelligi bilinen biyouyumlu ve biyobozunur bir polisakkarit
olan aljinat ile karistirilmustir. Ilk calismada, 10, 15 ve 30 mg/mL konsantrasyonda fibrinojen,
15 mg/mL konsantrasyonda aljinat ile karistirilarak 1slak egirme yontemi ile fiber olusum
Ozellikleri incelenmistir. Toplama banyosu olarak 5, 10 ve 20 u/mL konsantrasyonda
trombin igeren 0.5 M CaCl; ¢ozeltisi kullanilmustir. Elde edilen fiberlerin morfolojileri faz

kontrast mikroskobu kullanilarak incelenmistir (Sekil 5.2).

Thrombin

5 u/mL 10 u/mL 20 u/mL

Fibrinogen

10 mg/mL

15 mg/mL

30 mg/mL

Sekil 5.2 Islak egirme metodu ile iiretilen fibrinojen/aljinat fiberlerin faz kontrast

mikrografikleri (Olgek: 200 pm).

Aljinat  konsantrasyonunun sabit tutuldugu durumda, fibrinojen ve trombin

konsantrasyonlarinin  fiber kalimligmma etki ettigi belirlenmistir. Diisiik fibrinojen
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konsantrasyonunda (10 ve 15 mg/mL), trombin konsantrasyonundaki artis, fiber ¢apinda
diisiisii beraberinde getirmistir. Fibrinojen konsantrasyonu 30 mg/mL oldugunda ise,

degisen trombin konsantrasyonu fiber ¢apinda bir degisiklige yol agmamustir (Sekil 5.2).

5.2.1. Yonlendirilmis Fiberlerin Optimizasyonu

Bundan sonraki asamada, aljinat ve trombin konsantrasyonlar1 sirasiyla 15 mg/mL ve 20
u/mL degerlerinde sabit tutularak, fibrinojen konsantrasyonu arttirilmistir (40, 50 ve 60
mg/mL). Yiiksek fibrinojen konsantrasyonunun fiberlerin mekanik dayanimini ve gerceveler
etrafina sarilarak paralel yonlendirilme 6zelliklerini arttirdigi belirlenmistir. Bu nedenle, 60
mg/mL fibrinojen ve 15 mg/mL aljinat ¢ozeltisinin (kod: FA-6015) 20 u/mL trombin
banyosunda 1slak egirilmesiyle elde edilen fiberlerin igerisine hapsedilen ASC hiicrelerinin

canlilik analizleri yapilmistir (Cizelge 5.1).

Cizelge 5.1 Deney gruplar1 ve ulasilan sonuglar 6zet ¢izelge.

Kod Fibrinojen | Aljinat | Trombin Sonuglar
(mg/ml) (mg/ml) (U/ml)

FA-6000 | 60 0 5, 10, 20

FA-3000 | 30 0 5,10,20 | .

FA-1000 | 10 0 5, 10, 20

FA-6015 | 60 15 20 -Saglam fiber olustu.

EA-2015 | 20 15 20 -Saglam fiber olustu.
-Hiicreler yasadi.
-Saglam fiber olustu.

FA-1015 | 10 15 20 ..
-Hiicreler yasad1 ve
bir miktar yayildi.
-Istenilen fiber

FA-1015 | 10 15 50 saglamlig1 ve hiicre
yayilmasi saglandi.

Steril kosullarda {iretilen 1250 hiicre/uL konsantrasyonda hiicre igeren fiber yapilara 1.

glinde canli/6lii hiicre boyamasi yapilmistir (Sekil 5.3).
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Sekil 5.3 FA-6015 fiber yapilar igindeki ASC hiicrelerinin 1. giin canli/6lii hiicre boyama
sonuglar1. Yesil: Kalsein, Kirmizi: EthD-1

10 mg/mL fibrinojen ve 15 mg/mL aljinat (FA-1015) (ve kontrol olarak 20 mg/mL fibrinojen
ve 15 mg/mL aljinat (FA-2015)) igeren ¢ozeltiler steril sekilde hazirlanarak igerisinde 1250
hiicre/puL konsantrasyonda ASC hiicreleri homojen dagitilmistir. Hiicre canliligy, 1. 3. ve 7.

giinlerde canli/6lii hiicre boyamasi analizi ile degerlendirilmistir (Sekil 5.4).

Yiiksek fibrinojen konsantrasyonuna sahip fiberler igerisindeki ASC hiicreleri ile
gerceklestirilen ¢calismanin aksine (Sekil 5.3), daha diisiik fibrinojen konsantrasyonuna sahip
yapilarda tiim analiz giinlerinde canliligin1 korumus hiicrelerin varligi tespit edilmistir (Sekil

5.4).

ASC hiicreleri kullanilarak yapilan canli/6lii hiicre boyamasi sonuglari, fibrinojen
konsantrasyonunun diisiiriilmesinin hiicre canlilig1 iizerinde gozle goriiliir bir iyilesmeye yol
actigin1 gostermistir. Tiim analiz giinlerinde, her iki konsantrasyon degeri ile tiretilmis fiber
yapilarda hiicrelerin  canlhiliklarin1 ~ koruduklar1  goriilmiistiir.  Hiicrelerin  diisiik
konsantrasyona sahip fiberlerde daha yliksek canliliga sahip olmalarinin yani sira, gorece
yayilmis morfoloji sergiledikleri ve bu yayilmanin derecesinin 1. glinden 7. gline dogru

arttig1 gozlenmistir (Sekil 5.4).
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FA-1015 FA-2015

1.giin

3.giin

7.giin

Sekil 5.4 FA-1015 ve FA-2015 kodlu fiberler igerisinde ASC hiicrelerinin 1, 3 ve 7 giin

canl1/61l hiicre boyama sonuglari. Yesil: Kalsein, Kirmizi: EthD-1.
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5.2.2. Aljinat Liyaz Enzimi Uygulamasi

Her ne kadar fibrinojen konsantrasyonun diisiiriilmesi hiicre canliligini olumlu yonde
etkilemis olsa da, yapilar igerisinde 7. giinde tam olarak beklenen yayilmis hiicre

morfolojisine ulasilamamustir.

Ik fiber iiretimi sirasinda aljinat konsantrasyonunun 15 mg/mL'nin altma diisiiriilmesi
durumunda diizgiin yapilt fiberlerin elde edilemedigi de daha oOnce belirlendigi igin;
tiretimden sonra aljinatin, aljinat liyaz enzimi yardimiyla kademeli olarak yapidan
cikarilmasinin hiicre yayilmasi i¢in matris icerisinde gerekli gdzenekliligi saglayabilecegi
diistiniilmiis ve denenmistir. Aljinatin yapidan c¢ikarilmasi, minimum seviyeye indirilmis
olan fibrinojenin de fibrin yapisinin bozulmasima yol agmistir. Bunu 6nleyebilmek adina
toplama banyosundaki trombin konsantrasyonu 50 U/mL’ye ¢ikartilmis ve boylelikle

fibrinojenin daha yiiksek oranda ¢apraz baglanma yapmasi saglanmustir.

