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Ug boyutlu islevsel bir iskele yardimiyla rejeneratif kok hiicrelerin hasarli viicut bolgesine iletimini
saglayan doku miihendisligi yaklasim: travmatik kas doku kaybinin tedavisi i¢in potansiyel
tasimaktadir. Bu ¢alismada, sigan kemik iligi mezenkimal kok hiicreleri (Ki-MKH) saghkli siganlarin
tam kanindaki trombositten zengin plazma (TZP) ile trombositten fakir plazma (TFP)’dan elde edilen
fibrin malzeme ve alginat iceren mikrokiireler icerisine iyonotropik jellesmeyle ayri ayr1 enkapsiile
edildi (TPE 2012/01068). Alginat icermeyen fibrin mikrokiireler sodyum sitrat tamponu ile alginatin
uzaklastiriimas: yoluyla elde edildi. Ki-MKH enkapsiile edilmis fibrin mikrokiirelerin in vitro
karakterizasyonu FT-IR, SEM, MTT ve ELISA gibi yontemlerle gerceklestirildi. Mikrokiirelerin in
vivo rejeneratif ve anjiyogenik ozellikleri Wistar soyu siganlarda olusturulan bir kas yara modelinde
incelendi. Bu amagla, herbir siganin biceps femoris (her iki taraf) kasinda 4x5x6 mm?® boyutunda kas
dokusu cikarilarak yaralar olusturuldu. Ardindan, Ki-MKH iceren ve icermeyen, TZP veya TFP
kaynakli fibrin mikrokiireler bu yara bolgesine ayri ayr1 yerlestirilip denekler takibe alindi.
Transplantlarin doku uyumlulugunun yani sira rejeneratif ve anjiyogenik etkileri, nakil sonras: 7. ve
14. giinlerde eksplante edilen ornekler iizerinde histolojik olarak incelendi. Sonuglar, her iki tiir
mikrokiirenin doku uyumu gésterdigini, ancak KI-MKH igeren TZP kaynakli fibrin mikrokiirelerin,
hiicresiz gruplara ve TFP mikrokiirelerine gore yarali kas bolgesinde yeniden damarlasma ve doku
rejenerasyonu bakimindan iistiinliigiinii ortaya koydu.
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Tissue engineering approach can be considered as a useful approach to treat traumatic skeletal muscle
loss by providing an adequate method to deliver regenerative stem cells through a functional three-
dimensional scaffold. In this work, rat bone marrow mesenchymal stem cells (BM-MSCs) were
encapsulated in alginate and fibrin microbeads (FMBs) derived either from the platelet rich plasma
(PRP) or platelet poor plasma (PPP) of rat whole blood samples of healthy rats via ionotropic gelation
(TPE 2012/01068). Pure fibrin microbeads were obtained by removing alginate using sodium citrate
buffer. In vitro characterisation of FMBs containing BM-MSCs was evaluated by using methods such
as, FT-IR, SEM, MTT and ELISA. The regenerative and angiogenic capacity of the microbeads was
evaluated in a Wistar rat muscle injury model. For this purpose, a 4x5x6 mm?®-size muscle tissue was
removed from the biceps femoris of each rat (both sides). Then, bare or BM-MSCs-containing fibrin
microbeads from either PRP or PPP were placed inside the defects and followed. Apart from tissue
compatibility, the regenerative and angiogenic effect of the transplants were evaluated on specimens
retrieved at 7 and 14 days post-transplantation using histology. Findings supported the notion that
while both types of microbeads were histocompatible, BM-MSCs containing fibrin microbeads made
up of PRP was superior to that of empty microbead-, and to PPP microbead-transplanted groups.
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1. GIRIS

Travmatik iskelet kasi yaralanmalart uzun doénemli ciddi agrilara ve fonksiyon
bozukluklarina neden olmakta ve diinya genelinde yiiz milyonlarca kisiyi
etkilemektedir.Kas yaralanmalarinin %55’inden fazlasini spor yaralanmalari olusturur.
Sporla iliskili tiim yaralanmalarin %90’indan fazlasini olusturan gerilmeler ve ezilmeler
stk rastlanan kas lezyonlaridir. Bu kas lezyonlar1 yirtilma, ezilme ve gerilmeleri
icermektedir. Agrili ezilmeler ve kas atrofisini i¢eren hastaliklar, uzun siireli hareket kayb1
ve tekrarlayan yaralanma riskinin artmasmna neden olabilir. Ozellikle kas dokusunda
bolgesel bir eksilmeye neden olan bazi olaylar (kesilme, trafik kazalari, savaglar, maden
gociikleri, dogal ve insanlarin yol actigi suni felaketler) travmatik iskelet Kkasi
yaralanmalart ile iligkilidir. Bu tiir kas hasarlarinin tedavisinde, ilag tedavisi tipik olarak
steroit olmayan anti-inflamatuar ilaglar1 (nonsteroidal anti-inflammatory drugs, NSAIDs)
ve intramiiskiiler kortikosteroitleri igerir. Cerrahi yontem ise sadece belirli kas

hastaliklarinda ya da yaralanmalarinda uygulanir (Longo vd. 2012).

Kas dokusu kendi kendini yenileyebilme 6zelligine sahiptir. Ancak bazi durumlarda
hasarin boyutuna bagli olarak iyilesme siireci uzayabilir ve hatta kas dokusu kendini
yenileyemez hale gelebilir. Mevcut tedavi yontemlerinin tatmin edici bir iyilesme
saglayamadigr durumlarda kas yaralanmalar1 i¢in daha etkin stratejiler sunabilen yeni
biyolojik tedavi yontemlerine ilgi gosterilmeye baslanmistir. Biyolojik tedaviler, hiicre

tedavisi, doku miihendisligi ve biiyiime faktorlerinin kontroliinii igermektedir.

Iskelet kasinda doku miihendisligi yaklasimi, agir hasarlardan sonra olusan genis
doku kaybi bolgelerine esdeger bir biyolojik alternatif potansiyeli sunmaktadir. In
vitroiskelet kas1 doku miihendisliginde yetiskin kas dokusundan elde edilen kok hiicreler,
bir hiicre-biyomalzeme yapisi olusturmak icin ii¢ boyutlu bir iskeleye ekilir. Kok
hiicrelerin farklilagsmasindan sonra, yeni olusan doku grefti hasarli bolgeye transplante
edilebilir.  Verimli bir iskelet kasi yenilenmesi, iskele yapiminda kullanilan
biyomalzemenin 0zelligi ve iskeleye ekilen hiicrelerin rejenerasyon potansiyeli ile
dogrudan iligkilidir. Kas doku miihendisligi i¢in iskele egilebilir ve esneyebilir olmalidir.

Ayn1 zamanda kullanilan iskele biyouyumlu ve biyobozunur 6zellikte olmalidir.



Biyouyumluluk kasta biyomalzeme iligkili immiin yanit1 ve toksisiteyi dnlemek i¢in
onemlidir. Biyobozunurluk ise iskelenin yeni olusan kas dokusu ile kademeli olarak
yerdegistirmesine olanak saglar. Iskele yapiminda kullanilan bu tiir biyomalzemeler dogal
ya da sentetik olabilirler. Sentetik biyomalzemelerin diisitk maliyet, uzun 6miirlii olmalari
ve toksik olmamalari gibi avantajlarina karsin dogal biyomalzemeler icerdikleri kas
dokusundaki yara iyilesme basamaklari tetikleyici biyolojik molekiillerden ve iyi
biyobozunma oOzelliklerinden dolay1 iyilesme siirecinde daha etkili olabilmektedirler.
Ayrica iskele, bliylime faktorlerinin, plazmitlerin, ilaglarin ya da diger uyaranlarin
kontrollii iletimini saglayarak molekiilleri ya da hiicreleri entegre edebilmelidir. Iskelet
kast doku miihendisliginde biyomalzemeler, hasarli dokunun yenilenmesi ve/veya tamiri
icin hiicre canliligl, ¢ogalmasi ve/veya farklilasmasini saglayarak miyojenik siireci

desteklemelidir.

Kas rejenerayonunu saglamak amaciyla doku miihendisligi yaklagimlari i¢cin hem
sentetik hem de dogal iskeleler kullanilmaktadir. Polilaktik-ko-glikolik asit (PLGA) uygun
sertlik ve baglant1 gosteren, kas doku miihendisliginde kullanilan, sentetik biyobozunur bir
polimerdir. PLGA’nin, kas fiberlerinin yeniden diizenlenmesini saglayarak miyotiiplerin
diizenlenmesi ve miyoblastlarin hizalanmasina izin verdigi bilinmektedir. Kas
rejenerasyonunda dogal biyobozunur biyomalzemeler kullanilarak farkli {i¢ boyutlu
iskeleler gelistirilmistir. Gozenekli kollajen iskeleler iskelet kasinin {i¢ boyutlu
yapisiniolusturmakamaciyla kullanilmistir(Kroehne vd. 2008). Bu iskeleler gozenek
yapisinin yoniine gore cok-cekirdekli miyotiiplerin hizalanmasiyla iskelet kasi benzeri

doku rejenerasyonunu tesvik etme yetenegi gostermistir(Yan vd. 2007).

Diger bir dogal malzemeye dayali iskele ise kok hiicrelerin ya da mezenkimal
progenitor hiicrelerin iletimini saglamak i¢in kullanilan hiyaliironan-temelli hidrojeldir.
Kok hiicre-hidrojel yapisinin kullanilmasiyla, mezenkimal progenitor hiicre-hidrojel ya da
hiicresiz hidrojel yapilarina oranla miyofiber sayisinin daha fazla oldugu dolayisiyla
rejenerasyon siirecinin daha iyiye gittigi gosterilmistir. Ayrica, kok hiicrelerin hasarli kas
dokusuna iletildiginde bubdlgede, ndral ve vaskiiler aglar ile iliski olan fonksiyonel bir kok

hiicre niginin varhigi gosterilmistir (Rossi vd. 2011).



Hiicresiz kas hiicre dist matriksi de kas doku mihendisligi alaninda
kullanilmaktadir. Hiicresiz kas iskelesi ekstensor digitorum longus kasindan elde edilmis
ve miyoblastlarla etkilestirilmistir. Elde edilen bu iskele hiicrelerin yasamasina ve
cogalmasina izin vermis ve elektriksel uyar1 altinda boyuna kasilma kuvveti gostermistir

(Borschel vd. 2004).

Fibrin, kas rejenerasyonununda kullanilan biyobozunur dogal bir malzemedir.
Yapilan bir ¢caligmada {i¢ boyutlu fibrin matriks bir sigan modelinin yarali kas bolgesinde
miyoblastlarin enjeksiyonu icin tasiyict olarak kullanilmigtir. Fibrin tasiyict higbir
inflamatuar reaksiyona neden olmamis ve kas fiberlerinde miyoblastlarin integrasyonuna
izin vermistir (Beier vd. 2006).Fibrin matriks {i¢ boyutlu kiiltiirde ve elektriksel uyarimi
altinda miyoblastlarin farklilasmasina izin verir (Stern-Straeter vd. 2005). Bir baska
calismada, fibrin iskeleler tibialis anterior kasinda genis hasari olan fare modelindeki
bliyiik doku kaybi1 sonrast kasin yenilenmesi ic¢in insan erigkin hiicreleri ile
etkilestirilmistir. Fibrin seritler bag doku, iskelet kas1 fiberlerinin olugsmasinda gérev alarak

ilgili dokunun rejenerasyonunda 6nemli rol oynamistir (Page vd.2011).

Doku miihendisliginde kullanilan her tip iskele kendine ozgii Ozelliklere ve
iistiinliiklere sahiptir. Iskele iiretiminin nihai hedefi iskelet kas1 hiicrelerinin ¢cogalmasini,
farklilagsmasini ve yeni iskelet kasi benzeri doku olusturmak i¢in gerekli ozelliklerin
saglanmasini igerir, ayrica iskele malzemesinin biyobozunur ve biyouyumlu olmasi da
temel esastir. (Franceschi vd. 2006; Forriol vd. 2009). Bu durumda doku miihendisligi

uygulamalarinda dogal iskelelerin kullanilmasi1 daha biiyiik 6nem kazanmaktadir.

Bu c¢aligmadatam kandan elde edilen trombositten zengin plazma (TZP),
yosunlardan elde edilen alginat (alginik asidin sodyum tuzu) ve trombin kullanilarak fibrin
mikrokiireler {iretilmis, icerisine memeli hiicreleri hapsedilebilen (kiire yapisindaki jel
icinde tutuklanabilen) bu mikrokiirelerin, doku yenilenmesi ve hiicre nakilleri i¢in uygun
bir uygulama araci olarak doku miihendisligi ve rejeneratif tipta kullanim potansiyeli
degerlendirilmistir. Bu degerlendirme, trombositten fakir plazma (TFP) kullanilarak
tiretilen fibrin mikrokiirelerle, ayrica her iki tip mikrokiirenin hiicreli ve hiicresiz formlari
karsilastirilarak yapilmistir. Bu amagla elde edilen mikrokiirelerin yilizey 6zellikleri ve su

tutma kapasiteleri belirlenmistir. Ayrica hiicreli fibrin mikrokiirelerin icerisinde hapsedilen
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hiicrelerin canliligi ve ¢ogalmasit MTT [3-(4,5-dimetildiyazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum
bromiir] yontemi kullanilarak ve histokimyasal olaraktakip edilmistir. TZP kaynakli fibrin
mikrokiirelerin yapisinda bulunan bliyiime faktorlerinin (TGF-1, PDGF, VEGF)
miktarlarr, Enzim Bagli Immiinosorbent Analizi (ELISA) ile incelenmistir. Elde edilen
bulgular, bu biiyiime faktorlerinin TZP kaynakli fibrin mikrokiirelerden salindigini
gostermistir (Sekil 1.1).

‘ In-vivo kas

rejenerasyonu

Mikrokiirelerin in-vitro
‘ karakterizasyonu

Hiicre izolasyonu ve hiicreli
. fibrin mikrokirelerin olusturulmasi

Fibrin mikrokiireler ve
hiicre enkapsiilasyonu

Tam kandan TZP
ve TFP eldesi

Sekil 1.1 Calismanin akis semasi

Ki-MKH’leri iceren ve igermeyen fibrin mikrokiirelerin sicanlarda olusturulan
travmatik kas defekti modelindeki etkinliginin belirlenmesi amaciyla in vivo g¢aligmalar
yiiriitiilmiistiir. Iyilesme siireci histokimyasal calismalarla incelenmistir. Belirli zaman
noktalarinda alinan Orneklerin histokimyasal analizi sonucunda fibrin mikrokiirelerin
konak dokuda dikkat ¢ekici bir immiin reaksiyona yol agmadigi ve konak dokuya uyum
sagladigi belirlendi. Sonuclar genelde fibrin mikrokiirelerin, ancak &zellikle Ki-MKH
enkapsiile edilmis TZP kaynakli fibrin mikrokiirelerin, defektli bolgedeki doku
yenilenmesini, kontrol deneklere gore dikkat c¢ekici diizeyde hizlandirdigimi ve

neovaskiilarizasyonu tetikledigini gostermektedir.



2. KURAMSAL TEMELLER
2.1iskelet Kasi
2.1.1 iskelet kasinin anatomisi

Iskelet sistemini olusturan ve kemik dokusunun hareketini saglayan iskelet kasi,
morfolojik ve fonksiyonel ozelliklerine gore memelilerde bulunan {i¢ kas tipinden
birisidir. Enine ¢izgilenme gosteren iskelet kasi organize sinir ve kan damari aglari, kas
hiicreleri ve hiicre dis1 bag doku matriksini igeren karmasik bir yapidir. Iskelet kasinin en
temel yapisal bilesenine miyofibril ad1 verilir. Kas hiicresi diger hiicrelerden farkli olarak
uzun ve ig seklindedir, yapisinda miyofibriller bulunur. Kas hiicresi sarkolemma adi
verilen hiicre membrani ile ¢evrilidir ve bir¢ok ince kollajen fibril igceren bir polisakkarit
tabakasindan meydana gelmis dis kiliftan olugsmaktadir.Kas lifinin ucunda, sarkolemmanin
yiizeyinde bulunan bu polisakkarit tabaka, bir tendon lifiyle kaynasir. Tendon lifleri
demetler halinde birleserek kas tendonunu olustururlar ve kemige yapisirlar (Guyton vd.

2001). Kas ve Kas liflerinin yapis1 Sekil 2.1°de gosterilmektedir.

y Fasikul

Kas hiicresi —

Cekirdek &

> D .\\\

Mitokondri -
Plazma membrani
Sarkoplazmik

Sarkome\r\/ X,

/ 7/
Aktin filamenti ©
Miyozin filamenti © /-
V4

,:_ — — //
Miyofibriller : T tabulleri

Sekil 2.1 Iskelet kasinin yapisal diizenlenmesi

(http://thesportsscienceundergrad.wordpress.com)



Kasin tamami ve kasi olusturan alt birimlerden fasikiiller ile kas fibrilleri fasya ad1
verilen bir bag dokusu ile ortiiliidiir ve bu bag doku birka¢ katmandan olusur.Kalin kas
demetleri en distan epimisyum, daha kiigiikleri perimisyum ve her bir kas lifi de

endomisyum denen bag dokusu kilifiyla ¢evrilidir(Sekil 2.2).

Sekil 2.2 Iskelet kasinin yapisal katmanlar

(http://www.kisiselsporhocam.com)

Bilinen hiicre plazmasina benzer olarak kas liflerinin matriksine sarkoplazma denir.
Sarkoplazma s1vis1 potasyum, magnezyum, fosfat, protein ve enzimleri icerir. Miyofibriller
bu sivinin iginde asili olarak yerlesmislerdir. Miyofibrillere paralel yerlesen ¢ok sayida
mitokondri, kas kasilmasi i¢in gerekli enerjiyi saglar (Burks ve Cohn 2011). Sarkoplazma
igerisinde bulunan ve diger hiicre tiplerindeki endoplazmik retikuluma benzer olan
sarkoplazmik retikulum kas dokusuna Ozgii bir membran sistemidir. Hiicre igci
Ca?*derisimini diizenleyerek kas kasilmasinda 6nemli bir rol oynar (MacLennan vd.
1979).Kas lifleri i¢in enerji santralleri olarak kabul edilen mitokondriler hiicre i¢inde enerji

metabolizmasinin yogun oldugu bélgelerde bulunmaktadir.

