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OZET

Ozofagus doku kiiltiir calismalar ¢ogunlukla mukozal degisiklikleri incelemeye yoneliktir. Calismamizda, tavsan modelinde in vitro
fonksiyonel 6zofagus segmenti hazirlamaya yonelik olarak, fetus ve eriskin distal 6zofagus diiz kas hiicrelerinin morfolojik 6zellikleri ve
biylime kinetiklerinin hesaplanarak karsilastirilmasi amaglandi. Erigkin ve fetus Yeni Zelanda tipi tavsanlarin 6zofaguslarinin distal 1/3
kistmindaki dokularin kas tabakasi kiiltiire edildi ve tireyen hiicreler anti-aktin ve anti-miyozin antikorlari ile immiinositokimyasal boyama
yapilarak tiplendirildi. Popiilasyon kinetikleri, popiilasyon sayisini ikiye katlama zamani (Population doubling time, PDT) ve timidinle
isaretlenme indeksi (Thymidine labelling index, TLI) kullanarak hesaplandi ve karsilastirildi. Trypan blue ile boyanarak hiicrelerin canlilik
oranlar1 hesaplandi. Heriki hiicre popiilasyonu, anti-aktin ve anti-miyozin antikorlar1 ile % 90’1n {izerinde pozitif boyand: ve hiicrelerin ig
seklinde, diiz kas morfolojisine sahip olduklar1 goriildii. Fetal ve erigkin hiicrelerin PDT degerleri sirastyla 95,2 ve 145,5 saat, TLI deger-
leri ise birbirlerine yakin bulundu. Uygun besiyeri ve yeterli doku disseksiyonu ile kolaylikla izole 6zofagus diiz kas hiicre kiiltiirii elde
edilebilmektedir. Erigkin 6zofagus diiz kas hiicrelerinin, kiiltiir ortaminda daha hizla ¢ogaldiklar1 gozlendi. Sonug olarak, farkli dokulardan
elde edilen diiz kas hiicrelerinin kiiltiir ortaminda benzer tireme 6zellikleri gosterdikleri sdylenebilir.

Anahtar Kelimeler: Ozofagus. Diiz kas. Hiicre Kiiltiirii.

Comparison of the Growth Kinetics and Morphological Characteristics of
Adult and Fetal Esophageal Smooth Muscle Cells

SUMMARY

Culture studies of the esophageal tissue have mostly been on the investigation of mucosal changes. In this study, we aimed to form func-
tional esophageal segment in vitro and to calculate and compare the growth kinetics of esophageal muscle cells of fetal and adult distal
esophagus. The muscular coat of distal 1/3 esophageal segments of adult and fetal New Zealand rabbits were cultured and identified as
smooth muscle cells (SMC) by immunostaining for anti-actin and anti-myosin antibodies. Growth kinetics of SMCs were calculated and
compared using population doubling time (PDT) and thymidine labeling index (TLI). Viability rates of all cells were calculated using
trypan blue. The ratio of cell populations stained with anti-actin and anti-myosin antibodies was higher than 90% and the cells were char-
acteristic spindle shaped, same as the muscle cell morphology. Calculated PDT of fetal and adult SMCs were 145,5 and 95,2 hours respec-
tively and TLI values were found to be similar. Fine dissection of the tissue and appropriate medium is mandatory to achive isolated
esophageal SMCs. The fetal esophageal cells showed proliferation slower than the adults. Conclusion, we can spaculate that smooth
muscle cells obtained from different tissues act similar in the same culture condition.
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uygun tastyict biopolimerler {izerine aktarilmakta ve
doku onarimi amactyla kullanilmaktadir.

Ozofagusun inflamatuar ve neoplastik hastaliklarinda
mukozal degisiklikler, hayvan modellerinde ya da
insandan alinan dokularda, in vitro ortamda arastiril-
migtir. Tavsan 6zofagus epitel hiicre kiiltiiri yapila-
rak  kiltir  kosullar1  tammlanmis',  dzofagus
keratinositleri iiretilerek proliferasyon, diferan-
siasyon ve neoplastik transformasyonlar1 incelenmis-
tir’. Saglikli insandan elde edilen oral ve Gzofagus
mukoza hiicrelerinin kiiltiirii yapilarak hiicresel 6zel-
likleri belirlenmistir’. Ozofagus skuaméz hiicre kiil-
tiirii calismalarmimn prognostik nemi vurgulanmugtir®.