ASC hiicreleri kullanilarak, daha once belirtilen sekilde fiberler tretilmistir (FA-1015).
Uretilen fiberler Sekil 4.3'de gosterildigi gibi gergeveler iizerine sartlarak yonlendirilmistir.
ASC yikli fiberlerin steril kosullar altinda tretilmesinden 18 saat sonra, her drnegin
bulundugu kuyucuktaki hiicre kiiltiir ortami igerisine 0.05 U/mL konsantrasyonda aljinat
liyaz (AL) enzimi eklenmistir. 30 dakikalik inkiibasyonun ardindan kuyucuklardaki kiiltiir
ortami, taze hiicre kiiltlir ortami ile degistirilerek kiiltiir devam ettirilmistir. 3. giinde daha

once belirtilen kosullarda canli/61i hiicre boyamasi gergeklestirilmistir (Sekil 5.5).
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AL uygulamasi yok AL uygulamasi var

Sekil 5.5 FA-1015 fiberler icerisinde ASC hiicrelerinin 3. giin canli/6lii hiicre boyama
sonuclar1. Yesil: Kalsein, Kirmizi: EthD-1. Alt siradaki goriintiilerde floresan goriintiiler faz-
kontrast gorintiilerle ¢akigtirtlmigtir. AL: 30 dk. boyunca 0.05 u/mL Aljinat liyaz enzimi

uygulanmis ornekler.

5.2.3.  Serbest Fiberlerin Optimizasyonu

Bolim 5.2.1.’de bahsedildigi tizere; ASC hiicrelerin fiber eksenine paralel yonlenmesini
saglamak icin, fiberler ¢erceveler etrafina sarilmistir. Bu deneyin kontrol grubu olarak
sartlmig fiberler ile aymi iiretim kosullar1 ve hiicre konsantrasyonuna sahip olmak {izere
serbest fibrin fiberler {iretilmis ve canli/0lii boyama yontemiyle ASC hiicrelerin her iki fiber

tipindeki yerlesimleri incelenmistir (Sekil 5.6).
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Sarilms Fiberler Serbest Fiberler

7.giin

Sekil 5.6 Sarilmis fiberler ve serbest fiberler igerisindeki ASC hiicrelerinin 7. gilindeki
yerlesimleri. Yesil: Kalsein, Kirmizi: EthD-1.

Sarilmig fiberlerdeki ASC hiicreleri Sekil 5.6.’da goriildiigi lizere 7. glinde fiber eksenine
paralel sekilde yerlesmistir. Kontrol grubu olarak iiretilen serbest fiberlerde ise hiicrelerin

daginik yerlesimleri dikkat ¢ekmektedir.

5.3. ASC YUKLU FiBRIiN FIBERLERIN STATIiK KULTUR INCELEMESI

Statik kiiltiirde hiicre yonlendirmesinin ASC miyojenik farklilagmasi lizerindeki etkilerinin
incelenmesi igin serbest ve yonlenmis fiberler i¢inde hapsedilen hiicrelerin davraniglari
incelenmistir. Bolim 4.2.7°de ifade edildigi sekliyle iki grup halinde (normal kiiltiir
ortaminda ve indiikleyici kiiltiir ortaminda) iretilmis olan fiberler 21 giin boyunca statik
olarak kiiltiir edilmislerdir. 1., 7., 14. ve 21. giinlerde canli/61ii boyamasi ve immiinfloresan

boyamas1 yapilarak hiicre davranislar1 ve kas hiicresine farklilagsma seviyeleri incelenmistir.

Hem serbest hem de yonlenmis fiberler i¢inde canli/6lii boyama verilerinde her iki grupta da
(indiiklenmis ve indiiklenmemis) tiim giinlerde fiber i¢indeki hiicrelerin canliliklarim
koruduklar1 ve c¢ogaldiklar1 gozlemlenmistir. Serbest fiberler icinde c¢ogalan hiicrelerin
belirli bir eksende yonlenme gostermedigi gézlemlenirken (Sekil 5.7), yonlenmis fiberler

iginde hiicreler fiber eksenine paralel olarak yonlenmistir (Sekil 5.8).
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Statik kiiltiir edilen indiiklenmig/indiiklenmemis ve serbest/yonlenmis fiberler i¢indeki canli
hiicre sayisinin kantitatif olarak belirlenebilesi i¢in kiiltiiriin 1., 7., 14. ve 21. giinlerinde
Alamar Blue testi uygulanmistir. Buna gore, serbest fiberlerde 1. giin sonunda iiretim
esnasinda ekilen tiim hiicrelerin %20’si canliligin1 korumus ve sonraki giinlerde ¢ogalma
gostermislerdir. Miyojenik indiiksiyon uygulanmayan orneklerin hiicre sayisi, uygulanan
orneklerden tiim giinlerde daha fazladir (Sekil 5.9). Yonlendirilmis 6rneklerde ise 1. giin
sonunda daha az hiicre (yaklasik %10) canliligin1 korumus ve sonraki giinlerde ¢ogalma
gostermislerdir. 14. glinden sonra miyojenik indiiksiyon uygulanmamis 6rneklerdeki hiicre
sayisinin, uygulanmis olanlar1 gectigi belirlenmistir (Sekil 5.10). Hiicrelerin 21 giin sonunda
serbest fiberlerde her iki grupta (indiikklenmis ve indiiklenmemis) da yonlendirilmis fiberlere

gore daha fazla ¢ogaldiklar: goriilmektedir.

Serbest Fiberlerde Alamar Blue Hiicre Sayimi

450.000
400.000

350.000
300.000
250.000
200.000
150.000
100.000
50.000 - -

0

1.glin 7.gun 14.glin 21.gln

Hiicre Sayisi

HASC-N.K.O ®ASC-L.K.O

Sekil 5.9 Serbest fiberlerde Alamar Blue yontemiyle canli hiicre sayis1 belirlenmesi. Mavi
barlar, normal kiiltiir altindaki fiberleri (N.K.O), kirmiz1 barlar ise indiikleme kiiltiir ortam1
altindaki fiberleri (LK.O), gostermektedir. Indiikleme islemi 24 saat sonra yapildig1 igin ilk

giin fiberlerinin her ikisi de normal kiiltiir altindadir.
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Yonlendirilmis Fiberlerde Alamar Blue Hiicre

Sayimi

250.000

200.000
z
? 150.000
. .
=
Q
3 100.000
T

50.000 -

, HH N
1.giin 7.gun 14.gin 21.gln

mASC-N.K.O mASC-I.KO

Sekil 5.10 Ydnlendirilmis fiberlerde Alamar Blue yontemiyle canli hiicre sayisi belirlenmesi.
Mavi barlar, normal kiiltiir altindaki fiberleri (N.K.O), kirmizi barlar ise indiikleme kiiltiir
ortami altindaki fiberleri (1.K.O) gostermektedir. Indiikleme islemi 24 saat sonra yapildig1

i¢in ilk giin fiberlerinin her ikisi de normal kiiltiir altindadir.