2.1.2 iskelet kasinin kasilma elemanlari

Kas lifleri sarkomer adi verilen islevsel birimlerden olusur. Her sarkomer miyozin
(kalin filaman) ve aktin (ince filaman) miyofibriler proteinlerini igerir. Bu iki miyofibriler

protein arasindaki etkilesim kaslarin kasilmasindan sorumludur.



Komsu miyofibrillerdeki sarkomerlerin yatay diizeni tiim kas lifinin enine
cizgilenmeler gdsteren kendine 6zgili bir yap1 gostermesine neden olur. Aktin ve miyozin
miyofibril yapisinin %85’lik bir kismini olusturur. Bu yapida ayrica tropomiyozin,
troponin, a-aktinin, g-aktinin, M proteini ve C proteini gibi proteinler de bulunmaktadir
(Bozkurt 2006).

Miyofibrillerin yapisinda koyu olarak goriinen A bantlar1 (anizotropik) ve acik
renkte goriinen I bantlar1 (izotropik) bulunmaktadir. Farkli kirilma indisleri gosteren bu
bantlar, iskelet kasinin enine ¢izgili goériinmesine neden olur. Koyu renkli A bandi kalin
miyozin filamentlerini igerirken, agik renkli I bandi ince aktin filamentlerini igerir. I
bandin ikiye bolen ve sarkolemmaya baglanan kalin ve koyu renkli ¢izgiye Z ¢izgisi adi
verilir. Bu ¢izgi tiim yapiya kararlilik kazandirir. A bandinin merkezinde daha agik renkli
H bolgesi bulunur. Bu bdlge aktin proteinlerinin varligindan dolayr diisiik optik aktivite
gosterir. M bandy, iki Z ¢izgisinin merkezini gosteren H bolgesini ya da bandin1 merkezden
ikiye boler. Iki Z cizgisi arasinda tekrarlayan basit birimler olan sarkomer iskelet kasinin

fonksiyonel birimidir.

Miyofibrillerin yapisinin sematik gosterimi Sekil 2.3’de ve sarkomer yapisi Sekil
2.4°de verilmektedir.

Z bandi H bolgesi Z bandi

ince (aktin) filamenti

Kalin (miyozin) filamenti——=

| | |
| bandi A bandi I bandi
I 0

{<«—— Sarkomer —_—
! 1

Sekil 2.3 Miyofibril yapisinin sematik gosterimi

(http://en.wikibooks.org)
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Sekil 2.4 Sarkomer yapisinin sematik gosterimi

(http://en.wikibooks.org)

2.1.3 iskelet kasinin kasilma mekanizmasi

Kayan filamanlar hipotezi kas kasilmasinin mekanizmasimi agiklar. Bu modele
gore, kalin ve ince filamanlarin birbiri {izerinde kaymasindan dolayi kas uzar ve kisalir, bu
durumda Z cizgileri kas kasildiginda birbirine yaklasir, kas gerildiginde ise birbirinden
uzaklasir, ancak A bantlarinin kalinligi degismez. Kisalma devam ettiginde ise filamanlar
birbiri lizerine biner (Sekil 2.5).

Z diski

Sekil 2.5 Sarkomer yapisinin sematik gosterimi




Kasilma sirasinda filamanlar birbiri iizerinde kayarak kisalirken ATP hidrolizinden
elde edilen enerji ile aktin ve miyozin molekiilleri ¢apraz bag olusturur, bu bag daha sonra
kirilir ve tekrar olusur. Iskelet kas1 hiicreleri kasilma icin gerekli enerjiyi kreatin fosfat ve
ATP seklinde depolamaktadir. Yiiksek enerjili fosfat baglarinin hidrolizi, miyozin
baglarinda bulunan adenozin trifosfataz (ATPaz) aktivitesi ile olur. Aksiyon potansiyeli T
sistemi ile kaslifindeki tiim fibrillere yayilir. Aksiyon potansiyeli sarkoplazmik
retikulumun (SR) T sistemi ile iliskili olan terminal sisterninden Ca®* serbestlesmesine ve
bu da Ca** troponin C ile baglanarak kasilmaya yol acar. Istirahat halindeki kasta troponin
| aktin ile baglidir, tropomiyozin ise miyozin basiin aktine baglanma yerlerini ortmiis
olarak bulunur. Troponin-tropomiyozin kompleksi bu sekilde aktin ile miyozinin
baglanmasin1 engellediginden bu protein kompleksine “gevsetici proteinler” de denir.
Ca?"’un serbestlesmesinden kisabir siire sonra, SR’da bulunan aktif transport mekanizmast,
kalsiyumun tekrar retikulumun iginde toplanmasini saglar ve buradan terminal sisternalara
difiize olur (Kasymova 2006).

troponin
Y ~Ca 2+baélanma bolgesi aktin

tropomiyozin

capraz baglanma [cﬂz'
bolgesi

Sekil 2.6 Sarkomer yapisinin sematik gosterimi (Papenburg vd. 2009)



2.1.4 iskelet kasinin metabolizmasi

ATP'nin kaynag ¢izgili kas hiicresinde ¢ok miktarda bulunan mitokondrilerdeki
oksidatif fosforilasyondur. Ancak hammadde olarak glikojen ve fosfat kullanilmakta ve bir
takim biyokimyasal reaksiyonlar sonucunda glukoz ve yag asitleri yikima ugratilarak
gerekli enerji elde edilmektedir. Yag asitleri, kasin uzun ve devamli kasilmasini gerektiren
durumlarda enerji kaynagi olarak kullanirken, kisa Siiredeki kasilmalar i¢in glikojene
(glukoz halinde kullanilir) gerek duyulmaktadir (Bozkurt 2006).

Iskelet kasi glukozu glikojenolizden ya da kandan tasima ile saglar. Egzersiz
sirasinda kasi besleyen kan damarlariin genislemesi sonucu kan akiminda artismeydana
gelerek daha fazla oksijene ihtiya¢ duyulur. Kas ¢ok fazla kullanilmaya devamedilirse
aerobik glikoliz ile kastaki enerji depolarinin yerine konmalari, enerjininkullanim hizindan
diisiik kalir (Kasymova 2006). Glukoz, kas dokusunun yas agirliginin %4-5’inden daha
yiiksek seviyelerde glikojen olarak depolanabilir. Glikojen, yogun ve orta seviyede
egzersizler siiresince ve maraton gibi dayaniklilik gerektiren olaylarda glukozun 6nemli bir

kaynagidir.

Glukozun depo formu olan glikojen, kas igerisindeki enerjinin kaynagi olan ATP
tiretimini saglamak i¢in elektrokimyasal reaksiyonlar dongiisiinde kullanilir. Bu enerji
deposunu kullanmak i¢in, hiicre icerisinde glikojenin glukoz-1-fosfata doniistiigi

glikojenoliz islemi gergeklesir. ATP daha sonra hiicresel solunum ile glukozdan elde edilir.

2.1.5 Iskelet kasi iyilesmesinin biyolojik siirecleri

Kas yaralanmalari, dogrudan (yirtilma, ezilme ve gerilme vb.) ve dolayl (iskemi ve
norolojik fonksiyon bozuklugu vb.) travmalariigermektedir (Guyton ve Hall 2001). Hasarli
kas i¢inde meydana gelen iyilesmenin farkli evreleri kas yaralanmalarinin gesitli tipleri
arasinda benzerdir. Ancak hasarli kastaki fonksiyonel iyilesme kas yaralanmalarinin tipine
gore degisiklik gosterir. Uzun yillar siiren aragtirmalardan sonra, hasarli kasta meydana
gelen siireclerin  (nekroz/dejenerasyon, inflamasyon, onarim ve skar doku
olusumu/fibrosiz) hepsinin birbiriyle iligkili ve zamana bagimli oldugu acik hale

gelmistir(Huard vd. 2002; Crisco vd. 1994, Jarvinen vd. 2000).
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Hasarli kas dokusunda, mekaniktravma hiicredis1 kalsiyumun girisine neden olarak
miyofiber, plazma membrani ve bazal laminanin biitiinliiglinii bozar. Hasarl1 miyofiberler
yapisal proteazlar araciligi ile kendi kendini sindirir ve nekroza baslar. Yaralanmadan kisa
bir siire sonra bolgesel biiyiime ve hematom olusumu meydana gelir ve kas dejenerasyonu
tetiklenir (Huard vd. 2002). Daha sonra, nekrotik bolge kiigiik kan damarlar tarafindan
isgal edilir ve mononiikleer hiicreler, aktif makrofajlar ve T-lenfositler ilgili doku
bolgesinin icine sizarlar. Bu aktif lenfositler ayn1 anda, inflamasyon siirecinde bir dizi
fonksiyon gosteren birka¢ sitokin ve biiylime faktoriinii salgilar(Honda vd. 1990;
Schneider vd. 1999).

Adezyon molekiilleri (P-selektin, L-selektin ve E-selektin gibi.), sitokinler ve timor
nekroz faktor-a (TNF-a) gibi molekiillerin salgilanmasi bolgesel kan akisini, vaskiiler
gecirgenligi ve inflamatuar yaniti hizlandirir. Daha 6nemlisi, yarali bolgede insiilin benzeri
biylime faktorii (insulin-like growth factor-1, IGF-1), hepatosit biiylime faktori
(hepatocyte growth factor, HGF), epidermal biiyiime faktorii (epidermal growth factor,
EGF), doniistiiriicii biiylime faktorleri (transforming growth factors, TGF-a ve TGF-5) ve
trombosit kaynakli biiyiime faktorleri (platelet-derived growth factors, PDGF-AA ve
PDGF-BB) gibi molekiillerin salimi, kas rejenerasyonunu ve onarimini tetikleyerek
miyoblastlarin ¢ogalmasini ve farklilasmasini diizenler (Cizelge2.2). Bu faz, satelit
hiicrelerin aktivasyonu ile iliskilidir. Kas yaralanmasi sonrasinda, bazal laminanin ve
plazma membraninin parcalanmasi ile satelit hiicreler salinir ve aktive edilir. Cesitli
biiyiime faktorlerinin etkisi altindaki satelit hiicreler daha sonra aktif hale gecer, cogalir ve

cok ¢ekirdekli miyotiiplere ve sonunda rejenere miyofiberlere farklilagir.
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Cizelge 2.2 Cesitli biiylime faktorlerinin miyoblastlar izerindeki in vitro etkisi

Biiyiime Faktorii Hiicre Hiicre
Cogalmasi Farkhlasmasi
Hepatosit biiylime faktorii (HGF) Uyarir Uyarir
Bazik fibroblast biiyiime faktori (bFGF) Uyarr Uyarir
Insiilin benzeri biiyiime faktorii (IGF-1) Uyarr Uyarir
Sinir biiyiime faktorii (NGF) Uyarir Uyarir
Losemi inhibitor faktor (LIF) Uyarir Uyarir
Asidik fibroblast biiylime faktorii (aFGF) Engeller Uyarir
Trombosit kaynakli bitylime faktorii (PDGF-AA)  Engeller Uyarir
Trombosit kaynakli biiylime faktorii (PDGF-BB)  Uyarir Engeller
Epidermal biiyiime faktorii (EGF) Engeller Engeller
Doniistiiriicti bitylime faktor-o (TGF-a) Engeller Engeller
Dontistiiriicti biiyiime faktor-g1 (TGF-£1) Engeller Engeller

Yaralanma sonrasi kas, dejenerasyon, inflamasyon, rejenerasyon ve fibrozis olmak
tizere bir dizi iyilesme silirecinden gecer. Yaralanma sonrasi ilk birkag¢ giin icerisinde aktif
kas dejenerasyonu ve inflamasyonu meydana gelir, ancak kas rejenerasyonu genellikle
yaralanma sonras1 7 ila 10 giin arasinda gerceklesir. Rejenerasyon siireci genellikle ikinci
haftada maksimum noktasina ulasir ve daha sonra 3. ila 4. haftalarda azalir. Skar doku
olusumu (fibrozis) yaralanma sonrasi 2. ve 3. haftalarda baslar ve zamanla skar dokunun
boyutu artar. Skar dokunun olusumu kas onarim siirecinin son basamagin1 géstermektedir.
Skar dokunun olustugu asamada kas dokusu rejenerasyonunun tamamlanmadigi

anlagilmaktadir.

2.1.5.1 iskelet kasi iyilesmesinde gorevli biiyiime faktorleri

Hasarli iskelet kasinin iyilesme siireci, proinflamatuar sitokinler, doniistiiriicti
biiylime faktorii-f (Transforming growth factor-beta, TGF-f) ailesi iiyeleri ve anjiyogenik
faktorleri iceren biyoaktif molekiiller ile karakterize edilir. Bu amagla, biiytime faktorleri

ve sitokinler hasarli iskelet kasinin yenilenmesi/tamiri siirecini gelistirmek i¢in potansiyel
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tedavi secenegidir. Bu sinyal molekiilleri, miyojenik 6ncii hiicrelerin aktivasyonu ile

mitojenik bir uyar1 saglayarak hasarli kas dokusunun yenilenmesini hizlandirirlar.

Bu molekiillerin herbiri kendine 6zgii biyolojik aktiviteler gosterirler. Doniistiiriicii
bliylime faktorii-f mezenkimal hiicre ¢ogalmasini uyarir, fibroblastlarin ¢ogalmasini ve
ozellikle tip I kollajen olmak iizere hiicre dis1 ortamin biyosentezini tetikler, endotelyal
hiicre aktivitesini ve anjiyogenezi diizenler. Buna ek olarak satelit hiicrelerin ¢ogalmasi ve

farklilagsmasini inhibe eder (Longo vd. 2012).

Fibroblast biliylime faktorii (Fibroblast growth factor, FGF) fibroblastlarin
cogalmasini tetikler. Satelit hiicrelerin ¢ogalmasini uyarir ancak bunlarin farklilasmasini
inhibe eder, ayrica mezenkimal hiicrelerin mitogenezini tetikler. Epidermal biiyiime
faktorii (Epidermal growth factor, EGF) fibroblast gégiinii ve ¢ogalmasini diizenlerken,
anjiyogenez ve hiicre dis1 ortamin homeostazini diizenler. Trombosit kaynakli biiyiime
faktort (platelet-derived growth factor, PDGF) mezenimal kok hiicreler ve fibroblastlarin
mitogenezini tetikler, satelit hiicrelerin ¢ogalmasini uyarir ve miyoblast farklilagmasinin
son agsamasini inhibe eder. Damar endotelyal biiyiime faktorii (Vascular endothelial growth
factor, VEGF) endotelyal hiicre mitogenezini ve gociinii tetikler, miyoblast gogiinii uyarir.
Anjiyoneogenez, yara iyilesmesi siirecinde kritik bir rol oynar. Yarali bolge ¢evresindeki
saglikli dokudan yeni damarlar olusur ve yenilenme siirecini zenginlestirmek i¢in oksijen,
biliyiime faktorii ve kan kok hiicresi destegi saglar. Boylece yarali bolgedeki vaskiiler
yapinin olusumu, kas dokusunun morfolojik ve fonksiyonel iyilesmesi ve yenilenmesi i¢in
erken ve gerekli olan ilk faz1 temsil eder. Biyolojik etkilerinin ¢okluguna dayanarak,
biiylime faktorlerinin klinik uygulamast 6nemli 6l¢iide yan etkilerden etkilenir. TGF-f ve
FGF gibi biiyiime faktorlerinin fazla salimi miyoblast inhibisyonu ve kas fiberlerinin
yenilenmesi ile iliskilidir. Ek olarak biliylime faktorlerinin fibroblastlar ve kas hiicreleri

tizerinde uyarici etkileri vardir.

Ozellikle TGF-B, iyilesme sirasinda yara olusumu ile iliskili en énemli biiyiime
faktorlerinden biridir. Ayrica miyojenik hiicrelerin  miyofibroblastik  hiicrelere
farkililasmasin1  yonlendirdigi goriilmiistiir. Bu sebepten dolayi, kas fiberlerinin
yenilenmesi ve yarali doku iiretimi eszamanl ve yarigmali iki siire¢ olarak diisiiniilebilir
(Franceschi vd. 2006). Ayrica, biiylime faktorlerinin ifadesi heparan siilfat, proteoglikanlar

ve kiiciik 16since zengin proteoglikanlar gibi ¢ok sayida hiicre dis1 ortam (extracellular
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matrix, ECM) proteinleri tarafindan diizenlenir. Bir¢ok biiyiime faktoriiniin heparan siilfat

proteoglikanlarina baglanmasi gerekir.

Kiictik 16since zengin proteoglikanlar ise onlarin biyolojik etkilerini saglar. Boylece
hasarli kas dokusunun iyilesmesini desteklemek icin biliylime faktorleri uygulamasi bu 6zel
hiicre dis1 ortam molekiillerinin kontroliinii gerektirir. Bugiine kadar mevcut deneysel
veriler celigkilidir. Baz1 yazarlar, yara bolgesinde IGF-1’in iskelet kasina 0zgi
izoformunun (mIGF-1) fazla ifadesi ile ya da FGF-2’nin kontrolii ile hi¢bir yararl etkiyi
rapor etmemistir (Shavlakadze vd. 2004). FGF-2, IGF-1 ve sinir biiyiime faktorleri kas
iyilesme siirecini tetiklerler ve tedavi gormemis kas ile karsilagtirlldiginda ¢ekme ve
germelere karst dayanimi arttirirlar. Biiylime faktorlerinin kombinasyonu kas dokusu
yenilenmesinin ve yarali doku olusumunun farkli siireclerini diizenlemek igin
kullanilabilir. Bdylece, IGF-1 ve TGF-B’nin birlikte uygulanmasi, fibréz dokunun

olusumunu engelleyerek kas yenilenmesinin uyarilmasina izin verir.