Kiiltiir ortaminda 6zofagusun diiz kasmnm hiicresel
ozelliklerinin incelenmesi, kas dokusunu ilgilendiren
hastaliklarinda ya da replasman amaciyla yapay
0zofagus segmenti olusturmada yararli olabilir. Bu
nedenle c¢alismamizda, eriskin ve fetus tavsan
6zofaguslarinin distal kas dokusu kiiltiire edilerek,
biiyiime kinetikleri ve morfolojik 6zelliklerinin karsi-
lagtirilmasi amaglanmuistir.

Gereg ve Yontem

Caligmamizda Yeni Zelanda tipi tavsanlar kullanildi.
Sekiz adet erigkin ve 12 adet 26 giinlik fetusun
0zofagus distal 1/3 kismi laparatomi ile alindiktan
sonra laminer hava akimi altinda, dokularin kas taba-
kas1t mukozadan ayrilarak bistiiri ve makas yardimiy-
la mekanik yolla pargalandi. Dokular Dulbecco’s
Modified Eagle Medium (DMEM), % 10 fetal bovine
serumu (Sigma Chemical Co.) ve penisilin
(100U/ml)/  streptomisin  (0,Img/ml) ile Kkiltiir
flasklarina ekildi. 37°C de, % 5 CO5’li ve nemli e-
titvde kiiltiire edildi. Flasklarin hiicreyle kaplanmasi-
n1 takiben tiripsin-EDTA (Serva, % 0,025 ve % 0,2)
ile hiicreler kaldirildi ve pasaj islemi yapildi.

Immunsitokimyasal boyama: Ikinci pasaj hiicreleri
immunsitokimyasal boyama i¢in kullanildi. Fare
myeloma hiicrelerinin fiizyonu ile olusturulmus olan
insan, kopek, tavsan ve fare hiicrelerine 6zgii hSM-V
hybridoma kaynakli monoklonal “anti-myosin” anti-
korlar1 (Sigma, Mouse IgG1 isotype) ve C-terminal
aktin fragmentlerinin immunojen olarak kullanilma-
styla tavsanlardan elde edilen tavsan hiicrelerine
Ozgii “anti-aktin” antikorlar1 (Sigma) kullanilarak,
indirekt immunoperoksidaz yontemiyle, aktin ve
miyozin proteinleri arastirildi. Peroksidaz aktivitesi
3-amino, 9 etilkarbozol ile gdsterildi.

Biiyiime kinetikleri: Iki hiicre popiilasyonunun
biiyiime kinetikleri, popiilasyon sayisinin ikiye kat-
lanma zaman1 (PDT) ve timidinle isaretlenme indeksi
(TLI) hesaplanarak karsilastirildi. PDT hesaplamak
i¢in alt1 adet kuyucugu olan plastik kaliplara, herbir
kuyucuga 50.000 hiicre olacak sekilde DMEM ile
ekim yapildi. 48. ve 96. saatte eriskin ve fetal hiicre-
ler hemositometre ile sayildi. PDT degeri formiille
hesapland:®. TLI degerlerini hesaplamak iin hiicreler

28

M. Korkmaz, ark.

24 kuyucuklu plastik kaliplara herbir kuyucuga
50.000 hiicre olacak sekilde DMEM ile ekim yapildi.
48. ve 96. saatlerde lamellere yarim saat 6nceden 3H-
timidin uyguland1 ve sentez fazinda bulunan hiicrele-
rin DNA’lart isaretlendi. Hazirlanan preparatlara
otoradyografi uygulanarak isaretli hiicreler sayildi.
Hiicreler trypan blue boyanarak canlilik oranlar
hesaplandi.

Histolojik inceleme: Hiicrelerin yapisal dzellikleri,
canli ve boyanmamig sekilde diyaframli ve diyafram-
siz olarak 151k mikroskobu altinda incelendi.