Serbest fiberlerin immiinfloresan boyama verilerine gére, MyoD-1 ve Myogenin belirtegleri
her iki grupta da (indiiklenmis ve indilklenmemis) hicbir zaman noktasinda
gozlemlenmemistir (Sekil 5.11, Sekil 5.13). Desmin belirteci ise her iki grupta da 14 ve 21.
giinde gortilmistiir (Sekil 5.12).

Yonlendirilmis fiberler ile gergeklestirilen immiinfloresan boyama verilerinde; MyoD-1
belirteci indiiklenmis Ornekte biraz daha yogun olmak iizere sadece 21. giinde
gozlemlenmistir (Sekil 5.14). Desmin belirteci her iki grubun 14. ve 21. giiniinde
gozlemlenirken, indiiklenmis 6rnegin 7. gliniinde eser miktarda gézlemlenmistir (Sekil 5.15).

Myogenin belirteci ise iki grupta da hig¢ bir giinde gozlemlenmemistir (Sekil 5.16).
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5.3.1. Mekanik Test Bulgular:

Uretilen fiberlere, kas dokusu ile mekanik uyumlulugun incelenmesi, ydnlendirme etkisinin
incelenmesi ve hiicre varliginin etkisinin incelenmesi amaciyla ¢ekme testi uygulanmistir.
Bu amagla Boliim 4.2.6°da ifade edildigi sekliyle fiberler iiretilmistir. Elde edilen veriler
WindapR programu ile islenmis ve gerinim-gerilim (stress-strain) egrileri olusturulmustur.
Egrinin dogrusal oldugu ilk kismin egimi kullanilarak fiberlerin elastisite modiilii

hesaplanmaistir. Veriler 3 ayr1 fiberden alinan 6lgiimlerin ortalamasi olarak verilmistir.

Mekanik testler, hiicrelerin fibrin fiberlerin mekanik dayanimini arttirdigini ve hiicrelerin

yonlendirildigi zaman daha fazla bir artisin meydana geldigini ortaya koymustur (Sekil

5.17).

Ml.gin W7.gin ®l4.giin W21.gin

= N
o 00 O
T T 1

e
o
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<
=)
% 12 F Dogal kas yapisinin elastisit
= 2
§ 10
2 8
% 5
o 4
2
0
Serbest Serbest Y o6nlendirilmis Y 6nlendirilmis
Hiicresiz Hiicreli Hiicresiz Hiicreli

Sekil 5.17 Cekme testi uygulanan fiberlerin elastisite modiilleri.

Serbest fiberler, yonlendirilmis fiberlere kiyasla daha diisitk mekanik dayanim sergilerken,
yonlendirilmis hiicreli fiberler, dogal iskelet kasinin maruz kaldig1 kuvvetlere dayanmak igin

gerekli olan mekanik 6zellikleri korumustur (Sekil 5.17).

5.4. ASC YUKLU FiBRIiN FiBERLERIN DINAMIK KULTUR iNCELEMESI

Statik kiiltiir deneyi i¢in hazirlanan ASC yiikli fibrin fiberlerle ayni kosullarda 4 cm
boyunda ve 2 mm kalinliginda {iretilen fiberler dinamik kiiltiir deneyinde kullanilmistir.

Fiberler ajjinat liyaz ve indiikleme uygulamalarinin hemen ardindan biyoreaktor cihazina
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baglanmis ve 21 giin boyunca 0.5 Hz, 1 saat/giin, 6rnek uzunlugunun %10'u kadar hareketle
tek eksenli periyodik gerilme uygulanarak dinamik olarak kiiltiir edilmistir. 1, 7, 14 ve 21.
giinlerde canli/61ii boyamas1 ve immiinfloresan boyamasi yapilarak hiicre davraniglar ve kas

hiicresine farklilagsma seviyeleri incelenmistir.

Canli/6lii boyama verilerinde her iki grupta (indiiklenmis ve indiiklenmemis) da tiim
giinlerde fiber igindeki hiicrelerin canliliklarini koruduklari ve ¢cogaldiklar1 gézlemlenmistir

(Sekil 5.18).

Immiinfloresan boyama verilerine gére MyoD-1 belirteci her iki grupta (indiiklenmis ve
indiiklenmemis) da 14. ve 21. giinde belirgin sekilde gozlenmistir (Sekil 5.19). Desmin
belirteci 1. giinden itibaren artan sekilde her iki grubun tiim giinlerinde, 14 ve 21. giinlerde
belirgin sekilde yogun olmak tizere, gozlemlenmistir (Sekil 5.20). Myogenin belirteci ise her
iki grupta da, indiiklenen Ornekte daha fazla olmak iizere, 14. giinde goézlemlenmeye

baglamis olup 21. giinde yogunlastigi gorilmistiir (Sekil 5.21).
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Dinamik ve statik kiiltiir canli/6lii boyamasi karsilastirmasina gore statik kiiltiirde hiicrelerin

dinamik kiiltiir 6rneklerine gore daha diizgiin hizalandiklar1 gézlenmistir. (Sekil 5.22)

Sekil 5.22 Statik ve dinamik kiiltiir canli/6lii hiicre karsilastirilmasi. Statik kiiltiir 14. ve 21.
giin (a,b). Dinamik kiiltiir 14. ve 21. giin (c,d)

Dinamik kiiltlir uygulanmis 6rnekler de tiim fiber yapisinin durumunu gorebilmek igin kesit
boyamanin yani sira tiim fiber pargasinin da immiinfloresan boyanmasi gerceklestirilmis ve

tim giinlerde artan oranda tiim belirtegler gozlenmistir. (Sekil 5.23, Sekil 5.24, Sekil 5.25)
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6. TARTISMA VE SONUC
6.1. TARTISMA

Bu tez ¢alismasinda, miyojenik farklilasmasi uyarilmis ASC hiicreleriyle yiikli, mekanik
Ozellikler bakimindan dogal doku ile 6zdes, yonlenmis ve dinamik kiiltiir ile stimiile edilmis,
dogal kas yapisinin bir benzeri olabilecek fibrin bazli fiberler iiretilmistir. Yapilan hiicre
canlilik testleri (6lii/canli boyama ve Alamar Blue), immiinfloresan boyama ve mekanik

testlerin sonuglar1 degerlendirilmistir.