2.2 Doku Miihendisligi

Kalp, karaciger veya bobrek gibi organlarin nakli bu organlara ait ileri evre
hastaliklarin tedavisinde son derece basarili bir yontemdir. Bununla birlikte, organ
bagisinin yaygin olmamasi ve uygun organin bulunamamasi gibi zorluklar vardir.
A.B.D.’nde her yil organ transplantasyonu i¢in bekleyen hastalarin %15°1 nakil listesinde
sirasin1  beklerken hayatint kaybetmektedir. Avrupa Birligi {ilkelerinde de benzer
istatistiklerle karsilagilmaktadir. Organlarin bulunmasinda yasanan bu zorluklar yeni
cerrahi tekniklerin (6rnegin hastalarin ebeveynleri ya da ¢ocuklarindan alinan akciger ya
da Kkaraciger gibi dokularin bir kisminin nakledilmesi gibi)ortaya ¢ikmasi ile
sonuglanmistir. Bu nakil yontemi ile miikemmel sonuglar alinmasina ragmen donér azlig

problemi ortadan kalkmamustir.

Bu zorluklar karsisinda, bilim adamlar1 farkli organ kaynaklari bulma yoluna
gitmiglerdir. Viicut igerisindeki eksikliklerin ve hasarlarin tedavisinde hastanin
kendisinden temin edilen otogreftler, tek yumurta ikizlerinden temin edilen izogreftler,
bagka insanlardan temin edilen allogreftler, farkli tiirlerden temin edilen zenogreftler ve

implant malzemeler kullanilmaktadir (Duckeyna ve Qui 1999). Tedavilerde genellikle
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otogreftler kullanilmaktadir. Ancak dondr bdlgede olusacak kismi doku 6liimil, aci, cerrahi
yontemin pahali ve zaman alict olmasi, ayrica dondr bolge bulmada yasanan zorluklar

tedavi yonteminde allogreftlere yonelmeye neden olmustur.

Zenotransplantasyon kaynaklar1 olarak da adlandirilan diger tiirlerdeki donor
kaynaklarmin uygun olup olmamasi uzun vadede tartigmaya agiktir (6rn. domuz).
Immiinolojik bariyerin yani sira, domuz endojen retroviriis (Pig endogenous retrovirus,
PERV) gibi potansiyel mikrobiyolojik tehlikeler de mevcuttur. Dondr hayvanin organi
viicut tarafindan yabanci olarak algilanmakta ve viicut ona karsi siddetli bir savas

baslatmaktadir, bu da organin 6liimiine neden olmaktadir (Stock vd. 2001).

OTOGREFT
IZOGREFT
Hastanin
kendisi Tek yumurta ikizi

> f
“,
ALLOGREFT %

ZENOGREFT

Tiirler arasi

Sekil 2.7 Transplantasyon tiplerinin sematik gosterilisi

Oncelerde hasar gormiis doku ve organlarm yalnizca transplantasyon ya da yapay

olan plastik ve metallerin implantasyonu ile degistirilebilecegi diisiiniilmekteydi. Ancak
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daha sonra canli hiicrelerle dogal ya da sentetik polimerlerin birlesimden olusan ve
biyoyapay organ olarak adlandirilan organlarin olusturulmasi fikri ve bu noktada da doku

miihendisligi kavrami ortaya ¢ikmaktadir.

Doku miihendisligi (DM) kavrami temel olarak istenilen doku ya da organin
biyolojik es degerlerinin gelistirilmesi amaciyla hastaya nakilden 6nce ex vivo sartlarda
hiicrelerin uygun bir iskele iizerine ekilmesi ve bu iskele iizerinde farklilagtirilarak
cogaltilmasi prensibine dayanir. Bu iskele, hiicreler yeterli miktarda ekstraseliiler matriks

iretene kadar yapiya biyomekanik bir destek saglar.

Yeni iiretilen matriksin olusumu, depolanmasi ve organizasyonu siiresince iskele ya
degrede olur ya da metabolize edilir. Doku miihendisliginde otolog hiicrelerin kullanimi,
viral enfeksiyonlar ve red cevabi gibi (hiperakut ve gecikmeli) riskleri tamamen
onlemektedir. (Elgin 2003). DM (in vitro olusturulan hiicreli matrikslerin implantasyonu)
ile yonlendirilmis doku rejenerasyonunu ( implantasyon sonrasit konak¢1 doku tarafindan
yeniden doldurulan hiicresiz matrikslerin kullanim1 yaklagimi) birbirinden farklidir (Stock

vd. 2001).

. Verici doku

iskele iizerinde hiicre kiiltiirii

izole hiicreler s, 72
in-vitro

implantasyon

Doku Miihendisligi

Sekil 2.8 Doku miihendisligi yaklagimi

Doku miihendisliginde iskele kullanimina dayali genel yaklagimin temel prensibi
Sekil 2.8’de gosterilmektedir. Hiicreler hastadan (otojenik) ya da bir vericiden (allojenik)
izole edilir. izolasyondan sonra, hiicreler in vitro olarak kiiltiire edilir ve daha sonra iskele

tizerine ekilir. Son olarak, tizerine hiicre ekilmis iskele in vivo olarak hastaya nakledilir.
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Hiicrelerin izolasyonu ve in vitro kiiltiirii en uygun islemleri ve ¢evresel sartlart gerektirir
(6rnegin pH, sicaklik, ortam igerigi gibi). Her doku tipi ayr1 kosullar gerektirir ve bdylece
dokuya &zel dogal biyolojik ¢evreyi in vivo olarak anlamak in vitro kiiltiiriin

optimizasyonuna olanak saglar.

Doku wuyarict faktorlerin eklenmesi, yolak aktivasyonu yoluyla spesifik
reaksiyonlar1 tetikler. Hiicre davranisini yonlendiren bu faktorler iskele tabanli yaklasim ile
birlestirilebilir. Hiicre davranisin1 yonlendiren diger bir yaklasim da iskelenin mimarisine
dayanmaktadir. iskele, hiicrelerin baglanmasini, ¢ogalmasini ve organize olmasini iyi bir
sekilde desteklemeli, hiicrelerden gelen atiklarin bertaraf etmeli ve hiicreler igin yeterli
besin kaynagim saglayarak ii¢ boyutlu doku olusumuna olanak saglamalidir. lyi isleyen
doku miihendisligi yapilarinin tasarlanmasi bu yaklasimlarin spesifik uygulamalar icin

optimizasyonunu gerektirir (Papenburg 2009).

DM ig¢in iskele malzemeleri biyouyumlu olmali ve doku olusumunda gérevli belirli
hiicre popiilasyonlarinin, hem besin hem de biyolojik ihtiyaglarimi karsilamak {izere
tasarlanmalidir. Doku miihendisliginde kullanilmak iizere bir¢ok farklt malzeme potansiyel
iskeleler olarak halen arastirma asamasindadir. Yaygin olarak kullanilan destek
malzemeler polimerik yapida olup sentetik ya da dogal olmak iizere iki simifa
ayrilmaktadir. Doku  miihendisliginde sik  kullanilan  malzemelerCizelge2.1’de

gosterilmektedir.
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Cizelge 2.1 Doku miihendisliginde kullanilan bazi iskele malzemeleri

Biyolojik Sentetik

Fibrin Poliglikolik asit (PGA)

Fibrinojen Polilaktik asit (PLA)

Kollajen Poli(laktik asit-ko-glikolik asit) (PLGA)
Jelatin Hidrojeller

Kazein Polihidroksibiitirat

Deseliilerize zenojenik matriksler Polihidroksioktanoat

Ince bagirsak submukozasi Polipeptitler

DM yaklagimlardan bir digeri ise deseliilerize biyolojik matrikslerin kullanimi ile
ilgilidir. Biyolojik olarak elde edilen bu matriksler enzimatik veya deterjan igeren
yontemlerle deseliilerize edilen ya allojenik ya da zenojenik dokulardir. Dogal
ekstraseliiler matriks siirekli olarak olusturulur ve daha sonra matriks metalloproteinazlar
tarafindan yikilir. Matriks metalloproteinazlar dogal antagonistleri olan doku inhibitorleri
ile birlikte canli dokudaki matriks devrini belirler ve diizenlerler. Bu deseliilerize
matriksler teorik olarak biyobozunur, yeniden emilebilirdir ve hiicre ekimi i¢in uygun bir
iskele olabilir. Ekstraseliiller matrikse zarar vermeden gerceklestirilen deseliilerizasyon
isleminin zorluklar1 olmasina ragmen, deseliilerizasyon i¢in en az dort farkli yontem
kismen basar1 ile uygulanmistir (Stock vd. 2001; Courtman vd. 1994; Bader vd.
1998).0rnegin kalp kapak¢igi doku miihendisligi icin zenojenik dokularin kullaniminda
kaynak agisindan belirgin istiinliikler vardir. Bir hayvanin kapakg¢igindan elde edilen
matriksin normal dolasimdaki zorlamalara dayanim bakimindan adapte olacagi
goriinmektedir. Bununla birlikte iki 6nemli konu ele alinmalidir. Birincisi, insanin
anatomik yapis1 hayvandan genellikle biiyiik 6l¢iide farklidir. Ornegin normal insan aortik
kapak-kok sistemi asimetrik siniis yapist ile domuz gibi hayvanlardan 6nemli olgiide

farklidir. Ek olarak, bu deseliilerize matriksler tiim uygulamalar i¢in 6zellikle iskelet kasi,
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karaciger ya da kalp gibi daha karmasik sistemler i¢in uygun olmayacaktir (Stock vd.
2001).

Alternatif olarak, kollajen tabanli matriksler doku miihendisliginde yaygin olarak
kullanilmaktadir. ince bagirsak submukozasi ise yine doku miihendisliginde kullanilan
diger bir potansiyel matrikstir. Bu malzeme 1965’lerde damar yedegi olarak denenmistir
(Matsumoto vd. 1965; Fraser vd. 1968) ve otuz yildan fazla siiredir submukoza damar
doku miihendisligi i¢cin umut verici matriks olarak goriinmektedir. Ancak matrikse zarar

vermeden deseliilerizasyon islemlerini ger¢eklestirmek bu yontemin zorluklarindandir.

En yaygin olarak kullanilan iskeleler ve hiicrelerin enkapsiile edildigi
malzemelerden biri sentetik kokenli malzemelerdir. PGA yeni dokunun basarili bir sekilde
olusumunda kullanilan ilk polimerdir (Vacanti vd. 1988). Poli-4-hidroksibiitirat (P-4-HB)
gibi yiiksek esnekligi ve kontrollii degredasyon profili olan ve biyolojik olarak elde edilen
yeni polimerlerin taninmasiyla birlikte polimer bilimindeki bu gelisim tamamen yeni bir

bakis agis1 getirmistir.

Cok gozenekli alginat hidrojellerin otolog kondrositlerle kombinasyonunda,
pediatrik iiriner reflii tedavisi i¢in ilk uygulamada umut vadedici sonuglar gosterilmistir
(Stock vd. 2001). Ancak alginat ve PGA gibi malzemeler biyobozunur olmasina ragmen,
bu malzemelere oranla daha yiiksek bozunma profili gdsteren malzemelere ihtiyag

duyulmustur.

Fibrin, doku miihendisliginde sik¢a kullanilan diger bir biyobozunur dogal
malzemedir. Son zamanlarda cerrahi islemlerde aktif doku yapistiricisi olarak
kullanilmaktadir. Yapilan bir ¢aligmada ii¢ boyutlu fibrin matriks bir sican modelinin yarali
kas bolgesinde miyoblastlarin enjeksiyonu i¢in tastyict olarak kullanilmistir. Fibrin tasiyici
hi¢gbir inflamatuar reaksiyonu indiiklememis ve kas fiberlerinde miyoblastlarin
entegrasyonuna izin vermistir (Beier vd. 2006). Fibrin, biyobozunurluk ve biyouyumluluk
Ozelliklerinin yaninda immiinolojik yanita neden olmamasindan dolayr doku
miihendisliginin amaglarini karsilayan ve bu alanda umut vadedici olan bir dogal malzeme

olarak goriilmektedir.
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Polimer kimyasi ile ii¢ boyutlu baski gibi malzeme isleme tekniklerinin
kombinasyonu yiiksek oranda karmasik matrikslerin iiretimine olanak saglamaktadir. Bu
iki temel bilimin birlestirilmesi doku miihendisligi alaninda multidisipliner yaklasimin

Onemini vurgulamaktadir (Stock vd. 2001).

2.2.1 Kas doku miihendisligi ve kullanilan biyomalzemeler

Rejeneratif tip, hasar gormiis organ ya da dokunun fonksiyonunu gelistirmek ya da
yeniden insa etmek i¢in canli ve fonksiyonel bir esdeger iiretimini igeren multidisipliner bir
yaklasimdir. Doku miihendisligi rejeneratif tip alanimin iginde bulunan 6zel bir
yaklasimdir. Doku miihendisligi hiicreler, faktorler ya da uyaricilar ve biyomalzemeler
olmak iizere ii¢ ana bilesen arasindaki iliskiyi kapsar. Iskelet kas1 doku miihendisligi kayip
ya da hasarli kemik, kikirdak, iskelet kasi ve tendonlarin fonksiyonel esdegerlerinin elde
edilmesini amaclar. Iskelet kasinda doku miihendisligi yaklasimi, agir hasarlardan sonra
olusan genis doku kayiplarma esdeger bir biyolojik alternatif sunar. Iskelet kas1 doku

miithendisligi iki farkli yaklasimla gergeklestirilebilir: in vitro ve in vivo.

In vitro doku miihendisliginde yetiskin kas dokusundan elde edilen kok hiicreler,
bir hiicre-biyomalzeme yapisi olusturmak icin ii¢ boyutlu bir iskeleye ekilir. Kok
hiicrelerin farklilagsmasindan sonra, yeni olusan doku grefti hasarli bolgeye transplante
edilebilir. In vivo doku miihendisliginde ise, izole edilmis kok hiicreler ii¢ boyutlu tasiyici
bir iskeleye yliklenir ve hemen nakledilir. Boylece kok hiicrelerin yarali bdlgeye iletimi

gergeklestirilir (Rossi vd. 2010).

Verimli iskelet kasi yenilenmesi iskele yapiminda kullanilan biyomalzemenin
ozelligi ve iskeleye ekilen hiicrelerin rejenerasyon potansiyeli ile giiclii bir sekilde
iliskilidir. Iskeleye ekilen hiicrenin kaynag hasarli dokunun 6zellikleri dikkate almarak
secilmelidir. Hiicreler otolog ya da allojenik olabilir.

Iskele, dogal dokunun anatomik ve biyomekanik 6zelliklerini taklit edebilen iig
boyutlu bir yapidir. Kas doku miihendisligi i¢in iskele egilebilir ve esneyebilir olmalidir.
Nano-yapili iskeleler miyotiiplerin derlenmesini saglamada mikro-yapili iskelelere gore
daha etkindir. iskele yapiminda kullanilan bu biyomalzemeler kollajen gibi dogal ya da
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seramikler, laktik asit ve glikolik asit polimerleri gibi sentetik ve ¢ozilinebilir ya da
¢coztinmez olabilirler. Kullanilan iskeleler biyouyumlu ve biyobozunur &zellikte olmalidir.
Biyouyum kasta biyomalzeme iligkili immiin yaniti ve toksisiteyi Onemlemek ig¢in
onemlidir. Biyobozunurluk ise iskelenin yeni olusan kas dokusu ile kademeli olarak
yerdegistirmesine olanak saglar. Ayrica iskele, bliylime faktorlerinin, plazmitlerin, ilaglarin
ya da diger uyaranlarin kontrollii iletimini saglayarak molekiilleri ya da hiicreleri entegre
etmelidir. Iskelet kas1 doku miihendisliginde biyomalzemeler, hasarli dokunun yenilenmesi
ve/veya tamiri i¢in hiicre canliligl, cogalmasi ve/veya farklilasmasini saglayarak miyojenik

stireci desteklemelidir (Longo vd. 2012).

Kas rejenerayonunu saglamak amaciyla doku miihendisligi yaklasimlari icin hem
sentetik hem de dogal iskeleler kullanilmaktadir. Polilaktik-ko-glikolik asit (PLGA) uygun
sertlik ve baglant1 gosteren kas doku miihendisligi i¢in uygun, sentetik biyobozunur bir
malzemedir. PLGA, kas fiberlerinin yeniden diizenlenmesini saglayarak miyotiiplerin

derlenmesi ve miyoblastlarin hizalanmasina izin verir.

Dogal biyobozunur biyomalzemeler alaninda farkli ii¢ boyutlu iskeleler
gelistirilmistir. Gozenekli yapiya sahip olan kollajen iskeleler iskelet kasinin ii¢ boyutlu
yapisi saglamak i¢in kullanilmistir (Kroehne vd. 2008). Bu iskeleler gozenek, yapisinin
yoniine gore multiniikleer miyotiiplerin hizalanmasiyla iskelet kasi benzeri doku

rejenerayonunu indiikleme yetenegi gostermistir(Yan vd. 2008).

Diger tip dogal iskele ise kok hiicrelerin ya da mezenkimal progenitor hiicrelerin
iletimini saglamak i¢in kullanilan hiyaliironan temelli hidrojeldir. K&k hiicre-hidrojel
yapisinin kullanilmasiyla, mezenkimal progenitor hiicre-hidrojel ya da hiicresiz hidrojel
yapilaria oranla miyofiber sayisinin daha fazla oldugu dolayisiyla rejenerasyon siirecinin
daha iyiye gittigi gosterilmistir.Ayrica, kok hiicrelerin hasarli kas dokusuna iletildiginde
bubdlgede, noral ve vaskiiler aglar ile iliski olan fonksiyonel bir kok hiicre nisinin varligi
gosterilmistir (Rossi vd. 2011). Hiicresiz kas hiicre dis1 matriksi de kas doku miihendisligi
alaninda kullanilmaktadir. Hiicresiz kas iskelesi ekstensor digitorum longus kasindan elde
edilmis ve miyoblastlarla etkilestirilmistir. Elde edilen bu iskele hiicrelerin yasamasina ve
cogalmasina izin vermis ve elektriksel uyari altinda boyuna kasilma kuvveti géstermistir

(Borschel vd. 2004).
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Fibrin kas rejenerasyonunun gerceklestirilmesinde kullanilan diger bir biyobozunur
dogal bir ii¢ boyutlu iskeledir. U¢ boyutlu fibrin matriks bir sican modelinin yarali kas
bolgesinde miyoblastlarin enjeksiyonu igin tasiyici olarak kullanilmistir. Fibrin tasiyici
higbir inflamatuar reaksiyonu indiiklememis ve kas fiberlerinde miyoblastlarin
integrasyonuna izin vermistir. (Beier vd. 2006). Fibrin matriks ii¢ boyutlu kiiltiirde ve
elektriksel uyarimi altinda miyoblastlarin farklilasmasina izin verir (Stern-Straeter vd.
2005). Bir galismada, fibrin iskeleler tibialis anterior kasinda genis bir hasar1 olan fare
modelindeki biiyilk doku kaybi sonrasi kasin yenilenmesi i¢in insan erigkin hiicreleri ile
etkilestirilmistir. Fibrin seritler bag doku, iskelet kasi fiberlerini olusturarak ilgili dokunun

rejenerasyonunda 6nemli rol oynamistir (Page vd.2011).