Bulgular

Fetus ve erigkin hiicre igeren preparatlar, % 90’1
iizerinde anti-aktin antikorlar1 ve anti-miyozin anti-
korlar1 (Sekil 1) ile pozitif boyand. Hiicrelerin,
niikleusu oval ve santral yerlesimli olan ig seklinde
tipik diiz kas morfolojisi gosterdigi ve flask iizerinde
tepe-vadi goriiniimleri ile diizensiz yiizey olusturduk-
lar1 izlendi (Sekil 2). Fetal ve erigkin hiicrelerin
fenotipinde bir farklilik gdzlenmedi.

' - s . L
I ‘. . "“d"
.- . b ] ’ y \‘
7 # L
" L4 ." . F - T
- “o. 1 ;
- ’ d - 5 s '#
. - . - " - _'
I o [] L 'a"- \ b
¥ L ¢ - }.‘ \, '
dad ¢ ) e % -
~ i A% T\
- - (: BN e
| B -
_ t.f&\.“
Sekil 1:

Dokudan iireyen hiicrelerin immunohistokimyasal
olarak anti-miyozin antikorlar ile pozitif boyandigini
gosteren resim.
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Sekil 2:
Dokudan iireyen hiicrelerin istk mikroskobunda bo-
yanmadan, yesil diyaframla elde edilen goriintiisii.



Fetal ve Eriskin Ozofagus Kas Hiicrelerinin Karsilastiriimasi

PDT degerleri asagidaki formiille hesaplandi:
tp= 0,693 X At
In(X)
Xo

tp. PDT

X: Islem sonu hiicre say1st
Xo: Baglangig hiicre sayisi
At: Toplam siire

Fetal 6zofagus diiz kas hiicrelerinin PDT degerleri
148,5 saat, eriskin hiicrelerin ise 95,2 saat bulundu.
Fetal hiicrelerin daha yavas cogaldiklart goriildi
(Sekil 3).

Kiiltiir sonrasi hiicre sayisi
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Sekil 3:
Fetal ve erigkin 6zofagus hiicrelerinin 48. ve 96.
saatte sayim sonuglari.

TLI oranlarinin 48. ve 96. saatte, sirasiyla eriskin
hiicrelerde 15,4 ve 7,8, fetal hiicrelerde ise 14,1 ve
6,7 olarak bulundu (Sekil 4).
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Sekil 4:
Fetal ve eriskin ozofagus hiicrelerinin TLI degerleri
% olarak verilmigtir.

Caligmalarda hiicrelerin canlilik oranlarmin % 90’1n
tizerinde oldugu tespit edildi.

Tartisma

Glinlimiiz arastirmacilari, hiicre kiiltiir tekniklerini
kullanarak cesitli dokularin laboratuarda {iretilip
karakterize edilmesi ve transplantasyona hazir hale
getirilmesi caligmalarma yénelmislerdir’. Doku mii-
hendisligi olarak adlandirilan bu ¢alisma alaninda,
fetal yada erigkin cilt’, karaciger’, pankreas® ve me-
sane’ doku ornekleri kiiltiir ortaminda gogaltilarak
replasman amaciyla kullanilmigtir.