6.1.1.  Fibrin Fiber Uretim Sonuclarinin Degerlendirilmesi

Tek bagina fibrin kullanilarak yapilan fiber tiretim denemelerde ulasilan sonuglar, ¢ozeltinin
diisiik viskozitesi nedeniyle sadece fibrinojenin trombin banyosu igine enjeksiyonuyla
kararli bir fiberin iiretilmesinin miimkiin olmadigin1 géstermistir. Bu nedenle toplama
banyosuna enjekte edilen polimerin ilk anda bir fiber olusturmasini saglamak ig¢in
biyouyumlu ve biyobozunur oldugu bilinen bir polisakkarit olan aljinat, fibrinojenle Boliim
5.2.1’de ifade edilen cesitli oranlarda karistirilmistir. Ancak mekanik dayanikliligi ve
sarilabilme oOzelligi yiiksek oldugu igin tercih edilen bu yiiksek polimer yogunluklu
(fibrinojen ve aljinat) matrisler igerisinde hiicrelerin yasayamamasi nedeniyle, bundan
sonraki ¢alismada fibrinojen ve aljinat konsantrasyonlari, fiber olusumuna izin veren en
diisiik konsantrasyonda (10 mg/mL fibrinojen ve 15 mg/mL aljinat) kullanilmistir.
Boylelikle, canliligi etkileyen degerin polimer yogunlugu oldugundan emin olunmak
istenmistir. Sekil 5.4’te goriildiigli lizere matris igerisindeki polimer yogunlugu azaldik¢a

fiber igerisinde yasayan hiicre sayis1 artmistir.

Bruekers ve arkadaglarinin yaptiklar1 ¢galismada {iretilen fibrin fiberlerin mimarisinin hiicre
yayilmasi ve farklilagsmasini etkiledigi gosterilmistir (43). Bu nedenle hiicre yayilmasinin
saglanabilmesi fibrin fiberin optimizasyonu ile dogrudan iligkilidir. ASC hiicrelerinin
miyojenik farklilagsma ile miyoblastlar1 olusturmasi, miyoblastlarin ise birbiri ile birlesip
kaynasarak ¢ok c¢ekirdekli miyotiipleri olusturabilmesi i¢in fiber icerisindeki hiicrelerin
yasamasi kadar yayilarak fiber boyunca yonlenebilmesi de bu calisma i¢in ¢ok dnemlidir.
Her ne kadar Sekil 5.4’te fiber icerisindeki hiicre canliligin arttigi goriilmiis olsa da yeterli
yayilmis morfoloji gézlenememistir. Bu nedenle, matris polimer yogunlugunun kararlt bir
fiber iiretilebilecek en diisiik konsantrasyonlardan (10mg/mL fibrinojen ve 15mg/mL aljinat)
taviz vermeden azaltilabilmesi i¢in iiretimden sonra aljinat liyaz enzimi kullanilarak aljinat

bilesigi matristen ¢ikarilmis ve hiicre yayilmasi i¢in matris gézenekliligi arttirilmistir.
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Sekil 5.5’te goriildiigii gibi aljinat bileseninin yapidan ¢ikarilmadigi durumda, yayilma
egilimi Ornek boyunca bazi lokal bolgelerle smirli kalmistir ve homojen bir hiicre
populasyonu izlenememistir. Aljinat liyaz enzimi uygulamasindan sonra hiicrelerin fiber
eksenine paralel sekilde yayilma gosterdikleri gozlenmistir. Ozellikle faz-kontrast
goriintiileriyle ¢akistirilan floresan goriintiiler dikkate alindiginda, alijnat liyaz enzimi
uygulanmadigi durumda hiicrelerin yalnizca kisithi bir miktarda fiber aralarinda canliliini
siirdiirebildigi gozlenirken; aljinat liyaz enzimi uygulandigi zaman tiim fiber matrisi
boyunca homojen sekilde yayilmis ve yonlenmis ASC hiicreleri izlenmistir. Bu sonuglar,

dogal kas yapisini taklit edebilecek bir fiber yapisinin optimize edildigini gostermektedir.

6.1.2. Hiicre Canlilik Testleri Degerlendirmesi

Hiicre canlilik testleri olarak fiber icerisindeki hiicrelerin davranislarin1 gézlemleyebilmek
icin canli/61i boyama testi ile fiber igerisindeki hiicre sayisinin tespiti i¢in Alamar Blue testi

yapilmuistir.

6.1.2.1.  Canl/Olii Boyama Sonuclari Degerlendirmesi

Riboldi ve arkadaslarinin yaptiklar1 ¢alismada DegraPol hiicre tasiyicilar igerisine ekilen
C2C12’nin (fare miyoblast hiicre hatt1) tutunma ve ¢ogalmasi incelenmistir. 21 giin boyunca
hiicrelerin hayatta kaldiklar1 ve ¢ogaldiklar1 goriilmiistiir (44). Madden ve arkadaslarinin
yaptiklar1 ¢alismada ise kas biopsisinden elde edilen miyojenik hiicrelerin fibrinojen ve
matrigel kullanilarak {iretilen fiber demetlerinin igerisinde hayatta kaldiklar1 gosterilmistir
(45). Calismamizda ise Sekil 5.8 ve Sekil 5.18’te goriildiigii tizere hem statik hem de
dinamik kiiltiirde 21. giin boyunca ASC hiicre canliligt ve yonlenmesinin korundugu
gozlenmistir. Serbest fiberlerle yapilan canli/6lii boyama sonuglarina gore ise hiicre canlilig
21 giin boyunca korunmus ve belirli bir hiicre yonlenmesi goriilmemistir (Sekil 5.7).
Dinamik kiiltiir 6rneklerinde 14.giine kadar statik kiiltiir 6rneklerine gére daha az sayida

canlt hiicre oldugu canli/6lii boyama goriintiilerinde goriilmektedir.