Her tip iskele kendine 6zgii 6zellikler ve avantajlara sahiptir. Iskele iiretiminin nihai
hedefi iskelet kasi hiicrelerinin ¢ogalmasini, farklilasmasini ve yeni iskelet kasi benzeri
doku olusturmak i¢in paralel olarak hizalanmasini igerir ayrica iskele malzemesinin
biyobozunur ve biyouyumlu olmasi da genel esastir. Bu durumda dogal iskelelerin

kullanilmasi 6nem kazanmaktadir.

2.2.3.1 Trombositten zengin plazma

Fibrinojen, kanin pihtilagmasinda meydana gelen “fibrin” in 6ncii maddesidir.
Pihtilasma olayinda fibrinojen, trombin ve kalsiyum iyonlarmin etkisiyle fibrine dondisiir.
Fibrin protein yapisinda bir maddedir ve fibrine tutunarak aktif hale gelen trombositlerle
beraber pihtiy1 olusturur. Trombositler, kan pihtisinin olusumunda rol almalarinin disinda
dogal yara iyilesmesinde gorev alan biiylime faktorlerinin ana kaynagidir. Bu biiylime
faktorleri trombosit-kokenli biiylime faktorii (platelet-derived growth factor, PDGF)
dontistiiriicii biilytime faktorii-beta (transforming growth factor-beta, TGF-f), vaskiiler
endotel biiyiime faktorii (vascular endothelial growth factor, VEGF), epitelyal biiyiime
faktorii (epithelial growth factor, EGF), hepatosit biliylime faktorii (hepatocyte growth

factor, HGF) ve insiilin-benzeri biiyiime faktoriidiir (insulin-like growth factor, IGF-I).

22



Doniistiiriicti Biiyiime Faktori:TGF-f siiper ailesi bir dizi dokunun patogenezinde hayati
bir rol oynar. TGF-p, sitokinlerin kirktan fazla iiyesi olan TGF-§ siiper ailesinin bir
pargasidir. TGF-$, TGF-51, TGF-42, and TGF-43 olmak {izere en az li¢ izoforma sahiptir.
Herbiri homodimerdir, ancak TGF-§ izoformlar1 ve TGF-£ siiper ailesinin diger tiyeleri

arasinda heterodimerler olusabilmektedir.

TGF-f siiper ailesi ayrica, kemik morfojenik proteinleri (bone morphogenic
proteins, BMP), biiyiime ve farklilasma faktorleri (growth and differentiation factors,
GDF), aktivinler ve inhibinlergibi gesitli sinyal molekiillerini de igerirler. Farkli dokularda
cok yonli etkileri gbz Oniine alindiginda TGF-f sinyallesme kaskatindaki diizensizlik
gelisimsel bozukluklara ve/veya hastaliklara yol agabilir. TGF-£ ailesinin bazi liyeleri kas
biiyiimesinin diizenlenmesi ve atrofide énemli rol oynar. Iskelet kasi iizerindeki etkileri
bakimindan en yaygin karakterize ligandlar TGF-£1, mitogen aktif protein kinaz(MAPK)
ve miyostatindir. Bu siiper ailenin embriyonik gelisim, yetiskin doku homeostaz1 ve
hastalik patogenezinde rol aldigi bilinmektedir. Ozellikle, proliferasyon, farklilasma,
apoptozis, gog, hiicredist matriksin yeniden modellenmesi, immiin fonksiyonlar ve timor

invazyon/metastazi gibi durumlari kontrol ettigi gosterilmistir (Wang vd. 2009).

TGF-f1 miyogenez siiresince ifade edilir. Bag dokunun gelisimdeki ifadesi
miyotiipleri ¢evreleyen fibrillerin tiplerinin bilesimi ile iliskilidir. TGF-£1 ifadesinden 6nce
olusan miyotiipler yavas kasilan fiberlere doniisiirken, miyoblastlar TGF-f1 ifade eden bag
dokuya yakin oldugunda hizli fiberler olusur (McLennan vd. 1993). TGF-f1’in fetal
miyoblastlarin farklilasmasin1 baskiladigi ancak embriyonik miyoblastlar1 etkilemedigi
gosterilmistir (Cusella-De Angelis vd. 1994). Olgun eriskin kasinda TGF-, satelit hiicre
proliferasyonunu, miyofiber flizyonunu ve baz1 kas spesifik genlerin ifadesini baskilayarak
iskelet kasi rejenerasyonunu negatif yonde etkiler (Allen vd. 1987). Ayrica yaralanma

sonrast TGF-B1, miyojenik hiicrelerin fibrotik hiicrelere doniisiimiine sebep olur.

Yara iyilesmesi ve fibrozisin potansiyel bir diizenleyicisi olan TGF-£1, yaralanma
ve egzersiz sonrast iskelet kasi yenilenmesinde fizyolojik olarak pozitif yonde
diizenleyicidir. Ayrica, kas hasar1 igin gegici bir inflamatuar cevaba katildigi

diisiiniilmektedir (Serrano vd. 2010; Gosselin vd. 2004). Inflamatuar cevaba siirekli maruz
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kalmak hiicredisi matriks birikmesine ve fibrotik doku olusumunu destekleyen TGF-f1
dahil baz sitokinlerin ve biiylime faktorlerinin seviyelerinde artisa neden olur. Bu nedenle

TGF-f1, yaralanmadan sonra miyoblastlarin fibrotik dokuya doniisimiini tesvik eden

onemli faktorlerden birisidir (Ailen vd. 1989).

Sekil 2.9’da diizenlenmis ve diizenlenmemis kas yenilenmesi sematik olarak
gosterilmektedir. Diizenlenen kas yenilenmesinde hasar sonrasit biiylime faktorleri,
sitokinler, makrofajlar ve fibroblastlarin kemotaksisini i¢eren gegici bir inflamatuar yanit
olusur. Bunu satelit hiicrelerin aktivasyonu takip eder. Aktive miyoblastlar miyositlere
farklilasir ve daha sonra birleserek merkezi ¢ekirdekler sergileyen miyofiberleri olusturur.
Bu islem temel olarak miyojenik diizenleyici faktorlerin ifadesi ile yonetilir.
Diizenlenmemis kas yenilenmesinde ise siirekli bir inflamatuar yanit ile birlikte hasarl
miyofiberler ile yerdegistiren fibrotik dokunun olusumunu tetikleyen TGF-S1 ve

miyostatin gibi proteinlerin asir1 ifadesi s6z konusudur.
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Sekil 2.9Kas yenilenmesinde TGF-f1’in roli (Burks vd. 2011)
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Trombosit-Kokenli Biiyiime Faktorii: Trombositlerin alfa graniilleri i¢ginde bulunur. 32.000
dalton agirhginda bir glikoprotein olan PDGF, iki disilfiir bagiyla baglanmis alt
birimlerden olusur. A ve B adini1 alan bu birimler %56 oraninda benzerlik gosterirler. AA,
AB ve BB sekillerinde ifade edilen faktoriin her ii¢ formunun biyolojik aktiviteleri temelde
benzer olup B birimi mitogenezi biraz daha gii¢lii uyarabilir. Tiimérler, endotel hiicreler,
makrofajlar, diiz kas hiicreleri ve trombositler PDGF benzeri biiyiime faktorleri salgilarlar.
Trombosit kaynakli biliylime faktorii, makrofajlar ve polimorf niiveli lokositlerin
kemotaksisini uyarir. Fibroblast ve diiz kas hiicrelerinde hem kemotaksis hem mitogenezi
uyarir. Trombosit kaynakli biiyiime faktorii, kollajen, hiyaliiron ve fibronektin sentezini

uyarir; ayrica kollajenaz aktivitesini arttirir.

Trombosit kaynakli bliylime faktoriiniin bir bolgedekiderisimi, hangi hiicrelerin ona
daha ¢ok yanit verme yeteneginde oldugunu gosterir.Ciinkii farkli hiicreler, farklt PDGF
derisimleri ile o ortama ¢ekilirler. Trombosit kaynakli biiyiime faktorii, hayvan
modellerinde, etkili bir yara iyilesmesi destekleyicisi olarak gosterilmistir. Yapilan bir
caligmada tavsan kulagi modelinde epitelizasyon hizini arttirdigi saptanmistir. Farelere
subkutan olarak yerlestirilen iskelelere hergiin PDGF enjekte edilmis ve enjeksiyon
yapilmayanlara oranla, yapilanlarda, tedavinin 7. giiniinde hiicre miktarinda ve kollajen
iceriginde artma saptanmistir. Farelerdeki insizyonel yaralanmalara kollajen tasiyici icinde
PDGF-BB uygulandiginda, 7 hafta sonunda kontrollere oranla yara iyilesmesi daha
belirgin olarak gerceklestigi belirlenmistir. Radyasyon uygulanmis kobaylardaki insizyonel
yaralar, kollajen tasiyici icinde PDGF-BB ile desteklendiginde, 7. ve 12. giinlerde yaranin
saglamliginda belirgin artma oldugu gosterilmistir. Diabetik farelerde eksizyonel yaralar,

PDGF'iin topikal uygulanimi ile desteklendiginde daha hizli kapanmistir (Ciger 2006).

Vaskiiler Endotelyal Biiyiime Faktorii:Vaskiiler endotelyal biiyime faktorii (VEGF)
anjiyogenez ve vaskiilogenezin onemli bir diizenleyicisidir. Anjiyonegez, kadin iireme
dongiisii ile ilgili normal siireglerde, timdr biiylimesi ve metastaz, diyabetik retinopati,
romatoid artrid ya da iskemi sonrast gibi patolojik siireclerde olusur. Vaskiilogenez ise,
mezodermal prokiirsorlerden endotelyal farklilagsma boyunca kan damarlarinin olusumunu
igerir. Vaskiilogenez embriyonik gelisimle sinirli oldugu halde, yeni bir vaskiilarizasyon

gerektiginde anjiyogenez, tiim yasam boyunca etki eder.
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VEGF i¢in bilinen iki tane yiiksek afiniteli reseptor vardir. Bunlar, fms-benzeri
tirozin kinaz (FIt-1) ve fetal karaciger kinazdir (FIk-1). Her ikisi de tirozin kinazdir ve
endotelyal hiicrelerde 6zel olarak ifade edildigi goriilmiistir. VEGF'in reseptorlerine
baglanmasi, mitojen aktif kinaz (MAPK) ve sirasiyla inositol 1,4,5- trifosfat ve kalsiyumun
hiicre i¢i diizeylerinde artisa yol agan fosfolipaz tirozin fosforilasyon aktivasyonu Cyl
(PLCy 1) ile sonuglanan bir sinyal kademesini aktive eder. Kalsiyumdaki bu artig, NO
tiretmek i¢in nitrik oksit sentaz1 (NOS) tetikler. Bu NOS aktivitesi VEGF’in anjiyogenezi
uyarmast ve vaskiiler gec¢irimliligin artmasi i¢in gereklidir. VEGF ve reseptorlerinin

ifadesi, anjiyogenez ve vaskiilogenez sirasinda olusur.

TZP tedavisi kemotaktik, proliferatif ve anabolik ana hiicresel yanitlar
indiikleyerek doku tamirini saglama konusunda ilging bir biyolojik teknik sunmaktadir.
TZP, hastanin kendi trombositlerinden elde edilen biyoaktif ajanlari igeren otolog bir
tiriindiir. TZP genellikle ameliyat sirasinda ¢ozelti ya da jel formunda lokal enjeksiyon
yoluyla hastaya uygulanir (Castricini vd. 2011). Doku onarimi igin gerekli biyolojik
ajanlarin biiyiik bir miktarim saglayan TZP, iyilesme siirecini ilerletmek icin gerekli
aracilarin dengeli bir kombinasyonunu saglayan biyolojik olarak ideal otolog bir {iriin
olabilir. Klinik uygulamalarda, yara ¢evresindeki kan pihtisi, TZP soliisyonu ya da jelinin
kiigiikk bir hacmi ile yer degistirir. Yara bolgesindeki trombositlerin artan miktari,
tyilestirici biyoaktif faktorlerin miktarmin fizyolojik kosullarda oldugundan daha fazla
olmasimi saglar. Bugiine kadar TZP tendon, ligament, kas, sinir, kemik ve eklem

caligmalari i¢in Onerilmistir.

TZP, tam kandaki trombositlerden saglanan otojen biiyiime faktorlerinin elde
edilmesi i¢in ideal bir kaynak olmasi ve TZP elde etme yonteminin kolayligi nedeniyle
olduk¢a yaygin olarak tercih edilen bir kan kaynakl triindiir. Otolog TZP ilk kez 1987
yilinda Ferrari vd. tarafindan agik kalp ameliyati sonrasinda, homolog kan tiriinlerinin asir
transfiizyonunu onlemek icin kullanilmistir (Ferrari vd. 1987). 1990’larin basinda fibrin
yapistiriciya bir alternatif olarak kullanilmistir. O zamandan bu yana otolog TZP, ortopedi,
dis hekimligi, beyin cerrahisi, gdz, liroloji ve yara iyilesmesi alanlarinin yam sira;
kozmetik, ¢ene ve yliz cerrahisi dahil olmak {izere pek ¢ok alanda giivenle kullanilmaktadir

(Sampson vd. 2008).
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TZP eldesi genel olarak iki asamada gerceklestirilir (Everts vd 2006). ilk olarak
antikoagiilanl1 kan Ornegi, trombositten fakir plazma (TFP) ve TZP’den eritrositleri
ayirmak i¢in santrifiijlenir. Santrifiij isleminin sonunda elde edilen siipernatan kisim TZP
ve TFP’dir. Bu kisim bir enjektor yardimiyla ayrilir. TFP’dan TZP’1 ayirmak igin ikinci

santrifiij islemi yapilir. Santrifiij islemi sonucunda olusan siipernatan kisim TFP’dir.

Elde edilen TZP belirli miktarda kalsiyum kloriir ve trombin bulunduran ¢6zelti ile
karistirildiginda TZP jel elde edilmis olur. TZP jel kompleks bir ii¢ boyutlu yapiya sahip
olup saglam bir fibrin matriksten olusur. Bu yap1 tam kan i¢inde bulunan trombositlerin ve

16kositlerin biiyiik bir kismini1 konsantre halde icermektedir.

Yontemde kullanilan kalsiyum kloriir, kan i¢inde bulunan antikoagiilanin etkisini
ortadan kaldirirken; trombositlerin trombin ile aktive edilmesi trombositlerde bulunan
bliylime faktorlerinin hizli bir sekilde salinmasina neden olur. Trombin ayni zamanda

pihtilasma isleminde gorev almaktadir.

TZP eldesi ve TZP’nin trombin ve kalsiyum kloriir ile muamele edilmesi sonucu
TZP jel olusum yontemi (Antanavich vd. 1996;Antanavich vd. 1998) belgelendigi ilk
yildan itibaren hizla gelistirilmis ve c¢esitli doku hasarlarinin tamirinde kullanilmistir.
Ornek olarak otolog TZP kullanilarak gerceklestirilen bir calismada, TZP kullanilarak
memelilerde doku vaskiilarizasyonunu arttirmak i¢in bir yontemi agiklamaktadir. Tam
kandan elde edilen TZP nin tendinozis, lateral epikondilit ve plantar fasiit gibi doku hasari
bulunan rahatsizliklarin tedavisi i¢in kullanilabilirligi incelenmistir (Mishra vd.
2009).Bagka bir ¢aligma, TZP’nin epidural bosluga enjeksiyonu ile dural sizintilarin
tedavisi agiklamistir (Ferree vd. 2003).

Bir bagka c¢alismada tam kandan elde edilen TZP kalsiyum kloriirle muamele
edilerek fibrin jel olusturulmus, ardindan buzlu ortamda sonikasyon islemi yapilarak

bliylime faktorlerinin ve sitokinlerin trombositler iginden salimi gergeklestirilmistir.

27



Sonikasyon ile aktive edilmis trombositleri iceren TZP jelin kemik, kikirdak ve deri

hasarlarinin tedavisinde kullanimi agiklanmistir (Meury vd. 2007).

Tam kandan elde edilen otolog TZP kullanilarak yapilan baska bir ¢alismada ise,
belirli kosullarda liyofilize edilen TZP, deiyonize su igerisinde bekletildikten sonra
trombin ile aktive edilmis ve aktive edilen TZP’nin yara iyilesmesi {izerine etkisi

incelenmistir (Gandy vd. 2008).

TZP’nin kullanildig1 bir baska uygulamada ise, fare modelinde ligasyonla meydana
gelen kalp krizi sonrasi olusan doku hasarinin, miyokard igine intramiiskiiler TZP
enjeksiyonu ile onarimi agiklanmistir. Calismada, trombosit ve beyaz kan hiicrelerini farkli

oranlarda igeren TZP formiilasyonlar1 kullanilmistir (Mishra vd. 2010).

Bir diger uygulamada ise, hastanin doku hasarinin bulundugu bolgeye TZP
enjeksiyonu ve lazerle tedavi uygulanarak hasarli olan dokunun tamirini amaglayan bir
yontem anlatilmistir (Lim vd. 2010). Fibrin mikrokiire olusumuna yonelik gelistirilen bir
yontemde fibrin mikrokiireler, fibrinojen, trombin ve faktdr XIII kullanilarak sicak yag
emiilsiyon yontemine gore 50-80°C sicaklikta yag ortaminda olusturulmustur. Hiicreler, bu

yontemle olusturulan mikrokiireler tizerine ekilmistir (Marx vd. 2003).