Ozofagusun, tiimér, uzun segment atrezi, kostik ya-
niklar gibi replasman gerekebilen durumlarda halen
gastrointestinal segmentler kullanilmaktadir'®. Bu
yapilara alternatif olarak, ototransplantasyona yone-
lik yapay 6zofagus segmenti hazirlama calismalari
deneysel sartlarda hizla devam etmektedir. Bu galis-
malarda ¢ogunlukla mukoza hiicreleri kullanilmistir.
Poliglikolik asit ve kollajen iizerinde fibroblast ve
0zofagus mukoza epiteli lretilerek yapay O6zofagus
segmenti  olusturulmustur.  Olusturulan  yap1
tiibiilerize edilerek atimik ratlara implante edilmis ve
14.giinde stenoz olmadan tiibiiler yapinin korundugu
gosterilmistir''. Kollajen yiizeyde Kkiiltiire edilen
6zofagus mukoza hiicreleri, atimik ratlarin latissimus
dorsi kasi tlizerine ekilmis ve hiicrelerin gelisme gos-
terdikleri tespit edilmistir'>. Grikscheit ve ark. fetal
0zofagus dokusundan enzimatik parcalama yoluyla
elde ettikleri hiicreleri poliglikolik asit polimerleri
iizerine ekerek, omentuma sarili bir 6zofagus
segmenti elde etmislerdir. Bu segmenti abdominal
0zofagusa anastamoz yaparak 6zofagus biitiinligii-
niin olustugunu gostermislerdir’®. Yamataka ve ark.
ise fetal ratlardan elde ettikleri 6zofagus segmentini
erigkin ratlarin omentumuna implante etmis ve bura-
da gelisimini siirdiirdiigiinii gdstermislerdir'.
Fonksiyonel yapiy1 olusturan ve rejenerasyonu daha
gii¢ olan kas tabakasinin kiiltiirii ve fenotipik 6zellik-
lerini arastiran caligmalar daha az sayidadir. Insan
0zofagus diiz kas hiicrelerinin kiiltiir ortaminda,
muskarinik reseptor ekspresyonu ve fonksiyonlari
arastirilmis ve bes alt grup reseptoriin eksprese oldu-
gu gosterilmistir”®. Yaptigimiz ¢alismada, tiirdes fetal
ve erigkin 6zofaguslardan izole edilen diiz kas hiicre-
lerinin popiilasyon kinetikleri ve morfolojik 6zellik-
leri incelenmistir.

In vitro sartlarda 6zofagus diiz kas hiicrelerinin, me-
sane diiz kas hiicrelerine benzer, ig sekilli, santral
yerlesimli niikleusu olan morfolojik yap1 gosterdikle-
ri izlenmistir'®. Fetus ve eriskin hiicrelerde yapisal
farklilik saptanamamustir. Yapilan tripan blue testi ile
kiiltir sonucu elde edilen hiicrelerin canliliginin
yiiksek oranda oldugu gosterilmistir.

Stromal kontaminasyon, selektif hiicre kiiltiirii ¢alis-
malarinda giiniimiizde de sorun olarak karsimiza
¢ikmaktadir. Dokunun iyi sekilde disseksiyonu ve
kiiltiire edilecek hiicreler ig¢in uygun besiyerinin se-
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¢imi, bu giigliigii asmak icin gereklidir'®. Calisma-
mizda preparatlarin anti-aktin ve anti-miyozin ile
yiiksek oranda pozitif boyanmasi, belirgin stromal
kontaminasyon olmadigini gostermistir.

Hiicrelerin popiilasyon kinetiklerini hesaplamak igin
siklikla PDT ve TLI degerleri kullanilmaktadir. DNA
sentez fazindaki (S-fazi) hiicrelerin 3H-Timidinle
isaretlenerek, isaretlenmemis hiicrelere boliimii ile
TLI elde edilir. PDT, kiiltiiri yapilan hiicrelerin say1-
ca iki katina ulagmalar1 i¢in gegen silireyi standart
hale getirerek gostermektedir. Bu degerler iiretilecek
dokunun kiiltiir sartlarinda davraniglarini, istenen
doku kitlesi i¢in gereken yaklasik siireyi ve maliyeti
belirlemek igin yararli olabilir.

Caligmamizda fetal 6zofagus diiz kas hiicreleri PDT
degerlerinin, erigkinlerden daha yiiksek olmasi bu
hiicrelerin bu kiiltiir sartlarinda daha yavas ¢ogaldik-
larin1 gostermektedir. Benzer sonuglar, ayni ve farkl
tiirler arasinda, erigkin ve fetus mesane diiz kas hiic-
relerinin PDT degerlerinde de elde edilmistir'™'®, TLI
degerleri ise birbirine yakin bulunmus ve bu sonuglar
S-fazindaki her hiicrenin boéliinmeyi tamamlayama-
digimi diisiindiirmektedir.

Ozofagus kasinin hiicre kiiltiir calismalari, hem kas
tabasi iceren yapay segment olusturmasima hemde
kas dokusunu ilgilendiren hastaliklarin in vitro sart-
larda incelenmesine olanak saglamaktadir. In vitro
kosullarda olusturulan 6zofagus dokusunun, iyi ge-
ligsmis bir kas tabakasi igermesi, transplantin yapisal
ve fonksiyonel adaptasyonunu kolaylastiracagim
diisinmekteyiz.
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