Dinamik kiiltiirde fiberlere uygulanan ¢ekme kuvvetinin hiicrelerin ¢ogalmasini geciktirdigi
diistiniilmektedir. Ayrica hiicrelerin fiber ekseni boyunca hizalanmasini da etkilemektedir.
Statik kiiltiirde hiicreler dinamik kiiltiire gore daha diizgiin hizalanmaktadir. (Sekil 5.22)

6.1.2.2.  Alamar Blue Sonuclari1 Degerlendirmesi

Uretim esnasinda hiicrelerin maruz kaldig: cesitli durumlarin (siringa ve igne ucu kesme

kuvveti, toplama banyosu igerisinde capraz baglanma i¢in bekleme vb.) hiicrelerin bir
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kisminin iiretim esnasinda Olmesine veya fiber igerisinden ¢ikmasina yol agtid
degerlendirilmektedir. Bu nedenlerle, 1. giin sonunda serbest fiberlerde iiretim esnasinda
hapsedilen edilen tiim hiicrelerin yaklasik %20’si canli kalirken yonlendirilmis fiberlerde
stirekli gerilimin devam ediyor olmasi nedeniyle tiim hiicrelerin yaklasik %10’u canli
kalmistir. (Sekil 5.9 ve Sekil 5.10). 14. giinden sonra miyojenik indiiksiyon uygulanan
orneklerde, uygulanmamis olanlara gore daha diisiik hiicre sayis1 belirlenmistir. Bu durum,
miyojenik indiiksiyonunun hiicrelerin ¢ogalma yolagindan ziyade, farklilasma yolagina

yonlendirilmesi anlamina gelebilecegi seklinde degerlendirilmistir.

6.1.3. Immiinfloresan Boyama Sonuclar1 Degerlendirmesi

ASC’lerin in vitro kosullar altinda miyojenik farklilagma gosterebildigi ¢esitli arastirma
gruplar tarafindan gosterilmistir. Zuk ve arkadaslarinin yaptiklar1 ¢alismada, miyojenik
farklilasma i¢in kullanilan kiiltiir ortaminda ASC’lerin uzamis morfoloji gosterdikleri ve
MyoD-1 ile miyozin heavy chain kas belirteglerini ifade ettikleri goriilmiistir (21). Bu
calismadan farkli olarak bizim ¢alismamizda kullanilan dinamik kiiltiir ortam1 daha fazla
sayida ASC hiicresinin farklilasmasini saglamustir (Sekil 5.23, Sekil 5.24, Sekil 5.25). Yilgor
ve arkadaslarinin yaptiklar1 ¢aligmada ise bizim sonuglarimiza da paralel olarak, ASC

hiicrelerinin dinamik kiiltiir altinda kas belirteglerini gosterdikleri gosterilmistir (46).

Calismamizda dogal kas yapisinin mikro ¢evresini taklit ederek, yag kaynakli mezenkimel
kok hiicrelerin miyojenik farklilasma yolagina yonlendirilmesi amaglanmigtir. Uretilen ASC
yiiklii fiberlere indiikleme ortami yardimiyla biyokimyasal, uygulanan diizenli tek eksenli
gerilme kuvveti yardimiyla da mekanik sinyaller gonderilerek miyojenik farklilagma

acisindan incelenmistir.

Statik ve dinamik olarak kiiltiir edilmis olan ASC yiiklii fiberler, deney sonlarinda fikslenmis

ve kas spesifik belirtecler olan MyoD-1, Desmin ve Myogenin antikorlari ile isaretlenmistir.

Statik kiiltiir uygulanan yonlendirilmis 6rneklerde MyoD-1 belirteci sadece 21.giinlerde az
miktarda izlenmistir (Sekil 5.14). Her iki grup i¢in de Desmin 14 ve 21. giinlerde ifade
edilirken (Sekil 5.15), Myogenin her iki grupta da hicbir giinde gézlenmemistir (Sekil 5.16).
Serbest fiberlerin immiinfloresan boyama sonuglarinda ise her iki grubun 14 ve 21.
giinlerinde sadece Desmin goriilmiis olup MyoD-1 ve Mpyogenin higcbir giinde
gozlenmemistir (Sekil 5.11, Sekil 5.12, Sekil 5.13). Bu iki belirtecin goriilmeme nedeni
miyotlip olusumu i¢in gerekli olan hiicre yonlenmesinin serbest fiberlerde goriilmemesi

olarak degerlendirilmistir.
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Dinamik kiiltiir 6rneklerinde ise MyoD-1 belirteci her iki grupta da 14 ve 21.giinlerde
belirgin sekilde goriilmekle birlikte indiiksiyon uygulanan orneklerde biraz daha yogun
olduklar1 gézlenmistir (Sekil 5.19). Desmin belirteci 1. giinden 21. giine dogru her iki grupta
da artan oranlarda goriilmistiir (Sekil 5.20). Myogenin ise her iki grubun 14 ve 21.
giinlerinde ifade edilmistir. Indiiksiyon uygulanan Ornekler de daha fazla goriildiigii

degerlendirilmektedir (Sekil 5.21).

Statik ve dinamik kiiltlir sonuglar karsilastirildiginda tek basina uygulanan biyokimyasal
indiiksiyonun ASC hiicrelerinin miyojenik farklilasma yolagina girebilmesine yeterli
olmadig1 degerlendirilmektedir. Biyokimyasal indiiksiyonun, mekanik indiiksiyon ile
desteklendigi dinamik kiiltiir caligmasinda, 6zellikle statik kiiltlir de hi¢bir sinyal alinmayan
Myogenin belirtecinin belirgin sekilde ortaya c¢ikmasi ASC’lerin miyojenez siirecinde

oldugu seklinde degerlendirilmektedir.

6.1.4. Mekanik Test Sonuclar1 Degerlendirmesi

Aljinat bileseninin sistemden c¢ikarilmast mekanik dayanimi diisiirse de Bruekers ve
arkadaglarinin yaptiklar1 ¢aligmada da gosterildigi gibi trombin kullaniminin artirilmasi

fibrin polimerizasyon oranini artirdigi igin dayanimu yeterli seviyeye ¢ikarmistir (43).

Serbest ve yonlendirilmis olarak iki grup halinde iiretilen fiberler ayrica kontrol grubu olarak
hiicresiz olarak da test edilmistir. Yonlendirilmis fiberlerin hem hiicreleri hem hiicresiz
durumda daha yiiksek bir mekanik dayanim gosterdikleri gozlenmistir. Ancak her iki grupta
da 7. giinden sonra mekanik dayanim diismeye baslamistir. Hiicreli ve yonlendirilmis
orneklerde ise 14. giinden itibaren hiicrelerin ¢ogalmasinin ve fiber eksenine paralel

yonlenmesinin mekanik dayanimi artirdigi degerlendirilmektedir (Sekil 5.17).