2.2.3.2 Fibrin

Fibrinojen ve fibrin kanin pihtilagsmasi, fibrinoliz, hiicre ve matriks etkilesimleri,
inflamatuar yanit, yara iyilesmesi ve neoplazide birbiriyle Ortiisen rollere sahiptir.Bu
fonksiyonlar fibrin(ojen) tizerindeki inaktif bolgeler tarafindan diizenlenirler.Bunlar
genellikle fibrin olusumu ya da fibrinojen yiizey etkilesimlerin bir sonucu olarak evrim

gecirmektedir.

Fibrinojen molekiilii ii¢ farkli peptit zincirinin ikili setlerinden olusmaktadir. iki
Aa-zinciri, iki Bg-zinciri ve iki y-zincirini igeren bu yapilar distlfir kopriileri ile birbirine
baglanir. Her fibrinojen zinciri ayr1 bir gen tarafindan kodlanir ve bu ii¢ gen birlikte

kromozom iizerinde bulunan fibrinojen gen kiimesini olusturur. Bu molekiiller, her biri ¢ift
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sarmal boliimler tarafindan merkezi E-bdlgesine bagl iki dis D-bolgesi igererek 46nm
yapilar sekilde uzamistir. E bolgesi kadar D bolgesi de fibrinojenin fibrine doniisiimii,
fibrinin diizenlenmesi, ¢apraz baglanmasi, trombosit etkilesimi (trombin substrat1) gibi
birgok olayda onemli bir rol oynamaktadir. Fibrinojen bir akut-faz proteinidir. Fibrinojen
sentezi ya inflamasyonun erken asamalarinda ya da interlokin-6 (IL-6) ve
glukokortikoidler ile muamele edildiginde artar. Fibrinojen sentezi dogrudan bu {i¢ genin
artan transkripsiyonu ile ilgilidir (Laurens vd. 2006; Brissett vd. 2003). Bu ii¢ fibrinojen
zincirinin transkripsiyonu siki esgiidiim i¢indedir. In vitro ¢alismalar p-zincirinin
sentezinin hiz smirlayict oldugunu ve diger iki genin ifadesi ile yukari dogru regiile
oldugunu gostermektedir (Laurens vd. 2006; Roy vd. 1994). Aa-zincirinin COOH-terminal
bolgesi cesitli siireclerin diizenlenmesinde onemli bir rol oynar. Bu siirecler, fibrin
olusumu, faktér XIII aktivasyonunu, fibrinolizisin diizenlenmesini ve hiicre adezyonunu

icermektedir.

Pihtilagsma kademesinin son agamasinda trombin, fibrinopeptit A ve B’yi fibrinojen
Ao ve Bp-zincirlerinin amino terminal bolgelerinden ayirir. Coziiniir fibrinojen fibrin
monomerlerine doniigiir ve bu da ¢6ziinmeyen fibrin polimerlerini ve fibrin fiber aglarim
olusturur. Bu fibrin ag iki y-zinciri ya da bir y-zinciri ile bir a-zinciri arasinda gergeklesen
transglutaminaz reaksiyonlar1 tarafindan fibrin pihtisinin ¢apraz baglandigi polimerizasyon
sliresi boyunca trombin tarafindan aktive edilen FXIIIa ile kararh hale getirilir (Weisel vd.
1993). Bu c¢apraz baglar fibrine kararlilik saglar ve plazmin tarafindan fibrinin

degredasyonunu 6nleyen koruyucu bir bariyer olarak islev goriir (Scott vd. 2004).

Karaciger, plazma fibrinojeninin birincil kaynagidir. Ancak fibrinojenin kiigiik bir
kismiakciger epitelinden ftiretilebilmektedir. Bu stire¢ IL-6, 1L-1 ve glukokortikoidler gibi
sitokinler tarafindan diizenlenmektedir (Nguyen vd. 2000). Fibrinojen matrikse
baglanmanin yanisira, ayrica hiicre ylizeyine de baglanir. Fibroblast bliylime faktorii-2
(FGF-2) ve vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii (VEGF) gibi biiylime faktorleri 6zel
olarak fibrinojene (ve fibrine) baglanir. Bu durum gosteriyor ki fibrinojen yanlizca
hemostaz i¢in degil ayn1 zamanda homeostaz i¢inde 6nemlidir. Bu verilere gore fibrinojen,
yara iyilesmesinde hiicre tipine spesifik mekanizmalara katkida bulunabilecegi hasarli

dokularin hiicredis1 matriks bolgelerinde toplanmaktadir (Rybarczyk vd. 2003).
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Fibrin yapisi, fiberlerin kalinligi,dallanma noktalarmmin sayisi, gozeneklilik ve
gecirgenlik gibi degiskenler ile agiklanabilir. Fibrin matriksin yapisi onun biyolojik
fonksiyonunu etkilemektedir. Ornegin daha kalin matriksler daha hizli fibrinolizis gdsterir.
Pihtilasma hiz1 (trombin derisimi ve tuz igerigi ile diizenlenebilir) ve polimerlesme hizi
(FXTII derisimi ve FXIII aktivasyon hizi ile belirlenebilir) gibi bir¢ok kosul fibrin yapisini
etkiler. Klor iyonlari fibrin polimerizasyonunun diizenleyicisi olarak ifade edilir ¢linkii bu
iyonlar kalinlasmay1 ve sertlesmeyi engelleyerek fiberlerin boyutlarimi kontrol eder(Di
Stasio vd. 1998; Standeven vd. 2005). Trombin derisimi polimerizasyon siirecinde 6nemli
bir etkendir. Yiiksek derisimler (1U/mL) ince fiberlerin olusumunu artirirken, disiik

derisimler (0,001 U/mL) kalin fiberlerin olusumuna neden olur (Carr vd. 1978).

Fibrin(ojen) ve proteinler: Doku tipi plazminojen aktivatorii, plazminojen ve FXIII gibi
birgok hemostaz proteini fibrinojen ve fibrine baglamir. Ozellikle fibrinolitik sistemde
hemostaz anjiyogenezi de icerdigi i¢in bunlarin yara iyilesmesinde dnemli etkileri vardir.
Bir yaranin fibrindz matriksi ayrica fibronektinve vitronektin gibi diger plazma
proteinlerini de igerir. Fibronektin ve vitronektin, endotelyal hiicreler tizerindeki o541 ya
da avp3 reseptorlerine baglanarak diiz kas hiicreleri ile fibrin arasinda koprii molekiili
olarak davranabilir(lkari vd. 2000). Ek olarak, fibronektin 6zellikle aC bolgesi araciligiyla
fibrin baglar. Bu baglanma bélgesi fibrinojende etkin degildir ancak fibrinde meydana

c¢ikar. Vitronektin ise dogrudan fibrin ile iligkilidir(Makogonenko vd. 2002).

Fibrin(ojen) ve hiicreler: Fibrin(ojen) birgok hiicre-hiicre etkilesiminde koprii molekiil
olarak islev gdrmektedir. Ayrica hasarli, inflamasyonlu ya da enfeksiyonlu bdlgede
hiicrelerin ¢ogalabilecegi, kendilerine 6zgli islevlerini yiiriitebilecegi gegici kritik bir
matriks saglar. Fibrojen ve fibrin kapli matrikslerin endotelyal hiicrelere, diiz kas
hiicrelerine, keratinositlere, fibroblastlara ve lokositlere baglandigi diisiiniilmektedir. Bu
hiicreler, hiicre ylizey integrin reseptorleri ve integrin dis1 (6rnegin VE-Cadherin, I-CAM-
1, P-Selektin ve GPIba) reseptorler araciligi ile dogrudan fibrin(ojen)e baglanabilmektedir
(Bennett vd. 2001). A ve B alt {initelerini i¢eren zarlararasi hiicre adezyon molekiilleri olan
integrinlerin fibrinojen ya da fibrine baglantig1 gdsterilmistir. Integrinler 16kositlerde amp2,
trombositlerde a,,f3ve endotelyal hiicreler ile fibroblastlarda ayf3 ayfs Ve asfi
seklindedirler (Farrell vd. 1997; Gailit vd. 1997). Cekirdekli hiicreler tarafindan pihti
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retraksiyonu yara iyilesmesinde uygun ortam saglamada c¢ok Onemlidir. Pihtidaki
fibrinojene osP; integrinlerinin  baglanmast pihti retraksiyonunu ve hiicreseklinin

degisimini tetikler.

Fibrinojen ve fibroblastlar: Yara iyilesmesi siiresince, fibroblastlar yara yatagina gog
ederler ve bu siire¢ yaralanmadan sonraki bes giin igerisinde baslar. Ozellikle PDGF ve
TGFp gibi biiylime faktorleri, fibrin ve fibronektin ile birlikte fibroblastlarin ¢ogalmasini,
uygun integrin molekiillerini ifade etmesini ve yara bolgesine go¢ etmesini uyarir (Laurens
vd. 2006). Ayrica, yara yatagindaki fibrin aginin yapisi fibroblastlarin ¢ogalmasini ve

gociinii etkilemektedir.

Fibroblastlar yara bolgesine geldikten sonra, diger hiicre disi matriks proteinlerinin yani
sira tip I kollajen tireterek fibrin ile yer degistirir. Yedinci giinde gesitli hiicre dis1 matriks
elemanlar1 birikmis olur ve fibroblastlar miyofibroblast fenotipine geger, plazma
membranina yakin sitoplazmik bolgede aktin demetleri ile biitlinlesir. Bu miyofibroblastlar
hiicre dis1 matrikse ulasir ulasmaz yalanci ayaklarini genisletir ve fibronektin ve kollajen
gibi hiicre dis1 matriks molekiillerine tutunduktan sonra yalanci ayaklarini yeri ¢ekerler. Bu

slireg bitmis oldugunda fibroblastlar apoptozise girerler (Clark 1993).

Fibrin ve Anjiyogenez: Anjiyogenez, endotelyal hiicrelerin yeni kapillerler tretmek
amaciyla ¢ogalmasinin ve hiicre dis1 matrikse gociiniin VEGF yada FGF-2 gibi biiylime
faktorleri tarafindan uyarildigi kompleks bir siirectir. Hiicre dis1 matriksin endotelyal
hiicreler tarafindan isgali plazminojen aktivator/plazmin sistem ve matriks
metalloproteinazlarin proteolitik enzimleri tarafindan kontrol edilir. Hiicreler ¢ogalir ve
uzar, damar stabilizasyonu perisitlerle etkilesim ve bazal membranin yeniden sekillenmesi
ile sonunda tamamlanmis olur. VEGF ve FGF-2 gibi biiylime faktorlerine ek olarak
fibrinin anjiyogenez lizerinde dogrudan etkili oldugu, subkutan olarak kobay farelere
implante edilen fibrin igerikli haznelerin 4 giin i¢inde anjiyogenik yanita sebep oldugu
caligmalarla gosterilmistir (Koolwijk vd. 1993; Pepper vd. 1990). Fibrinin endotelyal
adezyon ve anjiyogenez konusundaki destekleyici roliine ek olarak, fibrinojen degredasyon

tirlinlerinin anjiyogenez inhibitorii olarak davrandigi son ¢alismalarla daha agik hale
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gelmisgtir. Fibrinojen degredasyon {iriinii E, alfastatin olarak bilinen kararli § band1 dizisini

icerir ve bu in vitro ve in vivo anjiyogenezi inhibe eder (Lauren vd. 2006).

Fibrin Yapistiricilar: Fibrin yapistirici tirtinleri saflastirilmis fibronojen ve trombinden
olusur. Bu iki bilesen karistirildiginda, fibrin pihti olugur ve bu pithti hemostaz1 saglamak
icin ve Ozellikle yaranin kapatilmasinda diger yontemlerin kullanilamadigi durumlarda

bircok cerrahi islemde doku yapistiricisi olarak kullanilir (Rosso vd. 2005).

Fibrin yapistirict matriksler ayrica yara iyilesmesini tetiklemek igin de
kullanilabilmektedir. Fibroblastlar ya da keratinositlerin fibrin ¢izeltisine eklendigi ve
boylece fibrin yapistiricinin  yara bolgesine ekstra fibroblast tasiyicist  olarak
kullanilmasiyla iyilesme siirecinin gelistirildigi ¢caligmalarda umut vadedici sonuglar elde
edilmistir (Horch vd. 2001; Cox vd. 2004).Farkli fibrin yapistirict preparatlarinin sonuglart
birbirinden farklidir. Bu durum fibrinojenin kalitesi ve fibrinojen ¢0zeltisi icerisinde
mevecut olan ek faktorlerin farkliligr ile agiklanabilir.Bu ek faktorler, koagiilasyonu,
fibrinolizisi (FXIII, plazminojeni plazminojen aktivator inhibitér ve trombin) ve bilylime
faktorlerini (TGFp, FGF-2 ve VEGF) igerir. Ornegin FXIII igeren yapistirici gerilme
kuvvetinin artmasini, pihtinin  kararliligini  ve fibrinin aC-bolgesine fibronektin

baglanmasini tetikler(Makogonenko vd. 2002).

Ozetle, fibrinojen pihtilasma mekanizmasinda yapiskan bir ag olusturan ve yara
tyilesmesinde gegici destek saglayan fibrine doniisiir. Fibrinin yapisal igerigi ve hiicrelere,
proteinlere baglanmasi yara iyilesmesi siirecini yiiksek oranda belirler. Gegici bir matriks
olarak davranmasinin 6tesinde fibrin, hiicre adezyonu, gogii, ¢ogalmasi ve tiibiiler olusum
gibi fibrin aracili yanitlar1 tetiklemek icin hiicreleri etkin bir sekilde toparlar. Bu olaylar
ayrica dogal olarak ortaya cikan yliksek molekiil agirlikli ve diisiik molekiil agirlikli
fibrinojen varyantlar1 ile diizenlenmektedir. Yiiksek molekiil agirlikli fibrinojen yara

lyilesmesi sirasinda yararli olan hiicre biiyiimesi ve damar olusumunu tetiklemektedir.
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Sekil 2.10 Fibrinojen/trombin etkilesimi ile fibrin jel olusumu

2.2.3.2 Alginat

Alginat deniz yosunlarindan ve bakterilerden elde edilen bir polisakkarit olup, f-D-
mannuronik asit ve a-L-guluronik asit monomerlerinden olusan lineer bir polisakkarittir.
Ca?* gibi iki degerlikli katyonlar varliginda iyonotropik jel formunda bulunur. iki ve gok
degerlikli katyonlar alginatla garpraz bag yapar ve alginat jel olusumu gergeklesir. Alginat
kiireleri olusturmak i¢in en sik kullanilan yontem iyonotropik jelasyon yontemidir. Bu
yontemde jellesmeyi saglayan iyonu igeren bir ¢dzelti ortamina (6r. 10-100 mM kalsiyum
kloriir ¢oOzeltisi) alginat c¢ozeltisinin  (~%?2-4 arasinda) bir enjektdr kullanilarak
damlatilmasiyla alginat kiireler olusturulur (Qstberg vd. 1994). Bu calismada alginatin
uygun sartlarda mikrokiire olusturma Ozelligi kullanilarak fibrin mikrokiireler

olusturulmustur.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1 Materyal

Deney hayvanlariyla ilgili tez caligmasi kapsamindaki tiim islemlerT.C. Gida Tarim
ve Hayvancilik Bakanligi Gida ve Kontrol Genel Miidiirliigli’niin ¢aligma izni verdigi
Ankara Universitesi Fen Fakiiltesi DMBNL Deney Hayvanlari Birimi’nde ve Ankara
Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’nun 29/03/2012 tarih ve 2012-7-53

numarali karar1 ¢ergevesinde gergeklestirildi.

TZP kaynagi olarak kullanilan tam kan, erigskin saglikli Wistar soyu siganlardan
elde edildi.Fibrin mikrokiirelerin eldesi boyunca kullanilan tiim kimyasallar Sigma
firmasindan (St. Louis, MO, ABD) temin edildi. Hiicre kiiltiirii ¢alismalarinda, hiicrelerin
ekilip cogaltildig: steril doku kiiltiir kaplar1 (Corning, NY, ABD), besiyeri olarak a-MEM
(Minimum Essential Medium Alpha Medium) (Sigma), besiyeri katkis1 olarak L-glutamin,
penisilin-streptomisin (antibiyotik-antimikotik) ve fetal sigir serumu (FBS) (Sigma),
hiicrelerin pasajlanmasi isleminde ise tripsin/EDTA ¢ozeltisi (Sigma) kullanildi.
Calismalarin tamami laminer akigh steril kabinde (Nuaire) yapildi ve hiicre kiiltiirleri 37°C,
%5 CO,, %95 nem ortamini saglayan bir karbondioksitli inkiibatorde (Heracell 240®,
Waltham, MA, ABD) gerceklestirildi.

Fibrin mikrokiireler igerisine enkapsiile edilmis hiicrelerin belirli zaman
noktalarindaki mitokondriyel dehidrogenaz aktivitelerinin belirlenmesinde MTT [3-(4,5-
dimetildiyazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromiir] kiti (Sigma) kullanildi ve 6lgtimler UV

multi plaka okuyucu (Biotrak I, Amersham Biosciences, ABD) cihazinda alindi.
Kesit alma isleminden sonra &rnekler, hematoksilin ve eosin (H&E) (Sigma),

periyodik asit schiff (PAS) (Sigma) ve Masson trikrom (Sigma) ile boyanip Leica

arastirma mikroskobunda (Wetzler, Almanya) goriintiilendi.
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3.2 Yontem

3.2.1 Fibrin mikrokiirelerin olusturulmasi

TZP Eldesi:8-12 haftalik Wistar soyu siganlarin kalbinden tam kan aspire edildi. Elde
edilen tam kan antikoagiilan olarak sitrat ¢ozeltisi i¢eren santrifiijtiiplerine aktarilarak 1800
rpm’de santrifiij edildi. Santrifiij sonrasiiist kismi kan plazmasi, alt kismi ise eritrositlerden

meydana gelen iki fazli bir karisim elde edildi.

TZP’nin eldesi i¢in {ist faz ayr1 bir santrifiij tiipiine aktarildi ve 3600 rpm’de siire ile
santrifiij edildi. islem sonrasi elde edilen iki fazin alt kismindanTZP, iist kismindan ise
TFP elde edildi. Elde edilen her iki plazma da kullanima kadar aksiyel karistirici tizerinde
ve oda sicakliginda bekletildi.