6.2. SONUC

En biiyiik dokulardan biri olan kas dokusu toplam viicut agirhgmimn yaklagik %45’ini
olusturur. Motor sinir uyarimi ile kasilma islevi géren miyofiber demetlerden olusan iskelet
kas dokusu, egzersiz ve agirlik kaldirma gibi hafif hasar durumlarinda uydu hiicreleri
vasitastyla kendini yenileyebilmektedir. Ancak doku biitlinliigiiniin ciddi bir sekilde hasar
gormesi durumunda kendini yenilemek i¢in sinirhi bir kapasiteye sahiptir. Kaybin kas
hacminin %20'sinden fazla oldugu durumlarda dogal tamir mekanizmasinin yetersiz kaldig1
ve kayiplarin tamir edilemedigi bilinmektedir. Yaralanma diizgiin bir sekilde onarilamazsa

kas giigsiizliigii ve atrofi meydana gelmektedir (47).
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Gliniimiizde kas hastaliklarini tedavi edebilen etkin bir ila¢ tedavisinin bulunmamaktadir.
Cerrahi tedavi segenekleri ise yukarida bahsi gecen nedenlerden otiirii oldukega kisitlidir. Bu
nedenle hiicreler, tasiyici biyomalzemeler ve indiiktif ajanlar kullanilarak laboratuvar
ortaminda fonksiyonel doku ve organlar gelistirilmesini hedefleyen doku miihendisligi

odakli tedavi yontemleri popiiler hale gelmektedir.

Doku miihendisligi calismalari, 6nceleri sadece yapisal destek saglayan pasif malzemelerden
olusurken, artik doku olusumunu yonlendiren indiikleyici malzemelere dogru ilerlemistir
(15). Eriskin kok hiicrelerin gerekli hormon ve kimyasallar kullanilarak farkli doku
hiicrelerine doniisebildikleri gosterilmistir (16). Bu noktadan hareketle viicutta diger
kaynaklara kiyasla ¢cok daha fazla bulunan yag kaynakli kok hiicreler kas doku mithendisligi
calismalarinda kullanilmaya baslanilmis ve miyojenik farklilasma gosterebildikleri rapor
edilmistir (21). Biyouyumlu sentetik ve dogal polimerlerden iiretilen tasiyicilar, bu
hiicrelerle yiiklenerek kas rejenerasyonunu, biyoaktif molekiiller veya mekanik sinyaller

yardimi ile gergeklestirebilirler.

Calismamiz, mekanik indiiksiyonun, biyokimyasal indiiksiyon yardimiyla, ASC
hiicrelerinin miyojenik farklilasma yolagima yonlendirilebilecegini gdstermesi agisindan
sonraki aragtirmalarimiz i¢in motivasyon teskil etmektedir. Bununla birlikte bu yontem
cesitli limitasyonlar1 asmak adma optimize edilmelidir. ASC hiicrelerinin miyojenik
farklilasma oranlarinin artirilmasi ve kasilma islevinin kazandirilabilmesi 6nemli
parametrelerdir. Ayrica, iskelet kas dokusunun rejenerasyonu tamamlanana kadar,
tastyicinin destek olabilmesini saglama adina malzemenin yapisal ve mekanik 6zellikleri

gelistirilmelidir.

60



KAYNAKLAR

10.

11.

12.

13.

Turner NJ, Badylak SF. Regeneration of skeletal muscle. Cell Tissue Res. 2012;759—
74.

Quintero AJ, Wright VJ, Fu FH, Huard J. Stem Cells for the Treatment of Skeletal
Muscle Injury. Clin Sports Med. 2009 Jan;28(1):1-11.

Scime A, Caron AZ, Grenier G. Regenerative Medicine Program and Center for Stem
Cell and Gene Therapy, Ottawa Health Research Institute, 501 Smyth Road, Ottawa,
Ontario, Canada, K1H 8L6, 2 Research Center on Aging, Faculty of Medicine,
Department of Orthopedic Surgery, Universite de Sherbrooke, Quebec, Canada, J1H
4C3. 2009;3012-23.

Giimiisderelioglu M. Doku Miihendisligi ve Uriinleri. Bilim Tek. 2010;71.

Cezar CA, Mooney DJ. Biomaterial-based delivery for skeletal muscle repair. Adv
Drug Deliv Rev. 2015 Apr 28;84:188-97.

Tedesco FS, Cossu G. Stem cell therapies for muscle disorders. Curr Opin Neurol.
2012;597-603.

Qazi TH, Mooney DJ, Pumberger M, Geilller S, Duda GN. Biomaterials based
strategies for skeletal muscle tissue engineering : Existing technologies and future
trends. Biomaterials. 2015;53:502-21.

Carr LK, Steele D, Steele S, Wagner D, Pruchnic R, Jankowski R, et al. 1-year follow-
up of autologous muscle-derived stem cell injection pilot study to treat stress urinary
incontinence. Int Urogynecol J Pelvic Floor Dysfunct. 2008;

Brazelton TR, Nystrom M, Blau HM. Significant differences among skeletal muscles
in the incorporation of bone marrow-derived cells. Dev Biol. 2003 Oct 1;262(1):64—
74.

Bhagavati S, Xu W. Generation of skeletal muscle from transplanted embryonic stem
cells in dystrophic mice. Biochem Biophys Res Commun. 2005 Jul 29;333(2):644-9.
Ferrari G, Stornaiuolo A, Mavilio F. Bone-marrow transplantation: Failure to correct
murine muscular dystrophy. Nature. 2001 Jun 28;411(6841):1014-5.

Muhamed J, Revi D, Joseph R, Anilkumar T. Phenotypic Modulation of Cell Types
around Implanted Polyethylene Terephthalate Fabric in Rabbit Muscle. Toxicol
Pathol. SAGE Publications; 2012 Sep 18;41(3):497-507.

Langer R, Vacanti JP. Tissue engineering. Science (80- ). 1993 May
14;260(5110):920 LP-926.

61



14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24,

25.

26.

27.

Tissue Engineering Process [Internet]. [cited 2017 Aug 22]. Available from:
http://www.stevensgroup.org/index.php/research/bioactive

Grasman JM, Zayas MJ, Page RL, Pins GD. Acta Biomaterialia Biomimetic scaffolds
for regeneration of volumetric muscle loss in skeletal muscle injuries. Acta Biomater.
2015;25:2-15.

Yilgor P, Tuzlakoglu K, Reis RL, Hasirci N, Hasirci V. Incorporation of a sequential
BMP-2/BMP-7 delivery system into chitosan-based scaffolds for bone tissue
engineering. Biomaterials. 2009 Jul;30(21):3551-9.

Juhas M, Ye J, Bursac N. Design , evaluation , and application of engineered skeletal
muscle. METHODS. 2015;

Bitto FF, Klumpp D, Lange C, Boos AM, Arkudas A, Bleiziffer O, et al. Myogenic
Differentiation of Mesenchymal Stem Cells in a Newly Developed Neurotised AV-
Loop Model. 2013;2013.

Mesenchymal Stem Cell Isolation [Internet]. [cited 2017 Aug 22]. Available from:
https://stemcellthailand.org/mesenchymal-stem-cells-repair-factory/

Dai R, Wang Z, Samanipour R, Koo K, Kim K. Adipose-Derived Stem Cells for
Tissue Engineering and Regenerative Medicine Applications. 2016;2016.