TZP Eldesi

1

o — TrombositttenBkir pezma

T Trombosittten2engin phzma

— Krmeikan hicrekeri

Tam kan eldesi Trombositlerin ayrniimasi Trombositten zengin plazma
30-60 ml kan hastadan elde edilir. Tam kan santrifuj edilir, trombositler 3-6 ml trombositten zengin plazma
geri kalan kan bilesenlerinden ayrir. ayrihir.

Sekil 3.1 TZP eldesinin basamaklari.

Fibrin-alginat mikrokiirelerin  olusturulmasi: Deneyde kullanilmak {izere {iretilen
mikrokiireler, hiicreli TZP mikrokiire, hiicresiz TZP mikrokiire ve kontrol amacli olarak
hiicreli TFP mikrokiire, hiicresiz TFP mikrokiire olmak {izere dort gruba ayrildi. Bu
amagla, 0,9 M Kkalsiyum kloriir ¢ozeltisi serum fizyolojik (%0,85 NaCl) igerisinde

hazirlandi.
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Sitratli tam kandan elde edilen TZP, kullanilana kadar oda sicaklifinda aksiyel
karistirict iizerindegalkalandi. Daha sonra TZP-alginat karisimi elde edildi. izole edilen ve
pasaj 3’e kadar kiiltiire edilen hiicreler 140 mM NaCl, 5 mM KCI, 10 mM HEPES, 10 mM
glukoz, 0,02% EDTA igeren ¢ozelti igerisinde (Perka vd. 2001) siispansiyon haline
getirildi(4.0 x10° hiicre/mL).

Elde edilen hiicre siispansiyonu TZP-alginat ¢ozeltisine ilave edilerek TZP-alginat-
hiicre karisimi elde edildi. Karisim dikkatli bir sekilde pipetleme yapilarak homojen hale
getirildi ve igne ucu i¢ ¢ap1 25G olan bir enjektore alindi. Enjektore alinan TZP-alginat-
hiicre karisimi manyetik karistirict iizerinde bulunan, trombin igeren kalsiyum kloriir
cozeltisi icerisine yavasbir sekilde damla damla ilave edildi. Sodyum alginat ile Ca*
katyonlarmin baglanmast sonucu olusan mikrokiireler, jellesme ve capraz baglanma
asamasinin tamamlanmasi amaciyla 15 dakika trombin ¢ozeltisi igerisinde karistirildi. Elde
edilen kiireler 140 mM NaCl, 5 mM KCIl, 10 mM HEPES, 10 mM glukoz, 0.02% EDTA

iceren cozelti ile iki kez yikandi.
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Sekil 3.2 (A) Hiicresiz liyofilize TZP-alginat, (B) Hiicresiz liyofilize TFP-alginat

Saf  fibrin  mikrokiirelerin  eldesi:Mikrokiirelerin ~ yapisinda  bulunan  alginatin
uzaklastirilmasi amaciyla fibrin-alginat kiireler 55 mM sodyum sitrat, 150 mM NaCl ve 30
mM EDTA (pH 6.8) igeren ¢ozelti (Mok vd. 1994) igerisinde 15 dakika bekletildi. Besiyeri
ile yikanan hiicreler, %20 fetal sigir serumu, 2 mM L-glutamin, 100 xL/mL penisilin-
streptomisin igeren besiyeri icerisinde, 37°C’da, %5 CO,, %95 hava, %90 nem igeren

ortam sartlarinda inkiibe edildi.
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Sekil 3.3 (A) Hiicresiz liyofilize TZP, (B) Hiicresiz liyofilize TFP

3.2.2 In vitro hiicre kiiltiirii calismalari

3.2.2.1 Sican Ki-MKH’lerinin izolasyonu

KI-MKH’leri standart protokollere gore 8-12 haftahk 200-250g agirhgindaki
Wistar soyu Siganlarin femur ve tibialarindan izole edildi. Bu amagla, avertin ile anestezi
(10 mL/kg) sonrasi siganin her iki bacagindaki femurlar ve tibialar ¢ikarildi. %70’lik
etanol ile etraflarindaki yag ve kas kalintilar1 iyice temizlenerek alt ve iist kisimlarindan
kesildi. Igerisinde 5 mL a-MEM besiyeri bulunan 25 G’lik enjektdr yardimiyla kemik iligi
hiicreleri santrifiij tiipline aktarilarak 1100 rpm’de 10 dakika siireyle santrifiij edildi.
Santrifiij sonrasi ¢ozeltinin tist kismi atild1 ve 5’er dakika 1100 rpm’de 3 kere santrifiijleme

islemi yapilarak hiicreler besiyeri ile yikandi.
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3.2.2.2 Hiicre kiiltirii

Yikama islemlerinin ardindan elde edilen Ki-MKH’leri, %20 fetal s1g1r serumu
(fetal bovine serum; FBS), 2 mM L-glutamin, 100 pL/mL penisilin-streptomisin igeren a-
MEM igerisinde, 37°C’da, %5 CO,, %95 hava, %90 nem igeren hiicre kiiltiirii sartlarinda
inkiibe edildi. Kiiltiiriin ti¢lincli giliniinde kiiltiir kabina yapigsmayan hiicreler, besiyeri
degistirilerek uzaklastirildi. Haftada iic kez besiyeri degistirilerek, yapisan hiicrelerin
kiiltiriine devam edildi. Hiicreler %80-90 bolluk noktasina geldiginde, %0,25 tripsin ve 1
mM EDTA igeren ¢ozelti yardimiyla kap yiizeyinden kaldirilarak pasajlama islemi yapildi.

Sekil 3.4 (A) KI-MKH Kkiiltiir islemi, (B) faz-kontrast mikroskobu goriintiisii.

3.2.3. In vivo¢alismalar

3.2.3.1 In vivo yara modelinin olusturulmasi

20-24 haftalik Wistar soyu disi siganlara ksilazin (10mg/kg) ve ketamin hidrokloriir
(60mg/kg) intraperitoneal ile anestezi uygulandi. Her bir sigan (36 adet), operasyon bolgesi
trag edilerek asepsi ve antisepsi kurallarina uygun olarak hazirlandi. Ameliyat nominal
aseptik sartlar altinda gergeklestirildi. Sigan, viicut sicakliginin diismemesi igin izotermal
bir destek iizerine yatirildi. TZP, sigan kalbindensiringa ile aspire edilen kandan ¢esitli
santrifiij asamalar1 sonucunda elde edildi. Standart hiicre kiiltiirli sartlarinda (%5 CO2, %95
bagil nem, 37°C) ¢ogaltilan kok hiicreler fibrin mikrokiireler igerisinde kiire bagina 20.000
hiicre olacak sekilde enkapsiile edildi ve kiireler kiiltlir ortamina alindi. Herbir sican igin

iki tarafl biceps femoris kasinda 4x5x6 mm® boyutlarinda defekt olusturuldu.
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3.2.3.2. Fibrin mikrokiirelerin transplantasyonu

In vivo c¢aligmalar 36 adet wistar sigan ile yapildi. Deneyler su sekilde
gruplandirildi; 1) TZP kaynakli hiicreli/hiicresiz fibrin mikrokiireler transplante edilen grup
(12 adet denek), 2) TFP kaynaklihiicreli/hiicresiz fibrin mikrokiireler transplante edilen
grup (12 adet denek), Transplantasyon islemi yapilmayan kontrol grubu (12 adet).

36 adet sicanin biceps femoris kasinda agilanyara 4.0 poliglaktin iplikle i¢ dikis ve
3.0 ipek iplikle dis dikis atilaraksaglam bir sekilde dikildi. Cerrahi islem sirasinda yara
bolgesi PBS ile nemli tutuldu.

Sekil 3.5In vivo implantasyon calismalart (A) Her bir siganin biceps femoris kasinda bir

defekt olusturuldu. (B) Fibrin mikrokiireler sicanda olusturulan yarali bolgeye

transplante edildi.

3.2.3.3 Eksplantasyon islemi

Transplantasyon isleminden sonraki 7. ve 14. giinlerde sicanlar eksplantasyon
islemi i¢in tekrar ksilazin (10mg/kg) ve ketamin hidrokloriir’iin (60mg/kg) intraperitoneal
olarak uygulanmasiyla anesteziye alindi. Transplante edilmis olan malzemeler eksplante
edilip %10’lukformalin ile tesbit edildi. Tesbit edilen 6rnekler histokimya ¢alismalari i¢in
4°C de saklandu.

Ornekler alindiktan sonra hayvanlara servikal dislokasyon ile dtenazi yapildi. A¢ilan
her bir yaradaki sisme, sivi sizintisi, iltihaplanma, dikislerin saglamligi gibi faktorler

iyilesme siireci boyunca takip edildi.
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3.2.4. Histokimyasal analizler

TZP ve TFP kullanilarak elde edilen fibrin mikrokiireleri i¢eren hiicreli ve hiicresiz
ornekler in vivo ¢alismalar sonunda histoloji analizleri i¢in tespit ¢ozeltisi olarak kullanilan
%10’luk formalin ¢ozeltisi igerisinde bir gece boyunca bekletildi. Ertesi giin PBS ile 3 defa
10’ar dakika siireyle yikama islemi yapilarak Orneklerdeki fazla fiksatif ve kalintilar
uzaklagtirildi. Dehidrasyon isleminde ornekler %50, %70, %80 ve %95°lik etanol
serilerinden 2x10 dakika olacak sekilde gecirilerek igerdikleri su uzaklastirildi. Ksilen
asamasindan sonra drnekler parafine gomiiliip bloklar elde edildi. Sonra, parafin bloklar1
soguduktan sonra kesit alma islemine gecildi. Kesit alma iglemininden sonra, lam
tizerindeki ornekler hematoksilin ve eozin (H&E), periyodik asit schiff (PAS) ve masson-

trikrom (MT) boyalari ile boyanip Leica marka 151k mikroskobunda goriintiilendi.

3.2.4.1 Hematoksilin ve eozin boyamasi1 (H&E)

Niikleer boya olarak en fazla kullanilan hematoksilin, aga¢ kabugundan elde edilir.
Hematoksilin kendi basina bir boya degildir, aslinda oksidasyon iiriinii olan hematein zayif
anyonik boyadir. Hemateinin dokuya afinitesi azdir, fakat metalik mordantlar eklendiginde
ozellikle hiicre ¢ekirdegine afinitesi artar ve kuvvetli boyar. Eosin, kesitlerin rutin

boyanmasinda en fazla kullanilan zit boyadir.

Eosin ile en iyi boyanma yaklasik pH 4-6’da meydana gelir. Bu boya ile eritrositler,
kollajen, kas veya epitelyal hiicre sitoplazmalarin boyanmasinda pembenin farkli tonlar
secilmelidir. Genel doku boyasi olarak; nukleus ve sitoplazma ayiriminda kullanilan,
histolojik boyalar i¢inde en genis kullanimi olan ve dokunun farkli bélgelerini farkli olarak

boyayan Hematoksilin-Eosin boyasidir.
Hematoksilin genellikle; ¢ekirdegi mavi-siyah renkte boyayarak intraniikleer detay1

1yl gosterir. Eosin ise, hiicre sitoplazmasint ve bag dokusu elemanlarini ¢esitli

varyasyonlarda pembe, turuncu ve kirmizi renkte boyar (Ekicioglu vd. 2005).
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H&E boyamasi i¢in lam {izerindeki 6rnekler;

1. 2-3 dakika siireyle distile su ile nemlendirildi.

2. 8 dk siireyle Hematoksilin ile muamele edildi.

3. Hematoksilini uzaklastirmak i¢in 10 dakika akan su altinda yikandi.
4. 9%95’lik etil alkol ile muamele edildi.

5. 30 saniye-1 dakika arasi Eozin ile boyandi.

6. % 95’lik etil alkolden gecirilerek fazla boyanin uzaklagsmasi saglandi.

7. Hazirlanan ornekler 151k mikroskobu ile incelendi

3.2.4.2 Masson-trikrom boyamasi

Ug farkli boyanm kullanildig1 bu teknik ile bag dokusunun boyanmasi saglanir.
Cekirdek ve bazofilik yapilar mavi, sitoplazma a¢ik kirmizi ya da pembe, keratin ve kas
hiicreleri kirmizi, kollajen ve kemik mavi ve yesil tonlarinda, hiicre c¢ekirdekleri

kahverengi-siyah tonlarinda goriiniir.

Masson Trikrom boyamasi igin lam {izerindeki 6rnekler;

. 10 dk Weighert’in demir hematoksilin ¢ozeltisi ile muamele edildi.
. Distile su ile yikandi.

. 15 dk Biebrich Scarlet-Asit fuksin ¢ozeltisi ile muamele edildi.

. 5 dk distile su ile iyice yikandi.

1
2
3
4
5. 15 dk fosfomolibdik asit-fosfotungustik asit ¢ozeltisinde tutuldu.
6. Kesitler dogrudan (yikanmadan) 5 dk anilin mavisi ¢6zeltisi ile boyandi.
7. Distile su ile yikandi.

8. 1 dk asetik asit ¢ozeltisinde tutuldu.

9. Distile su ile yikand1

10. 1 dk % 80 ve 1 dk % 95 alkol ile muamele edildi.

11. Hazirlanan 6rnekler 151k mikroskobu ile incelendi
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3.2.4.3 Periodik asit schiff (PAS) boyamasi

PAS glikojen gibi doku karbonhidratlarinin gésterilmesinde kullanilan bir tekniktir.
Boyama sonucunda, glikojen, bazal membranlar, kollajen lifleri, glikolipitler ve

fosfolipitler pembe-kirmizi ile mor renk arasinda tonlarda (menekse) boyanmaktadirlar.

Periodik asit schiff boyamasi i¢in lam {izerindeki drnekler;

. 5 dakika distile su ile yikandi.

. Periyodik asit sollisyonu i¢inde 5 dakika tutuldu.

. Distile su ile yikandi.

. Schiff reaktifi i¢inde 15 dakika tutuldu.

. Distile su ile 10 dakika yikanir.

. Hematoksilin Gill ¢ozeltisi ile 6 dakika muamele edildi.
. Distile su ile 10 dakika yikandi.

. Diferansiyasyon islemi i¢in asit alkol soliisyonuna 1-3 saniye batirilip ¢ikarildi.
. Akar su altinda 10 dakika yikandi.

10. 1 dakika % 80 alkol i¢inde tutuldu.

11. 1 dakika % 95 alkol i¢inde tutuldu.

O o0 N OO DN h~ W N

12. Hazirlanan preparatlar 151k mikroskobu ile incelendi.

3.2.5 Taramal elektron mikroskopisi (SEM)

TZP’den elde edilen fibrin mikrokiirelerin i¢ yapist SEM yontemi ile incelendi. Bu
amagla % 2,5’lik glutaraldehit igerisinde tespit edilen biitiin 6rneklerden fiksatifi
uzaklastirmak amaciyla saf su ile yikama yapildi. Daha sonra Ornekler etanol
serilerinden(%50, %70, %80, %90 ve %95) gegirilerek dehidrate edildi. Ardindan, ince bir
altin-paladyum (15 nM) tabakasiyla kaplanan 6rnekler Jeol JSM 5600 (Japonya) marka
elektron mikroskobu ile incelendi.
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3.2.6 MTT analizi

Fibrin mikrokiireler igerisine enkapsiile edilmis sigan KI-MKH’lerinin belirli
zaman noktalarindaki (0., 7., 14. ve 21. giin) mitokondriyel dehidrogenaz aktiviteleri MTT
[3-(4,5-dimetildiyazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum  bromiir]  kiti  (CGD1  Sigma)
kullanilarak belirlendi. Bu amacla TZP ve TFP’den elde edilmis hiicreli ve hiicresiz
mikrokiireleri igeren deney gruplarindan belirli zaman noktalarinda esit sayida kiire
ornekleri (her bir deney grubu igin 4 adet) alind1 ve 96-kuyucuklu petri kabina konuldu.
Petrinin igerisine 30 uL. MTT ¢ozeltisi ve 270 uL serumsuz besiyeri ilave edildi ve
ornekler 4 saat boyunca karbondioksit inkiibatoriinde bekletildi. Bu siirenin sonunda mor
renkli formazan kristallerinin olustugu gozlendi. Daha sonra, besiyeri ortamdan
uzaklastirildt ve ¢oziinmeyen formazan kristalleri, 300 pul MTT ¢oziiciisii (Sigma) ile
coziilerek spektrofotometre cihazi ile (Biotrak II, Amersham Biosciences) 570 nm dalga

boyunda absorbans 6l¢iimiiyapildi.

3.2.7 Fourier Doniisiim Kizilotesi (FT-IR) analizi

Mikrokiire olusumunda destek malzeme olarak kullanilan alginat, sitrat ¢ozeltisi
(PH 6.8) kullanilarak kiirelerin yapisindan uzaklastirildi. Bu amagla kiireler sitrat
cozeltisinde 15 dakika bekletildi ve alginatin ¢apraz aglarn kirillarak yapidan ayrilmasi
saglandi. Alginatin kiirelerin yapisindan ayrildigint dogrulamak i¢in FT-IR spektroskopisi
teknigi kullanildi. Bu teknik incelenen Ornekteki makromolekiillerin fonksiyonel
gruplarinin titresimlerinden kaynaklanan yapi, bilesimve fonksiyonel grup bilgilerinin elde
edilmesini saglar. FTIR matematiksel Fourier doniisiimii yontemi ile 1518in infrared
yogunluguna kars1 dalga sayisini Olgen bir kimyasal analitik yontemdir. Elektromanyetik

151k dizisinin kizil Gtesi bolgesi 14000 cm™ ile 10 cm™arasindadir.

TZP/TFP kaynakli fibrin mikrokiireler ile sodyum alginat 6rnekleri vakum altinda
bir gece kurutuldu. ATR-FTIR spektrum Ol¢iimleri Perkin Elmer-Spectrum 100 model
cihaz1 (Waltham, MA, U.S.A.) kullanilarak gerceklestirildi. Ornek ATR kristal yiizeyine
yerlestirildi. Spektrumlar 650-4000 cm™ araliginda ve 0,5 cm™ ¢oziiniirliikte 4 kez tarama

yapilarak olciildii. Essential FTIR yazilimi kullanilarak veriler degerlendirildi.
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Alginat kullanilarak elde edilen fibrin-alginat mikrokiire, saf alginat mikrokiire ve
sitrat ¢ozeltisi (PH 6.8) ile muamele edilmis alginatin mikrokiire yapisindan

uzaklastirildigi fibrin mikrokiire bu yontemde 6rnek olarak kullanildi.

3.2.8 Enzim Bagh Immiinosorbent Analizi (ELISA)

Bu yontem, bir immiinosorbent (kati bir destege bagli antijen veya antikor) ve
enzim bagli bir immiinoreaktant(tepki veren) kullanilan bir enzim immiino analizidir.
Protein miktarin1 ve karmasik biyolojik Orneklerde proteinlerin aktivasyon durumunu
Olemek icin giiclii bir aractir. Bu analiz klinik tanilarda, gida 6rneklerinde ve proteomik

uygulamalarda mikrodizi olarak yayginca kullanilmaktadir.

Bu calismada TZP kaynakli fibrin mikrokiirelerin saldig1 biiyiime faktorii miktarini
belirlemek ve TFPkaynakli fibrin mikrokiirelerle karsilastirmak amaciyla sandvi¢ ELISA
yontemi kullanildi (Invitrogen ELISA Kit, Katalog KAC1688) Sandvi¢ ELISA’da bir
antikor(yakalama antikoru) saflastirilir ve mikrotitre kabiin kuyucuklarinin kati fazina
baglanir. Antijeni iceren 6rnek daha sonra ilave edilir ve antijen-antikor kompleksinin
olugmasi beklenir. Baglanmamis proteinler yikama basamaklar1 ile uzaklastirilir. Enzim
isaretli ikinci bir antikor (deteksiyon antikoru), yakalama antikoruna baglanmis antijene
baglanir ve bu sayede sandvi¢ olusturulmus olur (Sekil 3.3). Baglanmayan ikincil
antikorun yikama islemi ile uzaklastirilmasindan sonra ortama enzime ait substrat eklenir.
Substrat deteksiyon antikoruna bagli halde bulunan enzimle reaksiyona girerek kuyucuk
icinde renk degisimine neden olur. Renk yogunlugu spektrofotometre ile 6l¢iiliir. Bu renkli
trtiniin yogunlugu, fibrin mikrokiirelerin saldigibiiyiime faktorlerininderisimi ile dogru
orantilidir. Calisma, kiiltiir ortaminda bekletilen fibrin mikrokiire gruplarinin igerisinde
bulunduklar1 besiyerlerinden 200 pl 6rnek alinarak ve Kite ait protokole uygun olarak

yapilmugtir.
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HRP-bagh ant:ikor/

Sekil 3.6Enzim Bagli Immiinosorbent Analizi basamaklar1 (http://www.cellsignal.com)

3.2.9 Fibrin mikrokiirelerin su tutma kapasitesinin belirlenmesi

TZP ve TFP kaynakli fibrin-alginat mikrokiireler ile alginati uzaklastirilmis fibrin
mikrokiireler liyofilize edilerek yapisindaki su uzaklastirildi. Sifirinc1 zaman noktasinda
(to) kiirelerin kuru agirliklar: tartildi (Mi). Daha sonra kiireler, herbirinde 20ml distile su
bulunan tiiplere konularak 37 °C’de inkiibe edildi. 48. saatte 6rnekler toplanip yiizeylerinde
bulunan su dikkatli bir sekilde uzaklastirildi ve su tutmus kiirelerin son agirliklar: tartildi
(Ms). Kiire gruplarinin yiizde olarak su tutma kapasiteleri (%STK) esitlik 1’e gore
hesaplandi.

Ms—Mi

% STK = x 100 (Esitlik 1)

46



4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1 In Vitro Bulgular

4.1.1 Faz kontrast mikroskobu bulgulari

Sigan KI-MKH’lerinin, 1. ve 2. pasajlardan hemen 6nceki faz kontrast mikroskobu
goriintlileri Sekil 4.1’de gosterilmektedir. Pasajlama islemleri ortalama 8 giin arayla
gerceklestirilmistir. Hiicrelerin ortalama 8 giinde %80-90 bolluga ulastig1 ve ilk pasajda
kiiresel formda olan hiicrelerin, ikinci pasajin 8. giinlinde 1§ goriiniimlii karakteristik

morfolojiye sahip oldugu Sekil 4.1°de goriilmektedir.

Sekil 4.1 (A) Sigan Ki-MKH’lerinin 1. pasajdan hemen 6nce (8.giin), (B) 2. pasajdan
hemen 6nce (8. giin) elde edilen faz kontrast mikroskobu goriintiileri. Olgek

cubugu: 150 um
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KI-MKH’lerini igeren Ve icermeyen fibrin mikrokiirelerin faz-kontrast goriintiileri
incelendi ve mikrokiirelerin ¢ogunun diizgiin bir kiiresel sekle sahip oldugu gozlendi.
Trombosit miktarinin TZP’den elde edilen hiicreli ve hiicresiz fibrin mikrokiirelerde,
TFP’dan elde edilen hiicreli ve hiicresiz fibrin mikrokiirelere oranla daha fazla oldugu

goriildii (Sekil 4.2).

Sekil 4.2Ki-MKH’lerini igeren TZP  kaynakli  fibrin  mikrokiirenin  faz-
kontrastgoriintiisii.Olcek cubugu: 500 zm
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Sekil 4.3Ki-MKH’lerini igeren TFP kaynakli fibrin mikrokiirenin faz-kontrastgoriintiisii.
Olgek gubugu: 500 um
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Sekil 4.4 Ki-MKH’lerini icermeyen TZP kaynakli fibrin mikrokiirenin faz-
kontrastgoriintiisii. Olgek ¢ubugu: 500 zm
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Sekil 4.5Ki-MKH’lerini igermeyen TFP kaynakli fibrin mikrokiirenin faz-kontrast
goriintiisii. Olgek cubugu: 500 xgm
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4.1.2. SEM bulgulan

Bu c¢alisma, fibrin mikrokiirelerin yiizeysel yapisim ve gdzenekliliginiincelemek
amaciyla gercgeklestirildi.Kiirenin gézenekliligi, hiicrelerin tutunmasi ve biiylimesi igin
genis bir ylizey alani saglamaktadir. SEM goriintiileri fibrin mikrokiirelerin hiicreler
icinadhezyonyapabilecekleri yiiksek gozenekli bir yapiya sahip oldugunu gosterdi (Sekil
4.6).

18k L

Sekil 4.6Fibrin mikrokiirenin SEM goriintiisii
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Sekil 4.7(A)Fibrin mikrokiirenin enine kesit goriintiisii, (B) enine kesitin daha yiiksek

bliylitmedeki goriintiisii
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4.1.3. MTT bulgulan

Belirli zaman noktalarinda MTT reaktifi ile 4 saat boyunca inkiibe edilen fibrin
mikrokiirelerin  icerisindeki sican KI-MKH’lerinin mitokondriyel dehidrogenaz
aktivitelerini deneysel ¢alismalar boyunca siirdiirdiigii spektrofotometrik Slgiimlerde
acikca goriilmektedir.

TZP ve TFP kaynakli hiicreli fibrin mikrokiirelerin igerigindeki trombositlerin
canliligin1 yitirmesi ile absorbanbs degerleri 7. giinde azalmis ancak mezenkimal kok
hiicrelerin ¢ogalmasi ile bu deger tekrar artmistir.21. giine gelindiginde hiicrelerin

mitokondriyel aktiviteleri azalarak siirmektedir (Sekil 4.8).

W TZP H+

u TFP H+

0. gln 7. gun 14. gln 21. gln

Zaman (giin)

- J

Sekil 4.8 TZP ve TFP kaynakli fibrin mikrokiireler icerisine enkapsiile edilmis Ki-
MKH’lerinin kultiiriin belirli zaman noktalarinda MTT ile belirlenen hiicre

canlilig

P < 0,05 (P=0,46, hiicreli TZP ve TFP gruplar1)
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4.1.4 FT-IR bulgular

FT-IR analizleriyle TZP ve TFP kaynakli mikrokiirelerin yapisindaki alginatin
sitrat ¢ozeltisi ile muamele edilmesi sonucu uzaklasip uzaklagsmadigi incelenmistir (Sekil
4.9). Sitratla muamele edilmemis TZP ve TFP kaynakli fibrin mikrokiirelerin FT-IR analizi
sonucunda alginata spesifik pikler gozlenmistir (Sekil 4.11). Alginat i¢in karakteristik olan
—O-H piki (3428 cm™), >C=0- piki (1618 cm™), —C-C piki (1418 cm™) ve —C-O-C pikinin
(1091 cm™ ve 1031 Cm'l) sitratla muamele edilmis gruplarda siddeti azalmistir. Bununla
birlikte fibrin mikrokiire gruplarinin FT-IR spektrumlarinda fibrine spesifik amit II piki
(1500 cm™) gdzlenmistir. TZP ve TFP kaynakli fibrin mikrokiire gruplarmmn FT-IR

spektrumlari arasinda belirgin bir farka rastlanmamustir.
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Sekil 4.9Sodyum Alginat’in FT-IRspektrumu

A :0-H@B428 cm™), A: C-H (2928 cm™), A:>C=0-(1618 cm™), A: C-C (1418 cm™)
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Gegigenlik (%)

Gegigenlik (%)
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Sekil 4.10 (A) TZP kaynakli fibrin mikrokiirelerin FT-IR analizi, (B) TZP kaynakl1 fibrin-

alginat mikrokiirelerin FT-IR spektrumlari

A : O-H (3428 cm™), A : C-H (2928 cm™), A : >C=0-(1618 cm™),
A :C-C (1418 cm™), @: N-H Il (1500 cm™)
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Sekil 4.11 (A) TFP kaynakli fibrin mikrokiirelerin FT-IR analizi, (B) TFP kaynakl fibrin-
alginat mikrokiirelerin FT-IR spektrumlari

A :0-H (3428 cm™), A: C-H (2928 cm™), A : >C=0-(1618 cm™),
A:c-C (1418 cm™), @ : N-H 11 (1500 cm™)
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4.1.5 ELISA bulgular:

TFP ve TZP kaynakli fibrin mikrokiirelerin saldiklar1 TGF-g1, PDGF ve VEGF
miktarlart ELISA yontemi ile belirlenmistir.Bu amacla deney gruplarindaki kiireler kiiltiir
ortamina alinmistir.Kiiltiiriin ikinci giiniinde vasat drnekleri alinarak ELISA Kkitleri ile bu
bliylime faktorlerinin pg/ml cinsinden salim degerleri elde edilmistir. Sonuglara gore, TZP
kaynakli fibrin mikrokiirelerden TGF-f1 salimi 400pg/ml iken TFP kaynakli fibrin
mikrokiirelerden TGF-£1 salim1 320pg/ml civarinda bulunmustur. VEGF salim miktar1 her
iki gruptada 50 pg/ml’den diisiik miktarda bulunurken, PDGF miktar1t TZP grubunda 270
pg/ml, TFP grubunda ise 170 pg/ml civarinda hesaplanmustir.

4.1.6 Fibrin mikrokiirelerin su tutma deneyi bulgular:

37°C’de 48 saat boyunca distile su igerisinde inkiibasyon isleminin sonunda, alginat
icermeyen fibrin mikrokiirelerde Su tutma kapasitesinin alginat igerikli fibrin
mikrokiirelere gore daha yiiksek oldugu belirlendi. Ayrica TZP kaynakli fibrin
mikrokiireler ile TFP kaynakli fibrin mikrokiirelerin su tutma kapasiteleri arasinda énemli

bir fark gozlenmedi (Sekil 4.12).

dH,0

700

[ ® % %
600
500
400
300
48h
200
100

Sitratl TZP Sitrath TFP Sitratsiz TZP Sitratsiz TFP
Deney Gruplar

Su Tutma Kapasitesi (%0)

Sekil 4.12 Fibrin mikrokiirelerin su tutma kapasitesi

*  p<0,1(p=0,012, Sitrath ve sitratsiz TZP gruplari)
**p <0,1 (p=0,1 Sitrath ve sitratsiz TFP gruplar1)
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4.2 In Vivo Bulgular

4.2 1Histokimya bulgulari

Doku drneklerinde yara iyilesmesi belirli zaman noktalarinda histolojik olarak takip
edildi.Doku yenilenmesi fibrin mikrokiirelerin implantasyonunun 1. haftasinda basladi ve
ileri haftalarda devam etti.PAS boyasi kullanilarak gergeklestirilen histolojik analizler,
dordiincii haftada TZP kaynakli hiicreli mikrokiire grubunda yiliksek miktarda yeniden

damarlanma ve kollajen olusumu ile rejenerasyonun gerceklestigini gosterdi.

Sonuglar TZP kaynakli olarak olusturulan ve KI-MKH’lerinin enkapsiile edildigi

fibrin mikrokiire grubunda daha kisa zamanda ve daha iyi kalitede yara iyilesmesinin

gerceklestigini gosterdi (Sekil 4.13)

WIS

(A
L/
]

Sekil 4.13 Belirli zaman noktalarinda kontrol olarak eksplante edilen orneklerin PAS
boyamalari. (A) Kontrol, 7. giin; (B) kontrol 28. giin.
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Sekil 4.14 TFP kaynaklihiicreli fibrin mikrokiire grubundan belirli zaman noktalarinda

eksplante edilen 6rneklerin PAS boyamalari. (A) Hiicresiz TFP, 7. giin; (B)
Hiicresiz TFP, 28. giin; (C) Hicreli TFP, 7. giin; (D) Hiicreli TFP, 28. giin
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Sekil 4.15 TZP kaynaklihiicreli fibrin mikrokiire grubundan belirli zaman noktalarinda

eksplante edilen 6rneklerin PAS boyamalari. (A) Hiicresiz TZP, 7. giin; (B)
Hiicresiz TZP, 28. giin (C) Hicreli TZP, 7. giin (D) Hicreli TZP, 28 giin.

(Uggenler yeni olusan kapilerleri isaret etmektedir.)

Bunun yani sira,in vivo ¢alismalar1 takiben belirli zaman noktalarinda eksplante
edilen kas dokusu orneklerinde, H&E ile boyamalar sonucunda nakilinilk evrelerinde
hiicrelerin yogun oldugu ve malzemenin heniiz yara bolgesinde bulundugu gozlenirken
(Sekil 4.16) ileriki zaman noktalarinda mikrokiireler igerisindeki hiicrelerin dokuyla
biitiinlesmeye bagladig1 ve mikrokiirelerin yavas yavas degrede oldugu gozlenmistir (Sekil
4.18).
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Sekil 4.16 TZP kaynakli hiicreli fibrin mikrokiire grubundan 4. giinde eksplante edilen
orneklerin H&E boyamalar1. (A) Kontrol,(B) Hiicreli TZP, (C) Hiicresiz TZP
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Sekil 4.17 TZP kaynakli hiicreli fibrin mikrokiire grubundan 7. giindeeksplante edilen
orneklerin H&E boyamalari. (A) Kontrol, (B) Hiicreli TZP, (C) Hiicresiz TZP
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Sekil 4.18 TZP kaynakl hiicreli fibrin mikrokiire grubundan 14. giinde eksplante edilen
orneklerin H&E boyamalari. (A) Kontrol, (B) Hiicreli TZP, (C) Hiicresiz
TZP, (D) Hiicreli TFP, (E) Hiicresiz TFP
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Kontrol TFP- Hiuicreli TFP-Hiicresiz

Sekil 4.19 TFP kaynakli olarak olusturulan hiicreli fibrin mikrokiire grubundan 7. vel4.

giinde eksplante edilen drneklerin H&E boyamalari
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Kontrol

AN e xR

TZP Hiicreli

TZP Hiicreli

Sekil 4.20 TFP kaynakli olarak olusturulan hiicreli fibrin mikrokiire grubundan 4., 7. ve 14.
giinde eksplante edilen 6rneklerin MT boyamalart (200pum ve 100pm)
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5. TARTISMA ve SONUC

Bu ¢alismada, igerisine sigan KI-MKH’leri enkapsiile edilmis trombositten zengin
ve fakir plazma kaynakli fibrin mikrokiirelerin iiretim yontemi gelistirilmis, ve si¢anlarda
olusturulan travmatikiskelet kas1 yara modelindeki etkinligi tizerine in vivo ¢alismalar

tasarlanmustir.

Calismada TZP ve TFP eldesi i¢in tam kan, Wistar soyu sicanlardan aspirasyon
yoluyla elde edildi. Caligmanin ilk asamasinda Oncelikle literatiirde yaygin olarak
kullanilan insan kaynakli tam kan yerine sigandan otolog olarak elde edilen tam kan
kullanild1 ve bu tam kandan TZF ve TFP c¢esitli santrifiij islemleriyle basarili bir sekilde
ayrildi. Burada alict organizma olan sicanin tranplante edilen fibrin mikrokiirelere karsi
immun reaksiyonu Onemlidir.Alici ile verici arasinda gerceklesen immiinolojik
reaksiyonun siddeti iki grubun birbirine yakinligi ile ters orantilidir.Bu durumda farkli bir
tiirdeki verici kaynakli fibrin mikrokiirelerin sigana nakli immiinolojik reaksiyona neden
olup alic1 tarafindan reddedilebilir. Ancak otolog kaynakli fibrin mikrokiirelerin kullanimi
immiinolojik reaksiyonlar1 engeller. Bu nedenle TZP ve TFP eldesi i¢in sican kalbinden
aspire edilen otolog kaynakli tam kan kullanilarak fibrin mikrokiirelerin tiretildigi yeni bir
yontem gelistirildi (TPE 2012/01068).