Zuk PA, Ph D, Zhu MIN, Mizuno H, Benhaim P, Lorenz HP. Multilineage Cells from
Human Adipose Tissue : Implications for Cell-Based Therapies. 2001;7(2):211-28.
Choi JS, Lee SJ, Christ GJ, Atala A, Yoo JJ. The influence of electrospun aligned
poly(e-caprolactone)/collagen nanofiber meshes on the formation of self-aligned
skeletal muscle myotubes. Biomaterials. 2008 Jul;29(19):2899-906.

Sirivisoot S, Pareta R, Harrison BS. Protocol and cell responses in three-dimensional
conductive collagen gel scaffolds with conductive polymer nanofibres for tissue
regeneration. Interface Focus. 2013 Dec 20;4(1).

Nelson DM, Baraniak PR, Ma Z, Guan J, Mason NS, Wagner WR. Controlled release
of IGF-1 and HGF from a biodegradable polyurethane scaffold. Pharm Res. 2011 Jun
23;28(6):1282-93.

Kamelger FS, Marksteiner R, Margreiter E, Klima G, Wechselberger G, Hering S, et
al. A comparative study of three different biomaterials in the engineering of skeletal
muscle using a rat animal model. Biomaterials. 2004;25(9):1649-55.

Kong H, Ph D, Mooney DJ, Ph D. Controlled Gel Stiffness and Degradation. Tissue
Eng. 2007;13(7).

Borselli C, Storrie H, Benesch-Lee F, Shvartsman D, Cezar C, Lichtman JW, et al.

62



28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

Functional muscle regeneration with combined delivery of angiogenesis and
myogenesis factors. Proc Natl Acad Sci U S A. 2010 Feb 23;107(8):3287-92.
Shvartsman D, Storrie-White H, Lee K, Kearney C, Brudno Y, Ho N, et al. Sustained
Delivery of VEGF Maintains Innervation and Promotes Reperfusion in Ischemic
Skeletal Muscles Via NGF/GDNF Signaling. Mol Ther. 2014 Jul 20;22(7):1243-53.
Chattopadhyay S, Raines RT. Collagen-Based Biomaterials for Wound Healing.
Biopolymers. 2014;1-42.

Carnio S, Serena E, Rossi CA, De Coppi P, Elvassore N, Vitiello L. Three-
dimensional porous scaffold allows long-term wild-type cell delivery in dystrophic
muscle. J Tissue Eng Regen Med. 2011;5(1):1-10.

van Wachem PB, Brouwer LA, van Luyn MJA. Absence of muscle regeneration after
implantation of a collagen matrix seeded with myoblasts. Biomaterials.
1999;20(5):419-26.

Kroehne V, Heschel I, Schiigner F, Lasrich D, Bartsch JW, Jockusch H. Use of a
novel collagen matrix with oriented pore structure for muscle cell differentiation in
cell culture and in grafts. J Cell Mol Med. 2008 Sep 11;12(5a):1640-8.

Wang L, Cao L, Shansky J, Wang Z, Mooney D, Vandenburgh H. Minimally Invasive
Approach to the Repair of Injured Skeletal Muscle With a Shape-memory Scaffold.
Mol Ther. 2014 Aug 3;22(8):1441-9.

Ko IK, Lee SJ, Atala A, Yoo JJ. In situ tissue regeneration through host stem cell
recruitment. Exp &amp; Mol Med. 2013;45(11):e57-11.

Borschel GH, Dow DE, Dennis RG, Brown DL. Tissue-Engineered Axially
Vascularized Contractile Skeletal Muscle. :2235-42.

Page RL, Ph D, Malcuit C, Ph D, Vilner L, Voijtic I, et al. Restoration of Skeletal
Muscle Defects with Adult Human Cells Delivered on Fibrin Microthreads. Tissue
Eng. 2011;17:2629-40.

Lesman A, Koffler J, Atlas R, Blinder YJ, Kam Z, Levenberg S. Engineering vessel-
like networks within multicellular fibrin-based constructs. Biomaterials. 2011
Nov;32(31):7856-69.

Cram EJ. Mechanotransduction in C. elegans Morphogenesis and Tissue Function.
Prog Mol Biol Transl Sci. 2014;126:281-316.

Engler AJ, Sen S, Sweeney HL, Discher DE. Matrix Elasticity Directs Stem Cell
Lineage Specification. Cell. 2006;126(4):677-89.

Clarke SF. Mechanical load induces sarcoplasmic wounding and FGF release in

63



41.

42.

43.

44,

45.

46.

47.

differentiated human skeletal muscle cultures. J Fed Am Soc Exp Biol.
1996;10(4):502-9.

Lin C-S, Xin Z-C, Dai J, Lue TF. Commonly Used Mesenchymal Stem Cell Markers
and Tracking Labels: Limitations and Challenges. Histol Histopathol. 2013 Sep
16;28(9):1109-16.

Yoshimura K, Shigeura T, Matsumoto D, Sato T, Takaki Y, Aiba-Kojima E, et al.
Characterization of freshly isolated and cultured cells derived from the fatty and fluid
portions of liposuction aspirates. J Cell Physiol. 2006;208(1):64-76.

Bruekers SMC, Jaspers M, Hendriks JIMA, Kurniawan NA, Koenderink GH, Kouwer
PHJ, et al. Fibrin-fiber architecture influences cell spreading and differentiation. Cell
Adh Migr. 2016 Feb 24;10(5):495-504.

Riboldi SA, Sadr N, Pigini L, Neuenschwander P, Simonet M, Mognol P, et al.
Skeletal myogenesis on highly orientated microfibrous polyesterurethane scaffolds. J
Biomed Mater Res. 2007;

Madden L, Juhas M, Kraus WE, Truskey GA, Bursac N. Bioengineered human
myobundles mimic clinical responses of skeletal muscle to drugs. Elife. 2015 Jan
9;4:e04885.

Huri PY, Cook CA, Hutton DL, Goh BC, Gimble JM, DiGirolamo DJ, et al.
Biophysical cues enhance myogenesis of human adipose derived stem/stromal cells.
Biochem Biophys Res Commun. 2013 Aug 16;438(1):180-5.

Huard J, Li Y, Fu FH. Muscle Injuries and Repair: Current Trends in Research. J Bone
Jt Surg. 2002 May 1;84(5):822 LP-832.

64



OZGECMIS

Ad1 Soyadi: Emre Ergene

Dogum Yeri: Eskisehir

Dogum Tarihi: 23.01.1988

Medeni Hali: Bekar

Yabana Dili: Ingilizce

Egitim Durumu

Lise: Eskisehir Kiligoglu Anadolu Lisesi (2002-2006)

Lisans: Anadolu Universitesi Miihendislik-Mimarlik Fakiiltesi Malzeme Bilimi ve
Miihendisligi (2007-2012)

Anadolu Universitesi Isletme Fakiiltesi Isletme (2008-2013)
Is Tecriibesi
Kurumu: T.C. Ziraat Bankasi, Bursa
Gorevi: Mali Analiz ve Istihbarat Uzman Yardimcisi
Yillari: Ocak 2013 - Nisan 2014
Kurumu: T.C. Maliye Bakanligi, Kahramanmaras
Gorevi: Vergi Miifettis Yardimicisi

Yillari: Temmuz 2014 - Ekim 2015

65



TEZ KAYNAKLI YAYINLAR

1. Poster: Ergene E, Malikmammadov E, Yilgér Huri P, Hasirct V. Cellular Alignment
Enhance the Mechanical Properties of ASC Laden Fibrin Microfibers, 22nd International
Biomedical Science and Technology Symposium (BIOMED 2017), Ankara, Turkey, May
12-14, 2017.

2. Sozlii Sunum: Ergene E, Sezlev Bilecen D, Ermis Sen M, Yilgor Huri P, Hasirci V. 3D
Cellular Alignment Enhance ASC Myogenesis for Skeletal Muscle Tissue Engineering. 28th
Annual Conference of the European Society for Biomaterials (ESB 2017), Athens, Greece,
September 4-8, 2017.

66



6.10°£,1 0ZPaWOIG MMM YaivAolg

£10Z 3W0I9 41ey)
NI373 1e4n| "A "1@-joid

'£10Z Ae\ 40 Uiy | -yiz| uo
9AIdn] ‘edexuy ‘1910H UMOIUMO(] NjopeuY 1B p1ay

INIDLT 2w

JO 9dUBpUB}IE BY} SBII1J8d /1 0Z AIIN0|g Jo 99n1wwod buiziueblo ay|

JONVANALLV 40 31VIId1143d

AIMENL | VHVUNY - LLOC AVIN 7L-CL

WNISOdWAS A90TTONHJ3L 8 3ON3IJS
TVIId3IWO0IE TVNOILVNYILNI onee

£10cA3AN0Ig

Ag pasiuebig

67



Cellular Alignment Enhances the Mechanical Properties of
ASC Laden Fibrin Microfibers

1lgdr Huri

BIOMATEN

ok e s

Day 14

Introduction

The importance of biomimetic scaffolds, both in terms of
architecture and mechanical properties, have long been appreciated in
tissue engineering strategy. Skeletal muscle is an aligned tissue with a
stiffness of ca. 12 kPa [1]. The importance of mimicking the cellular
alignment and substrate stiffness in the production of functional
engineered skeletal muscle has been shown in 2D cultures through
enhanced myoblast fusion [2, 3]. In our study, we encapsulated human
adipose-derived stem cells (ASCs) in 3D fibrin microfibers for
differentiation into myoblasts by biochemical and biomechanical
induction. We investigated the effect of fiber alignment and loading \ \
on the cellular behavior and mechanical properties of the constructs Figure 2. ASC alignment within fibrin fibers. In aligned fibers, cells align parallel to the

with the intention of ubtﬂining a suitable 3D tissue engineemd skeletal fiber axis while they distribacte freely within random fibers on Days 7-21 : Calcein
muscle AM staining for live cells, Red: EthD-1 staining for dead cells. Scale bar: 250 um

Mechanical tests revealed that cells enhance the stiffness of the

Meth ds fibrin fibers, and a further increase was observed when the cells were

aligned (Fig. 4). The loss of stiffness of acellular fibers within cell

Human ASCs were isolated ' S
from abdominal lipoaspirates |

and were encapsulated within
wet spun fibrin microfibers at a

Random

Aligned

culture environment is recapitulated by the presence and specifically,
by the alignment of the cells within the fibers.

500 wRandom W Aligned 20  Day 1 ® Day 7 @ Day 14 ® Day 21
density of 1250  cells/uL.
Fibrous constructs were either 400 = 16
cultured free floating within the % S
. D 300 ~ 12 Stiffness of native \kduuinmvck
media (random) or were - 2
£ 3
wrapped_ around frarqes by _lhe = 200 8
application of uniaxial tension =
S
through stretch (aligned) (Fig 1 ST 1
a, b). Acellular fibers produced <3R4 i
using identical cofidiions were Figure 1. {a) Random, and (b) aligned fibers 0 0
2 in culture. (c, d) Tensile tesis were conducied 7 14 21 Random Random Aligned Al
used as controls. {0 assess fiber stiffiess. Time (days) acellular Cellular Acellular Ce m.
Culture was continued for 21 days within DMEM supplemented Figure 3. Viabie cell number within Figure 4. Stiffness of tensile tested fibers
with 10% FBS and 1% antibiotics. Cellular viability was assessed random and aligned  fibrin  fibers  Random  fibers  exhibited less  stiffiness
using LIVE/DEAD® assay, imaged using CLSM (Leica, Germany) during 21 davs of culture. Cells  compared 1o aligned, while fibers housing
S / Rl assay, Iy sing S .

. p - . proliferated more within random fibers  aligned cells maintaned the mechanical
/g . o® asss . she:
and was qua.m]ﬁcd by alamarBlue® assay (Ih"m“)hbh(’r‘ USA) when  biochemically  induced  for properties necessary to withstand the forces in

throughout the culture. Fiber stiffness or Young’s Modulus was myogenic differentiation. the skeletal muscle microenvironment.

determined from the linear portion of the stress-strain curves obtained
from tensile testing of the fibers (L: 10 mm, D: 0.4 mm) on a 31
universal testing machine (Shimadzu, Japan) (Fig. 1 c, d). COHC]“SIOH
In parallel fibers, ASCs aligned along the axis and preserved this
Results and Discussion organization for 21 days. Fibers with cells were stiffer than fibers
without cells, and cellular alignment contributed to fiber stiffness.
ASCs oriented parallel to the fiber axis within aligned fibers on
Days 7. 14 and 21; while no cellular alignment and orientation was References
observed on the random fibers at these time points (Fig. 2). Cells

induced biochcmically for I]‘lyDgCI]USiS pl‘U]imet(_‘d more within 1. Huard J., et. al., Journal of Bone and Joint Surgery American (2002) 84: §22-832.
- . o . iYS. e ; ials (2012) 33: 6943
random fibers as compared to aligned, probably indicating higher rate 2. Choi Y8, of. al, Biomaterials (2012) 33: 6943-6951.
. P . . 3. Tanaka T., Aramaki H.N., International Journal of Tissue Engineering (2014) 1D
of differentiation in the latter case (ongoing study) (Fig. 3). 621529,
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