Trombositten zengin ve fakir plazmanin sigan kalbinden aspire edilen tam kandan
ayrilarak elde edilmesi i¢in Oncelikle literatiirde kullanilan santrifiij islemleri denendi
(Atanasov vd. 2007). Ancak daha diisiik santrifiij hiz1 uygulandiginda da TZP ve TFP’nin
elde edilebildigi tespit edildi ve bu yontem kullanildi. Yiksek hizlarda santifigiirasyon
islemi kan hiicrelerin hemolizine neden olur. Diisiik hizda santifigiirasyon islemi ise kan
bilesenlerinin ayrilmasimi onler. Bu durumda en uygun hizi kullanmak gerektiginden

dolay1 denemeler sonucu uygun bir santrifiij yontemi belirlendi.
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Sigan KI-MKH’lerinin, 1. ve 2. pasajlardan hemen 6nceki faz kontrast mikroskobu
goriintiileri hiicrelerin ortalama 8 giinde %80-90 bolluga ulastigini ve ilk pasajda kiiresel
formda olan hiicrelerin, ikinci pasajin 8. giiniinde ig goriiniimlii karakteristik morfoloji
kazandiklarin1 gdstermektedir. Ki-MKH, ikinci pasaj sonunda uygun Karakteristik
morfolojisini kazandiginda TZP ve TFP kaynakli fibrin mikrokiireler i¢ine enkapsiile
edilmeye hazir hale gelmistir (Sekil 4.1). Ki-MKH’lerini iceren ve igermeyen fibrin
mikrokiirelerin faz-kontrast goriintiilerini incelenmis ve mikrokiirelerin ¢ogunun diizgiin
bir kiiresel sekle sahip oldugu gozlenmistir. Trombosit miktarinin TZP’den elde edilen
fibrin mikrokiirelerde, TFP’dan elde edilen fibrin mikrokiirelere oranla daha fazla oldugu

gozlenmistir (Sekil 4.2).

Fibrin, kas rejenerasyonunun gerceklestirilmesinde kullanilan biyobozunur dogal
bir ii¢ boyutlu iskeledir. Genellikle calismalarda fibrin hiicrelerle etkilestirilerek jel
formunda kullanilmis ya da hiicresiz olarak doku yapistiricist amaciyla cerrahi
operasyonlarda kullanilmistir (Singh vd. 2011). Bu caligsmada fibrinin mikrokiire formunda
kullanilmasinin amaci TZP kaynakl1 fibrin mikrokiirelerin aktif biyomalzeme olmasindan
otliri yapisinda bulunan biiylime faktorlerinin kontrollii bir sekilde gdzenekli fibrin
malzemeden salinmasini saglamaktir. Kok hiicrelerin ¢ogalma kapasiteleri yliksek
oldugundan dolay: iletildikleri bolgede tiimorli doku olusturma olasiliklart mevcuttur.
Fibrin mikrokiirelere hapsedilen kok hiicrelerin gociliniin bu kiire yaklagimi sayesinde

engellenebilecegi diistiniilmektedir.

Hiicresiz fibrin mikrokiireler kullanilarak yapilan SEM analizi mikrokiirelerin
yiizeysel yapisin1 ve gézenekliligini gostermek i¢in gergeklestirildi.Kiirenin gézenekliligi,
hiicrelerin tutunmasi ve biiylimesi i¢in genig bir ylizey alani saglamaktadir. SEM
goriintiileri fibrin mikrokiirelerin hiicreler agisindan baglayic1 6zellikte olan oldukga
gozenekli bir yapiya sahip oldugunu gosterdi (Sekil 4.6). Farkli bir ¢alismada hiyaluronik
asit jel iskelet kasi hiicreleri ile etkilestirilmis ve in vitro ¢alisma gergeklestirilmistir. Farkli
derisimlerde iretilen jellerin en uygun derisimde olan grubunda bile SEM analizi
sonuglarina gore ortalama gozenek boyutu yaklasik 80 um olgiilmiistiir (Wang vd. 2009).

Bu c¢alismada ise fibrin mikrokiirelerin SEM analizi sonucu 6lgiilen ortalama por boyunu
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110 um civarindadir. Bu da fibrin mikrokiirelerin hiicreler agisindan baglayici 6zelliginin

daha fazla oldugunu desteklemektedir.

Hazirlanan fibrin mikrokiireler igerisine enkapsiile edilen sigan Ki-MKH’lerinin
canliligr ve ¢ogalmast MTT testi kullanilarak takip edildi.Sonuglar incelendiginde deney
boyunca bu hiicrelerin fibrin mikrokiireler icerisinde canli kaldiklar1 gézlendi.Bu sonug,
hem TZP hem de TFP kaynakli fibrin mikrokiirelerin hiicrelerin canliligini koruma
konusunda uygun bir yapiya sahip olduklarini gostermektedir.Belirli zaman noktalarinda
deney gruplarina uygulanan MTT analizleri ile elde edilen absorbans degerleri
incelendi.Sonuglara gore enkapsiilasyon isleminden sonra TZP kaynakli fibrin
mikrokiireler ile TFP kaynakli fibrin mikrokiirelerin hiicre miktar1 arasinda gézle goriiliir
bir fark olmadig1 gozlendi. Trombositlerin dmriiniin 7 ila 10 giin oldugu distinildigiinde
7. glne gelindiginde hem TZP hem de TFP kaynakli fibrin mikrokiirelerin absorbans
degerlerinin azalmasi anlamli bir sonuctur (Sekil 4.8).Ayrica sonuglar incelendiginde 7.
giinde TZP’deki absorbans diisiisiiniin TFP’ye oranla daha fazla oldugu gozlenmistir. Bu
durum TZP kaynakli fibrin mikrokiireler igerisindeki trombosit miktarinin baslangicta
fazla olmas1 ve trombositler canliligin1 yitirdiginde absorbans degerinin daha hizli diigmesi
ile aciklanabilir. Istatistiksel sonuclar anlamli olmasa da diger zaman noktalarinda TFP
kaynakli fibrin mikrokiirelerin absorbans degerlerinin daha yiliksek olmasimin nedeni
baslangigta iceriginde trombositler daha fazla yer kaplayan TZP kaynakli fibrin

mikrokiirelerde enkapsiile edilebilen KI-MKH miktarinin daha az oldugu diisiiniilmektedir.

Calismanin mikrokiire olusturma asamasinda destek malzemesi olarak kullanilan
alginat, sitrat tamponu kullanilarak kiirelerin yapisindan uzaklastirildi.Boylece alginat
icermeyen fibrin mikrokiireler elde edildi.FT-IRanalizleriyle TZP ve TFP kaynakli
mikrokiirelerin yapisindaki alginatin sitrat tamponu ile muamelesi sonucu uzaklasip
ayrilmadig incelenmistir (Sekil 4.9). Sitratla muamele edilmemis TZP ve TFP kaynakh
fibrin mikrokiirelerin FT-IR analizi sonucunda alginata spesifik pikler gézlenmistir (Sekil
4.11). Ancak sitrat tamponuyla muamele edilen grupta fibrin proteinine ait pikler
gozlenirken alginata ait piklerin siddetinde azalma oldugu goézlenmistir (Sekil 4.10).
Alginat i¢in karakteristik olan —O-H piki (3428 cm-1), >C=0- piki (1618 cm-1), —C-C piki
(1418 cm-1) ve —C-O-C pikinin (1091 cm-1 ve 1031 cm-1) sitratla muamele edilmis

69



gruplarda siddeti azalmistir. Bununla birlikte fibrin mikrokiire gruplarinin FT-IR
spektrumlarinda fibrine spesifik amit II piki (1500 cm™) gozlenmigstir. TZP ve TFP
kaynakli fibrin mikrokiire gruplarinin FT-IR spektrumlar1 arasinda belirgin bir farka
rastlanmamistir. Bu verilerinden yola ¢ikarak alginatin sitrat tamponu ile fibrin

mikrokiirelerin yapisindan uzaklastig1 diisiiniilmektedir.

Elde edilen TZP ve TFP kaynakli fibrin mikrokiirelerin, in vitro ve in vivo
calismalar Oncesinde su ve tampon tutma Kkapasiteleri belirlenmistir.Sonuglara
bakildiginda, enkapsiilasyon isleminin ardindan TZP ve TFP kaynakli fibrin-alginat
mikrokiireler ve alginat mikrokiirelerin su tutma kapasiteleri TZP ve TFP kaynakl1 fibrin
mikrokiireler ile karsilastirilmistir.Buna gore alginat igermeyen fibrin mikrokiirelerin su
tutma kapasitesinin alginat iceren fibrin mikrokiirelere gore daha yiiksek oldugu
belirlenmistir.Ayrica yine saf alginat mikrokiirelerin su tutma kapasitesinin, fibrin-alginat
mikrokiireler ve fibrin mikrokiirelere oranla daha fazla oldugu belirlenmistir.Bu durumun
fibrinin gbzenekli yapisindan kaynaklandigi diisliniilmektedir.Bir calismada hiicre
tastyicisi olarak farkli derisimlerde {iretilen hiyaluronik asidin su tutma kapasiteleri
Ol¢iilmiis ve en uygun derisimde dahi su tutma kapasitesi %95 olarak bulunmustur (Wang
vd. 2009).Ancak bu calismada alginati uzaklastirilmis fibrin mikrokiirelerin su tutma
kapasitesinin %600 civarinda oldugu belirlenmistir.Fibrinin sahip oldugu bu gdzenekli
yapi, fibrin mikrokiireler igerisine enkapsiile edilmis hiicrelerin yapiya tutunmasi ve
bliylimesi i¢in genis bir ylizey alami saglamaktadir. Ayrica fibrin mikrokiirelerin su tutma
kapasitesinin, fibrin-alginat mikrokiirelerden daha fazla olmasi, sitrat ile muamele
sonucunda alginatin  yapidan uzaklagtinnldiginin ikinci bir kanitt olabilecegi

diistiniilmektedir.

Fibrin mikrokiirelerin saldiklar1 TGF-f1 ve VEGF miktarlar1 ELISA yontemi ile
belirlenmistir. Bu amagla TFP ve TZP kaynakli fibrin mikrokiireler kiiltiir ortamina
alinmistir. Kiiltiirtin ikinci giiniinde vasat 6rnekleri alinarak ELISA kitleri ile bu biiylime
faktorlerinin pg/ml cinsinden salim degerleri Olcililmiistiir.Sonuglara gore, TZP kaynakl
fibrin mikrokiirelerden TGF-f1 salim 400pg/ml iken TFP kaynakli fibrin mikrokiirelerden
TGF-f1 salim1 300pg/ml civarinda bulunmustur. TZP’nin igeriginde yiiksek miktarda

bulunan trombositler, kan pihtisinin olusumunda rol almalarinin disinda dogal yara
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iyilesmesinde gorev alan bliylime faktorlerinin ana kaynagidir (Landesberg vd. 2000).
TZP’de 6zellikle TGF-£1 ve PDGF igerigi ¢ok yiiksektir. Bu durumda TZP kaynakl1 fibrin
mikrokiirelerden TGF-£1 saliminin belirtildigi gibi TFP kaynakl fibrin mikrokiirelere gore
daha yiiksek bulunmasi beklenen bir sonuctur. Bir calismada TGF-B1’in aktiflestikten
sonra PDGF iiretimi ve salgilanmasi ile ilgili sinyallesmeyi baslattig1 belirtilmistir. Ayrica
yine aymt c¢alismada TGF-f1’in baskilanmasiyla PDGF ifadesinin de azaldig
belirtilmektedir (Geng vd. 2012).TGF-f1'in yiiksek olmasinin bir sonucu olarak PDGF
tiretimi dolayisiyla miktarinin artmasi da beklenen bir sonugtur. VEGF salim miktar1 ise her

iki gruptada 50 pg/ml’den diisiik miktarda bulunmustur.

TZP ve TFP kaynakli fibrin mikrokiirelerin, kritik boyutlarda yara modelinde
etkinliginin belirlenmesi amaciyla in vivo ¢alismalar tasarlanmistir.Bu amagla, her bir sigan

igin iki tarafli biceps femoris kasnda 4x5x6 mm®

boyutlarinda defekt modeli
olusturulmustur.Kontrol grubu ile hiicreli ve hiicresiz TFP ve TZP kaynakli fibrin
mikrokiire gruplar1 olusturularak transplante edilmistir.Kontrol olarak, ayni boyutlarda bir
yara modeli secilmis, herhangi bir islem yapilmadan dikilmistir.Her bir grubun iyilesme

stireci diizenli periyotlarla takip edilmistir.

Yaralanma sonrasi kas, dejenerasyon, inflamasyon, rejenerasyon ve fibrozis olmak
tizere bir dizi iyilesme silirecinden gecer. Yaralanma sonrasi ilk birkag giin igerisinde aktif
kas dejenerasyonu ve inflamasyonu meydana gelir ve yarali bolgeye inflamasyon hiicreleri
hizli bir sekilde ulasirlar ve bir haftalik bir siire¢ igerisinde etkin olurlar. Bu hiicreler
fagositoz ile hasarli dokuyu parcalar ve aym1 zamanda enfeksiyonu onler. Ancak kas
rejenerasyonu genellikle yaralanma sonras1 7 ila 10 giin arasinda gergeklesir. Rejenerasyon
stireci genellikle ikinci haftada maksimum noktasina ulasir ve daha sonra 3. ila 4.
haftalarda azalir. Skar doku olusumu (fibrozis) yaralanma sonrasi 2. ve 3. haftalarda baslar
ve zamanla skar dokunun boyutu artar. Skar dokunun olusumu kas onarim siirecinin son
basamagini gostermektedir. Skar doku olustugu siirece kas dokusu rejenerasyonunun

tamamlanmadig1 anlagilmaktadir.

Belirli zaman noktalarinda eksplante edilen 6rneklerin histokimyasal sonuglarina

bakildiginda, H&E boyamalarinda 4. giinde her bir grupta yogun olarak inflamatuar
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hiicrelerinin varhigina rastlanmistir (Sekil 4.16). Ayrica yarali goélgeye go¢ eden
makrofajlar, notrofiller gibi inflamatuar hiicrelerin genellikle fibrin malzeme etrafina
toplandigr gozlenmistir. Bu durum hiicrelerin fibrin malzemeye olan egilimini
gostermektedir. 4. giiniin kontrol grubunda inflamasyon hiicrelerinin sayisinin 6zellikle
hiicreli gruplara gore daha fazla oldugu gozlenmistir. Inflamasyon evresi yara
iyilesmesinde Onemli bir basamaktir ancak uzun siiren inflamasyon istenmeyen bir
durumdur. Hiicreli grup inflamasyon siirecini hizlandirmistir, kemik iligi mezenkimal kok
hiicrelerinin  immiin  baskilama 0zelliginden dolayr bu durumun gergeklestigi
diistiniilmektedir. Hicreli ve hiicresiz gruplar karsilastirildiginda  inflamasyon
basamagimin hiicresiz grupta hiicreli gruba gére daha uzun ancak kontrol grubuna gore
daha kisa siirdiigli gozlenmistir. TFP ve TZP kaynakli fibrin mikrokiire gruplarinin H&E
boyamasi goriintiileri incelendiginde TZP grubunun inflamasyon evresinin TFP grubuna
gore daha hizli gegmesine neden oldugu gozlenmistir. TZP igeriginde yiiksek miktarda
trombosit bulundurur. Trombositlerden salinan yara iyilesmesinde gorev alan biiyiime
faktorlerinin salimi ile TZP grubunda inflamasyon basamaginin TFP grubuna gore daha
etkin ve hizli bir bicimde tamamlandigr diisiiniilmektedir. Yara iyilesmesinin ilk
evrelerinde fibroblastlar ve vaskiiler endotelyal hiicreler ¢ogalarak yara ylizeyinde pembe
renkte hematoksilin ile boyanan rejeneratif graniilasyon dokusunu meydana getirirler. Bu
yeni doku olusumlarinda belirli yogunlukta kapilerlerin de wvarligr belirlenmistir.
Fibroblastlar ve endotelyal hiicrelerin ¢ogalmasina paralel olarak gelisen anjiyogenez,
hiicrelerin gogii ve ¢ogalmasi icin gerekli enerji ve oksijeni saglayacagindan dolayr 6nemli
bir siirectir. 7. ve 14. giinlerde inflamatuar hiicrelerin kaybolmaya basladig1 ve graniilasyon
dokusunun olusmaya bagladigr gozlenmistir. Bu basamaga gecis ilk olarak hiicreli TZP
grubunda gozlenmistir. Ayrical4. giinde rejenerasyon basamaginin devam ederken fibrin

malzemenin kismen degrede oldugu gézlenmistir.

Periyodik asit schiff (PAS) ve MT boyamalari incelendiginde, ilk giinlerde belli bir
diizen igerisinde bulunmayan kollajen liflerinin, ileriki evrelerde olgunlasmaya basladiklari
belirlenmistir (Sekil 4.20). TZP kaynakli fibrin mikrokiirelerde TFP kaynakli fibrin

mikrokiirelere oranla kollajen miktarinin daha fazla oldugu gozlenmistir (Sekil 4.15).
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Sonug olarak, tam kandan TZP eldesi ile yiiksek gozeneklilige sahip, biyouyumlu
ve biyobozunur, elde edildigi malzemeden dolay1 kas yara iyilesmesinde gorevli cesitli
biiyiime faktorlerini salgilayabilen,bu nedenle de aktif bir biyomalzeme olan fibrin temelli
mikrokiireler olusturulmustur. Fibrin mikrokiirelerin konak dokuda dikkat c¢ekici bir
immiin reaksiyona yol ag¢madigi ve konak dokuya zaman iginde uyum sagladig
belirlenmistir. Ayrica, elde edilen sonuglar fibrin mikrokiirelerin defektli bolgedeki doku
yenilenmesini, kontrol deneklere gore dikkat ¢ekici diizeyde hizlandirdigin1 gostermistir.
Bu durumun fibrin mikrokiirelerin rejeneratif tipta kullanim potansiyelini gosterdigi

distiniilmektedir.
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Lisans : Ankara Universitesi Fen Fakiiltesi, Astronomi ve Uzay Bilimleri Béliimii (2008)

Yiiksek Lisans: Ankara Universitesi, Biyoteknoloji Enstitiisii, Temel Biyoteknoloji Anabilim Dal1

(Subat 2010 — Ocak 2013)

Bilgisayar : HTML, Dreamweaver, CSS, Ofis Programlari, Adobe Photoshop, Java  Script,

PHP, SQL Server, MySQL.

Sosyal Aktiviteler

Tiirkiye Buz Hokeyi Federasyonu Lisansli Sporcu

Tirkiye Buz Pateni Federasyonu Lisansli Sporcu (Curling)

Hacettepe Universitesi Cocuk ve Genglik Halk Danslar1 Toplulugu
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